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!摘!要"!为改进和完善免疫检测呋喃唑酮代谢物方法!制备了抗呋喃唑酮代谢物%/CM&特异性

抗体" 采用对醛基苯甲酸对/CM进行衍生化得到65/CM!还原65/CM结构中的6eJ双键得到半

抗原!半抗原用J0羟基琥珀酰亚胺活化酯法与c./偶联制备免疫原!免疫新西兰大白兔制得特异

性抗体!采用间接%竞争&+,-./法评价抗血清效价及特异性" 结果显示!试验获得了较高效价

%$ d$"2####&的抗/CM血清!/CM半抑制浓度为 341 FR*=,$抗血清与结构类似物呋喃它酮代谢物

的交叉反应率仅为 #4'(;!与呋喃妥因代谢物和呋喃西林代谢物无交叉反应$利用该抗体建立的间

接竞争+,-./检测法!/CM在 $ )"' FR*=,与抑制率呈线性关系" 结果表明!该特抗体虽然灵敏度

较低!却对/CM而非/CM衍生物有特异性!可为畜产品中/CM残留检测提供新的思路和方法"

!关键词"!呋喃唑酮代谢物$特异性抗体$间接%竞争&+,-./
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!!呋喃唑酮是人工合成具有 3 0硝基呋喃基本结

构的广谱抗菌药物"结构见图 $#!代谢迅速!主要

用于肠炎和菌痢的治疗($)

% 此药抗菌谱广!较少产

生耐药性!在养殖业中广泛应用% 呋喃唑酮原药及

其主要代谢物 % 0氨基 0" 0唑烷酮具有致畸致

突变作用(" 0%)

% 因此含有呋喃唑酮残留的产品被

人食用后!会对人体造成严重危害% 目前欧盟*美

国*韩国*日本*韩国*中国等将呋喃唑酮列为食品

动物禁用药物%

图 @A呋喃唑酮及其代谢物

!!水产品及畜禽产品中呋喃唑酮及其代谢物的

检测方法主要有高效液相色谱法"N5,6#

(3)

*高效

液相色谱0质谱法"N5,60_.#

(()

*液相色谱 0串

联质谱法 ",60_.*_. #

(')

*酶联免疫分析法

"+,-./#

(2)

% N5,60_.及,60_.*_. 法的优点

是能够在多种残留物同时存在的情况下对某种特

定的残留物进行定性*定量分析!而且灵敏度高!但

受高昂的仪器成本*复杂的样品处理过程及耗时长

等限制!难以在基层检测单位普及% +,-./法操作

简便快速!可大大提高检测效率!符合现场快速筛

选要求% 但是目前市场上所有+,-./试剂盒和胶体

金试纸条检测方法都是先将生物样品用对醛基苯甲酸

衍生化!抽提出衍生物后再检测!这种检测方法前处理

步骤繁琐且耗时较长% 解决这一问题首要是制备出抗

/CM特异性抗体!这样样品就不必衍生化处理!检测

时间缩短% 本研究通过改造呋喃唑酮代谢物结构得到

半抗原!采用J0羟基琥珀酰亚胺活化酯法制备了人

工抗原!抗/CM特异性抗体的制备为免疫检测方法的

建立与优化奠定了基础%

@A材料与方法

$4$!材料及主要仪器!/CM!华南农业大学兽医

学院药理实验室合成&对醛基苯甲酸*钯碳*$ 0乙

基 % 0"% 0二甲胺丙基#碳二亚胺盐酸盐"+̀ 6#*

J0羟基琥珀酸亚胺"JN.#!阿拉丁试剂公司&牛血

清白蛋白"c./#*鸡卵清白蛋白"C7/#!上海金穗

生物科技有限公司&羊抗兔-Rb0Na5*弗氏完全佐

剂*弗氏不完全佐剂!.>R8=公司&新西兰大白兔!广

东省实验动物中心%

旋转蒸发仪!上海爱朗仪器厂&液相色谱 0串

联质谱联用仪!安捷伦 (&%#&紫外*可见分光光度

计!O70$2##!岛津公司&酶联免疫检测仪*离心

机!\PLU=BSA>LFT>W>A&磁力搅拌器!巩义市予华

仪器厂%

$4"!半抗原制备与鉴定!首先以 /CM与对醛基

苯甲酸反应合成65/CM% 取/CM"#& =R"" ==B?#

溶于 3 =,甲苯!磁力搅拌下加入对醛基苯甲酸 %##

=R"" ==B?#!$## <冷凝回流 $"# =>F% 停止反应!

乙酸乙酯洗涤三次后过滤蒸干得白色固体"合成路

线见图 "#% 用N5,60_.*_.鉴定目标产物%

图 BA<,0HY的合成路线

!!取 "%& =R"$ ==B?#65/CM溶于 & =,J!J0

二甲基甲酰胺" _̀:#中!加入适量的钯碳!通入氢

气于 "3 <下搅拌反应!通过\,6板监控反应程度!

待反应产物反应完全后用适量的乙酸乙酯进行萃

取% 反应路线见图 %% 用N5,60_.*_.鉴定目标

产物%

图 DA半抗原合成路线

'$"'
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$4%!完全抗原的制备!采用 J0羟基琥珀酰亚胺

活化酯法以 c./为载体蛋白合成人工免疫抗原%

称取 $343 =R半抗原*$2 =R+̀ 6*$$ =RJN. 溶于

_̀:中!反应过夜!得 /液&称取 3# =Rc./!溶于

5c.!得c液% 将/液逐滴加入c液!反应 & P% 透

析 % V!$ V 换液 " 次!离心!分装!:B?>F 0酚法测定

抗原浓度% 紫外可见分光光度法鉴定完全抗原%

同时!以相同偶联方法以 C7/作为载体合成

包被原%

$4&!动物免疫!选用 " 只体重 " ^R左右的健康雌

性新西兰大白兔!生理盐水稀释免疫原!经弗氏完

全佐剂乳化后皮下注射!免疫剂量为 "##

!

R*只%

每隔 % 周进行一次加强免疫!加强免疫时!免疫原

用弗氏不完全佐剂进行乳化% 第 % 次免疫后的第 '

天耳中动脉采血!用间接+,-./和间接竞争 +,-./

法检测抗血清效价和特异性!待血清效价和特异性

稳定后!进行抗血清的采集% 抗血清用辛酸 0硫酸

铵两步法纯化%

$43!抗血清的效价及特异性测定!将包被原按预

试的 $

!

R*=,的浓度包被酶标板!将纯化好的抗血

清 $ d$####* $ d"####* $ d&####* $ d2####*

$ d$(####*$ d%"#### *$ d(&####*$ d$"2#### 倍比

稀释!用间接+,-./测定抗血清的效价!用间接竞

争+,-./测定抗血清的特异性% 选择效价高且抑

制效果好的抗血清!根据方阵滴定以 C̀

&3#F=

值在

$4# 左右的稀释度作为抗血清的工作浓度!将 /CM

稀释成浓度为 #*#43*$43*&43*$%43*&#43*$"$43

FR*=,的一系列标准品溶液!建立间接竞争 +,-./

标准曲线%

将/CM结构类似物呋喃它酮代谢物*呋喃妥

因代谢物*呋喃西林代谢物!按 /CM标准品相同的

方法稀释成一系列标准浓度!进行间接竞争 +,-./

检测!得出其半抑制浓度 "-6

3#

#值!计算它们与

/CM的交叉反应率% 交叉反应率 e"/CM-6

3#

*结

构类似物-6

3#

# g$## ;%

BA结A果

"4$!半抗原结构鉴定!半抗原的分子量为 "%&!分

子离子峰为 "%3"图 &#!表明目标化合物合成成功!

且纯度大于 23;!能达到偶联要求%

图 LA半抗原质谱图

"4"!完全抗原鉴定!由紫外分光光度计鉴定完全

抗原% 由图 3 可见!半抗原在 "'" F=处*c./在

"'2 F=处有最大吸收!而完全抗原紫外扫描图不同

于半抗原和c./!完全抗原偶联了一定数量的半抗

原!在最大吸收波长发生明显偏移!从而初步判定

偶联成功%

图 MA完全抗原紫外扫描

"4%!抗血清的检测!第 & 次免疫后!检测出有

/CM特异性抗体产生!抗体效价为 $"2####!结果

见表 $% 以 C̀ 值在 $4# 左右的稀释度作为抗体工

作浓度!将 "&% FR*=,的/CM标准液稀释建立间接

竞争 +,-./标准曲线 "图 (#!线性方程为$8e

0$"4" ,F"N# f12422!H

"

e#411&!N表示待测物浓

度!8表示抑制率!计算得 -6

3#

为 341 FR*=,!在

$ )"' FR*=,呈线性关系!以相同方法对抗血清的

交叉反应性进行测定!对结构类似物 /_CM*/Ǹ *

.+_的交叉反应率分别为 #4'(;* #4#";*

#4#";*#42%;%

表 @A0HY抗血清的效价

血清稀释倍数 $ d$#### $ d"#### $ d&#### $ d2#### $ d$(####

C̀

&3#F=

"43$( "4%"2 $4'3$ $4"(3 #4'(%

血清稀释倍数 $ d%"#### $ d(&#### $ d$"2#### 阴性对照 空白

C̀

&3#F=

#4%13 #4"(% #4$1" #4#33 #4#&'

'""'
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图 NA0HY间接竞争34560法标准曲线

DA讨A论

/CM属小分子半抗原!不具有免疫原性!需与

载体蛋白偶联以合成人工完全抗原!因而制备出有

效的完全抗原是制备 /CM特异性抗体的关键% 目

前制备呋喃唑酮代谢物抗原的常用方法是将 /CM

的氨基和对羧基苯甲醛的醛基缩合反应合成半抗

原65/CM!偶联蛋白后制备完全抗原!此种方法制

备的抗65/CM单克隆抗体 -6

3#

可达 #4%# FR*=,!

但是对/CM却没有特异性(1 0$#)

!这样在检测过程

中就要将待检物 /CM衍生化为 65/CM!此过程操

作繁琐!耗时长!不能满足现场快速检测的要求%

本方案也引入了对羧基苯甲醛!但是还原了 6eJ

双键!以减小共轭结构对抗原活性的影响!保证抗

/CM特异性抗体的产生!而非是 65/CM特异性抗

体% 也曾尝试过在 /CM的氨基上引入 & 0溴丁酸

乙酯或者丁二酸酐作为间隔臂!但是可能由于改造

过的半抗原分子量过小!分子的空间结构过于简

单!未能得到高效价和高特异性的抗体%

本研究成功制备了半抗原!与 c./偶联后!经

紫外扫描对抗原的偶联情况进行鉴定!半抗原与载

体的偶联比为 $( d$% 一般认为偶联比在 3 d$ )

%# d$范围内能产生较好的特异性抗体($$ 0$")

% 本实

验得到的偶联比为 $(!通过免疫新西兰大白兔得到

了较高灵敏度的抗血清!与结构非常相近的呋喃它

酮代谢物几乎没有交叉反应!其-6

3#

为 341 FR*=,!

虽然与目前已报道的检测方法的灵敏度有较大差

距!但这是对硝基呋喃代谢物的快速检测方案优化

的新尝试% 此方案对抗原合成和抗体制备还需进

一步的研究和探索%
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