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甲硝睡半抗原及全抗原合成与鉴定
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摘要:在世监加热条件下，将甲硝哇与就础酷西干反应，合成半抗原甲硝啤半就E自自主醋，氢核磁共报、电喷雾质谱、红

外光i普方挂的鉴定结果表明，目标半抗原告成成功;通过活世酣法将半抗原与载体蛋白偶联制备甲硝瞠全抗原，紫

外光谱法鉴定结果表明，全抗国合成成功-
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Abstract: The haplen metronidazole monosuccinate was synthesized by reacting metronidazole and succin­

ic anhydride under microwave he且ting. Identification llsing I H nllclear magnetic resonance , electrospray 

ionization mass and infrared spectrum showed 出 hapten was successflllly synthesized. Then active ester 

me由od was used ωprodllce complete antigen of metronidazole , which was confirmed by 四alysis using 

llltraviolet spectrum. 
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动物性食品安全与人民身体值康和经济贸易密

切相关，药物残圄是威胁动物性食品安全的重要因

素，甲硝瞠( metronidazole , MNZ) 卫秸甲睛咪啤、灭

滴灵，化学名为 1-( 2-革乙基) - 2-甲基-5-硝基咪哇，

化学结构为:

"~L'rCH， 

其在动物生产上主要用于治疗鸡、火鸡组织滴虫病、

牛毛滴虫病，还与其他抗生素联合用于治疗厌氧菌

感染[1] 研究表明，甲硝啤对细菌有诱变作用，对实

收稿日期 :2∞6-10-12

验动物具有致癌性[2] 其居留对环境、生物以及人类

健康造成的影响也日益引起人们关注[3] 甲硝哩残

留检测目前主要依靠碑层色情[4] 、色质联用[5-6]等理

化分析方法，虽然结果准确，但检测设备昂贵，需专

业操作人员，并且样品前处理繁琐，很难满足批量样

品快速检测的要求.免疫分析技术作为一种简单、快

速、灵敏、特异、戚本低廉的筛选检测方法，近年来在

兽药费留分析领域应用越来越多，目前已有多种兽

药免疫分析试剂盒问世.本文建立了一种鲜见文献

报道的甲硝啤半抗原及全抗原告成方法，该法原料

易得，操作简单.以期为进-步制备甲硝哇抗体奠定

基础.
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目前，有关 PCV2 疫苗研制的报道较少. PCV2 

在 PK-15 细胞上可以增擅，但增殖滴度不高，毒价测

定顶借助免疫过氧化物酶单层试验(IPMA) .因此使

用全病毒来制备灭括在苗，操作繁琐，成本高，基于

此，利用基因工程方法获得的疫苗(DNA 疫苗、亚单

位疫苗及病毒活载体疫苗)将成为防控该病的重要

方向.目前已有 PCV2 DNA 疫苗、亚单位疫苗和嵌合

病毒疫苗的研究报道[叫，这些疫苗虽对 PCV2 有较

好的免疫敢果，但由于 DNA 疫苗的去全隐患、亚单

位疫苗的高戚本以及嵌合病毒疫苗的低增殖滴度限

制了这些疫苗的广泛应用，因此病毒活载体疫苗研

究具有重要的现实意义，笔者在前期研究中，以伪E

犬病毒为载体构建了表达 PCV20RF2蛋白的重组

病毒[叫，诙研究是对 PCV2 恬载体疫苗的一种成

功尝试，

本试验在前期成功构建重组病毒 TK- /gG - / 

ü"RF2 +的基础上:对重组病毒在细胞上的增殖特性、

遗传稳定性、安全性、免疫原性及保护力进行了研

究，结果表明重组病毒的增殖滴度与亲本株相当，遗

传稳定性良好，对小鼠安全，可诱导小鼠产生针对

PRV 和 PC凹的特异性免在应答，井且对致死刑量

PRV Ea 株强毒的攻击具有很好的免疫保护效果.本

研究未用 PCV2 强毒对免疫小鼠进行攻击，主要是由

于小鼠不是 PCV2 感染的模型动物，在对小鼠进行

相关研究的基础上，我们将进一步开展重组病毒对

猪的安全性、免疫原性及保护力试验.

为了提高重组病毒的免疫敢果，后续研究将对

重组病毒进行相应改造，如果用更强的启动子以增

加 ORF2蛋白表达量、加入分子佐剂以提高疫苗免疫

姓果等，同时对免疫程序进行优化，以期研制出一种

安全、有效的基因工程疫苗用于 PRV 和 PC凹的

防控.
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2.4 重组病毒 TK- IgC - 10RF2 +对小鼠的免岳

原性

2.4.1 兔疫小虱血清中伪在犬病毒中和抗体水平

重坦病毒和亲本株病毒免疫坦在首免后 3 周均产

生了 PRV 中和抗体，且二者之间差异不显著;在第 4

周加强免疫后，各组的抗体水平都得到显著的提高，

首免后 6 周及 8 周与首免后 3 周相比，差异极显著

(P <0. 01) ，在首免后 6 周，& 8 周，重组病毒 TK-I

gC-10RF2+诱导产生的 PRV 中和抗体水平分别为

1: 45.25 和 1 : 40. 32 ，与亲本株病毒 TIC IgG-/ 

LacZ+ 同期诱导产生的 PRV 中和抗体水平基本相当

(1 :45.25 和 1:45.26) ，经 t 检验，差异不显著(P>

0.05). 对照组无论首次免疫还是如强免疫都检测不

到 PRV 中和抗体(表 2). -l在结果表明重组病毒和亲本

株病毒都能在小鼠体内得到有姓的增殖，井诱导产生

一定的中和抗体，在加强免疫后，中和抗体水平显著

升高，且在首先后第 6 周左右抗体水平达到高峰.

2.4.2 克在小鼠血清中 PCV20RF2蛋白的抗体水

平 用 PCV2 ELlSA 方法检测不同时期果靠的小鼠血

清中的 ORF2蛋白抗体，结果显示，重组病毒免疫组在

首免后 3 周， 0町Z 蛋白抗体仍为阴性;在首免后6 周，

重组病毒免疫小鼠发生抗体阳转(D630 ""， >0.383 为阳

性) ;在首免后 8 周， ORF2蛋白的抗体得到进一步提

高，而亲本株及 PBS 对照组在免疫后不同时间 ORF2

蛋白抗体均为阴性(表 3) . 

2.5 重组病毒 TK - IgG - /ORF2 +免症小鼠对 PRV

Ea 株强毒的政毒保护敢果

免在 PBS 的空白对照组小鼠在攻毒后 72h 出

现典型的伪E犬病发病症状，表现为兴奋性增高，病

毒注射部位搔痒，发病动物在 12 h 内?E"è，而重组病
毒 TK-/gG - IOR口+及其亲本株 TK -/gG -/LacZ + 

免疫组小鼠未发生任何死亡，并且在观察的 2 周内

均表现正常，表明重组病毒与亲本株相比，对伪狂犬

病毒具有同样的免疫保护效果(辈的，

表 2 堕苗免症后不罔时间小鼠体内的 PRV 中和抗体水平 (log2) 1) 

Tab.2 Neu缸-alization antibody titers agai皿t PRV in mice at difTerent time aner vaccination 

组别
首免后时间 time after first vaccinatìon 

group 0 周 3 周 6 周
weekO week 3 W臼k6

TIC/I卢IORF2+ 1. 33 土 0.52 5.50 士 O. 剧， , 

田-/gG -/LacZ + 1.∞:1: 0.00 5.50 土1. 22" 

PBS 

1)" _ "示 PRV 中和抗体为阴性* *示同行数据与首先后 3 周结果相比差异极显著(P <0. 01 ， t-检验)

表 3 蓝苗免在后不同时间小鼠体内的 ORF2 m自抗体水平(D曲回)

8 周
week 8 

5.33 :!:0.82" 

5.50 :1:1. 64" 

Tab. 3 Antibody titers ag咀nst ORF2 protein Ìn mice at dilferent time after vaccination 

盟副
group 

TK - I gG - IORF2 + 

Tr I gG - /LacZ. 

PBS 

首免后时间 time after first vaccination 

0 周 W3Ee周k3 
6 周

weekO week 6 

0.216 :1: 0.056 0.302 :1: 0.063 0.395 主 O.四6

0.144 :1: 0.045 0.137 :1: 0.057 0.231 :1: 0咽。71

0.135 :!: O. 066 O. 138 :t 0.049 0.268 :1: O. 080 

表 4 应苗免堕小鼠对耻死于~J量 PRV 攻击的保护鼓果

Tab.4 Protective ef白白cy of vaccin臼 in mice aner challenge wi由 lethal PRV 

组别

group 

TK -/gG -IORF2 舍

TK - I gG - I LacZ • 

PBS 

免trE动物费生

vaccinatoo 

且nimal!l

6 

6 

6 

死亡动韧敢
平均死亡时间

且verage of dead 
dead animals 

timf.>/h 

。 不死亡

。 不死亡

6 80 :1: 2 

E 周
week 8 

0.543 土 0.059

0.281 :1: 0.067 

0.244 :1: 0.051 

保护率

preotection 

ratel% 

100 

1∞ 

。



98 华南农业大学学报 第28 卷

病毒在增殖的同时可稳定表达外iI、基因，从而提供 性武挂 将重组病毒 TK - I gG -IORF2\亲丰株
对伪狂犬病毒和其他相应传染病的抵抗力，迄今为 TK-/gGγLacZ'及 PRV Ea 株分别以 101TCIDso 接
止，己有多种致病假生物的保护性抗原基因在该病 .种 Balb/c 小鼠，每组 6 只，现察 2 周，以评价重组病

毒中挺得稳定表达队-6J 本研究在前期成功构建重r 毒对小鼠的安全性.

组病毒 TK -/gG - IORF2. 的基础上，对病毒的增殖 1. 2. 4 童扭病毒 TK-/gC- /ORF2+对小虱的免疫

特性、遗传稳定性、安全性、免班原性及对免疫小鼠 原性试验将重组病毒 TK - /gG - /ORF2 ·及亲本株

的保护力进行测定，为重组病毒疫苗的应用奠定 TK - /gG ~ /LacZ. 分别以 105TCID如免疫 Ba出Ic 小

定的基础， 鼠，每组 6 只，4 周后加强免疫 1 ?X，同时设 PBS 对照

组，并于免疫前及免疫后 3 、6 、8 周分别采血，分离血

情，以检削血清中的 PRV 中和抗体水平和 PCV2

ORF2蛋白的 EUSA 抗体水平[6.9]

1. 2. 5 重组病毒 TK - /gG -/ORF2'免疫小鼠的攻

毒保护试验在首免后 56 d ，用 106TCIDSO的 PRVEa

株强毒(LD皿= 104TCIDsO ) 对免疫小鼠进行攻毒，每

隔 12 h 观察小鼠的发病、死亡情况，共观察 2 周.

1 材料与方法

1.1 材料

1. 1. 1 病毒伪E犬病毒(PRV) Ea 株由华中农业

大学动物病毒室分离、保存;的狂犬病毒 TK-/gG-1

LacZ' 突变株(以下简称亲本株)由华中农业大学动

物病毒室周复春博士向建[1]表达猪 2 型圆环病毒

ORF2蛋白的重组伪证犬病毒 TK- /gG -IORF2 + (以

下简称重组病毒)由笔者构建[B] 2 结果与分析

1. 1. 2 细胞 IBRS-2 细胞、Marc-145 细胞由华中农 2.1 重组病毒 TK - /gG -/ORF2.且亲本悻 TK-/

业大学动物病毒童保存;鸡胚成纤维细胞(CEF) 由 gG - /LacZ+ 在不同细胞上的增殖滴度

华中农业大学动物病毒室制备， 重组病毒 TK - /gG - IORF2 +及亲本株 TK-I
1. 1. 3 试验动物 6 -8 周酷的雌性 Balb/c 小国购

自湖北省医学科学院实验动物中心.

L 1. 4 试知'1 DMEM 购自由BCO BRL 公司;新生

牛血清(NCS) 购自杭州四季青材料有限公司.

1. 2 万语
1.2.1 重组病毒 TK-/gGγ0旧γ及亲本株 TK-/

gGγLacZ'在不同细胞上的增蓝滴皮制定 将重组

病毒 TK - /gG -IORF2 ·及亲本株 TK - / gG - I LacZ + 

分别以相同剂量同步提种 IBRS-2 细胞、Marc-145 细

胞及 CEF ,24 h 后收毒，井用 IBRS-2 细胞制定各自

的半数组织细胞感染量(TClDso ) ，比较不同细胞对 2

种病毒的敏感性及 2 种病毒的 TClDso 结果有无
差异.

1.2.2 重组病毒 TK- /gG- /ORF2 +的遗传稳定性

研究 将重组病毒 TK-/gGγORF2+在 IBRS-2 细

胞上连结传 15 代，并结合 PCR 方法检测外掘基因在

重组病毒中的存在情况，

1.2.3 重组病毒 TK -/gG -/ORF2'对小鼠的安全

gC-/LacZ. 感染 IBRS-2 细胞、Marc-145 细胞及 CEF

的 TClDso见表 1.从表 1 可以看出，不同细胞对重组

病毒及亲本株的敏感程度由强到届依次为 IBRS-2

细胞、M町c-145 细胞、CEF，并且重组病毒及亲本株在

同一细胞上的增殖滴度基本相当，表明 PCV20RF2

基因的插入不影响伪狂犬病毒在细胞上的增殖.

2.2 m组病毒 TK - /gG - /ORF2 +的遗传稳定性

在重组病毒 TK - /gG -/ORF2.接种细胞中，每

代都可检测到 PCV20RF2基因，表明外M基因己稳

定插入到伪狂犬病病毒的基因组中去，连辑传 15 代

未发生外mt基因的丢失，

2.3 11组病毒 TK - IgG -/ORFγ 对小鼠的安全性

试验结果表明，重组病毒 TK - /gG -IORF2. 及

其亲本株 TK - /gG - I LacZ + 接种的小鼠在 2 周内均

表现正常，而接种 PRV Ea 株的小鼠全部死亡，由此

可见重组病毒 TK -/gG -/ORFγ 与其亲本株相比，

毒力未见增强，并且以 I∞倍的免疫剂量接种小鼠

时，对小鼠是安全的.

表 1 重组伪E犬宿毒草亲本株在不同细胞上的培植滴E

Tab. 1 The propagated titer of 由e recombin且nt pseudornbi臼 virus and parent virus in different ceUs mL -l 

毒株

strain 

IBRS-2 细胞

IBRS-2 cell 
108. 1 

108.3 
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