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呋喃它酮代谢物人工抗原的合成及抗体的制备

束建花，郭红艳，王立琦，高　艳，曾振灵
（华南农业大学 兽医学院，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：【目的】建立高灵敏度的呋喃它酮酶联免疫检测方法．【方法】以戊二醛法将呋喃它酮代谢物５－甲基吗啉－３－
氨基－２－ 唑烷基酮（ＡＭＯＺ）与牛血清白蛋白（ＢＳＡ）和卵清白蛋白（ＯＶＡ）偶联，再由 ＮａＢＨ４还原西佛碱得到结
构稳定的免疫原ＡＭＯＺＢＳＡ和ＡＭＯＺＯＶＡ；用对醛基苯甲酸（ＣＰＡ）对ＡＭＯＺ进行衍生化，得到衍生物ＣＰＡＭＯＺ，由
质谱鉴定，经Ｎ－羟基琥珀酰亚胺活化酯法将 ＣＰＡＭＯＺ与 ＢＳＡ和 ＯＶＡ偶联得到免疫原 ＣＰＡＭＯＺＢＳＡ和包被原
ＣＰＡＭＯＺＯＶＡ．经紫外扫描鉴定表明人工抗原合成成功．免疫Ｂａｌｂ／ｃ小鼠，ｉｃＥＬＩＳＡ方法测定鼠血清多克隆抗体对
ＡＭＯＺ和ＮＰＡＭＯＺ的特异性．【结果和结论】结果显示 ＣＰＡＭＯＺＢＳＡ免疫制备的抗体对 ＮＰＡＭＯＺ有良好的特异
性．抗体效价为１∶３２×１０４，对ＮＰＡＭＯＺ的半抑制质量浓度为４．５３ｎｇ·ｍＬ－１；抗血清与 ＣＰＡＭＯＺ、ＡＭＯＺ及呋喃它
酮的交叉反应率为７８．６％、１．５％及４．６％；与其他３种硝基呋喃类原药及其代谢物对硝基苯甲醛、对醛基苯甲酸等
结构相似物的交叉反应均小于０．０１％．
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　　呋喃它酮（Ｆｕｒａｌｔａｄｏｎｅ，ＦＴＤ）隶属于硝基呋喃类
药物，是人工合成的含有五元呋喃环结构的广谱抗

菌药，曾被广泛用于畜禽、水产或蜜蜂养殖，主要用

于防治细菌感染、原虫感染、禽霍乱和火鸡黑头病

等［１］．呋喃它酮原药在体内消除半衰期短，迅速生成
代谢物５－甲基吗啉 －３－氨基 －２－ 唑烷基酮

（ＡＭＯＺ），该代谢物可与组织蛋白结合形成稳定态并
长期存在，因而ＡＭＯＺ被用作检测呋喃它酮的残留标
示物．当含代谢物的食品被人类食用后，在胃液的酸性
条件下代谢物从蛋白质中水解出来被人体吸收．早在
１９７０年和１９８０年，硝基呋喃类药物的诱变性就在细
菌和哺乳动物细胞实验中得到证实［２］．Ｆｒａｎｅｋ等［３］也

通过研究指出硝基呋喃类药物对动物机体有毒害作

用，并存在潜在的致畸、致癌和致突变作用，呋喃它酮

具有强烈的致癌性．鉴于硝基呋喃类药物残留的严重
危害，欧盟于１９９５年全面禁止该类药物在畜牧业使
用，规定其在动物源性食品中不得检出［４］．澳大利亚
（１９９３）、巴西（２００２）、泰国（２００２）和美国（２００２）等多
国也已颁布对食物中应用呋喃它酮等呋喃类药物的

禁令．中国农业部于２００２年发布的《动物性食品中兽
药最高残留限量》标准中，呋喃它酮明确被定为“在动

物性食品中不得检出”的项目．
目前用于呋喃它酮残留的仪器检测方法主要有

ＬＣＭＳ［５］、ＬＣＭＳ／ＭＳ［６］．尽管该类检测方法有很高
的灵敏度和准确性，但所需仪器昂贵、操作复杂、耗

时久，难以应用于大规模的筛选检测．相对来说，免
疫检测法具有简便、快速、高灵敏和高特异性等优

点，在国内外兽药、农药残留检测中得以广泛应用，尤

其是ＥＬＩＳＡ法．Ｐｉｍｐｉｔａｋ等［７］利用制备的ＡＭＯＺ单克
隆抗体建立了检测虾中ＡＭＯＺ残留的ｉｃＥＬＩＳＡ方法，
以 ＣＰＡＭＯＺ为竞争物，ＩＣ５０值为（１．１９±０．０３）
ｎｇ·ｍＬ－１．Ｄｉｂｌｉｋｏｖａ等［８］以直链作间隔臂合成了新

型半抗原，制备的抗体对ＡＭＯＺ并无抑制率，经分析
半抗原分子结构不稳定、空间构象过于简单及间隔

臂封闭作用都可能是导致抗体无特异性的因素．本
研究旨在以 ＣＰＡＭＯＺＢＳＡ和 ＡＭＯＺＢＳＡ为免疫原
对Ｂａｂｌ／ｃ小鼠进行免疫，通过 ｉｃＥＬＩＳＡ方法测定鼠
血清多抗克隆特性，对结果进行比较分析，筛选出最

佳的免疫原和包被原组合，为进一步制备单克隆抗

体和提高动物性食品中 ＡＭＯＺ残留检测的 ｉｃＥＬＩＳＡ
方法的灵敏度奠定基础．

１　材料与方法
１．１　试验动物

健康雌性 ＳＰＦ级 Ｂａｌｂ／ｃ小鼠，４～６周龄，购自
广东省实验动物中心，饲养于华南农业大学国家兽

药残留基准实验室动物观察室．
１．２　试剂与药品

ＡＭＯＺ由华南农业大学兽医学院药理实验室合
成；戊二醛为上海凌峰化学试剂有限公司产品；牛血

清白蛋白（ＢＳＡ）、鸡卵清白蛋白（ＯＶＡ）为上海金穗
生物科技有限公司产品；对醛基苯甲酸、１－乙基 －
（３－二甲基氨基丙基）碳二亚胺盐酸盐（ＥＤＣ·
ＨＣｌ）、Ｎ－羟基琥珀酸亚胺（ＮＨＳ）均为阿拉丁试剂
公司产品；ＡＭＯＺ标准品、ＦＴＤ标准品、ＮＰＡＭＯＺ标
准品、羊抗鼠 ＩｇＧＨＲＰ、弗氏完全佐剂、弗氏不完全
佐剂为美国Ｓｉｇｍａ公司产品．
１．３　主要仪器与设备

旋转蒸发仪（上海爱朗仪器），液相色谱串联质

谱联用仪（安捷伦６４３０），紫外／可见分光光度计（岛
津公司），酶联免疫检测仪（Ｔｈｅｒｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），
离心机（Ｔｈｅｒｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），磁力搅拌器（巩义市
予华仪器厂）．
１．４　免疫原 ＡＭＯＺＢＳＡ、包被原 ＡＭＯＺＯＶＡ的

制备

　　在安装有磁力搅拌器装置的烧杯中加入 １６．８
ｍｇＢＳＡ和１ｍＬＰＢＳ（０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ＝７４），称
取５．３ｍｇＡＭＯＺ溶于０．４ｍＬＰＢＳ（０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１，
ｐＨ＝７．４），待 ＢＳＡ完全溶解后加入已溶解完全的
ＡＭＯＺ溶液，搅拌过程中将３０μＬ戊二醛溶液逐滴加
入，反应过程中可见反应液颜色逐渐变深至青黄色，

室温反应２ｈ后置于冰水浴中．称取２５ｍｇＮａＢＨ４分
批加入上述反应液，约２０ｍｉｎ后反应液颜色逐渐褪
去，室温反应２ｈ，合成路线见图１．收集偶联后的溶
液，装入相对分子质量为１２４００的透析袋中，４℃搅
拌条件下用３ＬＰＢＳ（０．０１５ｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ＝７．４）缓
冲液透析３ｄ，每天更换透析液２次．透析完成后，离
心取上清液，得到的完全抗原分装于 １ｍＬ离心管
中，冻存于－２０℃条件下备用．

包被原 ＡＭＯＺＯＶＡ偶联物的制备方法同免疫
原ＡＭＯＺＢＳＡ的制备．
１．５　免疫原 ＣＰＡＭＯＺＢＳＡ、包被原 ＣＰＡＭＯＺ

ＯＶＡ的制备
　　ＣＰＡＭＯＺ的合成与鉴定：称取１００ｍｇＡＭＯＺ于
２５ｍＬ干燥圆底烧瓶中，用３ｍＬ甲醇溶解，搅拌升温
至６０℃，再加入１５６ｍｇ对醛基苯甲酸，反应３ｈ，反
应过程中用薄层色谱法（Ｔｈｉｎｌａｙｅｒｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，
ＴＬＣ）跟踪反应进程［展开剂为 Ｖ（乙酸乙酯）∶Ｖ（甲
醇）＝９∶１］．用甲醇洗涤沉淀，烘干后得到白色粉末
即为 ＣＰＡＭＯＺ．取少量 ＣＰＡＭＯＺ，用甲醇溶解，经
ＥＳＩＭＳ质谱鉴定．

免疫原 ＣＰＡＭＯＺＢＳＡ的合成：取０．０１ｍｍｏｌ的
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ＣＰＡＭＯＺ溶解于 ０．２ｍＬＮ，Ｎ－二甲基甲酰胺
（ＤＭＦ），再分别加入０．１５ｍｍｏｌＥＤＣ·ＨＣｌ和０．１５
ｍｍｏＬＮＨＳ，室温搅拌反应 ６ｈ，得溶液 ａ．取 ３０ｍｇ
ＢＳＡ溶于１０ｍＬＰＢＳ（ｐＨ＝７．４，０．１ｍｏｌ·Ｌ－１），得溶

液ｂ．０～４℃搅拌，将溶液 ａ逐滴加入溶液 ｂ中，反
应过夜，合成路线见图２．透析方法同１．４．

包被原 ＣＰＡＭＯＺＯＶＡ偶联物的制备方法同免
疫原ＣＰＡＭＯＺＢＳＡ的制备．

图１　以ＡＭＯＺ作半抗原合成人工抗原的路线图
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄｓｃｈｅｍｅｏｆａｒｔｉｆｉｃｉａｌａｎｔｉｇｅｎｓｆｏｒＡＭＯＺ

图２　以ＣＰＡＭＯＺ作半抗原合成人工抗原的路线图
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄｓｃｈｅｍｅｏｆａｒｔｉｆｉｃｉａｌａｎｔｉｇｅｎｓｆｏｒＣＰＡＭＯＺ

１．６　免疫原的鉴定
在２００～４００ｎｍ紫外光区对等浓度的ＡＭＯＺＢＳＡ

和ＣＰＡＭＯＺＢＳＡ溶液、ＢＳＡ溶液、ＡＭＯＺ和 ＣＰＡＭＯＺ
溶液进行光谱扫描，并测定完全抗原载体蛋白和半抗

原最大吸收波长处的吸光度，比较特征吸收峰与吸收

曲线，初步鉴定人工抗原是否偶联成功．
１．７　动物免疫试验与抗体测定
１．７．１　动物免疫试验　取６只５～６周龄的雌性
Ｂａｌｂ／ｃ小鼠随机均分为２组，编号 Ｉ和 ＩＩ组，分别免
疫ＣＰＡＭＯＺＢＳＡ和 ＡＭＯＺＢＳＡ，免疫剂量５０μｇ／只
（以蛋白质量计算）．首免：免疫原稀释至１ｍｇ／ｍＬ，
与１００μＬ弗氏完全佐剂等量混合（体积比１∶１），充
分乳化，Ｂａｌｂ／ｃ小鼠背部皮下４点注射；每隔１４ｄ加
强免疫１次，将弗氏完全佐剂换成弗氏不完全佐剂，
其余操作同首免．第４次加强免疫７ｄ后，取鼠尾血
在４℃条件下１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后收集尾血
血清，用ＥＬＩＳＡ和 ｉｃＥＬＩＳＡ检测尾血血清效价及对
ＡＭＯＺ和ＮＰＡＭＯＺ的抑制率．
１．７．２　多克隆抗体效价测定　采用 ＥＬＩＳＡ测定血
清效价，抗血清Ｄ４５０ｎｍ（Ｐ）与相同稀释度阴性对照血
清Ｄ４５０ｎｍ（Ｎ）之比Ｐ／Ｎ＞２且 Ｐ＞１０的最大稀释度
为抗ＡＭＯＺ的多克隆抗体的效价．取Ｄ４５０ｎｍ为１０左
右的抗体稀释度进行 ｉｃＥＬＩＳＡ试验，测定多克隆抗
体灵敏度．
１．７．３　多克隆抗体灵敏度测定　以 ＣＰＡＭＯＺＯＶＡ

和ＡＭＯＺＯＶＡ为包被原做 ｉｃＥＬＩＳＡ鉴定多克隆抗
体特异性．分别以 １００．０００、１０．０００、５．０００、１．０００、
０．５００、０．１００、０．０１０、０．００１ｎｇ·ｍＬ－１的 ＡＭＯＺ、
ＮＰＡＭＯＺ标准溶液和包被抗原竞争与多克隆抗体结
合反应．以相应浓度竞争物抑制时的 Ｄ４５０ｎｍ（Ｂ）与无
竞争物抑制时的 Ｄ４５０ｎｍ（Ｂ０）的比值（Ｂ／Ｂ０）为纵坐
标，以标准品不同质量浓度为横坐标，运用四参数法

拟合曲线，推导出回归方程，根据回归方程式计算出

ＮＰＡＭＯＺ的ＩＣ５０，同时比较不同抗体特异性的高低．
１．７．４　交叉反应测定　用梯度稀释的呋喃唑酮、呋
喃唑酮代谢物（ＡＯＺ）、呋喃西林、呋喃西林代谢物
（ＳＥＭ）、呋喃妥因、呋喃妥因代谢物（ＡＨＤ）、对硝基
苯甲醛、对羧基苯甲醛作为抑制物，用ｉｃＥＬＩＳＡ测定
各抑制物在不同浓度的 Ｄ４５０ｎｍ，分别作抑制曲线，根
据拟合曲线计算各药物的ＩＣ５０，然后按照公式计算交
叉反应率（ＣＲ）：ＣＲ ＝（ＮＰＡＭＯＺ的 ＩＣ５０／其他抑制
物的ＩＣ５０）×１００％．

２　结果与分析

２．１　ＣＰＡＭＯＺ的鉴定

ＣＰＡＭＯＺ的质谱图见图３，其理论相对分子质
量为３３３．１，从质谱图分析 ＣＰＡＭＯＺ的［Ｍ＋Ｈ］＋

为 ３３４．２，ＣＰＡＭＯＺ的［Ｍ－ＣＯＯＨ＋Ｈ＋Ｈ］＋为
２９０．２，都与理论相对分子质量相符合．结果表明
ＣＰＡＭＯＺ合成成功．
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图３　半抗原ＣＰＡＭＯＺ的质谱图
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆＣＰＡＭＯＺ

２．２　免疫原的鉴定
由紫外分光光度法鉴定免疫原的合成是否成

功．ＣＰＡＭＯＺＢＳＡ的紫外图谱见图４，由于 ＣＰＡＭＯＺ
结构中含有苯环，在紫外区（波长２００～４００ｎｍ）有
一定吸收峰，图４中ＣＰＡＭＯＺ在２９１．５ｎｍ处有最大
吸收峰．当它连接到蛋白质载体上时，载体蛋白的紫
外吸收特征将发生改变．因此，图４中载体蛋白 ＢＳＡ
在２７８ｎｍ处有最大吸收峰，而免疫原 ＣＰＡＭＯＺＢＳＡ
的最大吸收峰在２９０．５ｎｍ处，表明偶联后吸收峰发
生了漂移，初步判断ＣＰＡＭＯＺＢＳＡ偶联成功．ＡＭＯＺ
ＢＳＡ的紫外图谱见图５，由于 ＡＭＯＺ分子中无苯环，
因此在紫外区（波长２００～４００ｎｍ）的吸收峰较为平
坦，但ＡＭＯＺ与ＢＳＡ通过戊二醛法偶联生成了西佛
碱结构，从而偶联物 ＡＭＯＺＢＳＡ（未还原）在２６５ｎｍ
处有明显吸收峰，但西佛碱结构被 ＮａＢＨ４还原成碳
氮单键后在紫外区的吸收峰大大降低，ＡＭＯＺＢＳＡ
（还原）峰形与ＢＳＡ的相似（图５），在２７７ｎｍ处有最
大吸收峰，由此进一步证明了还原成功．

图４　ＣＰＡＭＯＺＢＳＡ紫外扫描图谱
Ｆｉｇ．４　ＵｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｓｃａｎｎｉｎｇｏｆＣＰＡＭＯＺＢＳＡ

图５　ＡＭＯＺＢＳＡ紫外扫描图谱
Ｆｉｇ．５　ＵｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｓｃａｎｎｉｎｇｏｆＡＭＯＺＢＳＡ

２．３　抗体特异性的测定
２．３．１　效价测定　取４免后的小鼠血清，分别用相应
的包被原做ＥＬＩＳＡ试验，测定不同稀释度小鼠血清的
Ｄ４５０ｎｍ，结果见图６．免疫原ＣＰＡＭＯＺＢＳＡ和ＡＭＯＺＢＳＡ

图６　ＥＬＩＳＡ测定Ｉ、ＩＩ组小鼠血清多克隆抗体效价

Ｆｉｇ．６　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｄｕｌｉｔｏｎｏｆｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｆｒｏｍ
ｇｒｏｕｐⅠ ａｎｄｇｒｏｕｐⅡ ｂｙＥＬＩＳＡｍｅｔｈｏｄ
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可诱导Ⅰ组、Ⅱ组小鼠产生抗体，其中Ⅰ组的血清抗体效
价比较高，均达到１∶１６×１０４以上，最高的达１∶３２×
１０４以上；ＩＩ组的血清效价则普遍相对较低，仅达到
１∶４×１０４以上．以上现象可能是由于 ＣＰＡＭＯＺＢＳＡ
间隔臂中的苯环结构是强势基团，可刺激机体产生

较强的免疫应答反应，因此产生的抗体效价普遍较

高．同理，由于 ＡＭＯＺＢＳＡ间隔臂是碳直链，对机体
影响较小，因此诱导产生的抗体效价偏低．
２．３．２　灵敏度测定　将２种鼠血清多克隆抗体与
合成的２种包被原进行配对组合，以 ＡＭＯＺ、ＮＰＡＭ
ＯＺ为竞争物，用 ｉｃＥＬＩＳＡ法测定不同组合 ＩＣ５０，结
果（表１）可见，以 ＡＭＯＺ作为竞争物时，４种组合对
ＡＭＯＺ的 ＩＣ５０ ＞２００ｎｇ·ｍＬ

－１，无明显抑制．以
ＮＰＡＭＯＺ为竞争物时，ＡＭＯＺＢＳＡ诱导产生的 ＩＩ组
抗体对 ＮＰＡＭＯＺ的 ＩＣ５０＞２００ｎｇ·ｍＬ

－１，也无明显

抑制；而ＣＰＡＭＯＺＢＳＡ诱导产生的Ｉ组抗体，与同源
性包被原 ＣＰＡＭＯＺＯＶＡ组合配对时，ＩＣ５０＝１１．４９
ｎｇ·ｍＬ－１，与异源性包被原 ＡＭＯＺＯＶＡ组合配对
时，ＩＣ５０＝４．５３ｎｇ·ｍＬ

－１，灵敏度明显提高．分析对
比试验结果表明：１）ＡＭＯＺ作半抗原时相对分子质
量太小且结构简单，制备的免疫原 ＡＭＯＺＢＳＡ无法
诱导机体产生针对 ＡＭＯＺ的高特异性抗体；２）
ＣＰＡＭＯＺ作半抗原时，由于其结构中含有强势基团
苯环且ＣＰＡＭＯＺ与ＮＰＡＭＯＺ结构相似，因此刺激机
体产生的抗体对ＮＰＡＭＯＺ同样具有特异性；３）Ⅰ组
抗体与不同包被原组合的ｉｃＥＬＩＳＡ标准曲线（图７）
表明，抗体与异源性的包被原配对，能使灵敏度得到

较大程度的提升，这可能是由于 ＣＰＡＭＯＺＢＳＡ诱导
产生的抗体对ＮＰＡＭＯＺ识别度比 ＡＭＯＺ高，因此以
ＮＰＡＭＯＺ为竞争物、ＡＭＯＺＯＶＡ为包被原时，ＮＰＡＭ
ＯＺ的竞争能力提高，从而ＩＣ５０降低，灵敏度提高．

表１　ｉｃＥＬＩＳＡ对抗体特异性的测定
Ｔａｂ．１　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆａｎｔｉｂｏｄｙｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ

竞争物 抗血清组别
ＩＣ５０／（ｎｇ·ｍＬ

－１）

ＣＰＡＭＯＺＯＶＡ ＡＭＯＺＯＶＡ
ＡＭＯＺ Ⅰ 　Ｎ１） Ｎ

Ⅱ Ｎ Ｎ
ＮＰＡＭＯＺ Ⅰ １１．４９ ４．５３

Ⅱ Ｎ Ｎ

　１）Ｎ：表示无明显抑制作用，ＩＣ５０＞２００ｎｇ·ｍＬ
－１．

２．４　交叉反应率测定
以包被原ＡＭＯＺＯＶＡ为基础，采用 ｉｃＥＬＩＳＡ方

法测定抗体特异性．结果（表２）可见，抗体与 ＣＰＡＭ
ＯＺ、ＡＭＯＺ、ＦＴＤ等有交叉反应，交叉反应率分别为
７８．６％、１．５％和４．６％，与其他结构相近的药物及其

代谢物等基本无交叉反应．

Ｂ０为无竞争物抑制时的 Ｄ４５０ｎｍ，Ｂ为相应浓度竞争物抑制时的

Ｄ４５０ｎｍ．

图７　多克隆抗体与不同包被原组合的ｉｃＥＬＩＳＡ标准曲线
Ｆｉｇ．７　ＴｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｓｏｆｉｃＥＬＩＳＡａｂｏｕｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｎｔｉ

ｂｏｄｙ／ｃｏａｔａｎｔｉｇｅｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ

表２　抗体与其他药物的交叉反应
Ｔａｂ．２　Ｃｒｏｓｓｒｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆａｎｔｉｂｏｄｙａｎｄｏｔｈｅｒｄｒｕｇｓ

竞争药物 ＩＣ５０／（ｎｇ·ｍＬ
－１） ＣＲ／％

硝基呋喃类药物 ＮＰＡＭＯＺ 　　　　４．５３ １００．００

ＣＰＡＭＯＺ ５．７６ ７８．６０

ＡＭＯＺ ３００．２０ １．５０

ＦＴＤ ９８．４０ ４．６０

ＡＯＺ，ＡＨＤ，ＳＥＭ ＞１００００．００ ＜０．０１

ＦＺＤ，ＮＦＴ，ＮＦＺ ＞１００００．００ ＜０．０１

衍生化试剂 对硝基苯甲醛 ＞１００００．００ ＜０．０１

对羧基苯甲醛 ＞１００００．００ ＜０．０１

３　讨论与结论
ＡＭＯＺ的相对分子质量仅为２０１，属于小分子化

合物，只具有反应原性而不具有免疫原性，因此必须

与大分子载体物质偶联．本研究为探讨 ＡＭＯＺ分子
直接与载体蛋白ＢＳＡ偶联是否可诱导动物机体产生
针对ＡＭＯＺ的特异性抗体，将 ＡＭＯＺ与 ＢＳＡ通过戊
二醛法偶联，虽然戊二醛法较为常见［９１０］，但其生成

物的间隔臂较长且含有西佛碱结构，结构稳定性较

差，本文通过 ＮａＨＢ４将西佛碱结构还原使生成物转
变成更稳定的免疫原 ＡＭＯＺＢＳＡ．另外，又以 ＡＭＯＺ
与对醛基苯甲酸反应合成 ＣＰＡＭＯＺ，通过活性酯法
将ＣＰＡＭＯＺ与ＢＳＡ偶联得免疫原ＣＰＡＭＯＺＢＳＡ［１１］．
免疫原 ＡＭＯＺＢＳＡ与 ＣＰＡＭＯＺＢＳＡ的结构区别主
要在于间隔臂的立体结构是否复杂．本试验采用 ２
种包被原通过ｉｃＥＬＩＳＡ方法对２种免疫原诱导产生
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的抗体的特性进行测定，对比两者结果发现，以

ＡＭＯＺ为竞争物时，无论采用同源性或者异源性包
被方式，ｉｃＥＬＩＳＡ的 ＩＣ５０＞２００ｎｇ·ｍＬ

－１，远远达不

到中国零残留检测的要求和欧盟的要求［１２］．据分析
导致抑制率差是由于ＡＭＯＺ相对分子质量太小且立
体结构不够复杂，无法刺激动物机体产生对 ＡＭＯＺ
有高特异性的抗体．然而 ＣＰＡＭＯＺＢＳＡ结构中含有
苯环较为复杂，可诱导机体产生对ＮＰＡＭＯＺ的特异性
抗体，并且通过与异源性包被原 ＡＭＯＺＢＳＡ配对，测
得Ｉ组鼠血清多克隆抗体效价为１∶３２×１０４，ＩＣ５０＝
４５３ｎｇ·ｍＬ－１，灵敏度比同源性配对法高２倍多，
表明抗原抗体的异源性配对能提高ＥＬＩＳＡ方法的灵
敏度，这与已有的文献［１３］报道相符．从而为其单克隆
抗体的制备和ｉｃＥＬＩＳＡ方法灵敏度的提高建立了良
好的基础，并且这也为环境、食品中残留农药的快速
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