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喹诺酮类药物抗体制备研究进展及策略分析 

王战辉，沈建忠，张素霞  

（中国农业大学动物医学院/国家兽药残留基准实验室，北京 100193） 

 
摘要：氟喹诺酮类（Fluoroquinolones，FQs）各单体药物之间的化学结构极其类似，通常针对某一个药物

制备的抗体对多种氟喹诺酮具有广谱识别性，是易于建立多残留免疫分析的代表性药物。本文综述了氟喹诺酮抗

体制备和食品中的免疫分析研究进展，分析了已发表文章中以不同氟喹诺酮为半抗原所获得抗体对其它氟喹诺酮

的交叉反应，并应用 SYBYL.7.0 程序包以 MMFF94 力场优化了 8种批准用于动物的氟喹诺酮最低能量构象，从二维

和三维构象角度对制备广谱氟喹诺酮抗体的策略进行了探讨，理论上提出了制备广谱氟喹诺酮抗体的途径。 
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Abstract: The antibody against one of the fluoroquinolones (FQs) alsways possesses broad-spectrum binding characteristics to 

FQs due to the similarity between individual drugs of FQs, which are easy to be detected by multi-residue immunoassay. This paper 
reviewed advances in the development of immunoassay for FQs in food samples and analyzed the cross-reaction results from papers 
published, optimized the minimum energy conformations of 8 FQs approved to be used in animals. A theoretic strategy for obtaining 
broad-spectrum antibody was put forward based on the evidence of two-dimensional and three-dimensional view.  
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0  引言 

氟喹诺酮（fluoroquinolones，FQs）类药物是第三

代喹诺酮类药物（图 1），抗菌作用是磺胺类药物的

近千倍[1]。经由氟喹诺酮治疗的动物，其产品中可能

存在氟喹诺酮的残留，对消费者的健康造成危害。而

且长期使用会诱导细菌产生对 FQs 的耐药性，因此，

FQs 残留问题越来越引起人们的重视[2,3]。欧盟[4]和中

国农业部（No. 278, 2003.5.22）分别对 6 种 FQs 规定

了 高残留限量（MRL）。目前国内外已批准用于动

物的 FQs 包括诺氟沙星（norfloxacin，NOR）、恩诺

沙星（enrofloxacin，ENR）、沙拉沙星（sarafloxacin，
SAR）、达诺沙星（danofloxacin，DAN）、环丙沙星

（ciprofloxacin，CIP）、二氟沙星（difloxacin，DIF）、

氧氟沙星（ofloxacin，OFL）和马保沙星（marbofloxacin，
MAR）[5,6]（图 2）。 
 

 
 

图 1  氟喹诺酮类药物母环结构 

Fig. 1  The common chemical structure of fluoroquinolones
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不同的元素以不同的颜色表示：灰色，碳原子；白色，氢原子；红色，氧原子；深兰色，氮原子；黄色，氟原子 
The elements are represented in the following manner: carbon, off white; hydrogen, white; oxygen, red; nitrogen, blue; and fluorine, yellow 

 

图 2  批准用于动物的氟喹诺酮类药物化学结构式及其最低能量构象 

Fig. 2   The chemical structures and models of the minimum energy conformations of fluoroquinolones that are approved to be 

used in animal 

 

目前检测 FQs的方法大多为高效液相色谱法－荧

光检测[7]，液质联用[8,9]，毛细电泳[10]等。但是这些仪

器方法，需要昂贵的设备，熟练的操作人员，前处理

过程复杂，耗时费力，不适合大量样本的快速分析。

免疫分析方法，尤其是酶联免疫吸附分析（enzyme-link 
immunosorbent assay，ELISA），逐渐成为一种成熟的

兽药残留分析方法[11]，其特点是：不需要昂贵复杂的

仪器，费用低、速度快和效率高，可以适用于大量样

本的快速分析，灵敏度高，成本低[12]。要充分发挥

ELISA 的优势，发展兽药多残留检测，即一次上机可

以检测多种药物的有效途径。抗体是免疫分析的关键

试剂，它决定着免疫分析的灵敏度和特异性。目前，

获得理想的广谱性抗体是制约多残留 ELISA 发展的

主要瓶颈问题，兽药如磺胺类药物的采用复杂的半抗

原制备方法[13,14]获得了广谱性抗体，新的抗体制备技

术如重组抗体[15]和抗特异型抗体[16]也层出不穷，为广

谱性抗体的制备，发展兽药多残留免疫分析提供了多

种途径。其中分子模拟是近年来开始应用于广谱性抗

体制备中的新技术。其主要优势在于指导半抗原的合

成。分子模拟技术可以从三维角度提供分析物的物理

化学性质，如三维构象、疏水特性和电子特性等能影

响氢键、疏水键、范德华力和静电作用形成的因素。

基于对这些因素的分析，可以更好的理解抗原抗体之

间的结合作用，合成更为理想的半抗原[17]。目前成功

地利用分子模拟技术制备出理想抗体的药物有三氯苯

酚[18]和抗球虫药物尼卡巴嗪[19]。现在有些免疫分析，
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尤其是 ELISA，应用分子模拟技术解释抗体的交叉反

应，如沙拉沙星[20]、磺胺类药物[21,22]和伏马菌素类[23]

等。同样利用分子模拟的分析结果，可以观察到各个

药物之间理化性质的不同，为选择理想的半抗原结构

提供理论基础。利用分子模拟技术，从三维角度探讨

药物与抗体的结合，国外研究的不多，国内尚未开展

相应研究。 
免疫分析检测 FQs 起步较晚，目前检测方法主要

是传统的 ELISA 检测方法。本文综述了国内外 FQs
免疫分析的 新研究进展，并利用分子模拟技术结合

已经发表的有关 FQs 的数据结果，从理论上提出了理

想的广谱 FQs 抗体制备策略。 

1  分子模拟试验 

全部分子在 SGI 图形工作站上用 SYBYL 7.0 三
维模拟软件包完成构建[24]。采用 MMFF94 力场，加载

MMFF4 电荷对分子进行能量优化。由 陡下降法优

化 100 轮后，用 BFGS 计算方法收敛，直到梯度均方

根小于 0.005 kcal（mol·Å）-1。 

2  影响抗原抗体特异性结合的因素 

无论是多克隆抗体还是单克隆抗体都是免疫球蛋

白，它们能与对应的抗原进行特异性结合，这取决于

抗体的抗原结合位点与抗原决定簇之间在空间上的互

补程度及分子表面基团的分布和性质。只有当两者的

空间构象互补程度较大，相互之间才能产生较高的亲

和力。抗体可以对一种化合物表现出特异的亲和力，

也可以识别一类结构相似的化合物。抗体与抗原（如

抗生素）的特异性结合依赖于在抗体上抗原结合位点

处发生的结构上或化学上的反应，是可逆的，不形成

新的共价键反应。它们之间的特异性结合受抗原（化

学组成和空间构型、光学构型及立体构象）[25]和位于

抗体分子高变区内单个氨基酸残基的精确调控，这些

反应包括离子键（盐键）、范德华力和氢键、疏水力

和短程电荷反应[26，27]。 

3  喹诺酮类抗体制备的研究进展 

3.1  单个药物的残留免疫分析 
3.1.1  恩诺沙星  蔡勤仁等[28]以 ENR 为半抗原通过

碳化二亚胺法合成了牛血清蛋白和卵清蛋白的人工抗

原，筛选出针对 ENR 的两株单克隆抗体，对 ENR 的

半数抑制量（IC50）为 21.67 ng·ml-1，检测限（limit of 
detection，LOD）为 0.13 ng·ml-1。单抗对其它几种 FQs

有较高的选择性，与 CIP、MAR、SAR、DAN 的交叉

反应率分别为 110.84%、27.40%、71.05%和 37.41%，

而与头孢氨苄、氯霉素、磺胺间甲氧嘧啶等无交叉反

应。Watanabe 等[29] 以相同的方法同样筛选出一株针

对 ENR 的单抗，并制备了免疫亲和色谱，以 ELISA
方法检测了 ENR 在鸡肝、鸡肉和牛奶中的残留分析，

回收率为 72.4%～99.0%，并与 HPLC 方法进行比对，

相关系数均在 0.98 以上。不同的是单抗对 CIP 的交叉

反应率较低，所建立的方法在实际应用中受到限制。

Bucknall 等[30]报道了 ENR 多克隆抗体的制备，同样以

碳化二亚胺法获得免疫原，得到的抗体对其它沙星类

药物的交叉反应率均小于 1%。Mellgren 等[31]利用制

备的 ENR 抗体[32]建立了牛奶中 ENR 和 CIP 的免疫传

感器分析方法，对 ENR 和 CIP 的检测限都在 1.5 
µg·kg-1。作者没有给出与其它 FQs 的交叉反应率。 
3.1.2  环丙沙星  CIP是继NOR之后获美国 FDA批

准上市的第二个喹诺酮类药物[1]。目前只有一篇文献

报道了检测 CIP 的 ELISA 方法。Duan 等[33]以 CIP 为

半抗原通过活性酯法偶联到载体牛血清蛋白和人血清

蛋白，获得了针对 CIP 的多克隆抗体，对 ENR 和 NOR
的交叉反应率分别为 69.8%和 44.6%。建立的 ELISA
方法，LOD 为 0.32 ng·ml-1。在猪肉、鸡肉和牛奶中的

添加回收率分别为 75.58%, 81.29%和 84.30%，检测范

围 1.6～1 000 ng·ml-1。尽管作者没有检测交叉反应率

较高的 ENR 和 NOR，但从灵敏度上分析，该方法至

少可以同时检测 3 种 FQs 的残留。 
3.1.3  氟甲喹  氟甲喹（flumequin，FLU）是 20 世

纪 70 年代开发出来的第二代 FQs，目前仍然在广泛应

用。Van Coillie 等[34]建立了牛奶中 FLU 的 ELISA 检

测方法，缓冲液和牛奶中的 IC50分别为 500 µg·kg-1和

90 µg·kg-1，牛奶中的 IC50低于缓冲液的 5 倍。与其它

FQs 的交叉反应小于 0.1%。与其它 FQs 的免疫分析不

同的是，制备 FLU 时的动物不是传统的哺乳动物，而

是鸡，获得的抗体方式不是采集鸡的血清，而是收集

经过免疫的鸡的卵黄抗体，同样取得了较好的效果。 
3.1.4  沙拉沙星  SAR 是美国 FDA 第一个批准上市

的专门用于动物的沙星类药物[20]。Holtzapple 等[20]于

1997 年首次报道了 SAR 单克隆抗体的制备，获得的 6
株抗体对其它沙星类的交叉反应率基本类似，对 DIF
的交叉反应率高于 100%，而对缺失哌嗪环的爪哇沙

星的交叉反应率高于 50%。同时对 ENR、NOR 和奈

啶酸也有较高的交叉反应率。 
3.1.5  培氟沙星  Lu 等[35]同样没有经过抗原改造直 
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接以 PEF 经偶联牛血清蛋白免疫，获得的抗培氟沙星

（pefloxacin，PEF）血清的 IC50为 6.7 ng·ml-1。对其

它 FQs 的交叉反应率为氟罗沙星（116%），ENR
（88%），和 OFL（10%）。以该抗体建立的间接竞

争 ELISA 方法应用于鸡肝中 PEF 的残留检测，平均

回收率为 86%～106%。 
3.2  多个药物残留的同时免疫分析 

免疫分析趋向于同时检测多种药物，目前为止，

两篇文章报道了旨在建立 FQs 的多残留免疫分析方

法。Bucknall 等[30]以 NOR 为母体化合物，在哌嗪基

团的第二个氨基上引入己六酸，再以碳化亚胺法与卵

清蛋白偶联制备免疫原，获得了广谱的 FQs 多克隆抗

体。在直接竞争的 ELISA 体系中，至少可以识别 9 种

FQs，分别是 NOR（100%）、奈啶酸（15%）、ENR
（6%）、FLU（6%）、CIP（9%）、OFL（17%）、

奥林酸（40%）、吡哌酸（18%）和依诺沙星（143%）。

可以发现，尽管作者成功的制备了针对 FQs 的多残留

抗体，但是对几种重要的沙星类药物如 ENR 和 CIP
交叉反应率偏低，作者也没有研究用于动物的 SAR 和

DIF 的交叉反应，所以在实际应用中受到局限。 
Huet 等[5]真正实现了可以用于实测样本的 ELISA

多残留分析。作者指出，免疫原的制备是以 SAR 和

NOR 为母体化合物，在哌嗪基团的第二个氨基（R2）

引入羧基，连接载体蛋白，但是作者没有详细描述免

疫原的合成过程。无论是 NOR 还是 SAR 都获得广谱

的多克隆抗体。酶标竞争原的种类对交叉反应性有很

大的影响。异源性的酶标竞争原都获得了满意的交叉

反应率，而同源性的酶标竞争原交叉反应性显著降低。

优化之后，以 SAR 为免疫原以 NOR 为酶标竞争原的

直接竞争 ELISA 的交叉反应为 SAR（100%）、NOR
（105%）、DIF（64%）、CIP（17）、PEF（30%）、

OFL（55%）、FLU（4%）、西诺沙星（1%）、奥林

酸（3%）、DAN（88%）、ENR（66%）、MAR（45%）、

洛美沙星（24%）依诺沙星（27%）和奈啶酸（14%）。

对 SAR 的 LOD 为 0.21 ng·ml-1。尽管对 FLU（4%）、

西诺沙星（1%）和奥林酸（3%）的交叉反应率小于

10%，但是对其的 LOD 分别为 5.09、25.00 和 6.26 
ng·ml-1，完全可以满足这 3 类药物在食品中的检测要

求，作者认为所建立的 ELISA 方法至少可以同时检测

15 种 FQs。 

4  现存的问题分析及展望 

到目前为止，制备 FQs 抗体的研究较少，但是可 

以发现不管制备的抗体是用于多残留检测[5,30]还是单

残留检测[20,28~30,33,35]，不管是单克隆抗体[20]还是多克

隆抗体 [5,30,33]，得到的抗体大多都具有广谱的性质

（表）。在已经发表的多残留检测文章中[5,30]，半抗

原制备都采用了在哌嗪基的第二个氨基上引入羧基，

以完全暴露 FQs 的母环结构，但是利用该方法获得的

抗体并不都具有明显的广谱性，如 Bucknall[30]制备的

抗体对几种重要的 FQs （ENR、CIP 和 FLU）的交叉

反应率都低于 10%。相反直接以 CIP、NOR 和 SAR
为半抗原获得抗体，对一些结构极为相似的药物交叉

反应率都在 50%以上[20,28,33]。所以，既然 FQs 自身含

有活性羧基，又有直接以某种 FQs 为半抗原成功制备

广谱抗体的先例，笔者认为可以不经过复杂的半抗原

改造就可以获得广谱性质抗体在理论上是可行的。 
从交叉反应率的结果来看，NOR、CIP 和 SAR 得

到的抗体对其他 FQs 的交叉反应率较大。可能的原因

是： 
（1）这 3 种 FQs 单体在哌嗪基上没有取代基，

可以避免产生针对哌嗪取代基的抗体结合位点。尽管

哌嗪基上的取代基团大多为烷烃基，具有较弱的免疫

原性，但是免疫学中有一个广为接受的原理，就是抗

体倾向于结合距离偶联位点 远的基团，如果以 FQs
的母化合物为半抗原，哌嗪基团的烷烃取代基是距离

偶联位点 远的基团。这已经被一些实验证明，如

Bucknall等[30]制备的ENR多克隆抗体和Watanabe等[29]

制备的 ENR 单克隆抗体具有高度的选择性，只能识别

ENR 而对其它 FQs 结合力很低。Lu 等[35]制备的 PEF
多克隆抗体也证明了这一点。PEF 的哌嗪基团上含有

一个甲基，获得的抗体只识别哌嗪基团上含有甲基的

FQs 如氟罗沙星（116%）、OFL（10%）或含有乙基

的 FQs 如 ENR（88%），而对于不含有甲基的 FQs
的交叉反应率均低于 1%如吡哌酸、加替沙星、SAR、
CIP、洛美沙星和依诺沙星，即使是和 PEF 极为相似

的 NOR 的交叉反应率也仅为 1%。所以哌嗪基团上的

取代基在制备抗体过程中的作用是极为重要的。相反，

从发表文章的数据来看，哌嗪基上的烷烃取代基对抗

体与药物的结合影响力却有限，如以NOR、CIP和SAR
等均在哌嗪基上不含取代基的药物为半抗原获得的抗

体，除了对哌嗪基上不含取代基的 FQs 有高亲和力外

对哌嗪基上含取代基的 FQs 如 ENR 和 OFL 等也有很

高的亲和力，所以选择半抗原时应该选择哌嗪基上不

含取代基的 FQs。 
（2）NOR 和 CIP 在 1 位的取代基均为烷烃基，
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表  已发表文献喹诺酮类抗体交叉反应总结（%） 

Table  Review of cross-reaction of antibody against fluoroquinolones from published papers 

文献 References 药物 
Compounds [33] [29] [5] [30] [20]* [34] [28] 

恩诺沙星 Enrofloxacin 70 100 66 6 83 - 100 

环丙沙星 Ciprofloxacin 100 - 17 9 ND - 111 

诺氟沙星 Norfloxacin 45 - 105 100 27 - ND 

二氟沙星 Difloxacin ND - 64 ND 215 - ND 

达诺沙星 Danofloxacin ND - 88 ND ND - 37 

氧氟沙星 Oflaxacin ND - 55 17 N - ND 

沙拉沙星 Sarafloxacin ND - 100 ND 100 - 71 

培氟沙星 Pefloxacin ND - 30 ND ND - ND 

氟甲喹 Flumequine ND - 4 6 ND 100 ND 

奥林酸 Oxolinic Acid ND - 3 40 ND - ND 

依诺沙星 Enofloxacin ND - 27 143 ND - ND 

洛美沙星 Lomefloxacin ND - 24 ND ND - ND 

马保沙星 Marbofloxacin ND - 45 ND ND - 27 

奈啶酸 Nalidixic Acid ND - 14 15 15 - ND 

西诺沙星 Cinoxacin ND - 1 1 ND - ND 

爪哇沙星 Trovafloxacin ND - ND ND 92 - ND 

吡哌酸 Pipemidic Acid ND - ND 18 ND - ND 

*单抗 Sara-5；ND：没有检测；-：无交叉反应 
* Signal clone Sara-5; ND: No measure; -: No cross-reactivity 

 
结构简单且不易产生免疫原性,而且由于靠近羧基与

载体蛋白的结合部位（3 位），载体蛋白可以阻挡 1
位取代基暴露给免疫系统，屏蔽其免疫原性。但是从

NOR 为半抗原得到抗体交叉反应率来看，对 SAR 和

DIF 的交叉反应率较低[5]，这可能是因为 SAR 和 DIF
在 1 位有较大的氟苯环取代基，在此部位引入了空间

位阻，阻碍药物与抗体之间形成非共价键反应，即针

对 NOR 上乙基的抗体的抗原结合罅隙（pocket）不能

完全包裹体积较大的氟苯环，造成了抗体识别能力的

下降。 
（3）从理论分析来看 SAR 是 适合的半抗原，除

了在哌嗪环没有取代基外，另外针对 1 位较大的氟苯

环抗体结合位点完全可以包容其它 FQs在此位点上的

较小的取代基。虽然体积较大的氟苯环可能会刺激产

生抗体分子上针对氟原子的正电氨基酸残基序列，但

是抗原与抗体之间的非共价结合力中，疏水作用力在

大多数情况下发挥主导作用，烷烃取代基和氟苯环都

为疏水取代基，这样可以削弱氟原子在抗原抗体结合

时发挥作用[25]。 

为了更好地理解抗原与抗体之间的特异性结合，

利用 SYBYL 7.0 程序包，以 MMFF94 力场优化了目

前已经批准用于动物的 8 种 FQs 的 低能量构象（图

3），从这些三维结构中可以比较 FQs 分子之间三维

构象的异同。因为空间结构的相似性是抗体与抗原结

合的先决条件，只有抗原的分子体积符合抗原结合位

点的要求，才会发生如氢键、离子键和疏水作用等各

种非共价键。可以发现，8 种 FQs 的空间构象极为相

似。FQs 的共同结构喹啉结构的两个环基本上处于同

一个平面（垂直于纸平面）。构成哌嗪环的 6 个原子

以椅式构象与喹啉环平面形成夹角。哌嗪基团的烷烃

取代基因其结构简单，并没有明显改变 FQs 的空间构

象，这是抗体结合药物的重要因素，这样空间构象相

似的 FQs 可互补的契入抗体分子的抗原结合位点，这

是广谱抗体识别多种 FQs 的结合机理。其中： 
①DAN 明显不同于其它的 FQs。DAN 在 7 位没

有哌嗪环结构（图 2），而是一个含有两个氮原子的

二环结构。从其二维结构来看发生了很大的变化，但

是从分子的 低能量构象来看，这个二元环的空间排
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列与哌嗪基团基本类似，即没有影响 FQs的基本构象。

所以，制备的抗体只要能够识别其中的一种药物，对

其它的药物或多或少都能够有识别作用。 
②SAR 和 DIF 的 1 位空间构象不同于其它 FQs。

较大的氟苯环构成另一个平面与喹啉环构成的平面几

乎垂直。FQs 的分子量大概在 350 左右，氟苯环的分

子量为 97，氟苯环的引入大概改变了 FQs 分子量的

28%，尽管不改变其它部位的立体构象，但是会引起

分子体积的明显改变，对抗体结合造成伤害。 
另外，在抗体的制备过程中，几乎所有的人都注

意到即使是同一种免疫原免疫同种类型的动物，获得

抗体的特性都存在差异，这是由于免疫动物的个体差

异引起的。构思严密的半抗原设计可以通过大规模的

动物免疫获得理想抗体，但是不同动物个体和不同脾

细胞产生的抗体之间的差异是不可避免的。从统计学

的角度来说，同一种免疫原所获得的抗体的性质服从

正态分布，所以如果获得抗体亲和力的结果不符合理

论分析[28]，是可以理解的。从另一方面来讲，如果理

论分析的结论正确，经过大规模的抗体筛选总能得到

理想的抗体。 
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