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摘要  [ 目的] 为研究阿莫西林残留的免疫学检测方法奠定基础。[ 方法] 采用N- 羟基琥珀酰亚胺活性酯( NHS) 法将阿莫西林分别与牛
血清白蛋白( BSA) 、卵清蛋白( OVA) 偶联 , 制备免疫抗原AMX- BSA 和检测抗原AMX- OVA , 用AMX- BSA 免疫成年兔以获得高效价的多克
隆抗体。[ 结果] 免疫抗原AMX- BSA 紫外光谱具有药物和蛋白的叠加特征 , 其最大吸收峰在276 nm 处 , 说明载体蛋白BSA 与AMX 成功
偶联 ,可用于动物免疫。检测抗原AMX- OVA 最大吸收峰在275 nm 处 , 说明载体蛋白OVA 与AMX 成功偶联 ,可用作检测抗原进行包被。
间接ELISA 检测结果表明 ,2 只兔抗血清效价较高 , 均达1∶32 000 以上 ,说明有特异性抗体产生。[ 结论] 该研究成功制备了抗阿莫西林
多克隆抗体 , 也进一步证明药物偶联成功。
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Preparationof Polyclonal Antibody against Amoxicillin
WEI Dong et al  ( Hebei North University , Zhangjiakou, Hebei 075000 )
Abstract  [ Objective] The research ai med to lay the foundationfor studying the i mmunological method for detecti ngthe residue of amoxicillin . [ Method]
Amoxicillin were coupled with bovine serumalbumin ( BSA) and oval bumin ( OVA) by usi ng N-hydroxysuccini mide actived ester method to prepare the i m-
mune antigen AMX- BSA and detection antigen AMX- OVA . The adult rabbits were i mmunized with AMX- BSAto obtainthe polyclonal antibody with high
titer . [ Result] The ultraviolet spectrumof i mmune antigen AMX- BSAhad the stacking characteristics of medicament and protein and its maxi mumabsorp-
tion peak was 276 nm, whichindicatedthat vector protein BSA was successfully coupled with AMXand it could be used in ani mal i mmunization. The max-
i mumabsorption peak of detection antigen AMX- OVA was 275 nm, indicating vector protein OVA was successfully coupled with AMXand it could be tak-
en as detection antigenfor coating . The results of indirect ELISA detectionshowed that the antiserumtiters of 2 rabbits were higher and bothreached over
1∶32 000 ,which indicated that the specific anti body was produced . [ Conclusion] Inthis research,the polyclonal antibody against amoxicillin was success-
fully prepared , whichfurther proved that the drugs were successfully coupled .
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  阿莫西林( Amoxicillin ,AMX) , 化学名为羟氨苄青霉素, 属

青霉素类β- 内酰胺抗生素 , 其体外抗菌谱等同于氨苄青霉

素, 但体内效果则增强2～3 倍, 可广泛用于治疗各种动物的

尿道、呼吸道等的敏感菌感染。随着该药的大量使用, 其在

动物源食品中的残留问题引起广泛关注。笔者采用 N- 羟基

琥珀酰亚胺活性酯( NHS) 法将 AMX 分别与牛血清白蛋白

( BSA) 、卵清蛋白( OVA) 偶联制备免疫抗原 AMX- BSA 和检测

抗原AMX- OVA , 用免疫抗原免疫成年兔, 获得高效价的多克

隆抗体, 旨在为研究阿莫西林残留的免疫学检测方法奠定

基础。

1  材料与方法

1 .1  材料 ①试验动物。成年新西兰兔2 只, 由河北北方

学院实验牧场提供。②试剂。阿莫西林购自中国兽医药品

监察所, 牛血清白蛋白( BSA) 、卵清白蛋白( OVA) 、乙基碳二

亚胺盐酸( EDC.HCl) 及邻苯二氨均购自Sigma 公司, 二甲基

甲酰胺( DMF) 购自Genview 公司,N- 羟基琥珀酰亚胺( NHS) 购

自Cxbio Biotechnology 公司,1 % 明胶、羊抗兔IgG- 辣根过氧化

物酶( IgG- HRP) 、弗氏完全佐剂、弗氏不完全佐剂均购自鼎国

公司。ELISA 试验所用溶液为实验室自配, 其他试剂均为分

析纯。③仪器。96 孔可拆酶标板购自丹麦NUNC 公司 , 紫外

可见分光光度计756PC 型, 高速离心机 D- 78532 SPRVALL

RC5C PLUS , 磁力搅拌器CJJ-781C 型、酶标仪 ELX800 型为美

国Bio- TEK 产品。

1 .2 方法

1 .2.1  AMX- BSA 和 AMX- OVA 的制备。采用 NHS 法[ 1] , 将

20 .0 mg AMX、10 .0 mg NHS、12 .5 mg EDC 充分溶解于1 ml

DMF 中, 于室温下避光搅拌24 h , 得AMX 反应液。称取 BSA

50 .0 mg , 使之充分溶解在3 ml PBS( pH 7 .4) 中, 将 AMX 反应

液逐滴加入BSA 溶液中 , 于室温下搅拌3 h , 然后用PBS 透析

3 d , 每天换液2 次 , 以除去未反应的小分子物质。以3 000

r/ min离心30 min , 收集上清 , 即为制备的免疫抗原AMX- BSA ,

分装 , - 20 ℃保存。以50 .0 mg OVA 代替BSA, 其余操作均同

上, 制备检测抗原 AMX- OVA 。

1 .2 .2  免疫抗原 AMX- BSA 与检测抗原 AMX- OVA 的紫外扫

描光谱鉴定。在200 ～400 nm 紫外光区 , 分别对 AMX 、BSA 、

OVA 的PBS 溶液和2 种偶联物进行扫描。操作参照文献

[ 2] , 根据文献[ 3] 计算半抗原与载体蛋白的偶联比。

1 .2 .3  动物免疫试验。兔耳缘静脉抽血, 取血清, 作为阴性

对照。背部皮下多点注射进行免疫。免疫抗原 AMX- BSA 用

量1 mg/ 只( 以载体蛋白含量计算) ,14 d/ 次, 共免疫5 次。首

次免疫使用等量弗氏完全佐剂乳化抗原, 以后均使用等量弗

氏不完全佐剂乳化抗原, 第5 次直接使用免疫抗原1 mg/ 只。

从第3 次免疫开始, 每次免疫后7 d 耳静脉取血, 间接ELISA

方法测定AMX 抗血清效价。第5 次免疫后7 d 心脏穿刺采

血, 室温静置1 h ,4 ℃下放置过夜,3 000 r/ min 离心10 min , 收

集上清 , 经硫酸铵盐析法纯化[ 4] , 分装, - 20 ℃保存。

2  结果与分析

2 .1 抗原合成的鉴定  在200 ～400 nm 紫外光区, 分别对

AMX 、BSA、OVA 、AMX- BSA、AMX- OVA 的 PBS 溶液进行扫描

( 图1 、2) 。由图1 可知,AMX 的PBS 溶液的最大吸收峰在273

nm 处,BSA 的PBS 溶液最大吸收峰在278 nm 处, 而免疫抗原

AMX- BSA 与它们中任何一方的光谱都不同 , 其紫外光谱明显

具有药物和蛋白叠加的特征, 最大吸收峰在276 nm 处。这说

明在BSA 载体蛋白上连接上了目的物小分子 AMX , 证明偶

联成功, 可用作动物免疫。同理, 由图 2 可知 , 检测抗原
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AMX- OVA 最大吸收峰在275 nm 处, 与 AMX 和 OVA 任何一

方的光谱都不同 , 同样说明在 OVA 载体蛋白上连接上了目

的物小分子AMX, 证明偶联成功 , 可用做检测抗原进行包被。

根据半抗原与载体蛋白的偶联比公式计算结果为 : 免疫

抗原AMX- BSA 的偶联比为23∶1 , 检测抗原 AMX- OVA 的偶

联比为8∶1 , 可进一步证明完全抗原偶联成功。

 注 :1 为 AMX 的 PBS 溶液( 18 .6 μg/ ml) ,2 为 AMX- BSA 的PBS 溶

液( 220 μg/ ml ) ,3 为 BSA 的PSB 溶液( 220 μg/ ml) 。

 Note :1 means PBS solution of AMX ( 18 .6 μg/ ml) ,2 means PBS solu-

tion of AMX- BSA( 220 μg/ ml) , 3 means PBS solution of BSA

( 220 μg/ ml) .

图1 免疫抗原AMX- BSA 的紫外扫描光谱

Fig .1 UV scanningspectrumof immune antigen AMX- BSA

 注 :1 为 AMX 的PBS 溶液( 18 .6 μg/ ml) ,2 为 AMX- OVA 的PBS 溶

液( 220 μg/ ml ) ,3 为 OVA 的 PSB 溶液( 220 μg/ ml ) 。

 Note :1 means PBS solution of AMX ( 18 .6 μg/ ml) ,2 means PBS solu-

tion of AMX- OVA ( 220 μg/ ml) ,3 means PBS solution of OVA

( 220 μg/ ml) .

图2 检测抗原AMX- OVA 的紫外扫描光谱

Fig .2 UVscanning spectrumof i mmune antigen AMX- OVA

2 .2 A MX 抗血清效价的测定 间接 ELISA 检测2 只兔的抗

血清效价结果表明,2 只兔抗血清效价较高 , 均达1∶32 000 以

上, 说明有特异性抗体产生 , 证明抗阿莫西林多克隆抗体制

备成功 , 也进一步证明药物偶联成功。

3  讨论

3 .1  偶联物的鉴定 偶联物的鉴定一般分为紫外扫描光谱

鉴定和免疫学鉴定。在紫外扫描光谱鉴定中,BSA、OVA 和

AMX 在PBS 溶液中的最大吸收峰分别在278 nm、277 nm 和

273 nm 处。由于在偶联过程中分子组成及空间构型发生了

一定的变化, 偶联物AMX- BSA 和 AMX- OVA 的特征性最大吸

收峰分别出现在276 nm 和275 nm 处。因此, 通过紫外光谱

可证明偶联成功。同时, 通过偶联比的计算 , 也可证明偶联

的成功。偶联物的结合比大小将直接影响抗体的质量 , 据有

关资料报道[ 5] , 偶联结合比< 20 具有较好的免疫性。国外著

名试剂公司提供的一些免疫抗原的结合比一般为8 ～12∶

1[ 6] 。该试验中制备完全抗原的结合比达到了常规要求。免

疫学鉴定中, 该试验免疫的2 只兔子产生的抗体效价均达1∶

32 000 以上, 说明产生了针对AMX 的抗体, 抗 AMX 多克隆抗

体制备的成功, 进一步证明了药物偶联成功。

3 .2  抗血清效价的判定  以 P/ N≥2 .1 且P- N> 0 .2 的血清

最高稀释倍数为该抗体的 ELISA 检测效价。其中P 为待测

血清在某一稀释倍数测定的 OD 值;N 为阴性对照血清在相

应稀释倍数时测定的 OD 值。若1 .5 < P/ N < 2 .1 为可疑 ,

P/ N≤1 .5 为阴性。ELISA 效价是相对效价, 与包被浓度和反

应条件相关, 最终应以用于ELISA 检测时的工作浓度为准。
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