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甲氧苄氨嘧啶人工抗原的合成及鉴定
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摘要:用重氮化方法将甲氧苄氨嘧啶(TMP)偶联于载体蛋白 BSA 和 OVA 上 ,合成了免疫抗原

BSA-TMP 和包被抗原OVA-TMP ,并用紫外扫描 、SDS-PAGE和动物免疫试验进行了鉴定。结果

表明 ,半抗原 TMP 和载体蛋白偶联成功。人工抗原 BSA-TMP 的成功合成 ,为 TMP 单克隆抗体

制备及其快速检测试剂的研制奠定了基础。
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Synthesis and Characterization of Trimethoprim Artificial Immunogen
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Abstract:A rtificial immunogen BSA-TMP and OVA-TMP were synthesized using diazo tization

by linking carrier pro teins BSA and OVA to TMP.T he immunogen BSA-TMP was identified by

ul traviolet scanning , SDS-PAG E and animal immunization experiment .The results showed that

the hapten TMP was successfully linked to carrier pro teins.A rtif icial immunogen BSA-TMP laid

a so lid foundation for furthe r research of the monoclonal antibodies and rapid test ki ts against

TM P.
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　　甲氧苄氨嘧啶(trimethoprim , TMP)为化学合成

抗菌剂 ,抗菌范围和磺胺药相近。与磺胺药联合使用

时 ,其疗效可增强几倍到几十倍 ,因此被广泛地用于

畜禽疾病的治疗和预防。TMP 通过对叶酸代谢的干

扰而抑制细菌的生长 ,其副作用很大 ,可产生过敏反

应
[ 1, 2]

、肝脏毒性
[ 3]
和遗传毒性

[ 4]
,且可能有致癌性。

TMP 在规模化畜禽生产中的不合理使用 ,会带来一

定环境威胁
[ 5]
。我国农业部 2002年发布的《动物性

食品中兽药最高残留量》中规定 , 动物性食品中

TMP 的最大残留量(MRL)为 50μg/L[ 6] 。为防止

TMP 超标的畜产品进入市场 ,必须建立一种简便 、

快速 、灵敏 、准确的检测方法对 TMP残留进行有效地

监测。目前检测 TMP残留的理化方法主要包括高效

液相色谱法(HPLC)[ 7] 、高效液相色谱-电喷雾串联

质谱法(HPLC/ESI-MS/MS)[ 8] 、液相色谱-质谱法

(HPLC-MS)
[ 9]
等。尽管这些方法有很高的灵敏度和

准确性 ,但存在需要昂贵的仪器 、样品前处理复杂 、繁

琐费时 、不能现场操作等缺陷 ,限制了其应用。免疫

学分析方法由于具有灵敏 、快速 、特异 、简便等优点 ,

近年来在兽药 、农药残留检测领域已被广泛应

用
[ 10-13]

。本试验以半抗原 TMP与载体蛋白偶联 ,制

备 BSA-TMP 人工抗原 ,旨在为进一步建立 TMP 残

留 ELISA 检测试剂盒及其胶体金免疫层析技术的应

用奠定基础。
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1　材料和方法

1.1　试剂

TMP 为 Sigma 产品 , 纯度 ≥99.0%;BSA 、

OVA 、弗氏完全佐剂(FCA)和弗氏不完全佐剂

(FIA)为 Pierce产品;四甲基联苯胺(TMB)购自上

海五联化工厂;羊抗鼠酶标二抗(GaM IgG-HRP)购

自华美生物工程有限公司;其他试剂市售所得 ,均为

AR 级。洗液(PBS T)为含体积分数 0.05%的

Tw een-20的 PBS;包被液(CBS)为 0.1mol/ L pH

9.6的碳酸盐缓冲液;间接 ELISA 和阻断 ELISA

封闭液 、稀释液均为含体积分数 5%猪血清的

PBS T ;显色液为 TMB的醋酸-柠檬酸缓冲液;终

止液为 2mol/ L 的硫酸溶液。

1.2　仪器

AE260电子天平 ,德国 MET TLER公司生产;

HI9321酸度计 ,美国 HANNA 公司产品;DU-600

核酸蛋白分析仪 ,德国 BECKMAN 公司产品;550

型酶标仪 ,美国 Bio-Rad公司产品;3K-18高速冷冻

离心机 ,德国 SIGMA 公司生产;凝胶成像系统及分

析软件 ,Syngene 公司产品;JM-250 电泳仪 ,大连捷

迈科贸有限公司;SZ-93自动双重纯水蒸馏器和 93-

3定时恒温双向磁力搅拌器 ,上海亚荣生化仪器厂

生产 。

1.3　试验动物

6周龄 SPF 级雌性 BALB/c小鼠 ,购自郑州大

学医学院实验动物中心 ,农业部动物免疫学重点开

放实验室饲养。

1.4　人工抗原的合成

BSA-TMP 完全抗原的合成方法如下:称取 5.5

mg 的 TMP 置于 10mL 螺口瓶中 , 用 2mL 0.

5mol/ L 的 HC l溶解。冰浴冷却后 ,避光边搅拌边

逐滴加入灭菌双蒸水溶解已预冷的 1mol/L NaNO 2

溶液适量(淀粉碘化钾试纸呈蓝黑色为宜),4℃反应

6h ,得重氮化 TMP。称取 10mg BSA 溶于 1mL

PBS(pH =7.2),预冷后边搅拌边逐滴加入重氮化

TMP ,用 1mol/L NaOH 调 pH 至 8.5 左右 , 4℃反

应过夜。反应产物在 4℃搅拌下用 PBS透析 3 d ,每

天换液 3次 ,透析后得到纯化的 BSA-TMP 。合成

路线见图 1。同法制得包被抗原 TMP-OVA 。

1.5　人工抗原的鉴定

1.5.1　紫外扫描鉴定(UV)　用PBS配制 TMP 和

BSA 标准溶液 ,取 BSA-TMP 溶液 ,用紫外吸收法

测定其蛋白质的浓度和特征峰 ,调节 BSA-TMP 溶

液的蛋白质浓度与 BSA 标准溶液一致 ,在波长 220

～ 400 nm 范围内进行紫外扫描 ,根据峰的变化判断

偶联效果[ 8] 。

图 1　重氮化法合成 BSA TMP路线

1.5.2　SDS-PAGE凝胶电泳鉴定　参照文献[ 14]

介绍的方法配制各种电泳溶液 ,浓缩胶为 5%,分离

胶质量体积分数为 12%,浓缩胶电压 60V ,分离胶

电压 80V , 上样量为 20μL , 考马斯亮蓝染色

3 ～ 4 h后 ,置脱色液中过夜脱色。根据条带分子量

的大小变化判断偶联效果。

1.5.3　多抗血清(pA b)的制备及鉴定

1.5.3.1　pAb的制备　取 0.22μm 滤膜无菌过滤

PBS溶解 BSA-TMP至 500mg/L ,与等量 FCA混合 ,

手持式匀浆器充分乳化后免疫 6周龄BALB/c小鼠 3

只 ,免疫剂量为每只 0.2mL ,免疫方式为背部皮下 6

点注射 。首免 3 周后加强免疫 , 用无菌 PBS 溶解

BSA-TMP ,与等量 FIA 混合乳化 ,共免 4 次 ,每次

间隔 3周 ,免疫剂量同首次免疫 。每隔 2 周加强免

疫 1 次 , 3 次免疫后 16d 断尾采血分离血清 ,

-20℃保存备用。

1.5.3.2　pAb 效价测定　采用间接 ELISA 方法

测定 pAb 效价 ,基本程序参照 Ti jssen 的方法
[ 15]
并

加以改进。 TMP-OVA 包被 ,包被浓度 1mg/L ,包

被量 100μL/孔 , 37℃温育 2 h , PBS T 洗板 6 次;体

积分数 5%猪血清封闭液 200μL/孔 , 37℃温育 1 h ,

洗 6次;加 pAb , 50μL/孔 ,用封闭液倍比稀释 ,设阴

性对照(NC)和空白对照(BC),37℃温育 15min ,洗 6

次;加 GaMIgG-HRP ,1∶1000用封闭液稀释 ,50μL/

孔 ,37℃温育 30min ,洗 6 次;加酶底物 TMB 显色

50μL/孔 ,室温反应 10min;加入 50μL/孔 2mol/ L

H 2SO4 终止反应 ,读 OD450值;结果判断:以待测孔

OD450值≥NC OD450值的 2.1倍(P/N ≥2.1)判为阳

性。

2　结果与分析

2.1　UV鉴定结果

利用 U-3000紫外扫描仪进行扫描 ,结果表明 ,
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BSA 的最大吸收峰在 278 nm , TMP 的最大吸收峰

在266 nm , BSA 与 TMP 偶联后 ,在 233 ～ 280 nm 处

紫外吸收峰发生上移(图 2),表明偶联成功 。

图 2　BSA、TMP 和 BSA-TMP 的紫外扫描光谱

2.2　SDS-PAGE 鉴定结果

SDS-PAGE 电泳结果表明 , BSA 的泳动速度大

于BSA-TMP(图 3),说明 BSA-TMP 的分子量大于

BSA ,证明 TMP 与 BSA 已成功偶联。

1.蛋白质 Marker;2.BSA;3.BSA-TMP

图 3　BSA TMP 偶联物的 SDS PAGE鉴定图谱

2.3　间接 ELISA 测定 pAb效价结果

间接 ELISA检测结果表明 ,免疫的 3只小鼠血

清抗体效价均达到了 10-3(表 1),说明 BSA-TMP

获得了较好的免疫效果 ,其中 2号小鼠最高血清效

价为 1∶1.28×10
4
。

表 1　三免后 10 d小鼠血清效价

小鼠序号
抗血清稀释倍数

200 400 800 1 600 3 200 6 400 12800
阴性对照 空白对照

1 2.934 1.913 1.328 0.998 0.786 0.245 0.110 0.083 0.067

2 2.823 2.132 1.764 1.021 0.678 0.321 0.223 0.085 0.071

3 2.102 1.576 1.118 0.897 0.456 0.189 0.098 0.076 0.073

3　讨论

TMP 分子量只有 290.32 Da ,为半抗原 ,本身

没有免疫原性 ,不会激发动物免疫系统产生特异抗

体 ,需要和载体蛋白连接起来构成人工免疫原才可

以用于制备抗 TMP 抗体的疫苗。对于带有氨基的

半抗原与载体蛋白的偶联一般采用重氮化法 、戊二

醛法和 EDC 法 ,在前期工作中 ,笔者也利用 GA 法

和 EDC法制备了相应的免疫原和包被抗原 ,但其免

疫效果较差 ,难以产生高效价的抗体。本试验结果

进一步证实了重氮化法适用于芳香胺而 GA 法适合

于脂肪胺的报道
[ 16]

。一定长度的间隔臂的介入 ,有

助于半抗原结构的暴露 ,有利于特异性抗体的产生 ,

间隔臂过长可形成新的抗原表位 ,易被细胞识别而

产生桥抗体 ,间隔臂过短则载体蛋白的空间位阻会

影响细胞对半抗原的识别 ,不产生特异性抗体[ 17] 。

本试验以-N =N-作间隔臂 ,长度适宜 ,既产生了针

对 TMP 的特异性抗体 ,又避免了桥抗体的出现 。

本试验成功合成了 TMP 人工抗原 ,免疫 BA LB/c

小鼠制备出高效价的 pA b ,为抗 TMP 单克隆抗体

(mAb)的研制和 TMP 免疫学分析方法的建立奠定

了基础 。
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