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对氯甲基苯甲酸链接的莱克多巴胺人工抗原的
合成与鉴定

陈 臣1，罗顺菁1,*，刘成梅1，邹常春2，汪志宇1，王文飞1

(1.南昌大学 食品科学与技术国家重点实验室，江西 南昌 330047；2.南昌大学资产管理处，江西 南昌 330031)

摘 要：采用对氯甲基苯甲酸(CBA)为链接臂，用混合酸酐法将莱克多巴胺(RAC)与牛血清白蛋白(BSA)偶联制备人

工抗原(RAC-CBA-BSA)，通过紫外、红外、电泳鉴定抗原合成成功；再以卵清蛋白(OVA)为载体蛋白合成包被抗

原(RAC-CBA-OVA)，测定其与抗体的亲和力和抑制率。间接竞争ELISA结果以对CBA为链接臂合成的包被抗原对

应的抗体滴度为7047.3、IC50为17.05ng/mL，结果表明，CBA可以用于RAC人工抗原的合成，使用RAC-CBA-OVA
作为包被抗原可以提高ELISA检测灵敏度。
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Abstract：The mixed anhydride method was used to prepare artifi cial antigen through the conjugation between ractopamine 
(RAC) and bovine serum albumin (BSA) in the presence of 4-chloromethyl benzoic acid (CBA). The prepared artifi cial 
antigen was identifi ed by IR, UV and SDS-PAGE. RAC-CBA was also conjugated with OVA to form a coating antigen. The 
affi nity and inhibitory activity of the coating antigen were measured. This study suggests that CBA can be used to prepare 
artifi cial RAC antigens. Meanwhile, CBA conjugated with RAC to form coating agent improves the sensitivity of ELISA.
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莱克多巴胺(RAC)具有营养重分配，降低胴体脂肪，

提高瘦肉率，同时使动物增重的作用[1-2]。但是人类过量

食用(超过1.25μg/(kg·d))含有该残留的畜产品会引发食物

中毒，表现为恶心、呕吐、心悸、头疼、目眩等[3-4]，对

患有高血压、青光眼、糖尿病等疾病的患者则可能危及

生命。RAC在中国被禁止使用于饲料添加，是中国食品

安全委员当前发布的第一批82种“禁止在饲料、动物饮

用水和畜禽水产养殖过程中使用的药物和物质”之一。

在体育比赛中，RAC可以增强运动员、动物(如马)肌肉，

提高运动成绩，国际奥委会已将其列为禁用药物。

目前对于RAC的检测方法主要有气质联用(GC-MS)[5-6]、

高效液相色谱(HPLC)[7]以及液质联用(LC-MS)[8-9]等方

法，这些方法准确、科学，但对操作者的专业要求较，

仪器昂贵，且维护费用较高，不利于推广应用。酶联免

疫吸附检测法(ELISA)是一种基于抗原抗体反应和酶化学

反应的快速检测方法，灵敏度高、特异性强、样品前处

理简单，不需要昂贵的仪器设备，对操作人员的专业要

求相对较低，非常适于现场监控和大批量筛选。

RAC人工抗原是研制酶联免疫吸附检测试剂的首要

基础，对于提高RAC检测的灵敏度及准确性，有重要的

影响。异源性ELISA检测中，由于抗体对包被抗原的识

别减弱，使得待测物能与抗体结合机会增加，与包被抗

原充分竞争，从而能检测较低浓度的待测物，提高检测

灵敏度。且免疫半抗原与包被半抗原的差异性越大，检

测灵敏度越高[10]。半抗原的结构对ELISA检测灵敏度的

影响，从高到低依次为连接位点、链接臂结构、链接臂
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长度。目前针对连接位点、链接臂结构、链接臂长度对

RAC ELISA检测灵敏度的影响的研究未见报道。

本实验是针对链接臂结构对ELISA检测灵敏度影响

进行研究。链接臂的选择首先必须考虑其结构有利于进

行蛋白质与RAC的偶联反应；其次根据Wright等[11]提出

的理论，链接臂越长，产生高特异性抗体的可能性越

低，因此链接臂的长度必须合适；最后要求合成抗原纯

化方便。对氯甲基苯甲酸(CBA)易溶于无机相，在半抗原

合成中，未参加反应的CBA遇水便可析出，方便除去，

而未反应的RAC也可以在随后的透析中被除去，抗原纯

化方便。本实验使用对CBA作为链接臂，通过混合酸酐

法制备人工抗原，探索对CBA作为链接臂制备RAC人工

抗原的方法及条件，并对其进行初步鉴定。再与以戊二

酸酐为链接臂制备的包被抗原(RAC-SA-OVA)比较不同半

抗原对ELISA检测灵敏度的影响。

1 材料与方法1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

RAC(生物纯) 武汉华美公司；CBA(分析纯) 强

中化工有限公司；牛血清白蛋白(BSA)、卵清蛋白(OVA)    
美国Sigma公司；N,N-二甲基酰胺(DMF)、1,4-二氧六

环、三正丁胺、氯甲酸异丁酯、无水乙醇等试剂均为分

析纯。

320-S pH计 梅特勒-托利多仪器有限公司；各种

规格的移液枪  芬兰雷勃公司；磁力搅拌器  德国

IKA公司；WH-3漩涡混匀议 上海沪西分析仪器厂有

限公司；SHZ-82气浴恒温振荡器 荣华仪器设备有限

公司；DU640紫外-可见分光光度计 美国Beckmen公
司；蛋白质电泳仪 美国Bio-Rad公司；MK3酶标仪、

NICOLIT5700红外光谱仪 美国热电公司；可拆酶标板 
美国康宁公司；冷冻干燥机 美国Labconco公司。

1.2 方法

1.2.1 RAC人工抗原的合成

称取34mg RAC溶于4mL DMF-1,4-二氧六环(体积比

1:1)溶液中，加入20.5mg CBA，磁力搅拌室温下反应过

夜，加入10μL三正丁胺，冰浴反应10min，取出反应物

至室温，加入7μL氯甲酸异丁酯，室温下反应2h；称取

130mg BSA、45mg OVA分别溶解于10mL DMF-PBS-蒸
馏水(体积比1:1:2)中；分别取5mL BSA、OVA溶液，0℃
冰浴备用，各取600μL RAC-CBA溶液以每1滴/50s的速率

分别滴加至BSA、OVA溶液中，期间用0.1mol/L NaOH溶

液调整pH8.0左右，冰浴反应4h，反应液1000r/min离心

10min，取上清4℃透析3d。冷冻干燥至粉末备用。

1.2.2 全抗原的鉴定

1.2.2.1 全抗原红外光谱扫描

分别称取干燥的RAC-BSA全抗原2mg和KBr 200mg
放入玛瑙钵中，在红外灯的照射下将混合物研磨均匀

后，装入压片模具中，在8t压力下压制10min，压制成厚

度为1mm的透明KBr压片，同样方法制备BSA和RAC的

KBr压片后，用红外光谱仪进行扫描，得到红外光谱图。

1.2.2.2 全抗原紫外光谱扫描及偶联比的计算

将RAC、BSA、OVA和两种全抗原RAC-BSA、

RAC-OVA用PBS稀释成一定浓度的溶液，然后用DU460
紫外扫描仪在波长200～400nm处进行紫外扫描，得到紫

外吸光图谱。根据公式(1)进一步计算出两种全抗原的浓

度比，即偶联比(c1/c2)
[12]。

c1/c2 =
(OD274nm×OD′278nm ODB

274nm×OD278nm) ×c′1
(OD278nm×OD′274nm ODB

278nm×OD274nm) ×c′2
 (1)

式中：OD 274nm为全抗原在RAC最大吸收波长处

的光密度；OD’278nm为BSA在其最大吸收波长处的光

密度；ODB
274nm为BSA在RAC最大吸收波长处的光密

度；OD 278nm为全抗原在BSA最大吸收波长处的光密度；

OD’274nm为RAC在其最大吸收波长处的光密度；ODB
278nm

为RAC在BSA最大吸收波长处的吸光度；c’1为RAC标准

物的浓度；c’2为BSA标准物的浓度。

1.2.2.3 全抗原SDS-PAGE电泳

用蒸馏水分别稀释RAC、BSA、OVA和两种全抗

原RAC-BSA、RAC-OVA，煮沸5min再冰浴5min，
1000r/min离心5min，取上清。5%浓缩胶、16%分离

胶，电极缓冲液为250mmol/L，Tris-HCl(pH8.3)，甘

氨酸0.1% SDS。起始恒定电流2.1mA/cm浓缩样品，

溴酚蓝进入分离胶后，将电流调制3.0mA/cm，电压为

60V，直至溴酚蓝条带距封底胶约0.5cm时停止电泳，

用0.025g/mL的考马斯亮蓝(R-250)染色，用25%的甲醇

和10%的冰乙酸制成脱色液脱色至背景清晰。用凝胶成

像仪得到电泳图[13]。

1.2.3 动物免疫

采用以戊二酸酐为链接臂制备的RAC-SA-BSA免疫

原免疫小鼠制备抗血清。具体方法为：初免将人工抗原

与弗氏完全佐剂1:1混合，采用皮下多点注射，免疫5周
龄的雌性Balb/c小鼠；二免、三免、四免使用弗氏不完

全佐剂替换弗氏完全佐剂与抗原1:1混合，同样方法免疫

Balb/c小鼠。四免后断尾取血并用ELISA法检测。

1.2.4 不同包被抗原对抗体亲和力的影响

用间接ELISA法对比两种包被抗原与抗体的亲和

力。具体如下： RAC-SA-OVA、RAC-CBA-OVA稀释至

5μg/mL包被酶标板，每孔100μL，4℃静置过夜后用1% 
PBST洗涤；加入380μL 3%脱脂牛奶封闭酶标板，37℃
温育1h后洗涤；加入100μL梯度稀释的抗体，抗体稀释

度为1:800～1:51200倍比稀释，37℃温育1h后洗涤；加入
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100μL酶标羊抗小鼠IgG，37℃温育1h后洗涤；加入100μL 
TMB显色液，37℃温育15min；加入50μL 2mol/L的H2SO4

溶液终止显色，用酶标仪检测其在波长450nm处OD值为

阳性值。抗体滴度OD值为1.0时的抗体稀释度。

1.2.5 不同包被抗原对ELISA检测灵敏度的影响

用间接竞争ELISA法检测不同包被抗原对ELISA检

测灵敏度的影响。将1.2.4节中加梯度稀释抗体一步改为

加入50μL质量浓度为0、4、10、20、40、100、140、
200ng/mL RAC标准品及50μL最佳工作质量浓度的RAC单
抗，其余步骤相同，计算抑制率(IR)。半数抑制率IC50为

抑制率达到50%时的竞争品质量浓度。

IR/%=(1－
OD

OD0

)×100 (2)

式中：OD为加入竞争品孔的OD值；OD0为竞争品质

量浓度为0孔的OD值。

2 结果与分析2 结果与分析

2.1 全抗原红外光谱扫描结果

4000 3000 2000 1000

BSA
RAC
RAC-BSA

/cm-1

图 1 RAC、BSA和RAC-BSA红外扫描光谱图图 1 RAC、BSA和RAC-BSA红外扫描光谱图

Fig.1 IR spectra of RAC, BSA and RAC-BSAFig.1 IR spectra of RAC, BSA and RAC-BSA

如图1所示，对比BSA和RAC-BSA人工抗原的红外

光谱图在3500～2600cm-1和1900～1500cm-1区域出现了类

似的吸收峰，且明显呈现蛋白质吸收特点：3297cm-1处的

胺基N—H吸收峰、1666cm-1和1549cm-1的两个酰胺谱带[14]

等，判断应该是BSA中氨基酸产生的特征峰；同时，对

照RAC和RAC-BSA人工抗原的红外光谱图发现它们在

830cm-1附近有类似的吸收出现，且BSA的红外光谱图不

具备这个特点；另外在RAC-BSA全抗原的红外光谱图中

还能找到1000～1280cm-1处出现的由于RAC与BSA偶联而

产生的C—N伸缩振动吸收峰。综上所述，可以得出结论

在RAC-BSA的KBr压片中含有RAC和BSA，且RAC-BSA
人工抗原偶联成功。

2.2 全抗原紫外光谱扫描结果

如图2所示，RAC和BSA的最大吸收峰分别在波长为

274nm和278nm处；而RAC-BSA全抗原的最大吸收峰在

波长为276nm处，与BSA比较，波峰左移，证明人工抗原

偶联成功。同样，RAC和OVA人工抗原的紫外光谱图中

看到相同情况，RAC-OVA全抗原的最大吸收与OVA比较

同样向左偏移，证明RAC-OVA人工抗原也偶联成功。
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图 2 RAC、BSA和RAC-BSA紫外扫描光谱图图 2 RAC、BSA和RAC-BSA紫外扫描光谱图

Fig.2 UV spectra of RAC, BSA and RAC-BSAFig.2 UV spectra of RAC, BSA and RAC-BSA

2.3 偶联比的计算结果

RAC-BSA全抗原偶联比为17.6:1；RAC-OVA全抗原

的偶联比为4.4:1。
2.4 全抗原SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳结果

Marker BSA OVARAC-BSA RAC-OVA

97.4kD

66.2kD

43.0kD

31.0kD

图 3 人工抗原SDS-PAGE图图 3 人工抗原SDS-PAGE图

Fig.3 Identification of artificial antigens by SDS-PAGEFig.3 Identification of artificial antigens by SDS-PAGE

如图3所示，R A C - B S A全抗原的泳动速度小于

BSA，可见RAC-BSA全抗原的分子质量大于BSA，由此

可以证明RAC与BSA已经偶联成功，同时，RAC-BSA全

抗原的条带在其相应位置出现了一定程度的弥散现象，

这是因为每一个BSA分子和RAC小分子偶联的数目并不

完全相同。使用紫外凝胶成像系统分析软件分析后，得

出BSA的分子质量约66.2kD， RAC-BSA全抗原的分子

质量大约为73.5kD，全抗原中RAC与BSA的偶联比约为

18.9:1，与紫外扫描结果基本一致。OVA的结果为4.5:1，
与紫外扫描结果基本相符。

2.5 抗体效价检测结果

在包被抗原浓度等其他ELISA条件相同时，改变包

被抗原种类，则其在波长450nm处的OD值反映了不同

包被抗原对抗体的亲和力，OD值越高，亲和力越高。

图4为两种包被抗原间接竞争ELISA法中对应的抗体稀

释曲线。相同抗体稀释度下，RAC-SA-OVA的OD值略

高于RAC-CBA-OVA，由图计算二者的抗体滴度分别为

17325.6和7047.3。由于与免疫半抗原具有不同的链接

臂，降低了人工抗体对链接臂部分的识别，因此RAC-
CBA-OVA对抗体的亲和力略小于RAC-SA-OVA[15]。

提高ELISA检测的灵敏度是优化ELISA检测方法的

重要手段。图5所示为间接竞争ELISA的抑制曲线，在相
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同抑制率下，RAC-CBA-OVA组的竞争品质量浓度低于

RAC-SA-OVA组。同时，半数抑制率IC50为判断ELISA灵

敏度的重要参数，包被RAC-CBA-OVA的ELISA检测的

IC50为17.05ng/mL低于包被RAC-SA-OVA的20.90ng/mL。
由于CBA-OVA在ELISA检测过程中与抗体结合力下降，

使得抗体与RAC作用几率增加，检测的抑制率被提高，

因此使用RAC-CBA-OVA做ELISA检测包被抗原对检测提

高灵敏度有所帮助[16]。
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图 4 两种包被抗原间接竞争ELISA的抗体稀释曲线图           图 4 两种包被抗原间接竞争ELISA的抗体稀释曲线图           

Fig.4 Antibody dilution curves obtained using two different coating antigensFig.4 Antibody dilution curves obtained using two different coating antigens
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图 5 两种包被抗原间接竞争ELISA的抑制曲线图 5 两种包被抗原间接竞争ELISA的抑制曲线

Fig.5 ELISA inhibition curves obtained using different coating antigensFig.5 ELISA inhibition curves obtained using different coating antigens

3 讨 论3 讨 论

食品中残留的农药、抗生素及其他人为添加的有害

成分的分子质量普遍小于1kD，这些小分子物都属于半抗

原，即虽然具有抗原性，但不具备免疫原性，这是因为根

据小分子半抗原与大分子载体偶联，即人工抗原[17]。小分

子物质的免疫分析研究的关键在于合成出高质量的人工

抗原。BSA和OVA由于具有稳定的理化性质、良好的溶

解性以及具有较多容易修饰的官能团，而被普遍认为是

比较合适的人工抗原载体蛋白，同时，人工抗原合成之

后，对其进行相应的鉴定是十分必要的，本实验中对人

工抗原的鉴定主要目的在于判断抗原是否偶联成功、偶

联率的计算以及人工抗原的纯度鉴定。通过红外吸收光

谱法、紫外吸收光谱法、SDS-PAGE凝胶电泳对合成的人

工抗原进行综合鉴定，表明对CBA作为链接臂的RAC人

工抗原合成成功。同时，以对CBA为间接臂合成的RAC-

BSA人工抗原其偶联比与常用的以戊二酸酐连接的人工

抗原偶联比接近，且符合Schneider等[18]提出的有关人工

免疫原最适宜偶联比应在10:1～20:1之间的要求，故可用

于全抗原的合成。

根据有关包被抗原对ELISA检测灵敏度影响的相关

报道[19]，以对CBA为链接臂合成的RAC-OVA的偶联比

也较为适宜。同时，由于CBA和戊二酸酐在合成人工

抗原时结合位点相同，而其结构和长度并不相同，两者

对比，能直观地反映人工抗原链接臂在ELISA检测灵敏

度中的影响。Kim等[10]的报道中提到，改变包被抗原链

接臂能在一定程度上减少连接臂对ELISA检测灵敏度的

干扰，实验结果表明，在以RAC-SA-BSA为免疫原的体

系中，包被抗原RAC-CBA-OVA的亲和力低于RAC-SA-
OVA，却拥有更高的灵敏度，这是由于包被抗原与免疫

抗原所采用的链接臂不同，减少了对抗体中链接臂部分

识别的干扰，故对提高ELISA检测灵敏性有积极作用。
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