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氯霉素（ChlorampheniCol，CAP）在水产养殖中的应用导致了越来越严重的残留过量问题。业已证实，
CAP用于人的治疗有严重毒副作用［1］，CAP在水产品中的残留，会给人类的健康造成严重威胁。因此，
目前世界上许多国家都限制甚至禁止 CAP用于食用水产品的生产，并规定了最高残留限量标准［2］。为
保障人民身体健康，提高我国出口水产品的国际信誉，必须建立用于水产品 CAP残留检测的有效方法。
免疫学检测方法因其灵敏度高、特异性强、快速、经济等优点，非常适合 CAP残留的筛选检测［3］。

酶联免疫方法用于 CAP检测，国外研究进展很快［4 - 6］，我国尚处于起步阶段［2，7，8］，因此目前我国 CAP
残留检测不得不使用进口的免疫检测试剂盒。为改变我国水产品 CAP残留检测方面的被动局面，自主
开发研制 CAP残留检测试剂盒已成当务之急。本试验通过混合酸酐法合成 CAP人工免疫原，制备多抗
血清，旨在为今后的免疫检测方法的建立奠定基础。

1 材料与方法

1.1 试剂
CAP，sigma分装，购于北京鼎国生物技术公司；牛血清蛋白组分五（BSA，FraCtion !），RoChe分装；卵

清白蛋白（0VA），Sigma分装；弗氏佐剂，Sigma公司；吡啶，乙酸乙酯，N-N -二甲基甲酰胺（DMF）均为分
析纯；氯甲酸异丁酯，琥珀酸酐，三丁胺，化学纯。

1.2 CAP免疫原的人工合成
参照文献［9，10］，并作改进。

1 .2 .1 氯霉素半琥珀酸酯（CAP-HS）的制备
称取 0 .4952gCAP和 1 . 5548g琥珀酸酐（SA）于圆底烧瓶中，加入 5mL无水吡啶（加 K0H干燥过夜，

减压蒸馏，收集 114 ~ 116℃馏分）。60℃，冷凝回流 24h。待 SA完全溶解，溶液呈橙红色，加水终止反
应，负压蒸去吡啶，得到呈红色的固体物质，加入 30mL乙酸乙酯溶解，7mL 0. 1mol / L HCl，振荡，分离酸



层。再用蒸馏水洗 3次，以除去混在乙酸乙酯中的 HCl。加过量无水 Na2S04干燥 24h，过滤除去 Na2S04，

80℃水浴加热，蒸除乙酸乙酯，得粉末状固体 CAP-HS。
1 .2 .2 CAP-HS与 *SA的偶连
将 CAP-HS溶入 DMF，4℃预冷 10min，加入三丁胺 200!L，混合，再加入氯甲酸异丁酯 200!L，4℃磁力

搅拌 30min，得甲液。称取 502 .7mg的 BSA溶于 23mL的 50%DMF，加入 1mol / L Na0H，冰浴调 pH为 8 .0，
得乙液。将上述的甲液慢慢加入乙液中，并且冰浴搅拌，调节 pH，维持在 8 . 0 ~ 9 . 0。将混合液置于
4℃，磁力搅拌反应 4h。将粗品装于透析袋，置于 4℃的冰箱中，用 0 . 9%生理盐水透析，8h换水一次，连
续透析 18次。分装冻干，- 20℃保存备用。同法合成 CAP-HS-0VA作为检测用包被抗原。

1.3 CAP免疫原的鉴定
1 .3 .1 CAP-HS-*SA的紫外扫描图谱
将 CAP、BSA、CAP-BSA适当稀释，以 PBS为空白对照，用紫外分光光度计在 200 ~ 400nm分别测定其

0D，绘制紫外吸收光谱图，并根据公式：偶连结合比 =（"CAP-HS-BSA -"BSA）/"CAP，式中"为 CAP、CAP-
HS-BSA和 BSA三者在 278nm处的摩尔吸光系数［9］。
1 .3 .2 CAP-HS-*SA红外光谱分析
将合成好的免疫原 CAP-HS-BSA作红外光谱检测。

1.4 CAP抗血清的制备
选体重 2 .5kg左右的健康新西兰兔，用 CAP-HS-BSA进行免疫。将 CAP-BSA用 PBS溶解，配成 2mg /

mL溶液，与等体积弗氏完全佐剂充分乳化，皮内多点注射，每只 1mL。3周后加强免疫，改用不完全佐
剂，皮下注射，以后每隔 2周加强免疫一次。每次加强免疫后 7d，耳静脉采血，双向琼扩试验测定抗血
清效价，待效价达 1 ：16，扑杀兔子，分离血清，- 20℃冻存备用。

2 结果

2.1 CAP免疫原的紫外扫描分析
CAP、BSA及偶联物 CAP-HS-BSA的紫外吸收光谱图如图 1所示。CAP在波长 275nm处有最大吸收

峰，BSA在波长 280nm处有最大吸收峰，CAP-HS-BSA最高吸收峰出现前移，在 270nm附近出现一扁平较
宽吸收峰，符合 CAP和 BSA吸收峰叠加特征。CAP-HS-0VA也出现相同变化特征。计算 CAP-HS-BSA
中 CAP的结合比为 4。

图 1 CAP、BSA和结合物 CAP-HS-BSA的紫外吸收光谱
Fig.1 UV speCtrum of CAP，BSA and CAP-HS-BSA

图 2 CAP、0VA和结合物 CAP-HS-0VA的紫外吸收光谱
Fig.2 UV speCtrum of CAP，0VA and CAP-HS-0VA

2.2 CAP免疫原的红外光谱分析
红外光谱测定 CAP-HS-BSA结果见图 3。在图中，出现芳香对位硝基的特征峰 1531 . 95、1349 . 73，并
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且都为较强峰，表明 CAP分子苯环上的对位硝基在改造反应中保留并存在；同时在 1735 .74处附近出现
酯键特征峰，符合 CAP与琥珀酸酐生成琥珀酯的特征。该红外图谱提示，CAP分子结构已正确改造并
成功偶联到载体分子 BSA上。

图 3 CAP-HS-BSA的红外光谱测定
Fig.3 The IR speCtrum of CAP-HS-BSA

2.3 抗血清的鉴定
用 CAP-HS-BSA免疫家兔 4次，双向琼脂扩散试验检测抗血清效价为 1 ： 16。抗血清与免疫原 CAP-

HS-BSA、BSA、包被抗原 CAP-HS-0VA均有明显沉淀线产生，与 0VA无沉淀线产生。结果表明所制备抗
血清中含有 CAP抗体和 BSA抗体，但与 0VA无交叉反应。

3 讨论

CAP化学名称为 D-（-）-苏阿型-1-对硝基苯基-2-二氯乙酰胺基-1，3丙二醇，分子量 323 . 1，无免疫原
性，必须和蛋白质载体偶联才能够成为全抗原。CAP分子结构中无现成氨基或羧基，必须先将 CAP分
子结构进行改造，然后与载体蛋白的-NH2 或-C00H连接。1966年，Hamburger［11］首次制备了 CAP抗体。
现在已证实 CAP的二氯酰胺醇和硝基苯结构可作为抗原决定族［12］。因此，CAP分子改造一般有两种途
径，一是通过琥珀酸酐法得到琥珀 CAP，然后与蛋白质的-NH2 偶联，另一方法则通过重氮化法改造 CAP
苯环上的-N02，然后与蛋白质的-C00H连。本文通过琥珀酸酐法将 CAP分子的二氯酰胺醇中的 - 0H
改造得到-C00H，并成功与蛋白质载体 BSA和 0VA偶联，制备了免疫原和检测用包被抗原，为以后建立
免疫学检测方法奠定基础。

所得抗血清的特异性是能否用于 ELISA检测的关键。本文选择不同的载体，同时制备了 CAP-HS-
0VA作包被抗原，目的是为了消除抗血清中针对载体蛋白的非特异性抗体，从本文对抗血清的琼脂扩
散实验鉴定结果来看，用 CAP-HS-BSA免疫家兔得到的抗血清与载体 0VA无交叉反应，以后的 ELISA也
进一步证实这一点（另文发表）。该结果表明，所得抗血清能用于 CAP的免疫学检测。
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