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己烯雌酚人工抗原的合成及其抗体制备
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摘　要:以己烯雌酚(DES)、琥珀酸酐和牛血清白蛋白(BS A)等为主要原料 ,采用混合酸酐反应(氯甲酸异丁

酯法)将半抗原己烯雌酚与载体蛋白 BSA 联接制备成人工免疫原。用此免疫原免疫家兔 , 并以间接 ELISA

法测定抗体效价。结果表明 ,人工合成的抗原具有很强的免疫原性 ,被免疫兔血清中的抗 DES 抗体效价高达

28 。本试验为下一步制备抗 DES 单克隆抗体及研制快速检测 DES 残留的免疫试剂盒奠定了基础。
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Abstract:Using diethylstilbestro l(DES), succinic anhydride and bovine serum albumin(BSA) as main

stuff , the arti ficial-immunogen has been obtained by the mixed acid anhydride react ion (isobuty l chlo-

rofo rmate method) to connect hapten DES w ith carrier-protein BSA . Six female rabbi ts w ere immu-

nized subcutaneously w ith this artif icial-immunogen , the serum value of ant ibody w ere measured wi th

indirect ELISA test . Animal immune test demonstrated that there w ere antibody against DES in rab-

bits serum , and the value o f the antibody w as 2
8
. This study laid the basis of further research on the

immune test ki t fo r the DES remnant and M onoclonal antibody against the DES.
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　　己烯雌酚(diethy lst ilbest rol , DES)为人工合

成的二苯乙烯类雌激素药 ,曾经作为促生长剂广

泛应用于畜牧业 ,以促进动物生长 ,提高产量
[ 1]
。

但国内外研究表明 ,己烯雌酚具有很强的副作用 ,

可以破坏机体遗传物质 ,导致基因突变而引发机

体肿瘤
[ 2]
。目前 ,世界上许多国家已规定在畜禽

及水产养殖中禁用 DES 。我国于 1999 年制定的

《中华人民共和国动物及动物源食品残留监控计

划》中规定其最大残留检测量(MRL)为不得检

出。为了确保人类安全与健康 ,建立快速 、准确检

测食品中 DES 等有毒有害物质的残留是十分必

要的 。传统的残留分析方法包括气相色谱 、液相

色谱 、质谱 、薄层层析等 ,这些方法往往需要复杂

昂贵的仪器 ,而且需要经过烦琐的前处理 ,很难达

到快速 、简便的现场检测要求。免疫检测分析方

法由于具有特异性强 、灵敏度高 、简便 、快速等优

点 ,近年来备受人们的关注[ 3] 。因此 ,建立 DES

的免疫快速检测方法 ,对于实践中批量化测定样
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品中 DES残留意义重大 ,本试验制备成功的 DES

人工抗原及抗该抗原的高效价抗体 ,为建立快速

检测 DES 残留的免疫试剂盒提供了可靠保证 。

1　材料与方法

1. 1　主要试剂和仪器

己烯雌酚 ,纯度 99%, Sigma 公司;吡啶 ,分

析纯 ,天津市四通化工厂;琥珀酸酐 ,国药集团上

海化学试剂公司;二氧六环 ,分析纯 ,天津巴斯夫

化工有限公司;氯甲酸异丁酯 , CP ,上海天莲精细

化工有限公司;三正丁胺 ,CP ,国药集团化学试剂

有限公司;牛血清白蛋白(BSA),上海伯奥生物科

技有限公司;羊抗兔酶标抗体 ,北京鼎国生物技术

有限公司;邻苯二氨(OPD), Sigma 公司;标准阳

性血清 ,北京国安兴业科技有限公司;酶标板 ,

Costo r公司产品 。

1. 2　试验动物

成年健康家兔 ,雌性 ,体重 2. 5 kg 左右 ,购自

泰安生物制品研究所实验动物中心 。

1. 3　己烯雌酚半琥珀酸酯(DES-HS)的合成[ 4 , 5]

将 70 mg DES 溶于 5 mL 吡啶中 ,搅拌至完

全溶解 , 再加入琥珀酸酐 27. 5 mg , 置于通风橱

中 ,室温下搅拌 30 h 。反应完成后 ,将反应液移

入 30 mL 冰蒸馏水与 5 mL 浓盐酸组成的混合液

中静置过夜 ,以中和吡啶及除去过剩的酸酐 。抽

滤析出的沉淀 ,并以蒸馏水洗至 pH5. 5左右 ,真

空干燥即得粗产品。合成路线如图 1所示。

图 1　 DES- HS合成路线

Fig. 1　Synthesis of DES- HS

1. 4　DES-HS-BSA的合成

将已制备的 DES-HS 粗产品溶于二氧六环

中 ,置 4℃环境中 10 min ,然后加入 20 μL 三正丁

胺 ,混匀;再加入15μL 氯甲酸异丁酯 , 4℃条件下

搅拌 30 min ,此为甲液 。另取 150 mg BSA 溶于

20 mL 70%二氧六环水溶液中 ,此为乙液 。将甲

液与乙液合并 ,4℃下搅拌过夜 。将反应液流水透

析 2 h ,然后换成pH7. 0 的 PBS 溶液继续透析 48

h。浓缩透析液 ,冷冻干燥。合成路线见图 2 。

图 2　 DES- HS- BSA的合成

Fig. 2　Synthesis of DES- HS- BSA

1. 5　动物免疫试验

用无菌pH7. 0 的PBS液将DES-HS-BSA溶

解 ,然后按人工抗原与弗氏佐剂 1∶3的比例充分

乳化制成油乳剂疫苗 。首次免疫用弗氏完全佐剂

疫苗 ,每只兔免疫量为 1. 6 mL(含 680 μg DES-

HS-BSA),采用足掌及背部皮下多点注射;10 d

后二免 ,采用弗氏不完全佐剂苗 ,免疫剂量为每只

2 mL ,背部皮下多点注射;20 d后三免 ,弗氏不完
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全佐剂 ,免疫量为每只 2. 4 mL ,免疫途径同上。

30 d后加强免疫 ,不加佐剂 ,免疫量为 2 mL ,背部

皮下多点注射。加强免疫后 10 d ,经心脏无菌采

血 ,分离血清 ,置 - 20℃冰箱保存备用。

1. 6　间接 ELISA测定抗 DES抗体

1. 6. 1　包被抗原和酶标抗体最佳工作浓度的选

择　抗原的包被量主要决定于抗原的免疫反应性

和所要检测抗体的浓度。按参考文献[ 6] ,将 1 g /

mL 的己烯雌酚用包被液作 1∶200 ～ 1∶2000稀

释 ,酶标抗体作 1∶500 ～ 1∶2000稀释 ,用方阵法

检测抗原及酶标抗体工作浓度 。结果以阳性血清

OD值接近 1 , P /N 值最大时相应的抗原及酶标

抗体的稀释倍数为最佳工作浓度。

1. 6. 2　抗 DES 抗体效价测定　以预测定工作浓

度的包被抗原包被酶标板 ,然后加入用 pH7. 0的

PBS 液倍比稀释的高免兔血清 ,再加入羊抗兔酶

标抗体。并设标准阳性血清为阳性对照 ,设未免

疫家兔的血清为阴性对照 、磷酸盐缓冲液为空白

对照 。为提高酶标反应板的吸附性能 ,包被抗原

之前先用 SPF 鸡的卵清蛋白包被酶标反应板 ,其

他实验步骤按常规方法进行[ 7] 。

试验结果的判定标准:P /N =(标本 OD490nm

值- 空白对照 OD490 nm值) /(阴性对照 OD 490nm值

-空白对照 OD490 nm值)。P /N≥2. 1为阳性 ,1. 5

≤P /N<2. 1为可疑 ,P /N<1. 5为阴性[ 8] 。

2　结果与分析

2. 1　包被抗原和酶标抗体最佳工作浓度的确定

经方阵试验确定 , 包被抗原最佳稀释度为

1∶1000 ,即抗原每孔包被量为 100 μg 。酶标二

抗的最佳稀释度为 1∶800 。

图 3　抗 DES抗体倍比稀释液间接 ELISA试验结果

Fig. 3　The result of indirect ELISA test to DES antibody

2. 2　间接 ELISA试验检测结果

检测的一组 OD490nm 的值分别为 0. 737 、

0. 695 、0. 718 、0. 641 、0. 605 、0. 578 、0. 522 、0. 495 、

0. 439 、0. 384 、0. 327(阳性对照 OD490nm为0. 605 ,

阴性对照 OD490nm为0. 321 ,空白对照 OD490nm为

0. 216)。

2. 3　倍比稀释液的间接 ELISA测定结果

从图 3可以看出 ,抗DES 抗体的间接 ELISA

效价可达 28 ,证明本试验合成的人工抗原能够刺

激兔体分泌高效价的目的抗体 。

3　讨论

小分子化合物(MW<2500)一般不具备免疫

原性 ,而己烯雌酚的分子量只有 268 ,所以不能刺

激动物的免疫应答反应而产生抗体 。但小分子化

合物具有反应原性 ,即能与相应抗体发生特异性

结合反应 。将己烯雌酚以半抗原的形式通过一定

碳链长度的联接分子与分子量大的载体以共价键

相偶联制备人工抗原 ,联接在载体蛋白质上的己

烯雌酚便成为特定的抗原决定簇 。DES 能否与

蛋白结合 ,关键取决于能否给 DES 外部基团联接

上可与载体蛋白发生结合反应的功能基团。通过

本试验 ,在 DES 分子上引入了一个 4 碳的直链手

臂及一个羧基 。手臂结构可减小整个半抗原的空

间阻碍效应 ,且使半抗原的分子结构远离载体而

更加暴露 ,使得在用半抗原-载体蛋白复合物免疫

动物时易被机体识别而产生免疫效应
[ 9]
;引入的

羧基可以使半抗原与载体蛋白的氨基以肽键相联

结而合成人工抗原。

在合成 DES-HS 的反应中 ,反应产物经酸水

处理后 ,未反应完的酸酐及吡啶均溶于水被除去 ,

因而剩余的沉淀以 DES-HS 为主 ,但有少量杂质

存在 。由于考虑到少量杂质的存在对后面的反应

(与载体蛋白的交联)无明显影响 ,故没有做进一

步的纯化处理 。

在合成 DES-HS-BSA复合物的反应中 ,反应

液经流水透析和 PBS 溶液透析后 ,小分子量的物

质均被透析出去 ,透析袋内剩余的透析液中只含

有 DES-HS-BSA 和未联接的 BSA ,所以合成的

人工抗原是含有 BSA 的人工抗原。

在动物免疫应答过程中 ,首次进入机体的抗

原剂量以 200 ～ 1 000 μg 为佳
[ 10]
。本试验中

DES-HS-BSA人工抗原的浓度为 1. 7 mg /mL ,所

以首次免疫抗原量采用 0. 4 mL ,故抗原剂量为

680 μg 。

在抗 DES 抗体的测定中 ,考虑到 DES 与人
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工合成抗原的分子量相差很大 ,故采用 ELISA 法

测抗体。试验中 ,为提高酶标反应板的吸附性能 ,

用 SPF 鸡的卵清蛋白包被酶标反应板之后再包

被抗原。抗原的包被量主要决定于抗原的免疫反

应性和所要检测抗体的浓度。一般纯化抗原所需

包被量以每孔 20 ～ 200 μg 为宜。本试验将抗原

以包被液作 1∶200 ～ 1∶2000稀释 ,酶标抗体作

1∶500 ～ 1∶2000稀释 ,用方阵法检测抗原及酶

标抗体工作浓度 ,均取得了理想的结果 。
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