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摇 摇 摘要:摇 通过合成氯霉素完全抗原,制备氯霉素的多克隆人工抗体,建立氯霉素(CAP)的免疫学检测方法。
采用重氮法合成氯霉素完全抗原,以氯霉素牛血清白蛋白(CAP鄄BSA)免疫大耳白家兔,用 ELISA 方法进行鉴定

和特性分析。 结果显示,该抗血清与链霉素、青霉素、四环素等常见抗生素的交叉反应率均小于 2郾 1% ,IC50 为

13郾 65 ng / ml,检测限达到 1郾 01 滋g / L。 获得了选择性好、特异性较高的氯霉素特异抗体,可用于氯霉素的快速定

量检测。
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摇 摇 Abstract:摇 Chloramphenicol (CAP) is a inexpensive and effective broad鄄spectrum antibiotic that has been used in
veterinary practice to treat septicaemia, pulmonary, urinary and digestive infections. However, two types of CAP鄄induced
toxicity in humans have been identified, due to its side effects in humans, especially fatal bone marrow depression and
aplastic anemia. The use of CAP for treatment of food鄄producing animals is prohibited in many countries including China.
The detection limit of the analytical methods is crucial and decisive to control CAP residues at trace levels. Therefore, it is
necessary to develop sensitive methods for determining CAP residues in animal tissues. But traditional detecting methods
such as gas chromatography (GC), liquid chromatography (LC), GC鄄mass spectrometry (MS) or LC鄄MS鄄MS been de鄄
scribed in recent years are time consuming and require extensive clean鄄up steps, sophisticated equipment and well鄄trained
personnel. Thus, there is a pressing need for the development of a rapid, sensitive and economic alternative screening
method to detect the CAP residues. In this study, diazotization reaction were performed to synthesize the immunogen and
coating antigen of chloramphenicol. White rabbits were immunized with BSA鄄CAP鄄HS, and the characteristics of polyclonal
antibody (pAb) was identified by indirect enzyme鄄linked immunosorbent assay(ELISA). ELISA results showed that the
cross鄄reactivities of the anti鄄serum with streptomycin, penicillin, tetracycline, were less than 2. 1% , and the hemi鄄inhibi鄄
tory concentration ( IC50) was 13. 65 ng / ml. Recovery test revealed that the detection limit for CAP was 1. 01 ng / ml. The
polyclonal antibody achieved in this study can be used for the sensitive and quantitative analysis of chloramphenicol.
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摇 摇 氯霉素 ( Chloramphenicol,CAP) 是一种广谱

抗生素,因其效高价廉,曾广泛应用于预防和治

疗动物疾病,在水产养殖业也曾被大量使用 [1] 。
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但研究结果证实,氯霉素对机体有很大的毒副作

用 [2] ,会引起动物体内正常菌群失调,同时可能

引起机体的再生障碍性贫血和粒细胞缺乏症等

疾病。 欧美发达国家对氯霉素残留限量标准都

有严格规定 [2] ,中国农业部在 2002 年公布的《食

品动物禁用的兽药及其他化合物清单》也规定氯

霉素被禁止用于食品动物 [3] 。 因此,建立氯霉素

残留的 ELISA 快速定量检测方法,对于畜产品的

安全控制具有重要意义。
常用氯霉素残留检测方法主要有仪器分析法、

免疫化学法和微生物法[4鄄6]。 仪器分析法中气相色

谱法和液相色谱法具有精密度较高、结果可靠等优

点[7鄄8],但存在前处理过程复杂,耗时长,仪器操作较

为繁琐等缺点,不适合用于大规模的样品分析检验。
免疫化学法具有操作简便、费用低廉、适用于对大量

样品进行筛检的特点[9鄄10],其中高特异性抗体的制

备,是提高免疫检测方法灵敏度的基础。 本研究拟

采用重氮化法制备出氯霉素完全抗原,获得氯霉素

高特异性多克隆抗体,为建立氯霉素胶体金试纸或

ELISA 试剂盒等现场快速检测奠定基础。

1摇 材料与方法

1. 1摇 试验材料

试验动物:清洁级雄性大耳白兔 6 只(体质量

为 2. 5 ~ 3. 0kg) 购自试验动物中心; 免疫原:
氯霉素鄄BSA、氯霉素鄄OVA(均为实验室制备) [10鄄11];
弗氏完全佐剂与弗氏不完全佐剂均购自 Sigma 公

司; HiTrapTM Protein G 亲和层析纯化柱(5 ml)购自

GE Healthcare(美国);酶标仪(型号:Thermo MK3);
低速离心机(型号:LD5鄄2A)。
1. 2摇 完全抗原制备与动物免疫

1 . 2 . 1 摇 完全抗原的合成 摇 以琥珀氯霉素作为半

抗原,利用重氮化法将半抗原与载体蛋白质进行

偶联 [11鄄12] 。 具体方法为:称取 0郾 20 mmol氯霉素

半抗 原 完 全 溶 于 0郾 4 ml 无 水 乙 醇 中, 用 0郾 5
mol / L HCl 调节 pH 至 1郾 0,加入 0郾 45 mmol的锌

粉于 85 益反应 35 min。 离心取上清液,并用 1郾 0
mol / L盐酸调节 pH 至 1郾 0,于 4 益 边搅拌边缓慢

滴加 NaNO2溶液(0郾 1 mol / L)至淀粉碘化钾试纸

变灰蓝。 然后选用氢氧化钠溶液(1郾 0 mol / L)将

反应液 pH 调至 8郾 0,于 4 益 避光条件下反应 2
h,离心取上清液即氯霉素重氮盐溶液。 取适量

BSA 或 OVA 溶解于 2 ml 0郾 02 mol / L的 PBS 中,
滴加 NaOH 保持溶液 pH 为 7郾 0。 偶联物离心去

除沉淀后于 4 益 避光搅拌 12 h,用 0郾 01 mol / L
pH7郾 4 的 PBS 充分透析。
1. 2. 2摇 免疫原乳化处理[12] 摇 于灭菌生理盐水中准

确配置 2 mg / ml CAP鄄BSA 免疫原溶液,吸取 2 ml 免
疫原溶液放入 Eppendorf 管中并加入等量弗氏佐

剂。 采用一次性注射器缓慢反复均匀抽吸,使抗原

充分乳化。
1. 2. 3摇 动物免疫摇 剪去背毛,酒精消毒后进行背部

皮下 5 点注射,每点注射约 0郾 2 ml,每只兔总注射量

为 1 ml。 首次免疫 1 个月后,进行第 2 次加强免疫,
此后每隔 2 周加强免疫 1 次,每次免疫前耳缘静脉

取血 ELISA 法测定血清效价。 当效价满足要求,即
可在第3 ~ 5 d 进行采血。
1. 3摇 氯霉素多克隆抗体纯化[8]

利用 HiTrapTM Protein G 亲和层析纯化柱进行

抗血清纯化,方法为:按每管收集 1 ml 样品添加

60 ~ 200 Ul 1 mol / L的 Tris鄄HCl 溶液(pH 为 9郾 0),添
加到样品收集管中备用,用 10 倍柱床体积的上样缓

冲液(20 mmol / L磷酸盐缓冲液,pH 为 7郾 0)洗涤纯

化柱后,用注射器上样,上样完毕后用5 ~ 10 倍柱床

体积的上样缓冲液洗涤,然后用 3 倍柱床体积的洗

脱液(0郾 1 mol / L Gly鄄HCl, pH 为 2郾 7)洗脱,收集样

品进行 SDS鄄PAGE 鉴定,PBS 4 益透析脱盐 48 h。
1. 4摇 抗血清特异性鉴定

1. 4. 1摇 抗血清效价测定摇 应用间接 ELISA 方法测

定纯化后抗血清的效价。 以氯霉素鄄OVA 为包被

原,每孔 2 滋g(100 ml),冰箱 4 益 包被过夜,3%
OVA 封闭后,加入系列稀释的抗血清,37 益孵育 2 h
后洗涤,加入羊抗兔 IgG (1 颐 3 000稀释),孵育 1 h
后洗涤,加入底物显色液每孔 90 滋l,37 益温箱暗处

放置 10 min,2 mol / L的浓硫酸终止反应,于 450 nm
处检测吸光度值,以阳性 OD 值:阴性 OD 值>3 的最

高稀释倍数定为抗血清效价。
1. 4. 2 摇 抗血清竞争活性分析 摇 应用间接竞争

ELISA 方法测定纯化后抗血清的竞争结合活性。 以

氯霉素鄄OVA 为包被原,每孔 2 滋g(100 ml),冰箱 4
益包被过夜,3% OVA 封闭后,加入抗血清 (1 颐
5 000稀释)和系列稀释的游离氯霉素抗原,37 益孵

育 2 h 后洗涤,加入羊抗兔 IgG (1 颐 3 000稀释),孵
育 1h 后洗涤,加入底物显色液每孔 90 滋l,37 益温
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箱暗处放置 10 min,2 mol / L的浓硫酸终止反应,于
450 nm 处检测吸光度值,根据抑制率(抑制率 =系

列稀释的氯霉素 A450 /氯霉素为 0 的 A450)对氯霉素

浓度绘制竞争结合曲线图计算 IC50。
1. 4. 3摇 抗血清特异性分析 摇 应用间接竞争 ELISA
方法测定纯化后抗血清的特异性。 方法同竞争活性

分析,不同的是以氯霉素结构功能类似物(包括链

霉素、青霉素和四环素)代替氯霉素作为竞争结合

物,计算 IC50,根据公式:交叉反应率(CR)= 待测物

的 IC50 /交叉反应物的 IC50 伊100% ,计算交叉反应

率,评价抗血清的特异性[8]。

2摇 结 果

2. 1摇 完全抗原鉴定

采用紫外吸收法鉴定完全抗原,结果如图 1 所

示,从图 1 可以看出半抗原(Hap)、载体蛋白(BSA、
HAS、OVA)和完全抗原(Hap鄄OVA、Hap鄄BSA)的紫

外吸收曲线存在很大不同,完全抗原的吸收峰出现

明显飘移,其消光系数均大于半抗原及载体蛋白,间
接说明 CAP鄄BSA 偶联成功。 根据朗伯鄄比尔定律计

算出其结合比依次约为:CAP 颐 OVA = 1. 5 颐 1郾 0,
CAP 颐 BSA=7 颐 1。

图 1摇 完全抗原 Hap鄄OVA、Hap鄄BSA 的紫外鉴定图

Fig. 1摇 The UV spectrum of complete antigen Hap鄄OVA and Hap鄄BSA

2. 2摇 抗血清纯化

如图 2 所示,抗血清纯化前有明显的电泳杂带,
说明除氯霉素抗体外还有其他杂蛋白,而经过亲和层

析纯化柱(HiTrapTM Protein G)进行蛋白纯化处理后,
其电泳杂带则明显减少。 显示杂蛋白被基本去除,所
得抗体纯度较高,可以应用于下一步试验。

1:低分子量蛋白标准;2:纯化前抗血清;3:纯化后抗体。
图 2摇 氯霉素抗体纯化 SDS鄄PAGE 电泳结果

Fig. 2摇 The identification of polyantibody by SDS鄄PAGE

2. 3摇 抗体效价间接 ELISA 测定

用 Hap鄄BSA 偶联物免疫家兔,背部皮下多点注

射。 从第 1 次加强免疫开始,每次免疫 1 周后在前

耳缘 静 脉 取 血 1. 5 ml 分 离 血 清, 采 用 间 接

ELISA[13]测定抗血清效价。 当效价达到 1 颐 10 000
以上时,按照间接竞争 ELISA 法测定其竞争性,从
而得到所制人工抗体的检测灵敏度和抗体特异性。
ELISA 测试结果如图 3 所示,在第 4 次加强免疫后

血清效价迅速上升,第 5 次、第 6 次加强免疫后,血
清效价维持在 1 颐 8. 0伊105 到 1 颐 1. 0伊106 水平,具
有该效价的血清可以用于下一步的检测试验。
3. 4摇 抗血清竞争 ELISA 检测氯霉素

氯霉素鄄OVA 稀释2 000倍后包被酶标板,采用

0郾 1% OVA 封闭。 用 10%甲醇溶解氯霉素,进行 10
倍梯度稀释为1 000 mg / ml至 1 ng / ml溶液,加样完

毕后再加入10 000倍稀释的抗血清,37 益孵育 1郾 5
h,甩去酶标孔中液体,PBS 洗涤 3 次,加入 HRP 标

记的山羊抗兔二抗孵育 45 min,PBS 洗涤 4 次后,加
入 100 滋l 的 TMB 底物液,避光显色5 ~ 7 min 后加

入 2 mol / L硫酸终止液后于 450 nm 处测定吸光度

值,以氯霉素浓度的对数为横坐标,抑制率为纵坐标
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图 3摇 6 次免疫的血清效价的变化

Fig. 3摇 Variation of serum titers after six immunizations

绘制标准曲线,其结果如图 4 所示。 线性回归方程:
y=43郾 44 lgC+0. 689 9,R2 =0. 986 5,由此计算IC50 =
13郾 65 ng / ml,最低检测限 1郾 01 ng / ml, 检测范围为

1. 26 ~ 113郾 75 ng / ml。

图 4摇 ELISA 法测定氯霉素的竞争结合曲线

Fig. 4摇 Competitive binding curves of CAP by ELISA

3. 5摇 氯霉素抗血清的特异性分析

加入结构功能类似物链霉素、青霉素和四环素

作为交叉反应物,按照公式计算交叉反应率(表 1),
氯霉素抗血清与其他类似物无明显交叉反应,特异

性好。

表 1摇 氯霉素抗血清与其结构类似物的交叉反应率

Table 1摇 The cross reaction of chloramphenicol antiserum with its structural analogs
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3摇 结 论

本研究以琥珀氯霉素作为半抗原,利用重氮化

法将半抗原与载体蛋白质进行偶联,经紫外分光光

度法鉴定,成功制备了完全抗原 Hap鄄BSA 和 Hap鄄
OVA。 以 Hap鄄BSA 为免疫原多次免疫家兔后,经
ELISA 法测定,抗体效价可稳定维持在 1 颐 8. 0伊105

到 1 颐 1. 0伊106 之间,获得了氯霉素高滴度抗体,以
Protein G 亲和层析纯化柱纯化氯霉素抗血清,SDS鄄
PAGE 分析结果表明获得了抗血清纯化制品,该抗

血清与氯霉素结构功能类似物青霉素、四环素和链

霉素均无明显交叉反应,其检出限达到 1郾 01 ng / ml。
本研究成功获得了灵敏度高、特异性好的氯霉素抗

血清,为建立动物性食品中氯霉素残留快速免疫检

测方法奠定了基础。
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