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环丙沙星偶联物的制备及其产物的鉴定

黄宣运，胡鲍，方伟，金怡，杨先乐

(上海海洋大学农业部渔业动植物病原库，上海 200090) 

摘 要:采用碳二亚胶法，制备了环丙沙星-小牛血清蛋白偶联物，评价了 pH、环丙沙星和碳二亚胶浓度对偶

联结合比率的影响。同时采用红外光谱、紫外光谱、聚丙烯酷胶凝胶电泳和质谱方法对偶联产物的基团、分子

量等特征进行分析鉴定。正交试验结果表明， pH 对环丙沙星-小牛血清蛋白的偶联结合比率具有显著性差

异，碳二亚胶和环丙沙星浓度差异性不显著。在 pH 5.0 ，碳二亚胶和环丙沙星浓度分别为 60 mglmL 和

5 mglmL的条件下，环丙沙星-小牛血清蛋白偶联结合比率为 30: 10 该方法条件下的偶联反应成功。结论:该

方法可用于环丙沙星-小牛血清蛋白的偶联，且简便易行。
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Preparation of ciprofloxacin-carrier protein conjugation 
and identification of its products 
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University , Shanghα200090 ， China) 

Abstract: The conjugation of Ciprofloxacin-bovine serum albumin (BSA) is prepared via carbodiimide 

method , whereby the effect of pH , concentration of CIP and EDC to the coupling conjugation ratio is then 

assessed. Features of the conjugation , such as base group , molecular weight are then identified byinfrared 

spectrometry , ultraviolet spectrometry , polyacrylamide gel electrophoresis and mass spectroscopy. The result of 

Orthogonal Test shows that pH is significant to the coupling conjugation ratio of CIP and BSA molecules while 

concentrations of carbodiimide and ciprofloxacin are not. The coupling conjugation ratio of BSA will be 30: 1 

under conditions that the pH is 5. 0 , and concentration of carbodiimide and ciprofloxacin is respectively 60 

mglmL and 5 mg/mL under which conditions the coupling reaction works successfully. This method is easily 

applicable to conjugate CIP and BSA. 
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环丙沙星( ciprofloxacin , CIP) [1] 又称环丙氟赈酸，属于第三代氟喳诺酣( fluoroquinolones , FQs )类药

物，其通过作用于细菌 DNA 螺旋酶，而具有广泛的抗菌谱和极强的抗菌活性。目前 CIP 广泛地应用于
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人医和畜牧业生产中。由于 CIP 在水产品中的残留不仅直接威胁了公共卫生安全和生物安全、污染了

自然环境，还严重影响了我国主要水产品的对外出口贸易 [2J 。目前 CIP 已被列为禁用渔药[3 J 。利用免

疫学方法作为初筛方法检测水产品中的药物残留，具有灵敏、快速、特异和简便等一系列优点 [1 ，4 -5J 有

十分广泛的应用前景和实用价值。 CIP 等小分子药物化合物作为半抗原，只有反应原性而元免疫原性。

只有将其与大分子偶联后成为完全抗原，才能剌激机体产生相应的抗体[1 ， 5 -9J 。将小分子药物与大分

子载体(如蛋白质等)偶联是制备药物抗血清的关键。在一定的范围内，偶联结合比率越高，产生的抗

体效价越高。为了获得效价高、特异性强的抗体，必需选择合适的半抗原偶联方法，既要获得较高的偶

联结合比率，又要选择恰当的偶联结合位点(远离半抗原的特征结构和官能团) ，获得特异性的空间构

象。

为了获得高效、特异性强的完全抗原，本文将 CIP 半抗原与蛋白质进行了偶联改造，对偶联条件进

行了优化，评价了影响偶联效率的因素。同时采用红外光谱( IR) 、紫外光谱(UV) 、十二烧基硫酸铀-聚

丙烯酷肢凝胶电泳(SDS-PAGE) 和质谱( MASS) 等手段对制备的偶联物进行了鉴定，为进一步建立免疫

学方法检测 CIP 在水产品中的残留奠定了技术基础。

1 材料与方法

1. 1 仪器和试剂

UNICAN 紫外分光光度计;Magna - IR ™ spectrometer 750 型红外光谱仪; Agilent 1100 hp LCQ DECA 

型质谱仪 ;B悔Rad powerpac300 型电泳仪; UVP ca91786 型凝胶成像系统; SAVANT Novalyphe-NL1 50 型

冷冻干燥机; Eppendorl centrifuge 5417R 型离心机。

CIP ，含量二三98.5% ，购自浙江国邦药业有限公司;牛血清蛋白 (bovine serum album ，简称 BSA) 购于

华美生物公司;乙基碳二亚胶( 1-Ethl-3carbodiimide methiodide ，简称 EDC) ，纯度注99 ， 3% ，购自上海延

长生化科技发展有限公司;其它化学试剂购于上海国药有限公司。

磷酸缓冲液 (PBS):8 g NaCI 、0.2 g KCI 、1. 44 g Na2 HP04 和 0.24 g K2 HP04 ，用蒸馆水定容至 1 Lo 

流动相 A 为 0.1% 甲酸水溶液;流动相 B 为 0.1% 甲酸乙腊溶液。

1. 2 偶联条件的优化

1. 2.1 偶联方法

采取碳二亚胶( carbodiimide )法[5 J 。将 BSA 溶解在 PBS 中，分别加人 DEC 和 CIP ，在适当的 pH 下，

室温中反应 2 h ，装人透析袋中，PBS 中透析 2 d ，每天换液 1 次。偶联物冷冻干燥后， - 20 OC 保存备用。

此偶联物记作 CIP-BSA。合成途径见图 10

1. 2.2 偶联比的测定

采用紫外分光光度法估测偶联物的偶联结合比[9J 。将透析后的 CIP-BSA 稀释到一定浓度，

250 -400 nm 进行紫外扫描。以 CIP-BSA 的特征峰 280 nm ，建立 CIP 和 BSA 的吸收值-浓度标准曲

线，鉴定 CIP-BSA 中 CIP 的浓度。计算公式:

二入 (CIP 浓度/CIP 分子量)
结合比=

其中 CIP 质量浓度为 mglmL ， BSA 质量浓度为 mglmL。
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图 1 CIP-BSA 合成路线图

Fig. 1 The conjugates of CIP-BSA 
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1. 2. 3 偶联条件的正交试验

确定 pH 、 EDC 质量和 CIP 质量为 3 个影响因

素，每个因素选取 4 个水平进行正交试验[叫来确定

最佳偶联条件。进行 L'6 (4
3 ) 正交试验，正交试验的

表 1 L16 (43 ) 因素与水平

因素水平表见表 1 。以各实验组 CIP 与 BSA 的偶联

比为评价参数。通过方差分析[11}评价影响偶联结

合比率( CIP 与蛋白质分子的结合比例)的条件，并

根据最佳偶联条件制备 CIP-BSA 偶联物。

1. 4 偶联物的鉴定
1. 4.1 IR 鉴定

水平

2 

3 

4 

Tab.l The factors and levels of L'6 (4
3

) 

pH EDC 浓度( mg/mL) CIP 浓度( mg/mL) 

5 10 

6 20 2 

7.4 40 4 

8 60 5 
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将样品冷冻干燥后，取 0.2 mg 样品，加入干燥 KBr 200 吨。置于玛瑶乳钵中，在红外线照射下研

磨，混匀，装压片模具， 15 t/inch 下 10 min币ú得厚度为 1 mm 的透明样品晶片，上机测试。

1. 4.2 UV 鉴定

用 PBS 配制 BSA 和 CIP 的标准溶液，将一定量的环丙沙星偶联物溶于 PBS 中，用 PBS 调零。在波

长 250 nm 到 400 nm 之间，对标准品和样品进行紫外扫描，参照1. 2. 2 方法计算偶联比率。

1. 4. 3 SDS-PAGE 鉴定

采用常规 SDS-PAGE 方法[口 o
1. 4.4 MASS 鉴定

样品溶于甲醇，取 10μL 进样。色谱条件:梯度洗脱为 0-5 min 流动相 A: 流动相 B =95: 5;5 -17 min 

流动相 A: 流动相 B 从 95:5 匀速变至 5: 95 ; 17 - 20 min 流动相A:流动相 B 从 5: 95 匀速变至 95:5;

20 -30 min流动相 A: 流动相 B =95: 50 流速 0.2 mUmin ，温度 25 "c ，色谱柱: Agilent Zorbax 300SB-C18 

柱(2.1 x150 mm)o 

2 结果

2.1 偶联条件的优化

CIP-BSA L'6 (4
3 ) 正交试验设计如表2。根据极差分析可知:在 3 个试验因素中 pH 对 CIP-BSA 偶联

效率的影响最大， CIP 浓度影响次之，EDC 浓度影响最小。 F 测验结果如表 3 ， pH 、EDC 和 CIP 的量的 F

值分别为 7.66 、2.13 和 3.46 ，其中 pH 具有显著性差异， EDC 和 CIP 的浓度均元显著性差异。根据 K

值，选定 CIP 与 BSA 偶联的优化条件为 :pH 5. O ， EDC 浓度为 60 mg/mL 和 CIP 浓度为 5 mg/mL。依据
此偶联条件，制备 CIP-BSA 偶联物，得到偶联物其偶联结合比率为 30: 1 。
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表 2 L 16 (4
3 ) 正主设计

Tab.2 The orthogonaI design of L 16 (4
3 

) 

实验组
列号

pH EDC CIP 

I 

2 2 2 

3 3 3 

4 4 4 

5 2 2 

6 2 2 3 

7 2 3 4 

8 2 4 

9 3 3 

10 3 2 4 

11 3 3 

12 3 4 2 

13 4 4 

14 4 2 

15 4 3 2 

16 4 4 3 

K, 52.98 24.01 22.34 

K2 29.19 28.77 27.11 

K3 25.44 36.86 37.37 

K4 22.16 40.13 42.96 

极差(R) 30.82 16.12 20.62 

K, 2 +K/ +K3 2 +K/ 4797.87 4373.72 4475.99 

注 :K，为水平 l 实验组的偶联比率之和;凡、民、K4 类推

表 3 L 16 (4
3 ) 的 F 测验

Tab.3 F test of L 16 (43 ) 

方差来源 平方和 自由度 均方

pH 146.82 3 48.94 

EDC 40.78 3 13.59 

CIP 66.35 3 22.11 

误差 38.34 6 6.39 

总和 292.29 15 

注:平方和 =(K/+K/+K/+K/)/4-C; FO. 05 (3.6) =4.757; Fo. o ' (3.的 =9.780; *为显著性差异

2.2 偶联物的鉴定

2.2.1 IR 鉴定

17 卷

偶联结合比率

6.64 

9.28 

15.85 

21. 21 

6.13 

7.89 

9.55 

5.62 

6.35 

7.31 

5.78 

6.01 

4.89 

4.29 

5.69 

7.29 

T=129.78 

T2 = 16842.36 

C = T2 /16 = 1052. 648 

F值

7.66 • 

2.13 

3.46 

CIP 、 BSA 和 CIP-BSA 的 IR 扫描图如图 2。将 CIP-BSA 的 IR 与 BSA 的 IR 相比较，发现在

3 300 - 3 500 cm - 1 和 1550 cm- 1 附近出现 N-H 的伸缩振动和弯曲振动峰，表明制备的偶联物中有 BSA

存在。再将 CIP-BSA 的 IR 与 CIP 的 IR 相比较，发现在 2500 cm- 1处出现与氮相邻的亚甲基、次甲基的

碳氢伸缩振动峰，而牛血清蛋白 IR 谱图中元此特征峰，同时在 1 650 cm- 1 处也出现竣酸盐的振动特征

峰，这表明制备的偶联物中有 CIP 的存在。据此可以证明 CIP 与 BSA 偶联成功。

2.2.2 UV 鉴定

CIP 、BSA 和 CIP-BSA UV 扫描图如图 3 0 BSA 的最大吸收峰在 280 nm , CIP 的最大吸收峰在

270 nm , CIP -BSA 的最大吸收峰在 275 nmo 由此可以推断 CIP 与 BSA 偶联成功，且 CIP 与 BSA 的偶联

比率约为 30: 1 。



5 期 黄宣运，等:环丙沙星偶联物的制备及其产物的鉴定 589 

飞小/~/户1\气\\\\\h\

V 川叭
4000 3000 2000 1500 1000 500 

图 2 CIP , BSA and CIP-BSA 红外扫描光谱
Fig.2 Infrared spectrum of CIP , BSA and CIP-BSA 

2.2.3 SDS-PAGE 鉴定

SDS-PAGE 鉴定结果见图 4 ， BSA 样品迁移距离

大于 CIP-BSA 偶联物样品迁移的距离，说明

CIP-BSA偶联物的分子量大于 BSA ，从而证明 CIP 与

BSA 已经成功偶联;利用紫外凝胶成像系统分析软

件分析得出， BSA 分子量为 6. 62 X 104 , CIP-BSA 的

分子量约为 7.71 X 104 ， CIP 与 BSA 的偶联比率约为

33:1 0 

2.2.4 MASS 鉴定

BSA 质谱图如图 5-a ， BSA 的分子量测定为

6.64 X 104 ， CIP-BSA 偶联物质谱图如图 5-h ，其中可

观察到分子量为 78 228 的高分子化合物。对比

BSA 的分子量[口]和 CIP 分子量[IJ 可以推断偶联成

功，偶联比率约为 36: 1 ，与上述鉴定结果基本相符。
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图 3 CIP , BSA and CIP-BSA 紫外扫描光谱
Fig.3 ultraviolet spectrum of CIP , BSA and CIP-BSA 
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"愧制埠

J
V一警图 4 SDS-PAGE 鉴定 CIP-BSA

Fig.4 electropherogram of SDS-PAGE for CIP-BSA 

M. Mark; 1. BS 标准; 2. CIP-BSA 偶联物

100 66200 
90 BSA 78228 一t一CIP-BSA90 80 

80 
70 

70 
倒照 60 倒国 60 

50 E 40 
古ZSO
再 40

30 30 
20 20 
10 10 
。 。

50000 60000 70000 80000 90000 68000 70000 72000 74000 76000 78000 
质荷比 质荷比

a b 

图 5 CIP-BSA 质谱图

Fig.5 Mass-spectrogram of CIP-BSA 

3 讨论

3.1 CIP-BSA 偶联物的制备

小分子半抗原(通常分子量小于 5000) 通常需要经过与大分子物质(如载体蛋白质)偶联改造后才

能具有免疫特性[lj ， 8.l4]O 大分子载体的选择和偶联方法的选择影响着偶联产物，并对随后制备抗体

的特异性、亲和性和不均→性[叫具有关键性的影响。
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本实验中采用的碳二亚胶法主要是碳二亚胶可以使环丙沙星上的竣基首先被活化，生成不稳定的

亲电中间体，然后再与牛蛋白血清发生缩合反应，将 CIP 连接到 BSA 上。

碳二亚胶法制备 CIP-BSA 的优化实验结果表明 pH 对偶联反应的影响最大，具有显著性差异。其

余原因可解释为 :EDC 属于水溶性碳化二亚胶，在偶联的过程中其亲电性中心碳原子与竣基中的氧原

子反应生成对 H+极其敏感、且不稳定的类酸即中间体。李俊锁等川认为:偶联反应的外界环境(如

pH) 、半抗原参与偶联反应的摩尔浓度是影响偶联比率的重要因素;在形成-CONH-的抗原中 pH 通过调

节非质子化氨基的比率来直接影响偶联比率。这也为本实验结论提供了佐证。

不同于其它半抗原， CIP 分子同时具有氨基和援基，其既可以与 BSA 中赖氨酸的 ε-氨基，又可同

时A 中天冬氨酸的。竣基、谷氨酸的 γ-竣基形成的稳定肤键。因此，同样作为双分子反应的底物， CIP

浓度对 CIP-BSA 偶联结合比率的影响高于 EDC 的影响。

3.2 CIP-BSA 偶联物的鉴定

常用偶联物鉴定方法包括紫外分光光度[1 ， 7 ， 1卜 16] 、红外光谱[1 ， 6] 、电泳(如 SDS-PAGE) [6 ， 9 ， 16] 、同位

素标记[ 1 ， 16] 、质谱[9 ， 18] 等方法。其中，紫外分光光度法根据游离半抗原、载体蛋白和偶联物中发色团的

紫外吸收确定偶联反应是否成功，还可以依据摩尔吸光系数定量计算出偶联结合比率;红外光谱法从特

征性官能团的角度来判断偶联反应是否成功，适合于 CIP 、BSA 这类红外特征吸收峰差异明显的偶联反

应 ;SDS-PAGE 作为直接比较分子量的手段，广泛地应用与偶联物的鉴定中，但由于受到检测灵敏度等

因素的限制， SDS-PAGE 适合于鉴定偶联结合比率比较大的偶联反应;同位素标记虽然灵敏度高，但成

本高、操作繁琐，作为鉴定偶联物的手段应用不多 ;MASS 鉴定作为一种最为直观的检测方法，通过测定

偶联物分子量和特征性的 PMF，能对偶联反应进行准确的定性和定量分析，具有快速、灵敏、准确等优

点，是近年来应用于偶联物鉴定的新型的鉴定方法之一。此外，在国外毛细管电泳( capillary 

electrophoresis ，简称 CE) [20] 也作为一种新型的检测手段逐步替代传统检测方法应用到偶联物的鉴定

中。
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