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诺氟沙星与牛血清白蛋白及卵清蛋白结合物的合成

周大勇，威晓玉，陈算脏，周培根
(上海水产大学食品学院，上海刷刷。)

摘 要:采用碳工亚服怯制备诺氟沙黑与牛血清白蛋白(BSA)的结合物，作为诺氟沙廉酶联免疫用的免疫服。

经紫外光谱法测定，每分子牛现清白蛋白连接的诺氟抄庭分子数为16.1个。分别用融工亚服法和槐合酸即

法制备诺氟沙愿与卵精蛋白( OA)的结合物，作为诺氟盼奥酶联免疲测定闸的包被扰服。经紫外光谱法测定，

每分子卵清蛋白连接的诺氟沙星分子数分别为5.8和1.9个。
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The synthesis of norOoxacin-bovine serum albumin and 

norOoxacin..ovalbumin COI飞jugates

ZHOU Da-yong， QI Xiao唰yu， CHEN Shun-sheng， ZHOU Pei-gen 
( College 0/ F ood Scie，脚， Shanghai Fisheries University， SI阳ng归 2∞ω0， China) 

Abstract:咽le antigenic conju伊te of norfloxacin and bovine serum albumin (BSA) was prepared by carbodiimide 
method. 16， 1 norfloxacin residues were linked to a molecule of the BSA in the conjugate by method of UV 
spectru肌The conjugates of norfloxacin-ovalbumin (OA) used for coating antigen were synthesized by carhodiimide 
method and mixed anhydride method， 1鸣spectively. The number of norfloxacin residues per molecule of the 
conjugates was 5 .8 and 1 .9 . 
Key words: norfloxacin j hovine serum albumin (BSA) j ovalbumin (OA) ; EUSA 

诺氟抄星(norfloxacin ， NFLX )是氟唾诺酬类抗菌素，具有广谱性和强烈的抑菌作用，目前已广泛应用
于临床，以及畜牧和养殖业。然而， 它在 食品中的残留以及引起病原菌的耐药性问题已受到人们的关性
和建视。

测定诺氟抄晨在 食品中残留的方法大多采用高效液相色谱法llAO倪是， 该法对测定样品的前处
理不仅复杂， 而且囊复性较差，加之仪器昂贵而难以普及。 一种利用免疫学原理发展起来的酶联免疲吸

附测定法(ELISA)具有专一性强、操作简便、以及可适用于大规模检测等优 点， 已被广眨应用于农药、激
素及其它化学残留物的检测[川 但未见有谐氟抄墨瞄联免疫眼附测定法的报道。为了建立检测诺氟
沙恩残留嚣的酶联免疫眼附测定法， 必须将不具有免疫原性的谱氟沙星分子共价连接到生物大分子上
形成具有免疫原性的才是抗原。通过化学方法合成具荷免疫原性的谱氟渺!i与牛血清白蛋白(BSA)的结
合物， 以及谐氟沙庭与卵清蛋白(OA)的结合物用作于EUSA的包被抗原。
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1 材料与方法

1.1 仪器与试剂

1.1.1 试剂
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诺氟沙Jil(NFLX)， 牛血清白蛋白(BSA，MW:68ω0)， 卵清蛋白(OA， MW:45 0∞)乙摹[3 由(二甲胶基)
两基]般二亚服瞌酸(EDC.H CI)，二三硝基苯磺酸(TNBS)均为 Sigma公词产品;二甲慕甲M脏(DMF)、二环
乙基碳二亚服(DCC)均为Amersco产品;二丁股， 氯甲酸异丁醋(BASF产品)， 提基唬咱雕亚股(NH S)， 二
氧杂环己烧均为分析纯; Sephadex - G75 ( Phannacia产品)。 磷酸缓冲生理盐成(PBS)含有 0.14 moνL Na Cl 
的lOmmolJL磷酸援冲液(pH7. 4 )。

1.1.2 仪器

紫外分光光度计(UV - 2102P Cj Unico) j商速离心机( SPRV ALL R C5 C PLUS) 

1.2 实验方法

1.2.1 诺氟沙题与牛血清白3暗自(BSA)的共价偶联

采用碳二亚股法[6.7]， 并略 作改进，反脏历程如下:

o NR 0 NHR 
HzN-PROTEIN 

NFLX�C� OH + C 一→NFLX�C-O---C

NR' NHR 
o 0 

NFLX-C… N-PR OTEIN + RHN………-C…NHR' 

日
称取诺氟抄奥14 .1mg、报基唬咱眈亚胶20.3mg、乙基[3 - (二甲胶基)内基]碳二亚胶盐酸盐5 0.8mg

(或二二环乙基碳二亚服5 4 .6mg)浴于8.0mL 二甲基甲毗胶(DMF)中，搅拌过夜，得到诺氟沙庭反应液。
称取牛血清白蛋白(BSA)5 0.0mL PBS(O.OlmoνL， pH7.4 )中， 然后将上述反应液滴加到此邸A梅

液， 在 4<t下搅拌过夜后， 对PBS滋析2 町3 d，离心(200∞g)30rrún， 取上精液， 真空冷冻干燥。
将于燥后的样品熔解于少量体积PBS 中，经凝胶居析( Sephadex- G75 ， 5 0Xl.4 cm)纯化，以PBS(O.01

molJL， pH7 .4 )洗脱，收集对 应蛋白质崎搅脱液， 经真空冷冻干燥后测定 策白质含最，于四却t保存备用。
1.2.2 谐氟沙瞿与卵清蛋白(OA)的共价偶联

(1) 碳二.F.脑法: 在1. 2 .1 中除了以70吨。A代替5 0mgBSA外， 其余步骤均相同。
(2) 棍合酸酣法[8J并略作改进。 反应 历程如下:

o 9 0 0 0 
11 鼠。一;一CL PROTEIN -NH2 

NFLX-C- OH ' NFLX-C-O---C一←n 工 NFLX一叫-PR OTEI N +叫+酬

" 
称取谛氟沙庭10.0mg梅于15 mL 二氧杂环巳娩中，加人7 .5 μL三丁肢， 在 低温下加入4 μL 氯甲酸异

丁酶， 反应3 0mino
称取卵清蛋白(OA)70 .0mg梅解于5 0mL 水中，用 O. 1 molJL NaOH 榕液调pH 至8. 5 ， 将上述反应液

滴加到蛋白质梅 液中，在 充分搅拌下反应矶，避析，经凝股柱层析纯化(条件向前)后， 真空冷冻干燥 得
到的蛋白质样品，测定蛋白质含量， 于斗ü<t下保存备用。

1'.3 蛋白质含量测定

蛋白质含量测定按l.owry法[9]进行，以BSA作为 标准蛋白o
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1.4 谐氟沙星与载体蛋白连接的测定

1.4.1 紫外光谱法

参照Erlan ger 等[ 10]的方法进行。
1.4.2 五硝基苯躏酸法(TNBS法)

按 H曲eeb[lI]进行，但TNP一一蛋白质榕愤的测定波长由 文献 中的33 5n m 改为420nmo

2结果

2.1 谐氟抄星与BSA及OA结合物的定性鉴定

11卷

诺氟抄i.与 RSA以及与OA两种缩食物、BSA、OA和游离的诺氟沙县的紫外吸收光谱 如阁1、2 所
示。从闺 中可以看出，诺氟沙星在披长2 73n m 处有最大吸收峰，在波长323n m 和335n m 处也有较强的吸
收。BSA和OA在波长280n m 处有最大眼收峰，而在3∞n m 以上几乎设有紫外吸收。

2.5 
制呻'向脚 W阳UUm邸A(l囚X;)
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阁2 OA、NFLX及其结合物在PBS

(O.OlmoνL，pH7.4)中的紫外光谱

440 

Fig.l The UV 8伊C剧。fBSA， NFLX and its conju伊tes Fig.2 The UV 8阳Il'a of OA， NFLX and Ît9 C'叫U阴阳

in PBS(O.OlmoνL，pH 7.4) in PBS(O.OlmoIlL，pH 7.4) 

注: 1. NFLX -BSA(EDC) :用水溶性碳二亚胶(EDC) 制备的谱氟沙 注: l.Nfl.X:谱氟沙"-(0.0186吨ImL. 5.82 x 10' 2nunol/L 

星与日队的结合物(蛋白质浓度:0.22吨ImL) 2. Nfl.X且OA(EDC) :用水溶性碳二亚胶(EDC) 制备的诺氟沙

2. Nfl.X:谱氟沙墨(0. 0186吨ImL，5.82x 1O-2nunol/L) 星与OA的综合物(蛋白质浓度:0. 17mg1mL) 

3. Nfl.X啕BSA(DCC) :用脂溶性碳工]f胶(DCC) 制备的谱氟沙 3. NFLX -OA( DCC) :用脂瓣性碳二]f胶(DCC) 制备的诺氟沙

E量与BSA的结合物(蛋白质浓度:0. 22吨ImL)

4.BSA(O. 22吨ImL)

"-与OA的结合物(童白质浓度:0.21吨ImL)

4. NFLX -OA (Mixed Anhydride M咐。d) :用混合酸所法制备的

谱氟沙皇与BSA的结合物(蛋白质浓度:0.45吨ImL)

5.0A(O. 21mg1mL) 

然而，可以看到两种结合物的紫外吸收光谱与诺氟抄恳、BSA刷OA的吸收光谱有明显的不同。结
合物的最大吸收峰披长在276n m，并且在323时335n m 问具有明显的紫外吸收，这与诺氟抄星在此波长
范围表现出的吸收特征一致。这一 结果说明两种结合物上均偶联上了诺氟抄展。

2.2 诺氟沙星与BSA及OA连接数目的测定

2.2.1 紫外光谱法的测定铺;111

谐氟抄星与BSA及OA的连接数目可根据结合物与日SA或OA在披长 323n m 处的紫外吸收的差
值，按下列公式进行计算。诺氟抄星在PBS 中的靡尔消光系数为E323nm = 14 1∞ L'mol幡l'cm 斗。计算锚
果见表10
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0日如COhjugate - OD323pro阳in诺氟沙庭连接数= ， ..... ... '�.I. "':;;;"":;;;UpCL':'lIr "h � .1kL / ， /蛋白质浓度(moIlL )m诺氟抄垦靡尔捎光系数(e:切3犯230m酬m
2.2.2 T恻'NBS法的测定结果
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以BSA作工作曲线，按每分子BSA有ω 个游离氧蕃计，游离氨基在披长420nm的靡尔消光系数为

E420nm = 1260 L'mol- 1'cm-1 0 

诺氟抄星� BSA连接数:: 60 - NF LX-BSA结合物游离氨基数。
谐氟抄息与OA连接数嚣20- NFLX-OA结合物游离氨基数。
诺氟抄厦连接数测定结果见表10

费1 辙体置白质的诺氟墨埠掘搬回

'rab.l n蛤m翩翩r of norftoxacln resi.d刷刷蛐喃自.tedω萨'Oteln崎时m

化合物 O. DJ23 

NFLX 0.822 

BSA 0.22mglmL O.ω4 

OA O. 2IrrψfmL O.例4

OA 0.45mg1mL 0.198 

NFLX心SA(EDC) 0.761 

NFLX心SA(DCC) 0.164 

NFLX.OA(EDC) 0.340 

NFLX.OA(DCC) 0.144 

NFLX-oAC混合酸西法) 0.462 

3 讨论

3.1 诺氟沙犀与BSA及OA偶联部位的选择

通常分子量 低于1000的物质是不具有免疫原
性的，需要与载体蛋白偶联形成结合物脂方能具有
免疫原性。'谐氟抄庭 分子较小，分子量为319.3 (困

谐氟沙.!i连接数

紫外扫描法

16.1 

3.1 

5.8 

1. 6 

1.9 

TNBS法

26.4 

7.8 

3)。 它必须与载体蛋白偶联，才能成为全抗原。氟
喳诺嗣类抗菌素在化学结构上具有某些共间点，即
在嗤琳环的 6楠位碳原子上引人一个氟原子，在?咱

因3 诺氟沙庭的分子锚构

Fig.3 'Th.e molecular structure of norfioxacin 

位碳原子上连接一 个亲 水的呢嚓基。 这些基阔的引人增强了沙盛樊抗菌素的抗菌活性，拓宽了抗菌谱。
这是由 于氟原子增强了对革兰氏阳性(Gram+ )菌的抗菌性，而喋喋基因增强了对假单胞菌的抗菌性(12)。
可以认为，崛嚓基和氟原子是谛氟抄星抗菌的悟性基因。然而，氟唾诺嗣类抗菌素在结构上也有区别，
主要是在1-位氮原子连接的基因不间，例如环两沙星连接的基因是环丙基，其抗菌活性优 于谐氟抄
靡。从诺氟沙星分子结构来看，至少有3 个基因町供为偶联的部位，即赚嚓环上的亚氨基，3 -位碳原子
的嫂基和4 -位碳原子的攒基。考虑到服喋环是抗菌活性基因，以 及殷基较易与蛋白质 的氨蒜形成肤

键，因此选择诺氟抄庭的娥基作为与载体蛋白的偶联蒂固。
在建立EUSA时，一般使用的载体蛋白有BSA、人血清蛋白(HAS)与血蓝蛋白(KL H)等，其中以使用

BSA最为常见。这是因为它具有大量的反应基因，如氮菇，烧基等，并且能在水相或某些有机溶剂的混
合物中 充分溶解，使偶联反应可在较高浓度的反应物存在条件下进行。除此以外，它的价格较低廉，易
为大多数实验室购用。据文献 报道，锦分子BSA有 60个游商氨基，每分子OA 有20个游离氨基[川，可
以和谐氟沙庭的攒越反脏形成肤键。
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3.2 水溶性碳二亚胶与脂溶性二亚腊的偶联效果比较

在表l中可以看到，分别采用水榕性融工亚腊(EDC)和 脂榕性碳二亚脐(DCC)合成的诺氟沙星与
BSA以及与OA的两种结合物中的诺氟抄庭分子数目有较大的差 别。根据紫外光谱法的计算结果，用
水榕性般工亚服(EDC)合成的两种结合物中每个萤白质分子上连接的诺氟抄是分子数分别为16 .1 和
5.8个，而用脂榕性碳二亚胶(DCC)合成的两种结合物中的诺氟抄庭分子数分别为3.1 和1 .6个。 这…
结果说明，水榕性碳二亚股偶联诺氟抄星的效果明显优于脂溶性般工亚膀。造成这种差 别的原因可能
是由于本实验中使用DMF作为反应榕剂。 DMF 是极性很强的有机潜剂 ，在这种反应榕剂中 ，EDC与谐
氟沙星的反应可能要比 DCC与诺氟沙庭的反应更为充分，所 以偶联的效果要好。

3.3 碳二亚胶法和混合酸黯法偶联效果比较

从表l中也可看到 ，用混 合酸即法合成的诺氟沙晨与OA的结合物中诺氟抄星的连接数为1.9 个，
这与 脂熔性碳二亚脐(DCC)的偶联放果(诺氟抄星连接数为1 .6个)没有显著的盖异。 然而用水溶性碳
二亚腊(EDC)进行诺氟抄星与OA偶联，其效果(诺氟沙盛连接数为5. 8个)明显优于前面的两种偶联方

法。

3.4 两种测定诺氟沙恩连接数方法的比较

据文献报道[1叫4叫l，用紫外光谱法测定的主华#抗服与载体蛋自的连接数目m…….嗣m叫.嗣.
外光谱法测定诺氟沙星的连接数目是在假定诺氟抄恩在波长323n m 的靡尔消光系数和诺氟沙星巾蛋白
质结合物在同一被长的摩尔消光系数相间的前提下计算得出的。 但在图1 -2 中显示，结合物的吸收峰
的波长巳向民波方向襟移，这就使得诺氟抄愿在原吸收峰被长处的吸光度测定值变小，这是造成结果比
实际值偏低的主要原因。

同样，用TNBS法测定诺氟沙黑连接数的准确性也受很多因素的影响。首先，蛋白质分子自身具有
游离的竣基和氨基 ，在反应中蛋白质分子之间也会发生交联。 其次，在谐氟t'Þ星与载体蛋白偶联过程
中，除了它与赖氨酸的E - NH3 +共价结合外，也有可能与载体蛋白分子的其它基团结合。因此，用TNBS
法测定谐氟抄庭的连接数目可能会比它的实际数值偏离。
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