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摘要：为制备强力霉素（Doxycycline，DC）人工抗原并获得免疫学特性良好的 DC 鼠源多抗血清。本试验采用琥珀酸酣法在

DC 分子上引入羧基基团，然后采用改进碳二亚胺法（EDC）将其与载体蛋白偶联制备人工抗原，经紫外扫描（UV）和凝胶电泳

（SDS-PAGE）鉴定其偶联效果，以 30 μg/只的剂量（人工抗原）免疫 4 只 BALB/c 小鼠，并对所获鼠源多抗血清采用间接 ELISA 和

间接竞争 ELISA 鉴定其免疫学特性。结果表明，人工抗原偶联效果良好，免疫的 4 只小鼠多抗血清效价均达到 1:12800，且均有抑制

效果，其中 4 号小鼠产生的多抗血清效果最佳，半数抑制浓度（IC50）为 24.75 ng/mL，与土霉素、金霉素、四环素的交叉反应率分

别为 3.4%、3.8%、3.0%，与其他兽药及载体蛋白的交叉反应率均小于 0.3%，特异性良好。本试验成功合成 DC 人工抗原并获得免疫

学特性良好的 DC 鼠源多抗血清，为后期单克隆抗体的制备及免疫学快速检测方法的建立奠定良好基础。 
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Abstract: To prepare complete antigen of doxycycline (DC) and obtain mouse polyclonal antiserum with good immunological 

characteristics, carboxyl groups were introduced into DC molecules by succinate method in this work. A Complete antigens were prepared by 

coupling with carrier proteins using an improved succinic acid method. The coupling effect of complete antigen was identified by UV and 

SDS-PAGE. Four BALB/c mouse were immunized with 30 μg artificial antigen, and the antiserum immunological characteristics were 

identified by indirect ELISA and indirect competitive ELISA. The results showed that the coupling effect of artificial antigen was good, the titer 

of antiserum of all four mouse were higher than 1:12800, the serum of all four mouse had inhibitory effect. The antiserum produced by mouse 

number 4 was the best. The inhibitory concentration (IC50) was 24.75 ng/mL. The cross-reaction rates of OTC, CTC and TC of their homologues 

were 3.4%, 3.8% and 3.0%, respectively. The cross-reaction rate with other veterinary drugs and carrier protein was less than 0.3%, and had a 

good specificity. This study successfully synthesized DC artificial antigens and prepared DC antiserum with good immunological properties, 

which provided a good foundation for the preparation of monoclonal antibody and the establishment of immunology rapid detection method. 
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强力霉素（Doxycycline，DC），又名多西环素，是一 
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种半合成的四环素类抗生素，分子量为 444.44，分子

式为 C22H24N2O8，其化学结构式如图 1 所示。有研究

表明[1]DC 可通过与核糖体的亚基结合，干扰细菌

tRNA 以及 mRNA 之间的相互作用，最终抑制细菌蛋

白质的合成，从而起到抗菌的作用。四环素类抗生素

价格低廉且具有广谱抗菌性，在禽畜及水产养殖中应

用非常广泛。四环素类抗生素不仅可用于治疗禽畜各

种感染性疾病，将其适量添加在动物饲料和饮水中还

可起到预防疾病、促进生长的作用[2-4]。但目前四环素

类抗生素的违规滥用现象非常严重，导致其大量残留
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在动物源性食品中，通过食物链在人体内蓄积后，将

严重损害肝肾功能，同时还可引发呼吸道、尿道感染

以及其他的不良反应，严重危害人类健康[5,6]。因此，

加大四环素类抗生素残留监管力度以及建立更加准

确、快速、灵敏的检测方法尤为重要。 
目前，关于四环素类抗生素残留的标准检测方法

主要有高效液相色谱法[7,8]（high performance liquid 
chromatography ， HPLC ）、 气 相 色 谱 法 [9](gas 
chromatography，GC)、高效液相色谱-串联质谱法
[10](gas hromatography mass spectrometry，GC-MS)等仪

器检测方法。该类检测方法具有准确度和灵敏度高、

假阳性率和假阴性率低等优点，但存在仪器价格昂贵，

需要专业操作人员，不适合大批量样品的快速筛查等

局限[11]。近年来，以酶联免疫吸附试验(enzyme linked 
immunosorbent assay，ELISA)为代表的免疫分析技术

因其灵敏度高、特异性强、操作简单以及适合样品的

快速筛查等优点而被广泛应用于检测农兽药残留以及

微量生物活性物质（细胞因子、酶、受体）等[12-14]。

免疫分析技术建立的关键在于制备免疫学特性良好的

抗体，而目前虽有报道[15]关于 DC 抗体的制备，但其

敏感性和特异性均有待提高。本试验采用新方法（琥

珀酸酣法和改进碳二亚胺法）成功合成 DC 人工抗原，

并制备了敏感性和特异性更好的 DC 鼠源多抗血清，

为其单克隆抗体的制备以及免疫学检测方法的建立奠

定良好的基础。 

 
图1 DC分子结构式 

Fig.1 Molecular structure formula of DC 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  试剂 
强 力 霉 素 （ Doxycycline ， DC ）、 土 霉 素

（Oxytetracycline，OTC）、金霉素（Chlortetracycline，
CTC）、四环素（Tetracycline，TC）、沙拉沙星

（Sarafloxacin，SARA）、环丙氨嗪（Cyromazine，CA）

（上海阿拉丁生化科技股份有限公司）；1-（3-甲氨基

丙基）-3-乙基碳二亚胺（EDC）、N-羟基琥珀酰亚胺

（NHS）、弗氏完全佐剂（FCA）、弗氏不完全佐剂

（FIA）、牛血清蛋白（BSA）、鸡卵清蛋白（OVA），

（Sigma 公司）；羊抗鼠酶标二抗（GaMIgG-HRP），（华

美生物工程有限公司）；Bradford 蛋白浓度测定试剂

盒，（北京索莱宝科技有限公司）；ELISA 所用包被液

（pH 9.6 的 0.05 mol/L 碳酸盐缓冲液，CBS）、稀释液

（pH 7.4 的 0.01 mol/L 磷酸盐缓冲液，PBS）、洗涤液

（含有 0.05% Tween-20 的 PBS 溶液，PBST）、封闭液

（含 5%脱脂奶粉的 PBST 溶液）、显色液（TMB 磷酸

-柠檬酸缓冲液）、终止液包被液（2 mol/L 的 H2SO4

溶液）等溶液均由实验室配置，其他试剂均为市售分

析级试剂。 
1.1.2  仪器 

ME204E 型电子天平，德国 Mettler Toledo 公司；

UV-5100H 型紫外-可见分光光度计，美国 Thermo 
Fisher 公司；DYY-6C 型电泳仪，北京市六一仪器厂；

ChemiDocTM XRS+型凝胶成像仪，美国 Bio-Rad 公司；

550 型酶标仪，美国 Bio-Rad 公司。 
1.1.3  试验动物 

6 周龄 SPF 级 BALB/c 小鼠，购自济南朋悦实验

动物繁育有限公司，许可证编号：SCXK（鲁）2014- 
0007。 

1.2  方法 

1.2.1  DC 人工抗原合成 
采用琥珀酸酣法[16]和改进碳二亚胺法合成 DC 人

工抗原，合成路线如图 2 所示。称取 5.0 mg DC 和 3.0 
mg 琥珀酸酣置于含有 4 mL 吡啶的圆底烧瓶中，

120 ℃避光回流加热 12 h，用旋转蒸发仪将吡啶旋干，

得 DC 改造物，用 200 μL N,N-二甲基甲酰胺（DMF）
将其溶解。称取 5.7 mg EDC 和 3 mg NHS 溶于 1 mL
双蒸水中，将用 DMF 溶解的 DC 改造物缓慢滴加其

中，调节 pH 为 4 左右，室温避光活化 1 h。取 9.4 mg
的 BSA 溶于 2 mL pH 7.4 的 PBS 缓冲液中，将上述活

化液缓慢滴加其中，调节 pH 为 8 左右，室温避光反

应 4 h。最后将反应液转移至洁净透析袋中，4 ℃条件

下用 PBS 搅拌透析 3 d（每天换液 3 次），透析结束后，

1000 r/min 离心 10 min，弃去沉淀取上清得免疫抗原

DC-BSA，-20 ℃条件下保存备用。包被抗原 DC-OVA
制备方法同上。 
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图2 DC-BSA合成路线  

Fig.2 The synthetic route of immunogen DC-BSA 
1.2.2  DC 人工抗原鉴定 
1.2.2.1  人工抗原蛋白浓度测定 

将 1 mg/mL 的标准蛋白 BSA 按照 0、0.05、0.1、
0.15、0.2、0.3、0.4、0.5 mg/mL 用 PBS 稀释液进行配

制，分别取 20 μL 于 96 孔板中，每孔加入 200 μL 稀

释后的 1 倍 G-250 染色液，室温静置 3~5 min，用酶

标仪在 595 nm 波长下测定吸光值，以蛋白质量浓度

为横坐标，吸光值为纵坐标绘制标准曲线。以相同方

法测定人工抗原吸光值，带入标准曲线计算人工抗原

浓度。 
1.2.2.2  紫外扫描鉴定 

用 PBS 配置与免疫抗原DC-BSA 浓度一致的DC
标准品溶液和 BSA 溶液，利用紫外-可见分光光度计

在 220~350 nm 波长范围内分别对其进行扫描，得到

紫外扫描图谱，根据其特征峰变化判断其偶联效果，

包被抗原 DC-OVA 偶联效果鉴定同上。 
1.2.2.3  SDS-PAGE 鉴定 

参照相关文献[17]选择浓缩胶体积分数为 5%，电

压为 90 V，分离胶体积分数为 12%，电压为 60 V，样

品加入量为 10 μL（DC-BSA 含量分别为 2、3、4 μg，
BSA 含量为 5 μg），用考马斯亮蓝染液染色 6 h，乙酸

脱色液脱色 6 h（每 2 h 换一次脱色液），通过凝胶成

像系统拍照，通过对比 DC-BSA 和 BSA 条带位置差

异判断偶联效果。包被抗原 DC-OVA 偶联效果鉴定方

法同上。 
1.2.3  DC 多抗血清的制备与鉴定 

选择 4 只 6 周龄雌性 BALB/c 小鼠，首免为基础

免疫，用高压灭菌的 PBS 稀释免疫原 DC-BSA，并与

等体积的 FCA 混合，乳化器充分乳化后，以 200 μL/
只（含 DC-BSA 30 μg）的剂量采用背部皮下多点注射

方法免疫，后三次为加强免疫，用 FIA 代替 FCA，每

次免疫间隔 3 周。免疫结束后 10 d 断尾采血，用 PBS
稀释 100 倍，2000 r/min 离心 10 min，去除沉淀取血

清冻存备用。 
1.2.3.1  DC 多抗血清效价测定 

采用间接 ELISA 法[18]。用 CBS 将包被抗原

DC-OVA 稀释至 2 μg/mL，每孔 50 μL 包被于 96 孔聚

苯乙烯板，37 ℃孵育 2 h，PBST 洗板后每孔加 100 μL
封闭液，37 ℃孵育 1 h。取已包被抗原的聚苯乙烯板，

加入倍比稀释的多抗血清并设置空白对照，37 ℃孵育

15 min，洗板后加入用封闭液稀释 1000 倍的 GaMIg 
G-HRP，37 ℃孵育 30 min，洗板后加入显色液，室温

避光显色 10 min 后加终止液终止显色并读取 OD450 nm

值，当 OD450 nm/空白孔 OD450 nm≥2.1 时，判定为阳性

孔。 
1.2.3.2  DC 多抗血清敏感性鉴定 

采用间接竞争 ELISA 法[19]。取已包被 DC-OVA
的聚苯乙烯板，每孔加入 50 μL 不同浓度梯度的 DC
标准品溶液和50 μL效价测定时OD450 nm值为1.0左右

所对应稀释度的多抗血清，并设置空白对照，其他步

骤与间接 ELISA 操作方法相同。以 B/B0为纵坐标（其

中 B 为标准品不同浓度下的 OD450 nm值，B0为标准品

浓度为零时的 OD450 nm值），以标准品浓度的对数值为

横坐标，绘制抑制曲线，得到线性回归方程，并以半

数抑制浓度（IC50）来评定多抗血清敏感性。 
1.2.3.3  DC 多抗血清特异性鉴定 
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选择 OTC、CTC、TC、SARA、CA、BSA、OVA
作为竞争物，利用间接竞争 ELISA 法测定各竞争物对

多抗血清的 IC50。以 DC 的 IC50与各竞争物的 IC50的

百分比作为交叉反应率，交叉反应率越低，则说明特

异性越强[20]。 

1.3  数据处理 

对所得的数据利用 Excel 2003 进行处理(包括回

归分析和显著性检验)，对分子结构式及合成路线图用

Chem Draw Pro 18.0 进行绘制。 

2  结果与分析 

2.1  DC 人工抗原鉴定 

2.1.1  人工抗原蛋白浓度测定 
图 3 为用Bradford 蛋白浓度测定试剂盒所测蛋白

浓度标准曲线，根据标准曲线计算免疫抗原 DC-BSA、

包被抗原 DC-OVA 的蛋白质量浓度分别为 4.5 
mg/mL、4.1 mg/mL。 

 
图3 蛋白质浓度标准曲线  

Fig.3 Standard curve for protein concentration 
2.1.2  紫外扫描 

 
图4 DC-BSA、BSA、DC紫外扫描图 

Fig.4 UV scanning spectrum of DC-BSA, BSA, DC 
利用紫外扫描法对人工抗原进行初步鉴定，图 4

为DC、DC-BSA和BSA紫外扫描图谱，可以看出BSA
的特征吸收峰出现在 278 nm 处，DC 无明显特征吸收

峰，DC-BSA 的特征吸收峰相比 BSA 向左发生明显偏

移，初步证明 DC 和 BSA 偶联成功。图 5 为 DC、
DC-OVA、和 OVA 紫外扫描图谱，同样证明 DC 和

OVA 偶联成功。 

 
图5 DC-OVA、OVA、DC紫外扫描图 

Fig.5 UV scanning spectrum of DC-OVA, OVA, DC 
2.1.3  SDS-PAGE 鉴定 

 
图6 DC-BSA的 SDS-PAGE鉴定结果 

Fig.6 SDS-PAGE identification results of DC-BSA 

 
图7 DC-OVA的 SDS-PAGE鉴定结果 

Fig.7 SDS-PAGE identification results of DC-OVA 

采用 SDS-PAGE 对人工抗原进行进一步鉴定，图

6 为 DC-BSA 的 SDS-PAGE 鉴定结果，可以看出

DC-BSA电泳条带位移小于BSA，产生明显拖尾现象，

表明 DC-BSA 分子量大于 BSA，偶联产生较好效果。

图 7 为 DC-OVA 的 SDS-PAGE 鉴定结果，同样证明

DC 和 OVA 偶联成功。 

2.2  多抗血清鉴定 

2.2.1  效价测定 
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表 1 为 DC 多抗血清效价测定结果，可以看出 4
只免疫小鼠多抗血清效价均达到 1:12800，其中 4 号

小鼠达到 1:25600，说明合成的免疫抗原具有较好的

免疫效果。 
表1 DC多抗血清效价测定结果 

Table 1 The titers of DC antiserum (n=3) 

多抗稀 
释倍数 1 号小鼠 2 号小鼠 3 号小鼠 4 号小鼠

200 1.12 1.92 2.10 2.25 

400 0.73 1.27 1.73 1.89 

800 0.75 0.69 0.96 1.29 

1600 0.57 0.57 0.65 0.98 

3200 0.37 0.45 0.48 0.78 

6400 0.26 0.21 0.31 0.54 

12800 0.13 0.16 0.2 0.35 

25600 0.11 0.14 0.17 0.27 

空白对照 0.06 0.08 0.08 0.08 

2.2.2  敏感性鉴定 

 
图8 4号小鼠多抗血清抑制曲线 

Fig.8 The inhibitive curve of No.4 mouse antiserum 

表2 DC多抗血清间接竞争ELISA测定结果 

Table 2 Indirect competitive ELISA of DC antiserum (n=3) 
DC 标品浓 
度/(ng/mL) 1 号小鼠 2 号小鼠 3 号小鼠 4 号小鼠

500 0.18 0.27 0.23 0.11 

250 0.2 0.31 0.29 0.21 

125 0.30 0.35 0.31 0.32 

62.50 0.3 0.40 0.42 0.42 

31.25 0.41 0.43 0.54 0.5 

15.63 0.53 0.51 0.62 0.55 

7.81 0.65 0.60 0.68 0.63 

3.90 0.75 0.48 0.82 0.79 

1.95 0.80 0.71 0.86 0.87 

0 0.82 0.9 1.02 1.05 

空白 0.07 0.08 0.08 0.06 

表 2 为 DC 多抗血清间接竞争 ELISA 测定结果，

可以看出免疫的 4 只小鼠所产生的多抗血清均有抑制

效果，其中 4 号小鼠多抗血清效果最好，其抑制曲线

如图 8 所示，线性回归方程为 y=-0.2922x+0.9072，R2

为 0.9914，IC50为 24.75 ng/mL，结果表明制备的 DC
多抗血清敏感性较好。 
2.2.3  特异性鉴定结果 

表 3 为 DC 多抗血清特异性鉴定结果，可以看出

DC 与其同系物 OTC、CTC、TC 存在微弱的交叉，交

叉反应率分别为 3.4%、3.8%、3.0%，与其他兽药及

载体蛋白的交叉反应率均小于 0.3%，说明制备的多抗

血清具有较强的特异性。 
表3 DC多抗血清与竞争物的交叉反应 

Table 3 The cross-reactivity of DC antiserum with other 

compounds 

竞争物 Competimer IC50/(ng/mL) 交叉反应率/%

DC 24.75 100 

OTC 720.50 3.4 

CTC 650.56 3.8 

TC 820.25 3.0 

CA >1.0×104 < 0.3 

SARA >1.0×104 < 0.3 

BSA >1.0×104 < 0.3 

OVA >1.0×104 < 0.3 

3  结论 

3.1  DC 属于小分子半抗原，本身不具有免疫原性，

需偶联到载体蛋白上才可刺激机体产生相应抗体，分

析 DC 分子结构式，从酰胺基和酚羟基考虑，可采用

戊二醛（GA）法、碳二亚胺（EDC）法、偶氮苯甲酸

法等方法将 DC 偶联到载体蛋白上。然而 GA 法容易

使分子间发生自连，影响小分子抗原决定簇充分暴露，

进而影响免疫效果，李楠[21]采用 GA 法并未获得免疫

学特性良好的抗体。余少梅[22]采用 EDC 法所获单克

隆抗体的 IC50为 44.46 ng/mL，与 TC、OTC 的交叉反

应率分别为 8.87%、5.86%。刘金萍[23]用偶氮苯甲酸法

所获单克隆抗体 IC50为 126.5 ng/mL，与 TC、OTC 存

在较大交叉反应率，敏感性和特异性有待提高。本试

验首次采用琥珀酸酣法对 DC 进行改造引入羧基基

团，然后采用改进 EDC 法合成人工抗原。通过免疫

小鼠所获多抗血清 IC50为24.75 ng/mL，与OTC、CTC、
TC 存在微弱的交叉，相比前人研究，其敏感性和特

异性更好，而一般通过细胞融合制备的单抗灵敏度要

比多抗血清提高 10 倍甚至更高，所以本试验将获得灵

敏度更高，特异性更好的单克隆抗体。 
3.2  本试验选择 BSA 作为 DC 免疫抗原载体蛋白，
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OVA 作为包被抗原载体蛋白，BSA 分子中含有大量

的游离氨基，且具有很好的溶解性，有利于偶联过程

的进行，同时 BSA 分子上抗原决定簇较少，可一定程

度上减少无关抗体的产生。OVA 和 BSA 在结构上存

在较大差异，具有较远的亲缘关系，在敏感性及特异

性实验中，可避免因载体蛋白产生的抗体对实验结果

的准确性产生的不良影响。 
3.3  人工抗原合成之后，通常先采用物理方法对其进

行初步鉴定，如紫外扫描（UV）、红外扫描（IR）、核

磁共振碳普（13C-NMR）、SDS-PAGE 凝胶电泳等。
13C-NMR 法和 IR 法可准确对人工抗原的化学结构及

基团进行分析，但操作繁琐、价格昂贵，且需要图谱

分析。UV 和 SDS-PAGE 凝胶电泳法虽准确性不及前

者，但操作简单。本试验采用 UV 法和 SDS-PAGE 凝

胶电泳法初步鉴定 DC 人工抗原偶联成功，但判断偶

联是否成功还需免疫小鼠之后，根据能否产生 DC 特

异性抗体进行判断。 
3.4  本试验采用琥珀酸酣法和改进碳二亚胺法成功

合成 DC 人工抗原，所制备的鼠源多抗血清效价均达

到 1:12800，其中 4 号小鼠多抗血清敏感性最好，IC50

为 24.75 ng/mL，与 OTC、CTC、TC 存在微弱交叉反

应，交叉反应率分别为 3.4%、3.8%、3.0%，与其他

兽药及载体蛋白的交叉反应率均小于 0.3%，敏感性和

特异性良好，为 DC 单克隆抗体的制备及其免疫学快

速检测方法的建立奠定了良好基础。 
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