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　　[摘　要 ]　采用琥珀酸酐法合成了苦皮藤素Í的衍生物苦皮藤素Í 2半琥珀酸酯 (CA 2SG) ,在此基础上,分别

采用混合酸酐法和碳化二亚胺法合成了苦皮藤素Í 的人工抗原 (CA 2BSA , CA 2BSA 2) , 采用紫外分光光度计法、

SD S2PA GE 及 PA GE 电泳法对合成的人工抗原进行了定性鉴定,结果均表明人工抗原合成成功。根据半抗原、人

工抗原及其载体在 240 nm 处的紫外吸光值,计算出 2种人工抗原中半抗原与载体的分子结合比率分别为 11. 6和

10. 7。
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　　生物样品中痕量药物的分析方法是药物理论和

应用研究的基础,这对于农药同样适用。近年来,利

用抗原2抗体反应进行的免疫分析技术在痕量农药
的检测方面得到了应用[1～ 3 ]。国内外目前已开发出

了 40多种农药的免疫分析试剂盒,但关于植物源农

药的免疫分析技术国外仅有 1 例,是有关尼鱼丁抗

体制备的报道[4 ] ,而国内在该方面的研究尚属空白。

作者首次对植物源农药活性化合物苦皮藤素Í的免
疫分析技术进行了探索性研究。

苦皮藤素Í是从杀虫植物苦皮藤中分离出的一
种具有杀虫活性的新型化合物,分子式为C 34H 46O 13,

结构式见图 1。

图 1　苦皮藤素Í的分子结构

F ig. 1　M o lecu le structu re of celangu lin Í

现已开发出了以苦皮藤素Í为主要活性成分的
生物合理农药“0. 2%苦皮藤素乳油”[5～ 7 ]。为了建立

苦皮藤素Í 的免疫分析技术,首先必须制备出其效

价高、特异性强的抗体。由于苦皮藤素Í为小分子化
合物 (相对分子质量为 663) ,本身不具有诱导产生

抗体的能力,因此,将其与大分子载体偶联制备出人

工抗原,则成为建立苦皮藤素Í 的免疫分析技术的
前提和关键。本试验进行了苦皮藤素Í人工抗原的
合成及鉴定,旨在建立苦皮藤素Í的痕量检测方法,

以为其作用机理研究和残留、代谢等研究提供技术

手段。

1　材料与方法

1. 1　试剂和材料

　　苦皮藤素Í ,纯度为 97. 4% , 由西北农林科技

大学农药研究所提供; N 2羟基琥珀酰亚胺 (N H S) ,

N , N 2二环己碳二亚胺 (DCC ) , 牛血清白蛋白
(BSA ) ,氯甲酸异丁酯,均为 Sigm a 公司产品; 其他

试剂均为分析纯。透析袋,由上海进口分装。

1. 2　用琥珀酸酐法合成苦皮藤素Í 2半琥珀酸酯
称取 100 m g 苦皮藤素Í (CA )置于 10 mL 反

应瓶中, 加入 5 mL 无水吡啶溶解, 再加入 100 m g

重结晶琥珀酸酐,加热回流 12 h。反应过程中采用

TL C 监测反应进程,待苦皮藤素Í基本反应完后停
止反应。将反应混合物移至含冰蒸馏水 45 mL 和浓

盐酸 6 mL 的混合液中,此时有沉淀析出,过滤分离

沉淀,再用蒸馏水洗沉淀至 pH 5. 0,分离沉淀,通风

橱干燥后,贮于干燥器中备用。合成产物经H PL C2
M S及NM R 进行结构鉴定,记作CA 2SG。该反应的

反应方程式为:
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1. 3　苦皮藤素Í人工抗原的合成
1. 3. 1　用混合酸酐法合成苦皮藤素Í 人工抗原　
称取 45 m g CA 2SG,溶于 0. 8 mL 二氧六环,加入三

正丁胺 13 ΛL 和氯甲酸异丁酯 7 ΛL , 10 ℃搅拌 40

m in,此为反应液A ; 另称取BSA 180 m g,溶于 5. 5

mL 的V 水∶V 二氧六环= 10∶1 的混合液中,此为反应

液B。将反应液B 置磁力搅拌器上,在 4 ℃冰箱内将

反应液A 滴加到反应液B 中, 继续搅拌 2 h, 用 1

mo löL N aOH 调节pH 使之保持在 8. 5,再继续搅拌

3 h。最后将反应混合液装入透析袋中,于蒸馏水中

4 ℃透析 3 d,每 8 h 换水 1次。将透析液冷冻干燥,

贮于- 20 ℃备用[8 ]。

1. 3. 2　用碳化二亚胺法合成苦皮藤素Í 人工抗原
　称取 45 m g 半抗原和 8 m g N H S 置于反应瓶中,

加0. 6 mL无水二氧六环溶解。另取 12 m g DCC 溶

于0. 4 mL无水二氧六环, 加入反应瓶, 室温搅拌 5

h。反应完成后过滤除去二环己尿素,上清液即为反

应液A ; 称取BSA 160 m g 溶于 5. 5 mL 的 V 水∶

V 二氧六环= 10∶1的混合液中,此为反应液B。将反应

液B 置于磁力搅拌器上,在 4 ℃冰箱内将反应液A

滴加到反应液B 中, 4 ℃反应过夜。次日将反应液置

于透析袋内,于蒸馏水中 4 ℃透析 48 h,每 8 h 换水

1次。透析液冷冻干燥,贮于- 20 ℃备用[9 ]。

1. 4　紫外分光光度计法鉴定人工抗原

将人工抗原、半抗原和载体蛋白配成 100

ΛgömL的溶液,在 200～ 400 nm 分别扫描其紫外吸

收,根据扫描图谱进行偶联产物的鉴定。根据人工抗

原和载体蛋白在 240 nm 处的紫外吸收值的变化,

及半抗原在该波长处的摩尔消光系数,计算人工抗

原中半抗原与载体的分子结合比率[10 ]。

1. 5　PA GE 和 SD S2PA GE 法鉴定人工抗原

采用常规电泳方法[11 ] ,其中分离胶浓度为 100

göL ,浓缩胶浓度为 50 göL ,点样量为 10 ΛL ,浓度 1

m gömL。

2　结果与分析

2. 1　苦皮藤素Í 2半琥珀酸酯的合成与鉴定
　　TL C 监测 (选择 V 甲苯∶V 乙酸乙酯∶V 二氧六环 =

5∶3∶2为展开剂)结果表明,在反应后生成了一个

不同于反应物苦皮藤素Í (Rf = 0. 73)和琥珀酸酐
(Rf = 0. 44)的新产物CA 2SG (Rf = 0. 55)。处理后

共得产物 103 m g,产率为 89. 57%。比较产物与苦皮

藤素Í 的 H PL C2M S 及核磁共振图谱可知, 在

H PL C2M S 图中, 苦皮藤素Í 的保留时间为 22. 96

m in,其分子离子峰为 645. 3,推测产物为苦皮藤素

Í 裂解一个羟基后产生的 (662. 3- 17) ; CA 2SG 的

保留时间为 5. 54 m in,其分子离子峰为 745. 3,认为

是苦皮藤素Í与琥珀酸酐的反应物裂解一个羟基后
产生的 (662. 3+ 100- 17)。因此初步认为, CA 2SG

即为合成的目标产物。比较苦皮藤素Í与反应产物
的1H 2NM R可知,在反应产物中, ∆6. 49 处多出一个

质子峰 (羧基质子) ,在 ∆5. 22 处减少了一个质子峰
(羟基质子) ,说明苦皮藤素Í 结构中一个游离的羟
基已经被衍生为羧基了; 另外在 ∆2. 75 处多出一组

多重峰,为 4个质子,说明是琥珀酸酐中的 2个亚甲

基质子。比较苦皮藤素Í与反应产物的13C2NM R 可

知, 反应产物中多出 ∆175. 64, 170. 66, 29. 49 和

28. 38共 4 条谱线,其中 ∆175. 64 和 170. 66 为琥珀

酸酐结构中的 2 个羰基碳原子,而 ∆29. 49 和28. 38

则为其中的 2个亚甲基碳原子 (图略)。对以上谱图

的差异分析表明, CA 2SG 就是所要合成的目标结

构,即苦皮藤素Í 2半琥珀酸酯,结构式见图 2。

图 2　苦皮藤素Í 2半琥珀酸酯结构式
F ig. 2　M o lecu le cu ltu re of celangu2

lin Í 2sem isuccinate

2. 2　苦皮藤素Í人工抗原的合成与鉴定
采用混合酸酐法合成人工抗原 145 m g, 记作

CA 2BSA。采用碳化二亚胺法合成人工抗原 160

m g,记作CA 2BSA 2。2种人工抗原及其载体与半抗
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原的紫外吸收图谱叠加后的结果见图 3和图 4。由

图 3, 4 可以看出, 2 种方法合成的人工抗原的紫外

吸收图谱与载体相比,吸收曲线都发生了改变,且都

是在半抗原的最大吸收范围内,吸光值有所增加,说

明载体分子上已成功连接了一定数量的半抗原。

图 3　CA 2BSA ,BSA 及CA 2SG 的UV 扫描图

F ig. 3　UV spectu rm of CA 2BSA ,

BSA and CA 2SG

图 4　CA 2BSA 2,BSA 及CA 2SG的UV 扫描图

F ig. 4　UV spectu rm of CA 2BSA 2,

BSA and CA 2SG

　　根据人工抗原、载体及半抗原的紫外吸收曲线

在 240 nm 处的摩尔吸收值, 计算出混合酸酐法和

碳化二亚胺法合成的人工抗原中,载体与半抗原的

分子结合比率分别为 11. 6和 10. 7。

2. 3　人工抗原及其载体的 SD S2PA GE 和 PA GE

电泳

人工抗原及其载体的 SD S2PA GE (图 5)电泳结

果表明, 合成的人工抗原, 无论是 CA 2BSA , CA 2

OVA (为采用混合酸酐法合成的另一种人工抗原) ,

还是 CA 2BSA 2, 其 SD S2PA GE 电泳谱带的迁移率

均比其各自载体的迁移率小,表明人工抗原的分子

质量均比其相应载体的分子质量大。分析认为,这是

由于载体经合成反应后连接上了一定数目的半抗

原,从而使得合成产物人工抗原的分子质量均比其

相应载体的分子质量大。

图 5　人工抗原及其载体的 SD S2PA GE 电泳结果

1. CA 2BSA (混合酸酐法合成) ; 2. BSA ; 3. OVA ; 4. CA 2OVA ;

5. OVA ; 6. CA 2OVA ; 7. CA 2BSA 2 (DCC 法合成) ; 8. BSA

F ig. 5　SD S2PA GE electropho resis of the

art ificia l an tigen and its carrier

1. CA 2BSA (syn thesized by m ixed anhydride m ethod) ;

2. BSA ; 3. OVA ; 4. CA 2OVA ; 5. OVA ; 6. CA 2OVA ; 7. CA 2BSA 2

(syn thesized by DCC m ethod) ; 8. BSA

图 6　人工抗原及其载体的 PA GE 电泳结果

1. CA 2BSA (混合酸酐法合成) ; 2. BSA ; 3. OVA ; 4. CA 2OVA ;

5. OVA ; 6. CA 2OVA ; 7. CA 2BSA 2 (DCC 法合成) ; 8. BSA

F ig. 6　PA GE electropho resis of the

art ificia l an tigen and its carrier

1. CA 2BSA (syn thesized by m ixed anhydride m ethod) ;

2. BSA ; 3. OVA ; 4. CA 2OVA ; 5. OVA ; 6. CA 2OVA ; 7. CA 2BSA 2

(syn thesized by DCC m ethod) ; 8. BSA
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　　人工抗原及其载体的 PA GE 电泳结果 (图 6)表

明,合成的人工抗原的迁移率均比其各自载体的迁

移率大。蛋白质在 PA GE 时,样品的迁移率取决于

它所带净电荷的多少以及分子质量的大小。当样品

由负极向正极移动时,带正电荷多的样品移动得慢,

其迁移率小,带负电荷多的样品移动得快,其迁移率

大;分子质量大的样品移动得慢,分子质量小的样品

移动得快。由上述 SD S2PA GE 结果可知,合成的人

工抗原比其载体的分子质量大,在不考虑电荷效应

时,则其 PA GE 的迁移率要比其载体小; 由于载体

与半抗原反应时消耗了其分子外部的游离氨基,减

少了载体的正电荷,而半抗原外部基团显中性,因而

反应后合成的人工抗原与反应前的载体相比,正电

荷有所减少; 当进行 PA GE 时, 在不考虑分子质量

效应时,其迁移率将比其相应载体的大。将这两种情

况综合考虑,则对载体而言,在进行 PA GE 时,若合

成反应后增大的分子质量引起的效应强于反应中减

少的正电荷引起的效应时,其迁移率将比反应后产

物 (即人工抗原)的迁移率大; 若合成反应后增大的

分子质量引起的效应弱于反应中减少的正电荷引起

的效应时,其迁移率将比其反应产物 (人工抗原)的

迁移率小。由图 6可知,在进行 PA GE 时,载体的迁

移率比用其合成的相应人工抗原的迁移率小,分析

认为在用载体进行人工抗原的合成后,其分子质量

增大引起的效应弱于其正电荷减少引起的效应,故

而在 PA GE 时迁移率变大。

上述 SD S2PA GE 和 PA GE 电泳结果表明人工

抗原合成成功。

3　讨　论

制备小分子化合物的人工抗原,需要与载体进

行交联,但小分子化合物必须具有或衍生出能与载

体进行交联反应的功能基团 (氨基、羧基、重氮盐

等) ,才能与载体交联。对含羟基的半抗原,需要将其

羟基衍生为羧基后才能再与载体交联合成人工抗

原。苦皮藤素Í分子结构的外部基团中有 2个羟基,

但其中 4位羟基由于空间阻碍作用较难反应,本试

验中主要是 6位羟基与琥珀酸酐反应生成其衍生物

苦皮藤素Í 2半琥珀酸酯,从而在 6位羟基上引入了

一个羧基,进而与载体交联合成了苦皮藤素Í 的人
工抗原。

对于含羧基的半抗原,其人工抗原的合成常采

用混合酸酐法、活泼酯法或碳化二亚胺法。由于半抗

原抗体的特异性不仅取决于半抗原整个分子或部分

结构的性质,还与其人工抗原中载体上连接的半抗

原数目有关,因此在免疫前,测定合成的人工抗原载

体上连接的半抗原数目是非常必要和重要的。通常

每一载体上含有 8～ 25个半抗原时能得到效价较高

的抗体[12, 13 ]; 也有研究认为, 当半抗原与载体的偶

联比为 3∶1～ 45∶1时,免疫原性较强[14 ]。本研究

用混合酸酐法和碳化二亚胺法分别合成了苦皮藤素

Í 的人工抗原,并根据UV 吸光值计算出其分子中

半抗原与载体的分子结合比率分别为 11. 6和10. 7,

理论上应能得到效价较高的抗体,但尚需进一步证

实。

人工抗原的鉴定有多种方法,如同位素标记的

半抗原示踪法[15, 16 ]; 测定载体不具备紫外式可见光

吸收基团,而半抗原具有紫外式可见光吸收基团的

分光光度计法[13, 17, 18 ]; 通过测定反应前后载体上游

离氨基酸的数目变化值[19 ] ,测定由人工抗原上非变

性 (构)解离下来的游离半抗原[20, 21 ] ,或测定载体没

有而半抗原具有的特殊元素 (P, X 等) [19 ]和反应基

团等,也可判断载体上是否连接上了半抗原。也有通

过 SD S2PA GE 检测合成的人工抗原与其载体分子

质量的差别[22 ] ,或用其他电泳方法检测人工抗原与

其载体电荷的变化[23 ] ,来说明人工抗原的合成与否

等。以上各种方法中,UV 或可见光分光光度计法最

为简便易行,且消耗的样品量少,因而常被采用。本

研究用UV , SD S2PA GE 和 PA GE 3 种方法对人工

抗原进行了鉴定,得出了一致的结果,均说明人工抗

原合成成功, SD S2PA GE 证明了复合物分子质量的

增加,而 PA GE 结果则说明了偶联反应后载体分子

电荷的变化。
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Syn thesis and characteriza t ion of art if icia l an t igen of Celangu lin Í

YANG Run -ya1, 2, QI Zh i- jun 1,W U W en - jun1

(1 Institu te of P esticid e,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 Colleg e of L if e S cience, Y an ta i N orm al U niversity , Y an ta i, S hand ong 264025, Ch ina)

Abstract: T he p rim arily study on the imm unoassay of Celagu lin Í , one k ind of in sect icidal compound

from p lan ts, w as carried ou t. F irst ly, the derivat ive of Celangu lin Í , ca lled as CA 2SG, w as syn thesized by

succin ic anhydride m ethod; T hen, tw o art if icia l an t igen of Celangu lin Í 2CA 2BSA and CA 2BSA 2 w ere p re2
pared by m ixed anhydride m ethod and carbodiim ide m ethod respect ively, T he characteriza t ion of hap ten2
p ro tein con jugates w ere exam ined by th ree m ethods, u lt ravio let spectropho tom etry, sodium dodecyl su lfa te2
po lyacrylam ide gel electropho resis and po lyacrylam ide gel electropho resis respect ively. T he num ber of hap2
ten mo lecu les per mo lecu le of p ro tein est im ated by u lt ravio let spectropho tom etry acco rd ing to the den sity

of compounds at 240 nm fo r tw o con jugates w ere 11. 6 and 10. 7 respect ively.

Key words: bo tan ica l pest icide; Celangu lin Í ; hap ten art if icia l an t igen
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