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孔雀石绿抗原的合成及多克隆抗体的制备

王 梅 1，徐乃丰 2，刘丽强 2，匡 华 2，林 菲 2，宋珊珊 2，王泽路 2，胥传来 2 ,*
(1.苏州大学分析测试中心，江苏 苏州      215123；2.江南大学食品学院，江苏 无锡      214122)

摘   要：通过研究孔雀石绿(MG)抗原的合成和多克隆抗体的制备，探索研究食品中孔雀石绿残留的检测方法。本

实验先合成含有羧基的孔雀石绿半抗原(CMG)，并用液 - 质联用法进行分析鉴定。半抗原经重氮化法处理后分别偶

联两种载体蛋白 BSA 和 OVA，并通过紫外分光光度法进行鉴定。与 CMG 标准品和两种载体蛋白的紫外吸收光谱

相比，偶联物的吸收峰发生了明显的偏移，计算得免疫原的偶联比为 10.6:1，说明偶联成功。通过免疫制备多克

隆抗体，并通过间接 ELISA 法对 CMG 抗血清的效价进行检测，并进一步检测抗体的特异性，两只兔子的 IC50 值

分别为 8.1ng/mL 和 4.6ng/mL。
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Abstract ：In order to determine malachite green (MG) residues in food, the synthesis of antigen and preparation of polyclonal

antibody for MG were explored. In this study, carboxylic malachite green (CMG) hapten was first synthesized and analyzed by

LC-MS. The hapten was coupled separately with the two carrier proteins BSA and OVA by diazotization method, and identified

by UV-visible spectroscopy method. Compared with CMG standard, BSA and OVA, the absorption peaks  CMG-BSA and

CMG-OVA displayed a marked shift, indicating that the successful conjugation between CMG and BSA or OVA, and the

coupling ratio of the immunogen CMG-BSA was calculated to be 10.6:1. Polyclonal antibody for MG was prepared by

immunization with CMG-BSA and evaluated using the titer of anti-CMG antisera determined by indirect ELISA. Furthermore,

two rabbits were used to evaluate antibody specificity with determined IC50 values of 8.1 ng/mL and 4.6 ng/mL, respectively.

Key words：malachite green (MG)；antigen；polyclonal antibody；indirect ELISA
中图分类号：R392.11                                   文献标识码：A                             文章编号：1002-6630(2011)07-0282-04

收稿日期：2010-07-16
作者简介：王梅(1981 —)，女，实验师，硕士，研究方向为残留物检测。E-mail：wangmei1222@suda.edu.cn
* 通信作者：胥传来(1965 —)，男，教授，博士，研究方向为食品安全。E-mail：xcl@jiangnan.edu.cn

孔雀石绿(CMG)(结构式见图 1)是一种工业染料，具

有抗菌杀虫作用，被广泛应用于真丝、羊毛、皮革、

麻制品、陶瓷制品和棉布等的染色中；还可用作生物

染色剂，将细胞或组织染成蓝绿色，以便于在显微镜

下观察[1-5]。利用血液中的血色素催化隐性孔雀石绿与过

氧化氢反应，使无色的隐性孔雀石绿转变为孔雀石绿的现

象，在刑侦中可用于检测不易察觉的血迹。另外，孔雀

石绿能抑制细胞分裂，从而产生良好的抗菌和杀菌作用。

由于价格低廉，孔雀石绿曾被广泛地用于预防和治疗水产

品的水霉病、鳃霉病和寄生虫病等；也曾被用于水产品

的运输和存放过程[6-11]。但是孔雀石绿具有高毒性、高残

留和致癌、致畸和致突变作用，严重威胁人类健康，因

此检测孔雀石绿残留具有十分重要的意义[12-16]。

图 1 孔雀石绿和隐性孔雀石绿结构图

Fig.1   Structures of malachite green (MG) and leucomalachite green
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1 材料与方法

1.1 材料与试剂

孔雀石绿、对羧基苯甲醛、N,N- 二甲基苯胺(DMA)、
2- 吗啉乙磺酸(2-morpholino-ethanesulfonic acid，MES)、
N- 羟基琥珀酰亚胺(NHS)、碳二亚胺(EDC)、离子交换

树脂    上海晶纯试剂有限公司；无水氯化锌、无水乙

醇、二甲基亚砜(DMSO)    国药集团化学试剂有限公司；

四甲基联苯胺(TMB)   华美生物工程公司；Milli-Q 超纯

水    美国 Millipore 公司；牛血清白蛋白(BSA)、卵清蛋

白(OVA)    美国 Sigma-Aldrich 公司。

1.2 仪器与设备

TGL-40B 台式低速离心机    上海安亭科学仪器厂；

石英自动双重纯水蒸馏器    金坛市荣华仪器制造有限公

司；ZD-9556 水平摇床    太仓科教器材厂；Costar 96
孔可拆酶标板    上海吉泰生物科技有限公司；Multiska
Mks 酶标仪、可调试移液器    英国 Thermo Labsystems
公司；Agilent 6890N 气相色谱 -Agilent 5973N 型质谱检

测器     美国 Finigon 质谱公司；Alliance 型高效液相色谱

系统、Symmetry C18 色谱柱(250mm× 4.6mm，5μm)     美
国 W a t e r s 公司。

1.3 方法

1.3.1 孔雀石绿人工抗原的制备

1.3.1.1 孔雀石绿半抗原的合成

将 12mmol 对羧基苯甲醛、38mmol 蒸馏得到的 N,N-
二甲基苯胺和 36mmol 无水氯化锌溶解在 60mL 无水乙醇

中，在 N 2 保护下，9 5℃加热回流 2 4 h。室温冷却后，

加入 30mL 甲醇，并滴加 1mol/L HCl 调节 pH 值至 3.0～
5 .0，得到微绿色的晶体。过滤溶液，并冲洗晶体，真

空干燥得到约 3.6g 羧基化的隐性孔雀石绿。

将1.2g CMG和1.2g氧化铅加入到24mL的1mol/L HCl
溶液中，4 5℃加热回流 2 4 h。反应液室温冷却后，加

入 30mL 甲醇，过滤并将滤液旋转蒸发干燥，得到约 1.9g
羧基化的孔雀石绿衍生物。

1.3.1.2 孔雀石绿人工免疫原的合成

取 30mg CMG 溶解于 4mL 0.1mol/L、pH6.0 MES 溶

液(含 50% DMSO)中，离心去除溶液中不溶物。加入

18.75mg NHS 搅拌溶解，反应 10min 后加入 30mg EDC，
继续搅拌反应 4h，得到 A 液；取 50mg cBSA 溶解于 2mL
0.05mol/L、pH8.0 的硼酸盐缓冲液中，为 B 液。将 A
液缓慢逐滴加入 B 液中，磁力搅拌 24h，保持溶液体系

pH8.0。反应完全后用 0.01mol/L PBS 溶液透析 48h，每

8 h 换水，透析完毕，置于 4 ℃冰箱中保存待用。

1.3.2 多克隆抗体的制备

1.3.2.1 免疫程序

选两只健康新西兰大白兔，分笼饲养，标号 1、2
分组。将抗原用生理盐水溶解稀释，第一次用弗氏完

全佐剂乳化，使抗原质量浓度为 1mg/mL，初次免疫颈

背部皮内多点注射。初免后的免疫称为加强免疫，加

强免疫用弗氏不完全佐剂乳化，进行肌肉注射。注射

频率，初免至二免间隔 3 0 d，以后 1 5 d 注射一次，注

射量与初免相同，共注射 5 次。注射方法：首次为皮

内注射，用手术剪把兔子脊椎两侧的毛剪掉，露出皮

肤，用注射器进行皮下注射，使用弗氏完全佐剂。中

间的免疫为肌肉注射，注射部位在兔子大腿和臀部位置

的肌肉，注意不要伤到兔子的神经线。使用弗氏不完

全佐剂。三次免疫后从耳缘静脉采血，采入离心管中，

5000r/min 离心 8min。吸取上层血清放入另一个离心管

中，标号冷藏保存待检。具体免疫程序见表 1 。

免疫时间 免疫物质 免疫剂量 免疫方法

初次免疫 免疫原 + 完全弗氏佐剂 1mL/ 只 颈背部皮下注射

二次免疫 免疫原 + 不完全弗氏佐剂 1mL/ 只 肌肉注射

三次免疫 免疫原 + 不完全弗氏佐剂 1mL/ 只 肌肉注射

四次免疫 免疫原 + 不完全弗氏佐剂 1mL/ 只 肌肉注射

五次免疫 免疫原 + 不完全弗氏佐剂 1mL/ 只 肌肉注射

表 1 兔子免疫程序

Table 1   Immunization procedure for rabbits

1.3.2.2 效价、包被抗原和抗体的最适工作浓度测定

采用间接 ELISA 方法测定效价、包被抗原和抗体的

最适工作浓度。将包被缓冲液系列稀释 250、500、1000、
2000、4000、8000 倍后包被 96 孔酶标板，100μL/ 孔，

于 4℃冰箱过夜。取回至室温，以 0.01mol/L PBST 溶液

作为洗涤液，洗涤 3min 后拍干，重复 3 次。以下洗涤

方法相同。充分洗涤后，用封闭液封闭，2 0 0μL /孔，

置于 4℃冰箱过夜。洗涤后，置于 37℃烘箱内 15min 烘

干，置于 4 ℃冰箱备用。

将采集的免疫血清系列梯度稀释 250、500、1000、
2000、4000、8000、16000、32000 倍，对应加入到

酶标板的每行，100μL/ 孔，室温孵育 30min 后洗涤、

拍干；加入酶标二抗，100μL/ 孔，室温孵育 30min 后

洗涤、拍干；加入显色液(TMB 与底物液比例为 1:10)，
100μL/ 孔，暗处反应 15min 后，取出加入终止液(2mol/L
H2SO4)，100μL/ 孔，用酶标仪测定 450nm 波长处的光

密度值。

选择阳性血清的 OD 值大于 1.0，同时与阴性血清的

OD 值差距最大的包被原稀释浓度、抗体稀释浓度为最

佳工作浓度。阳性血清的 O D 值不小于阴性对照孔的

2.1 倍并且 OD 值大于 0.1，此时血清的稀释倍数即为血

清的效价。
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1.3.2.3 免疫血清特异性的检测

要获得高灵敏度、高特异性的抗血清，不仅要求

合适的工作浓度、高效价，同时要考察其特异性的强

弱，绘制抑制标准曲线，测定其半数抑制率 I C 5 0 值。

以所得最佳包被浓度对包被原进行系列梯度稀释并

包被，设置两个对照，置于 4 ℃冰箱保存过夜。取出

洗涤后以封闭液封闭，200μL/ 孔，置于 4℃冰箱保存

过夜。取出洗涤，拍干。第一排加抗体稀释液，第

二排起分别加 7 个浓度的孔雀石绿标准溶液，50μL/ 孔。

以最佳稀释浓度稀释抗体并添加，50μL/ 孔，充分振荡

混匀，3 7℃孵育 3 0 mi n。取出洗涤 5 次，拍干。加入

3000 倍稀释的酶标二抗，100μL/ 孔，37℃烘箱中反应

3 0 mi n。洗涤 3 次，拍干，加入显色液，1 0 0μL / 孔，

37℃暗处反应15min。加终止液(2mol/L浓硫酸)，100μL/ 孔，

酶标仪上检测 O D 值，各浓度的 B / B 0。

B/B0=B校正值 /B0校正值                                                                                                       (1)
B校正值 =OD实测值均值－OD空白值均值                                   (2)
式中：B0 为孔雀石绿标准品溶液添加 0ng/mL 时的

O D 值，即阴性对照孔的校正值。

以 B/B0 为纵坐标，以孔雀石绿标准品溶液添加的系

列梯度浓度的对数值为横坐标作图，即得孔雀石绿的抑

制标准曲线。IC50 表示达到最大 OD 值一半时所添加的

孔雀石绿标准品浓度。

1.3.3 偶联比的测定

偶联比(r) =(εCMG-BSA －εBSA)/εCMG

式中：εC M G - B S A、εB S A、εC M G 分别为 C M G - B S A、

BS A、C MG 对应的摩尔消光系数。

2 结果与分析

2.1 孔雀石绿衍生结果

2.2 偶联物的紫外光谱分析

2.2.1 孔雀石绿人工免疫原的鉴定

配制相同浓度的人工半抗原、免疫原和 cBSA，用

紫外分光光度计检测，结果见图 4 。

由图 4 可知，半抗原在 255、317、425、618nm
波长处有特征吸收峰，BSA 在波长 280nm 左右处具有特

征吸收峰，而合成的人工免疫原不仅在波长 240nm 和

320nm 左右具有与代谢物半抗原相似的特征吸收峰，而

且在与相同浓度的 BSA 溶液进行比较时，可以明显看

出，它的吸光度要比相同浓度 BSA 的吸光度普遍偏高，

尤其在 300nm 波长以后，BSA 的吸光度趋向于 0，而

偶联物仍然具有吸光度，且在 320nm 特征吸光度处出现

与代谢物半抗原相似的吸收峰，根据叠加原理可知，代

谢物半抗原与 BSA 成功偶联。

2.2.2 孔雀石绿人工包被原的鉴定

配制一定浓度的人工半抗原、包被原和 OVA，其

中免疫原与 OVA 浓度相同，用紫外分光光度计扫描波

长在 200～800nm 之间，结果见图 5。
从图 5 可以看出，半抗原在 255、317、425、618nm

波长处有特征吸收峰，OVA 在波长 280nm 左右处具有

特征吸收峰，而合成的人工免疫原不仅在波长 240nm 和

320nm 左右具有与代谢物半抗原相似的特征吸收峰，而

且在与相同浓度的 BSA 溶液进行比较时，可以明显看

出，它的吸光度要比相同浓度 BSA 的吸光度普遍偏高，

图 3 孔雀石绿人工半抗原的质谱图

Fig.3   Mass spectrum of malachite green hapten
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图 4   CMG-cBSA 偶联的紫外图谱

Fig.4   UV-visible spectrum of CMG-cBSA conjugate
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图 2 孔雀石绿半抗原的液相图谱

Fig.2   Liquid chromatogram of malachite green hapten
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反应后相对分子质量为 374，通过 LC-MS 检测分析

得出，出峰时间在 4.118min(图 2)，对应的质谱如图 3 所

示，质谱图中有 374、373、371 的片段峰，初步说明

衍生成功，即可初步确定得到了所需要的人工半抗原。
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2.2.3 偶联比的确定

通过 1.3.3 节公式计算出 CMG-BSA 即人工免疫原的

偶联比是 10.6:1，证明偶联有效。同理计算出 CMG-OVA
的偶联比是 20.5:1，与空间位点的结合效率比较高，说

明包被原偶联成功。

2.2.4 最佳工作点和效价的测定

阴性血清光密度值为 0.090，从表 2 可以看出，1 号

和 2 号兔子的效价分别为 8000 和 4000，相对应的最佳工作

浓度(抗原稀释倍数 /抗体稀释倍数) 为 250/8000和 250/8000。

2.2.5 抗体特异性的测定

经抗体特异性检测，两只兔子抗孔雀石绿抗体的 IC50

分别为 8.1ng/mL和 4.6ng/mL，从而 2号兔子较 1号兔子好。

3 结  论

在本研究中，通过化学合成的方法成功的合成出两

种不同载体的孔雀石绿人工抗原并通过两种不同手段分

别对其结构和免疫效果进行了验证。

仪器分析手段：用化学方法合成羧基化的孔雀石绿

半抗原并用液质联用进行分离、检测，证明有目标相

抗原稀释倍数

抗体稀释倍数                  1 号兔                  2 号兔

250 500 1000 2000 4000 8000 250 500 1000 2000 4000 8000
500 2.609 2.536 2.414 2.289 1.699 1.267 2.542 2.553 2.478 2.172 1.627 1.129
1000 2.790 2.500 2.196 1.922 1.355 0.883 2.522 2.395 2.178 1.682 1.066 0.622
2000 2.397 2.055 1.591 1.264 0.825 0.572 2.256 2.004 1.576 1.099 0.588 0.385
4000 1.775 1.494 1.123 0.814 0.532 0.361 1.710 1.445 0.998 0.658 0.378 0.243
8000 1.140 0.796 0.603 0.442 0.282 0.183 1.005 0.828 0.529 0.330 0.205 0.139

16000 0.649 0.492 0.339 0.246 0.165 0.117 0.568 0.450 0.320 0.195 0.144 0.125
32000 0.421 0.279 0.206 0.157 0.110 0.085 0.315 0.247 0.176 0.146 0.090 0.087
64000 0.208 0.184 0.150 0.105 0.088 0.077 0.195 0.166 0.123 0.100 0.086 0.093

表 2 免疫血清的效价

Table 2   Titer of antiserum

对分子质量的产物出现且有一定含量。对于蛋白偶联产

物，利用紫外光谱对其进行扫描，通过产物和 CMG 以

及两种蛋白标准品图谱的对比，发现明显的紫外吸收峰

偏移，证明在结构上已经完成偶联。

免疫检测手段：对已合成好的偶联产物进行方法学

实验，对新西兰大白兔进行免疫，提取血清后进行

E L I S A 检测，通过和阴性血清的对比，其光密度值远

高于阴性血清的光密度值，区别较明显，由此可以证

明该抗原能够成功刺激动物免疫系统产生抗体。
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图 5  CMG-OVA 偶联的紫外图谱

Fig.5   UV-visible spectrum of CMG-OVA conjugate
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尤其在 300nm 以后，BSA 的吸光度趋向于 0，而偶联物

仍然具有光吸收，且在 320nm 特征吸光度处出现与代谢

物半抗原相似的吸收峰，根据叠加原理可知，代谢物

半抗原与 OVA 成功偶联。


