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头孢噻呋人工牛血清抗原的合成
与原子力显微镜鉴定
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摘 要: 采用 N-羟基琥珀酰亚胺与双环己基碳酰二亚酰胺联用的方法将兽药头孢噻呋与牛血清白蛋白偶联，

得到头孢噻呋人工牛血清抗原。通过十二烷基硫酸钠 － 聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS － PAGE)、电喷雾质谱

(ESI MS)证实头孢噻呋人工牛血清抗原合成成功，计算得到头孢噻呋与牛血清蛋白的结合比约为 8，并首次

尝试将原子力显微镜(AFM)应用于头孢噻呋人工牛血清抗原的表征。
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Synthesis of Ceftiofur Artificial Bovine Serum Albumin Antigen and Its
Identification by Atomic Force Microscope
ZHANG Chong，WANG Jian-hua* ，WANG Cong-zhou

( Bioengineering College of Chongqing University，Chongqing 400044，China)

Abstract: The ceftiofur artificial antigen was synthesized by conjugating ceftiofur to BSA with n-
hydroxysuccinimide and N，N-dicyclohexyl carbodiimide． The synthesis product was characterized by
the traditional sodium lauryl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis ( SDS － PAGE) and electros-
pray ionization mass spectrometric ( ESI MS) method． The result showed that the ceftiofur artificial
bovine serum albumin antigen was succesfully prepared and the binary complex ratio of ceftiofur to
BSA was about 8． Herein，atomic force microscope( AFM) was firstly used to characterize the ceftio-
fur artificial antigen．
Key words: ceftiofur; artificial antigen; atomic force microscope( AFM)

头孢噻呋( Ceftiofur，CEF) 是首个动物用头孢类抗生素，主要用于治疗牛、羊、猪、禽等动物的细

菌性疾病，在兽医临床上的应用非常广泛，因此其食品中的残留问题也日益受到关注。目前检测头孢

噻呋残留的常用方法有紫外分光光度法、高效液相色谱法等［1］，但这些方法或操作复杂，或分析成本

较高、耗时长。免疫分析是以抗原与抗体特异性结合为基础的分析技术，具有选择性强、灵敏度高、
操作简单、适于大量样品快速筛选和检测的特点，是较理想的兽药残留分析检测手段。目前几乎所有

重要的兽药都已建立或尝试建立免疫测定方法［2］。稳定的、具有良好免疫原性的头孢噻呋人工抗原的

合成是应用免疫分析检测头孢噻呋残留的前提和重要步骤。
人工抗原的合成主要包括半抗原的设计、载体选择和半抗原与载体的偶联等步骤［3］。其表征方法

主要有紫外光谱、聚丙烯酰胺凝胶电泳、基质辅助激光解析飞行时间质谱等。相对于以上传统方法，

原子力显微镜( AFM) 由于具有较高的分辨率( 横向分辨率达 0. 5 ～ 1 nm，纵向分辨率达 0. 1 ～ 0. 2 nm) 和

二维、三维成像能力，可在分子水平上研究样品的物理化学特性，并能够在近生理环境以及原位液态

环境下实时观测样品［4］。本文采用原子力显微镜对人工抗原微观层面进行了研究。通过 N-羟基琥珀酰

亚胺与双环己基碳酰二亚酰胺联用的方法将兽药 CEF 与牛血清白蛋白( BSA) 偶联，得到 CEF － BSA 抗

原; 根据 ESI-MS 谱获得 BSA 与 CEF － BSA 的分子量以及 CEF 与 BSA 的结合比; 并采用 AFM 进一步考

察了 BSA 与 CEF － BSA 的形貌图、三维立体图和均方根糙度。研究结果表明，AFM 图可更加直观和全
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面地展现人工抗原的表面特性。

1 实验部分

1. 1 材料与仪器

头孢噻呋( 98%，齐鲁制药) ; 牛血清白蛋白( BSA) 、环己基碳酰二亚酰胺( DCC) 、1-乙基-3-( 3-二
甲基氨基丙基) － 碳化二亚胺盐酸盐( EDC) 、N-羟基琥珀酰亚胺( NHS) 、16-巯基棕榈酸( MHA) 均为

Sigma Aldrich Chemical 产品; 考马斯亮蓝 R-250( Sigma 公司) ; 磷酸盐缓冲液( PBS，Merck 公司) : 140
mmol /L NaCl，3 mmol /L KCl，pH 7. 4; 乙醇( 优级纯，Merck) ; 超纯水( 电阻率为 18. 2 MΩ，Millipore
纯化水系统) ; 其他试剂均为国产分析纯。

35 mm 透析袋( 截留分子量 14 000，百灵威化学技术有限公司) ，KQ-50DB 型数控超声波清洗器

( 昆山 市 超 声 仪 器 有 限 公 司) ，GS-800 Calibrated Densitometer 扫 描 仪 ( 上 海 百 维 生 物 有 限 公 司) ，

DYCZ-28A型电泳槽、电泳仪( 北京六一仪器设备厂) ，Flexi － Dry 型冷冻干燥机( 美国 FTS 公司) ，串联

质谱用 Finnigan LCQDECA型质谱仪( 美国 Finnigan 公司) ，原子力显微镜( 本原 CSPM 5000 型 SPM) ; 1. 6
μm 扫描器; 商用 Si3N4 探针( 共振频率约为 250 kHz) 。

1. 2 头孢噻呋人工牛血清抗原( CEF － BSA) 的合成

准确称取头孢噻呋 31. 5 mg、NHS 16. 9 mg、DCC 45. 0 mg，依次加入 3 mL 二氯甲烷中，充氮气保

护，搅拌，室温下反应 8 h，反应结束后氮气吹干，以 5 mL PBS 洗涤得溶液 A; 称取 BSA 50 mg，溶于

5 mL PBS，得溶液 B。4 ℃搅拌条件下向溶液 B 中每 20 min 滴加 1 mL 溶液 A，反应 5 h，反应液转入

透析袋，0 ～ 4 ℃下超声处理 30 min，于 PBS( pH 7. 4) 中透析 3 d，每 24 h 更换 1 次透析液并进行超声

处理。透析结束后将反应液转出， － 20 ℃冷冻，冻干得到 CEF － BSA，4 ℃保存备用。反应式如图 1。

图 1 CEF － BSA 的合成步骤

Fig. 1 Steps in preparation of CEF － BSA

1. 3 头孢噻呋人工牛血清抗原的鉴定

1. 3. 1 CEF －BSA 的聚丙烯酰胺凝胶电泳( SDS － PAGE) 鉴定 采用含量为 5%～ 15% 的线性梯度

胶，各取 BSA 和 CEF － BSA 8 μg 分别与等量缓冲溶液混合均匀后上样。基层胶电压 80 V，待指示剂移

至分离胶后，将电压升至 120 V，制剂室接近下端后关闭电源。20% 的三氯乙酸固定 0. 5 h，考马斯亮

蓝 R-250 染色 2 h 以上。用乙酸 － 乙醇 － 水( 1 ∶ 2 ∶ 7) 脱色，期间换液数次，直至背景干净。用 GS-
800 Calibrated Densitometer 扫描成像，Quantity One 软件进行条带分析和图像处理。
1. 3. 2 人工抗原的原子力显微镜鉴定 AFM 成像在 PBS 缓冲液环境下进行，工作模式为轻敲模式，

扫描范围设置为 1 μm ×1 μm，扫描频率为 2. 0 Hz。AFM 测试所得图像用 AFM 自带图像分析软件 Ima-
ger 4. 60 分析。

经处理的空白金片( 空白金片的前处理参照文献［5］) 浸入 Piranha 溶液( 体积比 3 ∶ 1 的 H2SO4 －
H2O2 ) 30 min 以除去表面的有机物。清洗后的金片在 1 mL 的 MHA 乙醇溶液中浸泡 24 h，自组装形成
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有序的 MHA 单分子膜，依次用无水乙醇、超纯水冲洗后于高纯氮气流中吹干。MHA 膜的羧基在 2 g /L
NHS 和 2 g /L EDC 的 PBS 溶液中活化 1 h 后成酯。控制温度在 4 ℃，活化后的 MHA 膜分别在 10 mg /L
的牛血清白蛋白和 CEF － BSA 的 PBS 溶液中反应 12 h。最后，将分别形成的 BSA 和 CEF － BSA 单分子

层保存在 4 ℃下并尽快测试［6］。
1. 3. 3 人工抗原结合比的电喷雾质谱测定 质谱条件: 电喷雾( ESI) 离子源，采用正离子扫描方式，

毛细管电压 4 500 V，干燥气( N2 ) 流速 4. 0 L /min，雾化气( N2 ) 流速 5. 0 L /min，干燥气温度 180 ℃，

质量扫描范围 m/z 50 ～ 3 000，进样方式为蠕动泵直接进样，流速 5 μL /min。
分别取 BSA、人工抗原适量，均采用甲醇 － 超纯水( 体积比 1 ∶ 1) 溶解。

2 结果与讨论

2. 1 头孢噻呋人工牛血清抗原的合成产率

冻干后，得 CEF － BSA 47. 2 mg。计算得到产物与反应物( 81. 5 mg) 的质量比为 57. 9%，该产率与

其他人工抗原的产率相近［7 － 8］。这是因为反应投样量少，经多次操作处理后损失较大，故产率较低。

图 2 CEF － BSA 及 BSA 的

SDS － PAGE 电泳图

Fig. 2 SDS － PAGE electrophoresis of
BSA and CEF － BSA

2. 2 CEF － BSA 与 BSA 的 SDS － PAGE 电泳图

CEF － BSA 及 BSA 的 SDS － PAGE 结果如图 2 所示，CEF －
BSA 电泳带迁移率明显低于其载体 BSA 的迁移率，说明 CEF －
BSA 的分子量大于 BSA 的分子量，证明偶联成功。由于反应不能

绝对均衡，每分子 BSA 结合的头孢噻呋分子数有波动，这也解释

了 CEF － BSA 电泳条带拖尾的现象。由图 2 可读出 CEF － BSA 分

子量约 70 ku，BSA 的分子量不易估计，但样品的标示分子量为

66 ku，可估算 BSA 与头孢噻呋的结合比约为 8。

2. 3 电喷雾质谱的测定结果

BSA 与 CEF － BSA 的电喷雾质谱图均为一系列多电荷峰( 见图

3) ，软件转化后得两者的分子量分别为 66 431 和 70 471。已知头

孢噻呋的分子量为 524，与 BSA 偶联后连接部位为 507，则 BSA
与头孢噻呋的结合比为 8 ( 70 471 ～ 66 431 /507≈8 ) 。所得 CEF －
BSA 符合杨利国等［9］推荐的最佳结合比范围( 5 ～ 20 ) ，具有较好

的免疫原性，适于经动物获得相应的单克隆抗体，建立兽药头孢

噻呋免疫分析程序。

图 3 BSA(A)和 CEF － BSA 的多电荷质谱图(B)

Fig. 3 Multiply charged ESI － MS chromatograms of BSA(A)and CEF － BSA(B)

2. 4 BSA 及 CEF － BSA 的二维形貌图、三维立体图及均方根糙度( Sq) 、高度分析

在轻敲模式下，悬臂以与其共振频率相近的频率振动，探针间歇地击打样品表面，对样品进行成

像扫描。当探针靠近样品时，其顶端的原子与样品表面原子间的作用力使悬臂的共振频率发生改变，

共振频率改变的信号经转化后，由 AFM 自带图像分析软件分析得出 BSA 和 CEF － BSA 的均方根糙度

( Sq) 分别为 1. 87 nm 和 1. 46 nm。
分别对 BSA 和 CEF － BSA 样品进行 AFM 扫描，获得两者的二维形貌图和三维图( 见图 4 ～ 5) ，其

图像尺寸为 1 000. 00 nm ×1 000. 00 nm。
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对比图 4 中 BSA 与 CEF － BSA 的二维形貌图可见，图 4A 中凸起的颗粒较完整，排列较疏松，图

4B 中凸起的颗粒大多数仅部分结构暴露于表面，排列相对紧密。产生这一现象的原因可能是: BSA 在

MHA 单分子表层形成均匀的单分子层［10］，并均匀地自组装于 MHA 膜表面，蛋白质分子间的空隙较

大。而偶联多个头孢噻呋分子后，蛋白质分子间的侧向空隙变小( 即偶联上的头孢噻呋分子填补了 BSA
分子之间的间隙) ，空间相对拥挤，因此相对图 4A，图 4B 颗粒暴露部分更小且排列更紧密。同时，偶

联上的头孢噻呋分子增加了 BSA 分子侧向的相互吸引，这也导致后者形貌图排列紧密，而且由于偶联

上的头孢噻呋分子填补了 BSA 分子之间的间隙，使得后者在表面形貌上相对平坦，沟壑较浅，其均方

根糙度降低。

图 4 BSA(A)和 CEF － BSA(B)的二维形貌图

Fig. 4 2D features of BSA(A) and CEF － BSA(B)

从 BSA 和 CEF － BSA 的三维立体图( 图 5) 中可观察到，两者人工抗原单分子层的最高高度( 包含

MHA 的高度) 分别为 11. 40 nm 和 12. 59 nm，差异明显。研究表明在保持两种样品制备、测试条件相同

的情况下，头孢噻呋分子与 BSA 的偶联会增加单分子层的三维高度，进一步佐证了 CEF 与 BSA 偶联

成功。

图 5 BSA(A)和 CEF － BSA(B)的三维立体图

Fig. 5 3D features of BSA(A)and CEF － BSA(B)

3 结 论

在近生理条件下采用 N-羟基琥珀酰亚胺与双环己基碳酰二亚酰胺联用的方法将兽药头孢噻呋与牛

血清白蛋白偶联，并通过 SDS － PAGE 和 ESI MS 证实头孢噻呋人工牛血清抗原合成成功，计算得头孢

噻呋与 BSA 的结合比为 8。AFM 观测显示 CEF － BSA 单分子层较 BSA 单分子层排列紧密，分子层层高

更高且具有较小的均方根糙度。两者在形态上有较大差异，因此 AFM 可为人工抗原的表征提供一个新

的选择。
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