
(19)中华人民共和国国家知识产权局

(12)发明专利

(10)授权公告号 

(45)授权公告日 

(21)申请号 201710158823.0

(22)申请日 2017.03.17

(65)同一申请的已公布的文献号 

申请公布号 CN 106967140 A

(43)申请公布日 2017.07.21

(73)专利权人 海南大学

地址 570228 海南省海口市人民大道58号

(72)发明人 韩谦　赵洪伟　兰坚强　范咏梅　

刁晓平　

(74)专利代理机构 深圳市千纳专利代理有限公

司 44218

代理人 李平

(51)Int.Cl.

C07H 17/08(2006.01)

C07H 1/00(2006.01)

C07K 14/765(2006.01)

C07K 14/77(2006.01)

C07K 14/795(2006.01)

C07K 16/44(2006.01)

G01N 33/535(2006.01)

G01N 33/52(2006.01)

(56)对比文件

CN 1811438 A,2006.08.02,

CN 1811440 A,2006.08.02,

CN 104387431 A,2015.03.04,

宋娟，等.半抗原的设计、修饰及人工抗原的

制备.《分析化学评述与进展》.2010,第38卷(第8

期),

审查员 耿元硕

 

(54)发明名称

一种多杀菌素半抗原及其制备方法和应用

(57)摘要

本发明公开了一种半抗原及其制备方法和

应用，具体涉及一种多杀菌素半抗原。本发明还

公开了所述多杀菌素半抗原的制备方法及其应

用。本发明提供的多杀菌素半抗原既最大程度地

保留了多杀菌素的化学结构，又通过化学合成改

造引入了可以与蛋白质偶联的-COOH，合成方法

简单，产物纯度、得率较高；用该半抗原作为原料

制备适于动物免疫的抗原体系，免疫动物后所得

抗体效价、特异性、亲和力均较好，可用于制备酶

联免疫试剂盒；该试剂盒操作简单、检测成本低、

检测方法高效、准确、快速，可同时检测大批量的

样本，适于动物源性食品中多杀菌素残留的现场

监控和大量样本的筛查。本发明的多杀菌素半抗

原在多杀菌素的检测中发挥重要作用。
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1.一种多杀菌素半抗原，其特征在于，其分子结构式为：

2.一种如权利要求1所述的多杀菌素半抗原的制备方法，其特征在于，包括以下步骤：

步骤1，取多杀菌素，加入0.8-1 .2N硫酸中，75-85℃反应完全，纯化，得到C-17-多杀菌

素，其分子结构式如式(2)所示，其中多杀菌素、硫酸的用量比为：1g︰10-20mL；

步骤2，取C-17-多杀菌素，加入二氯甲烷溶解，加入丁二酸酐、4-二甲氨基吡啶，室温反

应完全，纯化，得到权利要求1所述的多杀菌素半抗原，其中，C-17-多杀菌素、丁二酸酐和4-

二甲氨基吡啶的用量比为：600mg︰100-750mg︰12.2-122mg，

3.一种多杀菌素抗原，其特征在于，由权利要求1所述的多杀菌素半抗原与载体蛋白偶

联得到，其分子结构式为：

4.一种制备如权利要求3所述的多杀菌素抗原的方法，其特征在于，包括以下步骤：

权　利　要　求　书 1/2 页

2

CN 106967140 B

2



步骤a，取权利要求1所述的多杀菌素半抗原，加入无水二甲基甲酰胺混匀后，加入二环

己基碳二亚胺和N-羟基琥珀酰亚胺，室温反应过夜，其中，多杀菌素半抗原、二环己基碳二

亚胺和N-羟基琥珀酰亚胺的用量比为：0.09mmol︰0.09-0.18mmol︰0.09-0.18mmol；

步骤b，离心，取溶液，将溶液缓慢加入载体蛋白溶液中，所用载体蛋白的量按照半抗原

与载体蛋白的摩尔比15-40︰1计；

步骤c，反应完全后，透析，得到多杀菌素抗原。

5.一种多杀菌素抗体，其特征在于，由权利要求3所述的多杀菌素抗原免疫动物制备得

到。

6.由权利要求5所述的多杀菌素抗体制备的多杀菌素酶联免疫试剂盒。

7.权利要求1所述的多杀菌素半抗原或权利要求3所述的多杀菌素抗原在制备多杀菌

素抗体中的应用。

8.权利要求5所述的多杀菌素抗体或权利要求6所述的多杀菌素酶联免疫试剂盒在检

测动物源性食品中多杀菌素残留的应用。
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一种多杀菌素半抗原及其制备方法和应用

技术领域

[0001] 本发明涉及一种半抗原及其制备方法和应用，尤其涉及一种多杀菌素半抗原及其

制备方法和应用。

背景技术

[0002] 多杀菌素(Spinosad)是从土壤放线菌刺糖多孢菌(Saccharopolyspora  spinosa)

分离出来的一种广谱杀虫剂，具有杀虫活性高，易降解、对有益生物毒性低等优点，在世界

范围内被广泛应用于多种农作物害虫的防治，而多杀菌素残留超标可能会影响食品安全以

及环境安全，因此迫切需要建立灵敏度高，特异性强，简便易行的多杀菌素检验方法。

[0003] 多杀菌素检测方法包括高效液相色谱法、酶联免疫测定法。高效液相色谱法精确

可靠、灵敏度高，检测极限可达到0.01μg/g，但前处理步骤多，回收率偏低。酶联免疫测定具

有灵敏度高、特异性强、对仪器设备和人员素质要求低以及样品前处理简单等优点，适于现

场监控和大规模样品筛选。

发明内容

[0004] 本发明的目的是提供一种多杀菌素半抗原及其制备方法和应用。

[0005] 本发明的第一个方面是提供一种多杀菌素半抗原，其分子结构式为：

[0006]

[0007] 本发明的第二个方面是提供一种如本发明第一个方面所述的多杀菌素半抗原的

制备方法，包括以下步骤：步骤1，取多杀菌素，加入0.8-1.2N硫酸(H2SO4)中，75-85℃反应完

全，纯化，得到C-17-多杀菌素，其分子结构式如式(2)所示，其中多杀菌素、硫酸的用量比

为：1g︰10-20mL；步骤2，取C-17-多杀菌素，加入二氯甲烷溶解，加入丁二酸酐、4-二甲氨基

吡啶，室温反应完全，纯化，得到权利要求1所述的多杀菌素半抗原，其中，C-17-多杀菌素、

丁二酸酐和4-二甲氨基吡啶的用量比为：600mg︰100-750mg︰12.2-122mg，
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[0008]

[0009] 优选地，上述步骤(1)中，硫酸的浓度为1N。

[0010] 优选地，上述步骤(1)中，杀菌素、硫酸的用量比为：1g︰12-18mL，更优选为1g︰

15mL。优选地，上述步骤(2)中，C-17-多杀菌素、丁二酸酐和4-二甲氨基吡啶的用量比为：

600mg︰400-750mg︰80-122mg，更优选为：600mg︰750mg︰122mg。

[0011] 本发明的第三个方面是提供一种多杀菌素抗原，由本发明第一个方面所述的多杀

菌素半抗原与载体蛋白偶联得到，其分子结构式为：

[0012]

[0013] 本发明的第四个方面是提供一种制备如本发明第三个方面所述的多杀菌素抗原

的方法，包括以下步骤：步骤a，取权利要求1所述的多杀菌素半抗原，加入无水二甲基甲酰

胺(DMF)混匀后，加入二环己基碳二亚胺(DCC)和N-羟基琥珀酰亚胺(NHS)，室温反应过夜，

其中，多杀菌素半抗原、二环己基碳二亚胺和N-羟基琥珀酰亚胺的用量比为：0.09mmol︰

0.09-0.18mmol︰0.09-0.18mmol；步骤b，离心，取溶液，将溶液缓慢加入载体蛋白溶液中，所

用载体蛋白的量按照半抗原与载体蛋白的摩尔比15-40︰1计；步骤c，反应完全后，透析，得

到多杀菌素抗原。

[0014] 优选地，上述步骤a中，多杀菌素半抗原、二环己基碳二亚胺和N-羟基琥珀酰亚胺

的用量比为：0.09mmol︰0.12mmol︰0.12mmol。

[0015] 本发明的第五个方面是提供一种多杀菌素抗体，由本发明第三个方面所述的多杀

菌素抗原免疫动物制备得到。

[0016] 本发明的第六个方面是提供由本发明第五个方面所述的多杀菌素抗体制备的多

杀菌素酶联免疫试剂盒。

[0017] 本发明的第七个方面是提供本发明第一个方面所述的多杀菌素半抗原或本发明
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第三个方面所述的多杀菌素抗原在制备多杀菌素抗体中的应用。

[0018] 本发明的第八个方面是提供本发明第五个方面所述的多杀菌素抗体或本发明第

六个方面所述的多杀菌素酶联免疫试剂盒在检测动物源性食品中多杀菌素残留的应用。

[0019] 本发明提供的多杀菌素半抗原既最大程度地保留了多杀菌素的化学结构，又通过

化学合成改造引入了可以与蛋白质偶联的-COOH，合成方法简单，纯度、产率较高；用该半抗

原作为原料，制备适于动物免疫的抗原体系免疫动物，所得抗体的效价、特异性、亲和力都

比较好；所得的抗体用于酶联免疫试剂盒，使用方便、检测成本低、检测方法高效、准确、快

速、可同时检测大批量的样本，适于动物源性食品中多杀菌素残留的现场监控和大量样本

的筛查。本发明的多杀菌素半抗原在多杀菌素的检测中发挥重要作用。

附图说明

[0020] 图1为多杀菌素半抗原合成路线图。

[0021] 图2为多杀菌素半抗原核磁共振碳谱图。

[0022] 图3为多杀菌素ELISA标准曲线。

具体实施方式

[0023] 下面结合具体的实施例来进一步阐述本发明。应理解，这些实施例仅用于说明本

发明，而不用来限制本发明的范围。

[0024] 实施例1：多杀菌素半抗原的合成

[0025] 步骤1：

[0026] 称取1g即1.37mmol多杀菌素于50ml茄型烧瓶中，溶解于30ml  1N硫酸中，加热至80

℃，磁力搅拌反应，TLC板监测反应完成(展开剂为乙酸乙酯︰石油醚＝7︰3)；用50ml稀硫酸

洗涤沉淀，加入30ml二氯甲烷溶解，转移至分液漏斗，用饱和氯化钠溶液洗涤两次，收集有

机相；用无水硫酸钠干燥后，过滤旋干溶剂，经200-300目硅胶柱层析纯化得到半抗原中间

体，洗脱剂为乙酸乙酯︰石油醚，体积比为7︰3，得率为71.4％。

[0027] 步骤2：

[0028] 称取600mg半抗原中间体于棕色瓶中，加入750mg丁二酸酐与122.2mg  4-二甲氨基

吡啶，溶于20ml二氯甲烷中，室温搅拌，TLC板监控至反应完全(展开剂为乙酸乙酯︰二氯甲

烷︰醋酸＝7︰3︰0.1)；氮气吹干后，用50ml乙酸乙酯溶解沉淀，并用饱和氯化铵溶液洗涤两

次，再用20ml乙酸乙酯反提水相，合并有机相，用无水硫酸钠干燥后，过滤旋干溶剂，经经

200-300目硅胶柱层析纯化得到半抗原，洗脱剂为乙酸乙酯︰二氯甲烷︰醋酸，体积比为7︰3︰

0.1，得率为80％。

[0029] 实施例2：多杀菌素半抗原的鉴定

[0030] 取上述实施例1的产物经核磁共振氢谱和碳谱测定，核磁共振数据如下，说明半抗

原合成成功：

[0031] 1H  NMR(500MHz,CD3OD)δ7.09(s ,1H) ,5.93(d ,J＝9.8Hz,1H) ,5.86(dt,J＝9.8,

2 .8Hz ,1H) ,5 .03–4 .95(m ,1H) ,4 .87(d ,J＝1.7Hz ,2H) ,4 .70–4 .61(m ,1H) ,4 .34(dd ,J＝

12.7 ,7 .1Hz,1H) ,3.60–3.52(m ,3H) ,3.52(s ,3H) ,3.48–3.44(m ,9H) ,3.43(t,J＝3.3Hz,

1H) ,3 .35(s ,6H) ,3 .08(dt ,J＝18.8,7 .2Hz ,2H) ,2 .98-2 .96(m ,1H) ,2.91–2 .83(m ,1H) ,
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2.64–2.58(m ,4H) ,2.47(dd ,J＝13.4,3.2Hz,1H) ,2.41–2.30(m ,1H) ,2.22–2.12(m ,1H) ,

2 .04–1 .93(m ,1H) ,1 .66–1 .27(m ,11H) ,1 .24(d ,J＝6.2Hz ,3H) ,1 .09(d ,J＝6.7Hz ,3H) ,

0.99–0.88(m,1H) ,0.83(t,J＝7.5Hz,3H) .

[0032] 13C  NMR(126MHz ,MeOD)δ203 .44 ,175 .96 ,173 .93 ,173 .92 ,150 .37 ,145 .06 ,

130.66,129.74 ,97 .06,83.55,82.52,78.63,77 .96,77 .91 ,76.29,69.10,61 .14 ,59.15,

57 .72 ,51 .06 ,49 .85 ,47 .46 ,46 .72 ,42 .87 ,42 .55 ,38 .54 ,37 .44 ,35 .01 ,33 .58 ,31 .11 ,

30.27,29.84,29.28,22.34,18.13,16.45,9.62.

[0033] 实施例3：多杀菌素抗原

[0034] 向0.09mmol所述琥珀酰基多杀菌素半抗原中加入0.6ml的无水DMF，混匀后，加入

0.12mmol的DCC和0.12mmol的NHS活化半抗原上的羧基基团，搅拌反应过夜后，离心去沉淀，

将溶液平均分为三份，分别逐滴加入到不同的载体蛋白溶液中，所述载体蛋白为BSA，OVA，

KLH等，所述溶解蛋白的缓冲液为碳酸盐缓冲液或硼酸盐缓冲液，所用蛋白的量按照半抗原

与蛋白的摩尔比15-40︰1计算。待羧基活化的半抗原与蛋白分子上的氨基偶联反应过夜后，

将反应液转移到半透膜中，使用10mM的pH7.2的PBS缓冲液于4℃透析3-5天，得到包被原，经

紫外鉴定，多杀菌素半抗原与载体蛋白偶联成功。将透析完毕的溶液按照所用载体蛋白的

量用PBS稀释成1mg/ml。

[0035] 实施例4：抗血清制备

[0036] 将1mg/ml的多杀菌素-KLH或多杀菌素-BSA作为免疫原与等体积的弗氏佐剂混合

搅拌乳化，首次免疫用弗氏完全佐剂，以后免疫使用弗氏不完全佐剂，每间隔10至15天对小

鼠免疫一次，第三次免疫后小鼠眼眶采血检测血清效价和抗体特异性。

[0037] 实施例5：血清效价及抗体特异性检测

[0038] 将1mg/ml的多杀菌素-OVA包被原使用碳酸盐缓冲液稀释合适的倍数后，加入到96

孔酶标板中于37℃包被3小时，将多杀菌素标准品使用样品稀释液(PBS中含有0.1％的吐温

20和明胶)稀释后，每孔加入50ul，以样品稀释液作为非抑制孔对照，随后加入经过样品稀

释液稀释合适倍数的血清，于37℃温浴30min后，洗脱，再加入羊抗鼠酶标二抗反应30min，

洗脱酶标二抗后，加入含有OPD或TMB的底物缓冲液显色5-10min，于酶标仪检测OD值。

[0039] 本发明以多杀菌素-OVA作为包被原，多杀菌素-KLH作为免疫原所获得的抗血清，

所建立的ELISA标准曲线如图3所示，抑制中浓度为287ng/ml。

[0040] 以上对本发明的具体实施例进行了详细描述，但其只是作为范例，本发明并不限

制于以上描述的具体实施例。对于本领域技术人员而言，任何对本发明进行的等同修改和

替代也都在本发明的范畴之中。因此，在不脱离本发明的精神和范围下所作的均等变换和

修改，都应涵盖在本发明的范围内。
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图1
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图2

图3
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半抗原。本发明还公开了所述多杀菌素半抗原的制备方法及其应用。本
发明提供的多杀菌素半抗原既最大程度地保留了多杀菌素的化学结构，
又通过化学合成改造引入了可以与蛋白质偶联的‑COOH，合成方法简
单，产物纯度、得率较高；用该半抗原作为原料制备适于动物免疫的抗
原体系，免疫动物后所得抗体效价、特异性、亲和力均较好，可用于制
备酶联免疫试剂盒；该试剂盒操作简单、检测成本低、检测方法高效、
准确、快速，可同时检测大批量的样本，适于动物源性食品中多杀菌素
残留的现场监控和大量样本的筛查。本发明的多杀菌素半抗原在多杀菌
素的检测中发挥重要作用。
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