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酸性红 73 多克隆抗体的制备及其应用
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摘 要 在酸性红 73 分子的羟基上引入一个带有羧基的“间隔臂”，采用 N-羟基琥珀亚胺活性酯法将酸性红

73 分别与牛血清白蛋白( BSA) 、卵清蛋白( OA) 偶联，合成免疫原和包被原，经免疫新西兰白兔获得多克隆抗

体，所得抗体最大效价可达 2． 56 × 105，建立了酸性红 73 的间接竞争 ELISA 检测方法。本方法的半数抑制浓

度( IC50 ) 为 181． 2 !g /L，检出限( LOD) 为 7． 9 !g /L。交叉反应实验表明，除苏丹红 3 号( 1． 13% ) 外，抗 AR73
抗体与其它竞争物均无交叉反应。在虾仁中的空白添加回收率为 63． 5% ～ 90． 7%，RSD ＜ 6． 8%。说明本方

法可用于虾仁中酸性红 73 的残留检测。
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1 引 言

酸性红 73( Acid red 73，AR73) ，俗称酸性大红 GR，是一种化学合成的偶氮盐类染料，主要用于羊

毛、丝织物及纸张、皮革的染色，还可用于塑料、电化铝、水泥的着色和染发产品之中。AR73 以致癌物

质———对氨基偶氮苯为中间体，有中等毒性，强致癌性。2011 年欧洲委员会已将 AR73 列为禁用染发剂

原料［1］。AR73 能与人血清蛋白( HSA) 、DNA 结合，与其竞争具有重要生理功能的生物分子［2，3］。另外，

AR73 分子结构上有两个磺酸基，有报道称含硫染料具有遗传毒性［4］。AR73 工业废水分解的有毒物质

会危害到水生生物及动植物，因此，德国将其污染水的等级列为 3 级( WGK Germany 3) 。目前，已建立

了多种处理废水中 AR73 的方法［5 ～ 8］。由于 AR73 染色效果好、不易褪色，有被非法添加于虾、肉等食品

的蒸煮过程中的案例［9］，从而造成 AR73 的残留。关于虾仁中 AR73 染料的反向高效液相色谱法已有

报道［10］，但尚未有 AR73 免疫学检测技术的相关报道。本研究通过分析 AR73 的化学结构，设计并合成

了 AR73 的完全抗原，建立了 AR73 染料的 ELISA 快速检测技术，对保障食品安全具有重要意义。

2 实验部分

2． 1 仪器、试剂与实验动物

酶联免疫检测仪、通用型电泳仪 164-5070 及凝胶成像系统( 美国 BIO-RAD 公司) ; 高速冷冻离心机

( 德国 Eppendorf 公司) ; DU-800 紫外 /可见光分光光度计( 美国 Beckman Coulter 公司) ; 超纯水仪( 法国

Millipore 公司) ; 90-2 型恒温磁力搅拌器( 上海青浦沪西仪器厂) ; 恒温培养箱( 上海齐欣科学仪器公

司) ; 96 孔可拆酶标板( 美国 Costar 公司) 。
酸性红 73 标准品( 日本 TCI 公司) ; 牛血清白蛋白( BSA，J＆K 公司) ; 卵清白蛋白( OA) 、弗氏佐剂，

明胶、邻苯二铵( Sigma 公司) ; 辣根过氧化物酶标记羊抗兔 IgG( HRP-IgG，上海生工生物公司) ; 其它试

剂均为 AR 或 GR，购于成都科龙化工试剂厂。
3 只健康成年新西兰大白兔，购自四川大学华西医学院实验动物中心。

2． 2 实验方法

2． 2． 1 人工抗原的合成与鉴定 将 AR73 与琥珀酸酐反应，在 AR73 分子上引入一个带羧基的“间隔

臂”，与 N-羟基琥珀亚胺( NHS) 、N，N-二环己基碳二亚胺( DCC) 反应，生成活泼的酸酐中间体，羧基被

活化，与蛋白质的氨基反应生成酰胺键，从而与蛋白载体偶联，其合成路线如图解 1 所示( Protein 为载
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图解 1 AR73 的偶联过程

Scheme 1 Synthetic process of acid red 73 ( AR73) conjugates

体蛋白 BSA 或 OA) 。
( 1) 称取 1． 2 g AR73，加入 10 mL 吡啶，完全溶解后，加入 1． 6 g 琥珀酸酐和 20 mg 4-二甲氨基吡啶

( DMAP) ，在 80 ℃水浴搅拌 3 h; 冷却至室温，调至 pH 3 ～ 4，在 4 ℃静置过夜; 以冰异戊醇重结晶 3 次，

抽滤，真空干燥，即得粗制酸性红 73-半琥珀酸酯( AR73-HS) ，回收率为 38． 6%。( 2) 称取 56 mg AR73-
HS，溶于 1 mL 二甲基甲酰胺( DMF) 中，加入 20 mg NHS 和 40 mg DCC，在室温下搅拌活化过夜; 取上清

液缓慢滴加于 3 mL 含有 65 mg BSA 的 PBS 缓冲液中，在 4 ℃低速搅拌过夜。( 3) 将反应液装入处理后

的透析袋中，在 4 ℃ 用生理盐水搅拌透析 5 d，换液 10 次，即得酸性红 73-半琥珀酸酯-牛血清白蛋白

( AR73-HS-BSA) ，用作免疫原，"20 ℃冻存。将 BSA 换成 OA，以同种方法即得酸性红 73-半琥珀酸酯-
卵清蛋白( AR73-HS-OA) ，用作包被原。包被原和免疫原分别通过紫外光谱与 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电

泳( SDS-PAGE) ［11］进行鉴定。
2． 2． 2 多克隆抗体的制备 选取 3 只健康纯种新西兰大白兔，免疫前采血作阴性对照。在兔皮内多点

注射，免疫剂量为 1 mg /只，以皮下多点注射方式加强免疫 4 次。抗血清以饱和硫酸铵法纯化，粗提 IgG
组分。
2． 2． 3 间接竞争 ELISA 方法的建立及样品提取 采用方阵滴定法确定包被原和免疫原的最佳工作浓

度，以此建立对 AR73 的间接竞争 ELISA 检测方法［12］; 将 AR73 分别换成同等系列浓度的苏丹红 3 号、
番红花红、苯酚红、刚果红、碱性品红进行检测。将无竞争物时的 OD 值作为 B0 值，各浓度抑制时的 OD
值作为 B 值，以 B /B0 为纵坐标，各竞争物浓度的对数( lgC) 为横坐标，绘制竞争抑制曲线。将产生 50%
和 20%抑制时的竞争物浓度定义为本方法对竞争物的半数抑制浓度( IC50 ) 和检出限( LOD) ，交叉反应

率( CR) 按 AR73 IC50与竞争物 IC50 的百分比计算。
2． 2． 4 样品的制备提取 选用已知未添加 AR73 染料的虾仁作为空白样品，添加 AR73 染料的标准品

( 添加浓度为 10，30 和 100 ng /g) ，用乙醇-氨水-水( 7∶ 3∶ 1，V /V) 的混合液提取［10］，并进行空白样品的

标准添加回收实验，评价本方法的准确性。

3 结果与讨论

3． 1 酸性红 73 的半抗原与偶联物

AR73 是小分子物质( 分子量为 556． 48) ，只有反应原性，没有免疫原性。本实验通过对 AR73 结构

上的羟基进行修饰，得到酸性红 73 的半抗原，以改进的活性酯法［13 ～ 15］与载体蛋白偶联制备成完全抗

原。偶联物在 274 和 512 nm 处含有 AR73( 500 nm) 与蛋白载体( 270 nm) 的特征峰( 图 1) ，这不仅证明

抗原与载体蛋白偶联成功，也可间接表明成功合成 AR73-HS。SDS-PAGE 结果显示，偶联物的条带比较

粗，且滞后于载体蛋白( 图 2) ，由此可以大致判定本方法具有较好的偶联效果。此外，在偶联、净化和透

析过程中，半抗原的红色始终存在，也说明半抗原与蛋白偶联成功。免疫原和包被原的浓度分别为 5．
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28 和4． 67 g /L，偶联比分别为 12∶ 1 和 13∶ 1［16］。

图 1 BSA，AR73-HS-BSA，AR73-HS 的紫外扫描图

Fig． 1 UV-scanning of BSA，AR73-hemisuccinate ( HS) -
BSA and AR73-HS

图 2 蛋白载体与偶联物的 SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳图

Fig． 2 SDS polyacrylamide gel electrophoresis map for
protein carrier and conjugates
1． BSA; 2． AR73-HS-BSA; 3． Ovalbumin ( OA) ; 4． AR73-HS-

OA．
3． 2 抗体效价及工作浓度的确定

采用间接竞争 ELISA 法筛选抗体血清的效价，在 OD492 nm /OD630 nm处进行双波长扫描［17，18］。结果表

明，3 只兔子抗体血清的效价均在 1． 28 × 105 以上; 在同等条件下，2 号兔的血清效价可高达 2． 56 × 105，

故选其进行后续实验。包被原和抗体最佳稀释倍数分别为 3． 2 × 104 和 8． 0 × 103。

图 3 AR73 对抗 AR73 抗体的抑制曲线

Fig． 3 Inhibition curve of antibody for AR73

3． 3 间接竞争 ELISA 方法的特异性检测

根据 2． 2． 3 节方法建立的竞争抑制曲线见图 3。
B /B0 与 lgC 之间的线性方程为 B /B0 = "21． 369lgC
+ 97． 312，R2 = 0． 9822。本方法对 AR73 的 IC50 为

181． 2 !g /L; 检出限为 7． 9 !g /L。
抗体对其它竞争物 IC50 的计算方法与 AR73 一

致。经计算，抗 AR73 抗体与刚果红、苯酚红、番红花

红、碱性品红几乎不存在交叉反应，但与苏丹红 3 号

的交叉反应率为 1． 13% ( 表 1 ) 。这是由于 AR73 的

化学结构与苏丹红 3 号极为相似所造成的。尽管如

此，实验结果仍能够说明抗 AR73 抗体具有较好的特

异性，而且也可为食品中 AR73 与苏丹红类染料的多

残留检测提供了参考。

表 1 抗血清与几种抑制物的交叉反应率
Table 1 Cross-reactivity of anti- serum with some competitors

酸性红 73
Acid red 73

苏丹红 3 号
Sudan red 3

刚果红
Congo red

苯酚红
Phenol red

番红花红
Safranine

碱性品红
Basic fuchsin

IC50 181． 2 1． 59 × 104 4． 58 × 105 － － －

交叉反应率
Ratio of cross-reaction

( % )
100 1． 13 0． 03 － － －

检出限 LOD
( !g /L) 7． 9 － － － － －

－ : 未检出 ( Not determined) 。

3． 4 样品的 ELISA 检测

分别按 10，30 和 100 ng /g 的浓度在空白虾仁中添加 AR73 染料，用本方法进行检测。结果表明

( 表 2) ，3个添加水平的样品回收率为63． 5% ～90． 7%，RSD ＜6． 8%，说明本方法准确度高，重复性好，可
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实现虾仁中 AR73 染料的快速筛选。
本方法不需要昂贵的仪器和复杂的样品提取

过程，具有廉价、灵敏、快速等优点，也为下一步将

要进行的抗酸性红 73 单克隆抗体的制备、研制快

速检测酸性红 73 的免疫试剂盒奠定了基础。

表 2 AR73 在空白虾仁中的添加回收率
Table 2 Recoveries of AR73 from blank shrimps

添加值
Added

( ng /g)

测定值
Found

( ng /g，n = 6)

Recovery
( % ，n = 6)

RSD
( % ，n = 6)

10 6． 34 63． 5 6． 8
30 23． 1 77． 1 5． 0
100 90． 7 90． 7 3． 3
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Preparation and Application of Acid Red 73 Polyclonal Antibody

CHANG Xiang-Cai1，YANG Xiao-Nong* 1，SONG Ding-Zhou1，LIU Qian1，

YU Xue-Hui1，CHENG Jiang2，HUANG Wei1
1 ( College of Life Science and Technology，Southwest University for Nationalities，Chengdu 610041，China)

2 ( Sichuan Province Institute of Veterinary Drug Control，Chengdu 610041，China)

Abstract Connecting the hydroxyl of acid red 73 ( AR73 ) molecule with a " spacer arm" containing a
carboxyl as hapten，and the hapten was conjugated to bovine serum albumin ( BSA) or ovalbumin ( OA) by
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using N-hydroxysuccinimide active ester method as immunogen and coating antigen respectively，the polyclonal
antibody titer was 2． 56 × 105 through immunization of New zealand white rabbits，then an indirect ELISA
procedure for the determination of acid red 73 was established． The half of inhibition concentration ( IC50 ) was
181． 2 !g /L，the limit of detection for acid red 73 was 7． 9 !g /L，and the cross-reactivity study showed that
the polyclonal antiserum was highly specific to AR73，and no cross-reactivity was detected between the
obtained polyclonal antiserum and the other competitors except to Sudan red Ⅲ ( 1． 13% ) ． The recoveries
from the standards fortified blank samples were in the range of 63． 5% －90． 7% with RSD lower than 6． 8% ．
The developed method can be used to determine the acid red 73 residue in shrimps，and can help to prepare
the monoclonal antibody and develop the rapid test kits for acid red 73．
Keywords Acid Red 73; Acid Red GR; Polyclonal antibody; Active ester method
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