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摘要：研究合成甲基苯丙胺抗原。在甲基苯丙胺分子上引入偶联官能团，以牛血清白蛋白（BSA）为载体蛋白，用戊二醛法偶

联合成了甲基苯丙胺抗原，并用红外光谱、紫外扫描、蛋白电泳以及胶体金免疫层析等方法进行检测。结果表明，每分子 BSA 连接

甲基苯丙胺分子数为 25；胶体金免疫层析检测结果显示合成抗原与抗体有特异性反应，具有活性。可在免疫检测中用作抗原的甲基

苯丙胺与蛋白偶联物。 
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Abstract: To synthesize the methamphetamine antigen for immunoassay. Functional group was introduced into methamphetamine and 

then methamphetamine antigen was synthesized by anhydride method using BSA as carrier protein. The reaction was monitored by FTIR, UV 

scanning, protein electrophoresis and GICA methods. Results: 25 molecules of methamphetamine were conjugated to one molecule of BSA. 

And the formed conjugate showed confirmed antigenic Activity. Methamphetamine antigen was successfully synthesized and could be used in 

immunoassay. 
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药物滥用正构成 21 世纪的全球性公害，给当今世

界带来了严重的灾害。在药物滥用中，合成药物的滥

用趋势增长明显，尤以苯丙胺类物质为首。“冰毒”，
即甲基苯丙胺（METH），是苯丙胺类物质的一种，在

苯丙胺的化学结构基础上改造而来的，属于国家规定

管制的人工合成精神药品，属于苯丙胺类兴奋剂，其

滥用程度日趋严重，数量日益增加[1~2]。在西方某些国

家，冰毒及其掺合物已经成为主要的滥用毒品，而且

有非常明显的增加趋势。在中国，自 1994 年国内首次

报道苯丙胺类物质以来，冰毒吸食者的数量有明显的

逐年增多之势[3]。1996 年联合国禁毒署在上海召开的

国际兴奋剂专家会议上，一致认为苯丙胺类物质将逐

步取代流行的鸦片、海洛因、大麻、可卡因等常用毒

品，成为 21 世纪全球范围滥用最为广泛的毒品。因此，

加强对苯丙胺类物质的滥用的控制和检测防治变得愈

加迫切。 
检测甲基苯丙胺有多种方法，包括薄层色谱法 
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（TLC）、高效液相色谱法[4~5]（HPLC）、气相色谱法

（GC）[6~7]、气相色谱/质谱法（GC/MS）[6~7]，免疫

分析法等[8]。前两种方法需要大量检测样品，检测灵

敏度及精密度均不高，后两者虽有较高的灵敏度和精

密度，但对检测样品的前处理要求高，步骤较多，另

外，仪器和设备本身的昂贵，使其难以推广使用。而

且这四种方法均难以开展现场检测，应用范围有限，

不适合于现场快速便捷检查。 
免疫分析法操作简便，需样量少，灵敏度高，特

异性强[9]，其中一种应用是胶体金试纸条的毒品检测，

能够提供方便快捷的现场检测，是近年来国际检测毒

品通用的初筛方法。 
免疫检测法建立的基础是要有相应的抗原，再利

用抗原制备出单克隆抗体，从而建立胶体金免疫法、

酶联免疫法、放射免疫法等免疫检测技术。 
目前，免疫检测中所用的抗原大部分来自进口，

国内仍未有规模化的研究。因此，系统性地研究抗原

合成具有现实的意义。 
在毒品的免疫检测中，抗原的合成是抗体制备和

建立免疫检测方法中最关键和最基本的步骤。近年来，
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我国在毒品和药物滥用检测方面相继有些报道，但这

方面仍处于缓慢发展阶段，而在对某类抗原的合成进

行有系统的研究，这方面的报道甚至更少，反观国外，

则已有相关的研究报道和专利。本文以甲基苯丙胺为

研究对象，进行有系统的抗原合成研究。所合成的抗

原经检测具有抗原性，可以以此抗原为基础，进行单

克隆抗体筛选，从而进行各类冰毒免疫检测方法的研

究。 

1  实验 

1.1  试剂 
甲基苯丙胺盐酸盐，省公安厅提供，牛血清白蛋

白（BSA，sigma），无水乙醇（光谱纯），戊二醛，

N-(4 溴丁基)邻苯二甲酰亚胺，三乙胺，三氯甲烷，水

合肼皆为分析纯，盐酸，NaOH 溶液，磷酸盐缓冲溶

剂（PBS，pH 7.2），电泳试剂，甲基苯丙胺抗体（美

国 Biological 公司）。 
1.2  仪器 

磁力搅拌器（85-1 型，江苏金坛市医疗仪器厂），

紫外分光光度计（Hitachi，U-3010 spectrophotometer），
高速冷度离心机（GL20-C 型，中科院武汉科学仪器

厂），垂直电泳槽（DYY-型，北京六一仪器厂），红外

光谱仪（MAGNA－IR760，Nicolt）。 
1.3  合成操作 
1.3.1  甲基苯丙胺半抗原合成 

称取 150 mg 甲基苯丙胺盐酸盐溶于蒸馏水中，

滴加 1 mol/L 的 NaOH 溶液，析出游离态的甲基苯丙

胺，三氯甲烷萃取，Na2SO4干燥，过滤，蒸发溶剂，

得到甲基苯丙胺。产物有强烈的胺臭味。 
将甲基苯丙胺溶于无水乙醇，加入 N-(4 溴丁基)

邻苯二甲酰亚胺-无水乙醇溶液，可适当加入三乙胺，

加热回流，薄层色谱法确认反应完全后，继续加入80%
水合肼，混合，加热回流。反应结束后，用盐酸酸化，

过滤，滤液用三氯甲烷萃取三次，真空抽滤，烘干，

得到半抗原 N-(4 胺丁基)甲基苯丙胺。 
1.3.2  甲基苯丙胺抗原合成 

称取 50 mg 半抗原和 BSA 分别溶于 PBS 中，低

温搅拌下混合，加入 1%~2%的戊二醛试剂，室温搅拌

至少10 h，反应液清晰透明。反应结束后，以4000 r/min
离心分离 10 min，上清液装入透析袋，pH 7.0 的 PBS
透析至少 24 h，8000 r/min 离心分离 10 min，取上层

清液得到甲基苯丙胺抗原溶液。 
1.4  结构测试 
1.4.1  红外光谱测试 

半抗原 N-(4 胺丁基)甲基苯丙胺以 KBr 压片，测

试用Nicolt 的MAGNA-IR760 型傅立叶变换红外光谱

仪作红外分析，扫描波数范围 4000~400 cm-1。 
1.4.2  紫外光谱测试 

BSA 和甲基苯丙胺以及甲基苯丙胺抗原配成溶

液后，用紫外可见光分光光度计（Hitachi，U-3010）
在 190~400 nm 测量最大吸收波长。 
1.4.3  电泳测试 

蛋白质电泳用聚丙烯酰胺凝胶电泳[10]，下胶用

10%聚丙烯酰胺，上胶用 5%聚丙烯酰胺，上样量 20 
μg。 
1.5  活性检测 

利用胶体金免疫层析法对合成抗原进行检测。用

喷膜机以 2 mm 宽度将合成的甲基苯丙胺抗原喷到

NC 膜上，以甲基苯丙胺单克隆抗体标记胶体金，结

合玻璃纤维纸及吸水纸，组装成试纸条[11]，对试纸条

进行检测。 

2  结果与讨论 

2.1  合成原理 
甲基苯丙胺分子量为 149，通常分子量低于 1000

的物质属于半抗原不具备免疫原性，不具有诱导机体

产生抗体的能力，须引入官能团与蛋白质进行偶联，

才能成为抗原，只有将它与蛋白质或其它高聚物结合

后才能刺激机体产生抗体。通过化学合成法，利用官

能团把甲基苯丙胺连接到载体上，这样才带有免疫原

性。 

 
图1 合成路线 

Fig.1 Synthesis route of methamphetamine-bovine serum 

albumin conjugates 

从甲基苯丙胺分子结构得知，它不带氨基或羧基，

必须使用化学法引入官能团，然后再与蛋白质连接，

才能得到甲基苯丙胺抗原。 
在甲基苯丙胺的结构上，有两个位点可以作为偶

联部位，仲氮位和苯环对位。仲氮带有一个氢原子，

氮原子有一对未用电子对，具有亲核性，以此为引入

点，通过与亲电官能团的结合，偶联蛋白。由于-CH3
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为推电子基团，单取代后活化苯环，使其容易发生二

次取代，取代位置为邻对位，以对位为主。 
不同位点与蛋白质偶联合成的抗原产生的抗体效

价及活性都有差别，这是因为不同位点偶联导致半抗

原分子暴露不同的空间结构。因而，在位点选择时应

以能突出半抗原的特征结构为佳，即分子簇。选择苯

环对位的位点，能够更充分的显现其特征结构。 
因此，本实验的合成路线如图 1[12]： 

2.2  结构分析 
2.2.1  甲基苯丙胺半抗原的结构分析 

合成得到的半抗原 N-(4 胺丁基)甲基苯丙胺经纯

化后的红外光谱图如图 2 所示。 

 
图2 半抗原红外吸收谱图 

Fig.2 Infrared absorption spectrogram of hapten 

由图 2 可见，在 3400 cm-1附近有一宽的峰，是

NH2伸缩振动的吸收峰，在 3000 cm-1左右有强烈的吸

收峰，由引入的 CH2链伸缩振动引起的。结果说明甲

基苯丙胺结构中成功接入－NH2基团。 
2.2.2  甲基苯丙胺抗原的结构分析 

将 BSA 和甲基苯丙胺以及甲基苯丙胺抗原分别

用紫外可见光分光光度计在 190~400 nm 波长下进行

紫外光谱扫描，结果如图 3 所示。 

 
图3 BSA,METH,METH-BSA紫外吸收光谱 

Fig.3 Ultraviolet absorption spectrogram of BSA, METH and 

METH-BSA 

从图中可以看出甲基苯丙胺在波长260 nm和220 
nm 处各有一个最大吸收峰，BSA 在波长 215 nm 和

285 nm 处各有一个最大吸收峰；而甲基苯丙胺抗原与

甲基苯丙胺及BSA有明显不同，抗原的吸收峰在BSA
的基础上有增加，稍高于甲基苯丙胺，在 260 nm 处

抗原的吸收值高于 BSA 相应位置的吸收。根据紫外吸

收的加合性可初步认为成功合成了抗原[13]。根据紫外

吸收光谱的可加性，推算其结合比约为 25:1。 
将 BSA、甲基苯丙胺偶联蛋白质用聚丙烯酰胺电

泳检测，结果如图 4。 
BSA   抗原 

 

 

图4 BSA、甲基苯丙胺抗原电泳图 

Fig.4 Electrophoretogram of methamphetamine and BSA 

由图中的电泳图可以看出，甲基苯丙胺抗原的分

子量比原来 BSA 大，也就是说，BSA 偶联甲基苯丙

胺以后，分子量增加，进一步证实了蛋白质与甲基苯

丙胺偶联成功。 
2.3  活性分析 

利用胶体金免疫层析法对本实验合成的抗原进

行检测的结果如图 5。 
红线 

 

图5 胶体金试纸条图 

Fig.5 Colloidal gold test strip 

检测区出现红色反应线，证明合成的甲基苯丙胺

抗原能被抗体所识别并发生结合，由此可证明所合成

的冰毒人工抗原具有抗原活性。 
在建立免疫检测方法如 ELISA 及胶体金检测方

法时，一般使用的蛋白载体蛋白有 BSA，卵清单白

（OVA）与人血清蛋白（HAS）等，最常用的是 BSA。

原因是它的物理化学性质稳定，不易变性，还具有较

大量的反应基团，如氨基、羧基等，并且在不同的 pH
值和不同离子强度下都能保持较大的溶解度；在含有

机溶剂状态下（吡啶、二甲基甲酰胺）都可以和半抗

原进行偶联，并且在偶联后仍可保持可溶状态。除此

以外，它的价格低廉，易为大多数实验室购用。近年

来，也有报导用人工合成多聚肽（常用多聚赖氨酸

PLL）为载体，其优点是可增加半抗原的免疫原性
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[14,15]。 
本研究将继续研究不同偶联位点对抗原活性的影

响，以及选用其它蛋白作偶联用以作活性比较。关于

这方面的工作，我们另文叙述。 
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