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呋喃唑酮代谢物人工抗原的制备及鉴定 
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摘要：在催化剂条件下，以碳酸二甲酯和乙醇肼为原料，四氢呋喃为溶剂，合成了高收率的呋喃唑酮代谢物 3-氨基-2-恶唑烷酮

（AOZ）。实验结果表明，得到的 AOZ 收率可达到 82.7%，此时的最佳反应条件如下:催化剂用量 12%，反应温度 75 ℃，反应时间 3 

h。随后对AOZ 进行结构改造，得到AOZ 半抗原衍生物，同时采用戊二醛法将 AOZ 及其半抗原衍生物与活化的卵血清蛋白（cOVA）

和牛血清白蛋白（cBSA）交联，成功制备了免疫原和包被原；通过气相质谱联用仪（GC-MS）、元素分析、紫外分光光度计等手段

对半抗原和完全抗原进行鉴定。GC-MS 结果证明了 AOZ 的成功合成；元素分析数据表明，半抗原顺利合成；紫外扫描数据显示，

半抗原与 cOVA、cBSA 偶联成功，免疫原 I、免疫原Ⅱ的偶联比分别为 16.74和 24.05。 
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Abstract: The furazolidone metabolite 3-amino-2-oxazolidinone (AOZ) was synthesized at a high yield from the raw materials dimethyl 

carbonate and ethanol hydrazine hydrate using a catalyst and tetrahydrofuran as a solvent. The results showed that the optimum reaction 

conditions for maximum AOZ yield (82.7%) were as follows: catalyst dosage, 12%; reaction temperature, 75 ℃; and reaction time, 3 h. 

Subsequently, a hapten derivative was obtained from the structural transformation of AOZ. Then, immunogens and coating antigens were 

successfully prepared using a method involving glutaraldehyde to conjugate AOZ and its hapten derivative with activated ovalbumin (cOVA) 

and bovine serum albumin (cBSA). The hapten and immunogen were identified by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS), elemental 

analysis, and UV spectrophotometry. The GC-MS data demonstrated the successful preparation of AOZ. The elemental analysis indicated 

successful formation of the hapten. UV spectrophotometry results showed that conjugation of the hapten with cOVA and cBSA was successful, 

and the conjugation ratios of immunogen I and immunogen II were 16.74 and 24.05, respectively. 
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呋喃唑酮是一种硝基呋喃类抗生素，是一种光

谱抗菌药，它对常见的革兰氏阴性菌和阳性菌有抑

制作用，可以用于治疗细菌和原虫引起的痢疾、肠

炎、胃溃疡等肠道疾病[1]。然而，呋喃唑酮具有很强

的副作用，而且在动物体内很快就代谢为 3﹣氨基﹣

2﹣恶唑烷酮（AOZ)，AOZ 在胃酸条件下直接代谢

成为具有强烈致突变性和致癌性的β-羟乙基肼[2~4]。

多年来研究也表明，呋喃唑酮代谢物具有较强的致 
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癌、致畸、致突变作用[5~6]。由于毒副作用明显，对

人类健康具有潜在危害，呋喃唑酮代谢物已在药物

研发及动源性食品、饲料生产领域禁止被使用[7~8]。

因此，关于呋喃唑酮代谢物残留的快速有效检测也

显得尤为重要。 

目前关于呋喃唑酮代谢物残留的检测方法较

多，常用方法包括：高效液相色谱（HPLC）[9]、液

相色谱-质谱法（HPLC-MS）[10]、液相色谱-串联质

谱法（LC-MS/MS）[11]等。然而，在实际过程中，实

验检测存在前处理复杂、时间长、成本高，需要专

业人员操作、不易普及等缺陷。目前研究报道中，

酶联免疫吸附法（ELISA）具有快速、灵敏、操作简

便、检测成本低廉等优点，有着广阔的应用前景
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[12~13]。然而，建立酶联免疫吸附法的前提是获得针

对呋喃唑酮代谢物的特异性抗体，而得到抗体的前

提条件是要制备待测物的免疫原。目前，关于 AOZ

的衍生化过程相对繁琐和耗时，若要实现其直接现

场快速检测，有必要对 AOZ及其衍生物的制备过程

进一步优化来得到高收率 AOZ和有效的人工抗原，

以实现高特异性单克隆抗体的制备。 

本实验以碳酸二甲酯和乙醇肼为原料、四氢呋

喃为溶剂、甲醇钠为催化剂，制备了高纯度的呋喃

唑酮代谢物 3-氨基-2-恶唑烷酮（AOZ）。研究了反应

时间、反应温度、催化剂用量对 AOZ收率的影响，

通过气相色谱和质谱对其结构进行了鉴定。然后在

AOZ基础上进行结构改造，得到了 AOZ半抗原衍生

物，同时采用戊二醛法将半抗原衍生物和活化的卵

血清蛋白（cOVA）和牛血清白蛋白（cBSA）交联，

成功制备了免疫原和包被原；最后，通过 GC-MS、

元素分析、紫外分光光度计等手段对半抗原、免疫

原及包被原进行鉴定。本研究重点在于人工抗原的

制备和鉴定，从而为获得呋喃唑酮代谢物特异性抗

体和建立酶联免疫吸附快速检测法打下基础。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

乙醇肼、碳酸二甲酯，购于上海达瑞精细化学品

有限公司；四氢呋喃、N-4-溴丁基邻苯二甲酰亚胺、

甲苯、相转移催化剂、乙二胺、N,N-二环己基碳二亚

胺（EDC），来自广州化学试剂厂；戊二醛，购买于

天津市科密欧化学试剂有限公司；卵清白蛋白

（OVA）、牛血清白蛋白（BSA），购自美国 Sigma 公

司；其余试剂均为分析纯。 

1.2  主要仪器设备 

CP224S 分析天平，德国 Satorious 公司；RE-205

旋转蒸发器，上海予华仪器设备有限公司；Agilent 

5975 气质联用仪，美国 Agilent 公司；Vario EL III 元

素分析仪，德国 Elementar 公司；UV-1700 紫外分光

光度计，日本岛津公司；MD34-7 透析袋，捷倍斯生

物技术有限公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  半抗原制备 

1.3.1.1  3-氨基-2-恶唑烷酮（3-amino-2-oxazolidinone，

AOZ）的制备 

以碳酸二甲酯和乙醇肼为原料、甲醇钠为催化剂，

在四氢呋喃反应溶剂中合成 AOZ。具体操作方法如

下：在有蒸馏装置的圆底烧瓶中加入四氢呋喃 7 mL、

乙醇肼 1 g 和一定量的甲醇钠，以 3 s/滴的速度逐滴加

入碳酸二甲酯 1.65 mL，调整反应温度，恒温搅拌反

应一定时间后将得到的 AOZ 合成液冷却至室温，加

入二氯甲烷溶解产物后减压抽滤，滤液旋转蒸干后，

加入适量无水乙醇和少量无水乙醚，于 4 ℃冰箱静

置，得到白色固体 AOZ，即半抗原Ⅰ（合成路线见图

1）。 

 
图 1 3-氨基-2-恶唑烷基酮的合成 

Fig.1 Synthesis of 3-amino-2-oxazolidinone  

1.3.1.2  半抗原Ⅱ的制备 

准确称量 AOZ 100 mg（0.98 mmol），N-4-溴丁基

邻苯二甲酰亚胺 552.9 mg（1.96 mmol），碳酸钾405.9 

mg（2.94 mmol）以及相转移催化剂 30 mg于圆底烧

瓶中，加入 10 mL甲苯，溶解搅拌，于 100 ℃回流

反应约 6 h。反应时间结束后将溶液旋转蒸干，并用

乙酸乙酯和水萃取，取乙酸乙酯层，再次旋转蒸干后

得到白色固体。加入 300 μL水合肼和 5 mL乙醇，

100 ℃反应 1 h，反应结束后，再用乙醇溶解过滤取

滤液，旋转蒸干后即得黄色产物（合成路线见图2）。 

 

 

图 2 半抗原Ⅱ的合成 

Fig.2 Synthesis of hapten II 

1.3.2  完全抗原的制备 

1.3.2.1  活化卵清蛋白（cOVA）的制备 

将 18 mg（300 μmol）乙二胺（EDA）逐滴加入

至冰冷的 20 mL磷酸盐缓冲液（PBS）中，0~4 ℃条

件下搅拌，向该溶液中逐滴加入浓盐酸，调 pH至 7.4；

向上述EDA的溶液中加入1 g OVA（15 μmol）和56 mg 

EDC（300 μmol），室温下反应 2 h。反应完毕后，取

上清液于 0~4 ℃条件下透析。先后用 PBS 缓冲液和

蒸馏水中透析 5 d，每 6 h 更换一次透析液。将透析后

的溶液冻干，得白色絮状固体，-20 ℃保存备用。 

1.3.2.2  免疫原的制备 

在半抗原的基础上，采用戊二醛法 [14]制备免疫

原。具体过程如下：取 5 mg 半抗原溶于 1 mL PBS 溶

液中，此为 A液；取 10 mg cOVA溶于 3 mL PBS 溶

http://www.yuhua17.com/bbx/product-1138397.html
http://www.yuhua17.com/bbx/product-1138397.html
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液中，此为 B 液；将 A 液逐滴滴入 B 液中，在搅拌

条件下，向混合液中加入30 μL 5%戊二醛，继续搅拌

5 h；随后，将反应液转移到透析袋中，用 PBS 溶液

透析 3 d，每天换水六次；透析完后，离心取上清液，

4 ℃冷藏待用。免疫原 I 合成路线见图 3，免疫原Ⅱ

合成路线见图 4。 

 

图 3 免疫原 I的合成 

Fig.3 Synthesis of immunogen I 

 

 

图 4 免疫原Ⅱ的合成 

Fig.4 Synthesis of immunogen II  

1.3.3  包被原的制备 

以 cBSA为载体蛋白质，在半抗原 I、Ⅱ的基础上

合成了包被原，合成方法同1.3.2。 

1.3.4  半抗原和完全抗原的鉴定 

采用 GC-MS分析 AOZ的纯度；半抗原Ⅱ进行元

素分析；此外，采用紫外分光光度法[15]对免疫原 I 和

Ⅱ和包被原 A和 B进行鉴定。 

1.3.5  数据分析 

各实验组数据均为 3 次重复测定后的平均值，数

据采用 Excel 进行处理，以平均数±标准差表示，用

Origin 7.5 绘图。 

2  结果与讨论 

2.1  反应条件对 AOZ收率的影响 

反应温度 70 ℃，反应时间 2 h条件下，AOZ收

率随催化剂用量变化的曲线如图 5a 所示。由图可知，

催化剂用量在某一范围内增加时，AOZ 收率逐渐增

加；当催化剂用量过高，AOZ收率出现下降趋势。出

现这一现象的原因可能是，催化剂甲醇钠的过量使用

导致体系 pH值发生改变，从而影响 AOZ的收率。数

据显示，催化剂最适用量为12%。 

催化剂用量 12%，反应时间2 h条件下，AOZ收

率随反应温度变化的曲线如图 5b所示。由图可知，随

着反应温度的升高，AOZ收率先增加后降低。这一现

象的原因是，反应温度的升高使得逆反应增强，从而

导致产物收率的降低。数据显示，最适反应温度为

75 ℃。 

催化剂用量 12%，反应温度 75 ℃条件下，AOZ

收率随反应时间变化的曲线如图 5c 所示。由图可知，

随着反应时间的增加，AOZ收率先增加后降低。造成

这一现象的原因可能是，反应时间的持续延长使得碳

酸二甲酯与β-羟乙基肼反应后再与催化剂结合形成副

反应，从而导致产物收率的降低。数据显示，最适反

应时间为 3 h。 

 

 

 
图 5 反应条件对 AOZ 收率的影响 

Fig.5 Influence of reaction conditions on the yield of AOZ 

2.2  半抗原的鉴定 

2.2.1  AOZ 的鉴定 

在催化剂用量为 12%、反应温度 75 ℃、反应时

间3 h最佳反应条件下合成的AOZ的气相分析和质谱

分析如图 6 和图 7 所示。由图 6可知，在 5.44 min 时

出现较强的吸收峰。AOZ的分子量为 102，而图 7 显

示在分子量 102 处存在吸收峰，实验结果表明 AOZ
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合成成功。 

 
图 6 AOZ 气相图谱 

Fig.6 GC spectrum of AOZ 

 
图 7 AOZ 质谱图谱 

Fig.7 MS spectrum of AOZ 

2.2.2  半抗原Ⅱ的鉴定 

实验对半抗原Ⅱ进行元素分析，由表 1结果可知，

所得产物经元素分析仪得到的结果与理论值一致，说

明反应进行顺利。 

表 1 半抗原Ⅱ的元素分析表 

Table 1 The elemental analysis of hapten II 

结果 C H N O 

理论值/% 48.54 8.73 24.26 18.47 
实测值% 48.37 8.81 24.13 18.69 

2.3  完全抗原的鉴定 

2.3.1  免疫原 I 的鉴定 

实验采用紫外分光光度计法鉴定免疫原，并估测

偶联比。由图8可知，半抗原I最大吸收波长为207 nm，

cOVA 最大吸收波长为 279.5 nm，而免疫原 I 最大吸

收波长为 266 nm，不同于半抗原 I 和 cOVA。免疫原

I 偶联了一定数量的半抗原 I，在最大吸收波长发生明

显的偏移，从而初步判定偶联成功。经紫外分光光度

法[13]估测偶联比为16.74。 

2.3.2  免疫原Ⅱ的鉴定 

由图 9 可知，半抗原Ⅱ最大吸收波长为 267 nm，

cOVA最大吸收波长为 279.5 nm，而免疫原Ⅱ的最大

吸收波长在 260 nm，较 cOVA的吸收峰有明显偏移。

从整体曲线上看，免疫原Ⅱ曲线兼具了 cOVA和半抗

原 II 的特征，并且具有相应的曲线叠加的情况。由此

分析，可以认为半抗原Ⅱ与 cOVA偶联成功。经估算，

偶联比为 24.05。 

 
图 8 半抗原 I、免疫原 I 和 cVOA 的紫外图谱 

Fig.8 UV spectra of hapten I, immunogen I, and cOVA 

 
图 9 半抗原Ⅱ、免疫原Ⅱ和 cVOA 的紫外图谱 

Fig.9 UV spectra of hapten II, immunogen II, and cOVA 

2.3.3  包被原 A 的鉴定 

 
图 10 半抗原 I、包被原 A和 cBSA 的紫外图谱 

Fig.10 UV spectra of hapten I, coating antigen A, and cBSA 

图 10 表示半抗原 I、cBSA 和两者偶联产物包被

原 A的紫外扫描图谱。由图可知，包被原 A与反应前

cBSA、半抗原 I相比，紫外吸收曲线发生了改变，偶

联物在紫外区域的吸光值高于相应蛋白的吸光值。这

说明载体蛋白分子上已经成功的连接了一定数量的半

抗原。 
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2.3.4  包被原 B 的鉴定 

 
图 11 半抗原Ⅱ、包被原 B和 cBSA 的紫外图谱 

Fig.11 UV spectra of hapten II, coating antigen B, and cBSA 

图 11 表示半抗原Ⅱ、cBSA和两者偶联产物包被

原 B的紫外扫描图谱。由图可知，包被原 B在紫外区

域的吸光值高于相应蛋白的吸光值，吸收峰较 cBSA

有明显偏移，半抗原Ⅱ这一紫外吸收带与 cBSA 的紫

外吸收叠加效果明显。这说明半抗原Ⅱ与 cBSA 偶联

成功。 

3  结论 

AOZ不具有免疫原性，需与载体蛋白偶联以合成

人工抗原，因而AOZ的合成是制备有效人工抗原及特

异性抗体的关键。有关AOZ合成的研究中，大多以甲

苯或甲醇作为溶剂，在该溶剂条件下得到产物纯度较

低，这将不利于有效人工抗原的合成。本研究过程中，

以四氢呋喃为溶剂、碳酸二甲酯和乙醇肼为原料，在

催化剂条件下通过实验条件优化大量合成了收率高达

82.7%的AOZ，且数据显示以四氢呋喃为溶剂合成的

AOZ其纯度明显高于以甲苯或甲醇作溶剂时产物的纯

度。随后，在AOZ基础上成功合成了人工抗原，通过

GC-MS、元素分析、紫外扫描等手段对其进行了鉴定。

GC-MS数据证实了AOZ的生成。元素分析显示，半抗

原II成功合成。紫外扫描数据表明，半抗原与cOVA、

cBSA偶联成功，免疫原Ⅰ、免疫原Ⅱ的偶联比分别为

16.74和24.05，且相关研究表明，该偶联比条件下有利

于产生较好的特异性抗体。本实验对AOZ的有效合成

进行了深入研究，并成功合成了有效人工抗原，为抗

AOZ特异性抗体的制备提供了基础。 
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