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摘要：本文主要研究了雷洛昔芬抗体的制备和酶联免疫吸附测定（enzyme-linked immuno sorbent assay，ELISA）方法的初步建

立。实验中采用丁二酸酐对雷洛昔芬进行衍生，合成了雷洛昔芬半抗原。采用碳二亚胺法，将雷洛昔芬半抗原与牛血清白蛋白（BSA）

和卵清蛋白（OVA）偶联合成免疫原和包被抗原，并通过紫外光谱进行鉴定，结果显示雷洛昔芬与载体蛋白偶联成功。免疫大白兔

制备了雷洛昔芬抗体，抗体效价达 1.28×105，半数抑制浓度（half inhibit concentration，IC50）15.4 µg/L，与其他类似抗雌激素药物没

有交叉反应，说明所制备的抗体特异性好。通过优化抗原抗体反应浓度初步建立了雷洛昔芬 ELISA 方法，结果显示最佳抗原浓度为

300 µg/L，最佳抗体工作浓度为 1:1.0×105，标准曲线在 0.4~102.4 µg/L 范围内线性关系好，R2=0.9853，最低检测能力 0.4 µg/L。本研

究为进一步开发雷洛昔芬快速检测试剂盒提供了技术参考。 
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Abstract: The preparation of raloxifene antibody and the establishment of enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA) were mainly 

studied in this paper. Succinic anhydride was used for the raloxifene derivative and the raloxifene haptens were formed. The immunogen and 

inclusion antigen were synthesized by coupling the raloxifene hapten with bovine serum albumin (BSA) and ovalbumin (OVA) using the 

carbodiimide method, and then determined by UV spectroscopy. Results showed that raloxifene was successfully coupled with the carrier 

protein. Raloxifene- bovine serum albumin (Ra-BSA) was used to immune New Zealand white rabbits, and the antibodies showed a titer of 

1.28×105 and a IC50 of 15.4 µg/L. There was no cross reaction with other anti-estrogens, indicating that the antibody specificity was good. The 

raloxifene ELISA method was initially established by optimizing the reaction concentration of antigen antibody, and the optimal conditions were 

as follows: antigen concentration, 300 µg/L, antibody concentration, 1:1.0×105. The standard curve was good (R2=0.9853) in the range of 

0.4~102.4 g/L with a lowest detection limit, 0.4 µg/L. This research provided a technical reference for further development of the rapid test kit 

for raloxifene. 
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抗雌激素药物是一类人工合成的雌激素拮抗剂，

广泛应用于激素依赖型疾病（如乳腺癌和卵巢癌等）

的治疗，这类药物与激素类似，属于内分泌干扰物质 
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[1~5]。内分泌干扰物质所引发的一系列问题已经引起了

世界各国尤其是欧美和日本等发达国家的广泛关注。

雷洛昔芬（raloxifene，结构式见图 1）是一种抗性激

素药物，具有模仿激素的作用[6]，其内分泌干扰作用

也是值得关注的科学问题。已有数据表明，雷洛昔芬

对生物体内分泌系统、神经系统及生殖系统造成一定

的危害[7~9]，甚至有致畸作用，易引起 DNA 损伤，造

成基因毒性[10~12]。同时，可以通过对类固醇激素生物

合成路径中相关的基因表达、酶活效应的干扰，改变
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生物体内相应性激素的含量，从而干扰生物体的正常

发育和生长[13]。随着雷洛昔芬在预防和治疗骨质疏松

症等疾病上的广泛应用，在环境水体中也检测到了相

应的药物残留，不能完全消除[14,15]，这也与其他化学

物质的大量使用而造成的环境污染情况较相似，并且

由于雷洛昔芬具有特殊的激素作用，雷洛昔芬有可能

被用于水产养殖[16,17]。从环境水体间接污染和水产养

殖直接使用两方面来看，雷洛昔芬将是威胁食品安全

的一大类新的化学药物，研究抗性激素药物的安全控

制技术显得十分必要。 
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目前国内外关于雷洛昔芬的检测主要是关于血浆
[18~20]、药物制剂[21~23]中的检测，中国疾病控制中心报

道了鱼组织中雷洛昔芬检测方法[24]，已有的检测方法

都是基于色谱法，色谱法具有准确度高等优点，但是

检测成本高、设备昂贵、不适用于高通量的筛选检测。

而酶联免疫吸附测定（enzyme-linked immuno sorbent 
assay，ELISA）方法具有快速、灵敏、高效等优点，

越来越广泛地被用于大批量药物残留筛选，是食品安

全检测常用的筛选方法，目前国内外未见抗性激素免

疫化学方法的相关报道。本研究采用丁二酸酐对雷洛

昔芬进行改造合成雷洛昔芬半抗原，采用碳二亚胺法

合成人工抗原，免疫动物制备抗体，通过优化抗原抗

体反应浓度初步建立雷洛昔芬 ELISA 方法，为建立污

水和食品中雷洛昔芬免疫化学方法奠定基础。 

 
图 1 雷洛昔芬的分子结构式 

Fig.1 Structures of raloxifene 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  试验动物 

2 月龄雄性健康新西兰大白兔，体重 1.5±0.5 kg，
购于湖北省疾病预防控制中心。 
1.1.2  试剂 

盐酸雷洛昔芬、他莫昔芬、丁二酸酐、托瑞米芬、

氯米芬、二甲基甲酰胺（dimethylformamide，DMF），
国药集团化学试剂有限公司上海分公司；N-羟基琥珀

酰亚胺（N-hydroxysuccinimide，NHS）、二环已基碳

二亚胺（N,N-dicyclohexylcarbdiimide，DCC）、弗氏完

全佐剂、弗氏不完全佐剂、牛血清白蛋白（bovine serum 
albumin，BSA）、卵清蛋白（ovabulmin，OVA），美

国 sigma 公司；羊抗兔 IgG-辣根过氧化物酶偶合物

（goat anti-rabbit IgG-horseradish peroxidase，GaR 
IgG-HRP），碧云天生物技术研究所。 
1.1.3  仪器 

Aglient8453 紫外分光光度计，美国 Aglient 公司；

Magenllan CE 2.5 型酶标仪，瑞士 Sunrise 公司；Milli-Q
超纯水器，美国 Millipore 公司；RE52CS 型旋转蒸发

器、SHZ-Ⅲ型循环水真空泵，上海亚荣；HH-2 型数

显恒温水浴锅，上海维城。 

1.2  方法 

1.2.1  雷洛昔芬半抗原改造 

 

图2 雷洛昔芬的半抗原合成 

Fig.2 Synthesis of raloxifene hapten 

雷洛昔芬半抗原改造见图 2，具体操作方法：精

确称取盐酸雷洛昔芬 1.02 g，置于圆底烧瓶中，加入

10 mL DMF 作为溶剂，再加入丁二酸酐 0.2 g，加热

回流 5 h，冷却待用。 
1.2.2  雷洛昔芬免疫原的合成及鉴定 

 
图3 雷洛昔芬免疫原的合成 

Fig.3 Synthesis of raloxifene immunogen 

雷洛昔芬免疫原的合成见图 3，具体操作方法：

采用碳二亚胺法将改造后的雷洛昔芬的羧基与载体蛋

白上的氨基进行偶联。取出制备好的半抗原反应物 1 
mL，再加入 DMF1 mL，并在搅拌的过程中加入

NHS23 mg，DCC41.2 mg，在 4 ℃下搅拌反应过夜，

以 5000 r/min 离心 10 min，上清液为 A 液。称取 BSA 
340 mg，溶于 10 mL 0.1 mol/L pH 8.0 磷酸盐缓冲液

（phosphate belanced solution，PBS），搅拌并溶解制

备 B 液。在磁力搅拌下，将 A 液逐滴加入到 B 液，

密封烧杯，4 ℃下搅拌反应 4 h，以 5000 r/min 离心 10 
min，取上清液，4 ℃ PBS 溶液（pH 7.4）透析 3 d，
每天更换 PBS 溶液 1 次，除去未反应的 NHS、DMF、
DCC 以及雷洛昔芬半抗原的小分子物质。最后将无色
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免疫原溶液分装，于-20 ℃冰箱中保存，以供免疫使

用。产物经紫外图谱扫描鉴定。同法合成包被抗原。 
2  结果与分析 

1.2.3  免疫程序 2.1  雷洛昔芬人工抗原鉴定 
取健康新西兰大白兔 6 只，随机分为 2 组，设计

两个剂量（0.5 mg/只、1 mg/只），免疫时间间隔均为

30 d。将免疫原使用无菌生理盐水配制成 2 mg/mL，
与等量的弗氏完全佐剂充分乳化后，进行背部多点注

射。基础免疫用弗氏完全佐剂，加强免疫用弗氏不完

全佐剂。从第 3 次免疫开始，每次免疫后 7~10 d 耳
静脉采血，监测抗体质量。 

 

1.2.4  抗体质量的监测 

抗体效价测定：直接 ELISA 测定抗体效价，将包

被抗原用包被缓冲液倍比稀释成 8 个浓度包被，置于

4 ℃冰箱过夜。洗涤后用 1%OVA 封闭 1 h，从首列开

始加入倍比稀释的待测血清，37 ℃避光反应 1 h。洗

涤后加入 1:10000 的 GaR IgG-HRP 100 μL，37 ℃避光

反应 1 h。洗涤后每孔加入新鲜配制的底物溶液 100 
μL，置 37 ℃显色 10 min，每孔加入终止液 50 μL，于

450 nm 测定各孔的吸光值，以光密度值（optical 
density，OD）1.0 左右的抗血清稀释倍数为抗体效价。 

抗体灵敏度测定：采用间接竞争 ELISA 测定，以

抗体 IC50值（抑制率为 50%所对应的药物浓度）为指

标判定抗体灵敏度。抗体特异性测定：采用间接竞争

ELISA 程序测定，选择结构与雷洛昔芬类似的抗雌激

素药物做交叉反应，以抗体的交叉反应率为指标判定

抗体的特异性，交叉反应率(%)=(雷洛昔芬 IC50 值/其
他竞争药物 IC50值)×100 

 
图4 雷洛昔芬人工抗原紫外图谱， 

Fig.4 Ultraviolet spectra of raloxifene artificial antigen 

注：a 为雷洛昔芬、BSA 和免疫原 Ra-BSA；b 为雷洛昔芬、

OVA 和包被原 Ra-OVA 

雷洛昔芬免疫抗原和包被原的紫外图谱见图 4，
如图 4a所示，载体蛋白BSA最大吸收波长为 278 nm，

雷洛昔芬最大吸收波长为 296 nm，免疫原 Ra-BSA 最

大吸收波长为 290 nm，载体蛋白偶联半抗原后最大吸

收波长发生明显改变，该现象可以提示半抗原与蛋白

偶联成功[25]。紫外测定结果初步证明雷洛昔芬与 BSA
偶联成功，同理初步推断雷洛昔芬与 OVA 偶联成功

（图 4b）。 

1.2.5  方法的建立 

采用方阵滴定法初步确定抗原抗体工作浓度，间

接竞争 ELISA 法优化抗原包被浓度、抗体工作浓度。

在上述最佳条件下，将雷洛昔芬母液稀释成 0、0.4、
1.6、6.4、25.6 和 102.4 µg/L，按间接竞争 ELISA 方

法进行测定，以雷洛昔芬溶液浓度的对数为横坐标，

抑制率为纵坐标，绘制标准曲线，其中抑制率

(%)=100*B/B0，B0和 B 分别为零标准孔和含药物孔所

对应的 OD 值。 
2.2  抗体效价与灵敏度 

表1 各免疫组抗体的效价与灵敏度 

Table 1 Antibody titers and sensitivities for each immunization group 

 
免疫剂量(0.5 mg) 免疫剂量(1 mg) 

Rab-1 Rab-2 Rab-3 Rab-4 Rab-5 Rab-6 

效价 1.28×105 6.4×104 6.4×104 3.2×104 1.6×104 3.2×104 
IC50/(µg/L) 16.8 25.6 20.4 30.4 50.7 37.1 

注：Rab-1 表示 1 号兔，以此类推。 
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免疫 3 次后，直接 ELISA 测定各免疫组效价，间

接竞争 ELISA 测定 IC50，结果见表 1。 
各免疫大白兔均有免疫反应，高剂量组（1 mg/

只）效价 6.4×104~1.28×105，低剂量组（0.5 mg/只）

效价 1.6×104~3.2×104，其中效价最高为 1.28×105，抗

体效价的产生也佐证了雷洛昔芬人工抗原合成成功。

灵敏度结果显示，1 号实验兔（Rab-1）所产生的抗体

最灵敏，IC50为 16.8 µg/L，故选择 Rab-1 抗体初步建

立 ELISA 方法。 
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2.3  抗体特异性 

抗体与其他结构类似的抗雌激素药物交叉反应如

表 2 所示，抗体除了能与雷洛昔芬小分子特异性结合，

与其他结构类似抗雌激素没有交叉反应，说明本抗体

特异性好，可以特异地捕获雷洛昔芬。 

表2 抗体与其他结构类似抗雌激素的交叉反应 

Table 2 Cross-reactivity of antibodies with other anti- estrogens 

竞争物 IC50/(µg/L) 交叉反应率/% 

雷洛昔芬 16.8 100 
他莫昔芬 > 3000 < 0.01 
托瑞米芬 > 3000 < 0.01 

氯米芬 > 3000 < 0.01 

2.4  方法的建立 

2.4.1  抗原抗体初步工作浓度的确定 
采用方阵滴定法，确定抗原抗体初步工作浓度

（表 3），以 OD 值在 1.0 左右所对应的抗原浓度（400 
µg/L）和抗体稀释倍数（1:128000）为最初工作浓度，

进一步优化最优的抗原抗体工作浓度。 
 

表3 方阵滴定结果 

Table 3 Results of chessboard titration 

包被抗原浓度/(µg/L) 
抗体稀释倍数(1:X) 

8000 16000 32000 64000 128000 256000 512000 1024000 

3200 2.758 2.522 1.987 1.486 1.341 0.637 0.321 0.184 

1600 2.532 2.457 1.921 1.472 1.265 0.618 0.319 0.181 

800 2.433 2.174 1.843 1.456 1.191 0.573 0.305 0.167 

400 2.241 1.971 1.781 1.343 1.079 0.505 0.296 0.162 

200 2.063 1.752 1.435 1.255 0.837 0.456 0.267 0.143 

100 1.765 1.478 1.164 1.184 0.738 0.325 0.221 0.119 

50 1.556 1.221 1.115 0.862 0.521 0.241 0.142 0.118 
25 1.221 0.973 0.881 0.628 0.421 0.204 0.141 0.118 

2.4.2  抗原最佳包被浓度 
表4 包被不同抗原浓度的IC50值 

Table 4 IC50 values for different antigen concentrations  

包被原浓度/(µg/L) 200 300 400 500 600

IC50/(µg/L) 18.5 16.5 19.5 22.7 25.6

以表3中确定的包被抗原浓度400 µg/L为中心浓

度，设计 5 个浓度梯度，采用间接竞争 ELISA，测定

包被不同抗原浓度的 IC50见表 4。 
结果表明，包被 300 µg/L 的抗原，IC50最小，此

浓度下抗体反应最灵敏。 
2.4.3  抗体最佳工作浓度 

表5 不同抗体浓度的IC50值 

Table 5 IC50 values for different antibody concentrations  

抗体浓度

(1:X) 
0.8×105 1.0×105 1.2×105 1.4×105 1.6×105

IC50/(µg/L) 17.4 15.4 18.3 20.1 22.8 

以表 3 中确定的抗体工作浓度 1.2×105 为中心浓

度，设计 5 个浓度梯度，采用间接竞争 ELISA，测定

不同抗体工作浓度的 IC50见表 5。结果表明，抗体稀

释倍数为 1.0×105，IC50最小，抗体反应最灵敏。 
2.4.4  标准曲线 

 
图5 标准曲线 

Fig.5 Standard curve for raloxifene 

在最优的抗原抗体工作浓度下建立雷洛昔芬标

准曲线，以抑制率为纵坐标，雷洛昔芬浓度的对数为

横坐标，结果见图 5。曲线在 0.4~102.4 µg/L 范围内线

性关系好，R2=0.9853，最低检测能力可达 0.4 µg/L。 
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3  讨论 

高质量的抗体是建立免疫化学方法的基础，而高

质量的抗体取决于小分子半抗原的改造和人工抗原的

合成。雷洛昔芬属小分子化合物，属于半抗原，没有

免疫原性，必须与载体蛋白偶联才才能刺激机体产生

抗体。雷洛昔芬分子式上有活性的羟基，不能直接与

载体蛋白偶联，需要进行人工改造。丁二酸酐法是改

造羟基最常用的方法，碳二亚胺法是偶联羧基最常用

的方法[26]。 
本研究运用丁二酸酐法对雷洛昔芬进行衍生改

造，引入活性基团羧基，采用碳二亚胺法将雷洛昔芬

与载体蛋白偶联，通过紫外图谱扫描和动物免疫试验

显示雷洛昔芬半抗原和人工抗原合成成功，能够刺激

机体产生抗体。免疫剂量对抗体的质量也会产生很大

的影响，本实验的结果（表 1）显示出低剂量的免疫

原较高剂量的免疫原更易产生高效价、灵敏的抗体，

这与先前的报道一致[27]，其原因可能是低剂量抗原长

时间刺激 B 细胞，有助于 B 细胞识别抗原，更易产生

高效价的抗体。抗原抗体的工作浓度也是影响 ELISA
灵敏度的一个重要因素，本研究摸索了不同抗原抗体

浓度对方法灵敏度的影响，结果显示出，在方阵滴定

的结果基础上，降低抗原抗体浓度有助于提高方法的

灵敏度，这与先前的报道一致[28]。方法的检测限是评

价方法的重要指标，本方法最低检测能力可达 0.4 
µg/L，与肖甚圣[24]建立的超高效液相色谱-串联质谱法

的最低检测能力（0.3 µg/L）接近，可用于水体中雷洛

昔芬的筛查。 

4  结论 

本研究完成了雷洛昔芬抗体的制备和 ELISA 检

测方法的初步建立，所制备的抗体效价高，特异性好。

通过对抗原抗体反应浓度的优化，标准曲线在

0.4~102.4 µg/L 范围内线性关系好，R2=0.9926，最低

检测能力 0.4 µg/L。本方法可以用于水体中雷洛昔芬

的筛查，但对于食品基质中的检测，还需要进一步研

究食品基质对方法的影响，包括样品的提取净化、准

确度以及精密度等。 
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