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氯丙嗪抗体制备与酶联免疫吸附测定方法的建立 
 

袁利鹏，刘波，尹凯丹 

（广东农工商职业技术学院热带农林学院，广东广州 510507） 
摘要：本研究针对动物性食品中违禁药物氯丙嗪残留问题，建立了针对氯丙嗪的酶联免疫吸附测定方法。首次通过以氯丙嗪为

原料，先去甲基化合成 N-甲基氯丙嗪，再与丙烯酸叔丁酯反应及水解等步骤成功合成了氯丙嗪半抗原（CPZ-H）。半抗原 CPZ-H 分

别与 OVA 和 BSA 通过活泼酯法偶联合成包被原与免疫原，采用免疫原 CPZ-H-BSA 免疫新西兰大白兔成功制备了特异性的抗氯丙嗪

的多克隆抗体。基于该抗体建立了快速测定氯丙嗪的间接竞争酶联免疫吸附测定方法（ic-ELISA）。通过优化 ic-ELISA 方法的最佳工

作条件，确定包被原和抗体稀释倍数均为 1:8000 时效果最好，此时标准曲线的 IC50为 1.1 ng/mL，线性范围为：0.13 ng/mL~8.8 ng/mL。

制备的抗氯丙嗪的多克隆抗体与其它氯丙嗪类似物无交叉反应，特异性好。本研究为今后高特异性氯丙嗪快速检测试剂盒的制备提供

依据。 
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Preparation of Conjugate Antigen and Antibody to Chlorpromazine in the 

Animal Food 
YUAN Li-peng, LIU Bo, YIN Kai-dan 

(Institute of Tropical Agriculture and Forestry, Guangdong AIB Polytechnic, Guangzhou 510507, China) 
Abstract: In this study, an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for the determination of chlorpromazine residues in animal 

foods was established. Chlorpromazine hapten (CPZ-H) was synthesized from chlorpromazine by demethylation, reaction with tert-butyl 

acrylate and hydrolysis for the first time. Hapten CPZ-H was conjugated with OVA and BSA by active ester method to form the coated antigen 

and immunogen, respectively. New Zealand white rabbits were immunized with immunogen CPZ-H-BSA to successfully prepare specific 

polyclonal antibodies against chlorpromazine. An indirect competitive enzyme-linked immunosorbent assay (ic-ELISA) for the rapid 

determination of chlorpromazine was established based on the antibody. By optimizing the working conditions of ic-ELISA method, it was 

determined that the dilution fold of coated antigen and antibody was 1:8000. At this time, the IC50 of standard curve was 1.1 ng/mL and the 

linear range was 0.13 ng/mL~8.8 ng/mL. The prepared polyclonal antibody against chlorpromazine has good specificity and no cross reaction 

with other chlorpromazine analogues. This study provides a basis for the preparation of specific and rapid detection kit for chlorpromazine in the 

future.�
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吩噻嗪药物（Phenothiazines，PZs）在临床上常

用治疗人的精神疾病，其作用机理是作为多巴胺受体

阻断剂，抑制脑内多巴胺神经系统亢进，从而在保持

病人的清醒的情况下，达到治疗狂躁不安，精神错乱

等症状的目的。其中，氯丙嗪（Chlorpromazine，CPZ） 
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是这类精神治疗药总物的代表[1]。除此之外，氯丙嗪

也常作为兽药应用于兽医临床上，多用动物镇静，麻

醉，止吐等[2]。氯丙嗪在机体内的排泄速度很慢，在

体内残留时间可达数月之久。另外，在进入机体后，

有 95%的氯丙嗪与血液中的血浆蛋白结合，这些结合

后的复合物可轻易地通过血脑屏障、胎盘屏障。机体

内残留的氯丙嗪会导致机体出现白细胞减少、体位性

低血压、肝功能障碍、皮疹、接触性皮炎等过敏性反

应，震颤、静坐不能、流涎等迟发性运动障碍等毒副

作用[3,4]。研究和实践表明，当氯丙嗪被添加到饲料中

喂养动物后，不仅能促进动物的生长，还能降低动物

应激反应，在动物运输的过程中减少动物的维持需要、
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降低失重和死亡率。因此，有些不法商贩们常常在动

物运输过程中大剂量地使用氯丙嗪，导致氯丙嗪残存

于动物产品中，对消费者的健康构成威胁，带来潜在

的食品安全问题。因此，氯丙嗪的残留问题一直为世

界各国所重视。早在 1997 年欧盟就明令禁止在饲料中

添加氯丙嗪(EC)NO.17/97。我国农业部在第 176 号公

告明确指出：严禁氯丙嗪在动物饲料和饮水中添加[5]，

后来的第 235 号公告又指出：允许氯丙嗪的治疗作用，

但在动物产品中不得检出[6]。 
目前关于氯丙嗪检测方法的研究主要集中在高效

液相色谱法[7~11]和液相色谱质谱联用法[12,13]。色谱法

灵敏度高，但成本较高，携带不便，不适合用于现场

大量样品的快速检测。因此亟需便携、高灵敏度的快

速检测产品的研发。建立在以抗原、抗体的特异性反

应为基本原理的免疫检测方法具有高选择性和灵敏性

等特点，在药物残留检测领域得到广泛的应用，代表

了药物残留检测的发展方向[14,15]。因此，建立动物食

品中氯丙嗪残留免疫检测方法具有重要意义。目前有

关氯丙嗪的免疫检测方法关键点主要在其半抗原的合

成上，其合成方法效率低步骤比较长得到的目标物不

稳定[16~19]，本文在研究氯丙嗪半抗原分子免疫原性的

基础上，在国内外首次发表新半抗原合成路径，可方

便高效合成氯丙嗪的半抗原制备抗原，免疫动物制备

抗体，为开发氯丙嗪的快速检测方法提供关键技术参

考，进一步完善氯丙嗪快速检测技术，以便更加有效

的治理氯丙嗪的非法滥用。 

1  材料与方法 

1.1  试验动物 

新西兰大白兔，4~6 周龄，购自广东省实验动物

中心，动物许可证号 SCXK（粤）2019-0035，批次时

间符合伦理要求。 

1.2  试剂与药品 

牛血清白蛋白（BSA）、鸡卵清白蛋白（OVA），

上海生工生物科技有限公司；1-乙基-（3-二甲基氨基

丙基）碳二亚胺盐酸盐（EDC·HCl）、N-羟基琥珀酸

亚胺（NHS）、氯丙嗪、丙烯酸叔丁酯、氯甲酸苯酯、

甲苯、N,N-二甲基甲酰胺（DMF），阿拉丁试剂公司；

羊抗兔 IgG-HRP、弗氏完全佐剂（CFA）、弗氏不完

全佐剂（IFA），美国 Sigma 公司。 

1.3  主要仪器与设备 

旋转蒸发仪，上海亚荣生化仪器厂；磁力搅拌器，

巩义市予华仪器厂；液相色谱串联质谱联用仪，美国

AB 公司；紫外/可见分光光度计，日本岛津公司；酶

联免疫检测仪，美国 Thermo scientific 公司；离心机，

美国 Thermo scientific 公司。 

1.4  半抗原的合成 

 
图1 氯丙嗪半抗原的合成路线 

Fig.1 The synthesis routing of chlorpromazine hapten. 

如图 1 所示，将 5.0 g 氯丙嗪溶于 30 mL 甲苯中，

加热至 60 ℃，用恒压滴液漏斗滴加溶有 3.26 g 氯甲

酸苯酯的甲苯混合溶液，滴加完毕后，继续加热至

80 ℃反应 2 h，反应过程中用薄层层析（TLC）监测

反应进程。待反应完全后，将反应液冷却至室温，依

次用 5% NaHCO3水溶液和饱和食盐水洗涤，有机相

用无水硫酸钠干燥后过滤，滤液减压浓缩，剩余物经

硅胶柱分离纯化得到墨绿色油状物。 
将上述获得墨绿色油状物中间体用20 mL的浓盐

酸回流水解 24 h，然后蒸干水溶液用 1N NaOH 溶液

将残留物 pH 值调为碱性，乙酸乙酯萃取无水硫酸钠

干燥后过滤，滤液减压浓缩，剩余物经硅胶柱分离纯

化得脱去苯甲酯的产物，即单 N-甲基氯丙嗪。 
称取单 N-甲基氯丙嗪 2.6 g，用 30 mL 甲醇溶解

后加入丙烯酸叔丁酯 1.0 g，回流反应 5 h，蒸干溶剂，

冰浴下加入 20 mL CH2Cl2和 TFA 的混合溶液(体积比

为 2:1)，反应 2 h 后蒸干溶剂，加入 50 mL 蒸馏水，

用乙酸乙酯萃取后有机相减压蒸馏，残留物用硅胶柱

纯化得到最终目标物。 

1.5  抗原的合成 

1.5.1  混合酸酐法制备包被原 
称取6.25 mg半抗原溶于1 mL二氧六环中，加入

7.1 μL三正丁胺，再加入4 μL氯甲酸异丁酯，室温下

搅拌反应30 min，为A液。另取67 mg OVA溶于6 mL 
20%的二氧六环中，再滴加60 μL 1 mol/L的NaOH，使
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溶液为微碱性，为B液。将A液缓慢滴入B液中，用1 
mol/L的NaOH调节pH至8.0左右，4 ℃搅拌过夜。反

应液装入透析袋用PBS（0.01 mol/L，pH 7.4）透析，

每12 h换液1次，共换液6次。透析后离心，弃沉淀，

上清液分装保存于-20 ℃，即CPZ-H-OVA。 
1.5.2  活性酯法制备免疫原 

称取3.54 mg半抗原（0. 01 mmol）、1.73 mg NHS
（0.015 mmol）、3.09 mg EDC·HCl（0.015 mmol），

全部溶于0.2 mL无水DMF中，室温下搅拌反应18 h，将

反应液离心（5000 r/min，10 min），弃沉淀，上清液

为活性酯。称取22.5 mg BSA溶于2.25 mL的碳酸盐缓冲

溶液（0.05 mol/L，pH 9.6）中，4 ℃搅拌下缓慢逐滴加

入0.1 mL活性酯，约30 min加完，然后继续搅拌4 h，反

应液装入透析袋用PBS（0.01 mol/L，pH 7.4）透析，透

析72 h，换6次液，透析后离心，弃沉淀，上清液分装，

-20 ℃保存，即CPZ-H-BSA。 

1.6  抗体的制备 

选取体重在3 kg以上的雌性新西兰大白兔6只，进

行免疫试验。免疫前采血作为阴性血清。按常规用0.5 
mg抗原CPZ-H-BSA与2 mL生理盐水和2 mL CFA混合

后进行皮下多点注射。15 d后进行第2次免疫剂量与方

法同第1次，CFA换成IFA，8 d后采血测效价。此后每

隔15 d进行一次免疫，方法与用量同第2次免疫。至效

价不再上升时，用免疫原2 mg加2 mL生理盐水和2 mL 
CFA混合，耳缘静脉注射。8 d后进行心脏采血，高速

离心后取上清液，-20 ℃贮存备用。 

1.7  ic-ELISA 操作步骤  

用包被液将 His-H-OVA 稀释一定浓度，加到酶标

板孔中，100 μL/孔，4 ℃冰箱过夜。用洗液洗涤 2 次，

甩干，每孔加入封闭液 120 μL，37 ℃温箱中孵育 3 h。
甩干孔中液体，置 37 ℃烘箱中 3 h 烘干备用；抗体稀

释适当倍数，每孔分别加入不同浓度的 N-酰基组胺标

准液和抗体各 25 μL，轻摇混合，37 ℃温箱中孵育 40 
min。洗液洗涤 6 次，甩干，加入 1:5000 倍稀释的酶

标记羊抗兔，37 ℃温箱中孵育 30 min，洗液洗涤 6 次，

甩干，加显色液，37 ℃温箱中孵育 10 min，加入 50 μL/
孔的终止液，测 A450 nm值。 

1.8  ic-ELISA条件优化 

1.8.1  包被抗原最佳包被浓度和单抗稀释度的

选择 
将包被抗原CPZ-H-OVA以包被缓冲液做一系列

梯度稀释1:500、1:1000、1:2000、1:4000、1:8000、

1:16000、1:32000，将单抗以血清稀释液做1:1000、
1:2000、1:4000、1:8000稀释，用间接ELISA 进行测

定，确定包被抗原及单抗最佳工作浓度。 
1.8.2  包被抗原的包被条件及封闭条件的选择 

将包被抗原按照1.7.1所确定的稀释度进行稀释，

分别在以下三种不同的条件下包被酶标板：（1）4 ℃
包被过夜；（2）37 ℃包被3 h；做ELISA试验，根据

OD450 nm值确定最佳包被程序。在确定了包被条件以

后，分别以1% BSA、1%的明胶和1%奶粉三组封闭条

件封闭酶标板，做ELISA试验，确定最佳封闭液。 
1.8.3  竞争性ELISA标准曲线的建立 

用以上步骤所得到的最佳抗原包被浓度，最佳包

被条件，最佳抗体稀释倍数，最佳封闭液等条件进行

竞争性ELISA试验，制备标准曲线。选定8个CPZ标准

品浓度，分别为0 ng/mL、0.05 ng/mL、0.15 ng/mL、
0.45 ng/mL、1.35 ng/mL、4.05 ng/mL、12.15 ng/mL、
36.45 ng/mL。待各参数稳定后绘制出抑制曲线，由

Originlab软件拟合曲线得到半抑制浓度（IC50）值和线

性范围（IC20~IC80）。 

1.9  抗体的特异性分析 

选取效果较好的多克隆抗体进行特异性实验，以

验证其抗体的选择性，五种化合物被用于交叉反应实

验。他们分别是：异丙嗪、奋乃静、盐酸氟奋乃静、

盐酸硫利哒嗪、氯普塞吨，这五种物质的浓度范围：0～
1000 ng/mL，氯丙嗪和这五种物质的交叉反应性是以

他们的 IC50为标准。 
交叉反应率（%）=IC50（氯丙嗪）/IC50（类似物）

×100% 

2  结果与分析 

2.1  半抗原设计合成和鉴定 

 
图2 氯丙嗪半抗原质谱图 

Fig.2 The MS of CPZ hapten 

由图 2可见利用质谱法对制备的半抗原进行鉴定
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结果 ESI-MS（negative）m/z：376.2[M-H]-。可见反应

物中存在 m/z 为 376.2 的质谱峰，该产物相对分子质

量与目标产物的相对分子质量 277.13 一致，结合反应

路线可以确定合成产物即为所需的目标半抗原。同时

可见 376.2 的分子离子峰为最强峰，表明产物为反应

体系中的主要物质，也说明合成的半抗原具备较高的

纯度。质谱图结果表明合成成功。 

2.2  人工抗原原的鉴定 

半抗原与载体蛋白偶联成功与否可通过对比半抗

原、载体蛋白和偶联后免疫原的紫外图谱来分辨。如

图 3 所示，载体蛋白 BSA 和 OVA 在 280 nm 波长处

有强吸收峰，偶联产物最大吸收峰向半抗原 283 nm
移动，人工抗原在 220~283 nm 之间具有半抗原的特

征吸收峰，而且偶联产物的波形比较平缓，相同浓度

下表现出半抗原和载体蛋白的特征吸收，说明 2 种人

工抗原合成成功，可进行下一步动物免疫。 

 

 
图3 免疫抗原（a）和包被抗原（b）紫外吸收曲线 

Fig.3 UV spectra of immunogen (a) and coating antigens (b) 

2.3  ic-ELISA 检测方法的建立 

2.3.1  检测条件的优化 
将ELISA检测条件进行了优化，得到的最佳反应

条件为：包被时间37 ℃作用3 h，封闭条件37 ℃ 1 h，
封闭液选用1% BSA。用方阵滴定法确定最适包被抗

原稀释倍数为1:8000，单抗的最适稀释倍数为1:8000。 
2.3.2  竞争性 ELISA 标准曲线的建立 

用上面确定的间接竞争 ELISA 模式建立标准曲

线，CPZ 标准品用 PBS 溶解和稀释，分别测定 0、0.1、
0.3、0.9、2.7、8.1 ng/mL 标准品的吸光度值 CPZ 浓度

的对数值为横坐标，B/B0（B 为添加药物时的吸光值，

B0 为不添加药物时的吸光值）为纵坐标；按照

B/B0-logC 四参数对数拟合绘制 CPZ 标准曲线（图 4），
其中 IC50为 1.1 ng/mL 线性范围为：0.13 ng/mL~8.8 
ng/mL（IC20~IC80）。 

 
图4 氯丙嗪的间接竞争ELISA标准曲线 

Fig.4 Indirect competitive ELISA curve for CPZ 

2.4  抗血清特异性分析 

表1 5种氯丙嗪类似物IC50与交叉反应率结果 

Table 1 IC50 and Cross-reactivity (%) of 5 analogues 

名称 结构式 IC50
交叉反

应率/%

氯丙嗪 N

S

Cl

N
 

1.1 100 

异丙嗪 N

S

Cl

N  

4.5 24.4%

奋乃静 N

S

ClNN  

15.2 7.2% 

盐酸氟 

奋乃静 
N

S

NN
F

F FHO  

51.7 2.1% 

盐酸硫 
利哒嗪 

N

S

S

N

 

46.3 2.4% 

氯普塞吨

S

Cl

N
 

3.8 29.0%
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进一步对该兔抗血清的特异性进行考察。分别以

氯丙嗪及交叉反应物为抑制药物的 ic-ELISA 抑制曲

线，结果如表 1 所示，得到的抗体与奋乃静、盐酸氟

奋乃静、盐酸硫利哒嗪的交叉反应较弱。由于氯丙嗪

结构与异丙嗪、氯普塞吨结果相似度很高，在 5 种与

氯丙嗪结构类相似检测过程中，发现所建立的

icELISA 方法与异丙嗪、氯普塞吨交叉反应较明显，

交叉反应率分别为 24.4%、29%。 

3  结论 

本研究在分析氯丙嗪分子结构和免疫原性的基础

上，国内外首次设计出一种高效合成氯丙嗪的半抗原

的方法，经过化学修饰合成了：以氯丙嗪为原料，通

过与氯甲酸苯酯反应脱去一个甲基在经过水解合成

N-甲基氯丙嗪，再与丙烯酸叔丁酯反应及水解等步骤

引入带有直链间隔臂氯丙嗪半抗原；该合成流程简便、

产率较高，对于含有 N,N-二甲基结构的化合物其半抗

原的合成均可以采用此方法。该半抗原经过偶联 BSA
与OVA后，成功地制备了CPZ-H-BSA与CPZ-H-OVA
两种人工抗原。经 CPZ-H-BSA 免疫获得的兔源的多

克隆抗体，经过初步 ELISA 检测其灵敏度可以达到检

测要求。经过条件摸索优化后，本研究成功建立了一

种检测 CPZ 的间接竞争 ELISA 方法。与传统的高效

液相方法对比，本方法具有成本较低，无需昂贵的大

型仪器，操作方便，特异性好，灵敏度高的特点。 
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