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摘 要 为获得纯度更高的吡虫啉人工半抗原,通过对常规半抗原合成的反应顺序、试剂等进行调整和优化,筛选

出最适3-巯基丙酸反应比例,采用薄层层析色谱法、质谱法和核磁共振法对合成的吡虫啉半抗原分子结构进行确

证,进一步用合成的吡虫啉半抗原与载体蛋白偶联得到吡虫啉完全抗原并免疫小鼠,于三免和五免7天后断尾采

血,采用间接ELISA法测定小鼠血清抗体效价。结果表明:1)吡虫啉、反应体系、有机相和水相的比移值分别为

0.55、0.23、0.50和0;2)质荷比为326的峰是吡虫啉半抗原的分子离子峰,且其余杂质离子峰的数量明显下降;

3)核磁共振结果与吡虫啉半抗原相符,3-巯基丙酸氧化副产物峰下降;4)三免后,小鼠血清效价达到1∶12800,五

免后,小鼠血清效价可达1∶51200。综上,此优化方法不仅保证3-巯基丙酸完全反应,还减少3-巯基丙酸氧化副

产物和不必要杂质的产生,提供了一种操作简单、安全,同时可减少半抗原合成过程杂质产生的吡虫啉半抗原合成

优化方法,为后续吡虫啉单克隆抗体的制备提供便利。
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Abstract Inordertoobtainimidaclopridartificialsemi-antigenwithhigherpurity,thereactionsequenceandreagents
ofconventionalsemi-antigensynthesis were adjusted and optimized,andthe mostsuitablereactionratio of

3-mercaptopropionicacidwasselected.Themolecularstructureofimidaclopridhatenwasconfirmedbythinlayer
chromatography,massspectrometryandnuclearmagneticresonace(NMR).Micewereimmunizedwithimidacloprid
completeantigenbycouplingthesynthesizedimidaclopridsemi-antigenwithcarrierprotein.Theserumantibodytiterof

micewasdeterminedbyindirectELISAafterthethirdandthefifthimmunization.Theresultsshowedthat:1)The
specificshiftvaluesofimidacloprid,reactionsystem,organicphaseandaqueousphasewere0.55,0.23,0.50and
0,respectively;2)Thepeakofmass-to-chargeratio326wasthemolecularionpeakofimidaclopridhalf-antigen,and
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thenumberoftheremainingimpurityionpeaksdecreasedsignificantly;3)TheresultsofNMRanalysiswereconsistent
withimidaclopridhalf-antigen,andtheoxidationby-productpeakof3-mercaptopropionicaciddecreased;4)Afterthe
thirdimmunization,theserumtiterofmicereached1∶12800,andtheserumtiterofmicereached1∶51200afterthe
fifthimmunization.In conclusion,the improved method can not only ensure the complete reaction of
3-mercaptopropionicacid,butalsoreducethegenerationof3-mercaptopropionicacidoxidationby-productsand
unnecessaryimpurities.Itprovidesasimpleandsafemethodforthesynthesisofimidaclopridsemi-antigen,whichcan
alsoreduceetheimpuritiesinthesynthesisofsemi-antigens.Theapproachcouldeventuallyfacilitatethepreparationof
subsequentmonoclonalantibodiestoimidacloprid.
Keywords imidacloprid;semi-antigen;synthesis;optimization

  农药是一类多相化学物质,可以通过控制病菌

的危害来减少生物毒素的产生和食源性疾病微生物

的污染,保障农产品质量安全[1]。20世纪90年代

以来,新烟碱类杀虫剂已成为世界上使用最频繁的

杀虫剂之一[2]。根据中国农药信息网数据显示,截
止到2017年7月,新烟碱类杀虫剂已占据我国杀虫

剂市场份额的1/4以上。其中,作为第一代新烟碱

类杀虫剂代表的吡虫啉(IMI),使用最为广泛。IMI
是一种尼古丁类神经毒性杀虫剂,通过烟碱型乙酰

胆碱受体(NAChR)阻断神经传递[3],导致昆虫麻痹

死亡。通常用于农作物、水果和蔬菜中,以防治刺吸

式口器害虫[4]。IMI对昆虫具有急性毒性[3],因其

可在哺乳动物体内蓄积[5],IMI对哺乳动物的亚致

死性损伤作用也日益凸显[6],长期暴露会影响人和

动物的免疫系统、生殖系统和神经系统等。目前有

研究表明,IMI对非靶标生物体的不利影响[7],包括

对人体的不利影响,取决于暴露量[8]。因此,对于

IMI残留的检测显得尤为重要。
目前,新烟碱类农药残留常规检测方法有气相

色谱(GC)、高效液相色谱(HPLC)、气相色谱串联

质谱(GC-MS)和高效液相色谱串联质谱(HPLC-
MS/MS),这些常规检测方法费时耗力,过度依赖仪

器和专业检测人员,不适合进行现场检测。因此,人
们迫 切 希 望 有 一 种 简 单、快 速、灵 敏 及 价 廉 的

ELISA检测技术能在室外和实验室内进行大批量

的筛选试验。

IMI分子量为255.66,是一种小分子物质。只

具备反应原性而不具备免疫原性,只有与载体蛋白

偶联以后,才具备免疫原性[9]。一般来说,具有活性

基团的小分子,可以与载体蛋白直接进行偶联。因

为IMI不具备与载体蛋白直接进行偶联的活性基

团,与载体蛋白的连接较困难,所以需要先对IMI
分子进行衍生[10]。这主要依赖其分子结构中的3
个活性位点,分别是:吡啶环上α-Cl、咪唑环上亚胺

基H原子和-NO2。目前,朱国念等[11]和姚蕾珺[12]

主要是通过亲和取代反应替换吡啶环上α-Cl;马寅

生等[13]和 Lee等[14]主要是通过将-NO2 还原成-
NH2,使其与载体蛋白直接偶联;通过吸电子效应

取代咪唑环上亚胺基H原子这一方法理论可行,实
际操作则会大大降低该化合物与乙酰胆碱受体的结

合能力。其中,亲和取代反应法最早被用于IMI人

工半 抗 原 的 合 成,且 应 用 最 为 广 泛[15]。半 抗 原

从-Cl衍生简单碳链,对吡虫啉的结构改动小[16],且
Cl原子位于分子识别的远端,能使IMI的抗原决定

簇充分暴露[11],合成半抗原的抗体非常灵敏。
通过亲和取代反应取代IMI吡啶环上α-Cl这

一半抗原合成方法以朱国念等[11]发表的最为成熟。
虽然此方法为目前最为常用的IMI人工半抗原合

成方法,但也存在很多缺点,如:试验过程中使用高

危化学试剂,易造成火灾、半抗原合成过程容易产生

较多杂质、免疫后小鼠血清抗体效价低等。本研究

旨在减少常规IMI半抗原合成方法中杂质的产生,
提高免疫后小鼠血清抗体效价,最终提高IMI单克

隆抗体制备过程中融合细胞的阳性率,获得高质量、
高产量的IMI单克隆抗体细胞株。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1.1.1 实验动物

健康状况良好的7周龄雌性SPF级BALB/c
小鼠(编号为202103799),购自常州卡文斯实验动

物有限公司。

1.1.2 主要试剂及仪器

95%的吡虫啉原药(江苏红太阳集团有限公

司),N,N’-二环己基碳二亚胺、98%3-巯基丙酸、

N-羟基琥珀酰亚胺(Sigma-Aldrich),4-二甲基吡啶

(上海源叶生物科技有限公司),二甲亚砜、薄层层析

硅胶版GF254型(扬州必帮生物技术有限公司),氢
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氧化钾、二氯甲烷、乙酸乙酯等其他试剂为国产分析

纯或优级纯。

maXis超高分辨飞行时间质谱仪、AVANCE
600核磁共振波谱仪 NMR(BrukerDaltonics),通
风厨(扬州天辉钢木制品公司),电热套、化学用升降

台(扬州必帮生物技术有限公司),旋转蒸发仪(上海

申生科技有限公司)等。

1.2 试验方法

1.2.1 试验原理

如图1所示:以IMI原药和3-巯基丙酸为原

料,在热碱的作用下,通过亲和取代反应,合成IMI
人工半抗原。

图1 IMI人工半抗原合成路线图

Fig.1 RoadmapofIMIartificialsemi-antigensynthesis

1.2.2 IMI半抗原合成方法的优化

IMI半抗原常规合成方法参照朱国念等[11]报

道的方法如下:称取IMI5.15g,用20mLDMSO
溶解,再加入KOH2.25g;另称取3-巯基丙酸2.10g,
用10mLDMSO溶解;在搅拌下将3-巯基丙酸溶液

缓慢滴加到三口烧瓶中,于油浴上使之缓慢升温至

100℃,保温2h后;撤去油浴,待产物自然冷却至

室温。取反应体系5mL,加入8mL双蒸水,以
6mol/LHCL溶液调节pH为3;用4mL二氯甲烷

在分液漏斗中萃取,收集下层。用3mLNaHCO3
水溶液萃取,收集上层;用少量乙醚洗涤水相,弃去

乙醚层;用6mol/LHCL溶液调节水相pH为3,然
后用3mL乙酸乙酯分萃取,合并乙酸乙酯提取

液。用少量蒸馏水洗涤乙酸乙酯,弃水层。提取

液经无水硫酸钠干燥后,减压浓缩。加入少量丙

酮溶液溶解,静置过夜,有黄色晶体析出,即为IMI
半抗原。

IMI半抗原合成方法的优化(下文称为优化方法)
如下:称取IMI1.3g于三口烧瓶中,用15mLDMSO
溶解,得到 A液;称取筛选出的最适比例的 KOH
和3-巯基丙酸(专利申请号:CN202110772955.0),
用5mLDMSO溶解,得到B液;打开电热套,将A
液缓慢升温至100℃;通入氮气;缓慢向其中滴加B
液,边加边搅拌;100℃保温3h;撤去电热套,待反

应体系冷却至室温。取反应体系5mL,用8mL双

蒸水溶解,6mol/L稀盐酸调pH至3.0;用4mL二

氯甲烷在分液漏斗中萃取,收集下层;下层用3mL
NaHCO3 水溶液萃取,收集上层;上层用3mL乙酸

乙酯萃取,收集下层;下层用6mol/L稀盐酸调pH

至3.0,用3mL乙酸乙酯萃取,收集上层,产品在上

层中。取30mL产品用DDW萃取后加入1.2g无

水硫酸 钠 干 燥,用 旋 转 蒸 发 仪 蒸 发 得 到IMI半

抗原。 
1.2.3 IMI半抗原结构鉴定

IMI半 抗 原 的 分 子 结 构 采 用 薄 层 层 析 色 谱

(TLC)法、质谱(MS-ESI)法和核磁共振(1 H-NMR)
法进行确证。

1.2.3.1 薄层层析色谱(TLC)法
采用微量毛细管进行点样。点样前,先用铅

笔在薄层板上距末端1cm处轻轻画一横线,然后

用毛细管吸取样液在横线上轻轻点样。将点样的

薄层板放在展开剂中展开,待位移至2/3处,取出

薄层板。展开后的薄层板干燥后,用紫外光灯照

射,检出斑点。展开分离后,化合物在薄层板上的

位置用比移值Rf(溶质移动的距离/溶液移动的距

离)来表示。

1.2.3.2 质谱(MS-ESI)法
采用电喷雾串联三重四极杆质谱对IMI人工

合成半抗原进行分析,负离子模式,电喷雾电压

3000V,毛细管电压为60V,离子源温度105℃,
辅助气温度350℃,进行一级质谱扫描,获取母离子

质荷比,对IMI半抗原进行结构鉴定。

1.2.3.3 核磁共振(1H-NMR)法
将合成的IMI人工半抗原用C2D6SO溶解后扫

描其1H-NMR谱,根据不同 H 原子的化学位移和

不同位移处 NMR谱峰的积分比例,分析合成的

IMI人工半抗原中 H 原子的数目及分布,以确定

IMI人工半抗原合成情况。
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1.2.4 完全抗原偶联鉴定

将常规方法合成获得的IMI半抗原和优化方

法合成获得的IMI半抗原通过亲和取代反应分别

与相同载体蛋白(BSA)进行偶联得到完全抗原。偶

联得到的完全抗原(IMI-BSA)进行3d的透析纯

化。采用薄层析色谱法(方法同1.2.3.1),鉴定IMI-
BSA是否偶联成功。

1.2.5 吡虫啉完全抗原免疫小鼠及血清抗体效价

的测定

用鉴定后的完全抗原按照表1的免疫程序

对7周龄雌性SPF级BALB/c小鼠进行免疫,并
于三免和五免7d之后断尾采血,按照李刚等[18]

方法,对小鼠血清采用间接ELISA法测定其抗体

效价。

表1 吡虫啉完全抗原免疫小鼠的免疫程序

Table1 Immunizationprograminmiceimmunizedwithimidaclopridcompleteantigen

免疫时间

Immunetime

免疫原Immunogen

常规方法

Conventional
method

优化方法

Optimization
method

免疫剂量

Immunedose

免疫途径

Immuneroute

首免

Firstimmunization
IMI-BSA+弗氏

完全佐剂

优化IMI-BSA+
弗氏完全佐剂

50μg/0.1mL/只 腹腔注射

二免

(间隔三周)

Secondimmunization
(Three-weekinterval)

IMI-BSA+弗氏

不完全佐剂

优化IMI-BSA+
弗氏不完全佐剂

50μg/0.1mL/只 腹腔+皮下三点注射

三免

(间隔两周)

Thirdimmunization
(Two-weekinterval)

IMI-BSA+弗氏

不完全佐剂

优化IMI-BSA+
弗氏不完全佐剂

50μg/0.1mL/只 腹腔+皮下三点注射

四免

(间隔两周)

Fourthimmunization
(Two-weekinterval)

IMI-BSA+弗氏

不完全佐剂

优化IMI-BSA+
弗氏不完全佐剂

50μg/0.1mL/只 腹腔+皮下三点注射

五免

(间隔两周)

Fifthimmunization
(Two-weekinterval)

IMI-BSA+弗氏

不完全佐剂

优化 MI-BSA+
弗氏不完全佐剂

50μg/0.1mL/只 腹腔+皮下三点注射

冲击免疫

(融合前3d)

Shockimmunity
(Threedaysbeforeintegration)

IMI-BSA+
生理盐水

优化IMI-BSA+
生理盐水

50μg/0.1mL/只 腹腔注射

2 结果与分析

2.1 半抗原的鉴定

2.1.1 薄层层析色谱法检测分析

根据图2薄层层析色谱图计算各物质的比移值

Rf(溶质移动的距离/溶液移动的距离),结果显示:

IMI、反应体系、有机相和水相的Rf值分别为0.55、

0.23、0.50和0。产品萃取后保留在有机相中,在相

同展开剂中,产品的Rf值与IMI、反应体系、和水相

均不相同,且紫外下可见荧光反应,判定IMI半抗
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原合成成功。

A:IMI;B:反应体系;C:有机相;D:水相

A:Imidacloprid;B:Reactionsystem;C:Organicphase;

D:Aqueousphase
图2 TLC法检测半抗原偶联反应

Fig.2 TLCmethodfordetectionofsemi-antigenic
couplingreactions

2.1.2 质谱法分析结果

图3IMI半抗原质谱法分析结果显示:M+,

m/z,326,且其余分子离子峰的解释也较为合理,因
此可以判断,该碎片离子峰为IMI人工半抗原的分

子离子峰[M+]。

2.1.3 核磁共振法分析结果

图4IMI半抗原核磁共振法分析结果显示,该
化 合 物1H-NMR 谱 (400 MHz,DMSO-D6)为:

δ12.36(1H,s,COOH),8.89 (1H,s,NH),

8.38~8.39(1H,d,Pry:H),7.52~7.81(1H,q,

Pry:H),8.37~8.98(1H,t,Pry:H),4.47(2H,

s,CH2),4.02(2H,q,CH2),2.50~2.90(2H,q,

CH2),1.24(2H,m,CH2),与文献[11]报道的IMI
半抗原核磁结果相符。

图3 IMI半抗原质谱图

Fig.3 Massspectrumofimidaclopridhapten

图4 IMI半抗原核磁图

Fig.4 Nuclearmagneticresonance(NMR)ofimidaclopridhapten

352



中 国 农 业 大 学 学 报 2022年 第27卷 

2.2 完全抗原的偶联鉴定

采用薄层层析色谱法对完全抗原偶联过程进行

监测。根据图5薄层层析色谱图计算各物质的比移

值Rf(溶质移动的距离/溶液移动的距离),结果显

示:IMI-BSA和BSA的Rf值分别为0.43和0.85。
在相同的展开剂下,具有不同的Rf,判断有新物质

生成,而当加入BSA后,经过一段时间样点消失,判
断物质偶联完全,可初步验证IMI和BSA反应良

好,初步判定IMI-BSA免疫原偶联成功。

2.3 小鼠血清抗体效价测定结果

三免和五免7d之后断尾采血,测定小鼠血清

抗体效价,如图6所示:使用常规方法合成的IMI
半抗原进行免疫的小鼠,血清抗体效价在三免后仅

达到1∶800,五免后勉强达到1∶12800;而使用优

化方法合成的IMI半抗原进行免疫的小鼠,血清抗

体效价在三免后均可达到1∶12800,五免后可达到

1∶51200。

A:IMI-BSA;B:反应体系

A:Imidacloprid;B:Reactionsystem
图5 TLC法检测完全抗原偶联反应

Fig.5 TLCmethodfordetectionofcomplete
antigeniccouplingreactions

图6 小鼠血清抗体效价测定

Fig.6 Detectionofantibodytitersofmouseserum

3 讨 论

3.1 调整使用试剂对试验安全性的影响

IMI半抗原合成过程,反应需持续加热。常规

方法使用油浴加热,导热效果好,能使物质均匀受热

且保持恒温,但操作过程需十分谨慎,以防因油外溢

而烫伤或因升温过高而引起火灾。优化方法选用恒

温电热套代替油浴,升温更快、可控性更好,且可以

很好地避免烫伤和失火。

常规方法使用的乙醚等高危化学试剂,操作人

员长期低浓度接触会透皮吸收,因毒性蓄积而出现

一系列不适症状。优化方法使用乙酸乙酯替换乙

醚,降低了化学试剂对试验人员的毒性,提高了试验

操作的安全性。

3.2 调整反应顺序和试剂比例对半抗原合成过程

杂质产生的影响

常规IMI半抗原合成方法,虽然能够得到最终

产品,但合成的半抗原含杂质较多,会产生较多3-
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巯基丙酸的氧化副产物和其他碎片离子。并且,在
普通实验室,每次合成的半抗原数量有限,往往需要

进行多次重复试验才可获得足够量的半抗原进行下

一步试验。
优化方法在3-巯基丙酸加入反应之前预先通

入氮气,并维持到整个反应结束,以此排出氧气,一
定程度减少了氧气与3-巯基丙酸发生反应而产生

氧化副产物。同时,筛选出最适3-巯基丙酸反应比

例,一方面保证3-巯基丙酸能够完全反应,保证IMI
人工半抗原的产量,另一方面防止3-巯基丙酸过剩

而与其他物质反应生成氧化副产物或者有大量3-巯
基丙酸残留而产生过多的杂质。优化方法质谱结果

显示质荷比为326的峰是IMI半抗原的分子离子

峰,符合质谱分析中有机物的含氮规则。相较于李

广领[17]的方法,其余碎片离子峰数量有了很大程度

的减少。一方面,说明优化方法合成的半抗原杂质

减少,另一方面,溶剂峰的减少和下降,也说明了

IMI半抗原合成反应更为彻底。优化方法核磁结果

与文献报道相符,相较于朱国念等[11]的方法,12.36
处的3-巯基丙酸的氧化副产物峰明显下降,说明

3-巯基丙酸的氧化副产物减少,进一步说明优化方

法合成的人工半抗原杂质减少。但是,由于专业纯

度检测仪器的限制,尚未准确测出半抗原纯度,具体

提升值尚不明确,后续可作进一步检测。

3.3 优化方法对免疫后小鼠血清抗体效价的影响

单抗制备过程中动物的免疫效价,会影响其产

生特异性抗体的能力,同时也影响单抗的大量生

产[19]。若半抗原偶联数量过多,会因抗原过量而

产生免疫耐受;若半抗原偶联数量过少,则会因抗

原不足而不产生抗体[20]。所以,小分子抗原偶联

到载体的数量要适中,才能使免疫后的小鼠产生高

效价的抗体。
使用优化方法合成获得的半抗原与载体蛋白偶

联得到完全抗原,用偶联的完全抗原免疫小鼠,三免

后,小鼠血清抗体效价均可达到1∶12800;五免后,
小鼠血清抗体效价达到1∶51200。使用常规合成

方法偶联获得的完全抗原免疫小鼠,五免后,小鼠血

清抗体效价仅达到1∶12800。李刚等[18]使用常规

合成方法偶联获得的完全抗原免疫小鼠,小鼠血清

抗体效价最高达到1∶12800。说明优化方法可以

刺激小鼠更稳定地产生更高滴度的抗体。小鼠血清

抗体效价越高,其针对抗原的特异性抗体浓度则越

高,细胞融合后筛选出阳性的概率也越大,所以单抗

制备过程中,提高小鼠抗体效价十分重要。不仅免

疫的抗原能影响免疫就小鼠血清抗体效价,不同的

免疫途径和免疫剂量也会使免疫后小鼠效价发生改

变。后续可改变免疫的途径和免疫的剂量,进一步

筛选出一套可以刺激小鼠更稳定地产生更高效价的

免疫程序,使整个免疫流程更为高效、便利。

4 展 望

本研究通过调整半抗原合成过程反应顺序和筛

选最适3-巯基丙酸反应比例,在相对安全的试验环

境下,减少了IMI人工半抗原合成过程中杂质的产

生,一定程度上提高了IMI人工半抗原纯度。免疫

后,小鼠能产生更高滴度的抗体。后续可继续进行

IMI单克隆抗体的制备,研究更高滴度的抗体是否

能够刺激小鼠产生更多的B淋巴细胞用于后续细

胞融合,从而提升细胞融合后的阳性率,获得更高质

量的IMI单克隆抗体细胞株。最终,建立起能在室

外和室内进行大批量筛选试验的简单、快速、灵敏及

性价比高的ELISA检测技术。
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