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酸性橙Ⅱ半抗原及人工抗原的合成与鉴定 
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摘  要: 目的  建立酸性橙Ⅱ半抗原及人工抗原的合成及鉴定方法。方法  将重氮化后的 2-氨基-5-磺基苯甲

酸与 2-萘酚经偶氮反应合成带羧基基团酸性橙Ⅱ, 通过碳二亚胺法将其与载体蛋白(BSA)偶联制备酸性橙Ⅱ人

工抗原。采用核磁共振碳谱和氢谱对合成的酸性橙Ⅱ半抗原进行结构分析, 并用紫外光谱扫描法和蛋白质电泳

法鉴定酸性橙Ⅱ人工抗原并计算偶联比。结果  通过偶氮反应及碳二亚胺法最终得到纯化后的酸性橙Ⅱ半抗

原约 47 mg, 核磁结果显示成功合成酸性橙Ⅱ半抗原。经 SDS-PAGE、N-PAGE和紫外光谱扫描结果均显示酸

性橙Ⅱ人工抗原蛋白分子质量大于 BSA, 所带负电荷大于 BSA, 且合成后的酸性橙Ⅱ人工抗原具有吸收峰叠

加效应, 均表明酸性橙Ⅱ人工抗原合成成功, 偶联比为 20.9:1。结论  此方法能够成功合成酸性橙Ⅱ半抗原和

人工抗原, 为进一步制备特异性酸性橙Ⅱ抗体和建立酸性橙Ⅱ的免疫检测方法奠定基础。 
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Synthesis and identification of acid orangeⅡhapten and artificial antigen 
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ABSTRACT: Objective  To explore a method for the synthesis and identification of acid orange Ⅱhapten 

and artificial antigen. Methods  Acid orange Ⅱ hapten was synthesized by the reaction between 

2-amino-5-sulfo-benzoic acid and 2-naphthol, then acid orange Ⅱ artificial antigen was prepared by active 

ester method. Acid orange Ⅱ hapten was identified by mass spectrometry and acid orange Ⅱ artificial 

antigen was identified by UV spectrophotometric, SDS-PAGE as well as N-PAGE. Results  The structure of 

acid orange Ⅱ hapten was consistent with the predictive structure by mass spectral analysis. By the methods 

of SDS-PAGE and N-PAGE, the molecule weight and negatively charged electrons of acid orange Ⅱ artificial 

antigen were greater than BSA. Acid orange Ⅱ artificial antigen showed the superposition phenomenon by 

Ultraviolet spectrum. According to the UV, acid orange Ⅱ hapten and BSA coupling ratio was 20.9:1. 

Conclusion  This method can be applied for acid orange Ⅱ hapten and artificial antigen synthesis and 

provide technical basis for the preparation of acid orange Ⅱ specificity antibodies and development of acid 

orange Ⅱ immune detection. 
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1  引  言 

酸性橙Ⅱ, 又名酸性金黄Ⅱ或酸性艳橙 GR, 是

重要的精细化工产品, 广泛用于印染、皮革、纸张等

染色[1,2]。研究证实酸性橙Ⅱ对生殖具有致畸作用, 并

伴有中等的致癌性, 不允许作为食品添加剂使用[3]。

由于酸性橙Ⅱ色泽鲜艳, 着色稳定和价廉, 在食品生

产与加工中出现违规添加酸性橙Ⅱ的现象, 对消费

者的健康造成严重危害[4]。2011年, 国家卫生部明确

规定将酸性橙Ⅱ等合成色素列为非食用物质和易滥

用的食品添加剂名单, 禁止在食品中添加。因此, 建

立一套快速、准确检测食品中酸性橙Ⅱ的方法具有重

要意义。 

目前, 食品中非食品添加剂的残留检测方法主

要有高效液相色谱法[4]、荧光光谱法[5]以及高效液相

色谱-质谱/质谱法[6]等, 准确性高, 但这些方法需昂

贵的仪器设备及专业操作人员, 且样品前处理过程

繁琐复杂, 很难满足大批量样品快速检测的要求。免

疫分析法具有简便、快速、灵敏度高和成本低廉、便

于现场检测和高度特异性等特点[7], 其关键是制备具

有免疫原性的抗原。本研究针对酸性橙Ⅱ不具有免疫

原性的特点, 建立酸性橙Ⅱ人工抗原的合成方法并

对其进行鉴定, 为酸性橙Ⅱ在食品安全中的检测奠

定基础。 

2  材料与方法 

2.1  实验材料 

微量移液器(德国 Eppendorf 公司); 磁力搅拌器

(上海梅颖浦仪器仪表制造有限公司); 多用真空泵

(北京莱伯泰科仪器有限公司); 紫外可见分光光度计

(德国耶拿分析仪器股份公司); 核磁共振仪(Bruker 

AVANC E  500 MHzⅢ ); 高速冷冻离心机 (美国 

Thermo Scientific 公司); 电子天平(日本岛津)。 

2-氨基-5-磺基苯甲酸(96%)和 2-萘酚(99%)购

自西亚试剂 ; 牛血清白蛋白 (BSA, 99%)购自科邦

生物 ; N-羟基丁酰亚胺(NHS)、N,N-二环己基碳二

亚胺(DCC)购自阿拉丁 ; KI 淀粉试纸和 pH 试纸购

自上海三爱思试剂有限公司 ; 二甲亚砜 (DMSO)

购自国药集团化学试剂有限公司 ; 亚硝酸钠、碳

酸氢钠、二氯甲烷、浓盐酸、N,N-二甲基甲酰胺

(DMF)和甲醇均为分析纯 , 购自成都市科隆化工

试剂厂。  

2.2  实验方法 

2.2.1  酸性橙Ⅱ半抗原的合成 

将 100 mg 2-氨基-5-磺基苯甲酸溶解于 1 mL 

DMSO后, 加入 4 mL HCl (0.5 mol/L)溶液后, 逐滴加

入 NaNO2(0.1 mol/L), 直到使淀粉 KI 试纸变成蓝色

为止, 冷却至 4℃, 得到溶液 A, 备用; 将 67 mg 2-萘

酚溶解于 1 mL DMSO后, 加入 2 mL Na2CO3(1mol/L)

溶液, 冷却至 4℃, 得到溶液B, 备用; 将溶液A加入

到溶液 B 中, 4℃搅拌 2 h, 得到红色沉淀物; 最后, 

用盐酸调节溶液 pH至 3.0, 继续 4℃搅拌 30 min, 抽

滤, 得到红色残余物, 37 ℃烘干, 合成路线见图 1。 

2.2.2  酸性橙Ⅱ半抗原的纯化 

采用重结晶的方法纯化粗样品, 将 140 mg粗样

品溶解于甲醇。待完全溶解后室温静置 3~4 d, 可析

出红色沉淀物, 滤纸过滤, 石油醚冲洗 2~3次, 50 ℃

烘干, 得红色沉淀(酸性橙Ⅱ半抗原,见图 2)约 47 mg。 

2.2.3  酸性橙Ⅱ半抗原的鉴定 

纯化所得的酸性橙Ⅱ半抗原采用核磁共振仪

(13C-NMR, 1H-NMR)鉴定其分子结构, 确定酸性橙

Ⅱ半抗原是否合成成功。 

 
 
 

 
 
 

图 1  酸性橙Ⅱ半抗原合成路线 

Fig. 1  Synthetic route of acid orangeⅡhaptens 
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图 2  酸性橙Ⅱ半抗原 

Fig. 2  Synthetic acid orange Ⅱ haptens 

 
2.2.4  酸性橙Ⅱ人工抗原的合成 

称取 5.2 mg酸性橙Ⅱ半抗原、3.22 mg NHS、

7.448 mg DCC溶于 2 mL DMF, 室温搅拌约 10 h, 将

混合液 2000 r/min 离心 5 min。将上清与 2 mL 

BSA(13.8 mg)溶液混合, 4 ℃搅拌过夜。PBS缓冲液

透析, 每 12 h换液, 透析 3 d后收集, -20 ℃保存, 合

成路线见图 3。 

2.2.5  酸性橙Ⅱ人工抗原的鉴定 

采用变性(SDS-PAGE)和非变性(N-PAGE)蛋白

电泳鉴定酸性橙Ⅱ人工抗原[8], 并通过紫外光谱法鉴

定酸性橙Ⅱ人工抗原和计算偶联比。用 PBS 缓冲液

将载体蛋白、酸性橙Ⅱ半抗原和酸性橙Ⅱ人工抗原分

别稀释浓度为 0.25、0.0125、0.25 mg/mL, 在 200~400 

nm紫外波长下分别扫描全波长。根据波长 320nm处

的吸光度计算半抗原与载体蛋白的偶联比[9,10], 公式

如下:  
 

 

式中: A为吸光度; M为相对分子质量; 为质量浓度

(mg/mL)。 

3  结果与分析 

3.1  酸性橙Ⅱ半抗原的结构鉴定 

经 13C和 1H核磁图谱(图 4、图 5)结果分析: C

谱中 180.14(б×10-6)为—COOH 基团, 且图谱结果显

示酸性橙Ⅱ半抗原结构中 C 和 H 数目与预期结构一

致。因而, 可判定成功合成带有羧基基团的酸性橙Ⅱ

半抗原。 

3.2  酸性橙Ⅱ抗原的鉴定 

3.2.1  酸性橙Ⅱ抗原蛋白电泳检测鉴定结果 

SDS-PAGE 电泳鉴定结果显示: 由于酸性橙Ⅱ

人工抗原的分子量较 BSA 大, 从而致使酸性橙Ⅱ人

工抗原的迁移速率较 BSA慢, 图 6B显示酸性橙Ⅱ人

工抗原条带相比 BSA 条带有明显的拖带现象, 说明

BSA成功偶联酸性橙Ⅱ半抗原。N-PAGE电泳鉴定结

果显示: BSA 的蛋白条带迁移速率较酸性橙Ⅱ人工

抗原快, 说明酸性橙Ⅱ人工抗原电离后所带负电荷

数比 BSA大(图 6A)。结合 SDS-PAGE和 N-PAGE结

果说明酸性橙Ⅱ人工抗原偶联成功。 

3.2.2  酸性橙Ⅱ人工抗原紫外扫描鉴定结果 

酸性橙Ⅱ半抗原与 BSA 均具有各自的紫外吸收

特征, 依据紫外吸光度的加和性致使酸性橙Ⅱ人工

抗原兼具有二者的紫外吸收特征。紫外扫描酸性橙Ⅱ

人工抗原紫外全波长扫描结果见图 7, 酸性橙Ⅱ人工

抗原的吸收峰表现出了酸性橙Ⅱ半抗原和 BSA 吸收

峰的叠加现象, 说明载体蛋白 BSA 上成功偶联酸性

橙Ⅱ半抗原, 成功合成酸性橙Ⅱ人工抗原。 

 

 

 
 
 

图 3  酸性橙Ⅱ人工抗原的合成路线 

Fig. 3  Synthetic route of acid orangeⅡartificial antigens 



第 8期 王  剑, 等: 酸性橙Ⅱ半抗原及人工抗原的合成与鉴定 3227 
 
 
 
 
 

 
 
 

图 4  酸性橙Ⅱ半抗原 C谱 

Fig. 4  13C NMR of acid orangeⅡ haptens 
 
 

 
 
 

图 5  酸性橙Ⅱ半抗原 H谱 

Fig. 5  1H NMR of acid orangeⅡ haptens 
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图 6  酸性橙Ⅱ人工抗原鉴定(AOAA) 

Fig. 6  Protein electrophoresis of the acid orange Ⅱartificial 
antigen(AOAA) and BSA 

A: N-PAGE蛋白电泳; B: SDS-PAGE蛋白电泳 

A: N-PAGE Protein electrophoresis; B: SDS-PAGE Protein electrophoresis 

 
通过紫外图谱分析: 320 nm 处可明显看出酸性

橙Ⅱ半抗原和人工抗原的紫外吸收峰特征; 287 nm

处为 BSA的紫外吸收峰。根据 320 nm处的紫外吸光

度计算酸性橙Ⅱ半抗原与 BSA偶联比(BSA、酸性橙

Ⅱ半抗原和人工抗原的吸收紫外值分别为: 0.0257、

0.2403、0.586)为 20.9:1。 

 
 

 
 
 

图 7  酸性橙Ⅱ人工抗原紫外扫描 

Fig. 7  UV spectrum of BSA, acid orange Ⅱ haptens and 
artificial antigens 

 
 

4  讨  论 

目前, 免疫分析法已被应用于食品安全检测[11], 

其关键步骤是人工抗原的合成。合成具有免疫原性的

人工抗原中, 半抗原化合物必须具有或衍生出能与

载体蛋白进行交联反应的功能基团(氨基、羧基、羟

基、重氮盐等)。本研究采用两种合成前体分子(带有

羧基)合成直接带有羧基基团的酸性橙Ⅱ半抗原, 经

核磁共振检验分析酸性橙Ⅱ半抗原合成成功。 

评价合成人工抗原的分析检测方法有紫外光谱

法、红外光谱法、核磁共振法、蛋白电泳、标记抗原

示踪法、免疫鉴定等[12,13]。紫外光谱法是鉴定人工抗

原最常见的方法, 其依据人工抗原的紫外光谱特征

(具有半抗原与载体蛋白紫外光谱的叠加性)判断人

工抗原是否偶联成功。SDS-PAGE 电泳法依据蛋白

质分子量的大小差异判断人工抗原是否偶联成功。如

果偶联成功, 人工抗原的分子量较载体蛋白增大, 从

而致使人工抗原的电泳条带迁移速度变慢; N-PAGE

电泳法依据蛋白质所带的静电荷差异判断人工抗原

是否偶联成功, 相同极性, 静电荷数大的迁移距离

大。本实验采用紫外光谱法及蛋白电泳法鉴定半抗原

与载体蛋白的连接, 二者结果一致, 说明人工抗原合

成成功。 

为了获得较好的免疫效果, 除鉴定半抗原与载

体蛋白的连接, 还需确定半抗原与载体蛋白是否有

适宜的偶联比[13,14]。一般认为, 偶联比在 3:1~45:1之

间时具有较强的免疫原性, 能够较好地刺激免疫动

物的免疫系统产生特异性抗体[14]。本试验通过紫外

吸收法测得人工抗原中半抗原与载体蛋白的偶联比

为 20.9:1, 处于适宜的范围[15]。结论表明: 此方法成

功合成酸性橙Ⅱ人工抗原, 为进一步制备特异性酸

性橙Ⅱ抗体和建立非食品添加剂酸性橙Ⅱ的免疫检

测方法奠定了基础。 
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