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西地那非多克隆抗体的制备及特异性分析 

熊  波, 吴胜泽, 苏焕斌, 张  燕, 刘  辉* 

(广东产品质量监督检验研究院, 顺德  528300) 

摘  要: 目的  为了研究开发一种具有高灵敏度、高特异性的西地那非(sildenafil, SD)多克隆抗体。方法  本

文通过人工合成西地那非半抗原(SDH)和西地那非抗原(SDH-BSA), 然后经免疫兔子, 制备了 SD 多克隆抗体, 

并对制得的抗体的特异性进行了分析。结果  免疫后产生了 SD多克隆抗体, 抗体的效价为 3.8×105, 线性检测

范围为 0.02~3.8 ng/mL, 抗体除与瓦地那非具有较高的交叉反应率外, 与红地那非、他地那非等结构类似物交

叉反应率均较低。结论  采用本方法制备的 SD多克隆抗体具有较高的特异性和灵敏度, 可用于 SD快速检测

试剂盒的开发。 
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Preparation and specificity analysis of sildenafil polyclonal antibody 
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ABSTRACT: Objective  To prepare high sensitivity and specificity polyclonal antibody against sildenafil 

(SD). Methods  Sildenafil hapten (SDH) and Sildenafil antigen (SDH-BSA) were prepared by artificial 

methods. Then, through immunized rabbits the SD polyclonal antibody was prepared. Results  After 

immunity, the polyclonal antibody against SD was generated. The titer of the antibody was 3.8×105. The linear 

detection of the polyclonal antibody was ranged from 0.02 ng/mL to 3.8 ng/mL. The polyclonal antibody had a 

high cross reaction rate to vardenafil, but had a low response rate to hongdenafil and calais. Conclusion  SD 

polyclonal antibody had a high specificity and sensitivity, and it could be applied to the development of SD 

rapid detection kit. 
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1  引  言 

西地那非(sildenafil, SD)是美国 FDA1998年批准

用于治疗性性功能障碍(erectile dysfunction, ED)的药

物 , 能够通过竞争性抑制 5 型磷酸二酯酶 , 阻断

cGMP 分解为 GMP, 导致自然产生的 cGMP 不断积

聚, 促进海绵体动脉平滑肌舒张, 促使阴茎勃起, 从

而达到治疗 ED 的功效[1-3]。但是研究表明它对人体

也有较大副作用, 会导致人体面部潮红、头晕、头痛、

鼻塞和视觉异常等症状[4], 因此这类药物必须在医生

指导下使用。然而一些保健品生产厂家, 为了增强或

夸大产品壮阳功效, 在产品中违法添加西地那非, 以
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欺骗消费者, 这严重地危害了广大消费者的身心健

康, 也不利于我国保健品行业的发展。目前已报道的

关于 SD的检测方法很多, 其中包括薄层色谱法、液

相色谱法、液相色谱-质谱联用法等方法[5-7], 然而这

些检测方法成本昂贵、前处理复杂、灵敏度也较低, 

因此研究开发一种简便快捷、灵敏度高的 SD检测方

法具有极其重要的意义。 

本文旨在通过免疫学试验, 制备具有高特异性、

高灵敏度的 SD 多克隆抗体, 以便为进一步的 SD 快

速检测试剂盒的开发奠定基础。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

新西兰大白兔 2只, 雌性, 体重 3 kg以上, 购自

广东省实验动物中心; Freund氏完全佐剂与不完全佐

剂、N, N-二甲基甲酰胺(DMF)、N-羟基琥珀酰亚胺

(NHS)、二环已基碳二亚胺(DCC)、牛血清蛋白(BSA)、

卵清蛋白(OVA)、3, 3′, 5, 5′-四甲基联苯胺(TMB)均购

自 Sigma公司; 西地那非、瓦地那非、他地那非、红

地那非标准品均购自 Alfa Aesar公司; 其他化学试剂

均为分析纯。 

2.2  仪器与设备 

HP1100 液质联用仪(美国, Agilent); Multiskan 

MK3酶标仪(美国, Thermo公司); Wellwash MK2洗

板机(美国, Thermo公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  SD 半抗原的合成 

称取 4.75 g西地那非(4.75 g, 10 mmol), 加入到

30 mL DMF溶液中, 然后再加入 520 mg 60％氢化

钠。室温下磁力搅拌 1 h后, 滴加 2.34 g溴乙酸叔丁

酯, 搅拌 15 min 后, 于 60 ℃油浴中继续搅拌 16 h, 

然后用油泵减压蒸除 DMF, 残余物中加入 20 mL水

后, 用二氯甲烷进行萃取产物。合并提取液, 水洗涤

后, 分出有机层, 无水硫酸钠干燥。滤除干燥剂, 滤

液经减压浓缩后, 残余物用硅胶柱层析分离得纯的

中间体。将上述获得的乙酸叔丁酯样品溶于 6 mL二

氯甲烷中, 室温搅拌下加入 3 mL三氟乙酸(TFA), 室

温搅拌 2 h, TLC监控直至薄层板中样品斑点完全消

失, 减压旋蒸掉溶剂后, 即为最终产物 SDH, 如图 1

所示。 

2.3.2  人工抗原制备与鉴定  

采用活泼酯法[8]制备免疫抗原 SDH-BSA, 包被

抗原 SDH-OVA。称取半抗原 0.1 mmol溶于 0.5 mL 

DMF中, 搅拌加入 0.2 mmol DCC和 0.2 mmol NHS, 

让其在室温下反应过夜后, 离心(4000 r/min, 5 min), 

取上清液, 缓慢加入到溶有适量的BSA或OVA(半抗

原与 BSA或 OVA的摩尔比大约为 60:1)pH为 9.6的

碳酸缓冲溶液中, 然后在磁力搅拌下反应 4 h, 待反

应完成后, 装入透析袋, 先用蒸馏水透析 2 次, 然后

用 0.8%生理盐水透析, 透析完毕后分装保存于-20 ℃

的冰箱中。 

 

图 1  半抗原 SDH的合成 

Fig. 1  The synthesis of SDH hapten 
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在波长 200~400 nm区间, 对各人工抗原的紫外

吸收光谱进行测定, 鉴定半抗原与载体蛋白(BSA 或

OVA)是否偶联成功[9]。 

2.3.3  多克隆抗体的制备[10]  

选取体重在 3 kg 以上的雌性新西兰大白兔, 初

次免疫时用 0.5mg免疫原与 2 mL生理盐水和 2 mL

弗氏完全佐剂混合后采用背部多点注射。间隔 3 周, 

取免疫原与弗氏不完全佐剂乳化, 加强免疫。以后免

疫每隔两周进行免疫。取耳缘静脉血, 采用 ELISA

方法测定抗血清效价。待效价稳定后, 再加强免疫一

次。最后一次免疫后 10 d心脏采血, 离心(4000 r/min, 

5 min)保留血清, 存放于-20 ℃冰箱中。 

2.3.4  抗体特异性分析 

选择瓦地那非、他地那非、红地那非三种与 SD

结构和功能相同的类似物进行抑制试验, 考察了制

备的 SD多克隆抗体的特异性。 

3  结果与分析 

3.1  SD 半抗原的鉴定 

将合成的中间体和终产物进行液相-质谱联用仪

(LC-MS)分析, 结果如图 2、3所示, 从图中可知该化

合物中间体的分子离子峰为 589.2 [M+H]+, 半抗原

SDH的分子离子峰为 533.4[M+H]+, 与该化合物的目

标分子量相符。 

3.2  SD 抗原的制备及鉴定 

图 4为 SDH、BSA、OVA、SDH-BSA、SDH-OVA

的紫外光谱图, 从图中可以看出, SDH-BSA 波峰稍

偏移至 276~277 nm, OD明显增大, 波谷偏移至 245 

nm, OD明显增大, 300~320 nm仍有吸收; SDH-OVA

波峰稍偏移至 276~277 nm, OD稍增大, 波谷偏移至

248 nm, OD变化不大, 与 SDH、BSA、OVA的图谱

都有所不同, 其具有 SDH和 BSA、OVA叠加的特点, 

说明反应产物是不同于载体蛋白和半抗原的物质 , 

是载体蛋白和半抗原的复合物, 由此可说明 SDH 与

载体蛋白交联成功。 

3.3  抗体效价的测定及其标准曲线的绘制 

抗体的效价采用 icELISA 测定, 分别以不同浓

度的包被抗原包被酶标板, 将纯化好的多克隆抗体

倍比稀释, 抗体效价为抗体 A450nm≈1.0左右时的抗体

的稀释倍数[11]。采用棋盘法优化包被抗原浓度和抗血

清工作浓度, 选择吸光值(OD)为 1.0左右时的抗原浓

度和抗体稀释度作为工作浓度。经测定, 当包被浓度

为 0.25 μg/mL时, 抗体的效价为 3.8×105。 

 

图 2  半抗原 SDH中间体的质谱图 

Fig. 2  The mass spectrogram of SDH intermediate 
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图 3  半抗原 SDH的质谱图 

Fig. 3  The mass spectrogram of SDH hapten 
 

 

图 4  SDH人工抗原紫外扫描谱图 

Fig. 4  UV spectrum of SDH artificial antigens and haptens 

 
根据上述实验做药物竞争实验, 采用 Originlab 

7.5的四参数拟合模块对间接竞争 ELISA反应曲线进

行 S拟合, 以 SDH-OVA为包被原, 建立间接 ELISA

标准曲线如图 5 所示, 计算得曲线的 IC50 为 0.16 

ng/mL, 线性检测范围(IC20~IC80)为 0.02~3.8 ng/mL。 

 

图 5  西地那非的间接 ELISA标准曲线 

Fig. 5  The icELISA standard curve of SD 

 

3.4  SD 多克隆抗体特异性分析 

利用 icELISA程序, 在已经优化好的 icELISA条

件下, 选择了三种与 SD 结构和功能相同的类似物, 

考察了抗体的特异性。依次做 SD药物的类似物竞争 
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表 1  SD 与结构类似物或功能类似物的交叉反应率结果 (n=3) 
Table 1  Cross reactivity of polyclonal antibody with analogous compound of SD (n=3) 

药物名称 结构式 IC50 (ng/mL) 交叉反应率 

西地那非 
N

N
S

O O

O

N

HN

O

N
N

 

0.16 100 

瓦地那非 
N

N
S

O O

O

N
H

N
N

O

N

 

0.22 72.7 

他地那非 
N
H

N

N

O

O CH3

O

O

 

3550.44 <0.01 

红地那非 
N

N

O

N

HN

O

N
NO

 

1392.62 <0.01 

 
抑制曲线, 求出各自抑制率为 50%时的标准品质量

浓度, 然后再换算成摩尔浓度后用公式计算出每种

结构类似物与抗体的交叉反应率[12]。 

reactant)-(crossIC

(SD)IC100
CR(%)

50

50
  

在几种 cGMP PDE-5 抑制剂对 PcAb-SDH-BSA

抗体的交叉反应曲线中, 发现与瓦地那非有高的交

叉反应(72.7%), 而与他地那非和红地那非的交叉反

应几乎没有交叉反应(<0.01%)。这主要是由于瓦地那

非除了杂环上的原子排布与 SD有差异外, 其他结构

都与 SD 非常相似, 导致 SD 抗体口袋腔能识别瓦地

那非, 而他地那非和红地那非的结构与 SD存在较大

差异, 抗体不能识别, 因此交叉反应率较低。 

4  讨  论 

在食品安全的免疫分析中, 人工抗原的合成是

抗体制备和免疫分析方法建立中最关键的步骤[13]。

小分子药物在与载体蛋白连接的部位很容易受到屏

蔽, 从而导致产生的抗体丧失对屏蔽基团的特异性
[14]。因此在人工抗原合成的过程中确定半抗原是否

受蛋白的屏蔽作用非常重要, 解决这一问题的关键

就是联入间隔臂[15]。本文根据 SD的结构特点, 在 SD

嘧啶环上的亚氨基上引入含有两个碳的手臂, 再与

载体蛋白偶联制备 SD抗原, 然后经免疫兔子制得了

SD 多克隆抗体。经特异性分析, 发现制备的多克隆

抗体与他地那非和红地那非的交叉反应率均小于

0.01%, 而与瓦地那非的交叉反应率为 72.7%, 具有

良好的特异性, 可用于 SD快速检测试剂盒的开发。 
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