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新型氨基甲酸乙酯人工抗原的制备与表征 

马晓驰, 孙玉凤*, 陈卫华* 

(中国农业科学院农产品加工研究所, 北京  100091) 

摘  要: 目的  合成新型氨基甲酸乙酯(ethyl carbamate, EC)人工抗原并对其效果进行表征分析。方法  用

4-(二苯基羟甲基)苯甲酸对 EC 衍生化合成半抗原, 用核磁氢谱(proton nuclear magnetic resonance, NMR)、核磁

碳谱和质谱法(mass spectrometry, MS)对其结构进行表征; 用活化酯法将 EC 半抗原与牛血清蛋白(bovine 

serum albumin, BSA)偶联得到 EC 人工抗原。用紫外光谱和荧光光谱法对人工抗原进行表征并计算偶联比, 用

考马斯亮蓝法测定蛋白含量, 间接竞争酶联免疫法鉴定其免疫活性。结果  EC 半抗原结构与理论结构一致, 

半抗原与 BSA 成功偶联, 偶联比为 13:1, 冻干粉的蛋白含量为 0.695 mg/mg, 用该新型人工抗原免疫小鼠, 得

到的抗血清效价为 1:10000, 且特异性较好。结论  该新型氨基甲酸乙酯半抗原具有较好的免疫活性。 

关键词: 氨基甲酸乙酯; 4-(二苯基羟甲基)苯甲酸; 人工抗原 

Synthesis and identification of a novel ethyl carbamate artificial antigen 

MA Xiao-Chi, SUN Yu-Feng*, CHEN Wei-Hua* 

(Institute of Food Science and Technology, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100091, China) 

ABSTRACT: Objective  To synthesis and characterize a new ethyl carbamate (EC) artificial antigen. Methods  EC 

was derivatized with 4- (diphenylhydroxymethyl) benzoic acid to synthesize hapten, and its structure was characterized by 

proton nuclear magnetic resonance (NMR), NMR carbon spectrum and mass spectrometry (MS). EC was coupled with 

bovine serum albumin (BSA) by activated ester method to obtain EC artificial antigen. The artificial antigen was 

characterized by ultraviolet and fluorescence spectroscopy and the coupling ratio was calculated. The protein content was 

determined by the Coomassie Brilliant Blue method, and its immunological activity was identified by indirect competitive 

ELISA. Results  The structure of the EC hapten was consistent with the theoretical structure. The hapten was successfully 

coupled with BSA, and the coupling ratio was 13:1, and the protein content of the lyophilized powder was 0.695 mg/mg. 

The mice were immunized with the new artificial antigen, and the antiserum was obtained. The titer was 1:10000 and the 

specificity was good. Conclusion  The novel urethane hapten has good immune activity. 
KEY WORDS: ethyl carbamate; 4-(diphenylhydroxymethyl) benzoic acid; artificial antigen 

 

1  引  言 

氨 基 甲 酸 乙 酯 (ethyl carbamate, EC), 分 子 式 为

H2NCOOC2H5 是食品发酵过程中自然形成的一种有害物

质, 常见于各类发酵食品如面包、黄酒和酱油等[1]。早在

1943 年, 有研究表明 EC 具有动物致癌性[2], 2007 年, 世界

卫生组织国际癌症研究机构 (International Agency for 

Cancer Research, IARC)将 EC 列为 2A 类致癌物[3]。传统的
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EC 检测方法有气相色谱-质谱法、液相色谱-质谱法、液相

色谱-荧光法和高效液相色谱-荧光法等[47], 这些方法应用

成熟, 灵敏度高, 但是样品前处理复杂, 设备昂贵, 无法

满足现场快速检验, 因此近年来基于特异性免疫的方法: 

如酶联免疫吸附法、免疫层析法[8]迅速发展。 

由于 EC 是一种小分子化合物, 不含有能够诱导免疫

反应的结构, 因此不能引发免疫应答[9], 只有将 EC 的结构

进行修饰得到 EC 半抗原后, 半抗原作为抗原决定簇与载体

蛋白偶联得到 EC 人工抗原, 才能引发免疫应答, 即可以借

助T细胞表位来间接诱导B细胞的增殖和分化, 产生特异性

抗体[10]。国内外对 EC 人工抗原的研究较少, 最常用的方法

是 EC 直接偶联载体蛋白, 如郭明等[11]采用碳二亚胺法将氨

基甲酸乙酯直接与载体蛋白偶联, 运用光谱、电泳、红外衰

减全反射和基质辅助激光解析飞行时间质谱等证明偶联成

功。任勃儒[12]采用戊二醛法将 EC 直接与牛血清蛋白偶联得

到人工抗原, 制备的抗血清效价为 1:2000。 

为了增加人工抗原的特异性, 本研究首次用 4-(二苯

基羟甲基)苯甲酸对 EC 进行衍生化, 通过引如苯环结构增

强抗原性, 同时用 β-丙氨酸叔丁酯盐酸盐向 EC 分子上引

入带有羧基的间隔臂以便与载体蛋白相连, 同时又能减小

载体蛋白大分子对半抗原的屏蔽作用。最终合成如图 1 所

示的人工抗原, 并投入动物免疫实验, 得到效价较高的氨

基甲酸乙酯抗血清。 

 

 

 
图 1  氨基甲酸乙酯人工抗原结构 

Fig.1  Structure of ethyl carbamate artificial antigen 

 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

氨基甲酸乙酯(EC, ≥99%, 美国 Sigma 公司); 牛血

清白蛋白(BSA, ≥96%)、1-羟基苯并三唑(HOBt, ≥99%)、

β-丙氨酸叔丁酯盐酸盐、N,N-二甲基甲酰胺(≥98%, 美国

麦克林公司 ); 4-(二苯基羟甲基 )苯甲酸 (≥95%, 德国

Sigma-Aldrich 公司); 对甲苯磺酸(≥98.5%)、N-羟基琥珀

酰亚胺(NHS, ≥98%)(日本 Sigma-Aldrich 公司); 1-( 3-二甲

氨基丙基) -3-乙基碳二亚胺盐酸盐、二氯甲烷(EDCI, ≥

99%, 中国国药试剂集团); 氨基甲酸丁酯(MC, ≥99%, 分

析纯)、氨基甲酸甲酯(≥99%,分析纯, 中国源叶公司)。 

2.2  仪器与设备 

DF-101S 集热式恒温加热磁力搅拌器(巩义市予华仪

器有限公司); DPX300MHz 型核磁共振谱仪(德国 Bruker 公

司); Technologies 6495 型高效液相色谱-三重四级杆串联质

谱仪(北京安捷伦科技有限公司); Milli-Q Advantage A10 超

纯水仪(美国 Millipore 公司); UV-8000S 型紫外可见分光光

度计(上海元析有限公司); FS5 型荧光分光光度计(英国爱

丁堡公司); M200 PRO 多功能酶标仪(瑞士帝肯公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  氨基甲酸乙酯半抗原的合成与结构分析 

称取 4-(二苯基羟甲基)苯甲酸 304 mg、1-(3-二甲氨基

丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐 191 mg、1-羟基苯并三唑

135.2 mg 溶于 25 mL 二氯甲烷, 冰浴搅拌 30 min 后, 向反

应体系中加入 145 mg β-丙氨酸叔丁酯盐酸盐、84 mg 碳酸

氢钠, 室温搅拌反应 30 h, 结束反应后, 分别用 25 mL 水

和盐水洗反应体系 3 次, 收集二氯甲烷层, 柱层析分离得

到中间体; 取 110 mg 中间体、134 mg 氨基甲酸乙酯、85 mg

对甲苯磺酸, 溶于 15 mL 甲苯, 120 ℃回流反应 10 h, 冷却

至室温后用 15 mL 水和盐水洗反应体系 3 次, 收集有机相, 

柱纯化分离[13,14]得到 EC 半抗原。运用核磁氢谱、核磁碳

谱和质谱等对合成的 EC 半抗原进行结构分析, 将分析结

果与 ChemDraw 软件模拟结果比较, 以判断 EC 半抗原合

成是否成功。 

2.3.2  人工抗原 EC-BSA 的合成 

称取 12 mg1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸

盐、7 mg N-羟基琥珀酰亚胺(N-hydroxysuccinimide, NHS)

和 22 mg EC 半抗原溶于 500 μL N,N-二甲基甲酰胺, 避光

室温搅拌 4 h 得到 A 液; 取 33 mg 牛血清蛋白 BSA 溶于   

5 mL 0.05 mol/L 碳酸盐缓冲液(pH=9.6)中制成 B 液。将 A

液缓慢逐滴加入 B 液, 室温避光搅拌 6 h 后将反应液转移

至透析袋内, 在 0.01 mol/L 的 PBS 缓冲液(pH=7.4)中 4 ℃

透析 3 d, 每 8 h 换一次透析液, 收集袋内溶液冻干成粉得

到人工抗原 EC-BSA。 

2.3.3  人工抗原的鉴定与偶联比的计算 

将 EC 半抗原、载体蛋白 BSA 和人工抗原分别溶于

PBS 缓冲液进行 200~300 nm 紫外光谱和 250~500 nm 荧光

光谱扫描, 分析扫描图谱判断 EC 人工抗原是否偶联成功。

以 PBS 为溶液, 分别配置浓度为 1 mg/mL 的 BSA、人工抗

原和 EC 半抗原, 分别测定三者在 278、243 nm 处的吸光

度, 按照以下公式[15]计算偶联比:  
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其中, D 为吸光度, K 为消光系数, M 为相对分子质量, ρ为

质量浓度。 

2.3.4  人工抗原的蛋白浓度的测定 

用考马斯亮蓝法[16]测定人工抗原的蛋白浓度。分别配

置浓度为 0.056、0.112、0.168、0.224 和 0.280 mg/mL 的 BSA

标准溶液, 取 1 mL 标准溶液与考马斯亮蓝溶液混合后, 测

定 595 nm 处的吸光度并绘制标准曲线; 取 1 mg 人工抗原冻

干粉溶于5 mL PBS缓冲液制得待测液, 取1 mL待测液与考

马斯亮蓝混合, 测定 595 nm 处吸光度, 带入标准曲线可得

待测液的蛋白浓度, 换算得人工抗原的蛋白含量。 

2.3.5  抗血清的制备 

选用 5 只 6~8 周雌性小鼠进行腹腔注射[17]。初次免疫: 

用生理盐水配制 1 mg/mL(以蛋白质的量为计算)的免疫原

EC-BSA溶液,免疫剂量为 0.2 mL/只, 初次免疫使用弗氏完

全佐剂与免疫原 1:1 充分混匀乳化。加强免疫使用弗氏不

完全佐剂与免疫原混匀乳化, 免疫剂量为 0.5 mL/只, 于初

次免疫 2 周后加强免疫, 后每隔 2 周加强免疫 1 次, 第 5

次加强免疫 1周后断尾取血, 4 ℃静置 12 h, 5000 r/min离心

10 min 分离血清, 20 ℃冻存。 

2.3.6  抗血清免疫活性鉴定 

将 2 只小鼠的抗血清分别稀释 2000、4000、6000、

8000、10000、12000、14000、16000、18000、20000 倍, 设

置阴性对照和空白对照, 采用间接ELISA法[17]测定血清效

价(450 nm 处的紫外吸光度为 1 时所对应的抗血清稀释倍

数)。分别配制相同系列浓度为 100、50、25、 12.5、6.25、

3.125、1.5625 mg/L 的 4-(二苯基羟甲基)苯甲酸及其氨基甲

酸乙酯(ethyl carbamate, EC)、氨基甲酸甲酯(carbamate, MC)

和氨基甲酸丁酯(butyl carbamate, BC)的衍生物, 选取效价

较高的抗血清稀释 10000 倍, 进行间接竞争 ELISA 法测定

其灵敏度和特异性[18], 拟合出抗血清对半抗原和结构类似

物的工作曲线并算出半数抑制浓度(IC50)。绘制抗血清的竞

争抑制曲线, 按照如下公式计算交叉反应率 S:  

50

50
100%

IC
S

IC


 

类似物

半抗原
 

3  结果与分析 

3.1  半抗原的合成与表征 

EC分子量小, 结构简单, 为了增加特异性, 引入环状

结构的 4-(二苯基羟甲基)苯甲酸对 EC 衍生化是必要的。

由于衍生分子与载体蛋白连接的部位很容易受到屏蔽, 使

生成的抗体特异性减弱, 因此在衍生分子和载体蛋白间联

入间隔臂能够有效的减少屏蔽作用。半抗原合成路线如图

2 所示, 首先 4-(二苯基羟甲基)苯甲酸与 β丙氨酸叔丁酯盐

酸盐发生酰胺反应, 纯化得到中间体, 将中间体与氨基甲

酸乙酯在对甲苯磺酸的酸性环境下 120 ℃回流, 使中间体

在接上氨基甲酸乙酯的同时脱去叔丁酯盐酸盐。最终得到

的 EC 半抗原为淡黄色粉状固体(75.7 mg, 产率 68%)。 

采用核磁氢谱、核磁碳谱、质谱及变换红外光谱对

EC 半抗原进行结构鉴定, 结果如下: 1H NMR (300 MHz, 

chloroform-d) δ 7.71 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.36 (d, J = 8.4 Hz, 
2H), 7.32 – 7.21 (m, 10H), 6.91 (t, J = 6.0 Hz, 1H), 5.99 (s, 
1H), 4.18 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.72 (q, J = 5.9 Hz, 2H), 2.64 
(t, J = 5.9 Hz, 2H), 1.29 (t, J = 7.1 Hz, 3H). 13C NMR (75 
MHz, Chloroform-d) δ 172.77, 166.96, 154.92, 147.85, 
144.61, 132.93, 128.96, 128.39, 128.03, 127.19, 126.44, 
69.56, 60.74, 35.26, 33.91, 14.13. MS (ESI) m/z: Calcd for 
C26H26N2O5 [M-H]- 445.1; found 445.0。以上结果与

ChemDraw 软件对 EC 半抗原模拟的理论结构相符, 证明

EC 半抗原合成成功。 

3.2  人工抗原的合成与鉴定 

采用活化酯法合成人工抗原, 合成路线如图 3 所示, 

NHS 和 EDCI 用于活化半抗原上的羧基, 使其形成活性酯

后, 再与载体蛋白 BSA 上的氨基以酰胺键连接, 最终得到

呈白色粉末状的人工抗原约 20 mg。 
 
 
 

 

 
 

 
图 2  EC 半抗原的合成路线 

Fig.2  Synthetic route of EC hapten 
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图 3  EC 人工抗原的合成路线 

Fig.3  Synthetic route of EC artificial antigen 
 

 
通过对 EC 半抗原、载体蛋白 BSA、人工抗原的紫外

光谱分析可以看出(图 4), 200~300 nm 之间 BSA 的吸收峰为

279 nm, 半抗原的吸收峰为 243 nm, 而人工抗原的吸收峰

为 254 nm, 偏移至半抗原处有和 BSA 的吸收峰之间, 同时

吸光度降低, 这说明半抗原与载体蛋白 BSA 发生了反应。

通过对荧光发射光谱分析可以看出(图 5), 半抗原在 353 nm

处有荧光, 载体蛋白 BSA 在 340 nm 处有荧光, 这是由于色

氨基酸残基与酪氨酸残基使蛋白质产生内源荧光, 而人工

抗原在 336 nm 处的荧光强度明显降低, 表明半抗原通过与

载体蛋白 BSA 中氨基反应得到人工抗原, 这对 BSA 上氨基

酸残基产生影响, 表现为使 BSA 的荧光猝灭。根据偶联比

公式计算可得 EC 半抗原与 BSA 的偶联比约为 13:1。 

3.3 人工抗原蛋白浓度的测定 

载体蛋白BSA的蛋白浓度标准曲线如图 6所示, 线性

方程为 Y=0.7399X+0.0029, r2=0.9992, 根据标准曲线, 测

得人工抗原的蛋白浓度为 0.139 mg/mL, 换算可得人工抗

原冻干粉的蛋白含量为 0.695 mg/mg。 

3.4 抗血清的免疫活性 

通过图 7 可以看出经过对小鼠少量多次的长期免疫

后, 2 只小鼠的抗血清效价均能达到 1:10000, 说明抗血清

效价较高, 其中鼠 b 的效价高于鼠 a; 鼠 b 抗血清的抑制曲

线如图 8 所示 , 标准抑制曲线的线性回归方程为

Y=-0.4243X+1.0744, r² = 0.9954,计算可得抗血清的 IC50 为

22.91 mg/L。由表 1 可以看出,抗血清对于 4-(二苯基羟甲基)

苯甲酸的交叉反应率小于 0.01%, 对其 MC 衍生物和 BC

衍生物的交叉反应率分别为 2.93%和 3.80%, 说明抗血清

的特异性良好。结果表明, 制备的人工抗原成功刺激小鼠

产生免疫应答, 并产生了能够特异性识别氨基甲酸乙酯的

抗体,证明人工抗原制备成功。 

 
 

图 4  半抗原、载体蛋白 BSA 和人工抗原的紫外光谱 

Fig.4  UV scanning spectra of Hapten, BSA and artificial antigen 
 

 
 

图 5  半抗原、载体蛋白 BSA 和人工抗原的荧光光谱 

Fig.5  Fluorescence emission spectra of hapten, BSA and artificial 
antigen 
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图 6  BSA 蛋白浓度标准曲线 

Fig.6  Standard curve of protein concentration of BSA 
 

 

 
 

图 7  EC 抗血清的效价 

Fig.7  EC Antiserum titer  

 
 

 
 

图 8  EC 抗血清的标准抑制曲线 

Fig.8  Standard inhibition curve of EC antiserum 

表 1  交叉反应实验结果 
Table 1  Results of cross-reaction experiments 

类似物 IC50/(mg/mL) 交叉反应率 S/%

EC 衍生物 22.91 100 

4-(二苯基羟甲基)

苯甲酸 
＞105 <0.01 

MC 衍生物 779.83 2.93 

BC 衍生物 602.56 3.80 

 

4  结论与讨论 

本研究合成了一种新型氨基甲酸乙酯半抗原并成功

制备了人工抗原, 该人工抗原具有较好的免疫活性。与已

报道的文献相比, 首次使用 4-(二苯基羟甲基)苯甲酸对氨

基甲酸乙酯进行衍生化, 而非直接将氨基甲酸乙酯和载体

蛋白偶联, 这样既可以避免载体蛋白对特征结构的掩蔽, 

又能增强人工抗原的免疫原性。在本研究的基础上, 未来

可以继续制备灵敏度和特异性更高的氨基甲酸乙酯单克隆

抗体, 用于酶联免疫和免疫层析的方法建立, 为氨基甲酸

乙酯的快速检测提供可行的途径。 
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