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摘　要：模拟磺胺母核结构合成了３种人工免疫原，免疫新西兰白兔，用间接竞争ＥＬＩＳＡ方法监测免疫效果。选

择抑制效果较好的２组多抗血清建立磺胺类药的ＥＬＩＳＡ检测方法，绘制竞争标准曲线，并进行添加回收试验。结

果表明：Ａ组多克隆抗体对６种常用磺胺药ＳＭＤ、ＳＭＭ、ＳＭＺ、ＳＤＭ、ＳＤＭ′、ＳＤ的ＩＣ１０分别为０．０１０、０．０４６、０．０１０、

０．１００、０．０６７、０．０１９μｇ／ｍＬ，低于最高残留限量（０．１０μｇ／ｍＬ）；Ｃ组多克隆抗体对ＳＭＤ、ＳＭＭ、ＳＭＺ、ＳＤＭ、ＳＱ、

ＳＤ、磺胺氯哒嗪、磺胺氯吡嗪的ＩＣ１０分别为０．００９１、０．０５１、０．０５８、０．０８８、０．０２０、０．０１０、０．０１４、０．０１１μｇ／ｍＬ，亦低

于最高残留限量。２组多克隆抗体对磺胺药的回收率为５４．５％～１１１．８％和５４．２％～１３０．３％，变异系数为３．６％

～１０．９％和３．７％～５．９％。
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　　磺胺类药物（Ｓｕｌｆｏｎａｍｉｄｅｓ，ＳＡｓ）是一类人工合

成的广谱抗菌药，兽医临床上广泛用于细菌性疾病、

球虫病等，其中某些ＳＡｓ作为药物添加剂使用，但

长期应用会导致细菌产生耐药性，且动物组织中残
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留的ＳＡｓ对人体有潜在的致癌性。因此，畜牧生产

中亟需建立快速、准确、简便的ＳＡｓ残留检测方法。

　　酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）敏感性、特异性高，

是ＳＡｓ检测的研究热点
［１２］。目前有关ＥＬＩＳＡ 法

检测某一种ＳＡｓ的报道较多，但对多种ＳＡｓ残留的

同步检测，还处于实验室阶段，且检出限较高［３４］。

多克隆抗体是ＳＡｓ多残留同步 ＥＬＩＳＡ 检测的核

心，而半抗原的结构改造是抗体制备的关键。本试

验模拟ＳＡｓ母核结构人工合成２种半抗原，制备３

种多克隆抗体，初步建立了９种ＳＡｓ残留的ＥＬＩＳＡ

检测方法。

１　材料与方法

１１　材料

　　雌性新西兰大白兔，购自南方医科大学实验动

物中心。

　　磺胺对甲氧嘧啶（ＳＭＤ）、磺胺甲唑（ＳＭＺ）、

磺胺嘧啶（ＳＤ）、磺胺喹啉（ＳＱ）对照品均购自中

国兽医药品监察所；磺胺间甲氧嘧啶钠（ＳＭＭ）标准

品，购自德国Ｄｒ．Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ公司；磺胺间二甲氧

嘧啶（ＳＤＭ）、磺胺二甲基嘧啶（ＳＭ２）、磺胺邻二甲

氧嘧啶（ＳＤＭ’），购自Ｓｉｇｍａ公司；磺胺氯哒嗪、磺

胺氯吡嗪、氨苄西林、卡那霉素、链霉素、氟苯尼考纯

品均为国产。

　　弗氏完全及不完全佐剂、邻苯二胺（ＯＰＤ）、牛

血清白蛋白（ＢＳＡ）、卵清蛋白（ＯＶＡ），Ｓｉｇｍａ公司

产品；明胶、吐温２０为Ａｍｒｅｓｃｏ进口分装；ＨＲＰ标

记的羊抗兔ＩｇＧ，购自武汉博士德生物工程有限公

司；其他试剂为国产分析纯。

　　合成免疫原（Ａ、Ｂ为相同半抗原分别以Ｎ羟基

琥珀酰亚胺活性酯法、氯甲酸异丁酯法与ＢＳＡ偶

联；Ｃ为Ｎ羟基琥珀酰亚胺活性酯法合成），并通过

色谱、质谱及紫外扫描鉴定，其结构式如下：

　　合成包被原（ａ、ｂ为相同半抗原分别以Ｎ羟基

琥珀酰亚胺活性酯法、氯甲酸异丁酯法与 ＯＶＡ偶

联；ｃ为Ｎ羟基琥珀酰亚胺活性酯法合成），并通过

色谱、质谱及紫外扫描鉴定，其结构式如下：

１２　方法

１．２．１　多抗血清的制备
［５］
　３种免疫原分别免疫３

组新西兰白兔，每组２只，剂量（以载体蛋白计）为

０．１ｍｇ／ｋｇ。每隔４周加强免疫１次。三免开始，

每次免疫后第１０天采血，常规ＥＬＩＳＡ法监测抗血

清［６］。待效价稳定，冲击免疫（六免）１周后，心脏采

血致死，收集抗血清，饱和硫酸铵三步盐析法纯化，

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳鉴定。

１．２．２　间接竞争 ＥＬＩＳＡ （ＣｉＥＬＩＳＡ）方法的建

立［７］
　方阵法确定包被原和纯化抗体的最适工作浓

度。建立ＣｉＥＬＩＳＡ标准曲线。以ＳＡｓ浓度的对数

为横坐标，相应ＳＡｓ浓度的吸光度值（Ｂ）对无ＳＡｓ

的吸光度值（Ｂ０）的比值（Ｂ／Ｂ０）为纵坐标，绘制

ＳＭＤ、ＳＭＭ、ＳＭＺ、ＳＤＭ、ＳＤＭ’、ＳＱ、ＳＭ２的标准曲

线，建立回归方程。检测限按（Ｂ０＋３ＳＤ）／Ｂ０的值所

对应的标准曲线的ＳＡｓ浓度来表示。ＩＣ５０、ＩＣ１０分

别表示抑制率为５０％、１０％的药物浓度。

１．２．３　抗体特异性分析　系列浓度的ＳＤ、磺胺氯

吡嗪钠、磺胺氯哒嗪钠、氨苄西林、卡那霉素、链霉

素、氟苯尼考等用ＣｉＥＬＩＳＡ法测定各竞争物与抗

体的交叉反应。

１．２．４　血清样品添加混合磺胺药的标准曲线及回

收率测定　等浓度混合的ＳＭＤ、ＳＭＺ、ＳＱ、ＳＭＭ和

等浓度混合的ＳＭＤ、ＳＭＭ、ＳＭＺ、ＳＱ、ＳＤＭ、ＳＤＭ′、

ＳＭ２ 分别添加于血清样品中，ＰＢＳ稀释５倍，使处

理后样品中药物浓度分别为０．０５、０．１、０．５、１．０、

５．０μｇ／ｍＬ，建立ＣｉＥＬＩＳＡ标准曲线。

　　混合ＳＡｓ分别添加于空白鸡血清，ＰＢＳ稀释５

倍，使前４种ＳＡｓ终浓度为０．０５、０．１、０．５μｇ／ｍＬ，

后７种ＳＡｓ终浓度为０．１、０．５、１．０μｇ／ｍＬ，进行回

收率测定。根据以下公式计算回收率：

　　回收率（％）＝测定值（μｇ）／添加值（μｇ）×

１００％

５９５１
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２　结果与分析

２１　多抗血清的制备

　　六免后３组家兔抗血清效价均达到１∶３０００００

以上。用５μｇ／ｍＬ混合药液进行ＣｉＥＬＩＳＡ，抑制

率分别为６６．９％、４４．６％、８１．１％。因此，后面的试

验选用Ａ、Ｃ组的纯化抗血清（图１）。

２２　犈犔犐犛犃检测方法的建立

２．２．１　ＥＬＩＳＡ检测体系选择　比较不同包被原对

纯化抗血清的ＣｉＥＬＩＳＡ结果的影响，发现最灵敏

的ＥＬＩＳＡ检测体系为Ａ组抗体和包被原ｃ、Ｃ组抗

体和包被原ａ（表１）。

Ｍ．蛋白质相对分子质量标准；１、２．未纯化的多

抗血清；３、４．纯化的多抗血清

Ｍ．Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１，２．Ｃｒｕｄｅａｎｔｉｓｅｒａ；３，４．Ｐｕ

ｒｉｆｉｅｄａｎｔｉｓｅｒａ

图１　抗血清的犛犇犛犘犃犌犈图谱

犉犻犵１　犛犇犛犘犃犌犈犵狉犪狆犺狅犳犪狀狋犻狊犲狉犪

表１　不同包被原对犆犻犈犔犐犛犃结果的影响

犜犪犫犾犲１　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅犪狋犻狀犵犪狀狋犻犵犲狀狊狅狀犆犻犈犔犐犛犃狉犲狊狌犾狋狊

Ａ组抗体 ＡｎｔｉｓｅｒａｏｆｇｒｏｕｐＡ Ｃ组抗体ＡｎｔｉｓｅｒａｏｆｇｒｏｕｐＣ

包被原ｂ

Ｃｏａｔｉｎｇａｎｔｉｇｅｎｂ

包被原ｃ

Ｃｏａｔｉｎｇａｎｔｉｇｅｎｃ

包被原ａ

Ｃｏａｔｉｎｇａｎｔｉｇｅｎａ

包被原ｂ

Ｃｏａｔｉｎｇａｎｔｉｇｅｎｂ

＋ － ＋ － ＋ － ＋ －

抑制效果Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔ １．４３４ ０．８５２ １．０４１ ０．１５８ １．２８１ ０．２４２ １．１４６ ０．７１５

阴性对照Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．０１６ ０．０１７ ０．０１９ ０．０１７ ０．０１７ ０．０１４ ０．０１９ ０．０１５

＋．０药抑制时吸光值；－．５μｇ／ｍＬ７种ＳＡｓ混药抑制吸光值，下表同

＋．Ｍｅａｎｓｔｈｅａｂｓｏｒｂｅｎｃｅｗｉｔｈｎｏｓｕｌｆｏｎａｍｉｄｅｓ；－．Ｍｅａｎｓｔｈｅａｂｓｏｒｂｅｎｃｅｗｉｔｈ７ｋｉｎｄｓｏｆｓｕｌｆｏｎａｍｉｄｅｓ．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｆｏｌｌｏｗｓ

２．２．２　抗原、抗体工作条件确定　选择吸光值为

１．０左右时的抗原抗体浓度为最适工作浓度，通过

系列稀释的抗血清与包被原ＣｉＥＬＩＳＡ，筛选出最佳

抗原、抗体工作条件：Ａ组抗血清稀释倍数为１∶５０

０００，包被原ｃ稀释倍数为１∶８０００；Ｃ组抗血清为１

∶２５０００，包被原ａ为１∶２４００（表２、３）。

表２　犃组抗血清犆犻犈犔犐犛犃方阵试验结果

犜犪犫犾犲２　犆犻犈犔犐犛犃狆犺犪犾犪狀狓犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋狅犳犌狉狅狌狆犃犪狀狋犻狊犲狉犪

抗血清稀释倍数

Ｄｉｌｕｔｉｏｎｏｆａｎｔｉｓｅｒａ

包被原ｃＣｏａｔｉｎｇａｎｔｉｇｅｎｃ

１∶２０００ １∶５０００ １∶８０００

＋ － ＋ － ＋ －

１∶２５０００ ＯＵＴ １．２７９ ２．９３６ １．０９２ ２．１６４ ０．４７１

１∶５００００ ２．２９９ ０．７６５ ２．１３４ ０．６３８ １．４８３ ０．２６８

１∶１０００００ １．３３３ ０．４０５ １．２５０ ０．３４６ ０．８３６ ０．１２７

１∶２０００００ ０．６８５ ０．２０７ ０．６５２ ０．１８０ ０．４４１ ０．０６９

２３　犈犔犐犛犃标准曲线的相关参数

　　７种ＳＡｓ的检测限和相关参数见表４、５。２组

多克隆抗体对ＳＡｓ的灵敏度都比较高，相关系数大

于０．９９，Ｃ组多克隆抗体的检测限略低于Ａ组。

２４　抗体特异性分析结果

　　氨苄西林、卡那霉素、链霉素、氟苯尼考对２组

抗原抗体反应均无抑制；磺胺氯哒嗪、磺胺氯吡嗪、

ＳＤ对 Ａ 组抗体的ＩＣ１０分别是０．２３、０．２２、０．０１９

μｇ／ｍＬ，对 Ｃ组抗体的ＩＣ１０分别是０．０１４、０．０１１、

０．０１０μｇ／ｍＬ。表明抗体对磺胺类药物存在交叉反

应性，具有较高的簇特异性，常用抗生素不影响对

ＳＡｓ的测定（图２、３）。

２５　血清添加混合磺胺药的犆犻犈犔犐犛犃标准曲线

及回收率

　　２组抗体检测限均低于０．１μｇ／ｍＬ，相关参数

见 表６。２组抗体在添加０．０５～１．００μｇ／ｍＬ４种
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表３　犆组抗血清犆犻犈犔犐犛犃方阵试验结果

犜犪犫犾犲３　犆犻犈犔犐犛犃狆犺犪犾犪狀狓犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋狅犳犌狉狅狌狆犆犪狀狋犻狊犲狉犪

抗血清稀释倍数

Ｄｉｌｕｔｉｏｎｏｆａｎｔｉｓｅｒａ

包被原ａＣｏａｔｉｎｇａｎｔｉｇｅｎａ

１∶６００ １∶１２００ １∶２４００

＋ － ＋ － ＋ －

１∶２５０００ １．９４７ ０．５０３ ２．０１２ ０．８３４ ０．８８７ ０．１１７

１∶５００００ １．４０４ ０．３２５ １．６５８ ０．５６７ ０．５８０ ０．１１６
１∶１０００００ １．２９７ ０．２７１ １．２１７ ０．５１１ ０．４７１ ０．０６５
１∶２０００００ ０．３１２ ０．０６７ ０．３０２ ０．１１８ ０．１１７ ０．０１６

表４　犃组抗体犆犻犈犔犐犛犃标准曲线相关参数

犜犪犫犾犲４　犘犪狉犪犿犲狋犲狉狊狅犳犆犻犈犔犐犛犃狊狋犪狀犱犪狉犱犮狌狉狏犲狅犳犵狉狅狌狆犃犪狀狋犻犫狅犱狔

药物

Ｄｒｕｇ

回归方程

Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ

相关系数ｒ２

Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

ＩＣ５０

／（μｇ／ｍＬ）

ＩＣ１０

／（μｇ／ｍＬ）

检测限／（μｇ／ｍＬ）

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔ

ＳＭＤ 狔＝ －０．３３３９狓＋０．２４５６ ０．９９５５ ０．１７ ０．０１０ ０．００７

ＳＭＭ 狔＝ －０．３２６８狓＋０．４６２９ ０．９９３７ ０．７７ ０．０４６ ０．０２８

ＳＭＺ 狔＝ －０．２１７６狓＋０．４７１０ ０．９９９４ ０．７３ ０．０１０ ０．００５

ＳＤＭ 狔＝ －０．２１３狓＋０．６８９５ ０．９９８７ ７．７５ ０．１００ ０．０４７

ＳＭ２ 狔＝ －０．２１１４狓＋０．７５７３ ０．９９２１ １６．４８ ０．２１０ ０．０９７

ＳＤＭ′ 狔＝ －０．２３５６狓＋０．６７００ ０．９９５８ １１．８３ ０．０６７ ０．０５１

ＳＱ 狔＝ －０．３０８４狓＋０．７０５５ ０．９９６９ ４．６４ ０．２３０ ０．１４０

表５　犆组抗体犆犻犈犔犐犛犃标准曲线相关参数

犜犪犫犾犲５　犘犪狉犪犿犲狋犲狉狊狅犳犆犻犈犔犐犛犃狊狋犪狀犱犪狉犱犮狌狉狏犲狅犳犵狉狅狌狆犆犪狀狋犻犫狅犱狔

药物

Ｄｒｕｇ

回归方程

Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ

相关系数ｒ２

Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

ＩＣ５０

／（μｇ／ｍＬ）
ＩＣ１０／（μｇ／ｍＬ）

检测限／（μｇ／ｍＬ）

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔ

ＳＭＤ 狔＝ －０．３３４３狓＋０．２１８２ ０．９９８２ ０．１４ ０．００９ ０．００５

ＳＭＭ 狔＝ －０．３１４８狓＋０．４９３０ ０．９９０７ ０．９５ ０．０５１ ０．０２９

ＳＭＺ 狔＝ －０．３１０５狓＋０．５１６８ ０．９９８０ １．１３ ０．０５８ ０．０３４

ＳＤＭ 狔＝ －０．２７２４狓＋０．６１３２ ０．９９１７ ２．６０ ０．０８８ ０．０４７

ＳＭ２ 狔＝ －０．３５０５狓＋０．５８３１ ０．９９３８ １．７２ ０．１２０ ０．０７５

ＳＤＭ′ 狔＝ －０．３０８２狓＋０．６８７８ ０．９９９４ ４．０７ ０．２００ ０．１２０

ＳＱ 狔＝ －０．２６６０狓＋０．４４８１ ０．９９６６ ０．６４ ０．０２０ ０．０１０

图２　犃组抗体交叉犆犻犈犔犐犛犃曲线

犉犻犵２　犆狉狅狊狊犻狀犵犆犻犈犔犐犛犃犮狌狉狏犲狅犳犵狉狅狌狆犃犪狀狋犻犫狅犱狔

ＳＡｓ和７种ＳＡｓ的回收率分别为５４．２％～１３０．３％

和５４．５％～１１１．８％，变异系数３．７％～５．９％和

３．６％～１０．９％。

３　讨　论

３１　犛犃狊多克隆抗体优选

图３　犆组抗体交叉犆犻犈犔犐犛犃曲线

犉犻犵３　犆狉狅狊狊犻狀犵犆犻犈犔犐犛犃犮狌狉狏犲狅犳犵狉狅狌狆犆犪狀狋犻犫狅犱狔

　　ＥＬＩＳＡ试验结果显示Ａ、Ｃ组抗血清抑制率高

于Ｂ组，表明其特异性较好，可能是因为不同的合

成路径、不同的半抗原导致全抗原的分子空间结构

不同，影响抗原抗体的结合。Ｃ组免疫原制备的多

克隆抗体灵敏度及对ＳＡｓ药物的交叉反应优于 Ａ

组。因此，建议Ｃ组免疫原制备的多克隆抗体作为
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表６　血清添加犛犃狊的犆犻犈犔犐犛犃标准曲线相关参数

犜犪犫犾犲６　犘犪狉犪犿犲狋犲狉狊狅犳犆犻犈犔犐犛犃狊狋犪狀犱犪狉犱犮狌狉狏犲狅犳狊狆犻犽犲犱狊犲狉狌犿狑犻狋犺犛犃狊

组别 Ｇｒｏｕｐ 回归方程 Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ ＩＣ５０／（μｇ／ｍＬ） 检测限／（μｇ／ｍＬ）Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔ

Ａ组抗体对４种ＳＡｓ 狔＝－０．２９１５狓＋１．２３２５ ０．３３ ０．００７

Ａ组抗体对７种ＳＡｓ 狔＝－０．２３９６狓＋１．０２８３ ０．１６ ０．０１５

Ｃ组抗体对４种ＳＡｓ 狔＝－０．２７８４狓＋１．２５４４ ０．５１ ０．０１０

Ｃ组抗体对７种ＳＡｓ 狔＝－０．３２４８狓＋１．３７９２ ０．５１ ０．０１８

ＳＡｓ多残留检测的基础。

３２　犈犔犐犛犃检测方法的建立

　　ＥＬＩＳＡ方法于２０世纪７０年代初建立，经过几

十年的发展，目前，已成为免疫分析中常用的技术。

ＥＬＩＳＡ根据反应介质分为均相和非均相；根据反应

状态分为平衡态和非平衡态；根据抗原抗体反应动

力学分类，可分为竞争性和非竞争性２种。小分子

的免疫测定一般常采用间接竞争ＥＬＩＳＡ，标记和检

测方便。

　　ＥＬＩＳＡ检测的影响因素包括包被原的种类及

其浓度、抗体浓度、反应时间、温度、ｐＨ 值等。Ｃｉ

ＥＬＩＳＡ检测小分子抗原方法简便，易标记。本试验

采用２种不同的大分子蛋白和合成路线，避免了相

同的合成路线在交联反应中生成相同的交联副产物

而干扰特异性抗体的筛选。通过筛选包被原、包被

原及抗体的工作浓度确立了最灵敏的检测体系及最

佳抗原、抗体工作条件。并参考本实验室方法对

ｐＨ值、反应时间、温度等进行了研究。优化了反应

时间：包被时间为３７℃１ｈ，后４℃过夜或直接３７

℃２ｈ；封闭时间为３７℃２ｈ，小于此时间则非特异

性反应增强；竞争反应时间１ｈ；显色时间３７℃１０

ｍｉｎ。全部反应过程均在３７℃水浴中进行。且对

９６孔酶标板进行了使用前筛选：用等量抗原包被，

在同一试验条件下进行反应，其显色反应均一性良

好，判明其吸附性能良好。

３３　多克隆抗体灵敏度的评价

　　灵敏度是评价ＥＬＩＳＡ检测方法的一个重要指

标。通常用ＬＯＤ值和ＩＣ５０值来衡量，国外一些文献

也常用ＩＣ１０值。本研究制备的Ｃ组抗体对测定的

１０种 ＳＡｓ的ＩＣ５０均小于５μｇ／ｍＬ，且对 ＳＭＤ、

ＳＭＭ、ＳＭＺ、ＳＤＭ、ＳＭ２、ＳＱ、ＳＤ、磺胺氯哒嗪、磺胺

氯吡嗪９种ＳＡｓ的ＩＣ５０值为０．１１～２．６０μｇ／ｍＬ，

检测限也低于ＳＡｓ的最高残留限量。交叉反应性

好于国内此前的研究报道［８９］，检测限、ＩＣ５０值低于

相关报道，与Ｓｈｅｔｈ等
［１０］的报道相近。

　　通过改进半抗原的合成方法、抗原的合成路径

（不同路径合成包被原与免疫原），调整免疫方案（如

减小剂量，增加免疫间隔期）可以获得更高亲和力的

抗体；建立异源ＥＬＩＳＡ检测系统，优化基本条件（如

抗原抗体最佳工作浓度等），改变酶反应系统等方法

可以提高灵敏度。
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