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摘要!采用抗恩诺沙星单克隆抗体建立酶联免疫吸附法"OZ3UD#用以检测恩诺沙星在动物源性食品中的残

留%经方法学鉴定$本方法的检测范围为"9)!)""G&Z$灵敏度为"9!"G&Z$批内变 异 系 数(*"\$批 间 变

异系数(!"\%鸡肉’鱼肉’虾和蜂蜜样品的回收率分别为’)9)\!*"%9)\’#"9"\!*"*9&\’*")9%\!
*!!9%\和’&9&\!***9&\%方法学鉴定结果符合免疫分析的基本要求%

关键词!恩诺沙星"O:W#!单克隆抗体!酶联免疫分析

中图分类号!WCC=9=*!!文献标志码(D!!文章编号(*"""$%)*!"!""’#"*$""")$")
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!!恩诺沙星"O/.,21,P0MF/$O:W#属于 氟 喹 诺

酮类抗菌药$具有广谱抗菌的特性$在体内对革

兰氏阴性菌’革兰氏阳性菌和支原体均有高抗菌

活性$主要用于治疗猪’鸡’水产养殖中的细菌及

支原体感 染)*$!*%有 文 献)&$C*报 道 恩 诺 沙 星 可 引

起幼畜轻度软组织损伤和关节炎等毒副作用$长
期大量使用会使病菌产生耐药性$且有潜在的致

癌作用%因此其在动物源性食品中的残留直接



威胁到人类身体 健 康!欧 盟!&%%"’"号 条 例 规

定恩诺沙星#恩诺沙星Y环丙沙星$最大残留限

量为&""G"Z%美国;?D禁止恩诺 沙 星 用 于 家

禽%我国农 业 部 颁 布!&)号 公 告 规 定 恩 诺 沙 星

#恩诺沙星Y环丙沙星$在肌肉和脂肪组织的最

大残留限 量 是*"""G"Z
&)$=’!目 前 检 测 动 物 源

性 食 品 中 恩 诺 沙 星 残 留 的 主 要 方 法 有 微 生 物

法&%’(荧光法&#’(高 效 液 相 色 谱 法#>VZS$&’$*"’(
液质联用法#ZS$[U$&**’(毛细管电泳法&*!’和酶

联免疫吸 附 法#OZ3UD$&&%)’等!应 用 最 广 泛 的

主要 是 >VZS法 和OZ3UD法!>VZS检 测 灵

敏(准确%但 操 作 费 时 费 力!OZ3UD具 有 快 速(
灵敏(准确%分析成本底%样品前处理过程简单等

优点!因此%建立恩诺沙星酶联免疫分析方法适

用于现场快速检测!

=!实验材料

恩诺沙星#O:W$(辣根过氧化物酶#>WV$(
牛血清白蛋白#(UD$(卵清蛋白#@8D$(:$羟基

琥珀 酰 亚 胺#:>U$(*$乙 基$&$#&$二 甲 氨 基 丙

基$碳化二 亚 胺#O?S$(四 甲 基 联 苯 胺#Q[($(
过氧化氢#>!@!$(乙 二 胺#O?D$(:%:$二 甲 基

甲酰胺#?[;$)均为美国UFGI0公司产品*环丙

沙星(洛美沙星(培氟沙星(氧氟沙星(诺氟沙星(
达氟沙星)中国兽医药品监察所产品%其余试剂

为北京化学试剂公司产品*细胞培养板和’=孔

微量滴定板)美国S,./F/G公司产品*蛋白_亲

和层析 柱)美 国 _O公 司 产 品*U67M5.0酶 标 仪)
奥地利UZQ公司产品*(01<"M小鼠)中国医学科

学院实验动物研究所提供*羊抗鼠二抗)原子高

科股份有限公司医学二部提供*氮气吹干仪)北

京八方 世 纪 科 技 有 限 公 司 产 品*均 质 机)德 国

3RD公司产品!

#!实验方法

#A=!恩诺沙星免疫原的偶联!=B!=C"

#A=A=!载 体 蛋 白 的 活 化!将*"""Z*"\的

O?D()IG的:>U和)IG的O?S加入!IZ
溶有*"IG载体蛋白的"9"!I,1"Z6>%9C的

V(%室温 搅 拌=K!对"9"!I,1"Z6>%9C的

V(完全透析!

#9=9#!O:W 与 载 体 蛋 白 的 偶 联!取)IG
O:W(*"IG:>U和*"IGO?S加入&IZ溶

有)IG上 述 活 化 载 体 蛋 白 的"9"!I,1"Z6>

%9C的V(#含%=\ ?[;$中%Cf搅拌 过 夜%并

用"9"!I,1"Z6>%9C的V(完 全 透 析!分 别

制得O:W与 牛 血 清 白 蛋 白 和 卵 清 蛋 白 的 偶 联

物%以 下 分 别 用M(UD$O:W 和M@8D$O:W 表

示%其中+M,表示用O?D阳离子化的蛋白!计算

偶联比!

#A#!免疫小鼠 !=E"

将M(UD$O:W采用常规方法免疫)只=!
#周 龄(01<"M雌 性 小 鼠%初 次 免 疫 剂 量 为 每 只

C""G%加强免疫剂量减半!初次免疫后第*)周

用OZ3UD法测 定 抗 血 清 滴 度%考 察O:W对 抗

血清 的 抑 制 情 况%选 择 抑 制 较 好 的 小 鼠 用 于

融合!

#AB!9NO单抗的制备

用常规方法进行细胞融合&*)$*=’!融合%!#
H后%取 上 清 液 用OZ3UD法 进 行 筛 选%@?C)")
*9"的孔判定为阳性孔!并同时观察*"""G"Z
O:W标准品的抑制情况!用有限稀释法对该孔

中的杂交瘤细胞进行多次克隆化%直至所有细胞

生长孔的上清均为阳性为止!将杂交瘤细胞注

入经降植烷处理的(01<"M小鼠腹腔中并收集腹

水!采用V.,57F/$_亲 和 层 析 柱 对 小 鼠 腹 水 进

行纯化%并用紫外分光光度法测定抗体浓度!

#AC!酶标抗体及标准品的制备

参考郭春祥等&*%’的高碘酸钠法制备酶标抗

体!用标 准 品 稀 释 液#"9!\(UD 溶 于"9"!
I,1"Z6>%9CV(溶液$将O:W配制成"("9)(

*9)()(*)()""G"Z的标准品!Cf保存备用!

#AE!酶联免疫分析程序

经过条件优化%确定了分析 程 序)向 已 包 被

*IG"ZM@8D$O:W的 微 量 滴 定 板 加 入)""Z
标准品或样品%再加入)""Z*gC"""倍稀释的

酶标抗体%&%f温育*K!倾 去 反 应 液%加 入 洗

涤液每孔*)""Z洗C次%加 入 显 色 液 每 孔*""

"Z%&%f避光显色*)IF/%按每孔)""Z加入!
I,1"Z >!U@C%终 止 反 应!读 取 @?C)"!以

1G#标准品浓度$为 横 坐 标%1/ ("("
*B("("

为 纵 坐

标%绘制标 准 曲 线 并 拟 合 线 性 方 程%根 据 @?C)"
计算O:W的浓度!

#AF!样品的前处理

肉类(水产品及蜂蜜样品的前处理参考文献

&*#’方法进行!
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B!结果与讨论

BA=!免疫原偶联比的确定

本实 验 中 共 联 结 了 两 批M(UD$O:W!用 紫

外分光光度法测得的偶联比分别是*g*#和*
g*"!用 [DZ?3$Q@;$[U法 测 得 的 偶 联 比 分

别是*g!!和*g!""采 用 偶 联 比 为*g*#的

免疫原 免 疫 小 鼠"[DZ?3$Q@;$[U法 测 定 的

偶联比高于紫外分光光度法测定的结果"可能

是由于 [DZ?3$Q@;$[U法是通 过 比 较 免 疫 原

和载体蛋白的相对分子质量计算偶联比"从免

疫原偶联步骤来看!载体蛋白上先联结了过量的

乙二胺!从而使偶联物的平均相对分子质量中还

包 含 了 过 量 乙 二 胺 的 质 量!因 此 用 [DZ?3$
Q@;$[U法测得的偶联比偏高"如 果 用 [DZ$
?3$Q@;$[U法先测定 活 化 的 载 体 蛋 白 的 质 量!
用其代替载体蛋白的质量!可能所计算出的偶联

比更准确"

BA#!小鼠抗血清效价测定

采用OZ3UD法测定小鼠抗血清效价"以结

合率为)\时 所 对 应 的 抗 血 清 稀 释 倍 数 为 抗 血

清效价!)只 小 鼠 的 效 价 均 大 于*g*""""!

O:W对)只小鼠的抗血清均有一定抑制"

BAB!单克隆抗体的鉴定

BABA=!单克隆抗体效价测定!经过两次融合共

获得%株可分泌抗O:W抗体的单克隆细胞株!
用测定小鼠抗血清效价相同方法测定了这%株

细胞株的腹水 中O:W单 抗 的 效 价!分 别 是*g
*!C"""#*g)%!"""#*g!*""""#*g&*""""#*
g!!&"""#*gC%#"""#*gC""""

B9B9#!单克隆抗体的抑制曲线!%株细胞株的

腹水中单抗的抑制曲线示于图*"由图*可见!

O:W*#>=!O:W*’(*"!O:W*’>*这&支单抗

均有较好的抑制!其中O:W*’(*"抑制最好"

B9B9B!恩 诺 沙 星 单 克 隆 抗 体 的 交 叉 反 应$!"%!
采 用 OZ3UD 方 法 测 O:W*#>=#O:W*’(*"#

O:W*’>*与=种O:W类 似 物 的 交 叉 反 应!结

果列 于 表*"根 据 >,15d06617等 报 道$*C%!抗 体

对喹诺酮类药物的特异性主要是由*位的氟苯

环决定的!这一结构的改变可能使抗体与之失去

结合"而%位的哌嗪环的作用较小!即使哌嗪环

结构略有改变也会有交叉反应"恩诺沙星#培氟

沙星和氧氟沙星都具有相同的氟苯环!恩诺沙星

和氧氟沙星 的%位 取 代 基 是C$乙 基$哌 嗪!培 氟

沙星%位的 取 代 基 是C$甲 基$哌 嗪!结 构 较 为 接

图=!恩诺沙星单克隆抗体的抑制曲线

*&&&O:W*#>=*g!""""’

+&&&O:W*%_)*g*"""""’

,&&&O:W*’S%*g*"""""’

A&&&O:W*’(C*g*""""’

"&&&O:W*’(*"*g*"""""’

-&&&O:W*’>**g*"""""’

.&&&O:W*’?C*g*"""

近!所以培氟沙星和氧氟沙星交差反应率较高"
其余C种化合物也具有氟苯环这一结构!但哌嗪

环结构差别更大!所以交叉反应率较小"但这一

结论还有待进一步研究"

表=!恩诺沙星单克隆抗体交叉反应

类似物
交叉率(\

O:W*’(*" O:W*#>= O:W*’>*

环丙沙星 ("9* ("9* ("9*
洛美沙星 ("9* ("9* ("9*
培氟沙星 ’&9!’ *9=" *9!"
氧氟沙星 *9)’ "9C" "9!C
诺氟沙星 ("9* ("9* ("9*
达氟沙星 ("9* ("9* ("9*

BAC!方法学鉴定

BACA=!标准曲线!用抑制率最好的O:W*’(*"
制备酶标 抗 体O:W*’(*"$>WV!并 建 立 了 直 接

竞争OZ3UD用于检测O:W!得到的标准曲线示

于图!"曲线方程为1XB*C%’#C<Y*C&=CC!

.X"C’’’"

B9C9#!灵 敏 度!同 时 测 定!"个 零 标 准 的

@?C)"!每两孔取平均!以/<B!#代入标准曲线方

程!计算出对应的浓度!即为方法的灵 敏 度"得

到O:W最小检出量为"9!"G(Z"

B9C9B!精密度!用标准品稀释液配制&份不同

浓度的样品!观察批内和批间变异)S8*!结果列

于表!"由 表!可 知!批 内 变 异(*"\!批 间 变

异(!"\!该结果符合免疫分析要求"
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图#!标准曲线

表#!批内!批间变异系数

样品浓度!

""G#ZB*$

批内""X*"$

/<h#!

""G#ZB*$
S8!\

批间""X*"$

/<h#!

""G#ZB*$
S8!\

! !9&"h"9*’ #9& *9%’h"9!" **9!

%9) #9!!h"9C" C9# #9&Ch"9%= ’9*

!" *’9#*h"9%& &9% !"9*’h!9&! **9)

B9C9C!样品检测!向空白鸡肉%鱼肉%虾和蜂蜜

样品中添加O:W&按 样 品 前 处 理 方 法 各 制 备&
份不同浓度 的 样 品&测 定O:W的 回 收 率&结 果

列于表&’表&结果显示&鸡肉%鱼肉%虾和蜂蜜

样品的回收率分别为’)9)\!*"%9)\%#"9"\
!*"*9&\%*")9%\ !*!!9%\ 和 ’&9&\ !
***9&\’以上结果表明 该 方 法 可 以 满 足 鸡 肉%
鱼肉%虾和蜂蜜样品中残留O:W的检测’

表B!样品中9NO的回收率

添加浓度!

""G#ZB*$

实测浓度!

""G#ZB*$
回收率!\ S8!\

鸡肉 )9" C9#h"9% *"%9)h*C9) *&9)

*"9" ’9=h"9= ’)9)h=9C =9%

!"9" *’9Ch!9% ’=9#h*&9& *&9%

鱼肉 )9" C9"h"9) #"9"h*"9= *&9!

*"9" *"9*h!9) *"*9&h!)9" !C9=

!"9" *#9Ch!9" ’!9&h*"9* *"9’

虾 )9" )9)h*9"9 *"’9&h*’9% *#9"

*"9" *!9&h"9= *!!9%h=9* )9"

!"9" !*9*h!9" *")9%h*&9& ’9=

蜂蜜 )9" C9#h"9# ’=9"h*=9" *=9%

*"9" ’9&h*9" ’&9&h*"9* *"9#

!"9" !!9&h!9C ***9&h*!9! **9"

C!小!结

从实验结果可以看出本方法可以快速%准确

地检测鸡肉%鱼肉%虾和蜂蜜样品中恩诺沙星的

残留量’
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