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应用免疫学技术测定植酸酶活性的设想与展望
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要!植酸广泛存在于粮食'饲料中!与磷及其他养分结合形成不溶性的络合物!降低磷和其他养分利用率(植

酸酶能够分解植酸及其盐类!释放出磷元素及其他养分!因而可以在饲料中添加植酸酶来减少磷酸氢钙用量(但

如果饲料中降低了磷酸氢钙添加量!而忘记添加植酸酶会造成动物缺磷!导致饲料产品质量降低!动物生产性能及

产品品质下降!因而!监控检测饲料中植酸酶活性对保证饲料产品质量至关重要(目前!植酸酶常用的检测方法不

适合饲料生产及畜禽养殖企业现场实时检测(本文提出了用免疫学检测技术检测植酸酶活性的设想!并展望了免

疫学技术在植酸酶活性检测中应用前景(

关键词!植酸&植酸酶&饲料品质&免疫学检测

中图分类号!

2(%.'3

!!!!

文献标志码!

4

!!!!

文章编号!

&*..!./.)

"

0&%1

#

%&!%./3!&/

收稿日期!

0&%1!&%!03

基金项目!科技支撑计划项目"

0&%)546%*5&1

#

作者简介!胡骁飞"

%/30!

#!男!河南汝南人!副研究员!博士!主要从事饲料食品免疫学快速检测技术研究!

789

$

&*3%!.130*10(

!

:!;<$9

$

=>?@%/30

!

%0.'A#;

"

通信作者!张改平!男!中国工程院院士!

:!;<$9

$

B=<-

CC

<$

D

$-

C

0&&*

!

%.*'A#;

)*+,-./+

0

12-.3.456-7

0

+/1-89+1+/12.

:

5*

;

137+</12=21

;

>

;

?@@A.-B-

:

2/3B)+/*.2

C

A+7

EFG$<#!@8$

%

!

H:IJ8-

C

!?$<-

0

!

K4LMN$!@8$

%

!

6:LMO>$!

C

><-

C

%

!

PE4LMM<$!

D

$-

C

%

!

*

"

"

%./&)$)0&

1

2$3+'$#+'

1

+

4

!)(5$67558)+6+

91

!

/&)$)!"$:&5

1

+

4

!

9

'("86#8'$6-"(&)"&;

!

*,&)

9

<,+8)1&&&0

!

=,()$

&

0.7);#(#8#&+

4

!)(5$6/8;3$):'

1

$):%&#&'()$'

1

-"(&)"&

!

/&)$)!"$:&5

1

+

4

!

9

'("86#8'$6-"(&)"&;

!

*,&)

9

<,+8)1&&&0

!

=,()$

&

*./&)$)!

9

'("86#8'$6>)(?&';(#

1

!

*,&)

9

<,+8)1&&&0

!

=,()$

#

<>7163/1

$

Q=

R

S$A<A$"8?$,S,$-@##"<-"@88"T$"89

R

!

T=$A=A<-U8A#;U$-8"T$S=

D

=#,

D

=#V>,<-"

#S=8V->SV$8-S,S#@#V;$-,#9>U98A#;

D

98?8,<-",>U,8

W

>8-S9

R

V8">A8S=8

D

=#,

D

=#V>,<-"#S=8V

->SV$8-S>S$9$B<S$#-V<S8'Q=

R

S<,8A<-"8A#;

D

#,8

D

=

R

S$A<A$"<-"$S,,<9S,S#V898<,8#@

D

=#,

D

=#V>,

<-"#S=8V->SV$8-S,

!

S=>,

!

D

=

R

S<,8A<-U8<""8"$-@88"S#V8

D

9<A8

D

<VS#@"$A<9A$>;

D

=#,

D

=<S8'

E#T8X8V

!

$@T8V8">A8S=8<;#>-S#@A<9A$>;=

R

"V#

C

8-

D

=#,

D

=<S8<-"@#V

C

8SS#<""

D

=

R

S<,8$-

@88"$-S=8,<;8S$;8

!

T=$A=T$99"8A9$-8S=8@88"

W

><9$S

R

!

<-",>U,8

W

>8-S9

R

98<"S#

D

##V

C

V#TS=

D

8V@#V;<-A8<-"

D

V#">AS$#-

W

><9$S

R

#@<-$;<9,'7=8;8<,>V8;8-S#@

D

=

R

S<,8<AS$X$S

R

$-@88"$,

X8V

R

$;

D

#VS<-SS#8-,>V8S=8

W

><9$S

R

#@@88"

D

V#">AS,'4S

D

V8,8-S

!

S=8A#;;#-9

R

"8S8AS$#-;8S=!

#",<V8A>;U8V,#;8<-">-,>$S<U98@#V#-!,$S8"8S8AS$#-#@

D

=

R

S<,8<AS$X$S

R

@#V@88"<-"<-$;<9

=>,U<-"V

R

8-S8V

D

V$,8,'I-S=$,

D

<

D

8V

!

<A#-A8

D

S$#-#@"8S8AS$-

CD

=

R

S<,8<AS$X$S

R

T$S=$;;>-#9#

C

$!

A<9S8A=-$

W

>8,$,

D

V#

D

#,8"'J>VS=8V;#V8

!

T8

D

V#,

D

8ASS=8<

DD

9$A<S$#-#@$;;>-#9#

C

$A<9S8A=-$

W

>8,

$-S=8"8S8AS$#-#@

D

=

R

S<,8<AS$X$S

R

'

D+

;

E-647

$

D

=

R

S$A<A$"

&

D

=

R

S<,8

&

@88"

W

><9$S

R

&

$;;>-#<,,<

R



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
).

卷
!

!!

植酸是植物性饲料原料中一种常见抗营养因

子(植酸中的磷利用率极低!同时!植酸还降低了蛋

白质等其他养分的利用率)

%

*

(植酸酶可以分解植

酸!提高植酸磷及蛋白质利用率(植物性饲料中植

酸酶含量极少!因此!在饲料生产中经常添加植酸酶

以提高饲料养分利用率!减少氮'磷排放!缓解我国

蛋白质和磷资源的缺乏(为了防止饲料生产加工过

程中由于漏加植酸酶而造成饲料的质量下降!必须

对饲料产品中植酸酶含量进行实时检测!简便'快捷

的植酸酶检测技术是目前各饲料生产企业及畜禽养

殖企业所亟需的(

#

!

植酸对动物生产的危害

#F#

!

植酸概述

植酸"

D

=

R

S$A<A$"

#又名肌醇六磷酸!以植酸盐

"植酸钙'镁'钾#形式广泛存在于植物种子内!植酸

盐又称为菲丁(据估算!全球每年生产的作物所含

有的植酸盐大概为
1%&&

万
S

!其中含磷约为
//&

万

S

!这个数量相当于每年所消耗的矿物肥料中磷资源

的
.1Y

)

0

*

(植酸是种子休眠发芽的重要养分之一!

主要为种子发芽时提供充足的磷源)

0

*

(植酸对动物

或人体是有益的!具有抗氧化及防止癌症发生!降低

糖尿病发病率等功效)

*!)

*

!还可以抑制
"

!

淀粉酶及

"

!

葡糖苷酶活性!从而降低
#

型糖尿病的发生)

1

*

(

但粮食'饲料中的植酸对动物养殖是有害的(

#F!

!

饲料中植酸对动物生产的危害

植酸含有
.

个带负电荷的磷酸根!因此具有很

强的螯合能力!能够与农作物中的常量及微量矿物

元素钙'钾'镁'铜'铁'锰'钴等结合!形成不溶性的

植酸盐!难以被单胃动物消化!影响养分的吸收利

用!从而降低饲料的营养价值!甚至引起动物产生矿

物质缺乏症状!且容易引起环境污染!因此!植酸被

认为是饲料中的抗营养因子)

.

*

(除与矿物质元素结

合影响其消化吸收外!植酸还能够与农作物中的蛋

白质'氨基酸'淀粉等养分结合形成不溶性的络合

物(动物体内的消化酶作为一种蛋白质也可以被植

酸结合!使消化道中消化酶含量减少!活性降低&同

时!植酸和钙结合!降低了消化道中钙离子浓度!而

动物体内消化酶"如胰蛋白酶'胃蛋白酶'淀粉酶等#

需要钙离子激活!钙离子浓度的降低也会导致这些

消化酶的活性下降!从而使蛋白质'淀粉等养分的消

化利用率降低&植酸还导致动物内源氨基酸和矿物

质损失增加&这些因素最终导致动物的生长性能下

降)

3!/

*

(目前!消除饲料原料中植酸对养分消化率影

响的最有效措施就是在日粮中添加植酸酶(

!

!

植酸酶及其功能

!F#

!

植酸酶概述

植酸酶是将植酸及其盐类分解释放出磷元素及

其他养分的酶类!该酶属于由蛋白质和糖组成的结

合酶)

%&

*

(植酸酶的来源主要有三种!分别是植物源

性植酸酶)

%%

*

'动物"内#源性植酸酶)

%0

*以及微生物

"细菌和真菌#源性植酸酶)

%*

*

!目前市场销售使用的

几乎全部为微生物植酸酶(植酸酶由于其显著地分

解饲料中植酸"盐#的功能而被广泛地应用在猪)

%)

*

'

蛋鸡)

%1

*及肉鸡)

%.

*饲料中!是目前动物营养领域应用

最为成功的饲料用酶添加剂(

!F!

!

植酸酶的功能

大量的研究表明!在蛋鸡'猪及肉鸡日粮中添加

植酸酶可以增加动物消化道内消化酶活性)

%3

*

!提高

养分转运载体蛋白的基因表达)

%(

*

!从而提高日粮中

干物质'蛋白质'脂肪'碳水化合物'能量及钙'磷'微

量元素等养分的消化利用率及沉积率)

%3

!

%/!0&

*

&提高

动物日增重'日采食量!降低料肉比)

%)

!

%(

*

&提高动物

骨骼强度)

%)

*

&增加禽蛋蛋壳的硬度和韧度!降低破

蛋率及软壳蛋比例)

0%

*

&减少畜禽粪便中氮'磷含

量)

00

!

0*

*

!降低畜牧养殖业对环境的污染(

由于在饲料中添加植酸酶替代一部分无机磷源

的经济效果显著!且有利于降低环境污染!因此!饲

料生产'养殖企业把其作为一种必需的饲料添加剂!

在动物日粮中添加植酸酶!同时减少无机磷源的添

加(但是!在生产实践当中!可能会存在饲料生产过

程由于疏忽而漏加或少加植酸酶的情况!由于饲料

中已经减少了无机磷源的添加!会造成日粮中可利

用磷含量不能满足动物需求!导致动物采食量下降'

料肉比升高'生产性能降低)

0)

*

&动物骨骼中矿物元

素含量及密度显著降低'骨质疏松'骨骼脆弱甚至瘫

痪)

01!03

*

&蛋鸡产蛋率'蛋重量'蛋壳质量下降)

03!0(

*

(

因此!对饲料中植酸酶含量进行实时监控检测!有效

防止植酸酶漏加!对保证饲料产品质量稳定!防止饲

料安全事故发生!保持养殖效益至关重要(

G

!

植酸酶检测方法

植酸酶活性是以测定磷元素浓度来确定的!因

此!植酸酶活性测定方法也即无机磷元素浓度测定

方法!定义为在一定温度下"

*3Z

#!一定
D

E

"

1'1

#

(/.%
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期 胡骁飞等$应用免疫学技术测定植酸酶活性的设想与展望

条件下!每分钟从一定浓度"

1'&;;#9

+

[

\%

#植酸

钠溶液中释放出
%;#9

无机磷!即为一个植酸酶单

位(世界范围内植酸酶活性测定并没有统一的标准

方法(目前最常用的检测方法主要是比色法!包括

钼蓝法和钼黄法(

钼蓝法又叫钼酸铵法!主要是为了测定样品中

磷含量)

0/

*

(样品中磷在酸性溶液中和钼酸铵结合

为黄色磷钼酸铵!在还原剂作用下变成蓝色成为钼

蓝!一定的波长下比色!根据蓝色深浅计算磷含量(

而利用钼蓝法测定植酸酶活性时!植酸酶活性定义

为!在
*3Z

!溶液
D

E1'1

条件下!每分钟分解释放
%

$

;;#9

无机磷所需的酶量)

*&

*

(由于要使用还原剂

及缓冲剂!操作相对复杂(另外!还原剂种类繁多!

如氯化亚锡'碘化钾'碘化氢'金属钼等!但没有一种

还原剂能很好地把灵敏性'准确性'检测范围完美地

体现出来!例如在利用氯化亚锡作还原剂时!测定方

法灵敏度高!但检测范围比较窄)

0/

*

&而且使用的还

原剂不同时!比色时使用的光线波长也不一样!如使

用硫酸亚铁作还原剂!选取的波长大于
30&-;

!而

使用维生素
]

作还原剂!则波长为
.0&

%

..&-;

最

适宜)

*%

*

(

%/(%

年!

N'̂ 'E8$-#-8-

和
O'N'[<=S$

改进了

钼蓝法(在此方法中!磷钼酸盐溶液直接溶解到丙

酮溶液中!在丙酮中磷钼酸盐呈现亮黄色!直接用比

色法进行测定!而不需要再用还原剂把磷钼酸盐还

原成蓝色(亮黄色形成后!由于多余的钼酸盐立即

被反应液中的柠檬酸盐络合!因此!磷酸盐水解产生

的磷!不会对测定溶液的色泽再产生影响!这也是该

方法的最大优点(另外!该方法不需要用还原剂!降

低了还原剂种类对测定敏感度和测定范围干扰)

*0

*

(

这种方法测定时的最适宜的波长为
)&&

%

)0&-;

)

*%

*

(

钼酸铵
!

离心柱法也是钼蓝法的一种改进方

法)

**

*

(这种方法就是把样品用
&'0 ;#9

+

[

\%

'

D

E1'1

的柠檬酸缓冲液室温提取
*&;$-

!然后用

&_)1

$

;

的滤膜过滤去除溶液的油层!然后再把滤

过液通过离心柱分子筛"截留相对分子质量
*&&&&

>

#!以去除游离的磷酸盐!植酸酶相对分子质量在

1&&&&>

以上!因此不能被分子筛过滤掉(和直接

测定样品方法相比!离心柱可以降低原料或饲料中

游离磷造成的比较高的空白背景值!保证植酸酶分

解的植酸磷成为比色反应中的最主要因素!使测定

的准确性和可重复性得到改善(当动物日粮或原料

中植酸酶含量在
&

%

%1&&>

+

`

C

\%的范围时!其变

异系数为
%Y

%

.Y

!而直接测定方法变异系数为

0(Y

%

*/Y

(如果测定添加于饲料中的植酸酶活性

时!相关系数
@

0

a&'//

!差异极显著"

A

#

&'&%

#(

但这种方法处理相对比较复杂!分子筛大小会影响

到测定结果!样品提取时间也将影响测定结果(通

过过滤去除植酸盐水解释放的结合蛋白或脂肪!这

些物质在比色测定时!会引起植酸酶活性测定时吸

光度值的波动!引起测定误差(

钼黄法"又称为钒
!

钼酸铵或偏钒酸铵#法(该

法原理是!在酸性条件下"如硝酸或盐酸#!植酸酶分

解植酸"盐#产生正磷酸盐!然后加入硝酸化的酸性

钒钼酸铵终止反应!正磷酸盐和钒钼酸结合形成黄

色的络合物!

)%1-;

波长比色!无机磷浓度越高!黄

色越深!把酶活性定义为
*3Z

'

D

E1'1

条件下!每

分钟从浓度
1'&;;#9

+

[

\%的植酸钠溶液中释放出

%;#9

无机磷!即为一个植酸酶单位!以
F

表

示)

*)!*1

*

(钼黄法比钼蓝法操作相对方便!由于不需

加入还原剂!因此检测耗费时间相对较短!而且显色

稳定性比钼蓝法好!干扰相对较少(

%//)

年!该法

成为美国的标准植酸酶活性检测方法(我国也在

0&&0

年将其确定为我国植酸酶活性测定标准方法!

并于
0&&/

年进行了修订)

*.!*3

*

!该法主要用于饲料添

加剂植酸酶产品及添加植酸酶的配合饲料中植酸酶

活性鉴定(钼黄法是无机磷与钒钼酸铵形成有色络

合物!通过比色进行定量!而且要求是在酸性条件

下!因此植酸盐水解释放的结合蛋白或脂肪等物质

在比色测定时!可能引起吸光度值的波动!造成测定

误差!同时原料或饲料中游离磷造成的比较高的空

白背景值而使检测值偏高(

固体琼脂鉴别平板培养基法!这种方法用于定

性测定植酸酶!主要用在区分筛选分泌植酸酶的细

菌微生物时使用(该方法在琼脂平板培养基中加入

植酸钙作为唯一的磷源!植酸钙是不溶性的!所以琼

脂培养基显示为白色混浊状(当含有分泌植酸酶的

细菌微生物种植到这种平板培养基中后!由于微生

物分泌出植酸酶而使培养基中的植酸盐分解!从而

在分泌植酸酶的微生物周围的培养基形成一个透明

带!一旦培养基有透明带形成!就定性认为有植酸酶

存在)

*(

*

(由于强酸也可以分解植酸钙!因此在采用

这种方法鉴别产植酸酶细菌时!如果遇到产强酸"如

盐酸#的细菌"如厌氧菌种链球菌#时!也会在白色浑

浊的琼脂培养基上形成一条透明带!使人误认为是

含有产植酸酶的细菌!产生假阳性结果(为了克服

//.%
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假阳性结果产生的可能性!研究人员利用两步复染

法来进行植酸酶活性测定!把上述的琼脂糖平板培

养基室温下浸入到二氯化钴溶液中孵育
1;$-

!然

后用新配制的钼酸铵%钒酸铵溶液替代二氯化钴溶

液再孵育
1;$-

(由于二氯化钴和植酸盐螯合时对

D

E

不敏感!所以产酸的细菌所形成的透明带!经复

染后先显示为紫色!而加入钼酸铵%钒酸铵后!螯合

物又由紫色变成黄色!而透明带消失(而产植酸酶

的细菌微生物周围形成的透明带还正常存在!这样

可以消除由于产酸细菌微生物形成的植酸酶假阳

性)

*/

*

(经过这个步骤!虽然降低了假阳性!但由于

增加了复染步骤!必定造成测定耗时增加(

不论是定量还是定性检测植酸酶活性的方法!

都是以酶分解植酸盐释放磷酸根的出现为基础(而

能够产生植酸酶的微生物"如细菌'真菌#!本身可以

产生磷酸酶"如外源磷酸酶!是一种非特异性酸性磷

酸酶#!同时还可以产生多聚磷酸盐复合物)

)&

*

!磷酸

酶分解多聚磷酸盐复合物也可以产生大量的磷酸

根(因此!在测定这些微生物的植酸酶活性时!常常

会受到磷酸酶分解多聚磷酸盐复合物产生的磷酸根

浓度的干扰!定量测定会导致测定的植酸酶活性值

过高!定性测定则会出现假阳性结果(为了克服这

些不利影响!

0&&1

年!

6'J'58VV

R

等)

)%

*建立了一种

新型植酸酶测定方法!反相色谱
!

紫外"

EQ[]!Fb

#

法(使用植酸的能生色的底物类似物
1!c!

"

.!

苯甲

酰氨基己基#

6!

肌醇
!%

!

0

!

*

!

)

!

.!

戊磷酸"

7!IQ1

#作

为探针!该探针作为测定植酸酶活性时的生色底物!

使用
EQ[]

和
Fb

测定法进行定量测定!植酸酶作

用于
7!IQ1

时!可以脱掉磷酸根!形成一系列的部分

脱磷酸的肌醇磷酸盐
7!IQ?

!"

Ba1

'

)

'

*

'

0

'

%

#(利

用分析型的
EQ[]

系统分析相应的
7!IQ?

浓度!在

这个
EQ[]

系统中!利用一个反相柱!洗脱缓冲液

为四丁基氢氧化铵!

7!IQ?

定量测定采用外标法!通

过测定一定时间内
7!IQ?

浓度降低的量!即可得到

植酸酶的活性(而产生的磷酸根浓度则用紫外比色

法进行定量!通过与
7!IQ?

减少量的对比!可以推

断出反应液中的磷酸根是由微生物植酸酶作用于

7!IQ?

脱磷酸形成!还是由微生物磷酸酶作用于磷

酸盐复合物脱磷酸形成(这种方法相对比较准确!

排除了磷酸酶作用的影响!因此结果比较可靠(但

过程相对比较复杂!因此耗时相对比较长(

0&&(

年!近红外光谱快速检测技术"

LIO2

#被

应用于植酸酶活性检测)

)0

*

(尽管这种技术缩短了

检测时间!但检测准确性并没有增加!且该技术需要

对光谱进行预处理!需要建立校正模型!因此熟练应

用该技术需要专业技术人员(

上述这些植酸酶检测技术由于存在着种种的不

足之处!难以在我国的饲料生产及畜禽养殖企业推广

应用(而随着植酸酶在饲料生产及畜禽养殖企业中

广泛普及使用!饲料生产及畜禽养殖企业迫切需要经

济'简便'快捷的植酸酶检测技术!用以监控检测饲料

原料及饲料中植酸酶含量!来确保饲料产品质量(

%

!

免疫学检测技术

免疫学检测技术是依据抗原抗体特异性反应原

理!结合酶标记技术'同位素标记'胶体金标记技术

等其他技术建立起来的一类灵敏度高'特异性强'检

测限低'检测步骤简便'快捷的检测技术(

最经典的免疫学检测方法是酶联免疫吸附试验

"

8-B

R

;89$-̀8"$;;>-#,#VU8-S<,,<

R

!

:[I24

#!其

具体步骤如下$

&

固化抗原"或抗体#!即把抗原"或

抗体#吸附固化到酶标板或其他材料上!

'

加入酶

)如辣根过氧化物酶"

EOQ

#及碱性磷酸酶"

4[Q

#

等*标记的抗体"或抗原#!

(

加入所标记酶的底物

"

EOQ

的底物一般为
*

'

*d

'

1

'

1d!

四甲基联苯胺!

4[Q

的底物一般为对
!

硝基苯磷酸酯#!

)

根据底物

显色的深浅计算样品中靶标物质的含量)

)*

*

(常用

的
:[I24

检测方法!根据检测样品的相对分子质量

又可以分为
0

类&夹心
:[I24

!一般用于检测大分

子的物质!如病毒抗原'抗体及其他大分子物质等!

这类物质本身含有多个抗原决定簇!可以和不同的

抗体"或抗原#结合&间接竞争
:[I24

!又称阻断

:[I24

!一般用于检测相对分子质量小于
%& >̀

的

物质!如农药'兽药'霉菌毒素等小分子化合物检测!

这类物质属于不完全抗原或半抗原!只有一个抗体

结合位点!不能够用夹心法进行检测(

其他免疫学检测方法有放射免疫分析"

V<"$#!

$;;>-#<,,<

R

!

OI4

#'化学发光免疫分析法"

A=8;$!

9>;$-8,A8-S$;;>-#<,,<

R

!

][I4

#'荧光偏振免疫分

析"

@9>#V8,A8-A8

D

#9<V$B<S$#-$;;>-#<,,<

R

!

JQI4

#'

时间分辨荧光分析法"

S$;8!V8,#9X8"@9>#V#$;;>-#!

<,,<

R

!

7OJI4

#'免疫测流层析分析技术"

9<S8V<9

@9#T$;;>-#<,,<

R

!

[JI4

#以及由上述方法衍生'改

进的各种技术等)

))!)1

*

(免疫学检测技术由于其快

速'灵敏'可以现场实时监测等优点已广泛应用于食

品'饲料中霉菌毒素'药物残留'违禁添加物监控检

&&3%
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期 胡骁飞等$应用免疫学技术测定植酸酶活性的设想与展望

测)

).!)/

*

!以及致病性病原微生物"如传染性法氏囊病

毒'猪旋毛虫等#的监控检测)

1&!1%

*

(

$

!

应用免疫检测技术检测植酸酶活性的设想

到目前为止!国内外均很少见到利用免疫学方

法检测饲料中植酸酶含量的相关文献报道(但有关

抗植酸酶的多克隆抗体和单克隆抗体的制备已有报

道)

10!1*

*

!多克隆抗体及单克隆抗体的制备成功!为植

酸酶免疫学检测方法的建立奠定了基础(

植酸酶为大分子蛋白质!相对分子质量为
1&

%

11 >̀

)

1)

*

!具有多个抗原决定簇!因此可以用双抗体

夹心法来建立其免疫学检测方法!具体操作步骤如

下$

%

#将抗植酸酶单克隆抗体"如鼠源单克隆抗体#

包被在聚苯乙烯酶标板上!洗涤除去未结合的抗体!

用封闭液将聚苯乙烯酶标板孔中未结合植酸酶抗体

的位点进行封闭!洗涤除去封闭液&

0

#加入受检的植

酸酶样本!室温反应一定的时间!洗涤除去未结合的

样品&

*

#加入与包被的植酸酶单克隆抗体异源的抗

体"如兔源植酸酶多克隆抗体#!室温反应一定的时

间!洗涤除去未结合的多克隆抗体&

)

#加入一定稀释

倍数的酶标二抗"如辣根过氧化物酶标记的羊抗兔

I

C

M

!

M<OI

C

M!EOQ

#!室温反应一定的时间!洗涤除

去未结合的酶标抗体&

1

#加入显色液!室温显色一定

时间&

.

#加入终止液"一般用
0;#9

+

[

\%的硫酸#!

终止反应&

3

#用酶标仪在
)1&-;

波长处读值(

根据反应的标准曲线可以计算出检测样品中的

植酸酶蛋白含量!然后根据单位蛋白质中植酸酶活

性最终确定饲料中植酸酶活性(这种方法不但灵敏

度高!而且特异性强(如果研制成检测
:[I24

试剂

盒!则检测样品耗时
0

%

*=

(

除了
:[I24

检测方法!也可以基于免疫侧流层

析原理!利用胶体金标记植酸酶单克隆抗体!植酸酶

多克隆抗体进行拦截!建立植酸酶的免疫侧流层析

快速检测试纸条(胶体金试纸有以下几种核心组件

构成!主要包括支撑底板'层析膜"主要是硝酸纤维

膜!也称
L]

膜#'吸水纸'玻璃棉等(

L]

膜上喷涂

有异源多克隆抗体"也即多克隆抗体和单克隆抗体

来源不同!比如单克隆抗体来源于小鼠!则多抗隆抗

体可以来源于兔或其他动物#形成检测线!另外还喷

涂有二抗"也可以是金黄色葡萄球菌
4

蛋白
2Q4

#

形成质控线!两条线是平行的&

L]

膜上检测线外侧

粘附的玻璃棉喷涂有胶体金标记的植酸酶单克隆抗

体!称为胶金垫&胶金垫的外侧粘附有空白的玻璃棉

用于吸收样品溶液!称为样品垫&

L]

膜的质控线外

侧粘附有吸水纸!也称吸水垫!它保证样品溶液向吸

水垫的方向移动(试纸条的结构见图
%

和图
0

(用

图
#

!

试纸结构示意

H2

:

F#

!

)*+716A/1A6+/*361-81+717162

0

图
!

!

试纸平面示意

H2

:

F!

!

)*+

0

B3.-81+717162

0

%&3%
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试纸条检测样品时!如果样品中含有植酸酶蛋白!则

其与金标单克隆抗体结合!然后再与检测线上的异

源多克隆抗体结合形成,三明治-样的复合物!则检

测线显示红色&如果样品中不含植酸酶蛋白!则金标

单克隆抗体不能和检测线上的异源多克隆抗体结

合!不能形成,三明治-样的复合物!则检测线不显

色&无论样品溶液中是否含有植酸酶蛋白!金标抗体

均可以和质控线上的二抗"或
2Q4

#结合!显示红

色!一旦质控线不显色!说明该试纸条已经失效(这

种试纸只需
1

%

%&;$-

就可以定性确定饲料中是否

含有植酸酶(试纸检测!不需要使用检测仪器!使用

比较简单!因此!特别适合饲料企业'养殖单位现场

实时监控所生产的饲料品质!所以植酸酶免疫学检

测技术产品!市场前景比较广阔(

尽管上述的免疫学检测方法具有灵敏度高'特

异性强'检测速度快等优点!但免疫学检测方法本身

也存在一定的不足之处(免疫学检测方法以抗原抗

体特异性结合为基础!抗体本身的性质'影响抗原和

抗体特性结合的各种因素都会对免疫学检测方法产

生不利影响(如果所制备的抗体特异性不强!则容

易产生假阳性结果&而抗体灵敏度不够时!则会降低

免疫学检测方法的敏感性(抗原抗体结合反应受到

整个反应体系中的离子强度'溶液
D

E

等各种不同

基质影响)

11

*

(畜禽饲料种类繁多!不同的饲料中饲

料原料'添加剂及矿物质元素添加量不同!因此制备

出的检测样品溶液的离子强度'溶液
D

E

都不一样!

如果对不同的样品用同样的处理方法将会严重影响

免疫学检测方法的灵敏度!导致测定值不准确&而如

果对不同的样品!建立不同的处理方法!这样需要消

耗很多的时间!体现不出免疫学检测方法的快速性(

尽管试纸条对保存条件要求不高!但在寒冷的冬季!

特别是冷冻天气会导致金标抗体溶解较慢!延长检

测时间!甚至导致试纸条失效(

&

!

小结与展望

尽管植酸酶理化检测方法能够相对准确地测定

植酸酶的活性!但饲料养殖企业急切需要的是能够

简便'快速地定性饲料中是否含有植酸酶!这种矛盾

可以用免疫学技术来很好的解决(一旦优质的植酸

酶抗体能够制备出来!除了建立常规的酶联免疫吸

附检测技术"

:[I24

试剂盒#外!还会与其他分析技

术"如化学发光分析技术#结合!衍生出更灵敏的植

酸酶定量检测技术(化学发光免疫分析!是将化学

发光检测的高灵敏与免疫反应的高特异性相结合建

立的分析技术!主要用于检测各种"半#抗原'抗体'

农兽药物'霉菌毒素'激素'酶及各种营养成分等的

分析技术!该技术比常规
:[I24

灵敏度可以高出

%

%

0

个数量级)

1.

*

(

纳米材料是目前各个领域研究热点!被冠以,

09

世纪最有前途的材料-的美誉!已经在生物医学'化
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