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磺胺二甲嘧啶间接竞争化学发光酶免疫分析法的建立及应用

马玲)!韦建兴)!陆忠础;!唐承明<!李辉;!李智红;!张怡轩)!甘浪帆;!吴健敏)

!)>广西壮族自治区兽医研究所"广西 南宁(.<&&&)$ ;>南宁市动物卫生监督所"广西 南宁(.<&&&)$
<>广西壮族自治区兽药监察所"广西 南宁(.<&&&)#

摘(要!目的(建立一种更加灵敏的磺胺二甲嘧啶% +3; &免疫学检测方法" 方法(本研究制备抗 +3; 单克隆抗

体%+3;0!$̂ &!用于建立 +3; 间接竞争化学发光酶免疫分析法 % +3;018IG$&!并检测主要动物食品中 +3; 残留"

结果(本研究制备的 +3;0!$̂ 为 GP5;^亚类!亲和常数为 &:); t)&E 8@!QL$+3;018IG$曲线在 &:) e) &&& %P@8之

间呈现良好的线性关系!相关系数 7; h&:’’& %!半数抑制浓度%O%.& &为 %:&&* %P@8!检测限为 &:)E% %P@8!添加回

收率为 ’%:%)g e)&%:%&g!批内和批间变异系数分别为 <:&Eg和 ?:;;g!与磺胺脒等药物无交叉反应!与 +3;0

I8G+$试剂盒的阴阳性符合率为 )&&g" 结论(建立了灵敏#特异#准确#检测范围宽的 +3;018IG$检测方法"
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((磺胺二甲嘧啶$bMLCJVK!KVKON"+3; %又称磺胺二
甲基嘧啶’磺胺间二甲嘧啶"是畜牧养殖业中应用
最广的磺胺类药物之一"其添加或滥用可导致动物
性食品中的药物残留"威胁人类健康( 因此"联合
国食品法典委员会和欧盟等规定"食品和饲料中磺
胺类药物$bMLCQOJ!KVNb"+$b%总量以及 +3; 等单个
+$b的量均不得超过 )&& %P@RP#日本规定的最高残
留限量为 )& %P@RP#;&&; 年 ); 月我国农业部公告
第 ;<. 号文件规定 ))* "在所有食用动物的肌肉’脂
肪’肝和肾中"磺胺类最高残留限量为 )&& %P@RP"
并将其列为兽药残留监控重点(

目前"检测磺胺二甲嘧啶的方法有微生物法’
理化方法$如高效液相色谱法’薄层层析等%和免疫
分析法$如放射免疫分析法’酶联免疫吸附法’化学
发光酶免疫分析法等%( 其中"化学发光酶免疫分
析 法 $ BDN!KLM!KONbBNOBN NOdW!N K!!MOQJbbJW"
18IG$%以其灵敏度高’特异性好’简便快速’无辐
射’标记物有效期长并可实现全自动化检测等优
点"越来越多地用于临床样品的高通量筛选"该法
将免疫反应的特异性与化学发光分析的灵敏性相
结合"为食品中残留药物分析检测和科学研究提供
了一种痕量或超痕量的非放射免疫分析技术"在注
重灵敏度的方法中有逐步取代放射免疫和普通酶
联免疫$I8G+$%的趋势"是免疫分析的重要发展方
向"近年来已被应用于多种药物残留的检测 ); i.* "但
有关检测磺胺二甲嘧啶残留的化学发光酶免疫分
析法尚未见报道(

为此"本研究制备了磺胺二甲嘧啶单克隆抗体
$+3;0!$̂ %"旨在为建立灵敏度高’特性强’快速’
准确’可用于动物食品中磺胺二甲嘧啶残留检测的
间接竞争化学发光酶免疫分析法$ +3;018IG$%"并
用于样品的检测(

)(材料与方法
):)(材料
):):)(实验动物和细胞系

c$8c@B小鼠购自广西医科大学实验动物中心
$实验动物生产许可证&+1]F;&&’0&&&;%#+‘;@& 骨
髓瘤细胞由成都军区昆明疾病预防控制中心李作
生博士提供(
):):;(主要仪器与试剂

2‘_K,LJ_N/3化学发光板 $美国 ,NURKOIL!NU%’
1NO_UQ8c’*& 微孔板式发光仪 $德国 cNU_DQLV %’

ZNLL[JbD%3R; 洗板机$美国 /DNU!Q-KbDNU%(
聚乙二醇 %&&&’6$/’6/’弗氏完全佐剂及不完

全佐剂均购自美国 +KP!J"磺胺二甲嘧啶0牛血清白
蛋白 $ +3;0c+$%’磺胺二甲嘧啶0卵清蛋白 $ +3;0
2m$%’磺胺二甲嘧啶$+3;%均购自上海生工生物技
术有限公司"6",0羊抗鼠 GP5$美国 +JO_J1UMd%"超
敏 I18化学发光试剂盒$碧云天生物技术研究所%(
):;(方法
):;:)(+3;0!$̂ 的制备及纯化

分别以 +3;0c+$’+3;02m$做为免疫抗原和筛

选抗原"按照常规方法 )**进行动物免疫’细胞融合’

克隆筛选’鉴定及腹水制备#对获得的腹水先后采
用硫酸铵盐析法和亲和层析法进行纯化"并通过聚
丙烯凝胶电泳 $ +4+0,$5I%分析纯化后单抗的纯
度"同时利用 c1$蛋白检测试剂盒测定抗体浓度(
):;:;(+3;0!$̂ 特性鉴定

亚类鉴定&按照洛阳佰奥通实验材料中心的小
鼠单抗 GP类@亚类鉴定用 I8G+$试剂盒鉴定 +3;0
!$̂ 的亚类(

相对亲和常数测定&分别用 &:*’ &:<’ &:).’
&:&E. %P@!L的 +3;02m$包被酶标板"再先后加入
倍比稀释的 +3;0!$̂ ’酶标二抗分别反应"最后测
定 24%.&值#以 +3;0!$̂ 浓度为横坐标"24%.&值为
纵坐标"绘制标准曲线"计算不同抗原稀释度下"曲
线上 )@; 24!JT对应的抗体浓度"按照公式&P/ h$ 3
i)%K;$3)(?/*_i)(?*_%计算 P/ 值(

):;:<(+3;018IG$反应条件的确定
);"%"E*

采用间接竞争化学发光酶免疫分析法"在不同
反应条件 下" 对 +3;02m$稀释 度 $ ) p;. &&&’
)p.& &&&’)pE. &&&’)p)&& &&& 和 )p);. &&&%’包被
条件$<E f )& D’;% f )& D’% f )& D 和 <E f < D’
;% f < D 和 % f < D%’封闭液$;& !3的 ,c+’.g
的脱脂奶粉’)g的 c+$’.g的胎牛血清%’封闭条
件$<E f ) D’<E f ; D 和 % f过夜%’+3;0!$̂ 稀
释度 $)p) &&&’)p) .&&’)p; &&& 和 )p; .&& %和
6",0羊抗鼠 GP5稀释度$)p) &&&’)p; &&&’)p% &&&
和 )p? &&&%以及竞争反应时间进行 18IG$反应"计
算各条件下半数抑制浓度 $O%.& %"以 O%.&值最低的

条件为最佳反应条件 )E i?* (
):;:%(+3;018IG$的评价
):;:%:)(标准曲线的建立’半数抑制浓度和检测限

在最佳条件下"将 +3; 配成 &:) e) &&& %P@8
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系列浓度"每个浓度设 < 个平行样"进行检测( 以标
准样品溶液浓度的对数值为横坐标"以各浓度 +3;

标准品的发光值与 0 & 1 浓度孔发光值的百分比
$ULM@UML&g%为纵坐标"绘制标准曲线"计算 O%.&"
即发光强度达到零标准品发光强度一半时所对应
的 +3; 浓度(

测定 ;& 份不同批次的空白标准品"计算空白标
准品平均值$$D%和标准差$6%"取 $Di;6值所对应的
浓度值作为方法的检测限 )’ i))* "即灵敏度(
):;:%:;(方法的特异性

方法的特异性由 +3;0!$̂ 的特异性决定"以交
叉反应率表示"交叉反应率越小"说明方法的特异
性越高( 运用建立的 +3;018IG$测定 +3; 结构类
似物和常见抗生素$磺胺脒’磺胺嘧啶’磺胺五甲嘧
啶’磺胺二甲氧嘧啶’磺胺甲恶唑’青霉素’氧氟沙
星’氯霉素’己烯雌酚%的 O%.&"根据公式&交叉反应
率 hO%.&$+3;%@O%.&$其他药物% t)&&g"分别计算
各药物与 +3;0!$̂ 的交叉反应率(
):;:%:<(添加回收率’准确性和精密性

准确性是指测定值与真实值的符合程度"以添
加回收率和变异系数 $%Jg%表示( 将低’中’高
< 个浓度$)’)&’)&& %P@8%的 +3; 标准品分别添加
到空白样品中进行回收试验"每个样品设定 < 孔重
复"确定方法的准确性(

精密性反映测定方法测定结果的可重复性"以
批内和批间 %Jg表示( 运用建立的 +3;018IG$用
同一批次和不同批次配制试剂分别对 . 份样品进行
< 次批内和 < 次批间重复性试验"以确定 +3;0
18IG$批内和批间试验的 %Jg(
):;:.(样品的检测

采集虾’鱼’猪肉和牛奶样品共 *?* 份"参照国
家农业部 )&;. 公告!;%!;&&? 标准 ));*进行样品的
前处理"然后用本研究的 +3;018IG$进行检测( 按
照农业部规定"当残留量超过 )&& 和 ;. %P@RP$牛
奶%判为不合格(
):;:*(与 I8G+$检测试剂盒的比较

对包括阳性样品的 <* 份样品分别使用北京勤
邦生物技术有限公司的 +3;0I8G+$试剂盒 $编号&
1$&’*%和本研究建立的 +3;018IG$同时检测 +3;

的残留量"并对两种方法的阴阳性符合率和检测数
据进行比对及统计学分析(

;(结果与分析
;:)(+3;0!$̂ 杂交瘤细胞株的建立

通过间接 I8G+$筛选获得了 ) 株分泌抗 +3;

的强阳性杂交瘤细胞株"命名为 )IE(

;:;(+3;0!$̂ 特性鉴定
;:;:)(纯化结果

+4+0,$5I结果如图 ) 所示"与腹水相比"+3;0
!$̂ 仅见 ; 条清晰条带"分别为约 .& 和 ;. R4J的
重链和轻链"说明纯化后的 +3;0!$̂ 已达到电泳
纯( c1$蛋白含量测定结果为 %:.<* !P@!L(

注&3&蛋白质 3JURNU#):纯化后抗体 )IE#;:腹水

图 )(+3;0!$̂ 的聚丙烯凝胶电泳鉴定

-KPMUN)(+4+0,$5IQC+3;0!$̂

;:;:;(亚类鉴定结果
按照试剂盒说明测定 )IE 抗体亚类为 GP5;^(

;:;:<(相对亲和常数测定
相对亲和常数的测定结果见图 ;"如图所示"计

算不同抗原稀释度相应曲线上 )@; 24!JT时对应的
抗体浓度"计算 +3;0!$̂ 的相对亲和常数为 &:); t

)&E 8@!QL"为中等强度亲和力 ))<* (

图 ;(+3;0!$̂ 相对亲和常数的测定

-KPMUN;(4N_NU!KOJ_KQO QCUNLJ_KaNJCCKOK_WKOVNTCQU+3;0!$̂

;:<(+3;018IG$反应条件的优化结果
根据 O%.&值大小"确定 )p)&& &&& 稀释 % f作用

)& D 可以达到最佳包被效果"见表 )#封闭条件以
.g脱脂奶粉 <E f封闭 ) D 为最佳"见表 ;#如表 <
所示"+3;0!$̂ 以 )p) .&& 为最佳稀释倍数"竞争时
间 *& 和 <& !KO 对反应影响不大"但竞争时间为
*& !KO时"曲线在 &:) e) %P@8结果不易判断"所以
选择 <& !KO 作为最佳竞争反应时间( 根据上述结
果 确 定 +3;018IG$ 操 作 程 序 为& 将 )&& %L
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)p)&& &&&稀释的 +3;02m$在 % f包被化学发光板
)& D 后"恢复至室温"加 <.& %L.g脱脂奶粉 <E f

封闭 ) D"另外预先将梯度稀释的 +3; 标准品及待
检样品与 .& %L)p) .&& 稀释的 +3;0!$̂ 按 )p)
$JKJ%混合"<E f预反应 %. !KO 后"再分别添加到
化学发光板相应孔中竞争反应 <& !KO"使固定的
+3;0c+$与游离的 +3; 竞争 +3;0!$̂ 的结合位点"

随后加入 )p; .&& 稀释的 6",0羊抗鼠 GP5反应
%. !KO"最后加入化学发光液并读取数值(

表 )(抗原包被条件的优化结果

/ĴLN)(2‘_K!KdJ_KQO QCBQJ_KOPBQOVK_KQO

抗原稀释倍数 O%.& @$%P@8% 包被条件 O%.& @$%P@8%

)p;. &&& )?:?& <E f )& D <’%:;&

)p.& &&& )%:&) ;. f )& D )?:E%

)pE. &&& )&:** % f )& D %:&)

)p)&& &&& ?:*. <E f < D ?;:)<

)p);. &&& )<:&& ;. f < D <&’:<*

! ! % f < D ))*:*.

注&!表示无

表 ;(封闭条件的优化结果

/ĴLN;(2‘_K!KdJ_KQO QĈLQBRKOPBQOVK_KQO
封闭材料 O%.& @$%P@8% 封闭时间@!KO O%.& @$%P@8%

;& !3,c+ ! %. <E:’*
.g脱脂奶粉 ’:*) *& )’:?%
)gc+$ )<:*; ’& E.:??
.g胎牛血清 )<:?% );& ’’:)<

注&!表示无法测定

表 <(抗体稀释倍数’竞争反应时间的优化结果

/ĴLN<(4N_NU!KOJ_KQO QC+3;0!$̂ VKLM_KQO UJ_KQJOV

BQ!‘N_K_KaNUNJB_KQO _K!N

抗体稀释倍数
O%.&

@$%P@8%
竞争反应时间

@!KO
O%.&

@$%P@8%
)p.&& )<:%< ). ;%:<E
)p) &&& E:?% <& ?:;’
)p) .&& *:*’ *& .:;%
)p; &&& E:<& ! !

注&!表示无

;:%(+3;018IG$的评价
;:%:)(标准曲线的建立’半数抑制浓度和检测限

按照上述反应条件"所绘制的标准曲线符合 %

参数 8QPK_曲线拟合"回归方程为 Fhi;;:)<D=
*<:<<?"7; h&:’’& %"O%.& 为 %:&&* %P@8"曲线在
&:) e) &&& %P@8之间呈现良好的线性关系( 测定
;& 份不同批次的空白样品"计算 +3;018IG$检测限
为 &:)E% %P@8(
;:%:;(特异性

选取 +3; 结构类似物和常见抗生素进行检测"

测定 O%.&"计算各药物的交叉反应率"由表 % 可知"
+3;018IG$与上述药物的交叉反应率均 9&:&)g"

表明本方法具有较高的特异性(

表 %(特异性测定结果

/ĴLN%("NbML_bQCb‘NBKCKBK_W

药物 交叉反应率@g

磺胺二甲嘧啶 )&&

磺胺脒 9&:&)

磺胺嘧啶 9&:&)

磺胺五甲嘧啶 9&:&)

磺胺二甲氧嘧啶 9&:&)

磺胺甲恶唑 9&:&)

青霉素 9&:&)

氧氟沙星 9&:&)

氯霉素 9&:&)

己烯雌酚 9&:&)

;:%:<(添加回收率’准确性和精密性
试验结果如表 . 所示"+3;018IG$的添加回收

率在 ’%:%)g e)&%:%&g 之 间" 变 异 系 数 在
;:)Eg e?:E)g"均远低于 ).g"表明本法具有较
高的准确性 ))%* (

表 .(添加回收率试验

/ĴLN.("NbML_bQCUNBQaNUW_Nb_

添加量
@$%P@8%

测定值
@$%P@8%

回收率
@g

%J
@g

) &:’* q&:&% ’.:.? q;:&E ;:)E

)& ’:%% q&:.E ’%:%) q;:?E <:&%

)&& )&%:%& q)?:)? )&%:%& q’:&’ ?:E)

((试验结果如表 * 所示"各浓度平均批内变异系
数为 <:&Eg"批间变异系数为 ?:;;g"批内变异系
数小于批间变异系数"且均远低于 ).g"表明本方
法具有较高的精密性和较好的重复性(

表 *(精密性试验

/ĴLN*("NbML_bQC‘UNBKbKQO _Nb_
+3; 浓度
@$%P@8%

批内重复试验 批间重复试验
%J@g 平均值@g %J@g 平均值@g

&:) &:)’ <:;*

) %:&* .:&*

)& ;:&% <:&E *:’E ?:;;

)&& *:)? )%:)&

)&&& ;:?’ )):E&

;:.(样品的检测
用本方法检测样品 *?* 份"在 *< 份虾样品’

?* 份鱼样品’)?’ 份猪肉样品和 <%? 份牛奶样品中
+3; 阳性分别为 ;’;’? 和 & 份(
;:*(与 I8G+$检测试剂盒检测结果的比较

比较分析 +3;018IG$与 +3;0I8G+$检测试剂盒
的检测结果$见表 E%"发现这两种方法阴阳性符合率
为 )&&g#对两种方法检测数值进行 1检验可知"1h
&:%)&"!h&:*%? l&:&."提示两种方法的检测结果之
间无显著差异"说明对相同样品"两种方法可获得一
致的检测结果( 而在检测限’检测范围等方面"+3;0



磺胺二甲嘧啶间接竞争化学发光酶免疫分析法的建立及应用!!!马玲"等 !%.’(( !

18IG$具有优势"因此具有较好的应用前景(

表 E(+3;018IG$与 +3;0I8G+$试剂盒检测结果比对
/ĴLNE(1Q!‘JUKbQO QC+3;018IG$JOV +3;0I8G+$RK_

样品
编号

+3;018IG$
@$%P@RP%

+3;0I8G+$
@$%P@RP%

样品
编号

+3;018IG$
@$%P@RP%

+3;0I8G+$
@$%P@RP%

虾 ) <)E:<% ;%?:&? 猪 % %&E:?; %%<:&;

虾 ; <<.:*E ;**:)& 猪 . <.<:E< <?.:’<

虾 ). ):&& ;:<) 猪 )& ?:.* )?:)E

虾 )E ):.; ;:<* 猪 )) ):<. ):<*

虾 )’ ):<& ;:’* 猪 ). <.<:E< <%&:;E

虾 ;& ):%. ;:*& 猪 )E ):%& ):%.

鱼 ) <<.:*E <E?:<; 猪 )’ .:). %:%&

鱼 ; <*%:%’ <<%:;) 猪 ;% ):&? ):)%

鱼 )) ;:)’ ):?’ 猪 ;. ):<? ;:)?

鱼 ); ):*E ):?) 猪 %% <;<:<% ;E):<&

鱼 )% ;:’& <:.< 猪 *) <*&:%; <%?:%%

鱼 ). ;:&* <:)’ 猪 ?< ;’*:** <%E:**

鱼 )E ):E% ):;; 猪 *% <.E:E< <<%:;)

鱼 )? ):%) ):?& 猪 *. <)?:.< ;%):*;

鱼 ;& ):). ;:’; 猪 ?? <:’E )%:&E

猪 ) ).?:)* )E;:;% 猪 ?* ;?:<* <;:;<

猪 ; %)&:?? %%.:&& 猪 ))) %:&? )?:)E

猪 < <’E:;E %;&:.E 猪 );. %:&? ):?&

<(讨论
18IG$是世界范围内发展非常迅速的非放射性

免疫分析技术"是继酶免’放免和荧光免疫技术之
后发展起来的一种超高灵敏度的微量检测技术"具
有检测范围宽’灵敏度高’准确率高’重复性好等特
点"是目前免疫定量分析最理想的方法(

其中"单克隆抗体是影响 18IG$的关键因素"
与方法的灵敏度’特异性’准确性和精确性等都有
直接关系( 本研究制备的 +3;0!$̂ 亲和力中等"因
此在 +3;018IG$中"增加 +3; 标准品及待检样品与
+3;0!$̂ 预反应的操作步骤"这样可使方法的检测
限降低 )& 倍"是提高方法评价指标的有效手段(

在方法灵敏度的确定上"目前王爱萍等 )).*使用
的 824g h$$Di;6%K$D’龚云飞和高彬文等 )?")**使用
的O%’&以及/$2等

)%*使用的O%.&来表示( 按照以上
方法计算 +3;018IG$的灵敏度分别为 &:)EE’&:&*;
和 %:&&* %P@8"其中 824g h$$Di;6%K$D方法与本
研究使用的 $$Di;6%方法的计算值基本一致"另外
$$Di;6%方法应用更广泛"所以本研究使用$$Di;6%
计算本方法的检测限(

本研究建立了磺胺二甲嘧啶间接竞争化学发
光酶免疫分析法"该法比高效液相色谱法和液相色
谱0质谱联用方法检测限低近 )E’.E 倍 ))E* "比间接
竞争 I8G+$))?*和胶体金 ))’*的检测限低 )& 倍"比直
接竞争 I8G+$))** ’阻断 I8G+$))%*和毛细管电泳0电
导法 );&*的检测范围宽 ; 个数量级"比蛋白芯片法的

精确性好 );)* "比双标记时间分辨荧光分析法 );;*的
准确性和精确性更高’且可检测样品种类多"因此
具有较好的应用前景(
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实验技术与方法
固相萃取0高效液相色谱0荧光检测法同时测定动物源性

食品中 ? 种氟喹诺酮类药物残留

宫小明)!于金玲)!孙军)!万进;!崔晓娜<!高彦)

!)>潍坊出入境检验检疫局"山东 潍坊(;*)&%)$ ;>青岛技师学院"山东 青岛(;**;;’$
<>山东畜牧兽医职业学院"山东 潍坊(;*)&*)#

摘(要!目的(建立动物源性食品中 ? 种氟喹诺酮类药物%麻保沙星!诺氟沙星#环丙沙星#达氟沙星#恩诺沙星!

二氟沙星!噁喹酸!氟甲喹&残留的高效液相色谱检测法" 方法(样品用 I4/$03BLLaJKON缓冲溶液提取!,I,0; 固

相萃取柱净化!o2"c$]1)? %%:* !!t;.& !!!. %!&分离!荧光检测器检测!外标法定量" 结果(麻保沙星!噁喹

酸!氟甲喹配制标准品浓度在 <& e<*& %P@8!其余 . 种在 ). e)?& %P@8范围内线性关系良好!相关系数均 l&:’’!

诺氟沙星!环丙沙星!恩诺沙星!二氟沙星的检出限为 ; %P@RP!达氟沙星的检出限为 &:. %P@RP!麻保沙星!噁喹酸!

氟甲喹的检出限为 ? %P@RP!各种组分回收率在 EE:*g e’?:<g之间!相对标准偏差为 ;:?g e’:%g" 结论(该方

法操作简单!准确度和精密度高!对人体危害较小!能够满足不同基质检测的需要"

关键词!氟喹诺酮$ 高效液相色谱法$ 荧光检测器$ 动物源性食品$ 兽药残留$ 食品安全
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