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土霉素完全抗原的制备及
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检测方法的建立
41#

7

/1/%+'('"D9B$'2

7

.#%#/(%+

,

#(/(*#&%/-.+&02#(%

'"!EF<G*#%#$%+'(2#%0'*

曹金博!

!

#

*"-V'/+N=

!

$

#

!

胡骁飞!

%17'.=+

3

9'

!

!

王
!

耀#

!"#$O.=

#

!

李燕虹!

!

#

I)O./+8=/

0

!

$

#

!

曹夕丹#

*"-7'+F./

#

邢云瑞!

7)#$O&/+>&'

!

!

孙亚宁!

51#O.+/'/

0

!

!

邓瑞广!

M?#$T&'+

0

&./

0

!

!

张改平!

!

%

4%"#$$.'+

A

'/

0

!

$

%

!

!;

河南省农业科学院动物免疫学重点实验室$河南 郑州
!

65$$$#

(

#;

河南科技大学食品与生物工程学院$

河南 洛阳
!

6"!$$%

(

%;

河南农业大学$河南 郑州
!

65$$$$

#

!

!;S9

H

I.N=>.<=>

H

=

3

"/'B.,)BB&/=,=

0H

$

%9/./"D.F9B

H

=

3

"

0

>'D&,<&>.,5D'9/D9G

$

489/

0

Q8=&

$

%9/./

65$$$#

$

*8'/.

(

#;E==F./FJ'=9/

0

'/99>'/

0

*=,,9

0

9

$

%9/./1/'K9>G'<

H

=

3

5D'9/D9./FC9D8/=,=

0H

$

I&=

H

./

0

$

%9/./6"!$$%

$

*8'/.

(

%;%9/./"

0

>'D&,<&>.,1/'K9>G'<

H

$

489/

0

Q8=&

$

%9/./65$$$#

$

*8'/.

#

摘要!为制备土霉素$

NJ

G

DBDF+0

G

0-,/B

"

N>V

%完全抗原"获

得免疫学特性良好的土霉素鼠源多抗血清并建立
N>V

免疫学检测方法"采用重氮化法在
N>V

分子上引入羧

基"进而利用改进碳二亚胺法将其与载体蛋白偶联制备

完全抗原"通过红外扫描!紫外扫描和凝胶电泳鉴定其偶

联效果"然后将完全抗原免疫
7987

#

0

小鼠获得多抗血

清$

L

8I

%并对其免疫学特性进行鉴定"通过优化条件建立

N>V

间接竞争
(9WO8

检测方法&结果表明"偶联效果良

好"免疫的
6

只小鼠多抗血清效价均达到
!

#

!#2$$

'

6

只

小鼠多抗血清均有抑制效果"其中
#

号小鼠产生的多抗

血清效果最佳"基于该多抗血清建立的
N>V

间接竞争

(9WO8

检测方法半数抑制浓度$

)*

5$

%为
%#3&#/

:

#

*9

"检

测限$

9N=

%为
!3%/

:

#

*9

"牛奶样品中添加回收率在

263"$Z

"

2"365Z

"与金霉素!四环素的交叉反应率分别

为
53#"Z

"

63!$Z

"与其他竞争物交叉反应率
"

$36Z

&该

试验成功合成了
N>V

完全抗原"获得了免疫学特性良好

的
N>V

多抗血清"并建立了
N>V

免疫学检测方法&

关键词!土霉素'完全抗原'多抗血清'
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土霉素!
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N>V

#属于四环素类抗生素

中的一种$其化学结构式如图
!

所示*

!

+

%由于具有广谱

抗菌性$且价格低廉$因此被广泛用于禽畜各种感染性疾

病的治疗$适量添加在动物饲料或饮水中还可有助于禽

畜生长和疾病预防*

#S%

+

%但由于禽畜养殖过程中长期)

大量违规添加四环素类抗生素$导致其在动物源性食品

以及环境中过量残留$对人类健康造成极大威胁*

6S5

+

%

中国农业部
#%5

号公告明确规定"牛奶和肌肉中四环素

类抗生素最高残留量不得超过
!$$

#

:

'

:

$肾脏)肝脏)蛋

中分别不得超过
'$$

$

%$$

$

#$$

#

:

'

:

%

图
!

!

N>V

分子结构式

M,

:

1FB!

!

U4-B01-+FCDF10D1FBH4F*1-+4HN>V

!!

目前$高效液相色谱法)气相色谱&质谱法等检测方

法存在仪器昂贵)操作繁琐)检测不及时等局限$因而不

适合样品的现场筛查*

'S2

+

%相比之下$酶联免疫吸附试

验!

(/f

G

*B)-,/;B<,**1/4C4FIB/D+CC+

G

$

(9WO8

#)免疫层

析试纸!

W**1/40EF4*+D4

:

F+

L

E,0+CC+

G

$

WV8

#等免疫学快

速检测方法操作简单)迅速$同样具有良好的灵敏度和特

异性$在大批量样品现场筛查方面具有显著优势*

&S!!

+

%

该类方法依赖高效抗体对抗原进行灵敏特异识别$但土

霉素分子量小$无免疫原性$必需与载体蛋白偶联制备完

全抗原才能刺激机体免疫应答产生抗体%目前$关于

N>V

完全抗原的制备虽有报道*

!#

+

$但所获得多抗血清的

敏感性和特异性有待提高%试验拟采用重氮化法和碳二

亚胺法合成
N>V

完全抗原$制备并鉴定
N>V

多抗血清$

以期为后期制备
N>V

单克隆抗体及建立免疫学快速检

测方法提供参考%

!

!

材料与方法

!3!

!

材料与仪器

!3!3!

!

材料与试剂

土霉素!

N>V

#)金霉素!

V>V

#)四环素!

>V

#)沙拉沙

星!

O8X8

#)环丙氨嗪!

V8

#等标准品"纯度
,

&&Z

$美国

O,

:

*+

公司(

!)

!

%)

甲氨基丙基#

)%)

乙基碳二亚胺!

(=V

#)

#)

羟基

琥珀酰亚胺!

R?O

#)对氨基苯甲酸"纯度
&2Z

$上海阿拉

丁生化科技股份有限公司(

弗氏完全佐剂!

MV8

#)弗氏不完全佐剂!

MW8

#)牛血

清蛋白!

7O8

#)鸡卵清蛋白!

Nc8

#"纯度
,

&&Z

$美国

O,

:

*+

公司(

氯化钠)氯化钾)碳酸钠)碳酸氢钠等"分析纯$国药

集团化学试剂有限公司%

!3!3#

!

仪器与设备

电子天平"

U(#$6(

型$梅特勒&托利多仪器有限

公司(

紫外&可 见 分 光 光 度 计"

c̀)5!$$?

型$美 国

>EBF*4M,CEBF

公司(

电泳仪"

=YY)'V

型$大连捷迈科贸有限公司(

凝胶成像仪"

VEB*,=40

>U

PXO

_ 型$美国
7,4)X+<

公司(

傅立叶变换红外光谱仪"

R,04-BD

>U

,O

>U

5

型$日本岛

津公司%

!3!3%

!

试验动物

7897

'

0

小鼠"

'

周龄
O@M

级$济南朋悦实验动物繁

育有限公司%

!3#

!

方法

!3#3!

!

N>V

半抗原合成与鉴定
!

N>V

半抗原合成路线

图见图
#

%参照
M-BB;BF

等*

!%

+的重氮化法$具体操作步骤

为"称取
63%*

:

对氨基苯甲酸溶于
6 i

预冷的
#*9

$3#*4-

'

9

的稀盐酸溶液中$称取
63$ *

:

R+RN

#

溶于

!*96i

预冷的双蒸水后缓慢滴加到对氨基苯甲酸溶液

中$

6i

避光反应
!E

%称取
!$*

:

N>V

溶于
#*96i

预冷的四硼酸钠缓冲液!

L

?235

#$将上述反应液缓慢滴

加到该溶液中$

6 i

避光搅拌
#E

$反应液呈深红色$用

'*4-

'

9

的浓盐酸调节其
L

?

至
!35

以下$室温静置

!$*,/

$产生沉淀$

5$$$F

'

*,/

离心
%*,/

$去除上清$用

6i

预冷的双蒸水洗
6

遍$真空冷冻干燥后取部分样品进

行红外扫描鉴定%

!3#3#

!

N>V

完全抗原合成
!

采用同样的方法合成免疫

原
N>V)7O8

和包被原
N>V)Nc8

$其合成路线!以
N>V)

7O8

为例#见图
%

%具体操作步骤为"称取
N>V

半抗原

5*

:

溶于
!*9@7O

中$加入
!32*

:

R?O

$

6i

避光反

应
#E

%称取
'35*

:

7O8

溶于
#*9@7O

后慢滴加到上

述反应液中$同时加入
%*

:

(=V

$

6i

避光搅拌
#6E

%最

后在
6i

条件下用
@7O

搅拌透析
%<

$离心去除沉淀得

N>V

完全抗原%

!3#3%

!

N>V

完全抗原鉴定

!

!

#紫外扫描鉴定"用
@7O

配制与完全抗原溶液浓

度一致的
7O8

溶液和
N>V

标品溶液$用紫外&可见分

光光度计分别扫描其在
##$

"

%5$/*

的吸收光谱$通过

对比各溶液的特征吸收峰判断偶联效果*

!6

+

%

!!

!

#

#红外扫描鉴定"将
N>V

完全抗原溶液真空冷冻

干燥$对
N>V

完全抗原)

7O8

和
N>V

进行红外扫描$以

扫描波数为横坐标$透过率为纵坐标$得到红外扫描光谱

并进行对比%

('

安全与检测
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总第
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年
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月
$



图
#

!

N>V

半抗原合成路线

M,

:

1FB#
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G

/DEBD,0F41DB4HN>VE+

L

DB/

图
%

!

N>V)7O8

合成路线图

M,

:

1FB%

!

>EBC

G

/DEBD,0F41DB4H,**1/4

:

B/N>V)7O8

!!

!

%

#

O=O)@8Q(

鉴定"参照文献*

!5

+制得
!#Z

的分

离胶和
5Z

的浓缩胶$其电压分别为
'$

$

&$c

$样品加入

量为
#$

#

9

!含
N>V)7O85

#

:

#$用考马斯亮蓝染液染色

'E

$乙酸脱色液脱色
'E

$通过凝胶成像系统拍照$对比

7O8

与
N>V)7O8

电泳条带的位置差异判断偶联效果%

!3#36

!

N>V

多抗血清的制备与鉴定
!

选择
6

只
'

周龄的

7897

'

0

小鼠$以
%$

#

:

'

#$$

#

9

'只的剂量背部皮下多点

注射免疫
6

次$每次间隔
%

周%首次免疫将
N>V)7O8

与

等量
MV8

混合$后
%

次为加强免疫$将
N>V)7O8

与等量

MW8

混合%免疫完成后
!$<

断尾取血$获得
N>V

多抗

血清%

!

!

#

N>V

多抗血清效价测定"采用间接
(9WO8

法*

!'

+

%用
V7O

将
N>V)Nc8

稀释并包被于
&'

孔聚苯乙

烯板$

%"i

孵育
#E

$

@7O>

洗板后加封闭液$

%"i

孵育

!E

%向已包被抗原的聚苯乙烯板中加入倍比稀释的抗

体$

%"i

孵育
!5*,/

$洗板后加入羊抗鼠酶标二抗$

%"i

孵育
%$*,/

$洗板后加入显色液$

!$*,/

后终止显色并读

取
-M

65$/*

值$当
-M

65$/*

'空白孔
-M

65$/*

,

#3!

时$判定

为阳性孔%

!

#

#

N>V

多抗血清敏感性鉴定"采用间接竞争

(9WO8

法*

!"

+

%向已包被抗原的聚苯乙烯板中加入效价

测定中
-M

65$/*

值为
!3$

左右的血清稀释液和具有梯度

浓度的
N>V

标品溶液$其他步骤同效价测定操作方法%

通过计算抑制率$以
J

'

J

$

为纵坐标!

J

为
N>V

不同浓度

的
-M

65$/*

值$

J

$

为
N>V

零浓度的
-M

65$/*

值#$

N>V

浓

度对数值为横坐标绘制抑制曲线$得到线性回归方程$并

以半数抑制浓度!

)*

5$

#来评定多抗血清敏感性%

!3#35

!

N>V(9WO8

检测方法的建立

!

!

#确定最佳包被浓度和工作浓度"将
N>V)Nc8

分别稀释
5$$

$

!$$$

$

#$$$

$

6$$$

$

2$$$

倍进行包被$间

接
(9WO8

测定各包被浓度下抗体效价$选取效价测定中

-M

65$/*

值
!3$

左右对应的稀释度作为多抗血清工作浓

度$采用间接竞争
(9WO8

测定各包被浓度下
)*

5$

$选择

)*

5$

最低一组所对应的包被浓度为最佳包被浓度$对应

的多抗血清稀释度为最佳工作浓度%

!

#

#建立标准曲线"配置不同浓度的
N>V

标品溶液$

并根据已确定的最佳工作浓度$建立间接竞争
(9WO8

方

法%以
J

'

J

$

为纵坐标$以
N>V

浓度对数值为横坐标$绘

制标准曲线%

!

%

#检测限!

9N=

#"取不含
N>V

标品的空白样品$

通过建立的间接竞争
(9WO8

方法重复测定
!$

次$计算

!$

次
-M

65$/*

值的平均值!

7

#以及标准差!

5M

#$然后计

算
7S#5M

$将所得值代入标准曲线线性回归方程$计算

出标准品浓度$即为检测限%

!

6

#样品前处理"将新鲜牛奶样品$

2$$$F

'

*,/

离心

!$*,/

$除去上层脂肪$

6i

保存备用%

)'

$

c4-3%5

$

R43&

曹金博等!土霉素完全抗原的制备及
(9WO8

检测方法的建立



!

5

#回收率测定"将
N>V

标准品加入新鲜牛奶样品

中$使其浓度分别为
!$

$

5$

$

!$$/

:

'

*9

$将加标样品进行

前处理后$对每个浓度重复测定
6

次$根据所建立方法的

标准曲线得到测定值$并计算其回收率%

!

'

#特异性鉴定"选择
V>V

)

>V

)

O8X8

)

V8

)

7O8

)

Nc8

作为竞争物$利用所建立的间接竞争
(9WO8

法测

定各竞争物对多抗血清的
)*

5$

%以
N>V

的
)*

5$

与各竞

争物的
)*

5$

的百分比作为交叉反应率$交叉反应率越低$

则特异性越强*

!2

+

%

!3%

!

数据处理

对所得的数据利用
(J0B-#$$%

进行处理!包括回归

分析和显著性检验#$对分子结构式及合成路线图用

VEB*=F+K@F4!23$

进行绘制%

#

!

结果与分析
#3!

!

N>V

半抗原鉴定

N>V

分子结构上含有一个酰胺基和一个活泼酚羟

基%有研究*

!&

+从酰胺基考虑$采用戊二醛法和碳二亚胺

法使其与载体蛋白偶联$前期试验同样采用过此方法$但

合成的人工抗原免疫效果差$不能满足后续试验需求%

采用戊二醛法若不严格控制反应物加入顺序和反应时

间$极易发生分子之间的自联$从而影响小分子抗原决定

簇充分暴露$进而影响免疫效果*

#$

+

%因此试验从
N>V

分

子上活泼的酚羟基考虑偶联$首先采用重氮化法合成

N>V

的半抗原$然后采用红外扫描!

WX

#法对
N>V

半抗

原进行鉴定%图
6

)

5

分别为
N>V

和改造后
N>V

红外光

谱图$改造后
N>V

除了含有
N>V

中原有化学基团外$在

!'2#3%'0*

S!处出现羧基特征吸收峰$在
#%'$36'0*

S!

处出现偶氮键特征吸收峰$证明
N>V

半抗原成功引入羧

基基团%

#3#

!

N>V

完全抗原鉴定

#3#3!

!

紫外扫描
!

N>V

半抗原改造完成后$采用改进碳

二亚胺法使其与载体蛋白偶联$合成完全抗原$首先利用

紫外扫描!

c̀

#法对完全抗原进行鉴定%

N>V)7O8

)

7O8

)

N>V

的紫外扫描图如图
'

所示$

7O8

在
#"2/*

处

出现特征吸收峰$而
N>V)7O8

的吸收光谱相比
7O8

发

图
6

!

N>V

红外光谱图

M,

:

1FB6

!

>EB,/HF+FB<C

L

B0DF4

:

F+*4HN>V

图
5

!

改造后
N>V

红外光谱图

M,

:

1FB5

!

>EB,/HF+FB<C

L

B0DF4

:

F+*4HN>V*4<,H,0+D,4/

图
'

!

N>V)7O8

!

7O8

!

N>V

紫外扫描图

M,

:

1FB'

!

c̀C0+//,/

:

C

L

B0DF1*4HN>V)7O8

"

7O8

"

N>V

生了变化$特征吸收峰稍向左偏移$并未与
7O8

最大吸收

峰重叠$初步说明
N>V

和
7O8

发生偶联%

#3#3#

!

红外扫描
!

采用红外扫描法对完全抗原进行进一

步鉴定$图
"

)

2

分别为
7O8

和
N>V)7O8

红外光谱图$合

成的完全抗原
N>V)7O8

在
!'5#35!0*

S!处出现蛋白质

中氨基酸的特征峰$在
2523$5

$

&5$3$6

$

!$"%356

$

!!'#3#6

$

!%&#3%$0*

S!处$出现明显的
N>V

特征峰%结果进一步

表明完全抗原偶联效果良好%

#3#3%

!

O=O)@8Q(

鉴定
!

图
&

为完全抗原
N>V)7O8

的
O=O)@8Q(

鉴定结果$

N>V)7O8

电泳条带出现明显

拖尾现象$其迁移速率小于
7O8

$说明
N>V)7O8

分子

量大于
7O8

$也能够表明
N>V

和
7O8

偶联产生了较

好的效果%

图
"

!

7O8

红外光谱图

M,

:

1FB"

!

>EB,/HF+FB<C

L

B0DF4

:

F+*4H7O8

*(
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图
2

!

N>V)7O8

红外光谱图

M,

:

1FB2

!

>EB,/HF+FB<C

L

B0DF4

:

F+*4HN>V)7O8

图
&

!

N>V)7O8

的
O=O)@8Q(

鉴定结果

M,

:

1FB&

!

O=O)@8Q(,<B/D,H,0+D,4/FBC1-DC4HN>V)7O8

#3%

!

多抗血清鉴定

#3%3!

!

效价测定
!

表
!

为
N>V

多抗血清效价测定结果$

6

只免疫小鼠多抗血清效价均达到
!

#

!#2$$

$说明偶联

的免疫原具有较好的免疫效果%

#3%3#

!

敏感性鉴定
!

表
#

为
N>V

多抗血清间接竞争

(9WO8

测定结果$可以看出
N>V

对
6

只小鼠多抗血清均

起到抑制作用$其中对
#

号小鼠血清抑制效果最好$其抑

制曲线如图
!$

所示$

)*

5$

为
6$366/

:

'

*9

$说明多抗血清

敏感性良好%

表
!

!

N>V

多抗血清效价测定结果

>+I-B!

!

>EBD,DBFC4HN>V+/D,CBF1*

"

/]%

#

多抗稀释倍数
!

号小鼠
#

号小鼠
%

号小鼠
6

号小鼠

#$$ #3#6% !32$& #3'5# #35"#

6$$ #3!$' !35'# #3%'6 #3#6%

2$$ !3'62 !3$#5 !3&'% !3"'5

!'$$ !3!%6 $32'% !3%$6 !3#%6

%#$$ $3"#' $3'#6 $32#" $3&"5

'6$$ $366! $3%&# $3'%# $356%

!#2$$ $3%'6 $3#6% $36!5 $3%#$

#5'$$ $3##5 $3!#5 $3%!5 $3#!6

空白
$3$25 $3$"6 $3$&% $3$2#

表
#

!

N>V

多抗血清间接竞争
(9WO8

测定结果

>+I-B#

!

W/<,FB0D04*

L

BD,D,AB(9WO84HN>V

+/D,CBF1*

"

/]%

#

N>V

标品浓度'

!

/

:

3

*9

S!

#

!

号小鼠
#

号小鼠
%

号小鼠
6

号小鼠

5$$3$$$ $3%#6 $3%#! $3#"2 $3%$#

#5$3$$$ $3%25 $3%6# $3&2$ $3%#6

!#53$$$ $36#' $3%"$ $3%26 $3%"&

'#35$$ $35&6 $36!# $36$% $3652

%!3#5$ $3'&2 $36"& $3665 $35%'

!53'#5 $3"6' $35%' $35!# $35"2

"32!% $3"2' $3'5# $35'2 $3'!#

%3&$' $3"&& $32!# $3'%# $3'&'

!3&5% $325% $32"! $32"! $3"2'

$3$$$ $32"$ !3$!# $32&' $32"'

!

空白
$3$"2 $3$5' $3$5' $3$'5

图
!$

!

#

号小鼠多抗血清抑制曲线

M,

:

1FB!$

!

>EB,/E,I,D,AB01FAB4HR43#*41CB

+/D,CBF1*

#36

!

N>V(9WO8

检测方法的建立

#363!

!

最佳包被浓度和工作浓度的确定
!

表
%

为
N>V)

Nc8

不同包被浓度下
#

号小鼠多抗血清效价结果$图
!!

为
N>V)Nc8

不同包被浓度下抗体的
)*

5$

$由表
%

测量

结果选择不同包被浓度下抗体工作浓度分别为"

!

#

#$$$

$

!

#

#$$$

$

!

#

!$$$

$

!

#

!$$$

$

!

#

!$$

$并利用间接

竞争
(9WO8

测定
N>V)Nc8

不同包被浓度下抗体的

)*

5$

$如图
!!

所示当包被原为
!

#

!$$$

倍稀释$抗体为

!

#

#$$$

倍稀释时$其
)*

5$

最低$敏感性最好%

#363#

!

标准曲线的建立
!

根据已确定的最佳包被浓度和

抗体工作浓度$建立间接竞争
(9WO8

检测方法并绘制标

准曲线$如图
!#

所示%根据线性回归方程计算
)*

5$

为

%#3&#/

:

'

*9

%

#363%

!

检测限
!

通过建立的间接竞争
(9WO8

方法测定

空白样品$平行测定
!$

次$

-M

65$/*

分别为
$3&'2

$

!3$$%

$

$3&2'

$

!3$!5

$

!3!$!

$

$3&2"

$

$3&&%

$

!3$%!

$

$3&"'

$

!3$$%

$平均

!(

$

c4-3%5

$

R43&

曹金博等!土霉素完全抗原的制备及
(9WO8

检测方法的建立



表
%

!

不同包被浓度的效价测定结果

>+I-B%

!

>EBFBC1-D4HD,DBF,/<,HHBFB/D04+D,/

:

04/0B/DF+D,4/

抗体稀释

倍数

包被抗原稀释倍数

5$$ !$$$ #$$$ 6$$$ 2$$$

#$$ #32%' #3#%$ !3"'5 !36#5 $3'#5

6$$ #3!6' !3"'% !362& !3%#' $35'%

2$$ !3"&2 !3'5# !3%52 !3#2! $36#%

!'$$ !35%' !3!%# !3!$5 $3&'# $3%#%

%#$$ $32'5 $3"'# $3'%# $35#' $3#!%

'6$$ $356! $3%#6 $3#!! $3!$# $3$&2

!#2$$ $3%!# $3#'% $3!#6 $3$2" $3$%#

空白
$3$'5 $3$2& $3$"5 $3$'" $3$2#

图
!!

!

不同包被浓度所对应的抗体
)*

5$

M,

:

1FB!!

!

>EB)*

5$

4H<,HHBFB/D04+D,/

:

04/0B/DF+D,4/

图
!#

!

N>V

间接竞争
(9WO8

检测试剂盒标准曲线

M,

:

1FB!#

!

W/<,FB0D04*

L

BD,D,AB(9WO8DBCD;,D

CD+/<+F<01FAB4HN>V

值!

7

#为
!3$$'

$标准差!

5M

#为
$3$%2

$计算
7S#5M

值

!

$3&%

#$再根据标准曲线求得
9N=

为
!3%/

:

'

*9

%

#3636

!

回收率测定
!

间接竞争
(9WO8

方法测定不同浓

度
N>V

的牛奶样品结果如表
6

所示$回收率在
263"$Z

"

2"365Z

$变异系数在
&3%Z

"

!!35Z

$变异系数
"

!5Z

$说

明方法具有良好的准确度%

#3635

!

特异性鉴定
!

(9WO8

方法的特异性鉴定结果

如表
5

所示$与
V>V

)

>V

的交叉反应率分别为
53#"Z

$

表
6

!

回收率测定结果

>+I-B6

!

>EBFBC1-DC4HFB04ABF

G

F+DB<BDBF*,/+D,4/

N>V

添加量'

!

/

:

3

*9

S!

#

平均测定值'

!

/

:

3

*9

S!

#

平均回收率'

Z

变异系数'

Z

!$ 2356$ 2536$ &3%

5$ 6#3%'6 263"$ !!35

!$$ 2"365$ 2"365 &36

表
5

!

N>V

多抗血清与竞争物的交叉反应

>+I-B5

!

>EB0F4CC)FB+0D,A,D

G

4HN>V+/D,CBF1*K,DE

4DEBF04*

L

41/<C

竞争物
)*

5$

'!

/

:

3

*9

S!

# 交叉反应率'
Z

V>V '#53#$ 53#"

>V 2$536$ 63!$

V8

*

!3$$̂ !$

6

"

$36$

O8X8

*

!3$$̂ !$

6

"

$36$

7O8

*

!3$$̂ !$

6

"

$36$

Nc8

*

!3$$̂ !$

6

"

$36$

63!$Z

$与其他竞争物交叉反应率
"

$36Z

$说明所建立的

(9WO8

方法与
V>V

)

>V

存在微弱交叉反应$但与其他兽

药及载体蛋白均无交叉反应$具有较强的特异性%

%

!

结论
试验采用重氮化法和碳二亚胺法成功合成

N>V

的

完全抗原$所制备的小鼠多抗血清具有良好的敏感性$在

此基础上初步建立
N>V

间接竞争
(9WO8

检测方法$

)*

5$

为
%#3&#/

:

'

*9

$

9N=

为
!3%/

:

'

*9

$牛奶样品中添加回

收率在
263"$Z

"

2"365Z

$与
V>V

)

>V

的交叉反应率分

别为
'36'Z

$

53$!Z

$与其他竞争物交叉反应率
"

$36Z

$

具有良好的检测效果$可为监控
N>V

残留提供一定的技

术支撑%
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结论
综合考虑生鲜牛奶基质的特点及

5

类抗生素的理化

性质$对仪器条件和前处理方法进行了优化$建立了一套

可用于快速检测生鲜牛奶中
"#

种抗生素的快速前处

理&超高效液相色谱&串联质谱方法$在低)中)高
%

个

加标水平下的回收率为
6$Z

"

!6$Z

$且保留时间稳定$

定性准确%该方法灵敏度高$检测时间较少$方法简便$

对生鲜牛奶中抗生素的检测具有较高的参考价值%后续

将增加可检测抗生素的类别及种类$尽量覆盖所有的有

可能造成危害的抗生素%
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