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酶催化反应建立适配体比色法
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摘要!目的!通过制备适配体!磁珠复合体$利用氯霉素

的特异性结合可解离适配体与
TR@

酶的结合$并解除对

该酶与血红素结合催化显色反应活性抑制的机理$建立

用于快速检测鸡蛋中氯霉素的方法"方法!通过适配体

与
TR@

酶碱基互补配对后$再将该结合体通过羧基和氨

基的缩合反应$制备适配体!磁珠复合体"再通过加入

不同浓度的氯霉素溶液以实现与其适配体的结合$使得

TR@

酶与氯霉素核酸适配体发生解离$被解离出的
TR@

酶与血红素结合催化显色反应"结果!该方法检测氯霉

素的线性范围为
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$其吸光度值与

氯霉素浓度呈线性相关$在
%

$
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种添加水平

下该比色法的回收率为
&"8:?

&

!#!8!?

$相对标准偏差

均小于
!#?

"结论!该方法通过引入
TR@

酶和磁性纳米

粒子有效克服了传统快速检测方法的非特异性吸附引起

的假阳性结果$适用于快速检测鸡蛋中氯霉素的残留量"

关键词!
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酶%催化活性%适配体%磁珠%鸡蛋%氯霉素
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氯霉素是一种高效的抑菌性广谱抗生素$在蛋鸡养

殖过程中常作为治疗抗生素$其在蛋鸡体内的消除半衰

期较快$但是鸡蛋中残留的氯霉素最快需要
!$9

才可以

完全消除*

!M(

+

%因为氯霉素具有较强的毒性$若长期食

用氯霉素残留的鸡蛋会引起机体因正常菌群失调而更易

感染疾病%

$#!&

年中国农业农村部第
$%#

号公告修订了

食品动物中禁止使用的药品及化合物清单$氯霉素及其

盐)酯类再次明文规定禁止使用$说明食品安全检测中氯

霉素的残留问题进一步得到重视*

:M'

+

%为满足食品安全

快速检测和重大活动保障的相关诉求$有必要开发出适

合于鸡蛋中氯霉素的快速测定$进一步加强市场管理和
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鸡蛋中氯霉素的仪器检测法为气相色谱&质谱)液

相色谱&质谱'质谱$此方法适合于监管部门对于样品的

周期性检验检测$设备成本和维护成本都较高*

!#M!$

+

%而

目前中国基层检验检测水平能够实现大型仪器检测农兽

药残留较少$即使购买了大型仪器也存在缺少专业技术

人员等其他因素导致仪器不能投入使用$若在基层大力

推进食品安全快速检测$可实现大量农副产品的有毒有

害物质检测$将食品安全的风险降至可防可控水平$及时

守卫餐桌安全%目前检测氯霉素的快速检测方法主要是

胶体金免疫分析法$其原理是根据抗体可特异性识别目

标分子实现检测$但鸡蛋中农兽药残留多为小分子物质$

由传统化学方法得到的目标半抗原后再进行动物试验$

这对于及时应对突发食品安全事件不具有时效性*

!(M!%

+

%

核酸适配体是可在体外进行筛选的一种比抗体更加稳

定)高效的人工抗体$目标小分子通常结合于适配体的折

叠区域$通过掌握核酸适配体的筛选技术可以快速应对

突发事件$能大幅提升基层检测机构应对食品安全未知

风险的能力*
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近年来研究食品中氯霉素残留的适配体检测方法主

要有比色检测法)荧光检测法)化学发光检测法和生物传

感检测法等*

!&M$!

+

$比色检测法较其他在可操作性及便捷

性等方面更适用于现场快速检测*

$$M$:

+

%例如$

Y,4

等*
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+

基于生物素&链霉亲和素信号放大测定氯霉素残留(

O0,4

5

等*

$'

+基于
TR@

酶功能化纳米探针催化显色用于

快速检测氯霉素(高慧菊等*

$=

+基于氯化钯纳米颗粒标记

聚合 物 螯 合 物 的 双 重 信 号 放 大 快 速 检 测 氯 霉 素(

V,2I>I32

等*

$"

+利用金纳米粒子在不同状态下的显色反

应间接检测氯霉素残留量%由此可见$以适配体特异性

识别结合显色反应是目前现场快速检测的最佳方法$目

前适配体比色法通常会利用生物酶)金属纳米粒子实现

转导$在温育反应和分离洗涤等操作过程中比较繁琐$易

出现假阳性结果$不利于现场快速检测的有效分析%研

究拟将杂交互补链反应与显色反应同时应用于适配体传

感器$建立一种快速检测氯霉素的新方法$通过引入

TR@

酶及磁性纳米微球实现简化操作及减少假阳性结

果的产生%
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材料与方法
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磁珠'适配体的制备

将
%
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羧基化磁珠清洗
$

&

(

次$按照产

品说明进行活化$以实现羧基化磁珠与氨基化适配体的

偶联%向 清 洗 后 的 磁 珠 中 加 入
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活 化 剂
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溶于
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O'8# V)[

缓冲

液#$置于振荡器中室温反应
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以上%活化反应后用

缓冲溶液!
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'

;

C

O=8%JG-E*OW.

#清洗活化后的羧

基磁珠$向清洗后的羧基化磁珠中加入氨基化氯霉素适

配体!
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#$将上述混合物置于已调至
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的恒温混匀仪中反

应
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$重复磁珠的清洗操作$再重新分散于
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的
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缓冲溶液中$于
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保存%
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检测条件优化
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酶浓度
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#对体系吸光度的影响%
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#对体系吸光度的影响%
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显色反应
!
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#对体系吸光度的影响%
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均相反应

向离心管中加入
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"
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#$进一步向其中加入
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酶$在恒温混匀仪中
$%<

震荡反

应
:%+-4

后待用%取上述磁珠适配体溶液
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"

;

与

!+;#8#$

"
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;TR@

酶溶液混匀$

(=<

涡旋混匀反

应
&#+-4

$磁分离后采用洗涤液和
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O=8#JG-E*OW.

溶液

交替洗
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次$将该磁珠复合物重新分散于
$##

"

;

的

C

O=8%JG-E*OW.

缓冲溶液中
:<

保存%

"&

安全与检测
[@S)JY UXR[e)WJXNR

总第
$:!

期
"

$#$!

年
!!

月
"



!8%

!

氯霉素的检测

取
(#

"

;

上述磁珠复合物与
$#

"

;

按一定浓度梯度

配制的氯霉素溶液充分混匀后$在恒温混匀仪中
(=<

震

荡反应
%#+-4

$磁分离后取上清液加入
!#

"

;!

"

+>.

'

;

23+-4

充分混匀后进行显示反应%先向反应之后的溶液

中加入
'#

"

;

包含有
#8%++>.

'

;JV̂

与
#8%++>.

'

;

O

$

N

$

的
$%++>.

'

;

C

O%8#

柠檬酸盐缓冲溶液$室温反

应
!%+-4

$向反应体系中加入稀硫酸溶液!

(#

"

'

;

$

$+>.

'

;

#以终止四甲基联苯的显色反应%将反应体系静

置
!#+-4

后$测定吸光度$并建立吸光度值与氯霉素浓度

之间的线性关系%

!8'

!

氯霉素检测的特异性

为了验证方法的特异性$将浓度为
!##+

5

'

j

5

的氯

霉素)氟苯尼考)恩诺沙星)氧氟沙星)诺氟沙星)多西环

素)甲砜霉素
=

种抗生素按照
!8:

的步骤加入到磁珠复合

物中混匀$进行显色反应后使用分光光度计测量%

!8=

!

鸡蛋样品的准备

鸡蛋样品购于当地超市%称取
!#

5

搅拌均匀的样品

于
%#+;

具塞离心管中$加入
!8#+;!#4

5

'

+;

间硝基

氯霉素标准溶液和
(# +;

乙酸乙酯$振荡
(# +-4

$

:###G

'

+-4

离心
$+-4

后取上清液转移至圆底烧瓶中$

残渣用
(# +;

乙酸乙酯再提取一次$合并提取液$于

(%<

旋转蒸发至
!

&

$+;

$加入
!+;

甲醇溶解提取液$

用
$#+;:?

氯化钠溶液和
$#+;

正己烷液液萃取$弃去

正己烷层$水相用
:#+;

乙酸乙酯分两次萃取$合并乙酸

乙酯相于心形瓶中
(% <

旋转蒸发$用氮气缓慢吹干

备用%

$

!

结果与分析
$8!

!

检测方法原理

试验拟将模拟过氧化物
TR@

酶引入鸡蛋中氯霉素

的适配体传感器$当氯霉素适配体与磁珠组合体结合后$

可与
TR@

酶发生杂交链互补反应$从而使催化活性呈失

活状态%加入不同浓度氯霉素目标分子后$具有高催化

活性的
TR@

酶得到释放$试验体系可催化四甲基联苯

胺&双氧水显色实现对鸡蛋中氯霉素残留的快速检测$

整个试验过程原理如图
!

所示%当溶液中存在氯霉素

时$复合物体系优先与氯霉素结合$使模拟过氧化物

TR@

酶从复合物体系中解离出进入上清液中%根据加

入氯霉素含量的多少确定颜色变化$据此实现鸡蛋中氯

霉素的定量检测%

$8$

!

TR@

酶催化显色反应及磁珠适配体的建立

根据模拟过氧化物
TR@

酶的催化活性因与目标分

子适配体杂交结合后得到抑制的磁珠结合体$可通过改

变
TR@

酶的序列结构使催化活性的抑制效果提高%试

验通过在
TR@

酶序列的
(s

末端增加一个
@*

碱基与未修

图
!

!

基于核酸适配体识别引起
TR@

酶释放比色分析

原理示意图
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B
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C

A,+3GG3/>

5

4-A->4

饰的
TR@

酶在相同条件下分别与氯霉素磁珠适配体反

应$在最优化反应条件下加入
!##+

5

'

j

5

氯霉素标准溶

液反应后进行显色反应%如图
$

所示$因氯霉素与
TR@

酶竞争适配体$导致
TR@

酶与适配体解离%针对不同试

验阶段的杂交反应分别进行验证分析$

TR@

酶和适配体

!泳道
(

#与
TR@

酶!泳道
!

#)适配体!泳道
$

#相比电泳迁

移速度较慢$证实
TR@

酶和适配体杂交成功$泳道
%

与

泳道
!

的重合则充分说明氯霉素与适配体成功结合%从

图
(

可以看出$未修饰
TR@

酶
,

)修饰后的
TR@

酶
I

和

氯霉素进行的显色反应相比较$发现以修饰后的
TR@

酶

进行显色反应引起的吸光度响应效应强于未修饰的

TR@

酶%

为进一步证明氯霉素与适配体的结合$通过紫外&

分光光度法验证适配体与目标物的结合%从图
:

可看出$

空白的
JV̂*O

$

N

$

溶液无明显的紫外吸收峰!曲线
,

#$

!#

"

;%

"

+>.

'

;TR@

酶)

!#

"

+>.

'

;23+-4

)

JV̂ *O

$

N

$

溶液及终止液反应后在紫外图谱上出现了明显的吸收峰

!曲线
/

#$磁珠适配体溶液
(##

"

;

与
!+;TR@

酶溶

液混匀反应后吸取上清液$加入显色剂后有较弱的紫外

!8TR@

酶
!

$8

适配体
!

(8TR@

酶和适配体
!

:8

适配体
!

%8

适

配体和氯霉素

图
$

!

不同样品的凝胶电泳图
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程
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图
(

!

不同物质反应前后吸光度的比较

S-

5

0G3(

!

W>+

C

,G-E>4>D,IE>GI,4/3I3D>G3,49,DA3G

G3,/A->4>D9-DD3G34AE0IEA,4/3E

,8JV̂ *O

$

N

$

!

I8

空白试剂
!

/8!##+

5

'

j

5

氯霉素
!

98TR@

酶

图
:

!

催化显色反应所得的紫外!可见吸收光谱图

S-

5

0G3:

!

_P*P-E,IE>G

C

A->4E

C

3/AG,>D/,A,.

B

A-/

/2G>+>

5

34-/G3,/A->4E

吸收峰!曲线
I

#$当将
!##+

5

'

j

5

氯霉素用于适配体反应

后$所得溶液产物加入显色剂后也出现明显紫外吸收峰

!曲线
9

#%这一现象证明了氯霉素加入体系反应之后与

适配体结合释放
TR@

酶$从而使显色反应强度进一步

提高%

$8(

!

检测条件优化

$8(8!

!

温育时间
!

由图
%

可知$随着第一次碱基互补配

对温育时间的增加$磁分离之后的溶液在显色反应之后

吸光度响应值逐步降低$说明磁珠上连接的适配体与

TR@

酶结合后$导致溶液中
TR@

酶含量减少$显色反应

溶液的吸光度值也随之趋于减小$当温育时间
'

%#+-4

后得到的吸光度值趋于稳定%故以
%#+-4

作为最佳反应

时间%

$8(8$

!

反应时间
!

由图
'

可知$将
!##+

5

'

j

5

的氯霉素

用于添加
TR@

酶的磁珠适配体$其吸光度信号响应随反

应时间的增加而增加$说明
TR@

酶从磁珠适配体上解离

的量逐步增加%当氯霉素与反应体系的温育时间超过

:%+-4

时$反应体系的吸光度值趋于稳定%说明氯霉素

与添加
TR@

酶的磁珠适配体反应时间达到
:%+-4

时可

反应彻底%

图
%

!

温育时间对吸收光谱的影响
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图
'

!

反应时间对吸收光谱的影响
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A->4

E
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$8(8(

!

显色时间
!

由图
=

可知$当显色反应时间
(

!%+-4

时$吸光度的响应值随时间的增加而增加$超过
!%+-4

后

吸光度的响应值达到稳定%由此可见
TR@

酶与氯化血

红素的充分反应时间为
!%+-4

$此时酶促反应也达到最

大限度%因此$以
!%+-4

为显色反应最佳时间%

$8:

!

线性分析

在优化的条件!

TR@

酶与适配体的反应时间为

%#+-4

$氯霉素加入后的反应时间为
:%+-4

$显色时间为

!%+-4

#下$研究不同质量浓度氯霉素在试验设计方法下

的吸光度%比色反应过程中$体系的吸光度值随氯霉素

浓度的增加呈线性增加!见图
"

#$线性回归方程为"

(

`

#8!#!!g#8%:&%.

5

3

$相关系数为
#8&&"

%

$8%

!

特异性

分别考察了氯霉素)氟苯尼考)恩诺沙星)氧氟沙星)

诺氟沙星)多西环素)甲砜霉素
=

种抗生素在该试验条件

下吸光度的响应值%由图
&

可知$对目标分析物氯霉素

的响应值较大$而在其他
'

种抗生素的很小%此结果证

明该方法对氯霉素具有特异性$其他同系干扰物的交叉

响应可忽略%

$&

安全与检测
[@S)JY UXR[e)WJXNR

总第
$:!

期
"

$#$!

年
!!

月
"



图
=

!

显色反应时间对吸收光谱的影响
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!

吸收光强度与氯霉素的线性关系
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!

=

种抗生素用于试验设计的方法后产生的

吸收强度响应
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$8'

!

准确性

按照
Ẑ

'

J$$(("

&

$##"

/动物源性食品中氯霉素类药

物残留量测定0对鸡蛋样品进行适当前处理后$用液相色

谱&质谱检测基底之后$在基底中分别加入质量浓度为
%

$

!#

$

$%+

5

'

j

5

的氯霉素$得加标样品$分别用试验设计的方

法)液相色谱&质谱和酶联免疫吸附试验!

);X[@

#法对加

标样品进行检测$结果见表
!

%由表
!

可知$

(

种方法的

Q[T

分别为
$8$&?

$

:8#=?

$

$8%&?

$回收率为
&"8:?

&

!#!8!?

$通过计算
(

种方法分别所得结果的偏差后得出检

测结果基本一致$将表中所得试验结果与加标量进行比较

得出试验设计的方法的检测结果准确度较高%

表
!

!

与标准和常规方法的比较及准确性试验结果

J,I.3!

!

W>+

C

,G-E>4>DA23G3E0.AE>IA,-439I

B

0E-4

5

A2-E+3A2>9,49A23G3D3G34/3+3A2>9

%

& %̀

&

加标量'

!

+

5

,

j

5

M!

#

试验方法测量值'

!

+

5

,

j

5

M!

#

液相色谱&质谱法

测量值'!

+

5

,

j

5

M!

#

);X[@

法测量值'

!

+

5

,

j

5

M!

#

试验方法

回收率'
?

试验方法相对

标准偏差'
?

# #8!"b#8#: #8#&b#8#% #8$!b#8#&

'

(8!"

% :8&$b#8#' :8&"b#8!( %8#&b#8!# &"8: $8$&

!# !#8!!b#8$( !#8$:b#8$" !#8%(b#8!= !#!8! :8#=

$% $:8"&b#8(& $:8"'b#8:% $%8!(b#8$( &&8' $8%&

(

!

结论
基于适配体&磁珠复合体与氯霉素的竞争反应$以

达到解离适配体与
TR@

酶的杂交结合$成功实现
TR@

酶与血红素的催化显色反应$可用于鸡蛋中氯霉素残留

量的快速检测%结果显示$该方法对氯霉素的检测具有

检出限低)选择性强)反应时间短等优势$因该方法未涉

及较贵重的仪器而且操作简单易行$较适合基层检测机

构用于现场快速检测$便于及时筛查出氯霉素残留超标

的样品%
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系统检测结果显示$不合格爆珠的误检率均控制在

(?

以内$效果良好%爆珠的质量检测十分关键$文中提出

的基于机器视觉的香烟爆珠特征识别方法更准确以及更

高效地完成了对香烟爆珠的特征识别检测$通过对不合格

品的剔除$能保证爆珠的质量以及消费者的最佳体验感%

%

!

结语
针对机械式卷烟爆珠检测的诸多问题$提出了一种

基于机器视觉的卷烟爆珠在线检测系统%设计精准的缺

陷检测算法$同时完成对爆珠形状)尺寸以及是否破损的

检测%设计硬件系统实现了爆珠上料及剔除的一体化$

并通过试验验证了系统检测的可行性%该系统解决了现

有对爆珠机械筛选的效率低下问题$在保证检测精度的

同时提高速度$具有良好的企业应用价值%但该系统对

传动机构要求较高$而实际生产中加工条件各不相同$若

爆珠发生粘黏$在图像处理阶段可考虑新的边缘提取方

式$如贝叶斯边缘拟合$同时增加不同种类爆珠模拟训练

样本$以进一步提高检测精度%
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