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!!磺胺喹噁啉"OS&N8WS/2%T8&/23!简称7b!相
对分子质量为+))’!#是一种在国内需求量极
大的磺胺类高效抗球虫和抗菌药$由于养殖场
在饲养动物过程中向饲料或动物饮用水中添加

7b!导致7b在动物源食品中大量残留$人食
用这些动物源食品后!可能造成7b在人体内

富集!从而使人发生变态(过敏等反应!严重的
还会产生致畸(致癌作用)"*$为此!世界各国均
制定了相对严格的兽药残留标准$目前!中国
磺胺类药物在动物源性食品中的残留标准是

+))25+5!欧盟(日本(美国等西方发达国家制
定的残留标准是"))25+5)#*$常规的检测方



法!如微生物法(吸收分光光度法(荧光分光光
度法(气相色谱法等已无法满足检测需要$目
前!各国法定的检测标准方法是D\B="高压液
相色谱#!其灵敏度高!但预处理过程复杂!仪器
设备要求高!不便于养殖场用于大规模筛查自
检$酶联免疫分析方法具有样品预处理简单(
灵敏度高(特异性好等特点!适用于养殖场的大
规模筛查自检!具有广阔的市场应用前景$

?!实验材料与方法
?’?!实验仪器
酶联免疫分析仪"7\1=:>,KKK#!奥地利

7B:公司%紫外分光光度计"$84/82#$

?’@!实验材料和试剂
辣根过氧化物酶"D>\#(四甲基联苯胺(

尿素过氧化氢(牛血清白蛋白(人血清白蛋白(
卵清蛋白(明胶!均为7/5.8产品%蛋白c亲和
层析柱!\;84.80/8公司产品%磺胺喹噁啉!由
中国药检所提供%抗磺胺喹噁啉抗体(酶联驴抗
兔二抗!由中国原子能科学研究所原子高科医
学二部提供%A?孔酶标板!美国=V7:,>公司
产品$
包被缓冲液!)’".%&+B(RD_A’M碳酸盐

缓冲液 "=’]’#%封闭液!含 )’#[ 明胶的

)’)M.%&+B(RD_*’!磷酸盐缓冲液"\’]’#%
洗涤液!含)’)M[:Q332@#)的)’)#M.%&+B(

RD_*’!\’]’%抗体稀释液!含)’#[明胶的

)’)#.%&+B(RD_*’!\’]’$

?’C!实验方法

"#包被用抗原的制备
碳二亚胺法连接包被用抗原 7b@V$,$

称取卵清蛋白"V$,#")’!.5!加入+.B
D#V溶解$称取*’).57b!加入#.B#)[
的RD_M’M的d<E水溶液溶解$将V$,溶
液与溶解的7b 充分混合!搅拌!使之完全溶
解$向上述混合溶液中加入)’!.B"!).5#
新鲜 1d= 溶液!避光搅拌$"; 后再加入

)’!.B"!).5#新鲜的1d=溶液!继续避光搅
拌)’M;!于!g过夜放置$在!g条件下!用

)’)#.%&+B(RD_*’!的磷酸缓冲液透析#9!
换液M!?次)+*$

##酶联免疫分析步骤

A?孔酶标板每孔加)’".%&+B(RD_A’M

=’]’稀释的)’M$5+.B7b@V$,"))$B包
被!于!g过夜放置$弃液后用生理盐水洗涤

"次!每孔加"M)$B封闭液!+*g下";后弃
液$之后!每孔加M)$B标准品或样品(M)$B
抗体溶液!+*g反应";$弃液!洗涤+次后!
每孔加驴抗兔&5c二抗"))$B!+*g下反应

)’M;$弃液后洗涤!次!每孔加入"))$B
:<]和 D#V#""i"#显色液!+* g下显色

"M./2$最后加入M)$B#.%&+B硫酸溶液终
止反应$在酶标仪上读取吸光值"!M)2.处#$

+#样品预处理过程
""#牛奶样品的预处理$量取若干份牛奶

样品!每份#.B!往每份样品中加入一定的7b
标准溶液!配成不同浓度7b的牛奶样品$之
后!每管中加入"M)$B=8443I%及"M)$B
=8443I&完全混合"旋涡振荡#!于!!"#g(

+)))4+./2条件下离心")./2$若无冷冻离
心机!预先将样品冷却到Cg$移出".B上
层液至一新离心管中!用提取液稀释!倍""份
上层液a+份稀释液#$取M)$B进行分析$

"##蜂蜜样品的预处理$称取若干份蜂蜜
样品!每份样品#’)5!每份分别添加不同浓度
的7b 标准溶液$往每份蜂蜜样品中加入

!.B蒸馏水稀释溶解$再加入!.B乙酸乙
酯!振荡")./2!室温"#)!#Mg#(+)))4+./2
条件下离心")./2$移取".B上层的乙酸乙
酯至另一新试管中!?)g下氮气吹干$残留物
用)’M.B提取液溶解$取M)$B进行分析$

"+#鸡肉样品的预处理$称取若干份鸡肉
样品!每份+’)5$每份样品分别添加不同浓度
的7b 标准溶液$往每份鸡肉样品中加入

+.B水!用均质器充分均质样品$往每份均质
过的样品中加入?.B乙酸乙酯$上下剧烈振
荡")./2!室温"#)!#Mg#(+)))4+./2条件
下离心")./2$移取!.B上层的乙酸乙酯至
另一新试管中!?)g下氮气吹干$用".B异
辛烷溶解干燥的残留物$加入#.B提取液!
剧 烈 振 荡 " ./2$ 室 温 "#) ! #M g#(

+)))4+./2条件下离心")./2$取M)$B下
层水相进行分析$

"!#鸡蛋样品的预处理$称取若干份搅匀
的鸡蛋样品!每份#’)5!每份分别添加不同浓
度的 7b 标准溶液$每份鸡蛋样品中!加入
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"#.B乙酸乙酯$上下来回剧烈振荡")./2!
室温"#)!#M g#(+)))4+./2条件下离心

")./2$移取?.B上层的乙酸乙酯至另一新
试管中!?)g下氮气吹干$用".B异辛烷溶
解干燥的残留物$加入".B提取液!剧烈振
荡"./2$室温"#)!#Mg#(+)))4+./2条件
下离心")./2$取M)$B下层水相进行分析$

!#阳性样品的获得
从养鸡场购买")只产蛋期母鸡!用产蛋期

饲料喂养"M9!然后!将磺胺喹噁啉@二甲氧苄
啶预混剂以M倍于标准投药量的剂量投药"标
准投药量为)’)M[!连续投药不超过M9!休药
期")9!产蛋期禁用#!"’(#’鸡一直用正常饲
料喂养!+’(!’投药喂养M9后取血!M’(?’
投药喂养")9后取血!*’(C’(A’(")’投药
喂养"M9后取血$
通过喂养")只产蛋期母鸡!获得了阳性的

血清样品$

@!实验结果
@’?!方法学的建立
用含)’#[明胶的)’)#.%&+B(RD_*’!

的\’]’溶液配置一系列7b标准品!浓度分别
为)’+("(+(")(+)("))25+.B$

"#包被浓度的选择
将提纯后的抗磺胺喹噁啉"!)M号兔&5c

抗 血 清 稀 释 ?)) 倍!即 抗 体 浓 度 为

#’CC$5+.B$包被用抗原浓度分别选为)’#(

)’+M()’M("$5+.B$不同包被浓度下的标准
曲线示于图"$最终选择最优包被用抗原浓度
为)’M$5+.B$

图"!不同包被浓度下的标准曲线

E/5’"!73&30-/250%2032-48-/%2

%N82-/532SO39N%40%8-/25
&&&&)’#$5+.B%"&&&)’+$5+.B%

$&&&)’M$5+.B%j&&&"$5+.B

##抗体稀释浓度的选择
包被浓度选为)’M$5+.B!提纯后的"!)M

号兔&5c 抗血清分别稀释?))(A))("#))(

"M))倍!浓 度 分 别 为 #’CC("’A#("’!!(

"’"M$5+.B$不同包被浓度下的标准曲线示
于图 #$最 终 选 择 最 优 抗 体 稀 释 浓 度 为

"’A#$5+.B$

图#!不同抗体浓度下的标准曲线

E/5’#!73&30-/250%2032-48-/%2%N82-/P%96
&&&&"+?))%"&&&"+A))%$&&&"+"#))%j&&&"+"M))

+#反应时间的选择
在最优的包被浓度和抗体稀释浓度下!分

别反应)’M("("’M(#(+(!;!标准品浓度分别
为)()’+("(+(")(+)("))25+.B!绘制反应动
力学曲线"图+#!选择合适的反应时间$

图+!反应动力学曲线

E/5’+!Z/23-/0O0S4U3O%N7b1BK7,
&&&&)25+.B%"&&&)’+25+.B%

$&&&"25+.B%1&&&+25+.B%

j&&&")25+.B%#&&&+)25+.B%a&&&"))25+.B

从图+可看出!反应A)./2后反应基本达
到平衡!而?)./2已可满足实验测定需要$

@’@!方法学鉴定

"#标准曲线及灵敏度
用"!)M号兔抗7b抗体建立的标准曲线
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示于图!$经&%5/-@&%5回归!得到回归方程为

3_ "̂5!"?8a)5**C!G_)’AAC$
同时测定了 ") 个 Q) 值!平均值 8 为

"’C*)!7d_)’)?A!8^#7d _"’*+#!代入拟
合直线!查得浓度值为)’#25+.B!即该方法学
的灵敏度为)’#25+.B$标准曲线示于图!$

图!!7b1BK7,标准曲线

E/5’!!7b1BK7,08&/P48-/%20S4U3

##精密度实验
精密度实验结果列于表"和#$

表?!批内变异实验"!O?P#

A’<3/?!M)#0’5’22’-;’0$’#$()1(/44$1$/)#"!O?P#

浓度值+

"25..B^"#

测得平均值+

"25..B^"#

标准差+

"25..B^"#

变异系数

=$+[

)’M )’M )’)M ")’)

# #’) )’# ")’)

#) #)’+ "’* C’!

M) M#’A !’" *’C

表@!批间变异实验"!O?P#

A’<3/@!M)#/05’22’-;’0$’#$()1(/44$1$/)#"!O?P#

浓度值+

"25..B^"#

测得平均值+

"25..B^"#

标准差+

"25..B^"#

变异系数

=$+[

)’M )’M )’)? "#’)

# "’A )’# ")’M

#) "A’+ #’# ""’!

M) !C’A M’C ""’A

从表"和#可知!批内变异小于")[!批
间变异小于"M[!满足方法学的要求$

+#健全性实验
向牛奶中添加已知浓度的标准品!经预处

理后!用标准品稀释液倍比稀释样品$计算出
的测定值列于表+!稀释度与测定值之间的线

性关系示于图M$

表C!健全性实验

A’<3/C!*’)$#-/H"/0$%/)#

稀释倍数 测定值+"25..B^"# 理论值+"25..B^"#

! M)’* !!’?

C #C’! ##’+

"? "#’* ""’"

+# !’" M’?

?! #’M #’C

"#C "’# "’!

#M? )’* )’*

M"# )’! )’+M

图M!牛奶稀释实验

E/5’M!=%443&8-/%20%3NN/0/32-

%N9/&S-/%23TR34/.32-

表+和图M结果表明!稀释度与测定值呈
线性 相 关!相 关 性 方 程 为 3_#)C5C?8^
)5!+!M!G_)’AA*$

!#回收实验
参照国家标准和相关文献)!!M*报道!对牛

奶(蜂蜜(鸡肉(鸡蛋等几种动物源性食品进行
样品的预处理!并测定其回收率!结果列于表

!!*$

表D!牛奶添加回收实验

A’<3/D!6/1(;/0-(4*Q$)%$3L

样品号
测定值+

"25.5^"#

理论值+

"25.5^"#
回收率+[

" "’A "’C ")M’)
# #’A +’" A!’)
+ !’# !’) ")M’)
! ?’! ?’) ")*’)
M "+’* "+’? ")"’)
? +#’? +M’) A+’"
* !C’" M)’) A?’#
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表E!蜂蜜添加回收实验

A’<3/E!6/1(;/0-(4*Q$)9()/-

样品号
测定值+

"25.5^"#

理论值+

"25.5^"#
回收率+[

" !’C M’) A?’)

# ?’A ")’) ?A’)

+ "?’! #)’) C#’)

! "*’! #)’) C*’)

M #)’* #)’) ")!’)

? !"’) M)’) C#’)

表R!鸡肉添加回收实验

A’<3/R!6/1(;/0-(4*Q$)19$1L/)

样品号
测定值+

"25.5^"#

理论值+

"25.5^"#
回收率+[

" )’! "’) !)’)

# "’* +’) M*’)

+ +’# M’) ?!’)

! ?’A A’C *)’)

M "!’M "A’* *+’?

? #"’) #A’C *)’M

* ++’! !C’A ?C’+

表S!鸡蛋添加回收实验

A’<3/S!6/1(;/0-(4*Q$)/77

样品号
测定值+

"25.5^"#

理论值+

"25.5^"#
回收率+[

" )’M "’) M)’)
# #’" +’) *)’)
+ !’# M’) C!’)
! *’* ")’) **’)
M "M’* #)’) *C’M
? #+’? +)’) *C’*
* +M’C M)’) *"’?

从表!!*可以看出!鸡肉(蜂蜜(牛奶(鸡
蛋样品的添加回收率分别为!)’)[!*+’?[(

?A’)[!")!’)[(A+’"[!")*’)[(M)’)[!
C!’)[$

M#稳定性实验
不同温度条件下药盒的稳定性示于图?$
由图?可看出!常温状态下试剂盒放置?9

左右(+*g条件下放置?9以上!将不影响试
剂盒的检测效果$

@’C!真实阳性样品的测定
用自制药盒与国家规定的 D\B=方法分

别对阳性血样进行测定!结果列于表C$

图?!常温"8#和+*g"P#条件下药盒的稳定性

E/5’?!7-8P/&/-/3O%N1K,8-4%%.-3.R348-S43"8#829+*g"P#

&&&&)25+.B%"&&&)’+25+.B%$&&&+25+.B%j&&&+)25+.B

表T!阳性血样测定实验

A’<3/T!U/’2+0/%/)#(4"(2$#$;/2/0+%

样品号 自制药盒测定值 D\B=测定值 样品号 自制药盒测定值 D\B=测定值

" "C’! #*’# ? !M’#
# ?’! !’+ * +C’M !A’!
+ #M’+ #*’# C A!’?
! ")+’C A #M’!
M #!’+ ") M*’? ??’?
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!!通过自制试剂盒测定值与 D\B=方法的
测定值相比较!其相关方程为3_"5"AM8^
)5))#M!相关系数G_)’AC?$

C!讨论
CV?!*Q紫外吸收峰的漂移
纯7b标准溶液在+?)2.处有最大吸收

峰!戊二醛法连接的 ]7,@7b(D,7@7b 在

+MM2.处有最大吸收峰!碳二亚胺法连接的

]7,@7b在+MC2.处有最大吸收峰!这是因为
联接上载体蛋白后吸收峰向紫外漂移所致$

C’@!包被板的稳定性

7b@V$,采用的是碳二亚胺法联结!!g
条件下于冰箱中液体存放$在进行方法学调试
的几个月过程中观察到!同样不变的包被用抗
原(不变的包被浓度(同样的标准品溶液!实验
所得的Q) 值一直在下降!标准曲线各点7+7)
值也均呈下降趋势$若从^#)g条件下取出
新的同一批包被用抗原!则曲线Q) 及其余各点
抑制率均不变$在!g条件下存放时间最好不
要超过?个月$

C’C!药盒测定范围的调整
由图"可见!不同的抗原包被浓度对标准

抑制曲线有较大影响$随着包被浓度降低!分
析灵敏度升高%包被浓度增加!分析灵敏度降
低$因此!可根据用户需求!在允许范围内通过
一定程度上改变包被量!适当调整试剂盒的测
试范围$

本方法可用于制备酶联免疫分析药盒!以
测定动物源食品中磺胺喹噁啉的残留!亦适用
于各种大型养殖场大批量动物源样品的筛查$
诚挚感谢中国原子能科学研究院同位素研

究所的官国英(李子颖(贾娟娟对本工作的支持
和帮助$
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