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方法未检出’
纳米免疫磁珠不仅可以富集目标菌体"亦可有

效地去除抑制剂成分"如食物残渣中的有机物(酚
类化合物(脂肪(糖原或微生物代谢产物"可致
.L9-和 J0+-/J检测灵敏度降低甚至反应完全失
败"因此必须通过富集和纯化对样品进行前处
理 )#(* ’ 免疫磁珠分离技术可以解决以上问题’ 但
D9: 技术作为一种较新的免疫学技术"其本身也存
在一些较难克服的问题’ 首先是免疫磁珠本身的
质量"特别是对于单克隆抗体包被的磁珠"由于单
抗效价批次间易出现波动"可直接影响免疫磁珠对
目标菌的捕获率’ 其次是在不同的标本性状及杂
菌污染程度下"免疫磁珠和目标微生物相互作用会
受到影响"会降低该技术的灵敏度和特异性’ 如杂
菌污染较多的牛肉类制品"并不适用于 D9: 技术的
检测 )## f#!* ’ 本研究将纳米免疫磁珠与 .L9-检测
方法结合"建立以免疫磁分离为前处理步骤的快速
检测方法"由以上结果得出&N7AX+D9\+d-可以高
效(特异性富集副溶血性弧菌"本研究所建立的
N7AX+D9:+.L9-方法缩短了检测时间"在实际检测
工作中具有良好的应用前景’
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&-.!-/01!1213(/4+5-67%P]5AG7 8X>Ŝ>XA7>7A654XZS 4S wXc
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$)#C@U6WXZ% )V*’VTXXZ -3X6"%((""I%$!% &*;!+*"(’

)#!*$徐晓可"吴清平"张菊梅"等’免疫磁珠分离技术在常见食源

性致病菌检测中的应用 )V*’中国卫生检验杂志"%(##"#"

$*% &##")+##";’

收稿日期!%(#!+()+%I

基金项目!浙江省质监系统科研计划项目"%(#((&(##

作者简介’姜侃$男$高级工程师$研究方向为食品检测$_+@75>’ YYYtYXWAh#)!’̂X@

论著
应用酶联免疫技术建立鲜乳中 !+内酰胺酶间接检测方法

姜侃#!厉永纲%!沈泓#!刘鹏鹏#!吴晨露#!金燕飞#

!#’浙江省质量检测科学研究院"浙江$杭州$!#((#!# %’捷和泰!北京$生物科技有限公司"北京$#(%%()$

摘$要!目的$建立酶联免疫间接快速测定鲜乳中 !+内酰胺酶的方法% 方法$应用氨苄青霉素抗体!人工制备氨

苄青霉素和辣根过氧化物酶的结合物 L@8+OJ-!建立氨苄青霉素酶联免疫检测方法% 应用该方法分别检测样品

反应管和阴性对照管中氨苄青霉素!通过比较两者 2E&*(值!间接判断样品中是否含有 !+内酰胺酶% 结果$成功建

立了酶联免疫间接快速测定鲜乳中 !+内酰胺酶的方法!检测灵敏度可达 (<(((* D,?@>% 结论$该方法检测结果准

确可靠!可广泛应用于鲜乳中 !+内酰胺酶的检测%
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$$乳制品安全问题一直是国内外关注的焦点"但
近些年"一些不法生产者将 !+内酰胺酶用于分解鲜
乳中残留的 !+内酰胺类抗生素"使乳制品抗生素残
留项目符合标注要求’ 目前国内外对 !+内酰胺酶
的食用安全性尚无定论"但经 !+内酰胺酶作用后的
抗生素分解产物对人体健康构成潜在威胁 )#* ’ 卫
生部也已发文明确指出+添加 !+内酰胺酶$解抗剂%
等非食品用物质属违法行为, )% f!* ’ 国内有关 !+内
酰胺酶检测方法有头孢硝基噻吩显色法(酸度法(
碘量法(高效液相色谱法(酶联免疫法和杯碟法
等 )& f)* "但都存在一些缺陷"如头孢硝基噻吩显色
法(酸度法和碘量法的灵敏度较低(干扰因素较多"
高效液相色谱法前处理复杂(噪音较大"酶联免疫
法易受其他蛋白干扰"杯碟法操作复杂(检测周期
长’ 本试验采用 _>5]7法测定反应管中 !+内酰胺类
抗生素含量的变化"间接检测乳品中是否含有 !+内
酰胺酶"并对样品前处理和 _>5]7检测条件进行了优
化"取得了满意的效果’

#$材料与方法
#<#$主要仪器与试剂

酶标板 $/X]673公司%(L@5̂XA #.637+& 超滤管
$95>>58X3U公司%’

氨苄青霉素抗体 $J7AZX‘公司%(氨苄青霉素
$L@8%$\\D公司%(!+内酰胺酶$阿拉丁试剂$上海%
有限公司%(辣根过氧化物酶$OJ-% $上海凯博生物
有限公司%"氰尿酰氯$//%(四甲基联苯胺$09\%’

稀释缓冲液 9L\P[[U3配方&每 .体积溶液中包
含 N7/>*<; G(/7/>% #<I G(\:L#( G(035])<# G(0356XA
C+#(( #( @>(-3X̂>5A+!(( # @>(LA65A[X7@&( !>’
#<%$方法
#<%<#$L@8+OJ-结合物的制备

按照参考文献 )I*制备 L@8+OJ-结合物"于
f;( B以下保存备用"使用时将 L@8+OJ-溶液
2E&(!值调整为 (<) 使用’
#<%<%$氨苄青霉素抗体最佳包被浓度的选择

采用方阵滴定法"用包被液将氨苄青霉素抗体
分别稀释成 #(%(&()(#( !G?@>* 种浓度"分别置于
#(( !>?孔包被酶标板中"& B包被过夜#含 (<(*=
吐温 %( 的磷酸盐缓冲液 $-\:0%洗板一次"加入
%(( !>#(=小牛血清"!I B封闭 # W#-\:0洗板! 次
后"加入 *( !>阴性对照或 L@8 阳性对照"再加入
*( !>以 9L\P[[U3按 #i%((#i%&(#i!((#i&( 和#i)(
稀释的 L@8+OJ-稀释液"!I B孵育!( @5A#-\:0
洗板 * 次后"加入 #(( !>09\底物"室温显色
#* @5A#用 % @X>?.O/>终止反应"再用酶标仪测定
2E&*(’ 阴性质控为 #(=牛血清"阳性质控为含
& !G?.氨苄青霉素的 #(=牛血清#包被液为 *( @9
035]+O/>$8O为 ;<*%#封闭液为含 #=\:L(%<*=蔗
糖的 (<#9035]+O/>$8O为 I<&%’
#<%<!$氨苄青霉素酶联免疫竞争法标准曲线的建
立及最低检测限的确定

氨苄青霉素抗体用最佳浓度包被微孔"分别在
#(=牛血清基质和无抗生素及 !+内酰胺酶的鲜乳基
质中配制氨苄青霉素钠标准溶液"氨苄青霉素的浓度
分别为 ((#(*(#((*((#(((%(((*(( AG?@>"L@8+OJ-
以最佳稀释度稀释"由竞争 _>5]7得到的数据绘制标
准曲线’ 当抑制率达到 #(=时氨苄青霉素的质量浓
度即为该基质下氨苄青霉素最低检测限)I* ’
#<%<&$阴性对照的设定

在阴性对照管中加入适量的氨苄青霉素冻干品"
再加入 %(( !>#(=牛血清后充分混匀"使氨苄青霉素
的浓度达到最适浓度’ 该最适浓度应为以 #(=牛血
清基质和以鲜乳$不含抗生素和 !+内酰胺酶%基质所
绘制的标准曲线中偏离度相对较小的浓度点"且该浓
度在两条标准曲线中 2E&*(值的平均值最为接近’ 分
别测试阴性对照管经 &* B加热处理 #( @5A 前后
_>5]7反应 2E&*(值"以确定加热反应过程对氨苄青霉
素的稳定性是否有影响"如结果比较差异无统计学意
义"则无需对阴性对照管进行同步加热处理’
#<%<*$样品前处理和检测

在样品反应管中加入适量的氨苄青霉素冻干
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品"再加入 %(( !>样品后"反应管中氨苄青霉素的
浓度应与 #<%<& 中所设阴性对照管中氨苄青霉素浓
度一致’ 将该反应管在 &* B加热反应 #( @5A 后作
为待测液’ 分别取 *( !>反应待测液和 *( !>阴性
对照液加入包被好的微孔"再分别加入 *( !>最佳
浓度的 L@8+OJ-稀释液"!I B温育 !( @5A"再经
-\:0洗涤 * 次"加入 #(( !>09\底物"室温显色
#* @5A后"用 % @X>?.O/>终止反应"再用酶标仪测
定 2E&*(值"比较样品反应管与阴性对照管 2E&*(值’
#<%<)$!+内酰胺酶检测灵敏度的测试和判定值的确定

将 !+内酰胺酶用 &* B的纯水稀释到 (<((#(
(<((*((<(# D,?@>"取 #(( !>已经稀释的 !+内酰胺
酶加入到 "(( !>的鲜乳中"使 !+内酰胺酶终浓度分
别是 (<(((#((<(((*((<((# D,?@>"分别取上述三种
终浓度的 !+内酰胺酶 %(( !>加入到 #<%<* 所设定
的样品反应管中进行检测’ 各浓度反应管和阴性
对照分别进行 #( 次检测"计算其 2E&*(的平均值
$,%和标准差$%%’ 当某浓度的 !,v!%与阴性对照的
!,v!%无交叉时"即确定该浓度为最低检出限’ 实
际检测中"以阴性对照 2E&*(值 K最低检出限 2E&*(
值的 )%作为最终的 !+内酰胺酶阳性样本的判定值’
#<%<I$模拟样品和真实样品的测试

在 #( 份无背景的鲜乳中添加已知浓度的 !+内
酰胺酶"终浓度范围为 (<((# ( F(<((#* D,?@>’ 同
时测试 #( 份真实鲜乳样品"进一步测试方法的准确
性和稳定性’

%$结果
%<#$L@8+OJ-结合物的制备

L@8(OJ-以及 L@8+OJ-的紫外扫描结果如图
# 所示’ 由图 # 可以看出"反应前 L@8 的特征吸收峰
为 %() A@左右"OJ-的特征吸收峰为 %#& A@左右"
结合反应后 L@8+OJ-的特征吸收峰为%%# A@左右"
因此 L@8+OJ-具有 L@8 和 OJ-吸收峰的重叠"根
据 ,d的加和性);*可知"L@8+OJ-结合成功’

图 #$L@8(OJ-以及 L@8+OJ-的紫外扫描结果
T5GP3U#$,d]̂7A 3U]P>6]X[L@8" OJ-7AZ L@8+OJ-

%<%$氨苄青霉素抗体最佳包被质量浓度的选择
不同包被质量浓度的氨苄青霉素抗体和不同

稀释度的 L@8+OJ-做方阵滴定后的 2E&*(值如表 #
所示’ 由表 # 可以看出"在 2E&*(值接近 #<((N?-
值在 #<* 以上并呈现最大者的包被质量浓度为
) @G?."L@8+OJ-的最佳稀释度为 #i!(’

表 #$氨苄青霉素抗体和 L@8+OJ-方阵滴定的 2E&*(值
074>U#$2E&*( a7>PUX[L@85̂5>>5A 7A654XZS7AZ

L@8+OJ-@7635‘6563765XA
L@8+OJ-
稀释比例

氨苄青霉素抗体?$@G?.%
# % & ) #( 空白对照

#i%( N (<I%& (<"%) #<(!% #<%"& #<)(! (<(*!
- (<*%& (<);) (<)I; (<"(& #<%I% (<(&)
N?- #<!; #<!* #<*% #<&! #<%)

#i%& N (<)*# (<;&! #<(*; #<%)! #<*#; (<(&!
- (<&"# (<)(! (<I(& (<;;! #<#!; (<(*#
N?- #<!! #<&( #<*( #<&! #<!!

#i!( N (<*** (<)*% (<I*& #<(%& #<!") (<(!;
- (<!;" (<&(; (<&*& (<*I& (<;*) (<(&%
N?- #<&! #<)( #<)) #<I; #<)!

#i&( N (<&*I (<*I* (<)!& (<I(% (<"() (<(!*
- (<%") (<!I) (<&(& (<&"# (<)I) (<(!*
N?- #<*& #<*! #<*I #<&! #<!&

#i)( N (<!%# (<!"; (<&); (<*!I (<I## (<(*#
- (<%); (<!#I (<!*% (<!;I (<&*) (<(&%
N?- #<%( #<%) #<!! #<!" #<*)

注&N为氨苄青霉素阴性样本#-为氨苄青霉素阳性样本#空白以不
加 L@8+OJ-作为对照

%<!$氨苄青霉素免疫竞争法标准曲线的建立
L@8+L4 用最佳包被质量浓度$) @G?.%以及最

佳包被条件$& B过夜%包板"L@8+OJ-以 #i!( 稀
释"直接竞争免疫反应后分别获得以 #(=牛血清和
空白生鲜牛乳为基质的标准品的检测数据"如表 %
和表 ! 所示#绘制的标准曲线由图 %(图 ! 所示’

从标准曲线数据分析"当以质量分数为 #(=牛血
清为基质时"抑制率达到 #(=时需要的氨苄青霉素的
质量浓度为 (<) !G?."即检测限为 (<) !G?.#当以生鲜
牛乳为基质时"抑制率达到 #(=时需要的氨苄青霉素
的质量浓度为 (<I !G?."即检测限为 (<I !G?.’

从变异系数分析"当抗生素浓度处于相对较低或
较高情况时"系统变异系数相对较高"提示已经接近
该系统的检测线性范围’ 虽然在标准曲线各浓度点
与实测浓度存在一定偏离度"但该系统检测标准曲线
线性良好"相关系数在 ""=以上"符合检测要求’
%<&$阴性对照管和样品反应管氨苄青霉素浓度的设定

从表 ! 和表 & 可以看出"当氨苄青霉素浓度达到
& !G?.时"其 2E&*(值的偏离度相对较小"且两种基
质中该浓度测得的 2E&*(平均值的差值仅为 (<(#("因
此将 & !G?.确定为阴性对照管和样品反应管氨苄青
霉素的终浓度"即在已经加入适量的氨苄青霉素冻干
品的管中加入 %(( !>#(=牛血清或鲜乳样品后"其
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$$$ 表 %$以 #(=牛血清为基质的氨苄青霉素标准品检测 2E&*(值
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图 %$以 #(=牛血清为基质的检测标准曲线
T5GP3U%$L@85̂5>>5A ]67AZ73Z P̂3aU5A #(= 4Xa5AU]U3P@

图 !$以生鲜牛乳为基质的检测标准曲线
T5GP3U!$L@85̂5>>5A ]67AZ73Z P̂3aU5A @5>H

中的氨苄青霉素浓度为 & !G?.’ 将阴性对照管经
&* B加热处理 #( @5A 前后酶联免疫反应 2E&*(的值

比较差异无统计学意义"说明该加热过程对阴性对
照稳定性无明显影响"可直接用于检测’
%<*$!+内酰胺酶检测灵敏度和阳性判定值

从表 & 中可见"当 !+内酰胺酶终浓度为 (<((( *
D,?@>时"其酶联免疫测试最终的 2E&*(值 !,v!%的
范围为 (<"*I F#<#)("而阴性对照 !,v!%的范围为
(<I#% F(<"%*"二者之间无交叉"因此确定该方法的
最低检测限为 (<(((* D,?@>’ 同时"该浓度下测试

的 %g(<(!&"因此将阴性对照 2E&*(值 K(<% $即 )%

值%确定为阳性样品的判定值"即当样品 2E&*(测定
结果高于该数值则判定样品中含有 !+内酰胺酶"若
低于则判定样品中不含有 !+内酰胺酶’

表 &$!+内酰胺酶检测灵敏度和阳性判定值测试 2E&*(值

074>U&$2E&*( a7>PUX[!+>7̂67@7]U]ZU6Û65XA

]UA]565a56S7AZ 8X]565aU P̂6X[[ZU6U3@5A765XA
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应用酶联免疫技术建立鲜乳中 !+内酰胺酶间接检测方法!!!姜侃"等 !&("$$ !

%<)$模拟样品和真实样品测试
取模拟牛奶样品$已知 !+内酰胺酶浓度%(真实

样品$鲜乳样品%各 #( 份"采用酶联免疫间接检测
法对两种样品进行测试"结果见表 *’ 结果证实"该
免疫分析法可成功地用于检测鲜乳中的 !+内酰胺
酶"已知阳性的牛奶经该法确认为阳性"#( 份真实
样品的检测结果均呈阴性"进一步证实本试验所建
立的酶联免疫间接测试法可用于定性检测鲜乳中
的 !+内酰胺酶’

表 *$模拟样品和真实样品检测结果
074>U*$0U]63U]P>6]X[]5@P>76UZ ]7@8>U]7AZ 3U7>]7@8>U]
样品编号 2E&*(值 检测结果

阴性对照 (<;%& !

模拟样品 # #<%(* 阳性

模拟样品 % #<%#* 阳性

模拟样品 ! #<%!( 阳性

模拟样品 & #<#** 阳性

模拟样品 * #<#(% 阳性

模拟样品 ) #<!(( 阳性

模拟样品 I #<%!* 阳性

模拟样品 ; #<##( 阳性

模拟样品 " #<#;* 阳性

模拟样品 #( #<%&* 阳性

真实样品 ## (<;;( 阴性

真实样品 #% (<;*% 阴性

真实样品 #! (<;!# 阴性

真实样品 #& (<;)" 阴性

真实样品 #* (<I"( 阴性

真实样品 #) (<;%* 阴性

真实样品 #I (<;*( 阴性

真实样品 #; (<;%( 阴性

真实样品 #" (<;&* 阴性

真实样品 %( (<;** 阴性

!$讨论
本研究应用氨苄青霉素抗体"并人工制备了氨

苄青霉素和辣根过氧化物酶的结合物 L@8+OJ-"建
立了稳定的氨苄青霉素酶联免疫检测方法’ 通过
该方法测试样品与反应管中氨苄青霉素反应并测
定 2E&*(值后"与阴性对照测试所得的判定值进行比
较"从而间接判断样品中是否含有 !+内酰胺酶’ 如
果样品中含有 !+内酰胺酶"则反应管中的氨苄青霉
素会因被分解而使浓度降低"因此测试后 2E&*(值会
较阴性对照有较大升高’

设置阴性对照时"氨苄青霉素必须采用冻干品
以维持标准品的稳定性"并在检测过程中现配现
用"以防止氨苄青霉素降解而导致结果的偏差’ 阴
性对照经 &* B加热处理 #( @5A 后检测得到的

2E&*(值"与未经加热处理的阴性对照检测的 2E&*(
值比较差异无统计学意义"因此实际检测中阴性对
照无需同步进行加热处理"可直接用于检测’

样品前处理时"考虑使用离心脱脂的方法消除
脂肪对酶联免疫反应可能存在的干扰’ 测试发现
离心或不离心的样品检测获得的 2E&*(值比较差异
无统计学意义"因此实际检测中可将鲜乳直接进行
样品前处理"从而进一步简化了样品前处理步骤’

方法重复性和灵敏度评价时"检测数据的 !%是
重要指标’ 重复性试验时检测结果均需落在平均
值 v!%范围内"实际测试时测试值均符合要求’ 而
(<(((* D,?@>的检测灵敏度完全可以满足日常检测
的需求’ 实际检测中阳性判定线的确定"以阴性对
照 2E&*( K(<%"主要考虑操作者可能因操作不熟练
或其他原因引起的偏差扩大"因此将 2E&*(阳性判定
值差扩大为 )%值$即 (<%%’

总之"!+内酰胺酶的检测方法研究还处于初期
阶段’ 本法操作简便"检测周期短(灵敏度高"但只
能满足定性检测的需要"在定量检测研究方面还存
在空白’ 而样品中存在的 !+内酰胺酶除了人为添
加外"还可能来源于微生物 )#* "目前各种检测方法
还无法对此两种来源的 !+内酰胺酶进行区分"这可
能致使检测中出现假阳性情况’
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