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摘　要：为建立检测水产品中亚甲基蓝及其代谢物残留的酶联免疫吸附检测方法（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ），以亚甲基蓝代谢物天青 Ｃ（ａｚｕｒｅＣ）为亚甲基蓝的半抗原，采用戊二醛法，将
ａｚｕｒｅＣ上的氨基与蛋白上的羧基进行偶联，制备免疫原 ａｚｕｒｅＣＢＳＡ和包被原 ａｚｕｒｅＣＯＶＡ。利用紫外扫描
（ＵＶ）和基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）对免疫原和包被原进行鉴定。以 ａｚｕｒｅＣ
ＢＳＡ为免疫原，按０．２ｍｇ·只 －１的剂量免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，对获得的多克隆抗体的效价、灵敏度和特异性进行
测定。实验结果表明：制备的人工抗原ａｚｕｒｅＣＢＳＡ和ａｚｕｒｅＣＯＶＡ偶联成功，偶联比约为３１∶１和５２∶１。经
过ＥＬＩＳＡ测定，多克隆抗体效价均在１６０００以上，其中２号小鼠抗体效价最高，半数抑制浓度（ＩＣ５０）为４３．９

ｎｇ·ｍＬ－１，该抗体与亚甲基蓝代谢物天青 Ａ、天青 Ｂ和天青 Ｃ存在交叉反应，交叉反应率分别为１２７．６％、
８４．７％和１３８．１％，与其他常见染料不存在交叉反应，说明该抗体特异性良好。实验成功合成亚甲基蓝人工
抗原并获得免疫学特性良好的鼠源多抗血清，为后期单克隆抗体的制备及开发免疫学快速检测方法奠定了

基础。
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　　亚甲基蓝（ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｂｌｕｅ，ＭＢ）是一种吩噻
嗪类化合物［１］，最早被用于工业染色和治疗细菌

性疟疾。近年来，亚甲基蓝被用于替代禁用药物

孔雀石绿［２］防治水产动物养殖过程中的水霉

病［３］。与孔雀石绿相比，亚甲基蓝毒性较低，但

依然存在副作用［４－５］。目前，欧盟规定禁止亚甲

基蓝用于动物食品生产过程，日本规定动物食品

中亚甲基蓝最高残留限量为１０μｇ·ｋｇ－１［６］。因
此，建立一种简单、快捷的检测亚甲基蓝的方法

显得十分必要。

现有检测动物源性食品中亚甲基蓝残留的

方法主要有仪器法和免疫学分析法，仪器法主要

包括紫外分光光度法［７－８］、液相色谱法［９］、液相

色谱串联质谱法［１０］等。与仪器法相比，免疫学分

析法具有灵敏、快速、简单等优点，更适合用于水

产品药物残留的初步筛查［１１－１３］。目前，基于免

疫学原理开发的快速检测方法主要针对氟喹诺

酮类［１４－１５］、孔雀石绿［１６］等指标，对于亚甲基蓝尚

未有相关研究报道。

本研究以亚甲基蓝代谢物天青 Ｃ（ａｚｕｒｅＣ）
作为亚甲基蓝的半抗原，采用戊二醛法合成亚甲

基蓝人工抗原，并制备和鉴定了亚甲基蓝鼠源多

克隆抗体，以期为下一步制备亚甲基蓝单克隆抗

体及开发快速检测试剂盒提供参考。
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１　材料与方法
１．１　材料和试剂

亚甲基蓝，含量≥９８．９％，购自 ＵＳＰ美国药
典标准品公司；天青 Ａ，含量≥９９．０％，购自山东
西亚化学工业有限公司；天青 Ｂ，含量≥９５．１％，
购自北京正翔科技有限公司；天青 Ｃ，含量≥
９０％，购自 Ｓｉｇｍａ公司；牛血清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅ
ｓｅｒｕｍａｌｂｕｍ，ＢＳＡ）、鸡卵血清白蛋白（ｏｖａｌｂｕｍｉｎ，
ＯＶＡ）、辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 ＩｇＧ（酶标
二抗）、９６孔酶标板、５０％戊二醛（ＧＡ），购自生工
生物工程 （上海）公司；弗氏完全、不完全佐剂，

购自 Ｓｉｇｍａ公司；ＢＡＬＢ／ｃ小鼠购自上海吉辉实
验动物饲养有限公司，许可证号为：ＳＣＸＫ（沪）
２０１７００１２。本实验动物饲养于华东师范大学闵
行校区实验动物中心，许可证号为：ＳＹＸＫ（沪）
２０１５００１１。

本实验所用其他生物试剂纯度均大于９８％，
化学试剂均为分析纯及以上纯度。

ＭｕｌｔｉｆｕｇｅＸ３Ｒ离心机（赛默飞世尔（上海）仪
器公司），Ｕ４１００紫外分光光度计（株式会社日立
制作所，日本），ＭｕｌｔｉｓｋａｎＭＫ３酶标仪（赛默飞世
尔（上海）仪器公司）。

１．２　亚甲基蓝人工抗原的合成
参考滕海英等［１７］的方法，对人工抗原进行合

成。称取３．５ｍｇ天青 Ｃ溶解于２ｍＬ磷酸盐缓
冲溶液（ＰＢＳ０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ７．２）中，加入５０
μＬ５０％ 戊二醛（ＧＡ）反应１ｈ。在室温磁力搅拌
下，逐滴加入０．８５ｍＬ２０ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＢＳＡ溶液，
再加入１．１ｍＬＰＢＳ缓冲液，反应２４ｈ。将溶液转
移至处理好的透析袋中，并以 ＰＢＳ溶液为透析液
在４℃透析３ｄ，每天更换透析液３～４次。透析
后即为亚甲基蓝人工抗原（ａｚｕｒｅＣＢＳＡ），４℃保
持备用，其合成路线见图１。ａｚｕｒｅＣＶＯＡ的制备
方法与 ａｚｕｒｅＣＢＳＡ一致，将 ＯＶＡ替换 ＢＳＡ即
可。

１．３　亚甲基蓝人工抗原的鉴定
１．３．１　紫外扫描鉴定

用ＰＢＳ将 ＢＳＡ、ＯＶＡ、天青 Ｃ和人工抗原稀
释至适当浓度后，用紫外可见分光光度计对其进
行表征。

１．３．２　基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱
（ＭＡＤＬＩＴＯＦＭＳ）鉴定

人工抗原委托生工生物工程（上海）股份有

限公司进行鉴定。具体方法如下：取１μＬ样品
点至样品靶上，自然干燥后，再取 ＣＨＣＡ基质溶
液点至对应靶位上并自然干燥，用相同方法在样

品靶位相邻位置点标准品。在正离子模式下选

择线性方法对样品测试分子量。通过比较偶联

蛋白、半抗原及人工抗原的分子量，计算偶联比。

１．４　多克隆抗体制备
挑选４只健康的６周龄的 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，暂

养１周后，免疫前眼眶取血作为阴性血清。取２
ｍｇ·ｍＬ－１免疫原（ａｚｕｒｅＣＢＳＡ）与弗氏完全佐
剂等量混合，腹腔注射小鼠，免疫剂量为０．２ｍｇ。
首次免疫后２周，免疫原与弗氏不完全佐剂混合
乳化，腹腔注射。以后免疫不加佐剂，分别在第３
周、第４周、第５周各免疫一次，采用尾部静脉注
射免疫。最后一次免疫后，摘眼球取血，离心分

离血清后冻存备用。

１．５　多克隆抗体的鉴定
１．５．１　抗体效价测定

采用间接酶联免疫吸附检测方法（ＥＬＩＳＡ）检
测抗体效价。将包被原稀释 ４００倍后加入酶标
板中，每孔 １００μＬ，３７℃包被 １ｈ。弃去废液，
ＰＢＳＴ（０．５％ Ｔｗｅｅｎ２０）洗板 ３次（以下简称洗
板），拍干。每孔加入 ２００μＬ的 ＰＢＳ（５％的牛
奶）封闭过夜，洗板，拍干，每孔加入１００μＬ倍比
稀释抗体，同时设置空白和阴性对照，３７℃，１ｈ。
洗板，拍干后加入羊抗鼠酶标二抗（１∶２０００稀
释）３７℃，０．５ｈ，洗板，拍干。每孔添加新配置的
ＴＭＢ显色液１００μＬ，３７℃，１０ｍｉｎ，加入２ＭＨ２ＳＯ４

图１　亚甲基蓝人工抗原合成路线
Ｆｉｇ．１　ＳｙｎｔｈｅｔｉｃｒｏｕｔｅｏｆＭＢａｒｔｉｆｉｃｉａｌａｎｔｉｇｅｎ
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５０μＬ终止反应，用酶标仪在４５０ｎｍ读数。以上
清液吸光度为阴性值吸光度２倍（即 Ｐ／Ｎ≥２．０）
判断为阳性。

１．５．２　抗体灵敏度测定
利用方阵法，以 ＯＤ４５０为１．０时，作为抗原抗

体最佳反应浓度，配置不同浓度ＭＢ标准品，用间
接竞争ＥＬＩＳＡ测不同浓度ＭＢ条件下的ＯＤ４５０，采
用四参数Ｌｏｇｉｓｉｔｉｃ拟合标准曲线，公式为ｙ＝Ａ２＋
（Ａ１－Ａ２）／［１＋（Ｘ／Ｘ０）

Ｐ］，其中 Ａ１为最大吸光
度对应的浓度，Ａ２为最小吸光度对应的浓度，Ｘ０
为半数抑制浓度（ＩＣ５０）对应的 ＭＢ浓度，Ｐ为斜
率。

１．５．３　抗体特异性测定
以亚甲基蓝代谢物天青 Ａ、天青 Ｂ、天青 Ｃ、

孔雀石绿和结晶紫等作为竞争物，用间接竞争

ＥＬＩＳＡ测定多抗对各竞争物的半数抑制浓度
（ＩＣ５０）。交叉反应率（ｃｒｏｓｓｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ，ＣＲ）为 ＭＢ
的ＩＣ５０与各竞争物的ＩＣ５０的百分比。

２　结果与讨论
２．１　半抗原的选择

亚甲基蓝是一个小分子化合物，其分子量只

有３１９．９Ｄａ，必须连接大分子物质，如 ＢＳＡ、ＯＶＡ
和钥孔血蓝蛋白（ＫＬＨ）等才能够刺激机体产生
抗体［１８］。如图２所示，ＭＢ没有直接与蛋白质连
接的功能基团（羧基和氨基），除了对 ＭＢ进行化
学改造接入连接功能基团外，利用结构类似物替

代目标物作为半抗原，是一种最为简便的策

略［１９］。对于亚甲基蓝而言，其代谢物天青 Ａ或

天青Ｃ不仅结构与其类似，而且有连接蛋白质的
氨基基团，在本研究中选取天青Ｃ作为半抗原。
２．２　亚甲基蓝人工抗原的鉴定
２．２．１　紫外扫描鉴定

紫外扫描是鉴定人工抗原是否偶联成功最

简单有效的方法［２０］。在２５０～４００ｎｍ波长条件
下，对天青Ｃ、ＢＳＡ、ＯＶＡ和人工抗原进行扫描，结
果如图３所示，天青Ｃ、ＢＳＡ、ＯＶＡ、ａｚｕｒｅＣＢＳＡ和
ａｚｕｒｅＣＯＶＡ的最大吸收峰分别为 ２９２ｎｍ、２７８
ｎｍ、２７９ｎｍ、２６０ｎｍ和２６６ｎｍ，与ＢＳＡ和ＯＶＡ相
比较，人工抗原的最大吸收峰发生了蓝移，证明

亚甲基蓝人工抗原制备成功。

２．２．２　ＭＡＤＬＩＴＯＦＭＳ鉴定
利用 ＭＡＤＬＩＴＯＦＭＳ对 ＢＳＡ、ＯＶＡ、ａｚｕｒｅＣ

ＢＳＡ、ａｚｕｒｅＣＯＶＡ的分子量进行鉴定，结果如图
４所示，ＢＳＡ的分子量为 ６６３３０．２Ｄａ，ａｚｕｒｅＣ
ＢＳＡ分子量为７４１３４．２Ｄａ。ＢＳＡ上连接１个天
青 Ｃ分子，分子量增加为 ２４９．７（Ｍｒ，ａｚｕｒｅＣ －
Ｍｒ，Ｈ２Ｏ＝２７７．７－１８＝２４９．７），因此 ａｚｕｒｅＣＢＳＡ
的偶联比约为３１∶１，同理ａｚｕｒｅＣＯＶＡ的偶联比
约为５２∶１。
２．３　多克隆抗体鉴定
２．３．１　抗体效价测定

最后一次免疫后，用 ＥＬＩＳＡ测定血清效价，
以阳性血清的ＯＤ４５０≥阴性对照的２倍作为血清
的效价判断依据。从表１可以看出，４只小鼠均
产生了抗体，效价均在１．６×１０４以上，其中２号
小鼠效价最高，选取该抗体进行后续竞争实验。

图２　不同化合物的分子结构示意图
Ｆｉｇ．２　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｓｔｒｕｃｔｕｒｅｆｏｒｍｕｌａｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｍｐｏｕｎｄｓ
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图３　人工抗原紫外扫描图谱
Ｆｉｇ．３　ＵＶｓｃａｎｎｉｎｇｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆａｒｔｉｆｉｃｉａｌａｎｔｉｇｅｎ

注：ａｚｕｒｅＣ：天青Ｃ；ＢＳＡ：牛血清白蛋白；ＯＶＡ：鸡卵血清白蛋白；ａｚｕｒｅＣＢＳＡ和ａｚｕｒｅＣＯＶＡ：亚甲基蓝人工抗原

Ｎｏｔｅ：ａｚｕｒｅＣ：ａｚｕｒｅＣ；ＢＳＡ：ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍ；ＯＶＡ：ｏｖａｌｂｕｍｉｎ；ａｚｕｒｅＣＢＳＡａｎｄａｚｕｒｅＣＯＶＡ：ＭＢａｒｔｉｆｉｃｉａｌａｎｔｉｇｅｎ

图４　ＢＳＡ（Ａ）、ａｚｕｒｅＣＢＳＡ（Ｂ）、ＯＶＡ（Ｃ）和ａｚｕｒｅＣＯＶＡ（Ｄ）质谱图
Ｆｉｇ．４　ＭＡＤＬＩＴＯＦＭＳｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍｏｆＢＳＡ（Ａ），ａｚｕｒｅＣＢＳＡ（Ｂ），ＯＶＡ（Ｃ）ａｎｄａｚｕｒｅＣＯＶＡ（Ｄ）
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２．３．２　抗体灵敏度
经方阵实验优化筛选，ＭＢ间接竞争 ＥＬＩＳＡ

测定最佳工作条件为包被原稀释４００倍，包被酶
标板；抗体稀释２０００倍；酶标二抗稀释２０００倍，
反应时间为０．５ｈ。按上述实验条件测定抗体的
灵敏度，利用Ｏｒｉｇｉｎ１６．０对测定结果进行四参数
拟合，得到曲线方程为 ｙ＝０．２７＋０．７６／［１＋（ｘ／
４３．９）１．６７］（图５），ＩＣ５０值为４３．９ｎｇ·ｍＬ

－１。

２．３．３　抗体特异性
通过优化的间接竞争 ＥＬＩＳＡ法测定了９种

物质与抗体的交叉反应。结果显示（表２）：抗体
与目标物结构非常接近的天青 Ａ、天青 Ｂ和天青
Ｃ均有交叉反应，交叉反应率（ＣＲ）分别为
１２７．６％、８４．７％和１３８．１％。而与水产品中常见
的其他药物几乎不存在交叉反应（ＣＲ＜０．０１％）。
由此说明，该抗体不仅可以高特异性地识别目标

物（亚甲基蓝），而且能够识别与其结构相似的代

谢物（天青 Ａ、天青 Ｂ和天青 Ｃ），这为下一步开
发亚甲基蓝及其代谢物快速检测试剂盒奠定了

基础。

图５　亚甲基蓝间接竞争ＥＬＩＳＡ方法标准曲线
Ｆｉｇ．５　ＳｔａｎｄａｒｄＥＬＩＳＡｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆＭＢ

表１　多克隆抗体效价测定
Ｔａｂ．１　Ｔｉｔｅｒｓｏｆｐｏｌｙｃｌｏｎｅａｎｔｉｂｏｄｙ

多抗稀释倍数

Ｄｉｌｕｔｉｏｎｍｕｌｔｉｐｌｅｏｆａｎｔｉｂｏｄｙ
１号小鼠
ＮＯ．１ｍｉｃｅ

２号小鼠
ＮＯ．２ｍｉｃｅ

３号小鼠
ＮＯ．３ｍｉｃｅ

４号小鼠
ＮＯ．４ｍｉｃｅ

１０００ ２．１６９ ２．２３２ １．８８２ １．９５１
２０００ １．６１１ １．８２１ １．５１９ １．５７８
４０００ １．０６２ １．１６８ １．０９５ １．０７３
８０００ ０．６２２ ０．７１２ ０．５６８ ０．５２８
１６０００ ０．３９２ ０．５９２ ０．３３２ ０．２８３
３２０００ ０．１８２ ０．２８２ ０．１５１ ０．２０５
６４０００ ０．１５３ ０．１５８ ０．１１２ ０．１３９

阴性对照　Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ０．１０３ ０．１２１ ０．１１５ ０．１１２
空白对照　Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ ０．０８４ ０．０８５ ０．０９０ ０．０７３

表２　多克隆抗体与类似物的交叉反应率
Ｔａｂ．２　Ｃｒｏｓｓｒｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｒｅｌａｔｅｄａｎａｌｏｇｕｅｓｏｆｐｏｌｙｃｌｏｎｅａｎｔｉｂｏｄｙ

竞争物　Ｃｏｍｐｅｔｉｔｏｒ ＩＣ５０／（ｎｇ·ｍＬ－１） 交叉反应率／％　Ｃｒｏｓｓｒｅａｃｔｉｏｎｒａｔｅ

亚甲基蓝　Ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｂｌｕｅ ４３．９ １００
天青Ａ　ＡｚｕｒｅＡ ３４．４ １２７．６
天青Ｂ　ＡｚｕｒｅＢ ５１．８ ８４．７
天青Ｃ　ＡｚｕｒｅＣ ３１．８ １３８．１
孔雀石绿　Ｍａｌａｃｈｉｔｅｇｒｅｅｎ ＞１０００ ＜０．０１
无色孔雀石绿　Ｌｅｕｃｏｍａｌａｃｈｉｔｅｇｒｅｅｎ ＞１０００ ＜０．０１
亮绿　Ｂｒｉｇｈｔｇｒｅｅｎ ＞１０００ ＜０．０１
隐性亮绿　Ｌｅｕｃｏｂｒｉｇｈｔｇｒｅｅｎ ＞１０００ ＜０．０１
结晶紫　Ｃｒｙｓｔａｌｖｉｏｌｅｔ ＞１０００ ＜０．０１
隐性结晶紫　Ｌｅｕｃｏｃｒｙｓｔａｌｖｉｏｌｅｔ ＞１０００ ＜０．０１
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３　小结
本实验以亚甲基蓝代谢物天青 Ｃ作为亚甲

基蓝半抗原，成功合成了亚甲基蓝人工抗原，免

疫小鼠后，获得的多克隆抗体效价均在１６０００以
上，其中２号小鼠的多抗血清灵敏度最高，ＩＣ５０为
４３．９ｎｇ·ｍＬ－１，与天青Ａ、天青 Ｂ和天青 Ｃ均有
交叉反应，与水产品中常见其他药物几乎不存在

交叉反应，说明该抗体特异性良好，为下一步制

备亚甲基蓝单克隆抗体及开发免疫学快速检测

方法奠定了基础。
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的合成及间接竞争Ｅｌｉｓａ方法的建立［Ｊ］．环境科
学学报，２０１７，３７（８）：２９０４－２９１０．
ＬＩＳＹ，ＴＡＮＧＹＦ，ＳＨＥＮＧＪＷ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ
ｏｆｃｏｍｐｌｅｔｅａｎｔｉｇｅｎａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｎｉｎｄｉｒｅｃｔ
ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅＥＬＩＳＡｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎｉｎ
ｗａｔｅｒｓａｍｐｌｅｓ［Ｊ］．ＡｃｔａＳｃｉｅｎｔｉａｅＣｉｒｃｕｍｓｔａｎｔｉａｅ，
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２０１７，３７（８）：２９０４－２９１０．
［１６］　孙晶玮，胡章立．孔雀石绿多克隆抗体的制备与

筛选［Ｊ］．现代食品科技，２０１３，２９（１１）：２７１２－
２７１６．
ＳＵＮＪＷ，ＨＵＺＬ．Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄｓｅｌｅｃｔｉｏｎｏｆ
ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｉｅｓａｇａｉｎｓｔｍａｌａｃｈｉｔｅｇｒｅｅｎ［Ｊ］．
ＭｏｄｅｒｎＦｏｏｄＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１３，２９
（１１）：２７１２－２７１６．

［１７］　滕海英，余宇燕，卢　玲，等．戊二醛法合成石杉
碱甲人工抗原及其鉴定［Ｊ］．福建中医药大学学
报，２０１２，２２（６）：４１－４４．
ＴＥＮＧＨＹ，ＹＵＹＹ，ＬＵＬ，ｅｔａｌ．Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆ
ｈｕｐｅｒｚｉｎｅａａｒｔｉｆｉｃｉａｌａｎｔｉｇｅｎｓｂｙｇｌｕｔａｒａｌｄｅｈｙｄｅａｎｄ
ｉｔｓｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＦｕｊｉａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆ
ＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，２０１２，２２（６）：４１－
４４．

［１８］　刘媛媛，陈奇娜，潘学春，等．多环芳烃菲和荧蒽
半抗原的制备及量化计算［Ｊ］．化学试剂，２０１７，
３９（１１）：１２０５－１２０８．
ＬＩＵＹＹ，ＣＨＥＮＱＮ，ＰＡＮＸＣ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ

ａｎｄ ｑｕａｎｔｕｍ ｃｈｅｍｉｃａｌｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎ ｏｆｐｏｌｙｃｙｃｌｉｃ
ａｒｏｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎｓｎａｎｔｈｒｅｎｅａｎｄｆｌｕｏｒａｎｔｈｅｎｅ
［Ｊ］．ＣｈｅｍｃｉａｌＲｅａｇｅｎｔ，２０１７，３９（１１）：１２０５－
１２０８．

［１９］　徐振林，沈玉栋，王　弘，等．有机磷农药半抗原
设计及多特异性抗体识别机制研究［Ｊ］．中国科
学：化学，２０１５，４５（２）：１６８－１７６．
ＸＵＺＬ，ＳＨＥＮＹＤ，ＷＡＮＧＨ，ｅｔａｌ．Ｄｅｓｉｇｎｏｆ
ｇｅｎｅｒｉｃｈａｐｔｅｎｓｆｏｒＯ，Ｏｄｉｅｔｈｙｌｐｈｏｓｐｈｏｒｏｔｈｉｏａｔｅ
ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓａｎｄｓｔｕｄｙｏｆｂｒｏａｄｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙａｎｔｉｂｏｄｙ
ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ［Ｊ］．ＳｃｉｅｎｔｉａＳｉｎｉｃａＣｈｉｍｉｃａ，２０１５，４５
（２）：１６８－１７６．

［２０］　李潇潇，丁书茂，杨　旭，等．噻呋酰胺人工抗原
的合成及酶联免疫吸附分析方法的建立［Ｊ］．分
析化学，２０１８，４６（１）：２７－３２．
ＬＩＸＸ，ＤＩＮＧＳＭ，ＹＡＮＧＸ，ｅｔａｌ．Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆ
ｔｈｉｆｌｕｚａｍｉｄｅａｒｔｉｆｉｃｉａｌａｎｔｉｇｅｎｓａｎｄｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｏｆ
ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ
［Ｊ］．ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｎａｌｙｔｉｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，
２０１８，４６（１）：２７－３２．
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ｗｅｒｅｉｍｍｕｎｉｚｅｄｗｉｔｈａｚｕｒｅＣＢＳＡａｓｉｍｍｕｎｏｇｅｎａｔａｄｏｓｅｏｆ０．２ｍｇｆｏｒｏｎｅｍｏｕｓｅ，ａｎｄｔｈｅｎｔｈｅｔｉｔｅｒ，
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