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牛奶及水样中泰乐菌素酶联免疫检测方法研究
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摘摇 要摇 针对环境及食品中泰乐菌素残留问题,本研究将泰乐菌素分子结构侧链醛基一步直接氧化为羧基,
并将其作为新的半抗原,通过免疫新西兰大白兔制备了特异性的抗泰勒菌素多克隆抗体,优化的反应条件为:
包被原稀释 6000 倍,抗体稀释 2000 倍,反应缓冲液为 pH 7. 4、吐温含量 0. 1% 、离子浓度 0. 01 mol / L 的

PBST,二抗稀释倍数为 4000 倍,二抗反应时间 30 min。 在此优化条件下,建立了检测泰乐菌素的间接竞争酶

联免疫分析法( icELISA),半数抑制浓度(IC50)为 1. 39 ng / mL,线性范围(IC20 ~ IC80)为0. 17 ~ 11. 0 ng / mL,检
出限(IC10)为 0. 07 ng / mL,与结构功能类似物交叉反应率均小于 0. 1% 。 对纯牛奶、自来水、鱼塘水中泰乐菌

素的添加回收率在 78. 4% ~ 105. 6% 之间,RSD<15% ,检测结果与 HPLC鄄MS / MS 方法具有良好的相关性

(R2 =0. 97)。 本研究建立的 icELISA 方法适用于牛奶及水样中泰乐菌素残留的特异性快速筛查。
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1摇 引 言

泰乐菌素(Tylosin, TYL)是 Hamill 等[1]于 1959 年从弗氏链霉菌的培养液中获得的一种大环内酯

类抗生素,对革兰氏菌有明显抑制效果,对畜禽支原体疾病有很好的治疗作用,是治疗支原体疾病的首

选药物[2,3],同时具有促进动物生长、改善饲料效率作用,广泛应用于畜牧水产养殖业[4,5]。 但泰乐菌素

对肠道中正常的敏感菌群的生长具有明显抑制作用,从而使致病菌大量增殖,与其它抗生素的交叉耐药

性会导致人体对抗生素产生抗药性,给临床治疗带来很大危害[6,7]。 欧盟委员会于 1999 年禁止泰乐菌

素作为增长促进剂使用[8]。 我国农业部在 2002 年发布的第 235 号文件《动物性食品中兽药最高残留

量》中规定牛奶中泰乐菌素限量为 50 滋g / kg[9]。 研究发现,在环境水中也存在泰乐菌素残留,容易迁移

污染环境水源而导致通过饮用水途径进入人体,危害人类健康[10,11]。 因此,建立牛奶及水样品中泰乐

菌素污染残留的快速筛查方法,对食品安全及环境监测具有重要的实际意义。
目前,环境及食品样品中泰乐菌素残留量确证检测方法主要为高效液相色谱法[12 ~ 14]、色谱鄄质谱联

用法[15 ~ 19]等实验室大型仪器方法,具有准确及灵敏度高、重复性好优点,但成本高,前处理繁杂耗时,难
以适应大量样品高通量筛查。 基于抗原抗体特异性反应的免疫检测方法以其样品通量高、灵敏准确、操
作简单、适合样品筛查等优点,成为大型仪器法的互补方法,广泛应用于有害物质快速筛查[20 ~ 22]等。 现

有泰乐菌素免疫检测方法的抗体主要通过亚胺基羧酸手臂衍生半抗原免疫获得[23,24]。 本研究组采用

文献报道的半抗原策略制备抗体,发现免疫应答非常不稳定,抗体质量不同, 批次差异较大,可能是由

于半抗原含有化学稳定性较差的希夫碱结构,造成其在免疫吸收与递呈过程中容易降解转化,导致特异

性免疫应答稳定性不佳。 因此,本研究拟将泰乐菌素分子侧链醛基一步直接氧化为羧基,并将其作为新

的半抗原,结构简单稳定,且最大程度保留了泰乐菌素分子骨架结构与分子性质,可进一步偶联蛋白免

疫动物,稳定诱导特异性免疫应答, 产生抗泰乐菌素多克隆抗体,据此建立了适用于检测牛奶及水样中

泰乐菌素的酶联免疫分析方法(Indirect competitive enzyme鄄linked immunosorbent assay, icELISA)。
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2摇 实验部分

2. 1摇 仪器与试剂

Multiskan MK3 酶标仪、Nano Drop 2000C 超微量紫外分光光度计(美国 Thermo 公司); DEM鄄3 型自

动洗板机(北京拓普分析仪器公司); AB SCIEX 5500 三重四极杆质谱仪(美国 AB SCIEX 公司)。
酒石酸泰洛星、泰乐菌素、替米考星、螺旋霉素、罗红霉素、阿维菌素、呋喃西林、培氟沙星标准品

(阿拉丁试剂(上海)有限公司); 红霉素、阿奇霉素、呋喃唑酮、诺氟沙星标准品(麦考林试剂(上海)有
限公司); 乙酰螺旋霉素、呋喃妥因、恩诺沙星、克林沙星标准品(思域试剂(上海)有限公司); 牛血清

白蛋白(BSA)、卵清蛋白(OVA)、辣根过氧化物酶(HRP)标记的羊抗兔 IgG(Sigma 公司); 96 孔酶标板

(深圳金灿华实业有限公司); 其它化学试剂购自广州化学试剂公司。
0. 01 mol / L 磷酸盐溶液( PBST, 0. 2 g / L KCl, 0. 2 g / L KH2 PO4, 2. 9 g / L Na2 HPO4 ·12H2 O,

8. 5 g / L NaCl, 0. 05% Tween鄄20), 包被液(pH 9. 6, 0. 1 mol / L 碳酸盐缓冲液), 封闭液(0. 2 g / L KCl,
0. 2 g / L KH2PO4, 2. 9 g / L Na2HPO4·12H2O, 8. 5 g / L NaCl, 0. 05% Tween鄄20, 5%脱脂奶粉), 洗涤液

(2. 9 g / L Na2HPO4·12H2O, 8. 5 g / L NaCl, 0. 05% Tween鄄20), 稀释液(0. 1% Tween鄄20, 0. 01 mol / L
pH 7. 4 磷酸盐溶液), 终止液(10% H2SO4, 1. 8 moL / L)。
2. 2摇 实验方法

2. 2. 1摇 半抗原的合成与鉴定摇 半抗原的合成路线见图1。 在250 mL 圆底烧瓶中, 将1 g 酒石酸泰洛星溶

于 80 mL 叔丁醇鄄水(5 颐 3, V / V)混合液中, 在 0益下依次加入 0. 62 g NaH2 PO4、1 mL DMSO (Dimethyl
sulfoxide)、0. 2 g NaClO2, 反应 30 min, 反应过程中进行 TLC 监测。 反应结束后, 加入 10 mL 水后采用乙

酸乙酯(50 mL)萃取 3 次, 再用水和盐水洗涤有机相, 无水 MgSO4干燥后减压蒸除溶剂, 经硅胶柱层析纯

化(甲醇鄄氯仿, 1 颐 10, V / V)得到白色固体状半抗原 TYL鄄O, 经 ESI鄄MS 质谱鉴定合成成功(ESI鄄MS: m / z
932. 5 [M] +)。
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图 1摇 半抗原合成路线

Fig. 1摇 Synthesis route of hapten

2. 2. 2摇 人工抗原的制备及鉴定摇 采用活泼酯法[25] 将半抗原与载体蛋白偶联得到的人工抗原(免疫原

TYL鄄O鄄BSA 和包被原 TYL鄄O鄄OVA), 采用紫外扫描法进行纯度鉴定[26], 以 1 mg / mL 的浓度分装于

1 mL离心管中, 于-20益冻存备用。
2. 2. 3摇 抗体制备与纯化摇 采用文献 [27]的方法,用免疫原 TYL鄄O鄄BSA 免疫 2 ~ 2. 5 kg 雌性新西兰大

白兔 3 只,得到兔多克隆抗体,采用辛酸鄄硫酸铵法纯化抗体[28], -20益保存备用。
2. 3摇 icELISA 方法

2. 3. 1摇 icELISA 方法建立摇 用包被液将 TYL鄄O鄄OVA 稀释到一定浓度,100 滋L /孔,37益包被过夜。 用

洗涤液洗涤 2 次,加入封闭液 120 滋L /孔,振荡混匀,37益孵育 3 h; 甩干孔中液体,37益烘干备用。 将适

量泰乐菌素标准品溶于甲醇中浓度为 1 mg / mL,梯度稀释成不同浓度,通过在药物稀释液中加入适量甲

醇保证每个浓度梯度的药物中甲醇含量一致(0. 1% ),空白对照孔中加入含 0. 1% 甲醇的 PBST。 将药

物按 50 滋L /孔 加入板孔,再加入稀释后的抗体 50 滋L /孔,37益孵育 40 min,洗板 5 次,加入 100 滋L /孔
HRP 标记的羊抗兔抗体; 37益孵育 50 min; 洗板 5 次,加入新鲜配制的 TMB 溶液 100 滋L /孔,37益显色
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10 min, 加入终止液,50 滋L /孔,终止反应,用酶标仪测定各孔 A450nm值。
2. 3. 2摇 icELISA 方法优化 摇 采用棋盘滴定法确定包被原浓度及抗体浓度。 将包被原浓度分别稀释

2000、4000、6000、8000、10000、12000 倍包被酶标板,抗体稀释 1000、2000、4000、80000、16000、32000、
64000 倍,按照 icELISA 操作方法测定效价列各孔 A450 nm值。 选取 A450 nm在 1. 0 ~ 1. 5 之间的包被原浓度

及抗体稀释倍数组合进行下一步抑制曲线的绘制。 用最大吸光值(Amax)、半抑制浓度(50% inhibitory
concentration,IC50)和 Amax / IC50这 3 个参数进行评价, Amax / IC50越高,IC50越低,表示灵敏度越高。 最终

Amax选择在 1. 0 ~ 1. 5 之间,Amax / IC50尽量高、IC50尽量低的条件为最佳包被浓度及抗体浓度。 其它反应

条件如反应体系、反应时间、二抗浓度等也以上述 3 个参数为评价标准进行优化。
2. 3. 3摇 icELISA 标准曲线 摇 在最优条件下,以 1 -B / B0 为纵坐标(其中,B0 为不加药物时的吸光值

A450nm,B 为药物浓度为 x 时的 A450 nm)为纵坐标,标准品浓度对数值为横坐标,用 Origin 9. 0 软件进行四

参数拟合绘制标准曲线,计算泰乐菌素的半抑制浓度( IC50),线性范围( IC20 ~ IC80)及检出限(Limit of
detection,LOD,IC10)。
2. 4摇 样品前处理摇 (1)牛奶摇 取 1 mL 纯牛奶样品于 2 mL 离心管中,加入 20 滋L H2SO4(2 mol / L)混
匀,4000 r / min 离心 5 min。 去除上层脂肪层,取上清液, 经 0. 22 滋m 滤膜过滤,用 0. 01 mol / L PBST
(pH 7. 4)稀释 10 倍后用于测定。 (2)水样 摇 分别取 1 mL 自来水样和鱼塘水于 2 mL 离心管,经
0. 22 滋m 滤膜过滤, 分别用 0. 01 和 0. 02 mol / L PBST(pH 7. 4)稀释 2 倍后用于测定。

3摇 结果与讨论

3. 1摇 半抗原设计与合成

免疫检测分析方法的灵敏性和稳定性主要取决于抗原抗体间的特异性结合反应,而抗体的效价和

特异性取决于人工抗原的结构及其与半抗原 /靶标药物的特异性亲和识别活性。 因此半抗原的设计及

合成对于免疫检测至关重要。 研究表明,稳定的半抗原结构更能有效诱导免疫应答反应[29]。 为克服现

有席夫碱型半抗原特异性免疫诱导稳定性不足问题,本研究将泰乐菌素分子大环内酯侧链的乙醛基直

接一步氧化成羧基作为半抗原,此半抗原结构稳定。 另外,采用 Sybyl 7. 3 分子模拟平台 Tripos 力场优

化结构后进行分子叠合,发现半抗原与泰乐菌素分子骨架与侧链结构高度重叠,最大限度保持了泰乐菌

图 2摇 泰乐菌素与半抗原分子叠合图,绿色环为泰乐

菌素,红色环为半抗原,红色箭头处为衍生羧基

Fig. 2 摇 Overlay of TYL and hapten. The green ring is
tylosin, the red ring is hapten, the red arrow point to the
derivatized carboxyl group

素立体结构(图 2),与载体蛋白偶联后泰乐菌素分子

特征结构可有效暴露于动物免疫系统,便于特异性抗

体的稳定诱导产生,为建立免疫检测方法奠定了基础。
3. 2摇 人工抗原的合成与鉴定

采用紫外扫描法[26],以半抗原及载体蛋白为参

照测定人工抗原的 UV鄄Vis 吸收光谱(图 3),发现人

工抗原特征峰位于半抗原特征吸收峰和载体蛋白特

征吸收峰之间,吸收峰的位置和强度均明显不同于

载体蛋白和半抗原,应为半抗原成功偶联于载体蛋

白后二者吸收峰的复合所致。
3. 3摇 抗体鉴定

以间接酶联免疫吸附分析( icELISA)法测定纯

化后的抗体,其效价为 1:16000。 以1 滋g / mL TYL 作

为竞争药物,采用 icELISA 方法测定,抗体抑制率达

到 89% ,表明此多克隆抗体具有高亲和力。
3. 4摇 icELISA 方法优化

棋盘滴定实验结果表明,当包被原稀释倍数增加,抗体稀释倍数减小时,Amax才能稳定在 1. 0 ~ 1. 5
之间,因此初步确定包被原稀释倍数范围为 2000 ~ 10000,包被抗原稀释倍数为 2000 ~ 5000。 在不同包

被原稀释倍数条件下绘制抑制曲线,以 Amax,IC50和 Amax / IC50为判别依据,随着包被原稀释倍数的增加,
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图 3摇 紫外鄄可见吸收光谱图:(A)TYL鄄O鄄BSA; (B)TYL鄄O鄄OVA
Fig. 3摇 UV鄄visible absorption spectra of (A) TYL鄄O鄄bovine (BSA) and (B) TYL鄄O鄄ovalbumin (OVA)

IC50呈先下降后上升趋势,在包被原稀释 6000 倍(包被原浓度 0. 16 滋g / mL)时最低,同时 Amax / IC50最大,
且 Amax在 1. 0 ~ 1. 5 之间,此时 ELISA 实验条件达到最佳,因而最佳包被原稀释倍数为 6000 倍(抗原浓

度为 0. 16 滋g / mL)。 固定包被原浓度,进一步考察不同抗体稀释倍数时抑制曲线效果,当抗体稀释

2000 倍时,IC50最低,Amax / IC50最大,方法稳定性最好,因此,选择 2000 倍为最佳的抗体稀释倍数,即效价

为 2000(抗体浓度 0. 5 滋g / mL)。 采用相同的方法确定了最佳 ELISA 条件为:包被原稀释 6000 倍,抗体

稀释 2000 倍,反应缓冲液为 pH 7. 4、吐温含量 0. 1% 、0. 01 mol / L PBST,二抗稀释倍数为 4000 倍,二抗
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图 4摇 icELISA 法测定泰乐菌素的标准曲线

Fig. 4 摇 Standard curve for indirect competitive enzyme鄄
linked immunosorbent assay (icELISA) of TYL

反应时间 30 min。
3. 5摇 标准曲线的建立

在最佳条件下,以泰乐菌素质量浓度为横坐标,
1-B / B0值为纵坐标,采用 Origin 9. 0 进行四参数曲

线拟合,建立泰乐菌素的 icELISA 标准曲线(图 4),
本方法的 IC50为 1. 39 ng / mL,线性范围(IC20 ~ IC80)
为 0. 17 ~ 11. 0 ng / mL,线性方程为 y = 0. 37+0. 23x,
R2 =0. 98,方法检出限(IC10)为 0. 07 ng / mL。
3. 6摇 方法的精密度

采用相对标准偏差(RSD)来评价方法精密度。
批间 RSD 通过比较用不同批次包被的酶标板建立的

标准曲线得出; 批内 RSD 则比较同一批次包被的酶

标板得出。 当各标准曲线 IC50和 A450 nm的 RSD<15%

时,认为方法精密度比较高。 采用本方法分别考察了同批次和不同批次的试剂盒的精密度(表 1),结果

表明,批内和批间灵敏度的 RSD<15% ,表明方法精密度良好。

表 1摇 批内和批间测定精密度
Table 1摇 Intra鄄 and inter鄄assay precision (n=3)

批内精密度 Intra鄄assay (n=3)

Batch No. IC50(滋g / L) Amax

批间精密度 Inter鄄assay (n=3)

Batch No. IC50(滋g / L) Amax

1 1. 27 0. 95 1 1. 15 1. 08
2 1. 26 1. 05 2 1. 4 1. 24
3 1. 35 1. 06 3 1. 43 1. 37
4 1. 44 1. 25 4 1. 39 1. 29

平均值 Average 1. 33 1. 08 平均值 Average 1. 34 1. 24
RSD (% ) 8. 34 12. 5 RSD (% ) 12. 9 12. 2

3. 7摇 方法的特异性

采用反应交叉率(CR)评价方法的特异性,CR 越大,表明方法的特异性越差[30]。 按照 2. 3. 3 节的
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方法分别绘制泰乐菌素类似物的抑制曲线,并根据式(1)计算出的 CR 值。

CR(% )=
IC50 (标准品)

IC50 (类似物)
伊100 (1)

选取功能结构类似物替米考星、红霉素、罗红霉素、螺旋霉素、乙酰螺旋霉素、阿维菌素、阿奇霉素、
恩诺沙星、培氟沙星、诺氟沙星、克林沙星、呋喃妥因、呋喃唑酮及呋喃西林等药物,考察了方法的特异

性,与其它功能结构类似物均无明显交叉反应(CR<0. 1% ),说明所建立的 icELISA 方法特异性良好。
3. 8摇 样品基质效应消除

以纯牛奶、自来水和渔塘水作为检测样品,考察基质效应。 牛奶中含有十分复杂的基质成分,如蛋

白质、脂肪等。 水样中含有肉眼可见和不可见的杂质,且缺少缓冲体系中的 Na+、K+等离子。 这些基质

成分会干扰免疫检测方法中抗原抗体反应,影响检测结果。 考虑到检测结果的准确性及 icELISA 作为

筛查方法所需的简便操作,对样品进行简单的除脂、过滤等前处理后,采用稀释法消除基质干扰。 将样

品按照 2. 4 节的方法进行处理,将其标准曲线与 PBST 中的标准曲线进行比较,结果表明,两条曲线基

本吻合,说明牛奶和水样经过简单处理及稀释后均能消除基质的影响(图 5)。 因此,最终确定基质消除

方案为:采用 0. 01 mol / L PBST(pH 7. 4),牛奶样稀释 10 倍,自来水稀释 2 倍; 采用 0. 02 mol / L PBST
(pH 7. 4),渔塘水稀释 2 倍。

CTYL ( ng /mL )
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A 4
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nm

2.0

1.5

1.0

0.5
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10-310-4 10-2 1 101 102 103 104

PBST
2X
5X
10X

2.0

A 4
50

nm

1.5

1.0

0.5

0.0
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10-310-4 10-2 1 101 102 103 104

PBST
H2O
2X
5X

A 4
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1.5
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PBST
PBST+H2O
PBST2+H2O
PBST3+H2O

10-1 10-1 10-1

CTYL( ng /mL ) CTYL ( ng /mL )

图 5摇 样品基质效应:(A)纯牛奶; (B)自来水; (C)渔塘水

Fig. 5摇 Matrix effect of test samples: (A) Milk; (B) Tap鄄water; (C) Fishery water

3. 9摇 样品添加回收实验

纯牛奶购自广州某超市,自来水取自实验室自来水,水样取自广州市南沙区某养殖基地鱼塘水,参
考国标方法[31],经 HPLC鄄MS / MS 验证为阴性样品。

向阴性牛奶样品中添加 25、50 和 100 ng / mL 的 TYL 标准品,向阴性水样(自来水、渔塘水)添加 5、
10 和 20 ng / mL 的 TYL 标准品,分别采用所建立的 icELISA 方法和 HPLC鄄MS / MS 方法检测并计算平均

回收率及变异系数。 如表 2 所示, icELISA 方法样品平均回收率为 78. 4% ~ 105. 6% ,RSD<15% ,与
HPLC鄄MS / MS 方法相关系数达 0. 97,表明所建立的 icELISA 方法准确可靠。
表 2摇 样品添加回收实验
Table 2摇 Recoveries of spiked samples (n=3)

样品
Samples

添加量
Spiked level
(ng / mL)

icELISA

检测值
Found

(ng / mL)

回收率
Recovery
(% )

精密度
RSD

(% ,n=3)

HPLC鄄MS / MS

检测值
Found

(ng / mL)

回收率
Recovery
(% )

精密度
RSD

(% ,n=3)

牛奶
Milk

自来水
Tap鄄water

渔塘水
Fishery water

25 21. 9依2. 2 87. 6 9. 9 28. 7依0. 2 114. 7 0. 6
50 41. 0依5. 6 82. 1 13. 7 55. 1依0. 7 110. 1 1. 3
100 95. 1依11. 3 95. 1 11. 9 114. 4依2. 7 114. 4 2. 3
5 3. 9依0. 1 78. 4 1. 3 3. 2依0. 1 64. 3 4. 3
10 8. 1依0. 5 81. 4 6. 3 6. 7依0. 2 66. 5 3. 2
20 21. 1依1. 4 105. 6 6. 6 14. 7依0. 5 73. 3 3. 1
5 4. 2依0. 4 84. 9 8. 6 3. 2依0. 1 65. 0 4. 1
10 8. 9依0. 7 89. 3 7. 3 8. 1依0. 3 81. 0 3. 7
20 17. 4依1. 2 87. 2 6. 8 15. 2依1. 1 76. 0 7. 1
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4摇 结 论

本研究建立了牛奶和水样中 TYL 残留的 icELISA 检测方法,方法检出限达 0. 07 ng / mL,线性范围

为 0. 17 ~ 11. 00 ng / mL,批内批间 RSD<15% ,样品添加回收率为 78. 4% ~ 105. 6% ,与 HPLC 方法相关

性好。 本方法灵敏度高,稳定性好,适用于牛奶和水样中 TYL 残留的检测。
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牛奶和奶粉中螺旋霉素、吡利霉素、竹桃霉素、替米考星、红霉素、泰乐菌素残留量的测定———液相色谱鄄串联质谱
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Indirect Competitive Enzyme鄄Linked Immunosorbent Assay
for Detection of Tylosin in Milk and Water Samples

YAO Chan鄄Yuan1, YANG Jin鄄Yi1, XU Zhen鄄Lin1, WANG Hong*1, LEI Hong鄄Tao1

SUN Yuan鄄Ming1, TIAN Yuan鄄Xin2, SHEN Yu鄄Dong*1

1(Guangdong Provincial Key Laboratory of Food Quality and Safety,
South China Agricultural University, Guangzhou 510642, China)

2(School of Pharmaceutical Sciences, Southern Medical University, Guangzhou 510515, China)

Abstract摇 To address the issues of tylosin residues in food and environment, a good specific polyclonal
antibody was prepared by animal immunization based on a new hapten achieved by oxidizing the aldehyde
group on the side chain of tylosin to carboxyl. Further, an indirect competitive enzyme鄄linked immunosorbent
assay (icELISA) was established. The main experimental conditions were as follows: the coating antigen and
the antibody were respectively diluted by 6000 times and 2000 times, the reaction buffer was PBST
(pH 7. 4), and the Tween concentration and ionic concentration were 0. 1% and 0. 01 mol / L, respectively.
The dilution ratio of the secondary antibody was 4000 times and the secondary reaction time was 30 min.
Under the optimized conditions, the IC50 and the linear range of this method were 1. 39 ng / mL and 0. 17-
11. 0 ng / mL, respectively. The detection limit was 0. 07 ng / mL, and the cross鄄reactivity with analogues was
less than 0. 1% . The recoveries of spiked raw milk and water samples were 78. 4% -105. 6% with relative
standard deviation less than 15% . Besides, the detection results had good correlation with HPLC method
(R2 =0. 97). This method is suitable for rapid and specific screening of tylosin residues in milk and water
samples.
Keywords摇 Indirect competitive enzyme鄄linked immunosorbent assay; Tylosin; Milk; Water
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