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摘 要 : 研究确立了动物肌肉中四环素族药物多残留分析的基质固相萃取净化一酶联免疫分析方法
,

交叉反应

分析表明其对每千克动物肌肉中四环素
、

土霉素和金霉素的检出限分别为 8
、

8
.

5 和 70 滩
,

回收率为 80 % -

l or %
,

是监控动物源性食品中四环素族多抗生素残留的优选方法
。

与常用的液相色谱法相比
,

此方法更简便
、

高效
,

能实现自动化和高通量分析
。
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天然 四环素族药物 ( te t二cy hne s ,

代
s ) 主要有

四环素 ( et acr y e line
,

CT )
、

土霉素 ( 。
x yt e t二 y e line

,

0 1℃ ) 和金霉素 (
c h l o t e t二 y e l ine

,

C I℃ ) 等
,

主要通

过可逆性地结合核糖体 305 亚单位和阻止 t RN A 与

核糖体 m RN A 复合体结合来抑制蛋白质的合成而发

挥抑菌作用
。

用药动物的残留主要分析方法有微生

物法和高效液相色谱法
,

免疫法报道尚不多见￡’ 〕。

本文 研究 了 四环素族多残留 的 固相萃取 (
s
iol d

p ll as e

ext acr iot
n ,

SPE ) 净化方法和酶联免疫分析体

系
。

1 材料和方法

1
.

1 材料

1
.

1
.

1 主 要试 剂 标准品盐酸 四 环素 ( 、
=

97
.

1% )
、

盐酸土霉素 ( * 二 %
.

2% ) 和盐酸金霉素

(二
二 84

.

4 % ) 均购自 iR de el
一

de 11a e n 公司 ; 四环素

酶联免疫试剂盒 (卜 iB叩h a n n 公司 )
,

BP s
一

~
n
洗

涤缓冲液
.

1
.

1
.

2 主要仪器 自动洗板机和酶标仪 ( iB os yst
e m

公司 ) ; 岛津高效液相色谱仪系统
。

1
.

2 试验方法

1
.

2
.

1 样品前处理方法 称取匀质后的肌肉组织 5

g
,

用 2 5 mL 含 0
.

1 m ol / L N娜 EDT A 的 M e l l俪
n e
提取

缓冲液 ( p H 4
.

0) 振荡提取 30 而
n ,

巧 ℃下 4姗
g

离心 10 而 n ,

取上清液
,

残渣用 25 mL 提取缓冲液

重复提取
,

合并上清液
,

0
.

45 脚水相滤膜过滤后
取 s nrL 注人已预先用 甲醇

、

水和提取液活化的

Oas ias HBL 固相萃取柱
,

切 =
30 % 甲醇淋洗后用 2

rnL 甲醇洗脱
,

用 lB 缓冲液 10 倍稀释后进行酶联

免疫分析
。

1
.

2
.

2 竞争性酶联免疫分析 参看试剂盒说明
。

1
.

2
.

3 标准曲线绘制 以零质量浓度标准对应的

A o45 为 100
,

计算其它各质量浓度的相对 A。 值 (即

相对结合率 B/ B 。 )
。

以四环素质量浓度对数为横坐

标
,

B/ B 。
(% )为纵坐标绘制半对数曲线

。

1
.

2
.

4 特异性测定 以交叉反应率来表示
。

测定

不同抗原的竞争结合曲线
,

求出各 自 B/ B 。
为 50 %

和 so %时对应的抗原浓度 与和 与
,

交叉反应率为

基准抗原与近似抗原 与的比值
。

1
.

2
.

5 液相 色谱条件 色谱柱
: iD s

vco
e yr C

I ,

柱
,

25 0 ~
x .4 6 ~ ( i

.

d
.

) ; 流动相
: 乙睛

一 p 2H
.

5

的 0
.

01 mo l/ L N
azH 印

4

溶液 (体积比为 23 : 7 7 ) ; 流

速
: 1

.

0 n l l J 而;n 紫外检测器
: 入二 355 nm

; 柱温
:

35 ℃ ; 进样量
:
20 拌oL

2 结果与讨论

2
.

1 提取
、

净化条件的确定

2
,

1
.

1 提取溶剂的选择 强酸虽较易提取与蛋白

质结合的 代
s ,

但实验表明 代
、

。 TC 和 Cl℃ 的 p H

稳定性有差异
,

采用 p H < 2 的强酸提取时
,

代 在

溶液中尤易发生 差向易构化
,

因此采用 pH 4
.

0 的

M d vl ia n e
缓冲液来提取

。

并向提取液中加人 E DT A

使其与无机离子鳌合从而释放出四环素类药物
。
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动物肌肉中四环素族药物多残留的固相萃取一酶联免疫分析

g 空 白肉样添加 cT
、

o
r

r C 和 cCT 质量分数各为

10
一 “

时
,

0
.

1 11 10 1/L 的 N丙 E D以
一

M e ll v j n e
缓冲液 加

、

20
、

10 mL 分 3 次提取和 25
、

25 m L 分 2 次提取效

果相当
,

回收率在 90 % 以上
。

2
.

1
.

2 固相萃取柱的选择和条件优化 CT
S 属高极

性的两性化合物
,

仅靠液液萃取难以去除生物组织

中其它成分对免疫分析的干扰
。

选择不同的键合硅

胶 C
18

固相萃取柱 2[] 和 o as *is H LB 固相萃取柱进行

试验
,

见表 1
。

表 1 不 同固相革取柱的回收率比较
, ’

r

l
,

al 〕 .

1 hT
e
er

c
vo

e
yr of v

iar ous SP王: c ol u

lnn
s
on CT

s

2
.

2
.

2 交叉反应 半抗原的设计一定程度上决定

了其诱导产生的抗体对不同的四环素族药物结合力

差异
,

以四环素为基准抗原
,

由 1
.

2
.

5 求得的交叉

反应系数 ( C R ) 如表 2
。

可看出此分析体系对 CT

最灵敏
,

C TC 稍次之
,

但对 OT C 其交叉反应率只

有 11
.

7% 左右
。

即分析体系对 CT
、

CCT 和 O TC 的

定量检测限分别约为 8 x 10
一 9 ,

8
.

5 x 10
一 9

和 70
x

10
一 9 ,

远小于最大残留限量 (M RL ) 300
x 10

一 9

的限

量要求
,

可用于对这 3 种药物的同时筛选分析
。

表 2 四环素族 EH SA 分析的交叉反应

卫d J
.

2 C
~

一

er ac ivt ivt of 代
5 E I J sA

、

一
。。

一
。

S P E柱类型
回 收 率 ( % ) 化合物

(滩 (滩
婴
%

loo旧.94410438181.02.0
492珊521

040代眠峨WW
CCT一
58咒。、

代一73777589n一44
J

14丫
少一7QUQOQ
ù

W A功205 15 C I:

lP us

lR l ) A 1C
8

B a k
e r 10 C

zs

o as i了 H LB

l) 空白样品加标水平
:

代
,

。T C 和 (汗 C各 1
,

1和 2
州掩

,

上柱浓度 0
.

1 岁mL
,

上柱体积 s inL
。

柱预先用提取溶液活

化
。

洗脱溶液
:

对 C
l:

柱
,

20 im
n

胡 L 的草酸甲醇溶液 Z mL
; 对

H L B柱
,

沪 = 100 % 甲醇溶液 Z mL
。

表 1可知
,

不同 C 18
小柱的回收率不同

,

这可

能与柱的碳含量差异有关
。

但与 I IL B 柱相 比
,

其

回收率都明显偏低
,

且 HP L C 色谱图显示其杂质峰

也较多
。

这可能是未键合的硅醇基团与提取液中的

残留蛋白相互作用影响了 CT
S
的吸附和洗脱

。

有报

道指出采用不同比例的丙酮
一
水体系来进行淋洗和

洗脱可以改善 C
I:
小柱的萃取效果

。

但丙酮 的使用

将破坏后续的抗原抗体结合反应
,

而免疫反应对低

浓度的甲醇有一定耐受力
。

因此
,

选择主要成分是

二乙烯基苯
一 N 一 乙烯基毗咯烷酮共聚物的反相类

型 Oas iss HBL 柱进行净化
。

从洗脱分布图可知
,

甲

二
40 % 的甲醇水溶液最早开始将 O TC 洗脱下来

,

然后依次是四环素和金霉素
。

因此采用 甲 二
30 % 的

甲醇水溶液作为洗涤溶剂
,

甲 二 100 % 甲醇溶液作

为洗脱溶液
。

2
.

2 酶联免疫分析

2
.

2
.

1 竞争免疫曲 线线性范围和检测限 在 代 质

量浓度 0
.

5 一 40
.

5 留L 的范围内
,

半对数曲线性方

程为 Y = 一 19
.

3 4 3X + 16 9
.

9 1
, ; = 0

.

99 1 2
,

相关性

显著
。

采用样品试剂空白的 3 倍标准偏差和 10 倍

标准偏差对应的质量浓度值分别作为分析检测限

(功D ) 和定量检测限 ( I无叼;) 求得 OL D 和 I无叼分

别为 0
.

07 和 0
.

20 留 L
,

样品前处理稀释了 40 倍
,

因此对代 的 ID Q约为 s x l o
一 ’ 。

这是因为半抗原的设计是发生在 C
一

4 位
,

先形

成了 4 一 踪
一
脱甲基四环素

,

然后通过氨基和梭基

的缩合反应合成半抗原
,

金霉素和四环素的惟一结

构差异是前者用氯原子取代了母核远端 C
一

7 位上的

氢
,

因此其对由此半抗原诱导产生的抗体的亲和力

大小与四环素相似
,

可以预见
,

此抗体对以二甲基

胺取代了 C
一

7 位上氢的二甲胺四环素 ( iM ocn yc h en
,

M NI O) 应也有很高的交叉反应率
。

而土霉素与四

环素相比
,

是在母核的 C 一 5 位用经基替代了氢原

子
,

可能正是由于这个经基的空间位阻和电荷效应

使其与抗体的结合力大为下降
,

这也部分解释了此

分析体系对强力霉素 (即脱氧土霉素 D )C 抗原抗

体反应相对更低灵敏度的原因 aj[
。

2
.

2
.

3 回收率实验 在空 白猪肉样品中分别添加

一定量 代
s
标准

,

测定平均回收率在 80 %
一 l or %

之间
,

SR D < 12 %
,

满足分析要求
。

2
.

2
.

4 方法比对 实验 空 白猪肉样品在四环素加

标水平 0
.

透x 10
一 “ 一 4

.

0 x 10
一 “

的范围内
,

EH SA 方

法与 HP LC 方法测定结果的线性回归方程为 Y =

0
.

94 X + 0
.

01 3 ( X
、

Y 分别为 EH SA 和 H P LC 测定

结果 )
,

相关性较好
, : 二 0

.

87
。

表 3 列出了一些样

品的 E LI SA 法和 H PLC 法检测结果
,

相 对误差 C E

小于 一5%
。

3 结 语

固相萃取 H LB 柱可以实现样品的高通量净化
,

消除杂质对免疫分析的干扰
。

与 Hp LC 法相 比
,

酶

联免疫法的检测限更低
,

方法精密度和回收率等都

能满足多残留分析的要求
。
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表 3 肌肉组织中四环素族药物的酶联免疫和

液相色谱结 果比较
’ )

,

l’a b
.

3 Com p a l l 、 on of CT
s c
on

c e n

atrt i姗 in

m us e
l
e

~ lP
e s d e t e e t e d b y E ll SA

a 们
d I IP LC

样品
E ll S jA 10

一 “ 11 PL C
~

L!V / 10
一 6

相对误差 / %

( )1℃ CT CT 〔yTC T〔: C l℃

1 N D

2 ND

3 N D

4 N D

5 2
.

14

0
.

19

N D

0
.

56

OT C

ND 0
.

22

C T ( :

N D 一 1 3
.

6

ND 0
.

4 9

ND ND

2
.

2 7 N I )

ND 14
.

3
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