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　　摘要：首先合成呋喃它酮代谢物（ＡＭＯＺ）半抗原，再与载体蛋白偶联得到免疫原和包被原。采用间接竞争酶联免
疫吸附法，以鲁米诺作为发光底物，利用获得的抗ＡＭＯＺ单克隆抗体研制出ＡＭＯＺ化学发光试剂盒，试剂盒的检测范
围在０．０５～４．０５μｇ／Ｌ，ＩＣ５０值达０．１６１μｇ／Ｌ，ｒ＝０．９９９８。试验表明，试剂盒对呋喃唑酮代谢物（ＡＯＺ）、呋喃妥因代谢

物（ＡＨＤ）、呋喃西林代谢物（ＳＥＭ）、呋喃唑酮、呋喃它酮、呋喃妥因及呋喃西林的交叉反应率均很低，对ＡＭＯＺ则有很
高的检测特异性；对猪肉、猪肝、鸡肉、鸡肝、鱼肉以及虾肉样品在 ０．１、０．５μｇ／ｋｇ２个添加水平的平均回收率在
７６９％～９２．８％，检测结果的变异系数均不大于１２．８％。结果表明，化学发光试剂盒检测所需时间少、所需仪器量少、
检测结果准确，因此适合现场大批量样品的筛选。
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　　呋喃它酮属于硝基呋喃类抗菌药，在临床上主要用于鸡
的各种肠道感染性疾病的治疗，并且可以用作猪、禽类和水产

行业中促生长的添加剂［１］。但是呋喃它酮及其代谢物具有

相当大的毒性和副作用，能诱导有机体发生基因突变甚至导

致畸胎，并且能诱发癌症［２］。中国农业部在２００２年２月发布
的《食品动物禁用的兽药及其他化合物清单》中，明文禁止在

所有食品动物的所有用途中使用硝基呋喃类药物，但是由于

其价格低、药效好，很多国家还在继续违规使用［３－４］。为了保

障人民健康并继续扩大我国与世界各国动物源性食品的贸易

往来，必须对动物源性食品中硝基呋喃类药物进行检测。

由于呋喃它酮对光敏感，在动物体内或体外会迅速被代

谢和分解，因此对原药的检测难度很大，而其代谢物 ＡＭＯＺ
以蛋白结合物的形式长期、稳定存在于组织内，并且在适当的

酸性条件下这些结合残留物可以从蛋白质中释放出来，因此

可以通过检测组织中的 ＡＭＯＺ水平达到检测呋喃它酮残留
的目的［５－６］。目前ＡＭＯＺ的检测方法主要有微生物法、色谱
法、酶联免疫吸附分析法等［７］。化学发光法作为２０世纪末兴
起的一种新型的检测手段，由于灵敏度高、不存在放射性污染

等特点而被誉为最有前途的实验室诊断方法之一［８］。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
牛血清白蛋白（ＢＳＡ）、卵清蛋白（ＯＶＡ）、邻苯二甲酸酐、

吡啶、二甲基甲酰胺，上海华美动物药业有限公司；ＡＭＯＺ标准
品、鲁米诺、辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）、过氧化氢脲、碳二亚胺、
Ｎ－羟基琥珀酰亚胺及其他化学试剂，Ｓｉｇｍａ公司。化学发光
板，丹麦ＮＵＮＣ公司；化学发光仪，奥地利Ａｎｔｈｏｓ仪器公司。
１．２　试验方法
１．２．１　ＡＭＯＺ半抗原的制备　取０．５ｇＡＭＯＺ、０．５０ｇ邻苯

二甲酸酐、２ｍＬ吡啶溶于２０ｍＬ二甲基亚砜中，在６０℃下搅
拌反应４ｈ，反应完成后加热蒸除溶剂，经柱层析纯化即得邻
苯二甲酸单ＡＭＯＺ酯。
１．２．２　呋喃它酮代谢物 －牛血清白蛋白偶联物（ＡＭＯＺ－
ＢＳＡ）的制备　取６ｍｇＡＭＯＺ半抗原溶解于１ｍＬ二甲基甲
酰胺中；取３０ｍｇ碳二亚胺、３０ｍｇＮ－羟基琥珀酰亚胺，用
０．２ｍＬ水充分溶解后加入半抗原溶解液中，室温下搅拌２４ｈ
即得反应液Ａ；称取５０ｍｇＢＳＡ，使之充分溶解在３．８ｍＬＰＢＳ
（ｐＨ值７２）中，将反应液Ａ逐滴缓慢滴加到蛋白溶液中，并
于室温下搅拌２４ｈ；用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ于４℃透析３ｄ，每天
换３次透析液以除去未反应的小分子物质；分装，于 －２０℃
保存备用。

１．２．３　呋喃它酮代谢物 －卵清蛋白偶联物（ＡＭＯＺ－ＯＶＡ）
的制备　称取６ｍｇ半抗原、５０ｍｇＯＶＡ，按照“１．２．２”的反应
步骤制备包被抗原，供包被用。

１．２．４　抗呋喃它酮代谢物单克隆抗体（ＡＭＯＺＭｃＡｂ）的制备
　按１００μｇ／只的用量，用生理盐水溶解 ＡＭＯＺ－ＢＳＡ，并与
弗氏完全佐剂等体积混匀，免疫６～８周龄的Ｂａｌｂ／ｃ雌鼠。４
次免疫后，取免疫小鼠的脾细胞与处于对数生长期的小鼠骨

髓瘤细胞（ＳＰ２／０）融合，进行杂交瘤细胞的筛选，立即用有限
稀释法对阳性孔中的细胞进行亚克隆化。用扩大培养后的杂

交瘤细胞对８～１０周龄的Ｂａｌｂ／ｃ小鼠进行腹腔注射，７～１０ｄ
后抽取小鼠腹水，离心取上清液，检测效价后冻存备用。

１．２．５　酶标抗体的制备　采用改良过的碘酸钠法制备得到
ＨＲＰ－ＡＭＯＺＭｃＡｂ。
１．２．６　化学发光板包被　用０．０５ｍｏｌ／ＬｐＨ值９．６的碳酸
盐包被溶液将ＡＭＯＺ－ＯＶＡ配制成２．５μｇ／ｍＬ的溶液，在每
个聚苯乙烯化学发光板反应孔中加１００μＬ，３７℃恒温箱中放
置２ｈ。弃去孔内的溶液，拍干。用封闭溶液封闭已包被的化
学发光板，１５０μＬ／孔，于３７℃恒温箱放置２ｈ后洗板１次，
拍干。

１．２．７　标准品溶液的配制　按常规方法将 ＡＭＯＺ纯品用
００５ｍｏｌ／ＬｐＨ值７．４的 ＰＢＳ缓冲液配制成浓度分别为０、
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０．０５、０１５、０．４５、１．３５、４．０５μｇ／Ｌ的ＡＭＯＺ标准溶液。
１．２．８　发光底物的配制　将鲁米诺溶于对甲苯酚含量为
０００１ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值８．８的三（羟甲基）氨基甲烷溶液中，使其
终浓度为０．０１ｍｏｌ／Ｌ；将０．６４ｍＬ浓度为０．７５％的过氧化氢
脲溶于含２１ｇ／Ｌ柠檬酸、２８．２ｇ／Ｌ无水 Ｎａ２ＨＰＯ４的水溶液
中，使用时将二者按等比例混合，在辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）
的催化下可稳定发光。

１．２．９　试剂盒的相关检测　分别对试剂盒进行检测限检测、
特异性检测、回收率检测、重复性检测、稳定性试验。

２　结果与分析

２．１　标准曲线
用标准品溶液的发光度（ＲＬＵ）除以浓度为０的标准品溶

液的发光度（ＲＬＵ０），再乘以 １００％，即可得到百分发光度
（％）。以ＡＭＯＺ标准品浓度的对数为 ｘ轴、百分发光度为 ｙ
轴绘制标准曲线（图１），确定线性范围和 ＩＣ５０值。所绘制的
标准曲线回归方程为 ｙ＝－２．１０４８ｘ＋４．６１４１，ｒ＝０．９９９８，
计算得到曲线的ＩＣ５０为０．１６１μｇ／Ｌ，线性检测范围为０．０５～
４．０５μｇ／Ｌ。

２．２　检测限
检测标准曲线的同时检测２０份阴性样品，并通过标准曲

线计算阴性样品的平均浓度值（ｘ）和标准差（ｓ）。根据公式：
检测限＝ｘ＋３ｓ，计算样品的最低检测限，结果见表１。可以看
出本方法对猪肉、猪肝、鸡肉、鸡肝、鱼肉以及虾肉中 ＡＭＯＺ
的检测限均≤０．１μｇ／Ｌ。

表１　ＡＭＯＺ化学发光试剂盒的检测限

样品
平均值

（μｇ／Ｌ）
标准差

（μｇ／Ｌ）
检测限

（μｇ／Ｌ）

猪肉 ０．０２９ ０．０２０ ０．０９０
猪肝 ０．０３３ ０．０１８ ０．０８６
鸡肉 ０．０３６ ０．０２１ ０．０９８
鸡肝 ０．０２６ ０．０２１ ０．０９０
鱼肉 ０．０３１ ０．０１９ ０．０８７
虾肉 ０．０４１ ０．０１８ ０．０９４

２．３　特异性检测
检测ＡＭＯＺ、呋喃唑酮代谢物（ＡＯＺ）、呋喃妥因代谢物

（ＡＨＤ）、呋喃西林代谢物（ＳＥＭ）、呋喃唑酮、呋喃它酮、呋喃
妥因及呋喃西林５０％的抑制浓度，计算交叉反应率，结果见
表２。结果显示，试剂盒对呋喃类其他药物及其代谢物的交
叉反应率均不大，表明该试剂盒具有良好的特异性。

表２　ＡＭＯＺ化学发光试剂盒特异性

药物 ＩＣ５０（μｇ／Ｌ） 交叉反应率（％）
ＡＭＯＺ ０．１６５ １００．０
ＡＯＺ １６７．０ ０．１
ＡＨＤ １６９．０ ０．１
ＳＥＭ １５８．０ ０．１

呋喃唑酮 １４．９ １．１
呋喃它酮 １．４７ １１．２
呋喃妥因 １５．６ １．１
呋喃西林 １５．２ １．１

２．４　回收率和重复性检测
在检测为阴性的猪肉、猪肝、鸡肉、鸡肝、鱼肉以及虾肉中

分别添加不同剂量的ＡＭＯＺ标准品，用试剂盒检测并计算回收
率。表３结果表明，猪肉、猪肝、鸡肉、鸡肝、鱼肉以及虾肉样品
在 ０．１、０．５μｇ／ｋｇ２个 添 加 水 平 的 平 均 回 收 率 在
７６．９％～９２．８％之间，检测结果的变异系数均≤１２．８％。

表３　ＡＭＯＺ化学发光试剂盒的回收率和重复性

样品

种类

ＡＭＯＺ
添加水平

（μｇ／ｋｇ）

检测结果

（μｇ／ｋｇ）
平均回

收率（％）
变异系

数（％）

猪肉 ０．１ ０．０８０，０．０９４，０．０８３，０．０８２，０．０９４ ８６．６ ７．６
０．５ ０．４２１，０．４５２，０．３８３，０．４８８，０．４８６ ８９．２ ９．９

猪肝 ０．１ ０．０７９，０．０７４，０．０８７，０．０９９，０．０８９ ８５．６ １０．７
０．５ ０．３９１，０．４５０，０．４５２，０．３９９，０．４９５ ８７．５ ９．７

鸡肉 ０．１ ０．０８６，０．０９９，０．０９８，０．０９５，０．０８６ ９２．８ ７．１
０．５ ０．４９９，０．４６９，０．４１６，０．４０３，０．４２１ ８８．３ ９．２

鸡肝 ０．１ ０．０８５，０．０８８，０．０９８，０．０９５，０．０７４ ８８．０ １０．５
０．５ ０．４９６，０．４４８，０．４４１，０．４１２，０．４９１ ９１．５ ７．７

鱼肉 ０．１ ０．０７６，０．０９９，０．０８８，０．０７４，０．０９７ ８６．８ １２．８
０．５ ０．４９６，０．４０３，０．４０１，０．４１３，０．３５７ ８２．８ １２．４

虾肉 ０．１ ０．０８１，０．０８１，０．０７８，０．０９２，０．０８０ ８２．４ ６．９
０．５ ０．３５８，０．４３４，０．３８８，０．３８１，０．３６１ ７６．９ ８．０

２．５　试剂盒的稳定性试验
将试剂盒在３７℃条件下存放不同时间，定时制作标准曲

线并检测实际样品，依据各线性相关系数、ＩＣ５０浓度值、抑制
率及样品回收率判断试剂盒的稳定性。表４结果显示，将试
剂盒置于３７℃进行加速试验，试验前７ｄ检测，各项指标均
正常；试验超过９ｄ后，标准曲线的相关系数均已不符合产品
的质量要求。通过以上试验结果可知，试剂盒的保存期可达

１０个月以上。

表４　稳定性检测结果

３７℃下保存
时间（ｄ） 相关系数 ＩＣ５０

抑制率

（％）
样品回

收率（％）

１ ０．９９３７ ０．１９ ７７．６ ９７．８
３ ０．９９７２ ０．２４ ８２．８ ８８．７
５ ０．９９０７ ０．２２ ９０．１ ７４．５
７ ０．９９１６ ０．２６ ８７．９ ８１．３
９ ０．９７１６ ０．３４ ９６．１ ６８．２
１１ ０．９７１５ ０．４６ １００．０ ５４．８

３　讨论

本研究利用 ＡＭＯＺ半抗原与载体蛋白偶联得到免疫原
和包被原，并通过免疫小鼠获得针对ＡＭＯＺ的单克隆抗体
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櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
ＭｃＡｂ。采用间接竞争酶联免疫吸附法，同时利用鲁米诺作为
发光底物，研制出 ＡＭＯＺ化学发光试剂盒，检测范围在
０．０５～４．０５μｇ／Ｌ，ＩＣ５０值达０．１６１μｇ／Ｌ，ｒ＝０．９９９８。试剂盒
对ＡＯＺ、ＡＨＤ、ＳＥＭ、呋喃唑酮、呋喃它酮、呋喃妥因及呋喃西
林的交叉反应率均很低，对 ＡＭＯＺ有很高的检测特异性，对
猪肉、猪肝、鸡肉、鸡肝、鱼肉以及虾肉样品在０．１、０．５μｇ／ｋｇ
２个添加水平的平均回收率在７６．９％ ～９２．８％，检测结果变
异系数均不大于１２．８％。结果表明，化学发光试剂盒检测所
需时间少，仅需少量仪器，检测结果准确，适合现场大批量样

品的筛选。
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基于可见／近红外光谱的鸡腿菇总糖含量测定方法
李晓文１，李萍萍１，２，袁俊杰１

（１．江苏大学现代农业装备与技术省部共建教育部重点实验室，江苏镇江２１２０１３；２．南京林业大学，江苏南京２１００３７）

　　摘要：基于可见／近红外光谱技术，研究了一种快速无损测量鸡腿菇鲜样总糖含量的检测方法，建立了鸡腿菇鲜样
总糖含量预测模型。以鸡腿菇为研究对象，在一个生长周期内共选取８０个不同成熟度的样品，其中６０个作为校正
集，２０个作为预测集，使用便携式光谱仪采集样品漫反射光谱信息。通过对比发现，将总糖含量化学实测值与光谱值
分析比较发现，采用归一化＋二阶微分＋ＭＡＦ相结合的预处理方式，并以７个主成分建立的偏最小二乘（ＰＬＳ）模型效
果最佳，校正集的相关系数为０．９９８９，内部交叉均方根误差为０．００８２；预测集的相关系数为０．９８２３，预测均方根误
差为０．０８２９。结果表明，利用可见／近红外光谱技术建立的预测模型精度较高，可以实现鸡腿菇总糖含量的快速准确
检测。
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　　鸡腿菇是近年来开发起来的具有商业潜力的珍稀菌种，
因外形像鸡腿，口味像鸡丝而得名［１］。鸡腿菇总糖是鸡腿菇

中重要的生物活性成分。研究表明，鸡腿菇总糖含量与鸡腿

菇抗肿瘤、增加免疫力等药用功能有直接关系［２］，对鸡腿菇

总糖含量的检测具有重要意义。目前，鸡腿菇总糖含量检测

的常规方法是采用费林试剂法或苯酚 －硫酸法等化学方
法［３－４］，该方法存在试验周期长、操作繁杂、易污染环境等，难

以实现样品的在线实时检测。

可见／近红外光谱（ｖｉｓｉｂｌｅａｎｄｎｅａｒ－ｉｎｆｒａｒｅｄｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏ
ｐｙ，ＶＩＳ／ＮＩＲ）分析技术是一种具有分析速度快、处理样品简

单、分析结果准确客观、无损无污染等特点的快速检测手段。

近年来，在农产品糖分浓度检测中得到了广泛的应用［５－７］。

但在食用菌总糖检测方面的报道不多。现有的研究多集中于

利用光谱图像对不同菌种的子实体进行鉴定［８－９］或通过近红

外光谱检测菌丝体对菌种进行鉴别［１０］。常静等使用傅里叶

变换光谱仪对灵芝的多糖含量与光谱吸光度的相关性进行分

析，建立了多糖含量的预测模型［１１］。本研究以鸡腿菇为对

象，对整个生长期内的样品总糖含量进行可见／近红外光谱定
量分析，选取与总糖高相关的特征谱区建立预测模型，并对预

测集进行了预测。

１　材料与方法

１．１　样品准备
试验样品为江苏大学农业工程研究院食用菌栽培控制室

内栽培的鸡腿菇，采用袋式栽培，于２０１２年６月７日覆土，６
月１７日菌丝布满培养床，６月２３日鸡腿菇子实体开始长出，
到６月３０日子实体生长结束，生长期８ｄ。每天选取长势接
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