
(19)中华人民共和国国家知识产权局

(12)发明专利申请

(10)申请公布号 

(43)申请公布日 

(21)申请号 201611141373.6

(22)申请日 2016.12.12

(71)申请人 丹阳亿太生物科技发展有限公司

地址 212009 江苏省镇江市丹阳市开发区

八纬路留学生创业园

(72)发明人 洪霞　杜霞　张淑雅　

(51)Int.Cl.

G01N 33/566(2006.01)

G01N 21/76(2006.01)

G01N 33/535(2006.01)

 

(54)发明名称

一种检测沙拉沙星的化学发光酶联免疫分

析法

(57)摘要

本发明公开了一种沙拉沙星的化学发光酶

联免疫检测试剂盒，包括盒体，设在盒体内的酶

标板和设在盒体内的试剂；其特征在于，所述酶

标板的各孔包被有包被抗原即沙拉沙星类母核

与载体蛋白的偶联物；所述试剂包括：沙拉沙星

类单克隆抗体、辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠抗

体、沙拉沙星类系列标准溶液、浓缩磷酸盐缓冲

液、浓缩洗涤液、化学发光液；本发明的化学发光

酶联免疫检测试剂盒具有高灵敏度、简便快速、

准确度高、检测药物种类多的特点，与传统的比

色ELISA法比较，操作时间大幅度减少；该方法可

直接用于检测肌肉组织（鸡肉、猪肉、鱼肉等）中

的沙拉沙星含量。
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1.一种沙拉沙星的化学发光酶联免疫检测试剂盒，包括盒体，设在盒体内的酶标板和

设在盒体内的试剂；其特征在于，所述酶标板的各孔包被有以沙拉沙星母核与卵清蛋白偶

联制成的包被抗原；所述试剂包括：沙拉沙星类单克隆抗体、辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠

抗体、沙拉沙星类系列标准溶液、浓缩磷酸盐缓冲液、浓缩洗涤液、化学发光液。

2.根据权利要求1所述沙拉沙星类的化学发光酶联免疫检测试剂盒，其特征在于：所述

酶标板为乳白色不透明聚苯乙烯96孔化学发光酶标板。

3.根据权利要求1所述沙拉沙星类的化学发光酶联免疫检测试剂盒，其特征在于：所述

包被抗原浓度为10μg/mL。

4.根据权利要求1所述沙拉沙星类的化学发光酶联免疫检测试剂盒，其特征在于：所述

沙拉沙星单克隆抗体的工作浓度为1∶64000。

5.根据权利要求1所述沙拉沙星类的化学发光酶联免疫检测试剂盒，其特征在于：所述

沙拉沙星的单克隆抗体是由沙拉沙星母核与牛血清蛋白偶合制成的偶联物作为免疫原免

疫Balb/c小鼠制备获得。

6.根据权利要求1所述沙拉沙星的化学发光酶联免疫检测试剂盒，其特征在于：所述沙

拉沙星系列标准溶液浓度分别为：0mg/kg，0.1mg/kg，0.3mg/kg，0.9mg/kg，2.7mg/kg和

8.1mg/kg。

7.根据权利要求1所述沙拉沙星的化学发光酶联免疫检测试剂盒，其特征在于：所述浓

缩磷酸盐缓冲液是每升含NaH2PO4·2H2O  5.74g、Na2HPO4·12  H2O  32.6g的水溶液。

8.根据权利要求1所述沙拉沙星的化学发光酶联免疫检测试剂盒，其特征在于：所述浓

缩洗涤溶液是含有体积分数0.05％吐温-20的pH＝7.4，0.1mol/L磷酸盐缓液。

9.根据权利要求1所述沙拉沙星类的化学发光酶联免疫检测试剂盒，其特征在于：所述

化学发光液A液为鲁米诺含量为0.01M、对甲苯酚含量为0.001M  pH8.8的三(羟甲基)氨基甲

烷溶液；B液为100mL溶液含柠檬酸2.1g，无水Na2HPO4   2.82g，0.75％的过氧化氢脲0.64mL

的溶液，所述百分比为质量百分比。
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一种检测沙拉沙星的化学发光酶联免疫分析法

技术领域

[0001] 本发明涉及一种酶联免疫检测试剂盒，尤其涉及一种沙拉沙星的化学发光酶联免

疫检测试剂盒。

背景技术

[0002] 沙拉沙星是氟喹诺酮类抗生素，具有下列特性：由于独特的化学结构，使其成为兽

医临床药物中十分重要的抗生素。沙拉沙星对革兰氏阴性菌、革兰氏阳性菌和支原体类病

原菌均具有广谱抗菌活性，在一定的浓度下对细菌支原体也具有杀菌作用，还能杀死对抗

生素具有抗药力的细菌，例如抗p一乳酸菌素、氨基糖昔等。沙拉沙星因其具有独特的作用，

自80年代开始就被广泛的应用于动物和鱼虾类的疾病的预防和治疗。但最近的研究发现，

凡使用过沙拉沙星的动物，在一定时期内其产品都有残留，因其具有神经毒性和肾脏毒性，

所以在动物食品中残留会对人类健康造成威胁和影响，欧美国家及我国均要求对其限量使

用。2002年12月我国农业部公告第235号文规定在所有食品动物的肌肉、脂肪中最高残留限

量为100 μg  /kg，在所有食品动物的肝、肾中最高残留限量为200 μg/kg。因此，沙拉沙星己

经列为兽药残留监控的重点。检测沙拉沙星残留量的化学方法主要有薄层色谱法(TLC)、气

相色谱法(GC)、高效液相色谱法(HPLC)、气一质联机(GC/MS)、液一质联机(HPLC/MS)、毛细

管电泳(CE)等，由于复杂的仪器设各和繁琐的过程，不适合现场监控和大量样本筛查。

[0003] 免疫分析技术以其抗原抗体反应的高度专一性，以及测定方法简单、快速、灵敏度

高、费用低和适于现场大批量样品筛选等优点，在农兽药残留分析中展示了广泛的应用前

景。随着农药残留免疫学检测技术不断被完善和商品化，免疫学检测技术会成为食品农兽

药残留和食品安全质量控制的有效快速检测手段。基于目前兽药残留诊断试剂的研究现

状，及时开发出优于目前的、快速灵敏的检测试剂可谓是当务之急。虽然农兽药残留分析的

方法虽然有很多，但是利用免疫学技术进行分析是特异性最好、检测时间最短的方法。

[0004] 目前，检测沙拉沙星的方法主要有：高效液相色谱法(HPLC)、色/质联用分析法

(LC-MS)、液/质联用分析法(LC-MS/MS)。薄层色谱法的缺陷是：操作过程复杂，时间长；操作

人员需要经过专业培训；影响分析的干扰因素较多，结果重复性差。放射免疫法，高效液相

色谱法、色/质连用分析法、液/质联用分析法这些理化方法的缺陷是仪器设备昂贵，样品前

处理复杂，费时，费力，不易普及，检测费用高，特别是放射免疫法还需要配备放射源，有一

定危险性。鉴于此，建立一种有效、快速、简单、灵敏的检测肌肉组织中沙拉沙星含量的方法

具有重要意义。

发明内容

[0005] 本发明的目的是提供一种沙拉沙星的化学发光酶联免疫检测试剂盒。该试剂盒具

有检测灵敏度高、应用灵活、方便的特点。

[0006] 本发明所述沙拉沙星的化学发光酶联免疫检测试剂盒，包括盒体，设在盒体内的

酶标板和设在盒体内的沙拉沙星系列标准溶液、酶标羊抗兔抗体、沙拉沙星抗体、发光溶
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液、洗涤溶液、包被溶液及封闭溶液；其特征在于：

所述酶标板的各孔包被有以沙拉沙星与卵清蛋白偶合制成的包被抗原，其中包被抗原

浓度优选10μg/mL。

[0007] 所述卵清蛋白的分子量范围优选6.7KDa~6.8KDa。

[0008] 所述沙拉沙星系列标准溶液分别是0mg/kg，0 .1mg/kg，0 .3mg/kg，0 .9mg/kg，

2.7mg/kg和8.1mg/kg所述酶标羊抗兔抗体为辣根过氧化酶-羊抗兔IgG原液，其工作浓度优

选为1:1000。

[0009] 所述沙拉沙星抗体是由沙拉沙星与分子量范围是6.7KDa~6.8KDa的牛血清蛋白偶

合制成的人工免疫原免疫动物制得的多克隆抗体，其工作浓度优选为1:1000。

[0010] 所述发光液是0.01M鲁米诺与0.001M对甲苯酚的三(羟甲基)氨基甲烷溶液(pH＝

8.8)和3/10000(体积比)H2O2的混合液。所述鲁米诺为发光底物，对甲苯酚为发光增强剂。

[0011] 所述洗涤溶液是含有体积分数0.05％吐温-20的pH7.5、0.1mol/L磷酸盐缓冲液。

[0012] 所述包被溶液是每升水中含1.59g碳酸钠和2.53g碳酸氢钠的溶液，pH为9.5。

[0013] 所述封闭溶液是每升洗涤溶液中含10g卵清蛋白(OVA，ovalbumin，也称鸡卵清白

蛋白或鸡卵白蛋白，由386aa组成，分子量约43Kd)且加入重量分数0.5％NaN3的溶液。

[0014] 本发明试剂盒最大检测范围为0.1mg/kg~8.1mg/kg。

[0015] 本发明试剂盒中涉及的沙拉沙星标准溶液、酶标羊抗兔抗体溶液、沙拉沙星抗体

溶液、发光溶液及洗涤溶液及其配方对本发明试剂盒检测的灵敏度影响很大；其中各溶液

的主要成分及其配制方法是：

1、沙拉沙星标准溶液：以常规方法配制浓度分别为0mg/kg，0 .1mg/kg，0 .3mg/kg，

0.9mg/kg，2.7mg/kg和8.1mg/kg的沙拉沙星标准溶液；

2、酶标羊抗兔抗体溶液：酶标羊抗兔抗体为辣根过氧化酶-羊抗兔IgG原液，使用时用

洗涤溶液配制成1:1000的工作浓度；

3、沙拉沙星抗体溶液：沙拉沙星抗体是用人工免疫抗原免疫动物制得的多克隆抗体，

将所得沙拉沙星抗体用洗涤溶液稀释成1:1000的工作浓度；

4、发光溶液：是0.01M鲁米诺与0.001M对甲苯酚的三(羟甲基)氨基甲烷溶液(pH＝8.8)

和3/10000(体积比)H2O2的混合液；

5、洗涤溶液：指含有体积分数0.05％吐温-20的pH7.5、0.1mol/L磷酸盐缓冲液；

6、包被溶液：1.59g碳酸钠和2.53g碳酸氢钠溶于1L水中，调节pH为9.5；

7、封闭溶液配制：10g  OVA溶于1L洗涤溶液中，再加入重量比为0.05％的NaN3。

[0016] 本发明所述酶标板的制备：

本发明所述酶标板的包被方法是采用沙拉沙星-OVA在设定的包被溶液中，以设定的浓

度，在4℃中过夜反应包被。

[0017] 本发明采用的是pH为9.5的碳酸钠-碳酸氢钠缓冲溶液。本发明酶标板中所包被的

沙拉沙星-卵清蛋白(OVA)在碱性环境下可以很好的结合在微孔板塑料表面上，可以经受多

次洗板，采用的包被抗原浓度为10μg/mL。

[0018] 包被好的酶标板可以用封闭溶液封闭，封闭液中惰性蛋白优选卵清蛋白(OVA)，需

加入NaN3防止变质。

[0019] 沙拉沙星抗体溶液和酶标羊抗兔抗体溶液的制备：
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本发明中沙拉沙星抗体溶液、酶标羊抗兔抗体溶液浓度是决定本发明中莱克多巴胺酶

联免疫测试试剂盒测定范围及灵敏度的重要因素。

[0020] 本发明中涉及的沙拉沙星抗体溶液可以用洗涤溶液配制成浓度为0.1~8.1mg/kg

溶液；或用洗涤溶液稀释成1:1000的工作浓度。

[0021] 本发明中涉及的酶标羊抗兔抗体溶液优选用洗涤溶液配制的浓度为1:1000。

[0022] 按照上述沙拉沙星抗体溶液浓度和酶标羊抗兔抗体溶液浓度制备的试剂盒可以

达到很好的线性范围(标准线范围可以达到0.1mg/kg~8.1mg/kg)及和好的灵敏度(0.2mg/

kg)。

[0023] 发光溶液的配制：

本发明采用辣根过氧化酶标记底物发光系统，主要是鲁米诺-过氧化氢系统。

[0024] 所述发光液是0.01M鲁米诺与0.001M对甲苯酚的三(羟甲基)氨基甲烷溶液(pH＝

8.8)和3/10000(体积比)H2O2的混合液。所述鲁米诺为发光底物，对甲苯酚为发光增强剂。

[0025] 本发明的原理是将抗体-抗原反应的高度特异性与酶催化的高度灵敏性结合起

来，利用酶催化底物的化学发光反应检测产物浓度。

[0026] 本发明的化学发光酶联免疫检测试剂盒具有灵敏度高、简便快速、准确的点，与传

统的比色ELISA法比较，灵敏度可以提高一个数量级。有望在肌肉组织产品中的沙拉沙星残

留检测中发挥重要作用。

具体实施方式

[0027] 实施例1、免疫原、包被抗原的及抗体的制备

(1)免疫原的合成

将沙拉沙星与牛血清蛋白(BSA)采用对氨基苯甲酸法进行偶联得到免疫原。具体包括

以下步骤：

a、称取14mg(100μmol)对氨基苯甲酸(ABA)溶入1.5mL0.2M盐酸中，然后称取8.3mg(120

μmol)的亚硝酸钠(NaNO2)溶在0.24mL的蒸馏水中，0—4℃搅拌，将亚硝酸钠(NaNO2)溶液逐

滴加入到对氨基苯甲酸溶液中，避光反应1小时，得溶液A；

b、称取34mg(100μmol)沙拉沙星溶在5mL冰冷的硼砂缓冲(0.05M)(pH8.5，含0.15M的

NaCl)中，0-4℃搅拌，将上述的A溶液2mL逐滴加入到该溶液中，避光反应2小时，得到桔黄色

溶液；

c、把溶液加少量的硼酸晶体调pH至7.4，然后加入136mg(2μmol)cBSA(牛血清白蛋白)，

同时加入160mg(834μmol)水溶性碳二亚胺(EDC)，48mg(417μmol)N-羟基琥珀酰亚胺(NHS)，

室温搅拌3小时，得桔黄色溶液；

d、将反应液转移到半透膜中，在0-4℃用磷酸盐缓冲溶液(PBS)(0.01M，pH7.4)透析3

天，其间每4-6小时换一次透析液；随后用高纯水透析3天，其间每4-6小时换一次透析液；透

析完毕，用冷冻干燥机冻干，得桔黄色固体粉末即为免疫原(沙拉沙星与牛血清蛋白的偶联

物)，-20℃保存，备用。

[0028] (2)包被抗原的合成

将沙拉沙星与卵清蛋白(OVA)采用1，4-丁二醚法进行偶联得到包被抗原。具体包括以

下步骤：
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a.称取66mg卵清蛋白(OVA)溶于5mL50mM碳酸盐(pH10.7)缓冲液中，然后向溶液中加入

28μL(147.9μmol)的1，4-丁二醚(BDE)，室温反应24小时，得溶液A；

b.称取76mg(277 .1μmol)沙拉沙星溶于1ml  DMF(无水N-N二甲基甲酰胺)中，再加

1mL50mM碳酸盐(pH10.7)缓冲液中，把溶液A通入氮气，随后将沙拉沙星溶液逐滴加入A溶液

中，室温反应24小时，得淡黄色溶液；

c.将反应液转移到半透膜中，在0-4℃用磷酸盐缓冲溶液(PBS)(0.01M，pH7.4)透析3

天，其间每4-6小时换一次透析液；随后用高纯水透析3天，其间每4-6小时换一次透析液；透

析完毕，用冷冻干燥机冻干，得白色固体粉末即为包被抗原(沙拉沙星与卵清蛋白的偶联

物)，-20℃保存，备用。

[0029] (3)沙拉沙星多克隆抗体的制备

采用新西兰大白兔作为免疫动物，以沙拉沙星与分子量范围是6.7KDa～6.8KDa的牛血

清蛋白的偶联物为免疫原，首次免疫剂量为500μg/mL，首免时将免疫原溶于入等体积的生

理盐水和弗氏完全佐剂制成乳化剂，颈背部多点注射，以后免疫取剂量减半的免疫原溶于

等体积的生理盐水和弗氏不完全佐剂混合乳化，首免与二免间隔20天，以后每隔两周免疫

一次共免疫五次，最后一次不加佐剂。最后一次免疫7天以后心脏采血，离心得抗血清，得到

沙拉沙星多克隆抗体。

[0030] 实施例2、沙拉沙星-ELISA检测方法的建立

(1)抗体与包被抗原浓度的优选(方阵)

纵向用每种包被抗原按40.0μg/mL、20.0μg/mL、10.0μg/mL、5.0μg/mL、2.5μg/mL、1.25μ

g/mL、0.625μg/mL、0.3125μg/mL的系列稀释度包被酶标板，100μL/孔，0-4℃放置过夜，用洗

涤液洗板三次，每次拍干；250μL/孔封闭溶液封闭，室温放置2小时，洗板三次，每次拍干；加

入100μL/孔一系列稀释的抗体(1:100至1:1024000)，室温放置2.5小时，洗板三次，每次拍

干；加入100μL/孔的1:1000的辣根过氧化酶-羊抗兔IgG抗体，室温放置1小时，洗板三次，每

次拍干；加入100μL/孔的发光液，测定发光值。以发光值随包被抗原的浓度有明显梯度变化

的包被抗原浓度和抗体稀释度为最佳浓度进行特异性测定。

[0031] (2)抗体灵敏度的测定

根据上述对抗体及包被抗原浓度的优选实验，申请人选择并确定抗体浓度为1:1000，

包被抗原浓度为10μg/mL进行抗体的灵敏度的测定：

a、包被：用0.05M  pH9.6的碳酸盐包被溶液将沙拉沙星的包被抗原配成10μg/mL的溶

液，每个聚苯乙烯板的反应孔中加100μL，4℃过夜；

次日，弃去孔内溶液，用洗涤缓冲液洗3次，300μL/孔，每次5分钟，拍干；(此步简称洗

涤，下同)；

b、封闭：用封闭溶液封闭上述已包被的酶标板，250μL/孔，室温孵2-4小时，然后洗涤；

c、加样：加稀释沙拉沙星抗体(1:1000)50μL/孔与不同浓度的沙拉沙星溶液50μL/孔于

上述已封闭的反应孔中，室温2-4小时，然后洗涤；

d、加酶标抗体：于各反应孔中，加入新鲜稀释辣根过氧化酶-羊抗兔IgG的抗体(1:

1000)100μL/孔，1.5小时，洗涤；

e、发光：于各反应孔中加入临时配制的发光溶液100μL/孔，立即用化学发光免疫分析

仪检测；
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f、检测结果以抑制率计算：

抑制率（％）＝B/Bo％，B是不同浓度的药物作为竞争者的发光值，Bo是不加药的发光

值，计算50％抑制率时药物的浓度即为该抗体的灵敏度。

[0032] 实施例3、检测沙拉沙星的化学发光酶联免疫试剂盒

(1)检测沙拉沙星的化学发光酶联免疫试剂盒的组成

a、包被有包被抗原(沙拉沙星与载体蛋白的偶联物)的固相载体(酶标板)；

b、沙拉沙星标准溶液：0mg/kg，0.1mg/kg，0.3mg/kg，0.9mg/kg，2.7mg/kg和8.1mg/kg；

c、酶标羊抗兔抗体溶液：酶标羊抗兔抗体为辣根过氧化酶-羊抗兔IgG原液，装入，使用

时用洗涤溶液配制成1:1000的工作浓度；

d、沙拉沙星抗体溶液：用人工免疫抗原免疫动物制备所得的多克隆抗体，将所得沙拉

沙星抗体用洗涤溶液稀释成1:1000工作浓度；

e、发光溶液：使用pH8.8的0.0001M对甲苯酚的三(羟甲基)氨基甲烷溶液配制成0.01M

的鲁米诺溶液，再与H2O2按照3:10000的体积比混合；

f、洗涤溶液：含有体积分数0.05％吐温-20的pH7.5、0.1mol/L磷酸盐缓冲液；

g、包被溶液：1.59g碳酸钠和2.53g碳酸氢钠溶于1L水中，调节pH9.5；

h、封闭溶液配制：10g卵清蛋白(OVA)溶于1L洗涤溶液中，再加入重量比为0.05％的

NaN3。

[0033] (2)酶标板的制备

用包被液将包被抗原稀释成10μg/mL，每孔加入100μL，4℃过夜，倾去包被液，每孔加入

250μL洗涤液洗涤3次，拍干，然后每孔加入封闭液250μL，37℃孵育1h，倾去孔内液体，洗涤

液洗涤3次，拍干，用锡箔纸真空密封保存。

实施例

[0034] 4、检测沙拉沙星的化学发光酶联免疫试剂盒的应用

(1)试剂的配制

a.样品稀释液：将试剂盒中提供的浓缩磷酸盐缓冲溶液用蒸馏水稀释10倍后使用；

b.洗涤溶液：将试剂盒中提供的浓缩洗涤液用蒸馏水稀释10倍后使用；

c.发光溶液：0.01M鲁米诺+0.001M对甲苯酚的三(羟甲基)氨基甲烷溶液(pH8.8)+3/

10000(体积比)H2O2。

[0035] (2)检测步骤

a、加样：向酶标板微孔中加入沙拉沙星系列标准浓度溶液或样品溶50μL，然后加入沙

拉沙星抗体溶液50μL，室温(25℃)恒温孵育2.5h；

b、洗涤：倾出孔中液体，每孔加入洗涤溶液250μL，洗涤3次，拍干；

c、加酶标羊抗兔抗体溶液：每孔加入酶标羊抗兔抗体溶液100μL，室温恒温孵育1h；

d、洗涤：倾出孔中液体，每孔加入洗涤溶液250μL，洗涤3次，拍干；

e、加发光溶液：每孔加入发光溶液100μL；

f、检测：用化学发光免疫分析仪测定每孔的发光强度。

[0036] (3)结果判断

所获得的标准品和样品发光值的平均值除以第一个标准(0标准)的发光值再乘以100，
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以抑制率为纵坐标，沙拉沙星浓度的对数为横坐标作标准曲线，每一个样品的浓度可以从

标准曲线上读出。

[0037] 抑制率（％）＝标准品发光值(或样品)×100％/0标准品发光值。

[0038] 实施例5试剂盒精密度和准确度试验

取0.1mg/kg，0.3mg/kg，0.9mg/kg，2.7mg/kg和8.1mg/kg的沙拉沙星标样，添加到肌肉

组织样品中，来检测沙拉沙星回收率。每个浓度的批间变异系数都以不同的5天的5个重复

数据进行计算，批内变异系数以同一天的5次重复数据计算。

[0039] 根据制定的标准曲线的线性方程进行回收率的定量计算。

[0040] 从上述测定结果看，变异系数低于25.4％，回收率82-118％之间。表明本试剂盒有

很好的重复性和准确度。
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