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(57)摘要

本发明公开了一种氯霉素免疫检测试剂及

其制备和检测方法。包括：酶标氯霉素、用于检测

氯霉素抗体-酶标氯霉素复合物的指示试剂；上

述酶标氯霉素由氯霉素和葡萄糖脱氢酶偶联而

成。本发明的氯霉素免疫检测试剂可以精确快速

地确定人体血液等样品中氯霉素含量。与市场上

现有的检测试剂相比，本发明检测试剂具有方便

快速、灵敏度高、特异性强、定量准确等优点，有

利于临床的推广使用。
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1.一种氯霉素免疫检测试剂及其制备和检测方法，其特征在于：酶标氯霉素、用于检测

氯霉素抗体-酶标氯霉素复合物的指示试剂。

2.根据权利要求1所述的氯霉素的免疫检测试剂，其特征在于：所述酶标氯霉素由氯霉

素和葡萄糖脱氢酶偶联而成。

3.根据权利要求1所述的氯霉素免疫检测试剂，其特征在于：所述指示试剂选自酶试

剂，包括：酶标偶联物和酶的底物；上述酶标偶联物包括葡萄糖脱氢酶-氯霉素偶联物；上述

酶的底物为葡萄糖。

4.一种氯霉素免疫检测试剂及其制备方法，其特征在于，包括如下步骤：

（1）葡萄糖脱氢酶-氯霉素偶联物的制备：氯霉素（CAP）半抗原的制备，葡萄糖脱氢酶

（GDH）与氯霉素半抗原偶联，纯化偶联的酶标抗原。

5.（2）氯霉素均相酶免疫检测试剂的制备：

试剂1的制备：由氯霉素抗体和均相酶底物混合而成；

试剂2的制备：由葡萄糖脱氢酶-氯霉素偶联物与磷酸盐缓冲液混合而成。

6.根据权利要求5所述的一种氯霉素免疫检测试剂的制备方法，其特征在于，所述的步

骤（1）具体过程为：

1）氯霉素（CAP）半抗原的制备

a.  称取CAP  500-1500  mg和琥珀酸酐200-800  mg加入圆底烧瓶中，加入无水吡啶5-15 

mL减压蒸馏，收集115℃馏分；

b.  然后55~60℃冷凝回流10-16  h，反应液用旋转蒸发仪蒸去吡啶，得红色糖浆状物A；

c.  加入乙酸乙酯20-100  mL和盐酸5-20  mL，充分振荡，再分离酸层；

d.  反应物用Na2CO3  5-20  mL溶解，加入BaAc，80℃搅拌反应0.5-2  h，室温过滤得钡盐

粗品B；

e.  用双蒸水加热溶解钡盐B并用盐酸调pH值为2-4，滤出沉淀，真空干燥得单酯粗品C；

f.  用乙醇溶解单酯粗品C，Sephadex  G-25过柱纯化，真空干燥得单酯纯品，即目标产

物氯霉素半琥珀酸酯(CAP-HS)。

7.2）葡萄糖脱氢酶（GDH）与氯霉素的偶联

a.  称取CAP-HS  100-300  mg溶于5-25  mL  DMF和1,4-二氧六环混合液中，加入三丁胺

50-200  mL，冰浴条件下搅拌反应5-20  min；

b.  加入氯甲酸异丁酯20-100  mL，室温搅拌反应0.5-2  h，此为A液；

c.  称取GDH  100-500  mg  溶于50%  DMF水溶液10-50  mL中，冰浴条件下用NaOH调pH值

为8-9，此为B液；

d.  冰浴搅拌条件下将B液逐滴加入到A液中，维持pH值为8-9，4℃搅拌反应8-16  h。

8.3）纯化偶联的酶标抗原

通过G-25凝胶层析柱纯化偶联的酶标抗原，得到葡萄糖脱氢酶-氯霉素偶联物，于2-8

℃下储存。

9.根据权利要求5所述的一种氯霉素免疫检测试剂的制备方法，其特征在于，步骤（2）

的具体过程如下：

试剂1的制备：将2-5  g氧化态的烟酰胺腺嘌呤二核苷酸NAD、0.5-3  g葡萄糖用0.5-2  L

磷酸盐缓冲液溶解制成均相酶底物；将氯霉素抗体加到上述均相酶底物中，抗体与均相酶
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底物的体积比为1:100～1:10000；

试剂2的制备：将制备的葡萄糖脱氢酶-氯霉素偶联物加到磷酸盐缓冲液中，上述偶联

物与磷酸盐缓冲液的体积比为1:100～1:10000。

10.利用权利要求1至4任意一项所述的氯霉素免疫检测试剂的检测方法，其特征在于，

包括以下步骤：

1）将待测样本与氯霉素抗体接触；

2）根据待测样本中氯霉素与氯霉素抗体的结合情况，利用指示试剂判断样本中氯霉素

的含量；所述待测样本为血清、血浆、唾液或尿液。
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一种氯霉素免疫检测试剂及其制备和检测方法

技术领域

[0001] 本发明涉及医学检验领域，具体是一种氯霉素免疫检测试剂及其制备和检测方

法。

背景技术

[0002] 氯霉素（Chloramphenicol，CAP）是一种应用比较广泛的抗生素，对家禽、家畜、水

产养殖动物传染病的预防、控制和治疗起着相当重要的作用。氯霉素因其抗菌消炎作用，对

皮肤炎症有一定疗效，因此常被添加在祛痘除螨类化妆品中。但由于人体脸部皮肤柔嫩，黏

膜血管丰富，对药物吸收非常快，从而破坏皮肤表面的正常菌群，导致皮疹、速发性过敏等

不良反应。同时氯霉素存在严重的副作用，会造成人的再生障碍性贫血、粒细胞缺乏症等疾

病。其在动物性食品中的残留也危害着人类的健康，我国和世界上多数国家禁止CAP用于食

品动物。

[0003] 目前检测氯霉素的常用方法有：微生物检测法、色谱分析法、免疫检测法。微生物

检测法灵敏度较低；色谱分析法样品前处理麻烦，分析速度慢，费用高；免疫分析法具有快

速、灵敏度高、高通量的特点。其中免疫分析方法有酶联免疫法、胶体金免疫层析技术等。其

中酶联免疫分析法操作相对繁琐，对操作人员的专业知识要求较高；胶体金免疫层析技术

稳定性较差、灵敏度较低等。

[0004] 本发明采用的方法为均相酶免疫检测法，其优点为：操作简便、快速、灵敏度高、准

确性好、适合于自动化，应用广泛，并且用全自动生化分析仪对小分子物质和大分子物质都

能高通量快速测定。

发明内容

[0005] 本发明的目的在于解决现有技术中氯霉素检测过程操作复杂、以及测定准确度低

的问题，本发明提供了一种快速、灵敏度高、准确检测出待测样本中氯霉素含量的氯霉素均

相酶免疫检测试剂及其制备方法。

[0006] 为实现上述目的，本发明提供如下技术方案：

一种氯霉素免疫检测试剂及其制备和检测方法，其特征在于：酶标氯霉素、用于检测氯

霉素抗体-酶标氯霉素复合物的指示试剂；上述酶标氯霉素由氯霉素和葡萄糖脱氢酶偶联

而成。

[0007] 作为本发明进一步的方案，所述指示试剂选自酶试剂，包括：酶标偶联物和酶的底

物；上述酶标偶联物包括葡萄糖脱氢酶-氯霉素偶联物；上述酶的底物为葡萄糖。

[0008] 作为本发明进一步的方案，所述的一种氯霉素免疫检测试剂及其制备方法，其特

征在于，包括如下步骤：

（1）葡萄糖脱氢酶-氯霉素偶联物的制备：氯霉素（CAP）半抗原的制备，葡萄糖脱氢酶

（GDH）与氯霉素半抗原偶联，纯化偶联的酶标抗原。

[0009] （2）氯霉素均相酶免疫检测试剂的制备：
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试剂1的制备：由氯霉素抗体和均相酶底物混合而成；

试剂2的制备：由葡萄糖脱氢酶-抗原偶联物与磷酸盐缓冲液混合而成。

[0010] 作为本发明进一步的方案，所述的一种氯霉素免疫检测试剂的制备方法，其特征

在于，所述的步骤（1）具体过程为：

1）氯霉素（CAP）半抗原的制备

a.  称取CAP  500-1500  mg和琥珀酸酐200-800  mg加入圆底烧瓶中，加入无水吡啶5-15 

mL减压蒸馏，收集115℃馏分；

b.  然后55~60℃冷凝回流10-16  h，反应液用旋转蒸发仪蒸去吡啶，得红色糖浆状物A；

c.  加入乙酸乙酯20-100  mL和盐酸5-20  mL，充分振荡，再分离酸层；

d.  反应物用Na2CO3  5-20  mL溶解，加入BaAc，80℃搅拌反应0.5-2  h，室温过滤得钡盐

粗品B；

e.  用双蒸水加热溶解钡盐B并用盐酸调pH值为2-4，滤出沉淀，真空干燥得单酯粗品C；

f.  用乙醇溶解单酯粗品C，Sephadex  G-25过柱纯化，真空干燥得单酯纯品，即目标产

物氯霉素半琥珀酸酯(CAP-HS)。

[0011] 2）葡萄糖脱氢酶（GDH）与氯霉素的偶联

a.  称取CAP-HS  100-300  mg溶于5-25  mL  DMF和1,4-二氧六环混合液中，加入三丁胺

50-200  mL，冰浴条件下搅拌反应5-20  min；

b.  加入氯甲酸异丁酯20-100  mL，室温搅拌反应0.5-2  h，此为A液；

c.  称取GDH  100-500  mg  溶于50%  DMF水溶液10-50  mL中，冰浴条件下用NaOH调pH值

为8-9，此为B液；

d.  冰浴搅拌条件下将B液逐滴加入到A液中，维持pH值为8-9，4℃搅拌反应8-16  h。

[0012] 3）纯化偶联的酶标抗原

通过G-25凝胶层析柱纯化偶联的酶标抗原，得到葡萄糖脱氢酶-氯霉素偶联物，于2-8

℃下储存。

[0013] 作为本发明进一步的方案，所述的一种氯霉素免疫检测试剂的制备方法，其特征

在于，步骤（2）的具体过程如下：

试剂1 的制备：将2-5  g氧化态的烟酰胺腺嘌呤二核苷酸NAD、0.5-3  g葡萄糖用0.5-2 

L磷酸盐缓冲液溶解制成均相酶底物；将氯霉素抗体加到上述均相酶底物中，抗体与均相酶

底物的体积比为1:100～1:10000；

试剂2的制备：将制备的葡萄糖脱氢酶-氯霉素偶联物加到磷酸盐缓冲液中，上述偶联

物与磷酸盐缓冲液的体积比为1:100～1:10000。

[0014] 作为本发明进一步的方案，所述的氯霉素免疫检测试剂的检测方法，其特征在于，

包括以下步骤：

1）将待测样本与氯霉素抗体接触；

2）根据待测样本中酶标氯霉素与氯霉素抗体的结合情况，利用指示试剂判断样本中氯

霉素的含量；所述待测样本为血清、血浆、唾液或尿液。

[0015] 本发明的原理是抗原与酶结合成酶标抗原，保留抗原和酶的生物活性，当酶标抗

原与抗体结合后，抗原分子上的酶蛋白与抗体密切接触，使酶的活性中心受到影响，酶的活

性受到抑制。测定时样本中的抗原、酶标抗原与抗体竞争性结合，样本中的抗原含量越高，
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加底物后其OD值越高。

[0016] 本发明的优点在于：本发明的氯霉素免疫检测试剂可以精确快速地确定人体血液

等样品中氯霉素含量。与市场上现有的检测试剂相比，本发明检测试剂具有方便快速、灵敏

度高、特异性强、定量准确等优点，有利于临床的推广使用。

附图说明

[0017] 图1 是氯霉素均相酶免疫反应校准曲线图。

[0018] 图2 是氯霉素均相酶免疫线性范围图。

具体实施方式

[0019] 本发明提供了一种氯霉素免疫检测试剂及其制备和检测方法，为使本发明目的、

技术方案及效果更加清楚、明确，以下对本发明进行详细说明。

[0020] 本发明提供了一种氯霉素免疫检测试剂及其制备和检测方法。包括：酶标氯霉素、

用于检测氯霉素抗体-酶标氯霉素复合物的指示试剂；上述酶标氯霉素由氯霉素和葡萄糖

脱氢酶偶联而成。

[0021] 本发明中所指的“氯霉素”不仅仅指完整的氯霉素分子，也包括保留完整抗原特异

性结合能力的氯霉素片断或者衍生物。

[0022] 一种氯霉素均相酶免疫检测试剂，包括：酶标氯霉素、用于检测氯霉素抗体-酶标

氯霉素复合物的指示试剂。指示试剂选自酶试剂、放射性同位素试剂、荧光试剂和化学发光

试剂。优选的，指示试剂为酶试剂，包括：酶标偶联物和酶的底物。其中，酶标偶联物包括葡

萄糖脱氢酶-抗原偶联物，其可通过化学合成方法得到。

[0023] 上述的氯霉素免疫检测试剂的使用方法，包括以下步骤：

1）将待测样本与氯霉素抗体接触；

2）根据待测样本中酶标氯霉素与氯霉素抗体的结合情况，利用指示试剂判断样本中氯

霉素的含量；所述待测样本为血清、血浆、唾液或尿液等。优选的，待测样本为血清或血浆。

[0024] 下面通过具体的实施例对本发明进行详细说明。

[0025] 实施例一：葡萄糖脱氢酶-抗原偶联物的制备

1）氯霉素（CAP）半抗原的制备

a.  称取CAP  966  mg和琥珀酸酐600  mg加入圆底烧瓶中，加入无水吡啶10  mL减压蒸

馏，收集115℃馏分；

b.  然后55~60℃冷凝回流12  h，反应液用旋转蒸发仪蒸去吡啶，得红色糖浆状物A；

c.  加入乙酸乙酯50  mL和0.  1mol/  L盐酸10  mL，充分振荡，再分离酸层；

d.  反应物用10%  Na2CO3  10  mL溶解，加入BaAc，80℃搅拌反应1  h，室温过滤得钡盐粗

品B；

e.  用双蒸水加热溶解钡盐B并用盐酸调pH值为3，滤出沉淀，真空干燥得单酯粗品C；

f.  用乙醇溶解单酯粗品C，Sephadex  G-25过柱纯化，真空干燥得单酯纯品，即目标产

物氯霉素半琥珀酸酯（CAP-HS）。

[0026] 2）葡萄糖脱氢酶（GDH）与氯霉素的偶联

a.  称取CAP-HS  127  mg溶于12  mL  DMF和1,4-二氧六环混合液中，加入三丁胺78.  6 
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mL，冰浴条件下搅拌反应10  min；

b.  加入氯甲酸异丁酯45  mL，室温搅拌反应1  h，此为A液；

c.  称取GDH  300  mg 溶于50%  DMF水溶液20  mL中，冰浴条件下用1  mol/L  NaOH调pH值

为8.5，此为B液；

d.  冰浴搅拌条件下将B液逐滴加入到A液中，维持pH值为8.5，4℃搅拌反应12  h。

[0027] 3）纯化偶联的酶标抗原

通过G-25凝胶层析柱纯化偶联的酶标抗原，得到葡萄糖脱氢酶-氯霉素偶联物，于2-8

℃下储存。

[0028] 实施例二：氯霉素均相酶免疫检测试剂的制备

氯霉素均相酶免疫检测试剂，包括：酶标氯霉素、用于检测氯霉素抗体-酶标氯霉素复

合物的指示试剂。指示试剂选自酶试剂、放射性同位素试剂、荧光试剂和化学发光试剂。优

选的，指示试剂为酶试剂，包括：酶标偶联物和酶的底物。其中，酶标偶联物包括葡萄糖脱氢

酶-抗原偶联物，其可通过化学合成方法得到。

[0029] 氯霉素均相酶免疫检测试剂在使用之前，为了避免指示试剂中的酶标偶联物和酶

的底物发生反应，酶标偶联物和酶的底物是分开放置的，因此氯霉素均相酶免疫检测试剂

包括两种分开设置的试剂，具体如下：

1.试剂1 的制备：将3.588  g（10  mM）氧化态的烟酰胺腺嘌呤二核苷酸NAD、1.802  g（10 

mM）葡萄糖用1L  50  mM、pH  8.0的磷酸盐缓冲液溶解制成均相酶底物；将氯霉素抗体加到上

述均相酶底物中，抗体与均相酶底物的体积比为1:100～1:10000，在本实施例中具体的比

例为1:650。

[0030] 2.试剂2的制备：将制备的葡萄糖脱氢酶-氯霉素偶联物加到50  mM、pH  8.0的磷酸

盐缓冲液中，上述偶联物与磷酸盐缓冲液的体积比为1:100～1:10000，在本实施例中具体

的比例为1:1800。

[0031] 上述氯霉素均相酶免疫检测试剂的使用方法，包括以下步骤：

1）将待测样本与氯霉素抗体接触；

2）根据待测样本中酶标氯霉素与氯霉素抗体的结合情况，利用指示试剂判断样本中氯

霉素的含量；

具体的，检测时将待测样本加到试剂1中，待测样本中的氯霉素与试剂1中的氯霉素抗

体发生特异性结合，生成抗氯霉素抗体-氯霉素复合物；再加入试剂2，此时试剂2中的葡萄

糖脱氢酶-氯霉素偶联物与试剂1中的酶的底物混合、接触，发生酶促反应，构成检测氯霉素

抗体-酶标氯霉素复合物的指示试剂，指示试剂根据待测样本中氯霉素与上述氯霉素抗体

的结合情况判断待测样本中氯霉素的含量。

[0032] 由于葡萄糖脱氢酶-抗原偶联物与待测样本中的氯霉素竞争性结合氯霉素抗体，

所以，待测样本中氯霉素的量越多，均相酶溶液中游离的葡萄糖脱氢酶-抗原偶联物的量越

多，酶促反应越快，导致OD340 上升。

[0033] 上述待测样本为生理样本，例如血清、血浆、尿液、唾液等，作为一种优选的方案，

上述待测样本为血清或血浆。

[0034] 实施例三：氯霉素均相酶免疫检测试剂反应校准曲线。

[0035] 1）校准品配制：将市售人氯霉素重组蛋白溶于类似人血清基质的溶液（NaCl 
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0.9%，BSA  0.2%，NaN3  0.1%，Tris-HCl  pH  7.4）中，制成不同浓度的校准品。以北京望尔生物

科技有限公司氯霉素校准品为原始标准，采用其氯霉素试剂盒对不同浓度的校准品分别检

测10次，求出均值，得到氯霉素校准品的浓度：0.05，0.25，0.75，1.5，2.5，5  ng/mL。

[0036] 2）生化分析仪检测：以日立7170操作为例：测定波长为340  nm，分别取不同浓度的

校准品溶液（15μL），加入氯霉素R1试剂（160μL），混匀，再加入氯霉素R2试剂（40μL），混匀后，

测定不同时间点的OD340 吸光值，算出不同校准品浓度时的反应速率，实际操作过程中需不

断调整试剂1和试剂2的体积比例，同时调整测光点，最后得出较理想的反应标准曲线图，每

管重复测定3次，以各校准管3次测得的吸光度差值ΔA的平均值为纵坐标，对应的校准品浓

度为横坐标，绘制“浓度-吸光度差值”校准曲线（见图1）。

[0037] 取待测血清或血浆样本，同法测定样本的吸光度差值，代入校准曲线，即可计算出

待测样本中氯霉素的含量。如果血清或血浆中氯霉素的浓度超出校准曲线范围，需对样本

进行稀释后再检测以保证检测结果的准确性。

[0038] 本检测试剂不仅适用于日立7170，还适用于其它品牌和型号的半自动、全自动生

化分析仪，具体参数可根据仪器进行调整。

[0039] 实施例四：线性范围确定

用接近线性范围上限的氯霉素高浓度样本（4.86  ng/mL），用上述类似人血清基质的溶

液将其按1/2，1/4，1/8，1/16，1/32，1/64  稀释，共配制成6个稀释浓度（xi）的溶液，用所述

生化分析仪检测方法测定各稀释样本浓度。每个稀释浓度测试3次，分别求出每个稀释浓度

检测结果的均值（yi）。以稀释浓度（xi）为自变量，以测定均值（yi）为因变量求出线性回归

方程，根据公式（1）计算线性回归的相关系数r，结果显示回归方程为y=0.9469x+0.0319，相

关系数r=0.9997，表明本发明试剂在0.08  ng/mL-4.86  ng/mL线性范围内相关性较好（见图

2）。

[0040] ……………………………（1）

由于本发明的检测过程是由仪器全自动化完成，所以对检测人员的要求不高，易于实

现和推广使用。

[0041] 需要说明的是，显然本发明不限于上述示范性实施例的细节，本发明的范围由所

附权利要求而不是上述说明限定，因此旨在将落在权利要求的等同要件的含义和范围内的

所有变化囊括在本发明的专利保护范围内。

[0042] 此外，以上所述的仅是本发明的优选实施方案，并非因此限制本发明的专利范围，

对于本技术领城的技术人员来说，在不脱离本发明原理的前提下，还可以做若干的改进和

调整，这些改进的调整均同理包括在本发明的专利保护范围内。
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