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摘要:简要阐释了免疫学快速检测技术在兽药残留检测中的应用 ,并对此领域中的研究进展进行

了简单介绍 。
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　　改革开放以来 , 随着我国畜牧业的发展 , 兽药

和药物添加剂在畜牧业中应用日益广泛 , 其在降低

动物发病率及死亡率 、促生长 、提高饲料报酬和改

善畜产品品质方面展现出来的巨大效益 , 已成为畜

牧业发展的重要动力之一 。然而 , 兽药和药物添加

剂的广泛使用 , 对人类健康和环境造成了危害 。对

兽药残留的监测与控制已经是目前国内外兽药研

究 、开发和使用管理的重要内容 , 各个国家和国际

组织对其休药期和最高残留限量(maxim um residue

limits ,M RLs)做出了规定 , 我国也做出了严格的限

制[ 1] 。为了实现监管的目标 , 有效的检测方法必不

可少 。20世纪 80 年代以后出现的免疫学分析方

法 , 除了敏感特异以外 ,以其特有的方便 、快速和

经济性在兽药残留分析上发挥着越来越重要的作

用。在此 ,就兽药残留的免疫学快速检测技术和本

实验室在此领域取得的成就进行综述 , 旨在进一步

推动兽药残留免疫学快速检测技术的研发 , 促进畜

牧业又快又好发展 , 切实保障我国食品安全水平的

不断提高 。

1　免疫学快速检测在兽药残留检测中的应用

免疫学快速检测是基于抗原-抗体特异性反应

的检测方法。其分类方法不一而足 ,一般可分为放

射免疫分析 、酶免疫分析 、荧光免疫分析 、发光免疫

分析 、胶体金免疫分析 、仪器免疫分析和无标记免疫

分析等。1959年建立的放射免疫分析被认为是免

疫分析的建立标志[ 2] ,并获得了 1977年的诺贝尔生

理学或医学奖。放射免疫分析在兽药残留的分析中

应用广泛[ 3] ,但因其需要放射性标记 ,需要做相应的

防护处理 ,试验要求比较高 ,限制了其在兽药残留分

析上的广泛应用。近年来没有显著毒害作用的酶联

免疫吸附试验(enzyme linked imuno sorbent assay ,

ELISA)和胶体金免疫分析(gold immunochroma-

tog raphy assay , GICA)应用日益广泛
[ 4 ～ 12]

,特别是

GICA 以其方便 、敏感 、特异 、无污染的特性 ,非常适

合于兽药残留的现场检测 ,代表着兽药残留免疫分

析的发展方向。

2　兽药残留的免疫学快速检测技术方法的建立

兽药残留免疫分析方法的建立主要包括以下内

容:检测对象的选择 、检测对象结构分析和免疫半抗

原的合成鉴定 、人工结合抗原的制备与鉴定 、抗体的

制备 、检测方法的确立与方法评价等 。检测对象结

构分析和免疫半抗原的合成 、人工结合抗原的制备

与鉴定通常情况下是免疫学方法建立的关键和技术

难点。

2.1　药物结构分析和半抗原的合成

兽药多为小分子化合物(分子量小于 5000 Da),在

免疫学上属于半抗原的范畴 ,不具备免疫原性 ,无法

直接刺激动物机体产生抗体 ,需要先和大分子载体

(如蛋白质)偶联以后方可用于抗体的生产 。半抗原

的免疫学特性决定了其抗体的免疫特异性 ,一般来

说 ,结构越复杂 ,其抗体的特异性和亲和力越高 ,不

同的化学基团 、取代位置和旋光性均影响抗体的特

异性[ 13] 。在多数情况下 ,检测对象的结构不适合用

于直接和蛋白质等载体直接偶联 ,需要根据分析的
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目的和免疫学理论进行抗原改造 ,通过合成化学的

方法获得有活性基团的半抗原 。半抗原改造的原则

是和载体偶联以后可以最大限度地暴露原药物的结

构特征 ,要注意避开免疫原性强的抗原决定簇 ,通过

间隔臂的选择 ,使苯环 、杂环等基团充分暴露 。

2.2　人工结合抗原的制备

通过选择小分子半抗原中的活性基团或者改造

后加入的活性基团 ,选择适当的偶联试剂 、载体蛋白

和连接条件进行人工结合抗原的制备。一般说来 ,

半抗原中可以用于交联的活性基团有氨基 、羧基 、苯

基 、酚基 、巯基和羟基等 ,根据不同的活性基团选择

适当的偶联试剂 。如氨基 ,可选择重氮化法 、戊二醛

法或者 EDC 法等 ,具体可参照此方面的专著文

献[ 14] 。载体蛋白可以选择牛血清白蛋白(BSA)、兔

血清白蛋白(RSA)、人血清白蛋白(H AS)、卵清蛋

白(OVA)和血蓝蛋白(KLH)等 ,选择的主要原则

是蛋白质载体对于受免动物的异源性 ,异源性越好 ,

免疫原性越强;其次考虑其易得性和经济性。为了

避免蛋白质变性及其生物活性的损失 ,药物或半抗

原等与蛋白的交联应采用具有中等反应活性的试

剂 ,在温和的条件(如接近中性的 pH 、室温 、水溶

液)中进行。

2.3　抗体的制备

多克隆抗体和单克隆抗体都可以用于兽药残留

的免疫学检测 。多克隆抗体的制备包括动物免疫

(免疫程序 、免疫剂量的选择)、抗体纯化和鉴定等;

单克隆抗体在免疫动物以后还要经过细胞融合 、杂

交瘤细胞株的建立 、抗体的生产和鉴定等程序 。多

克隆抗体具有高度的异质性。不同个体产生的抗体

成分不同 ,即使同一个体不同时间采集的抗血清的

亲合性和选择性也可能存在很大差异。单抗以其永

续性和高度均一性等特点 ,更加适合建立兽药残留

的免疫学检测方法。

2.4　检测方法的确立与方法评价

2.4.1　酶联免疫吸附测定法的建立　ELISA 的建

立首先要求把兽药小分子和载体蛋白偶连 ,用作抗

体生产的免疫原和检测的包被原。结合在固相载体

表面的兽药小分子或酶标记抗体仍保持其抗体抗原

结合活性 ,酶标记抗体同时也保留酶的活性。竞争

ELISA 采用的是非均相竞争模式 ,可分为直接竞争

模式和间接竞争模式 ,由于标记酶的催化效率很高 ,

间接地放大了免疫反应的结果 ,使测定方法达到很

高的敏感度。

2.4.2　胶体金免疫层析试验测定法的建立　胶体

金免疫层析试验的原理是采用柠檬酸三钠还原

H AuCl4 聚合成金颗粒 ,由于金颗粒之间的静电作

用和布朗运动 ,使其保持水溶胶状态 ,胶体金富含电

子和强大的给电子能力 。在胶体溶液 pH 8.2条件

下 ,胶体金以非共价键与兽药小分子抗体结合形成

金标抗体(A b -Au), 将金标抗吸附于玻璃纤维棉

上 ,一端与固定有兽药小分子蛋白质偶连物(检测

线)和二抗(质控线)的硝酸纤维素膜(NC)膜相连 ,

另一端与样品垫相连。而后连同其他所需的吸水纤

维 、支撑材料 、覆盖材料等按照设计工艺进行制作和

组装 ,制成快速检测试纸(图 1)。检测样品中不含

兽药小分子 ,金标抗体就会与兽药小分子蛋白质偶

连物反应而被部分截获 ,金颗粒富积而出现明显直

观的红色条带 ,未完全结合的金标抗体至质控线时

同样会出现红色条带;检测样品中含有兽药小分子 ,

兽药小分子与兽药小分子蛋白质偶连物竞争性结合

金标抗体 ,检测线不出现或出现很弱的红色条带(图

2)。快速检测试纸检测小分子物质残留 ,检测时间

仅需数分钟 。

图 1　胶体金快速检测试纸条组装结构

图 2　兽药残留试纸条检测小分子兽药抗原

2.4.3 　方法评价 　检测方法建立后要通过灵敏

度 、准确度 、精密度 、特异性 、基质效应性和时间稳定

性的系列研究去做综合评价 ,并且需要和色谱方法

比较后方可定型。

3　取得的成就

河南省动物免疫学重点实验室就抗生素类药

物 、化学抗菌药物 、兴奋剂类 、镇静剂类 、激素类等兽
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药的快速检测开展了一系列研究工作 ,并取得了显

著的成就 。

3.1　已开展的研究

根据畜牧业中主要兽药使用现状 、代谢消除规

律 、危害程度 、安全评价和国家颁布的有关政策法

规 ,选择危害畜产品质量安全的 30多种兽药为研究

对象 ,通过半抗原分子设计 、偶联位点选择 、间隔臂

引入 、偶联率确定 、载体筛选等技术解决了半抗原药

物免疫原性问题并成功制备了人工抗原;通过免疫剂

量 、免疫途径 、免疫佐剂 、免疫间隔 、检测方法筛选以

及抗体亲和力 、类型和特异性鉴定 ,筛选亲和力高 、特

异性强的抗体 ,目前已建立了针对 32种药物的标准

化抗体库 ,为后续快速免疫检测试剂的研发奠定了基

础。研制出了硫酸链霉素等18种兽药残留快速检测

试剂盒 ,并研制出了莱克多巴胺等 18种兽药残留快

速检测试纸条 。用试纸条检测样品中这些兽药残留 ,

根据显色程度或是否显色用肉眼即可进行判定 ,检测

过程可在 1 ～ 15min内完成。目前正在完善各项技术

参数 ,为进一步转化应用奠定了良好基础。

3.2　获得的成果

盐酸克伦特罗(瘦肉精)快速检测试纸条 ,是国

内首个获得国家专利授权的试纸技术和产品 ,被业

界称作检测瘦肉精的“傻瓜”技术 ,对开展瘦肉精的

群防群治工作起到了不可替代的推动作用。该研究

获得 2007年度河南省科技进步一等奖 。“生猪主要

违禁药物残留免疫试纸快速检测技术”建立了半抗

原免疫试纸快速检测技术体系 ,研制出五大类 15种

违禁药物的快速检测试纸系列产品 ,实现了药物残

留的简便 、低成本快速检测 ,为动物源性食品安全监

控提供了技术保障 ,该研究获得 2008年度国家科技

进步二等奖。目前本实验室在该研究领域申请专利

16项 ,已获授权 9 项[ 15 ～ 24] 。盐酸克伦特罗快速检

测试纸通过了农业部兽药残留检测试剂备案;磺胺

嘧啶 、磺胺甲噁唑 、磺胺二甲嘧啶快速检测试纸条分

别通过中国兽医监察所 、河南兽医监察所和农业部

检测中心复核试验。

4　展望

畜牧业生产处在大自然食物链的后半部分 ,基

本上贯穿于“农田到餐桌”的全过程 。由于国内外市

场 、资源 、环境 、消费观念 、营养理念等因素在不断地

改变 ,人们对食品安全性的要求将会越来越高 、越来

越具体。控制兽药的超量超范围添加 ,是保证畜产

品安全的一个重要方面 ,免疫学快速检测方法以其

有效 、实用 、简便和经济的诸多优点 ,适合于大规模

的监督筛查 ,必将在今后的食品安全保障方面建立

新的功绩。
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用现代动物营养技术保障饲料安全高效生产
———河南省农科院动物营养学科发展纪实

李绍钰 ,魏凤仙 ,祁凌云
(河南省农业科学院 畜牧兽医研究所 , 河南 郑州 450002)

摘要:简要概述了河南省农业科学院动物营养学科在环境营养与品质调控 、饲料安全 、饲料生物技

术等方面取得的成就 ,并对学科的发展历程作了回顾。

关键词:动物营养学;微量元素;可消化氨基酸;畜产品调控;饲料安全;生物技术

中图分类号:S816 　　文献标识码:A 　　文章编号:1004-3268(2009)09-0196-04

　　河南省农业科学院动物营养学科是院传统的优

势学科 ,动物营养学实验室是院首批成立的重点实

验室之一 。学科集结了一批精干的科研人员 ,拥有

较先进的实验室条件 ,形成了环境营养与品质调控 、

饲料安全 、饲料生物技术与饲料资源开发等主要研

究方向。在河南省农科院建院 100周年之际 ,特对

学科的发展历程作一回顾 。

1　配合饲料资源调查奠定河南省饲料工业的基础

我国饲料工业的发展起步于 20 世纪 80 年代 。

为了打好基础 ,在国家经济委员会的协调下 ,由商业

部牵头 ,实施国家“六五”科技攻关项目《配合饲料资

源调查研究》 。1983年 ,河南省组织了“河南省配合

饲料资源调查协作组” ,由河南省饲料公司和河南省

农科院畜牧兽医研究所主持 ,畜牧兽医研究所祁凌

云为技术带头人。通过一年半的工作 ,对河南省饲

料资源的种类 、数量 、分布及利用情况进行了系统的

调查 、采样 、分析 ,编制出全省第 1份《河南省配合饲

料资源营养成分表》 ,为发展科学饲养 ,研制高效配

合饲料 ,提供了科学依据。通过调查研究 ,提出了河

南省饲料资源开发利用的可行性建议 。在调查的同

时 ,开展了利用酒精糟生产单细胞蛋白 、利用生产胱

氨酸废液生产半胱氨酸和精氨酸 、沸石粉利用技术

等研究 。项目的开展为河南省饲料工业的发展奠定

了良好的基础。

2　棉菜籽饼(粕)合理利用技术研究广辟了饲料资源

蛋白质饲料是配合饲料中最昂贵 ,也是对配合

饲料质量影响最大的部分。我国优质蛋白饲料资源

如鱼粉 、豆粕等对进口产品的依赖程度高 ,而大量的

棉 、菜籽饼(粕)资源由于存在抗营养物质等因素而

未能合理饲用。在“七五”后期和“八五”初期 ,饲料

室针对棉 、菜籽饼(粕)的脱毒及合理利用技术开展

了系统研究 , 取得了显著的经济和社会效益。祁凌
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