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［摘　要］　基于直接竞争法原理酶联免疫技术研制了一种测定动物尿液中赛庚啶（ＣＨＰ）残留量的

检测试剂盒，并对试剂盒的检测限、特异性和稳定性等参数进行确定。通过在ＣＨＰ分子上引入活性

羧基，在ＥＤＣ作用下分别偶联到ＫＬＨ、ＢＳＡ上形成ＣＨＰ－ＫＬＨ和ＣＨＰ－ＢＳＡ抗原，ＣＨＰ－ＫＬＨ抗原

免疫ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠制得抗ＣＨＰ单克隆抗体，经辣根过氧化物酶ＨＲＰ标记抗ＣＨＰ抗体，采用ＣＨＰ－

ＢＳＡ抗原包被酶标板，最终成功构建动物尿样中ＣＨＰ残留量的竞争酶联免疫法检测体系，并进行性

能测试评价。结果表明，吸光度百分比值与ＣＨＰ质量浓度的对数在０．１～１．６μｇ／Ｌ呈线性关系，相

关系数Ｒ２为０．９８６，半数抑制浓度（ＩＣ５０）为０．３１６μｇ／Ｌ，检测限为０．１５８μｇ／Ｌ，回收率在８０％ ～

１１０％，变异系数为２．０％～１０．０％。方法具备良好的特异性，可用于动物尿样、血清及组织中 ＣＨＰ

残留的快速检测。
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ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ．Ｉｔｃｏｕｌｄｂｅｕｓｅｄａｓｒａｐｉｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅｒｅｓｉｄｕａｌｃｙｐｒｏｈｅｐｔａｄｉｎｅｉｎｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｓｕｃｈａｓａｎｉｍａｌ

ｕｒｉｎｅ，ｓｅｒｕｍａｎｄｔｉｓｓｕｅｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ａｎｉｍａｌｕｒｉｎｅ；ｃｙｐｒｏｈｅｐｔａｄｉｎｅ；ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅＥＬＩＳＡ；ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ；ｔｅｓｔｋｉｔ

　　赛庚啶（Ｃｙｐｒｏｈｅｐｔａｄｉｎｅ，ＣＨＰ）是一种抗组胺药

物，也是一种Ｈ１受体拮抗药，同时具有抗５－羟色胺

的作用，可抑制下丘脑的饱觉中枢而刺激食欲增加体

重促进生长。在动物饲料和动物饮水中非法添加这种

药物，会造成动物体内药物残留，严重危害人体的健

康 ［１－３］。农业部于２０１０年１２月２７日发布１５１９号公

告，禁止在饲料和动物饮水中使用盐酸ＣＨＰ［４］。

目前动物尿液中 ＣＨＰ检测方法主要为液相色

谱－串联质谱色法（ＬＣ／ＭＳ／ＭＳ）和高效液相色谱法

（ＨＰＬＣ），但均存在检测时间长和检测成本高等缺

点，不适用于快速筛查。本研究通过化学偶联的方

法将ＣＨＰ连接到载体蛋白上，成功制备了特异性识

别ＣＨＰ的单克隆抗体，并根据免疫竞争的原理，建立

了一种适用于动物尿样、血样中ＣＨＰ残留检测的酶

联免疫检测体系，还成功研制出商品化快速检测试

剂盒，以期为现场筛查提供具有操作简单、灵敏高、

特异性好、检测时间短等优势的检测方法。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　药品与试剂　ＣＨＰ标准品（纯度≥９９％）、

碳化二亚胺盐酸盐（ＥＤＣ．ＨＣｌ）（纯度≥９９％、牛血

清白蛋白（ＢＳＡ）、血蓝蛋白（ＫＬＨ）、弗氏完全佐剂、

弗氏不完全佐剂、聚乙二醇（ＰＥＧ，Ｍｗ４０００）、ＨＡＴ

及ＨＴ选择性培养基、８－氮杂鸟嘌呤（８－ＡＧ）、二

甲亚砜（ＤＭＳＯ）、３，３＇，５，５＇－四甲基联苯胺（ＴＭＢ）

等均购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；ＤＭＥＭ基础培养基、胎

牛血清（ＦＢＳ）购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；辣根过氧化物酶

（ＨＲＰ）购自上海雪满生物公司；Ｎ，Ｎ－二甲基甲酰

胺（ＧＲ）等其他化学试剂购自国药集团，ＢＡＢＬ／Ｃ

小鼠来自上海交大医学院。

１．１．２　仪器与设备　酶标仪３６０Ｔ，上海科华公司；

旋转蒸发仪Ｒ－２１５，ＢｕｃｈｉＬａｂｏｒｔｅｃｈｎｉｋＡＣ；高速冷

冻离心机 ＣＴ１４ＲＤＩＩ，上海天美；紫外分光光度仪

ＵＶ－７５０２ＰＣ，上海欣茂仪器有限公司。

１．２　方法

１．２．１　ＣＨＰ抗原的制备［５－７］　通过对 ＣＨＰ硝化

还原在 ＣＨＰ侧苯环引入氨基得 ＣＨＰ－ＮＨ２，

ＣＨＰ－ＮＨ２再和溴丁酸合成半抗原 ＣＨＰ－ＣＯＯＨ，

其合成路线见图１。

图１　半抗原ＣＨＰ接臂合成路线

　　反应瓶中加入原料盐酸 ＣＨＰ０．５ｇ和 ５ｍＬ

浓硫酸，搅拌溶解，分次加入浓硝酸和浓硫酸混

合物，反应得硝基化合物。将硝基化合物 ０．５ｇ

溶于水中，搅拌下依次加入浓盐酸 ０．５５ｍＬ、锌

粉０．６２ｇ，反应 ２ｈ，抽滤得得半固体状黄色物

质，层析后得 ＣＨＰ氨基化合物 ＣＨＰ－ＮＨ２。

加乙酸 乙 酯 和 吡 啶 反 应 处 理 后 得 半 抗 原

ＣＨＰ－ＣＯＯＨ。将２ｍｇ半抗原溶于 ｐＨ为 ６．０的

２－吗啉乙酸（ＭＥＳ）水溶液中，４℃搅拌过夜。

对０．０１ｍｏｌ／ＬｐＨ７．２ＰＢＳ透析４８ｈ可收集赛庚

啶的完全抗原 ＣＨＰ－ＫＬＨ。抗原 ＣＨＰ－ＢＳＡ或

ＣＨＰ－ＯＶＡ制备方法相同。
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１．２．２　ＣＨＰ抗体制备［８－９］　将 ＣＨＰ－ＫＬＨ的免

疫抗原按５０μｇ／ｍＬ只的剂量与等体积弗氏佐剂充

分乳化后，腹部皮下多点注射免疫４只６～８周龄

雄性ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠，免疫７～１０ｄ，尾静脉采血，间

接ＥＬＩＳＡ检测血清效价。将免疫效果较好的小鼠

脾脏与骨髓瘤细胞 ＳＰ２／０通过 ＰＥＧ介导融合，间

接ＥＬＩＳＡ筛选阳性克隆；阳性克隆经有限稀释亚克

隆后获得遗传稳定的单克隆细胞株，细胞株扩大培

养后，接种经降植烷致敏ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠腹腔诱导生

产单克隆抗体的腹水［８］。腹水经硫胺粗纯化，再辛

酸硫胺法纯化得相应单抗［８］。

用辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记 ＣＨＰ单克隆抗

体，采用过碘酸钠法（改良法）标记。取１ｍｇＣＨＰ

单克隆抗体在５０ｍＭｐＨ９．６碳缓冲液 ＣＢＳ中透析

过夜，加入０．５ｍｇ经过碘酸钠醛化的 ＨＲＰ溶液，

４℃反应２ｈ；加入硼氢化钠溶液终止反应，将溶液

装入透析袋中，在 ＰＢＳ中透析过夜；透析完毕后取

出，加入等体积甘油，－２０℃避光保存［９］。

１．２．３　ＣＨＰ完全抗原的包被　用 ５０ｍｍｏｌ／Ｌ

ｐＨ９．６碳酸盐缓冲液将 ＣＨＰ抗原（ＣＨＰ－ＢＳＡ）稀

释成系列浓度，依次包被到９６孔酶标板，每孔包被

量１００μＬ，浓度从０．５～８μｇ／μＬ。４℃孵育过夜，

将孔中液体倾去，每孔加入 ２５０μＬ０．５％ ＢＳＡ

１０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳｐＨ７．４封闭，于３７℃恒温箱中孵

育２ｈ，将孔中封闭液倾去，放入温度３７℃、相对湿

度２０％的烘房烘干，铝箔包装放存４℃待用［８］。

１．２．４　样品检测　在每孔中加入５０μＬ系列浓度

的ＣＨＰ标准品溶液（或样品溶液）和１００μＬ稀释

后的酶标ＣＨＰ抗体，２５℃反应３０ｍｉｎ；洗涤４～５

次后加入 １００μＬ底物显色液，２５℃显色反应

２０ｍｉｎ；最后加入 ５０μＬ终止液终止反应，设定酶

标仪于波长４５０ｎｍ处测定吸光度值［７］。

１．２．５　线性范围　用阴性猪尿配制不同浓度

ＣＨＰ系列标准溶液，按要求对样品处理后，在最优

抗原－酶标抗体工作浓度下，测定ＯＤ４５０值。

１．２．６　试剂盒检测限　取２０份空白猪尿样本，按

要求测定后，统计空白样本的质量浓度求得平均值

（ｘ）和标准差（ｓ），实际动物样尿液检测限定为平

均值和３倍的标准差之和，即ｘ＋３ｓ。

１．２．７　抗体的特异性　ＣＨＰ和类似药性的特非那

定、盐酸苯氧丙酚胺、芬司匹利和克伦特罗等４种

药物配成相应的浓度进行交叉反应，得出各种药物

的半数抑制浓度（ＩＣ５０），然后计算交叉率，交叉率

＝ＩＣ５０（ＣＨＰ）／ＩＣ５０（其他药物）×１００。

１．２．８　试剂盒的准确度和精密度　在空白猪尿样

中分别添加不同浓度的 ＣＨＰ标准品，添加浓度为

０．１５、０．２、０．５ｎｇ／ｍＬ，每个浓度重复３次，对３批

试剂盒进行测定。

１．２．９　试剂盒稳定性试验　将试剂盒在３７℃环

境中存放７ｄ，取出后按照试剂盒操作程序测定其

标准曲线的ＯＤ４５０值，并与４℃存放条件下的同批

次试剂盒标准曲线ＯＤ４５０测定值进行比较。

２　结 果

２．１　线性范围　表１的实验结果表明，在０．１～

１．６ｎｇ／ｍＬ浓度范围内，ＣＨＰ抗原、抗体的抑制反应

最佳，如图２所示吸光值在浓度０．１～１．６ｎｇ／ｍＬ

之间曲线形状呈指数形。Ｂ／Ｂ０的百分比值与ＣＨＰ

质量浓度的对数呈现良好的线性关系（图３），线性

回归方程为Ｙ＝－５２．２６Ｘ＋２３．８０，相关系数 Ｒ２为

０．９８６，半数抑制浓度ＩＣ５０为０．３１６ｎｇ／ｍＬ。

表１　不同ＣＨＰ浓度时ＯＤ４５０值
ＣＨＰ／（ｎｇ·ｍＬ－１） ０ ０．１ ０．２ ０．４ ０．８ １．６

ＯＤ４５０ ２．２０１ １．７３８ １．２８５５ ０．９５４５ ０．５７１ ０．３７

２．２　试剂盒检测限　２０份空白猪尿样本测得
ＣＨＰ残留平均值为 ０．１１３ｎｇ／ｍＬ，标准差为
０．０１５ｎｇ／ｍＬ，根据ｘ＋３ｓ计算得此试剂量的检测
限为０．１５８ｎｇ／ｍＬ，为保证结果准确、可靠，试剂盒

检测限确定为０．２ｎｇ／ｍＬ，即０．２ｎｇ／ｍＬ以下判定
为阴性结果，０．２ｎｇ／ｍＬ以上判定为阳性结果。
２．３　抗体的特异性　ＣＨＰ试剂盒与相似药物的交
叉反应率实验结果见表２，表明ＣＨＰ试剂盒与类似
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图２　在４５０ｎｍ下不同赛庚啶浓度吸光值

图３　ＣＨＰ浓度取半对数的回归曲线

药性的特非那定、盐酸苯氧丙酚胺、芬司匹利和克

伦特罗等４种药物无交叉反应，特异性较高。
２．４　试剂盒的准确度和精密度　平均添加回收率
及变异系数计算结果如表３所示，猪尿中 ＣＨＰ药
物的添加回收率在８０％～１１０％之间；在批内、批间
的变异系数１．８％ ～９．４％之间，表明该 ＥＬＩＳＡ试
剂盒具有良好的准确性和精密性，可以满足动物尿

液中ＣＨＰ药物残留测定要求。

表２　ＣＨＰ抗体对其他药物的交叉反应率
药物名称 交叉反应率／％

赛庚啶（Ｃｙｐｒｏｈｅｐｔａｄｉｎｅ） １００

特非那定（Ｔｅｒｆｅｎａｄｉｎｅ） ＜０．００５

盐酸苯氧丙酚胺（Ｉｓｏｘｓｕｐｒｉｎｅ） ＜０．００１

芬司匹利（Ｆｅｎｓｐｉｒｉｄｅ） ＜０．００１

克伦特罗 （Ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ） ＜０．００１

表３　准确度和精密度测定结果

添加浓度／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

平均回收率／％ 批内ＣＶ／％ 批间ＣＶ／％

０．１５
１０８ ２．７
１０５ ４．５
９０ ６．０

９．４

０．２
８９ ４．５
９２ ３．５
１０３ ３．０

７．４

０．５
８３ ２．６
１０２ １．８
９６ ３．２

９．３

２．５　试剂盒的符合性　从试剂盒的假阴性、假阳
性测定以及仪器检测样品比对情况评估其符

合性。

２．５．１　假阴性率　在已确认的阴性样品中添加
不同浓度的赛庚啶标准品，评价试剂盒的假阴性。

阳性添加样本的测定结果均为阳性，未发现假阴

性（表４）。

表４　ＣＨＰ的试剂盒假阴性评价结果 μｇ／Ｌ　
样品编号 添加值 试剂盒检测值 样品编号 添加值 试剂盒检测值

１ １．００ ０．９６８ ５ １．５０ １．４８５

２ ２．００ １．９０７ ６ ０．２５ ０．２６７

３ ０．５００ ０．５２２ ７ ２．５０ 大于１．６

４ ０．４００ ０．３７３ ８ ３．５０ 大于１．６

２．５．２　假阳性率　取４０份经仪器确认的阴性尿
样，试剂盒测定结果浓度低于０．１ｎｇ／ｍＬ的有３２
份，浓度低于０．２ｎｇ／ｍＬ的有８份，结果判定均为
阴性，未出现假阳性。

２．５．３　与仪器测定进行比对　取５０份空白猪尿
样品，随机添加ＣＨＰ标品，制得５０份盲样，分别采
用ＥＬＩＳＡ试剂盒盒液相色谱－串联质谱进行测定，
仪器方法参照ＤＢ３１／Ｔ《猪尿中赛庚啶残留量的测
定 酶联免疫吸附法与液相色谱 －串联质谱法》所
述进行操作。经检测４０份样品确认为阴性，１０份

检测结果大于０．２ｎｇ／ｍＬ，判定为阳性，ＥＬＩＳＡ检测
结果与液相色谱－串联质谱检测结果相符，表明此
试剂盒的符合性高。

２．６　试剂盒的稳定性　根据生化试剂在３７℃稳
定７ｄ相当于４～１０℃稳一年左右的原则，在３７℃
条件下进行加速稳定性试验。试剂盒在３７℃ ７ｄ
中阴性值吸光值仅降了５％左右。试剂盒在３７℃
７ｄ标准曲线和存放４℃时曲线变化较小（图４），
ＩＣ５０值分别０．３３０和０．３３１，说明试剂盒在规定条件
存放有效期一年左右。
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图４　赛庚啶试剂盒在３７℃和４℃时吸光值和浓度变化

３　讨 论

３．１　ＣＨＰ特异性抗体的制备　ＣＨＰ是小分子物
质，本身不具备免疫原性，要制备 ＣＨＰ的抗体必须
现将 ＣＨＰ小分子连接到一个大分子载体蛋白上，
通过免疫动物来获得抗体。通过化学偶联的方法

将ＣＨＰ连接到载体蛋白上，首次成功制备了特异
性识别ＣＨＰ的单克隆抗体。
３．２　包被抗原－酶标抗体工作浓度选择　采用方
阵试验法对直接竞争 ＥＬＩＳＡ法中包被抗原和酶标
抗体的稀释度进行筛选并确定工作浓度，一般原则

选择ＯＤ４５０值２．０左右时的浓度组合作为最适工作
浓度。试验分别比较了不同的酶标抗体稀释浓度

１∶１０００、１∶５０００、１∶１００００、１∶２００００，与不同包被抗
原浓度０．５～８．０μｇ／ｍＬ的浓度情况下的ＯＤ４５０，得
到最优浓度组合为：抗原包被浓度为１～２μｇ／ｍＬ，
酶标抗体稀释比 １∶１００００，此时的 ＯＤ４５０值为
２．１３５～２．２０１。

　　本研究通过合成 ＣＨＰ完全抗原和免疫其动
物制备相应的特异性单克隆抗体，建立了竞争

ＥＬＩＳＡ试剂盒，经性能分析测试，说明此试剂盒
特异性好、准确性和重复性高等特点，完全适用

于检测部门、中小企业以及生畜养殖业对动物尿

样、血清和组织中的赛庚啶残留检测，同时也为

食品和饲料中赛庚啶残留的监控提高了便捷、灵

敏、快速的检测方法。
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