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［摘　 要］ 　 通过制备可乐定完全抗原，免疫新西兰大白兔，得到特异性多克隆抗体，和 ＨＲＰ 标记的

羊抗兔构建间接 ＥＬＩＳＡ 检测法试剂盒，并进行性能测试评价。 结果表明，吸光度百分比值与可乐定

质量浓度的对数在 ０．１～８．１ μｇ ／ Ｌ 呈线性关系，相关系数 Ｒ２ 为 ０．９７７，半数抑制浓度（ ＩＣ５０）为 ０．６７５
ｎｇ ／ ｍＬ，检测限为 ０．２ ｎｇ ／ ｍＬ，在浓度为 ０．１５～０．５ ｎｇ ／ ｍＬ 添加范围内，回收率为 ８１％ ～１０９％，具备良

好的特异性，可用于动物尿样、血清和组织中的可乐定残留检测。
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　 　 可乐定（Ｃｌｏｎｉｄｉｎｅ）化学名［２ －（２，６ －二氯苯

基）亚氨基］咪唑啉，是一种通过刺激脑干 α２－肾上

腺受体动剂，能抑制中枢神经降低血压药物。 同时

可乐定是咪唑啉衍生物具有激发与促进垂体增加

分泌生长激素（ＧＨ）的作用，故可乐定还可提高动

物生长和改善胴体品质［１－３］，畜禽类饲养含有可乐

定的饲料可以增加畜禽类体重和瘦肉率，但可乐定

毒副作用大、易积累，食用含有可乐定残留的动物
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源性食品，对人体健康具有相当的危害。 农业部

２０１０ 年发布了 １５１９ 号公告，向社会公布了禁止在

饲料、动物饮用水和畜禽水产养殖过程中使用的药

物和物质清单，可乐定已明确被列入其中［４］。

近年来由于国家对瘦肉精类药物的监管力度

不断加大，加强对饲料、经济动物尿样的可乐定残

留检测是保障食品安全重要手段，目前检测动物组

织、血液中可乐定残留的方法，主要是液相色谱－串

联质谱法（ＬＣ ／ ＭＳ ／ ＭＳ） ［５－７］，该方法灵敏度较高，但

检测时间长、操作较繁琐、检测成高，不适用于养殖

业和现场快速筛查。 本研究通过制备可乐定完全

抗原，免疫新西兰大白兔产生特异性抗体，根据免

疫竞争原理，采用抗原抗体特异性反应，建立了一

种适用于动物尿液、组织中可乐定残留检测的酶联

免疫检测试剂盒，具有操作简单、灵敏度高、特异性

好、检测时间短等优点，适合基层和现场快速检测。

１　 材料与方法

１．１　 材料与仪器

１．１．１　 材料与试剂　 可乐定标准品（纯度≥９９％），

碳化二亚胺盐酸盐（ＥＤＣ·ＨＣｌ）（纯度≥９９％），牛

血清白蛋白（ＢＳＡ），卵白蛋白（ＯＶＡ），弗氏完全佐

剂、弗氏不完全佐剂，３，３ ＇，５，５ ＇ －四甲基联苯胺

（ＴＭＢ）等均购自美国 Ｓｉｇｍａ 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。

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，ＢｕｃｈｉＬａｂｏｒｔｅｃｈｎｉｋ ＡＣ；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；ＷａｔｅｒｓＸｅｖｏ

ＴＭ ＴＱ ＭＳ，超高效液相色谱—串联质谱仪，配有电

喷雾（ＥＳＩ＋）离子源（美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）；ＭａｓｓＬｙｎｘ

ｖ４．１ 质谱工作站（美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）。

１．２　 方法

１．２．１　 可乐定完全抗原的制备［８－９］ 　 在可乐定的

苯环 ４ 位上引入胺基为商品化的阿可乐定（Ａｐｒａ⁃

ｃｌｏｎｉｄｉｎｅ），阿可乐定和丁二酸酐酰化反应形成

ＣＬＤ－ＣＯＯＨ即接臂的可乐定半抗原，其合成过程见

图 １，再经过缩合剂 ＥＤＣ·ＨＣｌ 和载体蛋偶联成完

全抗 原。 ５６０ ｍｇ 盐 酸 阿 可 乐 定 （ Ａｐｒａｃｌｏｎｉｄｉｎｅ

ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）、２００ ｍｇ 丁二酸酐置于 １ ｍＬ 吡啶和

３ ｍＬ 苯于反瓶，加热搅拌回流 ５ ｈ，待反应完全后，

减压蒸去溶剂，固体加无水乙醇和活性炭一起搅

拌，加热回流，滤除活性炭，滤液加入氯化氢乙醇溶

液冷却形成结晶，过滤，用冷无水乙醇洗结晶，干燥

得到 可 乐 定 的 半 抗 原 ＣＬＤ－ＣＯＯＨ。 将 １０ ｍｇ

ＣＬＤ－ＣＯＯＨ半抗原、８ ｍｇ ＮＨＳ 和 １０ ｍｇ ＥＤＣ 溶于

０．５ ｍＬ ＤＭＦ 中（混合物 Ａ），４ ℃搅拌过夜。 次日，

先将３０ ｍｇ ＢＳＡ（ＯＶＡ）溶于３ ｍＬ ０．０２ ｍｏｌ ／ Ｌ的磷酸

氢二钠溶液中，并将混合物 Ａ 逐滴加入，室温搅拌

６ ｈ。 装入透析袋，用 ０．０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ｐＨ７．２ 的 ＰＢＳ 透

析，并换液 ４ 次，得到可乐定的完全抗原 ＣＬＤ－ＢＳＡ

或 ＣＬＤ－ＯＶＡ。

图 １　 半抗原可乐定接臂合成路线

Ｆｉｇ １　 Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｓｃｈｅｍｅ ｏｆ ｃｌｏｎｉｄｉｎｅ ｈａｐｔｅｎ

１．２．２　 可乐定多克隆抗体的制备［１０－１１］ 　 体重大约

２ ｋｇ 的新西兰雄性大白兔，采取背部皮下多点注射的

方式进行免疫。 基础免疫时，取２００ μｇ（０．４ ｍｇ ／ ｍＬ）

的可乐定的完全抗原 ＣＬＤ －ＯＶＡ 溶液与等量的

·１４·
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ＣＦＡ（弗氏完全佐剂）混匀乳化，直至形成乳白色的

油包水型乳浊液，然后进行注射。 ２ 周后进行加强

免疫，免疫剂量为 １００ μｇ 与等量的 ＩＦＡ（不完全佐

剂），以后每 ７ ｄ 加强免疫，次数为３～４次具体视情

况定，取耳缘静脉血，测血清效价，直到效价不再升

高，采用颈动脉取血，离心得到血清。 采用 ＣＬＤ－

ＢＳＡ 免疫吸附凝胶进行亲和层析纯化，将得到的多

克隆抗体加入一定比例的甘油，置－２０ ℃保存。

１．２．３　 可乐定完全抗原的包被［１１－１２］ 　 用５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ

ｐＨ９．６ 碳酸盐缓冲液将可乐定抗原（ＣＬＤ－ＢＳＡ）稀

释成系列浓度（０．５～８ μｇ ／ μＬ），依次包被到 ９６ 孔

酶标板，每孔包被量１００ μＬ。 ４ ℃ 孵育过夜，将孔

中液体倾去，每孔加入２５０ μＬ ０．５％ ＢＳＡ ０．０１ ｍｏｌ ／ Ｌ

ＰＢＳ ｐＨ７．４ 封闭，于 ３７ ℃恒温箱中孵育 ２ ｈ，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。

１．２．４　 样品检测　 动物尿液直接用于检测，如尿液

浑浊，将尿液于 ５０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 取上清液用

于检测。 在每孔中加入 ５０ μＬ 系列浓度的可乐定

标准品溶液（或样品溶液）和 ５０ μＬ 稀释后的可乐

定抗体，２５ ℃反应 ３０ ｍｉｎ；洗涤 ４ ～ ５ 次后加入 １００

μＬ 稀释后的酶标二抗，２５ ℃反应 ３０ ｍｉｎ；洗涤 ４～５

次后加入 ５０ μＬ 底物液 Ａ 和 ５０ μＬ 底物液 Ｂ，２５ ℃

显色反应 １５ ｍｉｎ；最后加入 ５０ μＬ 终止液终止反

应，设定酶标仪于波长 ４５０ ｎｍ 处测定吸光度值。

１．２． ５ 　 线性范围 　 称取可乐定盐酸盐标准品

１０ ｍｇ，溶于 １ ｍＬ 甲醇溶液中制备 ＣＬＤ 储备液，放

在 ４ ℃ 冰箱中备用。 将储备液用磷酸盐缓冲液

（０．０１ ｍｏｌ ／ Ｌ，ｐＨ７．２ ＰＢＳ）稀释成 ０、０． １、０． ３、０． ９、

２．７、８．１ ｎｇ ／ ｍＬ 系列质量浓度，在最优抗原－酶标抗

体工作浓度下，测定 ＯＤ４５０值。 各质量浓度所对应

的抑制率 Ｉ ＝ Ｂ ／ Ｂ０ ×１００％（Ｂ０ 对应 ０ ｎｇ ／ ｍＬ 的 ＯＤ

值），以 ＣＬＤ 药物浓度对数为横坐标，抑制率为纵

坐标做标准曲线。

１．２．６　 试剂盒检测限　 取 ２０ 份空白样本，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），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　 可乐定试剂盒与常见的 β－

兴奋剂类，如莱克多巴胺、沙丁胺醇、克伦特罗等物

质进行交叉反应，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（可乐定） ／

ＩＣ５０（其他药物）×１００。

１．２．８　 试剂盒的精密度和准确度　 在空白猪尿样

中分别添加 ０．１５、０．２、０．５ ｎｇ ／ ｍＬ 的可乐定标准品，

每个浓度重复 ３ 次，对 ３ 批试剂盒进行测定，计算

变异系数（ＣＶ），以及计算回收率，回收率 ＝实际测

定的浓度 ／添加的浓度×１００％。

１．２．９　 试剂盒的符合性　 对已确认的阴性样品中

进行添加或不添加可乐定标准品进行测定，检测试

剂盒的假阳性和假阴性，来评估它的符合性。

２　 结　 果

２．１　 线性范围　 以吸光值为纵坐标和质量浓度为

横坐标绘成曲线图 ２，在０．１～８．１ ｎｇ ／ ｍＬ之间曲线呈

指数形，图 ３ 是以吸光值 Ｂ ／ Ｂ０ 的百分比值为纵坐

标和质量浓度的对数为横坐标作图，表明此试剂盒

在０．１～８．１ ｎｇ ／ ｍＬ范围呈良好的线性，对曲线进行

线性回归得直线方程为ｙ＝ －４０．０１ｘ＋４２．８４，相关系

数 Ｒ２ ＝ ０．９７７７，半数抑制浓度 ＩＣ５０为 ０．６７５ ｎｇ ／ ｍＬ。

图 ２　 在 ４５０ｎｍ 下不同可乐定浓度吸光值

Ｆｉｇ ２　 Ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｌｏｎｉｄｉｎｅ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｔ ４５０ｎｍ

２．２　 试剂盒检测限　 ２０ 份空白猪尿样测得可乐定

残留平均值为０．０４２ ｎｇ ／ ｍＬ，标准差为 ０．０３９ ｎｇ ／ ｍＬ，

根据ｘ＋３ｓ计算得此试剂量的检测限为 ０．１５９ ｎｇ ／ ｍＬ，
为保证结果准确、可靠，试剂盒检测限确定为

·２４·
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图 ３　 可乐定浓度对数吸光度百分比

Ｆｉｇ ３　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｃｌｏｎｉｄｉｎｅ－Ｋｉｔ

０．２ ｎｇ ／ ｍＬ，即 ０． ２ ｎｇ ／ ｍＬ 以下判定为阴性结果，
０．２ ｎｇ ／ ｍＬ以上判定为阳性结果。
２．３　 抗体的特异性　 可乐定试剂盒与常见的 β－兴
奋剂类，例莱克多巴胺、沙丁胺醇、克伦特罗等物质

的交叉情况检测结果见表 １，表明可乐定试剂盒与

β－兴奋剂类无交叉反应。

表 １　 可乐定抗体对其他药物的交叉反应率

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔ ｃｒｏｓｓ ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｃｌｏｎｉｄｉｎｅ－Ｋｉｔ

ｗｉｔｈ ｂｅｔａ－ａｇｏｎｉｓｔｓ
药物名称 交叉反应率 ／ ％

可乐定 １００

莱克多巴胺 ＜０．００５

沙丁胺醇 ＜０．００１

盐酸克伦特罗 ＜０．００１

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 ２ 所示，从表中看到可乐

定药物在猪尿中的添加回收率在 ８１％～１０９％之间；

在批内、批间的变异系数 ３．７％ ～ ９．２％之间，表明该

ＥＬＩＳＡ 试剂盒具有良好的准确性和精密性。

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

浓度的可乐定标准品，评价试剂盒的假阴性。 添加 ６

份样本，测定结果见表 ３，均为阳性，未发现假阴性。

表 ２　 准确度和精密度测定结果

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｃｌｏｎｉｄｉｎｅ ａｄｄｅｄ ｔｏ ｓａｍｐｌｅ ｂｙ ｃｌｏｎｉｄｉｎｅ－Ｋｉｔ
添加浓度 ／ （ｎｇ·ｍＬ－１） 平均回收率 ／ ％ 批内 ＣＶ ／ ％ 批间 ＣＶ ／ ％

０．１５

８９ ３．７

９３ ４．９

８１ ５．０

７．４

０．２

１０９ ４．１

９６ ６．５

１０５ ７．０

９．２

０．５

８８ ５．６

９１ ３．８

８５ ６．９

８．４

表 ３　 可乐定的试剂盒假阴性评价结果

Ｔａｂ ３　 Ｆａｌｓｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｃｌｏｎｉｄｉｎｅ －Ｋｉｔ ｎｇ ／ ｍＬ　
样品编号 添加值 实测值 样品编号 添加值 实测值

１ ０．４０ ０．３８８ ４ ２．００ １．９８７

２ ０．５０ ０．５１２ ５ ５．００ ５．０４３

３ １．００ ０．９７３ ６ １０．００ ＞８．１

·３４·
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２．５．２ 　 假阳性率 　 取 ２０ 份经仪器确认的阴性尿

样，试剂盒测定结果浓度低于 ０．１ ｎｇ ／ ｍＬ 的有 １８

份，浓度低于 ０．２ ｎｇ ／ ｍＬ 的有 ２ 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，随机添加可乐定标品，制得 ５０ 份盲样，分别采

用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒和液相色谱－串联质谱进行测定，

仪器方法参照文献［１０］ 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 ０．２ ｎｇ ／ 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。

３　 讨　 论

３．１　 包被抗原－可乐定抗体－酶标二抗工作浓度

选择　 采用方阵试验法对间接竞争 ＥＬＩＳＡ 法中

包被抗原、可乐定抗体和酶标二抗的稀释度进行筛

选并确定工作浓度，工作浓度优化根据实际使用时

阴性样的检测 ＯＤ４５０ 为 ２． ０ 左右原则进行调试。

将 ＨＲＰ－羊抗兔 ＩｇＧ 分别作 １︰ ３０００、 １︰ ４０００、

１ ︰ ５０００和１︰６０００ 倍稀释，用包被好的 ＥＬＩＳＡ 板

测其 ０Ｄ 值，选择最合适酶标二抗浓度和包被浓度。

通过方阵试验得到最优浓度组合为：抗原包被浓度

为 １～２ μｇ ／ ｍＬ，可乐定抗体浓度为 １０ μｇ ／ ｍＬ，酶标

二抗稀释比１︰５０００，此时的 ＯＤ４５０值 ２．１ 左右。

３．２　 试剂盒的性能　 关键影响因素抗体的特异性

和效价决定了试剂盒的性能，这两点又和免疫抗原

及免疫方式相关，本研究在不改变可乐定分子结构

特征基础上进行接臂，通过臂上基团偶联到载体蛋

白上，以避免载体蛋白（ＢＳＡ 或 ＯＶＡ）掩蔽可乐定

小分子的抗原性，提高免疫效果和效价。 在免疫方

式上采用抗原和弗氏完全佐剂及不完全佐剂联合

应用，适当减少每次免疫剂量，采用小剂量延长免

疫周期方式来提多克隆抗体的效价和特异性。

本研究建立了竞争 ＥＬＩＳＡ 试剂盒，经性能分析

测试，证明此试剂盒具有特异性好、准确性和重复

性高等特点，适用于对动物尿样、血清和组织中的

可乐定残留快速检测，为可乐定残留的监控提高了

灵敏高、准确性好、快速便捷的检测方法。
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