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Elispot assay 检测牛奶中庆大霉素
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(食品科学与技术国家重点实验室, 南昌大学, 江西 南昌 330047)

摘 � 要: 为了建立快速检测牛奶中庆大霉素的 Elispot assay, 采用制备 GM 免疫抗原获得抗 GM

多克隆抗体。将检测抗原点阵在 PVDF 膜上, 通过检测抗原和样品中 GM 竞争结合抗GM 多克隆

抗体, 酶标结合物催化底物显色,根据颜色的有无及深浅判读结果, 从而建立了检测牛奶中 GM 的

Elispot assay。该方法的检测阈值为 10 ng/ mL, 检测时间为 40 min,可对样品实现半定量检测。

该方法制备的试纸条于 4 � 密封保存 90 d仍可用于检测; 与多种结构类似物未见交叉反应;其结

果与酶联免疫方法一致。
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Establishment of Elispot Assay for Detection of Gentamicin in Milk
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Abstract:T his manuscript developt a rapid detection m ethod Elispot assay for Gentam icin sulfate,

for this, Ant i�GM polyclonal ant ibody thr ough GM immunogen was obtained; Establishing milk

GM�Elispot assay method by spot ting coating ant igen on PVDF m em brane, and the coat ing

ant ig en and GM in samples compet it iv e binding the site o f ant i�GM poly clonal, then the H RP

cataly zed chromogenic subst rate, according to presence or absence o f co lor and depth fo r

interpretat ion o f results. Results: The detect ion thre�shold of this method w as 10 ng/ m L,

detect ion t ime w as w ithin 40 m inutes and it can achiev e sem iquantitat iv e detect ion. T he st rip of

w hich w as stor ed at 4 � for 90 days could be used and no cross�react ion w as found w ith several

st ructur al analogues. T he results of samples analysis obtained from the Elispot assay w ere in a

good agr eement w ith that of ELISA m ethod.

Key words: gentamicin, Elispot assay, PVDF m em br ane

� � 庆大霉素( Gentam icin, GM )是由放线菌科小

单孢子属产生的氨基糖甙类抗生素, 是一种结构相

似的多组分混合物,至少含有 C1、C1a、C2、C2a 4种组

分[ 1] ,常用于治疗动物的消化道和呼吸道疾病, 因

其廉价易得因而滥用的情况比较普遍, 所以庆大霉

素在动物体内的残留问题愈来愈严重[ 2]。中国农

业部 2002年 12月 14日发布了235号公告�动物性

食品中兽药最高残留限量�, 其中规定庆大霉素在



牛和猪的脂肪和肌肉里以及鸡和火鸡的可食组织

中的最高残留限量为 0� 1 mg / kg, 在牛奶中为 0� 2

m g/ kg,在牛和猪的肝脏和肾脏中最高残留量分别

为 2 mg / kg 和 5 mg/ kg。

目前, 庆大霉素的检测方法主要有微生物

法
[ 3]
、仪器分析法

[ 4]
和免疫学检测法

[ 5- 6]
。微生物

法周期较长; 仪器分析法不仅样品前处理复杂, 而

且需要昂贵的分析仪器;酶联免疫法需要酶标仪等

设备和专业的操作人员, 也不适合现场快速检测。

Elispot assay 是基于 ELISA 发展起来的一种细胞

免疫学检测技术[ 7] , 具有较高的灵敏度 [ 8] 和简单、

快速、可目测结果等特点, 该方法在兽药残留检测

中的应用国内尚未见报道。作者制备了抗 GM 多

克隆抗体, 以 PVDF 膜为反应基质, 建立了 Elispot

assay,可以快速检测牛奶中的庆大霉素残留。

1 � 材料与方法

1� 1 � 材料
1� 1� 1 � 材料及试剂 � 庆大霉素: Gentamicin sul�
fate GM , 中国兽医药品监察所; 链霉素: St repto�
mycin sulfate SM 中国兽医药品监察所; 磺胺嘧

啶: Sulfadiazine SD,中国兽医药品监察所; 卡那霉

素: Kanamycin sulfate, KM , 上海生工; 新霉素:

Neomycin sulfate NM, 上海生工; 牛血清白蛋白:

Albumin Bovine BSA, 上 海生工; 卵 清蛋 白:

Ovalbum in OVA, 上海生工; 水溶性碳化二亚胺:

EDC, 上海生工; 辣根过氧化物酶标二抗: IgG

H RP, Gene Tex ; 弗氏完全佐剂: Complete Fre�
und� s adjuvant , Sigm a; 弗氏不完全佐剂: Incom�
plete Freund� s adjuvant , Sigm a; polyvinylidene f lu�
oride( PVDF) m icroporous membrane: M illipo re; 单

组份 TM B显色液(沉淀型) :湖州英创生物科技有

限公司; Balb/ c 小鼠: 南昌大学医学院实验动物中

心;庆大霉素 ELISA 试剂盒: 作者所在实验室研

发;其它试剂:均为市售分析纯。

1� 1� 2 � 仪器与设备 � 酶标仪( Thermo ) ;扫描仪-

U niscanB780(清华紫光) ; 图像分析软件 Quant ity

one( Bio- Rad)。

1� 2 � 方法
1� 2� 1 � 庆大霉素多克隆抗体的制备与鉴定 � 分别
采用 EDC法和戊二醛法合成庆大霉素的免疫抗原

( GM�BSA)和检测抗原 ( GM�OV A) , 方法见文献

[ 6]。将制备的免疫抗原GM�BSA 用于免疫 Balb/ c

小鼠,按照常规的免疫程序制备多克隆抗血清[ 9]。

第五次加强免疫后, 将小鼠断颈取血,收集抗血清,

间接 ELISA 测试抗体效价,间接竞争 ELISA 测试

其特异性。

1� 2� 2 � Elispot assay 实验

1) 抗原布阵: 将 PVDF 膜裁剪成( 36 mm � 6

m m) � 7大小, 用甲醇浸泡 1 m in, 取出用 PBS 浸泡

10 m in,甩干表面液体, 用微量移液器按照 4 � 7方

式点阵 GM�OVA 抗原, 每点 3 �L, 37 � 湿育 60

m in,然后用 5% 脱脂牛奶封闭 60 min,取出甩干牛

奶,将表面吹干, 干燥保存。待用时将其剪成每条

36 m m � 6 m m大小。

2) 样品溶液的配制: 配置 2%的阴性脱脂牛

奶,添加 GM 标准品使其在牛奶中的质量浓度分别

为 400、200、100、50、10、0 ng/ m L, 分别取 1 m L 用

PBS 稀释 10倍后, 4 000 r/ min 离心 5 min,取上清

液作为待测液。

3) Elispot assay 试验:将干燥保存的 PVDF 膜

取出,用 PBST 漂洗 2 min, 洗掉表面的牛奶, 甩干

表面的液体后, 将 PVDF 膜裁剪成 36 mm � 6 m m

大小,将 7条裁剪好的膜分别置于大小合适的塑料

格子中, 按顺序分别加入 500 �L 待测液于每个格

子中,每格再加入 500 �L 用 PBS稀释的抗血清,并

设置空白对照(加入 1 000 �L PBS) ,置于水平摇床

反应 10 m in。将膜取出置于清洗盒中加入 PBST

20 m L, 漂洗 2次, 每次 3 min。取出膜, 甩干表面液

体,将其分别置于洁净的塑料格子中, 每格加入

1000 �L 1: 1000稀释的鼠抗兔 IgG�H RP,水平摇床

上反应 10 m in。将膜再置于清洗盒中洗涤,漂洗 3

次,每次 3 min。加入底物(沉淀型 T MB) 显色, 1

m in后用自来水终止[ 10]。肉眼判读结果,并用扫描

仪扫描保存数据。

1� 2� 3 � 检测阈值的确定 � 配置 10 倍稀释后 GM

质量浓度为 20、18、16、14、12 ng/ m L 的牛奶样品 5

m L, 并设阴性对照和空白。其余步骤同上, 重复 6

次,根据显色结果判断检测阈值。

1� 2� 4 � Elispot assay 试纸条的稳定性和特异性 �

每个庆大霉素质量浓度设置 6个重复, 取同一批次

和不同批次的 Elispot assay 试纸条在不同庆大霉

素质量浓度下测试, 考察其重复性。将试纸条置于

4 � 密封保存, 同时将抗血清添加防腐剂并于 4 �

保存。每半个月取出一批 Elispot assay 试纸条,考

察其稳定性。与此同时,检测 SM、KM、NM 和 SD

在不同质量浓度( 1、5、10、20、50 ng/ m L)下与庆大

霉素多抗血清是否存在特异性反应。

1� 2� 5 � Elispot assay 与酶联免疫分析结果比较 �

取庆大霉素标准品添加到牛奶中,配制成一系列质
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量浓度梯度( 0、20、100、200、400 ng/ m L)的测试液,

每个质量浓度设置 3 次重复,分别进行 E lispo t as�
say 和酶联免疫分析, 以考察 Elispot assay 与酶联

免疫分析的一致性。

2 � 结果与分析

2� 1 � 多克隆抗体鉴定
经间接 ELISA 检测, 第五次加强免疫后多克

隆抗血清效价达到 5� 12 � 105以上,特异性良好。

2� 2 � Elispot assay结果与分析
不同的 GM 质量浓度对抗 GM 多克隆抗体有

较明显的抑制作用见图 1。图 1表明, 随着样品中

GM 质量浓度的增加(每一标准品浓度设置 4个重

复) ,显色斑点的颜色越来越浅, 当样品中 GM 质量

浓度达到 10 ng/ mL 时, GM 标准品可以竞争固相

抗原完全结合反应体系中的抗 GM 多克隆抗体,从

而不再显色。故本方法检测阈值为 10 ng / mL, 换

算成牛奶样品为 200 ng / mL, 符合我国对牛奶中庆

大霉素的限量标准。

注: A, B, C, D, E, F 分别是 0、1、2� 5、5、10、20 ng/ mL 的

GM 标准品; G为空白

图 1� Elispot assay 结果

Fig. 1 � Elispot assay results

用 Quant ity one 软件分析图像,有较明显的梯

度,见图 2。

2� 3 � 检测阈值的测定
不同批次、不同重复试验的结果基本一致。由

表 1可知, GM 质量浓度在接近 10 ng/ m L 时,斑点

有微微的显色,在 8 ng / mL 和 9 ng/ mL 时, 不同的

试验结果可能会存在有微蓝色或不显色的情况,考

虑到实际检测中会存在些许误差,于是将检测阈值

设定为 10 ng/ mL。

A~ G依次对应图 1 中的 A, B, C, D, E, F, G

图 2 � Elispot assay实验定量分析

Fig. 2 � Quantitative analysis of Elispot assay

表 1� Elispot assay试纸条检测阈值

Tab. 1 � Detection threshold of Elispot assay strip

GM 质量浓度/ ( ng / mL) 结果

6 -

7 -

8 + / -

9 + / -

10 +

2� 4 � Elispot assay稳定性和交叉反应
同一批次和不同批次的 Elispot assay 试纸条

对相同牛奶样品测试结果差异不明显, 说明其重复

性较好。在对其稳定性考察中发现, 第 90天时活

性有较明显下降趋势, 但对检测结果基本没有影

响,见图 3。
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注: A、B、C分别是 GM 质量浓度为 0, 2� 5, 10 ng/ m L 的牛奶

样品

图 3� Elispot assay 试纸条稳定性

Fig. 3� Stability of Elispot assay strip

� � 另外,根据 1� 2� 4,未见 Elispot assay 试纸条与

SM、KM、NM 和 SD有明显交叉反应。

2� 5 � 加标样品分析
由图 4和表 2可知,本研究建立的方法针对加

标样品的检测结果合乎实际, 基本上可以满足对样

品的定性检测,并且可以通过斑点显色的深浅来判

断 GM 质量浓度的高低,从而可以实现对检测结果

的半定量分析。

注: A为阴性对照; B, C, D, E , F 分别为样品 1, 2, 3, 4, 5;

G为空白

图 4� 加标样品分析

Fig. 4 � Spiked sample analysis

表 2� Elispot assay 与 ELISA分析比较

Tab. 2 � Comparison of Elispot assay and ELISA

样品 添加水平/ ( ng / mL ) 重复数
Elispo t assay 试纸条

检测结果

ELISA 检测

实测值/ ( ng / mL ) 回收率/ %

1 0 3 - 0 100

2 20 3 - 18� 7 93� 5

3 100 3 - 110� 2 110� 2

4 200 3 + 213� 7 106� 9

5 400 3 + 389� 9 97� 5

� 注: � - �为未超出限量标准, � + �为超过限量标准。

3 � 结 � 语

作者建立了检测牛奶中 GM 的 Elispot assay,

具有快速、准确、灵敏和可目测结果等特点。检测

阈值为 10 ng/ m L, 牛奶稀释 20 倍后可直接用于样

品分析,符合我国对牛奶的限量标准; 背景较低;检

测时间为 40 min; 与多种结构类似物未见明显交

叉,稳定性良好; 与传统 ELISA 比较结果相一致。
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