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基于量子点二抗偶联物的荧光免疫分析法测定 

牛奶中的氨苄青霉素 

尹致丹, 肖志明, 李  阳, 刘晓露, 王  石, 樊  霞* 

(中国农业科学院农业质量标准与检测技术研究所, 农业部农产品质量安全重点实验室, 北京  100081) 

摘  要: 目的  建立基于量子点二抗偶联物的荧光免疫分析法测定牛奶中的氨苄青霉素。方法  采用共价偶

联的方法将 Qdot 655 红色荧光量子点(quantum dots, QDs)与二抗偶联, 利用制备好的 QDs-二抗偶联物代替传

统酶标二抗应用到检测牛奶中氨苄青霉素残留检测的荧光免疫分析方法中, 并将该方法与酶联免疫吸附法

(enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)和高效液相色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)

进行比较。结果   该方法 50%抑制浓度(IC50)为 8.3 μg/L; 检测限为 2.5 μg/L。空白牛奶加标回收率为

94.0%~106.2%, 变异系数为 2.1%~9.2%。在实际样品的检测中, 该方法与 ELISA 方法和 HPLC 方法测定的结

果相比无显著差异(P>0.05)。结论  该方法准确、灵敏, 适用于牛奶中氨苄青霉素残留的检测。 
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Determination of ampicillin in milk by fluorescence immunoassay based on 
quantum dot secondary antibody conjugates 

YIN Zhi-Dan, XIAO Zhi-Ming, LI Yang, LIU Xiao-Lu, WANG Shi, FAN Xia* 

(Key Laboratory of Agricultural Product Quality and Safety Research of Ministry of Agriculture, Institute of Quality 
Standard and Testing Technology for Agro-products of Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100081, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a fluorescence immunoassay for the determination of ampicillin in milk 

based on quantum dot secondary antibody conjugates. Methods  The red fluorescent quantum dots (QDs) of Qdot 

655 were coupled with the secondary reactance by covalent coupling, the prepared QDs- secondary antibody 

conjugate was used to detect ampicillin residue in milk instead of the traditional enzyme standard secondary antibody 

by fluorescence immunoassay. The method was compared with enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) and 

high performance liquid chromatography (HPLC). Results  The 50% inhibitory concentration (IC50) of the method 

was 8.3 g/L, the limit of detection was 2.5 g/L. The blank milk spiked recoveries were 94.0%106.2%, and the 

coefficients of variation were 2.1%9.2%. In the detection of actual samples, the method has no significant difference 

compared with the results determined by ELISA and HPLC (P>0.05). Conclusion  The method is accurate, 

sensitive, and suitable for the detection of ampicillin residues in milk. 
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1  引  言 

随着我国养殖业的快速发展, 抗生素使用问题越来

越突出, 主要表现为抗生素滥用导致动物源食品中的残留

问题日益严重[1], 不仅会影响发酵乳制品如酸奶、黄油及

干酪的发酵和后期风味的形成, 人体如果长期摄入含有其

残留的牛奶也会使体内肠道正常菌群受到抑制, 导致致病

菌的大量繁殖, 危害身体健康。同时抗生素在环境中的残

留还会造成环境污染[2,3]。氨苄青霉素作为一种常用抗生素

类药物, 在牛奶中的残留问题也日益突出[4,5]。大部分国家

和地区均制定了严格的残留标准, 欧盟规定牛奶中氨苄青

霉素的最高残留限量 (maximum residue limit, MRL)为    

4 μg/L, 美 国 食 品 药 品 监 督 管 理 局 (Food and Drug 

Administration, FDA)规定牛奶中氨苄青霉素的 MRL 为  

10 μg/L[6], 我国农业农村部 235 公告规定奶中氨苄青霉素

的 MRL 为 10 μg/L[7]。 

目前, 对畜产品中氨苄青霉素残留的测定主要有仪

器分析法、微生物学分析方法和免疫学分析方法[8,9]。仪器

分析法具有高灵敏度, 但仪器价格昂贵, 操作费时。微生

物法作为传统检测方法, 成本低, 对实验室条件要求不高, 

广泛应用于基层检测, 但是检测周期长, 结果误差大。而

免疫检测技术检测速度较快、操作简单同时可以进行大批

量样品的检测[10], 已经成为目前最普遍使用的快速筛选方

法 [1113]。同时一些新型的免疫检测方法也陆续出现 , 

QDs(quantum dots, QDs)的出现为新方法的建立带来了一

个有效的工具。QDs 是一种半导体纳米晶, 与传统有机染

料相比, 其具有发光稳定、荧光强度高、表面集团易修饰

等特点[14], 在细胞生物学、分子生物学蛋白组学和医学诊

断等领域都得到了很好的研究和应用 [15,16], 其在建立快

速、简便的多残留检测方面具有很大的发展前景[17]。例如

王云云[18]采用碳二亚胺缩合法将 3 种不同荧光发射波长的

量子点与 3种抗体进行共价偶联, 分别得到了 OD610-抗青

霉素 G 抗体、OD565-抗四环素抗体和 OD520-抗链霉素抗

体 3 种探针, 建立直接竞争荧光免疫分析法, 在酶标板上

通过阵列分析实现对牛奶中 3 种抗生素残留的同时检测, 

结果比传统 ELISA 方法更准确更灵敏。但是目前关于量子

点与二抗偶联物结合物在检测牛奶中氨苄青霉素的研究相

对较少。 

本研究采用共价偶联的方法将 Qdot 655 红色荧光量子

点与二抗偶联, 利用制备好的 QDs-二抗偶联物代替传统酶

标二抗应用到牛奶中氨苄青霉素(ampicillin, AMP)残留检测

的荧光免疫分析方法中 , 并将该方法与酶联免疫吸附法

(enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)和高效液相色

谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)进行比

较, 从而评估QDs-二抗偶联物用于牛奶中AMP残留检测的

可行性, 为多残留检测方法的前期研究提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  试验材料 

2.1.1  仪器与设备 

Sunrise 荧光酶标仪(美国 Sunrise 公司); Unicam UV 

300 分光光度计(美国 Thermo Spectronic 公司); Malven 

Nano zs90 纳米粒径分析电位仪(英国马尔文仪器公司); 

DNP 型恒温培养箱(上海精密试验设备有限公司); Waters 

2695高效液相色谱仪(美国Waters公司); MGS-2200氮吹仪

(日本 Eyela 公司); Milli-Q 去离子水发生器(美国 Millipore

公司; LD5-10B 离心机(北京医用离心机厂); TS-100 调速多

角振荡器(国华分析仪器厂); WH-2 微型旋涡混合仪(上海

沪西分析仪器厂 ); BSA224S 分析天平 (美国 Sartorius 

Analytic 公司)。 

2.1.2  试剂与耗材 

包被抗原 AMP-OVA、单克隆抗体(北京维德维康生物

技术有限公司); 羊抗兔二抗(美国 KPL 公司); Qdot 655(北

京纳晶生物科技有限公司); 氨苄青霉素及同系物标准品

(美国 Sigma 公司); 酪蛋白(北京索莱宝科技有限公司); 96

孔白色不透明化学发光板、96 孔酶标板(美国 Costar 公司); 

(N- 马 来 酰 亚 胺 甲 基 ) 环 己 烷 -1- 羧 酸 琥 珀 酰 亚 胺 酯

[(N-Maleimidomethyl)cyclohexanecarboxylic acid 

N-hydroxysuccinimide ester, SMCC] 、 三 (2- 羧 乙 基 ) 膦

(Tris(2-carboxyethyl)phosphine, TCEP)( 德 国

Merck-Millipore 公司)。 

牛奶样品由中国农业大学动物医学院提供。 

2.2  实验设计与方法 

2.2.1  QDs-二抗偶联物制备的原理 

QDs 和羊抗兔二抗发生共价反应的原理图如图 1 所

示。SMCC 是一种异源性交联剂, 分子结构上一端是氨基

偶联基团琥珀酰亚胺, 另一端是巯基偶联基团马来酰亚胺, 

中间由环己烷相连起到稳定作用。在偶联过程中, 利用

SMCC 的琥珀酰亚胺基团活化含氨基配体的 QDs, 然后用

TCEP还原处理抗体, 断开二硫键, 暴露出的巯基与SMCC

的马来酰亚胺基团反应生成硫醚键, 从而实现共价偶联。 

2.2.2  QDs-二抗偶联物制备 

量子点活化: 1000 μL 量子点溶液(1 μmol/L)中加入 

20 μL 500 mmol/L pH 7.2 的磷酸钠缓冲溶液和 16.7 μL    

1 mg/mL 的 SMCC 溶液(现配现用), 迅速混匀, 37 ℃反应 

1 h。25000 r/min 离心 15 min, 弃去上清, 用 10 mmol/L pH 

7.2 的磷酸钠缓冲溶液重悬, 反复 1 次, 去除多余 SMCC, 

量子点恢复到原始体积, 低温保存备用。 

二抗活化: 200 μL 待标记二抗溶液(2 mg/mL)中加入

15.3 μL TCEP 溶液(1 mg/mL), 37 ℃反应 1.5 h。 
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图 1  QDs 和二抗发生共价反应的原理 

Fig.1  Covalent coupling reaction pattern diagram of QDs and antibodies 
 

量子点-二抗偶联: 活化后的量子点与活化后的抗体

混合, 37 ℃反应 4 h。25000 r/min 离心 20 min, 弃去上清, 

除去游离抗体, 用 10 mmol/L pH 7.2 的磷酸钠缓冲溶液复

溶, 即得偶联产物。 

2.2.3  QDs-二抗偶联物鉴定 

使用荧光分光光度计检测荧光光谱 , 用 pH 7.2    

(10 mmol/L)磷酸盐缓冲溶液分别稀释偶联前后的 QDs 655, 

激发波长为 360 nm。使用 Malvern Nano ZS90 测定样品偶

联前后的水合粒径及表面电势, 将偶联前后的 10 μL QDs

样品用纯水稀释至 1 mL, 按标准测试方法。采用 FLISA 方

法来检测标记后二抗的生物活性。用碳酸盐缓冲溶液比单

克隆抗体按照 1000: 1(V:V)稀释, 每孔加入 100 µL, 37 ℃包

被 2 h。冲掉未吸附的溶液, 加 1%明胶溶液来封闭 150 µL/

孔。室温 2 h 后加入稀释 200 倍、400 倍、800 倍的偶联产

物 100 µL/孔, 37 ℃孵育 1 h, 洗涤 5 次拍干, 光密度值通过

酶标仪检测读取。 

2.2.4  不同温度条件对偶联物稳定性的影响 

将偶联物分别于 25 ℃和 37 ℃的条件下放置一段时

间, 在 0、10、20、30、40、60 min 的时间点测定其荧光

强度, 从而选择温度对其影响小的作为反应温度。 

2.2.5  不同溶液系统对偶联物稳定性的影响 

将偶联物分别置于磷酸盐缓冲液、硼酸盐缓冲液和

0.25%酪蛋白稀释液中一段时间, 在 0、10、20、30、40、

60 min 的时间点测定其荧光强度, 通过结果分析不同溶液

体系对偶联物荧光稳定性的影响。 

2.2.6  基于 QDs-二抗偶联物的 FLISA 原理 

如图 2 所示。将 96 孔白色不透明免疫反应板包被抗

原, 加入待测药物, 待测药物与包被抗原来竞争结合一抗, 

反应达平衡后倾去反应液, 洗涤, 再加入过量 QDs-二抗偶

联物孵育, 偶联物与抗体结合, 量子点二抗接受激发光产

生荧光, 通过测定荧光强度从而进行定量分析。荧光强度

的大小与包被抗原结合的一抗成正比, 与待测药物的含量

成反比。 

 
 

图 2  荧光免疫反应模式图 

Fig.2  Fluorescence immune response pattern 

 
2.2.7  FLISA 方法反应程序 

试验中测定的荧光强度值扣除空白对照的值, 以消

除非特异性吸附的影响。空白对照孔用 100 µL PBS 缓冲液

代替包被原进行包被, 50 µL 的 0.25%酪蛋白稀释液来代替

50 µL 的 QDs-二抗偶联物。具体步骤如下所示: (1) 包被: 

将包被抗原 AMP-OVA 用包被缓冲液稀释成最适包被浓度

加至酶标板, 100 µL/孔, 37 ℃孵育 1 h, 然后 4 ℃过夜;   

(2) 洗涤: 倾去孔内液体, 每孔加洗涤液 250 µL, 洗涤 1 次, 

然后在吸水纸上拍干; (3) 封闭: 每孔加入封闭液 150 µL, 

37 ℃恒温封闭 1 h, 拍干; (4) 加样: 加入系列稀释的 AMP

标准品 50 µL/孔再加入适当稀释的抗体 50 µL/孔, 37 ℃反

应 1 h; (5) 洗涤: 用 PBS 溶液洗涤 4 遍, 250 µL/孔, 每次间

隔 1 min, 在吸水纸上拍干; (6) 加 QDs-二抗偶联物: 每孔

加入 100 µL QDs-二抗偶联物, 37 ℃反应 1 h, 洗涤同上, 

拍干; (7) 测定: 拍干后经荧光酶标仪(激发波长, 360 nm; 

发射波长, 655 nm)测定荧光强度值。 

2.2.8  3 种方法的标准曲线 

分 别 制 作 荧 光 免 疫 吸 附 测 定 (fluorescence 

immunosorbent assay, FLISA)方法、ELISA 方法和 HPLC 方

法的标准曲线。FLISA 中以荧光强度值设为纵坐标, 以

AMP 标准品浓度的对数为横坐标, 通过 Origin 8.5 软件绘

制标准曲线, 并求出 IC50 值, 以 10%的抑制作为该方法的

检测限。ELISA 方法中以相应浓度 AMP 抑制时的 OD 值

为纵坐标, 以 AMP 浓度的对数为横坐标, 用 Origin 8.5 软
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件绘制标准曲线, 并求出 IC50, 以 10%抑制作为该方法的

检测限。HPLC 方法测定的值由 AMP 标准曲线求得。  

2.2.9  交叉反应率的测定 

分别测定 FLISA 方法和 ELISA 方法的交叉反应率, 

选择 AMP 同系物阿莫西林、青霉素 G、氯霉素、庆大霉

素、阿维菌素, 将各药配成系列稀释浓度, 代替 AMP 标准

品溶液测定, 计算交叉反应率。 

2.2.10  样品提取方法 

准确量取 10 mL 巴氏杀菌脱脂奶到 50 mL 离心管中。

按 10、25、50、100 ng/mL 添加 AMP, 未添加样品作为空白

对照。涡动 20 s, 室温静置 15 min。每管中加入铁氰化钠溶

液 1 mL 和硫酸锌溶液 0.5 mL, 涡动至少 2 min, 7000 r/min

离心 5 min。取上清 5 mL 用 PBS 稀释 10 倍, 备用。 

2.2.11  回收率及变异系数测定 

按 10、25、50、100 μg/L 4 个浓度添加空白牛奶样品, 

每个浓度作 5 个平行样, 测定荧光强度值。利用 Origin 8.5

软件绘制曲线, 根据曲线情况来计算 AMP 含量。 

2.2.12  实际样品测定 

试验采用所建 FLISA 方法与 ELISA 方法和 HPLC 方

法同时检测 50 份实际牛奶样品中氨苄青霉素残留情况, 

以此来对 QDs-二抗偶联物应用在检测牛奶中氨苄青霉素

残留的可行性进行评估。 

3  结果与分析 

3.1  偶联鉴定   

荧光光谱比较 : 标记前后稀释同样倍数的 QDs 和

QDs-二抗偶联物的荧光光谱如图 3 所示。其中蓝线所示光

谱峰为 QDs-二抗偶联物的荧光光谱图, 相对于单纯 QDs

的光谱峰来说, 它的发射波长依然没有改变, 在 655 nm 处, 

同时结合二抗之后的 QDs 荧光强度有所下降, 主要是由于

在 QDs 活化和最后的标记物纯化时损失了一部分 QDs 造

成的。 

 

 
 

图 3  偶联前后 QDs 的荧光光谱图比较 

Fig.3  Comparison of fluorescence spectra of QDs before and after 
coupling 

 

水合粒径分析: 使用 Malvern Nano ZS90 测定水合粒

径, 结果按响应信号强度得到的粒径分布图如图 4 所示。

偶联前后样品的平均水合粒径分别为 31.54 nm和 63.44 nm, 

偶联产物粒径相比偶联前有明显增加, 表明量子点表面连

接了目标抗体。 

 

 
 

图 4  量子点 QDs 655 偶联前后的纳米粒径 

Fig.4  Nanoparticle size of quantum dots before and after QDs 655 
coupling 

 

偶联物活性评价: 实验利用棋盘法进行 FLISA 反应

来评估量子点和二抗偶联是否成功。不同稀释度偶联物与

不同稀释度抗体反应荧光强度值如表 1 所示。结果说明, 

抗体与偶联物反应后荧光强度增强, 表明抗体与偶联物发

生特异性结合反应, 偶联后的二抗具有生物活性, 可以做

进一步应用。 

 
表 1  FLISA 反应结果 

Table 1  FLISA reaction results 

稀释倍数 空白 
抗体稀释 

800 倍 

抗体稀释 

1600 倍 

偶联物稀释

200 倍 
3.136 963 561 

偶联物稀释

400 倍 
2.905 413 238 

偶联物稀释

800 倍 
3.15 225 93 

 

3.2  QDs-二抗偶联物荧光稳定性研究   

温度条件的影响: 25 ℃和 37 ℃条件下 QDs-二抗偶联

物稳定性变化情况如图 5 所示。37 ℃条件下, 标记物的荧

光性较 25 ℃条件下的略有降低, 但是差异不是很明显, 

37 ℃反应可以加快免疫反应的速度, 缩短方法检测时间, 

所以, 在后续实验中采用 37 ℃作为反应条件。 

溶液体系的影响: 利用 3 种不同的溶液体系来稀释

QDs-二抗偶联物, 在 1 h 内不同的时间测定其荧光强度值

如图 6 所示。结果发现, 用中性磷酸盐缓冲溶液稀释和用

硼酸盐溶液稀释, QDs-二抗偶联物的初始荧光强度较低, 

同时下降幅度比较明显, 用含 0.25%酪蛋白的稀释液的

QDs-二抗偶联物, 初始荧光强度较高, 和理论研究正好相

符。因此, 我们选择 0.25%的酪蛋白溶液作为反应体系中

QDs-二抗偶联物的稀释溶液。 
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图 5  不同温度对 QDs-二抗偶联物的荧光性影响(n=3) 

Fig.5  Fluorescence changes of QDs-bis-anticonjugates at different 
temperatures (n=3) 

 

 

 
图 6  不同溶液条件对 QDs-二抗偶联物的荧光性影响(n=3) 

Fig.6  Fluorescence changes of QDs-bis-anticonjugates in different 
solutions (n=3) 

3.3  标准曲线   

基于 QDs-二抗偶联物建立的 FLISA 方法确立包被原

的稀释倍数为 1:1000 倍 , 单抗溶液的最适稀释倍数为

1:1000 倍, 量子二抗偶联物作 1:400 倍稀释。该检测方法

50%抑制浓度(IC50)为 8.3 μg/L, 以抑制率为 10%时对应的

浓度作为该方法对 AMP 的检测限, 其值为 2.5 μg/L。3 种

方法标准曲线如图 7 所示。 

3.4  交叉反应率   

经荧光免疫吸附测定方法测定, 该单抗与 AMP、阿莫

西林的交叉反应率是 100%, 与青霉素 G、氯霉素、庆大霉

素、阿维菌素的交叉反应率均小于 0.1%, 几乎没有交叉反

应, 说明该抗体的特异性良好。氨苄青霉素结构与阿莫西

林结构相似, 阿莫西林化学结构仅比 AMP多一个羟基, 因

此, 在样品检测中, 所以不能很好的分别样品中 AMP的残

留和阿莫西林的残留。与 ELISA 方法测定的交叉反应率的

结果相同, 结果见表 2。 

3.5  添加回收率和变异系数    

对实际样品的测定结果进行了方法之间相关性的分

析, 并且进行了配对 t 检验分析。FLISA 试验回收率为

94.0%~106.2%, 变异系数为 2.1%~9.2%, ELISA 方法的回

收率为 95.0%~105.3%, 变异系数为 2.2%~9.3%, HPLC 方

法的回收率为 81.5%~92.8%, 变异系数为 0.9%~2.8%, 如

表 3。 

 

 
 

图 7  3 种方法的标准曲线 

Fig.7  Standard curves of the 3 methods 
 

表 2  抗 AMP 的单克隆抗体的交叉反应率 
Table 2  Cross-reactivity of monoclonal antibodies against AMP 

竞争物 
FLISA 

交叉反应率/% 
ELISA 

交叉反应率/% 

氨苄青霉素 100 100 

阿莫西林 100 100 

青霉素 G ＜0.1 ＜0.1 

氯霉素 ＜0.1 ＜0.1 

庆大霉素 ＜0.1 ＜0.1 

阿维菌素 ＜0.1 ＜0.1 

3.6  实际样品检测 

利用 3 种方法检测 50 份牛奶样品, 结果发现, 检出超

过 MRL 样品 5 份, 检出残留量小于 MRL 样品 1 份, 未检出

AMP 的牛奶样品 44 份。其中 FLISA 检测的浓度为

4.40~63.68 μg/L, ELISA 检测的浓度为 5.20~65.73 μg/L, 

HPLC 检测的浓度为 7.50~68.93 μg/L。具体结果如表 4 所示。 

3.7  相关性分析   

对实际样品的测定结果进行了方法之间相关性的分

析, 并且进行了配对 t 检验分析。结果如图 8 图 9 所示。
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FLISA与 ELISA之间相关性计算发现, 相关系数 r²=0.9974, 

相关方程为 Y=1.0252X+1.61 。 t 检验结果 , |t|=0.894, 

t0.05(5)=2.571, P=0.412, 所以 P>0.05, 差异不显著。FLISA

与 HPLC 之间相关性计算发现, 相关系数 r2=0.9968, 相关

方程为 Y=1.0333X+3.89。t 检验结果, |t|=0.904, t0.05(5)=2.571, 

P=0.407, 所以 P>0.05, 差异不显著。 

 
 

表 3  牛奶中 AMP 的添加回收率试验及变异系数结果(n=5) 
Table 3  Result of recovery rate and coefficient of variation of AMP in milk (n=5) 

添加浓度
/(μg/L) 

FLISA 方法 ELISA 方法 HPLC 方法 

平均回收/%±SD/% CV /% 平均回收/%±SD/% CV/% 平均回收/%±SD/% 变异系数/% 

100 106.2±6.9 6.5 105.2±5.9 6.5 82.8±2.1 2.5 

50 104.5±8.6 8.3 103.5±7.6 7.8 92.1±0.8 0.9 

525 94.0±1.9 2.1 95.0±1.9 2.2 81.5±1.5 1.9 

10 104.3±9.6 9.2 105.3±9.6 9.3 89.3±2.5 2.8 

 
 
表 4  实际样品中 AMP 的残留浓度检测结果(n=3) 

Table 4  Residual concentration detection results in actual 
samples of AMP (n=3) 

样品编号 FLISA/(μg/L) ELISA/(μg/L) HPLC/(μg/L)

003 4.40 5.20 7.50 

004 32.52 36.69 39.52 

019 63.68 65.73 68.93 

020 43.09 46.02 48.97 

021 44.2 46.40 48.41 

022 55.10 58.61 60.91 

 
 
 
 

 
 

 
图 8  FLISA 与 ELISA 法检测实际牛奶样品中 AMP 残留量比较 

Fig.8  Comparison of FLISA and ELISA for determination of AMP 
residues in milk 

 
 

图 9  FLISA 与 HPLC 法检测实际牛奶样品中 AMP 残留量比较 

Fig.9  Comparison of FLISA and HPLC for determination of AMP 
residues in milk 

 

4  讨  论 

4.1  QDs-二抗偶联物的制备 

QDs 与生物分子连接方式主要通过静电吸附和共价

偶联 2 种方式[19,20]。共价结合的形式是比较普遍采用的方

式, 主要是表面修饰的时候在 QDs 表面包覆一层分子, 从

而使 QDs表面提供一些功能化基团(-COOH, NH3), 再将抗

体、链霉亲和素、或其他蛋白共价偶联到 QDs 上。当表面

的基团是-COOH 时, 一般采用的交联剂为碳二亚胺盐酸

盐(carbodiimine hydrochloride, EDC)、N-羟基丁二酰亚胺

(N-Hydroxy succinimide, NHS), Wang 等[21]用 NHS 将 QDs

活化, 再用蛋白将其取代。当表面基团是 NH3 时, 一般采

用的交联剂为二硫苏糖醇 (Dithiothreitol, DTT)、SMCC。

本实验采用 SMCC 活化试剂, 相比 EDC 共价偶联方法, 

SMCC 活化试剂的稳定性更好, 偶联批间差较小, 同时利

用抗体上的巯基偶联, 而抗体的抗原结合区几乎没有巯基, 
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因此偶联具有定向性, 避免抗体因量子点偶联失活。相比

DTT、2-巯基乙醇等巯基还原剂, TCEP 还原更温和, 在合

适的比例条件下仅还原抗体重链恒定区的二硫键, 产生半

抗体, 不影响抗体活性。同时不与 SMCC 反应, 因此还原

处理抗体后不需要进行纯化去除, 不损失抗体同时简化步

骤。由于纯化效果和产率还有待提高, 因此以后的试验中

可以尝试通过除去多余的反应试剂, 进行多步纯化, 来提

高 QDs 与二抗的偶联效果。 

4.2  实际样品的检测 

牛奶是一种比较复杂的基质, 含有很高浓度的脂类、

糖类和蛋白类等成分而对免疫反应造成影响, 同时荧光反

应很容易因为外界溶液的原因而造成测定结果的不准, 因

此, 必须对牛奶样品进行前处理以降低基质干扰来达到应

有的灵敏度。本试验中采取铁氰化钠-硫酸锌沉淀蛋白方式

进行样品提取。但是实际检测中, 由于基质的复杂和量子

点二抗偶联物生物活性较低, 该方法的灵敏度较 ELISA 方

法还有差距, 还需要对前处理方法和实验条件进一步优化, 

提高该方法的检测限; 同时还需要对该法的准确度、精密

度等相关参数进行研究, 并扩展样品的范围和数量。 

5  结  论 

综上所述, 本研究将 QDs 与二抗通过共价结合的方

式偶联在一起, 成功制备了 QDs-二抗偶联物, 同时对影响

量子点偶联物稳定性的条件进行了优化, 最终确定了反应

温度为 37 ℃, QDs-二抗偶联物的稀释液为 0.25%酪蛋白稀

释溶液。初步探索了 QDs-二抗偶联物在量子点荧光免疫分

析法检测牛奶中 AMP 残留中的应用, 确立了该方法的检

测限为 2.5 μg/L(10%的抑制率), 牛奶中添加浓度的平均回

收为 94.0%~106.2%, 变异系数为 2.1%~9.2%, 符合残留检

测的要求。在实际牛奶样品检测中, 该法与 ELISA 方法和

HPLC 方法均有良好的相关性, 检测结果没有显著性差异。

在实际应用中, 可以同 ELISA 方法一样, 用于样品的快速

筛选, 再用 HPLC 等仪器方法做进一步定性定量分析。 
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