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摘  要: 目的  制备氧氟沙星单克隆抗体, 采用生物条形码技术测定氧氟沙星残留量。方法  采用碳二亚胺

法合成氧氟沙星完全抗原后, 用免疫原免疫小鼠, 将特异性强的小鼠脾细胞与骨髓瘤细胞融合。通过杂交瘤细

胞的多次“筛选-亚克隆”过程, 制备氧氟沙星单克隆抗体。其次, 制备纳米金复合探针、磁性纳米探针, 建立基

于荧光定量聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)的生物条形码检测方法, 在最优条件下采用荧光

定量 PCR 生物条形码检测方法间接测定动物源性食品中氧氟沙星残留量。结果  氧氟沙星线性回归方程为

Y=14.4263logX+0.09184, r2=0.96。在 0.1~128.0 ng/mL 范围内, 检出限为 1.14 ng/mL, 添加回收实验结果显示, 氧

氟沙星平均回收率和相对标准偏差分别为 85.8%~102.6%、1.8%~2.6%。结论  基于荧光定量 PCR 生物条形码免

疫分析方法检测氧氟沙星的结果可靠, 能够应用于实际样品的检测, 为氧氟沙星的检测技术提供新的方向。 

关键词: 氧氟沙星; 单克隆抗体; 纳米金复合探针; 磁性纳米探针; 生物条形码 
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ABSTRACT: Objective  To prepare ofloxacin monoclonal antibody, and determine the residue of ofloxacin by 

biological bio-bar codes technology. Methods  After the complete antigen of ofloxacin was synthesized by 

carbodiimide method, the splenocytes of mice with strong specificity were fused with myeloma cells. Monoclonal 

antibodies to ofloxacin were prepared by multiple “screening-subclonal” processes of hybridoma cells. Secondly, 

gold nano-composite probes and magnetic nanoprobes were prepared, and then a bio-bar codes assay based on 
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fluorogenic quantitative polymerase chain reaction (PCR) was established, and the bio-bar codes assay based on 

fluorogenic quantitative PCR was used to indirectly determine the residue of ofloxacin in animal-derived foods under 

optimal conditions. Results  The linear regression equation of ofloxacin was Y=14.4263logX+0.09184, r2=0.96. 

When the concentration range was within the mass concentration range of 0.1‒128.0 ng/mL, the limit of detection 

was 1.14 ng/mL, and the adding recovery experiments results showed that the mean recoveries and relative standard 

deviations of ofloxacin were 85.8%‒102.6%, 1.8%‒2.6%, respectively. Conclusion  The results of the detection of 

ofloxacin based on the quantitative PCR biological barcode immunoassay method are reliable, which can be applied 

to the detection of actual samples, which provides a new direction for the detection technology of ofloxacin. 

KEY WORDS: ofloxacin; monoclonal antibody; gold nanocomposite probe; magnetic nanoprobes; bio-bar codes 
 

 

0  引  言 

氧氟沙星(ofloxacin, OFLX)是一种人工合成的氟喹诺

酮类药物, 具有广谱抗菌作用, 这类药物已被广泛应用于

医学领域, 用于治疗由革兰阴性菌所致的急、慢性感染[1‒2], 

后被人们应用于陆生和水生食用动物的疾病治疗中, 其中

陆生动物主要包括猪、牛、羊、鸡, 水生动物包括鲑科鱼

类和其他鱼类, 以及虾类[3‒6]。研究发现, OFLX 的过度使

用导致其在动物源食品中的残留超标, 消费者长期食用氧

氟沙星残留超标的食物, 轻者会引起腹部不适、恶心或呕

吐, 并伴有头昏、头痛、嗜睡或失眠症状, 严重者会出现

精神异常、烦躁不安、意识混乱、幻觉、震颤等症状。因

此, 国内外对于 OFLX 在动物中的使用有严格的控制, 农

业部 2292 号公告显示, 以 OFLX 为原料的各类酯、盐及各

种制剂必须停止经营、使用, 禁止在食品用动物中使用洛

美沙星、培氟沙星、氧氟沙星、诺氟沙星 4 类兽药, 随之

取消了与之相对应的兽药批准文号[7‒10]。 

用于 OFLX 残留检测的仪器法包括高效液相色谱法

(high performance liquid chromatography, HPLC)、高效液相

色谱-串联质谱法(high performance liquid chromatography- 

tandem mass spectrometry, HPLC-MS/MS)、分子荧光分析法 

(molecular fluorescence analysis, MFA)等[11‒14]; 免疫法包括酶

联免疫吸附法(enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)、

胶体金免疫层析法、生物条形码免疫分析法等[15‒19]。仪器分

析方法因操作烦琐、设备庞大、对检测人员专业度有一定

的要求和检测时间较长等增加了检测成本。而免疫分析方

法则具有快速、灵敏度高、特异性强、对仪器要求不高等

优点, 如今免疫分析方法更容易应用于现场的快速检测中, 

最常用到胶体金免疫层析试纸条, 但其极易出现假阳性, 

造成检测结果不准确[20‒23]。 

目前单克隆抗体与生物条形码检测技术的结合有广

泛的应用前景, 为探索环境、食品和卫生领域小分子物质

的检测提供了新的思路与技术平台。生物条形码免疫分析

方法比传统 ELISA 方法灵敏度高两个数量级, 具有操作较

简便, 检测结果准确等优点[24‒25]。本研究首先制备 OFLX

的单克隆抗体细胞株 , 通过间接竞争 ELISA (indirect 

competitive enzyme-linked immunosorbent assay, ic-ELISA)
测定单克隆抗体的特异性。其次, 制备 OFLX 纳米金复合

探针、磁性纳米探针, 建立“纳米金复合探针-标准品-磁性

纳米探针”的竞争免疫反应体系, 基于荧光定量 PCR 生物

条形码技术快速检测 OFLX 药物残留(原理及检测过程如

图 1), 为氧氟沙星的检测技术提供新的方向。 
 

 
 

图 1  基于荧光定量 PCR 的生物条形码免疫分析方法的原理图(A)及其检测过程(B) 

Fig.1  Schematic illustration of bio-bar codes immunoassay based on fluorogenic quantitative PCR (A) and its measurement process (B) 
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1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

OFLX标准品(纯度 99.5%, 中国兽医药品监察所); 牛

血清白蛋白 (bovine serum albumin, BSA) 、卵清蛋白

(ovalbumin, OVA)( 纯 度 98%) 、 特 级 胎 牛 血 清 ( 纯 度

99.99%)( 美 国 Sigma 公 司 ); 二 甲 基 甲 酰 胺 (dimethyl 

formamide, DMF)(分析纯, 上海麦克林生化科技有限公司); 

25%戊二醛(分析纯 , 天津市科密欧化学试剂有限公司); 

辣根过氧化物酶(horse radish peroxidase, HRP)标记的羊抗

鼠 IgG(北京中杉金桥生物技术有限公司); N-羟基丁二酰亚

胺(N-hydroxysuccinimide, NHS)、碳二亚胺(carbodiimide, 

EDC)、双组分 3,3’,5,5’-四甲基联苯胺(tetramethylbenzidine, 

TMB)显色液、青链霉素混合液、TE 缓冲液(北京索莱宝科

技有限公司); Tween-20(纯度 96%, 阿拉丁化学品有限公

司); DMEM 培养基、RPMI 1640 培养基、HAT 补充剂、

HT 添加剂(美国 Gibco 公司); PEG-20000、骨髓瘤细胞

sp2/0(北京梅科万德生物科技有限公司); Corning Costar 96

孔酶标板(北京诺博莱德科技有限公司); 5 周龄雌性 Balb/c

小鼠[斯贝福(北京)生物技术有限公司]。 

1.2  仪器与设备 

TGL-16A 高速离心机 (金坛市仪都仪器有限公司 ); 

Lambda365 紫外-可见分光光度计(铂金埃尔默仪器有限公

司); JJ323BC万分之一电子天平(北京赛多利斯仪器有限公司); 

infinite-F50 全自动酶标仪(上海帝肯贸易有限公司); C-MAG 

HS4 加热磁力搅拌器(德国 IKA 公司); CKX53 培养用显微镜

(奥林巴斯公司); 3111 型水套式二氧化碳培养箱(美国赛默

飞世尔科技有限公司); 1-16K 台式高速冷冻离心机(德国

Sigma 公司); 7650 透射式电子显微镜(日本日立公司)。 

1.3  方  法 

1.3.1  寡核苷酸链的合成 

DNA 链的设计与合成参见表 1。 
 

表 1  DNA 链的设计与合成 
Table 1  Design and synthesis of DNA strands 

DNA 链 序列 

A 
TACGAGTTGAGACCGTTAAGACGAGGCA 

ATCATGCAATCCTGAATGCG-A10-(CH2)6-SH 

B 
CGCATTCAGGATTGCATGATTGCCTCG 

TCTTAACGGTCTCAACTCGTA 

 
1.3.2  完全抗原的制备 

称取OFLX 4 mg 置于烧杯中, 加入 1.2 mL DMF、15.4 mg 

EDC 和 9.2 mg NHS 涡旋混匀, 然后加入蒸馏水至 1.5 mL, 

避光, 搅拌反应 24 h, 上述为 A 液。用 1 mL 磷酸盐缓冲

溶液(phosphate buffered solution, PBS) (pH 8.0)将 6.6 mg 

BSA 或 4.3 mg OVA 充分溶解。然后在磁力搅拌器的作用

下将 A 液逐滴缓慢加入, 室温条件下反应 3 h。3 h 后, 用

0.01 mol/L 的 PBS 透析 3 d, 每 8 h 换一次透析液, 3 d 后, 

5000 r/min 离心 10 min, 取上清液, 放置于‒4 ℃条件下保存。 

1.3.3  动物免疫及效价测定 

将 7 只 5 周龄的雌性 BALB/c 小鼠进行免疫, 共免疫

5 次, 每次间隔时间为 2 周。首次注射将弗氏完全佐剂与

OFLX-BSA 相混合, 待乳化均匀后, 以 100 µg/只免疫原注

射量进行腹腔注射。后 3 次免疫试剂由弗氏完全佐剂替换

为弗氏不完全佐剂, 与 OFLX-BSA 相混合。第 4 次免疫后

7 d, 可从小鼠尾部断尾取血, 用 ic-ELISA 测定血清效价。

若效价未达到要求可再次进行免疫, 若效价达到要求可进

行冲击免疫, 用 OFLX-BSA 免疫原注射小鼠。 

1.3.4  细胞融合与杂交瘤细胞株的筛选 

参考文献[15‒17], 首先复苏骨髓瘤细胞和制备饲养

细胞, 备用。其次制备小鼠脾细胞, 计数。然后将其与骨

髓瘤细胞融合, 观察其生长情况。融合 7 d 后对 96 孔细胞

板中的细胞上清进行检测。阳性检测时, 按照 ic-ELISA 评

价, 根据测定结果筛选出能产生目标单克隆抗体的细胞进

行亚克隆。亚克隆采用有限稀释法, 首先将选好的孔中母

细胞取出, 2%台盼蓝计数, 再依次选择 4 个细胞数量梯度

进行稀释, 分别为 4.0、2.0、1.0、0.5, 铺板。7 d 后, 对细

胞株进行阳性筛选。继续亚克隆 2~3 次直到挑选出强阳性

以及细胞孔中为单个的细胞。然后将强阳性的杂交瘤细胞

转移到 24 孔细胞板中扩大培养, 待细胞在 24 孔板中生长

3~5 d, 需对细胞株再次进行筛选, 检测出强阳性且细胞孔

中为单个细胞, 此时可放到培养瓶中培养。当细胞占培养

瓶底部 80%且呈对数生长时, 就可以进行腹水的制备。 

1.3.5  单克隆抗体制备与纯化 

选用雌性 8 周龄健康的 BALB/c 小鼠注射液体石蜡, 

采用腹腔注射 0.5 mL/只。注射细胞后的 7 d, 小鼠腹腔慢

慢肿胀, 随后观察小鼠状态将其处死, 用注射器缓慢吸出

腹水, 离心, 取上清液, 装入冻存管中保存。采用辛酸-饱

和硫酸铵法[16]对腹水进行纯化处理, 然后采用紫外-可见

分光光谱法测定抗体浓度, 分装于无菌管中, ‒20°C 保存。 

1.3.6  纳米金的制备 

采用柠檬酸钠还原法制备纳米金, 首先将实验中所用到

的玻璃器皿用超声波清洗机清洗, 再放入酸缸中浸泡 48 h, 

用超纯水清洗后烘干。把量取好的 99 mL 超纯水和 1 mL 的

1%氯金酸混合, 并放在磁力搅拌器上加热搅拌。溶液沸腾

后, 快速加入 1.5 mL 的 1%柠檬酸钠。此溶液 2 min 后逐

渐变蓝, 变黑, 直至变成酒红色。继续加热搅拌 10 min。

室温下冷却, 重新定容到 100 mL。4℃冰箱保存。 

1.3.7  纳米金复合探针的制备 

将制备好的 1 mL 纳米金用 K2CO3 调节 pH 至 8.5, 以

达到与抗体的等电点, 实现特异性基团的识别。然后将

12 μL (16 μg/L) OFLX 单克隆抗体加入到 1 mL 纳米金中, 
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室温条件下搅拌反应 1 h, 使其充分反应。 

首先取 0.3 OD/mL 的巯基修饰的捕捉链(A)按 1:200 的

比例与三(2-羧乙基)膦[Tris(2-carboxyethyl) phosphine, TCEP)]

混合, 振荡过夜。然后加入制备好的金标抗体, 使其混合, 放

入4℃条件下静置18 h后, 加入20 μL的 PEG-20000, 用移液

枪吹打均匀使其稳定反应。然后在 40 h 内加入 0.01 mol/L

的 PBS 2 μL, 共加入 4 次。40 h 后加入 150 μL 含 2% BSA

的 0.01 mol/L PBS, 吹打均匀, 继续反应 2 h, 以封闭未结

合的位点。4℃条件下 10000 r/min 离心 15 min, 弃上清。

再加入含 2% BSA 的 PBS 250 μL, 使其复溶。复溶后加入

互补探针生物条形码 B链0.3 OD/mL, 室温下杂交反应4 h, 

反应结束后在 4℃条件下 10000 r/min 继续离心 15 min, 

弃去上清液中未结合的 DNA 链, 最后将沉淀物重悬于

250 μL 含 2% BSA 的 PBS 中复溶, 于 4℃冰箱中保存。 

1.3.8  磁性纳米探针的制备 

将磁性微球置于振荡器中振荡反应 30 min, 保证其呈现

均匀悬浮状态。吸取 l mL 的磁性微球于离心管中, 在磁力架

上磁性分离, 2 min 后弃掉上清液。再加入 1 mL 15 mmol/L 

MES 缓冲液, 先涡旋 10 s, 再将其置于磁力架上, 弃掉上

清液, 再用 15 mmol/L MES 缓冲液反复洗涤两次。磁分

离后, 分别加入 500 μL EDC (10 mg/mL)和 500 μL NHS 

(10 mg/mL)到离心管中, 吹打均匀, 室温下振荡 30 min, 

振荡后再用 PBST 洗涤 3 次。随后把 500 μg OFLX-OVA 添

加至上述溶液中, 室温振荡过夜, 使得 OFLX-OVA 能够标

记到磁性微球上。振荡反应结束后, 继续磁分离, 弃上清, 

以除去未结合的 OFLX-OVA。再加入 2% BSA 的 PBS 封闭

1 h, 离心去上清后, 将磁性纳米探针重悬于 500 μL 含有

0.1%吐温和 0.1% BSA 的 PBS 中复溶, 4℃冰箱保存[26‒28]。 

1.3.9  基于荧光定量 PCR 建立生物条形码免疫反应体系 

竞争免疫体系的建立首先用含有 2% BSA, 0.1% 

PEG-20000 的 PBS 将纳米金复合探针稀释到 100 倍, 磁性

纳米探针稀释到 10 倍, 涡旋 15 min 混匀。再将标准品用

0.01 mol/L PBS 稀释到 1.25 μg/mL。将纳米金复合探针取

50 µL 到离心管中, 再加入标准品和磁性纳米探针各 20 µL。

手动搅拌 15 min 使溶液充分混匀, 于磁力架上磁性分离, 

用 PBST 清洗 3 次, 清洗结束后再加入 100 µL 超纯水, 并

在 60℃下剧烈振荡 50 min, 振荡结束后磁分离收集上清检

测。将收集的上清通过荧光定量 PCR 扩增进行 DNA 含量

的检测, 从而实现对兽药的定量检测。 

配制 25 µL 的反应体系于 qPCR 八连管中, 其中空白对

照孔添加量为 12.5 µL 的 2×qPCR Mix、2 µL 的 7.5 µmol/L

基因引物、2.5 µL 的反转录产物、8 µL 的去离子水; 试验

孔添加量为 12.5 µL 的 2×qPCR Mix、2 µL 的 7.5 µmol/L

内参引物、2.5 µL 的反转录产物、8 µL 的去离子水。PCR

扩增过程依次为 95℃预变性 3 min; 55℃循环(30 次)30 s; 

72℃延伸 10 s; 溶解曲线, 65℃→95℃, 每 5 s 升温 0.5℃。 

1.3.10  样品前处理 

将牛奶样品取 1 mL 分别置于离心管中, 然后把 0.5 mg/L

的标准品溶液 150、300、450 µL 依次添加到 1 mL 样品中, 

其中一份作为空白对照组, 不作添加, 充分振荡混匀后静置

30 min。然后将 100 µL 的磷酸和 4 mL 的乙腈加入到各离心

管中, 水平振荡 30 min 混匀, 静置 5~10 min, 4000 r/min 离心

9 min, 取上清, 再将剩余的残渣继续重复提取步骤, 收集

两次上清, 加入 4 mL 的正己烷涡旋 3 min, 静置 , 直至

分层弃去上清。然后将沉淀物在  50℃条件下蒸发 , 并

用 1 mL 的乙腈复溶, 12000 r/min 离心 6 min, 取上清, 最

后用 0.22 µmol/L 滤膜过滤, 4℃条件下保存备用。 

1.4  数据处理 

每组试验重复 3 组, 试验数据处理与绘图采用 Origin 

2019 软件, 采用 WPS 2020 进行统计和分析。 

2  结果与分析 

2.1  完全抗原的鉴定 

如图 2所示, 紫外-可见分光光谱法鉴定OFLX的最大

吸收峰在 287 nm 处, BSA 的最大吸收峰在 278 nm 处, OVA 

 

 
 

图 2  免疫原 OFLX-BSA (A)、OFLX-OVA (B)紫外表征图谱 

Fig.2  Ultraviolet characterization maps of immunogen OFLX-BSA (A) and OFLX-OVA (B) 
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说明 OFLX 和 BSA (OVA)偶联反应后, 两者的吸收峰产生

了叠加效应, 导致偶联物的最大吸收峰与 OFLX 和 BSA 的

最大吸收峰在 280 nm, 偶联物 OFLX-BSA 的最大吸收峰

在 278.5 nm 处, OFLX-OVA 的最大吸收峰在 295 nm 处, 

(OVA)相比产生了位移。据此可以推断 OFLX 与载体蛋白

BSA (OVA)产生了偶联反应, 获得了完全抗原 OFLX-BSA

和 OFLX-OVA[29]。 

2.2  阳性杂交瘤细胞株的筛选 

小鼠脾脏细胞与杂交瘤细胞融合成功, 7 d 后在细胞

显微镜下观察到成团的细胞, 采用 ic-ELISA 对细胞培养孔

中的上清液进行检测, OFLX 有 6 孔显示出强阳性。将这 6

孔中的细胞进行细胞计数, 计数结束后把细胞数量稀释成

4.0、2.0、1.0、0.5, 再将其按稀释细胞数铺板, 共铺 6 板。

亚克隆 7d 后, 再采用 ic-ELISA 检测细胞上清液, OFLX 有

2 板经检测呈阳性。在这 2 块细胞培养板中, OD 值高于 1.0

的共有 39 孔, 选择其中 5 孔细胞进行第二次亚克隆, 培养

7 d 后进行细胞上清检测, 经检测 OD 值高于 1.0 的有 8 孔, 

OD 值高于的 2.0 有 19 孔。经 3 次亚克隆后培养出效价高、

抑制率好及每孔单株细胞的杂交瘤细胞 3 株。随后将其扩

大培养至 24 孔板, 经扩大培养最终筛选出阳性高且每孔

单株的细胞, 继续于 24 孔板中扩大培养 7 d, 待细胞铺满

孔底的 70%, 转移到培养瓶中, 待细胞长到占瓶底的 80%

即可制备腹水。如图 3 所示, 杂交瘤细胞株分布较均匀, 并

且已长至瓶底的 80%左右, 可以用来制备腹水。 

 

 
 

注: 细胞生长到可制备腹水时期的生长情况。 

图 3  杂交瘤细胞生长情况 

Fig.3  Growth situation of hybridoma cell 

 

2.3  抗体质量浓度的测定 

将收集的腹水进行辛酸-硫酸铵法纯化, 然后得到单

克隆抗体, 对该抗体的浓度进行测定。通过紫外-可见分光

光谱法测定环丙沙星单克隆抗体在 260、280 nm 处的 OD

值 , 根据 Lowry-Kalokar 公式 [C/(mg/mL)=1.45OD280‒ 

0.74OD260]计算单克隆抗体质量浓度 (C), 结果显示 , 

OFLX 单克隆抗体质量浓度是 2.25 mg/mL。 

2.4  单克隆抗体灵敏度评价 

以抑制率为纵坐标(Y), 以 OFLX 质量浓度(X, ng/mL)

为横坐标绘制抑制曲线, 结果显示, OFLX抑制曲线方程为

Y=0.29291logX+0.1589, r2=0.98, 测得其半抑制浓度 (half 

maximal inhibitory concentration, IC50)为 14.58 ng/mL, 检

出限(concentration at 10% inhibition, IC10)为 1.59 ng/mL, 

表明 OFLX 单克隆抗体具有较高的灵敏度。 

2.5  单克隆抗体特异性评价 

由表 2 显示, OFLX 单克隆抗体对于其分子结构相似

的药物交叉反应率均<0.01%, 无交叉反应, 表明 OFLX 单

克隆抗体具有较高的特异性。 

 
表 2  OFLX 单抗与其他药物的交叉反应率 

Table 2  Cross reaction rates between OFLX monoclonal 
antibody and other drugs 

药物 IC50/(ng/mL) 交叉反应率/% 

OFLX 14.58 100 

达氟沙星 >10000 <0.01 

恩诺沙星 >10000 <0.01 

环丙沙星 >10000 <0.01 

沙拉沙星 >10000 <0.01 

 

2.6  纳米金、纳米金复合探针及磁性纳米金探针的

鉴定 

2.6.1  纳米金的鉴定 

通过目测法观察到的纳米金颜色 , 呈酒红色 , 且在

4℃静置后无沉淀现象 (图 4A)。经透射电子显微镜

(transmission electron microscopy, TEM)鉴定纳米金形态, 

如图 4B 所示, 颗粒呈球状大小均匀, 直径大约 15 nm, 且

没有出现重叠堆积现象。通过紫外-可见分光光谱法测定纳

米金的最大吸光度所对应的波长为 520 nm, 如图 4C, 并且

曲线光滑。综上所述, 纳米金颜色澄清, 分散均匀, 紫外光

谱平滑, 表明纳米金制备成功[30]。 

2.6.2  纳米金复合探针的鉴定 

如图 5 所示, 通过紫外-可见分光光谱法测定表明纳

米金的最大吸光度所对应的波长为 520 nm, 而纳米金复合

探针, 最大吸光度所对应的波长从 520 nm移至 522 nm, 吸

收峰的峰位呈现向长波段红移的趋势说明纳米金标记完成

后粒径增大, 表明标记物分子标记到纳米金颗粒的表面, 

使纳米金粒子尺寸和形状有所改变, 从而改变了纳米金颗

粒的光谱特征, 推断纳米金标记成功[24]。 
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注: A 为自然光条件下的纳米金; B 为纳米金透射电镜图; C 为纳米金紫外光谱图。 

图 4  纳米金鉴定图 

Fig.4  Nanogold identification maps 

 

 
 

图 5  纳米金复合探针紫外图 

Fig.5  Ultraviolet diagram of nano-gold composite probe 
 

2.6.3  磁性纳米探针的表征 

采用衰减全反射(attenuated total reflection, ATR)模

式进行红外光谱分析, 设定条件为光谱扫描 256 次, 分辨

率 4 cm‒1, 结果见图 6。磁性纳米探针在 584.39 cm‒1 处的

吸收峰为Fe3O4探针的特征吸收峰, 表明Fe3O4探针制备成

功。其次在 1649.00、1455.05、1326.40 cm‒1 处都有吸收峰, 

表明可能有酰胺键存在[24], 这可能有与磁性纳米探针不含 
 

 
 

图 6  磁性纳米探针红外光谱分析 

Fig.6  Infrared spectra analysis of magnetic nanoprobe 

有蛋白, 而 OFLX-OVA 中包含蛋白有关。综上分析, 说明

OFLX 磁性纳米探针制备成功。 

2.7  标准曲线的建立 

采用 0.01 mol/L PBS 将 OFLX 稀释到一定范围内, 以

Ct 值为纵坐标(Y), 以 OFLX 质量浓度为横坐标(X, ng/mL), 

在 0.1~128.0 ng/mL 范围内, OFLX 质量浓度的对数值与 Ct

值呈现良好的线性关系, 线性回归方程为 Y=14.4263logX+ 

0.09184, r2=0.96, OFLX 检出限为 1.14 ng/mL。结果表明, 

基于实时荧光定量 PCR 生物条形码技术可以实现对 OFLX

的定量检测, 且具有较高的灵敏度。 

2.8  添加回收实验 

为了验证基于实时荧光定量 PCR 生物条形码免疫分

析方法在实际应用中的准确度, 将 OFLX 标准溶液加入到

牛奶样品中来模拟被其污染的样品, 通过添加 150、300、

450 µL 的标准品溶液(0.5 mg/L), OFLX 平均回收率和相对

标准偏差分别为 85.8%~102.6%、1.8%~2.6%。结果表明, 基

于荧光定量 PCR 的生物条形码免疫分析方法检测样品中

OFLX 结果可靠, 说明该检测方法的准确度较好, 可以应

用到实际样品的兽药残留检测中。 

3  结  论 

鉴定完全抗原效果的方法有很多种, 半抗原偶联到

载体蛋白上数目的多少常被认为会影响抗体的优劣, 一般

认为至少 20 个以上的半抗原偶联到一个载体蛋白分子上

才能刺激免疫动物产生抗体, 但是现在还没有定论[31]。目

前, 对半抗原与载体蛋白间的鉴定方法还没有标准, 因此

最佳的验证方法仍是通过动物免疫实验来确定人工抗原合

成的优劣。本研究采用了紫外扫描来证明了人工抗原的成

功合成, 并采用荧光定量 PCR 生物条形码检测方法实现

OFLX 残留量的间接测定, 在 0.1~128.0 ng/mL 时, 检出限

为 1.14 ng/mL。OFLX 平均回收率和相对标准偏差分别为

85.8%~102.6%、1.8%~2.6%。证明基于荧光定量 PCR 的生
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物条形码免疫分析方法检测样品中 OFLX 结果可靠, 能够

应用于实际样品中的检测。 
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