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观察色素颜色变化，并在 5 1 0 n m 处测其吸光度。结果

表明，柠檬酸会使色素颜色稍微变浅；而食盐和蔗糖对

色素颜色几无影响。故该色素对蔗糖和柠檬酸等食品添

加剂稳定性较好。

3 结  论

3.1 热水浸提所得的山核桃(宁国)外果皮色素呈酒红

色，且随着浓度的增加颜色加深，浓缩至较大浓度时

颜色为棕褐色，有点植物的清香味；溶解性良好；为混

合物；p H 对色素影响较大，光、H 2 O 2 、对色素有一

定影响，N a 2 S O 3、柠檬酸对色素影响较小，温度、食

盐、蔗糖对色素几乎无影响，乙醇对色素有增色效应。

3.2 宁国山核桃外果皮色素是一种有开发前景的食用

色 素 。
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摘   要：以除草剂丁草胺、巯基丙酸为原料，合成丁草胺半抗原，用氢核磁共振、电喷雾质谱、红外光谱方

法进行鉴定；通过活泼酯法将半抗原与载体蛋白偶联制备丁草胺人工抗原，用紫外光谱法对其鉴定；免疫动物后，

间接竞争ELISA 检测鉴定抗体。结果表明，巯基丙酸与丁草胺连接生成半抗原，半抗原被连接到载体蛋白上，丁

草胺人工抗原合成成功，获得了丁草胺小鼠抗血清。棋盘滴定法确定包被抗原工作浓度为3μg/ml，抗血清稀释倍

数为32000倍。建立了间接竞争ELISA标准曲线，丁草胺IC50 为 1.44μg/ml，检测限为0.47μg/ml。
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Abstract ：Butachlor was used to react with 3-marcapropanoic acid to synthesize the hapten, and the structure of the hapten

was identified by 1H nuclear magnetic resonance, electro-spray ionisation mass spectrometry and infrared spectrometry,

respectively. Then, artificial antigen was prepared by modified active ester method, and the conjugate was identified by ultraviolet

spectrometry. Finally, the specificity of the antiserum was confirmed by indirect competitive ELISA. The results showed that

3-marcapropanoic acid is linked to butachlor, the hapten linked to carrier protein, the artificial antigen synthesized, and antiserum
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against butachlor obtained. Chessboard titer method gives the optimal coating antigen concentration 3μg/ml and 32000 fold dilution

of antiserum. The calibration curve of indirect competitive ELISA showed that the IC50 is 1.44μg/ml and detection limit 0.47

μg/ml.
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近年来，除草剂在我国用量逐年增加，极大地降

低了劳动强度，提高了农业生产效率。但是，有的除

草剂在环境中稳定性强，残留期长，表露出一定危害

性，从而逐渐引起人们的关注[1-2]。丁草胺(butachlor)，

化学名称为2-氯-N-(2,6-二乙基苯基)-N-(丁氧甲基)乙酰

胺，是我国目前生产和使用量最大的除草剂品种之一，

其残留可通过食物链进入动物体或人体，并表现出一定

的致突变性[3]。欧盟经过两个较长阶段的审查后，已经

从2004 年 1 月 1 日起取消了丁草胺在其境内的登记[4]。

色谱方法准确、灵敏，是丁草胺分析的常规方

法，但检测设备昂贵，需专业操作人员，并且样品前

处理繁琐，耗时费力，很难适应批量样品快速检测的

要求。上世纪 90 年代后发展起来的农药免疫分析技术，

简单、快速、灵敏、特异，是目前农药残留快速检

测重要技术之一。丁草胺免疫分析目前研究甚少[5]，本

研究采用3- 巯基丙酸(3-MPA)为衍生剂，探讨丁草胺人

工抗原两步合成方法，并利用所得抗原免疫动物，获

得高效价的抗丁草胺血清。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂

丁草胺(94.2%)    山东滨州农药厂；3-MPA(99%)、

弗氏佐剂、二环已基碳二亚胺(DCC)、N- 羟基琥珀酰亚

胺(NHS)    Sigma公司；牛血清蛋白(BSA)、卵清白蛋白

(OVA)    上海伯奥生物技术有限公司；羊抗小鼠IgG-

HRP    武汉博士德生物工程有限公司；其他试剂皆为市

售 A R 级；磷酸盐缓冲液( P B S ) 、包被液、洗涤液

(P B S T )、封闭液、邻苯二胺底物溶液、终止液均按文

献方法配制[6]。

1.1.2 仪器与设备

2550紫外-可见分光光度计    Shimadzu公司；DRX-

400 核磁共振仪    BRUKER 公司；LCQDECA 液质联用

仪    Finnigan 公司；RFX-65A 傅立叶变换红外光谱仪

Analect公司；6K-15高速冷冻离心机    Sigma-Satorius

公司；MK-2洗板机、MK-3酶标仪    Thermo Labsystems

公司；透析袋(最大截留分子量6000D)    进口分装；96

孔聚苯乙烯酶标板    深圳金灿华有限公司。

1.1.3 动物

Balb/c 小鼠由中山大学动物实验中心提供。

1.2 方法

1.2.1 丁草胺半抗原的合成与鉴定

搅拌状态下将170mg 丁草胺、62mg 3-MPA、0.11g

KOH 依次加入10ml 乙醇中，回流4h，过滤，减压脱溶

得丁草胺半抗原(BMPA)粗品，用8ml 5% 的 NaHCO3 溶解

粗品，然后用6mol/L 的 HCl 调 pH 至 3.0，乙酸乙酯萃取

(5ml × 3)，合并有机相，水洗(20ml × 3)，有机相用无

水Na2SO4 干燥，在20 × 20cm 的薄板上薄层层析(展开剂

苯:1,4-二氧六环:冰乙酸=90:10:1)，将Rf=0.52处物质刮下，

乙醇提取，减压脱溶，即得BMPA 纯品，收率约为68%。

纯化后的 BMP A 采用氢核磁共振( 1H N M R )、电喷雾质谱

(ESI-MS)、红外光谱(IR)确证结构。

1.2.2 丁草胺人工抗原的合成与鉴定

采用活泼酯法[7]将 BMPA 与 BSA 偶联制备出免疫原

B M P A - B S A ，将 B M P A 与 O V A 偶联制备包被抗原

BMPA-OVA。紫外光谱法鉴定并计算偶联比[8]，考马斯

亮兰法测定蛋白浓度[9]。

1.2.3 动物免疫

将 BM P A - B S A 用生理盐水稀释，加等体积弗氏完

全佐剂充分乳化，在Balb/c 小鼠的足垫进行皮下注射，

免疫剂量为 0.1mg/ 只。三周后加强免疫，免疫剂量同

基础免疫，改用弗氏不完全佐剂，每三周加强免疫一

次 。从第三次加强免疫开始，免疫后第 8～10d 采集

尾血，棋盘滴定法确定包被抗原工作浓度和抗血清稀释

度[7-8]，间接竞争 ELISA 法进行检测。

1.2.4 丁草胺标准溶液配制

用1,4- 二氧六环将丁草胺配制成2000、200、20、

2、0.2、0.02、0mg/ml 等系列浓度的母液，临用前再用

蒸馏水将每个浓度的母液分别稀释200 倍后作为工作液。

1.2.5 间接竞争ELISA(ciELISA)操作

①包被：以3μg/ml 的 BMPA-OVA 包被酶标板，每

孔 100μl，37℃水浴温育 2h，4℃过夜。②封闭：取

出洗涤三次，每次静置 3 m i n，甩干，用 3 % 脱脂奶粉

进行封闭，每孔 200μl，37℃水浴温育 1h；③竞争反

应：甩干，洗涤三次，取包被有 B M P A - O V A 的板条

一列，每孔加入不同浓度的丁草胺标准溶液和32000 倍

稀释的小鼠抗血清各 60μl，再重复两列，置 37℃水浴

温育 1 h ；⑤抗体与酶标二抗反应：洗涤三次后拍干，
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加入一定浓度羊抗小鼠IgG-HRP，每孔100μl，37℃水

浴中温育 1 h。⑥显色：洗涤三次拍干，加入邻苯二胺

底物溶液，每孔100μl，室温避光显色15min；⑦终止、

测量：向每孔中加入 50μl 终止液，测读各孔 A492nm 值。

1.2.6 数据处理和曲线拟合

采用Origin 7.0软件的四参数对数函数(1)对ciELISA

数据进行处理和曲线拟合[5-6]。

y=(A－D)/[1+(x/C)B]+D                                                 (1)

式中，A 为曲线渐进线最大值，等于 0 浓度时的

吸光度，即 A m a x；B 为曲线回折点处的斜率，即 5 0 %

的 A max 在曲线上对应点的斜率；C 为曲线回折点对应的

x 值，等于 50 % 的 A ma x 所对应的药物浓度，即 IC 50；D

为曲线渐进线最小值，等于背景值，即 A m i n。绘制标

准曲线时，横坐标为丁草胺浓度，采用对数刻度，纵

坐标为结合率(A － Amin)/(A max － A min)，A 为各浓度下的

A 4 9 2 n m 值。

2 结果与分析

2.1 半抗原的结构鉴定

将经过纯化的半抗原 BMPA 进行1HNM R ( 4 0 0 M H z ,

CDCl3)：δ7.103～7.297(m,3H,ArH)、4.942(s,2H,OCH2N)、

3.553～3.617(t,2H,CH2O)、2.902(s,2H,CH2S)、2.812(s, 2H,

SCH2)、2505～2.614(m,6H,3CH2)、1.478～1.515(t,2H,

CH2)、1.275～1.331(q,2H,CH2)、1.151～1.227(m,6H,

2CH3)、0.845～0.893(m,3H,CH3)。正离子模式电喷雾质

谱分析后，[M+1]+=382 处有一个分子离子峰(图 1)，与分

子量为381 的目标产物BMPA 一致。IR 分析发现(图 2)，

1659cm－ 1 和 1711cm－ 1 出现两个-C=O 特征吸收峰，而丁

草胺分子只有一个-C=O，而且3400cm－ 1 出现 -COOH 的 -

O H 特征吸收，由此可判断 B M P A 中有 - C O O H 存在；

另外700cm－ 1 出现 1个强峰，1400cm－ 1 到 1600cm－ 1 间出

现两个中峰，可判断出有苯的 1、2、3 位取代物存在；

1100cm－1 到1200cm－1 出现ROR'醚键特征峰；1182.8cm－ 1
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图1    BMPA 的 ESI-MS
Fig.1      ESI mass spextrum of BMPA
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图2    BMPA 的红外光谱

Fig.2     Infrared spectrum of BMPA
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图3    BMPA-BSA 与 BMPA 和 BSA 紫外吸收

Fig.3     UV absorption spectrum of BMPA-BSA and BMPA and
BSA
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出有RNR'R''叔胺特征峰，这些特征与丁草胺的结构相符。

综上核磁共振、质谱和红外分析，可判断丁草胺

半抗原 B M P A 合成成功。

2.2 人工抗原的紫外光谱法鉴定

图 3、4 分别为免疫抗原 B M P A - B S A 和包被抗原

B M P A - O V A 与半抗原和载体蛋白的紫外扫描对照图。

从图 3 中可见 BM P A 在 2 6 0 n m 左右有强吸收，BS A 在

280nm 有强吸收，而 BMPA-BSA 在 260nm 和 280nm 都
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图4    BMPA-OVA 与 BMPA 和 OVA 紫外吸收

Fig.4     UV absorption spectrum of BMPA-OVA and BMPA and
OVA
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表现出现出有一定吸收，其吸收曲线既不同于 BSA 也不

同于 B M P A 的吸收曲线，是一种 B S A 和 B M P A 的累加

吸收特征。因为透析后不存在游离的 B M P A ，所以这

种累加的吸收特征为 B M P A - B S A 偶合物所贡献出，而

非游离 B M P A 和 B S A 累加贡献，从而说明人工抗原

BMPA-BSA 合成成功[8]。同理，也可推断出 BMPA-OVA

合成成功。

根据文献方法[8 ]计算出 B M P A - B S A 的偶联比为

11.2，透析后所得偶合物的蛋白浓度为 5.99mg/ml；

BMPA-OVA 的偶联比 8.9，透析后所得偶合物的蛋白浓

度为2.20mg/ml。OVA 浓度偏低，主要是因为偶联反应

和透析中部分蛋白发生变性，沉淀损失所致。

2.3 棋盘滴定 丁草胺分子上没有合适的活性基团，很难直接与蛋

白偶联，因此必须将通过一段手臂结构进行连接，同

时为了避免大分子载体蛋白对小分子半抗原的掩蔽效

应，手臂结构还要有一定长度，以便半抗原更好暴露

给免疫细胞识别。合成半抗原时还应尽可能保留待测物

原有的大部分立体特征和电子特性，如果母化合物一个

基团或原子需要被替换掉，替换来的原子或基团必须与

被替换的原子或基团特征相似[5-7]。本研究中选择碳链较

短的廉价 3 - M P A 作为衍生剂，成功的获得了丁草胺抗

血清。因此，作者认为硫换氯基本可保证丁草胺原有

的立体特征和电性。

从丁草胺分子结构分析，除了从氯原子处衍生外，

也可从 N - 乙氧丁基处衍生，但该处衍生后在侧链上少

了一个强吸电子的氧原子，可能导致半抗原的电荷分布

状态发生变化，与丁草胺的电性相似性降低，而且合

成路线复杂，故本研究未采用。

4 结  论

巯基丙酸与丁草胺连接生成半抗原，波谱鉴定表

明半抗原合成成功；利用活泼脂法合成了丁草胺人工

抗原，免疫原和包被抗原偶联比分别为11.2 和 8.9；免

疫获得了丁草胺抗血清，棋盘滴定确定包被抗原工作

浓度为 3μg/ml，抗血清稀释倍数为32000 倍。建立了

间接竞争ELISA 标准曲线，IC50=1.44μg/ml，检测限为

0.47μg/ml。

在今后研究中应该进一步利用小鼠制备单克隆抗

体，抗体纯化后可优化 E L I S A 检测条件，开发丁草胺

免疫分析试剂盒。
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图5 是小鼠抗血清的棋盘滴定曲线。从图中可以看出，

0.5μg/ml包被，血清稀释倍数8000倍时，A492nm=1.037；

3μg/ml 包被，血清稀释倍数32000 倍时，A492nm=1.123；

5μg/ml 包被，血清稀释倍数32000 倍时，A492nm=1.184。

对于竞争性 EL I S A 筛选条件的选择，一般选取 A 值在

1.0 左右的条件较合适[6-8]。低浓度包被抗原有利于间接

竞争性ELISA 的目标分析物竞争，但包被浓度太低血清

消耗量较大，相对误差也会增加。综合考虑，3μg/ m l

和 5μg/ml 包被效果基本相当，随后的 ciELISA 选取

3μg/ml 为 BMPA-OVA 最适包被浓度，抗血清稀释度采

用32000 倍。

2.4 间接竞争ELISA

ciELISA 标准曲线如图6。经过四参数拟合后，相

关系数0.998，IC50=1.44μg/ml，检测限(按照90% 结合

率时的竞争抗原浓度计)为 0.47μg/ml。说明抗血清能够

被丁草胺阻断，证明抗丁草胺抗体产生。同时，抗体

的产生也从免疫效果的角度再次证明丁草人工抗原合成

成 功 。

3 讨  论

图6    ciELISA 标准曲线

Fig.6      Calibration curve of ciELISA
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水活度对牛肉中氧化品质的影响

陈 丹，朱东眉，孙 群 *

(四川大学生命科学学院，四川 成都         610064)

摘   要：用含15% 脂肪的牛肉为材料，通过添加甘油(0%、20%、40%、60%)制备水活度范围为0.84～0.98 的

香肠，分别在25℃和 49℃储存 0、4、8 周时测定不同水活度香肠中脂质氧化、美拉德非酶促褐变、蛋白质氧化

等氧化品质的变化。结果表明，水活度从0.98降至0.84时对脂质氧化、蛋白质氧化及美拉德非酶促褐变三个氧化

品质均无显著影响，但该三个指标均受到加速贮藏(49℃)时间和温度的显著影响。因此，中等水活度牛肉制品在

加工和贮藏中除尽量降低水活度以抑制微生物生长的前提下，应严格控制贮藏温度和时间从而延长货架期。

关键词：水活度；氧化品质；T B A R S ；美拉德反应；蛋白质氧化

Effects of Water Activity on Oxidative Quality in Intermediate Moisture Beef during Storage

CHEN Dan，ZHU Dong-mei，SUN Qun*

(College of Life Sciences, Sichuan University, Chengdu          610064, China)

Abstract ：Beef with 15% fat was added with glycerol (0%, 20%, 40%, 60%) to gain the intermediate moisture beef sausage

with water activity (aw) from 0.98 to 0.84. The glycerol sausage was subjected to regular storage at 25℃ and accelerated condition

at 49 ℃, and water activity, lipid oxidation, Maillard non-enzymatic browning reaction, protein oxidation were analyzed

after 0, 4 and 8 week. The results showed that the accelerate storage temperature and time, but not water activity, had

significantly effects on lipid oxidation, Maillard reaction and protein oxidation in intermediate moisture beef with aw range of

0.84 to 0.98.

Key words：water activity；oxidative quality；TBARS； Maillard reaction；protein oxidation
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食品的氧化品质是影响食品感官指标和安全性的重

要原因之一[1-2]。许多因素都可导致食品的氧化变质，这

些因素包括食品中脂质的不饱和程度、氧化反应催化

剂、局部氧分压、外源或内源性添加物的浓度及水活

度(aw)[3]。

在鲜肉和完全干燥肉制品中，水活度的变化范围不

大，因此不同水活度对肉品中化学反应的影响不需太多

考虑。然而对含中等湿度的肉品(半干肉)(intermediate


