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Abstract： An immunoaffinity column （IAC）for melamine with high column capacity was prepared
in this study. Based on a monoclonal antibody against melamine，a silanization approach was used to
coat antibody as ligands. The resulting products were packed in columns. Series concentration of
melamine was loaded on the columns to evaluate column's performances. UV spectrum and liquid
chromatography tandem mass spectrum （LC-MS） were used to test the melamine level of eluents
from columns. The mean load capacity of the prepared columns was 16.47 μg per column. Under
the optimized conditions （washing condition，loading buffer，eluent condition and regeneration
buffer），the proposed IAC has a condensation coefficient of 66 folds and it could be used over 5
times with the recovery higher than 60%.
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摘要： 制备高容量的三聚氰胺免疫亲和层析柱，以识别三聚氰胺的单克隆抗体为配体，采用硅烷
化方法，对抗体进行包埋，装填小柱。 采用三聚氰胺系列标准溶液进行富集试验，通过紫外光谱
（三聚氰胺最大紫外吸收波长 240 nm） 和液相色谱－质谱测试流出液和洗脱液中三聚氰胺的浓
度，确定了免疫亲和柱的柱容量为 16.47 μg。 试验中对亲和小柱的润洗溶液、上样溶液、洗脱溶
液和再生溶液进行了优化，结果表明，该免疫亲和层析柱的富集效率可达 66 倍。 以回收率高于
60％计，该柱的再生次数至少为 5次。
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研究论文

2008 年的“三鹿”奶粉事件导致 30 多万婴儿住
院， 是我国近年来出现的最严重的食品安全事件，
严重损害了我国食品制造的国际声誉，给我国乳制

品产业造成了前所未有的重大损失[1-3]。 不法分子利
用传统凯氏定氮检测方法的漏洞，在生乳中添加工
业原料三聚氰胺来获得较高的“表观蛋白质”水平，
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导致劣质有害奶粉的大量生产 [4]。 三聚氰胺已被证
实可引起婴儿肾结石，各个国家和政府组织均制订
了乳制品中该物质的最大残留限量。 我国规定，乳
制品中三聚氰胺的质量分数不得高于 2.5 mg/kg，婴
幼儿乳品中的最大质量分数不得高于 1 mg/kg。 相
应地， 我国出台了三聚氰胺的标准检测方法（GB/T
22388）。 目前报道的检测方法也多基于色谱和质谱
的检测方法。 这些方法需要复杂的前处理，从提取
到净化耗费大量的有机溶剂和固相萃取小柱[5-9]。
快速高效的样品前处理技术可以大大简化和

加快检测流程。 免疫亲和层析柱，是基于抗体或抗
原大分子的绿色前处理手段，可以集提取和净化于
一身，无需大量有毒有害溶剂，而且可以多次重复
使用，因而越来越受到分析人员的青睐[10-13]。 作者以
三聚氰胺单克隆抗体做为识别体，装填了具有高柱
容量的亲和层析小柱。 目前对于三聚氰胺分离富集
免疫层析小柱的报道尚未看到，将为食品中三聚氰
胺的检测提供了新的前处理手段。

1.1 材料与试剂
三聚氰胺抗体，作者所在实验室自制，半数抑

制率（IC50）为 6 ng/g，与三聚氰胺亲和常数为 2.67×
109 L/mol，与除了与灭蝇胺的交叉反应为 132％外，
与其他三聚氰胺类似物无交叉反应。 四甲氧基硅烷
（TMOS）和 PEG400：购自 Sigma （上海）贸易有限公
司；三聚氰胺及其他试剂：购自中国医药集团上海
化学试剂总公司。
1.2 仪器与设备
电子天平 AB104 -N 型 ： 购自上海 Metller

Toledo Group；精密酸度计 PHS-3TC型：购自上海天
达仪器有限公司；紫外扫描仪 U-3000 型：购自日本
岛津公司；可见分光光度计 722 型：购自上海分析
仪器厂 ； 高效液相色谱 －质谱联用仪 （LC/MS）
LCQDECA 型：美国非尼根公司产品；WH-2 微型旋
涡混合仪和 HPD-25D 真空泵： 购自上海沪西分析
仪器厂；可调试移液器：购自美国热电公司。
1.3 溶液配制
磷酸盐缓冲液（PBS，0.01 mol/L，pH 7.4）配制参

考文献方法[14]。 淋洗液为含质量分数 0.05% Tween-
20 的 0.02 mol/L PBS 溶液；上样溶液为含体积分数
10%甲醇的 0.02 mol/LPBS 溶液；洗脱溶液为含有体

积分数 50%甲醇的 0.01 mol/L pH 3.5 甘氨酸-盐酸
溶液（称取甘氨酸 7.5 g，加入 12 mol/L HCl 10 mL，
甲醇500 mL，纯水定容至 1 000 mL）。 再生液为含质
量分数 0.05% Tween-20 的 0.01 mol/L 的 PBS溶液。
三聚氰胺标准溶液配制： 称量 0.1 g 的三聚氰

胺药品， 用磷酸盐缓冲液溶解定容至 1 000 mL，即
为 100 μg/mL的标准溶液。 用上样缓冲液将 100 g/
mL 的标准溶液分别稀释配成质量浓度为 50、25、
10、5、2.5、1 μg/mL，500、250、100、50、25、10、5、2.5、
1、0 ng/mL。 每个质量浓度配成 100 mL，置于 4 ℃保
存备用。
1.4 IAC柱制备
量取抗体溶液，用 PBS（0.01 mol/L pH 7.4）缓

冲液稀释至 1 mg/mL，4 ℃保存备用。 取 0.2 mL HCl
（0.04 mol/L），0.75 mL 去离子水，0.2 mL PEG400 和
3.4 mL TMOS混匀，在 4 ℃放置 2~3 min预冷却。然
后将其放入冰水中，超声混匀 30 min，量取该溶液，
按照体积比 1∶2 的比例将其加入预冷的抗体溶液
中，期间缓慢搅拌，待凝胶形成后，称取容器质量，
将凝胶置于 37 ℃恒温烘箱凝胶老化。 待凝胶失去
初重的 50%时，老化过程结束。 将老化后的凝胶（约
1 g）研磨碎，能过 30~40 目筛即可，然后进行装柱。
每个柱中装填体积为 1 mL； 待柱中凝胶沉积稳定
后，用 5 mL PBS 预淋洗，洗去未包埋的抗体 IgG 和
其他干扰杂质， 最后用 5 mL PBS 平衡。 制备好的
IAC 柱中保留 1 mL 的 PBS 溶液，加上塞子和盖子，
在 4 ℃环境中保存备用， 长期保存需加质量分数
0.02%叠氮化钠作为防腐剂。
1.5 IAC柱的评价
1.5.1 柱容量测试 取制备好的亲和层析小柱，回
复至室温后，取下柱子上下端的塞子，将柱子与真
空泵连接，调节流速，使柱子里面的液体以 2 d/s 的
速度流出（流量不大于 1 mL/min）。 待液体排干后，
将 10 mL 10 μg/mL处理后的三聚氰胺溶液（溶解于
上样缓冲液中）上样，流量同上。 收集流出液，测定
A240 nm值。 待液体排干后，分别用 10 mL 0.01 mol/L
pH 7.4 PBST，10 mL纯水淋洗小柱，流速同上。分别
收集淋洗液，并测定A240 nm值。 然后，加洗脱液 2 mL
到小柱中，调节流量 1 d/s（不超过 0.5 mL/min），收
集洗脱液，测定 A240 nm值。 分别用 10 mL 0.01 mol/L
pH 7.4 PBST，10 mL 0.01 mol/L pH 7.4 PBS 清洗再
生小柱，收集所有滤液，测定 A240 nm值。 漓干后，将
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柱子下端用塞子密封， 然后加入 3 mL 0.01 mol/L
pH 7.4 PBS 平衡保存液， 上端用塞子密封， 置于 4
℃保存。
1.5.2 三聚氰胺紫外吸收标准曲线建立 采用紫
外光谱仪， 测定配制的三聚氰胺标准溶液， 在 240
nm下的光密度值（OD），以标准品的浓度为横坐标，
不同标准品的 A240 nm值为纵坐标， 建立三聚氰胺微
克级（μg/mL）标准曲线。 采用液相色谱质谱，以三聚
氰胺的质量浓度为横坐标，以三聚氰胺峰面积为纵
坐标，建立纳克级（ng/mL）标准曲线。 根据建立的标
准曲线，分别计算柱容量测试中收集的滤液中三聚
氰胺的质量浓度。
1.5.3 三聚氰胺小柱回收率测试 分别上样 1、10、
100、1 μg/mL 质量浓度的三聚氰胺溶液 10 mL。 按
照上述方法操作小柱，收集洗脱液，分别采用紫外
光谱仪和液相色谱质谱进行测定洗脱溶液，根据相
应的紫外吸收标准曲线和 计算洗脱液中三聚氰胺

的含量，计算回收率（公式如下所示）。

回收率= V2·C2

V1·C1
×100%

其中 V1为上样体积 （mL）；C1为上样质量浓度

（ng/mL）；V2为洗脱液体积 （mL）；C2为洗脱液质量

浓度（ng/mL）
1.5.4 三聚氰胺小柱富集系数测试 上样 10 ng/
mL 浓度水平的三聚氰胺溶液 100 mL；用 0.5 mL 的
洗脱液洗脱 4 次，分别进行洗脱液接收，然后测定
每管洗脱液的 A240 nm， 根据紫外吸收标准曲线计算
三聚氰胺的含量。 计算当回收率大于 70%时，所需
要的洗脱液总体积。

富集系数= V1

V2

其中：V1：上样体积（mL）；V2：洗脱液体积（mL）
1.5.5 三聚氰胺小柱再生次数测试 选取 3 支小
柱，采用 500 ng/mL 质量浓度的三聚氰胺溶液 3 mL
上样测试，收集洗脱液，测定洗脱液的 A240 nm，根据
紫外吸收标准曲线计算三聚氰胺的含量。 测定小柱
的平均回收率。 每天测试一次，连续测试 12 d。

2.1 三聚氰胺标准曲线
2.1.1 微克级标准曲线确定 用紫外扫描仪测得
微克级标准溶液（1，2.5，5，10，25，50，100 μg/mL）的
A240 nm值，建立标准曲线，如图 1 所示。 y＝0.0145 x+

0.023 2，线性度（R2）为 0.997 9，其中 x 为三聚氰胺
的质量浓度，y为溶液的 A240 nm值。

图 1 三聚氰胺微克级标准曲线
Fig. 1 Standard curve of melamine

2.1.2 纳克级标准曲线的确定 利用液相质谱测
得 ng 级 三 聚 氰 胺 标 准 溶 液 的 浓 度
（10，25，50，100，250，500 ng/mL）的质谱图，方法参
考国家标准 GB/T 22388，谱突如图 2所示.

图 2 纳克级标准溶液液相色谱一质谱图
Fig. 2 LC-MS spectrum for melamine detection

结果与分析2
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以标准品的质量浓度为横坐标，不同质量浓度
标准品的面积为纵坐标，绘制出三聚氰胺的标准曲
线如图 3 所示： 标准曲线方程为 y=0.115 4x+4.131
6，线性度（R2）为 0.984 2；其中 x为质量浓度，y 为质
谱峰相对峰面积。

图 3 三聚氰胺纳克级标准曲线
Fig. 3 Standard curve of melamine

2.2 免疫亲和柱的柱容量
柱容量测试中，上样溶液滤液收集体积 10 mL，

淋洗液收集体积 10 mL，收集洗脱液 2 mL，洗涤液
和再生溶液体积 20 mL，根据滤液的吸光度值，采用
标准曲线方程，计算各个滤液中三聚氰胺的质量浓
度，将各含量用下面公式计算出柱容量：柱容量=洗
脱液体积×洗脱液；计算得到柱容量为 16.47 μg。
2.3 回收率
将 1，10 ng/mL，100 ng/mL 的上样质量浓度的

三聚氰胺洗脱液进行色谱－质谱测试， 根据峰面积
采用 ng级标准曲线 y=0.115 4x+4.131 6， 测定得出
三聚氰胺质量浓度， 根据回收率公式计算出回收
率。将 1 μg/mL质量水平的洗脱液，测定出 A240 nm值，
根据三聚氰胺紫外吸收标准曲线计算三聚氰胺浓

度，根据回收率公式计算出回收率如表 1所示。
表 1 不同质量浓度三聚氰胺样品的回收率

Table 1 Recovery of melamine in different concentrations

2.4 富集系数
分别测定了 4 份洗脱液在 240 nm 下的紫外吸

收值， 结果如下表 2 所示， 根据标准曲线 y＝0.014
5x+0.023 2计算出三聚氰胺的质量浓度水平， 并计

算出回收率。从表 2可知，当使用 1.5 mL洗脱液时，
回收率即可达到 70.34%，当使用 2.0 mL 洗脱液时，
回收率达到 80%以上， 根据富集系数计算公式，得
出富集系数为 66。 在免疫亲和柱的使用过程中，研
究发现适当控制滤液流速，可以保证包埋抗体对目
标物质的捕获，流量控制在 1 mL/min以下较好。
表 2 洗脱液中三聚氰胺质量浓度测定和回收率结果

Table 2 Results of melamine level and recovery in eluent
solutions

2.5 再生次数
测定结果见表 3。在本试验中，小柱的测试是每

天使用一次，当小柱累计使用次数为 5 时，IAC 小柱
的回收率为 63%，当累计使用次数为 4 时，回收率
均高于 70%。 使用次数为 8时，回收率均高于40％，
之后再重复使用， 小柱的回收率则大幅下降，10 次
使用后则下降至 12％左右。 由于抗体属于生物大分
子，容易受到离子浓度、溶液 pH及有机溶剂的破坏，
通过再生缓冲液的使用，延长了小柱的使用寿命。

表 3 IAC 小柱重复使用次数测定
Table 3 Detection for possible reusage of IAC columns

样品质量浓度/（ng/mL） 回收率/%

1 82.03

10 75.02

100 74.48

1 000 74.20

洗脱次数

第一次

第二次

第三次

第四次

洗脱总体积/
mL

0.5

1.0

1.5

2.0

洗脱液质量
浓度/

（μg/mL）
回收率/%

0.54 26.90

0.61 60.70

0.47 70.34

0.42 87.65

使用次数

1

2

3

A240 nm

0.041

0.041

0.040

洗脱液质量浓度/
（μg/mL）

回收率/%

1.228 81.84

1.228 81.84

1.158 77.20

4 0.039 1.090 72.64

9 0.030 0.469 31.26

10 0.029 0.400 26.67

11 0.026 0.193 12.87

12 0.026 0.193 12.87

5 0.037 0.952 63.44

6 0.036 0.883 58.85

7 0.033 0.676 45.05

8 0.032 0.607 40.46
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采用硅烷化包埋的方法制备了三聚氰胺的免

疫亲和层析柱， 并对三聚氰胺免疫亲和小柱的使用
性能进行了测定，小柱的柱容量为16.47 μg/柱，富集系
数为 66，小柱连续使用 12次后，发现，使用 5次后小

柱的平均回收率仍然在 60％以上，使用 4次后平均回
收率在 70%以上。 试验中采用淋洗液减少了潜在的非
特异性吸附效应。 免疫亲和小柱在样本处理时具有高
度特异性，且可重复使用以及其在使用过程中不涉及
到大量有毒有害溶剂的使用，有望成为样本前处理手
段的发展方向。
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