科技进步奖提名号：105-403
	项目名称
	动物源性食品中喹诺酮类兽药残留高效免疫检测技术创建与应用　

	推荐单位
	张家口市科学技术局　

	奖励等级志愿
	三等及以上

	项目简介
	喹诺酮类（quinolones）兽药是一类合成抗菌药物，具有抗菌谱广、抗菌力强、抗菌后效应较长等特点，该类兽药目前已成为牲畜疾病预防和治疗使用最多的抗生素类药物之一。 随着喹诺酮类兽药在畜禽养殖中的滥用造成其在食品和环境中残留超标，严重影响食品的安全性与人体的健康。因此，开发在食品生产、流通过程中能快速、灵敏和高通量筛选的喹诺酮类兽药检测技术成为必然趋势。

免疫检测技术是一种以抗体作为生物化学检测器，对目标物进行定性和定量分析的检测技术。它的原理是基于抗原与抗体的特异性识别反应，具有特异性强、方便快捷、分析容量大、检测成本低安全可靠等优点。这些因素决定了免疫检测技术具备快速、灵敏检测喹诺酮类兽药残留的基质条件。但要充分发挥免疫检测技术优势，抗体是其中最关键的核心试剂。目前，获得理想的抗体是制约喹诺酮类兽药免疫检测技术发展的主要瓶颈问题。

针对上述问题，本课题以氧氟沙星、恩诺沙星、诺氟沙星、洛美沙星、环丙沙星、达氟沙星和培氟沙星七种常见喹诺酮类兽药为研究对象，通过对半抗原进行分子定向设计与改造合成完全抗原，采用动物免疫、分子克隆、噬菌体抗体库等技术手段制备高亲和力喹诺酮类兽药抗体（多克隆抗体、单克隆抗体、单链抗体）。在制备的抗体基础上，建立了能高效检测喹诺酮类兽药的免疫检测方法，研究过程中，解决了长期影响喹诺酮类兽药抗体性能和检测水平的关键技术，创建的检测方法对动物源性实际样品的检测均符合我国对喹诺酮兽药在食品中最高残留限量标准。取得的创新性成果如下：

1. 采用计算机分子模拟预测系统对半抗原分子结构改造进行预测，根据预测结果采用碳二亚胺法、活性酯法对半抗原进行分子结构定向改造。改造后的分子分别与牛血清白蛋白（BSA）和卵清蛋白（OVA）连接，合成出能生产高亲和力喹诺酮类兽药抗体的完全抗原。

2. 通过动物免疫，制备了诺氟沙星、洛美沙星、环丙沙星、达氟沙星四种兽药的高亲和力多克隆抗体，创建的免疫检测技术能高效检测动物源性食品中该类兽药残留，其检测水平符合我国对喹诺酮兽药在食品中最高残留限量标准。

3. 通过分子克隆技术制备了恩诺沙星和培氟沙星高亲和力单克隆抗体，创建的免疫检测技术能高效检测动物源性食品中恩诺沙星和培氟沙星残留，其IC15（最低检测限）分别为0.04±0.02 ng/mL和0.902 ± 0.03 ng/mL，实现了该类抗生素单抗高效免疫检测技术的突破。
4. 通过噬菌体展示库技术构建了喹诺酮类兽药噬菌体抗体库，抗体库的库容可达3×105，采用噬菌体ELISA淘选出高亲和力广谱性单链抗体，建立的免疫检测方法能精准检测动物源性食品中喹诺酮类兽药残留，其IC50和IC15分别为0.95±0.07 mg/L和0.09±0.02 mg/L，实现了该类抗生素基因工程抗体高效免疫检测技术的突破。


	主要完成单位及创新推广贡献
	完成单位：河北北方学院。在项目研究过程中，河北北方学院作为项目的承担单位，提供了研究所需的仪器设备和匹配的研究资金，配备了高素质的研发人员，组建了一支作风过硬、技术领先的科研团队，同时还对项目进行了有效的科研管理，为项目的顺利完成提供了物质、人员、技术、管理等方面的保障。


	推广应用及经济社会效益情况
	该成果先后在河北、内蒙、山西、天津等地区推广应用，近三年累计新增收益1500多万。发放技术资料3000多份，发表论文20篇，SCI收录论文8篇，EI收录论文4篇，培养研究生、本科生20名，举办技术培训1000多人次，利用该成果为企事业单位开发出“喹诺酮快速检测试剂盒”、“ 喹诺酮胶体金试纸条”、“ 喹诺酮免疫检测凝胶柱”等6个产品。
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9. 冯亭亭，梁淑珍，李 军， 魏 东．环丙沙星人工抗原的合成及鉴定[J]．黑龙江畜牧兽医，2016，8，205-207．



	主要知识产权证明目录

	1. 一种食品检测用取样装置，实用新型专利，201921564617.0


	主要完成人情况表（排名、姓名、技术职称、工作单位、对本项目技术创造性贡献、曾获奖励情况）

	排名
	姓名
	技术职称
	工作单位
	完成单位
	贡献
	曾获奖情况

	1
	魏东
	研究员
	河北北方学院
	河北北方学院
	项目总负责人，负责项目研究方案的设计与组织实施，完成了4种多克隆抗体制备与免疫检测方法的建立，对推荐书主要创新点“项目中所列全部创新点均做出了贡献”，在该项研究中的工作量占本人研究工作量70%以上。旁证材料：SCI及中文核心期刊论文。
	2010年河北省山区创业奖3等奖（第1）；2013年河北省山区创业奖3等奖（第1）；2018年河北省山区创业奖3等奖（第1）

	2
	何扩
	副教授
	河北北方学院
	河北北方学院
	完成了恩诺沙星单克隆抗体制备、完成了喹诺酮兽药噬菌体构建研究。对创新点3、4有贡献，旁证材料：SCI及中文核心期刊论文，科研工作量占50%。
	2014年张家口市山区创业奖3等奖（第1）；2018年河北省山区创业奖3等奖（第2）

	3
	张秀媛
	副教授
	河北北方学院
	河北北方学院
	完成了恩诺沙星和氧氟沙星免疫检测方法建立的研究。对创新点3、4有贡献，旁证材料：SCI及中文核心期刊论文，科研工作量占40%。
	2014年张家口市山区创业奖3等奖（第2）；2018年河北省山区创业奖3等奖（第1）

	4
	黄智鸿
	研究员
	河北北方学院
	河北北方学院
	完成了恩诺沙星单克隆抗抗体制备和免疫检测方法建立的研究。对创新点3有贡献，旁证材料：SCI及中文核心期刊论文，科研工作量占30%。
	2011年河北省山区创业奖3等奖（第1）；2014年河北省山区创业奖3等奖（第1）

	5
	梁淑珍
	高级实验师
	河北北方学院
	河北北方学院
	完成了环丙沙星完全抗原制备和免疫检测方法建立的研究。对创新点1有贡献，旁证材料：中文核心期刊论文，科研工作量占30%。
	2013年河北省山区创业奖3等奖（第6）

	完成人合作关系说明

	

	完成人合作关系情况汇总表

	序号
	合作方式
	合作者/项目排名
	合作时间
	合作成果
	备注

	1
	共同论文
	魏东，何扩
	2018-2019
	论文3
	

	2
	共同论文
	魏东，张秀媛，何扩
	2018-2019
	论文5
	

	3
	共同论文
	张秀媛，何扩，黄智鸿
	2015-2019
	论文1，论文4
	

	4
	共同论文
	张秀媛，何扩
	2015-2019
	论文2，论文6
	

	5
	共同论文
	张秀媛，黄智鸿
	2015-2016
	论文7
	

	6
	共同论文
	魏东，梁淑珍
	2016-2017
	论文9
	


注：所填报内容必须与推荐书中提交的完全一致，否则责任自负，可自行调整行间距。

