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生儿败 血症 的首选药物 。有文献 报道 应用喹诺 酮类 药物 经 长 

期 随访 未发现存在关节 及软 骨损 害及影 响生长 发育 ]。在 新 

生儿权衡 利弊后可选用[ 。万古霉素 因不 良反应较大 ，较少用 

于新生儿。氨基糖类由于耳毒性而在新生儿禁用。本地新生 

儿败血症治疗中，第 3代头孢、加酶半合成青霉素、喹诺酮类 、 

利福平等仍为敏感抗生素 ，可据病原菌及药敏结果 选用。 

新 生儿败血症 临床 表现 因 无特 异性 ，难 以和其 他 疾病 鉴 

别。对早产、羊水污染 、胎膜早破 1 2 h以卜、有插管 、体温不稳 

定等危险因素及有感染性基础疾病 时需及时行血培养 以确诊 ， 

并根据药敏选择敏感抗生素，足量、足疗程使用抗生素，避免因 

抗生素不规范应用，耐药菌株迅速产生_7 。 
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原料乳中三聚氰胺和 l3一内酰胺酶检测快速筛选法与确证方法比对研究 
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摘 要 ：目的 对原料 乳 中三聚氰胺检测 的液质确证方法 与快速 筛选方法进 行比对验证 。方法 SNAP双 流向酶联 免疫 法 

快速检测还原乳中的三聚氰胺。结果 其最低检出限达到 0．10 mg／kg，还原乳 中三聚氰胺浓度与SNAP读数仪读数呈显著正相 

关(r 一0．986)。同时通过对原料乳 中 0一内酰胺酶加标试样 的比对快速筛选方 法与微 生物法(杯碟 法)完全相符 ，且二 者最低检 出 

限均可达到 0．000 25 IU／mL。结论 双 流向酶联 免疫法可 以用于原料乳 中非法添加的三 聚氰胺和 G一内酰胺酶的快速 筛选 ，其检 

测速度 和灵敏 度均能满足奶 户、奶站 、乳品厂和部分 实验 室的快速 筛选检测 ，但是 其使 用 目前还仅 限于原料 乳或原料乳粉 。 
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为保障消费者的身体健康，保持乳品行业的健康发展，建 

立 牛乳制 品中三聚氰胺 、 内酰 胺酶 的快 速 、准确 和行 之有 效 

的检测方法是 十分必要的 。 

1 材料与方法 

1．1 材 料 藤黄微球 菌 (micrococcus luteus)CMCC(B)28001 

(购自国家医学菌种保藏管理中心)，在营养琼脂上传代培养备 

用。实验用 10 U青霉素药敏纸片(购自北京天坛药物生物技 

术开发公 司)；乙酸、乙酸铵等 (购 自北京试剂公 司)；舒 巴坦 、青 

霉素 G(购 自中国药品生物制 品检定所 )；B一内酰胺 酶标准 品(1 

kIU)(购 自 Sigma公 司)；三聚氰胺 、 内酰胺 酶 SNAP双流 向 

酶联免疫试剂盒 [购 自爱德士缅 因生 物制品贸易 (上 海)有 限公 

司]。 

1．2 仪器 液相 色谱 质谱 质谱 仪(LC MS／MS)(Agilent 

6410)；SNAP加热器(北京安普公司)；SNAP DSR读数仪[爱 

德士缅因生物制品贸易(上海)有限公司]。 

1．3 方法 

1．3．1 还原 乳配制 称取 235．3 g工业 奶粉 (经 I C～MS／／MS 

确证为无三聚氰胺 ，兀 8一内酰胺 )，溶解于 2 000 mI 温水 中 ；三 

聚氰胺还原乳试 样 的配制 ：取 1O0 mg／kg三 聚氰 胺标 准保 存 

液(本实验室配制并经 l C—MS／MS确认浓度为 100 mg／kg)各 

0、0．1、0．3、1、2、2．5 mI ，分别 加人 100 mI 还原 乳 中，配 制 为 

各含 0．0、0．1、0．3、1．0、2．0、2．5 mg／kg的还 原乳试 样 。B一内 

酰胺酶还原乳 试样 的配制 ：将 Sigma的青霉 素酶 1 kIU 溶 于 1 

mI 缓 冲 液 中 (0．1 mol／I Tris HCI，pH 7．0，含 有 0．1 

BSA)得到 1 000 IU／mI 的青霉素酶。取 10 I 1 000 IU／mL 

的青霉 素酶 加入 1 mI 还原 乳 中配制成 10 IU／mI 的青 霉素 

酶，再取 10 I 1 000 1u／mI 的青霉素酶加入 1 mI 还原乳中配 

制成 0．1 Iu／mI 的青霉素酶；取 0．1 IU／mI 的青霉素酶各 0、 

0．25、0．5、l mI ，分 别加 入 】00 mI 还原 乳 中，配制 为各含 0、 

0．000 25、0．000 5、0．001 IU／mI 的还原乳试样 。 

1．3．2 液相色谱一质谱／质谱法检测还原乳中三聚氰胺含量， 

参照 GB／T 22388—2008原料乳与乳制 品中三聚氰胺检测方法 。 

1．3．3 SNAP双流向酶联免疫法快速检测还原乳中的三聚氰 

胺 按试剂盒说明书操作，用配套吸管吸取 45 050 I 待检奶 

样滴人装有冻干试剂的试管中，充分晃动混匀，在预热到(45± 

5)℃的加热器 上孵育样品 2 min，将样品管中的所有液体倒人 

SNAP样 品孑L中后 。倒入的样 品孑L中 的样 品会流 向蓝 色的激 

活圈。当蓝色的激活圈开始消失时，快速而有力的压下操作键 

直 至其 与 sNAP盒体齐 平 。当操作 正确 时会 听到 清晰 的“啪 ” 

的声 音。保 温至少 7 rain。读数仪读数大于 1．O5为 阴性 ；读数 

仪读数 小于 1．O5为阳性 。 

1．3．4 杯碟法检测还原乳中B一内酰胺酶 



2968 

1．3．4．1 加样 取待检还原乳样品，按表 l顺序加入终浓度 

为 0．5 g／ml 青霉素G、25 g／mI 舒巴坦和0．5 Iu／L的阳性对 

照用 p一内酰胺酶，并将表 1中A～D试样各 200 I 放置于加 

有藤黄微球菌的同一抗生 素检测用 培养基上 的 4个 8 lnlTl钢 

管 中，37℃培养 18～22 h ，测 量抑菌 圈直径 。每个试 样重 复 

测试 3遍后 取平 均值 ，同时做 牛奶试 样 的空 白对 照、25 g／mI 

舒 巴坦对照 ，见表 1。 

1．3．4．2 牛奶试样中 8一内酰胺酶 检测结果 判定 (1)如果待 

检还原乳试 样空 白对 照在 加有藤 黄微球菌 的抗生素 检测用培 

养基上出现抑菌圈，说明该试样中含有抗菌物质。(2)25“g／ 

mI 舒巴坦对 0．5 g／m!，青霉素 G的抑菌作用没有影响；同时 

25 g／mI 舒 巴坦 可有效抑制 0．5 IU／i B一内酰胺酶阳性对照样 

品对 0．5 g／mI 青霉素 G的分解作用。(3)在待检还原乳试样 

中，如果添加 0．5 g／mI 青霉 素 (j的抑 菌 圈 与添加 0．5 g／m[ 

青霉素 G和 25 g／mI 舒巴坦试样的抑菌圈差异存 3 mrn以上 

(含 3 ram)，且重复性良好，臆判定该试样添加有 内酰胺酶。 

(4)在待检还原乳试样中，如果添加 0．5 g／m! 青霉素 G试样 

的抑菌圈与添加 0．5 g／mI 青霉素 G和 25 g／ml 舒巴坦试样 

的抑菌圈差 异在 3 mm 以下 (不含 3 ram)，且 重复 性 良好 ，应 

判定在该试样 品未检 出 内酰 胺酶 。(5)经 测 试，本方法 在牛 

奶试样 中对 j}内酰胺 酶的检出限为 0．5 IU／I 。 

表 l 杯碟法加样 方法 

编号 杯碟法加样方法 

A 还原乳待检试样+0．5 g／mI 青霉素 G 

B 还原乳待检试样+25 g／mL舒 巴坦 十0．5 g／mI 青霉素 G 

C 含 0．5]U／I B内酰胺酶 阳性对照奶样+O．5 g／ml 青霉索 G 

D 
含。·5 Iu／I 口内酰胺酶阳性对照奶样+25 g／ IJ舒巴坦 + 

0．5 g／mI 青霉素 C- 

1．3．5 SNAP双流向酶联免疫 间接法快速检测还原乳 中的 8一 

内酰胺 酶 按试剂盒说 明书操作将 1 mI 或 1．5 mI 待检还原 

乳奶样加入 8一内酰胺酶检测试剂瓶 中，充分 混匀溶解试剂瓶 中 

的干燥粉剂 。将加入样 品后 的 G内酰胺酶试 剂瓶置 于加 热器 

(45±5)℃、(11 3士9)。F孵育 2O rain，然后于室温下放 置 10 

rnin，8一内酰胺酶 SNAP操作步骤进行检测。用配套吸管吸取 

(4 5O±5O) I 试剂瓶 中奶样滴人装有冻干试剂的试管 中，充分 

晃动 昆匀 ，在预热到(45±5) C的加 热器上孵 育样 品 5 rain，将 

样 品管 中的所有液体倒人 SNAP样 品孔 中后。倒入 的样 品孔 

中的样 品会流 向蓝色 的激活圈 。当蓝色的激活圈开始消失时， 

快 速而有力 的压下操作键直 至其与 SNAP盒体齐平 。当操作 

正确时会听到清晰的“啪”的声音。保温至少4 rain。读数仪读 

数大于 1．o5为 B一内酰胺酶阴性；读数仪读数小于或等于 1．o5 

为 G一内酰胺酶 阳性 。 

1．4 统计学方法 统计学方法采用 SPSS13．0统计软件。 

2 结 果 

2．1 液相色谱一质谱／质谱法检测还原乳中三聚氰胺含量 该 

方 法检 出限为 0．01 mg／kg，经确认所 配置 的含三 聚氰胺 还原 

乳试样 中三 聚氰胺 实 际浓 度 分 别为 0．O0、0．10、0．27、0．89、 

1．72 mg／ kg和 2．37 mg／kg。 

2．2 SNAP双流向酶联免疫法快速检测还原乳 中的三 聚氰胺 

还原乳中不含三聚氰胺时，20次 SNAP检测读数均小于 

1．o5，均为阴性结果 ；当还原乳中含有0．10 mg／kg的j聚氰胺 
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时，2o次 SNAP检测均小于l_o5为阴性结果，但读数均较不含 

三聚氰胺组明显增加，其差异有统计学意义(P<0．O1)；当还 

原乳 中含有 0．27、0．89、1．72、2．37 mg／kg的三 聚氰 胺时 ．2O 

次 SNAP检测读数均大 于 1．05全部 为阳性结果 ，与不 含三聚 

氰胺组 比较差异有统计学意义(P<O．O1)，见 表 2；另外 ，0．O0、 

0．10、0．27、0．89、1．72、2．37 mg／kg各组 间的读数 差异有统计 

学意义(P<O．O1)。还原乳中三聚氰胺浓度与 SNAP读数仪 

读数呈正相关关系 ，见 图 1。 

表 2 SNAP双流 向酶联免疫法快速检测还原乳 中的 

三聚氰胺 (mg／kg) 

图 1 三聚氰胺 浓度与 SNAP读 数仪读数 

2．3 杯碟法检测还原乳 中 内酰胺酶 经杯碟法检测表明所 

配制的各含 0．000 25、0．000 5、0．O01 Iu／mL D一内酰胺酶的还 

原乳试样均为 B一内酰胺酶阳性检出，见封 2图 2。 

2．4 SNAP双流向酶联免疫间接法快速检测还原乳中的 口内 

酰胺酶 还原乳 中 0 IU／mI B一内酰胺酶 时 ，】5次 SNAP检 测 

读数均大 于 1．O5，均为 阴性 结果 ；当还 原乳 中含有 0．000 25 

IU／mI 8_内酰胺酶时 ，1 5次 SNAP检 测中 6次读 数大于 1．O5 

为阴性 ，9次读数 小于 1．05为 阳性 ；当还原 乳 中含有 0．000 5 

IU／mI 和0．001 Iu／mI D一内酰胺酶时，各组的 15次 SNAP检 

测读数均小于 1．05，均为 阳性结果 ，见表 3。 

表 3 SNAP双流 向酶联免疫间接法快速检测还原 

乳 中的 内酰胺酶 

未做实验 。 
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3 讨 论 

3．1 2008年 1O月 8日，中国卫生部等 5个部门联合发布公 

告，制定三聚氰胺在乳与乳制品中的临时管理值：要求婴幼儿 

配方乳粉 中三聚氰胺 的限量 值 为 1 mg／kg；液态 奶 (包括 原料 

乳)、奶粉、其他配方乳粉中三聚氰胺的限量值为 2．5 mg／kg； 

含乳 15 以上的其他食品中三聚氰胺的限量值为2．5 mg／kg。 

在三鹿婴幼儿奶粉事件发生后 ，国家标准化管理委员会制定了 

《原料乳与乳制品中三聚氰胺检测方法》国家标准。标准规定 

了高效液相色谱法、气相色谱一质谱联用法、液相色谱一质谱／质 

谱法 3种方法 为三 聚氰胺 的检测 方法 ，检测 定量 限分别 为 2、 

0．05和 0．01 mg／kg。上述方法 均为定 量 的确证方 法 ，其可 以 

普遍使用于各类检测实验室，对于奶户、奶站、乳品厂和不具备 

大型检测仪器的实验室可以选用适宜的快速筛选方法。通过 

本次实验验证 ，SNAP双流 向酶联免疫 法快速检测还 原乳 中的 

三聚氰胺，当还原乳 中三聚氰胺浓度达到 0．27 mg／kg时， 

SNAP双流向酶联免疫法能够检出所有阳性样品，其最低检出 

限能够达到 0．10 mg／kg，符合 目前大部分乳品厂对原料奶三 

聚氰胺含量在 0．3 mg／kg以下 的控 制要 求 ，还 原乳 中三 聚氰 

胺浓度与 SNAP读数仪读数呈显著正相关关系(r2—0．986)。 

因此 ，采用筛选 方法检测乳 品 中三聚氰胺 ，当检 到 阳性 或可 疑 

样品后，再用液相／质谱或气相／质谱方法确认，从而节约大量 

的时间和人力 。 

3．2 目前 国际上 尚无牛奶 中 内酰胺 酶 的标 准检 测方法 ，而 

市面上的抗生素分解剂原液中的 内酰胺酶浓度均在每毫升 

微克级Ⅲ1]，而其 推荐在牛奶 中 1：1 000 000稀 释使 用 ，这一低 

使用浓度限制了 内酰胺酶直接检测方法的使用，如酶联免疫 

· 经验交流 · ． 
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方法、高效液相色谱法及蛋白杂交等方法。尽管多种微生物可 

以产生 B一内酰胺酶，但到 目前为止还没有在无人为添加 内酰 

胺酶的牛奶中检出 8一内酰胺酶的报道[2]。究其原因可能是由 

于采奶方式、牛奶的组分、消毒方法和包装储存方法等不适于 

产 B一内酰胺 酶微 生物的生存 ，基于 目前 已有 的知识 ，应认为 牛 

奶 中检 出的 8一内酰胺酶是 人为添 加 的。为 了应 对这一 特殊情 

况的出现，本实验室按卫生部推荐的微生物法(即杯碟法)检测 

牛奶中 内酰胺酶，经长时间的反复摸索实验条件和验证 ，最 

终建立了稳定、可靠 的 内酰胺酶微生物法(杯碟法)检测方 

法 ，最低 检出限达到 o．ooo 25 IU／mI ，灵 敏度 为 0．000 5 IU／ 

mI 。该方 法可 用于 确认 乳 制 品 中 8一内酰 胺 酶 的存在 。同 时 

SNAP双流 向酶联免疫 间接 法快速 检测还 原乳 中 的 B一内酰胺 

酶，并平行比较微生物(杯碟法)和 SNAP间接法的精确度和 

灵敏度 ，结 果表明二者 的检 出下 限均可达到 0．000 25 IU／mL。 

因此采用快速筛选法进行筛选，阳性或可疑样品再使用微生物 

(杯碟法 )进一步确认 。 
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一 种快速冷冻切片方法制作小鼠眼球切片 
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摘 要 ：目的 快速制作 小鼠眼球 切片。方法 OCT 包埋 ，用 液氮快速 冷 冻，切 片后 HE染 色。结果 制片 时间较 快，眼球 

壁结构完整，视 网膜各层次清晰，无冰晶形成。结论 快速冷冻切片方法能快速制作高质量的切片。 
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眼球壁是眼球的重要结构 ，从外向内分为巩膜、色素膜和 

视网膜 3层 。制作完整 的眼球组织 切片 ，常用火 棉胶包埋和使 

用固定液固定后切片 。因冷冻 切片 操作简 单 ，效果 比较理 想 ， 

大多数研究者常用其做免疫组化和免疫荧光。本文介绍一种 

简单、快速的冷冻切片方法供大家参考。 

1 材料与 方法 

1．1 材料 LeicaCM1900冷冻切 片机 (德 国 Leica公司)，C57 

小 鼠，OCT(日本樱花公 司)液氮 等。 

1．2 方法 

1．2．1 取材 用断颈 处死法 处死 小 鼠，立 即用弯镊 子取 出眼 

球，快速将周围肌肉剔除。 

1．2．2 包埋 把剔好的眼球放人准备好的OCT里，尽量让眼 

轴与水平面平行。将包埋框放人装有快速冷冻液的杯子里面， 

把杯子放入液氮里快速冷冻 ，1～2 min即可取 出。 

1．2．3 切片 

m 厚度切片 。 

1．2．4 固定 

取 出 ，晾干 。 

将处 理好 的 OCT块 固定 到载 物台上 ，选 择 1O 

将 切好的切片放人 4℃冷丙 酮中 ，固定 10 min， 

1．2．5 染色与封片 取出固定好的切片，用自来水清洗 30 S； 

苏木精染色 2 min，水洗 ；在 1 盐酸乙醇(70 )分化 2～3 S， 

水 洗 ；饱和碳 酸锂蓝化数秒 ，伊 红[=1]染色 1 min，75 ～100 梯 

度 乙醇各脱 水 1 rain，二 甲苯 透 明，中性树 胶封 片 。镜 下观 察 

结果 。 

2 结 果 

以上方法快速冷冻切片，操作简单，耗时较短。一个标本 

从切片到封片只需 1O～15 min。无冰 晶形成，无脱片现象。 

HE染色(封 2图 1、2)，细胞核呈蓝色，细胞质呈桃红色，眼球 

壁外 面染 色较内膜深 ，色素膜染色较浅 。眼(下转第 2987页) 



 

t■ ⋯i⋯⋯联蛋 中的 
磁 共振 对比剂 Gd—DTPA—DC-的制备及 动物 实验研 究 

实验组尾静脉注射对比剂 Gd—DTPA—IX；30 min后，在冠状位可见 

明显肿瘸强化(A)；对照组尾静脉注射对比剂 Gd DTPA(B)5 min后． 

冠状位可见肿瘤轻度强化。 

图2 两组功能对比剂注入裸鼠后显像图 

(见正文第 2866页) 

图 3 实验组和对照组平扫及各延迟点注射对 比剂后 

瘤体与肌 肉对 比度信噪 比 CNR值变化 曲线 

LY294002对 SGC7901／VCR 细胞 VCR耐 药逆转作 用研 究 
(见正文第 2875页) 

B 

图 3 药 物处理对 SGC790l及 s(；-(；7901／VCR细胞凋亡的影响 

原料乳中三聚氰胺和 l3一内酰胺酶检测快速筛选法与确证方法比对研究 
(见iE文第 2967页) 

A：还原乳待检试样+ 0．5~g／mI 青霉素 G；B：还原乳待检试样+ 25,u．g／mL舒巴坦 +0．5 t*g／mI 青霉索G；C：禽0．5 IU／I 内酰胺酶阳性 

对j{{{奶样 + 0．5~g／mL青霉索G；D：禽 0．5 IU／I 一内酰胺酶阳性对照奶样 + 25~g／ml 舒巴趟+O．5~g／m1 青霉素( 。 

图 2 杯碟法检测还原乳试样的中 B一内酰胺酶 

一 种快速冷冻切片方法制作小鼠眼球切片 
(见 j=l二义 2900灭 ) 

图 1 正常 C57小鼠眼球切 片染色(10 tlm。10×2O) 图 2 正常 {257小鼠眼球 切片染色(10 f』m，10×40 


