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摘要：文章总结并分析了应用于金刚烷胺残留检测中的

酶联免疫、免疫层析、化学发光免疫分析技术等，并对其

发展进行了展望。
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病毒感染是影响畜禽健康的主要威胁［１－２］。近年来

爆发的 Ｈ７Ｎ９、Ｈ５Ｎ２、Ｈ５Ｎ８禽流感及口蹄疫等病毒性疾

病造成大量畜禽死亡，给养殖业带来严重的经济损失［３］。

为预防和治疗畜禽病毒性疾病，在畜禽饲养过程中常将

金刚烷胺等人用抗病毒类药物添加至饲料中，但将人用

药物移植兽用尚缺乏规范有效的科学支撑，并且违禁使

用药物残留在动物源性食品中会通过食物链在人体内蓄

积，对人体神经系统等产生毒害作用［４］。原农业部发布

的第５６０号公告《兽药地方标准废止目录》中明确规定金

刚烷胺不得用于食品动物。但由于金刚烷胺价格低廉，

抗病毒效果显著，金刚烷胺在饲料中违规添加现象仍频

繁发生，食品安全部门监督抽检就发现在乌骨鸡、农家鸡

蛋、冻鸡大腿等动物源性食品中均有金刚烷胺残留［５－６］。

目前动物源性食品中金刚烷胺残留检测大多采用仪

器检测［７］，主要包括液相色谱法［８］、超高效液相色谱—串

联质谱法［９－１０］等。仪器检测方法虽然精准度高，但具体

操作流程复杂、检测时间长、成本高，相对于目前市场检

测需求，该类方法难以满足大批量样品的快速检测。免

疫分析技术具有快速、高灵敏、强特异等优势，在兽药残

留的高效监控工作中发挥着重要作用［１１］。近年来，在检

测金刚烷胺残留的免疫学技术领域，多种在传统检测方

法的原理基础上进行创新的检测方法也用于抗病毒类兽

药检测［１２］。研究对目前在金刚烷胺残留检测中应用较为

广泛的免疫分析技术进行归纳总结，以期为抗病毒类兽

药残留检测的深入研究提供参考。

１　酶联免疫吸附技术
酶联免疫吸附技术（Ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ

ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）是食品安全快速检测领域最主要的分析技

术之一［１３］，其中，间接竞争ＥＬＩＳＡ（ｉｃＥＬＩＳＡ）被广泛应用

于食品和饲料中小分子危害物的检测［１４－１５］，其原理如图

１所示，游离抗原与固相载体包被原竞争结合特异性抗

体，酶标二抗再与特异性抗体结合后催化底物显色，显色

程度与待测抗原浓度成反比（图１）。抗体是影响ＥＬＩＳＡ

检测效果至关重要的因素。对于金刚烷胺等小分子化合

物，因其不能引起免疫应答，所以必须通过偶联蛋白，制

备有效的人工抗原，才能刺激机体产生特异性强、亲和力

高的抗体。Ｐｅｎｇ等
［１６］利用金刚烷胺分子结构上的活性

基团（氨基），将琥珀酸酐作为间隔臂，采用活泼酯法直接
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图１　间接竞争ＥＬＩＳＡ试验原理示意图
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进行半抗原和蛋白分子偶联合成人工抗原，最大程度地

保留了小分子的原有结构。并用该人工抗原免疫小鼠制

备鼠源单抗，建立的ｉｃＥＬＩＳＡ检测鸡肉与鸡肝中金刚烷

胺残留的检出限为１５．８ｎｇ／ｍＬ。崔乃元等
［１７］利用马来

酸酐作为间隔臂合成人工抗原，并进一步制备单抗，建立

了能够同时检测鸡肉和鸭肉中金刚烷胺及其结构类似物

的ｉｃＥＬＩＳＡ，检出限低于０．６μｇ／ｋｇ。大多数人工抗原是

利用不同的物质作为间隔臂制备而成，除此之外，也可以

通过改变间隔臂连接位点制备人工抗原。Ｘｕ等
［１８］使用

二碳酸二叔丁酯对金刚烷胺的氨基进行保护，并在其对

位碳上引入６溴己酸乙酯作为间隔臂合成新型人工抗

原，所建立的ｉｃＥＬＩＳＡ的检出限为０．６２ｎｇ／ｍＬ。在人工

抗原制备的过程中，不仅可以对小分子本身直接进行改

造，还能对小分子的结构类似物进行改造，并在一定程度

上提高单抗的灵敏度。谭庶等［１９］改造金刚烷胺结构类似

物犖（１金刚烷基）肼甲酰胺合成新型的金刚烷胺人工抗

原，再通过免疫小鼠获得了灵敏度高和特异性强的单抗，

并建立了能够检测鸡肉中金刚烷胺的ｉｃＥＬＩＳＡ。该方法

的检出限为０．２１ｎｇ／ｍＬ，ＩＣ５０可达０．６９ｎｇ／ｍＬ，具有较高

的灵敏度。

２　化学发光免疫分析技术
化 学 发 光 免 疫 分 析 技 术 （Ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ

ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，ＣＬＩＡ）是集ＥＬＩＳＡ法和化学发光测定技术

二者之长的新兴技术［２０］，该方法采用鲁米诺发光体系，依

赖化学反应所产生辐射光的强度来确定物质含量。崔廷

婷等［２１］利用磁性微粒制备金刚烷胺磁标抗体，提高了抗原

抗体的结合效率，进一步提高免疫反应的速率，建立了一

种可以在动物组织、兽药、饲料中检测的竞争化学发光酶

免疫技术，原理如图２所示，发光强度与待测抗原浓度成

反比，该方法的检出限为０．１μｇ／ｋｇ，ＩＣ５０为０．４８１μｇ／Ｌ。许

小炫等［２２］为提高检测灵敏度，将碳酸钾和乙酸乙酯提取

药物的方法用于金刚烷胺的样品预处理中，所建立方法

的检出限为０．０６μｇ／Ｌ，ＩＣ５０为０．３３μｇ／Ｌ。ＣＬＩＡ可放大

化学发光信号，所以具有灵敏度高、准确度高，试验结果

稳定等优势，但是在操作过程中需特定仪器，不仅增加检

测成本，对检测人员的要求也较高［２３］。

图２　竞争ＣＬＩＡ试验原理示意图
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ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅＣＬＩＡｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

３　免疫层析技术
免疫层析技术（Ｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙａｓｓａｙ，ＩＣＡ）

是一种将免疫分析技术和色谱层析技术结合起来的快速

定量检测方法，基于抗原抗体的特异性结合，通过检测线

（Ｔ线）和质控线（Ｃ线）显色情况进行定性或定量分析（如

图３所示）
［２４－２５］。与传统的ＥＬＩＳＡ相比，ＩＣＡ对检测人

员技术要求更低，设备更简单便携，因此在食品安全现场

快速筛查领域发展迅速［２６－２８］。随着材料学的发展，各种

标记物相继出现，目前，免疫层析标志物报道得最多的是

胶体金，近些年报道的还有荧光标记物。实现了免疫层

析定性至定量检测的转变，并进一步提高了免疫层析试

纸的灵敏度、特异性。

３．１　胶体金免疫层析技术

胶体金免疫层析技术是以胶体金作为示踪标志物应

图３　ＩＣＡ试验原理示意图
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用于检测分析的一种免疫标记技术。胶体金几乎可以标

记所有的蛋白分子，使用方便，成本较低，并且检测结果

直观，可以肉眼观测［２９］。Ｗｕ等
［３０］采用胶体金的定量检

测方法对鸡肉中的金刚烷胺进行检测，该方法检出限为

１．８０ｎｇ／ｍＬ，ＩＣ５０为１１．９３ｎｇ／ｍＬ。但这种定量检测方法

需要通过读条仪读取数据，并绘制标准曲线，计算目标物

的含量，在整个检测过程中的工作量较大，因此定量方法

虽然灵敏度高，却不适用于现场大规模检测。彭双［３１］与

朱芳菲［３２］３１－４５研发出胶体金免疫层析快速检测试纸，实

现了无需仪器就能进行抗病毒类兽药残留的快速检测。

在检测过程中，Ｔ线的颜色深浅反映了样品中待测物的

含量，可用肉眼观察Ｔ线变浅或消失，初步筛查样品呈阳

性。由于二者对金刚烷胺人工抗原的制备方法不同，所

以得到的抗体也不同，彭双［３１］所建立的方法检出限为

５μｇ／ｋｇ。朱芳菲
［３２］３７－４１经过对试纸条的优化，在最优条

件下对金刚烷胺的检出限可达１．５ｎｇ／ｍＬ，在实际样本中

的检出限可达５μｇ／ｋｇ。但是通常采用物理吸附的方法

将胶体金与抗原或抗体进行偶联，这就导致抗原或抗体

容易从金颗粒表面脱离，所形成的标记物稳定性较差，并

且只能给出定性或者半定量结果，而且针对小分子靶标，

Ｔ线处颜色变浅或者消失来判断样品中的含量，从视觉

角度不是很灵敏。

３．２　时间分辨荧光免疫层析技术

时间分辨荧光免疫层析技术是以镧系元素作为标记

物，时间分辨荧光微球标记与普通荧光相比，具有标记结

合物稳定，Ｓｔｏｃｋｓ位移大，荧光寿命长等特点，可以有效避

免样品中的本底荧光，以及激发光等杂散光的影响，因此

相比普通荧光具有更高的灵敏度和抗干扰能力［３３］。丁亚

芳等［３４］利用免疫磁珠分离技术对样品进行前处理，大大提

高了样品处理效率。然后采用羧基化铕微球标记抗体，建

立了时间分辨荧光免疫层析技术的检出限为０．４６μｇ／ｋｇ，

ＩＣ５０为２．３２７μｇ／ｋｇ。但是时间分辨荧光免疫层析技术对仪

器设备要求较高，其成本也要高于其他种类标记物。

４　其他免疫分析技术
为了达到超高灵敏度、良好重复性、适合现场快速筛

查等检测目的，研究人员在传统免疫分析技术的基础上，

研发出多种新型免疫分析技术应用于金刚烷胺残留

检测［３５］。

４．１　基于磁标记物的免疫分析技术

寻找新型标记物促进抗原与单克隆抗体亲和力是提

高免疫分析技术灵敏度的有效途径。Ｘｉｅ等
［３６］通过使用

辣根过氧化物酶标记的链霉亲和素—生物素与单链可变

片段抗体进行偶联，并制备金刚烷胺功能化的磁珠，将二

者特异性结合，形成免疫复合物，然后用磁铁将免疫复合

物从基质溶液中分离出来（如图４所示），辣根过氧化物

酶所产生的信号强度和金刚烷胺的浓度呈负相关。该方

法的检出限为０．６４ｎｇ／ｍＬ，相比传统酶联免疫吸附技术，

灵敏度提高了１２倍。

４．２　基于荧光反应的免疫分析技术

采用荧光信号与免疫分析技术相结合，可以实现信

号放大，另外，荧光信号的免疫分析技术能达到较高的检

测灵敏度。Ｄｏｎｇ等
［３７］以常规ＥＬＩＳＡ为基础，建立了一

种产生荧光信号的新型免疫分析技术。辣根过氧化物酶

通过内滤效应有效地将荧光碳点淬灭，使常规ＥＬＩＳＡ的

吸收信号转换成荧光信号来提高常规ＥＬＩＳＡ的灵敏度

（如图５、图６所示）。基于不同浓度的金刚烷胺导致对应

产生的荧光强度存在差异，建立的荧光酶联免疫吸附技

术的检出限为０．０２ｎｇ／ｍＬ，ＩＣ５０为０．３ｎｇ／ｍＬ，约为常规

ＥＬＩＳＡ的１／４。

图４　磁珠包被间接竞争ＥＬＩＳＡ程序示意图

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＭＢｓｉｃＥＬＩＳＡｐｒｏｃｅｄｕｒｅ
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图５　基于内滤效应的碳量子荧光信号的淬灭

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｑｕｅｎｃｈｉｎｇｏｆｃａｒｂｏｎｑｕａｎｔｕｍｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｓｉｇｎａｌｂａｓｅｄｏｎｉｎｔｅｒｎａｌｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔ

图６　基于碳量子点的荧光免疫分析技术

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｆｌｕｎｃｅｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙｂａｓｅｄｏｎ

ｃａｒｂｏｎｑｕａｎｔｕｍｄｏｔ

４．３　基于比色反应的免疫分析技术

比色反应利用溶液颜色与其浓度的比例关系，来确

定样品待测物质的浓度，所产生的比色信号更加适用于

食品安全现场检测，具有检测快速且检测结果肉眼可观

察等优点。Ｚｈｕ等
［３８］建立了一种将ＤＮＡ杂交和金纳米

颗粒比色反应相结合的 ＥＬＩＳＡ 用于检测金刚烷胺（如

图７所示）。人工抗原和金刚烷胺共同竞争由１８ｎｍ金

颗粒、抗体和引物１三者所组成的免疫复合物，引物２与

结合在酶标板上的引物１互补配对，再加入１３ｎｍ金颗

粒与未配对的引物２相结合，并且在ＮａＣｌ溶液的作用下

聚沉，溶液颜色由红变蓝。这种新方法可以通过肉眼观

察颜色变化从而测定金刚烷胺的含量，具有无需精密仪

器，试验步骤简便，检测时间短等优势。该方法的检出限

为０．０３３μｍｏｌ／Ｌ。Ｙｕ等
［３９］建立了一种将芬顿反应与酶

联免疫吸附技术相结合的可视化方法。芬顿反应调节的

半胱氨酸氧化和金纳米粒子聚集，在设计的免疫分析中

实现了信号放大（如图８所示）。因此，级联反应显著提

高了检测灵敏度，并导致溶液颜色从红色变为深紫色。

采用此方法裸眼判断的最低检出限为０．５１ｎｍｏｌ／Ｌ。

５　展望
动物源性食品安全是中国食品安全监管工作的重中

之重［４０－４１］，近年来动物源性食品中金刚烷胺残留问题已

引起普遍关注。开发快速便携、灵敏特异、适用于现场大

批量样品快速筛查的金刚烷胺残留检测技术有利于强化

监管部门的监督抽检，督促生产企业的遵纪守法，保障动

物源性食品安全。免疫分析技术由于具有操作简单、

成本低廉等优点，已被广泛用于金刚烷胺残留的快速检

图７　基于ＤＮＡ碱基互补配对和胶体金聚集

检测原理示意图

Ｆｉｇｕｒｅ７　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｐｒｉｎｃｉｐｌｅ

ｂａｓｅｄｏｎＤＮＡ ｂａｓｅｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙｐａｉｒｉｎｇ

ａｎｄｃｏｌｌｏｉｄａｌｇｏｌｄａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ

图８　基于芬顿反应可视化检测原理示意图

Ｆｉｇｕｒｅ８　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｖｉｓｕａｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎｐｒｉｎｃｉｐｌｅ

ｂａｓｅｄｏｎＦｅｎｔｏｎｒｅａｃｔｉｏｎ

测。随着分析技术的不断创新，金刚烷胺残留检测技术

将在检测效率、重复性、灵敏度等方面进一步提高，一方

面利用新型纸基等载体材料或将比色技术、ＤＮＡ杂交技

术等与免疫层析技术相结合，省略微孔板包被、封闭、孵

育和洗涤等步骤，实现快速、廉价和简单的检测，更加适

合现场高效检测，另一方面利用核酸适配体、分子印迹聚

合物等代替抗体进行特异性识别，具有良好的重复性，可

以解决抗体批间差异较大，不稳定的弊端。此外，信号放

大是关系到检测灵敏度的一个重要因素，传统免疫分析

技术是使用酶催化底物产生显色，若将纳米酶、碳量子点

及新型荧光标记材料用于信号放大策略，将显著提升检

测灵敏度。
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