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间接竞争酶联免疫分析方法检测动物性
食品中恩诺沙星残留
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摘要：［目的］建立动物性食品中恩诺沙星（ENR）残留的高灵敏间接竞争酶联免疫分析方法（ic-ELISA）。［方法］采用碳二

亚胺法将 ENR 与钥孔血蓝蛋白（KLH）偶联合成免疫抗原，免疫新西兰大白兔制备高敏感性抗体，在此基础上优化检测体

系建立 ic-ELISA，对其检测性能进行鉴定并在动物性食品中进行加标回收试验。［结果］在包被抗原质量浓度为

0.25 μg/mL、抗体稀释 40 000 倍、二抗稀释 5 000 倍、一抗孵育 15 min、二抗孵育 30 min、显色时间 5 min 的条件下，该方法

的 IC50为 27.76 pg/mL，检测范围为 0.49~1 577.29 pg/mL，最低检测限为 0.33 pg/mL，批内批间变异系数均小于 15%，且在

ENR 痕量检测中表现出良好的特异性，检测鸡肉、鱼肉样品的加标回收率分别为 93.37%~97.06% 和 87.15%~97.59%。［结

论］该方法灵敏度、精密度、特异性和准确度等检测性能优异，能够为动物性食品中 ENR 痕量残留检测提供技术支持。
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Abstract: ［［Objective］］ To establish a highly sensitive indirect competitive enzyme-linked immunosorbent assay (ic-ELISA) for detecting 

enrofloxacin (ENR) residues in animal-derived food. ［［Methods］］ ENR was conjugated with keyhole limpet hemocyanin (KLH) using the 

carbodiimide method to prepare an immunogen, and New Zealand white rabbits were immunized to produce high-sensitivity antibodies. 

Based on this, the detection system was optimized to establish ic-ELISA, the detection performance was evaluated, and spiked recovery tests 

were conducted in animal-derived food. ［［Results］］ Under the optimized conditions of coating antigen concentration at 0.25 μg/mL, antibody 

dilution of 1∶40 000, secondary antibody dilution of 1∶5 000, primary antibody incubation for 15 min, secondary antibody incubation for 

30 min, and color development for 5 min, the IC50 of the method was 27.76 pg/mL. The detection range was 0.49~1 577.29 pg/mL, and the 

limit of detection was 0.33 pg/mL. The intra- and inter-assay coefficients of variation were both less than 15%. The method showed good 

specificity in trace detection of ENR, with recovery rates of 93.37%~97.06% in chicken and 87.15%~97.59% in fish. ［［Conclusion］］ This 

method demonstrates excellent sensitivity, precision, specificity, and accuracy, and provides an effective tool for detecting trace residues of 

ENR in animal-derived food.
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恩诺沙星（enrofloxacin，ENR）又名乙基环丙沙星，属

于喹诺酮类广谱抗生素，对革兰氏阴性菌和阳性菌均有

良好的抗菌作用，在降低畜禽动物的发病率和死亡率等

方面起到十分显著的效果［1-3］。该药物可通过结合回旋

酶亚基阻断细菌 DNA 解链、切割与连接过程，从而实现

抑菌和杀菌目的［4］。作为畜牧业中广泛使用的抗生素，该

药物具有高效低毒、抗菌谱广、耐药交叉性小、价格低廉

等优点［5-6］，但长期、不规律或过量使用药物可导致 ENR

及其代谢产物在动物性食品和环境中的残留量增加，严

重损害了人体健康和生态环境［7-8］。长时间摄入含有过

量 ENR 的动物性食品，也可能会引起轻度胃肠道刺激或

不适，如头痛、头晕、睡眠不良等，并且大剂量的摄入还可

能导致肝功能损伤［9］。因此，中国《食品安全国家标准  

食品中兽药最大残留限量》（GB 31650—2019）规定了

ENR 在动物肌肉、脂肪及奶中的最大残留限量（maximum 

residue limit，MRL）为 100 μg/kg，牛、羊肝脏和家禽肾脏中

的 MRL 为 300 μg/kg，在水产品中的 MRL 为 50 μg/kg。国

际上，欧盟法规（EU No 37/2010）将牛奶中 ENR 的 MRL

设定为 100 μg/kg，以降低 ENR 残留物对人体的健康风

险。在近几年各地喹诺酮类抗生素残留的监测分析调查

中，ENR 在水产品、禽肉禽蛋类产品中均有检出，且检出

率较高［10-11］。

目前，ENR 残留的检测方法主要有高效液相色谱

法［12］、液相色谱—串联质谱法［13］和毛细管电泳法［14］，但这

些检测方法需要昂贵的仪器和专业的操作培训，检测周

期较长，不利于现场大规模样品的快速检测。免疫分析

技术具有灵敏度高、操作简单等优势，其中酶联免疫吸附

法（enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA）具有检测

速度快、灵敏度高、简便易操作且易于标准化等特点，近

年来得到快速的发展和广泛应用［15-16］。在 ELISA 方法中

抗体的制备尤为重要，而要获得性能良好的抗体首先需

要合成免疫原性优良的人工抗原。目前，人工抗原制备

所使用的载体蛋白多为牛血清白蛋白（bovine albumin，

BSA）和鸡卵白蛋白（ovalbumin，OVA）。钥孔血蓝蛋白

（keyhole limpet hemocyanin，KLH）是一种来源于海洋软

体动物的高相对分子质量蛋白，具有复杂的结构和独特

的免疫原性［17］。现有相关研究中尚未有采用 KLH 偶联

ENR 制备人工抗原获得高性能抗体的报道。研究拟采用

KLH 通过碳二亚胺法合成人工抗原免疫新西兰大白兔制

备出高敏感性抗体，在此基础上，优化检测体系建立间接

竞争酶联免疫吸附法（indirect competitive enzyme-linked 

immunoassay assay，ic-ELISA）并对其检测性能进行鉴定。

1　材料与方法
1.1　材料、试剂与仪器

ENR、KLH、BSA、四甲基联苯胺（TMB）、碳酰二亚胺

（EDC）、N-羟基丁二酰亚胺（NHS）、诺氟沙星（NOR）、氧

氟沙星（OFL）：分析纯，上海麦克林生化科技有限公司；

二甲基亚砜（DMSO）：分析纯，天津市德恩化学试剂

有限公司；

弗氏完全佐剂（FCA）、弗氏不完全佐剂（FIA）：美国

Sigma公司；

Goat Anti-Rabbit IgG HRP（GaRIgG-HRP，以下简称

二抗）：美国 Jackson ImmunoResearch 公司；

96 孔聚苯乙烯酶标板（ELISA 板）：上海科兴生化仪

器厂；

新西兰大白兔（2 kg）：河南斯克贝斯生物科技股份有

限公司；

酶标仪：Multiskan FC 型，美国 Thermo 公司；

紫外可见分光光度计：UV-2600型，日本岛津公司；

台式高速冷冻离心机：H1650R 型，湖南湘仪实验室

仪器开发有限公司；

涡旋混合机：Vortex 1 型，德国 IKA 公司；

电子分析天平：JJ224BF 型，德国 Sartorius公司；

磁力搅拌器：MSE-HD 型，大龙兴创实验仪器（北京）

股份公司。

1.2　方法

1.2.1　人工抗原的制备与鉴定　采用碳二亚胺法［18］制备

ENR 免疫抗原（ENR-KLH）和包被抗原（ENR-BSA）。取

10 mg ENR 溶解于 0.5 mL 的 DMSO（若不能完全溶解，加

0.1 mL 水）中 ，10 mg EDC 和 6.5 mg NHS 溶 于 0.2 mL 

DMSO 水中，加入其中，室温避光反应 4 h。反应结束后，

将 7.8 mg KLH 和 9.2 mg BSA 分别溶解于 4 mL 碳酸盐缓

冲液（CBS）中。将上述活化液分成两份，搅拌滴加其中，

室 温 4 h，4 ℃ 静 置 过 夜 ，用 0.01 mol/L 磷 酸 盐 缓 冲 液

（PBS）透析 3 d。3 000 r/min 离心 10 min，取上清保存。用

PBS 将 ENR-KLH、ENR-BSA、ENR 标准品、KLH、BSA 配

制成浓度相同的溶液，进行紫外扫描并根据特征吸收峰

的位置变化判断人工抗原是否偶联成功。

1.2.2　动物免疫　将 ENR-KLH 人工抗原作为雌性新西

兰大白兔的免疫抗原，采用背部皮下注射的免疫方法。

首 次 免 疫 为 基 础 免 疫 ，每 只 免 疫 2 mL 抗 原 ，剂 量 为

200 μg。将免疫抗原用无菌 PBS 溶液稀释后与等体积

FCA 混合，充分乳化后进行免疫。每隔 14 d 进行一次加

强免疫，将 FCA 替换为 FIA，免疫剂量与首次免疫相同。

进行 3 次加强免疫 15 d 后采集心脏血，采用硫酸铵—辛酸

联合法纯化血清制备多抗［19］。

1.2.3　 兔 多 抗 的 鉴 定　 采 用 间 接 酶 联 免 疫 吸 附 法

（indirect enzyme-linked immunoassay method，iELISA）测

定 ENR 兔多抗效价［20］。将 ENR-BSA 作为包被原包被

ELISA 板，通过加入不同稀释倍数的抗体（设立空白孔）
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进行检测，在酶标仪中读取 OD450 值。当待测孔 OD450 值

大于空白孔 OD450 值的 2.1 倍，则判定为阳性孔，以阳性

孔最小 OD450 值所对应的抗体稀释倍数作为抗体效价。

采用 ic-ELISA 测定 ENR 兔多抗的敏感性［21］，通过梯度

加入不同稀释倍数的 ENR 标准品，再加入一定稀释浓度

的抗体（效价测定时 OD450 值为 1.2 左右），并设阳性孔和

空白孔。以 B/B0 为纵坐标（B 为不同质量浓度 ENR 所对

应的 OD450 值，B0 为 ENR 质量浓度为 0 时的 OD450 值），以

ENR 质量浓度的对数值为横坐标，绘制抑制曲线。根据

线性回归方程计算半数抑制浓度（IC50）鉴定抗体的敏

感性。

1.2.4　检测体系优化　

（1） 包被抗原质量浓度和抗体稀释倍数：采用方阵棋

盘法［22］优化包被抗原质量浓度和抗体稀释倍数。具体步

骤 ：用 CBS 将 包 被 抗 原 ENR-BSA 分 别 稀 释 至 4.000，

2.000，1.000，0.500，0.250，0.125 µg/mL 包 板 。 采 用

iELISA 测定不同质量浓度包被抗原下的抗体效价，选取

OD450 值在 1.2 左右的抗体稀释倍数进行 ic-ELISA 法，测

定不同质量浓度包被抗原下的 IC50 值。以 IC50 值最低的

包被抗原质量浓度和抗体稀释倍数作为最优组合，参照

文献［23］检测体系其他条件的优化试验。

（2） 一抗孵育时间：在最佳包被抗原质量浓度和抗体

工作浓度的条件下设置一抗孵育 10，15，20 min，计算不

同时间下的 IC50值，确定 IC50值最低时的孵育时间为最优

时间。

（3） 二抗稀释倍数：在确定一抗孵育时间的条件下，

设置脱脂奶对二抗进行 3 000 倍、5 000 倍、8 000 倍、

10 000 倍、12 000 倍稀释，计算不同稀释倍数下的 IC50值，

确定 IC50值最低时的倍数为最优稀释倍数。

（4） 二抗孵育时间：在确定一抗孵育时间和二抗稀释

倍 数 的 条 件 下 ，将 二 抗 分 别 在 酶 标 板 中 孵 育 15，30，

45 min，计算不同时间下的 IC50值，以最低 IC50值所对应的

孵育时间为最优时间。

（5） 显色时间优化：在确定一抗孵育时间、二抗稀释

倍数和孵育时间的条件下，优化显色时间，将 TMB 显色

液加入酶标孔中，分别反应 5，10，15 min，计算不同时间

下的 IC50值，确定 IC50值最低时的反应时间为最优时间。

1.2.5　ic-ELISA 检测性能鉴定　

（1） 标准曲线及灵敏度：在最优条件下，将 ENR 标准

品倍比稀释，进行 ic-ELISA 测定。纵坐标为抑制率 B/B0，

横坐标为 ENR 质量浓度的对数值，绘制标准抑制曲线。

通过标准曲线线性回归方程计算得到 IC50 和检测范围

（IC10~IC90）。对不含 ENR 的空白样品重复测定 10 次，计

算空白样品的平均 OD450（X）和标准偏差（S），以 X-2S 求

得最低检测限（limit of detection，LOD），用于评价方法灵

敏度。

（2） 精密度：取同一批次包被的 ELISA 板（批内）和不

同批次包被的 ELISA 板（批间）分别进行 ic-ELISA 检测。

按文献［24］的方法计算变异系数（coefficient of variation，

CV）评价方法精密度，通常认为批内和批间的 IC50 值和

ENR 质量浓度为 0 时的 OD450 值的 CV 值越小，建立的方

法稳定性越高。

（3） 特异性：参照文献［25］，通过测定诺氟沙星、氧氟

沙星、洛美沙星、培氟沙星、盐酸沙拉沙星、甲磺酸培氟沙

星、麻保沙星、马波沙星、依诺沙星等其他喹诺酮类药物

的交叉反应率（cross reactivity，CR）评价方法特异性。CR

值越小，特异性越强。

（4） 加标回收试验：取阴性鸡肉和鱼肉样品进行加标

回收试验。将 5 g 鸡肉研磨成匀浆，转移到 50 mL 离心管

中 ，加 入 5 mL 甲 醇 作 为 样 品 提 取 液 ，振 荡 15 min。

8 000 r/min 离心 10 min 分离上清液和沉淀物，收集上清液

再次离心备用［26］。鸡肉样品的处理使用了甲醇溶液，所

以在保持高灵敏检测的前提下，在检测时应先消除有机

溶液基质干扰。用 PBS 稀释 4 倍、8 倍、16 倍、32 倍和 64 倍

的样品溶液对比 PBS 溶液的抑制曲线和 IC50值，判断样品

溶液不同稀释倍数的基质效应。鱼肉样品的蛋白质含量

丰富，脂肪含量较少，基质效应影响较小，在样品处理时

可直接使用 PBS 缓冲溶液作为样品提取液。将 5 g 鱼肉

样品转移到 50 mL 离心管中，加入 5 mL PBS 缓冲溶液提

取 ，涡 旋 振 荡 充 分 混 匀 2 min，20 ℃ 、8 000 r/min 离 心

2 min，取上清备用［27］。在鸡肉、鱼肉阴性样品中分别添

加 ENR 至 50.0，25.0，12.5 pg/mL，用 ic-ELISA 方法对样品

进行检测，通过计算各添加浓度的回收率及变异系数评

价方法准确度。

1.2.6　数据处理　在试验数据中所有未标明数据均为

2 次平行试验结果。采用 Microsoft Office 2021 软件进行

数据处理，使用 Origin 2022 软件绘图。

2　结果与分析
2.1　人工抗原的鉴定

如图 1 所示，ENR 的吸收峰为 267，222 nm，载体蛋白

的特征吸收峰为 280 nm，人工抗原 ENR-KLH、ENR-BSA

的吸收峰在 272，276 nm 处均向左偏移，当 ENR 的羧基基

团活化后与载体蛋白的氨基发生反应后，形成稳定的酰

胺键，相对分子质量增大，特征吸收峰发生偏移，所以初

步表明抗原合成成功。

2.2　兔多抗的鉴定结果

采用 iELISA 方法检测兔多抗的效价，兔多抗在 4 次

免疫后的效价在 1∶3.2×105以上，采用 ic-ELISA 鉴定兔多

抗的敏感性，标准抑制曲线如图 2 所示，线性回归方程为

y=1.102 49-0.222 57x，IC50为 509.29 pg/mL，显著优于已

有研究所制备的 ENR 抗体，如穆洪涛等［28］制备兔多抗的

IC50值为 4.539 µg/mL，丁丽军等［29］制备鼠多抗的 IC50值为

54.60 ng/mL，张 家 禾 等［30］制 备 鼠 单 抗 的 IC50 值 为

14.21 ng/mL。结果表明，试验合成了高质量的 ENR 人工
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抗原并通过动物免疫成功制备出了敏感性优异的多抗。

2.3　检测体系优化

2.3.1　包被抗原质量浓度和抗体稀释倍数优化　通过方

阵棋盘法优化包被抗原质量浓度和抗体稀释倍数，结果

如表 1、图 3 所示，IC50值随着包被抗原质量浓度的降低呈

先降低后升高趋势，包被抗原质量浓度过高会导致 ENR

与 ENR-BSA 竞争不充分，浓度过低会导致结合量过少，

灵敏度下降。当包被抗原质量浓度为 0.25 µg/mL 时，IC50

值达到最低。因此，确定包被抗原质量浓度 0.25 µg/mL，

抗体稀释倍数 40 000 倍为最佳反应条件。

2.3.2　一抗孵育时间优化　如图 4 所示，一抗孵育 15 min

时的 IC50 值相对较低。一抗孵育时间过短会导致兔多抗

与包被抗原竞争不充分，时间过长会使兔多抗非特异性

结合增加，灵敏度降低。因此，选择 15 min 作为一抗孵育

时间。

2.3.3　二抗稀释倍数优化　如图 5 所示，IC50值在二抗稀

释倍数为 5 000 倍时达到最低，而后逐渐升高并趋于平

表 1　包被抗原质量浓度和抗体稀释倍数优化

Table 1　Optimization of concentration and antibody dilution of coated antibody

包被抗原质量浓

度/（μg·mL-1）

4.000

2.000

1.000

0.500

0.250

0.125

抗体稀释倍数

2 500

5.036±0.485

4.888±0.139

4.973±0.298

4.901±0.026

3.527±0.388

2.656±1.109

5 000

4.898±0.117

4.835±0.180

4.814±0.239

4.503±0.296

2.640±0.330

1.755±0.440

10 000

4.819±0.064

4.405±0.038

4.380±0.034

3.796±0.011

2.342±0.692

1.197±0.190

20 000

4.205±0.251

3.305±0.273

3.219±0.202

2.786±0.021

1.493±0.092

0.736±0.020

40 000

2.998±0.137

2.214±0.066

2.191±0.307

1.803±0.074

1.009±0.063

0.525±0.082

80 000

1.948±0.145

1.299±0.245

1.344±0.183

1.093±0.154

0.482±0.177

0.331±0.040

空白

0.066±0.004

0.062±0.006

0.060±0.013

0.056±0.011

0.060±0.003

0.068±0.011

图 1　ENR 人工抗原紫外鉴定

Figure 1　Ultraviolet identification of ENR artificial antigen

图 2　标准抑制曲线

Figure 2　Standard suppression curve

图 4　一抗孵育时间优化

Figure 4　Optimization of incubation time of 

primary antibody

图 3　不同包被抗原质量浓度下测得的 IC50值

Figure 3　IC50 values measured at different mass 

concentrations of coated antigen
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稳。二抗可以催化大量底物转化，二抗稀释倍数过低会

导致非特异性结合增加，稀释倍数过高会导致难以检测

到 ENR，灵敏度降低。因此，选择二抗稀释 5 000 倍作为

最佳稀释倍数。

2.3.4　二抗孵育时间优化　如图 6 所示，随着二抗时间的

增加，IC50 值先降低后升高，在 30 min 时达到最低。二抗

孵育时间过短会导致其与一抗的结合不充分，时间过长

会导致非特异性结合增加，灵敏度降低。因此，选择

30 min 作为二抗孵育时间。

2.3.5　显色时间优化　不同显色时间会导致底物催化程

度不同，时间过短会导致底物催化不完全，而时间过长会

导致底物过度催化显色异常，影响检测准确度和灵敏度。

ic-ELISA 在不同显色时间测定的 IC50值结果如图 7 所示，

其中 5 min 时的 IC50值相对较低，而后逐渐增大。因此，选

择 5 min 作为显色时间。

2.4　ic-ELISA方法的性能鉴定

2.4.1　灵敏度鉴定　通过优化检测体系建立 ic-ELISA 方

法，绘制标准抑制曲线结果如图 8 所示，线性回归方程为

y=0.829 06-0.227 98x，IC50 值为 27.76 pg/mL，检测范围

（IC10~IC90）为 0.49~1 577.29 pg/mL。检测空白样品得到

LOD 为 0.33 pg/mL，表明 ic-ELISA 方法灵敏度高。该方

法与已有文献报道的同类及其他检测方法相比（见表 2），

在方法灵敏度上具有显著优势，且与同类免疫分析方法

相比，ENR-KLH 作为免疫抗原具有较强的免疫原性，更

易刺激动物产生高质量抗体。

2.4.2　精密度鉴定　采用 ic-ELISA 法对同一批次和不同

批次包被的 ELISA 板分别测定 IC50值结果如表 3 所示，批

内 IC50 值和阳性孔 OD450 值的 CV＜10%，批间 IC50 值和阳

性孔 OD450 值的 CV＜15%。对照《酶联免疫吸附试剂盒》

（YY/T 1183—2024）行业标准对于精密度的要求，试验所

建立的 ic-ELISA 方法具有良好的精密度，在同批次与不

同批次的检测中具有较好的稳定性。

2.4.3　特异性鉴定　 ic-ELISA 与其他喹诺酮类药物的交

叉反应率结果如表 4 所示，培氟沙星的交叉反应率为

1.31%，与洛美沙星、麻保沙星、氧氟沙星、诺氟沙星、马波

沙星、甲磺酸培氟沙星、依诺沙星交叉反应率均小于

0.2%。在实际样品检测中，为避免复杂样品基质效应和

其他类似药物的干扰，通常采用多倍稀释的方法进行样

品处理。试验方法具有高灵敏度适宜进行 ENR 痕量检

测，能够在样品高度稀释后消除其他类似药物的干扰，表

现出良好的特异性。

图 6　二抗孵育时间优化

Figure 6　Optimization of incubation time of secondary antibody

图 7　显色时间优化

Figure 7　Optimization of color development time

图 5　二抗稀释倍数优化

Figure 5　Optimization of dilution ratio of secondary antibody

图 8　ic-ELISA 标准抑制曲线

Figure 8　Standard inhibition curve of ic-ELISA
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2.4.4　加标回收试验　阴性鸡肉样品处理后稀释不同倍

数，经 ic-ELISA 检测绘制抑制曲线。如图 9 所示，随着甲

醇稀释倍数的增大，IC50 值也逐渐降低，甲醇浓度过高会

抑制酶活性导致灵敏度降低，其中 64 倍稀释与 PBS 溶液

条件下 IC50 最为接近，且抑制曲线基本吻合，表明此时已

不存在基质效应。因此，确定鸡肉样品处理后采用 PBS

稀释 64 倍以消除其基质干扰。

以回收率和变异系数表示检测值与其实际样品添加

量之间的差异，加标回收试验结果如表 5 所示，鸡肉和鱼

肉样品的加标回收率分别为 93.37%~97.06% 和 87.15%~

97.59%，变异系数小于 10%，均在实际样品检测可接受的

范围内，说明试验方法的准确度较高。

3　结论
该研究采用碳二亚胺法合成了恩诺沙星—钥孔血蓝

蛋白免疫抗原，通过免疫新西兰大白兔成功制备了高敏

感性的恩诺沙星多抗，在此基础上优化检测体系建立间

接竞争酶联免疫吸附法。该方法的检测范围为 0.49~

1 577.29 pg/mL，最低检测限为 0.33 pg/mL，具有较好的灵

敏度，批内批间的半数抑制浓度和 OD450值的变异系数均

表 3　ic-ELISA精密度鉴定

Table 3　Precision identification of ic-ELISA

平行

1

2

3

4

平均值

CV/%

批内精密度

IC50/

（pg·mL-1）

31.40±0.26

33.33±0.52

35.95±0.40

35.22±0.59

33.98±2.04

6.00

OD450

1.227±0.003

1.264±0.018

1.149±0.006

1.479±0.007

1.280±0.141

11.016

批间精密度

IC50/

（pg·mL-1）

28.18±0.87

36.52±0.46

28.56±0.43

34.60±0.61

31.97±4.23

13.23

OD450

0.986±0.006

1.101±0.009

1.061±0.023

1.152±0.001

1.075±0.070

6.511

表 4　与其他喹诺酮类药物的交叉反应率

Table 4　Cross reactivity with other quinolones

其他喹诺酮类药物

培氟沙星

洛美沙星

麻保沙星

氧氟沙星

诺氟沙星

马波沙星

甲磺酸培氟沙星

依诺沙星

IC50/（pg·mL-1）

           2 113.40

＞20 000

＞20 000

＞20 000

＞20 000

＞20 000

＞20 000

＞20 000

交叉反应率/%

1.31

＜0.2

＜0.2

＜0.2

＜0.2

＜0.2

＜0.2

＜0.2

图 9　鸡肉样品基质效应消除

Figure 9　Elimination of matrix effect in chicken samples

表 2　文献报道方法与试验方法对比†

Table 2　Comparison between literature reporting methods and test method

方法

表面增强拉曼检测法

荧光传感检测法

分子印迹传感器检测法

胶体金免疫层析法

化学发光酶免疫法

异源包被 ic-ELISA

ic-ELISA

基于金纳米颗粒 ELISA

试验方法

单位

nmol/mL

nmol/mL

ng/mL

mg/kg

ng/mL

ng/mL

µg/mL

ng/mL

pg/mL

检测范围

5~1 000

1~400

25~1 000

/

0.35~1.00

4.16~24.08

/

0.16~500.00

0.49~1 577.29

检测限

0.12

14.72

61.1

3

0.03

2.11

0.59

0.24

0.33

实际样品

鸡肉、鱼肉

鱼肉

鸡肉

鸡肉

牛奶、鸡蛋、蜂蜜

鸡蛋、鱼肉

牛蛙

牛奶

鸡肉、鱼肉

免疫抗原

/

/

/

ENR-BSA

ENR-BSA

ENR-BSA

ENR-BSA

ENR-BSA

ENR-KLH

参考文献

［31］

［32］

［33］

［34］

［35］

［36］

［37］

［38］

 † “/”表示参考文献中未提及。

表 5　实际样品添加回收试验

Table 5　Actual sample addition and recovery experiment

样品

鸡肉

鱼肉

添加值/

（pg·mL-1）

50.0

25.0

12.5

50.0

25.0

12.5

检测值/

（pg·mL-1）

48.43±4.06

24.26±2.13

11.67±0.91

48.80±1.62

21.79±1.80

11.65±0.65

回收率/%

96.87±8.11

97.06±0.09

93.37±0.07

97.59±0.03

87.15±0.07

93.21±0.05

变异系

数/%

8.38

8.78

7.80

3.32

8.26

5.58
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小于 15%，具有良好的精密度和稳定性，在痕量检测中具

有良好的特异性。鸡肉和鱼肉中的加标回收率范围分别

为 93.37%~97.06% 和 87.15%~97.59%，变异系数均小于

10%。该方法对于动物性食品等复杂样品消除基质效应需

要高度稀释的情况下，仍可实现准确痕量检测，能够为食

品安全抽检中恩诺沙星的快速、灵敏、特异、准确筛查提供

技术支撑。该研究在恩诺沙星高灵敏免疫分析方法中具

有一定优势，但在人工抗原的制备研究中仍需在半抗原与

载体蛋白的偶联方法、效率、结构等方面进一步探索。
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