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在溶样杯中直接消解时可能导致消解不完全 这时 势

必要增加预处理过程 带来不必要的麻烦
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鳗鱼中恩诺沙星残留量的酶联免疫检测方法

郑 晶 黄晓蓉 李耀平 李小晶 林 杰

(福建出入境检验检疫局 福建 福州     350003)

摘   要 运用酶联免疫分析方法测定鳗鱼中恩诺沙星残留 测试曲线线性范围为0.3 10 g/kg 最低检测限为

3 g/kg 向样品中分别添加25 50 100 g/kg 3 个浓度水平的恩诺沙星, 平均回收率分别为74.5% 76.6% 和

66.5% 批内变异系数为7.62% 14.31% 批间变异系数为6.03% 7.00% 灵敏度达到0.3 g/kg 特异性试验结

果表明与喹诺酮类中的其它药物以及其它类抗生素均无交叉反应
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                  抗生素残留检测

恩诺沙星(Enrofloxacin,ENR)是于20世纪80年代以来

出现的抗菌谱更广 抗菌作用更强的第三代氟喹诺酮类药

物之一 化学结构为(C19H22FN3O3) 分子量为359.1646

因其能抑制细菌 D N A 螺旋酶 抗菌谱广 高效 低

毒 组织穿透力强 抗菌作用是磺胺类药的近千倍

加之系化学合成药物 价格低廉 故在医学和兽医学

中很快取得广泛应用 尤其在水产养殖中成为最重要的

抗感染药物之一 由于致病菌产生耐药性和某些潜在的

致癌性质 其残留问题已引起广泛关注[1] 2003 年初

日本在我国出口烤鳗中检出恩诺沙星 并利用其食品卫

生法中 动物源性食品中不得含有合成抗生素 的规

定 使我国出口烤鳗受阻 因此 我国及日本从 2003

年起加强了出口日本鳗鱼及其制品恩诺沙星残留检测

目前测定组织恩诺沙星残留的检测方法包括 作为过筛

方法的微生物抑制实验( M I A )和免疫方法 薄层色谱
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(TLC) 高效液相色谱法(HPLC) 气质联用法(GC/MS)[2]

近年更多使用了高灵敏和较新的分析技术 如 L C /

FLD L C / M S 或 LC/M S / M S 等 基于酶联免疫分析方

法不需要配备昂贵的仪器设备 不需要复杂的样品前处

理提取步骤 具有快速 灵敏 大量样品残留检测

易于在基层推广等许多优点 本研究选用荷兰E U R O -

DIAGNOSTICA 公司生产的恩诺沙星试剂盒 应用于鳗

鱼恩诺沙星残留检测分析 并评价了该方法

1 实验部分

1.1 试剂和材料

标准品恩诺沙星(enrofloxacin ENR) 纯度为 99.0%

环丙沙星(ciprofloxacin,CIF) 纯度为93.0% 诺氟沙星

(norfloxacin,NOR) 纯度为99.0% 氧氟沙星(Ofloxacin

OFL) 纯度为99.0% 单诺沙星(danofloxacin DAN)

纯度为98.4% 洛美沙星(lomefloxacin LOM) 纯度

98.0% 噁喹酸(Oxolinic acid OXO) 纯度99.0%

依诺沙星(enoxacin ENO) 纯度 98.0% 托舒沙星

(tosufloxacin,TOS) 纯度99.0% 以及其它抗生素标准

均购自德国Dr.Ehrenstorfer

甲醇试剂为分析纯 所用水为重蒸馏水 恩诺沙

星酶联免疫测定试剂盒购自荷兰 EURO-DIAGNOSTICA

公司(包括96 个微孔板 冻干恩诺沙星标准品 冻干过

氧化物酶恩诺沙星结合物 冻干恩诺沙星抗体 底物

中性稀释液 终止液 洗涤缓冲液)

1.2 主要仪器

45 0 n m 波长酶标仪 均质器 涡旋振荡器 冷冻

离心机 3 7 恒温箱 微量移液器

1.3 原理

恩诺沙星 96 微孔均用羊抗兔抗体 IgG 包被 特异

性抗体(兔抗恩诺沙星) 恩诺沙星标记的酶(酶结合物)和

恩诺沙星标准品或样品被加入到微孔后 特异性抗体被

牢固地结合在板条上的羊抗兔抗体 IgG 上 与此同时

游离的恩诺沙星(在标准溶液或样品中)和酶结合物与特异

性抗体竞争性结合 经过1h 孵育 在洗涤步骤中除去

未结合(酶标记物)试剂 加入色原底物 结合的酶结合

物可将无色的色原转化成为有色的产物 加入硫酸 终

止底物反应 在450nm 波长检测吸光度就能定量检测样

品中恩诺沙星的含量 吸光度值或光密度与样品中的恩

诺沙星浓度呈反比

1.4 检测部分

1.4.1 检样制备

剖杀鳗鱼 除去内脏后洗净 用刀把割下的鱼皮

置于微波炉中高火微波 30s 取出后与鱼肉一起切碎

用均质器均质 取 1g 均质样品到玻璃试管 加入 3ml

80% 的甲醇 室温下涡旋混合 5min 后 10 2000g

离心10min 取 50 l清亮的上清液加入到150 l稀释缓

冲液中 混匀 即是检样溶液

1.4.2 检测步骤

按试剂盒说明书稀释恩诺沙星酶结合物 恩诺沙星

抗体 恩诺沙星标准液和洗涤缓冲液 准备好实验所

需数量的微孔条(加入的空白 零标准 标准液和样液

均设复份) 滴加100 l 稀释缓冲液/20%甲醇的混合溶

液作为空白对照 滴加50 l 稀释缓冲液/20% 甲醇的混

合溶液作为零标准对照 滴加50 l各恩诺沙星标准稀释

液(0.313 0.625 1.25 2.5 5 10 g/kg)和检样溶

液于其余各孔 滴加25 l 稀释的酶结合物和25 l 稀释

的恩诺沙星抗体溶液于除空白对照外的全部各孔 封

板 摇板1min 37 下在暗处温育1h 弃去微孔中的

溶液 用洗涤缓冲液洗3 次 将微孔板倒置在吸水纸上

平稳叩击  除去微孔中残余洗涤液 将100 l底物溶液

加入全部各孔 室温25 下温育30min 加入100 l终

止液于各孔中 立即读取4 5 0 n m 吸光值

1.4.3 定量计算

按公式(1)计算标准液和样液的百分比吸光度值

                  
ODs-OD空白

A= 100%                         (1)

              
OD零标准-OD空白

O D s 标准液或样液平均吸光度值

O D 空白 空白对照平均吸光度值

O D 零标准 零标准平均吸光度值

用半对数坐标系处理数据 以百分比吸光度值为

纵坐标 以恩诺沙星浓度(对数)为横坐标 通过线性回

归绘制标准液的标准线性曲线 通过标准曲线得出各样

品恩诺沙星浓度 或用数据分析软件计算其浓度 如

样品浓度超出标准范围 需调整样品的稀释倍数 从

标准曲线得出的浓度需乘以稀释度才为样品恩诺沙星的

含量

2 结果与讨论

2.1 鳗鱼回收率和精密度试验

图1     标准曲线图
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2.1.1 鳗鱼试验材料筛选    选择恩诺沙星残留阴性的鳗

鱼作为添加试验材料 因鳗鱼难免残留少量的恩诺沙星

本底 所以用酶联免疫方法对鳗鱼进行检测时 对阴性

试材重复测定4 次 确定试材的本底 以排除本底干扰

2.1.2 在确定本底的鳗鱼中分别添加25 g/kg 50 g/

kg 和 100 g/kg 三个浓度水平的恩诺沙星标准 用同一

批号试剂盒测定 每一浓度测定12 次 计算回收率和

批内变异系数 结果如表 1 所示

2.1.3 分别用3个不同批号试剂盒测定添加水平为25

g/kg 50 g/kg 和 100 g/kg 的鳗鱼样品各3次 计算

批间变异系数 结果如表 2 所示

表1    回收率 批内变异系数试验数据(n=12)

样品添加水平( g/kg) 25 50 100

16.141  18.007 45.602  44.882 62.323  71.069

19.421  24.955 40.150  35.774 60.974  61.952

添加样品测得值( g/kg) 20.412  16.432 30.147  39.831 64.853  65.241

19.001  19.115 40.875  40.632 72.353  71.352

15.145  17.478 37.598  40.632 57.213  69.117

20.905  16.630 34.310  28.971 70.086  71.494

平均值( g/kg) 18.637 38.284 66.502

回收率(%) 74.5 76.6 66.5

变异系数(%) 14.31 12.98 7.62

鳗鱼本底测得值( g/kg) 1.849  2.562  3.034  2.614 平均值 2.515

添加用标准溶液 溶液稀释至5 g/kg

测得值( g/kg) 5.209  5.091  4.929  4.524  4.922   平均值 4.935

排除本底和标准溶液的误差后回收率(%) 65.3 72.5 64.8

表2      批间变异系数试验数据

             样品添加水平 25 50 100

试剂盒1测得平均值( g/kg) 18.217 44.682 70.069

试剂盒2测得平均值( g/kg) 17.633 42.375 74.321

试剂盒3测得平均值( g/kg) 16.010 38.842 65.864

平均值( g/kg) 17.287 41.966 70.085

批间变异系数(%) 6.61 7.00 6.03

该试剂盒用于鳗鱼添加回收试验 其回收率平均为

7 2 . 5 % 排除添加用标准 样品本底的干扰 其平均

回收率为67.5% 添加试验回收率不高 推测其原因

可能是恩诺沙星对组织的渗透力较强 可通过氢键 亲

脂力和范德华力与机体蛋白产生较为紧密的结合 不能

够完全被提取液溶出所致 添加样品测定的批内变异系

数为7.62% 14.31% 批间变异系数为6.03% 7.00%

批间变异系数明显小于批内变异系数 我们分析可能是

由于表1 中的12 次测定 是对同一样品中进行12 次的

重复取样 制样 由于样品均匀性 操作误差等因素

的影响 其变异系数范围要大一些 而表2 中的 3 次测

0 标准吸光度值 1.502 1.453 1.652 1.409 1.526 1.498

1.622 1.442 1.596 1.500

平均值 1.52

标准差 0.08

标准曲线 Y= 21.309x+61.532  R2=0.9864

灵敏度( g/kg) 0.23

表3      灵敏度测定结果

定则是对同一取 制备的样品进行3 次测试 虽然是用

不同批号的试剂盒进行测定 但样品的均一性好 所

以变异系数波动范围相对较小 因此 我们认为不同

的试剂盒对检测结果影响不大 重复性较好

2.2 灵敏度试验

按照2.4.2 步骤同时测定10 个 0 标准溶液的吸

光度值 求出其平均值 再减去两倍标准差 从标准

曲线上计算出这个吸光度值对应的浓度 即为灵敏度

结果如表 3 所示

本试验灵敏度为0.23 g/kg 达到试剂盒中所示的

0.3 g/kg 乘以样品稀释倍数12 则样品的检测低限

可达到 3 g/kg 表明该方法有较高的灵敏度

2.3 标准曲线的重复性

进行标准曲线的重复性试验 6 个月内测定同一

批号试剂盒的恩诺沙星标准曲线 8 次 批内变异系数

为5.36% 8.49% 测定3个不同批号试剂盒的恩诺沙星

标准曲线6次 批间变异系数为 5.78% 9.13% 标准

曲线的批内变异系数和批间变异系数无明显差别 这也

证明样品的均匀性 操作误差是变异系数较大的原因

2.4 特异性试验

根据试剂盒检测范围喹诺酮类药物浓度选择5 g/kg

和 50 g/kg 其它类抗生素药物浓度选择100 g/kg进行

特异性试验 重复测定 3 次取平均值 结果见表 4
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吸光度值与恩诺沙星浓度成反比 表4 中零标准吸

光度值为1.419 除氨苄西林 土霉素 四环素外 其

余各种抗生素的吸光度值均大于零标准 可以认为这些

抗生素药物与恩诺沙星无交叉反应 而造成氨苄西林

土霉素 四环素标准液吸光度值低的原因 我们分析

是由于标准配制所使用的缓冲溶液 p H 值不同引起的

喹诺酮类药物和除氨苄西林 土霉素 四环素外的抗

生素标准溶液配制均使用为pH值为8.0的缓冲液 试剂

盒中稀释缓冲液pH 为 7.5 而氨苄西林配制使用pH 值

为6.0 缓冲液 四环素类配制使用pH 值为4.5 缓冲液

pH 值差别越大 则对检测结果影响越大 我们用试剂

盒中稀释缓冲液重新配制氨苄西林 土霉素 四环素

后进行测定 吸光度值均大于零标准吸光度值 因此

可以认为以上抗生素与恩诺沙星均无交叉反应

2.5 方法实际检测

表4     特异性试验结果

药物名称 浓度( g/kg) 450nm 吸光度值

零标准对照(试剂盒提供) 0 1.419

恩诺沙星(试剂盒提供) 2.5 0.501

恩诺沙星(Dr.Ehrenstorfer) 2.5 0.598

恩诺沙星(试剂盒提供) 5 0.310

恩诺沙星(Dr.Ehrenstorfer) 5 0.327

恶喹酸 5 1.551

氧氟沙星 5 1.618

依诺沙星 5 1.567

托舒沙星 5 1.640

洛美沙星 5 1.689

环丙沙星 5 1.695

诺氟沙星 5 1.908

单诺沙星 5 1.622

恶喹酸 50 1.623

氧氟沙星 50 1.475

依诺沙星 50 1.554

托舒沙星 50 1.643

洛美沙星 50 1.626

环丙沙星 50 1.649

诺氟沙星 50 1.724

单诺沙星 50 1.606

新生霉素 100 1.596

庆大霉素 100 1.568

螺旋霉素 100 1.514

红霉素 100 1.521

林可霉素 100 1.480

卡那霉素 100 1.848

氨苄西林 100 0.344

土霉素 100 0.151

四环素 100 0.129

应用本方法对97份鳗鱼和20份烤鳗样品进行了日常

测定 同时用高效液相色谱- 荧光检测法分析 高效液

相色谱――荧光检测法的检测低限为10 g/kg 结果如

表 5

测定结果
酶联免疫 高效液相色谱

分析法 荧光检测法
符合率

10 g/kg

样品数
94 94 100%

10 g/kg

样品数
23 22 95.7%

表 5

以10 g/kg 作为酶联免疫检测方法样品检出限

从上表中可认为假阴性率为 0 假阳性率为 4.3% 酶

联免疫方法应用于烤鳗样品的检测中与鳗鱼无显著区

别 只需注意在烤鳗样品的制备中去除干净酱油等其

它物质

3 小    结

本文采用酶联免疫分析方法对鳗鱼中恩诺沙星残留

进行检测 证明该方法的最低检测限可达到3 g/kg 向

样品中分别添加25 50 100 g/kg 3个浓度水平的恩

诺沙星, 平均回收率分别为74.5% 76.6% 和 66.5% 批

内变异系数为7.62% 14.31% 批间变异系数为6.03%

7.00% 灵敏度试验结果为0.23 g/kg 达到试剂盒所

示的0.3 g/kg 特异性试验显示与喹诺酮类中的其它药

物以及其它类抗生素均无交叉反应 结果表明该方法灵

敏度高 重复性好 运用酶联免疫分析方法对鳗鱼和

烤鳗中恩诺沙星残留量进行筛选 能在几个小时内检测

几十到上百个样品 样品预处理简单 仪器设备投资

少 具有快速 简单 特异性高 灵敏性高的优点

是药物残留检测发展的趋势 在目前筛选法少 检测

限不统一 检测结果判定较为困难的前提下 酶联免

疫方法作为一种快速筛选手段 可在基层实验室中推广

使用
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