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间接竞争化学发光酶免疫法检测动物源食品中的 

呋喃西林代谢物 

黄登宇 1, 2, 高丽霞 1, 李亚楠 1, 冯  敏 1, 高文静 1, 杨秀松 3* 

(1. 山西大学生命科学学院, 太原  030006; 2. 山西大学食品药品快检技术中心, 太原  030006; 

3. 国家食品药品监督管理总局高级研修学院, 北京  100073) 

摘  要: 目的   建立动物源食品中呋喃西林代谢物间接竞争化学发光酶免疫检测方法。方法  采用活化

酯法将衍生后的呋喃西林代谢物半抗原与卵清蛋白(ovalbumin, OVA)偶联成为包被原 ; 其次 , 对化学发

光液体系、包被原和单克隆抗体的最优稀释倍数及其他反应条件进行优化; 最后对该法的灵敏度、特异

性、精密度及准确度进行评价。结果  化学发光液 A液为 8 mmol/L对碘苯酚溶液和 10 mmol/L鲁米诺

溶液(1:1, V:V)混合, B液为每 10 mL 三(羟甲基)氨基甲烷(Tris)-盐酸缓冲液加 5 µL 30% H2O2溶液, A液与

B液临用前体积比 1:1混匀; 最优反应条件是包被原和单抗稀释倍数均为 800, 封闭液为 1%脱脂乳, 竞争

时间 30 min, 酶标二抗孵育 60 min; 该法的线性方程为 Y=-0.4654X+0.3768(r2=0.993), 线性范围为

0.123~2.398 ng/mL, IC50为 0.544 ng/mL, 批内和批间变异系数分别为 1.9%~4.1%和 2.8%~5.3%, 空白鸡肉

样品添加回收率为 89.6%~98.0%。结论  该检测方法简单快速, 可用于实验室或现场动物源食品中呋喃

西林代谢物的筛查。 
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Determination of nitrofurazone metabolite in animal-derived food by indirect 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of nitrofurazone metabolite semicarbazide (SEM) 

in animal-derived food by indirect competitive chemiluminescence enzyme immunoassay (CLEIA). Methods  

Firstly, derived 3-(4-carboxyl benzyl)-semicarbazone (CPSEM) hapten was conjugated with ovalbumin (OVA) by 

using N-hydroxysuccinimide ester method to synthesize coating antigen. Secondly, chemiluminescence solution 

system, the best concentration of coating antigen and monoclonal antibody, and other reaction conditions were 

optimized. Finally, the sensitivity, specificity, precision and accuracy of the CLEIA method were evaluated. Results  

Chemiluminescence solution A was mixed by the same volume of 8 mmol/L iodine phenol solution and 10 mmol/L 

luminol solution, solution B was 10 mL Tris-HCl buffer solution including 5 µL 30%H2O2 solution, and solution A 
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and solution B were mixed with the same volume before using. The optimized reaction conditions were as follows: 

fold dilution of monoclonal antibody and CPSEM-OVA were both 800, blocking solution was 1% skimmed milk, 

competitive reaction time was 30 min, and HRP-IgG incubation time was 60 min. The linear equation of CLEIA was 

Y=-0.4654X+0.3768(r2=0.993) with a linear detection range of 0.123~2.398 ng/mL, the 50% inhibitory concentration 

(IC50) was 0.544 ng/mL, the intra-assay and inter-assay coefficients of variation (CV) were respectively 1.9%~4.1% 

and 2.8%~5.3%, and the recoveries in negative chicken were 89.6%~98.0%. Conclusion  The established detection 

method is simple and rapid, which can be applied in screening SEM from animal-derived food in laboratory or 

on-site. 

KEY WORDS: nitrofurazone; semicarbazide; chemiluminescence enzyme immunoassay; nitrofurans 

 
 

1  前  言 

当前各种抗生素类兽药在食品动物养殖过程中的使

用仍具有广泛性和必要性, 但在兽药使用过程中, 应做到

严格依法依规用药, 且用药范围与剂量应合理规范, 从而

解决兽药残留及耐药性等问题。呋喃西林作为一种常见硝

基呋喃类禁用兽药, 可用于治疗动物胃肠道疾病, 曾经在

畜禽和水产养殖业有广泛应用[1,2]。硝基呋喃类药物被食品

动物摄取后, 能迅速代谢并长期稳定地以其代谢物形式存

在于动物体内[2,3], 进而被人体摄食吸收并产生蓄积, 可引

起慢性中毒, 具有“三致”作用[4,5]。 

早在 1995 年, 欧盟规定呋喃类抗菌药残留物在动物

源性食品中不得检出[6]。2002 年, 我国农业部第 235 号公

告[7]要求硝基呋喃类药物在动物性食品中不得检出, 且养

殖过程中也不得使用。2011年国家卫生和计划生育委员会

发布了食品中可能违法添加的非食用物质名单[8]中也包括

硝基呋喃类药物。目前对于呋喃西林代谢物氨基脲

(semicarbazide, SEM)残留的检测方法中, 仪器法主要包括

高效液相色谱法(high performance liquid chromatography, 

HPLC)及其与质谱联用等技术, 免疫学方法主要包括酶联

免疫法(enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)、化学

发光酶免疫法 (chemiluminescence enzyme immunoassay, 

CLEIA)、生物素-亲和素放大酶免疫法(biotin-avidin enzyme 

linked immunosorbent assay, BA-ELISA)及胶体金免疫层析

(colloidal gold immunochromatographic assay, GICA)等
[9-13]。由于食品安全日常检测工作中样品检测数量大, 时效

性要求高, 因此对样品前处理要求复杂, 检测周期长且需

专业化操作的仪器分析法有其局限性, 而操作简单快速、

可大批量检测的酶免疫分析法等快速检测方法在农兽药残

留检测方面已广泛应用。在酶免疫分析法中, CLEIA 法与

传统 ELISA法相比通常具有更高灵敏度与准确度[14,15], 在

实验室定性与定量检测兽药残留方面可进一步发展应用。

本研究对间接竞争 CLEIA法检测 SEM的反应条件予以优

化并作方法学评价。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

鸡肉, 市购。 

盐酸氨基脲(semicarbazide-hydrochloride, SEM-HCl)、

N,N-二甲基甲酰胺(N,N-dimethylformamide, DMF)、N,Nˊ-

二环已基碳二亚胺(N,N-dicyclohexylcarbodiimide, DCC)、

N-羟基琥珀酰亚胺(N-hydroxysuccinimide, NHS)、卵清蛋白

(ovalbumin, OVA) 、 2- 硝 基 苯 亚 甲 基 - 氨 基 脲

(2-nitrobenzaldehyde-semicarbazone, NPSEM)、对甲苯酚、

鲁米诺、 3,3’,5,5’-四甲基联苯胺 (3,3’,5,5’-tetramethyl- 

benzidine, TMB)、邻硝基苯甲醛 (2-nitrobenzaldehyde, 

2-NPA)、辣根过氧化物酶(horseradish peroxidase, HRP), 均

购自美国 Sigma公司; 对醛基苯甲酸(carboxybenzaldehyde, 

4-CBA)、对碘苯酚(国药集团化学试剂有限公司); SEM单

克隆抗体(深圳易瑞生物技术有限公司); 辣根过氧化物酶

标记羊抗鼠二抗(peroxidase from horseradish-immunoglobulin 

G, HRP-IgG, 北京艾旗斯德科技有限公司); 其他试剂均为

分析纯(国药集团化学试剂有限公司)。 

磷酸盐缓冲溶液(phosphate buffered saline, PBS, 0.01 

mol/L, pH 7.4); 碳酸盐缓冲液(carbonate buffered saline, 

CBS, 0.05 mol/L, pH 9.6); 洗涤液(phosphate buffered saline 

tween, PBST, PBS中加 0.05% Tween-20); 对碘苯酚储备液

(100 mmol/L): 110.0 mg对碘苯酚溶于 5 mL乙醇; 鲁米诺

储备液(100 mmol/L): 89.0 mg鲁米诺溶于 5 mL 0.1 mol/L 

NaOH; 发光底物缓冲液 (三羟甲基氨基甲烷 -盐酸 , 

Tris-HCl, 0.1 mol/L, pH 8.8): Tris 12.114 g加水定容至 1 L, 

1 mol/L盐酸调 pH。 

2.2  仪器与设备 

AVANCE 600MHz 核磁共振仪(德国 Bruker 公司); 

UV-1600 紫外/可见分光光度计(上海美谱达仪器有限公司); 

96 孔可拆卸化学发光板 (深圳金灿华实业有限公司 ); 

Infinite M200 PRD 多功能酶标仪  (瑞士 Tecan 公司); 

DFCZW-15L氮吹仪(杭州德克尔实验设备有限公司)。 
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2.3  实验方法 

2.3.1  制备半抗原 3-(4-羧基苯甲基)-氨基脲(3-(4-carboxyl 
benzyl)-semicarbazone, CPSEM) 

称取 56.0 mg(0.5 mmol)SEM﹒HCl溶入 1 mL水中, 

为A液; 称取 75.0 mg(0.5 mmol)4-CBA溶入 1 mL DMF中, 

为 B液。把 B液逐滴加于 A液, 室温搅拌反应 48 h, 所得

混合液 4500 r/min离心 15 min, 弃上清液, 水洗得白色沉

淀, 烘干且避光保存[16]。 

2.3.2  制备包被原(CPSEM-OVA) 

采用活性酯法制备: 称取 4.2 mg(20 µmol)CPSEM、

4.1 mg(20 µmol)DCC、2.3 mg(20 µmol)NHS溶入 1 mL DMF, 

搅拌反应 18 h, 为 A液; 称取 9.0 mg(0.2 µmol)OVA溶入 1 

mL PBS, 为 B液。把 B液逐滴加入 A液, 搅拌反应 3 h。

将所得混合液用 PBS透析 3 d, 4500 r/min离心 10 min, 取

上清液, 即得包被原 CPSEM-OVA[17]。 

2.3.3  化学发光液的配制与优化 

(1) 化学发光液的配制 

将鲁米诺溶液和增强剂(对碘苯酚或对甲苯酚)按体积

比 1:1配制化学发光 A液, 化学发光 B液为 H2O2溶液, 临

用前将 A液和 B液按体积比 1:1混合。用 Tris-HCl缓冲溶

液将 HRP稀释为 5×10-6 mg/mL, 50 µL/孔加到白板中, 再

加入 100 µL/孔化学发光液, 反应 2 min后测定相对发光单

位(relative light unit, RLU), 隔 3 min测一次。选取 RLU值

较高且发光稳定的孔对应的条件为最优条件。 

(2) 增强剂的选择 

将对碘苯酚和对甲苯酚用乙醇溶解后, 用 Tris-HCl缓

冲溶液稀释成浓度分别为 10和 1 mmol/L。鲁米诺溶液浓

度为 5 mmol/L, 化学发光 B液为每 10 mL Tris-HCl缓冲溶

液中加入 5 µL 30%H2O2溶液。按照 2.3.3 (1)步骤配制化学

发光液测定。 

(3) 对碘苯酚浓度的选择 

将对碘苯酚溶液稀释成浓度为 10、8、6、4、2、1、

0.5、0.1 mmol/L梯度溶液进行测定。 

(4) 鲁米诺浓度的选择 

将鲁米诺稀释成浓度为 10、8、6、4、2、1、0.5、0.1 

mmol/L梯度溶液, 对碘苯酚浓度为 8 mmol/L  进行测定。 

(5) H2O2浓度的选择 

向每 10 mL Tris-HCl缓冲溶液中分别加入 0.5、1、5、

10、15、20、30、50 µL 30%H2O2溶液在上述优化条件下

测定。 

2.3.4  SEM 间接竞争 CLEIA 法操作步骤 

将用CBS缓冲液稀释后的包被原CPSEM-OVA按 100 

μL/well包被; 洗板, 加入 200 μL/well封闭液, 37 ℃封闭 2 

h, 洗板; 加入 50 μL/well NPSEM 溶液或样品溶液和 50 

μL/well 单克隆抗体, 37 ℃反应, 洗板; 加入 100 μL/well 

HRP-IgG, 37 ℃孵育, 洗板; 加入 100 μL/well化学发光液, 

避光反应 5 min, 测 RLU值。 

2.3.5  优化间接竞争 CLEIA 法反应条件 

(1) 包被原和单克隆抗体最优稀释倍数 

采用棋盘法设置包被原稀释倍数设置为从 100 起始, 

以 2 倍梯度稀释共 6 个梯度, 单抗稀释倍数设置为从 100

起始, 2倍梯度稀释共 8个梯度。按照 2.3.4步骤测定, 2%

脱脂乳封闭, NPSEM浓度为 100 ng/mL, 竞争反应 30 min, 

HRP-IgG 孵育 30 min。同时做阴性对照。由 B/B0(B 为加

NPSEM时 RLU值, B0为不加 NPSEM时 RLU值)值确定最

优组合[18]。 

(2) 封闭液脱脂乳浓度 

在 2.3.5 (1) 优化条件下, 将脱脂乳粉配制成 2%、1%

和 0.5%(m:V)的溶液作为封闭液测定。NPSEM 浓度从 80 

ng/mL起, 4倍梯度稀释共 7个浓度, 其余同 2.3.5 (1)步骤。

绘制标准曲线, 求 IC50(IC50: B/B0为 0.5 时相应的 NPSEM

浓度 )和 RLUmax/IC50(RLUmax: 最大 RLU)。以 IC50 和

RLUmax/IC50作为确定最佳条件的依据
[19]。  

(3) 竞争时间 

在上述 2.3.5 (1)和(2)确定的优化条件下, 设置标品与

单克隆抗体的竞争时间为 30、60、90 min测定。其余条件

和计算指标同 2.3.5 (2)。 

(4) HRP-IgG孵育时间 

在上述优化条件下, 设置 HRP-IgG 孵育时间为 30、

60、90 min测定。其余条件和计算指标同 2.3.5 (2)。 

2.3.6  间接竞争 CLEIA 方法学评价 

(1) 灵敏度 

按照优化后的 CLEIA 法测定, NPSEM 浓度同 2.3.5 

(2)。以 NPSEM 溶液浓度常用对数值为横坐标, B/B0值为

纵坐标, 绘制标准曲线, 求灵敏度 IC50 和线性范围(IC20 

~IC80)。 

(2) 特异性 

将 NPSEM 结构类似物 SEM、AMOZ、AOZ、AHD

及其相应衍生物 NPAMOZ、NPAOZ、NPAHD(具体名称见

表 2备注)和衍生化试剂 4-CBA、2-NPA分别配制成同 2.3.6 

(1) 中 NPSEM 浓度梯度相同的浓度测定, 求交叉反应率

(cross reactivity, CR)。 

 CR/%= 50

50

( )

( )

IC NPSEM

IC 结构类似物
×100  (1) 

(3) 精密度 

配制 0.7、1.0、1.3、1.6、1.9 ng/mL 5个浓度 NPSEM

溶液测定, 从其线性方程中求出测定值, 计算批内和批间

CV[20]。 

 CV/%= 测定值标准偏差

测定值平均值
×100  (2) 

(4) 准确度 

对空白鸡胸肉进行添加回收试验: 取 1.0 g 空白鸡肉

样品进行均质, 并加入 3 mL超纯水, 加入 1 mL SEM标品

溶液, 使其终浓度为 0.5、1.0和 1.5 ng/g, 其余样品前处理
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步骤参照我国出入境检验检疫行业标准[21]。 

3  结果与分析 

3.1  鉴定半抗原 CPSEM 

对半抗原CPSEM的核磁共振 1H-NMR图谱分析如下: 
1H NMR (600 Hz, DMSO-d6)  13.02 (s, 1H), 10.44 (s, 1H), 
7.94 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.89 (s, 1H), 7.85 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 
6.59 (s, 2H); 其中, 7.89 (s, 1H)表明半抗原 CPSEM合成。 

3.2  鉴定包被原 CPSEM-OVA  

参考文献[22,23]对 CPSEM、OVA及 CPSEM-OVA紫外

扫谱如图 1。CPSEM、OVA、CPSEM-OVA 的特征吸收波

长分别为 295、279和 293 nm, CPSEM-OVA的特征吸收峰

与 CPSEM、OVA 比较发生明显偏移, 初步说明包被原

CPSEM-OVA合成。 
 

 

 
图 1  CPSEM、OVA和 CPSEM-OVA的紫外扫描图 

Fig. 1  UV spectrum of CPSEM, OVA and CPSEM-OVA 
 

3.3  化学发光液的优化 

3.3.1  增强剂的确定 

由图 2 可知当对碘苯酚和对甲苯酚浓度均为 10 

mmol/L或均为 1 mmol/L时, 对碘苯酚的 RLU值 (纵坐标

值为双轴图主坐标轴一侧, 即左侧)均显著高于对甲苯酚

和无增强剂(纵坐标值为双轴图次坐标轴一侧 , 即右侧), 

且前者的发光值较为稳定, 故选增强剂为对碘苯酚。 

3.3.2  对碘苯酚浓度的确定 

由图 3 可知, 当对碘苯酚浓度为 10 mmol/L 和 8 

mmol/L 时 RLU 值随时间推移先增大后减小, 且二者下降

的趋势较平缓, 同时 8 mmol/L 时的 RLU 值总是高于 10 

mmol/L。在其他浓度下 RLU 值都随时间的延长呈下降趋

势, 且随对碘苯酚浓度的减小, 降低趋势更明显, 当 0.5 

mmol/L和 0.1 mmol/L时, RLU值的降低趋势减慢。故选择

发光稳定且发光值较大的 8 mmol/L 浓度作为最优对碘苯

酚浓度。 

 
 

 
 

图 2  增强剂对 RLU值的影响 

Fig. 2  Effects of enhancer on RLU 
(a: 10 mmol/L对碘苯酚和对甲苯酚, b: 1 mmol/L对碘苯酚和对甲

苯酚) 

 
3.3.3  鲁米诺浓度的确定 

由图 4 可知, 不同鲁米诺浓度下 RLU 值都随时间推

移呈下降趋势; 鲁米诺浓度为 10、8和 6 mmol/L时, RLU

值都较高且为 10 mmol/L时RLU值随时间下降的趋势最为

平缓, 说明在满足 RLU 值尽可能高的同时发光也较为稳

定, 故选鲁米诺浓度为 10 mmol/L。 

3.3.4  H2O2 浓度的确定 

由图 5可知, 每 10 mL Tris-HCl缓冲溶液中分别加入

5、1、0.5 µL 30%H2O2溶液作为化学发光 B液配制化学发

光液进行测定, RLU值随时间推移出现小幅度上升后下降

的趋势, 加入其他体积 H2O2溶液测得的 RLU 值均随时间

而下降。当选择 5 µL 这一体积的 30%H2O2溶液时, 在各

时间点测得的 RLU 值均是最大且发光值稳定, 故选择化

学发光 B 液为每 10 mL Tris-HCl 缓冲溶液中加 5 µL 

30%H2O2溶液。同时观察图中 5 µL 30%H2O2这一发光值

曲线可知, 在第一次间隔 3 min时测得的 RLU值最高, 加
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上 2.3.3 (1)中说明的发光液加入体系后的反应时间 2 min, 

即确定加入化学发光液后反应时间为 5 min时, RLU值最

大, 故选择化学发光液反应时间为 5 min。 

3.4  CLEIA 最优反应条件的确定 

3.4.1  包被原和单克隆抗体最佳稀释倍数 

包被原和单克隆抗体不同稀释倍数下 B/B0 值结果见 

表 1。考虑单克隆抗体成本高, 选择包被原和单克隆抗体

稀释倍数均为 800, 此时 B/B0值为最小, 即 0.0140。B/B0

值的差异也表明成功合成包被原 CPSEM-OVA。 

3.4.2  封闭液 

由图 6 知 , 当脱脂乳浓度为 1%时 , IC50 最小且

RLUmax/IC50最大, 故选封闭液浓度为 1%。 

 

 
 

图 3  对碘苯酚浓度对 RLU值的影响 

Fig. 3  The effect of 4-iodophenol concentration on RLU 
 
 

 
 

图 4  鲁米诺浓度对 RLU值的影响 

Fig. 4  The effect of luminol concentration on RLU 



第 2期 黄登宇, 等: 间接竞争化学发光酶免疫法检测动物源食品中的呋喃西林代谢物 407 
 
 
 
 
 

 
 

图 5  H2O2浓度对 RLU值的影响 

Fig. 5  The effect of H2O2 concentration on RLU 
 

表 1  不同包被原和单抗稀释倍数下 B/B0 值 
Table 1  B/B0 values of different dilution of coating antigen and monoclonal antibody 

单抗稀释倍数 
包被原稀释倍数 

100 200 400 800 1600 3200 

100 0.4303±0.0670 0.2476±0.0222 0.1306±0.0420 0.0493±0.0046 0.0274±0.0006 0.0213±0.0041 

200 0.1441±0.0339 0.0628±0.0058 0.0324±0.0075 0.0192±0.0016 0.0158±0.0010 0.0188±0.0046 

400 0.0652±0.0072 0.0306±0.0049 0.0196±0.0035 0.0179±0.0054 0.0140±0.0003 0.0207±0.0018 

800 0.0366±0.0085 0.0212±0.0038 0.0158±0.0040 0.0140±0.0031 0.0174±0.0023 0.0295±0.0035 

1600 0.0311±0.0057 0.0211±0.0028 0.0188±0.0016 0.0190±0.0073 0.0302±0.0065 0.0536±0.0006 

3200 0.0387±0.0031 0.0295±0.0056 0.0275±0.0011 0.0324±0.0063 0.0649±0.0046 0.1077±0.0301 

6400 0.0697±0.0104 0.0534±0.0085 0.0584±0.0043 0.0749±0.0250 0.1203±0.0027 0.2001±0.0091 

12800 0.1793±0.0032 0.1531±0.0014 0.1298±0.0140 0.1582±0.0335 0.2813±0.0501 0.3372±0.0204 

 
 

 

 
图 6  CLEIA法封闭液优化 

Fig. 6  Optimization of blocking solution for CLEIA 

3.4.3  竞争时间 

由图 7 知, 当竞争时间为 30 min 时, IC50 最小且

RLUmax/IC50最大, 选选竞争时间为 30 min。 

3.4.4  HRP-IgG 孵育时间 

由图 8 知, 当孵育时间为 60 min 时, IC50 最小且

RLUmax/IC50最大。故选 HRP-IgG孵育时间为 60 min。 

3.5  间接竞争 CLEIA 方法评价 

3.5.1  灵敏度 

本研究建立的间接竞争 CLEIA法的标准曲线见图 9。

CLEIA法线性方程为 Y=-0.4654X+0.3768(r2=0.993), IC50为

0.544 ng/mL, 线性范围为 0.123~2.398 ng/mL; 与我国农业

部 781 号公告[24]和国家标准[25,26]中的液相色谱-串联质谱

法检测硝基呋喃类代谢物残留的检出限 0.5 µg/kg相当, 可
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见间接竞争 CLEIA法的灵敏度可满足快速筛查的要求。 
 

 
 

图 7  CLEIA法竞争时间优化 

Fig. 7  Optimization of competitive reaction time for CLEIA 
 

 
 

图 8  CLEIA法 HRP-IgG孵育时间优化 

Fig. 8  Optimization of incubating time of HRP-IgG for CLEIA 

 

 
 

图 9  SEM CLEIA法标准曲线 

Fig. 9  Standard curve of SEM by CLEIA 
 
 
3.5.2  特异性 

NPSEM 的其他结构类似物及衍生化试剂各自不同浓

度下对应的 B/B0基本相同, 即各自标准曲线的纵坐标值随

浓度变化幅度小。由表 2知, 建立的 CLEIA法与其他结构

类似物及衍生化试剂的CR都小于 0.1%, 说明 SEM单克隆

抗体的特异性好, 检测中不易出现交叉反应。 

表 2  特异性测定结果(n=3) 
Table 2  Determination results of specificity (n=3) 

竞争物 
CLEIA 

IC50/(ng/mL) CR/(%) 

NPSEM 0.620±0.027 100 

SEM >1000 <0.1 

AOZ >1000 <0.1 

AMOZ >1000 <0.1 

AHD >1000 <0.1 

NPAOZ >1000 <0.1 

NPAMOZ >1000 <0.1 

NPAHD >1000 <0.1 

4-CBA >1000 <0.1 

2-NPA >1000 <0.1 

注:  (1) AOZ (3-氨基-2恶唑烷酮, 3-amino-2-oxazolidinone); (2) 

AMOZ (5- 甲 基 吗 啉 -3- 氨 基 -2- 恶 唑 烷 酮 , 

3-amino-5-morpolinomethyl-2-oxazolidone); (3) AHD (1-氨基-乙内

酰脲, 1-amino-hydantoin); (4) NPAOZ (3-(2-硝基苯亚甲基)-氨基

-2-恶唑烷酮 , 3-[(2-nitro-benzylidene)-amino]-2-oxazolidone); (5) 

NPAMOZ (5-(4-吗啉基)-3-(2-硝基苯亚甲基)-氨基-2-恶唑烷酮 , 

5-(4-morpholinymethyl)-3-{[(2-nitrophenyl)-methylene] 
amino}-2-oxazolidinone); (6) NPAHD (1-(2-硝基苯亚甲基)-氨基乙

内酰脲, 1-[(2-nitro-benzylidene)-amino]-imidazolidin-2,4-dione) 

 
3.5.3  精密度 

由表 3知, CLEIA批内和批间 CV分别为 1.9%~4.1%

和 2.8%~5.3%, 一般酶免疫法的批内 CV 小于 10%, 批间

CV 小于 15%时可认为精密度较好[20], 因此该法具有较好

的精密度。 

 
表 3  精密度测定结果(n=5) 

Table 3  Results for precision (n=5) 

NPSEM/(ng/mL)
CLEIA 

批内 CV/% 批间 CV/% 

0.7 3.1 4.2 

1.0 1.9 2.8 

1.3 4.1 5.3 

1.6 3.5 4.3 

1.9 2.9 4.5 

 
3.5.4  准确度 

由表 4 知, 间接竞争 CLEIA 回收率为 89.6%~98.0%, 

满足一般酶免疫试验的回收率需在 90%~105%范围内的要

求[20], 表明该 CLEIA法有较高的准确度。 
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表 4  准确度测定结果(n=3) 
Table 4  Results of accuracy (n=3) 

添加浓度/(ng/g) 
CLEIA 

平均回收率/% CV/% 

0.5 94.6 5.9 

1.0 98.0 9.5 

1.5 89.6 3.0 

 

4  讨  论 

本研究建立的 CLEIA 法检测 SEM 的灵敏度为 0.544 

ng/mL, 和国家标准[25,26]中的液相色谱-串联质谱法的检出

限相当, 同时与闫叶娜[27]和李军平 [17]分别建立的间接竞

争 ELISA 法检测呋喃西林代谢物的灵敏度 2.19 ng/mL 和

62.5 ng/mL 相比表现出更高的灵敏度; 同时对鸡肉的加标

回收率也符合常规检测要求的 90%~105%区间[20], 说明该

法具有较高的准确度。因此本研究建立的基于实验室快速

定量检测的化学发光酶免疫法检测 SEM 能满足大批量动

物源食品中 SEM 的快速筛查, 同时为目前市场上针对不

同硝基呋喃类代谢物检测的单一酶免疫试剂盒的标准化和

准确化研制奠定了一定的实验基础。但对于实现同时检测

不同硝基呋喃类药物的酶免疫试剂盒及相关检测卡或试纸

条产品, 仍需在已有理论与实验基础上进一步研究与开

发。 
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