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测定食品中呋喃它酮代谢物 3-氨基-5-吗啉 

甲基-2-恶唑烷酮的酶联免疫吸附法 
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摘   要: 目的   建立以多克隆抗体为基础的测定食品中呋喃它酮代谢物 3-氨基-5-吗啉甲基-2-恶唑烷酮

(AMOZ)的间接竞争酶联免疫吸附分析法(ELISA)。方法  以 4-甲酰基苯氧基乙酸(4-FPA)为修饰剂, 合成

AMOZ 半抗原衍生物, 并使其分别与牛血清蛋白(BSA)和卵清蛋白(OVA)交联制备得到免疫原和包被抗原, 经

免疫动物(兔), 获得抗 NPAMOZ(AMOZ与衍生化试剂 2-硝基苯甲醛所形成的结合物)的多克隆抗体。用酶联免

疫分析法测定 AMOZ(以 NPAMOZ形式)。结果  在包被抗原为 2.5 ng/mL, 抗体为 1︰300 000稀释, 酶标二抗

为 1︰10000 稀释的优化条件下, ELISA 测定 AMOZ(以 NPAMOZ 形式)的 IC50值(标准曲线中吸光度抑制至最

大吸光度值 50 %时所对应的待测物浓度)为 1.86 ng/mL。抗体与呋喃它酮的交叉反应率较高(70.7%), 与 AMOZ

的交叉反应率仅为 0.32 %, 与其余三种硝基呋喃抗生素及它们的代谢物以及其它八种药物的交叉反应率很小

(<0.01%), 表明抗体的特异性高。四种市售的肉样(鱼肉、虾肉、鸡肉、猪肝)用作加标实验, 加标浓度分别为

0.5、1.0 和 5.0 ng/g, 加标样品经衍生化处理后用 ELISA 测定, 回收率为 75.6%~112.2%, 批间相对标准偏差

(RSD)为 8.3%~17.5%。结论  本法具有高灵敏性和高特特异性, 能用于动物产品中 AMOZ的检测。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a polyclonal antibody based indirect competitive enzyme-linked im-

munosorbent assay (ELISA) for the detection of furaltadone metabolite (3-amino-5-morpholinomethyl-2-oxa-

zolidinone, AMOZ) in food samples. Methods  With 4-formylphenoxy acetic acid (4-FPA) as a derivative 

reagent, carboxyphenyl AMOZ derivative (CPAMOZ) containing a carboxylic group at the end of the spacer 

was synthesized, which was then coupled to carrier proteins (bovine serum albumin or ovalbumin) for the pro-

duction of immunogen and coating antigen. After immunizing animal (rabbit), polyclonal antibody against 

NPAMOZ (AMOZ nitrophenyl derivative) was produced. AMOZ (in the form of NPAMOZ) was detected by 

ELISA. Results  Under optimal experimental conditions, e.g. coating antigen at 2.5 ng/mL, antibody diluted 
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at 1︰300,000, enzyme labeled second antibody diluted at 1︰10,000, the sensitivity of the ELISA expressed 

by IC50 value (e.g. the analyte concentration at 50% inhibition of maximum signal) was found to be 1.86 ng/mL. 

The cross-reactivity (CR) of the antibody with furaltadone was 70.7%, while CR with AMOZ was only 0.32% 

and there was almost no CR with other three nitrofurans and their metabolites, as well as other eight tested 

drugs, indicating a high selectivity of the antibody. Four food samples, e.g. fish (carp), shrimp, chicken muscle 

and swine liver were spiked with AMOZ at the concentration of 0.5, 1.0 and 5.0 ng/g. After derivatization, the 

formed NPAMOZ was analyzed by the proposed ELISA. The recovery and the relative standard deviation of 

the ELISA for spiked samples were found within 75.6%~112.2% and 8.3%~17.5%, respectively. Conclusion  

The method is sensitive and specific, and can be used for AMOZ detection in animal foods. 

KEY WORDS: nitrofuran; furaltadone; 3-amino-5-morpholinomethyl-2-oxazolidinone; polyclonal antibody; 

immunosorbent assay 
 
 

 
 

1  引  言 

呋喃它酮属于硝基呋喃类的一种, 为广谱抗生

素, 曾被广泛应用于家畜、家禽的痢疾、肠炎、球虫

病的预防和治疗[1]。但研究表明[2], 该药物及其代谢

物(5-吗啉甲基-3-氨基-2-恶唑烷酮, AMOZ)具有严重

的致癌等毒副作用。近十多年来世界各国陆续禁用该

药物并限定了残留标准。呋喃它酮对光敏感, 具有代

谢快速的特点, 在动物体内的半衰期不过数小时, 通

常不太可能检出原药残留 [3,4], 然而其代谢产物

AMOZ由于与蛋白结合可在体内稳定存在。因此, 目

前国内外报道多见于检测呋喃它酮的代谢物 AMOZ, 

并通过检测 AMOZ 的含量判断是否存在违规使用呋

喃它酮。 

AMOZ通常用高效液相色谱(HPLC)[5–7]、液相色

谱  质 谱 (LC-MS)[4] 、 液 相 色 谱  串 联 质 谱

(LC-MS/MS)[8-10]等分析方法进行检测。样品在酸性

条件下水解, 释放出 AMOZ, 然后用衍生化试剂(如

2-硝基苯甲醛)进行衍生化, 所形成的 NPAMOZ经提

取和进一步净化后用紫外或质谱检测器检测。但色谱

法仪器昂贵, 样品预处理复杂、检测成本高。为了加

强食品监督, 保护消费者的健康, 迫切需要建立快

速、简便、价廉的分析方法, 以便及早检测出食品中

存在的 AMOZ。 

酶联免疫吸附分析方法(ELISA)是在抗原与抗体

之间特异性反应基础上建立的分析方法, 具有灵敏

度高、特异性强、样品处理简便、分析快速、高通量

等特点, 已广泛用于食品和环境中有毒有害物的检

测[11-14]。然而目前 ELISA用于 AMOZ检测的报道较

少。Palaga等[15]以 3-羧基苯甲醛修饰 AMOZ制备免

疫原 , 建立了以单抗为基础的测定 AMOZ(以

NPAMOZ形式)的ELISA, Wang等[16]以通过直接修饰

呋喃它酮制备免疫原 , 建立直接检测 AMOZ 的

ELISA。本文以 4-甲酰基苯氧基乙酸(4-FPA)修饰

AMOZ 制备免疫原, 经动物免疫, 制得抗 NPAMOZ

的多克隆抗体, 建立了测定AMOZ(以NPAMOZ形式)

的酶联免疫分析法, 并用于动物食品中的 AMOZ 的

测定。 

2  材料与方法 

2.1  实验试剂及仪器 

AMOZ, 呋喃它酮(Witega); 4-甲酰苯氧基乙酸

(ABCR Gmbh & Co. KG); 牛血清白蛋白( BSA ), 卵

清蛋白( OVA ), 二环己基碳二亚胺(DCC), N-羟基琥

珀酰亚胺(NHS), 辣根过氧化物酶山羊抗兔 IgG偶合

物(HRP-GaRIgG)为 Sigma产品。其他试剂为分析纯。 

电子天平及 pH计(北京赛多利斯系统有限公司); 

洗板机及酶标仪(澳大利亚 Tecan 公司); 恒温磁力搅

拌器(江苏康健医疗用品有限公司); 微量振荡器(上

海司乐仪器厂); 电热恒温鼓风干燥箱(上海一恒科技

有限公司); 超声波清洗器(昆山市超声波仪器有限公

司); 离心机(上海安亭科学仪器厂)。 

2.2   AMOZ衍生物及免疫原的合成 

AMOZ 衍生物的合成如图 1 所示。称取 4-甲酰

苯氧基乙酸(4-FPA) 0.075 mmol加入反应瓶, 用无水

甲醇溶解, 再加入 AMOZ 0.05 mmol, 溶解完全后,  

65 ℃氮气保护下反应 12 h。取出, 将反应液离心

(5000 r/min), 弃去上层清夜, 沉淀用冰无水乙醇洗涤

三次后, 得白色沉淀即为 AMOZ衍生物(CPAMOZ)。 



第 2期 宋  娟, 等: 测定食品中呋喃它酮代谢物 3-氨基-5-吗啉甲基-2-恶唑烷酮的酶联免疫吸附法 79 
 
 
 
 
 

AMOZ衍生物上的羧基用 DCC/NHS活化酯法活

化[12], 与载体蛋白(牛血清白蛋白 BSA 或卵清蛋白

OVA)交联生成 CPAMOZ-载体蛋白结合物 , 其中

CPAMOZ-BSA为免疫原, CPAMOZ-OVA为包被抗原。 

 

图 1  AMOZ衍生物(CPAMOZ)的合成 

Fig. 1  Synthesis of AMOZ derivative (CPAMOZ) 

2.3  多克隆抗体的制备 

免疫动物为体重 1.5 kg左右, 4个月大的雄性新

西兰大白兔(苏州大学动物中心提供)。饲养观察一周, 

确定兔子无异样后, 以 CPAMOZ-BSA 为免疫原, 背

部多点皮下注射免疫。以 CPAMOZ-BSA︰福氏完全

佐剂(体积比 1︰1)混合液进行第 1次免疫, 剂量为每

只动物 1.0 mg CPAMOZ-BSA。首次免疫 21天后, 以

CPAMOZ-BSA︰福氏不完全佐剂(1︰1)混合液进行

第二次免疫注射。第 3~5次免疫注射液与第 2次相同, 

免疫注射间隔 2~3 周。第 5 次免疫 10 天后, 进行动

脉取血。血液于 4 ℃冰箱过夜, 离心(5000 r/min), 取

上清液, 即为兔抗 NPAMOZ多克隆抗体。 

2.4  间接酶联免疫分析方法的建立 

加入一定浓度的包被抗原(CPAMOZ-OVA)于 96

孔酶标板中, 200 µL/孔, 4 ℃过夜; 用含吐温20的磷

酸盐缓冲液(PBST)洗板三次; 加入用磷酸盐缓冲液

(PBS)稀释的 1% 酪蛋白, 280 µL/孔, 室温孵育 1 h; 

用 PBST洗板三次; 依次加入 NPAMOZ标准溶液(浓

度范围为 0~100 ng/mL)或样品和一定浓度的抗体各

100 µL/孔, 室温孵育 1 h; 用 PBST 洗板三次; 加入

PBS 稀释的酶标二抗(HRP-GaRIgG), 200 µL/孔, 室

温孵育 1 h; 用 PBST 洗板三次; 加入底物溶液即四

甲基联苯胺(TMB)/H2O2 混合液(临用新配), 200 µL/

孔, 室温避光反应, 在微量振荡器上振摇约 15 分钟; 

显色后, 加入 5% H2SO4(V/V)终止液, 80 µL/孔, 终止

酶反应; 用酶标仪测定吸光度(A), 以 B/B0-logC作图

得到测定 NPAMOZ 的标准曲线(B 和 B0分别为标准

浓度及 0浓度所对应的吸光度)。 

2.5  加标回收实验 

市售四种肉样(鱼肉、虾肉、鸡肉、猪肝)用于加

标实验。具体步骤如下[12]: 取 20 g左右样品, 经均质

匀浆后 , 精确称取 1.00 g 样品 , 加入不同量的

AMOZ(最终加标浓度分别为 0.5、1、5 ng/g), 然后分

别加入 4.0 mL H2O、0.5 mL 1.0 mol/L 盐酸溶液和  

100 μL 10 mmol/L 2-硝基苯甲醛, 旋涡混合 1~2分钟, 

37 ℃振荡孵育 16 h 后, 分别加入 5.0 mL 0.1 mol/L 

K2HPO4、0.4 mL 1.0 mol/L NaOH 和 5.0 mL乙酸乙酯, 

剧烈振荡 30 s, 室温下 5000 r/min离心 10 min, 再用乙

酸乙酯提取 2 次, 合并乙酸乙酯层, 氮气吹干, 用 1.0 

mL 正己烷溶解干燥物, 加入 1.0 mL 磷酸缓冲液

(pH=7.2), 室温下 3000 r/min离心 10 min, 取 50μL下

层液体, 用 PBS缓冲液稀释后直接用于 ELISA 测定。 

3  结果与讨论 

3.1  AMOZ衍生物及免疫原的合成 

本研究以 4-甲酰苯氧基乙酸(4-FPA)为衍生化试

剂与AMOZ反应, 使生成的AMOZ衍生物(CPAMOZ)

带有含2个原子的连接臂, 且在连接臂末端带有羧基。

CPAMOZ 的结构由 1HNMR 谱图得到确认。1HNMR

谱图数据为 : (DMSO, δ vs TMS): 12.934 (s, 1H); 

6.999-7.666 (t, 4H); 7.796(S, 1H); 4.914(S, 2H); 4.735 
(S, 2H)。以上数据表明 CPAMOZ的制备是成功的。 

将CPAMOZ末端的羧基活化, 使CPAMOZ与载

体蛋白交联, 制备免疫原和包被抗原。与文献报道的

免疫原相比[15], 本研究的免疫原, 由于在 CPAMOZ

和载体蛋白之间有含 2 个原子的连接臂 , 使

CPAMOZ 能充分暴露于动物的免疫系统, 刺激动物

产生更灵敏、更特异的抗体。 

3.2  实验条件的优化 

为了提高检测的灵敏度, 实验条件如包被抗原

的浓度、抗体的浓度(或稀释度)、酶标二抗的浓度(或

稀释度)、封闭液的种类和浓度、免疫反应时间和温

度等都应优化。根据棋盘实验, 本研究筛选出的最佳
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3.4  ELISA方法的特异性 条件是: 包被抗原浓度为 2.5 ng/mL; 抗体稀释度为 

1︰300,000; 酶标二抗(HRP-GaRIgG)为 1︰10,000; 

封闭液为 1% 酪蛋白; 孵育条件为室温 1 h; 显色时

间为 15 min。 

3.3  ELISA方法灵敏度 

ELISA 的灵敏度可用 IC50值表示, IC50值越小, 

灵敏度越高。在最佳优化实验条件下, 以 NPAMOZ

为目标物, 考察了 ELISA 的灵敏度。NPAMOZ 标准

溶液的浓度范围为 0.1~100 ng/mL。标准曲线如图 2

所示, 从图中可得到 ELISA的灵敏度(IC50值)为 1.86 

ng/mL, 与 文 献 报 道 的 灵 敏 度 相 近 (IC50=1.59 

ng/mL[15]; IC50=2.3 ng/mL[16])。 

 

图 2  ELISA测定 AMOZ(以 NPAMOZ形式)的标准曲线 

Fig. 2  ELISA standard curve for the detection of  
AMOZ (in form of NPAMOZ) 

ELISA 特异性可用交叉反应率来表示。交叉反

应率越小, 特异性越强。交叉反应率(%)=(NPAMOZ

的 IC50/交叉反应物的 IC50)×100%。 

除 NPAMOZ 外 , 本研究的交叉反应物为 : 

AMOZ、呋喃它酮、呋喃唑酮、呋喃妥因、呋喃西

林、NPAOZ、NPAHD、NPSEM、氯霉素、林可霉

素、莫能霉素、土霉素、甲泼尼龙、甲硝唑、盐酸

克伦特罗和 18-甲基炔诺酮。将交叉反应物配成

0~10000 ng/mL的标准溶液, 在最佳实验条件下进行

ELISA 实验。每种交叉反应物的 IC50值都可从其对

应的 ELISA 标准曲线中求出。结果表明, 抗体与 

AMOZ、呋喃它酮的交叉反应率分别为 0.32%和

70.7%, 与其它物质的交叉反应率均小于 0.01%。由

于 AMOZ为呋喃它酮的代谢物, 两者的结构很相近, 

故抗体与呋喃它酮的交叉反应率较大。然而呋喃它

酮在体内极不稳定, 极易分解, 并不能干扰检测。因

此, 所建立的测定 AMOZ(以 NPAMOZ)的 ELISA具

有极高的特异性。 

3.5  ELISA方法的准确度和精密度 

选用的四种未加标肉物均未检测出 AMOZ。在

加标实验中, 四种肉样 AMOZ 的加标浓度分别为

0.5、1、5 ng/g。加标样品经衍生化步骤处理后, 所生

成的 NPAMOZ用 ELISA测定, 结果如表 1所示。回 

表 1  ELISA 检测加标样品的回收率及相对标准偏差 
Table 1  Recovery and relative standard deviation of the ELISA for spiked food samples 

样品 加标浓度 (ng/g) 测定浓度±SD (ng/g) 回收率 (%) 相对标准偏差 RSD (%) 

0 未检出   

0.5 0.482±0.042 96.4 8.7 

1.0 0.954±0.106 95.4 11.1 
鱼肉 

5.0 4.396±0.473 87.9 10.8 

0 未检出   

0.5 0.422±0.035 84.4 8.3 

1 0.918±0.122 91.8 13.3 
虾肉 

5 5.411±0.843 108.2 15.6 

0 未检出   

0.5 0.378±0.047 75.6 12.4 

1 0.912±0.089 91.2 9.8 
鸡肉 

5 4.317±0.721 86.3 16.7 

0 未检出   

0.5 0.561±0.067 112.2 11.9 

1 0.853±0.149 85.3 17.5 
猪肝 

5 3.921±0.536 78.4 13.7 
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收率在 75.6%~112.2%之间, 相对标准偏差 RSD 为

8.3 %~17.5% (n=4), 表明 ELISA的准确度和精密度

均较好。 

4  结  论 

本研究成功制备了 AMOZ的衍生物, 并以这种

衍生物进一步制得免疫抗原 , 经免疫动物(兔), 获

得高灵敏性和高特特异性的抗 NPAMOZ 多克隆抗

体 , 在优化的实验条件下 , 建立了测定 AMOZ(以

NPAMOZ 形式)的 ELISA 方法, 并用于动物食品的

检测。 
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