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ELISA法测定牛奶中链霉素不确定度的评定 

赵  媛*, 张燕宾, 解  鑫, 李海礁, 齐文静, 喻东威, 宋晓东 
(内蒙古蒙牛乳业(集团)股份有限公司, 呼和浩特  011500) 

摘  要: 目的  对酶联免疫吸附法(ELISA)测定牛奶中链霉素残留量的测量不确定度进行评定。方法  分析了该

方法的不确定度来源, 建立数学模型, 并进行分析后找到主要影响因素。结果  当牛奶中链霉素含量为 7.7 

ng/mL时, 其扩展不确定度为 1.52 ng/mL (k =2)。其中, 测量样品重复性、反应温度及回收率影响较大。结论  采

用酶联免疫吸附法(ELISA)测定牛奶中链霉素含量应保证实验具有良好的重复性, 严格控制实验反应条件, 并

且保证样品回收率符合要求。 
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Evaluation of the uncertainty in measuring streptomycin in milk by ELISA 
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ABSTRACT: Objective  The uncertainty in detecting streptomycin in milk by ELISA was evaluated. 
Methods  The source of uncertainty of the whole determination procedure was analyzed, and the mathe-
matical model was developed. Results  The main influencing factors and the combined uncertainty were 
obtained. The expanded uncertainty was 1.52 ng/mL (k=2) with 7.7 ng/mL of the content of streptomycin. 
The major sources of uncertainty of measurement were the measuring repeatability and the reaction temper-
ature, and the sample recovery rate. Conclusion  It is necessary to control repeatability of measurement and 
experimental reaction conditions to make sure the testing results are accurate by ELISA. It also should en-
sure that the sample recovery rate could meet the requirements. 
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1  引  言 

酶联免疫吸附法测定是以免疫学反应为基础将

抗原抗体的特异性反应与酶底物的高效催化产物作

用相结合的一种敏感性很高的检测技术[1-3], 具有灵

敏度高、特异性强、速度快和成本低等优点, 可用于

大量样品的筛选检测[4-6], 目前广泛用于药物残留快

速初筛检测[7,8]。本文采用酶联免疫吸附法在牛奶中 

链霉素残留量的测定[9], 结合 JJF1059.1-2012《测量
不确定度评定与表示》[10], 对检测结果进行不确定度
分析评定, 找出检测结果的主要影响因素, 并对检测
结果的准确度提供参考依据。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

酶标仪(BioTek, ELx808); 高速冷冻离心机(Heal 
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Force, Neofuge 15R); 电热恒温培养箱 (INCUBIG 
2000237); 移液器(BRAND 10~100 μL)。链霉素酶联
免疫测定试剂盒。 

2.2  检测方法 

依据 GB/T 21330-2007《动物源性食品中链霉素
残留量测定方法 酶联免疫法》。 

2.3  样品制备及检测 

取牛奶 1.0 mL, 在离心力 3000 g、温度 4 ℃的
条件下离心 10 min, 取 50 μL脂肪下层液体用于检测, 
样品经酶联免疫反应后, 在 450 nm 波长下检测吸光
度, 吸光度值与样品中链霉素浓度成反比。 

3  结果与讨论 

3.1  数学模型 

样品中链霉素含量的定量数学模型:  

0

B 100%
B

Y = ×  

式中:  
Y: 百分比吸光度值;  
B: 链霉素标准品或样品的平均吸光度值;  
B0: 零浓度链霉素标准品的平均吸光度值。 
上述计算公式是根据样品测定原理给出的, 并

没有考虑各种随机因素对测量结果的影响。读取的吸

光度值用相应软件计算, 选取 Spline曲线进行计算。
而在评定测量不确定度时必须考虑各种随机影响带

入的不确定度分量。 

3.2  不确定度来源分析 

从测定过程和建立的数学模型分析, 测定牛奶
中链霉素的不确定度来源包括[11-15]:  

(1)测量样品重复性引入的不确定度;  
(2)使用移液器时体积引入的不确定度;  
(3)回收率引入的不确定度;  
(4)标准物质引入的不确定度;  
(5)酶标仪测定和反应温度引入的不确定度。 

3.3  计算测量结果 

对同一个样品配制浓度为 5.0 ng/mL 的链霉素
加标样品, 及链霉素标准品重复进行 2 次测量, 加
标样品的 2次测量吸光度值为 0.786, 0.789; 平均值 
0.788; 零浓度链霉素标准品的 2 次测量吸光度值为
1.695, 1.733, 平均值 1.714; 百分比吸光度值为
0.5834; 代入计算软件得到牛奶中链霉素残留量平
均值为: 7.7 ng/mL。 

3.4  各分量标准不确定度的评估 

3.4.1  测量重复性的相对标准不确定度 
为获得可靠性较高的标准偏差, 平行测定了 10

份用同一样品配制浓度为 5.0 ng/mL的链霉素加标样
品中链霉素含量 X, 所得结果如下表 1。 

利用上述数据按照贝塞尔公式计算的单次测量

的标准偏差 ( ) 0.42  ng / mLs x = 。单次测量的重复性

相对标准偏差: ( ) ( ) 0.42 0.059
7.1rel

s x
x

xs = = =  

本实验中利用之前测定得到的单次测量的预评

估的重复性相对标准偏差, 计算本次测量平均值的
重复性相对标准偏差。检测了两份牛奶样品, 两次检
测结果平均值的重复性相对标准偏差为:  

( )
( ) 0.059 0.042
2 2

rel
rel

x
repu s= = =  

该分量已合并研究了各种随机因素, 如试剂空

白和样品均匀性影响等, 在随后的不确定度分量评

定时就无需考虑各种随机因素了。 

3.4.2  体积引入的标准不确定度 
100 μL 移液枪的厂家说明书给出的允许误差 

为 0.02 μL, 假定为矩形分布, k= 3 , 其标准不确定

度为: 

( ) 0.0002 0.00012 L
3

u V μ= =  

取样量为 50 μL, 则相对标准不确定度为:  

( ) 0.00012 0.0000024
50rel Vu = =  

 
表 1  牛奶中添加链霉素测得的含量 

Table 1  The measured concentrations of streptomycin in milk 

序号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

结果/(ng/mL) 7.4 7.8 7.6 6.9 6.7 7.2 6.8 7.3 6.7 6.6 

平均值/(ng/mL)     7.1      
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3.4.3  回收率引入的标准不确定度 

由经验知 , 本法链霉素的加标回收率为
120%~150%, 回收率是不对称分布, 其上界为 150%, 

下界为 120%, 半宽度为 150 120 100 15%
2
−

× = , 由此

引起的标准不确定度为: 假设为均匀分布, 包含因子

k= 3 , 其标准不确定度为:  

( ) 15 8.7%
3

u R = =  

则相对标准不确定度为:  

( ) 8.7 0.087
100rel Ru = =  

3.4.4  标准物质引入的标准不确定度 
标准物质校准证书上给出的允许误差为 0.005 

ng/mL, 假设为均匀分布, 包含因子 k= 3 , 其标准
不确定度为:  

( ) 0.005 0.0029 ng/mL
3

u C = =  

浓度为 5.0 ng/mL, 其相对标准不确定度为:  
0.0029( ) 0.00058

5.0relu C = =  

3.4.5  酶标仪测定和反应温度引入的标准不确定度 
(1)酶标仪校准证书上给出的波长测量结果不确

定度 U=1.3 nm, 波长为 450 nm, 其相对标准不确定
度为:  

1.3( ) 0.0029
450relu λ = =  

(2)ELISA法的底物反应温度为 25 ℃, 在使用电
热恒温培养箱时, 温度波动范围为±1.0 ℃, 假设为均

匀分布, 包含因子 k= 3 , 其标准不确定度为:  

( ) 1 0.58
3

u T = = ℃  

则相对标准不确定度为:   

( ) 0.58 0.023
25rel

Tu = =  

将上述两项相对标准不确定度合成, 得到 

( ) ( ) ( )2 2
rel relrel

y u u Tu λ= +  

         2 2 0.0230.0029 0.023= + =  

3.5  合成标准不确定度 

各分量的标准不确定度的汇总如表 2: 
按照评定不确定度的测量模型计算链霉素残留

量 X的合成标准不确定度。 

表 2  输入量及其相对标准不确度定 
Table 2  Input data and the relative standard uncertainty 

输入量 输入量说明 输入量数值 
相对标准不确

定度 urel 

u(rep) 重复性 1.0 0.042 

u(V) 体积 50 μL 0.0000024 

u(R) 回收率 100 % 0.087 

u(y)合成 波长和温度 450 nm和 25 ℃ 0.023 

u(C) 浓度 5.0 ng/mL 0.00058 

 

( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( )2 2 2 2 2
rel rel rel rel relc x x u rep u V u R u y u Cu = × + + + +

2 2 2 2 27.7 0.042 0.0000024 0.087 0.023 0.00058= × + + + +
= 0.76 ng/mL 

3.6  扩展不确定度 

取包含因子 k=2, 扩展不确定度为: U(x)=k uc(x) 
=2×0.76=1.52 ng/mL 

3.7  报告不确定度 

用酶联免疫吸附法测定牛奶中链霉素残留量 , 
测量 2个样品, 取其平均值报告结果, 平均值的扩展
不确定度为 U(x)=1.52 ng/mL (k=2)。 

4   结  论 

通过对酶联免疫吸附法(ELISA)测定牛奶中链霉
素含量的不确定来源进行分析, 并评定各不确定度
分量, 得出该分析方法的扩展不确定度为 1.52 ng/mL, 
包含因子 k=2; 同时可以看出, 采用酶联免疫吸附法
测定牛奶中链霉素含量的不确定来源主要是测定重

复性、反应温度及回收率, 而加样体积、标准物质和
酶标仪波长导致的不确定度较小。从不确定度结果得

出, 采用酶联免疫吸附法测定牛奶中链霉素含量应
保证实验具有良好的重复性, 严格控制实验反应条
件, 并且保证样品回收率符合要求, 这样对于提高检
测的准确性和可靠性具有重要意义。本实验用不确定

度的评定方法分析酶联免疫吸附法测定牛奶中链霉

素含量, 在分析工作中具有一定的指导意义, 对检测
结果的准确度提供了参考。 
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