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呋喃妥因代谢物 CLIA试剂盒对畜禽及 
水产品的验证研究 

谢体波 1, 党  娟 1*, 易重任 1, 李  平 1, 何方洋 1, 2, 冯才伟 1 
(1. 贵州勤邦食品安全科学技术有限公司, 贵阳  550009; 2. 北京勤邦生物技术有限公司, 北京  100012) 

摘  要: 目的  验证呋喃妥因代谢物 CLIA检测试剂盒的检测效果。方法  用化学发光微粒子免疫法和高效液

相色谱-串联质谱法分别对市售猪肉、鸡肉、鱼肉、虾肉 4 种样品中呋喃妥因代谢物残留量进行检测, 比对两

种方法试验结果间的差异。结果  该试剂盒对 4种样品的最低检测限分别为 69.37、67.86、67.52、69.09 ng/kg, 

试剂盒板内板间变异系数均小于 10%; 对 4种样品做加标回收试验, 其回收率均在 90%~105%之间, 变异系数

均小于 10%; 该方法与高效液相色谱法检测实际样品的阴、阳性判断结果一致。结论  该方法稳定、可靠, 可

满足食品中呋喃妥因代谢物残留快速检测的需要。 
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Verification of furantoin metabolites CLIA kits in meat, poultry and seafood 

XIE Ti-Bo1, DAND Juan1*, YI Zhong-Ren1, LI Ping1, HE Fang-Yang1, 2, FENG Cai-Wei1 
(1. Guizhou Kwinbon Food Safety Science-Technology Co., Ltd., Guiyang 550009, China; 

2. Beijing Kwinbon Biotechnology Co., Ltd., Beijing 100012, China) 

ABSTRACT: Objective  To verify the test effect of chemiluminescence immune (CLIA) kit. Methods  The 
method of CLIA was used to detect the residues of furantoin metabolites in 4 kinds of samples including market 
sold pork, chicken, fish and shrimp, and the results were compared with that of high performance liquid chro-
matography-tandem mass spectrometry. Results  The minimum detection limitation of the kit of the 4 kinds of 
samples were 69.37, 67.86, 67.52, and 69.09 ng/kg, respectively, and the coefficient of variation was less than 
10%.The recovery of the method was in the range of 90%~105%, and the coefficient of variation was less than 
10%. The CLIA's judgments of positive and negative were the same as the HPLC's. Conclusion  This method 
is efficient, reliable and sensitive, and can meet the fast-tested need for the determination of furantoin metabo-
lites residues in food. 
KEY WORDS: furantoin metabolites; chemiluminescence immune method; high performance liquid chro-
matography tandem mass spectrometry 
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1  引  言 

呋喃妥因是一种人工合成的广谱抗菌药, 能杀
灭多种革兰氏阳性和阴性细菌, 在畜牧业和水产养
殖业中得到了广泛的应用[1]。呋喃妥因在生物体内代

谢为呋喃妥因代谢物(1-氨基乙内酰脲, 简称 AHD), 
AHD 能以膜蛋白形结合态, 使呋喃妥因易残留在生
物体内数周[2,3], 所以长期使用易使呋喃妥因及其代
谢物残留在动物组织中, 并通过食物链传递给人类[4], 
引起类似药物过敏、血压升高等症状, 能诱导机体基
因突变, 有致癌、致畸胎的诱导作用及其他毒副作用
[5-7]。1995年起欧盟禁止硝基呋喃类药物在畜禽及水
产动物食品中使用, 并严格执行对水产中硝基呋喃
的残留检测, 2002年美国亦随之制定相应法规[8]。我

国在 2002年 3月由农业部发布的《食品动物禁用的
兽药及其它化合物清单》中将呋喃妥因列为禁用药
[9]。为了利于动物性食品的出口贸易, 增加畜禽产品
的出口创汇, 同时增强食品安全与安全消费, 保障人
民身体健康, 必须对畜禽及水产品中呋喃妥因代谢
物进行检测[10,11]。 

目前呋喃妥因代谢物残留的检测方法主要有液

相色谱、液相色谱质谱联用、免疫法等[12], 现阶段, 
我公司已研制出酶联免疫试剂盒[13]、和胶体金免疫层

析法试纸条[14]快速检测残留的呋喃妥因代谢物。采

用化学发光微粒子免疫法检测呋喃妥因代谢物的报

道较少, 前期已建立间接竞争化学发光微粒子免疫
法, 本研究以公司自主研发的呋喃妥因代谢物单克
隆抗体为基础建立直接竞争化学发光免疫测定

(chemiluminescence immune method, CLIA)方法, 对
相关技术指标优化, 研制出了呋喃妥因代谢物化学
发光微粒子免疫试剂盒, 并对市售猪肉、鸡肉、鱼肉、
虾肉等采用高效液相色谱-质谱法(high performance 
liquid chromatography-mass spectrometry, HPLC-MS)
和本试剂盒进行验证试验。 

2  材料与方法 

2.1  材  料 

2.1.1  样品与试剂 
猪肉、鸡肉、鱼肉、虾肉均购自贵阳农贸市场; 呋

喃妥因代谢物 CLIA 检测试剂盒(北京勤邦生物技术
有限公司); 呋喃妥因代谢物标准品(美国 Sigma 公
司); 乙腈、甲酸、甲醇、丙酮(分析纯, 天津市富宇

精细化工有限公司)。 
2.1.2  仪器与设备 

高速电动匀浆机(FSH-Ⅱ型, 江苏中大仪器厂); 
恒温振荡器(CHZ-82A, 上海百典仪器设备有限公司); 
高速离心机(GT16-3A, 北京时代北利离心机有限公
司); 微量移液器(单道 20~200 μL、100~1000 μL, 多
道 250 μL, 美国 Thermo 公司); 高效液相色谱仪
(Anglent1200, 美国安捷伦公司); 全自动化学发光免
疫分析仪(北京勤邦生物技术有限公司)。 

2.2  方  法 

2.2.1  样品前处理方法 
用均质器均质样本; 称取(1.0±0.05) g 均质后的

样本, 加入 4 mL 去离子水、0.5 mL 1mol/L盐酸溶液
和 100 mL 衍生化试剂, 用涡旋仪涡动 2 min; 在
60 ℃孵育 2 h; 分别加入 5 mL 0.1 mol/L磷酸氢二钾
溶液、0.4 mL 1 mol/L 氢氧化钠溶液和 5 mL乙酸乙
酯, 用涡旋仪涡动 30 s; 3000 g以上, 室温(20~25 )℃

离心 5 min; 取 2.5 mL上清液至 10 mL干燥玻璃试管
中, 于 50～60 ℃水浴氮气流下吹干; 加入 1 mL 正
己烷, 用涡旋仪涡动 1 min, 再加入 1 mL 复溶工作
液, 用涡旋仪涡动 30 s充分混匀; 3000 g以上, 室温
离心 5 min; 除去上层有机相, 取下层水相用于分析。 
2.2.2  样品检测方法 

所有试剂与反应杯放在实验台上放置室温, 摇
匀。取出反应杯, 将标准品和样品对应反应杯编号, 
每个标准品和样品做 3孔平行, 记录样品和反应杯位
置。向反应杯中加入标准品溶液 50 μL, 用常规抗原
稀释液(pH 9.6, 0.05 mol/L的碳酸盐缓冲液)稀释的酶
标抗原 50 μL, 用常规抗体稀释液(pH 7.2, 6%山羊血
清, 0.2 mol/L磷酸盐缓冲液)稀释的磁标抗体 50 μL, 
25 ℃避光反应 20 min, 用 PBST洗液洗板 3次, 将底
物 A液和底物 B液按 1:1混合, 摇匀后每孔加入 100 
μL, 室温放置 3.5 min, 用光子计数仪测定, 并记录。 
2.2.3  试剂盒的工作参数 

酶标抗原 1:5×103稀释, 磁标抗体 1:5×102稀释; 
加样方式: 50 μL标准品＋50 μL 酶标抗原＋50 μL磁
标抗体; 反应温度及时间: 25 ℃下避光反应 10 min; 
底物显色时间 3.5 min; 抗原稀释液、抗体稀释液: 零
标准 OD 值在  1.5~2.0 之间 , 标准品抑制率为在 
70%~80%之间。 
2.2.4  试剂盒相关指标检测方法 

分别对试剂盒的特异性、灵敏度、精密度、准
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确度进行试验, 并将其中灵敏度、精密度和准确度
与 HPLC-质谱法检测的灵敏度、精密度和准确度进
行对比。 

(1)试剂盒特异性的测定 
特异性用交叉反应率来表示, 交叉反应率是指

抗体与结构不同的抗原决定簇发生结合的能力。选择

与呋喃妥因代谢物类似结构和类似功能的药物, 将
不同浓度的呋喃妥因代谢物类似物, 替代呋喃妥因
代谢物标准溶液, 测定其标准曲线, 并计算 IC50 抑
制浓度, 计算交叉反应率。 

交叉反应率(%)= 

引起 50%抑制的呋喃妥因代谢物浓度 
×100%

引起 50%抑制的呋喃妥因代谢物类似物浓度

(2)试剂盒检测限的确定 
分别对空白猪肉、鸡肉、鱼肉、虾肉样品进行

20 次检测 , 计算呋喃妥因代谢物的浓度 , 检测限
LOD=S+3SD(S 为呋喃妥因代谢物的浓度平均值 , 
SD 为标准差), 即为试剂盒检测实际样品的最低检
测限。  

(3)试剂盒精密度和准确度的测定 
准确度是指测定值与真实值间的符合程度, 试

剂盒的准确度常用回收率表示。本实验分别取空白猪

肉、鸡肉、鱼肉、虾肉样本以 70、140和 280 ng/kg
呋喃妥因代谢物进行添加, 每种样品、每个浓度各 6
个平行, 用试剂盒提供的操作方法提取测定。抽取三
批试剂盒, 每批试剂盒测定同一份样品 2次, 分别计
算测定样品的回收率及批内、批间变异系数。 
2.2.5  CLIA 试剂盒与 HPLC-质谱法检测结果比较 

随机抽取市售的猪肉、鸡肉、鱼肉、虾肉样本各

20份, 分别用试剂盒方法和 HPLC-质谱法进行检测。
HPLC法参考《GB/T 21311-2007 动物源性食品中硝
基呋喃类药物代谢物残留量检测方法 高效液相色谱
/串联质谱法》(检测限为 0.5 μg/kg)。 

3  结果与分析 

3.1  标准曲线的绘制 

以试剂盒中选定参数的样品浓度、加样方式、反

应温度、反应时间为分析条件, 采用 CLIA检测分别
测定 0、35、105、315、945、2835 ng/L 6个浓度的
标准液的 RLU 值。以呋喃妥因代谢物浓度对数值
(Log)为横坐标, 各对应浓度的抑制率(RLU/RLU0%)

为纵坐标, 制作标准曲线, 以呋喃妥因代谢物标准品
浓度的对数(Log)为横坐标, 抑制率 ln[B/(B0-B)]为纵
坐标建立双对数直线拟合曲线 , 数学模型为 
ln[B/(B0-B)]=a+blogC。从图 1和图 2中可知, 标准曲
线回归方程为: Y=-1.86X+7.33, 相关系数 r2=0.993, 
说明该试剂盒线性关系良好。 
 
 

 
 

图 1  标准曲线 
Fig. 1  The standard curve 

 
 

 
 

图 2  标准曲线方程 
Fig. 2  Standard curve equation 

 
 

3.2  试剂盒特异性测定结果 

交叉反应率小, 可证明抗体的特异性高。由表 1
可知, 该抗体对其它几种类似代谢物的交叉反应率
均较低, 对呋喃妥因代谢物具有较好的特异性。 

3.3  试剂盒最低检测限 

根据 2.2.2检测方法, 对 20份不含呋喃妥因代谢
物的猪肉、鸡肉、鱼肉、虾肉 4种样品进行测定, 检
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测结果平均值加上 3倍标准差, 即为试剂盒检测实际
样品的最低检测限。 

2 2( )
3

( 1)
n X X

LOD X
n n

−
= +

−
∑ ∑  

其中 X为重复测定空白样品的平均值, n 为样品数量。 
CLIA 检测试剂盒测定结果如表, 由表 2 可知, 

该试剂盒对猪肉、鸡肉、鱼肉、虾肉 4种样品的最低
检测限分别为 69.37、67.86、67.52、69.09 ng/kg, 远
远低于目前欧盟对硝基呋喃类代谢物的检测方法灵

敏度规定为 1 μg/kg[15], 说明该试剂盒灵敏度较高。 

3.4  试剂盒精密度和准确度测定结果 

向猪肉、鸡肉、鱼肉、虾肉 4种空白样品中分别
添加不同浓度的呋喃妥因代谢物, 3个浓度各 3个平
行, 按 2.2.2 操作方法测定, 再计算 4 个样品的标准
偏差及回收率, 由表 3 可知, 4 种样品回收率均在
90%~105%之间, 变异系数 CV均小于 10%, 符合《农

业部文件》农医发[2005]17号规定, 说明该呋喃妥因
代谢物 CLIA试剂盒精密度和准确度良好。 

 
 

表 1  交叉反应率 
Table 1  Cross reactivity 

药物名称 交叉反应率(%) 

呋喃妥因代谢物 100 

呋喃唑酮代谢物 ＜0.1 

呋喃它酮代谢物 ＜0.1 

呋喃西林代谢物 ＜0.1 

呋喃唑酮 ＜1 

呋喃它酮 ＜1 

呋喃妥因 13 

呋喃西林 ＜1 

 
 
 

表 2  空白猪肉、鸡肉、鱼肉、虾肉中呋喃妥因代谢物含量测定结果 
Table 2  Determination of the content of furantoin metabolites in the blank pork, chicken, fish and shrimp meat 

猪肉 

样本号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

最低 
检测限
69.37

测定值 55.68 35.87 52.37 46.85 35.85 40.64 51.96 50.54 46.34 51.63 

样本号 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

测定值 52.24 39.86 37.56 43.85 56.64 50.24 57.63 33.27 35.86 39.64 

鸡肉 

样本号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

最低 
检测限
67.86

测定值 51.24 38.26 51.96 55.76 46.36 40.79 55.17 53.64 38.75 36.79 

样本号 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

测定值 46.39 38.76 31.57 50.97 51.87 36.45 51.01 38.96 37.63 33.85 

鱼肉 

样本号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

最低 
检测限
67.52

测定值 46.56 52.64 50.33 56.39 38.92 33.58 46.33 40.85 36.75 51.97 

样本号 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

测定值 50.64 55.24 43.56 37.56 33.60 51.36 37.88 50.63 51.32 38.56 

虾肉 

样本号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

最低 
检测限
69.09

测定值 52.37 46.96 55.23 38.67 40.63 55.88 35.64 36.79 40.63 50.24 

样本号 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

测定值 55.13 50.24 46.34 52.36 51.63 35.61 30.76 51.63 46.90 36.76 
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表 3  样品准确度与精密度测定结果(n=3) 
Table 3  Precision and accuracy of CLIA kits (n=3) 

样品 加标量 ng/kg 测定均值 ng/kg 标准差 回收率/% CV/% 

猪肉 

70 63.12 0.32 90.17 7.70 

140 134.57 1.2 96.12 7.36 

280 276.35 2.6 98.69 7.17 

鸡肉 

70 67.13 0.74 95.89 7.76 

140 145.13 1.2 103.66 7.1 

280 268.72 2.7 95.97 7.06 

鱼肉 

70 68.52 0.78 97.88 7.03 

140 139.57 1.2 99.69 6.36 

280 271.40 2.4 96.94 5.93 

虾肉 

70 69.16 0.78 98.80 7.50 

140 138.84 1.3 99.17 7.06 

280 272.65 2.2 97.37 6.63 

 
 

表 4  试剂盒与仪器方法检测结果的比较 
Table 4  Comparison of test results of the kit and the instrument method 

猪肉 ng/kg 

样本号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

CLIA - - - - - - - - - 659.86 

HPLC-质谱法 - - - - - - - - - 650.32 

样本号 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

CLIA - - - - - - - - - 725.35 

HPLC-质谱法 - - - - - - - - - 718.63 

鸡肉 ng/kg 

样本号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

CLIA - - - - 958.63 - - - - - 

HPLC-质谱法 - - - - 935.66 - - - - - 

样本号 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

CLIA - - - - - - - - - - 

HPLC-质谱法 - - - - - - - - - - 

鱼肉 ng/kg 

样本号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

CLIA - 1035.63 - - - - - - 768.96 - 

HPLC-质谱法 - 1056.89 - - - - - - 755.86 - 

样本号 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

CLIA - - - - - - - - - - 

HPLC-质谱法 - - - - - - - - - - 

虾肉 ng/kg 

样本号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

CLIA 689.76 - - - - - - - - - 

HPLC-质谱法 705.63 - - - - - - - - - 

样本号 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

CLIA 756.83 - - - - - - - - - 

HPLC-质谱法 765.56 - - - - - - - - - 
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3.5  CLIA 试剂盒与 HPLC-质谱法检测结果比较 

CLIA 试剂盒与 HPLC-质谱法检测结果见表 4, 
以仪器方法检测限(0.5 μg/kg)为阳性判定线, 低于阳
性判定线的值, 检测结果以“-”表示, 高于或等于阳
性判定线的值以实际检测结果表示。对市售猪肉、鸡

肉、鱼肉、虾肉 4种样品结果可知, 市场销售的畜禽
类及水产品基本低于国家最高残留量, 表明工商局
有效监管, 控制农药残留情况。由表可知, CLIA试剂
盒检测结果与 HPLC-质谱法检测结果相吻合, 表明
CLIA试剂盒法的准确度达到国家标准检测水平。 

4  结  论 

本研究采用化学发光微粒子免疫法(CLIA)测定
市售猪肉、鸡肉、鱼肉、虾肉 4种样品中呋喃妥因代
谢物, 以此验证本公司生产的呋喃妥因代谢物 CLIA
试剂盒检测效果, 并将其检测效果与 HPLC-质谱法
作对照。结果表明, 呋喃妥因代谢物 CLIA试剂盒检
测灵敏度高, 对畜禽类及水产品的最低检测限远远
低于国家规定最高残留。与 HPLC-质谱法相比, 检测
结果相吻合, 检测时间短(10 min), 前处理简单, 操
作方便, 与间接竞争化学发光微粒子免疫法相比, 灵
敏度、精密度和准确度更高, 可快速准确的检测畜禽
类及水产品中残留的呋喃妥因代谢物, 适用于大批
量呋喃妥因代谢物的检测, 可达到目前国际上检测
呋喃妥因代谢物残留的先进水平。 
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补充说明 
 
 
本刊 2015年第 6卷第 10期(2015, 6(10): 4003-4010)赵玉庭等作者“盐渍海蜇脱铝研究及安全食用建议”一

文中做如下更改:  

基金项目: 农业部海蜇铝产品铝安全性应急调查项目 
Fund: Supported by Ministry of Agriculture about Jellyfish Aluminum Safety Emergency Investigation 
更改为 

基金项目: 农业部物种资源保护(渔业)项目、农业部海蜇铝产品铝安全性应急调查项目 
Fund: Supported by Ministry of Agriculture about Species Resource Conservation (Fishery) Project and Minis-

try of Agriculture about Jellyfish Aluminum Safety Emergency Investigation 
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