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生物素-亲和素放大酶联免疫吸附法测定呋喃 
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摘  要: 目的  建立竞争生物素-亲和素放大酶联免疫吸附测定法(biotin-avidin enzyme linked immumosobent 

assay, BA-ELISA)检测呋喃西林代谢物。方法  采用棋盘法确定单克隆抗体和包被原的最佳稀释倍数, 通过单

因素试验优化辣根过氧化物酶标记的链霉亲和素(streptavidin-horseradish peroxidase, SA-HRP)稀释倍数、封闭

液浓度、竞争反应时间、生物素标记羊抗鼠二抗(biotinylated goat anti-mouse ImmunoglobulinG, Biotin-IgG)孵

育时间、SA-HRP孵育时间和显色时间, 建立标准曲线, 并对方法的灵敏度、特异性、准确度和精密度进行方

法学评价。结果  最佳实验条件为: 包被原稀释倍数为 1:800, 单克隆抗体稀释倍数为 1:12800, SA-HRP稀释

倍数为 1:8000, 封闭液为 1%的脱脂乳, 竞争反应时间为 30 min, Biotin-IgG孵育时间为 30 min, SA-HRP孵育

时间为 60 min, 显色时间为 15 min; 在优化条件下, 线性方程为 Y=-0.3299X+0.4272 (r2=0.990), IC50为 0.601 

ng/mL, 线性范围为 0.074~4.883 ng/mL; 加标回收率为 88.8%~98.5%, 批内变异系数(coefficient of variation, 

CV)和批间 CV 分别为 1.2%~3.6%和 2.5%~5.1%, 建立的方法与其他结构类似物及衍生化试剂的交叉反应率

(cross reactivity, CR)均小于 0.1%。BA-ELISA与高效液相色谱-串联质谱法的回收率均在 85%~115%范围内。

结论  BA-ELISA法灵敏度高、特异性好、重现性好, 可适用于动物组织中呋喃西林代谢物的快速筛查。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of nitrofurazone metabolite by biotin-avidin 

enzyme-linked immunosorbent assay (BA-ELISA). Methods  The optimal dilutions of monoclonal antibody and 

coating antigen were determined by chequerboard titration. The effects of the dilution ratio of 

streptavidin-horseradish peroxidase (SA-HRP), the concentration of sealing fluid, the competitive reaction time, the 

incubation time of biotinylated goat anti-mouse IgG(Biotin-IgG), SA-HRP incubation time and chromogenic reaction 

time were optimized by single-factor experiments. The standard curve was set up. The degree of sensitivity, 
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specificity, precision and accuracy about the method were evaluated. Results  The result of optimized reaction 

conditions were as follows: fold dilution of coating antigen was 1:800, fold dilution of monoclonal antibody was 

1:12800, fold dilution of SA-HRP was 1:8000, sealing fluid was 1% dried skim milk, competitive time was 30 min, 

Biotin-IgG reaction time was 30 min, SA-HRP reaction time was 60 min and chromogenic reaction time was 15 min. 

The linear detection range was Y=-0.3299X+0.4272 (r2=0.990), IC50 was 0.601 ng/mL, the linear range of the 

presented method was 0.074~4.883 ng/mL, the recoveries in negative samples were 88.8%~98.5% and the intra-assay 

and inter-assay coefficients of variation were 1.2%~3.6% and 2.5%~5.1%, respectively. The cross-reactivity values 

were lower than 0.1% with other structural analogues and derivatives. The recoveries of high performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS) and BA-ELISA were all in the range of 85%~115%. 

Conclusion  This method has high sensitivity, high specificity and good reproducibility, which can be used for 

rapidly screening nitrofurazone metabolites in animal tissues. 

KEY WORDS: veterinary medicine; nitrofurazone; semicarbazide; biotin-avidin enzyme linked immunosorbent 

assay 

 
 

1  引  言 

呋喃西林(nitrofurazone, NFZ)属于硝基呋喃类药物, 

是一种广谱抗菌药, 具有非常好的抗菌作用[1]。硝基呋喃

类药物及其代谢物对人体具有潜在的致癌、致突变作用。

硝基杂环类化合物能够直接诱发细胞发生突变, 属于直接

致变剂[2,3], 结合态的硝基呋喃代谢物被人体食用后可在

胃液的酸性条件下解离, 进而危害人体健康, 很多国家禁

止用于食品动物的使用此类药物[4]。但是, 此类抗生素成

本低、预防和治疗细菌感染效果明显, 因此仍然被非法使

用[5,6]。呋喃西林被机体摄取后会很快代谢, 半衰期不过几

小时[7], 代谢物为氨基脲(semicarbazide, SEM), 而 SEM会

与蛋白质结合在体内残留数周[8,9]。因此, 通常将 SEM 作

为监测食品中是否非法使用呋喃西林药物的标志物[10]。 

目前, 检测动物源食品中 SEM 的方法有高效液相色

谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)[11-13]、

液相色谱-串联质谱法(liquid chromatography tandem mass 

spectrometer, LC-MS/MS)[14,15]、酶联免疫吸附法(enzyme 

linked immunosorbent assay, ELISA)[16,17]。ELISA 相比于

HPLC与 LC-MS/MS, 不需要昂贵的仪器, 操作简便, 检测

成本低 , 可以实现大批量的检测。生物素 -亲和素系统

(biotin-avidin system, BAS)是以生物素和亲和素特有的结

合特性为基础的新型反应放大系统。BAS 与 ELISA 偶联

主要是用于放大 ELISA的终反应, 即用生物素化的抗体代

替 ELISA 中常规的酶标记抗体, 之后再与亲和素-酶结合

物(BA-ELISA)结合, 从而放大反应信号, 提高检测的灵敏

度[18,19]。张雯迪等[20]建立了检测氯胺酮的生物素-亲和素放

大酶联免疫吸附法, 与间接竞争 ELISA 相比, BA-ELISA

法线性范围向低浓度扩展一个数量级, 检测限更低。魏孔

吉等[19]建立了检测双酚 A 的生物素-亲和素放大酶联免疫

吸附方法, 与间接竞争 ELISA 法相比, BA-ELISA 法测定双

酚 A 的线性范围向低浓度推进了约一个数量级, 检测限降低

为原来的 1/2。因此 BA-ELISA法在高灵敏快速筛查食品样品

方面有较好的应用前景。本研究建立了检测呋喃西林代谢物

的 BA-ELISA法, 并对主要条件进行了优化以及方法评价。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

SEM单克隆抗体(深圳易瑞生物技术有限公司); 生物

素标记羊抗鼠二抗(Biotin-IgG, 北京博奥森生物技术有限

公司); 辣根过氧化物酶标记链霉亲和素(SA-HRP, 北京博

奥森生物技术有限公司 ); 3-(4-羧基苯甲基 )-氨基脲

(CPSEM)和 CPSEM-OVA为实验室制备[21], 其他化学试剂

均为国产分析纯。 

2.2  仪器与设备 

96 孔可拆卸酶标板 (深圳金灿华实业有限公司 );  

INFINITE200PRO 酶标仪(瑞士 Tecan 公司); Acquity TQ 

Detector液质联用仪(美国Waters公司); DFCZW-15L氮吹

仪(杭州德克尔实验设备有限公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  BA-ELISA 法 

(1) BA-ELISA 法操作步骤 

用碳酸盐缓冲液将包被原CPSEM-OVA稀释后, 每孔

100 μL 加入到 96 孔透明酶标板中进行包被; 甩干孔内液

体, 用 PBST溶液洗板 3次, 吸水纸上拍干, 每孔加入 200 

μL 封闭液, 37 ℃封闭 2 h, 洗板拍干; 每孔加入 50 μL 

NPSEM溶液或样品溶液和 50 μL单克隆抗体, 37 ℃反应, 

洗板拍干; 每孔加入 100 μL Biotin-IgG, 37 ℃孵育, 洗板拍

干; 每孔加入 100 μL SA-HRP, 37 ℃孵育, 洗板拍干; 每孔
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加入 100 μL显色底物液(A液和B液按体积比 1:1混合), 室

温避光反应; 每孔加入 50 µL H2SO4终止液终止反应, 用

酶标仪测定 450 nm下的吸光度(optical density, OD)值。 

(2) BA-ELISA法条件优化 

采用棋盘法确定包被原和单克隆抗体的最佳工作浓

度, 设置包被原稀释倍数为 100、200、400、800、1600和

3200, 单克隆抗体稀释倍数为 100、200、400、800、1600、

3200、6400、12800。测定OD值, 封闭液为 2 %脱脂乳, 37 ℃

封闭 2 h, NPSEM 浓度为 0 ng/mL, 竞争反应 30 min, 

Biotin-IgG孵育 30 min, SA-HRP孵育 30 min, 显色反应 20 

min。每个实验 3 次重复, 计算平均值。根据 A/A0 (A 为

NPSEM浓度不为 0时 OD值, A0为 NPSEM浓度为 0时OD

值)选择 OD值在 1左右的组合为最佳工作浓度。 

通过单因素试验确定 SA-HRP 稀释倍数、封闭液浓

度、竞争反应时间、Biotin-IgG孵育时间、SA-HRP孵育时

间、显色时间。SA-HRP设置 5000、8000和 10000倍 3个

稀释倍数; 封闭液脱脂乳粉配制成 0.5%、1%、2% (m:V) 3

种浓度; 竞争时间、Biotin-IgG孵育时间、SA-HRP孵育时

间均设置成 30、60和 90 min; 显色时间设置成 10、15和

20 min。测定吸光度 OD 值, 每个条件 3 次重复。绘制各

条件下的标准曲线, 计算 IC50 (IC50: A/A0为 0.5 时相应的

NPSEM 浓度)和 ODmax/IC50 (ODmax: 最大吸光值)。以

IC50和 ODmax/IC50作为确定最佳条件的依据。 

(3) 评价 SEM的 BA-ELISA法 

a. 灵敏度 

NPSEM浓度为 80、20、5、1.25、0.3123、0.0781和

0.0195 ng/mL7个浓度, 按照 2.3.1步骤及优化后最佳反应

条件进行操作, 测定 IC50, 每个浓度进行 3次重复。 

b. 特异性 

将 NPSEM结构类似物氨基脲(semicarbazide, SEM)、

5-甲基吗啉-3-氨基-恶唑烷酮(3-amino-5-morpolinomethyl- 

2-oxazolidone, AMOZ)、 3-氨基 -2-恶唑烷酮 (3-amino-2- 

oxazolidinone, AOZ)和 1-氨基-乙内酰脲(1-amino-hydantoin, 

AHD)及其相应衍生物 NPAOZ、NPAMOZ、NPAHD 和衍

生化试剂 4-CBA、2-NPA[21]分别配制成 80、20、5、1.25、

0.3123、0.0781和 0.0195 ng/mL7个浓度 NPSEM溶液, 按

照优化后的方法进行测定 , 计算交叉反应率 (cross 

reactivity, CR)。 

c. 精密度 

精密度指该检测方法的重现性, 可用批内变异系数

(coefficient of variation, CV)和批间 CV衡量。在建立的分

析法的线性范围内, 配制 0.7、1.0、1.3、1.6、1.9 ng/mL5

个浓度 NPSEM 溶液, 按照优化后的方法进行测定, 从线

性方程中求得测定值, 计算批内 CV。 

每个浓度同一天内进行 5 次重复, 计算 CV。平行测

定 5 d, 计算批间 CV。 

d. 准确度 

准确度指检测值与真实值的符合程度, 可用加标回

收率衡量。采用本实验建立的 BA-ELISA法对空白鸡胸肉

进行添加回收测定, 并与参照国标 GB/T 21311-2007 采用

HPLC-MS/MS 法[23]对同批空白鸡胸肉测得的回收率进行

比较。 

2.3.2  酶免疫分析法和 HPLC-MS/MS 法 

(1) 酶免疫分析法样品前处理 

取 1.0 g样品, 加入 3 mL超纯水均质, 加入 1 mL SEM

标品溶液, 使其最终添加浓度为 0.5、1.0、1.5 ng/g, 混匀; 

加入 0.5 mL HCl溶液(1 mol/L)和 100 μL 2-NPA溶液(0.01 

mol/L), 混匀, 37 ℃振荡反应 16 h; 加入 5 mL K2HPO4溶液

(0.1 mol/L)、0.4 mL NaOH溶液(1 mol/L)和 5 mL乙酸乙酯, 

室温振荡 5 min; 4500 r/min离心 10 min, 取 2.5 mL上清液

至洁净容器中, 氮气吹干; 加入 1.0 mL 正己烷重新溶解, 

再加入 1.0 mL PBS混匀; 4500 r/min离心 10 min, 取下层水

相用于测定[22]。 

(2) HPLC-MS/MS法 

a. 前处理 

取 2.0 g样品, 加入 10 mL甲醇-水混合液(甲醇与水体

积比为 1:1), 振荡 10 min, 4000 r/min离心 5 min, 弃上清液; 

加入 10 mL HCl溶液(0.2 mol/L), 10000 r/min均质 1 min后, 

按照最终添加浓度为 0.5、1.0、1.5 ng/g加入 SEM标品溶

液, 再加入 100 µL内标溶液(0.5 ng/mL), 100 µL 2-NPA溶

液(0.1 mol/L), 涡动 30 s后, 振荡 30 min, 37 ℃反应 16 h; 

加入 2 mL K3PO4溶液(0.3 mol/L), 用 NaOH溶液(2.0 mol/L)

调 pH至 7.4(±0.2); 加入 10 mL乙酸乙酯振荡 10 min, 10000 

r/min离心 10 min后, 收集乙酸乙酯层, 如此提取 2次, 合

并乙酸乙酯层; N2吹干, 加入 1 mL甲酸水溶液(0.1%)溶解; 

用 3 mL乙腈饱和正己烷分 2次液液分配, 去除脂肪; 取下

层水相进行测定[23]。 

b. 标准曲线的建立 

标准曲线建立所用样品为同批空白鸡肉, 按最终浓

度为 0.5、1.0、2.5、5、10 ng/g (即 1、2、5、10和 20 ng/mL)

加入 SEM标品溶液, 以 SEM浓度为横坐标, 响应值(SEM

峰面积/SEM-D峰面积)为纵坐标, 绘制标准曲线。 

3  结果与分析 

3.1  BA-ELISA 条件优化 

3.1.1  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OD值结果见表

1, 随着包被原和单克隆抗体稀释倍数的增大, OD 值均出

现降低的趋势。研究表明, OD值在 1左右时酶联免疫反应

灵敏度高。在包被原稀释倍数为 800, 单克隆抗体稀释倍

数为 12800时, OD值为 1.0208, 与 1最为接近。因此选择

包被原稀释倍数为 800, 单克隆抗体稀释倍数为 12800。 
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表 1  不同包被原和单克隆抗体稀释倍数下 OD 值 
Table 1  The OD values of different dilution of coating antigen and monoclonal antibody 

单克隆抗体

稀释倍数 

包被原稀释倍数 

100 200 400 800 1600 3200 

200 1.8903±0.0085 1.8467±0.0283 1.7568±0.0375 1.7481±0.0064 1.7216±0.0099 1.6170±0.0064 

400 1.8376±0.0035 1.7654±0.0162 1.7517±0.0099 1.6442±0.0059 1.6199±0.0375 1.5004±0.0085 

800 1.7499±0.0035 1.7479±0.0148 1.6375±0.0078 1.5283±0.0024 1.5063±0.0389 1.4834±0.0003 

1600 1.7376±0.0070 1.6362±0.0057 1.5288±0.0057 1.4103±0.0148 1.3821±0.0205 1.2664±0.0072 

3200 1.6070±0.0071 1.5054±0.0036 1.4698±0.0014 1.3797±0.0078 1.2618±0.0057 0.9505±0.0049 

6400 1.5716±0.0198 1.3742±0.0042 1.3407±0.0057 1.1475±0.0071 1.1009±0.0064 0.8374±0.0106 

12800 1.3469±0.0007 1.2159±0.0010 1.1564±0.0021 1.0208±0.0014 0.8341±0.0215 0.7305±0.0104 

25600 1.2372±0.0014 0.9764±0.0028 0.8348±0.0042 0.7619±0.0021 0.6293±0.0026 0.5274±0.0007 

 
 

3.1.2  SA-HRP 稀释倍数 

不同 SA-HRP稀释倍数对应的 IC50和 ODmax/IC50结

果见图 1, 随着稀释倍数增大 , IC50 先减小后增大 , 

ODmax/IC50先增大后减小; 稀释倍数为 8000时, IC50最小, 

且 ODmax/IC50最大。因此选择 SA-HRP 最佳稀释倍数为

8000。 

3.1.3  封闭液 

不同浓度脱脂乳对应的 IC50和 ODmax/IC50结果见图

2, IC50先减小后增大, ODmax/IC50先增大后减小; 脱脂乳

浓度为 1%时, IC50最小, 且ODmax/IC50最大。因此选择 1%

脱脂乳浓度为最佳封闭液浓度。 

3.1.4  竞争时间 

不同竞争时间对应的 IC50和 ODmax/IC50结果见图 3, 

IC50 逐渐增大, ODmax/IC50 逐渐减小; 竞争时间为 30min

时, IC50最小, 且 ODmax/IC50最大。因此选择 30 min为最

佳竞争时间。 

 

 

 
图 1  BA-ELISA法 SA-HRP稀释倍数优化 

Fig. 1  Optimization of SA-HRP dilution for BA-ELISA 

 

 
图 2  BA-ELISA法封闭液优化 

Fig. 2  Optimization of blocking liquid for BA-ELISA 
 

 

 

 
图 3  BA-ELISA法竞争时间优化 

Fig. 3  Optimization of competitive reaction time for BA-ELISA 
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3.1.5  Biotin-IgG 孵育时间 

不同 Biotin-IgG 孵育时间对应的 IC50和 ODmax/IC50

结果见图 4, IC50先增大后减小, ODmax/IC50先减小后增大; 

30min时, IC50最小, 且 ODmax/IC50最大。因此选择 30 min

为最佳 Biotin-IgG孵育时间。 
 
 

 
 
 

图 4  BA-ELISA法 Biotin-IgG孵育时间优化 

Fig. 4  Optimization of Biotin-IgG incubating time for BA-ELISA 
 
 
3.1.6  SA-HRP 孵育时间 

不同 SA-HRP孵育时间对应的 IC50和 ODmax/IC50结

果见图 5, IC50先减小后增大, ODmax/IC50先增大后减小; 

60 min时, IC50最小, 且ODmax/IC50最大。因此选择 60 min

为最佳 SA-HRP孵育时间。 

 

 
 

图 5  BA-ELISA法 SA-HRP孵育时间优化 

Fig. 5  Optimization of SA-HRP incubating time for BA-ELISA 

 
3.1.7  显色时间 

不同显色时间对应的 IC50和 ODmax/IC50结果见图 6, 

IC50先减小后增大, ODmax/IC50先增大后减小; 15 min时, 

IC50最小, 且 ODmax/IC50最大。因此选择 15 min为最佳显

色时间。 

 
 

图 6  BA-ELISA法显色时间优化 

Fig. 6  Optimization of colouration time for BA-ELISA 

 

3.2  评价 SEM 的 BA-ELISA 法 

3.2.1  灵敏度 

SEM 标准曲线见图 7, BA-ELISA 线性方程为

Y=-0.3299X+0.4272 (r2=0.990), IC50为 0.601 ng/mL, 线性范

围为 0.074~4.883 ng/mL。 
 

 
 

图 7  SEM标准曲线 

Fig. 7  Standard curve of SEM 
 
 

3.2.2  特异性 

竞争物为 NPSEM时标准曲线呈现典型的 S形, 其他

结构类似物及衍生化试剂不同浓度下各自对应的 A/A0 基

本相同, 即各自标准曲线纵坐标值基本相同, 随浓度变化

趋势不明显。特异性测定结果见表 2, 建立的 BA-ELISA

与其他结构类似物及衍生化试剂的 CR均小于 0.1%, 表明

所用 SEM单克隆抗体特异性好。  

3.2.3  精密度 

BA-ELISA 批内和批间 CV 分别为 1.2%~3.6%和

2.5%~5.1%, 表明该方法的精密度较好, 在实际检测中重

现性好。 
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表 2  特异性测定结果(n=3) 
Table 2  Results of specificity (n=3) 

竞争物 
BA-ELISA 

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

NPSEM 0.635±0.009 100 

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 

 
3.2.4  准确度 

鸡肉基质中建立的 HPLC-MS/MS 法标准曲线见图 8, 

曲线方程为 Y=12.1833X-0.452357 (r2=0.995)。其中浓度为 

0.5 ng/g (即 1 ng/mL)时的质谱图见图 9。 

准确度测定结果见表 4, BA-ELISA 平均回收率为

88.8%~98.5%, CV为 3.7%~5.6%; HPLC-MS/MS回收率为

99.5%~102.0%, CV为 1.4%~2.6%。建立的 BA-ELISA分析

法回收率虽低于HPLC-MS/MS, 但均在 85%~115%范围内, 

表明该方法的准确度较高, 在实际检测中误差较小。 

 

 
 

图 8  HPLC-MS/MS标准曲线 

Fig. 8  Standard curve of HPLC-MS/MS 

 

 
 

图 9  SEM和 SEM-D的质谱图 

Fig. 9  The mass spectrum of SEM and SEM-D 
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表 3  精密度测定结果(n=5) 
Table 3  Results of precision (n=5) 

NPSEM/ 
(ng/mL) 

BA-ELISA 

批内 CV/% 批间 CV/% 

0.7 

1.0 

1.3 

1.6 

1.9 

2.7 

1.2 

3.6 

1.7 

3.4 

3.6 

3.0 

5.1 

2.5 

4.9 

 
 

表 4  准确度测定结果(n=3) 
Table 4  Results of accuracy (n=3) 

添加浓度
/(ng/g) 

BA-ELISA HPLC-MS/MS 

回收率/% CV/% 回收率/% CV/% 

0.5 98.5±3.7 3.7 101.3±1.4 1.4 

1.0 95.9±3.8 4.0 99.5±2.1 2.1 

1.5 88.8±5.0 5.6 102.0±2.7 2.6 

 

4  结  论 

与任海涛等 [24]建立呋喃西林代谢物酶免疫吸附法

(IC50为 1.19 μg/L, 线性范围为 0.14~23.6 μg/L)相比, 本研

究建立 BA-ELISA 法测定 SEM 的线性范围向低浓度推进

了约一个数量级, 灵敏度更高, 该方法的特异性好, 在实

际检测中不易出现误检的情况, 在实际检测中重现性好, 

BA-ELISA法的添加回收率与 LC-MS/MS的回收率存在一

定差距, 分析原因一方面可能是样品衍生不完全, 有待改

进样品前处理方法, 提高衍生率; 另一方面在依据国标法

采用 HPLC-MS/MS 法建立标准曲线时, 是在空白鸡肉样

品中添加系列浓度 SEM 后衍生进行测定, 由此建立的标

准曲线与待测回收率选用的样品基质相同, 故准确度高, 

而本研究标准曲线的建立是基于 PBS 溶液, 可能会造成

在鸡肉中的添加回收率低。另外本研究采用的前处理方

法中衍生条件为 37 ℃振荡反应 16 h, 衍生时间较长, 有

待研究衍生时间较短的方法。研究建立的检测 SEM残留

的 BA-ELISA 法准确度虽略逊于 HPLC-MS/MS 法, 但是

均能满足实际样品检测的需求, 可用于食品中 SEM 的快

速筛查。 
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