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酶联免疫分析方法测定动物性食品中 
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3. 华南农业大学食品学院, 广州  510642) 

摘   要 : 目的   建立检测西马特罗药物残留的酶联免疫分析方法 (enzyme-linked immunosorbent assay, 

ELISA)。方法  对主要影响因素, 包括包被原稀释倍数、抗体稀释倍数、竞争时间、标准品稀释液 pH 等参

数进行优化, 对样品进行前处理, 经提取净化后进行检测, 并对 ELISA 检测结果与仪器方法进行对比。结果  

西马特罗 ELISA 方法的最佳反应条件为: 抗原稀释倍数为 100000, 抗体稀释倍数为 150000, 标品稀释液 pH

为 7.5, 竞争反应时间为 20 min。在最佳反应条件下, 绘制标准曲线, 西马特罗的 IC50 为 1.32 μg/L, 线性范围

为 0.16~6.95 μg/L, 检出限为 0.09 μg/L。西马特罗在 0.16、0.32、1.6 μg/kg 添加水平的回收率分别为

80.31%~113.81%, 变异系数低于 10%, 且实际样品的测定结果与超高效液相串联质谱法的相关性良好

(r2=0.9962)。结论  本研究建立的 ELISA 方法具有较高的灵敏性, 适合西马特罗残留检测。 
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Determination of cimaterol residue in animal-orgin foods by enzyme-linked 
immunosorbent assay 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the detection of cimaterol drug residues by enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA). Methods  The main influencing factors, including coating original dilution multiple, 

antibody dilution multiple, competition time, pH of standard diluent and other parameters were optimized. The 

samples were pretreated, extracted and purified, and detected. The ELISA test results were compared with the 

instrument method. Results  The optimal reaction conditions for the detection of cimaterol by ELISA method were 

as follows: dilution ratio of antigen was 100000, dilution ratio of antibody was 150000, pH of standard diluent was 

7.5, and competitive reaction time was 20 min. Under the optimal reaction conditions, the standard curve was drawn. 

The IC50 of cimaterol was 1.32 μg/L, the linear range was 0.166.95 μg/L, and the limit of detection was 0.09 μg/L. 

The recoveries of cimaterol at the addition levels of 0.16, 0.32, and 1.6 μg/kg were 80.31%113.81%, respectively, 

and the coefficient of variation was less than 10%. The correlation between the results of the actual samples and 

UPLC-MS/MS was good (r2=0.9962). Conclusion  The ELISA method established in this study has high sensitivity 
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and is suitable for the detection of cimaterol residues. 
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0  引  言 

西马特罗(cimaterol, CIM)又名喜马特罗、塞曼特罗, 

是继莱克多巴胺、克伦特罗和沙丁胺醇之后的新一代 β-肾

上腺素受体类激动剂, 研究比较广泛[1]。西马特罗是一种

新型的呼吸系统类用药, 适用于支气管扩张等的治疗[24]。

同时, 在畜牧业中较大剂量地使用西马特罗可以减少酮体

脂肪的合成, 增加牛、猪、鸡、鸭、羊等动物的瘦肉率, 提

高肌肉中蛋白质的含量[57]和饲料报酬率[810], 因此作为

非法饲料添加剂用于动物源性食品生产中[1113]。如果长期

食用含有西马特罗的食品将会引发中毒, 危及身体健康及

生命安全[14]。我国农业部公告第 193 号文件[15]明确规定西

马特罗禁止在畜禽生产和动物食品中添加。目前已建立的

检测方法主要有高效液相色谱法(high performance liquid 

chromatography, HPLC)[1617]、液相色谱-质谱联用法(liquid 

chromatography-mass spectrometry, LC-MS)[1822]、超高效液

相色谱 -串联质谱法 (ultra performance liquid chromatog 

raphy-tandem mass spectrometry, UPLC-MS/MS)[2327]、气相

色谱-质谱联用法(gas chromatography-mass spectrometry, 

GC-MS)[28] 、 高 效 毛 细 管 区 带 电 泳 法 (capillary zone 

electrophoresis, CZE)[2930]等。这些方法都存在一定的缺陷, 

仪器方法准确性高, 但样品处理烦琐费时、成本高且需要

专业人员来操作, 无法满足现场检测[3132]。而免疫分析方

法则具有灵敏度高、特异性强、检出范围广、样品前处理

简单快速、成本低等特点[3340]。 

本研究通过对抗原抗体稀释倍数、标准品稀释液 pH、

竞争时间等参数进行优化, 摸索最适条件, 建立测定西马

特罗的酶联免疫分析方法 (enzyme-linked immunosorbent 

assay, ELISA), 为满足动物性食品中西马特罗药物的实际

检测需求提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

猪肉、鸡肉、牛肉样品均购自市场; 西马特罗包被原、

西马特罗抗体均为实验室制备并保存; 西马特罗(纯度为

99%, 国药集团化学试剂有限公司上海分公司); 辣根过氧

化物酶标记羊抗鼠 IgG(1 mg/mL)、辣根过氧化物酶标记羊

抗兔 IgG(1 mg/mL)(安诺伦生物科技有限公司); 酶标板(深

圳金灿华实业有限公司); 乙腈(色谱纯, 德国默克公司); 

甲酸(优级纯, 德国 CNW 公司); 乙腈(分析纯, 天津市永大

化学试剂有限公司); 盐酸(分析纯, 广东广试试剂科技有

限公司); 磷酸二氢钾(分析纯, 广州化学试剂厂); 氢氧化

钠(分析纯, 天津市致远化学试剂有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

Wellwash MK2 洗板机、Multiskan MK3 酶标仪(美国

Thermo 公司); 6K15 高速冷冻离心机(德国 Sartorius 公司); 

微量移液器(美国 Eppendorf 公司); ACQUITYTM 超高效液

相色谱、Waters XevoTM TQD MS 三重四极杆串联质谱仪

(美国 Waters 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  ELISA 法操作步骤 

(1)包被 

包被抗原用包被液稀释至合适浓度 , 每孔加入   

100 μL, 置于 37 ℃电热恒温水槽或烘箱中包被过夜。 

(2)封闭 

用洗涤液洗涤包被板 2次, 每孔加入 120 μL配好的封

闭液, 置于 37 ℃的电热恒温水浴箱或烘箱中封闭 3 h, 取

出, 甩干各孔中的液体, 置于 37 ℃的烘箱中烘干, 备用。 

(3)竞争反应 

在制备好的板中每孔加入 50 μL 系列浓度的标准品溶

液和 50 μL 稀释好的抗体溶液, 室温震荡反应一定时间后

置于 37 ℃电热恒温水浴箱中孵育。 

(4)洗板 

用洗涤液洗涤 5 次, 在吸水纸上拍干板孔中液体。 

(5)二抗反应 

每孔加入辣根过氧化物酶 (horseradish peroxidase, 

HRP)标记的羊抗鼠 /羊抗兔二抗 100 μL/孔 , 37 ℃孵育   

30 min。 

(6)洗板 

用洗涤液洗涤 5 次, 在吸水纸上拍干板孔中液体。 

(7)显色反应 

每孔加入底物 A 液与底物缓冲液 B 液 1:1 等体积混合

的溶液 100 μL, 37 ℃电热恒温水浴箱孵育 15 min。 

(8)终止 

每孔各加入终止液 50 μL, 在酶标仪上测定各孔的吸

光值 A450 nm。 

(9)数据分析 

横坐标为西马特罗药物的标准溶液浓度的对数, 纵

坐标为吸光度比值百分比 B/B0%, 采用 Origin 8.5软件进行

拟合竞争曲线, 数据分析。 

1.3.2  ELISA 方法的优化 

(1)包被原和抗体的稀释倍数 

取酶标板, 用包被液将包被抗原作一系列稀释, 稀释

倍数分别为 50000、75000、100000、125000, 用抗体稀释
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液将抗体进行稀释, 稀释倍数为 100000、125000、150000、

175000, 按照 1.3.1 的步骤操作, 计算出标准曲线的最大吸

光度值 Amax、IC50 和 Amax/IC50, 绘制曲线。 

(2)优化竞争时间和标准品稀释液的 pH 

以 10、15、20、25、30 min 竞争时间来反应, 按照

1.3.1的步骤操作, 计算出标准曲线的 Amax、IC50和 Amax/IC50, 

绘制曲线。 

分别设定标准品稀释液的 pH 为 4.5、5.5、6.5、7.5、

8.5, 按照 1.3.1 的步骤操作, 进行最佳 pH 优化。 

1.3.3  样品前处理方法 

参照文献[12]方法对样品进行前处理。称取捣碎的样品

5 g, 置于 50 mL 离心管中, 加入 25 mL 50 mmol/L HCl 超

声振动 30 min, 以达到均质。称取 5 g 均质物(相当于 1 g

肌肉), 加入离心管中 10 ℃离心 15 min。取上清液至另一

个离心管中, 加 300 μL 1 mol/L NaOH, 超声混合 15 min。

加入 4 mL 500 mmol/L KH2PO4(调节 pH 至 3.0 左右), 迅速

混匀置于 4 ℃冰箱内保存 90 min。取出后 10 ℃离心 15 min, 

分离上清液待测。 

1.3.4  添加回收实验 

在空白样品中分别添加不同质量浓度(0.16、0.32、  

1.6 μg/kg)西马特罗标准品, 经过前处理后, 用试剂盒进行

检测, 计算回收率。用同一批次试剂盒对同批样品进行检

测, 每个样品设 4 个重复, 计算批内变异系数、批间变异

系数。 

1.3.5  仪器方法验证 

参照农业部 1025 号公告-11-2008 中的 UPLC-MS/MS

法。配制 0.5、1.0、2.0、5.0、10.0、20.0、50.0、100.0 μg/L

西马特罗标准溶液, 通过 UPLC-MS/MS 进行检测。 

1.4  数据统计分析 

以西马特罗标准品浓度的对数值为横坐标(X), 吸光

度比值百分比 B/B0%为纵坐标(Y), 应用 Origin 8.5 软件拟

合竞争标准曲线[41]; 根据样品吸光度 A 值, 由标准曲线查

出相应的浓度, 乘以稀释倍数, 即为样品的实际浓度。使

用 Origin 8.5 软件绘制相关 ELISA 图表。 

2  结果与分析 

2.1  ELISA 最优条件的优化 

2.1.1  包被原、抗体最适稀释倍数的确定 

本研究以 Amax、IC50 和 Amax/IC50 作为评价各影响因素

的标准, IC50 越小, 方法的灵敏度越高[36,42]。选择 A450 nm 适

中、IC50 较低、Amax/IC50 较高的稀释倍数作为最佳包被原

和抗体的稀释倍数。由图 1、2 看出, 当包被抗原稀释倍数

较低时, IC50 和 Amax 都为最高值; 随着稀释倍数增加, IC50

和 Amax 逐渐降低, 在包被原稀释倍数为 100000 倍时, IC50

和 Amax/IC50 分别达到最低值和最高值; 继续减少包被抗原

包被浓度, IC50 升高、Amax/IC50 降低到最低值。因此, 确定

100000 倍作为包被原的最佳稀释倍数。同理, 确定稀释倍

数 150000 作为抗体的最佳稀释倍数。 

2.1.2  竞争时间和标准品稀释液 pH 的确定 

抗原抗体能否充分结合与其反应时间长短有关, 所

以要对反应时间进行优化[43]。如图 3 所示, 在竞争反应时

间为 20 min 时, Amax/IC50 达到最大值; 继续延长反应时间, 

IC50 逐渐增大, Amax/IC50 逐渐减小。因此, 选择 20 min 作为

抗体的最佳竞争反应时间。 

在 ELISA 反应体系中, 通过改变 pH 值, 影响药物在

体系中的溶解度, 进而影响抗原抗体之间的反应。如图 4

可知, pH 值为 7.5 时, IC50 值对应的 Amax 较大, Amax/IC50 比

值也较大。综上所述, 标准品溶液的最佳 pH 值为 7.5。 

2.1.3  标准曲线的建立 

按照上述 ELISA 条件优化结果, 以西马特罗标准品

溶液浓度对数为横坐标(X), 以吸光度比值百分比 B/B0%为

纵坐标(Y), 绘制标准曲线, 结果如图 5 所示。西马特罗标

准曲线的线性检测范围(IC20~IC80)为 0.16~6.95 μg/L, 检出

限(limit of detection)LOD 为 0.09 μg/L, IC50 为 1.32 μg/L。 

2.2  精密度实验 

ELISA 方法的精密度以批内变异和批间变异来表示。

本研究选取同一批的产品, 做 6 个平行标准曲线, 计算各

个药物浓度的批内变异系数。选取 3 个批次试剂盒, 做标

准曲线 , 每批试剂盒测定结果取均值 , 计算批间变异系

数。结果如表 1 所示, 试剂盒批内和批间变异系数均小于

10%, 表明实验重复性较好。 

2.3  特异性实验 

交叉实验结果如表 2 所示, 除了同盐酸克伦特罗、沙

丁胺醇、苯乙醇胺 A 外, 与其他结构类似或功能类似的化

合物交叉反应率小于 1%, 受其他化合物影响较小, 表明

ELISA 方法特异性良好。 

2.4  空白样品添加实验 

采用猪肉、牛肉、鸡肉做样品添加回收实验, 选取方

法定量限的 1 倍、2 倍、10 倍的 3 个添加水平浓度(0.16、

0.32、1.6 μg/kg), 结果如表 3 所示。所测样品中西马特罗

的添加回收率在 80.31%~113.81%之间, 批内和批间变异

系数均小于 10%。方法准确度能达到检测要求, 适用于动

物性食品中西马特罗的检测。 

2.5  UPLC-MS/MS 仪器方法对比 

通过比较 ELISA 试剂盒与 UPLC-MS/MS 的相关性, 

验证本研究建立的 ELISA 法测定西马特罗的准确性。本研

究分别采用建立的西马特罗 ELISA 法与 UPLC-MS/MS 法

对加标的样品进行检测 , 对检验结果进行分析比较。以

UPLC-MS/MS 法所测得的西马特罗的浓度为 Y 轴 , 以
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ELISA 测得的西马特罗的浓度为 X 轴, 绘制散点图 6。结

果如表 4 所示, 西马特罗的回归方程为 Y=1.0118X+0.056, 

r2 为 0.9962。说明建立的西马特罗的 ELISA 方法的测定结

果准确可靠。 

 

 
 

图 1  包被原稀释倍数的优化(n=3) 

Fig.1  Optimization of dilution ratios of coating antigen  
for CIM (n=3) 

 
 

 
 

图 2  抗体稀释倍数的优化(n=3) 

Fig.2  Optimization of dilution ratios of anti-CIM antibody (n=3) 
 
 

 

 
图 3  西马特罗竞争时间的优化(n=3) 

Fig.3  Optimization of competition time for CIM (n=3) 

 
 

 
图 4  西马特罗的标准品稀释液 pH 的优化(n=3) 

Fig.4  Optimization of standard dilution pH for CIM (n=3) 
 

 
 

 
 
 
 

图 5  ELISA 检测西马特罗的标准曲线(n=3) 

Fig.5  Standard curves for enzyme-linked immunosorbent assay of 
CIM (n=3) 

 
 
 

 
 
 
 

图 6  西马特罗 ELISA 与 UPLC-MS/MS 方法对比 

Fig.6  Comparison of ELISA and UPLC-MS/MS methods for CIM 
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表 1  西马特罗批内和批间变异 
Table 1  Intra-batch and inter-batch variation of CIM 

质量浓度/ (μg/L) 
批内差异 批间差异 

平均检测值±标准差/ (μg/L)(n=6) 变异系数/% 平均检测值±标准差/ (μg/L)(n=3) 变异系数/%

0.1 0.093±0.035 7.32 0.095±0.038 5.47 

0.3 0.28±0.053 6.67 0.31±0.062 3.33 

0.9 0.83±0.087 7.78 0.94±0.103 4.44 

2.7 2.55±0.142 5.56 2.93±0.127 8.52 

8.1 8.53±0.193 5.31 8.38±0.184 3.46 

 
 
 

表 2  西马特罗结构类似物药物交叉反应率 
Table 2  Cross-reactivity of anti-CIM pAb determined by ELISA 

药物名称 IC50/(μg/L) 交叉反应率/% 

西马特罗 1.36 100.00 

盐酸莱克多巴胺 289.51 0.47 

盐酸克伦特罗 0.58 234.48 

沙丁胺醇 17.64 7.71 

溴布特罗 >4000 ≤0.01 

马布特罗 >4000 ≤0.01 

苯乙醇胺 A 2.32 58.62 

 

 
表 3  西马特罗的实际样品添加回收率和变异系数(n=4) 

Table 3  Recovery and coefficient variation of CIM determined by ELISA in samples (n=4) 

药物 品种 添加量/(μg/kg) 平均检测值±标准偏差/(μg/kg) 平均回收/% 批内变异/% 批间变异/% 

西马特罗 

猪肉 

0.16 0.146±0.021 91.25 8.41 6.97 

0.32 0.285±0.045 89.06 6.32 7.31 

1.6 1.821±0.073 113.81 5.83 9.03 

牛肉 

0.16 0.173±0.034 108.12 4.64 7.16 

0.32 0.307±0.064 95.93 5.83 5.49 

1.6 1.438±0.103 89.87 9.43 7.17 

鸡肉 

0.16 0.137±0.032 85.62 7.46 8.95 

0.32 0.257±0.047 80.31 5.57 7.91 

1.6 1.524±0.095 95.25 8.94 6.26 
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表 4  西马特罗样品 ELISA 和 UPLC-MS/MS 方法对比 
Table 4  Comparison of ELISA and UPLC-MS/MS methods for CIM 

样品 添加浓度/ (μg/L) 
UPLC-MS/MS 法测定 ELISA 法测定 

平均实测值/ (μg/L) 平均回收率/% 平均实测值/ (μg/L) 平均回收率/% 

猪肉 

1.0 0.91 91.28 1.02 102.31 

2.0 1.98 99.07 1.83 91.65 

5.0 5.07 101.44 4.91 98.28 

牛肉 

1.0 0.98 98.31 0.92 92.12 

2.0 1.84 91.95 1.91 95.35 

5.0 5.21 104.22 5.13 102.54 

鸡肉 

1.0 1.08 108.17 0.91 91.23 

2.0 2.07 103.70 1.86 92.95 

5.0 4.92 98.36 4.83 96.68 

 
3  结  论 

本研究建立了检测动物性食品中西马特罗残留的

ELISA 检测方法 , 线性范围为 0.16~6.95 μg/L, IC50 为   

1.32 μg/L, 检出限为 0.09 μg/L。除了同盐酸克伦特罗、沙

丁胺醇、苯乙醇胺 A 有部分交叉外, 受其他化合物影响较

小, 本方法的特异性良好。在最佳条件下, 西马特罗的添

加回收率分别为 80.31%~113.81%, 变异系数均低于 10%; 

经仪器方法确证, 本方法检测结果准确可靠, 可以满足动

物性食品中西马特罗药物的实际检测需求。与司艳芳等[6]、

职爱民等[11]、YOON 等[44]酶联免疫检测方法相比, 本方法

在灵敏度方面具有明显优势, 能够应用于动物性食品中西

马特罗残留药物的检测, 具有良好的应用前景。 
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