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直接竞争酶联免疫吸附法检测食品中 

三聚氰胺残留 

樊晓博 1,2* 

(1. 渭南职业技术学院护理学院, 渭南  714000; 2. 渭南市农产品食品检验检测研究中心, 渭南  714000) 

摘   要: 目的   采用酶标抗原建立高效、高灵敏的三聚氰胺直接竞争酶联免疫吸附法(direct competitive 

enzyme linked immunosorbent assay, dc-ELISA)检测食品中三聚氰胺(melamine, MEL)残留。方法  以三聚氰胺

单克隆抗体包被作为固相抗体, 辣根过氧化酶(horseradish peroxidase, HRP)标记的抗原与标准品(或样品)中三

聚氰胺竞争结合抗体, 建立了直接竞争酶联免疫检测体系, 以三聚氰胺标准品建立标准曲线进行定量。结果  

方法的 IC50为 8.84 μg/L, 灵敏度为 0.65 μg/L, 线性范围 0.9~35 μg/L; 检测样品的回收率在 70%~120%之间, 与

三聚氰酸交叉反应率为 60%, 其他结构类似物基本无交叉反应。结论  本方法灵敏度高、特异性强, 可以满

足实际样品的快速检测需求。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a rapid, high sensitive method to detect melamine (MEL) residues in food by 

direct competitive enzyme linked immunosorbent assay (dc-ELISA). Methods  The MEL antigen was labeled by 

horseradish peroxidase (HRP), monoclonal antibody was bounded on the surface of a micro titer plate, the standards 

(or the samples) competed with MEL antigen for the antibody binding sites, a dc-ELISA was established, and the 

standard curve of melamine was prepared for quantitative analysis. Results  The IC50 of dc-ELISA was 8.84 μg/L, 

the limit of detection was 0.65 μg/L, the linear detection ranges were 0.9‒35 μg/L, the recoveries of all kinds of 

samples were range from 70.0% to 120%, and the cross reaction with cyanuric acid was 60%, and there was almost 

no cross reaction with other drugs with similar construction. Conclusion  The established method is sensitive and 

specific, which can meet the rapid detection demand of actual samples. 
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0  引  言 

三聚氰胺(melamine, MEL)是一种三嗪类含氮杂环有

机化合物, 分子中含有大量氮元素[1], 又被称为蛋白精[2]。

三聚氰胺作为一种化工原料, 不能作为食品添加剂加入食

品中[3‒4]。但一些不法分子为牟取暴利, 提高食品中蛋白质

的检测值, 在牛奶、畜禽饲料中添加三聚氰胺, 造成牛奶

及奶制品、各种饲养肉类及蛋类等动物性食品中三聚氰胺

残留严重超标[5]。世界卫生组织规定人体三聚氰胺的每日

耐受摄入量为 0.2 mg/kgꞏBW[6], 超过此标准将可能引起肾

脏、泌尿系统的健康问题, 如膀胱和肾脏中形成泥沙样结

晶或结石[7]。不同人群对三聚氰胺存在不同的反应, 由于

婴幼儿的生理结构和饮食结构与成人明显不同[8], 婴幼儿

时期如果摄入含有三聚氰胺的奶粉除了容易引起泌尿系结

石[9‒10], 还会造成严重的营养不良, 影响婴幼儿正常生长

发育[11‒12]。2008 年三聚氰胺毒奶粉事件对国产奶粉的影响

延续至今[13]。 

目前, 针对食品中三聚氰胺残留量检测方法主要有

仪器法和免疫法。仪器法包括高效液相色谱法[14]、液相色

谱-质谱联用法[15]和气相色谱-质谱联用法等[16], 但仪器设

备昂贵, 操作烦琐, 对操作员要求较高, 不适合基层监督

管理。免疫法主要包括酶联免疫法[17]和胶体金层析法[18], 

免疫法基于抗原抗体反应, 特异性高, 操作简单、准确, 前

处理简单, 弥补了仪器法的不足, 非常适用于样品快速筛

查。目前市场中三聚氰胺酶联免疫吸附法(enzyme linked 

immunosorbent assay, ELISA)检测主要采用进口试剂盒[19]。

进口试剂盒价格比较昂贵, 检测成本高。国内 ELISA 技术

在检测三聚氰胺残留方面的研究多采用间接竞争的方法, 

其检测灵敏度和稳定性不如高效液相色谱法及其联用技 

术[20]。本研究通过酶标记抗原, 固相包被抗体, 建立直接

竞争 MEL-ELISA 检测方法, 并通过实际样品检测验证方

法的准确性, 以期提高三聚氰胺残留量检测方法的稳定性

和灵敏度, 希望后期通过大批量、商品化生产, 为三聚氰

胺的检测提供快速准确的检测方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

三聚氰胺(99%)、三聚氰酸(98%)、环丙氨嗪(97%)、

阿特拉津(99%)、辣根过氧化物酶(horseradish perxidase, 

HRP) (250 U/mg)、牛血清白蛋白 (albumin from bovine 

serum, BSA); 卵清蛋白(ovalbumin, OVA) (美国 Sigma 公

司); 三聚氰胺试剂盒(美国 Reagen 公司); MEL-OVA、抗

MEL 单克隆抗体(本实验室自制); 96 孔微量反应板(美国

Costar 公司); 乙腈、正己烷、甲醇、盐酸、醋酸钠、乙酸、

乙二醇、过碘酸钠、碳酸钠、碳酸氢钠(分析纯, 天津市康

科德科技有限公司)。 

虾肉、鱼肉、鸡肉、猪肉、牛奶、全蛋均购于本地超

市; 饲料样品(安徽宜源农牧科技有限公司), 经高效液相

色谱测定为阴性样品。 

1.2  仪器与设备 

G16-2 恒温培养箱(美国 SHELLAB 公司); P200 微量

可调移液枪(法国 Gilson 公司); Well wash MK-2 洗板机、

MK-3 酶联免疫检测仪(美国 Thermo Fisher Scientific 公司); 

ZWF-211 往复式大容量恒温摇床(上海智城分析仪器制造

有限公司); 1-13 型快速离心机(美国 Sigma 公司); dc-12 型

水浴氮吹仪(上海安普科学仪器有限公司)。 

1.3  实验方法  

1.3.1  MEL 标准曲线的配制 

MEL 以甲醇配制成质量浓度为 10 mg/L溶液, 用 20%

甲醇稀释到 1 mg/L 作为标准储备液。使用前配制成质量浓

度梯度为 0、1、3、9、27、81 μg/L 的 MEL 标准工作溶液。 

1.3.2  抗原的制备 

通过戊二醛法将三聚氰胺半抗原与载体蛋白 BSA 和

OVA 分别偶联 , 获得免疫抗原 MEL-BSA 和包被抗原

MEL-OVA, 通过偶联物的紫外光图谱, 判定其偶联是否

成功。 

1.3.3  抗 MEL 单克隆抗体制备 

通过免疫抗原 MEL-BSA 免疫 BALB/c 小鼠, 将产生

抗体的小鼠的脾细胞与 SP2/0 骨髓瘤细胞进行融合, 多次

筛选培养得到抗 MEL 单克隆细胞。 

1.3.4  MEL-OVA 酶标记物的制备 

用 0.2 mol/L 醋酸盐缓冲液(pH 5.6)配制 5 mg/mL HRP, 

加入 0.5 mL 新配制的 0.1 mol/L 过碘酸钠溶液, 置 4 ℃冰

箱反应 30 min。反应完成后, 加 0.5 mL 2.0%的乙二醇, 4 ℃

反应 30 min。将 0.5 mL、3 mg/mL MEL-OVA (20%甲醇溶

解)溶液加入到活化后的酶溶液中混匀, 于 4 ℃先用蒸馏水

透析 2 次, 0.01 mol/L 磷酸盐缓冲液(phosphate buffer saline, 

PBS, pH 7.4)透析 2 d。透析完毕后取出, 3000 r/min 离心  

30 min, 弃沉淀, 留上清液即为酶标记物。 

1.3.5  固相包被抗体制备 

将单克隆抗体用碳酸盐缓冲液(pH 9.6)稀释至适宜浓

度, 96 孔微孔板每孔各加入 200 μL, 37 ℃放置过夜, 弃去

包被液, 加入封闭液, 每孔 220 μL, 封闭 3 h。弃去封闭液, 

烘干, 备用。 

1.3.6  酶标记物效价测定 

将标记好的酶标记物从 1:200 (V:V)开始倍比稀释, 包

被抗体板条中每孔依次加入 100 μL 倍比稀释的酶标记物, 

室温避光反应 1 h, 加入显色液 100 μL反应 20 min, 终止后, 

在波长 450 nm 处测定每孔吸光值。以蒸馏水为空白对照。 

1.3.7  反应条件优化 

将单克隆抗体以 1:2000、1:4000、1:8000、1:12000、
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1:16000 的 5 种稀释度包被, 加入 100 μL 标准品和 100 μL 

MEL-OVA 酶标记物, 确定最佳包被稀释度。用最佳包被

稀释度包板, 加入 100 μL标准品和 100 μL质量浓度为 0.1、

0.4、0.8、1.2、1.6 mg/L 的酶标记物, 确定最佳的酶标记物

浓度。 

1.3.8  直接竞争 ELISA 操作步骤 

取包被好的板条, 加入 100 μL 标准品(或处理好的样

品 )到相应的微孔中 , 加入分析缓冲液稀释的酶标记物 

100 μL, 室温(25 ℃)避光反应 30 min, 将微孔中的反应液

排出清洗 3 次。在每一微孔加入底物溶液 100 μL 后, 在室

温下避光静置 20 min。每一微孔加入 100 μL 反应终止液, 

酶标仪以单波长 450 nm 或双波长 450 nm/650 nm 判读。 

1.3.9  样品处理 

组织样品(鱼肉、虾肉, 鸡肉): 取 2.0 g 均匀组织样本

于 50 mL 离心管, 加入 8 mL 乙腈-0.1 mol/L NaOH 充分振

荡 5 min, 4000 r/min 以上离心 10 min, 取 2 mL 上清液在

60 ℃氮气流下完全干燥, 用 1 mL 正己烷溶解干燥残留物, 

再加入 1 mL 20%甲醇复溶, 离心去除上层正己烷相待测。 

生乳: 3000 r/min 离心 10 min, 避开上层乳脂, 取下层

液 2 mL 置入离心管, 加入 8 mL 乙腈-0.1 mol/L NaOH 充分

振荡 5 min, 4000 r/min 以上离心 10 min, 取 2 mL 上清液在

60 ℃氮气流下完全干燥。其他步骤同组织样。 

饲料: 称取 2.0 g 研碎的饲料样品, 加入 2 mL 1 mol/L 

HCl, 加入 16 mL 去离子水均质, 旋流 3 min, 振荡 5 min, 

4000 r/min 离心 15 min, 取出 10 mL 上清液并用 1 mol/L 

NaOH 将 pH 值调至 6~8。4000 r/min 离心 15 min, 取上清

液, 20%甲醇 10 倍稀释待测。 

蛋类: 均质器低速均匀样本, 称取 2.0 g 均质样本, 加

入 8 mL 乙腈-0.1 mol/L NaOH 充分振荡 5 min, 4000 r/min 离

心 10 min, 取 1 mL 上清液 60 ℃氮气流下完全干燥, 1 mL 正

己烷溶解干燥残留物, 加入 1 mL 20%甲醇混合, 离心去除

上层正己烷相, 取下层相用 20%甲醇 3 倍稀释待测。 

1.3.10  方法学考查 

灵敏度: 以 10%抑制率的对应浓度作为最低检测限

(limit of detection, LOD), 抑制率 20%~80%作为定量线性

检测范围, 计算方法参见公式(1)。 

0
/ % 100%

 

B

B
 抑制率

          

(1) 

公式中: B 为标准溶液或样本溶液的平均吸光度值; B0 为 0

浓度空白的平均吸光度值。 

特异性: 将 MEL 的结构类似物三聚氰酸、环丙氨嗪

和阿特拉津配成不同质量浓度的溶液, 采用 ELISA 法检测

其半抑制浓度(50% inhibiting concentration, IC50), 按公式

(2)计算交叉反应率。 

50

50

IC (MEL)
/ % 100%

IC ( )
 交叉反应率

结构类似物
     

(2) 

精密度: 取 10 块包被好酶标板, 每块板随机取 10 微

孔测定 9 μg/L 标准溶液吸光值, 进行板间、板内差异分析。 

回收率: 向各种阴性样品中分别添加不同质量浓度

的 MEL 标准品, 处理后用 ELISA 方法检测, 每个浓度作 3

个平行测定。 

1.3.11  进口试剂盒检测结果对比 

以美国 REAGEN 试剂盒和本研究建立的方法检测

相同的样品, 计算美国 REAGEN 试剂盒检测样品的回收

率, 以进口试剂盒检测结果为参考计算试剂盒样品检测

回收率。 

2  结果与分析 

2.1  HRP-MEL-OVA 酶标记物效价测定 

效价的测定是判定酶标记物标酶活力高低的重要指

标。酶标记物浓度微小变化, 可导致实验结果产生很大的

波动。如果酶标记浓度过高, 可使非特异性反应增加, 反

之浓度过低又可影响测定的敏感性。因此, 必须确定其工

作浓度在合理的范围内。由图 1 可知, 酶在标记抗原以后, 

酶活损失较小 , 标记后酶活力较高 , 酶标记物效价在

1:130000 以上, 可以满足后期检测的要求。 

 

 

 
图 1  酶标记物效价曲线(n=3) 

Fig.1  Titer determination curve of enzyme labled antigen (n=3) 

 

2.2  反应条件优化 

2.2.1 包被缓冲液的优化 

为了评价不同 pH 的缓冲体系对包被效果的影响, 以

最高 OD 值(Amax)、IC50 和 Amax/IC50 为综合参考指标, 对比

0.05 mol/L 的 pH 9.6 的碳酸盐缓冲液、pH 7.6 的磷酸盐缓

冲液和 pH 7.6 的 Tris-盐酸缓冲液 3 种包被液的包被效果。

由表 1 可知, 与其他 2 种缓冲液相比, pH 9.6 的碳酸盐缓冲

液作为包被液时, Amax 数值适宜, IC50 最小, 体系的灵敏度

最高, 因此选择 0.05 mol/L、pH 9.6 的碳酸盐缓冲液作为抗

体包被液。 
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表 1  包被液的优化 
Table 1  Optimization of coating buffer 

评价指标 
缓冲溶液 

碳酸盐缓冲液 磷酸盐缓冲液 Tris-盐酸缓冲液

Amax 1.876 1.642 1.545 

IC50 8.43 9.35 10.76 

Amax/IC50 0.22 0.18 0.14 
 

2.2.2  最佳抗体稀释度的确定 

以最高 OD 值(Amax)、IC50 和 Amax/IC50 为综合参考指

标, 由图 2 可知, 最高 OD 值与包被抗体浓度呈正比, 抗体

浓度过高时, 抗体与酶标抗原结合过多, 方法的灵敏度下

降。当抗体稀释度 1:8000 时, 与稀释度为 1:12000 时 IC50

比较接近, 但稀释度表示灵敏度的 Amax/IC50 数值最大, 灵

敏度最高, 其最高 OD 值也在适宜的范围内, 所以选择包

被抗体的稀释度为 1:8000。 

2.2.3  最佳酶标抗原浓度确定 

选择包被抗体稀释度为 1:8000, 选择不同浓度的酶标

抗原做直接竞争 ELISA 实验, 结果如图 3 所示。随着酶标

抗原的浓度上升, 最高 OD 值随之变大, 在酶标抗原浓度

为 0.8 mg/L 时 , Amax 值在适宜的范围内 , IC50 值最小 , 

Amax/IC50 最大, 此浓度下体系的灵敏度最高。故选择此浓

度为最佳的酶标抗原浓度。 
 

 
 

图 2  包被抗体稀释度曲线(n=3) 

Fig.2  Dilution curve of antibody (n=3) 
 

 
 

图 3  酶标抗原浓度曲线 

Fig.3  Concentration curve of HRP-MEL-OVA 
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2.2.4  甲醇含量对反应的影响 

有机溶剂会对反应体系中抗原抗体结合产生影响 , 

实验中使用甲醇作为复溶溶剂, 因此需考察其浓度对整个

反应体系灵敏度的影响。由图 4 可知, 当甲醇含量不超过

20%时, 对体系的 Amax 与 IC50 均没有太大影响, 当甲醇含

量超过 20%后, Amax与 IC50都开始逐渐上升, 体系灵敏度下

降, 因为在样品处理中 20%的甲醇提取效果较好, 故选择

使用 20%的甲醇溶液。 

2.3  MEL-ELISA 方法学考查 

2.3.1  方法灵敏度 

在优化的条件下以 MEL 标准溶液质量浓度(0、1.0、

3.0、9.0、27、81 μg/L)的对数值做横坐标(X), 以抑制率为

纵坐标 (Y)绘制标准曲线 , 在一系列条件优化的基础上

ELISA 方法的灵敏度(IC10)为 0.65 μg/L, IC50 为 8.44 μg/L, 

R2=0.997, 线性关系良好, 线性检测范围为 0.9~35 μg/L。 

2.3.2  方法特异性 

将 MEL 的结构类似物配成不同质量浓度的溶液作为

被测物, 采用 ELISA 方法测定其 IC50。结果如表 2 所示, 与

三聚氰酸的交叉反应率为 60%, 与其他结构类似物基本没

有交叉反应。三聚氰胺与三聚氰酸同时摄入时会在体内形

成大量肾结晶[21], 因此抗体对三聚氰酸有较高的交叉率更

符合实际样品的检测要求。 

2.3.3  方法精密度 

酶标板精密度测定, 10 块酶标板板内变异系数不超过

5%, 板内和板间变异系数均未超过 10%, 说明建立的方法

精密度良好, 稳定性高。 

2.3.4  方法准确度 

样品加标回收率是评价 ELISA 检测方法准确度的一

个重要指标。添加回收实验中, 模拟实际样品, 向待测样

品中添加 3个不同浓度的 MEL 标准品进行回收实验, 结果

见表 3。各种肉类、全蛋和生乳样品添加回收率在

80%~110%之间, 饲料样品添加回收率在 70%~120%之间, 

变异系数基本在 10%以内, 符合检测的要求, 说明该方法

重复性好, 准确度高, 满足实际样品的检测要求。 

 

 
 

图 4  甲醇含量对 dc-LIESA 的影响 

Fig.4  Influence of concentration of methanol on dc-ELISA 

 
表 2  交叉反应率的测定 

Table 2  Determination of cross-reactivity 

化合物 IC50/(μg/L) 交叉反应率/% 

三聚氰酸 14.1 60 

环丙氨嗪 >100 <10 

阿特拉津 >100 <10 

 
2.3.5  美国 REAGEN 试剂盒检测结果对比 

将美国 REAGEN 试剂盒与本研究建立的 ELISA 方法

进行比较, 检测相同的样品, 确定其回收率, 检测方法的

可信度。以 REAGEN ELISA 试剂盒的检测结果为依据计

算回收率, 结果如表 4 所示, 回收率在可接受的范围内, 

两种方法对相同样品的测定值接近, 本研究建立直接竞争

ELISA 的方法结果准确、可靠。 

3  结论与讨论 

本研究利用辣根过氧化物酶标记抗原, 固相包被单

克隆抗体, 建立了直接竞争三聚氰胺酶联免疫吸附分析方
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法。该方法包被抗原的稀释倍数为 1:8000, 酶标抗原的最

适浓度为 0.8 mg/L; MEL 质量浓度在 0.9~35 μg/L 时有较好

的线性关系, 检测限为 0.65 μg/L, 与 Beacon 公司生产的试

剂盒 20 μg/L 的检测限相比, 敏度更高, IC50 为 8.44 μg/L, 

与三聚氰酸交叉反应率为 60%, 三聚氰胺与三聚氰酸同时

存在时会增加毒性, 与三聚氰酸的高交叉率可以实现样品

危害的全面检测。与其他结构类似物不存在交叉反应, 实

际样品检测平均回收率在 70%~120%之间, 结果准确可靠, 

操作更加简便, 具有良好的应用前景。 

本方法距离成熟的商业化试剂盒还有一定的差距 , 

ELISA 方法在实际样品检测过程中影响因素很多, 在今后

的工作中要加强产品的质量控制, 制定标准化流程, 建立

可追溯体系, 才能保证科研成果的商品转化, 为三聚氰胺

的快速检测提供新途径。 

 
表 3  回收率实验结果(n=3) 

Table 3  Results of recovery test (n=3) 

样品 添加浓度/(μg/kg) 测定平均值/(μg/kg) 平均回收率±SD 变异系数/% 

虾肉 

4.0 3.81 95.2%±0.21 5.51 

8.0 8.12 102%±0.54 6.65 

16 15.8 98%±1.61 10.06 

鱼肉 

4.0 4.21 105%±0.36 9.01 

8.0 8.04 101%±0.67 8.37 

16 16.7 105%±1.58 9.88 

鸡肉 

4.0 3.87 96.8%±0.22 5.5 

8.0 7.98 99.7%±0.76 9.5 

16 16.2 101%±1.58 9.87 

猪肉 

4.0 4.17 104%±0.31 7.74 

8.0 8.09 101%±0.78 9.75 

16 15.36 96%±0.96 6.01 

生乳 

10 9.78 97.8%±0.67 6.71 

40 38.5 96.4%±2.78 6.95 

60 61.2 102±3.76 6.27 

全蛋 

40 38.2 95.5%±2.98 7.45 

150 154.9 103%±9.78 6.52 

400 398.2 99.5%±18.34 4.58 

饲料 

200 215.2 107.6%±16.27 7.56 

400 443.3 110.8%±17.12 3.86 

800 712.4 89.5%±19.45 2.73 

 
表 4  2 种试剂盒检测结果比较 

Table 4  Comparison of determination results of 2 kinds of different ELISA kits 

样品 添加量/(mg/kg) 
REAGEN 试剂盒 MEL-ELISA 试剂盒  

测定值/(mg/kg) 回收率/% 
变异系数

/% 
测定值/(mg/kg) 回收率/% 

变异系数
/% 

虾肉 

0.2 0.18 90 7.06 0.21 116 6.5 

0.4 0.43 107 2.46 0.38 88.3 7.5 

1.0 1.01 101 7.79 1.05 103.9 8.85 

牛奶 

0.2 0.17 85 3.01 0.22 129.4 5.46 

0.4 0.42 105 2.56 0.39 83.9 5.65 

1.0 1.04 104 1.75 1.05 101.6 6.78 

 0.5 0.44 88 6.97 0.51 115.9 4.37 

饲料 1 0.86 86 8.02 0.83 96.5 5.36 

 1.5 1.66 110.7 7.63 1.32 79.5 4.93 
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