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摘  要: 目的  建立间接竞争酶联免疫吸附测定法快速筛查药酒中双氯芬酸(diclofenac, DCF)。方法  采用

活性酯法和混合酸酐法分别将 DCF 与载体蛋白耦合, 得到 DCF 的免疫原和检测抗原。采用 DCF-牛血清白

蛋白免疫 BALB/c 小鼠, 随后用杂交瘤等技术制备抗 DCF 单克隆抗体(monoclonal antibody, mAb), 基于

DCF mAb 建立了间接竞争酶联免疫吸附测定法, 对该检测方法的性能(准确度、精密度和特异性)进行鉴

定。结果  紫外扫描结果表明 DCF 已成功与载体蛋白偶联; 获得最优株抗 DCF 的杂交瘤细胞株(4B9), 其

IC50 值为 0.61 ng/mL; 该检测方法在药酒中的 DCF 平均添加回收率为 85.9%, 其批间变异系数(coefficient 

of variation, CV) (5.3%~9.7%)均大于批内 CV (4.9%~9.1%), 与类似物(酮洛芬、阿司匹林、吲哚美辛、布洛

芬、舒林酸、萘普生、罗非昔布)没有交叉反应。结论  本研究建立的间接竞争 ELISA 法为 DCF 在药酒

中的残留提供了一种新的筛查手段。 
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Indirect competitive enzyme-linked immunosorbent assay for rapid  
screening of diclofenac in medicinal liquor 
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ABSTRACT: Objective  To establish an indirect competitive enzyme-linked immunosorbent assay for rapid 

screening diclofenac (DCF) in medicinal liquor. Methods  DCF was coupled to carrier protein using the active ester 

method and the mixed anhydride method to obtain DCF immunogen and detection antigen. BALB/c mice were 

immunized with DCF-bovine serum albumin, and then anti-DCF monoclonal antibody (mAb) was prepared by 

hybridoma technology. An indirect competitive ELISA method was established based on DCF mAb, and the 

performance (accuracy, precision and specificity) of the detection method was evaluated. Results  Ultraviolet 
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scanning results showed that DCF was successfully coupled to the carrier protein; the optimal hybridoma cell line 

(4B9) against DCF was obtained, with an IC50 value of 0.61 ng/mL; the average recovery rate of DCF added in 

medicinal liquor by this detection method was 85.9%, and the coefficient of variation (CV) for intra-assay 

(5.3%-9.7%) was greater than the CV for inter-assay (4.9%-9.1%), and there was no cross-reaction with analogues 

(ketoprofen, aspirin, indomethacin, ibuprofen, sulindac, naproxen, and rofecoxib). Conclusion  The indirect 

competitive ELISA method established in this study provides a new screening method for DCF residues in medicinal 

liquor. 
KEY WORDS: diclofenac; synthetic antigen; monoclonal antibody; enzyme linked immunosorbent assay; medicinal 

liquor 
 
 

0  引  言 

双氯芬酸(diclofenac, DCF), 又名 1-(2,6-二氯苯基)-2-
吲哚酮, 是一种非甾体抗炎药, 用于缓解关节炎、类风湿性

关节炎、急性痛风和痛经引起的疼痛、发热和炎症[1–4], 因
其起效快、成本低廉而被广泛用于抗风湿性疾病的解热镇痛

药。国内一些不良厂商瞄准商机, 在药酒中违规添加 DCF
或其衍生物, 以提高功效, 获取非法利益。DCF 主要在胃肠

道吸收, 长期饮用含有 DCF 的药酒会对人体产生不良健康

影响, 如胃肠道溃疡、肾毒性和血小板机能失调[5–7]。另一

方面, 由于 DCF 的极性, 废水处理无法有效去除 DCF, 因
此会持续危害鱼类和鸟类的健康 [8–11]。我国规定食品中

DCF 的每日允许摄入量(acceptable daily intake, ADI)为
0~0.5 μg/(kg bw·d), 最高残留限量(maximum residue limit, 
MRL)为 1~10 ng/mL, 牛奶的 MRL 为 0.5 ng/mL。我国没

有明确规定 DCF 在药酒中的添加限量标准和 MRL, 但我

国《食品安全法》明确规定, 在食品或保健食品中添加药

物属违法行为。建立保健食品中快速筛查 DCF 的残留方

法非常必要。 
用于测定生物样品中 DCF 的分析方法有很多, 例如

高效液相色谱法(high performance liquid chromatography, 
HPLC) [12–14]、HPLC-紫外检测法[15–18]、反相高效液相色谱

法(reversed phase-HPLC, RP-HPLC)[19–21]、电化学检测[22]、

液相色谱质谱法(HPLC-mass spectrometry, HPLC-MS)[23–24]

和气相色谱质谱法(gas chromatography-mass spectrometer, 
GC-MS) [25–26]。虽然这些方法对于检测 DCF 相当敏感且具

有特异性, 但它们耗时、费力, 并且由于它们依赖于样品

预处理(分离、提取和衍生化)、昂贵的仪器和熟练的专业

人员, 因此仅限于实验室使用。相反, 基于抗原和抗体之

间特异性反应的免疫测定可以克服其中的一些缺点。因此, 
酶联免疫吸附测定法(enzyme linked immunosorbent assay, 
ELISA) [27–28]、竞争性上转换关联免疫吸附测定法[29]已被

开发用于检测废水、牲畜尸体和其他生物样品中的

DCF[30]。ELISA 简化了复杂的样品预处理, 并且可以容忍

某些基质干扰, 是一种更简单、快速的免疫测定方法, 可

分别进行定性和定量测定。 
本研究通过活性酯(activated ester, AE)法和混合酸酐

(mixed anhydride, MA)法将 DCF 与牛血清白蛋白 (bull 
serum albumin, BSA)和卵白蛋白(ovalbumin, OVA)结合, 
制备抗 DCF 单克隆抗体(monoclonal antibody, mAb), 然后

建立了间接竞争 ELISA, 并在加标回收实验中验证了其灵

敏度、准确度和精密度、特异性, 为药酒中 DCF 的残留监

测提供一种快速筛查的工具。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

DCF、N-羟基琥珀酰亚胺、N,N-二甲基甲酰胺、

Na2B4O7、四亚甲基氧化物、1-(3-(二甲基氨基)丙基)-3-乙
基碳二亚胺盐酸盐、三正丁胺、氯甲酸异丁酯(分析纯, 美
国 Sigma 公司); 二甲基亚砜(dimethylsulfoxide, DMSO)(分
析纯, 上海麦克林生化科技股份有限公司); BSA、OVA(分
析纯, 上海源叶生物科技有限公司)。HRP-羊抗鼠 IgG(中
美生物技术有限公司); 6~8 周龄 SPF 级 BALB/c 小鼠(实验

动物许可证号: 016BJ18Q32528R2M, 北京维通利华实验

动物技术有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

Multiskan 酶标仪、NanoDrop 2000c 紫外分光光度计

[赛默飞世尔科技(中国)有限公司]; CP214 电子天平[精度

0.0001 g, 奥豪斯国际贸易(上海)有限公司]; SW-CJ-LFD
超净工作台(苏州净化设备有限公司); MYP19-2 磁力搅拌

器(上海梅颖浦仪器仪表制造有限公司); 倒置显微镜[徕卡

显微系统(上海)贸易有限公司]。 

1.3  实验方法 

1.3.1  免疫原和包被抗原的制备 
采用两种方法合成 DCF-BSA 和 DCF-OVA 结合物: 

AE 法和 MA 法。AE 法[31]: 将 15 mg DCF 溶解在 3.0 mL 
N,N-二甲基甲酰胺中, 并与 6.0 mg N-羟基琥珀酰亚胺、

10.0 mg 1-(3-(二甲基氨基)丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐在

室温(room temperature, RT)下混合 12 h。将混合物离心后留取
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上清液。通过旋转蒸发收获活性最终产物并溶解在 1 mL 
DMSO中, 然后逐滴加入 2.0 mL BSA 溶液 (42 mg 溶解在

0.01 mol/L PBS 中)或 OVA 溶液(28 mg 溶解在 0.01 mol/L 
PBS 中)(图 1a)。MA 法[32]: 将 15.0 mg DCF 加入 2.0 mL
四氢呋喃中, 随后添加 27.0 μL 三正丁胺, 在冰浴条件下, 
混合液充分反应 20 min, 然后向混合物中加入 16.0 μL 氯

甲酸异丁酯, 室温条件下作用 3 h。最后, 将 3 mL 预冷的

BSA 溶液(42 mg 溶于 0.1 mol/L Na2B4O7)或 OVA 溶液

(28 mg 溶于 0.1 mol/L Na2B4O7)逐滴加入混合物中, 并在

室温下搅拌 24 h(图 1b)。 
在这两种方法中, 最终混合物均用 PBS 透析, 并在

4 °C 条件下以 3000 r/min 的速度离心 20 min。收集上清液

并在–20 °C 储存。使用紫外扫描分别判断 DCF 与 BSA 或

OVA 是否偶联, 并计算两者的结合率[33]。分别以两种方法

制备的 DCF-AE-BSA 和 DCF-MA-BSA 作为免疫原免疫

BALB/c 小鼠。 
1.3.2  抗 DCF mAb 的制备 

BALB/c 小鼠皮下注射 65 µg 免疫原 5 次, 间隔 3 周。

收集多抗血清并测定。选择在间接竞争 ELISA (indirect 
competitive ELISA, ic-ELISA)中给出最佳半数最大抑制浓度

(half inhibitory concentration, IC50)的小鼠, 在细胞融合前腹

腔注射 100 µg 免疫原。通过 ic-ELISA 筛选出分泌抗 DCF 
mAbs 的杂交瘤, 有限稀释法亚克隆, 并培养制备石蜡引流

小鼠腹水(DCF mAb)[34–35]。使用 ELISA 和小鼠 mAb 同型试

剂盒(美国 Sigma 公司)鉴定 mAb 的亲和力和同型性。 
1.3.3  间接竞争 ELISA 检测方法的建立 

反应步骤如下。(1)将 DCF-OVA 用 CBS 溶液稀释至

3.0 μg/mL, 50.0 μL/孔加入酶标板, 37 ℃温育 2 h, PBST 洗

板后以 220.0 μL/孔用量加入 5.0%猪血清, 37 ℃反应 1 h, 
洗板后自然晾干, 4 ℃保存待检; (2)以 50 mL/孔的用量将

PBS 溶液加入上述酶标板 , 随后每孔加入倍比稀释的

DCF 标准品, 并立即加入的 DCF mAb (OD450 nm 值为

1.0 左右)50 μL, 在 37 ℃恒温箱中温育 15 min, 用 PBST 洗

涤酶标板 4 次; (3)以 50 μL/孔的用量将 1:1000 稀释的 HRP-
羊抗鼠 IgG 加入酶标板, 在 37 ℃恒温箱中温育 30 min, 
PBST 洗涤 6 次; (4)添加显色液 5 min 后, 快速加入终止液

终止反应, 测定 OD450 nm 值。 
1.3.4  ic-ELISA 的性能测试 

(1)加标回收实验  
样品前处理: 药酒(含酒精 38%)购自周口市川汇区

当地市场, 经 HPLC 检测为阴性。将 2.0 mL 药酒稀释在

8.0 mL PBS 中, 配制成储备液, 4 °C 保存备用。在加标回

收实验前, 应用 0.22 μm 的微孔滤膜滤过原液, 设 2.0、
5.0、15.0 ng/mL 3 个 DCF 的加标量。 

(2)精密度测试 
DCF 标准品的质量浓度分设为 4、8、32 ng/mL, 在同

一批内作 6 次重复, 重复操作 6 个批次。测试结束后, 计
算批内及批间误差。 

 

 
 

图1  活化酯法合成DCF-BSA (a)和混合酸酐法合成DCF-BSA (b) 
Fig.1  Synthesis of DCF-BSA using activated ester method (a) and synthesis of DCF-BSA using mixed anhydride method (b) 
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(3) DCF mAb 特异性测试  
应用 ic-ELISA 分别测试其类似物(酮洛芬、阿司匹林、

吲哚美辛、布洛芬、舒林酸、萘普生、罗非昔布)的 IC50

值, 运用交叉反应(cross reaction, CR)来表示其特异性, 计
算公式: CR/%=(DCF IC50 值/类似物 IC50 值)×100%。 

1.4  数据处理 

本实验中的所有未标明数据均设置 3 个平行, 实验结

果以平均值±标准偏差进行表示, 运用 Excel 2021 统计实

验数据, GraphPad Prism 8.0 软件进行绘图。 

2  结果与分析 

2.1  完全抗原的制备 

采用 AE 法合成免疫原(DCF-AE-BSA)、包被抗原

(DCF-AE-OVA), MA 法合成免疫原(DCF-MA-BSA)、包被

抗原(DCF-MA-OVA)。DCF、BSA、OVA 的最大吸收波峰

分别位于 276、280、281 nm 处, 紫外扫描显示 DCF-BSA、

DCF-OVA 与 BSA、OVA 相比, 两者的最大吸收波峰均发生

了变化(图 2); 计算得出 AE 法[1-(3-(二甲基氨基)丙基)-3-乙
基碳二亚胺盐酸盐/N-羟基琥珀酰亚胺]DCF 与 BSA、OVA
的偶联率分别为 21.6:1 和 16.5:1。MA 法 DCF 与 BSA、OVA
的偶联率分别为 17.2:1、15.9:1。通过比较血清抗体滴度和 IC50

值(表 1), 选择抗体滴度为 1:5.12×104和 IC50值为 7.89 ng/mL
的小鼠进行后续的细胞融合, 细胞融合前 3 d 用 AE 法制备的

DCF-AE-BSA 进行加强免疫。 
 

 

 
图2  DCF、BSA、OVA、DCF-BSA和DCF-OVA紫外扫描图 
Fig.2  Ultraviolet-visible scanning spectra of DCF, BSA, OVA, 

DCF-BSA and DCF-OVA 

表 1  MA 法和 AE 法产生的抗 DCF 多抗血清的最佳特征 
Table 1  Optimal characteristics of anti-DCF polyclonal antisera 

generated by MA and AE methods 

包被抗原 
多抗血清(MA) 多抗血清(AE)  

效价

(103)
IC50 

/(ng/mL) 
效价

(103) 
IC50 

/(ng/mL)

DCF-AE -OVA 6.4 51.13 51.2 7.89 

DCF-MA-OVA 12.8 25.41 6.4 43.76 
 

2.2  DCF mAb 的特征 

经过细胞融合、间接 ELISA 和 ic-ELISA 筛选, 选出了 4
株杂交瘤细胞系, 分别命名为 2F4、3A7、3D4 和 4B9。其中

mAb 4B9 的抗体滴度为 1:1.024×106, IC50值为 0.61 ng/mL(图
3, 表 2)。经测定, 4B9 的亲和力常数(Ka)和亚型分别为

1.5×1011 L/mol(表 2)和 Ig G1, 表明制得的抗 DCF mAb 对

DCF 具有较好的亲和力, 且该 DCF mAb 的抗体类型适合

于食品中免疫分析检测。 
 

 
 

注: B/B0表示加标样品的OD450 nm值除以空白样品的OD450 nm值。 
图 3  DCF mAb 对 DCF 的 ic-ELISA 的校准曲线 

Fig.3  Calibration curve of ic-ELISA of DCF mAb against DCF 
 

2.3  间接竞争 ELISA 方法的测试结果 

2.3.1  添加回收实验测试结果  
阴性药酒的回收率在 83.3%~88.6%, 平均为 85.9%, 

变异系数(coefficient of variation, CV)为 7.2%~9.2%, 平均

为 8.5%(表 3), 根据我国 GB/T 27404—2008《食品理化检测

标准》: 添加回收实验的回收率为 60%~120%(被测组分

<100.0 ng/mL), 该法具有较好的准确度。另外, 我国药酒的酒

精度大多在 38%~50%之间, 在此范围内, 对该法的添加回

收实验检测结果没有明显差异。 
 

表 2  ELISA 鉴定抗 DCF mAbs 
Table 2  Characterization of anti-DCF mAbs by ELISA 

mAb mAb 效价 Ka/(L/mol) 线性回归方程 r2 IC50/(ng/mL) 
2F4 1:1.024×106 9.0×1010 Y=–0.3823X+0.5091 0.9935 1.10 
3A7  1:5.12×105 7.5×1010 Y=–0.4842X+0.6562 0.9921 2.10 
3D4  1:5.12×105 7.5×1010 Y=–0.4617X+0.6177 0.9927 1.80 
4B9 1:1.024×106 1.5×1011 Y=–0.3263X+0.3986 0.9958 0.61 
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表 3  DCF 在药酒中的回收率 
Table 3  Recovery of DCF in medicinal liquor 

DCF 添加量
/(ng/mL) 

测定值
/(ng/mL) 

回收率/% CV/% 

 2.0  1.67±0.15 83.3±7.5 9.2 

 5.0  3.43±0.31 85.7±6.2 9.0 

15.0 12.29±0.96 88.6±6.4 7.2 
 

2.3.2  方法精密度测试结果  
表 4 显示阴性药酒的批内 CV 在 4.9%~9.1%之间, 平

均批内 CV 为 6.9%; 批间 CV 在 5.3%~9.7%之间, 平均 CV
系数为 7.6%, 平均批间 CV大于平均批内 CV, 且在被测组

分含量小于 100.0 ng/mL 条件下, 批内和批间 CV 均小于

10%, 说明该检测方法的精密度较好。 
 

表 4  ic-ELISA 检测药酒的精密度 
Table 4  ic-ELISA for the precision of testing medicinal liquor 

DCF 
/(ng/mL) 批次 平均值

/(ng/mL)
批内
CV/% 

平均值
/(ng/mL)

批间
CV/%

4 3  3.35 9.1  3.28 9.7 

8 3  6.78 6.8  6.70 7.8 

32 3 28.94 4.9 28.73 5.3 
 

2.3.3  方法特异性测试结果  
表 5 显示该法与酮洛芬、阿司匹林、吲哚美辛、布洛

芬、舒林酸、萘普生、罗非昔布等类似物的交叉反应率均

小于 0.1%, 说明 DCF 与这 7 种结构类似物没有 CR, 进一

步说明该检测方法的特异性较好。 
 

表 5  DCF mAb 与其类似物的 CR% 
Table 5  CR% of DCF mAb with its analogs 

化合物 IC50/(ng/mL) CR/% 

DCF 0.61 100 

酮洛芬 > 700 < 0.1 

阿司匹林 > 700 < 0.1 

吲哚美辛 > 700 < 0.1 

布洛芬 > 700 < 0.1 

舒林酸 > 700 < 0.1 

萘普生 > 700 < 0.1 

罗非昔布 > 700 < 0.1 
 

3  讨论与结论 

DCF 的分子量为 296.15 Da, 是一种半抗原, 其本身

不具备免疫原性。本研究运用活性酯法和混合酸酐法将

DCF 分别与 BSA、OVA 耦合制得免疫原和包被原, 采用

DCF-BSA 对 BALB/c 小鼠进行免疫。通过杂交瘤技术将敏

感性最优的小鼠脾细胞和 NS0 骨髓瘤细胞融合, 经过对细

胞株筛选、亚克隆及诱生腹水法等步骤, 最后获得高亲和

力、特异性的抗 DCF mAb。基于抗 DCF mAb 建立了用于

检测 DCF 残留的间接竞争 ELISA 检测方法, 对于 DCF 的

IC50 为 0.61 ng/mL。药酒样品中批内、批间 CV 分别为

4.9%~9.1%、5.3%~9.7%。与色谱分析法相比, 间接竞争

ELISA 方法具有检测快速, 成本低, 专业人员易于操作等

优点, 因此, 该法是一种方便的筛选工具, 可用于检测药

酒样品中 DCF 的残留, 也为下一步研制食品中 DCF 快速

检测免疫层析试纸提供了实验依据。另一方面, 为避免外

界环境的干扰, 可探寻合适的抗体替代品, 为食品中有害

物质的残留提供更加精确的检测手段。 
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