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酶联免疫法测定水产品中呋喃唑酮代谢物 89: 的残留
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摘要：运用酶联免疫法对水产品中呋喃唑酮代谢物残留测定的方法进行研究。结果表明，稀释倍数对回收率影

响显著，而乙酸乙酯提取次数、光照条件和放置时间对测定结果无显著影响。向样品中分别添加 " 3$" 、& 3""、$ 3
""!7·;7# ! ) 个浓度水平的呋喃唑酮代谢物时，平均回收率分别为 (( 3&<、($ 3"<和 !"" 3"<；批内变异系数为

! 3+$< - !& 3%+<，批间变异系数为 % 3’)< - * 3 %*<，最低检测限为 " 3 )!7·;7# !。该方法灵敏度高，重复性较

好，适用于水产品中呋喃唑酮代谢物残留的筛选。
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呋喃唑酮（!"#$%&’()&*+）属硝基呋喃类药物，

是一种人工合成的广谱抗生素，它有非常好的抗

菌作用，曾经被广泛应用，作为猪、禽类和水产促

生长的添加剂。但在长时间的实验室研究过程中

发现，硝基呋喃类的药物和代谢物均可以使实验

动物发生癌变和基因突变［!］，正因为如此才导致

此类药物禁止在治疗和饲料中使用，呋喃唑酮在

!""# 年在欧洲（,-）被禁用［$］。由于硝基呋喃类

药物在体内很快就能被代谢，而在组织中蛋白结

合态的代谢产物则能存留较长的一段时间，所以

在分析此类药物的残留时经常要分析其代谢后的

产物，管理部门就以检测代谢产物为手段达到检

测硝基呋喃类残留的目的［%］。

目前，动物组织中呋喃唑酮及其代谢物 ./0
残留分析主要采用 1234 法［& ’ (］、34 ’ 56 756
法［)，*］和 34 ’56 法［"］。这些方法虽然准确度和

灵敏度较高，但样品前处理过程复杂，分析速度

慢，仪器价格昂贵，不适合在基层推广使用。基于

抗原抗体特异性反应建立起来的免疫学测定方

法，具有简单、快速、处理样品量大、灵敏度较高、

特异性强等诸多优点，现已有试剂盒供应市场，可

以直接用于生产实践。目前国内尚未有文献报道

采用酶联免疫法检测水产品中的呋喃唑酮代谢物

残留的检测方法。本文对该前处理方法进行了比

较研究，并对方法的回收率、精密度、准确度、灵敏

度及检测限进行了评价。

! 材料与方法

! 8! 材料

样品 及 其 制 备 实 验 选 取 中 华 绒 螯 蟹

（ !"#$%&’#" (#)’)(#( ）、 大 口 黑 鲈 （ *#%"$+,’"-(
(./0$#1’(）及克氏螯虾（2"$%.03."-( %/."4##）。中华

绒螯蟹取可食部分用高速试样粉碎机匀浆制成均

质物，备前处理用。大口黑鲈经洗净、去头、去皮

后，取背部肌肉，制成均质物，备前处理用。克氏

螯虾经洗净、去头去壳后取肌肉制成均质物，备前

处理用。

仪器与设备 9. ’ #++$ 电子天平（上海精

天电子仪器厂）；11 ’ ! 恒温水浴锅（常州国华电

器有限公司）；恒温培养箱；漩涡混合器（太仓市科

教仪器厂）；.’’+:#$;5$!< 台式高速冷冻离心机

（美 国 =+>?@$* 公 司）；A,B.2 ’ !!!## 氮 吹 仪

（6"C’+>& 公司）；=D/ ’ <.E##+ 酶标仪（美国 =D/

’ <.E 公司）；单道 #+，!++，! +++，# +++!3 微量

进样器；多道 $#+!3 微量进样器。

试剂 呋喃唑酮代谢物（./0）标准物质

（6(:@$ 公司，纯度 ""F）；乙酸乙酯（色谱纯）；正

己烷（色谱纯）；!+ @@&’·3 ’ !的 $ ’ 硝基苯甲醛

（溶剂为二甲亚砜）；+ 8 ! @&’·3 ’ !磷酸二氢钾；!
@&’·3 ’ !氢氧化钠；! @&’·3 ’ !盐酸；<DE.64<,,A
A(G#&!"#$* 试剂盒（德国 < ’ =(&CH$#@ 公司），其中

包括 "( 微孔、( 种浓度的 ./0 标准溶液、酶标记

物、抗体、基质、发色剂、反应停止液；样品稀释液

（用试剂盒内粉剂配制）。

! 8" 方法

样品前处理方法 称取 ! : 制备好的均质

物，加入 & @3 的蒸馏水，+ 8# @3 ! @&’·3 ’ !的 14’
和 !++!3 !+ @@&’·3 ’ !的 $ ’ 硝基苯甲醛，充分振

荡，在 %) I过夜孵育（约 !( H）。加入 # @3 + 8 !
@&’·3 ’ ! J$12/&，+ 8 & @3 ! @&’·3 ’ ! A$/1 和 #
@3 乙酸乙酯，在漩涡混合器上剧烈振荡 %+ K，在

室温下以 & +++ #·@(* ’ !（可视离心效果适当增加

离心速度）离心 !+ @(*，吸取 $ 8 # @3 乙酸乙酯上

层液（或全部吸取 # @3）到 !+ @3 玻璃离心管中

（或用乙酸乙酯再提取一次并合并提取液），用氮

吹仪吹干。用 ! @3 的正己烷溶解干燥物，然 后

加入 ! @3 样品稀释液适当的混合，在室温下以

% +++ #·@(* ’ !离心 !+ @(*，取下层澄清液体待用。

稀释倍数对 ./0 回收率的影响 向 ! :
样品中加入 $ 8++ *:·@3 ’ !的 ./0 标准溶液 ! 8++
@3，按上述方法进行前处理，对照组乙酸乙酯吸

取量为 $ 8# @3（稀释倍数为 $）吹干；另一组将乙

酸乙酯全部吸出吹干（稀释倍数为 !），其他处理

同对照组，比较两种前处理方法回收率的差异。

乙酸乙酯提取次数对 ./0 回收率的影响

在 ! : 样品中加入 $ 8 ++ *:·@3 ’ !./0 标准溶液

! 8++ @3，按样品前处理方法处理，稀释倍数均为

!，对照组用乙酸乙酯提取 ! 次，另外一组提取 $
次，每组做 % 个平行，比较两者回收率差异。

前处理后样品稳定性试验 在 ! : 样品中

加入 $ 8++ *:·@3 ’ ! ./0 标准溶液 ! 8 ++ @3，做 %
个平行，按样品前处理方法进行前处理，乙酸乙酯

提取 ! 次，稀释 ! 倍。经前处理后的样品保存在

冰箱内，分别测定放置 +、$、&、!+ ) 后溶液中 ./0
的含量，计算回收率。

光照对 ./0 回收率的影响 为研究光照
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条件对 !"# 衍生物（$%!"#）稳定性的影响，在 !
& 样品中加入 " ’ ## (&·)* $ !!"# 标准溶液 ! ’ ##
)*，按样品前处理方法分别在正常光照和避光

（或光线昏暗）的条件下对样品进行前处理，乙酸

乙酯提取 ! 次，稀释倍数为 !。前处理后样液分

别装入无色和棕色进样瓶保存。每个组做 % 个平

行，比较两者回收率的差异。

精密度和准确度 试剂盒的准确度常以回

收率表示，而精密度常以变异系数来表示。向样

品中分别添加 % 个浓度水平的 !"# 标样：# ’ &#、

" ’##、& ’##!&·+& $ !，每个浓度做 % 个平行，同时做

% 个空白样。按样品前处理方法同时进行前处理

（乙酸乙酯提取 ! 次，稀释倍数为 !），测定呋喃唑

酮代谢物含量，计算回收率和批内变异系数；在不

同时间（间隔 ! 周左右）按上述方法分别进行了 %
个批次样品的处理并分别测定，计算回收率和批

间变异系数。

酶联免疫分析程序 将标准品和样品所用

的微孔条插入微孔架，记录标准品和样品的位置。

加入 ’#!* 标准品或处理好的样品到各自的微孔

中，再加入 ’#!* 酶标记物及 ’#!* 抗体溶液于

每一个微孔底部充分混合，覆盖上薄膜，在室温

（"# ( "’ ,）孵育 ! -。倒出孔中的液体，将微孔

架倒置在吸水纸上拍打 % 次以保证完全除去孔中

的液体，用 "’#!* 蒸馏水充入孔中，再次倒掉微

孔中的液体，重复操作 % 次。洗板后加入 !##!*
基质 .发色剂到每个微孔中，充分混合并在室温暗

处孵育 !’ )/(。加入 !##!* 反应停止液到微孔

中，混合后，以空气为空白，用酶标仪在 )’# () 处

测量吸光度值。（必须在加入停止液后 &# )/( 内

读取吸光度值）。

标准曲线的制作及样品浓度的计算 将所

获得的标准品和样品的吸光度值按下式折算成百

分比吸光度值（0吸光度值）：

吸光度值（0）* 标准品或样品的吸光度值 +
!## .空白标准品的吸光度值

利用试剂盒公司提供的 123!45166$ 数据

分析软件绘制出标准曲线，并计算出各个样品中

呋喃唑酮代谢物的浓度。

" 结果

! ’" 标准曲线

按照酶联免疫分析步骤，分别测定浓度为 #、

# ’#’、# ’!’、# ’)’、! ’%’ 和 ) ’#’!&·* $ !呋喃唑酮代

谢物标准液的吸光度值，采用 123!45166$ 数据

分析软件建立标准曲线如图 !。

图 ! 123!45166$ 数据分析软件建立的

呋喃唑酮代谢物标准曲线

7/&’! 8-9 :;<(=<>= ?@>A9 BC !"# DE 123!45166$

! ’! 稀释倍数对回收率的影响

研究了不同稀释倍数对 !"# 回收率的影响，

当加标浓度为 " ’##!&·+& $ !时，稀释倍数为 !（提

取液吸取 ’ )*）和 "（提取液吸取 " ’’ )*）的组回

收率差异见表 !。从表 ! 中看出，稀释倍数为 " 的

试验组回收率明显高于稀释倍数为 ! 的组（,’0
置信度，( * %）。原因是乙酸乙酯的挥发导致提取

液中 !"# 浓度升高（气温较高挥发更明显），进而

导致回收率偏高。因此在下面的试验中采用稀释

倍数为 ! 的前处理方法。

! ’# 乙酸乙酯提取次数对回收率的影响

加标浓度为 " ’##!&·+& $ !，稀释倍数为 ! 时，

用乙酸乙酯提取 ! 次和提取 " 次回收率的差异见

表 "。从表 " 看出，用乙酸乙酯提取 ! 次和 " 次的

组回收率没有明显差异（,’0置信度，( * %）。

! ’$ 前处理后样品的稳定性

!"# 在 生 物 体 内 以 稳 定 的 蛋 白 结 合 态 存

在［,］，而 !"# 衍生物的稳定性尚未可知，试验研

究了该 !"# 衍生物的稳定性。加标浓度为 " ’ ##

!&·+& $ !，稀释倍数为 !，乙酸乙酯提取 ! 次时，经

前处理后的样品放置不同的时间所得 !"# 回收

率见表 %。

通过测定经不同时间的放置后 !"# 回收率

的变化，研究了 !"# 衍生物的稳定性。从表 % 中

看出，样品在前处理后放置 # ( !# = 回收率没有

发生明显的变化（,’0置信度，( * %），说明较短时

间的放置对测定结果没有影响。
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表 ! 不同稀释倍数对回收率的影响

"#$%! &’()*+’,+ -( ./((+0+’1 (#,1-0 -’
12+ 0+,-3+0/+4 -( 567

稀释倍数
!"#$% &’ (")*!"&+ ,（- #.） /（/0-#.）

回收率（1）
2$3&4$25

, 67 08 ,7- 09
/ 6/ 08 ,,, 0,
9 69 0: ,7/ 06

平均回收率（1）
;4$2;<$ 2$3&4$25 6/ 09 = ,08/ ,78 0> = >0//

表 8 乙酸乙酯提取次数对回收率的影响

"#$%8 &’()*+’,+ -( ./((+0+’1 +910#,1/-’ 1/:+4 -(
+12;) #,+1#1+ -’ 12+ 0+,-3+0/+4 -( 567

乙酸乙酯提取次数
$?!2;3!"&+ !"#$% , /

回收率1
2$3&4$251

, 6/07 ,7@ 0,
/ ,7/ 06 ,79 0/
9 68 06 ,7@ 08

平均回收率1
;4$2;<$ 2$3&4$25 6@ 09 = - 0>8 ,7- 06 = / 0>,

表 < 放置不同天数后的回收率

"#$%< =+,-3+0/+4 -( 567 $; ,-’4+03#1/-’ (-0 ./((+0+’1 .#;4
放置天数（(） 3&+%$24;!"&+ !"#$ 7 / > ,7

回收率（1）
2$3&4$25

, 6/ 07 :@ 07 ,7, 0, 6/ 08
/ ,7/ 06 ,7> 07 ,7: 07 ,7@ 08
9 68 06 ,,, 0: ,7, 0> ,7, 0,

平均回收率（1）
;4$2;<$ 2$3&4$25 6@ 09 = -0>8 ,77 06 = ,/08: ,79 0- = 906 ,77 0> = @0-/

8 %> 光照对 567 回收率的影响

加标浓度为 / 0 77!<·A<B ,时，按样品前处理

方法进行前处理，稀释倍数为 ,，乙酸乙酯提取 ,
次。避光前处理和正常光照前处理时检测结果的

差异见表 >。从表 > 看出，避光前处理与不避光

前处理的回收率没有明显差异（置信度 6-1，+ C
9），表明正常光照条件（非强光直射）对前处理过

程的影响可以忽略。

8 0? 精密度和准确度

D.EFG 中 试 剂 盒 的 准 确 度 以 回 收 率 表

示 ，精 密 度 以 变 异 系 数 来 表 示 ，测 定 结 果 见

表 -。 结果表明，向样品中分别添加7 0 87、/ 0 77、

8 077!<·A<B , 9 个浓度水平的 GHI 标准品时，平

均回收率分别为 66 0 /1、68 0 71和 ,77 0 71；批内

变异系数为 , 0 @81 J ,/0 -@1，批间变异系数为

- 0>91 J :0-:1，方法重复性较好。

表 @ 光照条件对回收率的影响

"#$%@ =+,-3+0/+4 -( 567 /’
./((+0+’1 /))*:/’#1/-’ ,-’./1/-’4

取样次数
%;#K)"+< 避光 不避光

回收率（1）
2$3&4$25

, 6> 07 6/ 07
/ 68 0/ ,7/ 06
9 6: 0@ 68 06

平均回收率（1）
;4$2;<$ 2$3&4$25 68 09 = / 09- 6@ 09 = -0>8

8 0A 检测限

按照酶联免疫分析步骤同时测定 ,7 个“7”标

准溶液的吸光度值，从标准曲线上查出对应于吸

光度值的各浓度，求出其标准偏差（%）。

当空白测定次数 + L /7，检测限 !C / /!’% 。本

实验中 % C 7 0 7>/，’ C #（+ B ,）C 6，!’ C / 0 /8（6-1
置信度），则该方法检测限为 7 09!<·A<B ,。

表 > 准确度和精密度测定结果

"#$%> =+4*)14 -( #,,*0#,; #’. B0+,/4/-’ !C·DCE !

添加浓度
%K"A$( 3&+3$+!2;!"&+

7 087
, / 9

/077
, / 9

8077
, / 9

回收率（1）
2$3&4$25

,78 0/ 6> 07 ,7, 0: ,7, 0: 6/ 07 67 08 6/ 07 ,7- 09 :@ 07
67 0- 6: 0@ ,76 0/ ,7/ 08 ,7/ 06 6/ 08 6> 0> 6: 0, ,7> 07
6: 07 68 0/ 6: 07 67 0- 68 06 69 0: ,,, 0, 68 0/ ,,, 0:

平均回收率（1）
;4$2;<$ 2$3&4$25 66 0/ = -0:, 68 07 = -0/, ,77 07 = :0-:

变异系数（1）
MN

批内
"+!2;O;%%;5 @ 066 / 0>> - 0-9 8 0:6 - 08, , 0@8 ,7 0>: > 0:7 ,/ 0-@

批间
"+!$2O;%%;5 - 0:8 - 0>9 : 0-:
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! 讨论

! "" 不同前处理条件对检测结果的影响

对不同前处理方法的研究表明，稀释倍数为

#（提取液吸取 # "$ %&）的组回收率明显高于稀释

倍数为 ’（提取液吸取 $ %&）的组，原因是在前处

理时，用乙酸乙酯提取并经高速离心后，由于溶剂

的易挥发性使提取液的体积变小（小于 $ %&），提

取液中 ()* 浓度升高，稀释倍数为 # 时（吸取 # "$
%& 提取液）进行浓缩，则使测定值偏高，进而导

致回收率偏高。特别是环境温度较高时，乙酸乙

酯挥发更快，这种影响更加不可忽略。因此试验

采用稀释倍数为 ’ 的前处理方法；乙酸乙酯提取

’ 次和 # 次的检测结果没有明显差异，考虑到方

法的简便性，可以采用提取 ’ 次的方法进行前处

理；()* 衍生物经 + , ’+ - 放置不影响检测结果，

长时间放置对回收率的影响还有待进一步研究；

正常光照条件对检测结果没有明显的影响；另外

还比较了孵育条件对检测结果的影响，结果表明

!. /水浴孵育和培养箱孵育结果无显著差异，在

实际操作时都可以选择。

! "# 检测限及方法的准确度与精密度

采用稀释倍数为 ’，乙酸乙酯提取 ’ 次的方

法进行前处理，该方法的最低检测限由公式 !# #
012 计算，为 + " !!3·435 ’。本文同时进行了低浓

度 + "!!3·435 ’加标试验，测定结果与空白样品有

显著差异，平均回收率为 6$ " !7。加标浓度分别

为 + "8+、# "++、8 " ++!3·435 ’时，平均回收率分别

为 99 "#7、9: " !7和 ’++ " +7；批内变异系数为

# "::7 , ’#"$.7，批间变异系数为 $ " 687 ,
6"$67。运用该方法对 ’$+ 个鱼、虾、蟹样品进行

检测，筛选出 $ 个疑似阳性样品（阳性判出标准为

浓度大于或等于 + " !!3·435 ’），其中 # 个样品经

酶联免疫法再次测定为阴性，另外 ! 个样品经酶

联免疫法再次测定仍为阳性，用 &; 5 <= 确证为

阳性，未发现假阳性样品。结果表明该方法灵敏

度高，重复性较好，适用于水产品中呋喃唑酮代

谢物残留的筛选。

! "! 方法应用前景

运用酶联免疫法对水产品中呋喃唑酮代谢物

残留进行筛选，能在几小时内检测几十到上百个

样品，且不需要复杂的仪器设备，样品预处理简

单，检测成本低，是药物残留检测发展的趋势，但

目前筛选法的检测标准极少，检测限（即阳性浓度

标准）不统一，给检测结果判定带来一定困难，对

筛选可疑结果需用确证方法进行确证。酶联免疫

法作为一种快速筛选手段，在现场监控和基层检

测中有着广阔的推广应用前景。

: 小结

研究表明，运用酶联免疫法测定水产品中呋

喃唑酮代谢物残留时，稀释倍数对回收率影响显

著，乙酸乙酯提取次数、光照条件和放置时间对测

定结果无显著影响。用该方法对鱼、虾、蟹进行加

标回收率试验，+ " 8+ , 8 " ++!3·435 ’加标水平的

回收率为 6.7 , ’’’" 67，变异系数为 ’ " .87 ,
’#"$.7，适用于水产品中呋喃唑酮代谢物残留的

筛选。
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