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[摘要]  运用酶联免疫法测定水产品中的氯霉素残留.氯霉素浓度在 0105~ 4105Lg/kg 范围内呈线性, 线性方程为

Y= 01312 11- 01340 14X , r = 01994.向样品中分别添加 0145、1135、4105Lg/kg 3个浓度水平的氯霉素, 平均回收率分别为

8415%、8814% 和 7919% ,最低检测限为 90ng/kg,批内变异系数为 610% ~ 815% ,批间变异系数为 518% ~ 1413% .结果表明

该方法灵敏度高,重复性好, 适合水产品中氯霉素残留筛选检测.
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  氯霉素( chloramphenicol, CAP)是一种广谱抗生素, 对多种病原菌有较强的抑制作用, 曾是我国水产

养殖中常用的抗菌药之一.氯霉素存在着严重的毒副作用,能引起人的再生障碍性贫血、粒状白细胞缺

乏症以及新生儿、早产儿灰色综合症等
[ 1]
,对人类健康构成巨大的潜在威胁.因此,氯霉素残留问题已引

起国际组织和许多国家及地区有关部门的高度重视.美国严禁氯霉素用于食用动物
[ 2, 3]

.欧共体各国也

严格控制氯霉素用于食用动物.因此,探讨快速、便捷的氯霉素残留的检测方法也引起了世界各国的广

泛关注.

目前, 氯霉素残留分析主要采用高效液相色谱法
[ 4~ 8]

和气相色谱法
[ 9~ 11]

.高效液相色谱法虽操作

简单,但检出限较高,无法满足当前对氯霉素低残留限量的要求.气相色谱法灵敏度较高,但也存在一些

不足,如样品前处理过程复杂、分析速度慢、仪器化程度高且价格昂贵, 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.本文采用酶联免疫法检测水产品中的氯

霉素残留,该方法简单、快速、灵敏度高、重复性较好,适用于大规模氯霉素的残留筛选检测.

1  材料与方法

1. 1  材料
1. 1. 1  样品及其制备

  实验所采用的样品为南美白对虾. 虾经洗净、去头、去皮后, 取肌肉,用高速万能试样粉碎机匀浆,备

前处理用.

11112  仪器与设备

JA-5002电子天平, 上海精天电子仪器厂; KS调速多用振荡器,常州国华电器有限公司;AllegraTM21R

台式高速冷冻离心机, 美国 Beckman 公司; BIO-RAD550酶标仪, BIO-RAD1575洗板机, 美国 BIO-RAD公

司.

11113  试剂

乙酸乙酯、异辛烷、三氯甲烷, 分析纯, 上海化学试剂有限公司; RIDASCREEN Chloramphenicol 试剂
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盒,德国 R-Biopharm公司,其中包括 0、015、115、415、1315、4015 Lg/ L 6种浓度的氯霉素标准浓缩液、酶标
记物、抗体、基质、发色剂、反应停止液和缓冲液.

112  方法
11211  标准溶液的配制

  分别取0、015、115、415、1315、4015Lg/ L的氯霉素标准浓缩液各50LL, 分别用450LL 缓冲液(试剂盒

提供)稀释并混合均匀,制成 0、0105、0115、0145、1135和 4105 Lg/ L 的标准溶液.

11212  样品前处理
称取 111. 1制备的样品 3 g, 加入 6mL 乙酸乙酯,用振荡器强烈混合 10min, 4 000 r/ min室温离心 10

min, 取2mL 上清液在氮气流下干燥,用 1mL 异辛烷/氯仿( 2B3)溶解干燥后的残留物,加入 1mL缓冲液

强烈振荡 1min, 5 000 r/min室温离心 10min.取 50LL 上层水相进行测定.

11213  酶联免疫分析程序

将足够的标准品和样品所用的孔条插入微孔架,每个标准品和样品做 2个平行,记录标准品和样品

的位置. 加入 50 LL标准品或处理好的样品到各自的微孔中, 再加入50LL 稀释了的酶标记物( 10份缓冲

液+ 1份酶标记物浓缩液)于微孔底部.加入 50 LL 稀释了的抗体溶液( 10份缓冲液+ 1份抗体浓缩液)

于每一个微孔底部充分混合,覆盖上薄膜,在室温孵育 2 h. 倒出孔中的液体, 将微孔架倒置在吸水纸上

拍打 3次以保证完全除去孔中的液体,用洗板机洗板 3次或用 250LL 蒸馏水充入孔中,再次倒掉微孔中

的液体,重复操作 3次.洗板后加入 50LL 基质和 50LL 发色剂到每个微孔中,充分混合并在室温暗处孵

育30min.加入 100 LL 反应停止液到微孔中, 混合后, 以空气为空白,用酶标仪在 450 nm 处测量吸光度

值. (注意:必须在加入停止液后60 min内读取吸光度值) .

11214  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( %吸光度值) :

%吸光度值= 标准品或样品的吸光度值 @ 100/空白标准品的吸光度值.

以标准样品浓度的对数值为横坐标,标准样品的%吸光度值为纵坐标,绘制对应氯霉素浓度的半对

数校正曲线,样品浓度根据测得的吸光度值从校正曲线上读出, 或利用试剂盒公司提供的 RIDASCREEN

数据分析软件直接读出浓度.

图 1 RIDASCREEN 数据分析软件建立的氯霉素标准曲线       图 2 ORNGIN 数据处理软件建立的氯霉素标准曲线

2  结果

211  标准曲线

  按照 11212步骤,分别测定浓度为 0、0105、0115、0145、1135和 4105 Lg/L 氯霉素标准液的吸光度值,
采用 RIDASCREEN数据分析软件建立标准曲线如图 1,采用ORIGIN软件绘制氯霉素曲线如图 2. 由图 2

曲线可知氯霉素浓度在 50~ 4 050 ng/ kg范围内呈线性, 线性方程为 Y= 01312 11- 01340 14X ,相关系数

)2)
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r= 01994.
212  精密度

表 1  精密度测定结果( n= 3)

测试样品
批内变异系数( n= 3) 批间变异系数( n= 3)

�X ? SD CV(% ) �X ? SD CV(% )

1 0139 ? 01030 716 0137 ? 01053 1413

2 0167 ? 01057 815 0167 ? 01072 1017
3 1120 ? 01072 610 1134 ? 01078 518

  采用变异系数表示法, 在同一次测定中
对3个浓度水平的样品分别重复测定 3次,

计算批内变异系数. 分别测定 3个浓度水平

的样品在 3个不同批次测定之间的变异系

数,即为批间变异系数.结果如表 1所示.

213  回收率
表 2  回收率测定结果( n= 3)

添加浓度/

(Lg/ kg)

实测浓度/

(Lg/ kg)

回收率/

%

平均回收率/

%

CV/

%

0. 40 89. 2

0. 45 0. 38 84. 4 8415? 4170 516

0. 36 79. 8

1. 13 83. 5

1. 35 1. 21 89. 7 8814? 4136 419

1. 24 91. 9

3. 15 77. 8

4. 05 3. 30 81. 5 7919? 1191 214

3. 27 80. 7

向样品中分别添加 3个浓度水平的氯霉

素标样: 0145、1135、4105 Lg/ kg, 每个浓度做
3个平行,同时做 3个空白样. 按 11212处理
后测定氯霉素含量, 计算回收率, 结果如表 2

所示.

214  灵敏度
按照 11213步骤同时测定 10个/ 00标准

溶液的吸光度值,求出其平均值( �X ) , 再减去

两倍标准差( SD ) ,从标准曲线上查出对应于

吸光度值为 �X - 2SD 的浓度, 即为灵敏度.本

实验中 �X = 01847, SD= 01073,该方法的平均灵敏度为 90 ng/ kg.

3  讨论

目前文献报道的氯霉素的酶联免疫法大都是针对动物性食品和畜禽组织的[ 12, 13] ,专门针对水产品

的检测尚未见报道.本文采用酶联免疫法对水产品中氯霉素残留进行检测, 该方法的最低检测限为 90

ng/ kg, 批内变异系数为 610% ~ 815%, 批间变异系数为 518% ~ 1413% , 当向样品中分别添加 0145、
1135、4105Lg/ kg 3个浓度水平的氯霉素时,平均回收率分别为 8415%、8814%和 7919%. 结果表明该方

法灵敏度高,重复性较好, 适用于水产品中氯霉素残留的筛选.

运用酶联免疫法对水产品中氯霉素残留进行筛选,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.
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Abstract: Chloramphenicol residues in aquatic products were analyzed by ELISA. The calibration curve was linear in the range of 0105

~ 4105Lg/ kg. The average recoveries were 8415%、8814% and 7919% respectively when samples were spiked with 0145、1135 and

4105Lg/ kg. The detection limit was 90ng / kg. The intra- assay coefficients of variation were 610% ~ 815% and inter- assay cofficients of

variation were 518% ~ 141 3% . The method is sensitive and suitable for the determination of trace chloramphenicol in aquatic products.

Key words: aquatic products, chloramphenicol, ELISA
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