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　　摘要：以实验室所制备的硝基呋喃类代谢物———氨基脲（ＳＥＭ）的单克隆抗体，建立一种高通量快速检测环境中
氨基脲的间接竞争酶联免疫分析方法（ＩＣ－ＥＬＩＳＡ）。为了提高该方法的检测灵敏度，对反应体系中缓冲液的 ｐＨ值、
甲醇含量、离子强度等进行优化。在最优条件下，本方法的检测限可达０．０５９μｇ／Ｌ。本方法具有较高的准确性（空白
加标回收率为８７．８～１１１．２％，样品加标回收率为９６．９～１２０．６％）、较宽的检测范围（０．１７９～８．６２７μｇ／Ｌ）。利用该
方法对镇江地区中水体与土壤中的ＳＥＭ进行调查研究，发现 ＳＥＭ被普遍检出，其中水样中 ＳＥＭ的浓度为０．４３１～
１．３２５μｇ／Ｌ，土壤中浓度为０．２０５ｎｇ／ｇ。
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　　硝基呋喃类药物是一类广谱抗生素，由于其对大多数革
兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌、真菌、原虫等病原体都有强烈的

杀灭作用［１－４］，被广泛应用于畜禽及水产养殖业［２，５－９］。常见

的硝基呋喃类药物有呋喃西林、呋喃唑酮等，其结构式如图１
所示。然而，研究表明，这种药物及其代谢物是一类具有潜在

的致癌、致畸和致突变的物质［４，１０－１３］。目前我国已将呋喃西

林等列为禁用药，禁止在食品工业中使用该类药物，并将其列

入首批《兽药地方标准废止目录》中。但由于此类药物价格

低廉、治疗效果佳，非法使用仍然存在。

　　硝基呋喃类药物在动物体内的代谢非常迅速，半衰期短，
因此这类药物不易被检测，但由于此类物质的代谢产物容易

和生物体内的蛋白质结合，形成稳定的化合物残留在动物体

或人体当中［１０，１４－１７］，因此，通常通过对硝基呋喃类抗生素的

代谢物的研究来推断硝基呋喃类物质的残留情况。氨基脲

（ＳＥＭ）是呋喃西林的特征性代谢产物，以ＳＥＭ作为标示物可
以检测呋喃西林的残留［１８－１９］。考虑到呋喃西林大量使用，可

能导致ＳＥＭ在环境中的广泛存在。所以，建立简单、灵敏、可
靠的分析方法，不但可以调查环境中 ＳＥＭ的残留现状，进而

评估其生态风险，而且有助于推断畜禽及水产养殖业中呋喃

西林的使用状况。目前对于 ＳＥＭ的检测方法主要集中于仪
器分析方法，如气相色谱 －质谱法、ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ等［２－４，２０－２６］，

虽然这些方法灵敏度高、准确性好，但是由于存在测试成本

高、分析时间长、检测所需样品量大（通常 ＞５００ｍＬ）及前处
理步骤繁琐等不足，并不能实现在较大范围内系统、全面、快

速分析样品中ＳＥＭ的含量。与此相比，酶联免疫法（ＥＬＩＳＡ）
具有操作简便、检测成本低、高通量的特点［２６－２８］，可用于环境

中此种痕量污染物的分析。

因此，本研究利用实验室所制备的可特异性识别ＳＥＭ的
单克隆抗体，建立了一种高灵敏度、高通量的间接竞争酶联免

疫分析方法（ＩＣ－ＥＬＩＳＡ），并以此对江苏省镇江地区水体与
土壤中ＳＥＭ的污染状况进行了调查研究。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
氨基脲ＳＥＭ抗原、抗体由笔者所在课题组制备；氨基脲

标准品、辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠ＩｇＧ、３，３′，５，５′－四甲
基联苯胺均购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；吐温 －２０（Ｔｗｅｅｎ－２０）、十
二水合磷酸氢二钠（Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ）、二水磷酸二氢钠
（ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ）、磷酸二氢钾（ＫＨ２ＰＯ４）、氯化钠（ＮａＣｌ）、
氯化钾（ＫＣｌ）、碳酸钠（Ｎａ２ＣＯ３）、碳酸氢钠（ＮａＨＣＯ３）、浓硫
酸（Ｈ２ＳＯ４）明胶等购自阿拉丁化学试剂有限公司，且均为分
析纯；９６孔酶标板购自丹麦ＮＵＮＣ公司。

碳酸盐包被缓冲液（ＣＢＳ）为０．０５ｍｏｌ／Ｌ碳酸氢钠和碳酸
钠溶液，ｐＨ值为９．６；封闭液为含１％明胶的ＣＢＳ缓冲液；洗涤
液为含体积分数０．０５％ Ｔｗｅｅｎ－２０的０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲
液，ｐＨ值为７．４；抗体稀释液为含０．０１％ Ｔｗｅｅｎ－２０、０．１％明
胶的０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液，ｐＨ值为７．４；显色液为５００μＬ
３，３′，５，５′－四甲基联苯胺溶液、１０ｍＬ柠檬酸钠缓冲液、３２μＬ
０．７５％过氧化氢，用时混合；终止液为２ｍｏｌ／Ｌ硫酸溶液。
１．２　仪器设备

电子分析天平、恒温培养箱、多功能酶标仪分别购自重庆
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ＣｏｉＣ公司、上海精密试验设备有限公司和瑞士Ｔｅｃａｎ公司。
１．３　间接酶联免疫分析法试验条件的优化

根据棋盘滴定法测定原则，选取吸光度 Ｄ值为１且斜率
最大的抗原、抗体浓度组合为本试验中抗原最佳包被浓度、抗

体最佳稀释浓度，同时，为了使该方法的检测效果达到最佳，

对反应体系甲醇含量、离子强度、ｐＨ值３个影响因素进行筛
选优化。

１．４　间接酶联免疫分析法的建立
在最优试验条件下建立方法，具体操作步骤如下：

（１）包被：用包被液稀释 ＳＥＭ包被原加至９６孔酶标板
中，１００μＬ／孔，４℃１２～１６ｈ或３７℃２ｈ孵育。（２）洗涤：倾
去孔内多余液体，用新配制的洗涤液洗涤５遍，２００μＬ／孔，在
吸水纸上将板拍干。（３）封闭：１５０μＬ／孔加入封闭液，３７℃
孵育４５ｍｉｎ。（４）洗涤：倾去孔内液体，用新配制的洗涤液洗
涤３遍，２００μＬ／孔，在吸水纸上拍干。（５）竞争：加入不同浓
度的标准品或样品和抗体，各５０μＬ／孔，３７℃孵育３０ｍｉｎ。
（６）洗涤：倾去孔内液体，用新配制的洗涤液洗涤 ５遍，
２００μＬ／孔，在吸水纸上拍干。（７）加入酶标二抗：加入辣根
过氧化物酶－羊抗鼠ＩｇＧ１００μＬ／孔，３７℃孵育３０ｍｉｎ。（８）
洗涤：倾去孔内液体，用新配制的洗涤液洗涤，２００μＬ／孔，共
洗５遍，在吸水纸上拍干。（９）显色：加入新鲜配制的ＴＭＢ底
物溶液，１００μＬ／孔，避光显色 ５ｍｉｎ。（１０）终止：加入终止
液，５０μＬ／孔。（１１）测定：使用多功能酶标仪读取各孔
４５０ｎｍ下的吸光度。
１．５　空白加标和样品加标试验
１．５．１　样品前处理　水样处理：取１０ｍＬ水样，抽滤，向其中
加入８ｍＬ正己烷，恒温振荡６ｈ，离心２ｍｉｎ，取上清，氮吹至
近干，用２ｍＬ甲醇复溶。

土壤样品处理：取５ｇ土壤样品，烘干至恒质量，向其中
加入１０ｍＬ正己烷，恒温振荡１２ｈ，高速离心５ｍｉｎ，取上清，
氮吹至近干，用２ｍＬ甲醇复溶。

１．５．２　加标试验　空白加标试验：取一定量的蒸馏水或自来
水或空白土壤，向其中添加线性范围内低、中、高３个浓度的
ＳＥＭ标准品，每个水平设置３个平行重复孔，根据“１．４”节中
建立的间接竞争 ＥＬＩＳＡ法进行测定。将测定结果代入标准
曲线，计算浓度，并根据公式（１）计算添加回收率。
空白回收率＝测定量（μｇ／Ｌ）／加标量（μｇ／Ｌ）×１００％。

（１）
　　样品加标试验：取相同的样品２份，其中１份加入定量的
标准物质；将２份样品按相同的分析步骤进行分析。将测定
结果代入标准曲线，计算浓度，并根据公式（２）计算添加回
收率。

　　样品回收率＝［测定量（μｇ／Ｌ）－样品量（μｇ／Ｌ）］／加标
量（μｇ／Ｌ）×１００％。 （２）
１．６　样品测定

根据“１．５．１”节进行样品前处理，根据“１．４”节中建立的
间接竞争ＥＬＩＳＡ法进行样品测定，最后将测定结果代入标准
曲线，计算样品浓度。

２　结果与分析

２．１　试验条件的优化
ＥＬＩＳＡ是一种经典的分析方法，其灵敏度由多种因素决

定。优化反应条件和体系各种参数对于灵敏度的提高极其必

要。本研究对体系甲醇含量、ｐＨ值和离子浓度３个方面进行
了优化，并以ＩＣ５０值和Ｄｍａｘ／ＩＣ５０作为优化结果的评判标准。

从图２－Ａ可以看出，反应体系加入甲醇后，该方法的
ＩＣ５０值迅速上升，这意味着甲醇的加入损坏了方法的灵敏度，
因此本检测体系剔除了甲醇。同样，当体系中缓冲液的 ｐＨ
值为７、Ｎａ＋浓度为０．３ｍｏｌ／Ｌ时，该方法的ＩＣ５０值和Ｄｍａｘ／ＩＣ５０
达到最佳值（图２－Ｂ、图２－Ｃ）。基于此，建立该方法的标准
曲线（图 ３），其线性范围为 ０．１７９～８．６２７μｇ／Ｌ，ＩＣ５０值为
０．９６７μｇ／Ｌ，检测限可达到０．０５９μｇ／Ｌ。

２．２　加标回收试验
为了验证方法的准确性，本研究进行了加标回收试验

（表１、表２），空白加标回收率在８１．９％～１０５．６％之间，变异
系数均小于５％；样品加标回收率在８３．０％ ～１０４．０％，变异
系数均小于５％，证明该方法具有良好的重现性和准确度，符
合检测要求，可用于实际样品的分析。

２．３　镇江地区水体及土壤样本的测定
硝基呋喃类药物经生物体代谢后，一部分与生物体中的

蛋白质结合，稳定存在于动物机体内，另一部分则被排泄到体

外，进入环境中［２９－３０］，ＳＥＭ结构稳定，进入到环境中不易降
解且有较强的生物富集性，其蓄积效应会对水生生态系统高

营养级生物产生毒性和危害［２９］。

表２的分析结果可以看出，在镇江地区的 ２条主要支
流———玉带河与团结河均检出了 ＳＥＭ的残留，浓度分别为
０．４３１μｇ／Ｌ和 １．３２５μｇ／Ｌ，团结河附近土壤的含量为
０．２０５ｎｇ／ｇ。２处河流周围均无畜禽及水产养殖场，其来源可
能是该物质通过食物链进入人体，随着生活污水等方式释放

到环境中。浓度为μｇ／Ｌ级的ＳＥＭ持续暴露可严重损害水生

—４１３— 江苏农业科学　２０１８年第４６卷第２０期



表１　ＩＣ－ＥＬＩＳＡ空白加标回收试验

样品 空白值 加标量 测定量
回收率

（％）
变异系数

（％，ｎ＝３）

蒸馏水　 ＮＤ ０．５μｇ／Ｌ ０．４８１μｇ／Ｌ ９６．２ ２．０５
２μｇ／Ｌ ２．１１１μｇ／Ｌ １０５．６ ３．２５
６μｇ／Ｌ ４．９１２μｇ／Ｌ ８１．９ ２．７７

自来水　 ＮＤ ０．５μｇ／Ｌ ０．５０１μｇ／Ｌ １００．２ ３．０１
２μｇ／Ｌ １．９９３μｇ／Ｌ ９９．７ １．１８
６μｇ／Ｌ ６．０２２μｇ／Ｌ １００．４ １．４３

空白土壤 ＮＤ ０．５ｎｇ／ｇ ０．４７８ｎｇ／ｇ ９５．６ ３．４５
２ｎｇ／ｇ １．９１９ｎｇ／ｇ ９６．０ ３．２１
６ｎｇ／ｇ ５．７６３ｎｇ／ｇ ９６．１ ２．６６

　　注：ＮＤ表示未检出。下表同。

表２　ＩＣ－ＥＬＩＳＡ样品测定和样品加标回收试验

样品 空白值 样品含量 加标量 测定量 回收率（％） 变异系数（％，ｎ＝３）
玉带河水 ＮＤ ０．４３１μｇ／Ｌ ０．１μｇ／Ｌ ０．５１４μｇ／Ｌ ８３．０ ４．３７
团结河水 ＮＤ １．３２５μｇ／Ｌ ０．６μｇ／Ｌ １．９１１μｇ／Ｌ ９７．７ ３．９１
玉带河土壤 ＮＤ ＮＤ — — — —

团结河土壤 ＮＤ ０．２０５ｎｇ／ｇ ０．１ｎｇ／ｇ ０．３０９ｎｇ／ｇ １０４．０ ４．９２

系统中的敏感菌，严重影响水生系统的平衡。ＳＥＭ对环境的
负作用是慢性、长期和累积性的，它们可以通过生物累积和食

物链的传递而最终导致对高等动植物和人类的危害。同时，

从环境水体与土壤中残留量的结果可以看出，目前仍有一定

量的硝基呋喃类抗生素的非法使用。

３　结论

本研究建立了一种高灵敏、高通量快速检测环境中 ＳＥＭ
的间接竞争酶联免疫分析方法（ＩＣ－ＥＬＩＳＡ），方法的线性检
测范围为０．１７９～８．６２７μｇ／Ｌ，检测限可达０．０５９μｇ／Ｌ。该
方法具有良好的重现性和准确性。利用此方法对镇江地区环

境水体与土壤中ＳＥＭ的残留状况进行调查研究，在部分河流
与土壤中检出了此种污染物。相关结果将为研究环境中

ＳＥＭ的污染状况和生态风险评估提供技术支撑。
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留检测的研究进展［Ｊ］．食品安全质量检测学报，２０１６，７（１０）：
３９５２－３９５９．

［３］王传现，黄　帆，王　敏，等．液相色谱－串联质谱法检测水产品
中残留的硝基呋喃类药物的代谢物［Ｊ］．色谱，２０１３，３１（３）：
２０６－２１０．　

［４］祝伟霞，刘亚风，梁　炜．动物性食品中硝基呋喃类药物残留检
测研究进展［Ｊ］．动物医学进展，２０１０，３１（２）：９９－１０２．

［５］陈永平，张素青，李春青，等．液质质串联质谱法测定淡水及沉积
物中硝基呋喃类代谢物［Ｊ］．河北渔业，２０１５（９）：５０－５７．

［６］高均超．ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ测定水产品中硝基呋喃类代谢物残留试
验研究［Ｊ］．科技与创新，２０１７（６）：２９－３０．

［７］郭丽娜，刘成文，符元春．液相色谱串联质谱法测定水产品中硝基
呋喃类代谢物的不确定度评定［Ｊ］．现代食品，２０１７（２）：１０１－１０５．

［８］柳　毅．动物源性食品硝基呋喃类代谢物残留量的测定与分析
［Ｊ］．现代畜牧科技，２０１７（３）：１５９．

［９］马青青，许文清．鱼肉中硝基呋喃的检测分析［Ｊ］．食品安全导
刊，２０１７（１／２）：７７．

［１０］ＧａｊｅｗｓｋａＪ，ＳｚｃｚｙｐｋａＭ，ＴｕｄｅｋＢ，ｅｔａｌ．Ｓｔｕｄｉｅｓｏｎｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆ
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［１１］ＨｏｅｎｉｃｋｅＫ，Ｇａｔｅｒｍａｎｎ Ｒ，Ｈａｒｔｉｇ Ｌ，ｅｔａｌ． Ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ
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ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ［Ｊ］． ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌａｎｄ Ｆｏｏｄ
Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００９，５７（６）：２１８１－２１８５．

［１３］ＬｉＪ，ＬｉｕＪ，ＺｈａｎｇＨＣ，ｅｔａｌ．Ｂｒｏａｄｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｉｎｄｉｒｅｃｔｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ
ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙｆｏｒｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｎｉｔｒｏｆｕｒａｎｓｉｎａｎｉｍａｌｆｅｅｄｓ［Ｊ］．
ＡｎａｌｙｔｉｃａＣｈｉｍｉｃａＡｃｔａ，２０１０，６７８（１）：１－６．

［１４］ＢａｒｂｏｓａＪ，ＭｏｕｒａＳ，ＢａｒｂｏｓａＲ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｎｉｔｒｏｆｕｒａｎｓｉｎ
ａｎｉｍａｌｆｅｅｄｓｂｙｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ＵＶ ｐｈｏｔｏｄｉｏｄｅａｒｒａｙ
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ＩｎｔｅｒＶａｌ．［Ｊ］．ＡｎａｌｙｔｉｃａＣｈｉｍｉｃａＡｃｔａ，２００７，５８６（１／２）：３４８－３５８．

［１６］赵东豪，黎智广，王旭峰，等．高效液相色谱 －串联质谱法检测
水产品中硝基呋喃类代谢物的优化研究［Ｊ］．南方水产科学，
２０１５，１１（６）：５８－６４．

［１７］赵东豪，王旭峰，王　强，等．液相色谱串联电喷雾质谱检测中
溶剂对硝基呋喃类代谢物响应的影响［Ｊ］．南方水产科学，
２０１６，１２（６）：１０８－１１４．

［１８］李　嘉．食品添加剂副产物氨基脲的毒理学研究［Ｄ］．长春：吉
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２０１０，７（３）：４３５－４４６．

［２］ＺａｈｒａＡ，ＨａｓｈｍｉＭＺ，ＭａｌｉｋＲＮ，ｅｔａｌ．Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎｄｇｅｏ－
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Ｐａｋｉｓｔａｎ［Ｊ］．ＳｃｉｅｎｃｅｏｆｔｈｅＴｏｔａｌＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，２０１４，４７０－４７１：９２５－９３３．

［３］ＳｕｐｅｒｖｉｌｌｅＰＪ，ＰｒｙｇｉｅｌＥ，ＭａｇｎｉｅｒＡ，ｅｔａｌ．ＤａｉｌｙｖａｒｉａｔｉｏｎｓｏｆＺｎａｎｄ
ＰｂｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅＤｅｕ^ｌｅＲｉｖｅｒｉｎｒｅｌａｔｉｏｎｔｏｔｈｅｒｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ
ｏｆｈｅａｖｉｌｙｐｏｌｌｕｔｅｄｓｅｄｉｍｅｎｔｓ［Ｊ］．ＳｃｉｅｎｃｅｏｆｔｈｅＴｏｔａｌＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，
２０１４，４７０：６００－６０７．

［４］ＹａｎｇＹＱ，ＣｈｅｎＦＲ，ＺｈａｎｇＬ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｃｅａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆ
ｈｅａｖｙｍｅｔａｌｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎｉｎｓｅｄｉｍｅｎｔｏｆｔｈｅＰｅａｒｌＲｉｖｅｒＥｓｔｕａｒｙａｎｄ
ａｄｊａｃｅｎｔｓｈｅｌｆ［Ｊ］．ＭａｒｉｎｅＰｏｌｌｕｔｉｏｎＢｕｌｌｅｔｉｎ，２０１２，６４（９）：１９４７－
１９５５．　

［５］王立硕，毕见霖，王馨慧，等．非常规水源补给城市河流表层沉积
物重金属污染及风险评价［Ｊ］．环境科学学报，２０１５，３５（３）：
９０３－９１０．　

［６］杨　陈，王沛芳，刘佳佳，等．太湖沉积物中重金属的垂向分布特
征及迁移转化［Ｊ］．农业环境科学学报，２０１６，３５（３）：５４８－５５７．

［７］王　海，王春霞，王子健．太湖表层沉积物中重金属的形态分析
［Ｊ］．环境化学，２００２，２１（５）：４３０－４３５．

［８］俞　慎，历红波．沉积物再悬浮－重金属释放机制研究进展［Ｊ］．
生态环境学报，２０１０，１９（７）：１７２４－１７３１．

［９］孔　明，董增林，晁建颖，等．巢湖表层沉积物重金属生物有效性
与生态风险评价［Ｊ］．中国环境科学，２０１５，３５（４）：１２２３－１２２９．

［１０］汤雨霖，姜　霞，陈春宵．蓝藻水华对沉积物汞迁移释放的影响
［Ｊ］．河南科技，２０１５（２２）：７３－７４．

［１１］沈　青．地表水中藻类代谢对ｐＨ和含氧量影响分析［Ｊ］．环境
科学与技术，２０１１（增刊２）：２６１－２６２．

［１２］ＮｉＬ，ＬｉＤ，ＳｕＬ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｌｇａｅｇｒｏｗｔｈｏｎｃａｄｍｉｕｍ
ｒｅｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎａｎｄｅｃｏｌｏｇｉｃａｌｒｉｓｋｉｎｓｅｄｉｍｅｎｔｓｏｆＴａｉｈｕＬａｋｅ［Ｊ］．
Ｃｈｅｍｏｓｐｈｅｒｅ，２０１６，１５１：３７－４４．

［１３］李　，陆　平，曹宇欣，等．长荡湖底泥重金属污染分布特征
［Ｊ］．污染防治技术，２０１５，２８（５）：１０－１２．

［１４］蒋　豫，刘　新，高俊峰，等．江苏省浅水湖泊表层沉积物中重
金属污染特征及其风险评价［Ｊ］．长江流域资源与环境，２０１５，
２４（７）：１１５７－１１５９．

［１５］李莹杰，张列宇，吴易雯，等．江苏省浅水湖泊表层沉积物重金
属ＧＩＳ空间分布及生态风险评价［Ｊ］．环境科学，２０１６，３７（４）：
１３２１－１３２３．
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［１７］张　红，吕　富，吕林兰，等．浮游植物叶绿素 ａ含量测定方法
的比较及优化［Ｊ］．海洋科学，２０１２，３６（１０）：１－４．
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