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盐酸克伦特罗抗体纯化及直接竞争
ELISA方法研究
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摘  要：对比饱和硫酸铵法、辛酸法、辛酸-硫酸铵法和硫酸铵-DEAE-纤维素法4种纯化方法对盐酸克伦特罗抗体的

纯化效果，研究简易过碘酸钠法与3种改良过碘酸钠法对抗体-辣根过氧化物酶标记率的影响，基于酶标记抗体建立快

速检测盐酸克伦特罗的直接竞争酶联免疫分析(ELISA)方法。结果表明：辛酸法纯化抗体得率最高，但纯度最差；辛

酸-硫酸铵和硫酸铵-DEAE-纤维素法纯化抗体得率较低，但纯度最好。简易过碘酸钠法所获得的抗体-酶标记得率最

高，但抗体效价偏低，改良过碘酸钠法获得的抗体效价明显升高。直接竞争ELISA方法检测盐酸克伦特罗的最低检测

限为2.7ng/mL，尿样加标回收率94.2%，批内变异系数为9.1%，批间变异系数为13.8%，与其他结构类似物无明显交叉

反应。该方法具有操作简便、步骤少、灵敏度高、特异性更好等特点，可进一步在克伦特罗的监测中发挥重要作用。
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Abstract：Four methods, including saturated ammonium sulfate (SAS), caprylic acid (CA), caprylic acid-ammonium sulfate 

(CA-AS) and ammonium sulfate-DEAE-cellulose (SAS-DEAE) were compared for their effectiveness in the purification 

of anti-clenbuterol antibodies. Meanwhile, the effect of simple NaIO4 method and its three different modified versions on 

antibody labeling with horseradish peroxidase (HRP) was examined. The labeled antibodies were applied to develop a direct 

competitive ELISA assay for rapid detection of clenbuterol. Our results indicated that the highest yield of anti-clenbuterol 

antibodies was obtained using the CA method, which, however, provided the lowest purity. The SAS-DEAE method 

gave rise to the highest purity despite providing a relatively lower yield. The simple NaIO4 method was most effective 

in labeling anti-clenbuterol antibodies but resulted in a lower antibody titer. By contrast, the modified NaIO4 methods 

provided significantly increased antibody titer. The limit of detection of the ELISA method was 2.7 ng/mL. The recovery 

of clenbuterol from spiked urine samples was 94.2%, and the inter-assay and intra-assay coefficient of variation (CV) were 

13.8% and 9.1%, respectively. Moreover, no cross-reactivity with clenbuterol analogues was observed. This ELISA method 

can provide a simple, sensitive and specific approach to detecting clenbuterol in animal-derived food products.
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盐酸克伦特罗(clenbuterol，CL)是人工合成的肾上腺

素β受体选择性激动剂，用于治疗动物和人的阻塞性支

气管哮喘[1]。20世纪70年代，美国将其引入畜禽生产，

可以促进肌肉生长、减少胴体脂肪、提高瘦肉率[2]。但

是，CL能在动物内脏和组织中形成蓄积性残留，严重

影响动物性食品安全[3]。许多国家已明令禁止在动物性
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产品生产中使用CL，并相继建立饲料和家畜尿、血、

肝、眼中CL的测定方法。目前主要分析方法主要包括高

效液相色谱法(high-performance liquid chromatography，

HPLC)[4]、液相色谱-质谱联用(liquid chromatography mass 

spectrometry，LC-MS/MS)[5-6]、气相色谱-质谱联用法(gas 

chromatography mass spectrometry，GC-MS)[7-8]和免疫化

学法如酶联免疫分析法(enzyme-linked immuno sorbent 

assay，ELISA)[9-11]、化学发光酶联免疫分析方法 [12-14]、

胶体金免疫检测试纸条[15-17]、生物传感器法[18]等。目前

常用的CL监测方法通常以免疫分析法作为在现场抽样快

速筛选检验方法，HPLC或GC-MS作为确定性的定量检

验方法。在免疫分析法中，ELISA是一种将抗体、抗原

的特异反应与酶底物的高效催化作用相结合起来的高敏

感性分析方法，具有特异性强、便于大规模检查及适合

现场或基层使用等特点。目前我国进出口检验检疫、兽

医卫生部门及屠宰场使用的ELISA试剂盒主要依赖德国

R-Biopharm、英国Randox等公司进口，价格昂贵，在一

定程度上限制了其使用范围。虽然目前国内检测CL的

ELISA试剂盒也已面世，但与国外的相比，普遍存在不

稳定等诸多问题。进一步研究更准确，更快捷的CL检测

方法就非常重要。抗体一般都需要经过纯化以去除杂蛋

白更好的地应用于免疫学分析[19]。本实验利用兔抗CL血

清，经纯化后进行辣根过氧化酶(horseradish peroxidase，

HRP)酶标记，进一步用所得抗体的酶标抗体建立直接竞

争ELISA方法，以期为开发ELISA试剂盒提供依据。 

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

抗CL兔血清、包被原OVA-CL由实验室自制。

羊抗兔IgG-辣根过氧化物酶生化试剂 武汉博士

德生物工程有限公司；肾上腺素、重酒石酸去甲肾上腺

素 华南农业大学校医院；双氯灭痛、盐酸溴已新、硫

氰酸红霉素、甲砜霉素、莱克多巴胺、氟苯化考、北里

霉素、乙氧酰胺苯甲酯 华南农业大学动物科学系；高

碘酸钠(分析纯) 天津市福晨化学试剂厂；辣根过氧化

酶(HRP) 上海伯奥生物技术有限公司。

1.2 仪器与设备

DG3022A型酶联免疫检测仪 南京华东电子集团

医疗装备有限责任公司；DYY-Ⅲ-8B稳压稳流电泳仪、

DYY-Ⅲ型电泳槽 北京六一仪器厂；752紫外光栅分光

光计 上海光学仪器厂。

1.3 方法

1.3.1 抗体的纯化

1.3.1.1 饱和硫酸铵(SAS)法
取兔抗血清1mL加等量0.01mol/L pH7.4 PBS，于搅

拌时逐滴加入与血清等量的饱和硫酸铵。4℃条件下静置

3h以上，离心(3000r/min)20min，弃上清液，以PBS溶解

沉淀至2mL，再逐滴加硫酸铵至饱和，4℃条件下静置3h
以上，重复上述第2步2次，将末次离心后所得沉淀物以

0.01mol/L pH7.4 PBS溶解至2mL，装入透析袋对PBS充分

透析，中间换液3次，将透析袋内样品取少许作适当倍数

稀释后，以752紫外光栅分光光计测蛋白含量，计算IgG
蛋白得率，并进行电泳测定其纯度。

1.3.1.2 辛酸法

向1mL兔血清加入2mL 0.06mol/L，pH5.0乙酸缓冲

液，用0.1mol/L HCl溶液调至pH5.0，室温搅拌同时逐

滴加入75μL辛酸，继续搅拌30min，然后10000r/min离
心30min，保留上清液，滤纸过滤除去残留的沉淀，用

1mol/L的NaOH溶液调至pH7.4，过Sephadex G-25柱。收

集滤液测定蛋白量与纯度。

1.3.1.3 辛酸-硫酸铵法

参照文献[20]方法进行，有改动。重复以上辛酸法至

过滤除去残留沉淀，用1mol/L的NaOH溶液调至pH7.4，

边搅拌边逐滴加入等体积的饱和硫酸铵。4℃条件下静置

3h以上，4000r/min离心20min，弃上清液，沉淀用1mL 

0.01mol/L pH7.4 PBS溶解，再加入0.5mL SAS。4℃，静

置3h以上，4000r/min离心20min，弃上清液，最后沉淀溶

于1mL 0.01mol/L pH7.4 PBS；重复SAS方法最后透析及

测定2步。

1.3.1.4 DEAE-纤维素离子交换柱层析法

参照文献[2]方法进行。

1.3.2 蛋白含量计算

蛋白质含量按式(1)[21]
计算：

蛋白含量 / ( m g / m L )＝ ( 1 . 4 5×O D 2 8 0 n m－0 . 7 4× 

OD260nm)×稀释度 (1)

1.3.3 抗体纯度鉴定

采用聚丙烯酰胺凝胶电泳(sodium dodecyl sulfate 

polyacryl amide gel electrophoresis，SDS-PAGE)法进行蛋

白纯度鉴定，参照文献[22]方法。 

1.3.4 辣根过氧化酶(HRP)标记抗体

1.3.4.1 简易过碘酸钠(NaIO4)法

称取5mg HRP溶于1mL蒸馏水中，加入0.2mL新配

的0.1mol/L NaIO4溶液，室温条件下避光搅拌10min，将

上述溶液装入透析袋中，对1mmol/L pH4.4的醋酸钠缓

冲液透析。4℃过夜，加20μL 0.2mol/L pH9.5碳酸盐缓

冲液，使以上醛化HRP的pH值升高到9.0～9.5，立即加

入1mL约含IgG抗体的PBS缓冲液在1mL 0.1mol/L pH9.5

碳酸盐缓冲液中，室温避光搅拌2 h，加0 . 1 m L新配

的4mg/mL NaBH4液，混匀再置4℃、2h，取出后在

搅拌时逐滴加入等体积饱和硫酸铵置4℃条件下1h，

3000r/min离心30min，弃上清液，沉淀物用半饱和硫酸
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铵洗2次，最后沉淀物溶于少量0.01mol/L pH7.4的PBS

中，并装入透析袋中，对0.01mol/L pH7.4的PB缓冲盐水

透析，10000r/min离心30min去除沉淀，上清液即为酶

标记物。测其280、403nm波长处的OD值，进行结果鉴

定，补加BSA使最终蛋白质量浓度为10mg/mL，并加入

1/2体积甘油，分装后－20℃冰冻保存。酶标记抗体质

量指标按式(2)～(5)计算。

IgG含量/(mg/mL)＝(OD280nm－OD403nm×0.34) ×0.62	 (2)

HRP/IgG(物质的量比)＝HRP/(mg/mL)/IgG/(mg/mL)×4	 (3)

结合物中酶量/(mg/mL)＝酶量/mg×结合物溶液量/mL (4)

酶结合率/%＝结合物中酶量/标记时加入酶量×100 (5)

1.3.4.2 改良NaIO4法1
称取5mg HRP溶于0.5mL蒸馏水中，加入－20℃保存

的0.05mol/L NaIO4水溶液，混匀，置4℃条件下30mim，

取出后加入0.16mol/L乙二醇水溶液0.5mL，室温放置

30mim，将上述溶液装入透析袋中，对0.05mol/L pH 9.9碳
酸盐缓冲液4℃透析过夜，中间换液3次，然后立即加入

已纯化约含5mg IgG抗体的0.01mol/L pH7.4 PBS缓冲液，

对0.05mol/L pH9.5碳酸盐缓冲液4℃透析过夜，吸出后加

0.2mL 5mg/mL NaBH4液，混匀至测定280nm和403nm波

长处吸光度各步骤用超滤管将其浓缩至最终蛋白含量达

10mg/mL，加入1/2体积甘油，分装后，－20℃冰冻保存。

1.3.4.3 改良NaIO4法2
称取4mg HRP溶于1mL无离子水中，加入－20℃保存

的0.1mol/L NaIO4水溶液室温搅拌20mim，醛化HRP溶液先

加入12μL 0.2mol/L pH4.4乙酸盐缓冲液，将上述溶液装入

透析袋中，对1mmol/L该乙酸盐缓冲液4℃透析过夜，立即

加入约含5mg IgG抗体的0.01mol/L pH7.4 PBS缓冲液，对

0.05mol/L pH9.5碳酸盐缓冲液透析过夜，吸出后加入0.2mL 
5mg/mL NaBH4液，混匀至测定280nm和403nm波长处吸光

度各步骤用超滤管将其浓缩至最终蛋白含量达10mg/mL，
加入1/2体积甘油，分装后，－20℃冰冻保存。

1.3.4.4 改良NaIO4法3
方法同1.3.4.3节，除第2步为醛化HRP溶液加入1mL 

0.16mol/L乙二醇溶液混匀后室温放置30min，以灭活

NaIO4，及溶解离心后过Sephadex G-25柱代替透析除去铵

离子，其余步骤均相同。

1.3.5 ELISA方法的建立

1.3.5.1 抗原的包被与封闭

将OVA-CL用包被缓冲液稀释为3μg/mL，于已装好

的酶标条中每孔加入100μL，置于37℃恒温水浴箱中孵育

1h，然后置于4℃冰箱中过夜，洗涤缓冲液洗涤3次，加

2%的脱脂奶粉溶液，每孔200μL；置于37℃恒温水浴箱

中孵育1h，用洗涤缓冲液洗涤3次，干燥后置于4℃冰箱

中保存。 

1.3.5.2 酶标抗体工作质量浓度的确定

在已包被3μg/mL抗原的酶标板上加入100μL稀释

液，第1孔200μL，并加入1μg/mL以上不同酶标方法标记

的酶标抗体，去100μL移至后1孔，至11孔，最后1孔为

空白放至37℃水浴恒温箱孵育1h，PBST洗涤3次，加入

100μL显色液，37℃显色15min，取出加入50μL终止液结

束反应，测其OD值，取其OD最接近1.0的酶标抗体质量

浓度作为标准工作质量浓度。

1.3.5.3 直接竞争ELISA标准工作曲线的绘制

在已包被3μg/mL抗原的酶标板上加入100μL稀释度

为1500倍的酶标抗体，加至11孔，最后1孔为空白，然

后加入纯水倍比稀释的不同质量浓度的CL 50μL，第1孔
浓度为1μg/mL，第11孔加入50μL的稀释液，同时做3个

重复放置37℃水浴恒温箱孵育1h，PBST洗涤3次，加入

100μL显色液37℃显色15min，取出加入50μL终止液结束

反应，测其OD值。以lgc(CL)为横坐标，抑制率为纵坐

标绘制标准曲线，计算抑制中质量浓度(IC50)与最低检测

极限(IC20)
[23]。抑制率(I)按式(6)计算。

I/%＝(OD0－OD)/OD0×100 (6)

式中：OD0为不添加抑制物质的对照孔的光密度值；

OD为添加了抑制物质孔的光密度值。

1.3.6 ELISA方法评价

1.3.6.1 准确度

加入用阴性尿样配成的不同质量浓度的CL标准工作

溶液50μL，其质量浓度分别为400、200、100、50ng/mL，

每个质量浓度作6个重复，利用所建立的ELISA方法，按

式(7)计算水样回收率。 

回收率/%＝检测质量浓度/(ng/mL)/实际添加质量浓
度/(ng/mL)×100 (7)

1.3.6.2 精确度

以批内和批间变异系数来ELISA方法的精确度。取

同一批次酶标板对同一批次的尿样进行检测，每个样品

做4次重复，计算批内变异系数。对不同批次样品进行检

测，每个样品做4次重复，计算批间变异系数。  

1.3.6.3 特异性

依CL标准曲线绘制方法，添加10种与CL结构类似的

药物，查得并计算时各种药物的IC50，按式(8)计算交叉反

应率。

交叉反应率/%＝标准样品IC50/类似物IC50×100 (8)

2 结果与分析

2.1 抗体的纯化

2.1.1 各种纯化方法IgG得率

由表1可知，饱和硫酸铵、辛酸、辛酸-硫酸铵、

硫酸铵-DEAE这4种纯化方法IgG的得率分别为15.4%、
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23.6%、15.1%与5.1%。可以看出，辛酸法的IgG得率最

高，SAS-DEAE法的回收率最低。

表 1 各种纯化方法IgG得率

Table 1 Comparison of different methods for IgG purification

纯化方法 血清体积/mL 纯化前IgG总量/mg 纯化后IgG总量/mg IgG得率/%

饱和硫酸铵 1 38.93 6.00 15.4

辛酸 1 38.93 9.18 23.6

辛酸-硫酸铵 6 233.58 30.80 15.1

SAS-DEAE 2 77.86 4.00 5.1

2.1.2 IgG纯度鉴定

97.2

1 2 3 4 5 6 /kD

66.4

44.3

29.0

20.1
14.3

1. SAS-DEAE法；2.SAS法；3.辛酸-SAS法；

4.辛酸法；5.纯化前抗血清；6.标准蛋白。

图 1 抗体纯化前后SDS-PAGE凝胶电泳图

Fig.1 SDS-PAGE of antibodies before and after purification

各种方法纯化得到的抗体纯度鉴定结果见图1。同标

准蛋白条带分布进行比较，原血清的条带较多，其中面

积最大的条带为白蛋白之类的杂蛋白，经SAS-DEAE方

法纯化的抗血清，与辛酸-硫酸铵方法纯化的抗血清结果

相似，已基本除去了IgG以外的杂蛋白，即在凝胶上分别

显示一条分子质量约55kD的重链带和约26kD的轻链带。

而辛酸法纯化后抗血清则还含有较大量白蛋白，单独使

用饱和硫酸铵法纯化时，其色带也有两条以上，说明两

种纯化方法效果均不太理想。SAS-DAEA方法操作相对

复杂，因此选择辛酸-硫酸铵方法为抗体纯化最佳方法。

2.2 酶标记抗体质量分析

各HRP标记抗体方法的酶结合率见表2。简易NaIO4

法的酶结合率最高，改良NaIO4 法3次之，改良NaIO4法1

与改良NaIO4法2都较低。

表 2 HRP标记结合率

Table 2 Effect of different methods on HRP–antibody conjugation

标记方法 IgG量/(mg/mL) 酶量/(mg/mL) HRP/IgG 酶结合率/%
简易NaIO4 6.56 2.56 1.56 62.4

改良NaIO4法1 1.63 0.56 1.38 35.8
改良NaIO4法2 7.25 2.00 1.10 35.8
改良NaIO4法3 1.46 0.29 0.81 56.1

2.3 ELISA方法的建立

2.3.1 直接竞争ELISA 

2.3.1.1 酶标记抗体工作浓度的确定

4种HRP标抗体标准溶液的效价见表3，当OD＝1.0

时的稀释倍数分别约为800、2500、8000、1600。稀释倍

数越高，说明其效价越高，越节省原料。结合表2和表3

可知，酶结合率高抗体的效价不一定高。这可能是由于

酶结合率高影响力抗体的活性，导致其亲和力下降。因

此，选择改良NaIO4 法2方法制备的酶标抗体用于后续直

接竞争ELISA研究。

表 3 4种HRP标抗体效价

Table 3 Antibody titers obtained from four NaIO4 methods

酶标抗体
稀释倍数(×100)

2 4 8 16 32 64 128 256

简易NaIO4 1.40 1.40 1.09 0.89 0.69 0.41 0.19 0.07

改良NaIO4法1 1.84 1.84 1.35 1.13 0.74 0.42 0.25 0.14

改良NaIO4法2 1.84 1.84 1.84 1.53 1.35 1.13 0.87 0.52

改良NaIO4法3 1.35 1.22 1.22 0.97 0.74 0.47 0.29 0.20

2.3.1.2 直接竞争ELISA标准工作曲线

根 据 所 测 O D 绘 制 标 准 曲 线 ， 添 加 的 C L 在

2.15～1000ng/mL有较好的线性，该曲线的回归方程为：

I＝26.84lgc(CL)＋8.256，R2＝0.996，根据回归方程求得

CL的IC50＝35.9ng/mL，最低检测限为(IC20)2.7ng/mL。

2.3.1.3 准确度

直接竞争ELISA的添加回收率见表4，在尿样添加不

同质量浓度的CL后，其回收率在79.0%～120.6%之间，

平均回收率为94.2%。

表 4 直接竞争ELISA CL检测尿样回收率

Table 4 Recovery of the ELISA method for spiked urine samples

添加CL质量浓度/(ng/mL) 检测质量浓度/(ng/mL) 实际回收率/%

400 371.1 92.8

200 168.8 84.4

100 79.0 79.0

50 62.3 120.6

2.3.1.4 精密度

表 5 直接竞争ELISA不同CL质量浓度批内变异系数

Table 5 Intra-assay coefficient CV of the ELISA method

样品质量浓度/(ng/mL) 重复次数(n) 平均值±标准误差 变异系数/%

400 6 415.9±37.6 9.0

200 6 199.5±17.8 8.9

100 6 95.4±6.3 6.6

50 6 49.9±6.1 12.0

表 6 直接竞争ELISA不同CL质量浓度批间变异系数

Table 6 Inter-assay coefficient CV of the ELISA method

样品质量浓度/(ng/mL) 重复次数(n) 平均值±标准误差 变异系数/%

400 3 425.3±42.3 9.9

200 3 197.4±29.5 14.9

100 3 96.0±15.6 16.3

50 3 49.7±7.1 14.3

对同一批次样品和不同批次样品进行重复测试，

计算批内变异系数和批间变异系数。从表5、6可知，
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直接竞争E L I S A检测尿样中C L的批内变异系数为

6.6%～12.0%，平均变异系数为9.1%；批间变异系数为

9.9%～16.3%，批间平均变异系数为13.8%。

2.3.1.5 特异性

表 7 酶标抗体与CL类似物的交叉反应

Table 7 Cross-reactivity of the HRP labeled antibodies with 

clenbuterol analogues

化学物 IC50/(ng/mL) 交叉反应率/%
克伦特罗(CL) 36.30 100
肾上腺素(AD) 613.85 5.9

双氯灭痛 ＞105 ＜0.1
盐酸溴已新 ＞105 ＜0.1

重酒石酸去甲肾上腺素 ＞105 ＜0.1
沙丁胺醇 ＞105 ＜0.1

硫氰酸红霉素 ＞105 ＜0.1
甲砜霉素 ＞105 ＜0.1
莱克多巴胺 ＞105 ＜0.1
氟苯化考 ＞105 ＜0.1
北里霉素 ＞105 ＜0.1

乙氧酰胺基苯甲酯 ＞105 ＜0.1

选择CL的结构类似物如肾上腺素AD、双氯灭痛等结

构类似物进行特异性研究。由表7可见，该酶标抗体与肾

上腺素交叉反应率最高，为5.9%，与其他类似物几乎无

交叉反应。

3 结 论

本实验所确立的抗血清IgG纯化方法是辛酸-硫酸铵

法，由于该方法操作比较简便，对于实验仪器设备的要

求也不高，主要是需要可以达到一定转速的冷冻离心

机，且所得的纯化血清有较高的回收率与纯度。

酶标抗体的最佳方法是改良过碘酸钠法2，但要结合

Sephadex G-25柱除去铵离子，既可以缩短时间，又可以

避免蛋白在长期的透析过程中变性，保证抗体与酶的活

性；然后用超滤膜浓缩并加入一定体积的甘油，有利于

保存。 

直接竞争ELISA实验结果表明，该方法的回归方

程I＝26.84lgc(CL)＋8.256，R=0.996，批内变异系数为

9.1%，批间变异系数为13.8%，尿溶液的平均回收率为

94.2%，与肾上腺素的交叉反应率为5.6%，其他药物

极低或没交叉反应。目前，国家对畜禽样品中CL的检

测要求一般设为1.0ng/mL。本方法的最低检测质量浓

度为2.7ng/mL，后续可以通过制备单克隆抗体、优化

ELISA反应条件等提高方法的灵敏度，以适应实际检

测需求。
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