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酶联免疫吸附法
在肉制品中抗生素检测中的应用

于　颖，徐桂花

（宁夏大学　农学院食品系　宁夏　银川　7 5 0 0 2 1）

摘　要：本文介绍了酶联免疫吸附法（E L I S A）的基本原理和肉制品检测所面临的问题，综述

了 E L I S A 在肉制品中抗生素检测中的研究进展。
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Abstract: This paper reviews the principle of enzyme-linked immunosorbent assay, problems in meat

products ,and the application of ELISA in the detection of antibiotic in meat products analysis.
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1　酶联免疫吸附法的定义和发展进程

1 .1　酶联免疫吸附法的定义

酶免疫分析（EIA）是二十世纪70 年代发展起

来的一项新的免疫学技术，它将抗原、抗体的特异

性免疫反应和酶的催化放大作用有机的结合起来。

在酶免疫分析中，酶联免疫分析法（ELISA）即非

均相酶免疫测定法是将抗原或抗体结合到固相载

体表面，将抗原或抗体相关物质与酶交联成酶结

合物，一方面保持了与相应抗原或抗体结合的免

疫特性，另一方面还具有酶活性。ELISA 在实际应

用中有直接法、间接法、抗体夹心法、竞争法、抑

制法等方法，研究者根据自身的条件和要求，灵活

的设计方法。ELISA 具有灵敏度高、特异性强、操

作方便、仪器简单的优点。广泛应用于医学、生物

收稿日期：2008-11-13

作者简介：于颖（1983-）, 女，辽宁阜新人，宁夏大学在读研究生。研究方向：食品安全检测及功效成份提取。E-mai l :yuy_y2007@nxu.edu.cn

学等领域，也应用于微量小分子如农药、兽药、激

素等的定性或定量检测。

1 .2  酶联免疫吸附法的发展进程

1971 年瑞典学者Engvall 和 Perlmann 首次发表

了酶联免疫吸附剂用于 IgG 定量测定的文章，荷兰

学者Van Weeman 和 Schuurs 也报道了将免疫技术

发展为检测体液中微量物质的固相免疫测定方法，

使得 19 6 6 年开始用于抗原定位的酶标抗体技术与

抗体连接起来提高其特异性和灵敏度变得十分流

行。1977 年 Cl a r k 和 Adams 提出的双抗体夹心法

用于目的抗原的测定。1 9 9 0 年西班牙等一些发现

有非洲猪瘟的国家将 ELISA 结合Weste rn  b lo t 技

术广泛应用于非洲猪瘟病毒（ASFV）抗体的检测，

以帮助实施ASFV 扑灭计划。1995 年，等应用基因

工程技术成功建立了特异性更为理想的重组Wes t -
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ern blot 技术。2006 年，中国疾病预防控制中心病

毒病预防控制所，用基因方法成功制备出WHO 认

可的新一代诊断试剂“非典型肺炎冠状病毒抗体

酶联免疫试剂盒。”随着克伦特罗检测试剂盒、磺

胺二甲嘧啶及磺胺二甲氧嘧啶检测试剂盒等的商

品化，为快速检测带来了方便。

2　酶联免疫吸附法的基本原理

ELISA 方法有三个必要的试剂：①固相的抗原

或抗体，即免疫吸附剂；②酶标记的抗原或抗体，

称为复合物；③酶反应的底物。其基本原理为：将

抗原或抗体固定于合适的载体上，并保持其生物

活性；使抗原或抗体与某种酶连接，这种酶标抗原

或抗体同时具有免疫活性和酶的活性；待测样品

和酶标抗原或抗体与包被的抗原或抗体经过一系

列反应；用洗涤的方法将固相载体上的复合物与

其他物质分离；加入酶反应的底物，复合物上的酶

催化底物使其水解，氧化或还原成有色产物，一定

条件下，产物的色泽与待测物的含量直接相关，因

而可以根据颜色反应的深浅对待测物进行定性或

定量分析。由于酶的催化效率非常高，比化学催化

剂高 10 7～10 13倍，每个酶分子每分钟催化底物转化

的分子数一般为成千到上百万个，故可以极大地

放大反应信号，具有很高的灵敏度。

3　影响酶联免疫吸附分析的因素

3 . 1　酶标记物

酶联反应分析具有高灵敏度的关键性是选用

有生物放大作用的酶作为标记物。有许多酶可以作

为免疫分析的标记物，非均相EIA 中如过氧化物酶、

碱性磷酸酯酶、葡萄糖氧化酶和尿素酶等。尽管实

验中很难达到酶与抗原（抗体）的标记比为1∶1 的

理想状态，但由于酶的放大效应，即使低的标记率

也能达到较高的灵敏度。

酶标反应是ELISA 中非常重要的一部分，酶标

记的抗体或抗原是ELISA 中最关键的试剂，良好的

结合物既要保持酶的催化活性，还要保持抗原或

抗体的免疫活性。可反应的功能基如氨基、醛基、

巯基和羧基等。最为常见的偶联反应有戊二醛法

和过碘酸盐法。交联的反应的选择需根据交联反

应的产率、重复性、对酶和抗体生物活性的影响等

方面来考虑。

3 . 2　酶结合物的存化

偶联反应之后一般要经过存化步骤来除去未

被标记的分子，以提高ELISA 的灵敏度。最常用的

存化方法有：凝胶过滤法、透析、电泳、离子交换

色谱、亲和色谱等。另外游离标记物和与抗体结合

物的标记物的分离要保证免疫反应的平衡状态且

酶标记物的活性不受损伤，主要方法有：聚乙二醇

沉淀、双抗体沉淀、固定化一抗和固定化二抗等。

其中应用最广泛的是免疫沉淀反应。

3 .3　酶的底物系统

催化底物要易于配制、保存，且催化底物产生

的信号易于观察和检测，安全且价廉、易得。常用

的底物为无色的化合物，当参与酶催化反应时产

生深色产物，终止显色反应后不再继续自发变性。

当以 HRP 作为标记酶时，常用的底物系统有邻苯

二胺、5 －氨基水杨酸、邻氨基酚、邻联甲苯胺等。

邻苯二胺灵敏度高、比色方便，在ELISA 中应用较

多。影响酶免疫分析的因素还有抗血清的质量、免

疫反应的条件和酶的活性等多方面的因素，在实

际应用中需加以注意。

4　肉制品检测所面临的问题

随着人民生活水平的提高，人们对肉制品的

需求量大幅度上升，对肉制品的质量要求也越来

越高，由于在食用动物饲养过程中广泛使用药物

或不合理用药，以及畜产品加工过程中违规使用

抗生素药物来抑制微生物的繁殖，导致肉制品中

抗生素等有害物质的残留，动物性食品中的药物

残留对人类健康影响是一个众说纷纭的问题，但

普遍可接受的观点是在食品中由于药物本身的副

作用或耐药性细菌钟群的增长，将会增加潜在的

问题，给人类健康和生存发展带来了各种隐患。肉

在加工过程中致病菌灭杀不彻底导致食物中毒，

不法商家掺杂使假，转基因食品和疯牛病等诸多

问题，传统的检测方法已不能满足要求，缺乏专一

性，灵敏度也不高。要确定食品中药物残留量为多

大时才可被接受，不但要考虑到化合物本身固有

的剂量和毒性，还要考虑到接触此化合物后的潜

在的、可能的危害，甚至要考虑到药物代谢过程中

某些毒性问题。所以对含有这类残留物的肉制品

进行监测是一项重要、而且具有挑战性的分析工

作。因此人们需要灵敏度高、特异性强、简便快速

的检测方法。目前，具有灵敏度高、特异性强、操

作方便、仪器简单等优点的ELISA 法已被较多的应

用于肉制品中抗生素的检测。

5　抗生素的概述

抗生素是某些微生物在代谢过程中产生的能
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抑制或杀灭病原微生物的化学物质。抗生素除广

泛应用于动物疾病防治外，还作为饲料添加剂以

刺激生长，改善饲料利用率。

5 .1　抗生素的分类

（1）β－内酰胺类抗生素

β－内酰胺类抗生素是破坏细菌细胞壁的繁

殖期杀菌性抗生素。包括青霉素类、头孢菌素类、

头霉素类和碳青霉烯类等。由于它们对细菌的选

择性作用强，而对人几乎没有毒性，所以是一类高

效低毒的抗生素。

（2）四环族抗生素

四环族抗生素属快效抑菌剂。其作用机制主

要为抑制细菌肽链的增长和蛋白质的合成，并可

引起细菌细胞膜通透性改变，从而抑制DNA 复制。

四环族抗生素的抗菌谱很广，除对金黄色葡萄菌、

链球菌、肺炎球菌等革兰阳性菌及肠球菌、淋球菌

等革兰氏阴性菌敏感外，对立克次体、支原体属、

衣原体属等非典型致病菌也有较好的抑菌作用。

（3）细菌耐药性：细菌耐药性是指某些细菌菌

株对通常能抑制其生长繁殖的某种浓度的抗生素

类药物产生了耐药性。据报道，大肠杆菌的氨苄青

霉素、四环素、土霉素的单重耐药性高达 9 1％－

100％，多重耐药性也达 50％以上。耐药菌株还可

以通过质粒将耐药基因传给其他敏感菌株，使其

变为耐药菌株。耐药菌的最大威胁是通过各种途

径感染人，从而给人类带来更大的危害。抗生素类

药物的滥用还会造成动物与人肠道菌群的微生态

改变，容易发生条件性致病菌感染。特别是长期应

用低浓度抗生素，可导致细菌产生包括 R 因子转移

的耐药性，由于耐药菌能将 R 因子转移给人的肠

道，从而使治疗人类的一些疾病成了困难。

（4）大环内酯类抗生素

大环内酯类药物包括红霉素、泰乐菌素、林可

霉素等。此类物质是从链霉菌中分离出来的，对革

兰氏阳性菌及李斯特菌和支原体的某些菌株效果

较好。

（5）氨基糖苷类抗生素

此类药物包括链霉素、二氢链霉素、庆大霉

素、卡那霉素、新霉素等。它们有着相似的抗菌特

性，抑制细菌 30S 核糖体亚基的蛋白质合成，是对

革兰氏阳性菌和阴性菌均有毒性的广谱抗生素。

用于治疗牲畜的各种感染。

5 .2　抗生素药物残留的危害

（1）过敏与变态反应：过敏和变态反应是一种

药物有关的抗原抗体反应，与个体的免疫学特性

有关，与药物剂量的多少无关。其中青霉素、链霉

素、新生霉素四环素类药物的致敏威胁较大，特别

是青霉素最为严重。轻度过敏是出现皮疹，严重的

会导致休克，甚至死亡。1969 年 WHO 和 FDA 就

规定食品中不允许残留青霉素。

（2）毒性作用：链霉素、卡那霉素对听神经有

明显毒性作用，造成耳聋，对婴幼儿尤其严重。氯

霉素可抑制骨髓造血系统，发生急性溶血性贫血、

粒细胞缺乏症、再生障碍性贫血等。四环素类阻抑

幼儿牙齿发育和骨骼生长。

（3）细菌耐药性：细菌耐药性是指某些细菌菌

株对通常能抑制其生长繁殖的某种浓度的抗生素

类药物产生了耐药性。据报道，大肠杆菌的氨苄青

霉素、四环素、土霉素的单重耐药性高达 9 1％－

100％，多重耐药性也达 50％以上。耐药菌株还可

以通过质粒将耐药基因传给其他敏感菌株，使其

变为耐药菌株。耐药菌的最大威胁是通过各种途

径感染人，从而给人类带来更大的危害。抗生素类

药物的滥用还会造成动物与人肠道菌群的微生态

改变，容易发生条件性致病菌感染。特别是长期应

用低浓度抗生素，可导致细菌产生包括 R 因子转移

的耐药性，由于耐药菌能将 R 因子转移给人的肠

道，从而使治疗人类的一些疾病成了困难。

（4）致癌、致畸和致突变作用：某些抗生素类

药物可引起癌症、胚胎畸变、基因突变，对人体产

生危害。四环素类、氨基糖苷类和β－内酯酰胺类

等抗生素被怀疑具有“三致”作用。许多国家不允

许畜产品中有任何已知的“三致”药物残留。这些

药物在肉中残留，会通过食物链在人体内富集，从

而产生严重后果。

6　ELISA 在肉制品中抗生素检测中的研究进展

鉴于抗生素残留给人体带来的以上危害，必

须建立有效的抗生素检测方法。本文综述了近年

来国内外 EL I S A 在肉制品中抗生素检测中的研究

进展。

Duan（2001）建立了间接竞争ELISA 检测肉中

残留抗生素环丙沙星（CPFX），通过活性酯酶将

CPFX 分别与牛血清白蛋白（BSA）和人血清白蛋

白（HSA）偶联，两者均能产生特异的 CPFX 兔抗

血清，结果表明抗血清与青霉素、庆大霉素、新霉

素、磺胺嘧啶和氯四环素类无交叉反应，检测灵敏

度达 0 . 3 2 n g /m l，变异系数为 3 . 7 - 9 . 2%，线性检

测范围是 1.6 -1000ng/ml，该法可准确方便的检测

出肉中残留的 CPFX。

分 析 检 测
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Spinks（2001）建立了肉中磺胺氯哒嗪（SCP）

残留的ELISA 检测法，用甲醇和磷酸盐缓冲液分别

抽提牛、羊、肉鸡、火鸡和猪的肌肉、猪肾和肝脏，

该方法有很高的特异性，SCP 在缓冲液中的检测限

为 0.65ng/m l，对不同样品中 SCP 的检测限不同。

Draisci（2001）建立了一种检测牛肉中大环内

酯类抗生素、红霉素和秦乐菌素的ELISA 方法，红

霉素的检出限为 0 . 4 n g / m l，抗红霉素和抗秦乐

菌素单克隆抗体除了与一种由红霉素衍生而成的

大环内酯类抗生素交叉反应外，不与其他大环内

酯抗生素发生交叉反应，该方法简便易行，结果

可靠。

岳学民等（广东出入境检验检疫局）2003 年建

立了一种检测牛肉中磺胺二甲嘧啶的残留的 ELISA

方法，用乙腈水溶液和 buf f e r 1 缓冲液分别提取牛

肉及肾脏，该方法的变异系数为 13 . 8 4%，检测限

为 2ng/ g。本方法在 20ng/g 添加浓度的水平上的

回收率为 95 . 5%。

7　结束语

目前，食品安全问题已引起各国政府和广大

消费者的高度关注，肉制品的安全问题显得尤为

突出。ELISA 方法具有特异性强、灵敏度高、操作

简单和样品处理量大等优点，在肉制品安全检测

方面有着广泛的用途，随着单克隆抗体制备等技

术的应用，交叉反应得到有效克服，ELISA 必将在

肉制品检测中得到广泛应用，特别是在抗生素类

的检测中。
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