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摘 要 畜禽养殖过程中长期存在氟苯尼考及其代谢物氟苯尼考胺共残留问题，目前缺乏同时识别这两种

小分子的高特异性免疫分析方法。本研究基于“包被原-抗体-靶标药物分子”三元竞争分子识别机制，通

过设计不同包被原调控抗体-抗原亲和力，从而筛选抗体，实现抗体对氟苯尼考及其代谢物的特异性竞争识

别。基于此，通过成功筛选的抗体-抗原组合对，开发了可同时特异性识别氟苯尼考及氟苯尼考胺的免疫分

析方法。本方法对氟苯尼考及氟苯尼考胺的 IC50 分别为 10.96 和 8.94 ng/mL，线性检测范围分别为 3.05~
39.45 ng/mL和 2.32~34.46 ng/mL，检出限分别为 1.45 和 1.06 ng/mL。猪肉样本中氟苯尼考及氟苯尼考胺的

加标回收率均在 72.1%~96.4%之间， RSD < 3%，与HPLC-MS/MS方法检测结果相关性良好（R2 = 0.99）。本方

法适用于氟苯尼考及其代谢物的快速筛查检测。
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氟苯尼考（Florfenicol， FF）是继氯霉素（第一代）和甲砜霉素（第二代）之后的第三代氯霉素类广谱抗菌

药，在畜禽养殖过程中常用于治疗和预防细菌感染[1]。氟苯尼考抗菌谱广，对革兰氏阳性菌和革兰氏阴性

菌均有抑制作用。氟苯尼考是由甲砜霉素（Thiamphenicol， TAP）α-甲基位上的羟基被氟原子取代而成

（图 1），潜在的致再生障碍性贫血性较低，对许多氯霉素和甲砜霉素的耐药菌株有很好的抑制作用[2-6]。
虽然氟苯尼考安全性和临床效果优于氯霉素和甲砜霉素，但仍具有一定血液毒性、胚胎毒性以及免疫毒

性[7-10]。欧盟及我国都对氟苯尼考在食品中的残留限量进行了严格限定[11-12]，其中，氟苯尼考在不同动

物组织中残留限量在 100~3000 μg/kg之间，并且禁止在产蛋和泌乳期使用，是食品安全日常监测项目，但

氟苯尼考在养殖过程中违规使用或者滥用现象仍然广泛存在[13-14]。氟苯尼考在动物体内的标志残留物

为氟苯尼考及其代谢物氟苯尼考胺（Florfenicol amine， FFA），其最大限量（Maximum residue limit，MRL）
标准以二者总量计[12]。因此，开发定量检测食品中的氟苯尼考残留具有重要意义。

氟苯尼考和氟苯尼考胺的检测方法主要包括高效液相色谱（HPLC）和色谱-质谱联用（HPLC-MS/MS）
等大型仪器分析方法[15-18]，虽然这些方法比较灵敏、准确，但所需仪器昂贵、操作繁琐且对操作的专业

要求高，不适于现场高通量筛查。免疫分析方法具有低成本和高通量等优点，与大型仪器确证方法优势

互补。近年来，研究者开发了食品中氟苯尼考和氟苯尼考胺残留的免疫分析方法[19-22]，显著提高了畜禽

产品兽药残留的检测效率。然而，目前使用的抗体普遍存在与甲砜霉素交叉反应显著或不能同时有效识

别氟苯尼考胺等不足[23-27]，难以满足国家标准对氟苯尼考及其代谢物氟苯尼考胺总量检测的要求[12]；特

别是氟苯尼考与甲砜霉素的最大残留限量不同（氟苯尼考≥100 μg/kg，甲砜霉素为 50 μg/kg）[12]。抗体与

甲砜霉素显著的交叉反应，必然导致测定结果假阴性与假阳性判断的混淆。因此，探究可特异性同时识

别氟苯尼考及其代谢物的免疫分析方法至关重要。
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小分子免疫检测基本采用“包被抗原-抗体-靶标药物分子”三元竞争模式（图 2）。因此，包被抗原

与抗体亲和识别的强弱和方式决定着靶标药物分子竞争结合抗体的难易。包被抗原主要取决于半抗原

结构设计的合理性，可通过化学合成方式进行半抗原结构的合理设计和调控。因此，如何利用包被原与

抗体的亲和力差异调控抗体对不同小分子靶标的竞争识别特异性和灵敏度值得探索。基于此，考虑到半

图1 氟苯尼考、甲砜霉素、氟苯尼考胺、甲砜霉素胺与人工抗原结构示意图
KLH，血蓝蛋白；OVA，卵清蛋白；FF，氟苯尼考； FFA，氟苯尼考胺；TAP，甲砜霉素；TAPA，甲砜霉素胺；FFD，氟苯尼考-

丁二酸酐；FFM，氟苯尼考-马来酸酐；FFAD，氟苯尼考胺-丁二酸酐；FFAG，氟苯尼考胺-戊二醛；TAPAG，甲砜霉素胺-戊

二醛；FFD-KLH，氟苯尼考-丁二酸酐-血蓝蛋白；FFM-OVA，氟苯尼考-马来酸酐-卵清蛋白；FF-OVA，氟苯尼考-卵清蛋白；

FFAD-OVA，氟苯尼考胺-丁二酸酐-卵清蛋白；FFAG-OVA，氟苯尼考胺-戊二醛-卵清蛋白；TAPAG-OVA，甲砜霉素胺-戊二

醛-卵清蛋白

Fig.1 Structures of florfenicol, thiamphenicol, florfenicol amine, thiamphenicol amine and artificial antigens
KLH, keyhole limpe; OVA, ovalbumin; FF, florfenicol; FFA, florfenicol amine; TAP, thiamphenicol; TAPA, thiamphenicol amine; FFD,
florfenicol succinic; FFM, florfenicol maleic anhydride; FFAD, florfenicol amine succinic; FFAG, florfenicol amine glutaraldehyde;
TAPAG, thiamphenicol amine glutaraldehyde; FFD-KLH, florfenicol succinic-keyhole limpet; FFM-OVA, florfenicol maleic anhydride-
ovalbumin; FF-OVA, florfenicol-ovalbumin; FFAD-OVA, florfenicol amine succinic-ovalbumin; FFAG-OVA, florfenicol amine
glutaraldehyde-ovalbumin; TAPAG-OVA, thiamphenicol amine glutaraldehyde-ovalbumin

图2 包被抗原-抗体-靶标药物分子三元竞争模式
Fig.2 The ternary competitive system of antigen, antibody and target molecule
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抗原不同手臂和偶联位点对抗体结合的影响[28]，本研究通过设计系列不同结构的包被抗原（图 1），考察

靶标药物分子被抗体竞争识别的灵敏度与特异性，筛选可同时检测氟苯尼考及其代谢物氟苯尼考胺的抗

体-包被原组合，建立了同时检测氟苯尼考和氟苯尼考胺的间接竞争酶联免疫分析方法。

1 实验部分

1.1 仪器与试剂

Multiskan MK3酶标仪和 Evolution 300紫外-可见分光光度计（美国 Thermo公司）；EYELA旋转蒸发

仪（东京理化器械株式会社）；氮吹仪（康宁科技有限公司）；Water XevoTQ-XS三重四极杆质谱仪（美国

Waters 公司）；AVANCE NEO 600 超导核磁共振谱仪（瑞士 Bruker Biospin AG 公司）；AB SCIEX
QTRAP4500高效液相色谱-串联质谱联用仪（美国 AB SCIEX公司）。

氟苯尼考、氟苯尼考胺、甲砜霉素、氯霉素、四环素、磺胺二甲嘧啶、沙星类和呋喃类等标准品

及其它常用化学试剂均购自上海阿拉丁试剂公司；N-羟基琥珀酰亚胺（NHS， 99%）、1-乙基-（3-二甲基

氨基丙基）碳二亚胺（EDC， 99%）、卵清蛋白（OVA）、血蓝蛋白（KLH）、Freund 佐剂、辣根过氧化物酶

（HRP）标记的羊抗兔 IgG抗体和 3,3′,5,5′-四甲基联苯胺（TMB）底物显色液等购自美国 Sigma公司；酶标

板（深圳金灿华有限公司）；半抗原 FFD 和 FFM（图 1）为实验室前期自制[26]。T 缓冲液：Tris-HCl 缓冲

液（0.05 mol/L， pH=8.0）；磷酸盐缓冲液 PBS（0.01 mol/L， pH=7.4；0.025 mol/L， pH=7.5）；洗涤液：含

0.05% Tween-20的 PBS缓冲液（0.01 mol/L， pH=7.4）。
1.2 实验方法

1.2.1 半抗原合成

将 247 mg氟苯尼考胺与 200 mg丁二酸酐加入到 4 mL二氯甲烷中，室温反应 3 h， 反应结束后蒸干

并过硅胶柱纯化，蒸干后得到粉末，即为半抗原 FFAD。将 712 mg甲砜霉素与 130 mg NaOH加入到 3 mL
水中， 50 ℃水浴加热反应 2 h， 产物混合液用乙酸乙酯萃取 3次，将萃取液蒸干并过硅胶柱纯化得到淡黄

色粉末，即为 TAPA[29]。
1.2.2 人工抗原合成

根据半抗原活性偶联官能团的特点，采用不同的方法进行人工抗原偶联。通过活泼酯法[30]将半抗

原 FFD分别与载体蛋白 KLH 和 OVA偶联，获得免疫原 FFD-KLH；将半抗原 FFM 和 FFAD 分别与载体

蛋白 OVA偶联获得包被原 FFM-OVA和 FFAD-OVA；采用 N， N-羰基二咪唑法[31]将 FF与载体蛋白 OVA
偶联制备包被原 FF-OVA；采用戊二醛法[32]将氟苯尼考和甲砜霉素胺分别与载体蛋白 OVA偶联获得包

被原 FFAG-OVA和 TAPAG-OVA；采用紫外扫描法[33]进行人工抗原鉴定。

1.2.3 抗体的制备与纯化

按照文献[34]的免疫方案，将免疫原 FFD-KLH免疫新西兰大白兔，第 3次免疫 7 d后，取 1 mL兔抗

血清进行检测，第 4次免疫后采集兔抗血清，并采用辛酸-硫酸铵沉淀法[35]纯化，得到多克隆抗体，分装，

于–20 ℃保存备用。

1.2.4 包被原-抗体组合的筛选

将包被原（1 mg/mL）用 PBS 稀释，并加入到 96 孔酶标板中（1 μg/mL， 100 μL/孔），在 37 ℃下孵育过

夜。洗板 2 次后，加入 3%脱脂奶粉（120 μL）于 37 ℃下封闭 3 h， 倒去孔内液体，将板倒扣在烘箱中，

37 ℃干燥 1 h， 于 4 ℃保存。将 50 μL多克隆抗体（一抗）稀释液分别加入 PBS和 50 μL系列浓度标准品

或其它竞争药物中，混匀后加入到 96孔酶标板中，于 37 ℃孵育 40 min。洗板 5次，加入 100 μL HRP-羊
抗兔 IgG（二抗）， 37 ℃孵育 30 min 后洗板 5 次。随后加入 100 μL 底物显色液， 10 min 后加入 50 μL
2 mol/L H2SO4 以淬灭反应，采用酶标仪在 450 nm 波长处读取孔内吸光值（Amax），按公式（1）计算抑制率

（Inhibition rate， IR），采用 Origin 9.0软件中的四参数 S函数拟合并绘制标准曲线。

B BIR(%)=(1 / ) × 100 (1)0

其中， B0 为靶标药物浓度为空白时的 Amax， B为加入一定浓度靶标药物时的 Amax。以 B/B0 为 90%抑制时

四参数 S函数拟合曲线对应的药物浓度表示检出限（IC10），以 B/B0 为 50%抑制时对应的药物浓度表示灵
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敏度（IC50），以 B/B0 为 20%~80%抑制时对应的药物浓度为线性范围（IC20~IC80）。
1.2.5 抗体的特异性

以氟苯尼考为参照，通过考察其结构与功能类似物的交叉反应，评价抗体特异性，具体采用四参数 S
函数拟合并绘制标准曲线，并按公式（2）计算交叉反应率（Cross reactivities， CRs）：

CRs(%)=[IC (Florfenicol)/IC (Analyte)] × 100 (2)50 50

1.2.6 间接竞争酶联免疫分析 (icELISA) 方法的建立

按照 1.2.4节方法确定包被原-抗体组合，通过单因素实验分别对药物和抗体的浓度和稀释缓冲溶液类

型、一抗竞争反应时间、酶标二抗稀释液及二抗反应时间进行优化。最适 icELISA反应条件以 Amax、IC50
和 Amax/IC50 3个因素作为评价标准，当 Amax 在 1.0~1.5之间、Amax/IC50 较高、IC50 较低时为 icELISA的最适

工作条件[27]。以靶标药物质量浓度为横坐标、B/B0 为纵坐标，采用四参数 S 函数拟合并绘制检测氟苯

尼考及氟苯尼考胺的 icELISA标准曲线。

1.2.7 精密度和稳定性

取不同批次包被的酶标板和置于 37 ℃下保存 0、2、4、6 d的同一批次包被的酶标板，在相同条件

下进行氟苯尼考的 icELISA实验，采用四参数 S函数拟合并绘制曲线，通过 IC50、Amax 和 IC20~IC80 进行精

密度和稳定性评判。

1.2.8 样品前处理及加标回收实验

猪肉样品购于当地市场，用搅碎机充分均质，经仪器检测验证为阴性样品。称取均质阴性猪肉 5 g，
置于 50 mL离心管中，加入 1 mL氨水和 9 mL乙酸乙酯，再加入 5 g NaCl 以沉淀蛋白，涡旋 5 min后离心

5 min， 上清液于 65 ℃氮吹至干后加入 5 mL PBS复溶，加入 2 mL正己烷去脂后弃去有机层，下层水溶液

过 0.22 μm滤膜后作为样品测试液备用。将样品测试液用 PBS稀释 6倍后用于检测，此时猪肉的基质效

应可忽略不计。

在所建 icELISA方法的检测范围内，向均质阴性猪肉样品中添加低、中、高 3个浓度水平的靶标药

物标准品，经前处理后分别采用所建 icELISA方法和 HPLC-MS/MS方法[40]测定（HPLC-MS/MS的检测条

件见电子版文后支持信息表 S1）。
1.2.9 分子模拟

采用软件 Chem Draw 绘制出氟苯尼考、氟苯尼考胺及甲砜霉素与包被抗原 FF-OVA 表位模拟物

FF-Lys（即半抗原偶联卵清白蛋白赖氨酸残基的表位结构）分子结构，分子几何结构优化采用 Gaussian 16
软件包的密度泛函（DFT）方法在 B3LYP 水平、重原子 Cl 和 S 原子采用赝势函数 LANL2DZ、轻原子

（C、H、O、N 和 F）采用 6-31G（d， p）基组进行计算；基于量化优化的几何结构，采用薛定谔（Schrodinger）
软件包进行共骨模式分子叠合。

2 结果与讨论

2.1 半抗原设计合成

半抗原结构对小分子化合物抗体的特异性具有决定作用[28]。氟苯尼考及其代谢物氟苯尼考胺、甲

砜霉素均由苯环及复杂侧链结构形成分子骨架，因此，涵盖分子整体骨架的半抗原在偶联蛋白载体后会

更容易诱导产生特异性免疫应答。此外，不同于免疫半抗原结构的异源包被半抗原，因结构差异可能导

致与抗体结合力弱于免疫半抗原（同源半抗原），从而提高了靶标药物分子竞争结合抗体的能力，改变特

异性和改善灵敏度[33,36-37]。本研究基于特征碎片结构、偶联位点及手臂等多种考虑，设计了系列包被半

抗原及抗原（图 1），用于考察其对抗体识别靶标药物分子特异性与灵敏度的影响。半抗原经波谱鉴定合

成成功。FFAD:ESI-MS analysis （negative） m/z 346 [M – H]–；1H-NMR （600 MHz， d4-Methanol） δ 7.93 （m，

2H）， 7.67 （dd， J = 16.2， 8.4 Hz， 2H）， 5.05 （d， J =3.1 Hz， 1H）， 4.59 （m， 1H）， 4.37 （m， 2H）， 3.12 （s，
3H）， 2.54 （m， 2H）， 2.43 （m， 2H）. TAPA：ESI-MS analysis （positive） m/z :246.59 [M + H]+；1H-NMR
（600 MHz， d6-DMSO） δ 7.90 （d， J = 8.3 Hz， 2H）， 7.62 （d， J = 8.3 Hz， 2H）， 4.73 （d， J = 6.5 Hz， 1H），

3.40 （d， J = 6.6 Hz， 1H）， 3.23 （dd， J = 10.7， 4.9 Hz， 1H）， 3.20 （s， 3H）， 2.97 （dd， J = 11.1， 5.8 Hz， 1H）.
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2.2 人工抗原制备

包被抗原间隔臂可以有效调控抗体对包被原和靶标药物分子的亲和力，调节竞争性免疫分析的效价

和灵敏度，改善免疫分析性能[28]。半抗原、人工抗原和载体蛋白均具有各自的特征紫外吸收峰（Amax），
人工抗原制备成功后，由于分子间的共价键共轭及电子的转移，导致原载体蛋白的特征吸收峰的位置和

峰形均会发生变化[38]。UV-Vis 光谱扫描结果如图 3 所示，相比于载体蛋白 OVA 和 KLH，人工抗原

FFAG-OVA、FF-OVA、TAPAG-OVA、FFAD-OVA、FFM-OVA 和 FFD-KLH 吸收峰形均发生改变或偏

移，说明人工抗原制备成功。此外，血清具有特异性抑制，说明动物体内产生了特异性抗体，也证明人工

抗原合成成功。

2.3 抗体特异性与灵敏度调控

以交叉反应率为指标，采用不同结构异源包被原对抗体特异性与灵敏度进行调控，结果见表 1 和

图 4。当分别采用包被原 FFAG-OVA 和 FFAD-OVA 时，抗体与甲砜霉素存在显著交叉反应且灵敏度不

佳（IC50 分别为 76和 60 ng/mL）；虽然 FFM-OVA为包被原时对氟苯尼考具备高灵敏度（IC50 为 1 ng/mL），
但对甲砜霉素交叉反应率达到了 40%，对氟苯尼考及氟苯尼考胺的类识别不具备特异性；当采用

图3 抗原、半抗原及载体蛋白的紫外吸收光谱：（A）FFAG-OVA、FFA 和 OVA；（B）FF-OVA、FF和
OVA；（C）TAPAG-OVA、TAPA 和 OVA；（D）FFAD-OVA、FFAD 和 OVA；（E）FFM-OVA、FFM 和
OVA；（F）FFD-KLH、FFD和 KLH
Fig.3 Ultraviolet (UV) absorption spectra: (A) FFAG-OVA, FFA and OVA; (B) FF-OVA, FF and OVA;
(C) TAPAG-OVA, TAPA and OVA; (D) FFAD-OVA, FFAD and OVA; (E) FFM-OVA, FFM and OVA; (F) FFD-
KLH, FFD and KLH
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TAPAG-OVA为包被原时，虽然实现了氟苯尼考及氟苯尼考胺的同时特异性识别，但灵敏度欠佳（IC50 为
76 ng/mL）；当采用 FF-OVA作为包被原时，对氟苯尼考及氟苯尼考胺识别具有良好的类特异性，并且灵

敏度较好（IC50 为 15 ng/mL）。将氟苯尼考、氟苯尼考胺及甲砜霉素同时与包被抗原 FF-OVA表位模拟物

FF-Lys进行叠合分子模拟，发现甲砜霉素叠合度较差（图 5），可能导致无法有效从抗体-抗原复合物中竞

争置换 FF-Lys表位，从而不具备识别甲砜霉素的能力，因此显示出对氟苯尼考和氟苯尼考胺的良好类特

异性。因此，选定包被原 FF-OVA建立氟苯尼考和氟苯尼考胺的 icELISA检测方法。

2.4 标准曲线的建立

通过 2.3节的方法确定包被原-抗体组合工作的最佳条件为：0.33 μg/mL包被原-抗体；一抗竞争稀

释溶液为 PBS溶液（0.025 mol/L， pH=7.5）；靶标药物稀释溶液为 PBS；酶标二抗浓度为 0.20 μg/mL， 稀

释液为 T 缓冲液，反应时间 30 min。根据确定的最佳条件，绘制氟苯尼考和氟苯尼考胺的 icELISA 标准

曲线（图 6），氟苯尼考的 IC50 为 10.96 ng/mL， 线性检测范围为 3.05~39.45 ng/mL， 检出限为 1.45 ng/mL；
氟苯尼考胺的 IC50 为 8.94 ng/mL， 线性范围为 2.32~36.46 ng/mL， 检出限为 1.06 ng/mL。与文献报道的检

测氟苯尼考、氟苯尼考胺和甲砜霉素的方法相比（表 2），本方法线性范围较宽、灵敏度较好，并且在标

准曲线工作浓度范围内，氟苯尼考及其代谢物氟苯尼考胺标准曲线均高度吻合（图 6），这更有利于实现

氟苯尼考及氟苯尼考胺准确的同时定量分析。

2.5 特异性

以氟苯尼考的 CRs = 100%作为参照，测定所选包被原-抗体组合下的功能结构类似物的 CRs，典型抗

表1 包被原介导的抗体性能
Table 1 The performance of antibody mediated by different coating antigens

包被原
Coating antigen

效价
Titer
(×103)

灵敏度
IC50/(ng/mL)

交叉反应率
Cross reactivities (CRs)/%

氟苯尼考
FF

氟苯尼考胺
FFA

甲砜霉素
TAPA

FFAG-OVA 32 76 61 27
FFAD-OVA 64 60 75 10
TAPAG-OVA 32 50 70 1

FF-OVA 2 15 80 2
FFM-OVA 4 1 4 40

图4 包被原介导的抗体性能分析对比
Fig.4 Performance analysis and comparison of antibody mediated by different coating antigens
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生素如氯霉素、甲砜雷素、沙星类、呋喃类、四环素和磺胺二甲嘧啶等均无明显交叉反应（见电子版文

后支持信息表 S2），说明所开发的 icELISA对氟苯尼考及氟苯尼考胺的类特异性良好。

2.6 精密度与稳定性

根据 1.2.7 节的方法考察方法的精密度和稳定性，结果见电子版文后支持信息表 S3 和表 S4。批间

IC50 的平均值为 9.85 ng/mL， Amax 平均值为 1.61， RSD < 10%；置于 37 ℃下存放不同时间的包被酶标板

的 IC50 平均值为 9.54 ng/mL， Amax 平均值为 1.16， RSD < 9%，说明所建立的 icELISA方法稳定、可靠。

2.7 加标回收实验

采用建立的 icELISA 方法检测猪肉中氟苯尼考和氟苯尼考胺的浓度，以验证本方法的实用性，结果

见表 3。采用 icELISA方法，氟苯尼考的加标回收率为 78.0%~96.4%， RSD<2%，氟苯尼考胺的加标回收

率为 72.1%~75.9%， RSD<3%，与HPLC-MS/MS确证方法[40]检测结果一致。将两种方法的检测结果进行

线性回归分析，回归方程为 y = 0.99x – 1.68， R2 = 0.99 （见电子版文后支持信息图 S1）， 说明此 icELISA方

法具有良好的实用性，准确度能达到检测要求，可用于实际样本检测。

图5 甲砜霉素（灰色）、氟苯尼考（青色）、氟苯尼考胺（紫色）与 FF-OVA 模拟半抗原 FF-Lys（绿色）叠
合图
Fig.5 Superposition diagram of TAP (Gray), FF (Cyan), FFA (Purple) and hapten mimic FF-Lys (Green)

图6 氟苯尼考及氟苯尼考胺间接竞争酶联免疫吸附分析（icELISA）标准曲线
Fig.6 Dose-response curve for FF and FFA in indirect competitive enzyme-linked immunosorbent
assay (icELISA) (n=3)
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3 结论

基于“包被原-抗体-靶标药物分子”三元竞争分子识别体系，通过包被原介导调控抗体对靶标药物

分子竞争识别的灵敏度及特异性，开发了可同时特异性识别氟苯尼考及其代谢物氟苯尼考胺的 icELISA
方法，二者的检出限分别低至 1.45和 1.06 ng/mL，与甲砜霉素和氯霉素等多种类似物均无明显交叉反应，

与HPLC-MS/MS方法检测结果的相关性良好（R2 = 0.99），适用于实际样品中氟苯尼考及其代谢物氟苯尼

考胺的快速筛查检测。包被原对特异性的调控策略可为方法的优化与分析性能的调控提供参考。
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Development of Competitive Regulation-based
Immunoassay Method for Detecting Florfenicol and

Florfenicol Amine in Group-Specific Manner
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Abstract The residue of florfenicol (FF) and its metabolite, florfenicol amide (FFA), in livestock farming is a
serious issue, and it is important to establish a simultaneous detection method for the two drugs. Series coating
antigens were designed to regulate the antibody-antigen affinity and specific recognition to FF and FFA in this
study. Then, an immunoassay was developed for simultaneous detection of FF and FFA based on the ternary
competitive molecular recognition system of “coating-antibody-target molecule”. This method showed an IC50
value of 10.96 ng/mL for FF and 8.94 ng/mL for FFA, and the linear detection ranges were 3.05–39.45 ng/mL with
a limit of detection (LOD, IC10) of 1.45 ng/mL for FF and 2.32–34.46 ng/mL with a LOD of 1.06 ng/mL for FFA,
respectively. The recoveries of FF and FFA in pork samples were 72.1%–96.4% with relative standard deviation
(RSD) less than 3%, which were well correlated with the detection results of the high performance liquid
chromatography-tandem mass spectrometry (R2=0.99). This method was suitable for rapid screening of FF and
FFA in actual samples.
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