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摘 要 : 为了快速、灵敏地检测禁用药物环丙沙星在水产品中的残留，建立了基于单克隆抗体的间接竞争酶

联免疫法 ( competitive indirect ELISA，ci-ELISA ) ，并比较了其与高效液相色谱法 ( High Performance Liquid

Chromatography，HPLC) 在灵敏度、准确性和重现性等方法学参数上的差异。实验结果显示，经过浓缩、净化

等前处理过程，ci-ELISA 与 HPLC 的检测灵敏度分别可以达到 10 μg / kg 和 1 μg / kg，回收率分别为 79． 28% ～

92． 92%和 86． 27% ～ 97． 32%，相对标准偏差分别在 3． 21% ～ 8． 88%和 2． 66% ～ 5． 52%。前者经济、高效，适

合作为初筛方法大批量筛选样品 ; 后者灵敏度、重现性更好，适于在实验室条件下作为验证方法。
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assay based on monoclonal antibody and High Performance

Liquid Chromatography methods to determinate the
ciprofloxacin residues in fishery products

HU Kun1，HUAN Xuan-yun1，JIANG You-sheng1，FANG Wei2，ZHU Ze-wen3，YANG Xian-le1

( 1 ． Aquatic Pathogen Collection Center of Ministry of Agriculture，Research Centre for Aquatic Drug Analysis and

Measurements in Shanghai Ocean University，SOU Key Laboratory of Aquatic Genetic Resource Excavation

and Utilization Certificated by Ministry of Education，Shanghai 201306，China;

2 ． Guangdong Provincial Aquatic Animal Epidemic Disease Prevention and Control Center，Guanzhou 510222，China;

3 ． The National Fishery Technical Extension Center，Beijing 100026，China)

Abstract: For sensitive and specifically detection of ciprofloxacin ( CIP ) residues in fishery products，this
study is aimed at generating and developing a competitive indirect enzyme-linked immunosorbent assay ( ci-
ELISA) based on CIP-specific monoclonal antibodies ( McAb) ． The sensibility，accuracy and repeatability of
ci-ELISA method was compared to those of High Performance Liquid Chromatography ( HPLC ) method． By
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concentration and purification process，the limit of detection ( LOD ) of ci-ELISA and HPLC method could
reach to 10 μg / kg and 1 μg / kg respectively． we detected the recovery rates were 79． 28% － 92． 92% and
86． 27% － 97． 32% while relative standard deviation ( RSD ) varying from 3． 21% － 8． 88% and 2． 66% －
5． 52% for these methods． Between the two methos，ci-ELISA method was cheaper and more efficient while
HPLC method was more sensitive and stable．
Key words: ciprofloxacin; fishery products; residues; competitive indirect ELISA; High Performance Liquid
Chromatography

环丙沙星( ciprofloxacin，CIP ) 在水产品中的
残留对公共卫生安全产生严重的安全隐患，并在
国际贸易中引起广泛关注。我国将 CIP 列为“禁
用渔药”［1］，美国、欧盟也将其列为“严格监控的
对象”。快速、准确地检测 CIP 残留是保障水产
品安全的技术保障。目前报道的 CIP 在水产品
中残留的检测方法包括微生物法［2］、毛细管电泳
法［3］、 酶 联 免 疫 法［4］ ( Enzyme Linked
Immunosorbent Assay，ELISA) 和高效液相色谱法
( High Performance Liquid Chromatography，
HPLC) ［5 － 8］等。其中，ELISA 和 HPLC 法具有快
速、灵敏、准确而被广泛应用。目前，关于水产品
中 CIP 残留的检测方法中以 HPLC 法报道最多，
国内关于 ELISA 检测方法大都是建立在多克隆
抗体( PcAb ) 的基础上［4］，或者处于单克隆抗体
( McAb) 的摸索阶段［9］。以 McAb 为基础的免疫
学检测方法特异性更强，是小分子药物残留检测
的未来发展方向。本文建立了针对水产品中 CIP
残留 的 单 依 赖 于 McAb 的 间 接 竞 争 ELISA
( competitive indirect ELISA，ci-ELISA ) 检测方法，
并比较其与 HPLC 检测方法在准确性、灵敏度、重
现性等方法学参数的差异，为建立科学、合理的
禁用药物检测技术程序提供技术依据。

1 材料与方法

1． 1 仪器和试剂
试验仪器包括 Agilent 1100 高效液相色谱

仪，Bio-Tek EL311 型酶标仪，FORMA-3111 二氧
化碳培养箱 ; MICROSON 超声波破碎仪，SANYO
烘箱，HitachiCR21G 型 高 速 离 心 机，Thermo
Forma3111 型培养箱，FORMA-3111 二氧化碳培
养箱，Forma Scientific 725 型超低温冰箱。

CIP 含量≥98． 5%，购自浙江国邦药业有限
公司。针对 CIP 的 McAb 及 CIP-Ovalbumin 偶联
物 ( CIP-OVA ) 由本实验室制备。柠檬酸、醋酸

铵、四丁基溴化铵均为国产化学纯试剂 ; 乙腈、甲
醇、为 国 产 色 谱 纯 试 剂。 Tetramethylbenzidine
( TMB) 、Peroxidase ( HRP ) 购于鼎国生物技术公
司。异 育 银 鲫 ( Carassius auratus ) 、草 鱼
( Ctenopharyngodon idellus) 、南美白对虾( Penaeus
vannamei) 、罗氏沼虾( Macrobrachium rosenbergii )
购自上海市农贸市场。

CIP 标准溶液的配制 :准确称取 0． 001 g 干燥
恒重的 CIP，置于 50 mL 烧杯中，先加 0． 5 mol /L
盐酸 5 mL 溶解，转移至 100 mL 容量瓶中，用磷
酸盐缓冲液稀释至刻度，即成 100 μg /mL 的 CIP
母液，－ 20 ℃保存备用。

1． 2 ci-ELISA 检测水产品中 CIP 残留
称取 5． 0 g 切碎的样品 ( 异育银鲫、草鱼、南

美白对虾、罗氏沼虾肌肉 ) ，加入 30 mL 酸化乙腈
( 乙腈 + 50%盐酸 = 2500 + 20 ) ，高速组织匀浆器
匀浆，充分振荡 5 min，4 500 r /min 离心 15 min，

取上清液。往残渣中加入酸化乙腈 30 mL，重复
上述操作一次，合并上清液。收集的上清液移入
分液漏斗，加入 25 mL 正己烷，震荡 5 min 后静
置。取下层有机层 65 ℃水浴蒸干，取 1． 0 mL 酸
化乙腈洗涤残渣，过 0． 45 μm 滤膜，备用。同时
设置未添加 CIP 标准溶液的样品作为空白对照
( CK) 。

利用 CIP-OVA( 150 ng /mL) 包被酶标板，100

μL /孔，37 ℃孵育 1 h; 倒去包被液，拍干后加入
含有 5%牛奶的磷酸缓冲液，200 μL /孔，37 ℃孵
育 1 h; 倒去多余液体，用 PBST 洗板 ; 拍干，加入
50 μL 梯度浓度的 CIP 标准溶液或前处理后的样
品提取液，同时加入 50 μL 抗体( 1∶ 65 000 ) ，设阴
性对照和空白对照。37 ℃孵育 1 h;洗板，拍干后
每孔加入 100 μL 过氧化物酶标羊抗鼠 IgG
( 1∶ 6 000 ) ，37 ℃孵育 0． 5 h;洗板，拍干后每孔加
入 100 μL TMB 显色液( 1． 5 mg /mL TMB∶ 0． 03%
H2O2 ∶ 0． 2mol /LnaAC = 1 ∶ 5 ∶ 4，V /V /V ) ，37 ℃孵
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育 10 min;每孔加入 2 mol /L 的硫酸 50 μL 终止
反应。利用酶标仪测定吸光度值。以竞争浓度
( ng /mL) 为横坐标，抑制率 ( B /B0% ) 为纵坐标，
绘制竞争抑制曲线，计算 IC50 ( 50% 抑制浓度) 。
最低检测限 ( LOD ) 为 ( B0-3SD ) /B0 所对应的浓
度值。

1． 3 高效液相色谱法检测 CIP 在水产品
中残留

前处理方法参见胡鲲等［10］。色谱条件 : 反相
色谱柱 C18 柱( 150 mm × 4． 6 mm) ;流动相:乙腈∶
四丁基溴化铵溶液 = 5 ∶ 95 ( V /V ) ; 流速 : 1． 5 mL /
min;激发波长 : 280 nm，发射波长 450 nm; 柱温 :
40 ℃ ; 进样量 20 μL。不同浓度梯度的 CIP 标准
溶液上 HPLC，以峰面积为纵坐标，浓度为横坐标
制作 HPLC 测定方法的标准曲线。

1． 4 两种检测方法的比较
样品添加适当浓度 CIP 标准溶液至样品中，

分别按照 1． 2 和 1． 3 的方法检测 CIP 残留，比较
方法的最低检测限 ( Limit of Detection，LOD ) 、回
收率 ( Recovery rate ) 和相对标准偏差 ( Relative
Standard Deviation，RSD) 等指标。

2 结果

2． 1 ci-ELISA 方法测定 CIP 在水产品中
残留

在 450 nm 波长下，测定系列稀释浓度的 CIP

标准溶液的吸光度，竞争抑制曲线见图 1，曲线方
程为 y = － 54 ． 896x + 181 ． 24，R2 = 0． 967 6，IC50值
为 245． 86 ng /mL。以 ( B0-3SD ) /B0 所对应的浓
度值确定的最低检测限为 45． 25 ng /mL。结合样
品前处理浓缩倍数，以 10 μg / kg 作为最低检测
限，且方法在 10 ～ 200 μg / kg 间线性关系较好。

图 1 ELISA 方法下的恩诺沙星标准曲线
Fig． 1 The standard curve of ENR by ELISA methond

2． 2 HPLC 方法测定 CIP 残留
CIP 标准品 ( 5 μg /mL ) 色谱图如图 2a，CIP

的保留时间约为 5． 5 min。空白鲫肌肉组织样品
色谱图如图 2b; 添加 CIP 标准品 ( 2 μg / kg ) 的异
育银鲫肌肉组织色谱图如图 2c。图 2a、b、c 色谱
图均基线平稳，CIP 药物峰分离效果良好。HPLC
方法测定 CIP 的标准曲线如图 3，在 0． 05 μg /mL
～ 4 μg /mL 的线性范围内，标准曲线线性关系良
好，曲线方程为 y = 73 ． 377x + 0 ． 706 4，R2 =
0． 999 2。根据 2 倍噪音确定最低检测限，CIP 的
最低检测限为 1． 0 μg / kg。

图 2 水产品组织中 CIP 残留色谱图
Fig． 2 Chromatogram of the fishery products samples
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图 3 HPLC 法测定 CIP 标准曲线
Fig． 3 The standard curve of CIP by HPLC

2． 3 方法学参数的比对
利用 ci-ELISA 和 HPLC 法测定异育银鲫等

水产品样品中 CIP 残留的准确性和重现性结果
见表 1。其中，ci-ELISA 法的回收率在 79． 28% ～
92． 92%，RSD 在 3． 21% ～ 8． 88%之间。HPLC 法
的回收率在 86． 27% ～ 97． 32% 之间，RSD 在
2． 66% ～ 5． 52%。T 测验表明，两种方法的回收
率和 RSD 均表现出极显著的差异。

表 1 ci-ELISA 和 HPLC 法测定水产品中 CIP 残留( n = 6)

Tab． 1 Assaying CIP residues in fishery products by ci-ELISA and HPLC respectively ( n = 6)

检测方法
添加浓度
( μg / kg)

异育银鲫
回收率 ( % ) RSD( % )

草鱼
回收率 ( % ) RSD( % )

南美白对虾
回收率 ( % ) RSD( % )

罗氏沼虾
回收率 ( % ) RSD( % )

ci-ELISA

阴性对照 ND ND ND ND
10 82． 36 ± 4． 56 5． 54 80． 87 ± 5． 43 6． 71 79． 28 ± 4． 54 5． 73 86． 98 ± 3． 21 3． 69
20 86． 29 ± 3． 20 3． 71 89． 98 ± 6． 49 7． 21 87． 39 ± 4． 53 5． 18 87． 38 ± 4． 32 4． 94
50 92． 92 ± 2． 98 3． 21 83． 87 ± 7． 45 8． 88 86． 90 ± 3． 49 4． 02 90． 93 ± 5． 43 5． 97

HPLC

阴性对照 ND ND ND ND
1 87． 28 ± 2． 32 2． 66 87． 93 ± 4． 58 5． 20 92． 23 ± 3． 48 3． 77 89． 02 ± 2． 38 2． 67
5 89． 03 ± 2． 59 2． 91 90． 23 ± 3． 98 4． 41 89． 45 ± 2，34 2． 61 95． 98 ± 3． 48 3． 63

50 97． 32 ± 2． 34 2． 41 90． 32 ± 3． 45 3． 82 86． 27 ± 2． 34 2． 71 90． 27 ± 4． 98 5． 52

3 讨论

CIP 在美国、欧盟和澳洲等国家和地区均被
列为“严格监控的对象”，而禁止在水产养殖中使
用。其中，美国联邦法规关于鲶鱼等水产品中氟
喹诺酮的残留限量标准为 5 μg / kg，但部分州 ( 美
国鲶鱼加工的主要地区，如亚拉巴马州和密西西
比州) 规定鲶鱼中不得检出包括 CIP 在内的氟喹
诺酮残留，即“零限量”标准。日本的“肯定列表
( Positive List System) ”制度中规定水产品 CIP 的
最高残留限量( Maximum Resiue Limits，MRLs) 为
10 μg / kg。我国规定 CIP 在水产品中不得检出，

国家标准 ( 农业部 783 号公告 － 2 － 2006 ) 利用
HPLC 法测定水产品中 CIP 残留方法检测限可达
1 μg / kg”［11］。

ELISA 和 HPLC 方法是检测水产品中 CIP 残
留的常见方法。在目前报道的 ELISA 方法中，大
都以基于 McAb 的 ELISA 检测方法为主［4］。其
中，Duan 等建立的多克隆抗体检测 CIP 最低检测
限为 0． 32 μg / kg，回收率在 75． 58% ～ 84． 30%之
间，变异系数 ( CV ) 在 5． 81 ～ 11． 23 之间［4］;
Snitkoff 等建立的针对 CIP 的 McAb 的回收率在
15% ～ 48%之间［12］。本文建立的 ci-ELISA 方法

建立在 McAb 基础上，抗体特异性更强，重现性好
以及易于扩大化生产，符合目前小分子药物的免
疫学检测发展的主流发展方向 ; 其回收率在
79． 28% ～ 92． 92%，RSD 在3． 21% ～ 8． 88%之间，
均优于以上报道的结果。此外，本方法可在 2 h
内完成对于水产动物组织内 CIP 残留的检测，是
目前效率最高的检测方法。

检测水产品中 CIP 残留的 HPLC 方法包括紫
外检测法［7］、二极管阵列检测法［13］、荧光检测
法［10］和质谱检测法［14 － 15］。基于原理的差异，荧
光检测方法的检测灵敏度往往高于紫外检测法
和二极管阵列检测法，而质谱检测法优势在于多
组分残留的检测，程序相对较为繁琐，成本较高。
综合灵敏度和适用性等因素，本文中的 HPLC 方
法采用荧光检测法，结合对组织样品的净化、浓
缩等前处理步骤，可以使水产品 CIP 残留的检测
回收率与报道的其它 HPLC 方法相近，而最低检
测限达到 1． 0 μg / kg，完全适用于我国水产品对
外出口贸易的检测技术要求。

对于本文建立的 ci-ELISA 和 HPLC 两种方
法，前者准确、高效、成本低，非常适合在非实验
室或半实验室条件下，对大批量样品进行初筛检
测 ; 后者灵敏度、重现性更好，适于在实验室条件
下对初筛可疑样品进行复检的验证方法。更为
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重要的是，两种方法的准确性、灵敏度和重现性
等指标分别适用于行业标准和国际贸易的技术
要求 ;二者相得益彰，分为补充，可以构建有效的
针对 CIP 残留的检测技术体系。
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