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［摘　 要］ 　 对新研发的可同时快速检测猪尿液中克伦特罗、沙丁胺醇、特布他林、马布特罗、溴布特

罗、妥布特罗和西布特罗 ７ 种 β－受体激动剂残留的一步法酶联免疫检测试剂盒进行评价，评价项目

为检测限、灵敏度、多交叉反应率、准确度和精密度。 结果表明，研制的试剂盒各项技术指标均能满

足相关要求。
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　 　 β－受体激动剂是一类具有肾上腺素功能的苯

乙醇胺类人工合成化合物，在结构上均具有苯乙醇

胺的母核［１］。 β－受体激动剂作为药物添加剂促进

动物生长和改善动物肉品质，但高剂量的 β－受体

激动剂类药物在体内代谢缓慢，易在可食性动物组

织中残留，当人类大量或长期食用后会对健康造成

极大的危害。 临床表现为头晕、恶心、手脚震颤、心

率加快和肌肉衰弱等症状，严重的会出现心脏骤

停、昏迷甚至是死亡［２］。 最早被用于提高动物瘦肉

品质的 β－受体激动剂是克伦特罗，但是，随着国际

范围内对其的禁用和检测方法的不断进步，莱克多

巴胺和沙丁胺醇开始成为其替代品。 近年来，溴布

特罗、西布特罗等开始用于促进动物的生长［３］。 浙

江省地处东部沿海地区，中小化工企业众多，从业
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人员知识更新快，新型“瘦肉精”等非法添加物生

产、使用异常活跃，给农业执法和监管带来很大难

度。 目前检测畜产品中 β－受体激动剂的主要方法

为 ＧＣ－ＭＳ 和 ＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ，但是，这两种方法前处理

较繁琐，需要对样品进行酶解或衍生化、提取、净化

等［４］。 酶联免疫试剂盒采用直接竞争酶联免疫法

建立了同步快速检测猪尿液中克伦特罗和沙丁胺

醇等 ７ 种 β－受体激动剂残留方法量，有效解决了

检测技术难题，本实验从方法学角度对本试剂盒进

行评价，以期为行业监管提供有力技术支撑。
１　 材料与方法

１．１　 材料与仪器 　 β 兴奋剂一步法 ＥＬＩＳＡ 试剂

盒，由浙江迪恩生物科技股份有限公司提供，批号

分别为 ３３２１５，８１２０６，６０１０６；试剂盒内含包被有抗

体的 ９６ 微孔板一块，酶标物冻干粉 １ 瓶，酶标物溶

解液 １ 瓶（１３ ｍＬ），样品稀释液 １０×１ 瓶（２０ ｍＬ），
清洗液 ２０×１ 瓶（２５ ｍＬ），显色剂一瓶（１３ ｍＬ），终
止液一瓶（１３ ｍＬ），浓度分别为 ０、０．１、０．３、０．９、２．７、
８．１ ｎｇ ／ ｍＬ 的克伦特罗对照品；沙丁胺醇对照品，德
国Ｄｒ．Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ公司，含量 ９９％，批号２０６１８；妥布

特罗对照品，德国ＷＩＴＥＧＡ，含量９９．７％，批号 ２７２０３８；
溴布特罗对照品，德国ＷＩＴＥＧＡ，含量９９．６４％，批号

２３１７１７；克伦特罗对照品，德国Ｄｒ．Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ公司，
含量 ９９．１％，批号 ５０２２４；西布特罗对照品，德国

ＷＩＴＥＧＡ，含量 ９９．４２％，批号２１２３３２；马布特罗对照

品，德国ＷＩＴＥＧＡ，含量９９．８８％，批号 １２０８０５；特布

他林对照品，德国 Ｄｒ．Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ 公司，含量９８．５％，
批 号 １０３３１。 Ｍｉｄｅ１６８０ 酶 标 仪， Ｂｉｏ－Ｒａｄ 公 司；
ＸＳ２０５ＤＵ 电子天平，瑞士 ｍｅｔｔｌｅｒ 公司。
１．２　 方法

１．２．１　 试料的制备　 空白试料 ２０ 份不同来源猪尿

液，经液相色谱－串联质谱法确证为不含 β－受体激

动剂。 用于准确度和精密度评价的阳性添加试料

为取经仪器确证的空白试料，添加克伦特罗标准溶

液，制成浓度为 ０．７、１．４、２．８ μｇ ／ Ｌ 的阳性添加试

料，每个浓度同法配制 ６ 份。 添加沙丁胺醇、妥布

特罗、溴布特罗、克伦特罗、西布特罗、马布特罗、特
布他林标准溶液， 各制成浓度为 １． ０ μｇ ／ Ｌ 和

２．０ μｇ ／ Ｌ的阳性添加试料作为评价交叉反应率时

使用。
１．２．２　 试剂盒检测步骤［５］ 　 所有试剂与微孔板放

置于控制在室温２２～２５ ℃的房间内或２２～２５ ℃的

恒温箱内进行充分回温，微孔板预先进行编号，标
记标准品和试料的位置，进行双孔平行实验，在对

应微孔板中加入５０ μＬ的标准品和试料溶液，立即

在所有孔中加入１００ μＬ的酶标物工作液，轻轻晃动

混匀，在２２～２５ ℃条件下孵育 ３０ ｍｉｎ，然后倒掉微

孔中液体，按２５０ μＬ ／ 孔的清洗液洗板四次，拍干，
彻底清除微孔中的残留液和气泡，立即向每个微孔

中加入 １００ μＬ 显色剂，在２２～２５ ℃ 条件下显色

１０ ｍｉｎ，再向每个微孔中加入 １００ μＬ 终止液，混匀，
在４５０ ｎｍ下１０ ｍｉｎ内检测吸光度值，并进行分析。
１．２．３　 试剂盒相关指标检测方法

１．２．３．１　 灵敏度 ＩＣ５０　 测定标准曲线，得到该标准

曲线的 ＩＣ５０，ＩＣ５０ 用于衡量抗体灵敏度，ＩＣ５０ 越低

说明抗体的灵敏度越高。
１．２．３．２　 检测限　 用 ３ 个批次的试剂盒测定 ２０ 份

空白试料，根据结果计算测定值的平均值和标准

差，检测限为平均值加三倍标准差。
１．２．３．３　 准确度和精密度 　 将配制好的克伦特罗

阳性添加试料进行测定（０．７、１．４、２．８ μｇ ／ Ｌ），重复

测定 ６ 次，计算猪尿中克伦特罗的平均回收率和变

异系数。
１．２．３．４　 交叉反应率　 将配制好的 ７ 种 β－受体激

动剂阳性添加试料进行测定，每个浓度测定 １０ 个

平行，计算平均回收率得出交叉反应率。
２　 结果与分析

２．１　 测定 ５ 条标准曲线 　 灵敏度 ＩＣ５０ 的范围为

０．６～０．９ ｎｇ ／ ｍＬ。
２．２　 检测限 　 测定 ２０ 份空白试料，根据测得 ＯＤ
值的结果计算测定值的平均值和标准差，检测限为

０．７ μｇ ／ Ｌ（表 １）。
２．３ 　 准确度和精密度 　 在克伦特罗 ０． ７、 １． ４、
２．８ μｇ ／ Ｌ浓度的回收率范围为 ７２％ ～１１０％；批间变

异系数为 ６．２％ ～ １２．１％；批内变异系数为 ２．２％ ～
１１．９％。 结果见表 ２。
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表 １　 ２０ 份空白试料的测定值

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｖａｌｕｅ ｏｆ ２０ ｃｏｐｉｅｓ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｓａｍｐｌｅ
批号

３２２１５ ８１２０６ ６０１０６

测定值 ／ （μｇ·Ｌ－１）

０．４１６ ０．２７２ ０．３３５

０．２６０ ０．２３５ ０．２４５

０．４０２ ０．４１０ ０．４０３

０．３１１ ０．３２０ ０．３１８

０．０１７ ０．２４８ ０．０２２

０．２９０ ０．２６５ ０．２０４

０．３１１ ０．３４４ ０．４２４

０．３６８ ０．３０６ ０．２７７

０．３０２ ０．２５５ ０．２０６

０．３４２ ０．２６１ ０．２３０

０．３９６ ０．３８０ ０．３３８

０．３００ ０．４７４ ０．３１６

０．３７３ ０．２３５ ０．２９２

０．４８２ ０．３７７ ０．３３７

０．４１１ ０．４３０ ０．３９７

０．４１２ ０．４８２ ０．４２５

０．４０５ ０．４５８ ０．４１２

０．０００ ０．０００ ０．０００

０．０００ ０．０００ ０．０００

０．３９３ ０．３６３ ０．４４１

平均值 ／ （μｇ·Ｌ－１） ０．３１ ０．３１ ０．２８

相对标准偏差 ／ ％ ０．１４ ０．１３ ０．１４

检出限 ／ （μｇ·Ｌ－１）（平均值＋３ 标准差） ０．７ ０．７ ０．７

表 ２　 准确度和精密度
Ｔａｂ ２　 Ａｃｃｕｒａｃｙ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ

添加浓度 ／ （μｇ·Ｌ－１） 批号 平均回收率 ／ ％ 批内变异系数 ／ ％ 批间变异系数 ／ ％

０．７

３２２１５ ８６．６ １１．９

８１２０６ ９６．５ ８．５

６０１０６ ９６．５ １０．１

９．５

１．４

３２２１５ ９４．９ ４．４

８１２０６ ９５．４ ８．８

６０１０６ ７９．９ ６．７

１２．１

２．８

３２２１５ ９８．８ ４．３

８１２０６ ９１．８ ４．０

６０１０６ ９１．５ ２．２

６．２
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２．４　 交叉反应率 　 沙丁胺醇、溴布特罗、妥布特

罗、克伦特罗、西布特罗、马布特罗、特布他林在 １．０
和 ２．０ μｇ ／ Ｌ 浓度时，交叉反应率结果见表 ３。

表 ３　 ７ 种 β－受体激动剂的交叉反应率

Ｔａｂ ３　 Ｃｒｏｓｓ ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ７ ｋｉｎｄｓ ｏｆ β－ａｇｏｎｉｓｔ

添加浓度

／ （μｇ·Ｌ－１）
测定物质 交叉反应率 ／ ％

１．０

沙丁胺醇 ２１５．２０

溴布特罗 ９３．５０

妥布特罗 １１５．３９

克伦特罗 ６７．６４

西布特罗 ５８．３３

马布特罗 ９１．９７

特布他林 ７１．０１

２．０

沙丁胺醇 ５８．１９

溴布特罗 ８７．５５

妥布特罗 １２０．８０

克伦特罗 ７７．４５

西布特罗 ４５．９０

马布特罗 ８６．９０

特布他林 ３９４．８５

４　 讨论小结

本研究的结果表明新研发的试剂盒的灵敏度

较好，尿液的检测限为 ０．７ μｇ ／ Ｌ，阳性添加回收率

范围为 ７０％～１１０％。 试剂盒吸光度批内误差小于

１２％，批间误差小于 １５％，沙丁胺醇、溴布特罗、妥
布特罗、克伦特罗、西布特罗、马布特罗、特布他林

在１．０和２．０ μｇ ／ Ｌ浓度时，交叉反应率结果在 ４５％ ～
３９５％之间。 结果均符合 《农业部文件》 农医发

［２００５］１７ 号附件 ２ 中试剂盒备案参考标准中的

规定［６］。
研发的一步法同时测定 ７ 种 β－受体激动剂残

留 ＥＬＩＳＡ 试剂盒，推广应用后将大大降低生产、销
售企业的自检成本，提高畜产品安全检测水平，从
而保障消费者的自身健康。
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