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动物源性食品的氯霉素 ELISA 检测及分析 

孙 俐，郑文杰 
（天津出入境检验检疫局，天津 300201） 

 

摘  要：采用酶联免疫法检测了 730 例天津口岸进出口肉制品、水产品、乳制品和蜂蜜等几种动物源性食品中的氯霉

素含量，对阳性结果经液相色谱-质谱联用 EEC Cy3.6 confirming method 进行确证，分析了其残留现状，并对英国

RANDOX 公司氯霉素检测试剂盒从检测范围、B/B050%抑制浓度、板内变异、板间变异、样品添加试验、实际样品检

测、稳定性等方面各项指标进行试验.结果表明，试剂盒的检测低限为 0.1 ng/mL，线性范围为 0.05～4.7 ng/mL，B/B050%

抑制浓度为 0.4 ng/mL，样品加标回收率为 80.5%～110%，板内变异系数小于 5%，板间变异系数小于 10%，试剂盒稳

定性好. 
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Analysis for the ELISA Detection of Chloramphenicol Residues in Animal Food 

 
SUN  Li，ZHENG Wen-jie 

 （Tianjin Entry-Exit Inspection and Quarantine Bureau，Tianjin 300201，China） 

Abstract：Studied on screening，determination and confirmation of chloramphenicol (CAP) in four kinds of matrices，including 

meat product，fishery products，milk products，honey etc，by enzyme-linked immunoassay(ELISA) ，liquid chromatography-tandem 

mass spectrometry (LC-MS2) have been carried out. The following parameters of kits were determined: detection capability，

specificity，accuracy，applicability and stability. Data obtained show that the limit of detection (LOD) is 0.1ng/mL.The linear plots

are obtained between 0.05 and 4.7 ng/mL . The inhibited concentration (Ｂ/Ｂo50%) is 0.4ng/mL.The overall recoveries are 

between 80.5% and 110%; and the intra- and inter- precision values are within 5% and 10%.The stability of kit is good. 
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氯霉素（Chloramphenicol）又称氯胺苯醇，简称

CAP，是一种广谱抗生素，被普遍应用于家畜禽的传染

病预防及治疗.但氯霉素存在严重的副作用，能引起

人的再生障碍性贫血、粒状白细胞缺乏症等疾病. 氯

霉素在动物组织中的残留不仅会对动物和人体产生

直接危害，而且低浓度药物残留会诱发致病菌的耐药

性，对人类的健康构成潜在威胁. 为此，欧美等发达国

家相继禁止或严格限制使用氯霉素. 目前世界各国不

断降低氯霉素的最高残留检测限量，欧盟规定氯霉素

的最高残留限量(MRL)0.1μg /kg[1] ，美国为 0.3μg /kg，

加拿大为 0.1μg /kg，日本为 0.5μg /kg，韩国则规定动

物组织中不得检出氯霉素，我国也规定氯霉素在所有

动物性产品中不得检出. 

目前用于氯霉素残留分析方法很多，主要是色谱

法（气质联用、液质联用）、放射免疫法和酶联免疫测

定法. 色谱法灵敏度高，结果可靠，但样品前处理复杂，

仪器化程度高，分析速度慢，难以进行大量样品的测

定，通常作为确证方法使用. 放射免疫法灵敏度高，但

由于存在同位素半衰期短，放射性污染及需要复杂仪

器设备等缺点，使其应用范围受限. 酶联免疫测定法

具有操作程序规范化、简单化，特异性强、灵敏度高、

样品预处理简单、适用范围宽、检测速度快等优点，它

能在短短的几小时内检测几十个到上百个样品，且不

需要复杂的仪器设备，因此，酶联免疫测定(ELISA) [2,3]

法非常适合对大量动物源性食品中氯霉素残留进行

筛选检测. 本文使用英国 RANDOX 公司 ELISA 试剂
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盒对 730例肉制品、水产品、乳制品、蜂蜜等各类动物

源性食品中氯霉素残留检测结果进行了分析，其中阳

性结果经液质联用 EEC Cy3.6 confirming method进行

确证，并对该试剂盒的各项指标进行了评价. 

1 材料与方法 

1.1 仪器与试剂 

1.1.1 仪器与设备 

DNA expert 型酶标仪(450 nm 滤光片) ，奥地利

TECAN 公司; 均质器，德国；TDL-5000B 型低温冷

冻多管离心机，上海安亭科学仪器厂；Mettler 602Ｎ

型电子天平，涡旋式振荡器 MS1 Minishaker，马来西

亚 ;可调微量移液 器 ，单道 5～ 5 0 μＬ、1 0 0～ 

1 000μＬ ，8 道 50～300μＬ  ，日本立洋公司. 

1.1.2 试剂  

乙酸乙酯、异辛烷、氯仿均为分析纯; 氯霉素对照

品， 含量 994 IU/mg，批号 03039613，中国兽医药品监

察所.   

1.1.3 氯霉素试剂盒  

英国 RANDOX 公司产品. 

1.1.4 样品来源 

 样品均来源于天津口岸进出口动物源性食品. 

1.1.5  阴性样品  

组织样品为市售牛肉，鱼肉，经 LC-MS/MS 检测

不含氯霉素. 

1.2 标准品配制 

1.2.1 氯霉素标准贮备液(1 mg/mL)  

准确称取氯霉素对照品 0.1 g， 用无水甲醇稀释， 

使成 1 mg/mL 的溶液， －18℃保存. 

1.2.2 氯霉素标准液Ⅰ(10 μg /mL)  

准确量取 0.50 mL标准贮备液于 50 mL容量瓶

中，加无水甲醇稀释至刻度，4℃保存. 

1.2.3 氯霉素标准液Ⅱ(100 ng/mL)  

准确量取 0.50 mL标准液Ⅰ于 50 mL容量瓶中， 

加无水甲醇稀释至刻度，4℃保存. 

1.2.4 氯霉素标准液Ⅲ(10 ng/mL)  

准确量取 5 mL标准液Ⅰ于 50 mL容量瓶中，加

无水甲醇稀释至刻度，4℃保存. 

1.3 样品制备 

1.3.1 样品预处理 

（1）肉制品 剔除牛肉中的脂肪组织、筋膜部

分，于匀浆机中绞碎并混匀，18℃存放. 

（2）水产品 于匀浆机中绞碎并混匀，18℃存放. 

1.3.2 添加样品制备 

（1）牛肉 0.3 ng/g : 准确吸取 90.0μＬ  氯霉素标

准液Ⅲ，添加到 3.0ｇ匀质的阴性牛肉中，混匀. 0.5 

ng/g: 准确吸取 150.0μＬ  氯霉素标准液Ⅲ，添加到 3.0

ｇ匀质的阴性牛肉中，混匀. 

（2）鱼肉 0.3 ng/g : 准确吸取 90.0μＬ  氯霉素标

准液Ⅲ，添加到 3.0ｇ匀质的阴性鱼肉中，混匀. 0.5 

ng/g：准确吸取 150.0 μＬ  氯霉素标准液Ⅲ，添加到 3.0

ｇ匀质的阴性鱼肉中，混匀. 

1.3.3 提取 

称取 3.0ｇ匀质组织于离心管中，加入 6 mL乙酸

乙酯，匀浆 1 min. 室温 2 000 r/min离心 15 min，吸取 4 

mL上清液，在 70℃干燥. 用 2 mL 异辛烷/氯仿混合物

(2∶3)溶解干燥的残留物，涡旋振荡 1 min，加 0.5 mL

已稀释的样品稀释剂，涡旋振荡 2 min， 25～30℃  

2 000 r/min离心 15 min，取 50μＬ  上层水相进行分析. 

1.4 检测方法  

根据试剂盒提供的方法操作. 先分别吸取氯霉素

标准溶液、样品溶液至各自的微孔，再加入已稀释的

酶标记抗原至每个微孔， 20～25℃避光孵育 1 h . 倒

掉微孔中的液体，用洗涤缓冲液洗板操作 6 次. 加入

发色剂至每一微孔中， 20～25℃避光孵育 20 min. 加

入终止液至每个微孔中，充分混匀，在 30 min内，测量

并记录每个微孔溶液 450 nm波长的吸光度值. 

1.5 方法的灵敏度 

相同条件下，按照 1.4中方法重复操作试剂盒 15

次， 绘制各自的标准曲线，计算出Ｂ/Ｂ0 为 50%时所

对应的药物浓度的平均值[4] ，进行比较. 

1.6 板内与板间的变异系数 

1.6.1 板内变异系数  

标准曲线中每一浓度的标准液在同一酶联板中

重复添加 10个孔， 按 1.4中方法操作，测定吸光度值，

并计算变异系数. 

1.6.2 板间变异系数 

 同一批次 3 块酶联板上同时作标准曲线，按 1.4

中方法操作，分别测定各浓度标准溶液的吸光度值， 

并计算变异系数. 

1.7 回收率的计算  

用 1.3.3 中方法对牛肉，鱼肉阴性添加样品进行

提取，用 1.4中方法进行测定，求出氯霉素含量的平均

值，并计算回收率. 

2 结 果 

2.1 氯霉素检测结果 

检测样品共730份，检验各类产品药物残留限量、
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阳性数、阳性率及检测方法最低检测限见表 1，各类产

品阳性分布情况如图 1. 

表 1 氯霉素检测结果 

Tab. 1 Experimental results of chloramphenicol 

种类 
份

数 

阳性

数 
阳性率/%

检测限/ 

ng⋅mL
-1

 

最高允许 

残留限量 

肉制品 161 30 18.6 0.1 不得检出 ND

肠衣 59 17 28.8 0.1 不得检出 ND

水产品 418 27 6.4 0.1 不得检出 ND

乳制品 81 0 0 0.1 不得检出 ND

蜂蜜 11 1 9.1 0.1 不得检出 ND

 

 

图 1 各类产品阳性分布情况 

Fig. 1 Distribution of all kinds of positive products 

             distribution 

检出肉制品 30 批中 CAP 含量为 0.446±0.529 

μg /kg，肠衣 17 批中 CAP含量为 0.298±0.186μg/kg，

水产品 27 批中 CAP含量为 0.187±0.164μg /kg. 

使用 EEC Cy3.6 conforming method进行确证，检

测结果阳性数分别为肉制品 29 批、肠衣 14 批、水产

品 25批、蜂蜜 1批，与酶联方法检测结果的符合率分

别为 96%、82%、93%、100%. 

2.2 试剂盒性能指标 

2.2.1 氯霉素标准曲线 

氯霉素标准曲线见图 2，其回归方程式：

Y=-0.2694 logX+0.6313，其中 r =0.993，氯霉素检测在

0.5~4.7 ng/mL 范围内显示出良好的相关性. 

 

图 2 氯霉素标准曲线 

Fig. 2  Chloramphenicol standard curve 

2.2.2  B/B050%抑制浓度 

经 15次试验，绘制各自的标准曲线，计算出百分

吸光度值 B/B0 为 50%时所对应的氯霉素浓度值在

0.37～0.44 ng/mL之间，平均值为 0.40 ng/mL，变异系

数为 10.3%. 

2.2.3 试剂盒板内与板间变异系数比较 

    试剂盒板内与板间变异系数比较结果见表 2. 试

剂盒板内变异系数在 2.3%～4.9% 之间，板间变异系

数在 1.2%～6.8%之间. 说明本法重复性好. 

表 2 板内与板间变异系数比较 

Tab. 2 Compare of the intra- and inter-values values values 

precision 

板内（n =10） 板间（n =3） 
氯霉素浓度/ 

ng·mL
-1

 
百分吸

光度/%

变异系数/ 

% 

百分吸光

度/% 

变异系数/

% 

0 100.0 2.3 100.0 6.8 

0.05 93.6 2.8 94.7 3.2 

0.10 87.2 3.0 88.0 3.0 

0.26 68.1 2.5 68.3 2.5 

0.95 41.7 5.0 40.7 2.1 

4.70 18.3 4.9 17.7 1.2 

2.2.4 回收率实验 

按 1.3.3 方法对牛肉、鱼肉阴性添加样品进行提

取，用 1.4方法进行测定，求出牛肉、鱼肉中氯霉素含

量的平均值，并计算回收率. 结果如表 3. 

表 3 回收率与精密度 

Tab. 3 Recovery and precision values 

样品 添加量/ng.g
-1

   平均回收率/% 相对标准偏差/%

0.3        94.0 11.3 
牛肉 

0.5 90.0 8.2 

0.3 110.0 22.5 
鱼肉 

0.5 80.5 18.7 

2.2.5 试剂盒稳定性 

    选定 2 批次的试剂盒，进行稳定性试验. 实验条

件为 4~8℃冰箱存放，每隔 1.5 个月测定标准样品的

吸光度，每次取 3份，测 3个值，取平均值. 如零标准

吸光度值小于 0.6可视为失效. 实验结果表明有效期

在 13∼13.5 个月， 故在 12 个月的有效期内试剂质量

有保证. 

3 讨 论 

3.1 检验结果分析 

检测样品总数为 730份，阳性结果数为 75份. 其

中肉制品 30份，肠衣 17 份，水产品 27 份，蜂蜜 1份.

阳性率分别为 18.6%、28.8%、6.4%、9.1%. 检出的肉制

品中 CAP含量为（0.446±0.529）μg /kg，肠衣中 CAP
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含量为（0.298±0.186）μg /kg，水产品中 CAP含量为

（0.187±0.164）μg /kg. 其中肉制品和肠衣类产品中

阳性率较高，说明饲养过程中使用了这些药物，或虽

已停止生产和使用氯霉素药，但由于它在人体、动物

肌体及自然生态环境中蓄积的时间较长，而肠衣制品

经过加工可能导致氯霉素浓缩. 

经 LC- MS/MS 法对酶联免疫检测结果进行确证，

结果进行对比可知，符合率分别为肉制品 96%，肠衣

82%，水产品 93%，蜂蜜 100%. 水产品和肉制品类结果

符合性良好，肠衣类欠佳. 可能由于不同样品基质对

检测结果会产生不同影响，而肠衣类产品通常经过盐

渍，或冷冻处理，加工引入的盐离子经前处理不能完

全清除，可能对生物反应体系产生影响，导致了假阳

性结果的产生.   

3.2 试剂盒性能指标分析 

本文参照食品法典委员会关于残留分析方法评

价指标和试剂盒评价参数，对英国 RANDOX 公司

ELISA试剂盒从灵敏度，板内、板间变异系数，回收率 

 

 

和稳定性等方面进行了分析. 试剂盒的检测范围 0.10 

~4.7ng/mL，B/B050%抑制浓度平均值为 0.40 ng/mL，变

异系数 10.3% . 该试剂盒的板内变异系数小于 5%，板

间变异系数小于 10%. 样品添加回收率为 80.5%~ 

110 %，符合兽残检测有关回收率的要求. 试剂盒稳定

性好，12 个月的有效期内试剂质量有保证，该 ELISA

试剂盒具有特异性强、灵敏度高的特点，适合对动物

源性食品中氯霉素残留进行大量快速筛选检测.  

参 考 文 献： 

［1］ 刘智宏. 酶标免疫测定法（ELA）在检测动物性食品

中氯霉素残留的应用[J]. 中国兽药杂志，1995，29（2）：

47—48. 

［2］ 胡顶飞，沈建忠. 氯霉素类抗生素的残留分析[J]. 中国

兽药杂志，2001，35（5）：55—57 

［3］ T L Li，Y J Chung-Wang，Y C Shih. Determination and 

confirmation of chloramphenicol residues in swine muscle 

and liver[J].  J of Food Sci ，2002，67（1）：21—28. 

［4］ 叶 妮，刘智宏，郭文林，等. 国内外克伦特罗检测试剂

盒评价[J]. 中国兽药杂志，2002，36（10）：25—28. 

 

 

（上接第 75 页） 
 

水平最佳. m25>m35>m15说明占空比的三个水平中，第

二水平最佳. 从而确定最优工艺条件：乙醇体积分数

40%、提取时间 15 min、提取功率 300 W、料液比 1∶

60、占空比 50%. 在最优条件下迷迭香酸提取得率为

1.146%. 

3 结 论 

超声波辅助提取迷迭香酸的最优工艺条件：提

取溶剂为40%乙醇溶液，料液比1:60，功率300 W，提

取时间15 min，占空比50%. 超声波提取法在常温下即

可进行，具有明显的快速、高效的特点. 
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