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　 　 雌三醇是雌二醇和雌酮的代谢产物ꎬ该激素不

仅能够调控胎儿在宫内的发育ꎬ影响妊娠子宫对催

产素的敏感性ꎬ而且能够促进家畜的生长发育ꎮ 然

而ꎬ如果使用不当ꎬ则会引发雌三醇的污染残留问

题ꎬ使人感染激素相关性疾病ꎬ并会对婴儿和青少年

的生长发育产生严重影响[１￣２]ꎮ 农业部第 ２３５ 号公

告修订了«动物性食品中兽药最高残留限量»ꎬ规定

在任何动物性食品中ꎬ不允许添加雌三醇等雌激素ꎮ
雌三醇性质稳定不易降解ꎬ一般以微量或痕量残留

于环境中ꎬ如水样中会有部分残留[３]ꎮ 国内外测定

２２４１



雌三醇的方法主要包括仪器检测法[４￣１４]和免疫分析

检测法[１４￣１７]ꎬ其中仪器检测法包括液相色谱￣串联质

谱法、固相萃取￣气相色谱法、质谱联用法、超快速液

相色谱￣串联质谱法和高效液相色谱￣串联质谱法

等ꎮ 与酶联免疫法相比ꎬ仪器检测法所用仪器设备

较为昂贵ꎬ对试验操作人员的技术水平要求较高ꎬ样
品需要进行纯化处理ꎬ检测时间较长ꎬ不利于基层检

测人员的现场批量筛查ꎮ 酶联免疫法具有检测成本

低、检测时间短和操作方法简单等优点ꎬ非常符合批

量、快速检测的要求ꎮ 对免疫学方法检测雌三醇残

留的报道相对较少ꎬ检测样本主要涉及牛奶和血清ꎮ
本研究拟采用酶联免疫法测定水样中雌三醇药物的

残留量ꎬ以期为雌三醇的快速检测提供方法ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与试剂

雌三醇、雌二醇、雌酮、牛血清白蛋白(ＢＳＡ)、卵
清蛋白(ＯＶＡ)和辣根过氧化物酶(ＨＲＰ)均购自 Ｓｉｇ￣
ｍａ 公司ꎬ包被液 ( ０􀆰 ０５ ｍｏｌ / Ｌ碳酸盐缓冲液ꎬ ｐＨ
９􀆰 ６)、洗涤液 (含 １􀆰 ００％ 吐温 ２０ 的 ０􀆰 １５ ｍｏｌ / Ｌ
ＰＢＳꎬｐＨ ７􀆰 ４)、封闭液(含有 １􀆰 ００％ ~ ３􀆰 ００％酪蛋

白、０􀆰 １０~０􀆰 ３０ ｍｏｌ / Ｌ的磷酸盐缓冲液)和样本复溶

液(０􀆰 ０２ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳꎬｐＨ ７􀆰 ０)均购自北京化学试剂

公司ꎬ８ 周龄的雌性 Ｂａｌｂ / Ｃ 小鼠和羊(无病原体)均
购自北京勤邦生物技术有限公司ꎬ水样品购自北京

安为天检测技术有限公司ꎮ
１.２　 仪器与设备

ＭＫ３ 酶标仪购自上海雷勃分析仪器有限公司ꎬ
Ｃｏｓｔａｒ 酶标板购自北京诺博莱德科技有限公司ꎬ
ＴＤＬ￣４０Ｂ 离心机购自上海安亭科学仪器厂ꎮ
１.３　 方法

１.３.１　 半抗原和人工抗原　 合成雌三醇半抗原(图
１)ꎬ具体步骤为:取 １􀆰 ００ ｇ 雌三醇ꎬ加 ２０􀆰 ０ ｍｌ 三氟

乙酸溶解ꎬ加 １􀆰 ４６ ｇ 乌洛托品ꎬ加热ꎬ回流反应 ３ ｈꎬ
冷却至室温ꎬ加 ３０􀆰 ０ ｍｌ １􀆰 ００ ｍｏｌ / Ｌ的稀盐酸ꎬ搅拌

２ ｈ 后停止反应ꎬ加水、氢氧化钠调节 ｐＨ 值为 ７􀆰 ０ꎬ
加乙酸乙酯ꎬ萃取ꎬ水洗ꎬ无水硫酸钠干燥蒸干ꎬ上硅

胶柱ꎬ石油醚 ∶ 乙酸乙酯(３ ∶ １ꎬ体积比)ꎬ得到 ０􀆰 ８４
ｇ 半抗原产物ꎬ反应收率为 ７５􀆰 ５７％ꎮ
　 　 将上述合成的半抗原与 ＢＳＡ 和 ＯＶＡ 进行偶联ꎬ
分别得到雌三醇免疫抗原和包被抗原ꎬ具体合成过程

如下:取 １２􀆰 ００ ｍｇ 醛基雌三醇半抗原ꎬ溶解于 ０.３ ｍｌ

ＴＦＡ:三氟乙酸ꎻＨＣｌ:稀盐酸ꎮ
图 １　 雌三醇半抗原的合成

Ｆｉｇ.１　 Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｅｓｔｒｉｏｌ ｈａｐｔｅｎ

二甲基甲酰胺(ＤＭＦ)中ꎬ得到 Ａ 液ꎮ 称取 ＢＳＡ ５０􀆰 ００
ｍｇꎬ充分溶解于 ４􀆰 ０ ｍｌ 碳酸缓冲液(ＣＢ) (ｐＨ ９􀆰 ５)
中ꎬ将反应液 Ａ 逐滴缓慢滴加到蛋白质溶液中ꎬ并于

室温下搅拌 ２４ ｈꎬ用 ０􀆰 ０２ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ ４ ℃透析得到免

疫抗原ꎮ 取 ５􀆰 ３０ ｍｇ 醛基雌三醇半抗原ꎬ溶解于 ０􀆰 ２
ｍｌ 乙醇中ꎬ得到 Ｂ 液ꎮ 称取ＯＶＡ ５０􀆰 ００ ｍｇꎬ使之充分

溶解在 ４􀆰 ０ ｍｌ ＣＢ(ｐＨ ９􀆰 ５)中ꎬ将 Ｂ 液逐滴缓慢滴加

到蛋白质溶液中ꎬ并于室温下搅拌 ４ ｈꎬ用 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ
ＰＢＳ ４ ℃透析得到包被抗原ꎮ
１.３.２　 单克隆抗体的制备及效价验证　 将免疫抗原与

等量弗氏完全佐剂充分乳化ꎬ免疫 ８ 周龄 Ｂａｌｂ / ｃ 小鼠ꎬ
取免疫后的鼠脾细胞与骨髓瘤细胞融合ꎬ筛选获得能

稳定分泌单克隆抗体的杂交瘤细胞株ꎮ 用体内诱生

法[１７]得到雌三醇单克隆抗体溶液ꎬ－２０ ℃保存ꎮ
１.３.３　 酶标记抗体制备 　 用得到的雌三醇单克隆

抗体免疫无病原体羊ꎬ得到羊抗鼠抗体ꎬ然后将羊抗

鼠抗体与 ＨＲＰ 偶联ꎬ即得到酶标记抗体[１７]ꎮ
１.３.４ 　 酶标板制备 　 抗原稀释倍数依次为 １ ∶
２ ０００、１ ∶ ４ ０００、１ ∶ ８ ０００ꎬ单克隆抗体稀释倍数依

次为１ ∶ １０ ０００、１ ∶ ２０ ０００、１ ∶ ４０ ０００、１ ∶ ８０ ０００ꎬ
酶标记抗体液的稀释倍数为１ ∶ １ ０００ꎬ测定波长为

４５０ ｎｍꎬ分别测定质量浓度为 ０ μｇ / Ｌ和 ０.０５ μｇ / Ｌ
的雌三醇标准品吸光度值(ＯＤ 值)ꎬ并按如下公式

计算百分吸光率(抑制率):
百分吸光率＝ (标准品或样本溶液的平均吸光

度值 / ０ μｇ / Ｌ标准溶液的平均吸光度值)×１００％ꎮ
在酶标板包被 １ 孔 １００􀆰 ０ μｌ 抗原包被液ꎬ３７ ℃

环境中避光孵育 ２ ｈ 或 ４ ℃过夜ꎬ随后清洗酶标板

１~２ 次ꎬ再加入 １ 孔 １５０􀆰 ０ μｌ 封闭液ꎬ３７ ℃避光孵

育 ２ ｈꎬ清除孔中液体拍干ꎬ即完成酶标板制备ꎮ
１.３.５　 样本的前处理方法 　 取 １００􀆰 ０ μｌ 水样品加

４００􀆰 ０ μｌ 磷酸缓冲液ꎬ涡旋仪涡动 ３０ ｓꎬ取 ５０􀆰 ０ μｌ
用于分析ꎮ
１.３.６　 标准曲线的建立 　 用 ０􀆰 ０２ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 将雌
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三醇稀释成 ０ μｇ / Ｌ、０􀆰 ０５ μｇ / Ｌ、０􀆰 １５ μｇ / Ｌ、０􀆰 ４５
μｇ / Ｌ、１􀆰 ３５ μｇ / Ｌꎬ共 ５ 个质量浓度ꎬ１ 孔 ５０􀆰 ０ μｌ 加
入酶标板中ꎬ然后加入酶标二抗 １ 孔 ５０􀆰 ０ μｌꎬ再加

入抗体工作液 １ 孔 ５０􀆰 ０ μｌꎬ２５ ℃避光反应 ３０ ｍｉｎꎮ
洗板拍干后加入底物 １ 孔 １００􀆰 ０ μｌꎬ２５ ℃避光反应

１５ ｍｉｎꎬ最后每孔加入 ５０􀆰 ０ μｌ 终止液ꎬ用酶标仪测

定 ４５０ ｎｍ 吸光度ꎮ 标准曲线的横坐标为雌三醇标

准品质量浓度的对数值ꎬ纵坐标为百分吸光度值

(Ｂ / Ｂ０)ꎬＢ 为其他浓度孔的显色值ꎬＢ０为 ０ μｇ / Ｌ孔
的显色值ꎬ重复 ２ 次ꎮ
１.３.７　 样品中雌三醇的检测　 将水样品的 ＯＤ４５０值

代入标准曲线ꎬ即可得到其相应的质量浓度ꎬ用该质

量浓度乘以稀释倍数即得到样本中雌三醇的残留

量ꎮ
１.３.８　 检测性能

１.３.８.１　 检测限　 测定 ２０ 份空白水样品ꎬ计算其标

准差ꎬ以测定平均值加 ３ 倍的标准差作为检测限

(ＬＯＤ)ꎬ即可检测出被测物的最低浓度ꎮ
１.３.８.２ 　 精密度及准确度 　 采用 ０􀆰 ２５ μｇ / Ｌ、０􀆰 ５０
μｇ / Ｌ ２ 个浓度的雌三醇对水样品进行添加回收测

定ꎬ每个样品做 ５ 个平行ꎬ分别用 ３ 批不同试剂进行

测定ꎮ 以回收率作为准确度评价的指标ꎬ以重复测定

某一浓度样品的变异系数作为精密度评价的指标ꎮ

１.３.８.３　 抗体的特异性　 分别测定雌三醇、雌二醇、
雌酮与抗体的结合反应ꎮ 交叉反应率为雌三醇的半

抑制率( ＩＣ５０)与这些物质 ＩＣ５０的百分比ꎬ决定了它

们对雌三醇检测的干扰程度ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 雌三醇人工抗原的检测结果

将载体蛋白和偶联物进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳法检

测ꎬ结果显示ꎬ偶联物的电泳条带比载体蛋白滞后ꎬ
所以免疫抗原和包被抗原偶联成功ꎮ
２.２　 优选抗原包被浓度和单克隆抗体浓度

测定不同单克隆抗体稀释倍数和抗原稀释倍数

条件下ꎬ质量浓度为 ０ μｇ / Ｌ和 ０.０５ μｇ / Ｌ的雌三醇

标准品的 ＯＤ４５０值ꎬ并计算百分吸光率(表 １)ꎮ
抗原稀释倍数依次为１ ∶ ２ ０００、１ ∶ ４ ０００、１ ∶

８ ０００ꎬ单克隆抗体稀释倍数依次为１ ∶ １０ ０００、１ ∶
２０ ０００、１ ∶ ４０ ０００、１ ∶ ８０ ０００ꎬ酶标记抗体液的稀释

倍数为１ ∶ １ ０００ꎬ测定波长为 ４５０ ｎｍꎬ分别测定质量

浓度为 ０ μｇ / Ｌ和 ０􀆰 ０５ μｇ / Ｌ的雌三醇标准品溶液ꎮ
抗原、单克隆抗体的最佳稀释倍数为百分吸光

率是 ７０􀆰 ００％~８５􀆰 ００％时的最大稀释倍数ꎮ 由表 １
可知ꎬ此次筛选的抗原稀释倍数为４ ０００ꎬ最佳单克

隆抗体稀释倍数为４０ ０００ꎮ

表 １　 抗原和抗体浓度优选的结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｎｔｉｇｅｎ ａｎｄ ａｎｔｉｂｏｄｙ

单克隆抗体
稀释倍数

标准品含量
(μｇ / Ｌ)

１ ∶ ２ ０００(抗原稀释倍数)

ＯＤ４５０值 百分吸光率(％)

１ ∶ ４ ０００(抗原稀释倍数)

ＯＤ４５０值 百分吸光率(％)

１ ∶ ８ ０００(抗原稀释倍数)

ＯＤ４５０值 百分吸光率(％)

１ ∶ １０ ０００ ０ ３.０９９ ９９.６０ ３.０９４ ９５.４０ ３.０４９ １０２.１０

０.０５ ３.０８６ ２.９５３ ３.１１２

１ ∶ ２０ ０００ ０ ２.５６８ ９０.５０ ２.５４０ ９７.００ ２.６０１ ９６.２０

０.０５ ２.３２４ ２.４６３ ２.５０３

１ ∶ ４０ ０００ ０ １.７６４ ７９.６０ １.８８５ ８０.６０ １.６７８ ９２.６０

０.０５ １.４０５ １.５１９ １.５５４

１ ∶ ８０ ０００ ０ ０.８７９ ８５.６０ ０.８２７ ９５.６０ ０.７９９ ９１.１０

０.０５ ０.７５２ ０.７９１ ０.７２８

２.３　 标准曲线

图 ２ 显示ꎬ按照常规方法测定试剂盒灵敏度试

验ꎬ试剂盒标准曲线测定的雌三醇标准品浓度最低

为 ０􀆰 ０５ μｇ / Ｌꎬ标准曲线测定的范围为 ０.０５~ １􀆰 ３５
μｇ / Ｌꎮ

２.４　 检测限

２０ 个空白水样品中雌三醇的检测结果如表 ２
显示ꎬ检测限以测定平均值加 ３ 倍标准差计算ꎬ建立

雌三醇间接竞争酶联免疫检测方法ꎬ水样品中雌三

醇的检测限为 ０􀆰 ２５ μｇ / Ｌꎮ
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图 ２　 雌三醇标准曲线

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｅｓｔｒｉｏｌ

２.５　 精密度及准确度试验

表 ３ 显示ꎬ回收率范围为 ７２􀆰 ００％~ １０８􀆰 ００％ꎬ
变异系数小于 １５􀆰 ００％ꎬ符合农业部文件农医发

[２００５]１７ 号«兽药残留酶联免疫试剂盒备案审查技

术资料要求»附件 ２ 试剂盒备案参考评判标准中第

四点精密度和准确度的规定ꎬ说明此检测方法是可

靠的ꎬ可用于水样品中雌三醇残留量的分析测定ꎮ

表 ２　 空白水样品检测限测定结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｓａｍｐｌｅｓ

样品
编号

测定值
(μｇ / Ｌ)

样品
编号

测定值
(μｇ / Ｌ)

样品
编号

测定值
(μｇ / Ｌ)

１ ０.２０ ９ ０.１３ １７ ０.２０

２ ０.１８ １０ ０.１７ １８ ０.１２

３ ０.１０ １１ ０.１１ １９ ０.１９

４ ０.１６ １２ ０.１２ ２０ ０.１５

５ ０.１４ １３ ０.２０ 平均值 ０.１５

６ ０.１６ １４ ０.１５ 标准差 ０.０３

７ ０.１８ １５ ０.１２ 检测限 ０.２５

８ ０.１４ １６ ０.１６

２.６　 抗体的特异性测定

单克隆抗体与雌三醇、雌二醇、雌酮的交叉反应

率如表 ４ 显示ꎬ单克隆抗体对雌二醇、雌酮的交叉反

应率均较低ꎬ对雌三醇具有较好的特异性ꎮ

表 ３　 精密度及准确度的试验结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ａｎｄ ａｃｃｕｒａｃｙ ｔｅｓｔｓ

添加浓度
(μｇ / Ｌ) 批次

雌三醇回收值(μｇ / ｋｇ)

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ
变异系数(％)

０.２５ １ ０.２２ ０.２７ ０.１９ ０.２０ ０.２１ １４.３０

２ ０.１９ ０.２３ ０.２２ ０.２０ ０.２１ ８.１０

３ ０.２３ ０.１８ ０.１９ ０.１８ ０.２０ １１.６０

０.５０ １ ０.４２ ０.３９ ０.５２ ０.４９ ０.３９ １３.５０

２ ０.４１ ０.５４ ０.４９ ０.３９ ０.５１ １３.８０

３ ０.４６ ０.４２ ０.３６ ０.４６ ０.４３ １０.００

表 ４　 抗体与其他物质的交叉反应率

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｒｏｓｓ￣ｒｅａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｎｄ ｅｓｔｒｉｏｌꎬ
ｅｓｔｒａｄｉｏｌ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ａｎａｌｙｔｅｓ

化合物 交叉反应率(％)

雌三醇 １００.００

雌二醇 <１０.００

雌酮 <１０.００

３　 讨 论

邱凌等[１４]采用胶体金免疫试纸法测得加标奶

样的最低检测限为 １００􀆰 ００ μｇ / Ｌꎬ梁祖培[１５] 将制备

的单克隆抗体与一步电沉积免疫传感器方法结合ꎬ
测得奶样中雌三醇的最低检测限为 １􀆰 ００ μｇ / ｋｇꎮ 高

素芹等[１６]采用时间分辨荧光免疫分析法ꎬ测定血清

中雌三醇的检测限为 ０􀆰 １０ μｇ / ｋｇꎮ 赵金富等[１７] 采

用酶联免疫分析法并结合生物素￣亲合素放大体系ꎬ
测定血清中的雌三醇的检测限为 ０􀆰 ０６ μｇ / ｋｇꎮ 酶联

免疫分析法在小分子检测领域中已经得到了广泛应

用ꎬ是目前检测药物残留最适合的方法之一[１８]ꎮ 本

研究制备的单克隆抗体灵敏度为 ０􀆰 ０５ μｇ / Ｌꎬ对雌

二醇的交叉反应率小于 １０.００％ꎮ 基于该抗体建立
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了雌三醇间接竞争酶联免疫检测方法检测水样品的

检测限为 ０􀆰 ２５ μｇ / Ｌꎬ回收率为 ７２.００％~１０８􀆰 ００％ꎬ
变异系数小于 １５.００％ꎮ
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