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(57)摘要

本发明提供一种检测香豆素的酶联免疫试

剂盒及其应用。该试剂盒包括：包被有包被原的

酶标板、香豆素标准品溶液、酶标二抗、香豆素特

异性抗体、底物显色液、终止液、洗涤液、复溶液；

所述包被原为香豆素偶联抗原，所述酶标二抗为

酶标记的羊抗鼠抗抗体，所述香豆素特异性抗体

是以香豆素偶联抗原作为免疫原制备获得；所述

香豆素偶联抗原是由香豆素半抗原与载体蛋白

偶联得到，所述香豆素半抗原是由香豆素进行缩

醛反应得到。本发明提供的酶联免疫试剂盒可用

于检测烟草及烟用香精香料中香豆素的含量，其

操作简便、费用低廉、灵敏度高、能够现场监控且

适合大量样本的筛查。
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1.一种检测香豆素的酶联免疫试剂盒，其特征在于：它包括：包被有包被原的酶标板、

香豆素标准品溶液、酶标二抗、香豆素特异性抗体、底物显色液、终止液、洗涤液、复溶液；所

述包被原为香豆素偶联抗原，所述酶标二抗为酶标记的羊抗鼠抗抗体，所述香豆素特异性

抗体是以香豆素偶联抗原作为免疫原制备获得，所述香豆素偶联抗原是由香豆素半抗原与

载体蛋白偶联得到，所述香豆素半抗原是由香豆素进行缩醛反应得到，其分子结构式为：

。

2.如权利要求1所述的酶联免疫试剂盒，其特征在于：所述香豆素半抗原的制备反应过

程如下：

。

3.如权利要求1所述的酶联免疫试剂盒，其特征在于：所述载体蛋白为牛血清白蛋白、

卵清蛋白、钥孔血蓝蛋白或人血清白蛋白。

4.如权利要求1所述的酶联免疫试剂盒，其特征在于：所述香豆素特异性抗体为香豆素

单克隆抗体或香豆素多克隆抗体，其中优选香豆素单克隆抗体。

5.如权利要求1所述的酶联免疫试剂盒，其特征在于：所述酶标二抗的标记酶为辣根过

氧化物酶或细菌提取碱性磷酸酯酶，其中优选辣根过氧化物酶；所述酶标二抗是采用改良

后的过碘酸钠法进行偶联得到的。

6.如权利要求1所述的酶联免疫试剂盒，其特征在于：所述香豆素标准品溶液6瓶，浓度

分别为0 μg/L、2.5 μg/L、5 μg/L、10 μg/L、25 μg/L、50 μg/L。

7.如权利要求1所述的酶联免疫试剂盒，其特征在于：当标记酶为辣根过氧化物酶时，

所述底物显色液由底物液A液和底物液B液组成，A液为过氧化氢或过氧化脲，B液为邻苯二

胺或四甲基联苯胺，所述终止液为1～2mol/L的硫酸溶液或盐酸溶液；当标记酶为细菌提取

碱性磷酸酯酶时，所述底物显色液为对硝基磷酸盐缓冲液，所述终止液为1～2  mol/L氢氧

化钠溶液。

8.如权利要求1所述的酶联免疫试剂盒，其特征在于：所述洗涤液优选为pH值为7.4，含

有0.5%～1.0%吐温-20、0.01‰～0.03‰叠氮化钠、0.1～0.3mol/L的磷酸盐缓冲液，所述百

分比为重量体积百分比。

9.如权利要求1所述的酶联免疫试剂盒，其特征在于：所述复溶液优选为pH值为7.0、

0.02  mol/L的磷酸盐缓冲液。
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10.一种应用权利要求1-9任一项所述的酶联免疫试剂盒检测香豆素的方法，其特征在

于：包括以下步骤：

(1)  样品前处理；

(2)  用试剂盒进行检测；

(3) 分析检测结果。
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一种检测香豆素的酶联免疫试剂盒及其应用

技术领域

[0001] 本发明涉及酶联免疫检测技术，具体涉及一种用于检测香豆素的酶联免疫试剂盒

及其应用，可定性、定量检测烟草及烟草制品、烟用香精香料中香豆素的残留量。

技术背景

[0002] 香豆素系化合物是一类具有芳香气味，母核为苯并α-吡喃酮结构的天然产物，广

泛分布于植物界，根据结构可分为简单香豆素系化合物、呋喃香豆素系化合物、吡喃香豆素

系化合物和其他香豆素系化合物等。香豆素（coumarin）又名邻羟基桂酸内酯和1,2-苯并吡

喃酮，是一种天然植物次生产品，是广泛存在于自然界中的一种内酯类化合物，于1820年发

现于黑香豆中，主要以游离状态和苷的形式存在于植物中,  在芸香科和伞形科植物中最

多，其次存在于豆科、兰科、木樨科、茄科和菊科植物，少数来自微生物。香豆素作为一种重

要的香料，常用作定香剂、脱臭剂，配制香水和香料，也用作饮料、食品、卷烟、塑料制品、橡

胶制品等的增香剂，医药上将其加入药剂中作为矫味剂。实验发现，香豆素对小鼠胚胎有毒

性，能引起痛觉消失，使中性胆碱酯酶发生变化，对大鼠为可疑致肿瘤物。香豆素在体内的

含量达到一定量时具有生理毒性，通过长期的动物实验发现其具有肝毒性，主要是由代谢

的途径导致P450（细胞色素P）及其依赖性酶的减少引起的。由于香豆素的潜在的不良反应，

美国食品药品管理局（FDA）早在1954年就禁止将香豆素用作食品添加剂；欧洲食品安全局

（EFSA）规定香豆素的每日耐受摄入量（TDI）为0.1  mg/kg  bw；欧盟规定，对于洗去型化妆

品，香豆素的含量不得超过30 μg/g，对于非洗去型化妆品，香豆素含量不得高于10 μg/g；

2010年7月，台湾地区食品管理机构发布通知禁止在食品中添加香豆素，同时规定“惟饮料

中因使用天然香料，导致天然香料本身含香豆素残留时，其含量仍应在2.0  mg/kg以下”。

[0003] 烟用香精香料在生产制造过程中有可能由天然植物精油引入香豆素，进而通过烟

丝中添加的香精香料存在于烟草制品中，对消费者的健康造成潜在危害。因此，建立香豆素

的快速检测方法，对香精香料及烟草制品进行质量控制十分必要。

[0004] 目前，香豆素主要通过直接萃取法、超声萃取法、同时蒸馏萃取法、水蒸气蒸馏法

等提取，结合气相色谱法（GC）、气相色谱-质谱法（GC-MS）、气相色谱-串联质谱法（GC-MS/

MS）、高效液相色谱法（HPLC）、超高效液相色谱-串联质谱法（UPLC-MS/MS）检测。仪器分析方

法虽可以实现准确定性定量，但需要复杂昂贵的仪器设备及专业操作人员，加之样品前处

理繁琐费时、检测时间长、检测费用高，对于现场检测工作的开展具有局限性。因此，能否提

供一种用酶联免疫法测定烟草及烟用香精香料等样品中香豆素残留量的试剂盒，正是本发

明的研究重点。

发明内容

[0005] 本发明的目的正是基于上述现有技术状况提供一种检测香豆素的酶联免疫试剂

盒及其应用，本发明应用酶联免疫检测技术测定烟草及烟用香精香料中的香豆素，具有高

效、准确、简便、经济等特点，适用于现场大量样品的定性和定量检测。
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[0006] 为了实现本发明的目的，本发明提供了一种检测香豆素的酶联免疫试剂盒，它包

括：包被有包被原的酶标板、香豆素标准品溶液、酶标二抗、香豆素特异性抗体、底物显色

液、终止液、洗涤液、复溶液，所述包被原为香豆素偶联抗原，所述酶标二抗为酶标记的羊抗

鼠抗抗体，所述香豆素特异性抗体是以香豆素偶联抗原作为免疫原制备获得。

[0007] 所述香豆素偶联抗原是由香豆素半抗原与载体蛋白偶联得到，所述载体蛋白为牛

血清白蛋白、卵清蛋白、钥孔血蓝蛋白或人血清白蛋白，所述香豆素半抗原是由香豆素进行

缩醛反应得到，其分子结构式为：

。

[0008] 所述香豆素半抗原的制备方法主要包括如下步骤：

1）取香豆素1.00  g，加入80  mL氯苯中搅拌溶解，加2.50  g叔丁醇过氧化氢，搅拌充分

混匀，加3-(1,3-二氧杂烷-2-基)丙醛0.89  g，100℃搅拌24  h。停止反应后，加100  mL冷水，

用100  mL乙酸乙酯萃取3次，使用50  mL水洗，有机相无水硫酸钠干燥蒸干，60  mL石油醚/二

氯甲烷（v/v，1/1）重结晶，得到缩醛香豆素化合物1.70  g。

[0009] 2）取缩醛香豆素1.70  g，加20  mL乙腈溶解，加1  mol/L稀盐酸10  mL，室温剧烈搅

拌4  h，停止反应，旋蒸，除去乙腈，加水50  mL，加1mol/L的NaOH调节pH值到6，加70  mL  1,2-

二氯乙烷萃取3次，100  mL水洗，蒸干，上硅胶柱，2  L二氯甲烷/甲醇（v/v，5/1）洗脱，分离纯

化，得到丁醛香豆素半抗原1.30  g。

[0010] 其反应过程如下：

。

[0011] 所述香豆素特异性抗体为香豆素单克隆抗体或香豆素多克隆抗体，其中优选香豆

素单克隆抗体。

[0012] 所述酶标二抗的标记酶为辣根过氧化物酶或细菌提取碱性磷酸酯酶，其中优选辣

根过氧化物酶；所述酶标二抗是采用改良后的过碘酸钠法进行偶联得到的。

[0013] 为了更方便现场监控和大量样本筛查，所述试剂盒还包括香豆素标准品溶液、底

物显色液、终止液、洗涤液、复溶液。

[0014] 所述香豆素标准品溶液6瓶，浓度分别为0 μg/L、2.5 μg/L、5 μg/L、10 μg/L、25 μ

g/L、50 μg/L。

[0015] 当标记酶为辣根过氧化物酶时，所述底物显色液由底物液A液和底物液B液组成，A

液为过氧化氢或过氧化脲，B液为邻苯二胺或四甲基联苯胺，所述终止液为1～2  mol/L的硫
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酸溶液或盐酸溶液；当标记酶为细菌提取碱性磷酸酯酶时，所述底物显色液为对硝基磷酸

盐缓冲液，所述终止液为1～2  mol/L氢氧化钠溶液。

[0016] 所述洗涤液优选为pH值为7.4，含有0.5%～1.0%吐温-20、0.01‰～0.03‰叠氮化

钠、0.1～0.3  mol/L的磷酸盐缓冲液，所述百分比为重量体积百分比，单位g/L。

[0017] 所述复溶液优选为pH值为7.0、0.02  mol/L的磷酸盐缓冲液。

[0018] 其中在酶标板制备过程中所用到的包被缓冲液为pH值为9.6，0.05  mol/L 的碳酸

盐缓冲液，封闭液为pH值为7.1～7.5，含有1%～3%酪蛋白、0.1～0.3  mol/L的磷酸盐缓冲

液，所述百分比为重量体积百分比，单位g/L。

[0019] 本发明中酶标板的制备过程为：用包被缓冲液将包被原稀释成20 μg/mL，每孔加

入100 μL，25℃避光孵育2  h或4℃过夜，倾去孔中液体，用洗涤液洗涤2次，每次30  s，拍干，

然后在每孔中加入150～200 μL封闭液，25℃避光孵育1～2  h，倾去孔内液体拍干，干燥后

用铝膜真空密封保存。

[0020] 本发明的检测原理为：

采用间接竞争ELISA方法，在酶标板微孔条上预包被香豆素偶联抗原，样本中残留的香

豆素与微孔条上预包被的偶联抗原竞争香豆素特异性抗体，加入酶标二抗后，用底物显色

液显色，样本吸光度值与其所含香豆素的含量成负相关，与标准曲线比较再乘以其对应的

稀释倍数，即可得出样品中香豆素的残留量。

[0021] 本发明还提供了一种应用上述酶联免疫试剂盒检测香豆素的方法，它包括步骤：

(1)  样品前处理；

(2)  用试剂盒进行检测；

(3) 分析检测结果。

[0022] 本发明检测香豆素的酶联免疫试剂盒主要采用ELISA方法定性或定量检测样品中

香豆素的含量；对样品的前处理要求低，样品前处理过程简单，能同时快速检测大批量样

品；主要试剂以工作液的形式提供，检验方法方便易行，检测速度快、检测成本低，非常容易

推广。本发明的半抗原具有适当末端活性基团，修饰位点及间隔臂长度选择合适，且能最大

程度模拟香豆素的分子结构，以此半抗原为基础开发的试剂盒具有特异性高、灵敏度高、精

确度高、准确度高等特点。本发明的酶联免疫试剂盒，结构简单、使用方便、价格便宜、携带

便利、检测方法高效、准确、简便、适于大批量样品筛选的定性、定量。

附图说明

[0023] 图1为试剂盒标准曲线图。

具体实施方式

[0024] 下面结合具体的实施例来进一步阐述本发明。应理解，这些实施例仅用于说明本

发明，而不用来限制本发明的范围。另外，本领域的技术人员在所附权利要求书限定的范围

内可能会对本发明进行各种改动或修饰，这些改动或修饰同样应落入本发明的保护范围。

[0025] 实施例1   检测香豆素试剂盒试剂的制备

1、香豆素半抗原的合成及鉴定

取香豆素1.00  g，加入80  mL氯苯中搅拌溶解，加2.50  g叔丁醇过氧化氢，搅拌充分混
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匀，加3-(1,3-二氧杂烷-2-基)丙醛0.89  g，100℃搅拌24  h。停止反应后，加100  mL冷水，用

100  mL乙酸乙酯萃取3次，使用50  mL水洗，有机相无水硫酸钠干燥蒸干，60  mL石油醚/二氯

甲烷（v/v，1/1）重结晶，得到缩醛香豆素化合物1.70  g，收率94.00%。

[0026] 取缩醛香豆素1.70  g，加20  mL乙腈溶解，加1  mol/L稀盐酸10  mL，室温剧烈搅拌4 

h，停止反应，旋蒸，除去乙腈，加水50  mL，加1mol/L的NaOH调节pH值到6，加70  mL  1,2-二氯

乙烷萃取3次，100  mL水洗，蒸干，上硅胶柱，2  L二氯甲烷/甲醇（v/v，5/1）洗脱，分离纯化，

得到丁醛香豆素半抗原1.30  g，收率91.55%。

[0027] 取上述半抗原经核磁共振氢谱鉴定，1H  NMR（CDCl3 ,  300MHZ）δ:  9 .72  (1H ,  s , 

CHO) ,  8.45  (1H,  s,  C=CH) ,  7.84  (1H,  dd ,  ArH) ,  7.65  (1H,  dd ,  ArH) ,  7.42  (2H, 

dd ,  ArH) ,  3.27  (2H,  dd ,  CH2) ,  2.51(2H,  t,  CH2)。图谱中化学位移δ=9.72的为间隔臂

上醛基氢的共振吸收峰，δ=3.27、2.51的为间隔臂上亚甲基氢的共振吸收峰，除香豆素原有

氢特征吸收峰外，这些峰的存在，证明间隔臂偶联成功，香豆素半抗原结构正确。

[0028] 2、香豆素偶联抗原的合成及鉴定

免疫原制备——香豆素半抗原与牛血清白蛋白（BSA）偶联得到免疫原。

[0029] 取香豆素半抗原16  mg，加乙醇溶解，得到A液，取牛血清白蛋白0.1  g，加pH值为

5.6的醋酸盐缓冲液溶解，得到B液，将A液滴加到B液中，4℃搅拌20  h，加1  mg硼氢化钠，继

续搅拌2  h，0.02  mol/L  PB透析纯化三天，每天换液三次，分装，得到免疫原，-20℃保存备

用。

[0030] 包被原制备——香豆素半抗原与卵清蛋白（OVA）偶联得到包被原。

[0031] 取香豆素半抗原5  mg，加乙醇溶解，得到A液，取卵清白蛋白50  mg，加pH  9.1的碳

酸盐缓冲液溶解，得到B液，将A液滴加到B液中，4℃搅拌20  h，加1  mg硼氢化钠，继续搅拌2 

h，0.02  mol/L  PB透析纯化三天，每天换液三次，分装，得到包被原，-20℃保存，备用。

[0032] 按合成香豆素偶联抗原反应所用半抗原、载体蛋白与偶联产物的比例，进行紫外

（200  nm  ~  400  nm）扫描测定，通过比较三者分别在260  nm和280  nm的吸光值计算其结合

比。偶联物香豆素半抗原-载体蛋白的最大吸收峰与香豆素半抗原、载体蛋白的最大吸收峰

相比发生了明显的变化，表明香豆素半抗原-载体蛋白的合成是成功的。经计算，半抗原与

BSA的结合比为16:1，与OVA的结合比为12:1。

[0033] 3、香豆素单克隆抗体的制备

（1）杂交瘤细胞的获得

动物免疫：将香豆素半抗原-BSA偶联物（免疫原）与等量的弗氏完全佐剂充分乳化，皮

下注射6周龄的Balb/c小鼠，每只0.2  mL；此后，每两周加强免疫一次，用弗式不完全佐剂代

替弗氏完全佐剂，方法和剂量同首次免疫；

最后一次加强免疫一周后眼底静脉采血测定香豆素抗体的效价和抑制作用，有抑制且

效价达到1:10000以上时进行如下末次免疫：腹腔注射不加任何佐剂的免疫原溶液0.1  mL，

三天后处死小鼠，取其脾脏淋巴B细胞与骨髓瘤细胞融合；

细胞融合7  d后，用间接ELISA法检测抗体，选择抗体分泌阳性孔，用HT培养基扩大培养

后，采用有限稀释法接种于96孔培养板内，选择单个细胞集落孔的培养上清做抗体检测，阳

性者用同样方法再次克隆，直至克隆后有杂交瘤细胞生长的抗体分泌阳性率为100%，保存

阳性细胞株。
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[0034] （2）单克隆抗体的制备

采用体内诱生法，将Balb/c小鼠（8周龄）腹腔注入灭菌石蜡油0.5  mL/只，7天后腹腔注

射杂交瘤细胞5×105个/只，7天后采集腹水。用辛酸-饱和硫酸铵法进行纯化，得到香豆素

单克隆抗体溶液（-20℃保存）。

[0035] （3）单克隆抗体效价的测定

用间接竞争  ELISA法测定抗体的效价为1:(200000~500000)。

[0036] 间接竞争ELISA方法：用香豆素半抗原-OVA偶联物包被酶标板，加入香豆素标准品

溶液、香豆素单克隆抗体溶液和辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠抗抗体溶液，25℃反应30 

min，倒出孔内液体，用洗涤液洗涤3~5次，用吸水纸拍干；加入底物显色液，25℃反应15  min

后，加入终止液终止反应；测定OD450。

[0037] （4）单克隆抗体特异性的测定

将BSA和OVA均稀释至与香豆素半抗原-OVA相同浓度进行包被，再加入含抗体腹水，测

试其结合显色情况。选择7-乙氧基-4-甲基香豆素、二氢香豆酯、7-羟基香豆素、3,3’-羰基

双（7-二乙氨基香豆素）、7-甲氧基香豆素、莨菪亭、6,7-二甲氧基香豆素、7-甲基香豆素、环

香豆素、香兰素、黄樟素、突厥烯酮等香豆素的结构类似物，将其等比稀释液替代香豆素稀

释液，其他条件相同，做三次平行，测定它们与香豆素单克隆抗体之间的交叉反应率。以50%

抑制的香豆素浓度与50%抑制的类似物浓度的百分比为其交叉反应率，反映单克隆抗体的

特异性。

[0038] CR(%)=[IC50(香豆素)/IC50(类似物)]×100%

实验结果显示，BSA、OVA均不与香豆素单克隆抗体发生反应，说明筛选获得的香豆素单

克隆抗体特异性针对连接在载体蛋白上的香豆素抗原决定簇。下表列出了香豆素单克隆抗

体与香豆素结构类似物的交叉反应性。从表1可以看出，香豆素单克隆抗体与7-乙氧基-4-

甲基香豆素、二氢香豆酯、7-羟基香豆素、3,3’-羰基双（7-二乙氨基香豆素）、7-甲氧基香豆

素、莨菪亭、6,7-二甲氧基香豆素、7-甲基香豆素、环香豆素、香兰素、黄樟素、突厥烯酮均无

交叉反应。

[0039] 表1 香豆素单克隆抗体与香豆素类似物的交叉反应率

化合物 交叉反应率/%

7-乙氧基-4-甲基香豆素 4

二氢香豆酯 3.5

7-羟基香豆素 12

3,3’-羰基双（7-二乙氨基香豆素） 4.5

7-甲氧基香豆素 8.3

莨菪亭 8

6,7-二甲氧基香豆素 7.2

7-甲基香豆素 6.3

环香豆素 7.5

香兰素 2

黄樟素 1

突厥烯酮 1
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4、羊抗鼠抗抗体的制备

以羊作为免疫动物，以鼠源抗体为免疫原对无病原体羊进行免疫，得到羊抗鼠抗抗体。

[0040] 5、酶标板的制备

用包被缓冲液将包被原稀释成20 μg/mL，每孔加入100 μL，25℃避光孵育2  h，倾去孔

中液体，用洗涤液洗涤2次，每次30  s，拍干，然后在每孔中加入200 μL封闭液，25℃避光孵

育2  h，倾去孔内液体拍干，干燥后用铝膜真空密封保存。

[0041] 实施例2   检测香豆素的酶联免疫试剂盒的组建

组建检测香豆素的酶联免疫试剂盒，使其包含下述组分：

(1)  包被香豆素偶联抗原的酶标板；

(2)  香豆素标准品溶液6瓶，浓度分别为0 μg/L、2.5 μg/L、5 μg/L、10 μg/L、25 μg/L、

50 μg/L；

(3)  用辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠抗抗体；

(4) 香豆素特异性抗体工作液；

(5)  底物显色液由A液和B液组成，A液为过氧化脲，B液为四甲基联苯胺；

(6) 终止液为2  mol/L硫酸；

(7)  洗涤液为pH值为7.4，含有0.5%～1.0%吐温-20、0.01‰～0.03‰叠氮化钠防腐剂、

0.1～0.3  mol/L的磷酸盐缓冲液，所述百分比为重量体积百分比；

(8) 复溶液为pH 值为7.0、0.02  mol/L的磷酸盐缓冲液。

[0042] 实施例3   检测烟草中的香豆素

1、样品的前处理

称取1.0±0.05  g粉碎的烟叶样本至聚苯乙烯离心管中；加入10  mL  50%甲醇溶液，用

匀浆机将其充分打碎，得样本液；移取50 μL样本液与450 μL去离子水混匀后待检。

[0043] 2、用试剂盒进行检测

向包被香豆素偶联抗原的酶标板微孔中加入香豆素标准品溶液或经前处理的样本溶

液50 μL/孔，然后加入香豆素特异性抗体工作液50 μL/孔，轻轻振荡混匀，用盖板膜盖板后

置25℃避光环境中反应30  min；小心揭开盖板膜，将孔内液体甩干，用洗涤液250 μL/孔，充

分洗涤4-5次，每次间隔10  s，用吸水纸拍干；加入辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠抗抗体100 

μL/孔，轻轻振荡混匀，用盖板膜盖板后置25℃避光环境中反应30  min，取出重复洗板步骤；

每孔加入底物显色液A液50 μL，底物显色液B液50 μL，轻轻振荡混匀，用盖板膜板后置25℃

避光环境中反应15  min。每孔加入终止液50 μL，轻轻振荡混匀，设定酶标仪于450  nm处（建

议用双波长450/630  nm检测，5  min内读完数据），测定每孔OD值。

[0044] 3、检测结果分析

标准品或样本的百分吸光率等于标准品或样本的吸光度值的平均值（双孔）除以第一

个标准品（0标准）的吸光度值的平均值，再乘以100%。以标准品百分吸光率为纵坐标，香豆

素标准品浓度（μg/L）的对数为横坐标，绘制标准曲线，见图1。将样本的百分吸光率代入标

准曲线中，从标准曲线上读出样本所对应的浓度，乘以其对应的稀释倍数即为样本中香豆

素的实际浓度。

[0045] 实施例4   样品检测实例

1、试剂盒的检测限和灵敏度
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按照常规方法测定试剂盒灵敏度，标准曲线的范围为2.5～50 μg/L，IC50（50%抑制浓

度）浮动范围为4.5～8.1 μg/L；对20份空白样品进行检测，从标准曲线上查出对应于各百

分吸光率的浓度，以20份样本浓度的平均值加上3倍标准差表示检测限，结果显示，该方法

对烟草的检测限为0.25  mg/kg。

[0046] 2、样本准确度和精确度试验

以回收率作为准确度评价指标，以重复测定某一浓度样本的检测结果相对标准偏差

（RSD%）作为精密度评价指标。计算公式为：回收率（%）＝  实际测定值/理论值×100%，其中

理论值为样本的添加浓度；相对标准偏差RSD%  ＝  SD/X×100%，其中SD为标准偏差，X为测

定数据的平均值。

[0047] 按0.25  mg/kg、0.5  mg/kg、1.0  mg/kg三个浓度香豆素对空白烟草样本进行添加

回收测定，每个样本做6个平行，用三批不同试剂盒进行测定，计算样本的平均回收率及精

密度，结果见下表。

[0048] 表2  精密度及准确度试验

以0.25  mg/kg、0.5  mg/kg、1.0  mg/kg三个浓度的香豆素对空白烟草样本进行添加，平

均回收率在70%~110%之间；批内、批间相对标准偏差均小于10%。

[0049] 3、试剂盒稳定性试验

试剂盒保存条件为2～8℃，经过12个月的测定，试剂盒的最大吸光度值(零标准)、50%

抑制浓度、香豆素添加实际测定值均在正常范围之内。考虑在运输和使用过程中，会有非正

常保存条件出现，将试剂盒在37℃保存条件下放置7天，进行加速老化实验，结果表明该试

剂盒各项指标完全符合要求。考虑到试剂盒冷冻情况发生，将试剂盒放入-20℃冰箱冷冻7

天，测定结果也表明试剂盒各项指标完全正常。从以上结果可得出试剂盒可以在2～8℃至

少保存12个月以上。
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