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(57)摘要

本发明提供了一种检测芬普尼的化学发光

免疫检测试剂盒，属于免疫学检测领域。本发明

的试剂盒由包被有芬普尼-载体蛋白偶联物的不

透明白色酶标板、芬普尼标准品、芬普尼-过氧化

物酶标记抗体工作液、发光底物液、浓缩样品稀

释液、浓缩洗涤液组成。所述芬普尼-载体蛋白偶

联物是将芬普尼与载体蛋白通过混合酸酐法或

碳二亚胺法偶联得到，浓缩洗涤液含有0.05%吐

温-20。与传统的酶联免疫吸附分析法比较，本发

明的试剂盒具有更高的灵敏度，且检测时间短、

费用低，可用于鸡蛋样品中芬普尼的残留量检

测。
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1.一种检测芬普尼的化学发光免疫检测试剂盒，其特征在于试剂盒中的以下成份：

（1）包被有芬普尼-载体蛋白偶联物的不透明白色酶标板；所述芬普尼-载体蛋白偶联

物是将芬普尼与载体蛋白通过混合酸酐法或碳二亚胺法偶联得到，所述载体蛋白为人血清

白蛋白、牛血清白蛋白、鸡蛋白蛋白、鼠血清蛋白或兔血清蛋白；

（2）芬普尼标准品；

（3）芬普尼-过氧化物酶标记抗体：该成分为用过氧化物酶标记的芬普尼抗体，所述芬

普尼抗体为单克隆抗体；

（4）发光底物液：该发光底物液是以鲁米诺货异鲁米诺为发光剂的化学发光底物液，分

为A液和B液保存，在使用前按1:1混合使用；其中A液为发光增强剂加鲁米诺货发光增强剂

加异鲁米诺，B液为过氧化氢溶液或尿素过氧化氢溶液；

（5）2倍浓缩稀释液；

（6）20倍浓缩洗涤液。

2.根据权利要求1的芬普尼的化学发光免疫检测试剂盒，其中，所述不透明白色酶标板

为96孔的可拆卸或不可拆卸的不透明白色酶标板。

3.根据权利要求1的芬普尼的化学发光免疫检测试剂盒，其中，所述芬普尼标准品的浓

度为0.02~5.12  ng/mL的浓度区间。

4.根据权利要求1的芬普尼的化学发光免疫检测试剂盒，其中，所述芬普尼-过氧化物

酶标记抗体工作液是用抗体稀释液稀释成1:20000比例。

5.根据权利要求1的芬普尼的化学发光免疫检测试剂盒，其中，所述发光底物液为商品

化的任一种以鲁米诺货异鲁米诺为发光剂的化学发光底物液。

6.根据权利要求1的芬普尼的化学发光免疫检测试剂盒，其中，所述2倍浓缩稀释液，其

成分为0.01mol/L，pH7.4的磷酸缓冲液、甘氨酸-HCl缓冲液或Tris-HCl缓冲液，使用前请按

1：1稀释（1份浓缩样品稀释液+1份去离子水）。

7.根据权利要求1的芬普尼的化学发光免疫检测试剂盒，其中，所述20倍浓缩洗涤液，

其包含0.05%吐温-20，0.01mol/L的PBST，pH值范围7.0-7.5之间，使用前请按1：19稀释（1份

浓缩稀释液+19份去离子水）。
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一种检测芬普尼的化学发光免疫检测试剂盒

技术领域

[0001] 本发明涉及一种检测芬普尼的化学发光免疫检测试剂盒，用于检测动物源性食品

中如鸡蛋中的芬普尼含量或残留量。属于免疫学检测领域。

背景技术

[0002] 芬普尼(Fipronil)，分子式为C12H4Cl2F6N4OS，是一种农药、杀虫剂，广泛被用于除

去跳蚤、头虱类害虫，被世界卫生组织列为中等毒性，杀虫作用主要是神经毒使其死亡。摄

入大量的芬普尼对人体可能产生负面影响，除了伤害肝、肾、甲状腺外，还可能出现恶心、呕

吐、癫痫等症状。美国环保署也把芬普尼列为C级致癌物，在动物实验中会增加癌症风险，例

如甲状腺肿瘤。

[0003] 一些研究实验证实芬普尼会使动物、环境生态带来危害，也是一种致癌物质，因此

目前芬普尼已被许多国禁用，包含意大利、法国、中国大陆，且目前英国、澳洲也考虑禁止使

用这种特殊农药。

[0004] 芬普尼为GABA-氯离子通道抑制剂，与现有杀虫剂无交互抗性，对有机磷、有机氯、

氨基甲酸酯、拟除虫菊酯等类杀虫剂已经产生抗性的或敏感的害虫均有较好的防治效果。

适宜的作物有水稻、玉米、棉花、香蕉、甜菜、马铃薯、花生等，推荐剂量下对作物无药害。

[0005] 今年，继欧洲等地出现芬普尼鸡蛋后，中国台湾农业防检主管部门也确认中国台

湾地区鸡蛋验出数据偏高的芬普尼。世界卫生组织(WHO)指，大量进食高浓度芬普尼一段时

间，会损害肝脏、甲状腺和肾脏。

[0006] 化学发光免疫检测技术是化学发光法和免疫分析法结合的产物，因此同时具有化

学发光检测技术的高灵敏性和免疫分析技术的高特异性。本发明通过特有的免疫动物制备

具有高亲和力、高特异性的芬普尼抗体，并采用酶标记抗体，建立一种可以检测芬普尼的化

学发光免疫试剂盒，将为鸡蛋产品中芬普尼药物留检测提供新方法，对保证畜产品安全提

供重要的理论和实践依据，维护畜牧业健康发展具有重要意义。

发明内容

[0007] 针对现有技术中存在的问题，本发明主要是利用抗原与抗体的特异性免疫反应的

基本原理来实现的。化学发光免疫分析是化学发光法和免疫分析法结合的产物，因此同时

具有化学发光法的高灵敏度和免疫分析法的高特异性。在整个反应过程中，样品中芬普尼

含量越高，反应体系中发光强度越弱；反之，样品中芬普尼含量越少，发光强度越高。

[0008] 本发明是一种检测芬普尼的化学发光免疫检测试剂盒，其特征在于含有以下成

份：

1、包被有芬普尼-载体蛋白偶联物的不透明白色酶标板；所述芬普尼-载体蛋白偶联物

是将芬普尼与载体蛋白通过混合酸酐法或碳二亚胺法偶联得到，所述载体蛋白为人血清白

蛋白、牛血清白蛋白、鸡蛋白蛋白、鼠血清蛋白或兔血清蛋白；

2、芬普尼标准品；
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3、芬普尼-过氧化物酶标记抗体：该成分为用过氧化物酶标记的芬普尼抗体，所述芬普

尼抗体为单克隆抗体或多克隆抗体；

4、发光底物液：该发光底物液是以鲁米诺货异鲁米诺为发光剂的化学发光底物液，分

为A液和B液保存，在使用前按1:1混合使用；其中A液位发光增强剂加鲁米诺货发光增强剂

加异鲁米诺，B液为过氧化氢溶液或尿素过氧化氢溶液；

5、2倍浓缩稀释液；

6、20倍浓缩洗涤液；

本发明中，所述的不透明白色酶标板为96孔的可拆卸或不可拆卸的不透明白色酶标

板。

[0009] 本发明中，所述的芬普尼标准品，由一系列不同浓度的芬普尼标准品组成，浓度为

0.02~5.12  ng/mL的浓度区间。

[0010] 本发明中，所述的芬普尼-过氧化物酶标记抗体为用过氧化物酶标记的芬普尼抗

体，如辣根过氧化物酶(HRP)标记的芬普尼抗体。

[0011] 本发明中，所述的发光底物液为商品化的任一种以鲁米诺货异鲁米诺为发光剂的

化学发光底物液。

[0012] 本发明中，所述所述2倍浓缩稀释液，其成分为0.01mol/L，pH7.4的磷酸缓冲液、甘

氨酸-HCl缓冲液或Tris-HCl缓冲液，使用前请按1：1稀释（1份浓缩样品稀释液+1份去离子

水）。

[0013] 本发明中，所述20倍浓缩洗涤液，其包含0.05%吐温-20，0.01mol/L的PBST，pH值范

围7.0-7.5之间，使用前请按1：19稀释（1份浓缩稀释液+19份去离子水）。

[0014] 本发明的芬普尼的化学发光免疫检测试剂盒应用于芬普尼的检测时，检测步骤

为：

(1)预处理待测样品，即将待测试的样品处理为液体样品，或者用有机溶剂提取待测样

品，氮气吹干并将其复溶于样品稀释液工作液中；

(2)将所需试剂从冷藏环境中取出，置于室温（20～25℃）平衡30  min以上，注意每种液

体试剂使用前均须摇匀；

(3)取包被芬普尼抗原的酶标板，加标准品/待测样品50µL  /孔到对应的微孔中,标准

品和样品每个浓度做两个平行实验；

(4)加入芬普尼抗体工作液，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45  min；

(5)小心揭开盖板膜，将孔内液体甩干，用洗涤工作液250µL  /孔，充分洗涤4~5次，每次

间隔10  s，用吸水纸拍干（拍干后未被清除的气泡可用未使用过的枪头戳破）；

(6)加入发光底物液混合液(A液与B液在使用前按1:1混合)100µL  /孔，轻轻振荡混匀，

混合好后在化学发光检测仪内检测发光强度(RLU)；

(7)检测结果的计算：用所获得的标准溶液和试样溶液发光值与空白溶液的比值进行

计算。见下式：

相对发光强度=RLU/RULmax

式中：

RLU=标准（或样品）溶液的发光强度值；
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RLUmax=空白（浓度为0的标准溶液）的发光强度值。

[0015] 将计算的相对发光强度值对应芬普尼(µg/L)的自然对数作半对数坐标系统曲线

图。各待测样品的芬普尼浓度根据其RLU值在标准曲线上查出，或通过标准曲线相应的方程

计算得出。如样品处理中有稀释，应根据标准曲线所得出的样品浓度要再乘以其稀释倍数。

即为样本中芬普尼的实际浓度。

[0016] 本发明的试剂盒可用于鸡蛋样品中芬普尼的残留量检测。与现有的其它检测芬普

尼残留量的实验方法比较，本发明的试剂盒有以下优点：

(1)采用化学发光免疫法的本发明试剂盒，比色谱方法（高效液相、液质联用、气质联

用）、毛细管电泳方法更为快速简便，所需仪器更为简单，检测成本更为低廉，同时具有高通

量的特点。

[0017] (2)采用化学发光免疫法的本发明试剂盒，比ELISA方法更为灵敏，可以检测出更

低浓度和含量的芬普尼残留，同时线性范围更宽。

[0018] (3)采用化学发光免疫法的本发明试剂盒，减少了二抗的使用环节，从而缩短了检

测时间；不透明白色酶标板增加了化学发光检测仪灵敏度。另外，用芬普尼-载体蛋白偶联

物而非芬普尼抗体来包被不透明白色酶标板，减少了芬普尼抗体的不稳定性，保证了试剂

盒的长期有效性。

具体实施方式

[0019] 以下通过具体的实施例对本发明作进一步描述。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。

[0020] 实施例1

1、试剂盒各组分的制备

（1）芬普尼半抗原的制备：将芬普尼酸化，在4℃无光低温环境中与亚硝酸钠作用，生成

含重氮基正离子的中间体。重氮化的芬普尼作为半抗原，用于后面合成免疫抗原与包被抗

原。

[0021] （2）芬普尼-牛血清白蛋白(BSA)免疫原的制备：将芬普尼与牛血清白蛋白(BSA)采

用重氮化法进行偶联得到免疫抗原。

[0022] （3）芬普尼-卵血清白蛋白(OVA)包被抗原的制备：将芬普尼与卵血清白蛋白(OVA)

采用重氮化法进行偶联得到包被抗原。

[0023] （4）芬普尼-过氧化物酶标记抗体的制备：对6~8周龄的雌性BALB/c小鼠（体重18~
20  g），大剂量免疫方案为，首次免疫用160  µg  芬普尼-BSA与等量弗氏完全佐剂混匀，皮下

注射。3周后，再用80  µg芬普尼-BSA与等量弗氏完全佐剂混匀，皮下注射。此后每隔3周用80 

µg芬普尼-BSA与等量弗氏完全佐剂混匀，腹腔注射。最后一次脾内免疫80  µg芬普尼-BSA作

为加强免疫。三天后处死小鼠，取其脾脏，与骨髓瘤细胞融合。用间接ELISA方法筛选阳性杂

交瘤细胞。通过小鼠腹腔注射杂交瘤细胞来大量制备小鼠腹水，腹水经过过滤、离心初步纯

化后，采用辛酸法和亲和层析法纯化腹水，再经透析得到纯化的芬普尼单克隆抗体。芬普尼

单克隆抗体与辣根过氧化物酶偶联，从而得到芬普尼-过氧化物酶标记抗体。

[0024] （5）包被有芬普尼-OVA偶联物的不透明白色酶标板制备：用缓冲液将芬普尼-OVA

偶联物稀释后用于包被不透明白色酶标板的检测孔，4℃过夜后用PBST缓冲液洗涤，然后加

说　明　书 3/5 页

5

CN 109752368 A

5



入180µL封闭液（5%脱脂奶粉溶液），37℃温育1.5  h，倾去孔内液体，吸水纸拍干后密封保

存。

[0025] 2、检测芬普尼的化学发光免疫检测试剂盒的组建

组建的检测芬普尼的化学发光免疫检测试剂盒，包含了以下组成部分：

(1)96孔不透明白色酶标板(8孔×12条)包被有芬普尼-OVA偶联物，用铝箔袋真空密封

包装。

[0026] (2)芬普尼标准溶液6瓶，浓度分别为：

0  ng/mL、0.02  ng/mL、0.08ng/mL、0.32ng/mL、1.28  ng/mL、5.12  ng/mL。

[0027] (3)芬普尼-辣根过氧化物酶标记抗体溶液。

[0028] (4)发光底物A液（鲁米诺及增强剂），发光底物B液（尿素过氧化氢）。

[0029] (5)2倍浓缩样品稀释液。使用前请按1：1稀释（1份浓缩稀释液+1份去离子水）成为

工作样品稀释液，其稀释后的工作样品稀释液为0.05  mol/L，pH  7.4的PBST缓冲液。

[0030] (6)20倍浓缩洗涤液。使用前请按1：19稀释（1份浓缩稀释液+19份去离子水）成为

工作洗涤液，其稀释后的工作洗涤液为pH值范围7.0-7.5之间，含0.05%吐温-20，0.01mol/L

的PBST缓冲液。

[0031] 3、芬普尼的化学发光免疫检测试剂盒的试用

1)样品的前处理：鸡蛋

a. 取1g均质样本于50  mL离心管中，加入5  mL水，剧烈振荡1  min；

b.  加入5  mL乙腈，剧烈振荡3  min，4000g以上离心5  min；

c. 取1ml上清液于10ml玻璃试管中，50～60℃水浴氮气流下吹干；

d.  加入1ml正已烷用涡旋仪涡动30s，再加入1mL样品稀释液，涡动30s，

  4000  r/min离心5  min；

e. 除去上层有机相，将下层液体转移到另一洁净离心管中，用于检测。

[0032] 2)化学发光免疫检测试剂盒

将标准和试样所需数量的孔条插入微孔板框架中，记录标准和样品的位置。于适当微

孔中分别加入50µL  /孔芬普尼标准溶液和待测样品。加入50µL  /孔芬普尼-辣根过氧化物

酶标记抗体到每一个微孔中，充分混合后于室温下避光静置温育45  min。将孔内液体甩干，

用洗涤工作液充分洗涤4~5次。完全除去孔中的液体，用吸水纸拍干，加入发光底物液混合

液(A液与B液在使用前按1:1混合)  100µL  /孔。混合好后立即在化学发光检测仪内检测发

光强度(RLU)。

[0033] 3)检测结果的计算分析

用所获得的标准溶液和试样溶液发光值与空白溶液的比值进行计算。见下式：

相对发光强度=RLU/RULmax

式中：

RLU=标准（或样品）溶液的发光强度值；

RLUmax=空白（浓度为0的标准溶液）的发光强度值。

[0034] 将计算的相对发光强度值对应芬普尼(µg/L)的自然对数作半对数坐标系统曲线

图。各待测样品的芬普尼浓度根据其RLU值在标准曲线上查出，或通过标准曲线相应的方程

计算得出。如样品经过了预先稀释，应根据标准曲线所得出的样品浓度要再乘以其稀释倍
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数。

[0035] 实施例2

检测芬普尼的化学发光免疫检测试剂盒，包含了以下组成部分：

(1)96孔不透明白色酶标板(8孔×12条)包被有芬普尼-鼠血清白蛋白偶联物，用铝箔

袋真空密封包装。

[0036] (2)芬普尼标准溶液6瓶，浓度分别为：

0  ng/mL、0.02  ng/mL、0.08ng/mL、0.32ng/mL、1.28  ng/mL、5.12  ng/mL。

[0037] (3)芬普尼-辣根过氧化物酶标记抗体溶液。

[0038] (4)发光底物A液（鲁米诺及增强剂），发光底物B液（尿素过氧化氢）。

[0039] (5)2倍浓缩样品稀释液。使用前请按1：1稀释（1份浓缩稀释液+1份去离子水）成为

工作样品稀释液，其稀释后的工作样品稀释液为0.05  mol/L，pH  7.4的Tris-HCl缓冲液。

[0040] (6)20倍浓缩洗涤液。使用前请按1：19稀释（1份浓缩稀释液+19份去离子水）成为

工作洗涤液，其稀释后的工作洗涤液为pH值范围7.0-7.5之间，含0.05%吐温-20，0.01mol/L

的PBST缓冲液.

实施例3

检测芬普尼的化学发光免疫检测试剂盒，包含了以下组成部分：

(1)96孔不透明白色酶标板(8孔×12条)包被有芬普尼-鸡蛋白蛋白偶联物，用铝箔袋

真空密封包装。

[0041] (2)芬普尼标准溶液6瓶，浓度分别为：

0  ng/mL、0.02  ng/mL、0.08ng/mL、0.32ng/mL、1.28  ng/mL、5.12  ng/mL。

[0042] (3)芬普尼-辣根过氧化物酶标记抗体溶液。

[0043] (4)发光底物A液（鲁米诺及增强剂），发光底物B液（尿素过氧化氢）。

[0044] (5)2倍浓缩样品稀释液。使用前请按1：1稀释（1份浓缩稀释液+1份去离子水）成为

工作样品稀释液，其稀释后的工作样品稀释液为0.05  mol/L，pH  7.4的甘氨酸-HCl缓冲液。

[0045] (6)20倍浓缩洗涤液。使用前请按1：19稀释（1份浓缩稀释液+19份去离子水）成为

工作洗涤液，其稀释后的工作洗涤液为pH值范围7.0-7.5之间，含0.05%吐温-20，0.01mol/L

的PBST缓冲液。
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