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间接竞争酶联免疫吸附测定水产品中的组胺残留 
 

袁利鹏，刘波 

（广东农工商职业技术学院热带农林学院，广东广州 510507） 

摘要：本文通过制备特异性识别组胺衍生物的多克隆抗体，建立了针对水产品中组胺的间接竞争酶联免疫吸附分析方法

（ic-ELISA）。以组胺等为反应原料经三步化学反应合成组胺半抗原，采用活泼酯法将组胺半抗原分别与牛血清蛋白（BSA）和卵清

蛋白（OVA）偶联作为包被原和免疫原，用紫外扫描法进行鉴定，结果显示组胺半抗原与载体蛋白偶联成功。通过免疫新西兰大白

兔制备组胺抗血清，采用辛酸-硫酸铵方法纯化血清获得了相应的特异性多克隆抗体。通过对 icELISA 系列反应条件的摸索，确定了

各组分的最适工作条件。试验结果表明：该方法对于组胺的 IC50为 0.91 ng/mL，与组氨酸、N-酰基组氨酸、3-甲基组胺等多种类似物

及其衍生物均无交叉反应，方法特异性良好；线性检测范围为 0.1~8.1 ng/mL，检出限为 0.10 ng/mL；按照 10、20、30 ng/g 的添加量

添加组胺至鱼、虾和贝类样品中，测得其回收率为 98.9%~130.1%。方法检测的准确性好灵敏度高，适用于实际水产样品中组胺的检

测。 
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Determination of Histamine Residues in Aquatic Products by Indirect 

Competitive Enzyme-linked Immunosorbent Assay 
YUAN Li-peng, LIU Bo 

(Tropical Crops Department, Guangdong AIB Polytechnic, Guangzhou 510507, China) 
Abstract: In this work, a novel monoclonal antibody against histamine derivative was obtained, and an indirect competitive 

enzyme-linked immunoassay (ic-ELISA) was developed for the analysis of histamine in aquatic products. The histamine hapten was prepared 

via three steps of chemical reactions, and then, the hapten was conjugated to carrier proteins of BSA and OVA by the active ester method to form 

immounogen and coating antigen, respectively. The results of UV scanning showed that histamine haptens were successfully conjugated with 

carrier protein. Histamine antiserum was prepared by immunizing New Zealand white rabbits, and then purified by caprylic acid-ammonium 

sulfate method. Under the optimized conditions, The IC50 of this developed ic-ELISA was 0.91 ng/mL, and negative cross reactions (CR) of 

antibody to Histidine, n-acyl histidine, 3-methyl histamine and other histamine analogues and their derivatives were observed, indicating the 

good specific method. The calibration curve of this ic-ELISA had a linear detection of 0.1~8.1 ng/mL, with the detect limit detection of 0.10 

ng/mL. The average recoveries of histamine in fortified aquatic products were in the range of 98.9~130.1%. Therefore, the established ic-ELISA 

in this work is a practical method for determination of histamine residues in aquatic products. 
Key words: histamine; N-acyl; ELISA; aquatic products 

 
组胺（Histamine）是一种分子量只有 111 u 的小

分子碱，是组氨酸的脱羧产物。组胺广泛存在于各种

有机体中，低浓度时对于维持机体正常生理功能具有

重要作用。然而，在食品发酵或者食物腐败变质后，

组胺含量明显升高,在一些发酵食品[1]和水产品[2]中通 
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常含有较高含量的组胺，食品中的组胺被人体过量摄

入后会引起中毒现象[3]。有报道称当人体摄入 40 mg
以下组胺时就会产生轻微中毒症状，超过 40 mg 摄入

即可产生中等中毒症状，大于 100 mg 摄入则产生严

重中毒症状[4]。摄入高浓度的组胺食品，会引起人眼

结膜充血、头昏恶心胸闷等中毒症状，严重者甚至会

致人死亡。由于摄入大量组胺引起的食物中毒时间时

常发生，因此，许多国家和组织对食品中的组胺制定

了严苛的限量标准。美国 FDA 限定进口水产品中的

组胺残留不能超过 50 mg/kg，欧盟及南非则将限量值

设定为 100 mg/kg，澳大利亚与德国将限量值设定为
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200 mg/kg[5]。我国国标 GB 2733-2005 中规定鲐鱼中

组胺含量不得超过 1000 mg/kg，其他海水鱼中组胺不

能超过 300 mg/kg。因此加强对食品尤其是水产品中

组胺的检测对于判定食品新鲜度，避免引起组胺中毒

维护消费者身体健康非常重要。 
目前水产品中组胺的检测方法主要有比色法、薄

层色谱法、生物传感器法、毛细管电泳法和高效液相

色谱法等[6~9]。但大部分方法都比较繁琐、费时、费力

且成本高，而且检测灵敏度和检测范围有待提高。由

于酶联免疫吸附测定方法有操作简便、灵敏度高、成

本低、便于大规模筛选等优点[10]，目前已成为检测食

品中化学污染物的重要工具之一。国内有关食品中组

胺的 ELISA 法较少，为了结合我国食品安全检测的国

情，更多的进行现场初筛再配合大型仪器进一步确认，

探究方便高效的针对组胺残留的免疫检测方法，对于

提高实际样品检测效率具有重要意义。对于 ELISA 法

检测组胺而言，由于组胺分子量低，分子特征不显著，

组胺抗体制备极为关键，直接与蛋白偶联制备作为免

疫抗原难以制备出特异性识别组胺的抗体[11]，即使制

备出来，由于其特异性和灵敏度太低，检测限一般只

能达到 mg/kg 级别[a]，实际应用受限。因此通常的做

法是将组胺衍生，制备特异性识别组胺苯醌衍生物的

抗体，从而建立基于衍生间接检测组胺的 ELISA 方法
[12]。本研究旨在通过制备针对组胺残留检测的有效抗

体，建立一种与现有检测方法相比更为灵敏、快速和

可靠的免疫检测分析法,并应用在实际样品中组胺残

留的快速检测，从而为水产品中组胺残留检测产品的

开发提供技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

卵清蛋白（Ovalbumin，OVA）、牛血清蛋白（Bovine 
serum albumin，BSA）、弗氏佐剂，弗氏不完全佐剂，

美国 Sigma 公司；二环已基碳二亚胺（DCC）、N-羟
基琥珀酰亚胺（NHS）、组胺，4-溴丁酸乙酯、3-羟基

-4-硝基苯甲酸、对硝基苯甲酰氯、N,N-二甲基甲酰胺

（DMF）、阿拉丁试剂公司；辣根过氧化物酶标记羊

抗兔 IgG，武汉博士德生物工程有限公司；水产样品

在农贸市场购买；新西兰大白兔，广东省医学动物实

验中心；包被液、稀释液、洗涤液、封闭液、TMB 底

物溶液、终止液均按文献[13]方法配制。其余化学试剂

均为国产分析纯。 
UV-160A 紫外-可见扫描仪，日本 Kyoto 公司；

MK3 多功能酶标仪，美国 Thermo 公司；6K-15 高速

冷冻离心机，德国 Sartorius 公司；MODEL 1575 洗板

机，Bio-Rad 公司；洗板机，美国 Thermo 公司。 

1.2  组胺检测半抗原的合成路线 

 
图1 组胺半抗原（His-H）合成路线 

Fig.1 Synthesis route of histamine hapten (His-H) 

1.3  组胺检测人工抗原的合成与鉴定 

采用活泼酯法[14]进行半抗原与载体的偶联，免疫

原采用 BSA 为载体，包被抗原采用 OVA 为载体。取

半抗原0.1 mmoL溶于 0.5 mL DMF中，搅拌加入DCC
和 NHS 各 0.2 mmoL，4 ℃下磁力搅拌反应 12 h，离

心取上清记为 A 液；称取载体蛋白 BSA（或 OVA）

溶于 4 mL 浓度为 0.1 mol/L 的 PBS（pH=8.0）中，记

为 B 液；搅拌下将 A 液缓慢滴入 B 液，4 ℃搅拌过

夜；离心取上清后于 4 ℃下用 PBS 透析 3 d，每天换

液 4 次，得到的人工抗原分装冻存于-20 ℃备用。分

别将偶联物、载体蛋白、半抗原溶液在 200~400 nm
波长间进行紫外吸收光谱分析鉴定[15]。 

1.4  动物免疫及抗血清的制备 

动物免疫参考张存政[16]等人文献报道。选取 2.5 
kg 左右的雌性新西兰大白兔 6 只，首次免疫时，注射

免疫原的量为 0.5 mL/只，取 0.5 mL 1 mg/mL 的免疫

原加等体积的弗氏完全佐剂，乳化充分后在兔子背部

皮下多点注射，每点约 200 μL；四周后进行第 2 次免

疫，注射免疫原的量为 0.5 mL/只，用等体积弗氏不完

全佐剂乳化；三周后进行第 3 次免疫，第 4 次免疫与

第 3 次之间也是间隔 3 周，共免疫 4 次，每个免疫原

做 2 个平行，4 次免疫后获得抗组胺血清，经辛酸-硫
酸铵方法纯化以备用。 

1.5  标准品的酰化过程 

酰化试剂的配制：称取 100 mg 对硝基苯甲酰氯

用 10 mL DMSO 溶解混匀后避光、干燥保存。取一块

酶标板按照实际加样顺序加入 100 μL 梯度组胺标准

品（或处理过的样品液），然后向每空加入 25 μL 酰化

试剂，充分混匀后在室温条件下孵育 15 min。待检测
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时取 25 μL 用于酶联免疫分析。 

1.6  ic-ELISA 操作步骤 

用包被液将 His-H-OVA 稀释一定浓度，加到酶标

板孔中，100 μL/孔，4 ℃冰箱过夜。用洗液洗涤 2 次，

甩干，每孔加入封闭液 120 μL，37 ℃温箱中孵育 3 h。
甩干孔中液体，置 37 ℃烘箱中 3 h 烘干备用；抗体稀

释适当倍数，每孔分别加入不同浓度的 N-酰基组胺标

准液和抗体各 25 μL，轻摇混合，37 ℃温箱中孵育 40 
min。洗液洗涤 6 次，甩干，加入 1:5000 倍稀释的酶

标记羊抗兔，37 ℃温箱中孵育 30 min，洗液洗涤 6
次，甩干，加显色液，37 ℃温箱中孵育 10 min，加

入 50 μL/孔的终止液，测 A450nm值。 

1.7  组胺检测标准曲线绘制 

将包被浓度、抗体稀释倍数、酶标二抗稀释倍数

以及竞争药物浓度等优化到最佳状态，根据最佳优化

条件进行间接竞争 ELISA 测定，以组胺标准品浓度

（μg/L）的半对数值为 X 轴，以 A450nm吸光度比值为

Y 轴，绘制标准曲线图。并用 Origin 8.6 软件中的四

参数拟合竞争标准曲线。 

1.8  组胺 ic-ELISA 方法特异性分析 

将组胺、组氨酸、N-酰基组氨酸、3-甲基组胺等

分别与抗体竞争做标准曲线，计算各竞争物的 IC50，

比较抗体对它们的亲合性。同时，用下式计算各竞争

物与抗 N-酰基组胺抗体的交叉反应率，交叉反应率越

低，特异性越好。 
CR=N-酰基组胺的 IC50/结构类似物的 IC50×100% 

1.9  实际样品的检测 

将各水产肉样品均质后，取其 1 g 加入 9 mL 蒸馏

水震荡混匀，然后离心（4000 r/min，5 min）去除脂

肪层，取 1 mL 上清液加入 9 mL 蒸馏水充分混合再取

其 200 μL 溶液用 9.8 mL 蒸馏水稀释备用，稀释倍数

为 5000。 

2  结果与分析 

2.1  半抗原的设计、合成与鉴定 

前人研究结果显示，直接将组胺的氨基与蛋白质

偶联制备的抗原免疫后能够得到组胺特异性识别的抗

体，但由于制备的抗体检测限较高[17,18]，且大部分样

品需要提取后稀释来去除干扰，因此过高的检测限限

制了其在低浓度的组胺样品中的检测。然而，luo 等

人[12]采取同样的策略尝试了以不做任何修饰的组胺

为半抗原偶联 KLH 后制备免疫原免疫动物，但是没

得到能识别组胺的抗体，推测戊二醛法偶联形成的

-CH=N-键不稳定，容易水解断裂，此外半抗原分子太

小也是难以诱导动物免疫系统产生相应的免疫应答的

原因。为了得到特异性的组胺抗体，提高检测灵敏度，

本文将组氨的氨基进行 N-酰化后引入能够加强机体

免疫反应的苯环，在通过溴丁酸延长手臂后制备半抗

原，经质谱鉴定其半抗原 His-H 的化学结构，ESI-MS
（positive）m/z：363.1[M+H]+，其结果表明合成成功。 

 
图2 组胺半抗原质谱图 

Fig.2 The MS of histamine hapten 

2.2  人工抗原的鉴定 

 
图3 免疫抗原和包被抗原紫外吸收曲线 

Fig.3 UV spectra of immunogen and coating antigens 

通常将半抗原、载体蛋白和偶联后免疫原的紫外

图谱进行对比来确定半抗原与载体蛋白偶联是否成

功。由于载体BSA和OVA为蛋白质，一般在280 nm
附近有吸收峰，半抗原与其偶联后，该特征峰有一定

的偏移；同时，如果半抗原如果也有特征吸收峰，如

偶联成功的，人工抗原相应的在该处的吸收会变强。

由图3可以看出本研究中，半抗原His-H在262 nm有

最大吸收，载体蛋白在 280 nm 附近也有吸收峰，活

泼酯法偶联后人工抗原 His-H-OVA 和 His-H-BSA 的

特征吸收已经发生明显蓝移。这是因为在载体蛋白上

成功偶联半抗原后，半抗原最大吸收和载体蛋白最大
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吸收相互叠加，导致其最大吸收发生蓝移。从紫外光

谱扫描结果可以判定组胺的人工抗原合成成功，可进

行下一步动物免疫。 

2.3  标准曲线的绘制 

分别测定 0、0.1、0.3、0.9、2.7、8.1 ng/mL 标准

品的吸光度值，以 N-酰基组胺标准品浓度的对数为横

坐标，以 N-酰基组胺标准品的百分吸光率为纵坐标，

绘制标准曲线。以 N-酰基组胺标准品浓度的对数为横

坐标，ln[B/(B0-B)]为纵坐标建立双对数直线拟合曲

线，数学模型为 ln[B/(B0-B)]=a+blgC，其 IC50 为 0.9 
ng/mL，检出限为 0.1 ng/mL，线性检测范围为 0.1~8.1 
ng/mL，该抗体灵敏度远高于直接识别组胺的抗体，

也高于目前大部分衍生后检测的组胺的 ELISA 方法
[12,19]。从图 4 中可知，说明 N-酰基组胺的 ELISA 检

测试剂盒线性关系良好。 

 
图4 N-酰基组胺标准曲线 

Fig.4 Standard curve of N-acyl histamine 

2.4  特异性分析 

表1 几种组胺类似物交叉反应率结果 

Table 1 IC50 and Cross-reactivity (%) of 6 analogues. 

名称 IC50/(ng/mL) 交叉反应率 

N-酰基组胺 0.91 100% 

组胺 >1000 <0.01% 

组氨酸 >1000 <0.01% 

N-酰基组氨酸 >1000 <0.01% 

3-甲基组胺 >1000 <0.01% 

N-酰基-3-甲基组胺 >1000 <0.01% 

对硝基苯甲酰氯 >1000 <0.01% 

进一步对抗血清的特异性进行考察。分别以组胺

衍生物及交叉反应物为抑制药物的 ic-ELISA 抑制曲

线，结果如表 1 所示，可以看出，免疫半抗原的 IC50

最低达到了 0.91 ng/mL，以抗血清与组胺衍生物（N-
酰基组胺）的交叉反应率为 100%，但抗血清与组胺

并无交叉反应，说明该抗体智能识别组胺衍生物。同

时，本研究还考察了该抗血清与组胺类似结构，如组

氨酸和 3-甲基团组胺的交叉反应，结果抗体与其并不

存在交叉反应，其类似物经过 N-酰化后与抗血清也基

本没有交叉反应，与酰化试剂对硝基苯甲酰氯也没有

交叉反应，说明加入的 酰化试剂即使过量也不会干扰

检测结果。抗体除了能与酰化的组胺分子特异性结合，

与其他结构类似物没有交叉反应，说明该抗体只对 N-
酰基组胺具有专一性识别。 

2.5  实际样品的检测 

根据实际检测需要，本文选择了 3 种经常食用的

水产样品添加组胺高、中、低三个浓度水平，按 1.9
中相应前处理方式处理后并稀释相应倍数，用所建

ic-ELISA 方法分别检测组胺含量并计算添加回收率，

结果表明，所建立的 ic-ELISA 方法回收率介于

98.9%~130.1%，大多数回收率介于 80%~120%，回收

率偏高的一个原因是质量最好的水产其体内也含有一

定量的组胺，但一般在 10 mg/kg 以下，根据此实际情

况回收率能够满足样品检测的需要。 
表2 3种样品的添加回收实验 

Table 2 Recovery test of three kinds of samples  

添加量/(μg/g)
回收率/% 

鱼 虾 贝 

10 121.3 130.1 128.4 

20 115.2 107.8 114.5 

30 98.9 105.4 103.8 

3  结论 

高质量的抗体是建立免疫化学方法的基础，而高

质量的抗体取决于小分子半抗原的改造和人工抗原的

合成。由于组胺分子质量非常小且结构简单，将其直

接与载体蛋白偶联免疫得到的抗体效价较低、灵敏度

较差，因此制备针对组胺的高特异性抗体一直是相关

科技工作者致力解决的难题。为了获得更高的灵敏度，

目前检测组胺的免疫检测方法都是通过测定组胺的衍

生物来实现的，因此对于衍生试剂的选择尤为重要，

它可能导致衍生时间变长、效率低、副产物多、难以

纯化以及后续免疫获得抗体灵敏度低等问题。本文选

择对硝基苯甲酰氯作为衍生化试剂克服以上等问题，

衍生时间短且衍生剂与抗体并无交叉，即使衍生剂添

加过量也不会对检测结果造成影响，本文使用的衍生

剂为后续继续研究该项目的工作者提供一种借鉴。本

研究完成了组胺多克隆抗体的制备和 ELISA 检测方

法的建立，所制备的抗体效价高，特异性好。通过对

抗原抗体反应浓度的优化，标准曲线 0.1~8.1 µg/L 范
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围内线性关系好，最低检测能力为 0.1 µg/L。本方法

可以用于水产品中组胺的筛查和定量。 
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