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动物源食品中孕酮激素残留的时间

分辨荧光免疫分析法的建立

刘波1，华彦涛1，马楠楠2，赵炫1，陈丽楠1，袁利鹏1*

（1.广东农工商职业技术学院热带农林学院，广东广州 511365）

（2.广州万联生物科技有限公司，广东广州 510663）

摘要：该研究以孕酮为研究对象，设计并制备了新抗原，通过动物免疫得到特异性兔抗体，基于所得抗原和

抗体，进一步优化了抗原抗体浓度、反应缓冲液种类及其 pH 值等关键参数，最终在国内首次建立了用于动物性食

品中性激素孕酮残留快速检测时间分辨荧光免疫分析法（TRFIA）。该研究确定最优实验条件为：抗原 0.30 µg/mL、

铕标抗体 0.40 µg/mL、pH 值 7.2 的 TBST 工作缓冲液，并建立标准曲线，方法的线性范围为 0.46~6.94 µg/L，IC50

达 1.79 µg/L，与睾酮交叉反应率为 1.25%，与雌二醇、雌三醇等激素无交叉反应。实际样品的平均添加回收率为

82.0%~113.0%，批内批间变异系数＜ 5%，与高效液相色谱法（HPLC）检测结果的相关性良好（r2=0.988）。结果表

明该研究所建立的 TRFIA 检测方法准确可靠、特异性好、灵敏度高，完全可用于动物源食品中孕酮残留的快速检测。
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Abstract: In this study, progesterone was taken as the research object, a new antigen was designed and prepared, 

and specific rabbit antibody was obtained through animal immunization. Based on the obtained antigen and antibody, key 

parameters, such as the concentration of antigen and antibody, the type of reaction buffer and its pH value, were further 

optimized. Finally, a time-resolved fluorescence Immunoassay (TRFIA) for rapid detection of progesterone residues in 

animal-derived foods was established for the first time in China. In this study, the optimal experimental conditions were 
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孕酮是一种由动物体性腺所产生或由人工合成

的分子质量低、亲脂性、具有生物活性的类固醇类

性激素。为了达到提高饲料利用率、快速生长和性

转变等目的，此类性激素被非法用于动物饲养过程

中。由于难以代谢出体外，残留在动物体内的性激

素可通过食物链进入人体，刺激或抑制人体内源性

激素的正常作用，进一步改变神经、免疫和内分泌

系统的正常调控功能，从而引发肥胖、变态、神经

行为异常和儿童性早熟等诸多问题  [1]  。

目前，欧盟已严格禁止性激素在动物饲养方

面的使用  [2]  ，我国农业部 235 号公告中明确规定，

部分性激素在动物源性食品中不得检出  [3]  。孕酮

类激素已建立的检测方法主要有高效液相色谱法

（HPLC）  [4]  、液相色谱 - 质谱联用（HPLC-MS 或

LC-MS/MS）  [5-9]  、胶体金层析卡  [10]  、电化学传感

器  [11]  和分子印迹传感器  [12]  等。精密仪器分析方法具

有准确度高、精密度好及灵敏度高等特点，但是存

在分析成本高、前处理耗时长、需要配备专业技术

人员等问题，难以满足我国动物性食品高通量的检

测需求  [13-15]  。免疫快速分析方法在食品安全与医学

检测中应用广泛，具有灵敏快速、便捷成本低、通

量高及可现场检测等优点  [16,17]  。基于免疫反应的

高特异性和标记反应物的高灵敏度所建立的时间

分辨荧光免疫分析法（Time-resolved Fluorescence 
Immunoassay, TRFIA）除了具备传统的酶联免

疫 吸 附 法（Enzyme-linked Immune-sorbent Assay, 
ELISA）的通量高、检测快的优点外  [18-20]  ，还具有

重复性好、标准曲线范围宽和应用范围广泛等优势，

该技术深受行业关注   [21-23]  。

本研究拟设计并制备新型抗原和其特异性兔抗

体，优化抗原抗体稀释倍数、铕标抗体浓度、反应

缓冲液和其 pH 值等关键方法条件，旨建立测定动

物样品中孕酮残留的孕酮时间分辨荧光免疫分析方

法，通过线性、准确度、精密性和添加回收实验，

对检测方法进行评价，最后与高精度的高效液相色

谱（HPLC）相比对。时间分辨免疫分析法重复性

好、灵敏度高，本方法的成功建立可协助市场监管

部门有效监管动物性食品中孕酮类激素的非法滥用

现象，进一步确保人民大众的食品安全。

1  材料与方法

1.1 材料与试剂

牛奶、牛肉样品均购自市场；稀释液和包被液，

广州万联生物科技有限公司；铕标记物（DTBTA-
Eu3+），广州达瑞生物技术股份有限公司；96 微孔

板，深圳金灿华实业有限公司；N,N- 二甲基甲酰

胺（DMF），二甲基亚砜（DMSO）、乙酸乙酯、甲

醇、磷酸二氢钾、磷酸氢二钾，氯化钠、盐酸和氢

氧化钠等化学试剂（分析纯），广东广试试剂科技

有限公司；孕酮、睾酮、雌二醇、雌三醇、1,3- 丙
二胺、吐温（Tween-20）、Tris-HCl，上海阿拉丁生

化科技股份有限公司；牛血清蛋白（BSA）、卵清蛋

白（OVA），弗氏佐剂完全佐剂和不完全佐剂，美

国 sigma 公司。

1.2 仪器与设备

HPLC 液相色谱仪，日本岛津；5417R 高速离心

机，德国 Eppendorf 公司；氮吹仪，康宁科技有限公

司；DR-M 6601 时间分辨荧光分析仪，广州达瑞生

物技术股份有限公司；Well wash MK2 洗板机，美国

Thermo 公司；微量移液器，德国 Eppendorf 公司。

1.3 实验方法

1.3.1 人工抗原制备

合理的半抗原结构设计是制备高特异性抗体原

determined as follows: the concentration of antigen was 0.30 µg/mL, the concentration of europium labeled antibody was 

0.40 µg/mL, the pH of TBST working buffer was 7.2, and the standard curve was established. The linear range of the 

method was 0.46~6.94 µg/L, the IC50 reached 1.79 µg/L, the cross-reaction rate with testosterone was 1.25%, and there 

was no cross-reaction with estradiol, estriol and other hormones. The average spiking recovery rate of the actual samples 

was 82.0%~113.0%, and the coefficient of variation within and between batches was less than 5%. The correlation with the 

analysis results obtained by high-performance liquid chromatography was good (r2 = 0.988). The results indicate that the 

TRFIA detection method established in this study was accurate, reliable, specific, and sensitive, and can be used for the rapid 

detection of progesterone residues in animal-derived foods.

Key words: animal-orgin foods; progesterone; antibody; time-resolved fluorescence immunoassay; detection
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料的关键，相关文献  [10,11]  均是直接将孕酮连接 BSA
等蛋白载体作为抗原，获得的抗体特异性不足，与

类似睾酮等性激素交叉反应率较高。本研究在保留

原有孕酮结构的基础上，延长 6~7 个碳链手臂，尽

可能减少载体蛋白空间位阻效应，以便于获得孕酮

高特异性抗体，降低药物交叉反应。具体制备流程

如下：将含有 0.5 mL 1,3- 丙二胺和 0.5 mL 吡啶的

10 mL 二甲基亚砜（DMSO）缓慢滴加到溶有 1.0 g
孕酮 5 mL（DMSO）中，40 ℃油浴反应 12 h，旋

蒸除去溶剂和未反应的丙二胺，定量得到中间产

物  [24]  。再称取 100 mg 中间产物 A 和 30 mg 丁二酸

酐溶于 5 mL 无水吡啶中，95 ℃油浴反应 1.5 h，旋

转蒸发烘干后得到半抗原 P-Hapten。采用活泼酯法，

将半抗原分别偶联牛血清蛋白（BSA）和卵清蛋白

（OVA）后，作为免疫抗原 P-Hapten-BSA 和包被抗

原 P-Hapten-OVA。结果如图 1 所示，半抗原、蛋白

经紫外扫描鉴定，峰型发生改变，说明抗原偶联制

备成功。

图 1 孕酮半抗原合成路线及紫外鉴定扫描图

Fig.1 Synthetic route and UV identification of

 progesterone hapten

1.3.2 抗体制备

用所制备的免疫原 P-BSA 对 8~9 周龄的新西兰

大白兔多次免疫，制备兔多抗。首次免疫将免疫抗

原与弗氏完全佐剂乳化，对背部皮下进行免疫。免

疫的时间间隔分别为 4/3/3/3 周，将抗原与弗氏不完

全佐剂乳化，加强免疫 3 次后，对其耳部采血，利用

间接酶联免疫吸附法（ic-ELISA）检测其血清效价，

四免后效价和药物抑制率如图表 1 所示，兔 1 的效

价为 252 k，1 μg/mL 孕酮抑制率为 92.5%，效果最好。

免疫完成后对颈部采血，再离心后取上清，最后用

辛酸 -硫酸铵沉淀法纯化所得抗体。

表 1  抗血清效价抑制率的测定

Table 1 Determination of titer inhibition rate of antiserum

抗血清 效价
抑制率 /%

孕酮 睾酮 雌二醇 雌三醇

兔 1 252 k 92.5 5.6 ND ND

兔 2 126 k 81.3 4.7 ND ND

注：药物质量浓度 1 μg/mL，包被原质量浓度 1 μg/mL ；

ND 无效果。

1.3.3 TRFIA的实验步骤

（1）包被：包被液稀释孕酮包被抗原至合适浓

度，每孔加入 100 μL，置于 37 ℃电热烘箱中过夜

包被。（2）封闭：用洗涤液清洗包被板 2 次，每孔

加入封闭液 120 μL（1% BSA，m/V），放置电热恒

温箱中 37 ℃封闭 3 h 取出，甩干孔中残留液体，在

37 ℃烘箱中烘干，再 4 ℃冷藏备用。（3）反应：在

所制备好的板中每孔加入 50 μL 系列浓度标准溶液

和 100 μL 稀释好的铕标抗体溶液，并贴加盖膜片，

室温震荡孵育1 h，每孔加300 μL洗涤液，洗涤5次。

（4）测定：每孔加增强液 200 μL，室温振荡反应

10 min，用时间分辨荧光测定仪测定各孔荧光值。

（5）数据分析：设置以孕酮药物的标准溶液浓度

对数为横坐标，荧光值的比值百分比 B/B0% 为纵

坐标，采用 Origin 8.5 软件拟合竞争曲线，并分析

数据。

1.3.4 TRFIA的条件优化

1.3.4.1 包被抗原与抗体的使用浓度

包被抗原与抗体的使用量对竞争反应影响大，

若过量则无法形成竞争反应，且成本增加，若不足

量则对结果会造成误差。本研究将 1 mg/mL 的抗原

与 1 mg/mL 的抗体分别稀释不同比例，按照 1.3.1
实验步骤，可计算标准曲线空白样品的荧光值 Fmax

及 IC50（引起 50% 抑制对应孕酮的浓度），当 Fmax

较高时表明体系信号值较强，IC50 越低，表明检测

方法的灵敏度较好，由此可确定出最优反应条件。

1.3.4.2 反应缓冲液及其 pH
缓冲溶液离子浓度、表面活性剂含量、pH 均会

影响抗原抗体结合。以 PB（pH 值 7.0，0.1 mol/L 磷
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酸盐缓冲液）、PBS（0.1 mol/L 磷酸盐，0.9%（m/V）
NaCl）、PBST[0.1 mol/L 磷酸盐，0.9%（m/V）NaCl，
0.05%（V/V）Tween 20]、TBST[0.02 mol/L Tris，0.05%
（V/V）Tween 20] 分别作为反应缓冲溶液，按照 1.3.1
实验步骤操作，计算标准曲线的空白荧光值 Fmax 及

IC50（引起 50% 抑制药物的浓度），可确定最优反应

条件。根据所确定的缓冲溶液，再改变 pH 值，按

照上述流程最终确定最优 pH 值。

1.3.4.3 样品前处理

称取 5g 液体或粉碎后样品置于 50 mL 离心管

中，加入 2 g 无水硫酸钠和 10 mL 乙酸乙酯，震荡

提取 15 min 后，4 000 r/min 离心 5 min。取 4 mL 上

清，40 ℃下氮气吹干，加入 4 mL 溶液（φ=10%）

的甲醇 / 反应缓冲液）复溶，再将此溶液过 0.22 µm
滤膜过滤后进行检测。

1.3.5 特异性评价

用交叉反应率（Cross-reactivity，CR）来评价

检测方法的特异性。利用时间分辨荧光免疫分析检

测法测定孕酮、睾酮、雌二醇、雌三醇等各竞争物

的半抑制浓度（IC50 值），通过干扰药物与标准药物

的 IC50 的百分比来计算交叉反应率，可对方法的特

异性进行评价。

1.3.6 准确度实验

在市场购买若干牛肉、猪肉样本，经 HPLC 确

定为阴性后分别添加孕酮使其最终浓度为 1.0、2.5、
5.0 µg/kg，按照检测方法前处理步骤和标准 GB/T 
20753-2006 法分别进行处理，用所建立的时间分辨

荧光免疫分析法（TRFIA）和 HPLC 标准方法进行

检测，计算 TRFIA 与 HPLC 检测结果的相关性以评

价该方法的准确度。

2  结果与分析

2.1 铕标抗体制备

取纯化后的抗体 0.5 mg 与铕标记物（DTBTA-
Eu3+）按照 1:20 的质量比在 pH 值 9.0 的碳酸盐缓

冲液中，避光震荡 2 h。再将标记后的溶液转移到

10 KD 的超滤管内，离心，去除未标记上的铕标记

物。按 8 000 r/min 离心 5~ 6 min，离心 4~5 次后，

收集浓缩液，并用TBST溶液稀释成1.0 mg/mL备用。

在后续条件优化实验中，将铕标抗体稀释成不同浓

度，荧光值呈现梯度变化，可判断出铕标抗体制备

成功。

2.2 TRFIA最优实验条件的确定

2.2.1 包被抗原与抗体的使用质量浓度

本参数优化以空白样品荧光值 Fmax 和半抑制质

量浓度值 IC50 作为评价影响因素的标准，IC50 越小，

检测方法的灵敏度越高。选择 Fmax 适中、IC50 较低的

稀释倍数作为最佳包被原和抗体的使用量。由图 2、
图 3 看出，在固定抗体质量浓度时，随着包被原质

量浓度增加，IC50 先降低后升高，空白样品的荧光值

先升高后降低，在包被原质量浓度为 0.30 µg/mL 时，

结果最优。同理，在抗体质量浓度为 0.40 µg/mL 时，

IC50 与空白样品荧光值均达到最佳。

图 2 包被抗原使用质量浓度的优化

Fig.2 Optimization of concentration of coating 

antigen for TRFIA (n=3)

图 3 铕标抗体使用质量浓度的优化

Fig.3 Optimization of concentration of Eu3+ labeled 

antibody for TRFIA (n=3)

2.2.2 反应缓冲溶液及pH值 
选择 Fmax 适中、IC50 较低的稀释倍数作为最佳

反应缓冲液和缓冲液 pH 值。由图 4 可看出，选用

TBST 作为反应缓冲液时，方法的空白样品荧光值

Fmax 较高，IC50 最低，因此本方法选择 TBST 作为

反应缓冲液。在此缓冲液基础上，再调整 pH 值，

结果由图 5 可以看出，pH 值在 7.2 时效果较好，因

此本方法选择 pH 值 7.2 的 TBST 作为反应缓冲液。
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图 4 反应缓冲液的优化

Fig.4 Optimization of reaction buffer for TRFIA (n=3)

图 5 反应缓冲液 pH 的优化

Fig.5 Optimization of pH of reaction buffer for TRFIA (n=3)

2.2.3 标准曲线的建立

按照上述确定的最优的包被抗原与铕标抗体

浓度、反应缓冲液及 pH 等实验条件为前提，将

孕酮标准品稀释成系列浓度，再进行实验。以标

准品溶液浓度对数为横坐标（X），以荧光值比

值百分比 B/B0% 为纵坐标（Y），绘制标准曲线，

结果如图 6 所示。孕酮标准曲线的线性检测范围

（IC20~IC80）为 0.46~6.94 µg/L，IC50 为 1.79 µg/L。

2.3 特异性评价

本方法的特异性结果如表 2 所示，除了与睾酮

交叉率（Cross-reactivity，CR）为 1.2% 外，与雌二

醇、雌三醇等结构类似物或功能相似的性激素，其

交叉反应率均低于 0.1%，表明所建立的 TRFIA 方

法受其他化合物影响小，特异性良好。

图 6 TRFIA 检测孕酮的标准曲线

Fig.6 Standard curve for time-resolved fluorescence 

immunoassay of of progesterone 

表 2  孕酮结构类似物或功能类似物的交叉反应结果

Table 2 Cross-reactivity of progesterone analogues 
determined by TRFIA

药物名称 IC50/(μg/L) CR/%

孕酮 1.79 100

睾酮 143.72 1.25

雌二醇 >1 000 <0.1

雌三醇 >1 000 <0.1

2.4 准确度结果

利用阴性的猪肉、牛肉做样品添加回收实验，

结果如表 3、图 7 所示。TRFIA 方法的添加回收率在

73.0%~86.8% 之间，批内批间变异系数均小于 5%，

其准确度、稳定性和精密度能达到检测要求，适用于

动物性食品中孕酮的检测。通过与 HPLC 法的结果对

比，其检测结果的相关性方程为 y=1.040 2x+0.905，
r2 为 0.987 7，表明 TRFIA 的检测结果准确可靠。

表 3  孕酮样品TRFIA和HPLC方法对比

Table 3 Comparison of TRFIA and HPLC methods for progesterone

样品
添加浓度
 /(µg/kg)

TRFIA 测定 HPLC 测定

平均实测值
/(µg/kg)

平均回收率 
/%

批内变异系数
（CV/%）

批间变异系数
（CV/%）

平均实测
值 /(µg/kg)

平均回
收率 /%

变异系
数（CV/%）

牛肉

1.0 1.13 113.0 4.5 4.7 0.91 91.0 3.6
2.5 2.17 86.8 4.3 4.5 2.33 93.2 3.3
5.0 4.52 90.4 3.2 3.6 4.49 89.8 2.9

猪肉

1.0 1.07 107.0 4.8 4.9 0.92 88.0 3.4
2.5 2.05 82.0 3.6 3.9 2.27 90.8 3.3
5.0 4.56 90.1 3.1 3.4 4.66 93.2 2.8
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图 7 孕酮样品 TRFIA 和 HPLC 方法对比

Fig.7 Comparison of TRFIA and HPLC methods 

for progesterone

3  结论

本研究基于所制备的人工抗原和对应特异性

抗体，优化了抗原抗体稀释倍数、铕标抗体浓度、

反应缓冲液和其 pH 值等关键方法条件，在国内

首次成功建立了动物性食品中性激素孕酮残留的

TRFIA 检测方法。线性范围 0.46~6.94 µg/L，IC50

为 1.79 µg/L。检测方法与孕酮类似物的交叉反应较

小，回收率在 73.0%~86.8%，批内批间差异＜5%，

且与 HPLC 结果相关性好（r2=0.987 7），能满足动

物性食品中孕酮检测要求。所建立的检测方法准确可

靠、特异性好、灵敏度高、重复性高，搭配全自动时

间分辨分析仪的条件下可实现自动化检测，具有较好

的应用前景，本方法可有效监管动物性食品中孕酮类

激素的非法滥用，能确保人民大众的食品安全。
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