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兽药残留检测中试剂盒的验证评判方法研究
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摘 　要 :试 剂盒是应用酶联免疫 技术研发的新一 代药物残留检测产品 ,与仪器 分析技术相比具有快 速 、简便 、

准确和灵敏度高等特点 ,操作时间仅需 1. 5 h,能最大 限度 地减 少操作误差和工作强度 。但是应用试剂盒时检

测结果与有些试剂盒所标示的各项技术指标相差甚远 ,出现假阳 性的几率很 大 ,有必要在兽 药残留检测 中确

定试剂盒指标评判的具体内容和方法 。
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Eva lua t ion of K it D etect ing Veter inar y Drug Residues
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Abstract: EL ISA ki t i s a new veterinary drug residues detection product. Compared with instrument analysis, detec2
tion by EL ISA ki t i s quicke, simp le, accurate, and highly sensitive. It takesonly 1. 5 hours to complete theopera2
tion. EL ISA analysis can minimize operation error and working strength maximatical ly. But usual ly some technique

indexmarked on the ki t i s far different from the examination resul ts, therewould be of great chance to emerge false

posi tive resul ts. It is necessary to determin the concrete contentsand specific methodsof kit evaluation for veterinary

drug residues testing.
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　　兽药残留是指给畜禽等动物使用药物后蓄积

或存在于动物细胞 、组织和器官内的药物或化学

物质的原型 、代谢产物或杂质 ,这些物质会对人体

产生严重的损害 ,所以检测兽药残留是目前我国

乃至世界对动物性食品安全评价的重要手段 。

兽药残留检测试剂盒是应用酶联免疫技术研

发的新一代药物残留检测产品 ,与仪器分析技术

相比 ,具有快速 、简便 、准确和灵敏度高等特点 ,操

作时间仅需 1. 5 h,并能最大限度地减少操作误差

和工作强度
[ 1, 2 ]

。但是近年来在应用试剂盒的过

程中 ,我们发现有些检测结果往往与试剂盒所标

示的各项技术指标相差甚远 ,出现假阳性的几率

很大 ,严重影 响了检 测方 法的运 用和结 果的判

定
[ 3, 4 ]

。因此 ,在 利用试剂盒进行 药物残留检测

前 ,非常有必要对试剂盒所标示的各项技术指标

进行逐一的验证 ,也就是进行检测标准的方法学

考察 ,从而对试剂盒做出评判 ;对试剂盒所标示的

各项技术指标 ,即对标准曲线 、检测限 、定量限、临

界值 、准确度 、精密度及交叉反应率等项目的评判

是应用试剂盒的重要技术 ,本文将对试剂盒各项

指标的验证考察方法一一作出阐述。

1　标准曲线

1. 1　定量方法

试剂盒中应含有浓度不同的标准溶液 。标准

曲线至少由 5个 浓度点组成 ,测定次数不少于 5

次 ,以确定工 作浓度范围和 IC50 ,最大 残留限量

(MRL )必须在工作范围内 。

IC50为 50%抑制浓度 ,就是 0浓度标准溶液

的吸光度值 50%处所对应的药物浓度 ,是反映试

剂盒灵敏度的指标 。

工作浓度范围是指样品中的药物浓度范围 。
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图 1　标准曲线

Fig. 1　The standard curveof determination.

1. 2　定性方法

工作浓度范围通常通过阴性样品 、临 界值浓

度样品和阳性样品的测定来确定 ,每个浓度重复

不少于 5次 。浓度和响应值之间应有一定的关

系 ,正比或反比 。

2　检测限和定量限

2. 1　检测限

称取 20份空白样品依据该试剂盒提 供的检

测方法进行测定 ,结果均值加 3倍标准差 ,即为本

试剂盒的检测限。应检测检测值是否与试剂盒提

供的检测限值相符 。检测限的确定见图 2。

2. 2　定量限

定量限应大于标准曲线中最低浓度点 。对于

定量方法 ,将空白样品添加为含有定量限浓度的

阳性样品 ,依据该试剂盒提供的检测方法进行测

定 。测定次数应不少于 6次 ,验证测定值是否与

试剂盒提供的定量限值相符 ,注意不能通过外延

法推断 。定量限的确定见图 2。

3　临界值 ( cu t2off va lue)

对于有最高残留限量的药物 ,检测方 法的临

界值为 20份添加 MRL浓度的样品重复 3次的均

值减去 1. 64的标准差 ,即 95%置信限出 。

对于禁用药物检测方法的临界值为定量限 ,

该值应达到公认的指标 。

4　精密度和准确度

4. 1　浓度要求

对于有最高残留限量 (MRL )的药物 ,需检测

的浓度包括 MRL及 MRL 上下各一个浓度。对于

禁用药物 ,需检测定量限和 2倍定量限浓度 。

4. 2　数量要求

检测时除检测样品外 ,必须添加阳性样 品处

理 ,每个浓度至少测定 5个平行样 ,并至少进行 3

批实验 。

4. 3　准确度 (以回收率表示 )

回收率 大 于 40%或 符 合相 应 检 测 标 准的

要求 。

4. 4　精密度 (以变异系数表示 )

4. 4. 1　批内变异系数 　按 4. 2数量要求进行测

定后 ,计算结果 。每个平行样之间的变异系数 ,则

变异系数需小于或等于 5%。对于禁用药物 ,则
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变异系数需小于或等于 30%。

4. 4. 2　批间变异系数 　同浓度样品组之间的变

异系数值小于或等于 30%,对于禁用药物需小于

或等于 40%。

4. 5　定性方法

阴性样品测定不少于 50份 ,根据测定结果确

定假阳性率 ,公式为 :

假阳性率 =
假阳性

假阳性 +真阳性
×100%

阳性样品测定不少于 50份 ,根据测定结果确

定假阴性率 ,公式为 :

假阴性率 =
假阴性

假阴性 +真阴性
×100%

一般要求 ,假阳性率 ≤5% ,假阴性率为 0。

5　交叉反应

应检测试剂盒与待检药物类似物 、代 谢物或

共同存在的药物测定交叉反应率 。定义一种药物

(A )反应率为 100% ,分别测定各 种其他药物的

50%抑制浓度 。公式为 :

　某种药物交叉反应率 =
药物 A IC50

待测药物 IC50

×100%

6　保存期

保存期通过保存条件 的稳定性实 验结果确

定 。正常条件 (2～8℃)的保存 ,分别于 0、1、2、3

个月测定 ,以后可根据保存期 ,每隔 3个月测定一

次 。推荐进行 37℃加速和冻融的稳定性实验 。

7　结语

对试剂盒所标示的各项技术指标 ,通过 实验

进行方法学验证后 ,给试剂盒做出评判 ,若实际检

测结果与试剂盒所标示的各项技术指标相符 ,且

具体指标数能达到国家有关标准要求 ,则可视为

试剂盒合格 ,能用于药物残留检测 。否则对试剂

盒评判为不合格 ,不能用于药物残留检测 。
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　　本书为《农村实用科技与技能培训丛书 》之
一 ,详细的介绍了鉴别掺假饲料的基本方法 感

官鉴别法 ,物理检测法 ,简易化学检测法 ,显微镜
检测法 ,化学成分分析法 。
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