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摘要：为检测食品中的重金属镉残留问题，本研究建立了基于重金属镉抗体的酶联免疫分析方法。利用异硫氰酸苄基乙二胺四

乙酸（Isothiocyanobenzyl-EDTA，ITCBE）螯合 Cd2+并偶联牛血清白蛋白（BSA）和卵清白蛋白（OVA），合成了针对 Cd2+的免疫原

Cd-ITCBE-BSA 和包被原 Cd-ITCBE-OVA，通过紫外扫描鉴定说明偶联成功；以 Cd-ITCBE-BSA 免疫 Balb/c 小鼠，制备出 Cd2+抗血

清并对其免疫学特性进行鉴定，进一步说明了抗原合成成功，在此基础上进行了条件优化并建立了针对镉的 icELISA 检测方法。方

法的检测限（IC10）为 0.18 ng/mL，IC50为 1.15 ng/mL，线性检测范围（IC20~IC80）为 0.24~5.54 ng/mL。除了与 Hg2+有 2.16%的交叉

反应率，该方法对 Pb2+、Fe3+、Cu2+和 Cr3+交叉反应率均小于 0.3%，板内变异系数和板间变异系数都低于 10%。此抗体特异性强灵敏

度高，建立的 icELISA 方法可应用于食品中重金属镉的快速检测。 
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Abstract: An enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for the determination of heavy metal Cadmium ion (Cd2+) residues in food 

was established. ITCBE was coupled with Cd2+ and conjugated to bovine serum albumin (BSA) and ovalbumin (OVA) to obtain 

Cd-ITCBE-BSA as immunogen and Cd-ITCBE-OVA as coating antigen, which were identified by ultraviolet spectrum (UV). Cd-ITCBE-BSA 

was injected to Balb/c mice to produce antiserum. The immunological characteristics of the antiserum were identified, which further proved the 

success of synthesis. On this basis, an ic-ELISA was established after optimizing the conditions. The limit of detection (IC10) was 0.18 ng/mL, 

the 50% inhibitory concentration (IC50) was 1.15 ng/mL, and the linear range (IC20~IC80) was 0.24~5.54 ng/mL. Except for a cross-reactivity of 

2.16% with Hg2+, the cross-reactivity with Pb2+, Fe3+, Cu2+ and Cr3+ were all less than 0.3%. The coefficients of variation within and between 

plates were both less than 10%. This antibody has strong specificity and high sensitivity, and the established ELISA method can be applied to the 

rapid detection of heavy metal cadmium in food. 
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镉是一种强毒性重金属[1]，其主要通过食物链的

富集作用进入人体[2]，对骨骼、肝脏、肾脏、心血管、

生殖系统等有很大的毒性作用[3]，在人体内的半衰期

长达 10~35 年[4]。历史上发生过许多镉污染环境进而

危害人体健康的事件，例如 1931 年日本发生的“痛痛

病”事件[5]、2012 年广西龙江重金属镉污染事件[6]。国

家标准 GB 2762-2017《食品安全标准 食品中污染物

限量》规定重金属镉在谷物和豆类中的最大残留限量

为 0.1 mg/kg，在新鲜蔬菜和蛋及蛋制品中的最大残留

限量为 0.05 mg/kg。在国外，世界卫生组织（WHO）

和联合国粮农组织（FAO）于 1973 年先后把镉列为必

须要研究的污染物[7]；1974 年，联合国环境规划署在

会议上将镉定为重点污染物[8]；2010 年，WHO 提出

了人类每周耐受摄入镉的量为 7 mg/kg[9]。 
检测重金属的常用方法有：原子荧光光谱法[10,11]，

电感耦合等离子体质谱法[12]，X 射线荧光光谱分析法
[13]，原子吸收法[14]，溶出伏安法[15]等。这些方法精确

度较高，但需要依赖仪器和专业技术人员，所以具有

一定局限性。建立快速、低成本、特异性强、灵敏度

高、操作简便的重金属免疫分析方法是近年来科研人

员研究的热点[16,17]。该类方法依据抗原与抗体的特异

性识别原理建立，借助双功能螯合剂作为桥梁，将不

具免疫原性的镉离子与载体蛋白偶联，得到完全抗原
[18]，进而引起动物免疫反应。免疫分析法近年来发展

迅速，应用广泛，如 He 等[19]、Darwish 等[20]、刘艳梅

等[1]、苏芳等[21]均建立了镉的 ELISA 检测方法。 
本 文 利 用 异 硫 氰 酸 苄 基 乙 二 胺 四 乙 酸

（Isothiocyanobenzyl-EDTA，ITCBE）作为双功能螯

合剂，合成镉离子完全抗原，制备针对镉离子的抗血

清，并建立 icELISA 检测方法，实现对镉离子的快速、

灵敏检测。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  试剂 
牛血清白蛋白（BSA）、卵清白蛋白（OVA）、4-

羟乙基哌嗪乙磺酸（HEPES）、Tween-20、弗氏完全

佐剂（FCA）、弗氏不完全佐剂（FIA）、辣根过氧化

物酶标记的羊抗鼠 IgG（IgG-HRP），Sigma 公司；乙

二胺四乙酸（EDTA）、二甲基亚砜（DMSO），广州

化学试剂厂；ITCBE，上海同仁化学研究所；TMB 显

色液，广州万联生物科技有限公司；Cd 标准品、Hg
标准品、Pb 标准品、Fe 标准品、Cr 标准品、Cu 标准

品，Sigma 公司；其余化学试剂均为国产分析纯。 

磷酸盐缓冲液（PBS，pH 7.4，NaCl 8.5 g/L，KCl 
0.2 g/L，Na2HPO4·12H2O 2.9 g/L），碳酸盐缓冲液

（CBS，pH 9.6，Na2CO3 1.69 g/L，NaHCO3 2.95 g/L），
封闭液（0.5%脱脂奶粉溶液），HBS 缓冲液（8 g/L 
NaCl，2.38 g/L HEPES，0.2 g/L KCL），Tris-HCl 缓冲

液（1.2 g/L 三羟基甲烷，4.2% 0.1 mol/L HCl），PBST
缓冲液（含 0.1% Tween-20 的 PBS），终止液（10% 
H2SO4）。 
1.1.2  仪器与设备 

磁力搅拌器，德国 IKA 公司；微量振荡器，常州

澳华有限公司；台式高速冷冻离心机、微量可调移液

器，Eppendorf 公司；电热恒温鼓风干燥箱，黄石市恒

丰医疗器械有限公司；电子分析天平，梅特勒公司；

酶标板，深圳金灿华实业有限公司；DEM-3 型自动洗

板机、微量紫外可见分光光度计，美国 Thermo 公司；

Multiskan MK3 酶标仪，美国 Molecular Devices 公司；

MFI-A10 超纯水机，Costar 公司；透析袋（截留分子

量 8000~10000 u）：Sigma 公司。 
1.1.3  试验动物 

雌性 Balb/c 小鼠：8 周龄 SPF 级，广东省医学实

验动物中心（三水基地）。 

1.2  方法 

1.2.1  人工抗原的合成[22] 

 
图1 Cd-ITCBE-BSA/OVA合成路线图 

Fig.1 Synthesis procedure of Cd-ITCBE-BSA/OVA[22] 

取 2.0 mg ITCBE 溶于 200 μL DMSO；取 20.0 mg 
BSA（OVA）溶于 500 μL 0.01 mol/L PBS（pH 9.0）中。

然后将 ITCBE 溶液缓慢滴加到 BSA（OVA）蛋白溶

液中，在室温条件下搅拌反应 24 h。反应结束后，用

0.01 mol/L PBS（pH 7.4）透析 3 d，得到 ITCBE-BSA
（ITCBE-OVA）。 

向 ITCBE-BSA（ITCBE-OVA）溶液中缓慢滴加 1 
mg/mL 的 Cd2+标准品 1.1 mL，边滴加边振荡，调节

pH=7.0，室温搅拌反应 3 h，得到 Cd-ITCBE-BSA
（Cd-ITCBE-OVA）溶液，分装在离心管中，于-20 ℃
冰箱中保存。 
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1.2.2  人工抗原的鉴定 
紫外扫描鉴定：用紫外可见分光光度计在

200~400 nm 范围内进行扫描，鉴定半抗原是否与载体

蛋白偶联[23]。 
1.2.3  动物免疫 

选择 3 只 8 周龄的 Balb/c 小鼠，以 50 μg/只的剂

量，在小鼠腹部、背部、足垫等多处进行皮下注射，

初次免疫将 Cd-ITCBE-BSA 与等量 FCA 混合。以后

间隔2周加强免疫1次，将Cd-ITCBE-BSA与等量FIA
混合。从第三次免疫开始每次免疫 7 d 后断尾取血，

离心，取上清，测定效价和抑制率。 
1.2.4  抗血清的测定 

用 Cd-ITCBE-OVA 为包被原，采用 icELISA 方法

测定血清的效价和抑制率。用 CBS 将 Cd-ITCBE-OVA
稀释一定倍数，100 μL/孔，于37 ℃水浴箱中孵育12 h，
PBST 洗 2 次。加入封闭液 120 μL/孔，37 ℃封闭 3 h，
PBST 洗板 5 次。效价列每孔加入 50 μL 倍比稀释的

抗血清和 50 μL PBS；抑制列每孔加入 50 μL 倍比稀

释的抗血清和 50 μL 浓度为 1 μg/mL Cd-EDTA 药物。

用空白血清作为阴性对照，37 ℃孵育 40 min，PBST
洗板 5 次，再加入 100 μL/孔辣根过氧化物酶标记的羊

抗鼠 IgG（1:5000），37 ℃反应 30 min。PBST 洗板 5
次，加入 TMB 显色液 100 μL/孔，37 ℃显色 10 min
后，每孔加入 50 μL 终止液，测定 450 nm 吸光度。以

P/N≥2.1 对应的最大稀释倍数为抗血清效价，其中 P
为阳性血清的 OD450 nm，N 为阴性血清的 OD450 nm。抑

制率的计算如下： 

0

0

B -B
% 100%

B
×抑制率/ =                  （1） 

其中，B0为不加药物时的吸光度，B 为加入一定浓度药物

抑制时的吸光度。 

1.2.5  icELISA 检测方法的建立 

（1）icELISA 方法优化：依据文献步骤[24-26]，本

研究采用棋盘法筛选包被原浓度和抗血清稀释倍数组

合，然后选择 IC50最低的组合作为最佳组合，再分别

对缓冲液种类、EDTA 浓度、竞争反应时间、二抗稀

释液、二抗稀释倍数、二抗反应时间进行优化。用最

大吸光值（Amax）、半抑制浓度（IC50）和 Amax/IC50这

三个指标进行判定，选择 IC50最低，Amax/IC50最高的

条件来建立标准曲线。 
（2）icELISA 标准曲线的建立[27-29]：在最优条件

下，以 Cd-EDTA 系列浓度（400 ng/mL、80 ng/mL、
16 ng/mL、3.2 ng/mL、0.64 ng/mL、0.128 ng/mL、0.0256 
ng/mL）的对数值为横坐标，以 B/B0 为纵坐标，用 

 

Origin 9.0 软件绘制标准曲线，并计算相应的检测限

（ IC10 ），半抑制浓度（ IC50 ），线性检测范围

（IC20~IC80）
[26,30]。 

1.2.6  方法特异性试验 
制备的抗体识别镉离子与其他金属离子（抗原结

构类似物）的特异性可以用交叉反应率（Cross 
Reactivity，CR）来表示，即待测抗原的 IC50与结构类

似物的 IC50之百分比值（见式 2）。对镉离子结构类似

物的 CR 越小，表明该方法的特异性越好[31]。 
50

50
(%)=

IC ( )
100

IC ( )
× %CR

镉离子

其他金属离子
                       （2） 

1.2.7  方法稳定性试验[32-35] 
为了测试该方法的稳定性，配制 4 种不同浓度

（200 ng/mL、40 ng/mL、8 ng/mL、1.6 ng/mL）的

Cd-EDTA 稀释液，在同一块酶标板上利用本研究建立

的 icELISA 方法进行检测，每个浓度重复 3 次，测得

平均抑制率和标准差（SD），计算板内变异系数。 
准备好 3 批不同时间包被并封闭的酶标板，分别

在 37 ℃烘箱中放置 1、6、15 d，然后每块板进行以

上 4 种浓度药物的 icELISA 检测，每个浓度重复 3 次，

再计算 3 块板的平均抑制率和标准差，计算板间变异

系数。 

2  结果与分析 

2.1  人工抗原鉴定 

为验证镉离子人工抗原偶联是否成功，分别对

BSA/OVA、Cd-ITCBE 和 Cd-ITCBE-BSA/Cd-ITCBE- 
OVA 进行紫外扫描，结果如图 2、图 3 所示。在图 2
中 BSA 在 227 nm 和 279 nm 处各有一个特征吸收峰，

半抗原 Cd-ITCBE 在 234 nm 处有一个吸收峰，而完全

抗原Cd-ITCBE-BSA 在 225 nm和 270 nm 有 2 个吸收

峰，三条曲线几乎不重叠。 

 
图2 BSA、Cd-ITCBE、Cd-ITCBE-BSA紫外扫描图 

Fig.2 UV spectrum of BSA、Cd-ITCBE、Cd-ITCBE-BSA 
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图3 OVA、Cd-ITCBE、Cd-ITCBE-OVA紫外扫描图 

Fig.3 UV spectrum of OVA、Cd-ITCBE、Cd-ITCBE-OVA 

在图 3 中，OVA 的吸收峰在 229 nm、283 nm 处，

完全抗原Cd-ITCBE-OVA 的吸收峰在 228 nm、269 nm
和 279 nm，三条曲线也几乎不重叠。初步表明人工抗

原偶联成功。 

2.2  抗血清的测定 

第三次免疫后 2 号小鼠的效价和抑制率达到最

高，分别达 1:32000、89%，进一步说明人工抗原偶联

成功。 
一般抗血清的效价越高，其抗体含量越高；而抑

制率则代表小鼠产生的抗体的特异性识别能力，所以

本试验选择效价和抑制率最高的 2 号小鼠血清，建立

重金属镉的 icELISA 检测方法。 

2.3  icELISA检测方法的建立 

2.3.1  icELISA 方法优化 

 

 

 

 

 

 
图4 icELISA反应参数优化结果 

Fig.4 Optimization of reaction parameters of icELISA 

注：a：反应缓冲液对标准曲线的影响；b：EDTA 浓度对

标准曲线的影响；c：竞争反应时间对标准曲线的影响；d：二

抗稀释液对标准曲线的影响；e：二抗稀释倍数对标准曲线的影

响；f：二抗反应时间对标准曲线的影响。 
包被原浓度和抗血清稀释倍数组合采用棋盘法确

定。包被原稀释倍数由 1 mg/mL 稀释 2000、4000、 
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8000、16000 倍，浓度依次是 0.50 μg/mL、0.25 μg/mL、
0.125 μg/mL、0.0625 μg/mL，抗血清从 1000 倍开始进

行倍比稀释。依据吸光值 A450 nm范围为 1.0~1.5，初步

可选定 4 个包被原浓度（μg/mL）与抗体稀倍数组合

为 0.50/32000、0.25/16000、0.125/10000、0.0625/8000。 
将棋盘法选出的 4 种组合分别用 icELISA 方法绘

制标准曲线，计算 IC50值。结果表明，当包被原稀释

4000 倍（浓度为 0.25 μg/mL），抗血清稀释 16000 倍

时，IC50最低，因此选用此组合作为后续优化的基础。 
依据最大吸光值（Amax）、半抑制浓度（IC50）和

Amax/IC50三个指标，确定了其它试验条件（见图 4）：
最佳反应缓冲液为 0.01 mol/L PBS（pH 7.4），EDTA
浓度为 1 μmol/L，竞争反应时间为 60 min，二抗稀释

液为 PBS，二抗稀释倍数为 5000 倍，二抗反应时间

为 30 min。 
2.3.2  icELISA 标准曲线的建立 

以镉离子药物浓度对数为横坐标，B/B0值为纵坐

标建立镉的 icELISA 标准曲线（图 5）。拟合后计算得

到该标准曲线的方程为 y=0.351+(1.126-0.351)/ 
[1+(x/1.152)0.883]，检测限（IC10）为 0.18 ng/mL，IC50

为 1.15 ng/mL，线性检测范围（ IC20~IC80）为

0.24~5.54 ng/mL。 

 
图5 icELISA法测镉的标准曲线 

Fig.5 Standard curve for the detection of Cd2+ by icELISA 

2.4  方法特异性评价 

选取 Hg2+、Pb2+、Fe3+、Cu3+和 Cr3+分别与 EDTA
螯合后采用 icELISA 法测定，考察本方法的特异性，

同时为了检验络合剂 EDTA 是否会干扰实验结果，本

试验也对 EDTA 进行了 icELISA 测定，计算交叉反应

率。结果如表 1 所示，除了与 Hg-EDTA 有 2.16%的交

叉反应率外，该方法对其他测试金属和络合剂 EDTA
的交叉反应率都小于 0.3%。这表明此多抗血清的特异

性高，可用于镉离子总量的测定。 
表1 抗血清与镉及其他金属离子-EDTA螯合物的交叉反应 

Table 1 Cross-Reactivity of the antiserum with Cd2+ and other metal ions-EDTA conjugates 

金属离子-EDTA IC50/(ng/mL) 交叉反应率/% 
Cd-EDTA 1.15 100 

Hg-EDTA 53.25 2.16 

Pb-EDTA >2000 <0.3 

Fe-EDTA >2000 <0.3 

Cu-EDTA >2000 <0.3 

Cr-EDTA >2000 <0.3 

EDTA >2000 <0.3 

表2 部分文献报道的重金属镉ELISA检测方法参数对比 

Table 2 Comparison of parameters of some reported ELISA methods to detect Cd2+ 

IC10/(ng/mL) IC50/(ng/mL) 线性范围/(ng/mL) 交叉反应率/% 变异系数/% 参考文献 

10.00 250 - 汞离子交叉率 125 - [36] 

- - 1~1000 汞离子交叉率 3.9 - [38] 

10.00 - 10~640 - - [39] 

5.00 16.3 - 汞离子交叉率 96.5 12.40 [40] 

0.38 418 - 汞离子交叉率 28.3 <10 [41] 

260 1150 260~5000 汞离子交叉率 91 - [16] 

14.98 - 10~100000 汞离子交叉率 5.8 - [42] 

15.62 - 125~2000 - <10 [43] 

2.10 19 3.6~98.2 - - [7] 

0.48 13.67 - 汞离子交叉率 79.29 - [18] 

0.18 1.15 0.24~5.54 汞离子交叉率 2.16 <10 本研究 
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特异性是衡量抗体质量的标准之一[16]，本研究建

立的 icELISA 方法对 Pb2+、Fe3+、Cu3+和 Cr3+等 4 种

常见金属离子的交叉反应率均小于 0.3%，仅对 Hg2+

表现出 2.16%的交叉反应率，其原因可能为汞和镉与

螯合剂螯合后形成的空间构型极为相似造成[36]。Jones
等[37]利用距离矩阵法对不同金属螯合物的三维结构

进行了比较，发现 Cd-EDTA 与 Hg-EDTA 的三维结构

差异最小，推测这是产生交叉反应的最主要原因。 
与文献报道的重金属镉 ELISA 检测方法相比（表

2），本研究所建立的 icELISA 方法具有较低的检测限

（IC10）、IC50 值和交叉反应率，本方法的灵敏度和特

异性优于表 1 所列文献。 

2.5  方法稳定性评价 

实验结果如表 3 所示，板内变异系数总体上比板

间变异系数略低，并且变异系数均低于 10%，由此证

明本研究建立的方法稳定性好，精密度高。 
 

表3 板内变异系数和板间变异系数 

Table 3 The coefficients of variation in and between plates 

板内变异（n=3） 板间变异（n=3） 

Cd-EDTA/(ng/mL) 平均抑制率/% CV/% Cd-EDTA/(ng/mL) 平均抑制率/% CV/% 

200 78.96±4.75 6.02 200 79.91±6.02 7.53 

40 62.14±3.86 6.21 40 63.06±5.27 8.36 

8 50.81±3.03 5.96 8 52.72±5.10 9.67 

1.6 49.19±3.89 6.78 1.6 49.20±4.68 9.51 

3  结论 

建立重金属免疫分析法的核心是制备特异性抗

体，而成功制备重金属人工抗原是得到抗体的前提。

重金属离子不仅结构简单，而且分子量小，不能引起

机体的免疫应答反应，故选择双功能螯合剂络合镉离

子，再与载体蛋白偶联。本研究以双功能螯合剂

ITCBE 螯合 Cd2+，并偶联载体蛋白 BSA 和 OVA 制备

人工完全抗原，用 Cd-ITCBE-BSA 免疫小鼠制备抗血

清，建立了检测镉的 icELISA 方法，方法检测限（IC10）

为 0.18 ng/mL， IC50 为 1.15 ng/mL，线性范围

（IC20~IC80）为 0.24~5.54 ng/mL。本方法具有良好的

特异性，除了与 Hg2+有 2.16%的交叉反应率外，与

Pb2+、Fe3+、Cu3+、Cr3+的交叉反应率均<0.3%，板内

和板间变异系数均小于 10%。本研究为建立 Cd2+免疫

学快速检测方法和相应试剂盒产品开发奠定了基础。 
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