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实验技术与方法
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摘*要!目的*本文采用胶体金免疫层析技术!研制了一种水产品中硝基呋喃代谢物四合一免疫胶体金快速检测

试剂板$ 方法*将制备的羊抗鼠 bJ.&人工结合抗原和金标抗体三者经过反复调试优化!以适宜浓度和包被量分别

包被到硝酸纤维素"!4#膜和微孔中$ 包被后的 !4膜和样品垫&胶体金结合垫&吸水垫及其他辅料组装成试纸条$

结果*经试验!该四合一试剂板对水产品中呋喃唑酮代谢物 "&@P#&呋喃西林代谢物 " C(B#&呋喃它酮代谢物

"&B@P#和呋喃妥因代谢物"&?D#的检出限分别为 )F+&)F+&)F+&$F+

#

J%nJ$ 结论*试剂板具有快速&准确&灵敏

度高的特点!适用于大批量水产样品中硝基呋喃代谢物的检测$

关键词!硝基呋喃类代谢物' 胶体金免疫层析' 水产品' 药物残留

中图分类号!')11F1**文献标识码!&**文章编号!)++52G51,#$+)3$+)2++3$2+1

K,:,8#5$,)'&)%&558("&'(#)#*"#88#(%&8+#8%0&5(%',-'-'0(5*#0)('0#*?0&)

$,'&;#8(',-()&J?&'("50#%?"'-

PIL0JBM0" CL0JAMWL" 9L0JPI/0JH>" 9L0J9/MXM0J" CI/0J?HMXM0J" AMH &MKIH0

#PI/0J̀I>H TL"V8">RHK;:qHL=M;Wb0:X/K;M>0 DM:;"MUH;M>0 4/0;/"" PI/0J̀I>H 51++++" 4IM0L$

!;-'0&"'%

<;=,"'(:,*<L:/R >0 .b4&;/KI0>=>JW" N/R/Z/=>X/R L#>H"2M02>0/K>==>MRL=J>=R ;/:;:;"MX #>""LXMR R/;/K;M>0

>#0M;">#H"L0 V/;LU>=M;/:M0 LrHL;MKX">RHK;:]>,'.#%-*.>L;L0;M2V>H:/bJ." L";M#MKML==WK>0[HJL;/R L0;MJ/0 L0R ;I/J>=R

=LU/=/R L0;MU>RWN/"/K>L;/R >0;>0M;">K/==H=>:/V/VU"L0/L0R VMK">X>"/:" ;I/K>0K/0;"L;M>0 L0R ;I/LV>H0;>#K>L;M0J

N/"/>X;MVM̀/R" L0R ;I/:LVX=/XLR" ;I/K>==>MRL=J>=R K>0[HJL;/XLR" ;I/LU:>"U/0;XLR L0R >;I/"LKK/::>"M/:N/"/;I/0

L::/VU=/R M0;>;/:;:;"MX]3,-?8'-*7I/"/:H=;::I>N/R ;IL;;I/R/;/K;M>0 =MVM;:#>"LrHL;MK&@P" C(B" &B@PL0R &?D

N/"/)F+" )F+" )F+ L0R $F+

#

J%nJ" "/:X/K;MZ/=W]@#)"8?-(#)*7I/;/:;:;"MX M:"LXMR" LKKH"L;/L0R IMJI :/0:M;MZM;W"

:HM;LU=/#>";I/R/;/K;M>0 >#0M;">#H"L0 V/;LU>=M;/:M0 ;I/=L"J/>#LrHL;MK:LVX=/:]

A,7 6#0%-%

!M;">#H"L0 V/;LU>=M;/:& K>==>MRL=J>=R&LrHL;MKX">RHK;:&R"HJ"/:MRH/:

收稿日期!$+)$2+^2$3

作者简介%张敏*女*本科*农艺师*研究方向为农产品质量安全

检测*(2VLM=%[K̀\̀IL0JVM0_)$,]K>V

通信作者%盛慧萍*女*本科*研究方向为食品安全质量安全快速

检测*(2VLM=%IHMXM0J:I/0J_)$,]K>V

**硝基呋喃类化合物 #!M;">#H"L0:$包括呋喃唑

酮,呋喃西林,呋喃妥因,呋喃它酮等"是一类广谱

性合成抗菌剂"因有非常好的抗菌作用和药动力学

的特性"曾经被广泛应用作为禽类,水产和猪促生

长的添加剂* 但在长时间的实验研究过程中发现"

硝基呋喃类药物和代谢物均可以使实验动物发生

癌变和基因突变
()23)

* 水产品养殖过程中使用该药

物后"由于其代谢产物会与蛋白组织结合而累积在

体内"人食用后可直接导致人体发病* 此类药物残

留问题越来越引起人们的关注*

联合国粮农组织,世界卫生组织食品添加剂专

家联席委员会,欧盟都已规定了禁止在动物养殖中

使用硝基呋喃类药物* 呋喃唑酮,呋喃它酮在中国

农业部第 )-3 号公告
(5)

和第 $31 号公告
(1)

中被列为

动物性食品中不得检出的兽药* 目前"欧盟对硝基

呋喃及代谢物的 B8'A值为 )

#

J%nJ* 尽管我国从

$++3 年起每年都将水产品中硝基呋喃类代谢物纳

入残留监控计划中"但由于部分企业对此重视不

够"国内水产养殖企业中仍有使用硝基呋喃类药

物"药残超标问题一次次困扰着水产品出口企业*

目前"硝基呋喃类化合物及其代谢物的检测方

法主要有高效液相色谱 #?8A4$法及液 a质联用

#A42BC$法等
(,2G)

* 然而"这些方法需要较长的检

测时间,繁琐的检测步骤及相应昂贵的实验设备"

并被限制在实验室中使用* 本文制备了硝基呋喃
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代谢物四合一胶体金快速检测试剂板"试剂板检测

限符合要求"检测时间短"检测过程中无需昂贵的

仪器设备"适合现场快速检测*

)*材料与方法

)F)*材料

)F)F)*试剂

呋喃唑酮代谢物 # &@P$,呋喃西林代谢物

#C(B$,呋喃妥因代谢物#&?D$,呋喃它酮代谢物

#&B@P$,牛血清白蛋白#<C&$,卵清蛋白#@i&$,

氯金酸 #?&H4=

5

/5?

$

@$,羊抗鼠 bJ.均购自美国

CMJVL公司&聚乙二醇 $++++ 购自华东医药有限公

司&硝酸纤维素膜,胶体金结合垫,样品垫均购于

BM==MX>"/公司&抗呋喃唑酮代谢物单抗,抗呋喃西林

代谢物单抗,抗呋喃妥因代谢物单抗,抗呋喃它酮

代谢物单抗均由杭州南开日新生物技术有限公司

提供*

)F)F$*仪器

&ZL0;MS2$,O8高速冷冻离心机,Yi2$G+$ 紫外

连续扫描分光光度计,^G?92) 恒温磁力搅拌器,恒

温鼓风干燥箱,<M>S/;OQP3+++ 型点膜仪,切割机*

)F$*方法

)F$F)*硝基呋喃类药物特异性结合抗原的制备及

鉴定

衍生化%将 +F$ VV>=&@P盐酸盐溶于 5 V=+F)

V>=%A盐酸溶液中"加入 )- VJ52硝基苯甲醛#溶于

$++

#

=二甲基亚砜$&3^ e避光水解衍生约 ), I&用

) V>=%A!L@?或 ) V>=%A?4=调 X?至 ^F+ 左右&真

空干燥*

重氮法偶联 !8&@P和 <C&%+F) VV>=!8&@P

中加 $ V=吡啶溶解"再加入 1 V=) V>=%A?4="G+ e

水浴"磁力搅拌下分批加入 $++ VJP0 粉"继续搅拌

$+ VM0&取上清"旋转蒸发&用 3 V=+F) V>=%A?4=重

溶#调 X?) s$ 左右$"5 e冷却&逐滴加入预冷的

+F1 V>=%A!L!@

$

溶液 $ V="搅拌反应至淀粉碘化钾

试纸呈灰蓝色"约 $+ VM0#可继续搅拌 3+ VM0$&称

取 1+ VJ<C&溶于 1 V=+F) V>=%AX?)+F+ 碳酸盐

缓冲液中&将重氮物逐滴加入到 <C&中"加适量 +F1

V>=%A!L@?维持 X?值&磁力搅拌反应 , I&用 +F+)

V>=%AX?^F5 的 8<C 缓冲液透析 3 R*

!8C(B2<C&,!8&B@P2<C&和 !8&?D2<C&的

制备方法同 !8&@P2<C&*

合成的硝基呋喃类药物特异性结合抗原稀释

成 )++

#

J%V=#蛋白浓度$"然后做 $++ s5++ 0V波

长的紫外扫描* 比较硝基呋喃代谢物半抗原,载体

蛋白和偶联物的紫外光谱图"判断偶联是否成功*

)F$F$*抗体2胶体金标记物的制备

胶体金溶液的制备%柠檬酸三钠法
(-)

*

标记前将抗硝基呋喃代谢物单抗溶液以)1 +++

"%VM0 5 e离心 3+ VM0"取上清液&取已制备好的胶

体金溶液 )++ V="用 +F) V>=%Ao

$

4@

3

和 +F) V>=%A

?4=将胶体金溶液的 X?值调至 GF+* 按最适抗体

标记量边搅拌边加入 +F1 VJ抗硝基呋喃代谢物单

抗"加入蛋白质时应逐滴加入") VJ的蛋白质大约 1

VM0 加完&在搅拌下加入 1d的 <C&使其终浓度为

)d"或加入 3d聚乙二醇 #8(.B9$++++$使其终

浓度为 +F+1d&)$ +++ "XV离心 $1 VM0"弃上清液&

加入 )+ V=+F+) V>=%AX?^F5 的 8<C 缓冲液 #含

+F5 V>=%A8(.$++++$")$ +++ "XV离心 $1 VM0"弃

上清液"如此洗涤 $ s5 次"以彻底除去未结合的蛋

白质&将沉淀用 )+ V=含 $d <C&的 8<C 缓冲液

# X?^F5"+F+) V>=%A$溶解&用 +F$$

#

V无菌过滤器

过滤后"5 e保存备用*

)F$F3*试剂板各组分的优化和组装

!8C(B2<C&, !8&B@P2<C&, !8&?D2<C&,

!8&@P2<C&#7线$,羊抗鼠 bJ.#4线$和金标抗体

包被量的选择方法如下%

在 7线粗调范围 +F, s)F+ VJ%V=内和 4线粗

调范围 +FG s$F+ VJ%V=内"选择一组质量浓度"按

常规喷量 )F+

#

=%KV包被到 !4膜上",+ e干燥箱

放置 $ I* 将制备好的金标抗体选择不同包被量#G

#

=%孔 s)$

#

=%孔,@D

1$10V

f$1$包被到酶标板微孔

中"3^ e烘箱干燥 )$ I*

将 !4膜与样品垫,空白胶体金结合垫,吸水

垫,底板组装成试纸条"按图 ) 所示* 5 种硝基呋喃

代谢物检测试纸条和上下两块模板组装成四合一

试剂板"见图 $* 用 +F+) V>=%A,X?^F5 的磷酸盐

#8<C$缓冲液和含 )F+

#

J%A硝基呋喃代谢物的标

准品溶液各 )++

#

=充分溶解微孔中的金标抗体后

分别进行试纸条滴定"观察显色变化和试纸条灵敏

度"反复调试"最终选择显色深浅适中,灵敏度最

高,梯度最大的一组质量浓度作为最终配比*

)]样品垫# CLVX=/XLR$ &$]胶体金结合垫#4>==>MRL=J>=R

K>0[HJL;/XLR$ &3]硝酸纤维素膜#!4V/VU"L0/$ &

5]检测线#7/:;=M0/$ &1]控制线#4>0;">==M0/$ &,]吸水垫

#&U:>"U/0;XLR$ &^]不干胶# C;MKn/":$ &

G]8i4底板#8i4:>=/X=L;/$

图 )*免疫胶体金快速检测试剂板结构示意图

TMJH"/)*C;"HK;H"/RMLJ"LV>#K>==>MRL=J>=R "LXMR ;/:;R/ZMK/
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图 $*硝基呋喃代谢物四合一胶体

金快速检测试剂板实物照片

TMJH"/$*7I/XMK;H"/>#0M;">#H"L0 V/;LU>=M;/:K>==>MRL=

J>=R "LXMR ;/:;R/ZMK/

)F$F5*样品衍生化条件的确定

称取 $ J水产样品作为供试试样"添加硝基呋

喃代谢物标准品"添加浓度为 $F+

#

J%nJ"同时做空

白对照样* 分别用 $2硝基苯甲醛#$2!8$,52硝基苯

甲醛#52!8$,52羧基苯甲醛#5248$作为衍生化试剂

对样本进行相应处理"每种衍生化试剂用量设置 1,

)+,$+,)++ V>=%A各 +F) V=5 个梯度"处理条件为%

3^ e处理 ), I

()+)

"样品处理后"用本研究制备的试

剂板进行测定"确定最适衍生化试剂* 然后"将衍

生化时间设置3^,11,,+,,1 e下各 3+,,+,-+,)$+

VM0 和 ), I 1 个梯度"同理"确定最适衍生化温度,

时间*

)F$F1*样品前处理

取鱼,虾及鸡肉的可食肌肉部分"用均质机均

质&称取 $ J均质后样本于 1+ V=离心管中"并加入

5 V=去离子水"+F1 V=) V>=%A盐酸溶液"+F) V=样

本衍生化试剂"充分混合 3 VM0&,+ e水浴条件下孵

育 ) I&取出后加入 1 V=+F) V>=%A磷酸氢二钾溶

液"+F5 V=) V>=%A氢氧化钠溶液", V=乙酸乙酯"

充分混合 ) VM0"5 +++ "%VM0"离心 1 VM0&移取上层

溶液 3 V=于 1 V=离心管中"在 ,+ e的水浴或空气

吹干仪中"用氮气或空气吹干&向吹干的试管中加

入 ) V=正己烷"加盖振荡 ) VM0"然后加入 +F1 V=

8<C7缓冲液"充分混匀"5 +++ "%VM0"离心 ) VM0#或

静置至明显分层$&吸取 +F5 V=下层溶液"待检*

)F$F,*检测步骤及结果判断

吸取 5++

#

=待检样品溶液分别加入到 5 种包

被了不同硝基呋喃代谢物金标抗体的微孔中#5 种

金标微孔分别包被 &@P, C(B,&?D和 &B@P单

抗$"每种微孔加入 )++

#

="用滴管吹打均匀"静置反

应 1 VM0"吸取孔内全部混合溶液于对应试剂板加样

孔中"加样后开始计时"结果应在 1 sG VM0 时间内

读取"其他时间判读无效*

肉眼观察样品检测结果"当待检水产样检测线

#7线$比控制线#4线$深或一样深为阴性#表明不

含此种硝基呋喃代谢物残留或者残留量小于检测

限$"见图 3L&检测线#7线$比控制线#4线$浅"或

检测线#7线$无显色为阳性#表明此种硝基呋喃代

谢物残留量大于检测限$"见图 3U* 未出现 4线"见

图 3K"可能是操作不当或试剂条已失效"应重新进

行测定*

4]控制线#4>0;">==M0/$ &7]检测线#7/:;=M0/$

图 3*免疫胶体金快速检测试剂板结果判断图

TMJH"/3*'/:H=;[HRJ/>#K>==>MRL=J>=R "LXMR ;/:;R/ZMK/

)F$F̂*检出限测定

取经 A42BC%BC 法
()+)

确证的阴性水产样品#硝

基呋喃代谢物含量小于 +F1

#

J%nJ$"分别添加

&@P,C(B,&?D和 &B@P标准品溶液制成含量为

+,+F1,)F+,$F+

#

J%nJ的样品各 )+ 个"样品处理后

用本研究制备的四合一试剂板进行测定"确定检

出限*

图 5*!8&@P,<C&和 !8&@P2<C&的紫外扫描图谱

TMJH"/5*YiLU:>"U/0KW:X/K;"HV>#!8&@P"

<C&L0R !8&@P2<C&

)F$FG*与仪器方法的比对

随机取 )+ 份水产样品"作为供试试样* 每份样

品分别用 A42BC%BC 法和本研究制备的呋喃唑酮

代谢物四合一快速检测试剂板进行检测"比较检测

结果*

$*结果与分析

$F)*硝基呋喃类药物特异性结合抗原的鉴定

以呋 喃 唑 酮 代 谢 物 为 例" !8&@P, <C& 和

!8&@P2<C&的紫外扫描图谱见图 5* 经分析"



用于水产品中硝基呋喃类代谢物检测的胶体金快速检测试剂板的研制!!!张敏"等 ! 31*** !

!8&@P的特征吸收波峰 $11 0V"<C&的特征吸收波

峰接近 $^G 0V"偶联后 !8&@P2<C&的特征吸收波

峰发生偏移"根据吸光度加合性原理"表明偶联

成功*

$F$*样品衍生化条件

样品衍生化条件测试结果见表 ) 和表 $"结果

表明"52!8衍生效果最好"选择 )+ V>=%A,+F)V=即

可满足衍生所需* 考虑到试剂板作为快速检测试

剂"结合检测效果"选择,+ e ,+ VM0 为最佳衍生化

温度和时间*

表 )*衍生化试剂和用量测试结果

7LU=/)*7I/;/:;"/:H=;>#R/"MZL;M̀L;M>0 "/LJ/0;L0R R>:LJ/

试剂种类
试剂浓度#V>=%A$

1 )+ $+ )++

$2!8 阳性"梯度 66 阳性"梯度 666 阳性"梯度 666 阳性"梯度 666

52!8 阳性"梯度 666 阳性"梯度 6666 阳性"梯度 6666 阳性"梯度 6666

5248 阴性 阳性"梯度 6 阳性"梯度 6 阳性"梯度 6

注%试剂用量为 +F) V=&显色梯度从大到小分别用 6666, 666, 66, 6表示*

表 $*衍生化时间和温度测试结果

7LU=/$*7I/;/:;"/:H=;:>#;MV/L0R ;/VX/"L;H"/#>"R/"MZL;M̀L;M>0

时间
温度#e$

3^ 11 ,+ ,1

3+ VM0 阴性 阴性 阳性"梯度 6 阳性"梯度 6

,+ VM0 阴性 阳性"梯度 66 阳性"梯度 6666 阳性"梯度 66

-+ VM0 阴性 阳性"梯度 666 阳性"梯度 6666 阳性"梯度 66

)$+ VM0 阳性"梯度 6 阳性"梯度 666 阳性"梯度 6666 阳性"梯度 66

), I 阳性"梯度 6666 阳性"梯度 6666 阳性"梯度 6666 阳性"梯度 6

注%显色梯度从大到小分别用 6666, 666, 66, 6表示*

$F3 *样品前处理的优化

样品提取方法分酶解和酸解"其中酸解常用稀

盐酸* 提取过程中有机溶剂和 X?是影响提取的两

大因素* 向稀盐酸中添加入甲醇或乙酸乙酯等有

机溶剂"利于提高回收率* 本研究选取毒性小的乙

酸乙酯作为提取剂"在用量上设置了梯度"实验发

现"1 V=乙酸乙酯即可满足提取需求"但后续移取

$F1 V=上层液较困难"容易将下层溶液吸出来"而

提取剂用量过多又会影响后续吹干步骤所需的时

间"最终选取提取剂用量为 , V=*

$F5*检出限

硝基呋喃代谢物四合一胶体金快速检测试剂

板的检出限试验结果见表 3"相应试剂板显色结果

见图 1* 结果表明"四合一试剂板测定阴性水产样

品和 +F1

#

J%nJ阳性添加样品均显示阴性"测定 )F+

#

J%nJ阳性添加样品除 &?D外均显示阳性"测定

$F+

#

J%nJ阳性添加样品均显示阳性"故此四合一

试剂板对水产样品中 &@P,C(B,&B@P和 &?D的

检出限分别为 )F+,)F+,)F+,$F+

#

J%nJ*

表 3*硝基呋喃代谢物四合一胶体金快速检测试剂板的检出限试验结果

7LU=/3*7I/"/:H=;>#R/;/K;M>0 =MVM;;/:;#>"K>==>MRL=J>=R "LXMR ;/:;R/ZMK/

添加物质 添加浓度#

#

J%nJ$ 样品总数#个$ 阴性结果数量#个$ 阳性结果数量#个$ 阳性检出率#d$

&@P + )+ )+ + +

+F1 )+ )+ + +

)F+ )+ + )+ )++

$F+ )+ + )+ )++

C(B + )+ )+ + +

+F1 )+ )+ + +

)F+ )+ + )+ )++

$F+ )+ + )+ )++

&B@P + )+ )+ + +

+F1 )+ )+ + +

)F+ )+ + )+ )++

$F+ )+ + )+ )++

&?D + )+ )+ + +

+F1 )+ )+ + +

)F+ )+ )+ + +

$F+ )+ + )+ )++
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图 1*试剂板检测显色结果

TMJH"/1*7I/KI">V>J/0MK"/:H=;:>#;/:;:;"MX

$F1*与仪器方法的比对

)+ 份水产盲样经液相色谱2串联质谱法检测"

其中 ^ 份样品未检出硝基呋喃代谢物残留"样品 C25

检出 &@P含量 )FG)

#

J%nJ,C(B含量 $F+1

#

J%nJ"

样品 C21 检出 &@P含量 $F13

#

J%nJ"样品 C2G 检出

C(B含量 3F)3

#

J%nJ* 这些样品同时用硝基呋喃

代谢物四合一胶体金快速检测试剂板检测"结果与

液相色谱2串联质谱法完全符合"见表 5*

表 5*硝基呋喃代谢物四合一胶体金快速检测试剂板与液相色谱 a串联质谱法的盲样检测结果比较

7LU=/5*7I/"/:H=;>#U=M0R :LVX=/L0L=W:M:UWA42BC%BC L0R K>==>MRL=J>=R "LXMR ;/:;R/ZMK/

方法
样品编号

C2) C2$ C23 C25 C21 C2, C2̂ C2G C2- C2)+

仪器方法#

#

J%nJ$ 未检出 未检出 未检出
&@P%)FG)

C(B%$F+1

&@P%$F13 未检出 未检出 C(B%3F)3 未检出 未检出

四合一试剂板 a a a

&@P% 6

C(B% 6

&B@P% a

&?D% a

&@P% 6

C(B% a

&B@P% a

&?D% a

a a

&@P% a

C(B% 6

&B@P% a

&?D% a

a a

**注%0 61表示阳性"0 a1表示阴性*

3*讨论

本研究制备的硝基呋喃代谢物四合一胶体金

快速检测试剂板"利用层析式免疫竞争抑制原理"

通过抗原和金标抗体反应显色"可同时测定水产品

中 &@P,&B@P,C(B和 &?D5 种硝基呋喃代谢物"

其检出限分别为%&@P含量 )F+

#

J%nJ, C(B含量

)F+

#

J%nJ,&B@P含量 )F+

#

J%nJ,&?D含量 $F+

#

J%nJ* 本试剂板具有特异性高,前处理简单,检测

周期短,灵敏度高,对操作人员要求低,不需要昂贵

的仪器设备等优点"特别适合广大基层部门对水产

样品进行大规模筛选* 目前"该方法只能进行定性

检测"可以用于样本检测的初筛*
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