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实验技术与方法
荧光免疫层析法快速测定牛奶中头孢氨苄残留量
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摘$要!目的$采用荧光免疫层析法结合现场检测仪建立牛奶中头孢氨苄残留的快速定量检测方法" 方法$利用
反向微乳技术合成稀土铕荧光纳米颗粒!与头孢氨苄单克隆抗体结合制备荧光检测探针!以头孢氨苄卵清蛋白全抗
原和羊抗小鼠抗体分别作为检测线和质控线制备免疫层析试纸条!结合现场检测仪建立牛奶中头孢氨苄残留的快速
定量检测方法" 结果$试验结果表明!该方法对头孢氨苄的检测限为 ":%? G/.]O!半数抑制浓度$J!)" %为 ":? G/.]O!

线性范围为 ":%? i) G/.]O!标准添加回收率为 %""< i%%)<之间!与头孢菌素类及青霉素等其他 %& 种抗生素的交叉
反应率均 l":"%<!与 34562方法比较!测定结果相关性良好" 结论$本试验所建立的荧光免疫层析法快速检测牛
奶中头孢氨苄残留!具有简便#快速#灵敏#直观的优点!可用于抗生素残留的筛查!极具推广和应用价值"
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荧光免疫层析法快速测定牛奶中头孢氨苄残留量!!!胡佳丽"等 !!?!$$ !

$$免疫层析技术是近些年才发展起来的一项新
的诊断技术"它结合了免疫反应和色谱层析的原
理"具有快速’灵敏’简单’方便等特点"问世以来便
成为检验学和诊断学的研究热点* 目前"在人类医
学领域已广泛应用该技术进行诊断"但在食品安全
检测领域的研究还处于初级阶段* 为建立简便’快
速的定量检测方法"免疫定量层析试纸条分析方法
越来越得到研究者的追逐"其特征 (%)包括&对待检
测免疫定量层析试纸条的检测区域进行全程扫描"
获取该区域内所有测试点的荧光信号强度"确定所
述免疫定量层析试条中的检测带’质控带及背景的
荧光信号强度"扣除背景干扰后获得检测线及质控
线高度"结合被检测溶液的浓度对所述免疫定量层
析试纸条进行分析*

头孢氨苄 $BQCJOQ̂IG%常用以控制奶牛乳房炎"
尿道’胃肠道及呼吸道等感染* 但因使用方法不当
或不遵守休药期规定等原因"均可造成其在牛奶及
其他奶制品中残留量超标"有时会给人类健康带来
严重危害"如引发过敏反应"严重者可致休克’甚至
死亡#破坏人体消化系统菌群平衡"引发二重感染#
增加细菌耐药性等 (&) * 针对头孢氨苄在牛奶中的
残留问题"欧盟 (!)及我国农业部 (’)均明确规定其最
高残留限量 $X=4%为 %"" G/.]O* 近年来"已建立
的牛奶中头孢氨苄残留检测方法主要包括理化检
测法"如高效液相色谱,串联质谱法 ())等"这种方法
虽然灵敏度高"但一般都检测成本比较高"同时对
技术人员要求比较高#免疫分析法"如酶联免疫吸
附法 (&) ’胶体金免疫层析法 (?)等"这些方法虽然简
单快速"但灵敏度较差* 本试验采用荧光免疫分析
法"即以镧系元素铕$3F%作为发光物质来标记单克
隆抗体"以检测供试品中相应抗原* 首先利用反相
微乳技术 (#)合成 3F,6I0& 荧光纳米颗粒

(7) "将其与
头孢氨苄单克隆抗体结合制备荧光检测探针"以竞
争性免疫层析模式制备头孢氨苄残留荧光免疫层
析试纸条"结合现场检测仪用于头孢氨苄的同步快
速定量检测* 操作简便’检测迅速’成本低廉"适于
牛奶及其他奶制品中头孢氨苄残留量的快速定量
检测"对食品安全和疾病防控等均具有重要意义*

%$材料与方法
%:%$主要仪器与试剂

硝酸纤维素膜$EL膜&‘DJU]JG,23**’XIOOIWSTQ,
Mf*"’XIOOIWSTQ,Mf%!)’XIOOIWSTQ,Mf%7"%’玻璃纤维
$L361&"!"""%’吸水垫$L361&&!"""%’喷膜机’切条
机$美国 NIS,9SU%’!P!" 型高速冷冻离心机 $美国
6I/]J%’LSYUJT*?孔酶标板$*"%7 型"美国 LSTGIG/%’酶
标仪$德国V3L2E%’辣根过氧化物酶标记羊抗小鼠二

抗$M=1,5/+"美国 6I/]J%’VXN底物$美国 6I/]J%’多
功能凝胶成像系统 $美国 PSZJ8%#现场检测仪
$Hb%!b"%)"中国检验检疫科学研究院%"通过步进电机
带动检测系统扫描试纸条待检区域"L线和 V线高度
表示的都是扫描后 L线和 V线的荧光强度"使用不
同浓度的样品与 V线高度经过外标法做出标准曲
线"之后测定样品可根据标准曲线直接输出结果*

头孢氨苄标准品#羊抗小鼠 5/+$美国 6I/]J%#头
孢氨苄,鸡卵清蛋白全抗原’头孢氨苄单克隆抗体均由
中国检验检疫科学研究院提供"与 0m2无交叉反应#
稀土铕纳米颗粒$厦门大学%#葡聚糖$9Q̂"分子量
)"" """%#&) ]]SO.4碳酸盐缓冲液$LN% WMj*:) 由
EJ&L0! 与EJML0! 配制#VTIY,MLO缓冲液 WMj7:" 由
%:"< VTIUSGs,%""’!:"< N62’":& ]SO.4VTIY及MLO配
制#其他化学试剂为分析纯#纯牛奶$北京物美超市%*
%:&$荧光免疫探针的制备

参考文献 (7)方法制备稀土铕纳米颗粒* 取
":’ ]/荧光纳米颗粒$&" ]/.]O"&" !O%"以等体积
LN混匀"于 %& """ T.]IG 离心洗涤 ! 次"每次
’ ]IG"悬浮于 %"" !OLN中"加入 %"" !O醛基化 9Q̂
混匀"室温避光震荡反应 ! i’ D"以 LN洗涤’悬浮同
上#加入经 LN透析 %& D 的 L3s单克隆抗体":% ]/
混匀"’ k震荡反应 %& D 以上* 加入EJNM!$LE%$终
浓度为 ) ]]SO.4%于 ’ k震荡反应 & i’ D"加入等体
积封闭液 $)" ]]SO.4VTIY,MLO"WMj#:7"&<N62"
’<蔗糖%封闭 %& D 以上"用洗涤液$)" ]]SO.4VTIY,
MLO" WM j#:7 % 离 心 洗 涤 ! 次"悬 浮 于 保 存 液
$)" ]]SO.4VTIY,MLO" WMj#:7"":*< EJLO" ":&<
N62"":")< V\QQG,&"%"置于 ’ k避光处储存备用*
%:!$免疫层析试纸条的制备

在支撑板上依次贴上 EL膜’吸水垫’喷涂有荧
光标记抗体的结合垫和已于 VTIY,MLO缓冲液$展开
剂%中浸润并烘干的玻璃纤维"组装好免疫层析试
纸条"如图 % 所示* 于 NIS,9SUscb!")" 三维喷点
平台"配合 NIS,HQU>FJGUI!"" 非接触式微定量喷头"
将 L3s,0m2和羊抗小鼠 5/+分别在 EL膜检测线
$V线%和质控线$L线%位置上喷洒成均匀平行且
粗细适中的两条线"后置于 !# k控温箱烘干 % D 后
取出"用 NIS,9SULX’""" 切条机切成 ’ ]]宽试纸
条"与干燥剂一起装入铝箔袋中密封保存备用 (*) *

图 %$免疫层析试纸条结构示意图
fI/FTQ%$6BDQ]JUIBZQYBTIWUISG SCI]]FGSBDTS]JUS/TJWDIBYUTIW
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%:’$竞争性荧光免疫层析试纸条定量检测方法
取经 34562试剂盒检测不含 L3s纯牛奶"添加

不同浓度 L3s"%& """ T.]IG 离心 %" ]IG 作为供试
品"滴加在试纸条上样点位置* 供试品通过毛细作
用"沿试纸条自下向上层析"先后经过样品垫’结合
垫’EL膜上 L3s,0m2$V线 % 和羊抗小鼠 5/+
$L线%到达吸水垫* 层析后"应用现场检测仪进行
荧光信号强度检测* 在定量检测结果中"L线荧光
信号强度 l%"""则表示试纸条无效#L线荧光信号
强度 w%"""则表示试纸条有效* 按照上述方法分别
进行精密度’样品回收及交叉反应率等检测*

&$结果与分析
&:%$竞争性荧光免疫层析条件优化
&:%:%$包被抗原浓度的影响

本试验为竞争性抑制免疫层析 (%")定量试验"
利用荧光标记 L3s单克隆抗体"以 L3s,0m2全
抗原包被 EL膜形成 V线"用于检测供试品中 L3s
残留量* 供试品中若含一定量 L3s"在层析过程
中与荧光标记 L3s单克隆抗体结合"从而竞争性
抑制此荧光标记抗体与 EL膜 V线位置包被的
L3s,0m2偶联物结合"使 V线荧光信号强度减
弱#反之"若供试品中不含 L3s"当荧光抗体标记
物经层析作用到达 EL膜上包被有 L3s,0m2偶联
物的 V线时"无 L3s与其抑制性竞争结合 L3s单
克隆抗体"形成 L3s,0m2与荧光标记 L3s单克
隆抗体结合物使荧光信号强度增大*

将浓度为 ":*! ]/.]O的 L3s,0m2& 倍等比稀
释作为包被抗原喷洒于 EL膜 V线位置制备免疫层
析试纸条* 以不同浓度 L3s供试品层析后定量检
测"绘制抑制率曲线&横坐标为 L3s浓度"纵坐标为
抑制率$M.M"%"其中 M"是不含 L3s标准品的 V线
高度"M为含有 L3s标准品的 V线高度"根据抑制
率曲线可知半数抑制率 (%%) * 本试验采用竞争性免
疫层析原理"半数抑制浓度 $J!)" %越低"灵敏度越
高 (%&) * 如图 & 所示&L3s,0m2包被浓度越大"J!)"
最低"即灵敏度最高* 本试验选择 ":*! ]/.]O作为
V线包被抗原浓度*

图 &$L3s,0m2浓度对免疫层析试纸条检测结果的影响
fI/FTQ&$3CCQBUYSCL3s,0m2BSGBQGUTJUISG SG UDQUQYU

TQYFOUYSCI]]FGSBDTS]JUS/TJWDIBYUTIWY

&:%:&$羊抗小鼠浓度的影响
分别以不同浓度羊抗小鼠 5/+喷洒于 EL膜 L

线位置制备免疫层析试纸条* 以不含 L3s供试品
进行竞争性荧光免疫层析定量试验&当羊抗小鼠
5/+浓度%":) ]/.]O时"L线荧光信号强度达检测
强度"可被现场检测仪识别"视为试纸条有效* 因
此选择羊抗小鼠 5/+浓度为 ":) ]/.]O作为包被二
抗浓度以保证荧光免疫层析试纸条定量检测有效*
&:%:!$荧光标记单克隆抗体层析量的影响

以稀土铕纳米颗粒标记 L3s单克隆抗体
$":&) ]/.]O%制备免疫检测探针* 将荧光标记抗
体复合物稀释 %"" 倍后"取不同体积喷涂于玻璃纤
维制备免疫层析试纸条* 以不含 L3s供试品进行
竞争性荧光免疫层析定量试验&当稀释 %"" 倍后的
荧光标记单抗体层析量%) !O时"L线荧光信号强
度达到检测强度"可被现场检测仪识别"视为试纸
条有效* 因此选择 ) !O作为玻璃纤维荧光标记单
克隆抗体喷涂量"即层析量*
&:%:’$供试品上样量优化

考察不含 L3s不同体积供试品作为上样量对
层析检测结果影响* 由图 ! 可知&随上样量增大时"
背景干扰程度降低* 但是当上样量增大至 &"" !O
时"在滴加过程中发现&宽度为 ’ ]]试纸条玻璃纤
维无法承载全部上样量"以至供试品外溢"影响检
测结果* 故本试验选择供试品上样量为 %)" !O*

图 !$供试品上样量对免疫层析试纸条检测结果的影响
fI/FTQ!$3CCQBUYSCYJ]WOQ_SOF]QSG UDQUQYUTQYFOUYSC

I]]FGSBDTS]JUS/TJWDIBYUTIWY

&:%:)$展开时间优化
考察了层析时间对供试品中不同浓度 L3s层

析检测结果的影响* 如图 ’ 结果表明当层析时间到
达 %) ]IG 后"V线高度最高"并开始缓慢下降"故本
实验选择在层析 %) ]IG 后检测*
&:&$方法学考察
&:&:%$工作曲线

取不同浓度 L3s供试品进行免疫层析定量检
测* 设空白对照 " G/.]OL3s时的 V线高度为 M""
不同质量浓度 L3s竞争抑制后的 V线高度为 M"以
抑制率$M.M"%为纵坐标"质量浓度为横坐标"绘制
L3s竞争性免疫抑制标准曲线* 如图 )"曲线回归
方程为 Aje&":*&":- $0% @!*:7&7"相关系数



荧光免疫层析法快速测定牛奶中头孢氨苄残留量!!!胡佳丽"等 !!?)$$ !

图 ’$层析时间对免疫层析试纸条检测结果的影响
fI/FTQ’$3CCQBUYSCI]]FGSBDTS]JUS/TJWDIBUI]QSG

I]]FGSBDTS]JUS/TJWDIBYUTIW UQYUTQYFOUY

"j":*** !" J!)" 为 ":? G/.]O" 线 性 检 测 范 围
为 ":%? i) G/.]O*

图 )$L3s荧光免疫层析标准曲线
fI/FTQ)$6UJGZJTZ BFT_QSCL3sCOFSTQYBQGBQ

I]]FGSBDTS]JUS/TJWDIB

&:&:&$精密度
取不同浓度 L3s供试品进行免疫层析定量检

测* 每批 ’ 份’共 ’ 批* 测得批内相对标准偏差’批
间相对标准偏差均 l&"<"见表 %*

表 %$批内’批间精密度
VJROQ%$5GUTJ,RJUBD JGZ IGUQT,RJUBD WTQBIYISG

L3s浓度
.$ G/.]O%

批内平均
测量浓度
.$ G/.]O%

批内 BCI
.<

批间平均
测量浓度
.$ G/.]O%

批间 BCI
.<

":%? ":%? %#:#! ":%) %*:?)
":!% ":!" %%:?7 ":!! %7:’’
":?& ":?! %?:#& ":?& %?:&%
%:&) %:&) %#:"’ %:!" %7:7?
&:)" &:#’ %&:"% &:)" %":**
):"" ’:#! ’:"% ’:)* ?:!)

&:&:!$头孢氨苄回收率
分别添加 L3s于纯牛奶中"使其浓度分别为

":%?’%:&)及 ):"" G/.]O"进行免疫层析定量检测"重复
’次"计算平均回收率在 %""< i%%)<之间"见表 &*

表 &$头孢氨苄回收率

VJROQ&$=QBS_QTKSCYUJGZJTZ JZZIUISG
L3s浓度
.$ G/.]O%

平均测量浓度
.$ G/.]O%

BCI
.<

平均回收率
.<

":%? ":%7 %*:#" %%!:?
%:&) %:’" %*:%# %%%:)
):"" ):") ?:7)7 %"":*

&:&:’$特异性
取纯牛奶加入以下 %& 种抗生素标准品做交叉

反应实验"其浓度均为 %" !/.]O* 包括头孢菌素类
的头孢喹肟’头孢噻呋’头孢哌酮’头孢曲松’头孢
呋辛’头孢噻吩及与同属 ",内酰胺类的青霉素"氯
霉素’土霉素’庆大霉素’红霉素及合成类抗生素磺
胺嘧啶* 半数抑制率均 w":? g%"’"以 L3s的 J!) "
与这些药物的 J!)"的百分比为交叉反应率

(%!) "交叉
反应率均 l":"%<* 说明本文建立的荧光免疫层析
检测方法特异性良好*
&:&:)$34562对比试验

取纯牛奶样品 !" 份"加入不同浓度 L3s$":%? i
) G/.]O%"分别使用荧光免疫层析定量检测法和
34562方法进行测定"比较结果不同* 用统计产品
与服务解决方案软件$ 6166%进行分析"结果显示&
两种方法测定值的相关系数为 ":**’"相关系数假
设检验 ,j":""" l":")"差异有统计学意义"可以
认为相关性良好#差值的均数为 e":"7%"差值的标
准差为 ":%*’"统计量 &je&:&*"",j":"! l":")"
差异有统计学意义"可认为两种方法测定结果不
同"荧光免疫层析检测法测定结果较高*

!$小结
荧光免疫层析技术作为一项新兴的免疫检测

技术"发展十分迅速"既保留了胶体金试纸条可现
场快速检测的优点"又加入了荧光检测技术灵敏度
高的特点"同时配以相关仪器亦可成功建立定量方
法* 本试验利用反相微乳技术合成稀土铕纳米颗
粒"与 L3s单克隆抗体以共价键偶联结合成为荧光
检测探针"结合以碳二亚胺法 (%’)制备的 L3s,0m2
及羊抗小鼠 5/+作为检测线和质控线"成功制备荧
光免疫层析检测试纸条"利用现场检测仪检测试纸
条荧光信号强度"建立了牛奶中头孢氨苄残留的快
速定量检测方法* 用于牛奶样品中头孢氨苄残留
定量检测时"样品预处理简单’快速"仅需 %) i
&" ]IG即可获得检测结果"灵敏度高’特异性好"适
合牛奶中头孢氨苄残留量的现场快速检测*

参考文献
( % )$三诺生物传感股份有限公司(一种免疫定量层析试条的分析

方法及系统&中国"LE&"%&%")7’)’’:7(1)(&"%!,"’,&’(
( & )$卞素敏"扈洪波"邢仕歌"等(34562法检测牛奶中头孢氨苄

残留(H)(食品科学"&"%!"!’$&"% &%7?,%7*(

( ! )$LS]]IYYISG 3(LS]]IYYISG TQ/FOJUISG$3-%ES!#.&"%" SC&& 9QBQ,

]RQT&""* SG WDJT]JBSOS/IBJOOKJBUI_QYFRYUJGBQYJGZ UDQITBOJYYICI,
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实验技术与方法
凝胶渗透色谱净化系统与气相色谱,串联质谱法检测 ) 种食品中

%’ 种有机磷和 # 种拟除虫菊酯类农药残留

刘国平!黄诚!薛荣旋!周日东!卢丽明
!中山市疾病预防控制中心"广东 中山$)&7’"!$

摘$要!目的$建立 +1L与 +L,X6.X6 测定 ) 种食品中 %’ 种有机磷和 # 种拟除虫菊酯类农药残留的方法!初步

分析 +1L净化技术及 X6.X6 分析技术在食品农药多残留分析的优势" 方法$用 +1L作为样品前处理方法!处理

韭菜#大白菜#辣椒#猪肉#鱼肉五种食品!用 +L,X6.X6 检测并进行定性#定量分析" 结果$+1L与 +L,X6,X6 检

测食品中 %’ 种有机磷和 # 种拟除虫菊酯类农药方法的线性相关系数 "w":**)!定量限为 ":""& i":"!’ ]/.8/!对

韭菜#猪肉样品按 ":")#":%"#":&" ]/.8/三组水平加标测试!方法精密度 BCI<为 &:* i%":&<!回收率为 #7:? i

%"7:!<" 结论$本方法检测样品范围广#灵敏度高#定性可靠#定量准确!适合多种类食品中农药多残留分析"

关键词!凝胶渗透色谱净化系统& 气相色谱,串联质谱法& 农药残留& 食品污染物& 有机磷& 拟除虫菊酯
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