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摘要：抗生素越来越多地被应用于畜牧业中，其在乳制品中的残留问题也备受关注。乳品中残
留抗生素不仅危害人体的健康，而且影响经济贸易的正常进行。为适应基层检测牛奶中抗生素
残留的需求，作者采用胶体金免疫层析方法，建立了可以同时测定牛奶中的β－内酰胺类抗生素和
四环素类抗生素的二联胶体金试纸条。该方法简单可靠，可同时检测牛奶中１２种β－内酰胺类抗
生素和４种四环素类抗生素，是一种值得推广的定性筛选方法，可作为液相色谱等定量检测仪器
法的补充。
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　　β－内酰胺类抗生素（β－ｌａｃｔａｍｓ）是指化学结构中
含有β－内酰胺环的一类抗生素，主要包括青霉素类
和头孢菌素类，其作用特点是能够抑制细菌黏肽转

肽酶的活性，从而阻断细菌细胞壁的合成而呈现杀
菌［１］。在奶牛养殖业中常用于医治奶牛的乳腺炎，
尤其是青霉素 Ｇ，因其广谱并廉价而被大量地使
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用，但由于使用方法不当或不遵守休药期规定等原
因，导致了牛奶中含有高浓度的残留物。虽然β－内
酰胺类抗生素本身对机体没有很强的毒性，但是青
霉素类会使一些个体产生十分剧烈的过敏反应。
如果长期摄入含有抗生素的牛奶会使人体肠道内

的正常菌群受到抑制，从而导致致病菌、条件致病
菌大量繁殖引起全身或局部的感染［２－４］。许多国家
对牛奶中的β－内酰胺类抗生素尤其是青霉素Ｇ残
留的管理十分严格。世界卫生组织推荐的青霉素

Ｇ在牛奶中的限量为０．００４μｇ／ｍＬ，美国为０．００５

μｇ／ｍＬ，我国规定所有食品中青霉素最高残留限量
（ＭＲＬ）为５０μｇ／ｋｇ

［５］。常用于检测牛奶中青霉素
的方法有分光光度法、生物传感器法、液相色谱法
和气相色谱法等［６］。
四环素类（Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｓ，ＴＣｓ）是由链霉菌产

生的一类广谱抗生素，在化学结构上都属于多环并
四苯羧基酰胺母核的衍生物。四环素类可分为天
然品和半合成品两大类，天然品由不同链霉菌的培
养液中提取获得，有四环素、土霉素、金霉素和去甲
金霉素［７］。半合成品有强力霉素、美他环素和米诺
环素等。在畜禽生产中，四环素类抗生素被广泛作
为抗生素添加剂，用于防治肠道感染、促生长和提
高奶牛产奶量，同时也被广泛应用于水产养殖和养
蜂中预防和治疗多种感染性疾病［８］。但是研究发
现该类抗生素具有致突变性和潜在的致癌性，被许
多国家列为限量药物。我国《动物性食品中兽药最
高残留限量》规定牛奶和肌肉组织中四环素、土霉
素及金霉素（单体或复合物）及多西环素最高残留
限量为１００μｇ／Ｌ

［９］。目前，ＴＣｓ残留检测方法主要
有微生物法、薄层色谱法、酶联免疫法、高效液相色
谱法、液相色谱－质谱联用法和ＥＬＩＳＡ法［１０］。
由于牛奶中的抗生素会影响牛奶的进一步发

酵加工，许多国家，以及联合国粮农组织（ＦＡＯ）和
世界卫生组织（ＷＨＯ）等国际机构都作出规定：奶
牛在接受抗生素治疗期间及用药后数日内挤出的

乳汁不得用于生产商品乳［１１］。尽管如此，仍有不少
农场或奶农不顾抗生素的危害，不遵守相关规定，
向乳品加工企业提供含有抗生素的原奶。因此，对
乳品加工企业来说，抗生素已经是原奶收购环节必
不可少的检测项目［１２］。胶体金免疫层析技术因其
简便、快速、准确，是可用于现场检测的定性快速检
测方法。

１．１　材料和试剂
牛奶：市售；β－内酰胺类抗生素、四环素类抗生

素：ｓｉｇｍａ公司产品；氯金酸：上海化学试剂有限公
司产品；结合物释放垫、ＰＶＣ背板：上海金标生物
科技有限公司产品；硝酸纤维素膜、吸收垫、样品
垫：普利来基因技术公司产品；β－内酰胺单克隆抗
体、四环素类单克隆抗体：自制；其它试剂均为国产
分析纯试剂。

１．２　仪器
电子天平ＦＡ２１０４：上海良平仪器仪表有限公

司产品；磁力搅拌器９０－２：上海振荣科学仪器有限
公司产品；低速离心机Ｌ５００：湘仪集团产品；数控切
条机 ＣＴ３００：上海金标生物科技有限公司产品；

ＸＹＺ３０００点膜仪：Ｂｉｏｄｏｔ公司产品；冷冻干燥机

ＦＤ－１Ａ－５０：北京博医康产品；分光光度计７５２Ｓ：上
海棱光技术有限公司产品；生化培养箱ＤＨＰ－６００：
天津市中环实验电炉有限公司产品；Ｍｉｌｌｉ－Ｑ　Ｒｅｆｅｒ－
ｅｎｃｅ纯水仪：美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ产品；液相色谱－串联质
谱系统：日本岛津产品。

２．１　胶体金的制备
用双蒸去离子水将质量分数１％氯金酸稀释成

质量分数至０．０１％，置磁力加热棒搅拌器上搅拌
煮沸，煮沸后每１００ｍＬ氯金酸加入２．５ｍＬ质量分
数１％柠檬酸三钠，溶液的颜色会由浅黄变兰色，然
后变深兰，最后变为红色，当溶液的颜色完全变为
透明的红色时，继续回流，１０ｍｉｎ后停止加热，冷却
至室温后用双蒸去离子水补充至原体积并于４℃避
光保存［１３］。

２．２　胶体金质量鉴定
将制备好的胶体金分别进行肉眼观察和紫外

扫描测量其颜色、颗粒大小和最大吸收波长。

２．３　单克隆抗体－胶体金标记物制备
以目测法确定胶体金与待标记抗体用量比例，

用０．１ｍｏｌ／Ｌ的碳酸钾调节胶体金溶液至７．２，将
抗体用ｐＨ　７．６，０．０１ｍｏｌ／Ｌ的磷酸盐缓冲液逐级
稀释为５～４０μｇ／ｍＬ，各取０．１ｍＬ按顺序加入一
系列装有１ｍＬ胶体金的试管中，５ｍｉｎ后在上述试
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管内分别加入０．１ｍＬ质量分数１０％氯化钠，混匀，
静置２ｈ后观察结果。结果表明，从加入抗体浓度
为２０μｇ／ｍＬ的试管开始，胶体金溶液的颜色基本
一致，这是由于加入抗体量达到或超过了稳定胶体
金的最适抗体量所致，因此稳定１ｍＬ胶体金最适
抗体量是２０μｇ／ｍＬ，在此基础上再加上２０％为稳
定１ｍＬ胶体金实际抗体用量即２４μｇ／ｍＬ

［１４］。
在磁力搅拌下，用０．１ｍｏｌ／Ｌ碳酸钾调胶体金

的ｐＨ值至７．２，抗体按２４μｇ／ｍＬ的标准向胶体金
溶液中加入β－内酰胺单克隆抗体，继续搅拌混匀１０
ｍｉｎ，加入１０％ＢＳＡ至ＢＳＡ在胶体金溶液中的体
积分数为１％，静置３０ｍｉｎ。１２　０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离
心３０ｍｉｎ，弃上清液，沉淀物用含质量分数０．５％
的牛血清白蛋白、０．３％的表面活性剂，ｐＨ　７．２的

０．０２ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液洗涤两次，用体积为初始
胶体金体积１／１０的金标抗体稀释液将沉淀重悬，
即可得到已纯化的金标抗体溶液，置４℃备用。按
同样的方法制备四环素类抗生素单克隆抗体－胶体
金标记物。

２．４　微孔试剂制备
向微孔条的微孔中加入５０μＬβ－内酰胺类抗生

素单克隆抗体－胶体金标记物和５０μＬ四环素类抗
生素单克隆抗体－胶体金标记物，放入冷冻干燥机
中，冷阱温度为－７０℃条件下，预冻４ｈ后，再冻干

１４ｈ，即可取出，得到的微孔条中冻干有β－内酰胺类
抗生素单克隆抗体－胶体金标记物和四环素类抗生
素单克隆抗体－胶体金标记物。

２．５　试纸条制备与组装
用磷酸缓冲液将β－内酰胺类抗生素－牛血清白

蛋白偶联物稀释到１０ｍｇ／ｍＬ，用Ｂｉｏｄｏｔ点膜仪将
其包被于硝酸纤维素膜上的检测线（Ｂ），包被量为

１．０μｇ／ｃｍ
２；用磷酸缓冲液将四环素类抗生素半抗

原－牛血清白蛋白偶联物稀释到 １０ ｍｇ／ｍＬ，用

Ｂｉｏｄｏｔ点膜仪将其包被于硝酸纤维素膜上的检测
线（Ｔ），包被量为１．５μｇ／ｃｍ

２；用０．０１ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ
７．４ＰＢＳ缓冲液将羊抗鼠ＩｇＧ抗体稀释到２００μｇ／

ｍＬ，用Ｂｉｏｄｏｔ点膜仪将其包被于硝酸纤维素膜上
的质控线（Ｃ），包被量为１．０μｇ／ｃｍ

２。将包被好的
反应膜置于３７℃条件下干燥２ｈ，备用。
将样品吸收垫、反应膜、吸水垫和保护膜依次

按顺序黏贴在所述底板上，样品吸收垫的末端与反
应膜始端相连，反应膜的末端与吸水垫相连，样品

吸收垫的始端与底板的始端对齐，吸水垫的末端与
底板的末端对齐，试纸两端黏贴有保护膜，手柄端
保护膜覆盖在吸水垫上，为手柄端，反应端保护膜
覆盖在样品吸收垫上，为检测端，在检测端保护膜
上印有 ＭＡＸ标记线，用数控切条机ＣＴ３００切割成

４ｍｍ宽的试纸条。

图１　微孔式试纸条作用原理图
Ｆｉｇ．１　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｒａｐｉｄ　ｔｅｓｔ　ｃｏｍｂｏ　ｓｔｒｉｐ

２．６　胶体金结合垫制备与试纸卡组装
将玻璃纤维用ＸＹＺ３０００三维点喷平台系统以

１５μＬ／ｃｍ将胶体金标记的β－内酰胺类抗生素单克
隆抗体和四环素类抗生素单克隆抗体分别点喷在

玻璃纤维上，３７ ℃ 干燥 ２ｈ，即为胶金垫。用

ＸＹＺ３０００三维点喷平台系统以１．５μＬ／ｃｍ将四环
素类抗生素－ＯＶＡ偶联抗原（０．３μｇ／Ｌ）点喷在硝酸
纤维素膜上，即为检测线（Ｔ）；在离检测线（Ｔ）４ｍｍ
处喷上β－内酰胺类抗生素－ＯＶＡ偶联抗原（０．３μｇ／

Ｌ），即为检测线（Ｂ）；在离检测线（Ｂ）４ｍｍ处喷上
羊抗鼠ＩｇＧ（０．５μｇ／Ｌ），即为质控线（Ｃ），３７℃干燥

２ｈ［１３］。取出一块胶板，将喷有检测线和质控线的
硝酸纤维素膜粘贴在中央区：分别将吸水纸和胶金
垫粘贴于硝酸纤维素膜的上方和下方。两者之间
重叠约２ｍｍ：再在胶金垫的下方粘贴玻璃纤维作
为样本垫，组装成胶体金免疫层析试纸。用数控切
条机ＣＴ３００切割成４ｍｍ宽的试纸条，再安装塑料
卡壳，组成试纸卡。

图２　胶体金结合垫式试纸卡工作原理图
Ｆｉｇ．２　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃｏｌｌｏｉｄａｌ　ｇｏｌｄ　ｔｅｓｔ　ｃａｒｄ

２．７　检测方法

２．７．１　试纸卡　用吸管吸取牛奶溶液垂直滴加３
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～４滴于加样孔。液体流动时开始计时，反应５
ｍｉｎ，观察颜色，判定结果。

２．７．２　微孔试纸条　用微量移液器吸取２００μＬ
待检牛奶样品溶液于微孔中，缓慢抽吸且充分与微
孔中试剂混匀。将试纸条插入微孔中－印有“ＭＡＸ”
线端朝下，使之充分浸入溶液中。室温（２０～２５℃）
孵育５ｍｉｎ后，取出试纸条观察颜色，判定结果。

２．８　结果判断
阴性（－）：Ｔ线、Ｂ线和Ｃ线都显色，无论颜色

深浅均表示牛奶样品中β－内酰胺类抗生素和四环
素类抗生素浓度低于检测限。

β－内酰胺类阳性（＋）：Ｃ线和Ｔ线显色，Ｂ线无
显色，表示牛奶样品中β－内酰胺类抗生素浓度等于
或高于检测限。
四环素类阳性（＋）：Ｃ线和Ｂ线显色，Ｔ线无

显色，表示牛奶样品中四环素类抗生素浓度等于或
高于检测限。

β－内酰胺类和四环素类阳性（＋）：Ｃ线显色，Ｔ、

Ｂ线无显色，表示牛奶样品中β－内酰胺类抗生素和
四环素类抗生素浓度均等于或高于检测限。
无效：未出现Ｃ线，表明不正确的操作过程或

试纸条已变质失效。

图３　试纸条结果分析示意图
Ｆｉｇ．３　Ｓｋｅｔｃｈ　ｍａｐ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｂｙ　ｒａｐｉｄ　ｔｅｓｔ　ｃｏｍｂｏ　ｓｔｒｉｐ

３．１　胶体金质量鉴定结果
制备好的胶体金外观纯净、透亮、无沉淀和漂

浮物。将胶体金溶液用紫外／可见分光光度计在可
见光范围（４００～６００ｎｍ）扫描，发现仅有一个吸收
峰，并且宽度较小，表明制备的胶体金颗粒较均匀，
最大吸收峰波长为５２５．０ｎｍ（见图４），表明其粒度

约为２４．４ｎｍ。

图４　胶体金紫外可见光分光光度计扫描图
Ｆｉｇ．４　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｏｌｌｏｉｄａｌ　ｇｏｌｄ　ｂｙ　ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙ

３．２　试纸条组装方式选择
取空白清亮牛奶样本６份，在其中添加１、２、３

μｇ／Ｌ的青霉素Ｇ和４０、８０、１６０μｇ／Ｌ的四环素，分
别取微孔试纸条和试纸卡进行检测，每个样本重复
测定３次，结果见表１。前期研发过程中采用两种
方式处理胶体金标记单克隆抗体，从表１可知，针
对金标抗体涂布在结合垫上的试纸卡，用添加标准
品的牛奶直接滴加到试纸卡进行测试，青霉素Ｇ添
加质量浓度为３μｇ／Ｌ时，代表β－内酰胺类抗生素
的Ｂ线才达到完全不显色，四环素添加质量浓度为

１６０μｇ／Ｌ时，代表四环素类抗生素的 Ｔ线仍然显
色；针对金标抗体冻干在微孔中的试纸条，用添加
标准品的牛奶滴加到微孔试剂中，混匀后用试纸条
进行测试，青霉素Ｇ添加质量浓度为２μｇ／Ｌ时，代
表β－内酰胺类抗生素的Ｂ线达到完全不显色，四环
素添加质量浓度为８０μｇ／Ｌ时，代表四环素类抗生
素的Ｔ线达到完全不显色。
对比两种方法的灵敏度，最终确定检测方法

为：把金标抗体冻干在微孔中，取牛奶样品先与微
孔试剂中金标抗体混匀，再用试纸条进行检测。

３．３　试纸条的检测限
在阴性牛奶中分别添加β－内酰胺类抗生素浓

度为：青霉素Ｇ０、１、２、４μｇ／Ｌ；氨苄青霉素０、１．５、

３、６μｇ／Ｌ；阿莫西林０、２、４、８μｇ／Ｌ；苯唑青霉素、邻
青霉素、双青霉素０、３、６、１２μｇ／Ｌ；萘夫西林、头孢
喹肟０、１０、２０、４０μｇ／Ｌ；头孢哌酮０、２０、４０、８０μｇ／

Ｌ；头孢曲松０、２５、５０、１００μｇ／Ｌ；头孢噻呋０、４５、

９０、１８０μｇ／Ｌ；头孢洛宁０、５、１０、２０μｇ／Ｌ；分别添加
四环素类抗生素浓度为：四环素、土霉素、强力霉
素、氯四环素０、４０、８０、１６０μｇ／Ｌ。不同浓度的各类
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β－内酰胺类抗生素标准品和四环素类抗生素标准
品，每个添加浓度做３次平行，然后按照２．７．２项进
行检测，观察试纸，判断结果，确定检测限。以只出

现Ｃ线时的最低标准品浓度作为试纸条的检测限，
试验结果见表２，部分试验结果图片如图６所示。

表１　两种试纸条组装方式检测结果

Ｔａｂ．１　Ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｔｗｏ　ａｓｓｅｍｂｌｉｎｇ　ｓｔｙｌｅ

金标抗体冻干在微孔中 金标抗体涂布在结合垫上

青霉素Ｇ
添加质量浓度／
（μｇ／Ｌ）

检测
结果

四环素添加
质量浓度／
（μｇ／Ｌ）

检测
结果

青霉素Ｇ添加
质量浓度／
（μｇ／Ｌ）

检测
结果

四环素类添加
质量浓度／
（μｇ／Ｌ）

检测
结果

０ － ０ － ０ － ０ －

１ － ４０ － １ － ４０ －

２ ＋ ８０ ＋ ２ － ８０ －

３ ＋ １６０ ＋ ３ ＋ １６０ －

　　根据试验结果，最终确定试纸条的检测限为：
青霉素Ｇ２μｇ／Ｌ、氨苄青霉素３μｇ／Ｌ、阿莫西林４

μｇ／Ｌ、苯唑青霉素６μｇ／Ｌ、邻青霉素６μｇ／Ｌ、双青
霉素６μｇ／Ｌ、萘夫西林２０μｇ／Ｌ、头孢喹肟２０μｇ／

Ｌ、头孢哌酮４０μｇ／Ｌ、头孢曲松５０μｇ／Ｌ、头孢噻呋

９０μｇ／Ｌ、头孢洛宁１０μｇ／Ｌ；对四环素类抗生素检
测灵敏度为：四环素、土霉素、强力霉素、氯四环素
分别为８０μｇ／Ｌ。

表２　二联试纸条检测限测定结果

Ｔａｂ．２　Ｌｉｍｉｔ　ｏｆ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｒａｐｉｄ　ｔｅｓｔ　ｃｏｍｂｏ　ｓｔｒｉｐ

抗生素
质量浓度／
（μｇ／Ｌ）

检测
结果

青霉素Ｇ　 ０ Ｂ：－ Ｔ：－

１ Ｂ：－ Ｔ：－

２ Ｂ：＋ Ｔ：－

４ Ｂ：＋ Ｔ：－

氨苄青霉素 ０ Ｂ：－ Ｔ：－

１．５ Ｂ：－ Ｔ：－

３ Ｂ：＋ Ｔ：－

６ Ｂ：＋ Ｔ：－

阿莫西林 ０ Ｂ：－ Ｔ：－

２ Ｂ：－ Ｔ：－

４ Ｂ：＋ Ｔ：－

８ Ｂ：＋ Ｔ：－
苯唑青霉素、邻青霉素、
双青霉素 ０ Ｂ：－ Ｔ：－

３ Ｂ：－ Ｔ：－

６ Ｂ：＋ Ｔ：－

１２ Ｂ：＋ Ｔ：－

续表２

抗生素
质量浓度／
（μｇ／Ｌ）

检测
结果

萘夫西林、头孢喹肟 ０ Ｂ：－ Ｔ：－

１０ Ｂ：－ Ｔ：－

２０ Ｂ：＋ Ｔ：－

４０ Ｂ：＋ Ｔ：－

头孢哌酮 ０ Ｂ：－ Ｔ：－

２０ Ｂ：－ Ｔ：－

４０ Ｂ：＋ Ｔ：－

８０ Ｂ：＋ Ｔ：－

头孢曲松 ０ Ｂ：－ Ｔ：－

２５ Ｂ：－ Ｔ：－

５０ Ｂ：＋ Ｔ：－

１００ Ｂ：＋ Ｔ：－

头孢噻呋 ０ Ｂ：－ Ｔ：－

４５ Ｂ：－ Ｔ：－

９０ Ｂ：＋ Ｔ：－

１８０ Ｂ：＋ Ｔ：－

头孢洛宁 ０ Ｂ：－ Ｔ：－

５ Ｂ：－ Ｔ：－

１０ Ｂ：＋ Ｔ：－

２０ Ｂ：＋ Ｔ：－
四环素、土霉素、
强力霉素、氯四环素 ０ Ｂ：－ Ｔ：－

４０ Ｂ：－ Ｔ：－

８０ Ｂ：－ Ｔ：＋

１６０ Ｂ：－ Ｔ：＋
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注：１－４：青霉素Ｇ添加质量浓度依次为０、１、２、４μｇ／Ｌ；

５－８：四环素添加质量浓度依次为０、４０、８０、１６０μｇ／Ｌ

图５　试纸条检测限试验结果
Ｆｉｇ．５　Ｔｈｅ　ｌｉｍｉｔｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｒａｐｉｄ　ｔｅｓｔ　ｃｏｍｂｏ

ｓｔｒｉｐ

３．４　试纸条的特异性
将牛奶中常检的其他抗生素、药物和添加剂：

克伦特罗、莱克多巴胺、沙丁胺醇、三聚氰胺、群勃
龙醋酸酯、磺胺二甲基嘧啶、氯霉素、红霉素、链霉
素、恩诺沙星用ｐＨ为７．２、０．２ｍｏｌ／Ｌ的磷酸盐缓
冲液进行稀释后用所述的试纸条进行检测。每个
浓度重复３次，判断试纸条的特异性，结果见表３。

表３　二联快速检测试纸条的特异性

Ｔａｂ．３　Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｒａｐｉｄ　ｔｅｓｔ　ｃｏｍｂｏ　ｓｔｒｉｐ

检测物质
试纸条检测结果

Ｂ线 Ｔ线

青霉素Ｇ ﹢ －

四环素 － ﹢

克伦特罗 － －

莱克多巴胺 － －

沙丁胺醇 － －

三聚氰胺 － －

群勃龙醋酸酯 － －

磺胺二甲基嘧啶 － －

氯霉素 － －

红霉素 － －

链霉素 － －

恩诺沙星 － －

　　结果显示：克伦特罗、莱克多巴胺、沙丁胺醇、
三聚氰胺、群勃龙醋酸酯、磺胺二甲基嘧啶、氯霉
素、红霉素、链霉素、恩诺沙星在添加质量浓度为

５００μｇ／Ｌ时，检测结果显示，试纸条Ｂ线、Ｔ线、Ｃ
线均显色明显，结果为阴性，表明试纸条与以上药
物无交叉反应。

３．５　试纸条稳定实验
将制备好的试纸条置于４℃和３７℃，做稳定

性试验。保存于４℃的试纸条，前６个月每月做１
次试验；后９个月每３个月做１次试验。保存于３７
℃的试纸条，每７天做１次试验。每次试验的检测
样本为：青霉素Ｇ添加质量浓度为１、２、４μｇ／Ｌ的
牛奶样本，四环素添加质量浓度为４０、８０、１６０μｇ／Ｌ
的牛奶样本。
保存于４℃的试纸条，１２个月前，青霉素Ｇ在

浓度为２、４μｇ／Ｌ；四环素在质量浓度为８０、１６０μｇ／

Ｌ时，均得到阳性结果，梯度明显，试纸条的稳定性
很好；１２个月后，部分试纸条的稳定性开始下降，整
体颜色变浅，不能正确判定检测结果，已无法检测
样品。保存于３７℃的试纸条，９８ｄ前，青霉素Ｇ在
浓度为２、４μｇ／Ｌ；四环素在质量浓度为８０、１６０μｇ／

Ｌ时，均得到阳性结果，梯度明显，试纸条的稳定性
很好；９８ｄ后，部分试纸条的稳定性开始下降，整体
颜色变浅，不能正确判定检测结果，已无法检测样
品。最终试验结果表明，试纸条在４℃干燥的条件
下可存放１２个月。

３．６　重复性观察
取快速检测试纸条检测青霉素 Ｇ和四环素阳

性和阴性牛奶样品各３份，每个样品重复８次，观察
检测结果，确定试纸条重复性。
试纸条检测显示，青霉素Ｇ阳性样品检测结果

均为阳性，阴性样品检测结果均为阴性；四环素阳
性样品检测结果均为阳性，阴性样品检测结果均为
阴性，试纸条检测试验并未出现错误结果，因此试
纸条的假阴性率为０，假阳性率为０。

３．７　有效性的验证
液相色谱－串联质谱法验证试纸条检测方法的

有效性。在试纸条检测中，以不含β－内酰胺类抗生
素和四环素类抗生素的空白溶液作为参照点，向阴
性样品中添加系列浓度的青霉素Ｇ和四环素，按照
本文２．７．２节方法处理，然后进行检测。若试纸条

Ｂ线不显色，则表明青霉素Ｇ质量浓度大于等于２
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μｇ／Ｌ，为阳性；若试纸条Ｂ线与参照点颜色相同，则
表明青霉素Ｇ质量浓度小于２μｇ／Ｌ，为阴性；若试
纸条Ｔ线不显色，则表明四环素浓度大于等于８０

μｇ／Ｌ，为阳性；若试纸条Ｔ线与参照点颜色相同，则
表明四环素浓度小于８０μｇ／Ｌ，为阴性。对牛奶样
品按照表４做添加试验，每个浓度做３个平行，同时
进行ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ和胶体金试纸条的检测，比较结
果见表４，部分试验结果图片如图６所示。
如表４所示，按照ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ对快速检测胶

体金试纸条结果进行有效性验证。结果显示，在试
纸条检测范围内，试纸条检测结果与 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ
检测结果一致。

表４　ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ及试纸条测定结果比较

Ｔａｂ．４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ

ａｎｄ　ｃｏｍｂｏ　ｓｔｒｉｐ

添加
抗生素

添加
质量浓度／
（μｇ／Ｌ）

ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ
检测结果／
（μｇ／Ｌ）

试纸条
检测结果

青霉素Ｇ　 １ ＊ Ｂ：－ Ｔ：－

２　 １．８７ Ｂ：＋ Ｔ：－

４　 ３．７６ Ｂ：＋ Ｔ：－

四环素 ４０ ＊ Ｂ：－ Ｔ：－

８０　 ７７．６１ Ｂ：－ Ｔ：＋

１６０　 １４９．５３ Ｂ：－ Ｔ：＋

青霉素Ｇ＋
四环素 １＋４０ ＊ Ｂ：－ Ｔ：－

１＋８０ ＊／７６．５７ Ｂ：－ Ｔ：＋

１＋１６０ ＊／１５１．１６ Ｂ：－ Ｔ：＋

２＋４０　 １．９０／＊ Ｂ：＋ Ｔ：－

２＋８０　 １．８４／７５．２５ Ｂ：＋ Ｔ：＋

２＋１６０　 １．７１／１４９．１０ Ｂ：＋ Ｔ：＋

４＋４０　 ３．５７／＊ Ｂ：＋ Ｔ：－

４＋８０　 ３．６０／７５．８９ Ｂ：＋ Ｔ：＋

４＋１６０　 ３．６４／１５７．１９ Ｂ：＋ Ｔ：＋

　注：＊：无检测结果；－：阴性；﹢：阳性。

　　近２０年来，奶牛养殖业滥用抗生素的比例连
年攀升，从而引起牛奶中严重的兽药残留，成为严
重的食品安全问题。鉴于各类抗生素滥用的全球

注：１：青霉素Ｇ　１μｇ／Ｌ＋四环素４０μｇ／Ｌ，２：青霉素Ｇ　１μｇ／Ｌ＋四环

素８０μｇ／Ｌ，３：青霉素 Ｇ　２μｇ／Ｌ＋四环素４０μｇ／Ｌ，４：青霉素 Ｇ　２

μｇ／Ｌ＋四环素８０μｇ／Ｌ

图６　部分与仪器比对试验结果图
Ｆｉｇ．６　Ｐａｒｔ　ｏｆ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ａｂｏｕｔ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｔｅｓｔ　ｗｉｔｈ　ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ

化趋势，检测工作就显得格外重要。目前检测β－内
酰胺类抗生素和四环素类抗生素的主要方法为微

生物法、分光光度法、薄层色谱法、酶联免疫法、高
效液相色谱法、液相色谱－质谱联用法和ＥＬＩＳＡ法，

这些方法虽然有较高的灵敏度，但需要昂贵的设备
和仪器，同时检测时间相对快速检测试纸条较长，

限制了其应用范围。
作者采用柠檬酸三钠还原法制备胶体金。紫

外扫描观察其颗粒大小均一，平均直径为２４．４ｎｍ。
以胶体金分别标记β－内酰胺类抗生素单克隆抗体
和四环素类抗生素单克隆抗体，建立并优化胶体金
免疫层析法同时快速检测β－内酰胺类抗生素和四
环素类抗生素的方法，成功地检测牛奶中的β－内酰
胺类抗生素和四环素类抗生素残留。样品中β－内
酰胺类抗生素检测限为：青霉素 Ｇ２μｇ／Ｌ、氨苄青
霉素３μｇ／Ｌ、阿莫西林４μｇ／Ｌ、苯唑青霉素６μｇ／

Ｌ、邻青霉素６μｇ／Ｌ、双青霉素６μｇ／Ｌ、萘夫西林２０

μｇ／Ｌ、头孢喹肟２０μｇ／Ｌ、头孢哌酮４０μｇ／Ｌ、头孢
曲松５０μｇ／Ｌ、头孢噻呋９０μｇ／Ｌ、头孢洛宁１０μｇ／

Ｌ；四环素类抗生素检测限为：四环素、土霉素、强力
霉素、氯四环素分别为８０μｇ／Ｌ，能够满足我国对β－
内酰胺类抗生素和四环素类抗生素在牛奶中最高


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残留限量的检测要求。
在检测阳性样品时，试纸条检测线不显色，而

空白对照显色很深，所以阳性样品检测线与空白对
照检测线形成明显反差，通过目测即可直接判定结
果。样品前处理方法简便，快速，稳定性好。由于
测定操作简单，不需添加其他试剂和孵育洗涤步
骤，大大地提高了检测效率，十分适合现场快速检

测。尽管此方法目前还只能达到半定量，但作为一
种快速筛查的手段，可以有效地弥补广大基层单位因
设备和经费问题而无法开展牛奶中多种β－内酰胺类
抗生素和多种四环素类抗生素的检测和监控，具有一
定的经济价值和社会价值。可用作牛奶中β－内酰胺
类抗生素和四环素类抗生素检测的快速定性筛选，但
对于阳性结果需用其他方法进一步确认。
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