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基于预孵育处理的牛奶中四环素

增敏型胶体金检测
:2-1

4

)+2"2%$&

4

&./,"1"2"&2/),/,3/.6?

4(

%"9/,&-?$2/),3"1/$2"1

#/

*

,$.",'$,&"1&)..)/1$.

*

).13"2')1

陈菊移#

!

!

)*+,6$%

;

0

#

'

!

!

吴玉晗!

5"!$%&'(

!

!

姚
!

丽!

!.R#0

!

!

许
!

宙,

-"Q&7$

,

!

吴
!

倩!

5"S0'(

!

!

陈
!

伟!

)*+, 5=0

!

#

#<

安徽省科学技术研究院'安徽 合肥
!

!,""$$

&

!<

合肥工业大学食品与生物工程学院'

安徽 合肥
!

!,"""(

&

,<

长沙理工大学化学与食品工程学院'湖南 长沙
!

A#"##A

%

#

#<.(&$0.@'A=O

;

7

>

:@0=(@=[ I=@&(797

4;

'

*=

>

=0

'

.(&$0!,""$$

'

)&0('

&

!<:@&7797

>

C77A'(A?0797

4

0@'9

+(

4

0(==B0(

4

'

*=

>

=0"(0E=BF0G

;

7

>

I=@&(797

4;

'

*=

>

=0

'

.(&$0!,"""(

'

)&0('

&

,<:@&7797

>

)&=O0FGB

;

'(A

C77A+(

4

0(==B0(

4

'

)&'(

4

F&'"(0E=BF0G

;

7

>

:@0=(@='(AI=@&(797

4;

'

)&'(

4

F&'

'

*$('(A#"##A

'

)&0('

%

摘要!在传统胶体金检测方法的基础上!采用预孵育反应

模式!在均匀的液相中进行胶体金标记抗体与待测物的

反应!提高抗原抗体间免疫识别反应的效率"将反应后

的溶液滴加至试纸条上进行结果判读"结果表明$通过

简单的反应模式改变!预孵育反应后再滴加至试纸条检

测!四环素检测灵敏度提高了
+

倍!达
#

(

9

)

V

"说明改变

传统胶体金试纸条反应的模式!从直接加样改为预孵育

再加样!可以提高胶体金试纸条方法学的检测灵敏度"

关键词!四环素#胶体金#预孵育#信号增敏
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四环素类抗生素是一类由放线菌产生的广谱抗生

素+

#Y,

,

'属于氧化并四苯环衍生物(因其价格便宜'抗菌

效果好'在畜牧业中被广泛作为药物添加剂使用'用于防

治畜禽的肠道感染和促进生长+

A

,

(动物的肌肉-肝脏-牛

奶等中残留的四环素通过食物链进入人体'造成肾毒-过

敏-产生抗生素耐药性等危害+

+Y)

,

(长期食用四环素残

留超标的牛奶更容易诱导体内微生物的抗生素耐药性'

造成人体肠道菌群紊乱(因此'中国和欧盟国家规定牛

奶中四环素类药物的最大残留限量为
#""
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*
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+
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,

(传

统的四环素检测方法主要有微生物法-仪器法以及用于

快速检测的酶联免疫吸附法等+

#"Y#!

,

(微生物法是利用

四环素对相关微生物生长的抑制原理'实现样品中四环

素的检测'其操作繁琐-费时&仪器法是目前的国标法'能

够实现精准定量'但需要复杂的样品前处理步骤-昂贵的

仪器硬件'以及专业的操作人员&酶联免疫吸附法在一定

程度上减少了对仪器的依赖'实现了普通实验室即可开

展四环素残留检测工作'但其相对繁琐的操作步骤仍无

法满足大批量牛奶样品的现场快速筛查需求(

胶体金侧向层析技术是利用胶体金纳米粒子标记识

别抗体'然后在微孔膜载体上利用液体的毛细作用对识

别产物进行层析迁移'在微孔膜上固定抗体或抗原的作

用下将金纳米粒子聚集在检测线上'使检测线显色(不

同浓度的检测对象其线上显色强度不同'通过肉眼观察
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检测线上颜色的深浅'即可在现场实现目标检测物的快

速筛查和检测(该方法具有操作简便-结果简单易懂-成

本低等优势'作为食品安全快速检测的重要方法学之一'

在食品安全危害物快速筛查和监控方面发挥重要作

用+

#,Y#+

,

(随着各国在危害物残留限量方面要求的提高'

除大型仪器的检测方法能满足较高的检测要求外+

#)Y#$

,

'

传统的胶体金侧向层析方法无法满足某些残留物不断提

高的检测限量要求(进一步提高传统胶体金侧向层析检

测方法的灵敏度'更好地满足特定危害残留物的快速检

测需求'同时可进一步拓展胶体金试纸条在痕量超灵敏

检测领域的应用范围(由于快速的反应特点'胶体金侧

向层析在免疫反应方面存在反应不充分-效率不高的可

能性'从而造成灵敏度低'检测结果不准确(在液体均相

中进行快速预孵育前'进行胶体金侧向层析的免疫识别'

再进行层析作用'能够保证免疫识别反应的效率'提高检

测的灵敏度和准确性(试验拟将传统胶体金试纸条直接

滴加检测的反应模式'变更为快速预孵育的模式'旨在提

高免疫识别反应的效率'提高胶体金试纸条对牛奶中四

环素类残留物快速检测的灵敏度'为食品安全抗生素残

留快速检测提供依据(
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材料与方法
#=#

!

材料与仪器
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材料与试剂

液体奶$市售&

柠檬酸三钠-氯金酸$分析纯'百灵威化学试剂有限

公司&
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X̂ O

支撑底$上
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原-四环素标准品溶液#
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%$北京点石生物科技有限

公司(
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主要仪器设备

超纯水发生系统$

I2332/SL X3<4

型'美国密理博

公司&

加热磁力搅拌器$
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型'广州仪科实验室技术有限

公司&

双喷头喷膜仪$

f%K,"""

型'美国
a2D?DF

公司&

全自动切条机$

OIA"""

型'美国
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公司&
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份有限公司&
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型'雷电科学仪器有限公司(
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方法
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胶体金纳米粒子的制备
!

根据文献+

#(Y!"
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胶体金与四环素抗体的偶联
!

取
+""

(

V#=!=#

制

备的胶体金溶液于
#=+ 0V

离心管'加入一定量的

"=#0D3

*

V[

!

OL

,

溶液'调节
G

P

&加入一定量的四环素单

克隆抗体'震荡混匀'旋转反应
#5

&加入一定量的封闭蛋

白'震荡混匀'旋转混合
"=+5

&

($""C

*

028

离心
#"028

&

去除上清'加入一定量的重悬液'震荡混匀后备用&将重

悬后的溶液分别滴加至微孔板中'

A

(

V

*孔'冷冻干燥后

备用(

#=!=,

!

胶体金试纸条的制备及组装
!

将已知浓度羊抗鼠

二抗溶 液 和 四 环 素 包 被 原 溶 液 分 别 用
Xa

缓 冲 液

#

"="#0D3

*

V

'

G

P-=A

%稀释至
#0

9

*

0V

'分别吸入喷膜仪

的不同喷头'在
RO

膜上划出两条线分别作为质控线

#

O

线%和检测线#

B

线%'于
!- U

烘箱中老化备用(在

X̂ O

塑料底板上分别粘贴样品垫-金标垫-硝酸纤维膜-

吸水垫'利用自动切条机进行分切'得到宽度为
+00

的

胶体金试纸条备用(

#=!=A

!

牛奶样品中四环素的检测
!

通过液相色谱)质谱

鉴定为四环素类阴性后'向其中添加一定浓度的四环素'

得到不同四环素添加浓度的牛奶样品(分别取
$"

(

V

不

同浓度的牛奶样品'加入至冷冻干燥的胶体金)抗体复

合物的微孔中进行预孵育(室温下预孵育反应
#"028

后'直接将胶体金试纸条样品垫一端插入微孔板中'或者

将微孔板中的混合溶液滴加于胶体金试纸条的样品垫

上'

+028

后观察试纸条上
O

线和
B

线的出线情况'判读

结果(将判读后的试纸条结果'通过专业灰度分析软件

Q01

9

>b

对
O

线和
B

线的显色强度进行定量分析'实现对

牛奶中四环素残留的快速定量分析(

!

!

结果与分析
!=#

!

胶体金试纸条检测条件优化

!=#=#

!

抗体修饰量
!

胶体金纳米粒子表面固定标记的抗

体的量直接影响金纳米粒子的稳定性和试纸条检测的灵

敏度(由图
#

可知'当抗体修饰量从
#

(

V

增加至
,

(

V

时'

B

线的显色强度有所增加&继续增加至
+

(

V

时'

B

线

的显色强度无明显增加(因此选择
,

(

V

作为增强型胶

体金试纸条的抗体修饰量(

!=#=!

!

[

!

OL

,

用量
!

胶体金与抗体的偶联是基于表面电

荷吸附进行抗体固定的(由图
!

可知'当在胶体金溶液

中加入
,

(

V[

!

OL

,

调节
G

P

后'随着牛奶中目标四环素

浓度的增加'

B

线竞争抑制的效果不明显'至
!

(

9

*

V

仍有

明显的显色'灵敏度不够&随着胶体金中
[

!

OL

,

溶液添加

量的增加'相同四环素浓度下'竞争抑制消线效果越来越

明显'当胶体金体系中加入
-

(

V[

!

OL

,

溶液后'体系中

"=+

(

9

*

V

的四环素就能引起
B

线的完全消线(但与
+

(

V

[

!

OL

,

溶液调节后的检测结果相比'

B

线的显色变浅(

考虑到肉眼判断的敏感性'选择在胶体金体系中加入

+

(

V[

!

OL

,

溶液作为最佳
G

P

调节条件(
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图
#
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抗体修饰量对预孵育增强型胶体金试纸条标记的影响

&2

9

<C>#

!

B5>D

G

F202;1F2D8C>4<3F4D:F5>18F2HD?

6

10D<8F:DCF5>31H>328

9

D:F5>

9

D3?818D

G

1CF2@3>4

图
!

!

[

!

OL

,

用量对预孵育增强型胶体金试纸条标记的影响
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!

偶联物复溶体积
!

将识别抗体与胶体金偶联后'

分散体系的大小决定偶联物浓度高低'直接影响所制备

预孵育增强型胶体金试纸条的检测结果(由图
,

可知'

随着胶体金偶联物复溶体积的增加'

O

*

B

线显色强度逐

渐减弱'但灵敏度却没有显著提高(与
+"

(

V

复溶体积

相比'

)"

'

-"

(

V

复溶体积的
O

*

B

线在
"=+

(

9

*

V

时已基本

消线(阴性条件下'

B

线显线强度不高'达不到检测要

求(

+"

(

V

复溶体积条件下'

#

(

9

*

V

基本消线'同时阴性

B

线强度高'对比明显(因此'选择
+"

(

V

作为胶体金偶

联物最佳复溶体积(

!=!

!

预孵育增强型胶体金试纸条四环素标准溶液检测

结果

!!

由图
A

可知'经预孵育后上样的胶体金试纸条在
"

"

!

(

9

*

V

'竞争免疫识别模式下'试纸条上
B

线的显色强度

随目标四环素浓度的增加越来越弱'当四环素浓度为

#

(

9

*

V

时'

B

线的强度与阴性结果相比有明显的减弱'可

作为预孵育胶体金试纸条检测四环素的灵敏度&当检测

样品中四环素浓度增加至
!

(

9

*

V

时'

B

线被完全抑制不

图
,

!

偶联物复溶体积对预孵育增强型胶体金试纸条标记的影响
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陈菊移等!基于预孵育处理的牛奶中四环素增敏型胶体金检测



显色'作为预孵育胶体金试纸条检测四环素的消线浓度(

由图
+

可知'传统胶体金试纸条在检测样品中四环素浓

度为
+

(

9

*

V

时'

B

线相比于阴性检测发生明显的减弱'当

四环素浓度进一步增加至
#"

(

9

*

V

时'

B

线完全被抑制(

综上'通过对待测样品与胶体金进行预孵育后'再利用胶

体金试纸条进行检测'其灵敏度和检测线均有显著提高

和改善'利用胶体金预孵育后'四环素的检测灵敏度提高

了
+

倍'有利于低浓度条件下牛奶中四环素的准确检测(

!=,

!

基于预孵育增强型胶体金试纸条的牛奶中四环素检测

结果

!!

由图
)

可知'随着牛奶中四环素浓度的增加'试纸条

检测
B

线的显色越来越弱(当牛奶中四环素浓度为

"=+

(

9

*

V

时'胶体金试纸条上
B

线显色已明显降低&当牛

奶中四环素浓度进一步增加至
!

(

9

*

V

后'胶体金试纸条

上
B

线被完全抑制不显色(说明预孵育增强型胶体金试

纸条能够在无需复杂样品前处理的条件下'直接利用牛

奶上样'预孵育处理样品后'利用胶体金试纸条进行现场

快速检测(与图
A

相比'牛奶中复杂的样品基质对目标

四环素的检测没有明显的影响'具有较强的抗基质效应(

当四环素浓度为
"="+

"

!=""

(

9

*

V

时'检测信号具有很好

的线性响应#

M

!

h"=($-,

%'可以基于此规律实现牛奶中

四环素残留物的快速半定量分析(

图
A

!

预孵育增强型胶体金试纸条的四环素标准溶液检测结果
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图
)

!

预孵育增强型胶体金试纸条的牛奶中四环素检测结果
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,

!

结论
对传统胶体金试纸条检测牛奶中四环素残留的反

应模式进行了改进'将直接加样的反应模式改为预孵育

反应模式'对牛奶中四环素残留检测的灵敏度进行了优

化(结果表明'牛奶样品中四环素残留检测限提高了

+

倍'达
#

(

9

*

V

'说明进一步提高胶体金侧向层析检测中

免疫识别反应的效率对侧向层析方法学检测灵敏度的

提高具有重要意义(后续拟采用微流控芯片封装试纸

条的预孵育模式'从而进一步简化检测步骤和提高方法

学的操作性(
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