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盐酸克伦特罗与莱克多巴胺联检速测卡的研制 
 

罗奕铭 

（广州瑞森生物科技有限公司，广东广州 511400） 

摘要：本文研究建立了一种检测盐酸克伦特罗与莱克多巴胺联检速测卡的方法。应用胶体金免疫层析技术，采用柠檬酸钠还原

法制备胶体金颗粒，标记盐酸克伦特罗与莱克多巴胺单克隆抗体并喷于玻璃纤维上，盐酸克伦特罗与莱克多巴胺偶联 OVA 抗原和羊

抗鼠 IgG 分别结合于硝酸纤维膜上，依次将样品垫、胶体金垫、硝酸纤维素膜和吸水纸组装切割成盐酸克伦特罗与莱克多巴胺联检

速测卡。试验结果表明，该联检速测卡的灵敏度分别为 CLEN 3 ng/mL、RAC 5 ng/mL，检测时间为 3 min，批内和批间重复性为 100%，

假阳性率和假阴性率均为 0。 
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Abstract: This study established a method of synchronizating rapid detection with clenbuterol and ractopamine by using colloidal gold 

immunochromatography and sodium citrate reduction for preparation of colloidal gold particles. To mark clenbuterol and ractopamine 

monoclonal antibody, and sprayed on glass fiber, the antigen of clenbuterol and ractopamine coupled OVA and sheep anti-mouse IgG were 

combined with nitrocellulose membrane respectively. Then, the sample pad, colloidal gold pad, nitrocellulose membrane and absorbent paper 

were assembled and cut into Articles. The results showed that sensitivity of the rapid detection article was 3 ng/mL for CLEN and 5 ng/mL for 

RAC .The detection time was 3 min and intra-and inter-reproducibility was 100% . False positive rate and false negative rates were 0. 
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进入 21 世纪以来，食品安全问题受到越来越多

人的重视，我国多起瘦肉精中毒事件的频繁发生，引

起社会对食品安全监管的强烈不满。瘦肉精是一种 β2

受体激动剂，主要包括克伦特罗(Clenbuterol, CLEN)，

莱克多巴胺（ractopamine, RAC）。有研究表明[1,2]，

CLEN 和 RAC 可有效地提高动物的产肉性能和饲料

报酬。但是，当 CLEN 使用剂量达治疗量 5~10倍时，

对人与动物的肝、肾等内脏器官有毒副作用，严重时

会引起死亡[3]，对人类健康有着很大的危害，被禁止

在畜产品生产中使用[4]。因此农业部明确规定，克伦

特罗、莱克多巴胺等一类β2 受体激动剂被禁止作为饲

料添加剂使用[5]。 

20 世纪 80 年代兴起的胶体金免疫层析检测技术

(gold immu-nochromagraphy assay, GICA)，操作简单快

捷、结果清晰易于判断、无需复杂的实验技能和特殊

设备。其原理是基于抗原与抗体之间的特异性反应。 
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在硝酸纤维素膜上预先固定好特异性抗原(或抗体)和

抗体作为 2 种捕获剂，分别设定为检测线(T 线)和质

控线(C 线)[6]。反应物是固定于胶体金结合垫上并标记

了待测物抗原(或抗体)的胶体金颗粒。将样品液滴加

在试纸条的样品垫上,样品液先溶解固定在胶体金结

合垫上的胶体金，并与样品液中的待测物抗体形成复

合物。当溶液在毛细管作用下到达 T线时，T 线上的

抗原与待测物抗体-胶体金复合物再次发生特异性结

合从而使桥连胶体金被截留在T 线上聚集并显示出颜

色[7,8]。因此,可以根据试纸条 T 线的颜色深浅或有无

来判断样品中是否含有待测物。该方法是进行定性或

半定量检测的一种有效途径[9~11]。 

本研究建立一种快速、有效、高灵敏度盐酸克伦

特罗与莱克多巴胺联检速测卡，试验根据胶体金免疫

层析原理，实现特异性免疫检测。 

1  材料和方法 

1.1  材料与设备 
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牛血清白蛋白（BSA），天津正将高科公司；聚

乙二醇（PEG）、三羟甲基氨基甲烷（Tris），北京鼎国

生物；柠檬酸三钠、碳酸氢钠、碳酸钾、碳酸钠、叠

氮钠、磷酸氢二钠、磷酸二氢钠、吐温-20、盐酸，广

州化学试剂厂；氯金酸，上海国药；羊抗鼠抗体，武

汉博士德；鼠抗盐酸克伦特罗单抗、鼠抗莱克多巴胺

单抗、CL-BSA、RAC-BSA，瑞森生物；硝酸纤维素

膜（Sartorius）；聚酯膜、玻璃纤维（Pall)；吸水纸、

磁白板（上海金标）；塑料卡、铝箔袋，广州。 

三维划膜喷金仪 HM3030、金标试纸分切机

WM-100（上海金标）；连续点膜机 R5DD-2（韩感）；

磁力搅拌器（国产）。 

1.2  试验方法 

1.2.1  胶体金溶液的制备 

量取 40 mL纯水于洁净的圆底烧杯，用磁力搅拌

器加入至沸腾，加入 0.04 mL 10%氯金酸溶液沸腾 5 

min 后加入 0.096 mL 10%柠檬酸三钠溶液，保持沸腾

10 min。待溶液温度降至室温后装入棕色密封容量瓶

中，避光保存。 

1.2.2  金标记盐酸克伦特罗（莱克多巴胺）抗体的制

备 

量取 20 mL胶体金溶液，倒入洁净离心管内，用

0.1 M 碳酸钾溶液和 0.1 M盐酸溶液调胶体金溶液 pH

值至 8.2。再称取0.144 mg 的盐酸克伦特罗（莱克多

巴胺）单抗加入到胶体金溶液内，振荡混匀，室温放

置 20 min 后加入 0.02 mL 10% BSA溶液，振荡混匀，

室温放置 20 min 后，把金标记的抗体溶液分装到离心

管内，11000 r/min 离心 15 min。吸取上清液。再加入

10 mL 0.1M 磷酸盐缓冲液将沉淀混匀，于 11000 r/min

离心 15 min，吸取上清液后加入 4 mL金标缓冲液将

沉淀混匀，得到金标记盐酸克伦特罗（莱克多巴胺）

抗体溶液。  

1.2.3  金标抗体结合垫的制备 

量取 0.39 mL金标盐酸克伦特罗抗体溶液和 0.39 

mL 金标莱克多巴胺抗体溶液按一定比例一起倒入洁

净小离心管内。设定喷金仪主机程序：喷金浓度为 20 

µL/cm，平台移动速度为 128 mm/s，再将玻璃纤维膜

放置于喷金仪平台，按设定程序将金标抗体均匀喷洒

于玻璃纤维膜上。将喷好的金标抗体结合垫放置于真

空干燥箱内室温抽干 6 h后，再放于有干燥剂的自封

袋中保存备用。 

1.2.4  划膜 

称取 0.468 mg CL-BSA和 0.78 mg RAC-BSA原

液分别于洁净离心管内，加入划膜缓冲液稀释至终浓

度为 1 mg/mL，称取 1.56 mg羊抗鼠二抗溶液于另一

离心管内，加入划膜缓冲液稀释终浓度为 2 mg/mL。

将硝酸纤维素膜放置于划膜仪平台，两端用压条固定，

设定划膜仪主机程序：划膜浓度为 2 µL/cm，平台移

动速度为 128 mm/s。按设定程序将盐酸 CL-BSA、

RAC-BSA 按一定比例混合后和二抗划于硝酸纤维素

膜上后置于真空干燥箱内室温抽干 6 h，干燥后封袋保

存备用。使 CL-BSA 所划线标记为检测线 T1，

RAC-BSA 所划线标记为检测线 T2，羊抗鼠二抗所划

线标记为质控线 C。 

1.2.5  胶体金免疫层析联检速测卡组装 

将样品垫、胶体金垫、已包被好抗原抗体的NC膜、

吸水纸依次粘贴到PVC底板上，切割成条，装卡封口

密封，置于干燥器中常温保存备用。 

1.2.6  样品制备 

1.2.6.1  阴性样品的制备 

经GC-MS法（农业部1031号公告-3-2008中的“猪

肝和猪尿中β-受体激动剂残留检测-气相色谱-质谱法”）

检测克伦特罗、莱克多巴胺阴性的80份尿液。 

1.2.6.2  克伦特罗（莱克多巴胺）添加阳性样品的制

备 

（1）1、3、5 μg/L：取100 μg/L克伦特罗工作液10、

30、50 μL于990、970、950 μL阴性猪尿中混匀，按此

方法制备各10个样品。 

（2）3、5、8 μg/L：取100 μg/L莱克多巴胺工作液

30、50、80 μL于970、950、920 μL阴性猪尿中混匀，

按此方法制备各10个样品。 

1.2.6.3  实测阳性样品的准备 

10 份经 GC-MS检测克伦特罗为阳性的实际猪尿

样品（浓度均大于 3 μg/L）。10份经 GC-MS检测莱克

多巴胺为阳性的实际猪尿样品（浓度均大于 5 μg/L）。 

1.2.7  灵敏度 

取 3 批次克伦特罗与莱克多巴胺联检速测卡分别

检测添加克伦特罗浓度为 0 μg/L、1 μg/L、3 μg/L、5 

μg/L的猪尿样；添加莱克多巴胺浓度为0 μg/L、3 μg/L、

5 μg/L、8 μg/L的猪尿样各10 份。室温条件下操作，

肉眼观测进行判定。 

1.2.8  假阳性率试验 

克伦特罗与莱克多巴胺联检速测卡对 80 份经

GC-MS 检测为阴性的猪尿进行检测，并分别以含克伦

特罗为 0 和 3 μg/L的猪尿；莱克多巴胺为 0 和5 μg/L

的猪尿为阴性对照和阳性对照，计算假阳性率。 

1.2.9  假阴性率试验 

克伦特罗与莱克多巴胺联检速测卡对 40 份阳性

猪尿（10 份为 3 μg/L 克伦特罗阳性添加样品，10 份

为 5 μg/L莱克多巴胺阳性添加样品，10份为浓度均大
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于 3 μg/L实测克伦特罗阳性样品，10 份为浓度均大于

5 μg/L实测莱克多巴胺阳性样品）进行检测，并分别

以含克伦特罗0和3 μg/L尿样；莱克多巴胺0和5 μg/L

尿样为阴性对照和阳性对照，计算假阴性率。 

1.2.10  联检速测卡的批内和批间重复 

将同批和不同批次的联检速测卡分别检测上述

阴性样品、阳性样品、实测阳性样品，每个浓度重复

10 次，观察其重复性。 

2  结果与讨论 

 

图 1 试纸条结构示意图 

Fig.1 The structure diagram of rapid detection article 

胶体金免疫试纸条的作用原理主要有双抗夹心

和竞争结合两种。本试验研制的克伦特罗与莱克多巴

胺联检速测卡采用了竞争原理，如图 1 所示拆开卡壳

的试纸条，底板为 PVC 底板（双面胶白色塑料板），

从加样处开始分别为样品吸收垫、胶体金垫(玻璃纤

维)、硝酸纤维素膜（NC 膜)和吸水垫。胶体金垫上

喷涂胶体金标记的 CLEN 和 RAC 单克隆抗体，NC 膜

上分别喷涂偶联抗原 CLEN-BSA（检测线 T1）和

RAC-BSA （检测线 T2）和羊抗鼠 IgG（质控线 C）。

该法检测线T1、T2出现红色条带，结果显示为 CLEN

和 RAC 阴性；检测线无条带，结果显示为 CLEN 和

RAC 阳性；检测线T1出现红色条带T2无条带，结果

显示为 CLEN 阴性 RAC 阳性；检测线 T1 无条带 T2

出现红色条带，结果显示为 CLEN 阳性 RAC 阴性。

这是因为当被检物质溶液中不含 CLEN 或 RAC 时，

玻璃纤维上释放的胶体金标记 CLEN 和 RAC 单克隆

抗体便会被检测线处的偶联抗原 CLEN-BSA 或

RAC-BSA 物质识别并结合，因而被截留在该处，当

累积到一定程度便出现红色线，但弱阳性时会出现反

应强度减弱的检测线； 当被检物质溶液中 CLEN 或

RAC 的浓度达到一定时，CLEN 或 RAC 与胶体金标

记的全部 CLEN 或 RAC 抗体的反应位点结合，这样

当免疫胶体金到达检测线时不能再与偶联抗原发生反

应，因而不出现红色线。无论被检测物质中有无 CLEN

或 RAC，胶体金标记的 CLEN 或 RAC 单克隆抗体都

会与喷涂在 NC 膜上的羊抗鼠 IgG 发生免疫反应，即

在质控区出现红色线。 

2.1  灵敏度 

 
图 2 梯度浓度显色结果 

Fig.2 The results of color gradient concentration 

试验结果如图 2 所示，三个批号各梯度浓度的检

测卡在 3 min 内结果呈梯度变化，CLEN 3 μg/L、RAC 

5μg/L 的添加样品质控带显色，检测带无明显显色；

CLEN 8 μg/L、RAC 8 μg/L的添加样品质控带显色，

检测带无显色；0 μg/L CLEN 和 RAC 样品质控带和检

测带均显色。表明胶体金免疫层析试验具有良好的敏

感性和特异性，故该胶体金检测试纸卡的检测限可定

为 CLEN 3 μg/L、RAC 5 μg/L。 

2.2  假阳性率试验 

对 80 份经 GC-MS 法检测为阴性的猪尿进行检

测，以该方法检测限 CLEN 3 μg/L、RAC 5 μg/L为判

定限进行判断，80 份尿样均为阴性，该 80 份样品的

假阳性率为 0，见表 1 

表 1 猪尿阴性样本检测结果 

Table 2 The test results of pig urine negative sample 

样品 测定结果 

空白 

猪尿 

阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 

阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 

阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 

阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 

阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 

阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 

阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 

阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 

2.3  假阴性率试验 

联检速测卡对 40 份阳性猪尿进行检测，以该方

法检测限 CLEN 3 μg/L、RAC 5 μg/L为判定限进行判

断，40 份尿样均为阳性，该 40 份样品的假阴性率为 0，

见表 2。 
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表 2 猪尿阳性样本检测结果 

Table 2 The test results of pig urine positive sample 

样品 方法 测定结果 

CLEN 阳性 

添加样品 

检测卡（10 份） 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性 

添加浓度/(μg/L) 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 

RAC 阳性 

添加样品 

检测卡（10 份） 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性 

添加浓度/(μg/L) 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 

实测 CLEN 

阳性样品 

检测卡（10 份） 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性 

GC-MS 测定/(μg/L) 4.9 5.2 4.3 4.2 5 4.9 4.1 4.2 4.9 5.1 

实测 RAC 

阳性样品 

检测卡（10 份） 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性 阳性 

GC-MS 测定/(μg/L) 7.9 9.2 8.3 8.2 9 8.9 8.1 8.2 8.9 9.1 

3  结论 

本文研究成功建立检测盐酸克伦特罗与莱克多

巴胺联检速测卡的方法，联检速测卡的灵敏度分别为

CLEN 3 ng/mL、RAC 5 ng/mL，检测时间为 3 min，

批内和批间重复性为 100%，假阳性率和假阴性率均

为 0。应用胶体金免疫层析技术，实现一个样本同时

检测二种类似的激素，大大降低了检测时间和检测成

本，比单检技术更有优势，这方法既简捷又可靠,是一

种值得推广的定性筛选方法，可作为液相色谱等仪器

法的补充，同时，也作为盐酸克伦特罗、莱克多巴胺

快速检测的利器，在我国家禽生产场、动物性食品加

工厂、国家和地方的检验/监督部门、食品卫生与安全

检验/监察部门等行业领域推广应用，将为我国农药/

兽药残留检测和监控计划提供技术支撑，促进我国农

业全面发展，提升食品安全和质量等级、提高市场竞

争力和增加进出口贸易。 
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