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胶体金免疫渗滤法检测淡水鱼及牛乳中氯霉素残留 
 

王玮，张燕，刘俊伟，王莉，王凤侠，王硕 

（天津科技大学食品工程与生物技术学院，天津市食品营养与安全重点实验室，天津 300457） 

摘要：制备了平均粒径 20 nm 的胶体金，用以标记抗氯霉素多克隆抗体；将氯霉素半抗原与卵清蛋白的偶联物包被在硝酸纤维

素膜上作为检测带，羊抗兔二抗作为质控带，依据免疫竞争法原理，建立通过免疫胶体金渗滤式试纸条检测六种淡水鱼及牛乳中氯霉

素残留的方法。样品前处理方法简便，方法灵敏度为 1 μg/L，只需 10~15 min 即可目测判断结果，可以作为淡水鱼及牛乳中氯霉素残

留现场大量筛选的有效手段。 
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Detection of Chloramphenicol Residue in Freshwater Fish and Milk by 

Dot Immunogold Filtration Assay 
WANG Wei, ZHANG Yan, LIU Jun-wei, WANG Li, WANG Feng-xia, WANG Shuo 

(Tianjin Key Laboratory of Food Nutrition and Safety, College of Food Engineering and Biotechnology, Tianjin 
University of Science and Technology, Tianjin 300457, China) 

Abstracts: An immunogold assay for detection of chloramphenicol (CAP) residue in freshwater fish and milk was established using the 

colloidal gold with the average diameter of 20 nm for labeling the anti- chloramphenicol (CAP) polyclonal antibody. CAP was conjugated to 

(OVA) and then they were dispersed on a nitrocellulose (NC) membrane forming the test zone. Goat anti-rabbit IgG was chose as control zone. 

The method was simple and fast (10~15 minutes) with the sensitivity of 1 μg/L, which could be widely used to detect the CAP residues in 

freshwater fish and milk. 
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氯霉素（Chloramphenicol，CAP）是一种广谱抗

生素，长期微量摄入不仅使沙门氏菌、大肠杆菌产生

耐药性，而且还会引起机体正常菌群失调，使人类易

患各种疾病[1]。许多世贸组织成员国对动物源性食品

中的氯霉素残留表示了极大的关注。欧盟、美国等国

在相关食品卫生法规中规定氯霉素不得检出；我国也

明令其为禁用兽药，所有动物可食组织均不得检出[2]。

但是，由于氯霉素价格相对低廉，抗菌效果好，仍有

不少动物养殖者及饲料生产企业违规使用，国内动物

性食品中氯霉素残留现象依然十分严重。因此，发展

快速、灵敏的检测技术，降低方法的检出限成为氯霉

素残留检测技术研究焦点[3]。 
金标免疫渗滤法（dot immunogold filtration assay，

DIGFA）是近几年发展的以胶体金为标记物的快速斑 
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点免疫试验。它以硝酸纤维素膜为载体，利用其微孔

膜的可滤过性，使抗原抗体反应迅速发生在一个特殊

的渗滤装置上，反应过程为 2~3 min，无需任何仪器

设备和特殊操作技术，目测判断结果[4]。本论文建立

了氯霉素金标免疫渗滤法用于六种淡水鱼和牛乳中的

氯霉素残留的快速筛查，样品前处理方法简便，适于

现场快速检测。 

1  材料与方法 

1.1  仪器、材料和试剂 
Linomat 5 半自动点样仪（瑞士，Camag）；酶标

测定仪（美国，Thermo）；CARY 50 Bio 紫外/可见分

光光度计（美国，Varian）；Milli-Q 纯水发生器（美

国，Millipore，实验用水均为经此装置净化的二次去

离子水，并经 0.22 μm 滤膜过滤，电阻率>18.2 
MΩ·cm）；硝酸纤维素膜（美国，Pierce，catalog no. 
88018）；Hi-flow plus membrane and cards（美国，

Millipore，part no. HF090MC100）；吸收垫（美国



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2008, Vol.24, No.1 

 73

Millipore ， part no. CFSP223000 ） ； 氯 金 酸

（HAuC14·4H2O，分析纯）购于上海化学试剂有限公

司；氯霉素标准品、牛血清白蛋白（BSA）、卵清蛋

白（OVA）、辣根过氧化物酶和羊抗兔二抗购于美国

Sigma 公司；胶体金透射电镜扫描由天津师范大学电

镜室完成；氯霉素半抗原、抗体、包被抗原

（CAP-OVA）、酶标抗原（天津科技大学食品安全研

究室自制[5,6]）；淡水鱼（鲤鱼、草鱼、罗非鱼、鳙鱼、

鲢鱼、鲫鱼）及牛乳为市售，经液相检测为不含氯霉

素的阴性样品；金标抗体储存液（conjugate storage 
buffer）：0.3814 g 硼酸钠，0.5 g BSA 和 0.5 g 叠氮钠

（NaN3），溶于 500 mL 二次水；0.01 M 磷酸盐缓冲

液（PBS）pH 7.4；包被液：pH 9.6 碳酸盐缓冲溶液；

封闭液：1% BSA-PBS；洗涤液：PBST（含 0.05% 
Tween-20 的 PBS）；显色底物溶液：TMB/H2O2；终

止液：1.25 mol/L 浓硫酸；其它试剂均为国产分析纯

试剂。 
1.2  胶体金及其标记物的制备 

本文中胶体金的制备采用柠檬酸三钠还原法：将

100 mL 的 0.01% HAuCl4水溶液加热至沸腾，不断搅

拌的同时迅速加入 2 mL 1%的柠檬酸三钠水溶液，待

溶液颜色变为透明的红色并不再变化时，再煮沸 5 
min，撤去热源，继续搅拌 15 min。胶体金溶液自然

冷却后，用 0.1 mol/L 的 K2CO3调节其 pH 值到 9.0，
在磁力搅拌下，向 20 mL胶体金溶液中逐滴加入 0.234 
g 亲和层析后的抗体，10 min 后逐滴加入 10%的牛血

清白蛋白（BSA）使溶液中 BSA 的终浓度为 1%，以

稳定胶体金标记物，搅拌30 min后置于4 ℃过夜。1500 
r/min 离心 10 min，取上清液于 4 ℃，10000 r/min 离

心 30 min，弃去上清液。用储存液溶解胶体金至 1 mL，
重复上一步离心步骤，弃去上清，胶体金用储存液重

悬为原体积的 1/10，4 ℃保存。 
1.3  试纸条的制备及组装 

以硝酸纤维素膜为固相载体，检测带（Test zone，
T 带）包被 CAP-OVA（1 μg/strip）；质控带（Control 
zone，C 带）包被羊抗兔二抗（0.5 μL/strip），T 带与

C 带间隔 3 mm，然后将膜用剪刀剪成条状（1.5 cm×0.8 
cm）。先于 37 ℃恒温箱中固定 15 min，再经封闭液封

闭 30 min，PBST 冲洗三次后，用滤纸吸干多余的水

分，37 ℃干燥后 4 ℃保存。检测前将滤纸润湿后紧贴

在惰性塑料板上（保证无气泡产生），再把裁剪好的膜

正面朝上紧贴在湿润的滤纸上，加样时另取一张干净

的滤纸在边缘吸水以促进样液的渗滤。 
1.4  Flow through 检测 

将金标记抗体（经 conjugate storage buffer 1:2 稀

释）与含 CAP 的待测液按 1:3 的体积比例（30 μL +90 
μL）混合均匀，取 100 μL 混合液加入包被有半抗原

的区域。待液体完全渗透过膜上的反应区后，在 C 带

显色的前提下，目视 T 带的颜色，与空白对照，颜色

越浅，代表 CAP 含量越高。 
1.5  样品预处理 
1.5.1  淡水鱼 

称取 2 g 鱼用 4 mL 甲醇漩涡振荡提取 2 min，过

滤，滤液用 PBST 稀释 10 倍待测。 
1.5.2  牛乳 

量取 1 mL 牛乳用 2 mL PBST 稀释，再加入 60 μL 
1.04 mol/L 硫酸锌，混匀后再加入 60 μL 0.36 mol/L 亚

铁氰化钾混匀，过滤，滤液用 PBST 稀释 6 倍待测。 
1.6  交叉反应 

对使用的抗氯霉素多克隆抗体的特异性即其与结

构类似化合物的交叉反应程度进行了测定，以抑制抗

体最大结合率的 50%所需目标分析物的浓度 I5（CAP）
与所需各种结构类似化合物的浓度 I50（其它抗生素）

之比的百分数表示，交叉反应越小，抗体特异性越高。

交叉反应率的公式如下： 
( )

( ) 100%/
50

50 ×=
其他抗生素

交叉反应率
IC

CAPIC  

实验选择了 5 种氯霉素结构类似物和相关兽药，

采用酶联免疫吸附实验进行抗体结合反应，分别是：

氯霉素琥珀酸钠、甲砜霉素、氟甲砜霉素、胺卞西林

和磺胺二甲基嘧啶。 
1.7  稳定性实验 

将试纸条和金标记抗体分装后放置于 4 ℃进行稳

定性实验。每 3 周进行 1 次实验，以 1 μg/L，10 μg/L，
50 μg/L 的氯霉素浓度标准溶液进行竞争反应，观察颜

色的变化。 

2  结果与分析 

2.1  胶体金质量鉴定 

 
图1 胶体金溶液在可见光范围内（400~600 nm）扫描图 

Fig.1 UV-visible spectra of colloidal gold solution 
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胶体金的质量鉴定一般包括本实验制备的胶体金

状态为澄清的红色溶液，表面无漂浮物。对自然冷却

后的胶体金溶液利用紫外/可见光分光光度计在可见

光范围内（400~600 nm）进行扫描，得到单一的吸收

峰，最大吸收峰波长为 521.0 nm（见图 1），经透射

电镜扫描，制得的胶体金粒子形状规则呈圆形，大小

基本一致，测量得平均粒径为 20 nm（见图 2）。 

 
图2 胶体金的透射电镜图 

Fig.2 Transmission electron micrograph of colloidal gold 

2.2  检出限 
实验结果表明：随着氯霉素的浓度升高，检测带

上的红色逐渐变浅。当 CAP 浓度低于 1 µg/L 时，胶

体金显色结果与空白溶液（不含氯霉素）相比无法通

过目测区别，当氯霉素的浓度高于 200 μg/L 时，几乎

无颜色反应。如图 3 所示当氯霉素的浓度为 1 μg/L，
颜色与空白溶液虽然很接近，但仍能通过目测将两者

区分，因此免疫胶体金渗滤法快速检测对氯霉素的检

出限为 1 μg/L。 

 
图3 Flow-through实验结果 

Fig.3 Detection by the flow-through assay 

2.3  交叉反应 
表1 CAP抗体与结构类似物及其它抗菌药物的交叉反应 

Table 1 Cross-reactivity of CAP antibody with challenging 

antimicrobial agents and chemical compounds 

药物名称 交叉反应率/% 

氯霉素(CAP) 100 

氯霉素琥珀酸钠 189 

氟甲砜霉素（FF） 0.07 

甲砜霉素（TAP） <0.01 

氨卞西林 <0.01 

磺胺二甲基嘧啶 <0.01 

实验选择了 5 种氯霉素结构类似物和相关兽药进

行抗体结合反应即交叉反应，结果见表 1，结果显示

该抗体与氯霉素琥珀酸钠有较大的交叉反应，这是因

为免疫原合成时是以氯霉素琥珀酸钠为主要反应物。

而抗体与其结构类似物：氟甲砜霉素，甲砜霉素交叉

反应很小，与其它常用抗菌药物氨卞西林，磺胺二甲

基嘧啶并无交叉反应，由此说明该抗体特异性强。采

用该抗体建立的方法可有效地检测淡水鱼和牛乳中的

氯霉素，其它兽药的干扰很小。 
2.4  ELISA 验证渗滤法有效性 

采用 ELISA 方法来验证试纸条检测方法的有效

性。ELISA 的最低检测浓度为 0.05 μg/L。样品经液相

检测不含氯霉素。在 Flow through 试纸条检测中，以

不含氯霉素的空白溶液作为参照点，向阴性样品中添

加一系列浓度的氯霉素后，按照 2.5 所示方法进行处

理，然后进行竞争反应。若颜色明显比参照点浅，则

氯霉素浓度大于等于 1 μg/L，为阳性；若颜色与参照

点颜色相同，则氯霉素浓度小于 1 μg/L，为阴性；若

颜色相近，通过目视较难区别，为不确定。对 60 份阴

性样品按照表 2 进行添加实验（其中以鲢鱼和牛奶为

例，每个浓度做五个平行），同时进行 ELISA 和 Flow 
through 的检测，比较结果见表 2。 
表2 阴性样品不同添加水平的ELISA及试纸条测定结果比较 

Table 2 Comparation of results obtained by ELISA and strips at 

Three Levels 

样品
添加水平 

/(µg/L) 

ELISA 测定结果 

/(µg/L) 
试纸条测定结果

鲢鱼

10 8.62 －;－;－;－;± 

20 19.65 +; +; +; +; + 

40 39 +; +; +; +; + 

牛奶

10 10.89 －;－;－;－;－ 

20 20.7 +; +; +; +; ± 

40 47.7 +; +; +; +; + 
注：－：阴性  +：阳性  ±：不确定 

如表 2 所示，试纸条检测结果在其检测范围内与

ELISA 相比基本吻合，实验结果稳定可靠。 
2.5  稳定性实验 

4 ℃保存的试纸条和金标记抗体在前 3 个月内都

能得到阳性（与不含氯霉素的相比）的结果，重现性

很好。3 个月以后，重现性仍达到 90%左右。6 个月

后稳定性开始下降，重现性较差。结果表明：试纸条

在 4 ℃干燥的条件下可存放 6 个月。 
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3  结论 

采用柠檬酸三钠还原法制备胶体金，通过紫外扫

描和透射电镜观察其颗粒均一，平均直径为 20 nm，

以其标记抗氯霉素多克隆抗体，优化建立了渗滤式金

标氯霉素快速筛选方法，成功检测了淡水鱼及牛乳中

的氯霉素残留，方法的检出限为 1 μg/L。样品的前处

理方法简便，稳定性好，可以作为现场快速筛选氯霉

素残留的有效手段。 
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由正交试验结果可以看出，影响中性蛋白酶酶解

荞麦蛋白水解度的四个因素中，其影响程度为 C＞B
＞A＞D，最优组合为 A2B2C3D2，即在加酶量为 5000 
U/g、温度 50 ℃、pH7.5、底物浓度 4%的条件下水解

荞麦蛋白 2 h。由于表 2 没有此组合，故有必要对其做

验证实验，经实验得此组合的条件下其水解度为

42.31%，高于表 2 中所有的实验结果。 

3  结论 

中性蛋白酶对荞麦蛋白具有较好的酶解作用。通

过试验最终确定了中性蛋白酶水解荞麦蛋白的最优条

件：加酶量 5000 U/g，温度 50 ℃，pH7.5，底物浓度

4%，水解时间 2 h，此条件下水解度可达 42.31%，如

果再适当延长酶解反应的时间，其水解度还会有适当

的增加。 
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食用柑橘类水果对健康有益 

有关柚子与处方药会相互作用的负面报道以及现在的食用低卡食物（low-carb diets）的潮流使柑橘类水果的

消费量持续下降。但最近又有诸多证据显示这些水果中的多种成分在对抗癌症、肥胖症和降低胆固醇方面有着多

种功效。在第 228 届美国化学学会全国年会上发表的研究报告《柑橘类水果对健康的潜在益处》（Potential Health 
Benefits of Citrus）指出：柑橘类成分可能有助于预防直肠癌（AGFD 129，130）；陈皮中的成分可以降低胆固醇

（AGFD 140）；柚子有助于减轻体重（AGFD 141）；此外，还有证据显示，柚子中的某些成分还有助于处方药发

挥疗效。 
（新闻来源：中国食品科技学会） 


