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摘要：盐酸克伦特罗是一种瘦肉精，在中国被禁止使用。根据免疫反应的规律，研究基于表面等离子体共振技术的生物芯片无标

记检测盐酸克伦特罗的方法，提出了连续检测法和快速检测法。连续检测法是在检测时交替通入待测样品和 PBS 缓冲液，检测完成

后才通入 SDS-HCl，实现芯片再生。该方法可以提高芯片的检测次数，延长使用寿命，适用于检测克伦特罗抗体、筛选抗体、研究

免疫反应动力学、建立标准曲线。快速检测法是在生物芯片制备和检测免疫反应过程中动态调整扫描角度，能有效提高检测灵敏度，

同时去除冗余的数据，检出限为 2 mg/L。检测了猪肉中提取的克伦特罗样品，浓度 2.75 μg/L。本文所采用的方法具有灵敏度高、操

作简便、快速、不需要标记、成本低、设备简单、对环境无污染等优点，有望实现大量样品的现场实时检测。 
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Abstract: Clenbuterol Hydrochloride, categorized as brown meat essence, is prohibited in China. Clenbuterol is detected by two methods 

of continuous and rapid according to the law of immune response. The methods are based on surface plasmon resonance by using the biological 

chip. They are capable of detecting anti-Clenbuterol without labeling. The continuous method renews the chip by injecting the sample and the 

PBS buffer solution alternatively and injecting SDS-HCl after detection. The method can increase the detection times and extend the life cycle of 

the biological chip, which is suitable for detecting anti-Clenbuterol, screening anti-Clenbuterol, studying immunoreaction kinetics and 

establishing standard curves. In addition, the rapid method can adjust the scan angle dynamically in the process of biological chip preparation 

and immune response detection, which can effectively improve the sensitivity of the detection, remove the redundant data simultaneously, and 

achieve the detection limit as high as 2 mg/L. Clenbuterol sample (2.75 μg/L) extracted from pork was detected. The proposed methods showed 

high sensitivity, user-friendly control, rapid detection, label-free analysis, low cost, simple construction, and environmentally friendly equipment. 

Both methods could achieve the real-time detection of substantial samples. 
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盐酸克伦特罗(Clenbuterol hydrochloride，CLB)

又称 “瘦肉精 ”，属于 β2-肾上腺素受体激动剂

（β2-addrenoeeptor agonists）。克伦特罗引起的食物中

毒事件近年来在国内外时有发生，1983年西班牙首次

发生克伦特罗食物中毒事件，1998 年和 2006 年分别

在香港和上海发生克伦特罗食物中毒事件。1997年，

中华人民共和国农业部下达文件，严禁 β-肾上腺素类

激素在饲料和畜牧生产中使用，在禁用激素类列表中，
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盐酸克伦特罗高居榜首。克伦特罗既不是兽药，也不

是饲料添加剂，但是可明显促进动物生长，并增加瘦

肉率，抑制脂肪的合成，因此一些饲养者或者饲料厂

仍在非法使用克伦特罗，提高肉用动物的瘦肉率，残

留在动物性食品中的克伦特罗严重危害人类健康。与

其它 β-兴奋剂相比，克伦特罗的生物利用度高，更易

出现中毒反应。食用含有盐酸克伦特罗的食品可能会

出现血糖升高、心律失常、腹痛、腹泻、过敏等不良

反应，其毒性高于具有相同功能的莱克多巴胺，所以，

必须要对克伦特罗在动物养殖过程中的非法使用进行

监控和检测。2002 年 9 月 10 日农业部、卫生部、国

家药品监督管理局发布了《禁止在饲料和动物饮用水

中使用的药物品种目录》，盐酸克仑特罗和莱克多巴胺

等 7 种“瘦肉精”被列为禁用药品。目前，检测盐酸

克伦特罗的主要方法是气相色谱 -质谱法（Gas 

Chromatograph-Mass Spectrometer-computer，GC-MS）
[1] 、高效液相色谱法（ High performance liquid 

chromatography，HPLC）[2~3]、酶联免疫吸附法（Enzyme 

linked immunosorbent assay，ELISA）[4]、液相色谱-

质谱/质谱法（HPLC-MS/MS）[5]。这些方法的缺点是

样品处理时间长，检测过程烦琐、难于操作，污染环

境，仪器价格昂贵，在实际应用中受到限制[6]。表面

等离子体共振生物芯片不需要标记就可对分子间的相

互作用进行实时监测，已被广泛用于药物分析、食品

分析、环境监测等许多领域[7~14]。 

本研究利用自行研制的便携式表面等离子体共振

（Surface plasmon resonance，SPR）生物传感器，根

据免疫反应的特异性，研究克伦特罗抗原、抗体的相

互作用，分析动力学反应过程，建立标准曲线，并提

出克伦特罗的连续检测法和快速检测法。连续检测法

是连续检测多个样品后再对生物芯片表面通入再生

液，实现芯片再生，从而简化了检测过程，提高了芯

片的使用寿命。快速检测法是通过动态设置检测参数，

在免疫反应阶段提高单次检测速度，获取更多数据，

提高灵敏度；在芯片制备阶段延长单次检测时间，去

除冗余数据。与传统生化分析方法相比，本研究利用

便携式仪器，提出的方法操作简便，无需标记，非破

坏性，成本低，可进行现场大量样品的实时连续检测

和快速筛选，适用于超市、集市、工厂等需要实时检

测的场所，进行质量监控。 

1  实验部分 

1.1  仪器、试剂与材料 

自行研制了便携型 SPR 检测仪，由光路系统、机

械扫描系统、样品输送系统、生物传感芯片、控制及

分析软件组成，用电学方法控制入射光角度的改变，

由光电池检测反射光光强的变化，灵敏度高，方法简

便易行。 

盐酸克伦特罗标准品（Clenbuterol Hydrochloride，

100 g/mL的乙醇溶液）由农业部环境保护科研监测

所提供，分子量为313.7；克伦特罗-牛血清白蛋白

（CLB-BSA）耦联物、克伦特罗抗体（anti-CLB）购

于广州弗赛生物科技有限公司；猪肉中提取的克伦特

罗样品由中国广州分析测试中心提供；巯基十一酸

（HS(CH2)10COOH）、巯基己酸（HS(CH2)6OH）、N-

羟基琥珀酰亚胺（N-Hydroxysuccinimide,NHS）、碳二

亚胺（N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcardbodiimid 

hydrochlorid, EDC）、乙醇胺（Eth）、十二烷基硫酸钠

（SDS）购于美国 Sigma 公司；其它试剂购于北京化

学试剂公司。免疫反应的缓冲液是 PBS 缓冲液（2 

mmol/L NaH2PO4, 2 mmol/L Na2HPO4, 150 mmol/L 

NaCl, pH 7.4），盐酸克伦特罗标准品（CLB）、克伦特

罗衍生物（CLB-BSA）、克伦特罗抗体用PBS 缓冲液

稀释成相应浓度的溶液。 

1.2  生物芯片制备 

 
图 1 克伦特罗免疫检测示意图 

Fig.1 Scheme of Clenbuterol(CLB) immune detection 

在直径 20 mm 厚度 1 mm 的圆形玻璃片上沉积

50 nm的金。将镀有金膜的传感芯片固定到仪器上，

安装好流通系统，通入PBS 缓冲液，基线稳定几分钟

后进行生物芯片的自组装，流通池中通入 1 mM 的

HS(CH2)10COOH（巯基十一酸）和 HS(CH2)6OH（巯

基己酸）的乙醇溶液，质量比（M/M）是 1:9，对金

膜表面进行化学修饰 2 h，然后通入PBS 缓冲液清洗。

基线稳定后加入0.1 mol/L的NHS和0.1 mol/L的EDC

混合液（1:1, V/V），活化芯片表面 15 min，之后用PBS

冲洗 2 min，这时的基线比活化前略有升高。然后进

行生物探针的固定。连续检测法和快速检测法，均在

生物芯片表面固定克伦特罗衍生物（CLB-BSA），作

为生物探针，固定时克伦特罗衍生物浓度为 83 mg/L，

此时 SPR 响应值明显升高，30 min 后通入 PBS 冲洗 2 

min，响应值只有小幅下降，说明探针固定效果较好。
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加入 1 mol/L的乙醇胺（pH 8.5）封闭灭活剩余的酯键，

5~7 min，PBS 冲洗后，生物芯片制备完成，可用于下

一步的免疫检测。如图 1 所示，克伦特罗免疫反应的

示意图。 

2  结果与讨论 

2.1  连续检测 

克伦特罗免疫反应完成后，通入SDS-HCl可实现

抗原-抗体结合物从芯片表面解离，但是对芯片表面有

很强的破坏性，影响芯片的检测次数和使用寿命，并

且会改变基线的位置，影响检测结果的准确性。因此

要尽量减少使用酸或碱洗脱、再生芯片的次数。 

 
图 2 表面等离子体共振生物芯片检测克伦特罗的免疫曲线 

Fig.2 Sensorgram showing the immune response curve of the 

SPR for Clenbuterol on the biosensor 

SPR 检测克伦特罗免疫反应得到的曲线为对数增

长的曲线，先快后慢，逐渐趋于平缓，最后免疫反应

达到饱和。如图 2所示，克伦特罗免疫反应速度较慢，

在起始阶段（8 min 内）待测物与芯片表面探针结合

的相对响应值与时间近似呈线性关系，通常 8 min 以

后反应速度才趋于平缓，15 min 后才会达到平衡，并

且当生物芯片表面固定的生物探针较多，待测样品的

浓度不高时，起始阶段探针与待测物的结合数量少，

只占芯片表面探针的小部分，对后面加入的样品中待

测物与芯片探针的结合影响很小。解离速度与抗体本

身的性质、温度以及缓冲液成分有关。克伦特罗免疫

反应完成后，通入 PBS 缓冲液使抗原-抗体结合物解

离，解离速度很慢。 

基于以上分析，本文提出连续检测克伦特罗的方

法。检测时交替通入待测样品和PBS 缓冲液，可得到

克伦特罗连续检测曲线，一组样品检测完成后才通入

SDS-HCl使抗原-抗体结合物解离，实现芯片再生。该

方法减少了用酸或碱洗脱的次数，简化了实验步骤，

节省反应时间，延长芯片的使用寿命和使用次数，大

大降低了成本。 

 

图 3 利用表面等离子体共振生物芯片连续检测克伦特罗的动

力学曲线 

Fig.3 Sensorgram of continuous detection method for 

Clenbuterol with surface plasmon resonance(SPR) biosensor 

注：1.PBS；2. 2 mg/L 的 anti-CLB；3. 4 mg/L 的 anti-CLB；

4. 8 mg/L 的 anti-CLB；5. 16 mg/L 的 anti- CLB；6. 32 mg/L 的

anti-CLB；7. SDS-HCl。 

 
图 4 连续法检测不同浓度克伦特罗的 SPR曲线对比 

Fig.4 Responses of Clenbuterol with different concentrations by 

continuous detection method 

生物芯片表面固定克伦特罗衍生物 CLB-BSA，交

替通入含有不同浓度 CLB 抗体的待测溶液和 PBS 缓

冲液，动态检测曲线如图 3 所示。其中包括五个连续

检测的过程，平台1是反应前PBS缓冲液形成的基线，

2~6 五个上升部分分别对应 CLB抗体浓度为 2 mg/L、

4 mg/L、8 mg/L、16 mg/L和 32 mg/L。每个上升阶段

后的平台或略有下降的部分是通入 PBS 缓冲液时

CLB抗体从芯片表面解离的过程，解离速度较慢。2~5

过程，随着样品中抗体浓度增大，反应速度逐渐增快。

图中 6 对应的样品浓度虽然比 5 高，但是SPR 响应值

上升的速度比 5 略慢，原因是芯片表面的抗原

（CLB-BSA）一部分与样品中的抗体结合了，芯片表

面剩余的抗原数量减少，虽然样品中有更多抗体，但

是抗原-抗体结合速度下降，检测曲线上升趋势放缓。

现场实际检测中，如果减少单个样品的检测时间，可

以对更多组别的样品进行连续检测。该方法省略酸或

碱洗脱的步骤，减少了实验步骤，简化了芯片再生过
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程，降低测量成本，有利于推广到大量样品的现场检

测。 

 
图 5 连续检测 CLB 抗体的标准曲线 

Fig.5 Calibration curves of anti- Clenbuterol with the 

continuous detection method 

注：CLB 抗体浓度是 2 mg/L、4 mg/L、8 mg/L、16 mg/L

和 32 mg/L。 

图 4 是这一组样品 SPR 检测的共振曲线（扫描范

围为 2°），随样品浓度的增大，生物芯片表面抗原-抗

体结合物的质量增加，共振角增大，SPR 响应值增大。

图 5 是连续检测 anti-CLB的标准曲线，室温 20±1 ℃，

以通入样品免疫反应 5 min 时的相对响应值为纵坐

标，样品中 CLB抗体的浓度为横坐标，可见0~15 mg/L

浓度的样品SPR 响应值与浓度基本呈线性关系。实际

样品的检测，可依据标准曲线得出样品中待测物的浓

度。 

2.2   快速检测 

本研究采用角度扫描方式的生物传感器，为提高

检测的精度、降低样品的检测限并缩短测量时间，提

出了一种快速检测法，减小扫描步长，动态调整角度

扫描范围。免疫反应主要研究抗原与抗体的结合过程，

为提高检测灵敏度、更好的研究免疫反应的动力学，

则需要在相同反应时间内获得尽可能多的测量点。例

如克伦特罗样品检测阶段（免疫反应），将扫描范围设

置为 2°，完成一次扫描耗时约 12 s。若调整角度扫

描范围为 1°，这时扫描一次的时间约 6 s，当保持扫

描步长不变，在相同的反应检测时间内可获得的测量

点数将增加近 1 倍。图 6 是两种角度范围检测免疫反

应的响应图，固定了 CLB 衍生物的生物芯片检测 10 

mg/L anti-CLB 的检测过程。阶段 1 是 PBS 形成的基

线；阶段 2 是用 2°的扫描范围检测免疫反应曲线；

15 min 后通入 SDS-HCl洗脱，对应过程3；然后通PBS

缓冲液，此时响应值先升高，后下降，回到基线，对

应过程 4；阶段 5是小角度范围扫描，扫描范围是 1°。

可见分别用 2°和 1°的扫描范围，不影响检测结果，

但由于点数增加后者曲线更加平滑。 

 
图 6 两种角度扫描范围的免疫反应响应曲线 

Fig.6 Responses of the detection for Clenbuterol with different 

angle scanning ranges 

注：1.PBS；2.2°角度扫描范围检测的免疫反应曲线；

3.SDS-HCl；4.PBS；5.1°角度扫描范围检测的免疫反应曲线。 

 
图 7 两种角度扫描范围的共振曲线对比 

Fig.7 The resonance curve of Clenbuterol immunoreaction with 

different angle scanning ranges 

如图 7 所示，分别对两种角度范围扫描时SPR 曲

线对比，结果证明，共振角不变，改变角度扫描范围

不影响检测结果。因此在检测过程中动态调整角度扫

描范围，生物芯片制备（芯片修饰、活化、探针固定

和封闭）时，耗时较长，将扫描角度范围加大，记录

的数据主要是共振角，相同时间内记录的数据减少，

去除了冗余的数据。免疫反应时可动态调整扫描范围

和扫描步长，更好地研究免疫反应的动力学，提高检

测灵敏度，降低检出限。生物芯片表面固定克伦特罗

衍生物 CLB-BSA，直接检测克伦特罗抗体，检出限可

达到1 mg/L。在猪肉中提取克伦特罗，样品浓度为2.75 

μg/L，工作抗体浓度250 μg/L，检测结果如图 8所示。

阶段 1、3 是 PBS 基线，2 是芯片活化，4 是生物芯片

表面固定 CLB-BSA，5 是固定后PBS 清洗，6 是乙醇

胺封闭灭活，7、9、11 是 PBS 清洗，8为检测猪肉中

提取克伦特罗样品，10 为空白对照。可见，含有克伦

特罗的样品与对照组SPR 响应值有明显区别，能够在

实际检测中应用。 
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图 8 检测猪肉中提取的克伦特罗样品 

Fig.8 Detected clenbuterol sample extracted from pork 

3  结论 

3.1  与传统生化分析方法相比，SPR 生物芯片检测克

伦特罗具有免标记、只需单一抗体、所需样品量少、

可迅速给出定量结果、研究反应动力学等一系列优点。

本文提出了两种改进的 SPR 生物芯片检测克伦特罗

的方法，连续检测法适用于对样品中抗体的检测、大

量抗体的筛选、反应动力学研究等。快速检测法检测

克伦特罗，能去除冗余数据，缩短检测时间，不仅适

用于基础研究，还适用于抗体的筛选、大量样品现场

检测等。基于表面等离子体共振的生物芯片检测一个

克伦特罗样品大约需要 3~7 min，一组样品总体约耗

时 50 min。课题组开发了便携式的 SPR 生物芯片检测

系统，将连续检测法与快速检测法结合，不需荧光染

色剂等化学物质，对环境无污染，检测时间短，尤其

适用于食品质量监控的各个领域，对猪肉中提取的样

品进行了检测，有望实现大量样品的现场实时检测。 

3.2  免疫反应检测时间应根据抗原-抗体响应值的大

小，结合实际检测要求进行设定。免疫反应时间越长，

反应越充分，可有效降低样品的检出限。通常克伦特

罗抗原-抗体的反应在 360 s 内没有达到饱和状态，如

果延长反应时间，能降低检出限。 
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