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蓝色乳胶微球标记喹诺酮免疫层析试纸条的研制 
 

刘冰，孙晓，高进，杨艳玲，吴秋月，生威，张燕，王硕 
（食品营养与安全教育部重点实验室，天津科技大学食品工程与生物技术学院，天津 300457） 

摘要：喹诺酮类药物作为广谱抗菌药被广泛应用在畜牧养殖业，但如果用药过程使用不规范就会导致兽药残留于动物源性食品

中，对于消费者的食用安全造成潜在的隐患。因此，建立一种检测喹诺酮类药物快速、简便的检测方法成为必然。本实验采用蓝色乳

胶微球作为标记材料，标记诺氟沙星单克隆抗体，优化建立蓝色乳胶微球标记的喹诺酮类免疫层析试纸条方法，为快速大通量检测食

品中兽药残留提供理论支持。通过优化试纸条的各项条件，方法检出限为 1 μg/L。选取可能存在兽药残留的猪肉、虾、鸡肉样品，进

行添加回收实验，样品检出限均为 10 μg/kg。建立的方法可检测环丙沙星，恩氟沙星，氟罗沙星，麻保沙星，依诺沙星，罗氟哌酸 6

种喹诺酮类兽药残留，试纸条稳定性良好，有效期至少为三个月。 
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Abstract: Quinolones were widely used in livestock breeding industry as the broad-spectrum antimicrobial drugs. However, veterinary 

drugs would remain in animal-derived foods if the use of quinolones was not standardized, causing the potential risks to consumers’ safety.. 

Therefore， it was inevitable to establish a rapid and simple detection method for quinolones. In this study, blue latex microspheres were used as 

a marker material to mark norfloxacin monoclonal, and the established method of blue latex microsphere-labeled quinolone 

immunochromatographic test strips was optimized to provide theoretical support for rapid detection of veterinary drug residues in foods. The 

detection limit of this method was 1 μg/L under optimized the conditions, and samples of pork, shrimp and chicken that might have veterinary 

drug residues were selected for the recovery test, the detection limits of the samples were all 10 μg/kg. The established method could detect 6 

quinolone residues, including  ciprofloxacin, enrofloxacin, fleroxacin, marbofloxacin, enoxacin and norfloxacin, and the test trips have good 

stability with an effective period of at least three months. 
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喹诺酮类药物是通过抑制 DNA 回旋酶和拓扑异

构酶，阻断 DNA 的复制而产生抗菌作用[1]。诺氟沙星

是第三代喹诺酮类抗菌药，会阻碍消化道内致病细菌

的 DNA 旋转酶的作用，阻碍细菌 DNA 复制，对细菌

有抑制作用。由于分子结构中引入了疏水性的氟原子

及亲水性的吡嗪环，诺氟沙星的抗菌活性得到提高，

并且具有抗菌谱广、高效、不良反应少等优点，在水

产养殖及畜牧养殖上广泛应用于细菌性疾病的预防与

治疗[2,3]。但由于半衰期长，容易在动物食品中的富集， 
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通过食物链到达人体，对人体代谢有干扰作用，而且 
还破坏和减少体内红细胞、白细胞[4]，还会导致细菌

耐药性增强以及危害生态环境，因而残留问题已引起

极大的关注[5]。许多研究人员先后建立多种针对诺氟

沙星残留的检测方法，微生物法[6]，超高效液相色谱-
串联质谱法[7]，高效液相法[8]，毛细管电泳-化学发光

法[9]。上述方法虽灵敏度高，但仪器昂贵，对操作人

员有较高要求，耗费时间长等问题，并不适合进行大

量样品筛查以及现场快速检测[10]。 
免疫层析技术是近几年兴起的快速检测技术，最

常见的形式是免疫层析试纸条技术，利用半抗原和抗

体的特异性反应，反应灵敏且迅速，成本低廉，适合

现场大量样品同时检测[11~13]，它结合了层析技术和免
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疫技术的特点，简单，快速，结果可直接观察。现有

试纸条的标记材料虽然很多，但各自缺陷也较明显，

例如上转换材料其合成过程复杂且不能裸视[14]；量子

点具有一定毒性，观察结果时需要仪器，不能裸眼可

视，制约了量子点免疫层析试纸条的推广及商业化
[15]；胶体金是目前商品化试纸条中使用最多的标记材

料[16]，胶体金的制备简单，颜色鲜艳，稳定性极佳，

但其信号放大成本高，灵敏度低且颜色单一；胶体碳

标记抗体耗时较长[17]，高质量商业化碳纳米颗粒较

少。 
乳胶微球是由高聚合材料合成的纳米级球形的标

记材料，根据表面官能团的不同可分为羧基化、氨基

化、巯基化乳胶微球[18]，可以包裹不同颜色染料，使

其颜色丰富，可满足多种实验的要求，大小均匀，与

胶体金相比，颗粒较大，用它作为标记材料，可以节

省抗体或抗原用量，成本更低，稳定性更好，灵敏度

更好，现已被广泛应用于免疫技术、临床诊断、细胞

学等生物医药等领域[19]，在食品检测领域应用较少。

本实验采用蓝色乳胶微球作为材料，建立喹诺酮类免

疫层析试纸条方法。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与仪器 

样品垫、结合垫、硝酸纤维素膜、黏性 PVC 底板、

吸水纸，上海金标生物科技有限公司；玻璃纤维、聚

酯纤维，上海金标公司；硝酸纤维素膜，美国 Millipore
公司；诺氟沙星标准品，中国兽医药品检查所；诺氟

沙星单克隆抗体和诺氟沙星半抗原 H3，实验室自制；

羟基琥珀酰亚胺（N-hydroxysuccinimide，NHS）、碳

化 二 亚 胺 （ 1-ethyl-3-[3-(dimethylamino) propyl] 
carbodiimide，EDC）、卵白白蛋白（OVA）、牛血清白

蛋白（BSA），美国 Sigma 公司；氢氧化钠（分析纯）、

碳酸氢钠、氯化钠，天津市化学试剂一厂；乙腈（分

析纯），德国 Merck 公司；诺氟沙星试剂盒，美国

REAGEN 化学试剂有限责任公司；ZK315B-1 真空干

燥箱，天津三水仪器有限公司；HM3035 三维往复划

膜仪、ZQ2000 全自动斩切机，上海金标生物科技有

限公司。 

1.2  实验方法 
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1.2.1  抗体的纯化 
采用正辛酸-硫酸铵沉淀法纯化小鼠腹水，具体纯

化操作步骤如下：取 2 mL 小鼠腹水，用 0.06 M、pH 
4.0 的醋酸钠-醋酸缓冲液进行 3 倍稀释，然后用 1 

mol/L NaOH 溶液调节溶液 pH 值为 4.8；向上述混合

溶液中逐滴加正辛酸，滴加过程要不断低速搅拌，0.5 
h 内加完，静止放置于 4 ℃冰箱 2 h，以除去腹水中的

杂蛋白和脂肪；取出后，4 ℃，14000 r/min 离心 30 min，
取上清，弃沉淀；向上清液中加入约其体积 1/10 PB
后用 NaOH 溶液将 pH 调至 7.4 左右；将上述溶液置

于 4 ℃条件，加入饱和硫酸铵继续搅拌 30 min；4 ℃，

5000 r/min 离心 15 min，弃上清留沉淀；用适量 pH 7.4 
PB 缓冲液溶解沉淀，但要少于纯化前的体积，4 ℃ PB
透析过夜；4 ℃，5000 r/min 离心 10 min，去除不溶性

沉淀，稀释一定的倍数。 
1.2.2  包被原的制备 

将 4 mg 诺氟沙星溶于 200 μL DMF 中，待全溶解

后，准确称取 6 mg NHS 和 20 mg EDC 加入上述溶液

中，在室温避光条件下连续搅拌反应 24 h，冰浴条件

下将上述溶液缓慢逐滴加入到含有 11 mg OVA 的 2 
mL PBS（pH 7.4）中，室温继续搅拌 3 h 后透析三天

取出并添加一定剂量的防腐剂后置于 4 ℃冰箱保存备

用。 
1.2.3  蓝色乳胶微球标记抗体的方法 

用 pH 5.5 mes 缓冲液洗涤 50 mg/mL 的蓝色乳胶

微球，重复 2 次，于 14000 r/min，4 ℃，离心 15 min；
将沉淀用 mes 缓冲液稀释至 1 mg/mL，4 ℃保存备用；

取 200 μL、1 mg/mL 蓝色乳胶微球，加入 4 µL、0.5 
mg/mL 的 EDC 与 NHS，在摇床反应 15 min；用磷酸

盐缓冲液洗涤已活化乳胶微球，重复 2 次，于 14000 
r/min，4 ℃，离心 15 min，将沉淀用磷酸盐缓冲液稀

释至 1 mg/mL，4 ℃保存备用；在搅拌速度 150 r/min
条件下将诺氟沙星抗体加入到上述蓝色乳胶微球溶液

中，在室温下，于摇床反应 1 h，得蓝色乳胶微球标记

抗体；加入 4 μL 20%BSA 封闭 15 min；于 14000 r/min，
4 ℃，离心 15 min；将最终沉淀用工作液重悬至 40 μL，
4 ℃保存备用。 
1.2.4  试纸条组装 

 
图1 免疫层析试纸条组装图 

Fig.1 Diagram of the immunochromatographic test strip 

吸水纸、PVC 背板、硝酸纤维素膜、样品垫、层

析垫共同构成了免疫层析试纸条（如图 1），将硝酸纤

维素膜贴在 PVC 背板上，将二抗和包被原喷涂在硝酸
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纤维素膜上，37 ℃干燥 12 h 后，一端与层析垫重叠相

连，另一端与吸水纸重叠相相连；层析垫与样品垫重

叠相连，组装好试纸条，用斩条机将组装好的试纸条

进行切割，置于干燥箱里保存备用。 
1.2.5  检测方法 
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图2 试纸条结果示意图 

Fig.2 Results of immunochromatographic test strip 

将用蓝色乳胶微球标记好的抗体置于微孔中，添

加一定量标品稀释液，混合均匀，将试纸条插入微孔

中，10 min 后即可读取结果。试纸条的原理是间接竞

争，所以，如果两条线都出现且颜色一致，即是阴性

样；如果 T 线颜色明显变浅或消失，即是阳性样；如

果 C 线不出现，此条无效。 
1.2.6  检出限的确定 

配制一系列的梯度标品溶液，浓度分别为 0 
ng/mL、1 ng/mL、2 ng/mL、5 ng/mL；将试纸条插入

微孔中，10 min 后读取结果。当 C、T 线有明显差别

时，最低标品浓度即为检出限。 
1.2.7  试纸条特异性的确定 

本实验选取 12 种喹诺酮类药物用标品稀释液将

其稀释至 0.1 mg/mL，用制备好的试纸条进行检测，

每种药物两组平行，观察试纸条的特异性，若在试纸

条的检测带区域 C、T 均有蓝色条带，表明试纸条无

交叉反应；若只有 C 线显色而 T 线无色则定为有交叉

反应；若 C 线无色则试纸条无效。 
1.2.8  实际样品的检测 
1.2.8.1  样品前处理 

取 1 g 样品，加入 0.2 mL 1 M NaOH，0.8 mL 乙

腈，高速漩涡 10 min，14000 r/min 高速离心 10 min，
用 PBS 稀释 10 倍。 
1.2.8.2  蓝色乳胶微球标记免疫层析试纸条检测实际

样品 
对阴性基质通过添加不同浓度的标准品后采用上

述前处理方法处理样品，得到提取液，采用试纸条检

测并确定实际样品的检出限。 
1.2.9  稳定性试验 

将优化好的试纸条密封保存，一个月，两个月，

三个月后，分别拿出密封干燥试纸条，浓度为 0 
ng/mL、1 ng/mL、2 ng/mL、5 ng/mL 诺氟沙星标准品

溶液，稀释标记后的抗体，观察显色情况及灵敏度。 
1.2.10  商业化试剂盒验证试纸条方法的有效

性 
购买市售喹诺酮 Elisa 试剂盒，按照说明对样品进

行前处理，并根据检测步骤，对其中喹诺酮含量情况

进行检测，同时，另取同样的样品，进行试纸条前处

理方法，进行试纸条方法检测，两种方法得到检测结

果进行比较，一致性好，说明试纸条方法有效性较好，

若有较大差异，分析产生原因，对试纸条方法进行改

进。 

2  结果与讨论 

2.1  检测限的确定 

活化乳胶微球的最佳 pH 值为 6.5，标记抗体时的

最佳 pH 值为 5.7，最适抗体量为 50 µg/mL，硝酸纤维

素膜为 MilliporeHF90s，二抗的稀释倍数为 1:60，包

被原的稀释倍数 1:40，微球标记抗体的稀释液为 PBS
缓冲液。制备标记抗体和免疫层析试纸条，配制一系

列梯度标品溶液，将试纸条插入一定量的标品溶液中，

层析结束后观察试纸条，如图 3 所示。 

 
图3 蓝色乳胶微球标记免疫层析试纸条检测限的确定 

Fig.3 Detection limit of immunochromatographic test strip 

labelled with blue latex microspheres 

随着诺氟沙星标品浓度的升高，检测线的颜色越

来越浅，当诺氟沙星标品浓度为 0 μg/L 时，质控线与

检测线出线且颜色基本一致；当诺氟沙星标品的浓度

为 1 μg/L 时，质控线与检测线有明显差别；当诺氟沙

星标品的浓度为 2 μg/L 时，检测线完全消失。所以，

该试纸条的检出限为 1 μg/L。 

2.2  特异性的确定 

选择喹诺酮类药物，萘啶酸，环丙沙星，西诺沙

星，恩氟沙星，氟罗沙星，奥林酸，吡哌酸，斯帕沙

星，麻保沙星，依诺沙星，罗氟哌酸进行交叉反应实

验，结果如图 4 所示，可以看出，有交叉的药物是环

丙沙星，恩氟沙星，氟罗沙星，麻保沙星，依诺沙星，

罗氟哌酸；因此试纸条可检测 6 种喹诺酮类药品残留。 
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图4 交叉反应实验结果 

Fig.4 Cross nes drugs  

注 星，

西诺沙

-reaction with other quinolo

：从左到右依次是PBS，诺氟沙星，萘啶酸，环丙沙

星，恩氟沙星，氟罗沙星，奥林酸，吡哌酸，斯帕沙星，

麻保沙星，依诺沙星，罗氟哌酸。 

 
图5 实际样品添加回收实验结果 

Fig.5 Recove cal samples 

2.3  

明显差异，随着诺氟沙星浓度的升高，检测

在实际样品中的检出限为 10 

2.4  

，T 线颜色有所变浅；因此有效性良好，灵敏

度有所下降。综合 有效期至少两个

月。

表1 稳定性实验

Ta ility of strips labelled microsph

保  果 

实际样品检测 

将提取液用标品稀释液进行稀释，当稀释 10 倍

后，使其显色情况和灵敏度与优化后一致，说明消除

了基质的影响。如图 5 所示，在鸡肉、虾、猪肉三种

样品中，当诺氟沙星的浓度为 10 μg/kg 时，质控线与

检测线有

线的颜色越来越浅，所以

μg/kg。 

试纸条稳定性 

将保存一个月、两个月、三个月的试纸条取出，

分别检测不同浓度的标品。 
结果显示，保存三个月的试纸条 C 线条带仍然清

晰可见

上所述，试纸条的

 
结果 

ble 1 Stab  with eres 

存时间 目测结

一个月 C++ T++ A++ 

两个月 C++ T++ A++ 
三个月 C++ T+ A++ 

注：C 质控线，T 检测

适中、灵敏度较好，“+”稍浅

ry experimental results of the practi

线，A 灵敏度，“+++”过深，“++”

。 

2.5  

如表 2 所示，

可见两种方法检测结果基本一致，表明本研究中建立

的免疫层析试纸条方法检测结果有效。 
法验证试纸条的有效性 

Table 2 Effectiveness of the strips validated by kits 

添加浓度/(μg/kg) 测定值/(μg/kg) 免疫层析试纸条检测结果(n=3) 

试纸条准确性 

试剂盒结果与试纸条结果进行比较，

表2 试剂盒方

样品 

0 - -，-，- 

虾 
10 +，+，+ 

47 0 

猪肉 

9.31 

20 18.54 +，+，+ 

50 .6 +，+，+ 

0 - -，-，- 

10 8.63 +，+，+ 

20 17.68 +，+，+ 

50 43 9 

鸡肉 

.7 +，+，+ 

0 - -，-，- 

10 8.53 +，+，+ 

20 19.02 +，+，+ 
50 47 5 .6 +，+，+ 
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3  结论 

本研究中，将蓝色乳胶微 为标记物，应用于

免疫层析试纸条中，通过优化微球的活化条件、蓝色

记抗体条件及免疫层析条件，建立了检测

喹诺
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[2] 

ood Chemistry, 2009

ation of enrofloxacin, ciprofloxacin 

[4] 

, QI Ke-zong, TU Jian, et al. Research 

l 

[5] 

cts 

imal food [J]. Chinese Journal of Animal Husbandry and 

 王金秋,马建民,夏曦,等.超 谱-串联质谱法同时

测定猪肌肉中 13 种喹诺酮 [J].质谱学报,2014,35 

(2):185-192 

matograpHy-tandem mass 

[8] , Brabcová I, Torres-Padrón M E, et al. 

): 140-146 

4):218-223 

 based on 

[12] 

inants in milk: A review [J]. Journal of Integrative 

sing multiplex dipstick immunoassay [J]. 

,45(1):35-41 

5  

 of 

球作

乳胶微球标

酮药物的蓝色乳胶微球免疫层析试纸条方法，试

纸条的检出限为 1 μg/L；检测时间为 10 min；特异性

良好，可以检测环丙沙星，恩氟沙星，氟罗沙星，麻

保沙星，依诺沙星，罗氟哌酸六种喹诺酮类药物；鸡

肉、虾和猪肉等实际样品中的检出限为 10 μg/kg；稳

定性较好，有效期至少为 3 个月。 
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