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基于 PtNPs-PV 的双重放大免疫比色法检测肉中 
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摘要：本文提出了一种免疫比色方法用于检测猪肉中莱克多巴胺的残留。该方法结合了抗原抗体特异性结合的高选择性特点和

胶体铂颗粒（PtNPs）与多聚酶螯合物复合物（PtNPs-PV）的信号放大效应，能特异、灵敏地检测样品中痕量的莱克多巴胺（Ractopamine，

RAC）残留。多聚酶螯合物（PowerVision，PV）上含有二抗和大量的辣根过氧化物酶（Horseradish Peroxidase，HRP），与抗体特异

结合的同时催化底物二氨基联苯胺（3,3’-diaminobenzidine，DAB）产生显色沉淀，并且胶体铂颗粒（PtNPs）也能催化 DAB 产生显

色沉淀与复合物，从而达到双重放大效果。通过测定 DAB 沉淀吸光度的变化能对应计算样品中莱克多巴胺的残留量。结果表明，在

优化的测定条件下，该方法具有较高的检测灵敏度并在 0.05~20 ng/mL 范围内具有良好的相关性，R2=0.992，检测下限是 0.025 ng/mL。

所提出的方案具备灵敏度高、选择性强、准确性高且检测速度快等优点，可以适应猪肉中莱克多巴胺残留的现场检测需求。 
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Abstract: A colorimetric immunoassay for the detection of ractopamine (RAC) residues in pork is presented in this study. This method 

combined the high selectivity of antigen-antibody specific binding and the signal-amplification effect from the complex of colloidal platinum 

nanoparticles (PtNPs) and the PowerVision (PV) agent. It could detect RAC residues at ultra-trace levels specifically and sensitively. The 

secondary antibodies and a large amount of horseradish peroxidase (HRP) contained in the PV agent can specifically bind with antibodies and 

catalyze the substrate 3,3'-diaminobenzidine (DAB) to generate colored precipitates. PtNPs can also catalyze DAB to produce colored 

precipitates and complexes, thereby, achieving a double amplification effect. The amount of RAC residues in the sample can be calculated by 

measuring the changes in the absorbance of DAB precipitation. Under the optimized assay conditions, this method exhibited a high detection 

sensitivity and a good correlation in the range of 0.05~20 ng/mL with R2 = 0.992 And the detection limit was 0.025 ng/mL. This approach 

showed many advantages,including high sensitivity, selectivity, and accuracy as well as rapid detection,which can meet the requirement of onsite 

surveillance of RAC residues in pork. 
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哮喘症状，从而常被作为兽药使用；同时由于其有增

长肌肉、减少脂肪蓄积等功能也常被添加到饲料中[1]。

莱克多巴胺作为 β2 受体激动剂的一员是一种人工合

成的克仑巴安，正被作为一种新型瘦肉精在一些养猪

场使用[2]。我国农业部、卫生部、国家食品药品监督

局联合发布的《禁止在饲料和动物饮用水中使用的药

物品种目录》中规定禁止莱克多巴胺作为生长促进剂
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在饲料中使用。因此，一种快速、高灵敏的莱克多巴

胺痕量残留检测方法是保证食品安全的重要手段。 

目前，大量的检测手段已经研究并用于莱克多巴

胺的检测，其中较精确可靠的如气相色谱（GC）、液

相色谱（LC）以及它们与质谱联用法（GC-MS、

LC-MS）[3~5]。但它们都存在仪器操作复杂、仪器昂

贵、耗时长等问题，这些问题使得它们很难用于现场

快速筛查。快速检测试纸条虽然方便但仅能做到定性，

不能定量。因此，比色法检测应运而生，它既结合了

传统的抗原抗体的特异性，同时有比色法的低成本及

快速响应性，从而在食品、医学等方面有其巨大的应

用价值。市场上使用的 ELISA 试剂盒虽然快捷有效，

但仍存在检测限太高的问题，已经难以适应现今禁止

添加的要求而存在假阴性。我们致力于寻找一种高聚

HRP 酶载体以达到信号放大的方法。 

 

图1 竞争性免疫检测原理图 

Fig.1 Schematic diagram of the competitive immunoassay 

注：信号探针的制备过程（A）；酶标板包被莱克多巴胺

偶联抗原（RAC-BSA）（B）；免疫复合物制备及显色检测（C）。 

PowerVision（PV）是一种多聚酶螯合物，含有

二抗和大量 HRP 酶[6]，相较于传统酶标抗体，该试剂

增加了单位抗体上标记的 HRP 酶，通过增加 HRP 酶

含量的方法达到信号放大的目的。由于其超强的放大

效应，该试剂常被应用于免疫组化实验以达到高效染

色目的。同时，FAN Jia
[7]等对胶体铂颗粒（PtNPs）

催化效应有一定研究，并发现 PtNPs 对 HRP 催化底物

DAB 有很强催化效应。并且，PtNPs 合成步骤简单、

颗粒稳定、有很强的生物相容性，能与酶蛋白结合且

不会影响其催化效应，常被用来负载蛋白酶。因此，

我们通过 PtNPs 标记 PV 来代替传统试剂盒的酶标

抗体，共同催化底物 DAB 产生颜色变化，以达到双

重放大效果，从而实现食品中莱克多巴胺痕量残留的

快速、灵敏、高特异性检测。具体实验原理如图 1 中

所示。但是，目前国内外还没有公开任何关于利用

PtNPs-PV 复合物作为酶标抗体来检测莱克多巴胺的

免疫比色法的相关研究报道。 

1  材料与方法 

1.1  实验仪器与试剂 

莱克多巴胺 ELISA 检测试剂盒、莱克多巴胺偶联

抗原（RAC-BSA）、莱克多巴胺抗体（anti-RAC）和

克伦特罗购自北京华安麦科生物技术有限公司。PV

购自北京中杉金桥公司。RAC（99%）购自德国 Dr. 

Ehrenstorfer 有限公司。沙丁胺醇、氯铂酸、硼氢化钠

购自阿拉丁化学试剂。盐酸多巴胺以及酪蛋白购自

Sigma-Aldrich 公司。二氨基联苯胺（DAB）购自北京

伯乐生命科学发展有限公司。牛血清白蛋白（BSA）

购自北京索莱宝科技有限公司。磷酸盐缓冲液（PBS, 

0.01 mol/L pH 7.2~7.4）购自北京索莱宝科技有限公

司。实验所用 PBST 洗液由 PBS（0.01 mol/L pH 

7.2~7.4）和 0.05%（V/V）Tween 20 混合而成。酶标仪

为 TECAN Infinite 200 PRO，扫描波段为 230~1000 

nm。透射电镜为日本日立 H600 透射电子显微镜。 

1.2  PtNPs 的制备 

胶体铂颗粒的制备参照 YAN Zhong-dan 等[8]所报

道的方法合成。为了制备胶体铂颗粒，所有的玻璃器

皿都预先经王水浸泡。在烧杯中加入 2 mL 1%的氯铂

酸，轻搅 5 min 后迅速加入 5 mL 10 mmol/L 的硼氢化

钠还原，室温下剧烈搅拌，反应液迅速变为黑灰色。

反应结束后通过离心分离除去杂质，反复清洗至少 3

次，最后定容至 2 mL，在 4 ℃条件下保存备用。 

1.3  信号标签的制备 

在低温条件下，取步骤 1.2 中所制备的胶体铂颗

粒 1 mL，轻微搅拌一段时间，在搅拌条件下缓慢滴加 

1 mL PV 试剂并搅拌过夜；在低温条件下，向制好的

PtNPs-PV复合物中加入1% BSA以封闭PtNPs上多余

的键位，在 4 ℃条件下保存备用。 

1.4  酶标板包覆抗原 

酶标板包被参照李轶等[9]所报道的方法并加以相

应修改。在空白的 96 孔酶标板中每孔加入 100 µL 3 

µg/mL RAC-BSA 作为包被原进行酶标板的包被。该

酶标板在 4 ℃条件下孵育过夜，并用 PBST 洗板三次，

以除去游离的 RAC-BSA；经清洗后的酶标板用 3%酪

蛋白溶液作为封闭液对多余位点进行封闭，每孔加入

200 µL，4 ℃孵育过夜，PBST 洗板 3 次。 
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1.5  免疫复合物的制备 

该免疫复合物由包被于酶标板板底的莱克多巴

胺抗原、抗体、PtNPs-PV 复合物组成，其合成方法参

照莱克多巴胺 ELISA 检测试剂盒的操作步骤。板底所

包覆的莱克多巴胺偶联抗原与样品中的莱克多巴胺游

离单体竞争所加入的抗体。通过洗板去除游离的抗原

抗体结合物以及其它游离物仅余固定在板底的抗体。

再加入 PtNPs-PV 复合物与板底的抗体特异结合，经

孵育和洗板，留下莱克多巴胺抗原、抗体、PtNPs-PV

所组成的免疫复合物。该免疫复合物的量随样品中莱

克多巴胺的增加而减少，呈竞争性关系。最后加入

DAB 显色，进行比色分析。 

1.6  真实样品检测 

真实样品的处理过程根据莱克多巴胺检测试剂

盒的操作步骤[10]并作少量改变。准确称量 1.00±0.05 g

猪肉样品，装入离心管中，并向离心管里加入 50 mL 

0.01 mol/L pH=7.4 的磷酸盐缓冲液，使用高速分散器

充分涡动混匀；分别加入适量的莱克多巴胺，超声振

荡 15 min，然后在 4 ℃下离心 5 min，取上清液，加

入2 M氢氧化钠溶液调节pH值至6.5~7.5，静置5 min，

取上清液 20 μL 在 4 ℃下保存备用。具体分析方法根

据 1.5 中所述的免疫复合物制备过程进行，得到的免

疫复合物中加入 DAB 的 A 液和 B 液各 50 µL，避光

孵育；所得到的 DAB 显色产物通过酶标仪测定吸光

度。 

1.7  数据统计 

Origin 9.0.0（OriginLab OriginPro 9.0.0，Origin，

Electronic Arts Inc，Cary，Microsoft Windows，USA，

2011）用于数据分析和绘图。 

2  结果与讨论 

2.1  信号探针的表征 

为了验证本文所提出的信号探针的合成是否成

功，我们分别用透射电镜和紫外分光光度计对其进行

表征。图 2a 为胶体铂的透射电镜图，单纯的胶体铂颗

粒粒径较小，大约在 8 nm 左右，通过 TEM 电镜图 2a

和图 2b 的对比可以看出，相对于单纯的胶体铂颗粒，

结合了 PowerVision 的胶体铂有明显的阴影，这表明

胶体铂颗粒和 PowerVision 确实有结合。 

为了进一步证明，我们使用紫外分光光度计对单

纯的胶体铂颗粒、PowerVision 试剂以及它们的结合物

进行表征，结果如图 3 所示。单纯的胶体铂颗粒在

230~1000 nm 范围内无明显吸收峰，仅在 300 nm 以下

有一定吸光度，见图3a。单纯的PV在280 nm、376 nm、

506 nm 处有吸收峰，如图 3c 所示。图 3b 为用 BSA

封闭后的信号探针，它同时拥有单纯的胶体铂颗粒和

PV 的特征吸收峰，其较大的蛋白吸收峰部分来源于

BSA。这说明胶体铂和 PowerVision 试剂结合而成的

PtNPs-PV 复合物已成功合成。 

  

a                       b 

图2 信号探针的TEM表征 

Fig.2 Characterization of signal probes by TEM 

注：单纯的 PtNPs 颗粒（a）和 PtNPs-PV 复合物（b）。 

 
图3 免疫复合物的UV-Vis表征 

Fig.3 Characterization of the immune complex by UV-Vis 

注：单纯的胶体铂颗粒（a）、PtNPs-PV 复合物（b）以及

PowerVision（c）。 

2.2  特异性、重现性和稳定性 

为了评估所提出的胶体铂-多聚酶双重放大比色

法检测莱克多巴胺的方法特异性，我们将包括沙丁胺

醇（SAL），克伦特罗（CLE）和多巴胺（DOA）等多

种 β-agonists 作为干扰物质进行检测，结果如图 4 所

示。实验在最优条件下检测 8.1 ng/mL 的莱克多巴胺、

多巴胺、沙丁胺醇、克伦特罗的纯样。从结果可知，

该方法能检测到 8.1 ng/mL 的莱克多巴胺，但是对相

同浓度的多巴胺、沙丁胺醇、克伦特罗没有显著反应，

这是由于该方法利用了免疫反应抗原抗体特异性结合

的原理，这使得该方法的特异性较高。同时，还检测

A B 
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了 8.1 ng/mL 沙丁胺醇、克伦特罗、多巴胺与同质量

莱克多巴胺的混合物以及上诉多种 β-agonists 的混合

物。从结果可知，这些干扰物对该免疫反应结果没有

显著影响，并且这些干扰物的混合对检测结果也没有

显著影响，交叉反应结果均小于 1%。结果表明所提

出的免疫方法对莱克多巴胺的实时监测具有极高特异

性。 

 
图4 所提出的胶体铂-多聚酶双重放大比色法检测莱克多巴胺

的方法特异性 

Fig.4 Specificity of the proposed PtNPs-PV dual amplified 

colorimetric method to detect RAC 

注：图中从左到右分别为 8.1 ng/mL 的莱克多巴胺、多巴

胺、沙丁胺醇、克伦特罗和 8.1 ng/mL 的多巴胺、沙丁胺醇、

克伦特罗与莱克多巴胺的混合物以及上述所有成分的混合物。 

该免疫放大反应的重现性根据批内、批间的变异

系数（CV）进行评价。用同一批信号探针 PtNPs-PV

复合物对低、中、高浓度（0.3 ng/mL、2.7 ng/mL、8.1 

ng/mL）的 3 份 RAC 标准品重复测定 10 次，进行批

内试验。3 份 RAC 标准品的批内变异系数分别为

2.8%、3.6%、3.4%。对同一份 RAC 标准品连续测定

10 d 进行批间试验。3 份 RAC 标准品的批间变异系数

分别为 3.1%、3.7%、3.5%。 

此外，合成的免疫信号探针 PtNPs-PV 复合物在

4 ℃下保存 30 d 观察其稳定性，发现与刚合成的时候

相比仍有 98.1%的效应。这说明信号探针具有良好的

贮存稳定性。 

2.3  条件优化 

为了使所提出的免疫放大反应达到最佳状态，我

们对可能影响其效率的孵育温度进行了优化。反应的

温度可能会影响抗体的活性从而影响检测结果。为此，

我们研究了 20 ℃到 50 ℃范围内温度对免疫反应结果

的影响。从图 5 可以看出，在较低温度条件下，吸光

度随着温度的升高而增大，温度在 35~40 ℃时检测到

的反应产物吸光值较大，此后随温度的持续升高，吸

光值下降。这可能是由于低温下 PV 上的 HRP 酶活性

受到一定的抑制，而高温可能引起蛋白结构变化甚至

失活。因此，实验过程中控制温度在 37 ℃使反应达到

最佳条件。 

 
图5 不同孵育温度对检测结果的影响 

Fig.5 Influence of different incubation temperatures on the test 

results 

2.4  不同信号探针的放大效应 

实验通过对比 ELISA 试剂盒中的 HRP 酶标记抗

体、单纯的 PV 以及 PtNPs-PV 复合物的催化效应得到

不同的信号探针的放大效果。在优化条件下用竞争法

测浓度分别为 0.05、0.1、0.3、0.9、2.7、8.1 ng/mL 的

莱克多巴胺样液在使用不同信号探针时对 DAB 的催

化效果。实验结果如图 6 所示，图 6a 为 HRP 酶标记

抗体作为信号探针，图 6b 对应单纯的 PV，图 6c 代表

PtNPs-PV 复合物的催化效应。对比各曲线可以发现，

在使用 ELISA 试剂盒 HRP 酶标记抗体作为信号探针

时，DAB 的显色结果随抗原量的增加而下降，但是下

降的趋势不够明显，在抗原浓度较低时变化趋势较小；

在使用单纯的 PV 作为信号探针时，显色结果变化较

使用 ELISA 试剂盒的 HRP 酶标记抗体作为信号探针

时大，然而对低浓度抗原的检测效果不够明显；本文

所提出的 PtNPs-PV 复合物做为信号探针对显色底物

DAB 的催化作用明显，其检测结果符合传统 ELISA

的检测趋势，同时放大效果显著。 

所提出的 PtNPs-PV 复合物作为信号探针对显色

底物DAB的催化效果是由于PV和PtNPs胶体颗粒的

双重放大。PV 作为一种高聚酶螯合物，拥有极高含

量的 HRP 酶，能高效催化底物 DAB。同时单纯的

PtNPs 胶体颗粒对显色底物 DAB 也有明显的催化效

果，如图 7 所示，从正下方顺时针分别为 DAB 原液

和不同浓度（浓度逐渐增加）的 PtNPs 胶体颗粒对一

定量 DAB 的催化结果以及 PtNPs 胶体颗粒原液。从

图中可以发现，随着 PtNPs 胶体颗粒浓度的增加，其

对 DAB 的催化效果相应增加。因此，本文用 PtNPs-PV

复合物作为信号探针能够实现双重放大从而实现高灵
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敏度检测的目的。 

 
图6 不同的信号探针的催化效果图 

Fig.6 Catalytic effect of different signal probes 

注：HRP 酶标记抗体（a）、PV（b）以及 PtNPs-PV（c）。 

 
图7 PtNPs对底物DAB催化效果图 

Fig.7 DAB catalyzed by PtNPs 

注：从正下方顺时针分别为 DAB 原液和不同浓度（浓度

逐渐增加）的 PtNPs 对 DAB 的催化结果以及 PtNPs 原液。 

2.5  标准曲线 

 
图8 不同浓度RAC存在下，反应结果吸光度与RAC浓度的关系 

Fig.8 Relationship between the absorbance and RAC 

concentration 

在最优条件下，用所提出的免疫比色方法检测不

同浓度的莱克多巴胺，结果如图 8 所示。所测浓度分

别为 0.025、0.05、0.1、0.3、0.9、2.7、8.1、20、40、

80 ng/mL 时，莱克多巴胺的浓度与吸光值的关系呈现

较为完整的倒“S”型曲线。同时，浓度在 0.05-20 ng/mL

时，浓度与吸光值呈线性关系，如图 8 右上角的附图

所示，该线性方程是 y=2.24-1.17 log CRAC，R
2
=0.992。

该方法的检测限达到 0.025 ng/mL，能实现现场高灵敏

检测。表 1 所示为本方法与文献报道的相比较，从表

1可以看出基于PtNPs-PV的双重放大免疫比色法有较

高的灵敏度，其检测限低，仪器简单。这表明 PtNPs-PV

复合物可以显著放大信号从而实现环境中痕量 RAC

的检测。 

 

表 1 所述免疫比色法与其他方法的比较 

Table 1 Comparison of the proposed method with other reported methods for RAC detection 

检测方法 检测限/(ng/mL) 检测范围/(ng/mL) 文献号 

MEPS-HPLC-UV 3 10~2000 DU Wei 等[11] 

气相色谱-质谱法 0.5 5~100 王培龙等[12] 

荧光淬灭横向流动传感器 0.16 0.32~5.00 SHI Cong-ying 等[13] 

ELISA 方法 0.1 0.098~25 王凤侠等[14] 

本文方法 0.025 0.05~20  

表2 所述方法与传统ELISA方法对实际样品检测结果的比较 

Table 2 Comparison of RAC levels in pork samples by using the proposed method and traditional ELISA 

样品

编号 

 本文方法/(ng/mL)   ELISA 方法/(ng/mL)  

实测值
/(ng/mL) 

加标量
/(ng/mL) 

测量值
/(ng/mL) 

回收率
/% 

实测值
/(ng/mL) 

加标量
/(ng/mL) 

测量值
/(ng/mL) 

回收率
/% 

1 - 0.10 0.11 ± 0.03 110  - 0.10 - - 

2 - 1.00 0.98 ± 0.02 98.0  - 1.00 1.02 ± 0.01 102 

3 - 5.00 5.06 ± 0.02 101  - 5.00 5.03 ± 0.03 101 

注：- 表示未检出。 

2.6  真实样品分析 
为了进一步测试所提出的 PtNPs-PV 复合物双重

放大免疫比色法的应用性，我们对市售猪肉样品进行
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了检测，检测结果列于表 2 中。该免疫比色法的回收

率在 98.0%到 110%之间。实验分别用所提出的方法与

传统的 ELISA 方法对市售猪肉样品中莱克多巴胺残

留含量进行检测。通过对两者的对比可知，本文提出

的 PtNPs-PV 复合物双重放大免疫比色法对真实样品

中的莱克多巴胺量的检测结果与使用 ELISA 方法所

得到的相一致；而加标量为 0.10 ng/mL 时，传统的

ELISA 方法没有检出。这表明所述的 PtNPs-PV 复合

物双重放大免疫比色法能实现莱克多巴胺可靠、高灵

敏检测。 

3  结论 

综上所述，本文提出了一种以胶体铂颗粒与多聚

酶螯合物的交联复合物 PtNPs-PV 为信号探针的竞争

性免疫比色方法。PtNPs-PV 复合物上的 PV 试剂是一

种多聚酶螯合物，拥有极高的酶-抗体比，其大量的

HRP酶能高效催化DAB显色以达到信号放大的目的；

同时，PtNPs 有极好的的生物相容性，对 DAB 也有较

好的催化作用，从而实现双重放大，提高了 RAC 的

检测限和线性范围。本研究提出的免疫比色法痕量检

测 RAC 有良好的重现性和稳定性，线性范围较宽，

检测限低等众多优势，适合现场快速、高灵敏检测。 
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