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呋喃它酮代谢物可视化凝胶柱快速免疫检测方法 
研究 

 
生威，吴雪宁，李诗洁，朱冰，王俊平，张燕，王硕 

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

摘要：本研究建立了兽药呋喃它酮代谢物（Furaltadone metabolites，AMOZ）的免疫亲和凝胶柱检测新方法，并用于动物源性食

品中呋喃它酮代谢物残留的可视化快速检测。整个检测在一个标准的 1 mL 固相萃取（SPE）柱中进行，柱中包含两层：一个结合了

呋喃它酮代谢物特异性抗体的凝胶检测层和一个结合了辣根过氧化物酶（HRP）抗体的凝胶质控层。将样品提取液与酶标抗原预混合

后加入到检测柱中，基于抗原抗体的竞争结合反应和辣根过氧化物酶的酶促反应，根据检测柱的检测层颜色的深浅和有无来定性，半

定量检测呋喃它酮代谢物的含量。整个检测过程可以在 10 min 内完成，该凝胶检测柱的检测限为 20 μg/L；牛肉、鲷鱼、鸡肉、虾肉、

猪肉、鱿鱼、鸡肝和黄花鱼等动物源性食品中呋喃它酮代谢物的检测限为 3 μg/kg。该方法准确度高、特异性好、检测步骤简单，适

用于大量样品中呋喃它酮代谢物残留的快速检测。 
关键词：呋喃它酮代谢物；凝胶柱；可视化检测；动物源性食品 

文章篇号：1673-9078(2017)5-277-281                                           DOI: 10.13982/j.mfst.1673-9078.2017.5.044 

Study of a Gel-based Immunoassay Method for the Rapid Visual Detection 

of Furaltadone Metabolites 
SHENG Wei, WU Xue-ning, LI Shi-jie, ZHU Bing, WANG Jun-ping, ZHANG Yan, WANG Shuo 

(Key Laboratory of Food Nutrition and Safety, Ministry of Education of China, Tianjin University of Science and 
Technology, Tianjin 300457, China) 

Abstract: A new method using an immuno-affinity column for the detection of metabolites of the veterinary drug furaltadone (AMOZ) 

was established in this study, and was applied for the rapid visual detection of AMOZ residues in animal-derived foods. Measurement was 

conducted in a standard solid phase extraction cartridge (1 mL) that consisted of a detection layer, containing anti-furaltadone metabolite 

antibody-coupled gel, and a quality control layer with anti-HRP antibody-coupled gel. The sample extract was pre-mixed with the 

enzyme-labeled antigen and the mixture was added to the detection column. Based on the direct competitive immuno-reaction and the HRP 

enzymatic reaction, qualitative analysis was performed according to the presence and strength of color, and the content of AMOZ was 

determined semi-quantitatively. The whole procedure was completed within 10 min, and the limit of detection of the gel-based detection column 

for the detection of furaltadone metabolite derivatives (NPAMOZ) was 20 μg/L. The visual detection limits of this method for the detection of 

AMOZ in animal-derived foods (beef, snapper, chicken, shrimp, pork, squid, chicken liver, and yellow croaker) were 3 μg/kg. This gel-based 

visual immunoassay method has high accuracy and good specificity and is easy to use; it is suitable for the rapid detection of AMOZ residues in 

a large number of animal-derived food samples. 
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制和杀死多类细菌和原虫、对真菌也有抑制杀伤作用，

细菌对此药物不易产生耐药性并与其他类药物之间无

交叉耐药性，因而被广泛地用于水产、畜禽和蜜蜂等

食源性动物的疾病预防与治疗，也用作动物饲料添加

剂促生长剂。鉴于呋喃它酮的危害，欧盟规定呋喃它

酮禁止在食用性动物中使用。我国农业部也发布公告

规定在动物源性食品中不得检出呋喃它酮。然而，在

动物源性食品中，特别是水产品中检出呋喃它酮代谢
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物（Furaltadone metabolites，AMOZ）的残留案例还

时有发生，因此建立准确可靠、简单有效的检测方法

来加强对呋喃它酮的监管很有必要。呋喃它酮对光敏

感，禽畜用药后在动物机体内仅仅有几小时的半衰期，

所以检测样品时不能检测到原药，但其代谢产物在动

物组织中残留时间长，以共价结合蛋白的形态可在体

内残留数周，甚至可传给后代[1]。目前动物源性食品

中呋喃它酮的残留检测主要通过衍生化处理后再进行

检测，常用的检测方法主要有高效液相色谱法[2,3]、液

相色谱-串联质谱法[4~8]和免疫分析法[9~12]等。仪器分

析法虽然准确性高，但是检测步骤繁琐，仪器设备昂

贵，同时需要专业的操作人员，可作为确证性方法，

不适合现场快速检测。免疫分析法特异性好、检测成

本低、操作简单快速、结果判断容易，适合现场快速

检测。本研究以动物组织残留标示物呋喃它酮代谢物

AMOZ 为目标物，建立一种新型可视化免疫层析凝胶

检测柱用于动物源性食品中呋喃它酮代谢物残留的快

速检测。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

呋喃它酮等硝基呋喃类兽药原药及其代谢物标准

品、辣根过氧化物酶、过氧化氢脲、3,3,5,5－四甲基

联苯胺（TMB）、N-羟基琥珀酰亚胺（NHS）、N,N’-
二环已基碳化二亚胺（DCC）、二甲基甲酰胺（DMF）、
甘氨酸、Proclin 300 抑菌素：美国 Sigma 公司；β-环
糊精、二甲基亚砜（DMSO）：德国 Merck 公司；

CNBr-Sepharose 4B 溴化氰活化琼脂糖凝胶：美国 GE
公司；辣根过氧化物酶(HRP)抗体：北京庄盟生物技

术公司；碳酸氢钠、氯化钠、氢氧化钠、冰醋酸、盐

酸、柠檬酸、醋酸钠、磷酸氢二钠、磷酸二氢钠、乙

酸乙酯、正己烷、邻硝基苯甲醛：国药集团化学试剂

有限公司。 

1.2  仪器与设备 

超纯水系统：美国 Millipore 公司；分析天平

-BL610：德国赛多利斯公司；周转式振摇器-MS2：美

国 IKA 公司；旋涡混合器-HQ-60：北方同正生物技术

发展公司；烧结玻璃过滤器：天津盛博玻璃仪器有限

公司；SPE 柱（1 mL）、聚乙烯垫片、转接头：美国

Agilent Technologies 公司。 

1.3  主要溶液 

偶联缓冲液（caupling buffer，pH 8.3）：称取 2.92 

g NaCl，0.84 g NaHCO3，加入100 mL双蒸水，用NaOH
调 pH 至 8.3。清洗缓冲液（acetate buffer，pH 4.0）：
称取 2.92 g NaCl，0.58 mL CH3COOH，加入 100 mL
双蒸水溶解，用无水乙酸钠调 pH 至 4.0。封闭缓冲液

（blocking buffer，pH 8.0）：取 0.3 g 甘氨酸，加入 10 
mL 偶联缓冲液中。底物液（TMB-过氧化氢脲溶液）：

底物液 A：无水醋酸钠 8.2 g，β-糊精 2.5 g，过氧化氢

脲 428.6 mg，加双蒸水至 1000 mL，调节 pH 至 5.0，
4 ℃保存，使用时恢复至室温。底物液 B：100 mg TMB
溶于 10 mL DMSO 中，棕色瓶保存。使用前 15 min
混合，14.6 mL A 溶液和 0.45 mL B 溶液。 

1.4  方法 

1.4.1  呋喃它酮代谢物酶标抗原（CPAMOZ- 
HRP）的制备 

（1）称取 4.7 mg CPAMOZ，2.3 mg N-羟基琥珀

酰亚胺（NHS）溶解于 100 μL DMF 中，然后再向混

合液中加入 3.9 mg DCC，室温下搅拌 18 h，离心（4500 
r/min）15 min，得到的上清液为活性酯。 

（2）称取 5 mg HRP 蛋白溶解于 2 mL 的 PBS
（0.01 mol/L，pH 7.4）中。4 ℃下再逐渐加入 50 µL
上面的活性酯。继续搅拌过夜，将反应液转移到透析

袋中，用 PBS 缓冲溶液透析 72 h。收集透析后液体，

置 4 ℃冰箱保存备用。 
1.4.2  封闭胶的制备 

（1）溶胀：称取 0.5 g 溴化氰活化的琼脂糖凝胶，

用 40 mL、1 mmol/L HCl 溶液在具砂板层析柱中溶胀

清洗 15 min，待凝胶完全溶胀后用偶联缓冲液调至中

性。 
（2）封闭：加入 9 mL 封闭缓冲液室温反应 2 h，

目的是封闭凝胶上残余的基团。再用 10 mL 清洗缓冲

液和 10 mL 偶联缓冲液交替清洗三次。制备好的封闭

胶用 10 mL PBS（含有 0.03%的 Proclin 300）稀释重

悬，4 ℃贮存。 
1.4.3  抗体胶的制备 

（1）溶胀：称取 0.25 g 的溴化氢活化的琼脂糖凝

胶，用 20 mL、1 mmol/L HCl 溶液在具砂板层析柱中

溶胀清洗 15 min，待凝胶完全溶胀后用偶联缓冲液调

至中性。 
（2）偶连抗体：取 0.5 mg 的呋喃它酮代谢物多

克隆抗体，并用 1 mL 偶联缓冲液对抗体稀释，加入

到凝胶中悬起，在室温下用定向摇床振摇 2 h。使用

10 mL 偶联缓冲液清洗凝胶，去除未偶联上的呋喃它

酮代谢物多克隆抗体。 
（3）封闭：用封闭缓冲液将凝胶上残余的活性基
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团进行封闭，室温下在定向摇床上反应 2 h。反应完后

用10 mL清洗缓冲液和10 mL偶联缓冲液交替清洗三

次。制备好的凝胶用 5 mL PBS（含有 0.03%的 Proclin 
300）稀释重悬，4 ℃贮存。 
1.4.4  检测柱的制备 

检测柱主要由质控层和检测层组成，底层是质控

层，中间是大约 3 mm 的空气间隔（防止加入底物显

色后试剂从质控层迁移到检测层中），上层为检测层。

质控层的制备：最底部是垫片，加入 150 μL 抗 HRP
抗体胶和封闭胶的混合物，用注射器加压打出多余的

液体，再盖上第二个垫片。检测层的制备：在质控层

上方约 3 mm 处固定第三个垫片，然后加入 150 μL 抗

体胶和封闭胶混合液，注射器加压打出多余的液体，

再盖上第四个垫片。 
1.4.5  检测柱检测步骤和检测限 

（1）加样：用 1 mL PBS 将按一定比例稀释酶标

抗原与 NPAMOZ 标准品或样品溶液预混合，从进样

口加入到柱子中，控制流速为 1 mL/min。 
（2）洗柱：用 3 mL PBST 冲洗柱子，再用 2 mL 

PBS 冲洗柱子，以冲洗去除未与抗体结合的抗原和残

留的 Tween-20。 
（3）显色：加入 300 μL 底物液，反应 30 s 后，

用注射器将底物液完全排出，继续显色 4 min 后，观

察反应结果。 
以目测检测层蓝色消失时 NPAMOZ 的最小浓度

定义为凝胶检测柱的检测限。 
1.4.6  实际样品的检测 

牛肉、鲷鱼、虾肉、鸡肉、猪肉、鱿鱼、鸡肝、

黄花鱼 8 种组织样品处理方法如下： 
（1）衍生处理：称取 5.0 g 的样品于 50 mL 的离

心管中，加入 10 mL 的去离子水和 2 mL 的 1 mol/L
的 HCl 溶液，混匀后加入 300 µL 的邻硝基苯甲醛溶

液（50 mmol/L），混匀后，置于 60 ℃水浴中分别反

应 120 min。 
（2）萃取处理：将衍生后的样品取出恢复至室温

后加入 5 mL 的 PBS 和 1.6 mL 的 1 mol/L 的 NaOH 溶

液调制 pH 至中性，然后再加入 7 mL 的乙酸乙酯，漩

涡混匀 30 s 后 5000 r/min 离心 10 min，取上层即乙酸

乙酯层于 10 mL 的离心管中，50 ℃氮气吹干。加 2 mL
的正己烷复溶，再加入 1 mL 的 PBS 缓冲溶液，震荡

混匀后 5000 r/min 离心 10 min，将上层的正己烷层弃

掉，下层溶液用于检测。 

2  结果与讨论 

 

2.1  检测柱检测条件的确定 

为了缩短检测时间，使检测结果易于判断，需要

对检测层抗体胶的稀释倍数、酶标抗原稀释倍数、HRP
抗体胶稀释倍数、样品稀释液 pH 值、加样时间和显

色时间进行优化，从而达到快速可视化检测的目的。 
经优化检测层抗体胶用封闭胶稀释 80 倍，HRP

抗体胶用封闭胶稀释 20 倍，酶标抗原稀释倍数为

150000，样品稀释液 pH 值为 7.4，加样时间为 1 min，
显色时间为 3~4 min，此条件下的检测层与质控层显

色后显现出清晰的蓝色，且质控层和检测层颜色一致，

如图 1 所示，图中上层为检测层，下层为质控层。 

 
图1 检测柱检测条件优化 

Fig.1 Optimization of the gel detection column 

2.2  检测柱检测限的确定 

 
图2 可视化凝胶检测柱检测呋喃它酮代谢物衍生物(NPAMOZ) 

Fig.2 Detection of NPAMOZ with the visual gel detection 

column 

注：NPAMOZ 的浓度从左至右分别为：0、10、20 μg/L。 

呋喃它酮代谢物(AMOZ)经过衍生化以后可以用

凝胶检测柱进行检测，以呋喃它酮代谢物衍生物

(NPAMOZ)为检测目标物，通过测定其浓度可间接获

得呋喃它酮代谢物(AMOZ)的浓度。可视化凝胶检测

柱检测呋喃它酮代谢物衍生物(NPAMOZ)结果如图 2
所示，随着 NPAMOZ 浓度升高，检测柱检测层的颜

色从深到浅再到消色。当NPAMOZ浓度为20 μg/L时， 
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检测柱的检测层几乎无色。多次重复试验后，确定了

免疫凝胶检测柱的目测检测 NPAMOZ 的方法检测限

为 20 μg/L。 

2.3  方法特异性 

为验证方法的特异性，实验选取结构类似物硝基

呋喃类兽药原药、代谢物、代谢物衍生物和衍生化试

剂以及其他种类兽药进行交叉反应实验。 

 
图3 与结构类似物的交叉反应 

Fig.3 Cross-reactivity with analogues 

注：从左到右依次是：NPAMOZ、NPAOZ、NPAHD、NPSEM、呋喃它酮、呋喃唑酮、呋喃妥因、呋喃西林、AMOZ、AOZ、

AHD、SEM、邻硝基苯甲醛、对硝基苯甲酸。NPAMOZ 浓度为 20 μg/L；呋喃它酮浓度为 100 μg/L；AMOZ 浓度为 300 μg/L；其他

浓度均是 1000 μg/L。 

 
图4 与其它种类兽药的交叉反应 

Fig.4 Cross-reactivity with other veterinary drugs 

注：从左到右依次是：NPAMOZ；恩诺沙星；氯霉素；链霉素；青霉素；甲硝唑；磺胺二甲嘧啶；磺胺多辛；四环素。NPAMOZ

浓度为 20 μg/L，其他兽药浓度均是 1000 μg/L。 

如图 3 所示，方法与呋喃它酮原药有交叉反应，

与呋喃它酮代谢物 AMOZ 有较低的交叉反应，而剩下

其他药物，当其浓度达到 1000 μg/L 时，检测层仍会

出现明显的蓝色，表明方法与其他硝基呋喃类原药、

代谢物和代谢物衍生物没有交叉反应。而图 4 中，

NPAMOZ 浓度为 20 μg/L 时检测柱检测层颜色消失，

其余兽药浓度为 1000 μg/L 时，检测层仍会出现明显

的蓝色，表明方法与其他兽药也没有交叉反应。由图

3 和 4 可以看出方法有很好的特异性。 

2.4  实际样品的检测 

向 8 种动物源性食品中分别添加浓度为 0 μg/kg、
3 μg/kg 的 AMOZ 标准品。添加后的样品经过 1.4.6 所

提到的方法处理后直接用于凝胶检测柱检测，实验结

果如图 5 所示。 
由图 5 可以看出，当 AMOZ 添加浓度为 0 μg/kg 

时，目测检测柱检测层呈现蓝色，为阴性结果。当

AMOZ 添加浓度为 3 μg/kg 时，检测柱检测层蓝色消

失，为阳性结果。本研究建立的凝胶检测柱方法检测

动物源性食品时的样品检测限为 3 μg/kg。 
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图5 可视化凝胶检测柱检测动物源性食品中AMOZ 

Fig.5 Detection of AMOZ in animal-derived foods using the 

visual gel detection column 

注：a，牛肉；b，鲷鱼；c，虾肉；d，鸡肉；e，猪肉；f，

鱿鱼；g，鸡肝；h，黄花鱼；AMOZ 添加浓度分别为：0 和 3 μg/kg。 

3  结论 

本文建立了一种可视化快速检测动物源性食品中

呋喃它酮代谢物残留的新型免疫凝胶柱方法。针对动

物源性食品，呋喃它酮代谢物 AMOZ 的检测限为 3 
μg/kg。方法特异性好，操作简单，无需借助仪器，目

测即可得出结果，整个检测过程可以在 10 min 内完

成，适用于大量样品中呋喃它酮代谢物残留的快速筛

查。 
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