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摘要：为了建立氯唑西林(Cloxacillin，CLOX)可视化免疫亲和凝胶柱检测方法。实验采用活化酯法，将辣根过氧化物酶(HRP)

与氯唑西林偶联，制得氯唑西林酶标抗原，并通过紫外光谱扫描鉴定表明 CLOX 酶标抗原合成成功。实验采用恒温振荡法，将溴化

氰活化的琼脂糖凝胶分别与氯唑西林抗体、HRP 抗体偶联制得氯唑西林抗体胶和 HRP 抗体胶，作为亲和凝胶柱的检测层与质控层。

建立氯唑西林可视化免疫亲和凝胶柱分析方法，确定了该方法在酶标抗原的稀释倍数为 4000、抗体胶稀释倍数为 10、HRP 胶稀释倍

数为 20、样品稀释液 pH 值为 5.7、加样时间为 60 s 条件下，达到最佳工作状态。该方法检测限为 25 μg/L，特异性强，与哌拉西林、

阿莫西林、氨苄青霉素、四环素、呋喃它酮、甲砜霉素、链霉素均无交叉反应，动物源食品实际样品中氯唑西林检出限为 25 μg/kg。

该方法便捷、快速、可视化，适合作为高通量筛选氯唑西林的有效检测手段。 
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Abstract: In order to establish a method for the detection of cloxacillin visualized immunoaffinity gel column, the activated ester method 

was used to combine horseradish peroxidase (HRP) with cloxacillin to obtain the cloxacillin enzyme standard antigen. Results of the UV 

spectrum scanning showed that the CLOX enzyme standard antigen was successfully synthesized. The agarose gel activated by hydrogen 

bromide was combined with cloxacillin antibody and HRP antibody, respectively, which was used as the detection layer and the quality control 

layer of the affinity gel column, respectively. A visual immunoaffinity gel column analysis method for cloxacillin was established. The optimum 

condition of this method was the dilution ratio of enzyme-labeled antigen of 4000, dilution ratio of antibody gel of 10, dilution ratio of HRP gel 

of 20, sample dilution pH of 5.7 and sample addition time of 60 s. The detection limit of this method was 25 μg/L. Its specificity was strong. 

There was no cross-reaction with piperacillin, amoxicillin, ampicillin, tetracycline, furantanone, thiamphenicol and streptomycin. The detection 

limit of cloxacillin in animal-derived foods was 25 μg/kg. This method is convenient, rapid and visual. It is suitable for high-throughput 

screening of cloxacillin. 
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抗生素，主要用于治疗动物的败血症、呼吸道感染、 
以及皮肤和软组织感染，是治疗牛乳腺炎的最佳用药。

一度成为牲畜疾病预防和治疗使用最多的抗生素类药

物之一[1~5]。随着氯唑西林在畜禽养殖中的广泛滥用造

成环境和食品中残留的氯唑西林超标，严重影响食品

的安全、人体的健康及动物源食品贸易，因此残留问

题成为热门研究方向并得到了重点关注。2008 年我国

农业部 235 号公告规定氯唑西林在动物源组织中的限

量值为 300 μg/L，牛奶中氯唑西林规定为不得超过 30 
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μg/L。然而在监测研究中分析方法多为分析仪器法，

这些方法昂贵、前处理复杂且费时，因而不符合基层

现场检测工作的需要。因此，开发在食品的流通过程

中能快速、可视化和可高通量筛选的氯唑西林检测技

术成为必然趋势。 
可视化凝胶柱免疫检测技术是近年兴起的一种免

疫快速检测新技术，将抗体固定在溴化氰活化的琼脂

糖凝胶上，利用抗原、抗体的特异性结合，当样品溶

液通过柱子时，待检测物会被结合到柱子上，与样品

中的杂质分离，然后加入适量底物液通过显色进行测

定。与传统的可视化技术相比，具有性能稳定、成本

低和保存期长等优点。该技术在兽药残留检测当中应

用最广，国内外已开始对可视化凝胶柱免疫检测技术

进行开发并实际应用，具有良好的市场需求和远大的

发展前景。目前关于氯唑西林可视化免疫亲和凝胶柱

检测方法还未有报道。本实验以氯唑西林为研究物，

建立一种用于检测动物源性食品中氯唑西林的可视化

免疫亲和凝胶柱检测方法[6~12]。 

1  材料与方法 

1.1  主要药品及试剂 

氯唑西林购自商城北纳创联生物科技有限公司；

辣根过氧化氢酶（HRP）、HRP 抗体、溴化氰活化的

琼脂糖凝胶、抑菌素（Proclin 300）购自北京索莱宝

科技有限公司；β-环糊精、过氧化氢脲、二甲基亚砜

（DMSO）、N,N-二甲基甲酰胺（DMF）、N-羟基琥珀

酰亚胺（NHS）、氢氧化钠（分析纯）、碳酸氢钠（分

析纯）、乙酸（分析纯）、戊二醛、甘氨酸（Glycine）、
盐酸（分析纯）、无水乙酸钠（分析纯）、磷酸二氢钠

（分析纯）、磷酸氢二钠（分析纯）均购自北京中杉金

桥生物技术有限公司；氯唑西林抗体、氯唑西林酶标

抗原、抗体胶和 HRP 抗体胶为本实验室自制。 

1.2  主要仪器 

磁力搅拌器（型号为 RH-2）购自德国 IKA 公司；

无填料 SPE 小柱（1 mL）、具砂板层析柱、聚乙烯垫

片、转接口购自商城北纳创联生物科技有限公司；恒

温振荡器购自苏州市培英设备有限公司；紫外可见分

光光度计（型号为 U-3900）购自日立高新技术公司；

双杰电子天平（型号为 JJ100）购自常熟市双杰测试

仪器厂；仪都离心机（型号为 TGL-16A）购自金坛市

岸头仪都仪器厂。 

1.3  主要溶液的配制 

偶联缓冲液：称取氯化钠 29.2 g，碳酸氢钠 8.4 g，
加入 1000 mL 超纯水溶解，使用氢氧化钠将溶液 pH
调至 8.3。 

清洗缓冲液：称取氯化钠 7.3 g，乙酸钠 1.125 g
加入 250 mL 超纯水溶解，使用乙酸将溶液 pH 调至

4.0。 
封闭缓冲液：称取甘氨酸 0.6 g，加入 20 mL 偶联

缓冲液溶解。 
磷酸盐缓冲液(pH 为 7.4)：氯化钠 16 g，磷酸氢

二钠 29 g，磷酸二氢钠 0.54 g，加入 2000 mL 超纯水

溶解，将溶液 pH 调至 7.4。 
磷酸盐缓冲液(pH 为 8.5)：氯化钠 16 g，磷酸氢

二钠 33.9 g，磷酸二氢钠 0.54 g，加入 2000 mL 超纯

水溶解，将溶液 pH 调至 8.5。 
底物液：底物液 A 溶液：无水乙酸钠 2.05 g，过

氧化氢脲 0.1 g，β-糊精 0.65 g，加入 250 mL 超纯水溶

解，将溶液 pH 调至 5.0，在 4 ℃下保存。底物液 B 溶

液：将 50 mg TMB 溶解于 5 mL DMSO 中，避光保存。

使用提前将底物A溶液和底物B溶液恢复室温然后按

一定比例混合。 

1.4  氯唑西林可视化免疫亲和凝胶柱分析方

法的建立 

1.4.1  酶标抗原稀释倍数和检测层的优化 
（1）酶标抗原最低稀释倍数的确定。在 SPE 小

柱最底部放入垫片，加入 600 μL 封闭胶，使用转接口

连接注射器加压将柱内液体打出后再放入一个垫片，

即为封闭胶测定柱。使用磷酸盐缓冲液按照酶标抗原:
磷酸盐缓冲液（体积比）为 1:999、1:1999、1:2999、
1:3999、1:4999 的比例进行稀释。在封闭胶测定柱中

加入 1 mL 酶标抗原稀释液，使用转接口连接注射器

加压将柱内液体匀速打出，最终加入 500 µL 底物液显

色 30 s 后加压打出柱内溶液，记录 3 min 内凝胶层颜

色变化。检测结果为无色时酶标抗原的稀释比例为酶

标抗原最低稀释倍数。 
（2）酶标抗原和抗体胶的稀释倍数的优化。采用

棋盘滴定法优化酶标抗原和抗体胶的稀释倍数。横行：

使用上述超过酶标抗原最低稀释倍数的比例，纵行：

使用封闭胶对抗体胶进行稀释，稀释倍数依次为 5、
10、15、20。在 SPE 小柱中固定稀释抗体胶，加入 1 mL
酶标抗原稀释液，将柱内液体匀速打出，最终加入 500 
µL 底物液显色 30 s 后加压打出柱内溶液，记录 3 min
内凝胶层颜色变化。 

（3）最佳工作浓度酶标抗原和抗体胶的确定。选
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择凝胶层颜色最佳且保留时间最长的组合。 
1.4.2  质控层的优化 

使用封闭胶对 HRP 抗体胶进行稀释，稀释倍数依

次为 10、20、30、40、50。在 SPE 小柱中固定最佳工

作浓度抗体胶，加入 1 mL 最优工作浓度酶标抗原稀

释液，将柱内液体匀速打出，最终加入 500 µL 底物液

显色 30 s 后加压打出柱内溶液，记录 3 min 内凝胶层

颜色变化。 
1.4.3  样品稀释液 pH 值的确定 

将 pH 值为 5.7，7.4，8.5 的磷酸盐缓冲液分别按

相同比例稀释氯唑西林标品，使用氯唑西林可视化免

疫亲和凝胶柱对其进行检测，然后对结果进行分析，

从而确定样品稀释液的最佳 pH 值。 
1.4.4  加样时间的优化 

使用上述优化基础上的氯唑西林可视化免疫亲和

凝胶柱检测氯唑西林标品与酶标抗原的混合液，在检

测过程中控制混合液在柱子中的反应时间，然后对结

果进行分析，从而选择最适加样时间。 

1.5  免疫亲和凝胶检测柱的组装及检测步骤 

检测柱的下层为质控层，中间留有间隔，上层为

检测层。质控层的制备：在 SPE 小柱最底部放入垫片，

加入 600 µL 封闭胶与 HRP 抗体胶的混合液，使用转

接口连接注射器加压将柱内液体打出后再放入一个垫

片。检测层的制备：将第三个垫片固定在质控层上方

约5 mm处，然后加入600 µL抗体胶和封闭胶混合液，

加压排空柱内液体，最后盖上第四个垫片。 
检测步骤如下： 
（1）加样：在检测柱的进样口加入 1 mL 待测液

（最佳工作浓度酶标抗原稀释液与氯唑西林标品的混

合液），使用转接口连接注射器加压将柱内液体匀速打

出（按上述最适加样时间）。 
（2）洗柱：使用 PBST 液与磷酸盐缓冲液交替冲

洗柱子 2 次。 
（3）显色：加入 500 µL 底物液显色 30 s 后加压

打出柱内溶液，记录 3 min 内凝胶层颜色变化。 

1.6  氯唑西林可视化免疫亲和凝胶柱检出限

的确定 

在检测柱的进样口加入 1 mL 待测液（最佳工作

浓度酶标抗原稀释液与氯唑西林标品的混合液），使用

转接口连接注射器加压将柱内液体匀速打出（按上述

最适加样时间）。洗柱后加入 500 µL 底物液显色 30 s
后加压打出柱内溶液，记录 3 min 内凝胶层颜色变化。

当检测后检测层显无色（蓝色消失）且质控层显蓝色

时，氯唑西林标准品的最小浓度为凝胶检测柱的检出

限。 

1.7  氯唑西林可视化免疫亲和凝胶柱的特异

性 

实验使用与氯唑西林用 4 种同种类抗生素：阿莫

西林、哌拉西林、氨苄青霉素、甲砜霉素和 3 种其他

常用兽药：四环素、链霉素、呋喃它酮。用氯唑西林

可视化免疫亲和凝胶柱按上述检测步骤对这些标准品

进行检测，然后对结果进行分析，从而确定氯唑西林

可视化免疫亲和凝胶柱的特异性。 

1.8  氯唑西林可视化免疫亲和凝胶柱实际样

品的检测 

实验选择猪肉、鸡肉、牛肉、牛奶、发酵乳和奶

粉作为实际样品进行检测。猪肉、鸡肉和牛肉的前处

理：称取适量均质试样，加入乙腈溶液后充分混匀，

6000 r/min，离心 15 min，取上清液稀释后进行检测。

牛奶的前处理：将牛奶稀释 5 倍后即可进行检测。发

酵乳及奶粉的前处理：取少量发酵乳，加适量样品稀

释液充分混匀，6000 r/min，离心 15 min，取上清液稀

释后进行检测[13,14]。 

1.9  数据统计分析 

所有数据以（⎯x±s）表示，采用 spass 软件统计。 

2  结果与讨论 

2.1  酶标抗原最低稀释倍数的确定 

 
图1 酶标抗原稀释检测结果 

Fig.1 Enzyme standard antigen dilution test results 

由图 1 可知，当酶标抗原:磷酸盐缓冲液的比例为

1:999 时，凝胶层呈青黄色；当酶标抗原:磷酸盐缓冲
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液的比例为 1:1999 时，凝胶层呈橙黄色，当酶标抗原:
磷酸盐缓冲液的比例为 1:2999 时，凝胶层无色。故氯

唑西林酶标抗原的最低稀释倍数为 3000。 

2.2  酶标抗原和抗体胶的稀释倍数的优化结

果 

由 2.1 可得，在酶标抗原和抗体胶的稀释倍数的

优化过程中酶标抗原的稀释倍数为 3000、4000、5000，
按照颜色、灵敏度及颜色保留时间对实验结果进行分

析，得到最佳工作浓度酶标抗原和抗体胶的组合。如

图 2，在酶标抗原的稀释倍数为 4000、抗体胶稀释倍

数为 10 时，其检测结果呈蓝色，灵敏度高且颜色保留

时间久。 

 

图 2 酶标抗原和抗体胶的稀释倍数的优化结果 

Fig.2 Optimization results of dilution ratios of enzyme-labeled 

antigen and antibody gel 

2.3  质控层的优化结果 

在以上优化条件为基础上，对不同比例稀释的

HRP 抗体胶进行检测，按照空白对照、质控层及检测

层显色结果一致的原则对检测结果进行分析，从而得

到最佳工作浓度 HRP 抗体胶。如图 3，当使用封闭胶

对 HRP 胶稀释 20 倍时，空白对照、质控层及检测层

显色结果基本一致。 

 
图3 质控层优化结果 

Fig.3 Quality control layer optimization results 

2.4  样品稀释液 pH 值的确定 

用最佳条件组装免疫亲和凝胶检测柱，将 pH 值

为 5.7，7.4，8.5 的磷酸盐缓冲液分别按相同比例稀释

氯唑西林标品（标品浓度分别为 10 μg/L、20 μg/L、
30 μg/L），依次标记为 A、B、C 三组，使用氯唑西林

可视化免疫亲和凝胶柱对其进行检测，如图 4，当标

品浓度为 30 μg/L 时，A 组显无色（蓝色消失），B、C
组仍显蓝色。 

 
图4 样品稀释液pH值的确定结果 

Fig.4 Determination of the pH of the sample diluent 

2.5  加样时间的确定 

本实验加样时间分别控制为 30 s、60 s、90 s、120 
s，结果表明当加样时间为 30 s 时，显色较浅，其余

加样时间显色结果基本一致。选取 60 s 为免疫亲和凝

胶检测柱的加样时间。 

2.6  氯唑西林可视化免疫亲和凝胶柱检出限

的确定 

 

图 5 氯唑西林可视化免疫亲和凝胶柱检出限的确定 

Fig.5 Determination of the detection limit of cloxacillin 

visualized immunoaffinity gel column 

用最佳条件组装氯唑西林免疫亲和凝胶检测柱，

根据在样品稀释液 pH 值的确定时的结果可得，氯唑

西林可视化免疫亲和凝胶柱检出限在 30 μg/L 以内。

故实验选择氯唑西林标品浓度分别为：10 μg/L、15 
μg/L、20 μg/L、25 μg/L、30 μg/L。如图 5 可以看出，

当加入氯唑西林标品浓度为 25 μg/L 时，检测结果中

检测层显无色且质控层显蓝色。经多次检测得到氯唑

西林可视化免疫亲和凝胶柱检出限为 25 μg/L。 

2.7  氯唑西林可视化免疫亲和凝胶柱的特异
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性 

实验使用 4 种与氯唑西林同种类抗生素：阿莫西

林、哌拉西林、氨苄青霉素、甲砜霉素和 3 种其他常

用兽药：四环素、链霉素、呋喃它酮进行交叉实验。

加入上述标品浓度为 10 mg/L，用氯唑西林可视化免

疫亲和凝胶柱进行检测，检测结果如图 6（从左至右

依次为阿莫西林、哌拉西林、氨苄青霉素、甲砜霉素、

四环素、链霉素、呋喃它酮）可以看出氯唑西林可视

化免疫亲和凝胶柱与上述药品均无交叉反应，同时说

明氯唑西林可视化免疫亲和凝胶柱的特异性良好。 

 

图 6 特异性测定结果 

Fig.6 Specificity determination results 

2.8  氯唑西林可视化免疫亲和凝胶柱实际样

品的检测 

 

图 7 实际样品的检测 

Fig.7 Detection of actual samples 

本实验选择猪肉、鸡肉、牛肉、牛奶、发酵乳和

奶粉进行实际样品检测。实验选择加入氯唑西林标品

浓度分别为：10 μg/kg、15 μg/kg、20 μg/kg、25 μg/kg、
30 μg/kg。对实际样品完成前处理后进行检测。结果

表明（如图 7 从 a~f 分别为猪肉、鸡肉、牛肉、牛奶、

发酵乳和奶粉），当加入氯唑西林标品浓度为 25 μg/kg
时，检测层显无色且质控层显蓝色。经多次测定得到

氯唑西林可视化免疫亲和凝胶柱方法检测动物源是食

品的检测限为 25 μg/kg。由文献可知得，章敏等人建

立了高效液相色谱法测定牛奶中氯唑西林残留的方

法，其方法检出限为 5 μg/kg，定量限为 15 μg/kg。董

文婷等人采用乙腈-磷酸盐缓冲液提取，超高效液相色

谱-串联质谱法测定饲料中氯唑西林残留量，其方法检

出限为 20 μg/kg，定量限为 50 μg/kg。综上本实验所

建立的氯唑西林可视化免疫亲和凝胶柱检测方法与高

效液相色谱法测定牛奶中氯唑西林残留的方法、超高

效液相色谱-串联质谱法测定饲料中氯唑西林残留量

法处于同一灵敏水平，并在操作、费用和检测时间上

具有明显优势[15,16]。 

3  结论  

3.1  我国在 2008 年的农业部 235 号公告规定氯唑西

林在动物源组织中的限量值为 300 μg/kg，牛奶中氯唑

西林规定为不得超过 30 μg/L。故实验制作的氯唑西林

可视化免疫亲和凝胶柱的检测水平符合国家对动物源

性食品中常见氯唑西林生素的最高残留限量标准。 
3.2  本实验建立了一种用于检测动物源性食品中氯

唑西林可视化免疫亲和凝胶柱检测方法，并对氯唑西

林可视化免疫亲和凝胶柱检测方法进行了优化，确定

了该方法在酶标抗原的稀释倍数为 4000、抗体胶稀释

倍数为 10、HRP 胶稀释倍数为 20、样品稀释液 pH 值

为 5.7、加样时间为 60 s 条件下，氯唑西林可视化免

疫亲和凝胶柱检测方法达到最佳工作状态。该检测方

法特异性强，灵敏度高，方法检测限为 25 μg/L，动物

源食品实际样品中氯唑西林的检出限为 25 μg/kg。该

方法能快速、可视化和高通量筛选食品中的氯唑西林，

符合当前食品安全检测的需求。 
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