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动物源性食品中5类兽药残留的生物芯片试剂盒

检测准确性评估

朱静怡1，陈泓帆2，汤迪朋3，陆慧媛1*，沈伟健1，丁涛1，许丹科3

（1.南京海关动植物与食品检测中心，江苏南京 210019)（2.南京医科大学公共卫生学院，江苏南京 

211166)（3.南京祥中生物科技有限公司,江苏南京 210022）

摘要：该研究基于微阵列生物芯片试剂盒法评估了动物源性食品中多种兽药残留检测的结果准确性。使用微阵

列生物芯片试剂盒法分别对鸡肉、鱼肉、猪肉、乳制品、蜂蜜 5 种动物源性食品基质中的喹诺酮类、四环素类、氟

苯尼考、磺胺类和甲氧苄啶残留量进行测定，考察生物芯片试剂盒法的检出限和定量限，对结果进行准确性评估。

结果显示，该方法对 5 种食品基质中 5 类兽药残留的检出限和定量限均满足要求，选用鱼肉、蜂蜜和乳制品 3 种基

质加标进行检测，5 类兽药残留的加标回收率结果均在 72.58%~119.87% 之间，RSD 均在 0.21%~22.49% 内，与确证

方法进行比较，未出现假阳性或假阴性结果，准确性较好。结果表明，生物芯片试剂盒法检测速度快、成本低、结

果准确可靠，在动物源性食品多兽药残留同时筛检中具有广阔应用前景。
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Abstract: In the study, the accuracy of the detection results of multiple veterinary drug residues in animal-derived 

foods was evaluated based on the microarray biochip kit method . The microarray biochip kit method was used to determine 

the residues of quinolones, tetracyclines, florfenicol, sulfonamides, and trimethoprim in five animal-derived food matrices, 

including chicken, fish, pork, dairy products, and honey. The detection and quantification limits of the biochip kit method 

were examined, and the accuracy of the results was evaluated. The results showed that the detection limit and quantification 

limit of the 5 types of veterinary drug residues in the 5 food matrices all met the requirements. Three matrices including 

fish, honey, and dairy products were selected for spiking detection, and the spiked recovery rates of the 5 types of veterinary 
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兽药是防治动物疾病，提高养殖效益不可或缺

的重要手段，在动物源性食品生产、加工和消费等

环节中均可能存在 [1] 。随着市场上兽药种类及数量

不断增加，不法商贩为提高产量，滥用兽药现象层

出不穷 [2] ，导致动物源性食品中兽药残留问题频发。

兽药可在人体内产生蓄积，引发中毒、过敏，甚至

致畸、致癌、致突变等安全问题，同时还会引发耐

药性、生态环境毒性等一系列问题 [3] 。

喹诺酮类 [4,5] 、四环素类 [6] 、磺胺类 [7] 、氟苯尼

考 [8] 、甲氧苄啶 [9] 等兽药具有较强抗菌效果，广泛用

于实际生产中，对畜牧业的发展和生态环境影响较

大 [10-12] ，受到众多国家和地区的高度重视 [13,14] 。目前，

食品中喹诺酮类、四环素类、氟苯尼考、磺胺类、甲

氧苄啶兽药残留的检测方法有酶联免疫法 [15] 、高效液

相色谱法 [16] 及高效液相色谱 -串联质谱法 [17-19] 等。这

些方法虽然可以精确提供目标物的定性和定量信息，

但前处理操作繁杂，设备要求高，价格昂贵，批量分

析周期长，且对技术人员水平要求高。因此，建立快速、

准确、高通量、低成本的兽残快检方法迫在眉睫。

近年来，应用于兽药残留检测中的快检技术主

要有生物传感器 [20] 、近红外光谱 [21] 、拉曼光谱 [22] 、

量子点信号 [23] 等。微阵列生物芯片技术基于竞争免

疫法对样本中目标物进行检测，并引入纳米催化显

色原理，通过芯片分析仪检测各斑点灰度变化，实

现待测物的高通量和高精度快速检测 [24,25] 。因此，本

研究拟对微阵列生物芯片试剂盒法在动物源性食品

中多种兽药残留的检测进行方法学验证，以评价该

方法对上述常用 5 大类兽药进行同时、跨类、高通量、

快速检测时的准确性和可行性，从而为生物芯片技术

在兽药残留快速检测领域的应用提供数据支撑。

1  材料与方法

1.1  材料与试剂

鸡肉、鱼肉、猪肉、乳制品、蜂蜜样品均购自

南京的零售市场。

生物芯片检测试剂盒（包含 96 孔生物芯片微

孔板、兽药标准溶液、纳米标记抗体工作液、样品

复溶液、样品稀释液、浓缩洗涤液、显色液）购自

南京祥中生物科技公司。

兽药标准品均购自 Sigma 公司，纯度≥ 98% ；

乙腈（分析纯），上海安谱实验科技股份有限公司；

正己烷（分析纯），上海安谱实验科技股份有限公司；

氯化钠（纯度 99.8%），南京化学试剂股份有限公司。

1.2  仪器与设备

Q-array 2000 可视化微阵列芯片分析仪，南京

祥中生物科技公司；AB SCIEX 6500 QTRAP 三重

四极杆液相色谱质谱联用仪，美国 SCIEX 公司；

WH-3 微型旋涡混合仪，上海沪西分析仪器厂有限

公司；TDZ4-WS 低速离心机，湖南赫西仪器装备有

限公司；Auto Vap S60 全自动氮吹仪，上海力德生

物科技有限公司；ThermoMultifuge X1R 台式高速离

心机，美国 Thermo Fisher 公司；ES2000 电子天平

（精度 0.01 g），天津市德安特传感技术有限公司；

MTS-2 微孔板恒温振荡仪，南京祥中生物科技公司；

Finnpipette F3 微量移液器，美国 Thermo Fisher 公司。

1.3  实验方法

1.3.1  样品前处理

    蜂蜜样本：称取（1.00±0.05）g 均质的蜂蜜样

本至 50 mL 离心管中，加入 2 mL 饱和氯化钠溶液

将样品全部溶解，再加入 5 mL 乙腈，2 500 r/min
振荡 3 min，5 000 r/min 离心 5 min。离心后取 1 mL
上清液，55 ℃氮吹。吹干后加入 1 mL 样品复溶液，

1 500 r/min 振荡 2 min，取 50 µL 用于分析。

乳制品样本：称取（1.00±0.05）g 的乳制品样

本至 50 mL 离心管中，加入 5 mL 样本复溶液将样

品溶解，取 100 µL 溶液加入 400 µL 样本复溶液，

混匀后用于检测。

    肉类样本：称取（1.00±0.05）g 的肉类样本至

50 mL 离心管中，加入 5 mL 乙腈，2 500 r/min 振荡

3 min， 5 000 r/min 离心 5 min。离心后取 500 µL 上

清液，55 ℃氮吹。吹干后加入 1 mL 正己烷和 1 mL

drug residues were in the range of 72.58%~119.87%, with RSD values ranging from 0.21% to 22.49%. Compared with the 

confirmation method, there were no false positive or false negative results, and the accuracy was good. The results indicate 

that the biochip kit method is rapid, requires low cost, and has accurate and reliable results and broad application prospects in 

simultaneous screening of multiple veterinary drug residues in animal-derived foods.

Key words: biochip; veterinary drug residues; animal derived foods; evaluation
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样品复溶液，1 500 r/min 振荡 2 min，5 000 r/min 离

心 5 min。离心后，除去上层有机相，取下层清液

100 µL 转移到 1 mL 离心管中，加入 200 µL 复溶液

用于分析。

1.3.2  试剂盒检测步骤

移取 50 µL 标准溶液或样品至生物芯片微孔板

的微孔内，再加入 50 µL 混合抗体工作液。贴上

盖板膜，将芯片板置于恒温孔板振荡仪振荡器中，

37 ℃条件下600 r/min振荡反应15 min。反应完成后，

甩干孔内液体，每孔用纯水洗涤 3 次。洗涤完成后，

每孔继续加入 50 µL 显色液（显色液 A 和 B 按体积

比 1:1 混合，现配现用），将芯片板至于振荡仪中，

37 ℃条件下600 r/min振荡反应12 min。显色完成后，

重复洗板步骤。将显色后的芯片板放入芯片分析仪

中获取图像，使用芯片专用软件 MiELISA 进行自

动化分析，结果报告将自动生成。

1.3.3  确证方法的仪器条件

    色谱柱：SEVA C18 2.6 µm，4.6 mm×100 mm ；

流动相：A-0.1% 甲酸水溶液，B- 甲醇；流量：

0.25 mL/min ；洗脱梯度：0~1.0 min 10%B，3.0~
3.6 min 30% B，6.0~8.5 min 95% B，9.5~11 min 
10% B ；进样量：50 µL ；柱温：室温。离子源：

电喷雾离子源；扫描方式：正离子模式；毛细管温

度：350 ℃；电力电压：3.0 kV ；鞘气流量：35 L/h ；

辅助气流量：5 L/h。

1.4  结果计算

1.4.1  百分比灰度值计算

读取阵列点灰度值，按式（1）计算每一标准

溶液和样品的百分比灰度值（B）：

B =
B1

B0
×100%                       

      
（1）

式中：

B——百分比灰度值；

B1——标准品或样品溶液的平均灰度值；

B0——0 μg/kg 标准溶液的平均灰度值。

1.4.2  样品中兽药残留含量计算

以标准品百分比灰度值为纵坐标（%），兽药

标准溶液浓度（μg/L）对数为横坐标，绘制标准

工作曲线，将样品的百分比灰度值代入拟合的标

准曲线方程中，根据标准曲线计算样品所对应的

浓度对数后，再转化成兽药残留的浓度。结果按

式（2）计算：

X =C × f                       
                   

（2）
式中：

X——样品中兽药的含量，μg/kg ；

C——从标准工作曲线上得到的样品中兽药浓度，μg/kg ；

f——样品的稀释倍数。

1.5  数据分析

实验数据用平均值 ± 标准偏差方式表示，使

用 Excel 2016 软件制图。

图 1 微阵列生物芯片试剂盒检测 5 种兽药残留含量的扫描结果图

Fig.1 Scanning results of detecting 5 types of veterinary drug residues using microarray biochip kit
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2  结果与讨论

2.1  标准曲线的建立

生物芯片试剂盒基于间接竞争免疫的原理，在

一定范围内，固定的抗体结合抗原的含量随着竞争

对照品浓度的增加而减少，信号值降低；超出该范

围后，检测信号则不随竞争对照品浓度的增加而变

化 [26-28] 。研究选用恩诺沙星、四环素、氟苯尼考、

磺胺二甲基嘧啶、甲氧苄啶标准溶液为代表，进行

竞争抑制试验。根据检测信号值计算不同浓度标准

溶液平均灰度值（B1）与 0 μg/kg 标准溶液的平均

灰度值（B0）的百分比灰度值，以标准品百分比灰

度值为纵坐标（%），兽药标准溶液浓度（μg/L）对

数为横坐标，绘制标准工作曲线 [29] 。生物芯片图像

示例图见图 1，标曲和线性方程结果见图 2 和表 1。

图 2 生物芯片测得 5 种兽药的标准曲线

Fig.2 Standard curves of 5 veterinary drugs measured 

by biochip

注：（a）恩诺沙星；（b）四环素；（c）氟苯尼考；（d）磺

胺二甲基嘧啶；（e）甲氧苄啶。

表 1 5种兽药标准溶液的线性回归方程、相关系数和
线性范围

Table 1 Linear regression equation, correlation coefficient 
and linear range of five veterinary drug standard solution

兽药 线性回归方程
相关
系数

线性范围
/(μg/kg)

恩诺沙星 y=-39.891x+30.295 0.991 7 0.25~4.00

四环素 y=-44.910x+44.990 0.995 5 0.50~8.00

氟苯尼考 y=-38.868x+42.436 0.997 2 0.50~8.00

磺胺二甲基嘧啶 y=-34.389x+67.343 0.992 9 1.00~81.00

甲氧苄啶 y=-26.752x+54.582 0.994 6 0.40~6.40

上述结果显示，在一定的线性范围内，喹诺酮

类、四环素类、氟苯尼考、磺胺类、甲氧苄啶的含

量与生物芯片试剂盒所测灰度值的相关性均良好，

试剂盒法结果可靠。

2.2  检出限和定量限

研究选取了鸡肉、鱼肉、猪肉、乳制品、蜂蜜

5 种动物源性食品基质进行检出限和定量限的测定。
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依据 GB/T 27417-2017《合格评定化学分析方法和

确认指南》中方法验证的相关规定，5 类兽药的检

出限通过测定 20 个不同阴性样品的平均值并加上 3
倍标准偏差（x+3SD）计算得出，定量限以 3 倍

检出限计算。5 种基质的检出限和定量限结果详见

表 2~6。

表 2  鸡肉基质的检出限和定量限测定结果（μg/kg）

Table 2 Detection limit and quantitative limit determination 
results of chicken matrix

编号 喹诺酮 四环素 氟苯尼考 磺胺 甲氧苄啶

1 0.16 1.30 2.20 1.32 0.33

2 0.24 1.10 1.80 1.35 0.20

3 0.23 2.70 3.00 0.81 0.39

4 0.16 2.70 1.70 0.12 0.05

5 0.15 2.60 2.90 0.45 0.36

6 0.23 1.20 1.10 1.35 0.04

7 0.20 0.90 1.20 1.89 0.33

8 0.16 1.40 2.50 0.75 0.45

9 0.27 2.10 1.80 1.29 0.36

10 0.26 2.90 2.90 1.23 0.26

11 0.19 1.30 2.10 0.06 0.36

12 0.31 2.50 2.00 1.35 0.33

13 0.20 2.90 2.50 1.56 0.20

14 0.25 0.80 1.80 0.36 0.29

15 0.18 1.50 1.80 1.05 0.04

16 0.31 2.20 1.20 0.33 0.39

17 0.16 2.40 3.00 1.98 0.23

18 0.17 0.60 1.90 1.71 0.28

19 0.15 2.90 2.70 1.17 0.36

20 0.24 1.50 1.80 0.63 0.33

标准偏
差 /% 0.05 0.77 0.59 0.56 0.11

检出限
 /(μg/kg) 0.36 4.20 3.87 2.71 0.62

定量限
 /(μg/kg) 1.09 12.59 11.60 8.14 1.87

表 3  鱼肉基质的检出限和定量限测定结果（μg/kg）

Table 3 Detection limit and quantitative limit determination 
results of fish matrix

编号 喹诺酮 四环素 氟苯尼考 磺胺 甲氧苄啶

1 0.23 1.78 3.26 1.98 0.24

2 0.27 0.59 1.73 1.63 0.20

3 0.14 2.97 3.78 1.13 0.50

4 0.19 3.29 1.26 0.13 0.06

5 0.21 3.61  2.29 0.58 0.26

6 0.19 1.13 1.58 0.85 0.04

7 0.12 0.79 0.68 2.36 0.24

8 0.24 1.36 3.75 0.61 0.68

9 0.20 1.55 1.87 0.70 0.49

10 0.39 4.26 2.73 0.71 0.13

11 0.10 0.85 1.53 0.06 0.18

12 0.29 2.45 2.06 1.17 0.45

13 0.21 3.94 2.43 1.50 0.17

14 0.33 0.65 0.95 0.32 0.20

15 0.17 0.75 1.15 0.56 0.05

16 0.28 2.20 0.78 0.42 0.50

17 0.19 2.23 1.86 1.15 0.28

18 0.12 0.79 2.81 1.16 0.28

19 0.11 2.44 2.67 1.64 0.47

20 0.34 1.76 2.18 0.32 0.49

标准偏
差 /% 0.08 1.13 0.89 0.61 0.18

检出限 /
(μg/kg) 0.45 5.37 4.73 2.79 0.82

定量限 /
(μg/kg) 1.36 16.11 14.19 8.37 2.47

由表 2~6 可知，生物芯片试剂盒方法的定量限

均低于现有国家标准对相应食品基质的 1/2 容许限

要求，可以很好的满足兽药定量检测需求，汇总结

果详见表 7。
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表 4  猪肉基质的检出限和定量限测定结果（μg/kg）

Table 4 Detection limit and quantitative limit determination 
results of pork matrix

编号 喹诺酮  四环素 氟苯尼考 磺胺 甲氧苄啶

1 0.23 1.44 4.56 2.16 0.15

2 0.41 0.58 1.14 1.05 0.22

3 0.11 3.00 2.04 1.02 0.54

4 0.29 3.66 0.96 0.07 0.08

5 0.23 3.83 3.37 0.31 0.16

6 0.27 1.16 2.15 0.50 0.03

7 0.12 1.02 1.01 2.76 0.14

8 0.32 1.06 2.06 0.39 0.49

9 0.22 1.63 2.30 0.58 0.51

10 0.51 6.18 3.95 0.73 0.18

11 0.14 1.26 1.33 0.04 0.15

12 0.34 1.98 2.72 0.62 0.40

13 0.30 3.51 1.62 0.97 0.09

14 0.47 0.56 0.85 0.48 0.20

15 0.23 0.46 1.67 0.57 0.03

16 0.32 1.63 1.17 0.40 0.50

17 0.10 2.66 1.08 0.59 0.36

18 0.06 0.40 1.74 0.63 0.23

19 0.07 2.58 1.71 1.06 0.54

20 0.23 2.02 2.22 0.36 0.66

标准偏
差 /% 0.12 1.42 0.99 0.64 0.19

检出限 /
(μg/kg) 0.62 6.29 4.94 2.68 0.86

定量限 /
(μg/kg) 1.87 18.87 14.82 8.04 2.58

表 5  乳制品基质的检出限和定量限测定结果（μg/kg）

Table 5 Detection limit and quantitative limit determination 
results of dairy products matrix

编号 喹诺酮  四环素 氟苯尼考 磺胺 甲氧苄啶

1 0.54 1.03 2.22 2.69 0.43

2 0.61 0.97 0.02 3.16 0.23

3 0.73 1.13 0.90 2.43 0.30

4 0.61 1.94 2.61 1.11 0.07

5 0.53 2.38 2.18 1.24 0.48

6 0.57 0.25 0.47 2.16 0.04

7 0.43 0.18 0.86 2.27 0.61

8 0.41 0.32 1.78 1.43 0.50

9 0.83 0.09 0.83 2.37 0.67

10 0.80 3.58 2.44 3.26 0.19

11 0.42 0.04 1.90 1.05 0.28

12 0.53 3.50 2.08 3.34 0.28

13 0.55 2.51 1.38 3.31 0.37

14 0.60 0.38 3.06 1.42 0.22

15 0.53 1.49 1.87 1.88 0.02

16 0.46 0.58 0.53 1.46 0.29

17 0.44 3.03 1.09 2.39 0.17

18 0.43 0.18 1.74 2.18 0.52

19 0.45 1.29 0.63 2.16 0.70

20 0.66 1.18 2.59 1.72 0.53

标准偏
差 /% 0.12 1.13 0.83 0.72 0.20

检出限 /
(μg/kg) 0.92 4.68 4.04 4.32 0.94

定量限 /
(μg/kg) 2.77 14.04 12.13 12.95 2.82
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表 6  蜂蜜基质的检出限和定量限测定结果（μg/kg）

Table 6 Detection limit and quantitative limit determination 
results of honey matrix

编号 喹诺酮  四环素 氟苯尼考  磺胺  甲氧苄啶 

1 0.12 0.64 0.41 2.06 1.06

2 0.21 0.66 0.36 2.02 1.56

3 0.08 0.63 0.47 0.10 1.94

4 0.15 1.25 0.46 1.18 0.61

5 0.17 1.00 0.71 1.17 1.74

6 0.27 0.63 0.26 2.19 0.94

7 0.19 0.63 0.24 0.09 1.98

8 0.13 0.63 0.49 2.10 0.69

9 0.11 0.97 0.30 0.22 0.60

10 0.19 0.92 0.43 1.10 0.92

11 0.14 0.82 0.56 0.07 0.94

12 0.23 0.85 0.44 1.12 1.13

13 0.19 1.03 0.54 0.04 1.19

14 0.13 0.62 0.32 2.15 0.82

15 0.11 0.80 0.45 0.09 1.17

16 0.16 0.85 0.36 2.06 0.58

17 0.12 1.09 0.49 0.25 1.17

18 0.09 0.66 0.39 1.20 0.85

19 0.09 1.02 0.41 2.19 1.75

20 0.18 0.65 0.26 0.24 1.35

标准偏
差 /% 0.05 0.19 0.11 0.86 0.43

检出限 /
(μg/kg) 0.30 1.38 0.75 3.65 2.44

定量限 /
(μg/kg) 0.91 4.14 2.25 10.96 7.33

表 7  生物芯片试剂盒的检出限和定量限结果汇总（μg/kg）

Table 7 Summary of detection limit and quantification limit 
results for biochip kits

参数 基质
喹诺
酮类

四环
素类

氟苯
尼考 

磺胺类 
甲氧
苄啶

检出限

鸡肉 0.36 4.20 3.87 2.71 0.62

鱼肉 0.45 5.37 4.73 2.79 0.82

猪肉 0.62 6.29 4.94 2.68 0.86

乳制品 0.92 4.68 4.04 4.32 0.94

蜂蜜 0.30 1.38 0.75 3.65 2.44

定量限

鸡肉 1.09 12.59 11.60 8.14 1.87

鱼肉 1.36 16.11 14.19 8.37 2.47

猪肉 1.87 18.87 14.82 8.04 2.58

乳制品 2.77 14.04 12.13 12.95 2.82

蜂蜜 0.91 4.14 2.25 10.96 7.33

表 8  蜂蜜中的加标回收率结果

Table 8 Results of spiked recovery rate in honey

兽药种类
添加水平 /

(μg/kg)
实测值 /
(μg/kg)

平均回收
率 /% RSD/%

恩诺沙星

5

5.83

115.73 2.095.65

5.88

10

8.56

106.77 18.0211.15

12.32

5

6.00

116.80 3.145.64

5.88

10

13.30

118.87 11.5810.55

11.81

四环素

5

6.23

116.93 5.915.56

5.75

10

10.15

109.27 7.8110.79

11.84

5

4.96

111.67 9.856.00

5.79

10

12.65

119.87 4.8711.55

11.76
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兽药种类
添加水平 /

(μg/kg)
实测值 /
(μg/kg)

平均回收
率 /% RSD/%

氟苯尼考

5

5.72

112.53 8.485.11

6.05

10

10.30

117.50 10.7912.65

12.30

5

5.45

114.40 4.816.00

5.71

10

11.04

117.60 5.3112.15

12.09

磺胺二甲基
嘧啶

10

11.84

108.97 9.739.75

11.10

20

17.75

94.05 8.0720.55

18.13

10

11.36

119.53 4.5012.41

12.09

20

21.73

107.25 1.9521.65

20.97

甲氧苄啶

10

11.30

113.20 7.6010.47

12.19

20

13.96

82.23 13.1917.95

17.43

10

10.05

109.43 7.2411.56

11.22

20

20.35

101.18 1.7519.84

20.52

2.3  准确度和精密度

为评估生物芯片试剂盒法对实际样品的分析能

力，选用蜂蜜、鱼肉和乳制品的阴性样品基质进行

了 5 类兽药的 2 水平 3 平行加标实验，加标浓度包

括限量值 [30,31] 。蜂蜜中恩诺沙星、四环素、氟苯尼

考的加标水平为 5、10 μg/kg，磺胺二甲基嘧啶、甲

氧苄啶的加标水平为 10、20 μg/kg ；鱼肉中恩诺沙

星、四环素、氟苯尼考、磺胺二甲基嘧啶、甲氧苄

啶的加标水平为 50、100 μg/kg。乳制品中的兽药残

留限量参考牛奶基质的限量要求。乳制品中恩诺沙

星、四环素、氟苯尼考、磺胺二甲基嘧啶、甲氧苄

啶的加标水平为 50、100 μg/kg。各基质的加标水平

及回收率见表 8~10。

表 9  鱼肉中的加标回收率结果

Table 9 Results of spiked recovery rate in fish

兽药种类
添加水平 /

(μg/kg)
实测值 /
(μg/kg)

平均回收
率 /% RSD/%

恩诺沙星

50

65.50

109.76 22.4941.34

57.80

100

90.49

91.05 2.5089.10

93.55

50

35.94

83.35 12.2743.34

45.75

100

89.07

85.06 11.8473.60

92.50

四环素

50

39.65

85.03 6.1043.20

44.70

100

96.80

89.65 7.1684.40

87.75

50

47.72

89.21 6.1242.64

43.45

100

95.22

107.85 10.24112.64

115.70

续表 8
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兽药种类
添加水平 /

(μg/kg)
实测值 /
(μg/kg)

平均回收
率 /% RSD/%

氟苯尼考

50

55.58

92.59 17.5140.65

42.65

100

86.41

90.94 4.5694.55

91.85

50

35.61

75.73 9.1736.12

41.86

100

71.57

78.65 7.9083.19

81.20

磺胺二甲基
嘧啶

50

47.92

87.55 12.0137.86

45.55

100

90.19

91.19 0.9691.58

91.80

50

42.21

95.62 11.7253.42

47.80

100

107.53

106.25 1.69107.01

104.20

甲氧苄啶

50

45.78

92.68 2.8345.40

47.84

100

93.63

108.94 12.23117.94

115.25

50

39.11

96.62 16.8251.32

54.50

100

93.76

114.61 17.77134.46

115.60

续表 9 表 10  乳制品中的加标回收率结果

Table 10 Results of spiked recovery rate in dairy products

兽药种类
添加水平 /

(μg/kg)
实测值 /
(μg/kg)

平均回收
率 /% RSD/%

恩诺沙星

50

38.62

82.85 5.8843.00

42.65

100

67.64

72.58 5.9274.68

75.42

50

57.46

116.15 0.9658.22

58.55

100

76.51

86.40 9.9391.83

90.87

四环素

50

36.87

72.84 5.8034.12

38.27

100

86.83

84.25 4.2780.14

85.79

50

44.42

85.91 8.3938.85

45.60

100

72.22

73.93 2.0574.46

75.11

氟苯尼考

50

56.09

108.49 4.5551.44

55.20

100

122.49

116.46 4.89111.18

115.70

50

57.19

112.27 1.8356.07

55.14

100

106.22

103.27 2.86100.32

103.28
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2.4  确证方法比较

本研究分别使用生物芯片试剂盒法和国家标

准方法对同一批样品进行了分析对比。喹诺酮类、

四环素类、磺胺类、氟苯尼考、甲氧苄啶兽药残

留分别依据标准方法 GB 31658.17-2021《食品

安全国家标准动物性食品中四环素类、磺胺类和

喹诺酮类药物残留量的测定液相色谱 - 串联质谱

法》、GB 31659.2-2022《食品安全国家标准禽蛋、

奶和奶粉中多西环素残留量的测定液相色谱 - 串

联质谱法》、GB/T 21316-2007《动物源性食品中

磺胺类药物残留量的测定液相色谱 - 质谱 / 质谱

法》、GB 31658.5-2021《食品安全国家标准动物

性食品中氟苯尼考及氟苯尼考胺残留量的测定液

相色谱 - 串联质谱法》和 GB/T 21316-2007 中的

方法进行确证。该批样本均含有一种或多种兽药

残留，确证方法图谱示例如图 3 所示，两种方法

分析比较结果见表 11。

表 11  生物芯片法与确证方法测试结果对比

Table 11 Comparison of test results between biochip method 
and confirmatory method

兽药类型 兽药名称 基质
国标方
法结果
 /(μg/kg)

生物芯片
法结果
 /(μg/kg)

RSD
/%

喹诺酮类

恩诺沙星

鸡肉 1 254.55 241.55 2.57

草鱼 1 9.10 6.93 13.48

草鱼 2 14.18 11.75 9.41

鳊鱼 1 10.93 11.50 2.70

诺氟沙星

蜂蜜 1 2.37 ＜ LOD  /

蜂蜜 2 1.62 ＜ LOD /

蜂蜜 3 1.24 ＜ LOD /

蜂蜜 4 1.33 ＜ LOD /

蜂蜜 5 6.49 5.55 7.88

四环素类
多西环素 鸡肉 2 30.30 27.07 5.62

四环素 蜂蜜 5 25.04 29.25 7.79

甲氧苄啶 甲氧苄啶

鸡肉 3 66.83 78.13 7.76

鸡肉 4 48.16 40.44 8.81

蜂蜜 5 9.98 9.63 1.87

兽药种类
添加水平 /

(μg/kg)
实测值 /
(μg/kg)

平均回收
率 /% RSD/%

磺胺二甲基
嘧啶

50

57.20

108.22 6.0550.68

54.45

100

102.36

102.11 0.21101.98

102.00

50

58.85

119.21 3.0461.67

58.29

100

112.00

105.94 5.14101.44

104.39

甲氧苄啶

50

61.42

108.12 16.8343.89

56.87

100

105.46

116.30 8.55125.00

118.43

50

61.84

117.83 5.8959.82

55.08

100

97.45

107.26 8.01113.40

110.94

表 8~10 结果显示，在蜂蜜、鱼肉、乳制品基质中，

生物芯片试剂盒方法测得的喹诺酮类物质加标回收

率范围为 72.58%~118.87%，RSD 为 0.96%~22.49% ；

四环素类的加标回收率范围为 72.84%~119.87%，

RSD 为 2.05%~10.24% ；氟苯尼考的加标回收率范

围为 75.73%~117.60%，RSD 为 1.83%~17.51% ；磺

胺类兽药的加标回收率范围为 87.55%~119.53%，

RSD 为 0.21%~12.01% ；甲氧苄啶的加标回收率范

围为 82.23%~117.83%，RSD 为 1.75%~16.83%，均

满足 GB/T 27417-2017 中对定量方法相应添加水平

的要求。这表明生物芯片方法对不同基质样品中兽

药残留的检测结果均有较好的准确度和精密度。

续表 10
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图 3 5 种兽药的液相色谱 - 质谱 / 质谱法色谱图和离子碎片图谱

Fig.3 Liquid chromatography-mass spectrometry/mass spectrometry chromatograms and ion fragment spectra of five veterinary drugs

注：（a）恩诺沙星；（b）诺氟沙星；（c）多西环素；（d）四环素；（e）甲氧苄啶。
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结果表明，与国家标准方法比较，生物芯片

试剂盒法未出现假阳性或假阴性结果。对于有数

值的结果，两种方法的 RSD 均 ＜ 15%，符合 GB/T 
27417-2017 对相应含量水平的要求，表明该方法具

有较高的准确性。本研究检测的样品涵盖了多种常

见动物源性食品基质，说明本方法对多类样品都具

有较好的适用性。

生物芯片试剂盒法分析以上样品的前处理和

数据分析时间约为 4 h，而液相色谱 - 质谱 / 质谱

法则需要 3~4 d。此外，通过调查可知，一个生物

芯片试剂盒的定价约 5 000 元，为 96 孔，平均约

为 50 元 / 孔，可以同时检测五类兽药各自的总量。

而液质方法的收费标准一般为 400 元 / 项目。因此，

采用生物芯片试剂盒法不仅大大提高了检测效率，

且显著降低了检测成本，适用于进行高通量样品的

快速筛查。

3  结论

本研究将微阵列生物芯片试剂盒用于动物源性

食品中喹诺酮类、四环素类、氟苯尼考、磺胺类、

甲氧苄啶多种兽药残留的同时测定。通过对该方法

的检出限、定量限、准确度、精密度、以及与确证

方法的一致性分析，对微阵列生物芯片试剂盒法进

行了准确性评估。实验选取了鸡肉、鱼肉、猪肉、

乳制品和蜂蜜 5 种动物源性食品基质，进行了检出

限和定量限的测定，结果表明，生物芯片试剂盒方

法测得的 5 种食品基质中兽药残留量的定量限，可

以较好的满足兽药残留定量检测的需求。该方法

测得的喹诺酮类、四环素类、氟苯尼考、磺胺类和

甲氧苄啶加标回收率范围分别为 72.58%~118.87%、

72.84%~119.87%、75.73%~117.60%、87.55%~
119.53%、82.23%~117.83%，RSD 均 小 于 22.49%。

通过对实际样品的检测，并与确证方法进行结果比

较，表明生物芯片试剂盒法具有较高的准确性和精

确性，对样品有较好的普适性。综上所述，生物芯

片试剂盒法检测动物源性食品中多种兽药残留量具

有较好的准确性，结果精确可靠，可应用于实际检

测中。

相比于液相色谱 - 质谱 / 质谱法，生物芯片试

剂盒法具有快速、高通量、价格低廉的优势，适

合进行大规模样品的快速筛查，在食品安全检测

领域中具有实际应用前景。但因生物芯片检测的

是一类化合物的总量，如需确定具体化合物，或

检测出阳性样品时，建议采用大型仪器方法进行

确证。
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