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摘  要: 目的  建立胶体金免疫层析法检测禽蛋中氯羟吡啶残留的分析方法。方法  在用间接竞争酶联免疫

吸附法分析氯羟吡啶单克隆抗体灵敏度和交叉反应性的基础上, 以胶体金标记单克隆抗体作为示踪标志物, 

以包被氯羟吡啶半抗原-卵清蛋白偶联物和羊抗鼠 IgG 的硝酸纤维素膜作为载体, 制备了氯羟吡啶胶体金免

疫层析试纸条。结果   氯羟吡啶单克隆抗体的半抑制浓度(half maximal inhibitory concentration, IC50)为   

1.6 μg/L, 与地克珠利、二硝托胺、尼卡巴嗪、磺胺喹噁啉、磺胺二甲嘧啶、癸氧喹酯、盐酸氨丙啉和盐酸氯

苯胍 8 种药物均无交叉反应。制备的胶体金免疫层析试纸条肉眼判定禽蛋中氯羟吡啶的检出限为 15 μg/kg, 灵

敏度为 98%、特异性为 93%、假阴性率为 2%、假阳性率为 7%。结论  制备的试纸条具有操作简单、检测快

速、成本低等优点, 可用于大批量禽蛋样本中氯羟吡啶残留的初步筛选。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of clopidol residues in poultry eggs by 

colloidal gold immunochromatography. Methods  Based on the analysis of the sensitivity and cross reactivity of 

clopidol monoclonal antibody by indirect competitive enzyme linked immunosorbent assay, the clopidol colloidal 

gold immunochromatographic test strip was prepared with the colloidal gold labeled monoclonal antibody as the 

tracer marker and the nitrocellulose membrane coated with clopidol hapten ovalbumin conjugate and goat anti-mouse 

IgG as the carrier. Results  The half maximal inhibitory concentration (IC50) of clopidol monoclonal antibody was 

1.6 μg/L, there was no cross reaction with 8 kinds of drugs, including diclazuril, dinitolmide, nicarbazin, 

sulfaquinoxaline, sulfadimidine, decoquinate, amprolium hydrochloride and robenidine hydrochloride. The limit of 

detection of clopidol in poultry eggs was 15 μg/kg, the sensitivity was 98%, the specificity was 93%, the false 
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negative rate was 2%, and the false positive rate was 7%. Conclusion  The prepared test strip has the advantages of 

simple operation, rapid detection and low cost, and can be used for the preliminary screening of clopidol residues in a 

large number of poultry egg samples. 

KEY WORDS: clopidol; colloidal gold immunochromatography; test strip; monoclonal antibody; poultry eggs 
 
 

0  引  言 

氯羟吡啶(clopidol)又名克球酚, 是一种抗球虫药, 对
鸡 9 种艾美耳球虫均有良好的防治效果, 是国内使用最广

泛的鸡用抗球虫药之一[1‒3]。但在畜禽养殖过程中长期不合

理使用, 会产生抗药性[4‒5], 贸然停用该药物, 就可能会导

致球虫病爆发[6]。并且随着氯羟吡啶的广泛使用, 其残留

问题也逐渐凸显, 有研究发现, 氯羟吡啶具有一定的致畸

性和胚胎毒性[7], 对人类健康构成了极大威胁。我国 GB 
31650—2019《食品安全国家标准 食品中兽药最大残留限

量》中规定了鸡/火鸡的肌肉、肝、肾中氯羟吡啶的最大

残留限量分别为 5000、15000、15000 μg/kg, 没有对鸡蛋

中的残留量做出规定。但禽蛋中氯羟吡啶残留风险现状却不

容乐观, 辛丽娜等[8]对广西不同地区禽蛋中兽药残留水平进

行测定和风险分析, 结果 82 批次禽蛋中检出氯羟吡啶超标产

品3批次, 检出率3.7%, 残留较为明显。为此, 2020年2月, 农
业农村部发布的《2020年饲料兽药生鲜乳质量安全监测计划》

中指出鸡蛋中氯羟吡啶的残留限量为 10 μg/kg[9]。可见, 建立

快速、准确检测禽蛋中氯羟吡啶残留的方法, 对于保障禽蛋

产品质量安全、保障消费者健康至关重要。 
目前已报道的检测氯羟吡啶残留的方法主要有色谱

法[10‒12]和色谱-质谱法[3,13‒15]。但这些方法需要在实验室使

用昂贵的仪器设备、由专业的技术人员来完成, 检测成本

高、耗时长, 难以在基层推广使用。因此, 开发一种快速

检测禽蛋中氯羟吡啶残留的方法, 可满足量大、范围广的

抽检工作要求, 提高监管效率, 为禽蛋质量安全监控提供

技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

氯羟吡啶、地克珠利、二硝托胺、尼卡巴嗪、磺胺喹

噁啉、磺胺二甲嘧啶、癸氧喹酯、盐酸氨丙啉、盐酸氯苯胍

(纯度≥98.0%)、4-马来酰亚胺酚酰肼、N,N-二甲基甲酰胺

(N,N-dimethylformamide, DMF)、3-(2-吡啶二巯基)丙酸 N-羟
基 琥 珀 酰 亚 胺 酯 [N-succinimidyl-3-(2-pyridyldithiol) 
propionate, SPDP]、三(2-酰乙基)磷盐酸盐[tris(2- carboxyethyl) 
phosphine, TCEP](ACS 级)、牛血清白蛋白(bovine albumin, 
BSA)、卵清蛋白(ovalbumin, OVA)、氯金酸(纯度 98%)、羊

抗鼠 IgG(美国 Sigma 公司); 柠檬酸三钠、碳酸钾(分析纯, 
广州化学试剂厂); 氢氧化钠、碘化亚铜、盐酸、1,2-二氯

乙烷、无水乙醇、乙腈、甲醇(分析纯, 北京化学试剂公司); 
硝酸纤维素膜(NC 膜)、样品垫、吸水垫、PVC 底板(上海

捷宁生物科技有限公司)。 
碳酸缓冲液(carbonic acid buffer, CB): 0.1 mol/L 的 CB, 

pH 9.5。 
磷酸缓冲液(phosphate buffer, PB): 0.5 mol/L 的 PB, 

pH 7.0。 
磷酸盐缓冲液(phosphate buffered saline, PBS): 0.02 mol/L

的 PBS, pH 7.4。 

1.2  仪器与设备 

2000SBL 电子天平(感量 0.01 g, 美国 Setra 公司); 
SBCJ 磁力搅拌加热器 (河南圣亚仪器仪表有限公司 ); 
TGL16C 台式高速冷冻离心机(湖南湘立科学仪器有限公

司); XYZ3050 胶体金点样系统(美国 BioDot 公司); CT300
数控切条机(上海金标生物科技有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  半抗原和抗原的合成 
氯羟吡啶半抗原的合成如图 1 所示。取氯羟吡啶 1.92 g

加 40 mL 2 mol/L氢氧化钠水溶液溶解, 再加入 20 mL含有

4-马来酰亚胺酚酰肼 4.93 g 的 DMF 溶液、1.9 g 碘化亚铜, 
加热, 100 ℃反应 4 h; 停止反应, 加 100 mL 去离子水, 用 
6 mol/L 盐酸调节 pH 至 7, 用 1,2-二氯乙烷萃取 3 次, 每次

200 mL; 合并有机相, 蒸干, 加 120 mL 无水乙醇重结晶, 
即得到氯羟吡啶半抗原。 

 

 
 

图 1  氯羟吡啶半抗原合成图 
Fig.1  Composite diagram for clopidol hapten 
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将氯羟吡啶半抗原与 BSA 偶联作为免疫原, 与 OVA
偶联作为包被原。取 BSA 50 mg, 加 6 mL CB 缓冲液溶解, 
加含有 SPDP 11.6 mg 的 DMF 溶液 1 mL, 室温反应 4 h, 停
止反应, 用 PBS 缓冲液透析纯化, 除去未反应的 SPDP, 得
到引入二硫吡啶基的 BSA 溶液, 记为 A 液; 取 TCEP     
11 mg, 加 2 mL PB 缓冲液溶解, 滴加到 A 液中, 4 ℃反应

30 min, 得到巯基化 BSA, 记为 B 液; 取氯羟吡啶半抗原

15 mg, 加 1 mL DMF 溶解, 加入到 B 液中, 室温反应 3 h, 
用 PBS 缓冲液透析纯化 3 d, 每天换液 3 次, 离心分装, 得
到氯羟吡啶半抗原-BSA 偶联物, 即为免疫原。采用同样的

方法制备包被原。 
1.3.2  单克隆抗体的制备和鉴定 

按照常规方法[16], 用 1.3.1 制备的免疫原免疫 Balb/c
小鼠制备腹水抗体, 用饱和硫酸铵法纯化后备用, 以间接

竞争酶联免疫吸附法(enzyme linked immunosorbent assay, 
ELISA)分析抗体的灵敏度和交叉反应性。 
1.3.3  胶体金的制备 

采用柠檬酸三钠还原法制备胶体金颗粒[17]。在锥形瓶

中加热 100 mL 0.01%氯金酸溶液至完全沸腾, 快速搅拌下

向其中加入 2.5 mL 1%柠檬酸三钠溶液, 随着溶液的持续

沸腾, 其颜色逐渐变为酒红色, 再继续搅拌 15 min, 然后

冷却到室温, 4 ℃保存备用。 
1.3.4  金标抗体的制备 

在磁力搅拌下, 用 0.2 mol/L 碳酸钾溶液调节胶体金

的 pH 至 7.2, 在 2 mL 胶体金溶液中加入 50 μg 氯羟吡啶单

克隆抗体, 室温搅拌 30 min, 放置 10 min; 再加入 10% 
BSA 溶液至其终浓度为 1%封闭游离的胶体金颗粒, 继续

放置 10 min; 4 ℃下 12000 r/min 离心 40 min, 舍弃上清, 沉
淀用含 2% BSA 的 PBS 缓冲液洗涤 2 次后重悬, 置 4 ℃备

用。按 100 μL/孔的标准向微孔板中加入金标抗体, 冷阱温

度-50 ℃预冻 3 h, 真空干燥 15 h[18], 即得到包含金标抗体

的微孔试剂, 密封保存。 
1.3.5  胶体金试纸条的组装 

胶体金试纸条由 NC 膜、样品垫、吸水垫和 PVC 底

板组成。将包被原(1 mg/mL)和羊抗鼠 IgG (0.5 mg/mL)以  
1 μL/cm 的喷量分别喷于 NC 膜上作为检测线(T 线)和质控

线(C 线), 包被好的 NC 膜于 37 ℃干燥 2 h, 备用; 将样品

垫置于样品垫展开剂中浸泡 2 h, 37 ℃干燥 2 h 备用。依次

将 NC 膜、样品垫、吸水垫粘贴于 PVC 底板上, 然后切成

3.95 mm 宽的试纸条, 装在特制的塑料制卡中密封保存, 
与 1.3.4 制备的冻干有金标抗体的微孔试剂配合使用。 
1.3.6  样品前处理及检测 

将鲜蛋破碎至烧杯中, 充分混匀; 称取(2.00±0.05) g
混匀的样本至 10 mL离心管中, 加入 0.5 mL NaCl溶液, 涡
旋 2 min, 再加入 3 mL 样本提取剂, 涡旋 2 min, 室温条件

下 3000 r/min 离心 5 min; 取 2 mL 上层溶液至离心管中, 
于 50~60 ℃水浴氮气流下吹至近干; 向其中加入 300 μL 样

本复溶液, 涡旋 30 s 后即为样本待测液。 
吸取 100 μL 待测液于微孔中, 反复抽吸 4~5 次, 使微

孔中试剂充分混匀, 室温孵育 3 min; 吸取 100 μL 混匀液

垂直滴于试纸条加样孔中, 反应 8 min, 肉眼观察结果。若

T 线显色比 C 线显色深或与 C 线颜色相当, 表明样品中氯

羟吡啶含量低于检出限, 判为阴性(－); 若 T 线显色比 C
线显色浅或几乎不显色, 则判为阳性(＋); 若 C 线不显色, 
表明操作不正确或试纸条无效。 

2  结果与分析 

2.1  单克隆抗体的特性 

采用间接竞争 ELISA 方法分析单克隆抗体的灵敏度

和交叉反应性。分别测定质量浓度梯度为 0、0.5、1.5、4.5、
13.5、40.5 μg/L 的氯羟吡啶标准溶液 450 nm 处的吸光度值

(A), 计算百分吸光率(A/A0)。以标准品百分吸光率的 logit
值为纵坐标, 氯羟吡啶浓度的对数值(lgC, lg mol/L)为横坐

标 , 绘制标准曲线 , 线性方程为 Y=-2.3559X+0.5275, 
r2=0.9998。以竞争抑制率达到 50%时所对应的氯羟吡啶浓

度(half maximal inhibitory concentration, IC50)表征抗体的

灵敏度, 即 1.6 μg/L。 
分析氯羟吡啶单克隆抗体对类似物的交叉反应率 , 

结果见表 1, 其对氯羟吡啶类似物的交叉反应率均小于 1%,
噁与地克珠利、二硝托胺、尼卡巴嗪、磺胺喹 啉、磺胺二

甲嘧啶、癸氧喹酯、盐酸氨丙啉和盐酸氯苯胍 8 种药物均

无交叉反应, 说明对氯羟吡啶具有高度专一性。 
 

表 1  间接竞争 ELISA 法测定的氯羟吡啶单克隆抗体交叉反应性 
Table 1  Determination of cross reactivities of clopidol 

monoclonal antibody by indirect competitive ELISA 

类似物 IC50/(μg/L) 交叉反应率/% 

氯羟吡啶 1.6 100 

地克珠利 >160 <1 

二硝托胺 >160 <1 

尼卡巴嗪 >160 <1 

磺胺喹噁啉 >160 <1 

磺胺二甲嘧啶 >160 <1 

癸氧喹酯 >160 <1 

盐酸氨丙啉 >160 <1 

盐酸氯苯胍 >160 <1 

 
2.2  样本提取剂的筛选 

参考已报道的文献方法[12,19]及 GB/T 20362—2006《鸡蛋

中氯羟吡啶残留量的检测方法 高效液相色谱法》, 分别采用

甲醇和乙腈作为样本提取剂, 按照 1.3.6 所述进行样品前处理
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后, 用试纸条进行检测, 考察浓度分别为 0、15 μg/kg 的 2 个

浓度梯度鸡蛋样本在 2 种提取剂下的显色效果, 结果见图

2。对于氯羟吡啶浓度为 0 μg/kg 的样本, 甲醇组的 T 线条

带颜色浅于乙腈组; 当氯羟吡啶浓度为 15 μg/kg 时, 甲醇

组的 T 线条带颜色与 C 线相当, 为阴性结果, 而乙腈组的

T 线条带几乎消失, 判为阳性。可见, 乙腈组的 T 线抑制效

果更好, 提取液中氯羟吡啶含量更高, 表明乙腈提取效率

更好。因此, 选择乙腈作为本方法的提取液。 
 

 
 

注: C 线在 T 线上方, 下同; 样本提取剂: A 组为甲醇, B 组为乙腈; 
氯羟吡啶质量浓度: 1 为 0 μg/kg, 2 为 15 μg/kg。 

图 2  样本提取剂筛选 
Fig.2  Screening of sample extractants 

 

2.3  试纸条的检出限 

在空白新鲜鸡蛋中添加氯羟吡啶标准品至浓度分别为

0、5、10、15、20 μg/kg, 用试纸条检测, 每个浓度做 5 次

平行, 结果见表 2。按照 1.3.6 所述方法判定结果发现, 在氯

羟吡啶浓度为 5 μg/kg 时, 试纸条上的 T 线显色比 C 线显色

深, 为阴性结果; 随着浓度的上升, T 线显色逐渐变浅, 到浓

度为 15 μg/kg 时, T 线显色明显比 C 线显色浅, 为阳性结果。

因此, 肉眼判定禽蛋中氯羟吡啶的检出限为 15 μg/kg。 

2.4  试纸条的其他性质 

随机取空白新鲜鸡蛋、鸭蛋、鹌鹑蛋样品共 50 份, 分
别添加氯羟吡啶标准品至浓度为 7.5、15、30 μg/kg, 共计

样品 200 份, 用试纸条进行检测, 根据《食品快速检测方

法评价技术规范》[20]计算灵敏度、特异性、假阴性率、假

阳性率, 结果见表 3, 得到灵敏度为 98%、特异性为 93%、

假阴性率为 2%、假阳性率为 7%。 

2.5  试纸条的重复性 

以鸡蛋为测试基质, 采用空白样本及氯羟吡啶添加

浓度为 15 μg/kg的加标样本, 用3个批号的试纸条进行检测, 
每一水平 10 平行, 计算检出阳性结果次数占所有检测结果

的比率。结果发现, 3 批试纸条的检测结果中, 仅批次 1 出现

了假阳性现象, 其他无明显差异, 表明方法重复性较好。 

表 2  胶体金试纸条检出限 
Table 2  Limits of detection of colloidal gold test strip 

添加浓度/(μg/kg) 检测结果 

0 

5 

10 

15 

20 

 
表 3  胶体金试纸条性能指标计算方法及结果 

Table 3  Calculation method and results of performance indexes 
of colloidal gold test strip 

样品情况 a 
检测结果 b 

总数 
阳性 阴性 

阳性 98 2 100 

阴性  7 93 100 

总数 105 95 200 

灵敏度 p+/% p+=98/100×100=98 

特异性 p-/% p-=93/100×100=93 

假阴性率 pf-/% pf-=100-p+=2 

假阳性率 pf+/% pf+=100-p-=7 

相对准确度/% (98+93)/200×100=95.5 

注: a 表示样品中实际的结果, 实验中共计样品 200 份, 其中阴性

100 份(包括空白样品和添加浓度为 0.5 倍检出限的样品各 50 份), 
阳性 100 份(包括添加浓度为检出限和 2 倍检出限的样品各 50 份); 
b 表示由该方法检验得到的结果。 



第 5 期 王兆芹, 等: 胶体金免疫层析法检测禽蛋中氯羟吡啶残留 1521 
 
 
 
 
 

 

2.6  实际样品的测试 

对购自市场的鸡蛋、鸭蛋、鹌鹑蛋样品各 10 份, 分别

用上述胶体金免疫层析法和 SN/T 3144—2011《出口动物源

食品中抗球虫药物残留量检测方法 液相色谱-质谱/质谱

法》进行检测, 比对两种方法检测结果, 见表 4。结果表明, 
本方法与仪器检测结果相符, 结果准确可靠、实用性强。 

 
表 4  实际样品测试结果 

Table 4  Test results of actual samples 

样品编号 
鸡蛋 鸭蛋 鹌鹑蛋 

试纸条结果 仪器结果/(μg/kg) 试纸条结果 仪器结果/(μg/kg) 试纸条结果 仪器结果/(μg/kg) 

1 － 未检出 － 未检出 － 未检出 

2 － 未检出 － 未检出 － 未检出 

3 ＋ 23.5 － 未检出 － 未检出 

4 － 未检出 － 未检出 － 未检出 

5 － 未检出 ＋ 35.1 － 未检出 

6 － 未检出 － 未检出 ＋ 18.9 

7 ＋ 30.7 － 未检出 － 未检出 

8 － 未检出 － 未检出 － 未检出 

9 － 未检出 － 未检出 ＋ 24.6 

10 － 未检出 － 未检出 － 未检出 

 

3  结论与讨论 

选择合适的提取剂, 既能有效提取待测组分, 还能阻

止干扰成分进入提取液, 降低基质干扰[21]。氯羟吡啶不溶

于水、丙酮、乙醚、苯, 但在甲醇和乙腈中有一定的溶解

度[22], 为此本研究考察了甲醇和乙腈作为提取剂对检测结

果的影响。结果表明, 乙腈组的 T 线抑制效果更好, 这可

能是因为禽蛋含有大量的脂肪和蛋白质, 乙腈能沉淀蛋白, 
减少其对氯羟吡啶的吸附[23], 所以选择乙腈作为提取剂。 

胶体金免疫层析技术作为近年最快速的新型检测技

术之一, 在农兽药残留[24‒25]、真菌毒素[26]、重金属[27]、非

法添加剂[28]、病原微生物[29]等检测领域应用广泛。该技术

方便快捷、成本低、不需要特殊设备和试剂、结果判断直

观且灵敏度高、稳定性强, 非常适合作为初筛手段用于仪

器确证方法的补充。但目前还没有关于氯羟吡啶的胶体金

免疫层析方法的报道, 仅是在制备氯羟吡啶抗原基础上开

发针对其的抗体[30‒32]。本研究在用间接竞争酶联免疫吸附

法分析氯羟吡啶单克隆抗体灵敏度和交叉反应性的基础上, 
以胶体金标记单克隆抗体作为示踪标志物, 以包被氯羟吡

啶半抗原-卵清蛋白偶联物和羊抗鼠 IgG 的硝酸纤维素膜

作为载体, 制备了氯羟吡啶胶体金免疫层析试纸条, 可特

异性地快速检测禽蛋中的氯羟吡啶, 检出限为 15 μg/kg, 
灵敏度为 98%、特异性为 93%、假阴性率为 2%、假阳性

率为 7%。而 SN/T 3144—2011 中的净化过程采用固相萃取

法, 要经过活化、平衡、上样、淋洗、洗脱 5 个步骤, 操

作复杂, 与之相比, 本方法操作简单、检测速度快, 适合作

为禽蛋中氯羟吡啶残留检测的初筛方法。但由于胶体金免

疫层析技术的工作原理和技术水平的局限 , 与 GB/T 
20362—2006 中的高效液相色谱法相比, 检出限虽有所提

高, 但仍无法满足《2020 年饲料兽药生鲜乳质量安全监测

计划》中对于鸡蛋氯羟吡啶残留限量的要求, 且因为人眼

判读主观性较大, 容易出现假阳性、假阴性等问题, 因此

可配套胶体金读数仪使用, 通过建立标准曲线来实现结果

的定量检测, 提高灵敏度和准确性。 
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