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快速检测卡和酶联免疫试剂盒检测动物性 

食品中 3种 β-兴奋剂 

张璐琪 1*, 王凤美 2, 张鸿伟 2, 徐  彪 2, 梁成珠 2 

(1. 中国海洋大学食品科学与工程学院, 青岛  266003; 2. 山东出入境检验检疫局检验检疫技术中心, 青岛  266002) 

摘  要: 目的  评价快速检测卡和酶联免疫试剂盒检测动物性食品中 3 种β-兴奋剂的准确性。方法  分别采

用快速检测卡和酶联免疫吸附法检测动物性食品中盐酸克伦特罗(CLB)、莱克多巴胺(RAC)和沙丁胺醇(SAL)3

种 β-兴奋剂残留, 并与液相色谱-串联质谱法(LC-MS/MS)进行比较评价。结果  盐酸克伦特罗速测卡和克伦特

罗-莱克多巴胺-沙丁胺醇三联速测卡的检测结果与 LC-MS/MS 的符合率分别为 83.3 %和 87.5%(CLB)、

12.5 %(RAC)、100%(SAL), CLB、RAC、SAL和 β-兴奋剂 ELISA试剂盒的检测结果与液相色谱-串联质谱法的

符合率分别为 94 %、94%、76.2 %和 75 %。结论  试剂盒的准确度相对较高, 但部分试剂盒的假阳性和假阴

性情况明显。速测卡检测限较高, 准确度较差, 不满足一般检测要求。 
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Detection of 3 kinds of β-agonists in animal foods by rapid test card 
and ELISA kit 
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ABSTRACT: Objective  To evaluate the accuracy of the rapid test card and enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) kit in detecting 3 kinds of β-agonists in animal foods. Method  Three kinds of β-agonists residues 

including clenbuterol (CLB), ractopamine (RAC) and salbutamol (SAL) in animal foods were detected by rapid test 

card and ELISA, respectively. The results were compared with those of the liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry (LC-MS/MS) and the methods were evaluated. Results  The coincidence rate of clenbuterol rapid test 

card and LC-MS/MS was 83.3%. The coincidence rates of triple rapid test card and LC-MS/MS were 87.5%, 12.5% 

and 100% for CLB, RAC and SAL, respectively. The coincidence rates of ELISA kits and LC-MS/MS were 94%, 

94%, 76.2% and 75% for CLB, RAC, SAL and β-agonists, respectively. Conclusion  The accuracy of kits are 

relatively high, but the false positive and false negative of some kits are obvious. While the rapid test card has the 

high LOD and low accuracy, it does not meet the general detecting demand. 
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1  引  言 

β-兴奋剂 (也称 “瘦肉精 ”)主要包括盐酸克伦特罗

(clenruberol, CLB)、莱克多巴胺(ractopamine, RAC)和沙丁

胺醇(salbutamol, SAL), 是一类肾上腺受体激动剂, 广泛用

于生猪的饲养中, 以促进家畜生长, 提高瘦肉率, 从而获

取更大的经济利益[1]。人食用残留 β-兴奋剂的食品后会引

起食物中毒, 出现肌肉震颤、心悸、精神紧张、头疼、肌

肉疼痛、晕眩、恶心、呕吐、发烧、战栗等症状, 严重者

可引起死亡, 对消费者的健康引起极大危害[2]。因此, 各国

禁止违规使用 CLB、RAC 和 SAL 作为饲料添加剂用于动

物生产养殖中。目前检测“瘦肉精”残留的方法有高效液相

色谱法(HPLC)[3-5]、气相色谱-质谱法(GC-MS)[6,7]、酶联免

疫吸附法(ELISA)[8,9]和金标试纸条法[10,11]等。虽然色谱法

和质谱法在定性和定量方面有很高的准确度, 但由于精密

仪器价格昂贵、试剂耗材用量大、检测过程复杂、技术要

求高、检测时间长等因素、并不能完全满足监管需要[12]。

因而金标快速检测卡和 ELISA 试剂盒等快速检测技术成

为发展需求。本研究选用几种金标快速检测卡和 ELISA 试

剂盒对已知阳性和阴性样品进行试验, 并与液相色谱-串

联质谱法(LC-MS/MS)检测结果比较, 从而评估方法的准

确性和适用性。 

2  材料与方法 

2.1  材料与仪器 

所用样品均为用经 LC-MS/MS 检测(检出限为 0.05 

μg/kg)已知待测物阳性和阴性的样品。磷酸二氢钾缓冲液

(pH=3); 甲醇、乙腈(色谱纯, 美国 Merck公司)。 

金标快速检测卡(检测限: CLB 3 μg/kg、RAC 3 μg/kg、

SAL 5 μg/kg, 北京中卫食品卫生科技公司); 盐酸克伦特

罗ELISA试剂盒(检测限: 0.04 μg/kg, 德国 r-Biopharm公司, 

产品批号为 12445); 莱克多巴胺、沙丁胺醇 ELISA试剂盒

(检测限: 0.35 μg/kg、0.2 μg/kg, 浙江迪恩生物科技股份有

限公司, 产品批号分别为 70805和 22405); β-兴奋剂 ELISA

试剂盒(检测限: 0.1 μg/kg, 北京中检维康技术有限公司, 

产品批号为 CS1506)。 

TECAN infinite M200微孔板酶标仪(瑞士 Tecan公司), 

Himac CR22GII高速冷冻离心机(日本 HITACHI公司), 氮

气吹干装置 , 固相萃取装置 , 恒温水浴装置 , 振荡器 , 

MS1Minishaker旋涡混合器(德国 IKA公司)等。 

2.2  检测方法 

2.2.1  速测卡 

(1)样品前处理: 称取 3 g均质样品于离心管中; 放入

95 ℃以上热水浴中加热 10~15 min; 将析出的样品组织液

于 10000 r/min, 25 ℃ 条件下离心 10 min, 吸取上清液作为

测定液备用。 

(2)检测步骤: 取出检测卡平放于桌上, 用测试卡袋中

的滴管垂直滴加 2滴样品渗出液(约 40 μL)于加样孔, 30 s后

再加入展开液 1~2滴; 反应 5 min, 根据示意图判定结果。 

2.2.2  盐酸克仑特罗试剂盒 

(1)样品前处理: 称取 5 g均质样品于离心管中, 加入

25 mL 50 mmol/L HCl, 振荡 20 min; 在 8000 r/min, 15 ℃ 

条件下离心 10 min; 移取 18 mL上清液(3 g样品)于新离心

管中, 加入 2 mL 0.5 mmol/L NaOH, 混匀 10 min; 加入 10 

mL 500 mmol/L KH2PO4 缓冲液(pH=3), 简单混合并置于

4 ℃ 下至少 1.5 h; 在 8000 r/min, 15 ℃条件下离心 10 min; 

移取 10 mL上清液(1 g样品), 回温至室温(20~25 ℃), 用

RIDA® C18柱纯化。 

(2) RIDA® C18柱纯化步骤: 用 3 mL甲醇(100 %)洗涤

柱子; 用 2 mL 50 mmol/L KH2PO4  缓冲液(pH=3)洗涤柱子; 

样品溶液进柱; 用 2 mL 50 mmol/L KH2PO4  缓冲液(pH=3)

洗涤柱子; 用正压去除残留的液体并用空气吹 2 min 干燥

柱子; 用 1 mL 甲醇(100 %)洗脱样品, 流速为 15 滴/min, 

加正压收集所有洗脱液; 在 50~60 ℃下氮气吹干; 用 1 mL

蒸馏水溶解干燥的残留物, 取 20 μL进行分析。 

(3)检测步骤: 将足够标准和样品所用数量的孔条插

入微孔架, 并记录标准和样品的位置; 加入 100 μL稀释的

抗体溶液到微孔底部, 在室温下孵育 15 min; 倒出孔中液

体, 每孔中加入 250 μL 蒸馏水, 再次倒出孔中液体, 重复

操作洗涤步骤 2 次以上, 将微孔架倒置在吸水纸上拍打, 

完全除去孔中液体; 加入 20 μL 标准和处理好的样品到各

自微孔中, 再加入 100 μL稀释的酶标记物, 用手轻轻摇动

微孔板混合, 在室温下孵育 30 min; 倒出孔中液体, 每孔

中加入 250 μL蒸馏水, 再次倒出孔中液体, 重复操作洗涤

步骤两次以上, 将微孔架倒置在吸水纸上拍打, 完全除去

孔中液体; 加入 100 μL基质/显色剂到每孔中, 轻轻混合后, 

在室温下暗处孵育 15 min; 加入 100 μL停止液到每孔中, 

30 min内在 450 nm下测定吸光度值。 

2.2.3  莱克多巴胺和沙丁胺醇 ELISA 试剂盒 

(1)样品前处理: 称取 2 g均质样品于离心管中, 加入 4 

mL 清洗液(将试剂盒中的清洗液 20×用纯水按 1:20 稀释), 

再加入 2 mL 0.1 mol/L 盐酸溶液, 在涡旋振荡器上剧烈振

荡约 30 s; 室温下 8000 r/min离心 10 min; 取 1 mL上清液, 

用 1 mol/L氢氧化钠溶液调节 pH值至 6.75±0.25, 若溶液浑

浊, 8000 r/min离心 5 min, 保留上清液; 取 50 μL进行分析。 

(2)检测步骤: 将足够标准和样品所用数量的孔条插

入微孔架, 并记录标准和样品的位置; 加入 50 μL 标准和

处理好的样品到各自微孔中, 再加入 100 μL酶标物工作液, 

轻轻混合, 在室温下孵育 10 min(沙丁胺醇 30 min); 倒出

孔中液体, 加入 250 μL 清洗液, 再次倒出孔中液体, 重复

操作洗涤步骤 3 次, 将微孔架倒置在吸水纸上拍打, 完全
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除去孔中液体; 加入 100 μL基质/显色剂到每孔中, 轻轻混

合后, 在室温下暗处孵育 10 min; 加入 100 μL停止液到每

孔中, 10 min内在 450 nm下测定吸光度值。 

2.2.4  β-兴奋剂 ELISA 试剂盒 

(1)样品前处理: 称取 4 g均质样品于离心管中, 加入

8 mL 乙腈样品提取液, 振荡提取 30 min; 室温下 8000 

r/min离心 10 min, 移取上清液 4 mL于另一试管中, 氮吹

仪吹干; 用 1 mL复溶液(将试剂盒中的复溶浓缩液用纯水

稀释 10倍)复溶, 加入 2 mL正己烷, 涡旋混匀 30 s, 2000 

r/min离心 10 min; 取 100 μL下层样品提取液, 用 400 μL

稀释缓冲液 B稀释, 混匀, 取 50 μL进行分析。 

(2)检测步骤: 将足够标准和样品所用数量的孔条插

入微孔架, 并记录标准和样品的位置; 加入 50 μL 标准和

处理好的样品到各自微孔中, 再加入 50 μL酶标抗原和 50 

μL 抗体, 避光, 在室温温育 30 min; 倒出孔中液体, 每孔

加入 250 μL稀释的洗涤液, 重复洗涤操作 3次, 用力在吸

水纸上拍干; 每孔加入 150 μL 显色剂, 室温避光温育 10 

min; 每孔加入 50 μL停止液, 在 450 nm处测定吸光度值。 

2.3  试验设计 

2.3.1  盐酸克伦特罗速测卡 
选取 5个 clen阳性样品(浓度分别为 3.51、7.70、7.90、

8.79和 33.86 μg/kg)和 20个阴性样品用于检测, 其中 5个

阳性样品做 2个平行试验。 

2.3.2  盐酸克伦特罗-莱克多巴胺-沙丁胺醇三联速测卡 
选取 2个 clen阳性样品(浓度为 7.70和 8.79 μg/kg)、2

个 rac阳性样品(浓度为 7.90和 8.90 μg/kg)、2个 sal阳性

样品(浓度为 15.80和 41.90 μg/kg)和 20个阴性样品用于检

测, 其中 6个阳性样品做 2个平行试验。 

2.3.3  盐酸克伦特罗试剂盒 
选取 5个 clen阳性样品(浓度分别为 0.13、2.70、3.21、

7.19和 7.70 μg/kg)和 20个阴性样品用于检测, 每一个样品

都做 2个平行试验。 

2.3.4  莱克多巴胺试剂盒 

选取 5个 rac阳性样品(浓度分别为 0.71、1.12、7.61、

7.98和 8.90 μg/kg)和 20个阴性样品用于检测, 每一个样品

都做 2个平行试验。 

2.3.5  沙丁胺醇试剂盒 

选取 3个 sal阳性样品(浓度分别为 3.22、15.80和 41.90 

μg/kg)和 18个阴性样品用于检测, 每一个样品都做 2个平

行试验。 

2.3.6  β-兴奋剂试剂盒 

选取 2个 clen阳性样品(浓度为 1.57和 2.7 μg/kg)、2

个 sal阳性样品(浓度为 3.22和 41.90 μg/kg)和 20个阴性样

品用于检测, 每一个样品都做 2个平行试验。 

3  结果与分析 

3.1  金标速测卡 

盐酸克伦特罗速测卡和三联速测卡的检出结果如表 1

所示, 盐酸克伦特罗速测卡的检出结果与液质法的符合率

一般, 为 83.3%, 且浓度在检测限附近(3~9 μg/kg)的阳性样

品易出现假阴性问题。三联速测卡的符合率差异较大, 其

中沙丁胺醇检出结果与液质法完全一致, 莱克多巴胺符合

率最低, 对阴性样品的检测结果均为阳性, 可能这一批速

测卡中莱克多巴胺的抗原抗体反应有一定的问题。克伦特

罗的符合率较高, 但浓度在检测限附近(7~9 μg/kg)的阳性

样品均没有检出。 

3.2  ELISA 试剂盒 

各试剂盒的检出结果如表 2 所示, 盐酸克伦特罗试

剂盒和莱克多巴胺试剂盒的检出结果与液质法的符合率

较高, 均为 94%, 沙丁胺醇试剂盒和 β-兴奋剂试剂盒的符

合率一般, 分别为 76.2 %和 75 %, 主要表现在假阳性结

果较多。 

一般 IC50的数值越小, 抗体的特异性能越强, 由表 3

各试剂盒 IC50 可知, 在线性范围内, 盐酸克伦特罗试剂盒

和沙丁胺醇试剂盒的灵敏度要比莱克多巴胺试剂盒和 β-兴

奋剂试剂盒高。 

 
 

表 1  快速检测卡的检出结果 
Table 1  Detection results of rapid test cards 

速测卡 克伦特罗 
 三联  

Clen Rac Sal 

阳性检出比 6/10 0/4 4/4 4/4 

阴性符合比 19/20 28/28 0/28 28/28 

与液质法的符合率/% 83.3 87.5 12.5 100 

注 :  ;  ;   

。 
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表 2  ELISA 试剂盒的检出结果 
Table 2  Detection results of ELISA kits 

ELISA试剂盒 盐酸克伦特罗 莱克多巴胺 沙丁胺醇 β-兴奋剂 

阳性检出比 8/10 7/10 6/6 8/8 

阴性符合比 39/40 40/40 26/36 28/40 

与液质法的符合率/% 94 94 76.2 75 

注 :  ;  ;  
 

。 

 
表 3  各试剂盒 IC50 及线性范围比较(μg/kg) 

Table 3  Comparison of IC50 and linear ranges of kits(μg/kg) 

ELISA试剂盒 盐酸克伦特罗 莱克多巴胺 沙丁胺醇 β-兴奋剂 

标准溶液 
0、0.1、0.3,  

0.9、2.7、8.1 

0、0.1、0.3,  

0.9、2.7、8.1 

0、0.1、0.2,  

0.4、0.8、2 

0、0.1、0.5,  

2、5、20 

IC50 0.378 2.129 0.389 4.021 

线性范围 0.10~8.10 0.10~8.10 0.10~2.00 0.10~20.00 

注: IC50为 50%抑制率, 是试剂盒灵敏度的指标。 

 
 

4  讨  论 

本研究旨在评估 β-受体激动剂目前常用的速测卡及

快速检测试剂盒用于日常样品检测时的准确性。所有样品

均经过液相色谱－串联质谱法的确证。本文以阳性检出比、

阴性符合比及与液质法的符合率来表示样品检测的准确

度。本研究采用实际阳性样品, 即通过采食含有禁用物质

的饲料而造成的动物肌体阳性, 而不是添加样品, 进行对

比试验, 更具有实际的操作意义。 

从试剂盒测定结果可看出, 尽管对于阳性样品大部

分都检测出了阳性结果, 但其数值较液质法均偏低。此外, 

有的样品平行性不好, 表现在测定数值相差较大, 或一个

平行测出阳性, 另一个测出阴性。造成这些误差的原因可

能有如下几个方面:  

(1)样品混入少量筋、膜、脂, 与试剂混合不充分导致

提取的待测物丧失了小部分, 使结果偏低[13]。 

(2)测定盐酸克伦特罗时, RIDA C18柱纯化流速未严格

控制。组织分离出的上清液在通过 C18柱纯化时, 速度过快, 

会使盐酸克伦特罗抗原没有完全吸附; 甲醇洗脱时速度过

快, 会使克伦特罗抗原没有完全洗脱, 导致结果偏低[14]。 

(3)加样不完全。试剂盒加样时, 样液会留在微孔边缘, 

这会使结果偏低。有的枪头会残留少许液体, 这使得加入

各微孔中的液体体积不一致, 从而导致标准曲线的线性不

好或平行样品的平行性不好。 

(4)洗板操作不规范。最后一次洗板后没有完全除去微

孔中的洗液, 会使结果偏低。若洗板过程中洗液溅入其他

微孔, 也会由于酶标板孔间的污染而影响结果。 

(5)试剂被污染、酶标板拆封时间过长或未密封保存、

酶失效等均会影响结果的准确性[15]。但造成假阳性的主要

原因是速测卡和试剂盒本身问题还是操作过程的污染问题

还需进一步验证。 

由于实际检出的阳性样品较少, 而且本研究选取 β-兴

奋剂含量高于试剂盒和速测卡的检测限且在检测限附近的

样品, 因为浓度低于检测限的和浓度太大的样品检测意义

不大。因此, 为进一步研究快速检测方法的准确性和适用

性, 应增加更多品牌的速测卡和试剂盒进行比较分析, 并

增加阳性样品数量。 

5  结  论 

本次试验结果显示, 速测卡虽然操作简便、检测时间

短, 但准确性不好, 且其检测限较高, 不能满足一般标准

要求, 只能在大量筛查和特殊情况下使用。试剂盒相对于

速测卡其准确度和灵敏度要高, 但部分试剂盒的假阳性和

假阴性情况仍明显, 且这几种试剂盒的准确度和灵敏度相

差较大, 由于试剂盒本身的稳定性不好, 试验条件和人员

操作等都会对实际检测结果造成一定的误差。因此, 采用

试剂盒检测 β-兴奋剂时, 需要严格控制试验条件和操作过

程, 并且对于阳性样品和测定值在检出限附近的样品需要

用质谱法进一步确证。 
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