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可视化蛋白芯片法同时检测饲料中多种抗生素 

李周敏 1*, 王  颖 2, 韩宏特 2, 王志盛 1 
(1. 南京大学金陵学院化学与生命科学学院, 南京  210089; 2. 南京晓庄学院环境科学学院, 南京  211171) 

摘  要: 目的  建立可视化蛋白芯片法同时检测饲料中的四环素、林可霉素、氟苯尼考等抗生素。方法  采

用戊二醛法合成四环素人工抗原, 琥珀酸酐法合成林可霉素和氟苯尼考人工抗原, 并用紫外分光光度法进行

鉴定。通过优化最佳的抗原抗体浓度, 计算 3 者相互之间的交叉反应率, 建立标准曲线, 分别考察饲料中四环

素、林可霉素和氟苯尼考的加标回收率和重复性。结果  方法的加标回收率均在 70%~120%内, RSD 均小于

15%。用建立的方法应用于未知饲料样品的检测 , 结果与液相色谱 -质谱联用 (high performance liquid 

chromatography-mass spectrometry, HPLC-MS)的方法一致, 相关系数均大于 0.99。结论  可视化蛋白芯片法具

有检测时间短、操作简单、可进行大量样本同时检测, 且一次可检测多个指标等优点, 可满足饲料样本中多种

抗生素检测的需求。 
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Simultaneous determination of various antibiotics in feed by visual protein 
chip method 

LI Zhou-Min1*, WANG Ying2, HAN Hong-Te2, WANG Zhi-Sheng1 
(1. School of Chemistry & Life Science, Nanjing University Jinling College, Nanjing 210089, China; 2. School of 

Environmental Science, Nanjing Xiaozhuang University, Nanjing 211171, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for simultaneous determination of tetracycline, lincomycin, 

fluorophenicol and other antibiotics in feed by visual protein chip method. Methods  Tetracycline artificial antigen 

was synthesized by glutaraldehyde method, and lincomycin as well as florfenicol artificial antigen was prepared by 

succinic anhydride approach, and products were verified by ultraviolet spectrophotometer. By optimizing 

antigen-antibody concentration and calculating cross-reaction rate among them, the standard curve was established, 

and the recovery and repeatability of spiked tetracycline, lincomycin and florfenicol in the feed were investigated 

respectively. Results  The spike recoveries were within 70%–120%, and RSDs were less than 15%. At the same 

time, the established method was applied to detect unknown feed samples. The results were consistent with 

HPLC-MS method, and correlation coefficients were all greater than 0.99. Conclusion  The visual protein chip 

method has the advantages of short detection time, simple operation, simultaneous detection of a large number of 

samples, and multiple indicators at a time, which can meet the detection of multiple antibiotics in feed samples. 

KEY WORDS: protein chip; visualization; artificial antigen; antibiotic; feed 
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1  引  言 

抗生素作为一种能够杀灭或抑制病原微生物的物

质 , 广泛存在于人们的日常生活中。目前 , 饲料中常见

的抗生素残留包括四环素、林可霉素、氟苯尼考等。四

环素 (tetracycline, TC)是一种广谱高效的抗菌药物 , 广
泛应用于革兰阳性和阴性细菌、细胞内支原体、衣原体

和立克次氏体引起的感染, 还被大量用作生长促进剂投

喂给动物 [1]。林可霉素(lincomycin, LCM), 是林可链霉

菌发酵产生的林可酰胺类抗生素。林可霉素抑制细菌的

蛋白质合成, 对大多数革兰阳性菌和某些厌氧的革兰阴

性菌有抗菌作用。氟苯尼考(florfenicol, FF)通过抑制肽

酰基转移酶活性而产生广谱抑菌作用, 包括各种革兰氏

阳性、阴性菌和支原体等。研究证明如果在畜禽饲料中

长期添加抗生素类促生长剂, 可诱导某些菌群产生一定

程度的耐药性[2,3]。对于这些抗生素的检测方法有很多种, 
例如微生物法 [4]、高效液相色谱法 (high performance 
liquid chromatography, HPLC)[4‒13]、免疫学法(免疫层析
[14,15], 酶联免疫吸附法 [16‒24], 荧光免疫法 [25], 化学发光

免疫法[26])等。 
微生物法的测定原理是根据抗生素对微生物的生

理机能、代谢等的抑制作用, 来定性或定量确定样品中

抗生素药物残留, 如纸片法、试纸法等。这种方法的优

点是费用低 , 一般实验室都能操作 , 缺点是时间长 , 显
色状态判断通过肉眼判别易产生误差, 对微量残留无法

做出正确判断, 特异性也不够。液相色谱-紫外检测法、

液相色谱-质谱联用法等方法的优点是能进行定性、定量

的检测 , 具有较高的灵敏度 , 缺点是需要较高的成本 , 
且对于操作人员的技术要求也比较高, 无法做到快速检

测。酶联免疫分析法作为一种快速、便捷、低成本、高

通量的筛选手段是近年来发展起来检测抗生素残留的

一种方法 , 但是一次实验无法同时检测多种抗生素   
残留。 

蛋白芯片法相比于传统的酶联免疫分析法具有多靶

标、快速、高灵敏度等优点, 但是大多采用的是荧光法和

化学发光法, 这些方法存在检测仪器价格昂贵、通量低等

问题, 不适合在基层检测机构和小型食品生产企业推广应

用。Li 等[27‒31]建立的基于可视化蛋白芯片的检测方法, 可
同时检测多种药物及有害物残留和同时检测多种营养蛋白

质的含量。与传统蛋白芯片相比, 具有可视化, 直接用肉

眼观察芯片结果, 无需使用昂贵的荧光或化学发光检测设

备等优点, 大大降低检测成本, 提高检测效率, 在抗生素

含量的现场快速检测中有很好的发展前景。本研究通过偶

联制备人工抗原 , 采用可视化蛋白芯片法对饲料中四环

素、林可霉素、氟苯尼考进行含量测定, 以期满足饲料样

本中多种抗生素检测的需求。 

2  材料与方法 

2.1  材  料 

2.1.1  药品与试剂 
四环素(美国 Amresco有限公司); 牛血清白蛋白(美国

Sigma 公司); 丙酮(分析纯, 上海凌峰化学试剂有限公司); 
1-乙基-(3-二甲基氨基丙基)、林可霉素、氟苯尼考、碳二

亚胺盐酸盐、N-羟基琥珀酰亚胺(上海阿拉丁试剂有限公

司); 二甲基亚砜、无水吡啶、25%戊二醛、氯化钠、氯化

钾、无水磷酸氢二钠、无水磷酸二氢钾(分析纯, 南京化学

试剂股份有限公司); 微量测试孔、四环素、林可霉素、氟

苯尼考抗体, 纳米材料标记的羊抗小鼠-IgG、显色液 A、

显色液 B(南京祥中生物科技有限公司)。 
2.1.2  仪器与设备 

DT 系列电子天平(江苏省常熟市意欧仪器仪表有限

公司); DMT-2500 多管漩涡混合仪(上海柯淮仪器有限公

司); 摇床(海门市其林贝尔仪器制造公司); UV-2401PC 紫

外可见分光光度计(日本岛津公司); MT200 微孔板恒温振

荡仪、AD100 洗板机、Qarray 2000 芯片分析仪(南京祥中

生物科技有限公司); HX-4 拍打式均质器(上海沪析实业有

限公司); Genex 单道可调移液器[芬兰百得实验室仪器(中
国)有限公司]。 

2.2  实验方法 

2.2.1  溶液配制 
磷酸盐缓冲液(phosphate-buffered saline, PBS, pH 7.4): 

准确称取 4.0031 g 氯化钠, 0.1006 g 氯化钾, 0.7168 g 无水

磷酸氢二钠, 0.1225 g 无水磷酸二氢钾溶于一定量去离子

水并定容至 500 mL, 室温保存。 
样本稀释液 (0.2% PBST): 200 μL Tween 20 加至  

99.8 mL PBS 中。 
2.2.2  制备人工抗原 

参 照 文 献 采 用 戊 二 醛 法 合 成 四 环 素 人 工 抗 原

(tetracycline artificial antigen, TC-BSA)[32], 琥珀酸酐法合

成 林 可 霉 素 人 工 抗 原 (lincomycin artificial antigen, 
LCM-BCA)[33]和氟苯尼考人工抗原 (flurphenicol artificial 
antigen, FF-BSA)[34]。 
2.2.3  检测方法 

用生物芯片点样仪将各抗生素人工抗原以微阵列的

形式固定于微孔板的底部, 每样重复 3 个点。经固定, 封
闭后。在每孔中分别加入 25 µL 混合标准品或样品和 25 µL
混合抗体, 置于 25 ℃恒温振荡仪中反应 30 min, 待反应结

束后进行洗板并拍干。接着在每个孔内加入 50 µL 的纳米

标记的羊抗鼠 IgG, 置于 37 ℃的恒温振荡仪中反应 30 min, 
待反应结束后进行洗板并拍干。最后在每个孔里加入   
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50 µL 的显色液(显色液 A 和 B 1:1 混合), 置于 37 ℃的恒

温振荡仪中反应 12 min, 待反应结束后进行洗板并拍干。

吹干后即可进行芯片扫描, 并利用芯片分析软件进行数据

分析及处理。 
2.2.4  样品前处理 

将饲料研磨、均质后备用。称取 1.0 g±0.1 g 均质样

本至 50 mL 聚苯乙烯离心管中。加入 10 mL 样本复溶液, 
手动混匀后在震荡仪中以 2500 r/min 振荡 3 min。振荡后, 
在离心机中以 5000 r/min 离心 10 min。离心后, 取上层清

液 200 µL, 加入到 800 µL 样本复溶液 PBS 中, 涡旋后用于

检测。 

3  结果与分析 

3.1  人工抗原鉴定 

合成的人工抗原通过紫外分光光度法在 200~400 nm
波长范围内进行扫描。由图 1 可知, 在 PBS 缓冲液中, BSA
的最大吸收波长是 280 nm, 在 300~400 nm 之间几乎无吸

收, TC 在 275 nm 和 365 nm 处有最大吸收, 偶联后的四环

素人工抗原的紫外光谱图有明显叠加的特征, 并且相同浓

度的四环素人工抗原和 BSA的紫外光谱图相比, 吸光度明

显增加, 推测其原因可能是四环素和 BSA偶联从而使其吸

光度增加。林可霉素的最大吸收波长在 210 nm, 230 nm 之

后几乎无吸收, 林可霉素和 BSA偶联后人工抗原的紫外光

谱图与 BSA 和林可霉素相比发生了变化, 既有 BSA 的紫

外吸收特征, 也具备林可霉素的紫外吸收特征, 表明林可

霉素与 BSA 已经偶联成功。氟苯尼考的最大吸收波长在

265 nm, 与 BSA 偶联后的氟苯尼考最大吸收波长是   

275 nm, 与 BSA 相比发生了蓝移。表明氟苯尼考与 BSA
已经偶联成功。 

3.2  抗原抗体浓度优化 

在免疫反应中, 方法的灵敏度和抗原抗体的浓度有

很大的关系, 需要优化抗原抗体的浓度。四环素、林可霉

素、氟苯尼考抗原的浓度分别为: 1:3、1:10、1:30; 抗体浓

度分别为: 1:40000、1:80000、1:160000。综合考虑方法的

灵敏度和检测范围, 最后检测的信号值希望达到 40000 左

右。因此 , 选择四环素抗原浓度为 : 1:10, 抗体浓度为 : 

1:80000; 林可霉素 抗原浓度为 : 1:10, 抗体 浓度为 : 

1:160000; 氟苯尼 考抗原浓度 为 : 1:3, 抗 体浓度为 : 
1:80000。 

3.3  交叉反应率(特异性) 

在免疫反应中, 主要利用抗原和抗体的特异性识别

原理进行检测。因此在检测之前要考察方法的特异性。抗

体的特异性通常使用竞争抑制曲线来判断交叉反应速率。

使用不同浓度的被测物和干扰物作为竞争抑制曲线来计算

它们各自的结合比(B/B0), 并计算它们各自的 IC50。根据式

(1)计算交叉反应率(cross-reactivity, CR)。 

CR=[IC50(分析物)/IC50(干扰物)]×100%        (1) 
IC50 是分析物或干扰物诱导信号抑制(B/B0)50%所必

需的浓度。 
用间接竞争法分别考察四环素、林可霉素、氟苯尼

考抗体与被测抗生素及其同类抗生素的交叉反应性, 计
算交叉反应率。蛋白芯片法检测时各种药物交叉反应率, 
见表 1。 

   
 
 
 
 

 
 
 
 
 

注: A. 四环素; B. 林可霉素; C. 氟苯尼考。 
图 1  人工抗原偶联前后的紫外光谱图 

Fig.1  Ultraviolet spectra before and after artificial antigen coupling 
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表 1  各种药物交叉反应率 
Table 1  Cross-reaction rate of various antibiotics 

药物名称 
交叉反应率/% 

四环素类抗体 林可霉素抗体 氟苯尼考抗体

四环素 100 <1 <1 

金霉素 85 <1 <1 

土霉素 79 <1 <1 

多西环素 58 <1 <1 

喹诺酮类 <1 <1 <1 

林可霉素 <1 100 <1 

氟苯尼考 <1 <1 100 

甲砜霉素 <1 <1 <3 

氯霉素 <1 <1 <1 

 
由表 1 可知, 四环素抗体与四环素类药物之间有交叉, 

交叉反应率在 58%~100%之间, 说明四环素类抗体可以同

时检测四环素、金霉素、土霉素、多西环素抗生素。与喹

诺酮类、林可霉素、氟苯尼考、甲砜霉素、氯霉素之间的

交叉反应率都小于 1%, 说明四环素的抗体特异性好, 与其

他类抗生素无交叉反应。此外, 林可霉素、氟苯尼考抗体

的特异性也很好, 与其他抗生素均无交叉反应。因此, 可
以用蛋白芯片法同时进行检测, 特异性好。 

3.4  线性关系 

探索四环素、林可霉素、氟苯尼考的标准曲线采用间

接竞争法。每个抗原点 3 个阵列点, 信号值取其平均值。

在一定范围内, 随着竞争标准品浓度的增加, 固定的抗原

结合的抗体含量会越少, 因而检测到的信号值就会越低, 
超过一定的浓度范围后, 检测信号值不随竞争标准品浓度

的增加而变化。用四环素、林可霉素、氟苯尼考的标准溶

液进行竞争抑制实验, 四环素、林可霉素、氟苯尼考的标

准曲线线性回归方程、相关系数、线性范围如表 2 所示。

方法线性关系良好。 
 

表 2  四环素、林可霉素、氟苯尼考的线性回归方程、相关系数、

线性范围 
Table 2  Linear regression equations, correlation coefficients 
and linear ranges of tetracycline, lincomycin and florfenicol 

分析物 回归方程 相关系数(r2) 线性范围/(ng/mL)

四环素 Y=-69.594X+50.127 0.9914 0.3~4.8 

林可霉素 Y=-57.562X+22.015 0.9912 0.12~1.92 

氟苯尼考 Y=-52.573X+22.851 0.9926 0.1~1.6 

 

3.5  加标回收率 

从不同市场上买来不同来源的饲料, 挑选出 HPLC 检

测结果为阴性的 2 个样本进行加标。检测时每个样本做复

孔检测。按照样本前处理方法处理后的样本相当于被稀释

了 50 倍。加标浓度和检测结果如表 3~5 所示, 图 2 为可视

化蛋白芯片检测结果扫描图。加样顺序从上到下, 从左往

右依次为: 6 个不同浓度的标准品, 阴性样本 1 及加标浓度

1 和 2, 阴性样本 2 及加标浓度 1 和 2, 每个标准品和样本

都进行复孔检测。 
 

 
 

图 2  可视化蛋白芯片法检测饲料中四环素、林可霉素、氟苯尼

考的结果扫描图 
Fig.2  Scanning chart of visual protein chip detection of tetracycline, 

lincomycin and florfenicol in feed 
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四环素、林可霉素、氟苯尼考的样本加标回收率均在

70%~120%之间，相对标准偏差均小于 15%。说明可视化

蛋白芯片法的准确度较高, 可以应用于饲料中四环素、林

可霉素、氟苯尼考的检测。 
 

表 3  饲料中四环素的加标回收率 
Table 3  The recovery of tetracycline spiked in feed 

名称 加标浓度
/(μg/mL) 

样本浓度
/(μg/mL)

均值
/(μg/mL) 

回收率/% RSD/%

样本 1 

0 
1.82 

1.72 NA 8.7 
1.61 

25 
29.7 

29.28 117.1 2.1 
28.85 

50 
59.15 

57.66 115.3 5.7 
56.16 

样本 2 

0 
1.71 

1.63 NA 7.4 
1.54 

25 
27.68 

26.10 104.4 8.6 
24.52 

50 
55.47 

53.38 106.8 5.6 
51.28 

 
 

表 4  饲料中林可霉素的加标回收率 
Table 4  The recovery of lincomycin spiked in feed 

名称 加标
/(μg/mL) 

样本浓度
/(μg/mL) 

均值
/(μg/mL) 

回收率/% RSD/%

样本 1 

0 
0.72 

0.67 NA 10.6 
0.62 

20 
15.73 

16.49 82.5 6.5 
17.25 

40 
35.58 

36.92 92.3 5.1 
38.25 

样本 2 

0 
0.89 

0.83 NA 11.1 
0.76 

20 
16.75 

17.21 86.1 3.8 
17.67 

40 
35.23 

33.47 83.7 7.4 
31.71 

表 5  饲料中氟苯尼考的加标回收率 
Table 5  The recovery of florfenicol spiked in feed 

名称 加标
/(μg/mL)

样本浓度
/(μg/mL) 

均值
/(μg/mL) 

回收率/% RSD/%

样本 1

0 
0.43 

0.41 NA 8.7 
0.38 

20 
20.43 

20.23 101.1 1.4 
20.02 

40 
35.34 

37.36 93.4 7.6 
39.37 

样本 2

0 
0.53 

0.49 NA 11.5 
0.45 

20 
20.57 

19.13 95.7 10.6 
17.69 

40 
40.75 

44.06 110.1 10.6 
47.36 

 

3.6  样本检测 

用可视化蛋白芯片法(protein chip)和高效液相色谱-
质谱联用法(high-performance liquid chromatography-mass 
spectrometry, HPLC-MS)分别检测市场上采购的 24 种不同

来源饲料样本中的四环素、林可霉素、氟苯尼考的含量, 检
测结果如图 3 所示。 

由对比结果可知, 可视化蛋白芯片法与 HPLC-MS 法

的线性关系和相关系数分别为:  
四环素 : Y=1.0057X-0.8194, r²=0.9934; 林可霉素 : 

Y=1.0201X+0.4012, r²=0.9966; 氟 苯 尼 考 : Y=1.1657X+0. 
1606, r²=0.9902。说明可视化蛋白芯片法可以同时用来检测

饲料中四环素、林可霉素、氟苯尼考的含量, 且结果准确。 

4  结  论 

本文同时检测了饲料中的四环素、林可霉素、氟苯尼

考等抗生素。采用戊二醛法合成四环素人工抗原, 琥珀酸

酐法合成林可霉素和氟苯尼考人工抗原, 并用紫外分光光

度法进行鉴定。通过优化最佳的抗原抗体浓度, 计算三者

相互之间的交叉反应率, 建立标准曲线, 分别对饲料中四

环素、林可霉素和氟苯尼考的加标回收率和重复性进行考

察, 加标回收率均在 70%~120%内, RSD 均小于 15%。用建

立的方法应用于未知饲料样品的检测, 结果与 HPLC-MS
的方法一致, 相关系数均大于 0.99。可视化蛋白芯片法具

有检测时间短、操作简单、可进行大量样本同时检测, 且
一次可检测多个指标等优点, 对于降低抗生素检测成本以

及促进分析检测行业的发展都有重要的意义。 
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注: A.四环素; B.林可霉素; C.氟苯尼考 
图 3  可视化蛋白芯片法与 HPLC-MS 法结果对照图 

Fig.3  Compared results of visual protein chip method and HPLC-MS method 
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