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胶体金免疫层析法快速检测动物源性食品中 
土霉素残留 
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摘  要: 目的  建立用于快速检测动物源性食品中土霉素残留的胶体金免疫层析试纸条。方法  采用柠檬酸

三钠还原法制备胶体金, 胶体金粒径选用 20 nm, 将经鉴定制备成功的胶体金溶液与土霉素多克隆抗体结合

得到金标抗体。优化金标抗体的制备条件, 将包被抗原(1.0 mg/mL)和羊抗鼠二抗(0.75 mg/mL)分别作为检测线

和质控线包被在硝酸纤维素(nitrocellulose, NC)膜上, 金标抗体按一定浓度包被在玻璃纤维垫上, 对样品垫和

吸收垫进行裁剪处理, 通过上述预处理将每部分依次叠加粘贴至底板, 制成胶体金试纸条。结果  土霉素胶体

金试纸条在实际样品中的检出限为 30 μg/L; 土霉素胶体金免疫层析试纸条与沙拉沙星、莱克多巴胺、氨苄青

霉素、恩诺沙星(非本族兽药)无交叉反应。结论  该试纸条具有较强特异性、检测时间短、操作方便优点, 可

作为土霉素残留现场检查的有效手段。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a colloidal gold immunochromatographic strip for rapid determination of 
oxytetracycline residues in animal derived foods. Methods  Colloidal gold was prepared by trisodium citrate 
reduction method, the particle size of colloidal gold was 20 nm, the gold labeled antibody was obtained by combining 
the colloidal gold solution successfully prepared by identification with oxytetracycline polyclonal antibody. The 
preparation conditions of gold labeled antibody were optimized, the coating antigen (1.0 mg/mL) and sheep 
anti-mouse secondary antibody (0.75 mg/mL) were coated on the nitrocellulose (NC) membrane as the detection line 
and quality control line, respectively, the gold labeled antibody was coated on the glass fiber pad according to a 
certain concentration, the sample pad and absorption pad were cut and pasted to the bottom plate through the above 
pretreatment to make colloidal gold test strip. Results  The limit of detection of oxytetracycline colloidal gold test 
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strip in actual samples was 30 μg/L; there was no cross reaction between oxytetracycline colloidal gold 
immunochromatographic strip and sarafloxacin, ractopamine, ampicillin and enrofloxacin (non native veterinary 
drugs). Conclusion  The test strip has the advantages of strong specificity, short detection time and convenient 
operation, it can be used as an effective means for on-site inspection of oxytetracycline residues. 

KEY WORDS: oxytetracycline; colloidal gold; test strip; rapid detection 

 
 

0  引  言 

土霉素(oxytetracycline, OTC)是一种常见的广谱抑菌

剂, 抗菌谱与四环素相似, 但在肠道感染方面略强于四环

素。随着畜牧业集约化、规模化养殖模式的发展, 土霉素

开始广泛应用于畜禽养殖业, 不仅用于治疗和预防动物疾

病, 还以亚治疗剂量添加于畜禽饲料中用于刺激动物生长

和增产[1‒5]。近年来, 研究发现, 日常生活中通过动物源性

食品等摄入过量的 OTC 残留会引起毒性反应, 其危害主要

表现为对胃、肠和肝的损害, 以及牙釉质发育不良, 还会造

成菌群失调症、过敏反应、二重感染、致畸胎作用等[6‒10]。

根据我国相关标准, 所有动物类食品中最低残留限量为

100 μg/kg。目前, 仍能看到由于畜禽中 OTC 含量超标而导

致消费者健康受到损害的报道[10]。为了减少动物源性食品

中 OTC 残留, 相关检测部门必须采取监测措施。 
目前, 用于 OTC 残留的检测方法主要用液相色谱-质谱

法(liquid chromatography-mass spectrometry, LC-MS)[11‒12]、高

效 液 相 色 谱 法 (high performance liquid chromatography, 
HPLC)[13‒14] 以 及 毛 细 管 电 泳 法 (capillary electrophoresis, 
CE)[15‒17]等, 然而, 这些方法很复杂, 需要操作员具有很高的

专业知识, 且仪器价格昂贵、不能进行现场抽检。因此, 急需

建立一种方便、快捷、可以现场即得结果的检测手段。 
胶体金免疫层析试纸条在最近几年被广泛应用, 主要应

用于农药残留、兽药残留、环境监测等方面, 具有体积小、

携带方便、无需仪器设备辅助、操作简单、可用肉眼判断结

果等优点[18]。在该技术中, 胶体金的制备和抗体的标记是胶

体金免疫层析法的关键, 这直接关系到建立检测方法的性能, 
其中标记 pH 又是影响胶体金标记优劣的重要环节, pH 
5.0~6.0 标记过程中胶体金变色凝聚沉淀, 无法制成免疫金。

pH 7.0~8.5 显色佳、灵敏度好。pH≥9.0 显色减弱, 且灵敏度

降低[19]。本研究首先制备粒径为 20 nm 的胶体金; 其次, 将胶

体金与土霉素多克隆抗体结合, 最后组装土霉素试纸条并确

定其检测限, 并对抗体添加量、标记 pH 等条件进行优化, 以
期降低其检出限, 使其能更好地服务于现场检查, 为相关部

门在对土霉素残留的监测提供技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

碳酸钾(K2CO3)、氯化钠(NaCl)(分析纯, 天津科密欧

有限公司); 氯金酸(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 
柠檬酸三钠(分析纯, 阿拉丁化学品有限公司); 辣根过氧

化物酶(horse radish peroxidase, HRP)标记的羊抗鼠 IgG(北
京中杉金桥生物技术有限公司 ); 牛血清白蛋白 (bovine 
serum albumin, BSA)( 纯度 98%, 美国 Sigma 公司 ); 
Tween-20 (纯度 96%, 北京索莱宝科技有限公司); 土霉素

多克隆抗体(河北北方学院实验室自制)。 
SB06 玻璃纤维垫(样品垫)、SMA31-25 PVC 底板(6 cm×  

30 cm)、VL78 聚酯纤维膜(金标结合垫)、密理博 M135 硝酸

纤维素(nitrocellulose, NC)膜、CH37(吸收垫)(上海金标生物科

技有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

LE225D 电子天平(0.000001 g, 北京赛多利斯仪器系列

有限公司); JB-2 型恒温磁力搅拌器(上海雷磁新经仪器有限

公司); Lambda365 紫外-可见分光光度计(铂金埃尔默仪器有

限公司); 7650 透射式电子显微镜[日立(中国)有限公司]。 

1.3  试验方法 
1.3.1  胶体金制备 

配制浓度为 0.01%氯金酸溶液和浓度为 1%柠檬酸三

钠溶液。将 100 mL 0.01%氯金酸溶液放入烧杯中, 置于磁

力搅拌器上搅拌, 伴随加热, 直到沸腾。溶液煮沸后, 快速

加入 1.8 mL 1%柠檬酸三钠, 直到颜色呈现橙红色, 并且

维持不变, 再持续加热 5 min。等待溶液冷却, 用超纯水将

冷却后的胶体金溶液体积还原至 100 mL。 
1.3.2  胶体金的鉴定 

按照张佳宜[20]的方法, 分别采用肉眼观察法和透射

电镜法对胶体金进行鉴定。 
(1)肉眼观察法 
通过肉眼观察胶体金溶液的颜色是否为橙红色、是否

清澈, 以及存放一段时间后的是否有絮状物产生, 对胶体

金溶液是否制备成功进行初步鉴定。 
(2)透射电镜法 
将少量胶体金溶液放在覆有 Formvar 膜的铜网上, 在

37 ℃条件下孵育 10 min, 而后用滤纸去除剩余溶液, 干燥

后, 将制好的样品放入透射电镜中, 观察其是否发生聚集

现象, 颗粒大小是否均一, 从而对胶体金溶液是否制备成

功进行最终鉴定。 
1.3.3  金标抗体的制备 

配制 0.25 mol/L K2CO3溶液和 10% NaCl。将 1 mL 胶体
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金溶液装入离心管中, 然后加入 0.25 mol/L K2CO3 调节 pH, 
维持 pH 在 7 左右, 获得溶液 A。将溶液 A 与 18 μg 土霉素多

克隆抗体混合, 在 4 ℃条件下静置 30 min, 而后加入 100 μL 
10% NaCl, 继续在 4 ℃条件下静置 30 min, 4 ℃条件下备用。 

根据王玮[21]的方法, 本研究对金标抗体的制备 pH、

蛋白量进行优化。 
(1)标记最适 pH 的确定 
将 1 mL 胶体金溶液放入离心管中, 使用 0.25 mol/L 

K2CO3 调节 pH 分别为 5、6、7、8、9、10, 其他条件同上。

加入 18 μg 土霉素多克隆抗体, 在 4 ℃条件下静置 30 min, 
而后加入 100 μL 10% NaCl, 继续在 4 ℃条件下静置    
30 min。金标抗体颜色未发生变化则为最适 pH。 

(2)标记最佳蛋白量的确定 
将 1 mL 胶体金溶液放入离心管中, 使用 0.25 mol/L 

K2CO3 调节 pH 为 7。加入土霉素多克隆抗体 3、6、9、12、
15、18 μg 放置在 4 ℃条件下 30 min, 其他条件均相同。再

加入 100 μL 10% NaCl, 继续放置在 4 ℃条件下 30 min。按
照最终溶液的颜色选择最佳蛋白加入量。 
1.3.4  金标抗体活性鉴定 

(1)NC 膜鉴定 
将 HRP 标记的羊抗鼠抗体稀释 50 倍, 与制备的金标

抗体一起加入 NC 膜, 观察变化, 是否有产生明显的红色

晕圈, 判断是否标记成功。 
(2)可见光光谱法鉴定 
用波长为 400~700 nm 的可见光扫描金标抗体, 观察其

光谱, 是否为光滑曲线, 与胶体金抗体在最大吸收峰处是否

出现位置偏移, 进一步确定金标抗体活性是否成功标记。 
1.3.5  金标抗体的纯化 

首先, 将 10 mL 金标抗体溶液以 1500 r/min 的速度离心

20 min, 并保留上清液。上清液在 4 ℃条件下, 以 10000 r/min
的速度离心 30 min, 并保留沉淀。用贮存液(0.3814 g 硼酸

钠、0.5 g BSA、0.5 g 叠氮钠和 500 mL 超纯水)将所得沉淀

量减少至原始体积的 1/10, 并在 4 ℃条件下储存备用。 
1.3.6  试纸条预处理 

(1)样品垫预处理 
首先按 4 mm×10 mm裁剪样品垫, 将样品垫全部浸泡

在处理液[1%蔗糖、1% Tween-20、1% BSA 和 pH 7.4 的磷

酸盐缓冲液(phosphate buffer saline, PBS 溶液]中, 样品垫

全部吸附完成后取出, 37 ℃干燥待用。 
(2)金标结合垫的制备 
首先按 4 mm×20 mm裁剪金标结合垫, 先浸泡在前处

理液中, 烘干后, 将金标抗体稀释 3 倍浸泡金标结合垫, 
金标结合垫全部吸附完成后取出, 37 ℃烘干 2 h 待用。金

标结合垫前处理液的最佳配方为向 pH 7.4的PBS溶液中加

入 5%蔗糖、5%BSA、1% Tween-20。 
(3)NC 膜的制备 
首先按 4 mm×30 mm 裁剪 NC 膜, 包被抗原与二抗稀

释至质量浓度为 1.0、0.75 mg/mL, 将稀释完成的包被抗原

与二抗分别包被于 NC 膜上, 形成检测线(T 线)与质控线(C
线), 两者之间相距 10 mm。置于 37 ℃下烘干待用。 

(4)吸收垫的制备 
首先按 4 mm×10 mm裁剪吸收垫, 将裁剪好的吸收垫

置于 37 ℃下烘干, 干燥备用。 
1.3.7  试纸条的组装 

胶体金免疫层析试纸条根据图 1 依次层叠组成。在进

行组装时可以分为 4 步:  
(1)在 PVC 底板上贴 NC 膜(层析膜), 位于中间偏后的

位置;  
(2)将金标结合垫粘贴在 PVC 底板上; 边缘压在 NC

膜上方;  
(3)粘贴样品垫于 PVC 底板上, 同样有边缘压在金标

结合垫上方; 
(4)粘贴吸收垫于 PVC 底板上, 同样有边缘压在 NC 膜

上方; 在室温的条件下密封干燥保存已组装完成的试纸条。 
 

 
 

图 1  胶体金免疫层析试纸条结构图 
Fig.1  Structure diagram of colloidal gold immunochromatographic 

test strip 
 

1.3.8  免疫层析试纸条检测线的确定 
土霉素标准品的配制: 称取 1 mg 的标准品, 然后加

入到 1 mL 甲醇中, 使其充分溶解, 4 ℃保存备用。 
采用 PBS溶液(其中含有 10%甲醇)将土霉素标准品分

别稀释成 0、10、20、25、30 μg/L 样品溶液, 将上述配制

好的样品溶液依次滴加于试纸条加样区(样品垫上), 5 min
后观察, 最低检出限为只出现质控线的最小浓度。 
1.3.9  试纸条的交叉反应试验 

选择非本族常见兽药(沙拉沙星、莱克多巴胺、氨苄

青霉素、恩诺沙星)滴加在试纸条上, 观察试纸条上 T 线与

C 线的变化, 确定试纸条是否具有良好的特异性。 
1.3.10  实际样品的检测 

实际样品选用从超市购买的新鲜猪肉, 经高相液相色谱

法鉴定, 未检测出土霉素含量超标。称取 3 份 2 g 样品分别放

入烧杯中, 分别加入 0、15、30、45 μg/kg 的土霉素标准品溶

液, 再加入 4 mL 甲醇, 均质混匀 5 min, 然后用滤纸过滤备用。 

2  结果与分析 

2.1  胶体金的质量鉴定 
2.1.1  肉眼观察法 

通过肉眼观察, 胶体金溶液颜色清澈、无杂质, 并且
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经过一段时间存放未出现絮状物, 初步表明其内部结构稳

定, 胶体金制备成功(如图 2)。 
 

 
 

图 2  胶体金溶液 
Fig.2  Colloidal gold solution 

 
2.1.2  透射电镜法 

根据图 3 计算出胶体金的粒径为 20 nm 左右。通过透

射电镜观察其结构可知, 所制备的胶体金颗粒大小均一, 
未发生聚集现象, 未出现其他杂质, 最终表明胶体金制备

成功。 
 

 
 

图 3  胶体金透射电镜图(×50000) 
Fig.3  Transmission electron microscope of colloidal gold (×50000) 

 
 

2.2  金标抗体制备条件的优化 

2.2.1  标记最适 pH 的确定 
影响胶体金在蛋白质上吸附的主要因素是 pH 变化。

如图 4 所示, pH 从左向右增加, pH 的变化对制备金标抗体

的结果有影响。 
首先在 1~6 号管中加入相同量的胶体金溶液, 然后依

次加入 0、4、8、12、16、20 μL 0.25 mol/L K2CO3, 以保证

pH 依次为 5、6、7、8、9、10, 最后加入抗体, 观察其颜

色变化。1 号管颜色变为白色, 2 号管颜色变为浅粉色, 3 号

管颜色未发生变化, 4、5 号管颜色稍有加深, 6 号管颜色进

一步加深。通过观察颜色变化可知, 根据金标抗体颜色发

生变化可知, 金标抗体制备失败, 唯有 3 号管颜色未发生

变化, 的金标抗体制备成功。 
2.2.2  标记最佳蛋白量的确定 

如图 5 所示, 各离心管液体颜色发生变化, 在颜色为

橙红色的基础上, 所添加抗体含量增加 20%, 最终在 3 号

管的添加量基础上增加 20%, 故最终抗体添加量为 18 μg。 
 

 
 

图 4 不同 pH 对金标抗体的影响 
Fig.4 Effects of different pH values on gold labeled antibodies 

 

 
 

图 5  标记最佳蛋白量的选择 
Fig.5  Selection of optimal amount of labeled protein 

 
 

2.3  金标抗体活性鉴定 

2.3.1  NC 膜鉴定 
如图 6 所示, HRP 标记的羊抗鼠 IgG 与金标抗体共同

滴加至 NC 膜, 产生明显的红色晕圈, 表明金标抗体制备

成功[22]。 

 

 
 

图 6  金标抗体活性的确定 
Fig.6  Determination of gold labeled antibody activity 

 
2.3.2  可见光光谱法鉴定 

由图 7 可知, 胶体金溶液与金标抗体溶液的可见光光
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谱均为光滑曲线, 最大吸收峰分别出现在 524 和 529 nm 波

长处 , 光密度 (optical density, OD)值分别为 1.1186 和

1.162。最大吸收峰位置的变化说明了物质内部结构发生了

变化, 表明金标抗体制备成功。 
 

 
 

图 7  金标抗体紫外图 
Fig.7  Ultraviolet diagram of gold labeled antibody 

 
2.4  检出限的确定 

如图 8 所示, 随着土霉素浓度的升高, 检测线(箭头所

指)颜色会越来越浅, 直至消失。当土霉素的质量浓度低于

25 μg/L 时, 检测线的显色结果与不含土霉素的空白溶液

的显色结果相比差别不大, 只是颜色越来越浅; 当土霉素

质量浓度等于或高于 25 μg/L时, 检测线无颜色变化, 与空

白溶液的显色结果有明显区别。因此土霉素胶体金免疫层

析试纸条的检出限为 25 μg/L。 
 

 
 

注: 从左到右的土霉素质量浓度分别为 0、10、20、25、30 μg/L。 
图 8  土霉素检出限的检测结果 

Fig.8  Detection results of oxytetracycline detection limit 
 
 

2.5  试纸条的特异性 

选择其他非本族常见兽药(沙拉沙星、莱克多巴胺、

氨苄青霉素、恩诺沙星 )配制标准品溶液 , 质量浓度在 
1000 μg/L, 滴加至试纸条中, 检测线仍无颜色变化。证明 3
种试纸条基本上与其他兽药无交叉反应, 说明试纸条特异

性强, 结果如图 9 所示。 

 
 

注: 从左到右的分别沙拉沙星、莱克多巴胺、氨苄青霉素、恩诺

沙星。 
图 9  与其他兽药的交叉反应结果 

Fig.9  Cross reaction results with other veterinary drugs 
 

 
 

注: 从左到右添加 OTC 浓度依次为 0、15、30、45 μg/kg。 
图 10  添加 OTC 的样品检测结果 

Fig.10  Test results of samples added with OTC 

 
2.6  实际样品的检测结果 

将按 1.3.10 方法得到的滤液滴加至已经组装完成的

试纸条上, 通过目测观察出检测带颜色发生变化, 与未添

加药物的样品有明显区别(如图 10 所示)。通过观察, 确定

土霉素胶体金免疫层析试纸条在实际样品中的检出限为

30 μg/kg, 远远小于农业部公告第 235 号中规定的土霉素

允许残留限量(100 μg/kg)。 

3  结论与讨论 

制备胶体金过程中最关键的一步是玻璃容器的清

洁 [23‒25]。如果玻璃容器中不慎落入灰尘或不干净都会影响

胶体金的制备, 形成的胶体金颗粒大小不均匀、颜色浑浊。

因此在制备胶体金之前需要对所有的玻璃容器进行清洁。先

用超声波清洗器清洗 30 min 去除容器内的灰尘, 再将所有

容器放入酸缸中浸泡 24 h。通过此方法处理后的玻璃容器无

需再进行硅化处理, 可直接进行胶体金的制备。 
本试验采用的制备方法是柠檬酸钠还原法[26‒29]。与其

他方法相比, 柠檬酸钠还原法原料廉价易得、安全无危险, 
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制备的胶体金颗粒稳定、易于保存、粒径范围大[30]。由于

还原剂的添加量不同制备的胶体金粒径也各不相同[31]。胶

体金颗粒的大小会影响胶体金与蛋白质的结合, LI 等[32]的

研究表明胶体金粒径在 10~70 nm 最大吸收峰与粒径之间

存在线性关系: Y=0.4271X+514.56, 公式中 Y 为最大吸收峰, 
X 为胶体金粒径。由该公式可得胶体金粒径为 22.1 nm, 比
较合适于抗体蛋白标记的粒径。其相比于其他粒径的胶体

金溶液更易于保存且保存时间久、容易标记土霉素抗体、

颜色适中、方便试纸条结果观测。 
本研究所研制的土霉素胶体金免疫层析试纸条的检

出限、特异性等均能达到国家标准的检测要求。试纸条无

需借助仪器设备, 操作简单, 5~10 min 内即可出检测结果, 
极大地缩短了原有的检测时间, 大大加快了现场检查的效

率, 适用于相关部门在对土霉素残留的现场检测中使用。 
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