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时间分辨荧光免疫层析快速检测 

牛奶中地塞米松 
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摘  要: 目的  建立基于时间分辨荧光微球对牛奶中的地塞米松残留进行快速检测的方法, 并对该方法性能

进行评估。方法  使用地塞米松抗体标记时间分辨荧光微球, 分别采用湿法和干法制备检测试纸条, 比较两种

方法的灵敏度, 同时确定微球的最佳抗体标记量, 并对试纸条的重复性、检测灵敏度进行评估。结果  以 20 μg

抗体/mg 微球的标记量, 湿法制备的试纸条检测灵敏度更佳。该方法重复性检测中变异系数(coefficient of 

variation, CV)为 8.2%, 地塞米松溶液的检出限为 0.07 ng/mL, 检测牛奶中地塞米松的半抑制浓度(half maximal 

inhibitory concentration, IC50)为 0.24 ng/mL。结论  该方法具有测试简单、灵敏度高等特点, 制备的试纸条可

满足牛奶中地塞米松残留的检测要求。 
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Rapid detection of dexamethasone in milk by time-resolved  
fluorescence immunochromatography 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for rapid detection of dexamethasone residues in milk based on 

time-resolved fluorescent microspheres, and evaluate the performance of the method. Methods  The time-resolved 

fluorescent microspheres were labeled with dexamethasone antibodies and the test strips were prepared by wet format 

and dry format, respectively. The sensitivity of the two methods was compared, and the optimal amount of antibody 

labeling of the microspheres was determined. The repeatability and detection sensitivity of the test strips were 

evaluated. Results  With the labeling amount of 20 μg antibody/mg microspheres, the test strip prepared by wet 

format was more sensitive. The coefficient of variation (CV) of the method was 8.2%, and the limit of detection of 

dexamethasone solution was 0.07 ng/mL, the half maximal inhibitory concentration (IC50) for the dexamethasone 

detection in milk was 0.24 ng/mL. Conclusion  The method has the characteristics of simple test and high 

sensitivity, and the prepared test strip can meet the detection requirements of dexamethasone residues in milk. 
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0  引  言 

地塞米松(dexamethasone)又称氟美松、氟甲强的松龙, 

是一种人工合成的糖皮质激素, 药理作用主要是抗炎、抗

过敏、免疫抑制、抗休克等作用, 在兽医临床上广泛应用

于治疗母畜代谢病, 或与抗生素联合用于治疗感染性疾病, 

并且能提高饲料的转化率, 促进畜禽的生长。但是动物生

长过程中过量使用该类药物会导致其在动物源性食品中残

留 , 尽管动物性食品中这类药物的残留量很低 , 但是长

期、低水平的食用还是会产生各种慢性、蓄积性毒性、免

疫毒性、发育毒性、生态毒性, 对健康产生危害[1‒4]。很多

国家都严格禁止地塞米松作为生长激素使用, 同时普遍限

制此药用于动物源性食品中, 并提出了严格的限量要求; 

我国 GB 31650—2019《食品安全国家标准 食品中兽药最

大残留限量》中对地塞米松在食品中的最高残留限量也有

明确的规定[5‒7]。GB 31650—2019 中对牛、猪、马肌肉和

肾脏中地塞米松的最高残留限量是 1 µg/kg, 肝脏中最高残

留限量是 2 µg/kg, 牛奶中的最高残留限量是 0.3 µg/kg。 

目前动物源性食品中地塞米松残留检测方法主要

有仪器分析法和免疫分析法。仪器分析法主要是液相色

谱法 [8‒9]、气相色谱与质谱联用技术[10‒11]、液相色谱与质

谱联用技术[12‒16]、超高效液相色谱与质谱联用技术[17‒20], 

这类方法具有分离度高、结果准确、灵敏度高等优点, 法

定的检测方法多采用该类技术, 但是此类方法设备昂贵, 

且前处理方法复杂, 操作烦琐费时, 对操作人员专业技术

要求高等, 限制了其在基层的推广及现场高通量检测。免

疫分析法常用的有免疫层析法和酶联免疫吸附法。免疫层

析法具有操作简单、检测快速的优点, 适合现场快速检测, 

但灵敏度欠佳[21‒23]。酶联免疫分析法具有通量高、易于自

动化等优点, 适合大规模的养殖场检测[24‒25], 但需要专业

人员操作, 且需要积累样本量, 容易造成浪费, 检测时间

也较长。近 10 多年来基于荧光材料的免疫层析技术快速发

展, 尤其是对时间分辨荧光免疫技术的研究较多, 它依赖

于镧系元素(铕、钐、铽等)独特的荧光性质, 具有荧光寿命

长、斯托克斯位移大、发射信号峰尖锐的特点, 与普通荧

光免疫技术相比, 能够提高检测信噪比, 从而提高检测的

灵敏度和准确度[26‒28]。该技术在临床医学检验、动物源性

食品中药物残留检测、农产品中真菌毒素的检测等方面得

到了长足的发展和应用[29‒32], 但目前关于采用时间分辨荧

光技术测定牛奶中的地塞米松残留鲜有报道。因此, 本研

究采用铕时间分辨荧光微球为抗体标记物, 建立一种简

单、快速、灵敏地直接对牛奶中地塞米松进行检测的方法, 

并对其制备技术、检测性能进行探索和评价, 以期提供一

种准确快速检测牛奶中地塞米松残留的分析方法, 为食品

安全监管提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂与仪器 

牛奶(泰州本地市场)。 

地塞米松标准品(10 μg/mL, 德国 Dr. Ehrenstorfer GmbH

公司); 牛血清白蛋白(bovine serum albumin, BSA)偶联地塞米

松(地塞米松-BSA)抗原(14.6 mg/mL)、地塞米松单抗 68G6 细

胞株(8.6 mg/mL)(广州优抗多公司 ); 时间分辨荧光微球

FCEU002(粒径 196 nm, 固含量 1%, m:V; 激发波长 365 nm, 

发射波长615 nm; 美国Bangs Laboratories公司); 羊抗鼠免疫

球蛋白抗体(immunoglobulin, IgG)(纯度≥90%, 美国 Arista 公

司); CN95 硝酸纤维素膜(nitrocellulose filter membrane, NC

膜)(德国 Sartorius 公司); 玻璃纤维、吸水纸、聚酯纤维、

聚氯乙烯底板(polyvinyl chloride, PVC 底板)、检测卡壳(上

海捷宁公司); BSA(纯度≥98%, 美国 Sigma 公司); 1-乙基

-3-(3- 二 甲 基 氨 基 丙 基 ) 碳 二 亚 胺 盐 酸 盐 [1-ethyl-3- 

(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide, EDC]、2-(N-吗啡啉)乙

磺酸[2-(N-morpholine) ethanesulfonic acid, MES]、Tween-20、

硼酸、硼砂、磷酸氢钠、磷酸二氢钠、氯化钠、氯化钾、聚

乙二醇 4000 (polyethylene glycol-4000, PEG4000)、蔗糖(分析

纯, 国药集团化学试剂有限公司)。 

HM3030 划膜喷金机、ZQ2002 斩切机(上海金标公司); 

AFS-100 荧光免疫分析仪(广州蓝勃公司); DHG-9000 鼓风

干燥箱、DZF-6050 真空干燥箱(上海恒一公司); UV-3300

分光光度计(上海美普达仪器有限公司); KQ-250DE 型数控

超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司); TG16-WS 台式

高速离心机(湖南湘仪仪器开发有限公司); PHS-3C 型酸度

计(上海越平科学仪器有限公司); QB-128 旋转培养器(海门

其林贝尔仪器有限公司)。 

1.2  试验方法 

1.2.1  结合垫制备 

(1)荧光微球标记 

清洗: 取300 μL 的荧光微球加入1000 μL pH 6.0 0.05 mol/L

的生物缓冲液 MES, 超声分散(超声 5 s 停 3 s, 连续 5 次), 

以 15650×g 离心 10 min 后弃去上清液, 加 600 μL pH 6.0 

0.05 mol/L MES 复溶微球, 按上述方法超声分散。 

标记: 将荧光微球均匀分于 3 个离心管中, 分别加入

20、40、80 μg 的地塞米松抗体(均溶解在 100 μL 反应液中), 

超声分散(超声 5 s 停 3 s, 连续 5 次), 37℃旋转反应 30 min; 

再分别加入新鲜配制的 3 μL 10 mg/mL EDC 溶液, 按上述

方法超声分散, 室温旋转反应 30 min。 

封闭: 以 15650×g 离心荧光微球 10 min, 弃上清液, 

加入 100 μL 封闭液缓冲液(0.005 mol/L 的硼酸盐缓冲液中

含有 1% BSA, pH 8.0), 室温旋转反应 30 min。 

(2)荧光微球喷点 

使用 0.005 mol/L 的硼酸盐缓冲液(含 1% BSA、0.05% 
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Tween-20、0.02% PEG4000, pH 8.0)作为标记物稀释液对标

记抗体后的荧光微球进行 10 倍稀释; 以 6 μL/cm 的喷量将

稀释后的标记物喷点于玻璃纤维垫上即为结合垫, 于真空

干燥箱中常温干燥 12 h。 

1.2.2  NC 膜包被 

将地塞米松抗原用含 1%蔗糖的 0.01 mol/L 的 PBS 稀

释为 0.5 mg/mL, 用划膜喷金一体机将稀释好的抗原溶液

以 1 μL/cm 的喷量涂在 NC 膜上, 作为检测线(test line, T

线); 将羊抗鼠 IgG 用含 1%蔗糖的 0.01 mol/L 的 PBS 稀

释为 0.5 mg/mL, 用划膜喷金一体机将稀释好的溶液以

1 μL/cm 的喷量涂在 NC 膜上, 作为质控线(control line, C

线), T 线与 C 线间隔 4 mm。喷好 T、C 线的 NC 膜置于鼓

风干燥箱中 37℃干燥 4 h。 

1.2.3  试纸条组装 

(1)干法试纸条制备 

在 PVC 底板上先后粘贴 NC 膜、喷点荧光微球的结

合垫、样品垫、吸水纸; 用斩切机将其切割成宽度为 0.4 cm

的试纸条(试纸条组装见图 1 所示), 将试纸条装入检测卡

壳中即为检测卡。 

 
 

 
 

图 1  荧光免疫层析试纸条组成 

Fig.1  Structure of fluorescence immunochromatography test strips 

 
(2)湿法试纸条制备 

在 PVC 底板上先后粘贴 NC 膜、空白结合垫(未喷点

荧光微球)、样品垫、吸水纸; 用斩切机将其切割成宽度为

0.4 cm 的试纸条, 将试纸条装入检测卡壳中即为检测卡。

湿法试纸条使用时, 需要将喷点荧光微球的结合垫先与待

测样品溶液反应后, 再进行加样, 所以将喷点荧光微球的

结合垫切割为 0.8 cm×0.4 cm 大小的形状, 另装于密封袋

中备用。 

1.2.4  检测方法与结果判定 

(1)干法检测 

将地塞米松标准储备液用 0.01 mol/L 的 PBS 配制为

0、0.1、1.0、10.0、100.0 ng/mL 的不同质量浓度的地塞米

松样本溶液, 在干法试纸条加样孔中加 80 μL 待测样本溶

液, 10 min 后用时间分辨荧光微球试纸条检测仪读取试纸

条上 T 线和 C 线的荧光信号, 记录 T/C, 绘制地塞米松样

本溶液质量浓度与 T/C 关系曲线。 

(2)湿法检测 

将地塞米松标准储备液用 0.01 mol/L 的 PBS 配制为 0、

0.05、0.10、0.20、0.40、0.60、0.80、1.00 ng/mL 的不同质

量浓度的地塞米松样本溶液, 在酶标板板孔中加 80 μL待测

样本溶液, 放入裁剪好的已喷点荧光微球的结合垫, 反应

2 min, 将反应液加到湿法试纸条的加样孔中, 10 min 后用

时间分辨荧光微球试纸条检测仪读取试纸条上 T 线和 C 线

的荧光信号, 记录 T/C, 绘制地塞米松样本溶液质量浓度

与 T/C 关系曲线。 

1.2.5  试纸条性能评价 

(1)微球最佳抗体标记量确定 

使用 3 种抗体标记量, 即每 mg 荧光微球中分别加入

20、40、80 μg 地塞米松抗体, 检测 0、0.05、0.10、0.20、

0.40、0.60、0.80、1.00 ng/mL 质量浓度的地塞米松样本溶

液 , 记录 T/C, 比较半抑制浓度 (half maximal inhibitory 

concentration, IC50), IC50 最低者为灵敏度最佳者。 

(2)重复性测定 

使用湿法制备的试纸条对阴性样本重复检测 10 次, 

记录 T/C, 计算平均值、标准偏差(standard deviation, SD)

和变异系数(coefficient of variation, CV)。 

(3)检出限 

将地塞米松标准储备液用 0.01 mol/L 的 PBS 配制为

0、0.01、0.02、0.03、0.04、0.05、0.06、0.07、0.08、0.09、

0.10 ng/mL 的不同质量浓度的地塞米松样本溶液, 使用湿

法制备的试纸条对不同质量浓度的地塞米松样本溶液进行

检测, 绘制标准曲线。以阴性样本的检测T/C均值减去 2SD, 

再减去 0.06~0.10 ng/mL 附近多个质量浓度样本检测 T/C

值的 2SD, 得到样本T/C值, 代入标准曲线方程, 计算对应

的浓度, 即为地塞米松样本溶液的检出限。 

(4)牛奶样本灵敏度及准确度检测 

向牛奶中添加地塞米松标准储备液 , 并用牛奶稀

释成 1.0、0.5、0.4、0.3、0.2、0.1 ng/mL, 使用湿法制

备的试纸条测定含不同质量浓度地塞米松的牛奶及未

添加地塞米松牛奶的 T/C 值, 考查牛奶样本检测的灵敏

度及准确度。 

1.2.6  数据处理 

试验数据采集通过荧光免疫分析仪自带软件完成 , 

通过 Micrsoft office Excel 2019 整理汇总, 采用 Origin 2022

软件进行数据统计分析并绘图。 

2  结果与分析 

2.1  干法与湿法试纸条检测灵敏度比较 

采用 3 种抗体标记量的荧光微球, 分别使用干法和

湿法试纸条测定不同质量浓度的地塞米松溶液。干法检

测的结果见表 1 和图 2; 使用湿法试纸条测定质量浓度为

1.00 ng/mL 地塞米松溶液时 T 线消线, 故将湿法检测的地

塞米松溶液质量浓度确定在 0~1.00 ng/mL, 结果见表 2 和

图 3。在考察干法和湿法两种方法时, 湿法中待测溶液和  
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表 1  干法试纸条检测不同质量浓度地塞米松的 T/C 结果 
Table 1  T/C results of different dexamethasone concentrations detected by dry format 

        不同质量浓度地塞米松溶液/ 
           (ng/mL) 

抗体标记量 
0 0.1 1.0 10.0 100.0 

20 μg 抗体/mg 微球 1.4103 1.3833 1.0155 0.3104 0.0000 

40 μg 抗体/mg 微球 1.4089 1.5440 1.4187 0.4018 0.0379 

80 μg 抗体/mg 微球 1.8036 1.6733 1.4665 0.4382 0.0323 

 
 

 
 

图 2  地塞米松质量浓度与 T/C 相关性图(干法) 

Fig.2  Correlation diagram of dexamethasone concentration  
and T/C (dry format) 

结合垫单独在酶标板孔中反应 2 min, 增加了待测溶液中

地塞米松和结合垫上的地塞米松抗体荧光微球的接触时间,

使两者结合更充分; 而干法中待测溶液的地塞米松随着层

析的进行, 可能存在地塞米松和结合垫上的荧光微球抗体

结合不完全充分, 所以采用湿法能提高检测的灵敏度。干

法试纸条的 IC50 都大于 2.7 ng/mL; 当以 20 μg 抗体/mg 微

球为标记量时, 湿法试纸条的 IC50 约为 0.10 ng/mL, 当以

40、80 μg 抗体/mg 微球为标记量时, IC50 约为 0.40 ng/mL, 

都小于干法试纸条的 IC50, 由此可知湿法灵敏度更高, 因

此选择湿法制备的试纸条进行后续试验。 

 
 

表 2  湿法试纸条检测不同质量浓度地塞米松的 T/C 结果 
Table 2  T/C results of different dexamethasone concentrations detected by wet format 

     不同质量浓度地塞米松溶液/ 
     (ng/mL) 

 

抗体标记量 
0 0.05 0.10 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 

20 μg 抗体/mg 微球 2.1953 1.3556 1.0352 0.3532 0.0330 0.0000 0.0000 0.0000 

40 μg 抗体/mg 微球 0.8932 0.8961 0.8200 0.6739 0.3929 0.0802 0.0653 0.0111 

80 μg 抗体/mg 微球 0.8918 0.8689 0.8139 0.8226 0.4278 0.1786 0.1598 0.0226 

 

 

 
 

图 3  地塞米松质量浓度与 T/C 相关性图(湿法) 

Fig.3  Correlation diagram of dexamethasone concentration  
and T/C (wet format) 

 

2.2  微球最佳抗体标记量 

使用 3 种抗体标记量, 在湿法制备的试纸条上检测不

同质量浓度地塞米松溶液, 结果见图 4 所示, 可以看出不

管何种标记量的荧光微球制备的试纸条, 随着检测地塞米

松质量浓度的增高, T 线的颜色逐渐减弱。检测 0.40 ng/mL

的地塞米松样本溶液时, 20 μg 抗体/mg 微球标记量的试纸

条, T 线已消线, 而 40、80 μg 抗体/mg 微球标记量的试纸

条, T 线清晰可见, 由此可知 20 μg 抗体/mg 微球的标记

量的微球灵敏度最佳。利用表 2 中显示的 3 种抗体标记

量的微球制备的湿法试纸条检测不同质量浓度地塞米

松溶液, 20 μg 抗体/mg 微球标记量的试纸条, IC50 约为

0.10 ng/mL, 40、80 μg 抗体/mg 微球标记量的试纸条, 

IC50 约为 0.40 ng/mL, 也表明 20 μg 抗体/mg 微球的标记量

的微球灵敏度最佳。故将 20 μg 抗体/mg 微球的标记量的

微球, 作为后续性能分析的条件。 

2.3  重复性试验 

使用 20 μg 抗体/mg 微球的标记量的微球制备湿法试

纸条, 对阴性样本进行重复性检测。经计算 10 个阴性样品

的 T/C 值为 1.9891±0.1634, 变异系数 CV 为 8.2%, 重复性

较好, 说明本研究使用的 20 μg抗体/mg微球的标记量的微

球制备湿法试纸条重复性较佳且适用于检测地塞米松。 
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图 4  3 种抗体标记量的微球检测不同质量浓度地塞米松的结果 

Fig.4  Results of different dexamethasone concentrations detected by 3 kinds of microspheres labeled with different amount of antibody 

 

2.4  检出限 

以地塞米松的质量浓度(X, ng/mL)为横坐标, 以 T/C

值(Y)为纵坐标作图, 建立标准曲线, 如图 5 所示。按 1.2.5

中(3)中的方法计算检出限为 0.07 ng/mL。该方法检测地塞

米松溶液灵敏度较高。 

2.5  牛奶样本灵敏度和准确度检测结果 

对含有不同质量浓度地塞米松的牛奶进行检测, 以添加

地塞米松的质量浓度(X, ng/mL)为横坐标, 以 T/C 值(Y)为纵

坐标, 做非线性拟合分析, 曲线见图 6, 得到 4 参数拟合曲线

方 程 为 : Y=(A1–A2)/[1+(X/X0)^p]+A2, 式 中 A1=4.4903 、

A2=0.4805、X0=0.2366、p=3.1146、r2=0.9967; 其中 A1 为地塞

米松质量浓度为 0 ng/mL 对应的T/C, A2为地塞米松质量浓度

为1.0 ng/mL对应的T/C; X0为牛奶中地塞米松半抑制浓度 IC50, 

p 为 IC50处对应的斜率。由拟合曲线方程可知 IC50=0.24 ng/mL, 

能够满足对牛奶中的地塞米松的最高残留限量的检测。 
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图 5  地塞米松溶液响应曲线 

Fig.5  Response curve of dexamethasone solution 

 

 
 

图 6  牛奶中地塞米松质量浓度响应曲线 

Fig.6  Response curve of dexamethasone concentration in milk 

 
向空白牛奶中分别添加不同质量浓度的地塞米松

标 准 溶 液 , 计 算 回 收 率 , 结 果 见 表 3, 回 收 率 在

77.63%~121.58%, 分析结果显示, 在 0.3 ng/mL 左右时地

塞米松的回收率更好, 结合灵敏度的结果, 表明该方法准

确度较好。 

 
表 3  测定牛奶样品中地塞米松的回收率 

Table 3  Spiked recoveries of dexamethasone in milk samples 

添加地塞米松 

质量浓度/(ng/mL) 
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 1.0 

地塞米松质量浓度 

测定值/(ng/mL) 
0.078 0.210 0.290 0.420 0.480 1.220

回收率/% 77.63 103.67 96.34 103.84 96.67 121.58

 
2.6  实际样品测定 

应用本法制备的试纸条对 3 种市售的牛奶进行测定, 

3 种牛奶均未检出地塞米松药物残留。 

3  结  论 

本研究通过对时间分辨荧光微球标记地塞米松抗体

量的筛选、干法与湿法制备试纸条灵敏度的比较, 建立了

一种时间分辨荧光免疫层析快速检测牛奶中地塞米松的方

法。该方法重复性检测中变异系数 CV 为 8.2%, 地塞米松

溶液的检出限为 0.07 ng/mL, 回收率为 77.63%~121.58%, 

检测牛奶中地塞米松的 IC50 为 0.24 ng/mL(即 0.24 µg/kg)。

该方法能够满足牛奶中的最高残留限量(0.3 µg/kg)检测要

求, 且操作简便快捷, 加样 10 min 后即可出结果, 适合现

场快速检测, 为牛奶中地塞米松药物残留的快速检测提供

了新途径。 
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