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摘要:胶体金免疫层析法具有高特异性、高灵敏度、高重复性等特点ꎬ能够准确地检测出样品中的目标物ꎬ在快速检测领

域具有广泛应用ꎮ 本研究将胶体金免疫层析法用于快速检测动物源食品(猪肉、鸡肉、鱼肉、虾肉、鸡蛋)中的诺氟沙星

(ＮｏｒｆｌｏｘａｃｉｎꎬＮＯＲ)残留ꎬ对方法进行验证ꎬ相对准确度为 ９７􀆰 ０％ꎮ 方法的检出限为 ２ μｇ / ｋｇꎬ检测性能强ꎮ 在上述 ５ 种不

同基质样品中ꎬＮＯＲ 胶体金快速检测方法的灵敏度为 ９９％、特异度为 ９８％、假阳性率为 ２％、假阴性率为 １％ꎮ 该方法简

单快速、灵敏准确ꎬ适于复杂基质中 ＮＯＲ 的快速精准检测ꎮ
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　 　 诺氟沙星(ＮｏｒｆｌｏｘａｃｉｎꎬＮＯＲ)是第三代氟喹

诺酮类药物(化学名:１￣乙基￣６￣氟￣１ꎬ４￣二氢￣４￣氧
代￣７￣(１￣哌嗪基)￣３￣喹啉羧酸)ꎬ属于广谱类抗生

素[１￣３]ꎮ ＮＯＲ 在动物体内很难完全降解ꎬ大部分

会在动物体内聚集、残留ꎬ人们食用含有 ＮＯＲ 抗

生素的肉制品和乳制品会引起包括致畸致癌等一

系列不良反应[４￣７]ꎮ ２０１５ 年 ９ 月 １ 日ꎬ农业部发

布第 ２２９２ 号公告ꎬ禁止在食品动物中使用洛美沙

星 ( Ｌｏｍｅｆｌｏｘａｃｉｎꎬ ＬＯＭ)、培氟沙星 ( Ｐｅｆｌｏｘａｃｉｎꎬ
ＰＥＦ)、氧氟沙星(ＯｆｌｏｘａｃｉｎꎬＯＦＬ)、ＮＯＲ 等 ４ 种原

料药的各种盐、脂及其各种制剂ꎮ «食品安全国

家标 准 食 品 中 ４１ 种 兽 药 最 大 残 留 限 量 »

(ＧＢ ３１６５０􀆰 １) [８]中规定 ＮＯＲ 等的最大残留限量

为 ２ μｇ / ｋｇꎮ
ＮＯＲ 现行检测方法以高 效 液 相 色 谱 法

(ＨＰＬＣ) [９￣１３] 和超高效液相色谱串联质谱法
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(ＵＨＰＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ) [１４ꎬ１５] 等仪器方法为主ꎮ 例如ꎬ
李存等[９]使用 ＨＰＬＣ￣荧光￣紫外法测定了动物肌

肉组织中的 ＮＯＲ 残留ꎬＺｈａｎｇ 等[１５] 使用 ＵＨＰＬＣ￣
ＭＳ / ＭＳ 测定了鸡肉和鸡蛋中的 ＮＯＲ 含量ꎮ 然

而ꎬ色谱质谱法检测 ＮＯＲꎬ所需仪器设备较为昂

贵复杂ꎬ检测周期较长ꎬ不适用于现场检测ꎮ 因

此ꎬ迫切需要发展针对 ＮＯＲ 残留现场检测的快

速、准确的方法和技术ꎮ
胶体金免疫层析法ꎬ基于抗原抗体特异性结

合的免疫学反应原理ꎬ利用有颜色的纳米金为标

记物ꎬ在层析过程中ꎬ样品中的 ＮＯＲ 经提取与胶

体金标记的特异性抗体结合ꎬ抑制了抗体和检测

卡中检测 Ｔ 线上抗原的结合ꎬ从而导致 Ｔ 线颜色

深浅的变化ꎮ 通过 Ｔ 线与固定颜色的控制 Ｃ 线

颜色深浅比较ꎬ对样品中 ＮＯＲ 进行定性和定量判

定ꎬ以实现快速检测[１６￣２０]ꎮ
本文建立了动物源食品中 ＮＯＲ 的胶体金快

速检测方法ꎮ 选择鸡肉、猪肉、鱼肉、虾肉、鸡蛋等

食品基质ꎬ按照国家市场监督总局«总局关于规

范食品快速检测方法使用管理的意见»对方法的

检出限(Ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎꎬＬＯＤ)、精密度、准确度、
假阳性率、假阴性率、交叉反应率以及与参比方法

的一致性进行评价ꎮ 本方法的使用可以满足基层

监管部门和生产企业对动物源性食品中 ＮＯＲ 的

控制要求ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １ 　 主要仪器与试剂

Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ ＸＰＲ１０５ 型电子天平 (瑞士

Ｔｏｌｅｄｏ 公司)ꎻＮＯＲ 胶体金免疫层析试剂盒(包含

金微孔、胶体金检测卡及配套的试剂ꎬ山东美正生

物科技有限公司)ꎮ
乙腈(ＣＨ３ＣＮꎬ美国默克公司)ꎻ磷酸氢二钠

(Ｎａ２ＨＰＯ４)、一水柠檬酸(Ｃ６Ｈ８Ｏ７􀅰Ｈ２Ｏ)(天津市

光复科技发展有限公司)ꎻ所用试剂均为分析纯ꎬ
水为 ＧＢ / Ｔ ６６８２ 规定的二级水ꎮ
１􀆰 ２ 　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １ 　 标准溶液的配制

１００ μｇ / ｍＬ ＮＯＲ 标准储备液: 精密称取

１０ ｍｇ ＮＯＲ 参考物质置于 １００ ｍＬ 容量瓶中ꎬ用甲

醇溶解并稀释至刻度ꎬ摇匀ꎮ －１８ ℃保存ꎬ有效期

３ 个月ꎮ
１ μｇ / ｍＬ ＮＯＲ 标准工作液:精密量取 １ ｍＬ

ＮＯＲ 标准储备液置于 １００ ｍＬ 容量瓶中ꎬ用甲醇

稀释至刻度ꎬ摇匀ꎮ 临用新制ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ 　 稀释液的配制

称取 ２８􀆰 ４ ｇ Ｎａ２ＨＰＯ４ 加水溶解ꎬ移入 １ ０００
ｍＬ 容量瓶ꎬ加水稀释至刻度混匀ꎬ得 ０􀆰 ２ ｍｏｌ / Ｌ
Ｎａ２ＨＰＯ４ 溶液ꎻ称取 ２１􀆰 ０１ ｇ Ｃ６Ｈ８Ｏ７􀅰Ｈ２Ｏ 加水溶

解ꎬ移入 １ ０００ ｍＬ 容量瓶ꎬ加水稀释至刻度混匀ꎬ
得 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ 柠檬酸溶液ꎻ取 １３６􀆰 ３ ｍＬ(０􀆰 ２ ｍｏｌ / Ｌ)
的 Ｎａ２ＨＰＯ４ 溶液和 ７３􀆰 ７ ｍＬ(０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ)的柠檬

酸溶液混匀制成稀释液ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ 　 试样制备

鱼虾等水产品、畜禽:去皮、脂肪ꎬ取组织均

质ꎻ禽蛋:样本去壳ꎬ取蛋黄与蛋清混匀ꎬ称取 ３􀆰 ０ ｇ
试样置于 ５０ ｍＬ 离心管中ꎻ加入 ４ ｍＬ ＣＨ３ＣＮ 溶

液ꎬ剧烈振荡 ２ ｍｉｎꎬ于室温、４ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

２ ｍｉｎꎮ 移取 １􀆰 ５ ｍＬ(虾蟹、禽蛋:２ ｍＬ)上层溶

液ꎬ６０ ℃吹干ꎻ加入 ０􀆰 ５ ｍＬ(虾、禽蛋:０􀆰 ２ ｍＬ)稀
释液ꎬ涡旋 ２ ｍｉｎꎬ即为待测液ꎮ 同法制备空白试

样溶液

１􀆰 ２􀆰 ４ 　 测定

取 １００ μＬ 待测液于微孔试剂中ꎬ缓慢抽吸约

５~６ 次ꎬ至样品与微孔试剂混匀ꎬ开始计时ꎻ室温

(２０~２５ ℃)孵育 ２ ｍｉｎꎬ吸取微孔中全部液体于

加样孔中或插入试纸条ꎬ操作同时开始计时ꎬ室温

反应 ５ ｍｉｎ 后即可判读结果ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５ 　 质控试验

质控试验包括空白试验和加标质控试验ꎮ 空

白试样经参比方法检测且未检出恩诺沙星(Ｅｎｒｏ￣
ｆｌｏｘａｃｉｎꎬＥＮＲ)、ＰＥＦ、ＬＯＭ 和 ＯＦＬꎮ

加标质控试验:称取 ３ ｇ(精确至 ０􀆰 １ ｇ)空白

试样置于 ５０ ｍＬ 离心管中ꎬ加入 ６ μＬ(１ μｇ / ｍＬ)
ＮＯＲ 标 准 工 作 液ꎬ 使 样 品 中 ＮＯＲ 浓 度 为

２ μｇ / ｋｇꎬ按照 １􀆰 ２􀆰 ４ 步骤与样品同法操作ꎮ 更换

快检试剂品牌、批次时ꎬ均应进行空白试验和加标

质控试验ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １ 　 制备 /合成条件优化

在规定时间内ꎬ通过比较 Ｔ 线与 Ｃ 线的颜色

深浅进行结果判定ꎮ 检测卡目视判定结果如图 １
所示ꎬ试纸条目视判定结果方法与检测卡相同ꎮ

当 Ｃ 线不显色ꎬ表示存在不正确的操作过程

或检测卡已变质失效ꎬ结果无效ꎮ 在此情况下ꎬ应
再次仔细阅读说明书ꎬ并用新的检测卡重新测试ꎮ
当 Ｔ 线显色比控制线 Ｃ 线浅ꎬ或 Ｔ 线无显色ꎬ表

３９
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示样品中 ＮＯＲ 残留的浓度高于 ＬＯＤꎬ为阳性结

　 　 　 　 　 　

图 １　 检测卡结果目视判定示意图

Ｆｉｇ.１　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｆｏｒ ｖｉｓｕａｌ ｊｕｄｇｍｅｎｔ ｏｆ
ｔｅｓｔ ｃａｒｄ ｒｅｓｕｌｔｓ

果ꎮ Ｔ 线显色比 Ｃ 线越浅ꎬ表示样品中 ＮＯＲ 残留

的浓度越高ꎮ
２ 条紫红色条带出现表示阴性结果ꎮ Ｔ 线显

色比 Ｃ 线深或一样深ꎬ表示样品中无 ＮＯＲ 残留或

其浓度低于 ＬＯＤꎮ
２􀆰 ２ 　 两种方法结果比对

我国现行 ＮＯＲ 检测标准包括 ＧＢ / Ｔ ２０３６６—
２００６«动物源产品中喹诺酮类残留量的测定 液相

色谱￣串联质谱法» [２１]、农业部 １０７７ 号公告￣１￣
２００８«水产品中 １７ 种磺胺类及 １５ 种喹诺酮类药

物残留量的测定 液相色谱￣串联质谱法» [２２] 等ꎮ
本实验选取 ＧＢ / Ｔ ２０３６６—２００６ 标准作为参比方

法ꎬ定量限为 １􀆰 ０ μｇ / ｋｇꎮ 在市场随机抽取鸡肉、
猪肉、鱼肉、虾肉、鸡蛋各 ２０ 份ꎬ分别使用 ＧＢ / Ｔ
２０３６６—２００６ 和 ＮＯＲ 胶体金免疫层析法进行检

测ꎬ考察不同基质样品中 ２ 种方法结果的一致性

和相对准确度ꎮ
为考察 ＮＯＲ 快速检测方法与参比方法的一

致性ꎬ采用卡方检验ꎬ自由度为 １ꎬ分位数为 ０􀆰 ０５ꎮ
当 χ２<３􀆰 ８４ 时ꎬ表示快速检测方法与参比方法的

阳性确证比率在 ９５％的置信区间内没有显著性

差异ꎻ当 χ２>３􀆰 ８４ 时ꎬ表示 ２ 种方法的阳性确证比

率在 ９５％的置信区间内有显著性差异ꎮ 卡方值

的计算方法如公式(１)所示ꎮ
χ２ ＝ ( ｜ Ｎ１２ － Ｎ２１ ｜ － １) ２ / (Ｎ１２ ＋ Ｎ２１) (１)

　 　 其中:Ｎ１２是阳性样品检出阴性结果数ꎻＮ２１是阴性样品检出

阳性结果数ꎮ

相对准确度计算公式为:
ＡＣ ＝ [(Ｎ１１ ＋ Ｎ２２) / (Ｎ１ ＋ Ｎ２)] × １００％ (２)

　 　 其中:ＡＣ 是相对准确度ꎻＮ１ １ 是 ２ 种方法均检出阳性结果

数ꎻＮ２２是 ２ 种方法均检出阴性结果数ꎻＮ１ 是阳性样品数ꎻＮ２ 是阴

性样品数ꎮ

快速检测方法与参比方法 ( ＧＢ / Ｔ ２０３６６—
２００６)所测结果的统计如表 １ 所示ꎮ

对 ５ 种不同基质检测了 １００ 批次样品ꎬ只有

　 　 　 　 　 　表 １ 　 ２ 种方法对 ５ 种不同基质中 ＮＯＲ 残留的

检测结果统计

Ｔａｂ.１　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＮＯＲ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ
ｆｉｖｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｔｒｉｃｅｓ ｂｙ ｔｗｏ ｍｅｔｈｏｄｓ

Ｃｈｉ￣ｓｑｕａｒｅ ｔｅｓｔ
Ｒａｐｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

ｐｏｓｉｔｉｖｅ(＋) ｎｅｇｔｉｖｅ(－)
Ｔｏｔａｌ

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｍｅｔｈｏｄ

ｐｏｓｉｔｉｖｅ(＋)
ｎｅｇｔｉｖｅ(－)

４
３

０
９３

　 ４
９６

Ｔｏｔａｌ ７ ９３ １００

３ 批次样品的快检方法与参比方法检测结果不一

致ꎬ ３ 批次均为假阳性ꎬ 因此相对准确度为

９７􀆰 ０％ꎮ 假阳性可能由于环境因素和操作因素等

多方面造成ꎮ 同时ꎬ通过计算得 χ２ ＝ １􀆰 ３３<３􀆰 ８４ꎬ
即两种方法无显著差异ꎬ具有一致性ꎬ证明所构建

的方法具有良好的准确度ꎮ
２􀆰 ３ 　 方法性能评价

２􀆰 ３􀆰 １ 　 灵敏度

测定 ＮＯＲ 不同浓度(０、０􀆰 ５、１、２、４、６ μｇ / ｋｇ)
的标准品ꎬ结果如图 ２ 所示ꎮ 当浓度 < ２ μｇ / ｋｇ
时ꎬＴ 线产生明显色差ꎬ而 Ｃ 线几乎无颜色变化ꎬ
此时无法通过颜色确定 ＮＯＲ 的精准浓度ꎮ 当测

定 ２ μｇ / ｋｇ 的 ＮＯＲ 标准品时ꎬＴ 线与 Ｃ 线呈现明

显色差ꎬ因此灵敏度确定为 ２ μｇ / ｋｇꎮ

图 ２　 灵敏度实验结果

Ｆｉｇ.２　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ

２􀆰 ３􀆰 ２ 　 检出限

在经验证结果为阴性的样品中ꎬ分别加入适

量的 ＮＯＲ 标准溶液ꎬ使得加标浓度分别为 ０、
０􀆰 ５、１、１􀆰 ５、２ μｇ / ｋｇꎬ每个浓度水平检测 １０ 批次

样品ꎬ计算其灵敏度ꎬ当灵敏度达到 １００％时ꎬ对
应的浓度即为本方法的 ＬＯＤꎮ 计算公式如下:

ｐ ＋ ＝ (Ｎ１１ / Ｎ１) × １００％ (３)
　 　 其中:ｐ＋是灵敏度ꎻＮ１１是检出阳性结果数ꎻＮ１ 是阳性样品检

测实验的总检测数ꎮ

ＮＯＲ 胶体金免疫层析快速检测方法的 ＬＯＤ
与灵敏度的检测结果如表 ２ 所示ꎮ 在 ５ 种不同基

质样品中ꎬ当在样品中添加 ＮＯＲ 标准液浓度

<２ μｇ / ｋｇ 时ꎬ无法检测到任何阳性结果ꎬ此时灵

４９
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敏度 均 为 ０％ꎮ 当 加 入 ＮＯＲ 标 准 液 浓 度 为

２ μｇ / ｋｇ 时ꎬ灵敏度为 １００％ꎮ 因此ꎬ本方法的

ＬＯＤ 为 ２ μｇ / ｋｇꎮ
表 ２ 　 ＬＯＤ 与灵敏度的检测结果

Ｔａｂ.２　 ＬＯＤ ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

Ｍａｔｒｉｘ
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ /
(μｇ􀅰ｋｇ－１)

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

ｐｏｓｉｔｉｖｅ(＋) ｎｅｇｔｉｖｅ(－)
Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ /

％

Ｃｈｉｃｋｅｎ

０
０􀆰 ５
１􀆰 ０
１􀆰 ５
２􀆰 ０

０
０
０
４

１０

１０
１０
１０
６
０

０
０
０

４０
１００

Ｐｏｒｋ

０
０􀆰 ５
１􀆰 ０
１􀆰 ５
２􀆰 ０

０
０
２
７

１０

１０
１０
８
３
０

０
０

２０
７０

１００

Ｆｉｓｈ

０
０􀆰 ５
１􀆰 ０
１􀆰 ５
２􀆰 ０

０
０
３
８

１０

１０
１０
７
２
０

０
０

３０
８０

１００

Ｓｈｒｉｍｐ ｍｅａｔ

０
０􀆰 ５
１􀆰 ０
１􀆰 ５
２􀆰 ０

０
０
２
６

１０

１０
１０
８
４
０

０
０

２０
６０

１００

Ｅｇｇ

０
０􀆰 ５
１􀆰 ０
１􀆰 ５
２􀆰 ０

０
０
１
６

１０

１０
１０
９
４
０

０
０

１０
６０

１００

２􀆰 ３􀆰 ３ 　 特异度、假阳性率与假阴性率

通过对本方法的特异性、假阳性率和假阴性

率进行评价ꎮ 灵敏度的计算公式如下:
ｐ ＝ [ａ / (ａ ＋ ｂ)] × １００％ (４)

　 　 其中:ｐ 是灵敏度ꎻａ 是真阳性数ꎻｂ 是假阴性数ꎮ

特异性的计算公式如下:
ｑ ＝ [ｃ / (ｃ ＋ ｄ)] × １００％ (５)

　 　 其中:ｑ 是特异性ꎻｃ 是真阴性数ꎻｄ 是假阳性数ꎮ

在 ＥＮＲ、ＰＥＦ、ＬＯＭ、ＯＦＬ 结果均为未检出的

鸡肉、猪肉、鱼肉、虾肉、鸡蛋样品中ꎬ添加 ＬＯＤ 水

平的 ＮＯＲ 标准溶液进行检测ꎬ每种基质中加标样

品 ２０ 批、阴性样品 ２０ 批ꎬ结果如表 ３ 所示ꎮ
在 ５ 种不同基质样品中ꎬＮＯＲ 胶体金快速检

测层析法的灵敏度为 ９９％、特异性为 ９８％、假阳

性率为 ２％、假阴性率为 １％ꎮ 证明该方法具有良

好的灵敏度、特异性和准确性ꎮ

表 ３ 　 对不同样品中 ＮＯＲ 的检测结果

Ｔａｂ.３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＮＯＲ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ

Ｓａｍｐｌｅ
Ａｄｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ /

(μｇ􀅰ｋｇ－１)
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

ｐｏｓｉｔｉｖｅ(＋) ｎｅｇｔｉｖｅ(－)

Ｃｈｉｃｋｅｎ
０
１

０
２０

２０
０

Ｐｏｒｋ
０
１

１
１９

１９
１

Ｆｉｓｈ
０
１

０
２０

２０
０

Ｓｈｒｉｍｐ ｍｅａｔ
０
１

１
２０

１９
０

Ｅｇｇ ０ ０ ２０

　 　
３　 结论

通过胶体金免疫层析法快速检测动物源性食

品猪肉、鸡肉、鱼肉、虾肉、鸡蛋中 ＮＯＲ 残留ꎬ对
ＮＯＲ 胶体金免疫层析法进行了方法验证ꎮ 因此ꎬ
胶体金免疫层析法可以作为现场或者基层实验室

的大采样量快速初筛方法ꎬ有效避免含有此类物

质的动物源性食品的流通威胁人们的健康ꎮ 同

时ꎬ该研究也为快速检测复杂基质中的抗生素提

供了普适性思路和产品ꎮ 该研究仅利用比色法进

行可视化检测ꎬ暂未利用仪器进行精准定量ꎬ后续

可以对可疑样品加强仪器分析ꎮ 该方法不仅可以

针对食品分析ꎬ而且可以拓展到环境和生物样品

等其他复杂样品的分析ꎬ前景广阔ꎮ
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