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快速检测食品中四环素类抗生素残留的

胶体金免疫层析方法

刘波1，华彦涛1，赵炫1，梁诗华1，张少霞1，李斌2，袁利鹏1*

（1.广东农工商职业技术学院热带农林学院，广东广州 511365）（2.广州万联生物科技有限公司，广东广州 510663）

摘要：为了更快速、灵敏、准确快速检测食品中四环素类抗生素残留，该研究利用四环素类（Tetracyclines,TCs）抗

生素共同的结构特点制备了识别 TCs 的广谱单克隆抗体，建立了一种应用于食品中四环素类抗生素残留快速检测的胶体金

免疫层析法（Colloidal Gold Immuno-chromatography Assay, GICA）。通过半抗原设计、单克隆抗体制备以及优化抗体标记

浓度、人工抗原包被浓度等一系列 GICA 方法关键因素，实现食品中四环素类抗生素残留的快速检测。结果表明，所制备

的广谱单克隆抗体对四环素、金霉素、土霉素、多西环素的半数抑制浓度（IC50）值分别为 1.29、1.04、1.34、2.33 µg.L-1。

在最优条件下所建立的 GICA 方法对四环素、金霉素、土霉素检测限为 20 µg.kg-1，对多西环素检测限为 40 µg.kg-1，检测

时间约 15 min。该研究建立的 GICA 方法具有灵敏、准确、快速等特点，可应用于鸡肉、猪肉、草鱼等动物性食品中四环

素类抗生素残留的大批量快速筛选。该研究结果为四环素类抗生素广谱单克隆抗体的研究和食品中四环素类抗生素残留检

测提供一定理论依据和有效的技术支持。
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Abstract: A rapid, sensitive, and accurate detection method for tetracycline (TC) antibiotic residues in food was developed. 

Shared structural characteristics of TC antibiotics were exploited for the preparation of a broad-spectrum TC-targeting monoclonal 

antibody (mAb), and a colloidal gold-based immunochromatographic assay (GICA) was established for rapid detection of TC 

antibiotic residues in food. Through hapten design, mAb preparation, and optimization of key GICA parameters, such as the antibody 

labeling and artificial antigen coating concentrations, rapid TC antibiotic residue detection in food was achieved. The half-maximal 

inhibitory concentrations (IC50) of the broad-spectrum mAb towards TC, chlortetracycline, oxytetracycline, and doxycycline were 

1.29, 1.04, 1.34, and 2.33 µg·L-1, respectively. Under optimal conditions, the limit of detection of GICA was 20 µg·kg-1 for TC, 
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四环素类（Tetracyclines, TCs）抗生素是一类由

放线菌产生的广谱抗生素，常见的四环素类抗生素

主要包括天然的四环素（Tetracycline, TC）、金霉素

（Chlortetracycline, CTC）、 土 霉 素（Oxytetracycline, 
OTC）等半合成的强力霉素（Doxycycline, DC）、米诺

环素（Minocycline, MNC）等 [1,2] 。TCs 在化学结构上

均含有氢化骈四苯基本结构，主要区别是 TCs 的四苯

基本结构上取代基的差异，图 1 为常见的四种 TCs 的
化学结构式 [3,4] 。

图 1 常见四环素类抗生素化学结构式

Fig.1 Chemical structure of common TCs

TCs 作为一种广谱抗生素，具有价格低廉、抗菌

效果优异的优点，被广泛应用于临床和兽医上的各种

细菌性感染疾病的治疗与预防 [5,6] 。目前，TCs 在禽

畜养殖中常被加入饲料或饮用水中用于动物各种疾病

的预防与治疗以及促进动物生长，使用占比达到了

40.5% [7-9] 。研究表明，畜牧业和农业活动是 TCs 污染

的主要来源，TCs 在动物和人类体内难以被代谢，一

部分会以原药或者代谢物的形式随着排泄物进入到环

境中，给生态环境安全带来严重威胁  [10-12] ；一部分

会蓄积在人体的各种器官，给人体健康带来严重威

胁  [13-16] 。目前，食品安全问题中常检出的四环素类抗

生素为 TC、CTC、OTC 以及 DC。为了保障人体健

康，欧盟、联合国粮食及农业组织和世界卫生组织规

定了 TC、OTC 和 CTC 在食品中无论是单独存在还是

同时存在的最大残留限量均不得超过 100 µg.kg-1。美

国食品药品监督管理局（Food and Drug Administration, 

FDA）规定了 TC、OTC 和 CTC 的最大残留限量

为 300 µg.kg-1 [17] 。我国国标规定食品中 TC、OTC 和

CTC 无论是单独存在还是同时存在的最大残留限量为

100~1 200 µg.kg-1。

目前，对于食品中 TCs 残留检测的技术为仪器分

析法 [18,19] 、毛细管电泳法 [20] 、荧光法 [21,22] 、适配体传

感器法 [23,24] 、免疫分析技术 [25] 等。大型仪器分析方法

具有高灵敏度以及良好的准确性，但昂贵的仪器和操

作要求高限制了在现场快速检测中的应用，毛细管电

泳法耗时繁琐、分离效率低也限制了它的应用。荧光

法灵敏度高、响应快，但其探针合成复杂以及容易受

到干扰，适配体传感器操作步骤较为复杂。而 GICA
因其灵敏、易操作、高通量等优点被广泛应用。目

前，针对 TCs 的胶体金免疫层析法中，由于肉制品

和水产品样品基质的影响，导致检测灵敏度不佳，例

如：高楠 [26] 建立的免疫层析法方法，在牛奶和肉制品、

水产品的视觉检出限分别为 40 µg.L-1 和 80 µg.kg-1 ；

Taranova 等 [27] 建立的 GICA 对牛奶中 TCs 残留的检出

限为 20 ng.mL-1 ；檀尊社等 [28] 建立的 GICA 方法灵敏度

受到水产品样品基质的干扰，检出限为 100 ng.mL-1 ；郭

然 [29] 建立的 GICA 方法检测灵敏度与其他研究者结果

大致相当，虾肉样品检测灵敏度检测为 80 µg.L-1。对此，

本研究设计合成了 TCs 新型半抗原，制备了四环素类

抗生素的广谱单克隆抗体，并建立一种快速检测动物

性食品中四环素类抗生素的胶体金免疫层析法。对所

建立的方法进行了一系列检测条件优化，旨在实现现

场大批量快速检测食品中四环素类抗生素的残留。

1  材料与方法

1.1 材料与试剂

样 本 垫、 硝 酸 纤 维（Nitrocellulose Filter 
Membrane, NC）膜、吸水垫和聚氯乙烯（Polyvinyl 
Chloride, PVC）板，均购自上海金标生物技术有限公

司；氯金酸、柠檬酸三钠、四环素、金霉素、土霉素、

多西环素标准品（纯度 99.9%），均购自上海阿拉丁生

化科技股份有限公司；羊抗鼠 IgG，购自北京全式金生

物有限公司；其他试剂均为分析纯。

chlortetracycline, and oxytetracycline and 40 µg·kg-1 for doxycycline, with a reaction time of approximately 15 min. Therefore, the 

GICA developed in this study achieved highly sensitive, accurate, and rapid detection, making it suitable for rapid batch screening of 

TC antibiotic residues in animal food products, such as chicken, pork, and grass carp. The results of this study provide a theoretical 

basis and effective technical support for future research on broad-spectrum mAbs against TC antibiotics and the detection of TC 

antibiotic residues in food.

Key words: tetracycline; hapten design; broad-spectrum monoclonal antibody; colloidal gold-based immunochromatographic assay
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图 2 四环素类半抗原合成路线

Fig.2 Synthetic routes of TCs hapten

（ic-ELISA）测定小鼠血清效价及抑制率。当血清抗

体效价达到 10 K 和理想的抑制率后，采用 100 μg 全

抗原进行加强免疫，5 d 后取小鼠脾细胞与 SP2/0 细胞

（小鼠骨髓瘤细胞）按比例融合。采用 HAT 培养基进

行选择性培养，通过 ic-ELISA 法对细胞上清进行检测，

挑选强阳性孔的细胞进行有限稀释法克隆培养。经 3
次克隆培养及检测后得到杂交瘤细胞株。采用腹水模

式，将杂交瘤细胞接种至小鼠腹腔，产生含抗体的腹水。

用辛酸 - 硫酸铵沉淀法纯化腹水后进行浓缩即可得到

高纯度的单克隆抗体。

将载体蛋白为 BSA 的四环素类人工抗原作为包

被抗原用 CB（0.05 mol.L-1，pH 值 9.6）稀释至质

量浓度 0.1 µg.mL-1 后进行聚苯乙烯微孔板包被，将

四环素、金霉素、土霉素和多西环素标准储备液用

0.01 mol.L-1 PBS 稀释成质量浓度分别为 0、0.2、0.6、
1.8、5.4 和 16.2 µg.L-1 的标准溶液，通过 ic-ELISA 法

进行抗体性能鉴定，用酶标仪读取各孔 OD450 值，采

用 ELISA Calc 软件进行四参数 Logistic 曲线拟合，以

OD450 值为纵坐标，药物质量浓度为横坐标绘制标准曲

线，计算得到四环素类抗体对四环素、金霉素、土霉

素和多西环素的 IC50 值。

1.3.4 胶体金免疫层析方法的建立

1.3.4.1 金标抗体的制备

用 0.1 mol.L-1 K2CO3 调节胶体金溶液至合适的 pH
值，将一定量的四环素类单克隆抗体加入胶体金溶液

中，室温反应 5 min，加入 10 µL 的 10% 质量分数的

BSA 水溶液进行封闭，12 000 r.min-1 离心 10 min，
弃去全部清液，加入 1 mL 金子稀释液复溶，按照

12 µL/ 孔分装于微孔中，37 ℃干燥处理 16 h 后置

于 4 ℃保存备用。通过对照胶体金比色卡判断阴性和

阳性 T、C 线颜色的深浅与梯度，筛选出最佳的标记

条件与抗体标记质量浓度。

1.3.4.2 包被原质量浓度、羊抗鼠 IgG 质量浓度的优化

将包被抗原用 PBS（0.1 mol.L-1，pH 值 7.4）稀释

成 0.1、0.2、0.4 mg.mL-1 质量浓度后喷涂于 NC 膜 T
线上，将羊抗鼠 IgG 用 PBS（0.1 mol.L-1，pH 值 7.4）

1.2 仪器与设备

HM330 三维平面点膜喷金仪、ZQ2000 微电脑自

动斩切机、GIC-Q 金标读数仪，上海金标生物科技有

限公司；RS-NSY-1 便携式样品浓缩仪，广州瑞森生物

科技股份有限公司；MX-S 涡旋混匀器，大龙兴创实验

仪器（北京）有限公司；5424R 低温高速离心机，德

国 Eppendorf 公司；Waters 2695 高效液相色谱仪，美

国 Waters 公司。

1.3 实验方法

1.3.1 四环素类半抗原的合成

四环素类半抗原合成路线如图 2 所示，步骤如下：

首先，称取 500 mg（1.13 mmol）四环素于 50 mL
圆底烧瓶中，加入 10 mL 超纯水充分搅拌溶解后，再

加入 375 mg 4- 溴丁酸（2.26 mmol），于 60 ℃下反应

5~8 h。反应完毕，旋蒸除去溶剂，所得固体用乙酸乙

酯洗两遍，烘干后得到 117 mg 四环素类半抗原。

1.3.2 人工抗原的制备

将四环素类半抗原采用活泼酯法偶联乳铁蛋白

（Lactoferrin, LF）和牛血清白蛋白（Bovine Serum 
Albumin, BSA）得到四环素类人工抗原。取 10 mg 四

环素类半抗原溶于 0.1 mL N,N- 二甲基甲酰胺中，加

入 10 mg 1-(3- 二甲氨基丙基 )-3- 乙基 -  碳二亚胺

和 5 mg N- 羟基丁二酰亚胺，室温下充分搅拌活化 4 h
得到活化液；称取 20 mg BSA/LF 溶于 2.0 mL 浓度为

0.05 mol.L-1、pH 值为 9.6 的碳酸盐缓冲液（Carbonate 
Buffer，CB）中得到载体蛋白溶液，将得到的活化液

缓慢滴入室温下充分搅拌的载体蛋白溶液，室温搅拌

偶联过夜后用 0.01 mol.L-1、pH 值为 7.4 的磷酸盐缓冲

液（Phosphate Buffer Saline, PBS）溶液室温透析 3 d，
每天换 2 次透析液，制备得到四环素类人工抗原。

1.3.3 四环素类单克隆抗体的制备及鉴定

将载体蛋白为乳铁蛋白的四环素类人工抗原为免

疫原免疫 Balb/c 小鼠，小鼠免疫策略为 100 μg/2 周，

免疫次数达到 3 次后采用间接竞争酶联免疫分析方法
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稀释成 0.05、0.1、0.2 mg.mL-1 质量浓度后喷涂于 NC
膜 C 线上，对试纸条进行阴性、阳性对照实验，通过

对照胶体金比色卡判断阴性和阳性 T、C 线颜色的深

浅与梯度和采用金标读数仪读取试纸条 T 线和 C 线的

信号值，对比试纸条的显色程度与 T/C 值筛选出最佳

的包被抗原质量浓度和羊抗鼠 IgG 包被质量浓度。

图 3 胶体金比色卡

Fig.3 The colloidal gold color card

1.3.4.3 四环素类检测卡的组装及检测

免疫层析试纸条由 NC 膜、吸收垫、样品垫和

PVC 板组成。NC 膜贴于 PVC 板上，将四环素类包被

原和羊抗鼠 IgG 分别作为 T 线和 C 线划于 NC 膜上，

置于 45 ℃烘箱中烘干 24 h。取吸水纸和样品辅料垫粘

贴于 NC 膜的两端，吸水纸贴于靠近 C 线的一端，样

品辅料垫贴于靠近 T 线的一端，吸水纸和样品辅料垫

重叠于 NC 膜上 1~2 mm，裁切成宽度为 3.00 mm 的卡

条，放入塑料卡槽，盖上卡盖即可使用。采用上述优

化中最佳条件标记四环素类单克隆抗体，最后将金标

抗体以每孔 12 μL 分装到微孔中，45 ℃烘干备用。将

组装完毕的检测卡和微孔放入铝箔袋，加入干燥剂密

封避光常温保存。

样品检测时，取 100 µL 待测液于金标微孔中，反

复吹打 3~5 次后室温孵育 3 min 后，滴加液体至试纸

条加样孔中，室温反应 8 min 后观察结果。对于不含

有待测物的阴性样本，检测线 T 线上的四环素类包被

原会捕获金标抗体，形成一条红色的 T 线，同时，C
线上的羊抗鼠 IgG 会捕获剩余的金标抗体，形成另一

条红色的 C 线，并且 T 线显色深于或相近于 C 线显色。

对于含有待测物的阳性样本，当金标抗体与样本接触

时，它们会优先与四环素类药物结合，形成抗原 - 抗

体复合物。由于金标抗体会优先与待测物结合，导致

T 线的显色强度随着待测物浓度的增加而逐渐变浅，T
线不显色或颜色稍浅于 C 线。当试纸条的 C 线无色，

无论试纸条的 T 线是否显色，结果无效。

1.3.5 试纸条性能测试

1.3.5.1 灵敏度

根据上述优化所得的最佳检测条件，分别配制一

系列质量浓度为 2、5、10、20 µg.L-1 的四环素类药物

标准品溶液，分别取 100 µL 用于试纸条检测，各浓度

重复 3 次，根据实验结果确定试纸条的标准品检测限。

1.3.5.2 实际样品检测 
取四环素、金霉素、土霉素和多西环素标准溶液

分别对猪肉、鸡肉、鸭肉、草鱼、罗非、大头鱼和鲈

鱼的 7份空白样本进行梯度加标，加标质量浓度为 0、5、
20、40、80 µg.kg-1，称取 2 g 去除脂肪并均质的动物

组织样本于 15 mL 离心管中，加入 2 mL 质量分数为

3% 的对甲苯磺酸水溶液，充分振荡或摇匀 3 min，混

匀后室温下以 4 000 r.min-1 离心 5 min，取 100 µL 上

清液加入到 200 µL 0.1 mol.L-1 磷酸缓冲液（Phosphate 
Buffer, PB）中，充分混匀后得到梯度加标待测液，对

上述梯度加标待测液进行定性检测，根据实验结果确

定试纸条的样本检测限。

市场上随机购买猪肉、鸡肉、鸭肉、草鱼、罗非、

大头鱼和鲈鱼样品，用试纸条进行快速检测，并与液

相色谱 - 串联质谱联用（Liquid Chromatograph-Mass 
Spectrometer, LC-MS/MS）比较，对比试纸条快速检测

的准确性。

1.3.5.3 稳定性

将同一批次的试纸条及金标微孔置于 45 ℃烘箱中

进行加速老化实验，分别隔 0、5、10、20、30、40、
50、60 d 进行阴性与阳性检测，通过比较试纸条显色

及灵敏度的变化对试纸条的稳定性进行评价。

1.3.6 数据分析

利用 Excel 2021 软件对试验数据进行整理与分

析，实验数据均以平均值±标准差表示，使用 ELISA 
Calc 软件进行绘图。

2  结果与讨论

2.1 四环素类半抗原及单克隆抗体性能鉴定

小分子半抗原的设计策略通常主要考虑保留待测

物分子特征、活性基团的引入以及适宜长度的连接臂。

小分子的刚性结构、吡啶环等基团有利于刺激实验动

物产生相对应的抗体，四环素类药物结构相似，都具

有共同的氢化骈四苯基本结构，这是四环素类抗生素

的标志性特征。因此为了获得广谱性抗体，本研究在

半抗原设计上完整保留了四环素中与六元环相连的所

有羟基、羰基和酰胺基这三种特征基团，且偶联手臂

为带活性基团的直链，使得制备的人工抗原上的小分

子结构完好的保留了原有的特性，更有利于呈现四环

素类药物的结构特征，提高了抗原的免疫原性。采用

质谱法鉴定四环素类半抗原，由图 4 可知，四环素类

半抗原的分子离子峰为 m/z 530 [M-1] ，且为最高峰，

与该四环素类半抗原的分子量 531 相符，表明成功合

成了四环素类半抗原。
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图 4 四环素类半抗原负离子质谱图

Fig.4 The negative MS of TCs hapten

将载体蛋白为 BSA 的四环素类人工抗原为包

被原，用 0.05 mol.L-1、pH 值 9.6 的 CB 缓冲液稀

释至 0.1 µg.mL-1 包被，加入不同浓度的四环素标准

溶液，再相应加入四环素类单克隆抗体溶液，得到

ic-ELSIA 数据绘制标准曲线，标准曲线如图 5 所示，

通过计算得到四环素类单克隆抗体对四环素的 IC50 值

为 1.29 µg.L-1，在四环素质量浓度为 0.2~16.2 µg.L-1 范

围内呈线性关系。通过加入不同浓度的金霉素、土霉素、

多西环素标准溶液，同样计算得到四环素类单克隆抗

体对金霉素、土霉素、多西环素的 IC50 值分别为 1.04、
1.34、2.33 µg.L-1。金霉素、土霉素、多西环素的交叉

反应率分别为 124.04%、96.27% 和 55.36%，说明制备

的四环素类单克隆抗体可以对四环素、金霉素、土霉

素和多西环素进行广谱检测，将所制备的四环素类单

克隆抗体和抗原应用到 GICA 中，能够实现食品中四

环素类抗生素残留的快速检测。

图 5 四环素 ic-ELISA 曲线

Fig.5 Ic-ELISA curve of TC

2.2 试纸条检测条件优化

2.2.1 标记pH值的优化

胶体金标记抗体是通过静电吸附作用将抗体结合

包裹在胶体金颗粒表面，标记体系的 pH 值的变化会

直接影响胶体金颗粒和抗体分子表面的电荷分布和电

荷密度，从而影响它们之间的静电吸附作用 [30] 。通过

添加 4、6、8、10 μL（体积分数 0.4%、0.6%、0.8%、1%）

的 0.1 mol.L-1 K2CO3 溶液到 1mL 胶体金溶液中调节标

记体系 pH 值，由图 6 可知，随着 0.1 mol.L-1 K2CO3 溶

液添加量（体积分数）的增加，胶体金溶液的颜色从

聚沉的深紫色变化为鲜红色，当 0.1 mol.L-1 K2CO3 溶

液添加量（体积分数）增加到 0.8% 时，胶体金溶液

的颜色鲜红，没有聚沉现象产生，因此 1 mL 胶体金

溶液中 0.1 mol.L-1 K2CO3 溶液的最适添加量（体积分

数）为 0.8%。

图 6 不同 0.1 mol.L-1 K2CO3 溶液添加量（体积分数）

的胶体金探针颜色

Fig.6 Probe color with different 0.1 mol·L-1 K2CO3 

solution addition amount

2.2.2 抗体标记质量浓度的优化

抗体标记质量浓度的高低直接影响试影响试纸条

的显色强度和灵敏度，因此在最适的 pH 值条件下，

通过添加 2.5、5、10 µg.mL-1 抗体质量浓度来探究其

对试纸条检测性能的影响，由表 1 和图 7 可知，随着

抗体标记质量浓度的升高，试纸条阴性条件下的 T、C
线颜色随之加深，T/C 值呈现下降的趋势，而试纸条

阳性条件下的 T 线颜色与 T/C 值在抗体标记质量浓度

大于 5 µg.mL-1 后上升幅度增大，表明抗体标记质量浓

度此时已经过量，试纸条的灵敏度开始下降。而当抗

体标记质量浓度为 5 µg.mL-1 时，试纸条阴性时 T 线

颜色 ≥ L6 且与阳性时显色梯度 ≥ 2.5，符合对胶体金

的判读要求，因此选择 5 µg.mL-1 为最佳标记质量浓度。

表 1  四环素类抗体标记质量浓度优化结果

Table 1 Optimization of TCs antibody label mass concentration

抗体标记质量
浓度 /(µg·mL-1)

空白对照（稀释液） 四环素质量浓度 /(5 µg·L-1)

T、C 线颜色 T/C 值 T、C 线颜色 T/C 值

2.5 L4，L2 2.52 L1，L2 0.38

5 L6，L3 2.22 L2，L5 0.30

10 L7（单边），
L4 2.13 L4，L4 1.02
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图 7 不同抗体标记质量浓度的胶体金试纸条检测结果

Fig.7 Experimental results of different TCs antibody label mass 

concentration on GICA

2.2.3 抗原包被质量浓度、羊抗鼠IgG包被质量浓度

的优化

试纸条中 T 线上抗原的包被质量浓度以及羊抗鼠

IgG 的包被质量浓度，是影响试纸条结果判定准确

性与灵敏度的两个关键因素。由表 2 和图 8 可知，

试纸条阴性条件下的 T 线显色强度随着抗原包被质

量浓度的升高而加深，当 T 线抗原包被质量浓度达

到 0.4 mg.mL-1 时，T 线颜色出现了单边现象，表明 T
线抗原包被质量浓度已经过量。当 T 线抗原包被质量

浓度为 0.1 mg.mL-1 时，T 线显色强度仅达到 L4，在

C 线羊抗鼠 IgG 包被质量浓度为 0.05 mg.mL-1 时 T、C
线显色梯度≤ 2，不利于结果的判定，而将 C 线羊抗

鼠 IgG 包被质量浓度升高到 0.1 mg.mL-1 后出现了假阳

现象。只有当 T 线抗原包被质量浓度为 0.2 mg.mL-1，

且 C 线羊抗鼠 IgG 包被质量浓度为 0.1 mg.mL-1 时，

试纸条阴性和阳性条件下的 T、C 线之间显色梯度

都 ≥ 2.5，能很好的对结果进行判读，读出的 T/C 值也

满足要求，因此 T 线抗原、C 线羊抗鼠 IgG 最佳包被

质量浓度分别为 0.2 mg.mL-1 和 0.1 mg.mL-1。

图 8 不同 T、C 线包被质量浓度的胶体金试纸条检测结果

Fig.8 Experimental results of different T、C-line coating mass 

concentration on GICA 

注：（a）T ：0.1 mg.mL-1
、C ：0.05、0.1、0.2 mg.mL-1

；（b）T ：

0.2 mg.mL-1
、C ：0.05、0.1、0.2 mg.mL-1

；（c）T ：0.4 mg.mL-1
、C ：

0.05、0.1、0.2 mg.mL-1
。

表 2  T、C线包被质量浓度优化结果

Table 2 Optimization of T、C-line coating mass concentration

T 线包被
质量浓度 /
(mg·mL-1) 

C 线包被
质量浓度 /
(mg·mL-1)

空白对照（稀释液）
四环素质量浓度

/(5 µg·L-1)

T、C 线颜色 T/C 值 T、C 线颜色 T/C 值

0.1

0.05 L4，L2 2.22 L1，L3 0.30

0.1 L4，L4 0.90 L1，L4 0.19

0.2 L4，L5 0.64 L1，L6 0.09

0.2

0.05 L6，L1 9.29 L2，L4 0.49

0.1 L6，L3 2.22 L2，L5 0.30

0.2 L6，L6 1.08 L2，L6 0.29

0.4

0.05 L7（单边），L1 13.56 L4，L3 1.74

0.1 L7（单边），L3 3.80 L4，L4 1.00

0.2 L7（单边），L5 1.69 L4，L5 0.81
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2.3 试纸条性能评价

2.3.1 灵敏度

按照上述所优化的最优条件下，分别配置质量浓

度为 2、5、10、20 µg.L-1 的四环素、金霉素、土霉素

和多西环素标准溶液进行试纸条灵敏度测试，由表 3
和图 9 可知，当四环素、金霉素、土霉素标准溶液质

量浓度达到 5 µg.L-1 时，试纸条结果为阳性，当多西

环素标准溶液质量浓度达到 10 µg.L-1 时，试纸条结果

为阳性，因此，本研究所建立的方法对四环素类药物

检测具有较高灵敏度，对四环素、金霉素、土霉素的

检出限为 5 µg.L-1，对多西环素的检出限为 10 µg.L-1。

表 3  不同质量浓度四环素类药物的试纸条检测结果

Table 3 Experimental results of different TCs standard 

solution on GICA

标准液质量浓度 /
(µg·L-1) 四环素 金霉素 土霉素 多西环素

0 — — — —

2 — — — —

5 + + + —

10 + + + +

20 + + + +

图 9 不同质量浓度四环素类药物的试纸条检测结果

Fig.9 Experimental results of different TCs standard solution 

注：（a）四环素，（b）金霉素，（c）土霉素，（d）多西环素。

2.3.2 实际样品检测

由表 4 和表 5 可知，本研究所建立的方法在 7 种

样本中的检测结果重复性好，当样本中的四环素、金

霉素、土霉素质量浓度低于 20 µg.kg-1，多西环素质量

浓度低于 40 µg.kg-1 时，检测结果均为阴性；相反，当

样本中四环素、金霉素、土霉素和多西环素的质量浓

度分别达到或者超过上述阈值，则检测结果均为阳性。

因此本研究所建立的方法对样本中四环素、金霉素、

土霉素的检测限为 20 µg.kg-1，对样本中多西环素检测

限为 40 µg.kg-1，相较于目前所报道的 GICA 方法，其

在肉制品和水产品的检测灵敏度最低为 80 µg.kg-1，本

研究所建立的方法将检测灵敏度提升到了 20 µg.kg-1，

显著提升了检测灵敏度。

市场上随机购买猪肉、鸡肉、鸭肉、草鱼、罗非、

大头鱼和鲈鱼样品共 14 份，采用本研究建立的 GICA
方法和 LC-MS/MS 同时进行检测，对比快速检测和定

量检测的结果。由表 6 可知，GICA 测试结果与 LC-
MS/MS 的结果一致，表明本研究所建立的 GICA 方法
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具有良好的准确性，能够应用于肉制品和水产品的实

际样品的检测。

表 4  四环素、金霉素及土霉素梯度加标的试纸条检测

Table 4 Experimental results of TC、CTC、OTC grade 

spiked on GICA (µg·kg-1)

样品 0 5 20 40 80

鸡肉 － － ＋ ＋ ＋

猪肉 － － ＋ ＋ ＋

鸭肉 － － ＋ ＋ ＋

草鱼 － － ＋ ＋ ＋

罗非鱼 － － ＋ ＋ ＋

大头鱼 － － ＋ ＋ ＋

鲈鱼 － － ＋ ＋ ＋

表 5  多西环素梯度加标的试纸条定性检测结果

Table 5 Experimental results of DOTC grade spiked on 

GICA (µg·kg-1)

样品 0 5 20 40 80

鸡肉 － － － ＋ ＋

猪肉 － － － ＋ ＋

鸭肉 － － － ＋ ＋

草鱼 － － － ＋ ＋

罗非鱼 － － － ＋ ＋

大头鱼 － － － ＋ ＋

鲈鱼 － － － ＋ ＋

表 6  试纸条与LC-MS/MS检测结果比较

Table 6 Comparison of GICA and LC-MS/MS detection 

results (µg·kg-1)

样品
试纸条检
测结果

LC-MS/
MS 检测
结果

样品
试纸条检
测结果

LC-MS/
MS 检测
结果

鸡肉 － ND 鸡肉 － ND

猪肉 ＋ TC: 25.5 猪肉 － ND

鸭肉 － ND 鸭肉 － ND

草鱼 － ND 草鱼 ＋ CTC:22.9

罗非鱼 － ND 罗非鱼 － ND

大头鱼 － ND 大头鱼 － ND

鲈鱼 － ND 鲈鱼 － ND

2.3.3 稳定性

为了验证试纸条的稳定性，在 45 ℃干燥箱的条件

下对试纸条进行 60 d 的加速老化实验，由表 7 可知，

在经过不同时间的加速老化实验，试纸条的显色以及

灵敏度无明显变化，稳定性良好。

表 7  稳定性检测结果

Table 7 Stability results (ng·mL-1)

时间 /d 0 2 5 10

0 － － + +

5 － － + +

10 － － + +

20 － － + +

30 － － + +

40 － － + +

50 － － + +

60 － － + +

2.3.4 不同分析方法性能比较

  目前各种文献报道的应用于食品中 TCs 残留检测

的不同方法如表 8 所示。由表 8 可知，Moreno 等 [18] 建

立的盐析辅助液液萃取（SALLE）- 超高效液相色谱 /
串联质谱（UPLC-MS/MS）方法对肉类样品中 TCs 检
出限为 0.09~ 0.14 µg.kg-1，Fatma 等 [19] 建立的高效液相

色谱 / 二极管阵列检测器（HPLC/DAD）方法对鸡肉

样品中 TCs 检出限为 0.6~2.7 µg.kg-1，大型仪器分析

方法拥有较高的灵敏度和良好的准确性，但昂贵的仪

器和耗时长的检测时间限制了在现场快速检测中的应

用。而在目前所报道的快速、便捷的免疫层析法方法

中，对于水样的检测灵敏度较好，但由于水产品和肉

制品样品基质的干扰，导致检测灵敏度有所下降，实

际样品检测灵敏度均为 80 µg.kg-1，只在水产品中实现

了针对 TCs 的广谱性检测，还缺乏针对 DC 这一特定

四环素类抗生素的检测能力。为了进一步提高检测灵

敏度，Li 等 [21] 采用发光镧系元素金属框架作为探针构

建免疫层析试纸条，但由于水产品和肉制品样品基质

干扰，无法应用于食品实际样品检测，只适用于水样

的检测，检出限为 1.95~2.77 nmol.L-1。本研究所构建

的免疫层析法方法，提升了检测灵敏度，并且在水产

品和肉制品实际样品中实现了 TC、CTC、OTC 和 DC
的广谱检测，检测限为 20~ 40 µg.kg-1，检测时间只需

15 min，能够满足水产品和肉制品的实际样品中四环

素类抗生素残留的大批量快速筛选。
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表 8  不同分析方法性能比较

Table 8 Comparation of different measurement methods for TCs detection

分析方法 样品 检测对象 检出限 /(µg·kg-1) 检测时长 /min 参考文献

SALLE-UPLC-MS/MS 肉制品 TC 0.09~0.14  >60  [18] 

HPLC/DAD 鸡肉 TC、OTC、CTC 0.6~2.7 > 60  [19] 

镧系元素 MOF 试纸条 水 TC、OTC 1.95~2.77 nmol.L-1 30  [21] 

GICA 肉制品、水产品 TC 80 30  [26] 

GICA 水产品 TC、CTC、OTC 80 30  [29] 

GICA 肉制品、水产品 TC、CTC、OTC、DC 20~40 15 本研究

[8] 赵琪,李霆,姜子楠,等.2019年我国兽用抗菌药物使用情况分析

研究[J].中国兽药杂志,2022,56(1):71-76.
[9] ROBLES AGUILAR G, ALTAY U, GIANNAKIS K, et al. Global 

burden of bacterial antimicrobial resistance 1990-2021: A systematic 
analysis with forecasts to 2050 [J]. The Lancet, 2024, 404(10459): 
1199-1226.

[10] SCARIA J, ANUPAMA K V, NIDHEESH P V. Tetracyclines in the 
environment: An overview on the occurrence, fate, toxicity, detection, 
removal methods, and sludge management [J]. Science of the Total 
Environment, 2021, 771: 145291.

[11] CHEN X, YANG Y, KE Y, et al. A comprehensive review on 
biodegradation of tetracyclines: Current research progress and prospect 
[J]. Science of the Total Environment, 2022, 814: 152852.

[12] 程兆康,杨金山,吕敏,等.我国畜禽养殖业抗生素的使用特征及

其环境与健康风险[J].农业资源与环境学报,2022,39(6):1253-
1262.

[13] WARNER A J, HATHAWAY-SCHRADER J D, LUBKER R, et al. 
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[J]. Bone, 2022, 159: 116377.

[14] HALLING-SORENSEN B, SENGELOV G, TJORNELUND J. 
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resistant bacteria [J]. Archives of Environmental Contamination and 
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performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry for 
the determination of tetracycline residues in infant foods [J]. Food 
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[19] FATMA DOYUK, KENAN DOST. Simultaneous determination of 
six antibiotics belonging to four different classes in chicken meat by 
HPLC/DAD and verification by LC-MS/MS [J]. Food Chemistry, 
2023, 426: 136549.

3  结论

本研究根据四环素类抗生素共同的结构特点设计

合成了半抗原，保留了其共同的基本母核（氢化骈四

苯），制备了四环素类抗生素的广谱单克隆抗体，所制

备的广谱单克隆抗体对四环素、金霉素、土霉素、多

西环素的半数抑制浓度（IC50）值分别为 1.29、1.04、
1.34、2.33 µg.L-1。基于所制备的广谱单克隆抗体，建

立了一种快速检测动物性食品中四环素类抗生素的胶

体金免疫层析法，该方法对四环素、金霉素、土霉素

检测限为 20 µg.kg-1，对多西环素检测限为 40 µg.kg-1，

检测时间约 15 min，具有灵敏、准确、快速等特点，

可应用于鸡肉、猪肉、草鱼等食品中四环素类抗生素

残留的大批量快速筛选，为动物性食品中四环素类抗

生素残留的快速检测提供了一种有效手段。同时也将

关注新型四环素类抗生素的应用，不断更新和优化广

谱单克隆抗体的制备，应对日益复杂的食品安全挑战，

以实现更高效、更准确的四环素类抗生素残留检测。
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