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摘要： 旨在建立一种现场快速同时检测猪尿液中沙丁胺醇、 盐酸克仑特罗和莱克多巴胺残留的瘦肉精三联侧流免疫层析方法。 采用柠檬酸三钠

还原法制备胶体金溶液， 并优化免疫探针制备过程中偶联溶液的 ｐＨ 值和检测抗体添加量， 以制备瘦肉精胶体金免疫层析三联检测卡， 并对三联

检测卡的检测限、 特异性、 加速稳定性、 重复性及检测临床样本的准确性进行评价。 结果： 成功制备了 ３ 种胶体金免疫探针， 所建立的方法对沙

丁胺醇、 盐酸克仑特罗和莱克多巴胺的检测限分别为 ３、 ３ 和 １ ｎｇ ／ ｍＬ； 测试西马特罗、 硫酸特布他林和苯乙醇胺 Ａ 等常见瘦肉精加标样本时均未

发生交叉反应。 此外， 三联检测卡在 ３７ ℃加速老化 ４ 周后稳定性优良， 且批内重复性和批间重复性均良好， 未出现假阳性和假阴性反应。 临床

样本检测结果表明， 该方法与液相色谱－质谱联用方法的检测结果一致。 综上， 本研究建立的瘦肉精胶体金免疫层析三联检测卡灵敏度和特异性

高， 操作简便， 检测时间短且稳定性良好， 适用于猪尿液中沙丁胺醇、 盐酸克仑特罗和莱克多巴胺的现场快速检测。
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　 　 β－受体激动剂 （β－ａｄｒｅｎｏｃｅｐｔｏｒ ａｇｏｎｉｓｔ） 是一类

能够结合并激活 β－肾上腺素能受体的药物， 临床上

主要用于治疗有哮喘症状的患者［１］。 然而， 一些非

法养殖者将其添加到畜禽饲料中， 通过抑制脂肪合

成、 刺激脂肪分解、 增加蛋白质合成和胴体瘦肉率，
以促进动物生长和提高饲养效率［２－３］， 引发食品中瘦

肉精残留的安全问题。 瘦肉精是一类 β－受体激动剂

的统称， 国内常见的瘦肉精种类主要为盐酸克仑特罗

（ｃｌｅｎｂｕｔｅｒｏｌ， ＣＬＥＮ）， 沙丁胺醇 （ ｓａｌｂｕｔａｍｏｌ， ＳＡＬ）
和莱克多巴胺 （ ｒａｃｔｏｐａｍｉｎｅ， ＲＡＣ）。 近年来， 动物

体内瘦肉精残留对人类健康的潜在危害受到广泛关

注［４－６］。 ２０１０ 年， 农业部第 １５１９ 号公告明令禁止在

动物饲料和饮用水中使用一系列新型 β－受体激动剂。
２０２１ 年， 农业农村部进一步加强 “瘦肉精” 监管，
开展了为期 ３ 个月的专项整治行动， 旨在切实保障畜

产品的质量安全。
目前， 瘦肉精的检测方法主要包括仪器分析法和

免疫测定法。 仪器分析法以液相色谱 －质谱联用

（ＬＣ－ＭＳ） ［７－８］和气相色谱－质谱联用 （ＧＣ－ＭＳ） ［９－１０］

为主。 然而， 这些传统的仪器分析方法通常需经过繁

琐的样品预处理步骤， 且操作过程依赖专业技术人员

和精密仪器设备。 相比之下， 免疫测定法以其快速、
便携、 高特异性及操作简便等优势， 在生物学、 医学

和食品科学领域广泛应用。 免疫测定法主要包括酶联

免疫 吸 附 测 定 法 （ ＥＬＩＳＡ ） ［１１－１２］ 和 免 疫 层 析 法

（ＩＣＡ） ［１３－１５］。 尽管 ＥＬＩＳＡ 具有较高的灵敏度， 但其

操作过程相对复杂， 且结果读取需依赖特定仪器， 这

在一定程度上限制了其在一些资源有限地区的应用。
此外， 随着动物源食品生产及体育领域中非法使用的

β－受体激动剂类物质数量不断增加， 开发一种适用

于多种分析物同时现场快速检测的分析技术显得尤为

迫切。 侧流免疫层析方法因其操作简便、 检测快速，
尤其适合多指标联合检测及低成本现场筛查的需求，
其中， 胶体金 （ＡｕＮＰｓ） 溶液的制备方法简单易行，
无需特殊设备， 且胶体金试纸条的检测结果直观， 非

常适合于现场即时检测的应用。
本研究旨在开发一种胶体金免疫层析平台， 用于

现场同时检测猪尿液中的瘦肉精残留 （ＳＡＬ、 ＣＬＥＮ、
ＲＡＣ）， 为我国动物源食品中多兽药残留的高通量快

速检测及食品安全提供科学支持和技术保障。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要材料与试剂

猪尿液样本采集于江苏省南通市屠宰场； 阴性猪

尿液样本由南京农业大学单分子生物化学与生物医学

实验室保存。
ＳＡＬ、 ＣＬＥＮ、 ＲＡＣ、 西马特罗、 硫酸特布他林

和苯乙醇胺 Ａ 标准品溶液， 均购自北京普天同创生

物科技有限公司。
牛血清白蛋白 （ＢＳＡ）， 磷酸盐缓冲液 （ＰＢＳ），

氯化金三水合物 （ＨＡｕＣｌ４·３Ｈ２Ｏ， ≥９９􀆰 ９％） 和柠

檬酸三钠， 均购自美国 Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ 公司； 检测抗

体 （兔源 Ａｎｔｉ－ＳＡＬ 抗体、 鼠源 Ａｎｔｉ－ＲＡＣ 抗体、 兔

源 Ａｎｔｉ－ＣＬＥＮ 抗体） 和检测抗原 （ＢＳＡ－ＳＡＬ、 ＢＳＡ－
ＣＬＥＮ、 ＢＳＡ－ＲＡＣ）， 均购自杭州华葵金配生物科技

有限公司； 其他试剂为分析级或更高级别， 均购自国

药集团化学试剂有限公司； 试验用水均为超纯水。
样品垫、 硝化纤维素 （ＮＣ） 膜、 结合垫、 聚氯

乙烯 （ＰＶＣ） 底板和吸水垫， 购自上海杰一生物技

术有限公司。
１􀆰 ２　 主要仪器

５４２４Ｒ 台式高速冷冻离心机购于德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
公司； ｉｎｆｉｎｉｔｅ Ｍ２００ Ｐｒｏ 多功能酶标仪为瑞士 Ｔｅｃａｎ
公司生产； Ｍｉｌｌｉ－Ｑ 超纯水仪购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司；
ＳＰＴ３００ 自动可编程切条机和 ＨＭ３２６０ 三维划线喷金

仪购自上海金标生物科技有限公司； ＦｉｖｅＥａｓｙ Ｐｌｕｓ
ｐＨ 计和ＭＥ２０３Ｅ 电子天平购自梅特勒－托利多国际贸

易有限公司 （上海）； ＤＺＦ－６０３０Ａ 真空干燥箱购自一

恒科技有限公司 （上海）。
１􀆰 ３　 胶体金溶液制备及质量鉴定

参考文献 ［１６］ 制备胶体金溶液。 在温和搅拌

条件下， 将 １ ｍＬ 新制备的柠檬酸三钠溶液 （１％）
迅速加入 １００ ｍＬ 沸腾的 ＨＡｕＣｌ４溶液 （０􀆰 ０１％） 中。
持续 加 热 混 合 溶 液 １０ ｍｉｎ， 待 其 冷 却 至 室 温

（２５ ℃）。 随后， 使用超纯水定容至 １００ ｍＬ， 于 ４ ℃
避光保存备用。 为验证胶体金批次间的稳定性， 进行

３ 次胶体金溶液的制备试验。 通过紫外－可见光谱

（ＵＶ－Ｖｉｓ）、 动态光散射 （ＤＬＳ） 技术对所得胶体金

的紫外吸收峰、 颗粒形态、 平均水合粒径、 Ｚｅｔａ 电位

进行表征。
１􀆰 ４　 胶体金免疫探针的制备

在成功制备胶体金溶液的基础上， 进一步制备免

·４５· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 １０



疫探针， 具体步骤如下： 首先， 在 １ ｍＬ ＡｕＮＰｓ 溶液

中分别加入 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｋ２ＣＯ３溶液， 调节溶液的 ｐＨ
值至优化后的设定值。 随后， 在室温条件下， 分别加

入适量体积的检测抗体 （Ａｎｔｉ－ＳＡＬ 抗体、 Ａｎｔｉ－ＲＡＣ
抗体和 Ａｎｔｉ － ＣＬＥＮ 抗体 ）， 与 ＡｕＮＰｓ 溶 液 反 应

２０ ｍｉｎ。 接着， 向反应体系中分别加入 １００ μＬ ＢＳＡ
溶液 （１０％）， 继续反应 １０ ｍｉｎ， 以稳定反应体系并

封闭非特异性结合位点。 最后， 将反应混合物在

１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 的条件下离心 １０ ｍｉｎ， 以沉淀 ＡｕＮＰｓ－
抗体复合物； 小心移除上清液并弃置。 将沉淀物重新

溶解在 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｐＨ＝ ７􀆰 ４ 的 ＰＢＳ 溶液中， 并于 ４ ℃
避光保存， 以备后续使用。
１􀆰 ５　 瘦肉精三联检测卡的制备与组装

本研究设计的三联检测卡由 ３ 条基于 ＡｕＮＰｓ 的

免疫层析试纸条并行排列组成。 每条免疫层析试纸条

由吸水垫、 ＮＣ 膜、 样品垫、 结合垫和 ＰＶＣ 底板组

成。 首先， 使用自动可编程切条机将样品垫切割成

１􀆰 ７ ｃｍ×３０ ｃｍ 的尺寸， 并用含有 ２％ 吐温和 ２％ ＢＳＡ
的 ＰＢＳ 溶液 （０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ＝ ７􀆰 ４） 进行预处理，
随后置于 ３７ ℃真空干燥箱中干燥 ３ ｈ， 并于室温下保

存备用。 接着， 使用三维划线喷金仪以 １ μＬ ／ ｃｍ 的

密度将检测抗原 （ ＢＳＡ － ＳＡＬ、 ＢＳＡ － ＣＬＥＮ、 ＢＳＡ －
ＲＡＣ） 分别分配到 ＮＣ 膜上， 以形成 Ｔ 线。 同时， 以

相同密度将羊抗兔 ＩｇＧ 分别分配到 ＳＡＬ、 ＣＬＥＮ 检测

通道的 ＮＣ 膜上， 将羊抗鼠 ＩｇＧ 分配到 ＲＡＣ 检测通道

的 ＮＣ 膜上， 以形成 Ｃ 线。 随后， 将制备好的胶体金

免疫探针均匀固定于 ８ ｍｍ 宽的结合垫上， 并将 ＮＣ
膜和结合垫置于 ３７ ℃下干燥 ３ ｈ。 最后， 依次将处理

过的 ＮＣ 膜、 吸水垫、 结合垫和样品垫组装到 ＰＶＣ
底板上， 各组件之间相互重叠约 ２ ｍｍ。 将组装好的

检测大板切割成 ３ ｍｍ 宽的试纸条， 并将其组装至配

套的瘦肉精三联检测卡卡槽中， 密封保存备用。
１􀆰 ６　 检测方法基于的原理

所建立的瘦肉精三联检测卡基于抗原抗体竞争性

免疫层析原理设计。 在该方法中， 首先将检测抗体与

胶体金偶联制备免疫探针， 然后将偶联后的免疫探针

与结合垫共同孵育， 并进行干燥处理； 同时， 在 ＮＣ
膜上， Ｔ 线预先包被检测抗原， 而 Ｃ 线则包被抗检测

抗体的二抗。 当样本中目标抗原浓度较高时， Ｔ 线上

的检测抗原与免疫探针结合数量减少， Ｔ 线显色减

弱； 当目标抗原浓度高于某一临界值时， Ｔ 线上的检

测抗原无法与免疫探针结合， Ｔ 线不显色； 当样本中

目标抗原浓度较低时， Ｔ 线上的检测抗原与免疫探针

结合较多， Ｔ 线颜色较深。 样本中的目标抗原与免疫

探针竞争性结合， 抑制 Ｔ 线上的检测抗原与免疫探

针结合， 从而导致 Ｔ 线颜色变化。 通过比较 Ｔ 线和 Ｃ
线的颜色深浅， 可对样本中的药物残留进行定性判

定。 无论样本中是否含有目标抗原， 过量的免疫探针

或目标抗原与免疫探针的结合物均会与 Ｃ 线上的抗

ＩｇＧ 的二抗结合， 从而在 Ｃ 线显色。
１􀆰 ７　 样品分析与结果判定

将瘦肉精三联检测卡取出并置于水平面上。 使用

塑料滴管吸取待测猪尿液样本， 将 ６０ μＬ 样本滴加至

检测卡的加样区， 在室温下进行反应， 持续时间为

５ ｍｉｎ。 采用目视检测法对结果进行判读 （图 １）。 若

Ｔ 线显色 （有清晰可见条带） 则判读为阴性， 样本中

不含目标抗原或目标抗原浓度低于检测限； Ｔ 线不显

色或条带基本消失则判读为阳性， 样本溶液中目标抗

原浓度大于检测限； 若 Ｃ 线未显色， 则判定该检测

结果无效， 需重新进行测试。

图 １　 ＳＡＬ、 ＣＬＥＮ、 ＲＡＣ 三联检测卡的判定示意

１􀆰 ８　 检测条件的优化

免疫探针制备时偶联溶液 ｐＨ 值的优化： 分别向

１ ｍＬ ＡｕＮＰｓ 溶液中加入不同体积 （０、 １、 ３、 ５、 ７、

９、 １１、 １３、 １５ μＬ） 的 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｋ２ＣＯ３溶液， 混匀

后加入过量的检测抗体， 充分颠倒混匀。 随后进行盐

沉试验观察 ＡｕＮＰｓ 溶液颜色变化， 并同时进行吸光
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度光谱测量。 以 ＡｕＮＰｓ 溶液颜色无明显变化且吸光

度稳定的条件作为最佳 ｐＨ 值的判断标准。
检测抗体添加量的优化： 为提高检测方法的灵敏

度， 对 ＳＡＬ、 ＣＬＥＮ 的检测抗体偶联量进行优化。 具

体步骤： 分别在 １ ｍＬ 调整至最佳 ｐＨ 值的 ＡｕＮＰｓ 溶

液中加入不同量 （１、 ３、 ５、 ７ μｇ） 的检测抗体。 按

照 １􀆰 ４ 节所述方法制备免疫探针并进行检测分析。 通

过观察 Ｔ 线和 Ｃ 线的显色情况， 确定免疫探针制备

的最佳检测抗体添加量。
１􀆰 ９　 三联检测卡的性能评价

１􀆰 ９􀆰 １　 灵敏度测定

以阴性猪尿液为基质， 对 ３ 种目标药物进行系列

梯度加标试验， 加标浓度分别为 １０、 ５、 ３、 １、 ０
ｎｇ ／ ｍＬ。 待三联检测卡反应充分后进行分析与结果判

定， 将 Ｔ 线颜色基本消失时的最低浓度确定为本方

法的检测限［１７－１８］。
１􀆰 ９􀆰 ２　 特异性试验

以阴性猪尿液为基质， 开展药物交叉反应试验。
将 ＳＡＬ、 ＣＬＥＮ、 ＲＡＣ、 西马特罗、 硫酸特布他林和

苯乙醇胺 Ａ 标准品分别用阴性猪尿液稀释至 １０
ｎｇ ／ ｍＬ， 将稀释液滴加至样品孔内， 待三联检测卡反

应充分后进行结果判定， 以验证本方法的特异性。
１􀆰 ９􀆰 ３　 重复性试验

随机选取 ３ 个批次的试纸条以及同一批次内的试

纸条， 分别选用阳性加标样本 （ ＳＡＬ： ５ ｎｇ ／ ｍＬ，
ＣＬＥＮ： ５ ｎｇ ／ ｍＬ， ＲＡＣ： １ ｎｇ ／ ｍＬ） 和阴性样本进行

分析与结果判定， 以评估本方法的批内重复性和批间

重复性。
１􀆰 ９􀆰 ４　 稳定性试验

将制备的检测卡干燥密封后置于 ３７ ℃ 条件下储

存， 每周进行一次检测。 分别选用阳性加标样本

（ＳＡＬ： ３ 和 ５ ｎｇ ／ ｍＬ， ＣＬＥＮ： ３ 和 ５ ｎｇ ／ ｍＬ， ＲＡＣ： １
和 ３ ｎｇ ／ ｍＬ） 和阴性样本进行分析与结果判定， 以评

估本方法的稳定性。
１􀆰 １０　 三联检测卡与 ＬＣ－ＭＳ 对比试验

随机选取实验室保存的 ３ 份阴性猪尿液样本和 ３
份经 ＬＣ－ＭＳ 法检测确认含有 ＳＡＬ、 ＲＡＣ、 ＣＬＥＮ 的猪

尿液样本， 采用本研究建立的方法进行测定。 根据试

验结果分析该方法与国家现行有效标准［１９］ 的一致性，
从而评价三联检测卡的准确性。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 胶体金溶液质量鉴定

目视观察显示， 所制备的胶体金溶液呈酒红色，
且溶液清澈透明。 ＵＶ－Ｖｉｓ 分析结果显示 （图 ２Ａ），
胶体金溶液的最大吸收波长均位于 ５３２～５３４ ｎｍ 范围

内， 吸收峰值的稳定性和一致性表明胶体金溶液具有

良好的稳定性和重复性。 此外， ＤＬＳ、 Ｚｅｔａ 电位测量

结果 （图 ２Ｂ、 Ｃ） 表明， 胶体金颗粒的尺寸分布均

匀， 平均直径为 ３４􀆰 ８７ ｎｍ， 具有良好的分散性， 未

观察到颗粒聚集现象。 以上结果证实胶体金溶液的成

功制备， 且不同批次间具有良好的稳定性。

Ａ． 紫外吸收光谱； Ｂ． 不同水合粒径分布； Ｃ． Ｚｅｔａ 电位。

图 ２　 ３ 批次胶体金溶液的表征

２􀆰 ２　 三联检测卡检测条件的优化

２􀆰 ２􀆰 １　 免疫探针制备时偶联溶液 ｐＨ 值的优化

如图 ３ 所示， 在 １ ｍＬ ＡｕＮＰｓ 溶液中标记 Ａｎｔｉ－
ＳＡＬ 抗体， 当加入 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｋ２ＣＯ３溶液大于 ５ μＬ
时， ＡｕＮＰｓ 溶液颜色无明显变化且吸光度稳定， 表

明 Ａｎｔｉ－ＳＡＬ 抗体可实现成功标记； 标记 Ａｎｔｉ －ＲＡＣ
抗体， 当加入 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｋ２ ＣＯ３ 溶液大于 ５ μＬ 时，
ＡｕＮＰｓ 溶液颜色无明显变化且吸光度稳定， 表明

Ａｎｔｉ－ＲＡＣ 抗体可实现成功标记； 标记 Ａｎｔｉ－ＣＬＥＮ 抗

体时， 虽未出现逐渐稳定的趋势， 但当加入 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ
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Ｋ２ＣＯ３溶液为 ７ μＬ 时， ＡｕＮＰｓ 溶液颜色最为正常且

吸收峰值最高。 因此， 本试验均选用 ７ μＬ 的 Ｋ２ＣＯ３

溶液为检测抗体偶联时的最优 ｐＨ 值加入量。

注： 插图为 ＡｕＮＰｓ－抗体偶联反应溶液， ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｋ２ＣＯ３的加入量从左到右分别为 ０、 １、 ３、 ５、 ７、 ９、 １１、 １３、 １５ μＬ。
Ａ． Ａｎｔｉ－ＳＡＬ 抗体； Ｂ． Ａｎｔｉ－ＲＡＣ 抗体； Ｃ． Ａｎｔｉ－ＣＬＥＮ 抗体。

图 ３　 免疫探针制备时 ｐＨ 值的优化

２􀆰 ２􀆰 ２　 检测抗体添加量的优化

分别制备了偶联不同添加量 （１、 ３、 ５、 ７ μｇ）
的 Ａｎｔｉ－ＳＡＬ 抗体和 Ａｎｔｉ－ＣＬＥＮ 抗体的免疫探针， 并

将其引入试纸条进行检测分析， 以比较 Ｔ 线和 Ｃ 线

的显色情况。 如图 ４ 所示， 在 １ ｍＬ ＡｕＮＰｓ 溶液中，

当 Ａｎｔｉ－ＳＡＬ 抗体、 Ａｎｔｉ－ＣＬＥＮ 抗体的添加量分别为

５ μｇ 和 １ μｇ 时， 阴性对照的 Ｔ 线、 Ｃ 线显色清晰，
且阳性对照的抑制效果良好， 未发生非特异性显色，
满足目视法判定的要求。

１􀆰 阳性样本； ２􀆰 阴性对照。

图 ４　 检测抗体偶联添加量的优化

·７５·畜牧与兽医　 ２０２５ 年　 第 ５７ 卷　 第 １０ 期



２􀆰 ３　 三联检测卡的性能评价

２􀆰 ３􀆰 １　 灵敏度测定和重复性试验

本研究采用阴性猪尿液稀释后的 ＳＡＬ、 ＣＬＥＮ 和

ＲＡＣ 标准品进行灵敏度测定。 结果如图 ５ 所示， 当

ＳＡＬ、 ＣＬＥＮ 标准品的浓度为 １ ｎｇ ／ ｍＬ 时， Ｔ 线的显

色强度较 ０ ｎｇ ／ ｍＬ 相比明显减弱， 随着 ＳＡＬ、 ＣＬＥＮ

标准品浓度升高至 ３ ｎｇ ／ ｍＬ 时， Ｔ 线显色基本消失。
对于 ＲＡＣ 标准品， 当其浓度为 １ ｎｇ ／ ｍＬ 时， Ｔ 线显

色已完全消失。 因此， 所建立的方法对猪尿液中沙丁

胺醇、 盐酸克仑特罗和莱克多巴胺的检测限分别为

３、 ３ 和 １ ｎｇ ／ ｍＬ。

图 ５　 瘦肉精三联检测卡的检测限

　 　 采用本方法对 ３ 个批次的试纸条进行阳性加标样

本和阴性样本检测， 以评估其批间重复性； 对同一批

次的试纸条进行阳性加标样本和阴性样本检测， 以评

估其批内重复性。 结果如图 ６ 所示， 加入阴性猪尿液

检测后， 三联检测卡的 Ｔ 线、 Ｃ 线均显色清晰。 加入

低浓 度 的 阳 性 样 品 （ ＳＡＬ： ５ ｎｇ ／ ｍＬ， ＣＬＥＮ： ５
ｎｇ ／ ｍＬ， ＲＡＣ： １ ｎｇ ／ ｍＬ） 检测后， Ｔ 线均未显色，
而 Ｃ 线显色正常， 假阳性率和假阴性率均为 ０， 以上

结果表明所制备的三联检测卡在批次间和批次内均展

现出良好的重复性。

Ａ１、 Ａ２、 Ａ３􀆰 批次间重复； Ｂ１、 Ｂ２、 Ｂ３􀆰 批次内重复。

图 ６　 ＳＡＬ、 ＣＬＥＮ 和 ＲＡＣ 试纸条重复性检测结果

２􀆰 ３􀆰 ２　 特异性试验和稳定性试验

本研究将制备好的三联检测卡对 ＳＡＬ、 ＣＬＥＮ、
ＲＡＣ、 西马特罗、 硫酸特布他林和苯乙醇胺 Ａ （浓度

均为 １０ ｎｇ ／ ｍＬ） 进行测定。 结果显示， 本研究所建

立的方法仅与相应的靶标物质产生反应， 与其他瘦肉

精标准品均无特异性结合， 表明该方法具有良好的特

异性。
选用加标样本和阴性样本验证三联检测卡在
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３７ ℃加速老化 ４ 周的稳定性。 由表 １ 可知， 在第 ７ 、
１５、 ２２ 和 ３０ 天进行检测时， 当瘦肉精标准品的添加

水平高于检测限时， 检测结果均呈阳性， 且阴性样本

的显色稳定。 这表明三联检测卡在 ３７ ℃加速老化条

件下， 能够保持 １ 个月的稳定检测性能。 根据经验

Ａｒｒｈｅｎｉｕｓ 方程［２０］， 试纸条在 ３７ ℃下为期 ４ 周的稳定

性相当于在 ４ ℃下约 １ 年的稳定性， 从而证实了所建

立方法的长期可靠性。

表 １　 稳定性检测结果 （ｎ＝３）

试纸条
添加水平 ／

（ｎｇ·ｍＬ－１）

检测结果 （３７ ℃条件下）

第 ７ 天 第 １５ 天 第 ２２ 天 第 ３０ 天

ＳＡＬ

０ ＋ ＋ ＋ ＋

３ ＋ ／ － ＋ ／ － ＋ ／ － ＋ ／ －

５ － － － －

ＣＬＥＮ

０ ＋ ＋ ＋ ＋

３ ＋ ／ － ＋ ／ － ＋ ／ － ＋ ／ －

５ － － － －

ＲＡＣ

０ ＋ ＋ ＋ ＋

１ － － － －

３ － － － －

　 　 注： “＋” 表示 Ｔ 线显色， “－” 表示 Ｔ 线不显色， “＋ ／ －” 表示 Ｔ 线

显色不清晰。

２􀆰 ３􀆰 ３　 三联检测卡与 ＬＣ－ＭＳ 对比试验

为验证本方法的准确性， 本研究比对了所建立的

瘦肉精三联检测卡与国标方法 （ＬＣ－ＭＳ） 的检测结

果。 如表 ２ 所示， 本方法在阳性样本中均成功检出

ＳＡＬ （１ 号）、 ＣＬＥＮ （２ 号） 和 ＲＡＣ （３ 号） 残留，
而在阴性样本中均未检出上述残留。 本方法与 ＬＣ－
ＭＳ 方法的检测结果一致， 说明本研究建立的瘦肉精

三联检测卡检测结果准确， 可以应用于实际样品中

ＳＡＬ、 ＣＬＥＮ 和 ＲＡＣ 残留的检测。

表 ２　 与 ＬＣ－ＭＳ 测定结果比对 （ｎ＝３）

序号
ＳＡＬ ／ （ｎｇ·ｍＬ－１） ＣＬＥＮ ／ （ｎｇ·ｍＬ－１） ＲＡＣ ／ （ｎｇ·ｍＬ－１）

本方法 ＬＣ－ＭＳ 本方法 ＬＣ－ＭＳ 本方法 ＬＣ－ＭＳ

１ ＋ ７５􀆰 ５８ － ＮＤ － ＮＤ

２ － ＮＤ ＋ １１􀆰 ４４ － ＮＤ

３ － ＮＤ － ＮＤ ＋ ３４􀆰 ５７

４ － ＮＤ － ＮＤ － ＮＤ

５ － ＮＤ － ＮＤ － ＮＤ

６ － ＮＤ － ＮＤ － ＮＤ

　 　 注： “＋” 表示阳性， “－” 表示阴性， “ＮＤ” 表示未检出。

３　 讨论

胶体金因其制备简便、 成本可控， 已被广泛应用

于生物检测、 医学诊断及纳米技术领域。 其制备方法

有多种， 不同方法可根据具体应用需求进行选择。 其

中， 化学还原法因其操作简单、 易于规模化生产而备

受关注。 然而， 胶体金的具体制备方法需要根据试验

目的和实验室条件进行选择。 在制备过程中， 必须严

格控制试验条件， 以确保获得所需粒径且稳定性良好

的胶体金溶液。 本研究结果表明， 氯金酸溶液和还原

剂 （柠檬酸钠） 的用量及比例、 持续沸腾时间、 搅

拌转速以及器皿的清洁程度等因素均直接影响胶体金

的质量及其批次间重复性。 此外， 加热仪器的性能稳

定性亦是影响胶体金质量的关键因素。
在胶体金免疫探针制备过程中， 胶体金溶液的

ｐＨ 值和检测抗体的标记量是两个关键因素［２１］。 通

常， ｐＨ 值过低或过高均可能影响免疫探针的性能，
无法保证其稳定性和有效性。 此外， 优化检测抗体的

偶联量是提高免疫检测灵敏度和特异性的关键步骤。
这一过程通常需要通过优化来确定最佳的抗体偶联

量， 即在确保抗体活性的前提下， 实现最高信号强度

与最佳抑制率之间的平衡。 本研究通过优化各项检测

条件， 建立了猪尿液中 ＳＡＬ、 ＣＬＥＮ 和 ＲＡＣ 残留的三

联侧流免疫层析检测方法。 在对 Ａｎｔｉ－ＲＡＣ 抗体筛选

以及该抗体添加量的优化过程中， 发现即使 Ｔ 线的

抗原的包被浓度高达 ２ ｍｇ ／ ｍＬ， 增加 Ａｎｔｉ－ＲＡＣ 抗体

的添加量也未能显著提升 Ｔ 线的显色强度， 推测其

原因可能是 Ａｎｔｉ－ＲＡＣ 抗体亲和力较弱。 优化结果显

示， 当抗体添加量分别为 ３ μｇ 和 ５ μｇ 时， 阴性样本

的 Ｔ 线显色差异不明显， 但相比之下， ５ μｇ 添加量

的阴性样本的 Ｔ 线和 Ｃ 线更清晰， 且阴性与阳性样

本的对比更为明显， 便于判读。 基于上述结果， 最终

确定 Ａｎｔｉ－ＲＡＣ 抗体的偶联量为 ５ μｇ。 在未来研究

中， 可以尝试更多不同来源的抗体原料， 以进一步探

索其对检测性能的影响。
目前， 已有多种针对瘦肉精联检的免疫层析方法

被开发。 柳海燕等［２２］ 研制的瘦肉精胶体金快速检测

二联卡对于肉制品中 ＣＬＥＮ 检测限为 ３ ｎｇ ／ ｍＬ、 ＳＡＬ
检测限为 ５ ｎｇ ／ ｍＬ。 王森等［２３］ 研制的瘦肉精三合一

胶体金快速检测板， 在经过精细处理的猪肉样本中，
对 ＳＡＬ、 ＣＬＥＮ 和 ＲＡＣ 的检测限均为 １ μｇ ／ ｋｇ。 罗奕

铭［２４］研制的多残留胶体金检测卡能够同时检测 １０ 种

瘦肉精， 其中 ＣＬＥＮ、 ＲＡＣ 和 ＳＡＬ 的检测限分别为

３、 ５ 和 ３ ｎｇ ／ ｍＬ。 本研究所建立的瘦肉精胶体金免疫

层析三联检测卡具有低成本、 快速、 灵敏和稳定等优

点， 可在 ５ ｍｉｎ 内完成结果判定， 适用于养殖户、 屠
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宰场、 海关和检验检疫部门的现场操作。 本方法对猪

尿液中 ＳＡＬ、 ＣＬＥＮ 和 ＲＡＣ 的检测限分别为 ３、 ３ 和

１ ｎｇ ／ ｍＬ， 具有较高的检测灵敏度。 本方法特异性良

好， ＳＡＬ、 ＣＬＥＮ 和 ＲＡＣ 三种瘦肉精抗原之间无交叉

反应， 且在使用其他类型结构的瘦肉精进行特异性检

测时， 未出现非特异性反应。 此外， 本方法稳定性

好， 在 ３７ ℃加速老化 ４ 周后， 所制备的检测卡表现

出卓越的稳定性， 确保了产品在实际应用中的可靠

性。 本方法的重复性良好， 同一批次内多次测试的结

果高度一致， 表明试纸条的批内重复性良好， 生产过

程可控， 产品质量稳定； 不同批次的试纸条间检测结

果亦表现出良好的重复性， 确保了不同批次产品的检

测性能一致性。 本方法与国标方法 （ＬＣ－ＭＳ） 的检

测结果一致， 表明该方法在实际样品中对 ＳＡＬ、
ＣＬＥＮ 和 ＲＡＣ 检测的可行性。

综上所述， 本研究制备的三联检测卡为猪尿液中

瘦肉精多残留的快速、 准确检测提供了有力保障。 然

而， 鉴于临床样本的复杂性与多样性， 本方法在实际

应用中的检测性能可通过扩大样本量进行进一步验证

与优化。 目前， 本研究所搭建的胶体金技术应用平台

仅针对瘦肉精成分建立了检测方法， 其在食品安全和

病毒现场检测领域的应用潜力尚待深入开发。
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