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摘　要：为了建立检测水产品中抗水霉药物甲霜灵残留的快速初筛方法，采用基于单克隆抗体技术的胶体金
标记检测水产品中甲霜灵残留。甲霜灵单克隆抗体为ＩｇＧ１，Ｋａｐｐａ型；重链５０ｋｕ，轻链２０ｋｕ，分子质量约为
１５０ｋｕ；亲和力常数为２．４６×１０９Ｌ／ｍｏｌ；ＩＣ５０为５９．５７ｎｇ／ｍＬ。利用甲霜灵单克隆抗体作为金垫，甲霜灵牛血
清白蛋白偶联物及羊抗鼠ＩｇＧ作为检测线与质控线，制备了甲霜灵胶体金免疫层析试纸条。测定结果显示：
胶体金试纸条在甲霜灵质量浓度为５ｍｇ／ｍＬ时可检出，与恩诺沙星、磺胺甲恶唑、氟苯尼考、呋喃唑酮、吡喹
酮、强力霉素、孔雀石绿和亚甲基蓝等８种药物均无交叉反应。利用试纸条对草鱼（Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌａ）、
花蛤（Ｒｕｄｉｔａｐｅｓｐｈｉｌｉｐｐｉｎａｒｕｍ）、凡纳滨对虾（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）等水产品样品进行测试，在草鱼、凡纳滨对
虾样品最低检测限可达２ｍｇ／ｋｇ，花蛤样品最低检测限可达１ｍｇ／ｋｇ。利用高效液相色谱法验证试纸条检测
甲霜灵残留，主要数据验证结果一致。基于单克隆抗体的胶体金免疫条快速、灵敏、特异性强，适合作为水产

品组织中甲霜灵残留检测的初筛方法。
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　　甲霜灵又称立达霉，是一种酰胺类农药，具
有广谱高效的杀菌效果［１］。常用来防治番茄［２］、

黄瓜［３］、马铃薯［４］、芥菜［５］、雪莲果等［６］果蔬中由

霜霉菌、腐霉菌［７］等引发的病变。由于甲霜灵对

于防治鱼类水霉病具有良好的效果且对靶动物

安全，常用作一种替代孔雀石绿的新型渔用药物

以治疗水产动物的水霉病［８］，并已获得四类新兽

药证书［证号：（２０１７）新兽药证字１８号］。随着
甲霜灵的使用越来越广泛，其残留问题也日益凸

显。有研究［９］认为，人淋巴细胞暴露于甲霜灵中

将会发生变异。欧盟食品安全局［１０］在２０１１年对
葡萄、菠菜等果蔬以及猪、羊等反刍动物中甲霜

灵的最大残留限量作了规定，但在水产品中相关

规定尚未成形。

高效液相色谱［１１１３］常用于检测蔬菜、水及土

壤中甲霜灵的残留，高效液相色谱质谱联用［１４１６］

也用于检测蔬果、鸽肉等食品中甲霜灵的残留，

ＡＤＬＮＡＳＡＢ等［１７］、ＯＬＩＶＡ等［１８］则用气相色谱法

对果汁及葡萄酒中的甲霜灵残留进行了检测。

但这些检测方法需要依托实验平台的昂贵仪器

及专业技术人员进行，具有局限性，且需花费较

长时间，不利于在基层推广。因此急需一种新

的，能够快速、现场检测水产品中甲霜灵残留的

方法。目前，尚无针对甲霜灵在水产品中残留检

测的免疫学检测方法作为初筛方法。

胶体金免疫层析（ｃｏｌｌｏｉｄａｌｇｏｌｄｅｎｈａｎｃｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙａｓｓａｙ，ＧＩＣＡ）作为当今最
快速的新型检测技术之一，在三氯氰胺、环丙氨

嗪［１９］、氧氟沙星［２０］等多种药物残留检测领域应

用广泛。该技术不仅灵敏度高、操作简单，不需

要特殊设备以及专业的检测人员，而且仅几分钟

就能直接现场观察判断结果，非常适合用于初

筛，作为液相色谱等复筛方法的补充。目前，尽

管建立了基于高效液相色谱法的水产品中甲霜

灵残留的复检方法，但快速初筛方法还是空白。

为了建立快速检测水产品中抗水霉药物甲
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霜灵残留的免疫学方法，本研究利用胶体金标记

纯化的甲霜灵单克隆抗体作金垫，将甲霜灵牛血
清蛋白偶联物作为检测线（Ｃ线），羊抗鼠 ＩｇＧ作
为质控线（Ｔ线），制备甲霜灵胶体金免疫层析试
纸条，建立了一种快速、简便，可不依赖专业人员

现场直接检测草鱼等水产品中甲霜灵残留的方

法，为水产品质量监控提供技术支持。

１　材料与方法

１．１　实验材料
甲霜灵单克隆抗体购买自法泰斯特（北京）

技术有限公司；牛血清白蛋白（ＢＳＡ）购自上海鼎
国生物公司；羊抗鼠抗体 ＩｇＧ购自上海鼎国生物
公司；硝酸纤维素膜、胶体金垫等购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
公司。实验材料还包括德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司台式
离心机，ＰｏｗｅｒＰａｃ系列 ＢｉｏＲａｄ电泳仪，ＢｉｏＴｅｋ
公司 ＥＬｘ８００酶标仪，Ａｇｉｌｅｎｔ１１００液相色谱仪
（包含紫外检测器、柱温箱、四元泵、自动进样器

等），色谱柱：Ｃ１８（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ×５μｍ）等。
１．２　实验方法
１．２．１　单克隆抗体的鉴定

单克隆抗体亚型鉴定：采用间接 ＥＬＩＳＡ
法［２１］，用Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ试剂盒测定甲霜灵单抗亚型。
单克隆抗体的分子量及纯度鉴定：采用常规ＳＤＳ
ＰＡＧＥ法测定单抗的分子量，鉴定抗体纯化效
果［２２］。单克隆抗体的亲和力鉴定：采用非竞争性

酶免疫法 ＥＬＩＳＡ测定单克隆抗体亲和力［２３］，绘

制抗原抗体结合曲线并计算单抗抗体的亲和力

常数值。单克隆抗体的灵敏度测定：利用方阵法

筛选抗原抗体最佳反应质量浓度，配制不同质量

浓度甲霜灵标准品，用直接竞争 ＥＬＩＳＡ测定单抗
对其抑制率。绘制抗体竞争抑制曲线，进行相关

回归分析，计算单抗的ＩＣ５０值。
１．２．２　胶体金试纸条的制备

采用改进的柠檬酸钠还原法制备胶体金颗

粒［２４］，参考龚云飞等［２５］的方法标记甲霜灵单克

隆抗体并完成试纸条的制备及组装。

１．２．３　胶体金试纸条性质测定
基于间接竞争 ＥＬＩＳＡ理论，用水（含质量分

数１０％乙腈）配置甲霜灵标准液，使其质量浓度
为５０、１０、５、１和０．１ｍｇ／ｍＬ。分别取２００μＬ与
微孔板上冻干的标记抗体反应１ｍｉｎ后，插入试
纸条进行检测，室温下反应３～５ｍｉｎ，根据结果

判断检测限。结果判断参考ＬＩＵ等［２６］，如图１所
示：质控线（Ｃ）无条带时，试纸条失效或反应不完
全；Ｃ线条带颜色深，检测线（Ｔ）无颜色时为强阳
性结果；Ｃ线条带颜色比 Ｔ浅时，为阴性结果；Ｃ
线、Ｔ线条带颜色相同或者是Ｃ线颜色深于Ｔ线，
则为阳性结果。

图１　结果判读示意图
Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆ
ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｉｎｔｅｒｐｒｅｔａｔｉｏｎ

　　分别配制１０ｍｇ／ｍＬ的恩诺沙星、磺胺甲恶
唑、氟苯尼考、呋喃唑酮、吡喹酮、强力霉素、孔雀

石绿和亚甲基蓝，用甲霜灵胶体金免疫层析试纸

进行测定。

１．２．４　甲霜灵胶体金免疫层析试纸条在水产品
检测中的应用

准确称取搅碎的水产品肉糜５．００ｇ加入适
量甲霜灵标准品溶液，使其添加剂量为１０、６、２、
１、０．２、０ｍｇ／ｋｇ，每组样品设３个平行。分别加入
１５ｍＬ磷酸缓冲液，高速匀浆５ｍｉｎ，转入离心管
中以４５００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，过Ｃ１８固相萃取小
柱，洗脱液３５℃氮气吹干，用１ｍＬＶ（乙腈）∶Ｖ
（磷酸）＝９∶１１缓冲液进行复溶，取２００μＬ用胶
体金免疫层析试纸进行测定。

１．２．５　甲霜灵胶体金免疫层析试纸条结果与
ＨＰＬＣ对比试验
１．２．４节所余复溶液上机检测。液相条件：

反相色谱柱Ｃ１８柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ×５μｍ）或
相当性能；流动相：Ｖ（乙腈）∶Ｖ（磷酸）＝９∶１１；
流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２１０ｎｍ；柱温：３０
℃；进样量：１０μＬ，停止时间：１５ｍｉｎ。

２　结果与分析

２．１　单克隆抗体的鉴定
２．１．１　单克隆抗体亚型鉴定

利用Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司试剂盒，测定单克隆抗
体亚型为ＩｇＧ１，Ｋａｐｐａ型，见表１。
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表１　单克隆抗体亚型鉴定
Ｔａｂ．１　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙｓｕｂｔｙｐｅｓ

亚型

Ｓｕｂｔｙｐｅ
ＩｇＧ１ ＩｇＧ２ａ ＩｇＧ２ｂ ＩｇＧ３ ＩｇＡ ＩｇＭ ＫａｐｐａＬａｍｄａ

ＯＤ４５０ ２．１２１ ０．７１ ０．１６１０．０９１０．０９５０．１０４１．１７５０．０９２

２．１．２　单克隆抗体分子量及纯度鉴定
根据ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果（图２），显示两条

单一目的条带，重链５０ｋｕ，轻链２０ｋｕ，分子质量
约为１５０ｋｕ，无杂带，证明抗体纯化效果较好。

图２　ＳＤＳ电泳测定单克隆抗体纯度
Ｆｉｇ．２　ＳＤＳｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

ｏｆｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙｐｕｒｉｔｙ

２．１．３　单克隆抗体亲和力测定
采用非竞争性酶免疫法 ＥＬＩＳＡ测定单克隆

抗体亲和力。将纯化的单抗按照 １００、１０００、
１００００、１０００００、１００００００、１０００００００倍稀释成
６个浓度，分别与０．５、５．０两个浓度的抗原包被
的酶标板进行反应。以不同抗体浓度的对数值

为横坐标，ＯＤ值为纵坐标绘制抗原抗体结合曲
线，见图３。根据公式分别计算出抗体的亲和力
常数值为２．４６×１０９Ｌ／ｍｏｌ，说明甲霜灵单克隆抗
体灵敏度高。

图３　甲霜灵单克隆抗体亲和力常数测定
Ｆｉｇ．３　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅａｆｆｉｎｉｔｙｃｏｎｓｔａｎｔ
ｏｆｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙｔｏｍｅｔａｌａｘｙｌ

２．１．４　单克隆抗体灵敏度测定
经过方阵试验的优化筛选，确定了抗原浓度

为５．０μｇ／ｍＬ是直接竞争 ＥＬＩＳＡ测定最佳工作
条件，竞争抑制曲线见图 ４，曲线方程为 ｙ＝
－０．５０８４ｘ＋１．３９５９，Ｒ２ ＝０．９２４，ＩＣ５０值为
５９．５７ｎｇ／ｍＬ，说明甲霜灵单克隆抗体特异性强。

图４　甲霜灵抗体竞争抑制曲线
Ｆｉｇ．４　Ｍｅｔａｌａｘｙｌａｎｔｉｂｏｄｙｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ

ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｃｕｒｖｅ

２．２　胶体金试纸条性质测定
２．２．１　试纸条检测限测定

试纸条的检测结果如图５所示，通过１．２．３
节所述方法对试纸条的结果进行判定，在甲霜灵

质量浓度为５０ｍｇ／ｍＬ时，试纸条上的 Ｔ线条带
颜色明显比Ｃ线浅，为阳性结果。随着样品质量
浓度的下降，到浓度为５ｍｇ／ｍＬ时，Ｔ线与 Ｃ线
条带颜色一致，１ｍｇ／ｍＬ时 Ｔ线条带颜色明显深
于Ｃ线，为阴性结果，因此肉眼判定甲霜灵胶体
金的最低检测限为５ｍｇ／ｍＬ。

６７
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Ａ．阴性对照；Ｂ．５０ｍｇ／ｍＬ；Ｃ．１０ｍｇ／ｍＬ；Ｄ．５ｍｇ／ｍＬ；Ｅ．

１ｍｇ／ｍＬ；Ｆ．０．１ｍｇ／ｍＬ。

Ａ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ．５０ｍｇ／ｍＬ；Ｃ．１０ｍｇ／ｍＬ；Ｄ．５ｍｇ／

ｍＬ；Ｅ．１ｍｇ／ｍＬ；Ｆ．０．１ｍｇ／ｍＬ．

图５　胶体金试纸条检测限
Ｆｉｇ．５　Ｃｏｌｌｏｉｄａｌｇｏｌｄｔｅｓｔｓｔｒｉｐｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔ

２．２．２　试纸条特异性测定
试纸条的特异性测定结果如图６所示，甲霜

灵胶体金试纸条检测恩诺沙星、磺胺甲恶唑、氟

苯尼考、呋喃唑酮、吡喹酮、强力霉素、孔雀石绿

和亚甲基蓝时结果均为阴性，即甲霜灵胶体金免

疫层析试纸条与这些药物均不存在交叉反应，具

有较好的特异性。

２．２．３　样品检测
用胶体金试纸条对草鱼、凡纳滨对虾和花蛤

３种水产品的添加样品进行检测，如图７～９和表

２所示，结果表明：当花蛤样品添加量为１ｍｇ／ｋｇ，
草鱼、凡纳滨对虾样品添加量为２ｍｇ／ｋｇ时，肉眼
可见胶体金试纸条Ｃ线颜色深于Ｔ线，判定结果
为阳性，即在花蛤样品中，甲霜灵胶体金试纸条

的检测限为１ｍｇ／ｋｇ，在草鱼、凡纳滨对虾样品中
检测限为２ｍｇ／ｋｇ。

Ａ．甲霜灵；Ｂ．恩诺沙星；Ｃ．磺胺甲恶唑；Ｄ．氟苯尼考；Ｅ．

呋喃唑酮；Ｆ．吡喹酮；Ｇ．强力霉素；Ｈ．孔雀石绿；Ｉ．亚甲

基蓝；Ｊ．阴性对照。

Ａ． ｍｅｔａｌａｘｙｌ； Ｂ． ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ； Ｃ． ｓｕｌｆａｍｅｔｈｏｘａｚｏｌｅ； Ｄ．

ｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌ；Ｅ．ｆｕｒａｚｏｌｉｄｏｎｅ；Ｆ．ｐｒａｚｉｑｕａｎｔｅｌ；Ｇ．ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ；

Ｈ．ｍａｌａｃｈｉｔｅｇｒｅｅｎ；Ｉ．ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｂｌｕｅ；Ｊ．ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ．

图６　胶体金试纸条特异性
Ｆｉｇ．６　Ｃｏｌｌｏｉｄａｌｇｏｌｄｔｅｓｔｓｔｒｉｐｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ

２．２．４　ＨＰＬＣ与ＣＧＩＡ检测水产品中甲霜灵质量
浓度对比

分别用两种方法对添加不同质量浓度的水

产品样品进行检测，结果如表２，在草鱼、凡纳滨
对虾、花蛤样品添加质量浓度为 ０ｍｇ／ｋｇ时，
ＨＰＬＣ与试纸条均未检出；在添加质量浓度为０．２

Ａ．阴性对照；Ｂ．０ｍｇ／ｋｇ；Ｃ．１０ｍｇ／ｋｇ；Ｄ．６ｍｇ／ｋｇ；Ｅ．２ｍｇ／ｋｇ；Ｆ．１ｍｇ／ｋｇ；Ｇ．０．２ｍｇ／ｋｇ。

Ａ．ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ．０ｍｇ／ｋｇ；Ｃ．１０ｍｇ／ｋｇ；Ｄ．６ｍｇ／ｋｇ；Ｅ．２ｍｇ／ｋｇ；Ｆ．１ｍｇ／ｋｇ；Ｇ．０．２ｍｇ／ｋｇ．

图７　草鱼肌肉样品检测限
Ｆｉｇ．７　Ｇｒａｓｓｃａｒｐｍｕｓｃｌｅｓａｍｐｌｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔ
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Ａ．１０ｍｇ／ｋｇ；Ｂ．６ｍｇ／ｋｇ；Ｃ．２ｍｇ／ｋｇ；Ｄ．１ｍｇ／ｋｇ；Ｅ．０．２

ｍｇ／ｋｇ；Ｆ．０ｍｇ／ｋｇ。

图８　凡纳滨对虾肉样品检测限
Ｆｉｇ．８　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔｏｆ
ｗｈｉｔｅｓｈｒｉｍｐｓａｍｐｌｅｓ

Ａ．１０ｍｇ／ｋｇ；Ｂ．６ｍｇ／ｋｇ；Ｃ．２ｍｇ／ｋｇ；Ｄ．１ｍｇ／ｋｇ；Ｅ．０．２ｍｇ／

ｋｇ；Ｆ．０ｍｇ／ｋｇ。

图９　花蛤肉样品检测限
Ｆｉｇ．９　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔｏｆｃａｌｙｘｍｅａｔｓａｍｐｌｅｓ

ｍｇ／ｋｇ时，ＨＰＬＣ可以检出，且平均回收率良好，均
高于８５％；在花蛤样品添加量不低于１ｍｇ／ｋｇ，草
鱼、凡纳滨对虾样品添加量不低于 ２ｍｇ／ｋｇ时，
ＨＰＬＣ与ＣＧＩＡ都能检出，且检出结果一致。

３　讨论

甲霜灵广泛使用产生的污染将对动物、人类

的健康造成威胁。ＹＡＯ等［２７］研究发现甲霜灵的

对映体Ｒ甲霜灵处理斑马鱼及其胚胎２４ｈ的ＬＣ５０
分别为２５８．４７ｍｇ／Ｌ和２３７．６７ｍｇ／Ｌ，ＳＡＫＲ等［２８］

则认为低剂量的甲霜灵会影响斑马鱼（Ｄａｎｉｏ
ｒｅｒｉｏ）胚胎的心脏正常发育。建立一种快速的、灵
敏的检测方法应用于水产品检测，势在必行。近年

来流行的胶体金免疫层析试纸条检测法无疑是最

适选择。

３．１　甲霜灵单克隆抗体
甲霜灵单克隆抗体为ＩｇＧ１，Ｋａｐｐａ型，重链５０

ｋｕ，轻链２ｋｕ，分子质量约为１５０ｋｕ。抗体的亲和
力直接反映抗原抗体的结合能力，亲和力常数是分

析抗体性质的重要参数，同时也是抗体稳定性的重

要指标［２９］。亲和常数１０７～１０１２Ｌ／ｍｏｌ为高亲和
力，亲和常数１０５～１０６Ｌ／ｍｏｌ为低亲和力［３０］。本

研究中甲霜灵单克隆抗体的亲和力常数为２．４６×
１０９Ｌ／ｍｏｌ，属高亲和力的抗体，为建立甲霜灵残留
的快速检测提供了必要的保证。ＩＣ５０也是抗体性
质的重要参数，ＩＣ５０越小，则单克隆抗体特异性越
强，表明抗体对检测抗原的特异性识别能力越强。

本研究中甲霜灵单克隆抗体的 ＩＣ５０为５９．５７ｎｇ／
ｍＬ，特异性强。甲霜灵单克隆抗体灵敏度高、特异
性强，可用于检测甲霜灵试纸条的制备。

表２　水产品样品中液相检测结果与试纸条检测结果（ｎ＝３）
Ｔａｂ．２　Ｌｉｑｕｉｄｐｈａｓｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓａｎｄｔｅｓｔｓｔｒｉｐｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｉｎａｑｕａｔｉｃｐｒｏｄｕｃｔｓａｍｐｌｅｓ（ｎ＝３）

添加量

Ａｄｄｉｔｉｏｎａｍｏｕｎｔ／（ｍｇ／ｋｇ）

草鱼

Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌａ

高效液相

色谱仪结果

ＨＰＬＣｒｅｓｕｌｔ／
（ｍｇ／ｋｇ）

试纸条结果

Ｔｅｓｔｓｔｒｉｐｒｅｓｕｌｔ

凡纳滨对虾

Ｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ

高效液相

色谱仪结果

ＨＰＬＣｒｅｓｕｌｔ／
（ｍｇ／ｋｇ）

试纸条结果

Ｔｅｓｔｓｔｒｉｐｒｅｓｕｌｔ

花蛤

Ｒｕｄｉｔａｐｅｓｐｈｉｌｉｐｐｉｎａｒｕｍ

高效液相

色谱仪结果

ＨＰＬＣｒｅｓｕｌｔ／
（ｍｇ／ｋｇ）

试纸条结果

Ｔｅｓｔｓｔｒｉｐｒｅｓｕｌｔ

０ ＮＤ　　 －／－／－ ＮＤ　　 －／－／－ ＮＤ　　 －／－／－
０．２ ０．１７５±０．０５０ －／－／－ ０．１７２±０．０２０ －／－／－ ０．１７９±０．０１０ －／－／－
１ ０．９００±０．０２０ －／－／－ ０．８９０±０．１１０ －／－／－ ０．９６０±０．０７０ ＋／＋／＋
２ １．５７０±０．１８０ ＋／＋／＋ １．７７０±０．２００ ＋／＋／＋ １．８６０±０．０６０ ＋／＋／＋
６ ５．６８０±０．２００ ＋／＋／＋ ５．７４０±０．０５０ ＋／＋／＋ ５．８２０±０．１１０ ＋／＋／＋
１０ ９．２４０±０．１５０ ＋／＋／＋ ９．６８０±０．１００ ＋／＋／＋ ９．５７０±０．０８０ ＋／＋／＋

注：“－”、“ＮＤ”为阴性结果，表示未检出；“＋”为阳性结果，表示检出。
Ｎｏｔｅｓ：“－”ａｎｄ“ＮＤ”ａｒｅｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｓ，ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ；“＋”ｉｓａｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔ，ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｄｅｔｅｃｔｉｏｎ．
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３．２　甲霜灵胶体金免疫层析试纸条特异性
半抗原末端的特征结构对特异性的影响最

大［３１］，抗体的特异性越强，组装的试纸条发生交叉

反应的机会越少。孔雀石绿［３２］与亚甲基蓝［３３］曾

同样用于治疗水产养殖中的水霉病，后因安全问题

被禁，而恩诺沙星、磺胺甲恶唑、氟苯尼考、呋喃唑

酮、吡喹酮和强力霉素是我国水产养殖常用药

物［３３３９］，故选择这８种药物以测定甲霜灵胶体金试
纸条的特异性。甲霜灵为酰胺类药物，酰胺键是其

主要特征结构；氟苯尼考为氯霉素类药物，二氯乙

酰胺为其特征结构，丙二醇为主要抗菌活性结构；

吡喹酮为一种吡嗪并异喹啉化合物；亚甲基蓝为一

种中性ｐＨ时带阳离子电荷吩噻嗪盐；磺胺甲唑
为磺胺类药物，磺基为其特征官能团，磺胺酰基对

位上的游离氨基为抗菌活性部位；恩诺沙星为氟喹

诺酮类药物，这类药物７位上的取代基团是影响抗
体特异性的主要因素；呋喃唑酮为硝基呋喃类药

物，硝基为其主要特征结构；强力霉素为四环素类

药物，含有并四苯基本骨架，以及多个羟基、烯醇羟

基及羰基；孔雀石绿则为一种三苯甲烷类化合物。

由于药物结构的差异性，甲霜灵胶体金免疫层析试

纸条与测定的８种药物无交叉反应，只能特异性地
检测出甲霜灵残留。

３．３　甲霜灵胶体金免疫层析试纸条检测水产品肌
肉组织中的残留

草鱼等水产品组织成分复杂，富含蛋白质、脂

肪和钾离子等［４０］，这些基底物质将干扰检测，降低

检测灵敏度。合适的提取液是决定检测能否成功

的首要因素，提取液的提取效果将直接影响检测结

果。甲霜灵易溶于大多数有机溶剂、酸性溶液，如

乙腈、甲醇、磷酸水、醋酸等，本研究对比乙腈与磷

酸水的提取剂效果，确定磷酸水为最适提取剂。同

时，利用固相萃取柱净化样品，分别采用正相萃取

柱ＰＳＡ和反相萃取柱Ｃ１８对提取液进行净化，发现
Ｃ１８固相萃取柱净化效果更为明显，与江泽军等

［１］

检测水稻中甲霜灵残留时固相萃取柱选择结果一

致。对于大多数水产品，该前处理步骤已经能够保

证分析的完成。

基于合理的前处理方法，本研究建立的甲霜

灵胶体金试纸条肉眼可见最低检测限为５ｍｇ／ｍＬ；
检测草鱼、凡纳滨对虾、花蛤３种水产品时，检测时
间短，肉眼可见的检测限分别为２ｍｇ／ｋｇ、２ｍｇ／ｋｇ、
１ｍｇ／ｋｇ，与相应的ＨＰＬＣ检测结果对比，准确性较

高。

本研究建立的方法操作简单，不需依托昂贵

仪器以及专业操作人员且缩短了检测时间，适用于

现场水产品样品中甲霜灵残留的快速筛查。但由

于结果是通过肉眼直观判断，存在模糊判定以及个

人视觉差异的情况，建议多设置重复组，并对检测

结果阳性及肉眼判断有困难的样品进一步用

ＨＰＬＣ进行复核，以提高检测结果的准确性。
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ｖｉｓｕａｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆｓａｌｂｕｔａｍｏｌ［Ｊ］． Ｂｉｏｓｅｎｓｏｒｓ ａｎｄ
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消除规律的研究［Ｊ］．集美大学学报（自然科学版），

２０１１，１６（２）：９２９６．

ＬＩＮＭ，ＷＡＮＧＸＨ，ＹＡＯＺＸ．Ｒｅｓｉｄｕｅａｎｄｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ
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ＬＵＯＦ．Ｒａｐｉｄｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｉｎ
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