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［摘　 要］ 　 兽药残留是食品安全的重要影响因素，开发兽药残留检测方法是保证食品安全的重要

手段。 免疫层析试纸是一种操作简单、生产成本低且具有良好灵敏度的检测方法，适用于现场检

测、大规模食品筛选，在兽药残留检测中具有巨大的应用价值。 纳米材料可提供特殊的检测信号，
是影响免疫层析试纸检测灵敏度和定量分析的关键因素。 文章主要对胶体金、磁性纳米材料、量子

点以及时间分辨荧光微球这几种纳米标记材料进行介绍，指出各自的优缺点及应用情况，并对该技

术在兽药残留检测中的应用趋势进行展望。
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　 　 兽药，尤其是抗微生物药物，大量用于动物疾

病的治疗、预防以及饲料添加剂，其残留会影响人

或动物的健康，如出现过敏反应、耐药性增强、生殖

危害及癌症等。 快速检测是保证食品安全，减少兽

药残留的重要手段，仪器分析法［１］、酶联免疫吸附

法（ＥＬＩＳＡ） ［２］ 是目前常用的检测方式。 仪器分析

法的操作专业性、对使用场所的要求限制了其现场

检测的发展，ＥＬＩＳＡ 尽管具有现场检测优势，但繁

琐的操作过程，无法完成大规模食品筛选，且检测

结果易受到环境影响。 免疫层析试纸主要由样品

垫、结合垫、硝酸纤维素膜、吸水垫及底板构成，以
标记材料的特殊性质作为检测信号，检测卡的使用

形式不受限于场所、操作人员，具有操作简单、检测

时间短、灵敏度高及成本低等优势，是实现现场检

测、大量样品筛选的重要方法。 因此，文章以胶体

金、量子点、磁性纳米材料、时间分辨荧光微球作为

综述对象，对他们的优缺点以及在兽药残留检测中

的应用进行阐述，展望免疫层析试纸技术未来应用

趋势，以期提供新的发展思路，保证食品安全。
１　 基于胶体金纳米材料的检测方法

胶体金（Ｃｏｌｌｏｉｄａｌ ｇｏｌｄ，ＣＧ）主要通过还原氯金

酸制备而成，以静电吸附方式与蛋白质结合而不改

变其生物特性，在硝酸纤维素膜（ｎｉｔｒｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ｆｉｌｔｅｒ
ｍｅｍｂｒａｎｅ，ＮＣ 膜）上与抗原发生特异性反应后，胶
体金聚集显示红色，最终通过对比检测线间颜色深

浅判定阴性、阳性的检测结果（图 １）。

图 １　 胶体金试纸检测原理（Ａ）、结果判定方法（Ｂ）

Ｆｉｇ １　 Ｃｏｌｌｏｉｄａｌ ｇｏｌｄ ａｓｓａｙ ｓｔｒｉｐ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ（Ａ）、ｒｅｓｕｌｔ ｒｅａｄｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ（Ｂ）

　 　 基于胶体金纳米材料的免疫层析方法在兽药

残留检测领域有着重要地位。 在已发表的免疫层

析相关文献中，约有 ７５％ 的标记材料都是胶体

金［３］。 如表 １ 所示，目前胶体金试纸的检测范围几

乎包括所有的抗微生物药物种类，检测样品涉及到

水产品、肉类、禽蛋、乳制品等动物源性食品，以及

尿液、血清等生物样品，３ ～ ２０ ｍｉｎ 可完成检测，除
此以外，胶体金试纸已实现多种药物联合检测，可
基本满足大规模的食品筛选。
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表 １　 胶体金免疫层析试纸的应用

Ｔａｂ １　 Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｌｏｉｄａｌ ｇｏｌｄ ｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ａｓｓａｙ ｓｔｒｉｐ

药物 检测基质 检测时间 ／ ｍｉｎ 检测限 ／ （μｇ·ｋｇ － １） 参考文献

孔雀石绿 鱼肉 ８ ０． ４１８ ［４］

氯霉素 鱼肉 １０ ０． ５ ［５］

金刚烷胺 鸡肉 １２ １． ８ ［６］

磷酸奥司他韦 鸡蛋、鸡肉 ５ ４ ［７］

卡那霉素 血清 － ６ ～ ８ ［８］

阿扎哌隆 猪肉、猪肝 － １０ ［９］

磺胺 蜂蜜、猪肝 － １０ ［１０］

盐霉素 鸡肉、猪肉 １５ ２０ ［１１］

氧氟沙星 牛奶、鸡肉、猪肉 １０ ３０ ［１２］

克伦特罗、四环素、磺胺 血清、尿液、牛奶 １０ － ［１３］

己烯雌酚、雌二醇 奶粉、牛奶、虾 ３ ～ ４ － ［１４］

　 　 传统的胶体金免疫层析试纸主要通过肉眼

对比检测线颜色深浅判定结果。 这种判读方式

往往受检测人员主观意识影响，检测结果差异

大，检测灵敏度有限。 为提高检测的灵敏度和准

确性，研究人员将银离子沉积在金粒子表面 ［１５］ ，
或将 球 形 金 粒 子 改 变 为 爆 米 花 或 纳 米 星 形

状 ［１６］ ，增强胶体金的视觉可见性，以此减小检测

误差，检测灵敏度可提高 ５ ～ １０ 倍以上。 另一方

面，研究者也开发出光学检测仪代替肉眼判读，
将 Ｃ、Ｔ 线的色密度转化为光密度进行处理，由
于色密度信号仅来自于 ＮＣ 膜表面 １０ μｍ，其中

约有 ９０％ 的信号因光散射、折射等原因出现损

失 ［１７］ ，所以这种信号转化后的结果准确性尚有

待提高。
２　 基于磁性纳米材料的检测方法

磁 性 纳 米 材 料 （ Ｍａｇｎｅｔｉｔｅ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，
ＭＮＰｓ） ，是一类特殊的纳米级氧化物，可以通过

物理法、化学法、生物法等多种途径合成，刚合

成的磁性粒子经过表面修饰后，可以增强粒子的

物理、化学稳定性，同时提供便于蛋白质偶联的

官能团。 ＭＮＰｓ 有着与胶体金相当的摩尔吸光

系数，标记抗体后，与 ＮＣ 膜上的特异性抗原反

应显示棕黄色。 但如上所述，光学信号易产生损

失，ＮＣ 膜几百微米的实际厚度，以及生物样本中

的有色成分，也会影响光学信号的获取。 磁信号

则不会受到这些因素的影响，同时生物样本几乎

无磁性，磁珠富集后的磁信号可被准确测量，因
此磁性 试 纸 有 着 更 高 的 准 确 度、 灵 敏 度。 孙

虹 ［１８］ 使用 ＭＮＰｓ 作为标记物检测养殖用水、鱼
肉中的孔雀石绿残留，２５ ｍｉｎ 可获得检测结果，
定量限为 ０ ． ６、０ ． ９ μｇ ／ Ｌ，与市售胶体金试纸经

检测对比后，该磁性试纸具有更高的灵敏度。 此

外，磁性试纸特异性更强，相比于传统的仪器分

析法，耗时更短且操作简单。 Ｙａｎ［１９］ 在检测呋喃

唑酮分析物时，用 ＭＮＰｓ 分别标记单克隆抗体、
羊抗鼠抗体，利用两种抗体的特异性结合，起到

信号增强作用，检测限低至 ０ ． ０４４ μｇ ／ Ｌ，磁性试

纸检测灵敏度进一步提高 ５ ～ １０ 倍。 虽然 ＭＮＰｓ
的合成方法较多，却依旧缺少成熟、稳定的合成

途径，适用于免疫层析的 ＭＮＰｓ 较少，因此，在兽

药残留检测中很难看到磁性试纸，昂贵的进口检

测仪器也是制约因素之一。
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表 ２　 磁性免疫层析试纸的应用

Ｔａｂ ２　 Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ａｓｓａｙ ｓｔｒｉｐ
检测方式 药物 检测基质 检测限 参考文献

免疫层析

孔雀石绿 水、鱼肉
０． ６０ μｇ ／ Ｌ
０． ９７ μｇ ／ Ｌ ［１８］

呋喃唑酮 牛奶 ０． ０４４ μｇ ／ Ｌ ［１９］

喹诺酮 牛奶 ０． ０６３ ～ ０． ７５６ μｇ ／ Ｌ ［２０］

氯霉素 － ＜ ４ μｇ ／ Ｌ ［２１］

样品处理 ＋ 胶体金试纸

瘦肉精 猪肉 ０． １０ μｇ ／ Ｌ ［２２］

氯霉素 蜂蜜、鸡蛋 ０． ２０ μｇ ／ ｋｇ ［２３］

地西洋 鱼、虾、鳖 ０． ５０ μｇ ／ ｋｇ ［２４］

　 　 ＭＮＰｓ 经修饰后仍能表现出优异的磁性，只需

外加磁场就可实现溶液中磁珠快速分离，对于其他

纳米材料，磁性特性使 ＭＮＰｓ 在免疫层析试纸上应

用更广泛，例如检测前的样品处理。 免疫层析试纸

无法对待测物进行精准选择，加之检测形式简单，
动物样品中的蛋白、脂肪等基质易对检测结果产生

干扰。 ＭＮＰｓ 经蛋白质修饰后，可与目标分析物特

异性结合，通过外加磁场实现目标分析物的快速分

离，合适洗脱后可得到高纯度目标分析物，被称为

磁分离技术（图 ２），利用该技术处理样品可大幅减

少有机溶剂使用，洗脱后的 ＭＮＰｓ 还可重复利用，
具有环保、经济优势，是磁性纳米材料除标记材料

的特殊应用。 Ｚｈａｎｇ［２５］ 使用该技术处理粗样品，最
终获得高纯度氯霉素类似物，整个过程简单、快速，
可有效提高后续检测准确性。 于是，研究者便将磁

分离技术与胶体金试纸条结合（表 ２），相比于传统

处理方式，这种结合模式，能有效提高胶体金试纸

灵敏度 １０ 倍以上。

图 ２　 磁分离技术

Ｆｉｇ ２　 Ｍａｇｎｅｔｉｃ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

３　 基于量子点的检测方法

量子点（Ｑｕａｎｔｕｍ ｄｏｔｓ，ＱＤｓ）是由Ⅱ － Ⅵ族元

素、Ⅲ － Ⅴ族元素或Ⅳ － Ⅵ族元素组成，具有发光

特性的一种半导体纳米晶体，比罗丹明、荧光素等

传统荧光染料，吸收波长更大，荧光强度更高，常使

用以 ＣｄＳｅ、ＣｄＳ 或 ＣｄＴｅ 为核心，ＺｎＳ 或 ＺｎＳｅ 钝化

后的核壳量子点作标记材料。

Ｂｅｌｏｇｌａｚｏｖａ［２６］对牛奶样本仅采用稀释处理，检

测其中的庆大霉素残留，对量子点试纸、胶体金试

纸的检测效果进行对比。 结果表明，ＱＤｓ 检测灵敏

度比 ＣＧ 高 ５ 倍，量子点试纸假阳性率、假阴性率分

别为 ２． ４％ 、２． １％ ，均低于胶体金试纸 （４． ３％ 、

３ ２％ ）。 这是因为 ＱＤｓ 与抗体共价连接，比静电吸

附作用更加牢固，因此，抗干扰能力更强，且荧光信

号较光学信号更易区分阳性、阴性结果，借助荧光

信号检测仪器，可以获得更低检测限。

Ｔａｒａｎｏｖａ［２７］使用 ５２５ ｎｍ（绿色）、５８５ ｎｍ（黄

色）、６２５ ｎｍ（红色）三种不同颜色的 ＱＤｓ 作检测

信号，检测牛奶中氧氟沙星、氯霉素、链霉素三种

药物残留，检测限分别为 ０． ３、０． １２、０． ２ μｇ ／ ｍＬ，

检测误差低于 ８％ ，１０ ｍｉｎ 就能完成三种药物检

测，因检测过程中，荧光颜色的变化形似红绿灯，

又被称为“红绿灯”信号试纸（图 ３）。 ＱＤｓ 可以通

过改变其合成成分、粒径，在相同波长激发时表现

多色荧光，这一特性让 ＱＤｓ 在多种药物同时检测

中，仍能保持良好区分性，为不同药物的准确定量

提供了保证。

如表 ３ 所示，量子点试纸已应用于肉类、奶制

品及生物样品的检测，在莱克多巴胺，以及链霉素、

·３６·
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图 ３　 多色荧光试纸（Ａ）、链霉素阳性（Ｂ）、

氧氟沙星和氯霉素阳性（Ｃ）

Ｆｉｇ ３　 Ｍｕｌｔｉｃｏｌｏｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ ｐａｐｅｒ（Ａ）、Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ

ｐｏｓｉｔｉｖｅ（Ｂ）、Ｏｆｌｏｘａｃｉｎ ａｎｄ Ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ ｐｏｓｉｔｉｖｅ（Ｃ）

四环素、青霉素联合检测中，检测限低至 ｎｇ 量级。
尽管如此，研究者发现某些蛋白质或溶剂分子会使

ＱＤｓ 荧光强度下降或淬灭，于是研究者将大量 ＱＤｓ
包裹在聚苯乙烯、二氧化硅等纳米微球内，以增强

ＱＤｓ 荧光稳定性。 同时，纳米微球包裹技术可以一

定程度上隔绝 Ｃｄ 元素， 避免生物毒性。 ＩｎＰ、

ＣｕＩｎＳ２、Ａｇ２Ｓ 等无镉量子点，因无毒、环保优势逐渐

成为研究热点，Ｂｅｌｏｇｌａｚｏｖａ［２８］ 首次成功制备 ＩｎＰ ／

ＺｎＳ 无镉量子点试纸，可以灵敏检测两种霉菌毒

素，方法简单且经济高效，但因无镉量子点制备困

难，因此未在兽药残留检测广泛应用。

表 ３　 量子点免疫层析试纸的应用

Ｔａｂ ３　 Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｑｕａｎｔｕｍ ｄｏｔ

ｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ａｓｓａｙ ｓｔｒｉｐ

药物 检测基质 检测限 参考文献

莱克多巴胺 猪尿 ２３． ６ ｎｇ ／ Ｌ ［２９］

氯霉素 牛奶 ０． ２ μｇ ／ Ｌ ［３０］

盐酸赛庚啶 猪尿、猪肉 ０． ６２５ μｇ ／ Ｌ ［３１］

链霉素、四环素、青霉素 牛奶 ５ ｎｇ ／ Ｌ ［３２］

金刚烷胺、氯霉素 鸡肉
０． １８ μｇ ／ ｋｇ
０． ０１６ μｇ ／ ｋｇ ［３３］

磺胺类、喹诺酮类 牛奶
０． １３ μｇ ／ Ｌ
０． ０６２ μｇ ／ Ｌ ［３４］

４　 基于时间分辨荧光微球的检测方法

时间分辨荧光微球（Ｔｉｍｅ － ｒｅｓｏｌｖｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅ，ＴＲＦＭ），是将镧系元素络合物封装在

聚苯乙烯，或二氧化硅纳米微球中的一种新型微

球，可以提供稳定、高强度的荧光信号，常用 Ｅｕ
（Ⅲ）系荧光微球。 ＴＲＦＭ 具有更大的 Ｓｔｏｋｅｓ 位移，
荧光穿透力、抗干扰能力更强，不易出现荧光淬灭

现象，与非特异性荧光背景区分性好，几乎无生物

毒性。
如表 ４ 所示，Ｌｉ［３５］ 首次构建 Ｅｕ（Ⅲ）元素时

间分辨荧光试纸，检测地塞米松残留，牛奶、猪肉

的定 量 限 分 别 为 ０ ． ００３ μｇ ／ Ｌ、 ０ ． ０６２ μｇ ／ ｋｇ，
１０ ｍｉｎ可完成检测。 Ｗａｎｇ［３６］ 制备的 ＴＲＦＭ 试

纸，氯丙嗪检测限为０ ． ３２ μｇ ／ ｋｇ，线性范围更宽

（０ ． ４６ ～ １０ ． ０ μｇ ／ ｋｇ ） ， 线 性 关 系 较 好 （ Ｒ２ ＝
０ ９９１） ，样品预处理后，６ ｍｉｎ 内就可完成检测。
可见，ＴＲＦＭ 具有较高的检测灵敏度，能够对兽

药残留检测进行定量检测。
Ｈｕ［２９］ 首次对 ＴＲＦＭ、乳胶微球、ＱＤｓ、ＣＧ 的

灵敏度及标记消耗量进行系统比较。 同比于量

子点试纸，时间分辨荧光试纸灵敏度提高 ３ ～ ４
倍，为 ７ ２ ｎｇ ／ Ｌ。 乳胶微球、ＱＤｓ 和 ＣＧ 抗体标

记量分别是 ０ ． ０２、０ ． ０５４ 和 ０ ． １５ μｇ， ＴＲＦＭ 抗

体标记量仅为 ０ ． ００５ μｇ。 时间分辨荧光试纸 Ｔ
线包被抗原浓度 ０ ． ４ ｍｇ ／ ｍＬ，其余三种试纸 Ｔ 线

包被抗原浓度０ ． ８ ｍｇ ／ ｍＬ。 同时，时间分辨荧光

试纸检测范围最大，检测时间最短，准确度最高，
检测结果与ＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ、商品化 ＥＬＩＳＡ 试剂盒

一致。
综上所述，时间分辨荧光试纸灵敏度更高、检

测范围更大、抗原抗体消耗更少，能够为兽药残留

检测提供新型、高效、经济的检测方式。 目前，时间

分辨荧光试纸在兽药残留检测的应用处于起步阶

段，这是因为 ＴＲＦＭ 的生产技术不成熟，仍需依赖

商品化微球，而商品化微球还存在分散性、荧光强

度不稳定现象。

·４６·
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表 ４　 时间分辨荧光微球免疫层析试纸的应用

Ｔａｂ ４　 Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｉｍｅ － ｒｅｓｏｌｖｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ

ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ａｓｓａｙ ｓｔｒｉｐ
药物 检测基质 检测限 参考文献

地塞米松 牛奶、猪肉
０． ００３ μｇ ／ Ｌ
０． ０６２ μｇ ／ ｋｇ ［３５］

氯丙嗪 猪肉 ０． ３２ μｇ ／ ｋｇ ［３６］

磺胺二甲嘧啶 鸡蛋、蜂蜜、猪肉
０． ０１６ μｇ ／ Ｌ
０． ０４９ μｇ ／ Ｌ
０． ０２９ μｇ ／ Ｌ

［３７］

泰乐菌素、替米考星 牛奶、猪肉
２ μｇ ／ Ｌ
４ μｇ ／ ｋｇ ［３８］

泰乐菌素、替米考星 牛奶
１． ７２ μｇ ／ Ｌ
１． ３９ μｇ ／ Ｌ ［３９］

５　 展　 望

综上，每种纳米材料的优缺点如表 ５ 所示。 纳

米材料为免疫层析试纸提供了特殊检测信号，大幅

提高免疫层析试纸检测灵敏度，并实现定量分析，
其中 ＭＮＰｓ 因特有的磁性特性，为免疫层析试纸提

供新的样品处理方式，以保证结果准确性。
基于此，为应对动物食品中多种药物及其代谢

物残留现状，免疫层析试纸还应具备多重分析功

能，经总结多重分析试纸主要有以下几种应用

趋势：

表 ５　 纳米材料特点

Ｔａｂ ５　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌｓ
纳米材料 优点 缺点

胶体金 制备简单生产成本低、工艺成熟颜色明显
标记后蛋白质易脱落

灵敏度低定量准确性不高

磁性纳米材料
合成途径多可提供光学、磁信号双重信号

灵敏度、准确度高磁分离技术中可重复利用
合成工艺不成熟易团聚不稳定

缺少检测仪器

量子点
多色荧光且区分性强
与蛋白质连接牢固

荧光稳定性差，易出现淬灭
生物毒性

时间分辨荧光微球
荧光强度、稳定性高

抗干扰能力强经济、无毒
生产技术不成熟，需依赖商业化产品

５． １　 多检测线试纸　 多检测线是指增加检测线数

量，在一条试纸上检测不同药物（图 ４Ａ）。 为防止

检测线互相干扰，需要灵敏度、特异性更强的抗体，
由于免疫探针在流动过程中，易出现稀释、反应缓

慢等现象，进而会影响药物检测灵敏度，因此，待测

物至检测线距离应着重考虑。
５． ２　 多通道检测 　 多通道检测是将检测同种、不
同种药物的试纸条，组装在一个检测平台的检测方

式，每一条试纸拥有单独加样槽、阅读窗，可根据检

测需求，增减平台试纸数量，是当前商品化多重分

析试纸的主要检测方式（图 ４Ｂ）。
５． ３　 矩阵检测　 相同区域下，点状在数量上更具优

势，将线性检测线用点阵代替，可极大增加检测数量，
抗原包被数量可达 ３２ 种（图 ４Ｃ）。 目前，矩阵检测试

纸已在传染病诊断、病原体检测中应用，但由于检测区

域缩小，易受液体流速不均等外界因素干扰，尚无法保

证结果准确性，在兽药残留检测中应用较少。

图 ４　 多检测线试纸（Ａ）、多通道检测（Ｂ）、矩阵检测（Ｃ）

Ｆｉｇ ４　 Ｍｕｌｔｉ － ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｎｅ ａｓｓａｙ ｐａｐｅｒ（Ａ）、

Ｍｕｌｔｉ － ｃｈａｎｎｅｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎ（Ｂ）、Ｍａｔｒｉｘ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ（Ｃ）

·５６·
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　 　 定量分析是保证检测结果准确的重要手段。
ＭＮＰｓ、ＱＤｓ 和 ＴＲＦＭ 的应用，实现了数据化处理、
存储和运输，结果准确性大大提高。 ２０１０ － ２０１９ 年

间，免疫层析试纸在食品安全中的应用量快速增

长。 其中，传统比色法试纸使用量减少，定量分析

试纸使用量增多且呈几倍增长，这得益于信号检测

仪器的开发与应用，为满足现场快检需求，这些检

测仪器逐渐趋向于小型化、便携化。 大众食品安全

意识的提高，将带来家庭检测需求，智能手机的普

及与发展，将促进家庭化、智能化、大众化的新型阅

读方式形成，不断推动兽药残留检测技术发展。

参考文献：
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