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可视化凝胶酶联免疫吸附分析法检测牛奶中庆大霉素和卡那霉素
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摘 要 建立了牛奶中同步测定庆大霉素和卡那霉素的可视化凝胶 ELISA 方法。在凝胶检测柱的两个检测

层中填充 CN-Br 活化的 Sephrose 4B 凝胶-羊抗鼠 IgG 作为固相载体，加入药物的单克隆抗体与载体结合，酶标

抗原和待测样本中的药物共同竞争有限的单克隆抗体，通过 3，3'，5，5'-四甲基联苯胺( TMB) 底物显色定性判

断药物的存在。本方法采用一步法，检测时间仅为 15 min，对庆大霉素和卡那霉素的灵敏度为 2． 0 μg /L，对

牛奶中的两种药物检出限( Cut-off 值) 均为 5 μg /L。牛奶盲样比对实验表明，本方法与超高效液相色谱-串联

质谱 ( UPLC-MS /MS) 法测定结果相符。
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1 引 言
庆大霉素和卡那霉素是兽医临床上常用的氨基糖苷类药物，特别是在奶牛隐形乳房炎和结核性乳

房炎的治疗上广泛使用［1］。该类药品进入动物机体后与动物组织有很强的亲和力，残留时间较长，且

具有严重的耳毒性和肾毒性，可能影响神经传导、损害肠道的吸收，引发菌群失调，直接食用残留超标的

动物食品，会带来潜在的危害［2］。因此，建立牛奶中这两种药物的残留可靠有效的分析方法非常必要。
由于氨基糖苷类药物缺乏相同母环结构，很难通过单克隆抗体技术筛选出广谱抗体，因此，采用传

统的酶联免疫吸附分析法( ELISA) 无法实现多个氨基糖苷类药物的同步检测。可视化凝胶 ELISA 方法

是近年来出现的一种新型检测模式，主要在免疫层析柱中完成，不同于传统的免疫亲和色谱用于样品净

化的目的［3，4］，该方法是一种定性检测方法，经 CN-Br 活化的 Sephrose 4B 凝胶作为固相载体，偶联羊抗

鼠 IgG。加入单克隆抗体与固定的 IgG 特异性的发生反应，过量的单克隆抗体受重力作用直接流出小

柱。再从柱口处加入药物和酶标抗原，共同竞争有限的单克隆抗体，最后加入 3，3'，5，5'-四甲基联苯胺

( TMB) 底物显色。呈现蓝色为阴性样本，呈现无色为阳性样本。通过在单一层析柱中设置多个凝胶检

测层，本方法可实现同步检测。可视化凝胶 ELISA 最早的文献报道始于 2008 年［5］，已有关于 2，4，6-三
氯苯酚［6］、赭曲霉毒素 A［7］、苯并芘［8］、玉米赤霉烯酮-4-葡萄糖苷［9］检测的报道，主要侧重在液体样本

的检测，检测项目偏重于毒素和有机物［10］。对于组织样品中药物残留检测的报道较少。Yuan 等［11］报

道了奶、蜂蜜、鱼肉和虾肉样品中氯霉素的可视化凝胶 ELISA 方法。本实验室建立了牛奶、肌肉和肝脏

等组织中安普霉素的可视化凝胶 ELISA 方法，并与传统的直接竞争 ELISA 方法进行了比较［12］

本研究在实验室前期基础上，开展了同步测定庆大霉素和卡那霉素凝胶 ELISA 方法的研究，实现

了牛奶中这两种药物的快速筛选，为食品安全监控提供了有效的技术手段。

2 实验部分
2． 1 仪器与试剂

多用途旋转摇床( 海门市其林贝尔公司) ，HQ-60 涡动仪( 北方同正公司) 。
庆大霉素( GEN，G) 和卡那霉素( KANA，K) 标准品( 中国兽药监察所) ; 羊抗鼠 IgG( 美国 Jackson 公
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司) ; 酶标抗原和单克隆抗体( 中国农业大学实验室自制［12］) ; 冰醋酸( 分析纯) 、TMB 底物溶液( A 液为

TMB、B 液为过氧化氢尿素) 等购于国药集团化学试剂北京有限公司，甘氨酸( 含量＞99%，美国 Sigma-
Aldrich 公司) ; CNBr 活化的 Sephrose 4B( 美国 GE 公司) ; 免疫层析空柱及筛板( 美国 Agilent 公司) 等。
2． 2 抗鼠偶联胶和封闭胶的制备

根据文献［12］制备抗鼠偶联胶及封闭胶: 将 CNBr 活化的 sephrose 4B 凝胶颗粒利用盐酸活化，过滤

后，加入羊抗鼠 IgG，室温条件下将抗体偶联到凝胶表面。用封闭缓冲液进行多余位点的封闭，3 次淋洗

后，PBS 重悬浮制成抗鼠偶联胶备用。用甘氨酸代替羊抗鼠 IgG，制备封闭胶。
2． 3 药物抗体偶联胶制备

取 2 mL 聚苯乙烯离心管，将偶联胶和封闭胶在室温条件下回温，然后按照体积比 1: 6 进行混合，涡

旋 5 s 至混匀; 按与偶联胶体积比 1∶ 1，在混合胶中加入 105 倍稀释的抗 GEN 单克隆抗体或 2×104 倍稀

释的抗 KANA 单克隆抗体，涡旋混合后在旋转摇床上反应 5 min( 400 r /min) 后，即制成抗 GEN 抗体偶

联胶或抗 KANA 抗体偶联胶。
2． 4 检测柱的制备

三层凝胶检测柱主要含有 K-检测层、空气层和 G-检测层( 图 1) 。取出 1 mL 凝胶检测空柱，加入底

部筛板 a，垂直置于柱架上，将 200 μL 抗 GEN 凝胶快速加入柱中，待自然沉积形成柱床后，加入上层筛

板 b，形成 G-检测层; 加入筛板 c，其中筛板 b 和 c 之间留有 0． 5 ～ 1． 0 cm 左右的间隔，形成空气层; 将

200 μL 抗 KANA 凝胶快速加入柱中，待自然沉积后，加入上层筛板 d，压实，形成 K-检测层。
2． 5 牛奶样品处理及分析

取 1 mL 的新鲜原奶于 5 mL 离心管中，加入 2 mL PBST 样本稀释液，涡旋混合 10 s，全部上样测定。
取出凝胶检测柱垂直置于柱架上，待温度稳定至室温; 取 5 mL 聚苯乙烯离心管，加入 1 mL 不同浓

度的标准品或 1 mL 检测样品，两种药物的酶标抗原( 4 ×104 倍稀释的 GEN-HRP、104 稀释的 KANA-
HRP) 各 70 μL，再加入 0． 05 mol /L PBS( pH 7． 4) 至 3 mL，涡旋混合 10 s 至均匀分散; 将混合溶液小心

垂直加入到凝胶检测柱中，控制流速不得超过 1 滴 / s; 待溶液自然流干后，用 5 ～ 7 倍柱床体积的 PBST
缓冲溶液进行彻底淋洗并挤干柱床; 加入 150 μL 底物溶液( A 液∶ B 液=1∶ 1，V /V) ，并迅速用洗耳球将

底物溶液挤入并充满整个反应柱床进行显色反应; 在加入底物溶液 6 min 时，观察显色情况，进行拍照，

判定阴阳性。根据文献［6］报道，利用 Adobe Photoshop 7． 0． 1 软件对照片中凝胶试验柱内颜色进行分

析，记录 HSB 模式下的参数 S( % ) 的饱和度值。
取 10 个空白奶样，编号 1# ～ 10#，随机添加卡那霉素或庆大霉素标准品，室温下静置 15min 后，制备

成 10 个盲样，分别采用本研究建立的凝胶 ELISA 方法和 UPLC-MS /MS 方法进行测定，比较测定结果。

3 结果与讨论

3． 1 方法原理

经 CN-Br 活化的 Sephrose 4B 凝胶作为固相载体，偶联羊抗鼠 IgG。加入单克隆抗体与固定的 IgG
特异性地发生反应，过量的单克隆抗体受重力作用直接流出小柱。再从柱口处加入药物和酶标抗原，共

同竞争有限的单克隆抗体，最后加入 TMB 底物显色。呈现蓝色为阴性样本，呈现无色为阳性样本。通

过在单一层析柱中设置多个凝胶检测层，本方法可实现同步检测。反应原理示意图如图 1 所示。
3． 2 方法灵敏度

考察方法对两种药物标准品检测的能力。设置 GEN 标准品的浓度分别为 0，0． 5，1． 0，2． 0，5． 0
和 20． 0 μg /L，KANA 标准品的浓度分别为 0，1． 0，2． 0，5． 0，10． 0，20． 0 μg /L，加入底物后观察显色情

况，如图 2 所示。结果表明，对于检测柱上层的 KANA 检测层和下层的 GEN 检测层，在零标空白柱中，

两个药物的检测层均显色良好，随着药物浓度的增加，药物占据了越来越多的抗体结合位点，导致参与

反应的酶标抗原越来越少，所以检测层的颜色逐渐变浅直至消退。对 KANA 而言，在 2． 0 μg /L 浓度水

平时，颜色基本抑制完全; 对 GEN 而言，在 2． 0 μg /L 浓度水平时，颜色也基本抑制完全。因此，可以将

本研究建立的 GEN-KANA 凝胶 ELISA 方法的灵敏度定为 2． 0 μg /L。
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图 1 检测庆大霉素和卡那霉素的可视化凝胶 ELISA 方法原理

Fig． 1 Schematic diagram of the detection of gentamicin ( GEN) and kanamycin ( KANA) with
visual Gel-ELISA method

3． 3 牛奶样品分析

考察本方法对牛奶样品中两种药物残留的检测能力。取牛奶空白样品，添加 3 个浓度梯度的 GEN
和 KANA 标准品，涡旋混合均匀。按前处理方法进行处理，进行凝胶柱测定，判定方法对牛奶样品的检

图 2 GEN-KANA 凝胶 ELISA 方法标准溶液中灵敏度

确定

Fig． 2 Detection results of GEN-KANA Gel-ELISA in
standard solutions

测限，结果如表 1 所示。

表 1 牛奶样品中 GEN-KANA 凝胶 ELISA 方法测定( n=3)
Table 1 Detection results of GEN-KANA in spiked milk samples
by Gel-ELISA( n=3)

药物
Drug

添加浓度
Spiked level

( μg /L)

检测层显色
Color of

detection layer

饱和度
珔Xs ±SD

( % ，n=3)

结果判定
Result

庆大霉素
GEN

0 浅蓝色
Light blue 55． 0±2． 0 －

5 无色 No color 7． 7±1． 2 +
10 无色 No color 5． 0±1． 0 +

卡那霉素
KANA

0 浅蓝色
Light blue 53． 3±2． 5 －

5 无色 No color 5． 3±1． 5 +
10 无色 No color 3． 0±1． 0 +

+: Positive; －: Negative．

实验结果表明，在空白牛奶样品中，GEN 检测层

和 KANA 检测层显色良好，饱和度平均值分别为55． 0%和 53． 3%，呈阴性结果; 在牛奶添加浓度为 5 和

10 μg /L 时，GEN 检测层和 KANA 检测层基本不显色，饱和度平均均值在 7． 7% ～ 3． 0% 之间，均呈阳性

结果。因此，本方法对牛奶中 GEN 和 KANA 的检测限，即 Cut-off 值均为 5． 0 μg /L。
3． 4 方法的特异性

依据观察高浓度类似化合物的交叉反应情况评估方法特异性。取 4 支凝胶检测柱，结果如图 3 所

示，从左到右依次添加药物情况如下: ( a) 添加 5 μg /L KANA、5 μg /L GEN; ( b) 添加 500 μg /L 链霉素

( STR) ; ( c) 添加 500 μg /L 新霉素( NEO) ; ( d) 添加 500 μg /L 妥布霉素( TOB) 。按 2． 7 节方法步骤操

作，加入底物后观察显色情况。结果表明，本方法对 5 μg /L 的 GEN 和 KANA 表现了很好的检测效果，

而对其它 3 种氨基糖苷类药物，在 10 倍浓度时，未呈现抑制效果，说明本研究建立的 GEN-KANA 可视
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图 3 GEN-KANA 凝胶 ELISA 方法特异性测定

Fig． 3 Specificity of GEN-KANA Gel-ELISA assay
STR 为链霉素，NEO 为新霉素，TOB 为妥布霉素。

STR: Streptomycin，NEO: Neomycin，TOB: Tobramycin．

化凝胶 ELISA 的特异性良好，根据文献［13］所述公

示计算，交叉反应率＜1． 0%。
3． 5 实际样品分析

采用本方法测定 10 个牛奶盲样，以初步评价方

法的有效性，结果见表 2。结果表明，采用本方法可

以测到 4 个庆大霉素阳性样本，3 个卡那霉素阳性样

本，与UPLC-MS /MS 测定结果完全相符。

表 2 牛奶盲样中庆大霉素和卡那霉素的检测结果比较( n=3)
Table 2 Comparison of detection results of blind milk samples by Gel-ELISA and UPLC-MS /MS( n=3)

编号 Number 1# 2# 3# 4# 5# 6# 7# 8# 9# 10#

Gel-ELISA
GEN － + － － － － + + + －
KANA － － + － + + － － － －

UPLC-MS /MS
GEN ND 45． 2±

2． 5 ND ND ND ND 23． 6±
2． 0

94． 5±
4． 2

65． 5±
3． 6 ND

KANA ND ND 103． 6±
5． 5 ND 25． 8±

1． 5
55． 3±
3． 2 ND ND ND ND

ND: 未检出; GEN: 庆大霉素; KANA: 卡那霉素。
ND: Not detectable; GEN: Gentamicin; KANA: Kanamycin．

4 结 论

本研究建立了牛奶中可同步检测庆大霉素和卡那霉素的可视化凝胶 ELISA 方法，对庆大霉素和卡

那霉素的灵敏度为 2． 0 μg /L，对牛奶中的庆大霉素和卡那霉素的检测限均为 5 μg /L。本方法采用一步

法进行检测，简单快速，无需其它仪器设备，检测时间仅为 15 min，特异性好。
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A Visual Gel-Enzyme-Linked Immunosorbent Assay for
Simultaneous Detection of Gentamicin and Kanamycin in Milk

XU Fei1，LI Jing-Ya2，ZHOU Jie2，LIU Mao-Lin1，LIU Yi-Ming1，WANG Jian-Fen3，DING Shuang-Yang* 2，LI Xiu-Bo* 1
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Chinese academy of Agricultural Sciences，Beijing 100081，China)

2( National Reference Laboratory for Residues of Veterinary Drugs，China Agricultural University，Beijing 100193，China)
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Abstract A visual gel-enzyme-linked immunosorbent assay ( Gel-ELISA) assay for simultaneous detection of
gentamicin ( GEN ) and kanamycin ( KANA ) in milk was described． In the gel detection column，two
detection layers were filled with CN-Br activated Sephrose 4B gel as solid phase carrier，which was coupled
with goat anti-mouse IgG． The anti-GEN and anti-KANA monoclonal antibodies were added to combine with
the carrier respectively in each layer． Gentamicin and kanamycin drugs in sample competed with corresponding
enzyme-labeled antigens for the immobilized antibody on the column，and the drugs could be detected by the
chromogenic reaction of substrate 3，3'，5，5'-tetramethylbenzidine． This approach was a yes /no method after
color detection by naked eyes with the detection time of 15 min． The sensitivity of the Gel-ELISA method was
2 μg /L，and the detection limit ( Cut-off value) for gentamicin and kanamycin in raw milk was 5 μg /L． The
detection results of the ten blind milk samples by the proposed Gel-ELISA method were consistent with those
obtained by ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry ( UPLC /MS-MS) ．
Keywords Gel-enzyme-linked immunosorbent assay; Gentamicin; Kanamycin; Simultaneous detection;

Milk
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