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磁敏传感器竞争免疫法检测牛奶中的氯霉素残留量
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摘 要 利用直接竞争免疫原理和巨磁致电阻效应，建立了磁敏生物传感器检测氯霉素的方法。制备氯霉素
半抗原芯片，依次加入待测样品、生物素化抗体、链霉亲和素磁颗粒偶联物，使之发生竞争免疫反应，再利用传
感器检测芯片上结合的磁颗粒数目。通过对检测条件的优化，建立了氯霉素浓度与磁颗粒数目的标准工作曲
线。本方法的检测范围为 0． 05 ～ 100． 0 !g /L; 检出限为 50 ng /L; 用于牛奶检测，回收率为 95． 97% ～ 99． 36% ;
批内相对标准偏差为 0． 8% ～ 3． 9%，批间相对标准偏差为 1． 1% ～ 1． 7% ; 与 ELISA方法的一致相关系数达到
0． 98。本方法可在 30 min内快速完成定量检测，为快速多靶标磁敏竞争免疫检测体系的建立提供了可行性。
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1 引 言
目前，食品安全已成为全社会共同关注的公共卫生问题。氯霉素( Chloramphenicol，CAP) 作为抗生

素，曾广泛应用于养殖业，但其有较强的副作用和毒性，可导致再生障碍性贫血、粒细胞缺乏症及二重感
染; 婴儿长期食用含有微量 CAP的食品，会引起“灰婴综合症”［1，2］。我国农业部第 235 号文件公告《动
物性食品中兽药最高残留限量》文件规定了 CAP等多种抗生素不得在动物源性食品中使用［3］。但在利
益驱动下，违规滥用抗生素类药物及其它非法食品添加剂的情况屡见不鲜。为保障食品安全，建立同时
检测 CAP及其它违禁药物残留量的方法研究具有重要意义［4］。
目前，检测 CAP较灵敏的方法有气相色谱-质谱联用法( GC-MS) 、液相色谱-质谱联用法( LC-MS) 、

酶联免疫吸附法( ELISA) 及胶体金试纸条。GC-MS和 LC-MS方法的检出限可达到 0． 1 !g /L，但对实验
室要求条件高、检测方法复杂，仪器昂贵［5 ～ 7］; ELISA方法的检出限可达到 50 ng /L，但检测时间过长，需
要 2 h，且每次只能检测一种靶标，无法同时检测多种兽药［8］; 胶体金试纸条的定量准确性差［9］。因此
建立一种快速、灵敏、多靶标的检测违禁药物的技术迫在眉睫。磁敏传感器技术具有干扰低、体积小、生
产成本低、对磁信号响应灵敏等特点，作为新型生物分子检测技术，近年来在国际上广受关注。磁隧道
结( Magnetic tunnel junction，MTJ) 传感器是一种新型的利用巨磁阻效应的磁敏传感器，每个传感器是由
0． 3 !m ×0． 6 !m的微小传感器单元组成，在 1 mm2 内有上百万个微小传感器单元，每个微小单元对磁

信号的响应都可以通过微处理器控制，因此每个 MTJ 传感器可以根据检测需要划分成若干个检测
区［10 ～ 12］，从而实现多靶标检测。
本实验以磁隧道结传感器为平台，以氯霉素为模拟靶标，建立基于磁敏传感器的竞争免疫定量检测

体系。本方法检测速度快、灵敏度高，可以在室温下操作，且具有通用性，因而可以推广至其它兽药残留
或非法食品添加剂检测，如瘦肉精、苏丹红、催熟剂等; 而且利用其高通量特点，可以进行多靶标检测。

2 实验部分
2． 1 仪器与试剂
磁敏传感器磁信号检测仪样机及配套测试卡( 图 1，北京慈欣生物科技有限公司与中国科学院理化

技术研究所联合研制) ; 硅片( 10． 7 mm × 6． 6 mm × 0． 75 mm，二氧化硅膜厚 200 nm，北京大学微电子
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系) ; 3K15 冷冻离心机( 德国 Sigma公司) ; RT-2100C酶标仪( 雷杜公司) ; L0107-1A注射泵( 保定兰格恒
流泵有限公司) ; 超滤管( 北京欣经科生物公司) ; BX51 荧光显微镜( Olympus公司) 。
氯霉素( Sigma公司) ; 牛血清白蛋白( BSA，北京欣经科生物技术公司) ; 氯霉素-牛血清白蛋白偶联

物( CAP-BSA) ，CAP抗体( 北京博迈生物技术公司) ; N-生物素羟基琥珀酰亚胺酯( NHS-Biotin，Alfa-
Aesar公司) ; 红霉素标准品( 中国药品生物制品检定所) ; 链霉亲和素-超顺磁颗粒( SA-beads，法国
Ademtech公司) ; 链霉素标准品，氯霉素 ELISA 检测试剂盒( 北京华安麦科生物技术有限公司) ;
K4Fe( CN) 6·3H2O( 分析纯，北京化学试剂公司) ; ZnSO4 ( 分析纯，汕头市西陇化工厂) ; 牛奶( 购自超

图 1 磁敏传感器检测仪( A) 及配套磁敏传感器测试卡
( B) ( 50 mm × 40 mm)
Fig． 1 Photographs of tester ( A ) and test cartridge ( B ) of
magnetic tunnel junction ( MTJ) array magnetic biosensor

市) ; 实验用水均为超纯水。
2． 2 实验步骤
2． 2． 1 CAP抗体的生物素化 用二甲基甲酰胺
( DMF) 将 NHS-Biotin 配成 10 mmol /L 的溶液，将
NHS-Biotin与抗 CAP抗体按 20: 1( 摩尔比) 混合，
在 4 ℃反应 12 h，获得生物素化单抗( Biotin-Ab) 。
转移至超滤管中，在 4 ℃，以 9000 r /min 离心 3
次，每次 10 min，除去未反应 NHS-Biotin，分装，于
"20 ℃保存。
2． 2． 2 缓冲溶液及稀释液的配制 碳酸盐缓冲
液( pH 9． 6 ) 的配制: 秤取 0． 159 g Na2CO3 和 0．
293 g NaHCO3，使用超纯水溶解并定容至 100 mL，用作包被缓冲液。磷酸盐缓冲溶液( PBS，pH 7． 4) 的
配制: 称取 1． 439 g KH2PO4 和 0． 24 g Na2HPO4，使用超纯水溶解并定容至 1 L。0． 2% 吐温 20-磷酸盐
缓冲溶液( PBST) 的配制: 量取 500 mL PBS 溶液，向其中加入 1 mL 吐温 20，摇匀，作为清洗液。0． 1%
BSA-PBST溶液的配制: 称取 0． 1 g BSA，加入 100 mL PBST 溶液中，摇匀，用于稀释 Biotin-Ab 及 SA-
beads。1% BSA-PBST溶液的配制: 称取 1 g BSA，加入 100 mL PBST溶液中，摇匀，作为封闭液。以上所
有溶液均加入 0． 04% NaN3，于 4 ℃保存。
2． 2． 3 样品的采集和处理 随机选取 2 个品牌的鲜牛奶，参照文献［13］的方法进行样品前处理。在
4 ℃下，将牛奶以 3500 r /min离心 10 min，去除脂肪及沉淀; 取 1 mL脱脂后的牛奶，加入 30 !L 17． 2%
K4Fe( CN) 6·3H2O，出现沉淀，漩涡混合振荡 5 min，再加入 30 !L 53． 5% ZnSO4，漩涡混合振荡 5 min，
在4 ℃，以 3500 r /min，离心 10 min; 取上清液用 PBS 按体积比 1∶ 1 稀释，4 ℃保存，待测。
2． 2． 4 氯霉素分析过程 全部反应过程在室温下进行。取 CAP-BSA包被液，滴加在芯片测试区域，在

图 2 磁敏传感器竞争免疫检测流程图
Fig． 2 Working principle of magnetic biosensor with
competitive immunoassay

湿度为 90%的环境中温育 10 min; 加入封闭液，温育
5 min; 移除封闭液，将芯片装入测试卡，向测试卡中
注入 40 !L Biotin-Ab 与 40 !L CAP 标准溶液( 样
品) ，室温下反应，此时样品或标准溶液中 CAP 与固
定抗原竞争结合 Biotin-Ab，用 PBST 清洗，除去游离
的 CAP 及其与 Biotin-Ab 形成的复合物; 再注入
40 !L SA-beads，室温下反应，用 PBST清洗未反应的
SA-beads; 将测试卡载入传感器中，读出磁颗粒
( Beads) 数目，Beads数目与样品中 CAP 含量呈负相
关。实验流程见图 2。

3 结果与讨论
3． 1 分析条件的优化
3． 1． 1 优化反应时间 为节省成本，用硅片代替芯片进行优化反应时间实验，反应流程相同。硅片上
包被 35 mg /L CAP-BSA 溶液，室温温育 10 min，封闭; 向硅片上加入等体积的 Biotin-Ab 与空白标准溶
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液，室温下分别反应 5，10，15 和 20 min，清洗; 再加入 SA-beads，室温反应 20 min后，清洗; 显微镜下观
察( 如图 3) ，抗原与抗体反应时间越长，磁颗粒密度越大。考虑到 15 min 的结果已满足检测需要，因而
选择 15 min为竞争免疫最佳反应时间。
在此基础上，考察 SA-beads与 Biotin-Ab反应不同时间的实验结果。如图 4 所示，Beads与 Biotin反

应时间越长，磁颗粒密度越大，15 min之后磁颗粒密度没有明显变化，说明反应已达到饱和。本实验中
Beads与 Biotin反应时间选为 15 min。

图 3 抗原与 Biotin-Ab不同反应时间的磁颗粒密度图( Beads与 Biotin-Ab反应 20 min)
Fig． 3 Beads densities of groups of different reaction time between antigen and Biotin-Ab ( beads reacted with Bio-
tin-Ab for 20 minutes)

图 4 Beads与 Biotin-Ab不同反应时间的磁颗粒密度图
Fig． 4 Beads densities of groups of different reaction time between SA-beads and biotin-chloramphenicol ( CAP) anti-
body

3． 1． 2 CAP-BSA 在芯片上的固定条件优化 考察了 CAP-BSA 在 1 ～ 100 mg /L 范围内，加入过量
Biotin-Ab，空白标准溶液的反应结果。随着芯片上 CAP-BSA固定浓度的增加，磁颗粒数目变化如图 5。当
CAP-BSA浓度从 5 mg /L 到 20 mg /L，磁颗粒数呈缓慢增加趋势; 增加到约 50 mg /L时，磁颗粒数目趋于稳
定。通过比较，选磁颗粒数目增加速度较快的浓度为最适固定量［14］，确定最佳固定浓度为 35 mg /L。
3． 1． 3 CAP抗体加入量的优化 固定 CAP-BSA浓度为 35 mg /L，考察 Biotin-Ab 浓度对磁颗粒数目的
影响。如图 6 所示，Biotin-Ab浓度在 2． 5 ～ 5． 0 mg /L范围内，磁颗粒数目随 Biotin-CAP抗体浓度增加而
快速增加; 而在 Biotin-Ab浓度为 5． 0 ～ 40． 0 mg /L，磁颗粒数目缓慢增加。因此 Biotin-Ab的最佳反应浓

图 6 磁颗粒数目与 Biotin-Ab浓度的关系曲线
Fig． 6 Relation curve between concentrations of Biotin-Ab
and number of beads

度为 10 mg /L。

图 5 磁颗粒数目与 CAP-BSA包被浓度的关系曲线
Fig． 5 Relation curve between concentrations of CAP-BSA
and number of beads
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3． 2 CAP检测标准工作曲线
在优化实验条件基础上，绘制标准工作曲线，如图 7。用 SPSS17． 0 进行 t检验，结果显示，置信水平

为 0． 05 时，CAP标准溶液浓度为 50 ng /L 时的结果与空白值有显著差异，因此检出限至少可达到
50 ng /L［15］。图 7A表明，CAP标准溶液在低浓度范围( 0． 05 ～ 10 !g /L) 时，磁颗粒数随 CAP 浓度呈指
数变化; 图 7B表明，在高浓度范围( 10 ～ 100 !g /L) 时，磁颗粒数随 CAP浓度呈线性变化; 两个浓度范围
的标准曲线相关系数均大于 0． 99，表明标准工作曲线拟合良好，可用于样品检测。

图 7 磁敏传感器检测低浓度 CAP时的标准工作曲线( A) 和磁敏传感器检测高浓度 CAP时的标准工
作曲线( B)
Fig． 7 Standard curve for low-concentration chloramphenicol testing by magnetic biosensor ( A) and standard
curve for high-concentration chloramphenicol testing by magnetic biosensor ( B)

3． 3 方法的回收率和精密度
采用添加法测定方法回收率及精密度，检测样品为牛奶。由表 1 和表 2 可见，采用磁免疫法检测牛

奶中氯霉素的平均加标回收率为 95． 97% ～99． 36%，批内相对标准偏差为 0． 80% ～ 3． 87% ( n = 6) ，批
间相对标准偏差为 1． 11% ～1． 73% ( n = 4) ，说明此方法检测牛奶具有良好的精密度和重现性。

表 1 添加法检测回收率、批内和批间精密度结果
Table 1 Recovery and precision in CAP-fortified milk by magnetic biosensor

添加浓度
Added
( !g /L)

平均回收率
Average recovery

批内相对标准偏差
Intra-assay RSD
( %，n = 6)

批间相对标准偏差
Inter-assay RSD
( %，n = 4)

0． 05 99． 36 0． 80 1． 11
5 95． 97 3． 87 1． 73

表 2 加入干扰物( 链霉素和红霉素) 的检测结果
Table 2 Testing results of interferents ( streptomycin and erythromycin) by magnetic biosensor

干扰物
Interferents

浓度
Concentration
( !g /L)

磁颗粒数目
Number of beads ( 珋x ± s)

干扰物
Interferents

浓度
Concentration
( !g /L)

磁颗粒数目
Number of beads ( 珋x ± s)

链霉素
Streptomycin

0 7700 ± 130
5 7670 ± 97
10 7647 ± 94

红霉素
Erythromycin

0 7726 ± 92
5 7693 ± 84
10 7668 ± 97

3． 4 与 ELISA试剂盒对照
分别用磁敏传感器和 ELISA试剂盒对 10 个样品进行检测。对两种方法的检测结果进行线性相关

分析［13］。如图 8 所示，其中三角形点对应的样品超出 ELISA 试剂盒的检测范围，因而出现异常。将其
余样品检测结果作相关分析，结果显示，磁敏传感器与 ELISA检测牛奶的一致相关系数为 0． 98，这说明
磁敏传感器竞争免疫检测方法准确度高，突出了磁敏传感器检测范围宽的优势。
3． 5 磁敏传感器检测氯霉素的特异性测试
分别配制不同浓度的链霉素和红霉素标准品，浓度为 5 和 10 !g /L，同时设阴性对照组，阳性实验组

和阴性对照组作比较。采用 SPSS17． 0 软件统计，进行双样本 t 检验。p ≤ 0． 05 为差异有统计学意
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义［14］。结果发现，不同浓度下的结果与阳性对照组没有显著差异( p ＞ 0． 05 ) ，认为链霉素和红霉素不
会干扰 CAP的检测，即该方法特异性良好。

图 8 磁敏传感器与 ELISA试剂盒检测牛奶中 CAP残留的结
果相关图

Fig． 8 Correlation between CAP concentrations in milk measured
by magnetic biosensor and ELISA kit
■代表样品浓度在两种方法的检测范围内，▼代表样品浓度超出
ELISA试剂盒最高检出限。

■ was in the detection range of both methods，and ▼ was beyond maxi-

mum detection limit of ELISA kit．
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Magnetoresistive Biosensor for Detection of
Chloramphenicol Residue in Milk

SHI Jing-Jing1，3，LIAN Jie1，ZHOU Wen-Wen1，SHI Xi-Zeng2，GAO Yun-Hua* 1

1 ( Technical Institute of Physics and Chemistry，Chinese Academy of Sciences，Beijing 100190，China)
2 ( Beijing Magnetic Chip Biotech Co．，Ltd．，Beijing 100086，China)

3 ( Graduate University of Chinese Academy of Sciences，Beijing 10004，China)

Abstract Based on direct competitive immunoassay principle and giant magnetoresistance ( GMR) effect，a
novel method for detecting chloramphenicol ( CAP) by magnetic biosensor has been developed． The sample，
biotinylated anti-CAP monoclonal antibody，and streptavidin-beads conjugate were added onto the prepared
CAP hapten chips one by one． Subsequently，competitive immune reaction happened and the number of beads
bonded on chips was detected by magnetic biosensor． The standard curve was established by optimizing the
detection condition． This method can be used to detect CAP in a range of 0． 05 － 100． 0 !g /L，detection limit
of 50 ng /L． The analyte recoveries in milk samples ranged from 95． 97% to 99． 36% ． The relative standard
deviations ranged from 0． 8% to 3． 9% for intra-assay and 1． 1% to 1． 7% for inter-assay． The correlation
coefficient between this method and ELISA was 0． 98． Rapid quantitative detection could be accomplished
within 30 minutes using this method． It provides feasibility for the establishment of rapid multi-target magnetic
competitive immunoassay system．
Keywords Magnetic competitive immunoassay; Magnetic biosensor; Chloramphenicol; Number of beads
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