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［摘　要］　为验证自主研发的阿维菌素类药物化学发光免疫试剂盒的检测效果，采用化学发光微

粒子免疫法和液相色谱－质谱法对牛肝、牛肉样品中阿维菌素类药物残留量进行检测，并比对２种

方法试验结果的差异。结果表明：这种试剂盒标准曲线ＩＣ５０值的波动范围为１４．８０５～２６．２３５ｎｇ／Ｌ，

对牛肝、牛肉样品在２、４、８μｇ／ｋｇ３个水平做加标回收试验，其回收率均在９５．２５％ ～１０４．５５％之

间，变异系数ＣＶ均小于１５％，对牛肝、牛肉样品的最低检测限分别为１．４６３、１．３９２ｎｇ／ｋｇ。这种方

法与液相色谱－质谱法检测实际样品的阴、阳性判断结果一致。该方法高效、可靠，可满足现场快

速检测动物组织中阿维菌素类药物残留的需要。
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　　阿维菌素类药物（Ａｖｅｒｍｅｃｔｉｎｓ，ＡＶＭｓ）是由放

线菌产生的一组大环内酯类抗生素，包括阿维菌素

（ＡＶＭ）、伊维菌素（ＩＶＭ）、多拉菌素（ＤＯＲ）等［１］。

商品化的阿维菌素为８个化学结构相近的化合物

中活性最强的两个同体系的混合物，是一种优良的

新型农畜两用抗生素［２－３］。阿维菌素对绝大多数

有重要经济价值动物中的寄生虫和节肢动物均有

很强的抑杀作用，其作用机制独特，使用方便，被誉

为近几十年来抗寄生虫药物研究的重大突破［４－６］。

阿维菌素作为脂溶性药物，生物体均能很好地吸

收，其广泛分布于全身组织，且残留时间较长，消除

缓慢。阿维菌素对中枢神经系统损害最为多见，严

重者可因频繁抽搐窒息或出现室颤而死亡［７－８］，因

而ＷＨＯ将其列为高毒化合物，其动物源食品中的

残留检测工作引起各国的极大关注［９］。２００２年１２

月我国农业部公告第２３５号文件规定在所食用牛

的脂肪、肝中的最高残留量为１００μｇ／ｋｇ，肾的最高

残留量为５０μｇ／ｋｇ，将检测阿维菌素类药物的残留

量列为残留监控重点［１０］。

目前，国外阿维菌素化学发光微粒子免疫试剂

盒研发处于成熟期，原装进口的产品价格昂贵，导

致检测成本过高。由于阿维菌素类药物本身有很

多种，开发出可以同时检测阿维菌素类的多种药物

的试剂盒，这种试剂盒在检测单一药物残留的同时

也可以对一类药物的总残留检测，可实现兽药残留

检测的集成化，大大降低检测成本等。常见的检测

阿维菌素类药物残留量的方法主要是以荧光衍生

化检测为基础的高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）［１１－１２］、气

相色谱 －质谱法（ＧＣ－ＭＳ）、液相色谱 －质谱法

（ＬＣ－ＭＳ）和酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）等［１３－１５］。

本研究采用快速筛选方法对样品筛查后，检测为阳

性的样本，再用液质联用的方法确证，可对大量样

本实现快速检测。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　样品与试剂　牛肝、牛肉购买于农贸市场、

菜市场、街边摊贩；阿维菌素类药物试剂盒（自主研

发）；阿维菌素、埃普菌素标准品：美国 Ｓｉｇｍａ公司；

乙腈（色谱纯）；冰乙酸、三乙胺、中性氧化铝分析

纯，天津市富宇精细化工有限公司。

１．１．２　仪器与设备　磁免疫全自动化学发光检测

仪（自主研发），高速电动匀浆机（ＦＳＨ－Ⅱ型，江苏

中大仪器厂），恒温振荡器（ＣＨＺ－８２Ａ，上海百典仪

器设备有限公司），高速离心机（ＧＴ１６－３Ａ，北京时

代北利离心机有限公司），涡旋仪（ＱＬ－９０１，海门

市其林贝尔仪器制造有限公司），分析天平（ＥＳＪ２００

－４，沈阳龙腾电子有限公司），微量移液器（单道

２０～２００μＬ、１００～１０００μＬ、多道 ２５０μＬ，美国

Ｔｈｅｒｍｏ公司），ＬＣ－ＭＳ液质联用仪（ＴＳＱＱｕａｎｔｕｍ

Ｕｌｔｒａ，美国Ｔｈｅｒｍｏ）。

１．２　方法

１．２．１　样品前处理　用均质器均质样本，称取５．０

±０．０５ｇ均质物至５０ｍＬ聚苯乙烯离心管中，加入

１０ｍＬ甲醇，用涡旋仪涡动１ｍｉｎ，再用振荡器振荡

１０ｍｉｎ；３０００ｇ以上，１５℃离心１０ｍｉｎ；移取上清液

２０μＬ至２ｍＬ聚苯乙烯离心管中，加入复溶工作液

按１∶９体积比进行稀释（２０μＬ样本 ＋１８０μＬ复溶

工作液），取２０μＬ用于分析。

１．２．２　样品检测方法　分别吸取２０μＬ标准品或

样本，然后加入２０μＬ发光标记物，再加２０μＬ荧

光素标记物，充分混匀后，３７℃温育１５ｍｉｎ；加入包

被有羊抗 ＦＩＴＣ单克隆抗体的顺磁性纳米微珠

８０μＬ，混匀后在３７℃温育５ｍｉｎ；用磁分离架分离

５ｍｉｎ，弃上清后用清洗液３００μＬ冲洗复合物沉淀；

上述清洗步骤重复２～４次；所得分离好的复合物

直接放入测量暗箱，加入激发底物１和激发底物２，

延迟３ｓ后检测发出的发光值。

１．２．３　阿维菌素类药物浓度的计算　百分吸光率

的计算［１６］，标准品或样品百分吸光率等于标准品

或样品的吸光度值的平均值除以空白溶液的吸光

度值的平均值，再乘以１００％，即百分吸光率（％）

＝Ｂ／Ｂ０×１００％，Ｂ－标准品或样品溶液的平均吸

光度值，Ｂ０－空白溶液的平均吸光度值。将样品

的百分吸光率代入标准曲线中，从标准曲线上读出

样品所对应浓度，乘以其对应稀释倍数即为样品中

阿维菌素类药物实际浓度。
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１．２．４　试剂盒相关指标检测方法　分别对试剂盒

的特异性、灵敏度、精密度、准确度进行试验［１７］，并

将其中灵敏度、精密度和准确度与 ＬＣ－ＭＳ检测的

灵敏度、精密度和准确度进行对比。

试剂盒特异性的测定采用特异性用交叉反应

率来表示，选择与阿维菌素类似结构和类似功能的

药物，将不同浓度的阿维菌素类似物，替代阿维菌

素标准溶液，测定其标准曲线，并计算交叉反应率。

交叉反应率（％）＝ 引起５０％抑制的阿维菌素浓度
引起５０％抑制的阿维菌素类似物浓度×１００％

　　试剂盒检测限的确定：分别对空白牛肝、牛肉

样品进行２０次检测，计算阿维菌素类药物的浓度，

检测限ＬＯＤ＝Ｓ＋３ＳＤ（Ｓ为阿维菌素类药物的浓

度平均值，ＳＤ为标准差），即为试剂盒检测实际样

品的最低检测限。

试剂盒精密度和准确度的测定：在检测为阴性

的牛肝、牛肉样本以２．０、４．０、８．０μｇ／ｋｇ阿维菌素

类药物进行添加，每种样品、每个浓度各６个平行，

用试剂盒提供的操作方法提取测定，计算测定样品

的回收率。抽取三批试剂盒，每批试剂盒测定同一

份样品６次，分别计算测定样品的回收率及批内、

批间变异系数。

１．２．５　试剂盒与ＧＣ－ＭＳ检测结果比较　随机抽取

市场上售卖的牛肝、牛肉样本各２０份，分别用试剂盒

方法和 ＬＣ－ＭＳ法进行检测。ＬＣ－ＭＳ参考《ＧＢ／Ｔ

２０７４８－２００６牛肝和牛肉中阿维菌素类药物残留量的

测定液相色谱－串联质谱法》，其中对动物源性食品

样品中阿维菌素类药物的检出限为４μｇ／ｋｇ。

２　结果与分析

２．１　标准曲线　分别测定０、０．０２、０．０５、０．１、０．２、
０．５μｇ／Ｌ６个浓度的标准液的吸光度值（Ａ）。以阿
维菌素浓度对数值（Ｌｏｇ）为横坐标，各对应浓度的
百分吸光率％为纵坐标，制作标准曲线，以阿维菌
素标准品浓度的对数（Ｌｏｇ）为横坐标，抑制率
ｌｎ［Ｂ／（Ｂ０－Ｂ）］为纵坐标建立双对数直线拟合曲
线，数学模型为ｌｎ［Ｂ／（Ｂ０－Ｂ）］＝ａ＋ｂｌｏｇＣ。从图
１和图 ２中可知，标准曲线回归方程为：Ｙ＝
－２．４１３４Ｘ＋４．４６１８，相关系数Ｒ２＝０．９９４９，说明试

剂盒线性关系良好。

图１　标准曲线

图２　标准曲线方程

２．２　试剂盒灵敏度的确定　由表１可知，阿维菌
素类药物化学发光快速检测试剂盒标准曲线 ＩＣ５０
值的波动范围为１４．８０５～２６．２３５ｎｇ／Ｌ。对空白牛
肝、牛肉样品进行２０次检测，测定结果的平均值加
上３倍标准差即为试剂盒检测实际样品的最低检
测限，结果见表２、表３。由表２、表３可知，本试剂
盒对空白牛肝、牛肉的最低检测限为分别为１．４６３、
１．３９２ｎｇ／ｋｇ。

表１　阿维菌素类药物化学发光试剂盒ＩＣ５０统计表（ｎｇ／Ｌ）
批号 ＩＣ５０ ＩＣ５０的平均值 标准曲线ＩＣ５０范围

１ １４．８０５ １７．６２０ １６．２８９ ２０．７３６ ２５．４６３ ２０．１７２
２ ２０．１９８ １９．９０９ ２１．２３６ １９．６２９ １７．４９２ ２２．５８９
３ １７．８６９ １６．８９６ ２６．２３５ １９．３５２ ２０．８６１ ２３．５６７

２０．０５１ １４．８０５～２６．２３５
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表２　空白牛肝测定结果统计表（ｎｇ／ｋｇ）
样本 空白牛肉ｎｇ／ｋｇ 平均值 标准差 最低检测限

样本号 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０
测定值 ０．６９１ １．１２５ ０．５６４ ０．６３７ ０．１７９ ０．２８５ ０．７５８ ０．５４２ ０．２１８ ０．６９１
样本号 １１ １２ １３ １４ １５ １６ １７ １８ １９ ２０
测定值 ０．２５８ ０．７５３ ０．２３３ ０．３９７ ０．３５７ ０．４５１ １．２３４ ０．３２６ ０．５６７ ０．２５８

０．５３９ ０．３０８ １．４６３

表３　空白牛肉测定结果统计表（ｎｇ／ｋｇ）
样本 空白牛肉ｎｇ／ｋｇ 平均值 标准差 最低检测限

样本号 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０
测定值 ０．５１２ １．０６９ ０．３６７ ０．１５６ ０．６５２ １．１１２ ０．５２３ ０．２４７ ０．１１６ ０．６２３
样本号 １１ １２ １３ １４ １５ １６ １７ １８ １９ ２０
测定值 ０．８６９ ０．５６１ ０．７６８ ０．１２９ ０．５６９ ０．３６９ ０．４１３ ０．１５９ ０．６３９ ０．５９１

０．５２２ ０．２９０ １．３９２

２．３　试剂盒特异性的测定　试剂盒特异性测定结
果如表４，由表４可知，该抗体对阿维菌素类似药物
的交叉反应率均较高，对阿维菌素、埃普菌素具有

较好的特异性。

表４　交叉反应率
药物名称 交叉反应率／％
阿维菌素 １００
埃普菌素 １３０
依维菌素 ３３
多拉菌素 ＜１０

２．４　试剂盒精密度和准确度的测定　对空白牛
肝、牛肉以２、４、８ｎｇ／ｋｇ３个浓度分别阿维菌素、
埃普菌素进行添加，各 ６个平行，按 ２．２．２项操
作方法测定，计算平均回收率，由表 ５、表 ６可
知，牛肝、牛肉样品中阿维菌素类药物 ３个浓度
添加的平均回收率范围在 ９５．２５％ ～１０４．５５％
之间，批内、批间变异系数均小于 １５％。符合
《农业部文件》农医发［２００５］１７号附件 ２中试
剂盒备案参考标准。

表５　牛肝样品准确度与精密度测定结果表

分类 批号 加标量／（ｎｇ·ｋｇ－１） 测定均值／（ｎｇ·ｋｇ－１） 标准差 回收率／％ 批内ＣＶ／％ 批间ＣＶ／％

阿维菌素

１ ２ １．９８７ ０．１７７ ９９．３５ １１．３

２ ２ １．９６５ ０．１６０ ９８．２５ １０．８ １３．１

３ ２ ２．０３３ ０．１６９ １０１．６５ １１．６

１ ４ ４．１８２ ０．３５８ １０４．５５ ９．７

２ ４ ４．０４２ ０．１５２ １０１．０５ １０．５ １２．９

３ ４ ３．９５７ ０．１６９ ９８．９２ １０．２

１ ８ ７．６６４ ０．３２８ ９５．８０ １０．２

２ ８ ８．０５０ ０．１３４ １００．６２ １１．５ １３．３

３ ８ ７．９９３ ０．１９９ ９９．９１ １０．７

埃普菌素

１ ２ １．９０６ ０．１８２ ９５．２５ １０．８

２ ２ １．９１６ ０．０５３ ９５．８１ ９．８ １２．６

３ ２ １．９７１ ０．１００ ９８．５５ １０．５

１ ４ ３．９０７ ０．１９０ ９７．６７ １１．５

２ ４ ３．８９７ ０．２０２ ９７．４２ １０．９ １４．０

３ ４ ３．９４０ ０．０８２ ９８．５０ １１．８

１ ８ ７．８４２ ０．１３９ ９８．０２ ９．９

２ ８ ７．８９６ ０．１１６ ９８．７０ １０．０ １２．８

３ ８ ７．９６９ ０．１５７ ９９．６１ １０．３
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表６　牛肉样品准确度与精密度测定结果表
分类 批号 加标量／（ｎｇ·ｋｇ－１） 测定均值／（ｎｇ·ｋｇ－１） 标准差 回收率／％ 批内ＣＶ／％ 批间ＣＶ／％

阿维菌素

１ ２ １．９０５ ０．１２２ ９５．２５ １０．９

２ ２ １．９４６ ０．０７４ ９７．３０ １０．３ １３．３

３ ２ １．９８９ ０．１１８ ９９．４５ ９．９

１ ４ ４．０８８ ０．１８１ １０２．２０ ９．８

２ ４ ３．８９８ ０．１１３ ９７．４５ １０．１ １２．５

３ ４ ４．０２１ ０．０９９ １００．５２ ９．６

１ ８ ８．１０１ ０．１６７ １０１．２６ １０．７

２ ８ ７．９９８ ０．１１５ ９９．９７ １１．３ １４．２

３ ８ ８．０５５ ０．１５９ １００．６８ １０．４

埃普菌素

１ ２ １．９００ ０．１２１ ９５．００ １０．２

２ ２ ２．００８ ０．１１０ １００．４０ １０．８ １２．９

３ ２ １．９８４ ０．０２８ ９９．２０ ９．７

１ ４ ３．８６１ ０．２４８ ９６．５２ １０．５

２ ４ ３．９５６ ０．０６１ ９８．９０ １０．３ １３．６

３ ４ ３．９８７ ０．０８５ ９９．６７ １１．１

１ ８ ７．８７５ ０．１７６ ９８．４３ １２．１

２ ８ ７．８５２ ０．０３７ ９８．１５ １１．６ １４．４

３ ８ ７．９２７ ０．０７７ ９９．０８ １０．８

２．５　试剂盒与仪器方法检测结果比较　试剂盒与
仪器方法检测结果见表７，仪器方法中牛肝、牛肉的
检测限（０．５μｇ／ｋｇ）为阳性判定线，低于阳性判定
线的值，检测结果以“－”表示，高于或等于阳性判
定线的值以实际检测结果表示。对农贸市场和菜

市场的牛肝、牛肉２种样品结果可知，检测结果基
本低于国家最高残留量。由表７可知，化学发光微
粒子试剂盒检测结果与仪器方法法检测结果相吻

合，表明这种试剂盒方法的准确度达到国家标准检

测水平。

表７　试剂盒与仪器方法检测结果的比较（μｇ／ｋｇ）

样品 方法 检测值

样本号 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０

试剂盒 － － － － － ５．８９ － － － －

牛肝 仪器方法 － － － － － ５．３１ － － － －

μｇ／ｋｇ 样本号 １１ １２ １３ １４ １５ １６ １７ １８ １９ ２０

试剂盒 － ６．０３ － － － － － － －

仪器方法 － ５．８７ － － － － － － －

样本号 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０

试剂盒 － － － － ３．６９ － － － －

牛肉 仪器方法 － － － － ３．２２ － － － －

μｇ／ｋｇ 样本号 １１ １２ １３ １４ １５ １６ １７ １８ １９ ２０

试剂盒 － － － － － － － － － ３．４３

仪器方法 － － － － － － － － － ３．１２

注：仪器检测结果包含阿维菌素和埃普菌素
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３　讨论与小结
目前市场上有多家国内外厂家生产销售阿维

菌素试剂盒，商品化的试剂盒多采用酶联免疫法，

国内阿维菌素ＥＬＩＳＡ产品处于成熟期［１８］。自主研

发生产的阿维菌素类药物试剂盒采用直接竞争化

学发光微粒子免疫法，用包被有羊抗 ＦＩＴＣ单克隆
抗体的顺磁性纳米微珠磁分离复合物，检测的灵敏

度与可测范围远远高于酶联免疫法，兼具ＥＬＩＳＡ法
的简便操作及短时反应等性能，且可检测单一药物

或一类药物的总残留，实现农兽药残留检测的集成

化；与传统色谱质谱类仪器分析方法相比，检测结

果一致，但样品前处理方法简单，后续检测实现大

量样本的同步检测，分析周期短、检测设备投入

少［１９］。现阶段国内化学发光产品处于导入期或成

长期，基本依赖进口。

本研究采用化学发光微粒子免疫法对牛肝、牛

肉样品中阿维菌素类药物残留量进行检测，验证自

主研发生产的阿维菌素类药物化学发光微粒子免

疫试剂盒检测效果，并将其检测效果与仪器检测方

法做对照。结果表明，阿维菌素类药物化学发光微

粒子免疫试剂盒检测灵敏度高，牛肝、牛肉样品回

收率均在 ９５．２５％ ～１０４．５５％之间，变异系数 ＣＶ
均小于１５％，对牛肝、牛肉样品的最低检测限分别
为１．４６３、１．３９２ｎｇ／ｋｇ，低于国家规定最高残留量。
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