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　　摘要：在国家粮食安全战略下，瘦肉精对人们健康造成很大威胁和冲击，目前市面上三联卡较多，对于盐酸克伦特
罗、莱克多巴胺和沙丁胺醇３种类型的瘦肉精研究较多。通过制备西马特罗单克隆抗体，优化胶体金标记及 Ｃ、Ｔ线
包被条件，制备能够快速检测猪肉中的西马特罗残留量的胶体金快速检测卡。结果表明，单克隆抗体的免疫球蛋白亚

类为ＩｇＧ１，分子量为１４８．５ｋｕ，染色体数目为８３～９１条，亲和常数为２．５１×１０８ｍｏｌ／Ｌ，最适ｐＨ值为７．５，最佳抗体标
记量为６μＬ／ｍＬ，最佳离心条件为８０００ｒ／ｍｉｎ，Ｔ线最适包被浓度为１．０ｍｇ／ｍＬ，Ｃ线包被浓度为０．５ｍｇ／ｍＬ，对西马
特罗的检测限（灵敏度）为１０ｎｇ／ｍＬ，与盐酸克伦特罗、沙丁胺醇、妥布特罗无交叉反应，特异性好。与酶联免疫吸附
法的２０份样品符合率良好，提示新研发的检测卡检测结果准确、灵敏度高，可在屠宰、养殖环节中完成猪肉西马特罗
的现场检测。
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　　瘦肉精，可提高动物瘦肉率，抑制肥肉生
长［１－３］。对于瘦肉精的快速检测，科研工作研发快

速检测卡、试剂盒等［４］，柳海燕等研制成功可用于

现场检测二联速测纸条，可测定２项瘦肉精［５］。任

清丹等对三联速测卡准确度优化提出改进措施，提

供技术攻关［６］。喻俊磊等对动物源性食品中 ３项

瘦肉精检测卡进行稳健性评价，采用评价测试

法［７］。对于盐酸克伦特罗、莱克多巴胺和沙丁胺醇

３种类型的瘦肉精研究较多［８－１１］。

西马特罗，能促进腺苷酸环化酶的合成，从而

降低脂肪合成率，增加肌肉中的蛋白质［１２］。其与盐

酸克伦特罗、沙丁胺醇、莱克多巴胺等１０余种物质
类似，俗称均为瘦肉精［１３－１４］。

在国家粮食安全的战略下，瘦肉精对人们的健

康造成了很大的威胁和冲击，人们对于食品安全的

意识逐步加强，科研工作者研发相关的检测方法。

对于西马特罗，目前主要采用高效液相色谱法、气

质联用法、液质联用法及新兴的酶联免疫法进行检
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测，但是对于更加快速的胶体金免疫层析法文献较

少，因此本研究通过制备西马特罗单克隆抗体，优

化胶体金标记以及 ＣＴ线包被条件，制备能够快速
检测猪肉中西马特罗残留量的胶体金快速检测卡。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
２０２０—２０２１年在陕西杨凌进行研制西马特罗，

猪肉组织样品、尿样，采自杨凌家香牧业有限公司。

西马标准品（≥９８．０％）、盐酸克伦特罗 －瘦肉
精（９８．８％）、沙丁胺醇标准品、妥布特罗标准品
（９９．８％），购自于坛墨质检标准物质中心；氯化金、
柠檬酸三钠、抗坏血酸、鞣酸、Ｔｗｅｅｎ－２０购自于西
安企鹅生物科技有限公司；牛血清白蛋白（ＢＳＡ）、聚
乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ）购自于 Ｓｉｇｍａ；Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、羊抗
兔 ＩｇＧ、吸水纸、硝酸纤维素膜（ＮＣ膜）、结合垫、样
品垫购自于上海捷宁生物科技有限公司；其他试剂

均为国产分析纯购自于杨凌三力化玻站。

１．２　仪器与设备
磁力搅拌器，购自于上海梅颖浦仪器仪表制造

有限公司；划膜喷金仪购自于上海捷宁生物科技有

限公司；可编程切条机，购自于上海捷宁生物科技

有限公司；酶标仪，购自于美国伯乐公司；分析天平

（万分之一），购自于梅特勒 －托利多国际贸易（上
海）有限公司；分光光度计购，自于上海天普分析仪

器有限公司。

１．３　方法
１．３．１　西马特罗单克隆抗体制备
１．３．１．１　人工抗原的合成　西马特罗含有芳伯氨
基，在强酸和冷却条件下芳伯氨基可以生成亲电的

重氮盐，与蛋白中的给电子基团如酪氨酸、组氨酸

残基反应，生成偶氮产物，制备成具有良好免疫原

性。本研究采用西马特罗作为半抗原与载体蛋白

（ＨＳＡ、ＢＳＡ、ＯＶＡ等）偶联制备人工抗原［１２］。

将西马特罗、载体蛋白及两者结合物配制成一

定浓度的溶液，然后采用紫外分光光度计进行全波

长扫描，经过计算分析得到人工抗原的结合比和

浓度。

ＣＩＭ－ＢＳＡ、ＣＩＭ－ＨＳＡ、ＣＩＭ－ＯＶＡ结合比分
别为 １０∶１、１５∶１、７∶１，浓度分别 ５．５、６．８、
３．２ｍｇ／ｍＬ。　
１．３．１．２　抗体的制备　（１）动物免疫。以 ＣＩＭ－
ＢＳＡ作为免疫原，免疫雌性 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠。免疫时

间一般需要间隔２周［１５］。（２）单克隆抗体的制备。
３免后第 ７天，采血清测效价，并分离阳性血清作
对照［１６］。

无菌操作取小鼠的脾细胞与 ＳＰ２／０细胞融合
（比例数１０∶１）。待细胞长至孔底的１／２～１／３时，
采用已建立的ＥＬＩＳＡ方法筛选，最终得到３株稳定
分泌单克隆抗体的细胞［１７］，编号为１Ａ－４Ｈ－５Ｇ、
３Ｂ－５Ｇ－３Ｈ、６Ｂ－３Ｄ－３Ｈ。
１．３．２　标记条件优化
１．３．２．１　ｐＨ值条件优化　取６个１．５ｍＬ的离心
管，取１．０ｍＬ胶体金溶液加入到离心管中，使每个
离心管的ｐＨ值依次为７．０、７．５、８．０、８．５、９．０、９．５，
摇匀，分别加入 ５μＬ克伦特罗单克隆抗体，５～
１０ｍｉｎ后再加入 ２０％ＢＳＡ溶液 ２０μＬ，放置 ５～
１０ｍｉｎ后进行离心（８０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），弃上清，
加入２００μＬ复溶液重悬，通过试纸条上Ｔ线的显色
程度确定最佳ｐＨ值。
１．３．２．２　抗体标记量条件优化　取７个１．５ｍＬ离
心管，取１．０ｍＬ胶体金溶液加入到离心管中，将ｐＨ
值调节至７．５，分别在每个离心管中加入１、３、５、１０、
２０、４０μＬ西马特罗单克隆抗体，５～１０ｍｉｎ后再加
入２０％ ＢＳＡ溶液２０μＬ，放置５～１０ｍｉｎ后进行离
心（８０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），弃上清，加入２００μＬ复溶
液重悬。最佳标记量为最小标记量的１．２倍，最小
标记量是抗体加入量最小的情况下检测线抑制效

果佳。

１．３．２．３　离心力优化　取７个１．５ｍＬ的离心管，
取１．０ｍＬ胶体金溶液加入到离心管中，将ｐＨ值调
节至７．５，分别在每个离心管中加入１２μＬ西马特
罗单克隆抗体，摇匀后，静止 ５～１０ｍｉｎ，再加入
２０％ ＢＳＡ溶液２０μＬ，分别于３０００、５０００、８０００、
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ，离心完后看上清液是否澄
清及探针是否容易重悬。

１．３．３　免疫层析垫点样浓度的确定
１．３．３．１　Ｔ线点样浓度的确定　将包被西马特罗
抗原稀释成０．５、０．８、１．０ｍｇ／ｍＬ，包被至 ＮＣ膜上，
根据Ｔ线阴性显色选择及检测限选择最适 Ｔ线包
被浓度。

１．３．３．２　Ｃ线点样浓度的确定　将二抗浓度稀释
成０．５、１．０、１．５ｍｇ／ｍＬ，包被至ＮＣ膜上，根据Ｃ线
与Ｔ线阴性显色选择最适Ｃ线包被浓度。
１．３．４　胶体金快速检测西马特罗方法建立
１．３．４．１　标记胶体金　调整１０ｍＬ胶体金的 ｐＨ
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值（稍高于最佳）和抗体浓度（最佳），低温搅拌充分

反应 ０．５ｈ，添加 １０％的 ２０μＬ／ｍＬＢＳＡ封闭
１５ｍｉｎ，分装成１０个１．５ｍＬ小离心管，在最佳转速
和时间条件下离心，使金标蛋白沉淀于底部，舍去

上清液，将金标蛋白沉淀用胶体金复溶液溶解，调

整铺金浓度，得到金标抗体溶液。在玻璃纤维素膜

上进行喷涂，冷冻干燥后制作成为金标垫。

１．３．４．２　ＮＣ膜 Ｔ线和 Ｃ线的包被　西马特罗抗
原稀释调整浓度为最佳显色浓度，并包被于 ＮＣ膜
的Ｔ线位置，即检测线（Ｔ线）；羊抗鼠ＩｇＧ抗体稀释
调整浓度为最佳显色浓度，并包被于 ＮＣ膜的 Ｃ线
位置，即质控线（Ｃ线），形成免疫 ＮＣ膜。再进行干
燥处理，其中干燥温度为 ３７℃，干燥时间为 ３０～
５０ｍｉｎ，接着在封闭液中封闭，最后干燥即可。
１．３．４．３　样品垫　样品垫的前处理是需要玻璃纤
维素膜浸没入封闭液进行封闭，再干燥即可。

１．３．４．４　吸水垫　吸水垫一般为普通的滤纸材料。
１．３．５　速测卡的组装　在底板上从左到右依次为
样品垫、金标垫、ＮＣ膜以及吸水垫，最下层为 ＮＣ
膜，ＮＣ膜左侧１．０ｍｍ上压金标垫，在 ＮＣ膜右侧
１．０ｍｍ处上压吸水垫，在金标垫１．０ｍｍ处上压样
品垫，裁剪成 ３．５ｍｍ宽的试纸条，装于塑料卡壳
内，完成速测卡的组装。加样只需要吸取样品３滴
（１００μＬ）加入样品孔中即可。
１．３．６　速测卡的性能检测　将１００μＬ待检样品逐
滴加入速测卡的样品孔内，待１０ｍｉｎ观察 Ｔ线和 Ｃ
线的显色状态，记录现象和显色所需时间。

１．３．６．１　特异性试验 　取西马特罗相似物盐酸克
伦特罗、沙丁胺醇和妥布特罗，分别用甲醇溶解，再

用 ＰＢＳ缓冲液稀释成浓度为 ５、１０、１５、２０、４０、
１００ｎｇ／ｍＬ的溶液，采用空白溶液作为阴性对照，观
察不同类似物在试纸条上的显色情况，采用速测卡

进行检测，观察现象并记录数据。

１．３．６．２　灵敏性试验　取西马特罗标准品，先用甲
醇溶解，配制成浓度为 １０μｇ／ｍＬ的溶液；然后用
ＰＢＳ缓冲液将标准品稀释成不同浓度（５、１０、１５、２０、
４０、１００ｎｇ／ｍＬ）的溶液，同时制备阴性对照。本测试
卡为竞争抑制原理设计而成，随着浓度变大，Ｔ线显
色变浅，Ｃ线变深。因此，视觉极限检测限（ＬＯＤ）即
为Ｔ线不显色而Ｃ线显色明显的浓度值。
１．３．６．３　准确度试验　采用胶体金法和 ＥＬＩＳＡ法
进行实际猪肉２０份样品检测，将检测结果进行时间
和效果比对，确定可行性和检测效果的精准性。

２　结果与分析

２．１　西马特罗单抗的制备以及效价检测结果分析
２．１．１　单克隆抗体的鉴定　经间接 ＥＬＩＳＡ检测、
染色体计数、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳和ＥＬＩＳＡ单克隆抗体
亚型检测试剂盒检测，表明单克隆抗体的免疫球蛋

白亚类为ＩｇＧ１，分子量为１４８．５ｋｕ，染色体数目为
８３～９１条，亲和常数为２．５１×１０８Ｌ／ｍｏｌ。
２．１．２　抗体的交叉反应率　选择与西马特罗类似
结构或功能的物质替代西马特罗标准溶液，绘制标

准曲线计算ＩＣ５０抑制浓度。结果发现，单克隆抗体
对西马特罗的交叉反应为１００％，对沙丁胺醇的交
叉反应率为８％，对妥布特罗的交叉反应率为１５％，
对克仑特罗的交叉反应率为１０％，对氯丙那林和特
布他林的交叉反应分别为５％与４％，对莱克多巴
胺、非诺特罗、喷布特罗、克仑巴胺、氧烯洛尔、异

丙肾上腺素、肾上腺素和去甲肾上腺素的交叉反

应均 ＜０．１％。
选择与克伦特罗类似结构或功能的药物替代

克伦特罗标准溶液，绘制其标准曲线，并计算ＩＣ５０抑
制浓度，计算交叉反应率，结果见表１。

表１　交叉反应

药物名称
交叉反应

（％）

西马特罗 １００．０

妥布特罗 １５．０

沙丁胺醇 ８．０

氯丙那林 ５．０

特布他林 ４．０

莱克多巴胺 ＜０．１

克仑特罗 １０．０

非诺特罗 ＜０．１

喷布特罗 ＜０．１

克仑巴胺 ＜０．１

氧烯洛尔 ＜０．１

异丙肾上腺素 ＜０．１

肾上腺素 ＜０．１

去甲肾上腺素 ＜０．１

２．２　标记条件优化结果
２．２．１　ｐＨ值条件优化结果　由图１可知，根据胶
体金标记的原理，在 ｐＨ值接近和稍高于蛋白的等
电点时，胶体金蛋白吸附力最强；ｐＨ值过高或过低
均不利于两者结合，当 ｐＨ值为７．５时，Ｔ线显色最
深，所以最适ｐＨ值为７．５。

—４８１— 江苏农业科学　２０２２年第５０卷第８期



２．２．２　抗体标记量条件优化结果　由表２可知，胶
体金标记的２个关键环节是标记时 ｐＨ值和最佳蛋
白质标记量的确定。当抗体标记量在５μＬ／ｍＬ时，
阴性Ｔ线显色及检测限显色梯度最大；当抗体标记
量为１０μＬ／ｍＬ时，阴性虽然显色更深，但是检测限
抑制也会变差；当抗体标记量大于１０μＬ／ｍＬ时，阴
性显色会变浅，并且检测限抑制也比较差，所以最

佳抗体标记量为５μＬ／ｍＬ的１２０％，即为６μＬ／ｍＬ。

表２　抗体标记量条件优化结果

添加量

（μＬ） 阴性显色 ５ｎｇ／ｍＬ检测限显色

１ ＋＋ ＋＋

３ ＋＋＋ ＋＋

５ ＋＋＋ ＋＋

１０ ＋＋＋＋ ＋＋

２０ ＋＋＋ ＋＋

４０ ＋＋＋ ＋＋＋

２．２．３　离心条件优化结果　当转速为 ３０００、
５０００ｒ／ｍｉｎ时，上清液浑浊，说明转速不够，还有一
部分胶体金没有离心下来。当转速为 ８０００、
１２０００ｒ／ｍｉｎ 时，上 清 液 澄 清，但 转 速 为

１２０００ｒ／ｍｉｎ时探针不容易重悬，说明最佳转速为
８０００ｒ／ｍｉｎ。　
２．３　ＮＣ膜包被条件优化结果
２．３．１　Ｔ线　由 Ｔ线包被浓度显色结果（表３）可
知，随着包被抗原浓度的增加，Ｔ线显色变强，当抗
原包被浓度为１．０ｍｇ／ｍＬ时，Ｔ线阴性显色及检测
限显色差异最大，所以 Ｔ线最适包被浓度为
１０ｍｇ／ｍＬ。　
２．３．２　Ｃ线　由 Ｃ线包被浓度显色结果（表４）可
知，随着二抗包被浓度的增加，Ｃ线显色变强，当二
抗包被浓度为 ０．５ｍｇ／ｍＬ时，Ｃ／Ｔ线显色基本一
致，所以Ｃ线最适包被浓度为０．５ｍｇ／ｍＬ。

表３　Ｔ线包被浓度显色结果

抗原浓度

（ｍｇ／ｍＬ） Ｔ线阴性显色 Ｔ线检测限显色

０．５ ＋＋ ＋

０．８ ＋＋＋ ＋＋

１．０ ＋＋＋＋ ＋＋

表４　Ｃ线包被浓度显色结果

抗原浓度

（ｍｇ／ｍＬ） Ｃ线阴性显色 Ｔ线检测限显色

０．５ ＋＋＋ ＋＋＋

０．８ ＋＋＋＋ ＋＋＋

１．０ ＋＋＋＋＋ ＋＋＋

２．４　卡片应用性检测
２．４．１　灵敏度检测　由图２和表５可知，西马特罗
检测卡在 ５ｎｇ／ｍＬ标准品时，Ｔ线显色略微有影，
１０ｎｇ／ｍＬ标准品时，Ｔ线不显色，说明西马特罗检
测卡的灵敏度为１０ｎｇ／ｍＬ。

表５　灵敏度检测结果

西马特罗浓度

（ｎｇ／ｍＬ） 显色强度

０ ＋＋＋

５ ＋

１０ 干净

１５ 干净

２０ 干净

４０ 干净

１００ 干净

２．４．２　特异性检测　由图３和表６可知，添加不同
浓度的盐酸克伦特罗、沙丁胺醇、妥布特罗标准品，

对西马特罗检测卡均未发生抑制作用，说明西马特

罗检测卡与盐酸克伦特罗、沙丁胺醇、妥布特罗无

交叉反应，特异性好。

２．４．３　准确度检测　由准确度检测结果（表７）可
知，研制的西马特罗检测卡与酶联免疫吸附法的２０
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表６　特异性检测结果

抗原浓度

（ｎｇ／ｍＬ）
显色强度

盐酸克伦特罗 沙丁胺醇 妥布特罗

５ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋

１０ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋

１５ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋

２０ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋

４０ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋

１００ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋

表７　特异性检测结果

样品

编号

胶体

金卡

ＥＬＩＳＡ法计算
浓度（ｎｇ／ｍＬ）

样品

编号

胶体

金卡

ＥＬＩＳＡ法计算
浓度（ｎｇ／ｍＬ）

１ － ０．０２８ １１ － ０．０３７

２ － ０．０６４ １２ － ０．０３４

３ － ０．０３３ １３ － ０．０６９

４ － ０．００６ １４ － ０．０００

５ － ０．０８４ １５ ＋ ３．８４３

６ － ０．０３３ １６ － ０．０１５

７ － ０．０２４ １７ － ０．０３４

８ － ０．０１９ １８ － ０．０６７

９ ＋ ２．１３４ １９ － ０．０３７

１０ － ０．００７ ２０ － ０．０４２

　　注：ＥＬＩＳＡ计算浓度≥０．２ｎｇ／ｍＬ即判定为阳性。

份样品符合率良好。

３　结论

在国家粮食安全的战略下，瘦肉精对人们健康

造成了很大的威胁和冲击，市面上对于西马特罗的

快速检测方法研究较少。本研究通过制备西马特罗

单克隆抗体，探索发现最适ｐＨ值为７．５，最佳抗体标
记量为６μＬ／ｍＬ，最佳离心条件为８０００ｒ／ｍｉｎ，得出

Ｔ线最适包被浓度为１．０ｍｇ／ｍＬ，Ｃ线包被浓度为
０．５ｍｇ／ｍＬ，制备能够快速检测猪肉中西马特罗残
留量 的 胶 体 金 快 速 检 测 卡，卡 片 灵 敏 度 为

１０ｎｇ／ｍＬ，与盐酸克伦特罗、沙丁胺醇、妥布特罗无
交叉反应，特异性好。与酶联免疫吸附法的２０份样
品符合率良好，说明新研发的检测卡检测结果准

确、灵敏度高，具有应用价值，可在屠宰、养殖环节

中完成猪肉西马特罗的现场检测。
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