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同时快速检测猪肉中 7种兽药残留的前处理方法研究
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摘要：【目的】建立只需对样本进行一次前处理就可同时快速检测猪肉中 7种兽药残留的前处理方法。【方法】

以猪肉中地塞米松、氯霉素、甲砜霉素、氟苯尼考、磺胺二甲嘧啶、甲硝唑、泰乐菌素等兽药为研究对象，基于

国内规模较大的快速检测品牌的相关兽药胶体金免疫层析快速检测产品，优化、整合、测试后建立统一的前

处理方法，考察该方法的检出限、灵敏度、假阳性率、假阴性率等性能指标，并用市场上其他厂家的胶体金快

速检测产品验证其通用性。【结果】最优提取体系为饱和氯化钠溶液-乙酸乙酯，最优的净化方式为用正己烷

除脂，复溶液为含体积分数 3% 甲醇的 0.02 mol/L 磷酸盐缓冲液（phosphate buffered saline，PBS）（pH 7.2）。

经验证，猪肉中 7 种兽药的检出限为：地塞米松 1.0 μg/kg、氯霉素 0.10 μg/kg、甲砜霉素 50 μg/kg、氟苯尼考

300 μg/kg、磺胺二甲嘧啶 100 μg/kg、甲硝唑 0.50 μg/kg、泰乐菌素 100 μg/kg；该方法的灵敏度为 96%、假阳性

率为 6%、假阴性率为 4%。【结论】该方法与相应兽药检测参比方法的结果符合率较高，且能用于其他厂家的

胶体金免疫层析快速检测产品。该方法具有准确、快速、简便、效率高和成本低等特点，能够满足猪肉中多

种兽药残留现场同时大批量筛查的需求。
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Abstract: [Objective] This study aims to establish a pre-treatment method with only one time of operation for 

simultaneous and rapid detection of seven veterinary drug residues in pork. [Method] Seven veterinary drugs 

(dexamethasone, chloramphenicol, thiamphenicol, florfenicol, sulfamethazine, metronidazole, and tylosin) in 

pork were studied. A unified pre-treatment method was established after integration, optimization, and testing 

based on colloidal gold immunochromatographic assay products from major rapid detection brands for veterinary 

drugs in China. The performance indicators including limit of detection, sensitivity, false positive rate, and false 

negative rate of the established method were investigated. The colloidal gold immunochromatographic assay 

products from other manufacturers in the market were used to verify the universality of the established method.

[Result] The optimal extraction system was saturated sodium chloride solution-ethyl acetate. The preferred 
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purification method was n-hexane degreasing. Phosphate buffered saline (pH 7.2, 0.02 mol/L) containing 3% 

(volume fraction) methanol was selected as the solution for drug reconstitution. The limits of detection of the 

seven veterinary drugs in pork were determined as follows: 1.0 μg/kg for dexamethasone, 0.10 μg/kg for 

chloramphenicol, 50 μ g/kg for thiamphenicol, 300 μ g/kg for flurfenicol, 100 μ g/kg for sulfamethazine, 0.50 

μg/kg for metronidazole, and 100 μg/kg for tylosin. The sensitivity, false positive rate, and false negative rate of 

the established method was 96%, 6%, and 4%, respectively. [Conclusion] The detection results of this method were 

highly consistent with the reference methods. And this method can be used for colloidal gold immunochromatographic 

assay products for rapid detection from other manufacturers. This method, with high accuracy, rapid detection, simple 

operation, high efficiency, and a low cost, can meet the needs of on-site and large-scale screening of multiple 

veterinary drug residues in pork.
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猪肉作为人们日常生活中最主要的肉食来

源，其食品安全问题备受社会关注。猪肉的食品

安全问题主要是由于在生猪养殖环节用药不当引

起的，如激素类、氯霉素类、磺胺类等兽药因价格

低廉、效果好等优点而被广泛应用于生猪养殖，导

致近几年不断出现猪肉中兽药残留超标的情

况［1-3］。人体长期摄入含有兽药的食物，轻者可能

导致免疫力下降、肠胃不适等，重者可能出现中毒

等反应，甚至增加患癌风险［4-5］。为加强兽药的监

管，国家市场监督管理总局、国家卫生健康委员会

和农业农村部联合发布了 GB 31650—2019《食品

安全国家标准  食品中兽药最大残留限量》［6］，明确

规定了大部分兽药的使用范围和最大残留限量。

为保障人们的食品安全，除了加强兽药的监管外，

还需采用高效、准确、便捷的检测手段对猪肉中的

残留兽药进行监测［7］。

目前，猪肉中兽药残留的检测方法主要为仪

器分析法和免疫分析法［8］。仪器分析法灵敏度

和准确度高［9-11］，但存在前处理烦琐、耗时长、需

要专业人员操作等缺点，不适用于现场检测。免

疫分析法［12］因其简便、快速的优势，现已普遍应

用于样品的初筛和现场检测，其中以胶体金免疫

层析快速检测产品的应用最为广泛。然而，市面

上常见的兽药残留快速检测产品大多按兽药种

类分别建立分析方法，前处理方式存在差异，同

种基质中检测多个风险指标时，需要分别进行提

取检测，导致分析时间长、分析成本高、监管不及

时等［13-14］。

作者针对猪肉中多种兽药需进行分类提取检

测的难点［15］，调研了国内规模较大的快速检测品

牌的兽药残留胶体金免疫层析快速检测产品的前

处理方法，以猪肉中风险较高的 7 种兽药（地塞米

松［16］、氯霉素［17-18］、甲砜霉素［19］、氟苯尼考［20］、磺胺

二甲嘧啶［21］、甲硝唑［22］、泰乐菌素［23］）为研究对象，

优化前处理步骤，建立只需对猪肉进行一次前处

理，就能同时检测多种兽药残留的快速检测方法，

并考察所建方法的检出限、灵敏度、假阴性率和假

阳性率等性能指标，用市场上其他厂家的快速检

测产品进行验证测试，保证其实际应用性和通用

性。该研究不仅可以为食品安全监管提供技术支

持，同时也可为兽药残留快速检测产品的质量改

进提供参考，为猪肉安全问题的快速发现和响应

奠定基础，有利于提升猪肉中兽药残留的安全管

控和风险评估能力［24-25］。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

猪肉样品：购自济南某大型超市，经液相色

谱串联质谱法检测，均不含地塞米松、氯霉素、甲

砜霉素、氟苯尼考、磺胺二甲嘧啶、甲硝唑、泰乐

菌素；乙腈、乙酸乙酯、甲醇、正己烷、十二水合

磷酸氢二钠、二水合磷酸二氢钠、氯化钠：国药集

团化学试剂有限公司；盐酸：烟台远东精细化工

有限公司；地塞米松、氯霉素、甲砜霉素、氟苯尼

考、磺胺二甲嘧啶、甲硝唑、泰乐菌素的兽药标准

品（纯度均≥99%）：曼哈格（上海）生物科技有限

公司。

1.2　仪器与设备

电子天平：MS204TS/02 型，梅特勒-托利多仪
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器（上海）有限公司；漩涡混合器：MS3 型，德国

IKA 公司；电热恒温水浴锅：XMTD-7000 型，北京

市永光明医疗仪器有限公司；多管旋涡混合器：

UMV-2 型，常州杰博森仪器有限公司；离心机：

Velocity18R Pro型，澳大利亚 Dynamica公司；氮吹

仪：N-EVAP 型，美国 Organomation 公司；液相色

谱-质谱联用仪：6470型，美国 Agilent公司。

1.3　方法

本研究方法采用竞争抑制免疫层析原理，样

品中残留的地塞米松等 7 种兽药经提取后与胶体

金标记的特异性抗体结合，抑制抗体和试纸条中

检测线（T 线）上的抗原结合，从而导致 T 线颜色产

生深浅不同的变化。通过比较 T 线与控制线（C

线）颜色的深浅，对样品中残留的地塞米松等 7 种

兽药进行定性。

1.3.1　样品前处理及测定　

称取 5.00 g猪肉样品于 50 mL 离心管中，加入

3 mL 饱和氯化钠溶液，再加入 7 mL 乙酸乙酯，涡

旋混匀 2 min，4 000 r/min 离心 5 min，取 5 mL 上清

液于 50~60 ℃氮气吹干，加入 1 mL 正己烷，涡旋

混匀 10 s，再加入 600 μL复溶液（含体积分数 3% 甲

醇的 0.02 mol/L PBS，pH 7.2），涡旋混匀 20 s，静置

2 min，待溶液分层后，下层液体即为样品液。

根据不同兽药试纸条抗体的灵敏度将前处理

得到的样品液进行稀释（因不同厂家的试纸条有

差异，此处稀释倍数不作限定），得到待检样液。

按照试纸条说明书对待检样液进行测定。

1.3.2　结果判定　

T 线颜色比 C 线颜色深或颜色相当，表明样品

中待测物残留量低于检出限，判定为阴性；T 线不

显色或 T 线颜色比 C 线颜色浅，表明样品中待测

物残留量高于检出限，判定为阳性；C 线不显色，

表明操作不当或试纸条无效。

1.3.3　检出限的确定　

由于本研究方法为定性检测，依据《市场监管

总局关于规范食品快速检测使用的意见》（国市监

食检规〔2023〕1 号）［26］，对于禁用或不得检出的兽

药，其检出限设置为与参比方法的检出限（无定量

限要求的前提下）一致；对于存在国家标准限值规

定的兽药，其检出限设置为与国家标准的限值一

致。中华人民共和国农业农村部公告第 250号［27］的

附件《食品动物中禁止使用的药品及其他化合物清

单》中规定，氯霉素为禁用兽药，其参比方法为

GB/T 20756—2006《可食动物肌肉、肝脏和水产品

中氯霉素、甲砜霉素和氟苯尼考残留量的测定  液相

色谱-串联质谱法》［28］，方法里规定猪肉中氯霉素的

检出限为 0.1 μg/kg（无定量限要求）；GB 31650—

2019《食品安全国家标准  食品中兽药最大残留限

量》［6］中规定，甲硝唑属于允许作治疗用但不得在

动物性食品中检出的兽药，其参比方法为 GB/T 

21318—2007《动物源食品中硝基咪唑残留量检

验方法》［29］，方法里规定猪肉中甲硝唑的检出限

为 0.5 μg/kg（无定量限要求）；GB 31650—2019

《食品安全国家标准  食品中兽药最大残留限

量》［6］中规定，猪肉中地塞米松、甲砜霉素、氟苯

尼考、磺胺二甲嘧啶、泰乐菌素最大残留限量分

别为 1、50、300、100、100 μg/kg。

因此，以猪肉为研究基质，确定本研究方法的检

出限为：地塞米松 1.0 μg/kg、氯霉素 0.10 μg/kg、甲砜

霉素 50 μg/kg、氟苯尼考 300 μg/kg、磺胺二甲嘧啶

100 μg/kg、甲硝唑 0.50 μg/kg、泰乐菌素 100 μg/kg。

1.3.4　前处理条件的优化　

1）提取溶剂的选择：考察甲醇、乙酸乙酯、乙

腈分别与饱和氯化钠溶液组成的提取体系对猪肉

中地塞米松等兽药的提取效果。鉴于氯霉素、甲

砜霉素和氟苯尼考均属于氯霉素类兽药，选取甲

砜霉素作为这 3 种兽药的代表进行提取溶剂的优

化［30］。将空白猪肉样品（不含待测兽药的猪肉样

品）分别制成含质量分数为 10 倍检出限的地塞米

松、甲砜霉素、磺胺二甲嘧啶、甲硝唑、泰乐菌素等

不同兽药的样品，按照 1.3.1 小节的样品前处理方

法对样品进行提取（提取溶剂分别为甲醇、乙酸乙

酯、乙腈）、氮吹以及正己烷复溶，再加入 600 μL 甲

醇-水溶液（体积比 2∶8）萃取待测组分，混匀后静

置 ，过 0.22 μm 的 滤 膜 后 得 到 待 测 液 ，用

LC-MS/MS 进行测定，以加标回收率为评价依据，

选择最佳提取溶剂。

2）提取溶剂体积的优化：以地塞米松为代

表，考察提取溶剂体积分别为 5、7、9、11 mL 时待

测兽药的提取效果。将空白猪肉样品配制成含

质量分数为 10 倍检出限的地塞米松的样品，按
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照 1.3.1 小节的样品前处理方法对样品进行提

取 、氮 吹 以 及 正 己 烷 复 溶 ，再 加 入 600 μL

甲醇-水溶液（体积比 2∶8）萃取待测组分，混匀后

静 置 ，过 0.22 μm 的 滤 膜 后 得 到 待 测 液 ，用

LC-MS/MS 进行测定 ，以加标回收率为评价依

据，选择最佳提取溶剂体积。

3）饱和氯化钠溶液对兽药提取效果的影响：

以地塞米松为代表，考察有无饱和氯化钠溶液对

待测兽药提取效果的影响，将空白猪肉样品配制

成含质量分数为 10 倍检出限的地塞米松的样品，

按照 1.3.1 中的前处理方法对样品进行提取（提取

时选择加饱和氯化钠或不加饱和氯化钠）、氮吹以

及正己烷复溶，再加入 600 μL 甲醇-水溶液（体积

比 2∶8）萃取待测组分，混匀后静置，过 0.22 μm 的

滤膜后得到待测液，用 LC-MS/MS 进行测定，以加

标回收率为评价依据，选择是否添加饱和氯化钠

溶液。

4）离心时间的优化：按照 1.3.1 中的前处理方

法对样品进行提取后，考察在 4 000 r/min 条件下

分别离心 3、5、7 min后上清液的体积和澄清度，选

择最佳离心时间。

5）净化方式的确定：采用空白猪肉样品加

标的方式，考察在复溶过程中是否添加正己烷

进行净化处理对检测结果的影响。按照 1.3.1 中

的步骤，试样经提取、氮吹后，对比加正己烷和

不加正己烷对复溶液状态和试纸条显色结果的

影响。

6）复溶液中 PBS 浓度的优化：采用空白猪肉

样品加标的方式，考察复溶液中 PBS 浓度对检测

结果的影响。按照 1.3.1中的前处理方法对样品进

行提取、氮吹以及正己烷净化 ，分别用浓度为

0.01、0.02 、0.04 mol/L 的 PBS（pH 为 7.2，含体积分

数 3% 甲醇）进行复溶，观察试纸条显色结果，选择

PBS的最佳浓度。

7）复溶液 pH 的优化：采用空白猪肉样品加标

的方式，考察复溶液 pH 对复溶效果的影响。按照

1.3.1 中的前处理方法对样品进行提取、氮吹以及

正己烷净化，分别用 pH 为 7.2、8.0、9.0的 0.02 mol/L 

PBS（含体积分数 3% 甲醇）进行复溶，观察试纸条

显色结果，选择最佳 pH。

8）复溶液中甲醇体积分数的优化：由于本方

法中所用复溶液为 PBS，但兽药基本都微溶或难

溶于水，适量的有机溶剂能提高兽药的溶解度，因

此选择在复溶液中添加有机溶剂的方式来增大兽

药的溶解度。鉴于乙酸乙酯微溶于水，甲醇能与

水互溶，因此，为保证兽药的提取效果，选取甲醇

添加到复溶液中。采用空白猪肉样品加标的方式，

考察复溶液中甲醇体积分数对复溶效果的影响。

按照 1.3.1中的前处理方法对样品进行提取、氮吹以

及正己烷净化，用含体积分数分别为 1%、3%、6%、

9% 甲醇的 0.02 mol/L PBS（pH 7.2）进行复溶，观察

试纸条显色结果，选择最佳甲醇体积分数。

1.3.5　方法学评价　

1）检出限测试：采用空白猪肉样品加标的方

式，制成含质量分数分别为检出限 0.5 倍或 1.0 倍

的地塞米松、氯霉素、甲砜霉素、氟苯尼考、磺胺二

甲嘧啶、甲硝唑、泰乐菌素的模拟样品进行测试，

观察试纸条的显色效果。

2）灵敏度、假阳性率和假阴性率测定：依据

《市场监管总局关于规范食品快速检测使用的意

见》（国市监食检规〔2023〕1 号）［26］，采用空白猪肉

样品加标的方式，制成分别含地塞米松、氯霉素、

甲砜霉素、氟苯尼考、磺胺二甲嘧啶、甲硝唑、泰乐

菌素的不同模拟样本，每种兽药各制成 50 个阳性

模拟样本和 100个阴性模拟样本，参照本研究中所

建立的前处理方法，进行灵敏度、假阳性率和假阴

性率测试。灵敏度、假阳性率和假阴性率分别按

照式（1）~（3）进行计算。

p =
N 0

N 2

×100% （1）

p——灵敏度，%；

N0——检出阳性结果的阳性样品数，个；

N2——阳性样品总数，个。

f =
N 1

N 2

×100% （2）

f——假阴性率，%；

N1——检出阴性结果的阳性样品数，个；

N2——阳性样品总数，个。

m =
N 3

N 4

×100% （3）

m——假阳性率，%；
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N3——检出阳性结果的阴性样品数，个；

N4——阴性样品总数，个。

3）与参比方法检测结果的比较：分别取含地

塞米松、氯霉素、甲砜霉素、氟苯尼考、磺胺二甲嘧

啶、甲硝唑、泰乐菌素的猪肉样本各 20 个，分别用

本研究中建立的前处理方法和相应兽药的参比方

法（见表 1）进行检测，对 2 种方法的检测结果进行

比较。

4）方法通用性验证：以地塞米松为代表，随机

选取市面上其他 2 个厂家（厂家 A、厂家 B）的胶体

金免疫层析产品验证该样品前处理方法的通用

性，采用空白猪肉样品加标的方式，制成含质量分

数为检出限 0.5 倍和 1.0 倍的地塞米松的模拟样品

进行测试，观察试纸条的显色结果。

2　结果与讨论

2.1　前处理条件优化结果

2.1.1　提取溶剂的选择　

因为同时提取的兽药种类和极性各不相同，

所以如何提取样品中微量的兽药是前处理过程中

首要解决的问题。采用空白猪肉加标的方式，考

察常用的提取溶剂（甲醇、乙酸乙酯、乙腈）分别与

饱和氯化钠溶液组成的提取体系对猪肉中地塞米

松、甲砜霉素、磺胺二甲嘧啶、甲硝唑、泰乐菌素的

提取效果，加标回收率结果见图 1。试验过程中发

现，猪肉样品经甲醇提取后，样液浑浊，杂质较多，

且其为水溶性溶剂，无法与水相分离，不利于后期

氮吹净化，对后续检测有影响；相比于甲醇，用乙

腈与乙酸乙酯提取后的溶液更为清澈，且在饱和

氯化钠溶液的作用下更易与水分离。综合 5 种兽

药的加标回收率结果分析，乙酸乙酯作为提取溶

剂所得到的加标回收率整体比乙腈的效果好。因

此，选择乙酸乙酯为最优提取溶剂。

2.1.2　提取溶剂体积的优化　

以地塞米松为代表，以加标回收率为评价依

据，考察提取溶剂体积的影响。由图 2 可知，随着

提取溶剂体积的增大，加标回收率先增大后趋于

平稳，当提取溶剂体积为 7、9、11 mL 时加标回收

率相差不大，提取效率较为稳定，由于提取溶剂的

体积越小，移取相同体积上清液进行氮吹后，目标

物的含量越大，越能满足试纸条对微量物质的检

测要求。因此为保证提取效率，满足不同兽药试

纸条检出限的检测要求，以及考虑成本和环保方

面，选择乙酸乙酯的最佳提取体积为 7 mL。

表 1　检测不同兽药残留的参比方法

Table 1　Reference methods for detecting different veterinary drug residues

兽药

地塞米松

氯霉素、甲砜霉素、氟苯尼考

磺胺二甲嘧啶

甲硝唑

泰乐菌素

参比方法

农业部 1031号公告—2—2008《动物源性食品中糖皮质激素类药物多残留检测  液相色谱-串联质谱法》［31］

GB/T 20756—2006《可食动物肌肉、肝脏和水产品中氯霉素、甲砜霉素和氟苯尼考残留量的测定  液相色谱-串

联质谱法》［28］

GB 31658.17—2021《食品安全国家标准  动物性食品中四环素类、磺胺类和喹诺酮类药物残留量的测定  液相

色谱-串联质谱法》［32］

GB/T 21318—2007《动物源食品中硝基咪唑残留量检验方法》［29］

GB/T 20762—2006《畜禽肉中林可霉素、竹桃霉素、红霉素、替米考星、泰乐菌素、克林霉素、螺旋霉素、吉它霉

素、交沙霉素残留量的测定  液相色谱-串联质谱法》［33］

图 1　不同提取溶剂对兽药提取效果的影响

Fig. 1　Effects of different solvents on the extraction of 

veterinary drugs
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2.1.3　饱和氯化钠溶液对兽药提取效果的影响　

饱和氯化钠溶液会加大水相和有机相的极性

差别，主要是通过改变水相的密度，使水相和有机

相更易分层，以便待测组分的萃取和脱水。以地

塞米松为代表，以加标回收率为评价依据，考察有

无饱和氯化钠溶液对提取效果的影响，结果如图 3

所示。在样品提取过程中加入饱和氯化钠溶液，

有利于待测组分的萃取，样品加标回收率较高，因

此选择在样品前处理过程中加入一定量的饱和氯

化钠溶液。

2.1.4　离心时间的优化　

在离心过程中，离心时间在一定程度上决定

了上清液的体积和澄清度。4 000 r/min 条件下，

离心时间对样液澄清度的影响见图 4。结果表明，

离心时间为 3 min 时，吸取 5 mL 上清液氮吹，容易

吸取到下层残渣，会影响后续测定；离心时间为

5 min 和 7 min 时，较易吸取出 5 mL 澄清的上清液

用于后续操作。为了提高样本前处理的效率，最

终选择离心时间为 5 min。

2.1.5　净化方式的确定　

猪肉基质复杂，尤其是脂肪等共提物会对免

疫层析过程中抗原抗体的结合和胶体金显色产

生干扰，影响试纸条检测结果的准确性，因此对

比是否加入正己烷对样液澄清度和检测结果的

影响。如图 5 所示，当对氮吹后的残留物进行复

溶时，加正己烷的复溶液分层明显，易移取；不加

正己烷的复溶液浑浊，不易移取。正己烷对试纸

条检测结果的影响见图 6：当兽药质量分数为检

出限 0.5 倍时，检测结果均为阴性，当兽药质量分

数为检出限 1.0 倍时，检测结果均为阳性，表明加

图 2　不同提取溶剂的体积对兽药提取效果的影响

Fig. 2　Effects of different solvent volumes on the extraction 

of veterinary drugs

图 4　不同离心时间的上清液状态

Fig. 4　Supernatant state after centrifugation for different time 

periods

图 5　正己烷对样品液澄清度的影响

Fig. 5　Effect of n-hexane on the clarity of the sample solution

图 3　饱和氯化钠溶液对兽药提取效果的影响

Fig. 3　Effect of saturated sodium chloride solution on the 

extraction of veterinary drugs
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入正己烷对试纸条检测没有影响，且经净化后的

样液测定时试纸条显色更清晰，有利于观察检测

结果。因此，为方便移取复溶液，保证检测结果

的重复性，选择在复溶过程中添加正己烷进行

净化。

2.1.6　复溶液中 PBS浓度的优化　

采用空白猪肉样品加标的方式，选取含质量

分数为检出限 0.5 倍和 1.0 倍的 7 种兽药的模拟

样本进行测试，观察试纸条显色结果，选择最佳

PBS 浓度，结果见表 2。当 PBS 浓度为 0.01 mol/L

时，含质量分数为检出限 0.5 倍的地塞米松、磺胺

二甲嘧啶的模拟样本的检测结果为阴性，含质量

分数为检出限 0.5 倍的氯霉素、甲硝唑、泰乐菌素

的模拟样本的检测结果平行性不一致，含质量分

数为检出限 0.5 倍的甲砜霉素、氟苯尼考的模拟

样本的检测结果为极弱阳性，含质量分数为检出

限 1.0 倍的 7 种兽药的模拟样本的检测结果均为

阳性；当 PBS 浓度为 0.02 mol/L 时，含质量分数为

检出限 0.5 倍的 7 种兽药的检测结果均为阴性，

当质量分数为检出限 1.0 倍时，检测结果均为阳

性；当 PBS 浓度为 0.04 mol/L 时，含质量分数为检

出限 0.5 倍的 7 种兽药的模拟样本的检测结果为

阴性，含质量分数为检出限 1.0 倍的地塞米松、甲

砜霉素、氟苯尼考、磺胺二甲嘧啶的模拟样本的

图 6　正己烷对试纸条检测结果的影响

Fig. 6　Effects of n-hexane on the detection results of test strips
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检测结果为弱阳性，含质量分数为检出限 1.0 倍

的氯霉素的模拟样本的检测结果为极弱阳性，含

质量分数为检出限 1.0 倍的甲硝唑、泰乐菌素的

模拟样本的检测结果均为阴性。按照《市场监管

总局关于规范食品快速检测使用的意见》（国市

监食检规〔2023〕1 号）［26］的要求，当质量分数为

检出限 0.5 倍时的检测结果应为阴性，当质量分

数为检出限 1.0 倍的检测结果应为阳性。当 PBS

浓度为 0.02 mol/L 时，含 7 种兽药的模拟样本的

试纸条显色结果均符合要求，因此选择 PBS 浓度

为 0.02 mol/L。

2.1.7　复溶液 pH 的优化　

采用空白猪肉样品加标的方式，选取含质量

分数为检出限 0.5 倍和 1.0 倍的 7 种兽药的模拟样

本进行测试 ，观察试纸条显色结果 ，选择最佳

pH。由表 3 可知，经 pH 7.2 的 PBS 复溶后，含质

量分数为检出限 0.5 倍的 7 种兽药的模拟样本的

检测结果均为阴性，而质量分数为检出限 1.0 倍

的样本检测结果均为阳性；经 pH 8.0 的 PBS 复溶

后，含质量分数为检出限 0.5 倍的 7 种兽药的模拟

样本的检测结果均为阴性，而当兽药质量分数为

检出限 1.0 倍时，含氯霉素的模拟样本的检测结

果为极弱阳性，含甲硝唑、泰乐菌素的模拟样本

的检测结果为弱阳性，含其余兽药的模拟样本的

检测结果为阳性；经 pH 9.0 的 PBS 复溶后，含质

量分数为检出限 0.5 倍的 7 种兽药的模拟样本的

检测结果均为阴性，当兽药质量分数为检出限

1.0 倍时，含氯霉素的模拟样本的检测结果为阴

性，而含其余兽药的模拟样本的检测结果为极弱

阳性。按照《市场监管总局关于规范食品快速检

测使用的意见》（国市监食检规〔2023〕1 号）［26］的

要求，当质量分数为检出限 0.5 倍时，检测结果应

为阴性，当质量分数为检出限 1.0 倍时，检测结果

应为阳性。当 PBS 的 pH 为 7.2 时，含 7 种兽药的

模拟样本的试纸条显色结果均符合要求，因此选

择 PBS 的 pH 为 7.2。

表 2　PBS浓度对试纸条检测结果的影响

Table 2　Effects of PBS concentration on the detection results of test strips

PBS浓度/

（mol/L）

0.01

0.02

0.04

兽药质量分数与检出

限之间的倍数关系

0.5倍

1.0倍

0.5倍

1.0倍

0.5倍

1.0倍

地塞米松

-

+

-

+

-

+（-）

氯霉素

（-）+

+

-

+

-

+（--）

甲砜霉素

+（--）

+

-

+

-

+（-）

氟苯尼考

+（--）

+

-

+

-

+（-）

磺胺二甲嘧啶

-

+

-

+

-

+（-）

甲硝唑

（-）+

+

-

+

-

-

泰乐菌素

（-）+

+

-

+

-

-

注：“+”代表阳性；“-”代表阴性；“+（-）”代表弱阳性；“+（--）”代表极弱阳性；“（-）+”代表结果平行性不一致。

表 3　pH 对试纸条检测结果的影响

Table 3　Effects of pH on the detection results of test strips

pH

7.2

8.0

9.0

兽药质量分数与检出

限之间的倍数关系

0.5倍

1.0倍

0.5倍

1.0倍

0.5倍

1.0倍

地塞米松

-

+

-

+

-

+（--）

氯霉素

-

+

-

+（--）

-

-

甲砜霉素

-

+

-

+

-

+（--）

氟苯尼考

-

+

-

+

-

+（--）

磺胺二甲嘧啶

-

+

-

+

-

+（--）

甲硝唑

-

+

-

+（-）

-

+（--）

泰乐菌素

-

+

-

+（-）

-

+（--）

注：“+”代表阳性；“-”代表阴性；“+（-）”代表弱阳性；“+（--）”代表极弱阳性。
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2.1.8　复溶液中甲醇体积分数的优化　

PBS 中加入一定量的甲醇有助于提高待测组

分的溶解度，考察复溶液中甲醇体积分数对检测

结果的影响。由表 4 可知，经含体积分数 1% 甲醇

的 PBS 复溶后，含质量分数为检出限 0.5 倍的 7 种

兽药的模拟样本的检测结果均为阴性，当兽药质

量分数为检出限 1.0 倍时，含氯霉素、甲硝唑、泰乐

菌素的模拟样本的检测结果平行性不一致，含地

塞米松的模拟样本的检测结果为弱阳性，含其余

兽药的模拟样本的检测结果为阳性；经含体积分

数 3% 甲醇的 PBS 复溶后，含质量分数为检出限

0.5 倍的 7 种兽药的模拟样本的检测结果均为阴

性，而质量分数为检出限 1.0 倍时，检测结果均为

阳性；经含体积分数 6% 甲醇的 PBS 复溶后，含质

量分数为检出限 0.5倍的 7种兽药的模拟样本的检

测结果均为阴性，当兽药质量分数为检出限 1.0 倍

时，含地塞米松、甲硝唑的模拟样本的检测结果为

极弱阳性，含氯霉素、泰乐菌素的模拟样本的检测

结果为阴性，含甲砜霉素、氟苯尼考、磺胺二甲嘧

啶的模拟样本的检测结果为弱阳性；经含体积分

数 9% 甲醇的 PBS 复溶后，含体积分数为检出限

0.5 倍的 7 种兽药的模拟样本的检测结果均为阴

性，当兽药质量分数为检出限 1.0 倍时，含地塞米

松、甲砜霉素、氟苯尼考、磺胺二甲嘧啶的模拟样

本的检测结果为极弱阳性，含其余兽药的模拟样

本的检测结果为阴性。按照《市场监管总局关于

规范食品快速检测使用的意见》（国市监食检规

〔2023〕1号）［26］的要求，当质量分数为检出限 0.5倍

时，检测结果应为阴性，当质量分数为检出限 1.0

倍时，检测结果应为阳性。当甲醇体积分数为 3%

时，含 7种兽药模拟样本的试纸条显色结果均符合

要求，因此选择复溶液中甲醇体积分数为 3%。

2.2　方法学评价

2.2.1　检出限测试　

试纸条检出限的测定结果见图 7。当地塞米

松、氯霉素、甲砜霉素、氟苯尼考、磺胺二甲嘧啶、甲

硝唑、泰乐菌素质量分数分别为 0.5、0.05、25、150、

50、0.25、50 μg/kg（即各兽药质量分数为检出限 0.5

倍）时，试纸条测定结果为阴性；当质量分数分别为

1.0、0.10、50、300、100、0.50、100 μg/kg（即各兽药质

量分数为检出限 1.0 倍）时，试纸条测定结果为阳

性，满足《市场监管总局关于规范食品快速检测使

用的意见》（国市监食检规〔2023〕1号）［26］的要求。

2.2.2　灵敏度、假阳性率和假阴性率测定　

统计每种兽药的 50 个阳性样本和 100 个阴性

样本的灵敏度、假阳性率和假阴性率测定结果。由

表 5可知，总计 350份阳性样本中检出 14个阴性结

果，700份阴性样本中检出 42个阳性结果，因此依据

公式（1）~（3）计算得出方法的灵敏度为 96%，假阴

性率为 4%，假阳性率为 6%，本研究中建立的快速

检测方法能满足基层监管的要求，适于推广使用。

2.2.3　与参比方法检测结果的比较　

对含不同兽药的 20个猪肉样本分别采用本研

究中建立的快速检测前处理方法和相应兽药的参

表 4　甲醇体积分数对试纸条检测结果的影响

Table 4　Effects of methanol volume fraction on the detection results of test strips

甲醇体积分数/%

1

3

6

9

兽药质量分数与检出限

之间的倍数关系

0.5倍

1.0倍

0.5倍

1.0倍

0.5倍

1.0倍

0.5倍

1.0倍

地塞米松

-

+（-）

-

+

-

+（--）

-

+（--）

氯霉素

-

（-）+

-

+

-

-

-

-

甲砜霉素

-

+

-

+

-

+（-）

-

+（--）

氟苯尼考

-

+

-

+

-

+（-）

-

+（--）

磺胺二甲嘧啶

-

+

-

+

-

+（-）

-

+（--）

甲硝唑

-

（-）+

-

+

-

+（--）

-

-

泰乐菌素

-

（-）+

-

+

-

-

-

-

注：“+”代表阳性；“-”代表阴性；“+（-）”代表弱阳性；“+（--）”代表极弱阳性；“（-）+”代表结果平行性不一致。
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比方法进行检测，对其检测结果进行统计分析得

出：地塞米松、氯霉素、甲砜霉素、氟苯尼考、磺胺

二甲嘧啶、甲硝唑、泰乐菌素的 2 种方法检测结果

间的符合率分别为 95%、85%、100%、100%、95%、

90%、95%，说明本研究的方法与相应兽药参比方

法的检测结果符合率较高。

2.2.4　方法通用性验证　

由图 8可知，当猪肉中地塞米松质量分数为检

出限 0.5 倍时，2 个厂家的试纸条检测结果均为阴

性，当猪肉中地塞米松质量分数为检出限 1.0倍时，

2个厂家的试纸条检测结果均为阳性，符合《市场监

管总局关于规范食品快速检测使用的意见》（国市

监食检规〔2023〕1号）［26］的要求，表明该前处理方法

适用于厂家A和厂家B的地塞米松胶体金免疫层析

快速检测产品，具有通用性，可推广用于其他厂家

相应兽药的胶体金免疫层析快速检测产品。

表 5　方法性能指标的测试结果

Table 5　Performance indexes of the established method

兽药

地塞米松

氯霉素

甲砜霉素

氟苯尼考

磺胺二甲嘧啶

甲硝唑

泰乐菌素

50个阳性样本中检出

的阴性结果数量/个

0

0

0

0

0

10

4

100个阴性样本中检出

的阳性结果数量/个

7

19

4

3

6

1

2

图 7　不同兽药试纸条的检出限检测结果

Fig. 7　Limits of detection of test strips for different veterinary drugs
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3　结论

作者基于市场占有率较高的相关兽药胶体

金免疫层析快速检测产品，以猪肉中地塞米松、

氯霉素、甲砜霉素、氟苯尼考、磺胺二甲嘧啶、甲

硝唑、泰乐菌素共 7 种兽药为研究对象，进行了前

处理方法优化和性能指标考察，建立了一种只需

对猪肉进行一次前处理，就能同时检测多种兽药

残留的快速检测前处理方法，得到的最优前处理

条件为：提取体系为饱和氯化钠溶液-乙酸乙酯，

能大幅度提高兽药的提取效率；净化方式为正己

烷除脂，提高了样品液的澄清度，降低了脂肪等

杂质对检测结果的影响，提高了方法的稳定性；

复溶液为含体积分数 3% 甲醇的 0.02 mol/L 的

PBS（pH 7.2），增大了复溶液对待测兽药的溶解

度，提高了检测结果的准确性和重复性。经验

证，该方法的检出限为：地塞米松 1.0 μg/kg、氯霉

素为 0.10 μg/kg、甲砜霉素为 50 μg/kg、氟苯尼考

为 300 μg/kg、磺胺二甲嘧啶为 100 μg/kg、甲硝唑

为 0.50 μg/kg、泰乐菌素为 100 μg/kg；该方法的灵

敏度为 96%、假阳性率为 6%、假阴性率为 4%。该

方法与相应兽药参比方法的检测结果符合率较

高，且能应用于其他厂家的胶体金免疫层析快速

检测产品。结果表明，作者建立的样品前处理方

法操作简单，降低了检测时间，可同时提取猪肉

样品中的 7 种兽药，提高了检测效率，且成本较

低，适于推广使用。
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