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(57)摘要

本发明提供了一种检测蛋白同化激素(诺

龙，群勃龙，丙酸诺龙，雄诺龙，美雄诺龙)的量子

点标记免疫层析试纸条，包括样品垫a、硝酸纤维

素膜b、吸水垫c和PVC背板，其特征在于，在PVC背

板上按顺序依次粘附有样品垫a、硝酸纤维素膜

b、吸水垫c；所述的硝酸纤维素膜c上分别包被有

诺龙抗原构成的检测线d和羊抗兔二抗构成的质

控线e。本发明还公开了这种试纸条的制备方法。

发明具有以下突出的优点：1、特异性高，灵敏度

好；2、检测成本低。3、操作简便。
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1.一种检测蛋白同化激素的量子点标记免疫层析试纸条，包括样品垫、硝酸纤维素膜、

吸水垫和PVC背板，在PVC背板上按顺序依次粘附有样品垫、硝酸纤维素膜、吸水垫；所述的

硝酸纤维素膜上分别包被有诺龙抗原构成的检测线d和羊抗兔二抗构成的质控线e，两条线

间隔距离为5mm，其特征在于，包括如下步骤：

(1)诺龙抗血清纯化，得到被检物多克隆抗体；采用Protein  A－Sepharose  4B作亲合

层析介质纯化诺龙抗血清，一次性获得接近纯度较高的特异性抗体；具体操作步骤为(a)平

衡：用0.2mol/L的磷酸缓冲液冲洗管路，平衡柱子，至基线平稳；(b)上样：用平衡缓冲液将

诺龙特异性抗血清等体积稀释后上柱；(c)洗杂：用平衡缓冲液洗杂至杂蛋白的紫外吸收峰

出现后继续冲洗至基线平稳；(d)洗脱收集：用0.1mol/L  pH  2.7的甘氨酸缓冲液洗脱特异

性IgG抗体；当紫外吸收曲线呈上升趋势，收集特异性抗体，并迅速用Tris-HCl中和抗体至

中性；(e)封柱：抗体收集完成后迅速用醋酸缓冲液酸化纯化柱后，用平衡缓冲液中和纯化

柱，最后用20％乙醇饱和封柱；将纯化收集的抗体，用pH7.4的磷酸缓冲液4℃透析三天后取

出，添加0.1％w/v的叠氮钠，用磷酸缓冲液将浓度稀释成1mg/mL，备用；利用该抗体与量子

点结合制备诺龙抗体—量子点标记物；

(2)制备被检物抗原；准确称取548.8mg诺龙溶于9.0mL无水四氢呋喃，待其完全溶解

后，加入400mg丁二酸酐、0.55mL三乙胺和243mgDMAP，将圆底烧瓶在60℃的油浴环境中且要

有回流现象的条件下持续反应12小时，反应结束后将溶剂旋蒸至干，得红棕色油状物，然后

将其用体积比1/1的有机溶剂石油醚/乙酸乙酯以最少的体积复溶，上样到层析柱上，并用

体积比1/1的石油醚/乙酸乙酯为展开剂，将反应物梯度淋洗下来，将最终确定为目的物的

淋洗液旋干后得到17β-NT半抗原，为白色晶体；

采用混和酸酐法制备诺龙抗原：

准确称取0.01mmol  17β-NT半抗原，溶于200μL  N-N二甲基甲酰胺溶液中，然后加入

2.46μL三正丁胺，反应10min后，再加入1.4μL氯甲酸异丁酯，于冰水浴中避光搅拌反应1h，

得A液；

称取10.0mg  OVA，溶于2.0mL碳酸盐缓冲液，搅拌下缓慢加入上步所得的A液，4℃反应

过夜，反应结束后，在4℃下用磷酸盐缓冲溶液透析三天；透析完，取出反应液，记录体积，粗

略计算蛋白的浓度并加入叠氮钠，每mL反应液加入5μL叠氮钠，然后分装，置于4℃保存备

用；

(3)采用活化酯法制备量子点-抗体偶联物；

(4)取适量步骤(3)制备的被检物抗体—量子点标记物，添加于样品溶液中；

(5)将步骤(2)制备的被检物抗原包被在硝酸纤维素膜上构成检测线，并将羊抗兔二抗

包被于硝酸纤维素膜上构成质控线；

(6)在PVC背板上按顺序依次粘附样品垫、硝酸纤维素膜、吸水垫，得到所述的蛋白同化

激素量子点免疫层析试纸条；

所述试纸条用于检测诺龙，群勃龙，丙酸诺龙，雄诺龙和美雄诺龙。
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一种检测蛋白同化激素的量子点标记免疫层析试纸条及其制

备方法

技术领域

[0001] 本发明涉及一种快速检测动物源性食品中蛋白同化激素的方法，特别是一种检测

蛋白同化激素的量子点免疫层析试纸条及其制备方法。

背景技术

[0002] 蛋白同化激素，也称合成代谢类固醇(Anabolic–androgenic  steroids，AAS)，是

一种雄性激素，是外源性激素的一种，具有蛋白同化作用，能够在一定的时间内引起摄入者

体内蛋白质的沉积。在过去的50年里，由于蛋白同化类激素可以促进动物生长，在一定的饲

养期间提高饲料的转化率，又对育种有帮助，因而被广泛应用到肉牛养殖中。但蛋白同化激

素的使用会降低男性精子的生成，并造成睾丸萎缩、不孕和不可逆转的乳房女性化发育；合

成代谢类固醇的使用会引起女性月经周期紊乱、脱发或体毛增加，阴蒂肥大、乳房萎缩、声

音低沉等变化。长期使用类固醇激素还会影响心血管和肝系统，诱发高血压、动脉粥样硬

化、肝功能损坏等病症。也有研究表明，蛋白同化激素在人体内的残留会导致细胞病变，增

加了人们患上癌症的几率。因此，为了保障消费者健康必须建立灵敏度高、特异性强、简单

快速的测定方法对蛋白同化激素残留进行监控。

[0003] 目前，常用的检测蛋白同化激素的方法有高效液相色谱法(HPLC)、超高液相色谱-

质谱联用法(UPLC-MS)、气相色谱-质谱联用法(GC-MS)和免疫检测法等。仪器检测方法法是

目前应用最多的检测方法，具有准确度高、灵敏度好等优点。但该方法的缺点是，需要昂贵

的仪器及专业的人员进行操作，样品处理步骤繁锁，需要衍生，回收率低等，所以不适合广

泛的推广使用。

[0004] 量子点(Quantum  dots，QDs)，又称为半导体纳米晶，主要由Ⅱ～Ⅵ族或者Ⅲ～Ⅴ

族元素组成，如碲化镉(CdTe)、硒化镉(CdSe)等。与传统荧光材料相比，QDs的优点有：具有

量子效应和良好的发光性；具有较宽的激发波长和较窄的发射波长；稳定性好；具有良好的

生物兼容性；荧光寿命较长。量子点标记免疫层析技术是在免疫分析技术的基础上，利用荧

光量子点作标记物，将量子点与抗体通过化学反应(COOH与NH2)偶联在一起，当抗体与抗原

特异性结合时，量子点就标记于待测抗原上，在紫外灯的照射下呈现不同的荧光强度。其

中，质控线(C线)颜色的有无决定着试纸条的有效性，而检测线(T线)的有无则表示着目标

物的有无。该技术操作简单快速、结果容易判定、安全无污染，具有广泛的应用前景。

发明内容

[0005] 有鉴于此，本发明创造旨在提出一种检测动物源性食品中5种蛋白同化激素(诺

龙，群勃龙，丙酸诺龙，雄诺龙，美雄诺龙)的量子点免疫层析试纸条。

[0006] 为达到上述目的，本发明创造的技术方案是这样实现的：

[0007] 一种检测蛋白同化激素的量子点标记免疫层析试纸条，包括样品垫、硝酸纤维素

膜、吸水垫和PVC背板，在PVC背板上按顺序依次粘附有样品垫、硝酸纤维素膜、吸水垫；所述
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的硝酸纤维素膜上分别包被有青霉噻唑酸抗原构成的检测线d和羊抗兔二抗构成的质控线

e，两条线间隔距离为5mm。

[0008] 本发明还公开了上述量子点标记免疫层析试纸条的制备方法，包括如下步骤：

[0009] (1)诺龙抗血清纯化，得到被检物多克隆抗体；

[0010] (2)制备被检物抗原；

[0011] (3)采用活化酯法，制备被检物抗体—量子点标记物；

[0012] (4)取适量步骤(3)制备的被检物抗体—量子点标记物，添加于样品溶液中；

[0013] (5)将步骤(2)制备的被检物抗原包被在硝酸纤维素膜上构成检测线，并将羊抗兔

二抗包被于硝酸纤维素膜上构成质控线；

[0014] (6)在PVC背板上按顺序依次粘附样品垫、硝酸纤维素膜、吸水垫，得到所述的量子

点标记免疫层析试纸条。

[0015] 上述材料中，水溶性量子点购自武汉珈源量子点技术开发有限公司，样品垫和硝

酸纤维素膜购自美国Millipore公司，吸水垫和PVC背板购自上海金标生物科技公司。

[0016] 本发明纯化了被检物抗血清，得到了被检物多克隆抗体，备用。制备被检物抗原作

为检测线的包被抗原，采用购买的羊抗兔二抗作为质控线的捕获抗体。利用竞争法来检测

诺龙、群勃龙、丙酸诺龙、雄诺龙和美雄诺龙5种蛋白同化激素，根据检测线条带的深浅判断

待测样品中是否含有目标物。若质控线条带无颜色，则该试纸条失效。

[0017] 与现有国内外检测蛋白同化激素的方法相比，本发明具有以下突出的优点：1、本

发明的量子点标记免疫层析试纸条是利用抗原抗体的特异性反应实现的，因此特异性高，

灵敏度好。2、本发明的检测试纸条检测时间快速(15分钟)且不需要任何特殊仪器及设备，

检测成本低。3、本发明的检测试纸条操作简便，不需由专业人员操作。

附图说明

[0018] 构成本发明创造的一部分的附图用来提供对本发明创造的进一步理解，本发明创

造的示意性实施例及其说明用于解释本发明创造，并不构成对本发明创造的不当限定。在

附图中：

[0019] 图1为本发明检测试纸条的组装示意图。

[0020] 图2为诺龙检测限的确定(诺龙的浓度从左到右分别为0、5、10、15、20μg/L)

[0021] 图3为群勃龙检测限的确定(群勃龙的浓度从左到右分别为0、40、60、80、100μg/L)

[0022] 图4为丙酸诺龙检测限的确定(丙酸诺龙的浓度从左到右分别为0、60、80、100、120

μg/L)

[0023] 图5为雄诺龙检测限的确定(雄诺龙的浓度从左到右分别为0、100、200、300、400μ

g/L)

[0024] 图6为美雄诺龙检测限的确定(美雄诺龙的浓度从左到右分别为0、200、400、600、

800μg/L)

[0025] 图7为添加诺龙的食品样品检测结果。(a)鸡肉样品，(b)猪肉样品，(c)鱼肉样品，

每组诺龙的浓度从左到右分别为0、25、50、75、100μg/kg；(d)牛肉样品，诺龙的浓度从左到

右分别为0、30、60、90、120μg/kg；(e)牛奶样品，诺龙的浓度从左到右分别为0、35、70、105、

140μg/L。
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[0026] 图8为添加群勃龙的食品样品检测结果。(a)鸡肉样品，(b)猪肉样品，(c)鱼肉样

品，每组群勃龙的浓度从左到右分别为0、200、300、400、500μg/kg；(d)牛肉样品，群勃龙的

浓度从左到右分别为0、240、360、480、600μg/kg；(e)牛奶样品，群勃龙的浓度从左到右分别

为0、280、420、560、700μg/L。

[0027] 图9为添加丙酸诺龙的食品样品检测结果。(a)鸡肉样品，(b)猪肉样品，(c)鱼肉样

品，每组丙酸诺龙的浓度从左到右分别为0、300、400、500、600μg/kg；(d)牛肉样品，丙酸诺

龙的浓度从左到右分别为0、360、480、600、720μg/kg；(e)牛奶样品，丙酸诺龙的浓度从左到

右分别为0、420、560、700、840μg/L。

[0028] 图10为添加雄诺龙的食品样品检测结果。(a)鸡肉样品，(b)猪肉样品，(c)鱼肉样

品，每组雄诺龙的浓度从左到右分别为0、500、1000、1500、2000μg/kg；(d)牛肉样品，雄诺龙

的浓度从左到右分别为0、600、1200、1800、2400μg/kg；(e)牛奶样品，雄诺龙的浓度从左到

右分别为0、700、1400、2100、2800μg/L。

[0029] 图11为添加美雄诺龙的食品样品检测结果。(a)鸡肉样品，(b)猪肉样品，(c)鱼肉

样品，每组美雄诺龙的浓度从左到右分别为0、1000、2000、3000、4000μg/kg；(d)牛肉样品，

美雄诺龙的浓度从左到右分别为0、1200、2400、3600、4800μg/kg；(e)牛奶样品，美雄诺龙的

浓度从左到右分别为0、1400、2800、4200、5600μg/L。

[0030] 图12诺龙半抗原合成反应式。

[0031] 附图标记说明：

[0032] 1、样品垫、2、硝酸纤维素膜  3、吸水垫、4、检测线、

[0033] 5、质控线、6、PVC板

具体实施方式

[0034] 需要说明的是，在不冲突的情况下，本发明创造中的实施例及实施例中的特征可

以相互组合。

[0035] 下面将参考附图并结合实施例来详细说明本发明创造。

[0036] 实施例l(制备实施例)

[0037] (一)诺龙抗血清的纯化

[0038] 本实验所用诺龙抗血清由实验室自制，采用Protein  A－Sepharose  4B作亲合层

析介质纯化诺龙抗血清，可一次性获得接近纯度较高的特异性抗体。具体操作步骤为(1)平

衡：用平衡缓冲液(0.2mol/L的磷酸缓冲液)冲洗管路，平衡柱子，至基线平稳。(2)上样：用

平衡缓冲液将诺龙特异性抗血清等体积稀释后上柱。(3)洗杂：用平衡缓冲液洗杂至杂蛋白

的紫外吸收峰出现后继续冲洗至基线平稳。(4)洗脱收集：用0.1mol/L  pH  2.7的甘氨酸缓

冲液洗脱特异性IgG抗体。当紫外吸收曲线呈上升趋势，收集特异性抗体。并迅速用Tris-

HCl中和抗体至中性。(5)封柱：抗体收集完成后迅速用醋酸缓冲液酸化纯化柱后，用平衡缓

冲液中和纯化柱，最后用20％乙醇饱和封柱。将纯化收集的抗体，用pH7.4的磷酸缓冲液4℃

透析三天后取出，添加0.1％(w/v)的叠氮钠，用磷酸缓冲液将浓度稀释成1mg/mL，备用。利

用该抗体与量子点结合制备诺龙抗体—量子点标记物。

[0039] (二)诺龙半抗原的合成

[0040] 准确称取548.8mg(2mmol)诺龙溶于9.0mL无水四氢呋喃(THF)，待其完全溶解后，
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加入400mg(4mmol)丁二酸酐、0.55mL(4mol)三乙胺和243mg(2mmol)DMAP。将圆底烧瓶在60

℃的油浴环境中且要有回流现象的条件下持续反应12小时。反应结束后将溶剂旋蒸至干，

得红棕色油状物。然后将其用有机溶剂石油醚/乙酸乙酯(1/1，V/V)以最少的体积复溶，上

样到层析柱上，并用石油醚/乙酸乙酯(1/1，V/V)为展开剂，将反应物梯度淋洗下来。将最终

确定为目的物的淋洗液旋干后得到17β-NT半抗原，为白色晶体。合成反应式如图13所示。

[0041] (三)诺龙抗原(17β-NT-OVA)的制备

[0042] 采用混和酸酐法制备诺龙抗原。

[0043] 准确称取0.01mmol(4.16mg)17β-NT半抗原，溶于200μL  N-N二甲基甲酰胺(DMF)溶

液中。然后加入2.46μL三正丁胺，反应10min后，再加入1.4μL氯甲酸异丁酯，于冰水浴中避

光搅拌反应1h，得A液。

[0044] 称取10.0mg  OVA，溶于2.0mL碳酸盐缓冲液(pH＝9.6)，搅拌下缓慢加入上步所得

的A液，4℃反应过夜。反应结束后，在4℃下用磷酸盐缓冲溶液(PBS，pH  7.4)透析三天。透析

完，取出反应液，记录体积，粗略计算蛋白的浓度并加入叠氮钠(5μL/mL，V/V)后分装，置于4

℃保存备用。

[0045] 利用该抗原包被硝酸纤维素膜上的检测线。

[0046] 实施例2(制备实施例)

[0047] 量子点标记免疫层析试纸条的组装及制备方法

[0048] 1、试纸条组装：

[0049] 本发明的试纸条组成如下：样品垫1、硝酸纤维素膜2、吸水垫3和PVC板6，在PVC板6

上按顺序依次粘附有样品垫1、硝酸纤维素膜2、吸水垫3；所述的硝酸纤维素膜2上分别包被

有诺龙抗原构成的检测线4和羊抗兔二抗构成的质控线5。

[0050] 2、诺龙抗体—量子点标记物的制备：

[0051] 使用活化酯法制备量子点-抗体偶联物。

[0052] (1)偶联反应。取50μL量子点于离心管中，加入0.6mg诺龙抗体和23μL  EDC溶液

(10mg/ml)，混匀，并用硼酸盐缓冲液将溶液体积补充至400μL。然后用铝箔纸包裹安道管，

于摇床避光震摇反应2～4h。

[0053] (2)离心纯化。将反应液于4℃条件下，10000rpm离心3min，以除去标记过程中形成

的聚沉物；将上清液转移到滤膜中，于4℃条件下，8000rpm离心3min，去除溶液中的盐离子；

最后将滤膜倒置在另一个离心管中，4℃条件下，8000rpm离心3min，收集滤膜内的溶液。

[0054] (3)过柱纯化。先用去离子水冲柱子，直至柱子上下两端的pH值相同，均为7；然后

再用pH  8.3的硼酸盐缓冲液冲洗柱子，直至柱子上下两端的pH值相同；然后将偶联溶液加

到柱子上端，待偶联液完全吸附到柱子上后，用硼酸盐缓冲液将偶联物淋洗下来。4℃避光

保存备用。

[0055] (4)封柱。用20％乙醇溶液冲洗柱子，至上下两端pH值相同后密封柱子。

[0056] 4硝酸纤维素膜的包被

[0057] 用上海金标的双维平面划膜仪将制备的诺龙抗原用PBS溶液稀释15倍后包被于硝

酸纤维素膜3上作为检测线5，包被量为0.9μL/cm；将购买的羊抗兔二抗(浓度mg/ml)包被于

硝酸纤维素膜3上作为质控线6，包被量为0.9μL/cm，37℃烘干，封装备用。

[0058] 5试纸条的组装
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[0059] 将样品垫1、硝酸纤维素膜2、吸水垫3按图1所示的顺序依次粘附在PVC板6上，切成

3.7mm宽的小条，真空封装。

[0060] 实施例3(应用实施例)

[0061] 1、量子点标记免疫层析试纸条使用方法

[0062] ①鸡肉、猪肉、鱼肉样品的预处理

[0063] 1g肉样切碎后置于50mL离心管中，加入1.0mL  5％的甲醇溶液，高速混匀3min，再

于4℃条件下，9000g离心10min，吸取上清液，用硼酸盐缓冲液(pH  8.3)稀释5倍后，直接用

于试纸条检测。

[0064] ②牛肉样品的预处理

[0065] 1g肉样切碎后置于50mL离心管中，加入1.0mL  5％的甲醇溶液，高速混匀3min，用

硼酸盐缓冲液(pH  8.3)稀释6倍后，直接用于试纸条检测。

[0066] ③牛奶样品的预处理

[0067] 取1.0mL牛奶于50mL离心管中，添加一定量的标准品，高速混匀3min，然后用硼酸

盐缓冲液(pH  8.3)稀释7倍，稀释液直接用于试纸条检测。

[0068] 2、检测步骤

[0069] 用移液枪吸取100μL待检样品提取液(含25μL工作液)于安道管中，并加入2μL诺龙

抗体—量子点标记物(17β-NT-Ab-QDs)，混匀后，滴加到试纸条的加样孔里，15分钟后观察

结果。

[0070] 3、结果判定

[0071] 若待测样品试纸条检测线颜色与质控线颜色基本一致，则判断为阴性样品，即不

含蛋白同化激素；若待测样品试纸条检测线颜色明显浅于质控线颜色或检测线颜色消失，

则判断为阳性样品，即待测样品中含有蛋白同化激素；阳性结果和阴性结果，质控线均显红

色条带，若质控线红色条带消失，则试纸条检测失效。

[0072] 实施例4(应用实施例)

[0073] 本发明的应用效果举例

[0074] 本实施例中所指的蛋白同化激素量子点标记免疫层析试纸条检测方法参照实施

例3所述的操作步骤，其检测结果如下。

[0075] 1、灵敏度试验

[0076] 如图2所示，按实施例3所述方法进行试验。当诺龙标准品浓度低于10μg/L时，试纸

条检测线显色结果与质控线颜色目测比较无差别；当诺龙标准品浓度为10μg/L时，试纸条

检测线显色结果与质控线颜色目测比较有明显区别；当诺龙标准品浓度继续增大，检测线

逐渐变浅；诺龙标准品浓度为20μg/L时，检测线基本消失。因此确定方法的目视检测限为10

μg/L。

[0077] 如图3所示，按实施例3所述方法进行试验。当群勃龙标准品浓度低于60μg/L时，试

纸条检测线显色结果与质控线颜色目测比较无差别；当群勃龙标准品浓度为60μg/L时，试

纸条检测线显色结果与质控线颜色目测比较有明显区别；当群勃龙标准品浓度继续增大，

检测线逐渐变浅；群勃龙标准品浓度为100μg/L时，检测线基本消失。因此确定方法的目视

检测限为60μg/L。

[0078] 如图4所示，按实施例3所述方法进行试验。当丙酸诺龙标准品浓度低于80μg/L时，
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试纸条检测线显色结果与质控线颜色目测比较无差别；当丙酸诺龙标准品浓度为80μg/L

时，试纸条检测线显色结果与质控线颜色目测比较有明显区别；当丙酸诺龙标准品浓度继

续增大，检测线逐渐变浅；丙酸诺龙标准品浓度为120μg/L时，检测线基本消失。因此确定方

法的目视检测限为80μg/L。

[0079] 如图5所示，按实施例3所述方法进行试验。当雄诺龙标准品浓度低于200μg/L时，

试纸条检测线显色结果与质控线颜色目测比较无差别；当雄诺龙标准品浓度为200μg/L时，

试纸条检测线显色结果与质控线颜色目测比较有明显区别；当雄诺龙标准品浓度继续增

大，检测线逐渐变浅；雄诺龙标准品浓度为400μg/L时，检测线基本消失。因此确定方法的目

视检测限为200μg/L。

[0080] 如图6所示，按实施例3所述方法进行试验。当美雄诺龙标准品浓度低于400μg/L

时，试纸条检测线显色结果与质控线颜色目测比较无差别；当美雄诺龙标准品浓度为400μ

g/L时，试纸条检测线显色结果与质控线颜色目测比较有明显区别；当美雄诺龙标准品浓度

继续增大，检测线逐渐变浅；美雄诺龙标准品浓度为800μg/L时，检测线基本消失。因此确定

方法的目视检测限为400μg/L。

[0081] 2、加标样品的检测

[0082] 如图7所示，向鸡肉、猪肉、鱼肉阴性样品中添加诺龙标准品，样品中最终浓度为0、

25、50、75、100μg/kg，9000rpm离心10min后，取上清液用硼酸盐缓冲液稀释5倍后进行检测。

按实施例3所述方法进行实验，检测结果如图7(a)(b)(c)；向牛肉阴性样品中添加诺龙标准

品，样品中最终浓度为0、30、60、90、120μg/kg，9000rpm离心10min后，取上清液用硼酸盐缓

冲液稀释6倍后进行检测。按实施例3所述方法进行实验，检测结果如图7(d)；向牛奶阴性样

品中添加诺龙标准品，样品中最终浓度为0、35、70、105、140μg/L，9000rpm离心10min后，取

上清液用硼酸盐缓冲液稀释7倍后进行检测。按实施例3所述方法进行实验，检测结果如图7

(e)。

[0083] 如图8所示，向鸡肉、猪肉、鱼肉阴性样品中添加群勃龙标准品，样品中最终浓度为

0、200、300、400、500μg/kg，9000rpm离心10min后，取上清液用硼酸盐缓冲液稀释5倍后进行

检测。按实施例3所述方法进行实验，检测结果如图8(a)(b)(c)；向牛肉阴性样品中添加群

勃龙标准品，样品中最终浓度为0、240、360、480、600μg/kg，9000rpm离心10min后，取上清液

用硼酸盐缓冲液稀释6倍后进行检测。按实施例3所述方法进行实验，检测结果如图8(d)；向

牛奶阴性样品中添加诺龙标准品，样品中最终浓度为0、280、420、560、700μg/L，取提取液用

硼酸盐缓冲液稀释7倍后进行检测。按实施例3所述方法进行实验，检测结果如图8(e)。

[0084] 如图9所示，向鸡肉、猪肉、鱼肉阴性样品中添加丙酸诺龙标准品，样品中最终浓度

为0、300、400、500、600μg/kg，9000rpm离心10min后，取上清液用硼酸盐缓冲液稀释5倍后进

行检测。按实施例3所述方法进行实验，检测结果如图9(a)(b)(c)；向牛肉阴性样品中添加

丙酸诺龙标准品，样品中最终浓度为0、360、480、600、720μg/kg，9000rpm离心10min后，取上

清液用硼酸盐缓冲液稀释6倍后进行检测。按实施例3所述方法进行实验，检测结果如图9

(d)；向牛奶阴性样品中添加丙酸诺龙标准品，样品中最终浓度为0、420、560、700、840μg/L，

取提取液液用硼酸盐缓冲液稀释7倍后进行检测。按实施例3所述方法进行实验，检测结果

如图9(e)。

[0085] 如图10所示，向鸡肉、猪肉、鱼肉阴性样品中添加雄诺龙标准品，样品中最终浓度
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为0、500、1000、1500、2000μg/kg，9000rpm离心10min后，取上清液用硼酸盐缓冲液稀释5倍

后进行检测。按实施例3所述方法进行实验，检测结果如图10(a)(b)(c)；向牛肉阴性样品中

添加雄诺龙标准品，样品中最终浓度为0、600、1200、1800、2400μg/kg，9000rpm离心10min

后，取上清液用硼酸盐缓冲液稀释6倍后进行检测。按实施例3所述方法进行实验，检测结果

如图10(d)；向中牛奶阴性样品中添加雄诺龙标准品，样品中最终浓度为0、700、1400、2100、

2800μg/L，取提取液用硼酸盐缓冲液稀释7倍后进行检测。按实施例3所述方法进行实验，检

测结果如图10(e)。

[0086] 如图11所示，向鸡肉、猪肉、鱼肉阴性样品中添加美雄诺龙标准品，样品中最终浓

度为0、1000、2000、3000、4000μg/kg，9000rpm离心10min后，取上清液用硼酸盐缓冲液稀释5

倍后进行检测。按实施例3所述方法进行实验，检测结果如图11(a)(b)(c)；向牛肉阴性样品

中添加美雄诺龙标准品，样品中最终浓度为0、1200、2400、3600、4800μg/kg，9000rpm离心

10min后，取上清液用硼酸盐缓冲液稀释6倍后进行检测。按实施例3所述方法进行实验，检

测结果如图11(d)；向中牛奶阴性样品中添加美雄诺龙标准品，样品中最终浓度为0、1400、

2800、4200、5600μg/L，取提取液用硼酸盐缓冲液稀释7倍后进行检测。按实施例3所述方法

进行实验，检测结果如图11(e)。

[0087] 按实施例3所述方法进行实验。并与高效液相色谱法(HPLC)检测结果进行比较。

[0088] 表1高效液相色谱法与试纸条、检测柱测定结果的比较(n＝3)

[0089]
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[0090]

[0091] 注：ND：未检出；+：阳性结果；-：阴性结果；±：弱阳性结果

[0092] 实验表明本发明的试纸条准确性好、灵敏度高，而且样品前处理方法简单，整个检

测过程不超过20min，适用于大量样品的快速筛选，可作为是蛋白同化激素多残留快速检测

的有效筛检手段。

[0093] 以上所述仅为本发明创造的较佳实施例而已，并不用以限制本发明创造，凡在本

发明创造的精神和原则之内，所作的任何修改、等同替换、改进等，均应包含在本发明创造

的保护范围之内。
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