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胶体金免疫层析法快速检测动物性食品中阿奇霉素 

黄泽玮, 米倩文, 高姗姗, 何  欢, 金丽鑫, 余晓琴* 
(四川省食品检验研究院, 成都  610097) 

摘  要: 目的  建立胶体金免疫层析技术(colloidal gold immunochromatographic assay, GICA)快速检测动物性

食品中阿奇霉素残留的方法。方法  通过优化前处理和试纸条层析条件, 将 GICA 应用于鸡肉、鱼肉、猪肉、

牛肉、羊肉及其相应制品中阿奇霉素残留的快速检测, 评价了方法的检出限、灵敏度、假阳性率、假阴性率

和交叉反应, 并通过与液相色谱-串联质谱法(liquid chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MS/MS)比

较, 评价快速检测方法的准确性。结果  本研究建立的快速检测方法对动物性食品中阿奇霉素的检出限为 0.5 

μg/kg, 灵敏度 100%、假阳性率小于等于 2%、假阴性率 0%; 与加米霉素、泰拉霉素、泰万菌素、吉他霉素、

红霉素、螺旋菌素、替米考星不发生交叉反应; 通过真实样品考察, 与 LC-MS/MS 的结果一致率为 100%。结

论  该方法准确性高、易操作、速度快、成本低, 适用于畜禽渔类农产品及相关制品中阿奇霉素残留的高通

量现场快速检测。 
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Rapid detection of azithromycin in animal-derived foods by colloidal gold 
immunochromatographic assay 

HUANG Ze-Wei, MI Qian-Wen, GAO Shan-Shan, HE Huan, JIN Li-Xin, YU Xiao-Qin* 
(Sichuan Institute of Food Inspection, Chengdu 610097, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the rapid detection of azithromycin residues in animal-derived foods 
by colloidal gold immunochromatographic assay (GICA). Methods  By optimizing the pretreatment and the conditions of 
the test strip chromatography, the GICA was applied to the rapid detection of azithromycin in chicken, fish, pork, beef, lamb 
and the respective products. The limit of detection, sensitivity, false positive rate, false negative rate and cross reaction of 
the method were evaluated, and the accuracy was confirmed by liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
(LC-MS/MS). Results  In this study of the rapid detection method, the limit of detection of azithromycin in animal-derived 
foods was 0.5 μg/kg, with the sensitivity 100%, false positive rate less than or equal to 2%, false negative rate 0%. There 
was no cross-reaction with gamithromycin, tulathromycin, tylvalosin, kitasamycin, erythromycin, spiramycin and 
tilmicosin. The coincidence rate between the test results and LC-MS/MS of actual samples was 100%. Conclusion  The 
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method is accurate, convenient, rapid and cheap, which is suitable for the high-throughput on-site rapid detection of 
azithromycin residues in animal-derived foods. 
KEY WORDS: animal-derived foods; azithromycin; colloidal gold immunochromatographic assay; rapid detection 
 
 

0  引  言 

阿奇霉素(azithromycin, AZM)是一种大环内酯类抗生

素, 不仅具有较好的抗菌活性, 还具有抗炎、调节免疫功

能、抗病毒、抗疟疾等作用, 在近两年肆虐全球的新型冠

状病毒肺炎的治疗中, AZM 也表现出较好的抗炎及免疫调

节作用[1]。临床上 AZM 被广泛用于儿科呼吸道感染、皮肤

软组织感染、尿路感染和性传播疾病的临床治疗[2–3], 也曾

被收录于地方兽药标准用于兽医临床治疗[4]。但人用抗生

素用于畜禽养殖, 会通过食物链迁移到人体, 引发过敏、

细菌耐药性以及菌群失调等问题[5]。2005 年 8 月, 原农业

部发布第 560 号公告, 取消收录 AZM 为兽药的地方标准, 
将其列为禁用兽药[6]。但受经济利益的驱使, 养殖户仍然

将 AZM 添加于饲料中或通过其他途径使用, 导致动物性

食用农产品中 AZM 残留, 并且随着农产品深加工转移到

相应的动物加工食品中, 包括肉制品、速冻食品以及近年

来新兴的预制菜等食品中。食用含有 AZM 残留的食品会

导致其在人体内蓄积, 损害食用者的胃肠、肝胆、血液、

神经系统, 危害人体健康[7–8]。因此为了“舌尖上的安全”, 
有必要建立一种简单快速的测定动物性食品中 AZM 残留

的检测方法。 
目前, AZM 的检测多集中在医药方面, 方法主要有微

生物法[9–10]、薄层色谱法[11–12]、高效液相色谱法[13–14]、液

相色谱 -串联质谱法 (liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry, LC-MS/MS)[15–17]和酶联免疫吸附法[18]等。微

生物法操作烦琐、费时, 灵敏度较差; 薄层色谱法准确度

不高 , 且易受实验条件影响 [15]; 高效液相色谱法、

LC-MS/MS 和酶联免疫吸附法均具有较高的灵敏度和精密

度, 但操作复杂、耗时长、成本高、对技术人员要求高, 难
以满足实时、现场、快速检测的需求[19]。基于抗原-抗体特

异 性 结 合 的 胶 体 金 免 疫 层 析 技 术 (colloidal gold 
immunochromatographic assay, GICA), 通过特异性抗体与

胶体金颗粒相结合, 制成胶体金标记抗体, 再利用层析技

术, 从而实现对目标化合物的靶向快速检测[20]。该技术具

有操作简便、检测速度快、成本低等优点, 已被广泛应用

于农兽药残留[21–22]、真菌毒素[23–24]、重金属[25–26]和病原微

生物检测[27–28]。目前针对包括畜禽鱼类食品加工制品在内

的动物性食品中 AZM残留的快速检测应用研究鲜有报道。 
鉴于此, 本研究采用 GICA 测定动物性食品中 AZM

残留, 通过优化AZM前处理和试纸条层析条件, 实现对动

物性食品中 AZM 残留的快速检测, 克服高油脂高盐分动

物性食品在分析中的干扰问题, 为食品质量安全监管和食

品生产经营者提供一种快速准确的技术手段。 

1  材料与方法 

1.1  仪器、试剂与材料 

2000SBL 天平(感量 0.01 g, 美国 Setra 公司); MX-F 涡

旋混匀仪[大龙兴创实验仪器(北京)股份公司]; DT5-2B 台式

低速离心机(北京新时代北利医疗器械有限公司); Kwin6400
样品浓缩仪(北京勤邦科技股份有限公司); 安捷伦 1290-6495
液相色谱-串联质谱仪(美国安捷伦科技有限公司)。 

AZM、吉他霉素、红霉素、替米考星标准品(纯度≥

97%, 德国 Dr. Ehrenstorfer GmbH 公司); 泰拉霉素标准品

(纯度≥98%, 美国 Panphy 公司); 加米霉素、泰万菌素标

准品(纯度≥90%, 广州佳途科技股份有限公司); 螺旋霉

素标准品(纯度≥98%, 加拿大 TRC 公司); 乙酸乙酯、乙

腈、酸化乙腈、正己烷、氯化钠、磷酸氢二钠、磷酸二氢

钠(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); AZM 残留检测

试纸条(北京勤邦科技股份有限公司)。 
鸡肉、鱼肉、牛肉、羊肉、猪肉及相关制品均为市售。 

1.2  实验方法 

1.2.1  检测原理 
将胶体金标记的 AZM 单克隆抗体(金标抗体)在微孔

中冻干, 硝酸纤维素膜的检测线(T 线)和质控线(C 线)分别

包被 AZM 抗原和羊抗鼠免疫球蛋白 G (immunoglobulin G, 
IgG)二抗。样本中若含有 AZM, 则会先与微孔中的金标抗

体结合, 从而在层析过程中抑制金标抗体与硝酸纤维素膜

上包被的 AZM 抗原的结合, 使 T 线颜色发生变化。通过比

较T线与C线的颜色, 可以对样品中的AZM进行定性判定。 
1.2.2  检测方法 

(1)样品前处理 
将动物肌肉组织样品搅碎并均质; 称取均质混匀的

样品 4.0 g 至 15 mL 离心管中, 加入 1 mL 30%氯化钠溶液, 
再加入 5 mL 磷酸缓冲液(称取 25.8 g 磷酸氢二钠和 4.36 g 磷

酸二氢钠, 溶于 1 L 超纯水中), 涡动 2 min, 3000~4000 r/min
离心 5 min; 取 3 mL 上清液至 10 mL 离心管中, 50~60 ℃水浴

氮气流下吹干; 加入300 μL正己烷, 涡动60 s, 再加入300 μL 
0.02 mol/L 磷酸盐缓冲液(称取 25.8 g 磷酸氢二钠和 4.36 g 磷

酸二氢钠, 溶于1 L超纯水中), 轻轻振荡5 s; 3000~4000 r/min
离心 5 min, 去除上层有机相, 下层水相即为待测液。 

(2)样品检测与结果判定 
吸取 100 μL 待测液于微孔中, 缓慢抽吸使之充分混

匀, 室温孵育 3 min; 吸取 100 μL 微孔中的混匀液垂直滴
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于试纸条加样孔中, 液体流动时开始计时, 反应 8 min, 采
用目测法对结果进行判定。如图 1 所示, 若 T 线显色强于

C 线或与 C 线显色相当, 则为阴性; 若 T 线显色弱于 C 线

或不显色, 则为阳性; 若 C 线不显色, 则试纸条无效。 
 

 
 

图 1  GICA 原理图 
Fig.1  Principle diagram of GICA 

 
1.2.3  前处理优化 

(1)筛选提取溶剂 
分别以乙酸乙酯、乙腈、酸化乙腈作为提取溶剂, 其

余步骤同 1.2.2。以不含 AZM 的和 AZM 添加浓度为 0.5 μg/kg
的鸡肉样品做为阴阳性对照, 用试纸条进行检测, 根据显

色情况筛选最佳提取剂。 
(2)考察提取剂用量 
使用已选定的最佳提取剂, 分别加入 3、4、5、6、7 mL, 

其余步骤同 1.2.2, 测定不含 AZM 的和 AZM 添加浓度为

0.5 μg/kg 的鸡肉样品, 根据试纸条显色情况, 确定最佳提

取剂用量。 
(3)考察上清液取用量 
称取均质混匀的鸡肉样品 4.0 g 至离心管中, 加入 1 mL 

30%氯化钠溶液, 再加入选定的最佳提取剂, 涡动 2 min, 
3000~4000 r/min 离心 5 min; 分别取 2、3、4 mL 上清液至

离心管中, 其余步骤同 1.2.2, 测定不含 AZM 的和 AZM 添

加浓度为 0.5 μg/kg 的鸡肉样品, 根据试纸条显色情况, 确
定最佳上清液取用量。 
1.2.4  试纸条性能评价 

(1)检出限 
以不含 AZM 的鸡肉样品为基质开展系列梯度加标试

验, 分别添加 AZM 标准品至浓度为 0、0.125、0.250、0.500、
1.000 μg/kg, 用试纸条进行检测, 每个加标浓度设置两平

行, 以 T 线显色弱于 C 线的最小浓度作为试纸条的检出限。 
(2)基质适用性 
选择不含 AZM 的猪肉、羊肉、鱼肉、牛肉样品, 分

别添加AZM标准品至检出限浓度, 用试纸条进行检测, 以
确定试纸条在不同动物组织基质中的适用性。 

(3)灵敏度、假阳性率、假阴性率 
根据《食品快速检测产品符合性评价技术要求》(国

市监食检规〔2023〕1 号)[29], 选取不含 AZM 的空白鸡肉、

猪肉、羊肉、鱼肉和牛肉样品, 设置空白样品和 1 倍检出

限浓度水平, 每个基质每个浓度水平各 50 份, 用试纸条进

行检测。空白样品用以考察假阳性率, 1 倍检出限浓度水平

用以评价假阴性率, 检出阳性结果的阳性样品数占总阳性

样品数的百分比用于评价灵敏度。 
(4)交叉反应 
选取不含 AZM 的空白鸡肉样品 , 分别加入适量

AZM、加米霉素、泰拉霉素、泰万菌素、吉他霉素、红霉素、

螺旋霉素以及替米考星标准溶液, 使浓度水平为 500 μg/kg, 
用试纸条进行检测, 每个交叉药物设置两平行, 考察方法

的交叉反应情况。 
1.2.5  准确性验证 

选取 21 份肉及肉制品, 同时用本快速检测方法及

LC-MS/MS 进行检测 , 评价快速检测方法的准确性。

LC-MS/MS 参考标准 SN/T 5359—2021《出口动物源食品

中阿奇霉素残留量的测定 液相色谱-质谱/质谱法》。 

1.3  数据处理 

使 用 安 捷 伦 数 据 处 理 软 件 MassHunter B.09.00 
9.0.9037.0 进行标准曲线线性拟合后读取和分析测定结果, 
通过 WPS office 12.1.0.28505 软件进行数据统计, 采用

Photoshop 26.2.0 版绘制图形。 

2  结果与分析 

2.1  样品前处理优化 

2.1.1  筛选提取溶剂优化 
AZM 为亲脂类化合物, 极性小, 不溶于水, 易溶于有

机溶剂[30], 本研究分别以乙酸乙酯、乙腈、酸化乙腈作为

提取溶剂 , 将鸡肉样品前处理后, 采用试纸条进行检测, 
结果见图 2。当使用乙酸乙酯进行提取时, 阳性样品 T 线

显色强于 C 线, 出现了假阴性现象; 而乙腈和酸化乙腈均

可准确判断阴阳性样品, 但考虑到 AZM 的弱碱性和对酸

的相对稳定性[31], 且后续氮吹过程中, 使用酸化乙腈所需

吹干时间小于乙腈, 因此最终选择酸化乙腈作为提取剂。 
 

 
 

图 2  提取剂的筛选 
Fig.2  Selection of extractant 

 
2.1.2  考察提取剂用量优化 

用酸化乙腈作提取剂, 4.0 g 样品分别添加 3、4、5、6、
7 mL, 对比不同剂量提取剂的抑制情况, 结果见图 3。当加

入 3 mL 提取剂时, 由于用量太少, 目标物质提取不充分, 
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阳性样品检测出现了假阴性现象; 当加入量为 4 mL时, 阳
性样本的 T 线与 C 线显色对比仍不明显; 随着提取剂用量的

增加, 阳性样品 T 线显色逐渐变浅; 当加入量为 5、6、7 mL
时, 阴阳性样品显色对比明显, 均可以正确显示结果, 出
于节约试剂及方便操作考虑, 优先选择 5 mL 作为提取剂

的用量。 
 

 
 

图 3  提取剂用量的优化 
Fig.3  Optimization of extractant dosage 

 
2.1.3  考察上清液取用量优化 

将鸡肉样品用酸化乙腈提取、离心后, 分别取 2、3、
4 mL 上清液进行氮吹及后续操作, 对比不同体积上清液

的抑制情况, 结果见图 4。当上清液体积为 2 mL 时, 阳性

样品 T 线和 C 线显色对比不明显, 存在假阴性风险; 随着吸

取上清液的量越多, 阴阳性样品显色对比越明显, 但 4 mL 上

清液吸取时操作难度较大, 因此出于方便操作的考虑, 选
择吸取 3 mL 上清液进行氮吹。 

 

 
 

图 4  上清液体积的优化 
Fig.4  Optimization of liquid supernate volumn 

 
2.2  试纸条性能评价 

2.2.1  检出限结果 
试纸条检出限测定结果如图 5 所示, 随着 AZM 浓度

的增加, T 线显色逐渐变浅; 当添加浓度为 0.5 μg/kg 时, 肉
眼观察到 T 线显色明显弱于 C 线显色, 因此确定试纸条对

鸡肉中 AZM 的检出限为 0.5 μg/kg, 优于 LC-MS/MS 法检

出限(SN/T 5359—2021 中方法检出限为 1.0 μg/kg)。 
由于 GICA 是通过目测 T 线与 C 线的显色情况来进行

结果判定, 容易受光线和试验人员主观影响而出现误判, 
或者在待测物浓度处于临界状态时难以判定[32], 因此可能

出现假阳性现象, 当结果判定为阳性时, 需采用国家标准

中规定的仪器方法来进行确证。 
2.2.2  基质适用性实验 

本研究选择猪肉、羊肉、鱼肉、牛肉进行测定, 结果

见图 6, 这 4 种动物组织的阳性样品检测结果均观察到 T
线显色弱于 C 线, 而阴性样品的 T 线显色强于 C 线, 表明

这些动物组织样品均有良好的适用性。 
 

 
 

图 5  检出限测定结果 
Fig.5  Test results of the limit of detection  

 

 
 

图 6  适用基质考察 
Fig.6  Applicable matrix investigation 

 
2.2.3  灵敏度、假阳性率、假阴性率结果 

按照《食品快速检测产品符合性评价技术要求》计算

灵敏度、假阳性率、假阴性率, 结果见表 1, 灵敏度 100%、

假阳性率小于等于 2%、假阴性率 0%。 
2.2.4  交叉反应结果 

加米霉素、泰拉霉素、泰万菌素、吉他霉素、红霉素、

螺旋霉素、替米考星均为常用的大环内酯类药物, 与 AZM
具有类似结构, 因此, 本方法将上述 7 种药物作为交叉反

应考察对象。如图 7 所示, AZM 在 500 μg/kg 水平时检测结

果为阳性, 加米霉素、泰拉霉素、泰万菌素、吉他霉素、

红霉素、螺旋霉素、替米考星在相同浓度水平时检测结果

均为阴性, 说明在本研究的 GICA 快速检测试纸条中上述 7
种药物对 AZM 无交叉反应。该快速检测方法特异性良好。 
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2.3  准确性验证结果 
选取鸡肉、猪肉、牛肉、鱼肉及相关制品 21 份, 采

用本研究方法与 LC-MS/MS(按照 SN/T 5359—2021 进行测 

定, 方法检出限为 1.0 μg/kg)同时进行检测。对比检测结果, 
在食用农产品、肉制品、速冻食品中两种方法的检测结果

一致率为 100%, 结果详见表 2。 
 

表 1  性能指标评价结果 
Table 1  Evaluation results of the performance index  

样品 
情况 

鸡肉 猪肉 羊肉 鱼肉 牛肉 

阴性 阳性 总数 阴性 阳性 总数 阴性 阳性 总数 阴性 阳性 总数 阴性 阳性 总数

阴性样品 49 1 50 50 0 50 49 1 50 49 1 50 50 0 50 

阳性样品 0 50 50 0 50 50 0 50 50 0 50 50 0 50 50 

总数 49 51 100 50 50 100 49 51 100 49 51 100 50 50 100 

灵敏度/% 100 100 100 100 100 

假阳性率
/% 

2 0 2 2 0 

假阴性率
/% 

0 0 0 0 0 
 

 
 

图 7  交叉反应结果 
Fig.7  Results of cross reaction 

 

表 2  GICA 和 LC-MS/MS 检测结果比较 
Table 2  Comparison of the results between GICA and LC-MS/MS 

样品编号 样品名称 食品类别 
检测结果 

GICA LC-MS/MS/(μg/kg) 
1 罗非鱼 食用农产品 阴性 未检出 
2 罗非鱼 食用农产品 阴性 未检出 
3 琵琶腿(鸡肉) 食用农产品 阳性 24.60 
4 油炸酥肉 肉制品 阳性 1.96 
5 炸翅 肉制品 阳性 4.00 
6 香卤鸡翅尖 肉制品 阳性 1.55 
7 香卤凤爪 肉制品 阳性 8.68 
8 猪肝 食用农产品 阳性 6.18 
9 麻辣牛肉 肉制品 阳性 63.00 

10 乌鱼 食用农产品 阳性 109.00 
11 酱香柠檬鸡爪 肉制品 阳性 7.38 
12 免浆黑鱼片 速冻食品 阳性 17.50 
13 黄辣丁鱼 食用农产品 阳性 1840.00 
14 乌鱼 食用农产品 阳性 171.00 
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表 2(续) 

样品编号 样品名称 食品类别 
检测结果 

GICA LC-MS/MS/(μg/kg) 
15 麻辣鸡胗 肉制品 阳性 4.03 
16 黑鱼 食用农产品 阳性 703.00 
17 黄辣丁 食用农产品 阳性 2.91 
18 黄辣丁 食用农产品 阳性 1520.00 
19 免浆黑鱼片 速冻食品 阳性 109.00 
20 免浆黑鱼片 速冻食品 阳性 98.50 
21 乌鱼 食用农产品 阳性 13.80 

 

3  结  论 

本研究建立了一套在动物性食品中 AZM 的风险防控

快速检测方法。通过优化前处理条件, 将胶体金快速检测

方法应用于鸡肉、鱼肉、猪肉、牛肉、羊肉及相关制品中

AZM 的快速检测, 能在 30 min 内完成动物性食品中 AZM
残留检测, 操作简便, 耗时短; 方法检出限为 0.5 μg/kg,  
灵敏度 100%、假阳性率小于等于 2%、假阴性率 0%; 特
异性好, 与加米霉素、泰拉霉素、泰万菌素、吉他霉素、

红霉素、螺旋菌素、替米考星等结构类似物不发生交叉反

应; 准确性高, 能排除高油高盐类动物性工业加工食品中

的干扰, 对实际样本的快速检测结果与 LC-MS/MS 的符合

率为 100%。本研究建立的 GICA 具有灵敏、简便、快速

等优点, 适用于动物性食品中 AZM 残留的高通量现场快

速检测。 
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