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摘   要：为了实现饲料中恩拉霉素的快速检测，本研究开发了基于抗恩拉霉素 A 单克隆抗体

(anti-enramycin A monoclonal antibody, anti-Er.A-mAb)的竞争抑制胶体金免疫层析试纸条。以实验室

制备的高纯度抗恩拉霉素 A 单克隆抗体制备胶体金探针，并考察了标记 pH、抗体标记量、检测线

浓度对恩拉霉素胶体金免疫层析试纸条的影响。在碳酸钾添加量为 8 μL、抗体标记量为 4 µg/mL、
检测线划膜浓度为 1.0 mg/mL、金标抗体使用量为 3 μL 的条件下制备得到的胶体金试纸条特异性

好、检出限低。经胶体金读数仪测定，恩拉霉素 A 检出限为 25 ng/mL、线性范围为 25−300 ng/mL。
选用畜禽饲料进行阳性样本添加实验，结果显示检测结果重复性好，比高效液相色谱法更为灵敏，

适合大批量饲料样本的恩拉霉素快速检测。 
关键词：恩拉霉素；胶体金技术；单克隆抗体；竞争抑制法 
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A colloidal gold immunochromatography-based method for 
detecting enramycin residues in feed 

WANG Kang, YU Pu, CHEN Kong, CHEN Min*, CAI Yonghui, WANG Bingqing 

School of Food Science and Biotechnology, Zhejiang Gongshang University, Hangzhou 310018, Zhejiang, China 
 
Abstract: To achieve rapid detection of enramycin in feed, we employed the competitive 
inhibition method to develop a colloidal gold immunochromatographic test strip based on the 
anti-enramycin A monoclonal antibody (anti-Er.A-mAb). Colloidal gold probes were prepared 
with a laboratory-prepared high-purity anti-Er.A-mAb. The effects of pH, antibody titer, and 
antigen concentration (test line) on the test strip performance were investigated. The colloidal 
gold test strip prepared with 8 μL potassium carbonate addition, 4 µg/mL antibody, 1.0 mg/mL 
antigen (test line), and 3 μL gold-labeled antibody showed acceptable specificity and a low limit 
of detection. The test strip showed the detection limit of 25 ng/mL for enramycin A, with a 
linear range of 25–300 ng/mL. The experiments on the feed with positive sample addition 
proved that the test strip had good repeatability and was more sensitive than high-performance 
liquid chromatography, being applicable for the rapid detection of enramycin in large batches of 
feed samples. 
Keywords: enramycin; colloidal gold technique; monoclonal antibody; competitive inhibition method 

 
恩 拉 霉 素 (enramycin) 是 一 种 由 链 霉 菌

(Streptomyces fungicidious)分泌并由 17 种有机氨

基酸和 13 种氨基脂肪酸构成的、属于多肽结合

类型的有机化合物[1]，它对于链球菌、肺炎双球

菌等革兰氏阳性菌具有强烈的抗菌活性，能够有

效调节各类动物的胃肠道菌群。1974 年，恩拉

霉素在美国、日本正式登记注册，因其能够有效

地促进动物健康生长并能够改善饲料综合利用

率[2]，在美国、日本等全球 40 多个国家广泛使

用，并于 1993 年在我国首次允许使用[3]。近年

来，由于畜禽饲养量的增加，部分养殖户为取得

最大经济效益滥用恩拉霉素，导致肉源性食品中

恩拉霉素的过量残留。这不仅会增加食用者的患

病风险，对各国的进出口贸易也可能产生很大的

负面影响。2020 年，我国禁止将恩拉霉素作为

饲料添加剂[4]，因此，规范恩拉霉素的使用对于

保障公共健康具有重要的现实意义。 
当前，恩拉霉素的测定技术主要有两种，分

别是微生物法[2]和色谱分析法[5-6]。其中，色谱分

析法还可与其他方法联用来提高检测的灵敏度。

但是这些测定方法样本的前处理时间较长，并且

需要特定的人员进行操作及结果判定，具有较强

的专业性。胶体金免疫层析分析技术 (gold 
immunochromatographic assay, GICA)因具有方

便、快捷和成本低等优点[7]，被广泛用于现场检

测。它是一种在免疫理论基础上进一步发展而来

的新型免疫层析测定技术，能够很好地弥补仪

器检测方法检测时间长、成本高昂以及样本处

理难度较大的缺点。此法在对动物源性食品质

量控制[8]、食品病原微生物检测[9]、食品谷物真

菌毒素[10]的检测领域表现出极大的优势，并且

发展快速，在特异性和灵敏度方面明显优于传统
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检测技术，降低了检测工作的强度，同时提升了

检测的质量。目前，对于恩拉霉素含量的免疫检

测方法[11]报道不多，其中关于胶体金试纸条的残

留检测方法尚未见报道。因此，建立恩拉霉素的

胶体金免疫层析法具有较高的应用价值。 

1  材料与方法 
1.1  主要材料 

恩拉霉素 A 组分(enramycin A, Er.A)、恩拉

霉素 B 组分(enramycin B, Er.B)、抗恩拉霉素 A
单 克 隆 抗 体 (anti-enramycin A monoclonal 
antibody, anti-Er.A-mAb)、恩拉霉素 A 人工抗原

(Er.A-BSA)由实验室自制，牛血清蛋白(bovine 
serum protein, BSA)购自 Sigma 公司，多黏菌素

B (polymyxin B, Pol.B)、杆菌肽 A (bacitracin A, 
Bac.A)、维吉尼亚霉素 M1 (virginiamycin M1, 
Vir.M1)、万古霉素(vancomycin, Van)均购自南京

都莱生物技术公司，恩拉霉素预混剂(enramycin 
premix, Er.Pre)购自上海莫息生物科技有限公

司，辣根过氧化物酶标记羊抗鼠 IgG (horseradish 
peroxidase-IgG, HRP-IgG)、羊抗鼠 IgG (goat 
anti-mouse IgG)购自 Jackson ImmunoResearch 
Laboratories，纯度 98%的 3,3,5,5-四甲基联苯胺

(3,3,5,5-tetramethylbenzidine, TMB)购自萨恩化

学技术(上海)有限公司，0.01 mol/L 的 pH 7.4 磷

酸盐缓冲液(phosphate buffer, PBS)购自上海碧

云天生物技术股份有限公司，碳酸钾、甲醇、氯

化钠、吐温-20、酪蛋白和明胶购自国药集团，

蔗糖、去离子水购自本地超市，猪饲料、鸡饲料

购自本地农贸超市，玻璃纤维素膜、硝酸纤维素

膜(nitrocellulose filter membrane, NC)、吸水纸、

Polyvinyl chloride (PVC)底板、50 nm 粒径胶体

金溶液购自杭州布陆斯贸易有限公司。 

1.2  主要仪器 
万分之一天平、pH 计购自梅特勒托利多科

技(上海)有限公司，数控超声波清洗器购自昆山

市超声仪器有限公司，高速冷冻离心机购自

Sorvall 公司，酶标仪购自美谷分子仪器(上海)
有限公司，紫外分光光度计购自上海美谱达仪

器，旋涡振荡仪购自海门市其林贝尔仪器公司，

高效液相色谱仪购自 Waters 公司，XYZ-3000 型

试纸条三维喷膜仪、胶体金读数仪由杭州都林生

物科技有限公司提供。 

1.3  金标抗体的制备及表征 
1.3.1  金标抗体最佳标记 pH 的确定[7] 

取 10 个 1.5 mL 离心管分别编号后加入胶体

金溶液 1 mL，向每个离心管中加入相应编号的

0−9 μL 0.2 mol/L K2CO3 混匀。在每管中加入   
5 μg anti-Er.A-mAb 反应 20 min，然后分别加入

100 μL 10% NaCl 溶液，静置 60 min。最后从各

管中取 200 μL 溶液和 200 μL 胶体金原溶液在

400−600 nm 处进行波段扫描，重复 3 次，选取

与胶体金原溶液相比最大吸光值变化最小的实

验组 pH 值为最佳标记 pH。 
1.3.2  金标抗体最佳抗体标记量的确定[7] 

取 10 个 1.5 mL 离心管分别加入胶体金溶液

1 mL，用 1.3.1 中确定的最佳 K2CO3 添加量调节

溶 液 pH 。 随 后 在 各 离 心 管 中 加 入 适 量

anti-Er.A-mAb 使其终浓度分别为 1、2、3、4、5、
6、7、8、9 和 10 μg/mL。反应 20 min 后，在溶

液中添加 100 μL 10% NaCl并摇匀，静置 60 min。
从各管中取 200 μL 溶液和 200 μL 胶体金原溶液

在 400−600 nm 处进行波段扫描，重复 3 次，选

取与胶体金原溶液相比最大吸光值变化最小的

实验组抗体添加量作为最佳的抗体添加量。 
1.3.3  金标抗体的制备 

吸取适量胶体金溶液于一个烧杯中，用

K2CO3 将溶液调至合适的 pH，加入一定量抗体，

充分混匀后慢速振荡标记 40 min。取 10% BSA
进行封闭，继续反应 40 min。将溶液转移到洁净

的离心管中，4 ℃、1 400 r/min 离心 10 min，去
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除较大的聚集物后，8 000 r/min 离心 30 min，弃

上清，加入胶体金复溶液进行复溶，将适量的金

标抗体加入到可拆卸的 96 孔板内[12-13]，冻干后

密封避光保存备用。 
1.3.4  金标抗体偶联率的测定及表征 

通过紫外-可见光测定法测定样本中游离的

anti-Er.A-mAb，以此计算得到抗体偶联率。首先，

以不同浓度游离的 anti-Er.A-mAb 为横坐标，以

OD450 的吸光度值为纵坐标建立标准曲线。然后

通过间接酶联免疫分析法测定 1.3.3 中离心的上

清液，计算得到游离的 anti-Er.A-mAb 含量[14]。

偶联率(coupling rate)的计算方法： 
(%) [( ) / ] 100tol SN tolCr mAb mAb mAb= − ×  

式中，Cr 表示偶联率，mAbtol 表示抗体标记前的

抗体总量，mAbSN 表示上清液中的抗体量。 
此外，通过紫外分光光度计扫描标记前后的

胶体金以及金标抗体溶液，观察最大吸收峰是否

偏移。 

1.4  饲料样本浸提方法 
称取待测的猪、鸡饲料 50 g 置于 250 mL 锥

形瓶中，按 1:1 (质量体积比)加入甲醇浓度为

50% (体积比)的 PBS 溶液。在漩涡振荡仪振  
荡 15 min，再在室温下超声 10 min。在 4 ℃、   
8 000 r/min 条件下离心 10 min，收集上清液备

用。用同样的方式对离心后的沉淀物进行二次浸

提处理，完成后将两次上清液进行混合，并用

45 nm 滤膜对上清液进行过滤，获得样本浸提

液，采用间接竞争酶联免疫吸附法 (indirect 
competitive inhibition enzyme-linked immunosorbent 
assay, icElisa)[11]检测确定样本提取液中不含恩

拉霉素，用于外标添加实验。 

1.5  胶体金免疫层析试纸条的组装 
试纸条的组装如图 1 所示，它由 PVC 底板、

样本垫、NC 膜和吸水垫组成，检测线和质控线

喷涂在 NC 膜上适当位置。 

1.6  反应条件的优化 
为了筛选出免疫层析试纸条的重要参数，

应用胶体金读数仪对试纸条进行扫描读数。检

测结果以 T/C值和抑制率(inhibition rate)进行判

定[15-16]，当 T/C<1 (即 T 线比 C 线浅)时为阳性；

当 T/C≥1 (即 T 线比 C 线深或一样深)时为阴性；

当 C 线未显色时，则检测无效(图 2)。 
抑制率的计算公式： 

x 0(%) (1 / ) 100I B B= − ×  
式中，I 表示抑制率，Bx 表示阴性样本的 T/C 值，

B0 表示阳性样本的 T/C 值。 

 

 
 
图 1  胶体金免疫层析试纸条组装示意图 
Figure 1  The assembly diagram of colloidal gold 
immunochromatographic test strip. 
 
 

 
 

图 2  胶体金免疫层析试纸条判定结果示意图 
Figure 2  Schematic diagram of the determination 
results of colloidal gold immunochromatographic 
test strips. 
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1.6.1  T 线包被浓度的优化 
C 线羊抗鼠 IgG 浓度选用常规浓度 0.4 mg/ml，

考察 T 线浓度为 0.5、1.0、1.5 mg/mL 时对试纸

条显色的影响，用甲醇浓度为 50% (体积比)的
PBS 溶液(阴性样本)和含 250 ng/mL 的 Er.A 标准

品(阳性样本)进行测定，试纸条反应 15 min 后，

用胶体金读数仪进行判定。 
1.6.2  金标抗体用量的优化 

考察金标抗体用量为 2、3、4、5、6 μL 时

对胶体金试纸条显色的影响，用阴性样本和阳性

样本进行测定，选取 T/C 值最接近 1 且抑制率最

低的作为最佳抗体使用量。 

1.7  检测限测试 
用甲醇浓度为 50% (体积比)的 PBS 溶液将 

1 mg/mL Er.A 标准品分别稀释成 5、25、50、75、
100、200、300、400、500 和 600 ng/mL，测试

时取 20 μL 不同浓度标准品与阴性样本加入含有

金标抗体的微孔中，再加入 80 μL 样本稀释液振

荡均匀。将试纸条样本垫一端插入微孔，15 min
后用胶体金读数仪判定结果。 

1.8  特异性测试[11] 
用甲醇浓度为 50% (体积比)的 PBS 溶液分

别配制浓度为 1 mg/mL 的 Er.A、Er.B、Er.Pre、
Van、Bac.A、Pol.B 和 Vir.M1 标准溶液，分别

稀释到 1 μg/mL 后进行特异性测试[11]，同时设

阴性对照。 

1.9  重复性测试 
从 3 个批次制备的恩拉霉素胶体金免疫层析

试纸条中分别随机抽取 15 条试纸条，用于检测阴

性样本、250 ng/mL Er.A 标准品溶液和 500 ng/mL 
Er.A 标准品溶液，每组重复 5 次。 

1.10  阳性添加实验 
作 为 促 生 长 类 饲 料 添 加 剂 (anti-growth 

promoter, AGP)，恩拉霉素在饲料中的添加量为

猪饲料 2.5−20.0 mg/kg，鸡饲料 1−5 mg/kg[17]。

因此向阴性饲料样本中添加适量 10 mg/mL 
Er.A 标准品溶液，分别制备 Er.A 浓度为 2.5、
20、30 mg/kg 的猪饲料样本和 Er.A 浓度为 1、
5、10 mg/kg 的鸡饲料样本，按 1.4 中的方法取

样浸提，与阴性样本一同进行测试。 
恩拉霉素的高效液相色谱(high performance 

liquid chromatography, HPLC)检测方法参照金萍[18]

报道的色谱条件：C18 柱(4.6 mm×250 mm, 5 μm)，
流动相为 0.01 mol/L 乙腈 -磷酸二氢钾体系

(30:70，体积比)，流速为 1 mL/min，检测波长

为 267 nm。 

2  结果与分析 
2.1  金标抗体制备条件的优化及表征 
2.1.1  金标抗体标记条件的优化 

胶体金溶液的 pH 和抗体的标记量会影响

抗体与胶体金颗粒的结合效率以及金标抗体的

稳定性[19-20]。如图 3 所示，当体系中用于 pH 调

节的碳酸钾添加量达到 8 μL 时，胶体金最大吸

收值变化较小，说明该条件下金标抗体的稳定 
 

 
 

图 3  金标抗体最佳标记条件 
Figure 3  The best labeling conditions of 
anti-Er.A-mAb-GICA. 
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性最好，能够在高盐环境中保持胶体金颗粒呈

分散状态而不聚沉，因此选取 K2CO3 添加量为

8 μL。考察标记体系中 anti-Er.A-mAb 的最适用

量，结果表明当抗体终浓度达到 4 μg/mL 时，溶

液的 OD450 值与胶体金原溶液的差异最小，金标

抗体最稳定，并且浓度升高后变化不显著，因此

选择 4 μg anti-Er.A-mAb 为每毫升胶体金溶液的

最佳标记量。 
2.1.2  金标抗体质量鉴定 

通过肉眼观察，标记后的金标抗体溶液呈紫

红色，较标记前胶体金溶液偏紫一些，色泽鲜亮，

其 400−600 nm 紫外扫描图谱见图 4。由图 4 可

知，标记前胶体金溶液的最大吸收波峰在 524 nm
处，而标记后同浓度金标抗体溶液的最大吸收峰在

529 nm 处，发生了偏移，这表明 anti-Er.A-mAb 成

功结合在胶体金颗粒上。 
2.1.3  抗体偶联率的测定 

将 1 mg/mL 的 anti-Er.A-mAb 标准溶液稀释

至浓度为 0.02、0.04、0.06、0.08、0.10 μg/mL，

通过 icElisa 方法测定其在 450 nm 处的吸光值并

建立标准曲线(图 5)，曲线方程为 y=0.203 68+ 
 

 
 
图 4  胶体金溶液和金标抗体溶液在 400−600 nm
紫外扫描图谱 
Figure 4  The UV scanning spectra of colloidal gold 
solution and anti-Er.A-mAb-GICA at 400−600 nm. 

 
 
图 5  抗体偶联率标准曲线 
Figure 5  Standard curve of antibody coupling rate. 
 
6.439 69 x (R2=0.989 17)。图 5表明，anti-Er.A-mAb
在 0.02−0.10 μg/mL 之间时，OD450值与 anti-Er.A- 
mAb 浓度具有良好的线性关系。经测定，离心后

的上清液 OD450为 0.11，表明游离 anti-Er.A-mAb 抗

体的浓度小于 0.02 μg/mL，抗体偶联率高于 99%。 

2.2  试纸条层析条件的优化 
2.2.1  最佳 T 线包被浓度 

由于 T 线的显色是判定结果的主要依据，

在 C 线浓度 0.4 mg/mL 的条件下，对 T 线包被

浓度进行优化，确保 T 线在阴性条件下有明显的

显色并且在阳性条件下具有足够灵敏的竞争性。如

图 6 所示，采用阴性样本检测时，随 T 线浓度增加，

T/C 值逐渐增大，当 T 线浓度为 1.0 mg/mL 时，T/C
值最接近 1。当采用阳性样本检测时，T/C 值虽

随 T 线浓度增加而增加，但变化幅度较小；同

时，当 T 线浓度为 1.0 mg/mL 时抑制率最大，

表明该浓度时试纸条的竞争性最好，因此选择

1.0 mg/mL 作为最佳 T 线包被浓度。 
2.2.2  最佳金标抗体用量 

金标抗体用量对试纸条灵敏性有很大的影

响，竞争性胶体金免疫层析法的灵敏度与金标抗

体的用量成反比，过多的金标抗体会降低其灵敏

度[21]，因此需要对金标抗体用量进行考察。如图 7
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所示，随着金标抗体用量增加，阴性样本检测时

各实验组的 T/C 值均接近 1，但是金标抗体用量

为 2 μL 时，T、C 线的显色较浅，其他金标抗体

用量的 T、C 线显色清晰。当采用阳性样本检测时，

2 μL 金标抗体用量时虽抑制率最高，但 C 线显色

较浅；之后随金标抗体用量增加，虽 T/C 值略有

增加，但试纸条灵敏度下降，抑制率呈下降趋势。

考虑成本等因素，最终选择 3 μL 为最佳金标抗体

使用量。 
 

 
 

图 6  T 线包被浓度对 GICA 的影响 
Figure 6  Effect of T line coating concentration on 
GICA. 
 

 
 

图 7  金标抗体用量对 GICA 的影响 
Figure 7  Effect of the amount of 
anti-Er.A-mAb-GICA on GICA. 

2.3  试纸条灵敏度测试 
取阴性样本以及不同浓度 Er.A 标准品溶

液，按 1.7 加入到含 3 μL 金标抗体的微孔中，

插入试纸条，反应 15 min 后用胶体金读数仪进

行结果判定，重复 3 次，结果见图 8。当 Er.A
含量达到 25 ng/mL 时，T/C 值小于 1 即可被检

出，并且 Er.A 在 25−300 ng/mL 范围内，试纸条

的 T/C 值与 Er.A 的含量具有良好的线性关系，

其方程为 y=0.998 03−0.002 97 x (R2=0.99)，可实现

样品中 Er.A 的定量检测。 

2.4  试纸条特异性测试 
取阴性样本以及 1 μg/mL 的 Er.A、Er.B、

Er.Pre、Van、Bac.A、Pol.B 和 Vir.M1 标准品溶

液，按 1.7 加入到含 3 μL 金标抗体的微孔中，

插入试纸条，反应 15 min 后用胶体金读数仪进

行结果判定，重复 3 次，结果见图 9。恩拉霉素

胶体金免疫层析试纸条对 1 μg/mL Er.A、Er.B 以

及 Er.Pre 检测结果为阳性，对其他的恩拉霉素结

构类似物及阴性样本检测结果为阴性。这表明本

试验所研制的恩拉霉素胶体金免疫层析试纸条

具有高度的特异性，可以用于样品中恩拉霉素的

快速检测。 
 

 
 

图 8  恩拉霉素胶体金免疫层析试纸条灵敏度结果 
Figure 8  Sensitivity results of Er-GICA. 
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图 9  恩拉霉素胶体金免疫层析试纸条特异性结果 
Figure 9  Specificity results of Er-GICA. 

 
2.5  试纸条重复性测试 

在 3 批次制备的恩拉霉素胶体金免疫层析

试纸条中，分别随机抽取 15 条用于检测阴性样

本、250 ng/mL Er.A 标准品溶液和 500 ng/mL 

Er.A 标准品溶液，每组重复 5 次，检测结果并

未出现任何假阳性、假阴性的情况，说明不同批

次制备的恩拉霉素检测用试纸条重复性好。 

2.6  阳性样本添加实验 
根据 1.4 方法，选用猪饲料和鸡饲料两种样

品进行阳性添加实验，猪饲料中 Er.A 添加量分

别为 2.5、20、30 mg/kg，鸡饲料中 Er.A 添加量

分别为 1、5、10 mg/kg，检测时按需稀释。上述

每个添加量设 3 次重复，采用 1.4 方法对样品进

行处理后进行检测，结果见表 1。经 GICA 法测

试阳性样本浸提液，猪饲料、鸡饲料中 Er.A 的

添加回收率在 87.0%−99.5%之间，相对标准偏差

(relative standard deviation, RSD)<5.46%。采用

HPLC 法测试阳性样本浸提液，当猪饲料中 Er.A

添加量为 2.5 mg/kg、鸡饲料样品中 Er.A 添加量为

1、5 mg/kg 时，HPLC 无法检出，其他各添加水

平阳性样本的 Er.A 添加回收率在 87.40%−91.33%

之间，RSD<6.57%，说明本研究建立的免疫层

析方法具有良好的灵敏性和准确性，能有效检

出饲料样本中按规添加的恩拉霉素。 

3  讨论与结论 
恩拉霉素能够阻止细菌细胞壁的合成，导致

细菌失去保护，特别对肠内有害梭状芽孢杆菌等

革兰氏阳性菌具有很强的活性[22]。在动物饲料

中添加适量恩拉霉素预混剂可以预防动物疾病，

同时显著提高饲料转化率[23]。但若养殖户不顾

停药期规定滥用恩拉霉素，会造成它在动物体内

残留，进而由食物链富集到人体，对人体产生危

害。日本 2023 年通报的第 G/SPS/N/JPN/1137 号

文件中规定猪鸡可食用性组织(鸡肉、肾脏、肝

脏以及脂肪)中恩拉霉素的残留量为 30 μg/kg[24]。

因此，开发一种快速、准确、可用于现场检测的

恩拉霉素检测方法具有重要意义。GICA 因其灵

敏度高、操作简便、结果可视化等优点，在抗生

素快速检测领域发挥着重要的作用[25-27]，它还可

以通过包被不同的检测线实现对几种不同抗生

素的同时检测[28]。Li 等[29]研发了一种用于检测

样本中恩诺沙星含量的胶体金免疫层析试纸条，

肉眼定性检出限为 0.125 ng/mL；借助光学扫描

仪可实现超灵敏定量，检出限为 0.001 95 ng/mL，

适合于现场快速检测。 

本研究构建了基于胶体金的恩拉霉素免疫

层析试纸条，对金标抗体标记方法、T 线包被浓

度以及金标抗体使用量等参数进行了优化，配合

胶体金读数仪可实现饲料中恩拉霉素含量的定

量检测。在金标抗体标记过程中，当 K2CO3 添

加量为 8 μL/mL、抗体添加量为 4 μg/mL 时，

anti-Er.A-mAb 抗体偶联率高于 99%。通过研究

Van、Bac.A、Pol.B、Vir.M1 等结构类似物以及

Er.A、Er.B、Er.Pre 对检测结果的影响证明该试 
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表 1  GICA 法和 HPLC 法检测阳性样本添加实验结果 
Table 1  The results of positive samples detected by GICA and HPLC 
 Er.A addition amount 

(mg/kg) 
GICA HPLC 
Er.A detection amount (mg/kg) RSD/% Er.A detection amount (mg/kg) RSD/% 

Pig feed 2.5 2.36±0.03 2.11 ND – 
20.0 18.17±0.07 0.69 8.93±0.09 1.83 
30.0 28.10±0.12 0.77 27.40±0.22 1.37  

Chicken feed 1.0 0.87±0.02 3.28 ND – 
5.0 4.57±0.14 5.46 ND – 

10.0 9.95±0.07 1.28 9.07±0.10 1.87 
ND represents not detected. 
 
 

纸条特异性良好。本研究制备的恩拉霉素免疫试

纸条在 15 min 内可得到结果，采用胶体金读数

仪读取试纸条，Er.A 检出限为 25 ng/mL，线性

范围为 25−300 ng/mL。对猪、鸡饲料样品进行

阳性样本添加试验，结果表明添加回收率在

87.0%−99.5%之间，RSD<5.46%。与恩拉霉素的

其他检测方法相比，微生物法虽检测成本低，但

测定时间长，灵敏度和特异性不高。陈敏等[30]

建立的以枯草芽孢杆菌为检定菌的双碟法检测

恩拉霉素的定量范围为 0.56−35.79 U/mL，许铭

玉等[31]建立的干燥滤纸片法检测恩拉霉素的定

量范围为 150−500 U/mL。恩拉霉素色谱分析法

主要有两类：高效液相色谱法(high performance 
liquid chromatography, HPLC)和薄层色谱法(thin 
layer chromatography, TLC)。HPLC 方法灵敏度

较高、重复性好，常被用于分析发酵液和预混

剂样品中恩拉霉素的含量，其定量范围为

200−1 000 mg/mL[32]。然而，单独使用 HPLC 法

测定畜禽产品及饲料中恩拉霉素存在灵敏度的

问题。杜鑫[33]将超高效液相色谱法与质谱法联

用，建立了猪肉、鸡肉样本中恩拉霉素含量的检

测方法，检出限达 4 μg/kg，定量下限为 10 μg/kg，
灵敏度优于 HPLC。TLC 检测成本低，若单一使

用只能用于定性检测[34]。周鹏飞等[5]通过将 TLC
与紫外分光光度法联用，结果表明恩拉霉素点样

量在 20−166 μg 范围内线性良好，可用于恩拉霉 

素预混剂含量的检测。目前，基于恩拉霉素单

克隆抗体的检测方法只有 Lu 等[11]建立的双抗

原竞争 ELISA：他们建立了猪肌肉和鸡肌肉样

本中恩拉霉素含量的 icELISA 检测方法，检出

限分别为 144.8 μg/kg 和 98.0 μg/kg；证明了通

过特异性抗体检测恩拉霉素方法的可行性，但

ELISA 方法操作过程烦琐、对操作人员及操作

条件要求高。本研究制备了高纯度的恩拉霉素

A 单克隆抗体，建立了胶体金免疫层析法检测

样品中恩拉霉素，检测限低至 ng/mL 水平。相

较于其他恩拉霉素检测方法，具有简便快捷、

节约成本、无需使用大型仪器等优点，可应用

于饲料样品中恩拉霉素的实时现场筛查，具有

良好的发展前景。 
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