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摘要  采用TTC 法、ELISA 检测法对随机抽取的50 份纯牛奶样品进行抗生素残留分析。TTC 法测出抗菌药物阳性率为16 % ;ELISA 法测
出抗菌药物阳性率为20 % , 其中四环素残留阳性率为5 % ,链霉素残留阳性率为15 % ,青霉素残留阳性率为8 % , 磺胺二甲��检测全部
为阴性, 二者结果基本一致。结果显示, 部分牛奶中有抗菌药物残留。
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Determination of Antibiotics Residues in Pure Milk with TTC and ELISA Test
HE Jin- huanet al  ( Deparment of Bioengineering , Zhengzhou College of Ani mal hubandry and Engineering , Zhengzhou ,Henan 450011)
Abstract  50 samples were selected in order to knowthe situation of antibiotic residue with milk and detected the antibiotic residue by TTC and ELISA
test . Both showed the si milar results . The positive rate of antibiotics was 16 % with TTCtest ;The positive rate of antibiotics residue was 20 % with
ELISA test , of whichthe residue of tetracycline was 5 % , the residue of streptomycin was 15 % ,the residue of penicillin was 8 % .But there was no sul-
phadi midine residue in samples . The results showed that the residue of antibiotics was fact in part milk at Zhengzhou market .
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  目前我国生产管理上常用的抗菌药物残留快速检测方

法主要有氯化三苯四氮唑( TTC) 法和酶联免疫吸附剂测定

( ELISA) 法。TTC 法是一种微生物学方法, 其原理是嗜热链

球菌( S . t her mophil us) 在牛乳中生长时会将无色的2 ,3 ,5 - 氯

化三苯基四氮唑还原为红色的三苯甲瓒; 而当牛奶中存在抗

生素等抗菌物质时, 会抑制嗜热链球菌的生长,TTC 则无法

被还原。ELISA 测定法是根据酶标记的抗体或抗抗体来进行

的抗原- 抗体反应。该法的优点是: 可以通过显色来快速进

行定性分析, 特异性强, 灵敏度高, 酶标板上1 次可以作多份

样品检测。笔者随机抽取50 份牛奶样品采用上述2 种方法

测定, 对结果进行比较分析。

1  材料与方法

1 .1 材料  纯牛奶样品: 郑州市各大超市售( 随机取不同品

牌、不同包装、2 个生产日期的消毒纯牛奶) ; 不含抗生素的健

康鲜牛奶, 由花花牛乳业集团提供。菌种: 嗜热链球菌 , 河

南省花花牛乳业集团提供。药品 : 青霉素 G 钾标准品 ;TTC;

各抗生素类残留检测试剂盒( 英国Randox 公司) 。

1 .2 实验方法

1 .2 .1 样品预处理。将无抗健康鲜牛乳以2 000 r/ min 的转

速离心15 min , 去除上层脂肪,113 ℃灭菌15 min , 待用。

1 .2 .2 TTC 法检测。

(1) 将嗜热链球菌冻干粉接种于脱脂牛乳中 ,36 ℃培养

18 h 后, 菌液接种至灭菌脱脂乳, 再经36 ℃培养15 h 。

( 2) 用灭菌脱脂乳以1∶10、1∶20、1∶40 、1∶80 的比例稀释菌

液, 待用。

  ( 3) 阴性对照管为无抗生素10 % 还原脱脂乳溶液, 阳性

对照管为10 % 还原脱脂乳加青霉素钾盐。

(4) 确定被测奶样中需要加入嗜热链球菌的量。取10

mm×150 mm 试管 , 每管加入无抗奶9 ml ,80 ℃水浴加热5 min

后, 冷却到37 ℃以下。加入1 ml 上述用灭菌脱脂乳稀释好
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的菌液, 在36 ℃水浴中培养2 h 。然后加入4 %TTC 溶液0 .3

ml , 继续水浴培养30 min 后观察结果。以显色为微红色的试

管相对应的菌液稀释度作为以下实验用稀释度。

(5) 抗生素检测。在试管中加入9 ml 含抗生素的牛奶 ,

对照管牛奶不含抗生素,80 ℃水浴5 min , 随后冷却到37 ℃以

下。各加入1 ml 菌液( 稀释度由上述实验确定) ,36 ℃水浴2

h。然后加入4 %TTC 溶液0 .3 ml , 继续水浴 , 每隔15 min 观察

一次结果。若待测牛奶的颜色比对照乳液颜色浅 , 则判定为

阳性( 表1) 。每种药物阳性结果中对应的最低含量, 即为该

药物的最低检出量。每种药物重复测定3 次。

  表1 显色状态判断标准

显色状态 判断 显色状态 判断

未显色者 可疑 桃红色～红色 阴性

微红色者 可疑

1 .2 .3 ELISA 法检测。根据ELISA 试剂盒操作说明书进行。

建议将所有需要用的试剂在测试前都带到室温测试间 , 为减

少交叉影响, 建议将酶标板用粘性密封纸封住。每个测试做

2 套。建议用图1 顺序排列酶标板( 每格代表2 孔) 。

S1 T1 T9 T17 T25 T33
S2 T2 T10 T18 T26 T34
S3 T3 T11 T19 T27 T35
S4 T4 T12 T20 T28 T36
S5 T5 T13 T21 T29 T37
S6 T6 T14 T22 T30 T38
QC T7 T15 T23 T31 T39
QC T8 T16 T24 T32 T40

注 :S 为标准 ;QC 为质量控制 ;T 为测试样品。

图1 酶标板排列顺序

2  结果与分析

此次检测牛奶50 份, 抗菌药物残留阳性显示10 份, 阳性

率为20 % , 牛奶中各抗菌药物残留限量及各检测方法的最低

检测限见表2。

  本地与外地纯牛奶中抗菌药物残留比较见表3。

  各抗菌药物在阳性样品中所占比例见图2 。链霉素残留

比例最高, 达45 % ; 青霉素残留和四环素残留比例分别为

29 % 和26 % ; 磺胺二甲��未检出。
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  表2 消毒纯牛奶中抗菌药物残留的检测概况

检测方法 检测药物
阳性率

%

检测限

ng/ ml

最高允许残留

ng/ ml
TTC 抗生素  16 .0  0 .004 1    -

ELISA 磺胺二甲�� 0 15    100

四环素 5 .0 15 100

链霉素 15 .0 20 200

青霉素 8 .0 6 .0 4 .0

 注 : 抗生素检测限单位为 U。

  表3 本地与外地纯牛奶中抗菌药物残留比较

地区 份数 阳性数 阳性率∥%

本地 15 1     6 .67

外地 35 9 22 .86

图2 各抗菌药物在阳性样品中的比例

3  讨论

从检测总体情况来看 , 抗菌药物残留不容乐观。个别药

物残留相当高, 有2 份样品均检出2 种以上抗生素残留。不

同包装纯奶中鲜奶残留率较低, 而巴氏消毒袋奶和瓶装奶残

留率较高。一般临床治疗乳房炎往往采用青霉素、链霉素联

合用药方法 , 此次检测中链霉素残留明显高于青霉素, 并不

说明青霉素用药少于链霉素, 这可能与青霉素水溶液不稳

定, 遇酸、遇热时部分青霉素被分解破坏有关。

  比较结果表明, 对于牛奶中残留的青霉素、磺胺��等

进行检测,TTC 法的灵敏度可以达到农业部的检测要求 ; 对

链霉素的检测,TTC 法的灵敏度还不够。传统TTC 法中被检

牛奶加入嗜热链球菌菌液时, 只是说将培养15 h 的细菌原液

1∶1 稀释后使用。事实上, 由于受菌种活力、培养用脱脂乳营

养成分等多种因素的影响, 此时的菌液量已难以统一。加入

的细菌数量过多或过少均会对实验结果产生影响。因此, 笔

者在检测时 , 增设了一个确定菌液稀释度的步骤, 收到很好

的效果 , 实验结果重现性好, 灵敏度符合要求。按照国家标

准描述, 在被检牛奶中加入 TTC 试剂培养30 min 后观察结

果, 若实验管呈现白色, 则继续培养0 .5 h。笔者在实验时发

现, 当牛奶中抗生素含量比较低时, 可以在加入 TTC 试剂培

养10 ～15 min 后观察牛奶的颜色变化。因为有时加入TTC

后培养时间过长, 低含量的含抗菌药物奶颜色会和无抗菌药

物奶颜色趋于一致, 无法分辨出两者间的差别。

就检测对象而言,TTC 法不受所检测的抗生素种类所

限, 各种影响细菌生长的抗生素均可检出。但亦有可能会出

现假阳性, 有报道指出, 足够浓度的洗涤剂等物质的残留可

影响细菌生长而使实验结果为阳性。在反复使用的牛奶容

器中可能出现这一情况。ELISA 法的优点是特异性高、快速、

准确。但是因为我国目前的 ELISA 试剂主要针对β- 内酰胺

类抗生素, 对其他抗生素如庆大霉素、磺胺类药物、土霉素等

常用药物不敏感, 因此在实际检测过程中难免会造成疏漏。

和ELISA 法比较,TTC 法的成本低廉, 但检测花费的时间较

长, 需要3 ～4 h 才能完成对1 个样品的检测。因此, 在实际

使用时 , 可以根据具体情况, 选择合适的检测方法。
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  表1 回收实验结果( n =6)

本底值

g/ L

加入量

g/ L

测得量

g/ L

回收率

%
0 .195 8 0 .100 0 0 .292 3     98 .1
0 .198 7 0 .100 0 0 .292 6 98 .0
0 .198 7 0 .100 0 0 .298 8 100 .0
0 .204 5 0 .100 0 0 .302 0 99 .2
0 .205 9 0 .100 0 0 .308 1 100 .7
0 .208 8 0 .100 0 0 .304 2 98 .5

2 .3  电导法的工作原理  实验中的 NaOH 溶液既是溶剂,

又是导电介质, Na + 和 OH- 是主要的导电离子。橙皮甙难

溶于水, 而溶于 NaOH 中。橙皮甙溶于 NaOH, 实质上是橙

皮甙与 NaOH 作用形成盐, 使得其溶解度增大。

NaOH 溶液中溶入橙 皮甙后, 溶 液中导电 能力强的

OH - 部分参与反应 , 生成等量的导电能力弱的橙皮甙阴离

子, 导致溶液中的 OH - 浓度减少, 因此溶液的导电能力下

降, 且这种电导率下降值与橙皮甙加入量呈线性关系。
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