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高通量微生物显色法快速检测 
动物源性食品中抗生素残留

范 维，高晓月，李贺楠，李莹莹，郭文萍，陈淑敏*
（中国肉类食品综合研究中心，北京食品科学研究院，北京 100068）

摘  要：建立一种采用高通量微生物显色法对动物源性食品中抗生素残留进行筛检，再结合高效液相色谱-串联质

谱（high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry，HPLC-MS/MS）法对阳性样品进行复测的分

析检验方法。本方法利用嗜热脂肪芽孢杆菌（Bacillus sterothermophilus）作为指示菌，制备96 微孔板，可同时对不

同类别多种抗生素进行联合检测。结果表明：该微生物显色法操作简便、快捷，成本低，结果准确且易判断，选取

pH 7.4磷酸盐缓冲液进行提取，以反应液150 μL、菌液50 μL（初始OD600 nm为0.4左右）、样品提取液100 μL作为检

测体系，检测效果最佳，对动物源性食品中氨基糖苷类检出限为60 μg/kg，β-内酰胺类检出限为20～40 μg/kg，大环

内酯类检出限为60～80 μg/kg，四环素类检出限为40～60 μg/kg，符合国内外对抗生素残留限量的要求。对60 份动

物源性样品进行检测，其结果与HPLC-MS/MS复测结果一致，说明该微生物法稳定性良好，可用于动物源性食品中

抗生素残留的初筛检测。
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Abstract: A new rapid and high-throughput microbial chromogenic assay was developed to analyze antibiotic residues in 

animal-derived food samples. The positive samples were further confirmed by high performance liquid chromatography-

tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS) method. Bacillus sterothermophilus was used as an indicator strain to produce 

a 96-well microplate for detecting a variety of antibiotics simultaneously. The results showed that the microbial assay was 

simple and cheap, and gave easy-to-interpret results. After extraction with phosphate buffer at pH 7.4, muscle samples 

were detected using a chromogenic assay system consisting of the reactant solution (150 μL), bacterial suspension (50 μL) 

with an initial optimal density (OD600 nm) of around 0.4, and the sample extract (100 μL). The limits of detection (LODs) 

of aminoglycosides, beta-lactam, macrolide, and tetracyclines antibiotics were 60, 20–40, 60–80, and 40–60 μg/kg, 

respectively, which reached the requirements for the determination of antibiotic residue levels in the country and abroad. 

Consistent results were obtained in examining antibiotic residue in 60 animal-derived food samples using the microbial 

chromogenic assay and HPLC-MS/MS, indicating that the proposed assay could be used to detect antibiotic residues in 

animal-derived food samples with reliable results. 
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抗生素在畜禽集约化生产中起着预防和治疗疾病等

作用，但滥用这些抗生素会使其通过动物体自身转移、

富集进入人类食物链，最终导致人体产生抗药性，影响

疾病治疗与康复[1-4]。当前，我国抗生素滥用情况依然存

在且形势严峻 [5]。2015年10月1日起施行的《食品安全

法》中规定：食品安全监管环节，应采用国家规定的快

速检测方法对食品农产品进行抽查。这说明高通量、快

速的检测方法将成为未来检测发展趋势。目前，抗生素

残留检测方法主要有色谱法[6]、微生物检测法[7-8]和免疫

分析法[9]等，其中色谱法较为常用，可以进行定性定量检

测，结果灵敏准确，但设备投入大，人员技能要求高，适

合于大型综合性实验室进行仲裁判定和确证[10-11]；免疫分

析法虽灵敏度高，但是检测成本昂贵，只能检测单一抗生

素[12]，不易于推广；相较于前两种方法微生物法由于成

本低廉、操作简单、具有广谱性，可作为一种高通量抗

生素初筛方法应用在农产品安全监管环节，并在中小型

企业得到普及。

目前，我国微生物显色法多用于牛奶中抗生素残

留的检测，用此法在禽畜肉中检测抗生素残留的研究较

少。因此，本实验开发出一种可检测动物源性食品中抗

生素残留的高通量快速微生物显色方法，可同时对常见

的4 大类抗生素进行联合检测，并可根据具体需要进行色

谱法复测，使结果更加准确可靠。

1 材料与方法

1.1 材料与培养基

1.1.1 菌种与样品

嗜热脂肪芽孢杆菌（Bacillus sterothermophilus）
（CICC 10392） 中国工业微生物菌种保藏管理中心；

实验采用的禽畜肉购自农贸批发市场。

1.1.2 试剂

氨基糖苷类：丁胺卡那霉素、双氢链霉素；大环

内酯类：红霉素、罗红霉素；四环素类：四环素、土

霉素、金霉素；β-内酰胺类：阿莫西林、水合氨苄青

霉素、青霉素G、乙氧萘青霉素和双氯青霉素标准品  

德国Dr. Ehrenstorfer公司；蛋白胨、胰蛋白胨、酵母粉、

牛肉粉、葡萄糖、琼脂、营养肉汤、营养琼脂、溴甲 

酚紫 北京陆桥技术有限责任公司；其他试剂均为色谱

纯或分析纯。

抗生素标准储备液：将氨基糖苷类和β-内酰胺类各

抗生素标准品分别用去离子水溶解并定容至100 μg/mL， 

－20 ℃避光可保存1 个月；将大环内酯类和四环素类各

抗生素标品分别用甲醇溶解并定容至100 μg/mL，－18 ℃

避光可保存12 个月以上。

磷酸钠缓冲溶液：A液，称取72 g Na2HPO4·12H2O，

用去离子水定容至1 000 mL。B液，称取31 g NaH2PO4·2H2O， 

用去离子水定容至1 000 mL。pH 6.8：A液49.5 mL和B液

50.0 mL进行混合；pH 7.0：取A液61.0 mL和B液39.0 mL

进行混合；pH 7.4：取A液81 mL和B液19 mL进行混合；

pH 8.0：取A液94.7 mL和B液5.3 mL进行混合。

1.1.3 培养基

固体培养基：蛋白胨 1 0 . 0  g，牛肉膏 3 . 0  g，

NaCl 5.0 g，琼脂15.0 g溶于1 000 mL蒸馏水中，用NaOH

溶液调pH 7.3，121 ℃高压灭菌15 min。

液体培养基：胰蛋白胨10.0 g，葡萄糖2.0 g，牛心粉

5.0 g，NaCl 5.0 g，蒸馏水1 000 mL，用Na2HPO4·12H2O

溶液调pH 7.4，121 ℃高压灭菌15 min。

检测液：蛋白胨10.0 g，牛肉浸膏3.0 g，葡萄糖

10.0 g，NaCl 5.0 g，溴甲酚紫指示剂0.04 g，蒸馏水定容

至1 000 mL，pH 7.0，121 ℃高压灭菌15 min。

1.2 仪器与设备

SYNERGY H4酶标仪 美国伯腾仪器有限公司；

DHP-9272恒温培养箱 上海一恒科学仪器有限公司；

UltiMate3000-TSQ QUANTUM ULTRA高效液相色谱-串

联质谱（high performance liquid chromatography-tandem 

mass spectrometry，HPLC-MS/MS）联用仪（配有电喷雾

离子源） 美国Thermo公司；Series 1200-Technologies 6410 

HPLC-MS/MS联用仪（配有电喷雾离子源）、1260 HPLC

仪（配有可变波长紫外检测器） 美国安捷伦公司； 

SCR20BA离心机 日本日立仪器有限公司；PHS-3C  

pH计 上海雷韵仪器有限公司。 

1.3 方法

1.3.1 样品预处理

1.3.1.1 微生物显色法

称取4 份均质好的10 g鲜肉样品置于50 mL离心管

中，分别加入10 mL pH值为6.8、7.0、7.4、8.0的磷酸钠缓

冲溶液，旋涡1 min，密封置100 ℃沸水浴中加热5 min，

10 000 r/min离心3 min，取上清液用于微生物检测。

1.3.1.2 色谱法

大环内酯类测定：样品参照SN/T 1777.2—2007《动

物源性食品中大环内酯类抗生素残留测定方法》[13]进行

前处理；四环素类测定：样品参照GB/T 21317—2007《动

物源性食品中四环素类兽药残留量检测方法》[14]进行前

处理；β-内酰胺类测定：样品参照SN/T 2050—2008《进

出口动物源食品中14 种β-内酰胺类抗生素残留量检测方

法》 [15]进行前处理；氨基糖苷类测定：样品参照GB/T  

21323—2007《动物组织中氨基糖苷类药物残留量的测

定》[16]进行前处理。



※安全检测	                            食品科学	 2017, Vol.38, No.16   241

1.3.2 微生物显色法检测

1.3.2.1 微生物初始浓度及检测体系组成比例的确定

无菌状态下，从固体培养基上挑取已培养24 h的

细菌菌落，接入液体培养基中，分别配成光密度值

（OD600 nm）为0.1、0.4、0.6、0.8、1.0的菌悬液。取96 孔

板，将各菌悬液分别加入到以下3 组体系中，检测液体

积、菌悬液体积、生理盐水，A组体积分别为180、20、

100 μL；B组体积分别为150、50、100 μL；C组体积分别

为100、100、100 μL。于60 ℃恒温箱中培养，确定各组

变色（反应液由紫变黄）时间。将变色时间较短的组合

中生理盐水换成0.1 μg/mL罗红霉素标准溶液，于60 ℃恒

温培养，观察变色情况，选出结果呈阳性组（检测液紫

色为阳性，黄色为阴性），最终优化出最适微生物初始

浓度和检测体系组成比例。

1.3.2.2 微生物显色法检测程序

取96 孔板，按1.3.2.1节优化的比例，在第1列只加入

检测液，在2～12列加入检测液和菌悬液，之后在第2列

加入无抗生素的鲜肉提取液，在3～12列加入不同抗生素

标准液或样品提取液，于60 ℃恒温培养至第2列变成黄

色，观察其他列颜色变化。

1.3.2.3 微生物显色法检出限的确定

用去离子水将12 种抗生素标准储备液分别稀释成

0.02、0.04、0.06、0.08、0.1 μg/mL共5 个梯度，以注射

的方式加入到无抗生素鲜肉中，使其充分吸收。按上述

微生物法进行检测，确定各种抗生素的检出限。

1.3.2.4 指示菌传代稳定性的确定

将嗜热脂肪芽孢杆菌连续传代至第5代，用各代菌

对双氢链霉素、阿莫西林、罗红霉素和四环素的检出

限进行测定，并确定反应时间，以此判断指示菌的传

代稳定性。

1.3.3 色谱法检测

大环内酯类，参照SN/T 1777.2—2007[13]方法，运用

Series 1200-Technologies 6410型HPLC-MS/MS进行检测；

四环素类和氨基糖苷类，分别参照GB/T 21317—2007[14]

和GB/T 21323—2007[16]方法，运用UltiMate3000-TSQ 

QUANTUM ULTRA HPLC-MS/MS进行检测；β-内酰胺

类，运用HPLC法进行测定，参照GB 29682—2013[17]和

SN/T 2050—2008[16]方法。

1.3.4 色谱法标准曲线及检出限的确定

用超纯水将各类抗生素标准溶液逐级稀释，对应

1.3.3节色谱条件进行测定，以质量浓度（μg/L）为横

坐标、峰面积为纵坐标绘制标准曲线，并以3 倍信噪比

（RSN=3）确定其检出限。

1.3.5 样品测定

从不同市场分别购进鲜猪肉20 份、牛肉10 份、羊肉

10 份、禽肉20 份，共计60 份，分别用序号1～60标识，

用微生物法和色谱法同时对60 份样品中这4 类、12 种抗

生素进行测定。

2 结果与分析

2.1 微生物法提取缓冲液pH值的确定

本实验所用指示剂为溴甲酚紫，其变色范围是pH 6.8

（紫色）～5.6（黄色），而市售鲜肉的pH值一般在

6.6～5.8之间，肉汁本身酸碱性对检测液变色效果影响较

大。实验选取不同pH值的磷酸盐缓冲液对样品进行前处

理，结果见表1。从表1可以看出，当缓冲液pH值小于7.4

时，鲜肉提取液加入到检测体系中，会使检测液瞬间变

黄；缓冲液pH值较高时，则会延长反应时间。因此，选

取pH 7.4的磷酸盐缓冲溶液对样品中的抗生素进行提取。

表 1 不同pH值缓冲液对检测效果的影响

Table 1 Effect of different pH buffers on the detection 

磷酸盐缓冲液pH 6.8 7.0 7.4 8

检测液颜色（0 min） 黄色 橘黄色 紫色 紫色

检测液颜色（240 min） 黄色 黄色 黄色 紫色

2.2 微生物初始浓度及检测体系的确定

用生理盐水作为样品提取液按比例加入到检测体系

中，确定菌悬液浓度和检测体系组成比例对反应时间的

影响，结果如表2所示。当菌悬液初始吸光度不小于0.4

时，B、C两组反应时间较短，均能在4 h内变色，因此用

这两组进行抗生素敏感度实验，结果如表3所示。

表 2 菌悬液初始浓度及检测体系组成比例对反应时间的影响

Table 2 Effects of initial concentration of bacterial suspension and 

reaction mixture composition on response time

min

组别
体系组成体积/μL 菌种初始OD600 nm

反应液 菌液 生理盐水 0.1 0.4 0.6 0.8 1.0

A 180 20 100 300 270 260 240 240

B 150 50 100 270 210 190 170 160

C 100 100 100 230 150 130 120 120

表 3 菌悬液初始浓度及检测体系组成比例对抗生素敏感度的影响

Table 3 Effects of initial concentration of bacterial suspension and 

reaction mixture composition on the sensitivity for antibiotics

组别
体系组成体积/μL 菌种初始OD600 nm

反应液 菌液 罗红霉素标准液 0.4 0.6 0.8 1.0

B 150 50 100 紫色（＋＋） 浅紫色（＋） 黄色（－） 黄色（－）

C 100 100 100 浅紫色（＋） 橘黄色（－） 黄色（－） 黄色（－）

注：＋＋.抗生素对菌强抑制；＋.对菌抑制；－.对菌无抑制作用。

从表3可以看出，菌悬液初始OD600 nm较高或加入菌

悬液体积较大时，抗生素对菌的抑制效果不明显，反应

液变为黄色，达不到检测目的，因此选择0.4作为菌悬液

初始OD600 nm，反应液150 μL、菌液50 μL、样品提取液

100 μL作为检测体系。该法比传统平板法省时省力，采
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用指示剂显色作为判别标准也比抑菌圈更易于观察，满

足快速检测的要求。

2.3 微生物显色法的检出限检测结果

表 4 12 种抗生素的检出限量

Table 4 Limits of detection of 12 antibiotic

μg/kg

抗生素名称 微生物法检出限 色谱法检出限 最大残留限量

氨基糖苷类

200丁胺卡那霉素 60 20

双氢链霉素 60 20

β-内酰胺类

50

阿莫西林 20 10

水合氨苄青霉素 40 10

青霉素G 20 3

乙氧萘青霉素 40 10

双氯青霉素 40 10

大环内酯类

200红霉素 60 20

罗红霉素 80 20

四环素类

100
四环素 40 50

金霉素 40 50

土霉素 60 50

按1.3.2.3节方法进行检测，以颜色未发生变化的标

准液浓度为该抗生素的最小检测浓度，结果见表4。本

方法各类抗生素的检出限均小于我国农业部规定的动

物性食品中兽药最高残留限量[18]，虽然检出的阴性样品

中可能含有抗生素，但其含量低于最高残留限量，依然

是合格产品，说明该法可以满足初筛检测的要求。其

中对β-内酰胺类和四环素类抗生素较为敏感，检出限为

20～40、40～60 μg/kg，这与刘冬梅等[19]研究的对牛奶中

抗生素残留检测结果相似。

2.4 指示菌传代稳定性

表 5 指示菌传代稳定性

Table 5 Genetic stability of indicator bacterium during passage

菌活化
代数

双氢链霉素 阿莫西林 罗红霉素 四环素

检出限/
（μg/kg）

反应
时间/min

检出限/
（μg/kg）

反应
时间/min

检出限/
（μg/kg）

反应
时间/min

检出限/
（μg/kg）

反应
时间/min

1 60 230 20 230 80 220 40 240
2 60 200 20 210 80 190 40 210
3 60 190 20 200 80 190 40 220
4 60 200 20 200 80 210 40 220
5 60 200 20 200 80 200 40 210

分别用5 代嗜热脂肪芽孢杆菌进行各类抗生素检出

限和反应时间的测定，结果如表5所示。对于同一种抗生

素，各代菌测定的检出限相同，说明前5 代菌对抗生素

的敏感程度一致。从反应时间来看，第1代菌所需反应时

间略长，后几代菌的反应时间趋于稳定，5 代菌均能在

3～4 h内使指示剂变色。因此，前5 代菌具有较好的稳定

性，均可以用于微生物显色法检测。

2.5 色谱法的检出限检测结果

将不同质量浓度的抗生素标准溶液分别在1.3.1.2

节色谱条件下进行测定，12 种抗生素的质量浓度在

50～200 μg/L的范围内，与其峰面积呈良好线性关系 

（R2＞0.991），满足定量要求，其标准品色谱图见图1，

检出限结果如表4所示。色谱法灵敏度较高，其检出限远

小于国家规定的抗生素最大残留限量，这就导致一些含

有极少抗生素的合格样品被检测出来，造成时间和成本

的浪费。相较于色谱法，微生物显色法的检出限更接近

最大残留限量，因此用微生物法初筛呈阳性的样品更有

可能是不合格样品，之后将这些阳性样品用色谱法进行

复测，可以节约时间和成本。并且有时企业并不需要太

精准的数值，只想知道购入的原料肉中抗生素残留是否

合格，因此太灵敏的检测过于浪费。
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图 1 12 种抗生素色谱图

Fig. 1 Chromatograms of 12 antibiotics

2.6 样品测定结果

从不同市场共购得鲜肉样品60 个，经过微生物法

检测，共有14 个样品成阳性，见表6。将14 个阳性样品

用色谱法进行复测，共有8 个样品测出含有以上抗生素

残留，包括2 个含四环素样品、1 个含金霉素样品、2 个

含土霉素样品、1 个含红霉素样品、1 个含阿莫西林样

品、1 个含双氢链霉素样品，而其他6 个样品没有检出

这12 种抗生素，存在着含有其他抗生素残留的可能。在

微生物法下呈阴性的46 个样品中，这12 种抗生素均未被

检出。由表6可知，2号、9号和15号样品中四环素和金霉

素残留量分别为204、118、187 μg/kg，55号样品中红霉素

残留量为212 μg/kg，均超过我国农业部规定的抗生素残留

最大限量。目前养殖业使用的抗生素种类繁多，这使肉

类产品中抗生素残留的检测变得很难。色谱法虽灵敏精

确，但不同种类抗生素检测前处理方法及检测程序均不

相同，很难做到高通量，且前处理方法复杂费时[20]；免疫

法亦是如此，只能针对一种或几种的抗生素，无法判别

是否有其他抗生素残留存在，而且试剂盒的价格较高[21]。 

而微生物法对于不同种类抗生素的前处理方式和检测方

法均相同，且操作简单，据研究[22-23]嗜热脂肪芽孢杆菌除

对以上4 类抗生素敏感外，对磺胺类、酰胺醇类及糖肽类

药物也有较高的敏感性，可真正做到高通量检测。

表 6 微生物法与色谱法样品检测结果

Table 6 Results obtained from the detection of antibiotics by microbial 

microbial chromogenic assay and HPLC-MS/MS

样品
编号

筛选
结果

抗生素含量/（μg/kg）

丁胺卡
那霉素

双氢链
霉素

阿莫
西林

水合氨苄
青霉素

青霉
素G

乙氧萘
青霉素

双氯青
霉素

红霉素
罗红
霉素

四环素 金霉素 土霉素

2 ＋ － － － － － － － － － 204* － －

5 ＋ － － － － － － － － － － － －

9 ＋ － － － － － － － － － 118* － －

12 ＋ － － － － － － － － － － － 81

15 ＋ － － － － － － － － － － 187* －

19 ＋ － － － － － － － － － － － －

22 ＋ － 74 － － － － － － － － － －

31 ＋ － － － － － － － － － － － －

32 ＋ － － － － － － － － － － －

38 ＋ － － － － － － － － － － － －

44 ＋ － － － － － － － － － － － 66

53 ＋ － － － － － － － － － － － －

55 ＋ － － － － － － － 212* － － － －

59 ＋ － － 23 － － － － － － － － －

其他 － － － － － － － － － － － － －

注：＋.微生物显色法呈阳性；－.色谱法未测出抗生素残留；*.抗生素残
留量超标。

3 结 论

本研究选用的嗜热脂肪芽孢杆菌具有较高广谱性，

不仅对多类抗生素敏感，且产酸迅速，是一种理想的高

通量抗生素快速检测菌[24-25]。菌种经24 h活化后，按本实

验优化的初始浓度及检测体系进行实验，可在3～4 h内使

指示剂变色，且样品前处理简便，10 min内即可完成，

较传统平板法省时省力 [26]。研究所用指示剂为溴甲酚

紫，颜色变化明显，易用肉眼区分[27-28]。当样品中没有抗

生素残留或残留量低于检出限时，嗜热脂肪芽孢杆菌在

60 ℃快速生长产酸，使检测液pH值下降，指示剂由紫色

变为黄色。反之，若抗生素残留质量浓度高于检出限，

则会抑制检测菌的生长，使得检测液pH值基本不变，指

试剂不会变色[29-30]。该方法采用96 微孔板，除去空白对

照列，还有80多个孔可以用于样品检测，即便采用4 次重

复，仍然可以同时对20 个样品进行检测，做到对不同样

品、不同抗生素的高通量检测。

用色谱法对微生物法筛检出的46 个阴性样品进行检

测，12 种抗生素均未被检出，说明本实验建立的微生物
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显色法结果可靠，没有假阴性。因此可以采用微生物显

色法进行筛检，再以色谱法对呈阳性的样品进行检测，

以便减少工作量和提高检测效率，这将在普通的检测实

验室具有良好的应用前景。
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