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苯并咪唑类兽药胶体金双模式免疫层析检测方法 

刘亚敏，范彩旭，亚婷婷，金子新，生  威 
(天津科技大学食品科学与工程学院，天津 300457) 

摘 要：本研究采用柠檬酸三钠还原法制备胶体金溶液（AuNPs），通过静电吸附作用将苯并咪唑类（benzimidazoles, 

BZs）兽药广谱性单克隆抗体偶联制备信号探针。通过对检测条件进行优化，建立兼具裸眼判读和智能手机定量分

析的双模式免疫层析检测方法。该方法视觉检测结果为 8 μg/L，进一步利用三原色（RGB）比色技术，通过智能手

机图像采集系统获取试纸条 C 线、T 线的 RGB 色度值，定量检测限为 0.88 μg/L（以阿苯达唑计），线性范围为

1.0~16.0 μg/L。层析检测过程仅需 15 min 即可完成，方法操作简单、方便快捷。 

关键词：苯并咪唑类兽药；胶体金；免疫层析检测方法；RGB 

中图分类号：TS201.6         文献标志码：A        文章编号：1672-6510(0000)00-0000-00 

Study on the Detection of Benzimidazole Veterinary Drugs by Colloidal Gold 

Immunochromatographic Assay 

LIU Yamin，FAN Caixu，YA Tingting，JIN Zixin，SHENG Wei 

( College of Food Science and Engineering, Tianjin University of Science and Technology, Tianjin 300457, China) 

Abstract: Colloidal gold solution (AuNPs) is prepared by trisodium citrate reduction method, and signal probes are prepared 

by coupling it with broad-spectrum monoclonal antibodies of benzimidazole veterinary drugs (BZs) through electrostatic 

adsorption. By optimizing the detection conditions, a dual-mode immunochromatographic assay that combines naked eye 

reading and smartphone quantitative analysis has been established. The visual result of detection for this method is 8 μg/L. 

Further utilizing RGB colorimetric technology, the RGB chromaticity values of the C and T lines of the test strip are 

obtained through a smartphone image acquisition system. The limit of detection for this method is 0.88 μg/L (calculated as 

albendazole), and the linear range is 1.0-16.0 μg/L. The chromatography testing process can be completed in just 15 min. 

The method is easy to operate and convenient and fast. 

Key words: benzimidazole veterinary drugs, colloidal gold, immunochromatographic assay, RGB 

 

兽药作为畜禽养殖中的核心投入品，在预防和

治疗畜禽病害、提高饲料利用效率方面发挥着重要

作用。然而，兽药的广泛使用也带来了兽药残留的

问题 [1]。兽药残留是指动物在使用兽药后，其原型

药物或代谢产物在动物源性食品中的蓄积或残留

[2]。人类可能通过食物链的累积，摄入动物源性食

品中的药物残留及降解产物[3]。近年来，由于畜禽

养殖规模化、畜禽养殖规模的不断扩大，畜禽产品

中的兽药残留问题日趋严重，已引起世界各国的高

度重视[4]。我国对兽药残留已有较多研究，对其进
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行严格的监测[5]。然而，由于监管体系不完善、养

殖户安全用药意识薄弱等原因，兽药残留超标事件

仍时有发生，严重威胁着食品安全和人类健康。因

此，快速、准确地检测兽药残留对最大限度地减少

污染而言是必要的[6]。 

苯并咪唑类（benzimidazoles, BZs）兽药因具有

抗寄生虫活性、高效、低毒的特点，在畜牧业中被

广泛用于抗蠕虫药物。BZs 兽药是以苯并咪唑为基

本骨架的一类抗寄生虫化合物，其外观呈白色至淡

黄色结晶态，具有中等极性特征，水溶性较差但可

溶于稀释的矿物酸及有机酸溶液（如甲酸、乙酸等）
[7]。BZs 兽药主要通过抑制寄生虫微管蛋白聚合，破

坏其能量代谢与细胞分裂过程，从而实现高效驱虫

的效果[8]。此类药物多为弱碱性脂溶性化合物，在

动物体内代谢后，可能以原形药物或多种代谢物（如

氨基甲酸酯类、亚砜类等）的形式蓄积于肌肉、肝

脏、肾脏及乳制品中[9-10]。长期摄入含 BZs 残留的动

物源性食品，可能引发消费者基因毒性、胚胎毒

性、免疫抑制等健康风险[11]。此外，BZs 残留通过

环境介质（如畜禽粪便、水体）的迁移转化，可能加

剧耐药基因的传播，威胁生态环境安全。因此，系

统研究 BZs 兽药残留的生成机制、检测方法、风险

控制策略以及开发广谱抗体和快速检测方法，对食

品样品中 BZs 的检测至关重要，对完善食品安全监

管体系、推动绿色畜牧业发展具有重要的理论和实

践意义。 

目前，BZs 兽药的检测方法有仪器分析法、免疫

分析法及其他检测方法[12]。仪器分析法[13]是 BZs 残

留检测的金标准，适用于复杂基质（如肌肉、肝脏、

乳制品）中的痕量分析，例如高效液相色谱法

（HPLC）、液相色谱-串联质谱（HPLC-MS/MS）等

方法。免疫分析法包括酶联免疫分析方法、免疫层析

方法等。免疫层析方法[14]是基于抗原抗体特异性反应

的检测方法，通过层析作用驱动样品在固相载体上的

流动，实现目标物的定性或半定量分析。该方法的使

用范围覆盖广泛、成本低，是以速度和简便性为主要

优势，可用于一些基层检验，包括 AuNPs 免疫层析

法[15-17]和荧光免疫层析方法等。Yin 等[18]利用三金属

合金（AgPdCu）空心纳米球构建比色-光热双响应侧

流免疫层析法检测阿苯达唑（albendazole，ABZ）。

该方法的比色检测限和光热检测限分别为 0.071、

0.018 µg/L，具有较高的灵敏度。也有研究[19]通过合

成 BZs 的广谱识别性分子印迹聚合物的技术，以其为

识别元件建立化学发光检测法，该方法可以同时检测

8 种 BZs，检测限为 1.5~21 pg/mL。另外，表面增强

拉曼光谱法、荧光光谱法和电化学分析法等也被报道
[20]。此外，也有将智能手机应用于免疫分析的研究。

Lai 等 [21]开发出与智能手机集成、以金纳米花

（AuNFs）标记的横向流动测定方法，可便携收集并

区分测试线光信号细微变化，实现瘦肉精高灵敏度便

携式定量检测。Tian 等[22]建立基于智能手机拍照和侧

流免疫层析技术（LFIA）快速定性和半定量检测动物

源性食品中恩诺沙星的方法。 

为了克服了传统方法通常只能针对单一或少数

几种目标物进行检测的局限性，本研究通过系统优化

探针制备、K2CO3 的添加量、抗体偶联量、上样缓冲

液等反应体系等关键条件，构建性能稳定、兼具裸眼

初筛与智能手机的 Color Picker 应用程序的准确定量

功能的双检测平台，以期实现 10 种 BZs 的广谱检测，

提高检测效率和覆盖范围，为商业化大规模筛选提供

依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

牛血清白蛋白（BSA）、三水合四氯金酸

（HAuCl4·3H2O）、羊抗鼠二抗（10 mg/mL），美国

Sigma-Aldrich 公司；柠檬酸三钠（C6H5Na3O7）、碳

酸钾（K2CO3）、氯化钠（NaCl）、甲醇（色谱纯）、

正己烷、乙酸、乙腈、碳酸钠（Na2CO3）、二甲基亚

砜（DMSO）、焦亚硫酸钠（Na2S2O5）、乙酸乙酯，

国药集团化学试剂有限公司；ABZ 包被抗原（5.06 

mg/mL）、BZs 广谱性单克隆抗体（BZs mAb），由

本课题组制备；硝酸纤维素（NC）膜，美国 Millipore

公司；聚氯乙烯吸收垫、样品垫和结合垫，上海金标

生物科技有限公司；食品样品为超市购买。 

1.2  AuNPs 的制备 

用移液枪吸取 100 μL 质量分数 10%的 HAuC14

溶液，用纯水稀释至 100 mL；加热至沸腾后迅速加

入 4.5 mL现配的 1%柠檬酸三钠溶液，保持沸腾状态

直至溶液由淡黄色逐渐转变为酒红色；颜色稳定后

继续加热 5 min 后，自然冷却。所得胶体金溶液用封

口膜密封，4 ℃避光保存。 

1.3  信号探针 AuNPs@mAb 的制备 

用0.1 mol/L K2CO3溶液将1 mL AuNPs溶液调至

弱碱性，将 4 μg 抗体添加到上述反应溶液，4 ℃孵
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育 1 h 后，依次加入 10% NaCl 溶液 5 μL 和 20% BSA

溶液 50 μL，4 ℃反应 1 h，以封闭非特异性位点。反

应液 4 ℃、9000 r/min 离心 50 min 后，缓慢吸去上清

液，将沉淀重新溶解于金标工作液中，4 ℃避光保

存。 

1.4  免疫层析试纸条的组装 

将预处理后的 NC 膜居中粘贴在聚氯乙烯（PVC）

背板上，样品垫和吸收垫分别与 NC 膜重叠 2 mm 粘

贴于两端。使用喷金仪将包被原和羊抗鼠二抗分别

喷涂为 T 线和 C 线，干燥后将其切割成 3.8 mm 宽的

试纸条，保存备用。 

1.5  检测方法的工作条件优化 

1.5.1  K2CO3溶液添加量的优化 

K2CO3 溶液作为 pH 调节剂，其添加量直接影响

偶联反应体系的酸碱环境，进而影响抗体-探针偶联

效率和检测灵敏度。考察 0.1 mol/L K2CO3 溶液不同

添加量（0~5 μL）对偶联效果的影响。依据封闭结束

金标抗体溶液颜色变化以及紫外吸收光谱图的最大

吸收峰，选择用量最少且能维持金标探针稳定的用

量，作为偶联探针的最佳 K2CO3 溶液添加量。 

1.5.2  抗体偶联量的优化 

在反应体系中分别添加 2、4、6、8 μg 抗体制备

AuNPs@mAb，通过层析试纸条的显色特征优化抗

体偶联条件。首先筛选 C 线和 T 线显色清晰、条带

均匀、无探针堆积的偶联条件；进而采用加标样本

检测，以 C 线显色强度适中且 T 线完全消线为标

准，确定最佳抗体添加量。采用智能手机三原色

（RGB）提取软件，对试纸条比色图进行读数，以 T

线与 C 线的 R 值之比（RT/RC），表示 T 线显色强度

相对于 C 线的比例。该比值反映在特定检测条件

下，T 线与 C 线对标记探针的相对捕获效率。当

RT/RC =1时，表明T线和C的显色强度完全相等，显

色均一度最好；加标试纸条 RT/RC 与对照试纸条

RT/RC的差值越大，则证明消线效果越好。 

1.5.3  上样缓冲液的优化 

反应体系的 pH 和离子强度是影响检测性能的关

键参数。适宜的 pH 可为抗原-抗体结合提供最佳环

境，而适度的离子强度（通过 NaCl 调节）能优化分

子间相互作用。评估不同 pH（5.7、7.4、8.5）的磷酸

盐缓冲体系（PB 和 PBS）对检测性能的影响，确定

显色效果最好的上样缓冲液。 

1.5.4  NC 膜的优化 

NC 膜的孔径和层析速度会影响免疫层析效果。

用不同 NC 膜（95 s、140 s 和 180 s）组装试纸条，

添加样本检测，以层析速度适中为标准，确定 NC

膜。 

1.5.5  探针上样量的优化 

添加 6、8、10、12、14 μL探针进行上样检测，

对照不同上样量试纸条的 T 线显色程度，选择 C 线

和 T 线显色均一、层析效果最好、RT/RC越接近 1 的

探针上样量进行后续实验。 

1.5.6  羊抗鼠二抗（C 线）、包被原（T 线）稀释倍

数的优化 

采用棋盘法系统评估羊抗鼠二抗（C线）3倍（3.33 

mg/mL）、5 倍（2 mg/mL）、7 倍（1.43 mg/mL）稀

释梯度与包被原（T 线）5 倍（1.012 mg/mL）、10

倍（0.506 mg/mL）、15 倍（0.337 mg/mL）稀释梯度

的 9 种组合，分别进行层析实验。使用智能手机

RGB提取软件对试纸条比色图读数，根据RT/RC，对

照试纸条 RT/RC，选择试纸条的显色均一度最好、比

值最接近于 1 的试纸条，即可得到最佳的二抗和包

被原的稀释倍数组合。 

1.6  图像采集的标准化 

为确保图像采集过程的一致性和可重复性，所

有免疫层析试纸条的图像均在标准化条件下采集。

光源由两部分组成：实验室固定位置的顶置 LED 灯

光提供基础照明，同时开启智能手机内置闪光灯作

为补充光源，以保证试纸条表面光照强度均匀且稳

定。手机通过支架固定于试纸条正上方，镜头与试

纸条检测区的垂直距离保持恒定（10 cm），拍摄时

垂直于试纸条平面。背景采用统一的白色塑料板，

置于试纸条下方。所有图像均使用同一智能手机拍

摄及同一应用程序（Color Picker）处理。 

1.7  检测原理和步骤 

基于 AuNPs 的 BZs 双模式免疫层析检测方法的

检测原理示意图如图 1 所示。通过柠檬酸三钠还原

法合成 AuNPs，利用 AuNPs 静电吸附直接偶联抗

体，形成红色的信号探针（图 1（a））。基于竞争免

疫层析原理实现 ABZ 的检测。先将 AuNPs@mAb 信

号探针分散于磷酸盐缓冲液，加入不同浓度的 ABZ

标准品或待测样品，充分混合孵育 10 min，将孵育

液滴加至试纸条样品垫，待溶液横向流动 15 min 完

成显色后进行结果判读，其中视觉定性及半定量检

测依赖试纸条 T 线（包被 ABZ 包被原）和 C 线（固

定羊抗鼠二抗）的显色情况。当待测样品中不含目标

物时，T 线、C 线均显明显红色条带（阴性结果）；

当样品中存在 ABZ 时，游离的 ABZ 会与 T 线包被原

竞争结合信号探针上有限的抗体位点，随着 ABZ 浓
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度的增加，T线颜色呈现浓度依赖性减弱，直至完全

消失（图 1（b）），而 C 线始终显色以作为试纸条

有效性质控指标。据此可通过肉眼判读实现 ABZ 定

性检测和半定量分析并确定视觉检测结果（图 1

（c）），同时通过智能手机 RGB 提取软件读取 T 线、

C 线的 R 值，AuNPs 为酒红色，R 通道信号最强且信

噪比高，可提升定量可靠性。以 RT/RC 为纵坐标、

ABZ 浓度的常用对数值为横坐标建立标准曲线，按

3 倍信噪比（3δ）计算方法定量检测限。 

选择与实际样品基质一致但不包含目标物的样

品为空白样品，进行多次独立测量(超过 10 次)，记

录信号值。多次测量结果的算术平均值即为背景

值。背景信号标准偏差和检测限（LOD）按照式（1）

和式（2）计算。通过 LOD 值代入标准曲线，即可计

算该方法的检测限。 

 
2

blank1

1

1

n

y ii
y y

n



 


        （1） 

LOD blank 3 yy y          （2） 

 

图 1  基于 AuNPs 的 BZs 双模式免疫层析检测方法的检测原理示意图 

Fig. 1  Schematic diagram for AuNPs based dual-mode immunochromatograpHic assay for detection of BZs 

1.8  检测方法的特异性评价 

评估对甲苯咪唑（MBZ）、氟苯咪唑（FLU）、

阿苯达唑亚砜（ABZSO2）、阿苯达唑砜（ABZSO）、

芬苯达唑（FBZ）、奥芬达唑（OFZ）、奥苯达唑

（OXI）、帕苯达唑（PBZ）、芬苯达唑砜（FBZSO2）

这 9 种苯并咪唑类药物的检测性能。将各标准品用

PBS 缓冲液进行梯度稀释，与 AuNPs 探针及工作液

按优化比例混合形成检测体系，建立常用对数浓度

与 RT/RC标准曲线。 

1.9  食品样品处理 

选取牛奶、猪肉、鸡肉、牛肉和羊肉样品进行

加标回收实验。 

1.9.1  免疫检测方法的样品处理方法 

牛奶样品的处理方法：取加标牛奶样品 10 mL

置于 50 mL 离心管中，4 ℃、4000 r/min 离心 15 

min；移除上层脂肪层后，准确吸取中间乳浊层液

体，用 0.01 mol/L PBS 缓冲液（pH 7.4）稀释，消除

基质干扰，随后进行检测。 

猪肉、鸡肉、牛肉和羊肉样品的处理方法：新

鲜加标肉组织样品经匀浆后，称取（2.00±0.02）g 置

于 50 mL 离心管中，加入 10 mL 甲醇-水（体积比 7

﹕3），涡旋振荡 5 min，4000 r/min 离心 10 min。将

上清液转移至 50 mL 离心管中，加入 1 mL 正己烷去

脂（涡旋 1 min，静置 5 min），弃去上层有机相；下

层水相经 0.22 μm微孔滤膜过滤后，再用PBS稀释，

消除基质干扰，随后进行检测。 

1.9.2  HPLC 的样品前处理方法 

牛奶样品的处理方法：量取 5 mL 加标匀浆样品

置于 50 mL 离心管中，加入 25 mL 含 5%乙酸的乙腈

提取液，涡旋 1 min，5 ℃、5000 r/min 离心 5 min。

上清液过 C18固相萃取柱净化，收集滤液置于玻璃管

中，40 ℃水浴氮气吹至近干，用 5 mL 0.3%乙酸水溶

液溶解，过 0.22 μm 滤膜后作为检测溶液。 

猪肉、鸡肉、牛肉和羊肉样品的处理方法：新鲜

加标肉组织样品经匀浆后，称取（5.00±0.05）g 置于

50 mL 离心管中，依次加入 1 mL 2% Na2CO3 溶液、2 
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mL 二甲基亚砜（DMSO）、1 mL Na2S2O5（4 mg/mL）

溶液涡旋混合 1 min 后，加入 8 mL 乙酸乙酯，振荡

提取 5 min。收集上清液置于离心管中，氮气吹至近

干，用 2 mL 0.3%乙酸水溶液复溶，过 0.22 μm 滤膜

后作为检测溶液。 

1.9.3  HPLC 的检测条件 

色谱柱为 Waters symmetry C18 柱（150 mm×4.6 

mm），粒径 3.5 μm，流动相 A 为 0.3%乙酸水溶液，

流动相 B 为乙腈，流量 0.3 mL/min，进样量 20 μL，

柱温 30℃，激发波长 290 nm，发射波长 450 nm。 

2  结果与分析 

2.1  AuNPs 与信号探针的表征  

AuNPs 分液散呈现均一酒红色且光学透明，初

步表明纳米金颗粒已成功合成；通过紫外可见分光

光度计测得紫外吸收光谱（图 2（A）），胶体金溶

液的最大紫外吸收峰为 521 nm，峰型高又窄，表明

胶体金成功制备。用透射电镜进行观察制备的

AuNPs 粒子，粒径约为 18.2 nm，形状为均匀一致的

圆形，分散情况良好且没有明显聚集（图 2（B）和

图 2（C））。通过紫外-可见光谱分析，AuNPs 的特

征表面等离子体共振（SPR）吸收峰位于 521 nm（图

2（D））。与 BZs mAb 偶联后，AuNPs@mAb 复合

物的 SPR 峰发生 10 nm 红移（531 nm），证明抗体

-AuNPs 的成功制备。AuNPs 本身是负电位的物质

（-38.61 mV），通过静电吸附作用，mAb 表面带正点

的区域直接中和了 AuNPs 表面大量强负电性的位

点，得到信号探针 AuNPs@mAb，Zeta 电位变为

-23.89 mV（图 2（E））。根据电位变化，进一步证

明成功制备信号探针 AuNPs@mAb。 

 
（A）AuNPs 的紫外/可见光谱（B）AuNPs 的 TEM 图像（C）AuNPs 的粒径分布（D）AuNPs 和 AuNPs@mAb 的紫外/可见光谱图（E）Zeta 电位图 

图 2  AuNPs 与信号探针的表征 

Fig. 2  Characterization of AuNPs and signal probes 

2.2  检测方法的工作条件优化结果 

检测方法的工作条件优化结果如图 3 所示。由

图 3（A）可知：当 K2CO3溶液添加量为 0、1 μL 时，

测得 pH 在 6.0~7.0 之间，信号探针出现部分聚沉；

当 K2CO3 溶液添加量为 4、5 μL 时，测得 pH 在

8.0~9.0 之间，信号探针出现明显聚沉；当 K2CO3 溶

液添加量为 2、3 μL时，测得 pH在 7.0~8.0之间，溶

液颜色呈酒红色且透明均一，无聚沉现象，表明此

时正处于抗体等电点附近，两者可以稳定结合。根

据紫外吸收光谱，3 μL 组的吸光度峰值最高，表明

此时偶联效果最佳。因此，确定 K2CO3 溶液的最佳

添加量为 3 μL。 

由图 3（B）可知：加入 2 μg 和 4 μg 抗体时，C

线、T线显色信号太弱，无法满足定量实验要求；当

添加 8 μg 抗体时，对照组条带颜色过深，影响方法

的灵敏度；当加入 6 μg 抗体时，可以看到两条均匀
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一致的线。当信号探针偶联抗体量为 6 μg 时，RT/RC

最接近 1，因此确定抗体的最佳添加量为 6 μg。 

由图 3（C）可知：pH 5.7、7.4、8.5 的 PB 及 pH 

8.5 的 PBS 的 T 线显色强度均低于 C 线，存在显色不

均现象；pH 7.4 的 PBS 组双线整体显色偏弱，影响

视觉判读；pH 5.7 的 PBS 组双线显色最佳，且无探

针聚集现象，该组 RT/RC 最接近理论值 1，表明其层

析效果最佳，故选定 pH 5.7 的 PBS 缓冲液为最优反

应体系。 

由图 3（D）可知，3 种 NC 膜的层析性能存在显

著差异：NC-95 s 膜的层析速度过快，导致探针-包

被原结合时间不足；NC-180 s 膜层析过慢，引起探

针非特异性沉积；NC-140 s 膜层析速度适中，能保

证充分反应，RT/RC 最接近理论值 1，故选定为最优

载体。 

由图 3（E）可知：当上样量为 6、8 μL 时，双

线显色强度较浅；当上样量为 12、14 μL 时，T 线显

色过强，影响检测灵敏度；当上样量为 10 μL时，双

线显色均一，且无探针聚集现象，RT/RC 最接近 1，

因此选择 10 μL 探针为最优上样量。 

 

（A）不同 K2CO3添加量的紫外-可见吸收光谱（插图为探针溶液的照片）（B）不同抗体添加量下的 RT/RC（插图为条带颜色的照片）（C）不同种类和 pH

的上样缓冲液下 RT/RC（插图为条带颜色的照片）（D）不同硝酸纤维素膜的 RT/RC（插图为对应条带颜色的照片）（E）不同探针上样量的 RT/RC（插图

为条带颜色的照片） 

图 3  检测方法的工作条件优化结果 

Fig. 3  Optimization results of working conditions for detection methods 

采用棋盘法系统评估不同稀释组合，C线与T线

稀释倍数的优化结果见表 1。当 C 线稀释 5 倍、T 线

稀释 10 倍时，RT/RC最接近理论值 1。 

表 1  C 线与 T 线稀释倍数的优化（n=3） 

Tab. 1  Optimization of dilution factors for C and T lines 

(n=3) 

T 线-包被原 

稀释比例 

C 线-羊抗鼠二抗稀释比例 

1﹕3 1﹕5 1﹕7 

1﹕5 1.03±0.013 1.10±0.011 1.15±0.006 

1﹕10 0.95±0.008 1.00±0.007 1.03±0.019 

1﹕15 1.14±0.014 1.08±0.012 1.02±0.004 

2.3  精密度与重现性 

在最优实验条件下，对所建方法的精密度和重

现性进行评估。选取低（2 μg/L）、中（6 μg/L）、

高（12 μg/L）3 个质量浓度的标准品，由两位操作者

分别使用两台不同型号智能手机（手机 A 和手机 B）

进行测定，计算 RT/RC和 RSD，结果见表 2。各条件

下 RSD 在 0.98%~1.94%之间，各质量浓度汇总的

RSD 介于 2.27%~2.92%之间，均低于 3%，表明该方

法在不同的操作者和设备间具有良好的精密度和重

现性。 

表 2  方法的精密度与重现性验证（n=3） 
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Tab. 2  Precision and reproducibility of the proposed 

method (n=3) 

标准品质量浓

度/（μg/L） 
操作者 手机编号 RT/RC RSD/% 

2.0 操作者 1 手机 A 0.98±0.011 1.12 

2.0 操作者 1 手机 B 0.93±0.018 1.94 

2.0 操作者 2 手机 A 0.95±0.013 1.37 

2.0 操作者 2 手机 B 0.99±0.018 1.82 

2.0 汇总 — — 0.96±0.028 2.92 

6.0 操作者 1 手机 A 1.12±0.015 1.34 

6.0 操作者 1 手机 B 1.19±0.013 1.09 

6.0 操作者 2 手机 A 1.18±0.017 1.44 

6.0 操作者 2 手机 B 1.14±0.012 1.05 

6.0 汇总 — — 1.16±0.031 2.67 

12.0 操作者 1 手机 A 1.26±0.019 1.51 

12.0 操作者 1 手机 B 1.23±0.012 0.98 

12.0 操作者 2 手机 A 1.22±0.015 1.23 

12.0 操作者 2 手机 B 1.28±0.017 1.33 

12.0 汇总 — — 1.25±0.028 2.27 

2.4  检测方法的建立 

应用优化后的最佳条件，将 ABZ 标准品梯度稀

释，建立基于 AuNPs 的 ABZ 视觉和智能手机 RGB

读取 RT/RC 的双模式免疫层析检测方法。1 mL 制备

好的 AuNPs，添加 3 μL K2CO3 溶液和 6 μg 抗体的条

件下制备信号探针，使用NC-140 s，T线包被原稀释

10 倍、C 线羊抗鼠二抗稀释 5 倍，以 10 μL 信号探

针、pH 5.7 PBS 溶液作为缓冲液进行实验，结果如

图 9 所示。 

由图 4（A）可知，对于视觉定性检测模式，T

线的颜色信号与 ABZ 的浓度成反比，即上样溶液中

没有 ABZ 时，C、T 线颜色一致。随着加标溶液中

ABZ 浓度的增加，T 线颜色逐渐变浅。ABZ 浓度从

左到右依次为：0、1、2、4、8、16、32、64 和 128 

μg/L。当 T 线 ABZ 标品浓度为 8 μg/L 时条带完全消

失，定义为视觉检测结果（vLOD）。因此视觉检测

方法的 vLOD 为 8 μg/L。 

将层析结束后的试纸条进行拍照并使用智能手

机读取 C、T 线的 RGB 数值。以标准品浓度为横坐

标，T、C 线 R 的比值为纵坐标，建立免疫检测方法

的标准曲线。以三倍信噪比（3δ）作为检测限，实现

定量检测。如图 4-B 所示，在 RGB 模式中 ABZ 在

1.0~16.0 μg/L 范 围 内 呈 良 好 的 线 性 关 系

（R2=0.9907），检测限是 0.88 μg/L。

 
（A）视觉检测结果（B）不同 ABZ 浓度与 RT/RC的响应关系 

图 4  基于 AuNPs 的 ABZ 视觉和智能手机 RGB 读取 RT/RC 的双模式免疫层析检测方法结果 

Fig. 4  Results of the dual-mode immunochromatographic assay based on AuNPs for ABZ visualization and smartphone RGB 

reading of RT/RC 

2.5  特异性评价 

本研究利用本方法对除 ABZ 外的其它 BZs 进行

特异性分析。如图 5 可知，通过肉眼观察，MBZ、

FLU、ABZSO2、ABZSO、FBZ、OFZ、OXI、PBZ

和 FBZSO2 的 vLOD 分别为 0.4、2、8、8、14、14、

18、25、40 μg/L；使用智能手机读取 C、T 线 RGB

的数值绘制标曲进行定量检测，得到的 LOD 分别为

0.06、0.7、2.7、2.4、4.6、4.9、6、8.3、13.4 μg/L，

表明该方法可以实现 10 种 BZs 总量的检测。 
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图 5  9 种 BZs 的视觉检测结果 

Fig. 5  The vLOD determination for 9 kinds of BZs

表 3  9 种 BZs 的视觉检测结果和定量检测限 

Tab. 3  The vLOD and LOD for 9 kinds of BZs 

检测限 
目标物 

MBZ FLU ABZSO2 ABZSO FBZ OFZ OXI PBZ FBZSO2 

视觉检测结果（μg/L） 0.4 2 8 8 14 14 18 25 40 

定量检测限（μg/L） 0.06 0.7 2.7 2.4 4.6 4.9 6 8.3 13.4 

 

2.6  食品样品分析  

为验证本文方法的可靠性，选取 5 种实际样品

（牛奶、猪、鸡、牛、羊肉）进行加标回收实验（10、

50、100 μg/kg）。牛奶中的蛋白质可能非特性吸附信

号探针，肉类经提取后的样品液仍可能含有脂溶性

成分会产生干扰。为了避免样品基质的影响，对实

际样品进行稀释，牛奶在稀释 10 倍时对 C 线、T 线

的影响可以消除。按照同样的方法对猪、鸡、牛、

羊肉样品进行稀释，当稀释到 8 倍时效果最佳。经

基质影响消除校准后（图 6 和表 4），本文方法的平

均 回 收 率 为 87.19%~101.23% ， RSD 为

2.02%~6.80% ； HPLC 的 平 均 回 收 率 为

88.31%~104.77%，RSD 为 2.44%~6.88%。两种方法

检测结果（图 7）无显著差异（R2=0.9928，p＞0.05），

说明本文方法具有良好的准确性，能够应用于实际

样品的检测。 

 
图 6  不同样品基质稀释倍数图 

Fig. 6  Dilution ratios of different samples 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



刘亚敏，等：苯并咪唑类兽药胶体金双模式免疫层析检测方法                                              ·9· 

9 

 

表 4  加标样品的检测结果（n=3） 

Tab. 4  Detection result of spiked samples (n=3) 

样品 
质量浓度/ 

（μg/kg） 

AuNPs 免疫层析方法 HPLC 

回收率/% RSD/% 回收率/% RSD/% 

牛奶 

0 — — — — 

10 88.95±2.14 2.41 98.23±4.14 4.21 

50 92.12±3.43 3.72 99.92±4.56 4.56 

100 99.14±2.93 2.96 101.33±2.35 6.88 

猪肉 

0 — — — — 

10 87.19±2.63 3.02 102.23±5.34 5.22 

50 97.43±5.22 5.36 101.23±3.32 3.28 

100 101.23±3.44 3.40 91.24±4.90 5.37 

鸡肉 

0 — — — — 

10 98.73±5.62 5.70 102.30±4.52 4.42 

50 100.47±2.75 2.74 99.53±6.22 6.25 

100 99.64±4.45 4.47 104.77±4.65 4.44 

牛肉 

0 — — — — 

10 101.09±2.05 6.80 88.31±3.43 3.89 

50 97.43±4.13 2.02 103.43±4.59 4.44 

100 99.56±6.13 6.16 99.43±5.43 5.46 

羊肉 

0 — — — — 

10 92.95±4.86 5.23 101.31±5.13 5.06 

50 100.01±3.45 3.45 97.82±2.39 2.44 

100 88.97±4.73 5.32 102.97±4.19 4.07 

 
图 7  本文方法与 HPLC 方法的结果验证 

Fig. 7  Validation results of this assay and HPLC 

3  结  论 

本研究聚焦于食品中 BZs 的高效检测需求，成

功构建了一种性能稳定、兼具裸眼初筛与智能手机

准确定量功能的双检测平台，并实现了对 10 种 BZs

的广谱检测。本研究开发双模式免疫层析检测方法

操作简便，整个层析检测过程仅需 15 min，大大缩

短了检测时间，能够满足现场快速筛查的需求。利

用 10 种 BZs 的广谱性单克隆抗体作为检测识别元

件，能够同时检测食品中多种 BZs，克服了传统方

法通常只能针对单一或少数几种目标物进行检测的

局限性，大大提高了检测效率和覆盖范围，为食品

安全监管提供了更全面的技术手段。 

本研究方法具有诸多优势，但也存在一定的局

限性。在定量分析方面，虽然智能手机 RGB 模式能

够提供一定的定量数据，但与高精度的传统仪器分

析方法相比，其检测限和线性检测范围仍有待进一

步提高。此外，方法对检测环境条件（如温度、湿度

等）较为敏感，在实际应用中需要严格控制检测环

境，以确保检测结果的准确性和可靠性。 

综上所述，本研究方法在快速筛查、多目标物

同步检测及现场适用性方面具有显著优势，为食品

中多兽药残留的现场监控提供了可靠的技术支持。 
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