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摘要：为检测鲤鱼中苯并咪唑类药物残留，降低其对人体造成的危害，本文基于单克隆抗体之上建立胶体金试纸条检测方法。

首先以2-甲氧基羰基氨基-3H-苯并咪唑-5-羧酸为半抗原，用活化酯法偶联蛋白质制备免疫原，免疫小鼠，进行细胞融合制备单克隆抗

体，而后用合成的胶体金标记单克隆抗体制备胶体金试纸条。通过间接竞争ELSIA法（ic-ELISA）测得阿苯达唑、甲苯咪唑、阿苯达

唑亚砜、阿苯达唑砜、芬苯达唑、氟苯咪唑、奥芬达唑的半抑制浓度（IC50）分别为0.44、0.16、3.47、5.62、0.62、0.10、5.77 ng/mL。

胶体金试纸条在鲤鱼中的阿苯达唑、甲苯咪唑、阿苯达唑亚砜、阿苯达唑砜、芬苯达唑、氟苯咪唑、奥芬达唑的检测限分别为4、2、

50、100、10、1、100 ng/g，检测时间为15 min。因此，该方法灵敏度高、成本低、速度快且无需仪器辅助，适宜现场大量鲤鱼样本

的快速检测。 
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Abstract: In order to reduce its harm to human, a colloidal gold immunochromatographic strip was established based on monoclonal 

antibody (mAb) to detect the residue of benzimidazoles in carp. Firstly, the immunogen was prepared using 2-(methoxycarbonylamino)- 

3H-benzimidazole-5-carboxylic acid as hapten and coupling protein by activated ester method, mice were immunized and mAb was prepared by 

cell fusion. Then A colloidal gold immunochromatographic strip was prepared by mAb labelled with synthetic colloidal gold. The 50% 

inhibitory concentrations (IC50) of albendazole, mebendazole, albendazole s-oxide, albendazole sulfone, fenbendazole flubendazole, oxfendazole 

were 0.44, 0.16, 3.47, 5.62, 0.62, 0.10, 5.77 ng/mL by ic-ELISA, respectively. The limit of detection (LOD) of albendazole, mebendazole, 

albendazole s-oxide, albendazole sulfone, fenbendazole, flubendazole, oxfendazole were 4, 2, 50, 100, 10, 1, 100 ng/g in carp samples, 

respectively. Therefore, the developed method was highly sensitive, rapid, low-cost, free-instrument and applicable for on-site detection of a 

large numbers of carp samples. 
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苯并咪唑类药物（Benzimidazoles，BMZs）是一

种广谱性抗蠕虫药物，通过抑制虫体对葡萄糖的摄入， 
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导致糖源的耗尽，使虫体无法生存[1]。目前被广泛应

用于鱼类指环虫、三代虫等寄生虫病的治疗[2]，且效

果显著。苯并咪唑类药物均含有一个母环结构，如图

1 所示，根据 2 位取代基的不同可分为三类：第一类 
取代基是氨基甲酸酯，包括阿苯达唑、甲苯咪唑、芬

苯达唑等；第二类取代基是噻唑，包括噻菌灵及其代
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谢物；第三类为其他类，包括三氯苯达唑等。苯并咪

唑类药物虽然杀虫效率高，但是相关的动物实验研究
[3]表明苯并咪唑类药物存在致畸性和致突变性，大量

使用会造成药物在鱼体内残留，为鱼的安全性带来一

定的隐患，同时也会通过食物链进入人体，对人体造

成一定的伤害。为保证动物源性食品的安全性，国内

外均对苯并咪唑类药物残留做出了相关限量规定。我

国对动物性食品中兽药最大残留限量有严格规定，甲

苯咪唑的残留限量为 60~400 µg/kg，阿苯达唑的残留

限量为 100~5000 µg/kg，氟苯咪唑的残留限量是

10~500 µg/kg。所以急需建立一种高效、快速地监测

动物性食品中苯并咪唑类药物残留的检测方法。 

 
图 1 苯并咪唑类药物结构式 

Fig.1 The structure of benzimidazoles 

目前，苯并吡唑类药物的检测方法主要集中在液

相色谱-串联质谱法[4,5](LC-MS)、高效液相色谱[6-8]

（HPLC）等仪器分析方法。这些仪器分析方法虽然

灵敏度和准确度高，但是需要昂贵的仪器设备、专业

的操作人员、前处理复杂且耗时长。因此，不适宜大

量样本的快速检测。免疫层析法是基于抗原抗体特异

性反应的一种检测方法，该方法成本低，检测时间短、

灵敏度高且适宜现场大量样本的快速筛选[9]。本文通

过制备灵敏度高的抗苯并咪唑类药物单克隆抗体，采

用胶体金标记单克隆抗体建立检测限低、稳定性高、

可视觉判读检测结果的胶体金试纸条检测方法。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与仪器设备 

鲤鱼购于超市；2-甲氧基羰基氨基-3H-苯并咪唑

-5-羧酸、甲苯咪唑、氨基甲苯咪唑、羟基甲苯咪唑、

阿苯达唑、阿苯达唑亚砜、阿苯达唑砜、芬苯达唑、

氟苯咪唑、奥芬达唑、三氯苯达唑、多菌灵、噻菌灵

均购自于上海百灵威科技有限公司；牛血清白蛋白

（BSA）、卵清白蛋白（OVA）、辣根过氧化酶标记的

羊抗鼠 IgG、3,3’,5,5’-四甲基联苯胺（TMB）、碳二亚

胺（EDC）、弗氏完全佐剂、弗氏不完全佐剂、氯金

酸(HAuCl3·4H2O)、柠檬酸三钠均购自美国 Sigma 公

司；胎牛血清、HAT、HT、RPMI-1640 培养基购自

Gibco 公司。 
GENESYS 紫外分光光度计，美国 Thermo；

1201-7044 酶标仪，美国 Thermo；MB-1 酶标板脱水

机，北京中科飞亚有限公司；真空冷冻干燥机，德国

Neaspec 公司；XD-202 倒置显微镜，江南永新光学有

限公司；XYZ3000 划膜喷金仪、RC13040 滚式切条机，

上海金标生物科技有限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  免疫原和包被原的合成与鉴定 
如图 2 所示，以 2-甲氧基羰基氨基-3H-苯并咪唑

-5-羧酸为半抗原，采用活化酯法[10]偶联蛋白合成免疫

原和包被原。称取 3 mg 半抗原，溶于 0.5 mL 二甲基

甲酰胺（DMF）中，向其中加入 2.8 mg N-羟基琥珀

酰亚胺（NHS）和 5 mg 1-乙基碳二亚胺盐酸盐（EDC），
将混合物在室温下搅拌 6 h 进行活化。将 20 mg 牛血

清白蛋白（BSA）和 12 mg 卵清白蛋白（OVA）分别

充分地溶解在 6 mL 碳酸盐（CBS）缓冲液中，然后

在磁力搅拌下将已活化的半抗原溶液逐滴地加到蛋白

质溶液中。将混合物在 4 ℃下搅拌反应 12 h，用磷酸

盐（PBS）缓冲液于 4 ℃透析 72 h，并在透析过程中

更换透析液 8~10 次，透析结束后分装，于-20 ℃保存

备用。最后用紫外分光光度计进行全波长扫描以鉴定

偶联是否成功[11]。 

 
图2 免疫原和包被原的合成 

Fig.2 Synthesis of immunogen antigen and coating antigen 

1.2.2  单克隆抗体的制备 
首次免疫将制备的免疫原与等体积的弗氏完全佐

剂充分乳化后，通过背部皮下多点注射的方式免疫小

鼠（Balb/C，雌性，6~8 周），每只小鼠的免疫量为 100 
µg。之后每隔三周对小鼠进行加强免疫，将免疫原和

等体积的弗氏不完全佐剂充分乳化，以与首次免疫相

同的方式进行免疫，每只小鼠的免疫量为 50 µg。从

第三次免疫开始，通过 ic-ELISA[12]方法对小鼠血清进

行检测，筛选出效价高和抑制率高的小鼠进行细胞融

合。将小鼠脾脏细胞和骨髓瘤细胞以 10:1 的比例进行

融合，用 ic-ELISA 对细胞上清液进行筛选，选择抑制

率高、阳性强的细胞株进行亚克隆，并进行扩大培养，
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进行 2~3 次亚克隆后，获得纯度较高的阳性杂交瘤细

胞株。将上述筛选的杂交瘤细胞稀释至每毫升的

1×106/细胞，每只小鼠按照 800 μL 进行腹腔注射。待

小鼠腹部肿大后，采集腹水于 3500 r/min 离心 10 min，
收集上清液用正辛酸-硫酸铵进行纯化，得单克隆抗体
[13]。 
1.2.3  抗体灵敏度和特异性的测定 

以 IC50来评价抗体的灵敏度，通过 ic-ELISA 法，

以 OD450 为纵坐标，阿苯达唑浓度的对数为横坐标，

应用 Origin 软件进行 Logistic 四参数曲线拟合即可计

算其 IC50。 
以结构类似物的交叉率来评价抗体的特异性，采

用 ic-ELISA 法测定抗体对其 IC50，再按照下列公式计

算交叉率(CR)： 
50 50CR / % = [IC ( ) / IC ( )] 100%×阿苯达唑 结构类似物

1.2.4  金标抗体的制备 
胶体金的制备采用了经典的柠檬酸三钠还原法并

加以修改[14]。取 800 mL 的超纯水于烧瓶中，在 102 ℃
中加热沸腾平衡 30 min。在磁力搅拌下加入 1.6 mL 的

10%氯金酸溶液，10 min 后加入 2.08 mL 10%柠檬酸

三钠溶液，继续搅拌直至溶液颜色变成深红色且稳定

不变色，冷却至室温保存备用。取 3 mL 的胶体金溶

液，加入 300 μL 的 pH 8.5 的硼酸缓冲液，充分混匀

之后逐滴加入 18 µg 抗体溶液反应 1 h。然后向上述溶

液中逐滴加入 300 μL 10% BSA 封闭没有结合的位点

以减少试验中的非特异性吸附，在室温下孵育 0.5 h。
将溶液于 4 ℃，10000 r/min 离心 25 min 以除去没有结

合的抗体和胶体金，弃去上清液，将沉淀物溶于 200 
μL 重悬液（含 2% BSA、1%蔗糖、0.02%叠氮化钠的

PBS 溶液）中，4 ℃保存备用。将上述制备的金标抗

体稀释 20 倍，取 50 μL 于 96 孔板中进行冷冻干燥。 
1.2.5  胶体金试纸条的制备 

 
图3 胶体金试纸条结构示意图（a）和原理图（b） 

Fig.3 The structure (a)and schematic (b) of gold 

immunochromatography Assay 

胶体金试纸条由样品垫、硝酸纤维素膜(NC 膜)、
吸水垫、底板（PVC）组成[15]。如图 3a 所示，将 NC

膜贴在底板中间，将吸水垫和样品垫分别贴在 NC 膜

上下两边，与 NC 膜重叠约 2 mm。在组装前将样品垫

于含有 0.2%（V/V）吐温 20、1%（m/V）蔗糖、1%（V/V）
BSA 的 0.01 M PBS（pH 7.4）浸泡 8 h 以减少基质干

扰，而后于 37 ℃下干燥。将包被原（0.8 mg/mL）和

二抗（0.4 mg/mL）分别用喷膜仪喷在 NC 膜上作为检

测线（T 线）和质控线（C 线），然后 37 ℃烘箱过夜。

最后将其纵向切成 3.8 mm 的试纸条，干燥箱中保存

备用。 
如图 3b 所示，取 150 µL 的样本提取液加入含有

金标抗体偶联物孔中，混合均匀后于 20~25 ℃孵育 5 
min，而后将试纸条插入孔中。在毛细管作用下，混

合物向上爬升时会由于抗原抗体特异性反应被C线上

的二抗和 T 线的包被原捕获而显色。若 T 线比 C 线颜

色深或一样深度，则该样品中无待测物即为阴性结果。

若 T 线的颜色深度比 C 线浅或者 T 线没有颜色，则该

样品中含待测物即为阳性结果。若 C 线没有颜色，则

表明该试纸条为失效产品。 
1.2.6  实际样本检测 

取 5 g 均质后的鲤鱼样本置于 50 mL 离心管中，

加入不同浓度的标准品，加入 3 mL 氨水和 7 mL 乙酸

乙酯，震荡混匀 3 min，室温下 4000 r/min，离心 5 min。
取 4 mL 的上层液体于 7 mL 离心管中，置 60 ℃氮吹

仪上吹干，再用 2 mL 的正己烷溶解残渣，加入 0.5 mL 
PBST（0.5%吐温 20 的磷酸盐缓冲液），震荡均匀后于

室温 4000 r/min，离心 3 min，去除上层有机相，取下

层水相用于检测。 
1.2.7  数据处理 

每组数据做三个平行，取其平均值用 OriginPro 
9.0 软件作图，进行数据分析。 

2  结果与讨论 

2.1  免疫原和包被原的鉴定 

苯并咪唑类药物是一种小分子，不具备免疫原性，

需偶联大分子蛋白成为完全抗原才能刺激机体产生免

疫反应[16]。大多数的苯并吡唑类药物的分子结构上没

有和蛋白质反应的基团，所以需要引入和蛋白质反应

的基团。David[17]等人从头合成半抗原，在苯并咪唑

类药物的母环结构 6 位上引入羧基，虽然最后得到的

抗体对苯并咪唑类药物交叉好，但灵敏度不高，且该

合成方法极其复杂，获得抗体难度较大。而本文选择

2-甲氧基羰基氨基-3H-苯并咪唑-5-羧酸作为半抗原，

此半抗原不仅有和苯并咪唑类药物相似的化学结构，

还具有直接和蛋白质反应的羧基。 
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图4 免疫原（a）和包被原(b)紫外吸收光谱 

Fig.4 The UV-vis absorption spectrum of (a) immunogen and (b) 

coating antigen 

如图 4 所示，a 图为免疫原的紫外吸收光谱，半

抗原和 BSA 的紫外吸收峰分别是 295 nm 和 278 nm，

而免疫原的吸收峰为 287 nm，峰值发生了偏移且峰型

也出现了一定的变化。b 为包被原的紫外吸收光谱，

包被原的紫外吸收峰也发生了偏移,吸收峰位于半抗

原和 OVA 中间。综上说明免疫原和包被原偶联成功
[18]。 

2.2  抗体灵敏度和特异性 

评价抗体灵敏度最有力的指标是 IC50，IC50 越

低，抗体的灵敏度越好。将阿苯达唑标准品稀释为

0.06、0.13、0.25、0.50、1、2、4 ng/mL 七个浓度，

以阿苯达唑标准品浓度的对数为横坐标，以 OD450 为

纵坐标，通过Origin软件绘制其间接竞争抑制曲线。 

 
图5 阿苯达唑标准曲线 

Fig.5 The standard curve of albendazole 

如图 5 所示，阿苯达唑单克隆抗体的 IC50是 0.44 
ng/mL，R2为 0.999，相关性较好。如表 1 所示，抗体

和其他类的交叉良好，与甲苯咪唑、氟苯咪唑、芬苯

达唑的交叉率分别是 275.00%、440.00%、70.97%。

与阿苯达唑亚砜、阿苯达唑砜、奥芬达唑的交叉率分

别是 12.68%、7.82%、7.63%。而对噻菌灵、三氯苯

咪唑、氨基甲苯咪唑、羟基甲苯咪唑、多菌灵几乎无

交叉，这可能是由于抗原决定簇暴露水平不一样所导

致[19]。本研究制备的阿苯达唑、甲苯咪唑、氟苯咪唑

和奥芬达唑抗体的灵敏度比郭[20]和 David[17]文献中报

道的抗体分别提高了 1~4、2~15 倍。Tsialla[21]和彭[22]

研究中制备的抗体仅特异性识别单一的苯并咪唑类药

物，对其他类的苯并咪唑类药物没有交叉。而本研究

制备的抗体不仅与其他类苯并咪唑类药物交叉良好，

且灵敏度高。 
表1 抗体交叉反应率 

Table 1 Cross-reactivity results of antibody 

药物名称 IC50/(ng/mL) 交叉率/% 

阿苯达唑 0.44 100.00 

甲苯咪唑 0.16 275.00 

阿苯达唑亚砜 3.47 12.68 

阿苯达唑砜 5.62 7.82 

芬苯达唑 0.62 70.97 

氟苯咪唑 0.10 440.00 

奥芬达唑 5.77 7.63 

噻菌灵 >1000 <0.1 

三氯苯咪唑 >1000 <0.1 

氨基甲苯咪唑 >1000 <0.1 

羟基甲苯咪唑 >1000 <0.1 

多菌灵 >1000 <0.1 

2.3  胶体金表征 

 
图6 胶体金紫外光图 

Fig.6 The UV-vis spectrum of colloidal gold 

胶体金的粒径大小和均一性在金标抗体的制备过

程中起到关键作用[23]本研究制备的胶体金合成后通

过肉眼观察，颜色呈现清亮透明的酒红色，如图 6 所

示，胶体金的紫外吸收峰为 522 nm，表明胶体金制备

成功。图 7 为胶体金的透射电镜（TEM）图,可以看出
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胶体金颗粒大小均匀，计算其粒径大小为 15 nm 左右，

分散性较好，无聚集现象，与 Pattarawarapan[24]文献中

报道的结果一致，表明合成胶体金的结果较好。 

 
图7 胶体金透射电镜图 

Fig.7 The TEM image of colloidal gold 

2.4  试纸条检测限的测定 

    

   
图8 加标鲤鱼样本胶体金试纸条检测结果 

Fig.8 The results of colloidal gold 

immunochromatographic strip in spiked carp sample 

注：(a)阿苯达唑：0、2、4、8 ng/g；(b)甲苯咪唑：0、1、

2、4 ng/g；(c)阿苯达唑亚砜：0、25、50、100 ng/g；(d)阿苯达

唑砜：0、50、100、200 ng/g；(e)芬苯达唑：0、5、10、20 ng/g；

(f)氟苯咪唑：0、0.5、1、2 ng/g；(g)奥芬达唑：0、50、100、

200 ng/g。 

按照 1.2.6 的样本处理方法，向空白鲤鱼样本中添

加不同浓度的阿苯达唑、甲苯咪唑、阿苯达唑亚砜、

阿苯达唑砜、芬苯达唑、氟苯咪唑、奥芬达唑的标准

品，另外设置阴性对照。将 150 µL 样本提取液与金标

抗体混合均匀，于 20~25 ℃下孵育 5 min 后，将试纸

条插入孔中，10 min 之内根据 T 线和 C 线颜色深浅，

视觉判读检测结果。检测限为与阴性对照相比，T 线

颜色比 C 线浅的最低浓度[25]。结果如图 8 所示，鲤鱼

中阿苯达唑、甲苯咪唑、阿苯达唑亚砜、阿苯达唑砜、

芬苯达唑、氟苯咪唑、奥芬达唑的检测限分别为 4、2、
50、100、10、1、100 ng/g。 

目前，关于检测苯并咪唑类药物残留的免疫分析

方法较少。与现有报道的苯并咪唑类药物残留的免疫

分析方法相比，本文中阿苯达唑胶体金试纸条的检测

限比 David[17]等人制备的 ELISA 方法降低 28 倍，且

ELISA 方法需反复洗板、耗时长、需仪器辅助；甲苯

咪唑、氟苯咪唑的检测限皆比郭[20]等人制备的试纸条

方法降低 6 倍。并且本研究的胶体金试纸条的检测限

能满足对鲤鱼样本的检测需求。据我们所知，目前还

未见关于胶体金试纸条检测鲤鱼中苯并咪唑类药物残

留的文献报道。 

3  结论 

本文以2-甲氧基羰基氨基-3H-苯并咪唑-5-羧酸为

半抗原，成功制备了灵敏度高的抗苯并咪唑类药物的

单克隆抗体，基于单克隆抗体之上建立快速检测鲤鱼

中 7 种苯并咪唑类药物残留的胶体金试纸条方法，阿

苯达唑、甲苯咪唑、阿苯达唑亚砜、阿苯达唑砜、芬

苯达唑、氟苯咪唑、奥芬达唑的检测限分别为 4、2、
50、100、10、1、100 ng/g，满足鲤鱼中药物残留的

检测需求，且检测时间为 15 min。因此，本文建立的

检测方法简单，灵敏，快速，成本低，结果可视觉判

断且适宜现场大量鲤鱼样本中苯并咪唑类药物残留的

检测。 
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