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双甲脒胶体金免疫快速检测试纸条研制及其 

在蜂蜜中的应用 

智军海 1, 孟  超 2, 周嘉明 2* 

(1. 天津华测检测认证有限公司, 天津  300000; 2. 青岛市华测检测技术有限公司, 青岛  266000) 

摘  要: 目的  基于胶体金免疫层析原理研制双甲脒快速检测试纸条, 评价其在蜂蜜检测中的应用效果。  

方法  使用双甲脒-牛血清白蛋白偶联物作为人工抗原免疫小鼠获得单克隆抗体, 制备胶体金微孔试剂, 使

用双甲脒-卵清蛋白(ovalbumin, OVA)偶联物和羊抗鼠 IgG 抗体分别作为试纸条的检测线和控制线, 并对蜂

蜜样品进行添加检测。结果  研制的试纸条可以定性检测蜂蜜中双甲脒的残留, 对蜂蜜中双甲脒的检出限为

0.2 mg/kg, 检测用时约 25 min, 检测与双甲脒功能和结构相似的其他药物时无交叉反应, 特异性较好。结论  

本研究研制的试纸条适用于蜂场现场快速检测以及基层实验室中大量样本的筛查, 为蜂蜜中抗生素残留控制

提供有效监管手段。 
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Development of amitraz colloidal gold rapid immunoassay strip and its 
application in honey 

ZHI Jun-Hai1, MENG Chao2, ZHOU Jia-Ming2* 

(1. Tianjin Huadian Testing and Certification Co., Ltd., Tianjin 300000, China; 2. Qingdao Huadian Testing Technology 
Co., Ltd., Qingdao 266000, China) 

ABSTRACT: Objective  To develop a rapid test strip for amitraz by colloidal gold immunochromatography and 

evaluate its application effect in honey detection. Method  A mouse was immunized by using the amitraz-bovine 

serum albumin conjugate as an artificial antigen to obtain a monoclonal antibody, a colloidal gold microporous 

reagent was prepared, the amitraz-ovalbumin (OVA) conjugate and the goat anti-mouse IgG antibody were 

respectively used as a detection line and a control line of a test strip, and addition detection is performed on a honey 

sample. Result  The developed test strip could be used for qualitative detection of amitraz residue in honey, the limit 

of detection for amitraz in honey was 0.2 mg/kg, and the detection time was about 25 min, there was no 

cross-reaction for the detection of other drugs similar to amitraz in function and structure, with good specificity. 

Conclusion  The test strip developed in this study is suitable for rapid detection in bee farms and screening of a 

large number of samples in grass-roots laboratories, and provides effective supervision means for controlling 

antibiotic residues in honey. 
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0  引  言 

蜂蜜是由蜜蜂采集花蜜酿造而成, 主要成分为果糖

和葡萄糖, 是一种纯天然的甜味物质, 因富含维生素、氨

基酸等营养元素, 其保健功效受到了越来越多消费者的认

可[1]。我国作为养蜂大国, 在 2013 年时蜂蜜年产量已占世

界蜂蜜总产量的 25%以上[2], 2020 年受疫情影响, 国际市

场对保健食品的需求显著增加, 我国蜂蜜出口量同比增长

8%, 出口金额达到了 25404.5 万美元[3]。然而蜂产品的出

口量和质量密切相关, 为了保证蜂产品的质量, 必须严格

检测蜂蜜中的农药残留[4]。 

双甲脒是一种常见的广谱有机氮类杀虫、杀螨剂[5], 

又称 N,N-双甲胺, 自 1974 年起被广泛用于果树、蔬菜、茶

叶、棉花等作物的害虫防治[6], 同时对蜜蜂常见的体外寄生

螨—狄斯瓦螨的幼、若、成螨均有良好的防治效果[7-8]。但

双甲脒易发生代谢 , 生成单甲脒[N-(2,4-dimethylphenyl)- 

N’-methylimidoformamide, DMPF]、2,4-二甲基苯基甲酰胺

(2,4-dimethylphenyl formamide, DMF)和 2,4-二甲基苯胺

(2,4-dimethylaniline, DMA), 其中 DMA 对肝脏具有较大的

毒副作用, 并且具有致突变性和潜在的致癌性[9]。蜂蜜中

的双甲脒残留超标, 不仅严重影响了蜂蜜出口贸易的发展, 

也对人体健康造成难以逆转的伤害。因此, 我国在 2019 年

规定了蜂蜜中双甲脒最大残留限量为 0.2 mg/kg, 同欧盟、

日本和美国规定的残留限量一致, 意大利和德国规定的限

量为 0.01 mg/kg, 同时对其代谢物进行检测[10]。 

蜂蜜中双甲脒及其代谢物常用仪器法进行检测, 包

括气相色谱-质谱法[11]、液相色谱法[12]、超高效液相色谱

法[13]。这些方法虽然可以准确定量检测出药物的残留量, 

但检测成本较高、周期长, 对实验人员还有一定的技术要

求, 并且只能在特定的实验室进行检测, 无法实现现场检

测及基层实验人员对大批样本的初筛。随着政策的要求和

市场的需求, 亟需一种适用于在蜂场即可对蜂蜜进行初步

检测的低成本快速检测方法。胶体金免疫层析技术是近年

来较为普及的一种快检技术, 具有方便在现场检测、时效性

高、灵敏度高且特异性强等优点。目前对于应用胶体金试纸

条检测蜂蜜中的双甲脒鲜有报道, 为了提供一种免疫层析

胶体金快速检测方法和弥补仪器法的不足之处, 本研究研

制了一种可以用于快速检测蜂蜜中双甲脒的胶体金试纸条, 

旨在监控蜂蜜品质和减少受污染的蜂蜜进入市场流通的机

会, 在保障食品安全方面具有较高的实际使用价值。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂与仪器 

6~8周龄 BALB/c 雌性小鼠(江苏集萃药康生物科技股

份有限公司)。 

双甲脒、杀虫脒、哒螨灵、丁氟螨酯、噻螨酮标准品

(纯度≥99%, 德国 Dr. Ehrenstorfer GmbH 公司); 牛血清白

蛋白(bovine serum albumin, BSA, 纯度≥98%)、弗氏完全

佐剂、弗氏不完全佐剂(美国 Sigma 公司); 羊抗鼠 IgG(无

锡迪腾敏生物科技有限公司); 碳酸钾、氢氧化钠、正己

烷、异丙醇、蔗糖、吐温-20(分析纯, 国药集团化学试剂有

限公司); 硝酸纤维素膜(CN140, 德国 Sartorius 公司); 吸

水垫、样品垫、聚氯乙烯(polyvinyl chloride, PVC)底板(上

海金标生物科技有限公司); 双甲脒-BSA 偶联物、双甲脒-

卵清蛋白(ovalbumin, OVA)偶联物、胶体金重悬液、样本复

溶液由华测检测认证集团北京实验室提供。 

1260 液相色谱仪(美国安捷伦科技有限公司); CTS300

数控裁条机、HM3035 XYZ 三维划膜喷金仪、ZQ2002 微

电脑斩切机(上海金标生物科技有限公司); TGL-16 高速冷

冻离心机(四川蜀科仪器有限公司); TD4K-Z 离心机(长沙

东旺实验仪器有限公司); LGJ-10 真空冷冻干燥机(北京松

源华兴科技发展有限公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  双甲脒单克隆抗体的制备 

取 6~8 周龄 BALB/c 雌性小鼠, 以双甲脒-BSA 偶联

物作为免疫原与等体积弗氏完全佐剂混合乳化后, 于小

鼠背部皮下多点注射, 首次免疫时每只小鼠注射 0.1 mL

混合液, 每隔 2 周进行一次加强免疫, 共加强免疫 3 次, 

后两次免疫用弗氏不完全佐剂进行乳化[14–15]。间隔 3 周

后, 将 0.1 mL 不添加佐剂的免疫原通过腹腔注射免疫小

鼠[16–17], 3 d 后脱颈处死小鼠[18], 将其浸入 75%的乙醇中

消毒, 5 min 后于无菌环境下解剖并取出脾脏, 参考文献

[19–20]中的方法制备杂交瘤细胞并筛选出能够稳定分泌

抗体的阳性细胞株。 

1.2.2  双甲脒单克隆抗体-胶体金标记物微孔试剂的制备 

取 100 mL 制备好的 0.01%胶体金溶液[21], 搅拌加入

0.1 mol/L 碳酸钾调节胶体金溶液 pH 至 8.5 左右[22], 将双

甲脒单克隆抗体按质量浓度 30~40 μg/mL 加入胶体金溶液

中, 搅拌均匀后于室温 25 ℃下静置 20 min。加入 1 mL 10% 

BSA[23], 使用磁力搅拌器搅拌(转速 150 r/min, 30 min), 再

静置 20 min 后, 在 4 ℃条件下 12000×g 离心 20 min, 弃上

清, 余下沉淀使用 20 mL 胶体金重悬液(2%蔗糖、1%BSA、

0.3% Tween-20, 由 0.01 mol/L pH 为 7.4 的磷酸盐缓冲溶液

配制)重悬后放于 4 ℃冰箱中备用[16,24]。 

在微孔中加入 100 µL 双甲脒单克隆抗体-胶体金标记

物, 设置冷冻干燥机冷阱温度为–70 ℃, 将微孔预冻 3 h, 

再真空干燥 24 h[25], 得到冻干双甲脒单克隆抗体-胶体金

标记物微孔试剂。 

1.2.3  试纸条制备与组装 

将适当浓度的双甲脒-OVA 偶联物和羊抗鼠 IgG 抗体

分别包被在硝酸纤维素膜的 T 线-检测线和 C 线-质控线上, 
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根据层析方向依次将样品垫、硝酸纤维素膜、吸水垫粘在

PVC 底板上, 每个部位间重叠约 0.5 mm[26], 将组装好的试

纸使用可编程切条机切割成 4 mm 宽的试纸条, 密封于干

燥条件下, 于室温中保存备用[27–28], 试纸条结构见图 1。 

 

 
 

注: 1: 样品垫; 2: 质控线; 3: 检测线; 4: 吸水垫; 5: 硝酸纤维素膜; 

 6: PVC 底板; 7: 与金标记抗体预先反应后的待测液; 8: 金标微孔。 

图 1  试纸条结构图 

Fig.1  Structure diagram of strip 
 

1.2.4  蜂蜜样品的处理 

取 1 g 实验室保存的蜂蜜样品, 加入 1 mL 0.1 mol/L 

氢氧化钠, 涡旋混匀 1 min, 再加入 3 mL(正己烷:异丙醇

=2:1, V:V)的混合液, 涡旋混匀 2 min, 室温 25 ℃下 3000×g

离心 5 min。取离心后全部上清液于 10 mL 离心管中, 于

40 ℃水浴中旋转蒸发至干。加入 1 mL 样本复溶液(12.90 g

十二水合磷酸氢二钠和 2.18 g 二水合磷酸二氢钠, 用水溶

解并定容至 1 L, 调节 pH 至 8)溶解残渣, 充分振荡混匀后, 

4000×g 离心 1 min, 即得到待检液 [29‒30]。参照 GB/T 

21169—2007《蜂蜜中双甲脒及其代谢物残留量测定 液相

色谱法》进行。 

1.2.5  样品的检测及判定标准 

吸取 120 µL 待检液于金标微孔中, 轻柔吹打至微孔

底部红色物质完全溶解, 静置反应 2 min 后, 吸取微孔内

全部液体直接滴加到试纸条样品垫上, 水平静置 5 min 后

即可读取结果, 结果应在 5~8 min 内读取, 其余时间判读

无效, 根据示意图(图 2)判定结果, 方法如下:  

阴性(-): 检测线(T 线)显色比质控线(C 线)深或两者颜色

相同, 表示样本中双甲脒的含量低于检出限或不含双甲脒。 

阳性(+): 检测线(T 线)显色比质控线(C 线)浅或 T 线

不显色, 表示样本中双甲脒含量大于检出限, T 线显色比 C

线显色越浅, 表示样品中双甲脒的含量越高。 

无效: 质控线(C 线)不显色, 表明试纸条失效或操作

不规范, 应使用新的试纸条重新检测。 

 

 
 

图 2  结果判定示意图 

Fig.2  Schematic diagram of result determination 

1.2.6  试纸条质量评估 

(1)检出限的确定 

在空白蜂蜜样品中分别添加浓度为 0、0.05、0.10、

0.20、0.40 mg/kg 的双甲脒标准品, 使用 3 个不同批次的试

纸条进行检测, 每个浓度设立 3 个平行实验, 根据实验结

果确定试纸条的检出限。 

(2)特异性实验 

选择与双甲脒化学结构、功能相似的药物进行检测。

分别配制 0、5、10、15、20 mg/L 的双甲脒、杀虫脒、哒

螨灵、丁氟螨酯、噻螨酮, 使用 3 批不同的试纸条检测, 并

重复检测 3 次, 根据结果判断试纸条的特异性。 

(3)稳定性实验 

将试纸条密封于铝箔袋中, 于室温环境下保存, 每个

月随机选取一定数量的试纸条对添加双甲脒 0.2 mg/kg 的

蜂蜜样品进行检测并重复检测 3 次, 连续测定 18 个月。 

(4)准确性实验 

取实验保存空白蜂蜜样品和添加双甲脒 0.1、0.2、

0.4 mg/kg 的蜂蜜样品各 50 份, 使用 3 批不同批次的试纸条

对上述样品重复检测 3 次, 分别计算假阳性率和假阴性率。 

另取 20 份蜂蜜样品, 使用本试纸条检测的同时, 根

据 GB/T 21169—2007中方法, 使用液相色谱仪对样品进行

检测, 对比两种方法的检测结果。 

2  结果与分析 

2.1  检出限 

由表 1、图 3 可以看出, 当蜂蜜中双甲脒含量为 0、

0.05、0.10 mg/kg 时, T 线显色比 C 线深, 表明检测结果为

阴性, 当双甲脒含量为 0.2、0.4 mg/kg 时, C 线显色深于 T

线, 检测结果为阳性, 且平行实验间重复性良好。故根据

实验结果, 可以确定本试纸条检出限为 0.2 mg/kg。可以满

足我国对蜂蜜中双甲脒最大残留限量的需求。 
 

表 1  双甲脒快速检测试纸条检出限结果(n=3) 
Table 1  Results of detection limit of test strip for rapid 

detection of amitraz (n=3) 

平行实验
蜂蜜中双甲脒含量/(mg/kg) 

0 0.05 0.10 0.20 0.40 

A – – – + + 

B – – – + + 

C – – – + + 

注: –表示阴性, +表示阳性, 下同。 
 

2.2  特异性 

由表 2 可以看出, 使用双甲脒快速检测试纸条检测与

双甲脒化学结构、功能相似的不同浓度的药物时, 结果均

为阴性, 而对超出检出限的双甲脒进行检测时, 结果呈阳

性, 表明本试纸条可以特异性检测双甲脒的残留而与其他

药物无交叉反应, 特异性较好。 
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注: A: 双甲脒浓度 0 mg/kg; B: 双甲脒浓度 0.05 mg/kg; C: 双甲脒浓度 0.10 mg/kg; D: 双甲脒浓度 0.20 mg/kg; E: 双甲脒浓度 0.40 mg/kg。 

图 3  双甲脒快速检测试纸条检出限结果 

Fig.3  Results of detection limit of test strip for rapid detection of amitraz 
 

表 2  双甲脒快速检测试纸条特异性结果 
Table 2  Specific results of test strip for rapid detection of amitraz 

药物名称 

药物质量浓度/(mg/L) 

0 5 10 15 20 

A B C A B C A B C A B C A B C 

双甲脒 - - - + + + + + + + + + + + + 

杀虫脒 - - - - - - - - - - - - - - - 

哒螨灵 - - - - - - - - - - - - - - - 

丁氟螨酯 - - - - - - - - - - - - - - - 

噻螨酮 - - - - - - - - - - - - - - - 

注: A、B、C 为 3 次重复实验。 

 

2.3  稳定性 

将试纸条常温密封保存, 连续 18 个月对其进行检测, 

根据图 4 可以看出, 前 13 个月内试纸条检测结果无异常, 

均为阳性, 在第 14 个月至第 18 个月的检测中发现, 试纸

条偶有出现假阴性, 结果不稳定。从整体上看试纸条的稳

定性可以满足现场使用的要求。 
 

 
 

注: 1~18 为贮藏月份。 

图 4  双甲脒快速检测试纸条稳定性结果 

Fig.4  Stability results of test strip for rapid detection of amitraz 

2.4  准确性 

根据检测结果可以看出, 空白蜂蜜样品中未检测出

阳性结果, 双甲脒添加量为 0.1 mg/kg 的蜂蜜样品检测结

果中, 出现 3 例阳性结果, 故假阳性率为 1.00%; 双甲脒添

加量为 0.2 mg/kg 的蜂蜜样品检测结果中, 出现 1 例阴性结

果, 双甲脒添加量为 0.4 mg/kg 的检测结果全部为阳性, 故

假阴性率为 0.33%, 具体见表 3。 

使用试纸条检测和液相色谱检测的结果见表 4, 从中

可以看出, 两种方法的检测结果相符, 具有较好的一致性。

单个样品的检测时间可以控制在 25 min 之内完成, 说明该

试纸条可以用于蜂蜜中双甲脒残留量的快速检测。 

 

表 3  双甲脒快速检测试纸条检测结果 
Table 3  Detection result of amitraz rapid detection test strip 

样品情况 
检测结果 

阳性 阴性 

阳性样品 299 1 

阴性样品 3 297 

假阴性率 0.33% 

假阳性率 1.00% 
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表 4  双甲脒快速检测试纸条与色谱仪检测对比结果 
Table 4  Comparison results of amitraz rapid detection test strip and chromatograph detection 

编号 试纸条检测结果 色谱仪检测结果/(mg/kg) 编号 试纸条检测结果 色谱仪检测结果/(mg/kg) 

1 – 0.128 11 + 0.302 

2 – 未检出 12 + 0.241 

3 – 未检出 13 – 未检出 

4 + 0.344 14 – 0.158 

5 – 未检出 15 – 未检出 

6 – 0.152 16 – 未检出 

7 + 0.287 17 + 0.338 

8 + 0.277 18 – 未检出 

9 – 未检出 19 – 0.155 

10 – 0.103 20 – 0.126 

注: -表示阴性含量低于检出限 0.2 mg/kg, +表示阳性。 

 

3  结  论 

双甲脒是一种广谱性杀螨剂, 对蜂螨有很强的触杀

作用, 导致许多国家已经禁止应用双甲脒防治蜂螨, 但由

于其价格便宜同时防治效果好, 国内蜂农仍未停止使用双

甲脒, 这对我国人民的身体健康和蜂蜜出口贸易造成了极

大影响。目前, 常用的仪器检测法由于受检测场地限制, 

检测成本高且周期长, 无法满足现场快速检测的要求, 本

研究使用双甲脒-BSA 偶联物作为免疫原制备出双甲脒单

克隆抗体, 成功研制出快速检测蜂蜜样品中双甲脒残留量

的胶体金试纸, 可应用于现场及基层实验室筛选出疑似阳

性的样品, 检测用时大大缩短。 

试纸条的检出限为 0.2 mg/kg, 满足 GB 31650—2019

中对双甲脒的限量要求。根据特异性实验结果可以看出, 

本实验研制的双甲脒试纸条与杀虫脒、哒螨灵、丁氟螨酯

及噻螨酮之间无交叉反应, 具有良好的特异性。在使用不

同批次的试纸条分别检测阳性和阴性蜂蜜样品时, 虽然假

阳性率为 1.00%和假阴性率为 0.33%, 但假阳性率和假阴

性率均很低, 满足国家市场监督管理局发布的快速检测方

法规定的假阳性率和假阴性率的要求。出现这种情况的原

因推测是由于双甲脒随着时间的推移和环境温、湿度、pH

的变化会发生一定的降解。结合液相色谱的检测结果, 两

者一致性较好, 说明试纸条检测结果准确可信。常温下, 

试纸条的保质期在一年以上, 在此期间, 检测结果准确、

稳定, 符合商品化要求。本试纸条由于其携带方便、前处

理过程简单、准确度高等优点, 可以广泛应用于蜂蜜样品

现场快速检测, 从蜂蜜源头上控制双甲脒的超标, 进一步

保障蜂蜜产品的安全, 具有较强的使用价值。 
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