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摘  要: 目的  研究酶联免疫吸附法快速测定茄果类蔬菜中 2,4-二氯苯氧乙酸残留量(2,4-dichlorophenoxyacetic 

acid, 2,4-D)的分析方法。方法  对蔬菜的提取分离方法进行优化, 捣碎后经萃取溶剂萃取后, 离心去上清液吹干

后经酶标仪测定茄果类蔬菜中 2,4-D残留量。以水体 2,4-D试剂盒, 通过运用 8种不同萃取溶剂对样品前处理条

件进行优化, 分别考察本方法的灵敏度、回收率、重复性。结果  本方法的检测灵敏度为 1.782 μg/kg, 添加浓度

分别为 5.9、10.0、20.0 μg/kg时的回收率在 74%~118%, 番茄和青椒样品的重复性试验的标准偏差分别为 3.5%和

4.16%, 使用乙酸乙酯为溶剂时, 对青椒的残留 2,4-D萃取效果最佳。结论  本方法稳定性和重现性好, 且最大检

出限量均比已有研究结果大 10倍以上, 可广泛用于番茄及青椒等茄果类蔬菜中 2,4-D残留量的检测。 
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Determination of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid residue in vegetables by 
enzyme linked immunosorbent assay 
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ABSTRACT: Objective  To study the method of enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for rapid 

determination of 2,4-dichlorobenzene in solanaceous fruit vegetable. Methods  The extraction and separation 

methods were optimized for vegetables after extraction by solvent extraction and centrifugation to make clear 

liquid and were blown dried followed by enzyme instrument determination of 2,4-D in solanaceous fruit 

vegetable residues. With 2,4-D kits, by using 8 different extraction solvents on sample preparation condition 

was optimized to investigate sensitivity, recovery, and repeatability of this method respectively. Results  The 

detection sensitivity of this method was 1.782 μg/kg, and the recovery at the adding concentrations of 5.9, 10.0, 

and 20.0 μg/kg was 74% ~ 118%, the sample standard deviation of the repeatability test of tomato and green 

pepper were 3.5% and 4.16%, respectively. Using ethyl acetate as solvent, the extraction effect of 2,4-D residue 

in green pepper was the best. Conclusion  This method has a good stability and reproducibility, its maximum 

detection limit is 10 times more than the existing research results, which can be widely used in the solanaceous 
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fruit vegetables such as tomato and green pepper for 2, 4-D residue detection. 

KEY WORDS: Solanaceous fruit vegetables; enzyme-linked immunosorbent assay; 2,4-dichlorophenoxyacetic 

acid 
 
 

1  引  言 

2,4-二氯苯氧乙酸 (2,4-dichlorophenoxyacetic 

acid, 2,4-D)是一种具有代表性的合成植物生长素。应

用 2,4-D 调节作物生长发育、提高产量和改良品质, 

已成为现代农业的重要措施之一, 特别在番茄的保

花保果, 柑橘的保鲜中应用广泛。为降低外源植物激

素带来的食用安全风险, 欧盟、美国、澳大利亚、日

本等发达国家对多种蔬菜、水果中 2,4-D等生长调节

剂均制定了严格的安全限量控制标准。如美国和欧盟
[1]均制定了辣椒中 2,4-D 的最大残留限量为 0.05 

μg/mL。中国在 GB 2763-2012 中规定果菜类蔬菜中

2,4-D的最大残留限量为 0.1 μg/mL, 比欧美的限量要

求宽。特别是在番茄使用过程中, 2,4-D蘸花使用不当, 

就会出现药害, 造成果实质量下降, 形成畸形果, 严

重影响商品价值[2]。因此, 需要对茄果类蔬菜中 2,4-D

残留量进行风险评估。 

现在国内外对 2,4-D 的检测方法主要有高效液

相色谱法 (high performance liquid chromatography, 

HPLC)、气相色谱法(gas chromatography, GC)、液相

色 谱质谱联 用技术 (liquid chromatography-mass 

spectrometry, LC-MS) 和 免 疫 学 检 测 方 法

(immunologic technology, IT)等[3]。此类方法都有较好

的准确度和精密度。但是样品前处理步骤一般比较繁

琐, 耗时长, 且耗材和试剂成本高。 

免疫学检测法是基于抗原抗体特异性结合反应

来检测各类靶标的分析方法。此种检测方法能够克服

理化检测的缺点, 且具有特异性和敏感性高和快速

的特点, 是目前农药残留快速检测研究的热点之一
[3,4]。但学者多聚焦于 2,4-D抗体制备工艺的研究[5,6], 

很少用于实际样品的检测, 特别是对青椒等复杂基

质的测定。目前市场上只有针对水体中 2,4-D的检测

试剂盒, 由于蔬菜中的糖分、油脂、色素等都可能干

扰检测的结果, 此试剂盒的前处理方法不适用于蔬

菜样品的检测, 本研究改进了试剂盒的前处理方法

并用于蔬菜中 2,4-D的残留检测。本研究以新鲜辣椒

和番茄为本底材料, 对商品化 2,4-D残留量的试剂盒

进行改进, 旨在建立一种简便快速低成本的茄果类

蔬菜中 2,4-D残留量的测定方法。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

番茄和青椒: 昆明农贸市场随机抽取;  

专用于水样检测的 2,4-D 试剂盒(Abraxis, USA, 

NO.54003A): 美国博奥通科技有限公司; 甲醇、二氯

甲烷、乙酸乙酯、丙酮 乙腈等(分析纯, 北京百林康

源生物技术有限责任公司); 2,4-D: 100 µg/mL, 农业

部农业环境监测总站研制。 

2.2  仪  器 

回旋式振荡器(HY-5型, 江苏省金坛市友联仪器

研究所); 金诺分析天平(JF1004 型, 余姚市金诺天平

仪器有限公司); 酶标仪(Bio-Rad680 型, 美国伯乐公

司); 电热恒温水浴锅(HW.SY11-K2 型, 北京市长风

仪器仪表公司 ); 隔水式电热恒温培养箱 (恒字 

PYX-DHS 型, 上海跃进医疗器械厂)。 

2.3  2,4-D 标准溶液的配制 

取 2,4-D标准溶液储备液 0.1 mL, 置于 10 mL

容量瓶中, 用去离子水定容至刻度, 即配成浓度 1.0 

µg/mL的 2,4-D标准中间液。然后稀释为 0.0、2.0、

10.0、20.0、40.0、80.0 ng/mL的系列标准溶液, 待

测定。 

2.4  方  法 

2.4.1  样品前处理 

用捣碎机捣碎样品, 充分混匀后准确称取 10.00 

g 样品于离心管中, 用 20.0 mL 乙腈, 室温震荡提取

10 min。4000 r/min离心 10 min。取上清液 1 mL。50 ℃

氮气吹干。用 0.5 mL试剂盒中样品稀释液溶解并彻

底冲洗玻璃管, 移至小试管加盖振荡后待测。 

2.4.2  ELISA 检测步骤 

试剂盒室温放置 30 min至常温。启封酶标板, 按

编号加入标准品, 空白对照液及样品反应液到相应

的孔位中, 50 μL/孔, 做 2个平行。在各个微孔中相继

加入 50 μL酶结合物溶液(enzyme conjugate)。加入
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50 μL 抗体溶液, 用覆盖膜盖板。握住测试条, 以

圆周运动的方式混匀 , 时间为 30 s, 小心溶液溅

出。37 ℃孵育 1 h。用 400 mL蒸馏水稀释 Abraxis

酶联免疫试剂盒中 PBS-T 洗液。倒掉反应液, 用

PBS-T洗液充分洗板 3次, 用吸水纸拍干。每孔加

入 150 μL 显色液, 用覆盖膜盖板, 充分混匀 30 s, 

恒温箱避光孵育 20 min, 加入终止液 100 μL/孔, 

与添加显色剂顺序一致。添加终止液 15 min 内读

取波长为 450 nm 时的吸收值 OD, 根据标曲, 计算

出样品中 2,4-D含量。 

3  结果与分析 

3.1  萃取溶剂的选择 

本研究应用的 2,4-D试剂盒专用于水样检测, 该

试剂盒中并没有用于去除蔬菜中的糖分、油脂、色素

等干扰测定的杂质前处理方法, 直接应用会使测定

数据可靠性下降。本课题组前期研究表明 , 使用

HPLC法测定水果中外源植物激素时, 在快速前处理

方法中使用乙腈能完全萃取 2,4-D[7]。因此, 选择乙

腈作为萃取溶剂。通过测定青椒和番茄空白的 OD值

可知, 番茄的 OD 值为 0.709, 青椒的 OD 值为 0.39, 

青椒的 OD 值接近 10 μg/mL 的标准溶液, 所以乙腈

不适合用于青椒的萃取。需要对青椒的萃取溶剂进行

选择, 结果见表 1。由表 1 可知, 二氯甲烷和乙酸乙

酯萃取青椒的 OD值高, 通过添加 5 μg/kg的回收率

实验结果表明, 二氯甲烷回收率只有 48%, 乙酸乙酯

的回收率有 112%, 与原溶剂甲醇PBS 8:2相比, 更加

精确。因此, 选择乙酸乙酯作为萃取溶剂。 

 
表 1  不同溶剂萃取青椒的 OD 值 

Table 1  OD value of pepper in different solvent 

试剂 
OD450 nm值 

1 2 平均值 

乙酸乙酯 0.440 0.438 0.439 

丙酮 0.371 0.409 0.390 

二氯甲烷 0.420 0.470 0.445 

乙腈 0.401 0.423 0.412 

甲醇:水=8:2 0.322 0.365 0.343 

甲醇:水=5:5 0.340 0.358 0.349 

甲醇:水=4:6 0.391 0.415 0.403 

3.2  标准曲线 

按 2.4测定标准溶剂相对应的 A值, 以标准液浓

度的对数为横坐标, 以标准液 B 值与 0 ng/mL 的 B0

值的比值为纵坐标绘制标准曲线(见图 1), 进行回归

曲线计算, 得线性方程为 Y=-36.606X+83.200, 表明

在 0～80 ng/mL浓度范围内线性关系良好。 

 
 

 
 

图 1  2,4-D标准曲线 

Fig. 1  Standard curve of 2,4-D solution 

 

3.3  方法灵敏度的测定 

方法灵敏度是以测得最低浓度的 OD 值与标准

溶液 0 ng/mL的OD值读数之差大于 0.1 来计算的[8]。

以实验室自来水为样本, 按 2.4 的方法, 依次降低

2,4-D标准溶液在 450 nm的吸光度, 实验所得结果以

及与现有方法灵敏度对比, 如表 2、3所示:  
 
 

表 2  2,4-D 最低检测浓度 
Table 2  The detection limit of 2,4-D 

2,4-D浓度/ 
(μg/kg) 

OD450 nm值 

1 2 平均值 

0.000 0.466 0.525 0.500 

0.506 0.465 0.474 0.470 

1.120 0.416 0.442 0.429 

1.782 0.404 0.335 0.370 

2.564 0.304 0.402 0.353 
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表 3  不同方法检测不同样品中 2,4-D 的检出限 
Table 3  The 2, 4-D detection limit of different samples 

using different methods 

检测方法 检测对象 检出限 参考文献 

ELISA(本方法) 番茄、青椒 1.782 μg/L - 

HPLC 土壤 0.02 mg/L [1] 

GC 柑桔 7.5 μg/L [9] 

GC 水果 5 μg/kg [10] 

HPLC-MS 尿样 0.5 mg/L [11] 

HPLC-MS 葡萄干 8.0～11.6 μg/kg [12] 

GC-MS 韭菜 0.02 μg/kg [13] 

GC (GB/T5009.175) 粮食、蔬菜 8~13 μg/kg [14] 

 
 

表 4  回收率试验 
Table 4  Test of recovery 

样品 
添加浓度 
/(μg/kg) 

OD平均值
2,4-D检出 

浓度(μg/kg) 

平均回

收率/%

番茄 

0.0 0.709 0.776 — 

5.0 0.469 4.898 82.3 

10.0 0.375 10.233 94.5 

20.0 0.261 24.547 118.0 

青椒 

0.0 0.383 9.770 — 

5.0 0.339 13.490 74.4 

10.0 0.304 17.783 79.3 

20.0 0.241 28.840 95.4 

 
结果表明, 2,4-D 浓度在 1.782 ng/mL 时与 0 

ng/mL时 OD值的差值大于 0.1, 因此, 本法对 2,4-D

最低检出浓度为 1.782 ng/mL。 

3.4  回收率验证试验 

取番茄或青椒 10 份, 每份 10 g, 试验组每组 3

份, 对照组 2 份。每组分别添加 2,4-D 标准溶剂 1 

μg/mL的 0.05、0.10、0.20 mL, 使其添加浓度分别为

5、10、20 μg/kg, 混匀后按 2.4 进行检测。结果(表

4)表明, 番茄的平均回收率为 82.3%~118.0%, 青椒

的平均回收率为 74.4%~95.4%, 说明 ELISA 法测定

茄果类蔬菜中 2,4-D含量稳定性好, 完全能满足日常

监测需求。 

3.5  重复性试验 

按 2.4检测流程测定添加浓度为 10 μg/kg番茄和

青椒的 OD 值 , 计算标准偏差(s)和相对标准偏差

(RSD%)值。结果表明, 番茄和青椒样品测定结果的

相对标准偏差分别为 3.42%, 4.32%, 说明酶联免疫法

测定茄果类蔬菜中 2,4-D残留量方法重现性较好。 

4  结  论 

本研究基于 ELISA 法, 比较 8 种溶剂的萃取样

品的 OD 值, 筛选基质干扰最小的溶剂, 最后确定乙

酸乙酯为萃取溶剂, 本试验建立的检测方法的灵敏

度为 1.782 ng/mL, 添加浓度在 5~20 μg/kg, 回收率在

74%以上。该法具有准确度和灵敏度高、操作简单、

快速等优点, 尤其适合批量样品的测定。 
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