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侧向层析免疫试纸法快速检测蔬菜中的腐霉利 

姚帮本 1,2, 陈赵然 2, 闫  超 2, 乔冬晴 2, 程继贵 3, 陈  伟 1, 姚  丽 1,3* 

(1. 合肥工业大学食品与生物工程学院, 合肥  230009; 2. 安徽省产品质量监督检验研究院, 合肥  230051;  

3. 合肥工业大学材料与科学工程学院, 合肥  230009) 

摘  要: 目的  建立基于胶体金标记的侧向层析免疫试纸快速检测新技术检测多种蔬菜中腐霉利的分析方

法。方法  利用喷膜仪以 0.5 μL/cm 的喷速将 1 mg/mL 的羊抗鼠抗体、1 mg/mL 的腐霉利包被原喷到 NC 膜

上。再通过静电吸附的方式将腐霉利单克隆抗体标记到胶体金表面, 制备成偶联物滴加到标记垫上。最后依

次将样品垫, 标记垫、划好的 NC 膜以及吸水垫粘贴到底板上, 两者之间均有 2 mm 的重叠, 使标记垫处于样

品垫之下、NC 膜之上的位置, 组装好完整的试纸条, 测试过程中在样品垫上滴加样品, 观察 C、T 线位置显

线情况进行判定。结果  该方法不受蔬菜中本身复杂成分以及背景颜色的影响, 能够对蔬菜中腐霉利进行特

异性识别鉴定, 10 min 便可获得检测结果。结论  该方法测试的结果与仪器法检测结果一致, 检测灵敏度满足

国标限量要求。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for detection the procymidone in various vegetables by rapid 

detection method of lateral chromatography immunoassay based on colloidal gold labeling. Methods  Goat 

anti-mouse antibody and  procymidon-BSA (1 mg/mL) were sprayed onto the NC membrane at a spray rate of   

0.5 μL/cm by spray membranes instrument, then the monoclonal antibody was labeled to the colloidal gold surface by 

electrostatic adsorption, and the conjugated compound was prepared and added to the labeling pad. Finally, the 

sample pad, marking pad, NC film and absorbent pad were pasted to the bottom plate, there was a 2 mm overlap 
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between the two, so that the conjugation pad was located under the sample pad and above the NC film, then, complete 

test strip was assembled. During the test, the sample was added to the sample pad, and the position of C and T lines 

were observed for determination. Results  This method was independent of the complex components and 

background color in vegetables, and could specifically identify bean curd in vegetables, and the detection results 

could be obtained within 10 min. Conclusion  The test result of this method is consistent with that of instrument 

method, and the detection sensitivity meets the requirement of national standard limit. 

KEY WORDS: lateral flow test strip; rapid detection; vegetables; procymidone 
 

 

0  引  言 

腐霉利(procymidone, PCD), 是一个低毒的杀菌剂[1], 

又名杀霉利、二甲菌核利、速克灵等, 通过抑制菌丝顶端

细胞壁合成杀死霉菌[2]。主要用于防治黄瓜、番茄、辣椒、

葡萄、草莓等瓜果蔬菜的灰霉病、菌核病、灰星病、花腐

病、褐腐病、蔓枯病等[3], 在韭菜中的最大残留限量值为

0.2 mg/kg, 植物油为 0.5 mg/kg, 番茄、黄瓜为 2 mg/kg, 茄

子、辣椒、葡萄、蘑菇类(鲜)、鲜食玉米为 5 mg/kg, 草莓

为 10 mg/kg[4]。腐霉利少量摄入体内对人的身体没有影响, 

但如果长期超标食用, 会影响人体健康[5], 轻则刺激眼部

和皮肤, 重则可能在人体内定量沉积, 对人体的神经、血

液系统等造成危害[6]。 

目前对于农药的检测方法有多种, 而最重要且常用

的方法是利用色谱质谱联用等大型仪器检测法。对于腐霉

利的检测, 最传统的是气相色谱法[7‒8]、气相色谱-串联质

谱法[9‒10]、液相色谱法[11]和高效液相色谱法[12]。此外, 赵

志敏等[13]基于不同物质由于其能级结构不同, 在相同波长

光的照射下产生的荧光特性也不相同的特性, 建立了利用

荧光光谱法检测蜂蜜中腐霉利的方法。同时, 利用近红外

光谱法对腐霉利的检测也有报道[14]。目前, 对于腐霉利残

留量的检测技术主要为仪器法, 更加快速与高效的方法亟

需建立[15]。 

本研究建立了基于胶体金标记的侧向层析免疫试纸快

速检测法测定蔬菜中的腐霉利。与传统仪器检测法相比, 这

种方法样品前处理简单、检测过程耗时短、测试过程简便、

不需要专业技术人员操作、无需仪器维护, 降低了检测成本; 

此外, 该方法使用的试纸方便携带, 极大地满足了现场大批

量样品的即时检测需求, 有较广阔的实际应用前景。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

HAuCl4、蔗糖、吐温-20、曲拉通 X-100(Triton X-100)、

柠檬酸三钠、十二烷基硫酸钠 (sodium dodecyl sulfate, 

SDS)、牛血清蛋白(bovine serum albumin, BSA)、浓盐酸、

浓硝酸、磷酸氢二钠(12H2O)、磷酸二氢钠(2H2O)、氯化钠、

20 倍浓缩氯化钠柠檬酸钠缓冲液(20×SSC)pH 7.0、三羟甲

基氨基甲烷(Tris)(国药集团化学试剂有限公司)。羊抗鼠二

抗(上海捷宁生物科技有限公司); 腐霉利抗体与包被原(杭

州傲敏生物科技有限公司); 璃纤维膜(GL0145)、硝酸纤维

素膜(NC 膜)(CN95)、聚氯乙烯(polyvinyl chloride, PVC)底

板(DB-8)、吸水垫(H5076)(上海杰一生物技术有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

AL104 分析天平(Mettler Toledo 公司); 加热磁力搅拌

器(RCT)(广州仪科实验室技术有限公司); ZF-20D 暗箱式

紫外分析仪(郑州豫华仪器制造有限公司); EOS600D 单反

相机(佳能光学设备有限公司); XYZ-3 试纸条喷膜仪(美国

Bio-Dot公司); CM-4000试纸条切条机(美国Bio-Dot公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  胶体金的制备 

本研究中所用胶体金利用柠檬酸钠还原法制得[16]。取

100 mL 的锥形瓶先用水洗干净, 用王水(浓硝酸与浓盐酸

以 1:3 的体积比配制)浸泡过夜后洗净烘干备用; 在锥形瓶

中加入 50 mL 的 0.01%的氯金酸溶液, 在加热磁力搅拌器

上加热至沸腾; 维持 1500 r/min 的搅拌转速不变, 在搅拌

状 态 下 迅 速 准 确 加 入 一 定 量 的 1 ％ 柠 檬 酸 三 钠

(Na3C6H5O7‧2H2O)水溶液; 继续加热煮沸 15 min, 此时可

观察到淡黄色的氯金酸水溶液在柠檬酸钠加入后很快变灰

色, 继而转成黑色, 随后逐渐稳定成红色。全过程约 2~   

3 min; 冷却至室温后用超纯水恢复至原体积。本研究中制

备的胶体金粒径在 25~30 nm 之间。 

1.3.2  胶体金与腐霉利单克隆抗体复合物的制备 

1 mL 制备的胶体金中加入 15 μL 0.1 mol/L K2CO3 将

其 pH 值调整到 8.0, 随后加入 3 μL 1 mg/mL 腐霉利单克隆

抗, 室温条件下振荡孵育 1 h后再向其中加入 80 μL质量分

数为 10%的 BSA 溶液进行封闭, 继续振荡反应 30 min; 

9500 r/min 离心 7 min, 移去上清液, 沉淀用重悬液重悬, 

即制成胶体金-腐霉利单克隆抗体复合物浓缩液。并将其以

4.5 μL/pad 滴加到 36 mm 的标记垫上, 在 25 ℃烘箱里烘

干备用。 

1.3.3  试纸 NC 膜的处理 

将 1 mg/mL 的羊抗鼠抗体作为质控线(C 线)样品,    

1 mg/mL的腐霉利包被原作为测试线(T线)样品, 利用喷膜

仪, 将制备好的划膜样品以 0.5 μL/cm 的喷速喷到 NC(型
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号为 CN95)膜上, 将喷好的膜置于 25 ℃烘箱中烘干备用。 

1.3.4  样品垫的制备及侧向层析试纸的组装 

(1)配制样品垫处理液(50 mmol/L Tris-HCl pH 8.0, 

0.15 mmol/L NaCl, 0.25%曲拉通), 用裁纸刀切所需宽度的

样品垫, 浸泡于处理液中 2 h 后, 烘干备用。 

(2)试纸条的组装: 先依次将用处理液处理好的样品

垫、标记垫、划好的 NC 膜以及吸水垫粘贴到底板上, 金标

垫与 NC 膜之间空 2 mm 的间隙, 再在切条机上将初步组装

好的板切成 3 mm 宽的条状; 然后将胶体金偶联物处理好的

金标垫组装在样品垫与 NC 膜之间的间隙, 使标记垫处于样

品垫之下、NC 膜之上的位置, 则组装好完整的试纸条。 

1.3.5  试纸抗干扰检测验证 

(1)空白样品的测试: 使用气相色谱仪检测验证腐霉

利含量为阴性的实际样品豇豆、土豆、青椒、菠菜、茄

子、韭菜均称取 500 g, 使用粉碎机进行充分粉碎, 再取

一定量置于 5 mL 离心管中, 5000 r/min 离心 5 min, 取 

200 μL 上清液在制备好的试纸上检测, 10 min 后观察 C、

T 线显线情况。 

(2)阳性样本的检测 : 从 500 g 含有质量浓度为   

3.17 mg/kg 的韭菜样本中分别称取 3、1.5、0.6、0.3、     

0.15 g, 再向其中分别加入 0、1.5、2.4、2.7、2.85 mL 的

10 mmol/L PB 溶液, 涡旋仪上振荡 1 min, 再超声分散   

1 min 后,  5000 r/min 离心 5 min, 取 200 μL 上清液在制备

好的试纸上检测, 10 min 后观察 C、T 线显线情况。 

1.3.6  试纸特异性验证 

样品(1): 10 mmol/L PBS。 

样品(2): 含有质量浓度均为 5 μg/mL 的氯氟氰菊酯、

三氯杀螨醇、乙酰甲胺磷、敌百虫、水胺硫磷、氟胺氰菊

酯、丙溴磷、二甲戊灵、氧乐果蝇毒磷的混合样本。 

样品(3): 含有质量浓度均为 5 μg/mL 的氯氟氰菊酯、

三氯杀螨醇、乙酰甲胺磷、敌百虫、水胺硫磷、氟胺氰菊

酯、丙溴磷、二甲戊灵、氧乐果蝇毒磷, 以及 200 ng/mL

腐霉利的混合样本。 

样品(4): 200 ng/mL 腐霉利样本。 

将上述 4 个样品各 200 μL 在制备的试纸上进行测试, 

10 min 后观察试纸显色情况。 

1.3.7  实际样品的检测 

(1)阳性样本的检测: 经仪器检测, 4 种阳性样本中腐

霉利含量如表 1 所示。 

 
表 1  实际阳性样本中腐霉利的含量 

Table 1  Content of procymidone in positive vegetable samples 

样品 红椒 青杭椒 小芹菜 西红柿

腐霉利含量/(mg/kg) 0.39 0.25 0.86 0.5 

 

分别称取表 1 中样本各 500 g, 使用粉碎机进行充分

粉碎, 再从其中取 2 g 置于 5 mL 离心管中, 加 4 mL     

10 mmol/L PBS 溶液, 均质后, 5000 r/min 离心 5 min, 取

200 μL 上清液在制备好的试纸上检测, 10 min 后观察 C、T

线显线情况。 

阴性样本加标检测: 根据 GB 2763—2016《食品安全

国家标准 食品中农药最大残留限量》[17]中规定的各类蔬

菜中腐霉利的限量标准, 向稀释不同浓度的阴性样品中加

入腐霉利标准品, 使腐霉利终浓度为国家标准最低限量, 

样品均质后, 离心, 取上清在试纸上进行测试, 在测试试

纸能否达到国家标准要求的同时, 验证样本基质效应对检

测灵敏度是否有影响[16]。样品中腐霉利限量以及加样情况

如表 2 所示。 

 
表 2  实际阴性样本中加入标样明细 

Table 2  Content of procymidone in positive vegetable samples 

样品名称 样品稀释倍数 取样量/g 加 PB 的量/mL 腐霉利最终含量/(mg/kg) 国标限量/(mg/kg) 

豇豆 

2 3 3 

0.2 0.2 
3 2 4 

5 1.2 4.8 

10 0.6 5.4 

土豆 

2 3 3 

2 2 
3 2 4 

5 1.2 4.8 

10 0.6 5.4 

青椒 

2 3 3 

5 5 
3 4 4 

5 4.8 4.8 

10 5.4 5.4 
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表 2(续) 

样品名称 样品稀释倍数 取样量/g 加 PB 的量/mL 腐霉利最终含量/(mg/kg) 国标限量/(mg/kg) 

菠菜 

2 3 3 

0.2 0.2 
3 4 4 

5 4.8 4.8 

10 5.4 5.4 

茄子 

2 3 3 

5 5 
3 4 4 

5 4.8 4.8 

10 5.4 5.4 

上海青 

2 3 3 

0.2 0.2 
3 4 4 

5 4.8 4.8 

10 5.4 5.4 

 

2  结果与分析 

2.1  实验原理 

本方案的设计原理如图 1 所示, 图 1A 中胶体金标记的

侧向层析试纸的制备过程, 试纸主要由底板、样品垫、标记

垫、NC 膜以及吸水垫组装而成。其中样品垫为测试过程中

滴加样品的位置; 标记垫承载胶体金与腐霉利单克隆抗体的

复合物, 复合物中胶体金为显色标记物; NC 膜为试纸显线位

置, C 线喷涂了羊抗鼠二抗, T 线固定了腐霉利包被原; 吸水

垫通过毛细作用, 促进样品向前迁移。样品测试时, 先将其滴

加到样品垫上, 样品向前迁移的过程中, 首先与标记垫上的

复合物相互作用, 若样品中存在目标物, 则目标物与复合物

中抗体相结合, 目标物竞争 T 线上包被原与抗体的结合位点, 

在复合物继续向前迁移过程中, 不能被捕获到 T 线上, 故影

响 T 线显线; 若样品中无目标物, 则复合物向前迁移时与 T

线上包被原结合, 胶体金被捕获到 T 线上, 从而显线。C 线上

的二抗能够通过与复合物中的抗体结合将胶体金捕获显线, 

所以, 无论样品中是否有目标物存在, C 线都会出线。图 1B

为试纸测试后可能出现的显线情况, 经验证可知, 若所测样

品为阴性, 无目标物腐霉利存在, 则 T 线显线强度要强于 C

线; 若 T 线显线与 C 线强度一致或者弱于 C 线, 则说明测试

样品中有目标物腐霉利的存在; 如果试纸最终只有 T 线显线, 

而 C 线不显线, 则结果无效, 没有参考价值。 

2.2  腐霉利检测试纸稳定性验证 

该试纸主要用于检测各种蔬菜中腐霉利的含量, 样品较

复杂, 试纸能否不受样品中复杂基质以及各种成分的影响, 

精确检测出样品中腐霉利含量, 是其能否进行实际应用的重

要指标。因此, 本研究选取了仪器检测结果为阴性的豇豆、

土豆、青椒、菠菜、茄子、韭菜样本, 以及腐霉利含量为    

3.17 mg/kg 的韭菜样本进行验证。结果如图 2 中所示, 图 2A

为 6 种阴性样测试后试纸 T 线均强于 C 线, 说明被测蔬菜样

品中无目标物腐霉利的存在, 与仪器检测结果一致。图 2B 为

阳性韭菜样品稀释不同倍数后在试纸上的测试结果, 从左到

右, 稀释倍数依次为 1、2、5、10、20 倍。相应的, 在样品未

稀释时, T 线完全消除, 说明所测样品中腐霉利含量较高, 与

仪器测试含量为 3.17 mg/kg 一致。随着样品稀释度增加, T 线

逐渐增强, 背景颜色也逐渐减弱。综上所述, 设计的腐霉利检

测试纸抗干扰性较强, 即使直接测试蔬菜样品粉碎后浸出原

液, 也能精准测试, 与仪器测试结果一致。 

 

 

 
 
 

图 1  腐霉利快速检测试纸原理 

Fig.1  Schematic of rapid lateral chromatography test strip  
for procymidone 
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注: A: 1. 阴性豇豆样本检测结果; 2. 阴性土豆样本检测结果;   

3. 阴性青椒样本检测结果; 4. 阴性菠菜样本检测结果; 5. 阴性茄

子样本检测结果; 6. 阴性韭菜样本检测结果。B: 1. 腐霉利含量为

3.17 mg/kg的阳性韭菜样本; 2. 阳性韭菜样本; 3. 稀释 2倍的阳性

韭菜样本; 4. 稀释 5 倍的阳性韭菜样本; 5. 稀释 10 倍的阳性韭菜

样本。 

图 2  腐霉利检测试纸稳定性 

Fig.2  Stability of the procymidone test paper 

 

2.3  腐霉利快速检测试纸的特异性验证 

腐霉利快速检测试纸的特异性检测结果如图 3 所示, 

PB 缓冲液上样时, T 线强度远远强于 C 线; 当多种高浓度

(5 μg/mL)的其他农药混合物上样时, T 线有微弱减弱响应, 

C 线稍有增强, 但仍旧是 T 线强于 C 线。出现这种情况的

主要原因是多种高浓度的其他农药中, 某些种类与腐霉利

有类似的结构, 因而与腐霉利抗体有微弱的结合效果, 多

种高浓度的药物存在时, 结合效果累积, 出现了肉眼可识

别的 T 线强度变化。但当该混合样品中含有质量浓度为 

200 ng/mL 的腐霉利时 , T 线就完全消除干净 , 与单独  

200 ng/mL 的腐霉利样品检测结果一致。综上所述, 其他农

药在浓度为腐霉利浓度的 25 倍时, 均不能达到低浓度腐

霉利的检测效果, 证明该试纸对腐霉利有良好的选择性。 

2.4  实际阳性样本检测验证 

为验证制备的腐霉利快速检测试纸测试结果是否可

靠, 选取了已知浓度的不同阳性样本进行测试。已知浓度

的阳性样本中腐霉利含量如表 1 所示, 可以看出, 4 种阳性

样本中, 西红柿中腐霉利含量较低, 小芹菜中腐霉利含量

较高。相应的试纸条检测结果如图 4 所示, 从左到右依次

为红椒、青杭椒、小芹菜、西红柿试纸检测后的显色结果。

由结果可以看出, 青杭椒对应的检测结果中 T 线显线最强, 

但是并没有超过 C 线强度, 对应图 1 原理图中可知为弱阳

性结果; 小芹菜对应试纸检测结果中 T 线最浅, 推断可知

为强阳性样本, 而红椒和西红柿的 T 线强度介于二者之间, 

说明二者腐霉利含量也介于青杭椒与小青菜之间, 相比较

而言, 红椒检测结果 T 线强于西红柿, 说明红椒中腐霉利

含量低于西红柿, 与仪器检测实际情况对比可知, 结果完

全一致, 说明该试纸检测结果精确可信。 

 

 
 

注: 1: PB 缓冲液测试结果; 2: 多种其他农药的混合液测试结果;  

3: 含有 200 ng/mL 腐霉利的混合农药测试结果; 4: 质量浓度为   

200 ng/mL 的腐霉利样品测试结果。 

图 3  特异性检测 

Fig.3  Specific detection 
 

 
 

注: 1. 红椒; 2. 青杭椒; 3. 小芹菜; 4 番茄。 

图 4  阳性样本测试结果 

Fig.4  Test results of positive samples 

 
2.5  实际阴性样品添加腐霉利检测验证 

由于国标中对于每种蔬菜中腐霉利的限量不尽相同, 

故向不同种类阴性蔬菜样本中加入不同浓度的腐霉利标准

品, 使其终浓度为国标限量浓度, 以验证该方法的检测限

是否能符合国标要求。此外, 还将蔬菜样品稀释了不同倍

数进行测试, 进一步验证蔬菜基质对检测效果是否有影

响。蔬菜稀释倍数以及国标限量均在表 2 中说明。结果如
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图 4 所示, 6种蔬菜中, 加入国家标准限定量的腐霉利之后, 

结果均为阳性, 说明该试纸对实际蔬菜样品中腐霉利的检

测限满足国家标准。并且, 从结果中发现, 每种蔬菜稀释

不同倍数后, 在相同浓度腐霉利存在的条件下, T线强度区

别不大, 进一步证明蔬菜浸提液本身对检测干扰较小, 不

影响检测结果。 

 
 

 
 
 

注: A: 豇豆; B: 土豆; C: 青椒; D: 菠菜; E: 茄子; F: 上海青(其

中, 样本的稀释倍数为: 1. 稀释 2 倍; 2. 稀释 3 倍; 3. 稀释 5 倍;  

4. 稀释 10 倍)。 

图 5  稀释不同倍数的阴性蔬菜样本中加入浓度为国家标准限量

的腐霉利标准品检测结果 

Fig.5  Test results of negative vegetable samples which diluted in 
different multiples were spiked with procymidone at the national 

standard limit concentration 

 

3  结  论 

本研究建立了基于胶体金标记的侧向层析试纸快速

检测新技术, 将其应用于多种蔬菜中腐霉利含量的检测

中。通过验证发现, 该技术抗干扰性强, 能够直接用于蔬

菜浸提原液的测试, 检测结果与气相色谱检测结果保持一

致, 有较好的精确度。此外, 该方法对腐霉利有较好的特

异性, 在相似农药浓度高于腐霉利浓度 25 倍的情况下, 都

不能达到腐霉利的信号响应效果。并且, 该方法能够满足

国家标准要求, 含有国家标准限量浓度的蔬菜样品测试过

程中, 信号变化明显, 说明所建立的方法检测限远远低于

国家标准限量要求。综上所述, 设计的腐霉利快速检测方

法, 能够有效应用于蔬菜中腐霉利现场检测中, 对于蔬菜

的安全性提供了保障。 
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