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可视化微阵列蛋白芯片法同时检测蜂蜜中 
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摘  要: 目的  建立可视化微阵列蛋白芯片法同时检测蜂蜜中多菌灵、啶虫脒、蝇毒磷 3 种农药残留含量的

分析方法。方法  依次向制备好的微孔板芯片里加入 50 µL 标准品工作液和 50 µL 相应的抗体, 在 25 ℃、  

600 r/min 下反应 30 min; 再向每孔中加入 50 µL 纳米银标记的羊抗鼠 IgG, 37 ℃、600 r/min 下反应 30 min; 最

后显色并用芯片专用软件(MiELISA)进行自动化分析。结果  该方法对多菌灵、啶虫脒、蝇毒磷的定量检测

范围分别为 0.4~6.4、0.3~4.8、0.75~12 ng/mL, 相关系数 r>0.99, 检测限分别为 3.21、2.47、2.52 ng/mL, 准确

度为 83.6%~126.4%, 变异系数均<10%, 且三者之间具有极低的交叉反应; 向不同种类的空白蜂蜜中添加 2 种

不同浓度的标准品时, 检测结果具有较高的准确度和重复性。结论  本研究建立的可视化微阵列蛋白芯片检

测法操作简便, 检测限低, 准确度、重复性、特异性均很好, 且具有高通量、多指标同时检测等优点, 适用于

蜂蜜中多菌灵、啶虫脒、蝇毒磷 3 种农药残留同时检测。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the simultaneous determination of 3 kinds of pesticide residues 

in honey by visual microarray protein chip method. Methods  The 50 µL of standard working solution and 50 µL of 

the corresponding antibody were added to the prepared microplate chip in sequence, and the reaction time was 30 min 

at 25 ℃ and 600 r/min. Then 50 µL of nano-silver-labeled goat antibody was added to each well Goat anti-mouse 

IgG, the reaction time was 30 min at 37 ℃ and 600 r/min, the final color was developed and the chip-specific 
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software (MiELISA) was used for automated analysis. Results  The quantitative detection ranges of carbendazim, 

acetamiprid and coumaphos by this method were 0.4‒6.4, 0.3‒4.8, 0.75‒12 ng/mL, respectively, and the correlation 

coefficient (r) was greater than 0.99. The detection limits were 3.21, 2.47, 2.52 ng/mL, respectively, the accuracy was 

83.6%~126.4%, the coefficient of variation was less than 10%, and there was a very low cross reaction among them. 

When 2 different concentrations of standard substances were added to different types of blank honey, the detection 

results had high accuracy and repeatability. Conclusion  The visual microarray protein chip detection method 

established in this study is easy to operate, has low detection limit, good accuracy, repeatability, and specificity, and 

has the advantages of high throughput and simultaneous detection of multiple indicators. It is suitable for 

simultaneous detection of 3 kinds of pesticide residues of carbendazim, acetamiprid and coumaphos in honey. 

KEY WORDS: honey; visual microarray protein chip; carbendazim; acetamiprid; coumaphos; pesticide residues 
 
 

0  引  言 

蜂蜜是一种营养丰富的纯天然滋养食品。我国是养蜂

大国, 蜂蜜年产量已超过 50 万吨, 占世界蜂蜜总产量的

1/4 以上。但由于蜜蜂在采蜜过程中可能涉及被农药污染

的花粉或环境介质, 如土壤、水源、大气等中含有的残留

农药污染, 这可能导致蜂蜜中的农药残留量超标。此外, 

蜂农不恰当使用农药也会导致蜂蜜中农药残留量超标。

蜂蜜中的农药残留种类主要涉及除虫剂、除草剂和杀菌剂

等[1‒2]。各国对蜂蜜中有害物质残留的监控日趋严格, 其中

农药残留水平是重要的指标。欧盟、美国及日本等国家和

地区均制定了蜂蜜农残最大残留限量 (maximum residue 

limit, MRL), 且不断对蜂蜜农药残留标准、规则进行调整, 

使得我国蜂蜜产品出口难度加大。目前, 欧盟规定蜂蜜中

多菌灵的限量为 1.0 mg/kg、啶虫脒为 0.2 mg/kg、蝇毒磷

为 0.05 mg/kg, 日本对于进口蜂蜜中多菌灵的限量为 

0.007 mg/kg, 我国规定蜂蜜中蝇毒磷残留量不超过    

0.1 mg/kg, 而暂未规定蜂蜜中多菌灵和啶虫脒农药的残留

限量, 果蔬中的残留限量一般要求不超过 0.5 mg/kg[3]。 

目前农药残留的检测方法有色谱法、免疫分析法   

等[4]。色谱法最常用的有高效液相色谱法(high performance 

liquid chromatography, HPLC)[5‒7]、气相色谱-质谱联用法

(gas chromatography-mass spectrometry, GC-MS)[8‒10]、液相

色谱-质谱联用法(liquid chromatography mass spectrometry, 

LC-MS)[11‒16]等。免疫分析法中常见的有胶体金层析法

(colloidal gold immunochromatography, CGIC)[17‒20]、酶联免

疫 吸 附 法 (enzyme-linked immunosorbent assay, 

ELISA)[21‒22]、免疫芯片法(immunochip)[23]等。色谱法作为

一种经典的方法, 具有灵敏度高、准确等特点, 但其样品

前处理步骤繁冗复杂, 需要昂贵的仪器支持还需要专业的

技术人员进行操作, 检测时间长, 不能满足现场检测的要

求, 也不利于大批量样本的检测。免疫分析法作为一种快

速检测方法, 具有操作简单、特异性好, 灵敏度高、价格

低廉等优点而备受瞩目。 

蛋白芯片法相比于传统的酶联免疫分析法具有多靶

标、快速、高灵敏度等优点, 但是大多采用的是荧光法和

化学发光法 , 这些方法存在检测仪器价格昂贵等问题 , 

不适合在基层检测机构和小型食品生产企业推广应用。

近年来发展的可视化蛋白芯片的检测方法 [24‒25], 可同时

检测多种药物及有害物残留, 也可同时检测多种营养蛋

白质的含量。与传统蛋白芯片法相比, 具有可视化、直接

用肉眼观察芯片结果、无需使用昂贵的荧光或化学发光

检测设备等优点, 大大降低检测成本, 提高检测效率, 在

农药残留的现场快速检测中有很好的发展前景。本研究

采用可视化蛋白芯片法对蜂蜜中多菌灵、啶虫脒、蝇毒

磷 3 种农药进行含量测定, 以期满足蜂蜜样本中多种农

药残留检测的需求。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与材料 

DT 1001 电子天平(江苏省常熟市意欧仪器仪表有限

公司); DMT-2500 多管漩涡混合仪(上海柯淮仪器有限公

司); VORTEX-5 涡旋振荡器(海门市其林贝尔仪器制造公

司产品); HX-4 拍打式均质器(上海沪析实业有限公司); 

MD200-2 氮吹仪、MB100-2A 微孔板恒温振荡仪、APW-200

洗板机、QARRAY-2000 芯片分析仪、微孔板芯片(南京祥

中生物科技有限公司); 聚苯乙烯离心管(50 mL、2 mL, 美

国 Axygen 有限公司)。 

牛乳清白蛋白(bovine serum albumen, BSA)(纯度 99%, 

美国 Sigma 公司); 乙酸乙酯、氯化钠、氯化钾、无水磷酸

氢二钠、无水磷酸二氢钾、吐温 20(分析纯, 南京化学试剂

股份有限公司); 多菌灵、啶虫脒、蝇毒磷、毒死蜱、甲萘

威、百菌灵、克百威、百草枯、多效唑、百菌清、草甘膦(纯

度均大于 99%, 美国 Sigma 公司); 多菌灵、啶虫脒、蝇毒

磷抗原及抗体, 纳米银标记的羊抗鼠 IgG、显色液 A 和

B(南京祥中生物科技有限公司)。 

蜂蜜样本购于徐州、南京当地各大超市。 

磷酸盐缓冲液(1×PBS, pH=7.4): 称取 8.0 g 氯化钠, 
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0.20 g 氯化钾, 1.43 g无水磷酸氢二钠, 0.24 g无水磷酸二氢

钾, 定容至 1 L 容量瓶;  

洗 涤 工 作 液 (1×PBS+0.05% Tween 20): 1 L 

1×PBS+500 μL Tween20。 

1.2  实验方法 

1.2.1  检测原理 

实验采用间接竞争免疫法, 将多菌灵、啶虫脒、蝇毒

磷人工抗原点样后固定于微孔板内, 加入一定量的标准品

或样品和相应的抗体, 固定在孔板底部的人工抗原和溶液

中游离的标准品会与其抗体发生竞争反应。随后加入纳米

银标记的羊抗鼠 IgG 与人工抗原上结合的抗体反应, 最后

加入显色液催化还原形成肉眼可见的黑色沉淀, 测定板底

灰度信号值。根据标准曲线计算样品中多菌灵、啶虫脒、

蝇毒磷的含量。 

1.2.2  检测方法 

依次向制备好的微孔板芯片里加入 50 µL标准品工作

液和 50 µL 相应的抗体 , 用盖板膜封板 , 在 25 ℃、     

600 r/min 下反应 30 min 后洗板; 再在每孔中加入 50 µL 纳

米银标记的羊抗鼠 IgG, 37 ℃、600 r/min 下反应 30 min 后

洗板; 将显色 A 液和 B 液按 1:1(V:V)比例均匀混合(现配现

用)。再向每孔加入混合后的显色液 50 µL, 37 ℃、600 r/min

避光显色 12 min, 洗板, 最后拍干。将显色后的微孔板芯

片放入芯片分析仪中, 并用芯片专用软件(MiELISA)进行

自动化分析, 结果自动生成报告。 

1.2.3  样品前处理 

称取 1 g 样本, 加入 1 mL 1×PBS 和 6 mL 乙酸乙酯, 

2500 r/min 振荡 3 min, 5000 r/min 离心 5 min, 取上清液   

3 mL 于 10 mL 离心管中, 55 ℃氮吹, 吹干后加入 500 μL 

1×PBS溶解残留物, 取溶液 50 μL 于 450 μL 1×PBS中混匀, 

用于检测。样本稀释倍数为 20 倍, 可以降低蜂蜜样本的基

质干扰。 

2  结果与分析 

2.1  多菌灵、啶虫脒、蝇毒磷人工抗原和抗体浓度

的优化 

在免疫分析中, 抗原抗体的浓度会影响方法的灵敏

度。抗原抗体的浓度高, 信号值也高, 但方法的灵敏度会

降低。因此, 需要选择合适的抗原抗体浓度。选择多菌灵、

啶虫脒、蝇毒磷人工抗原的浓度分别为 1:5、1:10、1:20、

1:40、1:80; 抗体浓度为: 1:10,000、1:20,000、1:40,000、

1:80,000、1:160,000、1:320,000。 

结果表明, 当多菌灵人工抗原浓度为 1:10, 抗体浓度

为 1:20,000; 啶虫脒人工抗原浓度为 1:40, 抗体浓度为

1:160,000; 蝇毒磷人工抗原浓度为 1:20, 抗体浓度为

1:160,000 时, 三者的信号值分别为 41375、42867、44566, 

信号值适中, 灵敏度最高。此时多菌灵、啶虫脒、蝇毒磷

的灵敏度分别为: 0.4、0.3、0.75 ng/mL。 

2.2  交叉反应率(特异性) 

在免疫分析法中利用的是抗原和抗体的特异性结合, 

因此方法建立时应考察抗体的特异性。测定多菌灵、啶虫

脒、蝇毒磷抗体与其他农药(多菌灵、啶虫脒、蝇毒磷、毒

死蜱、甲萘威、百菌灵、克百威、百草枯、多效唑、百菌

清、草甘膦)之间的交叉反应率。用不同浓度的农药和多菌

灵、啶虫脒、蝇毒磷的抗原抗体建立竞争抑制曲线, 分别

求 出 各 自 的 IC50, 并 按 照 公 式 (1) 计 算 交 叉 反 应 率

(cross-reactivity, CR), 结果见表 1。 

CR=IC50(被测农药)/IC50(干扰农药)×100%   (1) 

 
表 1  多菌灵、啶虫脒、蝇毒磷抗原抗体的交叉反应率 

Table 1  Cross-reaction rates of carbendazim, acetamiprid,  
and coumaphos 

化合物 
交叉反应率/% 

多菌灵抗体 啶虫脒抗体 蝇毒磷 

多菌灵 100 <1 <1 

啶虫脒 <1 100 <1 

蝇毒磷 <1 <1 100 

毒死蜱 <1 <1 <1 

甲萘威 <1 <1 <1 

百菌灵 <1 <1 <1 

克百威 <1 <1 <1 

百草枯 <1 <1 <1 

多效唑 <1 <1 <1 

百菌清 <1 <1 <1 

草甘膦 <1 <1 <1 

 
由表 1 可知, 多菌灵、啶虫脒、蝇毒磷抗体特异性

良好, 且与其他常见农药之间的交叉反应率均小于 1%。

可将 3 种抗原以微阵列形式固定于同一孔底, 分别同时

进行检测。 

2.3  标准曲线的建立 

根据抗原抗体优化的条件, 将多菌灵抗原、啶虫脒抗

原、蝇毒磷抗原分别以 1:10、1:40、1:20 稀释后点样固定

于微孔板底部, 抗体分别以 1:20,000、1:160,000、1:160,000

稀释, 多菌灵的 6 个标准品浓度分别为 0、0.4、0.8、1.6、

3.2、6.4 ng/mL, 啶虫脒的 6 个标准品浓度分别为 0、0.3、

0.6、1.2、2.4、4.8 ng/mL, 蝇毒磷的 6 个标准品浓度分别

为 0、0.75、1.5、3.0、6.0、12.0 ng/mL。用芯片分析软件

提取灰度信号值, 并用浓度对数 X[lgC, (ng/mL)]和抑制率
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Y(B/B0, %) 作 标 准 曲 线 图 , 多 菌 灵 的 线 性 方 程 为

Y=-57.945X+48.47, r2=0.9941; 啶 虫 脒 的 线 性 方 程

Y=-54.76X+42.25, r2=0.9923; 蝇 毒 磷 的 线 性 方 程

Y=-56.258X+72.972, r2=0.9915。其中, 相关系数 r 全部大于

0.99, 说明线性关系良好, 结果如图 1 所示。 

2.4  蜂蜜样本加标回收率的测定 

根据以上建立的标准曲线, 检测不同种类蜂蜜的加

标回收率。蜂蜜样本采购于南京、徐州当地超市, 并用高

效 液 相 色 谱 - 质 谱 联 用 法 (high performance liquid 

chromatography-mass spectrometry, HPLC-MS)验证不含农

药残留。取 4 种不同的蜂蜜样本, 每种样本称 3 管, 其中 1

管作为阴性对照, 其余 2 管中多菌灵加标浓度为 20、50 

ng/mL, 啶虫脒的加标浓度为 20、50 ng/mL, 蝇毒磷的加标

浓度为 50、100 ng/mL。蜂蜜样本芯片扫描结果如图 2 所

示, 检测结果见表 2。由表 2 可知蜂蜜样本中多菌灵的加

标回收率为 87.0%～ 114.7%, 啶虫脒的加标回收率为

87.2%～126.4%, 蝇毒磷的加标回收率为 83.6%～121.1%, 

且检测相对标准偏差都小于 10%(n=3), 符合检测要求。 

2.5  样本检测限的测定 

对 20 个阴性蜂蜜样本进行检测, 根据 20 个阴性样品

的检测平均值加上 3 倍 SD, 计算样品的检测限, 实验结果

如表 3 所示。由表 3 可知, 多菌灵的检测限为 3.21 ng/mL, 

啶虫脒为 2.47 ng/mL, 蝇毒磷为 2.52 ng/mL, 满足检测的

要求。 

 
 

 
 

图 1  多菌灵、啶虫脒和蝇毒磷的标准曲线 

Fig.1  Standard curve of carbendazim, acetamiprid and coumaphos 
 
 

 
 
 

 
注: 加样顺序从上往下, 从左往右, 前 12 个孔为标准品, 每个重

复 2 个孔, 后 12 孔为蜂蜜中不同浓度的加标样品, 每个浓度为单

孔; 每个孔内均设有质控, 为纳米银标记的羊抗鼠 IgG。 

图 2  标准品和蜂蜜样本加标检测结果扫描图 

Fig.2  Scanning chart of standard and spiked test of  
honey sample test 

2.6  实际样本的检测 

应用本方法对市售的 90个蜂蜜样本进行检测, 检出 3

个多菌灵阳性, 其值分别为 10.32、6.86、8.48 ng/mL; 检出

2 个啶虫脒阳性, 其值分别为 5.36 ng/mL、9.44 ng/mL; 蝇

毒磷均为阴性。同时将 5 个阳性样品与 LC-MS 检测方法

对比, LC-MS检测结果多菌灵分别为 9.29、5.22、7.31 ng/mL; 

啶虫脒分别为 4.31ng/mL、8.41ng/mL。两者检出结果一致。 

3  结论与讨论 

本研究建立了蜂蜜中多种农药残留同时定量检测的

可视化微阵列蛋白芯片法。通过优化最佳的抗原抗体浓度, 

计算三者相互之间的交叉反应率, 建立标准曲线, 分别对

蜂蜜中多菌灵、啶虫脒、蝇毒磷的加标回收率和重复性进

行考察, 加标回收率均在 83.6%~126.4%内, 相对标准偏差

均小于 10%。方法的检测限分别为多菌灵 3.21 ng/mL、啶

虫脒 2.47 ng/mL、蝇毒磷 2.52 ng/mL。用建立的方法应用

于市面上未知蜂蜜样品的检测, 结果与 LC-MS 的方法一

致。可视化蛋白芯片法具有检测时间短、操作简单、可进

行大量样本同时检测, 且一次可检测多个指标等优点, 对

于降低多种农药残留检测成本以及促进分析检测行业的发

展都有重要的意义。 
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表 2  蜂蜜样本加标回收率和相对标准偏差(n=3) 
Table 2  Spiked recoveries and relative standard deviations of honey samples (n=3) 

化合物 蜂蜜样本种类 添加浓度/(ng/mL) 检测浓度/(ng/mL) 回收率/% 相对标准偏差/%

多菌灵 

油菜蜜 

0 0.12  6.3 

20 22.62 112.5 5.6 

50 43.61 87.0 5.2 

洋槐蜜 

0 1.94  4.5 

20 23.85 109.6 7.4 

50 47.27 90.7 5.6 

荆条蜜 

0 0.10  6.4 

20 21.57 107.4 3.6 

50 50.57 100.9 5.9 

椴树蜜 

0 0.00  4.2 

20 22.93 114.7 7.3 

50 57.14 114.3 5.9 

啶虫脒 

油菜蜜 

0 2.69  8.3 

20 22.42 98.7 6.1 

50 61.72 118.1 4.2 

洋槐蜜 

0 0.25  5.1 

20 25.52 126.4 5.1 

50 62.00 123.5 5.6 

荆条蜜 

0 1.24  4.3 

20 25.86 123.1 2.6 

50 61.38 120.3 1.9 

椴树蜜 

0 0.06  4.8 

20 20.31 101.3 8.3 

50 43.66 87.2 3.8 

蝇毒磷 

油菜蜜 

0 0.37  3.9 

50 45.01 89.3 7.6 

100 88.94 88.6 2.2 

洋槐蜜 

0 0.19  3.5 

50 60.73 121.1 3.4 

100 98.21 98.0 5.6 

荆条蜜 

0 0.12  6.4 

50 46.07 91.9 3.6 

100 89.10 89.0 5.9 

椴树蜜 

0 0.10  4.2 

50 45.38 90.6 7.1 

100 83.66 83.6 4.9 



第 5 期 孟  东, 等: 可视化微阵列蛋白芯片法同时检测蜂蜜中 3 种农药残留 1933 
 
 
 
 
 

表 3  蜂蜜样本中检测限的测定 
Table 3  Detection limits of honey samples 

 检测浓度 

样品编号 多菌灵/(ng/mL) 啶虫脒/(ng/mL) 蝇毒磷/(ng/mL) 

1 1.62 0.07 0.06 

2 0.05 1.75 0.30 

3 2.09 2.01 1.91 

4 2.13 0.49 1.12 

5 2.18 0.61 0.44 

6 1.38 0.85 1.17 

7 1.22 1.26 1.14 

8 0.06 0.12 0.79 

9 1.93 1.29 1.11 

10 0.47 1.64 1.96 

11 0.26 0.19 0.37 

12 0.04 0.11 0.80 

13 0.06 0.05 0.31 

14 0.56 0.24 0.60 

15 0.30 0.89 1.11 

16 0.01 0.15 1.61 

17 0.07 0.26 1.17 

18 0.07 0.20 1.51 

19 1.07 0.24 0.58 

20 0.06 0.22 1.10 

平均值 0.78 0.63 0.96 

标准差 0.81 0.61 0.52 

检测限 3.21 2.47 2.52 
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