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摘  要: 目的  建立基于可视化蛋白芯片法智能手机同时快速检测蔬菜中 3 种农药残留的分析方法。方法  

依次向制备好的微孔板芯片中加入 50 µL 标准品工作液和 50 µL 相应的纳米银标记抗体, 在 37 ℃、600 r/min

下反应 15 min; 再加入 50 µL 显色液进行显色并用智能手机进行拍照, Photoshop 软件对图像进行反相, 再用

genpix 软件提取阵列点上的灰度值进行分析。结果  该方法对多菌灵、百菌清、克百威的定量检测范围分别

为 3~243 ng/mL、3~243 ng/mL、0.5~8 ng/mL, 相关系数 r>0.99, 且 3 者之间的交叉反应率均<1%; 向不同种类

的空白蔬菜中添加 4 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 , 加标回收率为

84.0%~118.0%, 变异系数均<10%(n=3); 检测限分别为 79、69、15 ng/mL。结论  该法具有操作简便、检出限

低、高通量、多指标同时检测, 且无需专业检测设备等优点, 适用于蔬菜中农药残留的同时快速检测。 

关键词: 蔬菜; 智能手机; 蛋白芯片; 多菌灵; 百菌清; 克百威; 农药残留 
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ABSTRACT: Objective  To establish a fast and simultaneous detection method of 3 pesticide residues in 

vegetables by smartphones based on visual protein chip method. Methods  The prepared microporous plate chip was 

successively added with 50 µL standard working solution and 50 µL corresponding nano silver labeled antibody, and 

reacted at 37 ℃ and 600 r/min for 15 min. Then 50 µL color rendering solution was added for color rendering and 

photos were taken with a smartphone. Photoshop software was used to invert the image, and then genpix software 

was used to extract the gray value on the array points for analysis. Results  The quantitative detection ranges of 

carbendazim, chlorothalonil and carbobicarb were 3‒243 ng/mL, 3‒243 ng/mL, and 0.5‒8 ng/mL, respectively. The 

correlation coefficient r>0.99, and the cross reaction rates of the 3 groups were all less than 1%. When 4 kinds of 

standard substances with different concentrations were added to different kinds of blank vegetables, the detection 

results had high accuracy and repeatability. The recoveries were 84.0%‒118.0%, and the coefficients of variation 
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were all less than 10% (n=3). The limits of detection were 79, 69 and 15 ng/mL, respectively. Conclusion  This 

method has the advantages of simple operation, low detection limit, high throughput, simultaneous detection of 

multiple indicators, and no need of professional testing equipment. It is suitable for simultaneous rapid detection of 

pesticide residues in vegetables. 

KEY WORDS: vegetables; smartphones; protein chips; carbendazim; chlorothalonil; carbofuran; pesticide residues 
 
 
 

0  引  言 

近年来 , 我国果蔬中农药残留超标的情况较严重 , 

食品安全国家标准规定大部分蔬菜中农药多菌灵最大

残留限量为 2~5 mg/kg、百菌清为 3~5 mg/kg、克百威为

0.02 mg/kg。发展相应的农药残留快速检测技术已受到社

会的高度关注和重视。目前农药残留的检测方法有色谱

法[1‒5]、免疫分析法[6‒11]、酶抑制法[12‒14]等。色谱法最常用

的有高效液相色谱法[1]、气相色谱法[2]、液相色谱-质谱联

用法[3]、气相色谱-质谱联用法[4‒5]等。免疫分析法中常见

的有胶体金层析法[6]、酶联免疫吸附法[7‒10]、免疫芯片法[11]

等。传统的国家标准检测方法样品前处理过程烦琐、消耗

试剂多、耗时长、成本高。因此发展简单、快速、高效的

快检技术, 具有广阔的应用前景。其化学结构和性质各异、

样品待测组分复杂, 很难同时对农药残留进行灵敏和特异

性的定性、定量分析。因此, 研发特异性强、灵敏度高、

方便快捷、准确安全的快速检测新方法, 且同时实现高效

样品前处理和灵敏的后续检测于一体的快速分析检测技术

是未来农药快检的发展趋势。 

智能手机具有普及范围广、便于携带、成像清晰等优

点, 且可以实行远程传输数据的实时共享, 有多种传感器

可以进行相关数据的检测。手机摄像头是最常用的一种传

感器, 可以进行样品的数字图片采集并实现比色分析检

测。近年来, 有许多研究人员开发了基于智能手机的各种

检测设备方法, 并且已经开始应用于实际[15‒20]。相比传统

实验室中使用的大型检测仪器, 利用智能手机开发的便携

式、低成本的检测设备可以面向普通的非专业人员, 迅速

普及[21‒24]。 

本研究基于可视化蛋白芯片法, 采用智能手机对蔬

菜中多菌灵、百菌清、克百威 3 种农药进行含量测定, 以

期快捷方便的检测蔬菜样本中多种农药的残留。 

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); TGL-10K 离心机(上海安亭科学仪器厂); 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); MB100-2A 微孔板恒

温振荡仪、微孔板芯片(南京祥中生物科技有限公司); 华为

P20 智能手机 ; 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); 乙腈、氯化钠、氯化钾、无水磷

酸氢二钠、无水磷酸二氢钾、乙腈(分析纯, 南京化学试剂

股份有限公司); 吐温 20(化学纯, 南京化学试剂股份有限

公司); 多菌灵、百菌灵、克百威(纯度均大于 99%, 美国

Sigma 公司); 多菌灵、百菌灵、克百威抗原及纳米银标记

的抗体, 显色液 A 和 B (南京祥中生物科技有限公司)。蔬

菜样本购于南京当地各大超市。 

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、百菌灵、克百

威人工抗原点样后固定于微孔板内, 加入一定量的标准品

或样品和相应的纳米银标记抗体, 固定在孔板底部的人工

抗原和溶液中游离的标准品会与对应的抗体发生竞争反

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、

百菌灵、克百威的含量。 

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 相应的纳米银标记抗体, 用盖板膜封板, 在

37 ℃、600 r/min 下反应 15 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自行设计的暗盒中, 

见图 1, 利用智能手机获取图像, 启用 photoshop 软件对图

像进行反相处理, 最后用 genpix 软件获取图像灰度值并对

其进行分析。 

1.2.3  样品前处理 

称取 1 g 样本, 加入 2.5 mL 乙腈, 2500 r/min 振荡    

3 min, 5000 r/min 离心 5 min, 取上清液 50 μL 于 2 mL 离心

管中, 加入 950 μL 1x磷酸缓冲液(phosphatic buffer solution, 

PBS)稀释, 混匀后用于检测。样本稀释倍数为 50 倍, 可以

降低蔬菜样本的基质干扰。 
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注: 1 摄像孔; 2 检测暗盒; 3 微孔板条卡槽; 4 微孔板条; 5 充电插

口; 6 发光二极管(light-emitting diode, LED)等开关; 7柔光板; 8避

光板。 

图 1  自行设计的暗盒示意图 

Fig.1  Schematic diagram of a self-designed cassette 
 
 

2  结果与分析 

2.1  多菌灵、百菌清、克百威人工抗原和纳米银标

记抗体浓度的优化 

在免疫分析中 , 抗原抗体的浓度会影响检测的灵

敏度。抗原抗体的浓度高 , 信号值也高 , 但灵敏度会降

低。因此, 需要对抗原抗体浓度进行优化。选择多菌灵、

百菌灵、克百威人工抗原的浓度分别为 1:10、1:20、1:40、

1:80 稀释; 标记抗体浓度为: 1:25、1:50、1:100、1:200

稀释。 

结果表明, 当多菌灵人工抗原浓度为 1:20, 抗体浓度

为 1:50; 百菌清人工抗原浓度为 1:40, 抗体浓度为 1:100; 

克百威人工抗原浓度为 1:20, 抗体浓度为 1:100 时, 3 者的

信号值分别为 40359、43432、45991, 信号值适中, 灵敏度

最高。此时多菌灵、百菌灵、克百威的灵敏度分别为: 3、

3、0.5 ng/mL。 

2.2  交叉反应率(特异性) 

在多菌灵、百菌清、克百威三合一的生物芯片上, 分

别加入 PBS 空白、多菌灵、百菌清、克百威标准品, 再加

入混合抗体, 结果显示多菌灵标准品只和自身抗体发生竞

争免疫反应(图 2)。多菌灵、百菌清、克百威 3 种抗体材料

的特异性很强, 交叉反应率均小于 1%(表 1)。 

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 1:20、1:40、1:20 稀释后点样

固定于微孔板底部, 抗体分别以 1:50、1:100、1:100 稀

释, 多菌灵和百菌清的 6 个标准品浓度均分别为 0、3、

9、27、81、243 ng/mL, 克百威的 6 个标准品浓度分别

为 0、0.5、1、2、4、8 ng/mL。用华为 P20 智能手机拍

摄获取图像后再用 genpix 分析软件提取灰度信号值, 并

以浓度对数[lgC, (ng/mL)]为横坐标 X, 抑制率(B/B0, %)

为纵坐标 Y, 绘制标准曲线图 , 多菌灵的线性方程为

Y=-0.3856X+1.0076, r=0.9904; 百 菌 清 的 线 性 方 程

Y=-0.3623X+0.8915, r=0.9913; 克 百 威 的 线 性 方 程

Y=-0.5149X+0.5717, r=0.9916。其中, 相关系数 r 全部大

于 0.99, 说明线性关系良好。 

 
 

 

 
注: 图中孔内每 2 个点代表一个项目, 从上到下, 从左往右, 依次

为质控(纳米银标记的羊抗鼠 IgG)、多菌灵、百菌清、克百威抗原。 

图 2  抗体材料特异性实验结果扫描图 

Fig.2  Experimental results of antibody material specificity 
 

 
表 1  多菌灵、百菌清、克百威单抗的交叉反应率 

Table 1  Cross-reaction rate of carbendazim, chlorothalonil and 
carbofuran 

标准品 多菌灵抗体 百菌清抗体 克百威抗体 

多菌灵 100% ＜1% ＜1% 

百菌清 ＜1% 100% ＜1% 

克百威 ＜1% ＜1% 100% 

 
 

2.4  稳定性考察 

将固定好的多菌灵、百菌清和克百威抗原的生物芯片, 

以及配制好的抗体和标准品置于 4~8 ℃冰箱。分别每周进

行一次稳定性实验, 每次选取 0、3 ng/mL 标准品在生物芯

片上进行反应检测, 结果显示 12 周后多菌灵、百菌清和克

百威标准品抑制率基本保持一致 , 多菌灵的抑制率为

75%~85%, 百菌清为 70%~80%和克百威为 30%~40%(图

3)。说明多菌灵、百菌清和克百威抗原抗体材料和标准品

在生物芯片上相对比较稳定。 
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图 3  多菌灵、百菌清和克百威抗原抗体和标准品的稳定性(n=3) 

Fig.3  Stability of carbendazim, chlorothalonil and carbofuran 
antigens and standards (n=3) 

 

2.5  蔬菜样本加标回收率的测定 

根据以上建立的标准曲线, 检测不同种类蔬菜的加

标回收率。蔬菜样本采购于南京当地超市, 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

不同的蔬菜样本, 每种样本称 4 管, 其中 1 管作为阴性对

照, 其余 2 管中多菌灵和百菌清的加标浓度为 500、2500、

5000 ng/mL, 克百威的加标浓度为 50、100、250 ng/mL。

检测结果见表 2。由表 2 可知蔬菜样本中多菌灵的加标回

收 率 为 87.4%~114.5%, 百 菌 清 的 加 标 回 收 率 为

86.8%~116.0%, 克百威的加标回收率为 84.0%~118.0%, 且

检测相对标准偏差都小于 10%(n=3), 符合检测要求。 

 
表 2  蔬菜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 
vegetables (n=3) 

化合物 
蔬菜样本 

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 

番茄 

0 20 - 6.3 

500 482 92.4 5.6 

2500 2689 106.8 3.1 

5000 5743 114.5 5.2 

青菜 

0 41 - 8.5 

500 493 90.4 7.4 

2500 2478 97.5 8.2 

5000 5447 108.1 5.6 

韭菜 

0 35 - 6.4 

500 511 95.2 3.6 

2500 2281 89.8 4.9 

5000 5231 103.9 5.9 

西葫芦 

0 25 - 4.2 

500 462 87.4 7.3 

2500 2458 97.3 2.9 

5000 5271 104.9 5.9 

表 2(续) 

化合物
蔬菜样本

种类 
添加浓度 
/(ng/mL) 

检测浓度 
/(ng/mL) 

回收率
/% 

相对标准

偏差/%

百菌清

番茄 

0 28 - 8.3 

500 462 86.8 6.1 

2500 2601 102.9 7.1 

5000 5361 106.7 4.2 

青菜 

0 36 - 5.1 

500 525 97.8 5.1 

2500 2532 99.8 3.1 

5000 5662 112.5 5.6 

韭菜 

0 51 - 4.3 

500 526 95.0 2.6 

2500 2813 110.5 5.8 

5000 5261 104.2 3.9 

西葫芦 

0 43 - 4.8 

500 561 103.6 8.3 

2500 2613 102.8 8.1 

5000 5843 116.0 3.8 

克百威

番茄 

0 3 - 3.9 

50 45 84.0 7.6 

100 97 94.0 6.8 

250 218 86.0 2.2 

青菜 

0 5 - 3.5 

50 64 118.0 3.4 

100 109 104.0 5.2 

250 268 105.2 5.6 

韭菜 

0 11 - 6.4 

50 66 110.0 3.6 

100 123 112.0 7.9 

250 228 86.8 5.9 

西葫芦 

0 3 - 4.2 

50 45 84.0 7.1 

100 88 85.0 5.6 

250 243 96.0 4.9 
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2.6  样本检出限的测定 

对 20 个阴性蔬菜样本进行检测, 根据 20 个阴性样品

的检测平均值加上 3 倍标准偏差计算样品的检测限, 多菌

灵的检测限为 79 ng/mL, 百菌清为 69 ng/mL, 克百威为 

15 ng/mL, 满足国家对蔬菜残留限量的检测要求。 

2.7  实际样本的检测 

应用本方法对南京本地各大超市的 40 个蔬菜样本进

行检测, 检测结果均未超出国家规定的残留限量要求。 

3  结论与讨论 

本研究建立了基于可视化微阵列蛋白芯片法, 采用

智能手机对蔬菜中多种农药残留同时定量检测。通过优化

最佳的抗原抗体浓度, 计算 3 者之间的交叉反应率, 建立

标准曲线, 分别对蔬菜中多菌灵、百菌清、克百威的加标

回 收 率 和 重 复 性 进 行 考 察 , 加 标 回 收 率 均 在

84.0%~118.0%内, 相对标准偏差均小于 10%。方法的检出

限分别为多菌灵 79 ng/mL、百菌清 69 ng/mL、克百威    

15 ng/mL。用建立的方法应用于当地各大超市未知蔬菜样

品的检测, 检测结果均未超出国家规定的残留限量要求。

可视化蛋白芯片法具有操作简单、检测时间短、可进行大

量样本多个指标同时检测, 且用智能手机即可实现定量检

测, 无需专业的检测设备等优点, 对于降低蔬菜中多种农

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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