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胶体金免疫层析法同时检测果蔬中克百威、 
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摘  要: 目的  研究胶体金免疫层析法同时检测果蔬中克百威、水胺硫磷、百菌清及虫酰肼残留量的适用性。

方法  考察胶体金免疫层析法同时检测克百威、水胺硫磷、百菌清及虫酰肼在不同基质中的灵敏度, 并将该

方法与参比方法进行比较, 验证其假阴性率和假阳性率。结果  克百威检出限为 0.02 mg/kg, 水胺硫磷为  

0.05 mg/kg、百菌清为 3 mg/kg、虫酰肼为 0.2 mg/kg, 基本满足国家标准对果蔬中这些农药的限量要求。对韭

菜、大白菜进行加标实验, 均未出现假阳性及假阴性, 与参比方法无显著差异; 除丙硫克百威、丁硫克百威与

克百威有交叉反应外, 水胺硫磷、百菌清及虫酰肼与非对应农药均无交叉反应。结论  该方法操作快速、准

确、灵敏、简便, 适用于果蔬中克百威、水胺硫磷、百菌清及虫酰肼的同时检测。 
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Application research on the simultaneous determination of carbofuran, 
hydrocarbophos, chlorothalonil and tebufenozide in fruits and  

vegetables by colloidal gold immunochromatography 
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ABSTRACT: Objective  To study the reliability for the simultaneous determination of carbofuran, 

hydrocarbophos, chlorothalonil and tebufenozide residues in fruits and vegetables by colloidal gold 

immunochromatography. Methods  The experiment verified the sensitivity of colloidal gold 

immunochromatography for detecting carbofuran, hydrocarbophos, chlorothalonil and tebufenozide in different 

substrates, this method was compared with the reference standard method to verify the false negative and false 

positive rate of the test results. Results  The limit of detection of carbofuran was 0.02 mg/kg, hydrocarbophos was 

0.05 mg/kg, chlorothalonil was 3 mg/kg, and tebufenozide was 0.2 mg/kg, basically met the national standard limit 

requirements for these pesticides in fruits and vegetables. The standard addition test for leeks and Chinese cabbage 

showed no false positives and false negatives, which was not significantly different from the reference method; 
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except for the cross-reaction of benfuracarb, carbosulfan and carbofuran, hydrocarbophos, chlorothalonil and 

tebufenozide had no cross-reaction with non-corresponding pesticides. Conclusion  This method is fast, accurate, 

sensitive and simple, which is suitable for the simultaneous determination of carbofuran, hydrocarbophos, 

chlorothalonil and tebufenozide in fruits and vegetables. 

KEY WORDS: colloidal gold immunochromatography; carbofuran; hydrocarbophos; chlorothalonil; tebufenozide; 

fruits and vegetables 
 
 

0  引  言 

在果蔬种植过程中大量使用农药, 保障农作物产量

的同时, 也引入了食品安全问题[1]。农药残留的检测主要

有气相色谱-质谱联用法[2‒3]、液相色谱-质谱联用法[4‒5]、

液相色谱法 [6]及气相色谱法[7‒8]等, 均使用操作复杂的仪

器分析, 检测费用高, 周期长。对于在流通环节停留时间

较短的果蔬, 采用国家标准方法检测, 时间上很难控制在

销售期内完成, 无法有效保证食品安全。因此, 利用快速

检测技术对市场上果蔬进行农药残留检测很有必要[9‒10]。

农药残留的快速检测方法在基层监管、重大活动保障、上

市前自测中发挥重要作用[11‒13]。 

常见的快速检测方法酶抑制率法, 主要适用有机磷

和氨基甲酸酯类农药的检测, 方法受酶试剂的影响, 适用

的种类有限, 准确度也不够[14]; 而胶体金免疫层析法, 以

胶体金为示踪标志物, 是一种抗原抗体免疫反应为基础的

标记技术, 成本低、操作简单、准确率高[15‒16]。 

克百威、水胺硫磷、百菌清及虫酰肼是果蔬中常见的

农药残留抽检不合格项目[17], 目前没有同时检测果蔬中这

几种农药残留的快速检测方法。本研究旨在对胶体金免疫

层析法同时检测果蔬中克百威、水胺硫磷、百菌清及虫酰

肼的快速检测技术开展应用研究, 以期为农产品质量安全

监管和农产品生产者安全自检工作提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

克百威、水胺硫磷、百菌清及虫酰肼四联快速检测试

纸条、YRSPN 样品通用提取液(50mL/瓶)(深圳市易瑞生物

技术股份有限公司); 百菌清标准溶液(1000 μg/mL)、水胺硫

磷标准溶液(100 μg/mL)(北京曼哈格生物科技有限公司); 

克百威标准溶液(100 μg/mL, 美国 A Chemtek 公司); 虫酰

肼、丙硫克百威、丁硫克百威、啶虫脒、多菌灵、噻虫嗪(纯

度均≥98%, 德国 Dr. Ehrenstorfer 公司)。 

1.2  仪器与设备 

YR-100 胶体金免疫层析法读数仪(深圳市易瑞生物技

术股份有限公司); Agilent 7890A-7000B 气相色谱-质谱联

用仪、Agilent 1290-6460 高效液相色谱-三重四极杆质谱联

用仪(美国安捷伦公司); LC-20AT 高效液相色谱仪(日本岛

津公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  标准溶液的配制 

(1)标准储备液的配制 

取虫酰肼标准品约 10 mg, 精密称定, 置 10 mL 容量

瓶中, 用乙腈溶解并定容至刻度, 摇匀, 得虫酰肼标准储

备液(1000 μg/mL)。 

(2)标准工作液的配制 

移取虫酰肼标准储备液、百菌清标准溶液各 1.0 mL

分别至 10 mL 容量瓶中, 用乙腈稀释并定容至刻度, 摇匀, 

得虫酰肼、百菌清标准中间液(100 μg/mL)。移取克百威标

准溶液、水胺硫磷标准溶液、百菌清标准中间液、虫酰肼

标准中间液各 1.0 mL, 至 10 mL 容量瓶中, 用乙腈稀释并

定容至刻度, 摇匀, 得克百威、水胺硫磷、百菌清、虫酰

肼标准工作液(10 μg/mL)。 

1.3.2  原  理 

本研究采用胶体金免疫层析技术, 在检测微孔中冻

干金标抗体, 在硝酸纤维素膜的检测线(T 线)和对照线(C

线)处分别包被抗原和羊抗鼠 IgG 二抗。样本中若含有克百

威、水胺硫磷、百菌清或虫酰肼, 在微孔温育过程中与胶

体金标记的单克隆抗体结合, 从而抑制了金标抗体与硝酸

纤维素膜上包被的抗原结合。若 T 线颜色弱于 C 线颜色或

不显色, 即样品中目标物的含量等于或超过产品检出限, 

反之则低于产品检出限。 
 

 
 

图 1  克百威、水胺硫磷、百菌清及虫酰肼四联快速检测试纸条

示意图 

Fig.1  Schematic diagram of carbofuran, hydrocarbophos, 
chlorothalonil and tetrahydrazide test strips 
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1.3.3  检测方法 

(1)前处理 

取(2±0.1) g 剪碎后的样品于 50 mL 离心管中, 量取并

加入 4 mL YRSPN 样品通用提取液, 充分振荡混匀, 即得

待测液。 

(2)样品检测 

在红色微孔中加入 200 μL 待测液(约 8~12 滴), 可用一

次性吸管上下抽吸使其混匀, 20~40 ℃下反应 3 min, 取出试

纸条, 将测试条插入上述红色微孔中, 再在 20~40 ℃下反应

6 min, 从微孔中取出试纸条, 轻轻刮去试纸条下端的吸水

海绵, 并进行结果判读。若 T 线颜色较 C 线颜色深, 结果为

阴性; 若 T 线颜色比 C 线颜色浅, 或 T 线不显色, 结果为阳

性; 若 T 线、C 线均未显色, 则结果无效。 

1.3.4  过程质控实验 

(1)空白实验 

取阴性试样(2±0.1) g 于 50 mL 离心管中, 按 1.3.3 检

测方法步骤操作。 

(2)加标实验 

取 8 份阴性试样(2±0.1) g 于 50 mL 离心管中, 加入适

量克百威、水胺硫磷、百菌清及虫酰肼标准工作液各 2 份, 

使克百威浓度为 0.02 mg/kg、水胺硫磷为 0.05 mg/kg、百

菌清浓度为 3 mg/kg、虫酰肼为 0.2 mg/kg, 按 1.3.3 检测方

法步骤操作。 

(3)质控结果 

空白实验测定结果为阴性, 加标质控实验测定结果

为阳性。 

1.3.5  结果评价 

结果按照《食品快速检测方法评价技术规范》要求, 

对灵敏度、特异性、假阳性率、假阴性率与参比方法一致

性进行评价。 

2  结果与分析 

2.1  胶体金免疫层析法前处理方法的优化  

(1)前处理中稀释比的选择 

取韭菜、大白菜阴性样品, 分别添加标准工作液, 制作

成浓度水平为克百威 0.02 mg/kg、水胺硫磷 0.05 mg/kg、百

菌清 3 mg/kg、虫酰肼 0.2 mg/kg 的阳性样品。加入 4 mL 或

8 mL YRSPN 样品通用提取液验证, 得出最适稀释比。结果

显示, 样品 2 倍稀释结果较 4 倍稀释灵敏度更好, 确定前处

理为 2 g 样品加入 4 mL YRSPN 样品通用提取液提取, 最终

选择稀释比为 2:4 (g/mL)。 

(2)反应时间的选择 

取韭菜、大白菜阴性样品, 分别添加标准工作液, 制

作成浓度水平为克百威 0.02 mg/kg、水胺硫磷 0.05 mg/kg、

百菌清 3 mg/kg、虫酰肼 0.2 mg/kg 的阳性样本。验证第 1

步反应时间对灵敏度的影响, 得出最适反应时间。考虑到

试纸条跑带和条带显色的问题, 将第 2 步反应时间确定为

6 min。由表 1 可知, 2~3 min 后反应趋于稳定, 阳性没有再

发生明显变化, 故第 1 步反应时间确定为 3 min。 

2.2  灵敏度实验 

GB 2763—2019《食品安全国家标准 食品中农药最大

残留量》中对克百威、水胺硫磷、百菌清及虫酰肼残留量均

有限量要求, 果蔬中的克百威最大残留限量要求为 0.02~ 

0.1 mg/kg, 水胺硫磷最大残留限量要求为 0.01~0.05 mg/kg, 

百菌清最大残留限量要求为 3~10 mg/kg, 虫酰肼最大残留

限量要求为 0.5~5 mg/kg。本实验分别以此浓度为关注浓度, 

在阴性样品中添加关注浓度标准溶液, 模拟阳性样品, 当检

出率为 100%时的浓度为该方法的检出限。 

选取阴性大白菜、菠菜等 22 种果蔬基质, 加标浓度分

别为克百威 0.015 mg/kg 及 0.02 mg/kg, 水胺硫磷 0.04 及

0.05 mg/kg, 百菌清 2 mg/kg 及 3 mg/kg, 虫酰肼 0.1 mg/kg

及 0.2 mg/kg, 结果显示, 当克百威添加浓度为 0.015 mg/kg

时 , 普通白菜出现弱阳性反应 , 当添加浓度增加到     

0.02 mg/kg 时, 不同果蔬基质均出现阳性反应; 当水胺硫磷

添加浓度为 0.04 mg/kg 时, 菠菜、普通白菜出现弱阳性反应, 

当添加浓度增加到0.05 mg/kg时, 不同果蔬基质均出现阳性

反应; 当百菌清添加浓度为 2 mg/kg 时, 菠菜、红薯叶、韭

菜出现弱阳性反应, 当添加浓度增加到 3 mg/kg 时, 不同果

蔬基质均出现阳性反应; 当虫酰肼添加浓度为 0.1 mg/kg 时, 

菠菜、韭菜出现弱阳性反应, 当添加浓度增加到 0.2 mg/kg

时, 不同果蔬基质均出现阳性反应。 

 
表 1  反应时间的优化 

Table 1  Optimization of reaction time 

反应时间
/min 

百菌清加标浓度/(mg/kg) 克百威加标浓度/(mg/kg) 水胺硫磷加标浓度/(mg/kg) 虫酰肼加标浓度/(mg/kg) 

0 2 3 0 0.015 0.02 0 0.04 0.05 0 0.1 0.2 

1+6 - - - - ± + - ± + - + + 

2+6 - ± + - + + - ± + - + + 

3+6 - ± + - + + - + + - + + 

4+6 - + + - + + - + + - + + 

5+6 - + + - + + - + + - + + 

注: “-”表示阴性; “+”表示阳性; “±”表示弱阳性, 下同。 
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最终, 确定克百威的检出限为 0.02 mg/kg、水胺硫磷

为 0.05 mg/kg、百菌清为 3 mg/kg、虫酰肼为 0.2 mg/kg。 

2.3  比对实验 

选取阴性的韭菜、大白菜, 每组各 40 份, 分成加标样

品和空白样品各 20 份, 加标浓度为克百威 0.02 mg/kg、水

胺硫磷 0.05 mg/kg、百菌清 3 mg/kg、虫酰肼 0.2 mg/kg。

随机抽取快速检测试纸条, 检测韭菜、大白菜样品, 计算

灵敏度、特异性、假阳性率与假阴性率。 

实验结果表明, 本研究方法检测克百威、水胺硫磷、

百菌清、虫酰肼的灵敏度、特异性均为 100%, 韭菜、大白

菜 2 个品种每组各 20 份样品, 均未出现假阳性及假阴性, 

假阳性率与假阴性率为 0。 

2.4  交叉反应 

选择丙硫克百威、丁硫克百威、啶虫脒、多菌灵、噻

虫嗪 5种农药开展交叉反应实验, 将以上农药配制成混合标

准溶液, 分别添加到经国家标准确认为阴性的韭菜、大白菜

样品中, 添加浓度均为 10 倍以上。结果见表 2, 克百威交叉

实验中, 丙硫克百威、丁硫克百威对样品中克百威的检测有

干扰, 交叉率分别为 50%、25%; 啶虫脒、多菌灵、噻虫嗪

检测结果为阴性; 水胺硫磷、百菌清、虫酰肼的交叉实验均

为阴性。 

3  结论与讨论 

(1)本方法较市面上仅检测单一农药的快速检测方法分

析时间更短, 能够在 20 min 内同时完成果蔬基质中克百威、

水胺硫磷、百菌清及虫酰肼全部检测工作。与国家标准进行

对比, 其灵敏度、假阳性率、假阴性率及特异性均较好, 结

果准确可靠。该方法耗时短、操作简便, 无需大型设备仪器, 

适合上市前自测及基层农产品监督, 具有应用价值。 

(2) 以克百威 0.015~0.02 mg/kg 、水胺硫磷 0.04~    

0.05 mg/kg、百菌清浓度 2~3 mg/kg、虫酰肼 0.1~0.2 mg/kg

为关注浓度, 考察方法的灵敏度, 经过对前处理中稀释比及

反应时间的优化, 结果确定克百威检出限为 0.02 mg/kg、水

胺硫磷为0.05 mg/kg、百菌清为3 mg/kg、虫酰肼为0.2 mg/kg, 

基本满足国家标准灵敏度要求。 

(3)该方法中丙硫克百威、丁硫克百威对样品中克百威的

检测存在交叉反应, 交叉率分别为 50%及 25%, 当样品显示

克百威阳性时, 需要同时考察丙硫克百威、丁硫克百威的含

量情况。水胺硫磷、百菌清、虫酰肼未发现交叉反应。 

 
表 2  交叉实验结果 

Table 2  Results of cross reaction test 

交叉实验药物 添加浓度/(mg/kg) 
克百威 水胺硫磷 百菌清 虫酰肼 

检测结果 交叉率/% 检测结果 交叉率/% 检测结果 交叉率/% 检测结果 交叉率/%

空白样品 0 - / - / - / - / 

丙硫克百威 

0.02 - 

50 

- 0 - 0 - 0 

0.04 + - 0 - 0 - 0 

30 + - 0 - 0 - 0 

丁硫克百威 

0.02 - 

25 

- 0 - 0 - 0 

0.08 + - 0 - 0 - 0 

30 + - 0 - 0 - 0 

啶虫脒 30 - 0 - 0 - 0 - 0 

多菌灵 30 - 0 - 0 - 0 - 0 

噻虫嗪 30 - 0 - 0 - 0 - 0 
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