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摘  要: 目前, 在我国农业生产中杀螨剂的需求仅次于杀虫剂, 位列第二位。杀螨剂作为影响农产品安全的重

要化学污染物, 其中以含杂环为代表的一类杀螨剂结构相对稳定、半衰期长、不易降解, 更易残留在食品表面

或内部造成严重的食品安全问题, 开发经济有效的杂环类杀螨剂检测方法已成为目前的研究趋势, 对保障群

众菜篮子安全、助力绿色生态农业、推进农业高质量发展具有重要意义。免疫分析方法以其快速简便、高效

灵敏等特点被广泛应用于农药残留检测领域。本文从半抗原的合成、抗体的制备及其在农产品基质中的检测

应用等方面综述了杂环类杀螨剂农药免疫分析方法的研究进展, 分析了免疫分析方法所面临的挑战和未来发

展前景, 对杂环类杀螨剂残留检测研究具有一定的参考价值。 
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Research progress in immunoassay techniques of heterocyclic acaricides 
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400712, China; 3. National Citrus Engineering Technology Research Center, Chongqing 400712, China) 

ABSTRACT: At present, the demand for acaricides in agricultural production in China ranks second only to 

insecticides. As an important chemical pollutant affecting the safety of agricultural products, acaricides, represented 

by heterocyclic compounds, have relatively stable structures, long half lives, are not easily degraded, and are more 

likely to remain on the surface or inside of food, causing serious food safety problems. The development of 

economically effective detection methods for heterocyclic acaricides has become a current research trend, which is of 

great significance for ensuring the safety of public vegetable baskets, promoting green ecological agriculture, and 

advancing high-quality agricultural development. Immunoassay methods are widely used in the field of pesticide 

residue detection due to their fast, simple, efficient, and sensitive characteristics. This paper reviewed the research 
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progress of immunological analysis methods for heterocyclic acaricides pesticides from the aspects of synthesis of 

haptens, preparation of antibodies, and their detection applications in agricultural product matrices, analyzed the 

challenges and future development prospects of immunoassay methods, which have certain reference value for the 

detection of heterocyclic acaricides residues. 
KEY WORDS: pesticide residue; quality safety; haptens; immunoassay; heterocyclic acaricide 
 
 

0  引  言 

在农产品从生产到销售的过程当中, 农药的施用无

可避免, 而农药的乱用或滥用是食品生产源头环节中容易

出安全问题的突出因素。植食性螨虫因具有形体微小、活

动范围广、繁殖快、世代周期短、耐药性强等特点, 是水

果、蔬菜、花卉、茶叶等农业种植中的主要虫害。自 1944
年合成第一种农用杀螨剂以来, 杀螨剂在农业种植当中的

应用变得普遍起来, 成为现代农业防治害螨的主要手段。

近几年, 随着我国经作面积的逐渐增多, 尤其是柑橘种植

的快速扩张, 导致螨类危害大规模爆发, 使得杀螨剂的市

场需求进一步扩大[1]。根据中国农药信息网杀螨剂登记信

息显示, 我国已登记的现有杀螨剂可分为人工合成和天然

产物两大类, 而人工合成的杀螨剂中含杂环类占据绝大多

数[2]。杂环类杀螨剂是指结构中成环的原子除了碳原子外, 
还至少含有一个杂原子, 最常见的杂原子是氮原子、硫原

子、氧原子。杂环类杀螨剂因具有选择性高、活性高、作

用机制独特、无交互抗性等特点被广泛应用于蔬菜、水果、

谷物、茶叶中。 
然而, 以含杂环类为代表的杀螨剂基本结构稳定, 半

衰期长, 不易降解, 导致施用后易残留在食品表面或内部, 
所带来的食品安全问题一直备受关注。例如, 杂环类杀螨

剂中应用最广泛的啶虫脒可通过兴奋烟碱乙酰胆碱受体产

生神经毒性, 对哺乳动物具有较大威胁[3]; 果皮中乙螨唑

的残留对于人体的慢性风险值较大[4]; 螺虫乙酯可抑制鱼

类生长发育, 主要效应器官是肝脏和睾丸[5], 对人体有潜在

风险; 唑螨酯作为线粒体活性的一种有效抑制剂可导致神

经毒性, 还可能与帕金森综合症有关[6]。因此, 创新发展科

学、有效的农药残留检测技术势在必行, 要通过研发出更高

效更便利的农药杀螨剂检测技术助力农产品安全监督控制, 
防止农药杀螨剂滥用和乱用, 实现农产品高质量发展。 

农药残留检测方法多样, 其中基于抗体与抗原特异性

结合的免疫分析方法具有快速、高效、检测灵敏度高、特异

性强、价格低廉以及高通量等优点, 已被广泛应用于农药、

兽药、重金属等物质的检测。免疫分析方法主要包括: 酶联

免疫分析法(enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)、化学

发光酶联免疫分析法(chemiluminescent enzyme immunoassay, 
CLEIA)、免疫层析试纸条(immunochromatographic test strip, 
ITS)、荧光免疫分析法(fluoroimmunoassay, FIA)、免疫传

感器等。近年来, 国内外科研人员在杂环类杀螨剂半抗原

的合成、抗体的制备及应用这一领域做了大量的探索和研

究, 并取得了一定的进展。本文从半抗原的合成、抗体的

制备及其在农产品基质中的检测应用等方面综述了杂环类

杀螨剂农药免疫分析方法的研究进展, 分析了免疫分析方

法所面临的挑战和未来发展前景, 以期为杂环类杀螨剂残

留检测研究提供参考。 

1  杂环类杀螨剂人工抗原和抗体的制备 

杂环类杀螨剂属于小分子化合物, 只有反应原性, 缺
乏免疫原性, 无法直接诱导动物机体产生抗体, 因此需要

与牛血清白蛋白(bovine serum albumin, BSA)、卵清蛋白

(ovalbumin, OVA) 或 钥 孔 血 蓝 蛋 白 (keyhole limpet 
hemocyanin, KLH)等大分子蛋白质偶联构成人工抗原, 以
此作为免疫原免疫动物使其产生特异性的抗体。其中 BSA
因其溶解性好容易与半抗原偶联、性质稳定不易变性、价

格便宜等特点被广泛应用于免疫抗原制备。然而, 并不是

所有的小分子都可以与蛋白等大分子直接偶联获得人工抗

原, 这就需要先在小分子上引入能够与蛋白偶联的活性基

团制备出半抗原。人工抗原制备的关键在于半抗原的设计, 
在尽量保留目标小分子特征结构的原则上对不同分子结构

进行化学改造, 使其获得活性基团后可与载体蛋白进行偶

联。抗体则主要包括多克隆抗体(polyclonal antibody, pAb)、
单克隆抗体(monoclonal antibody, mAb)和基因工程抗体

等。基因工程抗体中的纳米抗体(nanobody, Nb)是羊驼外周

血液中存在的一种天然缺失轻链的单链抗体, 是自然存在

的能够与抗原结合的最小片段, 直径和分子量均小于一般

抗体, 具有表达效率高、便于纯化等优势。 
目前, 已制备出抗体的杂环类杀螨剂包括氟啶胺、啶

虫脒、乙螨唑、虫螨腈、哒螨灵、喹螨醚、螺虫乙酯、螺

螨酯、噻螨酮、噻虫胺、噻嗪酮、三唑锡、二嗪农、四螨嗪、

喹硫磷、伏杀硫磷以及三唑磷等。而唑螨酯、螺甲螨酯、腈

吡螨酯、乙唑螨腈等杂环类杀螨剂尚未有半抗原、抗体制备

的报道, 表 1 列出了杂环类杀螨剂半抗原设计现状。 
杂环结构多是杀螨剂的特征结构, 在半抗原设计时

应最大程度的保留。LIU 等[7]设计的乙螨唑半抗原在远离

特征结构处有较长的连接臂, 能避免特征结构被蛋白覆盖, 
免疫小鼠后筛选出一株分泌抗乙螨唑单克隆抗体杂交瘤细

胞株, 己保藏于中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生
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物中心。付辉等[8]在乙螨唑的苯醚结构上衍生出带有羧基

连接臂, 合成的乙螨唑半抗原既能最大程度保留乙螨唑的

特征结构, 增强了乙螨唑半抗原的免疫原性, 但未制备出

抗体。虫螨腈的芳基吡咯是其特征结构, 若将虫螨腈吡咯

环上的腈基还原成氨基, 进而与载体蛋白偶联, 修饰位点

与虫螨腈分子的特征结构距离较近, 不利于虫螨腈分子特

征结构的暴露, 何方洋等[9]、ITO 等[10]为最大程度保留虫

螨腈特征结构的半抗原, 在虫螨腈吡咯环上的乙氧基甲基

引入羧基活性基团, 再通过活性酯法与载体蛋白偶联后, 
可突出虫螨腈本身独有的芳基吡咯结构, 最后制得鼠源单

克隆抗体。王弘等[38]构建了一种噬菌体展示纳米抗体文库, 
并从噬菌体展示纳米抗体文库中筛选得到一种针对喹硫磷

农药的纳米抗体 VHH 8F, 该抗体热稳定性强, 抗原结合

活性高。徐振林等[39]通过构建双峰驼免疫抗体文库, 结合

噬菌体展示技术, 对抗体文库进行亲和淘筛, 获得一种抗

二嗪农特异性结合的纳米抗体。 
综上, 杂环类杀螨剂合成半抗原的路径主要有: 通过

设计水解、取代、氧化和其他反应在目标农药分子自身结

构、代谢降解产物或带有目标农药分子特征结构的中间产

物上衍生出适当的活性基团; 直接在由原料合成农药的过

程中引入适合反应条件并带有活性基团的分子。同时, 要
想制备出高特异性识别目标农药分子的抗体则在半抗原设

计时要注意合理选择连接臂的长度及其衍生位置以保障农

药特征结构最大限度地被免疫细胞识别。 
 

表 1  杂环类杀螨剂半抗原设计现状 
Table 1  Design status of haptens of heterocyclic acaricides 

农药 结构 半抗原设计 参考文献 

乙螨唑 

 

[7] 

[8] 

虫螨腈 

 

[9] 

[10] 

哒螨灵 
 

 

[11]  

 

 

[12] 

[13] 

氟啶胺 

 

[14] 

[15] 
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表 1(续) 

农药 结构 半抗原设计 参考文献 

螺虫乙酯

 

 

[16–17] 

[18] 

螺螨酯 

 

[19] 

噻虫胺 
 

[20] 

[21–23] 

噻嗪酮 

 
 

[24] 

噻螨酮 
  

[25] 

喹螨醚 

 

  

[26] 

 

啶虫脒 
 

[27] 

[28] 

[29] 

[30] 

[31] 

[32] 

三唑锡 

 

[33] 

伏杀硫磷

 
  

[34] 

三唑磷 

 

[35] 

[36] 

二嗪农 二嗪农已有半抗原设计方法相关综述, 此处不再赘述 [37] 
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2  杂环类杀螨剂的免疫分析方法 

免疫分析基于特异性抗原 -抗体结合 , 将抗体或抗

原标记酶、发光物或其他物质, 达到检测样品中被测物

的目的。免疫分析可以是非竞争性的, 也可以是竞争性

的。竞争性免疫测定法通常用于检测只有一个抗原决定

簇的小分子化合物 , 多用于小分子农药领域 , 而非竞争

性免疫测定法通常用于检测具有多个抗原表位的蛋白质

或多糖等大分子化合物。目前, 杂环类杀螨剂的免疫分

析方法主要包括 ELISA、CLEIA、ITS、FIA、免疫传感

器等, 见表 2。表 3 为杂环类杀螨剂不同免疫检测方法的

优缺点。 

 
表 2  杂环类杀螨剂的免疫分析方法 

Table 2  Immunoassays of heterocyclic acaricide 

农药 
免疫分析 

方法 
抗体类型 样品基质 检测能力 参考 

乙螨唑 ITS mAb 柑橘、葡萄 
icELISA 的 IC50 为 4.04 ng/mL, ITS 的定性检出限

为 10 ng/g 
[7] 

虫螨腈 
ITS mAb 茄子、结球甘蓝 检出限 1 mg/kg [40] 

ELISA - 苹果、桃子 IC50 为 2.3 ng/g, IC20~IC80 为 1~10 ng/g [41] 

哒螨灵 

icELISA mAb 水 IC50 为 0.21 ng/mL [13] 
ITS mAb - - [42] 

ITS mAb 黄瓜、苹果 
IC50 为 2.36 ng/mL, 对黄瓜和苹果的检出限分别为

25 ng/g 和 50 ng/g 
[12] 

氟啶胺 
icELISA mAb - IC50 为 0.1 μg/L [14] 
icELISA mAb - IC50 为 2.68 ng/mL [15] 

螺虫乙酯 
dcELISA、

ITS 
mAb、pAb 葡萄、葡萄酒 检出限为 1000 μg/L [17,43]

icELISA mAb 河水、土壤、番茄和柑橘 IC50 为 2.1 μg/L [18] 

噻虫胺 

TRFIA mAb - - [44] 
ELISA、TIS mAb 大白菜、水稻 ELISA 检出限为 l μg/kg [20,45]
icELISA、

ITS 
重组完整抗体 - icELISA 的 IC50 为 4.62 ng/mL; ITS 的检出限为 

2.5 ng/mL 
[16] 

ELISA mAb 
稻田水、土壤、小麦、糙米、

卷心菜、土豆、梨、柑橘

竞争性 ELISA 的 IC50为 3.83 ± 0.23 ng/mL, 非竞争性

ELISA 的 IC50 为(0.45±0.02) ng/mL,  
[46] 

dcELISA mAb 黄瓜、番茄、苹果 IC50 为 4.4 ng/mL [21] 

ITS mAb 
河水、土壤、卷心菜、番茄、

青菜 
检出限为 8 ng/mL [47] 

icELISA pAb、mAb、scfv 
河水、土壤、甘蓝、番茄、大

米 
PAb、mAb、scfv 建立方法的 IC50 分别为 46.0、

25.6 和 62.3 ng/mL 

[22] CLEIA pAb 
河水、土壤、大米、甘蓝、番

茄 
IC50 为 14.8 ng/mL 

TRFIA、

FLISA、
FPIA 

mAb 
河水、土壤、大米、甘蓝、番

茄 
TRFIA、FLISA、FPIA 的 IC50 分别为 2.07、 

12.5 和 87.3 ng/mL 

噻嗪酮 ITS mAb - - [48] 
噻螨酮 ITS mAb - 检出限为 0.1 mg/L [25] 
四螨嗪 ITS mAb - - [49] 
喹螨醚 icELISA pAb 苹果、梨 IC50 为 96.97 ng/mL, 检出限为 8 ng/mL [26] 

啶虫脒 

ITS mAb 黄瓜、苹果 黄瓜和苹果样品中截止限值分别为 5 ng/mL 和 
30 ng/mL 

[50] 

dcELISA mAb 黄瓜、青椒、番茄、苹果 IC50 为 1 ng/mL [27] 

ELISA - 
桃子、苹果、草莓、黄瓜、茄

子、番茄 
IC50 为 0.6 ng/g, 检出限为 0.053 ng/g [51] 

免疫传感器 mAb 草莓、卷心菜 检出限为 3.2 ng/L [32] 

ITS mAb 大米、白菜、烟草 
对大米的检出限为 0.5 mg/kg, 对白菜、烟草的 

检出限为 1 mg/kg 
[30] 
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表 2(续) 

农药 
免疫分析 

方法 
抗体类型 样品基质 检测能力 参考 

 

TRFIA mAb 烟草 灵敏度为 2 μg/L, 对烟草的检出限为 0.1 mg/kg [52] 

ITS mAb 大米、苹果、卷心菜、茶
肉眼定性阈值为 1 ng/mL, 定量检测的 IC50 为 

1.12 ng/mL 
[53] 

icELISA mAb 
山茶花粉、荷花花粉、油菜

花粉 
IC50 为 0.17 ng/mL [54] 

免疫传感器 mAb 梨、苹果、番茄和黄瓜 检出限为 4.68 pg/mL [55] 
IFEIA mAb 土壤、梨、小麦、黄瓜 IC50 为 0.04 µg/L [56] 

icELISA mAb 茶 IC50 为 4.5 ng/mL [57] 
CLEIA mAb 中药 检出限为 4.77 pg/mL [58] 
CLEIA mAb - - [59] 

免疫传感器 mAb 水 检出限为 6.51 ng/L [60] 
CLEIA mAb 大白菜、黄瓜 IC50 为 10.24 ng/mL [61] 

免疫传感器 mAb 苹果、番茄 检出限为 8.780 pg/mL [62] 
免疫芯片 mAb 蜂蜜 检出限为 2.47 ng/mL [63] 

ITS mAb 蔬菜 线性范围为 50~1800 µg/kg [64] 
ITS mAb 茶 检出限为 0.05 mg/kg [65] 
ITS mAb 茶 检出限为 10 ng/mL [66] 

icELISA、ITS mAb 黄瓜、苹果 
icELISA 的 IC50 为 0.396 ng/mL; ITS 对黄瓜和苹果的

检出限分别为 5 ng/g 和 10 ng/g 
[67] 

三唑锡 免疫传感器 mAb - - [33] 
喹硫磷 icELISA Nb - IC50 为 22.72 ng/mL [38] 

伏杀硫磷 icELISA pAb  IC50 为 2 mg/L [34] 

二嗪农 

icELISA pAb 水 检出限为 0.40 µg/L [68] 

icELISA mAb 生菜、米 icELISA 的 IC50 为 4.0 ng/mL, dcELISA 的 IC50 为 
6.0 ng/mL 

[69] 

icELISA mAb 黄瓜、生菜、卷心菜 IC50 为 0.58 ng/mL [37] 

三唑磷 三唑磷已有免疫分析相关综述, 此处不再赘述 [70–71]

注: mAb 表示单克隆抗体; pAb 表示多克隆抗体; scfv 表示单链抗体; 半抑制率(half maximal inhibitory concentration, IC50); 间接竞争酶联免

疫分析方法(indirect competitive enzyme linked immunosorbent assay, icELISA); 直接竞争酶联免疫分析方法(direct competitive enzyme linked 
immunosorbent assay, dcELISA); 时间分辨荧光免疫分析方法(time resolved fluorescence immunoassay, TRFIA); 荧光偏振免疫分析方法

(fluorescence polarization immunoassay, FPIA); 荧光酶免疫分析方法(fluorescent enzyme immunosorbent assay, FLISA); -表示未报道。 
 

表 3  杂环类杀螨剂不同免疫检测方法的优缺点 
Table 3  Advantages and disadvantages of different 

immunoassays for heterocyclic acaricide 
免疫检测 

方法 
优点 缺点 

ELISA 
特异性强、灵敏度高、

检测结果准确、适合大

批量样品的检测 

操作烦琐耗时, 自
动化程度低 

化学发光法 
特异性强、灵敏度高、

线性范围宽 

化学发光标记物和

配套试剂成本相对

较高 

ITS 
简单快捷、结果直观、

适合现场大批量初筛 

灵敏度和精确度普

遍较低, 多用于定

性检测 

FIA 
线性范围宽、重复性和

稳定性好 
极易受到环境因素

的影响 

免疫传感器 
灵敏度高、无需复杂的

检测设备、可实现便携

化、结果呈现方式多样 

稳定性和可靠性可

能受到环境因素的

影响 

2.1  ELISA 
ELISA 是将抗原抗体的特异反应与酶的高效催化作

用结合在一起的免疫分析方法。农药小分子和偶联上农药

小分子的包被原竞争性结合酶标记的抗体, 形成抗原抗体

复合物后, 复合物上的酶催化底物, 产生有色产物, 再通

过眼睛或仪器进行定量或定性检测, 该方法特异性强、灵

敏度高。ELISA 分析常作为筛选新型抗体、鉴定抗体抑制

率的通用方法。杂环类杀螨剂属于小分子, 主要采用的是

icELISA 和 dcELISA。 
YOU 等 [46] 开发了基于噬菌体展示肽的竞争性

ELISA 和非竞争性 ELISA 检测噻虫胺, 竞争性 ELISA 的

方法 IC50 为(3.83±0.23) ng/mL, 非竞争性 ELISA 的 IC50

为(0.45±0.02) ng/mL, 分别对稻田水、土壤、小麦、糙米、

卷心菜、土豆、梨、柑橘进行加标回收, 平均回收率分别为

73.8%~104.1%, 与高效液相色谱法(high performance liquid 
chromatography, HPLC)具有良好的相关性。FANG 等[54]建立
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了一种生物素化 icELISA 检测花粉中啶虫脒的方法, 检出

限为 0.17 ng/mL, 平均回收率为 81.1%~108.0%, 日内相对

标准偏差为 4.8%~10.9%, 检测结果与高效液相色谱-串联

质谱法 (high performance liquid chromatography-tandem 
mass spectrometry, HPLC-MS/MS)具有一致性。魏新林等[57]

对 6 种茶叶(黑茶、黄茶、白茶、红茶、乌龙茶、绿茶)中
的啶虫脒建立高通量 icELISA 检测体系, 用铂包金纳米粒

子(Au@Pt NPs)标记二抗实现信号放大, 铂包金纳米粒子

能催化氧化四甲基联苯胺(etramethylbenzidine, TMB)产生

蓝色氧化产物, 并在滴加终止液后于 450 nm 处产生紫外

吸收峰实现定量检测, 方法的 IC50 为 4.5 ng/mL, 检出限为

0.17 ng/mL, 加标回收率为 81.4%~120.5%, 变异系数为

0.14%~15.58%。LEE 等[69]基于抗二嗪农单克隆抗体, 建立了

间 icELISA, IC50为 4.0 ng/mL, 检出限为 0.7 ng/mL, 利用酶示

踪剂建立了 dcELISA, IC50为 6.0 ng/mL, 检出限为 0.9 ng/mL。 
基于杂环类杀螨剂抗体制备的 ELISA 检测试剂盒被

广泛使用, 例如虫螨腈[41]、噻虫胺[20]、啶虫脒[51,72–73]、二

嗪农[39,74]等, 对其检出限、特异性进行了验证, 灵敏度和

准确度大多都能够满足国家农药残留限量标准要求, 但有

一定的适用范围, 不能适用于复杂基质的样品检测。 

2.2  CLEIA 
CLEIA 是将化学发光信号与特异性的免疫分析法相

结合, 在抗体或抗原上标记化学发光剂, 通过获取标记物

进行化学发光反应时的化学发光强度实现定量检测。具有

特异性强、灵敏度高、线性范围宽、易于实现自动化等优

点, 在检测灵敏度上优于 ELISA, 现已成为农药检测的一

种常用工具。 
ZHANG 等[58]利用十六烷基三甲基溴化铵(hexadecyl 

trimethyl ammonium bromide, CTAB)的疏水保护作用, 通
过表面活性剂辅助合成策略, 合成了水稳定性显著提高的

金属有机框架(metal organic frameworks, MOFs), 合成的

CTAB-Co-MOFs 具有良好的催化活性, 可显著增强鲁米诺

体系的化学发光信号, 将其作为化学发光探针建立了一种

高灵敏度、高选择性的 CLEIA 法用于检测中药中啶虫脒, 该
方法检测的线性范围为0.01~25 ng/mL, 检出限为4.77 pg/mL, 
中药中的加标回收率为 90.40%~113.33%。纳米酶是一类具

有类似于天然酶催化活性的纳米材料, 相比于天然酶其稳

定性更好且易于储存和大批量生产, 徐东辉等[59]采用纳米

酶 Au 作为天然酶的替代物, 制备纳米酶 Au 的啶虫脒

CLEIA 试剂盒, 该试剂盒的发光强度可达 7×104 RLU, 发
光时间持续可达 60 min, 化学发光稳定平台期持续时间可

达 35 min, 可惜未进行实际样品的测定。ZHU 等[61]建立了

间接竞争 CLEIA, 优化了影响 CLEIA 敏感性的条件, 在最

优条件下该方法的 IC50为 10.24 ng/mL, 在大白菜和黄瓜中

的平均加标回收率为 82.7%~112.2%, 变异系数<9.19%, 与

HPLC 检测结果一致。 
CLEIA 分析法在含杂环类杀螨剂抗体的应用中相对较

少, 但现有研究已将其与高分子材料、纳米材料等结合以改

善催化反应条件提高检测性能, 充分利用了化学发光技术

优势为杂环类杀螨剂残留检测开辟新的途径。 

2.3  ITS 
ITS 以膜为固相, 基于吸水垫的毛细管虹吸效应将抗

原抗体特异性识别应用于试纸条上的免疫技术, 也称为横

向流动免疫分析(lateral flow immunoassays, LFIA)。ITS 是

杂环类杀螨剂免疫分析方法中应用最广泛的, 与 ELISA 相

比, ITS 检测简单、快速、灵敏、廉价, 可在 5~10 min 内得

到结果, 是现场即时筛查的一种理想手段。 
CEVALLOS-CEDENO 等[17]基于抗螺虫乙酯单克隆

抗体建立了 dcELISA, 对葡萄、葡萄汁和葡萄酒基质进行

加标回收实验, 并且该课题组还以此建立了螺虫乙酯胶

体金免疫层析法 [43], 对葡萄酒样品中螺虫乙酯及其代谢

物残留进行半定量测定, 其可视化检出限为 1000 μg/L, 
满足欧洲对葡萄酒中螺虫乙酯残留的半定量快速分析的

要求。LI 等[47]基于制备的抗噻虫胺单克隆抗体建立了 TIS, 
在最佳条件下, 该抗体 ELISA 的 IC50 和检出限分别为

25.6 ng/mL 和 3.8 ng/mL, 胶体金单抗探针的可视化检出

限为 8 ng/mL, 肉眼可在 10 min 内判断结果, 对河水、土

壤、卷心菜、番茄、青菜的 ELISA 加标回收率为

78.0%~114.5%。LIU 等[50]基于抗啶虫脒单克隆抗体研发

了 ITS, 对啶虫脒的检出限为 1 ng/mL, 黄瓜和苹果样品中

的检出限分别为 5 ng/mL和 30 ng/mL, 检测时间只需 5 min。
LIU 等[53]建立了一种基于量子点(quantum dots, QDs)的
ITS 检测方法, 用于农业样品中啶虫脒的定性和定量检测, 
采用 QDs-mAb 偶联探针建立竞争, 对啶虫脒的肉眼定性

阈值为 1 ng/mL, 定量检测的 IC50 为 1.12 ng/mL, 对大米、

苹果、卷心菜、茶的平均加标回收率为 78.38%~126.97%, 
在盲茶样品的检测中, QDs-ITS 与超高效液相色谱-串联

质谱法的检测结果具有较高的相关性。WU 等[64]通过对

比不同抗原抗体组合并采用最佳组合开发了 8 min 的

QDs-ITS, 对蔬菜加标的平均回收率为 75%~117%, 假阳

性 率 <5%, 假 阴 性 率 为 0%, 该 方 法 的 线 性 范 围 为

50~1800 µg/kg, 符合中国、欧盟和美国的啶虫脒检测标

准。姚蕾珺[67]建立了检测果蔬中啶虫脒的 ITS, 黄瓜和苹

果中啶虫脒的检出限分别为 5 ng/g 和 10 ng/g。 
免疫试纸条作为杂环类杀螨剂抗体应用最广泛的方

法, 在水果、蔬菜、茶叶等农产品的现场检测中发挥了极

大的作用。为提高免疫试纸条的灵敏度和稳定性, 近几年

的研究方法常将免疫试纸条与新型材料, 如量子点、纳米

颗粒、荧光微球、高分子材料等相结合, 或与传感器、化

学发光、荧光免疫检测等不同检测体系相组合进行应用。 
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2.4  FIA 
FIA 是将荧光的敏感可测性与抗原抗体免疫反应的

高特异性有机结合的方法。FIA 可以分为 TRFIA、FPIA、

FLISA。 
王秀国等[44]开发了一种测试噻虫胺的 TRFIA 并制成

试纸条, 样品扩散速度快, 可大大提高检测灵敏度和检测

效率。李明[22]建立了检测噻虫胺的 TRFIA, 噻虫胺和噻虫

啉同时检测的量子点 FLISA 和噻虫胺 FPIA, 3 种方法的

IC50 分别为 2.07、12.5 和 87.3 ng/mL, 结果表明: TRFIA 法

在灵敏度方面得到了显著提高 , 属于高灵敏检测方法 ; 
FLISA 法可同时对噻虫胺和噻虫啉进行残留定性定量检测; 
FPIA 法无需分离洗涤步骤, 在检测时间、操作步骤、示踪

物稳定性方面显示出明显的优势。陈黎等[52]基于此前制备

的抗啶虫脒单克隆抗体建立了检测啶虫脒的 TRFIA, 并制

成试纸条, 检测灵敏度为 2 μg/L, 对烟草中啶虫脒的检出

限为 0.1 mg/kg。 
FIA 还可以根据抗原抗体反应是否需要分离分为均相

荧光免疫分析、非均相荧光免疫分析。LI 等[56]以上转化纳米

颗粒 (UCNPs)偶联的单克隆抗体为荧光源 , 金纳米颗粒

(AuNPs)偶联的抗原为荧光开关试剂, 啶虫脒为荧光开启试

剂, 建立了检测啶虫脒的非辐射能量转换的内过滤效应均相

免疫测定方法(IFEIA), 该单抗在 icELISA 中 IC50为 0.15 µg/L, 
该方法的灵敏度在此基础上提高 3.75倍为 0.04 μg/L, 检测范

围为 0.002~0.58 μg/L, 对土壤、梨、小麦、黄瓜加标得平均

回收率为 75.1%~104.7%。 
FIA 作为一类高灵敏度的检测方法可实现精准检测, 

通过在标记物、标记方法及应用上不断优化, 如应用发光

寿命长的上转化纳米颗粒、强发光的量子点以及免疫磁分

离荧光检测法, 以应对多样化的检测需求。 

2.5  免疫传感器 

免疫传感器是一种将免疫检测技术和传感技术相结

合的免疫分析技术, 免疫传感器基于抗体的敏感和特异性

作为传感元件, 再通过合适的转导机制将识别作用转换为

可读的信号, 从而达到识别和捕获目标农药的目的。借助

传感器信号放大的作用, 免疫分析的灵敏度和特异性也随

之提高。免疫传感器正向着便携化、自动化、省时化、可

重复使用以及实时在线检测的方向发展。 
XU 等[32]开发了一种基于半抗原接枝程序探针(half 

antigen grafting program probe, HGPP)作为共识别元件的高

效竞争性电化学免疫传感器方法 , 样品中的啶虫脒与

HGPP 通过特异性识别与电极上捕获的抗体相结合实现间

接检测, 方法检出限为 3.2 ng/L, 在草莓、卷心菜中的平均

回收率为 93.7%~104.3%, 相对标准偏差为 1.89%~4.66%。

提高灵敏度一直是免疫传感器研究的热点, BAI 等[55]研究

开发了一种基于 Bi 半金属/沸石咪唑酸骨架混合材料的免

疫层析条带(Bi semimetal/zeolitic imidazolate frameworks 
hybrid material-immunochromatographic test strip, Bi/ZIF 
HM-ITS)传感器, 用于啶虫脒的敏感检测。Bi/ZIF HM 不仅

具有优越的色强、与单克隆抗体的强亲和力和良好的生物

相容性, 而且作为信号标记, 在啶虫脒的残留检测中表现突

出。Bi/ZIF HM-ITS 传感器的检出限为 4.68 pg/mL, 线性范

围为 0.01~6 ng/mL, 比传统金纳米颗粒型 ITS (0.457 ng/mL)
低 98 倍, 在梨、苹果、番茄和黄瓜样品中的加样回收率为

80.3%~118.5%, 相对标准偏差小于 3.67%。BAI 等[62]又开发

Bi2Se3 微 粒 子 免 疫 层 析 条 带 (Bi2Se3 microparticles- 
immunochromatographic test strip, BS MPs-ITS)传感器, 方法

检出限为 8.78 pg/mL, 比传统金纳米颗粒型 ITS (0.54 ng/mL)
低 约 62 倍 , 在 苹 果 和 番 茄 样 品 中 平 均 回 收 率 为

83.823%~99.223%, 相对标准偏差和小于 1.7%。SONG 等[60]

基于时间分辨效应和 icELISA 原理, 研制了一种用于对啶

虫脒和氟虫腈现场快速同时检测的双荧光光纤生物传感器, 
用两种半抗原蛋白偶联物修饰的光纤可作为一种双功能生

物探针, 靶标存在时, 相应抗体的结合位点被占据, 连接

探针表面的抗体减少, 导致荧光信号减弱, 最后通过分别

测量 568 nm 和 702 nm(发射波长)的荧光信号来确定啶虫脒

和氟虫腈的浓度; 啶虫脒和氟虫腈的线性反应范围分别为

14.2~225.4 ng/L 和 25.1~162.8 ng/L, 检出限分别为 6.51 ng/L
和 17.8 ng/L, 可对 3 种环境样品中啶虫脒和氟虫腈同时检

测, 加样回收率为 90%~128%。孟东等[63]建立了可视化微

阵列蛋白芯片法, 可同时检测蜂蜜中多菌灵、啶虫脒和蝇

毒磷 3 种农药残留, 该方法对啶虫脒的定量检测范围为

0.3~4.8 ng/mL, 检出限为 2.47 ng/mL。 
近年来, 在免疫传感技术的基础上, 研究者进行了拓

展延伸, 各种免疫芯片法(immunochip)发展迅速。可视化免

疫芯片可同时检测多种药物及有害物残留, 具有可视化、

快速、高灵敏度、无需复杂的检测设备、性价比高等优点, 
在农药残留的现场快速检测方面有较好发展前景。 

3  结束语 

免疫分析方法在杂环类杀螨剂残留检测领域发挥着

重要的作用, 且正朝着更高效、灵敏、便捷的方向发展, 但
在发展过程中仍存在诸多挑战。目前, 已经报道了部分杂

环类杀螨剂的免疫检测方法, 但是还有一些杂环类杀螨剂

半抗原难以合成, 无法制备出抗体。已制备出的抗体主要

以单克隆抗体和多克隆抗体为主, 仅有部分单链抗体以及

重组抗体。单克隆抗体和多克隆抗体制备方法存在对动物

不友好, 抗体稳定性差, 灵敏度欠佳, 批次之间差异大等

问题。而基因工程抗体具有分子量小、稳定性强、批次间

差异小、免疫原性低、可塑性强、成本低等优点, 是当前

的研究热点, 必将在农药小分子的抗体制备和免疫分析方

面获得广泛应用和深入研究。 
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在杂环类杀螨剂的免疫分析方法中 ELISA 与 ITS 被

广泛应用。ELISA 作为免疫分析方法中基础通用的方法, 
存在灵敏度不够高、过程耗时、易受基质干扰、检测目标

单一等缺点; ITS 是现场检测的一种常用手段, 但检测灵敏

度有限、无法精确界定和量化、仅适用于对样品的初筛, 在
复杂的基质中易受干扰; 此外, ELISA法与 ITS法在实际操

作中还易出现假阳性。未来的研究方向应着重于: 设计更贴

近目标结构的半抗原, 优化抗体筛选方法; 开发更灵敏、更

稳定的酶标记; 设计多残留免疫层析检测系统, 助力实现

ITS 免疫定量分析; 创新多信号的识别体系, 解决单信号偶

然误差所导致假阳性/阴性结果的问题; 结合智能设备和

5G 网络进一步提高试纸条的识别和数据分析性能。 
近年来, CLEIA、FIA 和免疫传感器发展迅速, 较好地

弥补了传统免疫分析方法存在的灵敏度差和定量困难等问

题, 但是也存在一些不足, 如化学发光法稳定性差、易受

外界环境因素干扰等, 未来的研究方向应着重于: 开发新

型化学增强剂、发光剂和催化剂、优化化学发光液的稳定

性; 探索开发多通道检测化学发光试剂盒; 开发便携式设

备, 联合其他技术实现现场多残留分析或自动化检测等。 
FIA 的标记材料信号强度不足、稳定性差、易受样品

自带颜色的干扰、少数荧光染液具有毒性等, 未来的研究

方向应着重于: 开发新型成本低廉、无污染的标记材料; 
改进标记技术, 促进 FIA 多组分检测发展; 实现荧光检测

仪器智能化便携化发展等。 
免疫传感器稳定性和重现性较差, 背景干扰大, 程序

复杂, 读取数据时需借助大型仪器等, 未来研究方向应着

重于: 简化分析程序和时间; 结合适配体等新技术取代传

统抗原抗体特异性结合的模式; 结合纳米材料、量子点等

提高传感器灵敏度和准确度; 开发新型经济环保、吸附能

力强、可重复利用的纳米材料应用于传感器中; 将智能手

机、3D 打印技术、“云”计算、数据储存等技术集成到免疫

传感器中等。 
相信在不久的将来, 更为准确、快速、高效、操作简便

且价格低廉的杂环类杀螨剂免疫检测方法会被开发出来。 
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