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胶体金免疫层析法快速检测草莓中苦参碱残留 

吴爱红 1#, 张倩倩 2#, 周顺瑶 3, 李  征 1, 张慧敏 1, 刘丽强 1*, 胥传来 1 
(1. 江南大学食品学院, 无锡  214000; 2. 无锡市滨湖区农业技术推广站, 无锡  214000;  

3. 无锡市滨湖区农业综合行政执法大队, 无锡  214000) 

摘  要: 目的  建立胶体金免疫层析法快速检测草莓中苦参碱农药残留分析方法。方法  通过优化金纳米粒

子标记参数和试纸条检测线膜浓度, 使胶体金与苦参碱单克隆抗体在最佳条件下结合, 利用抗体和抗原高特

异性识别及金标抗体可视化, 从而实现对草莓中苦参碱农药残留的定性检测。结果  确定标记参数为: 1 mL

的胶体金溶液加 20 μL 的 0.1 mol/L K2CO3, 抗体 8 μg, 选择 5%聚乙烯吡咯烷酮(polyvinyl pyrrolidone, PVP)表面

活性剂, 抗原划膜质量浓度为 0.10 mg/mL; 利用以上条件实现对草莓样本中苦参碱的检出限为 10 μg/kg, 并对采

集到的 126 个草莓样本进行快速检测。结论  该方法具有较高灵敏度和特异性, 能够快速准确地检测样本中

的苦参碱残留, 可实现现场大量样本的快速筛查。 

关键词: 苦参碱; 草莓; 免疫层析; 胶体金 

Rapid detection of matrine residues in Fragaria ananassa Duch by colloidal 
gold immunochromatography 

WU Ai-Hong1#, ZHANG Qian-Qian2#, ZHOU Shun-Yao3, LI Zheng1,  
ZHANG Hui-Min1, LIU Li-Qiang1*, XU Chuan-Lai1 

(1. School of Food Science, Jiangnan University, Wuxi 214000, China; 2. Wuxi Binhu District Agricultural Technology 
Extension Station, Wuxi 214000, China; 3. Wuxi Binhu District Agricultural Comprehensive Administrative Law 

Enforcement Brigade, Wuxi 214000, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish an analytical method for the rapid detection of matrine pesticide residues in 
Fragaria ananassa Duch by colloidal gold immunochromatography. Methods  By optimizing the labeling 
parameters of gold nanoparticles and the concentration of the test strip detection line, colloidal gold could bind with 
monoclonal antibodies against matrine under optimal conditions. By utilizing highly specific recognition of 
antibodies and antigens and visualization of gold labeled antibodies, the localization detection of matrine pesticide 
residues in Fragaria ananassa Duch could be achieved. Results  Determine the labeling parameters as follows: 1 mL 
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of colloidal gold solution with 20 μL of 0.1 mol/L K2CO3, 8 μg of antibody, 5% polyvinyl pyrrolidone (PVP) surfactant, 
and an antigen transmembrane concentration of 0.10 mg/mL; using the above conditions, the limit of detection of matrine in 
Fragaria ananassa Duch samples was set to 10 μg/kg, and rapid detection was performed on 126 collected Fragaria 
ananassa Duch samples. Conclusion  This method has high sensitivity and specificity, and can quickly and accurately 
detect residual matrine in samples, enabling rapid screening of a large number of samples on site. 
KEY WORDS: matrine; Fragaria ananassa Duch; immunochromatography; colloidal gold 
 

 

0  引  言 

草莓因其色泽艳丽、香气浓郁、酸甜可口而成为全球

范围内广受欢迎的高价值经济作物浆果[1–2]。随着市场需求

量的持续增长和栽培种植技术的普及, 草莓的种植已实现

周年化生产。然而, 在其集约化栽培种植过程中, 病虫害

(如白粉病、灰霉病、蚜虫、红蜘蛛等)的发生日益严重, 对
草莓的产量和品质构成了巨大威胁[3–7]。 

为保障浆果作物经济效益, 化学合成农药仍是当前

防控病虫害的主要手段, 但不符合当代推崇绿色农业和可

持续发展的主题[8]。苦参碱(matrine, MAT)是一种从豆科植

物苦参(Sophora flavescens)、苦豆子等中提取的天然植物源

生物碱[9]。因其具有杀虫、杀菌和杀螨活性, 对多种农业

害虫(如蚜虫、红蜘蛛等)具有显著的防治效果, 且对非靶标

生物相对安全、环境相容性好, 在环境中易降解等特点, 
已成为化学合成农药的理想替代品之一。根据中国 NY/T 
393—2020《绿色食品农药使用准则》, MAT 属于可用于绿

色食品生产的农药清单。其在草莓等果蔬的病虫害绿色防

控体系中应用日益广泛, 尤其适用于无公害、绿色和有机

农产品的生产[10–13]。 
尽管 MAT 属于低毒农药, 但任何农药的不规范、超

量或违规使用都可能导致其在农产品中的残留超出安全限

量。欧盟委员会(European Commission, EC)通过食品和饲

料快速预警系统发布了几份通知和警告 , 凡是标称有机

茶叶, 均不得检出 MAT 并将其列入未经批准的物质清单, 
在西班牙和比利时等其他欧盟国家从中国出口的蜂蜜和

茶叶中检测到 MAT 并拒绝入境, MAT 在蜂蜜中的最大残

留限量设定为 0.01 mg/kg[14–16]。GB 2763—2021《食品安全

国家标准 食品中农药最大残留限量》规定了 MAT 在蔬菜和

水果中的最大残留限量(maximum residue limits, MRL), 其
中结球甘蓝、黄瓜为 5 mg/kg; 柑、橘、橙为 1 mg/kg; 梨为

5 mg/kg[17]。草莓属于连续采收型果实, 果实表面粗糙且直接

裸露, 更易滞留农药。同时, 其鲜食特性使得采收与消费间隔

短, 这对农药残留监控提出了更高的时效性要求[18–21]。 
目前, 针对 MAT 的检测方法已有报道, 主要包括高效

液 相 色 谱 法 (high performance liquid chromatography, 
HPLC)[22–23]、液相色谱-串联质谱法(liquid chromatography- 
tandem mass spectrometry, LC-MS/MS)[24–28]、气相色谱-质谱法

(gas chromatography-mass spectrometry, GC-MS)[29–30]和电化

学法[31]。然而, 草莓基质复杂, 含有丰富的色素(如花青素)、
有机酸、糖类和各种次级代谢产物, 这些物质在分析过程

中极易产生干扰, 对目标化合物的提取净化和仪器检测的

灵敏度与特异性构成挑战。 
因此, 建立快速、灵敏、准确的分析方法来检测草莓

中的 MAT 残留水平, 对于评估膳食暴露风险、保障消费者

舌尖上的安全具有至关重要的意义。本研究基于 MAT 单

克隆抗体开发了草莓中 MAT 快速检测方法。通过合成相

应抗原 , 并对金标抗体条件优化和抗原浓度优化 , 制备

MAT试纸条, 旨在开发出能用于草莓样品的快速检测产品, 
满足现场高通量快检的需求。这不仅是食品安全监管的技

术支撑, 也是推动草莓产业可持续、高质量发展, 维护“莓
农”经济利益和品牌声誉的重要保障。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

氯金酸(分析纯, 上海 Sigma Aldrich 有限公司); 2-吗
啉乙磺酸(2-morpholinoethanesulfonic acid, MES)、氯化钠、

十二水合磷酸氢二钠、氯化钾、磷酸二氢钾、碳酸钾、甘

氨酸、柠檬酸三钠、蔗糖、海藻糖、甲醇、甲酸、N,N-二
甲基甲酰胺(N,N-dimethylformamide, DMF)、聚乙烯吡咯烷

酮(polyvinyl pyrrolidone, PVP)、磷酸盐缓冲液(phosphate 
buffer solution, PBS, 0.0l mol/L, pH 7.4)(分析纯, 上海国药

集团化学试剂有限公司); 聚乙二醇 20000 (polyethylene 
glycol 20000, PEG 20000)、吐温 20 (Tween 20)、S17 表面

活性剂(rhodasurf ON-870, ON-870)、月桂醇聚氧乙烯醚、

布里杰 35、十三烷醇聚醚硫酸钠(RHODAPEX EST-65, 
R65)、曲拉通、二甲基辛炔二醇(dimethyl octynediol, DO)、
卡松、抑菌防腐剂(ProClean 950, PC-950)(杭州速泰生物技术

有限公司); 羊抗鼠 IgG(纯度≥99.9%, 北京百奥莱博科技有

限公司); MAT 半抗原、牛血清白蛋白(bovine serum albumin, 
BSA)、MAT 单克隆抗体皆由本实验室提供; 1-乙基-3-(3-二
甲 氨 基 丙 基 ) 碳 化 二 亚 胺 (ethyldimethylaminopropyl 
carbodiimide, EDC, 纯度≥ 98%) 、 N- 羟基丁二酰亚胺

(N-hydroxy succinimide, NHS, 纯度≥98%)、MAT 分析标准

品(纯度≥98%, 上海阿拉丁生化科技股份有限公司); 聚
氯乙烯(polyvinyl chloride, PVC)底板、玻璃纤维膜(样品垫、

结合垫)、棉绒纤维膜(吸水垫)、硝酸纤维素膜(nitrocellulose 
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membrane, NC)(杰一生物技术有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

JEOL JEM-2100 透 射 电 子 显 微 镜 (transmission 
electron microscopy, TEM)(江南大学国家重点实验室测试

中心); Agilent Cary 60 紫外-可见分光光度计(美国 Agilent 
Technologies 公司); XYZ3000 金标点样仪、HM3035 三维

平面点膜喷金仪、CM 4000 自动斩切机(上海金标生物科技

有限公司); 5500 QTRAP 配备超高效液相系统-三重四级杆复

合线性离子阱质谱仪、ACQUTITY BEH C18 色谱柱(100 mm× 
2.1 mm, 1.7 mm)(美国 SCIEX 公司); BCD-213TM(E)冰箱

(美的有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  偶联物包被抗原合成制备 
MAT 本身结构不带有直接与载体蛋白偶联的基团, 

在尽可能保有原药结构的基础上, 本研究采用了如图 1 半

抗原的结构 , 衍生出含有羧基的半抗原 , 以此来合成抗

原。利用 EDC 法合成: 取半抗原 4.87 mg、5.03 mg NHS
溶于适量的 DMF 溶剂, 室温搅拌反应 15 min 后, 加入用

50 μL MES 溶解的 7.71 mg EDC, 室温反应 4~6 h; 称取 10 
mg BSA 溶于 3 mL PBS 中, 向其缓慢滴加上述半抗原活化

溶液偶联反应过夜; 透析 3 d, 备用。 
 

 
 

图 1  MAT 及其半抗原 
Fig.1  MAT and its hapten 

 

1.3.2  金纳米粒子的合成与表征 
将要使用到玻璃仪器三角烧瓶与搅拌子用王水浸泡

过夜, 再用超纯水冲洗干净, 与 60 ℃烘箱烘干待用。参考

采用柠檬酸三钠还原法制备胶体金: 在 250 mL 三角烧瓶

中加入 95 mL 水搅拌, 加入 5 mL 质量浓度为 2 g/L 的氯金

酸溶液, 加热搅拌至沸腾, 继续加热搅拌持续 30 min, 然
后快速加入 1.8 mL 1%的柠檬酸三钠溶液, 体系一直保持

搅拌沸腾状态下, 观察溶液颜色变化, 先是暗紫色然后转

变为酒红色, 停止加热, 直到搅拌冷却, 用保鲜膜封口于

4 ℃冰箱保存备用。胶体金纳米粒子采用 UV-Vis 分光光度

计和 TEM 进行表征。 
1.3.3  金标抗体的条件优化 

(1)标记时的 pH 优化 
选用 0.1 mol/L 的 K2CO3 来优化 pH, 取 4 个 1.5 mL

的离心管分别加入 1 mL 的胶体金, 再加入 5、10、20、
30 μL 不同体积的 0.1 mol/L K2CO3 溶液, 混合均匀, 每管

加入事先用 2 mmol/L pH 8.0 的硼酸缓冲溶液稀释抗体到

0.2 mg/mL 50 μL, 充分振荡, 室温反应 35 min, 观察溶液

颜色, 将 MAT 标准品使用 PBS 稀释至 0.5 ng/mL, 在对应

试纸条加样孔中分别加入 100 μL 空白 PBS 和 100 μL 标

准品稀释液, 选择加标后具有肉眼辨别的较高抑制的且

0.1 mol/L K2CO3 用量最少的体积。 
(2)标记时抗体用量优化 
取 4 个离心管分别加入 1 mL 胶体金, 加入优化好的

0.1 mol/L K2CO3 的体积, 每管各加入 4、6、8、10 μg 不同

质量的抗体, 振荡均匀, 室温反应 35 min, 观察颜色变化, 
选择溶液颜色仍为均一酒红色且抗体用量最少且抑制最好

的浓度。 
(3)金标重悬液的优化 
在基础缓冲液中添加一些不同表面活性剂 : 5% 

Tween 20、5% PEG 20000、5% R65、5% PVP, 选择抑制最

好表面活性剂。 
1.3.4  金标抗体的条件制备过程 

(1)标记 
取 2 mL 离心管, 加入 1 mL 胶体金溶液, 加入优化好

的 0.1 mol/L K2CO3 溶液, 振荡均匀, 再加入优化好的抗体

用量, 充分混合, 室温反应 35 min。 
(2)封闭 
标记后, 加入 50 μL 10% BSA 溶液, 混合均匀, 反应

2 h。作用是覆盖金纳米粒子表面未与抗体结合的位点, 避
免非特异性吸附。 

(3)重悬 
封闭结束, 8000 r/min 4 ℃离心 20 min, 弃上清。用

1 mL 标记洗涤液溶解, 4000 r/min 4 ℃离心 20 min, 弃上

清, 加入 100 μL 金标重悬液, 置于 4 ℃保存。 
(4)冷冻干燥 
将金标重悬液稀释到一个合适的浓度, 以 50 μL/孔加

到 96 孔酶标板中, 利用冷冻干燥机进行冷冻干燥, 最后密

封干燥保存待用。 
1.3.5  胶体金试纸条 T 线包被原浓度的确定 

实验中将合成好的包被抗原稀释成: 0.05、0.10、0.15、
0.20 mg/mL 4 个质量浓度, 分别喷到 NC 膜 T 线上, 同时在

C 线喷上最佳适宜浓度的羊抗鼠二抗, 烘干待用。准备 4
个微孔, 加入金标抗体溶液吹打均匀, 插入准备好的不同

包被原浓度的试纸条, 7~8 min取出, 评价标准同上述一致, 
比较各浓度下试纸条的颜色, 选择均一且肉眼明显看出抑

制的时最低的包被浓度作为最佳的 T 线包被原浓度。 
1.3.6  胶体金试纸条组装 

胶体金试纸条主要有底板 PVC, 样品垫, 硝酸纤维膜

(NC 膜), 吸收垫 4 大部分组成, 如示意图 2 所示。首先,  
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图 2  胶体金免疫层析试纸条结构原理示意图 
Fig.2  Schematic diagram of the structure of the colloidal gold immunochromatographic test strip 

 
先在 NC 膜上喷上合适浓度的包被抗原和羊抗鼠二抗分别

作为 T 线和 C 线, 并置于 37 ℃烘箱烘 2 h 待用。检测使用

时具体操作流程为: 将金标抗体重悬液与样品待测液于微

型孔中混合, 反应 5~8 min, 再将试纸条样品垫的一端插入

微型孔中, 由于毛细管的作用, 溶液会由样品垫一端向吸

水垫一端流动。当为阴性样品时, 金标抗体直接与包被抗

原结合, C 线和 T 线同时显色。当为阳性样品时, 金标抗体

先与目标分子结合, 流动到 T 线时, T 线的包被抗原失去了

与抗体结合的位点, 金标抗体直接流动到 C 线, 这时只有

C 线显色或 T 线颜色变淡。如果 C 线都没有颜色, 说明该

试纸条是失效的。 
1.3.7  胶体金样本检测 

从无锡市滨湖区各农户草莓种植园中采集到 126 份草

莓实际样本, 配制含 1%的 ON-870 和 10%甲醇的 0.01 mol/L
的磷酸盐缓冲液作为样本稀释液。经过以下前处理过程, 称
取(1.00±0.02) g 的草莓样本于样品袋中, 加入 1 mL 稀释液, 
充分揉捏, 取 100 µL 液体加入到装有 100 µL 稀释液的离

心管中, 振荡混匀, 取上清进行胶体金试纸条筛查检测。 
1.3.8  胶体金免疫层析法验证 

(1)液相色谱-质谱法检测条件 
色谱条件: ACQUTITY BEH C18色谱柱(100 mm×2.1 mm, 

1.7 μm), 以 0.1%甲酸水溶液(A)和甲醇(B)为流动相, 柱温

40 ℃, 流速 0.3 mL/min, 进样量 10 µL。 
质谱条件: 采用电喷雾电离源(electrospray ionization, 

ESI)正离子扫描模式, 多重反应(multiple reaction monitoring, 
MRM)监测模式, 喷雾电压 3500 V, 离子源温度 350 ℃。 

(2)验证过程 
先用胶体金试纸条对收集到的样本进行检测, 当样

本中 MAT 的含量高于或等于试纸条检出限时, 检测结果

用阳性(+)表示并重复实验 5 次。再用液相色谱-质谱法

(liquid chromatography-mass spectrometry, LC-MS)对每个

阳性样本中 MAT 的含量进行定量。 

1.4  数据处理 

本研究采用 OriginPro 8.5 对相关数据进行统计分析。 

2  结果与分析 

2.1  金纳米粒子的合成 

将所得到颜色为透明酒红色的胶体金溶液, 进行紫

外鉴定, 观察其吸收峰的位置, 并通过透射电镜 TEM 表征

胶体金的均一性和分散性, 平均粒径为 25 nm。如图 3 胶

体金溶液的表征所示, 图 3a 为紫外吸收图, 在 530 nm 处

有特征吸收峰, 说明是为金纳米粒子; 图 3b 为 TEM 电镜

图, 说明金纳米粒子有很好的均一性和分散性。 

2.2  金标抗体条件优化和 T 线浓度优化 

在胶体金试纸条制备过程中, 金纳米粒子标记抗体

时体系的 pH 起到至关重要的作用。合适的 pH 有助于调控

金纳米粒子表面电荷防止非特异性聚集沉降, 并维持抗体

构象稳定性。只有在标记体系的 pH 接近或者略高于抗体

的等电点时, 金纳米粒子和抗体二者通过静电作用高效结

合。另外, 在标记时抗体的用量和检测时抗原的划膜浓度

对试纸条的灵敏度也有影响, 过量的抗体和过高的抗原浓

度会导致检测线 T 线颜色过深不敏感, 肉眼判断不清晰影

响检测结果。表面活性剂具有双亲结构有以下功能: 改善

抗体的微环境保持良好的构象, 增强识别能力; 也可防止

金纳米粒子聚集; 试纸条测试时促进金标偶联物流动扩散

均匀分布, 提高检测性能和稳定性。 
通过优化以上条件和参数, 得到苦参 MAT 试纸条金标

抗体最佳条件: 1 mL的胶体金溶液20 μL的0.1 mol/L K2CO3

和抗体 8 μg, 选择 5% PVP 表面活性剂, 抗原划膜质量浓度

为 0.10 mg/mL。如图 4 所示, 用星号标出了选择的最佳条件。

在最佳优化条件下, 确定了草莓中MAT检出限为10 µg/kg, 如
图 5 所示。 
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注: a. 紫外吸收图, 金纳米颗粒(gold nanoparticles, Au NPs); b. 透射电镜图。 
图 3  胶体金的表征 

Fig.3  Characterization of colloidal gold 

 

 
 

注: 表示最后所确定的条件。 
图 4  金标抗体 pH (a)、抗体标记量(b)、表面活性剂(c)及 T 线浓度(d)的确定 

Fig.4  Determination of pH (a), antibody labeling amount (b), surfactant (c) and T-line concentration (d) for  
gold labeled antibodies 

 

 
 

图 5  胶体金试纸条对 MAT 在草莓中的检测结果  
Fig.5  Test results of colloidal gold strips for  

MAT in Fragaria ananassa Duch  
 

2.3  MAT 试纸条样本快检结果 

在草莓试纸条检测中, 确定 MAT 检出限为 10 µg/kg, 
在此基础上进行 126 个样本的检测筛查, 根据比色法进行

判断, 其中 5、8、16、28 共 4 个样本, 检测线颜色明显减弱, 
说明样本中含有 MAT 残留且其含量相当或高于试纸条的检

出限, 为阳性样本并用星号标出, 如图 6 所示。 

 
 

注: 表示测得的阳性样本。 
图 6  MAT 胶体金试纸条检测 126 个草莓样本 
Fig.6  MAT colloidal gold test strip for detecting  

126 Fragaria ananassa Duch samples 
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2.4  胶体金试纸条方法验证 

通过试纸条对 4 个阳性样本进行 5 次重复检测实验, 
检测结果均为一致。样本经过 LC-MS 测定后, 阳性样本中

MAT 的残留量均接近或大于 10 µg/kg, 检测结果如表 1 所

示。经 LC-MS 仪器分析验证, 实验结果证明, 胶体金免疫

层析法可定性半定量检测草莓中 MAT 残留, 该方法具有

可行性。 
 

表 1  胶体金免疫层析法与 LC-MS 检测结果对比 
Table 1  Comparison of detection results between colloidal gold 

immunochromatography and LC-MS 

样本 
样本 
编号 

胶体金免疫层析法
(n=5) 

LC-MS/(µg/kg) 

草莓 

5 + + + + + 26.80 

8 + + + + + 17.60 

16 + + + + +  8.06 

28 + + + + + 12.30 

注: +为阳性。 

 

3  结  论 

基于高灵敏度的抗 MAT 单克隆抗体, 开发制备了草

莓中 MAT 快速检测的胶体金试纸条检测方法, 该技术不

需要复杂的仪器, 检测试剂成本相对较低, 且操作简单, 
无需专业技术人员, 降低草莓整体质量控制成本。能够向

消费者证明其产品的安全性和高品质, 维护品牌信誉, 增
强市场信心, 避免因农药残留超标导致的退货、索赔甚至

贸易壁垒, 保障草莓出口的顺畅, 助力出口贸易。另外可

为政府有关监管部门在进行大量、快速的现场抽检和风险

筛查时的有力工具, 提高监管效率和靶向性, 构建多层次

监管网络。 
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