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摘 要：【目的】建立韭菜中腐霉利残留的胶体金免疫层析快速检测方法。【方法】通过合成两种不同结构的腐霉利半抗

原，并分别与载体蛋白耦联制得免疫原和包被原，免疫小鼠获得腐霉利单克隆抗体。基于竞争性免疫抑制原理，建立可

视化胶体金免疫层析法。【结果】检测韭菜中腐霉利残留，检测限为 5 mg/kg，满足国家标准规定的最大残留限量；对实际

样本的检测结果与液相色谱-质谱法检测结果一致。【结论】本研究建立的方法具有简便、快速、准确等优点，可实现对韭

菜中腐霉利残留超标的高通量快速筛选。
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Rapid Detection of Procymidone Residue in Leek by Colloidal Gold Immuno⁃
chromatography
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Abstract：To establish a colloidal gold immunochromatographic method for the rapid detection of procymidone resi⁃
due in leek.Two haptens with different structures were synthesized and conjugated with a carrier protein. This pro⁃
cess prepared the immunogen and coating antigen, leading to the production of a monoclonal antibody against procy⁃
midone. Using the principle of competitive inhibition, a visualized colloidal gold immunochromatography method was
established.The detection limit of procymidone in leek was 5 mg/kg, which met the maximum residue limit of national
standard. The results of this method were consistent with those of the liquid chromatography-mass spectrometry
method. The established method is simple, rapid and accurate, which can be used for high-throughput screening of
procymidone residues in leek.
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腐霉利是一种低毒内吸性杀菌剂，兼具保护

和治疗的双重作用，主要用于防治果树及蔬菜作

物的灰霉病、菌核病等 [1-2]。韭菜是多年生宿根植

物，主要病害是灰霉病，种植过程中腐霉利等农

药施用较多 [3]，我国国家标准 GB 2763.1-2022《食

品安全国家标准 食品中 2,4-滴丁酸钠盐等 112
种农药最大残留限量》中规定，腐霉利在韭菜上

最大残留限量为 5 mg/kg[4]。如果不遵守采摘间隔

期或过量使用，都可能导致韭菜中的腐霉利残留
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超标，对消费者身体健康造成严重危害 [5-6]。近年

来各级抽检及调查数据显示，韭菜中腐霉利的检

出率和超标率均最高 [7-8]，因此，建立快速检测腐

霉利残留的方法对保障食品安全及消费者身体健

康具有重要意义。

腐霉利的残留分析主要采用气相色谱法、气

相色谱-质谱联用法、高效液相色谱法等仪器方

法 [9-12]，具有检出限低、结果准确等优点，但样品前

处理烦琐费时，需要专业技术人员和昂贵的仪器

设备，检测成本高，不适合大批量样品的现场快

速检测。与之相比，免疫分析技术具有简便、快

速、成本低等优点，其包括酶联免疫吸附技术（en⁃
zyme linked immunosorbent assay，ELISA）、免疫层

析技术等，均已广泛应用于高通量、现场检
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测 [13-16]，其中以胶体金免疫层析技术（colloidal gold
immunochromatography assay，GICA）的实用性更

强、应用更广。目前对腐霉利的免疫分析报道较

少，且多为制备抗体并应用于 ELISA检测，邹强 [16]

通过设计半抗原获得单克隆抗体，建立的间接竞

争 ELISA方法对腐霉利的半数抑制浓度（IC50）为
71 ng/mL；专利 20910961107.5中将获得的腐霉利单

克隆抗体细胞株用于酶联免疫分析检测，IC50值为

16.58 ng/mL[17]。ELISA方法仍然需要酶标仪等仪

器及具有一定经验的技术人员，且结果受外界因

素及样品基质影响较大 [18]。本研究基于胶体金免

疫层析技术，建立一种快速检测韭菜中腐霉利残

留的方法，为完善蔬果中腐霉利快速检测提供理

论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

腐霉利标准品（纯度≥99%，美国 Sigma公司）；

羟基腐霉利、3,5-二氯-4-氟硝基苯、1,2-二甲基

环丙烷-1,2二羧酸、N，N-二甲基甲酰胺、琥珀酸

酐、人血清白蛋白（human serum albumin，HSA）、卵
清蛋白（ovalbumin，OVA）、牛血清白蛋白（bovine
albumin，BSA）、羊抗鼠二抗、氯金酸（Sigma公司）；

PVC底板、样品垫、结合物释放垫、硝酸纤维素膜

（NC膜）、吸水垫（上海捷宁生物科技有限公司）；

其他化学试剂均为国产分析纯；提取液：0.02 mol/L
磷酸缓冲液（pH 7.0）。
1.2 仪器与设备

2000SBL电子天平（美国 Setra公司）；SBCJ磁
力搅拌加热器（河南圣亚仪器仪表有限公司）；

TGL16C台式高速冷冻离心机（湖南湘立科学仪器

有限公司）；XYZ3050 胶体金点样系统（美国

BioDot公司）；CT 300数控切条机（上海金标生物

科技有限公司）。

1.3 试验方法

1.3.1 腐霉利免疫原的制备

取 3,5-二氯-4-氟硝基苯 2.08 g加 80 mL乙醇

溶解，加入 NaOH 0.8 g搅拌，再加入氨基丁酸 1.05
g充分搅拌，60 ℃反应 4 h，反应结束后，60 ℃旋蒸

除去乙醇，加入水 100 mL，用乙酸乙酯 70 mL萃
取，收集水相，水相用 6 mol/L盐酸调节 pH到 5，再
用乙酸乙酯萃取，经无水硫酸钠干燥、蒸干，得到

中间体 1；将中间体 1加 90 mL甲醇溶解澄清，缓

慢加入 0.5 g钯碳，充分混匀后，抽取空气，通入氢

气，室温搅拌 6 h，反应结束后，抽滤除去钯碳，

60 ℃旋蒸蒸干，得到中间体 2；取 1,2-二甲基环丙

烷-1,2二羧酸 1.58 g加二氯甲烷 100 mL溶解，0~
5 ℃恒温 30 min，加入草酰氯 2.48 g，充分搅拌，再

加入 N,N-二甲基甲酰胺 0.5 mL，0~5 ℃继续搅拌

3 h；加入全部中间体 2，加三乙胺 2.8 mL，回流反

应 8 h，反应结束后，40 ℃旋蒸除去有机溶剂，加

入水 120 mL，用乙酸乙酯 100 mL萃取，蒸干，用硅

胶柱纯化，用石油醚和乙酸乙酯体积比为 5∶1的
混合溶剂洗脱分离，得到腐霉利半抗原Ⅰ（分子

结构式见图 1）。然后采用活泼酯法 [19]将腐霉利半

抗原Ⅰ与 HSA耦联，得到腐霉利半抗原Ⅰ-HSA
偶联物，即为免疫原，分装，-20 ℃保存。

（Ⅰ） （Ⅱ）

1.3.2 腐霉利包被原的制备

取 2.99 g羟基腐霉利加吡啶 80 mL溶解，加入

琥珀酸酐 1.1 g，油浴加热，75 ℃反应 6 h，反应结束

后，80 ℃旋蒸除去吡啶，加入水 100 mL和 1 mol/L盐
酸 10 mL，用乙酸乙酯 80 mL萃取，收集有机相，有

机相加无水硫酸钠干燥蒸干，用硅胶柱纯化，用

石油醚和乙酸乙酯体积比为 5∶1的混合溶剂洗脱

分离，得到腐霉利半抗原Ⅱ（分子结构式见图 1）。
然后采用混合酸酐法 [20]将腐霉利半抗原Ⅱ与 OVA
耦联，得到腐霉利半抗原Ⅱ-OVA偶联物，即为包

被原，分装，-20 ℃保存。

1.3.3 腐霉利单克隆抗体的制备

按照常规方法，用 1.3.1制备的免疫原免疫

Balb/c小鼠制备腹水抗体，用饱和硫酸铵法纯化

后备用 [21]，以间接竞争 ELISA分析抗体的灵敏度。

1.3.4 胶体金溶液的制备

用双蒸水将 1%的氯金酸稀释至质量分数为

0.01%，取 100 mL置于磁力加热搅拌器上煮沸，在

持续高温和搅拌下加入 1.5 mL 1%的柠檬酸三钠溶

液，继续搅拌加热至溶液颜色变为红色时停止，冷

却至室温，用双蒸水定容到 100 mL，4 ℃保存。

1.3.5 金标抗体的制备

1.3.5.1 胶体金标记最佳抗体浓度的确定

取 10 mL胶体金溶液，用 0.2 mol/L K2CO3调节

pH至 7.2，分装至 10支试管中。向其中加入不同

浓度的抗体，使其终浓度分别为 0、5、10、15、20、

图 1 腐霉利半抗原分子结构
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25、30、35、40 μg/mL，5 min 后分别加入 0.1 mL
10% NaCl溶液，混匀，静置 2 h后目测观察结果，

确定胶体金标记最佳抗体浓度。

1.3.5.2 胶体金标记抗体的制备及纯化

在磁力搅拌下，用 0.2 mol/L K2CO3调节胶体金

溶液的 pH至 7.2，按确定的胶体金标记最佳抗体

浓度向其中加入腐霉利单克隆抗体，搅拌混匀 30
min，静置 10 min，加入 10% BSA使其终质量分数

为 1%，静置 10 min，4 ℃、12 000 r/min离心 40 min，
沉淀用含有 0.5% BSA、4% 蔗糖、pH 7.2 的 0.02
mol/L磷酸盐缓冲液重悬，4 ℃保存。

1.3.6 试纸条的制备

用喷膜仪以 0.01 mL/cm将金标抗体均匀喷涂

于结合物释放垫上，37 ℃干燥 60 min备用；用 PBS
溶液分别将腐霉利包被原和羊抗鼠二抗稀释至

1.0 mg/mL和 200 μg/mL，以 1.0 μL/cm将二者包被

在 NC膜上作为检测线（T线）和质控线（C线），

37 ℃干燥 2 h备用。在 PVC底板上依次粘贴样品

垫、结合物释放垫、NC膜和吸水垫，切成 3.98 mm
宽的小条，装在特制的塑料卡壳中。

1.3.7 样品处理与检测

取新鲜韭菜去泥，剪碎成小于 1 cm见方的碎

片；称取 (2.00±0.05) g至 15 mL聚苯乙烯离心管

中，加入 6 mL提取液，盖上盖子，手动振荡 1 min，
静置 5 min；取 20 μL上清液和 980 μL提取液，混

匀即为待测液。吸取 100 μL待测液垂直滴于试

纸条加样孔中，液体流动开始计时，反应 10 min，
通过比色判断结果。当 T线消失或比 C线浅时，

判定为阳性（+）；当 T线与 C线一致或比 C线深

时，判定为阴性（-）。
1.3.8 试纸条性能指标的确定

1.3.8.1 检测限

取经液相色谱-质谱法（liquid chromatography-
mass spectrometry，LC-MS）检测确定的阴性韭菜样

本，分别添加腐霉利至质量浓度为 0、2.5、5、10
mg/kg，每个浓度重复 2次，用试纸条进行检测。

1.3.8.2 准确性

取阴性样本、加标阳性样本各 20份和 1个实

际阳性样本，用试纸条进行检测，计算假阳性率、

假阴性率。

1.3.8.3 比对试验

在超市、农贸市场随机购买 20份韭菜盲样，

分别用试纸条和 LC-MS检测腐霉利残留情况。

以腐霉利在韭菜上最大残留限量 5 mg/kg为判定

依据，阴性样本用“-”表示；阳性样本试纸条用

“+”表示，LC-MS用实测值表示。LC-MS检测条

件及前处理过程参考 GB/T 20769-2008《水果和蔬

菜中 450种农药及相关化学品残留量的测定 液

相色谱-串联质谱法》[22]，在北京安为天检测技术

有限公司完成。

2 结果与分析

2.1 间接竞争ELISA的抑制曲线

分别测定浓度梯度为 0、0.025、0.075、0.225、
0.675、2.025 μg/L的腐霉利标准溶液的吸光度值

（B），计算百分吸光率（B/B0）。以标准品百分吸光

率为纵坐标，腐霉利浓度的对数值（lgC）为横坐

标，绘制标准曲线，见图 2。由图 2可以看出，绘制

出的标准曲线为免疫法典型的倒“S”曲线，线性

方程为 y=-0.388 1x+0.119 8，R²=0.967 1；以竞争抑

制率达到 50%时所对应的腐霉利浓度（半数抑制

浓度）为抗体的灵敏度，即 0.105 μg/L。

2.2 胶体金标记最佳抗体浓度的确定

观察图 3各管的颜色差异发现，第 1管加入氯

化钠后由于盐离子效应改变了胶体金的性质 [23]，

出现由红变蓝的聚沉现象；第 5~9管的颜色与 10
号对照管基本一致，说明从 5号管以后加入的抗

体量足以稳定胶体金，则不会发生聚沉。因此，

图 2 腐霉利标准曲线

注：2~9号管加入的抗体浓度分别为 5、10、15、20、25、30、35、40
μg/mL；1号和 10号管为对照，其中 1号管不加抗体但加 10%

NaCl，10号管既不加抗体也不加 10% NaCl
图 3 胶体金标记最佳抗体浓度的确定结果
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胶体金标记最佳抗体浓度为 20 μg/mL，即稳定 1
mL胶体金最适抗体量是 20 μg，一般情况下，在此基

础上再加上20%[24]，则加入的抗体量应为24 μg。
2.3 检测限试验

图 4结果显示，随腐霉利质量浓度不断上升，试

纸条 T线颜色由深变浅。当腐霉利质量浓度为 5
mg/kg时，观察到 T线颜色明显弱于 C线，因此确定

本试纸条对韭菜中腐霉利的检测限为 5 mg/kg，满足

国家标准GB 2763.1-2022规定的最大残留限量。

2.4 准确性试验

测试结果显示，对于加标阳性样本和实际阳

性样本的检测结果均为阳性；阴性样本判断结果

均为阴性，假阴性率、假阳性率均为 0，说明本试

纸条可对韭菜中腐霉利残留超标进行准确定性。

2.5 比对试验

试纸条和 LC-MS盲样检测结果见表 1。试纸

条检测 20份盲样，检出 1份阳性样本；用 LC-MS
法检测，结果同样为阳性，进一步说明本研究开

发的胶体金免疫层析试纸条可对韭菜中腐霉利残

留超标进行准确定性。但在实际应用中，由于肉

眼判断的主观性影响，不能完全排除假阳性问

题，可配套胶体金读数仪进行半定量判定，对于

检测结果中出现的阳性样本，还需要用 LC-MS或

GC-MS等仪器方法进行确证。

3 结 论

在免疫分析中，通常将同种结构的半抗原与

不同的载体蛋白偶联制备免疫原和包被原，即同

源免疫分析（homologous immunoassay）[25]。异源免

疫分析（heterologous immunoassay）是指用于获得

抗体的免疫半抗原结构与用于建立免疫方法的竞

争半抗原结构不同 [26]。已有研究表明，异源分析

有利于提高免疫分析方法的检测灵敏度，且间隔

臂引入位点的异源分析比改变臂长度的异源分析

更灵敏[27]，王英姿等[28]基于异源包被，建立了曲安奈

德的间接竞争ELISA方法，灵敏度达到 0.53 ng/mL，
为同源分析的 10倍。

本研究创造性地将两种不同结构的腐霉利半

抗原分别与载体蛋白偶联后制得免疫原和包被

原，实现了异源免疫分析；免疫获得的单克隆抗

体对腐霉利的检测灵敏度达到 0.105 μg/L，与邹

强等 [16-17]的研究相比，灵敏度更高，由此建立的胶

体金免疫层析试纸条对韭菜中腐霉利的检测限为

5 mg/kg，满足国家标准规定的最大残留限量；对

实际样本的检测结果与液相色谱-质谱法检测结

果一致，可实现对韭菜中腐霉利的有效检测。
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图 4 GICA法检测限试验结果

表 1 GICA法与 LC-MS法检测盲样结果 mg/kg
样本

编号
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2
3
4
5
6
7
8
9
10

检测方法

GICA
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-
-
-
-
+
-
-

LC-MS
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-
-
-
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-
-

样本

编号
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20

检测方法

GICA
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

LC-MS
-
-
-
-
-
-
-
-
-
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