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胶体金免疫层析法快速检测金银花中的马拉硫磷 
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摘  要: 目的  建立了一种通过胶体金免疫层析技术快速测定金银花中马拉硫磷药物残留的方法。方法  金

银花中残留的马拉硫磷可与胶体金标记的单克隆抗体结合, 抑制抗体和硝酸纤维素膜(T 线)上的抗原结合, 从

而引起 T 线颜色变化。本研究比较分析了不同 pH、抗体添加量、抗原包被量、冻干保护剂种类、Tween 20

添加量等因素对检测结果的影响。结果  通过研究发现马拉硫磷单克隆抗体(malathion monoclonal antibody, 

mAb)和羊抗鼠免疫球蛋白(goat anti-mouse immunoglobulin, IgG)金标抗体制备的最适 pH 为 9.0, Tween 20 为最

适宜添加量为 50 μL, 金标抗体的最适宜冻干保护剂为 1.0 g 蔗糖+0.5 g 牛血清白蛋白+0.5 g 甘露醇, 优化后的

方法对于银花中的马拉硫磷的检出限为 50 μg/kg, 同时该方法对于马拉硫磷有很好的特异性(200~1000 μg/kg

的水胺硫磷、丙溴磷、甲拌磷和倍硫磷均不能产生反应), 使用阴性样品和阳性样品进行方法验证发现该方法

假阳性率为 1.0%, 假阴性率为 0.5%, 做到了现有标准方法的检测结果一致。根据该方法制作的检测卡在室温、

密封、干燥环境条件下可以保存 1 年。结论  本研究所建立的方法操作简便, 特异性强, 灵敏度和准确度高, 

检测时间短且稳定性好, 可用于金银花大量样品的马拉硫磷残留的快速检测。 

关键词: 马拉硫磷; 金银花; 胶体金免疫层析法 

Rapid determination of malathion in Lonicera japonica by colloidal  
gold immunochromatography 
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(1. Tianjin Huace Testing and Certification Co., Ltd., Tianjin 300300, China; 2. Qingdao Huace Testing and Certification 
Co., Ltd., Qingdao 266000, China; 3. Key Laboratory of Eco-environments in Three Gorges Reservoir Region, Ministry of 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the rapid determination of malathion drug residues in Lonicera 

japonica by colloidal gold immunochromatography. Methods  The residual malathion in honeysuckle can bind to 

the colloidal gold-labeled monoclonal antibody, inhibiting the binding of the antibody to the antigen on the 

nitrocellulose membrane (T line) and resulting in a color change on the T line, this study analyzed the effects of 
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various factors, such as pH, antibody addition amount, antigen coating amount, type of freeze-drying protective 

agent, and Tween 20 addition amount on the test results. Results  The optimal conditions determined were as 

follows: The optimal pH for preparing the malathion monoclonal antibody (mAb) and goat anti-mouse 

immunoglobulin (lgG) gold-labeled antibody was 9.0; the optimal amount of Tween 20 added was 50 μL; and the 

optimal lyophilization protectant for the gold-labeled antibody was a mixture of 1.0 g sucrose, 0.5 g bovine serum 

albumin and 0.5 g mannitol. The optimized method achieved a limit of detection was 50 μg/kg for malathion in 

Lonicera japonica. Furthermore, the method exhibited high specificity for malathion; no cross-reactivity was 

observed with isocarbophos, profenofos, phoxim or fenthion at concentrations ranging from 200 to 1000 μg/kg. 

Method validation using negative and positive samples showed a false-positive rate of 1% and a false-negative rate of 

0.5%, achieving consistency with the results from existing standard methods. The test strips produced based on this 

method could be stored for one year at room temperature under sealed and dry conditions. Conclusion  The method 

established in this study is simple to operate, highly specific, sensitive and accurate. It requires a short detection time 

and demonstrates good stability, making it suitable for the rapid screening of malathion residues in large batches of 

Lonicera japonica samples. 
KEY WORDS: malathion; Lonicera japonica; colloidal gold immunochromatography 
 
 

0  引  言 

金银花(Lonicera japonica)作为传统药食同源类药材, 
具有清热解毒、疏散风热等多种功效[1], 广泛应用于感冒、

咽喉痛、热毒血痢等症状的治疗[2]。在金银花的种植过程中, 
农药的不合理使用导致农药残留的问题非常严重[3]。相关统计

数据显示马拉硫磷是金银花中检出率较高的有机磷农药[4]。

马拉硫磷是一种广谱有机磷杀虫剂, 其因高效、低毒和易降

解等特点, 被广泛应用于农作物和中药材的种植[5]。摄入含

有马拉硫磷的食品或中药材, 会对人体造成潜在健康危害, 
如引起神经系统、内分泌系统和免疫系统的功能紊乱[6]。

因此, 加强对金银花等中药材中马拉硫磷残留的检测, 是
保障其药材质量和安全的重要环节。 

目前, 马拉硫磷残留的检测方法主要有气相色谱-串
联质谱法 (gas chromatography-tandem mass spectrometry, 
GC-MS/MS)[6]、高效液相色谱法(high performance liquid 
chromatography, HPLC)[7] 、 液 相 色 谱 - 质 谱 法 (liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MS)[8]等。根

据 GB 23200.10—2016《食品安全国家标准 桑枝、金银花、

枸杞子和荷叶中 488 种农药及相关化学品残留量的测定 气相

色谱-质谱法》, 金银花中马拉硫磷的定量限为 0.1000 mg/kg。
相关的研究表明在合适条件下上述方法都能满足检测要求[9–11], 
但是这些方法皆操作复杂、检测时间长、仪器设备昂贵、

对技术人员的要求较高, 而且无法实现现场快速检测和

大规模筛查。因此, 建立一种快速、准确、灵敏的方法用

于检测金银花中马拉硫磷残留量是一项亟待开展的研究

工作。 
胶体金免疫层析技术(colloidal gold immunochromatographic 

assay, GICA)作为一种新兴的免疫标记技术, 因其快速、简便、直

观和低成本等优点, 在农药残留检测领域获得广泛的应用[12–16]。

通过将特异性抗体与胶体金颗粒结合, 制备成胶体金标记

抗体, 再利用层析技术, 可以实现对目标农药化合物的快速

检测[17]。该方法不仅灵敏度高、特异性强, 而且操作简便、

检测成本低, 非常适合于现场检测和大规模的筛查[18]。相

关研究表明: 针对蔬菜水果中有机磷农药残留, GICA 对大

部分农药的检出限低于或等于国家标准规定, 表现出较高

的灵敏度[19–23]。目前利用 GICA 快速检测金银花中马拉硫

磷残留的方法尚未建立。该项工作不仅有利于中药材金银

花的质量监督, 对于推动金银花的标准化种植和加工也有

重要作用。 
本研究建立了一种基于 GICA的金银花中马拉硫磷残

留的检测方法。通过优化马拉硫磷抗体的标记量与固定方

法以及试纸条的层析条件, 实现了金银花中马拉硫磷残留

的快速检测, 其实际使用结果与标准方法一致, 能够满足

中药材中马拉硫磷检出限的要求(50 µg/kg)。为金银花的安

全生产和质量控制提供了有力支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

金银花样品来自天津市中药材市场。 
马拉硫磷、水胺硫磷、丙溴磷、甲拌磷、倍硫磷标准

品(纯度≥99%, 德国 Dr. Ehrenstorfer GmbH 公司); 牛血清

白蛋白 (bovine serum albumin, BSA)(纯度≥98%, 美国

Sigma 公司 ); 马拉硫磷抗原、马拉硫磷单克隆抗体

(malathion monoclonal antibody, mAb)、羊抗鼠免疫球蛋白

(goat anti-mouse immunoglobulin, IgG)(无锡迪腾敏生物科

技有限公司); 碳酸钾、氢氧化钠、海藻糖、蔗糖、浓 HCl(质
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量分数约为 37%)、氯金酸、Tween-20(分析纯)(阿拉丁生化

科技股份有限公司); 硝酸纤维素膜(CN140, 德国 Sartorius
公司); 吸水垫、样品垫、PVC 底板(上海捷一生物科技有

限公司); 胶体金重悬液(天津华测检测认证有限公司实验

室); 实验用水均为超纯水。 

1.2  仪器与设备 

赛多利斯 BSA224S 电子分析天平(精度 220 g/0.0001 
g)、HM3035 XYZ 三维划膜喷金仪、CTS300 数控裁条机、

ZQ2002 微电脑斩切机 (上海金标生物科技有限公司 ); 
TG16-WS 台式高速离心机(湖南湘仪离心机仪器有限公司); 
250 度台式鼓风干燥箱 (上海合恒仪器设备有限公司 ); 
TD4K-Z 离 心 机 ( 长 沙 东 旺 实 验 仪 器 有 限 公 司 ); 
BILON-1000FD 真空冷冻干燥机(上海比朗仪器制造有限

公司); UV-8000S 紫外可见分光光度计(上海元析仪器有限

公司); HITACHI HT7700 透射电镜(飞纳科技公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  胶体金溶液制备 
准确移取 3 mL 1% (m:V)氯金酸溶液于 900 mL超纯水

中, 100 ℃加热至沸腾, 再加入 9 mL 1% (m:V)柠檬酸钠溶

液[11], 混匀, 待溶液颜色变成酒红色且保持不变时, 保持

沸腾 15 min, 静置冷却至室温, 然后将胶体金溶液用超纯

水定容至 900 mL, 4 ℃避光保存。 
1.3.2  胶体金质量鉴定 

肉眼观察法: 将胶体金溶液放置在透明的容器内, 通
过裸眼观察胶体金溶液的色泽、沉淀情况, 以确定制备的

胶体金质量。 
透射电镜法: 将 20 μL 胶体金溶液滴在超薄碳膜的铜

网上, 在 37 ℃孵育 10 min 后, 用滤纸吸去残留液, 在室温

进行干燥, 并通过透射电镜观察胶体金颗粒粒径大小和均

一性, 颗粒的团聚现象, 进一步确定胶体金的质量。 
1.3.3  胶体金标抗体制备与质量鉴定 

胶体金标抗体制备[11]: 分别移取 1 mL 胶体金溶液于

2 个 1.5 mL 离心管中, 用硼酸缓冲液调节至最适 pH。再分

别加入 IgG、mAb, 混匀, 室温静置 30 min 后, 加入 100 μL 
0.1 g/mL BSA封闭 30 min, 4 ℃、12000 r/min离心 30 min, 弃
上清, 沉淀用胶体金重悬液进行复溶, 分别制备出 2 种金标

抗体溶液。 
1.3.4  胶体金免疫层析检测卡制备 

胶体金免疫层析检测卡的结构如图 1 所示, 具体制备

步骤如下。 
金标微孔制备: 将金标抗体溶液等体积混匀, 准确移

取 25 μL 加入金标微孔, 再加入 50 μL 冻干保护剂, 混匀后

置于冷冻干燥机中, –70 ℃预冻 3 h, –55 ℃真空干燥 48 h。
马拉硫磷 Ag 和 0.3 mg/mL 的羊抗鼠 IgG 分别喷涂在 NC
膜上作为检测线(T 线)和质控线(C 线), 42 ℃烘干待用。 

胶体金免疫层析检测卡组装: 将样品垫、NC 膜、吸

水纸按照顺序依次粘贴在 PVC 底板上, 样品垫位于 NC 膜

下方, 每个连接处均重叠 2 mm, 然后将组装好的长板切成

4 mm 宽的试纸条, 装上外壳, 密封干燥保存备用。 
 

 
 

注: 1. 样品垫; 2. T 线; 3. C 线; 4. NC 膜; 5. 吸水纸; 6. PVC 底板。 
图 1  GICA 检测卡结构示意图 

Fig.1  Schematic structure of GICA test card 
 

1.3.5  样品分析与结果判定 
样品前处理: 将金银花样品用剪刀剪碎, 准确称量剪

碎后的取金银花 1.00 g(精确至 0.01 g)置于 50 mL 离心管中, 
加入 10 mL 金银花专用提取液, 并振荡提取 5 min, 4000 r/min
离心 3 min, 上清液即为待测液。 

样品检测与结果判定: 吸取 150 μL 待测液于金标微

孔, 反复轻柔吹吸 30 s 至微孔的试剂完全溶解, 室温孵育

2 min; 从金标微孔中吸取 100 μL 反应液滴加于检测卡加

样区, 室温反应 5 min。检测结果的判定依据如下: (1)阳性。

C线显色而T线不显色, 或T线显色但强度明显弱于C线, 这
表明样本中的分析物抑制了抗体与T 线抗原的结合。(2)阴性。

C 线与T 线均清晰显色, 且T 线显色强度与C 线相当或更强。

(3)无效。C 线未显色, 表明层析过程失败或检测卡失效。 
1.3.6  GICA 检测条件优化 

(1)抗原包被量的优化 
将马拉硫磷抗原用 20 mmol/L 磷酸缓冲液(pH 7.8)分

别进行梯度稀释, 最终使马拉硫磷 Ag 的质量浓度为: 0.2、
0.4、0.8 mg/mL, 并将其分别喷涂到 NC 膜上形成 T 线。将

马拉硫磷的标准品溶液稀释至 100 ng/mL 作为工作液, 作
为阳性对照, 并以 50 mmol/L Tris-HCl 稀释液(pH 8.0)作为

空白对照。在反应结束后根据 T 线和 C 线显色以及加标抑

制情况, 确定抗原的最佳包被量。 
(2)最适抗体标记量的优化 
向胶体金溶液中分别添加不同含量的马拉硫磷 mAb 

(3.0、6.0、12.0 μg), 按照 1.3.3 节制备金标抗体。马拉硫

磷的标准品溶液分别用提取液稀释至 5 µg/L 作为工作液, 
作为阳性对照, 并以试剂盒提取液作为空白对照。在反应

结束后根据 T 线和 C 线显色以及加标抑制情况, 确定金标

抗体制备的最佳抗体添加量。 
(3)最佳 pH 的优化 
选择 pH 范围为 7.5~9.5 的缓冲液, 按照 1.3.3 节和

1.3.5 节分别进行金标抗体制备和分析检测。通过观察 T 线

和 C 线的显色及 NC 膜膜面颜色变化情况, 确定制备金标

抗体的最佳 pH。 
(4) Tween 20 添加量的优化 
分别移取 0、20、50、100 μL Tween 20 于 10 mL 样品
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提取液中混匀。分别将不同 Tween 20 含量的样品提取液与

金标抗体混匀孵育 2 min, 滴加于检测卡加样区, 并根据反

应液的层析情况以及 T 线和 C 线的显色及 NC 膜膜面颜色

变化情况, 确定样品提取液中最佳表面活性剂的含量。 
(5)冻干保护剂的优化 
根据以上实验选择最佳 pH 和抗体添加量后, 对蔗

糖、BSA 和甘露醇最佳的用量进行了优化。设计了 5 种冻

干保护剂组合, 分别为保护剂 A (1.0 g 蔗糖+1.0 g BSA+1.0 g
甘露醇)、保护剂 B (0.5 g 蔗糖+0.5 g BSA+0.5 g 甘露醇)、
保护剂 C (1.0 g 蔗糖+0.5 g BSA+0.3 g 甘露醇)、保护剂 D 
(0.5 g 蔗糖+1.0 g BSA+0.3 g 甘露醇)和保护剂 E (0.5 g 蔗糖

+0.5 g BSA+1.0 g 甘露醇)。将上述 5 种冻干保护剂分别加

入 10 mL 50 mmol/L Tris-HCl稀释液(pH 8.0)溶解, 吸取50 μL
加到微孔板中, 然后再加入金标抗体后混匀冷冻干燥。加入

阴性样品提取液 150 µL, 进行层析反应, 等反应结束根据

T 线和 C 线的显色情况, 分析不同冻干保护剂用量的保护

效果。 
1.3.7  性能评价 

(1)检出限 
基于已建立的 GICA, 分别以阴性金银花为基质, 做

一系列梯度加标实验, 即马拉硫磷物加标量: 0、10、25、
50、100、200 μg/kg; 按照 1.3.5 节对样品进行分析与结果

判定, 以 T 线颜色明显小于 C 线时的最低浓度作为本方法

的检出限。 
(2)特异性 
基于已建立的 GICA, 分别以阴性金银花为基质, 开

展药物的交叉反应实验。选取水胺硫磷、丙溴磷、甲拌磷、

倍硫磷各药物加标量分别为: 200、1000、400、500 μg/kg; 分
别加入称好的金银花中, 经过提取和检测以验证该方法的

特异性。 
(3)准确性实验 
经 GB 23200.10—2016《食品安全国家标准 桑枝、

金银花、枸杞子和荷叶中 488 种农药及相关化学品残留

量的测定 气相色谱-质谱法》检测后马拉硫磷含量低于

0.1000 mg/kg的样品为阴性样品, 在阴性样品中添加不同

浓度的马拉硫磷(0.1、0.2、0.4 mg/kg), 制成阳性样品 200
份(每种添加浓度的样品为 50 份)。对于 200 份阴性和阳性

样品各, 使用 3 批不同批次的试纸条对上述样品重复检测

3 次, 分别计算假阳性率和假阴性率。 
(4)稳定性 
随机选取 3 个批次(20231012、20231016、20231023)

的检测卡干燥密封, 分别置于 4、25 和 37 ℃下储存, 90 d
后取出备用。选用 1 倍检出限加标样品和阴性样品, 分别

进行分析实验, 以验证该方法的稳定性。 
1.3.8  方法的实际应用 

选用市售金银花共20份, 采用本方法和GB 23200.10—2016

进行检测, 比较分析本研究建立的方法与标准方法的一致性。 

1.4  数据处理 

所有实验处理都设置 3 个或 3 个以上的重复, 所有重

复的测试结果皆为阳性时, 该处理获得结果才被认定为阳

性。使用 Excel 2020 进行结果相关表格的制作, 使用 Adobe 
IllustratorCS6 软件进行结果相关图片的整理和排版。 

2  结果与分析 

2.1  胶体金质量鉴定结果 

通过肉眼观察, 胶体金溶液呈酒红色, 透亮无杂质, 上
层无油状漂浮物, 因此可初步判定胶体金制备成功(图 2A)。
透射电镜的观察结果显示: 胶体金平均粒径为 20 nm, 大小

一致, 分布均匀, 进一步证明胶体金溶液制备成功(图 2B)。 
 

 
 

图 2  胶体金溶液外观(A)和胶体金透射电镜扫描图(B) 
Fig.2  Appearance of colloidal gold solution (A) and transmission 

electron microscopy photos of colloidal gold (B)  

 
2.2  金标抗体质量鉴定结果 

利用紫外可见分光光度计对制备的金标抗体进行光谱

扫描, 可以发现: 胶体金溶液的最大吸收峰出现在 520 nm
处, 而胶体金标记的 mAb 和 IgG 的最大吸收峰则分别出现

在 525 nm、526 nm 处(图 3)。金标抗体的最大吸收峰发生

红移说明其物质结构发生改变, 证实金标抗体制备成功。 

 

 

 
图 3  胶体金与金标抗体的紫外可见吸收光谱 

Fig.3  Ultraviolet-visible absorption spectra of colloidal gold and 
gold-labeled antibodies 



第 1 期 智军海, 等: 胶体金免疫层析法快速检测金银花中的马拉硫磷 57 
 
 
 
 
 

 

2.3  GICA 检测条件优化结果 

2.3.1  抗原包被量的优化结果 
将马拉硫磷 Ag 的质量浓度分别稀释成 0.20、0.40、

0.80 mg/mL 然后进行包被, 从测试结果可以看出当包被质量

浓度在0.40 mg/mL时, 阴性最为明显, 且阴阳性对比最为明显

(图 4)。因此, 可以确定 0.40 mg/mL 为最佳抗原包被质量浓度。 
 

 
 

注: -. 阴性; +. 阳性。 
图 4  抗原包封结果  

Fig.4  Results of optimal antigen encapsulation 
 

2.3.2  抗体添加量的优化结果 
分别加入 3.0、6.0、12.0 μg 马拉硫磷 mAb 进行测试

可以发现: 当加入 6.0 μg 马拉硫磷 mAb 时, 空白对照的 T 线

显色清晰(图5), 且阳性对照的抑制效果好, 满足目视法判定要

求。因此, 可以确定最适宜马拉硫磷 mAb 加入量作为 6.0 μg。  
 

 
 

注: 3.0、6.0、12.0 µg 分别为加入 3.0、6.0、12.0 µg 抗体。 
图 5  最适抗体标记量结果 

Fig. 5  Results of optimal antibody addition 
 

2.3.3  pH 的优化结果 
本研究还比较了不同 pH 条件下的检测效果。结果表

明: 当胶体金溶液的 pH 为 9.0 时, 胶体金标记的马拉硫磷

mAb 和羊抗鼠 IgG 的颜色最深, 膜面相对干净 T 线和 C 线

颜色区别明显(图 6)。因此, 马拉硫磷 mAb 和羊抗鼠 IgG
金标抗体制备的最适 pH 应为 9.0。 
2.3.4  Tween 20 添加量的优化结果 

样品提取液中添加 Tween 20能够避免金标抗体在 NC
膜上会出现堵塞现象。本研究分析了不同的 Tween 20 添加

量的测试效果(图 7)。结果表明: 在稀释液中添加一定体积

的 Tween 20 时, 则堵塞现象消失。但随着 Tween 20 添加体

积的增大, T 线显色明显减弱, 影响最终的检测结果。加入

50 μL Tween 20 时, T 线颜色最深, 可以判定 50 μL Tween 20
为最适宜。 

 

 
 

图 6  pH 优化结果 
Fig.6  Results of pH optimization 

 

 
 

注: 0、25、50、100 μL 分别为 Tween 20 添加量。 
图 7  Tween 20 不同添加量的检测结果 

Fig. 7  Results of different spiked levels of Tween 20 
 

2.3.5  冻干保护剂的优化 
本研究还分析了不同的冻干保护剂对于测试效果的

影响(图 8)。结果显示: 单纯冻干的金标抗体在检测时显色

减弱, 直接影响到目视判定; 而添加保护剂的金标抗体显

色较为清晰。在多种保护剂中, 保护剂 A 颜色偏浅, C、D、

E 却能引起胶体金在 NC 膜底部聚集, 易出现假阴性。因

此, 可以确定保护剂 B (0.5 g 蔗糖+0.5 g BSA+0.5 g 甘露醇)
是金标抗体的较为适宜的冻干保护剂。 

 

 
 

注: A. 1.0 g 蔗糖+1.0 g BSA+1.0 g 甘露醇; B. 0.5 g 蔗糖+0.5 g 
BSA+0.5 g 甘露醇; C. 1.0 g 蔗糖+0.5 g BSA+0.3 g 甘露醇; D. 0.5 g 蔗

糖+1.0 g BSA+0.3 g 甘露醇; E. 0.5 g 蔗糖+0.5 g BSA+1.0 g 甘露醇。 
图 8  不同成分冻干保护剂的检测结果 

Fig.8  Results of different lyophilized protective agents 
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2.4  性能评价分析 

2.4.1  检出限结果 
利用以上优化后的方法 , 进行了不同浓度马拉硫

磷的检测(表 1), 结果显示: 马拉硫磷加标浓度大于等于

50 μg/kg 时检测结果全部为阳性, 说明该方法应用于银

花中的马拉硫磷的检出限为 50 μg/kg。 
 

表 1  马拉硫磷的检出限(n=5) 
Table 1  Limit of detection of malathion (n=5) 

基质 禁用药物 添加水平/ 
(μg/kg) 

检测结果 

金银花 
马拉 
硫磷 

0 － －  － － － 

10 － － － － － 

25 － ＋ － － － 

50 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 

100 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 

注: ＋代表阳性; －代表阴性, 表 2、4~6 同。 

 
2.4.2  特异性结果 

同时, 本研究还进行了反应特异性的测试。由表 2 可

以 看 出 : 马 拉 硫 磷 与 水 胺 硫 磷 (200μg/kg) 、 丙 溴 磷

(1000μg/kg)、甲拌磷(400μg/kg)、倍硫磷(500μg/kg)均无交

叉反应产生, 说明该方法的检测特异性较好。 

 
表 2  交叉反应实验结果(n=3) 

Table 2  Results of cross-reactivity (n=3) 

目标化合物 
其他有机

磷类药物 
添加水平/ 

(μg/kg) 
检测结果 

马拉硫磷 

水胺硫磷 200 － － － 

丙溴磷 1000 － － － 

甲拌磷 400 － － － 

倍硫磷 500 － － － 

 
2.4.3  准确性结果 

对于建立方法的准确性, 分析结果(表 3)表明: 在 200
个阴性样品(无马拉硫磷的白金银花)中, 出现了 2 例阳性

结果; 在 200 个阳性样品(马拉硫磷添加量为 50 µg/kg 的金

银花)中, 出现了 1 例阴性结果。说明该方法假阳性率为 1%, 
假阴性率为 0.5%。 

 
表 3  马拉硫磷快速检测试结果 

Table 3  Results of rapid detection of malathion 

样品情况 
检测结果 

阳性 阴性 

阳性样品 199 1 

阴性样品 2 198 

假阴性率/% 0.5 

假阳性率/% 1.0 

为进一步证实 GICA 的准确性, 将本方法与参比方法

的检测结果进行比较分析(表 4), 结果表明: GICA 与参比

方法的检测结果相同, 一致率为 100%。 
 

表 4  GICA 与参比方法检测样本中马拉硫磷的含量(n=3) 
Table 4  Results of determination of malathion in samples by 

GICA and comparison method (n=3) 

药物 基质 添加水平/
(μg/kg)

GICA 检出结果 参比方法/(μg/kg)

马拉

硫磷
金银花

0 － － － 未检测到 

50 ＋ ＋ ＋ 51 

100 ＋ ＋ ＋ 93 

200 ＋ ＋ ＋ 188 
 

2.4.4  稳定性结果  
本研究利用加标样品和空白样品测试了基于本方法

制备的检测卡在室温下的储存稳定性。由表 5 可知, 在贮

存时间小于 12 月的情况下, 检测卡的功能都能有效地保

持(能够对含 50 μg/kg 马拉硫磷的样品进行准确的检测)。
由此可见, 该检测卡在室温、密封、干燥环境条件下可以

保存 1 年。 
 

表 5  稳定性实验(n=6) 
Table 5  Stability determination (n=6) 

储存 
温度/℃

储存 
时间/月

检测结果 

空白 
1 倍检出限 

(样品含 50 μg/kg 
马拉硫磷) 

25  

3 － － － ＋ ＋ ＋ 

6 － － － ＋ ＋ ＋ 

9 － － － ＋ ＋ ＋ 

12 － － － ＋ ＋ ＋ 

 

2.5  实际应用效果 

为验证所建立的方法的实际应用效果, 在市场上随

机选取了 20 份金银花作为供试材料, 采用本研究建立的

方法进行检测并与参与方法进行了比较(表 6)。结果表明: 
20 份样品中, 有 1 份样品经参比方法检测显示马拉硫磷含

量为 63 µg/kg, 同时经本方法检测结果也呈阳性, 说明在

实际应用的过程中参比方法与本方法检测结果高度一致。 
 

表 6  市售金银花中药物残留的检测结果(n=3) 
Table 6  Detection results of drug residues for Lonicera japonica 

samples from market (n=3) 

样品序号 GICA 参比方法/ 
(µg/kg) 

1 － － － － 

2 ＋ ＋ ＋ 63 

3 － － － － 

4 － － － － 
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表 6(续) 

样品序号 GICA 参比方法/ 
(µg/kg) 

5 － － － － 

6 － － － － 

7 － － － － 

8 － － － － 

9 － － － － 

10 － － － － 

11 － － － － 

12 － － － － 

13 － － － － 

14 － － － － 

15 － － － － 

16 － － － － 

17 － － － － 

18 － － － － 

19 － － － － 

20 － － － － 
 

3  讨论与结论 

金银花在种植的过程中会发生多种虫害(蚜虫、尺

蠖、银花叶蜂、红蜘蛛等)[24–25], 马拉硫磷因其具有较好的

毒杀和防治效果, 被广泛应用于金银花的种植[26–27], 但马

拉硫磷具有较强的神经毒性和肝脏毒性[28], 限制使用马拉

硫磷正在成为农产品和中药材生产上的共识[29]。目前, 中
国药典尚未对金银花中马拉硫磷残留量做出明确的限量要

求[30], 这可能是市场上很多金银花样品中能够检测到马拉

硫磷的一个重要原因。 
为保障金银花药材的安全性, 建立和发展金银花农药

残留的快速高效检测方法是必不可少的工作。目前对于金银

花中有机磷农药残留的检测方法以气相色谱法为主[31–32], 
无法满足快速、高效、大规模的检测要求。本研究基于胶体

金免疫层析法建立了金银花样品中马拉硫磷残留量的快速

检测方法, 实验结果显示该方法的检出限为 50 µg/kg, 低
于相关的国家标准(0.1000 mg/kg), 说明该方法灵敏性较高, 
符合要求。同时, 测试结果还显示其他的有机磷化合物(水
胺硫磷、丙溴磷、甲拌磷、倍硫磷)均不能引起阳性反应, 说
明该方法具有很强的特异性。在本方法的准确性测试结果

中, 假阳性率为 1.0%, 假阴性率为 0.5%, 这个现象可能原

因是金银花成分比较复杂, 会对抗原和抗体反应产生了一

定的干扰。但在实际测试中, 样本检测结果与气相色谱-串
联质谱法检测结果一致, 说明基于本方法制作的检测卡的

检测结果准确可信。本研究还分析了不同存放时间的检测

卡的测试效果差异, 发现在 1 年以内检测结果准确、稳定, 
符合相关要求。因具有成本较低、操作简便、检测速度快、

准确性高等优点, 本研究方法适用于基层大批量样本检测

和现场快速检测, 对指导金银花的种植和加工, 以及保障

金银花质量安全具有重要价值。 
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