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胶体金免疫层析法快速检测蔬菜中毒死蜱残留 

叶秋雄 1#, 侯  韬 1#*, 梁俊发 1, 易云婷 1, 刘亚青 2, 梁  科 3,  
毛新武 1, 罗志锋 1, 朱亮宇 1, 陈亮亮 1 

(1. 广州市食品检验所, 广州  511405; 2. 东莞理工学院生命健康技术学院, 东莞  523808;  
3. 广东达元绿洲食品安全科技股份有限公司, 广州  510700) 

摘  要: 目的  建立基于胶体金免疫层析技术的快速检测蔬菜中毒死蜱残留的方法。方法  对提取溶剂、提

取时间、检测温度等前处理条件进行系统优化, 确定最佳快速检测参数, 并确定该快速检测方法的假阴性率、

假阳性率、相对准确度等性能指标。结果  8.0 mL 0.1 mol/L 磷酸盐缓冲溶液为试样提取溶剂, 3 min 为提取

时间, 检测温度为 15~35 ℃是最佳的快速检测参数。实验结果显示, 该方法的假阴性率和假阳性率均为 0%, 

相对准确度为 100%; 20 份蔬菜试样的快速检测结果与液相色谱-串联质谱法检测结果一致。结论  该方法的

检测性能良好, 适用于现场快速检测和大规模筛查。 
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Rapid detection of chlorpyrifos residues in vegetables by colloidal gold 
immunochromatography 

YE Qiu-Xiong1#, HOU Tao1#*, LIANG Jun-Fa1, YI Yun-Ting1, LIU Ya-Qing2, LIANG Ke3,  
MAO Xin-Wu1, LUO Zhi-Feng1, ZHU Liang-Yu1, CHEN Liang-Liang1 

(1. Guangzhou Institute of Food Inspection, Guangzhou 511405, China; 2. School of and Health Technology, Dongguan 
University of Technology, Dongguan 523808, China; 3. Guangdong Dayuan Oasis Food Safety Technology Co., Ltd., 
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ABSTRACT: Objective  To establish a rapid detection method suitable for the determination of chlorpyrifos 

residues in vegetables based on the colloidal gold immunochromatographic technology. Methods  The pretreatment 

conditions such as extraction solvent, extraction time and detection temperature were systematically optimized to 

determine the optimal rapid detection parameters. Additionally, the performance indicators of this rapid detection 

method, including false negative rate, false positive rate and relative accuracy, were confirmed. Results  Using 8.0 mL 

of 0.1 mol/L phosphate buffer saline solution as the sample extraction solvent, setting the extraction time to 3 min, 
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and controlling the detection temperature within the range of 15–35 ℃ were determined as the optimal parameters for 

rapid detection. The experimental results showed that the false negative rate and false positive rate of this method 

were both 0%, with a relative accuracy of 100%; the rapid detection results of 20 vegetable samples were consistent 

with those obtained by the liquid chromatography-tandem mass spectrometry method. Conclusion  This method 

demonstrates excellent detection performance and is suitable for on-site rapid detection and large-scale screening of 

chlorpyrifos residues in vegetables. 
KEY WORDS: chlorpyrifos; rapid detection; colloidal gold immunochromatographic 
 
 

0  引  言 

毒死蜱是一种具有触杀、胃毒和熏蒸作用的有机磷杀

虫剂[1], 因其对乙酰胆碱酯酶的抑制能力而表现出神经毒

性和生殖发育毒性[2], 在种植蔬菜中用于病虫害的防治。

我国自 2016 年起禁止在蔬菜中使用毒死蜱[3], 我国农药残

留标准 GB 2763—2021《食品安全国家标准 食品中农药最

大残留限量》对蔬菜中毒死蜱的最大残留限量做出了规定, 
绝大部分蔬菜的最大残留限量为 0.02 mg/kg。欧盟、美国

夏威夷州等地也相继出台禁用措施[4–7]。然而, 毒死蜱残留

仍是蔬菜中常见的超标项目之一[8–12]。根据 2020 年食用农

产品市场监管部门抽检不合格情况结果分析, 毒死蜱残留

主要在芹菜、韭菜中检出[13]。说明毒死蜱在蔬菜种植中存

在违规使用, 应加大监管力度。 
国内外关于毒死蜱的检测方法主要有色谱法[14]、质谱

法[15–16]等, 标准方法包括: GB 23200.8—2016《食品安全国

家标准 气相色谱质谱联用法》、GB 23200.113—2018《食

品安全国家标准 气相色谱质谱联用法》、NY/T 761—2008
《气相色谱质谱法》、SN/T 2158—2008《气相色谱质谱法》, 
检出限在 0.1 mg/kg 以上。现有的色谱、质谱等方法虽灵

敏度高, 但设备昂贵、操作复杂, 难以满足现场快速检测

需求。免疫分析法因其操作简便、成本低、速度快等优势, 
成为快速筛查的重要手段。毒死蜱的快速检测方法有酶抑

制率法[17–18]、酶联免疫分析法[19]、荧光免疫法[20]、免疫芯

片法[21]、胶体金免疫层析法[22–27]等。除胶体金免疫层析法

外, 这些快速检测方法都需要有机试剂进行试样前处理, 
并使用如酶标仪、荧光检测仪等辅助设备。 

本研究旨在建立一种基于胶体金免疫层析技术的毒

死蜱快速检测方法, 系统优化前处理与检测条件, 并对性

能参数进行验证, 该方法操作简单、检测时间短、交叉反

应率低、准确性高, 为市场监管部门对毒死蜱试剂盒的管

理提供标准依据, 在市场监管领域提供技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

韭菜、油麦菜试样来源于农贸市场, 经匀浆后, 采用

参比方法进行检测, –18 ℃保存备用。 
毒死蜱标准品(纯度≥95%, CAS: 2921-88-2, 国家标

准物质中心); 甲醇(色谱纯, 美国 Sigma 公司); 十二水磷

酸氢二钠、无水磷酸二氢钾、氯化钠、氯化钾、甲酸铵、甲酸

[分析纯, 阿拉丁试剂(上海)有限公司]; 实验用水为超纯水; 胶
体金免疫层析试剂盒(A 品牌, 试剂盒检出限为 0.02 mg/kg)。 

1.2  仪器与设备 

Agilent Infinity II 6470-6495 三重四极杆液质联用仪、

Agilent ZORBAX Eclipse plus C18 色谱柱(3.0 mm×100 mm, 
1.8 µm)(美国 Agilent 公司); FA2204 分析天平(精度 0.01 mg, 
上海力辰仪器科技有限公司); HQ-mini 涡旋混合器(上海赫田

科学仪器 有 限 公 司 ); C1415 离心 机 ( 美 国 Scientific 
Industries 公司); KQ3200DE 数控超声波清洗器(成都一科

仪器设备有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  样品前处理 
取具有代表性的蔬菜水果试样约 100 g, 测定部位按

照 GB 2763—2021 中附录 A 的规定执行, 充分均质混匀, 
装入洁净容器, 密封, 标记。 

称取试样2 g(精确至0.1 g)于15 mL离心管中, 加入8 mL
试样提取液, 涡旋振荡 3 min, 静置 3 min 或 4000 r/min 离

心 1 min, 上清液即为待测液。 
1.3.2  样品检测 

移取 200 μL 待测液于金标微孔中, 反复抽吸 5~10 次, 
直至与微孔试剂混合均匀。室温孵育 3 min, 将试纸条插入

金标微孔中, 反应 6 min, 从金标微孔取出试纸条, 除去试

纸条下端的样品垫, 并进行结果判定。 
1.3.3  参比方法 

选择 GB 23200.121—2021《食品安全国家标准 植物

源性食品中 331 种农药及其代谢物残留量的测定 液相色

谱—质谱联用法》作为参比方法。 
1.3.4  色谱和质谱条件 

(1)色谱条件 
进样量: 2.0 µL; 柱温: 40 ℃; 流速: 0.2 mL/min; 流动

相梯度洗脱程序: 流动相 A 为 2 mmol/L 甲酸铵和 0.01%
甲酸水溶液 ; 流动性 B 为甲醇溶液 ; 梯度洗脱程序 : 
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0~1.0 min, 3% B; 1.0~1.5 min, 15% B; 1.5~2.5 min, 50% B; 
2.5~18.0 min, 70% B; 18.0~23.0 min, 98% B; 23.0~27.0 min, 
98% B; 27.0~30.0 min, 3% B。 

(2)质谱条件 
离子源 : AJS 电喷雾离子源 ; 扫描方式 : 多反应监

测(multiple reaction monitoring, MRM); 扫描模式 : 正
模式 ; 离子源温度 : 250 ℃; 鞘气温度 : 350 ℃; 鞘气流

速 : 11 L/min; 雾化气 : 30 psi; 毛细管电压: 正源 300 V, 
负源 2500 V。 
1.3.5  溶液配制 

毒死蜱标准溶液配制: 准确称取毒死蜱标准品 10 mg 
(精确至 0.1 mg), 用甲醇溶解并定容至 10 mL, 配制成浓

度为 1000 mg/L 的标准储备液, 按比例用甲醇稀释质量浓

度为 1 mg/L 的标准工作液, 避光–18 °C 及以下条件保存。 
0.1 mol/L 磷酸盐缓冲溶液(phosphate buffer saline, 

PBS)配制: 称取 28.6 g+二水合磷酸氢二钠、2.7 g 无水磷酸

二氢钾、9.0 g 氯化钠、2.0 g 氯化钾, 用水溶解并定容至

1000 mL。 
1.3.6  测定条件的优化 

为了优化毒死蜱的检测条件, 本研究采用阳性加标

样品对提取溶剂、提取溶剂的使用量、提取时间、检测温

度等检测条件进行优化。阳性样品的制备方法为: 称取毒

死蜱空白样品 2 g, 加入适量毒死蜱标准溶液, 使得样品中

毒死蜱的浓度达到 0.01 mg/kg、0.02 mg/kg。 
(1)提取溶剂的选择。选择提取溶剂 1 (0.1 mol/L PBS)、

提取溶剂 2 (95% 0.1 mol/L PBS+5%甲醇)、提取溶剂 3 
(90% 0.1 mol/L PBS+10%甲醇)、提取溶剂 4 (80% 0.1 mol/L 
PBS+20%甲醇)、提取溶剂 5 (50% 0.1 mol/L PBS+50%甲醇)
为考察对象, 各试样加标浓度为 0.02 mg/kg。 

(2)提取溶剂使用量的优化。选择加入 2、4、6、8、
10 mL 提取溶剂为考察对象, 保持其他试验条件不变, 各
试样加标浓度为 0.01 mg/kg、0.02 mg/kg。 

(3)提取时间的优化。选择试样提取时间分别为 1、2、
3、4、5 min 为考察对象, 保持其他试验条件不变, 各试样

加标浓度为 0.01 mg/kg、0.02 mg/kg。 
(4)检测温度的优化。以加标浓度为 0.01 mg/kg、

0.02 mg/kg 的试样为研究对象 , 考察在 5、10、15、20、
30、35、40 ℃下的检测结果。 
1.3.7  胶体金免疫层析法性能参数验证 

(1)真实试样和参比方法一致性验证 
从农贸市场购买 20 份韭菜、油麦菜真实试样, 分别

采用毒死蜱胶体金免疫层析法和参比方法进行检测, 评估

两种方法检测结果的一致性[28]。 
(2)假阴性率和假阳性率 
向韭菜、油麦菜等空白试样中分别加入浓度为 0.00、

0.01、0.02 mg/kg 的标准溶液, 采用 A 品牌试剂盒进行检

测, 其中, 每种基质每种浓度平行检测 50 次, 评估快速检

测方法的假阴性率和假阳性率[29–30]。 
1.3.8  试剂盒结果判定 

根据食品安全监督管理部门有关规定, 向试样中加

入浓度为 0.01 mg/kg 的标准溶液, 快速检测结果应为阴性; 
向试样中加入浓度为 0.02 mg/kg 的标准溶液, 快速检测结

果应为阳性。 

1.4  数据处理 

采用 Microsoft Excel 2007 软件进行数据处理。 

2  结果与分析 

2.1  测定条件的优化结果 

2.1.1  提取溶剂的选择结果 
当提取溶剂为 50% 0.1 mol/L PBS+50%甲醇溶液、

80% 0.1 mol/L PBS+20%甲醇溶液时, A 品牌试剂盒对试样

的检测结果均为阴性, 说明 50% 0.1 mol/L PBS+50%甲醇、

80% 0.1 mol/L PBS+20%甲醇为提取溶剂时, 出现假阴性; 
而当提取溶剂为 0.1 mol/L PBS 溶液、95% 0.1 mol/L 
PBS+5%甲醇溶液、90% 0.1 mol/L PBS+10%甲醇溶液时, A
品牌试剂盒对试样的检测结果为阳性, 实验结果见表 1。
从安全、环保、经济等方面考虑, 本研究选择 0.1 mol/L PBS
溶液作为试样提取溶剂, 用于后续研究。 

 

表 1  不同提取溶剂的检测结果 
Table 1  Test results of different extraction solvent 

试样 
名称 

检测结果 

提取 
溶剂 1

提取 
溶剂 2 

提取 
溶剂 3 

提取 
溶剂 4

提取 
溶剂 5

韭菜 
+ + + - - 

+ + + - - 

油麦菜 
+ + + - - 

+ + + - - 

注: +为阳性, -为阴性。表 2~5 同。 
 

2.1.2  提取溶剂使用量的优化结果 
当提取溶剂使用量为 2、4、6 mL 时, A 品牌试剂盒对

加标浓度为 0.01 mg/kg、0.02 mg/kg 试样的检测结果均为

阳性; 当提取溶剂使用量为 8 mL、10 mL 时, A 品牌试剂

盒对加标浓度为 0.01 mg/kg 试样的检测结果均为阴性, 对
加标浓度为 0.02 mg/kg 试样的检测结果均为阳性, 实验结

果见表 2。综上所述, 在满足方法要求的基础上, 应尽量减

少试剂的消耗量, 降低检测成本, 本研究选择 8 mL 提取溶

剂来进行检测。 
2.1.3  提取时间的优化结果 

当提取时间分别为 1、2、3、4、5 min 时, A 品牌试

剂盒对加标浓度为 0.01 mg/kg 试样的检测结果均为阴性; 
当提取时间大于等于 3 min, A 品牌试剂盒对加标浓度为
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0.02 mg/kg 试样的检测结果均为阳性, 实验结果见表 3。因

此, 本研究选择 3 min 作为最佳的试样提取时间。 
 

表 2  不同提取溶剂使用量的检测结果 
Table 2  Optimization results of different extraction  

solvent usage 

试样 
名称 

加标浓度/ 
(mg/kg) 

检测结果 

2 mL 4 mL 6 mL 8 mL 10 mL 

韭菜 

0.01 
+ + + - - 

+ + + - - 

0.02 
+ + + + + 

+ + + + + 

油麦菜 

0.01 
+ + + - - 

+ + + - - 

0.02 
+ + + + + 

+ + + + + 
 

表 3  不同试样提取时间的检测结果 
Table 3  Optimization results of different extraction time 

试样名称 加标浓度/ 
(mg/kg) 

检测结果 

1 min 2 min 3 min 4 min 5 min

韭菜 

0.01 
- - - - - 

- - - - - 

0.02 
+ + + + + 

+ + + + + 

油麦菜 

0.01 
- - - - - 

- - - - - 

0.02 
- - + + + 

- - + + + 
 

2.1.4  检测温度的优化 
当温度为 5 ℃、10 ℃时, A 品牌试剂盒对加标浓度为

0.01 mg/kg 试样的检测结果均为阳性 , 对加标浓度为

0.02 mg/kg 试样有一个结果为无效; 当温度为 40 ℃时, A
品牌试剂盒对加标浓度为 0.02 mg/kg 油麦菜试样的检测

结果均为阴性; 当温度为 15~35 ℃时, A 品牌试剂盒对加

标浓度为 0.01 mg/kg 试样的检测结果均为阴性, 对加标浓度

为 0.02 mg/kg 试样的检测结果均为阳性, 实验结果见表 4。因
此, 本研究的最佳检测温度为 15~35 ℃。 

2.2  性能参数验证结果 

2.2.1  胶体金免疫层析法和参比方法检测结果一致性验证 
参比方法检测结果见表 5。结果显示, 在 20 份真实试

样中, 试样编号为 JR019 试样的检测数值超过该品种的最

大残留限量要求, 为 2.3155 mg/kg。 
从快速检测方法检测结果来看 , A 品牌试剂盒对

JR019 试样检测结果为阳性, 对其他试样的检测结果均为

阴性, 与参比方法检测结果一致, 说明该快速检测方法与

参比方法的一致性良好。 

表 4  不同温度的检测结果 
Table 4  Optimization results of different temperature 

试样

名称
加标浓度/

(mg/kg)

检测结果 

5 ℃ 10 ℃ 15 ℃ 20 ℃ 30 ℃ 35 ℃ 40 ℃

韭菜

0.01 
+ + - - - - - 
+ + - - - - - 

0.02 
+ + + + + + - 
+ + + + + + - 

油麦菜

0.01 
+ + - - - - - 
+ + - - - - - 

0.02 
+ + + + + + - 

无效 + + + + + - 
 

表 5  参比方法一致性的检测结果 
Table 5  Results of consistency of reference method 

试样编号 试样名称
最大残留

限量/ 
(mg/kg) 

快速检测结

果 参比方法结果/
(mg/kg) A 品牌 

试剂盒 

JR01 韭菜 0.02 - 0.0042  

JR02 韭菜 0.02 - 未检出 

JR03 韭菜 0.02 - 未检出 

JR04 韭菜 0.02 - 未检出 

JR05 韭菜 0.02 - 未检出 

JR06 韭菜 0.02 - 未检出 

JR07 油麦菜 0.02 - 未检出 

JR08 韭菜 0.02 - 未检出 

JR09 油麦菜 0.02 - 未检出 

JR010 韭菜 0.02 - 未检出 

JR011 韭菜 0.02 - 未检出 

JR012 韭菜 0.02 - 未检出 

JR013 韭菜 0.02 - 未检出 

JR014 油麦菜 0.02 - 未检出 

JR015 油麦菜 0.02 - 未检出 

JR016 油麦菜 0.02 - 未检出 

JR017 韭菜 0.02 - 未检出 

JR018 油麦菜 0.02 - 未检出 

JR019 油麦菜 0.02 + 2.3155  

JR020 油麦菜 0.02 - 未检出 
 

2.2.2  假阴性率和假阳性率结果 
假阴性率是指方法在实验条件下达到的检出限时 , 

阳性样品中检出阴性结果的最大概率(以百分比计), 计算

结果为方法最大假阴性率的结果; 相反, 假阳性率是指方

法在实验条件下达到的检出限时, 阴性样品中检出阳性结

果的最大概率(以百分比计), 计算结果为方法最大假阳性

率的结果。本研究通过表 6 结果显示, 韭菜、油麦菜等试

样的假阴性率和假阳性率均为 0%, 相对准确度为 100%, 
说明本研究所建方法具有显著的优越性。 
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表 6  假阴性率和假阳性率 
Table 6  False negative rate and false positive rate  

试样加标浓度 
韭菜检测结果 油麦菜检测结果 

阳性 阴性 总数 阳性 阴性 总数 

阳性(0.02 mg/kg) 100 0 100 100 0 100 

阴性(0.01 mg/kg) 0 100 100 0 100 100 

阴性(0 mg/kg) 0 100 100 0 100 100 

总数 100 200 300 100 200 300 

灵敏度(p+)/% 100 100 

特异性(p-)/% 100 100 

假阴性率(pf-)/% 0 0 

假阳性率(pf+)/% 0 0 

相对准确度/% 100 100 
 

3  结  论 

本研究基于胶体金免疫层析技术建立了一种用于快速

检测蔬菜中毒死蜱的方法, 该方法前处理简单, 可在 15 min
内完成检测, 方法的假阴性率和假阳性率低, 相对准确度

高, 与参比方法具有高度一致性。适用于现场快速检测和

大规模筛查, 对保障食品安全具有重要的实际应用价值。

一方面可以提升市场监管部门对食用农产品质量安全监管

水平, 及时筛查发现蔬菜中的农药残留, 保障消费者的健

康安全和权益; 另一方面可以增强检测机构的服务能力和

规范快速检测行业有序发展, 保障食品安全。 
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