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中药材中有机磷农药荧光试纸条的开发
△

秦斌１，王炳志２，闫研１，马红圳２，杨星星２，殷果１

（１深圳市药品检验研究院，广东　深圳　５１８０５７；
２深圳市易瑞生物技术股份有限公司，广东　深圳　５１８１０１；）

［摘要］　目的：建立中药材中有机磷农药残留现场快速筛查和检测的方法。方法：采用免疫层析技术，以
ＣｄＴｅ＠ＳｉＯ２荧光纳米颗粒为标记物制备有机磷单抗荧光纳米颗粒偶联物，以双抗夹心模式制备有机磷荧光免疫层

析试纸条。结果：该试纸条对中药中有机磷（对硫磷、蝇毒磷、丰索磷）的检出限为１０～３０ｎｇ·ｇ－１，检测时间仅需
１５～２０ｍｉｎ。结论：有机磷荧光试纸条适用范围广，操作简便，具有较高的灵敏度和特异性，可广泛应用于中药有
机磷残留的现场筛查和检测。

［关键词］　荧光纳米颗粒；偶联物；有机磷；试纸条
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中药是中华民族宝贵的文化遗产，在人民群众

防治疾病、康复保健方面起着重要作用。为了获得

可观的产量以及较高的经济效益，中药材在种植过

程中经常会过量或不当使用农药，而大部分农药在

后续加工处理中难以完全去除［１］。过量的农药残留

不仅影响中药产品的质量，降低药材疗效，长期食

用更可能导致疾病的发生，甚至诱发癌症［２４］。目前

农药残留的测定方法主要有气相色谱法（ＧＣ）、气相
色谱质谱法（ＧＣＭＳ）、液相色谱质谱法（ＬＣＭＳ）
等，依托相应的前处理方法能够获得较高的灵敏

度［５７］。上述方法所涉及仪器设备成本高，操作复

杂，需专业技术人员操作并且不能即刻获得结果，

因此限制了其在商检等现场快检中的应用。为了满

足现场快速检测的要求，本研究将荧光纳米颗粒进

行表面修饰，并与有机磷的特异性抗体进行偶联，

研制了有机磷纳米荧光免疫层析快速检测试纸条。

与传统的胶体金免疫层析技术相比，该荧光试纸条

除操作简单快速和信号稳定外，具有强抗光漂白能

力，并且受溶剂影响小［８１１］，适用于有机磷等水溶

性较差的目标物的快速检测。

·２３４·
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１　仪器与材料

１１仪器

便携式荧光检测仪由广州市疾病预防控制中心

和深圳市易瑞生物技术股份有限公司共同研制。

１２试剂及材料

对硫磷、蝇毒磷、丰索磷等农药标品购自德国

ＤｒＥｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒＧｍｂＨ公司；２（ＣｄＣｌ２）·５（Ｈ２Ｏ）、硼氢
化钠、碲粉、ＴＧＡ（疏基乙酸）、ＭＥＳ（２吗啉乙磺
酸）、ＮＨＳ（Ｎ羟基硫代琥珀酰亚胺）、ＥＤＣ（１（３二甲
氨基丙基）３乙基碳二亚胺盐酸盐）、ＢＳＡ（牛血清蛋
白）购自上海阿拉丁试剂有限公司；海藻糖、蔗糖、

ＴｒｉｔｏｎＸ１００、吐温２０、叠氮钠、Ｔｒｉｓ（三羟甲基氨基
甲烷）购自百灵威科技有限公司；有机磷单克隆、多

克隆抗体由深圳市易瑞生物技术股份有限公司提供

（其中有机磷单克隆抗体可有效识别多种农药，抗体

浓度２５ｍｇ·ｍＬ－１）；羊抗鼠ＩｇＧ购自华美生物公司；
ＰＶＣ衬板、样品垫、硝酸纤维素膜和吸收垫购自美国
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；所有试剂如无特殊说明均为分析纯。

２　方法与结果

２１荧光纳米颗粒的制备

称取０４５７ｇ２（ＣｄＣｌ２）·５（Ｈ２Ｏ）至盛有１００ｍＬ

水的２５０ｍＬ三颈瓶中，加入０３３４ｍＬＴＧＡ，用氢
氧化钠（１ｍｏｌ·Ｌ－１）调节溶液 ｐＨ至１１。高速搅拌
１０ｍｉｎ后加入新配制的ＮａＨＴｅ（由硼氢化钠和碲粉混
合后超声制得）水溶液（各物质的量摩尔比为：ＣｄＣｌ２∶
ＴＧＡ∶ＮａＨＴｅ＝１∶２４∶０６），加热回流 ２～８ｈ制得
ＣｄＴｅ，该反应须在氮气保护下进行。随后，称取
７５ｇ环己烷、２２７ｇＴｒｉｔｏｎＸ１００、１９４ｇ正辛醇和
０５ｍＬ水于烧瓶中制得Ｗ／Ｏ型微乳液，加入４２０μＬ
ＣｄＴｅ，搅拌 ５ｍｉｎ后加入 １２０μＬＴＥＯＳ（硅酸四乙
酯）与ＡＰＳ（３氨丙基三乙氧基硅烷）的混合溶液，搅
拌均匀后再加入 １００μＬ浓氨水，室温下避光反应
２４ｈ。加入１０ｍＬ丙酮终止反应，高速离心１０ｍｉｎ，
弃上清，用乙醇和水分别洗涤３次，烘干得 ＳｉＯ２包
裹的ＣｄＴｅ纳米颗粒（ＣｄＴｅ＠ＳｉＯ２），用蒸馏水分散纳
米颗粒，制成 １０ｍｇ·ｍＬ－１悬浮液备用［８］。

２２荧光纳米颗粒抗体偶联物制备

吸取３０μＬ荧光纳米颗粒（１ｍｇ·ｍＬ－１）加入至
３００μＬＭＥＳ（５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）中，再加入１００μＬＮＨＳ

（１０ｍｇ·ｍＬ－１）及ＥＤＣ（１０ｍｇ·ｍＬ－１），摇床中震荡
混匀 ３０ｍｉｎ。冷冻高速离心，弃去上清液，用
５００μＬＭＥＳ（５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）重悬颗粒，加入适量有
机磷单克隆抗体，摇床中震荡１ｈ。再加入５００μＬ
５％ ＢＳＡ封闭３０ｍｉｎ，冷冻高速离心３０ｍｉｎ，弃去上
清液，用１ｍＬＭＥＳ（５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）洗涤颗粒三次，最
后用３００μＬ含２％海藻糖的ＰＢ８０（１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）溶
液重悬颗粒，置于４℃保存备用［１２１３］。

２３白色微孔制备

用１０００ｍｍｏｌＴｒｉｓＨＣｌｐＨ８０，２０％海藻糖，
１０％ＢＳＡ，０５％ 吐温２０，０１％叠氮钠作为反应
液。将反应液与标记好的荧光纳米颗粒按照５∶１混
匀，混匀后按每孔６０μＬ加入到９６孔酶标板内，置
于－８０℃超低温冰箱预冻４ｈ，再置于冷冻干燥机
内冻干，加帽后置于４℃干燥间保存备用。

２４荧光试纸条的制备

以有机磷多克隆抗体为硝酸纤维素膜上的检测

线。将对应的多克隆抗体用含有２％的海藻糖的 ＰＢ
７４稀释成２５ｍｇ·ｍＬ－１，将稀释好的抗体用喷膜
仪以 １０μＬ·ｃｍ－１的量，喷涂与硝酸纤维素膜上。
将喷好的膜置于３７℃恒温干燥箱内，烘烤３０ｍｉｎ，
取出后放于干燥间备用［１４１５］。

以羊抗鼠ＩｇＧ包被的硝酸纤维素膜作为质控线，
将羊抗鼠ＩｇＧ用含有１％的蔗糖的ＰＢＳ（ＰＨ７４）稀释
成１５ｍｇ·ｍＬ－１，将稀释好的二抗用喷膜仪以
１０μＬ·ｃｍ－１的量，喷涂与硝酸纤维素膜上，将喷
好的膜置于３７℃恒温干燥箱内。烘烤３０ｍｉｎ，取出
后放于干燥间备用。

试纸条由ＰＶＣ衬板、样品垫、硝酸纤维素膜和
吸收垫组成。依次将硝酸纤维素膜，样品垫，结合

垫贴于 ＰＶＣ衬板上（样品垫与硝酸纤维素膜重叠约
３ｍｍ，吸收垫与硝酸纤维膜重叠约４ｍｍ）粘贴好后
切成４ｍｍ宽的试纸条，将制备好的试纸条置于密封
袋中，加干燥剂，密封，４℃保存。

２５样品处理与检测

称取２ｇ粉碎后的中药样品（灯笼草、三七、枸
杞等）加入至 ５０ｍＬ离心管中，加入 ８ｍＬ提取液
（１５％丙酮和 １ＭｐＨ８０Ｔｒｉｓ混合液），涡旋震荡
２ｍｉｎ或摇匀后超声提取２ｍｉｎ，高速离心２ｍｉｎ，离
心管中上层液体即为待测液。吸取２００μＬ待测液加
入白色微孔内，吹打数次使微孔内液体混匀，静置

５ｍｉｎ后插入试纸条并计时８ｍｉｎ。时间到后可用便携
·３３４·
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式荧光检测仪读出判定结果或借助紫外灯肉眼判断。

２６检测原理与结果判定

若待测液中含有对硫磷、蝇毒磷或丰索磷中的

一种或几种，则目标化合物会与白色微孔内的抗体
荧光纳米颗粒偶联物结合，并朝着吸收垫方向移动。

当移动至检测线时，被检测线上的单抗所捕获，在

紫外灯下呈现出明亮的检测线；未与目标化合物结

合的偶联物则会继续向吸收垫方向移动，直至被质

控线上的抗鼠 ＩｇＧ捕获，在紫外光照射下可观察到
具有红色荧光的质控线。

紫外灯辅助肉眼判读依据：如果有质控线可见

检测线不可见，则结果为阴性；如果质控线和检测

线同时可见，则结果为阳性；如果质控线不可见，

则检测结果无效。

便携式荧光检测仪判读依据：便携式荧光检测

仪可对试纸条检测线的荧光强度进行读值，读值≤
１００则检测结果为阴性（－），读值＞１００则检测结果
为阳性（＋）。

２７特异性、灵敏性与适用性

用提取液配制一定浓度的对硫磷、蝇毒磷、丰

索磷、甲基对硫磷、三唑磷、喹硫磷、毒死蜱、克

百威及异丙威的标准溶液（待测液），用荧光试纸条

检测，评价试纸条的特异性；在空白中药样品枸杞

中分别添加不同浓度的对硫磷、蝇毒磷或丰索磷标

准物质，参照２５进行样品处理，用荧光试纸条进
行检测，确定试纸条的灵敏性；选取几种不同的阴

性农药样本，分别添加对硫磷、蝇毒磷及丰索磷标

准物质至试纸条具有清晰的检测线，样品处理后用

荧光试纸条进行检测，评价其适用性。

３　结果与分析

３１特异性检测结果

配制２００、５００和２０００ｎｇ·ｍＬ－１的对硫磷、蝇毒
磷、丰索磷、甲基对硫磷、三唑磷、喹硫磷、毒死

蜱、克百威及异丙威的标准溶液，分别用荧光试纸

条检测，用便携式荧光检测仪进行结果判读，结果

如表１所示。
由特异性试验结果可以看出该有机磷荧光试纸

条对对硫磷、蝇毒磷和丰索磷能够有效识别，并且

具有较高的灵敏度。由于甲基对硫磷和对硫磷结构

类似，高浓度的甲基对硫磷可能会造成试纸条的假

阳，其他农药对该荧光试纸条无明显干扰。

表１　有机磷荧光试纸条特异性结果
ｎｇ·ｍＬ－１

编号 检测项目 ２００ ５００ ２０００

１ 对硫磷
５７３
＋

５６７
＋

５７７
＋

５８２
＋

５７８
＋

５８８
＋

５８７
＋

５７６
＋

５８１
＋

２ 蝇毒磷
５６９
＋

５５５
＋

５６３
＋

５７２
＋

５７６
＋

５８２
＋

５８６
＋

５８３
＋

５７８
＋

３ 丰索磷
５３９
＋

５５１
＋

５４０
＋

５６２
＋

５７１
＋

５６４
＋

５８２
＋

５８７
＋

５８３
＋

４ 甲基对硫磷
６９
－

７２
－

６２
－

１３８
－

１４３
－

１３５
－

２３０
＋

２１６
＋

２２５
＋

５ 三唑磷
３４
－

２９
－

３２
－

５２
－

５３
－

５８
－

７２
－

７９
－

７６
－

６ 喹硫磷
３８
－

３３
－

３４
－

６２
－

６５
－

６５
－

８７
－

７３
－

８２
－

７ 毒死蜱
２４
－

２１
－

２７
－

２５
－

２７
－

２７
－

２５
－

２３
－

３０
－

８ 克百威
２３
－

２４
－

２８
－

２６
－

２３
－

２７
－

２８
－

２４
－

２９
－

９ 异丙威
２４
－

２７
－

２２
－

２６
－

２４
－

２５
－

２６
－

２３
－

２６
－

３２灵敏性检测结果
在中药样品枸杞中分别添加不同浓度的对硫磷、

蝇毒磷或丰索磷标准物质，样品经处理后用有机磷

荧光试纸条测试，试纸条结果如图１所示，便携式
荧光检测仪判读结果如表２所示。

如图１Ａ所示，样品中对硫磷含量为１０ｎｇ·ｇ－１

时即可在荧光试纸条上清晰的观察到检测线，此时检

测仪结果为阳性，读值在２６０附近，对硫磷含量增加至
３０ｎｇ·ｇ－１时试纸条的检测线已具有相当强的荧光，此
时检测仪读值在４４０附近，继续增加对硫磷的含量试
纸条的检测线已观察不到明显变化，而检测仪读值升

高至５５０附近；图１Ｂ中蝇毒磷加标量为１０ｎｇ·ｇ－１

·４３４·
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注：从左至右分别为添加０、１０、３０、５０、７０和９０ｎｇ·ｇ－１

图１　枸杞中添加不同浓度对硫磷（Ａ）、蝇毒磷（Ｂ）
及丰索磷（Ｃ）标品的试纸条检测结果

时荧光试纸条上可以观察到较淡的检测线，此时检测

仪结果为阳性，读值１２０附近，样品中蝇毒磷含量增
加至５０ｎｇ·ｇ－１后试纸条检测线荧光强度的变化趋于

平缓；由图１ｃ则可以看出该荧光试纸条对丰索磷的灵
敏性要弱于对硫磷和蝇毒磷，加标至３０ｎｇ·ｇ－１时试纸
条上才出现较弱的检测线，此时检测仪结果为阳性，读

值在１３０附近。该该有机磷荧光试纸条对对硫磷、蝇毒
磷和丰索磷检出限分别为：１０、１０和３０ｎｇ·ｇ－１。

随着样品中丰索磷含量的增加，对应试纸条的

检测线也呈梯度变亮（图 １Ｃ），检测仪的读值（表
２）也近似线性的增长，低浓度下试纸条对蝇毒磷的
响应也有一定的梯度，该荧光试纸条对样品中单一

有机磷农药的定量检测具有潜在的应用价值。

３３适用性检测结果

不同中药样本的适用性检测结果如表 ３所示，
样品处理后取上清直接检测，操作简单，重复实验

结果稳定；与金银花和莲子相比，当归、板蓝根等

由于色素较深，造成荧光检测仪阳性读数稍低，但

从对硫磷试纸条检测结果的照片（图２）可看到检测

表２　有机磷荧光试纸条灵敏性试验结果
添加浓度／ｎｇ·ｇ－１ 对硫磷 蝇毒磷 丰索磷

０ ２０
－

２４
－

２４
－

２０
－

２４
－

１７
－

１８
－

２６
－

２１
－

１０ ２５３
＋

２６２
＋

２６５
＋

１１５
＋

１２６
＋

１１３
＋

４７
＋

４２
＋

３９
＋

３０ ４３２
＋

４４９
＋

４４１
＋

２３８
＋

２４１
＋

２３２
＋

１３３
＋

１４２
＋

１２６
＋

５０ ５１６
＋

５２５
＋

５２７
＋

３８５
＋

３９６
＋

３８９
＋

２９２
＋

２８３
＋

２９６
＋

７０ ５３８
＋

５３９
＋

５４９
＋

４８６
＋

４９３
＋

４９６
＋

３９６
＋

４０４
＋

３８６
＋

９０ ５４９
＋

５４５
＋

５４８
＋

５２７
＋

５４４
＋

５３５
＋

４８８
＋

４９６
＋

４８６
＋

表３　不同药样本的适应性检测结果
编号 样品 阴性 对硫磷／３０ｎｇ·ｇ－１ 蝇毒磷／３０ｎｇ·ｇ－１ 丰索磷／５０ｎｇ·ｇ－１

１ 灯笼草
２７
－

４２３
＋

４２６
＋

４１２
＋

２２７
＋

２２３
＋

２３９
＋

２８９
＋

２７７
＋

２７１
＋

２ 三七　 ３２
－

４２８
＋

４３７
＋

４４１
＋

２３７
＋

２５２
＋

２４５
＋

２７２
＋

２７３
＋

２８４
＋

３ 枸杞　 ３９
－

４５５
＋

４３４
＋

４４１
＋

２３５
＋

２４３
＋

２３２
＋

２９７
＋

２８２
＋

２８８
＋

４ 当归　 ５４
－

４０２
＋

４１４
＋

４０７
＋

２１１
＋

２１８
＋

２２２
＋

２５５
＋

２４４
＋

２５３
＋

５ 板蓝根
５６
－

４１８
＋

４０２
＋

４２９
＋

２０７
＋

２１４
＋

２０８
＋

２５５
＋

２４７
＋

２５４
＋

６ 何首乌
４７
－

４２３
＋

４２７
＋

４４１
＋

２１１
＋

２２４
＋

２２８
＋

２５３
＋

２４５
＋

２６５
＋

７ 白芍　 ３２
－

４５５
＋

４４４
＋

４５７
＋

２２３
＋

２３６
＋

２４２
＋

２７８
＋

２８１
＋

２７４
＋

８ 金银花
２２
－

４３３
＋

４５８
＋

４５２
＋

２３０
＋

２４４
＋

２４６
＋

２９７
＋

２９４
＋

２８０
＋

９ 覆盆子
４３
－

４４８
＋

４４７
＋

４５８
＋

２２４
＋

２２６
＋

２３４
＋

２８５
＋

２６９
＋

２７０
＋

１０ 莲子　 ２０
－

４４８
＋

４５３
＋

４５０
＋

２３９
＋

２３９
＋

２２７
＋

２８２
＋

２９４
＋

２７９
＋

·５３４·
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线亮度无明显差异，说明该有机磷荧光试纸条对多

种中药样本具有良好的适用性。

注：１灯笼草；２三七；３枸杞；４当归；５板蓝根；６保首

乌；７白芍；８金银花；９覆盆子；１０莲子

图２　不同样本添加对硫磷的试纸条检测结果

４　结论

本研究以胶体金免疫层系技术为基础，用发光

性极强的ＣｄＴｅ＠ＳｉＯ２荧光纳米颗粒标记物取代传统
的胶体金标记物，制备有机磷荧光免疫层析试纸条，

该技术为中药材的农药残留的检测，特别是有机磷

类农药提供了一项新的快速检测方法。该方法对中

药中有机磷（对硫磷、蝇毒磷、丰索磷）的检出限达

到１０～３０ｎｇ·ｇ－１，优于传统胶体金法的 ２００～
５００ｎｇ·ｇ－１［１４１５］，具有较高的灵敏度，检测时间仅
需１５～２０ｍｉｎ。该方法特异性较高，添加１０倍量的
三唑磷、克百威等农药对检测结果无影响，并且该

方法适用性广，对多数农药样本均具有良好的检测

效果。

随着生活水平的提高，人们对食品安全的关注

也越来越多，特别是作为治病保健的中药，其质量

安全更需要得到保障。农药在中药材的种植过程中

被广泛使用，其残留可能严重危害人们的健康，因

此对其进行监测具有重要意义［１６１７］。本研究的有机

磷荧光试纸条较传统的气相色谱法和液相色谱质谱
法等具有成本，操作，时间及便捷性上的巨大优势，

可广泛应用于中药有机磷残留的现场筛查和检测，

具有重要的经济价值和社会意义。
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