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农药在农作物病虫害及农作物高产稳产等方面起到了相当重要的作用"但是农药的长期大量使用"

对生态和人类健康造成了极大的危害%根据相关文献查阅"基于免疫传感器和激光诱导击穿光谱的分析方

法对农药残留的检测未见相关报道%提出了激光诱导击穿光谱对免疫传感器捕获待测目标物的探针进行检

测"从而间接计算出待测目标物的浓度%使用免疫层析试纸条对痕量农药进行检测"虽然免疫层析试纸条可

以实现对痕量农药的测量"但是仅能定性且检测的范围很窄"为了拓宽免疫层析试纸条对痕量农药的测量

范围"运用激光诱导击穿光谱!
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#对免疫层析试纸条上捕获痕量

农药的金属纳米颗粒进行光谱测量"构建免疫层析试纸条与
Fa7%

的检测方法%以毒死蜱农药为研究对象"

因农药残留属于小分子抗原检测"所以免疫层析试纸条运用竞争法对毒死蜱进行检测%滴加了低浓度毒死

蜱的免疫层析试纸条上控制线和检测线的颜色差异不明显"难以用人眼分辨出是否检测到了毒死蜱%对添

加了毒死蜱的免疫层析试纸条的控制线和检测线分别选取点"测量
<1

#

!B!"\##2H

处的光谱"用控制线

的平均光谱强度减去检测线的平均光谱强度即为毒死蜱的信号"此方法可以检测出免疫层析试纸条观察不

到的信号"还规避了
Fa7%

检测限高的问题%随着毒死蜱浓度从
=

增加到
$=

?

2

G

0

HF

f$

"

Fa7%

光谱数据差值

逐渐增大%为了消除随机误差的影响"使用
&

Fa7%

强度!测量样品强度减去空白样品强度#与毒死蜱浓度取

F

G

绘制校准曲线%

&

Fa7%

强度与毒死蜱浓度在
$=

!

$=

?
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G

0
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f$范围内呈线性相关"
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"毒死蜱的检测限为
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%研究表明"免疫层析试纸条与
Fa7%

结合实现了对痕量农药

的测量"能有效的扩宽毒死蜱的检测范围%同时"免疫层析试纸条与
Fa7%

的结合对其他物质的检测也值得

进一步研究%
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农药在防治农作物病虫害及保证农作物高产稳产起到了

相当重要的作用%但是农药的长期大量使用"对生态环境和

农作物带来一定程度的污染"而食品质量安全问题特别是农

副产品中的农药残留问题越来越受到人们的重视"因此对农

药检测技术的研究"特别是快速$灵敏准确$简便的检测方

法"对保护生态环境$保障人类健康有着重要意义)

$

*

%

目前农药检测的方法种类繁多"已开展的研究包括气相

色谱法$液相色谱$液相色谱
C

质谱联用法$固相萃取$毛细

管电泳)

!C\

*等技术"并取得了一些成果%虽然这些检测法结

果比较可靠"但是样品前处理繁琐$检测成本高$时间长"

需要专门的技术人员"无法满足快速$低成本等实际的需

要%

免疫传感器是利用抗原和抗体的特异性反应进而用于检

测农药残留"研究工作者构建了大量免疫传感器"如微流控

免疫传感器$胶体金免疫分析)

A

*等%微流控具有较高的灵敏

度"然而由于样品处理$试剂反应等过程复杂"检测周期长"

此类传感器在现场检测中的应用较少%胶体金免疫层析试纸

条具有时间短$低成本$易于使用"但是免疫层析试纸条的

检测限较高"对毒死蜱的检测限为
B
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"达不到



-食品安全国家标准2食品中农药最大残留限量.!
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#中对谷物$油料$蔬菜$水果中毒死蜱的最大残

留量
="=$

!
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%

G

0

HF

f$的要求%

为了提高免疫层析试纸条对农药的检测灵敏度"本工作

开发了带有
<1

纳米探针的免疫层析试纸条用于检测农药残

留"并以毒死蜱为例进行研究%用带有金属纳米探针的免疫

层析试纸条与激光诱导击穿光谱技术相结合"构建免疫层析

试纸条与激光诱导击穿光谱的新型检测方法%
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实验部分
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材料

毒死蜱!
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#$毒死蜱抗体!

P%;C<-
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#$纯度
>>"@D

柠檬酸三钠$纯度
>>">>D

氯

金酸$
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#

购于北京试剂公司"免疫层析试

纸条购买于华中农业大学"质量分数为
!=D

的
7%<

$展开剂

受赠于北京师范大学"
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纳米颗粒实验中制备%

!IK

!

仪器及参数

使用镭宝公司生产的调
` N*dU<O

激光器"型号为

P)_)C!===

%基频光波长为
$=?B2H

"脉冲激光输出的最大

能量为
!==HY

"激光器的脉冲最高重复频率为
!=Jg

"脉冲

宽度为
#

!

@2.

%使用美国海洋光学光谱仪
J6!===i

"光谱

范围为
!==

!

$$==2H

"分辨率为
="!2H

"信噪比为
!@=d$

%

实验设置+激光器输出功率
!==HY

"光谱范围
!==

!

$===2H

"积分时间
!H.

"延迟时间为
=

%

.
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方法

制备
<1

纳米溶胶+先在锥形瓶中加入
A=HF

纯净水"

再加入质量分数为
$D

用
="!!

%

H

过滤网过滤的柠檬酸三钠

溶液
$"$!HF

"放到
'U;$$C!<

的磁力搅拌器上搅拌"转速

设置为
$!==(

0

H+2

f$

"加热至沸腾"加入
="AHF>>">>D

的稀释
@

倍的氯金酸溶液"继续加热
$@H+2

后至稳定%

<1

纳米溶胶连接抗体+待
<1

纳米溶胶冷却至室温后"

取
$HF<1

纳米颗粒于试管中"滴加
$B

%

F

的
="!H5,

0

F

f$
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"调节
Z

J

为
A"@

"此时抗体的活性最高"然后加
A

%

G

的毒死蜱抗体!

P%;C<-

!

$=:?

##放到振荡器上震荡
$@H+2

"

再加入
@!"@

%

F!=D

的
7%<

溶液封闭"减少抗体与纳米颗

粒的非特异性结合&放到振荡器上震荡
@H+2

%把
<1

纳米溶

胶连接好的的抗体配平好后放到离心机里"设置转速为
#

===(

0

H+2

f$

"时间为
#=H+2

进行离心&离心后去除上清液"

把试管下面的络合物用展开剂溶解并定容至
#==

%

F

"混合均

匀待用%

配置毒死蜱溶液与滴加样品+用
;7%

缓冲液配置好
=

!
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?

2

G

0

HF

f$浓度梯度的毒死蜱溶液"分别取出
@=

%

F

的

<1

纳米溶胶与毒死蜱抗体的络合物和
@=

%

F

不同浓度的毒

死蜱溶液"滴加到试管里"混合均匀后滴加到免疫层析试纸

条的样品垫处"滴加
;7%

/

;7%V

清洗剂到样品垫处清洗直到

样品垫处无毒死蜱残留%在室温环境里自然风干"然后把免

疫层析试纸条粘贴好待测%
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结果与讨论

KI!
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新型传感器的构建

图
$

为检测原理"图中虚线以上为检测装置"虚线以下

为
<1

光谱信号强度$免疫层析纸结构及免疫层析可视化图%

检测装置包括
N*dU<O

激光器$信号延迟发生器$光谱仪$

#P

样品台&免疫层析纸条由样品垫$

N:

膜$控制线$吸收

垫组成%农药残留检测属于小分子抗原检测"待测小分子抗

原与金标抗体!

<-$

#结合后"由于空间位阻作用"捕获抗体

!

<-!

#很难再与小分子抗原结合"因此"具有单一抗原表位

的小分子抗原检测多采用竞争法免疫层析法检测)

>

*

%将定量

的包被抗原固定在免疫层析试纸条的检测线!

V

线#上"受检

农药作为半抗原与包被抗原相互竞争金标抗体%将待测液与

金标抗体混合均匀后滴加到免疫层析试纸条的样品垫处"通

过免疫层析试纸条的层析作用液体向上移动%如果样品中没

有待测农药"金标抗体与固定在
V

线上的抗原结合"聚集并

在此处呈现一条红线%若样品中有待检农药"待检农药与包

被抗原竞争金标抗体"当样品中所含的农药超过一定量时"

金标抗体不与包被抗原结合或者很少结合而在检测线处不出

现红线%过量的金标抗体继续随着层析作用不断向前移动"

到达控制线!

:

线#处"与在这里的羊抗鼠
a

G

O

结合"聚集产

生另一条红色的控制线"此处是用来检测金标抗体是否具有

活性)

$=

*

%待其干燥后"粘贴好放入
#P

样品台上%通过调节

#P

样品台"在免疫层析试纸条的检测线和控制线上选取合

适的位点"随后用激光诱导击穿光谱进行光谱测量"用测得

的控制线的平均光谱强度减去检测线的平均光谱强度"得到

的差值即为待测物的浓度%

图
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检测原理图
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对毒死蜱的检测效果分析

图
!

!

)

#所示为滴加了
$=2

G

0

HF

f$毒死蜱的免疫层析

试纸条"

:

为控制线"

V

为检测线%观察免疫层析试纸条的

检测线与控制线的颜色差异"颜色差别很小"目视检测不能

观察是否检测到毒死蜱%图
!

!

-

#所示为
$=2

G

0

HF

f$毒死蜱

的
Fa7%

检测光谱图"观察
<1

#

!B!"\##2H

处控制线和检
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测线的光谱可以看出"控制线和检测线的光谱差值比较明

显"计算出的光谱差值为
B$)T1T

%

图
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Z!毒死蜱的免疫层析试纸条)
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定量分析效果

图
#

!

)

#所示的是不同浓度毒死蜱的免疫层析试纸条"随

着毒死蜱浓度从
=

增加到
$=

?

2

G

0

HF

f$

"检测线的颜色随着

加入的毒死蜱浓度增高"检测线的颜色逐渐变浅%图
#

!

-

#所

示的是
<1

#

!B!"\##2H

处的
Fa7%

光谱数据差值"随着毒

死蜱浓度从
=

增加到
$=

?

2

G

0

HF

f$

"

Fa7%

光谱数据差值逐

渐增大%为了消除随机误差的影响"使用
&

Fa7%

强度!测量

样品强度减去空白样品强度#与毒死蜱浓度取对数绘制校准

曲线"如图
#

!

3

#所示%

&

Fa7%

强度与毒死蜱浓度在
$=

!

$=

?

2

G

0

HF

f$范围内呈线性相关"

*e?"$B+i#$"A@
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"毒死蜱的检测限为
="#>2

G
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f$

"达到了国家检测

标准的要求%

!!

影响免疫层析试纸条与激光诱导击穿光谱检测方法检测

限可能有如下原因+!

$

#胶体金粒子的大小"

!=2H

左右的胶

体金粒子可以保证在硝酸纤维素上的展开速度"也可以使免

疫试纸条呈现肉眼观察最敏感的颜色&!

!

#试纸条层析膜的

质量影响胶体金粒子的展开速度%

#

!

结
!

论

!!

进行了免疫层析试纸条与
Fa7%

联用检测毒死蜱农药残

留的检测方法的研究%通过免疫层析试纸条与
Fa7%

联合的

检测方法对农药残留的检测和分析"结果显示+免疫层析试

图
M

!

%

&

&#滴加不同浓度的毒死蜱溶液的免疫层析试纸条)

%

'

&#滴加不同浓度的毒死蜱
\G<"

光谱数据)%

3

&毒死

蜱浓度在
!W

!

!W
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Z!检测范围的回归曲线图
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纸条与
Fa7%

结合比免疫层析试纸条对农药的检测限提高了

三个数量级"且操作简单$快速$灵敏度高%本研究将免疫

层析试纸条与
Fa7%

进行了有效的结合"对痕量农药的检测

能力有所提高"在农药残留检测领域有进一步的研究意义%
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