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摘  要  免疫分析技术具有灵敏度高、特异性强、简单快速等优点,已成为检测食品中杀菌剂残留的一种重要手

段。文中简要介绍了免疫分析技术原理,综述了近年来在杀菌剂残留检测中的应用研究进展, 并对该技术的发

展前景作了展望。
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  杀菌剂是一类用于防治果蔬等农副产品生产中

由病原菌引起的植物病害以及用于采后防腐保鲜的

农药
[ 1]
。研究发现, 杀菌剂虽对人体的直接毒性不

大, 但如果长期摄入, 在体内积累会导致慢性或急性

毒性而影响人们的健康
[ 2 ]
。为保障消费者的健康,

发达国家和国际组织制定了许多杀菌剂在食品中的

最大残留限量标准,并加强对食品农产品中杀菌剂残

留的监测
[ 3]
。目前杀菌剂残留的检测主要是采用

GC、HPLC等仪器分析法,这些方法存在前处理繁琐、

分析周期长、成本高等缺点, 且需要熟练的技术人员,

难以满足简单、快速的现场检测要求。

免疫分析法是将待分析物制备成抗原后免疫动

物使之产生抗血清,利用抗原与抗体的特异性反应,

结合现代测试手段来对待测组分进行定性以及超微

量定量分析。与仪器分析法相比, 具有简单、快速、灵

敏和特异性强等特点, 近年来备受人们重视,如美国

化学会已将免疫分析与气相、液相色谱同列为农药残

留的三大支柱技术
[ 4]
, 并已广泛用于杀虫剂、除草

剂、植物生长调节剂等农药残留的检测。根据标记物

不同,免疫分析可分为放射免疫技术 ( RIA )、荧光免

疫技术 ( F IA )、酶免疫技术 ( E IA )、发光免疫技术

( L IA )和金免疫技术 ( ICG )。本文对近年来国内外检

测杀菌剂残留常用的免疫分析技术及其应用进展进

行了综述,重点介绍了 E IA的应用情况, 并对免疫分

析技术今后的发展方向进行了讨论。

1 放射免疫技术 (R IA )

RIA是 Yalow和 Berson于 1956年首次提出的,

它是一种根据竞争免疫原理把放射性同位素的高度

灵敏性与抗原抗体反应的特异性相结合的微量物质

分析方法。Centeno等于 1968年就将 R IA 应用于

DDT和马拉硫磷的检测, 这标志着免疫学检测技术

正式应用于农药残留检测中。因具有灵敏度高 (高

达 ng甚至 pg水平 )、特异性强、精密度好 ( ng量物质

的回收率接近 100% )、适用范围广等优点, R IA现已

广泛应用于众多分析研究领域
[ 5]
。李佐卿等

[ 6 ]
用放

射免疫方法检测鱼肉和鸡肉中磺胺类抗菌剂残留量,

对样品加标 10 Lg /kg, 分别进行 18次和 16次测定,

其精密度分别为 5114% 和 6119%,最低检出限为 10

Lg /kg。

该方法简便、快捷,而且具有较高的灵敏度和特

异度, 但有时会出现交叉反应、假阳性反应,且样品处

理不够迅速。最重要的是 RIA所使用的同位素会给

人类及环境带来危害,这限制了其进一步的应用和发

展,目前许多国家己开始对 R IA的使用加以限制。

2 酶免疫技术 ( E IA )

E IA是于 20世纪 70年代继放射免疫技术

( R IA )后发展起来的一种非放射性免疫标记技术。

针对 R IA的缺点, E IA用生物酶代替放射性同位素作

为指示剂, 是一种将抗原抗体反应的特异性和酶催化

底物反应的高效性和专一性结合起来的免疫检测技

术,其基本原理可用以下 3个反应式表示:

( 1)抗原 +抗体
温度, pH

抗原 -抗体复合物

( 2)酶底物
专一性酶

pH,温度
产物 Ñ
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( 3)生色原或供氢体
产物Ñ

pH,温度
产物 Ò (颜色反应

或紫外吸光值变化 )

酶免疫技术按照抗原抗体系统是定位于组织细

胞上还是存在于液体样品中分为酶免疫组化技术和

酶免疫测定,酶免疫测定又可分为均相酶免疫测定和

异相酶免疫测定,因分离游离和结合的标记物的方法

不同, 异相酶免疫测定又分成液相酶免疫测定和固

相酶免疫测定 2类:

酶免疫技术

酶免疫组化

酶免疫测定

均相酶免疫测定

异相酶免疫测定
固相酶免疫测定

液相酶免疫测定

目前,酶免疫技术中最常用的是固相酶免疫测定

中的酶联免疫吸附法 ( ELISA) ,因为 ELISA除了具备

其他酶免疫分析技术的优点外,还具有样品前处理简

洁、快速的优点。该技术可在几十分钟至几个小时内

完成多批样品的检验, 且检验成本低。目前,国内外

已有大量根据 ELISA的技术关键点 (抗原合成、载体

选择和抗体制备等方面 )建立不同的 ELISA法检测

食品中杀菌剂残留的文献报道。

杀菌剂是小分子物质本身不具免疫原性,须先合

成可直接与载体偶联的半抗原后才能刺激机体产生

特异性抗体。因此,制备人工抗原的前提是先设计合

适的半抗原。New some等
[ 7 ]
建立了间接 ELISA检测

草莓、桃、苹果和葡萄等果品中的克菌丹残留,最低检

测限为 1 ng /mL,线性范围为 1- 200Lg /mL。在半抗

原设计时,先在克百威分子苯环上反应产生 1个氯原

子, 然后将其代谢物 tetraphydrophthalim ide ( THPI)通

过连接不同的烷基间隔臂合成 3种不同的半抗原,发

现间隔臂为 5个碳原子的半抗原合成的抗原能产生

最佳的多克隆抗体。这是因为 5个碳原子的间隔臂

避免了间隔臂太短导致载体空间位阻影响免疫系统

对半抗原特征基团的识别, 间隔臂太长易受氢键、疏

水作用等作用力的影响。 Lee等
[ 8]
将半抗原苯环上

的羧基偶联匙孔血蓝蛋白合成人工抗原,建立了间接

竞争 ELISA检测马铃薯、洋葱、黄瓜和西红柿中异丙

菌胺残留,最低检测限仅为 01065 ng /mL, IC50为 3151
ng /mL。在半抗原设计时,尝试将异丙菌胺上的异丙

氧基除去,结果合成的人工抗原未能产生免疫原性,

实验表明保留待测物的特征基团是提高检测特异性

的关键,半抗原的设计应在尽可能保留待测物的特征

结构的基础上于适当位置引入合适的连接臂和官能

团。同年, Lee等
[ 9]
又通过保持氯苯嘧啶醇的立体结

构合成了两种不同的半抗原,建立了间接竞争 ELISA

检测苹果和梨中氯苯嘧啶醇残留,该方法的最低检测

限均为 013 ng /mL,其 IC50分别为 514和 914 ng /mL。
效价高、特异性强的抗体获得在免疫分析方法中

最为关键, 因为抗体质量的优劣直接影响测定的性能

和操作性。目前,农药小分子免疫中抗体制备主要有

多克隆抗体技术和单克隆抗体技术。 Carsten等
[ 10]

建立了苹果和西红柿中百菌清多克隆抗体 ELISA检

测方法, 检测限分别为 01068 mg /g和 01030 mg /g。
Bushw ay

[ 11]
利用 ELISA和 HPLC法比较检测了 134

个葡萄酒样品中多菌灵, 发现虽然其中 98个样品经

两种方法检测均呈阳性, 而剩余 36个样品中, ELISA

法最低检测限为 01005 ng /mL, 低于 HPLC ( 0101
ngmL) , 且 ELISA 法从样品前处理到检测仅需 30

m in,回收率为 81% - 105% ; 随后, Bushw ay等
[ 12]
通

过制备多克隆抗体建立了果汁中多菌灵的 ELISA测

定方法,结果表明,检测未经前处理的样品需 18m in,

而经前处理的样品也仅需 35 m in。多克隆抗体技术

方法简单、成本低、来源广,较早应用于免疫分析。与

多克隆抗体相比,单克隆抗体对设备要求相对较高,

技术相对复杂, 成本也高,但特异性强, 交叉反应少,

产量大且稳定、易于处理和控制等特点。M ancls

等
[ 13]
用单克隆抗体的 ELISA方法检测果汁中的氟醚

唑、戊菌唑、环唑醇和腈菌唑等三唑类杀菌剂,检测限

为 011- 017Lg /L, 回收率为 62% - 135% ,该法操作

简单, 除样品稀释外,无需任何前处理,符合农药残留

检测技术要求。

检测杀菌剂残留的 ELISA法根据包被原的不同

通常可分为直接 ELISA (包被抗体测抗原 )和间接

ELSA(包被抗原测抗体 )。Park等
[ 19]
将 1个氨基羧

酸与克利菌的硫代磷酸酯基团连接作间隔臂,简化半

抗原合成步骤 (从普遍的 7步简化到 2步 ) , 新合成

了 2种半抗原,并建立了特异性强和灵敏度高的测定

果蔬中立枯磷残留的间接 EL ISA方法, 最低检测限

为 20 ng /mL, IC50为 160 ng /mL。该方法的灵敏度

和特异性均比常规的直接竞争 ELISA方法高 (最低

检测限为 130 ng /mL, IC50为 410 ng /mL )。 Brandon

等
[ 15]
报道了检测马铃薯和苹果中噻菌灵残留的间接

竞争 ELISA方法, 最低检测限为 200 Lg /kg。Abad

等
[ 16]
优化了半抗原合成的方法, 建立了 1种灵敏度

高、选择性好的检测果汁中噻菌灵的间接竞争 ELISA

方法。研究表明,该法可直接测定未经任何提取或净
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化处理的样品,对于橙汁和葡萄柚汁、香蕉汁、苹果和

桃子汁, 其最低检测限分别为 1 ng /mL、5 ng /mL和

20 ng /mL,其中苹果和桃子汁中的噻菌灵经乙酸乙酯

提取后用 ELISA检测, 其最低检测限可降至 5 ng /

mL, 说明去除样品基质干扰可提高检测的灵敏度;

Anne-Laurence
[ 17]
通过选用不同的吸附载体 (微孔板

和聚乙烯管 )对比建立竞争 ELISA检测福美双,最低

检测限为 5 ng /mL,回收率为 89% ,该法的检测速度

比酶标仅结合于孔壁上快且灵敏度高。M ercader
[ 18]

通过比较不同孵育方法 (一步和二步孵育 )建立

EL ISA检测果蔬中肟菌酯残留, 最低检测限分别为

0117 ng /mL和 0121 ng /mL。这些方法都不仅优化实
验步骤还提高了检测的灵敏度和特异性。

表 1归纳了国内外应用 ELISA检测食品中杀菌

剂残留的部分实例。

表 1 ELISA在食品杀菌剂残留中的应用

杀菌剂名称 抗体类型 测定样本 检测限 回收率 /% 报道文献

苯菌灵 多抗 红葡萄酒 015 ng /mL - [ 19]

多菌灵 多抗 果汁 300 ng /mL 81- 105 [ 20]

氟醚唑 多抗 水果、果汁 2 ng /m L - [ 21]

三唑酮 多抗 黄瓜、梨等 40 ng /mL 92144- 98118 [ 22]

噻菌灵 多抗 肉类 9- 20 ng /g - [ 23]

多菌灵 多抗 牛肉、猪油 5 ng /g - [ 24]

抑霉唑 单抗 柑橘属水果 011 ng /mL 8110 [ 25]

抑霉唑 单抗 苹果、马铃薯、果汁 0106 ng /mL > 97 [ 26]

硝基唑 单抗 肝脏 20 ng /g - [ 27]

苯并咪唑类 单抗 肝脏 1- 8 ng /g - [ 28- 29]

3 金免疫技术 ( ICG )

金免疫技术 ( ICG )又称免疫金标记技术, 是以胶

体金作为示踪标志物或显色剂,利用特异性抗原抗体

反应, 在光镜、电镜下对抗原 (或抗体 )物质进行定

位、定性乃至定量研究的 1种新型免疫标记技术。

1962年 Fe ldherr首次介绍了胶体金可作为一种电子

显微镜水平的示踪标记物, 1971年, T ay lor又将胶体

金引入电镜免疫标记技术中。氯金酸在还原剂如白

磷、抗坏血酸、枸橼酸钠、鞣酸等作用下, 可聚合成一

定大小的金颗粒,形成带负电的疏水胶溶液。它在静

电作用下而形成稳定的胶体状态, 故称胶体金。胶体

金标记,实质上是蛋白质等高分子被吸附到胶体金颗

粒表面的包被过程。在实际应用时一般是将胶体金

与抗体结合形成金标抗体,用于检测抗原。

胶体金不存在内源酶干扰及放射性同位素污染

等问题,且还可利用不同颗粒大小的胶体金作双重甚

至多重标记,使定位更加精确, 因此它已成为继荧光

素、酶和同位素等标记技术之后的一种新型标记技

术。张明等
[ 30]
应用胶体金免疫层析技术检测动物食

品中的磺胺甲嗯唑 ( SM Z)抗菌剂残留, 制备了抗磺胺

甲嗯唑多克隆抗体,并采用柠檬酸三钠法制备胶体金

颗粒, 胶体金标记多抗后喷涂到玻璃纤维膜上, 特异

性抗原以线状包被在硝酸纤维素膜上,制成快速检测

试纸条检测待测液, 该方法对 SMZ标准溶液的灵敏

度达到 50 ng /mL, 试纸条显色结果清晰,反应灵敏,

整个检测反应在 5- 10 m in内完成, 稳定性及重复性

良好。但是,由于胶体金颗粒本身的性质决定了该技

术还存在一些问题, 如胶体金颗粒大, 渗透能力相对

较差; 在操作过程中要求清洁程度高; 胶体金溶液存

放时间相对较短等, 这些问题导致免疫胶体金技术的

应用受到一定限制。

表 2列出了放射免疫技术 ( RIA )、ELISA法和金

免疫技术 ( ICG)的优缺点的比较。

4 存在问题与发展前景

免疫技术较之其他检测方法显示了极大的优势,

在杀菌剂残留的检测中取得了一定的进展,但由于杀

菌剂品种繁多、结构复杂、检测样本各异等,仍存在以

下局限: ¥ 人工抗原合成困难。制备稳定、免疫性好

的人工抗原需要一定的相关知识和经验, 且工作量

大、周期长、成本高; 目前尚未对半抗原结构、免疫原

结构与结合比以及免疫活性作深入研究,难以合成高

活性的免疫抗原; ¦ 易出现假阳性。由于难于制备
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高特异性抗体,且待测农药与其结构类似物有一定程

度的交叉反应,导致检测的准确性和灵敏度降低, 易

出现假阳性; § 难于同时分析多种成分。免疫技术

分析对试剂的选择性高, 很难同时分析多种成分; ¨

方法难于标准化。影响免疫分析技术的因素较多且

不稳定,使方法难于标准化。

表 2 三种免疫技术优缺点的比较

比较指标 R IA ELISA ICG

特异性 取决于抗体制备 取决于抗体制备 取决于抗体制备

敏感性 高 高 高

重演性 较满意 较满意 较满意

结果判断 客观 客观 客观

抗原制备 较容易或复杂 较容易或复杂 较容易或复杂

结合物制备 已标准化 正在标准化 正在标准化

在野外条件下用于大量人群标本的普查 困难 可以 可以

主要设备 粒子计数器 酶标比色计 光镜、电镜

试验成本 高 低 低

试剂半衰期 短 长 较长

对人的危害性 有 无或很少 很少

主要检测对象 抗原 抗体或抗原 抗原

  但是,近年来出现了不少免疫新技术,有力地推

动了农药残留免疫分析技术的发展。 ¥ 免疫分析技

术与其他技术相结合,如免疫分析与流动注射系统相

结合形成流动注射免疫技术,免疫分析与传感器结合

形成免疫传感技术,免疫分析与气相、液相色谱联用

等, 都充分利用了两种以上技术的优势, 既可提高检

测灵敏度又可降低交叉反应; ¦ 多农药残留免疫分

析, 该技术的应用为多残留检测、残留暴露评估以及

混配农药分析创造了条件; § 免疫 - PCR技术,利用

将抗原 -抗体的特异性反应与 PCR强大的扩增能力

结合一起,使免疫分析的灵敏度进一步提高; ¨ 分子

印迹技术, 利用化学手段合成的分子印迹聚合物

(M IP), 能特异性吸附作为印迹分子的待测物。

随着分子生物学、基因工程及信息技术的发展,

免疫分析技术也将朝着检测限更低、检测范围更广、

灵敏度和特异性更高、适合多组分快速检测和易于商

品化的方向不断完善发展,免疫技术也必将在检测食

品中的杀菌剂残留领域发挥更重要的作用。
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ABSTRACT  W ith the advantages o f h igh sensitiv ity, high spec ific ity, easy handling and rap id response, immuno-

assay has been play ing an important ro le in fungic ide residue detection1 In th is paper, not only the pr incip le o f immu-

noassay techn ique, but a lso the app lications and development prospects in fung ic ide residues detection are rev iew ed1
Key words waxy corn, OSA modified starch, paste propertiesimmunoassay, fung ic ide residues, determ ination


