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摘要 

有机磷农药（Organophosphorus pesticides, OPs）作为一种广谱且高效的杀虫剂而

经常被用于保障农产品质量，但因其种类繁多、违规滥用，对食品安全、人体健康和

环境保护等都造成了巨大的威胁，也导致对其残留的检测面临着严峻的挑战。大型仪

器检测方法操作复杂、专业化要求较高，难以满足 OPs 的日常监测需求。而快速检

测方法大多具有方便携带、操作简单等优势，利于推广应用。其中，免疫分析方法因

其高效、稳定等特点已成为目前的主流快速检测方法之一。因此，本论文采用有机磷

农药广谱性抗体（Abs）作为核心识别元件，对 3 种不同原理的快速检测方法进行了

探究，可满足不同的 OPs 快速检测要求。主要研究内容如下： 

（1）为更好地满足实验室条件下的 OPs 快速初筛检测需求，运用响应面法对间

接竞争酶联免疫吸附测定检测方法的工作条件进行了优化分析。首先，对有机磷农药

通用结构抗原和 Abs 的最佳工作浓度组合进行了探究。然后，在单因素试验的基础上，

进行了响应面优化设计试验。在修正后的最佳工作条件（离子浓度 0.04 M、pH 值 7.89、
甲醇浓度 2.9%）下进行加标测试，表现出了稳定和重复性好的检测结果，灵敏度为

1.28 ng/mL。该 Abs 对不同 OPs 的识别灵敏度差异较小，对硫磷、蝇毒磷、喹硫磷、

甲基对硫磷的检测灵敏度分别为：0.72、3.39、4.62、4.88 ng/mL。可应用于实验室中

大量样本的初步筛选检测需要。 

（2）为满足 OPs 的快速微量检测需要，以普鲁士蓝（Prussian-blue, PB）为导电

基底制备了一种新型免疫电化学传感器。为加强抗体与 PB 的有效结合，将 Abs 与纳

米金偶联，制备了金标探针。为简化传感器的制备流程，在金标探针与 PB 的混合溶

液中，通过一步电沉积法在电极表面制备了电沉积复合膜。在最佳的实验条件下，

OPs 的浓度与相应的电化学响应值呈现出良好的线性关系（R2=0.9918），检测限为

0.003 ng/mL。在实际样品的加标测试中，回收率为 98.05%~102.05%。因此，当样品中

目标物浓度较低时，可利用该传感器进行检测。 

（3）为降低 OPs 检测工作的专业化门槛，进一步提高检测效率，通过对羊抗鼠

抗体（Sheep anti-mouse antibodies, SaMIgG）进行荧光标记，制备了一种时间分辨荧

光纸基传感器。将 Abs 通过 SaMIgG 与氧化铕乳胶微球联接，形成了间接时间分辨荧

光探针，这一策略能够有效地实现信号放大，并可节约靶标抗体用量。待检测结束后，

借助 365 nm 波长的紫外光源，即可通过监测检测线处的荧光强度实现定性判断，筛

出的阳性样本图像利用 ImageJ 软件分析后即可完成定量检测。对传感器的构建和工

作条件进行了优化，其检测限可达到 0.53 ng/mL。该传感器可以较稳定地应用于在蔬

菜样品基质的加标测试。该传感器制备成本较低，方便携带，操作简单，可供非专业 
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人员或大量样本快速检测使用。 

以上研究为 OPs 的检测提供了多样的检测方案，可基本满足不同人群、不同场

景下的快速检测需求。 

关键词：有机磷农药；广谱性抗体；快速检测方法；酶联免疫吸附测定法；电化学传感

器；纸基传感器 
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Abstract 

As broad-spectrum and highly effective insecticide, Organophosphorus (OPs) have 
been frequently used to ensure the quality of agricultural products. However, due to their 
wide variety and illegal abuse, OPs have posed great threats to food safety, human health 
and environmental protection, and thus have faced severe challenges in the detection of 
their residues. The detection method of large instrument is complicated in operation and 
requires high specialization, which is difficult to meet the daily monitoring needs of OPs. 
Most of the rapid detection methods are convenient to carry and easy to operate, which is 
conducive to popularization and application. Among them, immunoassay has become one 
of the mainstream rapid detection methods because of its high efficiency and stability. 
Therefore, this paper used broad-specificity antibody of organophosphorus pesticides (Abs) 
as the core identification element to explore three rapid detection methods with different 
principles, which could meet different OPs rapid detection requirements. The main 
research contents were as follows: 

(1) In order to better meet the requirements of OPs rapid preliminary screening 
detection under laboratory conditions, response surface methodology was used to optimize 
the working conditions of the indirect competitive ELISA assay. Firstly, the optimal 
working concentration combination of organophosphorus pesticide general structural 
antigen and Abs was studied. Then, on the basis of single factor test, the response surface 
optimization design experiment was carried out. The modified optimum operating 
conditions (ion concentration of 0.04 M, pH value of 7.89, methanol concentration of 2.9%) 
were used to test the standard. It showed a stable and reproducible detection result, with a 
sensitivity of 1.28 ng/mL. The detection sensitivity of the Abs to different OPs had little 
difference, and the detection sensitivity of parathion, phosphomebium, queathion and 
methyl parathion were 0.72, 3.39, 4.62 and 4.88 ng/mL, respectively. So, it could be 
applied to the preliminary screening and detection of a large number of samples in the 
laboratory. 

(2) In order to meet the need of rapid trace detection of OPs, a novel 
immunoelectrochemical sensor was prepared with Prussian-Blue (PB) as conductive 
substrate. In order to strengthen the effective binding between antibody and PB, the gold 
labeled probe was prepared by coupling Abs with AuNPs. In order to simplify the process 
of sensor preparation, the electrodeposition composite film was prepared on the electrode 
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surface by one-step electrodeposition method in the mixed solution of gold labeled probe 
and PB. Under the optimal experimental conditions, the concentration of OPs showed a 
good linear relationship with the corresponding electrochemical response value 
(R2=0.9918), and the detection limit was 0.003 ng/mL. The recoveries of actual samples 
were 98.05%~102.05%. Therefore, when the concentration of the target substance in the 
sample was low, the sensor could be used for detection. 

(3) In order to reduce the professional threshold of OPs detection and further improve 
the detection efficiency, a time-resolved fluorescent paper-based sensor was prepared by 
fluorescence labeling the Sheep anti-mouse antibody (SaMIgG). An indirect time-resolved 
fluorescent probe was fabricated by connecting Abs with europium oxide latex 
microspheres via SaMIgG. This strategy could effectively amplify the signal and save the 
amount of target antibody. After the detection, the fluorescence intensity at the detection 
line could be monitored qualitatively with the help of the ultraviolet light source with the 
wavelength of 365 nm. The screened positive sample images could be analyzed by the 
software ImageJ to complete the quantitative detection. The construction and working 
conditions of the sensor were optimized, and the detection limit could reach 0.53 ng/mL. 
The sensor could be used stably in the test of vegetable sample matrix. The sensor had the 
advantages of low production cost, easy portability, simple operation, and could be used by 
non-professionals or a large number of samples for rapid detection. 

The above studies provided a variety of detection schemes for OPs detection, which 
could basically meet the rapid detection needs of different populations and different 
scenarios. 

Keywords: Organophosphorus pesticides; Broad-specificity antibody; Rapid detection 
method; Enzyme-linked immunosorbent assay; Electrochemical sensor; 
Paper-based sensor 
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第一章  绪论 

1.1  研究背景及意义 

农药是农业生产的重要组成部分，在提高农产品质量、保障粮食供给等方面起到

了极为重要的作用。自从 20 世纪 60 年代有机氯类农药被禁用后，其他合成农药如有

机磷农药（Organophosphorus pesticides, OPs）、氨基甲酸酯类农药（Carbamates 
pesticide）和拟除虫菊酯类农药（Pyrethriods pesticide, Pyrs）被引入使用。其中，OPs
在农业生产中是最常见的品种，其因高效、广谱的特点而被广泛应用[1, 2]，其用量在

各种农药的总使用量中约占 70%[3, 4]。OPs 存在一定的神经毒性，进入机体后会与乙

酰胆碱酯酶的羟基结合并使之磷酸化，磷酸化后的乙酰胆碱酯酶活性受到了抑制，无

法有效分解乙酰胆碱，从而导致乙酰胆碱过量蓄积，使机体发生神经性中毒[5]，由此

起到灭虫剂的作用。一般情况下，OPs 只对目标害虫有致死作用，不会影响非目标群

体。并且，在农作物的种植、生产过程中，只要合理使用 OPs、严格执行安全间隔期

就可以在保障农产品质量的同时，也不会对人群身体健康造成危害[6]。然而，由于农

药难以降解，长期残留于生态系统中，通过空气、水和土壤进入食物链，最终会在高

级消费者体内富集[7]。另外，由于部分生产者过分追求农作物生长速度，不规范地使

用 OPs，随之而来的超标和残留问题对食品安全构成了严重的威胁。这不仅影响到了

我国农产品的生产质量安全、公众的身体健康和环境的可持续发展，也在一定程度上

阻碍了我国农产品的出口贸易行业的发展[8, 9]。 
据报道，已经商业化使用的 OPs 有 150 多种[7]。另外，由于地理位置、饮食习惯的

不同，不同国家和地区使用的 OPs 种类和残留水平也存在差异。果蔬、茶叶、土壤等基

质类型复杂多样、农药用量大、农药理化性质各异、农药多残留污染，这些都导致 OPs
残留检测面临着巨大的挑战[9, 10]。面对如此严峻的 OPs 残留污染现状，除了加快开发

新型、绿色农药外，加强对市面上现有农药的监管力度成为了当下最有效的手段[11]。

而有效的监管体系则需要依赖于精准、高效的检测方法。传统的农药检测方法包括质

谱法、气相色谱法、高效液相色谱法及其相互之间的联用方法等，它们虽具有灵敏度

较高、特异性较强、检测结果准确可靠的特点，但样品前处理复杂、检测过程繁琐费

时、需要专业人员操作等问题阻碍了这些方法的使用和普及[12, 13]。一些新型检测技术，

如免疫传感器、酶传感器、适配体传感器等，因其便携、快速、准确、高效等特点，

且在实际应用中表现出了比较好的检测效果，而受到了部分科研人员的广泛关注。同

时，由于 OPs 种类繁多，常用的基于单一靶标识别的检测方法已经难以满足监管机

构的需求[14-16]，开发稳定性好、灵敏度高的 OPs 残留快速检测方法已成为当务之急。 
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1.2  国内外研究现状 

目前，常见的快速检测方法大多是基于传感器原理建立的，敏感识别元件与被分

析物质之间发生特异性结合时发生的电子转移、共价键合、催化等生物、化学反应，

会表达出相应的物理、化学信号，需通过物理化学换能器转换为定性判断或定量监测

的信号[17]。由于检测速度较快、操作速度较为简单、检测性能较好等优点，搭载着不

同敏感识别元件的不同换能原理的快速检测方法在 OPs 残留检测方面展现出重要的

应用价值和前景。 

1.2.1  主要敏感识别元件 

快速检测方法能够有效应用于 OPs 的分析与检测，首先需要具备高亲和力、高

特异性识别能力的敏感识别元件。 
（1）酶 
近年来，有许多关于酶（Enzyme）传感方法应用于 OPs 检测的报道，他们主要

是利用了酶抑制的原理[18]。Hou 等[19]利用乙酰胆碱酯酶（Acetylcholinesterase, AchE）
作为核心识别元件，借助氧化石墨烯、纳米金笼的优异导电性，构建了一种用于检测

毒死蜱农药的电化学酶传感器。在该传感体系中，OPs 能够与 AchE 上面的丝氨酸残

基发生共价结合，这导致 AchE 发生不可逆的磷酸化[20]，整个体系中乙酰胆碱的催化

效率降低，最终体现为电流信号下降。该方法的检测限（Limit of detection, LOD）为

3 ng/mL，并且在加标回收实验中表现出了较好的稳定性和回收率。Liu[21]等构建了由

酪氨酸酶介导的上转换发光荧光传感器，在酪氨酸酶的催化作用下，上转换发光纳米

粒子的荧光信号发生淬灭。随着 OPs 的加入，酪氨酸酶的活性逐渐被抑制，使得整

个体系的荧光信号随之升高。以酶抑制为原理的传感器的发展较为成熟、操作简便、

检测时间短、检测成本低。但是，氨基甲酸酯类农药也存在类似的酶抑制作用[18]，会

在一定程度上对检测结果造成干扰。此外，传统的酶抑制传感方法的前处理条件通常

以水相为主[22, 23]，这使得农药残留组分的提取效率较低，制约了该方法检测性能的提

升[23]。 
（2）适配体 
适配体（Aptamer, Apt）是通过体外筛选获得的寡核苷酸序列，它与目标物的结

合方式类似于抗原-抗体间的相互作用，能够针对目标物实现高亲和力、高特异性地

识别[24]，故也被称为“化学抗体”。适配体易于合成、重复性较好、制备成本低[25]，

正作为一种新兴的敏感识别元件被广泛应用于 OPs 检测工作。王丽[26]利用 SELEX 筛

选技术得到了可以同时识别丙溴磷、甲拌磷、水胺硫磷、氧化乐果 4 种 OPs 的 DNA
适配体序列[27]，该序列后来被许多研究者用作核心识别元件[28-30]，来进行 OPs 适配

体传感器的研究。Bala 等[31]基于竞争模型构建了比色传感器，互补肽与马拉硫磷共
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同竞争适配体上同一识别位点，未与适配体结合的互补肽会引起纳米金颗粒聚沉并使

溶液由红变蓝，通过检测整个反应体系的光学信号变化，可以实现对马拉硫磷的定性

及定量检测。然而，由于适配体序列的筛选较为困难，目前已知的能够准确识别目标

农药类别的适配体序列数量还很有限，这一定程度上阻碍了适配体传感器的深入探究

和推广应用[18, 25]。 
（3）分子印迹聚合物 
分子印迹聚合物（Molecular imprinting polymers, MIPs）是在分子印迹技术中能

够与模板分子进行特异性识别的一类物质，它与印迹分子之间存在着类似酶-底物或

者抗体-抗原的相互作用[32-34]。MIPs 作为敏感识别元件，热稳定性较好[35]，其识别效

率较为稳定，不易受 pH、温度等环境因素的影响[18]。Karimi-Maleh 等[36]以吡咯为功

能单体，以克线磷为分析分子，通过循环伏安法制备了基于 Co3O4@MOF-74 纳米复

合材料的分子印迹电极，对克线磷农药的 LOD 可达到 1.0×10-11 M，并在后续性能测

试中表现出了较为理想的稳定性、重现性和高选择性。MIPs 是一类新兴的敏感识别

元件，发展还不成熟，还存在着功能单体选择较少、模板分子洗脱不彻底等不足之处
[37]。目前关于 MIPs 的研究仍停留在实验室阶段，若要实现大规模商业化仍是一个较

大的挑战[38]。 
（4）抗体 
抗体（Antibody, Ab）是将抗原免疫到机体内以后，在免疫应答系统的作用下，

机体产生的能够高亲和力、高特异性识别并结合抗原的一类物质[39, 40]。抗体因其灵敏

度高、检测范围广、准确有效等特点[41, 42]，常被作为一种高效、耐久的敏感识别元件

被广泛应用于各类传感检测方法的构建[18, 40, 43, 44]。Yu[45]使用能够发出红色荧光的

β-NaY(Gd)F4:Yb,Er 上转换发光颗粒来标记单克隆抗体，在硝酸纤维素膜上依次固定

抗原和羊抗兔抗体，构建了用于检测杀螟硫磷的上转换发光免疫层析纸基传感器，该

方法可实现现场实时的高灵敏度检测。Talan 等[44]将毒死蜱抗体固定在纳米金表面构

建了电化学免疫传感器，并利用氟掺杂锡氧化物的导电性来增强电流信号，在苹果和

卷心菜中的 LOD 可达到 10 nM。尽管基于抗体的免疫分析方法无需复杂仪器就可以

实现高特异性、高灵敏度的检测，但必须注意到的是，抗体主要为蛋白质成分，对作

用环境和储藏条件的要求较为严格，加之生产成本较高，在应用于农药残留等农产品

质量监测时，或可带来过高的检测成本。 

1.2.2  主要快速检测方法 

（1）酶联免疫吸附测定 
酶联免疫吸附测定（Enzyme linked immunosorbent assay, ELISA）是免疫学中的

经典实验，也是目前较为成熟、常用的快速检测方法。它是指将特异性抗原或靶标抗

体结合到聚苯乙烯等固相载体上，进行抗原-抗体特异性结合反应后，加入能够识别
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靶标抗体的酶标二抗，洗脱掉多余的二抗后，利用间接标记到抗体上的过氧化物酶进

行底物催化反应，通过分析产物溶液的吸光度（450 nm）和目标物质浓度之间的关系，

最终实现定性判断和定量检测[46, 47]。以 ELISA 为原理开发的检测试剂盒因其特异性

强、灵敏度高、重复性好等特点，得到了众多科研工作者的认可和推崇，在医学诊断、

食品安全监管、环境监测等领域得到了广泛地应用[48]。王恒玲[49]曾利用菊酯类农药

广谱性抗体作为核心识别元件建立了间接竞争酶联免疫吸附测定（ Indirect 
noncompetitive enzyme-linked immunity, icELISA）检测方法，其中，针对醚菊酯、氯

菊酯和苯醚菊酯三种菊酯类农药的检出限分别可达到 3.16、3.72、4.27 μg/mL，可满

足对大量样本进行快速初筛的检测需求。 
（2）电化学传感器 
电化学传感器（Electrochemical sensor）因其制备过程和操作方法简单，加之成

本低廉、便于携带、易于实现集成化等优势[24]，已经成为 OPs 快速检测方法中最常

用的传感技术之一。它是通过将敏感识别元件与被分析物质之间发生的生物、化学反

应转换为电流、电压等电信号输出，进而建立被分析物质浓度与电信号变化之间的关

系[50, 51]。Mehta 等[52]利用功能化石墨烯量子点实现信号的有效放大，构建了一种电化

学免疫传感器，对于对硫磷的 LOD 可达到 46 pg/L。Cao 等[53]报道了一种用于检测毒

死蜱的电化学免疫传感器，固定在电极表面的抗体捕捉到毒死蜱农药分子后，使得电

极表面的阻抗明显升高，该方法的 LOD 为 1.4×10-5 µg/mL，并且在后续测试中表现

出了较好的特异性。 
（3）化学发光传感器 
化学发光传感器（Chemiluminescence sensor）是一种根据纳米材料的化学发光强

度来确定被分析物质浓度的光谱技术[54, 55]。该传感方法在工作时无需外部光源，具有

灵敏度高、操作简单、成本低等优势[56]。欧阳辉[56]成功制备了具有类过氧化物酶作

用的石墨相氮化碳-铁酸铋纳米复合物，与毒死蜱抗体偶联形成化学发光探针，用于

构建免疫层析试纸条，该复合物呈深棕色，可作为定性判断的颜色信号；又可以通过

监测其对鲁米诺-过氧化氢化学发光体系的增敏效果，来作为定量检测信号。 
（4）荧光传感器 
荧光传感器（Fluorescence sensor）是将能够产生荧光信号的纳米材料与靶标抗原

或抗体进行偶联标记，随着特异性识别反应的进行，体系中的荧光强度会因荧光淬灭

而相应减弱[55]或者因荧光集团聚集而相应增强[57]。借助特定波长的激发光源，即可

监测到上述变化。荧光传感器具有较高的信噪比，有利于提高检测灵敏度[58]。Zou 等
[59]利用上转换发光纳米粒子标记抗体，建立了横向流动免疫层析纸基传感器方法，以

定性判断和定量检测结合的方式，实现对甲基对硫磷、对硫磷和杀螨硫磷三种 OPs
的快速、高灵敏检测。 
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1.2.3  多残留免疫分析方法 

（1）基于混合抗体识别的多残留免疫分析方法 
混合抗体[60]是最常见的多靶检测方法，它是利用不同信号标记材料对多个不同抗

体分别进行标记，或者仅用一种标记材料但是将多个不同抗体分别固定在不同区域，

仅通过一次加样检测，便可获得多种被分析物的信号。例如，Lan 等[61]报道了一种可

同时检测 7 种农药（三唑磷、甲硫磷、丙氰菊酯、克百威、噻虫啉、百菌清、多菌灵）

的多联免疫分析方法，他们构建了固定有七种抗原的微阵列芯片，以金标探针为示踪

剂，建立并优化了基于间接模型的七联免疫芯片分析方法，该方法农药检测范围为

0.02~6.45 ng/mL，符合我国农药残留检测要求。但是，在利用混合抗体识别机制建立

检测方法时，需要同时制备多种靶标抗体，并且要进行不同抗原的混合包被，工作量

大，操作较为复杂[60]。 
（2）基于双特异性抗体识别的多残留免疫分析方法 
双特异性抗体（Bispecific antibodies, BsAbs）是一类同时具有两种不同抗原结合

臂的抗体，该抗体可以同时结合两种不同的抗原[62]。付志峰团队采用混合杂交技术制

备了一种能同时识别甲基对硫磷和吡虫啉的 BsAbs[56, 63]，并且以辣根过氧化物酶

（Horse radish peroxidase, HRP）和碱性磷酸酶（Alkaline phosphatase, ALP）作为化学

发光探针分别标记甲基对硫磷半抗原和吡虫啉半抗原，建立了基于时间分辨化学发光

方法的间接竞争多重免疫层析检测试纸，用于农药残留的定量检测，使用该方法检测

甲基对硫磷和吡虫啉，其线性范围均为 0.1~250 ng/mL，LOD 为 0.058 ng/mL，整个

检测过程可在 22 min 内完成[64]。目前 BsAbs 多通过基因工程、多倍体细胞融合等方

法来制备[65]，但其结构不够稳定、制备难度较大、筛选和纯化方法较为复杂，以上技

术难题限制了 BsAbs 在免疫分析方法中的推广应用。 
（3）基于广谱性抗体识别的多残留免疫分析方法 
广谱性抗体（Broad-specific antibodies）是以一类或几类物质的共有结构作为抗

原或半抗原，通过识别共有结构而实现对这一类或几类物质的广谱性识别[66]。徐振林
[60, 67-69]设计合成了针对二乙氧基类有机磷农药的四种不同结构的抗原，通过杂交瘤技

术获得了抗 OPs 的广谱性单克隆抗体，并首次从构效关系、弱相互作用及空间识别 3
个层面系统深入研究了抗体与 OPs 的识别机制，并建立了直接竞争酶联免疫分析

（Direct competitive enzyme-linked immunity, dcELISA）、直接竞争化学发光酶联免疫

分析（Direct competitive chemiluminescence enzyme-linked immunoassay, dcCLEIA）、

荧光偏振免疫分析（Fluorescence polarization immunoassay, FPIA）及直接竞争时间分

辨荧光免疫分析（Direct competition time resolved fluorescence immunoassay, dcTRFIA）

等一系列免疫分析方法。由于对应的抗原决定簇是多种 OPs 的共有结构，使得广谱

性抗体具有广泛的识别能力，但关于该抗体的快速检测方法尚处于摸索阶段。因此，
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可利用其特点，建立一系列通用型免疫分析方法，应用于大量样本的快速检测筛选，

并可有望为大型仪器分析方法提供检测参考基础[15]。 

1.3  研究目的与主要内容 

1.3.1  研究目的 

OPs 是农业生产中最为常见的农药品种，因其高效、广谱的特点而被广泛应用。

在目前的农药市场中，OPs 种类繁多，且占据着较大比重。该类农药具有一定的神经

毒性，进入机体后会与乙酰胆碱酯酶结合并使之磷酸化，最终导致乙酰胆碱过量蓄积，

使机体发生神经性急性或慢性中毒。由于 OPs 难以降解，加之部分生产者的不合理、

不规范甚至多种 OPs 混合使用，由此引发的 OPs 超标和残留问题，严重地影响了我

国农产品的质量安全、公众的身体健康和环境的可持续发展，也在一定程度上阻碍了

我国农产品的出口贸易。 
面对如此严峻的 OPs 残留污染现状，借助精准、高效的检测方法以加强对市面

上现有农药的监管力度，成为了当下最直接有效的手段。免疫分析方法因其高效灵敏、

操作简单、检测速度快等特点，在 OPs 的快速检测中表现出了优良的检测效果。同

时，随着监管标准和居民消费水平的提高，针对不同人群、不同场景，存在着不同的

快速检测需求。目前常见的免疫分析方法多是基于单一靶标识别，这已远远无法满足

现下的检测需求，开发稳定性好、灵敏度高、可满足多种需求的 OPs 残留快速检测

方案已成为当务之急。 

1.3.2  主要内容 

本文以 OPs 作为目标物质，以能够有效识别大部分 OPs 的有机磷农药广谱性抗

体（Abs）作为核心识别元件，构建了 3 种不同原理的免疫分析方法，实现了 OPs 的
快速检测，并应用于实际样品检测。主要研究内容如下： 

（1）探究得到了有机磷农药通用结构抗原（OPs-BSA）和 Abs 的最佳工作浓度

组合。在单因素试验的基础上，设计了响应面优化试验。结合实际检测工作需要，分

析获得了 icELISA 检测方法的最佳工作参数及竞争抑制曲线，并对该方法的特异性进

行了验证。 
（2）将纳米金颗粒与 Abs 结合形成金标探针，利用一步电沉积的方法在丝网印

刷碳电极表面修饰了电沉积复合膜。对在电极表面修饰的电沉积复合膜进行形貌表

征，并对该传感器电极的组装过程进行电化学表征和性能分析。在最佳实验条件下，

探究 OPs 的浓度与其相应的电化学响应之间的线性关系，同时研究该免疫传感器的

检测范围、灵敏度、特异性以及稳定性等性能。 
（3）利用羊抗鼠抗体作为中间体，将氧化铕乳胶微球荧光标记材料和 Abs 联接
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在一起，形成间接时间分辨荧光探针，制备了时间分辨荧光纸基传感器。对偶联前后

的氧化铕乳胶微球进行了紫外光谱扫描和荧光光谱扫描，以验证探针的成功偶联和对

比荧光信号的变化。在最佳实验条件下，探究 OPs 的浓度与条带显色强度之间的响

应关系。探究了该传感器在不同样品基质溶液中的检测效果，以对比分析该传感器的

适用样品种类。 
在以上内容的基础上，分析了 3 种快速检测方法的工作特点和检测效果，总结了

每种方法的适用情况。 
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第二章  基于响应面法优化的间接竞争酶联免疫吸附测定检测

方法研究 

2.1  引言 

抗原、抗体是一类以蛋白质成分为主的生物识别元件，对所处环境较为敏感，不同

的 pH 值、离子浓度等作用条件对其工作效果影响较大。同时，由于抗原、抗体制备步

骤复杂、制备周期长、价格昂贵等特点，使得我们在构建免疫分析方法时，需对工作条

件进行更加完善的优化讨论，以实现以较少的抗原、抗体用量获得更好的检测效果。 
响应面法是一项集试验设计、数理统计、最优化分析于一体的综合技术，它通过对

试验点的位置进行合理布置，以达到仅利用较少量的试验点就可得到较高精度响应面的

目的[70]。该方法具有试验次数少、试验周期短、精度高、预测性能好等优点，并且可以

同时研究几种因素间的交互作用[71]。目前已经在生物学过程、化学过程、农业领域、工

程学等方面得到了广泛地应用，能够有效地指导生产工作参数的优化，显著地提高了生

产效率和效益。 
本研究以 Abs 作为敏感识别元件，通过响应面法优化构建了基于间接竞争模型的

icELISA 检测方法。首先，利用间接非竞争 ELISA 实验得到 OPs-BSA 和 Abs 的最佳工

作浓度组合作为后续试验的基础。然后，在单因素试验结果的基础上，选取有显著影响

的离子浓度、pH 值、甲醇浓度（甲醇：PBS, v/v）参数进行响应面优化试验。结合实际

工作情况对优化结果进行了修正。建立了适用于该 icELISA 检测方法的工作竞争抑制曲

线，并对该检测方法的特异性进行了验证。 

2.2  材料与方法 

2.2.1  主要仪器及耗材 

本实验中所用的超纯水均由 PALL 超纯水净化系统制备；在 96 孔聚苯乙烯酶标板

上进行实验，每个步骤完成后，用洗板机对酶标板进行洗脱；利用电热鼓风干燥箱维持

恒定的 37℃孵育温度；各类生物试剂按照不同储存要求分别保存于冰箱的 4℃、-20℃
区域；利用酶标仪获取吸光度值数据；另外，在本实验中还使用了电子分析天平、移液

枪等仪器。本实验所用主要仪器如表 2.1 所示。 
 
 
 
 
 



山东理工大学硕士学位论文           第二章  基于响应面法优化的间接竞争酶联免疫吸附测定检测方法研究 

 
 

9 

 
表 2.1  主要仪器及耗材 

Tab. 2.1  Main instruments and consumables 
 

名称 型号 厂家 

超纯水系统 LS MK2 美国 PALL 公司 

酶标仪 Varioskan LUX 美国 Seymour Fisher 公司 

洗板机 888 美国 Seymour Fisher 公司 

冰箱 BCD-576WT 海信集团有限公司 

电子分析天平 AL 104 德国梅特勒托利多仪器上海有限公司 

电热鼓风干燥箱 DHG-9070A 上海一恒科技有限公司 

移液枪 1～5,000 μL 德国 Eppendorf 公司 

96 孔聚苯乙烯酶标板 3590 美国 Costar 公司 

 

2.2.2  主要试剂及溶液配制 

（1）主要试剂 
 

表 2.2  主要试剂 
Tab. 2.2  Main reagents 

 

名称 规格 厂家 

有机磷农药广谱性抗体（Abs） 1 mg/mL 北京博奥龙免疫技术有限公司 

有机磷农药通用结构抗原（OPs-BSA） 1 mg/mL 北京博奥龙免疫技术有限公司 

过氧化物酶标羊抗鼠抗体（HRP-SaMIgG） 1 mg/mL 山东绿都生物科技有限公司 

3,3',5,5'-四甲基联苯胺（TMB） 分析纯 美国 Sigma 试剂有限公司 

过氧化氢脲 分析纯 美国 Sigma 试剂有限公司 

农药标准品 1 mg/mL 上海农药研究所有限公司 

脱脂奶粉 500 g 内蒙古伊利实业集团股份有限公司 

H2SO4 分析纯 国药化学试剂有限公司 

Tween-20 分析纯 国药化学试剂有限公司 

Na2HPO4·12H2O 分析纯 国药化学试剂有限公司 

H2SO4 分析纯 国药化学试剂有限公司 

 
本实验采用 Abs 作为构建 icELISA 方法的关键敏感识别元件；将 OPs-BSA 作为包

被抗原，将标记有过氧化物酶的羊抗鼠抗体（HRP-SaMIgG）作为鼠源 Abs 的间接指示

源；脱脂奶粉用于提供蛋白质分子，以封闭非特异性识别位点；以 TMB 作为底物参与
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酶促反应，H2SO4 则用于终止酶促反应。用于加标测试的农药标准品种类有对硫磷、蝇

毒磷、喹硫磷、甲基对硫磷等。本实验中使用的化学试剂均为分析纯。本实验所用的主

要试剂如表 2.2 所示。 
（2）主要溶液配制 
①PBS缓冲溶液（0.01 M，pH 7.4）：准确称取0.60 g KCl、0.81 g KH2PO4、24.00 g 

NaCl、4.26 g Na2HPO4·12H2O，用超纯水溶解，并定容至3 L，室温放置待用。 
②PBST溶液（0.05%, v/v）：从①中量取1 L的PBS溶液，加入0.5 mL的Tween-20，

磁力搅拌均匀，室温放置待用。 
③脱脂奶粉封闭溶液（5%, m/v）：该试剂需现用现配，从②中量取100 mL的PBST

溶液，加入5 g的脱脂奶粉，涡旋混匀。 
④柠檬酸盐缓冲溶液：用超纯水溶解0.933 g C6H8O7·H2O、1.841 g Na2HPO4·12H2O，

并定容至100 mL，于4℃下保存待用。 
⑤TMB溶液：量取50 mL的无水乙醇，用以溶解100 mg的TMB固体粉末，避光密封，

于-20℃保存待用。 
⑥过氧化氢脲溶液（3%, m/v）：用超纯水溶解0.30 g过氧化氢脲，并定容至10 mL，

避光密封，于4℃保存待用。 
⑦H2SO4溶液（2 M）：量取10.90 mL H2SO4，加入到80 mL超纯水中，待混合溶液

冷却至室温后，定容至100 mL，于室温下放置待用。 
⑧底物显色液：该试剂需在避光环境下现用现配，依次量取9.50 mL的柠檬酸盐缓

冲溶液、0.50 mL的TMB溶液和32 μL的过氧化氢脲溶液，混合后摇晃容器使混合均匀。 

2.3  实验方法 

2.3.1  构建 icELISA 检测方法 

（1）确定工作浓度 
icELISA 检测方法的核心是抗原、抗体之间的特异性结合反应。在构建该方法之前，

通过间接非竞争 ELISA 实验来确定合适的抗原、抗体浓度。将 OPs-BSA 分别配置成 4、
2、1、0.5、0.25、0.125 μg/mL 共 6 个工作浓度；Abs 则从 4,000 倍的稀释度作为起始浓

度，2 倍比稀释 6 个浓度（4,000、8,000、16,000、32,000、64,000、128,000）。采用棋

盘法进行间接非竞争 ELISA 实验，具体步骤如下： 
①包被：按照2行/浓度、100 μL/孔的方式，将经PBS稀释至不同工作浓度的OPs-BSA

溶液加入到 96 孔酶标板中，在 37℃下孵育 2 h 使抗原包被到聚苯乙烯酶标板孔壁上，

反扣酶标板将孔内溶液甩干，利用 PBST 溶液对酶标板进行 3 次洗脱操作。 
②封闭：按照 200 μL/孔的方式，利用脱脂奶粉封闭溶液对包被后酶标孔内剩余的

非特异性的结合位点进行封闭，37℃孵育 1 h 以充分封闭，用 PBST 溶液进行 3 次洗板。 
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③加入抗体：将 Abs 的系列梯度浓度溶液按照 100 μL/孔加入到酶标板孔内，同时

设置空白对照，只加入等量 PBST 溶液。经 37℃孵育 1 h，使 Abs 与 OPs-BSA 充分发生

特异性结合反应而被截留在孔壁上。孵育结束后，用 PBST 溶液洗板 3 次。 
④加入酶标抗体：利用 PBST 溶液对 HRP-SaMIgG 进行 10,000 倍稀释，按照 100 μL/

孔的方式加入到每个酶标孔内。在 37℃下孵育 1 h，HRP-SaMIgG 因与孔壁上的 Abs 发
生特异性结合反应而留在孔内。由于酶的催化能力过于灵敏，在孵育结束后至少需进行

6 次洗板操作（洗脱试剂仍为 PBST 溶液），以保证洗脱充分。 
⑤显色：在避光环境下，按照 100 μL/孔的方式加入底物显色液，在 37℃的避光环

境下孵育 15 min。由于过氧化物酶量不同，每个孔内的 TMB 发生了不同程度的催化反

应，最终孔内溶液呈现出不同深浅程度的蓝色。 
⑥终止：按照 50 μL/孔加入 H2SO4溶液，孔内的溶液逐渐转变为黄色。 
⑦数据获取及结果判定：待反应结束后，将酶标板置于酶标仪内，在 450 nm 波长

的条件下读取各酶标孔的吸光度值（A）。选择 A≈1 时所对应的 OPs-BSA、Abs 浓度组

合作为 icELISA 方法的工作浓度。 
（2）icELISA 检测方法的工作流程 
将（1）中获得的 OPs-BSA、Abs 工作浓度应用于构建 icELISA 检测方法，其工作

流程如下： 
①包被：将工作浓度的 OPs-BSA 溶液按照 100 μL/孔加样，37℃下孵育 2 h，用 PBST

溶液进行 3 次洗板。 
②封闭：将脱脂奶粉封闭溶液按 200 μL/孔进行封闭，37℃孵育 1 h，用 PBST 溶液

进行 3 次洗板。 
③加入抗体和样品：将处理后的样品溶液按照 50 μL/孔加样，再将工作浓度的 Abs

同样按照 50 μL/孔加样。经 37℃孵育 1 h，用 PBST 溶液进行 3 次洗板。OPs 与 OPs-BSA
共同竞争 Abs 上的同一特异性识别位点，未与 OPs 结合的 Abs 与孔壁上的 OPs-BSA 结

合，而与 OPs 结合的 Abs 则被洗脱。 
④加入酶标抗体：将 10,000 倍稀释后的 HRP-SaMIgG，按 100 μL/孔加入酶标板。

经 37℃孵育 1 h，用 PBST 溶液进行 6 次洗板。 
⑤显色：按 100 μL/孔加入底物显色液，37℃下避光孵育 15 min。 
⑥终止：按 50 μL/孔加入 H2SO4溶液。 
⑦数据获取及结果判定：在 450 nm 波长下读取吸光度（A）值。通过分析吸光度值，

探究竞争抑制率与 OPs 浓度之间的关系。竞争抑制率（%）的计算公式[52]为： 
s o

n o

A -A= 100%
A -A

×竞争抑制率                    （2.1） 

其中，As为待检样品溶液的吸光度值； 
      An为阴性对照溶液的吸光度值； 
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      A0为空白对照溶液的吸光度值。 

2.3.2  单因素试验 

（1）离子浓度单因素优化试验 
按照 icELISA 检测方法的工作流程，固定缓冲溶液的 pH 值为 7.2，样品溶液的甲醇

浓度为 10%，对缓冲溶液的离子浓度进行单因素实验。为保持抗体活性，需设置适宜的

缓冲体系，故将缓冲溶液的离子浓度设定为 0.01、0.02、0.04、0.06、0.08 M 用于 icELISA
检测，测定 450 nm 波长下的吸光度值并计算竞争抑制率。 

（2）pH 值单因素优化试验 
按照 icELISA 检测方法的工作流程，固定缓冲溶液的离子浓度为 0.01 M，样品溶液

的甲醇浓度为 10%，对缓冲溶液的 pH 值进行单因素实验。由于抗体工作的适宜 pH 值

多呈中性，故将缓冲溶液的 pH 值设定为 5.6、6.4、7.2、8.0、8.8 用于 icELISA 检测，

测定 450 nm 波长下的吸光度值并计算竞争抑制率。 
（3）甲醇浓度单因素优化试验 
按照 icELISA 检测方法的工作流程，固定缓冲溶液的离子浓度为 0.01 M、pH 值调

节至 7.2，对样品溶液的甲醇浓度进行单因素实验。在样品前处理过程中需加入甲醇以

充分提取目标农药，但过量甲醇含量则会影响抗体活性。故将样品溶液的甲醇浓度设定

为 0、10、20、30、40%用于 icELISA 检测，测定 450 nm 波长下的吸光度值并计算竞争

抑制率。 

2.3.3  响应面优化试验方案 

在单因素试验的基础上，采用 Box-behnken 响应面设计法优化试验方案，以离子浓

度（A）、pH 值（B）和甲醇浓度（C）为考察变量，以-1、0、1 表示低、中、高三个

水平，以竞争抑制率（y）作为响应值。采用三因素三水平的响应面设计方案（表 2.3）
进行试验。 

 
表 2.3  响应面试验因素水平表 

Tab. 2.3  Factors and levels in response surface design 
 

水平 
因素 

离子浓度（A）/M pH 值（B） 甲醇浓度（C）/% 

-1 0.04 7.2 0 

0 0.06 8.0 10 

1 0.08 8.8 20 
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2.3.4  数据统计 

本试验均进行 3 次重复，利用 Microsoft Office Excel 软件进行数据的录入和处理。

采用 Design Expert 10 软件设计响应面试验因素水平表，并对试验数据进行 Box-behnken
响应面分析，使用 Origin 9.0 软件作图。 

2.4  结果与讨论 

2.4.1  icELISA 检测方法工作浓度的确定 

抗原、抗体是 icELISA 检测方法的核心识别元件，确定合适的工作浓度有利于后续

检测方法的确立。首先，采用间接非竞争 ELISA 检测方法，以确定在包被不同浓度

OPs-BSA 时的 Abs 效价；在此基础之上，宜选择 OPs-BSA 和 Abs 的消耗量均较少的组

合作为最佳工作浓度组合。在 450 nm 波长下，包被有不同浓度的 OPs-BSA、不同稀释

倍数的 Abs 时，吸光度值存在一定差异（表 2.4）。当 OPs-BSA 的浓度为 0.25 μg/mL、
Abs 的稀释倍数为 16,000 时，吸光度值接近 1，且 OPs-BSA、Abs 的使用量相对比较少。

因此，宜将“OPs-BSA 浓度 0.25 μg/mL、Abs 稀释倍数 16,000”作为 icELISA 检测方法

的最佳工作浓度组合。 
 

表 2.4  间接非竞争 ELISA 的检测结果 
Tab. 2.3  Results of indirect non-competitive ELISA 

 

OPs-BSA 浓度 

（μg/mL） 

抗体稀释倍数 

4,000 8,000 16,000 32,000 64,000 128,000 

4 2.301 1.979 1.446 0.925 0.545 0.332 

2 2.570 2.268 1.744 1.205 0.823 0.411 

1 2.234 1.869 1.429 0.883 0.530 0.302 

0.5 2.227 1.637 1.143 0.692 0.445 0.270 

0.25 2.065 1.391 0.938 0.487 0.321 0.200 

0.125 2.005 1.406 0.880 0.472 0.305 0.201 

 

2.4.2  单因素试验结果 

（1）离子浓度对竞争抑制率的影响 
由图 2.1A 可知，缓冲溶液的离子浓度通过影响抗体活性，而显著地影响着 icELISA

检测方法的竞争抑制率变化。在 0.01~0.06 M 的范围之内，随着离子浓度的增加，竞争

抑制率降低，即抗体活性逐渐恢复；在 0.06 M 时，竞争抑制率最低，即此时抗体达到
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最大活性；而后在 0.06~0.08 M 范围内，随离子浓度的升高，抗体活性略有下降。这是

由于抗体对环境条件较为敏感。当缓冲溶液离子浓度的过高或过低时，会导致渗透压的

升高或降低，这都会使抗体活性受到一定的抑制。故将“0.04、0.06、0.08 M”确定为离

子浓度单因素试验的三个水平。 
（2）pH 值对竞争抑制率的影响 
由图 2.1B 可知，缓冲溶液的 pH 值通过影响抗体活性，而显著影响着 icELISA 检测

方法的竞争抑制率变化。当 pH 值为 5.6 时，作用环境处于酸性状态，对抗体内的蛋白

质结构有一定程度的破坏，导致其活性降低；在 5.6~7.2 范围内，随着 pH 值的增加，抗

体活性逐渐恢复；在 7.2 时，pH 值接近中性，竞争抑制率最低，即此时抗体达到最大活

性；而后在 7.2~8.8 范围内，随 pH 值的升高，抗体活性略有下降。适当提高 pH 值有利

于增加抗体活性，但 OPs 在碱性溶液中易分解，导致抗体无法充分捕捉到目标物质，最

终也会导致竞争抑制率升高。故将“6.4、7.2、8.0”确定为 pH 值单因素试验的三个水

平。 

 
图 2.1  单因素试验：（A）离子浓度；（B）pH 值；（C）甲醇浓度 

Fig. 2.1  Single factor test: (A) Ion concentration; (B) pH value; (C) Methanol concentration 
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（3）甲醇浓度对竞争抑制率的影响 
由图 2.1C 可知，样品溶液中的甲醇浓度对 icELISA 检测方法的竞争抑制率有显著

影响。OPs 易溶于有机溶剂，故在样品预处理工作中常利用甲醇来提取。甲醇虽有利于

充分地提取 OPs，但若其浓度过高则会损伤抗体活性，影响检测效率。当甲醇浓度为 0
时，抗体可表现出最大活性和最高识别能力，但此时样品中 OPs 没有被完全提取到，最

终影响了抗体的竞争抑制率；在之后的试验中，随着甲醇浓度的增加，使得有效提取到

的 OPs 的量增加，但抗体结构受到一定程度破坏，其活性明显降低。故将“0、10%、

20%”确定为 pH 值单因素试验的三个水平。 

2.4.3  响应面优化试验结果 

（1）响应面试验设计与结果分析 
 

表 2.5  响应面试验方案及结果 
Tab. 2.5  Scheme and results of response surface test 

 

试验编号 离子浓度（A） pH 值（B） 甲醇浓度（C） 竞争抑制率（y） 

1 -1 -1 0 85.24 

2 1 -1 0 58.55 

3 -1 1 0 74.75 

4 1 1 0 68.04 

5 -1 0 -1 52.20 

6 1 0 -1 39.32 

7 -1 0 1 80.72 

8 1 0 1 71.24 

9 0 -1 -1 38.46 

10 0 1 -1 35.04 

11 0 -1 1 77.29 

12 0 1 1 69.96 

13 0 0 0 44.81 

14 0 0 0 43.26 

15 0 0 0 45.84 

16 0 0 0 42.87 

17 0 0 0 41.56 

 
在分析单因素试验结果的基础之上，以竞争抑制率为响应值，选取对 icELISA 检测

方法的竞争抑制率（y）有显著影响的离子浓度、pH 值、甲醇浓度参数进行三因素三水
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平的响应面优化分析试验。利用 Design Expert 10 软件设计了共 17 组试验，其中前 12
组为析因试验，后 5 组为中心试验，用以评估试验误差。试验结果如表 2.5 所示。 

对响应面试验的结果数据进行多元回归拟合，建立了二次响应面回归模型方程为： 
y=61.90+11.11A+18.31B+9.98C+3.45AB-5.59AC-2.54BC-8.68A²+14.82B²+3.64C² 

 
表 2.6  回归模型方差分析表 

Tab. 2.6  Regression model variance analysis table 
 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性 

模型 5919.967 9 657.7741 123.5513 <0.0001 *** 

A-A 987.3257 1 987.3257 185.4517 <0.0001 *** 

B-B 2681.91 1 2681.91 503.7494 <0.0001 *** 

C-C 797.1006 1 797.1006 149.7213 <0.0001 *** 

AB 47.56447 1 47.56447 8.934147 0.0203 * 

AC 125.2127 1 125.2127 23.51901 0.0019 ** 

BC 25.88774 1 25.88774 4.862556 0.0633 不显著 

A2 316.9668 1 316.9668 59.53662 0.0001 *** 

B2 924.6922 1 924.6922 173.6871 <0.0001 *** 

C2 55.67191 1 55.67191 10.45699 0.0144 * 

残差 37.26727 7 5.323896    

失拟值 21.7923 3 7.264101 1.877639 0.2743 不显著 

纯误差 15.47497 4 3.868742    

总和 5957.235 16     

R2 0.9937      

R2
Adj 0.9857      

CV/% 3.47      

注：***表示极显著（P<0.001）；**表示非常显著（P<0.01）；*表示显著（P<0.05）；不显著（P
﹥0.05）。 
 

对该回归模型进行显著性方差分析（表 2.6）可知，模型的 F=123.55，P<0.0001，
表明该试验所采用的二次响应面回归模型是极显著的，具有统计学意义。失拟项的 P 值

为 0.2743，大于 0.05，说明该模型无失拟因素存在，即其他因素对模型的干扰程度低，

试验结果与所得回归模型的拟合程度较好。回归方程的可信度分析显示，该模型的校正

决定系数 R2Adj=0.9857，变异系数（CV）为 3.47%，说明该模型的预测值与试验值相关

性较好，试验误差比较小，可将此模型用于分析和预测 icELISA 检测方法的工作条件。

由 F 值可知，影响竞争抑制率的因素顺序依次为：B（pH 值）、A（离子浓度）、C（甲
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醇浓度）。根据该模型的试验结果可知，因素 A、B、C、A2、B2的 P 值均小于 0.0001，
说明因素 A、B、C、A2、B2对竞争抑制率的影响均是极显著的；交互项 AC 的 P 值为

0.0019，小于 0.01，对竞争抑制率有非常显著影响；交互项 AB、C2的 P 值分别为 0.0203、
0.0144，均小于 0.05；对竞争抑制率有显著影响；而交互项 BC 的 P 值为 0.0633，大于

0.05，即对竞争抑制率没有显著影响。 
（2）响应面试验图形分析 

 
图 2.2  各因素间交互作用的响应面及等高线图 

Fig. 2.2  Response surface and contour plot of interaction between various factors 
 

图 2.2A、2.2B、2.2C 为各个因素之间交互作用的响应面三维曲线图，它能直观地反

应各个试验因素的交互作用。图 2.2A 的响应面较平缓，说明 BC 因素间交互作用对竞争

抑制反应率的影响较小；而图 2.2B、2.2C 的响应面较为陡峭，则表明 AB、AC 因素间

的交互作用对竞争抑制率的影响较大。图 2.2D、2.2E、2.2F 为各个因素之间交互作用的

响应面等高线图，它可以客观反映各因素的交互作用及其对响应值的影响。图 2.2D 接

近圆形，表示 BC 因素间交互作用对竞争抑制率的影响不显著。与上述结论一致。 
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（3）最佳工艺参数确定及验证 
利用 Design Expert 10 软件对所得模型进行分析，得到 icELISA 检测方法的最佳工

作条件为：离子浓度 0.04 M、pH 值 7.53、甲醇浓度 0，此时的竞争抑制率为 25.06%。

由于在实际检测工作中不可避免地会使用到甲醇，考虑到实际工作参数的可操作性，将

最佳工作条件修正为：离子浓度 0.04 M、pH 值 7.89、甲醇浓度 2.9%，该条件下得到的

竞争抑制率为 30.87%。在修正后的工作条件下，进行 3 次平行试验，并测定其与阴性、

空白溶液的吸光度值，测得竞争抑制率分别为 31.58%、30.05%、29.89%，平均值为

30.51%，与预测值接近。这说明通过该响应面法建立的模型是合理的，得到的 icELISA
检测方法稳定可靠、重复性好，可应用于样品检测工作。 

2.4.5  OPs 的 icELISA 检测 

 
图 2.3  用于 OPs 检测的竞争抑制曲线 

Fig. 2.3  Competitive inhibition curve of the OPs 
 

在最佳工作条件下，对 OPs 浓度（C）的对数与相应的竞争抑制率（y）的关系进行

了研究。本实验使用对硫磷、蝇毒磷、喹硫磷、甲基对硫磷的标准溶液进行等量混合，

得到混合标准溶液。将 1000 ng/mL 作为初始浓度，5 倍比稀释 7 个浓度，得到系列梯度

浓度的 OPs 混合溶液。将上述溶液与阴性溶液、空白溶液一同进行 icELISA 检测，测定

相应的吸光度值。按照公式（2.1）分别计算竞争抑制率，如图 2.3，该检测方法的竞争

抑制曲线方程为 y=-10.79797+114.31452/[1+(lgC/1.28729)]0.59426 ，线性相关系数

R2=0.99936。以该曲线的 IC50值（1.28 ng/mL）作为该方法的灵敏度，LOD 为 0.12 ng/mL。
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随着目标浓度的增加，更多的抗体因识别了 OPs 分子而无法与孔壁上的抗原结合，使得

反应到最后的吸光度值减小，进而竞争抑制率呈现下降趋势。 
与其他类型 ELISA 检测方法的检测性能进行比较（如表 2.7）。对比结果表明，本

研究提出的 icELISA 检测方法可识别的目标范围较广，LOD 较低。 
 

表 2.7  与其他类型 ELISA 的比较 
Tab. 2.7  Comparison with other types of ELISA 

 

检测方法 识别范围 目标物 LOD（ng/mL） 参考文献 

icELISA 广谱性 醚型菊酯类农药 3160 [49] 

icELISA 广谱性 有机磷农药 20 [72] 

dcELISA 广谱性 有机磷农药 ≤1 [60] 

dcTRFIA 广谱性 有机磷农药 ≤10 [60] 

icELISA 广谱性 有机磷农药 0.12 本研究 

 

2.4.6  OPs 的特异性测试 

 
图 2.4  不同 OPs 的化学结构式 

Fig. 2.4  Chemical structure formula of different OPs 

 
本 icELISA 检测方法使用 Abs 作为关键识别元件，识别对象为 OPs 的共同结构，因

此针对不同的 OPs 其灵敏度略有不同。这与农药分子的结构有着密切的关系。如图 2.4
所示，不同 OPs 有其共同结构，也有不同之处。由此可知我们利用不同种类的 OPs 对本

icELISA 方法的特异性进行了验证。图 2.5 为部分 OPs 检测的竞争抑制曲线，其中，对

硫磷、蝇毒磷、喹硫磷、甲基对硫磷四种有机磷农药的检测灵敏度分别为：0.72、3.39、
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4.62、4.88 ng/mL。由此可知，该 Abs 的主要识别结构为对硫磷；蝇毒磷的结构与对硫

磷结构较为接近，在其他结构的干扰下，抗体识别能力下降，但灵敏度仍比喹硫磷和甲

基对硫磷高；喹硫磷分子的结构在对硫磷结构的中间多了氮元素，这以结构变化使得抗

体识别的能力有所下降，进而导致灵敏度升高；甲基对硫磷虽与对硫磷最为相似，但由

于乙基的缺失，导致灵敏度明显升高。由以上可初步判断，对 Abs 而言，乙基和苯环都

是决定抗体识别能力的重要官能团结构，并且乙基的决定性高于苯环。综合以上，本实

验所用 Abs 对不同种类 OPs 的识别灵敏度差异较小，可满足大量样本的初步筛选工作。 

 
图 2.5  用于 OPs 检测的竞争抑制曲线 

Fig. 2.5  Competitive inhibition curve of the OPs 
 

2.5  本章小结 

在本章节中，以Abs作为核心识别元件，对 icELISA检测方法的工作条件进行探究，

得到 OPs-BSA 和 Abs 的最佳工作浓度组合为：OPs-BSA 浓度 0.25 μg/mL、Abs 稀释

倍数 16,000。在单因素试验的基础上，利用响应面法进行了优化试验。并结合实际检测

工作，将最佳工作参数修正为：离子浓度 0.04 M、pH 值 7.89、甲醇浓度 2.9%，该条件

下得到的竞争抑制率最低，为 30.87%。在最佳工作条件下，对 OPs 进行加标测试，测

得的竞争抑制率及其平均值均与预测值较为接近。这说明通过该响应面法建立的模型是

合理的，据该模型得到的 icELISA 检测方法较为稳定可靠、重复性较好。同时，建立了

适用于该方法的工作竞争抑制曲线，灵敏度为 1.28 ng/mL，LOD 为 0.12 ng/mL，线性回
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归系数为 0.99936。在对该检测方法特异性的验证中发现，所使用的 Abs 对不同种类的

OPs 的识别灵敏度差异较小，故可考虑以本方法为原理构建快速检测试剂盒，应用于实

验室条件下的大量样本中 OPs 初步筛选检测工作，为后续大型仪器检测提供范围和数据

参考基础。 
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第三章  基于一步电沉积的电化学免疫传感器的制备 

3.1  引言 

在化学免疫传感器的应用中，抗体通常附着在特定纳米材料修饰的电极表面[73]，通

过抗体对靶标的特异性识别，捕获靶标并连接到电极表面。在基于竞争免疫分析模型的

电化学免疫传感器的构建中，检测到的信号随着靶标浓度的增加而降低，并表现出信号

闭合的趋势[74, 75]。在这种情况下，电化学信号的放大就显得尤为重要。研究人员通常使

用高亲和力抗体和适当的标记物偶联来放大电化学信号[76-78]。纳米金颗粒（AuNPs）是

一种性能优异的纳米材料，它具有高导电性和生物相容性[79]等优良特性，可为电化学免

疫传感器中的抗体提供理想的活性结合位点[39, 80, 81]。Shaikh 等[82]制备了纳米材料标记

的抗体探针，然后通过介质电泳将纳米探针电沉积在电极表面，所制备的免疫传感器已

成功应用于实际临床检测中。普鲁士蓝（Prussian-blue, PB）具有良好的氧化还原性能，

是制造电化学免疫传感器中应用最广泛的化合物之一。Haji-Hashemi 等[83]在玻碳电极表

面连续电沉积 PB 和 AuNPs，有效地提高了 PB 作为电子介质的稳定性和电活性。电沉

积方法操作简单，可以使纳米材料在电极表面分散更加均匀分散[84]，构建更加稳定的电

化学传感平台[85]。该方法在临床医学中经常用于肿瘤标志物的检测，但在农药残留检测

中的报道较少。 
本研究以较为简单的制备工艺构建一种能够识别多种 OPs 的免疫传感器。采用能够

有效识别大部分 OPs 的 Abs 作为敏感识别元件。通过将 Abs 与 AuNPs 偶联，制备金标

探针（AuNP-Abs），将 AuNP-Abs 与 PB 按照一定剂量制备电沉积液。通过一步电沉积

操作，在丝网印刷碳电极（Screen printed carbon electrode, SPCE）电极表面制备

AuNP-Abs-PB 复合膜。通过监测电极表面电化学行为的变化，探究关于 OPs 的定量检

测。对该免疫传感器的构建和工作条件进行了优化实验。在最佳实验条件下对其性能进

行了探究，并应用于实际蔬菜样品的检测中。 

3.2  材料与方法 

3.2.1  主要仪器及耗材 

本实验中所用的超纯水均由 PALL 超纯水净化系统制备；利用扫描电子显微镜

（Scanning electron microscope, SEM）对电极表面形貌进行表征；所有电化学测试过程

均在 CHI 660D 电化学工作站上完成；SPCE 的工作电极和对电极均为碳，参比电极为

Ag/AgCl；超声机和离心分离机用于金标探针的制备和重悬洗涤。另外，在本实验中还

使用了 pH 计、电热鼓风干燥机等仪器。本实验所用主要仪器如表 3.1 所示。 
 



山东理工大学硕士学位论文                           第三章  基于一步电沉积的电化学免疫传感器的制备 

 23 

 
表 3.1  主要仪器及耗材 

Tab. 3.1  Main instruments and consumables 
 

名称 型号 厂家 

超纯水系统 LS MK2 美国 PALL 公司 

扫描电子显微镜 S-3000N 日本 Hitachi 公司 

电化学工作站 CHI 660D 上海辰华仪器有限公司 

丝网印刷碳电极（SPCE） TE100, 3.0 mm 台湾禅谱科技股份有限公司 

超声机 SK3300H 上海科导超声仪器有限公司 

离心分离机 TGL-20B 上海安亭科学仪器厂 

pH 计 FE20K 上海智光仪器仪表有限公司 

电热鼓风干燥箱 DHG-9070A 上海一恒科技有限公司 

移液枪 1～5,000 μL 德国 Eppendorf 公司 

 

3.2.2  主要试剂及溶液配制 

（1）主要试剂 
 

表 3.2  主要试剂 
Tab. 3.2  Main reagents 

 

名称 规格 厂家 

有机磷农药广谱性抗体（Abs） 1 mg/mL 北京博奥龙免疫技术有限公司 

壳聚糖（CS） 分析纯 美国 Sigma 试剂有限公司 

牛血清蛋白（BSA） 分析纯 美国 Sigma 试剂有限公司 

农药标准品 1 mg/mL 上海农药研究所有限公司 

Na3C6H5O7·2H2O 分析纯 国药化学试剂有限公司 

HAuCl4 分析纯 国药化学试剂有限公司 

K2CO3 分析纯 国药化学试剂有限公司 

Na2HPO4·12H2O 分析纯 国药化学试剂有限公司 

K3[Fe(CN)6] 分析纯 国药化学试剂有限公司 

K4Fe(CN)6 分析纯 国药化学试剂有限公司 

 
本实验采用 Abs 作为构建电化学免疫传感器的关键敏感识别元件； 

Na3C6H5O7·2H2O 用以还原 HAuCl4以获得纳米金；K2CO3用于构建碱性环境以利于抗体

与纳米金偶联形成探针；BSA 在探针偶联过程中用以封闭非特异性识别位点；将铁氰化
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钾、亚铁氰化钾溶解于 CS 中以制备分散性较好的 PB 溶液。用于加标测试的农药标准

品种类有对硫磷、蝇毒磷、喹硫磷、甲基对硫磷、水胺硫磷、克百威、溴氰菊酯等。本

实验中使用的化学试剂均为分析纯。本实验所用的主要试剂如表 3.2 所示。 
（2）主要溶液配制 
①氯金酸溶液（1%, m/v）：将1.0 g HAuCl4·3H2O用超纯水溶解并定容至100 mL，

经0.22 μm有机系滤膜过滤后，避光密封，于4℃下保存待用。 
②柠檬酸溶液（1%, m/v）：称取1.0 g C6H5Na3O7·2H2O，经超纯水溶解并定容至100 

mL，经0.22 μm有机系滤膜过滤后待用。 
③K2CO3溶液（0.1 M）：称取1.38 g K2CO3经超纯水溶解并定容至100 mL，经0.22 μm

有机系滤膜过滤后，于4℃下保存待用。 
④硼酸缓冲液（2.0 mM）：用超纯水将0.1 g H3BO3、2.0 g PEG20000溶解并定容至1 

L，经0.22 μm有机系滤膜过滤后，于4℃下保存待用。 
⑤BSA溶液（10%, m/v）：用4 mL超纯水溶解0.4 g BSA，超声混匀，使溶液充分溶

解，再使用0.45 μm有机系滤膜进行过滤，于4℃下保存待用，该试剂易变质，需在7天内

使用完毕。 
⑥PBS缓冲溶液（0.01 M，pH 7.4）：准确称取0.60 g KCl、0.81 g KH2PO4、24.00 g 

NaCl、4.26 g Na2HPO4·12H2O，用超纯水溶解，并定容至3 L，室温放置待用。 
⑦CS溶液（0.05%, m/v）：将0.05 g的CS溶于100 mL的醋酸溶液(1.0%, m/v)中，室

温下磁力搅拌3 h，使其完全溶解。 
⑧电化学测试底液（5.0 mM的 [Fe(CN)6]3-/4-）：称取0.211195 g亚铁氰化钾

（K4Fe(CN)6）、0.16625 g铁氰化钾（K3[Fe(CN)6]）、0.7455 g氯化钾（KCl），使用⑥

中的PBS缓冲溶液定容至100 mL。 

3.3  实验方法 

3.3.1  电沉积液的制备 

（1）合成纳米金（AuNPs）溶液 
利用柠檬酸还原氯金酸的原理制备纳米金（AuNPs）[86]。将实验中可能用到的玻璃

容器全部提前置于王水（硝酸与盐酸按照1:3的体积比混合配制）中浸泡24 h，经超纯水

冲洗10遍，烘干待用。量取200 mL的超纯水，加入2 mL氯金酸溶液，轻摇溶液以混匀，

置于微波炉中，调至高火档加热4 min至溶液沸腾。取出后平稳且快速地摇晃瓶身，以使

溶液受热均匀，快速逐滴加入4.8 mL的柠檬酸溶液，继续同一方向摇晃容器使溶液混合

均匀。放回微波炉中，调至中高火档继续加热4 min。加热结束后此时的瓶内溶液呈现出

酒红色。待溶液温度冷却到室温后，再次加入超纯水，定容至200 mL，即为纳米金溶液

（0.1 mg/mL）。整个操作过程中，需要特别注意保持环境洁净，防止灰尘等杂质落入
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溶液，引起纳米金颗粒聚沉。 
（2）偶联金标探针（AuNP-Abs） 
将 18 μL 的 K2CO3溶液加入到 1 mL 纳米金溶液中，以创造碱性环境，利于 AuNPs

与抗体结合[87]。向其中逐滴加入 60 μL 的 Abs（0.1 mg/mL），在室温下匀速摇床反应

30 min，使纳米金表面带负电荷的蛋白质与抗体表面带正电荷的蛋白质基团因静电吸附

而形成牢固的键合[88]。加入 119 μL BSA 溶液，持续振荡反应 30 min，以封闭多余抗体

上的特异性识别位点以及纳米材料上的非特异性识别位点。在 4℃下孵育 2 h，以保证反

应充分。待反应完全后，进行重悬，以洗涤掉过量、未与纳米金连接的抗体。以 12000 rpm
的速度在离心机中离心 30 min，弃去上清液。加入 100 μL 硼酸缓冲溶液，振荡至均匀。

以上重悬操作重复 2 次，以保证洗涤充分。于 4℃下保存待用。 
（3）配置电沉积液 
将0.0625 g FeCl3、0.0822 g K3[Fe(CN)6]、0.7455 g KCl，量取1 mL浓盐酸一同加入100 

mL CS溶液中，在室温下超声以分散，直至得到溶液分散至均匀稳定且呈现暗绿色，即

为PB溶液。将1 mL AuNP-Abs加入PB溶液中，在4℃下超声分散0.5 h直至完全溶解，于4℃
下避光保存。 

3.3.2  AuNP-Abs-PB/SPCE 免疫传感器的制备 

采用电还原法制备免疫传感器。经电沉积处理后，在 SPCE 表面形成 AuNP-Abs-PB
复合膜。首先，将预处理后的 SPCE 浸入电沉积溶液中，采用循环伏安法在-0.3~+0.3 V
的电位范围内（扫描速度为 100 mV/s）处理一定时间，得到 AuNP-Abs-PB/SPCE。然后

用超纯水冲洗，氮气吹干，于 4℃密封保存，以备后续测试实验使用。图 3.1 是该免疫

传感器的电沉积过程示意图和检测工作原理示意图。 

 
图 3.1  免疫传感器的电沉积过程及工作原理示意图 

Fig. 3.1  Electrodeposition process and the detection principle of the immunosensor. 
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3.3.3  电化学测定方法 

当检测到目标物质时，免疫传感器电极表面的电化学行为会随之发生相应变化。

为了监测这一变化，在[Fe(CN)6]3-/4-溶液中进行差分脉冲伏安法（DPV）扫描（电位范

围-0.6~+0.6 V，电位增量 4 mV/s，振幅 100 mV）。并对得到的 DPV 电化学图谱进行

分析和响应值数据提取。依据电沉积前后 SPCE 表面的电流变化（ΔI'）来评价该免疫

传感器的电沉积效果，为方便讨论，定义公式形式如下： 
2 1I I I'∆ = −                         （3.1） 

其中，ΔI'为电沉积前后 SPCE 表面的电流变化值，A； 
I1为空白 SPCE 表面的 DPV 响应值，A； 
I2为 AuNP-Abs-PB/SPCE 表面的 DPV 响应值，A。 

在最佳实验条件下，分析结合目标农药前后 SPCE 表面的电流变化（ΔI）与目标农

药浓度（C）之间的关系，为方便讨论，定义公式形式如下： 
3 2I I I∆ = −                         （3.2） 

其中，ΔI 为结合目标农药前后 SPCE 表面的电流变化，A； 
I2为 AuNP-Abs-PB/SPCE 表面的 DPV 响应值，A； 
I3为目标农药/AuNP-Abs-PB/SPCE 表面的 DPV 响应值，A。 

3.3.4  样品预处理方法 

从市场上购买小白菜和菠菜的样品，完全粉碎至匀浆。称取25.0 g的样品匀浆，加

入80.0 mL甲醇-PBS（70%, v/v）。超声混匀2 min，经滤纸过滤后得到均匀的滤液，将

滤液进行高速离心（10000 rpm, 5 min），提取得到的上清液即为样品溶液。将样品溶液

与PBS缓冲溶液按1:6的体积比混合，混匀得到基质样品溶液，4℃避光储存，以供后续

实验使用。 

3.4  结果与讨论 

3.4.1  AuNP-Abs-PB/SPCE 的表征 

利用扫描电子显微镜（SEM）对电沉积后的 SPCE 电极的表面进行了形貌表征。如

图 3.2A 所示，电极表面有明显的球形突起，这表明抗体与 AuNPs 成功偶联。同时，还

利用 SEM 对电极表面进行了元素分析。从图 3.2B 和图 3.2C 可以看出，Fe 和 N 元素均

匀分布在电极表面表面，说明 PB 和 AuNPs 已经成功电沉积在电极表面。此外，用 CV
表征了电极表面电沉积的不同复合材料的电化学行为（图 3.2D）。与裸 SPCE（图 3.2D-a）
相比，经过电沉积后的电极表面（图 3.2D-b）具有更高的电流峰值，说明电极表面上被

成功地修饰了 PB。当 PB 和 AuNPs 同时沉积在电极上时（图 3.2D-c），得到的

PB-AuNPs/SPCE 图谱的电流峰值有所提高，说明 AuNPs 在电极表面的修饰是成功的。
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当在电沉积溶液中加入金标探针后（图 3.2D-d），由于携带负电荷的 Abs 数量的增加而

导致电子转移电阻的增大，从而引起了氧化还原峰值的明显降低。上述结果可表明，

电沉积是制备电化学免疫传感器的一种可行且有效的方法。 

 
图 3.2  （A）AuNP-Abs-PB/SPCE 的 SEM 图像；（B）Fe 的元素分析；（C）N 的元素分析；（D）

AuNP-Abs-PB/SPCE 的 CV 图像 
Fig. 3.2  (A) SEM image of AuNP-Abs-PB/SPCE; (B) the element analysis of Fe; (C) the element 

analysis of N; (D)CV image of AuNP-Abs-PB/SPCE 
 

3.4.2  免疫传感器的工作条件优化 

抗体与 AuNPs 的偶联比是影响免疫传感器检测效率的重要因素。添加更多的抗体

可以提高检测的灵敏度，但随之而来的是检测成本的增加。同时，偶联过多的抗体会

导致 AuNP-Abs 导电能力的下降。在本研究中，我们尝试将不同剂量的抗体与 AuNPs
偶联，以探究抗体剂量对电沉积复合膜的电导率的影响。向等量（1 mL）的 AuNPs 溶
液中分别加入不同剂量（1、2、3、4、5、6、7、8、9、10 μg）的抗体。利用 DPV 研究

了电沉积前后的电极表面转移[Fe(CN)6]3-/4-能力的变化。从图 3.3A 可以看出，当抗体剂

量为 3 μg 时，ΔI'相对较大。最重要的是，此时 ΔI'的平行试验结果之间的平均偏差最

小，表明用这种电沉积溶液制备的免疫传感器具有最好的稳定性。因此，选择“3 μg”



山东理工大学硕士学位论文                           第三章  基于一步电沉积的电化学免疫传感器的制备 

 28 

作为最佳抗体添加剂量。 

 
图 3.3  实验条件优化：（A）抗体剂量；（B）探针稀释倍数；（C）循环次数；（D）孵育时间；

（E）甲醇浓度 
Fig. 3.3  Optimizing the experimental conditions: (A) Dose of antibody; (B) Dilutability of Probe; (C) 

Scanning circle number; (D) Incubation time; (E) Methanol content 
 

如图 3.3B 所示，我们探究了以 AuNP-Abs 的稀释倍数（PBS: AuNP-Abs，v/v）对免

疫传感器性能的影响。通过实验发现，随着 AuNP-Abs 稀释倍数的增加（即 AuNP-Abs
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数量的减少），ΔI 值随之升高。过多的 AuNP-Abs 可能导致了它们分子之间的杂化，降

低其数量则能够增加 AuNP-Abs 在电极上的有效固定量，使得电极表面能捕获目标物质

的量增加，即 ΔI 值变大。但随着 AuNP-Abs 稀释倍数的进一步增加，ΔI 值呈现下降趋

势。这显然是由于有特异性识别位点的减少而引起免疫传感器的识别能力降低。因此，

在制备免疫传感器时，AuNP-Abs 的稀释倍数宜设置为 4,000 倍。 
电沉积膜的厚度能够直接影响免疫传感器的信号放大能力，通过控制电沉积的时间

可以实现对电沉积膜厚度的控制。本部分则通过设置不同的 CV 循环次数，来实现在免

疫传感器制备的过程中对电沉积时间的控制。并测量 ΔI'值，以探究电沉积时间对免疫

传感器导电能力的影响。随着 CV 循环次数的逐渐增加，该免疫传感器电极表面的 ΔI'
值逐渐增大，如图 3.3C 所示。当 CV 循环次数达到“第 15 个”时，电极表面的 ΔI'值达

到最大。随着电沉积时间的延长，ΔI'值基本保持不变，这表明在电极表面的电沉积量

已经达到最大。因此，以“15 个循环”作为该免疫传感器的最佳电沉积时间。 
当靶标分子（即 OPs）存在时，在 Abs 的特异性识别下，电极表面形成了有机磷农

药农药-广谱性抗体（OPs-Abs）复合物，这一过程会阻碍电极表面的电子转移过程，进

而导致相应电流峰值的降低[89, 90]。孵育时间（即目标物质和抗体之间的特异性结合时

间）与该复合物的形成数量密切相关，影响着免疫传感器的性能。如图 3.3D 所示，随

着孵育时间的延长，在电极表面处捕获了越来越多的 OPs 分子，从而形成了越来越多

的 OPs-Abs 复合物，这会导致电极表面的电子转移过程严重受阻，使得 ΔI 值升高。当

达到一个临界点（25 min），SPCE 表面的 Abs 的可结合位点数量达到饱和，无法继续

特异性识别 OPs。在此之后，即便孵育时间进一步延长，ΔI 值也不会发生明显变化。因

此，选择“25 min”作为该传感器在样品溶液中最佳孵育时间。 
因为农药可溶于有机溶剂，在样品处理过程中，甲醇常被用作提取溶剂。若基质溶

液中甲醇浓度过低，无法有效地提取到样品中的农药成分；但由于抗体是一类具有生物

活性的敏感识别元件，过高的甲醇浓度则会影响其生物活性，降低识别能力[91]。因此，

本实验研究了样品溶液中甲醇浓度的适宜范围（图 3.3E）。实验发现，当甲醇浓度在

10%~40%范围内时，能够较好地同时兼顾样品的有效提取和抗体的最佳活性。因此，适

宜该免疫传感器工作的甲醇浓度范围为 10%~40%。 

3.4.3  OPs 的电化学检测 

在最佳实验条件下，对 OPs 浓度（C）与相应电化学信号变化值（ΔI）的关系进行

了研究。本实验使用对硫磷、蝇毒磷、喹硫磷、甲基对硫磷的标准溶液进行等量混

合，得到混合标准溶液。将该免疫传感器与不同浓度（10-5~104 ng/mL）的混合标准溶液

进行孵育，测量相应的 ΔI 值，得到竞争抑制曲线（图 3.4A）。该曲线的方程为

ΔI=106.99121-99.63115/[1+(LgC/2.45007)]0.19247，R2为 0.9856，灵敏度为 2.45 ng/mL，检

测范围（IC20~IC80）为 1.82×10-3~3.29×104 ng/mL。随着目标农药分子浓度的增加，使得
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电极表面附着的OPs-Abs复合物越来越多，电极表面的电子转移过程受到严重阻碍，显

著增加了电极表面的阻抗，进而使得 ΔI 增大。由于在竞争抑制曲线的两端位置易出现

“假阳性”或“假阴性”的情况，我们选择在检测范围内探究 OPs 浓度（C）的对数与

ΔI 的线性关系（图 3.4B），得到线性方程为 ΔI=53.59096+10.31913LgC，R2为 0.9918。
根据 S/N=3 计算，可得该免疫传感器的 LOD 为 0.003 ng/mL。 

 
图 3.4  用于 OPs 检测的（A）竞争抑制曲线及（B）标准工作曲线 

Fig. 3.4  (A) Competitive inhibition curve and (B) standard curve of the OPs 
 

与其他类型的传感器（如无标记传感器、适配体传感器、酶传感器）的性能进行比

较（如表 3.3）。对比结果表明，本研究提出的电化学免疫传感器制备步骤简单，可检

出的目标物种类较多，检测范围较广。 
 

表 3.3  与其他类型电化学传感器的比较 
Tab. 3.3  Comparison with other types of electrochemical sensors 

 

传感器构成 修饰方式 目标物 检测范围（ng/mL） 参考文献 

CuO-TiO2/GCE 直接滴加 甲基对硫磷 0~2×103 [92] 

AChE/Ce/UiO-66@MWCNTs/GCE 逐层滴加 对硫磷 2.6~3.9×104 [93] 

Chl-Ab/AuNPs/FTO 逐层滴加 毒死蜱 3.50×10-1~3.29×103 [44] 

Aptamer-rGO-CuNPs/SPCE 电沉积 

丙溴磷 3.73~3.73×104 

[94] 
甲拌磷 2.64~2.64×104 

水胺硫磷 2.89×10~2.89×104 

氧化乐果 2.13×102~1.07×105 

AuNP-Abs-PB/SPCE 电沉积 

OPs（对硫磷、

蝇毒磷、喹硫

磷、甲基对硫

磷等） 

1.82×10-3~3.29×104 本研究 
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3.4.4  免疫传感器的性能测试 

特异性和抗干扰能力是评价一个免疫传感器能否有效应用于实际检测工作的重要

指标。将该免疫传感器分别与不同 OPs 的目标物质或其他类农药的干扰物质进行孵育，

通过监测孵育前后 SPCE 表面 ΔI 值变化，探究、鉴定该免疫传感器的特异性和抗干扰

能力。选择氨基甲酸酯类农药——克百威（图 3.5-a）和拟除虫菊酯类农药——溴氰菊酯

（图 3.5-b）作为干扰农药；图 3.5-c 为水胺硫磷，它是一种 OPs，但没有包含在混合标

准溶液中；图 3.5-d 为混合标准溶液（对硫磷、蝇毒磷、喹硫磷、甲基对硫磷）；图 3.5-e
为 OPs（对硫磷、蝇毒磷、喹硫磷、甲基对硫磷）和非 OPs（克百威、溴氰菊酯）的混

合。从图 3.5 中可以看出，在没有特异性靶点的情况下 ΔI 值非常小，说明抗体很难与这

些干扰农药分子结合。而图 3.5-c、3.5-d、3.5-e 的 ΔI 值均较大，且结果数值接近，说明

该免疫传感器具有良好的特异性和一定的抗干扰能力。 

 
图 3.5  免疫传感器的性能评价（a-克百威；b-溴氰菊酯；c-水胺硫磷；d-对硫磷、蝇毒磷、喹硫

磷、甲基对硫磷；e-对硫磷、蝇毒磷、喹硫磷、甲基对硫磷、克百威、溴氰菊酯） 
Fig. 3.5  Performance evaluation of the immunosensor(a-carbocarboxylate; b-deltamethrin; 

c-isocarbophos; d-parathion, coumaphos, quintiofos, methyl parathion; e-parathion, coumaphos, 
quintiofos, methyl parathion, carbocarboxylate, deltamethrin) 

 

同时，我们考察了该免疫传感器的稳定性。将制备完成的免疫传感器于 4℃密封保

存，分别于第 1、3、7 天进行检测，其产生的电化学信号为刚制备完成时的电化学信号

的 94.39%~113.62%。这表明该免疫传感器具有良好的稳定性。 

3.4.5  蔬菜样品中 OPs 的检测 

我们从市场购买了娃娃菜和菠菜作为样品代表，按照 3.3.4 制备基质样品溶液用于
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实际样品实验，以评价本研究构建的免疫传感器在实际样品检测工作中的应用效果。我

们采用标准加入法，将不同体积的混合标准溶液加入无基质样品溶液（即 10%甲醇

-PBS）和两种不同蔬菜基质样品溶液中，最终使得每组样品溶液都分别配制成 3 种不同

浓度（0、100、1,000 ng/mL）。利用本研究构建的免疫传感器对样品溶液进行浓度检测

和回收率分析。实验分组及结果见表 3.4。其中，以 10%甲醇-PBS 配制的加标无基质样

品溶液进行检测，回收率为 99.57%~100.46%，相对标准偏差（RSD）为 1.24%~9.33%。

用蔬菜样品溶液配制的加标基质样品溶液进行检测，回收率为 98.05%~102.05%，RSD
为 1.35%~16.54%。整体来看，该免疫传感器的回收率较高，RSD 较低。因此，本研究

构建的电化学免疫传感器可以有效地应用于蔬菜样品的检测。 
 

表 3.4  免疫传感器的样品回收率（n=3） 
Tab. 3.4  Recovery of the immunosensor in samples (n=3) 

 

样品 加标量（ng/mL） 检测量（ng/mL） RSD（%） 回收率（%） 

10%甲醇-PBS 

0 0 0 - 

100 99.57 1.24 99.57 

1,000 1,004.59 9.33 100.46 

娃娃菜 

0 0 0 - 

100 102.05 1.35 102.05 

1,000 980.48 13.33 98.05 

菠菜 

0 0 0 - 

100 100.91 1.96 100.91 

1,000 1,011.84 16.54 101.18 

 

3.5  本章小结 

综上，我们利用电沉积技术制备了一种新型电化学免疫传感器，并将其应用于OPs
的检测。首先，将AuNPs与Abs结合形成AuNP-Abs。然后，通过一步电沉积的方法在

SPCE表面修饰AuNP-Abs/PB复合膜。这一步骤有效地简化了免疫传感器的制备过程，

并且提高了抗体的固定效果，增强了免疫传感器的稳定性。在最佳实验条件下，OPs的
浓度与其相应的电化学响应之间具有良好的线性关系，线性相关系数为 0.9918，LOD 可

达到 0.003 ng/mL。该免疫传感器的检测范围较广（1.82×10-3~3.29×104 ng/mL），灵敏度

较高（2.45 ng/mL），具有良好的特异性和稳定性。此外，该免疫传感器在加标样品回

收率实验中表现出了较为满意的回收率。本工作可满足实验室条件下的 OPs 的快速微

量检测需求，组装好的电极在搭配相应的便携快速检测仪器后即可应用于现场检测。 
 



山东理工大学硕士学位论文   第四章  基于二抗标记法的信号放大型时间分辨荧光免疫层析纸基传感器的构建 

 33 

第四章  基于二抗标记法的信号放大型时间分辨荧光免疫层析

纸基传感器的构建 

4.1  引言 

近年来，时间分辨荧光免疫层析（Time-resolved fluorescence immunochromatography, 
TRFIA）纸基传感器作为一种操作简单、成本较低的现场检测技术受到了研究者的广泛

关注[95]。“时间分辨”是指通过波长分辨和延时检测技术对待测物体的信号强度进行检

测以实现定性和定量分析。TRFIA 纸基传感器是以铕（Eu）、钛（Ti）、钐（Sm）等

镧系元素作为标记材料，以抗体、适配体等特异性生物材料为核心识别元件，在层析作

用下，与固定在硝酸纤维素膜上的相应的靶标物质发生特异性结合免疫反应，而后监测

标记材料的颜色或荧光信号强度[96, 97]。它可以有效地减弱传统标记材料（如荧光染料、

酶、纳米金）的存在背景干扰等缺点。大部分 TRFIA 纸基传感器在构建过程中常采用

Eu 元素，其在经过一定程度的螯合反应后，具有斯托克斯位移较长、荧光寿命较长和发

射峰较窄等优势，甚至可以减少激发光的干扰[98]。由该元素制备而成的氧化铕乳胶在紫

外线灯（波长 365 nm）照射下能发出橙红色荧光[99]。 
传统的 TRFIA 纸基传感器是基于靶标抗体标记的。在实际检测工作中，过多的靶

标抗体消耗量会增加TRFIA纸基传感器的制备成本，而过少的靶标抗体则会使得TRFIA
纸基传感器的灵敏度下降甚至出现“假阴性”的情况。在靶标抗体检测能力一定且数量

受限的情况下，若要提高 TRFIA 纸基传感器的灵敏度，可以采用二抗（如羊抗鼠抗体、

兔抗羊抗体等）标记法以实现荧光信号的放大，最终达到灵敏度的大幅提高。在二抗标

记法中，靶标抗体通过多个二抗间接与氧化铕乳胶相偶联，使整个检测系统中的单位抗

体的荧光信号强度远高于传统方法[100-102]。Marjan Majdinasab 等人[101]曾利用二抗标记法

成功地建立了检测赭曲霉毒素的方法，与传统抗体标记方法相比，该方法的 LOD 为 0.4 
pg/mL，提高了 100 倍。二抗标记法一方面可以使靶标抗体消耗量下降，灵敏度提高；

另一方面，二抗代替了靶标抗体参与复杂繁琐的偶联步骤，可最大程度地保护靶标抗体

的生物活性和识别能力。 
本研究以 OPs 作为目标物质，以 Abs 作为敏感识别元件，构建了基于二抗标记法的

信号放大型 TRFIA 纸基传感器。首先，将 SaMIgG 与氧化铕乳胶微球通过键合偶联以制

备时间分辨荧光探针（Eu-SaMIgGs）。而后 Abs 通过与 SaMIgG 特异性识别，实现其与

氧化铕乳胶微球的间接连接，即制备了间接时间分辨荧光探针（Eu-SaMIgGs-Abs）。将

OPs-BSA、兔抗羊抗体（Rabbit anti-sheep antibodies, RaSIgG）依次固定到 NC 膜上。借

助 365 nm 波长的紫外光源，可监测到 TRFIA 纸基传感器检测线处灰度值的变化，利用

ImageJ 软件分析后即可对目标物质进行定性判断或定量检测。此外，我们还对该 TRFIA
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纸基传感器的构建和工作条件进行了优化，也对其性能进行了探究，并应用于实际蔬菜

样品的检测中。 

4.2  材料与方法 

4.2.1  主要仪器及耗材 

本实验中所用的超纯水均由 PALL 超纯水净化系统制备；在 Eu-SaMIgGs 偶联的过

程中使用了高速冷冻离心机、超声机等仪器；利用酶标仪对 Eu-SaMIgGs 偶联过程进行

表征；纸基传感器由硝酸纤维素（NC）膜、吸水垫、玻璃纤维素膜、底板四个部分组

装而成；使用点膜喷金仪在组装好的纸基传感器上喷涂 T 线（测试线）、C 线（质控线）；

利用斩切机进行裁切。本实验中还使用了电热鼓风干燥箱、移液枪等仪器。本实验所用

主要仪器如表 4.1 所示。 
 

表 4.1  主要仪器及耗材 
Tab. 4.1  Main instruments and consumables 

 

名称 型号 厂家 

超纯水系统 LS MK2 美国 PALL 公司 

点膜喷金仪 XYZ3050 美国 Biodot 公司 

斩切机 CM4000 美国 Biodot 公司 

超声机 SK3300H 上海科导超声仪器有限公司 

高速冷冻离心机 CF16RX 日本 Hitachi 公司 

酶标仪 Varioskan LUX 美国 Seymour Fisher 公司 

电热鼓风干燥箱 DHG-9070A 上海一恒科技有限公司 

365 nm 紫外灯 ZF-1 海门市其林贝尔仪器制造有限公司 

数码单反相机 EOS 6D 佳能（中国）有限公司 

移液枪 1～5000 μL 德国 Eppendorf 公司 

硝酸纤维素（NC）膜 HF135 美国 Millipore 公司 

吸水垫 CFSP223000 美国 Millipore 公司 

玻璃纤维素膜 GFCP2030 上海捷宁生物科技有限公司 

底板 J-86 上海捷宁生物科技有限公司 

 

4.2.2  主要试剂及溶液配制 

（1）主要试剂 
本实验采用 Abs 作为构建 TRFIA 纸基传感器的关键敏感识别元件；以氧化铕乳胶
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微球作为荧光标记材料，其表面的羧基基团通过 1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐

酸盐（EDC）进行活化；利用 SaMIgG 将抗体与标记材料间接连接；在 TRFIA 纸基传

感器上依次喷涂 OPs-BSA、RaSIgG 作为 T 线、C 线；用于加标测试的农药标准品种类

有对硫磷、蝇毒磷、喹硫磷、甲基对硫磷、水胺硫磷、克百威、溴氰菊酯等。本实验中

使用的化学试剂均为分析纯。本实验所用的主要试剂如表 4.2 所示。 
 

表 4.2  主要试剂 
Tab. 4.2  Main reagents 

 

名称 规格 厂家 

有机磷农药广谱性抗体（Abs） 1 mg/mL 北京博奥龙免疫技术有限公司 

羊抗鼠抗体（SaMIgG） 1 mg/mL 北京博奥龙免疫技术有限公司 

兔抗羊抗体（RaSIgG） 1 mg/mL 北京博奥龙免疫技术有限公司 

有机磷农药通用结构抗原（OPs-BSA） 1 mg/mL 北京博奥龙免疫技术有限公司 

牛血清蛋白（BSA） 分析纯 美国 Sigma 试剂有限公司 

鸡卵清蛋白（OVA） 分析纯 美国 Sigma 试剂有限公司 

1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐（EDC） 分析纯 美国 Sigma 试剂有限公司 

农药标准品 1 mg/mL 上海农药研究所有限公司 

氧化铕乳胶微球 200 nm 国药化学试剂有限公司 

聚乙烯吡咯烷酮-K30（PVP-K30） 分析纯 国药化学试剂有限公司 

Na2HPO4·12H2O 分析纯 国药化学试剂有限公司 

 
（2）主要溶液配制 
①BSA溶液（0.5%, m/v）：该试剂需现用现配，用10.0 mL超纯水将0.05 g BSA充分

溶解，经0.22 μm有机系滤膜过滤后方可使用。 
②硼酸缓冲液（0.2 M, pH 8.18）：用超纯水将1.907 g Na2B4O7定容至100.0 mL，记

为A液；用超纯水将1.2368 g H3BO3定容至100.0 mL，记为B液。量取35.0 mL的A液与65.0 
mL的B液混合，即得到100.0 mL的硼酸缓冲液。 

③EDC溶液：该试剂需现用现配，将15.0 mg EDC加入到1.0 mL超纯水中，涡旋混

匀，使其充分溶解，经0.22 μm有机系滤膜过滤后方可使用。 
④荧光微球封闭液：该试剂需现用现配，量取10.0 mL②中的硼酸缓冲液，称取0.05 

g OVA加入其中，涡旋混匀至充分溶解，经0.22 μm有机系滤膜过滤后方可使用。 
⑤样品垫封闭液：准确称取0.3 g NaH2PO4·2H2O、0.5 g OVA、1.0 g PVP-K30、2.9 g 

Na2HPO4·12H2O、1.0 g Tween-20、0.25 g乙二胺四乙酸（EDTA），将以上试剂置于同一

烧杯中，并用超纯水定容至100.0 mL, 经0.22 μm有机系滤膜过滤后，于4℃保存待用。 
⑥样品缓释液：准确称取1 g蔗糖、0.5 g OVA、0.5 g PVP-K30、2.5 g Tween-20，用
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超纯水将以上试剂溶解并定容至100.0 mL, 经0.22 μm有机系滤膜过滤后，4℃保存待用。 
⑦PBS缓冲溶液（0.01 M，pH 7.4）：准确称取0.60 g KCl、0.81 g KH2PO4、24.00 g 

NaCl、4.26 g Na2HPO4·12H2O，用超纯水溶解，并定容至3 L，室温放置待用。 

4.3  实验方法 

4.3.1  Eu-SaMIgGs 的制备 

用移液枪量取 50 μL 氧化铕乳胶微球，加入到装有 200 μL 硼酸缓冲溶液的 2 mL 离

心管中，振荡混匀，10℃下超声 10 min 使氧化铕乳胶微球得以均匀分散在硼酸缓冲溶液

中。向其中加入 10 μL 的 EDC 溶液，涡旋混匀 15 min 使氧化铕乳胶微球上的羧基基团

得以充分活化。将混合后的溶液置于高速冷冻离心机中进行离心分离（10℃, 13,300 rpm, 
10 min）。由于离心产物极易复溶，待离心结束后，应迅速且平稳地取出离心管，弃去

含有过量 EDC 的上清液。加入 250 μL 荧光微球封闭液，涡旋混匀，10℃下超声 10 min
使分散均匀。加入一定剂量的 SaMIgG，涡旋混匀后，进行 12 h 的摇床反应（20℃, 250 
rpm）以使 SaMIgG 的氨基基团与氧化铕乳胶微球表面的羧基基团得以充分结合形成酰

胺键，即制得 Eu-SaMIgGs。此时的溶液中可能含有部分未与氧化铕乳胶微球成功偶联

的 SaMIgG。为保证后续 Eu-SaMIgGs-Abs 的顺利制备，需进行重悬操作以清除溶液中

未与氧化铕乳胶微球偶联的 SaMIgG。将离心管置于高速冷冻离心机中进行离心分离

（10℃, 13,300 rpm, 10 min）。待离心机停止转动后，需迅速且平稳地取出离心管，弃

去上清液。再重复上述重悬操作 1 次，以保证充分清除干净。再次加入 250 μL 荧光微

球封闭液，涡旋混匀，10℃下超声 10 min。最后，经 2 h 的摇床反应（20℃, 250 rpm）

后，使制得的 Eu-SaMIgGs 在溶液中均匀分散。于 4℃下避光密封保存。 

4.3.2  TRFIA 纸基传感器的制备 

首先，如图 4.1 所示的位置，将 NC 膜（25 mm×300 mm）组装到底板（90 mm×300 
mm）上，以备喷涂 OPs-BSA 和 RaSIgG。在开始划线喷涂前，按照“先甲醇，后超纯

水”的顺序，对点膜喷金仪上的毛细加样管道进行多次充分的清洗，以防止管道堵塞。

依次将含有一定浓度的 OPs-BSA、RaSIgG 溶液分别喷涂到 NC 膜区域的 T 线、C 线位

置。平放置于烘箱中，调节至 37℃，烘干 2 h。同时，将裁剪好的玻璃纤维素膜（即样

品垫，20 mm×300 mm）置于一洁净干燥试管中，加入适量样品垫封闭液以完全没过样

品垫，浸泡 15 min 后取出，平放于烘箱中，于 37℃下烘干 2 h。待干燥完全后，按照图

4.1 所示，将吸水垫（45 mm×300 mm）与样品垫组装到底板正面，每两个相邻部分之间

有 1~2 mm的重叠且均保持NC膜在下。在 4℃下放置 15~20 min，待完全粘合牢固后，

用斩切机按照 3.8 mm/条的宽度进行裁切，获得 TRFIA 纸基传感器成品，组装结构图如

图 4.1。用自封袋密封后，置于 4℃下保存，以备后续测试之用。 
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图 4.1  时间分辨荧光纸基传感器的组装结构图 

Fig. 4.1  Time-resolved fluorescence paper-based sensor assembly structure diagram 
 

4.3.3  TRFIA 纸基传感器的工作方法 

（1）Eu-SaMIgGs-Abs 的制备 
在检测工作开始前 30 min 内，制备 Eu-SaMIgGs-Abs。按照一定体积比例将样品缓

释液和 Eu-SaMIgGs 充分混合，加入一定体积的 Abs 后在 37℃下孵育 30 s，即制得

Eu-SaMIgGs-Abs。以上步骤需现用现制备，不宜与检测步骤间隔太久，以免造成氧化铕

乳胶微球的荧光信号发生部分淬灭，影响后续检测结果。 
（2）TRFIA 纸基传感器的工作方法 
向每个样品孔中预先加入 20 μL 的 Eu-SaMIgGs-Abs，再加入 100 μL 待检测样品溶

液，并用移液枪反复吸打 2~3 次，使混合均匀。经过 3 min 的 37℃避光孵育后，

Eu-SaMIgGs-Abs 与 OPs 发生特异性结合，形成 Eu-SaMIgGs-Abs-OPs 复合物；未与 OPs
结合的 Eu-SaMIgGs-Abs 仍保持原结构。将 TRFIA 纸基传感器的样品垫一端平稳插入样

品孔中，置于 37℃环境下，避光孵育 15 min。在这一过程中需始终使 TRFIA 纸基传感

器保持竖直状态，避免因层析面倾斜而导致层析速度有差异。在孵育过程中，样品孔内

的溶液在层析作用下由样品垫一端向吸水垫一端层析展开。被固定在 T 线处的 OPs-BSA
可与 OPs 共同竞争 Abs 上的同一特异性结合位点；被固定在 C 线处的 RaSIgG 可以特异

性识别 Eu-SaMIgGs-Abs 中的 SaMIgGs。如图 4.2 所示，在层析过程中，未与目标农药

结合的 Eu-SaMIgGs-Abs 在 T 线、C 线处依次被 OPs-BSA 和 RaSIgG 捕获，条带处因探

针聚集而显现颜色；而已与目标物质结合的则只在 C 线处被捕获，T 线不显现颜色。每

次检测时，需设置空白对照组。 
待反应完全后，取出 TRFIA 纸基传感器，包括空白对照组在内一同置于 365 nm 波

长的紫外光源下，使用数码单反相机在暗箱中拍摄（曝光时间 4 s）荧光照片，利用 ImageJ
软件对检测条带区域进行框选，分析所得照片中检测区域的灰度值。为减少背景干扰，

通过公式（4.1）得到每个待检样品的灰度值变化率 G[83]： 
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0

0

- nG GG
G

=                            （4.1） 

其中，G 为待检样品的灰度值变化率； 
Gn为待检样品溶液的 T 线条带灰度值； 
G0为空白样品溶液的 T 线条带灰度值。 

通过探究 T 线灰度值变化率（G）与 OPs 浓度（C）之间的关系，实现对 OPs 的定

性及定量检测。 

 
图 4.2  时间分辨荧光纸基传感器的工作及检测原理示意图 

Fig. 4.2  Schematic diagram of the operation and detection principle of the time-resolved fluorescence 
paper-based sensor 

 

4.3.4  样品预处理 

（1）蔬菜样品 
蔬菜样品的预处理方法如3.3.4所述。 
（2）水样品 
分别盛取自来水和湖泊水作为样品。各量取30 mL，分别加入70 mL甲醇，超声混匀

2 min。经滤纸过滤后，将滤液进行高速离心（10000 rpm, 5 min），提取到的上清液即

为样品溶液。将所得样品溶液与PBS缓冲溶液按1:6的体积比混合，混匀得到基质样品溶

液，4℃避光储存，以供后续实验使用。 
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4.4  结果与讨论 

4.4.1  Eu-SaMIgGs 的表征 

 
图 4.3  （A）氧化铕乳胶微球偶联 SaMIgG 前后的紫外-可见吸收光谱；（B）氧化铕乳胶微球与

偶联 SaMIgG 前后的荧光光谱，插图为氧化铕乳胶微球与 SaMIgG 结合之前（a）和之后（b）的

实物图 
Fig. 4.3  (A) Uv-vis absorption spectra of europium oxide latex microspheres before and after  

SaMIgG conjugation; (B) Fluorescence spectra of europium oxide latex microspheres before and after 
conjugation to SaMIgG; the illustration is a fluorescence picture of the europium oxide latex 

microspheres before (a) and after (b) the conjugation to SaMIgG 
 

为了证明氧化铕乳胶微球与 SaMIgG 的成功偶联，我们对空白氧化铕乳胶微球和

Eu-SaMIgGs 进行了紫外-可见光谱扫描（图 4.3A）。在空白氧化铕乳胶微球的紫外光谱

中未发现波峰，而在 Eu-SaMIgGs 的紫外光谱中，在 220 nm 和 260 nm 处附近出现了明

显的波峰。以上结果表明，氧化铕乳胶微球成功地与 SaMIgG 偶联，形成了

Eu-SaMIgGs。此外，我们还对与 SaMIgG 偶联前后的氧化铕乳胶微球进行了荧光光谱

扫描（图 4.3B），发现最大发射峰均在 614 nm 处，这说明确系氧化铕乳胶微球。但偶

联了 SaMIgG 的氧化铕乳胶微球的波峰值较偶联前的略有下降，如图 4.3B 所示。原因是

氧化铕乳胶微球与 SaMIgG偶联后形成了复合物，导致部分荧光信号淬灭，即荧光信号

减弱。在图 4.3 的插图中，则直观地呈现了氧化铕乳胶微球偶联 SaMIgG 之前（图

4.3B-a）和之后（图 4.3B-b）的荧光信号差异。 

4.4.2  TRFIA 纸基传感器的工作条件优化 

SaMIgG 是连接 Abs 与氧化铕乳胶微球的重要桥梁。SaMIgG 数量过少时，无法有

效偶联全部氧化铕乳胶微球，导致标记材料的浪费；而添加过多的 SaMIgG 则会导致氧

化铕乳胶微球微球表面聚集过多蛋白物质，而引起荧光信号的下降。为了探究 SaMIgG
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的最佳用量，我们尝试在偶联 Eu-SaMIgGs 时加入不同剂量（10、15、20、25、30、35、
40、45 μg）的 SaMIgG，对比不同 C 线位置的显色情况。从图 4.3A 可以看出，当 SaMIgG
剂量为 35 μg 时，C 线条带的显色程度达到最大，后续即便继续加大添加剂量，仍保持

该显色程度不变。因此，选择“35 μg”作为最佳的 SaMIgG 添加剂量值。 
Abs是本TRFIA纸基传感器的核心识别元件，在保证检测效果的前提下，尽可能减

少该抗体消耗是本部分的主要目标。本实验通过添加不同剂量（1、2、4、6、8、10、
12 μg）的 Abs，对比观察不同 T 线位置的显色情况。如图 4.3B 所示，当 Abs 的添加剂

量为 6 μg 时，T 线条带的显色程度达到最大并保持稳定。因此，选择“6 μg”作为 Abs
的最佳添加剂量值。 

 
图 4.3  实验条件优化：（A）SaMIgG 用量；（B）Abs 添加量；（C）稀释倍数；（D）甲醇浓

度 
Fig. 4.3  Optimizing the experimental conditions: (A) The dose of SaMIgG; (B) The amount of Abs 

added; (C) Dilutability; (D) Methanol content 
 

我们按照 10、20、40……2,560 的稀释倍数（样品缓释液：Eu-SaMIgGs-Abs, v/v）
设置了不同的实验组。图 4.3C 显示了 Eu-SaMIgGs-Abs 稀释倍数对 TRFIA 纸基传感器

传感器性能的影响。通过实验发现，当 Eu-SaMIgGs-Abs 按照 10、20 倍稀释时，C 线、

T 线条带的显色程度均过高，且有大量 Eu-SaMIgGs-Abs 滞留在吸水垫、NC 膜上；尤其

“10 倍”组的背景色存在严重干扰，不利于提取条带数据。在 40~640 倍稀释的范围内，

C 线条带的显色程度逐渐降低，说明随稀释倍数的增大，可结合的探针量逐渐降低；同

时，T 线条带显色程度保持不变，这意味着 T 线上的 OPs-BSA 结合能力处于完全饱和

状态。在 1,280、2,560 倍稀释时，C 线条带的显色程度过低，不适宜作为质控指示；T
线条带的显色程度也出现明显下降，T 线上的 OPs-BSA 处于非饱和结合状态，造成部分

结合位点闲置。综合以上分析，将 Eu-SaMIgGs-Abs 的稀释倍数设置为 640 时，既可充

分利用各条带上的结合位点，保证检测和质控效果；又可节约 Eu-SaMIgGs-Abs 用量。 
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在样品处理过程中，甲醇常被用作 OPs 的提取溶剂，若基质溶液中甲醇浓度过低，

则无法有效地提取到样品中的农药成分。但由于抗体是一类具有生物活性的敏感识别元

件，过高的甲醇浓度则会影响其生物活性，降低识别能力。因此，本实验通过研究

Eu-SaMIgGs-Abs 对甲醇的耐受程度，以及 OPs 在甲醇中的有效提取程度，以探究样品

溶液中甲醇浓度的适宜范围（图 4.3D）。实验发现，当甲醇浓度在 0~30%范围内时，C
线、T 线条带的显色程度正常，即 TRFIA 纸基传感器可正常工作；而自 40%起，C 线、

T 线条带的显色程度降低，甚至完全不显色，说明 Eu-SaMIgGs-Abs 的活性受到了抑制，

无法有效识别 OPs-BSA 和 RaSIgG。另外，在实验中还发现，当甲醇浓度在 70%~100%
的范围内时，大量探针尚未开始层析，便因甲醇的挥发而粘附在样品池内壁上。以上表

明，当样品溶液中的甲醇浓度在“0~30%”范围时，能够较好地同时兼顾样品的有效提

取和抗体的最佳活性，超出此范围则导致抗体活性的降低甚至丧失。 

4.4.3  OPs 的 TRFIA 纸基传感器检测 

 
图 4.4  用于 OPs 检测的（A）竞争抑制曲线及（B）标准工作曲线 

Fig. 4.4  (A) Competitive inhibition curve and (B) standard curve of the OPs 
 

在最佳实验条件下，对 OPs 浓度（C）的对数与其相应 T 线灰度值变化率（G）的

关系进行了研究。本实验使用对硫磷、蝇毒磷、喹硫磷、甲基对硫磷的标准品溶液进

行等量混合得到混合标准溶液，并将其以 3×103 ng/mL 为起始浓度，按照 3 倍比的方式

依次稀释得到 7 个浓度。利用系列浓度混合标准溶液和阴性样品溶液进行 TRFIA 纸基

传感器检测工作标准曲线的探究。按照 4.3.4 获取各 TRFIA 纸基传感器的 G 值，经分析

后得到适用于该传感器工作的竞争抑制曲线，如图 4.4A 所示。该曲线的方程为

G=0.99789-1.04464/[1+(lgC/3.41689)]0.74527，R2为 0.99853，灵敏度为 3.42 ng/mL。随着

目标浓度的增加，T 线处的 OPs-BSA 能够竞争结合到的 Eu-SaMIgGs-Abs 减少，故 T 线

条带显色程度降低，导致 G 值升高。由于在竞争抑制曲线的两端位置易出现假阳性或假
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阴性的情况，我们又在线性范围内探究了 C 与 G 值的线性关系（图 4.4B），得到线性

方程为 G=-0.18079+0.3637lgC，R2为 0.99487。根据 S/N=3 计算，得到 TRFIA 纸基传感

器的 LOD 为 0.53 ng/mL。 
与其他类型纸基传感器的检测性能进行比较（如表 4.3）。对比结果表明，基于二

抗标记法建立的纸基传感器灵敏度明显低于靶标抗体标记方法；另外，本研究提出的

TRFIA 纸基传感器检测方法识别目标范围较广，LOD 较低，适用样品基质种类较多。 
 

表 4.3  与其他类型纸基传感器的比较 
Tab. 4.3  Comparison with other types of paper-based sensors 

 

信号分子 标记位置 目标物 LOD 
（ng/mL） 

适用样品

基质种类 参考文献 

Fe3O4 SaMIgG 17β-雌二醇 0.2 4 [102] 

上转换发光颗粒 靶标抗体 有机磷农药 3.44 3 [59] 

氧化铕乳胶微球 SaMIgG 脱氧雪腐镰刀菌烯醇 0.12 2 [103] 

氧化铕乳胶微球 靶标抗体 醚型菊酯类农药 9.12 3 [49] 

氧化铕乳胶微球 SaMIgG 有机磷农药 0.53 4 本研究 

 

4.4.4  TRFIA 纸基传感器的性能测试 

特异性和抗干扰能力是评价一个 TRFIA 纸基传感器能否有效应用于实际检测工作

的重要指标。在加标物质浓度相同的情况下，利用该 TRFIA 纸基传感器分别对不同 OPs
的目标物质或其他类农药的干扰物质进行测试，通过对 T 线条带的灰度值进行分析，以

探究该传感器的特异性和抗干扰能力。建立空白组（图 4.5-a）作为对照；图 4.5-b 为对

硫磷标准品溶液；图 4.5-c 为水胺硫磷标准品溶液，它是一种 OPs，但没有包含在混合

标准溶液中；图 4.5-d 为混合标准溶液（对硫磷、蝇毒磷、喹硫磷、甲基对硫磷）；图

4.5-e 为 OPs（对硫磷、蝇毒磷、喹硫磷、甲基对硫磷）和非 OPs（克百威、溴氰菊酯）

的混合；另外，以氨基甲酸酯类农药—克百威（图 4.5-f）和拟除虫菊酯类农药—溴氰菊

酯（图 4.5-g）作为干扰农药。从图 4.5 中可以看出，在没有特异性靶点的情况下 T 线条

带显色情况与空白组接近，说明抗体很难与这些干扰农药分子结合。而图 4.5-b、4.5-c、
4.5-d、4.5-e 的灰度值均较低，且结果数值接近，说明该免疫传感器具有良好的特异性和

一定的抗干扰能力。 
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图 4.5  时间分辨荧光纸基传感器的性能评价（a-空白；b-对硫磷；c-水胺硫磷；d-对硫磷、蝇毒

磷、喹硫磷、甲基对硫磷；e-对硫磷、蝇毒磷、喹硫磷、甲基对硫磷、克百威、溴氰菊酯；f-克
百威；g-溴氰菊酯） 

Fig. 4.5  Performance evaluation of the time-resolved fluorescence immunochromatography 
paper-based sensor (a-blank; b-parathion; c-isocarbophos; d-parathion, coumaphos, quintiofos, methyl 

parathion; e-parathion, coumaphos, quintiofos, methyl parathion, carbocarboxylate, deltamethrin; 
f-carbocarboxylate; g-deltamethrin;) 

4.4.5  OPs 的样品检测 

我们从市场购买了娃娃菜和油菜作为蔬菜样品代表，以自来水和湖泊水作为水样品

代表，按照 3.2.3 和 4.2.4 制备基质样品溶液用于实际样品测试实验，以评价本研究构建

的 TRFIA 纸基传感器在实际样品检测工作中的应用效果。我们采用标准加入法，将不

同体积的混合标准溶液分别加入无基质样品溶液（即 10%甲醇-PBS）和四种不同基质样

品溶液中，最终使得每组样品溶液的系列浓度梯度均一致。利用本研究构建的 TRFIA
纸基传感器对样品溶液进行竞争抑制曲线的探究。实验结果如图 4.6 所示。由于样品基

质成分复杂多样，可能会在层析过程中不同程度地堵塞毛细通道，所以所有基质溶液的

灵敏度数值均略高于无基质样品溶液。在针对蔬菜样品的测试实验中，“娃娃菜”实验

组和“油菜”实验组的竞争抑制曲线与无基质样品溶液基本保持一致。但由于油菜基质

溶液中含有绿色色素，在数据提取时，产生了一定的背景干扰，导致其检测范围比“娃

娃菜”略窄。在水样品的测试实验中，“自来水”实验组表现出了与“娃娃菜”接近的

检测效果；而湖泊水中成分复杂，其中众多的杂质干扰了 TRFIA 纸基传感器正常工作，

导致“湖泊水”实验组的检测范围大幅度缩小。 
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图 4.6  用于样品中 OPs 检测的竞争抑制曲线 

Fig. 4.6  Competitive inhibition curves for determination of OPs in samples 
 

4.5  本章小结 

综合以上探究，我们基于二抗标记的原理，建立了一种用于 OPs 检测的 TRFIA 纸

基传感器。采用氧化铕乳胶微球作为荧光标记材料，减少了背景色干扰。利用 SaMIgG
作为中间体，将氧化铕乳胶微球和 Abs 链接在一起，形成 Eu-SaMIgGs-Abs。该策略可

节约靶标抗体的用量，有效地实现荧光信号的放大，最终提高检测方法的灵敏度。更重

要的是，二抗代替靶标抗体参与复杂繁琐的偶联步骤，避免了靶标抗体的生物活性和特

异性识别能力的下降。在最佳实验条件下，研究了 OPs 的浓度与显色强度的竞争抑制曲

线关系，灵敏度为 3.42 ng/mL。并建立了该 TRFIA 纸基传感器的工作标准线性曲线，线

性相关系数可达到 0.99487，LOD 可达到 0.53 ng/mL。同时，利用不同样品基质溶液中

对该 TRFIA 纸基传感器的检测效果进行了对比分析。最重要的是，本实验建立的 TRFIA
纸基传感器可实现定性和定量检测，在应用于大量样品检测时，可先在 365 nm 波长的

紫外光下，通过肉眼观察判断出阴性样品，可快速筛选出阳性样品以进行后续的定量检

测，显著地提高了检测效率。本 TRFIA 纸基传感器有着广阔的应用前景，可以较好地

满足日常快速检测需求。 
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第五章  结论与展望 

5.1  结论 

本文以 OPs 作为目标物质，以 Abs 作为核心识别元件，构建了 3 种不同原理的免疫

分析方法，可基本满足不同的快速检测要求。主要结论如下： 
（1）为实现实验室条件下 OPs 的快速初筛检测，我们运用响应面法对 icELISA 检

测方法的工作条件进行了优化分析。探究得到了 OPs-BSA 和广谱性抗体的最佳工作浓

度组合。在单因素试验的基础上，设计了响应面优化试验。并结合实际检测工作的需要，

将最佳工作参数修正为：离子浓度 0.04 M、pH 值 7.89、甲醇浓度 2.9%，该条件下得到

的竞争抑制率为 30.87%。在后续的加标测试中，该方法的灵敏度为 1.28 ng/mL，且检测

结果稳定可靠、重复性较好。另外，在特异性验证实验中发现，所使用的广谱性抗体对

不同种类的OPs的识别灵敏度差异较小，基本可满足大量样本的OPs初步筛选检测工作。 
（2）为实现更加快速、灵敏的微量检测，我们利用电沉积技术制备了一种新型电

化学免疫传感器。将 AuNPs 与广谱性抗体结合形成 AuNP-Abs 后，利用一步电沉积的方

法在 SPCE 表面修饰了 AuNP-Abs/PB 复合膜。这一步骤有效地简化了免疫传感器的制备

过程，并且提高了抗体的固定效果，增强了免疫传感器的稳定性。在最佳实验条件下，

OPs 的浓度与其相应的电化学响应具有良好的线性关系，LOD 可达 0.003 ng/mL，可应

用于较低浓度目标物的检测。同时，该免疫传感器检测范围较广，灵敏度较高，特异性

和稳定性良好。该免疫传感器可于实验室内检测使用，也可搭配快速检测仪在非实验室

条件下应用。 
（3）为提高检测效率、降低检测成本和专业化门槛，我们基于二抗标记的原理建

立了一种 TRFIA 纸基传感器。采用氧化铕乳胶微球作为荧光标记材料，减少了背景色

干扰。利用 SaMIgG 作为中间体，将氧化铕乳胶微球和 Abs 链接在一起，形成

Eu-SaMIgGs-Abs。该策略可节约靶标抗体的用量，有效地放大荧光信号。且二抗代替靶

标抗体参与复杂繁琐的偶联步骤，避免了靶标抗体的生物活性和特异性识别能力的下

降。在最佳实验条件下，OPs 的浓度与显色强度具有良好的线性关系，LOD 可达到 0.53 
ng/mL。同时，探究了该 TRFIA 纸基传感器不同样品基质溶液中的检测效果，以对比分

析该传感器的适用样品。本实验建立的 TRFIA 纸基传感器可实现定性和定量检测，在

应用于大量样品检测时，借助紫外灯即可直观判断出阴性样品，快速筛选出阳性样品进

行定量检测。本 TRFIA 纸基传感器有着广阔的应用前景，可以较好地满足日常或大量

样本快速检测需求。 
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表 5.1  3 种检测方法的性能对比 

Tab. 5.1  Performance comparison of three detection methods 
 

方法名称 检测时长 是否可 
批量检测 

灵敏度 
（ng/mL） 

LOD 
（ng/mL） 定性/定量 

icELISA 检测方法 2.5 h 是 1.28 0.12 定性、定量 

电化学免疫传感器 25 min 否 2.45 0.003 定量 

TRFIA 纸基传感器 15 min 是 3.42 0.53 定性、定量 

 
对本文建立的 3 种检测方法进行对比分析，如表 5.1 所示。icELISA 检测方法作为

传统方法，检测性能较为稳定，通过酶标仪获取检测数据，使得检测结果较为可靠；其

检测时间较长，且对操作人员和检测环境的专业程度要求较高，因此在实验室内大量样

本的日常监测检测工作中较为适用。电化学免疫传感器的检测时间较短，其 LOD 明显

低于其他两种方法，不会因样品基质存在颜色而导致信号干扰，搭载配套的便携式电化

学检测仪即可实现现场快速微量检测；但由于每台检测仪每次只能检测一份样品，检测

效率相较其他两种方法略有下降，故较适用于实验室或现场抽样检测。TRFIA 纸基传感

器能够实现可视化定性判断，筛出的阳性样本可直接继续用于定量检测，明显节约检测

时间，提高检测效率；尽管灵敏度和 LOD 都略高于其他两种方法，但是也能够满足快

速初筛检测工作的需求；另外，其制备成本较低，检测时间短，操作简单，专业化要求

较低，适用于普通居民日常使用或大量样品的快速检测。 
综合以上，本文研究的 3 种快速检测方法，基本上满足了不同人群、不同场景下的

快速检测需求，并为后续大型仪器的精准检测提供重要参考基础。 

5.2  展望 

本文以广谱性抗体作为核心识别元件，构建了 3 种不同原理的免疫分析方法，且均

表现出了较为满意的检测结果，可为不同快速检测需求提供多套检测方案。诚然，本研

究仍存在一些不足之处，需要进一步地探讨和研究。结合作者在硕士研究生在读期间的

研究经历和经验，对本论文的研究内容提出如下展望，希望在后续研究中得以完善： 
（1）目前所用的 Abs 在识别每种 OPs 时，尚不能做到同等程度地识别。这需要对

通用结构抗原进行更加合理的设计合成，结合高效的抗体制备筛选方法，获得识别范围

更加广谱、亲和力更高的广谱性抗体识别元件； 
（2）受专业背景知识的限制，本论文的研究仅囿于检测技术的研究。后续研究可

着眼于与之配套的快速检测仪器以及移动端 APP 的开发，这将能够更快、更清晰地向用

户呈现检测结果。如此，便可显著地简化数据处理过程，进一步提高检测效率，进而有

利于本文中的检测技术的推广应用。 
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