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食品中新烟碱类农药免疫快速检测研究进展
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摘要：新烟碱类农药是目前农作物中使用最广泛的神经毒性杀虫剂之一，其残留超标问题一直备受关注。开发

新烟碱类农药的高效快速检测技术对于保障食品安全具有重要意义。免疫快速检测凭借技术优势在食品安全

监管中得到了广泛应用。作者综述了新烟碱类农药最大残留限量的现行标准，以及常用的新烟碱类农药快速

免疫检测技术如酶联免疫吸附测定（enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA）技术、免疫层析技术、荧光免疫

分析（fluorescence immunoassay，FIA）技术、化学发光免疫分析（chemiluminescence immunoassay，CLIA）技

术和仿生 ELISA技术的作用原理、特点、研究进展，并评价这些技术的优点与不足。最后对新烟碱类农药在食

品安全快速分析检测中面临的挑战和发展前景进行讨论，以期为食品安全免疫快速检测方法的建立提供参考。
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Abstract: Neonicotinoid pesticides are one of the most widely used neurotoxic insecticides in crops, and their 

excessive residue levels have long been a significant concern. Developing efficient, rapid detection technology for 

neonicotinoid pesticides is crucial for ensuring food safety. Immunoassay-based rapid detection has gained 

increasing application in food safety monitoring due to its technical advantages. The author primarily reviews the 

current national standards for maximum residue limits of neonicotinoid pesticides and summarizes the principle, 

characteristics, and research progress of commonly used rapid immunoassay techniques including enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) technology, immunochromatography assay technology, fluorescence 

immunoassay (FIA) technology, chemiluminescence immunoassay (CLIA） technology, and biomimetic 

ELISA technology for their detection. The advantages and limitations of these techniques are also evaluated. 

Finally, the challenges and prospects of applying rapid analysis and detection of neonicotinoid pesticides in food 

safety are discussed, with the aim of providing a reference for the development of immunoassay-based rapid 

detection methods for food safety.
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随着科技快速发展，全球农业已呈现出规模

化和工业化的发展态势。我国是一个以农业为主

的国家，为实现对大面积害虫的控制，已在农业生

产中大量使用杀虫剂［1-2］。新烟碱类农药是继有机

氯、有机磷和拟除虫菊酯等杀虫剂后开发的一种

新型杀虫剂。新烟碱类农药因高效、低抗药性和
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对哺乳动物的低毒副作用而被广泛应用于农业、

兽医等领域［3］。

新烟碱类农药是一种神经毒性杀虫剂，目前

在 140 多个国家的 120 余种作物上广泛使用［4］。

这类农药的作用原理是通过昆虫体内中枢神经系

统的突触，阻止神经细胞间的传递，从而杀灭昆

虫。新烟碱类农药具有光稳定性好、高效、低毒等

优点，特别是吡虫啉、噻虫嗪、呋虫胺等第 3代新烟

碱类农药已广泛用于田间作物的叶面处理、种子

处理、土壤灌水等［5］。新烟碱类农药还具备良好

的内吸传导性能、良好的环境兼容性和不易使昆

虫产生耐药性等优点［6］。目前，中国已注册了 38

类新烟碱类杀虫剂，细分品种达 3 200 多，占所有

杀虫剂品种的 62.3%。

不合理使用新烟碱类农药是导致农药残留超

标的主要原因。对新烟碱类农药进行快速检测是

当前农药残留领域的一个热点问题。虽然目前检

测新烟碱类农药的分析技术（如 HPLC、LC-MS、

GC-MS、DC-MS、ELISA、SERS）多种多样［7-11］，但

是仍存在检测时间长、操作烦琐、设备昂贵、技术

难度大等问题。因此，建立高效、可靠的农残检测

体系，实现快速、准确、成本低廉、操作简便的农残

检测，对食品安全及人体健康等都有十分重要的

作用。作者论述了新烟碱类农药最大残留限量的

现行标准，并对常用新烟碱类农药的快速检测技

术进行总结，评价它们的优点与不足，最后对新烟

碱类农药的发展趋势进行展望。这有助于加强对

农产品的品质监督，从而给农业生产和消费者健

康带来更多安全保障。

1　新烟碱类农药快速检测标准现状

农药的最大残留限量是指当农药按照规范正

确使用时，在果蔬、粮食以及食品中允许残留的最

高水平，单位通常为 mg/kg。最大残留限量是具有

法律效力的强制性标准，当农产品中农药实际残留

水平高于最大残留限量时，即为不合格产品。欧盟

委员会、日本厚生劳动省、英国健康与安全执行局、

美国国家环境保护局等都针对农药残留制定了严

格限量标准。表 1 显示了我国的国家标准 GB 

2763—2021《食品安全国家标准  食品中农药最大

残留限量》、GB 2763.1—2022《食品安全国家标准  

食品中 2，4-滴丁酸钠盐等 112 种农药最大残留限

量》中 7种常用新烟碱类农药的最大残留限量。

2　新烟碱类农药免疫快速检测技术

2.1　ELISA 技术

ELISA 技术是利用抗原和抗体在固定相载体

上特异性结合，并通过酶标记显色输出信号的原

理进行检测［12］，具有操作简便、适合大规模的样品

测定等优点。常用的 ELISA 检测模式可分为 4

类 ：直 接 ELISA（dc-ELISA）、间 接 ELISA

（ic-ELISA）、夹心 ELISA 和竞争 ELISA［13］。测定

新烟碱类农药多采用 ic-ELISA，其原理为抗原和

抗体在固定相上先进行特异性结合，再利用酶标

记的抗体检测在固定相上结合的抗原。如图 1 所

示，通过孵化方式将人工抗原包被在固定相 96 孔

板中，形成固相-抗原。依次加入小分子和针对抗

原的特异性抗体，其中特异性抗体和固定相上的

抗原结合形成固相-抗原-抗体。若待检样本中不

含有小分子或含有非待测小分子，抗原、抗体会根

据浓度特异性结合，待测小分子就会和固相载体

上的抗原竞争结合特异性抗体。洗掉非待测小分

子及被小分子竞争结合的特异性抗体后，加入羊

抗小鼠 IgG 酶标二抗，并用辣根过氧化物酶显色。

颜色的深浅即为输出信号，而待测小分子农药浓

度与输出信号呈负相关。

表 1　7种常用新烟碱类农药的最大残留限量

Table 1　Maximum residue limit of 7 commonly-used neonicotinoid pesticides

农作物

谷物

蔬菜

水果

饮料

药用植物

最大残留限量/（mg/kg）

呋虫胺

   2~10

0.1~10

0.2~20

20

—

—

—

—

0.05~2

—

啶虫脒

0.01~0.5

 0.02~5

   0.2~2

 0.3~10

 0.05~2

—

—

—

—

5~10

噻虫胺

0.01~0.5

 0.01~2

 0.01~2

 0.02~10

—

—

—

1

—

—

噻虫啉

    0.1~10

0.02~2

    0.2~1

10

—

—

—

0.5

—

—

吡虫啉

0.03~2

0.05~5

0.05~5

     0.5~10

   0.05~3

—

1~10

2

—

—

噻虫嗪

 0.04~5

0.01~10

 0.01~2

 0.02~10

—

0.05

0.02~3

  0.5~2

—

—

烯啶虫胺

0.1~0.5

0.2

 0.5~1

1

—

—

—

—

—

—

注：“—”表示标准中未提及。
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ic-ELISA 在新烟碱类农药快速检测中应用广

泛。如 Zhao等［14］利用 ic-ELISA开发呋虫胺的单克

隆抗体，ic-ELISA 检测的半数最大抑制质量浓度

（IC50）为 5.66 ng/mL。Zhu 等［15］利用 ic-ELISA 开发

啶 虫 脒 抗 体 ，在 蔬 菜 基 质 中 检 测 的 IC50 为

10.24 ng/mL。Chang 等［16］设计新型全长 IgG 重组

抗体，通过 ic-ELISA 筛选比较，IC50为 4.62 ng/mL。

Watanabe等［17］开发出噻虫嗪的酶联免疫试剂盒，其

IC50为 0.72 ng/mL，检出限为 0.1 ng/mL。Xu等［18］将

新烟碱类农药-卵清蛋白偶联物偶联到独特的荧光

顺磁性微球上，构建了吡虫啉、啶虫脒、噻虫胺、噻

虫啉、噻虫嗪、呋虫胺、吡虫胺和咪唑嗪 8种新烟碱

类农药的微球免疫测定法，这些微球与测试样品中

存在的游离新烟碱类农药竞争，从而与相应的特异

性抗体相互作用。吡虫啉、啶虫脒、噻虫胺、噻虫啉、

噻虫嗪、呋虫胺、吡虫胺和咪唑嗪的检出限分别为

0.01、0.01、0.02、0.02、0.003、2.95、0.09、0.04 ng/mL。

此方法常用于目标物抗体的产出检测，优点是通过

高效率催化放大检测信号、试剂使用寿命长、筛选

方式简单。但是 ic-ELISA 在快速检测领域仍存在

一定不足。首先，固相载体、包被抗体、酶底物等材

料的选择均有严格的要求；其次，检测过程中存在

抗原过剩导致假阳性结果的现象；最后，检测易受

基质效应、类似目标物等干扰出现假阳性。基于

此，后续应开发免疫层析、荧光免疫等方法，以提高

检测的灵敏度和准确性［10］。

2.2　免疫层析技术

免疫层析技术是一种结合了免疫胶体金技术

和抗原、抗体特异性反应的快速检测方法。由于

其成本低廉、不需要复杂的仪器设备，所以在现场

快速检测中占有重要位置。《中华人民共和国食品

安全法》中指出，新烟碱类农药的快速检测方法可

用于食品监管部门的日常抽检，这极大促进了该

快速检测相关技术的发展与产品的商业化。为

此，研究者们致力于开发基于免疫层析原理的试

纸条。免疫层析技术一般分为免疫胶体金技术和

荧光免疫层析技术［19-23］。免疫胶体金技术是以胶

体金作为示踪标志物应用于抗原、抗体的一种新

型免疫标记层析技术，其中胶体金作为显色物，硝

酸纤维素膜作为载体，在层析过程中通过竞争抑

制作用达到检测目的。免疫胶体金技术所用标记

物的制备非常简便，该方法灵敏度高、特异性强。

胶体金在还原剂的作用下将 HAuCl4 聚合成特定

大小的金纳米粒子，是一种由于带负电而疏水的

稳定胶体溶液［24］。如图 2 所示，胶体金可以与蛋

白质分子的正电荷基团在弱碱性条件下相互结

合，且不影响生物特性。免疫层析试纸条由样品

垫、结合垫、硝酸纤维素膜、吸收垫组成。其中金

标抗体被吸附在结合垫上，羊抗小鼠 IgG 固定在

硝酸纤维素膜上，形成控制线（C 线）；包被抗原固

定在硝酸纤维素膜上，形成检测线（T 线）［21］。将

含待测小分子的样品液滴加至样品垫上，在检测

过程中，样品溶液被吸入加样孔。由于毛细管效

应，金标抗体被样品溶液从样品垫带到结合垫［19］。

如果样品中不含目标物，金标抗体首先被 T线的包

被抗原捕获，然后被 C 线的羊抗小鼠 IgG 捕获，从

而在 C 线和 T线产生两条颜色相同的红带；如果样

品溶液中含有微量目标物，则部分金标抗体会与

样品溶液中的目标物结合［22］，随着溶液继续渗透，

剩余金标抗体被 T线的包被抗原捕获，然后被 C 线

图 1　ic-ELISA 检测原理

Fig. 1　Detection principle of ic-ELISA
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的羊抗小鼠 IgG 捕获，在 T 线产生一条稍浅的红色

条带；随着目标物浓度的增加，T线的颜色变浅；当

目标物浓度过饱和时，所有金标抗体都与目标物

结合并形成复合物，随着溶液渗出，复合物最终被

C 线的羊抗小鼠 IgG 捕获，此时 C 线呈红色，而

T线呈无色。

免疫层析技术在针对性快速检测领域应用广

泛，Xu 等［25］开发了时间分辨荧光微球免疫层析试

纸条，用于检测水果蔬菜中的噻虫啉，其 IC50 为

4.27 ng/mL。Chang 等［16］设计新型全长 IgG 重组

抗体，通过胶体金免疫层析试纸条检测噻虫胺，检

出限为 2.5 ng/mL。不过此技术在同时检测不同

目标物或不同基质上存在不足，所以开发多通道、

同时检测不同农药的免疫层析试纸条将成为今后

的研究重点。

2.3　FIA技术

FIA 技术具有专一性强、灵敏度高、实用性好、

稳定性好、受自然荧光干扰低等优点，已成为食品

质量安全快速检测方法的研究热点之一。其原理

是用荧光物质标记抗体或抗原，利用待测物与抗

原或抗体的特异性位点结合时输出荧光信号的强

弱来定性或定量分析待测物［26］。此方法可与手持

荧光探针联用，使检测更加便捷。采用 FIA 技术时

首先要进行探针的制备，传统具有荧光信号的有

机染料分子存在水溶性差、荧光强度低、光稳定性

差、易被光漂白等缺点。因此，开发具有荧光发射

信号的纳米材料、量子点或通过对荧光材料进行

猝灭等手段加强荧光信号的稳定性是 FIA 技术领

域的研究热点。上转换发光纳米材料（upconvert‐

ing nanoparticles，UCNPs）是一种能够接受低能量

激发光并将其转换成高能量发射光的新型纳米发

光材料［26-27］，其探针的制备原理及过程［27］见图 3。

该过程基于活性酯法与 PMM 表面的羧基偶联，并

制备荧光信号探针，同时，在抗莠去津抗体缀合的

亲水性 NaYF4：Yb/Er上转换纳米粒子作为信号探

针，并使用与涂层抗原缀合的聚苯乙烯磁性微球

作为捕获探针。在测试系统中，捕获探针可以捕

获信号探针形成免疫复合物，免疫复合物可以通

过外部磁力与测试系统分离。检测时，待测小分

子可与捕获探针竞争，从而与信号探针结合。在

980 nm 的激光下，免疫复合物在 552 nm 处的荧光

信号随着待测小分子浓度的增加而减弱，在无待

测小分子时荧光信号最强。使用荧光信号与小分

子浓度之间的相关性可以定量检测样品中的待测

小分子。

FIA 技术在新烟碱类农药快速检测领域的应

用较为广泛，有关发光材料开发、增强荧光响应的

研究也越来越深入。已有研究人员利用金纳米团

簇实现了对吡虫啉的高灵敏检测，但是将金纳米团

簇固定在二维氢氧钴表面形成纳米材料时，其与二

维氢氧钴结合会导致荧光强度大幅度降低［28］，因

此，通过加入抗坏血酸触发其纳米片发生解离，可

实现吡虫啉的有效检测。该方法引起的荧光响应

与表面的 ALP活性有关。将 ALP标记的抗体与固

定化抗原结合，可实现对其荧光响应的调控。采用

基于荧光开关系统的 FIA 技术检测吡虫啉时，IC50

为 1.3 ng/mL，其灵敏度是传统  ELISA 的 60倍。在

快速检测领域，一种基于量子点编码多色纳米珠的

新型荧光免疫色谱条带（QB-ICA条带）可同时检测

吡虫啉、噻虫胺和噻虫嗪。该方法的分析程序［28］见

图 4。将 FIA 技术和侧流层析试纸条结合，通过改

变发射波长为 565 nm 和 620 nm 的 CdSe/ZnS 量子

点的包埋率，合成了编码多色纳米珠的新型量子

点。制备好的 3 个探针混合物首先与标准溶液或

样品提取液反应，然后滴在试纸条样品垫上。如果

样品中含有待测小分子，则探针会和相应的小分子

根据抗原、抗体特异性结合形成探针-分析物的复

合物。复合物通过虹吸作用沿条带迁移至 T 线并

和探针上相应的预包被竞争抗原结合，导致 T线处

荧光强度变弱或不显色。剩余探针在 C 线处被羊

抗鼠 IgG 捕获，形成明亮的荧光条带。利用不同颜

色标签区分不同的分析物，实现在单个试纸条上对

图 2　免疫胶体金技术检测原理

Fig. 2　Detection principle of immune colloidal gold technique
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多个靶标物的同时检测，并且这种多重检测方法具

有良好的稳定性和特异性［29］。Xu等［30］基于时间分

辨荧光免疫层析技术开发了多通道的啶虫脒检测

法，在不同蔬菜基质中的检出限为 56~74 ng/mL，由

于时间分辨荧光微球具有时间分辨和波长分辨优

势，不受背景荧光干扰，故大幅提高了免疫层析技

术的灵敏度。

2.4　CLIA 技术

Halmann等［31］于 1977年首次提出 CLIA 技术，

这是一种将免疫反应与化学发光技术相结合的超

微活性免疫测定方法，其中化学发光酶免疫分析

技术是通过抗原或抗体上标记的酶与发光底物相

互作用产生光子信号，从而通过化学探针确定待

测小分子浓度的检测方法。其中发光底物被反应

剂激发形成不稳定的激发态体，当激发态体跃迁

到稳定基态时所释放的光子信号会被自动发光分

析仪识别并输出光信号［32］。

经过 40 多年的发展，CLIA 技术已经比较成

熟，目前在分析化学领域依然是热门研究话题。如

图 5所示，在 Google Scholar搜索数据显示，2010—

2018 年有关“增强化学发光”“纳米材料”“磁性微

粒”“微流控芯片”等术语的文章发表量不断增

加［33］。与现有的 ELISA技术、放射免疫分析技术和

FIA 技术相比，CLIA 技术具备灵敏度高、特异性

强、操作简便、取样量小、可实现自动化等特点，现

已广泛应用于疫病临床检测、食品安全检测、兽药

残留及药物分析等领域。然而化学发光酶免疫分

析技术存在反应速度慢、表面积小、酶容纳量小等

不足。纳米材料和催化剂的应用扩大了固相载体

的表面容积，从而提高了蛋白质与酶的结合量，实

现了信号放大，提高了化学发光酶免疫分析技术的

灵敏度和检测效率［32］。传统的化学发光体系存在

信号弱、强度低等缺陷，如何增强发光信号、延长发

光时间已成为目前的研究热点。现阶段改善化学

发光系统的常用方法有 4种，包括改进化学增强剂

和优化化学发光系统、制备多功能抗体和免疫反应

的适配体、引入磁性纳米材料、耦合新开发的技

术［33］。辣根过氧化物酶-鲁米诺化学发光体系是

CLIA 技术中常用的发光系统。然而，辣根过氧化

物酶-鲁米诺化学发光体系的发光类型是瞬时闪光

型，强度相对较低。Liu 等［34］优化了化学发光底物

溶液的条件，包括反应缓冲液、对碘苯酚、鲁米诺和

图 3　探针的制备过程和磁分离的荧光免疫竞争分析法的检测原理

Fig. 3　Preparation process of the probes and detection principle of the fluorescence immunoassay using a competitive format
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H2O2的浓度，开发出噻虫啉增强型化学发光酶免疫

分析技术，该技术的 IC50可达 1.80 ng/mL。在实际

检测中，化学发光酶免疫分析技术适合对大量复杂

样品进行检测，但也存在样品需求量大、试剂成本

高等问题。

2.5　仿生 ELISA 技术

分 子 印 迹 聚 合 物（molecularly imprinted 

polymers，MIPs）是化学合成的新型材料，其形成

的三维空腔基于“锁和钥匙”机制，可以特异性识

别分析物并与之相互作用。将 MIPs 作为人工抗

体取代生物抗体，利用仿生 ELISA 技术可以实现

对新型烟碱类农药的检测。通过将适当比例的模

板分子、功能单体和交联剂共聚，得到可以输出信

号的聚合物。在新烟碱类农药快速检测研究中，

分子印迹和 SERS 联用技术发展迅速。Zhao 等［35］

将分子印迹识别壳聚合在三维银枝晶上并开发了

纸基 SERS传感平台，用于检测韭菜、皇冠雏菊、大

豆和黄瓜中的吡虫啉。由于分子印迹夹层能有效

捕获吡虫啉分子，因此样品预处理（萃取、涡旋、离

心等）简单，表明该方法具有高选择性、高精度和

高准确性，可满足不同国标编码指令，其中最低检

出限为 0.028 11 ng/mL。由于其中涉及的纸基

SERS 基板结构相对复杂，Cao 等［36］建立了一种结

合磁性印迹聚合物（MMIPs）和 SERS 技术测定农

产品中啶虫脒和噻虫啉的新方法（见图 6）。以啶

虫脒为模板分子、甲基丙烯酸为功能单体、三羟甲

图 4　QB-ICA 条带的分析程序

Fig. 4　Analytical procedure of QB-ICA strip
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基丙烷三甲基丙烯酸酯为交联剂，通过磁性纳米

颗粒表面聚合印迹得到 MMIPs，其具有典型的核

壳结构，可有效分离目标物。结合 MMIPs-SERS

技术可稳定、快速地检测果蔬中的啶虫脒和噻

虫啉。

将 MIPs和 ELISA 技术融合可实现高灵敏度、

高选择性、高准确性的快速分析。吕春晖等［37］借

助具有特殊孔洞的高分子材料，利用模板小分子

与高分子的相互作用，在聚苯乙烯酶标板表面合

成对恩诺沙星具有特异性识别吸附能力的 MIPs

膜，将其作为仿生抗体代替生物抗体。该方法以

小分子化合物为模板，通过修饰使其与高分子化

合物结合，得到具有孔洞结构的化合物；然后在此

基 础 上 ，除 去 模 板 分 子 ，制 备 出 高 选 择 性 的

MIPs［37］。仿生 ELISA 技术因其成本低和 MIPs 的

试剂稳定性好而被广泛用于小分子的检测。然

而，目前使用的酶标记物存在一些局限性，包括生

产成本高和稳定性有限等，这将成为今后研究

MIPs的难点之一［38］。

3　展望

作者综述了 5 种新烟碱类农药免疫检测技

术在快速检测领域的应用进展。ELISA 技术的

优点是准确度较高且可重复操作，但操作过程需

要较长的孵育时间。此技术是开发没有免疫抗

体的新烟碱类农药的重要手段之一，在筛选高拟

图 6　MMIPs和 MMIPs-SERS检测系统的制备流程

Fig. 6　Preparation process of MMIPs and MMIPs-SERS detection system

图 5　2010—2018年 CLIA 结合新技术的文章发表量

Fig. 5　Numbers of publications on CLIA combined with novel technologies from 2010 to 2018

40



Vol. 43 No. 11 寇 帅等： 食品中新烟碱类农药免疫快速检测研究进展

合度半抗原、增加抗原及抗体种类、开发高灵敏

度且高特异性抗体中发挥着重要的作用。免疫

层析技术具有便携性好、无毒性物质残留［39］、检

测快速、结果直观等优点，但检测靶标物种类单

一。现阶段开发的多通路、多条带免疫层析技术

可解决检测物质单一的问题，为开发能够同时检

测多种新烟碱类农药，实现多种农药现场快速检

测提供了新思路。FIA 技术具有灵敏度高、稳定

性好、受自然荧光干扰少等优点，提高荧光稳定

性和增强荧光信号输出是该领域的研究热点。

CLIA 技术是新烟碱类农药检测领域的热门研究

方向，具体内容包括“增强化学发光”“纳米材料”

“磁性微粒”“微流控芯片”等。仿生 ELISA 技术

实现了人工抗体取代生物抗体的重大突破，是未

来新烟碱类农药研究领域的热点。新烟碱类农

药的免疫快速检测技术还有极大的发展空间，如

结合纳米材料、生物传感器、免疫芯片、生物条形

码等新技术，开发更为灵敏、便捷的高通量免疫

检测方法，从而提高检测灵敏度、降低基质干扰

等。总之，探索新方法和新途径实现快速、灵敏、

全方面的农药残留检测是免疫分析技术的发展

趋势。
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