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用于农药残留现场快速检测的微流控芯片研制
苑宝龙1,2，王晓东2，杨 平2，范真真2，黄昱俊2，陈 炯1,*，叶嘉明2,3,*

（1.宁波大学海洋学院生物与海洋科学系，浙江 宁波 315211；2.浙江清华长三角研究院，浙江 嘉兴 314006；

3.国家食品安全风险评估中心应用技术合作中心，浙江 嘉兴 314006） 

摘  要：研制一种用于农药残留现场快速检测的微流控芯片。设计制作的一次性高聚物微流控芯片集成进样、酶抑

制反应、显色反应及检测单元，结合自制的手持式光度分析检测装置，可以实现对有机磷、氨基甲酸酯类农药的现

场、低成本、快速、准确的检测。结果表明：通过在芯片内部固定存储生化试剂，只需一次进样，7 min内即可实

现对克百威和乐果的快速检测，最低检出限分别为0.02、0.6 mg/L，对克百威加标回收率为95.0%～103.3%，制作的

芯片在1 个月内的稳定性较好。使用微流控农药残留快速检测芯片系统，有望实现全自动检测流程，特别适合于基

层非专业人员开展现场、快速、高通量的农药残留筛查。
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Abstract: A novel disposable microfludic chip was developed for rapid detection of pesticide residues in agricultural 

products, which integrated sampling, enzyme inhibition reaction, color development and detection chamber. By coupling 

with a laboratory-prepared colorimetric detection device, the chip could provide a simple, easy to use, low-cost and sensitive 

approach for rapid detection of organophosphate and carbamate pesticides on site. Due to pre-storage of biochemical 

reagents in the chip, the detection could be achieved within 7 min by just one injection. The limits of detection (LOD) of 

the method were 0.02 mg/L for carbofuran and 0.6 mg/L for dimethoate, the recoveries of carbofuran from spiked samples 

were in the range of 95.0% to 103.3%. Furthermore, this microfludic chip had a long storage life of up to 30 days. The 

microfluidic chip coupled with laboratory-prepared detection device is expected to achieve an automatic detection process, 

and is particularly suitable for on-site, rapid, and high-throughput screening of pesticide residues by non-professionals.
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农药在农业生产中发挥着重要作用，它的使用可以

有效保障或提高农作物的产量。当前我国的农药生产量

和使用量均排名世界前列，其中有机磷和氨基甲酸酯类

农药使用量占到了农药总量的70%[1]，而且多使用于果蔬
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作物上。随着农药使用量的逐渐扩大及其降解处理的不

完善，上述两类农药在蔬菜、水果等农产品中的残留超

标现象严重[2-4]。因此，为了确保广大人民群众的农产品

食用安全，采取有效的检测手段对农产品质量安全进行

快速监测显得尤为重要。

目前，用于农药残留的检测方法主要包括两大类：一

类是以色谱-质谱联用法[5-7]为代表的精密仪器分析方法；

另一类是快速检测方法，主要包括活体生物检测法[8-10]、 

免疫法[11-13]、酶抑制法[14-16]、生物传感器法[17-19]等。其

中，精密仪器分析方法具有高灵敏度、高选择性，可精

确定量分析的优点，并可同时检测多种农药。但是该

方法的仪器设备庞大，检测成本高，耗时长，前处理繁

琐，需要专业人员操作，难以实现大批量样品的现场快

速筛查需求。快速检测方法由于便携、快速、简单易

用、低成本等显著优点成为近年来研究的热点。其中，

酶抑制法基于比色法原理[20]，利用农药靶标酶——乙酰

胆碱酯酶（AChE）活性受抑制的程度，对有机磷和氨基

甲酸酯类农药进行半定量检测，操作简易，无需昂贵的

仪器，尤其适用于保存时间相对较短的蔬菜、水果类鲜

食农产品的农残现场、快速检测。因此该方法作为最常

用的农残速测手段被广泛接受。现行的国家标准——蔬

菜中有机磷与氨基甲酸酯类农药残留量的快速检测[21]，

主要包括农残速测仪法和比色速测卡法，方法学上已能

满足大量农产品农残初筛的需求，但是仍存在诸多不足

之处，例如配件繁多，携带不便；操作繁琐，过程冗

长；准确率、灵敏度、重复性还有待提高；此外还需要

专业人员操作。

微流控芯片又称为芯片实验室，是把生物、化学实

验室分析过程的样品制备、反应、分离、检测等操作单

元微缩、集成到一张几平方厘米的芯片上，通过对微通

道网络内流体的操纵和控制，自动完成分析过程。与传

统的分析方法比较，微流控芯片分析技术具有微型化、

集成化、高通量、低成本的显著优点，因此在食品安全

快速检测[22-24]、环境监测[25-27]、医疗诊断[28-30]等领域，具

有重大的基础研究和应用研究价值。

本实验提出了一种用于农药残留现场快速检测的

微流控芯片，旨在使用一次性的高聚物芯片，配合自行

研制的手持式检测仪，基于酶抑制原理结合光度分析方

法，实现对有机磷、氨基甲酸酯类农药的现场、低成

本、快速、准确的检测。

1 材料与方法 

1.1 材料与试剂

小白菜 市购。

光 学 级 聚 甲 基 丙 烯 酸 甲 酯 （ p o l y m e t h y l 

methacrylate，PMMA）板材，0.3 mm、2.0 mm两种厚度

规格；光学级双面胶，0.1 mm厚度；以上材料购自上海

佰芯生物科技有限公司。

乙酰胆碱酯酶（EC 3.1.1.7，来自电鳗，217 U/mg）、

碘化硫代乙酰胆碱、5,5-二硫二硝基苯甲酸 美国Sigma

公司；克百威、乐果标准物 上海市农药研究所；磷酸

氢二钾、磷酸二氢钾和碳酸氢纳均为分析纯。 

pH 8.0磷酸盐缓冲溶液：分别称取11.9 g无水磷酸氢

二钾与3.2 g磷酸二氢钾，去离子水定溶于1 000 mL容量

瓶。显色剂：分别称取160.0 mg二硫代二硝基苯甲酸和

15.6 mg碳酸氢纳，用20 mL缓冲溶液溶解。底物：称取

25.0 mg硫代乙酰胆碱，加3.0 mL蒸馏水溶解。乙酰胆碱

酯酶液：根据酶的活性情况，用缓冲溶液溶解，∆A0值应

控制在0.3以上[21]；农药标准液：准确称量0.1 mg农药标

准品，加入10 mL丙酮（分析纯，99.5%）溶解配制成质

量浓度为10 mg/L的母液。使用时，根据需要用磷酸盐缓

冲溶液稀释成不同质量浓度的标准液体。

1.2 仪器与设备 

YoungLaser-V12型二氧化碳激光芯片雕刻机（激光

波长10.6 µm，连续激光输出功率12 W，最细刻蚀宽度

60 µm） 苏州扬清芯片科技有限公司；DW系列超低

温保存箱（－86 ℃） 海尔生物医疗公司；Scientz-系

列N型真空冷冻干燥机 宁波新芝生物技术股份有限

公司；HH-4数显恒温水浴锅 常州智博瑞仪器制造有

限公司；FA1604电子天平 上海精科实业有限公司；

Milli-Q超纯水系统（18 MΩ） 美国Millipore公司。

1.3 方法

1.3.1 芯片的设计与制作

A B

图 1 农残检测微流控芯片结构示意图（A）和实物照片（B）

Fig.1 Schematic presentation of the microfluidic chip for detection of 

pesticides (A) and photograph (B)

如图1所示，本实验所设计的微流控芯片由三层

PMMA基片组成，顶层和底层为厚度0.3 mm的空白基

片，中间层为厚度2 mm的通道层。其中2 个反应池的体

积均为115 µL，流体通道横截面为矩形，其宽度和深度

分别为1 mm和0.5 mm，进样通道和连接通道的长度和

体积分别均为20 mm和10 µL。芯片的制作过程如下：首

先，用Corel DRAW软件设计芯片各层的结构图案；其

次，通过二氧化碳激光雕刻机直接在PMMA基材上雕刻
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反应池和微通道，同时切割获得空白盖板和底板；

最后，用双面胶将空白盖板、刻有通道图案的基

片、空白底板逐层键合，制得一次性的农残快速检

测芯片。

1.3.2 试剂的预存储

芯片键合前，在图1所示芯片的酶抑制反应池中加入

5 µL酶溶液，在显色反应与检测池中依次加入5 µL显色剂

和5 µL底物溶液，超低温冰箱－80 ℃预冻20 min后，置

于真空冷冻干燥机内冷冻干燥。

1.3.3 流体的操控

为了精确进样，需要制作了用于芯片内部微流体操

控的微柱塞泵，其基本结构包括微型步进电机和与之匹

配的微型气缸。如图2所示，使用时将气缸导管与芯片的

微泵接口连接，步进电机控制气缸内活塞保证从芯片外

部提取定量的待测液体至酶抑制反应池（步骤1）；并

且，也能够进一步精密操控液体转移至显色反应与检测

池（步骤2）。

1 2

图 2 进样及液体在芯片内各反应池之间的转移

Fig.2 Solution aspiration and transportation in microchip

1.3.4 实验室自制手持式检测装置

为配合集成生化反应的微流控芯片进行农药残留的

现场快速检测，本实验搭建了一套手持式便携检测装置

（图3），其基本组成包括光电检测、流体控制、温度控

制和数据处理等模块。

A

B

图 3 手持式便携检测装置外观（A）及模块组成示意图（B）

Fig.3 Schematic illustration of portable detection device appearance 

(A) and composition diagram (B)

1.3.5 酶活性的检测

参考Ellman等[31]的方法。吸取125 µL磷酸缓冲液至芯

片酶抑制反应池，与预存储酶混合溶解，37 ℃恒温一段

时间后进入显色反应与检测池进行显色反应，记录反应

初始时与反应3 min时溶液在410 nm波长处吸光度的差值

∆A，作为酶活性。以最佳条件下的酶活力为100%，其余

条件下同样蛋白量的预存储酶与最佳条件下的酶活力之

比，记为相对酶活力。

1.3.6 农残速测芯片的验证

取农业生产中较常用到的有机磷类农药乐果与氨基

甲酸酯类农药克百威，分别配制一系列质量浓度梯度标

准液，吸取125 µL上述标准液加入芯片，在37 ℃恒温条

件下，农药标准液在酶抑制反应池中与预存储酶试剂发

生酶抑制反应适当时间，反应液随后进入显色反应与检

测池进行显色反应，记录反应初始时与反应3 min时溶液

在410 nm波长处吸光度的差值∆A，按照酶抑制率公式计

算各农药标液的酶抑制率[21]。

2 结果与分析

2.1 芯片的结构设计及封装

根据酶抑制率法快速检测农残的原理，在芯片上设

计了2 级串联反应池，其中酶抑制反应池底部固定酶，显

色反应与检测池底部固定底物和显色剂，反应池间用蛇

形通道连接。检测时待测液首先进入酶抑制反应池，在

37 ℃恒温条件下农药组分与酶发生酶抑制反应，随后混

合液进入显色反应与检测池发生水解反应并显色。检测池

的厚度，即光程对光学检测结果的精度有较大的影响[32]， 

根据朗姆比尔定律，光程变长，灵敏度提高，检出限变

低，但同时会增加芯片的厚度导致物料成本上升。综合

考虑芯片物料成本、检测试剂消耗量及检测精度需求，

本实验选择厚度为2 mm的PMMA板材制作微结构，2 个

反应池的体积均为115 µL。

目前PMMA微流控芯片的封装技术多采用热压键合

法[33]，考虑到高温条件下芯片内部固定化的酶试剂极易

失活，本实验采用双面胶贴合法，在室温条件下实现芯

片的快速键合。
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2.2 酶试剂存储条件的确定

真空冷冻干燥目的是将生物材料制品冻干后保持

其活性，适合长期保存，方便运输，而且能快速复活利

用[34]，该技术可以很好地满足酶在芯片内部存储的两个

条件：预存储的酶在水溶液中能够迅速溶解释放，具有

较高的反应活性；酶与芯片基材具有足够的结合强度，

以免芯片在使用过程中试剂脱落。在反应池加入5 µL酶

液，－80 ℃预冻20 min后，在冷阱温度－80 ℃、真空度

3 Pa的条件下制备获得固定于芯片的酶粉，着重考察冷冻

干燥时间对酶活的影响。分别将预冻后的酶试剂真空冷

冻干燥0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0、4.0 h，按照1.3.4节

步骤测酶活性。如图4所示，冷冻干燥2 h的相对酶活力最

高，随后酶活逐渐降低，其原因可能是随着冷冻时间的

延长，蛋白质分子表面的单层水分子被冻结，蛋白质表

面的氢键以及极性基团暴露在周围环境中导致蛋白质的

变性失活[35]。因此本实验选择2 h作为最佳真空冷冻干燥

时间，在此条件下酶试剂与芯片基材的结合强度完全能

够满足实验要求。
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图 4 真空冷冻干燥时间对酶活性的影响

Fig.4 Effect of vacuum freeze-drying time on enzymatic activity

2.3 微泵的稳定性测试

精确、稳定的流体控制是微流控分析重复性的前

提保证。为了精确进样，本实验制作了基于步进电机耦

合微型气缸的微柱塞泵，进样体积为0～200 µL，流速

为0～20 µL/s。考虑到过快的液体流速会在反应腔室引

入气泡，实验选取微泵的流速为10 µL/s，在该流速条件

下往复抽取125 µL磷酸缓冲液，用天平称量每次泵取液

体的质量，重复6 次的相对标准偏差（relative standard 

deviation，RSD）为3.9%，说明自制的微型计量泵能够满

足微流控农残检测的要求。

2.4 光学检测器的稳定性

配制0.04 g/L铬酸钾溶液，加入芯片检测池后放入光

学检测装置中[36]，每30 min测量波长410 nm处铬酸钾溶

液吸光度，RSD（n=6）为0.8%，说明自制的光学检测装

置能基本满足实验检测的要求。

2.5 芯片中酶抑制反应时间的确定

常规条件下，酶抑制反应溶液需在37 ℃水浴锅中恒

温反应10～15 min。针对本实验芯片中的微反应体系，

将质量浓度为0.1 mg/L的克百威标准液加入预恒温37 ℃

的芯片中，考察反应时间对农残抑制率的影响。如图5所

示，当反应时间超过4 min后，农残抑制率达到一稳定平

台。考虑到快速检测需求，本实验采用4 min作为芯片中

酶抑制反应时间。
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图 5 芯片中酶抑制反应时间对农残抑制率的影响

Fig.5 Effect of reaction time in the chip on inhibition of enzymatic activity

2.6 农药标样检测及检出限

分别配制0.01、0.02、0.05、0.1、0.5、1、2.5、

5 mg/L的克百威农药标准溶液，0.2、0.5、1、2、5、

10、20 mg/L的乐果农药标准溶液，按1.3.5节步骤进行检

测，结果如图6所示。通过将抑制率与农药质量浓度的

标准曲线用Origin软件拟合，可以计算出每种农药抑制

AChE活性50%所对应的质量浓度，即为本方法对该农药

的检出限。对于克百威和乐果，国标速测仪方法检出限

为0.05 mg/L和3 mg/L[21]，本方法检出限分别为0.02 mg/L 

和0.6 mg/L，因此本实验所制备农药残留检测芯片的检

出限优于现有国标速测仪检出限标准，具有很强的实

用价值。
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图 6 克百威（A）和乐果（B）农药标样检测结果

Fig.6 Analytical results of carbofuran (A) and cygon (B) 

2.7 回收率测定实验结果

为考察方法的可靠性，进行了回收率实验。以未喷
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洒农药的小白菜为例，按国标法操作提取待测液，向提

取液中加入定量的0.02 mg/L克百威农药。回收率实验

测定了5 组样品，每组测定6 次，测得农药的回收率在

95.0%～103.3%之间，结果见表1。

表 1 加标检测结果

Table 1 Recoveries from spiked sample

标准加入量/（mg/L） 加标测得量/（mg/L） 回收率/%
0.02 0.019 95.0

0.04 0.039 97.5

0.06 0.062 103.3

0.08 0.078 97.5

0.10 0.098 98.0

2.8 芯片的稳定性实验结果

将制备的农药残留检测芯片分别在4 ℃和25 ℃密封

存放，30 d后测得相对酶活力分别为95.4%、81.5%。由

此可以看出，本实验所制备的农残检测芯片比较稳定。

2.9 方法对比

为了验证方法的可靠性，取同一喷洒农药的小白菜

样品（乐果、克百威为例），按国标提取待测液后，选

用某知名国产农残速测仪与本实验的微流控芯片快速检

测方法对比，二者综合特性比较见表2、3。

表 2 本实验和农残速测仪方法对比

Table 2 Comparison of the developed method with rapid pesticide 

residue analyzer

检测
方法

试剂
检测

时间/min
样本

体积/mL
试剂

消耗量/µL 操作步骤

微流控芯片 预存储 7 0.125 5 进样后
自动完成

农残速测仪
（国标）

现配 15～20 2.5 100 繁琐

表 3 本实验和农残速测仪检测结果对比

Table 3 Comparison of analytical results obtained for cabbage sample 

using the developed method and rapid pesticide residue analyzer

方法

乐果 克百威

抑制率/%
（n=6） RSD/% 抑制率/%

（n=6） RSD/%

微流控芯片 73.3 2.28 61.0 4.03

农残速测仪 76.6 3.92 64.7 8.84

从表3可以看出，对比传统的农残速测方法，本实验

提出的微流控芯片直接将农药残留检测试剂预存储于芯

片内部，无需现场配制溶液；检测时间由20 min缩短为

7 min；样本及试剂消耗量降至常规检测的1/20；操作简

便，检测精度、重复性与准确性能够满足农药残留的现

场快速检测需求。

3 结 论

本实验提出了一种用于农药残留现场快速检测的微

流控芯片制备方法。旨在使用一次性的高聚物芯片，配

合自行研制的手持式检测仪，基于酶抑制原理结合光度

分析方法，实现对有机磷、氨基甲酸酯类农药的现场、

低成本、快速、准确的检测。相对于现有的农残速测仪

和速测卡，本实验研制的微流控芯片检测方法优点包

括：1）试剂、样品消耗量小；2）试剂存储于芯片中，

降低人工配制及移取溶液试剂所带来的误差；3）可在

芯片内部实现自动进样、生化反应及检测，最大程度地

减少人工操作步骤；4）溶液反应体系封闭，进一步提高

反应均一性和检测准确度；5）使用高聚物为芯片基材，

芯片成本低、易批量化生产，适合一次性农药残留检测

需求。此外，将本实验研制的微流控芯片进一步结合手

持式检测仪，以及便携式农残快速提取仪，可实现全自

动检测流程，特别适合于基层非专业人员开展现场、快

速、高通量的农药残留筛查。
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