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摘  要：利用抗原抗体高特异性，建立一种自动化的化学发光磁酶免疫方法，快速定量检测粮食

中铅元素的含量。通过优化前处理条件和化学发光磁酶免疫分析方法的反应条件，实现了大米、

小麦、玉米等粮食样品中铅的自动测定。该方法的检测范围为 0.05~0.71 mg/kg，大米和玉米中检

出限为 0.02 mg/kg，小麦中检出限为 0.01 mg/kg，回收率范围 89.2%~113.6%，相对标准偏差均小

于 10%。基于化学发光免疫平台，本方法可在 30 分钟内完成 8 个样品的同时自动化检测，有效减

少人为误差，提高检测准确性和检测效率，在粮食中铅的快速定量检测方面具有良好的应用前景。 
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Abstract: An automatic chemiluminescence magnetic enzyme immunoassay based on the high specificity of 

antigen and antibody was developed for rapid and quantitative determination of lead in grain. By optimizing 

the pre-treatment conditions and the reaction conditions of chemiluminescence magnetic enzyme 

immunoassay, the automatic determination of lead in rice, wheat and corn samples was realized. The 

detection range was 0.05~0.71 mg/kg, and the limit of detection was 0.02 mg/kg in rice and corn and 0.01 

mg/kg in wheat. The recovery range was 89.2%~113.6%, and the relative standard deviations were all less 
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than 10%. Based on the chemiluminescence immune platform, the developed method can realize eight 

samples simultaneous auto-detection within 30 min. Meanwhile, the automatic detection method can avoid 

human errors, and greatly improve the accuracy and efficiency, showing a good application prospect in the 

rapid quantitative detection of lead in grain. 

Key words: chemiluminescence magnetic enzyme immunoassay; lead; rapid quantification; grain 

铅是生态环境系统中广泛存在的有害重金属

之一，可通过污染的水源和土壤富集于粮食中，

而长期食用被铅污染的粮食会对人体骨骼造血机

能、神经系统、消化和生殖系统等造成不同程度

的损伤[1-3]。因此，GB 2762—2022《食品安全国

家标准食品中污染物限量》对常见食品中铅元素

的限量进行了规定，其中谷物及其制品中重金属

铅的限量标准为 0.2 mg/kg[4]。由于粮食中较为复

杂的基质会干扰铅快速检测方法的性能，因此建

立高效准确的检测技术对保障检测准确性和可靠

性具有至关重要的作用。 

目前铅的快速前处理方法通常采用稀酸提取

法，稀酸提取法是利用金属元素易在盐酸、硝酸

等酸性条件中溶解的特性，对粮食中的重金属进

行提取，但提取条件需要根据检测方法进行调整

以降低基质干扰[5-6]。重金属铅常规的检测方法主

要依靠原子吸收光谱法、电感耦合等离子体质谱

法、X 射线荧光分析法等，虽然灵敏度和准确度

高，但操作复杂、耗时长、设备昂贵，不适用于

现场大批量样品的快速检测[7-9]。免疫分析法是利

用抗体与抗原之间的高选择性建立的方法，包括

胶体金免疫层析法、酶联免疫法、荧光免疫分析

法等，特异性强、便捷低廉，适合现场大量样本

的快速检测，但自动化程度较低[10-11]。化学发光

磁酶免疫分析法既具有免疫反应的特异性又具有

化学发光的高灵敏性，具有良好的应用前景，同

时引入磁性纳米颗粒，有助于自动化的实现，可

以进行分离富集并放大信号，缩短检测时间，提

高检测性能[12-15]。 

基于此，本研究利用抗原抗体高特异性反应，

搭载化学发光自动化平台，进一步开发铅元素的

自动化学发光免疫分析技术，通过对样品前处理

条件和方法关键参数进行优化，建立一种可应用

于粮食中铅的快速定量化学发光磁酶免疫分析方

法，并对其检测性能进行系统评价，为满足粮食

中重金属铅的实际检测需求提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

大米、小麦、玉米粉中重金属空白样品和铅

成分分析质控样品：国家粮食和物资储备局科学

研究院；铅元素标准储备液（1 000 μg/mL）：中

国计量科学研究院；碱性磷酸酯酶标记山羊抗小

鼠 IgG（H+L）：上海碧云天生物技术股份有限公

司；链霉亲和素磁珠：苏州海狸生物医学工程有

限公司；生物素标记的铅抗原、单克隆铅抗体：

浙江准策生物技术有限公司；碱性磷酸酶发光底

物 01 号：北京爱维德生物技术有限公司；盐酸、

硝酸、醋酸：国药集团化学试剂有限公司；半胱

氨酸：美国 Sigma 公司；二乙烯三胺五乙酸

（Diethylenetriaminepentaacetic acid, DTPA）、乙

二胺四乙酸（Ethylene diamine tetraacetic acid, 

EDTA）、1-(4-异硫氰苄基)乙烯基二胺-N,N,N′,N′-

四乙酸（1-(4-Isothiocyanobenzyl)ethylenediamine- 

N,N,N′, N′-tetraacetic acid, ITCBE）：东仁化学科

技（上海）有限公司；所用试剂均为分析纯。 

Mettler Toledo 电子分析天平：梅特勒-托利多

仪器（上海）有限公司；多管漩涡混合仪：杭州

奥盛仪器有限公司；离心机：长沙湘仪离心机仪

器有限公司；化学发光免疫分析仪：北京美联泰

科生物技术有限公司；pH 计（pHSJ-5）：上海雷

磁仪器厂。 

1.2  实验方法 

1.2.1  样品前处理方法 

准确称取（0.2±0.02）g 大米、小麦、玉米 3

种基质样品，加入 6 mL 提取液，经涡旋振荡提

取 5 min 左右，离心机 10 000 r/min 离心 3 min，

取上清液转移至干净离心管中，备用。因为不同
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样品对本方法的测定干扰效果不同，故对 3 种基

质条件分别进行优化。 

1.2.2  化学发光磁酶免疫分析方法 

在化学发光免疫分析仪配套的试剂条中预先

加入所需试剂，调整仪器反应模式，依次将 50 μL

抗体、20 μL 样品和 300 μL 稀释液转移到反应孔，

反应 10 min，使稀释液中的螯合剂与样品中的铅

离子螯合并优先与抗体反应；再将 50 μL 生物素

化的抗原、50 μL 酶标二抗和 100 μL 链霉亲和素

磁珠转移到反应孔，反应 10 min，使过量的抗体

与抗原、二抗充分反应，并形成生物素-亲和素复

合物；然后由磁棒将形成的复合物转移至清洗孔，

用清洗液洗涤 3 次，去除多余的未反应的杂质，

最后在磁性作用下，将复合物加入至 100 μL 化学

发光底物液中，由仪器进行相对发光单位（Relative 

light unit，RLU）的测定，全过程约 25 min。 

1.2.3  检测范围与检出限 

不同基质空白样品进行前处理后，取上清液

添加铅标准溶液，测定 RLU 并分别建立基质标准

曲线，以减少由样品提取时基质干扰所引起的误

差。以铅浓度为横坐标，RLU 为纵坐标，采用非

线性四参数拟合绘制标准曲线。方法检出限定义

为抑制率 90%时所对应的铅质量浓度，检测范围

为抑制率 20%~80%所对应的铅质量浓度。 

1.2.4  精密度和准确性评价 

以大米、小麦、玉米为代表性粮食基体，提

取空白样品上清液添加低中高三个水平铅标准溶

液，分别进行板内和板间 7 次测定，计算 RLU 的平

均值和相对标准偏差（Relative standard deviation，

RSD），以评价该方法的精密度。同时，将该方法

用于不同浓度的质控样品的测试，比较该方法测

定值与质控样品标示值的差异，计算回收率来评

价该方法的准确性。 

1.3  数据处理  

采用 Microsoft Excel 软件，对原始数据进行

统计并对各项参数进行计算分析，数据均以平均

值±标准偏差表示，每组实验重复 3 次，采用 Origin 

2022 软件进行图表绘制。 

2  结果与讨论 

2.1  前处理条件的优化 

2.1.1  酸种类的选择 

基于实验室前期研究，稀酸浸提可有效提取

粮食中的重金属元素，具有耗材少、样品污染小、

提取效果好的优点[16-17]，酸种类不仅会影响提取

效率而且还会影响检测信号的灵敏度。为了考察

酸种类对本方法化学发光信号的影响，分别采用

盐酸、硝酸、半胱氨酸、醋酸等 4 种酸处理空白

和质控样品（铅含量约为 0.2 mg/kg）。实验结果

如图 1 所示，大米、小麦、玉米 3 种基质都在 5%

硝酸处理后得到的 RLU 比值最大，说明硝酸提取

的灵敏度最高，因此选用硝酸作为提取液。 

2.1.2  提取液浓度的优化 

为探究最佳硝酸浓度，配制体积分数为 1%、

2.5%、5%、10%4 种浓度的硝酸分别处理空白和

质控样品。结果如图 2 所示，大米、小麦、玉米

基质样品在 5%硝酸作为提取液时已达到最佳灵

敏度，因此后续实验选用 5%硝酸作为提取液。 
 

 
注：(A)大米；（B）小麦；（C）玉米，下同。 

Note: (A) rice; (B) wheat; (C) corn, the same below. 

图 1  酸种类对 3 种基质测定灵敏度的影响 

Fig.1  Effect of acid types on the sensitivity of three substrates 
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图 2  硝酸浓度对 3 种基质测定灵敏度的影响 

Fig.2  Effect of concentration of nitric acid on sensitivity of determination of three substrates 

 

2.1.3  固液比的选择 

震荡提取时的固液比会直接影响样品的提取

效果，且不同基质样品中的铅离子被酸提取的同

时，基质中其他物质如蛋白、淀粉等也易被同时

提取而带来干扰，进而影响到方法测定的灵敏度

和准确度[18]。为探究固液比对本方法灵敏度的影

响，设置 1∶10、1∶20、1∶30、1∶40 四种固液

比分别处理样品。结果如图 3 所示，大米，玉米

基质在固液比为 1∶30 时灵敏度最好，小麦基质

在固液比为 1∶20 时得到灵敏度最好。 
 

 
 

图 3  固液比对 3 种基质测定灵敏度的影响 

Fig.3  Effect of solid-liquid ratio on the sensitivity of three substrates 
 

2.2  反应体系的优化 

2.2.1  棋盘法优化抗原抗体浓度 

抗原抗体的浓度对化学发光磁酶免疫分析方

法灵敏度的影响很大，要提升灵敏度并且降低检

测经济成本，以获得最佳的抗原抗体反应条件，

基于之前的实验研究结果，采用棋盘法对抗原抗

体的最佳稀释倍数进行优化 [19]。空白和质控品

RLU 的比值见表 1~3。可知，随着抗原抗体稀释

倍数的增大，比值逐渐增大，说明方法的灵 

 
表 1  抗原抗体稀释倍数对大米基质测定灵敏度的影响（n=3） 

Table 1  Effect of dilution ratio of antigen and antibody on 
sensitivity of rice substrate determination (n=3) 

抗原稀释倍数 抗体稀释 

倍数 1∶40 000 1∶80 000 1∶160 000 1∶320 000

1∶40 000 1.62 1.68 1.68 1.75 

1∶80 000 1.89 1.94 1.96 1.93 

1∶160 000 1.40 1.84 2.13 1.98 

1∶320 000 1.91 2.06 1.94 2.00 

表 2  抗原抗体稀释倍数对小麦基质测定灵敏度的影响（n=3） 

Table 2  Effect of dilution ratio of antigen and antibody on the 
sensitivity of wheat matrix determination (n=3) 

抗原稀释倍数 抗体稀释

倍数 1∶40 000 1∶80 000 1∶160 000 1∶320 000

1∶40 000 1.86 1.93 1.99 2.06 

1∶80 000 1.83 2.07 2.16 2.59 

1∶160 000 2.03 2.21 2.28 2.40 

1∶320 000 2.40 2.18 2.63 2.54 

 
表 3  抗原抗体稀释倍数对玉米基质测定灵敏度的影响（n=3） 

Table 3  Effect of dilution ratio of antigen and antibody on 
sensitivity of maize substrate determination (n=3) 

抗原稀释倍数 抗体稀释

倍数 1∶40 000 1∶80 000 1∶160 000 1∶320 000

1∶40 000 1.44 1.31 1.68 1.17 

1∶80 000 1.47 1.59 1.95 1.20 

1∶160 000 1.94 1.18 1.60 1.87 

1∶320 000 1.95 1.96 2.08 1.66 

 

敏度也逐渐提高。大米基质在抗原抗体都稀释 16

万倍时最佳，稀释倍数过大后出现灵敏度降低趋
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势，而小麦和玉米基质在抗原稀释 16 万倍、抗体

稀释 32 万倍时最佳。 

2.2.2  螯合剂的选择 

粮食样品中的铅经过稀硝酸提取后以离子形

态存在于提取液中，因受限于抗体制备工艺，目

前所采用的铅抗体只能识别铅与螯合剂形成的复

合物，因此需要筛选合适的螯合剂来达到抗体特

异性识别铅离子的最佳效果[20-21]。在稀释液中分

别添加 1 μmol/L 常用的三种重金属螯合剂 EDTA、

ITCBE、DTPA，对螯合剂进行筛选。结果如图 4

所示，三种基质在螯合剂为 ITCBE 时得到灵敏度

最好。 

2.2.3  螯合剂浓度的优化 

为进一步探究最佳螯合剂浓度，用四种浓度

的 ITCBE 分别测定样品，结果如图 5 所示，大米

和玉米基质在螯合剂浓度为 0.1 μmol/L ITCBE 时灵

敏度最高，而小麦基质在螯合剂浓度为 1 μmol/L 

ITCBE 时灵敏度最高，可能是因为小麦基质进行前

处理提取时固液比较小，总金属离子的浓度偏高，因

此需更高浓度的 ITCBE 才能满足与铅离子的螯合。 
 

 
 

图 4  螯合剂种类对 3 种基质测定灵敏度的影响 

Fig.4  Effect of chelating agent types on the sensitivity of three substrates 
 

 
 

图 5  螯合剂浓度对 3 种基质测定灵敏度的影响 

Fig.5  Effect of chelating agent concentration on sensitivity of three substrates 
 

2.3  方法性能评价 

2.3.1  标准曲线的建立 

以铅浓度为横坐标，RLU 为纵坐标，绘制基

质匹配标准曲线，如图 6 所示，不同浓度的铅与相

应的 RLU 呈现良好的对应关系，其中大米基质的

标准曲线方程为 Y 大米=311 010.6+288 510.8/ 

(1+(x/5.6)^1.1)，相关系数 R2 为 0.997；小麦基质的

标准曲线方程为 Y 小麦=32 045.3+290 440.1/ 

(1+(x/4.9)^1.1)，R2为 0.997；玉米基质的标准曲线方

程为 Y 玉米=–95 035.9+391 041.8/(1+(x/17.7)^0.5)，

R2 为 0.995。3 种基质的标准曲线的 R2 均高于

0.99，说明基质标准曲线准确且可靠。根据方程

计算得到相应质量浓度的灵敏度 IC50、检测范围 

 
 

图 6  3 种基质铅标准曲线 

Fig.6  Three matrix lead standard curves 

 

IC20~IC80 和检出限 IC10，结果如表 4 所示。表明

本方法具有较宽的检测范围，且定量限显著低于 
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表 4  不同基质的质量浓度检测范围 

Table 4  Mass concentration detection range of  

different substrates          mg/kg 

基质 IC50 
检测范围
IC20~IC80 

检出限 IC10 

大米 0.18 0.05~0.84 0.02 

小麦 0.13 0.03~0.71 0.01 

玉米 0.20 0.03~1.15 0.02 

 

谷物中铅国标限量要求，满足日常检测的需要。 

2.3.2  精密度评价 

称取（0.2±0.02）g 空白大米、小麦、玉米样

品，在提取液中添加标准溶液，得到低（3.75 ng/mL）

中（7.5 ng/mL）高（15 ng/mL）不同浓度水平的

铅溶液，板内和板间的 RLU 均值和 RSD 结果如

表 5 所示，RSD 均在 10%以下，说明建立的方法

精密度良好。 

2.3.3  准确性评价 

选择大米、小麦、玉米的国标限量浓度值的 

0.5 倍、1 倍、2 倍附近的质控样品，将测定的 RLU

带入标曲中得到检测浓度，计算回收率和 RSD。

由表 6 可知，测定的回收率范围为 89.2%~113.6%，

说明该方法的检测结果准确可信。 

 
表 5  方法的检测精密度 

Table 5  Test precision of the method 

基质
添加浓度/

(ng/mL) 

RLU 
均值 

板内 RSD/ 
%(n=7) 

RLU 
均值 

板间 RSD/
%(n=7) 

0.00 312 552 2.0 304 934 4.2 

3.75 201 531 5.1 219 274 1.5 

7.50 141 974 6.5 142 038 2.4 

大米

15.00 96 447 3.7 962 831 4.5 

0.00 279 287 9.5 289 438 9.1 

3.75 158 969 8.5 160 243 2.6 

7.50 115 820 2.8 120 859 2.7 

小麦

15.00 80 103 5.8 81 438 2.2 

0.00 294 753 2.4 280 143 5.5 

3.75 178 144 7.0 170 834 5.1 

7.50 141 274 3.5 132 452 2.5 

玉米

15.00 103 790 2.5 98 256 4.3 

 

表 6  方法的准确性（n=3） 

Table 6  Detection accuracy of the method (n=3) 

基质 编号 
质控样品浓度/ 

(mg/kg) 
测试浓度 1/

(mg/kg) 
测试浓度 2/

(mg/kg) 
测试浓度 3/ 

(mg/kg) 
RSD/% 平均回收率/%

METAL-DJTZK-036 0.102±0.012 0.093 0.082 0.098 9.0 89.2 

METAL-DJTZK-037 0.221±0.026 0.232 0.218 0.228 3.2 102.3 大米 

METAL-DJTZK-038 0.426±0.042 0.411 0.418 0.428 2.0 98.4 

GBW(E)100612 0.119±0.013 0.131 0.121 0.123 4.2 105.0 

GBW(E)100613 0.230±0.020 0.216 0.214 0.221 1.6 94.4 小麦 

GBW(E)100614 0.427±0.026 0.391 0.405 0.401 1.8 93.4 

METAL-DJTZK-031 0.110±0.005 0.131 0.119 0.125 4.8 113.6 

METAL-DJTZK-032 0.218±0.022 0.202 0.205 0.213 2.8 94.8 玉米 

METAL-DJTZK-033 0.420±0.043 0.398 0.412 0.417 2.4 97.4 

 

3  结论 

本研究利用抗原抗体高特异性反应，借助自

动化学发光平台，开发了一种粮食样品中铅的自

动化的化学发光磁酶免疫分析方法。通过对提取

液、提取液浓度、固液比进行考察优化，确定了

最佳前处理条件；通过对反应体系的抗原抗体稀

释倍数、螯合剂种类、螯合剂浓度等条件进行优

化，建立最佳检测条件，提高了本方法对粮食样

品中铅检测的灵敏度和准确性。本方法在大米、

小麦、玉米中的共同检测范围为 0.05~0.71 mg/kg，

大米和玉米中检出限为 0.02 mg/kg，小麦中检出限

为 0.01 mg/kg，回收率范围为 89.2%~113.6%，均在 

赋值范围，方法准确可靠；精密度实验 RSD≤

10%，方法精密度良好，基于化学发光免疫平台，

可实现在 30 分钟内完成 8 个样品的同时自动化检

测，实现了高通量自动化快速检测。本方法具有

线性范围宽、准确性高、重复性好、高通量自动

化的优点，满足粮食样品中铅检测需求，可用于

粮食样品中铅的快速定量检测，为粮食中铅检测

提供新的解决方案。 
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