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摘要：以杀虫剂毒死蜱为起始原料，在碱性条件下与 3-巯基丙酸反应，合成了半抗原 O，O-二乙基-O-［3，5-二
氯-6-（2-羧乙基）硫代-2-吡啶基］硫逐磷酸酯（简称 AR），然后分别与牛血清白蛋白（BSA）和卵清白蛋白（OVA），经

过碳二亚胺法和混合酸酐法偶联反应得到了免疫抗原和包被抗原，其结合比分别为 39 : 1 和 13 : 1。用所得的免疫

抗原免疫兔子获得了效价较高的多克隆抗体。
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Abstract：This study reported that the hapten of the organophosphorus insecticide chlorpyrifos，O，O-di-
ethyl-O-［3，5-dichloro-6-（2-carboxyethyl）thio-2-pyridyl］phosphorothioate（named AR）was synthesized by
using technical grade chlorpyrifos reacted with 3-marcapropanoic acid in the hot alkazid solution . The hapten
was conjugated to bovine serum albumin（BSA）with the modified active ester method to form artificial im-
mune antigen . The ratio of AR : BSA was 39 : 1 . The artificial coating antigen for chlorpyrifos was synthesized
by conjugating AR to ovalbumin（OVA）with the mixed-anhydride method，and the ratio was 13 : 1 . The
anti-chlorpyrifos polyclonal antibodies were obtained by using the artificial immune antigen（AR-OVA）to im-
mune in the rabbits .
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毒死蜱［chlorpyrifos，O，O-二乙基-O-（3，5，6-
三氯-2-吡啶基）硫逐磷酸酯］，商品名为毒死蜱，乐

斯本等，1965 年由 Dow Chemical Company 推广使

用的一种高效杀虫剂，在世界范围内应用于粮食、蔬

菜、水果及经济作物的害虫防治［1］。它对哺乳动物

毒性中等，但对非靶标水生生物毒性较高［2 ～ 4］。由

于毒死蜱广泛地应用于农业生产上，在粮食等作物

上引起的残留问题已有所报道。而且，环境样品中

发现毒死蜱残留的情况也日趋严重［5］，对人们的健

康构成了潜在的威胁［6 ～ 8］。因此，随着人们对毒死

蜱残留的毒性与环境风险的日益关注，亟需更科学、

快捷和高效的检测手段。

酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测毒死蜱残留

的研究，国外已有报道［9 ～ 11］，国内尚未见相关报道。

本文研究了毒死蜱半抗原的合成与鉴定以及半抗原

与载体蛋白质的偶联与鉴定，并制备出了高效价的

抗毒死蜱多克隆抗体。

1 材料与方法

1 .1 材料与仪器

1 .1 .1 试验材料 毒死蜱原药（96 . 78%，浙江新农

化工有限公司提供）、毒死蜱标准品（99 . 5%）、甲基

毒死蜱标准品（99 . 3%）、马拉硫磷标准品（98 . 5%）、

对硫 磷 标 准 品（ 99 . 7%）、三 氯 吡 啶 酚 标 准 品
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（98 . 25%）、杀螟硫磷标准品（99 . 5%）、3-巯基丙酸

（Fluka Chemika）、牛血清蛋白（BSA，MW67000，华

美生物工程公司）、卵清蛋白（OVA，MW45000，华美

生物工程公司）、弗氏完全佐剂（Sigma 公司）、弗氏

不完全佐剂（Sigma 公司）。

N，N-二甲基甲酰胺（DMF）、二环已基碳二亚胺

（DCC）、N-羟基琥珀酰亚胺（NHS）、正三丁胺、氯甲

酸乙酯、乙醇、氢氧化钠、碳酸氢钠、氯化钠、浓盐酸、

硼酸、硼砂、洒石酸锑钾、钼酸铵、抗坏血酸、磷酸二

氢钾（均为 A. R.级）。

1 .1 . 2 试验仪器 Esquire-LC00075 液质联用仪

（Bruker 公司）、AVANCE DMX500 型核磁共振仪

（Bruker 公 司）、Lambda 40 UV / VIS 分 光 光 度 计

（PerkinElmer 公司）、Nexus 670 型 傅 立 叶 变 换 红

外光谱仪（Nicolet 公 司）、旋 转 蒸 发 器（上 海 申 科

医械专机厂）、ML-902 型定时电磁搅拌 器（上 海

浦江分析仪器厂）、X-4 数字显示显微熔点测定仪

（北京泰克仪器有限公司）、721 型分光光度计（上

海第三分析仪器厂）、酶联仪（Bio-Rad550 型）、冷

冻干 燥 机（ALPHA1-4）、低 温 离 心 机（HITACHI
SCR20BC）、96 孔 聚 苯 乙 烯 酶 标 板（ 浙 江 临 海 分

析仪器厂）及常规玻璃器皿。

1 .2 试验方法

1 .2 .1 毒死蜱半抗原的合成 毒死蜱的结构式如

图1，它的吡啶环上第 6 位 Cl 原子易通过亲核取代

反应被取代［11］，从而引入新的基团；另外，硫代磷酸

酯上的乙氧基部位可以在起始合成过程中引入新的

基团。据此，可在毒死蜱结构的两个不同位点上引

入连接臂（即位点 I 和 II 处），作为 2 种不同结构的

半抗原，进一步与蛋白质偶联制备成人工抗原。本

试验以毒死蜱原药和 3-巯基丙酸为起始原料，通过

亲核取代反应等步骤，合成了 O，O-二乙基-O-［3，5-
二氯-6-（2-羧乙基）硫代-2-吡啶基］硫逐磷酸酯（简

称 AR），用于制备毒死蜱的人工抗原。其合成路线

见图 2。

在 500 ml 的三口平底烧瓶中加入溶于 100 ml 无

水乙醇的 3.75 g（31.3 mmol）3-巯基丙酸，然后加

图 1 毒死蜱分子结构式

Fig . 1 The molecular structure of chlorpyrifos

图 2 毒死蜱半抗原 AR的合成路线

Fig . 2 Reaction scheme of the synthesis for chlorpyrifos hapten
AR

入 1 . 82 g NaOH，放在有加热功能的磁力搅拌器上

加热搅拌反应，直至溶解，再加入溶于 100 ml 无水

乙醇的 8 . 15 g 含量为 96 . 78%的（22 . 5 mmol·L - 1）

毒死蜱原药，回流反应 2 h，过滤反应混合物，减压浓

缩近干。然后用 100 ml 5%NaHCO3 溶液转移到分

液漏斗中，用正已烷（50 ml × 2）萃取 2 次，弃去有机

相。然后用浓盐酸调水相 pH 至 3 左右，用二氯甲

烷（50 ml × 3）萃取 3 次，有机相过无水 Na2SO4，减

压浓缩近干，得棕红色油状物，过硅胶柱，收集洗脱

液（正己烷 /乙酸乙酯，1 : 2）的流相，减压浓缩近干。

加入少量无水乙醇溶解产物，重结晶后得到浅黄色

晶体，该晶体用熔点仪测得 m. p.为 124 ～ 125℃，经

计算该反应产率为 35 . 1%。

1 .2 .2 毒死蜱半抗原分子结构的鉴定 所得的毒

死蜱半抗原产物采用 Esquire-LC00075 液质联用仪

（ESI）、AVANCE DMX500 型 核 磁 共 振 仪（ 1H-
NMR）和 Nexus 670 型傅立叶变换红外光谱仪（IR）

鉴定其分子结构，并将毒死蜱与毒死蜱半抗原产物

的红外吸收光谱进行了比较。

1 .2 .3 毒死蜱半抗原与蛋白质的偶联

①碳二亚胺法合成毒死蜱免疫抗原［9，12］：取 80

µmol半抗原 AR 溶于 1 ml N，N-二甲基甲酰胺中，

然后加入等当量的二环已基碳二亚胺和 N-羟基琥

珀酰亚胺，室温下磁力搅拌反应过夜。离心后，取上

清液 500µl 加入到 8 ml 溶于0 . 2 mol·L - 1，pH 9 . 0
的硼酸盐缓冲溶液溶解的 10 mg·ml- 1的 BSA 溶液

中，磁力搅拌下反应 4 h。待反应完成后，装入透析

袋，先用蒸馏水透析 2 次，然后用 0 . 9%生理盐水溶

液透析 3 d，每天换液 3 ～ 4 次。按照 Chen［14］的方

法测定偶联物中磷的含量，从而求出其结合比，并分

装保存于 - 20℃冰箱中。

②混合酸酐法合成毒死蜱包被抗原［9，13］：取 80
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µmol半抗原 AR 溶于 1 ml N，N-二甲基甲酰胺中，

然后加入等当量的正三丁胺和氯甲酸乙酯，室温下

搅拌反应 1 h，取反应液 400µl 加入 8 ml 溶于0 . 2
mol·L - 1，pH9 . 0 的 硼 酸 盐 缓 冲 溶 液 溶 解 的 15
mg·ml- 1的 OVA 溶液中，磁力搅拌下反应 2 h。待

反应完成后，装入透析袋，先用蒸馏水透析 2 次，然

后用 0 . 9%生理盐水溶液透析 3 d，每天换液 3 ～ 4
次。按照 Chen［14］的方法测定偶联物中磷的含量，

从而求出其结合比，并分装保存于 - 20℃冰箱中。

1 .2 .4 抗体的制备 以结合物 AR-BSA 作免疫抗

原免疫 3 只兔子，先进行基础免疫，免疫剂量为每千

克兔子体重 0 . 5 mg 免疫抗原。免疫抗原用生理盐

水稀释，加等体积弗氏完全佐剂充分乳化，注射时采

用背部皮下和大腿腹股沟肌肉注射相结合的方法，4
周后加强免疫，免疫剂量为基础免疫的 2 倍，改用弗

氏不完全佐剂，每 2 周加强免疫 1 次。从第 3 次加

强免疫开始，免疫后第 8 ～ 10 天耳静脉取血，采用间

接竞争 ELISA 法测定抗血清的效价。效价合格后，

心脏采取全血，分离抗血清，并采用辛酸-硫酸铵二

步沉淀法纯化抗体，制成冻干粉，于 - 20℃保存备

用。

2 结果与分析

2 .1 毒死蜱半抗原分子的结构鉴定

取上述合成的产物分别经 ESI、1H-NMR 和 IR
测定其分子结构得图 3、图 4 和图 5。

图 3 毒死蜱半抗原 AR的 ESI 图谱

Fig . 3 The ESI spectrum of chlorpyrifos hapten AR

由图 3 可知，合成产物的 ESI 分子离子标准峰

为 442（M + + 23），且该峰旁有一同位素峰，其峰高

为 442 峰的 2 / 3 强，由此可知该物质有 2 个 Cl 原

子。靠近 442 峰的 402 峰，应为该物质去掉羟基（ -
OH）后的离子峰。由此可以初步确定合成物质为目

标产物。

由图 4 可知，该物质的1H-NMR（500MHz，CD-
Cl3）：δ7 . 65（s，H，ArH），4 . 29 ～ 4 . 35（q + q，4H，

2CH2O），3 . 39 ～ 3 . 43（t，2H，SCH2），2 . 91 ～ 2 . 94（ t，
2H，CH2COO），1 . 27 ～ 1 . 42（t，6H，2CH3），与文献值

相符［11］。

由图 5 可知，该物质的 IR（KBr 压片）cm - 1为：

2 989（s ～ m，C-CH3），1 711（s，C = O，饱和脂肪酸），

1 541（m，C = N，吡啶），1 402（s，C-C，芳香族），1 246
（s ～ m，P-O-C，芳香族），1 068（s ～ m，C-S，芳香族），

1 019（s，P-O-C，脂肪族），862（s ～ m，P = S）及 828（s
～ m，C-Cl，芳香族）。

由图 6 可知，毒死蜱的 IR（KBr 压片）cm - 1为：

2 987（s ～ m，C-CH3），1 550（m，C = N，吡 啶），1
412s，C-C，芳香族），1 274（s ～ m，P-O-C，芳香族），1
072（s ～ m，C-S，芳香族），1 022（s，P-O-C，脂肪族），

837（s ～ m，P = S）及 745（s ～ m，C-Cl，芳香族）。
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图 4 毒死蜱半抗原 AR的1H-NMR图谱

Fig . 4 The 1H-NMR spectrum of chlorpyrifos hapten AR

图 5 毒死蜱半抗原 AR的 FTIR图谱

Fig . 5 The FTIR spectrum of chlorpyrifos hapten AR

从以上分析结果可知，毒死蜱不含有羧基，而所合

成的产物含有特征基团羧基，应为所需的目标产物。

2 .2 毒死蜱半抗原与蛋白质的偶联物结合比的测

定

按照 Chen［14］的方法用 721 型分光光度计测定

偶联物中磷的含量，计算其结合比。采用碳二亚胺

法合成毒死蜱免疫抗原的结合比为 39 : 1，采用混合

酸酐法合成毒死蜱包被抗原的结合比为 13 : 1，这与

Manclus 等［9］所报道的结果基本一致。

2 .3 毒死蜱半抗原与蛋白质的偶联物的紫外吸收

光谱测定

按照合成毒死蜱免疫抗原和包被抗原时反应物

和产物的比例，分别取反应物和产物进行紫外（200
～ 360 nm）扫描得图 7。由图可知，偶联物 AR-BSA
和 AR-OVA 分别在 278 . 6 nm 和277 . 9 nm 处出现

最大吸收峰，与 AR、BSA 和 OVA 的吸收峰相比，发

生了明显的变化，表明人工抗原 AR-BSA 和 AR-
OVA 的合成是成功的［15］。

2 .4 抗体的效价

根 据方阵滴定原理，采用间接竞争ELISA法测
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图 6 毒死蜱的 FTIR图谱

Fig . 6 The FTIR spectrum of chlorpyrifos

图 7 毒死蜱半抗原 AR与蛋白质偶联物的紫外扫描图谱

Fig .7 The UV spectra of the chlorpyrifos hapten AR conju-

gated to the protein

定抗毒死蜱抗体的效价。当包被抗原 AR-OVA 的

浓度为 4 . 0µg·ml- 1时，抗血清的效价分别为 2 . 56
× 104、1 . 28 × 104、1 . 28 × 104，而抗体混匀后纯化的

冻干粉的效价为 5 . 12 × 106。并进一步确定间接竞

争 ELISA 分析方法抗原与抗体的最适工作浓度为：

包被抗原 AR-OVA 的浓度为 1 . 0µg·ml- 1，抗体的

浓度为 0 . 1µg·ml- 1。

2 .5 抗体的特异性

用间接竞争 ELISA 法检测毒死蜱、毒死蜱结构

类似的化合物及毒死蜱的代谢产物对获得的多克隆

抗体的抑制情况的结果显示，当对 AR-BSA 抗体的

抑制率为 50%时，毒死蜱的浓度为 0 . 75 mg·L - 1，

抗体对各类似物的交叉反应率均小于 2 . 0%（甲基

毒死蜱除外），可知该抗体的特异性较好。该抗体对

三氯吡啶酚交叉反应率为 1 . 5%；对硫代磷酸酯类

有机 磷 农 药 交 叉 反 应 率 分 别 为：甲 基 毒 死 蜱 为

119%，马拉硫磷 < 0 . 15%，对硫磷为 0 . 16%，杀螟

硫磷为 0 . 34%。

3 讨论

在农药残留的免疫化学分析中，人工抗原的合

成是制备抗体和建立免疫分析方法最关键的步骤，

半抗原的设计又是合成人工抗原的前提。半抗原的

设计应考虑两方面的因素：第一，能否刺激机体产生

免疫应答；第二，产生的抗体能否具有预期的活性。

另外，还应注意以下问题：半抗原结构中是否含有芳

香结构。据文献统计［16］，如果结构中有芳香结构，

其平均成功率约为 1 / 3，相比之下，不含芳香结构的

半抗原，成功率仅占 1 / 11，其原因是前者形成的抗

原具有较强的免疫原性，可使机体产生较强的免疫

应答，因而增加了筛选概率。

毒死蜱的吡啶环上第 6 位 Cl 原子很容易通过

亲核取代反应被取代［11］。据此，本文选择毒死蜱为

原料，在碱性条件下与 3-巯基丙酸加热回流反应，

合成了半抗原 O，O-二乙基-O-［3，5-二氯-6-（2-羧乙

基）硫代-2-吡啶基］硫逐磷酸酯，从而将毒死蜱的分

子结构做了微小的改变，得到了目标产物。并利用
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ESI、1H-NMR 和 IR 对其结构进行了鉴定，与文献

报道相符。从毒死蜱与合成的产物的 IR 数据比较

进一步可以看出，毒死蜱不含有羧基，而所合成的产

物含有特征基团羧基，应为所需的目标产物。

在本研究中，用所得的结合比为 39 : 1 的免疫抗

原（AR-BSA）免疫新西兰白兔，制得了效价较高的

抗毒死蜱抗体。虽然甲基毒死蜱与毒死蜱的结构极

为相似，对所制备的抗体交叉反应率也较高，但由于

甲基毒死蜱一般作为卫生杀虫剂使用；另外，即使甲

基毒死蜱用于防治农作物上的病虫害，也几乎不可

能与毒死蜱同时使用。所以这并不影响对样品中有

机磷杀虫剂毒死蜱残留的测定。以上结果表明，本

研究所合成的毒死蜱半抗原（AR）及其人工抗原技

术路线是可行的，所得产物与预期相符。
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