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丁草胺荧光偏振免疫分析——示踪物的合成与鉴定 

薛  钢，雷红涛，沈玉栋，刘细霞，吴  青，孙远明，王  弘 

（华南农业大学食品质量安全研究所/广东省食品质量安全重点实验室，广州 510642） 

 
摘要：【目的】为建立除草剂丁草胺的荧光偏振免疫检测方法，对关键试剂示踪物进行合成与鉴定。【方法】

以异硫氰酸荧光素、乙二胺和己二胺为原料，合成了异硫氰酸荧光素乙二胺（EDF）和异硫氰酸荧光素己二胺（HDF）

两种中间体，薄层层析法分离出目标产物，电喷雾电离质谱法鉴定；然后将 5-氨基荧光素（AF）、EDF、HDF 分别

与丁草胺半抗原（BMPA）连接，得到 3种不同间隔臂的示踪物（BMPA-AF，BMPA-EDF 和 BMPA-HDF），利用抗血清稀

释曲线测定抗血清效价，竞争抑制曲线测定不同示踪物检测灵敏度。【结果】3种示踪物合成成功，抗血清稀释曲

线和竞争抑制曲线显示 3 种示踪物的抗血清效价分别为 1/600、1/1500 和 1/600，半抑制浓度分别为 1 292、433

和 298 ng·ml-1
。【结论】合成出 3种不同间隔臂的丁草胺示踪物，对示踪物的性质进行初步研究，为下一步建立丁

草胺荧光偏振免疫分析方法奠定了基础。 
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Abstract: 【Objective】To establish fluorescence polarization immunoassay method (FPIA) for the herbicide butachlor, the key 
reagent (tracer) was synthesized and identified.【Method】Using fluorescein isothiocyanate (FITC), ethylenediamine and 
hexylenediamine as materials, fluoresceinthiocarbamyl ethylenediamine (EDF) and fluoresceinthiocarbamyl hexylenediamine (HDF) 
were obtained, which were purified by thin layer chromatography and identified by ESI-MS. Various tracers (BMPA-AF, 
BMPA-EDF and BMPA-HDF) with different lengthes of bridge between the hapten molecule and 5-Aminofluorescein (AF), EDF, 
HDF, were synthesized to achieve high-sensitivity FPIA. The titers of antiserum and the sensitivity of various tracers were estimated 
by dilution curves and calibration curves, respectively. 【Result】Three tracers were synthesized successfully, the titers of antiserum 
of three tracers were 1/600, 1/1500 and 1/600, and the IC50s of butachlor FPIA of three tracers were 1292, 433 and 298 ng·ml-1. 
【Conclusion】The arm length of tracers affects effect the characters of FPIA, the tracer with longer arm is more sensitive to 
butachlor FPIA than one with shorter arm. This research is of benefit to further optimization of FPIA.  
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0  引言 

【研究意义】丁草胺（butachlor）是一种高效的

芽前选择性氯乙酰苯胺类除草剂，化学名称为 2-氯-N-
（2，6-二乙基苯基）-N-（丁氧甲基）乙酰胺，在中

国主要被用于去除水稻田中的杂草，是生产和使用量

最大的除草剂品种之一，其残留危害已经引起人们关

注[1,2]。目前对丁草胺检测的方法主要是用气相色谱或

液相色谱与质谱联用的方法[3,4]，但由于仪器法前处理

操作繁琐，成本较高，因此，开发快速、低成本、操



3652                中  国  农  业  科  学    41 卷 

作简单的分析方法具有重要的现实意义。【前人研究

进展】免疫分析技术是一种以抗原-抗体间反应为基础

的生物化学分析方法，利用抗原抗体间的高特异性和

高亲和性，就可以达到从复杂组份中特异性识别待测

物及满足检测高灵敏度的要求，其中酶联免疫吸附测

定（enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA）以

其高效、低成本和高灵敏度的优势，应用最广[5~8]。但

是，ELISA 作为一种非均相检测方法，每反应一步，

就要分离一次反应结合物和未反应的游离试剂，而且

需多步反应、洗涤，比较繁琐。因此，发展能够一步

完成的均相法成为一种免疫检测的一种未来趋势[9]。

荧光偏振免疫分析方法（ fluorescence polarization 
immunoassay，FPIA）作为一种更简便、快捷、无需

分离洗涤操作的均相免疫检测方法，为高通量、自动

化免疫检测展示了良好的应用前景。目前，农药、兽

药和生物毒素等物质 FPIA 的研究甚少[10~16]，尚未见

到除草剂丁草胺的 FPIA 研究报道。【本研究切入点】

示踪物的结构是影响 FPIA 系统灵敏度的关键因    
素[17~19]。不同结构的示踪物，尤其是不同间隔手臂的

示踪物，可能对检测灵敏度会有一定差异。【拟解决

的关键问题】本文设计 3 种不同间隔臂的示踪物，完

成 3 种示踪物的合成、鉴定及初步性质鉴定，以期筛

选出一种灵敏度较高的示踪物，为建立 FPIA 检测丁

草胺奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  试验试剂与仪器 

1.1.1  主要试剂  丁草胺（纯度 94.4%），山东滨州

农药公司；异硫氰酸荧光素异构体Ⅰ（FITC isomer
Ⅰ）、5-氨基荧光素（5-Aminofluorescein，AF）、N，

N′-二环己基碳二亚胺（N，N′-dicyclohexylcarbodiimide，
DCC）、N-羟基琥珀酰亚胺（N-hydroxysuccinimide，
NHS）、乙二胺、己二胺均购于 Sigma 公司；其它化

学试剂皆为市售分析纯；薄层层析硅胶 GF254，中国

青岛海洋化工集团公司；丁草胺半抗原（BMPA）、

丁草胺兔抗血清，笔者所在实验室自制。 
1.1.2  主要仪器设备  Wallac VICTOR31420 多标记

分析仪，PE 公司；荧光微孔板，深圳金灿华实业有限

公司；LCQEDCA 液质联用仪，美国 Finnigan 公司；

U-3010 紫外可见光谱扫描仪，日本 Hitachi 公司；旋

转蒸发器，北京 XZ-6 型。 
1.2  试验方法 

1.2.1  中间体异硫氰酸荧光素乙二胺（fluorescein- 

thiocarbamyl ethylenediamine，EDF）和异硫氰酸荧光

素己二胺（fluoresceinthiocarbamyl hexylenediamine，

HDF）合成  用甲醇配制 1%的三乙胺溶液，分别将 20 
mg（0.3 mmol）乙二胺和 34.8 mg（0.3 mmol）己二胺

溶于 5 ml 甲醇三乙胺溶液中；再将 11.7 mg（0.03 
mmol）FITC 溶于 1 ml 甲醇三乙胺溶液中，逐滴加到

乙二胺和己二胺溶液中，室温避光搅拌反应 1 h，浓缩，

硅胶柱层析（乙酸乙酯﹕甲醇＝3﹕1，v﹕v），得到

粉末状的 EDF 和 HDF，电喷雾离子化质谱（ESI-MS）
鉴定后，备用。 
1.2.2  BMPA-AF 示踪物合成  将 15.2 mg（40 µmol）
BMPA，16.0 mg （80 µmol） DCC 和 9.7 mg（80 µmol）
NHS 溶于 400 µl 的 DMF 中，室温下搅拌反应过夜，

离心去除沉淀后所得上清中加入 3.6 mg（10 µmol）
AF（5-氨基荧光素），室温下避光搅拌反应过夜，产

物用薄层层析硅胶板分离三氯甲烷﹕甲醇=4﹕0.4  
（v﹕v）作展开剂。将不同 Rf 的产物用 1 ml 甲醇提

取，所得提取物用于活性鉴定。 
1.2.3  BMPA-EDF 和 BMPA-HDF 示踪物的合成  活泼

酯反应步骤同 BMPA-AF 示踪物合成。将离心去除沉

淀后的活泼酯反应产物分别加入 4.5 mg（10 µmol）
EDF 和 5 mg（10 µmol） HDF，室温下避光搅拌反应

过夜。反应液用薄层层析硅胶板分离，分别用二氯甲

烷﹕甲醇=4﹕0.7（v﹕v）和三氯甲烷﹕甲醇=4﹕0.4  
（v﹕v）作展开剂。将不同 Rf 的产物用 1 ml 甲醇提

取，所得提取物用于活性鉴定。 
1.2.4  示踪物活性的鉴定与浓度测定  分别测定游

离示踪物，与 100 倍稀释抗血清结合后的荧光偏振

（fluorescence polarization，FP）值，通过比较游离示

踪物与结合特异性抗体后 FP 值的变化来鉴定示踪物

活性。FP 值通过 Wallac VICTOR31420 多标记分析仪，

protocol 中默认的 FP-Fluorescein 480/535 这个程序进

行测定。对于能够与抗体结合的示踪物，根据摩尔消

光系数 ε＝8.78×104 M-1·cm-1，测定示踪物在 492 nm
下的吸光值（A），根据公式估算：Ctracer=A/εL[20]。 
1.2.5  抗血清稀释曲线建立  将 100 µl 的示踪物（终

浓度约 1 nmol·L-1）加入到同等体积倍比稀释的丁草胺

抗血清中（1/100、1/200、…、1/409600）中，静置 5 
min 后，测量其 FP 值。 
1.2.6  竞争抑制曲线的绘制  将 100 µl 示踪物与 20 
µl 不同浓度的丁草胺标准品先后加入荧光微孔板孔

中，再加入 100 µl 一定浓度的丁草胺多抗，测读 FP
值。以 FP 为纵坐标，标准品浓度对数值为横坐标，
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应用 OriginPro7.5 软件进行 4 参数对数拟合，建立竞

争抑制曲线[21]。 

2  结果与分析 

2.1  EDF 和 HDF 质谱鉴定 

ESI-MS：EDF [M－H]－ 448.1（95%），448.0：
[M－H]－MS2 414.1（100%）、404.1（15%）、370.1
（25%）、346.2（23%）、302.2（72%）；ESI-MS：
HDF [M＋H]＋505.0（100%），505.0：[M＋H]＋MS2 487.3
（33%）、473.3（40%）、460.3（78%）、374.4（85%）。

分子离子峰及其碎片都能合理归属，表明目标产物合

成成功。 
2.2  示踪物活性鉴定及浓度估测 

取 TLC 纯化分离得到的示踪物，浓度为 1 
nmol·L-1，与 1/100 稀释的丁草胺抗血清结合。由于游

离示踪物的 FP 值较小，而与特异性的大分子物质结

合以后，FP 值将变大，所以用丁草胺的多克隆抗体和

FPIA 技术可以对合成的示踪物进行鉴定，观察游离示

踪物与结合抗体后的 FP 值的变化。结果图 1 所示，

可以看出对于合成的 3 种示踪物都有一条带在与抗体

结合后 FP 值明显变大，说明其能够与抗体结合，它

们在 TLC 板上的 Rf 值分别为 0.7、0.9 和 0.9，3 种示

踪物的结构如图 2 所示。分别测定 3 种示踪物在 492 
nm 的吸光值，估测其浓度，结果 3 种示踪物的浓度分

别为 890、7 400 和 4 700 nmol·L-1。 
2.3  抗血清稀释曲线建立 

示踪物与抗血清的结合能力可以用抗血清的效价

（50%的示踪物与抗体结合时的稀释度）来表示[22]。3
种示踪物的抗血清稀释曲线如图 3 所示，从图 3 中可

以计算得到 3 种示踪物对应抗血清的效价分别为

1/600、1/1500 和 1/600。 
2.4  竞争抑制曲线 

根据丁草胺抗血清稀释曲线，选择 70%结合时的

抗血清稀释度为抗血清工作浓度[23]。加入不同浓度的

丁草胺标准品与示踪物竞争有限的抗体，利用得到的

FP值和标准品浓度的对数值作竞争抑制曲线如图4所
示。3 种示踪物得到竞争抑制曲线的半抑制浓度分别 
 

 
 

图 1  抗血清结合前后 3种示踪物荧光偏振值 

Fig. 1  Results of the three tracers binding with antiserum 

 

 

 

图 2  3 种示踪物的结构 

Fig. 2  Structure of the three tracers 
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图 3  3 种示踪物抗血清稀释曲线 

Fig. 3  Dilution curve of the three tracers 

 

 
 
δmP= mP-mP0（mP 为加入不同浓度药物与示踪物竞争结合抗体后的 FP
值，mP0 为不加药物时的 FP 值） 
δmP= mP-mP0(mP means FP signal with different butachlor concentration; 
mP0 means FP signal without butachlor) 

 

图 4  3 种示踪物竞争抑制曲线 

Fig. 4  Calibration curve of the three tracers 

 
为 1 292、433 和 316 ng·ml-1。 

3  讨论 

在竞争性免疫检测过程中，抗体-示踪物与抗体-
抗原间的亲和力应该相近，才能使示踪物和抗原与抗

体之间达到有效的竞争，从而提高检测的灵敏度。若

示踪物的合成方法与免疫抗原的合成方法相同或相

似，则示踪物化学结构比分析物结构更加类似于免疫

半抗原结构，这样往往所获抗体与示踪物的亲和力较

强而与抗原的亲和力较弱，这样就会造成示踪物的竞

争能力强，获得的灵敏度较低[24]。若需进一步提高检

测的灵敏度，从示踪物设计方面，可以尝试合成与免

疫原结构有差别的示踪物。本文所获得灵敏度已基本

满足国家检测要求（MRL=50 µg·kg-1），因此未再尝

试其它结构的示踪物。 
本文利用 AF，EDF 和 HDF，与 BMPA 偶联合成

3 种不同“手臂”长度的示踪物，利用这 3 种示踪物

作了抗血清稀释曲线和竞争抑制曲线，对它们的性质

进行了初步的鉴定，从信号响应强度方面看，示踪物

“手臂”间隔最长（BMPA-HDF）的响度强度最高，

几乎是另外两种的 2 倍；从半抑制浓度来看，有“手

臂”的示踪物 BMPA-EDF 与 BMPA-HDF 半抑制浓度

要远远低于无“手臂”的示踪物 BMPA-AF，且“手

臂”长的示踪物 BMPA-HDF 半抑制浓度最低。在

ELISA 中，常用信号响应强度与半抑制浓度的比值来

反映检测的灵敏度[25]，本研究借用这一指标来衡量检

测的灵敏度。可以发现“手臂”间隔最长的示踪物

（BMPA-HDF）的灵敏度最高，反之，“手臂”间隔

最短（BMPA-AF）灵敏度最低。试验证明，荧光素和

抗原之间“手臂”的长短会对丁草胺 FPIA 的灵敏度

产生影响。 

4  结论 

4.1  成功将 FITC 与乙二胺和己二胺连接，在异硫氰

酸根的位置上引入了两个不同长度的碳链，并且引入

一个氨基，使其有利于与 BMPA 结合。 
4.2  将 AF，EDF 和 HDF，与 BMPA 偶联得到 3 种

不同“手臂”长度的示踪物 BMPA-AF、BMPA-EDF
和 BMPA-HDF，用 FPIA 技术进行了鉴定。对示踪物

的性质作了初步鉴定，3 种示踪物对应抗血清的效价

分别为 1/600、1/1500 和 1/600，竞争抑制曲线得到的

半抑制浓度为 1 292、433 和 316 ng·ml-1。示踪物

（BMPA- EDF 和 BMPA-HDF）的检测灵敏度能够达

到检测水中丁草胺残留的要求。 
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