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摘要  酶联免疫吸附分析法具有灵敏度高、特异性强、方便快捷的特点 ,在现场筛选和大量样品的快速检测中显示了其独特的优势。简
要介绍了农药残留酶联免疫吸附分析技术的关键环节及其应用 ,并对该技术存在的问题和应用前景进行了讨论。
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Abstract  The method of ELISA with high sensitivity , the strong particularity , si mple and rapi d showed its unique superiorityinfield analysis and sample
rapid monitori ng . In this paper , the key steps application of ELISAin rapi d monitoring of pesticide residues were introduced and some questions and the
newperspective i nthe technology were also discussed .
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  传统的农药残留分析方法有 GC 法、HPLC 法、GC- MS 法、

LC- MS 法等, 这些方法虽然灵敏、准确, 但样品前处理繁琐 ,

检测时间长 , 耗资大, 技术性要求高 , 且仪器昂贵, 不适合大

量样品的快速检测。随着免疫分析技术在生物技术领域的

迅猛发展, 使其在农药残留分析中得到了应用 , 尤其是酶联

免疫吸附分析( ELISA) 技术具有特异性强、灵敏度高、方便快

捷、分析容量大、检测成本低、安全可靠等优点, 该技术将会

在农药残留监测和控制、保证食用农产品安全和国际间贸易

中发挥其重要的作用。

1  ELISA 技术的关键环节

1 .1 半抗原的合成设计  半抗原的结构是否合理, 并以此

能否制备稳定且有良好免疫原性的人工抗原是 ELISA 法建

立的关键环节。典型的半抗原结构中应具备适当末端活性

基团, 如- NH2 、- COOH、- OH、- SH 等 ; 同时活性基团与载

体之间应具备一定长度的间隔臂 , 一般为4 ～6 个碳链长度

( 0 .5～0 .8 nm) ; 半抗原主体结构中尽量含有芳香环, 这样形

成的抗原具较强免疫原性。另外, 半抗原的设计应考虑到农

药亲体和有毒理学意义的代谢物 , 针对被测定对象是单一的

农药或某一类农药 , 设计中应相应地突出特定农药的结构或

一类农药中共有的结构部分, 制成单一的特异性抗体和簇特

异性抗体。

1 .2 人工抗原的合成

1 .2 .1 直接方法合成人工抗原。农药分子半抗原如果有反

应功能团, 则可根据具体情况用适当的双功能交联试剂与交

联方法使半抗原与载体偶联。对于羧基半抗原, 可利用羧基

通过混合酸酐法、活泼酯法或碳二亚胺法等方法; 对于氨基

半抗原, 则多采用重氮化法或戊二醛法; 对于羟基半抗原则

可直接与丁二酸酐衍生后再与蛋白质交联; 对于巯基半抗原

则可通过同源或异源双功能试剂交联; 而酮基半抗原则常用

氨基氧乙酸化。如徐勤惠等用碳二亚胺法合成了苯甲托品

的免疫抗原[ 1] , Maria 等用混合酸酐法合成的免疫抗原[ 2] ,

Antonio 等利用活泼性酯法合成了三氮苯类除草剂的免疫抗

原[ 3] 。脂肪胺类农药分子可在水溶性碳二亚胺的作用下 ,
�
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与载体蛋白分子上的羧基结合成免疫抗原[ 4] 。

1 .2 .2  衍生方法合成人工抗原。如果农药分子中不含有反

应功能团, 则需先通过衍生过程在农药分子内产生活性功能

团再用双功能交联试剂使之与蛋白质交联。不同的农药应

选择与之相适用的衍生方法, 目前比较常用的有以下方法 :

用与半抗原结构相似的但有反应活性基团的商品化学试剂 ,

如甲萘威分子本身没有可以用来与蛋白质直接偶联的基团 ,

但可以用比甲萘威分子多一个氨基基团的商品化学试剂作

甲萘威人工抗原合成时的半抗原[ 5] ; 对其分子进行改造使分

子内产生羧基基团, 如甲基毒死蜱人工抗原的合成[ 6] ; 在分

子内引入活泼元素氯 , 利用氯原子的活泼性达到所需反应的

目的, 如克百威人工抗原合成时, 先在克百威分子苯环上反

应产生一个氯原子, 然后再用重氮化方法与载体连接[ 7] ; 重

新合成半抗原, 并在合成过程中选择适当步聚用一个有反应

功能团的分子参与反应, 从而合成出有反应功能团的半抗原

分子, 如福美双人工抗原的合成, 先用一个含羧基和氯原子

的化合物作为第一步反应底物, 经3 步合成出含羧基基团的

半抗原[ 8] ; 选择半抗原的代谢产物来合成人工抗原, 如禾草

灵和菊酯的代谢产物中有一个含羧基基团的产物 , 仍含有上

述农药母体分子的基本结构, 可用于与蛋白质偶联制备出能

识别菊酯和禾草灵的抗体[ 9 - 10] 。

1 .3  抗体的制备 制备抗体对抗原的亲合性高低对分析方

法的灵敏度、选择性、交叉反应性影响很大, 最终影响农药免

疫分析方法应用的效率。目前, 制备的抗体分为多克隆抗

体、单克隆抗体和重组单链抗体。

多克隆抗体是免疫分析方法中常用的抗体类型, 该克隆

产生的抗体偶尔会不识别农药分子, 从而影响了标准曲线的

准确性。大多数情况下 , 该问题可通过引入不同的桥连基团

或采用不同的ELISA 固相配体合成方法得以避免。此外, 还

可通过制备单克隆抗体来提高分析的特异性及灵敏性 , 此抗

体不仅特异性高, 而且产生抗体的单克隆细胞可在体外传代

繁殖, 不受动物免疫时间限制。近些年来, 随着人们对免疫

球蛋白结构的认识和 DNA 重组技术的发展, 抗体进入了第3

个发展阶段———抗体库。将多种抗原一起免疫小鼠, 免疫后

无菌条件下取出小鼠脾, 提取脾细胞总 RNA。以 RNA 逆转
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磷肥能够使扁豆早开花、早结荚、多结荚, 由此可以推断

出磷肥可以促进扁豆生殖生长, 从而使鲜荚上市时间提早 ,

提高农民的经济效益。

试验通过不同施肥水平对不同扁豆品种前期产量影响

的研究, 得出不同施肥水平对扁豆品种的前期产量没有影

响。由于磷肥和钾肥并不像氮肥那样能很快被吸收然后产

生效应, 而是需要很长的时间才能表现出效应 , 说明它们的

效果很可能扁豆的中期产量或后期产量和扁豆品质分析中

表现出来, 因此, 难以发现其显著性, 但并不说明这些因素对

扁豆的产量不重要。

参考文献

[1] 彭友林,唐纯武,王新明,等.湘西北地区扁豆种质资源的观察[J] . 中
国蔬菜,1997(3) :28- 29.

[2] 彭友林,王新明,李密,等. 特早熟扁豆新品种“湘扁豆1 号”[J] .园艺学

报,2001,28(5) :480- 480 .
[3] 彭友林,黄建韶,李密, 等. 特早熟扁豆新品种“湘扁豆2 号”[J] .园艺学

报,2002,29(5) :501- 501 .
[4] 彭友林,王云,刘光明, 等. 特早熟肉扁豆湘扁豆3 号[J] . 长江蔬菜,

2005(9) :8 .
[5] 彭友林,夏新建,王新明.特早熟扁豆品种生物学特性的观察[J] .常德

高等专科学校学报,1998,10(2) :26 - 27 .
[6] 朱成彪,彭友林. 扁豆特早熟品种主茎生长动态的计算机应用[J] . 岳

阳师范学院学报,2002,15(2) :79 - 81 .
[7] 彭友林,万海清, 胡南云, 等. 扁豆特早熟品种高产栽培技术的研究

[J] . 常德高等专科学校学报,1998,10(1) :41 - 44 .
[8] 彭友林,万海清, 胡南云, 等. 特早熟扁豆品种种植密度与追肥试验

[J] . 中国蔬菜,1999(6) :32- 33.
[9] 万海清,李子辉,彭友林.特早熟扁豆抗涝栽培技术[J] .中国蔬菜,2000

(1) :12- 13.
[10] 王云,徐锦海, 彭友林,等.特早熟“湘扁豆3 号”整枝与产量形成的研

究[J] .海南大学学报,2006 ,24(2) :170 - 173.
[11] 万海清,彭友林.正交表在经典试验统计中的功用[J] .湖南农业科学,

1998(4) :30 - 33 .
[12] 盖均镒.试验统计方法[ M] .北京:中国农业出版社,2000 .

( 上接第6484 页)

录合成的c DNA 为模板,PCR 扩增抗体, 将抗体中的轻重链连

接成单链抗体ScFv( Singlechain variable fragment) 。这些重组抗

体比常规单、多克隆抗体的生产速度快, 可通过诱变改变抗体

特性,使抗体的特异性更强, 而且最明显的优势是利用这项技

术生产的噬菌体抗体库可同时检测多个农药残留, 可制备成试

剂盒用于农药残留检测。Alcocer 等[ 11] 在埃希氏大肠杆菌中进

行抗乙基毒死蜱抗体重组,经比较重组单链抗体无论从交叉反

应率还是从检测限方面均比相应的单、多克隆抗体有较大程度

改善。

2 ELISA 法在农药残留快速检测中的应用

自从Hammock 等首次将免疫技术用于农药残留分析以

来, 已有几十种农药建立了酶联免疫吸附分析方法, 该技术开

发的产品———酶联免疫试剂盒在农药残留快速检测中得到了

广泛的应用。目前国外已研制的酶免疫试剂盒, 包括有机磷

类、氨基甲酸酯类、硫代氨基甲酸酯类、有机氯类、三�类、拟除

虫菊类及酰胺类等。美国使用的ELISA 试剂盒对有机磷农药

的最小检出浓度达20 μg/ kg , 对氨基甲酸酯类农药的最小检出

浓度达300 μg/ kg 。有些农药试剂盒使用测试管和配套的分光

光度计检测, 如美国Millipore 公司生产的各种EnviroGardTM试管

测试试剂盒。另一种较好的农药试剂盒是采用96 孔酶标板和

酶标仪进行分析, 这种方法分析的样品量多且可重复实验, 还

可以定量测定。我国自行研制的农药残留检测试剂盒还很少,

目前试剂盒的市场被国外公司占领, 样品检测的成本较高, 单

个样品的检测费达80～100 元, 极大地限制了试剂盒的应用与

推广, 因此研究农药残留检测ELISA 试剂盒具有很大的社会效

益、经济效益和环境效益。

3 存在的问题及应用前景

农药残留酶联免疫吸附分析技术经过多年的发展, 已经

取得了可喜进展, 但仍存在一些尚待解决的问题。ELISA 一个

显著特点是特异性高, 一种农药的抗体一般只能检测这种农药

或结构相类似的少数农药,应用多探针标记法或多组分定位包

被法在一定程度上能解决这一问题, 为多种农药暴露检测以及

混配农药分析创造了条件。在免疫分析过程中出现的交叉反

应导致检测的可靠性和灵敏度降低, 通过化学方法封闭或突出

某个( 某些) 特定的抗原决定簇, 就可制备该决定簇的特异性抗

体, 以增加检测的特异性, 避免交叉反应; 把免疫分析与其他技

术联用, 既可增加检测的灵敏度又可降低交叉反应。虽然酶联

免疫吸附分析技术尚存在一定局限性, 暂时不能完全替代传统

的仪器分析技术, 但以其自身优势及检测方法的不断完善, 尤

其是亲和力高、特异性强的抗体生产技术的突破和日臻完善,

酶联免疫分析技术必将在农药残留快速检测中发挥越来越显

著的作用。

参考文献

[1] 徐勤惠, 荣泰康.苯甲托品人工抗原的制备及结合比的测定[J] . 中国
免疫学杂志,1991 ,7(5) :309 - 311 .

[2] MARIA PILAR MARCO,SHIRLEYJ GEE, HONG MCHENG,et al .Develop-
ment of an enzyme-linked i mmunosorbent assay for carbaryl [J] .J Agric Food
Chem,1993 ,41 :423 - 430 .

[3] ANTONIOABAD,ANGEL MONTOYA.Production of monoclonal antibodies for
carbaryl froma haptenpreservingthe carbamate group[J] .J Agric Food Chem,
1994,42 :1818 - 1823.

[4] 董国伟,王沫,刘贤进,等. 兔抗甲胺磷多克隆抗体的制备[J] .华中农
业大学学报,2001 ,20(4) :340 - 343.

[5] ANTONIOA,JAIME P,ANGEL M.Development of an ELISAto carbaryal .1 .
Antibody production fromseveral hapten and characterization in different i m-
munoassay formats[J] .J Agric Food Chem,1997,45(4) :1486 - 1494 .

[6] MARCOSJ,CHRISTINE D,HEATHER A,et al .Properties of polyclonal , mono-
clonal , and recombinant antibodies recognizing the organophosphorus pesticide
Chlorpyrifos-ethyl[J] .J Agric Food Chem,2000,48(9) :4053 - 4059.

[7] 刘曙照,冯大和,陈美娟, 等.对克百威具高度特异性的免疫分析技术
研究分析[J] .科学学报,2000 ,16(5) :373 - 378.

[8] GUOMINS,WHITEEY R,DONALD W,et al .ELISAfor the pyrethroid perme-
thrinJ[J] .J Agric Food Chem,2000,48(9) :4032 - 4040 .

[9] JUNG F, MEYER H, HAMM R. Development of a sensitive ELISA for the
fungidde fenpropi morph[J] .J Agric Food Chem,1989 ,37(4) :1183 - 1187 .

[10] SCHWALBE M,DOME,BEYERMANNK.Enzymei mmunoassay andflouroi m-
munoassayfor the herbicide Diclofop- methyl[J] .J Agric Food Chem,1984 ,32
(4) :734 - 741.

[11] ALCOCER MJ,DOYEN C,LEE H A,et a1 .Properties of polyclonal , mono-
clonal and recombinant antibodies recognizing the organophosphorus pesticide
chlorpyrifos-ethyl[J] .J Agric Food Chem,2000 ,48(9) :4053- 4059.

515635 卷21 期              王 云等 不同施肥水平对3 个扁豆品种生长发育及前期产量的影响


