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毒死蜱多克隆抗体的制备

桂文君 , 　金仁耀 , 　黄雅丽 , 　朱国念 3

(浙江大学 农药与环境毒理研究所 ,浙江 杭州 310029)

摘 　要 :以三氯硫磷为起始原料 ,经三步反应合成得到毒死蜱半抗原 O 2乙基 O 2( 3, 5, 62三氯 222吡
啶基 ) N 2(32羧丙基 )硫逐磷酸胺 (简称 CHB u) ,此半抗原分别与牛血清蛋白 (BSA )和卵清蛋白

(OVA )用碳二亚胺法和混合酸酐法通过偶联反应得到免疫抗原和包被抗原 ,其结合比分别为

14. 6 ∶1和 6. 2 ∶1。用所得的免疫原免疫兔子获得了高效价 (抗血清 : 2. 56 ×10
4
; 冻干粉 : 2. 56 ×

10
6 )、高亲和性、特异性好的多克隆抗体。交叉反应试验表明 ,该抗体与毒死蜱各结构类似物交叉

反应率均小于 4% ;亲和性试验表明 ,在 1～500 ng /mL 浓度范围内 ,抑制率与浓度呈线性关系 ,线

性回归方程为 y = 23. 503 lg ( x) + 28. 556, r = 0. 991 9,抑制中浓度 I50 = 8. 2 ng /mL ,最低检测限为

1. 0 ng /mL。
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Prepara tion of Polyclona l An tibody for In sectic ide Chlorpyr ifos
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Abstract: The hap ten for the insec tic ides chlorpyrifos [ O , O 2diethyl O 2( 3, 5, 6, 2trich lorpyrid in222yl)

phosphoro thioate ] w as p repared starting from PSC l3 via three steps. Then, the hap ten w as conjugated to

bovine serum album in (BSA ) w ith CD I m ethod and ovalbum in (OVA ) w ith m ixed anhydride m ethod to

form the imm uno2antigens and the coating antigen, respec tively. The conjugation ratio w as 14. 6 and 6. 2

for the hap ten2BSA conjugate and the hap ten2OVA conjugate. The polyclonal an tibody ( PA b ) w as

obtained w ith high titer (2. 56 ×10
4

for antiserum and 2. 56 ×10
6

for purif ied antibody) after imm uning to

rabbits. The specific ity stud ies show ed tha t the cross2reactiv ities w ere a ll less then 4% , w hich ind ica ted

tha t the imm unoassay w as qu ite specific for chlorpyrifos. The affin ity studies show ed that the real

de tection lim it of the EL ISA , for standards, w as 1. 0 ng /mL w ith an I50 value of 8. 2 ng /mL. The linear

regression equation for the assay w as described as follow : y = 23. 503 lg ( x) + 28. 556 ( r = 0. 991 9) , w ith

the linear ranging form 1 to 500 m g /mL.
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　　毒死蜱 [ ch lo rp y rifos, O , O 2二乙基 2O 2( 3, 5, 62
三氯 222吡啶基 )硫逐磷酸酯 ]是一种在世界范围内

广泛应用的高效杀虫剂 ,可用于粮食、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, 3 ] 。其在粮

食、环境样品等方面的残留问题已日益受到人们

的重视 [ 4～7 ] 。目前 ,有关毒死蜱残留量的分析多采

用气相色谱法 [ 6, 7 ] 。由于常规仪器分析方法不适

于批量样品的筛选检测或现场检测任务 ,而酶联

免疫法 ( EL ISA )因其具有快速、方便、廉价等优

点 ,受到人们越来越多的关注。迄今为止 ,国内外

已有用酶联免疫吸附测定法检测毒死蜱残留的报

道 [ 8～11 ] 。制备毒死蜱半抗原时 ,一般可从毒死蜱

分子的两个部位进行结构修饰 (见图 1 ) 。

　　朱国念等 [ 10 ]采用 32巯基丙酸与毒死蜱反应得

到第一种类型的半抗原 ; M anc lus等 [ 8 ]采用 5步反

应路线合成出了第二种类型的半抗原 (结构见

图 2 ) 。

Fig. 1　M o lecu la r s truc tu re of ch lo roy rifos
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Fig12　M o lecu la r s truc tu res of ch lo rp y rifos hap tens

X = O , N; n = 2, 3, 5

　　作者在前人研究的基础上 ,选用简化的合成

路线 ,从毒死蜱乙氧基位入手 ,以三氯硫磷为起始

原料 ,合成了第二种类型的毒死蜱半抗原 ,免疫动

物后制备出了高效价、高亲和性、特异性好的抗毒

死蜱多克隆抗体。

半抗原的合成路线如下 :

1　材料与方法

1. 1　药品与试剂

三氯硫磷 (杭州农药厂 ) ; 三氯吡啶酚 ( p y ri2
c lo r,纯度 97% ,浙江新农化工有限公司 ) ; 42氨基

丁酸 (上海试剂三厂 ) ; 毒死蜱 ( ch lo rp y rifos )及其

结构类似物标样 (B aye r公司 ) ; 卵清蛋白 (OVA ,

MW 45 000,华美生物工程公司 ) ; 辣根过氧化物

酶 ( HR P,华美生物工程公司 ) ;邻苯二胺 (O PD ,中

国五联化工厂 ) ;牛血清蛋白 (B SA , MW 67 000 ) 、

二环己基碳二亚胺 (D CC ) 、N 2羟基琥珀酰亚胺

(N HS ) ,均为 S igm a公司产品 ; 弗氏完全、弗氏不

完全佐剂 (北京生物制品研究所 ) ; N , N 2二甲基甲

酰胺 (DM F) 、正三丁胺、氯甲酸乙酯等 (均为市售

分析纯 ) ; 磷酸盐缓冲溶液 ( PB S, pH 7. 4, 0. 01、

0. 02、0. 10 m o l /L ,自配 ) ;碳酸盐缓冲溶液 ( CB S,

pH 9. 5, 0101、0. 05 m ol /L ,自配 ) ; 洗涤液 ( PBST,

pH 7. 4, 0. 01 m ol /L ,自配 ) ;醋酸缓冲溶液 ( pH 4. 0,

0. 06 m o l /L ,自配 ) 。

实验动物为新西兰杂交大白兔 (浙江省中医

学院动物实验中心 ) 。

1. 2　实验仪器

质谱仪 ( Esqu ire2L C00075, B ruke r公司 ) ;核磁

共振仪 (AVAN C E DM X 500, B ruke r公司 ) ; 分光
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光度计 (UV 7504p c型 ,上海欣茂仪器公司 ) ;酶标

仪 ( 550型 , B io2R ad公司 ) ; 高压灭菌锅 (V ER T I2
CAL STER IL IZER TSAO HS IN TH 23560 ) 。

1. 3　毒死蜱人工抗原的合成与鉴定

1. 3. 1　O 2乙基硫代磷酰二氯 ( CHM 21)的合成 　

按文献 [ 12, 13 ]报道的方法进行。其中三氯硫磷

的投料量为 68 g (约 0. 4 m o l) ,反应得到 51. 8 g

无色透明液体 (收率 72. 3% ,以三氯硫磷计 ) 。

1. 3. 2　O 2乙基 O 2[ 3, 5, 62三氯 222吡啶基 ] N 2( 32
羧丙基 )硫代磷酸胺 ( CHBu)的合成 [ 14～16 ] 　称取

18. 8 g (约 0. 05 m o l) CHM 21,搅拌下加入 9. 9 g

(约 0. 05 m o l) 22( 3, 5, 62三氯 )吡啶酚、15 mL 三

正丁胺 ( TEA )和 80 mL 二氯甲烷。待固体全部溶

解后 ,冰 2水浴冷却至 20℃以下 ,滴加 2 m o l /L 的

氢氧化钠水溶液 55 mL ,继续反应 1 h。用 50 mL 质

量分数为 5%的氢氧化钠水溶液 (预冷至 0～5℃)

洗涤 ,油层用 0～5℃的水洗涤至中性 ,无水硫酸钠

干燥 ,减压浓缩 , 得少量棕色油状物。用石油醚

( 2 ×50 mL )提取 ,减压浓缩 ,得黄色液状 O 2乙基

O 2[ 3, 5, 62三氯 222吡啶基 ]硫代磷酰氯 ( CHM 22 )

8. 35 g (收率 40. 9% ,以三氯吡啶酚计 )。

将 1. 03 g ( 约 10 mm ol ) 42氨基丁酸溶解于

10 mL 1 m o l/L 的氢氧化钠溶液中 ,冰 2水浴冷却至

10℃以下 ,搅拌下缓慢加入 3. 41 g (约 10 mm o l)溶

解于 10 mL 二氧六环的 CHM 22溶液 ,滴加 10 mL

1 m o l /L 的 氢氧化钠水溶液 ,保温反应 2 h。加入

50 mL 质量分数为 5%的氢氧化钠水溶液 (预冷至

0～5℃) ,用石油醚洗涤 ( 2 ×40 mL ) ,弃油层 ,以

2 m o l /L 的盐酸调节水相 pH 约为 3,再以乙酸乙

酯萃取 ( 2 ×40 mL ) ,提取液用少量水洗涤后经无

水硫酸钠干燥 ,减压浓缩 ,残余物于 4℃下密封存

放过夜 , 有无色晶体析出。以乙酸乙酯 2石油醚

(1 ∶1, 体积比 )重结晶 ,过滤 ,干燥 ,得 1. 33 g白色

固体 ( CHBu) (收率 32. 6% ,以 CHM 22计 ) 。ES I2
M S, m / z ( % ) : 407 ( 100 % ) , [ M + 1 ]

+
; 409

( 94% ) , [M + 2 + 1 ]
+

; 429 ( 50% ) , [M + 23 ]
+

;

431 (45 % ) , [M + 2 + 23 ]
+ 。1

H NM R ( 400 M H z,

CD C l3 ) ,δ: 7. 85 ( s, 1H, A rH ) , 4. 38～4. 30 (m , 2H,

CH2 O ) , 3. 54 ( s, 1H, N H ) , 3. 25～3. 24 (m , 2H,

N CH2 ) , 2. 53～2. 49 ( t, 2H, OO CCH2 ) , 1. 94～1. 87

(m , 2H, CH2 ) , 1. 42～1. 39 ( t, 3H, CH3 )。

1. 3. 3　毒死蜱半抗原与 B SA 偶联物的制备 　将

0. 2 mm o l 半抗原溶解在 1 mL DM F 中 , 加入

0. 6 mm o l N HS,搅拌反应 15 m in后加入 0. 3 mm o l

DCC,室温下搅拌反应过夜。4 000 r /m in 离心

10 m in,取上清液 300 μL 缓慢滴加到 6 mL 溶有

120 m g BSA 的 CBS 缓冲溶液 ( 0. 01 m ol/L )中 , 搅

拌反应 4 h。待反应完成后 ,装入透析袋 ,先用蒸

馏水透析 3次 ,再用 PB S ( 0. 01 m o l /L ) 透析 3 d,

每天换透析液 3～4次。取出分装 , - 20℃下保

存。

1. 3. 4　毒死蜱包被抗原的合成 　取 0. 25 mm o l

毒死蜱半抗原溶于 1 mL DM F 中 , 搅拌下加入

60μL 三丁胺和 30μL 氯甲酸乙酯 ,室温下搅拌反

应 1 h。取反应液 300μL 缓慢滴加到 6 mL 溶有

120 m g OVA的 CB S 缓冲溶液 ( 0. 01 m o l /L )中 ,

室温搅拌反应 2 h后 ,装入透析袋 ,先用蒸馏水透

析 3次 ,再用 0. 01 m o l /L 的 PB S透析 3 d,每天换

透析液 3～4次。取出分装 , - 20℃下保存。

1. 4　人工抗原结合比的测定

按合成毒死蜱免疫抗原和包被抗原反应所用

半抗原、载体蛋白与偶联产物的比例 ,用紫外分光

光度计 [ 17 ]扫描测定 ,按 (1)式计算偶联物的结合比。

C a

Cb

=
AC am ·KB bm - ACbm ·KB am

ACbm ·KAam - AC am ·KAbm

×100% ( 1 )

式中 : C a /Cb ———偶联物中 A、B 两种物质摩尔

浓度比 (结合比 ) ; ACam , ACbm ———偶联物分别在

A、B 最大吸收波长下的吸光值 ; KAam , KB bm ———

A、B 在各自最大吸收波长下的摩尔消光系数 ;

KAbm ———A 在 B 最大吸收峰波长处的摩尔消光系

数 ; KB am ———B 在 A 最大吸收峰波长处的摩尔消

光系数。

1. 6　抗体的制备与纯化

以偶联物 CHB u2B SA 为免疫抗原对大白兔进

行免疫。先进行基础免疫 ,免疫剂量为每千克兔

子用 1. 0 m g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 5点注射法。3周后加强免疫 ,免疫剂量

为基础免疫的 1. 5倍 ,改用弗氏不完全佐剂 ,每两

周加强免疫 1次。从第 2次加强免疫开始 ,免疫后

第 8～10 d耳静脉取血 ,采用间接竞争 EL ISA 法

测定抗血清的效价。效价稳定后 ,心脏采取全血 ,

分离抗血清 ,并采用辛酸 2硫酸铵二步沉淀法纯化

抗体 ,制成冻干粉 ,于 - 20℃下保存备用。

1. 7　酶标抗体的制备

按郭春祥等人 [ 18 ] 的方法制备毒死蜱抗体 2
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HR P结合物 ,抗体与 HR P的质量比为 1 ∶1。

1. 8　抗体免疫活性的测定

1. 8. 1　毒死蜱抗体效价 　利用间接 EL ISA 法测

定经免疫获得的抗血清和冻干粉的效价。

1. 8. 2　工作浓度 　采用方阵试验法测定包被抗

原和酶标抗体稀释度 ,确定直接竞争 EL ISA 法抗

原和酶标抗体最适工作浓度。OD 490值约为 1. 0,

抗体 2抗原用的浓度组合即为抗体 2抗原的工作

浓度。

1. 8. 3　抗体亲合性和特异性 　采用三氯吡啶酚、

甲基毒死蜱、三唑磷、对硫磷、丙溴磷、二嗪磷进行

竞争性抑制试验。抗体 2抗原浓度根据 1. 8. 2的测

定方法确定。步骤如下 :用 0. 05 m o l /L pH 9. 6的

碳酸盐缓冲液将包被抗原稀释后包被 96孔酶标

板 ,每孔 100μL , 37℃孵育 2 h, PB ST洗涤 3次 ;用

质量分数为 2. 0%的脱脂奶封闭 , 每孔 200 μL ,

37℃孵育 0. 5 h后洗涤 3次 ;加入系列浓度的各种

农药标准溶液 50μL ,再加入经 PB S 缓冲液稀释

的酶标抗体 50 μL , 37℃孵育 1 h, PB ST 洗涤

3次 ; 加入底物溶液 , 每孔 100 μL , 37℃孵 育

15 m in;加入 2 m o l /L 的硫酸 50μL 终止反应。酶

标仪测定 OD 490值 , 绘制免疫反应抑制率 X1 [由

( 1 )式计算得 ]和农药浓度半对数曲线图 ,求出抑

制反应 50%所需的浓度 ( I50 ) ,由 ( 2 )式计算交叉

反应率 ( X2 ) 。

X1 ( % ) =
(ODm ax - ODm in ) - (OD x - ODm in )

(ODm ax - ODm in )
×100 ( 1 )

X2 ( % ) =
毒死蜱 I50

毒死蜱或其结构类似物 I50

×100 ( 2 )

　　式 中 : ODm ax ———不 加 农 药 时 的 吸 光 值 ;

OD x ———毒死蜱或其结构类似物浓度为 x时的吸

光值 ; ODm in ———空白对照的吸光值。

2　结果与分析

2. 1　人工抗原结合比的测定

从紫外扫描图 (图 2 )看 ,半抗原在 291 nm 处

有最大吸收峰 ; 半抗原与 B SA、OVA 的偶联物分

别在 287和 284 nm 处出现最大吸收峰 ,与载体蛋

白的最大吸收峰 (B SA : 278 nm ; OVA : 279 nm )相

比 ,发生了明显的变化 ,表明半抗原与载体蛋白成

功地发生了偶联。经计算 ,半抗原与 B SA 的结合

比为 14. 6 ∶1,与 OVA 的结合比为 6. 2 ∶1。

Fig. 2　UV abso rp tion sp ec trum of ch lo rp y rip hos a rtif ic ia l an tigen

2. 3　毒死蜱抗体效价及工作浓度

用间接 EL ISA 法测定经免疫获得的抗血清和

冻干粉的效价 ,抗血清的效价为 2. 56 ×104
,冻干

粉的效价为 2. 56 ×106。经方阵试验法测定包被

抗原和抗体稀释度 ,确定直接竞争 EL ISA 法中抗

原和抗体的最适工作浓度分别为抗原 2. 0μg /mL、

酶标抗体 4. 0μg /mL。

2. 4　抗体亲合性与检测灵敏度

亲合性测定结果表明 ,在一定的浓度范围内 ,

抑制率与浓度呈线性关系 , 线性回归方程为

y = 23. 503 lg ( x) + 28. 556, r = 0. 991 9, I50 =

8. 2 ng /mL。按标准曲线计算 , 最低检测限 I20 =

0. 4 ng /mL , 但实际有效抑制率范围为 31% ～

90% ,对应的毒死蜱标样工作浓度范围 (即线性范
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围 )为 1～500 ng /mL。由毒死蜱抑制率反应曲线

(见图 3 )可知 ,在低浓度时 ,标准曲线有轻微的镰

刀现象。

2. 5　抗体的特异性

用直接竞争 EL ISA 法检测毒死蜱、毒死蜱结

构类似物对获得的多克隆抗体的抑制结果显示 ,

当对毒死蜱抗体的抑制率为 50%时 ,毒死蜱的浓

度为 8. 2 ng /mL ,抗体对各类似物的交叉反应率均

小于 5% (甲基毒死蜱除外 ) ,结果见表 1,由此可

知该抗体的特异性较好。

Fig13　 Inh ib ition reac tion cu rve

Tab le1　R ecogn ition of seve ra l com p ounds by an ti2CHB u2B SA an tibod ies w ith d irec t EL ISA fo rm a t

C om pd1 S tructu re I50 / ( ng /mL ) C ross2reac tiv ity ( % )

C hlorpy rifos CH3 CH2O P

S

OCH3 CH2

O
N

C l

C l

C l

8. 2 100

Chlo rpy rifos m ethy l CH3O P

S

OCH3

O
N

C l

C l

C l

8. 6 95. 35

Sodium salt of

T rich lo ropyrid ino l
N
+

a - O
N

C l

C l

C l

3 565 0. 23

T riazophos

CH3 CH2O

P

S

O

N N

NCH3 CH2O

1 350 0. 61

Para th ion CH3 CH2O P

S

OCH3 CH2

O NO 2 1 280 0. 64

Profenofos CH3 CH2O P

S

SCH3 CH2 CH2

O B r

C l

229 3. 58

D iaz inon N N

CH3

CHCH3 CH3

OPCH3 CH2O

S

OCH3 CH2

> 82 000 < 0. 01

3　讨论

　　采用简化的合成路线 ,从毒死蜱分子的乙氧

基位着手 ,经 3步反应成功地合成了具有显著抗

原决定簇特征结构的毒死蜱半抗原 ,经质谱和核

磁共振氢谱鉴定 , 产物为预期目标化合物。另外 ,
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C ho等 [ 14 ]报道合成毒死蜱半抗原需要在无水条件

下进行 ,而本合成路线是在有水介质中进行的 ,操

作更方便。

　　获得的高效价多克隆抗体 ,特异性高 ,与毒死

蜱结构类似物及毒死蜱的代谢产物的交叉反应率

均低于 5% (甲基毒死蜱除外 ) 。直接竞争 EL ISA

法抑制率试验结果表明 ,与朱国念 [ 10 ] 、吴刚 [ 11 ]等

由毒死蜱分子 α2氯原子位得到的半抗原 (简称

A R )制备得到的多克隆抗体 (对毒死蜱的 I50为

275 ng /mL , I20为 4. 2 ng /mL )相比 ,本方法制备的

毒死蜱多克隆抗体对毒死蜱的 I50 = 8. 2 ng /mL ,

I31 = 1. 0 ng /mL ,达到 M anc lus等 [ 8 ]人制备的单克

隆抗体水平。相对于毒死蜱 A R 半抗原分子 ,

CHBu半抗原分子与载体蛋白偶联后 ,其抗原决

定簇更具有毒死蜱分子结构特征 ,因而能获得更

好的免疫效果。

本方法获得的毒死蜱多克隆抗体与甲基毒死

蜱的交叉反应率较高 ( 95. 35% ) ,这可能是由于毒

死蜱与甲基毒死蜱的相对分子质量和分子结构十

分相似之故。因目前甲基毒死蜱一般作为卫生杀

虫剂而与毒死蜱分开使用 ,所以并不影响该抗体

用于对环境和农作物样品中毒死蜱残留的快速

测定。
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