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三氮苯类除草剂的酶联免疫吸附测定
‘

方法研究

单国民 钱传范

中国农业大学农业应用化学系
,

北京

过琴缓 程 明 苏巧玲
卫生部北京生物制品研究所

摘要 根据三氮苯类除草剂的结构特征
,

合成了三种不同的抗原
,

制备了三种高效价抗

体
,

建立了检测芳去津
、

西玛津
、

扑草净残留量的酶联免疫吸附测定 方法
,

方法的检测

极限分别为
· 一 ’ , 。

· 一‘和
· 一 , 。

三种抗体对待检农药均有很高的特异性
,

,

抗体对芳去津
、

西玛津
、

扑草净
、

西草净和环嗦酮的交叉反应分别为
, ,

,

和 抗体分别为
, 。 , ,

和 伪 ,

抗体分别为
· , , ,

和
。

对五种非三氮苯类除草剂丁草胺
、

氟乐灵
、

麦草畏
、

甲

草胺
、

氟磺胺草醚均无交叉反应
。

关镇词 酶联免疫吸附测定 三氮苯类除草剂 残留分析

中图分类号

三氮苯类除草剂是全球最大吨位除草剂之一
,

以芬去津
一

氯
一 一

乙胺基
一 一

异丙胺基
一 ,

, 一

三氮苯
,

西玛津
一

氯
一 , 一

二乙胺基
一 , , 一

三氮苯
,

扑草净
, 一

二异丙胺基
一 一

甲硫

基
一 , 一 一

三氮苯 为代表
,

主要用于防除玉米
,

棉花
、

水稻等作物的杂草
。

我国于 年代后

期开始生产
,

至今已广泛应用
。

但是三氮苯类除草剂在环境中比较稳定
,

半衰期长
,

极易污染

土壤和地下水源
。

近年来
,

在我国华北地区由于玉米地大量使用芬去津
,

对下茬作物小麦等

的药害问题已日益突出
。

另外
,

三氮苯类除草剂的含亚硝基衍生物和其他代谢产物潜在的致

畸
、

致癌和致突变性也 日益引起人们的关注
。

因此开发一种简单
、

快速
,

适于农药残留现场监

控的痕量分析方法具有重要的现实意义
。

检测三氮苯类除草剂残留量的常规方法有气相色谱法 , 〕和高效相色谱法 , ‘〕等
。

这些

方法虽能达到残留分析的要求
,

但样本前处理过程复杂
,

工作量大
,

仪器昂贵等问题
,

而

方法灵敏度高
,

特异性强
,

样本前处理简单
,

操作简便
,

便于进行现场监控
,

可以与常

规分析方法互为补充图
。

近 年来它在农药残留分析领域的应用已越来越广泛
,

国外已有

很多这方面的文献报道
,

其中包括三氮苯类除草剂如芬去津 , ’〕
、

氰草津和去草净
。

但在我

国这方面的研究则刚刚开始
,

仅见有对硫磷 方法的报道
。

本文根据三氮苯类除草剂的结构特征
,

从三氮苯的不同部位引入活性基团
,

合成了三种

不同的抗原和相应的抗体
,

建立了可用于检测芳去津
,

西玛津
、

扑草净的 方法
。
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材料与方法

实验材料和仪琴

实验材料 芬去津等农药标样 农业部农药检定所 三聚氰氯 吉林农药

厂 牛血清 白蛋 白
,

卵清蛋 白
,

琉基丙酸
,

琉基 己酸
, 一

轻基唬拍酸亚胺
,

二环 己基碳二亚胺 为 公司产品 辣根过氧化物酶 标记羊抗

兔抗体 酶标二抗
,

正常羊血清
,

正常兔血清
,

弗氏不完全佐剂
,

弗氏完全佐剂

北京生物制品所
。

磷酸缓冲液
· 一‘ , · 。

包被液
· 一‘碳酸钠

一

碳酸氢钠缓冲液
, 。

血清稀释液
· 一 ’ 加 正常羊血清

。

洗涤液
· 一 ’ 含 吐温

, 。

封闭液 洗涤液加 低脂奶粉和 正常羊血清
。

底物溶液
· 一‘柠檬酸

一

磷酸氢二钠缓冲液 内含 ’
一 ’邻苯二

胺
,

临用前按 拌
· 一 ’加过氧化氢

。

实验动物为新西兰青紫蓝兔
。

仪器 酶联免疫测定仪
,

紫外分光光度计
。

杭原的制备

半抗原的合成 由于常见的三氮苯类除草剂分子本身不具可直接与蛋白质偶联的

活性基团
,

本文以芬去津为模板
,

以三聚氰氯为起始原料
,

分别从均三氮苯环的
, ,

三个

不同部位引入活性梭基
。

为使半抗原分子与蛋白质偶联后
,

尽可能地暴露于载体表面
,

易于

被动物机体识别
,

要求在半抗原与载体蛋白之间有一个 个碳链的间隔臂
,

选择了分

别以琉基己酸
、

琉基丙酸取代芳去津三氮苯环上的乙基
、

异丙基和氯原子
,

得半抗原
, ,

。

半抗原 的合成反应式如下

人
气人

人
一 气人

六 八
气人 一 六火

。。

·

一 生
, 半抗原



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

中 国 农 业 大 学 学 报 年

半抗原 的合成反应式如下

六 八
气人

人
八人

’

一

十

一 八人

一

一
八
八六

。。

℃

半抗原

半抗原 的合成反应式如下

六
一
八声

一

一 六人
秀去津

℃

半抗原

纯化后的三个半抗原经核磁共振仪
、

红外光谱仪
、

质谱仪鉴定其结构
,

加以确证
。

半抗原与蛋白质的偶联 取 半抗原
,

或
,

溶于
,

加入 和
,

于室温反应
,

离心将上清液分两等份备用
。

分别称取 和 于两个反应瓶中
,

各加 蒸馏水溶解
,

并在

搅拌下分别逐滴加入一等份上述上清液
,

℃反应过夜
,

反应液用 透析
,

用紫外分

光光度法测定抗原结合比
。

于一 ℃冰箱保存
。

半抗原与 的偶联复合物用作免疫抗原
,

与 的复合物作为包被抗原
。

杭体 的制备 实验动物用卡介苗致敏两周后
,

进行基础免疫
,

免疫剂量为
· 一 ‘ ,

抗原用生理盐水稀释
,

加等体积的弗氏完全佐剂
,

乳化后
,

注射胭窝淋巴和背部皮

下
。

一个月后
,

进行加强免疫
,

剂量为 ’ 一 ‘ ,

抗原用生理盐水稀释
,

加等体积弗氏不

完全佐剂
,

于背部皮下多点注射
,

以后每两周按同样的剂量和方法注射一次
。

从第三次免疫

开始
,

每次注射后第
,

从兔子的耳缘静脉采血
,

测定抗体效价及特异性
。

三氮苯类除草剂的 浏定方法 采用间接竞争酶联免疫分析方法
。

其测定原理

是将农药与大分子载体偶联制得的包被用抗原吸附于固相载体上
,

制备成固相抗原
,

然后加

入相应抗体和待测农药
,

固相抗原中的农药
,

待测农药与抗体进行竞争结合反应
,

待测农药

含量多
,

则被结合在固相抗原上的抗体少
,

反应后加入酶标二抗 只能与被结合在固相抗原

上的抗体特异结合
,

最后用酶的底物进行显色加以测定
。

当抗体量一定时
,

加入的待检农药

量越多
,

与固相抗原结合的抗体就越少
,

发色反应减弱
,

抑制率增高 反之
,

则发色反应增强
,
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抑制率减低
。

因而可根据已知量农药的标准曲线和待检样品的抑制率
,

推算出待测农药的浓

度
。

标准曲线的制备 孔聚苯乙烯微量滴定板经蒸馏水洗涤后
,

加入含包被抗原的

包被液 拼
· 一‘ 拼

·

孔 一
‘ ,

℃温育
。

将包被液吸干并用蒸溜水洗涤后
,

加封闭

液 。拌
·

孔 一
’ ,

℃温育
。

封闭好的板吸干后
,

每孔加入系列已知浓度除草剂的 溶

液 拌 ,

再加入定量的抗血清液 拌 ,

混匀后
,

在 ℃温育
,

弃去孔内液体
,

用

洗涤液洗板 次
,

每孔加入 万倍稀释的酶标二抗 拜 ,

将板在 ℃温育
,

用洗涤

液洗 次后
,

每孔再加入底物液 拼 ,

室温避 光反应 后
,

用 拼 终止液
· 一 ‘硫酸 终止反应

。

在酶联仪上测定 的吸光值
。

根据抑制率与农药浓度的

对数作图即得标准曲线
。

测定不同除草剂时
,

选用相应抗原和抗体 用 固相抗原及 抗体测定芳

去津 用 固相抗原及 抗体测定西玛津 用 固相抗原及抗 抗

体测定扑草净
。

方法的特异性 利用所建立的方法对各种结构类似物进行测定
,

测出它们抑制

所需的浓度
,

再根据下式算出交叉反应率
。

以 抗体 测秀去津 为例

交叉反应率
抑制率为 时荞去津的浓度

抑制率为 时其他农药的浓度

结果与讨论

杭原结合比 根据半抗原
一

蛋白质结合物在紫外区域的吸收约等于游离蛋白质和半抗

原的吸光值的简单加和的特点
,

可以通过测定三者在 和 的吸光值推算其可

能的结合比
。

测定结果如下

一 , 一 , ,

, 一 ,

一

一

杭体的效价及杭体与不 同抗原的反应性 只兔子分别用三种抗原免疫 次
,

得

到的抗血清的终点效价 阳性孔与阴性对照孔吸光值之比大于 均大于 万倍
,

工作

效价 指
二

处的血清稀释度 均在 万倍以 上
。

图 是三种抗体与三种不同固相抗原
, ,

的交叉反应性
。

从图可以看出
,

各抗体在对应的抗原 均显示出最强的反应性 抗体与 和

的反应有所交替
,

但基本趋势是一致的
,

这表明了抗体抗原结合反应对化学结构

的高度特异性
。

方法的标准 曲线 方法的标准曲线以抑制率与农药浓度的半对数曲线

表示 图
,

抑制率以下式计算
二

一 一 一
,、

又 。。

一

式中
二 、

为不加药时的吸光值
, 二

为农药浓度为 时的吸光值
, 。

为空白对照孔的

吸光值
。
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由标准曲线可看出
,

抗体测

芬去津时
,

抑制率 时芬去津的

检出浓度为
· 一‘ ,

最低检测

限 以直线部分最低点的浓度珠示

为
· 一‘ 抗体测西玛

津时
,

抑制率 时的检出浓度为
· 一 ,

检 测 极 限 为
· 一‘

抗体测朴草净时
,

抑制率 时的检出浓度和检出

极 限 分 别 为
· 一‘ 和

· 一 。

方法的特异性 为了检验方

法的特异性
,

用三种不同的抗体及

所建立的方法测定了芳去津
、

西玛

津
、

扑草净
、

西草净
、

环嗓酮和非三

氮苯类 种除草剂 见附表
。

由附表可以看出
,

抗 抗

体表现出对芬去津的高度特异性
,

即使结构十分相近的西玛津和扑草

净也只有 和 的交叉反应

率
,

其余被测农药则基本无交叉反

应
, 一

抗体对西玛津特异
,

而

芬去津由于与其结构十分相似
,

有

的交叉反应
。

抗体与

扑草净的反应最强
,

但对芬去津和

西玛津也表现出一定的识别能力
,

分别为 和
。

这充分表

明抗体的特异性与相应的免疫抗原

的结构密切相关
,

它们对被测物的

化学结构极为敏感
,

其结构上的微

小变化都可引起抗体的交叉反应性

的很大差异
。

结论

喇」 剐〕

血万行稀释倍数
书, , 、 一 一 旧

图 抗 抗体与不同包被抗原的结合反应
一

,

一一 一 一 一一

遥系冬
, 阴

血清稀释倍数 义 。

一 又

图 抗 抗体与不同包被抗原的结合反应
一

一一 一。一 一一

根据三氮苯类除草剂的结构特征
,

合成了三种活性半抗原
,

由它们制成的免疫抗原进行

免疫
,

获得了三种高效价抗体
,

其工作效价均大于 万倍
,

远高于国外同类方法

倍的水平 ,
‘。〕。 根据三种抗体的特异性

,

建立了三者测定芳去津
、

西玛津
、

扑草净的

方法
。

虽然 抗体和 抗体的特异性不及 抗体
,

但仍有很大的实

际应用价值
。

一方面 抗体可以作为同时检测西玛津
,

芳去津总量的有效手段
,

在没有
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使用西玛津的地区
,

可直接用于检测芳去津
,

抗体也可同样应用
。

另一方面
,

扑草净

多在南方水田使用
,

而荞丢津多用于北方旱田
,

且我国目前常用的主要是芬去津
,

因此
,

该抗

体在北方大部地区还可用于检测芳去津的残留水平
。

︸公砚甲一砚
、 ,

目﹄一占。︺‘﹄。

口‘
、

错某景

曰 一一

农药浓度
’

血清稀释倍数
汀 阿 引 之 怕岁

图 抗 抗体与不同包被抗原的结合反应
一

一 一 一 肠 一

图 三种抗体测定农药的标准曲线

一一 抗 抗体测芬去津
,

一 一 抗 抗体测西玛津
,

一口一 抗 抗体测扑草净

附表 三种抗体与不同农药的交叉反应率
一

农 药 名 称

芳去津

西玛津

扑草净

西草净

环嗓酮

西草胺

氟乐灵

麦草畏

甲草胺

氟磺酞草醚

闷

二

。

。

。

。
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