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摘 要：采用碳酰二咪唑（CDI）将 Sepharose CL-4B活化并分别与纯化的抗绿磺隆、抗克百威、抗三唑磷的多克隆抗体共价偶联，合
成相应的免疫亲和吸附剂，并制备了对绿磺隆、克百威和三唑磷具有特异性亲和力的多抗体免疫亲和色谱（MIAC）柱。对 MIAC的
条件进行优化，选择 0.02 mol·L-1 pH7.2磷酸盐缓冲液作吸附与平衡介质，80%（体积分数）甲醇水溶液作洗脱剂。结果表明，在上述
试验条件下，MIAC柱对绿磺隆、克百威和三唑磷的动态柱容量分别达 1.81、2.29和 1.89 μg·mL-1床体积。用 MIAC柱对添加有绿磺
隆、克百威、三唑磷的河水与土壤提取液进行分离富集，洗脱液分别采用包被抗体直接竞争酶联免疫吸附（ELISA）法和高效液相色
谱（HPLC）法测定，重复 5次，平均回收率是 89.98%～106.2%，相对标准偏差（RSD）为 3.21%～14.81%，ELISA法和 HPLC法的测定结
果基本一致。成功建立了绿磺隆、克百威和三唑磷的多抗体免疫亲和色谱分析技术并用于河水和土壤中绿磺隆、克百威、三唑磷残
留的测定。
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Abstract：The purified anti-chlorsulfuron antibody, anti- carbofuran antibody and anti-triazophos antibody were conjugated to the CDI-acti－
vated sepharose CL-4B respectively to synthesize the immunosorbent. The mixed immunosorbent of chlorsulfuron, carbofuran and triaophos
were used to prepare multi-class immunoaffinity chromatography（MIAC）column which are specific to chlorsulfuron, carbofuran and triaophos.
The conditions of MIAC were optimized, 0.02 mol·L-1 pH 7.2 phosphate buffer was used as equilibrium and absorbent medium, and 80%
methanol-water（V/V）as eluent. Under the experimental conditions, the dynamic column capacity of chlorsulfuron, carbofuran and triaophos
were up to 1.81, 2.29 and 1.89 μg·mL-1 bed volume respectively. The spiked river water and the extracts of spiked soil were clean up and en－
riched by MIAC，the target compounds in eluates were determined by enzyme linked immunosorbent assay（ELISA）and verified by high per－
formance liquid chromatography（HPLC）. The average recoveries were 89.98%～106.2% and the RSD were 3.21%～14.81%（n=5）. The results
from ELISA were well corresponded with those from HPLC. MIAC technology was developed successfully for analysis of chlorsulfuron, carbo－
furan and triaophos residues in water river and soil.
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近年来，由于大量使用农药而导致的农药残留

问题已引起全世界的高度关注，农药残留分析新技

术一直是各国研究的热点。农药残留分析包括单残
留分析和多残留分析。农药多残留检测方法主要有

气相色谱法（GC）[1-3]和高效液相色谱法（HPLC）[4-9]。应
用这些方法需要对被测样品中的目标分析物进行提

取、净化、浓缩等复杂的前处理。常规的样品前处理
方法不仅费时费力，消耗大量的有机溶剂，还容易导

致极微量的目标分析物丢失，影响分析结果的准确

性和可靠性[10-11]，因此，需要开发简便高效快速的样品

前处理新技术。免疫亲和色谱（immunoaffinity chro－
matography，IAC）利用抗原与抗体结合的专一性来实
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现样本提取液中的目标组分的分离与富集，具有选择

性强、结合容量大、富集效率高、可重复应用等特点，
大大地简化了样品的前处理过程，提高了分析方法的

灵敏度和可靠性，在残留分析领域中处于越来越重要

的地位[12-20]。
Ginkel[21]将 IAC分为三种类型：（1）一种抗体针对
一种靶物质，即常规 IAC，可用于单残留分析。（2）一
种抗体针对多种靶物质（multi-analyte），即群选择性
IAC，它将针对一组化合物共有结构的簇特异性抗体
固定到一根柱子上，可用于样本中一类化合物的分离

与富集。（3）多种抗体针对多种靶物质（multi-anti－
body，multi-analyte），即 MIAC，它将多种抗体固定到
一根柱子上，或将固定有不同抗体的不同柱子串联起

来，可用于样本中不同种类化合物的分离与富集，从

而使 MIAC具备分离与富集同一样本中多种目标分
析物的能力。
本研究制备了对绿磺隆、克百威和三唑磷具有特

异性亲和力的 MIAC柱，并将其用于河水和土壤提取
液中的这 3种农药的选择性分离与富集，建立了农药
多类多残留分析的 MIAC技术，该项研究国内迄今尚
未见报道。

1 材料与方法

1.1 主要仪器
台式高速冷冻离心机，Biofuge primo R，德国 Her－

aeus；紫外可见分光光度计，UV- 1700，日本 Shmadzu；
旋转蒸发仪，200S，瑞士 Büchi；恒温磁力搅拌器，852
型，上海司乐仪器有限公司；玻璃色谱柱，100 mm×8
mm I.D.，底部带 G3滤板，定制；高效液相色谱仪，带

490型 UV检测器、Nova- Pak C18柱（3.9 mm×150 mm），
美国Waters。
1．2 主要试剂
氯磺隆原粉，含量 98%，江苏省激素研究所；克
百威原粉，含量>98%，江苏太仓金龙集团；三唑磷，
含量>98%（75%原油经柱层析净化），江苏江都农药
厂；兔抗氯磺隆纯化抗体,兔抗克百威纯化抗体，兔
抗三唑磷纯化抗体（均为本实验室制备）；Sepharose
CL- 4B，瑞典 Pharmacia；碳酰二咪唑（CDI），含量>
97%，瑞士 Fluka；甲醇、乙腈（色谱纯）；双蒸水；0.02
mol·L-1不同 pH 值磷酸盐缓冲液（PB）；1.0 mol·L-1

乙醇胺溶液，pH8.0；0.1 mol·L-1 硼酸盐缓冲液；丙

酮，分析纯；50%、60%、70%、80%、90%（体积分数）
甲醇水溶液。

1.3 免疫亲和色谱柱的制备
1.3.1 固相基质 Sepharose CL- 4B的活化[18-20]

取充分溶胀的 Sepharose CL-4B 2 mL，依次用 10
mL蒸馏水、20 mL丙酮-水（体积比为 1∶1）、4 ×10 mL
无水丙酮抽洗后悬浮于 6 mL无水丙酮中，于 4 ℃下
缓慢搅拌成混悬液，加入 0.2 g CDI，室温下缓慢搅拌
反应 45 min，反应物依次用 5×10 mL丙酮、4×10 mL
硼酸盐缓冲液冲洗。
1.3.2 免疫亲和吸附剂的制备
准确称取纯化的抗绿磺隆抗体、抗克百威抗体、
抗三唑磷抗体各 20～25 mg，分别溶于 5 mL硼酸盐
缓冲液，用紫外分光光度计在 280 nm处测定各自的
吸光值（A280）后加入已活化的 Sepharose CL-4B 中，
于 4℃下缓慢搅拌反应 24 h。然后分别于 2 500 r·min-1

条件下离心 5 min，取上清液分别测定 A280，计算偶联

效率。偶联效率=（偶联前抗体总量-偶联后游离的抗
体量）/（Sepharose CL-4B用量）。将偶联后的凝胶分别
与适量乙醇胺溶液混合，室温下慢慢搅拌反应 4 h，封
闭未偶联的活化位点，得到绿磺隆、克百威和三唑磷
免疫亲和吸附剂。
1.3.3 多抗体免疫亲和色谱柱（MIAC）的制备
取 1.3.2制备的 3种免疫亲和吸附剂各 1 mL（床

体积），在 pH7.2的 PB中混合均匀，减压除去气泡后
装入已关闭出口的玻璃柱中，使其自然沉降。打开柱
的出口，随着 PB缓缓地流出，免疫吸附剂慢慢沉降
直至平衡。
1.4 免疫吸附剂性能测定及 MIAC条件选择
1.4.1 MIAC柱吸附容量的测定
用 pH7.2的 PB平衡 1.3.3制备的 MIAC柱，将每

1 mL分别含有 0.1 μg的氯磺隆、克百威和三唑磷的
PB 50 mL在自然重力下过 MIAC柱（流速 4～5 mL·
min-1），分管收集流出液（1.0 mL·管-1），包被抗体直接

竞争 ELISA法[22-24]分别检测流出液中绿磺隆、克百威
和三唑磷浓度。当柱结合饱和后（流出液中氯磺隆、克
百威和三唑磷浓度与加样浓度相同），用 30 mL PB洗
去柱中游离的氯磺隆、克百威和三唑磷，然后用 10
mL 80%甲醇水溶液预淋洗，4 mL 80%甲醇水溶液洗
脱（预淋洗和洗脱的流速 0.5 mL·min-1）。HPLC法（色
谱条件：流动相为 70%甲醇水溶液，流速 0.8 mL·
min-1；灵敏度 0.2 AUFS；紫外检测波长 270 nm；进样
量 25 μL，按色谱峰面积采用外标法定量）检测洗脱
液中绿磺隆、克百威和三唑磷的含量，按 Davis等[25]的

方法计算动态柱容量。
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1.4.2 MIAC吸附与平衡介质的选择
用不同 pH值（6.4、6.8、7.2、7.6）的 PB作MIAC的
吸附与平衡介质，按 1.4.1步骤分别测定不同 pH值
下的柱容量，然后选择柱容量最大时所用的 PB作为
MIAC柱的吸附与平衡介质。
1.4.3 MIAC洗脱介质的选择
在最佳吸附条件下，将约 1/2柱容量的绿磺隆、

克百威、三唑磷吸附到 MIAC柱上，用 PB洗去柱中非
目标分析物，采用不同体积分数（60%、80%）的甲醇
水溶液作洗脱剂，分管收集（1.0 mL·管-1），ELISA 法
测定洗脱液中绿磺隆、克百威和三唑磷的含量，计算
回收率。选择回收率高、洗脱剂用量少、对免疫吸附剂
影响小，能够同时洗脱 3种农药的甲醇水溶液作洗脱
介质。
1.4.4 考察重复使用柱容量的变化
在选定的 MIAC条件下，按 1.4.1步骤测定柱容

量。重复上述步骤，考察柱容量的变化（每次重复使用
前用 10 mL 80%甲醇水溶液再生柱，暂不使用时，用
含 0.02% NaN3的 PB平衡，4℃保存）。
1.5 标准添加回收率试验
1.5.1 河水中绿磺隆、克百威、三唑磷残留标准添加回
收率试验

取扬州古运河的河水 100 mL，调节 pH值为 7.2，
每 1 mL河水添加绿磺隆 5 ng、克百威 10 ng、三唑磷
10 ng（各组分总量均低于各自的柱容量），过MIAC柱，
流速为 4～5 mL·min-1，MIAC柱依次用 20 mL含 0.5%
吐温-20的 pH7.2的 PB、30 mL pH7.2的 PB洗柱，10
mL 80% 甲醇水溶液预淋，4 mL 80% 甲醇水溶液洗
脱，洗脱液用 N2吹至近干，用甲醇定容到 1.0 mL。取
部分洗脱液稀释 10 倍后用包被抗体直接竞争
ELISA 法测定绿磺隆、克百威、三唑磷的含量，其余
的洗脱液直接用 HPLC 法测定其含量（色谱条件同
1.4.1），计算标准添加回收率。同样条件下，以未添加
绿磺隆、克百威、三唑磷的河水平行处理作空白对照。
1.5.2 土壤中绿黄隆、克百威、三唑磷残留标准添加回
收率试验

将风干粉碎的农田土壤过 40目筛，称取土壤 40 g，
每 1 g土壤添加绿磺隆 5 ng、克百威 25 ng、三唑磷 10
ng（各组分总量均低于各自的柱容量），混匀，装入滤
纸筒中，将滤纸筒放入索氏提取器中，加入丙酮，加热

回流提取至少 6 h。将提取液旋转蒸发除去丙酮至约
4 mL时，用含有 0.5%吐温-20的 pH7.2的 PB定容
到 40 mL，过 MIAC柱，流速为 4～5 mL·min-1，MIAC

柱依次用 20 mL含 0.5%吐温-20和 20%甲醇的 pH
7.2的 PB、30 mL含 20%甲醇的 pH7.2的 PB洗柱，其
余同 1.5.1。同样条件下，以未添加绿磺隆、克百威、三
唑磷的土壤平行处理作空白对照。

2 结果与分析

2.1 抗体与基质的偶联效率
3次重复偶联试验，每毫升柱床体积的Sepharose

CL-4B上偶联的绿磺隆、克百威和三唑磷的抗体量见
表 1。

2.2 吸附与平衡介质同柱容量的关系
不同 pH值的 PB作为吸附与平衡介质与 MIAC
柱容量的关系见图 1。图 1表明，用 pH7.2的 PB做
MIAC柱的吸附与平衡介质时,绿磺隆、克百威、三唑
磷的吸附容量最大,这可能是因为 pH7.2接近正常生
理条件，有利于提高农药与相应抗体之间的亲和力。

2.3 洗脱介质的选择
60%甲醇水溶液作洗脱介质时，在第 11、12管大
约有 85%的克百威被洗脱，而绿磺隆和三唑磷直到第
16管仍末被洗脱；用 80%甲醇水溶液作洗脱介质时，
克百威在第 11、12管基本洗脱完全，三唑磷和绿磺隆
从第 11管开始被洗脱，到第 14管基本洗脱完全。因
此，MIAC柱选用 10 mL 80%甲醇水溶液预淋洗，4 mL
80%甲醇水溶液作为洗脱介质。

图 1 pH值对柱容量的影响
Figure 1 Effect of pH on column capacity
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表 1 抗体与基质偶联效率
Table 1 Efficiency of the antibody combined with matrix
偶联次数 1 2 3

绿磺隆抗体偶联效率/mg·mL-1 8.92 7.70 7.56

克百威抗体偶联效率/mg·mL-1 11.09 10.44 11.89

三唑磷抗体偶联效率/mg·mL-1 10.33 10.27 11.06
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2.4 重复使用柱容量的变化情况
绿磺隆起始柱容量为 1.81 μg、克百威起始柱容
量为 2.29 μg、三唑磷起始柱容量为 1.89 μg的 MIAC
柱在 2个月内重复使用多次，柱容量的变化情况见图
2。可以看出，MIAC柱重复使用 10次后，绿磺绿的柱
容量下降为起始柱容量 50%左右，克百威的柱容量下
降为起始柱容量 45%左右，三唑磷的柱容量下降为起
始柱容量 70%左右，但上述变化不影响 MIAC柱的使
用，只要加样量不超过柱容量，同一根 MIAC柱可再
生重复使用 15次以上。MIAC柱用含 0.02% NaN3的

PB平衡，4℃保存一段时间，柱容量有一定程度的回
升，说明在适当条件下抗体的免疫学活性有一定的自

行恢复能力。

2.5 标准添加回收率
河水中添加绿磺隆 5 ng·mL-1、克百威 10 ng·mL-1、
三唑磷 10 ng·mL-1，按 1．5．1步骤操作，重复 5次，测
定结果见表 2。土壤中添加绿磺隆 5 ng·g-1、克百威
25 ng·g-1、三唑磷 10ng·g-1，按 1．5．2步骤操作，重复 5
次，测定结果见表 3。HPLC法测定的图谱见图 3。
从表 2、表 3可以看出：两种方法检测结果基本
吻合，符合残留分析的要求。

3 讨论

采用 CDI 法将基质 Sepharose CL-4B 活化后与
抗体相偶联，反应过程简单，操作安全，抗体与基质

表 2 河水中绿磺隆、克百威、三唑磷标准添加回收率（经 MIAC纯化）
Table 2 Recoveries of chlorsulfuron, carbofuran and triazophos from the spiked river water（enriched and purified by MIAC）

农药品种
添加浓度/
ng·mL-1

实测浓度/ng·mL-1 回收率/% 平均回收率/% 相对标准偏差 RSD/%

ELISA HPLC ELISA HPLC ELISA HPLC ELISA HPLC

绿磺隆 5 4.918 5.152 98.36 103.0 104.5 106.2 8.26 14.81

5.092 5.866 101.8 117.3

5.572 4.227 111.4 84.54

4.764 5.542 95.28 110.8

5.772 5.974 115.4 119.5

克百威 10 9.372 9.952 93.72 99.52 89.98 97.62 6.01 12.48

9.624 11.44 96.24 114.4

8.348 8.419 83.48 84.19

8.546 8.742 85.46 87.42

9.099 10.26 90.99 102.6

三唑磷 10 8.873 8.206 88.73 82.06 92.59 102.5 6.13 12.03

10.08 11.24 100.8 112.4

9.588 11.21 95.88 112.1

8.711 10.30 87.11 103.0

9.040 10.31 90.40 103.1
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的偶联效率高，可保持较高的免疫学活性，重复性

好。MIAC 柱在 2个月内可重复使用多次，MIAC 柱
重复使用后用含有 0.02% NaN3的 pH7.2的 PB平衡，
4 ℃存放一段时间后，柱容量有一定程度的回升，说
明在适当条件下抗体的免疫学活性有一定的自行恢

复能力。
MIAC是利用抗原与抗体的高亲和力、高专一性
和在一定条件下能可逆解离的特性而建立的一种新

的色谱方法。MIAC的高度选择性使样本提取液通过
MIAC柱后相应的目标分析物均能被选择性地吸附，
非目标分析物被有效分离而去除，从而减少了有机溶

剂的用量和目标分析物的损失，避免了复杂繁琐的样

品前处理过程，可进一步开发应用于环境中多种目标

污染物的选择性分离富集与测定。
河水和土壤提取液过 MIAC柱后，加入 0.5%吐
温-20和 20%甲醇是为了减少非特异性吸附，去除样
品基质中的干扰物质，同时实现目标分析物的分离提

纯与富集，从而有效避免了提取液中干扰物质对

HPLC测定的影响。

4 结论

成功地建立了对绿磺隆、克百威和三唑磷具有特
异亲和力、高容量的 MIAC技术，为测定河水和土壤
提取液中痕量的绿磺隆、克百威和三唑磷残留提供了
一种特异性强、灵敏度高、简便可靠的样品前处理新

技术。
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