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生物素-亲和素放大酶联免疫吸附法测定

二乙基磷酸酯类有机磷农药
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摘  要  基于生物素和亲和素之间发生特异性反应, 形成多酶系统, 建立了二乙基磷酸酯类有机磷农药的竞

争酶联免疫分析技术和生物素-亲和素放大酶联免疫分析技术。在优化条件下, 二乙基磷酸酯类有机磷农药

浓度在 1@ 10- 1 ~ 1 @ 104 mg/ L 范围内与抑制率线性关系良好, 其线性回归方程为 y= 01 1168x + 01 6259( r=

01 9889) ,半抑制浓度和检出限分别为 34 mg/ L 和 01 0248 mg / L , 与间接竞争酶联免疫分析方法相比, 在交叉

反应率基本不变的情况下, 检测灵敏度和检测范围都得到显著提高, 实际样品的加标回收率为 701 1% ~

1171 8% ,基本满足痕量物质分析的要求。
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1  引  言

有机磷农药作为一类高效、广谱的杀虫剂、除草剂等已被广泛用于农业生产中长达 60余年 [ 1] , 但其

不合理使用与滥用所导致的环境及农产品中残留过高已严重危及人的健康安全,同时也严重阻碍着我

国的农产品出口贸易。因此, 建立可靠、灵敏、快速、简便的有机磷农药残留分析方法, 对严格控制农药

残留、保护生态环境和保障人类健康有着重要意义。与色谱技术相比,免疫学方法具有低成本、高通量、

方便携带等优点
[ 2, 3]

,但间接竞争酶联免疫吸附分析法( Indirect com pet itive enzym e linked immunosor-

bent assay, C-i ELISA)通常一次只能检测一种农药残留, 限制了其应用。多残留免疫分析技术可实现

一次同时检测多种农药残留, 成为农产品质量安全领域的高新技术,也是目前的研发热点和发展趋势。

文献[ 4]介绍了敌敌畏、乙酰甲胺磷、乐果等高毒有机磷农药残留免疫分析方法。李永祥等
[ 5]
合成了系

列半抗原及抗原,制备了 4种宽谱特异性抗体,检测了二甲氧基硫代磷酸酯类农药。刘贤进等
[ 6]
利用通

用结构抗体的方法, 制备了二乙基磷酸酯类有机磷农药残留的多克隆抗体,建立了针对一类农药残留的

酶联免疫吸附分析方法, 但是灵敏度较低。为了提高检测灵敏度,除制备效价高、特异性强的抗体,还可

引入信号放大作用。20世纪 70 年代后期, 利用生物素与亲合素的高亲和力(亲和常数高达 1015 L/

mol)的新型生物反应信息放大系统在免疫学检测中得到应用[ 7]。高翔等 [ 8]以酶联免疫方法为基础,结

合生物素-链霉亲和素系统的放大作用,建立直接竞争生物素链霉亲和素放大酶联免疫( Biot in-Avidin

enzyme linked immunoso rbent assay, BA-ELISA)检测方法,并将其用于猪肉肌肉组织中莱克多巴胺残

留的检测, 样品检出限为( 01 3 ? 01 1) ng/ kg。本研究利用生物素-亲和素放大技术,建立了 O, O-二乙基

磷酸酯类有机磷农药的酶联免疫检测分析方法,为提高有机磷农药残留检测的灵敏度提供了新方法。

2  实验部分

21 1  仪器与试剂
MU LT ISKAN M K3酶联免疫检测仪(美国 Thermo 公司) ; M J-280BP01A 搅拌机(广东美的生活

电器制造有限公司) ; FM 200高剪切分散乳化机(上海 FLU CO流体机械制造有限公司) ; 96孔聚苯乙烯

酶标板(美国 Corning 公司)。

辣根过氧化物酶标记羊抗小鼠二抗( H RP-IgG, 北京索莱宝生物科技有限公司) ;生物素标记羊抗小

鼠二抗和辣根过氧化物酶标记亲和素(北京博奥森生物科技股份有限公司) ;优级胎牛血清(杭州四季青公

第 39 卷

2011 年 3 月
           

分析化学 ( FENXI HUAXU E)  研究报告

Chinese Journal of Analy tical Chemistr y
           

第 3 期

346~ 350



司) ;弗氏完全佐剂、弗氏不完全佐剂(美国 Sigma公司) ; 3, 3c, 5, 5c-四甲基联苯胺( TM B ) (北京博奥森生

物科技股份有限公司) ;雌性 Balb/ c鼠( 7~ 8周龄,体重 20~ 22 g )购自北京兴隆实验动物养殖场。

21 2  人工抗原和多克隆抗体的制备与鉴定
以二乙基磷酸乙酸( Diethylphosphonoacetic acid, DPA)为通用结构前体,利用活化酯法与牛血清

蛋白( Bovine ser um album in, BSA)和卵清蛋白( Ovalbumin, OVA)偶联,制备免疫原( DPA-BSA)和包

被原( DPA-OVA) ,具体参考文献[ 9]。

将所制得的免疫原与弗氏完全佐剂混合, 免疫 Balb/ c 小鼠, 免疫原与弗氏不完全佐剂混合加强免

疫,免疫原冲击免疫制备多克隆抗体,纯化后分装于- 20 e 保藏,具体制备及鉴定方法参考文献[ 9]。

21 3  二乙基磷酸酯类有机磷农药 C-i ELISA分析法的建立

21 31 1  最佳抗体抗原工作浓度的确立  棋盘法测定抗原抗体最佳工作浓度。称取 DPA-OVA, 用碳酸

盐缓冲溶液( CBS, pH = 91 6)配制浓度分别为 11 0, 51 0, 10和 20 mg/ L 的抗原包被液,每孔加 100 mL,

4 e 包被过夜,以磷酸盐缓冲溶液( PBST, pH = 71 4, 01 01 mo l/ L PBS, 含 01 05% ( V/ V ) Tw een-20)洗板

3次,每次 5 min; 加 200 mL 5%脱脂乳粉, 于 37 e 封闭 2 h, 洗板;加 100 mL 抗体溶液( 1 B4000~ 1 B
12000) , 于 37 e 温育 1 h,洗板; 加 100 mL 酶标二抗( 1B800)温育 1 h,洗板; 加 100 mL T MB,反应显色

15 min; 加 50 mL 2 mo l/ L H 2SO 4 终止显色反应, 在酶标仪上测定 450 nm 的吸光度值 ( A 450 nm )。选

A 450 nm值接近 1的抗原抗体浓度为最佳工作浓度。

21 31 2  交叉反应  按照建立标准曲线相同的 C-i ELISA 检测条件分别对毒死蜱、对硫磷、丙溴磷、氧化

乐果、除线磷、二嗪农、溴硫磷、辛硫磷、喹硫磷、三唑磷、甲胺磷、水胺硫磷、乐果、甲基对硫磷、稻丰散和

马拉硫磷等多种有机磷农药进行交叉反应。将上述农药按一定浓度梯度稀释,建立它们的抑制标准曲

线,并计算各自的 IC50 ,按照下述公式计算交叉反应率( Cro ss- react ion, CR) : CR = [ IC50 ( DPA) / IC50

(其它农药) ] @ 100%。

21 4  二乙基磷酸酯类有机磷农药 BA-ELISA分析法的建立

棋盘法测定抗原抗体最佳工作浓度。称取适量 DPA-OVA, 用 CBS缓冲溶液( pH = 91 6)配制浓度

分别为 11 0, 51 0和 10 mg/ L 的抗原包被液,每孔加 100 mL, 4 e 包被过夜, PBST 溶液洗板 3次,每次5

min; 加 200 mL 5%脱脂乳粉,于 37 e 封闭 2 h,洗板;加 100 mL 多抗溶液( 1 B2000, 1B4000, 1B8000, 1

B16000, 1 B32000, 1B64000和 1B128000) ,于 37 e 温育 1 h,洗板; 加 100 mL 生物素化二抗溶液( 1B
1000) , 37 e 温育45 m in,洗板; 加 100 mL T MB,反应显色 15 min; 加 50 mL 2 mol/ L H 2SO4 终止显色反

应,在酶标仪上测定450 nm 的吸光度值 A 450 nm。在加入 TM B底物溶液之前用 PBST 洗 3 次后再用二

次蒸馏水洗 2次。

21 5  样品前处理
苹果样品打浆, 取 101 0 g 添加不同浓度农药标准液后匀浆, 12000 g 冷冻离心取上清液。

3  结果与讨论

31 1  二乙基磷酸酯类有机磷农药 C-i ELISA分析法的建立

31 11 1  最佳抗原抗体工作浓度的确立  从表 1可见, 当 A 450 nm U1时,抗原浓度为 10 mg / L、抗体稀释

倍数为 1B12000,将此作为二乙基磷酸酯类有机磷农药间接 ELISA 分析法的最佳抗原抗体工作浓度。

表 1 ELISA 抗原抗体最佳工作浓度测定

Table 1 M easurement of proper concentr ation of antig en and ant ibody ( Ag / Ab) fo r EL ISA

抗原浓度
Concent ration of coated ant igen

( mg/ L)

抗体稀释倍数下的 A450 nm  A 450 nm f or dilut ion folds of ant ibody

1B4000 1B6000 1 B8000 1B10000 1B12000

1 01 6354 01 4014 01 2709 01 1809 01 0939

5 01 8179 01 6119 01 3864 01 2184 01 1754

10 11 7389 11 5454 11 3499 11 1894 11 0199

20 11 8634 11 6614 11 4794 11 3304 11 1579

 

31 11 2  标准曲线的建立  用 PBST 缓冲溶液配制浓度为 0, 01 01, 01 10, 11 0, 51 0, 10, 50和 100 mg/

L 的 DPA标准溶液, 绘制标准抑制曲线, 计算抑制中浓度 IC50 ( H alf max imal inhibitory concentrat ion)
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及检出限( IC10 )
[ 10]
。如图1所示,二乙基磷酸酯类有机磷农药C-i ELISA法检测建立的回归方程为 y =

01 2207lgCDPA + 01 5318, r = 01 9719, IC50= 01 718 mg / L , IC10= 111 1 mg/ L, 线性检测范围为 01 3~ 16

 图 1  半抗原的间接竞争 ELISA 标准曲线

F ig . 1 Standard curve o f hapten fo r indir ect compet-i

tiv e EL ISA ( C-i EL ISA ) pro cedure

mg/ L。这表明抗体对半抗原有较强的亲和力。

31 11 3  交叉反应  交叉反应发现,抗体对二乙基磷

酸酯类有机磷农药毒死蜱、对硫磷、丙溴磷的交叉反

应率分别为 621 3%、491 7%和 281 4%, 而乐果、甲基

对硫磷和马拉硫磷的交叉反应率却低于 01 1%。结

果表明,以 DPA 为半抗原制备的抗体, 能够实现毒

死蜱等二乙基磷酸酯类有机磷农药多残留检测,这

正是农药残留检测技术的发展方向之一。

通用抗体多残留检测技术对不同半抗原的响应

效果存在差异。如 Xu 等 [ 10] 在 O, O-二乙基有机磷

农药多残留免疫分析检测研究中设计了 H apten1和

H apten2两种半抗原 (图 2) , H apten1 和 H apten2

对除线磷和对硫磷的检出限分别为 1734和 4 mg / L、

1598和 39 mg / L。而国家对食品中除线磷和对硫磷的最低限量标准为 100和 200 mg / L[ 11] , H apten1的

检出限都已经超过了最低限量标准, 不能达到有效控制农药残留的目的。此外,利用 H apten2制备的

 图 2 半抗原结构式[10]

Fig . 2  Structural formula of hapt ens

通用抗体对 12种 O, O-二乙基有机磷农药进行多残留检测,其对蝇虫磷和毒死蜱的 LOD分别为 01 2和

6640 mg / L ,两者相差上千倍。这说明通用抗体在制备过程中, 通用抗原的制备和选择至关重要[ 10~ 12]。

其次,为实现通用抗体的农药多残留定量检测,提高检测灵敏度非常必要。

3. 2  二乙基磷酸酯类有机磷农药 BA-ELISA分析方法的建立

3. 2. 1  BA-ELISA最佳抗原抗体工作浓度的建立  经生物素-亲和素放大体系测定抗原抗体最佳工作

浓度结果如图 3所示,其中横坐标为一抗溶液稀释倍数的对数值, 纵坐标为显色反应后溶液的吸光度

( A 4 50 nm )。结果表明,浓度分别为 1 @ 103 , 5 @ 103 和

1 @ 10
4
mg / L 时, lg( C

0
ab / Cab ) 分别为 3. 3~ 3. 9和 4. 8

~ 5. 1时, A 450 nm值变化平稳, 说明免疫反应对抗体

添加量不敏感; 而 lg ( C0
ab / Cab )在 3. 8~ 4. 8之间(对

应抗体稀释倍数 8 @ 103~ 6. 4 @ 104 ) ,说明免疫反应

对抗体的加入量最为敏感, 是适于免疫分析的抗体

 图 3 BA- ELISA 法抗原抗体最佳工作浓度测定

F ig . 3  M easurement of the pr oper concentr ation of

Ag / Ab for Bio tin- Avidin( BA)- EL ISA procedure

/ C0
ab, Cab0分别为抗体稀释前后浓度, / C0

ab / Cab0为抗体的稀释

倍数 ( C0
ab, Cab, the concent ration of an tib ody before dilut ion

and diluted, C0
ab / Cab i s th e dilut ionate of ant ibody)。

浓度范围,其中抗原包被浓度为 10 mg/ L 的效果明

显优于 1. 0和 5. 0 mg / L ,所以本实验选取抗原包被

浓度为10 mg / L ,抗体最佳稀释倍数为 31 2 @ 104。

31 21 2  二乙基磷酸酯类有机磷农药的 BA-ELISA

检测  在 BA-ELISA 分析方法基础上,对其免疫分

析条件进行了试验和筛选,在优化条件下建立了以半

抗原 DPA 对数浓度为横坐标, 抑制率为纵坐标的间

接竞争 ELISA 标准抑制曲线和回归方程, 其中抑制

率= (阴性对照孔的吸光度值- 半抗原不同浓度孔吸

光度值) / (阴性对照孔的吸光度值) @ 100%
[ 13]
。

不同浓度的 DPA 对抗体产生明显的梯度抑制

作用(图 4) , 并且在 1 @ 10- 4~ 10 mg/ L 之间与抑制

率呈现良好的线性相关性, 线性回归方程为

y= 01 1168 lgCDPA+ 01 6259, r= 01 9889, 计算得 IC50

= 34 mg / L , 检出限 IC10= 01 025 mg/ L ,这与已报道

的酶标二抗体系 ELISA (线性范围为 3131 8 ~ 164141 4 mg/ L, IC50和 IC10分别为 7171 6 mg / L 和
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 图 4 半抗原的间接竞争 BA- ELISA 标准曲线

F ig . 4  Standard curv e of hapten for indirect compet-i

tive BA- ELISA procedure

111 1 mg / L )相比
[ 9]

,本实验建立的生物素-亲和素放

大酶联免疫吸附分析方法检测灵敏度提高了 20~

448倍, 检测范围也增大了几个数量级, 此外, 抗体

稀释倍数从 12000 增大到 32000, 减少了实验较难

获得的一抗用量,实验中的生物素化二抗和酶标亲

和素均有商品化产品,容易购得。

31 21 3  交叉反应  按照已优化的生物素-亲和素放

大酶联免疫吸附分析法检测条件, 分别对毒死蜱、对

硫磷、三唑磷、辛硫磷、乐果、马拉硫磷等有机磷农药

进行交叉反应实验,并计算交叉反应率。结果表明,

抗体对毒死蜱和对硫磷的 CR分别为 611 82% 和

49153% ,而抗体对三唑磷、辛硫磷、乐果、马拉硫磷等

的CR较低,甚至未能检出, 表明针对共性结构产生

的抗体对这些结构类似的化合物能够有一定的识别能力,这与文献[ 9]的结果一致,说明生物素-亲和素放

大酶联免疫吸附分析方法并没有改变抗体的特异性。

31 3  样品检测
采用所建立的方法对苹果样品进行了加标测定。由表 2可见,无需复杂的样品处理过程,生物素-

亲和素 ELISA 方法即可对实际样品进行农药多残留分析测定, DPA 等农药的加标回收率为

701 1%~ 1171 8%, 基本可满足痕量物质分析的要求。

表 2 样品的加标回收率及精密度
Table 2 Recover y precision test r esult s o f the apple sample

农药
Pest icide

添加水平 Addit ion

10 mg/ L

Recovery
( % )

RS D
( %, n= 4)

100 mg/ L

Recovery
( % )

RSD
( % , n= 4)

1000 mg/ L

Recovery
( %)

RSD
( % , n= 4)

二乙基膦酸乙酸 DPA 791 4 1318 791 1 121 1 10419 31 5

毒死蜱 Chlorpyrifos 711 8 1415 881 9 71 2 10315 41 6

对硫磷 Parathion 1031 0 1111 991 8 71 4 11718 31 7

丙溴磷 Pr ofen ofos 851 5 12162 871 3 101 8 9814 81 8

氧化乐果 Fol imat 751 1 12104 801 2 101 3 7419 21 0

除线磷 Dichlofen thion 781 9 12124 891 5 101 2 10615 21 0

二嗪农 Diazin on 711 8 14161 841 3 121 1 8813 41 6

溴硫磷 Bromophos 701 9 16191 881 1 101 0 10917 101 4

辛硫磷 Phoxim 701 1 12178 871 4 51 1 10717 111 4

  酶联免疫分析方法为农药残留的快速检测做出了卓越贡献, 但对提高检测灵敏度的研究少有报

道[ 12, 14, 15]。魏孔吉等 [ 16]利用生物素-亲和素放大酶联免疫吸附法测定双酚-A 含量, 与已报道的酶标二

抗体系 ELISA 相比[ 9] ,检出限降低了 1/ 2, 线性范围也向低浓度推进了约一个数量级。本研究在酶联

免疫方法的基础上, 以磷酸基团为抗原决定簇的有机磷农药的通用结构人工抗原,制备能识别多种有机

磷农药的抗体, 结合生物素-亲和素系统的放大作用建立直接竞争 BA-ELISA 的检测方法, 与普通

ELISA 检测比较, 检测灵敏度显著提高并扩大了检测范围。本方法在高灵敏快速农残检测中有广阔的

应用前景。
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Determination of Organophosphorus Pesticides Based on Biotin-Avidin

Enzyme Linked Immunosorbent Assay

WANG Lei1 , ZHANG L-i Jie1 , LB W ei1 , H AN Sh-i H e1, 2 , ZHANG Fu- Kai1 , PAN Jia- Rong* 1

1 ( I nstitute of Ag ro-Food Science and T echnolog y , Chinese A cademy of Ag r icultural Sciences / K ey L aborator y of

A gro-Food P roces sing and Quality Contr ol, M inis try of Ag r iculture , Beij ing 10019)

2 (College of Food Eng ineer ing and N utri tional Science , S haanx i Normal Univ ers ity , X ican 710062)

Abstract  A mult ienzym e sy stem w as generated by the specific react ion betw een biot in and avidin.

Based on the system, a biot in-avidin amplif ied enzym e-linked im munosorbent assay ( BA-ELISA )

method w as developed and opt imized for the determination o f O, O-diethyl org anophosphorus pest-i

cides. Under the opt imized experiment condit ions, a good linear relat ionship betw een the concentra-

t ions of O, O-diethyl org anophosphorus pesticides and inhibit ion rat io in the range of 0. 1 - 1. 0 @
104 mg / L w as obtained. The reg ression equat ion fo r the determ inat ion o f diethylpho sphonoacet ic acid

( DPA) w as y = 01 1168 lgCDPA + 01 6259 ( r = 01 9889 ) , IC50 and the detect ion lim it w ere 34 and

0. 0248 mg/ L , respect iv ely . Compared w ith the ELISA, the sensit iv ity and detect ing r ange w ere sig-

nificant ly impr oved w hile the cr oss-react ion remained unchanged. T he recovery of the spiked samples

w as in the range f rom 701 1% to 1171 8% , basically meet ing the requir em ent of t race analysis. ( O, O-

diethy l org anophosphorus pest icides.

Keywords  Pest icides; O, O-Diethy l org anophospho rus; Biot in-avidin amplified enzyme linked im mu-

nosorbent assay
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