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乙草胺人工抗原的合成及其单克隆抗体的制备
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摘  要: 通过乙草胺与 3-巯基丙酸在碱性条件下反应合成了半抗原 ) ) ) 乙草胺-巯基丙酸

( AM PA )。采用活性酯法将半抗原 AM PA分别与牛血清白蛋白 ( BSA )和卵清蛋白 ( OVA )偶联制

备了人工抗原。通过紫外光谱测定了 AM PA与 BSA及 OVA间的分子结合比分别为 41和 26。用

AM PA-BSA免疫小鼠,制备得到的单克隆抗体的效价为 1B16 @ 10
4
。以 AMPA-OVA作包被抗原,

用乙草胺单克隆抗体建立了 ELISA检测方法, IC50值为 0. 55 Lg /L, 方法的检测范围为 0. 04 ~

5 Lg /L,检测限为 0. 04 Lg /L。
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Abstract: The hap ten o f acetoch lo r-M PA (AM PA ) w as syn thesized by the reac tion o f acetoch lor w ith

3-mercaptopropion ic acid in alka line so lution. The artif ic ia l antigen s ( AMA P-BSA /OVA ) w ere

syn thesized by coup ling o f m o lecules betw een hapten and BSA, OVA re spective ly w ith activ e e ster

m ethod. The mo lar ratio w as 41, 26 for AM PA-BSA and AM PA-OVA respective ly detected by UV

spectro-pho tome ter. M ice w ere immun ized by in jection o f antigen AM PA-BSA. The m onoclona l

antibody w as produced w ith titer of 1B16 @ 10
4
. The EL ISA method based upon AM PA-OVA and

m onoc lonal ant ibody w as established. This EL ISA me thod show ed its IC50 va lue w as 0. 55 Lg / L, the

response range fo r acetoch lor w a s 0. 04~ 5 Lg /L, and lim it o f detection w as 0. 04 Lg /L.
Key words: ace toch lo r; hapten; artif ic ial antigen; monoc lonal antibody

  乙草胺 ( Ñ )是一种优秀的选择性芽前酰胺类

除草剂,但由于乙草胺及其代谢产物醌亚胺具有

致癌作用, 已被美国环境保护局定为 B-2类致癌

物
[ 1]
。2005年日本检疫站在对中国产松菇进行检

查过程中, 连续两次发现松菇中的乙草胺残留超

过其实施的 /一律标准 0 0. 01 mg /kg,严重影响了

我国的进出口贸易。因此有必要建立简便易行的

乙草胺残留的检测方法。目前, 国内外乙草胺的

残留检测主要依靠理化检验方法, 即气相色谱和

GC-M S法,但其样品前处理复杂、繁琐费时。免疫

学分析方法由于具有灵敏、快速、特异、简便等优

点倍受欢迎。国外对乙草胺残留的免疫学检测研

究是先合成乙草胺半抗原和免疫原
[ 2]

(见图 1、

2) ,再用免疫原免疫动物获得针对乙草胺的抗体
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而建立免疫检测方法, 但国外的研究报道只限于

乙草胺多克隆抗体的制备
[ 3, 4 ]

, 有关乙草胺单克隆

抗体的制备及其残留免疫学分析方法尚未见报

道。作者参照文献 [ 2]的方法合成了乙草胺人工

抗原, 制备了乙草胺单克隆抗体, 旨在为乙草胺残

留检测的酶联免疫分析方法 ( EL ISA )和免疫亲和

色谱 ( IAC )方法的建立奠定基础。

1 材料与方法

1. 1 材料及仪器

1. 1. 1 实验药品  乙草胺 ( acetoch lo r) ( 94. 5% )、甲

草胺 ( a lachlo r) ( 93% )、异丙甲草胺 ( m eto lach lo r)

( 96% )、丁草胺 ( butach lo r) ( 92% )标准品, 均为山

东侨昌化学有限公司产品; 3-巯基丙酸, 纯度为

99% ( A cro sO rgan ics公司产品 ) ; N, N-二环己基碳

二亚胺 ( DCC ) (国药集团化学试剂有限公司 ) ; N-

羟基琥珀酰亚胺 ( NHS) (M o recambe Eng land公司

生产 ) ; 牛血清白蛋白 ( B SA )和卵清蛋白 ( OVA )

( S igm a公司 ) ; 羊抗鼠酶标二抗 (北京博奥森生物

技术有限公司 ); 硅胶 G 254 (粒径为 20~ 40 Lm, 青

岛海洋化工有限公司 ) ;弗氏完全佐剂和弗氏不完

全佐剂 ( Santa C ruz生物技术有限公司产品 ); 羧甲

基纤维素 ( CM C )等均为分析纯。

1. 1. 2 试剂和材料  pH值 712 (含 0. 15 m o l /L

的 N aC l)的磷酸盐缓冲溶液 ( PB S ) ; 包被缓释液

( pH 9. 6、0. 05 mo l/L 的碳酸盐缓冲液 ) ; 薄层色

谱板制备: 称取 20. 0 g薄层层析硅胶, 加入 44 mL

0. 1%的 CM C溶液, 搅拌研磨成糊状后用玻璃棒

将其分流至 19块小玻璃板 ( 2. 5 cm @ 7. 5 cm )或

者 1块大玻璃板 ( 20 cm @ 20 cm ) , 均匀展开,晾干

后于 120e 下烘干活化 40m in。7周龄 BALB /c小

鼠, 购于中国科学院遗传研究所。

1. 1. 3 主要仪器  UV-1100紫外分光光度计;

YCN-11三用紫外分析仪; 酶标测定仪 (上海雷勃

仪器有限公司 )。

1. 2 实验方法
1. 2. 1 半抗原 AM PA、人工抗原 AMPA-BSA 和

AM PA-OVA的合成及鉴定  参照文献 [ 2]的方法。

将 0. 26 g( 1 mm o l)乙草胺、0. 11 g ( 1 mmo l) 3-巯

基丙酸及 0. 11 g ( 2 mm o l)氢氧化钾混合, 于乙醇

中回流, 经抽率、脱溶、调节 pH值及萃取、旋蒸等

处理得 0. 5 mL 淡黄色粘稠产物。采用薄层色谱

法进行分离提纯, 以乙草胺标准品为对照, 以二氯

甲烷-乙酸乙酯 ( 50B1, 体积比 )为展开剂, 采用三

用紫外分析仪测得目标物和乙草胺标准品的 R f值

分别为 0. 607、0. 785。采用薄层色谱大板同法分

离 0. 5 mL目标物,取下与乙草胺标准品不在同一

位置的色谱带, 经乙酸乙酯溶解后抽滤, 脱溶

得 0. 184 g黄色粘稠状产物 (以乙草胺计, 产率为

54. 6% ),经薄层色谱法
[ 5]
测定产物半抗原的纯度

为 98%。采用红外光谱 KB r压片法对其结构进行

鉴定。

人工抗原 AM PA-BSA及 AM PA-OVA的合成

参照文献 [ 2]方法进行。采用紫外光谱法进行鉴

定。即用 PBS分别配制 0. 04 g /L的 BSA、OVA、

半抗原和免疫原溶液, 用紫外分光光度计测定其

在 200~ 400 nm范围的紫外吸收曲线。

1. 2. 2 单克隆抗体的制备及鉴定  用无菌 PBS

配制一定浓度的 AM PA-BSA溶液, 加等体积的弗
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氏完全佐剂, 乳化完全后免疫 7周龄 BALB / c小

鼠 5只, 背部皮内多点注射, 每只免疫剂量为

90 Lg (以 BSA计 )。首次免疫后第 4周进行加强

免疫,共 5次, 每次间隔 3周, 加强免疫时使用弗

氏不完全佐剂混合。第 4次免疫 10 d后分别从眼

球采血,于 3 000 r/m in下离心, 纯化血清。对血清

进行效价测定。选择血清效价较好的小鼠, 分离

脾细胞后进行细胞融合, 通过有限稀释法筛选高

分泌特异性细胞株扩大培养或冻存。选用 BALB /c

小鼠或其亲代小鼠, 用降植烷或液体石蜡进行小

鼠腹腔注射, 一周后将筛选出的阳性杂交瘤细胞

接种到小鼠腹腔, 接种一周后即有明显的腹水产

生, 收集腹水, 饱和硫酸铵法纯化腹水。用间接

EL ISA法测定腹水中单克隆抗体的效价。选择与

乙草胺结构相似且使用量较大的农药丁草胺、甲

草胺、异丙甲草胺, 用间接 EL ISA法测定各竞争物

的 IC50值,按照下列公式计算其交叉反应率 (CR% )。

CR(% ) =
乙草胺的 IC50值

交叉反应物的 IC50值
@ 100

2 结果与分析

2. 1 半抗原及人工抗原的鉴定结果

2. 1. 1 半抗原的红外图谱分析  经红外图谱知,

1 021 cm
- 1
处出现苯环的特征峰, 1 169 cm

- 1
处出

现 C-O-C反对称伸缩振动峰, 1 311 cm
- 1

( C-O的

伸缩振动 )、928 cm
- 1

( C-OH 的面外弯曲振动 )、

1 589 cm
- 1
处 ( COO 非对称的振动 )、1 416 cm

- 1

( COO对称的振动 )、569 cm
- 1

( OCO的面外摇摆

振动 )和 1 443 cm
- 1
处 ( C-OH的面内弯曲振动 )出

现的峰以及 3 300~ 2 500 cm
- 1
出现的弥散峰说明

羧基的存在, 1 375 cm
- 1
和 1 464 cm

- 1
处同时出现

的峰说明有甲基的存在 (甲基的对称变角与非对

称变角 ) , 1 713 cm
- 1
处是 C = O 的特征 峰,

1 262 cm
- 1
处是 CN的特征峰。

2. 1. 2 人工抗原的 UV鉴定结果  取分析物紫外
图谱 (图 3 ~ 4 )中 280 nm和 260 nm 处的吸光度

值, 计算
[ 6]
得出 AM PA与 BSA及 OVA分子间的

结合比分别为 41和 26。

2. 2 抗体的鉴定结果

用包被缓冲液将浓度为 7. 84 m g /mL 的乙草

胺包被抗原 AM PA-OVA稀释为 5个倍数的浓度

( a= 5 @ 10
3
, b = 1 @ 10

4
, c= 15 @ 10

3
, d= 2 @ 10

4
,

e= 3 @ 10
4
) , 横向包被酶标板, 用 PBS将纯化的

5种 乙草胺血清均稀释 A = 5 @ 10
4
、B = 7 @ 10

4
、C

= 9 @ 10
4
、D = 11 @ 10

4
、E = 13 @ 10

4
、F= 15 @ 10

4
、

G = 17 @ 10
4
、H = 20 @ 10

4
倍, 按照正交法得到包

被原和血清各工作浓度时 OD 490光度值。当 OD 490

值为 1. 0左右时血清的稀释倍数即为效价值。结

果表明, 当 AM PA-OVA 稀释 2 @ 10
4
倍 (浓度为

0. 4 Lg /mL )时, 5种抗血清的效价分别为 9 @ 10
4
、

9 @ 10
4
、13 @ 10

4
、17 @ 10

4
、13 @ 10

4
。

  用包被缓冲液将乙草胺包被抗原稀释至

0. 4 Lg /mL, 包被酶标板。根据效价值, 将纯化的

5种乙草胺血清按照效价值的一半进行稀释, 用

10%甲醇水溶液配制乙草胺标准品系列溶液。用

间接 EL ISA法 (稀释好的血清溶液与标准品系列

溶液的体积均为 50 LL ) , 进行 5种乙草胺血清的

抑制试验。结果表明, 4号鼠多抗血清抑制最好,

IC50值最小, 为 56. 1 Lg / L, 检测限
[ 7]
为 5 Lg /L,

检测范围在 5~ 100 L g / L之间。
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采用同样方法得到由 4号鼠制备的腹水的效

价为 16 @ 10
4
。将腹水稀释 8万倍且在乙草胺包

被抗原稀释 2万倍 (浓度为 0. 4 Lg /mL )时得到抑

制曲线 (见图 5) , IC50值为 0. 55 Lg / L , 检测限为

0. 04 Lg /L, 检测范围为 0. 04~ 5 Lg /L。

图 5 乙草胺单克隆抗体的抑制曲线 (纵坐标吸光度B /B
0
,

其中 B为一定浓度乙草胺与抗体反应后的 OD
490
值, B

0
为

乙草胺浓度为零时 OD
490
值 )

F ig15 The inh ibition curv e o f m onoc lona l antibody

o f aceto ch lo r ( B /B 0 is abso rbency rat io, B is the

OD 490 af ter the react ion be tw een ace toch lor at def in ite

do se and ant ibody, B 0 is theOD 490 a t zero aceto ch lo r

do se)

  对乙草胺多克隆抗体和单克隆抗体与甲草

胺、异丙甲草胺、丁草胺分别进行交叉反应实验,

结果见表 1。可知, 其交叉反应率均很低, 说明抗

体的特异性很强, 且单克隆抗体的特异性比多克

隆抗体更强。

表 1 乙草胺多抗及单抗与其同类物的交叉反应率

Table 1  The ra tio o f cro ss react ion betw een the

po ly clona l antibody and monoc lona l antibody o f

aceto ch lo r and o ther structura l rela ted com pounds

乙草胺抗体

An t ibod ies o f

acetoch lor

交叉反应率, CR(% )

甲草胺

A lach lor

异丙甲草胺

M etolach lor

丁草胺

B utach lor

多抗

Po lyclonal an t ibody
0. 4 2. 1 0. 6

单抗

M ono clonal an tibody
0. 01 0. 05 0. 03

3 讨论

经过对半抗原的红外图谱、抗原的紫外图谱

以及获得的抗体的 EL ISA进行分析,表明乙草胺

人工抗原合成成功, 单克隆抗体制备成功。

获得特异性强的抗体是建立 EL ISA、IAC分析

方法的关键。本研究制备的乙草胺多克隆抗体与

Hegedus等
[ 3]
制备的多克隆抗体 ( IC50值为 2. 15 ?

0. 77 Lg / L, 交叉反应率在 1. 4% ~ 8. 7%之间, 检

测限为 0. 2 Lg /L )相比, 效果较差, 问题可能是由

于免疫抗原中分子结合比不好, 以及受离心沉淀

法纯化血清等因素的影响, 使得到的多克隆抗体

纯度不高, 从而影响了其特异性。因此合成不同

结合比的乙草胺免疫原, 用饱和硫酸铵法或 FPLC

系统结合自装层析柱纯化血清
[ 8]
, 优化多克隆抗体

建立的乙草胺免疫检测方法是十分必要的。

得到的乙草胺单克隆抗体的效价为 16 @ 10
4
,

IC50值为 0. 55 Lg / L,与结构类似农药的交叉反应

率在 0. 01% ~ 0. 05%之间, 所建立方法的检测限为

0. 04 Lg /L,用本研究合成的人工抗原制备乙草胺

单克隆抗体建立的 EL ISA免疫分析方法检测限较

低。
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