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直接竞争酶联免疫吸附分析法
测定甘蔗中的克百威残留
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摘  要:采用包被抗体直接竞争酶联免疫吸附分析 ( EL ISA )法测定了甘蔗中的克百威残留量。在

优化条件下,对克百威标样检测的线性范围为 0. 000 1~ 1 mg /L, 抑制中浓度 ( IC50 ) = 3. 09 Lg /L,

5次重复测定的相对标准偏差 (RSD )为 9. 3% , IC20值为 0. 085 Lg /L。甘蔗中分别添加克百威标

样 1, 0. 1, 0. 01m g /kg,直接竞争 EL ISA法测定的回收率分别为 86. 3%~ 99. 1%, 89. 0% ~ 101% 和

70. 7%~ 90. 6%, RSD ( n = 5)分别为 5. 4%, 5. 2% 和 10. 7%。ELISA法对甘蔗中克百威残留的最

小检出量为 6. 3 @ 10- 11
g,定量限可达 1. 26 Lg /kg。而同样前处理条件下高效液相色谱-紫外检测

器 ( HPLC-UV )法对克百威的最小检出量为 5 @ 10
- 8
g, 检测甘蔗中克百威残留的定量限仅为

2. 5m g /kg。
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Determ ination of carbofuran residue in sugarcane by direct

competitive enzyme-linked immunosorbent assay
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Abstract: Them ethod o f antibody- immob ilized direct compe titive EL ISA was emp loyed to determ ine

carbo furan re sidue in sugarcane. U nder the optim ized cond itions, the liner concen trat ions ranged from

01000 1mg /L to 1 mg /L, the IC50 va lue w as 3. 09 Lg /L w ith relative standard dev iation (RSD ) o f

913%, IC20 va lue w as 0. 085 Lg /L. The recoveries w ere 86. 3%- 99. 1%, 89. 0%- 101% and 70. 7%

- 90. 6% w ith theRSD o f 5. 4% , 5. 2% and 10. 7% at the sp iked lev el o f 1, 0. 1 and 0. 01 mg /kg in

sugarcane. The lim it o f detection of EL ISA w as 6. 30 @ 10- 11
g and the lim it o f quan tif icat ion ( LOQ )

w as 1. 26 Lg /kg for carbo furan residue in sugarcane. W ith the above sim ilar samp le preparation

pro cedure, the lim it o f detection o f HPLC-UVD w as 5. 00 @ 10- 8
g and the lim it o f quantif ication for

carbo furan re sidue in sugarcane w as on ly 2. 5 mg /kg.

Key words: d irect com pe titive EL ISA; sugarcane; carbo furan; residue; h igh-perfo rm ance liqu id

chrom atog raphy
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  克百威 ( carbo furan ), 化学名称 2, 3-二氢-2, 2-

二甲基-7-苯并呋喃-N-甲基氨基甲酸酯,是一种高效

广谱的氨基甲酸酯类内吸性杀虫、杀线虫剂,广泛用

于棉花、水稻、甘蔗、花生、大豆、烟草等作物害虫的

防治
[ 1]
。克百威在土壤中不易降解, 易通过径流和

渗透造成地表和地下水污染。虽然我国农药残留标

准中规定克百威在蔬菜和水果中为不得检出
[ 2 ]
,但

违规使用克百威的现象仍较为普遍, 因误食被克百

威污染的蔬菜等食物而引起中毒的事件时有发生。

目前克百威的残留检测主要有气相色谱法

(GC )
[ 3–4]
、高效液相色谱法 ( HPLC )

[ 5–7]
、气-质联用

(GC-M S )
[ 8–9]
和液-质联用法 ( HPLC-M S )

[ 10–11 ]
。

采用这些分析方法需要昂贵的仪器和专门技术人

员,样品前处理过程复杂且花费高、费时长, 难以满

足大量样品和现场样品快速检测的需要。酶联免疫

吸附分析法 ( ELISA ) 具有简便快速、特异灵敏、样

品容量大、分析成本低的特点, 可以简化甚至省去样

品净化步骤,在大量样本和现场样本快速筛选监测

中显示出独特优势。本文在现有克百威免疫分析技

术研究的基础上
[ 12–14]

, 采用包被抗体、酶标半抗原-

克百威直接竞争模式,优化相关条件,在减少抗体及

酶标半抗原用量的同时,提高检测灵敏度,缩短分析

时间, 首次建立了甘蔗中残留克百威的高灵敏度、高

特异性快速检测 EL ISA法,同时采用高效液相色谱

带紫外检测器 (HPLC-UVD )法进行对比分析。

1 材料和方法

1. 1 药剂与试剂

克百威 ( carbo furan),有效成分质量分数 > 98%,

江苏太仓金龙集团产品; 对克百威具特异性亲和力

的抗体、辣根过氧化物酶标记克百威半抗原,为本实

验室自制
[ 12]
; 包被液、反应稀释液为 0. 02 m o l /L、

pH 7. 2的磷酸盐缓冲液 ( PB ); 封闭液: 抗体稳定

剂,本实验室自制; 洗涤液为灭菌蒸馏水; 显色液为

011m o l/L的柠檬酸溶液 2413 mL、0. 2 m o l/L 的

N a2HPO 4溶液 25. 7 mL和蒸馏水 50 mL, 混匀, 临

用前加入 40 m g邻苯二胺 ( OPD ) , 溶解后加入

100 LL 30%的双氧水,混匀;终止液为 2 mo l/L的

硫酸; 甲醇、二氯甲烷为分析纯。

1. 2 主要仪器设备

Primo R高速冷冻离心机 (德国 Heres公司 ) ;

680酶标仪 (美国 B IO-RAD公司 ); R-200旋转蒸发

仪 (瑞士 BBCH I公司 ) ; DK-S28电热恒温水浴锅

(上海精宏实验设备有限公司 ) ; JYL-510匀浆机

(山东九阳小家电有限公司 ); 取液器: 芬兰产 5~

40 LL、20~ 200 LL、200~ 1 000 LL单道可调,德国

产 20~ 200 LL 8道可调; 40孔酶标板 (浙江黄岩 ) ;

XW-80A漩涡混合器 (上海青浦沪西仪器厂 ) ;

YXQ. SG 41. 280手提式压力蒸汽灭菌器 (上海华线

医用核子仪器有限公司 ); 高效液相色谱仪 (美国

W aters公司, 490UVD )。

1. 3 试验方法

1. 3. 1 克百威直接竞争 EL ISA法的条件优化  分

别用 2. 5, 3. 0, 3. 5, 4. 0 m g /L 的抗体包被聚苯乙烯

微孔板,酶标半抗原分别稀释 2. 5 @ 10
4
, 3. 0 @ 104,

3. 5 @ 104和 4. 0 @ 104倍, 采用直接 ELISA模式、方

阵实验法对包被抗体和酶标半抗原的工作浓度进行

仔细筛选,选择克百威和酶标半抗原用量少、酶促显

色反应的 OD 490 U 1. 0时的实验组合作为直接竞争

ELISA中最佳酶标半抗原-抗体浓度组合。

分别用不同浓度和不同 pH值的磷酸盐缓冲液

作为抗体的包被介质和 EL ISA的反应介质,以包被

抗体用量少、抗原抗体亲和力高 (最终酶促显色反

应测定的 OD 490值大 )的磷酸盐缓冲液作为抗体包

被介质和 EL ISA反应介质。

在最佳工作条件下, 测定不同浓度克百威对抗

原抗体结合反应的抑制率 I /%。将克百威标样用

甲醇溶解成 1 m g /mL 的储备液, 用 pH 7. 2的 PB

稀释成质量浓度分别为 1, 0. 1, 0. 01, 0. 001,

0. 000 1 Lg /mL的系列标准溶液, 分别与酶标半抗

原溶液按体积比 1B1的比例混合后, 加入到用抗克

百威抗体包被过的酶标板内, 100 LL /孔, 以 pH 7. 2

的 PB为对照, 37 e 反应 1 h, 洗涤去除游离物,加显

色液 100 LL /孔, 37 e 避光显色 15m in, 加 2mo l/L

的硫酸 ( 50 LL /孔 )终止反应, 于酶标仪上测定

OD 490值。计算不同质量浓度的克百威对酶标半抗

原与抗体结合反应的抑制率 I, I /% = 100[ (OD对照 -

OD克百威 ) /OD 对照 ] ,绘制 I对克百威质量浓度 ( Q)的

标准曲线,建立回归方程 I = B Q+A, 并进行相关分

析,分别计算抑制率达 50%和 20%时克百威的质

量浓度 ( IC50, IC20 ) ,在实际样品测定时以 IC20为定

量限。

1. 3. 2 甘蔗中克百威残留的提取与净化  将鲜甘
蔗去皮,切成小块后于组织捣碎机中捣碎,称取 20 g

于 100 mL具塞刻度三角瓶中,加 40 mL甲醇,超声

振荡提取 10 m in,用甲醇定容至 60 mL, 混匀, 静置

或离心后取上清液 30 mL, 加等体积质量分数为

5%的氯化钠溶液混匀,减压旋转蒸发去除甲醇后依

290



 N o. 3 刘腾飞等:直接竞争酶联免疫吸附分析法测定甘蔗中的克百威残留

次用二氯甲烷 25, 12. 5, 12. 5 mL萃取,弃水相。合

并有机相,旋转蒸发浓缩至 1 ~ 2 mL, 残余物用 N 2

吹干, 加 1mL甲醇溶解后用 pH 7. 2的 PB定容至

10 mL (每 mL样品提取液对应于 1 g甘蔗样品 ) ,再

稀释 10倍后用于 ELISA测定。或将用 N 2吹干后

的残留物用甲醇定容至 2mL,用于 HPLC测定。

1. 3. 3 甘蔗中克百威标准添加回收率的测定  在

经预处理的甘蔗样本中分别按 1, 0. 1, 0. 01 m g /kg

的水平添加克百威标样 (以未添加的为空白对照 ) ,

按 1. 3. 2节步骤进行提取和分离,分别用于 EL ISA

测定和 HPLC测定, 计算回收率。

1. 3. 4 HPLC 分析条件  化学键合 C18色谱柱;

流动相为质量分数 65% 的甲醇水溶液; 流速

1 mL /m in;紫外检测波长 254 nm; 定量进样体积

20 LL;峰面积定量。

2 结果和分析

2. 1 直接竞争 ELISA最适工作条件

经方阵实验筛选, 在包被抗体直接竞争 EL ISA

法中, 当用 0. 02mo l/L pH 7. 2的 PB将抗体稀释至

315m g /L, 包被酶标板、酶标半抗原用 0. 02m o l /L

pH 7. 2的 PB稀释 3 @ 104倍时, 抗原抗体亲和力高,

克百威对抗体-酶标半抗原竞争结合的抑制率高,梯

度明显。

2. 2 克百威标样 ELISA抑制曲线与回归分析

在最佳工作条件下, 采用包被抗体直接竞争

EL ISA法测定克百威标样对抗体与酶标半抗原结

合的抑制率,以 5次测定的平均值为纵坐标,克百威

的质量浓度为横坐标绘制标准曲线 (见图 1)。经回

归分析得回归方程 I = 19. 27Q+ 98. 36, 相关系数

R = 0. 995 5。对克百威标样的线性检测范围为

01000 1~ 1 m g /L, 抑制中浓度 IC50 = 3. 09 Lg /L,

5次重复测定的相对标准偏差 (RSD ) = 9. 3% , IC20

= 85. 8 ng /L。

2. 3 甘蔗中克百威 ELISA抑制曲线与回归分析

按 1. 3. 2节方法提取空白样品和待测样品,定

容至 10mL (每 mL提取液对应 1 g甘蔗 )。用稀释

10倍的空白样品提取液代替 pH 7. 2的 PB,稀释克

百威标样,建立工作曲线 (见图 2)。包被抗体直接

竞争 EL ISA 法对克百威 的线性检测范围为

0. 000 1~ 1 mg /L。经回归分析, 克百威抑制抗体-

酶标半抗原结合的百分率 ( I )对克百威浓度 ( Q)的

回归方程为 I = 20. 36Q+ 99. 32, R = 0. 996 2, IC50 =

3. 78 Lg /L, 5次重复测定的 RSD = 10. 1% , IC20 =

图 1 克百威标样直接竞争 ELISA标准抑制曲线

F ig. 1 Inhibition curve o f carbo furan standard

by direct com pet itive EL ISA

图 2 甘蔗提取液中克百威直接竞争 ELISA抑制曲线

Fig. 2 Inh ib ition curve of carbofuran in ex tract of

sugarcane by d irect compe tit ive EL ISA

01126 Lg /L。将待测样品提取液用 PB稀释 10倍后

用于 EL ISA检测, 按工作曲线和测定时的稀释倍数

计算,对甘蔗中残留克百威的定量限为 1. 26 Lg /kg,

最小可检出量为 6. 30 @ 10- 11
g。

2. 4 甘蔗中克百威残留 ELISA测定结果

由甘蔗中克百威标准添加回收率 EL ISA法的

测定结果 (见表 1)可以看出, 当甘蔗中添加克百威

1, 0. 1, 0. 01 mg /kg时, EL ISA法测定的回收率结果

符合克百威残留检测的要求。

2. 5 甘蔗中克百威残留的 HPLC测定结果

克百威标样的 HPLC-UVD检测限为 2 @ 10- 8
g,

见图 3。甘蔗中克百威残留提取液未经柱层析净

化,直接进行 HPLC-UVD测定,存在多个杂质峰, 对

克百威的最小检出量为 5. 00 @ 10
- 8
g, 定量限为

2150 mg /kg,见图 4。
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表 1 甘蔗中克百威标准添加回收率直接竞争 ELISA法测定结果

Table 1 R ecovery o f carbo furan in sugarcane determ ined by direct competitive EL ISA

添加水平

Sp iked leve l/ ( m g /kg)

测定值

Found / (m g /k g)

回收率

Recovery /%

平均回收率

Average recovery /%

RSD /%

( n= 5)

1 0. 981 98. 1 94. 8 5. 4

0. 969 96. 9

0. 940 94. 0

0. 991 99. 1

0. 863 86. 3

0. 1 0. 095 2 95. 2 95. 7 5. 2

0. 100 100

0. 089 0 89. 0

0. 093 4 93. 4

0. 101 101

0. 01 0. 008 94 89. 4 81. 5 10. 7

0. 007 07 70. 7

0. 008 19 81. 9

0. 000 75 75. 0

0. 009 06 90. 6

图 3 克百威标样 ( 2@ 10- 8 g)液相色谱图

Fig. 3 HPLC chroma togram o f

carbo furan standard

a.溶剂 solven;t b.克百威标样 carbofu ran standard。

图 4 克百威残留 (2. 50mg/kg)高效液相色谱图

Fig. 4 HPLC chrom atog ram o f carbo furan residue

a.溶剂 so lven ;t b.克百威 carbofuran。

3 结论与讨论

从实验结果可以看出: 将甘蔗样品提取液

( 1 mL样品提取液对应 1 g甘蔗 )稀释 10倍后,采

用包被抗体直接竞争 EL ISA法测定残留的克百威,

可以检测出甘蔗中 1. 26 Lg /kg残留的克百威;而未

经柱层析净化的样品提取浓缩液用 HPLC-UVD检

测, 存在多个杂质峰,影响检测灵敏度 (见图 4) , 在

同样前处理条件下, HPLC-UVD法的定量限只能达

到 2. 50 m g /kg。我国对甘蔗中克百威的最大残留

限量的推荐性国家标准是 0. 1 m g /kg
[ 15]

,根据回收

率的试验结果,确定甘蔗中残留克百威的 EL ISA法

最低检测浓度为 10 Lg /kg, 满足残留分析的要求。

同样前处理条件下, HPLC-UVD法的检测灵敏度达

不到克百威最大残留限量的检测要求。尽管采用

HPLC-荧光检测器可提高对克百威的检测灵敏度,

但需要对克百威标样和样品进行衍生化处理, 增加

了样品前处理的步骤和难度, 延长了分析时间,也提

高了检测成本。

谨以此文敬贺钱传范教授八十华诞!
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