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合性
,

又具有现实性
,

为环境管理服务的新兴科

学体系
,

以其各分科的综合性程度为学科分类

依据是适宜的
,

这样既有利于理清该学科体系

内部的关系
,

也有利于对整个学科体系的把握
,

合理规划和发展

按这种划分意见得出的环境科学三个层次

各学科群之间通过有机联系构成相互依存的一

个统一整体 外围层次构成环境科学 体 系 的
“

硬件
” ,

中间层次构成环境科学体系的
“

软件
” ,

核心层次则相当于
“

操作者
”

它们各自具有不

可替代的作用 外围和中间层次为核心层次发

挥作用提供基本信息
、

原则依据和支持 核心层

次的管理系统和管理理论则决定外围和中间层

次收集
、

处理环境信息的范围
、

方式和程度
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酶免疫分析技术在农药分析领域的应用

李治祥 张俊亭 王 勇
农业部环境保护科学研究所

,

天津  

摘要 本文扼要介绍农药酶免疫分析技术 讨论酶免疫分析的基本类型
、

原理
、

开发程序及其应用和发展前景

关镇词 农药 ,

酶免疫分析

农药及其代谢物的酶免疫分析是一项新技

术
,

它具有快速
、

灵敏
、

费用低和适于现场检测

等优点
〔月 近年来

,

国外已开发 出多种农药的酶

免疫分析方法 表
,

其中包括均相酶免疫分

析和非均相酶免疫分析 分析时间从几秒钟到

几小时
,

检测灵敏度为
, ,

有些甚至

可测定到
一

气 田 农药检测箱已开始商

品化生产
,

这种检测箱适于 田间快速筛选大批

量样品
,

是半定量的
,

但配备一台便携式分光光

度计
,

也可以定量 单克隆抗体已开发成功
,

但绝大多数报告仍使用多克隆抗体

由于酶免疫分析技术与常规理化分析方法

比较有许多突出的优点
,

因此越来越受到人们

的重视
,

并不断推出新的研究成果 本文根据

国外已报道的文献
,

结合本实验室研究工作的

实践
,

将着重讨论酶免疫分析技术原理
、

开发的

方法及其应用前景

一
、

酶免疫分析的类型和原理

任何免疫学分析的基本原理都是以抗原与

抗体的特异性结合为基础的 为了揭示微量抗

原与抗体的免疫学反应
,

需要引人一个示踪物

通常使用的示踪物有放射性同位素
、

酶和荧光

素 根据示踪物的不同
,

分别称为放射免疫测

定
,

酶免疫测定 和荧光免疫测定

年以前
,

农药和其它环境污染物分

析多使用  法 由于 法需要昂贵的仪器

和使用有危险的放射性同位素
,

因此使其应用
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表
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已建立酶免疫分析方法的农药

农 药 名 称

艾氏剂  

狄氏剂

硫丹

氯丹

滴滴埃

对氧磷
二

敌灭灵

涕必灵

生物丙烯菊醋

百草枯
, 一
滴

, 斗
一

草达灭

阿特拉津

去草净  

伊克洛桑
一

草不绿

三噢酮 二

苯菌灵

朴海因

雷米多尔 一
锰锌

最低检测限

一

一

一

一

一 一

一

一

一

,
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一
刀 一
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一) 酶免疫测 定法 ( E
n zym eim rn u n o a , s a y

,

E I A
)

2

) 酶联免疫吸附剂测定法 ( E n zyrn e一 L i
n
k
e
d l m m

u n o s o r
b
e n t

A
s s a y

,

E L I s A )

受到一定限制
.
FI A 法虽然比较便宜

,

示踪物

也较稳定
,

但由于对样品背景的干扰敏感
,

因而

在农药分析中很少使用
.
由于 EI A 的稳定性

和灵敏度
,

自 1983 年以后在农药分析中使用的

几乎都是 EI A 法
.
尤其是酶联免疫吸附剂测定

法 (E L Js A ) 应用得更广泛
,

现在已成为首选

的方法
.

(一) 酶免疫分析的基本类型

目前尚无统一的分类方法
,

参照国外有关

文献和国内习用名称
,

同时考虑到农药分析的

特点
,

列出下面几种主要的类型
。

均相 EI A

EIA
r.
JeeL

A�.且E

J

I

、

A

百.1

E非均相
液相非均相

固相非均相
直接 非均相 EI A

间接非均相 EI A

rJ
l
se
、

A

r

.

E

(
二) 酶免疫分析的基本原理

1
.
均相 EI A 原理

均相 EI A 不用固相载体作为吸附剂
,

测定

中不需分离结合的与游离的酶标记物
.
其特点

是检测时只需微量样品 (砂)
,

且能在 2一 45 分

钟内出结果
.
目前临床上多用于测定某些药物

等小分子物质
.
其原理是某些酶与半抗原结合

后酶活性不受影响
.
而酶标记的半抗原与相应

的抗体结合时酶活性降低或增加
.
通过测定酶

活性的改变
,

便可以知道抗原量
.

2
.
非均相 EI A 原理

非均相 EI A 是 目前使用最广 泛
’

的 一 种 免

疫学方法
.
它需要分离结合的与游离的酶标记

物
.
根据分离方法不同分为液相法和固相法

.

后者简便易行
、

使用极广
.
而前者在农药分析

中未见应用
,

因此下面只讨论固相法原理
.

固相 EI A 借助于固相载体的 吸 附 作 用 使

游离的与结合的酶标记物分离
,

主要有
一

直接法

和间接法两种类型
.

( l) 直接法原理 直接法是抗原与抗体发
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A g
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游离抗原

A g*

—
酶标抗 原

P

—
酶作用产物

图 l

固相抗原 A b

一
酶标抗体

固相抗体 S

—
酶作用底物

固相非均相 E IA

生反应后
,

直接进行显色的非均相固相免疫分

析法
.
其原理如图 l 所示

.

图 la 表明
,

固相抗原与待测的游离抗原竞

争有限量的酶标记抗体
,

反应后洗去可溶性的

游离抗原与抗体的结合物
,

测定固相抗原与抗

体结合物上的酶活性
,

可得到待测抗原的量
,

酶

反应活性与待侧抗原的量成负相关
.

图 lb 表明
,

酶标抗原与待测抗原竞争有限

量的固相抗体
,

反应后测定固相抗体与酶标记

抗原结合物上的酶活性
,

活性强度与待测抗原

浓度成负相关
.

(2) 间接法原理 间接法是固相抗原与待

测游离抗原竞争有限量的抗体 (称第一抗体 )
,

反应后洗去游离的结合物
,

然后再加人酶标记

第二抗体(以第一抗体为抗原的酶标抗体)
,

反

应后测定结合物的酶活性
,

活性强度与待测抗

原浓度成负相关(见图 2)
。

直接 法的两种标准类型

农药是小分子化合物(称为半抗原)必须共

价结合到一个大分子载体 (通常为蛋白质)上
,

以结合物作为免疫原
.
半抗原与蛋白质结合的

基本要求是半抗原分子中有一个活性集团
,

如

氨基
、

梭基
、

轻基或酮基
.
必要时可通过化学反

应在半抗原分子上引人一个活性集团或使用半

抗原的某种代谢产物
.
根据半抗原上的活性集

团选择与蛋白质结合的方法
.
通常使用的方法

有:

L 碳二亚胺(E D C )法

厂
H P一 C 一O H + R

一
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,
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O
Z ,

N H R

,

H

,
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r
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一
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图 2 固相非均相 E IA 间接法的标准类型

反应式中 H p 和 Pr 分别代表半 抗 原 和 蛋

白质
.
半抗原上的梭基先与 ED C 反应生成一

个中间物
,

然后再与蛋白质上的氨基反应
,

生成

半抗原与蛋白质的结合物
.

2
.
混合酸醉法

直接法分析速度较间接法快
.
但酶与样品

接触
,

易受杂质干扰
.
间接法可以避免杂质对

酶的干扰
,

不需要自己合成酶标记物
,

故使用最

广
。

尹
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二
、

开发酶免疫分析的程序

(一) 抗原的合成

O

止竺里连 厂
H P一 C 一N H 一P

r

+ (C H ,

) 声H c H
:O H + c o :



环 境 科 学 13 卷 今 期

半抗原上的梭基在正丁胺存在下与氯甲酸

异丁醋反应
,

形成混合酸醉的中间体
,

再与蛋白

质的氨反应
,

形成半抗原与蛋白质的结合物
.

3. 戊二醛法

尹
H P一 C 一N O C H

oC 一O H

H ZN 一P
r

一
一

一~ 臼卜

方法 l 或 2

O
尹

H P一 C = N O C H
Z
一 C 一 N H 一P

r

0 O
尹 尹

H P一N H
: + H 一 C (C H

:
)

,
C 一 H + H

:N 一p
r

一戊二醛

H p一N 一CH (c H
:
)
3c H ~ N 一p

r + H :o

戊二醛的两个醛基分别与半抗原和蛋白质

上的氨基形成 Sc hif
‘键

(
一N 一C

< )

,

在半

抗原与蛋白间引人一个 SC 桥
。

4. 重氮化法

一仁)
-··2 · · ··。

2
· H

一
一仁)

-
一

· ·1
-

H 一

<二>一

一
‘〕卜

H O

\

H p 一

仁>
-
一仁)\Pr

半抗原上的芳香胺基与 N
aN O Z和 H CI 反

应得到一个重氮盐
,

它可直接接到蛋白质酪氨

酸残基的邻位上
,

形成一个偶氮化合物
.

5
.
墟王白酸醉法

“ 一
件 毛鲤鳗

C一C H :

飞\/才

H P一o H + 0

0

唬拍酸醉

H p一 。一
逃
一c H

:
一c H

;
一
艺
。。

一

些上红
方法 1或 2

{! }1
H P一 0 一 C 一C H

Z
一C H 厂C 一N H 一P

r + H 20

半抗原的经基与唬拍酸醉在无水毗咤中反

应得到一个墟拍酸半醋
,

再经碳二亚胺法或混

合酸醉法与蛋白质氨基结合
。

6

.

0

一

( 叛甲基 )经胺法

沪
H P一C 二

;
0 + H

:
N O C H

:
C 一o H 一

半抗原的酮基与 O
一

( 梭甲基) 轻胺反应得

到一个梭甲脂衍生物
,

再经碳二亚胺或混合酸

醉法与蛋白质氨基结合
.

上面提到的蛋白质通常使用牛 血清白蛋白

(B SA )
,

人血清白蛋白 (H SA )
,

兔血清白蛋白

(R SA )
、

钥孔蛾血蓝蛋白 (K L H ) 和卵清蛋白

(o A )
.
本实验室在开发对硫磷 ELI SA 方 法

时
,

将对硫磷先还原成氨基对硫磷
,

然后通过重

氮化反应与 B SA 或 R SA 结合
.
前者作为免疫

原
,

后者作为包被抗原
,

得到了满意的结果
.

(二) 免疫动物制备抗体

制备小分子化合物的抗体一般选用兔子作

为免疫动物
.
注射途径有皮下

、

肌肉
、

皮内和静

脉
.
最好同时选用两条注射途径

,

单一注射途

径难以获得小分子化合物的抗体
.
通常第一次

注射时
,

将溶有一定量抗原的生理盐水与等体

积的弗氏完全佐剂 (C
om plete F reund

’
5

A d
j

-

uv an

t

) 混合后注射
.
间隔一定时间加强注 射

时使 用 不 完 全 佐 剂 (I
n co m plete F roun d

, ,

A dj
u v a

nt )

.

一般在每次注射后 8一 12 天采血
,

分离血清
,

测定抗体滴度和特异性
,

当二者均达

到要求时
,

大量采血
、

血清冻干后
,

低温下可保

存数年
.

(三 ) 实验条件选择

一旦获得了特异性抗体
,

便 可 用 于开 发

EIA 方法
,

通常使用最多是 E L IS A 方法
.
要

获得最高分析灵敏度
,

必须精心选择最佳实验

条件
.
影响 EL Is A 分析灵敏度的因素很 多

,

如吸附材料
、

包被抗原浓度
、

抗体稀释度
、

温育

时间等
.
通常使用的吸附材料为 % 孔聚苯乙

烯微量反应板
,

它应具有最大限度吸附蛋白的

能力和最小的孔向差异性
.
包被抗原与免疫原

结构可能会影响分析的特异性和灵敏度
,

因此

最好使用不同的合成路线和不同的蛋白质来合

成包被抗原和免疫原t16]
.
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(四) 样品制备

由于 EI A 方法的测定是在水相中进行的
,

抗体和酶活性易受有机溶剂的影响
,

加之免疫

分析具有同时测定大量样品的特点
,

因此样品

的制备方法需要专门开发
.

对土壤
、

动植物样品
,

通常选用有一定渗透

能力且易挥发的有机溶剂提取较为理想
.
这样

既可提高提取效率
,

又可使提取溶剂易于挥发

去除
,

以满足在水相中测定的需要
.
使用丙酮

、

甲醇等极性大的溶剂提取
,

虽然提取效率高
,

但

提取出来的水溶性杂质多
,

对侧定易造成较大

影响
.
为了避免溶剂挥发过快造成样品损失

,

可在提取液中加人少量的潜溶剂(
。。一 S ol ve

n t
)

,

如 甲醇
、

乙醇
、

丙二醇
、

二 甲亚矾
、

乙睛
、

四氢吠

喃
、

二嗯烷 (di
oxa ne ) 等

.
让提取溶剂在潜溶

剂表面挥发
,

可有效地减少样品损失
.
草达灭

的提取是一个值得借鉴的例子 囚
.
使用易挥发

的甲苯提取
,

在提取液中加人少量丙二醇
,

使甲

苯在丙二醇表面挥发
,

明显减少了草达灭的损

失
.
另一种提取方法是使用易挥发的戊烷

,

戊

烷极性差
,

难以渗人样品中去
,

因此提取时需

加适量极性大的二氯甲烷
,

提取后两种溶剂在

丙二醇表面挥发
.
当戊烷和二氯甲烷 的 比 例

从 8:2 到 D. 5 :9. 5 时
,

草达灭的提取效率从 “
.
9

(土 3
·

2

)
多

,

提高到 94
.
7( 士 0

.
2 ) %

“, , .

由于抗体的差异性较大
,

所选用的潜溶剂

对一种方法没有影响
,

而可能降低或提高另一

方法的灵敏度
.
一般来说

,

在脂溶性化合物的

免疫分析系统中加人少量潜溶剂可减少基质的

影响
.

(五) 酶免疫分析方法的确证

通常是将所开发的 EI A 方法与 现 有 的 常

规分析方法
,

如气相色谱法进行比较研究
.
在二

种方法进行比较时需注意以下几个问题
.
在大

多数情况下
,

免疫分析样品制备程序较简单
,

不

需净化
、

花费时间少
.
因此应及时处理样品

,

避

免样品生物转化
、

挥发
、

化学降解或其它随时间

变化而变化的因素给结果带来的影响
.
试验设

置重复对保证结果的可靠性是必要的
.
如 EL

-

Is A 分析结果是将每个样品做一系列稀释
,

每

个稀释度重复 4 次而获得的
。

测定新的样品时

应注意基质的影响
,

尤其是差异性较大的环境

样品
,

仅研究少量样品可能会导致错误的结果
.

三
、

酶免疫分析技术的应用及发展前景

越来越多的资料表明
,

人们对农药和其它

环境污染物的酶免疫分析的兴趣在不 断 增 加
,

应用的范围也在不断扩大
.
目前除用于农药及

其代谢物的分析外
,

也已用于其它污染物的分

析
,

如多氯联苯
、

二唔英
、

天然真菌毒素
、

抗菌

素
、

添加剂等
.
现已证明酶免疫分析具有广泛

的实用性
.
某些新农药

,

特别是常规方法难以

测定的农药及其代谢物的酶免疫分析方法正 在

开发之中
。

使用酶联免疫分析和更多的使用均

相酶免疫分析将会不断增加
.
这是由于其高度

的重现性和仅需要短的分析时间所决定的
.
抗

体结合到一种固体支持物上可以做为亲合柱用

于浓缩大体积水中的农药
,

然后洗下来进行分

析
.
甚至大型柱可以用于水的净化

,

以去除农

药等污染物
.

最近 Im m unosystem : In e
.
已生 产 出 T

几种农药检测箱[3]
,

其中包括杀虫剂
、

杀菌剂和

除草剂
.
这种检测箱配上便携式分光光度计可

实现 田间定量测定
.
检测灵 敏 度 为 0

.
03 一25

ppb ,

检测的样品有食品乙睛提取物
,

但主要是

水的样品
.
开发免疫检测箱的费用高

,

但直到

这类检测箱成为商品销售之后
,

免疫分析才会

成为常规分析方法
.
我们希望看到一些实验室

开发的方法能够尽快得到应用和商品化
.

单克隆抗体的生产和应用 将 得 到 不 断扩

大
.
因为这样就可以在需要的时候获得无限量

的抗体
.
然而并不排斥多克隆抗体的开发和应

用
。

使用简单仪器或标准比色板的酶免疫分析

技术在发展国家的应用将会越来越受到重视
.

因为通常这些国家缺乏专业技术人员和分析能

力
.
而酶免疫分析费用低

、

操作简单
,

因此这些

国家更容易接受
。

正在开发的一些生物来源的

大分子农药
,

使用气相色谱等常规分析方法定

(下转第 34 页)
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淋溶水
、

土城中杀虫双的回收率(汤)

、 、

表 4
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温度的影响 升高温度可加速土壤中

化合物的理化反应
,

为探讨温度对杀虫双淋溶

的影响
,

分别在高温和低温下做了对比试验
.
从

表 4 结果说明
,

升高温度不仅可提高水中杀虫

双的回收率
,

而且可显著提高土壤中杀虫双的

回收率
,

视土壤性质的不同
,

提高的幅度不一

样
.
其中水中的回收率可提高 20 % 左右

,

土壤

可提高 35 一 160 外
.
可能是温度升高增加了水

中杀虫双的溶解度
,

降低了水的粘滞度和张力
,

从而加速了杀虫双的淋溶速度
,

增加了淋出量
.

杀虫双的移动深度不受加人到土壤表面量

限制
,

加人的量减半也可下移到同等深度
.
加人

量的多少
,

只是在土壤
、

水回收率中和土壤不同

层次间的浓度中有差异
,

加人的量越大
,

回收的

量就越多
,

不同层次中的浓度就越高
.

综上所述
,

杀虫双的淋溶受土壤性质的影

响较小
.
在供试土壤中

,

不管是有机质
、

p H

、

还

是粘粒含量和阳离子交换量
,

都未显著影响杀

虫双的淋溶
.
所以在施用量大

,

面广和雨水多

的地区
,

要特别注意杀虫双对地下水的污染间

题
.
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