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单克隆抗体酶免疫分析法测定

大米中杀虫眯残留量
‘

余万俊 匿玉到 肖志芳 牟家婉 蒋中华

华西医科大学公共卫生学院
,

基础 医学院
,

成都 。。

摘要 用抗杀虫眯单克隆抗体为试剂
,

建立了间接竞争法
、

直接竞争法和标记抗原的竞争法等 种测定大米中杀

虫眯残留量的 法
,

标准曲线上抑制率为  时对应的杀虫眯浓度分别为
、

和
。

大米样品

用甲醉提取
,

提取液经吸附剂柱简单净化后即可用上述 对痕量杀虫眯进行定量
。

使用直接竞争法时
,

样品

加标回收率为 写一
,

平行测定的相对标准偏差为 一
,

方法检出限为
。

笔者还对孵育介

质 和温度
、

提取剂及样品基体等因素对定量曲线的影响进行 了研究和讨论

关恤词 杀虫眯
,

农药残留量
,

免疫分析法
。

杀虫眯是一种广谱而高效的杀虫
、

杀蜻剂
,

主要用于 防治水稻螟虫和棉铃虫等虫害
,

曾在

我国大量生产和使用
。

近年的研究证明该农药

有致癌性 川
,

因此需对其残 留进行监测
。

杀虫眯

的经典分析方法主要有色谱法和色谱
一

质谱联

用〔
,

」。

这些方法除需要使用 昂贵 的仪器设备

外
,

样品的提取
、

净化
、

衍生化等前处理步骤也

相当繁琐费时
。

近年发展起来的农药残留量的

免疫分析法具有灵敏度高
、

操作简便快速
、

测

试费用低等优点
,

正越来越多地受到人们的重

视川
。

而杀虫眯 的免 疫分析法 国内外尚未见报

道
。

笔者通过化学方法将杀虫眯偶联到载体蛋

白上制成抗原
,

然后用制备的抗原免疫

小鼠使其脾细胞致敏
,

经细胞融合
、

筛选和克

隆化等步骤
,

获得了抗杀虫眯的特异性抗体
丁 。

以特异性抗体作试剂
,

建立了大米中杀虫眯残

留量的免疫分析法
。

材料与方法

材料

牛血 清 白蛋 白 和 卵 白蛋 白
,

公司
。

辣根过氧化物酶
, ,

华美

生物工程公司
。

羊抗鼠
一

 结合物
,

军事医学科

学院
。

包被抗原 杀虫眯衍生物
一

卵 白蛋白结

合物
,

简记为
一 一 。

抗杀虫眯单克隆抗体
乞 。

酶底物溶液 取 。 四 甲基联苯胺

无水 乙醇溶液
,

以 柠檬

酸
一

磷酸盐缓冲溶液 稀释至
,

再加

入 拜 过氧化氢
,

混匀
。

临用前配制
。

杀虫眯标准溶液 称取杀虫

眯 盐酸盐
,

用水 溶解后 稀 释至
,

冰箱中保存
。

标准工作液用  
一

。 书

临时稀释
。

仁 孔酶标板 天津有机玻璃制品厂 和

孔酶标板 又四川分析 仪器
一 。

一

酶联免疫测定仪 国营华东

电子管厂
。

方法

酶标记半抗原
一 一

脚的制备

将 。川  七 盐酸加全 土加 川 了 过

亚硝酸纳溶液 中
,

混匀后立即加至带苯胺基的

杀虫眯衍生物溶液中
, 、 浪

,

一。。 拼
,

反应

 
。

加入少许氨基磺酸以分解过量的亚硝

,

国家教委博士点基金和 这金资助项 目

收稿 日期 , 一 。
一

。
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酸
。

将重氮盐溶液滴入辣根过氧化物酶溶液

 溶于
才

硼酸盐缓

冲溶 液 中
,

同 时滴 入 稀 氢 氧 化 钠 溶 液控 制
。

反应 后
,

将反应产物装入透析袋
,

在
·

的磷酸盐缓冲生理盐水溶液

中充分 透析
。

以上反应 和操作均 在 。一

进行
。

将产物与等体积甘油混合后
,

小瓶分

装
,

一 保存
。

酶标记抗体
一

的制备

按文献 方法制备
,

平均每分子抗体标记

了 个 分子
。

 模拟样品的制备

称取米粉各 数份
,

加入不同量杀虫眯

乙醇溶液
,

待溶剂挥发后
,

充分混匀
,

装入棕色

瓶中
,

放 暗处存放 月以上
。

据报道川
,

如此加

标样品具有与真实样品相似的萃取行 为
。

 ! 米粉中杀虫眯的提取和净化

每 米粉中加入 甲醇
,

于高速组织捣

碎机缸中高速捣碎  
,

或在超声波破碎仪上

破碎
。

取适量上清液 镇 通过填 充

有 氧化铝 或硅镁吸附剂 的净化柱净化
。

用

甲醇淋洗净化柱
,

共收集流出液
。

取出部

分流出液除去溶剂后
,

残渣加 溶解
,

混匀

待测
。

杀虫眯的 法
’

司接竞争法
一 一

用

的碳酸盐缓冲溶液稀释成 拼
,

加

入聚苯乙烯酶标板孔 中
,

每孔 川
,

置 冰

箱 中过夜
。

用  ! 洗板 次后
,

加入
一

溶液封 闭板孔 中未被占据 的位点

川 孔
, , 。

倒掉封闭液并洗涤
。

将稀释

好的杀虫眯标准工作液或样品溶液与纯 化的抗

体溶液等体积混合 然后加入上述酶标板孔中
,

每孔 拜
,

平行 孔
,

孵育
。

同上洗

涤后
,

每孔加入 娜 用
一

 稀

释的羊抗 鼠
一

结 合物 稀释
,

孵育
,

再次洗涤后
,

每孔加入 户 酶

底物液
,

显色
。

加入 拼
子

硫酸终

止反应
,

在酶联免疫测定仪上测定 处吸

光度
。

直接竞争法 酶标板按 包被
,

封闭

和洗涤后
,

将稀释好的杀虫眯标准工作液或样

品溶液与等体积的酶标记抗体溶 液
, 。。。

稀释 混合
,

然后加入酶标板孔中
,

每孔 川
,

平行 孔
,

孵育
。

同 洗涤
,

加酶底物

液显色
,

终止反应和测定吸光度
。

标记抗原的竞争法 纯化抗体用

 的碳酸盐 缓冲溶液稀释至 2 拼g /

m l
,

加入酶标板孔中(200 拼l/孔)
,

4 ℃过夜
。

用

P B ST 洗板 3 次
,

然后加入 10 9 /L B S A
一

P B S 溶

液 封 闭板 孔 中未被占据的位 点 (100 川/孔
,

20 C

,

l h )

。

倒掉封闭液并洗涤
。

将稀释好的杀

虫眯标准工作液或样品溶液与等体积的酶标记

半抗原溶液 (1
: 4000 稀释 )混合

,

取 100 拌l 加

入板孔
,

平行 3孔
,

20
℃孵育 l h

。

同(1) 洗涤后

加酶底物液显色
,

硫酸终止反应
,

测定吸光度
。

2 结果与讨论

2
.
1 杀虫眯 E L IS A 法的建立

用高碘酸盐氧化法将 H R P 与抗杀虫眯单克

隆抗体偶联
,

得到 了每分子抗体标记 了 1
.
8 个

酶分子的 M
cA b

一

H R P 结合物
,

该标记结果被认

为是较理想的工
。

另外
,

用重氮化
一

偶合法将杀

虫眯衍生物与 H R P 偶联
,

得到了保持酶活性的

酶标记半抗原 (C D M
一

S

一

H R P )

。

上述 2种酶标记

物的制成
,

为建立快速的杀虫眯免疫测定方法

创造了条件
。

2

.

2 孵育温度和 pH 对抑制曲线的影响

在试验的 pH 范围内 (pH 6
.
5一8

.
5)

,

p H 较

高时
,

产生相同抑制率对应的杀虫眯浓度更低
,

即抑制灵敏度更高
; 而温度的影 响则相反

,

温

度较低时抑制灵敏度高
。

综 合上述 2 种因素的

影响
,

本文实际选择 的反应介质的 pH 为 7. 4
,

孵育温度为 20 C
。

2

.

3 溶剂对抑制曲线的影响

考查了甲醇和 乙睛 2 种溶剂对抑制 曲线的

影响
,

发现二者均有影响
。

其 中乙 睛的影响更

大而未选作提取剂
。

另外
,

甲醇也 曾用于大米

中杀虫眯的提取 二8
一 ,

故对 甲醇的影响作了进一

步考查
。

结果表 明
,

甲醇存在减弱 了杀虫眯对
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抗体和抗原结合的抑制作用
,

即降低了方法的

灵敏度
。

甲醇浓度越大
,

影响越大
,

其中甲醇浓

度的变化对 间接竞争法 比对直接竞争法影响更

大
。

所以在测定中应尽可能保持 甲醇浓度一致
,

以提高测定结果准确度
。

2

.

4 样品基体对测定的影响

间接竞争法 和直接竞争法测 定杀虫眯 时
,

样 品基体对这 2 种方法均有影响
,

这种影响随

测定前样品液稀释度的增 加而减小
。

对于杀虫

眯残留量在 拼g / g 水平的样品
,

由于测定前稀释

倍数大
,

可直接取样 品提取液作适当稀释后测

定 ; 但对于杀虫眯残 留量在
ng/g 水平的样 品

,

由于取样量相对较大
,

基体成分在测定液中相

对较 多
,

则测 定前必须通过吸附剂柱净化
,

才

能对杀虫眯准确定量
。

2

.

5 3 种免疫分析法的标准曲线

图 1是 3 种 E LI SA 法测定杀虫眯的标准曲

线
。

从图 1 看 出
,

间接竞争法
,

直接竞争法和标

记抗原 的竞争法 3 种方法均有很高的灵敏度
,

抑 制率为 50% 时
,

对 应 的杀虫眯 浓度分 别 为

1
.
3、 1

.

7 和 5
.
3 n g /m l

。

�界�呼宾蛾

杀虫 眯浓度 (ll g m l)

图 1 杀虫眯 E L is A 法标准 曲线

间接竞争法 2
.
直接竞争法 3

.
标记抗原 的竞争法

2
.
6 大米中杀虫眯残留量测定和加标回收试验

表 1是 用直接竞争法测得的模拟样 品中杀

虫眯残留量和回收率
。

从表 1 结果看出
,

向样品中加入 5一soo ng

杀虫眯
,

回收率 为 90 % 一 116 % (平均 10 4 % )
,

4 次平行测定的相对标准偏差 (R S D )为 5
.
1% 一

表 1 样品测定和加标回收率

样 品 号 加入量(ng ) 测得量(ng ) 回收率 (% ) S D R SD (% )

2
.
1 0

.
3 14

1 5 7.8 114 0
.
4 5

,

1

1 0 1 2

.

6 1 0 5 2

.

0 1 6

2
0 2 5

.

2 1 1 6 2

.

6 1 0

4
6

3

.

6 7

.

8

2
5

0 1 0 1 1 1 0 7

.

2 7

.

1

1
0 0

1
4

3
9 7 1 5 1 1

2 5
0

2 8
0

9
连 1 6 5

.
7

3 6 0 0 4 0 6
.
6

5 0 0 10 5 0 9 0 1 10 1 1

1 6 %
。

2. 7 检出限

按文献[9〕方法计算出方法的检出限 (直接

竞争 法)为 。
.
s ng / g

,

符 合农药残留检测 的要

求
。

致谢 美国 F D A 管洽祥教授为本研究提供

部分试剂
,

特此感谢
。
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