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图牨 非均相固相犈犐犃直接法的两种标准类型
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牨牣牪非均相固相犈犐犃间接法原理

间接法是固相抗原与待测游离抗原竞争

有限量的抗体牗称第一抗体牘，反应后洗去游

离的结合物，然后在加入酶标记第二抗体，

反应后测定结合物的酶活性，活性强度与待

农药及其代谢物的酶免疫分析是牴牥年

代的一项新技术犤牨犦
，它具有快速、灵敏、费用

低、特异性强和适于现场大批量样品筛选等

优点犤牪犦
。近年来，国内外已经开发出杀虫剂、

杀菌剂、除草剂等牬牥余种农药的酶免疫分析

方法。其中用于田间快速筛选的酶免疫分析

试剂盒已商品化，在现场牨犺可完成牨牰个样

品的测试，灵敏度达到狀犵牗牨牥
－牴
犵牘，甚至狆犵

牗牨牥
－牨牪
犵牘

犤牫犦
，配备一台便携式分光光度计，可

以实现定量的目标。测试结果与常规方法比

较一致，但不需要费时的样品抽提、净化，使

用溶剂量少，方法不需要经过培训就可以掌

握。由于免疫分析具有诸多突出的优点，因

此越来越受到人们的重视，新成果不断推

出。本文根据已报道的研究成果，结合本室

工作实践将着重讨论技术原理、方法的开发

与应用。

牨 农药酶免疫分析原理

任何免疫分析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，需要引入一个示踪物，通常

使用的有放射性同位素、酶和荧光素。根据

示踪物的不同，分别称为放射免疫测定

牗犚犐犃牘，酶免疫测定牗犈犐犃牘和荧光免疫测定

牗犉犐犃牘。由于犚犐犃使用有危险的同位素，使

其应用受到限制。犉犐犃法由于对样品背景的

干扰敏感，因而在农药分析中也极少使用。

随着犈犐犃的稳定性和灵敏度不断改善，自

牨牴牳牫年以来，在农药分析中使用的几乎都是

犈犐犃 法。尤 其是酶 免疫 吸附剂测定法

牗犈犔犐犛犃牘使用得最广泛，现在已成为首选的

方法。

牨牣牨非均相固相犈犐犃直接法原理

直接法首先是固定抗体牗或抗原牘，然后

加入酶标抗原牗或酶标抗体牘 和待测游离抗

原竞争有限量的固相抗体牗或固相抗原牘，反

应后测定固相抗体牗或抗原牘与酶标抗原牗或

酶标抗体牘 结合物上的酶活性，活性强度与

待测抗原浓度呈负相关牗图牨牘。

摘 要 简要介绍了水、土壤和粮食中农药及其代谢物酶免疫分析技术的原理、基本

类型及其方法的开发与应用。
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图牪 非均相固相犈犐犃间接法的基本类型
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测抗原浓度呈负相关牗图牪牘。

牪 农药酶免疫分析方法的开发

感兴趣的农药多为小分子化合物，而只

有分子量大于牭牥牥牥道尔顿的化合物才能产

生抗体犤牬犦
。因此小分子的抗原牗称为半抗原牘，

要结合到一个大分子蛋白上，如牛血清蛋白

牗犅犛犃牘。然后将结合物作为免疫抗原，通常免

疫兔子产生抗结合物的特异抗体。

结合反应的一个基本要求是半抗原分

子中有一个可与蛋白结合的活性集团，如

－犆犗犗犎，－犖犎牪等。如果半抗原不含与蛋

白结合的集团，可通过化学反应在半抗原分

子上引入一个活性集团，或使用半抗原的某

种代谢产物。选择半抗原与蛋白结合的方

法，对免疫分析的灵敏度和特异性有很大影

响。一般来说，蛋白接在半抗原分子远端，抗

体特异性强。下面介绍几种通常使用的方法。

牪牣牨碳二亚胺牗犈犇犆牘法

反应式中犎狆和犘狉分别代表半抗原和

蛋白质，半抗原上的羧基先与犈犇犆反应生

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。

牪牣牪混合酸酐法

半抗原上的羧基在正丁胺存在下与氯

甲酸异丁酯反应，形成混合酸酐的中间体，

再与蛋白质的氨基反应，形成半抗原与蛋白

质的结合物。

牪牣牫戊二醛法

戊二醛的两个醛基分别与半抗原和蛋

白质的氨基形成犛犮犺犻犳犳键牗－犖牻犆牸牘，在

半抗原与蛋白质间引入一个牭犆桥。

牪牣牬琥珀酸酐法

半抗原的羟基与琥珀酸酐在无水吡啶

中反应得到一个琥珀半酯，再经碳二亚胺法

或混合酸酐法与蛋白质氨基结合。

牪牣牭重氮化法

半抗原上的芳香氨基与 犖犪犖犗牪 和 犎犆犾

反应得到一个重氮盐，它可直接接到蛋白质

络氨基的邻位上，形成一个偶氮化合物。

上面提到的蛋白质通常使用牛血清白

蛋白牗犅犛犃牘，人血清白蛋白牗犎犛犃牘，兔血清

白蛋白牗犚犛犃牘、钥孔血蓝蛋白牗犓犔犎牘和卵清

蛋白牗犗犃牘。本实验室在开发对硫磷犈犔犐犛犃

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犅犛犃或犚犛犃结合。前
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者作为免疫原，后者作为包被抗原，得到了满

意的结果。

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 牗犆狅犿狆犾犲狋犲

犉狉犲狌狀犱牕狊犃犱犼狌狏犪狀狋牘混合后注射。间隔一定

时 间 加 强 注 射 时 使 用 不 完 全 佐 剂

牗犐狀犮狅犿狆犾犲狋犲犉狉犲狌狀犱牕狊犃犱犼狌狏犪狀狋牘。一般在每

次注射后牳—牨牪犱采血，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。

一旦获得了特异性抗体，便可用于开发

犈犐犃方法，通常使用最多是犈犔犐犛犃方法。要

获得最高分析灵敏度，必须精心选择最佳实

验条件。影响犈犔犐犛犃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

及温育时间等。通常使用的吸附材料为牴牰孔

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间差异性。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犤牰犦
。

牫 农药酶免疫分析方法的应用

由于犈犐犃方法的测定是在水相中进行，

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。

这样即可提高提取效率，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，对测

定易造成较大影响。为了避免溶剂挥发过快

造成样品损失，可在提取液中加入少量的潜

溶剂牗犮狅－犛狅犾狏犲狀狋牘，如甲醇、乙醇、丙二醇、

二甲亚砜、乙腈、四氢呋喃、二 烷牗犱犻狅狓犪狀犲牘

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

借鉴的例子犤牰犦
。使用易挥发的甲苯提取，在提

取液中加入少量丙二醇，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，难以渗入样品中去，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

牳：牪到牥牣牭：牴牣牭时，草达灭的提取效率从

牗牰牰牣牴±牫牣牪牘％，提高到牗牴牬牣牱±牥牣牪牘％
犤牱犦
。

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入少量潜溶剂可

减少基质的影响。

通常是将所开发的犈犐犃方法与现有的

常规分析方法，如气相色谱法进行比较研

究，对犈犐犃方法进行确证。

目前，犈犐犃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 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

为亲和柱用于浓缩大体积水中农药，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。

由于公众对环境质量的要求日益强烈，

而常规方法费用高、时间长，受仪器和分析

能力限制，因此酶免疫分析将会得到更快的

发展。
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