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摘 要：采用室内实验方法，合成了保留有西维因分子结构特性的半抗原——— ６－牗１－萘氧基甲酰胺牘－己酸，将其与

ＢＳＡ偶联后免疫两只兔，获得了特异性的西维因多克隆抗体。对抗体进行纯化及鉴定，在优化条件下，用间接酶联免疫
吸附分析（ＥＬＩＳＡ）法检测了西维因的浓度，西维因的最低检测限达１４ｎｇ·ｍＬ－１。
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西维因是世界上最早商品化的一种氨基甲酸酯

类杀虫剂，它对昆虫具有触杀和胃毒作用，广泛应用

于蔬菜、果树等农作物的害虫防治，图１为西维因化
学结构式。虽然西维因对人畜低毒，但对蜜蜂的毒性

很大 犤１犦，如果人体长期与西维因接触，可引起亚慢性

神经中毒犤２犦。西维因的广泛使用，已对食品、水果、水

源和土壤造成了污染犤３犦。

西维因传统的仪器检测方法包括气相色谱 （ＧＣ）
和高效液相色谱（ＨＰＬＣ）犤４、５犦。但是，这些检测方法的
样品前处理过程均非常复杂，并且西维因在处理过程

中易转变成α－萘酚，检测结果不稳定。目前，较为先
进的小分子物质检测法是酶联免疫吸附分析

（ＥＬＩＳＡ），由于它具有快速、特异性强、灵敏度高等优
点，已被国内外学者广泛应用于农药残留的检测。本

实验旨在制备一种特异性的西维因多克隆抗体，为探

索今后的西维因ＥＬＩＳＡ检测打下坚实的基础。

１ 材料与方法

１．１材料、试剂和仪器
１．１．１材料和试剂

９６孔酶标板，福建厦门；纤维素ＤＥ－５２，Ｗｈａｔ－
ｍａｎ；α－奈酚，北京益利精细化工厂；６－氨基己酸、
三正丁胺，北京化学试剂公司；Ｎ－羟基琥珀酰亚胺
牗ＮＨＳ牘、牛血清白蛋白 牗ＢＳＡ牘、卵清蛋白 牗ＯＶＡ牘、氯甲
酸异丁酯，Ｓｉｇｍａ公司；Ｎ，Ｎ’－二环己基碳二亚胺
牗ＤＣＣ牘，上海松江茶花胶粘剂厂；弗氏完全佐剂、弗氏
不完全佐剂，ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司；ＨＲＰ标记羊抗兔二抗
１∶５０００，北京军事医学科学院；西维因 ＧＢＷ牗Ｅ牘
０６０２２３，纯度＞９９．９％，国家标准物质研究中心。

ＥＬＩＳＡ所用试液：碳酸盐缓冲液０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１，

图１ 西维因化学结构式
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图２半抗原合成的反应设计
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ｐＨ９．６；稀释液 牗ＰＢＳＴ牘牞０．０２ｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ７．２ＰＢ，
０．１４ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ，０．０５％吐温－２０；封闭液，０．５％
明胶，０．０２％ＮａＮ３；Ａ液：过氧化尿１ｇ，１０．３ｇ柠檬
酸，３５．８ｇＮａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ，吐温－８０１００μＬ，蒸馏
水１０００ｍＬ，ｐＨ５；Ｂ液：四甲基联苯胺牗ＴＭＢ牘７００ｍｇ
牗４０ｍＬＤＭＳＯ溶解牘，１０．３ｇ柠檬酸，蒸馏水９６０ｍＬ，
ｐＨ２．４；洗涤液，ＰＢＳ加０．０５％吐温－２０；终止液，２
ｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２ＳＯ４；以上所用化学试剂均为分析纯。
１．１．２主要仪器设备

ＷｅｌｌｓｃａｎＭＫ３酶联免疫检测仪，芬兰Ｌａｂｓｙｓｔｅｍｓ
ｄｒａｇｏｎ；ＬＫＢＢｉｏｃｈｒｏｍ４０６０紫外可见分光光度计，瑞
典Ｐｈａｒｍａｃｉａ；ＴＧＬ－１６Ｇ台式高速冷冻离心机，上海
安亭科学仪器厂；ＨＨ－８电热恒温水浴箱，常州国华
仪器厂；ＦＤ－１冷冻干燥机，北京博医康技术公司；
ＬＤ４－２Ａ低速离心机，北京医用离心机厂；ＡＣＦ－３００
ＭＨＺ核磁共振仪，ＢＲＵＫＥＲ。
１．２半抗原合成
１．２．１氯甲酸萘酯的制备（产物１）

５．６ｇＮａＯＨ牗０．１３９ｍｏｌ牘溶于５６ｍＬ蒸馏水中；在
溶液中加入２０ｇα－萘酚（０．１３９ｍｏｌ）。混合物在８５℃
下搅拌反应１ｈ，冷却至室温。在通风橱内缓慢加入过
量的三光气（１９．３ｇ三光气＋１００ｍＬ甲苯；三光气剧
毒，小心），室温下搅拌反应１ｈ。有机相用无水Ｎａ２ＳＯ４
干燥，真空减压脱掉有机溶剂，得棕色油状物质。将它

溶于二氯甲烷，然后真空蒸馏（１ｍｍＨｇ）收集１００℃
的馏分，得１３．７ｇ（４８％）淡黄色油状产物１。
１．２．２６－牗１－萘氧基甲酰胺牘－己酸的合成 （产物

２）
称７．３７ｇ６－氨基己酸（５６．１ｍｍｏｌ）溶于７．５ｍＬ４

ｍｏｌ·Ｌ－１的ＮａＯＨ中，冷却至４℃。将６．２５ｇ产物１
（３０．３ｍｍｏｌ）溶于１１ｍＬ１牞４－二氧杂环己烷中，冷却
至４℃，然后与７．５ｍＬ冷４ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＯＨ混合，分５
次等批量加入６－氨基己酸碱液中，每次加入至少间
隔５ｍｉｎ，混合液搅拌反应３ｈ后，用浓盐酸将ｐＨ值
调至４，这两步反应均在冰浴中进行。所得油状产物
用乙酸乙酯萃取（３×３５ｍＬ），有机相用１ｍｏｌ·Ｌ－１的
盐酸洗涤（２×１５ｍＬ），然后用１ｍｏｌ·Ｌ－１的ＮａＨＣＯ３
萃取 （３×５０ｍＬ），萃取液最后在冰浴中用ｐＨ３的浓
盐酸酸化，得黄色固体物，用蒸馏水洗涤２次，干燥后
得７．５ｇ粗产物，用无水乙醇重结晶，得４．８ｇ干燥白
色产物２（６５％），熔点１２８℃～１３０℃。核磁共振氢
谱：１ＨＮＭＲ（ＤＭＳＯ－ｄ６）δ１．３６（ｍ，２Ｈ，ＣＨ２），１．５２
（ｍ，４Ｈ，２ＣＨ２），２．２４（ｔ，２Ｈ，ＣＨ２ＣＯＯＨ），３．１１（ｑ，２Ｈ，

ＣＨ２ＮＨ），７．２７～８．０４（ｍ，８Ｈ，ａｒｏｍａｔｉｃＣ１０Ｈ７，ＮＨ），
１２．０２（ｂｒ，１Ｈ，ＣＯＯＨ）；产物２即为所需半抗原，如图
２所示。

１．３免疫原和包被抗原的合成
１．３．１免疫原的合成

将３０．２ｍｇ半抗原 牗约０．１ｍｍｏｌ牘、１３．９ｍｇＮＨＳ
牗０．１２ｍｍｏｌ牘和２４．３ｍｇＤＣＣ牗０．１１８ｍｍｏｌ牘溶于１ｍＬ
无水ＤＭＦ中，室温下搅拌反应１８ｈ。反应液离心，取
上清液。称３０ｍｇＢＳＡ溶于２ｍＬ的碳酸盐缓冲溶液
（０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ９．６）中，逐滴加入５０μＬ上清液，
滴加时缓慢操作，约１５ｍｉｎ加完。然后室温下搅拌反
应 ４ｈ。反应液装入透析袋用 ＰＢ（０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１，
ｐＨ７．４）透析。每６ｈ换液一次，总共换液５～６次。透
析后离心，上清液冷冻干燥，４℃保存。
１．３．２包被抗原的合成

称５．４ｍｇ半抗原牗约１８μｍｏｌ牘溶于２００μＬ无水
ＤＭＦ中，然后按顺序加入４．２７μＬ牗约１８μｍｏｌ牘三正
丁胺、２．３４μＬ牗约１８μｍｏｌ牘氯甲酸异丁酯，室温下搅
拌反应１ｈ。称３０ｍｇＯＶＡ溶于２ｍＬ碳酸盐缓冲溶液
（０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ９．６）中，搅拌下逐滴加入１００μＬ
第一步反应液，约２０ｍｉｎ加完，室温下搅拌反应３ｈ。
然后透析、离心、冷冻干燥，４℃保存。
１．４半抗原与载体蛋白的偶联比率估算犤６犦

准确称取半抗原 牗Ａ牘、ＢＳＡ牗Ｂ牘、半抗原 －ＢＳＡ
牗Ｃ牘，用同一缓冲液配成确切的浓度。然后分别测定这
３种溶液在Ａ物质和Ｂ物质最大吸收峰波长处（紫外
扫描求得）吸光值，即ＡＡａｍ牞ＡＡｂｍ牞ＡＢａｍ牞ＡＢｂｍ牞ＡＣａｍ牞
ＡＣｂｍ。同时计算Ａ物质在Ａ和Ｂ吸收峰波长处的克
分子消光系数，即ＫＡａｍ牞ＫＡｂｍ；以及Ｂ物质在Ａ和Ｂ
吸收峰波长处的克分子消光系数，即ＫＢａｍ牞ＫＢｂｍ。按以
下公式计算Ａ物质和Ｂ物质的克分子比：

克 分 子 比 ＝（ＡＣａｍ· ＫＢｂｍ－ＡＣｂｍ· ＫＢａｍ）／
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图４ 间接ＥＬＩＳＡ检测西维因的标准曲线

Ｆｉｇｕｒｅ４Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｆｏｒｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｃａｒｂａｒｙｌ
ｂｙｉｎｄｉｒｅｃｔＥＬＩＳＡ

图３ 间接ＥＬＩＳＡ检测抗血清的效价曲线

Ｆｉｇｕｒｅ３Ｔｉｔｒａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｆｏｒｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆａｎｔｉｓｅｒａ
ｂｙｉｎｄｉｒｅｃｔＥＬＩＳＡ

（ＡＣｂｍ·ＫＡａｍ－ＡＣａｍ·ＫＡｂｍ）
１．５抗体的制备

两只体重约２．５ｋｇ的健康新西兰大耳白兔，在动
物房观察饲养一周。称２．５～３ｍｇ免疫原（以载体蛋
白计算）溶于１ｍＬ无菌生理盐水中，与１ｍＬ的弗氏
完全佐剂混合并充分乳化，注射兔大腿肌肉进行初次

免疫。以后换用弗氏不完全佐剂，每隔两周加强免疫

一次，颈背部皮下多点注射。

从第三次免疫后开始，每次免疫后１０ｄ左右，用
１ｍＬ无菌注射器从耳边缘静脉取血０．５～１ｍＬ，以间
接ＥＬＩＳＡ法测定血清效价。当抗血清达到所需的效价
时，第五次免疫后７～１０ｄ，无菌状态下颈动脉采全
血。于室温下静置２ｈ，再置４℃冰箱中过夜使之充分
收凝。次日以４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心３０ｍｉｎ，收集血清，
４℃保存。
１．６抗血清效价测定

采用间接ＥＬＩＳＡ测定抗血清效价，以包被抗原浓
度为１μｇ·ｍＬ－１包板，将抗血清倍比稀释成不同的
浓度加入酶标板中（１００μＬ·孔 －１），同时以阴性血清

作对照，重复３次；随后加入ＨＲＰ标记羊抗兔二抗１∶
５０００（１００μＬ·孔 －１），再加入Ａ、Ｂ液各５０μＬ牞避光
显色１５ｍｉｎ后，每孔加入５０μＬ终止液牞于４５０ｎｍ波
长处测定其光密度牗ＯＤ牘值。效价定义为当抗血清ＯＤ
值等于对照ＯＤ值２倍时的稀释倍数。
１．７抗体的纯化

采用硫酸铵分级盐析，脱盐后获得粗ＩｇＧ，再将所
获粗ＩｇＧ进一步经纤维素ＤＥ－５２离子交换层析，用
ＰＢＳ（０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１ｐＨ７．４）洗脱，收集第一和第二吸
收峰，收集液浓缩后冻干，４℃保存。具体操作见文
献犤７犦。
１．８抗体与西维因的亲和性

牗１牘在９６孔酶标板中每孔加入１００μＬ包被抗原
（浓度为０．１μｇ·ｍＬ－１），４℃过夜，弃包被液，洗涤液
洗３次。

牗２牘加入封闭液（１５０μＬ·孔 －１）在３７℃下封闭１
ｈ，弃封闭液，洗涤同上。

牗３牘将５０μＬ不同浓度（０、５、１０、５０、１００、５００、
１０００、５０００、１００００ｎｇ·ｍＬ－１）的西维因标准液加入
酶标板，每个浓度重复３次，再加入５０μＬ的西维因
抗体（１μｇ·ｍＬ－１），３７℃温育３０ｍｉｎ，弃液后洗板。

牗４牘每孔加入１００μＬ羊抗兔酶标二抗牗１∶５０００牘，
３７℃温育３０ｍｉｎ，洗板。

牗５牘先后加入Ａ、Ｂ液各５０μＬ牞避光显色１５ｍｉｎ

后，每孔加入５０μＬ终止液牞于４５０ｎｍ波长处测定各
孔的ＯＤ值。

将含０ｎｇ·ｍＬ－１标准品孔的 ＯＤ值减去含最大
浓度标准品孔的ＯＤ值定为Ｂ０，其余孔经同样方法校
正后的ＯＤ值定为Ｂ；以ｌｏｇｉｔ牗Ｂ／Ｂ０牘值为纵坐标，相
应的标准品浓度的ｌｏｇ值为横坐标，绘制ｌｏｇｉｔ－ｌｏｇ标
准曲线。

２ 结果与分析

２．１半抗原与载体蛋白的偶联结果
经紫外扫描，半抗原在２８０ｎｍ处有吸收峰Ａ２８０＝

２．４４０，ＢＳＡ在波长２７８ｎｍ处有吸收峰Ａ２７８＝０．３５９，
偶联物在２７９ｎｍ处有吸收峰Ａ２７９＝０．６５５，所得偶联
物的紫外吸收光谱兼具载体蛋白和半抗原的特征，表

明半抗原与ＢＳＡ已经偶联；根据公式计算，半抗原与
ＢＳＡ的结合比约为２６∶１。
２．２抗血清的效价

本实验获得了高效价的抗血清，效价＞６．４×
１０５，图３为抗血清的效价曲线。

２．３西维因标准曲线
图４为优化条件下西维因标准曲线线性化模型，

根据回归方程可以计算出，西维因的最小检测极限为

１４ｎｇ·ｍＬ－１，从而可以证明本实验所获抗体对西维
因有特异性，但该抗体对西维因结构类似物及其他氨

基甲酸酯类农药的特异性需进一步研究。
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３ 讨论

由于西维因和绝大多数农药一样，属于小分子半

抗原，因此在免疫动物之前，必须将半抗原与大分子

载体蛋白偶联。本文参照国外的经验犤８、９犦，对西维因免

疫原进行设计，在西维因与 ＢＳＡ之间添加了含６个
碳原子长的臂，同时保持了西维因原有的分子结构特

性，通过实验证明，该免疫原免疫动物后能获得特异

性的多克隆抗体。

但是，多克隆抗体并非只有针对西维因的一种抗

体，还含有针对载体蛋白、臂、联结位点等多种抗体，

这些抗体都会影响西维因的 ＥＬＩＳＡ检测，所以该抗
体对西维因的亲合性不高。因此，要提高２牞４－Ｄ的
检测灵敏度，可以从以下３方面着手：

牗１牘对ＥＬＩＳＡ的检测条件进行改进。
牗２牘尝试抗体与不同包被抗原的组合，降低抗体

对包被抗原的亲合性。

牗３牘制备高特异性的单克隆抗体。

参考文献：

犤１犦ＳｐｉｔｔｌｅｒＴＤ牞ＭａｒａｆｉｏｔｉＲＡ牞ＨｅｌｆｍａｎＧＷ牞ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ

ＣａｒｂａｒｙｌｉｎＨｏｎｅｙｂｅｅｓａｎｄＰｏｌｌｅｎｂｙＨｉｇｈＰｅｒｆｏｒｍａｎｃｅＬｉｑｕｉｄＣｈｒｏ

ｍａｔｏｇｒａｐｈｙ犤Ｊ犦．ＪＣｈｒｏｍａｔｏｇｒ牞１９８６牞３５２牶４３９－４４３．
犤２犦ＢｒａｎｃｈＲＡ牞ＪａｃｑｚＥ．ＳｕｂａｃｕｔｅＮｅｕｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙＦｏｌｌｏｗｉｎｇＬｏｎｇｔｅｒｍＥｘｐｏ

ｓｕｒｅｔｏＣａｒｂａｒｙｌ犤Ｊ犦．ＡｍＪＭｅｄ牞１９８６牞８０牶７４１－７４５．
犤３犦ＳｃｈａｔｔｅｎｂｅｒｇＨＪａｎｄＨｓｕＪＰ．ＰｅｓｔｉｃｉｄｅＲｅｓｉｄｕｅＳｕｒｖｅｙｏｆＰｒｏｄｕｃｅｆｒｏｍ

１９８９ｔｏ１９９１犤Ｊ犦．ＪｏｆＡＯＡＣＩｎｔ牞１９９２牞７５牶９２５－９３３．
犤４犦ＢｒｏｏｋｓＭＷ牞ＴｅｓｓｉｅｒＤ牞ＳｏｄｅｒｓｔｒｏｍＤ牞ＪｅｎｋｉｎａＪ牞ＭａｒｓｈａｌｌＣｌａｒｋＪ．Ａ

ＲａｐｉｄＭｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅＳｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＣｈｌｏｒｐｙｒｉｆｏｓ牞Ｉｓｏｆｅｎｐｈｏｓ牞

Ｃａｒｂａｒｙｌ牞ＩｐｒｏｄｉｏｎｅａｎｄＴｒｉａｄｉｍｅｎｆｏｎｉｎＧｒｏｕｎｄｗａｔｅｒｂｙＳｏｌｉｄ－ｐｈａｓｅ

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ犤Ｊ犦．ＪＣｈｒｏｍａｔｏｇｒＳｃｉ牞１９９０牞２８牶４８７－４８９．
犤５犦ＳｔｒａｉｔＪＲ牞ＴｈｏｒｎｗａｌｌＧＣ牞ＥｈｒｉｃｈＭ．ＳｅｎｓｉｔｉｖｅＨｉｇｈＰｅｒｆｏｒｍａｎｃｅＬｉｑｕｉｄ

ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙＡｎａｌｙｓｉｓｆｏｒＴｏｘｉｃｏｌｏｇｉｃａｌＳｔｕｄｉｅｓｗｉｔｈＣａｒｂａｒｙｌ犤Ｊ犦．Ｊ

ＡｇｒｉｃＦｏｏｄＣｈｅｍ牞１９９１牞３８：７１０－７１３．
犤６犦杨利国．酶免疫测定技术犤Ｍ犦．南京牶南京大学出版社，１９９８．
犤７犦李成文．现代免疫化学技术犤Ｍ犦．上海牶上海科学技术出版社，

１９９２．
犤８犦ＭａｒｃｏＭＰ牞ＧｅｅＳＪ牞ＣｈｅｎｇＨＭ牞ｅｔａｌ．ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｎＥｎｚｙｍｅ－

ｌｉｎｋｅｄＩｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔＡｓｓａｙｆｏｒＣａｒｂａｒｙｌ犤Ｊ犦．ＪＡｇｒｉＦｏｏｄＣｈｅｍ牞１９９３牞

４１牶４２３－４３０．
犤９犦ＡｎｔｏｎｉｏＡｂａｄ牞ＡｎｇｅｌＭｏｎｔｏｙａ．ＰｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＭｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｆｏｒ

ｃａｒｂａｒｙｌｆｒｏｍａＨａｐｔｅｎＰｒｅｓｅｒｖｉｎｇｔｈｅＣａｒｂａｍａｔｅＧｒｏｕｐ犤Ｊ犦．ＪＡｇｒｉＦｏｏｄ

Ｃｈｅｍ牞１９９４牞４２牶１８１８－１８２３．

檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴檴

欢迎订阅《农业环境与发展》２００３年增刊——— 农业规划环境影响评价论文集

２００３年９月１日《中华人民共和国环境影响评价法》的颁布实施，标志着已在我国施行多年的环境影响评价制度上升到了新
的高度，以法律的形式确立了环境影响评价的地位。为了配合《中华人民共和国环境影响评价法》的实施，特邀请我国环评专业领

域、农业环保领域和其他相关领域的专家撰写了相关论文，编辑出版了《农业规划环境影响评价论文集》。本论文集内容丰富，包括

农业规划环境影响评价的方法学研究、法律问题、国外内动态、新技术等。为从事农业环境影响评价工作的科技人员提供了翔实的

参考资料。

《农业规划环境影响评价论文集》９６页，订价６元，有需要者请与《农业环境与发展》编辑部联系。
地址：天津市南开区复康路３１号
邮编：３００１９１
电话：０２２－２３６７４３３６


