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基于广谱性单克隆抗体免疫分析有机磷农药残留 
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摘  要: 目的  制备和筛选出一种能识别一类或几类具有结构相似的有机磷杀虫剂的广谱性鼠单克隆抗体

(mAb)以对多农药残留同时进行检测。方法  制备抗有机磷组特异性单克隆抗体, 利用间接竞争性 ELISA法对

几种有机磷农药的标准品进行检测。结果  对乙基毒死蜱检测灵敏度较高, 最低检测限(LOD)为 4 ng/mL, 对甲

基对硫磷的 LOD为 63 ng/mL; 辛硫磷和三唑磷的检测敏感度低、一致性差。结论  根据农药化学结构的不同, 

检测灵敏度有一定的差别, 对乙基毒死蜱和甲基对硫磷检测效果较好。 
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Immunoassay for multiple residues of organophosphorus pesticides using 
broad spectrum of monoclonal antibodies 
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ABSTRACT: Objective  To prepare and screen a broad spectrum of monoclonal antibodies (mAb), which 
can identify a class of organophosphorus pesticide with similar structures for the simultaneous detection of 
multiple pesticide residues. Methods  Monoclonal antibodies against organophosphorus pesticide were pre-
pared. Several standard of organophosphorus pesticide were detected by indirect competitive ELISA. Results  
The limit of detecting (LOD) value of chlorpyriphos-ethyl was 4 ng/mL with high sensitivity. The LOD value 
for parathion-merhyl was 63 ng/mL. The sensitivity of the detection of the phoxim and phentriazophos was low. 
Conclusion  The sensitivity of detection was distincted because of the difference of chemical structure. The 
detection effect of chlorpyrifos-ethyl and parathion-methyl was good. 
KEY WORDS: organphosphorus pesticide; multi-residue detection; monoclonal antibody; enzyme immunoassays 
 
 

1  引  言 

近几十年来, 有机磷农药(organophosphorus pes-
ticide, OPs)在农业及畜牧业中得到广泛应用。目前, 
对有机磷农药的检测, 主要采用色谱方法, 包括: 薄

层色谱法、气相色谱法和高效液相色谱法[1-4]。这些

传统的方法具有灵敏可靠的优点, 但是它们也存在
一些明显的不足: 成本高、劳动强度大、样品准备程
序复杂, 并且不利于现场操作。因此, 迫切需要建立
一种简单、快速、灵敏、价廉, 并能够适用在实验室
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和现场进行大批量的检测和筛选试验的检测技术。免

疫检测法是基于抗原抗体特异性识别和结合反应的

是一类新的快速、敏感、简便的检测方法, 能够满足
以上要求, 从而逐渐受到人们的重视。 

传统的农药残留免疫检测技术只针对某一种特

定的农药残留进行分析。本文基于实际应用中常常采

取多种农药混合搭配使用的特点, 选择毒死蜱、甲基
对硫磷、辛硫磷、三唑磷这 4种高毒高残留的有机磷
农药。根据其共有的化学结构, 合成与原药母体结构
密切相关的类似物作为通用性半抗原, 将通用性半
抗原与载体蛋白牛血清白蛋白 (BSA)和卵清蛋白
(OVA)偶联 , 分别合成免疫原和检测抗原 , 以此制
备、筛选出一种能识别一类或几类具有结构相似的有

机磷杀虫剂的广谱性鼠单克隆抗体(mAb), 以此达到
对这 4种农药残留同时检测的目的。 

2  材料与方法 

2.1  材料、试剂和仪器 

2.1.1  试  剂 
4-羟基-2-甲基苯甲酸  Sigma  
二乙基-氯-硫代磷酸盐  山东临沂农药厂惠赠 
牛血清白蛋白(BSA)  Roche  
卵清蛋白(OVA)   Roche  
二环己基碳二亚胺(DCC) Sigma  
N-羟基琥珀酰亚胺(NHS) Sigma  
三正丁胺              Sigma 
氯甲酸异丁酯    西安化学试剂厂 
二甲基甲酰胺(DMF)  西安化学试剂厂

 弗氏完全佐剂    Sigma  
乙基毒死蜱    西安交通大学医学 

院环境与劳动卫生 
教研室惠赠  

辛硫磷     西安交通大学医学 
院环境与劳动卫生

教研室惠赠  
三唑磷     西安交通大学医学 

院环境与劳动卫生

教研室惠赠 
甲基对硫磷    西北农林科技大学 

农药研究中心惠赠 
甲醇      西安化学试剂厂 
柠檬酸三钠    西安化学试剂厂 

2.1.2  免疫动物 
八周龄雌性 BALB/c 小鼠(购于第四军医大学实

验动物中心) 
2.1.3  仪  器 

酶标仪   680型 美国 Bio-Rad 
紫外分光光度计 U-3310 日本 HITACHI 
超纯水机   Milli-Q 美国密理博 
冻干机   1-2/LD-2德国 ALPHA 
电转移系统  mini trans-blot美国 Bio-Rad 
电泳系统   mini protean systerm 3  

美国 Bio-Rad 
荧光分光光度计 F-4500 日本 HITACHI 

2.2  抗原合成与单克隆抗体的制备 

2.2.1  半抗原合成 
如图 1所示, 1.35 g 4-羟基-2-甲基苯甲酸溶于硫

酸/甲醇(1:10)中, 逆流 24 h, 蒸发, 残余过柱层析(硅
胶,己烷:乙酸乙酯=2:1 TLC Rf 0.54)。将上述产物
(1)0.26 g溶于 3 mL丁酮, 加入 0.5 g二乙基-氯-硫代
磷酸盐, 以及 5 g精细研磨的碳酸钾, 混合物在 80 ℃
搅拌 24 h, 然后硅藻土过滤。滤液浓缩, 上柱层析(硅
胶 , 己烷 :乙酸乙酯=5:1 TLC Rf 0.48)。再将产物
(2)318 mg溶于 60 mL乙醇, 电磁搅拌下加入 25 mL
的 1 mol/L KOH, 室温下继续搅拌 30 min; 加入 30 mL
的1 mol/L HCl, 50 mL乙酸乙酯萃取, 20 mL的1 mol/L 
HCl 洗涤有机层, 无水硫酸镁干燥, 待溶剂蒸发干净
后 , 残余上柱层析 (硅胶 , 己烷 :乙酸乙酯 :乙酸
=200:100:8, TLC Rf 0.57)。得到 70 mg半抗原(Hapten)。 
2.2.2  人工免疫原及检测抗原的制备与鉴定 

(1) 混合酸酐法制备人工抗原 
取 O,O-二乙基 O-(4-羟基-3-甲基苯)磷硫酰 9.5 

mg、三正丁胺 7.3 μL及氯甲酸异丁酯 4 μL, 溶于 0.5 
mL 的 DMF(分子筛脱水)中 , 常温下避光搅拌 40 
min。将上述反应液于电磁搅拌下逐滴滴加到 3.5 mL
溶有 40.5 mg BSA或 37 mg OVA的超纯水中(含 10%
体积 DMF), 室温下搅拌 2 h。用 1 mol/L NaOH调 pH
至 8.5, 室温搅拌 3 h。4 ℃下对 2 L超纯水透析两天, 
冻干。其中 Hapten与 BSA的偶联物(Hapten-BSA)为
人工免疫原, Hapten 与 OVA 的偶联物(Hapten-OVA)
为人工检测抗原. 

(2) 活化酯法制备人工抗原 
取 9.5 mg O,O-二乙基 O-(4-羟基-3-甲基苯)磷硫

酰及 6.3 mg 二环己基碳二亚胺(DCC)溶于 0.5 mL  
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图 1  半抗原的合成 
Fig. 1  Synthetic route for hapten 

 
 
DMF(分子筛脱水)中, 常温下避光搅拌 10 min, 加入
3.53 mg N-羟基琥珀酰亚胺(NHS), 继续避光搅拌 3.5 
h。离心后, 将上清液在电磁搅拌条件下, 逐滴滴加到
溶有 40.5 mg BSA或 37 mg OVA的 4 mL 0.1 mol/L
磷酸盐缓冲液(PBS, pH8.0)中, 常温下继续搅拌 2 h, 
4 ℃下对 2 L 超纯水透析两天 , 冻干。其中
Hapten-BSA为人工免疫原, Hapten-OVA为人工检测
抗原。 

(3) 紫外吸收光谱对偶联物进行分析 
用 PBS 溶解 BSA、OVA、Hapten-BSA 及

Hapten-OVA, 浓度为 0.2 mg/mL。用DMF溶解Hapten, 
浓度为 0.2 mg/mL。将上述溶液置于 U-3310紫外分
光光度计中进行波长扫描, 扫描波长 200~300 nm, 
光程 10 mm。对上述 0.2 mg/mL的 Hapten做系列稀
释, 于波长扫描最大吸收峰处测定吸光度值, 绘制吸
光度值-浓度标准曲线, 并利用此标准曲线分别测定
Hapten-BSA及 Hapten-OVA中 Hapten和载体蛋白的
量, 计算出分子偶联比。 

(4) 人工抗原免疫原性鉴定 
用人工免疫原对 8 周龄 BALB/c 小鼠进行免疫, 

每种免疫原免疫 3只小鼠。初次免疫按每只 BALB/c
小鼠 100 μg Hapten-BSA(溶于 100 μL PBS)以 1:1(V:V )
的比例加入福氏完全佐剂, 充分混合制成乳液, 分多
点注射于 BALB/c小鼠颈背部皮下。以后间隔两周追
加免疫一次, 方法为腹腔注射 100 μg Hapten-BSA(溶
于 100 μL PBS, 不加福氏佐剂), 共追加免疫 5次。每
次免疫后一周断尾采血, 分离血清。采用非竞争性间
接 ELISA法测定多克隆抗体的效价。 

2.2.3  杂交瘤细胞株及单克隆抗体的制备与鉴定 
(1) 杂交瘤细胞株及单克隆抗体的制备 
单克隆抗体的制备: Hapten-KLH (50 mg 溶于

100 μL PBS) 以 1:1(V:V)的比例加入福氏完全佐剂, 
制备乳液 200 μL, 皮下多点注射免疫 BALB/c 小鼠, 
间隔两周,腹腔注射免疫原 50 μg/100 μL PBS, 追加
免疫 2 次, 末次免疫后 3 d, 取小鼠脾细胞做细胞融
合。SP2/0 细胞(2×107)与免疫鼠脾细胞(1×108)按 1:5
的比例混合[1], 加入 PEG-1500 融合, 操作按 PEG 使
用说明进行。融合细胞滴种于 96 孔培养板, 在 HAT
培养基中选择培养, 3 d后半量换液一次, 5 d左右有
细胞克隆形成 , 取培养上清用 ELISA 间接法和

ELISA 竞争抑制法检测单克隆抗体(mAb)滴度和抗
体特异性。取抗体分泌阳性细胞, 用有限稀释法做克
隆化[1], 以获得可稳定分泌特异性 mAb 的单克隆杂
交瘤细胞系。扩大培养筛选出的单克隆株 , 使用
BALB/c小鼠体内诱生腹水的方法大量制备单克隆抗
体 [2,3]。使用辛酸－硫酸铵法纯化单克隆抗体 , 
SDS-PAGE鉴定。 

(2) 单抗隆抗体亚型及效价测定 
单克隆抗体亚型鉴定采用间接 ELISA法, 检测

试剂盒(Sigma Co.USA), 操作按使用说明进行。抗
体效价及参考工作浓度测定采用非竞争性间接

ELISA法。 
(3) 单克隆抗体特异性鉴定 
采用 Western 免疫印迹法对单克隆抗体特异

性进行鉴定。分别将 BSA 及两种方法制备的人工
免疫原各 10 μL(1 mg/mL)与等体积的 Loading 
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buffer 混合后上样, 积层胶使用 100 V 电压, 分离
胶 120 V电压。电泳结束后, 考马斯亮蓝 R-250染
色 1 h, 脱色液脱色后使用凝胶成像系统对凝胶进
行成像记录。 

(4) 单克隆抗体亲和力测定 
非竞争酶免疫法测定抗体亲和力。单抗经纯化

后冻干, 以样品缓冲液溶解, 稀释制成 11 种浓度: 
4、2、1、0.5、0.25、0.13、0.06、0.03、0.02、0.01、
0 μg/mL。检测抗原以 20 μg/mL、10 μg/mL 和 5 
μg/mL三个水平分别包被 ELISA 板条。系列稀释的
抗体加至不同包被量的反应孔中; HRP 标记的羊抗
鼠 IgG反应, TMB显色, 测 450 nm吸光值。根据抗
原抗体结合的 S 形曲线, 求解不同抗原浓度下半数
吸光值的抗体浓度。 

2.3  竞争性酶联免疫吸附实验 

2.3.1  抗体、抗原最佳工作浓度选择 
用方阵法对间接竞争法中抗原抗体最适工作浓

度进行选择,以 0.185 mol/L pH 9.6的碳酸盐缓冲液为
包被介质将 Hapten-BSA 梯度稀释,包被固相载体,每
一种包被浓度均与不同浓度的抗体进行结合反应 , 
酶标二抗均为 1:5000稀释。以酶标仪读取各孔 OD450

值,当值为 1.0 时,抗原抗体用量较少, 此时抗原抗体
的浓度即为工作浓度。 
2.3.2  间接竞争 ELISA 检测方法标准曲线的建立 

根据方阵滴定结果分别对抗原抗体最佳工作浓

度确定后, 将四种有机磷农药的甲醇溶液 100 mg/mL, 
以样品缓冲液分别稀释为 10000、1000、100、10、1、

0.1、0.01、0.001、0.0001、0 μg/mL, 通过非竞争性
间接 ELISA 法检测测定。将系列稀释后的农药加入
封闭好的酶标板中, 50 μL/孔。再加入以稀释液稀释
的抗体, 50 μL/孔。以后步骤同上。将测定值换算为
B/Bo×100%, 并以其为纵坐标, 样品浓度的对数为横
坐标 , 绘制标准抑制曲线 , 使用 SPSS13.0 进行
Logistic分析。 
2.3.3  样品添加回收率测定 

选择苹果、猕猴桃、红豆、玉米、葱、蒜、土壤

和自来水等九种样品对毒死蜱进行添加回收实验 , 
设定两个添加水平: 0.1 mg/kg和 1 mg/kg, 另设空白
样品, 每个水平重复测定三次。对苹果、猕猴桃、红
豆、玉米、葱、蒜、土壤等样品采用同样的萃取方法: 
瓜果以纯水清洗并切碎, 以 1 g/份添加毒死蜱, 以 5 
mL甲醇萃取 1 h, 土壤以同样的方法加样、萃取。提
取液经脱脂棉过滤后, 以样品缓冲液 10 倍稀释后, 
间接竞争 ELISA检测, 结果代入 Logstic曲线计算回
收率。空白以上述方法制备, 但不添加农药。自来水
样直接加入毒死蜱进行测定。 

3  结果与分析 

3.1  半抗原合成 

由 4-羟基-2-甲基苯甲酸 1.35 g 及二乙基-氯-硫
代磷酸盐 0.5 g 两种原料最终可以得到 70 mg 
O,O-Diethyl O-(4-carboxy-3-methylphenyl) phospho-
rothioate (Hapten), 产率为 23%。中间产物产量及产
率见下表 1 

 
 

表 1  半抗原及中间产物的产量及产率 
Table 1  Yield of Hapten and intermediate product 

产物 结构 产量(g) 产率(%)

Methyl 4-hydroxy-2-methylbenzoate 

 

1.16 79 

O,O-Diethyl O-[3-methyl-4-(methyloxycarbonyl)phenyl]phosphorothioate

 

0.362 72 

O,O-Diethyl O-(4-carboxy-3-methylphenyl)phosphorothioate (Hapten A) 

 

0.07 23 
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3.2  人工免疫原及检测抗原的制备及鉴定 

3.2.1  完全抗原的制备 
以混合酸酐制备人工免疫原 (Hapten-BSA) 32.5 

mg, 产率为 65%, 人工检测抗原(Hapten-OVA) 32.3 
mg, 产率为 64.6%; 以活化酯法制备人工免疫原
(Hapten-BSA)28.5 mg, 产率为 57%, 人工检测抗原
(hapten-OVA) 33.8 mg, 产率为 67.6%。从实验数据及
结果分析中可以看出两种方法制备人工抗原的产率

无统计学意义的差别。 
3.2.2  紫外吸收光谱 

根据紫外扫描结果, 半抗原与 BSA、OVA的偶联
物与载体蛋白的吸收峰相比, 发生了明显的变化, 表
明半抗原被成功地偶联到载体蛋白上, 结果见图 2。 
 
 

 
 
 
图 2  半抗原与偶联物及载体蛋白的紫外扫描图谱 

Fig. 2  UV-Vis spectrum of Hapten, conjugate and carriers 
 
 

图 2A为 Hapten、BSA及 Hapten-BSA的紫外吸
收光谱, 各溶液的浓度均为 0.2 mg/mL。其中, Hapten
呈现两个强度相似的吸收峰, 分别为 268 nm 和 225 

nm; BSA在 220 nm有一较大的吸收峰(肽键吸收峰), 
在 280 nm 处有一较小的吸收峰(芳香族氨基酸吸收
峰)。因此, 在 268 nm吸收峰处测定 Hapten-BSA吸
光度值 , 较少受到 BSA 的影响 , 可用来计算其中
Hapten 的含量。如图 3 所示在 268 nm 波长处建立
Hapten标准曲线: Y=-7.625+166.69X,  r2=0.99, 浓度
范围 0.75 μg/mL~200 μg/mL。而要在 210~220 nm吸
收峰处测定 Hapten-BSA和 Hapten-OVA的吸光度值, 
以此来计算计算其中 BSA 和 OVA 的含量则受到
Hapten 吸收峰的影响。由于这两种蛋白都无法透过
透析袋 , 可以假设经充分透析后 , 除去未偶联的
Hapten 及其他偶联试剂, 透析袋内只有 Hapten-BSA
或 Hapten-OVA溶液, 即从总量中减去测得的 Hapten
量即可得到蛋白质的量。 
 
 

 
 
 

图 3  Hapten的标准曲线 
Fig. 3  Standard curve of hapten 

 
 

在 268 nm波长处测定人工免疫原和人工检测抗
原的吸光度值(各 200 μg/mL), 并由图 3 中标准曲线
计算得到各自所含的载体蛋白和 Hapten 的量, 从而
计算出 Hapten 对载体蛋白的分子偶联比, 结果见表
2; 可以看出 , 活泼酯法的偶联比高于混合酸酐法 ; 
并且无论哪种方法, 以 BSA 为载体蛋白的抗原表位
密度均高于以 OVA的偶联抗原。检索这两种蛋白的
氨基酸序列可知 BSA 所含的游离氨基数远高于

OVA。 
3.2.3  人工抗原免疫原性鉴定 

以上述两种方法制备的人工免疫原各免疫三只
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BALB/c小鼠, 每次加强免疫后一周尾静脉采血, 分离
血清。结果如图 4 显示, 用混合酸酐法制备的免疫原
免疫效果较好, 两次免疫后小鼠血清抗体效价即可达
到 1:60,000~120,000, 且第二次加强后抗体滴度增长
较为平稳。而活化酯法制备的人工免疫原免疫BALB/c

小鼠后, 血清抗体效价为 20000~100000, 且随着加强
免疫次数的增加出现较大波动。将抗血清 1:20000 稀
释, 使用两种方法制备的 Hapten-OVA 分别包被进行
间接 ELISA, 得到的 450 nm OD值见图 5, 可以看出
两种抗原的抗体结合活性无显著性差别。 

 
 

表 2  人工抗原分子偶联比(Hapten: 载体蛋白) 
Table 2  Molecul ratio of antigens 

人工抗原 制备方法 BSA(μg/mL) OVA(μg/mL) hapten(μg/mL) 分子偶联比 

Hapten-BSA 
混合酸酐法 173 — 27 33:1 

活化酯法 165 — 35 45:1 

Hapten-OVA 
混合酸酐法 — 181 19 16:1 

活化酯法 — 175 25 22:1 

 
 
 
 

 
 

A: 检测抗原为活化酯法制备, B: 检测抗原为混合酸酐法制备 

图 4  抗 Hapten-BSA 多克隆抗体效价随加强免疫次数的变化 
Fig. 4  The change of anti-Hapten-BSA polyclonal antibody titer with the times of strengthening immunity 

 
 
 
 
 

 
 

A: 免疫原为活化酯法制备, B: 免疫原为混合酸酐法制备 

图 5  两种方法制备的包被抗原 OD值变化 
Fig. 5  The change of OD vaule of envelope antigent by two methods 
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3.3  单克隆抗体的纯化与鉴定 

3.3.1  单克隆抗体的制备与纯化 
杂交瘤细胞悬液接种小鼠腹腔, 诱导产生腹水, 

小鼠腹水经辛酸－硫酸铵法提取后, SDS－PAGE 检
测, 抗体纯度达到 90%以上, 分子量为 160 kDa, 见
图 6。 
 
 

 
 

图 6  mAb的 SDS-PAGE电泳结果 
Fig. 6  SDS-PAGE electrophoresis of mAb 

 
 

3.3.2  单克隆抗体的鉴定 
(1) Ig亚类测定: 经 Ig亚类试纸鉴定, 所制备的

mAb为 IgG1, κ轻链。 
(2) 腹水抗体效价测定: 间接 ELISA法检测, 腹

水抗体效价为 1×106。 
(3) mAb特异性测定 
图 7A为非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳结果, 同样

的 Hapten 和载体蛋白, 因使用的偶联剂和偶联活性
基团的不同, 不仅产物的偶联率不同, 而且产物的荷
电情况及分子量也不完全一致, 如图所示, 抗原 2与
抗原 1 和 BSA 相比较, 条带位置有明显的差别。图
7B为 Weisternblot显色结果, 如图所示, mAb与两种
偶联物――抗原 1和抗原 2, 均产生明显的染色条带, 
表明 mAb－偶联物间有很强的结合反应, 而未偶联
Hapten 的 BSA 处则无条带显出, 表明该单克隆抗体
对 BSA并无交叉反应。 

(4) mAb亲和力测定:  
以非竞争性 ELISA 对初步纯化后的单克隆抗体

做亲和力常数的测定。经非竞争性 ELISA法检测, 单
克隆抗体的亲和常熟(M-1)为 6.43×108, 图 8是对不同
浓度包被的检测抗原 Hapten-BSA结合的反应曲线。 

 
A: 非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳, B: Western blotting; 

抗原 1: 活化酯法制备的 Hapten-BSA, 抗原 2: 混合酸酐法制备的 
Hapten-BSA 

图 7  使用抗 Hapten-BSA的单克隆抗体对 Hapten-BSA以
及 BSA进行Western blotting分析 

Fig. 7  Western immunoblotting of analysis of Hapten-BSA 
and BSA using the monoclonal antibody 

 
 

 
 
Hapten-BSA coating concentrations Hapten-OVA的包被浓

度分别为: 20 μg/mL、10 μg/mL和 5 μg/mL 

图 8  单克隆抗体对 Hapten的 ELISA反应曲线 
Fig. 8  Experimental ELISA curve for mAb with different  

 
 

3.4  抗体、检测抗原最佳工作浓度 

经方阵实验, 间接 ELISA中以Hapten-BSA为包
被原, 最佳工作浓度为 10 μg/mL, 含单克隆抗体的
小鼠腹水工作稀释度为 1.6×104(表 3)。 
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表 3  包被抗原与抗体不同稀释度组合的 OD450nm 值 
Table 3  OD450nm of different antibody and antigen 

concentrations 

抗体稀释倍数 
包被抗原(Hapten-BSA)浓度(μg/mL) 

100 10 0.5 

8000 1.908 1.431 0.845 

12000 1.904 1.221 0.481 

16000 1.404 1.051 0.239 

20000 0.910 0.776 0.182 

 
3.5  间接竞争ELISA检测方法标准曲线的建立 

将四种农药纯品做系列稀释, 使用间接竞争性
ELISA法得到竞争抑制曲线(图 9)。利用 logistic拟合
曲线模型对图中数据进行分析, 毒死蜱的 logistic 曲
线为: Y=92.126/(1+e1.561+1.549t); 甲基对硫磷的 logistic
曲线为: Y=99.979/(1+e-0.504+0.938t); 辛硫磷的 logistic
曲线为: Y=98.552/(1+e-2.665+1.641t); 三唑磷的 logistic
曲线为 : Y=88.983/(1+e-3.590+1.682t),拟合系数 r2>0.96, 
由此得到四种农药的 50 %抑制浓度(IC50)及最低检测
限(LOD), 见表 4。 

3.6  样品添加回收率 

表5为对人工模拟污染标本的检测结果, 从表中
统计的检测结果中可见, 土壤和自来水添加毒死蜱

后的提取物中, 基质效应较弱些, 而葱和蒜的基质干
扰较大。对添加量为 0.1 mg/kg的被检样品, 回收率
的平均值在 88%~94%之间; 对于添加量为 1 mg/kg
的被检样品, 回收率平均值在 60%~82%之间, 可能
因为 0.1mg/kg 添加量毒死蜱在提取液中的浓度恰好
落在竞争抑制曲线的线性范围内, 而 1 mg/kg添加量
的提取液浓度超出了线性范围内, 故有有较大偏差。
未添加毒死蜱的样品均不出现假阳性。 
 
 

 
 

图 9  有机磷农药竞争抑制曲线 
Fig. 9  Dose-response curve for the pesticides 

 
 

表 4  四种有机磷农药的 IC50 及 LOD (μg /mL) 
Table 4  IC50 and limit of detection values of the pesticides (μg /mL) 

农药 Pesticides 结构 Chemical structure IC50 LOD 

毒死蜱 

 

0.093 0.004 

甲基对硫磷 

 

3.25 0.020 

辛硫磷 

 

41.6 2 

三唑磷 

 

121.6 3.8 
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表 5  竞争性 ELISA 法对毒死蜱人工模拟污染标本的 
检测结果 a 

Table 5  Recoveries of chlorpyrifos-ethyl from spiked 
samples by IC-ELISA method 

样品 毒死蜱添加量(mg/kg) 回收率(%) 

苹果 
0.1 87.75±0.8 

1 72.30±0.6 

猕猴桃 
0.1 90.03±1.7 

1 69.82±1.2 

红豆 
0.1 未检出 a 

1 74.81±0.7 

玉米 
0.1 92.13±0.2 

1 60.55±1.6 

葱 
0.1 未捡出. 

1 68.38±3.7 

蒜 
0.1 未检出. 

1 82.39±1.8 

土壤 
0.1 90.45±3.7 

1 70.57±4.2 

自来水 b 
10 94.44±2.9 

100 77.30±3.4 

a: 表中结果均为三次检测的平均值 
b: 自来水样品中添加毒死蜱的浓度单位为 ng/mL 
 

4  讨  论 

1) 本研究所建立的竞争性 ELISA免疫检测法对
毒死蜱的最低检测限(LOD)=4 ng/mL, IC50=93 ng/mL, 
对甲基对硫磷的 LOD=20 ng/mL, IC50=3.25 μg/mL; 
而对辛硫磷和三唑磷的 LOD 分别为 2 μg/mL、3.8 
μg/mL, IC50分别为 41.6 μg/mL、121.6 μg/mL , 与前
两者相比, 其检测灵敏度明显降低, 以此单克隆抗体
为基础建立的免疫检测法, 对于检测具有特定结构
的一组有机磷农药具有较高的灵敏度和特异性。本实

验中, 对四种有机磷农药检测敏感度的差别, 推测是
与其化学结构有关, 对比半抗原结构及表 1中农药结
构, 可以看出, 半抗原由芳香环和硫磷酰基两部分组
成, 毒死蜱结构与所设计的组特异性半抗原结构较
为接近, 甲基对硫磷为甲氧基衍生物, 而辛硫磷和三
唑磷的化学结构在这两部分之间分别插入了一个氰

基亚苄氨基基团和一个三唑基团。因而我们有理由认

为以这种单克隆抗体为基础建立的免疫检测法, 对

不同有机磷农药检测灵敏度的差异与农药的化学结

构与半抗原结构之间的相似程度有一定的相关性。化

学结构与半抗原结构相似度高的有机磷农药, 如毒
死蜱和甲基对硫磷, 对其检测灵敏度、检测的特异性
较高, 线性检测范围也较宽范。因此, 本研究建立的
方法对检测的有机磷农药具有一定的选择性, 但是
由于其对不同农药的反应缺乏一致性, 尚且无法达
到通用性的目的, 为提高检测方法的敏感度和检测
农药通用性需对半抗原结构做进一步的改构和修饰。 

2) 在 ELISA 检测法的实际应用中, 样品除含有
检测目的物以外, 还可能含有其他影响检测的化合
物。许多研究已经证实样品中所含的离子, 特别是
Ca2+对酶联免疫实验较大的影响[4,5]; 硝酸盐、铜及镁
离子等在浓度达到 250 μg/mL 以上时会抑制辣根过
氧化物酶的活性[6]。除此之外, 水和土壤提取物中的
腐植酸能够与单克隆抗体非特异性的结合, 从而干
扰抗体与待检测物的特异性结合[7]。食品样品的提取

的过程中, 所含的色素、脂类、蛋白质以及多酚类物
质会被共提取, 因而也会产生一定的基质效应[8]。有

研究表明, 水溶性溶剂可以最大限度减少基质效应, 
然而大多数杀虫剂微溶于水或难溶于水, 因而必须
使用有机溶剂进行提取[9]。酶联免疫分析对有机溶剂

的比例有一定限制[10-12], 以往的研究证实, 对于任何
实验体系 [13], 甲醇的容许量都不应超过 20%(V:V), 
因而 , 本实验将萃取液稀释至 20%后进行竞争性
ELISA检测。 

对于以上讨论的基质效应, 可以通过改变缓冲
液组分或向体系中加入 BSA等方法加以改善[5,7,14]。

由表 5的部分添加回收率偏低, 本实验还需进一步优
化各项条件, 以期本方法在实际应用中更加精确。 

3) 我国对不同农产品中毒死蜱的最低限量标
准 1 mg/kg; 不低于美国、日本、欧盟等出口地的限
量标准。因而, 本实验所建立的竞争性间接 ELISA
检测法, 可以用于上述浓度范围内对毒死蜱农残的
检测。 
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