
实验技术与方法

对硫磷快速 ELISA 检测方法的建立

芮玉奎 　王 　茜 　黄昆仑 　郭 　晶 　罗云波

(中国农业大学食品科学与营养工程学院 ,农业部农产品质量监督检验测试中心 　北京 　100083)

摘 　要 :由于对硫磷的残留问题及其危害 ,迫切需要建立一种快速有效的农药检测方法。将对硫

磷苯环上的硝基还原为氨基 ,得到了具有氨基活性的半抗原化合物 ———氨基对硫磷 ,然后采用重

氮法将氨基 - 对硫磷与牛血清白蛋白 (BSA) 或卵清白蛋白 (OVA) 相偶联 ,分别合成了免疫原和包

被抗原 :氨基对硫磷 - BSA、氨基对硫磷 - OVA。对合成的抗原进行紫外可见扫描 ,确证偶联成功。

用合成的免疫抗原免疫实验用大白兔 ,制备对硫磷的多克隆抗血清 ,效价达到 1∶1 ×106 以上。对

硫磷抗体除了与甲基对硫磷具有极其微弱的交叉反应以外 ,与甲胺磷和毒死蜱交叉反应低于

011 % ,最低检测限 210 ngΠg ,回收率为 9313 %。该方法简便、快速、灵敏 ,适用性强。
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Abstract : A quick and effective method to dispose the problem of excessive pesticide residues in agricultural

products was reported. Parathion was conjugated by diazotization with OVA and BSA to prepare connective

antigen (OVA2 parathion) and immune antigen (BSA2 parathion) . They were then identified by ultraviolet

radiation scanning and electrophoresis , and the immune antigen was injected into New Zealand rabbit to obtain

the polyclonal antibody , whose efficiency value was 1∶1 ×10
6
. The crossover reaction of the antibody against

methyl2 parathion was 0198 % , and against methamidophos and chlorpyrifos was < 011 %. The detection limit

was 210 ngΠg. This method have comparable to (even exceeded) the method using the test kit .
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　　随着现代农业的发展 ,农药一方面在农业生产

中发挥着越来越重要的作用 ,另一方面 ,由于农药的

不合理使用也导致了严重的农药残留超标问题 ,影

响人们的身体健康和农产品出口贸易。长期大量地

使用农药 ,还会对生态系统的结构和功能造成严重

危害。我国出口的农产品也因农药残留超标而屡屡

发生被拒收、扣留、退货、索赔和撤消合同等事件 ,造

成了巨大的经济损失[1 ] 。

有机磷农药能与人体内乙酰胆碱酶结合 ,使人

体胆碱酶失去活性而丧失对乙酰胆碱的分解能力 ,

导致体内乙酰胆碱酯的蓄积 ,使神经传导功能紊乱。

其危害主要包括以下方面 : 对神经的影响 ;致癌作

用 ;对肝脏的影响。其中对硫磷危害最大[2 ,8 ] 。

针对日益严重的农药残留问题 ,除了需要认真

宣传贯彻国家有关农业环境保护、农药管理、无公害

农产品管理等有关的法律法规 ,积极创建无公害农

产品生产示范基地、绿色食品生产基地 ,推广无公害

农产品生产技术 ,提高农产品卫生质量 ,加强农药管

理外 ,还需要对农产品中农药残留量及时、准确地分

析检测 ,以监控农药的合理使用 ,防止农药残留超标

的产品上市销售。目前国内农药的检测标准是仪器

检测 ,检测过程繁琐、成本高、效率低 ,所以建立快

速、有效的检测方法是当务之急。

1 　材料与方法

111 　材料 　对硫磷标准样品 (纯度 9910 %) 购自农

业部药检所 ; 牛血清白蛋白 ( BSA) 、卵清蛋白

(OVA) 、弗氏完全佐剂和弗氏不完全佐剂购自 Sigma

公司 ;其它试剂均为分析纯。新西兰白兔 2 kg , 3 月

龄 ,由中国农业大学实验动物中心提供。

112 　方法

11211 　对硫磷抗原合成 　参考文献[3 ,4 ,6 ,10 ] 方法并

加以改进。将对硫磷 015 g 溶于 5 ml 乙醚中 ,倒入
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分液漏斗后 ,用 2 ml 冷的 1 % Na2 CO3 溶液萃取。向

上层溶液中加入 5 ml 乙酸 - 盐酸溶液 (体积比为

9 + 1) ,分多次加入锌粉 1 g。黄色反应混合物升温

搅拌回流反应 45 min ;冷却 ,过滤 ,并用四氧化碳洗

涤沉淀 ,合并滤液 ,加四氧化碳萃取 2 次 ,滤液用 3

ml 的双蒸水萃取。静置分层后除去上层 ,下层用无

水 Na2 SO4 除水。次日 ,过滤后 ,氮气吹干 ,得棕色油

状氨基 - 对硫磷。取氨基 - 对硫磷 105 mg 溶于含

有 2 mmol 盐酸的 50 ml 蒸馏水中 ,冷却 ,缓慢滴加冷

的 011 molΠL NaNO2 溶液至淀粉碘化物试纸变蓝 ,再

换成冰浴 ,继续搅拌 30 min 后 ,加入适量的尿素以

除去过量的亚硝酸。称取 BSA 500 mg 溶于硼酸盐

缓冲液 (pH = 9) 100 ml , 混合 2 溶液 ,冰浴反应 2 h ,

反应液逐渐呈橙色透明状 ,将反应物装入透析袋后 ,

用 4 L 的双蒸水在 4 ℃下透析 5 d ,每天更换双蒸水 4

次 ,透析产物为氨基 - 对硫磷 - BSA 免疫抗原。包

被抗原氨基 - 对硫磷 - OVA 的合成同上。

11212 　免疫抗原的鉴定[3 ,6 ,10 ] 　取 3 ml 对硫磷溶液

(015 mgΠml) , 3 ml BSA 溶液 (015 mgΠml)和 3 ml 免疫

抗原 (相当于 015 mgΠml 蛋白) ,以 PBS 为空白对照 ,

在紫外可见分光光度计上扫描其吸收光谱线。包被

抗原 (OVA2parathion) 的鉴定方法与免疫抗原相同。

(见图 1)

图 1 　BSA、对硫磷 - BSA、对硫磷的紫外可见扫描图谱

11213 　免疫方案 　选择 3 月龄、体重 2 kg 的新西兰

白兔 ,将免疫抗原用生理盐水稀释到 110 mgΠml ,吸

入 1 ml 到注射器中 ,加入等量的弗氏完全佐剂 (第 1

次免疫)或弗氏不完全佐剂 (第 2 到第 5 次免疫) ,通

过医用 3 通阀将抗原和佐剂充分混合乳化。第 1 次、

第 2 次、第 3 次、第 4 次和第 5 次背部皮下多点免疫 ;

第 6 次直接用免疫抗原 013 ml 耳静脉注射免疫。

11214 　效价测定 　在加强免疫前或动脉取血前 ,在

兔子耳部静脉取血 (012～015 ml) ,放置在 4 ℃冰箱

中过夜。第 2 天取出 ,4 000 rΠmin 离心 ,取血清用于

效价测定 ,测定方法参照于秋香方法[4 ] 。

11215 　试样测定 　参照文献方法[4 ,7 ,9 ] 。包被 :按一

定比例稀释包被抗原 ,加入酶标板 ,每孔 100 μl ,

37 ℃温育 3 h ,洗板 1 min ,重复 4 次。竞争性反应 :

前 3 排加入标样做标线 ,每个浓度做 3 个平行。其

余每孔加 50μl 试样 ,每个试样做 3 个平行 ,然后加

入抗体。于湿盒中 37 ℃下保温 30 min。洗板 : 1

min ,重复 4 次。加二抗 :每孔加入羊抗兔抗体 100

μl ,放入湿盒中 37 ℃保温 30 min ,洗板 1 min ,重复 4

次。加底物显色 :每孔加入底物显色液 100μl ,湿盒

中保温 ,显色适当后 (即最高浓度孔 A 值在 115 以

上) ,每孔加入 50μl 4 molΠL 硫酸终止反应。比色 :

在酶联免疫分光光度计测定 490 nm 处的 A 值。计

算 :根据 A 值在标线上查出各孔的值 ,即为该试样

的浓度 c , c ×VΠ重量即为单位重量试样中对硫磷的

含量。气相色谱 ( GC)方法参照文献[4 ]

2 　结果及讨论

211 　免疫抗原的验证 　在大分子和小分子 (肽类除

外)偶联物中 ,2 种分子均含有各自不同的紫外可见

吸收峰 ,但在偶联物紫外可见扫描光谱中表现各自

光谱图迭加的性质。用紫外可见光谱扫描对硫磷、

对硫磷 - BSA、BSA ,三者的紫外扫描图谱出现明显

交叉 ,说明对硫磷和 BSA 连接成功 (见图 1) 。

图 2 　31864 mgΠml 电泳图谱

　　根据电泳法从蛋白质的分子量的差异也可以判

断是否对硫磷与 BSA 连接成功 ,如果连接上了 ,则

分子量就要大一些 ,电泳时的谱带上就会有所差异 ,

采用 SDS - 聚丙稀酰胺凝胶电泳 ,SDS 可以使蛋白

质排除分子形状 ,电荷等因素 ,而使电泳只与蛋白质

的分子量有关 ,图 2 为电泳的图谱 ,可见第 3 条图谱

明显高于第 1 条和第 2 条图谱 ,这就能说明这两者

之间存在差异 ,且分子量大的图谱就会比较高。

212 　效价测定 　从表 1 中可以看出 ,抗 parathion 抗

血清在 1∶1 ×10
6 的稀释度时 ,吸光度值大于 110 ,因

此 ,抗体的工作效价大于 1 ×10
6 。但是为了使得实

验数据更加准确 ,建议用 1∶2 ×10
5 倍来稀释抗体。

213 　交叉反应 　由表 2 可以看出 ,对硫磷抗体除了

与甲基对硫磷具有极其微弱的交叉反应以外 ,与甲
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表 1 　抗 parathion 抗血清的吸光值 A

稀释倍数 1Π1 ×107 1Π1 ×106 1Π1 ×105 1Π1 ×104 1Π1 ×103 1Π1 ×102

待检血清 0133 1132 1187 2157 3115 3137

对照血清 0105 0112 0108 0119 0125 0131

胺磷和毒死蜱交叉反应低于 011 % ,说明实验所得

对硫磷抗体具有很强的特异性。

表 2 　对硫磷抗体与其它有机磷农药的交叉反应 %

农药名称 交叉反应率

对硫磷　　 100100

甲基对硫磷 0198

甲胺磷　　 < 0110

毒死蜱　　 < 0110

214 　校正曲线 　图 3 是以试样 A 值与对照试样 A

值的比值为 Y轴 ,以甲胺磷标准品浓度的对数值为

X轴做的校正曲线 ,相关系数为 R
2

= 019858。最低

检测限在 210 ngΠg。

图 3 　甲胺磷检测校正曲线

215 　ELISA 方法回收率测定及与 GC 方法的比较 　

由表 3 可以看出 ,ELISA 和 GC方法在加入对硫磷纯

品较少时 ,测定结果相差不大。随着纯品的增加 ,

ELISA 方法测定的误差有所增加 ,当添加纯品为

1 000 ng 时 , ELISA 方法测定的结果仅为 862 ng ,与

GC测定的结果 (973 ng) 相差较大 ,但是鉴于在国家

食品卫生标准中要求的残留限量很低 (一般低于

011μgΠg) ,所以本实验建立的 ELISA 方法符合国家

标准要求。在试样中分别加入 50、200、1 000 ng 不

同浓度的对硫磷标准样品进行测定 ,回收率分别是

9517 %、98 % 和 8612 % ( 表 3 ) , 平均回收 率 为

9313 %。

目前国内外广泛使用的测定对硫磷残留量的方

法大多是色谱法 ,这些方法不仅需要昂贵的仪器 ,而

且需要繁琐的样品净化程序 ,不适合在基层推广应

用。免疫检测技术具有简便、快速、灵敏的特点 ,因

　　

此近十多年来在食品中农药残留检测方面取得了迅

速的发展。

表 3 　ELISA 与 GC法的比较

添加对硫磷

纯品的量 (ng)

气相色谱

测定值 (ng)

ELISA

测定值 (ng)

ELISA

回收率 %

50 47 45 9517

200 181 186 98. 0

1 000 973 862 8612

　　要更加快速、准确地测定农产品中农药的残留 ,

仅仅建立 ELISA 方法还是不够的。试剂盒的检测极

限还有降低的空间 ,今后我们还要在多种农药的同

时检测、降低检测限和寻找更快速的检测方法 (试纸

条)方面做更多的工作。
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