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　 　 摘要:　 本研究以化合物 ４￣(二乙氧基硫代磷酸酯基)苯甲酸(ＢＰＢ)为半抗原ꎬ与载体蛋白血蓝蛋白(ＫＬＨ)偶
联后免疫 Ｂａｌｂ / ｃ 小鼠ꎮ 筛选获得 １ 株杂交瘤细胞株ꎬ能够分泌广谱识别有机磷农药的单克隆抗体ꎬ而后建立间接

竞争酶联免疫检测方法ꎬ并进行谷物添加方法验证ꎮ 结果表明ꎬ所获得的单克隆抗体对 １４ 种有机磷农药具有识别

作用ꎬ半抑制浓度( ＩＣ５０)为 ０.１６５~３８.２７４ μｇ / ｍｌꎬ交叉反应率(ＣＲ)为 ５.０％~ １ １３４.０％ꎮ 其中对蝇毒磷、对硫磷、辛
硫磷、喹硫磷 ４ 种农药具有较高的识别作用ꎬＩＣ５０为 ０.１６５~０􀆰 ８７３ μｇ / ｍｌꎬ交叉反应率为 ２１４.０％~１ １３４.０％ꎮ 利用建

立的间接竞争酶联免疫检测方法对玉米、小麦样品进行添加回收验证ꎬ结果表明ꎬ该方法对对硫磷、蝇毒磷、辛硫

磷、喹硫磷的回收率为 ７９.２％~１２７􀆰 ３％ꎬ变异系数均小于 １１􀆰 ０％ꎬ所建立的方法可用于谷物中多种有机磷农药残留

的快速检测ꎮ
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Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｑｕａｌｉｔｙ Ｓａｆｅｔｙ ａｎｄ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｐｒｏｄｕｃｔｓꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００００ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３.Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｐｈａｒｍａ￣
ｃｙꎬ Ｌａｎｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｌａｎｚｈｏｕ ７３００００ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ４￣(ｄｉｅｔｈｏｘｙｐｈｏｓｐｈｏｒｏｔｈｉｏｙｌｏｘｙ) ｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄ (ＢＰＢ) ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｏｒ￣
ｇａｎｏｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ (Ｏｐｓ) ｗａｓ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ａｎｄ ｕｓｅｄ ａｓ ｈａｐｔｅｎ ｃｏｕｐｌｅｄ ｗｉｔｈ ｃａｒｒｉｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ＫＬＨ ｆｏｒ Ｂａｌｂ / ｃ ｍｉｃｅ ｉｍ￣
ｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ. Ｔｈｒｏｕｇｈ ｈｙｂｒｉｄｏｍａ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ｓｅｖｅｒａｌ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｏｎｅ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｗａｓ ｐｒｏｖｅｄ ｔｏ ｐｏｓｓｅｓｓ ｔｈｅ ａｂｉｌ￣
ｉｔｙ ｏｆ ｓｅｃｒｅｔｉｎｇ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｗｉｔｈ ｂｒｏａｄ ｓｐｅｃｉfiｃｉｔｙ ａｇａｉｎｓｔ ｍｕｌｔｉｐｌｅ Ｏｐｓ. Ｔｈｅｒｅａｆｔｅｒꎬ ａｎ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅ￣
ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ (ｉｃ￣ＥＬＩＳＡ) ｗａｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ Ｏｐｓ ａｎｄ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｏｒｔｉｆｉｅｄ
ｇｒａｉｎ ｓａｍｐｌｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｃｏｕｌｄ ｂｒｏａｄｌｙ ｒｅｃｏｇｎｉｚｅ １４

Ｏｐｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｒｏｓｓ￣ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ (ＣＲ) ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ５􀆰 ０％ ｔｏ
１ １３４.０％ꎬ ｈａｌｆ ｍａｘｉｍａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ( ＩＣ５０ )
ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ０􀆰 １６５ μｇ / ｍｌ ｔｏ ３８􀆰 ２７４ μｇ / ｍｌ. Ｉｔ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ
ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｈａｄ ｈｉｇｈｅｒ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｐａｒａｔｈｉｏｎꎬ ｃｏｕｍａｐｈｏｓꎬ ｐｈｏｘｉｍ ａｎｄ ｑｕｉｎａｌｐｈｏｓ ｂｉｎｄｉｎｇꎬ
ａｎｄ ＩＣ５０ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ０􀆰 １６５ μｇ / ｍｌ ｔｏ ０􀆰 ８７３ μｇ / ｍｌꎬ ａｎｄ
ＣＲ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ２１４􀆰 ０％ ｔｏ １ １３４.０％. Ａｎ ｉｃ￣ＥＬＩＳＡ ｗａｓ
ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ａｎｄ ｖａｌｉｄａｔｅｄ ｂｙ ｓｐｉｋｅｄ ｍａｉｚｅ ａｎｄ ｒｉｃｅ ｓａｍｐｌｅｓ.
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Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ７９􀆰 ２％ ｔｏ １２７􀆰 ３％ꎬ ａｎｄ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ (ＣＶ) ｗｅｒｅ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ
１１％. Ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ Ｏｐｓ ｉｎ ｃｅｒｅａｌ ｓａｍｐｌｅｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｏｒｇａｎｏｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ (Ｏｐｓ)ꎻ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙꎻ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕ￣
ｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ (ｉｃ￣ＥＬＩＳＡ)

　 　 有机磷农药(ＯＰｓ)是一类广谱、高效的杀虫剂ꎬ
被广泛应用于农林业生产ꎬ因其具有高毒性ꎬ所以过

度使用会对生态环境和人畜健康造成严重影响[１￣２]ꎮ
国家实行了一系列禁、限措施ꎬ并强化了对高毒有机

磷农药的检测与监管ꎮ 目前ꎬ农药残留的检测方法

可分为仪器法、酶抑制法、免疫分析法等ꎮ 仪器分析

法如气相色谱法(ＧＣ)、薄层色谱法(ＴＬＣ)、高效液

相色谱法(ＨＰＬＣ)等ꎬ检测结果较为准确ꎬ但需要从

事仪器分析的专业人员ꎬ用时较长ꎬ难以实现现场快

速筛查定性ꎮ 酶抑制法操作简便ꎬ但其灵敏度与检

测效果不稳定ꎮ 基于抗体的免疫分析法具有操作简

便、灵敏度高、特异性强的特点ꎬ已广泛应用于各个

领域ꎮ 本研究拟采用单克隆抗体制备技术ꎬ建立可

同时识别多种有机磷农药的免疫检测方法ꎮ
抗体的特异性使得传统的免疫分析方法多是针

对单一抗原的识别ꎬ而有机磷农药属于家族类小分

子化合物ꎬ种类繁多ꎬ毒性机理相同ꎬ当多种农药同

时存在时ꎬ即使单个农药残留不超标ꎬ仍存在很大的

毒性积累风险ꎮ 因此ꎬ对家族类有机磷农药多残留

检测方法的研究具有重要意义[３￣７]ꎮ 基于免疫分析

方法实现有机磷农药的多残留检测也有相关报道ꎬ
Ｗａｎｇ 等[８]将多种有机磷农药分子与 ＢＳＡ 偶联ꎬ获
得了可同时检测多种农药的宽谱型多克隆抗体ꎬ建
立的 ＥＬＩＳＡ 方法对三唑磷、克百威等多种有机磷农

药的最低检测限低于 ０.０１ μｇ / ｍｌꎮ Ｘｕ 等[９] 获得可

以识别 １４ 种农药的单克隆抗体ꎬ并且通过对半抗原

结构优化ꎬ又合成 ２ 种半抗原ꎬ进行异源包被ꎬ明显

提高了对 ８ 种农药检测的灵敏度ꎮ Ｘｕ 等[１０] 制备了

可识别 ８ 种有机磷农药的多克隆抗体ꎬ并建立了间

接竞争酶联免疫吸附的方法ꎬ采用异源包被对对硫

磷、蝇毒磷、辛硫磷和喹硫磷的 ＩＣ５０ 分别为 ０􀆰 ３４８
μｇ / ｍｌ、０􀆰 ０１３ μｇ / ｍｌ、１􀆰 ３０１ μｇ / ｍｌ和 ０􀆰 ０２２ μｇ / ｍｌꎮ
李刚等[１１] 采用杂交￣杂交瘤法制备了双特异性抗

体ꎬ能够检测 ２ 种烟碱类农药和 ３ 种有机磷农药ꎮ
此外ꎬ借助基因工程技术ꎬ重组抗体可实现对多个抗

原的识别ꎬ通过突变改造ꎬ亦可提高抗体的灵敏度、
亲和力ꎬ增加识别农药的种类[１２￣１４]ꎮ

本研究拟通过分析家族类有机磷农药的分子结

构ꎬ保留共有的乙氧基磷酸酯和芳香环ꎬ合成通用结

构的半抗原 ４￣(二乙氧基硫代磷酸酯基) 苯甲酸

(ＢＰＢ)ꎬ采用杂交瘤技术ꎬ制备广谱型有机磷类农药

单克隆抗体ꎬ并建立间接竞争酶联免疫检测方法ꎬ以
期为有机磷农药多残留检测奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 试验动物和细胞株　 Ｂａｌｂ / ｃ ６ ~ ８ 周龄雌性

小鼠购自扬州大学医学中心ꎬＳＰ２ / ０ 骨髓瘤细胞由

本实验室保存ꎮ
１.１.２　 主要材料与试剂 　 胎牛血清(无支原体、低
内毒素)购自杭州四季青生物公司ꎬ不完全 １６４０ 细

胞培养液、氨基喋呤储存液、次黄嘌呤储存液、胸腺

嘧啶核苷(ＨＡＴ)储存液、次黄嘌呤储存液和胸腺嘧

啶核苷(ＨＴ)储存液均购自 ＧｉＢｃｏ 公司ꎬ聚乙二醇

(ＰＥＧ)、卵清蛋白(ＯＶＡ)、血蓝蛋白(ＫＬＨ)、氟式不

完全佐剂(ＦＩＣＡ)、氟式完全佐剂(ＦＣＡ)均购自 Ｓｉｇ￣
ｍａ 公司ꎬ二甲亚砜(ＤＭＳＯ)、四甲基联苯胺(ＴＭＢ)
均购自 Ａｍｅｒｓｃｏ 公司ꎬ１５ 种有机磷农药溶液标准品

购自天津汇迪生物技术有限公司ꎬ氨苄青霉素、链霉

素均购自山东瑞阳制药有限公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 免疫原的制备　 半抗原 ＢＰＢ 的制备方法参

考之前的研究[８￣９]ꎮ 免疫原 ＢＰＢ￣ＫＬＨ 的制备采用

活泼酯法[９]ꎬ称取 １４.５ ｍｇ 半抗原 ＢＰＢ 溶于 １ ｍｌ 的
二甲基甲酰胺(ＤＭＦ)中ꎬ分别加入 ０􀆰 ０５ ｍｍｏｌ Ｎ￣羟
基琥珀酰亚胺(ＮＨＳ)和 ０􀆰 ０６ ｍｍｏｌ ＮꎬＮ￣二环己基

碳二亚胺(ＤＣＣ)ꎬ室温避光磁力搅拌过夜后ꎬ８ ０００
ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ收集上清液ꎬ为反应液 Ａꎮ 称取

４５ ｍｇ ＫＬＨ 溶解于 ５ ｍｌ ＰＢＳ￣ＣＢＳ (１０ ∶ １)的缓冲液

(ｐＨ ８􀆰 ７)中ꎬ为反应液 Ｂꎮ 将反应液 Ｂ 置于磁力搅

拌器上ꎬ缓慢滴加反应液 Ａꎬ室温搅拌 ４ ｈꎬ反应结束

后ꎬ将偶联产物于 ＰＢＳ 缓冲液中ꎬ４ ℃ 透析 ３ ｄꎬ
８ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ２０ ｍｉｎ 去除沉淀ꎬ上清分装保存于

－２０ ℃冰箱中ꎮ 偶联物采用紫外光谱进行鉴定ꎬ半
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抗原 ＢＰＢ 和载体蛋白 ＫＬＨ 作阴性对照ꎬ甲醇和

ＰＢＳ 均作空白对照ꎮ
１.２.２　 包被原的制备 　 称取 １４􀆰 ５ ｍｇ 半抗原 ＢＰＢ
溶于 １ ｍｌ ＤＭＦꎬ加入 ２３ μｌ 三正丁胺ꎬ冷却至 ４ ℃后

加入 ７ μｌ 氯甲酸异酯ꎬ搅拌 １ ｈꎬ为反应液 Ａꎮ 称取

３０􀆰 ０ ｍｇ ＯＶＡꎬ溶于 ５ ｍｌ ＰＢＳ 缓冲液(ｐＨ ７.４)中ꎬ为
反应液 Ｂꎮ 将反应液 Ａ 于 ４ ℃下逐滴加入反应液 Ｂ
中ꎬ磁力搅拌过夜ꎮ 反应结束后处理同上ꎬ采用紫外

光谱扫描鉴定偶联结果[１５]ꎮ
１.２.３　 免疫小鼠　 将免疫原 ＢＰＢ￣ＫＬＨ 与等量弗氏

完全佐剂(ＦＣＡ)乳化后ꎬ腹股沟处注射小鼠ꎬ１ 只

１００ μｇꎮ １４ ｄ 后ꎬ同样剂量免疫原与弗氏不完全佐

剂(ＦＩＣＡ)乳化后免疫小鼠ꎮ 以后每隔 １４ ｄ 加强免

疫 １ 次ꎬ每 ７ ｄ 尾部静脉采血ꎬ采用间接 ＥＬＩＳＡ[１６]方

法检测多抗血清ꎬ当多抗血清效价超过 １ ∶ １０ ０００
时即可取其脾细胞用于融合ꎮ 在准备融合的前 ３ ｄꎬ
将免疫原与生理盐水等量混合ꎬ１ 只 ２００ μｇꎬ冲击免

疫小鼠ꎮ
１.２.４　 单克隆抗体制备及纯化　 参照 ＤＯＮＧ[１７] 的

研究方法进行单克隆抗体的制备ꎬ将免疫小鼠的脾

细胞与小鼠 ＳＰ２ / ０ 细胞融合ꎬ第 ３ ｄ 加入 ＨＡＴ 培养

液ꎬ第 ７ ｄ 将细胞培养液换成 ＨＴ 培养液ꎬ并用间接

ＥＬＩＳＡ 鉴定阳性孔ꎮ 采用有限稀释法对阳性孔细胞

进行亚克隆筛选ꎬ经 ３~ ４ 次筛选后ꎬ呈阳性的孔内

细胞即为分泌单克隆抗体的杂交瘤细胞ꎬ并将其扩

大培养ꎬ然后采用饱和硫酸铵沉淀方法纯化腹水单

抗ꎮ 并采用 ＳＤＳ￣聚丙烯酰胺凝胶电泳法 ( ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ)检测纯化效果ꎮ
１.２.５　 单克隆抗体最佳工作浓度的测定 　 采用方

阵滴定法确定包被原和单抗最佳工作浓度:用 ＰＢＳ
梯度稀释单抗并分别加至 ９６ 孔酶标板中ꎬ１ 孔 １００
μｌꎬ４ ℃过夜ꎬ用 ＰＢＳＴ 洗板 ３ 次ꎬ１ 次 １ 孔 ２５０ μｌꎬ然
后向酶标板中加入 ３％脱脂牛奶ꎬ１ 孔 ３００ μｌꎬ３７ ℃
孵育 ２ ｈꎬ用 ＰＢＳＴ 洗板后ꎬ将系列稀释的单抗分别

加入酶标板中ꎬ１ 孔 １００ μｌꎬ３７ ℃孵育 １ ｈꎮ 以未免

疫时的血清和 ＰＢＳ 分别作阴性对照和空白对照ꎬ
ＰＢＳＴ 洗板后ꎬ加入羊抗鼠 ＩｇＧ￣ＨＲＰ (１ ∶ ５ ０００稀

释)ꎬ１ 孔 １００ μｌꎬ并将其加入酶标版中 １ 孔 １００ μｌꎬ
３７ ℃孵育 １ ｈꎬ将显色液加入酶标板中ꎬ１ 孔 １００ μｌꎬ
３７ ℃孵育 １５ ｍｉｎꎬ然后加入 ２ ｍｏｌ / Ｌ Ｈ２ＳＯ４终止液ꎬ
１ 孔 ５０ μｌꎬ用酶标仪测定 ４５０ ｎｍ 下的 ＯＤ 值ꎮ
１.２.６　 ｉｃ￣ＥＬＩＳＡ 方法的建立与优化 　 用 ＣＢＳ 稀释

包被原 ＢＰＢ￣ＯＶＡ 至最佳工作浓度ꎬ加入 ９６ 孔酶标

板ꎬ１ 孔 １００ μｌꎬ４ ℃包被过夜ꎬ弃包被液ꎬ用 ＰＢＳＴ
洗板 ３ 次ꎬ加入 ３％脱脂奶粉ꎬ１ 孔 ２５０ μｌꎬ３７ ℃封闭

１ ｈꎬ用 ＰＢＳＴ 洗板 ３ 次ꎮ 用含甲醇的 ＰＢＳ 梯度稀释

半抗原ꎬ并与最佳工作浓度的单抗等体积混合ꎬ３７
℃孵育 ２０ ｍｉｎꎮ 将混合液加入到 ９６ 孔酶标板ꎬ１ 孔

１００ μｌꎬ３７ ℃孵育 １ ｈꎮ 用 ＰＢＳＴ 洗板 ３ 次ꎬ每孔加

入 １００ μｌ 羊抗鼠 ＩｇＧ￣ＨＲＰ (１ ∶ ５ ０００稀释)ꎬ３７ ℃
反应 １ ｈꎬ用 ＰＢＳＴ 洗板 ３ 次ꎬ每孔加入 １００ μｌ 显色

液ꎬ３７ ℃反应 １５ ｍｉｎꎬ再加入 ２ ｍｏｌ / Ｌ Ｈ２ＳＯ４终止反

应ꎬ１ 孔 ５０ μｌꎬ４５０ ｎｍ 测定吸光值ꎬ计算各浓度的结

合率ꎬ制作抑制曲线[１８￣２１]ꎮ
结合率＝Ｂ / Ｂ０×１００％
Ｂ０为不加农药或半抗原的 ＯＤ 值ꎬＢ 为加农药

或半抗原的 ＯＤ 值ꎮ
１.２.６.１　 ｐＨ 值 　 用 ＣＢＳ 将 ＢＰＢ￣ＯＶＡ 稀释至工作

浓度ꎬ加入酶标板ꎬ４ ℃包被过夜ꎬ配制好 ｐＨ 值分别

为 ５􀆰 ０、６􀆰 ０、７􀆰 ４、８􀆰 ０ 和 ９􀆰 ０ 的缓冲液ꎬ按照上述方

法建立不同 ｐＨ 值下的抑制曲线ꎬ通过显色值和 ＩＣ５０

来分析不同 ｐＨ 值对 ｉｃ￣ＥＬＩＳＡ 反应的影响ꎮ
１.２.６.２　 甲醇含量　 用 ＣＢＳ 稀释包被原 ＢＰＢ￣ＯＶＡ
至工作浓度ꎬ加入酶标板ꎬ４ ℃ 包被过夜ꎬ用 ５％、
１０％、１５％、２０％甲醇含量的 ＰＢＳ 溶液稀释半抗原ꎬ
按照上述方法建立不同甲醇含量下的抑制曲线ꎬ通
过显色值和 ＩＣ５０来分析不同甲醇含量对 ｉｃ￣ＥＬＩＳＡ 反

应的影响ꎮ
１.２.６.３　 离子强度　 用 ＣＢＳ 稀释包被原 ＢＰＢ￣ＯＶＡ
至最佳工作浓度ꎬ加入酶标板ꎬ４ ℃包被过夜ꎬ配制

好离子强度分别为 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ０５ ｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 １０
ｍｏｌ / Ｌ的缓冲液ꎬ按照上述方法建立不同离子强度条

件下的标准曲线ꎬ通过显色值和 ＩＣ５ ０来分析不同离

子强度对 ｉｃ￣ＥＬＩＳＡ 反应的影响ꎮ
１.２.７　 单克隆抗体对不同有机磷类农药敏感性的

检测　 采用 ｉｃ￣ＥＬＩＳＡ 测定单克隆抗体对不同有机

磷农药的敏感性[１０] ꎬ采用方法 １.２. ５ 中所得的最

佳工作浓度以及方法 １.２.６ 所得的最佳参数ꎬ用含

甲醇的 ＰＢＳ 梯度稀释农药ꎬ其余操作步骤同上所

述ꎮ
１.２.８ 　 玉米、小麦样品加标回收率的检测 　 将

ＨＰＬＣ 检测有机磷农药残留为阴性的玉米和小麦碾

碎ꎬ称取 １ ｇ 样品置于离心管中ꎬ加入 ５ ｍｌ ＰＢＳ 并于

水平摇床上震荡 １５ ｍｉｎꎬ离心取上清ꎬ用 ０.４５ μｍ 滤
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膜过滤ꎬ即为样品提取液ꎮ 往上述样品提取液中分

别加入不同浓度的有机磷农药标准品ꎬ每个浓度重

复 ３ 次ꎬ根据方法 １.２.７ 对所添加的农药含量进行测

定ꎬ计算加标回收率和变异系数[１０]ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 完全抗原和包被原的鉴定

图 １ 显示ꎬＢＰＢ 和 ＫＬＨ 的最高吸收峰值分别在

２６２ ｎｍ 和 ２１０ ｎｍ 处ꎬ而完全抗原 ＢＰＢ￣ＫＬＨ 的最高

吸收峰值在 ２６８ ｎｍ 处ꎬＯＶＡ 的最高吸收峰值在 ２１５
ｎｍ 处ꎬ而包被原 ＢＰＢ￣ＯＶＡ 的最高吸收峰值在 ２３６
ｎｍ 处ꎮ 可见合成的完全抗原、包被原与载体蛋白相

比ꎬ其吸收峰位置发生了明显偏移ꎬ表明半抗原与载

体蛋白偶联成功ꎮ

ＢＰＢ:４￣(二乙氧基硫代磷酸酯基)苯甲酸ꎻＫＬＨ:血蓝蛋白ꎻＯＶＡ:
卵清蛋白ꎮ
图 １　 免疫原和包被原的紫外全波长扫描

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｆｕｌｌ￣ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｓｃａｎ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏｇｅｎ ａｎｄ
ｃｏａｔｉｎｇ ａｎｔｉｇｅｎ

２.２　 单克隆抗体纯化

采用饱和硫酸铵沉淀法纯化腹水单抗ꎬ结果

(图 ２)显示ꎬ１ 为纯化后的单抗ꎬ抗体重链分子量约

为５０ ０００ꎬ轻链分子量约为２０ ０００ꎬ符合预期ꎮ 结果

表明ꎬ此方法可以除去腹水中的大部分杂蛋白ꎬ初步

纯化单克隆抗体ꎮ
２.３　 包被原、抗体最佳工作浓度的确定

采用方阵滴定法测定单克隆抗体和包被原的最

佳工作浓度ꎬ以 ＥＬＩＳＡ 检测时显示的吸光值为 １􀆰 ０
左右时对应的包被原和抗体浓度为最佳工作浓度ꎮ
单克隆抗体初浓度为 １􀆰 ８００ ｍｇ / ｍｌꎬ包被原初浓度

为 ５􀆰 ０００ ｍｇ / ｍｌꎮ 最终选择的最佳工作浓度单抗为

０􀆰 ０１４ μｇ / ｍｌꎬ包被原为 ６􀆰 ２５０ μｇ / ｍｌꎮ

Ｍ:低分子量蛋白 ｍａｒｋｅｒꎻ１:纯化后单抗ꎻ２:纯化前腹水ꎮ
图 ２　 饱和硫酸铵法纯化腹水单抗

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｃｉｔｅｓ ｂｙ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｓｕｌｆａｔｅ ｐｒｅｃｉｐｉ￣
ｔａｔｉｏｎ

２.４　 ｉｃ￣ＥＬＩＳＡ 方法的建立与优化

２.４.１　 ｐＨ 值的优化 　 选择 ５ 个不同 ｐＨ 值(５􀆰 ０、
６􀆰 ０、７􀆰 ４、８􀆰 ０、９􀆰 ０)ꎬ以含有 ５％甲醇的 ＰＢＳ 缓冲液

稀释半抗原 ＢＰＢꎬ分析不同 ｐＨ 值对试验结果的影

响(图 ３)ꎮ ｐＨ 值为 ５􀆰 ０~ ７􀆰 ４ꎬ显色值随着 ｐＨ 值的

增加而增加ꎬｉｃ￣ＥＬＩＳＡ 反应的灵敏度逐渐升高ꎮ 当

ｐＨ 值为 ８􀆰 ０ 时ꎬ显色值虽然较高ꎬ但反应灵敏度略

低ꎬ说明缓冲液 ｐＨ 值为 ８􀆰 ０ 时ꎬ影响单抗与分析物

的结合ꎬ但有利于单抗与包被原的结合ꎮ 当缓冲液

ｐＨ 值为 ９􀆰 ０ 时ꎬ反应的显色值和灵敏度急剧下降ꎬ
说明碱性条件下ꎬ单抗与包被原以及分析物的结合

都受到了影响ꎮ 因此选择 ７􀆰 ４ 作为最适 ｐＨ 值ꎮ

图 ３　 ｐＨ 值对单克隆抗体 ｉｃ￣ＥＬＩＳＡ 分析的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐＨ ｏｎ ｔｈｅ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ
ｂｙ ｉｃ￣ＥＬＩＳＡ

２.４. ２ 　 甲醇含量的优化 　 分别配置浓度为 ５％、
１０％、２０％、３０％甲醇含量的 ＰＢＳ 缓冲液(ｐＨ ７􀆰 ４)ꎬ
用于稀释 ＢＰＢꎬ分析不同含量的甲醇对试验结果的
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影响ꎮ 结果(图 ４)显示ꎬ随着缓冲液中甲醇含量的

升高ꎬ显色值逐渐降低ꎬ当甲醇含量超过 ２０％时ꎬ反
应灵敏度降低ꎮ 当甲醇含量达到 ３０％时ꎬ反应几乎

停止ꎮ 可见ꎬ甲醇含量过高会影响 ｉｃ￣ＥＬＩＳＡ 反应的

进行ꎮ 所以选择 ５％的甲醇含量作为 ｉｃ￣ＥＬＩＳＡ 分析

的最佳甲醇含量ꎬ达到既能溶解农药又可以降低对

反应的影响ꎮ

图 ４　 甲醇含量对单克隆抗体 ｉｃ￣ＥＬＩＳＡ 分析的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｏｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ
ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｂｙ ｉｃ￣ＥＬＩＳＡ

２.４.３　 离子强度的优化 　 配制好离子强度分别为

０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ０５ ｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 １０ ｍｏｌ / Ｌ的反应缓冲液

(ｐＨ ７􀆰 ４ꎬ５％甲醇)ꎬ分析不同离子强度对试验结果

的影响ꎮ 结果 (图 ５) 显示ꎬ当离子强度为 ０􀆰 ０５
ｍｏｌ / Ｌ时ꎬＥＬＩＳＡ 反应的显色值较高ꎬ但灵敏度较低ꎬ
当离子强度为 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ时ꎬＥＬＩＳＡ 反应的显色值

较低ꎬ离子强度为 ０􀆰 １０ ｍｏｌ / Ｌ时ꎬ灵敏度最高ꎬ显色

值位于正常范围内ꎮ 所以选择最佳离子强度为

０􀆰 １０ ｍｏｌ / Ｌꎮ

图 ５　 离子强度对单克隆抗体 ｉｃ￣ＥＬＩＳＡ 分析的影响

Ｆｉｇ.５ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｏｎｉｃ ｓｔｒｅｎｇｔｈ ｏｎ ｔｈｅ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ｍｏｎｏ￣
ｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｂｙ ｉｃ￣ＥＬＩＳＡ

２.５　 单抗对半抗原 ＢＰＢ 敏感性测定

在最佳理化参数条件下ꎬ采用 ｉｃ￣ＥＬＩＳＡ 方法测

定单克隆抗体对 ＢＰＢ 的抑制效果ꎬ抑制率曲线如图

６ 显示ꎬｙ＝ ￣２４.２００ｌｎｘ＋６５.２４６ꎬ相关系数 ｒ ＝ ０.９８０ ２ꎬ
ＩＣ５０为 １.８６７ ０ μｇ / ｍｌꎬ线性范围为 ０.３１２ ５~１０.０００ ０
μｇ / ｍｌꎬ最低检测限为 ０.１５０ ０ μｇ / ｍｌꎮ

图 ６　 单克隆抗体对 ＢＰＢ 的抑制率曲线

Ｆｉｇ.６　 Ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｆｏｒ
ＢＰＢ

２.６　 单抗对不同有机磷类农药的交叉识别率

单克隆抗体对不同有机磷农药的检测灵敏度如

表 １ 显示ꎬ其中单抗对对硫磷、蝇毒磷、辛硫磷、喹硫

磷有较高的检测灵敏度ꎬ其 ＩＣ５０ 为 ０.１６５~ ０􀆰 ８７３
μｇ / ｍｌꎬ交叉反应率为 ２１４％~ １ １３４％ꎮ 这几种药的

结构与免疫原比较类似ꎬ可能更适合抗体识别区的

结合界面ꎬ更利于分子间作用力的形成ꎬ因此具有更

高的交叉识别率ꎮ 例如ꎬ单抗对对硫磷的交叉反应

高达１ １３４％ꎮ 单抗对除线磷、丙溴磷有相对较高的

检测灵敏度ꎬ其 ＩＣ５０ 分别为 ２􀆰 ０９７ μｇ / ｍｌ、 ２. ５８３
μｇ / ｍｌꎬ交叉反应率分别为 ８９％、７２％ꎬ它们的结构

跟半抗原虽然类似ꎬ但是在芳香环上有取代基的存

在ꎬ可能会影响抗体与农药的结合ꎮ 而对于没有芳

香环的甲拌磷和乙拌磷ꎬ单抗对其识别力较低ꎬＩＣ５０

为 ５􀆰 ０００ μｇ / ｍｌ左右ꎬ交叉反应率分别为 ３３％~
３７％ꎬ可见苯环在抗体与农药结合的过程中起着重

要作用ꎮ 三唑磷、乙基溴硫磷、毒死蜱有芳香环ꎬ但
单抗对其检测灵敏度并不高ꎬ其 ＩＣ５０ 大于 １０􀆰 ０００
μｇ / ｍｌꎬ可能是苯环上存在较多取代基所导致的ꎬ苯
环上的取代基越多ꎬ农药与单抗的结合能力就越

弱[２２]ꎮ 特丁硫磷、二嗪农、伏杀磷、马拉硫磷或存在

大量侧链ꎬ或苯环上含有非常多的取代基结构ꎬ可能

产生空间位阻效应ꎬ进一步影响了抗原抗体的识别

与结合[２２]ꎬ导致极低的交叉反应ꎮ
２.７　 添加回收

选取检测灵敏度较高的前 ４ 种有机磷农药进行添

９１４１李　 盼等:有机磷农药广谱特异性单克隆抗体的制备及特性分析



加回收试验ꎬ分别向玉米样品、小麦样品中添加有机磷

农药标准品ꎬ每种农药选择 ３ 个添加浓度测定回收率ꎬ
并以测定值的相对标准偏差作为变异系数ꎮ 表 ２ 显

示ꎬ玉米、小麦样品中的加标回收率为 ７９.２％~１２７􀆰 ３％ꎬ
变异系数均低于 １１％ꎬ表明用该法测定玉米、小麦中的

有机磷农药含量具有较高的准确度和精确度ꎮ

表 １　 单克隆抗体对不同有机磷农药的交叉反应

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｃｒｏｓｓ￣ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｆｏｒ ｏｒｇａｎｏｐｈｏｓ￣
ｐｈｏｒｕｓ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ

　 农药 ＩＣ５０(μｇ / ｍｌ) ＣＲ (％)

ＢＰＢ １.８６７ １００

对硫磷 ０.１６５ １ １３４

蝇毒磷 ０.５７７ ３３５

辛硫磷 ０.６８２ ２７４

喹硫磷 ０.８７３ ２１４

除线磷 ２.０９７ ８９

丙溴磷 ２.５８３ ７２

乙拌磷 ５.０２２ ３７

甲拌磷 ５.５７８ ３３

三唑磷 １２.４１４ １５

乙基溴硫磷 １３.２７７ １４

毒死蜱 １５.７３６ １１

特丁硫磷 １９.５４８ １０

二嗪农 ２５.３２８ ７

伏杀磷 ３８.２７４ ５

马拉硫磷 >１００.０００ －
ＩＣ５０:半抑制浓度ꎻＣＲ:交叉反应率ꎮ

表 ２　 玉米和小麦样品的加标回收率和变异系数

Ｔａｂｌｅ ２ 　 Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ａｎｄ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｏｒｎ ａｎｄ
ｗｈｅａｔ ｓａｍｐｌｅｓ

农药
添加浓度
(ｍｇ / ｋｇ)

玉米

加标回收
率 (％)

变异系数
(％)

小麦

加标回收
率 (％)

变异系数
(％)

对硫磷 ０.０１ ７９.２ ７.６ １０２.４ ５.４

０.１０ ８０.４ ７.３ ８９.５ ７.１

１.００ １１６.３ ４.３ ９０.５ １１.０

蝇毒磷 ０.０１ ８８.６ ３.４ １１０.６ ３.９

０.１０ ９７.８ ２.８ １１３.５ ４.９

１.００ １１２.４ ４.５ ９９.３ ６.０

辛硫磷 ０.０１ ８０.５ ３.３ １０３.５ ３.３

０.１０ ９８.４ ４.２ １０４.３ ５.２

１.００ １２０.８ ３.２ ８０.４ ５.６

喹硫磷 ０.０１ ７９.４ ４.０ １１７.４ １.３

０.１０ ９５.５ ６.１ １２０.５ ６.３

１.００ １２７.３ ４.９ １００.３ ７.６

３　 讨 论

制备针对家族类有机磷农药广谱型抗体材料ꎬ
选用的半抗原一般都是多种有机磷农药的通用结

构ꎮ 本研究所用的半抗原 ＢＰＢ 是以有机磷农药的

通用结构 Ｏ￣Ｏ 二乙基硫代磷酸盐与一苯环连接ꎬ并
在苯环的对位连有 １ 个羧基ꎬ所制备的单克隆抗体

可识别 １４ 种 Ｏ￣Ｏ 二乙基类有机磷农药ꎬ虽然识别

谱较广ꎬ但是对每种农药的特异性并不统一ꎬ对于对

硫磷交叉反应率高于 １ ０００％ꎬ但是对于马拉硫磷等

农药的交叉反应率却非常低ꎮ 有报道指出ꎬ广谱型

抗体的性能与通用半抗原的结构具有较大的关系ꎮ
Ｐｉａｏ[２３]在半抗原 ＢＰＢ 的基础上ꎬ在苯环的间位加入

１ 个取代基ꎬ所制备的抗体对于间位有取代基农药

的特异性增强ꎬ尤其是对于毒死蜱、杀螟松、二嗪哝

的特异性较强ꎮ Ｚｈａｏ[５] 将羧基置于苯环的间位ꎬ把
取代基置于苯环的邻位ꎬ制备的抗体对于 Ｏ￣Ｏ 二乙

基和 Ｏ￣Ｏ 二甲基类有机磷农药都具有较高的特异

性ꎬ但是对于二嗪哝的特异性有所下降ꎮ 由此可见ꎬ
如果半抗原的羧基位于苯环的对位ꎬ抗体对有机磷

农药的识别谱更宽但是特异性差ꎬ如果羧基位于苯

环的间位使得半抗原与多数有机磷农药的结构差异

变大ꎬ抗体对多种有机磷农药的特异性可能会更一

致ꎮ 如果在半抗原的苯环上引入取代基ꎬ虽然可能

会提高抗体对某种有机磷农药的特异性ꎬ但对抗体

的广谱性并不能起到积极的作用[５]ꎮ 因此ꎬ本研究

后续可重新改造半抗原结构ꎬ制备有机磷农药广谱￣
特异性单克隆抗体ꎮ

参考文献:

[１] 　 ＳＯＮＧＡ Ｅ Ａꎬ ＯＫＯＮＫＷＯ Ｊ Ｏ. Ｒｅｃｅｎｔ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ
ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ￣ｂａｓｅｄ ｂｉｏｓｅｎｓｏｒｓ ｆｏｒ ｏｒｇａｎｏ￣
ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ: ａ ｒｅｖｉｅｗ[ Ｊ] . Ｔａｌａｎｔａꎬ ２０１６ꎬ １５５: ２８９￣
３０４.

[２] 　 ＭＯＲＥＮＯ Ｊ Ｌ Ｆꎬ ＬＩÉＢＡＮＡＳ Ｆ Ｊ Ａꎬ ＦＲＥＮＩＣＨ Ａ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｖａｌ￣
ｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｆｏｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅ ｒｅｓｉ￣
ｄｕｅｓ ｉｎ ｆａｔ ｖｅｇｅｔａｂｌｅ ｍａｔｒｉｃｅｓ ｌｉｋｅ ａｖｏｃａｄｏ ｂｙ ｌｏｗ￣ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｇａｓ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ￣ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａ￣
ｔｏｇｒａｐｈｙ Ａꎬ ２００６ꎬ １１１１(１): ９７￣１０５.

[３] 　 ＬＩＵ Ｙꎬ ＷＡＮＧ Ｃꎬ ＧＵＩ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｃｏｍ￣
ｐｅｔｉｔｉｖｅ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ ｆｏｒ ｐａｒａｔｈｉｏｎ ｒｅｓｉｄｕｅ ｉｎ ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ａｎｄ ｅｎ￣
ｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓａｍｐｌｅｓ[Ｊ] . Ｅｃｏｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｓａｆｅｔｙꎬ
２００９ꎬ ７２(６): １６７３￣１６７９.

[４] 　 刘建利. 有机磷农药残留微生物降解的研究现状[ Ｊ] . 广东农

０２４１ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０１７ 年 第 ３３ 卷 第 ６ 期



业科学ꎬ ２０１０ꎬ ３７(２):１０７￣１１０.
[５] 　 ＺＨＡＯ Ｆꎬ ＨＵ Ｃꎬ ＷＡＮＧ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａ ＭＡｂ￣ｂａｓｅｄ

ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｏꎬ Ｏ￣ｄｉｅｔｈｙｌ
ａｎｄ ＯꎬＯ￣ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｏｒｇａｎｏｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ ｉｎ ｖｅｇｅｔａｂｌｅ ａｎｄ
ｆｒｕｉｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＱｕＥＣｈＥＲＳ[Ｊ] . Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ａｎｄ Ｂｉｏ￣
ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０１５ꎬ ４０７(３０): ８９５９￣８９７０.

[６] 　 ＬＩ Ｙꎬ ＺＨＡＯ Ｆꎬ ＺＨＡＯ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｂｒｏａｄ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃｉ￣
ｔｙ ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ ｆｏｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｒｇａｎｏｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ ｕ￣
ｓｉｎｇ ｄｕａｌ￣ｇｅｎｅｒｉｃ ｈａｐｔｅｎ ａｎｔｉｇｅｎｓ[ Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｍｅｔｈｏｄｓꎬ
２０１５ꎬ ８(２): ４２０￣４２７.

[７] 　 ＬＩＡＮＧ Ｙꎬ ＬＩＵ Ｘ Ｊꎬ ＬＩＵ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｈａｐｔｅｎｓ ｆｏｒ
ｔｈｅ ｃｌａｓｓ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ ｏｆ ＯꎬＯ￣ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｏｒｇａｎｏｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ
ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈａｐｔｅｎ ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｙ ｏｎ ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ ｓｅｎｓｉｔｉｖ￣
ｉｔｙ[Ｊ] . Ａｎａｌｙｔｉｃａ Ｃｈｉｍｉｃａ Ａｃｔａꎬ ２００８ꎬ ６１５(２): １７４￣１８３.

[８] 　 ＷＡＮＧ Ｓ Ｔꎬ ＧＵＩ Ｗ Ｊꎬ ＧＵＯ Ｙ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｍｕｌｔｉ￣
ｈａｐｔｅｎ ａｎｔｉｇｅｎ ａｎｄ ｂｒｏａｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｆｏｒ ａ
ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅ ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ [ Ｊ ] . Ａｎａｌｙｔｉｃａ Ｃｈｉｍｉｃａ Ａｃｔａꎬ
２００７ꎬ ５８７(２): ２８７￣２９２.

[９] 　 ＸＵ Ｚ Ｌꎬ ＳＨＥＮ Ｙ Ｄꎬ ＺＨＥＮＧ Ｗ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｒｏａｄ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｉｍ￣
ｍｕｎｏａｓｓａｙ ｆｏｒ ＯꎬＯ￣ｄｉｅｔｈｙｌ ｏｒｇａｎｏｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ: ａｐｐｌｉｃａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ａｓｓａｙ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｓｔｕｄｙ
ａｎｔｉｂｏｄｙ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ[ Ｊ] . Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０１０ꎬ ８２( ２２):
９３１４￣９３２１.

[１０] ＸＵ Ｚ Ｌꎬ ＤＯＮＧ Ｊ Ｘꎬ ＷＡＮＧ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒ￣
ｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｓｉｎｇｌｅ￣ｃｈａｉｎ ｖａｒｉａｂｌｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｉｎｋｅｄ ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａ￣
ｔａｓｅ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＯꎬＯ￣ｄｉｅｔｈｙｌ ｏｒｇａｎｏｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ
ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ ｉｎ ａ ｏｎｅ￣ｓｔｅｐ ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ[ Ｊ] .
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ａｎｄ Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０１２ꎬ ６０ ( ２０ ):
５０７６￣５０８３.

[１１] 李　 刚. 抗吡虫啉￣甲基对硫双特异性单克隆抗体的研究[Ｄ].
南京:南京农业学ꎬ２０１１.

[１２] ＡＬＣＯＣＥＲ Ｍ Ｊ Ｃꎬ ＤＯＹＥＮ Ｃꎬ ＬＥＥ Ｈ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ
ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌꎬ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌꎬ ａｎｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｒｅｃｏｇｎｉｚｉｎｇ
ｔｈｅ ｏｒｇａｎｏｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅ ｃｈｌｏｒｐｙｒｉｆｏｓ￣ｅｔｈｙｌ [ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ａｎｄ Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０００ꎬ ４８(９): ４０５３￣４０５９.

[１３] ＲＯＤＲÍＧＵＥＺ￣ＲＯＤＲÍＧＵＥＺ Ｅ Ｒꎬ ＬＥＤＥＺＭＡ￣ＣＡＮＤＡＮＯＺＡ Ｌ Ｍꎬ
ＣＯＮＴＲＥＲＡＳ￣ＦＥＲＲＡＴ Ｌ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｓｉｎｇｌｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｆｒａｍｅｗｏｒｋ
２ ｏｆ ｔｈｅ ｈｅａｖｙ ｖａｒｉａｂｌｅ ｄｏｍａｉｎ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ａ ｄｉａｂｏｄｙ
ａｎｄ ａ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｉｎｇｌｅ￣ｃｈａｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ[Ｊ]. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏ￣

ｇｙꎬ ２０１２ꎬ ４２３(３): ３３７￣３５０.
[１４] ＲＩＡÑＯ￣ＵＭＢＡＲＩＬＡ Ｌꎬ ＣＯＮＴＲＥＲＡＳ￣ＦＥＲＲＡＴ Ｇꎬ ＯＬＡＭＥＮＤＩ￣

ＰＯＲＴＵＧＡＬ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｌｏｉｔｉｎｇ ｃｒｏｓｓ￣ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ｔｏ ｎｅｕｔｒａｌｉｚｅ ｔｗｏ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｃｏｒｐｉｏｎ ｖｅｎｏｍｓ ｗｉｔｈ ｏｎｅ ｓｉｎｇｌｅ ｃｈａｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｆｒａｇｍｅｎｔ
[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０１１ꎬ ２８６(８): ６１４３￣６１５１.

[１５] ＡＬＣＯＣＥＲ Ｍ Ｊ Ｃꎬ ＤＩＬＬＯＮ Ｐ Ｐꎬ ＭＡＮＮＩＮＧ Ｂ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｕｓｅ ｏｆ
ｐｈｏｓｐｈｏｎｉｃ ａｃｉｄ ａｓ ａ ｇｅｎｅｒｉｃ ｈａｐｔｅｎ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂｒｏａｄ ｓｐｅ￣
ｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｎｔｉ￣ｏｒｇａｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｇ￣
ｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ａｎｄ Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０００ꎬ ４８(６): ２２２８￣２２３３.

[１６] ＬＩ Ｚ Ｋꎬ ＺＨＵ Ｙ Ｙꎬ ＹＩＮ Ｘ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａｎ ｉｎｄｉｒｅｃｔ
ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｏｒｇａｎｏｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｐｅｓ￣
ｔｉｃｉｄｅ ｐａｒａｏｘｏｎ￣ｍｅｔｈｙｌ [ Ｊ] . Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｓꎬ ２００９ꎬ
３８(６): ５１０￣５２５.

[１７] ＤＯＮＧ Ｓꎬ ＺＨＡＮＧ Ｃꎬ ＺＨＡＮＧ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒ￣
ｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｂｒｏａｄｌｙ ｒｅｃｏｇｎｉｚｉｎｇ ｃｒｙ１ ｔｏｘｉｎｓ ｂｙ
ｕｓｅ ｏｆ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ ａｓ ｈａｐｔｅｎ[ Ｊ] . Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ
２０１６ꎬ ８８(１４): ７０２３￣７０３２.

[１８] ＬＩＡＮＧ Ｘꎬ ＸＩＥ Ｒꎬ ＷＡＮＧ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｂｒｏａｄ￣ｓｅ￣
ｌｅｃｔｉｖｅ ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ ｆｏｒ ｍｕｌｔｉ￣ｒｅｓｉｄｕｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｙｐｅ ＩＩ ｐｙｒｅ￣
ｔｈｒｏｉｄｓ ｉｎ Ｗｅｓｔ Ｌａｋｅ ｗａｔｅｒ[ Ｊ] . Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｉｍｍｕｎｏｌｏ￣
ｇｙꎬ ２０１３ꎬ ２４(１): ５９￣７８.

[１９] 邓　 浩ꎬ孔德彬ꎬ杨金易ꎬ等. 对硫磷化学发光酶联免疫吸附分

析方法的建立和评价[Ｊ] . 分析化学ꎬ ２０１３ꎬ ４１(２):２４７￣２５２.
[２０] ＺＥＮＧ Ｋꎬ ＹＡＮＧ Ｔꎬ ＺＨＯＮＧ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａｎ ｉｎｄｉｒｅｃｔ

ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ ｆｏｒ ｐａｒａｔｈｉｏｎ ｉｎ ｖｅｇｅｔａｂｌｅｓ [ Ｊ] . Ｆｏｏｄ
Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２００７ꎬ １０２(４): １０７６￣１０８２.

[２１] ＴＡＮＧ Ｊꎬ ＺＨＡＮＧ Ｍꎬ ＣＨＥＮＧ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ＩＣ￣ＥＬＩＳＡ
ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｏｒｇａｎｏｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ ｉｎ ｗａｔｅｒ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｈｅａｌｔｈ Ｐａｒｔ Ｂꎬ ２００８ꎬ ４３(８): ７０７￣
７１２.

[２２] ＬＩＵ Ｊꎬ ＺＨＡＮＧ Ｈ Ｃꎬ ＤＵＡＮ Ｃ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉ￣ａｍｏｘｉ￣
ｃｉｌｌｉｎ ＳｃＦｖ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｎｄ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｉｔｓ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｒｅｃｏｇｎｉ￣
ｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｆｏｒ ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎｓ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｓｃｉ￣
ｅｎｃｅ ａｎｄ Ｈｅａｌｔｈꎬ Ｐａｒｔ Ｂꎬ ２０１６ꎬ ５１(１１): ７４２￣７５０.

[２３] ＰＩＡＯ Ｙ Ｚꎬ ＫＩＭ Ｙ Ｊꎬ ＫＩＭ Ｙ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ＥＬＩＳＡｓ ｆｏｒ
ｔｈｅ ｃｌａｓｓ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｒｇａｎｏｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ[Ｊ] .
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ａｎｄ Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２００９ꎬ ５７ ( ２１ ):
１０００４￣１００１３.

(责任编辑:王　 妮)

１２４１李　 盼等:有机磷农药广谱特异性单克隆抗体的制备及特性分析


