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　　摘要：采用碳二亚胺法将甲氧基有机磷农药通用半抗原与琼脂糖凝胶进行链接，并利用链接产物对相应的多克隆
抗血清进行纯化。经鉴定，偶联反应正常，纯化效果良好且产率约为７８．５％；纯化后抗体能够保持对５种农药对象的
识别活性，且具有更高的亲和活性。应用纯化后的抗体能够建立起更灵敏的免疫检测方法。

　　关键词：亲和纯化；甲氧基有机磷农药；广谱特异性抗体；免疫分析
　　中图分类号：ＴＱ４５０．７　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１４）０４－００３３－０３

收稿日期：２０１３－０８－２０
基金项目：国家自然科学基金（编号：３０８７１６５８）。
作者简介：贺　江（１９８３—），男，江西萍乡人，博士，讲师，主要从事食
品安全与食品生物技术研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｈｅｊｉａｎｇ１１１９＠１６３．ｃｏｍ。

　　农药残留作为食品安全问题中的重要方面之一，深受世
界各国的普遍关注。建立有效的农药残留监测体系是对农药

残留问题进行控制的前提与基础，目前公认的理想农药残留

监测体系包括以农药残留快速检测技术作为现场初筛工具、

以农药残留检测标准方法作为最终的定性定量确证工具［１］。

免疫检测技术是一种简单、快速且灵敏的检测方法，已被广泛

用于农药残留的快速检测［２－６］。抗体的特异性和亲和力等特

性是决定这类方法检测效果的核心因素。基于动物免疫的多

克隆抗体［６－７］、基于杂交瘤技术的单克隆抗体［２，８］以及基于噬

菌体展示等分子技术的重组抗体［９－１０］等均已在农药免疫残

留检测领域有应用，但无论利用哪类抗体进行免疫分析都存

在一些会影响检测效果的干扰物质。例如，在多克隆抗血清

中存在非特异性或者低亲和力免疫球蛋白；杂交瘤细胞培养

液或小鼠腹水中存在白蛋白和转铁蛋白等宿主蛋白；而重组

抗体中往往也同样存在来自于宿主（如大肠杆菌）的各类蛋

白。因此，在建立特异性强、检测限低、线性范围广的免疫检

测技术时，往往需要结合抗体纯化过程来实现［１１－１３］。对抗体

进行纯化的方法很多，其中亲和层析技术应用最广泛。关于

应用亲和层析技术对抗体进行纯化的研究，已有学者进行了

深度的概述［１４－１６］。抗体亲和纯化效果主要取决于亲和层析

柱上所固定的配体。基于 Ａ蛋白和 Ｇ蛋白的抗体亲和纯化
技术研究引用最广泛，除此之外，基于组氨酸、金属离子、植物

凝集素等新型配体的亲和层析技术也同样被应用于抗体的纯

化。然而，直接应用固相抗原进行相应抗体的亲和纯化无疑

是最有效的方法，尤其是对多克隆抗血清而言。笔者所在的

课题组前期合成了甲氧基有机磷农药通用半抗原，并进一步

免疫了新西兰大白兔，从而获得了针对这类农药的广谱特异

性抗体［１７］。本研究拟在此基础上偶联通用半抗原至琼脂糖

固相载体制备亲和层析柱，并进一步应用于抗血清的纯化。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
甲氧基有机磷农药广谱特异性抗体（兔血清）、甲氧基有

机磷农药通用半抗原、通用半抗原与卵清蛋白偶联物

（Ｈａｐｔｅｎ－ＯＶＡ）等由笔者所在的实验室自行制备保存；碳二
亚胺缩合剂９９％１－乙基 －（３－二甲基氨基丙基）碳二亚胺
盐酸盐（ＥＤＣ·ＨＣｌ）购自百灵威科技有限公司；氨基活化的
琼脂糖凝胶（ＥＡＨ琼脂糖凝胶 ４Ｂ）购自通用电气医疗集团；
丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、过硫酸铵、四甲基乙二胺

（ＴＥＭＥＤ）、四甲基联苯胺（ＴＭＢ）等购自 Ｓｉｇｍａ公司；３０～
２００ｋｕ蛋白Ｍａｒｋｅｒ购自北京全式金生物有限公司；ＨＲＰ标记
的羊抗兔抗体购自武汉博士德生物工程有限公司；马拉硫磷、

乐果、稻丰散、亚胺硫磷、杀扑磷等农药标准品（９９．９％）购自
中国农业部农药检定所；其他试剂均为分析纯。

１．２　仪器与设备
Ａｇｉｌｅｎｔ１２００型高效液相色谱仪、ＡｇｉｌｅｎｔＧ６４１０Ａ型三重

四级杆串联质谱仪（配ＥＳＩ离子源）；ＤＹＹ－３１Ａ型稳压稳流
电泳仪、微型垂直电泳槽（北京六一仪器厂）；微量紫外可见

分光光度计（通用电气医疗集团）；ＭＫ２酶标仪、全自动洗板
机（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ）；其他实验室常规仪器设备。
１．３　方法
１．３．１　甲氧基有机磷农药通用半抗原免疫亲和柱的制备　
以ＥＤＣ·ＨＣｌ为偶联剂，采用碳二亚胺法将带有羧基活性基
团的甲氧基有机磷农药通用半抗原与带有氨基活性基团的

ＥＡＨ琼脂糖凝胶 ４Ｂ凝胶链接，反应原理如图 １所示。取
ＥＡＨ琼脂糖凝胶 ４Ｂ５ｍＬ，用超纯水（ｐＨ值 ４．５）和
０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ各交替洗涤３次；同时用 ５ｍＬ连接反应液
（５０％ 甲醇，ｐＨ值４．５）溶解１０．０ｍｇ通用半抗原；然后将二
者混合，于冰浴中缓慢振摇反应，反应前 １ｈ分 １０次加入
ＥＤＣ溶液至终浓度为０．１ｍｏｌ／Ｌ；冰浴中反应过夜，将温度逐渐
升高至室温，总反应时间为２４ｈ。反应结束后，用０．１ｍｏｌ／Ｌ
醋酸缓冲液（含 ０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，ｐＨ值 ４．０）和 ０．１ｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液（含０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，ｐＨ值８．０）交替洗涤连
接产物各３次，最后用体积分数为５０％的甲醇洗涤，并装填
成 １ｍＬ的亲和柱备用。对照反应中不加 ＥＤＣ，采用液相色
谱－串联质谱的选择离子监测模式（ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，
ＳＩＭ）测定反应后半抗原与副产物的量，进而判断反应是否顺
利进行。

１．３．２　甲氧基有机磷农药广谱特异性抗体的亲和纯化　甲
氧基有机磷农药广谱特异性抗体经饱和硫酸铵法初步纯化，
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再用自制的通用半抗原免疫亲和柱进一步纯化。亲和纯化具

体过程如下：以１０ｍＬ结合缓冲液平衡亲和柱；加入１ｍＬ经
０．４５μｍ滤膜过滤的粗提抗体样品，用结合缓冲液洗涤至流
出液中无蛋白检出；以４ｍＬ洗脱缓冲液洗脱目的抗体，并用
加有中和缓冲液的小管收集；最后用５ｍＬ结合缓冲液洗涤亲
和柱。纯化结束后，通过不连续体系非变性聚丙烯酰胺凝胶

电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）鉴定纯化效果，间接非竞争ＥＬＩＳＡ测定抗
体纯化后的活性。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳操作过程参照相关试验
手册。间接非竞争 ＥＬＩＳＡ操作过程如下：（１）包被。用 ＣＢＳ
缓冲液将Ｈａｐｔｅｎ－ＯＶＡ包被原稀释至２μｇ／ｍＬ后加于９６孔
板中，１００μＬ／孔，４℃过夜。（２）封闭。用ＰＢＳＴ洗板３次，加
入２００μＬ／孔封闭液（含２％ ＯＶＡ的 ＰＢＳ溶液），３７℃孵育
１ｈ。（３）加样。用 ＰＢＳＴ洗板３次，将纯化后的抗体样品用
ＰＢＳ适当稀释后再加入微孔中，１００μＬ／孔，３７℃孵育 ２ｈ。
（４）加酶标二抗。用含２％ ＯＶＡ的 ＰＢＳ液将酶标二抗稀释
５０００倍（工作浓度），１００μＬ／孔，３７℃温浴１ｈ。（５）显色。
加入ＴＭＢ底物液１００μＬ／孔，显色１５ｍｉｎ，再加入５０μＬ／孔
浓度为２ｍｏｌ／Ｌ的 Ｈ２ＳＯ４快速终止反应，最后用酶标仪读取
Ｄ４５０ｎｍ。每个样品重复３个孔。
１．３．３　抗体纯化前后的特异性和亲和力比较　采用间接竞
争ＥＬＩＳＡ鉴定纯化后抗体对马拉硫磷、乐果、稻丰散、亚胺硫
磷、杀扑磷等甲氧基有机磷农药的反应活性，并与纯化前抗体

的反应活性进行比较，以判定纯化过程对抗体广谱特异性的

影响。先用Ｈａｐｔｅｎ－ＯＶＡ包被原包被并用 ＯＶＡ封闭９６孔
板，然后加入纯化抗体和不同浓度的农药标准溶液进行竞争

结合，后续加酶标二抗、显色等过程同前。计算纯化抗体对各

种农药对象的半抑制浓度（ＩＣ５０），并以马拉硫磷为基准计算
交叉反应率。

２　结果与分析

２．１　甲氧基有机磷农药通用半抗原免疫亲和柱的制备
由偶联反应机理可知，随着反应的进行，反应体系中的半

抗原逐渐消耗，而同时伴随着脲类副产物的产生。因此，试验

中通过采用液相色谱－串联质谱（ＬＣ－ＭＳ）中的选择离子监
测模式测定反应后半抗原与副产物的量，进而判断反应能否

顺利进行。测定结果表明，反应结束后偶联体系中的半抗原

（［Ｍ＋Ｈ］＝２３１．０）的量显著少于对照体系，同时偶联体系中
有大量副产物（［Ｍ＋Ｈ］＝１７４２）产生，说明半抗原分子与固
相载体偶联成功，经计算偶联效率约为６０％。偶联小分子化
合物至固相载体的过程在合成化学中相对比较成熟，有研究

认为，在应用此类反应时往往只是直接反应，而对反应是否发

生不进行监控［１８］。本研究所采用的鉴定方法较简单有效，可

为相关学者提供参考。

２．２　甲氧基有机磷农药广谱特异性抗体的亲和纯化
将上述连接产物装填成１ｍＬ的亲和柱，用于甲氧基有机

磷农药广谱特异性抗体的纯化。收集纯化过程中各步骤样品

分别采用不连续体系的非变性ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳和直接非竞
争ＥＬＩＳＡ进行纯度和活性鉴定。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳结果表明，
广谱特异性抗体纯化效果良好（图２－ａ），并对样品纯化前后
的体积和蛋白浓度进行计算，得到纯化产率约为７８．５％。将
各部分样品的蛋白浓度调为一致进行直接非竞争 ＥＬＩＳＡ，结
果显示，纯化后抗体的Ｄ４５０ｎｍ略高于纯化前的样品，而纯化洗
涤液的Ｄ４５０ｎｍ较小（图２－ｂ）。说明亲和纯化过程能够将一
些低亲和力的抗体去除，而高亲和力的抗体能够保留下来。

抗体纯化效果主要受洗涤液的类型、体积和流速等条件影响，

本研究采用典型的洗涤条件进行抗体纯化，获得了较好的纯

化效果。

２．３　抗体纯化前后的特异性和亲和力
笔者所在的课题组前期研究结果表明，所用广谱特异性

抗体能够识别马拉硫磷、乐果、稻丰散、亚胺硫磷、杀扑磷等一

系列甲氧基有机磷农药。因此，本试验进一步鉴定了纯化后

的抗体对上述农药的识别活性，并与纯化前进行比较，结果如

表１所示。纯化后，广谱特异性抗体对乐果的交叉反应率略
变大，而对稻丰散、亚胺硫磷和杀扑磷的交叉反应率有所减

小。可能因为在纯化过程中去除的低亲和力抗体主要是特异

识别这３种对象的。但总体而言，经过纯化后的抗体依然能
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够识别上述５种甲氧基有机磷农药，并且其 ＩＣ５０比纯化前更
低。这说明纯化后的抗体对这些农药的亲和力有所增强，能

够建立起更灵敏的检测方法。

表１　抗体纯化前后特异性和亲和活性比较

农药对象

纯化前抗血清［１７］ 纯化后抗体

ＩＣ５０
（μｇ／Ｌ）

交叉反

应率 （％）
ＩＣ５０
（μｇ／Ｌ）

交叉反

应率 （％）

马拉硫磷 ３０．１±１．０５ １００．０ ２４．１±１．１２ １００．０
乐果 ２８．９±１．２２ １０４．２ ２２．４±１．４１ １０７．６
稻丰散 ８８．３±３．６２ ３４．１ ８２．５±２．５２ ２９．２
亚胺硫磷 １５９．７±３．０９ １８．８ １４３．６±３．４２ １６．８
杀扑磷 １９１．７±１３．９６ １５．７ １７４．９±１１．８８ １３．８

３　结论

本研究成功地将甲氧基有机磷农药通用半抗原偶联至固

相载体中制备成亲和纯化柱，并应用其对甲氧基有机磷农药

抗血清进行了亲和纯化。经鉴定，亲和纯化效果良好，纯化产

率约为７８．５％；纯化后抗体的亲和活性有所增强，而其对马
拉硫磷、乐果、稻丰散、亚胺硫磷、杀扑磷等农药对象的交叉反

应性未受影响。
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