
基金项目!北京市科技计划课题$编号,

g#9##""""%&#9"".

%

作者简介!蒋文慧!女!浙江省杭州市人民检察院副主任法医师!

学士#

通信作者!万宇平$

#%9!

'%!男!北京勤邦生物技术有限公司高级

工程师!硕士#

B/?352

,

_>'4"9"&_>'4

7

6543N=)?

收稿日期!

!"!"/"./";

!"#

,

$%&$'()*

.

+

&,--.&$%%'/)011&*%*$&%$&%$>

一种多菌灵酶联免疫快速检测方法的建立
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摘要!利用酶联免疫吸附法原理建立了一种能够定量测

定果蔬*茶叶*烟叶中多菌灵残留量的方法'通过酸碱中

和化学反应#制备多菌灵半抗原#再通过免疫小鼠筛选出

抗多菌灵单克隆抗体#制得酶标羊抗鼠抗抗体#并将制备

出的抗多菌灵单克隆抗体和酶标羊抗鼠抗抗体用于酶联

酶联免疫试剂盒的研制'结果表明#在
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的

线性范围内#目标物多菌灵线性关系良好#相关系数!
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试剂盒的回收率为
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#相对标准偏差均小

于
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'试剂盒检测烟叶*苹果*白菜*茶叶样本中的多

菌灵#检测限依次为
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"'该方法属于快速检测方法#适用于果蔬*茶叶*

烟叶中多菌灵残留量的测定'
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苯并吡唑基%氨基甲

酸甲酯!属于苯并吡唑类!是一种病害防治杀菌剂!被广

泛应用于农作物#然而施用多菌灵的目标物会长期残留

该药物!人"畜食用后!会引起头晕"恶心"呕吐"抽搐等一

系列中毒症状1
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*食品安全国家标准
!

食品中农药最

大残留限量+规定了果蔬"茶叶中多菌灵的最大残留限量

$

H3̂5?P? J'65*P' L5?51

!

HJL

%范 围 为,

"N"!

(

AN""?

R

.

]

R

#目前中国的检测标准有,

T<

.

:A""%N#99

'

!""&

*蔬菜"水果中甲基托布津"多菌灵的测定+"

T<

.

:

$)

(EEFGH0DI+-BJK

第
&$

卷第
#

期 总第
!&#

期
"

!"!#

年
#

月
"



!&&9"

'

!""%

*水果"蔬菜中多菌灵残留的测定
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*药用植物中多菌灵"噻菌

灵和甲基硫菌灵残留量的测定
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*出口水果中甲基硫菌灵"硫菌灵"

多菌灵"苯菌灵"噻菌灵残留量的检测方法
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*出口浓缩果汁中甲基硫菌灵"

噻菌灵"多菌灵和
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氨基苯并咪唑残留量的测定
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液相
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*出口水果中多

菌灵残留量的检测方法+"

-K

.

:#.9"

'

!""%

*蔬菜水果

中多菌灵等
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种苯并咪唑类农药残留量的测定
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*蔬菜及水果中多菌灵等

#.

种农药残留测定
!

液相色谱'质谱'质谱联用法+#

上述标准均为仪器分析法!同时!通过查阅文献发现!前

人研究多菌灵检测方法较多地偏重仪器方法!已报道的

仪器方法有,超高效液相色谱法1

&

2

"

dPBD>BJ,

'高效液

相色谱法1

;bA

2

"液相色谱'质谱.质谱法1

.

2

"紫外分光光

度法1

$

2

"液相色谱法1

9b%

2

"高效液相色谱法1

#"b##

2

"

,BJ,

法1
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2等!分析对象主要为蔬菜"水果#此外!也有报

道1

#&b#;

2利用酶联免疫法快速检测多菌灵的残留量!但分

析对象为土壤和水!目前尚未检索到农产品中检测多菌

灵残留量的快速检测方法#而且仪器分析法成本高"步

骤复杂!对检测人员有较高的技术要求!不便于基层实验

室和中小型生产企业实施检测#因此!研究拟采用酶联

免疫吸附法对烟叶"苹果"白菜"茶叶中多菌灵残留量进

行检测!以期提供一种成本低"效果好的方法!为农药残

留监管提供技术支撑#

#

!

材料与方法
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!

材料与仪器

多菌灵"噻苯达唑"甲基托布津"托布津"

!/

氨基苯并

咪唑标准品,纯度
%
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!北京标准物质研究中心&
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%
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!美国
,5

R
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%
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!美国
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R
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三氟乙酸"三氟乙酸酐"硝酸铵"氢氧化钠"二氯甲

烷"乙酸乙酯"氯化锡"碳二亚胺"石油醚"硫化铵"二甲基

甲酰胺"碳酸钾,分析纯!北京百欣试剂公司&

果蔬"茶叶"烟叶,市售&

<32X

.

=

小鼠,斯贝福$北京%生物技术有限公司&

单克隆杂交瘤细胞株,实验室自制&

酶标仪,

H[&

型!上海雷勃分析仪器有限公司#

#N!

!

抗原制备

#N!N#

!

半抗原制备
!

取三氟乙酸
!"?L

!加三氟乙酸酐

!?L

!冰水浴至
"c

!加硝酸铵
"NA

R

!搅拌
#>

!加入含多

菌灵
#N"

R

的三氟乙酸溶液!继续搅拌反应
!>

#停止搅

拌!用
#?)2

.

L

氢氧化钠溶液调节
O

I

至
$N"

!加
!""?L

二氯甲烷萃取!加水
&""?L

!充分搅拌!转入分液漏斗

中!静置
&"?54

!分层!分去上层水相!所得二氯甲烷溶

液!旋蒸$

;"c

%!

A"?L

乙醚打浆!得到化合物
3"N$.

R

!

收率
.$Z

1

#A

2

#在上述三氟乙酸和三氟乙酸酐体系下!用

硝酸铵对多菌灵进行硝化反应!在苯环上引入硝基!萃取

前进行中和!便于萃取#
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%a#N.#.
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%#

取化合物
3"N$

R

用乙醇溶解!加含
"N;&

R

氯化锡的

水溶液
#" ?L

!通入氮气!加热回流反应
&>

&旋蒸

$

."c

%"除去乙醇!加水
!""?L

!加乙酸乙酯
#""?L

!充

分搅拌!静置!分去水相!有机相旋蒸$

AAc

%以除去大部

分乙酸乙酯!利用石油醚'乙酸乙酯$

V

石油醚
`V

乙酸乙酯
a

#̀ #

%对其进行洗脱分离!得到
X

产物$半抗原化合物%

"NA;

R

!收率为
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#
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%#上述产物经

核磁共振氢谱测定!在化学位移
%

a.N!$

处存在苯环上芳

香胺的共振吸收峰!说明半抗原合成成功#多菌灵半抗

原合成路线见图
#

#

#N!N!

!

免疫原制备
!

称取牛血清白蛋白
A"?

R

!使之充

分溶解在
&N9?L"N#?)2

.

L

磷酸盐缓冲液$

O

I$N!

%中!

得到溶液
0

&用
"N!?LI
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E

溶解
#/

$

&/

二甲氨基丙基%

/&/

乙基碳二亚胺盐酸盐和
#/

羟基琥珀酰亚胺各
&"?

R

!加

入至溶液
0

中!搅拌
&"?54

&取
#A?

R

半抗原!溶解于

#?L

二甲基甲酰胺溶液中!然后缓慢加入到溶液
0

中溶

解!搅拌
!;>

#透析后分装!

b!"c

保存#

#N!N&

!

包被原制备
!

称取卵清蛋白
A"?

R

!使之充分溶

解在
&N9?L"N#?)2

.

L

磷酸盐缓冲液$

O

I$N!

%中!得到
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&用
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E
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乙基
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!加入至

溶液
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甲基甲酰胺中!然后缓慢加入到溶液
<

中溶解!搅拌

!;>

#透析后分装!

b!"c

保存#

#N&

!

酶标记抗抗体制备

利用
#N!

得到的免疫原免疫
<32X

.

=

!制备杂交瘤细胞

株!纯化出多菌灵单克隆抗体1

#.

2

!免疫无病原体羊!得到

羊抗鼠抗抗体1

#$

2

!再用辣根过氧化物酶进行标记1

#9

2

!得

到酶标记抗抗体#

#N;

!

抗原包被浓度)单克隆抗体浓度选择及酶标板制备

$

#

%对制备的抗原依次进行
#̀ !"""

!

#̀ ;"""

!

#̀

9"""

的梯度稀释!对制备的单克隆抗体依次进行
#`

#""""
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#̀ !""""

!

#̀ ;""""

!

#̀ 9""""

的梯度稀释!测

定波长为
;A"4?

!按式$

#

%计算百分吸光率#

5

X

I

I

"

Y

#""Z

! $

#

%

式中,

5

'''百分吸光率!

Z

&

I

'''标准品或样本溶液的平均吸光度值&

I

"

'''

"

9

R

.

L

标准溶液的平均吸光度值#

$

!

%包被酶标板的抗原包被液体积为
#""

9

L

!需在

&$c

下孵育
!>

!再加入
#A"

9

L"N"!?)2

.

L7<,

缓冲液!

其中牛血清白蛋白的质量分数为
"N"AZ

!

&$ c

下孵育

!>

1

#%

2

!即完成酶标板制备#

#NA

!

烟叶中多菌灵残留量测定

利用
J+F0f+-

数据分析软件建立标准曲线!分别

以待测药物的标准品浓度"

L)

R

51

$

I

.

I

"

%为标准曲线的

横"纵坐标!将待测样本的吸光度值代入该曲线!即可测

定出多菌灵残留量#

#N.

!

关键指标检测

#N.N#

!

检测限
!

取
!"

份经过确证的空白样本!利用
#NA

的方法检测样本浓度!并计算
!"

份样本浓度的标准差!

所测样本浓度的平均值与其
&

倍标准差之和即为检

测限1

!"

2

#

#N.N!

!

精密度和准确度
!

将多菌灵标准品添加至烟叶样

本!添加浓度分别为
&""

!

.""

!

#!""

9

R

.

]

R

!检测
&

个浓度

的烟叶样本回收率#烟叶样本做
;

个平行!计算相对标

准偏差$

J,F

%#

#N.N&

!

稳定性
!

将试验制备的试剂盒于
;c

下存放!每

月固定日期测定最大吸光度值$

"

9

R

.

L

%"试剂盒
"F

A"

以

及烟叶样本的回收率!连续测定
#!

个月#

#N.N;

!

抗体特异性
!

噻苯达唑"甲基托布津"托布津"

!/

氨基苯并咪唑与多菌灵的结构类似!测定上述药物的

"F

A"

!根据式$

!

%计算噻苯达唑"甲基托布津"托布津"

!/

氨

基苯并咪唑的交叉反应率#引起
A"Z

抑制的多菌灵浓度

与引起
A"Z

抑制的多菌灵类似物浓度的百分比!即为交

叉反应率#

L

X

F

#

F

!

Y

#""Z

! $

!

%

式中,

L

'''交叉反应率!

Z

&

F

#

'''引起
A"Z

抑制的多菌灵浓度!

9

R

.

L

&

F

!

'''引起
A"Z

抑制的多菌灵类似物浓度!

9

R

.

L

#

!

!

结果与分析
!N#

!

抗原包被浓度)单克隆抗体浓度选择

测定浓度为
"N"

!

"N#

9

R

.

L

的多菌灵标准品的吸光度

值$见表
#

%!根据式$

#

%计算
I

$

"N#

9

R

.

L

%.

I

"

$

"N"

9

R

.

L

%

的百分吸光率#理论上在抗原数量一定的情况下!抗体

只有达到一定数量才能有效结合!然而实际应用中!抗原

和单克隆抗体作为制备酶联免疫试剂盒的最关键原料!

理想情况是在能够保证有效反应的情况下!抗体量最小&

稀释倍数越大!同样产量的原料能够制备的试剂盒就越

多#根据已有的研究1

!#

2

!如果能够达到
I

$

"N#

9

R

.

L

%.

I

"

$

"N"

9

R

.

L

%的百分吸光率在
$"Z

(

9AZ

的要求!那么稀

释倍数越大!原料就能节省得越多#因此!选择抗原稀释

倍数为
9"""

!单克隆抗体稀释倍数为
9""""

#

!N!

!

标准曲线

利用
J+F0f+-

数据分析软件建立标准曲线$见

图
!

%!标准曲线的范围为
"N"

(

9N#

9

R

.

L

!试剂盒的半数

抑制浓度$

"F

A"

%为
"N9A#

9

R

.

L

&得到的线性方程为,

@

a

b#N.9.6V#N##$

!决定系数
L

!为
"N%%A

#

!N&

!

检测限

由表
!

可知!该方法对烟叶"苹果"白菜及茶叶样本

的检测限分别为
!..N&

!

;!#N"

!

&;%N#

!

;9;N;

9

R

.

]

R

#优于

吴燕等1

#!

2针对茶叶建立的基于表面增强拉曼光谱测定方

法$定量限为
!"""

9

R

.

L

%#
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*食品安全国

家标准
!

食品中农药最大残留限量+规定了多菌灵对苹

果"白菜"茶叶的最大残留限量均为
A?

R

.

]

R

$暂未对烟叶

进行规定%#因此!该方法能够满足对多菌灵的检测要求#

表
#

!

抗原)抗体的浓度选择&

1-

;A"4?

'

:3X2'#

!

E

O

15?32=)4='418315)4)Y3415

R

'434*

3415X)*
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1-

;A"4?
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单抗稀

释倍数

测定浓度.

$
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-
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抗原稀释倍数
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图
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多菌灵标准曲线
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精密度和准确度

由表
&

可知!不同添加水平多菌灵的烟叶样本的回

收率为
$.N"Z

(

#"!N!Z

!批内相对标准偏差为
;N9Z

(

%N$Z

!批间相对标准偏差为
9N"Z

(

9N.Z

#酶联免疫试

表
!

!

样本的检测限测定
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样本 平均值 标准差 检测限

烟叶
%.N# A.N9 !..N&

苹果
#;.N# %#N$ ;!#N"

白菜
#&$N% $"N; &;%N#

茶叶
!#!N! %"N$ ;9;N;

剂盒的准确性与精密度有关!批内与批间的相对标准偏

差均在
#"Z

以内!能保证测试的准确性#

!NA

!

稳定性

由表
;

可知!试剂盒于
;c

保存能够正常检测
#!

个

月!试验期间其最大吸光度值$

"
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%范围为
#NA%

(

#N%#

!

"F

A"

范围为
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(

"N$$!
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!烟叶样本的回收率

范围为
$!N.Z

(

%AN&Z

!均未显示异常#说明该酶联免疫

试剂盒的稳定性良好!在
;c

下能够保存
#!

个月#

表
&

!

精密度及准确度试验
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平均值
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表
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稳定性试验
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!
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)Y1>']5131;c

保存时间.月 最大吸光度值
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# #N.9 "N$$! $.N%

! #NA% "N&.$ 9#N.
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; #N9. "NA&! %AN&
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!

抗体特异性

噻苯达唑"甲基托布津"托布津"

!/

氨基苯并咪唑为应

用广泛的杀菌剂#通过测定多菌灵抗体与噻苯达唑"甲

基托布津"托布津"

!/

氨基苯并咪唑的交叉反应率!发现多

菌灵抗体与噻苯达唑"甲基托布津"托布津"

!/

氨基苯并咪

唑的交叉反应率
#

#Z

!说明多菌灵抗体的特异性良好#

&

!

结论
试验建立了一种烟叶"苹果"白菜"茶叶中多菌灵残

留的酶联免疫吸附方法!通过制备出特异性良好的多菌

灵单克隆抗体!将其应用于酶联免疫试剂盒的制备#结

果表明!该方法稳定性好!检测时间仅为
;A

(

."?54

!并

且不需要昂贵的仪器!适用于基层实验室对烟叶"苹果"

白菜"茶叶中多菌灵残留量进行批量检测#
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'
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*食品安全国家标准
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食品中农药最大残留限量+规
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"

M)2N&$
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蒋文慧等!一种多菌灵酶联免疫快速检测方法的建立



定了多菌灵对
.

种谷物"

;

种油料油脂"

#.

种蔬菜"

!9

种

水果等食品类别的最大残留限量!而试验研究样本仅限

于苹果"白菜等果蔬!今后可根据市场需求!结合该标准

对样本进行拓展#
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