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酶联免疫吸附法检测除草剂异丙甲草胺
张炽坚1，王 强1，唐秋实1，刘英菊2，孙远明1，唐允健1，雷红涛1,*

(1.农业部农产品贮藏保鲜质量安全风险评估实验室，广东省食品质量安全重点实验室，广东 广州 510642；

2.华南农业大学理学院，生物材料研究所，广东 广州 510642)

摘  要：将异丙甲草胺与3-巯基丙酸反应合成出带羧基的异丙甲草胺半抗原MMPA；用活泼酯法将半抗原与载体牛

血清白蛋白(BSA)和卵清白蛋白(OVA)分别偶联，制备免疫抗原MMPA-BSA和包被抗原MMPA-OVA，紫外光谱鉴

定后用MMPA-BSA免疫新西兰大白兔，成功制备出抗异丙甲草胺多克隆抗体，并建立异丙甲草胺的间接竞争酶联

免疫吸附分析(icELISA)法。该方法半抑制浓度(IC50)为34.3ng/mL，检测限(IC10)为6.3ng/mL，检测范围(IC20～IC80)为

12.3～99.2ng/mL。该抗体对其他结构类似物无明显交叉反应。将该方法应用于环境水样中异丙甲草胺检测，回收

率在89.5%～107.9%之间，相对标准偏差9.2%～14.5%。所建立的异丙甲草胺免疫分析方法特异性强、准确度高、

灵敏度高，可用于环境水样中异丙甲草胺的快速检测。
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Abstract：Using one step reaction, metolachlor was modified with 3-marcapropanoic acid (3-MPA) to obtain the hapten 

3-(2-((2-ethyl-6-methylphenyl)(1-methoxypropan-2-yl)amino)-2-oxoethylthio)propanoic acid (MMPA), which was then 

coupled to bovine serum albumin (BSA) as immunogen (MMPA-BSA) and ovalbumin (OVA) as coating antigen (MMPA-

OVA) using active ester method, respectively. New Zealand rabbits were immunized with MMPA-BSA. Based on the 

obtained polyclonal antibody, an indirect competitive ELSIA (icELISA) was developed successfully for the detection of 

metolachlor and demonstrated excellent performance. The 50% inhibition concentration (IC50) was 34.3 ng/mL and the 

detectable range (IC20–IC80) was 12.3–99.2 ng/mL, while the limit of detection (LOD, IC10) was 6.3 ng/mL. The antibody 

showed low cross-reactivity (10.9%) towards S-(-)-metolachlor. However, no significant cross-reactivity towards other 

structurally related compounds was found. The recoveries of spiked samples were in the range of 89.5%–107.9% with RSD 

ranging from 9.2% to 14.5%. Our results indicated that the proposed icELISA method is highly specific, sensitive, accurate 

and suitable for the rapid detection of herbicide metolachlor in water samples.
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近年来，除草剂在我国用量逐渐增加，极大地提高

了劳动效率和劳动产量，但部分除草剂在环境中稳定性

强，残留时间久，对生态环境和农产品安全产生危害或

风险，逐渐引起人们关注[1]。异丙甲草胺(metolachlor)化

学名称为N-2-乙基-6-甲基苯基-N-(1-甲基-2甲氧基乙基)氯

乙酰苯胺，是我国目前生产和使用量最大的除草剂品种

之一，其残留可通过食物链进入动物体或人体[2]，虽未有

现实例子证明其致癌性[3]，但美国环境保护局将其归类

为潜在致癌性物质。国标GB/T 5009.174—2003《花生、

大豆中异丙甲草胺残留量的测定》规定异丙甲草胺在花
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生和大豆中的最高残留限量为0.5mg/kg，农业行业标准

NY 775—2004《玉米中烯唑醇、甲草胺、溴苯腈、氰草

津、麦草畏、二甲戊乐灵、氟乐灵、克百威、顺式氰戊

菊酯、噻酚磺隆及异丙甲草胺最大残留限量》则规定异

丙甲草胺在玉米籽粒中的最高残留限量为0.1mg/kg。目

前，针对异丙甲草胺的分析方法主要有薄层色谱法[4]、高

效液相色谱法[5]、气相色谱法[6]等。薄层色谱法的灵敏度

比较低；高效液相色谱法和气相色谱法灵敏度高、测定

准确，是目前测定异丙甲草胺的主要方法，但仪器设备

昂贵，对实验人员专业技能要求高。

免疫分析法以其灵敏、准确、前处理简单、高通量

等优点，越来越多地用于农药残留检测[7]。但是，除草剂

作为小分子半抗原物质，不具有免疫原性，需要化学衍

生或重头合成合适的半抗原，然后还需化学偶联制备出

人工抗原才能免疫动物，除草剂抗体的制备过程较大分

子全抗原物质的抗体制备步骤更为繁复，其中半抗原的

设计、合成及人工全抗原的制备成为影响除草剂抗体制

备、免疫分析方法建立的关键。Schlaeppi等[8]采用重头合

成法，经过六步化学反应，获得苯环上带一个羧基的异

丙甲草胺半抗原，尽管制备出了抗体，但半抗原合成步

骤过于复杂，对生物分析工作者难度较大，不易实施；

Feng等[9]亦建立了异丙甲草胺的酶联免疫检测方法，检测

限只有10ng/mL，但没有进行实际样品检测；而国内尚未

见关于异丙甲草胺免疫检测方法的研究报道。

本实验以异丙甲草胺为对象，使用3 -巯基丙酸

(3-MPA)为衍生剂，用一步法合成含羧基的异丙甲草胺

半抗原(MMPA)，可大大简化半抗原的制备步骤，随后

将半抗原偶联载体蛋白后免疫动物以获得异丙甲草胺多

克隆抗体，进而建立异丙甲草胺间接竞争酶联免疫吸

附(indirective competitive enzyme-linked immunosorbent 

assay，icELISA)分析方法，并将该方法应用于环境水样

品中异丙甲草胺的检测，以期为异丙甲草胺的快速检测

提供一种新的生物分析方法。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

异丙甲草胺(97.7%) 山东滨州农药厂；牛血清白

蛋白(BSA)、卵清白蛋白(OVA) 上海伯奥生物技术有

限公司；辣根过氧化物酶标记羊抗兔IgG抗体 武汉博

士德生物工程有限公司；二环已基碳二亚胺(DCC)、N-羟

基琥珀酰亚胺(NHS)、3-巯基丙酸(3-MPA)、弗氏完全佐

剂与弗氏不完全佐剂 美国Sigma公司；其余试剂均为

市售分析纯。

1.2 仪器与设备

DRX-400/600核磁共振仪  德国Burker公司；

UV2550紫外-可见分光光度计 日本岛津公司；MK3

多功能酶标仪、Wellwash MK2洗板机 美国Thermo公

司；96孔聚苯乙烯酶标板 江苏海门市三和通明玻璃仪

器总厂；6K-15高速冷冻离心机 德国Sartorius公司。

1.3 方法

1.3.1 抗原的合成与鉴定

1.3.1.1 异丙甲草胺半抗原的合成

将 1 7 0 m g ( 0 . 5 9 9 m m o l ) 异 丙 甲 草 胺 、

62mg(0.0593mmol)3-MPA、110mg(1.964mmol)KOH依

次加入10mL乙醇溶液中，搅拌状态下回流4h，过滤、

减压脱溶得到异丙甲草胺半抗原(MMPA)粗品，用8mL 

5%的NaHCO3溶液溶解粗品，然后用6mol/L的HCl溶

液调pH值至3.0，乙酸乙酯萃取(5mL×3)，合并有机

相，冰水洗(20mL×3)，有机相用无水Mg2SO4干燥，

最后硅胶层析纯化(展开剂为苯-1,4-二氧六环-冰乙酸

(90:10:1，V/V))，得MMPA纯品150.3mg，得率为71%。
1H-NMR (600MHz，Methanol-d4，TMS)：δ 1.23(d，

J=7.8Hz，3H)，1.25(t，J=7.2Hz，3H)，2.20(s，3H)，

2.59(t，J=6.6Hz，2H)，2.63(m，2H)，2.79(t，J=7.8Hz，

2H)，3.31(s，3H)，3.47(m，1H)，3.66(dd，J1=10.2Hz, 

J2=6.0Hz，1H)，3.83(s，2H)，4.45(m，1H)，7.16(d，

J=7.8Hz，1H)，7.23(d，J=7.2Hz，1H)，7.28(dd，

J=7.8Hz，J=7.2Hz，1H)。
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图 1 异丙甲草胺半抗原的合成路线

Fig.1 Synthesis of metolachlor hapten MMPA

1.3.1.2 异丙甲草胺人工抗原的制备与鉴定

采用活泼酯法[10]将异丙甲草胺半抗原与BSA偶联制

备出免疫抗原MMPA-BSA，与OVA偶联制备包被抗原

MMPA-OVA，产物用0.9%生理盐水在4℃条件下透析3d

以除掉未反应的半抗原，之后紫外光谱法鉴定半抗原与

载体蛋白是否有效偶联[11]，分装并于−20℃保存。

1.3.2 异丙甲草胺抗体的制备

选用2kg左右新西兰大白兔，初次免疫时将500µg免

疫原与弗氏完全佐剂等体积乳化后，进行背部多点注射。

每隔4周加强免疫一次，加强免疫的乳化剂选择不完全佐

剂。4次免疫后8d取全血，1mL分装后于－20℃保存。

1.3.3 间接竞争ELISA的建立

用棋盘滴定法确定最佳包被原质量浓度和抗体工作

质量浓度[12]，抗原抗体用量少的实验组合为最佳工作条

件，建立间接ELISA检测方法[13-14]。每孔加入50μL标准质

量浓度梯度的异丙甲草胺和优化好的一定质量浓度的抗
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体，采用Origin 7.5软件的四参数Logistic模型拟合，异丙

甲草胺的半抑制浓度定义为50%抑制浓度(IC50)、检出限

(limit of detection，LOD)定义为10%的抑制浓度(IC10)，检

测范围定义为20%～80%抑制浓度(IC20～IC80)
[15]。

1.3.4 特异性评价

以结构类似物的交叉反应率来评价抗体特异性[16]。

采用间接竞争ELISA程序在同等条件下依次建立异丙甲

草胺结构类似物的ELISA曲线，求出各自的抑制率为50%

时的标准品浓度，用IC50表示。计算交叉反应率：

CR/%= [IC50(异丙甲草胺)/IC50(结构类似物)] ×100。

1.3.5 水样采集、分析和添加回收实验

水样采自华南农业大学鄱阳湖，添加异丙甲草胺质

量浓度为20、40、60、80ng/mL，经过滤纸过滤后，用所

建立的icELISA方法对水样中的异丙甲草胺进行测定，计

算加标回收率。

2 结果与分析

2.1 异丙甲草胺抗原合成

异丙甲草胺分子质量只有283.8D，本身不具备免疫

原性，属于半抗原物质，不能直接用于动物免疫。对于

半抗原物质制备抗体，首先需要将其与载体蛋白连接，

制备出人工完全抗原[17]。由于异丙甲草胺分子上没有合

适的活性基团，很难直接与蛋白偶联，因此需要通过一

定长度的手臂结构进行蛋白与半抗原的连接，以便半抗

原更好暴露给免疫细胞识别；为了尽可能保留异丙甲草

胺大部分立体特征和电子特性，偶联所需的含羧基空间

手臂除了从氯原子处衍生外，也可从N-乙氧丁基处衍

生。但后者衍生方法会导致侧链上减少一个强吸电子的

氧原子，可能导致半抗原的电荷分布状态发生变化，与

异丙甲草胺的电性相似性降低，而且合成路线复杂，故

本实验未采用｡本实验选择碳链较短的廉价3-MPA作为

衍生剂，一步反应即可完成，半抗原的合成路线非常简

便，且是母化合物的Cl原子被替换成O原子，Cl和O电负

性接近，较好的保持了目标分子原有特征[18-19]。经核磁鉴

定表明半抗原合成成功。

将半抗原与BSA共价结合制备免疫原，经紫外扫

描鉴定(图2)，半抗原在波长250～260nm处有较强吸

收，BSA在250nm波长处几乎无吸收，而MMPA-BSA在

250nm波长处表现出一定吸收；此外半抗原在230nm波长

处有强吸收峰，BSA在210nm波长处左右有强吸收峰，而

MMPA-BSA的强吸收峰处于波长210nm～230nm之间，

其吸收曲线既不同于BSA也不同于半抗原的吸收曲线，

是一种BSA和半抗原的累加吸收特征曲线。因为透析后

不存在游离的异丙甲草胺半抗原，所以这种累加的吸收

特征为MMPA-BSA偶合物所贡献出，而非游离异丙甲草

胺半抗原和BSA累加贡献，说明人工抗原MMPA-BSA合

成成功[16]。同理推断包被抗原MMPA-OVA也合成成功

(图3)。
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图 2 MMPA、BSA、BSA-MMPA的紫外吸收曲线

Fig.2 UV spectrum of MMPA, BSA, BSA-MMPA
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图 3 MMPA、OVA、MMPA-OVA的紫外吸收曲线

Fig.3 UV spectrum of MMPA, OVA, OVA-MMPA

2.2 间接竞争ELSIA法的建立

2.2.1 抗体效价及工作质量浓度 

参考文献[12]及棋盘滴定法测定抗体效价与工作质量

浓度。本次实验免疫了两只兔子，其中一只兔的效价很

高，达到1/10000，本实验后续工作均用此高效价兔血清。

棋盘滴定确定包被抗原的工作质量浓度为0.05μg/mL，抗

血清稀释倍数为10000倍。

2.2.2 标准曲线 

确定好包被抗原工作质量浓度、抗血清稀释倍数

后，制作异丙甲草胺的标准曲线。其IC50为34.3ng/mL，

最低检测限IC10为6.3ng/mL，检测范围(IC20～IC80)为

12.3～99.2ng/mL，并且在检测范围内，线性方程为

y=－0.8079x＋2.0712，R2为0.996。该灵敏度和检测范围

可以满足GB/T 5009.174—2003及NY 775—2004对异丙甲

草胺最高残留限量的检测要求。

2.2.3 特异性评价

抗体特异性用交叉反应率来表示(表1)，交叉反应率

越低，抗体特异性越强。抗体分别与S-(-)-异丙甲草胺、

丁草胺、丙草胺、乙草胺、异丙草胺、甲磺隆、莠去津

进行icELISA检测。抗体与丁草胺、丙草胺、乙草胺的交

叉反应率为0.5%，与异丙草胺、甲磺隆、莠去津等几乎

无交叉反应，特异性很好。
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表 1 抗体与异丙甲草胺结构类似物的交叉反应率

Table 1 Cross-reactivity of metolachlor antibody towards other related 

compounds

化合物名称 分子结构式 IC50/(ng/mL) 交叉反应率/%

异丙甲草胺
NO Cl

O

34.3 100

丁草胺
ClNO

O

6559.1 0.5

丙草胺
ClNO

O

6398.0 0.5

乙草胺
ClNO

O

7125.1 0.5

异丙草胺
ClNO

O

＞10000 ＜0.1

甲磺隆
O

O

S
O

O
N
H

N
H

O N
N

N
O

＞10000 ＜0.1

莠去津 N

N

N

N
H

N
H

Cl

＞10000 ＜0.1

2.2.4 添加回收实验

在水样中添加质量浓度为20、40、60、80ng/mL水平

下，异丙甲草胺的平均回收率为89.5%～107.9%，相对标

准偏差为9.2%～14.5%(表2)，表明该法准确度和精密度

都较高。

表 2 异丙甲草胺在水样中的添加回收实验(n=8)

Table 2 Recovery of metolachlor in water samples (n=8)

添加量/
(ng/mL)

测定值/
(ng/mL)

平均回
收率/%

相对标准
偏差/%

20 17.9±2.6 89.5±13.0 14.5

40 38.3±5.5 95.8±13.8 14.4

60 60.2±6.8 100.3±11.3 11.3

80 86.3±7.9 107.9±9.9 9.2

3 结 论

本实验采用一步法合成异丙甲草胺半抗原，大大简

化了半抗原的制备方法，成功制备出特异性、灵敏度较

好的异丙甲草胺抗体。利用所获抗体，建立了一种特异

性检测除草剂异丙甲草胺的icELISA方法，将该法用于添

加水样检测，结果可靠、灵敏、简便，可用于环境水样

中异丙甲草胺的分析与检测。
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