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对硫磷 EL ISA异源分析模式比较研究
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摘 　要 :为探讨方法模式对异源 EL ISA 法各分析参数的影响情况及影响机理 ,设计并合成了 4种

与对硫磷结构相似的竞争半抗原 ,通过建立不同模式的同源与异源 EL ISA 分析法 ,比较了不同模

式下的抗原抗体用量、灵敏度、检测限及不同样品添加回收率。结果表明 ,异源分析对抗原和抗体

的用量比同源分析有所增加 ,但异源分析可大大提高方法的检测灵敏度。在异源分析中 ,直接竞争

包被抗原的 EL ISA (CC模式 )方法重现性较差 ;直接竞争包被抗体的 EL ISA (A C 模式 )抗原抗体

用量最多 ,检测灵敏度较低 ;间接竞争 EL ISA 法 ( IC模式 )具有较好的检测灵敏度 ,抗环境和基质

干扰的能力较强 ,为异源 EL ISA 分析中较优的模式。
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Abstract: Four com p etito rs w hich sim ula te para th ion m o lecu le w ere designed and syn thesized, fo llow ed

by testing the effec t of assay form at on the he tero logous EL ISA. Three types of assay form ats, nam ed

the con jugate2coated ( CC ) form at, an tibody2coated ( A C ) fo rm a t and ind irec t com p etitive ( IC )

fo rm at, w ere app lied in the hom ologous or he tero logous EL ISA. Som e fac to rs, such as dosages of

hap tens and the an tibody m entioned above, IC50 value and lim it of de tec tion of p ara th ion, and recove ries

of EL ISA in d iffe ren t sam p les w ere com p ared to find the best assay form at. The resu lts show ed tha t the

used dosage of hap ten and an tibody in the hetero logous EL ISA w ere h igher than tha t in the hom ologous

EL ISA , the hetero logous EL ISA g rea tly im p roved the sensitiv ity. M oreove r, in the he te ro logous EL ISA ,

the CC form a t had a re la tive ly low rep roduc ib ility. W h ile the A C form at had the h ighest dosage of

hap ten and an tibody in the th ree types fo rm a ts, bu t had low sensitiv ity. It′s found tha t the IC form a t had

a p refe rab le sensitiv ity and stab le resis tance to m atrix effec ts. In conc lusion, the IC form at w as the m ost

su itab le one in the hetero logous EL ISA.
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　　农药残留检测是保障农产品质量安全的重要

环节 ,也是发达国家设置贸易壁垒的重要技术手

段。基于抗原 2抗体分子识别的免疫分析技术 ,特

别是酶联免疫吸附测定方法 ( EL ISA , Enzym e2
L inked Imm unoso rben t A ssay )对于特异、灵敏、简

便、快速、在线检测农产品中的农药残留具有其独

特优势 [ 1, 2 ] 。 EL ISA 分析法根据免疫半抗原与竞

争半抗原结构的异同可分为同源分析 ( hom o logous

assay,用同一种半抗原制备的人工抗原与相应的

抗体进行免疫分析 ) 与异源分析 ( he te ro logous

assay,用同一种分析物的不同半抗原所得的抗体

分别与不同半抗原制备的包被抗原或标记抗原进

行的免疫分析 ) ,越来越多的研究 [ 3～6 ]表明 ,异源

分析可大大提高方法的检测灵敏度。根据包被物

(包被抗原、抗体或二抗 ) 、包被方式、加入的前后

顺序等方面的不同 ,不论是同源还是异源 EL ISA

都有多种分析模式。不同模式具有不同的方法灵

敏度、最大吸光值、抗原抗体用量及反应时间 ,尤

其灵敏度的差异是判定 EL ISA 分析方法性能的关

键。目前国外有关 EL ISA 分析方法模式选择的报

道较少 [ 7～9 ]
,国内尚未见相关报道 ,已有的研究报

道也基本集中在同源 EL ISA 分析模式比较上。

EL ISA 分析方法 ,特别是异源分析方法模式的比

较研究对优化 EL ISA 方法、探讨抗体识别机制都

具有重要意义。笔者以对硫磷为例 ,在已获得高

特异性多克隆抗体 [ 10 ]的基础上 ,采用 4种竞争半

抗原分别建立同源与异源的 EL ISA 分析法 ,进而

对常用的 3种 EL ISA 模式进行了比较研究。

1　材料与方法

1. 1　材料与仪器

对硫磷 ( p a ra th ion)标准品 (纯度 99% )购自农

业部农药检定所 ; 抗对硫磷抗体 ( H 12A b ) , 为用

H12B SA 免疫兔子获得的抗体 , B SA 为牛血清蛋

白 ,该抗体为浙江大学农药与环境毒理研究所实

验室优选的抗对硫磷多克隆抗体 [ 10 ] 。

卵清蛋白 (OVA ) 、辣根过氧化物酶 ( HR P)及

酶标二抗 (山羊抗兔 IgG 2HR P) ,上海华美生物工

程公司 ;磷酸盐缓冲液 ( PBS ) (0. 01 m ol/L , pH 7. 4) ;

碳酸盐缓冲液 ( CB S ) ( 0. 05 m o l/L , pH 9. 6 ) ; 洗

涤液 ( PB ST) ( 0. 01 m o l /L , pH 7. 4, PB S 20. 05%吐

温 220 ) ;封闭液 (含质量分数为 2%牛奶的 PB S溶

液 ) ;底物液 [ A 液 ,称取过氧化脲 1. 0 g, N a2 H PO 4

·12H2 O 35. 8 g, 柠檬酸 ·H2 O 10. 3 g, 吐温 280

100μL , 用蒸馏水定容至 1 000 mL; B 液 : 称取

3, 3′, 5, 5′2四甲基联苯胺 ( TM B ) 700 m g, 溶于

40 mL 二甲基亚砜 (DM SO )中 ,加入 10. 3 g的柠

檬酸 ·H2 O 充分溶解 ,用蒸馏水定容至 1 000 mL ,

4℃保存。用时将 A 液和 B 液等体积混匀 ];终止

液 ( 2 m o l /L H2 SO 4 ) 。

酶标仪 (B IO 2RAD 550型 ) , 自动酶标洗板机
(D EM 2Ⅲ型 ,北京拓普分析仪器有限责任公司 ) ,

移液枪 , 96孔聚苯乙烯酶标板 (美国 CO STA R ) 。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　竞争半抗原的合成 　参照 K im 等 [ 11 ]的方

法合成了 4种竞争半抗原 ( H 1～H 4 ) 。合成路线

如下 :

　　以 52[乙氧基 2( 42硝基苯氧基 )硫代磷酰氨

基 ]戊酸 ( H1 )的合成为例。将 O 2乙基硫代磷酰二

氯 5. 24 g ( 27. 8 mm o l)溶于 20 mL 乙腈中 ,加入

20 g碳酸钾 ,搅拌下逐滴加入 15 mL 溶有 3. 0 g

( 21. 6 mm o l)对硝基苯酚的乙腈溶液 ,室温搅拌反

应 1 h,抽滤 ,浓缩 ,硅胶柱分离纯化 (石油醚 2乙酸

= 8 ∶1,体积比 )得 5. 47 g (收率 90% )淡黄色油状

物 ;取该油状物 500 m g ( 1. 78 mm o l)溶于 3 mL

甲醇中并置于冰盐浴中冷却 ,搅拌下滴加 2 mL 溶

有 249 m g ( 4. 45 mm o l) 氢氧化钾和 229 m g

( 1. 96 mm o l) 52氨基戊酸的甲醇溶液 , 冰浴搅拌

反应 1 h,抽滤 ,浓缩 ,硅胶柱分离纯化 (石油醚 2乙
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酸乙酯 2甲酸 = 90 ∶10 ∶1 )得 546 m g ( 85% )淡黄

色油状物 ,即竞争半抗原 H1。用类似方法合成了

其余的竞争半抗原 H2、H3、H 4。其结构均经
1
H NM R 确认。

1. 2. 2　酶标半抗原与酶标抗体的制备 　酶标半

抗原制备采用混合酸酐法 [ 12 ] 。将 0. 1 mm o l对硫

磷半抗原 ( H 1、H2、H3、H 4 )溶于 1 mL DM F中 ,搅

拌下加入 25 μL 三正丁胺和 12 μL 氯甲酸异丁

酯 ,室温反应 1 h; 取反应液 100μL 加入到 3 mL

溶有 15 m g HR P、浓度为 0. 01 m o l /L、pH 9. 6的

CB S溶液中 ,磁力搅拌 4 h; 待反应完成后 ,透析 ,

分装 , 4℃保存备用。

酶标抗体 ( H12A b2HR P)的制备采用改良的过

碘酸钠法 [ 12 ] 。将 10 m g HR P溶于 1 mL 蒸馏水

中 ,加入新配制的 0. 06 m o l /L 的过碘酸钠溶液

1 mL,混匀置于冰箱 30 m in,取出后加入 0. 16 m ol/L

的乙二醇水溶液 1 mL ,于室温放置 30 m in后加入

含 20 m g H12A b抗体的水溶液 4 mL ,混匀后透析

过夜 ,从透析袋中取出后加 5 m g /mL 的 N aB H4溶

液 0. 7 mL ,混匀置于冰箱中 2 h,加等体积饱和硫

酸铵溶液 , 4℃下静置 1 h, 3 000 r /m in 下低温离

心 30 m in, 弃上清液。将沉淀用 0. 02 m o l /L

pH 7. 4 的 PB S 溶液溶解 , 装入透析袋中 , 放入

0. 02 m o l /L、pH 7. 4 的 PB S 中 , 4℃下透析 ,直至

N H
+

4 去除后 (奈氏试剂检测 ) ,再在 10 000 r /m in

离心 30 m in,收集上清液即得抗体的酶结合物 ,加

入等量甘油 ,混匀 ,分装 ,于 - 20℃保存。

1. 2. 3　不同模式 EL ISA 分析方法的建立

1. 2. 3. 1　间接竞争 EL ISA 法 ( IC fo rm a t) 　采用

方阵试验法测定包被抗原和抗体的稀释度 ,选用

OD 490 nm值约为 1. 0、抗原抗体用量较少的浓度组

合为抗原 /抗体的最适工作浓度。该工作浓度下 ,

将 H 12OVA、H 22OVA、H32OVA、H42OVA 用 CB S

稀释后包被于 96孔聚苯乙烯酶标板 ( 100μL /孔 ,

37 ℃下温育 2 h, PB ST洗涤 4次 ) ,封闭 (含 2. 0%

脱脂奶的 PB S 300μL /孔 , 37 ℃温育 0. 5 h, PB ST

洗涤 4次 ) ,加入预先以 PB S 稀释的 H12A b和系

列浓度的对硫磷标样 (由含 10%甲醇的 PB S 配

制 ,设不加农药对照 )各 50 μL /孔 , 振荡后温育

( 37℃ 1 h, PB ST 洗涤 4 次 ) , 加入以 PB S 稀释

1 000倍的酶标二抗 , 100μL /孔 , 37℃下温育 1 h,

PB S T洗涤 4次 ; 加入 TM B 底物液 , 100 μL /孔 ,

37℃下温育 15 m in;加入终止液 , 100μL /孔 ,用酶

标仪测定各孔的 OD 490 nm值。以抑制率为纵坐标 ,

对硫磷标样浓度对数为横坐标绘制半对数标准曲

线。

按下式计算抑制率 :

Ⅰ( % ) =
(ODm ax - ODm in ) - (OD x - ODm in )

(ODm ax - ODm in )
×100

式中 : ODm ax ———不加药时的吸光值 , OD x ———

农药浓度为 x时的吸光值 , ODm in ———空白对照的

吸光值。

以抑制率达到 50%的对硫磷浓度 ( IC50 )来表

示 EL ISA 方法的检测灵敏度 ,以 IC10作为 EL ISA

方法的最低检测限 ,评价其在 IC10 ～ IC90检测范围

内的线性相关性。

1. 2. 3. 2 　直接竞争 EL ISA 法 , 包被抗体 ( A C

fo rm a t) 　采用方阵试验法测定包被抗体和酶标半

抗原的稀释度 ,选择 OD 490 nm值约为 1. 0、抗体和酶

标半抗原用量较少的浓度组合为抗体 /抗原的最

适工作浓度。工作浓度下 ,将 H12A b以 PB S稀释

后包被于 96孔聚苯乙烯酶标板 ,封闭 ,加入预先

以 PB S 稀释的 H 12HR P、H22HR P、H 32HR P、H 42
HR P和系列浓度的对硫磷标样各 50μL /孔 ,振荡

后温育 ,底物显色 ,测各孔 OD 490 nm值。绘制半对

数标准曲线 ,计算 IC10、IC50与 IC90值。

1. 2. 3. 3 　直接竞争 EL ISA 法 , 包被抗原 ( CC

fo rm a t) 　采用方阵试验法测定包被抗原和酶标抗

体的稀释度 ,选择 OD 490 nm值约为 1. 0、抗原和酶标

抗体用量较少的浓度组合为抗原 /抗体的最适工

作浓 度。工 作 浓 度 下 , 将 H12OVA、H22OVA、

H32OVA、H42OVA 以 CB S稀释后包被于 96孔聚

苯乙烯酶标板 , 封闭 , 加入预先以 PB S 稀释的

H12A b2HR P 和 系 列 浓 度 的 对 硫 磷 标 样 各

50μL /孔 ,振荡后温育 ,底物显色 ,测各孔 OD 490 nm

值。绘制半对数标准曲线 , 计算 IC10、IC50与 IC90

值。

1. 2. 4　添加回收率试验

水样 (杭州华家池水 ) :取水样经滤纸过滤后 ,

直接添加对硫磷标样 , EL ISA 测定。

土样 (黄红壤 ) : 5 g土壤 ,添加标样 ,用 10 mL

乙腈提取 , 离心取上清液 1 mL , N 2 吹干 , 用含

10%甲醇的 PB S液溶解 , EL ISA 测定。

稻米 (东北大米 ) : 5 g米样 ,添加标样后加入

1. 5 mL 水静置 30 m in, 10 mL 乙腈提取。加入 1 g

氯化钠、4 g硫酸镁 , 振荡 1 m in, 离心取上清液

1 mL , N 2吹干 , 用含 10% 甲醇的 PB S 液溶解 ,

EL ISA 测定。
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2　结果与分析

2. 1　半抗原结构鉴定

半抗原合成后的结构确证结果见表 1。从中

可以看出 ,合成的化合物均为设计结构。说明合

成路线设计正确、操作科学 ,所合成半抗原能够用

于后续实验。

表 1　合成半抗原的核磁共振氢谱数据

Tab le 1　1
H NM R data of hap ten

半抗原
H ap ten

R1 R2 n 1 H NM R,δ( CD C l3 , 400 H z)

H1 42NO 2 H 4 1. 28 ( t, 3H, CH3 ) , 1. 52 ～ 1. 60 ( m , 2H, N HCH2 CH2 ) , 1. 61 ～ 1. 65 ( m , 2H,

CH2 CH2 COOH ) , 2. 29～3. 01 (m , 2H, CH2 COOH ) , 3. 02～3. 07 (m , 2H, CH2NH ) , 4. 01～4. 18

(m , 2H, CH2O P) , 7. 30 ～7. 33 (m , 2H, A rH ) , 8. 11～8. 15 (m , 2H, A rH )

H2 42C ( CH3 ) 3 H 3 1. 30 ( s, 9H, C ( CH3 ) 3 ) , 1. 38 ( t, 3H, CH3 ) , 1. 81～1. 89 ( m , 2H, CH2 CH2 CH2 ) , 2. 46

( t, 2H, CH2 COO H ) , 3. 12 ～3. 17 ( m , 2H, CH2N H ) , 4. 12 ～4. 16 ( m , 2H, CH2O P ) ,

7. 12～7. 14 (m , 2H, A rH ) , 7. 33 ( d, 2H, A rH )

H3 22NO 2 52F 3 1. 33 ( t, 3H, CH3 ) , 1. 86～1. 88 (m , 2H, CH2 CH2 CH2 ) , 2. 42～2. 48 (m , 2H, CH2 COO H ) ,

3. 16～3. 24 (m , 2H, CH2N H ) , 4. 13～4. 20 (m , 2H, CH2O P) , 6. 98～7. 02 (m , 1H, A rH ) ,

7. 38～7. 41 (m , 1H, A rH ) , 7. 97～8. 01 (m , 1H, A rH )

H4 22F 42NO 2 3 1. 32 ( t, 3H, CH3 ) , 1. 87～1. 88 (m , 2H, CH2 CH2 CH2 ) , 2. 46 ( t, 2H, CH2 COO H ) , 3. 22 ( t,

2H, CH2N H ) , 4. 13～4. 20 (m , 2H, CH2O P) , 7. 00～7. 02 (m , 1H, A rH ) , 7. 49～7. 50 (m ,

1H, A rH ) , 7. 90 ( d, 1H, A rH )

2. 2　EL ISA方法最适工作浓度

最适工作浓度的筛选时 ,不同模式具有不同

的抗原抗体用量 ,筛选结果见表 2。可见 ,同源分

析 (竞争半抗原 H 1 )在 3种模式下对抗原抗体的

使用量均少于异源分析。以同源分析用量为比较

基础 ,在 IC 模式下 , H 12A b的使用量异源分析为

同源分析的 2～16倍 ; 在 A C 模式下 , H12A b的使

用量异源分析为同源分析的 3～32倍 ;在 CC模式

下 , H 12A b2HR P的使用量异源分析为同源分析的

2～128倍。在 3种模式下均以竞争半抗原 H 3情

况下的抗原抗体用量最多。不论同源和异源分

析 ,在同一竞争半抗原情况下 , A C 模式所需 H 12
A b的量均高于 IC 模式 ; CC模式所需包被抗原的

量也均高于 IC模式。

2. 3　EL ISA方法的检测灵敏度和检测限

在最适工作浓度下 ,采用不同模式的 EL ISA

方法分别测定了 EL ISA 方法的检测灵敏度 (以

IC50表示 )和检测限 (以 IC10表示 ) ,结果 (见表 3 )

表明 ,同一抗体条件下 ,异源分析可提高方法的检

测灵敏度。在 IC模式下 ,异源分析采用竞争半抗

原 H3和 H4时其 IC50分别为 3. 26和 25. 84 ng /mL ,

分别为同源分析检测灵敏度的 21. 33和 2. 69倍

(竞争半抗原 H1时其 IC50为 69. 52 ng /mL ) ; 在

CC模式下 ,异源分析比同源分析的检测灵敏度略

有提高 ,但无倍数差异 ;在 A C模式下 ,同源分析在

1 000 ng /mL 内未能建立标准曲线 ,而异源分析采

用竞争半抗原 H3时其 IC50为 16. 94 ng /mL ,高于

另外 3个竞争半抗原情况下的检测灵敏度。

不论同源和异源分析 ,在使用同一竞争半抗

原情况下 , IC 模式的检测限都低于 A C 模式 ; 在

H1、H3、H 4半抗原情况下 IC模式的检测限也都低

于 CC模式 ,而在 H 2半抗原情况下 CC 模式的检

测限比 IC 模式略低 (无倍数差异 ) 。对方法检测

灵敏度和检测限 3次测定的变异系数结果显示 :

CC模式下方法重现性较差 ,其 IC50与 IC10变异系

数在 18. 46%～27. 63%之间 ; IC 模式和 A C 模式

的方法重现性较好 ,其 IC50与 IC10变异系数分别在

2. 86%～5. 32%和 3. 14%～7. 80%之间。

2. 4　样品添加回收率试验

鉴于 2. 3节的实验结果 ,选取方法重现性好、

检测灵敏度相对较高的 EL ISA 模式和竞争半抗原

进行水样、土样和稻米中对硫磷的添加回收率试

验。在竞争半抗原为 H 3情况下 ,采用 IC 模式和

A C模式建立的免疫反应抑制率与农药浓度半对

数的标准曲线 (图 1 ) , 其线性相关性较好 ( R
2 >

0. 98 ) , IC模式 EL ISA反应标准曲线的 IC10平均
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表 2　EL ISA分析法最适工作浓度

Tab le 2　W o rk ing concen tra tion of imm unoassays

分析方法
Imm unoassays

半抗原
H ap tens

EL ISA 模式
EL ISA fo rm at

人工抗原或
酶标半抗原

A ntigen /H ap ten

2HRP

抗体或酶标抗体
A ntibody /A ntibody

2HR P

工作浓度
W ork ing concen tration / (μg /mL )

人工抗原或酶标半抗原
A ntigen /H ap ten2HRP

抗体或酶标抗体
A ntibody /A n tibody2HR P

同源分析 H1 IC H12OVA H12A b 0. 25 0. 50

H om ologous assay A C H12HRP H12A b 0. 50 2. 00

CC H12OVA H12A b2HRP 4. 00 0. 50

异源分析 H2 IC H22OVA H12A b 2. 00 1. 00

H etero logous assay A C H22HRP H12A b 8. 00 16. 00

CC H22OVA H12A b2HRP 16. 00 4. 00

H3 IC H32OVA H12A b 8. 00 8. 00

A C H32HRP H12A b 64. 00 64. 00

CC H32OVA H12A b2HRP 96. 00 64. 00

H4 IC H42OVA H12A b 0. 50 1. 00

A C H42HRP H12A b 0. 25 6. 00

CC H42OVA H12A b2HRP 8. 00 1. 00

表 3　EL ISA方法检测灵敏度和检测限 ( n = 3)

Tab le 3　Sens itive ( IC50 ) and lim it of de tec tion ( IC10 ) of p a ra th ion w ith d iffe ren t EL ISA fo rm a t ( n = 3 )

分析方法
Imm unoassays

半抗原
H ap ten

模式
Form at

IC50 / ( ng /mL )
变异系数

CV ( % )
IC10 / ( ng /mL )

变异系数
CV ( % )

线性范围
L inear range / ( ng /mL )

同源分析 H1 IC 69. 52 3. 71 1. 66 5. 14 1. 66～2 915

H om ologous assay A C - a - - - -

CC 80. 38 18. 46 6. 99 21. 67 6. 99～924

异源分析 H2 IC 72. 32 4. 90 4. 16 5. 32 4. 16～1 256

H etero logous assay A C 134. 9 5. 43 5. 00 7. 80 5. 00～3 638

CC 59. 72 21. 90 3. 29 27. 31 3. 29～1 084

H3 IC 3. 26 2. 86 0. 05 4. 57 0. 05～219

A C 16. 94 3. 14 0. 45 4. 92 0. 45～633

CC - - - - -

H4 IC 25. 84 3. 65 1. 11 5. 20 1. 11～602

A C 373. 8 4. 11 12. 28 4. 97 12. 38～1. 14 ×104

CC 65. 70 20. 51 6. 39 27. 63 6. 39～675

　　a - 表示 1 000 ng /mL 以内无法建立标准曲线。 a - denotes can not estab lish a standard curve be low 1 000 ng /mL.

值为 0. 11 ng /mL ( 10条标准曲线 ,下同 ) , IC50平

均值为 3. 67 ng /mL; A C 模式 EL ISA 反应标准

曲线的 IC10平均值为 1. 46 ng /mL , IC50平均值为

22. 41 ng /mL。

依据标准曲线计算添加回收率结果见表 4

(4次平行测定 ) 。样品添加回收率测定值变异系数

在 IC模式下为 7. 81% ～13. 28% ,在 A C 模式下为

4. 70% ～13. 91% ,其精密度均达到了农药残留试

验检测的要求。样品添加回收率测定值在 A C 模

式下的平均回收率均较低 ,平均回收率最高也仅

为 60. 77%。而在 IC模式下水样和土样的平均添

图 1　对硫磷 EL ISA竞争反应标准曲线

Fig. 1　EL ISA standa rd com p e titive

reac tion cu rve fo r p a ra th ion
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加回收率为 71. 40% ～106. 46% ,稻米的平均添加

回收率为 65. 73%和 79. 67%。

除稻米样品 50 ng /mL 添加外 , IC模式下 3种

样品中对硫磷的添加回收率均满足残留检测的要

求 ( 70%～110% ) 。比较 IC 模式和 A C 模式中对

硫磷的添加回收率试验结果 ,可知 IC 模式抗基质

干扰能力比 A C 模式强 ,基质对 EL ISA 方法的干

扰影响为水 <土 <稻米。

表 4　添加回收率试验结果 ( n = 4)

Tab le 4　R ecove ries of p a ra th ion fo r sp iked sam p les ( n = 4 )

样品
Sam p le

添加水平
Fortifica tion leve l / ( ng /mL )

IC模式
IC form at

A C模式
A C form at

平均回收率
A verage recovery ( % )

变异系数
CV ( % )

平均回收率
A verage recovery ( % )

变异系数
CV ( % )

水 W ater 10 106. 46 10. 02 35. 48 8. 26

20 89. 73 9. 30 53. 51 11. 51

土 Soil 20 71. 40 7. 81 47. 62 9. 25

50 83. 06 11. 16 60. 77 4. 70

稻米 R ice 50 65. 73 13. 28 39. 48 13. 91

100 79. 67 9. 68 55. 21 6. 86

3　讨论

　　随着免疫分析化学的进一步发展 ,异源分析

在灵敏度方面的优越性及合适竞争原选择方面的

研究日渐受到人们的关注 [ 13 ] 。作者以对硫磷为

例 ,设计并合成了 4种与对硫磷结构相似的竞争半

抗原 ,成功建立了对硫磷的同源分析和异源分析

EL ISA 方法 ,其方法检测灵敏度高于 Zeng
[ 14 ]等人对

对硫磷 EL ISA 方法的最新报道 ( IC50为 360 ng /mL ,

IC10为 26 ng /mL ) 。异源分析与同源分析比较的

结果表明 ,尽管异源分析对抗原抗体的所需量比

同源分析有所增加 ,但异源分析可大大提高方法

的检测灵敏度。

不论同源或异源分析 , EL ISA 方法都需要采

用一种合适的模式以提高方法的灵敏度。据

Ko losova
[ 8 ]等人对甲基对硫磷同源 EL ISA 方法的

A C模式、IC模式和荧光免疫测定方法的抗体特异

性和样品添加回收率试验的比较结果 ,在同源分

析中以 IC 模式的灵敏度最高。为探讨方法模式

对异源 EL ISA 法各分析参数的影响情况及机理 ,

本研究以对硫磷为例 ,对异源分析中不同模式下

的抗原抗体用量、方法检测灵敏度、检测限及不同

样品添加回收率进行了比较研究。结果表明 , IC

模式所需步骤较多 (需要加酶标二抗 ) ,但其对抗

原抗体的用量相对较少 ,在 3种竞争半抗原情况

下 IC模式所表现出的方法检测灵敏度均高于其

他模式 ,且 IC 模式下样品添加回收率较好 ,表明

IC模式抗样品基质干扰能力强。究其原因 ,可能

是因为 IC模式采用酶标二抗间接标记的方法 ,放

大了酶促显色现象 ,使农药的竞争作用更容易在

其 OD 值中得到反映 ,从而提高了方法的检测灵敏

度。而 A C模式和 CC 模式分别采用酶直接标记

半抗原和抗体的方法 ,所需步骤均比 IC 模式少 ,

但 CC模式的方法重现性较差 ; A C 模式对特异性

抗体的用量最多 ,检测灵敏度也不及 IC 模式 ,用

于样品添加回收率试验无法满足残留检测的要

求。A bad
[ 15 ]等人建立克百威 EL ISA 方法时所设

计的 6种竞争半抗原都能建立 IC 模式 ,而只有一

种竞争半抗原能建立 A C 模式。采用直接法虽然

步骤较少 ,但不同结构的竞争半抗原不一定都建

立 A C或 CC模式 ,却基本上都能建立 IC模式。

综上所述 ,在异源 EL ISA 分析中 ,虽然 IC 模

式所需的步骤比 A C 模式和 CC 模式多 ,但 IC 模

式易于建立 ,其灵敏度较高 ,抗外界环境和基质干

扰的能力强 ,为异源 EL ISA 法中较优的模式。
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