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固相抗体直接竞争 EL ISA 法测定
小白菜和苹果中的甲萘威残留
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摘　要　采用固相抗体直接竞争 EL ISA 法测定小白菜和苹果中的甲萘威残留量,并以高

效液相色谱法进行验证。结果表明: EL ISA 法测定小白菜和苹果中甲萘威残留的检测限为

0. 4 ngökg; 样本中添加 0. 1 m gökg 和 10. 0 m gökg 甲萘威标样,以该法测定的回收率分别为

80. 9%～ 116% 和 86. 7%～ 96. 3% ,变异系数分别为 9. 62%～ 16. 9% 和 7. 34%～ 11. 4% ; 实

际样本中甲萘威残留 EL ISA 测定的变异系数为 6. 89%～ 10. 3% ,符合残留分析的要求。方法

简便快速,测定结果与高效液相色谱法测定结果基本一致。
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甲萘威 (carbaryl)是广谱、高效、低毒氨基甲酸酯类杀虫剂,用于防治稻、麦、棉、蔬菜、果树

的多种害虫和畜禽外寄生虫,与有机磷农药混用对多种农业害虫有明显的增效作用[1 ]。80年

代以来通过对甲萘威毒副作用的研究发现,甲萘威能引起哺乳动物肝脏微粒体酶的变化[2 ]; 抑

制HL 22依赖型 T 细胞的增值[3 ];离体培养下引起大型粒状淋巴细胞免疫功能的改变[4 ]; 长期

接触甲萘威可引起亚慢性神经毒性[5 ]。甲萘威及其复配制剂的广泛应用,使环境和食品,特别

是新鲜蔬菜、水果中残留频率不断增加[6 ]。现有甲萘威残留分析方法主要有光谱分析法[7 ]和色

谱分析法[8, 9 ]。由于氨基甲酸酯类农药热稳定性差,难以直接用气相色谱分析。光谱和高效液相

色谱 (H PL C)分析对样品前处理要求高且灵敏度有限。本研究采用固相抗体直接竞争 EL ISA

法测定小白菜和苹果中的甲萘威残留,方法简便快捷、特异性强、灵敏度高,样品容量大,分析

成本低廉。

1　材料和方法

1. 1　试剂与材料

99% 甲萘威 (carbaryl)标样 (成都化学试剂厂) ; 98%克百威 (carbofu ran) (江苏太仓金龙

集团) ; 90%混灭威 (d im ethacarb)原油 (常州农药厂) ; 95%灭多威 (m ethom yl)原粉 (无锡惠山

农药厂) ; 对甲萘威具特异性亲合力的抗体、辣根过氧化物酶标记甲萘威半抗原 (自制) [10 ]; 磷

酸盐缓冲液 (PB ) : 0. 02 mo löL , pH 6. 8、pH 7. 6; 封闭液、底物液、终止液 (参见文献[ 10 ]) ; 40孔

酶标板 (浙江黄岩) ; 8孔酶标条 (NUN C 公司) ; 丙酮、二氯甲烷、氯仿、正己烷为分析纯,重蒸;

乙腈为色谱纯。Sep 2pak 硅胶柱 (M illipo re公司)。
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1. 2　主要仪器设备

484 型高效液相色谱仪 (美国W aters公司) ; 低温冰箱, - 30℃ (日本三洋) ; D G21 酶标仪

(华东电子管厂) ; HH 28恒温水浴 (常州国华仪器厂) ; T GLL 218 B 高速冷冻离心机 (江苏太仓

医疗器械厂) ; ZQ F85A 旋转蒸发仪 (上海医械专机厂) ; D Y8921型高速匀浆器 (宁波新芝科器

研究所) ; 加液器: 丹麦产 0～ 50 ΛL 单道可调,芬兰产 20～ 200 ΛL、50～ 1000 ΛL 单道可调,德

国产 20～ 200 ΛL 八道可调。

1. 3　试验方法

1. 3. 1　甲萘威固相抗体直接竞争 EL ISA 法的建立与方法特异性的考察　抗体用 pH 7. 6 磷

酸盐缓冲液 (PB ) 稀释成 6 ΛgömL 包被酶标板, 100 ΛL ö孔,以阴性血清作对照, 4℃吸附过夜。

吸干,洗板 3次,加封闭液 150 ΛL ö孔, 37℃保温 1. 5 h。吸干,洗板 3次,吸干, 4℃保存备用。将

甲萘威用乙腈溶解成 1 m gömL 储备液,然后用 pH 6. 8 PB 稀释成 105～ 10- 3 ngömL 的标样系

列,酶标半抗原稀释 3 000倍。将不同浓度的甲萘威标样 (或样本)溶液分别与酶标半抗原溶液

1∶1混合后加入用抗体包被好的酶标板, 100 ΛL ö孔,以pH 6. 8 PB 为对照, 37℃反应 1. 5 h。吸

干,洗板 3次,加底物液 100 ΛL ö孔, 37℃反应 10 m in。加终止液 50 ΛL ö孔,在酶标仪上测定光

密度OD 490。计算不同浓度甲萘威对抗体与酶标半抗原结合的抑制率 (I % ) , I = 100[OD 490 (ck)—

OD 490 (样) ]öOD 490 (ck)。以抑制率为纵坐标,甲萘威标样浓度为横坐标绘制标准曲线。以抑制率

( I)对甲萘威浓度 ( logC )进行回归分析,计算抑制中浓度 ( IC 50)和检测限 ( IC 20)。在相同条件下

测定常用氨基甲酸酯类杀虫剂和甲萘威主要代谢产物Α2萘酚的 IC 50,甲萘威的 IC 50与被测物

IC 50的百分比为该被测物与抗体的交叉反应率。交叉反应率越低,对甲萘威分析的干扰越小。

在实际样本测定时,用空白样本提取液代替 pH 6. 8 PB 稀释甲萘威标样,建立标准工作曲线,

同时测定样本提取液对抗体与酶标半抗原结合的抑制率,根椐标准工作曲线计算样本中甲萘

威的含量。

1. 3. 2　样本处理　在小白菜B rassica ch inensis 4 叶期用含 19%甲萘威和 1%氰戊菊酯的复

配剂稀释 150倍均匀喷雾;在苹果收获前一个月用相同复配剂稀释 200倍喷雾,分别设清水对

照,用药后 7 d 取样,分别测定小白菜和苹果中的甲萘威残留。

1. 3. 3　小白菜和苹果中甲萘威残留的提取与净化　程序①: 50 g 样品加 95 mL 丙酮和 5 mL

水,于匀浆器中高速匀浆 2 m in,振荡 5 m in。匀浆液经铺有双层滤纸和助滤剂Celite的布氏漏

斗抽滤, 用丙酮洗涤容器和滤渣 3 次, 每次 20 mL。合并滤液于分液漏斗中, 加 4%硫酸钠

400 mL ,用二氯甲烷萃取 3次,每次 50 mL ,弃水相。合并萃取液,无水硫酸钠脱水后在旋转蒸

发器上于 30℃浓缩至约 2 mL , 残余二氯甲烷用氮气吹干, 用 5 mL 正己烷溶解残渣, 过

Sep 2pak硅胶柱, 30 mL 正己烷淋洗, 7 mL 氯仿洗脱。氮气吹除氯仿, 用 1 mL 乙腈溶解后

H PL C 分析,或将该乙腈溶液用pH 6. 8 PB 稀释 10倍用于 EL ISA 测定。程序②: 10 g 样品加

18 mL 乙腈和2 mL水,于小型匀浆器中匀浆,浆液经铺有双层滤纸和助滤剂Celite 的小型布

氏漏斗抽滤,用乙腈洗容器和滤渣 3 次,每次 5 mL。合并滤液于分液漏斗中,加 4%硫酸钠

80 mL ,用二氯甲烷萃取 3次,每次 10 mL ,弃去水相。合并萃取液,经无水硫酸钠脱水后在旋

转蒸发器上于 30℃浓缩至约 2 mL ,残余二氯甲烷用氮气吹干,用 1 mL 乙腈溶解,再用pH 6. 8

的 PB 稀释 10倍用于 EL ISA 测定。

1. 3. 4　样本基质干扰的考察　分别按程序①和程序②提取空白样本,所得提取液用pH 6. 8

PB 稀释不同倍数后用于配制甲萘威标样系列, 建立甲萘威分析工作曲线, 比较其与甲萘威
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EL ISA 标准曲线的吻合程度。

1. 3. 5　标准添加回收率测定和方法验证　分别在未使用过甲萘威的小白菜和苹果样本中添

加甲萘威 0. 100 m gökg、10. 0 m gökg,然后按程序①处理,用于H PL C 和 EL ISA 分析,按程序

②处理用于EL ISA 测定,计算回收率。H PL C 分析采用化学键合C18柱,流动相为乙腈∶水=

4∶1,流速 1 mL öm in,紫外检测波长 282 nm。比较 EL ISA 和H PL C 分析结果。

2　结果与分析

2. 1　甲萘威 EL ISA 分析标准曲线及方法的特异性

甲萘威分析标准曲线见图 1。固相抗体直接竞争EL ISA 法测定甲萘威的线性浓度范围是

10～ 10- 3 ΛgömL。经回归分析,甲萘威抑制抗体2酶标半抗原结合的百分率 (I )对甲萘威浓度

( logC ) 的回归方程为 I = 9. 46log C + 73. 6, 相关系数 0. 9951, 抑制中浓度 ( IC 50 ) 为

3. 06 ngömL ,检测限 ( IC 20)为 0. 02 ngömL。经测定,常用氨基甲酸酯类杀虫剂克百威、混灭威、

灭多威和Α2萘酚与抗体的交叉反应率分别为 0. 022%、0. 004%、< 0. 001%和 0. 476% ,不干扰

甲萘威的测定。甲萘威半抗原与抗体的交叉反应率为 245% ,但甲萘威半抗原属实验室合成

物,不可能存在于实际样本中。

F ig. 1　EL ISA standard curves of carbaryl

2. 2　小白菜和苹果基质对 EL ISA 和 HPLC分析

的影响

　　按程序①、程序②提取的空白样本溶液对

EL ISA 的干扰情况见图 2。从图 2可以看出:程序

F ig. 2　 Influence of samp le

substra te on EL ISA of carbaryl

①空白样本提取液经过 Sep 2pak 柱层析净化,稀释适当倍数 (乙腈含量低于 10% )后对 EL ISA

基本无影响,程序②省去了层析净化步骤,空白样本提取液稀释 10倍对 EL ISA 分析亦基本无

影响。程序①提取净化后的标准添加样本浓缩液可用于H PL C 分析,但程序②提取浓缩液对

H PL C 分析的干扰严重,不能直接进样分析。

2. 3　小白菜、苹果中甲萘威残留 EL ISA 与 HPLC分析结果的比较

程序①提取的标准添加小白菜、苹果样本,按 1. 3. 5 H PL C 条件进行测定,同时按 1. 3. 1
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试验样本EL ISA 条件测定。程序②提取的样本只用于EL ISA 分析。实际样本的前处理和分析

与标准添加样本相同,以空白样本为对照,结果见表 1。

T ab le 1　T he comparison of carbaryl con ten t in B rassica

ch inensis and app le determ ined by EL ISA and H PL C

T ype of

samp le

P rocedure

of samp le

p reparat ion

Sp iked

öm g·kg- 1

R esu lts (n= 4)

Foundöm g·kg- 1 R ecovery (% ) CV (% )

EL ISA H PL C EL ISA H PL C EL ISA H PL C

B rassica ch inensis CK ① 0. 100 0. 107 0. 114 107 114 11. 2 16. 2

① 10. 0 8. 96 8. 25 89. 6 82. 5 9. 06 12. 1

② 0. 100 0. 081 ö 80. 9 ö 10. 5 ö
② 10. 0 8. 67 ö 86. 7 ö 8. 47 ö

Samp le ① ö 0. 78 0. 67 ö ö 10. 3 9. 76

② ö 0. 75 ö ö ö 6. 89 ö

A pp le CK ① 0. 100 0. 116 0. 106 116 106 16. 9 14. 2

① 10. 0 9. 63 9. 05 96. 3 90. 5 11. 4 9. 39

② 0. 100 0. 100 ö 99. 6 ö 9. 62 ö
② 10. 0 8. 85 ö 88. 5 ö 7. 34 ö

Samp le ① ö 0. 45 0. 42 ö ö 9. 26 12. 4

② ö 0. 41 ö ö ö 8. 45 ö

从表 1可以看出:小白菜、苹果中分别添加甲萘威 0. 100 m gökg、10. 0 m gökg,按程序①提

取净化, EL ISA 法测定的回收率为 89. 6%～ 116% ,变异系数为 9. 06%～ 16. 9%。H PL C 法测

定的回收率为 82. 5%～ 114% ,变异系数为 9. 39%～ 16. 2%。EL ISA 与H PL C 测定结果基本

吻合。按程序②进行样本处理供 EL ISA 分析,不需要层析净化,降低了分析成本,加快了分析

速度,其标准添加回收率为 80. 9%～ 99. 6% ,变异系数为 7. 34%～ 10. 5%。实际样本和标准添

加样本分析结果趋势一致,方法的灵敏度、准确度和精密度符合残留分析的要求。此外, EL ISA

法对甲萘威的最低检测浓度为 0. 4 ngömL ,样品容量大,可多个样本同时分析。H PL C 法的最

低检测浓度为 50 ngömL ,一次进样只能分析一个样品。表明 EL ISA 法具有特异性强,灵敏度

高,简便快捷,分析成本低,不需要贵重仪器等优点,进一步开发成试剂盒,可用于大量样品的

快速检测。
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The Residue of Carbaryl in B rass ica ch inens is
and Apple D eterm ined by M ethod of An tibody-

Imm obil ized D irect Com petit ive EL ISA

L iu Shuzhao 13 　Feng D ahe2　Q ian Chuanfan3　Sergei A. E rem in4

(1D epartm ent of P lan t P ro tection, 2T esting Center, Yangzhou U niversity, Yangzhou　225009)
(3Co llege of A pp lied Chem istry, Ch ina A gricu ltu ral U niversity, Beijing　100094)

(4Facu lty of Chem istry, M. V. L omono sov M o scow State U niversity, 119899 M o scow , R ussia)

Abstract　T he m ethod of an tibody2immobilized direct competit ive EL ISA w as developed to monito r the

residue of carbaryl in B rassica ch inensis and app le. T he resu lts show ed that the lim it of detection w as

0. 4 ngökg, the recoveries w ere 80. 9%～ 116% and 86. 7%～ 96. 3% , the CV s w ere 9. 62%～ 16. 9% and

7. 34%～ 11. 4% at 0. 100 m gökg and 10. 0 m gökg sp ik ing levels respectively. Fo r the EL ISA of carbaryl

residue in real samp les, the CV s w ere 6. 89%～ 10. 3%. T he EL ISA m ethod is simp le and rap id, the resu lts

from EL ISA w ere w ell co rresponden t w ith tho se from H PL C.

Key words　Carbaryl; R esidue; B rassica ch inensis; A pp le; EL ISA
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