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甲基对硫磷 ELISA 分析方法的建立及初步应用
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　　摘要:目的　探讨甲基对硫磷 (M1605)简便 、 敏感 、 特异的免疫分析方法。方法　矩阵法选择好包被抗原和单

克隆抗体最佳条件 , 建立M1605 间接竞争抑制 ELISA 检测法 , 并分别检测M1605 染毒小鼠和接触工人血清中 M1605 含

量。结果　该方法线性范围为 5～ 500 ng/ml , 最低检出浓度为 5 ng/ml , 组内和组间变异系数不大于 11.5%和 14.6%,

回收率平均为 96.2%。M1605染毒小鼠和作业工人血清中 M1605 检出量及检出率与染毒剂量 、 检测时间及作业工种有

关。结论　初步认为此法可用于M1605接触生物标志物的检测。
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Abstract:Objective To establish enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for the determination of methylparathion

(M1605).Methods　Indirect competitive inhibition ELISA for the determination of M1605 was developed by using anti-M1605 McAb.

The serum M1605 concentrations in mice treated with M1605 and in the workers exposed to M1605 were measured respectively by this

method for the first time.Results The minimum detectable concentration of M1605 was 5 ng/ ml , and the standard curve was linear

between 5 ng/ml and 500 ng/ml , the average recovery was 96.2%, and the coefficients of variation were not over 11.5% and 14.6%

for intragroup assay and inter-group assay respectively.The serum M1605 concentrations in mice treated with M1605 and in workers

exposed to M1605 were related with treated doses , and the time of exposure and measurement.Conclusion　It seems that serum

M1605 detected by immunoassay could be used as a biomarker of M1605 exposure.
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　　甲基对硫磷 (M1605)是一种被广泛应用的有机

磷杀虫剂 , 既往检测多用气相色谱法 。此法仪器昂

贵 , 样品提取费时 , 且需要专门人员操作 , 不利于快

速检测和技术普及[ 1] , 为探索其接触生物标志物 , 急

需建立一种简便 、快速 、 灵敏 、特异的分析方法 。单

克隆抗体 (McAb)的问世及其在农药免疫分析中的

应用 , 使上述要求成为可能 。本课题组在制备了

M1605人工抗原和特异性 McAb的基础上
[ 2]
, 建立了

M1605的 ELISA分析方法 , 现报告如下。

1　材料与方法

1.1　实验材料

收稿日期:2000-07-17;修回日期:2001-06-21

基金项目:“九五” 国家攻关课题基金资助 (96-906-04-11)

作者简介:王刚垛 (1965—), 男 , 山东东明县人 , 博士 , 副研究

员 , 从事职业医学研究。

M1605-BSA人工抗原[ 2]和用M1605-TTH 人工抗原

制成的 M1605单克隆抗体为本课题组研制;M1605购

自市售农药 , 本课题组纯化 , 纯度在 98%以上;

M1605标准品购自国家标准物质研究中心。牛血清白

蛋白 (BSA)和邻苯二胺 (OPD)均为 Sigma 产品 ,

国内分装 。HRP 标记的羊抗小鼠 IgG抗体购自北京中

山生物技术有限公司 。其他化学试剂均为国产 , 分析

纯。96孔酶标板为 Nunc 公司产品 , 550型酶标仪及

710型洗板机均为美国 Bio-Rad公司产品。

ELISA用主要溶液:(1)包被缓冲液为 0.85 mol/

L , pH 9.6的碳酸盐缓冲液;(2)洗涤缓冲液为 pH

7.4的磷酸缓冲液 (PBS);(3)包被液:100 ml洗涤

缓冲液中加入 1 g BSA;(4)抗体稀释液:100 ml洗

涤缓冲液中加入 0.1 g BSA;(5)底物缓冲液为 pH

5.0的磷酸-柠檬酸缓冲液;(6)邻苯二胺 (OPD)底
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物使用液:OPD 5 mg , 底物缓冲液 10 ml , 3%H2O2

0.5 ml;(7)终止液:2 mol/L H2SO4 。

1.2　研究对象

某农药厂M1605合成车间和包装车间工人 72名 ,

检测前 1天为白班 , 无肝脏及肾脏等疾病史 。BALB/

c纯种小鼠购自中国医学科学院动物研究所 , 鼠龄 8

周 , 体质量 (20±2)g 。

1.3　实验方法[ 3 ～ 7]

1.3.1　间接 ELISA法最佳组合条件的确定

将包被抗原稀释成 1.0 , 2.0 , 4.0 , 8.0 μg/ml的

M1605-BSA包被酶标板 , McAb进行倍比稀释 1∶1×

105 ～ 1∶16×105后加样 , 间接 ELISA法测定 A值 , 选

定最佳条件。

1.3.2　M1605测定间接竞争抑制 ELISA法的建立

本研究建立了间接竞争抑制 ELISA法 , 其基本方

法如下:(1)包被抗原:用包被液将 M1605-BSA 稀

释为 4μg/ml , 向酶标板每孔加 100μl , 4 ℃过夜 。然

后弃去孔内的液体 , 用洗涤缓冲液洗涤 3次 , 每次 3

分钟 (简称洗涤), 拍干。 (2)包埋:每孔中加包埋

液200 μl , 37 ℃水浴 1.5小时 , 洗涤 , 拍干 。(3)加

样:不同浓度的M1605 标准液或样品与 M1605 McAb

的混合液 (该液为 M1605 标准液或样品与 M1605

McAb以 1∶1 的比例混合 , 37 ℃水浴 0.5 小时后备

用), 每孔 100 μl , 37 ℃水浴 1 小时 , 洗涤 , 拍干。

(4)加酶标第二抗体:每孔加入 1∶4 000酶标二抗液

100μl , 37 ℃水浴 1小时 , 洗涤 , 拍干 。(5)加底物

液:每孔加新配制的底物使用液100μl , 37 ℃水浴 15

分钟。 (6)终止反应:每孔加终止液 50μl。(7)测

定:将酶标板放入酶标仪 , 测定波长 490 nm 的A值。

(8)计算结果:A=A样-A空 (A样为血清或标准液双

孔A490 nm均值 , A空 为空白双孔 A490 nm均值)。

以标准品浓度为横坐标 , 其对应的 A490 nm均值为

纵坐标 , 绘制标准曲线 , 然后在标准曲线上查到样品

的浓度 , 求出其量。

将M1605 标准液稀释成不同质量浓度 (1 , 5 ,

10 , 50 , 100 , 500 , 1 000 , 5 000 ng/ml), M1605

McAb稀释至 1∶2×105 , 用上述间接竞争抑制 ELISA

法检测 , 即可得到标准抑制曲线和检测范围 。

1.3.3　精密度的测定

取 3 个不同质量浓度的 M1605 样品 (10 , 50 ,

100 ng/ml)分别在同一块酶标板上各平行测定 8孔 ,

算得组内变异系数 。另在 4个不同酶标板上各测 4

次 , 算出组间变异系数。

1.3.4　回收率的测定

小牛血清中加入一定量的 M1605 标准液 , 使其

质量浓度分别为 10 , 50 , 100 ng/ml , 然后用间接竞

争抑制 ELISA法对其进行检测 。

1.3.5　ELISA法检测染毒小鼠血清中M1605含量

将24只 BALB/c小鼠随机分成 4组 , 每组 6只 ,

腹腔注射染毒 , 染毒剂量分别为 100 , 50 μg/kg , 于

染毒后0.5 , 6和 24 h分别采血 , 分离血清 , 按建立

的上述 ELISA法测定血清中M1605的含量。

1.3.6　ELISA法检测接触与不接触 M1605工人血清

中M1605的含量

ELISA分析法分别测定上述研究对象班前和包装

车间工人班中血清 M1605 含量。班前血是指早晨上

班前空腹抽血 , 分离血清;班中血是指工人作业

3.5h后 , 于上午 11∶30分别抽取其静脉血 , 然后分离

血清 , 进行检测 。

2　实验结果

2.1　包被抗原和McAb最佳组合条件的确定

表 1　不同抗原包被浓度和不同McAb 稀释浓度的 A值

包被浓度

(μg/ml)

单克隆抗体稀释浓度 (×104)

1∶1 1∶2 1∶4 1∶8 1∶16

8.0 2.871 1.649 1.002 0.732 0.458

4.0 2.322 1.232 0.912 0.501 0.329

2.0 0.797 0.445 0.399 0.330 0.225

1.0 0.226 0.171 0.179 0.125 0.109

矩阵法测定不同 M1605-BSA 包被浓度和 M1605

McAb滴度的间接竞争抑制 ELISA 测定结果 (A 值)

见表 1。结果表明 , 包被质量浓度为 4.0 ～ 8.0 μg/ml

时 , McAb相同稀释浓度 A值差别不显著 。而酶标仪

测定A值的敏感范围在 1.00左右 , 为了既保证测定

结果的灵敏可靠 , 又减少抗原的用量 , 实验应选择的

最适抗原包被量为 4.0 μg/ml , 最佳抗体稀释度为 1∶

20 000。

2.2　间接竞争抑制性 ELISA法的检测范围和标准抑

制曲线

将M1605 配成不同质量浓度 (1 , 5 , 10 , 50 ,

100 , 500 , 1 000 , 5 000 ng/ml)后 , 间接竞争抑制

ELISA法测得其抑制率 , 绘制出标准抑制曲线 (见图

1)。图 1显示该方法的对数线性范围为 5 ～ 500 ng/

ml , 最低检出浓度为 5 ng/ml。

2.3　间接竞争抑制性 ELISA法的精密度测定
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图 1　甲基对硫磷单克隆抗体标准抑制曲线

3种不同质量浓度的 M1605 (10 , 50 , 100 ng/ml)

在同一板上分别做 8个平行样 , 其检测结果见表 2 ,

表2看出该方法组内变异系数为 6.7%～ 11.5%。
表 2　3个样品组内变异系数

样品

(浓度)
A490nm 均数±标准差 变异系数 (%)

10 0.918 1.020 0.828 1.022 0.936±0.085 9.1

0.967 0.809 1.042 0.880

50 0.633 0.408 0.561 0.598 0.561±0.065 11.5

0.556 0.613 0.538 0.580

100 0.415 0.350 0.401 0.344 0.382±0.026 6.7

0.377 0.365 0.394 0.412

　　3种质量浓度的 M1605 (10 , 50 , 100 ng/ml)在

4块不同板上各做 4 个平行样 , 其检测结果见表 3 ,

从表 3可见该方法组间变异系数为 7.7%～ 14.6%。
表 3　3个样品组间变异系数

样品

(浓度)
A490nm 均数±标准差 变异系数 (%)

10 0.913 1.022 0.832 1.033 0.937±0.072 7.7

0.914 0.921 0.868 0.986

0.905 0.908 0.847 0.954

0.898 0.904 1.122 0.965

50 0.620 0.417 0.591 0.615 0.552±0.068 12.3

0.500 0.623 0.514 0.542

0.495 0.480 0.526 0.518

0.676 0.653 0.543 0.524

100 0.373 0.344 0.372 0.348 0.376±0.055 14.6

0.389 0.328 0.408 0.313

0.375 0.322 0.391 0.344

0.365 0.431 0.365 0.553

2.4　间接竞争抑制性 ELISA法的回收率测定

往小牛血清中加入一定量的 M1605 标准液 , 使

其质量浓度分别为 10 , 50 , 100 ng/ml , 然后用间接

竞争抑制 ELISA法进行检测 , 结果见表 4 。表 4显示

其回收率为82.3%～ 117.0%, 平均为 96.2%。
表 4　小牛血清的加标检测结果

配制浓度

(ng/ml)

实际检测浓度

(ng/ml)

回收率

(%)

10 11.7 117.0

50 44.6 89.2

100 82.3 82.3

2.5　ELISA法检测染毒小鼠血清中M1605含量

间接竞争抑制 ELISA法检测M1605染毒小鼠血清

中毒物含量 , 结果见表 5。结果表明 , M1605 染毒

0.5 h , 全部小鼠血清中均能检出该毒物 , 染毒 6 h

后 , 几乎全部小鼠血清中均还能检测到毒物 , 而染毒

24 h后 , 绝大多数小鼠用该方法检测不到血清内毒

物 , 且毒物检出量与染毒剂量和时间具有一定的相关

性。
表 5　不同染毒剂量和时间小鼠血清中M1605含量

染毒剂量

(mg/ kg)

检测时间

(h)

动物数

(只)

检出数

(只)

含量范围

(ng/ml)

x±s

(ng/ml)

0 0.5 8 0 0 0

1 0.5 8 8 40～ 115 64.95±9.68

6.0 8 7 25～ 40 32.11±2.12

24　 8 1 8 8

2 0.5 8 8 55～ 225 94.73±24.43

6.0 8 8 40～ 135 61.63±11.18

24　 8 2 8～ 16 12

2.6　M1605作业工人血清中毒物含量分析结果

经 t检验 , M1605作业工人班前和班中 AChE活

力 (μmol/ml)均显著低于对照组 (AChE 活力分别

为:18.5±5.7 , 17.8±6.2 , 21.4±4.6 , P <0.05),

而作业工人班前与班中 AChE活力差异无显著性 (P

>0.05)。未接触 M1605 者血清中未检出 M1605 ,

M1605作业工人班前和班中血清中M1605含量检测结

果见表6。72位作业工人班前仅有 7位血清中检测到

M1605 , 占9.7%, 而34位接触者班中有11位检测结

果阳性 , 检出率达 32.4%。进 一 步分析包装车间班
表 6　M1605 作业工人班前和班中血清中毒物含量检测

检测

时间
工种

受检人数

(名)

检出人数

(名)

含量范围

(ng/ml)

x±s

(ng/ml)

班前 合成 , 包装 72 7 7～ 42 14.00±12.51

班中 包装 34 11 6～ 45 19.91±14.63
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中检测结果时 , 发现各工种中密切接触者 (盖瓶盖 ,

套标签 , 套盖膜 , 质检 , 补位 , 维修 , 清洁)22人 ,

检出 10人 , 非密切接触者 (装箱及打包 , 上瓶及办

公室)12人 , 仅检出 1人阳性。

3　讨论

免疫分析方法包括放射免疫分析 (RIA)、 酶免

疫分析 (EIA)、 荧光免疫分析 (FIA)和发光免疫测

定 (LIA)等 , 都不同程度地在农药免疫分析中得到

应用[ 8 ～ 11] , 其基本原理相似 , 但由于 RIA 的放射性

污染 、 FIA和 LIA对设备的较高要求 , 使其普及受到

限制 , EIA是指用酶标记抗体 、抗抗体或抗原进行抗

原抗体反应 , 在农药免疫分析中应用较广泛 , 酶联免

疫吸附分析 (ELISA)是最常用的检测方法[ 7 ,9] 。本

研究应用本课题组研制的抗M1605 McAb建立了间接

竞争抑制 ELISA法检测血中M1605 , 检测范围 5 ～ 500

ng/ml , 最低检测质量浓度 5 ng/ml , 组内变异系数最

大为 11.5%, 组间变异系数最大为 14.6%, 回收率

为82.3%～ 117.0%, 平均为 96.2%。并用该方法对

M1605染毒小鼠和接触工人血清中毒物含量进行了检

测 , 初步应用的结果令人满意 。

M1605在体内代谢或生物转化很活跃且较快 , 在

体内无长期蓄积 , 从血清中清除的半减期为 11小时 ,

一般很难用常用检测方法检测到[ 12 ～ 14] 。本研究发现

染毒 0.5h 几乎全部小鼠血清内都能检测到毒物 , 而

小鼠染毒 24 h后 , 高剂量组8只小鼠中仅2只血清中

检测到 M1605 , 低剂量染毒组只有 1 只可检测到。

M1605作业工人脱离接触十几小时后 , 72名工人 (班

前)仅有 7人检测阳性 , 而在工作的接触期间 (班

中), 34名作业工人有 11 人血清中M1605检测阳性 ,

且后者均值比前者明显增高 , 并与工种有关 。说明该

方法能较好地反映不同接触时间和接触浓度时的接触

内剂量 , 可考虑作为 M1605的接触生物标志物。

红细胞或全血AChE活力是反映有机磷农药接触

水平最可靠 、应用最广泛的生物学指征[ 15] , 持续接

触有机磷农药会使其失活 , 失活的 AChE的活力仅随

红细胞的再生而恢复 。因此 , AChE 活力的高低有时

与机体有机磷的接触水平及其变化不平行。本文结果

显示 , 班中工人血清中 M1605 的阳性率高于班前 ,

但全血 AChE变化无显著性。提示 ELISA检测血清中

M1605可能比全血乙酰胆碱酯酶更能反映机体对

M1605的接触水平 。

M1605McAb的成功制备和免疫分析方法的建立 ,

使简便 、 快速 、 特异的检测 M1605成为可能 , 今后

研制成试剂盒 , 将更有利于该毒物的危险度评价 , 接

触工人的健康监护和中毒的诊断和治疗 。预计该试剂

盒不仅可用于检测接触者血 、 呕吐物和洗胃液中的

M1605 , 还可用以检测食品和蔬菜中污染的 M1605 ,

将具有一定的实用价值和应用前景 , 为此还需要做大

量工作。
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