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摘要: 免疫亲合色谱可用于复杂样本中微量目标分析物的选择性分离富集。综述了免疫亲合色谱的

基本原理、方法的建立过程 (包括抗体的制备、固相基质的筛选、抗体与基质的偶联、免疫亲合色谱

条件的优化)、免疫亲合色谱在农药残留分析中的应用现状及发展趋势。
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化学农药在农业有害生物防治中发挥了非常重要的作用,但大量使用农药造成的环境和

农产品污染问题也引起了人们的高度重视。加强农药残留监测对于农业的可持续发展和保障

人类健康具有重要意义。

传统的农药残留分析主要依靠波谱、色谱等理化分析手段[1, 2 ] ,但理化分析需要经过繁杂

的提取、净化、衍生化等前处理过程。特别是对于那些超高效农药如绿磺隆等,田间用量仅 7. 5

～ 30 göhm 2,复杂的前处理不仅耗时耗力,而且样本中极微量的农药容易丢失。此外,传统的样

品前处理方法选择性差,样品基质中一些理化性质相近的化合物难以被有效去除,影响残留分

析结果的准确性和可靠性。这就迫切需要开发具有选择性分离富集功能的纯化技术。本文对

免疫亲合色谱技术及其在农药残留分析中的应用进行综述。

1　农药残留免疫亲合色谱基本原理

免疫亲合色谱 ( Imm unoaffin ity Ch rom atography, IA C)是利用抗原与抗体的高亲合力、

高专一性和可逆结合的特性而建立的一种色谱方法。将针对目标农药的特异性抗体固定到适

当的固相基质上,制备成免疫亲合色谱固定相。利用农药小分子的反应原性、抗原抗体结合的

特异性以及抗原抗体复合物在一定条件下能可逆解离的性质进行色谱分离。当含有目标分析

农药的样本粗提液经过免疫亲合色谱柱时,提取液中对抗体有亲合力的目标农药就被结合到

抗体上,淋洗去掉非目标分析物后采用适当条件将结合在抗体上的农药洗脱下来,从而使超微

量的目标农药被选择性地提取与浓缩。所得提取物可直接采用GC、H PL C、EL ISA 等方法进行

检测,有效地简化了样品前处理过程,减少了有机溶剂的用量和提取过程中样品的损失。 IA C

通常只需“加样2洗涤2洗脱”一步层析就可使复杂样本中痕量的特定组分得到高度纯化和浓
缩,具有特异性强、结合容量大、洗脱条件温和、色谱柱可以方便地再生并重复使用等特点,所

以非常适用于复杂样本中痕量农药残留的分离、分析。

IA C 的雏形出现在 20世纪 50年代,但直到 20世纪 80年代末,人们才真正认识到该方法
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的重要应用价值。小分子化合物免疫分析技术的研究与发展,扩展了 IA C 技术的应用领域。目

前, IA C 的应用已从医学扩展到环境分析和食品安全检验等领域,从单纯的样本纯化深入到在

线定性定量分析之中。

2　 IAC 的建立程序

2. 1　抗体的制备

抗体是 IA C 固定相的配体,制备对目标分析物具特异性亲合力的抗体最为关键。当抗原

注入动物体内时,动物机体免疫系统被激活产生相应的抗体,并能与该抗原发生专一性的结

合。完全抗原应当具备较大的相对分子质量,而一般化学合成的农药其相对分子质量小,不具

备免疫原性,需要将其衍生化,使其含有末端羧基、氨基、羟基等活性基团,再通过这些活性基

团与载体蛋白质共价偶联制备人工抗原,免疫动物获得多克隆抗体,或应用杂交瘤技术制备单

克隆抗体[3 ]。从上世纪 90年代开始,利用基因工程生产抗体的研究工作逐渐开展起来,这将为

规模化生产抗体和 IA C 提供有力的技术支持,展现出良好的应用前景。

2. 2　 IAC固相基质的选择

近年来,商品化的 IA C 基质越来越多,但选择基质的标准未变。理想的 IA C 基质应该具备

如下特性:高度亲水,使亲合色谱固定相易与水溶液中的生物高分子接近;基质惰性,非专一性

吸附尽可能小; 具有相当量的化学基团可供活化或修饰; 有较好的物理、化学稳定性和良好的

机械性能,能承受配基固定化和亲合层析时所可能采用的各种条件 (如温度、压力、pH 值、离

子强度、去污剂等)的影响;具有多孔的网状结构,能使被亲合吸附的分子自由地通过从而增加

配基的有效浓度;最好是均一的珠状颗粒,以保证亲合色谱柱有较好的流速。

早期,人们使用纤维素作为 IA C 的基质,但因其流动性较差未被继续使用。现在常用的基

质材料的特性如下:

(1)多聚糖类[4 ]: pH 适用范围广 (2～ 14) ,亲合容量高,价格比较便宜。但质软,不耐高压。

(2)硅胶: 机械强度高,有很好的流体动力学性质和化学稳定性,不溶于有机溶剂,无生物

降解,孔径和形状易人为控制。但非特异性吸附强,只适用于低pH (< 8)范围。

(3)葡聚糖包敷的硅胶[5 ]: 结合了多聚糖凝胶亲合容量高和硅胶机械强度好的优点,较大

程度地克服了硅胶非特异性强的缺限。

(4)纤维素: pH 适用范围广 (1～ 14) ,但流动性差。

(5)多孔玻璃: 不溶解,几乎不受洗脱液、压力、流速、pH 和离子强度变化的影响,但非特

异性吸附较强,适合在低 pH (< 8)范围内使用。

(6)聚丙烯酰胺: 有良好的化学稳定性,与生物大分子有良好的生物兼容性, pH 适用范围

较广 (3～ 10)。

2. 3　基质的活化与偶联

大部分基质在与抗体偶联之前,均需要进行化学活化。通常在基质骨架上引入亲电基团使

之活化,再与间隔分子或抗体上的亲核基团 (如- N H 2、- OH、- COOH 等)共价结合。

在小配体的亲合色谱中,常在基质和配体之间插一个间隔臂,以减少空间位阻的影响。对

于农药残留 IA C,配体是对农药具特异性亲合力的抗体,相对分子质量大,抗体与抗原间的相

互作用一般不受空间位阻的影响,如果引入间隔臂,特别是引入疏水性间隔臂,反而增加了非

特异性吸附的机会。因此,制备农药残留 IA C 固定相时一般不引入间隔臂。目前常用的有代表
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性的活化试剂包括溴化氰 (CNB r)、羰酰二咪唑 (CD I)、环氧氯丙烷 (ECD )和高碘酸盐 (N a IO 4)

等,见表 1。

T ab le 1　T he compounds mo st in u se fo r the act iva t ion of m atrices

of imm unoaffin ity ch rom atography

A ctive compounds A ctivated group R eferences

Cyanogen brom ide N H 2 [6 ]

D iox irane N H 2, OH , SH [7 ]

Benzoqu inone N H 2 [8 ]

Carbonyl diim idazo le N H 2 [9 ]

Periodate N H 2 [10 ]

D ivinyl su lfone N H 2, OH , SH [11 ]

Ep ich lo rohydrin N H 2 [12 ]

H ydrazine N H 2 [12 ]

N 2H ydroxysuccin im ide N H 2, OH [12 ]

T riflu roethylsu lfonyl ch lo ride N H 2, SH [13 ]

CNB r法最早由A xen 等[14 ]提出,属经典的活化方法,具有活化效果好、方法简单等优点。

CNB r法的缺点有: CNB r毒性高,使用时要注意安全;活化时引入了阴离子交换基团异脲衍生

物 (pKa= 10. 4) ,可能使活化基质产生非特异性吸附;该法制备的 IA C 固定相在使用过程中可

能发生固定抗体的流失问题。

Bethell等[15 ]建立了目前被认为最优良的CD I活化法,该法活化效率较CNB r 法高数十

倍。活化基质与配体 (以N H 2R 表示)的偶联反应专一性强,产物单纯,即N 2取代氨基甲酸酯衍
生物。整个反应过程较CNB r法简单,与配体的偶联率可与CNB r法相媲美[16 ]。CD I法反应过

程如下:

抗体与活化基质的偶联方式有随机偶联与定向偶联两种。随机偶联时,基质与抗体的结合

位点不固定,存在如下问题:① 抗体与基质偶联时,抗体的抗原结合位点可能被占。② 抗体与

基质多点结合改变了抗体上抗原结合位点的空间结构,降低或失去与抗原的亲合力。③当基质

上偶联的抗体过多时,抗体分子间挨得较近,在空间上阻碍了抗原接近其结合位点。因此,随机

偶联后抗体的免疫学活性一般仅为游离抗体的 1%～ 30% [16 ]。

定向偶联是先将蛋白A (P ro tein A )或蛋白 G (P ro tein G) 固定在基质上, P ro tein A 或

P ro tein G 只与 IgG 的 Fc 区相结合,然后用二甲基庚二酸酯等化学交联剂使抗体 (多抗或单

抗)与 P ro tein A 或 P ro tein G 定向偶联,抗体上的抗原结合位点则处于游离状态。定向偶联还

可采用在抗体与基质偶联之前先改造抗体的方法来进行。第一种方案也是最常用的方案是将

抗体 Fc区碳水化合物中的羟基在温和条件下用高碘酸钠氧化,或使末端半乳糖残基与半乳糖

氧化酶反应,形成醛基后与含酰肼的基质偶联。第二种方案是将抗体或抗体的 F (ab’) 2片段
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用 Β2巯基乙醇还原,在它们的绞链 (H inge)区生成—SH ,然后与含碘乙酰基团的基质反应,形

成稳定的硫醚键而偶联于基质上。定向偶联的优点是:留出正确定向的抗原结合位点,能够提

高 IA C 固定相的结合容量。

2. 4　 IAC固定相性能的考察与 IAC条件的选择

2. 4. 1　 IA C 固定相的柱容量　 IA C 固定相的柱容量是 IA C 中具有重要实用价值的参数,分

为动态柱容量 (每mL 柱床对靶标物质的最大吸附量, ngömL )和绝对柱容量 (每m g 固定化抗

体对靶标物质的最大结合量, ngöm g) ,可用前沿分析法或 Scatchard 分析法进行测定[17 ]。若洗

脱条件已经确定,测定柱容量最方便的方法是将一定浓度、待测组分超过理论容量的溶液通过

IA C 柱,免疫反应平衡后洗涤去除未被结合的游离部分,在适当条件下洗脱被结合的部分进行

定量测定。 IA C 柱在使用和储存过程中应定期监测柱容量变化。

2. 4. 2　反应与洗涤介质　采用一系列不同 pH 值、离子强度及化学组成的缓冲液作为免疫反

应与洗涤柱子的介质,测定不同条件下的柱容量,选择柱容量最大时所用缓冲液作为反应、平

衡和洗涤介质。

2. 4. 3　洗脱条件　农药残留 IA C 中多采用非特异性洗脱方式,如改变介质的 pH 值、离子强

度、使用极性有机溶剂 (如甲醇等) ,或使用变性剂 (脲、胍等)、去垢剂或离子序列高的离子。对

于农药残留 IA C,采用有机溶剂洗脱后,多数可直接采用H PL C、GC 进行分析。为了更好地排

除复杂样本中非特异性组份的干扰,必要时应在 IA C 之前增加适当的净化步骤。

2. 4. 4　 IA C 柱的再生与储存　通常先用一定体积的极性有机溶剂洗柱除去非特异性吸附的

杂质,然后用 10～ 15倍柱体积的平衡缓冲液冲洗 IA C 柱,即可再生使用。一根柱子一般可再

生使用数十次,暂时不用时可用含 0. 02%叠氮钠或 0. 01%硫柳汞的缓冲液平衡,于 4℃冰箱

中保存。

3　 IAC 技术在农药残留分析中的应用

目前 IA C 技术在农药残留分析中主要用于样本的净化与浓缩,其最大的优点是大大简化

了样品前处理过程,提高了分析的灵敏度。例如对萝卜、芹菜、玉米、葡萄、洋葱、土豆、草莓等样

本中苯基脲类除草剂的残留检测,采用 IA C2反相高效液相色谱法,检测水平可达 2～ 5 Λgökg,

远低于常规样品前处理2H PL C 的检测限 0. 1 m göL [18 ]。水中多菌灵经 IA C 柱净化浓缩后,采

用高效液相色谱检测,最低检测限可达 0. 1 ΛgöL [19 ]。猪肝中残留的阿维菌素[16 ] ,小麦、玉米、

羊尿等样本中残留的咪唑啉酮类除草剂和花生中残留的 T h ifluzam ide [20 ] ,土壤和水中残留的

百草枯[21 ]等,样本提取液采用 IA C 柱净化浓缩后,均取得了很好的检测效果。

目前笔者成功地采用羰酰二咪唑 (CD I) 活化法制备了绿磺隆 IA C 柱, 柱容量高达

3. 5 ΛgömL柱床体积。配制 500 mL 1 ΛgöL 的绿磺隆溶液,经 IA C 吸附浓缩后,用 2 mL 80%

甲醇就能洗脱下来,可直接用于H PL C、GC 分析。农田土壤中绿磺隆残留量一般在 ngög 以

下,样本提取后不经 IA C 柱分离富集难以达到色谱分析的最低检出浓度。笔者采用 IA C 对土

壤提取液中的绿磺隆残留进行了净化浓缩, EL ISA 检测, H PL C 法验证,回收率> 90%。

4　 IAC 技术的发展趋势

IA C 在农药残留分析样本前处理中所显示出来的高选择性、高灵敏度及高效能,使其在残

留分析领域中处于越来越重要的地位。 IA C 正从离线分析向在线分析、从单残留分析向多残
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留分析发展。多残留免疫亲合色谱 (M IA C)是将多种抗体或簇特异性抗体固定到一根柱子上,

或将固定有不同抗体的不同柱子串联起来,同时对多种目标组份进行净化浓缩。M IA C 使免疫

分析技术实际具备了处理复杂样品中多组份残留的能力。同时 IA C 作为理化检测方法的分离

纯化手段,使残留分析集免疫反应的高选择性、快速与理化检测方法的准确性于一体,避免了

单纯免疫分析或理化分析的不足[22 ]。但应当注意到: IA C 在实际应用中有时存在着基质的非

特异性吸附等问题,而且抗体的大量制备和供应也存在一定的局限性,有待于在今后的研究工

作中不断改进、发展与完善。
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Imm unoaff in ity Chromatography and its Appl ica tion

in Pestic ide Residue Ana lys is

SHAO X iu2jin1,　L IU Shu2zhao 13 ,　FEN G D a2he2,　Q IAN Chuan2fan3

(1. D ep artm en t of P lan t P rotection; Y ang z hou U niversity , Y ang z hou 225009, Ch ina;

2. Center of P hy sica l and Chem ica l A na ly sis, Y ang z hou U niversity , Y ang z hou 225009, Ch ina;

3. D ep artm en t of A pp lied Chem istry , Ch ina A g ricu ltu ra l U niversity , B eij ing 100094, Ch ina)

Abstract: Imm unoaffin ity ch rom atography ( IA C) cou ld be used fo r the separat ion and enrichm ent of trace

target sm all mo lecu lar compounds such as pesticides in comp licated samp les w ith h igh specificity. T he review

is on the p rincip le of IA C, the developm ental p rocedure of IA C ( including the p reparat ion of an tibody, the

selection of m atrix, the coup ling of an tibody to m atrix, and the op tim ization of IA C condit ion ) , the

app licat ion of IA C in pesticide residue analysis and the trend of th is techno logy.

Key words: imm unoaffin ity ch rom atography; pest icide residue
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