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本发明涉及一种赤霉素残留的酶联免疫检

测方法，所述酶联免疫检测方法包括以下步骤：

①合成赤霉素半抗原；②合成赤霉素完全抗原，

赤霉素完全抗原包括赤霉素免疫抗原和赤霉素

包被抗原；③制备赤霉素多克隆抗体；④酶标抗

原的制备；⑤用赤霉素包被抗原包被酶标板；⑥

相关溶液的配制；⑦检测。该赤霉素的酶联免疫

检测方法能够现场大量快速检测土壤、水、农产

品等样品中残留的赤霉素，该方法灵敏度、准确

度和精密度高，该酶联免疫检测方法用包被抗原

预包被酶标板，节约了赤霉素抗体的用量，而且

克服了直接包被抗体不利于试剂盒长期保存的

问题。
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1.一种赤霉素残留的酶联免疫检测方法，其特征在于：所述酶联免疫检测方法包括以

下步骤：

①合成赤霉素半抗原，包括赤霉素半抗原前体的合成和赤霉素半抗原的合成；

②并用步骤①中所述的赤霉素半抗原合成赤霉素完全抗原，所述赤霉素完全抗原包括

赤霉素免疫抗原和赤霉素包被抗原；所述赤霉素免疫抗原是用N，N’-二环己基碳二亚胺法

将所述赤霉素半抗原与牛血清白蛋白共价偶联所得，所述赤霉素包被抗原是用N，N’-二环

己基碳二亚胺法将所述赤霉素半抗原与鸡卵清白蛋白共价偶联所得；

③制备赤霉素多克隆抗体：a.将步骤②中所述的赤霉素免疫抗原与弗氏佐剂充分混

合，形成油包水的结构为止；b.将步骤a中形成油包水的结构后立即对免疫动物进行免疫注

射，免疫注射的次数为4～7次；c.测定血清中抗赤霉素抗体效价；d.用辛酸-硫酸铵法进行

纯化，得到对赤霉素具有特异性反应的所述赤霉素多克隆抗体；

④酶标抗原的制备：采用混合酸酐法将羊抗兔或羊抗鼠与辣根过氧化物酶共价偶联制

得所述酶标抗原；

⑤用步骤②中所述的赤霉素包被抗原包被酶标板，洗涤去除游离物并封闭，所述酶标

板96孔或48孔的聚苯乙烯微孔板；所述封闭采用封闭液进行进行封闭，所述封闭液为非牛

源血清白蛋白的磷酸盐缓冲液溶液；

⑥准备洗涤液、底物显色液、反应终止液、磷酸盐缓冲液、碳酸盐缓冲液以及封闭液；

⑦在步骤⑤中所述的酶标板的微孔条中加入赤霉素标样或待测样品和所述的赤霉素

多克隆抗体，反应60～70分钟后，倒出微孔条中的液体，用所述洗涤液进行洗涤；再加入步

骤③所述的酶标抗原，反应60～70分钟后，倒出微孔条中的液体，用所述洗涤液进行洗涤；

加入所述的底物显色液，反应30min，再加入所述的反应终止液，测定OD值。

2.根据权利要求1所述的赤霉素残留的酶联免疫检测方法，其特征在于：所述赤霉素免

疫抗原和赤霉素包被抗原通过紫外吸收光谱法进行鉴定。

3.根据权利要求1所述的赤霉素残留的酶联免疫检测方法，其特征在于：所述赤霉素半

抗原前体的合成方法为：①在反应瓶中加11.1g  P5S2，逐滴滴入无水乙醇9.66g，在75～85℃

下，搅拌，溶液呈淡黄色后，停止反应，得到硫化物；②反应瓶中加入步骤①中所得的硫化

物，在室温条件下，滴加10g  30％甲醛水溶液，磁力搅拌20min后，加入7.9g  2-巯基乙醇在

60℃反应5h，柱色谱层析，得到所述赤霉素半抗原前体。

4.根据权利要求1所述的赤霉素残留的酶联免疫检测方法，其特征在于：所述赤霉素半

抗原的合成方法为：在反应瓶中加入所述赤霉素半抗原前体与丁二酸酐，以4-二甲氨基吡

啶作为催化剂进行反应，得所述赤霉素半抗原，该赤霉素半抗原上的羧基能够与蛋白质共

价偶联。

5.根据权利要求1所述的赤霉素残留的酶联免疫检测方法，其特征在于：步骤②中所述

免疫动物为兔、羊、狗或鼠。

6.根据权利要求5所述的赤霉素残留的酶联免疫检测方法，其特征在于：所述免疫动物

为雄性新西兰大白兔。

7.根据权利要求1所述的赤霉素残留的酶联免疫检测方法，其特征在于：所述赤霉素多

克隆抗体能够用赤霉素单克隆抗体或赤霉素基因工程抗体中的一种代替。

8.根据权利要求7所述的赤霉素残留的酶联免疫检测方法，其特征在于：所述赤霉素单
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克隆抗体的制备方法：a.用所述赤霉素免疫抗原免疫小鼠，得血液里含有赤霉素的鼠的细

胞；b.将鼠的细胞与骨髓瘤细胞融合，筛选阳性孔，并对所述阳性孔进行克隆化，得到单克

隆抗体的杂交瘤细胞株；c.采用体内诱生法，得到所述的赤霉素单克隆抗体。

9.根据权利要求7所述的赤霉素残留的酶联免疫检测方法，其特征在于：所述赤霉素基

因工程抗体是将赤霉素免疫抗原免疫小鼠，提取小鼠脾细胞RNA，以逆转录得到的cDNA为模

板，PCR扩增抗体，将抗体中的轻链、重链连接成ScFv酶切经PCR扩增的ScFv片段，并与噬菌

体载体连接，转化入大肠杆菌进行表达，纯化，得到所述赤霉素基因工程抗体。

10.根据权利要求1所述的赤霉素残留的酶联免疫检测方法，其特征在于：步骤⑥中所

述的操作过程是在37℃下进行反应的。
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一种赤霉素残留的酶联免疫检测方法

技术领域

[0001] 本发明涉及药物领域中一种诊断方法，具体涉及一种赤霉素残留的酶联免疫检测

方法。

背景技术

[0002] 赤霉素，是广泛存在的一类植物激素。其化学结构属于二萜类酸，由四环骨架衍生

而得。可刺激叶和芽的生长。已知的赤霉素类至少有38种。赤霉素应用于农业生产，在某些

方面有较好效果。例如提高无籽葡萄产量，打破马铃薯休眠；在酿造啤酒时，用GA3来促进制

备麦芽糖用的大麦种子的萌发；当晚稻遇阴雨低温而抽穗迟缓时，用赤霉素处理能促进抽

穗；或在杂交水稻制种中调节花期以使父母本花期相遇等。

[0003] 赤霉素是农业生产中用途广泛、用量很大的一种植物  生长调节剂，使用一定浓度

的赤霉素能起到提高产量、改善品质的  重要作用，但赤霉素已经严重过量使用，不仅降低

农作物品质也可能使赤霉素残留超标，危害人们的健康。因此，发明一种快速检准确检测赤

霉素的方法尤为重要。

发明内容

[0004] 本发明的目的是提供一种赤霉素残留的酶联免疫检测方法，该方法能够现场大量

快速检测土壤、水、农产品等样品中残留的赤霉素，该方法灵敏度、准确度和精密度高，该酶

联免疫检测方法用包被抗原预包被酶标板，节约了赤霉素抗体的用量，而且克服了直接包

被抗体不利于试剂盒长期保存的问题。

[0005] 本发明的目的是通过以下技术方案来实现：

一种赤霉素残留的酶联免疫检测方法，所述酶联免疫检测方法包括以下步骤：

①合成赤霉素半抗原，包括赤霉素半抗原前体的合成和赤霉素半抗原的合成；

  ②并用步骤①中所述的赤霉素半抗原合成赤霉素完全抗原，所述赤霉素完全抗原包

括赤霉素免疫抗原和赤霉素包被抗原；所述赤霉素免疫抗原是用N，N’-二环己基碳二亚胺

法将所述赤霉素半抗原与牛血清白蛋白(BSA)共价偶联所得，所述赤霉素包被抗原是用N，

N’-二环己基碳二亚胺法将所述赤霉素半抗原与鸡卵清白蛋白(OVA)共价偶联所得；

  ③制备赤霉素多克隆抗体：a.将步骤②中所述的赤霉素免疫抗原与弗氏佐剂充分混

合，形成油包水的结构为止；b.将步骤a中形成油包水的结构后立即  对免疫动物进行免疫

注射，免疫注射的次数为4～7次；c.测定血清中抗赤霉素抗体效价；d.用辛酸-硫酸铵法进

行纯化，得到对赤霉素具有特异性反应的所述赤霉素多克隆抗体；

④酶标抗原的制备：采用混合酸酐法将羊抗兔或羊抗鼠与辣根过氧化物酶共价偶联制

得所述酶标抗原；

⑤用步骤②中所述的赤霉素包被抗原包被酶标板，洗涤去除游离物并封闭，所述酶标

板96孔或48孔的聚苯乙烯微孔板；所述封闭采用封闭液进行进行封闭，所述封闭液为非牛

源血清白蛋白的磷酸盐缓冲液溶液；
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⑥准备洗涤液、底物显色液、反应终止液、磷酸盐缓冲液、碳酸盐缓冲液以及封闭液；

  ⑦在步骤⑤中所述的酶标板的微孔条中加入赤霉素标样或待测样品和所述的赤霉素

多克隆抗体，反应60～70分钟后，倒出微孔条中的液体，用所述洗涤液进行洗涤；再加入步

骤③所述的酶标抗原，反应60～70分钟后，倒出微孔条中的液体，用所述洗涤液进行洗涤；

加入所述的底物显色液，反应30min，再加入所述的反应终止液，测定OD值。

[0006] 进一步地，所述赤霉素免疫抗原和赤霉素包被抗原通过紫外吸收光谱法进行鉴

定。

[0007] 进一步地，所述赤霉素半抗原前体的合成方法为：①在反应瓶中加11.1gP5S2，逐滴

滴入无水乙醇9.66g，在75～85℃下，搅拌，溶液呈淡黄色后，停止反应，得到硫化物；②反应

瓶中加入步骤①中所得的硫化物，在室温条件下，滴加10g  30％甲醛水溶液，磁力搅拌

20min后，加入7.9g  2-巯基乙醇在60℃反应5h，柱色谱层析，得到所述赤霉素半抗原前体。

[0008] 进一步地，所述赤霉素半抗原的合成方法为：在反应瓶中加入所述赤霉素半抗原

前体与丁二酸酐，以4-二甲氨基吡啶(DMAP)作为催化剂进行反应，得所述赤霉素半抗原，在

反应过程中将所述赤霉素半抗原前体上的特征基团羟基衍生为羧基，该赤霉素半抗原上的

羧基能够与后续反应中的蛋白质共价偶联。

[0009] 进一步地，所述酶标抗原是采用混合酸酐法将半抗原与辣根过氧化物酶共价偶联

而成。

[0010] 进一步地，步骤⑥中所述的操作过程是在37℃下进行反应的。

[0011] 进一步地，所述免疫动物为雄性新西兰大白兔。

[0012] 进一步地，所述赤霉素多克隆抗体能够用赤霉素单克隆抗体或赤霉素基因工程抗

体中的一种代替。

[0013] 进一步地，所述赤霉素单克隆抗体的制备方法：a.用所述赤霉素免疫抗原免疫小

鼠，得血液里含有赤霉素的鼠的细胞；b.将鼠的细胞与骨髓瘤细胞融合，筛选阳性孔，并对

所述阳性孔进行克隆化，得到单克隆抗体的杂交瘤细胞株；c.采用体内诱生法，得到所述的

赤霉素单克隆抗体。

[0014] 进一步地，所述赤霉素基因工程抗体是将赤霉素免疫抗原免疫小鼠，提取小鼠脾

细胞RNA，以逆转录得到的cDNA为模板，PCR扩增抗体，将抗体中的轻链、重链连接成ScFv

(single-chain  variable  fragment)酶切经PCR扩增的ScFv  片段，并与噬菌体载体连接，

转化入大肠杆菌进行表达，纯化，得到所述赤霉素基因工程抗体。

[0015] 本发明提供了一种赤霉素残留的酶联免疫检测方法，该酶联免疫检测方法主要的

有益效果包括以下步骤：

1.本发明采用包被抗原预包被酶标板，节约了赤霉素抗体的用量，而且克服了直接包

被抗体不利于试剂盒长期保存的问题。

[0016] 2.本发明采用了高特异性，高亲和力的赤霉素抗体，提高了检测的灵敏度，准确度

和精密度。

[0017]   3.本发明用于土壤，水，农产品等样品中赤霉素的的残留检测，操作简单，快速，

能同时检测大批量样品，成本远低于传统赤霉素检测方法，适用于农药赤霉素现场监控的

痕量分析，具有重要的现实意义。

说　明　书 2/5 页

5

CN 108196046 A

5



附图说明

[0018] 下面根据附图对本发明作进一步详细说明：

图1是本发明实施例所述的赤霉素半抗原的紫外吸收图谱。

[0019] 图2是本发明实施例所述的牛血清白蛋白(BSA)的紫外吸收图谱。

[0020] 图3是本发明实施例所述的赤霉素免疫抗原的紫外吸收图谱。

[0021] 图4是本发明实施例所述的的鸡卵清白蛋白(OVA)的紫外吸收图谱。

[0022] 图5是本发明实施例所述的赤霉素包被抗原的紫外吸收图谱。

具体实施方式

[0023] 本发明实施例所述的一种赤霉素残留的酶联免疫检测方法，该检测赤霉素的酶联

免疫方法是：首先将包被抗原吸附于固相载体上，然后加入待测样本(即待测农药)和人工

制备的赤霉素抗体(包括多克隆抗体、单克隆抗体或基因工  程抗体)，再加入酶标抗原，酶

标抗原与待测农药竞争赤霉素抗体，若待测农药含量高，则与赤霉素抗体结合的酶标抗原

就少，反之结合的酶标抗原就多，反应后加入底物显色液加以测定，当赤霉素抗体量一定

时，加入待测农药越多，与赤霉素抗体结合的酶标抗原就越少，发色反应减弱，抑制率增高，

反之，则发色反应增强，抑制率减弱，因而根据已知量的赤霉素标准曲线和待测样本的抑制

率，再根据抑制率与赤霉素浓度之间的半对数关系得到标准曲线，从而推算出待测物的浓

度。

[0024] 下面以具体实验案例为例来说明具体实施方式，应当理解，此处所描述的具体实

施例仅仅用以解释本发明，并不用于限定本发明。

[0025] 实施例1

几种溶液的配制：

(1)0.01mol/L磷酸盐缓冲液(PBS，PH7.4)：KH2PO40.20g；

(2)洗涤液(PBST)：0.05％吐温-20的PBS；

(3)0.05mol/L碳酸盐缓冲液(CBS，PH9.6)：Na2CO31.59g；NaHCO32.93g，用双蒸水定容至

1L；

(4)封闭液：取5mL非牛源血清蛋白加入到100mL的0 .01mol/L磷酸盐缓冲液(PBS，

PH7.4)中定容；

(5)反应终止液(2mol/LH2SO4溶液)：取50mL浓H2SO4，缓慢加入到410mL双蒸水中，不断

搅拌使之均匀散热，防止爆沸。

[0026] (6)取96孔酶标板，以0.05mol/L  PH9.6碳酸盐缓冲溶液稀释的赤霉素包被抗原，

于4℃包被16h，每孔100μL，经洗涤液(PBST)洗涤后，以2.5％非牛源血清蛋白在37℃下封闭

0.5h，每孔100μL，PBST洗涤(3次)，拍干，保存备用。

[0027] 实施例2

1、碳二亚胺法合成赤霉素免疫抗原

称取42mg赤霉素半抗原溶于1mLN，N-二甲基甲酰胺中，记为溶液A，另取40mg  N，N’-二

环己基碳二亚胺溶于1mLN，N-二甲基甲酰胺，记为溶液B，然后将溶液B缓慢加入到溶液A中，

室温下磁力搅拌反应过夜；然后将上述反应液加入到0.2mol/L  PH9.0的硼酸盐缓冲溶液
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8mL(溶解80mg  BSA)中，磁力搅拌下反应5h。待反应完成后，装入透析袋，用PH7.4的磷酸缓

冲溶液透析，每天更换缓冲液4次，透析3天。冷冻干燥后，即得赤霉素免疫抗原(D-BSA)，-20

℃保存。

[0028] 2、碳二亚胺法合成赤霉素包被抗原

称取42mg赤霉素半抗原溶于1mLN，N-二甲基甲酰胺中，记为溶液A，另取40mg  N，N’-二

环已基碳二亚胺溶于1mL  N，N-二甲基甲酰胺，记为溶液B；然后将溶液B缓慢加入到溶液A

中，室温下磁力搅拌反应过夜；将上述反应液加入到0.2mol/L  PH9.0的硼酸盐缓冲溶液9mL

(溶解135mgOVA)中，磁力搅拌下反应5h；待反应完成后，装入透析袋，用PH7.4的磷酸缓冲溶

液透析，每天更换缓冲液4次，透析3天；冷冻干燥后，即得免疫抗原(D-OVA)，-20℃保存。

[0029] 实施例3

本发明采用了赤霉素半抗原与蛋白质的偶联的方法合成赤霉素完全抗原，紫外分光光

度计扫描图象，如图1～5所示。赤霉素半抗原与载体蛋白偶联后，偶联物的紫外吸收光谱兼

具载体蛋白和赤霉素半抗原的特征，因此可知赤霉素半抗原已经与载体蛋白质偶联成功。

具体分析如下：

N，N’-二环己基碳二亚胺法将赤霉素半抗原与BSA偶联为赤霉素免疫抗原同BSA和赤霉

素半抗原的紫外吸收光谱明显不同。赤霉素半抗在310.00nm处有一个吸收峰，如图1所述。

BSA在209.00nm处有吸收峰，如图2所述。而偶联后的化合物在230.00nm，280.00nm处有吸收

峰，如图3所述，230.00nm处的吸收峰具有BSA的特征，并发生了红移，在280.00nm的吸收峰

保留了赤霉素半抗原衍生物的吸收峰的特征，而且吸收峰发生了蓝移。由此可以推断偶联

后的化合物依然保留着蛋白质的性质，但是它的某些基团已经被修饰，说明赤霉素半抗原

衍生物已经偶联在BSA上。按公式计算偶联物的结合比，经计算，半抗原衍生物与BSA的结合

比为12∶1。

[0030] 赤霉素半抗原与OVA偶联为赤霉素包被抗原的紫外吸收光谱也明显不同于赤霉素

半抗原、OVA的吸收光谱。赤霉素半抗原在310.00nm处有吸收峰，如图1所述；OVA在220.00nm

有吸收峰，如图4所述。而偶联后的化合物在235.00nm、279nm处有吸收峰，如图5所述，偶联

后的光谱保持了OVA的特征吸收峰并发生了红移，而赤霉素半抗原衍生物的吸收峰发生了

蓝移，说明赤霉素半抗原衍生物已经成功偶联在OVA上。按公式计算偶联物的结合比，经计

算，半抗原与OVA的结合比为10∶1。

[0031] 实施例4

①赤霉素多克隆抗体的制备：a.将所述的赤霉素免疫抗原与弗氏佐剂充分混合，形成

油包水的结构为止，形成油包水的状态才能顺利将赤霉素免疫抗原在弗氏佐剂的辅助下刺

激免疫动物的免疫系统，快速的产生效价较高的抗赤霉素抗体；b.将步骤a中形成油包水的

结构后立即对免疫动物，即4只雄性新西兰大白兔进行免疫注射，如间隔时间太长，在佐剂

的作用下，稠度增强，造成免疫失败；免疫注射的次数为4～7次；c.注射后，测定血清中抗赤

霉素抗体效价，有2只雄性新西兰大白兔的抗血清的效价较高，另2只抗血清的效价较低， 

这说明动物间个体差异可以影响赤霉素多克隆抗体效价；经过6次免疫后效价达到了32 

000倍；d.赤霉素多克隆抗体的纯度对检测有很大影响，必须对抗体进行纯化，用辛酸-硫酸

铵法对其进行纯化，得到对赤霉素具有特异性反应的所述赤霉素多克隆抗体，该赤霉素多

克隆抗体的效价提高到50000倍。
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[0032] ②赤霉素单克隆抗体的制备：a.用所述赤霉素免疫抗原免疫小鼠，可得血液里含

有赤霉素的脾细胞；b.将鼠的脾细胞与骨髓瘤细胞融合，用间接酶联免疫方法测定细胞上

清液，筛选阳性孔，并对所述阳性孔进行克隆化，得到单克隆抗体的杂交瘤细胞株；c.取处

于对数生长期的杂交瘤细胞，并将其制成细胞悬浮液，再在液氮中进行长期保存；d.使用

时，将冷冻保存的杂交瘤细胞取出，放置在30～40℃下片刻，然后离心去除冷冻液后，培养；

e采用体内诱生法，得到所述的赤霉素单克隆抗体。

[0033] ③赤霉素基因工程抗体的制备：将赤霉素免疫抗原免疫小鼠，提取小鼠脾细胞

RNA，以逆转录得到的cDNA为模板，PCR扩增抗体，将抗体中的轻链、重链连接成ScFv

(single-chain  variable  fragment)酶切经PCR扩增的ScFv片段，并与噬菌体载体连接，转

化入大肠杆菌进行表达，纯化，得到所述赤霉素基因工程抗体。

[0034] 实施例5

赤霉素试剂盒的操作方法：取出一块包被有赤霉素包被抗原且封闭好的的酶标板，恢

复到室温后备用；加入50μL标样或处理好的样品到各自孔中，标样和样品各做3个重复；加

入赤霉素多克隆抗体，每孔50μL，37℃孵育1h；倒出孔中的液体，将酶标板倒置在吸水纸上

拍打，以保证完全除去孔中的液体，用100μL稀释好的PBST洗3次，拍干；然后加入50μL稀释

的酶标二抗，37℃孵育1h；倒出孔中的液体，将酶标板倒置在吸水纸上拍打，以保证完全除

去  孔中的液体，用100μL稀释好的PBST洗3次，拍干；加入100μL显色液在37℃下避光显色

30min；加入50μL反应终止液，混合好后测定OD490nm。

[0035] 标准曲线的的建立：配制1、10、50、100、200、500、1000、2000、5000μg/L的赤霉素溶

液，在加入一抗前分别添加到酶标板中，每个浓度重复3次，分别以空白和不加赤霉素溶液

为对照，采用间接竞争ELISA法进行检测。以赤霉素溶液浓度的对数为横坐标，抑制率为纵

坐标，即得其标准曲线，由图即可得其灵敏度。

[0036] 本发明不局限于上述最佳实施方式，任何人在本发明的启示下所作的有关本发明

的任何修饰或变更，凡是具有与本申请相同或相近似的技术方案，均落在本发明的保护范

围之内。
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