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重金属离子的免疫检测研究进展
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摘 要 农畜产品中残留的重金属离子已对人类安全构成严重威胁，急需快速、高效的重金属残留检测方法。重金属离子免

疫检测是一种新型的检测方法，与传统检测方法相比，具有省时、省力、费用低廉、便于携带、易于操作等优点。除了化学螯合

剂之外，植物螯合肽和金属硫蛋白也可用来制备重金属免疫原。重金属离子的免疫检测可分为多克隆抗体免疫检测和单克

隆抗体免疫检测，前者包括荧光偏振免疫检测，后者包括间接竞争性 QSJI6、一步法竞争性免疫检测和 K15QP6 免疫检测。作

为一种辅助方法，胶体金快速免疫层析法可初步检测样品中的重金属离子浓度。
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重金属是有毒的、持久的环境污染物，在农畜等

产品中都有不同程度的残留。随着工业化进程的加

快，重金属通过食物链的生物放大作用进入人体，在

人体内长期积累，对人类健康构成严重威胁［!］。传

统的重金属检测方法多采用化学仪器检测，例如原

子 吸 收 光 谱 分 析（ "#$%&’ "()$*+#&$, )+-’#*$)’$+.，
//0）、电感耦合等离子发射光谱（&,12’#&3-4. ’$2+4-1
+4")%" "#$%&’ -%&))&$, )+-’#*$)’$+.，5678/90）等，这些

方法需要对大量的样品预处理，并且检测过程必须

在集中大型分析仪器的室内进行，无法用于现场检

测，具有费用高、处理量有限、检测时间长等缺陷，难

以适应环境及市场产品的现场抽查、生产企业自查

及产品进出口快速通关的要求［:］。免疫学检测技术

具有检测速度快、费用低廉、仪器简单易携、灵敏度

高和选择性强等优点，可用于现场检验。:; 世纪 <;
年代初期，国外已经建立了多种针对有机污染物的

免疫检测方法，并且尝试将这些方法用于重金属离

子的分析检测，迄今为止，免疫检测技术已经成功用

于水中的铟（!）［=］、汞（"）［>］、镉（"）［?］、铅（"）［@］

和铀（#）［A］等的检测。本文综述了重金属免疫原的

制备方法与重金属离子免疫检测模式及各自的研究

进展。

! 重金属免疫原及其特异性单克隆抗

体的制备

重金属离子免疫检测的关键在于重金属特异性

单克隆抗体的制备，重金属特异性单克隆抗体制备

的关键又在于重金属免疫原。由于重金属离子带有

电荷，能与动物体内生物分子发生强烈的不可逆的

反应，导致动物中毒，因此，可利用特异性的双功能

螯合剂螯合重金属离子，形成能被动物免疫系统识

别金属8螯合剂的复合物，但这些重金属8螯合剂复

合物是分子量低于 !BC 的半抗原，免疫原性低，不

足以引起免疫反应，还需将之与载体蛋白偶联，才能

形成完整的免疫原。

制备重金属免疫原的关键在于双功能螯合剂的

筛选，双功能螯合剂应具有两个作用，除了能特异性

螯合重金属离子之外，还能与载体蛋白偶联，形成免

疫原。制备重金属特异性单克隆抗体常用的双功能

螯 合 剂 主 要 是 乙 二 胺 四 乙 酸（ -#D.4-,-1&"%&,-
#-#*""’-#&’ "’&1，9CE/）或 二 乙 烯 三 胺 五 乙 酸

（ 1&-#D.4-,-8#*&"%&,-+-,#""’-#&’ "’&1，CE7/）的 衍 生

物［F，<］，包括异硫氰酸苯基89CE/、异硫氰酸苯基8
CE7/、反式8环己基8CE7/ 等。此外，G.4&- 等人利用

还原型谷胱甘肽作为双功能螯合剂螯合 HI（"），并

与钥孔戚血蓝素（B-.D$4- 4&%+-# D-%$’.",&,，JKH）偶

联形 成 免 疫 原，制 备 HI（"）的 特 异 性 单 克 隆 抗

体［!;］。L4"B- 等人利用 ?8异硫氰酸苯基8!，!;8菲!
啉8:，<8二羧酸（C67）螯合 MN:

: O ，通过与 JKH 偶联，

制备了 MN:
: O 特异性的单克隆抗体［!!］。除了双功能

螯合剂之外，植物螯合肽（+D.#$’D-4"#&,，76）［!:］和金

属硫蛋白（%-#"44$#D&$,-&,，PE）［!=］也能与重金属离子

配位形成低毒或无毒络合物，与载体蛋白偶联后，可

以形成完整的免疫原。

在成功制备重金属抗原之后，可以通过小鼠免

疫、细胞融和、杂交瘤筛选、抗体纯化等步骤制备重

金属特异性单克隆抗体。

" 重金属离子的免疫检测模式

目前，重金属离子的免疫检测都是采用抗原抑

制检测的方法，按照使用抗体的种类，可分为多克隆

抗体免疫检测和单克隆抗体免疫检测。多克隆抗体

免疫 检 测 包 括 荧 光 偏 振 免 疫 检 测（ Q42$*-)’-,’-
+$4"*&R"#&$, &%%2,$"))".，S75/）；单克隆抗体免疫检

测包括间接竞争性酶联免疫吸附检测（-,R.%- 4&,B-1
&%%2,$)$*(-,# "))".，9K50/）、一 步 法 免 疫 检 测 和

J&,9T/ 免疫检测等。

"#! 多克隆抗体免疫检测

"#!#! 荧光偏振免疫检测：S75/ 的原理是样品中

的金属离子与过量螯合剂形成金属8螯合剂复合物

后，与固定浓度的金属8螯合剂8荧光复合物竞争检

测多克隆抗体上的结合位点，然后进入荧光偏振分

析仪进行分析，通过与标准曲线对照得出金属离子

的浓度［!>］。该方法利用多克隆抗体检测样品中重

金属离子的含量，无需制备重金属特异性单克隆抗

体，成本较低。

U$D,)$, 等人利用 S75/ 构建了检测 61（"）8螯
合物的标准曲线［!?］，对待测样品中存在过量的无金

属氨基丁烷的衍生物或其与 62（"），V,（"），HI
（"）的螯合物而言，该标准曲线同样有效。对 61
（"）8螯合物而言，检测范围为 ; W !;; ,%$4XK，检测

下限在 !Y; ,%$4XK 以下。交叉反应很低，足以构建

检测浓度为 ; W !;; ,%$4XK 的 61（"）8螯合物的标准

曲线。

U$D,)$, 等 人 利 用 S75/ 测 定 了 7(（"）的 浓

度［!@］。该方法利用针对 7(（"）8 9CE/ 螯合物的多

克隆抗体来检测土壤、固体废物渗滤液、空气尘埃、

饮用水中的 7(（"）。试验结果表明，土壤样品的检
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测结 果 与 !!" 的 检 测 结 果 的 相 关 系 数（ !）高 达

#$%&；固体废物渗滤液的检测结果与 ’()*!+" 的检

测结果相关系数（ !）高达 #$%,。这些样品的检测限

可达 -../，-0 种非目标金属所造成的交叉反应均低

于 #$01。

!"! 单克隆抗体免疫检测

!"!"# 间接竞争性 +2’"! 免疫检测：重金属间接竞

争 +2’"! 免疫检测法的原理是样品中的重金属离子

与过量螯合剂形成可溶性的重金属*螯合剂复合物，

将其与已经包被在酶标板上的重金属*螯合剂*蛋白

质复合物竞争单克隆抗体的抗原结合位点，添加酶

标二抗和底物显色，与标准曲线对照，即可得出样品

中的重金属离子浓度。该方法是重金属免疫检测技

术发展过程中最初使用的方法，与其他免疫检测方

法相比，该方法易受干扰，造成检测结果的假阳性。

3456789:8;: 等人利用竞争性 +2’"! 法测定了环

境水样中 (<（!）的含量［-=］。研究表明，环境水样中

常见的 (8（!），>8（’）和 3（’）对 (<（!）的检测没有

任何干扰；当水样中 ?@（"）、AB（!）和 )/（!）离子

浓度超过 - CC5DE2 时，该方法可以测定 = F 0## ../
的 (<（!）；当 G;（!）和 >:（!）低于 -###C5DE2 时，

对检测的影响最小；当 ’;（"）和 A;（!）的浓度低于

-###C5DE2 时，使得检测对 ’;（"）和 A;（!）造成的

干扰不敏感；而当 HB（!）浓度超过 -#C5DE2 时候会

影响检测结果，造成假阳性。

"田#等人利用竞争性 +2’"! 检测了 -I$I ../
F J$I ..C 的 (<（!）［-I］。研究表明，在检测 (<（!）

的过程中，无金属的 +KL! 及其与 (8、(M、?@、HB、
AB、>:、)/、G; 的复合物与抗体的交叉反应均低于

#$=,1。

!"!"! 一步法免疫检测：在间接 +2’"! 免疫检测的

基础上，K87N:64 等人研究了利用一步法竞争性免疫

检测（直接竞争 +2’"! 法）测定重金属离子的浓度。

其原理是把重金属离子特异性的单抗包被在酶标板

内，样品中的金属离子先与过量螯合剂混合形成重

金属离子*螯合剂复合物，并与已知浓度的重金属离

子*螯合剂*酶复合物混合，二者在包被有抗体的微

孔中竞争单克隆抗体的抗原结合位点，加底物显色，

与标准曲线对照得出重金属离子浓度。该方法避免

了添加二抗和显色底物，成本较低，并且检测的特异

性好，灵敏度高，检测下限在 - ../ 以下。

K87N:64 等人采用一步竞争性免疫检测法对环

境水样中的 (<（!）进行检测［-%］。该检测对 (<（!）

的灵敏度很高，检测下限可达 #$, ../，水中常见的

(8（!），AB（!）和 ?@（"）对检测结果并无干扰。将

检测结果与 !!" 检测的结果进行比较，免疫检测的

精确度令人满意，分析多批样品时，批内分析精确度

的变异系数为 ,$&1 F -#$%1，批间分析精确度的变

异系数为 O$I-1 F -#$J-1。

接着，K87N:64 等人采用一步竞争性免疫检测法

对人血清中的 (<（!）进行检测［J#］。当检测 (<（!）

的浓度范围为 #$JO F -## ../ 时，检测结果的变异系

数!-#1。将检测结果与 !!" 检测的结果进行比

较，两者密切相关，相关系数达 #$%IO，并且检测的

特异性很高，人血清中常见的 (M，G;，AB，HB，(8，
>:，?@ 和 )/ 等离子对检测的结果影响不大。

!"!"$ 3:;+P! 免疫检测：在间接 +2’"! 的基础上，

QD8R@ 等人开发了 3:;+P! 免疫检测法［J-］。3:;+P!
是一种计算机控制的流式荧光计，由毛细管流E观察

单元组成并配有多微孔筛，把蛋白质*螯合剂*金属

复合物固定在硬质的小珠上面，然后利用微孔筛将

其放入观测单元内；将抗体、可溶性金属*螯合剂复

合物、抗体*抗原复合物三者的混和的溶液快速流经

小珠；部分带有空白抗原结合位点的抗体分子固定

在小珠上，结合了可溶性金属*螯合物的抗体、可溶

性金属*螯合物都被冲洗掉；添加荧光标记的二抗，

检测结合在小珠上的抗体分子；通过对照标准曲线，

即可得出重金属离子的浓度。3:;+P! 免疫检测的

灵敏度比间接 +2’"! 微板法高 -# F -### 倍，目前，

应用 3:;+P! 仪器对重金属离子进行检测只是在实

验室中进行，QD8R@ 等人正与 "8.:<S;@ 仪器公司和

3:;+P! 制造商进行合作使这种仪器小型化并能应

用于现场检测。

QD8R@ 等人利用 3:;+P! 法对 TUJ
J V 进 行 了 检

测［JJ］。当 TUJ
J V 的浓度在 #$JO F -$J ../，检测的结

果线性相关系数较高。

WM H8:;: 等人利用 3:;+P!LA ,### 建立了一个自

动的免疫传感器，并对 T（$）进行检测［J,］。该传感

器能对 T（$）的检测范围可达 -$O F JO ../，检测的

变异系数为 ,$01 F 0$%1，为环境和诊所样品中 T
（$）提供了快速、廉价的检测。

!"$ 免疫胶体金快速诊断

胶体金快速免疫层析法（(5DD5:<8D X5D< +;48;Y@<
’CCM;5Y475C8Z5B78.4S 8668S，(X+’!）属于单克隆抗体

免疫检测的一种，能定性或者半定量检测重金属离

子，其原理是以微孔滤膜为载体，包被特异性单克隆

抗体，加入待检标本之后，经滤膜的毛细管作用或渗

透作用使标本中的抗原与膜上包被的单抗结合，再
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用胶体金结合物标记而达到检测目的［!"］。

在对农畜产品的现场抽查及进出口快速通关检

测中，可以利用 #$%&’ 对产品中的重金属离子含量

进行初测。根据试纸条上面的颜色深浅程度判断重

金属离子含量是否超标，若超标或者是接近超标，则

可选择化学方法精确测定重金属离子含量。利用免

疫胶体金快速诊断来初测农畜产品中的重金属离子

含量，可以节省时间，大大加快检测进程，提高现场

抽查和快速通关检测的效率。目前，国内外对这方

面的研究还属于空白。

! 展望

重金属是一类移动性差、难以降解并具有潜在

危害的重要土壤污染物，具有隐蔽性、长期性和不可

逆的特点，不但会严重影响农畜产品的产量与品质，

更重要的是它能通过食物链的生物放大作用进入人

体，威胁人体健康［!(］，其毒理作用表现在：造成生殖

障碍；影响胎儿正常发育；威胁儿童和成人身体健

康，能够导致各种“公害病”和癌症等，最终降低了人

的身体素质，阻碍了人类社会的可持续发展。研究

表明，重金属对人类的危害是多方面、多层次的［!)］。

因此，快速而又准确地检测样品中的重金属离子至

关重要。

传统的重金属检测方法多采用化学仪器检测，

如利用 ’’*、&#+,’%* 或电化学方法等，检测仪器昂

贵，样品要经过湿法消解或微波消解，逐个测定单种

重金属浓度，测量精度虽可达到 -./0. 或更高，但检

测步骤繁琐，检测成本高，需耗时 !1 左右，难以适应

环境及市场产品的现场抽查及产品进出口快速通关

的要求，而重金属的免疫检测正好可以弥补这些缺

陷，具有检测速度快，灵敏度高，选择性强，操作简单

等优点。它是一种辅助的检测方法，并非用来取代

传统的检测方法。它可以用于重金属污染样品的现

场检测和批量样品的快速扫描检测，对待检测的样

品进行初筛，能减少检测费用，并且能提现场检测的

效率和质量。重金属离子的免疫检测仍有许多待改

进的地方。例如筛选或合成特异性好的新型螯合剂

用来螯合重金属离子用来制备重金属半抗原，利用

+# 和 23［!4］与重金属离子配位形成络合物用以制

备免疫原，制备特异性高的单克隆抗体用于检测，开

发新型的简易传感器用于现场检测等。近年来，重

组单克隆抗体的建构技术、基因工程抗体和蛋白质

工程技术为重金属特异性单克隆抗体的制备提供了

新的机遇，为重金属离子的免疫学检测提供了广阔

的前景。
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MCM D MCL

我刊开通远程投稿、审稿、编辑系统

我刊新版远程投稿及编辑系统已于 ABB" 年 ! 月 ! 日起正式开通。该系统能实现远程投稿、远程查稿、

在线审稿、在线编辑等功能。欢迎广大作者、读者和审稿专家使用。

今后，我刊所有来稿都将通过该系统进行管理，关于稿件的一切信息也都将通过网络告知作者。从 C 月

!L 日起，编辑部将不再接收 R;+086 投稿和邮寄投稿，请投稿我刊的作者从 %::?：aab$>1&06 3 8+3 0< 3 <&a<b, 上注册

登录，并将您的稿件按照提示一步步提交完成（注意：一定要进行到最后，直至看到欢迎投稿界面，否则，您

的稿件将停留在草稿箱阶段）。之后，您就可以随时从“作者查稿”系统中实时看到您的稿件的审理状态了。

同时，我刊已与每一位审稿专家联系，推进稿件在线审理工作，目前将采取在线审稿、R;+086 审稿和纸介

质审稿并行的方式，欢迎审稿专家试用并提出宝贵建议。如有问题，可 R;+086 垂询。

如果您在使用过程中发现任何问题，请随时与我刊编辑部联系，或登录我刊首页，在编读往来上提问，

您会得到及时、耐心的解答。谢谢您的合作！

电话：B!B;"AUUCMBM R;+086：<b,c 8+3 0<3 <&
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