
食品与生物技术学报 2013 年第 32 卷第 12 期

陈秀金，等： 氯氰菊酯手性拆分及其抗体立体选择性研究论文

氯氰菊酯手性拆分及其抗体立体选择性研究

陈秀金 1，2， 匡 华 1， 刘丽强 1， 胥传来 *1

（1. 江南大学 食品学院，江苏 无锡 214122；2. 河南科技大学 食品与生物工程学院，河南 洛阳 471023）

Separation of Cypermethrin and Stereoselectivity of
Antibodies to Cypermethrin Isomers

CHEN Xiu-jin1，2， KUANG Hua1， LIU Li-qiang1， XU Chuan-lai*1

（1. School of Food Science and Technology，Jiangnan University，Wuxi 214122，China；2. Food and Biological
Engineering Institute，Henan University of Science and Technology，Luoyang 471023，China）

Abstract： With the developing of chromatographic separation，it is inevitable that cypermethrin
isomers with high insecticidal activities would be prepared. In this work，HP-silica column and
Sino-Chiral OD column were chosed as the stationary phase and examined using the ultraviolet
detector to separation and isomer's preparation of cypermethrin by the liquid performance
spectrometer of Waters 484. Then，the configurations of cypermethrin isomers were identified
according to the separation results by Sino-Chiral OD column and the reported studies. Finally，the
inhibition effect of monoclonal antibodies to cypermethrin isomers was performed. The results
demonstrated that only two of eight cypermethrin isomers，CP1 （1R-cis-R） and CP2 （1R-cis-S），
were recognized by the antibodies，and CP1 was more sensitivity than CP2. Fifty percent inhibition
concentration of CP2 with high insecticidal activities was 23.62 ng/mL. This results indicated that
immunological technology for the determination of CP2 isomer could be established in the future.
Keywords： cypermethrin，chiral separation，monoclonal antibody，stereoselectivity

摘要： 以 HP-silica 柱和 Sino-Chiral OD 手性柱为固定相， 通过紫外检测器检测， 采用 Waters
484 型液相色谱仪对氯氰菊酯进行手性拆分和单体制备； 并根据 Sino-Chiral OD 手性柱的分离
结果和文献，对氯氰菊酯异构体进行构型鉴定；最后，研究了抗氯氰菊酯单克隆抗体对其 8 个异
构体的抑制效果。 研究表明：抗氯氰菊酯单克隆抗体仅对氯氰菊酯的 2 个异构体（CP1，1R-cis-
αR 和 CP2，1R-cis-αS）有抑制作用；抗体对 CP1的灵敏度比对 CP2要高得多，对高杀虫活性 CP2

异构体的半数抑制浓度为 23.62 ng/mL，为将来高活性氯氰菊酯异构体的免疫检测提供了依据。
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手性（chirality）是三维物体的基本属性，指一个
物体不能和其镜中的影像相重合，彼此互为实物和
镜像的关系。 一对互成镜像的化合物被称为对映体
[1]，它们具有基本相同的物理、化学性质和相反的光
学活性。氯氰菊酯（结构见图 1）含有 3个手性中心，
存在 8 个对映异构体，不同异构体表现出的生物活
性和毒性差异显著，如氯氰菊酯构型（1R-cis-αS）
表现出杀虫活性最高；氯氰菊酯构型（1R-tran-αS）
也有一定活性，而其它 6 个立体异构体则几乎无活
性[2]。 研究表明，使用氯氰菊酯单体作为杀虫剂，不
仅可以大大地提高其杀虫活性，而且能够减少对非
目标生物的毒害和对环境的不利影响。 因此，研制
高活性氯氰菊酯异构体具有重要的理论和实际应

用价值。

图 1 氯氰菊酯的化学结构式
Fig. 1 Chemical structure of cypermethrin

目前，已有不少关于氯氰菊酯和高效氯氰菊酯
手性拆分和制备的报道，单体拆分方法包括高效液
相色谱法 [3-7]、气相色谱法 [2，8-10]、毛细管电泳萃取法 [11]

和超临界流体萃取法 [12-13]。 其中高效液相色谱法
（HPLC） 和超临界流体萃取法不仅可以用于除虫菊
酯高活性异构体的分析，而且可以用于异构体的制
备。 然而，对于含有 8个异构体的氯氰菊酯，超临界
流体萃取法往往需要 3 次甚至 3 次以上的拆分，操
作更繁琐。 此外，关于氯氰菊酯 8 个异构体完全分
离的报道并不多。 因此， 作者采用 HP 硅胶柱和
Sino-Chiral OD 柱的 HPLC 对氯氰菊酯进行手性拆
分和单体制备； 根据参考文献 [14] 并结合 Sino-
ChiralOD 手性柱的拆分结果，对每个异构体的构型
进行鉴定；在此基础上，研究了氯氰菊酯单克隆抗
体对其异构体的立体选择性，对于建立高活性氯氰
菊酯异构体的免疫检测技术具有重要意义。

1.1 主要试剂与材料
氯氰菊酯标准品（纯度＞97%），衡水鼎尚商贸有

限公司提供；正己烷、异丙醇、甲醇，美国 Fisher 公

司色谱纯产品；氯氰菊酯单克隆抗体（IC50：3.86 ng/
mL），由作者所在实验室制备；辣根过氧化物酶标记
的羊抗鼠 Ig（HRP-Ig G），康成生物工程公司产品；
碳酸钠、碳酸氢钠、明胶、磷酸氢二钠、磷酸二氢钠、
磷酸氢二钾 、Tween20、 双氧水 、 四甲基联苯胺
（TMB），阿拉丁试剂有限公司分析纯试剂。

HP-silica 柱 （ 5 μm，10.0 mm×250 mm），Sino-
Chiral OD 柱（5 μm，4.6 mm×250 mm），购自赛分科
技有限公司。
1.2 主要仪器

Waters 484 型液相色谱仪，美国 Waters 公司制
造； 真空冷冻干燥机， 美国 Virtis 公司制造；RE-
52AA 旋转蒸发仪，上海亚荣生化仪器厂制造；梅特
勒-托利多分析电子天平，上海仪器有限公司制造；
Milli-Q Integral Cabinet 3 型超纯水制备仪， 美国
Millipore 公司制造；MKs 型酶标仪，美国 Bio Tek 公
司制造；SP-250A 生化培养箱， 南京实验仪器厂制
造；XW-80A 旋涡混合器， 上海精科实业有限公司
制造；八道可调移液器，美国 Eppendorf公司制造。
1.3 试验方法
1.3.1 氯氰菊酯异构体的拆分 称取氯氰菊酯标
准品 100.0 mg，溶解于 10 mL 流动相（正己烷/氯仿/
乙醚体积比=200∶1∶6）中，质量浓度为 10 mg/mL，经
0.45 μm 滤膜过滤后即得到样品溶液。 样品上样量
为 50 μL；以正己烷/氯仿/乙醚（体积比 200∶1∶6）为
流动相， 通过 HP-silica 柱进行分离； 体积流量
4.7 mL/min； 柱温 26 ℃； 柱压 570 psi （Pounds per
square inch，磅/平方英寸）；紫外检测仪波长 280 nm。
经 HP-silica柱分离和每个组分脱溶剂浓缩后，上样
量 50 μL，以正己烷/异丙醇（体积比 99.7∶0.3）为流
动相， 通过 Sino-Chiral OD半制备柱进行再次拆分
和制备。在柱温 26 ℃下，体积流量 0.5 mL/min；柱压
300 psi；紫外检测器波长 230 nm。
1.3.2 氯氰菊酯异构体的鉴定 手性化合物单体
构型的鉴定方法主要有 2 种：一是比较在相同的色
谱条件下标准品和样品异构体的色谱图，对异构体
构型进行鉴定；二是根据参考文献中的色谱条件和
色谱图，鉴定异构体的构型。 本试验选择了第二种
方法进行氯氰菊酯单体构型鉴定。 按照 1.3.1 的色
谱条件，样品溶液质量浓度 10.0 mg/mL；上样量
5 μL， 通过 Sino-Chiral OD 柱分离得到相应的色谱
图，结合参考文献[14]，则可判断氯氰菊酯异构体构型。

材料与方法1
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1.3.3 单克隆抗体立体选择性
1）氯氰菊酯异构体标准品贮备液的配制：每个

异构体称取 5.0 mg 左右， 加入 5.0 mL 正己烷，振
荡，充分溶解后得到质量浓度为 1 mg/mL 的标准品
溶液；然后用正己烷将其质量浓度稀释到 100 μg/mL；
因为光学异构体对光和温度不稳定， 要求样品密
封，-20 ℃避光保存，备用。

2）氯氰菊酯异构体标准溶液的配制：从 100μg/mL
的氯氰菊酯异构体贮备液中量取 30 μL， 用氮气吹
干后，加入 0.6 mL 的甲醇，振荡，充分溶解后，再加
入 2.4 mL的 pH 7.2浓度 0.01 mol/L的 PBS缓冲溶液，
配制成 1 μg/mL 的氯氰菊酯异构体标准溶液；为了
减少溶剂异构化的影响，要求该溶液现用现配。

3）试验采用的 ic-ELISA方法：测定抗氯氰菊酯
单克隆抗体对其 8 个异构体的抑制作用，ELISA 法
的具体操作过程见参考文献[15]。

2.1 氯氰菊酯非对映体的分离结果
氯氰菊酯标准品溶液按照 1.3.1 的色谱条件，

以 HP-silica柱为固定相的分离结果见图 2。

注：OD 指流出液通过 280 nm 紫外检测器时的吸光值。
图 2 氯氰菊酯非对映体在 HP-silica 柱上的分离结果

Fig. 2 Separation of the diastereomers of cypermethrin
by a HP-Silica column

由图 2可见，氯氰菊酯溶液通过 HP-silica柱后
被完全分成了 4 对对映体，按照流出顺序分别被定
义为组分 I、组分 II、组分 III、组分 IV；经计算，各组
分的峰面积分数分别为 25.05%、17.28%、35.52% 和
22.14%。 由此可见，组分 III占氯氰菊酯总量的比例
最高。 每个组分减压旋蒸脱溶后，-20 ℃密封保存。

2.2 氯氰菊酯对映体的分离结果
氯氰菊酯的每个组分 （每对对映体） 在 Sino-

Chiral OD 手性色谱柱中的分离结果见图 3。

图 3 氯氰菊酯对映体在 Sino-Chiral OD 手性柱上的拆分
Fig. 3 Separation of the enantiomers of cypermethrin

using Sino-Chiral OD

由图 3 可得，在优化后的色谱条件下，氯氰菊

结果与分析2
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酯对映体通过 Sino-Chiral OD手性柱达到了基线分
离，得到了高光学纯的 8个异构体。 组分 I 经 Sino-
Chiral OD柱分离后，得到 2个异构体的峰面积分数
分别为 48.38%和 51.62%； 组分Ⅱ分离后得到 2 个
异构体的峰面积分数分别为 47.91%和 52.09%；组
分Ⅲ分离后得到 2 个异构体的峰面积分数分别为
49.32%和 50.68%；组分Ⅳ分离后得到 2个异构体的
峰面积分数分别为 32.56%和 52.03%。 由此可见，组
分Ⅳ中杂质含量较高（大于 10%），并且 2 个异构体
的比例差异较大；其他 3 个组分中的纯度均达到了
99%以上， 并且 2个异构体所占比例非常接近。 此
外，在制备氯氰菊酯异构体的过程中，组分 III 不容
易完全分离，不过降低流动相流速，也达到了完全
分离。 分别收集 Sino-Chiral OD半制备柱中流出的
8 个流分，低温浓缩干燥至恒重，置于棕色瓶中，做
好标记，密封，-20 ℃保存。
2.3 氯氰菊酯异构体构型的鉴定
2.3.1 氯氰菊酯在 Sino-Chiral OD手性色谱柱中的
分离结果 试验中氯氰菊酯（cypermethrin，CP）溶液
配制方法和色谱条件见 1.3.1，氯氰菊酯的上样量为
5 μL，通过 Sino-Chiral OD 手性色谱柱的分离结果
见图 4。 由图 4 可得 ， 氯氰菊酯溶液通过 Sino-
Chiral OD 手性柱被分成了 8 个峰，对应 CP 的 8 个
异构体，每个异构体对应一个保留时间，所以根据
图 4进行氯氰菊酯异构体的构型鉴定。 按照异构体
的流出顺序被分别命名为 CP1、CP2、CP3、CP4、CP5、
CP6、CP7、CP8。不过图 4中只有 4个峰达到了基线分
离，而 CP3、CP4、CP6、CP7仅得到了部分分离。 因此认
为， 仅采用 Sino-Chiral OD手性柱为固定相很难实
现氯氰菊酯 8个异构体的完全分离。

图 4 氯氰菊酯的对映体在 Sino-Chiral OD 手性柱上的拆
分结果

Fig. 4 Separation of the enantiomers from cypermethrin
using Sino-Chiral OD

2.3.2 氯氰菊酯异构体的构型鉴定和纯度测定
将图 4 和图 3 中每个异构体的保留时间进行对比，
结合参考文献[14]，得出每个异构体的构型，结果见
表 1。

表 1 CP 单体构型的鉴定
Table 1 Configuration identification of CP isomers

此外， 采用 Sino-Chiral OD手性柱对每个单体
纯度进行分析，均达到了 97% 以上，可以用做标准
品。
2.4 单克隆抗体（mAb）的立体选择性

Ic-ELISA 方法中， 包被原质量浓度 0.05 μg/
mL，mAb 的质量浓度 0.06 μg/mL，测定 mAb 对氯氰
菊酯 8个异构体的抑制，结果见表 2。
表 2 mAb 对氯氰菊酯异构体的抑制测定结果

Table 2 Inhibition results of a monoclonal anibody to
cypermethrin isomers

注“-”代表 IC50值大于 1 000 ng/mL。

由表 2 可以看出，mAb 仅识别氯氰菊酯的 8 种
单体中的 2种， 单体 1 （CP1 1R-cis-αR） 和单体 2
（CP2 1R-cis-αS）。 而且抗体对 CP1灵敏度远高于对

CP2，这和文献中结果相吻合[16]。 根据单克隆抗体识
别的 2 种异构体构型，可以推断，环丙烷的顺式构
型可能更容易被制备的 mAb 所识别， 而 α 碳原子
构型主要影响抗体的灵敏度，R型的灵敏度更好。由

CP
对映体

峰数 保留时间/min 构型
出峰顺序

Sino-Chiral OD

I 1 25.84 1R 3R αR 1

2 43.87 1S 3S αS 6

II 1 27.8 1R 3R αS 2

2 45.86 1S 3S αR 7

III 1 35.28 1R 3S αR 4

2 38.79 1S 3R αS 5

IV 1 32.56 1S 3R αR 3

2 52.03 1R 3S αS 8

菊酯名称 单体 构型 IC50/（ng/mL）

氯氰菊酯（CP） CP1 1R，3R，αR 1.05

CP2 1R，3R，αS 23.26

CP3 1S，3R，αR -

CP4 1R，3S，αR -

CP5 1S，3R，αS -

CP6 1S，3S，αS -

CP7 1S，3S，αR -

CP8 1R，3S，αS -
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于氯氰菊酯异构体遇碱、见光和遇有机溶剂时会不
稳定，易发生构型转化和降解。 因此，免疫原免疫小
鼠后，半抗原中不同单体在体内的转化和降解速度
不同，导致了抗体识别异构体种类的差异。

先采用 HP-silica 柱将氯氰菊酯分成 4 对对映
体，经脱溶剂浓缩后，再通过以 Sino-Chiral OD 手性
柱为固定相的高效液相色谱仪被分成了 8 个异构
体，实现了氯氰菊酯异构体的完全分离和制备，为将
来制备高活性氯氰菊酯异构体提供了很好的思路。
试验将氯氰菊酯通过以 Sino-Chiral OD 手性柱

为固定相的高效液相色谱仪进行分离，得到了 8 个
峰，通过对比两种方法中每个异构体的保留时间并
结合文献，确定了每个异构体的构型，以便进行抗
体立体选择性的研究。
最后，采用间接竞争酶联免疫法，通过测定单

克隆抗体对氯氰菊酯 8 个异构体的抑制曲线，来研
究抗体的立体选择性。 结果表明，mAb 仅识别氯氰
菊酯的 8 种单体中的 2 种，单体 1（CP1 1R-cis-αR）
和单体 2（CP2 1R-cis-αS），而且 CP2是氯氰菊酯中

杀虫活性最高的异构体，IC50为 23.62 ng/mL， 这为
将来商品化高活性氯氰菊酯异构体的免疫检测提

供了有力的工具。
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http://news.foodmate.net/2013/11/247788.html
美科学家研发纤维素生产直链淀粉技术

来自美国弗吉尼亚理工大学的一个研究小组日前宣布已成功地将纤维素转化成淀粉，这为从植物中摄取新的营养

物质提供了新思路。 该研究成果发表于《美国国家科学院院刊》。

纤维素和淀粉具有相同的化学式，仅化学键存在差异。研究人员希望利用级联酶打破纤维素的骨架，重新构型转变

成淀粉。 新的方法将从非食品植物材料的纤维素，如玉米秸秆，转化为约 30%的直链淀粉，剩余部分水解生成葡萄糖，进
而生产乙醇。 这种生物过程被称为"酶解生物转化和微生物发酵同时进行法",很容易被扩大规模实现商业化生产。 该方
法环境友好，因为它不需要昂贵的设备，额外补充热能或添加化学试剂，也不会产生任何废物。 且关键的酶被固定在磁

性纳米粒子中，可以很方便的回收利用，节约了成本。

淀粉是人类饮食的最重要组成部分之一。研究小组新开发的方法生产的是直链淀粉，在消化过程中难以降解，是膳

食纤维的良好来源。此类淀粉已被证明可以有效减少肥胖症和糖尿病的发病风险。除了作为食物来源，该直链淀粉还能

用于生产可生物降解的食品包装薄膜；甚至可以作为一种高密度的氢存储载体，解决氢能源的储存问题。

［信息来源］中国食品饮料网. 美科学家研发纤维素生产直链淀粉技术 [EB/OL]. (2013-11-6). http://news.40777.cn/
info_1391809.html.

欧盟制定人饮用水中放射性物质的公众健康保护规定

2013 年 11 月 7 日，欧盟发布 2013/51/Euratom 号理事会指令，就人饮用水中的放射性物质制定了公众健康保护要
求，规定了监测放射性物质的参数值、频率及方法。 该指令适用于人饮用水，不适用于天然矿物质水、医学用水。

新指令规定，对于以下情况可豁免该指令：主管当局认为水体质量不会直接或间接影响公众健康；特别供应的人类

消费用水，提供每天少于 10 立方米或者少于 50 人，该消费用水用于商业或公共活动的情况除外。 该指令自发布之日
起第 20 天生效。

［信息来源］食品伙伴网. 欧盟制定人饮用水中放射性物质的公众健康保护规定 [EB/OL]. (2013-11-13). http://news.
foodmate.net/2013/11/248420.html.
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