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摘要： 以 4，4'-联吡啶和碘甲烷为起始原料， 通氮气保护下于暗处经 3 步反应成功合成了百草
枯半抗原 N-甲基-N′-戊酸基-二吡啶二溴化物（简称 PQ-h），产物通过 LC/MS、1HNMR 和 IR 鉴
定。
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Abstract： In this manuscript，the hapten for paraquat N-（4-carboxybutyl）-N'-methylbipyridilium
（named PQ-h） was synthesized by using 4，4'-Bipyridine and iodomethane as substrate through
three steps.The products was further identified through LC/MS，1HNMR and IR. This study lays the
groundwork for further research of immunoassay to paraquat.
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研究论文

百草枯（paraquat，PQ）又名克无踪、对草快，化
学名为 1，1'-二甲基-4，4'-联吡啶阳离子盐， 它是
一种广谱、灭生性有机杂环类除草剂，主要防治玉
米、大豆、蔬菜、水稻、果园等地的杂草，也用作谷
类、棉花、甘蔗等收割前的脱叶剂，它对植物绿色组
织具有较强的破坏作用[1]。 百草枯可经胃肠道、皮肤
和呼吸道吸收。 有研究显示，使用百草枯除草的农
民长期吸入小剂量百草枯易导致肺纤维化 [2]。 由于

百草枯的广泛应用，有可能会存在于粮油作物和一
些食品原料中，即使在非致害水平下，也会对人体
健康产生潜在危害。
农药免疫分析法不但具有与常规分析法相当

或更高的灵敏度， 而且无须使用昂贵仪器设备，方
法简便快速，在农药残留的快速筛选和定量检测以
及现场和快速检测方面已显示出独特的优点，受到
环境监测工作者的重视。 酶联免疫吸附测定法检测
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百草枯残留的研究，国外已有报道 [3-8]，国内相关报
道极少[9-10]。 百草枯的分子量仅为 257 Da，属于半抗
原，只具有反应原性，而无免疫原性。 由于百草枯自
身没有可供偶联的活性官能团（如氨基、羧基等），
因此，必须对百草枯分子结构进行修饰，使其具有
活性基团———羧基， 然后与大分子载体蛋白质交
联，才能刺激动物产生特异性免疫应答。 由于百草
枯分子结构中， 联吡啶环上两氮原子均连有甲基，
不易直接连入带有一段碳连的羧基。 为此，作者选
取百草枯的结构类似物—4，4’-联吡啶， 通过控制
反应先在其一侧氮原子上加入甲基，然后再在另一
氮原子上连入带有一段碳连的羧基，即为百草枯半
抗原，从而为百草枯完全抗原的合成奠定了基础。

1.1 材料与仪器
1.1.1 实验材料 4，4’-联吡啶、碘甲烷、N，N 二甲
基甲酰胺（DMF）、浓 HCl、丙酮、体积分数 95%乙醇
等均为分析纯，氮气，3A分子筛。
1.1.2 实验仪器 Spectronic 1.70 紫外可见光分光
光度计， 意大利 GBC 产品；WBG 1-4002 型旋转蒸
发仪，德国产品；79-1 型磁力加热搅拌器，常州市国
立试验设备研究所提供；DF-101S 型集热式磁力搅
拌器， 江苏省金坛市正基仪器有限公司制造；SHB-
Ⅲ型循环水真空泵， 巩义市站街光亚仪器厂制造；
DZF-6020 型真空干燥箱， 巩义市英峪予华仪器厂
制造；SX2箱式电阻炉，上海实验仪器厂有限公司制
造；Waters Platform ZMD 4000 型液相色谱质谱联用
仪， 美国 Waters 公司产品；BC-W201 型恒温浴锅，
上海贝凯生物化工设备有限公司制造；ALPHA1-4
型冷冻干燥机。
1.2 实验方法
百草枯的分子结构式如图 1， 本实验以 4，4’-

联吡啶和碘甲烷为起始原料 [4，9]，合成了 N-甲基-N′
-戊酸基-二吡啶二溴化物（简称 PQ-h），用于制备
百草枯的人工抗原。其合成路线如图 2，反应分 3步
完成。

图 1 百草枯的分子结构式
Fig. 1 Molecular structural formula of paraquat

图 2 百草枯人工半抗原的合成路线
Fig. 2 Synthesis route of artificial hapten for paraquat

1.2.1 N-甲基-二吡啶阳离子化合物———Monoquat
（MQ）的合成 事先将 50 mL 的三颈圆底烧瓶通氮
气排除其中的空气，称取 3 g 4，4’-联吡啶于圆底烧
瓶中， 加入 30 mL 无水丙酮溶解后冷却至 4 ℃，在
磁力搅拌下慢慢加入 1.14 mL 碘甲烷（CH3I），于暗
处反应。反应混合物完全加入后，低温（4 ℃左右）搅
拌过夜。用无水丙酮洗涤，抽干，得产品 MQ，真空干
燥，得黄色针状结晶，然后存放于真空干燥器中，取
少量进行鉴定。
1.2.2 N-甲基-N′-戊酸乙酯基-二吡啶阳离子化合
物的合成 称取 1.56 g 第一步反应得到的 MQ 于
圆底烧瓶中，加入 30 mL 新鲜蒸馏的无水二甲基甲
酰胺（DMF）溶解，然后加入 1.6 mL 5-溴戊酸乙酯
在 120 ℃油浴磁力搅拌下反应，回流 5 h，然后室温
放置过夜。 抽滤，用无水 DMF洗涤，真空干燥，得黄
色片状结晶，存放于真空干燥器中，取少量进行鉴
定。
1.2.3 N-甲基-N′-戊酸基-二吡啶阳离子化合物
（PQ-h）的合成 称取 0.3 g 第二步得到的 N-甲基-
N′-戊酸乙酯基-二吡啶阳离子化合物与 23 mL 浓
HCl混合，水浴加热回流 3 h左右。在旋转蒸发器上
蒸去过量的酸和水，保持水浴温度不超过 60 ℃，蒸
干，得固体残留物。 冷却后，加入少量丙酮结晶（析
出白色晶体），过滤，抽干，真空干燥，得粗品，再经
体积分数 95%乙醇重结晶，真空干燥，存放于真空
干燥器中，取少量进行鉴定。

取上述每一步合成的百草枯衍生物进行 LC-
MS 鉴定和 1HNMR 鉴定， 并将百草枯半抗原进行
IR鉴定，结果见图 3—9。
2.1 N-甲基-二吡啶阳离子化合物———Monoquat
（MQ）的 LC-MS、1HNMR鉴定
由图 3 知， 第一步反应合成的产物纯度较高，
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达 95%以上，说明反应比较彻底，基本无副产物生
成。经计算产物得率约为 86%。由质谱图可看出产物
的相对分子质量为 171，这与目标产物———N-甲基-
二吡啶阳离子化合物（MQ）的相对分子质量一致。

图 3 N-甲基-二吡啶阳离子化合物（MQ）的LC 图谱和 MS
图谱

Fig. 3 LC spectrum (A) and MS spectrum (B) of N-
methyl-4-(pyridine-4-pyridyl) pyridinium (MQ)

由图 4 可知 ， 该物质的 1HNMR （500 MHz，
D2O）：δ 为 8.92（d，2H，ArH），8.76（d，2H，ArH），8.39
（d，2H，ArH），7.9 （d，2H，ArH），4.5 （s，3H，CH3）， 所
得结构信息与目标物———N-甲基-二吡啶阳离子化
合物（MQ）的结构信息相同，从而推断其为目标产
物[9]。

图 4 N-甲基-二吡啶阳离子化合物（MQ）的1HNMR 图谱
Fig. 4 1HNMR spectrum of N-methyl -4 -(pyridine -4 -

pyridyl) pyridinium (MQ)

2.2 N-甲基-N′-戊酸乙酯基-二吡啶阳离子化合
物的 LC-MS、1HNMR鉴定
图 5 的 LC 图出现两个峰，N-甲基-N′-戊酸乙

酯基-二吡啶阳离子化合物在液相色谱上的保留时
间为 1.62 min，其余为杂质峰，通过积分计算其纯度
为 70%。由质谱图可以看出，300.5为 N-甲基-N′-戊
酸乙酯基-二吡啶阳离子化合物的阳离子峰，计算得
其相对分子质量为 300，与实际相对分子质量相符。

图 5 N-甲基-N′-戊酸乙酯基-二吡啶阳离子化合物的 LC
图谱和 MS 图谱

Fig. 5 LC spectrum (A) and MS spectrum (B) of N-(5-
ethoxy-5-oxopentyl)-N'-methylbipyridilium

由图 6 可知 ， 该物质的 1HNMR （500 MHz，
D2O）：δ （ppm）9.18 （d，2H，ArH），9.11 （d，2H，ArH），
8.61 （d，2H，ArH），8.58 （d，2H，ArH），4.56 （s，3H，N-
CH3），2.54 （t，2H，CH2），2.18 （t，2H，CH2），1.76（m，
2H，CH2），1.29 （t，3H，CH3）， 所得结构信息与目标
物———N-甲基-N′-戊酸乙酯基-二吡啶阳离子化合
物的结构信息相同，从而推断其为目标产物[9]。

图 6 N-甲基-N′-戊酸乙酯基-二吡啶阳离子化合物的
1HNMR 图谱

Fig. 6 1HNMR spectrum of N-(5-ethoxy-5-oxopentyl)-
N'-methylbipyridilium
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2.3 N-甲基-N′-戊酸基-二吡啶阳离子化合物
（PQ-h）的 LC-MS、1HNMR鉴定
由图 7 可知，酸水解后的产物相对较纯，纯度

达 96%。 由质谱图可看出 272.5 为 PQ-h 的阳离子
峰，计算得其相对分子质量为 272，与实际的相对分
子质量相符，经计算得率为 69%。

图 7 N-甲基-N′-戊酸基-二吡啶阳离子化合物（PQ-h）的
LC 图谱和 MS 图谱

Fig. 7 LC spectrum (A) and MS spectrum (B) of N-(5-
ethoxy-5-oxopentyl)-N'-methylbipyridilium (PQ-h)

由图 8 可知 ， 该物质的 1HNMR （500 MHz，
D2O）：δ 为 9.18（d，2H，ArH），9.11（d，2H，ArH），8.61
（d，2H，ArH），8.57 （d，2H，ArH），4.81 （t，2H，CH2），
4.56 （s，3H，CH3），2.54 （t，2H，CH2），2.19 （m，2H，
CH2），1.75 （m，2H，CH2）， 羧基上的活泼氢被溶剂
DO2中的 D替换。该所得结构信息与目标物———N-
甲基-N′-戊酸基-二吡啶阳离子化合物（PQ-h）的结
构信息相同，从而推断其为目标产物[9]。
2.4 IR鉴定结果及分析
取合成的百草枯半抗原进行 IR （KBr 压片）鉴

定，结果见图 9。

图 8 N-甲基-N′-戊酸基-二吡啶阳离子化合物 （PQ-h）
的 1HNMR 图谱

Fig. 8 1HNMR spectrum of N-(5-ethoxy-5-oxopentyl)-
N'-methylbipyridilium (PQ-h)

图 9 百草枯半抗原的 IR 图谱
Fig. 9 IR spectrum of paraquat hapten

由图 9 知，3 439.32 cm-1 对应的宽的峰为羧酸

上的 O—H 伸缩吸收，3 017.81 cm-1 对应的为芳环

上 C—H 的伸缩振动，1 726.93 cm-1 为 C=O 的吸
收，1 638.41 cm-1为 C=N 的吸收（即吡啶环结构），
1 397.79、1 447.97、1 508.61、1 559.84 cm -1 均 为

C=C骨架的振动，826.04 cm-1为芳环上 C—H面外
弯曲振动吸收。 通过以上分析，初步确定为目标产
物—PQ-h。

在农药残留的免疫学分析中，人工抗原的合成
是制备抗体和建立免疫分析方法最关键的步骤，而
半抗原的设计又是合成人工抗原的前提。 半抗原的
设计要求应尽量使合成的半抗原能刺激机体产生

特异性免疫应答，并且产生的抗体应具有预期的活
性[11]。因此，应尽量保证半抗原分子具有与待测物分
子类似的立体化学特征。 一般将半抗原设计成包含
一个间隔臂和偶联基团，并仍具有原农药分子基本

结 语3
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结构的分子。 通常认为连接臂的最适长度在 3~6个
碳原子， 连接臂太短不利于半抗原的充分暴露，而
连接臂太长又会因疏水作用而造成烷基链的折叠，
导致半抗原分子仍然被载体蛋白质所掩盖，不利于
抗原递呈细胞（APC）的识别[12]。

在本研究中，采用百草枯的结构类似物—4，4’
-联吡啶通氮气保护下经 3 步化学反应合成了目标
产物， 并用 ESI、1HNMR、IR 对其结构进行了鉴定。
经分析证明，合成的百草枯中间体纯度较高，可以
将其与载体蛋白质偶联制备百草枯人工抗原。
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