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摘要

邻苯二甲酸酯类化合物(PAEs)是目前广泛应用于工业生产的增塑剂，随着增

塑剂的广泛使用，大量的PAEs暴露在环境中，对生态系统和人类健康造成巨大了

的威胁。早在1995年，世界卫生组织(WHO)就宣布必须加强对PAEs物质的监

控，继台湾增塑剂风波之后，对增塑剂特别是邻苯二甲酸酯类物质的分析检测的相

关报道越来越多。报道过的检测方法，如荧光光度法、气相色谱法、液相色谱法、

液质联用、气质联用等，虽然能够在一定水平上实现对部分PAEs的检测，但是多

数样品前处理程序繁琐，灵敏度较低，不适用于实时定量的监控。因此建立一种快

速简便，高灵敏度的痕量检测方法对实现PAEs实时监控具有重要的意义，酶联免

疫吸附(ELISA)能够很好的解决这一问题，它省去了前处理过程，成本低，特异

性强，成为检测PAEs的首选技术，而免疫分析的关键问题是制备出相应的抗体。

本研究主要分为两个部分。第一部分主要是初步建立了DMP残留检测的ELISA

方法。以四硝基邻苯二甲酸和甲醇为起始原料，合成了具有DMP特征性结构的半

抗原DMAP，采用重氮法将DMAP分别与卵清蛋白(OVA)和牛血清蛋白(BSA)

偶联，合成了免疫原DMAP-OVA与包被原D硒AP．BSA。用DMAP．OVA免疫BALB／c

小鼠，经过四次免疫，断尾采血收集血清用于ELISA分析，通过间接竞争ELISA

建立了DMP检测的标准曲线，标准曲线IC50达到311 ng／mL，证明血清中抗体特

异性良好，能够用于DMP的检测，为后续细胞融合，杂交瘤细胞的筛选及单克隆

抗体的大量制备做好了准备。

第二部分实验是DBP残留检测试剂盒的研制。首先复苏本实验室已制备出的

DBP杂交瘤细胞株，经过三次有限稀释法克隆化筛选之后，得到一株高灵敏度高效

价的细胞株，采用小鼠体内诱生腹水法，进行抗体的大量制备，抗体用辛酸．硫酸铵

法纯化后，用于间接竞争ELISA条件的优化，包括封闭液的选择，竞争反应液中抗

体稳定剂含量，竞争反应时间，二抗反应温度，显色体系的选择，生物素亲和素放

大系统与常规ELISA的比较，并在最优条件下建立了间接竞争ELISA标准曲线，

曲线回归方程Y=(A．D)／【1Hx／C广)】+D，其中A=1．11，B=0．9，C=191，D=一0．05，

R2=0．9952，DBP浓度在13 ng／mL～1000 ng／mL(IC20"IC80)范围内时，DBP浓度

的自然对数和抑制率之间呈现良好线性关系，最低检测下限为6．25 ng／mL。检测结

果表明该DBP抗体可以满足对环境中DBP的检测，进行DBP试剂盒的生产。

关键词：邻苯二甲酸二甲酯(D姗)；邻苯二甲酸二丁酯(DBP)；PAEs残留；
间接竞争ELISA
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Abstract

Phthalic acid esters(PAEs)．which is nOW、Ⅳidely used嬲plasticizers in industrial

production fields，when released in the environment,can be a great threat to human’S

health and ecological system．As early as in 1995，the Wrorld Health Organization(WHO)

has announced that it is necessary to monitor PAES to prevent of global environmental
pollution．After the storm of plasticizer exposured in Taiwan,the detection of phthala：te

este璐material has become a hot spot．Although the reported detection methods，such as

fluorescence spectrophotomctry,gas chromatography(GC)，liquid chromatography(LC)，

high performance liquid chromatography(HPLC)，liquid chromatography-mass

spectrography(LC-MS)，gas chromatography-mass spectrography(GC-MS)，can finish

the detection for PAES at a certain level，but the procedure is verbose，and sensitivity iS

lOW．Therefore it is imperative to establish a method which is simple，rapid and semitive

to realize the real-time monitoring of P肛S．ELISA can be a very good solution to solve

this problem,but the key is preparation ofthe corresponding antigen and antibody．

砸S research iS mainly divided into two parts．田地first part the establishment of

ELISA for detection of DN心residual．A hapten dimethyl 4-aminophthalate fOMAP)
which possesses the structural feature of DM田was synthesized via esterification and

reduction with 4-nitrophthalic acid and methan01．Then DMAP Was linked to ovalbumin

(OVA)and bovine seruffl albumin(BSA)through diazotization to make artificial antigen

DML气P．OVA and DNLAP．BSA．BALB／c mice were immunized with DMD”一OVA and

the翻翻姗Was collected for ELISA analysis after the fourth immunization．First phalanx

titration was used to determine the optimum concentration ofcoating antigen and dilution

multiple of antiserum,then an indirect competitive ELISA for DMP、糯developed and

showed an IC50 with 3 1 1 ng／mL，which proved that antibody is high-specificity,can be

used for detection of DMB It is also a guarantee for the subsequent eell fusion,screening

ofhybridoma cell and large．scale preparation ofmonoelonal antibody．

ne second part iS the development of ELISA test kit for detection of DBP．First

revived hybfidoma cell line that secrete antibody aim at DBP,after three times’

screening by limiting dilution assays，a hybridoma cell line whit high sensitivity and high

titerWas got．In vivo induced ascites method and oetylic acid ammoniⅧ咀sulfate methods

were used to prepared and purified monoclonal antibodies of DBP．Then indirect

competitive ELISA Was optimized,such as the confining liquid,the concentration of

BSA，reaction time and temperature，coloration system，BA—ELISA．Under the optimal

conditiOIlS，an indirect competitive standard curve was established,the regression

equation y--(A-D)／[1+(x／C)a)]+D with the value A=1．11，B=0．9，C=1 91，D 2—0．05，

U
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correlation coefficient Rz=0．9952，when也e concentration of DBP within the scope

from l 3 ng／mL to l Ooo ng／mL(IC20～ICs0)，it showed good relationship between the

natural logarithm of DBP concentration and inhibition rate，the minimurll detection limit

is 6．25 ng／mL．The results of this study can used for detection of DBP in environment

and the mass production of ELISA test kit．

Key words：Dimethyl phthalate∞枷P)；Dibutyl phthalate(DBP)；PAEs residues；

Enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA)
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1．绪论

1．1 PAEs的理化性质及应用

邻苯二甲酸酯，又称为酞酸酯，是邻苯二甲酸形成的酯类的统称，英文简称

PAEs。由邻苯二甲酸酐与相应的醇在硫酸等催化剂的作用下醅化而形成，为挥发性

较低的粘稠状液体，一般情况下，在水中溶解度小，气味较特殊，下表列出了常见

的邻苯二甲酸酯类物质以及其基本物理化学性质。

表¨常见邻苯二甲酸酯类物质的理化性质

PAEs的性质与其侧链有关，侧链长支链多则亲油性强，反之，则亲水性强。

它在体内的代谢一般分为两步，首先水解成相应的单酯，接着单酯和羟基化产物在

酶的催化作用下生成亲水的葡萄苷酸结合物Il圳，亲水性强的短链邻苯二甲酸酯，在

尿液中的代谢物主要以自由态形式存在，如DEP的代谢物MEP；亲油性强的邻苯

二甲酸酯代谢物主要以葡萄苷酸结合态形式存在，如DBP、BBP和DEHP等，表

1．2列出了几种主要的邻苯二甲酸酯类物质及其代谢物。
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表1．2主要邻苯二甲酸酯及其代谢物

邻苯二甲酸二甲酯DMP 邻苯二甲酸单甲酯

郐苯二甲酸二乙酯DEP 邻苯二甲酸单乙酯

邻苯二甲酸二正丁酯

邻苯二甲酸二异丁酯

邻苯二甲酸丁基苄鸶

DBp

D迢p

BBz．P

邻苯二甲璧≈2·乙基己 DERF
基)酯

。

邻苯二甲酸单丁酯

郐苯二甲酸单异丁醋

邻苯二甲酸单苄基醋

M瓯口

脚
MBP 纂

辇

M旺Ip

NBd

邻苯二甲譬怒2·乙基己 MERP
基)酯

PAEs因能起到软化作用，可以增大产品的可塑性，被作为增塑剂被广泛应用

于沐浴露、洗发水、指甲油、清洁剂、食品包装等数百种产品中。目前商业化使用

的PALEs主要有十几种，其中DBP主要在纤维素聚合物、油墨、粘合剂以及化妆品

中有应用，DEHP主要用于医疗器械如静脉注射管和医用血袋等软性PVC产品，

DINP主要用于PVC地板、玩具、橡胶软管的制造，BBzP则主要用于油漆和密封

剂的生产。2006年，世界增塑剂消费总量达665万吨，其中我国的消费量占1／4，

成为最大的增塑剂消费国【4’5】，DEHP和DBP是生产和消费量最大的邻苯二甲酸酯

类物质。

1．2 PAEs的暴露评价

PAEs被作为增塑剂广泛使用，主要是通过氢键以及范德华力结合聚烯烃分子

来够提高聚合物的柔韧度，随着其广泛使用，弊端也在凸显，PAEs可以通过各种

途径暴露到外环境中，对环境和人类造成危害[61。PAEs可通过食入、饮水、呼吸和

皮肤接触进入人体【71，如图1．1，其急性毒性较低，摄入体内后不会有中毒的表现，

但是其慢性毒性的危害很大。

PAEs中有一半是环境类雌激素，具有干扰内分泌特性，已有研究表明PAEs

会导致动物体重减轻、肝肾功能不全、存活率低下、血红细胞减少，有潜在的致突

变和致癌性【引。Larscn等【9,10]对BALB／c进行毒理学研究，发现DEHP在过敏性哮喘

2
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发生过程中起着佐剂作用。Yang等【111采用口饲染毒的方法对大鼠进行毒理学试验，

发现DEHP不但会使大鼠嗜酸性粒细胞数增加，同时会增加气道阻力，使肺部出现

炎症反应，进一步证明了其佐剂作用。另有动物研究表明，PAEs染毒后，会出现

生殖系统畸形，包括睾丸发育不全，前列腺异常，肛殖距缩短和乳头残留等，孕期

暴露PAEs后，对雄性后代的发育影响目前也被作为研究焦尉121。

囚
图1．1邻苯二甲酸酯的暴露途径

Hoppin等f13】于2004年对240名成人尿液中邻苯二甲酸酯代谢产物含量与肺功

能相关指标作多元线性回归分析，发现邻苯二甲酸酯的暴露与成年男性肺功能减退

有联系。2007年Stahlhut等【14】的数据调查显示邻苯二甲酸酯的暴露于肥胖症和糖尿

病之间有统计学联系。Meeker等【l5】以成年男性为研究对象，检测其尿液中DEHP

和MEHP的含量以及血清中游离甲状腺素、三碘甲状腺原氨酸和促甲状腺激素水

平，结果表明邻苯二甲酸酯暴露可能与成年男性甲状腺功能减退有一定联系。

鉴于PAEs的危害之大，暴露途径之多，欧盟等已经将DMP、DEP、DBP、DOP、

BBP和DEHP六种物质列为优先检测污染物，并不断增加监控种类[161，并对DBP、

BBP、DEHP、DNOP、DINP、DIDP六中认定的有害物质规定检出量必须低于O．1％11710

我国也将DMP、DBP和DOP列进“环境污染物黑名单”，并决定近期重点对DBP

和DOP等邻苯二甲酸酯进行实时监控ll列。
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1．3 PAEs检测方法

由于PAEs的危害性日益显著，对其在环境中和人体暴露水平的检测分析也越

来越重要。常用的检测PAEs的方法为色谱法。气相色谱法(GC)是应用较早较广

泛的一种分析方法，气相色谱．质谱联用法(GC．MS)具备了两者的优势，具有更

高的灵敏度。高效液相色谱(HPLC)建立于经典液相色谱和气相色谱基础之上，

检测过程中省去了气相色谱必须经过衍生化的过程，分离效果和灵敏度均较高，广

泛应用于生物、医药、环境分析、化工等领域。

李海燕等【191用电动毛细管色谱法分离测定了DMP、DEP、DBP、BBP和DOP

的标准混合物，用紫外检测器检测200 nm波长，结果显示，五种邻苯二甲酸酯在

30 min内得到了较好的分离。该法可以用于对工业废水中邻苯二甲酸酯的定量测

定，质量浓度在4 mg／L'--50 mg／L具有良好的线性关系，R2为0．999，相对标准差

为0．98％---,6．16％。Koekemoer，Mark DE20]，L∞d盱J．F【21】等用气质联用法对土壤中

内分泌干扰物进行检测，检测下限达到O．01 pg／L。2003年，Elefleria Psillakist22]采

用GC．MS法对水中六种邻苯二甲酸酯类物质进行了检测，该方法制作的标准曲线

线性关系良好，相关系数接近0．999，检出限为0．24 ng／mL～O．93 ng／mL。郑和辉ⅢJ

等于2004年用Agilent6890 GC．MS联用仪测定了水中几种邻苯二甲酸酯的浓度，

结果显示DMP、DEP、DBP的检出限为0．3 ng／mL，DOP和DEHP检出限为0．8ng／mL。

杨左军等[241等固相萃取．气相色谱法对PVC塑料中的12种邻苯二甲酸酯进行了测

定，检出限为0．097 ng／mL'--'3．646 ng／mL。李满秀瞄】等于2005年采用荧光法对环境

中的邻苯二甲酸二乙酯进行了定量检测，通过Fenton反应使最终产物带上荧光，测

定荧光强度即可计算DEP浓度，此方法检测较为便捷，结果显示DEP在0．112

mg／L"-2．24 mg／L浓度范围内呈线性关系，检出限为0．018 mg／L。Lu Jun-Ping川等

人曾用HPLC检测早熟患者血清中DEHP、MEHP，结果显示被测物浓度与相应指

标线性关系良好，检测下限1 ng／mL。

1．4免疫分析技术

1．4．1免疫分析技术简介

免疫分析法(Immunoassay，IA)是以一种或几种抗体为分析试剂，以抗原和

抗体的特异性反应结合为基础，实现对待测物定性或定量分析的方法【2刀。它不需要

贵重仪器，将生化技术、免疫学技术有机结合，利用抗原抗体特异性反应和酶标记

物的放大作用，对样品中小分子化合物进行定量测量，具有简便、灵敏、成本低、

4
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快速等优点，其中最广泛应用的是酶联免疫吸附(ELISA)。免疫分析技术很早就在

生物化学、lI缶床医学等领域有广泛的应用，直到20世纪80年代，才作为一种有效

的方法被应用于环境化学物质的检测田捌。在检测系统中，根据标记物的不同可以

分为：荧光免疫分析(Fluomscenc宅immunoassay，FIA)，放射免疫分析

(Rasioimmunoassay，RIA)以及酶联免疫分析(Enzyme immunoassay，EIA)等。

相比较而言，酶联免疫分析法因操作简单，适宜现场检测而成为最流行的检测方法

1301。

1．4．2酶联免疫分析

酶联免疫分析技术(E认)是一种基于抗原和其抗体特异性反应与酶促催化反

应有机结合的分析方法。酶标记物制备简单，有效期长，被酶催化后可产生肉眼可

见的有色产物，借助仪器进行测定后即可判定结果。酶联免疫分析方法如酶联免疫

试验(Enzyme．monitored Immunotest，EMIT)，酶联免疫吸附分析(Enzyme．1inked

lmmunosorbent assay，ELISA)，免疫酶分析法(Immunoenzymometric，IEMA)和

竞争结合酶免疫分析法(Competitive Binding Enzyme Immunoassay，EIA)。

辣根过氧化物酶(Horseradish Peroxidase，HRP)和碱性磷酸酶(Alkaline

Phosphatase，AP)是酶联免疫分析常用的标记酶，Bystryak和Maderabache分别描

述了以邻苯二胺和四甲基联苯胺为底物的HRP光化学放大过程。

1．4．3生物素一亲和素放大酶联免疫分析

生物素亲和素放大酶联免疫分析法是目前应用前景广泛的检测方法，主要利用

了生物素和亲和素之间的多级放大效应，并与后期间接ELISA结果联系起来，进行

检测结果的分析。在此过程中，因为一个抗体分子可以和多个生物素和亲和素结合，

形成了放大系统，所以检测结果的灵敏度大大提高。同时生物素和亲和素作为理想

标记剂，可以与荧光素、蛋白质，如抗原抗体、酶等结合而不影响其活性。

生物素亲和素放大酶联免疫分析可以可以用于抗原、抗体、受体的定性定量，

也可以用于反应体系中各物质的分离和纯化【31，321，它与ELISA偶联应用有多种形

式，如先将生物素包被在固相聚乙烯材料等的表面，抗原和抗体与之吸附结合，该

方法的优点是包被抗原的量可以较大，而且免疫反应也因为结合位点的充分暴露而

有效的进行。另外，生物素亲和素放大酶联免疫分析法也可以用于终级反应的放大，

不用常规的酶标记抗体，而用生物素的抗体代替之后与亲和素．酶结合物

(BA—ELISA)、或酶标记的生物素(BAB．ELISA)连接，从而放大反应信号，提

高检测结果的灵敏度。



⑧ 硕士学位论文
MASTER‘S THESIS

1．5选题意义

环境中邻苯二甲酸酯的暴露危害日益凸显，其定性定量的检测也显得十分必

要。常规的检测方法，如色谱法、气相色谱．质谱联用法、高效液相色谱法虽然能够

完成对邻苯二甲酸酯类物质的定性或定量检测，且能达到较低的检测下限，但存在

一定的弊端，对实验设备要求高，样品前处理程序繁琐，耗费时间长。酶联免疫吸

附(ELISA)克服了上述操作的缺点，它快速简便，费用低廉，灵敏度高，一次性

能完成大量样本的检测，可重复性强，具有独特的优势，是对环境中PAEs适时定

量检测的最佳选择。

ELISA反应体系是基于抗原抗体特异性反应的测定方法，因此关键在于制备出

邻苯二甲酸酯类物质的单克隆抗体。DMP和DBP两种典型的邻苯二甲酸酯类物，

目前对DMP的检测仍然采取色谱法，而对DBP，虽然已有关于DBP多克隆抗体的

相关研究，但是不能实现抗体的无限量生产。本研究分为两部分内容，前部分主要

合成了DMP人工抗原，动物免疫证明了其有效性，为后期细胞融合及DMP单克隆

抗体的制备和筛选打下了基础；后部分主要是在实验室已制备好的能分泌DBP抗

体的细胞株基础上，经重新筛选和条件优化之后，完善了DBP残留检测试剂盒的

步骤，实现了对抗体的大量制备和对DBP的检测，为DBP检测试剂盒的推广使用

作了铺垫。

6
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2．DMP残留检测ELISA方法的建立

2．1实验材料、试剂及仪器

2．1．1实验动物

¨周龄，体重20-圭29，雌性BALB／c小鼠，购自湖北省疾病防控中心。
2．1．2主要试剂

鸡卵清白蛋白(Sigma)，牛血清蛋白(Sigma)，丙烯酰胺(Canalab)，甲叉双

丙烯酰胺(Caaalab)，福氏完全佐，福氏不完全佐剂(Sigma)，辣根过氧化物酶标

记的羊抗小鼠IgG(Jackson)，过硫酸铵(Sigma)，Tris-HCI(Promega)，低分子量

蛋白质Marker(武汉亦新生物科技公司)，邻苯二甲酸二甲酯(Sigma)，四硝基邻

苯二甲酸酐(武汉亦新生物技术有限公司)，其他未特殊说明试剂均为国产分析纯。

2．1．3主要溶液

30％丙烯酰胺贮液：称取丙烯酰胺和甲叉双丙烯酰胺，用双蒸水定容。

浓缩胶缓冲液：三羟基氨基甲烷用适量双蒸水溶解，l mol／L HCI调pH至6．8。

分离胶缓冲液：双蒸水溶解Tris，l mol／L HCI调pH至8．8。

2X凝胶上样缓冲液：O．2 mol／L二硫苏糖醇，O．1 mol／L pH 6．8 Tris-HCI，2％

SDS，O．1％溴酚蓝，10％甘油。

电泳缓冲液：Tris，甘氨酸，10％SDS，用双蒸水定容。

脱色液：甲醇，冰醋酸，蒸馏水(dH20)混合配制。

染色液：考马斯亮蓝溶于脱色液后过滤使用。

包被缓冲液：称取Na2C03 1．599，NaHC03 2．93 g，配制成0．05 mol／L pH9．6碳

酸盐缓冲液。

磷酸盐缓冲液(PBS)：称取NaCI 8 g，KCl 0．1 g，Na2HP04·121-120 2．9 g，

NaH2P04·21-120 O．29 g，用lL蒸馏水定容。

封闭液：5％脱脂奶粉，称5 g脱脂奶粉用，100 mLPBS配制。

洗涤缓冲液(PBST)：含0．05％Tween-20的PBS。

抗体稀释液：含0．1％BSA的PBS。

底物显色液：邻苯二胺(OPD)：1 mL C4mg／mL)。

O．2 mol／L N如HP04-2．57 mL
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0．1 moi／L柠檬酸：2．43 mL

dH20：4mL

30％I{202：4此

终止液：2 mol／L H2S04，107．8 mL浓硫酸缓慢倒入蒸馏水中，搅拌并加水至

1000mL。

DMP标准溶液(1 g／L)-DMP 50 nag，DMF溶解并定容到50 mL，4"C保存。

实验用水为超纯水或重蒸去离子水(DDW)。

2．1．4实验仪器

Mercury VX-400MHz型超导核磁共振仪(Varian)，Trace MS 2000C论／MS气质

联用仪(Finnigan)，DYY-6B型稳压稳流电泳仪(北京市六一仪器厂)，低温冷冻离

心机(Eppendorf5415R，Beckman)，S-3100紫外／可见分光光度计(Scinco)，全波

长酶标仪(Bio-tek)，U570．超低温冰箱(Premium)，低温冷冻离心机(Eppcndorf

5415R，Beckman)，ABl04．S电子天平(Metteler)，ES．315湿热灭菌锅(T(mIY)。

2．2实验方法

2．2．1半抗原的合成及结构鉴定

(一)4-氨基邻苯二甲酸二甲酯(DMAP)的合成

本实验选择保留DMP的酯键，在苯环上引入氨基合成半抗原4_氨基邻苯二甲

酸二甲酯(DMAP)，有效的提高了产生抗体的特异性。合成路线见下图2．1，合成

步骤参考文献【331。

图2．I DMAP合成方案

在装有温度计、分水器、冷凝管的三颈烧瓶中，加入10 g 4一硝基邻苯二甲酸和

10 mL甲醇，在磁力搅拌器的作用下，加入适量浓硫酸作催化剂，控制反应温度在

120℃左右，回流7 h。反应结束后，继续升温，蒸出剩余的甲醇。抽滤除去催化剂，

得到粗产品。粗产品用氢氧化钠中和，减压蒸馏收集1 80---1 85"C／7．3 kPa的馏分，
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得到纯净的4-硝基邻苯二甲酸二甲酯，是一种淡黄色晶体，产率为75．71％。用适

量甲醇作溶剂，溶解4一硝基邻苯二甲酸二甲酯，按照每3 mmol样品加0．059钯碳，

加氢气还原24小时。除去未参加反应的钯碳，得到4一氨基邻苯二甲酸二甲酯晶体，

产率95．31％。

(--)半抗原结构的鉴定

所得的半抗原DMAP采用氢谱(1瑚呱瓜)及质谱(MS)鉴定其结构。

2．2．2人工抗原的合成及鉴定

(一)人工抗原的合成

本实验选用重氮化法(见图2．2)将半抗原DMAP与载体蛋白(BSA或OVA)

进行偶联。

叫Q=№HCI，NaN02

H3 一Protein。N"--N砹"C—OtX；H33—————————’ ¨ l

’、-；，

}

Protein

图2．2重氨法合成人工交联抗原

(二)人工抗原结构的鉴定

1．紫外光谱扫描法分析[341：分别对半抗原DMAP、载体蛋白BSA、OVA以及

人工抗原DMAP．BSA、DMAP．OVA(浓度均调整为l mg／mL)进行紫外吸收光谱

扫描，比较UV光谱是否有明显移位现象。

2．SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳法(SDS．PAGE)135]，观察人工抗原的条带与载体

蛋白相比是否有所滞后，并根据蛋白质的相对分子量与电泳迁移率之间的标准曲线

计算出人工抗原与载体蛋白的偶联比。

2．2．3小鼠的免疫

表2．1 BALB／C"J、鼠免疫方案

9
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取人工抗原DMAP．OVA，用0．01 mol／L pH7．4 PBS稀释到适当的浓度，加入等

体积的福氏完全或不完全佐剂，用注射器反复抽吸多次，使抗原和佐剂充分混匀，

抽吸过程中取适量抗原滴至水面，观察60 S，若无扩散，则表明研磨充分，可以用

于动物免疫。免疫用小鼠为4～6周龄的雌性BALB／c。免疫方案如表2．1。

2．2．4抗血清效价的测定

第四次免疫之后7"-'10天，对免疫小鼠断尾采血，2400 rpm离心10 mill收集

血清，4"C保存备用，用间接ELISA[36]测定抗血清的效价。

(一)ELISA方阵滴定

(1)包被：用包被缓冲液将包被抗原DMAP-BSA从l嵋／mL 2倍数梯度稀释

至o．125 pg／mL，100肌加入到酶标板中，空白对照孔加等量的包被缓冲液，4℃
过夜。次日倒出酶标板孔内的液体，拍干，每孔加入PBST 200止，晃动90 S，倒

出孔内液体，拍干，连续洗涤3次。

(2)封闭：每孔加入封闭液250止，37℃孵育l h，倒出孔内液体，拍干。每

孔加入PBST 200儿，轻轻晃动90 S，倒出孔内液体，拍干，连续洗涤3次。

(3)加抗血清：用抗体稀释液将抗血清从1：500开始2倍梯度稀释到l：32000，

每孔加100 gL。37℃孵育l h，倒出孔内液体，拍干，连续洗涤3次。

(4)加酶标二抗：用抗体稀释液l：10000稀释HRP标记羊抗小鼠IgG，100刖
孔加入酶标孔内，37℃孵育1 h，拍干，连续洗涤3次。

(5)加底物显色液：取新鲜配置的底物显色液，每孔加100此加入酶标孔内，

室温避光反应20 min。

(6)终止：每孔加2 moFL H2S0450此终止反应。

(7)判定结果：用酶标仪测定492 Bin处的OD值，选取吸光值在1．0左右的

抗原稀释倍数和抗血清稀释倍数作为最佳工作浓度，测定抗血清效价，是由酶标仪

最适灵敏度范围决定的。

(二)抗血清效价测定

(1)包被：用包被液将DMAP．BSA稀释至最佳浓度，100刖孔加入到酶标板
中，空白对照孔加等量的包被缓冲液，4"C过夜。次日倒出酶标板孔内的液体，拍

干，每孔加入200此PBST，轻轻摇晃90 S，倒出空内液体，拍干，连续洗涤3次。

(2)封闭：每孔加入250此封闭液，37"C孵育l h，倒出孔内液体，拍干。每

孔加入PBST 200此，轻轻晃动90 S，倒出孔内液体，拍干，连续洗涤3次。

(3)加抗血清：用抗体稀释液将抗血清稀释至最佳工作浓度，每孔加100 ttL。

37℃孵育l h，倒出孔内液体，拍干，连续洗涤3次。

10
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(4)后续加酶标二抗，底物显色液，终止反应，判定结果同ELISA方阵滴定

(4)～(7)。抗血清OD值大于等于对照孔的2．1倍时的血清稀释倍数即为其效价
【371

o

2．2．5抗血清灵敏度的测定

(1)包被：用包被缓冲液将包被抗原DMAP．BSA稀释至l肛g／mL，100刖孔
加入到酶标板中，空白对照孔加等量包被缓冲液，4"C过夜，倒出酶标板孔内的液

体，拍干，每孔加入200山BST，轻轻摇晃90 S，拍千，连续洗涤3次。

(2)封闭：每孔加入250此封闭液，37"(2孵育1 h，倒出孔内液体，拍干。每

孔加入PBST 200 gL，轻轻晃动90 S，倒出孔内液体，拍干，连续洗涤3次。

(3)竞争反应：用抗体稀释液将DMP标准溶液从5000耀几开始2倍梯度稀

释到9．765耀几，50 m加入到96孔板中，然后向每孔加入2倍工作浓度的抗血
清50此，充分混匀，阳性对照孔加50此抗体稀释液和50此2倍工作浓度的抗血
清)，37℃孵育l h。倒出孔内液体，拍干，每孔加入PBST 200止，轻轻晃动90 S，

倒出孔内液体，拍干，连续洗涤3次。

(4)后续加酶标二抗，底物显色液，终止反应，判定结果同ELISA方阵滴定

(4)～(7)。

根据所测得OD值，计算抗血清的抑制率，抑制率按公式2．1D列计算。

Inhibition rate(％)=(O瑰岖D瑰。硝ODxDD‰湫OD曩。曩旬D皿曲 公式2．1

其中，ODm缸代表阳性孔的吸光值，ODmiII表示空白对照孔的吸光值，ODx为含

有x浓度DMP的竞争孔的吸光值。以抑制率为纵坐标，DMP浓度的自然对数值为

横坐标，进行回归分析，计算产生50％抑制的DBP浓度IC500 IC50值越低，灵敏度

越高。以DMP浓度(ng／mL)的自然对数为横坐标，抗血清抑制率为纵坐标，作出间

接竞争ELISA标准曲线，并通过回归分析计算IC50和ICloo

2．3实验结果

2．3．1半抗原结构的鉴定

600M核磁共振波谱仪对4．氨基邻苯二甲酸二甲酯鉴定结果：H1NMR(ppm)：

7．72(d，1H，Ar-H)，6．66--一6．72(m，2H，Ar-H)，4．19(s，2H，心m2)，3．90(s，

3H，．O．CH3)，3．83(s，3H，一O-CH3)。

质谱鉴定结果：Full MS m／z：209．11(4．氨基邻苯二甲酸二甲酯分子量为

209．19)。

鉴定结果表明半抗原合成成功。



图2．3 DMAP氢谱和质谱鉴定结果

2．3．1人工抗原的叠定

(一)紫外光谱扫描

300 400 500

w---tm)

图2．4半抗原、载体蛋白、人工抗原紫外光谱扫描图

12



由紫外光谱扫描所得图谱可以看出，半抗原、载体蛋白、人工抗原三者吸收波

峰有明显不同，半抗原DMAP在237 m"-'263 nm有较强吸收带，同时在332．9 nm

处呈现明显吸收波峰，OVA在223．6 iltm和272．8 nm处有较强吸收峰，BSA在221．7

nm和272．6 lira处有较强吸收峰；人工抗原DMAP-OVA和DMAP-BSA均在230

m'--270nm呈现吸收带，这与半抗原DMAP有相似特征，同时又在360 m"--380 nm
有明显吸收峰，这与半抗原明显不同，表现为自身的特征吸收蜂，是半抗原与载体

蛋白偶联物所贡献，因而可以初步证明半抗原成功儡联上了载体蛋白，人工抗原合

成成功。

(二)SD蛐AGE鉴定

鲲棚圈D

6&皿

43：．彻
黛

磐≯

l 2 3 4 5

图2．5 DMP人工抗原SI)S．PAGE图谱

1．Maker 2．o、陡3．DMAP．OvA 4．BSA 5．DMAP．BSA



母2．6蛋白质相对分子量对致对应的电i衣迁移率

由SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳结果可以看出，免疫原与包被原与相应载体蛋白电

泳条带相比，有明显的滞后，进一步证明半抗原与载体蛋白成功偶联．由图2．6的

标准曲线计算出DMAP旬vA的相对分子量为50．1 kD，DMAP-BSA的相对分子量

为71．4 kD，得出DMAP-OVA和DMAP-BSA中DMAP与相应或体蛋白的儡联比分

别为19：1和24：1。

2．3．2方阵漓定■定量遥包t浓度和抗▲潢■鼻倍数

2

r‘5
彗
軎 l

雹

5∞ l∞O瑚O 4000 8000 l鳓OB 32∞O翻烈埝12朔日

立a,-tim蕾_I-of tit●ll'ltllll

图2．7免疫小鼠抗血清方阵法定结果

如上图所示，抗原l枞包被，抗血清稀释16000倍时，OD492 nm=1．002；抗

原O．25 tts／mL包被，抗血清稀释4000倍时，OD492 nm=1．118；0．125 t蟾,／mL包被，

抗血清稀释倍数为1000时，OD492 nm=1．022。ELISA方阵筛选最适包被浓度和抗

体稀释度时，由于酶标仪的灵敏度决定，一般选取OD值在1．0附近为最佳条件[391。

同时，低的包被浓度对后期分析检测目标物有利，但是如果太低，会造成对抗血清

的浪费，并且无法捧除抗血清的特异性吸附导致的误差．综合考虑，选取lt蟾,／mL

的抗原浓度作为包被浓度，抗血清最佳稀释倍数为16000。

圈



2．3．3抗血清效价测定结果

表2．2免疫小鼠效价测定结果

经过5次免疫后，小鼠效价均达到105以上，说明人工抗原有效的刺激小鼠产

生了免疫应答，获得了高效价的抗血清，满足后续制备抗体的需要。

2．3．4抗血清灵敏度的测定结果

70

50

2 3 4 5 5 7 8

hlDMP(n渊
图2．8抗血清灵敏度标准曲线

在最佳抗原包被浓度和抗血清稀释度条件下，DMP间接竞争ELISA灵敏度测

定如图2．8，随着DMP浓度的增加，结合抗体的包被抗原浓度越小，表明产生的抗

体能很好的抑制DMP，IC50=3 1 1 ng／mL。

2．4讨论

2．4．1人工抗原的制备及免疫原的选择

O
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人工抗原必须具备免疫原性和反应原性，既要能刺激机体产生抗体，又要能与

相应的抗体在体外产生免疫反应。具有免疫原性的物质，分子量一般约为1000 Da

以上，而邻苯二甲酸二甲酯分子量仅为194．19 Da，仅具有反应原性，必须与相应

的载体蛋白连接后才具备免疫原性，这样的小分子物质称为半抗原。小分子半抗原

与载体蛋白的偶联效果受偶联物的浓度，缓冲液成分、离子强度等因素影响，通常

在温和水溶液中进行，不宜在烈性如高温、强酸等条件下进行。半抗原与载体的偶

联方法通常根据携带的活性官能团来决定，分子上含有羧基的半抗原，常采用混合

酸酐法和碳二亚胺法合成：含有羟基半抗原的偶联采用琥珀酸酐法和羰基二咪唑法

合成：含有氨基的半抗原常采用戊二醛或重氮法与载体偶联，戊二醛是一种双功能

团试剂，可以使酶与蛋白质或其他抗原的氨基通过它而偶联，因操作简便而广泛应

用。但戊二醛法易造成小分子与小分子之间、载体蛋白与载体蛋白之间的自身交联，

专一性比较差。重氮化法用于活性基团是芳香胺基的半抗原与载体蛋白的偶联，芳

香胺基与NaNCh和HCI反应得到一个重氮盐，该重氮盐可以与蛋白质的羧基结合

成偶氮化合物。本研究选用四硝基邻苯二甲酸作为和甲醇反应原料，后期经钯碳还

原法将硝基还原为氨基后，采用重氮法成功的在苯环上引入与载体蛋白偶联的活性

基团，为人工抗原的制备奠定了基础。

影响人工抗原质量的因素主要有偶联比和偶联桥等。过去人们认为，连接到蛋

白质分子上的半抗原数目要尽可能多。但实验证明，过高的偶联比并不能得到预期

的结果，这是因为载体上覆盖的半抗原分子过多时，可能不利于载体与淋巴细胞结

合，不能引起免疫反应：关于偶联桥的长度，有研究者认为，一定长度的手臂的介

入，有助于半抗原的暴露，利于所产生抗体特异性的增强，通常愈远离载体蛋白的

基团，其特征反应也将愈明显。但也有一些研究者发现，连接臂结构对免疫检测经

常有不利的影响，有时产生的抗体对连接臂亲和力特别强，对待测小分子亲和力却

很弱，因此造成对抗体特异性检测的干扰【40】，一般人工抗原与载体蛋白偶联比在

15---，30之间较好【4¨，本实验中人工抗原的偶联比为19：1，产生了较好的免疫效果，

验证了此结论。

人工抗原的鉴定常用紫外光谱法，如果其紫外吸收峰与载体蛋白和半抗原相

比，出现了位移效应，则初步证明合成成功，同时还可以用朗伯．比尔定律计算偶联

比[421。在SDS-PAGE鉴定中，人工抗原相对于载体蛋白条带一般会有所滞后⋯,431。

合成的人工抗原若用于免疫，则为免疫原，若用于包被反应则为包被原，免疫

原与包被原用两种不同的载体，是为了避免抗体对包被原的特异性结合，提高反应

的灵敏性。本实验采用重氮法合成了人工抗原DMAP．OVA和DMAP．BSA，以往的

16
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研究表明，以BSA为载体的人工抗原被作为免疫原的首选即l，但本实验室的研究

【45羽】与此结论并不一致，用BSA作载体的免疫原能产生较高效价的抗体，但是抗

体的灵敏度较低，明显低于以OVA作载体的免疫原。这说明以何种人工抗原做免

疫原是不一定的，这主要取决于半抗原的性质以及人工抗原合成的路径等因素。需

要分别进行免疫试验之后才能确定，为后期制备出高效价和高灵敏度的抗体打下基

础。

2．4．2动物免疫对产生抗体特性的影响

影响抗体特性的因素包括个体差异，免疫途径，免疫方案等。在制备抗体的过

程中，对BALB／C小鼠的免疫效果，将直接影响分泌抗体的特性。一般情况下，免

疫初期，B细胞产生抗体类型为IgM，随着免疫次数的增加，抗体类型由IgM转为

IgG，亲和力也不断增加。免疫过程中还是用了福氏完全和不完全佐剂，这类佐剂

在提高抗原作用力方面远高于铝佐剂，是迄今为止使用最多的佐剂，常用于实验室

制备高效价的动物抗体。常用的免疫方法有皮下注射、静脉注射、腹腔注射、脾内

注射、肌肉注射、淋巴结内注射、后足垫注射等，皮下免疫周期较长，而脾内、静

脉、肌肉、淋巴结内免疫操作技术较难掌握，故一般不常采用；后足垫免疫虽然有

一定优点，但是实验证明免疫后产生抗血清效价往往较低，不利于后期细胞融合，

故也不推荐使用此方法：腹腔免疫对小鼠有一定的伤害，如操作不当易导致小鼠的

死亡，但是可用于融合前对小鼠的加强免疫，使脾细胞肿胀，利于融合时的操作；

注射抗原时选用皮下注射能够增强抗原的作用力，产生好的免疫。

免疫方案的制定，必须考虑到所制备抗体的用途，本研究目的是为了建立DMP

残留检测的ELISA检测方法，因此要求所产生的抗体必须对小分子有较强的针对

性，抗体类型为IgG较佳，因此综合考虑，采用了皮下多点注射免疫方法，以50 ugmL

剂量间隔3周免疫一次，经过四次免疫之后，小鼠抗血清效价均达到1．28×105以

上。证明了长周期、小剂量、多次数的免疫方案[481的有效性。

常用的免疫方案[49,501是在第一次用福氏完全佐剂免疫后，每隔2"-'4周用福氏

不完全佐剂加强免疫，此方法一般三个月之后可以获得高效价的抗体。Hul51]等人研

究发现，第一次免疫后隔三天重复第一次的免疫，能够在一个月内获得高效价的多

抗。本实验也采用了上述免疫方案，经过四次免疫之后，获得了高效价的抗血清，

验证了Hu等人研究的有效性。

2．4．3结论

本研究采用自制DMP人工抗原免疫BALB／e小鼠，经过几次有效免疫后，经
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间接竞争ELISA试验测定来显示抗体的特异性，即DMP分子对抗血清与包被原结

合的抑制效果越明显，抗体的特异性越高。结果显示，在一定的范围内，在抗血清

中加入DMP分子的浓度越高，越能抑制抗血清与DMP．BSA的结合，说明所制备

的抗血清不仅能够与包被抗原上的DMP决定簇发生特异性结合，同时能够与游离

的DMP分子结合，这表明血清内的抗体能够用于DMP残留的检测。本课题的研究一

仍然在继续，包括对多种样品的检测提高DMP的检测灵敏度、及试剂盒的制备等。

2．4．4后续研究工作

本研究下一步工作是选取高灵敏度高效价的小鼠进行细胞融合、杂交瘤细胞株

的建立、单克隆抗体的大量制备，为后期DMP残留检测试剂盒的研制做好铺垫。

18
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3．环境中DBP残留检测ELISA试剂盒的研制

3．1实验材料、试剂及仪器

3．1．1实验材料

杂交瘤细胞，实验室已制备的小鼠骨髓瘤细胞与SP2／0细胞的融合细胞。

3．1．2主要试剂

辣根过氧化物酶标记的羊抗小鼠IgG(Jackson)，邻苯二甲酸二丁酯(DBP)，

DMEM粉剂、胎牛血清(FBS)购自Gibe,o；四甲基联苯胺(Sigma)，二甲基亚砜

(Memk)，生物素化的羊抗小鼠IgG(Proteintech Group)，氨苄青霉素、硫酸链霉

素(Amresco)，其它试剂均为国产分析纯。

3．1．3主要溶液

包被缓冲液：称取Na2C03 1．59 g，NaHC03 2．93 g，配制成O．05 mol／L pH9．6碳

酸盐缓冲液。

磷酸盐缓冲液(PBS)：称取NaCI 8 g，KCl 0．1 g，Na2HP04·12H20 2．9 g，

NaH2P04·2I"120 0．299，用1L蒸馏水定容。

封闭液：5％脱脂奶粉，称5 g脱脂奶粉用，100 mLPBS配制。

洗涤缓冲液(PBST)：含0．05％Tween-20的PBS。

抗体稀释液：含0．1％BSA的PBS。

竞争反应液：含10％DMF，1．6％NaCI，0．02％KCl的0．01moFL pH6．8的磷酸盐

缓冲液。

底物显色液：邻苯二胺(OPD)：1 mL(4mg／mL)

0．2 mol／L Na2HP04：2．57 mL

0．1 mol／L柠檬酸：2．43 mL

dH20：4mL

30％H202：4此

终止液：2 moFL I-12S04。

DBP标准溶液(1 g／L)：DBP 50 mg，DMF溶解并定容到50 mL，4"C保存。

双抗溶液：称氨苄青霉素0．625 g，硫酸链霉素19，溶于100 mL 0．01moFL pH7．4

PBS中，正压抽滤除菌，Ep管分装后．20"C冻存。

19
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DMEM培养基：DMEM粉剂一袋，加适量超纯水溶解，用约2．7 g NaHC03调

pH7．4，搅拌4 h后用超纯水定容至l L，正压抽滤除菌，4℃保存。

细胞冻存液：9mL二甲基亚砜(DMSO)与l mLFBS混匀后使用。

饱和硫酸铵溶液：200 g硫酸铵用200 nd．AH20加热至完全溶解，使用前吸用

浓氨水调pn至7．6。

醋酸盐缓冲液：O．06 moFL pH4．8醋酸．醋酸钠缓冲液。

中性甘油：100 mL灭菌后的甘油中加入2．5 gNa2HP04·12H20，沸水浴溶解。

3．1．4实验仪器

倒置显微镜(Nikon)，全波长酶标仪(Bio-tek)，C02恒温培养箱(Thermo)，

低温冷冻离心机(Eppendorf5415R，Beckman)。

3．2实验方法

3．2．1单克隆抗体的制备及纯化

(一)制备饲养细胞

选用BALB／c小鼠腹腔巨噬细胞作为饲养细胞f50J，细胞复苏前1~2天制备，保

证制备过程中无污染。

(1)颈椎脱臼处死10周龄空白BABL／c小鼠，75％酒精浸泡体表消毒5 mill。

(2)无菌操作，小鼠腹部朝上固定，剪开腹部皮肤，暴露腹膜，吸取l～2 mL

DMEM培养基(20％FBS)培养基注入小鼠腹腔，反复抽吸多次。

(3)收集抽吸所得细胞悬液，用适量DMEM培养基(20％FBS)补足至所需

量，100¨U孔，铺4块96孔板。

(4)显微镜下粗略观察后，将96孔板放入5％C02 37"C的细胞培养箱中培养。

(二)杂交瘤的复苏及克隆化

实验室制备出的能分泌抗DBP抗体的杂交瘤细胞，因在液氮罐冻存，复苏后

部分细胞易转变成阴性细胞，故不采取复苏后将细胞扩大培养，选择复苏后立即计

数进行有限稀释法克隆化培养。

(1)从液氮中取出冻存细胞，立刻3740℃温水中快速溶解，尽量在1 mira内

溶解完全。

(2)将细胞悬液移至离心管，1000 rpm，离心5 rain，弃上清。

(3)加入1 mLDMEM完全培养液，轻轻吹匀，取适量细胞悬液进行计数。

(4)按每个96孔板所需100个细胞数，用适量完全培养基悬浮后，100 pU孔，
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接入已铺好饲养细胞的96孔板，5％C02 37℃的细胞培养箱中培养。

前5天观察细胞是否有污染，污染孔用5 mol／L的NaOH封闭，第七天仔细观

察，有杂交瘤细胞的孔进做好位置和数目标记，并补加完全培养基50 p【／孔，第15

天左右细胞长至板底的1／10时进行阳性检测。

(三)杂交瘤细胞的筛选

对杂交瘤细胞进行阳性检测，本实验采用间接ELISA，并用间接竞争ELISA检

测阳性孔细胞的灵敏度，检测其分泌的抗体是否能与小分子进行结合的特异性[521。

a．抗体的阳性检测

(1)包被：用包被缓冲液将包被抗原DBAP．BSA稀释至l pg／mL，100刖孔
加入到酶标板中，空白对照孔加等量包被缓冲液，412过夜，次日倒出酶标板孔内

的液体，拍干，每孔加入200此PBST，轻轻摇晃90秒，倒出空内液体，拍干，连

续洗涤3次。

(2)封闭：每孔加入250 pL封闭液，3712孵育l h，倒出孔内液体，拍干。每

孔加入PBST 200止，轻轻晃动90 S，倒出孔内液体，拍干，连续洗涤3次。

(3)加DBP单抗：无菌条件下取细胞上清液体，每孔加入20pL，37℃孵育1

h，倒出孔内液体，拍千，连续洗洗涤3次。

(4)加酶标二抗：用抗体稀释液l：10000稀释HRP标记羊抗小鼠IgG，100山
孔加入酶标孔内，37"(2孵育l h，拍干，连续洗涤3次。

(5)加底物显色液：取新鲜配置的底物显色液，每孔加100儿加入酶标孔内，

室温避光20 min，反应充分。

(6)终止：每孔加50此终止液终止反应。

(7)结果：用酶标仪测定492 nnl处的OD值，即吸光值大于1．0时的细胞孔

判定为阳性，并测定其灵敏度。

b．抗体灵敏度的检测

(1)包被：用包被缓冲液将包被抗原DBAP．BSA稀释至1 pg／mL，100肌
包被到酶标板中，空白对照孔加等量包被缓冲液，4℃过夜，倒出酶标板孔内的液

体，拍干，每孔加入200止洗涤液，轻轻摇晃90 S，拍干，继续洗板两次。

(2)封闭：每孔加入250此封闭液，37℃孵育l h，倒出孔内液体，拍干。每

孔加入PBST 200此，轻轻晃动90 S，倒出孔内液体，拍干，连续洗涤3次。

(3)竞争反应：用抗体稀释液将DBP标准溶液稀释至1 pe,／mL，20江／孔加入

到96孔板中，然后向每孔加入20此细胞上清，充分混匀。阳性对照孔加20此抗

体稀释液和20此细胞上清，37℃孵育1 h，拍干，连续洗涤3次。
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(4)加酶标二抗：用抗体稀释液l：10000稀释HRP标记羊抗小鼠IgG，100刖
孔加入酶标孔内，37℃孵育l h，拍干，连续洗涤3次。

(5)加底物显色液：取新鲜配置的底物显色液，每孔加100止加入酶标孔内，

室温避光20 rain，反应充分。

(6)终止：每孔加50此终止液终止反应。

(7)结果：用酶标仪测定492nln处的OD值。

以DBP浓度的自然对数值为横坐标，抑制率为纵坐标，绘制标准曲线并进行

回归分析，计算产生50％抑制的DBP浓度IC500 IC50值越低，灵敏度越高。抑制率

按公式3．1[3叼计算。

Inhfoition rate(呦=(oDkDDb≯(oDx-O酬OD曩I-oD血) 公式3．1

其中，OD一表示阳性孔的吸光值，ODmin表示空白对照孔的吸光值，ODx为含
有x ng／mL浓度DBP的竞争孔的吸光值。根据所测得OD值，选取阳性值较高且抑

制效果最好的孔继续进行克隆化，每次克隆化后都同上进行阳性和灵敏度的检测，

直至克隆化后，所有孔均判定为高阳性高灵敏度为止。

(四)单克隆抗体的大量制备

经3次克隆化之后，杂交瘤细胞株特性基本稳定，阳性率达到100％且都能对

DBP产生很好的抑制效果，选取抑制效果最好的阳性孔细胞进行扩大培养，单克隆

抗体的大量制备一般常采用小鼠体内诱生腹水法1501。

(1)选取lO周龄BALB／c小鼠，为抑制巨噬细胞的增长，腹腔注射0．5 mL液

体石蜡。

(2)14天后，选取生长状态良好的杂交瘤细胞两瓶，将其从瓶壁吹下，1000

rpm，离心5 rain，收集细胞，用O．01 mol／L的PBS悬浮后计数。

(3)取约2X 106个细胞注入被打过石蜡的小鼠的腹腔。lO天后，小鼠体内细

胞大量增殖，腹部胀大，脱颈处死后无菌收集腹水。

(4)收集的腹水1500 rpm离心15 rain，取中层淡黄色液体，即为腹水，弃脂

肪层及其他沉淀物。

(五)单克隆抗体的纯化

采用二氧化硅吸附法处理腹水，以除去细胞残渣及小颗粒物质，之后用辛酸．

硫酸铵沉淀法【53】纯化腹水，纯化的原理是根据蛋白质的亲水性和形成水化膜的程

度，改变条件，是蛋白质析出，得到纯净的抗体。
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(1)取一定量的腹水，用PBS稀释，再加入适量二氧化硅粉末吸附掉脂肪等

杂质，30 min后，2500 rpm离心20 min，取上清即得到澄清腹水。

(2)取4 mL腹水，加入适量醋酸盐缓冲液，混合后加正辛酸，室温搅拌使辛

酸与杂蛋白充分结合，30 rain后4℃静置2 h。

(3)收集腹水溶液，4"C，l1000 rpm离心30min，取上清，调pH至7．4。

(4)向上清液中加入等体积的饱和硫酸铵溶液，边搅拌边加，此时即为50％

饱和度的硫酸铵，搅拌30 mill，4℃静置2 h。

(5)收集悬液，4℃，11000 rpm离心30 rain，弃上清，溶于适量O．01 moFLpH

7．4的PBS中。

(6)边搅拌边向悬液中加入适量饱和硫酸铵溶液，使其饱和度为30-40％，缓

慢搅拌30 min，4℃静置2 h。

(7)收集悬液4"12，12000 g离心30 rain，取沉淀溶于pn7．4 PBS中。

(8)沉淀悬液装入透析袋，4℃透析48h，每8h换一次液。

(9)Folin-酚法测定抗体的浓度，纯化后的抗体用PBS适当稀释并加入一定浓

度的BSA作抗体稳定剂，与等体积中性甘油混匀，于．20℃长期保存。

3．2．2 ELISA检测条件的优化

酶联免疫测定法(EUSA)是基于抗原抗体特异性吸附和酶反应结合一种免疫分

析法【541。反应体系中包被抗原浓度、抗体稀释倍数、封闭剂的选择、反应温度、竞

争反应液的离子强度、显色体系的选择等都会对实验结果产生影响，因此本实验在

原有优化条件的基础上，采用单变量法又对一些条件进行了优化，以确保抗体达到

最高的灵敏度。

(一)最适包被抗原浓度和抗体最佳工作浓度的确定

采用方阵滴定法[361来确定最适包被抗原浓度和抗体最佳工作浓度。

(1)包被：用包被缓冲液将包被抗原DBAP．BSA从1．dmL2倍数梯度稀释

至0．125}lg／mL，100 pU孔加入到酶标板中，空白对照孔加等量的包被缓冲液，4℃

过夜。次日倒出酶标板孔内的液体，拍干，每孔加入200此洗涤液，轻轻摇晃90 S，

拍干，继续洗板两次。

(2)封闭：每孔加入封闭液250此，37"(2孵育l h，倒出孔内液体，拍千。每

孔加入PBST 200此，轻轻晃动90 S，倒出孔内液体，拍干，连续洗涤3次。

(3)加DBP单抗：用抗体稀释液将DBP单抗从1：1000开始2倍梯度稀释到

l：32000，每孔加100皿。37"(2孵育1 h，倒出孔内液体，拍干，连续洗涤3次。

(4)后续步骤加酶标二抗、显色、终止及结果测定同抗体阳性检测(4)～(7)。



选择吸光值接近1．O的包被抗原浓度和单抗稀释倍数的所有组合，经间接竞争

ELISA再次筛选，比较各个组合IC50值，选取ICso值最小所对应的包被抗原浓度和

单抗稀释度作为最适包被抗原浓度和单抗的最佳工作浓度。

(二)封闭剂的选择

在用I％OVA，I％BSA，5％SMP三种不同封闭剂条件下，通过间接竞争ELISA，

计算各条件下的IC50值，选取IC50值最低时所对应封闭剂为最优封闭剂。

(三)竞争反应体系中抗体稳定剂浓度的选择

在实验室已经优化过的竞争反应体系(10％DMF，0．02％KCI，1．6％NaCI，0．01

moFLpH 6．8的PBS)基础上，比较体系中抗体稳定剂BSA含量对检测结果的影响。

即其他条件一致，竞争反应液中BSA含量分别调整为1％和0．1％，比较两者检测灵

敏度。

(四)竞争反应时间的选择

在原来25℃竞争反应1．5 h条件下，进一步延长反应竞争反应时间至2 h，验

证反应时间的加长对检测灵敏度的影响，选择IC50值低的时间为最佳竞争反应时间，

进行后续条件优化。

(五)二抗反应温度的选择

二抗反应温度设置为25℃和37℃，作用l h，比较间接竞争ELISA实验所得

ICso值，IC50值低的反应温度为最佳反应温度进行后续实验。

(六)常规ELISA与BA．ELISA的比较

BA-ELISA是用是用生物素化的抗体替代了常规ELISA的酶标记的抗体，包被，

封闭，加一抗步骤均与常规ELISA相同。加二抗时，将生物素标记的羊抗小鼠IgG

用抗体稀释液1：10000稀释，100止每孔，37℃孵育l h，用PBST洗板5次。再

将过氧化物酶标记的亲和素用抗体稀释液1：800稀释，每孔加100皿，37℃孵育

30 rain，用PBST洗涤7次，充分洗掉非特异性结合物质。向反应孔加入新鲜配制

的TMB显色液150此，室温避光显色20 rain，酶标仪检测450 nm处的吸光值。

(七)显色体系的选择

ELISA实验中显色步骤对结果的判定至关重要，可作为HRP供氢体系的主要

有邻苯二胺和四甲基联苯胺等【55巧71。本实验选用常用的OPD和TMB两种显色体系，

对其实验结果进行比较，选择最适合的底物显色液。

3．2．3人工抗原包被的间接竞争F_L I SA标准曲线的建立

依据3．2．2所优化的最佳反应条件，进行间接竞争ELISA测定，以DBP浓度的

为横坐标，以相应的吸光值为纵坐标，进行回归分析并绘制标准曲线，计算该标准
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曲线对DBP的线性检测范围(IC20'-．IC∞)和最低检测下限(IClo)[581。

3．3实验结果

一 3．3一杂交癯细胞的克毫化筛选

杂交瘤复苏后经用限稀释法克隆化培养一次后，采用间接竞争ELISA实验，选

取被DBP很好抑制且阳性最强的孔继续进行克隆化。经过3次克隆化之后，最终获

得能了能稳定分泌高特异性抗DBP的杂交瘤细胞株，用来进行单克隆抗体的大量

制备。

表3．1克隆化筛选杂交瘤细胞株结果

3．3．2单克隆抗体的制备及纯化

将筛选得到的杂交瘤细胞株扩大培养后，小鼠腹水法得到了一定量的抗体，并

用Folin-酚法测定相应蛋白量，标准曲线如图3．1，根据计算结果得，纯化前抗体浓

度为11．6 mg／mL，经辛酸一硫酸铵法纯化后，浓度为1．43 mg／mL，蛋白总量为7．2 mg，

稀释至lmg／mL左右分装保存。

O
50 100 150 200 250 300

标准蛋白浓度(utffia．)

图3．1蛋白测定标准曲线
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根据方阵滴定结果，包被抗原浓度为l“g／mL，0．5 pg／n1L，0．25 pg／mL，对应

抗体稀释度为8000X，4000X，2000×时，OD492 nm分别为1．025，1．026，1．164。

考虑到抗原浓度为l-w,／mL不利于DBP竞争结合抗体，且造成抗原的浪费；而抗体

稀释倍数较大时，所有的DBP都与抗体结合难以判断参加竞争反应的DBP浓度，

抗体稀释倍数过低时，参与竞争反应的DBP浓度较低，影响检测的灵敏度，综合

考虑，选择抗原浓度为0．5 pg／mL，单抗稀释倍数为4000 X为最佳包被浓度和抗体

工作浓度。

(二)封闭剂的选择

如图，不同封闭剂条件下，所显示检测信号的强度和灵敏度有一定差异，与5％

SMP相比，l％BSA和l％OVA能显著提高检测信号，但是灵敏度有所降低，因此

选用5％SMP作为最佳封闭剂进行后续实验。
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10 100 10∞ 1∞∞

DBP(eg／mL)

图3．2三种不同封闭剂检测灵敏度的比较

(三)竞争反应体系中抗体稳定剂浓度的选择

如图，竞争反应体系中抗体稳定剂BSA浓度较高时，能够增加检测信号，但

是检测灵敏度降低，且BSA浓度为1％，造成对药品的浪费，综合考虑选用O．1％

为最佳浓度进行后续检验。

27



1．2

1．O

O．8

曼
皇

at"4 0．6

薹

0．4

O．2

0．0

1 10 l∞ 10∞

DBP(ng／mL)

图3．3不同浓度抗体稳定剂检测结果比较

(四)DBP单抗竞争反应时间的选择
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实验结果表明，延长竞争反应时间为2 h，虽然检测信号略有提高，但是检测

灵敏度却不及1．5 h的效果，因此仍采用1．5 h为最佳竞争反应时间。

(五)二抗反应温度的选择

DBP(ns／mL)

图3．5二抗反应温度的优化

二抗孵育温度为37℃和25℃时，检测信号和灵敏度差异不大，25℃检测信

号有所提高，但是灵敏度不及37℃时高，因此二抗最佳反应温度为37℃。

(六)常规ELISA与BA．ELISA
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lO loo 1ⅨⅪ 10000

DBK略佃L)

图3．6常规ELISA与BA．ELISA比较

由结果可知，与常规酶联免疫吸附试验相比，生物素．亲和素放大酶联免疫吸附

法由于生物素和亲和素之间多级放大效应，显著提高了检测信号，免疫分析的特异

性有较大提高。最终选择BA-ELISA进行后续实验。

(七)显色体系的选择

比较OPD和TMB两种显色剂的效果，TMB系统OD值明显高于OPD系统，

检测信号提高，IC50值也高于OPD系统，故选择OPD显色体系为最终检测用体系。
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1．6
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Z遐P(ns／mL)

图3．70PD与TMB显色体系的比较

3．3．4人工抗原包被的间接竞争F_L I SA标准曲线的建立

综合上述，人工抗原包被间接竞争ELISA检测DBP的步骤如下：

(1)包被：人工抗原DBAP．BSA用包被缓冲液稀释至0．5 pg／mL，100刖孔
包被，空白孔用等量的包被缓冲液替代，4℃过夜。次日倒出液体，拍千后，加200

pLPBST，轻轻摇动90 S，倒出液体，拍干，共洗涤三次。

(2)封闭：每孔加250此5％SMP，37℃封闭l h。倒出液体，拍干后，加200

脚BST，轻轻摇动90 S，倒出液体，拍干，共洗涤三次。

(3)竞争：将DBP用竞争反应液(含有100,4 DMF，0．1％BSA，1．6％NaCI，

O．01％KCI的O．01 mol／L的PBS)从2000 rtg／mL梯度稀释到3．9舭，50止每
孔，然后每孔加入50止二倍最佳工作浓度的抗体，阳性孔加50皿竞争反应液和

50此二倍最佳工作浓度的抗体，25℃竞争反应1．5 h。倒出液体，拍干后，加200

脚BST，轻轻摇动90 S，倒出液体，拍干，共洗涤三次。

(4)加二抗：将生物素化的羊抗小鼠IgG用抗体稀释液1：10000稀释，100pLY

孔加入酶标板，37℃孵育1 h。倒出液体，拍干后，加200衄BST，轻轻摇动90 S，

倒出液体，拍干，共洗涤三次。
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(5)加亲和素：用抗体稀释液将过氧化物酶标记的亲和素1：800稀释后，100

pL／孔加入酶标板，37"C孵育30 min。倒出液体，拍干后，加200 lxLPBST，轻轻摇

动90s，倒出液体，拍干，共洗涤三次。

(6)显色：新鲜配制的OPD显色液，100止．，孔加入酶标板，室温避光20min，

使显色充分。

(7)终止：每孔加50止终止液终止反应。

(8)结果：用酶标仪测定492nm处的OD值判定结果。

以OD492 nln为纵坐标，DBP浓度的为横坐标，进行逻辑斯底回归分析，如图

3．8，曲线回归方程Y=(A-D)／[I+(x／C)B)】+D，其中A=1．11，B=0．9，C=191，D=

．0．05，R2=0．9952，DBP浓度在13 ng／rnI广1000 ng／mL(IC20'--IC80)范围内时，DBP

浓度和吸光值之间相关性良好，最低检测下限为6．25 ng／mL。

3．3．5环境样品中imp残留检测试剂盒原理及检测步骤

原理；本试剂盒采用间接竞争ELISA，在酶标板上预包被上DBAP．BSA，加入

DBP标准品或样品，再加入DBP单抗，DBP标准品或样品与DBAP．BSA竞争结合

抗体，再加入酶标记的二抗，用OPD底物显色，样本吸光值与DBP含量成负相关，

通过标准曲线换算出相应的值，即可得出样品中DBP的残留量。

操作步骤：

一、标准曲线的制作

1、将所需试剂从4"C冷藏环境中取出，液体试剂使用前均须摇匀。

2、取出需要数量的酶标板，将试剂2用试剂2稀释液稀释2000倍，100 pU

孔包被酶标板，4"C过夜。

3、酶标板用试剂3洗涤3次，每孔加入250儿试剂4，37"C孵育1 h。

4、酶标板用试剂3洗涤3次，试剂1用试剂1稀释液稀释为从2000陷／mL到

3．9¨eJmL共11个不同浓度，试剂5用试剂1稀释液稀释4000倍。

5、每孔加入不同浓度的稀释后的试剂1各50皿，，再加入稀释后的试剂5各50

肛L，25℃孵育1．5 h。

6、酶标板用试剂3洗涤3次，加入lOOgL试剂6(用试剂6稀释液稀释10000

倍)，37℃孵育1 h。

9、酶标板用试剂3洗涤3次，加入lOOgL试剂7(用试剂6稀释液稀释1000

倍)，100刖孔加入酶标板，37℃孵育30 rain。

lO、酶标板用试剂3洗涤3次，每孔加入100止试剂8，室温避光20 rain。

11、每孔加入50此试剂9，用酶标仪测定492 nm处的吸光值。

32



⑧ 硕士学位论文
MASTER‘S THESIS

以OD492 nm为纵坐标，DBP浓度的为横坐标，进行逻辑斯底回归分析，根据

曲线回归方程计算样本中DBP的浓度。

二、样品测定

样品取代试剂l，操作步骤与标准曲线操作步骤相同。

三、样品中DBP浓度计算

参照步骤l做出的标准曲线，如图3．8，曲线回归方程Y=(A-D)／[I+(x／C)B)】+D，

其中A=1．1 l，B=0．9，C=191，D=．0．05，
2

0．9952，将测得的OD值代入方

程，计算出相应的DBP浓度。

10 100 1000 10000

DBP(枞)
图3．8 DBP检测间接竞争ELISA标准曲线
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3．4讨论

3．4．1细胞的冻存与复苏

及时冻存已筛选过的杂交瘤细胞株是抗体制备过程中非常重要的一环，一方

面，可以避免某些阳性杂交瘤细胞株的丢失，另一方面，可以避免停电、培养条件

改变、污染等带来的损失。

细胞冻存时要以一定梯度降低温度，先存放至．20℃，再放至．70℃，最后在

．196℃长期保存，冻存液中DMSO浓度一般在在5％．-．10％t591。血清浓度DMSO浓

度在各实验室略有不同，本实验室采用血清：DMSO比例为9：l，细胞复苏后活力

较好。细胞复苏时应注意快速溶解，从液氮罐中取出冻存管后，迅速置于在37℃

水中，轻轻摇晃1 min内溶解完全，1000 rpm离心5 min，无菌操作，移入培养瓶。

3．4．2杂交瘤细臆的筛选

对杂交瘤细胞的筛选，一般要进行3~5次克隆化，每次克隆化之前，将小鼠腹

腔巨噬细胞作为饲养细胞进行铺板，同时设计好细胞的稀释梯度，尽量使每个孔只

有一株细胞，稀释度过小可能得不到单克隆的细胞团，稀释度过大可能会导致细胞

阳性的丢失。

抗体阳性检测的方法有很多，如间接ELISA，夹心ELISA等，通常根据现实

条件条件决定检测方法，但是杂交瘤细胞检测必须快速、简便、灵敏，以便对杂交

瘤细胞住的取舍之后再次克隆或扩大培养if,o]。本实验室采用间接ELISA进行阳性

检测和灵敏度的检测，很好的满足了实验要求。另外，每次对细胞株进行检测时，

要等至细胞长至整个视野的1／10左右，若细胞长得太少，检测阳性值均低，不能进

行取舍；若细胞长的太满，又会导致阳性的丢失，因为细胞在生长过程中，集落中

间的细胞不断进行分裂，直至中间多数细胞因密度过大而死亡，造成二次检测时呈

现阴性的现象。在本实验中，细胞长至整个视野的1／10左右，记录每孔的集落数，

进行阳性和灵敏度检测后，吹散细胞继续进行克隆化和筛选工作，直至阳性和灵敏

度均达到要求后，对细胞进行扩大培养。

3．4．3间接竞争ELISA注意事项

在ELISA反应体系中，抗原浓度、抗体浓度、pH值、温度、酶标记物浓度等

至关重要，但实验操作中其他细节也不可忽略，只有在最佳条件下，才能测得好的

标准曲线。首先，每次实验要使用同一厂家同一批次的酶标板，因为ELISA检测是
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建立在物理吸附作用基础上的，现在使用的酶标板多为聚乙烯或聚苯乙烯材料，不

同厂家不同批次之间的差异较大。其次，试验用试剂最好现用现配，放置时间不宜

过长，因为试剂会会随时间延长而降低，影响检测质量。在ELISA洗板过程中，确

保每次洗涤时间达到90 S，将未结合上的物质充分洗掉，防止影响显色反应。最后

ELISA间接竞争标准曲线的建立，要通过多次重复实验确定，确保实验的可重复

性、准确性和精确性。

3．4．4酶联免疫技术的改进—蹦-EL I SA

为了提高检测的灵敏度，在常规ELISA基础上，还开展了ELISA与其他技术

结合的新方法，例如捕获法测IgM抗体，双位点一步法，亲和素．生物素．ELISA法，

酶联免疫化学发光测量法【58,61,62】，酶联免疫荧光测量法【63-70l，同时也建立了几种放

大系统，如碱性磷酸酶放大系统，生物素亲和素放大系统等【．71刁61，大大提高了检测

的敏感性，其中生物素．亲和素系统是目前较为广泛使用的一种。BA．ELISA是结合

生物素和亲和素之间的高度放大作用而建立的一种检测系统。亲和素是一种碱性糖

蛋白，分子量为68 kDa，由四个亚单位组成，对生物素有非常高的亲和力，生物素

容易与蛋白质如抗原抗体等共价结合，这样结合了酶的亲和素分子和结合有抗体的

生物素分子之间长生反应，既起到了多级放大作用，又能在遇到相应底物时产生显

色反应，达到检测未知样品分子的目的。

在BA-ELISA操作中要注意，控制好反应物的浓度，本法灵敏度高，因此生物

素标记抗体的浓度更应该严格控制。生物素标记的抗体稳定性比酶标记的好，加入

等量的甘油后可以保存两年，切记反复冻融，影响其活性。另外，要把握好反应的

时间和温度，由于生物素和亲和素的高亲和力，二者标记物的反应时间应该较抗原

抗体反应时间短，为了减少非特异性吸附，反应时间不宜过长，一般37℃反应30

min为宜。生物素．亲和素系统与酶联免疫方法的结合，是以提高检测灵敏度为目标

的，经验证，该方法灵敏度高，操作简便，在ELISA领域将有着广阔的应用前景。

3．4．5 ELI趴显色反应

显色反应是ELISA检测的最后一个步骤，即酶催化物色的底物产生有色产物的

过程。酶标记反应物的好坏直接影响着实验结果，因此被认为是最关键的试剂。常

用的酶有辣根过氧化物酶(m冲)、碱性磷酸酶(AP)、葡萄糖氧化酶、脲酶等。良

好的酶标记需要能够对低产物产生高催化率，酶催化底物产生的有色信号方便测

定，重复性和敏感度好。免疫技术常见酶及其底物见表3．3。
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在用ELISA进行定性测定时，显色反应温度和时间不需要严格控制，可根据显

色情况自行调整显色反应的时间；在进行定量测定时，要严格控制显色时间和温度，

以确保实验结果的可靠性和可重复性。

OPD和TMB是ELISA领域较广泛应用的两种显色剂，OPD底物见光敏感，

会自行变色，显色反应需要避光进行，一般在室温或37℃反应15~30 rain后显色

稳定，继续延长反应时间只是增加了本底显色。反应结束后用硫酸终止，颜色由橙

黄色变为橘红色，测定492 nm处的OD值进行结果判定。TMB受光的影响不大，

显色一般在室温进行，37℃反应15 min，用硫酸终止后颜色由蓝变黄，测定450 nm

处吸光值即可。本实验比较了两种显色系统在间接竞争ELISA测定中的灵敏度，虽

然TMB无毒，稳定性高，而OPD具有易挥发和致突变特性【7刀，结果显示TMB系

统显著提高了检测信号，但是灵敏度却不及OPD系统高。
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附录一

主要英文缩写词

英文缩写 英文全称 汉语全称

BSA Bovine albumin 牛血清白蛋白

DBP Dibutyl phthalate 邻苯二甲酸二丁酯

DN口 Dimethyl phthalate 邻苯二甲酸二甲酯

DNLAIP Dimethyl-4amino phthalate 4一氨基邻苯二甲酸二甲酯

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 酶联免疫吸附试验

FBS Fetal bovine serum 胎牛血清

FCA Freund’s complete adjuvant 福氏完全佐剂

FIA Freund’S incomplete adjuvant 福氏不完全佐剂

GC Gas chromatography 气相色谱

GC．MS Gas chromatography-mass spectrometry 气相色谱质谱法

h Hour 小时

H202 Hydrogen peroxide 过氧化氢

皿LC High performanc七liquid chromatography 高效液相色谱

HRP Horseradishperoxidase 辣根过氧化物酶

Ig-G Immunoglobulin G 免疫球蛋白G

nag Milligram 毫克

mm Minute(s) 分钟

OPD 0一phenylenediamine 邻苯二胺

D溺 Ovalbumin 鸡卵清蛋白

PBS Phosphate bu您ered saline 磷酸盐缓冲液

PVC Polyvinyl acetate 聚氯乙烯

rpm Revolutions per minute 每分钟转数

SDS Sodium dodecyl sulfate 十二烷基硫酸钠

喵S Trihydroxy methylamino methane 三羟甲基氨基甲烷
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2013(SCI)
2．Zhao Jingyun，You Hui，Zhang Yaran,Yuan Junlin·．Toxic Effects of Nano-Fe203 on
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