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酶联免疫吸附分析法测定苯并 ( a)芘和多氯联苯

邓安平
(四川大学化学学院, 成都, 610064 )

摘 � 要 � 对苯并 ( a)芘作了五种不同的化学修饰, 并与载体蛋白交联, 制备出十四种单克隆抗体. 经单克

隆抗体的筛选和实验条件的优化, 建立了测定苯并 ( a)芘的酶联免疫吸附分析法. 以 4, 4� �二氯联苯为测定

多氯联苯的酶联免疫吸附分析法的起始物, 作了二种化学修饰, 制备出九种多克隆抗体, 建立了以羊抗多

氯联苯抗体为基础的酶联免疫吸附分析法, 并用于土壤中多氯联苯的测定.
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� � 多环芳烃 ( PAH s)和多氯联苯 ( PCBs)是两类影响较大的环境污染物. 多环芳烃中又以苯并 ( a)芘

( B aP)的毒性最强. 测定苯并 ( a)芘和多氯联苯的方法主要是色谱分析法, 但是色谱法仪器昂贵、样

品预处理复杂、费时
[ 1� 4 ]

. 酶联免疫吸附分析法 ( ELISA )具有灵敏度高、特异性强的特点. 测定环境

中苯并 ( a)芘和多氯联苯的 ELISA均已有报道
[ 5, 6 ]

.

� � 本文报道了测定苯并 ( a)芘和多氯联苯的酶联免疫吸附分析法. 以单克隆抗体为基础, 测定水中

的苯并 ( a)芘, 并以羊抗多氯联苯抗体为基础, 用于土壤中多氯联苯的测定.

1� 苯并 ( a)芘和多氯联苯的修饰

� � 在苯并 ( a)芘的 6位, 7位和 10位作了五种不同的修饰, 使其末端带有活性基团羧基, 其中 7位

和 10位上修饰基团链长为四个碳, 而 6位的修饰基团链长分别为三、四、五个碳, 如图 1所示. 多

氯联苯以 4, 4� �二氯联苯为代表, 作了两种修饰, 一种形成重氮化合物后立即与蛋白交联, 另一种修

饰成带有羧基的碳链, 如图 2所示.

图 1� 末端带有羧基活性基团的五种苯并 ( a)芘修饰物的结构

( a) , ( b ) 分别为 7位和 10位上的修饰基团, 链长为四个碳的修饰物;

( c) , ( d ), ( e) 为 6位上的修饰基团, 链长分别为三、四、五个碳的修饰物

Fig�1� Struc ture of five d ifferent m odified benzo( a) pyrene derivatives

� � 将带羧基的苯并 ( a)芘和多氯联苯的修饰物在二甲基甲酰胺 ( DM F)中与双二环已基 �碳化二亚胺
盐酸盐 ( DCC)和 N�羟基琥珀酸亚胺 (NHS)在室温下反应过夜, 离心, 取上清液加入到 pH约为 8的蛋

白质 (载体蛋白为牛血清白蛋白和钥孔虫戚血蓝素 ) 溶液中, 室温反应 3� 4h, 反应液装入透析袋,

于 4� 冰箱中在磷酸盐缓冲溶液中透析 3� 4d, 冷冻干燥, 低温保存.
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� � 苯并 ( a)芘 �蛋白质偶合物用作免疫原对 BALB /c小鼠进行免疫, 接受免疫的小鼠的脾细胞与肿瘤

细胞融合, 融合细胞在培养液中培养, 用间接 ELISA对培养液中的抗体进行筛选和质量鉴定. 共筛选

出 14种与 BaP有特异性反应的单克隆抗体. 4, 4� �二氯联苯 �蛋白质偶合物对八只兔子和一只羊进行
免疫, 得到九种多克隆抗体.

图 2� 4, 4 '�二氯联苯修饰物的结构

( a) 重氮盐修饰物, ( b) 末端带有羧基且修饰基团链长为四个碳的修饰物

Fig�2� Structure o fm odified 4, 4 '�dich lo robipheny l derivativ e

2� 酶联免疫分析法

� � 苯并 ( a)芘和多氯联苯分别用间接和直接竞争 ELISA测定. 间接法是用包被抗原包板, 而直接法

用抗体包板. 最后用酶标仪测定各孔溶液的吸光度 ( A ). 待测物浓度愈大, 吸光度愈小. 以 A�lgC或
B /B0 � 100% �lgC作图 (B 0和 B分别为浓度为零和其它标准液时的吸光度 ) . 计算检出限 ( DL ) 和

IC50 (信号降低一半所对应的浓度 ). IC50值越愈小, 灵敏度愈高.

3� 灵敏度
� � 苯并 ( a)芘的测定: 从十四种单克隆抗体中, 筛选出灵敏度最高的单抗 (编号为 22F12) . 标准曲

线如图 3所示, DL= 0�02�g� l
- 1
, IC50 = 0�21�g� l

- 1
.

� � 多氯联苯的测定: 羊抗血清与 PCBs的亲和力较大. 以 A rocho l 1242 (主要含 4, 4� �二氯联苯 ) 为

标准溶液, 标准曲线如图 4所示, DL= 8�9�g� l
- 1
, IC50 = 205�g� l

- 1
.

� � 测定苯并 ( a)芘的方法的比测定多氯联苯的方法大约灵敏 1000倍.

4� 特异性

� � 单抗 22F12与 , 茚并 ( 1, 2, 3�ed)芘和苯并 ( b)荧蒽的交叉反应率超过 20% , 主要是这三种

PAH s的结构与 BaP非常相似, 但 22F12与含 2� 3个苯环的 PAHs的交叉反应率均小于 1% , 表明单

抗 22F12的特异性比较高.

� � 羊抗血清与 A rochol 1248, A rochol 1254和 A rocho l 1260的交叉反应率分别为 79�6% , 31�7%和
13�6%, 与其它 PCBs的交叉反应率均比较小.
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5� 环境样品的测定
� � 水样中苯并 ( a)芘的测定: 取自来水、湖水和河水, 加入苯并 ( a)芘标准溶液, 配成浓度为 0�1,
0�3和 1�0�g� l

- 1
的加标试样, 以单克隆抗体为基础, 用酶联免疫吸附分析法测定苯并 ( a)芘的含量.

如表 1所示, 自来水、湖水和河水的平均回收率分别为 104�6%, 131�4%和 146�7% . 湖水和河水中

的回收率较高, 可能源于基质效应的影响, 也可能是湖水和河水中存在极微量的苯并 ( a)芘所致.

� � 土样中多氯联苯的测定: 空白土样中多氯联苯的加标含量范围为 4� 64mg� kg
- 1
. 用酶联免疫吸

附分析法测定加标土样的多氯联苯含量. 批间测定的变异系数在加标值最小 ( 4mg� kg
- 1
) 时较高,

为 25�2%, 在其它加标值 ( 8� 64mg� kg
- 1
) 时均小于 20% , 回收率为 90�58% � 106�99% , 结果如

表 2所示. 用所建立的酶联免疫吸附分析法测定八个受 PCB s污染的土壤样品, 测定值在 26�5� 2090

mg� kg- 1之间.

表 1� ELISA测定苯并 ( a)芘加标水样的回收率

Tab le 1� Recover ies of EL ISA for the determ ination

o f benzo( a) pyrene in sp iked wa ter sam ples

加标浓度 /�g� l- 1 自来水 湖水 河水

0�1 98�9 160 162

0�3 112 135�7 146�7

1�0 103 98�4 99�3

平均回收率 �标准编差 /% 104�6 � 6�7 131�4 � 31 146�7 � 44�7

变异系数 /% ( n= 3 ) 6�4 23�6 30�5

表 2� EL ISA测定多氯联苯加标土壤样品

Tab le 2� The results of EL ISA fo r the determ ination of

polych lo rob ipheny l in spiked so il samp les

加标含量 /mg� kg- 1 0 4 8 16 32 64

测定值 /mg� kg- 1 0�87 5�12 9�43 16�57 29�86 58�93

标准偏差 � 0�76 � 1�29 � 1�37 � 2�46 � 4�20 � 7�76

批间变异系数 /% 25�20 14�74 14�84 14�38 13�16

回收率 /% 106�05 106�99 98�12 90�58 90�88

� � 用气相色谱重新测定这八个土壤样品, 两种方法的测定值非常接近, 拟合曲线斜率为 0�7913,
线性相关系数为 0�9866, 如图 5所示.

图 5� 酶联免疫吸附分析法和气相色谱法测定土壤样品中多氯联苯含量的相关性曲线

Fig�5� Co rre lation o f EL ISA and GC for the determ ination of polych lo rob ipheny l in so il samp les

� � 综上所述, 本研究对苯并 ( a)芘作了五种不同的化学修饰, 并与载体蛋白交联, 制备出了十四种单

克隆抗体. 经单克隆抗体的筛选和实验条件的优化, 建立了灵敏度高和选择性好的测定苯并 ( a)芘的酶

联免疫吸附分析法. 以 4, 4� �二氯联苯为起始物, 作了二种化学修饰, 制备出九种多克隆抗体, 建立了

基于多克隆抗体的测定多氯联苯的酶联免疫吸附分析法, 并用于土壤中多氯联苯的测定.
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ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY FOR THE ANALYSIS

OF BENZO( a) PYRENE AND POLYCHLOROBIPHENYL

DENG An�p ing
( College ofC hem istry, S ichuanU n iversity, Chengdu, 610064, Ch ina)

ABSTRACT

� � F ive differentmodificat ions w ere made for benzo ( a) pyrene. The mod ified benzo( a) pyrenes w ere cou�
pled to carrier pro teins and the prepared con juga tes of benzo( a) pyrene�prote ins w ere used as immunogens for
the production of ant ibodies. Fourteen monoc lona l antibod ies ( mAb ) w ere obta ined and screened. The

superior onew as selected and used for the establishment of enzyme linked immuno�sorbent assay ( EL ISA ) for

the analysis o f benzo( a) pyrene in w ater samples. To deve lop an ELISA for po lychlorob iphenyls ( PCB s) , 4, 4 '�
dich lorobiphenylw as used as a representative compound and w as mod ified in tw o w ays. N ine po lyc lona l anti�
bod ies ( pAb) w ere obta ined. Based on the utilization o f goat pAb, the ELISA for PCBs w as developed and

successfully applied for the determ ination o f PCBs in so il samples.

� � Keywords: enzym e linked immunosorbent assay, benzo( a) pyrene, po lychlorob ipheny.l


