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双酚 A人工抗原的光谱表征及免疫鉴定研究
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摘 　要 　双酚 A (bisphenol A , BPA)是一种酚类环境雌激素 , 即使极低剂量残留对人类健康也有危害。为了

建立其简单快速并适应现场检测的免疫分析方法 , 必须先合成它的人工抗原并进行鉴定。通过对双酚 A 进

行结构修饰 , 用碳二亚胺将结构修饰了的双酚 A 与牛血清蛋白相偶联 , 经透析得到纯的双酚 A 人工抗原并

冷冻干燥备用。然后用紫外光谱、红外光谱和免疫方法对人工抗原进行鉴定。结果表明 , 合成的人工抗原紫

外光谱图中具有蛋白质和双酚 A 的特征吸收峰 ; 人工抗原红外光谱图中呈现双酚 A 和牛血清蛋白的红外特

征吸收峰 ; 通过竞争 EL ISA 试验表明用合成的人工抗原免疫的 Balb/ c 小鼠血清中产生了双酚 A 的抗体。三

种方法综合鉴定结果表明双酚 A 人工抗原合成成功 , 该人工抗原可以进一步用于制备抗双酚 A 的单克隆抗

体。
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引 　言

　　双酚 A (bisphenol A , BPA)是一种酚类环境雌激素 [1 , 2 ] ,

又名 2 ,22双 (42羟基苯基)丙烷、二苯酚基丙烷。双酚 A 是重

要的精细化工原料 , 是生产聚碳酸酯、环氧树脂、聚砜以及

改性酚醛树脂等的重要中间体。

双酚 A 可通过食品包装容器和塑料薄膜渗入食品或饮

料进入体内 , 用于牙科的树脂和牙齿密封剂由 BPA 或 BPA2
双甲基丙烯酸酯组成 ,能从牙体缓慢渗入唾液而进入体内。

双酚 A 还能诱导人类乳腺癌、前列腺癌的发生 [3 , 4 ] 。BPA 也

可以使雄鱼体内的卵黄蛋白原 vitellogenin ( V T G) 浓度显著

提高 , 抑制睾丸的生长及受精卵的发育 [5 ] 。目前 , 国内外检

测 BPA 的方法有紫外分光光度法、双波长分光光度法、气相

色谱 ( GC) 法、气相色谱2质谱 ( GC/ MS) 法、高效液相色谱

( HPLC)法、高效液相色谱2紫外法 ( HPLC/ UV) 、液相色谱2
质谱 (LC/ MS)法、反相液相色谱法、极谱法、荧光法、分子

印记及 EL ISA 法等 [6218 ] 。仪器方法检出限可达到μg ·L - 1 ,

但样品前处理繁琐 , 操作耗时 , 也不适应现场测定。因此 ,

建立简便、快速、准确并适应现场测定的免疫分析方法对检

测双酚 A 残留具有重要的意义。王兰 [16 ]等对双酚 A 人工抗

原合成进行了研究 , 但鉴定方法过于简单。本研究用光谱和

免疫方法对合成的双酚 A 人工抗原进行综合鉴定 , 期望为进

一步建立双酚 A 免疫分析方法提供基础 , 也为其他小分子化

合物的人工抗原合成与光谱鉴定提供参考。

1 　实验方法

111 　材料与仪器

双酚 A (C1 P1 ,上海化学试剂公司) , 牛血清蛋白 (BSA ,

上海伯奥生物科技公司) , N2羟基丁二酰亚胺 (N HS , 国药集

团试剂公司) , 碳二亚胺盐酸盐 ( EDC ·HCl , Sigma 公司) ,

羊抗鼠 Ig G2辣根过氧化物酶 (武汉博士德生物工程有限公

司) , 氯代乙酸、无水氯化铝、N ,N2二甲基甲酰胺 (DMF) 、

邻苯二胺 (OPD) 、Tween220、双氧水、均为市售分析纯产品。

p H 710 磷酸缓冲溶液 ( PBS) , p H 910 碳酸盐缓冲溶液

(CBS) , p H510 磷酸柠檬酸缓冲溶液。

Nicolet 380 红外光谱仪 (美国热电公司) , TU21901 紫

外2可见分光光度计 (北京普析通用仪器有限责任公司) , Bio2
Rad 680 型酶标仪 (美国伯乐公司) 。

112 　人工抗原的合成与鉴定

11211 　人工抗原的合成

将 11370 4 g 双酚 A 和 01670 2 g 无水氯化铝投入到三

口烧瓶中 , 称取 01470 5 g 氯乙酸溶于 8 m LDMF 中 , 缓慢

滴入三口烧瓶 , 低温下搅拌至反应趋于缓和 , 逐渐升高温

度 , 反应至不再生成气体为止 , 冷却 , 过滤 , 称取 01057 5 g
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N HS 和 01095 8 g EDC ·HCl 溶于 2 mL DMF 中 , 与滤液混

合搅拌反应 2 h , 另称取 01100 2g BSA 溶于 3 mL p H 710

磷酸缓冲溶液中 , 并将上述反应液缓慢滴加其中 , 4 ℃下反

应 2 h , 离心分离 10 min , 上清液转移到透析袋 , 用 p H 710

磷酸缓冲溶液和蒸馏水各透析 36 h , 每 12 h 换一次透析液 ,

最后将透析液经冷冻干燥得到双酚 A 人工抗原。

11212 　人工抗原的紫外光谱鉴定

将双酚 A、牛血清蛋白、双酚 A 人工抗原分别进行紫外

光谱扫描。

11213 　人工抗原的红外光谱鉴定

将双酚 A 人工抗原和牛血清蛋白用 KBr 压片后进行红

外光谱扫描。

11214 　人工抗原的间接竞争 EL ISA 鉴定

用双酚 A 人工抗原免疫 Balb/ c 小鼠 3 次后 , 尾部取血 ,

制备血清 , 以间接竞争 EL ISA 法测定标准浓度双酚 A 对免

疫小鼠血清的抗体抑制。方法如下 : ①用包被液碳酸盐缓冲

溶液将抗原稀释为 10μg ·mL - 1 , 并以 100μL/ 孔加入到酶

标条中 , 用封膜覆盖 96 孔酶标板 , 37 ℃温箱温育 1 h , 4 ℃

过夜。甩干孔中的液体 , 用 PBST ( PBS + 015 % Tween20) 洗

涤一次 , 吸水纸拍干 ; ②20 mg ·mL - 1 脱脂奶粉加入孔中 ,

37 ℃封闭 1 h , 甩干孔中液体 , 用 PBST 洗涤三次 , 每次 5

min , 吸水纸拍干 ; ③加入 50μL/ 孔不同浓度 (100 , 10 , 1μg

·mL - 1和 100 , 10 , 1 , 011 ng ·mL - 1 )的双酚 A 标准溶液加

入酶标板中 , 再加入 50μL/ 孔一定浓度的抗血清稀释液 , 每

条酶标板最后留一孔作为空白对照 , 37 ℃温育 1 h , PBST 洗

板三次 , 吸水纸拍干 ; ④加入辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠

二抗 100μL/ 孔 , 37 ℃温育 1 h , PBST 洗板三次 , 吸水纸拍

干 ; ⑤加入新鲜配置的底物液 (磷酸柠檬酸缓冲液稀释液的

014 mg ·mL - 1 OPD , 1μL ·mL - 1 H2 O2 ) 100μL/ 孔 , 37 ℃

温育 015 h , 加入终止液 1 mol ·L - 1浓硫酸 50μL/ 孔 ; ⑥肉

眼观察每孔颜色变化 , 并用酶标仪测定波长 492 nm 处的 OD

值。

2 　结果与讨论

211 　人工抗原的鉴定

21111 　紫外光谱表征

从图 1 可以看出 BSA 在 278 nm 处有特征吸收峰 , 双酚

A 人工抗原在 278 nm 处也出现了特征吸收峰 , 并保留了 226

nm 处的双酚 A 的特征吸收峰 , 这说明合成的双酚 A 人工抗

原兼具了载体蛋白质和双酚 A 的特征峰 , 间接说明了双酚 A

人工抗原合成成功 [19 ] 。

21112 　红外光谱表征

图 2 为牛血清蛋白BSA 和双酚 A 人工抗原的红外谱图。

BSA 的红外光谱呈现了蛋白质类共有的吸收 , 如 3 306 cm - 1

的胺基 N —H 吸收峰、1 653 cm - 1 的酰胺谱带 Ⅰ和 1 536

cm - 1的酰胺谱带 Ⅱ等 [20 ] 。将双酚 A 人工抗原和 BSA 的红外

光谱对比可知 : (1) 双酚 A 人工抗原在 2 500～3 400 cm - 1和

1 300～1 600 cm - 1 出现了与 BSA 相类似的吸收峰 , 这是

BSA 中氨基酸的特征峰 , 说明合成的双酚 A 人工抗原中含

有 BSA ; (2) 双酚 A 人工抗原出现了 BPA 在 3 400 cm - 1的

羟基特征吸收峰 , 并且在 1 000～1 300 cm - 1出现了 BPA 与

BSA 偶联后的 C —N 伸缩振动吸收峰 , 而 BSA 的 IR 中并无

此吸收峰 , 进一步说明双酚 A 人工抗原合成成功。

21113 　人工抗原的间接竞争 EL ISA 鉴定

　　间接竞争 EL ISA 法测得双酚 A 标准溶液相对应的

OD492值见表 1。在等量包被的双酚 A 人工抗原酶标板中 , 加

入等量的抗血清后 , 随着加入的双酚 A 越多 , 显色越弱。这

Table 1 　OD492 of indirect competitive ELISA with

standard solution of bisphenol A

Bisphenol A standard solution (ng ·mL - 1) OD492

1 ×105 01 433

1 ×104 01 494

1 ×103 01 550

100 01 616

10 01 652

1 01 728

01 1 01 861

0 01 983

说明加入的双酚 A 越多 , 双酚 A 与血清中等量的抗双酚 A
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抗体结合越多 , 从而血清中双酚 A 抗体与包被的双酚 A 人

工抗原结合就越少 , 引起发色反应减弱 , OD 值降低。因此 ,

通过间接竞争 EL ISA 显色反应 , 直接证明合成的人工抗原

免疫 Balb/ c 小鼠后产生了抗双酚 A 的抗体 , 更进一步证明

双酚 A 人工抗原合成成功。

3 　结 　论

　　对双酚 A 进行结构修饰后 , 用碳二亚胺法使之与牛血清

蛋白质偶联并纯化后得到的双酚 A 人工抗原 , 经紫外光谱、

红外光谱和免疫方法综合鉴定 , 表明双酚 A 人工抗原成功合

成 , 可以进一步用于制备抗双酚 A 的单克隆抗体和建立合适

的双酚 A 免疫分析方法。
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Study on Spectral and Immune Identif ication of Artif icial Antigen of
Bisphenol A
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Abstract 　Bisphenol A (BPA) is able to mimic the effect s of endogenous hormones and it influences the central nervous system in

human being. In recent years , BPA has largely arisen because it is released into our environment f rom many kinds of the poly2
carbonate plastics and epoxy resins of food cans. Because t race residual amount of BPA might be harmful to human being , many

inst rument analysis methods have been developed for the determination of BPA. But these inst rument analysis methods require

complicated pre2t reatment steps and do not suit rapid processing of multiple samples. Gold2labeled immunochromatography assay

method can provide i n si tu monitoring of t race BPA in ground2water and drinking water. In order to build the simple and fast

gold2labeled immunochromatography assay method , it is necessary to synthesize and identify artificial antigen of BPA firstly.

The modified BPA was conjugated with the carrier of bovine serum albumin (BSA) by EDC ·HCl , af ter dialyzed , the synthe2
sized artificial antigen of BPA was lyophilized , and then stored at - 20 ℃. Three methods such as UV and IR spect ra scanning

and immunoassay were used to determine whether artificial antigen of BPA had been synthesized. The result s showed that UV

spect rum of artificial antigen of BPA has one absorbance band at 278 nanometers ( nm) which is the characteristic absorbance

band of the carrier of bovine serum albumin , and another absorbance band at 226 nm which is the characteristic absorbance band

of BPA. The IR spect rum absorbance bands of bovine serum albumin and BPA appeared on the IR spect rum graph of artificial

antigen of BPA , moreover , shrinked vibration bands at 1 00021 300 cm - 1 showed that a C —N bond was produced and suggested

that the modified BPA and BSA had been linked. The antibody of anti2 BPA was raised in sera of immunized Balb/ c mice by indi2
rect competitive EL ISA. So the above result s showed that the artificial antigen of BPA was synthesized successfully. The artifi2
cial antigen of BPA can be used to develop monoclonal antibody of anti2BPA and also to prepare gold2labeled immunochromatog2
raphy assay method for in situ monitoring of BPA in the future.
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