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摘 要：通过合成保留五氯硝基苯分子结构特性的半抗原，将其与 ＢＳＡ偶联后免疫实验动物，获得了特异性的五氯硝基
苯多克隆抗体，用间接酶联免疫吸附分析法检测，最低检测限达到９．４ｎｇ·ｍＬ－１。
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五氯硝基苯（ＰＣＮＢ）属取代苯类杀菌剂，其化学
结构、性质与六六六牗ＨＣＨ牘、滴滴涕牗ＤＤＴ牘相似，具有
性质稳定、毒性大、致癌和高残留等特点犤１犦，其化学结

构式如图１所示。１９３０年五氯硝基苯被用来代替水
银杀虫剂的农药引入到农业生产中，现在主要作为人

参栽培过程中使用的土壤消毒剂，也用于种子和移栽

苗的杀菌处理 犤２犦。五氯硝基苯具有水溶性差，易在人

参根部积累的特点，因此被列为人参产品质量检验指

标之一。我国曾经因为五氯硝基苯的超标问题，极大

地影响了人参的出口。

五氯硝基苯传统的仪器检测方法包括气相色谱

（ＧＣ）和高效液相色谱（ＨＰＬＣ）。但是这些检测方法的
样品前处理过程非常复杂，容易引入干扰物质，使检

测结果受到影响。目前，较为先进的小分子物质检测

法是酶联免疫吸附分析 （ＥＬＩＳＡ），它具有简洁快速、
特异性强、灵敏度高等优点，已被国内外研究者广泛

地应用于农药残留的检测中。有关五氯硝基苯的

ＥＬＩＳＡ技术在国内还未见报道。本试验旨在制备一种
特异性的五氯硝基苯多克隆抗体，为以后的五氯硝基
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图２ 半抗原合成的反应设计
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苯ＥＬＩＳＡ检测打下基础。

１ 材料和方法

１．１材料、试剂和仪器
１．１．１材料和试剂

五氯酚、五氯硝基苯、Ｎ－羟基琥珀酰亚胺
（ＮＨＳ）、Ｎ，Ｎ′－二环己基碳二亚胺（ＤＣＣ）、氯甲酸异
丁酯，Ｓｉｇｍａ公司产品；牛血清白蛋白（ＢＳＡ）、卵清蛋
白（ＯＶＡ），北京欣经科生物技术有限公司产品；弗氏
完全佐剂、弗氏不完全佐剂，ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司产品；
ＨＲＰ标记羊抗兔二抗１∶５０００，北京军事医学科学院
产品；９６孔酶标板，天津有机玻璃厂产品；其他试剂
均购于北京化学试剂公司。

ＥＬＩＳＡ所用溶液：碳酸盐缓冲液（ＰＢＳ）０．０５ｍｏｌ·
Ｌ－１牞ｐＨ９．６牷稀释液（ＰＢＳＴ），０．０２ｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ７．２磷
酸缓冲液 （ＰＢ），０．１４ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ，０．０５％吐温－
２０，０．１％明胶；Ａ液：过氧化尿１ｇ，柠檬酸１０．３ｇ，
Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ３５．８ｇ，吐温－８０１００μＬ，蒸馏水
１０００ｍＬ，ｐＨ５；Ｂ液：四甲基联苯胺（ＴＭＢ）７００ｍｇ（４０
ｍＬ二甲亚砜（ＤＭＳＯ）溶解），柠檬酸１０．３ｇ，蒸馏水
９６０ｍＬ，ｐＨ２．４；洗涤液：碳酸盐缓冲液 （ＰＢＳ）加

０．０５％吐温－２０；终止液：２ｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２ＳＯ４。以上所
用化学试剂均为分析纯。

１．１．２主要仪器设备
Ｍ－Ⅲ酶联免疫检测仪 牗华东电子管厂牘；ＬＫＢ

Ｂｉｏｃｈｒｏｍ４０６０紫外可见分光光度计牗瑞士Ｐｈａｒｍａｃｉａ牘；
ＴＧＬ－１６Ｇ台式高速冷冻离心机 牗上海安亭科学仪器
厂牘；ＦＤ－１冷冻干燥器 牗北京博医康技术公司牘；
ＬＤ４－２Ａ低速离心机 牗北京医用离心机厂牘；ＡＣＦ－
３００ＭＨＺ核磁共振仪牗ＢＲＵＫＥＲ牘。
１．２半抗原的合成

称取２ｇ五氯酚和１ｇＫ２ＣＯ３溶于３０ｍＬ丙酮中，
在氮气的保护下，加入１．１４ｇ溴丙酸反应２ｈ，再加入
０．５ｇ溴丙酸，保持以上条件不变反应过夜。减压蒸除
有机溶剂，剩余物质用浓盐酸和二氯甲烷分开，弃掉

无机相，有机相用无水 Ｎａ２ＳＯ４干燥，减压蒸除有机
溶剂后，用硅胶柱层析净化即得到所需半抗原粗产

品犤３犦。通过核磁共振图谱可以看出溴丙酸通过醚化反

应连接到五氯酚上，合成出目标半抗原，半抗原合成

的反应设计如图 ２所示。核磁共振鉴定结果：１Ｈ－
ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３）：４．３５（ｔ，２ｈ，Ｊ＝７．３Ｈｚ）；２．９５（ｔ，２ｈ，
Ｊ＝７．３Ｈｚ）。１３Ｃ－ＮＭＲ（ＤＭＳＯ）：１７１．７９４、１５１．６９５、

１３１．０４１、１２８．２１３、１２７．９５０、７０．３４８、３５．００６。
１．３免疫原和包被抗原的合成
１．３．１免疫原的合成

将１８ｍｇ半抗原溶解到０．３５５ｍＬ的Ｎ，Ｎ′—二
甲基甲酰胺（ＤＭＦ）中，使浓度达到１５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１，在
其中加入７．３１５ｍｇＤＣＣ和４．０８ｍｇＮＨＳ，使ＤＣＣ和
ＮＨＳ的浓度达到１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１，在室温下搅拌反应
５ｈ，反应液离心，取上清液。称取１０ｍｇＢＳＡ溶解到１
ｍＬ碳酸钠缓冲液中（０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１牞ｐＨ９．６）中，缓慢
加入上清液，在４℃条件下搅拌反应２ｈ。反应液装入
透析袋中用ＰＢＳ（０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１牞ｐＨ７．４）透析，每４ｈ
换液一次，共换液８次。透析后离心，上清液冷冻干
燥，４℃保存。
１．３．２包被抗原的合成

反应过程同上，只需将ＢＳＡ换成ＯＶＡ即可。
１．４半抗原与载体蛋白的偶联比率估算犤４犦

准确称取半抗原 （Ａ）、ＢＳＡ（Ｂ）、半抗原 －ＢＳＡ
（Ｃ），用同一缓冲液配制确切浓度。分别测定这３种溶
液在Ａ和Ｂ最大吸收峰波长处（紫外扫描求得）的吸
光值，即ＡＡａｍ、ＡＡｂｍ、ＡＢａｍ、ＡＢｂｍ、ＡＣａｍ、ＡＣｂｍ。同时计算
Ａ在 Ａ和 Ｂ吸收峰波长处的克分子消光系数，即
ＫＡａｍ、ＫＡｂｍ；以及Ｂ在Ａ和Ｂ吸收峰波长处的克分子
消光系数，即 ＫＢａｍ、ＫＢｂｍ。按以下公式计算Ａ和Ｂ物
质的克分子比：

克分子比＝
（ＡＣａｍ×ＫＢｂｍ－ＡＣｂｍ×ＫＢａｍ）
（ＡＣｂｍ×ＫＡａｍ－ＡＣａｍ×ＫＡｂｍ）

１．５抗体的制备
２只体重约２ｋｇ的健康新西兰大耳白兔，在动物

房观察饲养一周。称２ｍｇ免疫原溶于１ｍＬＰＢＳ中，与
１ｍＬ的弗氏完全佐剂混合，充分乳化，注射兔脚趾进
行初次免疫。以后换用弗氏不完全佐剂，每隔１５ｄ加
强免疫一次，背部皮下多点注射。
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图３ 间接ＥＬＩＳＡ检测抗血清的效价曲线

Ｆｉｇｕｒｅ３ ＩｎｄｉｒｅｃｔＥＬＩＳＡｍｅｔｈｏｄｆｏｒｓｐｅｃｉｆｉｃｃｕｒｖｅｏｆａｎｔｉｂｏｄｙｓｅｒａ

从第３次免疫开始后，每次免疫后１０ｄ左右，兔
耳边缘静脉采血。血液在４℃放置４ｈ后离心取血清，
间接ＥＬＩＳＡ法测定血清效价。当抗血清达到所需的效
价时，兔动脉采全血，于室温静置２ｈ，再置４℃冰箱
过夜，次日以４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，收集血清。
１．６抗体与五氯硝基苯的亲和性

（１）在９６孔酶标板中每孔加入１００μＬ包被抗
原，４℃过夜，弃包被液，用洗涤液洗３次，在吸水纸
上甩干。

（２）将５０μＬ不同浓度（０、１０、５０、１００、２００、５００、
１０００ｎｇ·ｍＬ－１）的五氯硝基苯标准液加入酶标板，每
个浓度做２次重复，再加入５０μＬ五氯硝基苯抗体，
放入湿盒３７℃孵育３０ｍｉｎ，弃液后洗板。

（３）每孔加入１００μＬ羊抗兔酶标二抗，放入湿盒
３７℃孵育３０ｍｉｎ，弃液后洗板。

（４）将Ａ液Ｂ液等体积混匀后，向酶标板各孔加
入１００μＬ，避光显色１０ｍｉｎ后，每孔加入５０μＬ终止
液，于４５０ｎｍ波长处测定各孔的ＯＤ值。

将含０ｎｇ·ｍＬ－１标准品孔的 ＯＤ值减去含最大
浓度标准品孔的ＯＤ值定为 Ｂ０，其余孔用同样方法校
正后的ＯＤ值定为 Ｂ；以ｌｇ牗Ｂ／Ｂ０牘值为纵坐标，相应
的标准品浓度的自然对数为横坐标，绘制标准曲线。

１．７抗体的交叉反应
按 １．６的步骤分别对五氯硝基苯的结构类似物

五氯酚和六氯苯进行交叉反应实验。建立上述２种物
质的抑制曲线，并计算各自的 ＩＣ５０，按下式计算交叉
反应：

交叉反应 ＝ＩＣ５０（五氯硝基苯）／ＩＣ５０（类似物）×
１００％

２ 结果与分析

２．１半抗原与载体蛋白的偶联结果
经紫外扫描，半抗原在 ２９０ｎｍ处有吸收峰

Ａ２９０＝１．１７７牞ＢＳＡ在波长 ２７９．９处有 Ａ２７９．９＝
０．７４０，根据下式：克分子比＝（ＡＣａｍ×ＫＢｂｍ－ＡＣｂｍ×
ＫＢａｍ）／（ＡＣｂｍ×ＫＡａｍ－ＡＣａｍ×ＫＡｂｍ），计算出半抗原
与ＢＳＡ的结合比约为５３∶１，表明半抗原与蛋白质的
偶联效果明显，但是结合比偏高，究其原因是多方面

的，需要做进一步的研究。

２．２抗血清的效价
本实验获得了高效价（稀释倍数）的抗血清。图３

为抗血清的效价曲线，效价＞１．２×１０６倍，说明得到
了稀释倍数高的免疫血清。抗体效价高，亲和常数就

高，表明抗体的亲和力很高。

２．３五氯硝基苯标准曲线
图 ４为优化条件下五氯硝基苯标准曲线线形化

模型，计算出回归方程为 ｙ＝－０．１４２９ｘ＋１．１２０１牞
相关系数（ｒ）为０．９９６，得到很好的标准曲线。根据回
归方程计算，五氯硝基苯的最小检测极限 （ＩＣ２０）为
９．４ｎｇ·ｍＬ－１，抑制中浓度 ＩＣ５０为７６．７ｎｇ·ｍＬ－１。

酶联免疫测定实际样品时要通过标准曲线算出

结果，标准曲线的好坏直接影响到测定结果的可靠

性。图４建立的标准曲线线性关系良好，为后续实际
样品的测定打下了基础。

２．４抗体的特异性

通过多克隆抗体的交叉反应实验，抗体对五氯酚

的抑制中浓度 ＩＣ５０为２３７６．７ｎｇ·ｍＬ－１，交叉反应为
３．２％；抗体对六氯苯的抑制中浓度 ＩＣ５０为 ６２７．９
ｎｇ·ｍＬ－１，交叉反应为１２．２％。从而可以证明本试验
所获抗体对五氯硝基苯有特异性，但还有待于进一步

研究抗体对其它类似物的交叉反应。

３ 讨论

五氯硝基苯为小分子物质，没有免疫原性，而且

它的分子特征也不能让它直接与大分子蛋白物质偶

联，因此要得到它的特异性抗体必须设计结构相似的

半抗原与蛋白物质偶联，这也是制备大多数小分子农

药的设计思路。本文利用五氯酚与溴丙酸通过醚化反

应合成了半抗原，该半抗原上有一个活泼的羧基能够

图４ 五氯硝基苯的标准曲线

Ｆｉｇｕｒｅ４ ＳｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｆｏｒｐｅｎｔａｃｈｌｏｒｏｎｉｔｒｏｂｅｎｚｅｎｅｂｙＥＬＩＳＡ
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很好的偶联到大分子蛋白物质上。通过免疫该半抗原

偶联物产生了对五氯硝基苯有很强特异性的抗体。

通过交叉反应实验，抗体对五氯酚、六氯苯的识

别能力都很小。结果表明在进行半抗原合成时由于连

接上了一个活性臂使分子构象发生变化。要了解具体

变化的情况，还有待于通过计算机模拟等手段进行详

细的研究。
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