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Abstract：A rapid and sensitive detection method was established in this study for evaluating the environmental behavior of tetrabromobi⁃
sphenol A bis（2-hydroxyethyl）ether（TBBPA-DHEE）. On the basis of its structure, hapten D3 was designed and synthesized, and five
monoclonal antibodies against TBBPA-DHEE were prepared using hybridoma technology. These antibodies showed high cross-reactivity
with tetrabromobisphenol A mono（2-hydroxyethyl）ether（TBBPA-MHEE）and no cross-reactivity with other TBBPAs. After the reaction
conditions were optimized, the results showed that the linear ranges of TBBPA-MHEE and TBBPA-DHEE were 0.86~13.70 ng·mL-1 and
0.96~8.10 ng·mL-1 with detection limits of 0.78 ng·mL-1 and 0.56 ng·mL-1, respectively. Moreover, in water and soil samples collected
near a brominated flame retardants（BFR）plant in Shouguang City, Shandong Province, the maximum concentrations of TBBPA-DHEE/
TBBPA-MHEE were 15.45 ng·mL-1 and 6.75 ng·g-1, respectively.
Keywords：TBBPA; TBBPA-DHEE; TBBPA-MHEE; monoclonal antibody
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摘 要：为建立快速、灵敏的检测方法评估四溴双酚A（Tetrabromobisphenol A，TBBPA）类阻燃剂四溴双酚A双（2-羟基乙基）醚

（TBBPA-DHEE）在环境中的行为分布，本研究基于TBBPA-DHEE的结构，设计并合成半抗原D3；采用杂交瘤技术制备了 5株针对

TBBPA-DHEE的单克隆抗体；鉴定发现这些抗体均与四溴双酚A单（2-羟乙基）醚（TBBPA-MHEE）有较高的交叉反应，与其他

TBBPAs没有交叉反应；优化抗原/抗体工作浓度、缓冲液条件后，建立了间接竞争ELISA标准曲线。结果显示优化后的ELISA方

法检测 TBBPA-MHEE的检测范围为 0.86~13.70 ng·mL-1，检测限（LOD）为 0.78 ng·mL-1；检测 TBBPA-DHEE的检测范围为 0.96~
8.10 ng·mL-1，检测限为 0.56 ng·mL-1。采集山东省寿光市一家 BFR 工厂周边的水样和土壤样本，发现 TBBPA-DHEE/TBBPA-
MHEE在水样中浓度最高可达15.45 ng·mL-1，土壤样本中浓度最高可达6.75 ng·g-1。
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四溴双酚A（Tetrabromobisphenol A，TBBPA）由于

极好的阻燃性能成为大量使用的溴代阻燃剂（Bromi⁃
nated flame retardants，BFRs），常见于电子产品、纺织

品等生活用品中[1]。2001年全球市场总需求达 12万

t，2004年约 17万 t[2]。正是由于TBBPA类阻燃剂的大

量应用，导致其在环境样品中广泛检出，在大气[3-4]、

水体、鱼类[5-6]、土壤[7]、底泥[8-9]、植物[10]、鸟蛋[11]以及哺

乳动物[12-13]中均有报道。研究发现 TBBPA类化合物

是潜在的环境内分泌干扰物，类似于持久性有机污染

物，会在环境和生物体内积聚并且具有细胞毒性[14]、

神经毒性[15]、内分泌干扰性[16]、免疫毒性[17]以及干扰甲

状腺激素[18]等作用。

四溴双酚 A 双（2-羟乙基）醚 [TBBPA bis（2-hy⁃
droxyethyl）ether，TBBPA-DHEE]是主要的 TBBPA 衍

生物之一，在工程聚合物、环氧树脂、热塑性聚酯、聚

氨酯等中广泛应用。由于其具有较高的 logKow值，有

研究人员认为TBBPA-DHEE具有一定持久性和生物

蓄积性，并且具有较高的神经毒性。四溴双酚 A 单

（2 -羟乙基）醚 [TBBPA mono（2-hydroxyetyl）ether，
TBBPA-MHEE]是 TBBPAs类化合物及其衍生物在生

产过程中的副产物[19]。由于结构与 TBBPA-DHEE类

似，TBBPA-MHEE可能与 TBBPA-DHEE具有类似的

毒性作用。然而，TBBPA-DHEE/TBBPA-MHEE在环

境中累积、转运以及分布的研究较为少见。因此，亟

需建立TBBPA-DHEE/TBBPA-MHEE的检测方法，为

评估其环境行为提供技术手段。Liu等[19]建立了基于

ESI-MS用于测定 TBBPA-MHEE和 TBBPA-DHEE及

其他副产物或降解产物。但是TBBPA-DHEE的质子

亲和力低，基于 ESI或 APCI的离子源无法生成足够

的特定离子簇用于定量测定，必须通过AgNO3的衍生

化，然而高浓度 AgNO3 的引入可能会增加仪器污

染[20-21]。Liu等[22]应用超高效液相色谱仪-Orbitrap Fu⁃
sion三重质谱检测 TBBPA-MHEE。但是若采用仪器

方法，则需要优先获得仪器资源并且需要在测样品前

对样本按要求进行处理，且该方法也不能实现一次检

测多种样品。以抗原-抗体特异性结合为基础的免

疫分析方法，由于其检测手段简单等优势在环境分析

领域被大量使用[21-24]。然而，应用免疫分析方法检测

TBBPA-DHEE/TBBPA-MHEE却鲜有报道。

本研究以阻燃剂 TBBPA-DHEE/TBBPA-MHEE
为目标物，先通过设计半抗原结构，定期免疫小鼠；之

后利用杂交瘤技术筛选出高灵敏度的单克隆抗体，并

且对抗体的灵敏度等性质进行了鉴定；建立间接竞争

性 ELISA 方法用于 TBBPA-DHEE/TBBPA-MHEE 的

检测；采集典型区域的环境样本，分析其中 TBBPA-
DHEE/TBBPA-MHEE的分布情况。

1 材料与方法

1.1 材料

5~6周龄的雌性 Balb/C 小鼠购自扬州大学兽医

学院比较医学中心，SP2/0骨髓瘤细胞购自武汉博士

德生物工程有限公司，四溴双酚A单（2-羟基二乙）醚

标准品、四溴双酚A双（2-羟基二乙）醚标准品来自中

科院生态环境中心，BSA、OVA、EDC·HCl、FCA、FIA、

HAT（50×）、HT（50×）、50% PEG、3′-3′-5′-5′-四甲

基联苯胺（TMB）购自美国 Sigma公司，HRP-IgG购自

美国 Jacket公司，胎牛血清（Fetal bovine serum，FBS）
购自美国Gibico公司。其他常规试剂均购自国药集

团化学试剂有限公司。酶标板购于厦门怡佳美公司。

多功能酶标仪（TECAN Infinite M1000 PRO）为奥地利

TECAN公司生产。

1.2 TBBPA-DHEE半抗原的合成与鉴定

称取 2.86 g双酚酸装入圆底烧瓶内，加入甲醇 20
mL，回流 2 h得到 2.9 g双酚酸甲酯（a）；将双酚酸甲酯

溶于 40 mL冰醋酸中，然后慢慢加入 10 mL含 25.7 g
液溴的冰醋酸，连续转动 5 h；将其倒入亚硫酸氢钠的

饱和水溶液，将上述步骤得到的物质通过快速硅胶柱

色谱法获得 4，4-双（3，5-二溴-4-羟苯基）戊酸甲酯

（b）；随后利用（b）与 2-溴乙醇进行相互作用，得到了

化合物 4，4-双[3，5-二溴-4-（2-羟基乙氧基）苯基]戊
酸甲酯（c）；最后再通过化合物（c）与氢氧化钠的相互

作用后，即可得到半抗原 4，4-双[3，5-二溴-4-（2-羟
基乙氧基）苯基]戊酸 D3。合成路线如图 1所示。对

合成TBBPA-DHEE的半抗原D3用质谱与核磁共振进

行结构鉴定。

1.3 TBBPA-DHEE人工抗原的合成与鉴定

为了制备完全抗原，本研究采取了碳化二亚胺法

将之前合成好的半抗原D3与载体蛋白（BSA、OVA）进

行偶联。400 mg EDC·HCl和 20 mg载体蛋白溶于 2
mL PBS（0.01 mol·L-1，pH 7.4）中，在室温下摇匀 30
min。取 60 mg半抗原D3溶于 2 mL PBS中，和上述溶

液混合均匀，反应 4 h，然后在 4 ℃冰箱条件下反应

16 h。随后将其吸出，在 PBS 溶液（0.01 mol·L-1，pH
7.4）中透析 2 d。2 d后剩余在透析袋中的溶液，就是

试验需要的完全抗原，其中把 BSA-D3用作免疫原，

把OVA-D3用作包被原。将其进行分装后，置于-20 ℃

1421



农业环境科学学报 第39卷第6期

冰箱存放。

人工抗原 BSA-D3、OVA-D3、BSA、OVA 和 TBB⁃
PA-DHEE，配制浓度均为 1 mg·mL-1，并用紫外分光

光度计进行全波长扫描。

1.4 间接竞争ELISA方法的流程

将OVA-D3通过包被液（0.05 mol·L-1碳酸盐缓冲

液，pH 9.6）稀释，以每孔 100 μL 逐孔入酶标板中，

4 ℃条件反应 9 h。甩去包被液，利用洗涤液进行清

洗。之后每孔加入 200 μL封闭液（含 1%明胶的 0.01
mol·L-1 PBS，pH 7.4），37 ℃培养箱反应 2 h。反应后，

去除封闭液，拍干。用抗体稀释液（含 0.1% 明胶的

0.01 mol·L-1 PBS，pH 7.4）将血清降低浓度，标准品用

PBS降低浓度，将反应浓度的血清和标准品每孔对半

各加入，每个浓度做 3个平行并设空白对照和阳性对

照，37 ℃反应 2 h。竞争反应后，用洗涤液清洗，用吸

水纸将板拍干后，逐孔加入适量浓度的羊抗鼠酶标二

抗，37 ℃孵育 60 min，随后步骤和之前反应结束后步

骤一致。拍干后每孔滴入 100 μL的 TMB显色液，在

培养箱内放置 20 min左右。从培养箱中取出酶标板

后滴入 2 mol·L-1 的H2SO4，使反应结束进程。最后通

过仪器酶标仪来测定其在450 nm处的吸光度。

1.5 单克隆抗体的制备与筛选

通过颈背部皮下多处注射的方法将 BSA-D3与

FCA进行乳化后的乳化物免疫 6~8周龄 Balb/C雌性

小鼠；4周后换取BSA-D3与FIA乳化后的乳化物进行

小鼠免疫。第 5次免疫后，采用 1.4的方法对抗血清

进行筛查，选择抗体效价与灵敏度满足要求的小鼠，

取出脾脏细胞，与骨髓瘤细胞 SP2/0进行融合，并进

一步克隆并筛选出单克隆细胞。

1.6 单克隆抗体的鉴定

1.6.1 类与亚型的鉴定

采用Thermo单克隆抗体亚型鉴定试剂盒对细胞

培养液上清进行亚类鉴定。

1.6.2 抗体灵敏度的测定

通过建立的ELISA方法模拟出标准曲线，计算抗

体 的 半 数 抑 制 率（50% Inhibition of concentration，
IC50）。其中以不添加标准品OD值为B0，添加不同比

例标准品的OD值为B，将B和B0的比值设为纵坐标，

标准品浓度的对数值设为横坐标。

1.6.3 抗体交叉反应率测定

选取结构类似物进行交叉反应测定，测定其特异

性。公式为：交叉反应率（CR%）= IC50（待检测标准片

浓度）/IC50（其他衍生物浓度）×100% 。

1.7 ELISA方法建立

1.7.1 抗体和包被原用于反应的最佳浓度

采用棋盘法确定抗原-抗体结合浓度。包被不

同浓度的OVA-D3（1∶1 000倍比稀释到 1∶32 000），不

同浓度的抗体（1∶20倍比稀释到 1∶2 560），其他流程

同 1.4。采用酶标仪确定其在 450 nm的 OD值，并选

取OD值在 1.0左右的包被原和抗体稀释浓度作为优

化后的反应浓度。

1.7.2 确定最优pH值

按 1.7.1确定的结果进行前面的步骤，之后利用

不同 pH 值的缓冲溶液稀释标准品，pH 分别为 4.0、
5.0、7.4、8.0和 10.0，之后步骤不变，测定 450 nm处的

吸光度，确定pH值。

1.7.3 确定最优蛋白浓度

标准品用不同蛋白质浓度（0、0.10%、0.50%、1%、

5%、10%）的缓冲液降低浓度，完成ELISA反应，确定

蛋白质浓度。

1.7.4 确定最优离子强度值

利用不同离子强度（0、0.01、0.05、0.1、0.2 mol·
L-1）缓冲液降低标准品浓度，ELISA反应后，确定离子

强度。

1.7.5 确定有机溶液浓度

用不同浓度的甲醇（分别为 0、5%、10%、20%、

30%、50%）缓冲液降低标准品浓度，ELISA反应后，通

过450 nm处的吸光度，选择甲醇浓度。

1.7.6 标准曲线的建立

基于上述优化条件，按照 1.4中的操作流程，建立

图1 D3合成路线

Figure 1 The synthetic route of the D3
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标准曲线，每个平行设置 2组重复。用四参数方程拟

合标准曲线，按照下式计算检测限（Limit of detection，
LOD）、半数抑制率（IC50）及检测范围（IC20~IC80）。

y = A2 + A1 - A2

1 + ( )X
X0

P

式中：y为吸光度的比值 A/A0；X为已知的标准品浓

度，ng·mL-1；A1为拟合成功曲线的上渐近线斜率；A2
为拟合成功曲线的下渐近线斜率；X0即为 IC50的值，

ng·mL-1；P是 IC50处点的斜率。

1.8 典型环境样本的采集、前处理及检测

山东省寿光市是我国主要的BFRs生产地，当地

有多家 TBBPA 及其衍生物生产工厂。于 2016年 10
月对山东省寿光市溴代阻燃剂加工基地附近水样和

土样进行收集，分装并保存在-20 ℃条件下。

水样的前处理方法：用 10 mL注射器吸取水样，

并使用 0.22 μm硝酸纤维素膜进行过滤，滤液直接用

于检测。

土壤样本的前处理方法：将样本冻存干燥后，使

用研钵打碎研磨至粉状；在加速溶剂萃取（Accelerat⁃
ed solvent extraction，ASE）反应釜中加入一半量的硅

藻土，称取 1 g土壤样本加入反应釜中用玻璃棒轻轻

搅匀，使得土样样本与硅藻土充分混匀后，用硅藻土

将反应釜填满，上机待测；加入萃取剂，萃取样本中待

检测物；收集萃取液，旋转蒸发，保留 5 mL左右；将剩

余的萃取剂用氮气吹干，然后用含有一定浓度的甲醇

进行复溶，用于检测。

参考Tian等[25]的方法采用ESI-MS方法对样本中

的 TBBPA-DHEE/TBBPA-MHEE 进行检测。其中针

对TBBPA-DHEE的最低检测限LOD为 0.49 ng·mL-1，

TBBPA-MHEE的LOD为0.33 ng·mL-1。

2 结果与分析

2.1 TBBPA-DHEE半抗原的鉴定

由于 TBBPA-DHEE 属于小分子物质，不具备免

疫原性，需要与大分子载体蛋白偶联获得完全抗原。

然而，TBBPA-DHEE结构中没有活性基团，无法直接

偶联，需要衍生化；同时需要考虑暴露适当结构，作为

抗原识别表位[26-28]。根据目标物质的分子结构，采用

两种策略：（1）从苯环侧链的羟基衍生，以两个苯环及

其侧链作为表位；（2）从两个苯环中间的支链进行衍

生，以一侧的苯环及其侧链作为表位。前期本课题组

采用前一种策略合成了半抗原M3，免疫家兔制备了

TBBPA-DHEE 多克隆抗体，并建立了竞争性 ELISA
方法，其 IC50为9.868 ng·mL-1 [26]。在本研究中，通过苯

环中间的支链衍生出羧基，获得半抗原D3。对 TBB⁃
PA-DHEE 的半抗原 D3用核磁共振氢谱和质谱分析

法进行鉴定。质谱结果如图 2所示，核磁共振氢谱结

果如图 3所示，根据对特征峰形的研究、化合物官能

团中氢原子数量种类的分析以及对化学位移的分析，

结果表明反应产物为目标化合物，即 TBBPA-DHEE
半抗原D3。

2.2 TBBPA-DHEE人工抗原的鉴定

通过紫外扫描全光谱的方法按照吸收峰位置的

变化，可以判断出半抗原与载体蛋白的偶联情况。如

图 4为 BSA-D3、OVA-D3等物质的紫外吸收光谱图。

半抗原、载体蛋白和结合物的紫外吸收光谱发生了显

著变化，结合物的峰位发生了位移，说明免疫原偶联

是成功的。

图3 半抗原D3的核磁共振氢谱图

Figure 3 1H-NMR spectrogram for hapten D3

图2 半抗原D3的电喷雾质谱图

Figure 2 ESI-MS spectrogram for hapten D3
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2.3 单克隆抗体制备与鉴定

用ELISA方法对免疫后的抗血清进行效筛选，结

果见表 1，其中抗血清以 1∶2 000用抗体稀释液稀释。

可以看出 1、2、3号小鼠血清的效价较高，同时比较其

在 0.250 mg·mL-1时抑制率，发现 1号小鼠的抑制率最

高（75.9%）。因此，最终选择 1号 Balb/C小鼠进行后

面细胞融合试验。

经过多次克隆培养后，获得 5 株能够稳定分泌

TBBPA-DHEE单克隆抗体的杂交流细胞株，标记为

E2D2、D2D4、C2D6、D4G6、F7D5。经亚型鉴定试剂盒测

定，5株单克隆抗体均为 IgG1型、Kappa链。

同时对 5株单克隆抗体的特异性进行了鉴定（表

2）。结果显示，这 5株单克隆抗体与TBBPA、TBBPA-
DAE、TBBPA-DBPE、TBBPA-MHPE、TBBPA-MBPE、
TBBPA-MAE 没有交叉反应，而与 TBBPA-MHEE 均

有不同程度的交叉反应（55.32%~83.32%）。根据

TBBPA-DHEE 和 TBBPA-MHEE 的结构，可以看出，

二者结构具有较高的相似性，仅在侧链有所不同。因

此所得抗体能够同时识别这两种物质。鉴于D4G6株

抗体与 TBBPA-MHEE有较高的交叉反应，因此后续

试验中用其构建同时检测 TBBPA-DHEE与 TBBPA-
MHEE的免疫分析方法。

2.4 ELISA条件优化结果

首先采用棋盘法确定抗原-抗体最佳反应浓度，

结果见表 3。选择吸光度在 1.2前后且相邻浓度结果

下吸光度区分较为明显的位点，由此确定的浓度为包

被原1∶640，抗体1∶4 000。
在ELISA反应体系中，抗原抗体的结合通过非共

价键的结合作用，体系处于动态平衡中，故反应缓冲

液对整个体系起着至关重要的作用。在反应过程中，

溶液的成分、pH以及有机溶剂均能够影响检测方法

的灵敏度。本研究选择 IC50和ODmax两个指标来判断

最佳条件，通常认为最优条件下 IC50越低而 ODmax越

高。试验结果整合于图 5。从试验结果来看，随着 pH
的增加，IC50和ODmax均呈现先升高后降低的态势，其

中当 pH为 10时，IC50最小，而 pH为 7.4时，ODmax最大。

综合两个指标的结果，选用 pH 7.4作为优化参数。从

图中可以看出，溶液中含有适量的蛋白（0.5% BSA）
有助于提升方法的灵敏度。缓冲液中Na+离子强度升

高会导致ODmax的降低，同时使得 IC50先降低后升高。

最终选择 0.01 mol·L-1 Na+作为最佳浓度。由于 TBB⁃
PA-DHEE和TBBPA-MHEE脂溶性较强，因此需要有

机溶剂进行助溶[29]，本研究选择常用的甲醇作为助溶

剂进行评估。伴着缓冲液中甲醇含量的增加，ODmax

图4 OVA、BSA及偶联物的紫外吸收光谱

Figure 4 UV absorption spectrogram of the D3 and conjugate
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表1 抗血清的筛选

Table 1 Screening of antiserum
包被浓度

Antigen concentration/μg·mL-1

0.2

标准品浓度
Standard concentration/μg·mL-1

0
0.050
0.125
0.250

Balb/C小鼠编号Number of mice
1

1.124 1
0.630 2
0.330 1
0.270 9

2
1.019 6
0.759 8
0.490 1
0.409 1

3
1.097 8
0.639 8
0.359 4
0.350 9

4
0.989 6
0.530 9
0.329 1
0.314 9

5
0.849 8
0.549 0
0.290 2
0.242 8
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化合物Compound

TBBPA-DHEE

TBBPA-MHEE

TBBPA

TBBPA-DAE

TBBPA-DBPE

TBBPA-DBDPE

TBBPA-MBPE

TBBPA-MAE

E2D2

100

55.32

<0.05

<0.05

<0.05

<0.05

<0.05

<0.05

D2D4

100

64.23

<0.05

<0.05

<0.05

<0.05

<0.05

<0.05

C2D6

100

53.55

<0.05

<0.05

<0.05

<0.05

<0.05

<0.05

D4G6

100

83.32

<0.05

<0.05

<0.05

<0.05

<0.05

<0.05

F7D5

100

71.78

<0.05

<0.05

<0.05

<0.05

<0.05

<0.05
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呈先减小后增加再减小的趋势。故选择甲醇含量为

30%作为优化条件。

2.5 同时检测 TBBPA-DHEE 和 TBBPA-MHEE 标准

曲线的建立

在上述ELISA的优化条件下，基于D4G6株单克隆

抗体，按照梯度分别稀释 TBBPA-MHEE的标准品浓

度（CK、0、0.1、1、3、10、30、100、1 000 ng·mL-1）和TBB⁃
PA-DHEE的标准品浓度（CK、0、0.312 5、0.625、1.25、
2.5、5、10、20 ng·mL-1）做标准曲线，每组4个平行。建

立 TBBPA-MHEE 与 TBBPA-DHEE 的竞争 ELISA 标

准曲线（图 6）。该方法检测出 TBBPA-MHEE 的 IC50

表2 单克隆抗体的交叉反应率（%）

Table 2 Cross - reactivity of monoclonal antibodies（%）

Ag
1∶20
1∶40
1∶80
1∶160
1∶320
1∶640

1∶1 280
1∶2 560

Ab
1∶1 000
3.169 9
2.801 2
2.659 8
2.401 2
2.209 1
1.654 8
1.113 4
0.821 8

1∶2 000
3.093 2
2.599 8
2.501 2
2.149 0
1.910 2
1.501 2
0.951 8
0.521 8

1∶4 000
2.845 3
2.543 0
2.309 3
2.290 1
1.691 8
1.240 1
0.749 8
0.445 0

1∶8 000
2.632 4
2.356 2
2.109 9
1.863 2
1.450 1
1.001 2
0.610 1
0.401 2

1∶16 000
2.356 8
2.019 3
1.760 9
1.341 2
0.983 4
0.569 1
0.359 8
0.245 1

1∶32 000
2.019 8
1.590 3
1.129 8
0.853 1
0.530 1
0.369 8
0.251 0
0.169 1

表3 棋盘法选择包被原及抗体反应稀释比例
Table 3 Dilution rate of coating antigen and antibody by

checkerboard method
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为 3.51 ng· mL-1，线性范围是 0.86~13.7 ng·mL-1，LOD
为 0.78 ng·mL-1，R2≥0.99。检测 TBBPA-DHEE的 IC50
为 2.76 ng·mL-1，线性范围在 0.96~8.098 ng·mL-1，LOD
为0.56 ng·mL-1，R2≥0.99。

2.6 典型区域环境样本中的 TBBPA-DHEE 和 TBB⁃
PA-MHEE

由于 TBBPAs的广泛应用，在多种环境样本中均

有检出报道，然而对于TBBPA-DHEE/TBBPA-MHEE
在环境中分布情况报道较少。仅有Liu等[30]在山东省

一家 BFR 厂家周围的土壤样本中检测到 TBBPA-
MHEE，浓度在ND~13.7 ng·g-1 DW；Zhang等[26]在镇江

市区域内采集了池塘水、自来水、湖水、河水和稻田

水，并应用ELISA方法对环境水样进行了检测，发现

TBBPA-DHEE/TBBPA-MHEE 的含量在 1.5~7.7 ng·
mL-1。

山东省寿光市是我国主要的BFRs生产地，当地

有多家TBBPA及其衍生物生产工厂。于 2016年 8月

对山东省寿光市某生产 BFRs 工业区域周边环境采

样，对样本采用1.8中提到的处理流程及方法，并应用

建立的 ELISA 方法检测样本中 TBBPA - DHEE 和

TBBPA-MHEE。在表 4 中发现 TBBPA-DHEE/TBB⁃
PA - MHEE 在水样中检出率为 80%，检出浓度在

1.759~15.45 ng·mL-1，土壤样本中检出率为 100%，检

出浓度在 1.12~6.75 ng·g-1。同时，采用 ESI-MS对采

图5 不同缓冲液条件下的ODmax和 IC50值

Figure 5 ODmax and IC50 value of ELISA in various buffer conditions
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图6 同时检测TBBPA-DHEE和TBBPA-MHEE的
ELISA标准曲线

Figure 6 Calibration curve for TBBPA-DHEE and
TBBPA-MHEE by ELISA
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集的样本进行了检测，结果与ELISA具有较好的一致

性。但是，由于所获得的抗体对 TBBPA-DHEE 和

TBBPA-MHEE均有较好的识别能力，因此建立的ELI⁃
SA方法检测的是 TBBPA-DHEE和 TBBPA-MHEE的

总量。在后续试验中，筛选特异性识别这两种靶物

质的抗体，建立特异性的检测方法，则是笔者的研

究重点。

3 结论

（1）设计并合成制备TBBPA-DHEE半抗原D3，并

将D3与载体蛋白BSA、OVA偶联结合；免疫小鼠并筛

选血清后，采用杂交瘤技术制备抗 TBBPA-DHEE单

克隆抗体 5株，经鉴定这 5株抗体均能同时识别TBB⁃
PA-MHEE 和 TBBPA-DHEE，并与其他 TBBPA 类似

物没有交叉反应；基于单克隆抗体D4G6，建立了ELI⁃
SA方法，优化条件后，其针对TBBPA-DHEE的 IC50和

LOD 分别为 2.76 ng·mL-1和 0.56 ng·mL-1，针对 TBB⁃
PA-MHEE 的 IC50和 LOD 分别为 3.51 ng·mL-1和 0.78
ng·mL-1。

（2）以建立的ELISA方法检测了山东省寿光市一

家 BFR 工厂周边的水样和土壤样本，发现 TBBPA-
DHEE/TBBPA-MHEE 在水样中检出浓度在 1.759~
15.45 ng·mL-1，土壤样本中检出浓度在 1.12~6.75 ng·
g-1。酶联免疫分析方法的建立为环境中污染物的分

布调查，继而进行风险评估提供了有效的技术手段。
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采样点
Sites

X1
X2
X3
SS
F
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