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摘 要院制备抗 DDA抗体，建立间接竞争酶联免疫吸附实验（Indrect Competitive Enzyme-linked Immunosorbent Assay，idc-ELISA）

方法,以测定海水样品和海洋贝类中的有机氯农药滴滴涕（DDT）代谢产物。采用碳二亚胺法，将半抗原 DDA分别与载体蛋白牛血

清白蛋白（Bovine serum albumin,BSA）和卵清蛋白（Ovalbumin,OVA）偶联,得到完全抗原。以 DDA-BSA为抗原,免疫 BALB/c小鼠,

制备抗 DDA抗体。研究表明，5只鼠产生的抗体对 DDA都能产生灵敏的特异性免疫反应，以 DDA-OVA为包被抗原，用 5#抗体建

立间接竞争 ELISA方法检测海水样品和海洋贝类中的有机氯农药 DDT代谢产物 DDA，最低检出限为：10.0 ng·mL-1，海水加标样平

均回收率 122%，批间变异系数 30%，贝类加标样平均回收率为 131%，批间变异系数 22%。
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Abstract: Organochlorine pesticide 1,1,1-trichloro-2,2-bis-渊p-chlorophenyl冤ethane渊DDT冤 is a persistent and broad toxic organochlorine
insecticide. DDT is slowly degraded in tissues mainly to 2,2-bis(4-chlorophenyl)acetic acid(DDA). DDT and its decomposition products are
ubiquitous micropollutants in seawater and shellfish. This study presents a novel method of preparing the polyclonal antibody against DDA to
investigate the levels of DDT and DDA in seawater and shellfish using indirect competitive enzyme-linked immunosorbent assay (idc -
ELISA). Under the presence of N,N-dicyclohexylcarbodiimide, the complete antigen can be obtained by coupling the hapten (DDA) with
bovine serum albumin (BSA) and ovalbumin (OVA), respectively. The female BALB/c mice were immunized using DDA-BSA as immunogen
to prepare the polyclonal antibody against DDA and its characterization was studied. The results indicated that the antibodies produced from
five mice immunized possessed highly sensitive and specific immune reaction for DDA. Using DDA-OVA as coating antigen, the 5# antibody
was employed to develop the idc-ELISA method to investigate the concentrations of DDA in seawater and shellfish. The limit of detection
(LOD) of the method was 10.0 ng窑mL-1. The average recovery and coefficient of variation (CV) were 122% and 30% for seawater, and 131%
and 22% for shellfish, respectively.
Keywords: DDA; DDT; polyclonal antibody; enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

有机氯农药滴滴涕 (1,1,1-trichloro-2,2-bis-渊p-
chlorophenyl冤ethane袁DDT)是 1939年由 Muller博士发

现的袁并因此获得诺贝尔奖遥 DDT作为广谱杀虫剂曾
经在 20世纪 50年代被大量使用遥这一类含氯原子的
有机合成杀虫剂袁具有极高的脂溶性和稳定性袁可在
生物体内富集很高的浓度袁在环境中降解缓慢袁属持
久性有机污染物遥 市售 DDT含 3种异构体院pp忆-DDT
渊85%冤袁op忆-DDT渊15%冤和极微量的 oo忆-DDT遥DDT在
沉积物中的两种主要分解物是 2袁2-双 渊4-氯苯基冤-
1袁1-二氯乙烯渊 DDE冤和 2袁2-双渊4-氯苯基冤-1袁1-二
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氯乙烷 渊 DDD冤曰DDD本身也被用做杀虫剂曰DDT在
动物组织内可以缓慢降解为 2袁2-双渊4-氯苯基冤乙酸
渊 DDA冤曰DDA本身并不积累袁 而是作为人或动物与
DDT暴露接触的指标袁已报道尿液中 DDA的含量可
以用作人或其他哺乳动物暴露接触 DDT的灵敏指
标[1尧2]遥 在昆虫体中 DDT被微生物氧化为三氯杀螨醇
渊2,2,2-trichloro-1,1-bis-渊4-chlorophenyl冤ethanol, Di原
cofol冤遥

DDT及其代谢产物 DDD尧DDE等属于环境内分
泌干扰物质袁损害动物的神经和生殖系统袁长期暴露
对肝脏有损害袁因此 70年代已被发达国家禁止使用袁
但由于其价格低廉尧杀灭蚊虫效果显著袁至今在一些
发展中国家袁包括我国的个别地区仍在使用曰DDT的
羟基同系物三氯杀螨醇渊Dicofol冤作为农业杀虫剂尚
未被禁用袁它含有不低于 5%的 DDT曰因此在食品尧环
境样品中甚至南北极仍能检出 DDT 和它的代谢
物 [3~6]遥 DDT及其代谢物的常规分析方法主要有气相
色谱法结合质谱和电子捕获检测器渊GC/MS尧GC/
FLD冤袁 该方法不仅需要昂贵的仪器设备和专业的分
析人员袁而且样品的前处理过程繁琐复杂袁不易满足
大批量样品的检测分析需要袁 也不适用于现场分析遥
近年来得到快速发展的免疫分析技术袁 以其特异性

强尧灵敏度高尧操作简便尧检测迅速和分析成本低的优
点被广泛应用于各种有机污染物的分析[7~17]遥
国内关于 DDT代谢物的 ELISA分析报道尚不多

见袁 尚未见其他研究者关于 DDT 代谢物 DDA 的
ELISA分析报道[12]遥 本文制备鼠抗体袁研究其特性并
建立检测海水样品和海洋贝类中的有机氯农药 DDT
代谢产物 DDA的间接竞争 ELISA方法遥
1 材料和方法

1.1 试剂和仪器
BALB/c小鼠购自大连医科大学实验动物中心曰

DDA尧水溶性碳化二亚胺 EDC[1-ethyl-3-(3-dimethy原
laminopropyl)carboimide hydrochloride]尧N-羟基琥珀酰
亚胺 渊N-Hydroxysuccinimide袁NHS冤尧 牛血清白蛋白
(BSA)尧卵清白蛋白(OVA)尧Freund忆s完全和不完全佐
剂尧聚乙烯醇渊polyvinyl alcohol袁PVA冤均购自 Sigma公
司曰辣根过氧化物酶(HRP)标记羊抗鼠 IgG购自华美
公司曰pp忆-DDT尧pp忆-DDD尧pp忆-DDE和 pp忆-DDDE渊2,
2 -bis (4 -chlorophenyl) -1 -chloroethylene -2 -chloro -
1.1-bis(4-chlorophenyl)-ethene )购自国家标准物质中
心遥 Thermolabsystems酶标仪和洗板机袁JASCO V-550
紫外/可见光分光光度计遥
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图 1 DDT及同系物的化学结构
Figure 1 The structure of DDT and its metabolites
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DDE
图 2 DDT的代谢及产物

Figure 2 The metabolism and metabolic products of DDT
1.2 方法
1.2.1 半抗原原载体蛋白偶联物的合成
半抗原 DDA与载体蛋白牛血清白蛋白 (BSA)和

卵清白蛋白(OVA)偶联方法见作者已发表文献[12]遥
测定反应前后自由氨基数袁计算偶联比遥
1.2.2 免疫小鼠制备多抗血清
以 DDA-BSA为抗原袁免疫 5只 6耀8周龄的雌性

BALB/c小鼠遥 首次免疫用 DDA-BSA与等体积完全
弗氏佐剂袁 充分乳化制成乳浊液袁 腹腔注射小鼠袁第
3尧5尧7尧9尧11周取同量 DDA-BSA与等体积不完全弗
氏佐剂充分乳化袁腹腔注射遥 取尾血袁用 ELISA方法
测定效价遥取同量 DDA-BSA的 PBS溶液腹腔注射加
强免疫袁3 d后杀死小鼠取血袁静置沉降袁离心袁取上层
血清袁加等体积甘油袁分装袁-20毅C保存待用遥
1.2.3 酶联免疫吸附方法渊ELISA冤测定血清效价

DDA-OVA作为包被抗原袁碳酸盐缓冲液(pH9.6)
稀释袁包被 96孔酶标板袁每孔 100 滋L袁4 益过夜曰弃去
残液袁用洗液渊PBS-0.1%Tween-20冤洗涤 3次袁用 1%
的 PVA-PBS溶液封闭渊每孔 300 滋L冤袁37 益 3 h袁保存
在 4 益待用曰测定时袁弃去封闭液袁洗板 3次袁加入适
当稀释的抗血清渊每孔 100 滋L冤袁37益孵育 1 h曰洗板袁

加入适当稀释的酶标羊抗鼠第二抗体袁37 益孵育 40
min曰洗板袁加底物溶液(邻苯二胺尧pH5.0的磷酸盐原柠
檬酸缓冲液和 30%H2O2)袁37 益显色 13 min袁以 2 mol窑
L-1 H2SO4中止反应,492 nm波长测量 OD值遥
1.2.4 DDT系列物标准溶液配制
用甲醇溶解 DDA尧pp忆-DDT尧pp忆-DDE尧pp忆-DDD

和 pp忆-DDDE等袁配成 5.0 mg窑mL-1的储备液袁用 PBS
稀释成各浓度的使用液院2.5尧25尧50尧100尧250 尧500尧
800 ng窑mL-1和 1.0尧50尧250尧500尧800 滋g窑mL-1 遥
1.2.5 间接竞争酶联免疫吸附方法渊idc-ELISA冤分析
DDT代谢物

96孔板的包被和封闭同血清效价测定遥 弃去封
闭液袁洗板 3次袁加入 50 滋L系列稀释的各种标准物
质溶液或海水或贝类萃取液袁加入 50 滋L适当稀释的
多抗血清袁振摇混匀袁室温放置 30 min袁其他步骤同血
清效价测定遥根据各标准物质溶液的浓度和吸光度值
计算每种标准物质的 50%抑制浓度 IC50渊抑制率 Bo-
B/Bo=50%对应的标准物质浓度冤尧 交叉反应率 渊以
DDA 的 IC50 为 100%袁DDA 的 IC50 与其他标准物质
IC50的百分比冤和灵敏度渊导致空白对照光度值降低
0.1对应的各标准物质溶液浓度冤遥
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2 实验结果

DDA-BSA 和 DDA-OVA 的偶联分子比分别是
34颐1和 16颐1遥 免疫 6次袁从 5只被免疫的鼠得到的抗
体袁对非相关蛋白偶联 DDA-OVA包被抗原的效价全
部超过 1颐80 000渊见表 1冤遥

5种抗血清对不同的 DDT同系物的特异性和亲
和性是不同的遥 对 DDA都具有比较高的抑制率和灵
敏度渊见图 3冤曰得到的 5种抗血清对包被抗原 DDA-
OVA和自由的 DDA分子都具有合适的束缚亲和性曰
在 OD492 nm值或抑制率与浓度或其对数值之间都具
有很好的线性回归关系袁 但线性范围各不相同曰1#尧
3#尧4#和 5#鼠产生的抗体所建立的 idc-ELISA分析
DDA的方法都具有较好的灵敏度袁特别是 4#抗血清
具有最低的检出限袁4#抗血清对 DDA的灵敏度最高
为 1.3 ng窑mL-1渊见表 2冤遥

1#尧2#尧3#和 4#抗血清对 pp忆-DDT的亲和束缚

反应模式基本相似袁对低浓度的 pp忆-DDT抗原袁都不
具有特异的亲和性袁4种多抗血清只对很高浓度的
pp忆-DDT渊大于 100 滋g窑mL-1冤袁才有随浓度增加显示
增大的抑制作用渊见图 4冤遥
表 3显示的是用 4#抗血清建立的 idc-ELISA方

法分析五种 DDT系列物的交叉反应率尧 灵敏度和
50%的抑制浓度曰4#抗血清对 pp忆-DDT尧pp忆-DDDE尧
pp忆-DDE和 pp忆-DDD的交叉反应都很小遥 尽管对
pp忆-DDDE具有一个最高的 50%抑制浓度袁但是却显
示了很好的抑制趋势和计量响应关系渊见图 5冤袁这可
能是因为 4#抗血清对包被抗原 DDA-OVA 具有比
pp忆-DDDE更强的亲和性遥

2#抗血清对 pp忆-DDE的亲和反应与对 pp忆-DDT
相似袁 对低浓度的 pp忆-DDE抗原不具有特异的亲和
性曰在极高的浓度下渊>500 滋g窑mL-1冤袁才产生明显的
抑制趋势袁抑制率和浓度的对数值具有很好的线性回
归关系渊图 5冤遥 4#多抗血清对 pp忆-DDE的亲和反应
灵敏度高一些袁 当 pp忆-DDE的浓度>450 滋g窑mL-1袁对
4#多抗血清开始产生抑制趋势渊图 5冤遥

2# 和 4# 抗血清对 pp忆-DDD 的亲和反应与对
pp忆-DDT相似袁 对低浓度的 pp忆-DDD抗原不具有特
异的亲和性曰抑制率很小袁在极高的浓度下渊>500 滋g窑
mL-1冤袁才产生明显的抑制趋势遥抑制率与浓度的对数
值具有很好的线性回归关系渊图 5冤遥

2#和 4#抗血清对 pp忆-DDDE的亲和反应也表
现为袁对低浓度的 pp忆-DDDE抑制率较小袁在高浓度

表 1 5只鼠抗体的效价
Table 1 Titers of antisera prepared from five immunized

mice by idc-ELISA
鼠编号 效价 

1# 1∶120 000 

2# 1∶100 000 

3# 1∶140 000 

4# 1∶120 000 

5# 1∶80 000 

 

表 3 4#抗血清对 5种系列物的交叉反应率等
Table 3 Cross-reactivity of 4# antiserum against each derivant

表 2 测定 DDA的灵敏度及回归方程
Table 2 The sensitivity and significant linear regression of DDA

Y : Bo-B/Bo曰B, the OD492nm value of analyst曰 Bo, the OD492nm value of 50uL antiserum.
X: log the concentration of analyst (ng窑mL-1).

抗体编号 回归方程 IC50/μg·mL-1 灵敏度/ ng·mL-1 回归系数 P 

1# Y=0.291 4X+0.092 4 0.02 2.5  0.986 8 P＜0.01 

2# Y=0.360 2X+0.987 2 7.94 1 584.9  0.992 1 P＜0.01 

3# Y=0.405 7X-1.123 9 0.551 6.3 0.997 5 P＜0.01 

4# Y=0.113 9X+0.779 7 0.501 1.3 0.994 7 P＜0.01 

5# Y=0.117X+0.232 5 0.156 10.0 0.976 7 P＜0.01 

 

分析物 IC50/μg·mL-1 交叉反应率 灵敏度/ng·mL-1 

DDA 0.501 100.0 1.3 

pp′-DDT 158.5 0.4 100 000.0 

pp′-DDDE 398.1 0.2 10.0 

pp′-DDE 10.0 5.01 630.0 

pp′-DDD 100 0.5 31 623.0 
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图 4 4种抗血清对 pp' -DDT的抑制曲线
Figure 4 The inhibition curves of antisera prepared from four immunized mice against pp忆-DDT

图 3 5种抗血清对 DDA的抑制曲线
Figure 3 The inhibition curves of antisera against DDA
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下渊>1 000 滋g窑mL-1冤袁产生明显增大的抑制趋势袁而且
抑制率与浓度的对数值都具有非常好的线性回归关

系曰4#多抗血清对 pp忆-DDDE具有特异的亲和反应袁
只是在低浓度下袁抑制率与浓度的对数值的回归直线
斜率小渊图 5冤遥
用 5#多抗血清建立的 idc-ELISA方法袁 实验了

DDA添加到海水和扇贝匀浆中的回收率 渊见表 4和
表 5冤遥 低浓度的回收率太高渊>150%冤袁变异系数太大
渊>30%冤曰50 ng窑mL-1和 100 ng窑mL-1 的添加浓度得到
很好的回收率和变异系数袁能满足分析方法的要求遥
3 讨论

抗体的亲和反应特性是建立灵敏 ELISA检测方
法的关键因素之一袁抗体对自由的分析物和作为包被
抗原偶联到载体上的分析物必需具有合适的亲和束

缚性袁才能用来建立合适的检测方法遥 从 5只鼠中得
到的抗体对自由的 pp忆-DDT尧pp忆-DDE和 pp忆-DDD
的亲和性都比对偶联的 pp忆-DDT尧pp忆-DDE和 pp忆-
DDD的亲和性小袁 抗体与偶联抗原的复合物不能被
自由的抗原替代袁只有当自由形式的分析物浓度很高
时袁才能竞争得到抗体袁检测反应的灵敏度就低曰而它

们对自由的 DDA都表现出很强的亲和性袁 在低浓度
时就表现出较高的抑制率袁因此都能用来建立灵敏的
DDA分析方法遥 要想得到优良的抗体袁建立灵敏的酶
联免疫分析实验方法袁抗原的设计是关键步骤遥 因为
DDT分子结构中没有可用于连接蛋白载体的活性基
团袁 因此选择利用 DDA的羧基偶联到蛋白上作为抗
原遥 可能是因为用 DDA-BSA做抗原袁所以 5只鼠产
生的抗体对 DDA的亲和识别能力最强袁 分析方法的
灵敏度最高遥
使用同一种抗原袁 从 5只鼠得到的抗体效价不

同曰对 DDA都具有比较强的特异性结合袁但半抑制浓
度和灵敏度也都不同曰 对 pp忆-DDT尧 pp忆-DDE尧pp忆-
DDD和 pp忆-DDDE 4种抗原的抑制趋势基本一致袁高
浓度时才表现明显的结合袁但抑制曲线也是各不相同
的曰Ji Youn Hong 等 [14]使用同样的免疫原袁得到对
DDA和 pp忆-DDT识别能力都强的抗体曰 可见使用同
一种抗原袁 但由于动物之间存在极大的个体差异袁或
者因为抗原的纯度有区别袁产生的抗体是有差异的遥
从 5 只鼠中得到的抗体都不能用来建立检测

DDT尧DDE尧DDD的方法袁因为在环境中极少有如此高
浓度的沾物样品曰用 4#多抗血清建立的 ELISA方法

lg pp忆-DDE/ng窑mL-1

图 5 2#和 4#抗血清对 pp忆-DDE尧pp忆-DDD和 pp忆-DDDE的抑制曲线
Figure 5 The inhibition curves of 2# and 4# antisera against pp忆-DDE袁pp忆-DDD袁pp忆-DDDE
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分析 DDA的有效范围院1.3~2 000 ng窑mL-1曰 对于海水
检出限是 1.3 ng窑mL-1曰对于贝类检出限是 12.5 ng窑g-1遥
ELISA反应容易高估样品中分析物的浓度袁而且在低
浓度范围结果的变异大袁 这与 Aurelja 和 An-ping
Dong报道[16尧18]的结果是一致的袁可能由于各种影响因
素对低浓度值的结果导致的偏差更大袁而产生低添加
浓度的回收率偏高的现象袁 如果将抗体从血清中提
纯袁可能会得到更好的结果遥
影响 ELISA检测结果的因素很多袁 主要是抗体

的性质和样品的介质效应渊海水尧扇贝萃取液等冤遥 因
此提高样品的稀释倍数袁会减小介质的干扰效应遥 用
免疫多克隆抗体建立的 ELISA 分析 DDA 方法可以
应用于实际样品的测定袁能够满足分析要求遥

DDT和它的降解产物 DDD和 DDE在各生态系
统中的规律研究比较彻底袁 可对 DDT的主要代谢物
DDA还没有引起关注遥 有关的研究比较少袁特别是在
海洋环境中的存在及其规律很少见报道 袁自从
Heberer等[19]报道在 Berlin表面海水中检测出高浓度
的 DDA袁DDA在海洋环境中的存在应该引起关注遥建
立 DDA的分析方法袁 研究了解 DDA的存在规律袁对
于全面理解 DDT在环境中包括海洋环境中的归宿是
非常必要的遥

ELISA检测法可以代替传统的生物小鼠法袁用于
大批量样品的筛选袁对于阳性样品袁再进行复杂的仪
器分析袁 是一种有用的检测有机氯农药 DDT及其代
谢物的技术袁不仅为农业产品尧环境样品中有机污染
物的分析提供了灵敏尧快速和简便的分析方法袁也为
建立其他小分子有机污染物质的检测方法提供了可

借鉴的途径遥
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