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摘要：目的 快速检测湖水中的双酚 A 二环氧甘油醚。方法 试验设计一种新型双酚 A 二环氧甘油醚

半抗原，并成功与载体蛋白偶联，经过小鼠免疫、细胞融合技术和三次亚克隆等方法，成功筛选出了

可以稳定分泌 BADGE 单克隆抗体的杂交瘤细胞株。结果 成功制备了高灵敏度高特异性的双酚 A 二

环氧甘油醚单克隆抗体，可以用于针对双酚 A 二环氧甘油醚的间接竞争酶联免疫吸附测定（ ic-

ELISA）。基于单克隆抗体，绘制了标准曲线，结果显示，单克隆抗体的 IC50=1.15 ng/mL，检测线性范

围 IC20～IC80 为 0.16～8.15 ng/mL。通过加标回收实验，BADGE 在湖水的添加回收率均在 80%～120%

之间。结论 双酚 A 二环氧甘油醚单克隆抗体在实际湖水样品检测中的运用具有可行性。 
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ABSTRACT: The objective is to rapidly detect 2,2-bis (4-glycidyloxyphenyl) propane in lake water. A novel 2,2-bis (4-

glycidyloxyphenyl) propane hapten was designed and successfully coupled with carrier protein. Hybridoma cell lines 

capable of stably secreting BADGE monoclonal antibody were successfully screened by the methods of mouse 

immunization, cell fusion technology and three subclones. A high sensitivity and specificity monoclonal antibody against 

2,2-bis (4-glycidyloxyphenyl) propane, which can be used for indirect competitive enzyme-linked immunosorbent assay 

(ic-ELISA) of 2,2-bis (4-glycidyloxyphenyl) propane was prepared successfully. Based on monoclonal antibody, the 

standard curve was drawn. The results showed that the IC50 of monoclonal antibody was 1.15 ng/mL, and the linear range 

of IC20-IC80 was 0.16-8.15 ng/mL. The recovery rate of BADGE in lakewater was between 80% and 120%. In conclusion, 

the application of 2,2-bis (4-glycidyloxyphenyl) propane monoclonal antibody in the detection of lake water is feasible. 

KEY WORDS: 2,2-bis (4-glycidyloxyphenyl) propane; monoclonal antibody; ic-ELISA; standardized recovery 

食品安全不仅仅是指食品本身的安全，食品接触

材料的安全也是食品安全不可分割的重要组成部分。

双酚 A 二环氧甘油醚（BADGE）是由环氧氯丙烷

（ECH）与双酚 A（BPA）缩聚合成的淡黄色液态环

氧化合物，是一种环境激素。近年常用于罐头食品等

包装材料的内涂层，随着加工储藏过程迁移进入内容

物中蓄积，污染食品，进而对人体健康造成威胁[1]。

世界卫生组织国际癌症研究机构公布的致癌物清单，

食品流通与包装 
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双酚 A二环氧甘油醚在 3类致癌物清单中。 

现今对BADGE分析检测方法主要采用高效液相

色谱法[2—4]、液质联用法[5—7]、气质联用法[8]等仪器方

法。其中，李灿明等建立了高效液相色谱法测定金属

涂层罐中 9种双酚类环氧衍生物的迁移量，其中双酚

A-二缩水甘油醚（BADGE）及其衍生物分别在 30～

10 000 μg/L（水、乙酸（3%）、乙醇（10%））范围内

与色谱峰面积呈良好的线性关系，相关系数均不低于

0.9950，检出限为 0.03 mg/L（BADGE及其衍生物），

测定结果的相对标准偏差不大于 7.39%（n=6），加标

回收率为 80.32%～113.86%。张海婧等建立了水中 8

种双酚-二环氧甘油醚的 SPE-HPLC-MS/MS 测定方

法，结果表明，8种双酚-二环氧甘油醚在 0.007~5.00 

μg/L范围内线性关系良好，相关系数均大于 0.9990，

该方法对 8 种双酚-二环氧甘油醚的定量限为 7~91 

ng/L，回收率为 79.1%~101%。现有的仪器检测法虽

然有灵敏度高、适用范围广等优点，但是样品的前处

理比较复杂，仪器成本高，检测时间比较长，仪器的

操作也很繁琐，必须要专业人士才能进行实验，因此

有必要研究一种特异性强、灵敏度高，同时价格低廉、

快速简便的检测技术，而免疫分析方法就可以解决这

些问题。 

文中选择关注度比较高的双酚 A 二环氧甘油醚

这种有害化合物作为研究对象，以制备针对该物质的

单克隆抗体为技术基础，建立间接竞争酶联免疫检测

方法（ic-ELISA）。 

1  实验 

1.1  仪器与试剂 

仪器：电子分析天平（AB 104-N，梅特勒-托利

多上海仪器有限公司）；78型磁力加热搅拌器，微型

旋涡混合仪（XW-80 A，金坛市盛蓝仪器制造有限公

司）；紫外分光光度计（Agilent Cary 60 型，安捷伦

科技有限公司）； 4 ℃冷冻离心机（赛默飞世尔科技

公司）；酶标仪（MuLtiskan Mk3，上海雷勃生物技术

有限公司）。 

试剂：双酚 A 二环氧甘油醚、双酚酸、弗氏佐

剂，购自 Sigma公司；N, N-二甲基甲酰胺（DMF）、

三正丁胺、氯甲酸异丁酯，均购自国药集团化学试剂

有限公司；6-氨基己酸（ACA）、碳化二亚胺（EDC）、

N-羟基琥珀酰亚胺（NHS），均购自上海阿拉丁试剂

公司；弗氏完全佐剂（FCA）、弗氏不完全佐剂（FIA）、

匙孔血蓝蛋白（KLH）、鸡卵清蛋白（OVA），购自美

国的 sigma公司；0.05 mol/L pH 9.6碳酸盐缓冲溶液

（CBS）；0.01 mol/L pH 7.4磷酸盐缓冲溶液（PBS）；

含吐温-20（体积分数为 0.05%）的 0.01 mol/L的 PBS

（PBST）。 

1.2  方法 

1.2.1  半抗原的设计 

BADGE分子结构见图 1，其没有可以与载体蛋

白偶联的活性基团，因此，参考 Richard A. Lawson

等[9]的合成方法，由与 BADGE结构类似的双酚酸出

发，合成 BADGE半抗原，合成路线见图 2。称取 500 

mg（1.75 mmol）双酚酸和 423 mg（3.5 mmol）3-溴

丙烯溶于 20 mL湖水中，加入适量 KOH，保证在碱

性条件下室温反应 0.5 h，再在 70 ℃，回流条件下，

加热并搅拌反应 4 h，得到中间产物，然后将该中间

产物进行双键环氧化反应，即可以得到有效半抗原

BBA。 

 

图 1  BADEGE 的分子结构 
Fig.1 Molecular structure of BADGE 

1.2.2  BADGE 抗原和包被原的合成 

采用混合酸酐法，具体方法见图 3。称取 BBA

（4.48 mg），溶于 1 mL DMF，加入 4 μL三正丁胺，

4 ℃条件下搅拌 5 min后，加入 2.23 μL氯甲酸异丁

酯，继续 4 ℃搅拌 0.5 h，得到活化液 A；取 30 mg 

KLH，溶于 6 mL 的 0.05 mol/L pH=9.6 的 CB 缓冲

液，得到反应液 B；将 A液逐滴加入反应液 B，此过

程中冰浴，反应 5~6 h。然后，用 0.01 mol/L的 pH=7.4

的 PBS进行透析，得到抗原 BBA-MA-KLH。通过紫

外分光光度法鉴定抗原是否成功偶联载体蛋白。 

 

图 2  BBA 合成路线 
Fig.2 Synthesis route of BBA 
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图 3  抗原和包被原合成路线 
Fig.3 Synthesis route of antigen and coating antigen 

1.2.3  动物免疫及杂交瘤细胞株的筛选 

将 BBA-MA-KLH 作为抗原，选取 6～8 周龄健

康的 BALB/c的雌性小鼠进行免疫，免疫方式为颈背

部皮下多点注射。首次免疫用完全弗氏佐剂与抗原混

合，之后都用不完全弗氏佐剂，首次免疫后，每次加

强免疫与前一次间隔 3 周。第 3 次免疫后 7 d 采血

（小鼠断尾采血），使用 ic-ELISA法测定小鼠血清效

价和抑制率，选择效价高、抑制好的小鼠，在最后一

次免疫后 18～21 d冲刺免疫，腹腔注射，要求冲刺免

疫剂量减半且不含任何佐剂。 

通过 PEG 法将小鼠的脾细胞与 SP2/0 骨髓瘤细

胞进行无菌融合，经过 3次亚克隆筛选出可以稳定分

泌单克隆抗体的杂交瘤细胞株，具体操作步骤参考文

献[10—11]。 

1.2.4  腹水制备与单克隆抗体纯化 

采用动物体内诱生法[12—13]制备 BADGE 腹水。提

前 1～2周，向 8周龄的 BALA/c小鼠腹腔注射无菌石

蜡油 1 mL；然后，将收集好的杂交瘤细胞株腹腔注射

到小鼠体内，细胞个数约为每只 2×106。观察小鼠腹部

状态，约 1周后腹部明显肿大，收集腹水，离心，弃上

层油脂和沉淀，取中间层清液。采用辛酸-饱和硫酸铵

法纯化获得单克隆抗体。 

1.2.5  最佳包被原浓度和抗体浓度确定 

采用棋盘法 [14]3 倍倍比稀释包被原和单克隆抗

体，质量浓度依次为 1，0.3，0.1，0.03 ng/mL。 

1.2.6  间接竞争 ELISA 标准曲线绘制 

将 BADGE标准品用 DMF（10%）的 0.01 mol/L 

PBS 缓冲液进行梯度稀释，使质量浓度依次为 10，

5，2，1，0.5，0.2，0.1，0 ng/mL。在纵向 8个孔的

酶标板中依次加入稀释后的 8个梯度，50 μL/孔。随

后，加入最佳稀释倍数的抗体，50 μL/孔，放入 37 ℃烘

箱孵育 30 min；PBST 洗涤后加入 HRP 标记的羊抗鼠

二抗，37 ℃下孵育 30 min；PBST洗涤后加入显色液，

37 ℃下孵育 15 min；用 2 mol/L硫酸溶液 （50 μL/孔）

终止反应后，酶标仪读出 450 nm下的吸光度值。 

1.2.7  交叉反应率的测定 

为了评价抗体的特异性，一般会选择结构类似物

进行交叉反应的测定，在最佳的反应条件测定类似物

的 IC50，并与原药的 IC50进行比较。计算交叉反应率

（CR）的公式[15]如下： 

%50

50

IC（原 ）
CR = ×100

IC（ 似物）

药

类
 

1.2.8  样品加标回收 

选取湖水（取自学校湖水，经仪器分析鉴定为阴

性）为食品模拟物，作为添加回收的样品。湖水的处

理方案如下：取 900 μL的湖水，分别加入 100 μL的

2，5，10 ng/mL的 BADGE标准品溶液，混匀后按照

ic-ELISA的方法进行检测，将样本稀释一定倍数使其

在方法可检测的线性范围（0.16～8.15 ng/mL）内。 

2  结果与讨论 

2.1  抗原的鉴定 

紫外表征见图 4，从图 4中可以看出双酚二环氧

甘油醚抗原合成成功：其中半抗原 BBA在 274 nm和

281 nm处有最大吸收峰，KLH在 350 nm和 280 nm

处有最大吸收峰；偶联物 BBA-MA-KLH 在 350 nm

处有吸收峰，在 280 nm处的吸收峰出现叠加的峰型，

当偶联物中既有半抗原的吸收峰又有蛋白的吸收峰

时，说明偶联成功。 



·62· 包 装 工 程 2019 年 12 月 

 

图 4  抗原的紫外鉴定 
Fig.4 UV-vis spectrum of immunogen 

2.2  间接竞争 ELISA 标准曲线绘制 

棋盘法确定抗原与抗体浓度，以 OD450 为 1.5

左右的组合为最佳工作点，由表 1可知，最佳抗原抗

体质量浓度均为 0.1 ng/mL。在最佳抗原浓度和抗体

浓度条件下，绘制标准曲线，拟合标准曲线后得到

BADGE 抗体 IC50 为 1.15 ng/mL，线性范围 IC20—

IC80为 0.16～8.15 ng/mL，BADGE 的标准抑制曲线

见图 5。 

表 1  单克隆抗体最佳工作点 
Tab. 1 Theworkpoint of mAb 

抗体/ 

(μgꞏmL－1) 

抗原/(μgꞏmL－1) 

1 0.3 0.1 0.03 

1 2.626 2.250 1.956 1.747 

0.3 2.479 2.019 1.738 1.496 

0.1 2.151 1.959 1.597 1.285 

0.03 1.951 1.795 1.279 0.991 

 

 

图 5  BADGE 的标准抑制曲线 
Fig.5 Standard inhibitive curve of BADGE 

2.3  抗体交叉反应率测定 

选择 BADGE的衍生物来测定 BADGE抗体的特

异性。单抗的交叉反应率见表 2，由表 2可知，BADGE

抗体与 BADGEꞏH2O 有 11.5%的交叉，与 BFDGE 及

其他衍生物交叉率较低，均在 10%以下，说明不存在

交叉，因此抗体对 BADGE具有较好的特异性，也能

同时识别 BADGEꞏH2O。 

表 2  单抗的交叉反应率 
Tab. 2 Cross reactivity results of mAb 

化合物 IC50/(ngꞏmL－1) 交叉率/% 

BADGE 1.15 100 

BFDGE 500 0.2 

BADGEꞏH2O 10 11.5 

BADGEꞏHCl 15 7.6 

BADGEꞏH2OꞏHCl >500 <0.2 

BADGEꞏ2H2O >500 <0.2 

 

2.4  样品加标回收分析 

湖水中 BADGE的添加回收结果见表 3，每个添

加水平重复检测了 5次。BADGE在湖水中的添加回

收率均在 80%～120%之间，说明了文中建立的 ic-

ELISA方法可以运用于湖水中 BADGE的实际检测。 

表 3  湖水样品的 BADGE 添加回收率 
Tab.3 Fortified recovery for BADGE of lake water 

添加水平/(ngꞏg－1) 平均回收率/% 变异系数/% 

2 97.9 8.1 

5 99.2 9.4 

10 89.8 9.8 

 

3  结语 

成功制备了可以识别 BADGE的单克隆抗体，制

备出的单克隆抗体具有较高灵敏度（ IC50=1.15 

ng/mL）高特异性，基于该抗体，建立了 ic-ELISA检

测方法可以准确定量地检测目标物 BADGE。此外，

以湖水为实际样品的加标回收实验显示，BADGE 在

湖水中的添加回收率均在 80%～120%之间，变异系

数在 8.1%~9.8%范围内，表明单克隆抗体在实际样品

湖水中的运用具有可行性。 
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