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摘  要 

多氯联苯（Polychlorinated biphenyls，PCBs），为具有 209 种同系物的苯环状

家族类有机化合物。因其稳定的理化性质（耐热、电绝缘、抗氧化等），被广泛用

于变压器、电容器、润滑油等。随着工业排放，广泛存在于土壤、空气和水体中。

通过食物链累积富集进入人体，引发疾病。由于在环境中极为稳定，被列为持久性

有机污染物（Persistent organic pollutants, POPs）。因此，开发并应用快速、精准、

可广谱检测 PCBs 家族化合物的免疫学检测方法，作为仪器分析的有效补充，对保

障食品安全尤为重要。 

在本研究中，根据 PCBs 核心结构，设计并合成了三种不同氯化结构半抗原，

免疫小鼠获得广谱识别 11 种 PCBs 的单克隆抗体，基于该抗体材料，研发了胶体

金免疫层析检测方法和聚集诱导发光固相免疫检测方法，结果如下： 

（1）半抗原合成与单克隆抗体制备：合成三种不同结构的半抗原 PCBa，PCBb，

PCBc，经质谱与核磁共振氢谱鉴定合成成功。利用活泼酯法将其分别与不同的载

体蛋白 BSA、KLH 和 OVA 偶联，制备免疫原和包被原。通过免疫 BAlB/c 小鼠、

细胞融合、亚克隆等步骤制备单克隆抗体。免疫结果表明，以 PCB80 为母体的羧

酸衍生物半抗原 PCBc 能够诱导产生广谱识别 PCBs 的抗体。进而筛选获得单克隆

杂交瘤细胞株 C6-H8，其抗体亚型为 IgG1，可广谱识别 11 种 PCBs 其半数抑制浓

度（IC50）范围为 33.12-476.42 ng/mL。 

通过基因测序获得抗体可变区基因，利用分子模拟构建 3D 模型并对接。结果

表明，该抗体与多氯联苯小分子之间的分子作用力主要为酪蛋白与小分子之间的

苯环 π-π 键堆叠和卤键，揭示了对 11 种 PCBs 的识别机制。 

（2）胶体金免疫层析检测方法的建立：利用氯金酸还原法制备直径为 20 nm

的金纳米颗粒。标记已获得的单克隆抗体，建立以胶体金为探针的免疫层析方法

（Lateral flow immunoassay, LFIA）。经优化 pH、抗体量、包被原浓度以及探针量

等条件，结果表明对 PCB80，PCB169，PCB126，PCB189 这 4 种多氯联苯裸眼检

测 Cut-off 值（临界值）为 2-5 μg/mL，其余 7 种裸眼检测值均大于 5 μg/mL。 

（3）聚集诱导发光固相免疫检测方法的建立：以聚集诱导发光荧光微球

（Aggregation-induced emission fluorescent microsphere, AIEFM）为信号标记物，分
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别建立了荧光试纸条与竞争型固相免疫检测方法，并对鸡肉中 PCBs 残留进行方法

验证。荧光试纸条检测 PCB80 裸眼检测 Cut-off 值为 1 μg/mL。在最佳条件下，与

ELISA 方法相比，竞争型固相免疫检测方法对 11 种 PCBs 的 IC50 值提高到 6.38-

252.1 ng/mL，检测限（LOD）在 0.32-42.15 ng/mL 之间。方法验证结果表明，通过

稀释消除基质干扰，可实现对加标鸡肉样品的精准检测，回收率为 76.90%-91.64%，

变异系数为 8.5%-14.4%。此外，与 GC-MS/MS 仪器法对比，两种方法的检测结果

一致，证明所建方法具有良好的准确性。 

以上研究为检测多氯联苯家族类化合物提供了一种简单、广谱和灵敏的检测

工具，为快速、高通量筛查食品中的 PCBs 提供了可能。 

关键词：多氯联苯；半抗原；广谱型单克隆抗体；胶体金免疫层析；聚集诱导发

光。 
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Abstract 

Polychlorinated biphenyls (PCBs) are benzene cyclic family compounds with 209 

homologues. Due to stable physical and chemical properties (heat resistance, electrical 

insulation, oxidation, etc.), PCBs are widely used in commercial applications such as 

transformers, capacitors and lubricating oils. With Improper industrial discharge, they 

widely dispersed into soil, air and water. They could eventually accumulate in human 

body and pose risk to human health through bioaccumulation and food chain enrichment. 

Because extremely stable in the environment, PCBs are listed as persistent organic 

pollutants (POPs), but still exist widely in the environment and food. Therefore, the 

development of rapid, accurate and broad-spectrum detection methods for PCBs family 

compounds are particularly important to ensure food safety and are effective supplements 

to instrumental analysis. 

In this study, by simulating the core structure of polychlorinated biphenyls, three 

haptens with different chlorinated structures were designed and synthesized. Therefore, a 

monoclonal antibody was induced and generated which could recognize 11 homologues 

of PCBs. Based on the antibody materials, colloidal gold immunochromatographic 

detection methods and immunoassay methods with aggregation induced luminescent 

microspheres were developed. The results are as follows: 

(1) The preparation of haptens and monoclonal antibodies: Three haptens (PCBa, 

PCBb and PCBc) with different chlorinated structures were successfully synthesized 

which were confirmed by Mass spectrometry and Nuclear magnetic resonance (NMR). 

Immunogen and coating antigen were prepared by coupling haptens with different carrier 

proteins BSA, KLH and OVA by active ester method. Broad spectrum monoclonal 

antibodies were obtained by immunizing BALB/c mice, cell fusion and subcloning. The 

results showed that mice immunized with carboxylic acid derivative hapten PCBc with 

PCB80 structure-liked induced a monoclonal antibody with recognition ability to PCBs. 

The monoclonal hybridoma cell line (C6-H8) was screened with IgG1 subtype of 

antibody which could recognize 11 kinds of polychlorinated biphenyls. The identification 

of ELISA results showed that the IC50 of 11 kinds of polychlorinated biphenyls ranged 

from 33.12 to 476.42 ng/ml.  

After obtaining the complementarity determining region (CDR) gene of antibody, 

the 3D model was constructed by molecular simulation and simulated docking by 
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AutoDock-Vina. The results showed that the intermolecular forces between the antibody 

and small molecules with common structure of PCBs were mainly the stacking of benzene 

ring π-π bonds and halogen bonds between casein and small molecules. 

(2) Establishment of colloidal gold immunochromatography strip: For the purpose 

of rapid detection on-site, gold nanoparticles with a diameter of 20 nm were prepared by 

chloroauric acid reduction method. an immunochromatography method (LFIA) with 

colloidal gold as probe material was established using the obtained monoclonal antibody 

against PCBs. The results showed that the cut-off value (critical value) of PCB80, 

PCB169, PCB126 and PCB189 were 2-5 μg/ml, and the naked eyes detection values of 

the other 7 PCBs were greater than 5 μg/mL. 

(3) Establishment of Immunoassay with Aggregation Induced Emission Fluorescent 

Microsphere (AIEFM): Fluorescence test strip and competitive solid-phase immunoassay 

were established respectively. The cut off value of PCB80 detected by fluorescent test 

strip is 1 μg/mL. Under the optimum experimental conditions, compared with ELISA, the 

IC50 value of 11 PCBs was increased to 6.38-252.1 ng/ml, and the detection limit (LOD) 

was between 0.32 and 42.15 ng/ml. The results showed that the accurate detection of 

spiked chicken samples could be achieved by eliminating matrix interference through 

dilution. The recovery was 76.90%-91.64% and the coefficient of variation was 8.5%-

14.4%. In addition, the comparison with GC-MS/MS instrument method shows that the 

detection results of the two methods are consistent, which proves that the established 

method has good accuracy. 

In summary, the above developed methods provided a simple, broad-spectrum and 

sensitive tool for the detection of PCBs family compounds, and makes it possible for 

rapid and large-scale screening of PCBs in food. 

Keywords：Polychlorinated biphenyls; Hapten; Broad spectrum monoclonal antibody; 

Colloidal gold immunochromatography; Aggregation induced luminescence  
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第一章 绪论 

随着经济发展，人民生活水平的提高，对饮食结构的需求趋于便捷化、多元

化，但近年来，食品安全事件层出不穷，威胁人类安全。2022 年市场监管总局抽

检结果表明食品中农药、兽药、环境污染物以及微生物残留超标，食品添加剂的

非法添加等现象依然存在（www.samr.gov.cn）。这些有害物质通过食品进入人体，

随着时间在生物体内富集，进而导致一系列的疾病的爆发。 

多氯联苯（Polychlorinated biphenyls，PCBs）具有强致癌性，2001 年作为 12

种持久性有机污染物（POPs)之一被列入《斯德哥尔摩公约》（http://chm.pops.int）。

1967 年日本的米糠油事件[1]，1979 年中国台湾油症事件[2]，1999 年比利时多氯

联苯，二噁英危机[3]，多氯联苯污染已将美国安尼斯顿小镇变成“死亡之城”[4]。

这些事件导致几十万只家禽突然死亡，造成重大的粮食危机，同时当地居民因此

患严重的皮肤病，死亡人数达数万余人。多氯联苯在空气、水、土壤等环境中普

遍存在且具有生物蓄积性，通过不同方式暴露于人体，其中饮食为最主要途径，

引起高度关注。 

1.1 多氯联苯概述 

1.1.1 多氯联苯的结构与理化性质 

多氯联苯（Polychlorinated biphenyls，PCBs），化学结构如图 1.1；CAS 号

No:1336-36-3；分子式为 C12H10-nCln。PCBs 是一类由碳、氢和氯原子组成的人工

合成有机化合物。氯原子的数量及其在分子中的位置决定了 PCBs 的物理和化学

性质。PCBs 没有已知的味道或气味，稠度随着氯原子数的增加从油到蜡状不等

[5]。 

PCBs 的理化性能非常稳定，无腐蚀性，疏水亲脂，具有极强耐酸碱和抗氧

化能力[6]，因优越的绝缘性以及高度耐热可达 1400℃等特性备受关注[7]。 

http://chm.pops.int/TheConvention/ThePOPs/AllPOPs/tabid/2509/Default.aspx.Accessed
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图 1.1 多氯联苯化学结构式 

Fig. 1.1 Chemical structure formula of polychlorinated biphenyls 

环境持久性：PCBs 在自然环境下，无法通过光照、化学腐蚀以及微生物代

谢等途径降解。当进入水体、土壤等介质中半衰期为 40 年，少部分通过转基因

植物和相关细菌构成的新一代转基因生物酶作用发生转化[8]。日本环境省开展的

一项为期 16 年的监测计划（2003-2018），结果表明大气中五氯苯和六氯苯的浓

度相对稳定且有增加趋势[9]。PCBs 在日本和台湾已经被禁止了几十年，但是在

2021 年一项调查中显示仍然能在母乳和胎儿体内检测到[10]。 

半挥发性：氯化的程度会影响 PCBs 在不同的颗粒物表面吸附，从水体或者

土壤挥发以蒸汽形式进入大气，在环境中进行远距离迁移，然后伴随降雨降雪等

重新沉降到地表，无限循环。山河湖泊[11]、雪域高原、飞禽走兽[12]、植物[13]等无

处不在，PCBs 污染已成为全球性的问题[14]。 

生物蓄积性：PCBs 作为脂溶性污染物，常残留富集于脂肪组织，从环境媒

介中蓄积到生物体并伴随食物链浓缩成为主要模式，以至于食物链顶端毒性最大。

自由放养的肉鸡每天约摄入 30 g 土壤，而鸡蛋脂肪中二噁英和共面 PCBs 的毒

性总和远超欧盟食品标准规定的 5 pg TEQ/g，表明已从土壤中蓄积到鸡体内[15]。

在波兰从农村到城市地区的河流中收集的沉积物和鱼类都含有二噁英和PCBs且

浓度皆超过消费者的耐受量[16]。北美野生山猫体内多氯联苯浓度明显超过正常

水平[17]，表明环境中 PCBs 已进入食物链。这些数据揭示了即使环境中存在低浓

度 PCBs，最终也会通过食物链富集到顶端，造成危害。 

1.1.2 多氯联苯的来源与应用 

PCBs 由德国科学家 H.Schmidt 和 G.Schuts 于 1881 年首次合成，目前没有已

知的 PCBs 天然来源（www.epa.gov/pcbs）。根据苯环上氯原子的不同数量与位置
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组合，理论上多氯联苯有多达 209 种单独同系物。其中，满足 4 个及以上的氯原

子且在邻位有一个或没有取代的 12 种 PCBs 具有二噁英毒性被称为“类二噁英

类多氯联苯”，包括 No.77、81、105、114、118、123、126、156、157、167、

169 和 189。另外 7 种无二恶英的毒性，但有不同的毒理学特性为指示性多氯联

苯包括 No.28、52、101、118、138、153 和 180[18]。在美国，许多商用 PCBs 混

合物的商标名为 Aroclor，中国按被氯取代的原子个数命名。 

PCBs 被大规模商业化使用，包括电容器和变压器中的介质流体、传热流体、

液压液、润滑油，以及作为油漆、染料和塑料添加剂等[19]。它们的商业用途主要

是基于其稳定理化性能，包括低可燃性，电绝缘性能等。美国最先于 1929 年开

始生产 PCBs，它们被大规模生产了 40 多年，20 世纪 80 年代被禁止，在 60 年

代中期，全世界生产 PCBs 远超 100 万吨。在德国，6 万吨 PCBs 被用于变压器、

电容器或作为液压油，其中 30%至 50%的 PCBs 没有得到适当的管理。在西德，

24000 吨 PCBs 被应用于公开场合，主要作为添加剂、密封剂和油漆等并且一直

使用没有被禁止，在 2013 年，估计仍有超过 1.2 万吨的 PCBs 存在于建筑中。估

计每年 7-12 吨应用于公开场合的 PCBs，持续释放到环境中[20]。我国 1965 年开

始生产 PCBs，1974 年禁止生产和使用，这期间生产了约 10000 吨的 PCBs，其

中三氯联苯 9000 吨，五氯联苯 1000 吨[21]。我国 PCBs 的使用主要汇集于中、东

部人口密集和工业发达区，导致我国东部地区残留最为严重。 

1.1.3 多氯联苯残留现状与危害 

因证据表明 PCBs 在环境与食物链中累积富集，对人类健康造成有害影响，

世界各国逐步禁止生产。大多数过时的含 PCBs 的设备被禁用并储存起来，其中

有部分泄漏到周围环境中，对健康和环境构成威胁。与此同时，还有非法拆除或

处置含 PCBs 的设备，通过随意焚烧含氯废弃物所产生的副产品，以及某些涉及

有机氯的化学过程[22]。1977 年以前制造的可能含有 PCBs 的产品包括荧光照明

灯具和电容器的电气设备[23]，显微镜和液压油[24]等其他工业应用，其中大约有

1/3 的 PCBs 进入人类生活，造成污染。自 1929 年以来，全世界的累计 50 万吨

以上 PCBs 被弃入垃圾填埋场，部分随工业废水进入河流，渗漏到土壤[25]。按照

《斯德哥尔摩公约》，签署国需采取措施，减少并消除 PCBs 在环境中的释放，

经过了十几年的努力，还是能发现 PCBs 的存在。 
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尽管 PCBs 已被停产和禁止使用多年，工业生产的 PCBs 依然是环境污染和

危害人类的主要来源。资料表明，PCBs 在水体、沉积物、土壤和大气介质中普

遍存在。白璐等[26]对华东地区的不同深度水体进行采样结果显示五氯联苯的检

出率为 100%。黄智峰等调查了洞庭湖 PCBs 污染情况，采集 21 个地点并对入湖

河流进行同位素高分辨质谱定量检测分析，检测到 50 种 PCBs 同系物[27]。程家

德等[28]检测了太湖上游地区地表水和沉积物，发现主要成分包含五氯和六氯。在

克罗地亚的 3 个湖泊（普罗什奇湖，科兹贾克湖，卡卢罗维瓦克湖）沉积物中检

测出 11 种有机氯农药（OCP）及其降解产物以及 17 种 PCBs[29]；张亚萍等[30]对

某电子垃圾拆解区废渣、土壤和蔬菜中 PCBs 进行评估，发现其中残留的 PCBs

以三氯联苯、五氯联苯等低氯为主。1945 年至 1983 年间，中国是世界上最大的

PCBs 生产国，其中黄海和渤海沿岸城市生产和使用 PCBs 比例较大。在黄海和

渤海周围采集的表层土壤中检测到了 7 种指示性 PCBs，其中河北省的 PCBs 残

留浓度最高[31]。大气中的 PCBs 污染物不仅是人体不可避免的接触途径，而且可

能随全球气流循环迁移到任何一个区域。芝加哥空气样品中测到羟基化多氯联苯

（OH-PCBs），这表明 Aroclors 是大气中 OH-PCBs 的传统来源，并且与 Aroclors

中的 PCB 成比例[32]。在对蜜蜂和蜜蜂产品中 PCBs 的含量及其环境空气浓度进

行评估，发现高分子量 PCBs 从空气移动到花粉介质（沉积），而低分子量 PCBs

从花粉介质移动到空气（挥发）[33]。种种迹象表明前期的工业发展，使得河流、

土壤和大气、动物、植物中均有 PCBs 的身影，对人类健康构成了潜在威胁。 

PCBs 脂溶性较强，可在食物链中进行生物富集。最近一项对 26 种食品中

PCBs 残留的研究表明，PCBs 已然进入人类餐桌[34]。发生在日本、中国台湾和比

利时的众所周知的“二噁英事件”导致了极其严重的公共卫生灾难[3]。PCBs 可

通过血液循环到达神经肌肉连接处[35]，导致与大脑和风湿疾病相关的神经元损

伤[36]。根据流行病学研究表明，PCBs 作为致癌启动子可能通过氧化应激机制抑

制细胞间信号传递危害肝脏、胆道和肠道等，长期暴露于环境中的多氯联苯可能

会导致内分泌系统紊乱，并增加患癌症的风险[37]。同时，PCBs 会显着降低动物

的生育能力并影响生殖系统，干扰表观遗传修饰过程，目前尚无有效抑制[38]。

Wang 等[39]利用雌性大鼠反复吸入含有 PCBs 的学校室内空气，发现 PCBs 在体



江苏大学硕士学位论文 

 

5  

内脂肪组织中含量最多，利用转录组学和代谢组学发现，PCBs 不仅损伤记忆力，

而且显著减少白细胞数量。 

1.2 多氯联苯相关法律法规残留限定 

由于 PCBs 污染引起危害导致社会公共安全事件频发，国外在 20 世纪七十

年代，开始制定相关法律法规。PCBs 的残留受到各国相关组织的严格管制。美

国环境保护局（EPA）规定饮用水中多氯联苯的最大残留限量为 0.5 ng/mL；美国

食品和药物管理局（FDA）控制所有食品中的残留浓度应为 0.2-3 μg/g；世界卫

生 组 织 （ WHO ） 将 多 氯 联 苯 的 每 日 最 大 摄 入 量 设 定 为 0.6 μg/kg

（wwwn.cdc.gov/TSP/ToxFAQs/ToxFAQsDetails）；欧洲食品安全局规定了食品中

残留限量如表 1.1 所示（www.efsa.europa.eu/en/ efsa journal）。 
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表 1.1 食品中 PCBs 残留限量 

Table 1.1 Residue limits of PCBs in food 

Foodstuffs 

Maximum levels 

Sum of dioxins 

(WHO-PCDD/F-

TEQ) 

Sum of dioxins and 

dioxin-like PCBs

（WHO-PCDD/F-

TEQ） 

Sum of PCB28，

PCB52，PCB101，

PCB138，

PCB153，and 

PCB180 

Hen eggs and 

egg products 
2.5 pg/g fat 5.0 pg/g fat 40 pg/g fat 

Fat of the 

following 

animals 

-bovine animal 

and sheep 

-poultry 

-pigs 

Mixed animal 

fats 

Vegetable oils 

and fats 

2.5 pg/g fat 

 

1.75 pg/g fat 

 

1.0 pg/g fat 

 

1.5 pg/g fat 

 

0.75 pg/g fat 

4.0 pg/g fat 

 

3.0 pg/g fat 

 

1.25 pg/g fat 

 

2.5 pg/g fat 

 

1.25 pg/g fat 

40 pg/g fat 

 

40 pg/g fat 

 

40 pg/g fat 

 

40 pg/g fat 

 

40 pg/g fat 

Foods for 

infants and 

young children 

0.1 pg/g wet weight 0.2 pg/g wet weight 1.0 ng/g wet weight 

目前而言，意识观念不足、综合法规匮乏，我国的多氯联苯管理机制体系相

对落后。因此，建立一种合适、完善高效且准确的管控体系来监督食物链或环境

中的 PCBs 尤为重要。 
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1.3 多氯联苯残留检测技术研究进展 

多氯联苯作为《斯德哥尔摩公约》中首批持久性有机污染物质，近年来随着

科技进步且多样，为检测多氯联苯提供了更多选择，主要包括仪器检测法和免疫

学快速检测法。 

1.3.1 仪器分析方法 

当前国内外关于 PCBs 的检测分析大部分为仪器法，对 PCBs 进行提取、净

化与测定。HPLC 与 UV 相结合是 PCBs 分析中最常用的色谱技术[40]，LCMS 适

用于在比紫外线检测高出 1000 倍的低检测限下进行量化。目前已经建立的 GC-

MS[41]、LC-MS/MS 和高分辨率气相色谱/高分辨率质谱（HRGC/HRMS）[42]等方

法可用于从不同的样品基质中对 PCBs 进行定量。Li 等[43]开发了一种以庚酸为萃

取剂提取 PCBs，利用气相色谱-串联质谱（GC-MS/MS），PCB28、PCB53、PCB206

的检测限为 3 ng/L，PCB118 为 5 ng/L。Baroudi 等[44]利用 GC-MS/MS 对针叶树

中 PCBs 等检测限可达 20 ng/g。这些基于仪器的方法提供了高灵敏度和精确的

结果。 

1.3.2 免疫学分析方法 

免疫分析方法（Immunoassay）是将免疫反应（抗原与抗体的特异性结合，

抗原或抗体示踪物标记从而放大反应信号）和检测方法相结合的即时检测技术

（Point of care test，POCT）。随着技术的发展，酶免疫测定法、酶抑制法、试纸

法、荧光免疫测定法等可用于快速体外检测，广泛用于抗原、抗体、肽、蛋白质、

激素等分子的定量检测。此外，免疫分析的使用涵盖了临床诊断[45]、食品安全[46]

和环境监测[47]等多方面，而免疫分析方法的关键是获得优质抗体。 

1.3.2.1 酶联免疫吸附法 

酶联免疫吸附法自 1971 年用于 IgG 定量测定后得到快速应用。原理为将已

知的抗原或抗体吸附于固相载体，然后抗原-抗体在其表面进行反应，去除体系

中的游离成分，结合酶催化底物显色[48]。包括直接、间接、夹心、竞争等。其优

点是成本低廉、操作简单且短时间内能对大量样品现场检测。 
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酶联免疫吸附试验（ELISA）方法已经商业化用于 PCBs 的分析。Tomoaki 等

[49]为了评估零售鱼中是否残留 PCB118，研发了 ELISA 试剂盒，结果与高分辨率

气相色谱/高分辨率质谱一致。此外，Chen 等[50]制备多克隆抗体利用间接竞争

ELISA 检测空气中的 Aroclor1248，平均 IC50 值为 16.21 μg/L；邓安平等[51]通过

制备多克隆抗体，利用 ELISA 以 Aroclor1242（主要含 4,4’-二氯联苯）为标准溶

液，测得 IC50=205 ng/mL。Xu 等人[52]制备抗 PCBs 多克隆抗体，利用间接竞争

ELISA 法检测 PCB77、PCB169、PCB126，IC50 分别为 18、186 和 31 ng/mL。由

于PCB有多种同系物，通常残留不止一种，因此开发一种新型抗体广谱识别PCBs

的共同结构是一项艰巨的任务。关于这一点，相关学者已经设计不同的半抗原，

以获得广谱免疫反应性。Chiu 等[53]人开发了一种基于单克隆抗体（mAb）的酶

免疫分析法,对 PCB77 和 PCB126 具有高度选择性（IC50 值分别为 0.9 和 1.2 

ng/mL），但没有检测到更普遍和毒性更小的非共面 PCBs 同源物。此外，Franek

等人[54]也报道了一种基于多克隆抗体的 ELISA，对 PCB77 和 PCB126 具有选择

性（IC50 值分别为 2.0 ng/mL 和 5.2 ng/mL）。然而，对一些有机溶剂，如二甲亚

砜（DMSO）的耐受性也很低。 

1.3.2.2 胶体金免疫层析 

胶体金免疫层析（colloidal gold immunochromatography）技术是以胶体金为

示踪物应用于免疫反应的一种标记技术。胶体金为柠檬酸三钠与氯金酸（HAuCl4）

氧化还原成特定粒径的金纳米颗粒并呈稳定可见紫红色或粉红色[55]。金纳米颗

粒具有独特的光学特性，性质稳定、易于合成、生物相容性良好。胶体金免疫层

析试纸条（检测卡）作为一种快速检测手段，简单经济、稳定无污染。在弱碱性

条件下标记单克隆抗体，带负电荷胶体金和带正电荷的蛋白质发生静电吸附成为

探针，且保留蛋白的生物活性。检测一般只要 5-10 min 就会出结果。该技术已经

在农药小分子等化合物检测领域广泛应用。万宇平等[56]成功制备胶体金免疫层

析试纸条检测 PCB118，最低检测线可达 10 μg/kg，与其他同系物无交叉反应。 

1.3.2.3 基于 AIEgens 微球免疫方法 

发光材料理论上可以用于气态、液体和固体，而在实际应用中多为薄膜和聚

集体。在聚集状态下，与稀溶液相比，发光团可能表现出减少、不变或增强的发
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射。在许多传统的情况中，发光材料会有部分或全部猝灭现象。自 1954 年 Forster

等[57]发现浓度猝灭效应以来，聚集致猝灭（Aggregation caused quenching，ACQ）

现象已经被研究了半个多世纪。从现实应用角度来看，在大多数情况下聚集导致

猝灭害大于利。 

聚集诱导发射（Aggregation-Induced Emission，AIE）是一种与生色团聚集有

关的光物理现象，于 2001 年被唐本忠团队发现[58]。孤立分子状态的非发射光物

质可在形成聚集体时被诱导发射强荧光[59]。由于高亮度、低背景和强大的抗光漂

白能力，众多学者开始探索这些材料构建新的传感器。利用 AIE 染料的独特特性

来规避浓度猝灭效应、增强光强度并延长持续时间进行体内肿瘤成像[60]；通过结

合聚集诱导发光和间接竞争 ELISA，建立了一种新的基于荧光“开启”探针的免疫

传感器，用于检测食品中的药物残留，使用金刚烷胺（AMD）作为检测模型，可

以实现对鸡肌肉样品中 AMD 浓度的定量，IC50 值为 0.38 ng/mL[61]。在酶联免疫

试验的基础上结合生物素和链霉亲和素系统，利用 AIE 纳米珠构建免疫分析平

台对两种不同目标物的检测灵敏度分别提高了 45 倍和 12 倍[62]。AIEgens 近年来

成为研究热点，它的各种性能有待探索，因此，开发一种基于 AIEgens 的荧光传

感器检测方法具有重要意义。 

1.3.2.4 其他免疫传感检测方法 

近些年，基于抗体的生物传感器得到快速发展。免疫传感器是免疫分析法在

PCBs 检测中最常见的应用之一。基于抗体和靶标之间的生物相互作用，然后是

转导、扩增和检测。比如电化学抗体生物传感器：Laschi 等人[63]开发了一种基于

碳网印刷的一次性电极的免疫传感器，用于识别 PCBs。HRP 酶标记抗体，过氧

化氢与二茂铁碳羧酸（Ferrocenemonocarboxylic acid，FCA）作为底物与电子介

质，构建了 PCBs 的间接和直接竞争分析方法。基于拉曼光谱，Sun 等[64]展示了

用于 PCB77 检测的无标记适配体传感器，适配体被固定在具有 S-Ag 键的银纳米

棒阵列上，在 PCB77 的存在下，适配体转变为发夹环结构，适配体鸟嘌呤的 SERS

信号增加，可以准确检测湖水样中 LOD 值为 0.33 μM。 
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1.4 研究目的与意义 

食品作为人类赖以生存和社会发展不可或缺的物质基础，饮食结构趋于便

捷化、多元化的同时，食品安全问题逐渐引起重视，其中动物源性食品安全问

题占据重要部分，而持续性有机污染物是影响动物源性食品安全的重要因素之

一。由于对人体健康存在较严重威胁，相关机构建立了一系列关于 PCBs 检测

技术和残留指标。PCBs 的停产与防治已近半个世纪，但由于其本身强脂溶性，

可通过生物蓄积而持续存在环境中[20]。近年来世界各国对持续性有机污染物的

监管越发严格，急需开发高灵敏度、快速的检测方法，免疫分析检测技术因简

便灵敏、高通量、现场检测等优点成为仪器法的重要补充。针对多氯联苯单克

隆抗体匮乏且同系物过多，本实验本文研究的主要内容如下: 

1. 设计并合成半抗原，采用杂交瘤技术制备高灵敏、广谱型抗 PCBs 单克隆抗

体并测定其相关性能。 

2. 基于抗 PCBs 单克隆抗体，开发胶体金免疫层析技术进行快速检测。 

3. 基于抗 PCBs 单克隆抗体和新型荧光材料（AIEgens），开发新的免疫试验，

用于检测鸡肉中多氯联苯残留。 
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第二章 多氯联苯广谱型单克隆抗体的制备及其性能鉴定 

2.1 引言 

自 1975 年单克隆抗体技术开发以来，单克隆抗体成为生物检测技术研发的

首选目标，免疫检测技术得到蓬勃发展。多氯联苯（PCBs）是由不同数量氯原子

组成的苯环状芳香化合物，2001 年 5 月作为持续性有机污染物（POPs）被列入

《斯德哥尔摩公约》，其中 7 种指示类 PCBs（编号 28、52、101、118、138、

153 和 180）和 12 种类二噁英类 PCBs（编号 77、81、105、114、118、123、126、

156、157、167、169 和 189）备受关注。目前关于抗 PCBs 单克隆抗体的报道相

对匮乏，由于 PCBs 常以混合物形式残留，如何实现免疫学广谱检测成为难点。

Chiu 等[53]所筛选的单克隆抗体只能识别 PCB77 和 PCB126，多数免疫学研究无

法达到广谱识别 PCBs。本实验设计合成了 PCBs 半抗原及人工免疫原并采用杂

交瘤技术筛选识别 PCBs 的单克隆细胞株，建立 ic-ELISA 免疫检测方法并分析

了该细胞株的灵敏度、亚型、交叉反应率等性能。 
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2.2 材料与方法 

2.2.1 主要试剂和材料 

表 2.1 主要试剂和试验材料 

Table 2.1 Main reagents and test materials 

试剂和试验材料 生产厂家 

SP 2/0（骨髓瘤细胞）细胞 实验室自有 

Balb/c 试验小白鼠 扬州大学比较医学中心 

25 KD 透析袋 北京索莱宝科技有限公司 

Protein G 柱 南京金斯瑞生物科技有限公司 

胎牛血清 美国 Sigma 公司 

弗式不完全佐剂 美国 Sigma 公司 

弗式完全佐剂 美国 Sigma 公司 

牛血清蛋白 BSA 美国 Sigma 公司 

脱脂奶粉 北京索莱宝科技公司 

RPMI Medium Modified 1640 美国 HyClone 公司 

羊抗小鼠 IgG 北京索莱宝科技公司 

HT 培养基添加剂（50×） 美国 Sigma 公司 

HAT 培养基（50×） 美国 Sigma 公司 

Tween-20 武汉博士德生物公司 

青霉素 G、链霉素抗生素溶液 北京博奥龙免疫技术有限公司 

PEG2000 美国 Sigma 公司 

注：其他缓冲液所用化工试剂均购于广东西陇化工股份有限公司。 
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2.2.2 主要仪器设备 

表 2.2 主要仪器设备 

Table 2.2 Major instruments and equipment 

仪器型号 生产厂家 

Multiskan MK2 洗板机 美国 Thermo 公司 

Multiskan FC 酶标仪 美国 Thermo 公司 

Heracell VIOS 160i CO2 培养箱 美国 Thermo 公司 

台式高速离心机 5424R 德国 Epprndorf 公司 

AIRTECH 超净工作台 苏州安泰空气有限公司 

显微镜 LWD300-38HMC 德国 Hoffmann 公司 

凝胶电泳成像分析仪 加拿大 Bio-Rad 公司 

Milli-Q 净水器 美国 Millipore 公司 

Nanodrop 2000 美国 Thermo 公司 

2.2.3 缓冲液配方及细胞培养液 

2.2.3.1 免疫实验所用缓冲溶液 

1. 碳酸盐缓冲液（CBS）pH=9.6：2.93 g NaHCO3，1.59 g Na2CO3，用 1 L 去离

子水溶解，振荡混匀，密闭备用。 

2. 磷酸盐缓冲液（PBS）pH=7.4：称 80 g NaCl，2 g KCl，29 g Na2HPO4·12H2O，

2 g KH2PO4，用 1 L 去离子水溶解，超声混匀待用。 

3. PBST 洗涤缓冲液：取 100 mL 0.1 M PBS 缓冲液与 900 mL 双蒸水混合后加

入 500 μL Tween-20，混匀备用。 

4. 3% MPBS 封闭液：取 0.3 g 脱脂奶粉于 10 mL PBS 缓冲液，振荡溶解，备用

（按实验需要等比例配置）。 

5. 5% DMSO-PBS 缓冲液：以 10 mL 5% DMSO-PBS 缓冲液为例，取 500 μL 

DMSO 加入到 9.5 mL PBS 中，充分混匀待用。 

6. 柠檬酸盐缓冲液（CPBS）pH=5.5：称 21 g 柠檬酸，71.6 g Na2HPO4，1 L 双

蒸水充分溶解，超声摇匀备用。 

7. ELISA 显色液： 
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a) 四甲基联苯胺（TMB）溶液：称取 0.01 g 四甲基联苯胺溶于 1 mL DMSO 中，

混匀。 

b) 0.65% H2O2 溶液：取 22 μL 30%的 H2O2 溶液，加入 978 μL 去离子水，混匀。 

c) 显色液：取 100 μL TMB 溶液，25 μL 0.65% H2O2 溶液，加入到 10 mL 的

CPBS 缓冲液中，振荡混匀。 

8. 2 M H2SO4 终止液：以配制 1 L 体积溶液为例，将 110 mL 浓硫酸缓慢逐滴加

入 890 mL 去离子水中，室温冷却备用。 

2.2.3.2 单克隆抗体制备所需缓冲液的配制 

细胞培养基： 

1. 不完全 1640 培养基：将 100 mL 胎牛血清置于室温融化，56℃灭活 0.5 h；②

称取 0.5 g 碳酸氢钠、0.15 g L-谷氨酰胺、1.2 g Hepes、0.05 g 丙酮酸钠加入

融化的 5 mL 青霉素 G、链霉素溶液中至溶解。过滤膜后加入到 500 mL 的

RPMI 1640 中混匀。 

2. 完全 1640 培养基：将胎牛血清与不完全 1640 培养基（1:4，v:v）混匀。 

3. HAT 培养基：将 500 μL HAT 培养基添加剂加入 50 mL 完全 1640 培养基中。 

4. HT 培养基：将 1 mL HT 培养基添加剂加入到 49 mL 完全 1640 培养基中。 

2.2.3.3 蛋白纯化缓冲液 

结合缓冲液： 

1. A 液：称取 3.12 g 的 NaH2PO4·2H2O 加入 100 mL 去离子水； 

2. B 液：称取 14.34 g 的 Na2HPO4·12H2O 溶解于 200 mL； 

3. 取 78 mL A 液与 122 mL B 液充分混匀，用双蒸水将混合液稀释 10 倍，得到

20 mM 磷酸钠缓冲液，调 pH 至 7.0，即为结合缓冲液。 

洗脱缓冲液：量取 200 mL 双蒸水溶解 3.028 g 甘氨酸，得到 0.2 M 的甘氨酸溶液

用盐酸调 pH 至 2.7，再稀释 1 倍，即为洗脱缓冲液。 

Tris-HCl 平衡缓冲液：量取 300 mL 双蒸水溶解 60.55 g 的 Tris，用 HCl 调节 pH

至 9.0，并定容 500 mL，即为 1 M 的 Tris-HCl 平衡缓冲液。 

乙酸-乙酸钠缓冲液：1.2 mL 乙酸加到 100 mL 0.06 M 乙酸钠溶液中（60 mmoL，

pH 4.0）。 
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2.2.3.4 透析袋的处理 

为了纯化偶联后的包被原与免疫原，需进行透析，具体方案如下：将透析袋

（8-15 KDa）剪成 10-20 cm 的小段，放入装有 1 mM EDTA-Na2、2%（W/V）

NaHCO3 的 500 mL 蒸馏水中，煮沸，边煮边搅拌 5 min，蒸馏水清洗透析袋，除

去增塑剂，再次用蒸馏水煮沸 5 min 并清洗后 4℃贮存于 20%酒精中待用[65]。 

2.2.4 半抗原的合成 

多氯联苯半抗原 a、b、c 的合成思路是引入带有羧基的碳链取代多氯联苯苯

环上的 Cl。 

PCBa 合成路线如图 2.1 所示。将 K2CO3（9.2 g，66.6 mmol）添加到溶解于

25 mL DMF 的化合物 1（5.0 g，25.2 mmol）中，然后添加化合物 2（6.5 g，33.2 

mmol）。室温下搅拌 16 h。于 50 mL 双蒸水中用 PE（3*100 mL）萃取。去除有

机相，Na2SO4 干燥。利用硅胶柱（PE/EA=10/1）纯化，得到无色油状纯化合物 3

（5.1g，产率：64.6%）。 

将化合物 3（2.0 g，6.4 mmol）、NaOH（1.0 g，25.7 mmol）和 H2O（8 mL）

混合于甲醇（20 mL，64.2 mmol）中搅拌（60℃，2 h）。1 M HCl 溶液调节 pH

至 3，用水洗涤并真空干燥，得到白色固体形式的 PCBa（1.7 g，产率：93.4%）。 

 

图 2.1 半抗原 PCBa 合成路线 

Fig. 2.1 Synthesis route of hapten PCBa 

PCBb 合成路线如图 2.2 所示。10°C 下将化合物 1（4.00 g，1.01 mmol）添

加到含有 HNO3（1.60 g，1.31 mmol）和 H2SO4（4.00 g，2.02 mmol）的溶液中，

并添加 1,2-二氯乙烷。搅拌（50℃，10 h）。冰水淬火，提取到 EtOAc（3*100 mL）

中。去除有机相，Na2SO4 干燥，减压浓缩，化合物 2 为淡黄色固体（5.10 g，75%）。 

将化合物 2（5.10 g，19.6 mmol）转入含有乙醇（40 mL）和水（8 mL）混合

溶液中，添加 Fe（8.80 g，0.157 mol）和 NH4Cl（3.13 g，0.059 mol）。氮吹，搅

拌（80°C，5 h），过滤沉淀。取滤液用水稀释并提取到 EtOAc（3*100 mL）和水
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（50 mL）中。去除有机相，干燥，浓缩。残渣通过二氧化硅过滤纯化，乙酸乙

酯/石油醚洗脱，获得黄色固体形式化合物 3（4.50 g，91%）。 

向化合物 3（2.50 g，10.9 mmol）中添加 57%的稀硫酸（20 mL，3M）、碘化

铜（1.98 g）和碘化钾（1.60 g）水溶液。30°C 水浴，逐滴添加亚硝酸钠（1.74 g）

水溶液（4 mL），重复搅拌 10 min。将混合物在 25℃下搅拌 5 h。添加亚硫酸钠

淬火并过滤。将反应物提取到 EtOAc（3*100 mL）中。Na2SO4 干燥，浓缩。化

合物 4 为浅白色固体（3.20 g，89%）。 

将化合物 5（500 mg，1.41 mmol）、化合物 6（430 mg，3.41 mmol）溶解在

二氧六环（25 mL）中，添加醋酸钾（210 mg，1.09 mmol）和 pd（dppf）Cl2（110 

mg，0.143 mmol），氮气保护，100°C 下加热 12 h。反应结束后冷却至室温，过

滤沉淀。用水稀释滤液并将其提取到 EtOAc（3*20 mL）中，干燥洗净。残渣通

过二氧化硅过滤纯化，乙酸乙酯/石油醚洗脱，得到所需化合物 7（400 mg，70.4%） 

将化合物 7（500 mg，1.24 mmol）、化合物 4（422 mg，1.24 mmol）溶解于

二氧六环（20 mL）和 H2O（4 mL），添加碳酸氢钠（274 mg，5.43 mmol）和 pd

（dppf）Cl2（96.0 mg，0.0155 mmol）。氮吹（100°C，12 h）。冷却过滤。取滤液

并将其提取到 EtOAc（3*20 mL）中。洗涤、干燥、洗脱，得到白色固体化合物

8（500 mg，81.8%）。 

将化合物 8（420 mg，0.61 mmol）溶解于 EtOH（8 mL）和 H2O（2 mL）中，

添加氢氧化锂（45 mg，1.88 mmol），氮气保护（60°C，5 h）。用稀硫酸将反应溶

液 PH 调节至 3，然后将混合物萃取至 EtOAc（3*20 mL）中。洗涤、干燥，得到

粗产品。残渣通过异丙醇晶进一步纯化，得到白色固体 PCBb（350 mg，88%）。 
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图 2.2 半抗原 PCBb 的合成路线 

Fig. 2.2 Synthetic routes of hapten PCBb 

PCBc 合成路线如图 2.3 所示。化合物 1（5.0 g，20.7 mmol）和化合物 2（4.0 

g，20.7 mmol）溶解于 DMF（25 mL），添加 K2CO3（5.7 g，41.3 mmol）后搅拌

（25°C，5 h）。倒入水中（50 mL），用 EtOAc（2*100 mL）萃取。洗涤，Na2SO4

干燥，得到化合物 3（6.1g，收率 82.8%）。 

将化合物 3（2.0 g，5.6 mmol）、化合物 4（1.6 g，8.4 mmol）、K2CO3（2.0 g，

14.5 mmol）和 Pd（dppf）Cl2（411 mg，0.56 mmol）溶解在二氧六环/H2O（25 mL/5 

mL）中，80℃下 N2 保护搅拌 2 h。倒入水中（50 mL），EA（2*50 mL）提取。

洗涤，干燥。硅胶柱（PE/EA=10/1）纯化，得到化合物 5（2.2 g，产率：92.8%）。 

将化合物 5（1.0 g，2.4 mmol）溶解在 MeOH/H2O（10 mL/2 mL）中，添加

NaOH（384 mg，9.6 mmol）。60℃搅拌 2 h。然后将混合物倒入水中（20 mL），

用 1 M HCl 酸化至 pH 值为 3，过滤。用水洗涤湿滤饼并在真空中干燥，得到白

色固体的纯化合物 6（600 mg，产率：64.2%）。 
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图 2.3 半抗原 PCBc 的合成路线 

Fig. 2.3 Synthetic route of hapten PCBc 

2.2.5 人工抗原的偶联 

为获取高灵敏度，建立以 PCBa-OVA 作为包被原的异源 ic-ELISA。采用活

泼酯法[66]，合成途径如图 2.4，合成方案如下：将 PCBa（0.05 mmol，14.20 mg）

与 NHS（0.01 mmol，11.5 mg）和 DCC（0.02 mmol，2.06 mg）溶解于 1 mL N-

N-二甲基甲酰胺（DMF）中，避光搅拌 12 h。10000 g 离心，将上清液逐滴加入

到 5 mL 含有 0.1 μmol OVA 的磷酸盐缓冲液（PBS，0.01 M，pH 7.4）中。室温

搅拌 6 h，10000 g 离心，取上清。使用 14000 Da 透析袋进行透析。首先用超纯

水透析一天，再用 PBS（0.01 M，pH 7.4）透析 3 天，间隔 5-8 h 换一次液，得到

人工抗原，分装，-20℃保存。 

 

图 2.4 人工抗原 a 的合成方案 

Fig. 2.4 Synthetic scheme of artificial antigen a 

人工抗原 b 的合成途径如图 2.5 所示，采用活泼酯法，合成方案同上。偶联

结束，进行透析，紫外与飞行质谱鉴定。 

 

图 2.5 人工抗原 b 的合成方案 

Fig. 2.5 Synthetic scheme of artificial antigen b 



江苏大学硕士学位论文 

 

19  

人工抗原 c的合成途径如图 2.6 所示,同样采用 EDC、NHS 作为偶联活化剂，

合成方案同上。PCBc-KLH 作为免疫原，PCBc-BSA 作为包被原。 

 

图 2.6 人工抗原 c 的合成方案 

Fig. 2.6 Synthetic scheme of artificial antigen c 

鉴定是否偶联成功：对半抗原、蛋白和偶联物进行紫外（200-400 nm）扫描，

分别将半抗原、蛋白以及偶联物稀释到 50 μg/mL、100 μg/mL、100 μg/mL，根据

紫外吸收光谱图来判断[67]，同时利用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪对

PCBb-BSA 进行表征。 

利用紫外吸收光谱扫描包被原和免疫原，将得到的数值用以下公式计算结合

比[68]： 

𝐶𝑎
𝐶𝑏
=
𝐴𝐶𝑎𝑚 ∗ 𝐾𝐵𝑏𝑚 − 𝐴𝐶𝑏𝑚 ∗ 𝐾𝐵𝑎𝑚
𝐴𝐶𝑏𝑚 ∗ 𝐾𝐵𝑎𝑚 − 𝐴𝐶𝑎𝑚 ∗ 𝐾𝐴𝑏𝑚

 

Ca/Cb 为人工抗原中半抗原与载体蛋白的结合比；ACam、ACbm 为偶联物分别在

半抗原和载体蛋白最大吸收波长处的吸光值；KBam、KBbm 为载体蛋白分别在

半抗原和载体蛋白最大吸收波长处的摩尔消光系数；KAam、KAbm 为半抗原分

别在半抗原和载体蛋白最大吸收波长处的摩尔消光系数。 

2.2.6 小鼠免疫过程 

2.2.6.1 免疫方案 

购买 30 只 5-6 周龄 Balb/c 雌性小白鼠，饲养 2 周，从小鼠尾部采取 20 μL

静脉血，静置离心获得阴性血清作为后续试验对照。用不同剂量的偶联物 PCBb-

BSA 和 PCBc-KLH 分别免疫小白鼠，将免疫原终浓度稀释至 1 mg/mL，与弗氏

佐剂混合（1:1，v:v），采用乳化器来回推动大概 15 min 使其充分乳化（免疫原

滴加到佐剂中更易乳化），形成油包水乳液（滴在水面不扩散）表示乳化完成。

具体免疫、采血方案如下： 
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表 2.3 多氯联苯免疫、采血方案 

Table 2.3 Immunization and blood collection plan of polychlorinated biphenyls 

免疫或采血时间 佐剂 免疫剂量 免疫部位 

一免（第 2 天） 氟式完全佐剂 25、50、75 μg/只 腹腔 

二免（第 16 天） 氟式不完全佐

剂 

25、50、75 μg/只 腹腔 

三免（第 30 天） 氟式不完全佐

剂 

25、50、75 μg/只 腹腔 

四免（第 44 天） 氟式不完全佐

剂 

25、50、75 μg/只 腹腔 

五免（第 58 天） 氟式不完全佐

剂 

25、50、75 μg/只 腹腔 

冲免（第 72 天） 生理盐水 50、100、150 μg/

只 

腹腔 

融合 — — 取脾脏 

注：第三次免疫以后，在每次免疫后的第 7 天进行小鼠尾部采血测评。 

2.2.6.2 免疫过程血清性能测定 

通过间接非竞争 ELISA 测定小鼠血清中抗体效价，效价是指在 450 nm 处吸

光度为 1.0 的抗血清的稀释倍数。将待检血清、阴性对照血清从 500 倍开始做 2

倍的梯度稀释，选择吸光度（OD 值）在 1.0 附近相应的稀释倍数。然后用间接

竞争 ELISA 测定血清中抗体对多氯联苯的识别性能，判定是否对 PCBs 有特异

性结合。选择效价较高、对 PCBs 识别效果最好的小鼠脾脏进行细胞融合。 

间接非竞争 ELISA 法实验方案： 

1. 包被：用 CBS 缓冲液稀释包被原，100 μL 每孔加入酶标板中，37℃恒温孵

育 2 h。 

2. 洗涤：弃掉包被液，PBST 洗涤酶标板 3 次（220 μL/孔）吸水纸拍干。 

3. 封闭：加入 3% MPBS 封闭溶液（200 μL/孔），于 37℃培养箱孵育 2 h；洗

涤同步骤 2。 
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4. 加样：将尾血血清从 500 倍开始倍比稀释 6-8 个浓度梯度，各梯度设置三个

平行。 

5. 空白对照为 PBS，阴性对照为免疫前的尾血血清，50 μL/孔，37℃恒温孵育

1 h。洗涤同步骤 2 

6. 加酶标二抗：酶标二抗用 PBS 缓冲液稀释 5000 倍并混匀，100 μL/孔于酶标

板中并孵育（37℃，1 h）；洗涤：同步骤 2 且增加 2 次洗涤。 

7. 显色：加入配制好的 TMB 显色液（100 μL/孔），37℃温育 15 min。 

8. 终止反应：加入 2 M H2SO4（50 μL/孔）终止显色，立即在酶标仪上读取 OD450

值。 

间接竞争 ELISA 法是在间接非竞争 ELISA 的基础上，在加样时需每孔同时

加 50 μL 小鼠血清和 50 μL 对应浓度的 PCBs 标准品溶液，其中 PCBs 用 5% 

DMSO-PBS 混合溶液稀释。阴性对照孔装有 50 μL 血清和 50 μL 5% DMSO-PBS

混合溶液，同时空白对照孔装有 50 μL PBS 和 50 μL 5% DMSO-PBS 混合溶液。

空白对照有效，与阴性 OD450 值相比，阳性对照值下降最显著的血清即竞争抑制

作用最好。按照免疫方案加强免疫，最终选择对应的小鼠作为细胞融合材料。 

2.2.7 杂交瘤细胞融合与筛选 

2.2.7.1 骨髓瘤细胞 SP 2/0 的复苏及培养 

细胞融合的重要前提是具有良好状态的骨髓瘤细胞，首先将其复苏，操作步

骤如下： 

1. 将冻存于液氮罐中的 SP 2/0 骨髓瘤细胞取出并置于 37℃水浴融化，转入 15 

mL 细胞专用离心管，立即离心（1000 g，7 min）。 

2. 离心后，弃上清，完全 1640 培养基吹打使其悬浮，转入细胞培养瓶，且控制

溶液体积在 5 mL 左右，于 37℃，5% CO2 培养箱中。24 h 后，观察细胞状况

（细胞大小均一、浑圆透亮即可进行细胞融合）。 

3. 传代：待细胞长满培养瓶底部面积 2/3 时即可传代。首先弃去瓶中液体，用

2 mL 37℃完全 1640 培养基吹洗干净附着在细胞瓶底部的细胞，移取 1 mL

到一个新的培养瓶中培养，待细胞长满再重复以上操作。扩大培养至 6-7 瓶

以备细胞融合使用，另外保留 1-2 瓶冻存。 
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2.2.7.2 饲养细胞的制备 

首先采用颈椎脱臼处死空白 Balb/c 小鼠，将其浸泡于 75%酒精中 10 min，

随即放进超净台培养皿中；用镊子提起腹部，剪开最外层皮毛露出腹膜，注射 5 

mL HAT 培养基，轻微晃动获取体内微环境；用注射器抽回腹腔内的液体到无菌

培养皿中，添加 60 mL 培养基混匀；分铺到 6 块 96 孔细胞培养板（100 μL/孔），

用医用胶带封边，置于 37℃，5% CO2 培养箱，24 h 之后显微镜观察饲养细胞是

否有污染。 

2.2.7.3 脾细胞制备 

选择效价和抑制率最高的小鼠，颈椎脱臼处死，眼球取血作为筛选杂交瘤细

胞时的阳性对照；浸没在 75%的酒精中（10 min），随即固定于解剖盘上，小鼠

脾脏位于腹部左上方位置，将其摘除并分离周围的脂肪组织；将 200 目不锈钢网

筛浸入装有 20 mL 不完全 1640 培养基的无菌培养皿中，利用注射器胶塞将脾脏

细胞轻轻按压研磨，释放细胞，至脾脏泛白；转移至 50 mL 离心管定容 20 mL 并

用胶头滴管将细胞吹散，若脾细胞上清液中脂肪颗粒较多，离心重悬；细胞计数

板计数，放于培养箱中待用。 

2.2.7.4 细胞融合 

参考相关研究并稍做修改[69]，具体操作步骤如下： 

1. 选择状态良好、形态大小均匀的 SP 2/0 细胞（3-4 瓶）转移到装有 20 mL 不

完全 1640 培养基的 50 mL 离心管中，同 2.2.7.3 中得到的脾细胞离心（1000 

g，10 min）。弃上清，重悬后，将脾细胞和 SP 2/0 细胞以 5:1-10:1 的比例混

合，加入不完全 1640 至 30 mL，离心（3000 g，10 min），弃上清，轻轻敲

击使其分散混匀。 

2. 融合温度控制在 40℃水浴的烧杯中，将 1 mL 50% PEG，贴壁先慢后快逐滴

加入到混合细胞中，与此同时轻轻摇晃，1 min 内加完，且静置 1 min；再用

15 mL 不完全 1640 培养基终止 PEG 反应，先慢后快 5 min 内加完，然后在

培养箱中静置 10 min。 

3. 离心去上清（800 rpm，8 min），加入 5 mL HAT 培养基吹打重悬融合细胞

并定容 60 mL 摇匀，加入含有饲养细胞的 96 孔细胞培养板中，37℃培养箱
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中孵育。融合 24 h 后，观察融合细胞是否污染；72 h 后观察细胞长势及培养

基颜色若澄清则尽量减少移动继续培养。 

4. 通常融合后根据细胞状态每间隔 3-5 d 进行 HAT 半换液，待融合细胞适应生

长三周后改用 HT 培养基 2-3 d 换一次液，一周后转换成完全 1640 培养基。

观察细胞，待细胞长满 96 孔细胞培养板板底面积的 1/3，计数并记录对应细

胞板中的细胞株数及长势。 

5. 利用 ELISA 法检测细胞上清，筛选阳性细胞株。间接非竞争 ELISA 法用于

初筛（参考 2.6.2.2），细胞上清为抗体，阴性对照为 SP 2/0 细胞上清液和未

做融合的脾细胞上清液，阳性对照为融合前的眼血血清，空白对照为 PBS 缓

冲液。选择 OD450值高的细胞上清，采用间接竞争 ELISA 法与 PCBs 做竞争，

有明显竞争抑制作用的即为阳性杂交瘤细胞孔（以 P/N≥2.1 为判定标准）。 

2.2.7.5 亚克隆 

经测量挑选出阳性杂交瘤细胞孔后，显微镜观察孔内细胞个数，采用有限稀

释方法进行亚克隆。具体操作如下： 

轻轻吹打阳性杂交瘤细胞孔使贴壁细胞呈细胞悬液，取 10 μL 滴入细胞计数

板进行计数。倍比稀释后定容到 10 mL，均匀分散接种到新的 96 孔培养板中（100 

μL/孔），每孔理论细胞个数为 1；然后封盖培养 3-5 d，观察细胞长势，大概在

第 3 d，标注孔内细胞株团数目及个数，吸取细胞上清进行 ELISA 检测（参考步

骤 2.6.2.2），挑出 OD450 值及竞争抑制较好的孔。重复以上步骤，筛选至 96 孔

培养板内细胞株均为阳性，即为阳性杂交瘤细胞单株。定株后转至 6 孔板和细胞

培养瓶扩大培养。当细胞铺满培养瓶，弃去上清液，用 1 mL 完全 1640 培养基轻

轻吹起形成细胞悬液，将细胞悬液和 DMSO 按 9：1 进行混合，缓慢加至冻存管

中，封口，标记。冻存管依次放于 4℃（1 h），-20℃（1 h），-80℃过夜。最后

于液氮中保存。 

2.2.8 单克隆抗体的制备与性能鉴定 

2.2.8.1 小鼠腹水制备 

选取 BAlB/c 经产雌鼠（5-10 只），注射氟氏不完全佐剂腹腔致敏（500 μL/

只），缓慢轻揉腹部 2 min。3 d 后，每只小鼠腹腔注射杂交瘤细胞（2×106 个）；
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7-10 d 后，小鼠腹腔明显肿胀且行动迟缓，用 10 mL 的注射器针头插入小鼠腹部

收集腹水，离心（3000 rpm，10 min）去除脂肪层取上清液，-20℃保存；继续观

察小鼠，待腹部再次积聚腹水，每只小白鼠采集 2~3 次，收集方法同上。 

2.2.8.2 腹水单抗的纯化 

辛酸硫酸铵沉淀法粗提纯[70]：往1 mL腹水中加入3 mL乙酸-乙酸钠缓冲液，

0.1 M 调节 pH 至 4.5。缓慢滴加正辛酸（30 μL）室温下持续搅拌 30 min，静置

离心（10000 rpm，30 min）取上清，用 PBS（0.1 M，pH=7.4）10 倍稀释且 5 M 

NaOH 调节 pH 至 7.4，4℃预冷 15 min；按 0.277 g/mL 加入硫酸铵粉末（若液体

浑浊度不够补加少量硫酸铵），加完后继续搅拌 30 min，离心（5000 rpm，15 min）

取沉淀。将沉淀溶于少量 PBS（0.01 M，pH=7.4），4℃透析 3 d 得到的粗提纯抗

体，-20℃保存。 

Protein G 柱纯化抗体[71]： 

预处理：①将粗提纯腹水用结合缓冲液稀释 5 倍且用 0.45 μm 的滤膜过滤；

②Protein G 柱子：5 mL 的结合缓冲液清洗理柱子。 

1. 结合：将预处理的腹水按 1 mL/min 的流速上样，重复 3 次； 

2. 洗脱：用 5 倍柱体积洗脱缓冲液洗脱，收集于 1.5 mL 的离心管中，每管收集

1 mL，按收集顺序依次编号； 

3. 中和：每 1 mL 洗脱样品中加入 40 μL Tris-HCl（pH=9.0）平衡缓冲液，调节

pH 至中性； 

4. 柱子的再生与清洗：洗脱结束后，用结合缓冲液平衡 pH，再用超纯水清洗，

最后用 20%乙醇封柱，组装好 4℃保存； 

5. 抗体纯化完成，SDS-PAGE 电泳分析抗体纯化效果。 

6. 透析：用 PBS 透析 3 天，并用 NanoDrop 按编号依次测量样品浓度。 

2.2.8.3 抗体纯度与亚型鉴定 

SDS-PAGE 电泳步骤[72]： 

1. 待测样品预处理：将纯化后抗体与 4×蛋白上样缓冲液混合（v:v，3:1）均匀

（此时抗体浓度约为 200 μg/mL），于沸水中煮沸 5 min。将 10%蛋白预制胶

装入电泳槽并固定，加入足量电泳缓冲液； 
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2. 上样：按泳道编号依次加入 4 μL 250 KD 的蛋白 Marker，10 μL 预处理后的

样品；接通电泳仪，打开电源（140 V 恒压，60 min）； 

3. 染色：当样品跑至蛋白胶底部，关闭电源，拆下电泳板，取出凝胶加水冲洗

干净，加入考马斯亮蓝染色 4 h 即可。 

亚型鉴定：本实验采用鼠单克隆抗体亚型试剂盒进行鉴定。最后测量 OD450

值，值最高的那个阳性孔所对应的亚型即为单抗所属抗体亚型。 

2.2.8.4 单克隆抗体性能鉴定 

通过棋盘法选择最佳工作浓度，采用间接竞争 ELISA 法测定酶标板中每孔

的吸光度 B，并设置空白对照孔及阴性对照孔 B0，以抑制率（B/B0）为纵坐标，

PCB 半抗原以及其他同系物浓度的对数值为横坐标进行参数拟合，得到 IC50，即

该单克隆抗体的灵敏度。抗体特异性以交叉反应率来表征。采用 ic-ELISA 法测

定不同同系物的 IC50，并计算交叉反应率（CR%=IC50（半抗原）/IC50（同系

物)×100%）。 

2.2.9 抗体与分子模拟对接 

抗体基因序列委托泰州市百英生物科技有限公司测量。 

模拟对接：首先利用 Gaussview5.0 画出半抗原 PCBc 的化学结构式并利用

Open Babel GUI 转为“pdb”格式；打开 SWISS-MODEL 同源建模得到抗体蛋白

结构导出为“pdb”格式；利用 AutoDock 加“H”并将抗体与半抗原分别选为

Grid(受体分子)与 Ligand（配体）存为“pdbqt”格式。点击“Macromolecule”打

开抗体模型，点击“Setmap Types”打开小分子模型。然后选择“Grid box”,调

整坐标轴包裹整个抗体模型保存相关参数为 Vina config（config. txt）然后利用

AutoDock vina 进行对接，分析，选取能量最低的构象保存为 pdb 格式并使用

PyMOL 查看对接结果[73]。选择以复合物形式输出为 pdb 格式，用 Discovery 打

开查看分子间作用力（Ligand Interactions）,其他 PCBs 同系物化学结构式从

PubChem 或者 ZINC 网站下载按照以上步骤进行处理。 
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2.3 结果 

2.3.1 半抗原合成鉴定 

根据目标物化学结构以及免疫学实验规则，合成含有所有分析物共同结构的

通用结构的半抗原是获得广谱型特异性单克隆抗体的关键步骤[74]。由于相对分

子质量小于 10 KDa 无法引起机体免疫应答，所以半抗原需具备能与载体蛋白共

价结合的活性基团与一定长度的连接臂，一般为 3-6 个长度碳链以暴露分子结构

提高免疫原性。本实验以 PCBs 同系物为母体从低氯到高氯设计并合成了三个半

抗原为 PCBa、PCBb 和 PCBc。PCBa 是通过在 2,4,6-三氯取代基上延伸羧基碳链

合成的；PCBb 是由 2,3,3',4,4'5,5'-七氯联苯通过延伸羧基碳链进行合成；同样，

PCBc 由 3,3',5,5'-四氯联苯和对位羧基碳链组成。半抗原的合成结果如下。 

 

图 2.7 PCBa 液相色谱质谱鉴定 

Fig. 2.7 Identification of PCBa by liquid chromatography mass spectrometry 

PCBa 合成产率为 93.4%，分子式为 C10H9O3Cl3，相对分子质量为 283.5，根

据液相色谱质谱鉴定（图 2.7）结果：保留时间在 1.94 min；m/z 282.3 (M+H+)。 
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图 2.8 PCBa 核磁共振谱图 

Fig. 2.8 Nuclear Magnetic Resonance spectrum of PCBa 

核磁谱解析结果（图 2.8）：1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 12.15 (s, 1H), 7.70 

(s, 2H), 3.99 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 2.46 (d, J = 7.3 Hz, 2H) and 1.98 (t, J = 6.8 Hz, 3H)，

表明羧基成功偶联到母体化合物。 

 

图 2.9 PCBb 液相色谱质谱鉴定 

Fig. 2.9 Identification of PCBb by liquid chromatography mass spectrometry 
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PCBb 合成产率为 88%，分子式 C16H10O3Cl6，相对分子质量为 463，液相色

谱质谱结果表明保留时间为 1.90 min，将其碎片处理，质谱结果 m/z 374.9 

(Fragment-). 

 

图 2.10 PCBb 核磁共振谱图 

Fig. 2.10 Nuclear Magnetic Resonance spectrum of PCBb 

核磁谱解析结果（图 2.10）1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 12.10 (s, 1H), 7.86 

(s, 1H), 7.65 (s, 2H), 4.07 (t, J = 6.3 Hz, 2H), and 2.55-2.50 (m, 2H), 2.05-1.98 (m, 

2H)。表明母体化合物与羧基合成成功。 

 

图 2.11 PCBc 液相色谱质谱鉴定 

Fig. 2.11 Identification of PCBc by liquid chromatography mass spectrometry 
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PCBc 合成产率为 62.4%，分子式 C16H12O3Cl4，相对分子质量为 394，液相

色谱质谱结果如下：RT=2.38 min，m/z 376.9 (M-H2O) 

 

图 2.12 PCBc 核磁共振谱图 

Fig. 2.12 Nuclear Magnetic Resonance spectrum of PCBc 

核磁谱解析结果（图 2.12）：1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 12.15 (s, 1H), 7.94 

(s, 2H), 7.85 (d, J = 1.8 Hz, 2H), 7.63 (t, J = 1.8 Hz, 1H), 4.05 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 2.47 

(m, 2H), and 2.02 (d, J = 6.8 Hz, 2H)，表明 PCBc 合成成功。 

2.3.2 人工抗原偶联鉴定 

单个半抗原小分子，相对分子量低于 10000 Da，不具有诱导免疫反应的免疫

原性；因此，它需要与载体蛋白偶联。偶联结果，采用紫外光谱（200-400 nm）

扫描多氯联苯半抗原，载体蛋白 BSA、OVA、KLH 以及对应的人工抗原。 

 

图 2.13 PCBa 包被原紫外光谱图 

Fig. 2.13 Ultraviolet spectrum of PCBa-OVA 
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为了提高灵敏度，采用异源包被，所以 PCBa 作为包被原与其他两个免疫原

进行试验。由图 2.13 可知，PCBa-OVA 最大吸收峰 280 nm 介于半抗原的最大吸

收峰波长 286 nm 和载体蛋白 OVA 的最大吸收峰波长 278 nm 之间，吸收峰波长

发生偏移，表明偶联成功。且通过朗伯-比尔定律等相关公式计算可得半抗原与

载体蛋白偶联摩尔比为 23.2:1。 

 

图 2.14 PCBb 免疫原（a）和包被原（b）紫外光谱图（c）飞行时间质谱图 

Fig. 2.14 (a) Ultraviolet spectrum of PCBb immunogen (b) coating antigen (c) Time of flight Mass 

Spectrometer 

免疫原 PCBb-BSA 的紫外可见吸收光谱如图 2.14（a）所示，半抗原在 269 

nm 有紫外吸收峰，BSA 在 278 nm 有紫外吸收峰，而 PCBb-BSA 在 274 nm 处有

吸收峰，在 BSA 与半抗原 PCBb 的影响下，紫外吸收峰发生了一定的移动，说

明偶联成功且半抗原与 BSA 的偶联比为 16.7:1。同理由图 2.14（b）可知，半抗

原、载体蛋白 OVA 和 PCBb-OVA 最大吸收峰波长分别为 269 nm、281 nm、274 

nm。因此可看到 PCBb-OVA 的紫外吸收峰在 274 nm 处，由于 OVA 与小分子峰

的叠加使其明显改变，说明包被原 PCBb-OVA 偶联成功且偶联比为 18.3:1。 
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图 2.15 PCBc 免疫原（a）和包被原（b）紫外光谱图 

Fig. 2.15 Ultraviolet spectrum of PCBc immunogen (a) and coating antigen (b) 

PCBc-KLH 作为免疫原，PCBc-BSA 作为包被原，由图 2.15（a）可知，PCBc-

KLH 最大吸收峰（265 nm）介于半抗原的最大吸收峰波长 271 nm 和载体蛋白

KLH 的最大吸收峰波长 278 nm 之间，吸收峰波长发生蓝移表明偶联成功且偶联

比为 15.4:1；由图 2.15（b）可知，半抗原、载体蛋白 BSA 和 PCBc-BSA 最大吸

收峰波长分别为 271 nm、279 nm、264 nm，PCBc-BSA 最大吸收峰波长有偏移表

明偶联成功，偶联比为 7.9:1。 

通过蛋白质浓度仪测量免疫原和包被抗原的浓度，结果如下：PCBa-OVA

（6.36 mg/mL）、PCBb-OVA（8.353 mg/mL）、PCBc-BSA（16.67 mg/mL）、

PCBb-BSA（14.1 mg/mL）和 PCBc-KLH（2.15 mg/mL）。 

2.3.3 免疫过程尾血评价 

采用 PCBb-BSA 和 PCBc-KLH 作为免疫原，从第三轮免疫开始，每次免疫

一周后进行小鼠尾部采血，测定血清效价及对 PCBs 的识别效果，包被原 PCBb-

OVA、PCBc-BSA 浓度皆为 1 μg/mL，采用间接 ELISA 测定效价与抑制率。如图

2.16，结果如下：PCBb-BSA 作为免疫原，随着免疫次数的增加效价有所增长，

最高可达 1：8000 左右（以 P/N≥2.1 为判定标准）。但是血清测定显示对于 18 种

PCBs 混标识别的效果较差，抑制率低于 50%。因此 PCBb-BSA 免疫的小鼠无法

进行细胞融合。 



鸡肉中 PCBs 免疫学检测方法研究 

 

32 

 

 

图 2.16 （a）小鼠免疫过程中的效价评定（PCBb-BSA）；（b）小鼠在免疫过程中的抑制评

价（n=3）。（数字 1-5：五只小鼠注射 25 μg 免疫原；数字 6-10：五只小鼠注射 50 μg 免疫

原；数字 11-15：五只小鼠注射 75 μg 免疫原。） 

Fig. 2.16 (a) Evaluation of titer in mouse immune process (PCBb-BSA) (b) Evaluation of 

inhibition of mice in the process of immunization (n=3). (Numbers 1-5: 25 μg dose of immunogen 

injected in five mice; Numbers 6-10: 50 μg dose of immunogen injected in five mice; Numbers 

11-15: 75 μg of immunogen injected in five mice) 

以 PCBc-KLH 为免疫原，在第三次免疫后对小鼠尾血进行评价（图 2.17），

可以明显看出随着免疫次数增加，效价在从 1000 增加到 6000，并且对多氯联苯

抑制率能达到 80%左右。对比不同免疫剂量效果，75 μg/mL 免疫剂量效价与抑

制率效果最佳。 
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图 2.17 （a）小鼠免疫过程中的效价评定（PCBc-KLH）；（b）小鼠在免疫过程中的抑制评

价。（数字 1-5：五只小鼠注射 25 μg 免疫原；数字 6-10：五只小鼠注射 50 μg 免疫原；数

字 11-15：五只小鼠注射 75 μg 免疫原。 

Fig. 2.17 (a) Evaluation of titer in mouse immune process (PCBc-KLH); (b) Evaluation of 

Inhibition in mouse immune process (n=3). (Numbers 1-5: 25 μg dose of immunogen injected in 

five mice; Numbers 6-10: 50 μg dose of immunogen injected in five mice; Numbers 11-15: 75 μg 

of immunogen injected in five mice) 

2.3.4 杂交瘤细胞融合与筛选评价 

根据小鼠尾血血清评价结果，选取效价和对 PCBs 识别效果最好的 11 号小

鼠脾脏进行细胞融合。融合前 SP 2/0 状态良好（图 2.18 a），圆润饱满，存活率

为 93%，平均直径为 12.09 μm，符合融合条件。 
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图 2.18 （a）显微镜下 SP 2/0 细胞形态；（b）SP 2/0 平均粒径大小与存活率；（c）显微镜

下杂交瘤细胞形态；（d）杂交瘤细胞平均粒径大小与存活率。 

Fig. 2.18 (a) Morphology of SP 2/0 cells under microscope; (b) Mean particle size and survival 

rate of SP 2/0; (c) Morphology of hybridoma cells under microscope; (d) Mean particle size and 

survival rate of hybridoma cells. 

细胞融合后，6 块 96 孔板中共有 226 个孔长有融合的杂交瘤细胞，其中有

9 孔为强阳性，对 PCBs 识别能力进行测定，识别效果最好 3 个分别为 3-7E（抑

制率：68.306%）、6-11G（抑制率：75.13%）、6-12G（抑制率：76.53%），利

用有限稀释法对其进行亚克隆筛选，最后得到一株能够稳定分泌单克隆抗体的杂

交瘤细胞株（C6-H8），细胞形态如图 2.18c 所示，圆润通透，饱满均匀，平均

粒径为 12.66 μm，将其扩大培养至 10 瓶以上，部分冻存，剩余用来制备腹水。 

2.3.5 抗体制备与纯化 

将细胞株注射到小鼠体内，10 d 后待小鼠腹部明显膨胀取腹水，进行纯化，

获得单克隆抗体平均浓度为 2.594 mg/mL 并进行纯度鉴定。如图 2.19 a 所示，单

克隆抗体在热处理期间被分解，图中四个平行泳道都没有出现其他蛋白质条带，

只有位于约 25 和 50 kDa 的位置的轻链和重链条带，表明所得单克隆抗体纯度较

高。利用鼠单克隆抗体亚型鉴定试剂盒对纯化后的抗体进行亚型鉴定，结果表明

制备得到的单克隆抗体为 IgG1 型（图 2.19 b）。 
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图 2.19 （a）多氯联苯单克隆抗体的凝胶电泳图（通道 M：蛋白 Marker；通道 1-4：抗多

氯联苯单抗）（b）抗多氯联苯单抗的亚型。 

Fig. 2.19 (a) Gel electrophoresis of anti-PCBs mAb, (lane M: protein Marker; lane 1-4: anti-PCBs 

mAb) (b) The subtype of anti-PCBs mAb. 

2.3.6 单克隆抗体的性能鉴定 

2.3.6.1 工作浓度的选择 

将包被原与抗PCBs单克隆抗体倍比稀释后，通过棋盘滴定获得最佳工作浓度，

以 OD450 为 1.0 左右时所对应的 PCBc-BSA 浓度和 PCB 单克隆抗体稀释倍数作

为最佳工作浓度。结果如表 2.4 所示，当包被原浓度为 1 μg/mL，多氯联苯单克

隆抗体稀释 1000 倍时，OD450 值为 0.9811。 
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表 2.4 包被原与单克隆抗体最佳工作浓度 

Table 2.4 Optimal working concentration of coating agent and monoclonal antibody 

包被原

PCBc-BSA

（μg/mL） 

单克隆抗体稀释倍数 

Dilution multiple of anti-PCB mAb 

100 500 1000 2000 4000 8000 16000 

0.125 0.6361 0.4007 0.3023 0.2439 0.2286 0.1316 0.0832 

0.25 0.8617 0.5126 0.4266 0.3657 0.2559 0.2212 0.1125 

0.5 1.1710 0.8762 0.6334 0.4010 0.3858 0.2689 0.2312 

1.0 1.6273 1.2542 0.9811 0.5647 0.4230 0.2986 0.2652 

2.0 2.4287 1.9024 1.4270 1.0022 0.5937 0.4390 0.3431 

4.0 3.2693 2.4475 2.0531 1.2668 0.8942 0.6324 0.4365 

2.3.6.2 灵敏度与特异性分析 

当工作浓度确定后，对于目标分析物的灵敏度进行测量。对半抗原的标准曲

线如图 2.20：y=0.1509+0.7689/(1+(37.29x)1.31879, R²=0.985.，IC50=33.12 ng/mL，线

性范围为 7.44-205.43 ng/mL。 

 

图 2.20 PCB80 标准曲线 

Fig. 2.20 Standard curve of PCB80 

与此同时，利用间接竞争 ELISA 方法测定该抗体对 PCBs 同系物的识别能

力，检测了 21 种结构类似物，包括 7 种指示类 PCBs（No.28、52、101、118、
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138、153、180），12 种类二噁英类 PCBs（No.77、81、105、114、118、123、

126、156、157、167、169、189）和两种二噁英 2，3，7，8-四氯二苯并-对-二

噁英、2，3，7，8-四氯二苯并呋喃。结果如表 2.5 所示：该抗体能识别 11 种多

氯联苯，交叉反应率 2.75%-39.52%。然后，利用 PCBa-OVA 异源包被提高灵敏

度，结果表明该抗体无法识别 PCBa-OVA。 

表 2.5 多氯联苯单克隆抗体对结构类似物的识别能力 

Table 2.5 Recognition ability of anti-PCB mAb to structural analogues 

分析物 结构式 
mAb-C6-H8 

IC50（ng/mL） 交叉反应率(%） 

PCB80 
 

33.12 100 

PCB169 
 

50.54 65.53 

PCB126 
 

62.27 53.18 

PCB189 
 

116.88 28.33 

PCB157 
 

123.13 26.89 

PCB167 
 

201.54 16.43 

PCB156 
 

236.83 13.98 

PCB111 
 

275.59 12.02 

PCB81 
 

329.07 10.06 

PCB123 
 

460.30 7.19 

PCB77 
 

476.42 6.95 

PCB105 
 

>10000 <0.01 
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2.3.6.3 抗体基因序列与模拟对接 

测定抗体基因序列，利用“abYsis”划分其互补决定区（complementarity 

determining region，CDR），结果如下：该抗体亚型为鼠源IgG1型，如图2.21a，重

链部分基因序列。其中蓝色区域为CDR1；红色区域为CDR2；黄色区域为CDR3。

而图2.21b为轻链部分基因序列，其中蓝色区域为CDR1；红色区域为CDR2；黄色

区域为CDR3。 

 

图2.21 抗体基因序列（a）重链部分；（b）轻链部分。（蓝色-CDR1；红色-CDR2；黄色-

CDR3） 

Fig. 2.21 Gene sequence of antibody (a) Heavy chain part; (b) Light chain part. (Blue-CDR1; Red-

CDR2; Yellow-CDR3) 

通过 AutoDock-vina 对蛋白同源模型进行加氢、计算电荷等优化，得到复合

物三维结构（图 2.22），最低结合能在-6.20 kcal/mol 左右，结果表明 11 种 PCBs

与抗体结合的主要活性氨基酸位点一致。 
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图 2.22 抗体与小分子结合的三维结构图 

Fig. 2.22 Three-dimensional structure of antibody binding to small molecules 

分析识别谱中 PCBs 与抗体蛋白中活性氨基酸残基的相互作用力（图 2.23），

发现活性蛋白位点络氨酸 TYR A100、TYR A101、TYR B49（A：重链，B：轻

链）为主要结合氨基酸，络氨酸中苯环与 PCBs 中苯环形成 π-π 堆积，而 TYR 

A105、GLU B55、ILE A2 和 ARG B45 等氨基酸残基与 PCBs 形成 π-烷基疏水作

用，氢键以及卤键，这些氨基酸残基对锚定蛋白口袋中的小分子有重要作用。 
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图 2.23 抗体与小分子结合的相互作用力。 

Fig. 2.23 Interaction of antibody binding to small molecules. 

2.4 讨论 

PCBs 属于非极性疏水小分子，活性基团、合适的连接臂以及与母体化合物

的结构相似性在产生抗体过程中起着重要作用[75]。本章根据半抗原设计合成原

则，设计并合成了从低氯到高氯的三种半抗原 PCBa、PCBb 和 PCBc，引入具有

羧基直链碳臂以暴露分子结构，从而提高免疫原性。PCBa 是通过在 2,4,6-三氯取

代基上延伸羧基碳链合成。PCBb 以 2,3,3',4,4'5,5'-七氯联苯为基础，延伸羧基碳

链。同样，PCBc 由 3,3',5,5'-四氯联苯和对位羧基碳链组成。HPLC/MS 和 1H NMR

的鉴定结果表明半抗原合成成功。 

分子量低于 10 KDa 的单个半抗原无法引起免疫应答，需与载体蛋白偶联[76]。

本研究以 PCBb-BSA 和 PCBc-KLH 为免疫原，PCBa-OVA、PCBb-OVA、PCBc-

OVA 和 PCBc-BSA 为包被抗原。对免疫原和包被原的不同组合进行了筛选，以

获得提高检测灵敏度。用紫外分别在 200 至 400 nm 波长下扫描半抗原、载体蛋

白、免疫原和包被原。与半抗原和载体蛋白相比，免疫原和包被抗原的最大吸收

波长有一定程度的红移或蓝移，表明偶联成功。根据免疫方案，PCBb-BSA 和

PCBc-KLH 被用作免疫原以诱导免疫应答，其他偶联物被用作 ic-ELISA 的包被

原。异源蛋白可避免产生识别蛋白而非小分子靶标的抗体。PCBc-KLH 注射的小
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鼠血清效价和抑制率逐渐增加，产生识别 PCBs 的抗体。此外，75 μg 注射剂量

可能会引起更好的抗原识别能力。通过有限稀释法亚克隆获得了的单克隆细胞株

C6-H8。比较了 PCBa-OVA、PCBb-OVA、PCBc-OVA 和 PCBc-BSA 作为包被原

的异源 ic-ELISA 的检测灵敏度[77]，结果表明只有 PCBc-BSA 或 PCBc-OVA 有效

且识别效果相同，此外，该抗体能识别 11 种 PCBs。 

通过 AutoDock-vina 同源建模，模拟对接发现 11 种 PCBs 与抗体相互作用的

主要氨基酸结合位点一致。其中 TYR 中苯环与 PCBs 中苯环形成 π-π 堆积为分

子间主要作用力，其他氨基酸残基 GLU B55、ILE A2 和 ARG B45 与 PCBs 形成

氢键与卤键。 

2.5 小结 

1. 设计合成了从低氯到高氯的 3 种不同结构半抗原并成功合成人工抗原。 

2. 成功筛选到一株稳定分泌识别 11 种 PCBs 的单克隆抗体的细胞株，IC50 在

33.12 到 476.42 ng/mL 之间。 

3. 通过 AutoDock-vina 软件同源建模，模拟对接分析了该抗体与 PCBs 之间的

作用力，主要为 TYR 与 PCBs 中苯环之间的 π-π 键堆叠以及部分氢键与卤

键。 
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第三章．胶体金免疫层析法检测多氯联苯的建立 

3.1 引言 

胶体金免疫层析技术（Gold immunochromatography assay，GICA）是利用抗

原抗体特异性结合与胶体金显色组合的检测技术。以硝酸纤维素膜为固相载体，

在毛细作用下，样品液沿着硝酸纤维素膜缓慢移动，当胶体金免疫探针移动至检

测线（T 线）区域时，发生特异性结合截留在材料表面，同时由于胶体金本身颜

色效应，出现红色条带，从而判断检测结果。胶体金层析试纸技术的简单快捷、

经济、高特异性，使其在体外诊断方面迅速发展，应用领域涉及临床诊断[78]、农

药兽药残留[79]、细菌病毒[80]等生物学检测。 

本实验以 PCBs 为检测目标物，利用已获得的抗 PCBs 单克隆抗体和包被原

为基础，建立胶体金免疫层析方法，通过制备胶体金探针和优化 pH、抗体量、

探针量等条件后，进行胶体金试纸条组装，检测鸡肉样品中的 PCBs。 

3.2 材料与方法 

3.2.1 试剂和材料 

鸡肉（胸脯）购买于南京盒马；PCBs 标准品（100 μg/mL）购买于南京泰普

瑞；氯金酸（HAuCl4 3H2O）购于美国 Sigma；碳酸钾、蔗糖、NaCl、柠檬酸三

钠等其他试剂（分析纯）购自广东西陇化工股份有限公司；羊抗鼠 IgG、吐温-20、

卵清白蛋白（OVA）购买于北京索莱宝。实验所用样品垫、金标结合垫、聚氯乙

烯（PVC）底板、吸水垫购买于上海金标；超纯水净化仪（美国，Milli-Q）；硝

酸纤维素膜购于美国 Millipore。 

3.2.2 仪器设备 

德国 WIGGENS WH240-TH 加热磁力搅拌器；Multiskan FC 酶标仪（Thermo 

公司）；ZQ2000 微电脑自动斩切机（上海金标生物科技公司）；HT7800 透射电子

显微镜（日本 HITACHI）；XYZ3050TM 胶体金喷膜机（Bio-Dot 公司）。 
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3.2.3 缓冲液配制与预处理 

1. 样品垫浸泡液：蔗糖 2.5 g、BSA 2.0 g、NaN3 0.02 g、100 mL 0.01 M PBS 溶

解，过滤，4℃保存待用。 

2. 金标垫封闭液：蔗糖 10 g、Na3PO4·12H2O 0.7602 g、BSA 5 g、Tween-20 

250 μL 混合溶解于 100 mL 超纯水，过滤，4℃保存待用。 

3. 0.1 M K2CO3 溶液：0.138 g 碳酸钾溶于 10 mL 超纯水，过滤备用。 

4. 1%氯金酸浓缩液：氯金酸：0.5 g；超纯水：50 mL，过滤，棕色试剂瓶 4℃

储存。 

5. 1%柠檬酸三钠：二水合柠檬酸三钠（Na3C6H5O7·2H2O）0.5 g；超纯水：50 

mL，0.45 μm 滤膜过滤储存（现配现用）。 

6. 1% BSA 溶液：用 100 mL 超纯水溶解 1.0 g BSA，4℃保存。 

7. mM 硼酸盐缓冲液：硼酸 0.1 g，PEG20000 2.0 g，NaN3 0.2 g，混合溶解于

100 mL 超纯水，过滤备用。 

8. 玻璃器皿需预处理：将 250 mL 锥形瓶、磁力搅拌子、烧杯等放入王水中浸

泡一天以上，蒸馏水冲洗，烘干。 

9. 金标垫和样品垫处理：为防止特异性吸附，将金标垫与样品垫分别在金标

垫封闭液、样品垫封闭液中浸泡 4 h，60℃干燥箱过夜，密封保存备用。 

3.2.4 胶体金的制备 

胶体金试纸条的适用粒径一般在 20-40 nm 之间，在此粒径之间的溶液为红

色。本章利用柠檬酸三钠还原氯金酸制备胶体金[81]。 

将 1% HAuCl4溶液稀释为 0.01% HAuCl4溶液，取 200 mL 稀释液于烧杯中，

于磁力搅拌器煮沸 5 min，迅速加入 4.6 mL 1%柠檬酸三纳溶液，边加边搅拌，

继续加热沸腾 5 min，室温避光冷却定容到 200 mL，4℃备用。通过透射电子显

微镜（TEM）和紫外分光光度计进行表征。 

3.2.5 胶体金标记探针的制备 

3.2.5.1 胶体金标记抗体最佳 pH 选择 

利用 K2CO3 调节设置溶液不同梯度的 pH。取一定数量 2 mL 离心管编号并

添加胶体金溶液（1 mL），加入不同体积的 0.1 M K2CO3 溶液调节 pH 至 5.0、5.5、



鸡肉中 PCBs 免疫学检测方法研究 

 

44 

 

6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、8.5、9.0、9.5，振荡均匀，加入抗体（1.0 mg/mL）5 μL，

充分震荡，室温等待 2 h，观察溶液颜色，选择未出现沉淀的管。进行 400-600 nm

紫外扫描，选取吸光值最大时对应的 pH，为最佳条件。 

3.2.5.2 最佳抗体量的选择 

取 10 个 1.5 mL 离心管并编号 1-10，加入优化好的 0.1 M K2CO3 的体积用量

并混匀，每管加入对应编号的抗体（1.0 mg/mL）体积（μL），振荡混匀，室温反

应 15 min，再分别加入 100 μL 10% NaCl 溶液，静置 15 min，观察颜色变化，选

择没有变色的最低抗体浓度。 

3.2.5.3 金标探针的制备 

为保证探针的稳定性，抗体加入最小标记量的 1.2 倍为理论最佳，在以上两

个优化条件下，室温下反应 30 min；加入 1% BSA 溶液进行封闭，室温磁力搅拌

15 min，离心（1500 rpm，15 min），吸取上清，再离心（12000 rpm，35 min）弃

上清，沉淀用 0.1 mL 2 mM 硼酸盐缓冲液复溶，即为多氯联苯胶体金探针，4℃

避光保存。 

3.2.6 胶体金试纸条组装与结果判定 

3.2.6.1 试纸条组装 

胶体金免疫层析试纸条主要由 PVC 底板、样品垫、检测线、金标垫、质控

线、硝酸纤维素膜（NC 膜）和吸水垫（图 3.1）组成。分别将 PCBc-BSA 和羊抗

鼠 IgG 抗体喷涂于 NC 膜上 T 线和 C 线，于 37℃下烘干。具体组装步骤如下：

首先将 NC 膜贴在 PVC 底板中间，样品垫、金标垫、吸水垫依次贴于 NC 膜上

且均重叠 2 mm 左右，最后采用试纸条自动切割仪切成 4.0 mm 宽的试纸条，干

燥装入密封袋储存备用。 
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图 3.1 免疫层析试纸条结构图（1. PVC 底板，2.样品垫，3.金标垫，4. NC 膜，5.检测线

（T 线），6.质控线，7.吸水垫） 

Fig. 3.1 Structure of colloidal gold immunochromatographic test strip (1. Polyvinyl chloride 

(PVC) bottom plate, 2. Sample pad, 3. Gold standard pad, 4. NC membrane, 5. Detection line (t 

line), 6. Quality control line, 7. Absorbent pad) 

3.2.6.2 结果判定 

在实际操作过程中，只需要将 100 μL 待测样品、5% DMSO-PBS 稀释的多

氯联苯标准品溶液或者空白溶液滴加在样品垫上，15 min 后进行结果判定（图

3.2） 

 

图 3.2 免疫层析试纸条检测结果判定图 

Fig. 3.2 Determination chart of colloidal gold immunochromatographic test strip test results 
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当样品液不含有或含有低于检测限浓度的多氯联苯时，部分探针与 T 线上

的包被原结合，多余的探针与 C 线的羊抗鼠二抗结合，使得 C、T 线均出现红色

条带，判定结果为阴性。 

当样品液中存在大于检测限浓度的多氯联苯时，由于部分金标抗体与多氯联

苯结合而与包被原结合的量变少，导致 T 线颜色消失或变浅，C 线仍出现红色条

带，结果判定为阳性。 

当加入样品液后，观察到 C 线未显现红色条带时，无论 T 线是否显色，结

果判定为试纸条无效。 

3.2.7 质控线、检测线浓度及金标探针量的优化 

3.2.7.1 检测线、控制线喷涂浓度的优化 

通常，T 线上的包被原浓度过高，会降低检测的灵敏度，过低，T 线颜色过

浅，不利于判断，因此需要对试纸条的 T 线上的包被原浓度进行优化。用 PBS

缓冲液（0.01 M，pH 7.4）对完全抗原 PCBc-BSA 进行稀释（1、2、3、4、5、6、

7 mg/mL），分别喷于 NC 膜上形成 T 线，同时在 C 线喷上适宜浓度（0.6、0.8、

1 mg/mL）的羊抗鼠二抗，37℃烘箱干燥 12 h。结束后，将不同包被原浓度的试

纸条分别插入到金标抗体溶液中，等待 5-10 min，比较各浓度下试纸条的 T 线颜

色，选择颜色明显且条带均匀的最低包被浓度。T 线浓度确定后，同样对羊抗鼠

二抗浓度进行稀释，当 C、T 线颜色相同即可。 

3.2.7.2 探针量的优化 

当探针量过多，会导致竞争不明显，影响灵敏度，而探针量过少，会导致 T、

C 颜色较浅，干扰正常结果判断。因此对探针量进行梯度试验，分别加入 0.5、

1、1.5、2 μL 探针量进行优化。 

3.2.8 试纸条最低检出限与交叉反应测定 

在最优条件下测定胶体金试纸条对 PCBs 最低检测线，配制 4、2、1、0.5、

0.25、0.125、0.062 μg/mL 浓度的 PCB80 样品液，分别取 100 μL 于 96 孔酶标

板中，插入试纸条进行检测，15 min 后，观察当 T 线完全消失时判定为试纸条最

低检出限。根据识别效果最好的半抗原最低检测线调整其他多氯联苯同系物的检

测样品液浓度进行检测。 
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3.2.9 试纸条稳定性评价 

参考阿伦尼乌斯公式：d(Ink)/dT=Ea/RT2,Ea 为表观活化能，R 为摩尔气体常

量。将胶体金试纸条放置 37℃培养箱，37℃一个月相当于常温 1 年。分别在第 7

天，第 14 天，第 28 天，第 56 天利用一定浓度的 PCB80 进行检测实验，判断检

测性能是否改变。 

3.2.10 基质效应与添加回收 

利用搅拌机将空白鸡肉样品均质化，称取 5 份 2 g 样本，于 50 mL 离心管

中，向其中分别加入 2 mL 超纯水与 0.5 mL 1 M HCl 酸解鸡肉组织，37℃水浴超

声 1 h；然后用 0.1 M 磷酸氢钾和 1 M 氢氧化钠将 pH 值调节至 7.0。加入 5 mL

正己烷充分振荡 10 min 并离心（8000 rpm，10 min）吸取有机相，氮吹，其中部

分用 5% DMSO-PBS 缓冲液分别稀释 5、10、20、40 倍后进行试纸条检测，5% 

DMSO-PBS 作为基质效应对照。而另一部分利用 GC-MS/MS 仪器验证，在正己

烷提取后需加入 C18 进行纯化，过膜，然后进行仪器检测。 

添加一系列浓度的标准品到鸡肉样本中，均质、酸化、提取、稀释去除基质

干扰。滴加到制备好的试纸条上进行检测（100 μL/孔），整个检测过程在 20 min

以内。 

3.3 结果 

3.3.1 胶体金的制备与鉴定 

以柠檬酸三钠为还原剂，得到直径为 20 nm 左右的金纳米颗粒。如图 3.3（b）

胶体金溶液为酒红色，澄清透亮。从 TEM 电镜图可以看到，金纳米粒子直径约

20 nm，满足所需的胶体金的直径要求，且大小均一，分散性良好。从（b）图看

来，该金纳米粒子在 520 nm 处有特征吸收峰，符合 20 nm 粒径的吸收峰，表明

胶体金合成成功。 
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图 3.3 (a)胶体金溶液 TEM 图；（b）胶体金溶液紫外扫描图 

Fig. 3.3 (a) TEM of colloidal gold solution; (b) UV scanning of colloidal gold solution 

3.3.2 金标抗体制备 

3.3.2.1 最佳 pH 条件确定 

胶体金与抗 PCBs 单克隆抗体偶联时采用 0.1 M 的 K2CO3进行调节。在 1 mL

胶体金中分别加入不同量的 K2CO3 溶液调节 pH 至 5.5、6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、

8.5、9.0，混匀后分别加入 5 μL 的 PCB 单克隆抗体进行偶联获得不同 pH 的金标

抗体，反应结束后，取 100 μL 进行吸光度测定，结果如图 3.4 所示，选择加入

K2CO3 后吸光值最高，此时溶液无沉淀，此时溶液 pH 8.0 为最佳。 

 

图 3.4 胶体金探针最佳 pH 选择（a）实验图;（b）不同 pH 紫外吸收谱图 

Fig. 3.4 Optimal pH selection of colloidal gold probe (a) experimental diagram; (b) UV absorption 

spectrum at different pH 
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3.3.2.2 最佳抗体用量确定 

金纳米颗粒表面带有负电荷，相互排斥使其为稳定的胶体状，在加入 10%的

NaCl 电解质时，由于盐离子破坏电荷平衡，发生聚沉，由酒红色变为灰色。随

着抗体浓度的增加，胶体金溶液逐渐稳定，颜色由黑灰色逐渐变为透亮的橙红色。

多氯联苯单克隆抗体（1.0 mg/mL）量达到 5 μg 及以上时，胶体金较为稳定且无

明显变化。为进一步稳定胶体金探针，需要在最低抗体用量的基础上进行调整，

理论最佳为最小量的 1.2 倍即 6 μg，反应结束后，取 100 μL 于多功能酶标仪中

进行吸光度测定。通过试纸条进行检验，多氯联苯胶体金探针的最佳抗体用量为

6 μg。 

 

图 3.5 胶体金探针最佳抗体标记浓度（a）实验图；（b）不同抗体浓度紫外吸收光谱图 

Fig. 3.5 Optimal antibody labeling concentration of colloidal gold probe; (a) Experimental 

diagram; (b) UV absorption spectra of different antibody concentrations 

3.3.2.3 检测线、质控线线浓度及探针量优化 

T 线上的包被原浓度进行优化，选择使 T 线颜色适中，线形不扩散的包被抗

原浓度为最佳检测抗原浓度，然后调整 C 线喷涂浓度使他们颜色统一。如图 3.6a

所示，当选择 PCBc-BSA 浓度为 1、2、3、4、5 mg/mL 时，T 线颜色较浅。当检

测线喷涂浓度为 6 mg/mL，C 线喷涂浓度为 0.6 mg/mL 时，T 线、C 线均显色清

晰，即为最佳浓度。为了提高检测性能，探针的使用量（图 3.6b）是影响灵敏度

与肉眼判断的关键因素，1.5 μL 探针量为最佳。 
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图 3.6 (a)胶体金试纸条 T 线喷涂浓度优化；(b)探针量优化 

Fig. 3.6 (a) Optimization of spraying concentration of colloidal gold test strip T-line;(b) 

Optimization of probe 

3.3.3 试纸条最低检出限与交叉反应 

用 5% DMSO-PBS 配置浓度为 4、2、1、0.5、0.25、0.125、0.625 μg/mL PCB80

标准品进行测定，阴性对照不添加 PCB80，当肉眼观察 T 线颜色消失时为胶体

金最低检出限，如图 3.7（a）所示，裸眼检测限浓度值为 2 μg/mL。将浓度均为

4 μg/mL 的 PCB169、PCB126、PCB189、PCB157、PCB167、PCB156、PCB111、

PCB81、PCB123、PCB77 标准品滴加到胶体金试纸条进行交叉反应检测，如图

3.7（b）所示，滴加 PCB169、PCB126、PCB189 的试纸条 T 线颜色消失或者变

浅，呈阳性结果；对 PCB157、PCB167、PCB156、PCB111、PCB81、PCB123、

PCB77 呈阴性结果。该结果表明胶体金免疫层析试纸条对部分药物识别能力较

差。 

 

图 3.7 （a）试纸条对 PCB80 的检出限；（b）特异性检测 

Fig. 3.7 (a) Detection limit of test strip to PCB80; (b) Detection of specificity 

对于 PCB169、PCB126、PCB189 最低检出限，根据在 4 μg/mL 标准品条件

下的特异性检测结果，对添加标准品浓度进行调整。结果如图 3.8 所示：对于裸

眼检出限 PCB169 为 2 μg/mL、PCB126：2.5 μg/mL、PCB189：5 μg/mL。 
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图 3.8 （a）试纸条对 PCB169 的检出限；（b）试纸条对 PCB126 的检出限；（c）试纸条对

PCB189 的检出限 

Fig. 3.8 (a) Detection limit of test strip to PCB169; (b) Detection limit of test strip to PCB126; (c) 

Detection limit of test strip to PCB189. 

3.3.4 试纸条的稳定性 

根据检测灵敏度，利用 2 μg/mL 的 PCB80 进行验证，结果如图 3.9 所示，在

第 7，14，28 天时，试纸条性能相对稳定，而在 56 天时，在 2 μg/mL 的 PCB80

添加条件下，T 线出现些许颜色，说明该试纸条能够在常温下保存一年。 

 

图 3.9 试纸条的稳定性实验 

Fig. 3.9 The stability test of test strip 
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3.3.5 基质干扰与添加回收 

为了排除基质干扰，对提取后的溶液进行一定倍数稀释（5% DMSO-PBS 作

为稀释液），结果如表 3.1 所示，稀释倍数为 20 时，结果一致。小于 20 倍时出

现假阴性，表明稀释 20 倍以上可消除基质干扰。 

表 3.1 基质对胶体金试纸条的影响 

Table 3.1 Effect of matrix on colloidal gold test strip 

样品 

多氯联苯

浓度

(μg/g) 

5% 

DMSO-

PBS 

基质稀释倍数 

5 10 20 40 

鸡肉 

0.5 - - - - - 

1.0 ± - - ± ± 

2.0 + - ± + + 

注：“-”代表阴性，“+”代表阳性，“±”代表弱阳性 

在此基础上，胶体金试纸条分别检测了鸡肉样品中的 PCB80，样品处理后的

PCB80 的终浓度依次为 0.5、1.0、2.0 μg/g，随着标准品浓度的增加，T 线颜色逐

渐变浅，当 PCB80 浓度为 1 μg/g 时，T 线颜色开始明显变浅，当 PCB80 浓度为

2.0 μg/g 时，T 线颜色完全消失，说明鸡肉样品试纸条的可视化检测区间为 0.5~2.0 

μg/g。 

表 3.2 胶体金免疫层析法检测与 GC-MS/MS 法对鸡肉样品中 PCB80 添加回收结果 

Table 3.2 Recovery results of pcb80 addition in chicken samples by colloidal gold 

immunochromatography and GC-MS / MS 

添加浓度 

Spiked 

concentration 

(μg/g) 

胶体金免疫 

层析试纸条 

GIGA (n=3) 

GC-MS/MS 

回收率 

Recovery (%) 

变异系数 

CVs (%) 

20 ±/±/± 87.9 9.8 

30 ±/±/± 95.3 11.5 

40 +/+/+ 94.2 8.6 

注：“-”代表阴性，“+”代表阳性，“±”代表弱阳性 
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3.4 讨论 

通常胶体金探针的制备，金纳米颗粒本身粒径大小与所用标记的抗体本身的

性质为关键的两个因素。粒径过大会降低在溶液中的稳定性，同时在膜层析速度

较慢或堵膜，增加检测时间且钝化了灵敏度。然而，如果胶体金颗粒径过小，则

在溶液中均一性较差，导致试纸条性能不稳定[82]。胶体金试纸条性能本身对于抗

原的检测取决于抗体。活性、纯度、亲和力等都有影响。一般来说，探针标记用

抗体纯度越高，性质越均一，制备的胶体金试纸条性能越稳定，检测结果越稳定

可靠。本实验中制备的胶体粒径为 20 nm，符合要求。 

胶体金探针制备过程中主要考虑的因素为 pH 与抗体量。外层带有负电荷的

金纳米颗粒相互排斥使溶液为稳定的胶体状。由于抗体表面带有正电荷，胶体金

吸附抗体的能力取决于溶液的 pH 值[83]。当溶液 pH 值为弱碱性时，由于溶液中

呈负电荷，抗体吸附于金颗粒表面量受限；当溶液 pH 值为酸性时，溶液呈正电

荷，大量抗体覆盖纳米金表面，探针易聚沉，同时由于抗体过量，导致检测灵敏

度下降也浪费抗体。最佳的抗体用量通常被认为是最低抗体量的 1.2 倍。实际操

作时，溶液 pH 值应该微高于抗体等电点，溶液带有少量负电荷，更利于探针的

稳定性。本研究制备了胶体金探针的免疫层析试纸条，由于抗体本身亲和力较小，

T 线包被原喷涂量为 6 mg/mL，导致试纸条灵敏度降低，最佳可视检测限约 2 

μg/mL。 

3.5 小结 

本章采用柠檬酸三钠还原法制备胶体金溶液，电镜结果显示，颗粒呈球形，

大小一致分散均匀，粒径约为 20 nm。优化 pH、抗体量、探针量等条件，制备胶

体金免疫层析试纸条，由于抗体亲和力较差，最低可视化检出限约为 2 μg/mL。 
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第四章 基于聚集诱导发光荧光微球固相免疫方法检测鸡肉

中的多氯联苯 

4.1 引言 

近年来，有机发光材料已经广泛应用于生物检测、传感和光电器件等各个领

域。然而，在大多数发光材料分子间会产生较强的 π-π 堆积，因此它们往往面临

聚集导致发光猝灭（Aggregation caused quenching，ACQ）效应。聚集诱导发光

（AIEgens）分子在溶解状态下不发射，但在聚集状态下表现出强发射，这与传

统荧光团中观察到的 ACQ 现象相反[84]。AIE 分子在稀溶液状态下不发光或发光

微弱，而在聚集态或固态下具有较高的荧光信号，使得 AIE 分子被广泛应用到荧

光成像[85]、临床[86]、食源性病菌[87]检测等领域，在荧光检测领域表现突出，但目

前还未应用到 PCBs的检测中。本实验利用AIE材料开发固相免疫方法检测 PCBs，

11 种 PCBs 检测限（LOD）为 0.32 至 42.15 ng/mL。加标鸡肉样品的回收率为

76.90%–91.64%，变异系数为 8.5%–14.4%，可作为食品中 PCBs的快速监测工具。 

4.2 材料与方法 

4.2.1 主要试剂和材料 

鸡肉购买于南京盒马；羊抗鼠二抗（goat anti-mouse immunoglobulin G）购买

于北京索莱宝；2-（N-吗啉基）乙磺酸水合物缓冲溶液（MES）和 N-羟基琥珀酰

亚胺（NHS）购买于美国 Sigma；正己烷、β-巯基乙醇（南京赛吉科技有限公司）、

二氯甲烷、C18 和 PSA 皆为分析纯购买于天津市科密欧化学试剂有限公司；

AIEgens 荧光微球由中国香港大学赠送。其他试剂耗材同 2.2.1 

4.2.2 主要仪器设备 

微孔板恒温振荡器和 GC-MS/MS（美国，Thermo）；Spark 10M 多功能酶标

仪（Tecan，新西兰）；其他相关仪器同 2.2.2。 
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4.2.3 荧光探针的制备及条件优化 

4.2.3.1 羊抗鼠 IgG 标记的 AIEgens 荧光微球 

本实验利用活泼酯法[88]，将 AIE 荧光微球表面的羧基与羊抗鼠 IgG 上的氨

基偶联，具体操作步骤如下。首先取 2 份 20 μL 羧基 AIE 荧光微球重悬于 180 μL 

MES 缓冲溶液（pH 6.0）中，冰浴超声处理 5 min；添加 100 μL 10 mg/mL EDC

和 NHS 混合物以活化微球表面的羧基，室温下微孔板恒温振荡器中摇动振动

（450 rpm，15 min）；向混合物中滴加 1 μL 20 mM β-巯基乙醇充分振荡终止活

化，离心（8000 g，9 min）弃上清，用 MES 缓冲液洗涤 2 遍；离心（16000 g，

6 min）并用 300 μL PBS（pH 7.4）重悬。此外，添加 200 μL 羊抗鼠 IgG（1 mg/mL），

室温下振荡反应 2 h，然后离心（13000 g，15 min），并用 200 μL PBS（0.01 M，

1% BSA）封闭 0.5 h。最后，用保存液（0.01 M PBS，pH 7.4，含有 2%果糖、1%

聚乙二醇 20000、5%蔗糖、1%牛血清白蛋白和 0.4%吐温 20）重悬，4℃保存备

用。探针偶联结果的表征，将 100 μL 抗体溶液（0.1 μg/mL）涂覆在 96 孔板上，

并用 200 μL 3%脱脂乳封闭。最后，添加 100 μL AIE IgG（0.0054 mg/mL）结合

物，并使用裸 AIE 微球和羊抗鼠 IgG 作为对照。通过检测荧光值判断是否偶联

成功（在 365 nm 激发，在 650 nm 发射）。 

4.2.3.2 抗多氯联苯 mAb 标记的 AIEgens 荧光微球 

同时，按照以上步骤偶联 AIE 荧光微球与抗多氯联苯 mAb（1 mg/mL），参

考第三章探究 AIE 荧光微球试纸条检测性能。 

4.2.3.3 羊抗鼠 IgG 饱和标记量的确定 

选择 2 μL 的 AIEgens 荧光微球（10 mg/mL）分别与 5、10、15、20、25 μL

的羊抗鼠 IgG（1 mg/mL）偶联，得到不同标记量的荧光探针，最后利用固相免

疫方法（4.2.4.1）分析进行读取荧光值，确定饱和量。 

4.2.4 AIEgens 荧光微球固相免疫方法的建立与优化 

4.2.4.1 固相免疫方法的建立 

基于酶标板的固相免疫方法参考间接竞争 ELISA，首先将稀释的人工抗原加

入 96 孔酶标板（100 μL/孔），4°C 条件下包被 12 h；然后，添加 200 μL 的 3%脱
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脂牛奶 37°C 封闭 2 h，用洗涤缓冲液（PBST）清洗酶标板三次；添加 50 μL PCB

标准溶液和 50 μL 抗体稀释溶液，并在 37°C 下培养 1 h。最后，添加 1 μL 荧光

探针（0.54 mg/mL）37°C 条件下温育 40 min，洗涤干净，每孔加入 100 μL PBS

通过多功能酶标仪记录荧光强度（365 nm 激发，650 nm 发射）。如图 4.1 所示，

当溶液中不存在多氯联苯时，检测到荧光值很高；当溶液中存在多氯联苯时，由

于包被原与之竞争抗体，荧光值降低。 

 

图 4.1 基于 AIEgens 微球免疫方法的建立 

Fig. 4.1 Establishment of immune method based on AIEgens microspheres 

4.2.4.2 包被原、单克隆抗体浓度优化 

将包被原与多氯联苯单克隆抗体倍比稀释后，通过棋盘滴定获得最佳工作浓

度，与 TMB 显色不同的时，荧光值无法固定数值为多少来判断，设置不同的包

被原浓度进行实验，采用Fmax/IC50作为判断指标[89]。Fmax/IC50高的所对应的PCBc-

BSA 浓度和 PCB 单克隆抗体稀释倍数作为最佳工作浓度。（Fmax 为不加目标物

时的最大荧光值） 

4.2.4.3 反应体系 pH 的选择 

母液的配置： 

0.2 M Na2HPO4：称取 71.6 g Na2HPO4-12H2O，溶于 1 L 超纯水。 

0.2 M NaH2PO4：称取 31.2 g NaH2PO4-2H2O，溶于 1 L 超纯水。 

先配 0.2M PB（pH=7.4，100 ml）：取 19 ml 0.2 M 的 NaH2PO4，81 mL 0.2mol/L 

Na2HPO4 混合均匀。 
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表 4.1 PBS 缓冲液配置表 

Table 4.1 Configuration of PBS buffer  

pH 0.2 M NaH2PO4（mL） 0.2 M Na2HPO4 

6.0 87.7 12.3 

7.4 19 81 

8.0 5.3 94.7 

磷酸盐缓冲液（pH=5、9）：取一定量 0.2 mol/L 磷酸二氢钠溶液，用氢氧化钠调节。 

4.2.4.4 有机溶剂含量的选择 

由于小分子化合物的疏水性，需要将其溶解且考虑抗体活性，所以需优化有

机溶剂的含量。将 DMSO 加入 PBS 缓冲液，分别调成浓度为 0、2、5、10、20%

的 DMSO-PBS 缓冲液，按照 4.2.4.1 建立免疫方法进行评价，确定最佳条件。 

4.2.4.5 免疫探针量的选择 

加入探针量的多少会影响读出的荧光值，过少导致反应不完全，荧光值过低；

过多浪费。为了提高免疫分析的性能以及实验成本，选择加入不同免疫探针的量

（0、0.25、0.5、1.0、2.0、4.0 μL）进行条件优化。 

4.2.5 基于 AIEgens 荧光微球免疫方法检测 PCBs 

使用 DMSO 溶解配置 PCBs 标准品至浓度为 100 μg/mL，然后用 PBS（pH 

7.4）对 PCBs 标准溶液进行梯度稀释配置不同浓度。加入样品反应后的荧光信号

使用以下等式进行归一化处理：归一化信号 =
𝐹𝑥−𝐹

𝐹0−𝐹
× 100% 

其中，F0 是无目标物的溶液中荧光信号，Fx 是不同浓度分析物的荧光信号，F 是

背景值。免疫分析的对数 C 和灵敏度用 IC10 值表示。这些数据由 Origin 软件在

非线性拟合下进行处理。该免疫分析的识别性能通过交叉反应性（CR）值进行评

估，该值根据以下公式计算：交叉反应性（%）=（半抗原的 IC50）/（其他同源

物的 IC50）×100% 

4.2.6 添加回收 

为了验证所建立的免疫分析方法的性能，对 60 份鸡肉样品进行了添加回收

试验。样品预处理参考 GB5009 与 Zhang 等人[90]对动物组织的前处理。将空白鸡
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肉样品在高速搅拌机中均质。在终浓度为 10、50 和 100 ng/g 的 2 g 样品中加入

不同浓度的多氯联苯。加入 2 mL 去离子水和 0.5 mL 1 M HCl，以酸化组织释放

基质中结合的多氯联苯，然后进行 37℃水浴超声 0.5 h；接下来，用 0.1 mol/L 磷

酸氢钾和 1 mol/L 氢氧化钠调节 pH 值至 7.0；添加 6.0 mL 二氯甲烷和正己烷

（1:1，v:v）混合振荡（30 min）并离心（5000×g，10 min）取上清液，氮吹使其

干燥。最后将一部分溶解在 2 mL 5% DMSO-PBS 中进行免疫测定；剩余正己烷

溶解，通过 C18 和 PSA 吸附剂纯化，0.22 μm 滤膜过滤，进行 GC−MS/MS 分析。 

4.2.7 仪器方法验证 

为了验证建立方法的有效性，样品提取物通过微量 GC 超气相色谱光谱仪进

行分析，分析条件如下[91]。毛细管柱 HP-5 MS（30 m×0.25 mm×0.25 μm，安捷伦

科技）用于分离。氦气（99.999%）作为载气流速为 1mL/min，传输线的温度调

节为 280°C。至于质谱，在离子源温度为 300°C 的情况下，通过电子电离（EI）

对化合物进行碎片化。 

4.3 结果 

4.3.1 荧光探针的表征 

如图 4.2a 所示，通过比较裸 AIE 荧光微球、羊抗鼠 IgG 以及 AIE 荧光微球

与羊抗鼠 IgG 偶联物实验中荧光值，表明羊抗鼠 IgG 成功偶联在 AIE 微球表面。

为了探究偶联前后是否对 AIE 荧光性能有所改变，对偶联前后的 AIE 进行发射

光谱扫描，结果显示（图 4.2b）IgG 的引入不会影响在 365 nm 激发的发射光谱。

如图 4.2c 所示，该荧光微球平均粒径为 200 nm，球形，表面光滑，在溶液中分

散性良好。同时对该探针的稳定性能进行探究，分别测量扫描第一天与第 30 天

的探针荧光强度，不同储存时间的 AIEgens 微球-山羊抗鼠 IgG，如图 4.2d 所示，

它们在储存 30 天后具有相似的荧光强度。结果表明，该探针具有良好的稳定性

和光学稳定性，为其进一步应用提供了保证。 
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图 4.2 AIE 荧光探针的表征（a）探针偶联结果；（b）AIE 荧光微球偶联前后发射光谱；

（c）AIE 荧光微球 SEM 图；（d）探针的稳定性。 

Fig. 4.2 Characterization of AIE fluorescent probe (a) Coupling results of AIE and Goat Anti-

Mouse IgG; (b) Emission spectra of AIE fluorescent microspheres before and after coupling; (c) 

SEM of AIE fluorescent microspheres; (d) Stability of probe. 

采用 EDC、NHS 活泼酯法将 AIE 荧光微球和羊抗鼠 IgG 偶联，加入不同量

的羊抗鼠 IgG 合成探针，通过测量对应的荧光值，如图 4.3 所示，当加入 20 μL

时探针达到饱和。 

 

图 4.3 羊抗鼠 IgG 饱和标记量 

Fig. 4.3 saturated labeling amount of Goat anti mouse IgG 
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4.3.2 AIE 荧光微球免疫层析试纸条 

如图 4.4a 所示，C、T 线均显示荧光，表明探针偶联成功。以 AIE-mAb 为

荧光探针，参考胶体金免疫层析试纸条的制备，条件优化后测定 PCB80 的检测

限（图 4.4b），裸眼 cut-off 值约 500 ng/mL，灵敏度仍然无法达到检测要求。 

 

图 4.4 （a）AIE-mAb 偶联结果；（b）试纸条对 PCB80 的检出限 

Fig. 4.4 (a) AIE mAb coupling results; (b) Detection limit of test strip to PCB80 

4.3.3 实验参数优化 

成功制备具有强荧光信号和优越稳定性的探针后，为了提高免疫实验性能，

优化了一些实验参数。 

4.3.3 1 包被原与单克隆抗体浓度 

由于荧光实验工作浓度没有类似常规 TMB 显色值 1.0 的规定，无法按照棋

盘法进行优化对比，采用 Fmax/IC50 作为判断依据。如图 4.5a 所示，优化结果表

明，包被抗原和抗体的最佳工作浓度分别为 0.5 μg/mL 和 1 μg/mL 时 Fmax/IC50 值

最大。 

4.3.3.2 免疫探针的剂量 

在建立的免疫实验中，加入不同免疫探针的剂量（0.25、0.5、1.0、2.0 和 4.0 

μL），如图 4.5b 所示，荧光强度随着探针量的加入而增加，但在 1.0 μL 后，荧光

值趋于稳定即免疫反应逐渐饱和，所以选择 1.0 μL 探针加入量。 

4.3.3.3 有机溶剂浓度优化 

有机溶剂浓度（0%、2%、5%、10%和 20%二甲基亚砜），如图 4.5c 所示，

在 5%-20%范围内，随着有机溶剂浓度的增加，IC50 明显降低。然而，在 0-5%的
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范围内显示出相反的模式。在这个竞争体系中，二甲基亚砜溶剂发挥了重要作用。

它不仅有助于溶解分析物，还影响抗体的生物活性。因此，有必要在抗体耐受性

和分析物溶解度之间找到合适的含量。 

4.3.3.4 反应体系 pH 的优化 

pH 值对检测的性能有显著影响，不同单克隆抗体的等电点有所区别，反应

体系中溶液的 pH 对抗原抗体的结合性能影响显著，本实验设置了不同 pH 值

（5.0、6.0、7.4、8.0 和 9.0）的反应体系。结果表明，pH 值在 5 和 9 时，明显抗

体的灵敏度较低，而灵敏度在 pH 值为 7.4 时达到最大值（图 4.5d）。 

 

图 4.5 参数优化（a）工作浓度的优化；（b）探针量的优化；（c）溶剂含量优化；（d）反应

体系 pH 优化。 

Fig. 4.5 Optimization of experimental parameter (a) Optimization of working concentration; (b) 

Optimization of probe quantity; (c) Optimization of solvent content; (d) Optimization of pH. 
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4.3.4 免疫实验的结果 

在最佳实验参数条件下，对所建立的免疫分析方法的性能进行评价，检测 7

种指示物类和 12 种类二噁英类及其他多氯联苯同系物。图 4.6a 显示了 PCBc 的

拟合曲线方程 y=0.1074+0.9044/（1+148x0.8312），R2=0.9965，IC50 为 3.36 ng/mL。

其他类似物的 IC50 在 6.38 至 252.1 ng/mL。根据公式 CR=（PCBc 的 IC50/其他化

合物的 IC50）×100%，其他 PCB 化合物的交叉反应率免疫分析结果如图 4.6b 所

示，PCB80（52.66%）、PCB169（33.27%）、PCB126（26.09%）、PCB189（9.52%）、

PCB157（8.98%）、PCB167（3.04%）、PCB156（2.79%）、PCB111（2.56%）、PCB81

（2.23%）、PCB123（1.35%）和 PCB77（1.33%）。可识别的多氯联苯的化学结构

式如图 4.6c 所示。 

 

图 4.6 方法性能评价(a)半抗原标准曲线；(b)交叉反应率；(c)可识别同系物化学结构式。 

Fig. 4.6 Evaluation of method performance; (a) Standard curve of hapten; (b) Cross reaction rate; 

(c) The chemical structural formula of homologues. 

对于最低检测限值（LOD）如表 4.2 所示，对 PCB80 最低检测限可达 0.32 

ng/mL，且对应其他同系物最低检测限皆大于 PCB80。 
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表 4.2 基于固相免疫方法多氯联苯最低检测限 

Table 4.2 Limits of detection to polychlorinated biphenyls based on solid phase 

immunization method 

分析物 LOD (ng/mL) 

PCB80 0.32 

PCB169 0.50 

PCB126 0.33 

PCB189 3.87 

PCB157 3.81 

PCB167 12.52 

PCB156 12.83 

PCB111 13.49 

PCB81 21.76 

PCB123 34.96 

PCB77 42.15 

4.3.5 基质干扰与添加回收 

对于提取样品中分析物而言，预处理和纯化在消除基质干扰方面发挥重要作

用，否则可能会影响分析方法的性能。分析了加标在鸡肉样品中的 PCB80 基质

干扰情况。如前所述，样品提取后，使用 5% DMSO-PBS 分别对鸡肉的提取物进

行梯度稀释。如图 4.7 所示，随着稀释倍数的增加，基质干扰效应明显减少。在

鸡肉中稀释 20 倍时，基质干扰变得可以忽略。 
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图 4.7 鸡肉中基质干扰评估 

Fig 4.7 Matrix interference assessment in Chicken 

根据检测灵敏度，选择浓度为 10、50 和 100 ng/g 的 PCB80、PCB126 和

PCB169 进行添加回收率实验。利用建立的基于 AIE 固相免疫方法，结果表明，

回收率在 76.90%到 91.64%之间，变异系数（CV）值相对良好（8.5%-13.7%）。 

 

图 4.8 多氯联苯添加回收 GC-MS/MS 验证结果 

Fig. 4.8 GC-MS / MS verification results of PCBs addition and recovery 

此外，进一步评价所建方法的可靠性，利用 GC-MS/MS 进行方法学验证（图

4.8），PCB80、PCB126 和 PCB169 出峰保留时间分别为 8.09、9.09 和 9.68 min。

检测结果如表 4.3 所示，固相免疫分析和 GC−MS/MS 之间具有良好的一致性，

证实所建立的免疫分析方法用于分析食品中的 PCBs 残留检测具有可靠性。 
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表 4.3 鸡肉中多氯联苯残留检测的添加回收率 

Table 4.3 Mean recovery for detecting PCBs residues in chicken meat (n=5) 

Analytes 

Chicken 

Spiked level 

(ng/g) 

Immunoassay 

Mean value 

(ng/g) 

GC-MS/MS 

Mean value 

(ng/g) 

Recovery 

(%) 

CVs 

(%) 

PCB80 

10 8.46 6.10 84.60 9.3 

50 42.31 39.08 84.62 9.8 

100 91.64 85.08 91.64 10.6 

PCB126 

10 7.73 5.46 77.30 11.2 

50 43.57 41.88 87.14 11.3 

100 87.38 82.24 87.38 9.7 

PCB169 

10 8.15 5.42 81.50 8.6 

50 42.71 38.53 85.42 9.5 

100 90.32 92.44 90.32 9.1 

100 89.56 87.49 89.56 13.5 

4.4 讨论 

与单分子态相比，聚集态的传统有机分子的一个明显缺点是发射减弱或完全

减少，这被称为聚集引起的猝灭。由两个主要因素标记，一个是阻止活跃的分子

内运动，另一个是形成扭曲的 3D 构象，以减少常规 ACQ 荧光团面临的 p-p 堆

积相互作用[57]。AIE 分子强抗光漂白性，强荧光信号，优异的荧光稳定性不仅提

供直接产生的荧光信号，还通过优良的基于粒子的信号放大效应显著提高免疫分

析的检测灵敏度。此外，比较了几种基于抗体和适配体的检测多氯联苯的生物传

感器。Endo 等人[92]开发了一种简单的微流控免疫传感器芯片，通过荧光检测来

测量共面 PCB（Co-PCB），可在 30 秒内快速检测。比较基于 DNA 适体修饰的

表面增强拉曼光谱（SERS）方法 SiO2@Au LOD 为 292 ng/mL 的核/壳纳米颗粒

[93]，我们的研究具有更好的识别能力和灵敏度。此外，一项研究表明，电化学传

感器结合适配体检测 PCB77 的灵敏度可达 33 pg /L[94]。Shimomura 等人[95]报道
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了一种新型 IgG 修饰的生物传感器，用于使用表面等离子体共振快速检测

PCB126，LOD 可达 2.5 ng/mL。然而，本研究中开发的方法可广谱筛查共平面类

PCBs 残留。 

基于 TMB/HRP 的常规 ELISA 对多氯联苯（No.80、169、126、189、157、

167、156、111、81、123 和 77）的 IC50 值范围为 33.12 至 476.42 ng/mL，而所建

立的基于 AIE 的荧光免疫分析提供了更高的灵敏度，IC50 值范围为 6.38 到 252.1 

ng/mL。这表明基于粒子信号放大效应的灵敏度提高了约 2-4 倍。此外，新建立

的免疫分析法对 11 种多氯联苯的 LOD 值（IC10）范围为 0.32 至 42.15 ng/mL。 

4.5 小结 

本章节建立了基于 AIE 竞争型荧光的固相免疫方法，成功偶联合成了 AIE

探针，最佳条件下，对 11 种多氯联苯 LOD 范围为 0.32-42.15 ng/mL，添加回收

实验和仪器法比对结果表明所开发的竞争型具有良好的准确性和可靠性。 
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第五章 全文总结与展望 

多氯联苯（PCBs）是含有不同数量氯原子的苯环状家族类持续性有机污染物

（POPs），通过食物链富集危害人类健康，建立快速检测方法尤为重要。本实验

根据 PCBs 化学结构设计合成了 3 种不同结构的半抗原并成功合成人工抗原。通

过免疫、细胞融合等成功筛选到一株稳定分泌识别 11 种多氯联苯的单克隆抗体

的细胞株。多氯联苯的半数抑制浓度（IC50）范围为 33.12 至 476.42 ng/mL。通

过 AutoDock-vina 同源建模，发现主要氨基酸结合位点一致，且 TYR 中苯环与

PCBs 中苯环形成 π-π 堆积为分子间主要作用力，其他氨基酸残基 GLU B55、ILE 

A2 和 ARG B45 等与 PCBs 形成氢键与卤键。 

为了快速现场检测，合成 20 nm 胶体金，基于免疫学原理制备了胶体金免疫

层析试纸条，由于抗体亲和力较差，在条件参数优化过程 T 线包被原浓度较高，

导致对 PCBs 的识别效果差，试纸条裸眼检测最佳 Cut-off 值（临界值）为 2-5 

μg/mL。 

为了提高灵敏度，基于 AIE 荧光微球设计了荧光免疫层析试纸条与 96 孔板

固相免疫分析方法。结果表明，AIE 免疫层析试纸条在条件优化后测定 PCB80 裸

眼 cut-off 值约 1000 ng/mL。96 孔板固相免疫分析方法对 11 种 PCBs 的检测 IC50

值从 6.38 到 252.1 ng/mL。对比传统 ELISA 方法，基于粒子信号放大效应灵敏度

提高了约 2-4倍。此外，建立的固相免疫分析法对 11种多氯联苯的LOD值（IC10）

范围为 0.32 至 42.15 ng/mL。在鸡肉样品中进行加标，回收率为 76.90%–91.64%，

变异系数为 8.5%–14.4%，表明可作为食品中 PCBs 的快速监测工具。 

创新点：本实验根据 PCBs 核心结构，设计不同结构半抗原，通过免疫、细

胞融合等步骤筛选单克隆抗体。以 PCBc-KLH 为免疫原，所得单克隆抗体广谱

识别 11 种 PCBs，且首次提供抗 PCBs 单克隆抗体基因序列与其 CDR 区。 

不足与展望：实验中所设计的半抗原 PCBb，以 PCBb-BSA 为免疫原，尾血

评价无法识别 PCBs。以 PCBc-KLH 为免疫原，所得单克隆抗体建立免疫层析试

纸条检测方法。因自身亲和力较低，检测灵敏度受限，只能作为初筛手段。后续

希望通过改进半抗原结构筛选优质抗体，或者通过基因工程进行抗体基因突变改

造提高相关性能。 
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