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摘要 :2 ,42D是广泛使用的除草剂 ,以 2 ,42D为检测目标 ,研究了安培型免疫传感器.首先采用 12乙基232(32二甲基氨丙基)碳

二亚胺盐酸盐 ( EDC)作为交联剂制备 2 ,42D与 BSA以及 PLL 的偶联物.用结合比 1∶16的 2 ,42D与偶联物制备兔抗血清.免

疫传感器的制备包括 2个步骤 ,使用丝网印刷工艺制备一次性碳电极 ,然后通过戊二醛交联在电极表面固定 2 ,42D与多聚赖

氨酸 ( PLL)的偶联物.待测水样与 2 ,42D抗血清和 HRP酶标二抗进行间接免疫竞争反应.在 HRP酶在邻苯二胺和 H2O2 的共

同作用下发生酶促反应 ,检测还原电流以反映 2 ,42D的浓度.试验了不同浓度抗血清和酶标二抗对检测信号的影响 ,结果表

明 ,2 ,42D的检测下限达到 1169ng/ mL ,线性区间 1169～30 000ng/ mL ,适合饮用水中 2 ,42D的检测要求.
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Abstract :2 ,42Dichlorophenoxyacetic Acid (2 ,42D) is the herbicide widely applied in the world. An amperometric immunosensor to
detect 2 ,42D was described. Firstly , 2 ,42D2protein conjugate was prepared using 12ethyl232(32dimethylaminopropyl) carbodiimide
hydrochloride ( EDC) . The rabbit antiserum was prepared with substitution degree of 16. Secondly , the immunosensor was fabricated
using screen printing technique. The 2 ,42D/ PLL conjugate was immobilized on the surface of screen printed carbon electrode via
crosslinking method. The free and immobilized 2 ,42D competed the binding sites of anti22 ,42D antiserum. After HRP2labeled goat2
anti2rabbit IgG binding with anti22 ,4 antiserum , the substrate was added and current response was recorded. The dependency of
concentration of antiserum and HRP2labeled anti2IgGon current response was also studied. The result shows that limit of detection for
2 ,42D is 1169ng/ mL with linear range 1169～30 000ng/ mL , which reveal the potential ability to evaluate the safety of drinking
water.
Key words :screen printed electrode ; 2 ,42dichlorophenoxyacetic acid ; amperometric ; immunosensor

　　2 ,42二氯苯氧乙酸 (2 ,42Dichlorophenoxyacetic

Acid ,2 ,42D)是一种世界范围内广泛使用的有机氯

除草剂.研究表明 ,2 ,42D易于通过皮肤和呼吸进入

人体 ,具有潜在的致癌性、致突变性 ,并影响人类的

正常生育.世界卫生组织 (WHO)以及我国饮用水卫

生规范中规定 2 ,42D的最大浓度小于 30ng/ mL [1 ] .

目前 2 ,42D检测技术不能完全保障水质安全 ,

常规方法 (如固2液萃取和气相色谱2质谱技术)需要

复杂的预处理和昂贵的设备 ,过程繁复 (萃取、还原、

衍生化和纯化) 、耗时长 ,限制了常规监测次数[2 ,3 ] .

免疫分析技术也是检测 2 ,42D的重要方法 ,主要是

利用 2 ,42D与特异性抗体反应 ,并通过测定标记物

(如放射性同位素、酶等)来反映水体中 2 ,42D的含

量[4 ,5 ] .而安培型免疫传感器结合了免疫分析与电

化学传感器的优点 ,有良好的特异性和较低检测限 ,

与其它技术相比 ,对仪器设备的要求低 ,操作简

单[6 ] ,近年来用于检测小分子有机污染物 ,如 PAH ,

毒素 ,雌二醇等[7～9 ] .另外 ,安培型传感器可以采用

丝网印刷技术制备 ,工艺简单 ,进一步降低了检测的

成本[10 ] .本文以检测 2 ,42D 为目标 ,研究一次性免

疫传感器制备技术和检测条件.

1　材料与方法

111　试剂

2 ,42D ( Sigma D70724) ,牛血清白蛋白 (BSA ,

Amresco) ,多聚赖氨酸 ( PLL ,Sigma P7890) ,HRP标

记的羊抗兔 Ig G(Amresco) ,12乙基232(32二甲基氨
丙基)碳二亚胺盐酸盐 ( EDC ,Sigma) ,戊二醛 (北京

益利精细化学品有限公司 ) , o2邻苯二胺 ( OPD ,

Amresco) ,过氧化氢 (北京化工厂) .若未特殊说明 ,
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稀释或配制溶液时均使用 PBS ;清洗电极或酶标板

时均使用 PBST. 其中 , PBS 为磷酸盐缓冲溶液 ,

NaCl 814983g、Na2 HPO4515432g、NaH2 PO4 015198g

溶于 1L 超纯水中 ,定标至 p H = 714 ; PBST 由 1L

PBS 中 加 入 015mL Tween220 配 制 , 定 标 至

p H = 714.

112　设备

超声波清洗仪 (Branson200 ,旭阳公司) ,手动丝

网印刷机 (M T245A ,敏太印刷机械公司) ,电化学工

作站 ( CHI660A , 美 国 CHI 公 司 ) , 酶 标 仪

( Model550 , Bio2Rad ) , 洗板机 ( Model1575 , Bio2
Rad) ,氮气吹干机 (BF2000 ,八方世纪) ,生化培养箱

( HPS2280 , 东 联 电 子 ) , 冰 箱 ( BCD2218EI ,

Electrolux) .

113　2 ,42D偶联物的制备

2 ,42D与蛋白质大分子的偶联物用于制备抗血

清和免疫竞争实验.本文采用水溶性碳化二亚胺 ,活

化 2 ,42D的羧基 ,进行蛋白偶联.研究中制备了 2种

偶联物 :2 ,42D2PLL 和 2 ,42D2BSA.前者用于免疫竞

争 ,后者用于制备抗血清.

2 ,42D2PLL 偶联物制备如下 :称取 18mg 的 2 ,

42D ,溶入 115mL 0105mol/ L 的 PBS缓冲液 ,加入

19mg EDC并搅拌.然后加 200μL 10mg/ mL 的 PLL

到溶液中并搅拌.混合溶液在室温下静置 1h. 4℃透

析 24h (011mol/ L NaHCO3 ,换 4次 PBS溶液) .

2 ,42D2BSA偶联物制备过程类似 :取 2mL 浓度

为 6mg/ mL 的 2 ,42D的 PBS缓冲液 ,加入 40μL 浓

度为 50mg/ mL 的BSA溶液 ,加入 7mg EDC同时轻

轻搅拌. 分别在 4℃静置 18h、25℃静置 2h. 以

011mol/ L NaHCO3溶液透析.

制备好的偶联物 - 20℃下保存.采用紫外分光

光度计法检测其偶联比.

114　2 ,42D抗血清的制备

采用偶联比为 16∶1的 2 ,42D2BSA偶联物免疫

雌性新西兰白兔制备抗血清.初次免疫和加强免疫

时采用相同的剂量.其中 2 ,42D2BSA偶联物剂量为

018mg ,2 ,42D为 40μg.初次免疫时偶联物用弗氏完

全佐剂乳化 ,加强免疫时采用弗氏不完全佐剂乳化.

新西兰白兔采用背部皮下多点注射免疫原 ,并用耳

缘静脉取血法提取抗血清.初次免疫后 10d或 14d ,

进行加强免疫 ,随后 7d或 10d采血测定效价.重复

加强免疫 ,并抽血检测抗血清效价 ,直到获得效价较

高 (大于2 000)的抗血清.

2 ,42D包被抗原采用多聚赖氨酸为载体 ,OVA

为封闭液.抗血清以 4倍梯度稀释 ,初始稀释倍数为

400倍. EL ISA 试验的结果以 405nm 波长下的 OD

值表示.

115　免疫传感器的制备

免疫传感器的制备包括丝网印刷电极制作和生

物分子的固定化 2 个步骤.图 1 是电极的结构和制

作工艺示意图.首先在 012mm厚的 PVC薄膜上印

刷银导电轨道 ,选用的银浆为 Acheson公司 427SS ,

结构如图 1 (a) .然后用碳浆 (日本 J ujo Ch01)印制碳

电极 ,其中直径 3mm的圆盘为工作电极 ,图 1 (b)中

的半环为对电极.最后 ,印刷蓝色油墨作为绝缘层 ,

结构如图 1 (c) .制成的电极见图 1 (d) .在每次印刷

完毕之后 ,电极都在烘箱内以 40℃干燥 2h.在固定

抗体之前 ,制备好的电极在室温下老化 7d.由于采

用裸露出银导轨作为参比电极 ,为了信号更稳定 ,缓

冲液中氯离子的浓度应至少大于 0101mol/ L .测定

批量制备碳电极的电荷传递系数 ,其变异系数 CV

< 5 %.

(a)银导电轨道　(b)碳工作电极和碳对电极

(c)绝缘层　(d)丝网印刷电极

图 1　丝网印刷电极制备过程

Fig. 1　Scheme of a screen printed electrode preparation

本文采用间接免疫竞争法 ,所以需在电极上固

定 2 ,42D2PLL 的偶联物.在固定生物分子前 ,电极

在去离子水中超声清洗 20min ,氮气吹干.包被电极

的溶液需要新鲜配制 ,成分为 1∶100 稀释的 2 ,42D2
PLL 偶联物、5mg/ mL 的 OVA、016 %的戊二醛.每

个电极点样 4μL ,37℃温育 2h ,分别用 PBST和超纯

水清洗吹干后 ,4℃保存.由于预温育 :2 ,42D ,抗血清

混合溶液 ,37℃反应 1h ,清洗吹干 ;电极在 37℃温育

2h ,清洗吹干后 ,4℃保存 (清洗步骤 : PBST清洗若

干次 ,超纯水清洗 ,氮气吹干) .

116　安培型免疫传感器测定 2 ,42D

待测的 2 ,42D与 2 ,42D抗血清 (1∶300倍稀释)

混合 ,并滴加到电极表面 ,每个电极 4μL ,37℃反应

30min ,清洗吹干.然后把 HRP酶标记的羊抗兔 Ig G

滴加到电极表面 ,每个电极点样 4μL , 37℃反应
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30min ,清洗吹干.酶活力的检测 :底物溶液是 H2O2

与 OPD ,浓度分别为 1 ×10 - 3 mol/ L , 5 ×10 - 3

mol/ L .新鲜配制底物溶液 ,用 PBS 缓冲液稀释 ,

OPD与 H2O2 浓度为 5 ×10 - 3 mol/ L ,1 ×10 - 3 mol/

L .每个电极点样 40μL 底物溶液 ,反应 120s后 ,使

用 CHI660A电化学工作站检测恒电位下的时间2电
流曲线.其中极化电压是 - 100mV ,检测时间 120s.

117　间接竞争 EL ISA测定 2 ,42D

为了比较安培型免疫传感器和常规 EL ISA 的

试验结果 ,在 96孔酶标板采用间接竞争法测定 2 ,42
D.实验步骤如下 :在 96 孔板上每孔加 2 ,42D2PLL

偶联物 (1∶100稀释) 100μL ,4℃下过夜. PBST洗板

后 ,用配制好的 015 %OVA封闭液 ,每孔 100μL .于

37℃下放置 1h.竞争反应过程与免疫传感器类似 ,

在 EPPENDORF管中预温育 1∶300 稀释的抗血清

和待测水样 ,37℃下 40min 后 ,取 100μL 溶液加入

包被有 2 ,42D2PLL 的酶标板中 , 37℃下竞争反应

30min ,洗板后加 100μL HRP酶标记的羊抗兔 Ig G

(1∶100稀释) .洗板后每孔加入 5mmol/ L OPD溶液

200μL 和 30 %H2O2溶液 40μL ,酶促反应 20min后 ,

加入 10μL 的 2mol/ L H2 SO4终止反应 ,最后用酶标

仪检测 450nm下的吸光度.

2　结果与讨论

211　偶联物与抗血清制备与讨论

高效的特异性抗体是影响免疫传感器性能的关

键因素之一.由于 2 ,42D这类小分子半抗原 (分子量

< 1 000) ,本身不能刺激机体产生抗体 ,需要 2 ,42D

与大分子的偶联物作为免疫原来制备 2 ,42D 的抗

体. 2 ,42D与载体蛋白 (如 BSA)的偶联比对于抗体

的质量有较大影响 :当偶联比在 10～20 的情况下 ,

可获得针对 2 ,42D特异性较强的抗血清 ;结合比小

于 10的情况下 ,偶联物上的半抗原远远少于载体蛋

白的抗原决定簇 ,抗血清中对载体蛋白的特异性抗

体较多 ;当偶联比大于 20 时 ,载体蛋白的免疫原性

受到抑制 ,免疫动物难以产生免疫反应.本试验中采

用偶联比为 16∶1 的免疫原刺激新西兰白兔产生了

较强的免疫反应 ,提取出的抗血清 ,采用间接

EL ISA法测定 ,结果如图 2. 其中抗血清稀释度

6155×106时 ,从 2个兔子中采集的抗血清 ,其反应

强度 (以吸光度计算)比背景值和阴性样本高 0102 ,

因此该抗血清对 2 ,42D 的效价为 6155 ×106 .结果

一致性较好.

212　间接竞争法的棋盘实验

图 2　兔抗血清的效价测定曲线( R1621中 R表示新西兰白兔 ,

16表示结合比为 16的免疫原 ,1代表兔子的编号)

Fig. 2　EL ISA for titer rabbits

　　免疫传感器的灵敏度、线性区间与竞争反应中

的 2 ,42D抗体和酶标二抗浓度相关.通过比较不同

浓度的抗体、酶标二抗之间的组合 (棋盘实验) ,确定

最优的实验条件 (见表 1) .
表 1　不同浓度 2 ,42D抗体和酶标抗体

对免疫传感器的电流响应的影响/ nA

Table 1　Effect of concentration of antibody and

HRP2labeled anti2IgG on current of immunosensor/ nA

2 ,42D抗体

(稀释度)

HRP酶标二抗浓度 (稀释度)

1∶10 1∶100 1∶1 000

1∶10 101162 38126 7175

1∶100 51101 17134 4189

1∶1 000 17132 9188 4117

　　在 2 ,42D抗体稀释度大于 1∶100 时 ,电流响应

小 ,HRP酶标二抗稀释度从 1∶10 变化到 1∶1 000 ,

电流变化只有 13115nA ,灵敏度较低.由于电化学仪

器的噪声范围在 011nA 之间 ,所以 ,容易对结果产

生不良影响. 2 ,42D抗体稀释度在 1∶10和 1∶100时

其灵敏度都可满足测试要求.而酶标二抗的稀释度

1∶10～1∶100时才可以得到较高的电流响应.

非特异性吸附是影响免疫传感器的另外一个重

要因素.本文中的非特异性吸附主要来自于酶标二

抗.在稀释度 1∶10～1∶100之间分析 (见表 2) ,酶标

二抗稀释度在 1∶10和 1∶100时 ,非特异性吸附产生

的电流占总信号的比率超过 20 %.因此酶标二抗为

1∶50时 ,非特异性吸附的影响小.
表 2　非特异性吸附对传感器电流响应的影响/ nA

Table 2　Impact of non2specific absorbency of immunosensor/ nA

2 ,42D抗体浓度

(稀释度)

HRP酶标二抗浓度 (稀释度)

1∶10 1∶50 1∶100

0 22132 13174 4117

1∶10 101162 73101 41130

1∶50 65105 30118 4188

1∶100 51101 28150 17134
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213　检测 2 ,42D的标定曲线

由于本文研究的安培型免疫传感器的免疫反应

过程与常规 EL ISA类似 ,因此在酶标板上作间接免

疫竞争试验测定 2 ,42D.其标定实验的结果如图 3

所示.其中酶标二抗和抗 2 ,42D抗血清的稀释度均

为 1∶100. 检测下限是 3814ng/ mL ,线性区间为

3814ng/ mL～120μg/ mL ,线性度 R = 9816 %.但是

灵敏度较低 ,最大吸光度小于 013.相同条件下 ,安

培型免疫传感器具有更高的灵敏度 ,标定实验结果

表明 (见图 4) ,2 ,42D 的检测下限 1ng/ mL ,线性区

间在 1169ng/ mL～30μg/ mL ;线性度 R = 9714 %.

当酶标二抗浓度增大为 1∶50 时 ,灵敏度增大 ,但是

检测下限升高 (如图 5所示) .

酶标二抗浓度为 1∶100

图 3　ELISA测定 2 ,42D的标定曲线

Fig. 3　Logarithm calibration curve of absorbency vs free 2 ,42D based

on EL ISA( The titre of HRP labeled goat anti2IgG 1∶100)

酶标二抗浓度为 1∶100

图 4　安培型免疫传感器检测 2 ,42D的标定曲线

Fig. 4　Logarithm calibration curve of current vs free 2 ,42D

3　结论

2 ,42D生物素的检测下限 1169ng/ mL ,线性范

围是 1169ng/ mL～30μg/ mL ,符合饮用水标准中关

于 2 ,42D的检测要求 (最大检出浓度 < 30ng/ mL)范

围.这种传感器采用丝网印刷工艺制备 ,工艺简单 ,

成本低 ,便于操作 ,在快速检测饮用水中 2 ,42D方面

有应用潜力.

酶标二抗浓度为 1∶50

图 5　安培型免疫传感器检测生物素的标定曲线

Fig. 5　Logarithm calibration curve of current vs free 2 ,42D
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