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双酚A完全抗原的制备
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摘 要：采用重氮化法在双酚A(BPA)上引入羧基，将其与牛血清白蛋白(BSA)偶联，制备双酚A

完全抗原BPAH—BSA。紫外扫描光谱和红外光谱实验表明偶联成功，为进一步制备抗BPA抗体

提供了良好的免疫原。
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Study on Preparation of Complete Antigen of Bisphenol A
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Abstract：Bisphenol A hapten(BPAH)was prepared by diazotization，and then coupled with

carrier protein bovine serum albumin(BSA)to prepare complete antigen BPAH—BSA．Both UV

scanning and IR spectrum indicated that the complete antigen BPAH—BSA was successfully

synthesized．The result present here demonstrated that an excellent immune antigen for further

preparation of BPA anti body was achieved．

Key words：bisphenol A；complete antigen；bovine serum albumin；UV scanning spectrum；IR
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双酚A(Bisphenol A，BPA)，是近几年从食品

包装材料中新发现的一种“破坏内分泌的化学物质

(Endocrine Disrupting Chemicals，ECD)”，具有某

些雌激素特性El-z3，学名为2，2一双(4一羟苯基)丙烷。

主要用于生产聚碳酸酯(PC)、环氧树脂(EP)、聚砜

树脂等高分子材料，又用作酚酸树脂、可塑性聚酯、

抗氧化剂及聚氯乙烯(PVC)的稳定剂。我国是一

个食品包装材料生产和使用大国，许多塑料制品、

食具、容器及这些材料包装的各类食品和饮料已成

为人们生活的必用品，但对这些包装材料中BPA

的调查研究报道极少。近年来的研究表明，双酚A

对淋巴细胞具有增殖作用，不同剂量的双酚A能够

诱导淋巴细胞增殖，从而存在潜在的免疫毒性[3]。

双酚A可以通过直接或间接影响生精细胞周期而

干扰精子的正常发生，并支持细胞与生精细胞的分

离，影响生殖功能[4]。因此，研制灵敏、高效、稳定

的双酚A检测方法非常重要。

目前，双酚A的检测方法有气相色谱法
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(Gc)[5]、气相色谱一质谱法(GC—MS)c6|、高效液相色

谱法(HPLC)[7。1 0|、液相色谱一质谱法(I。C—MS)e11]

及ELISA[12-13]法等。双酚A的检测方法以色谱法

为主，这些方法虽然灵敏、准确，但检测时间长、耗

资大、对人员素质要求高，不适合大量样品的筛选

测定。从近年来食品中有毒物质检测技术的发展

趋势看，免疫分析法是最有前途的快速检测方法之

一，它基于抗原、抗体之间的特异反应，灵敏度高、

特异性强、操作简单，不仅适用于大量样品的快速

筛选，某些情况下也可以用于确证性检测。

BPA是小分子物质，它本身不具备免疫原性，

不能诱导生物机体产生抗体。由于其本身不带有

羧基，必须采用化学方法引入羧基，然后将其与蛋

白质等大分子载体偶联，从而得到完全抗原，进而

制备相应抗体，这也是建立免疫分析方法的前提和

关键所在。为探讨简便、快速、特异的免疫分析方

法，制备了双酚A完全抗原，这为进一步建立酶联、

荧光、化学发光免疫分析法检测双酚A提供了可靠

的免疫原。

1材料与方法

1．1仪器和试剂

TU-1900型双光束紫外可见分光光度计；傅立

叶变换红外光谱仪(Nicolet Nexus，KBr压片法)；

磁力搅拌器；冷冻干燥机；透析袋(MWCO：7000)。

双酚A(BPA，97％，New jersey，USA)；牛

血清白蛋白(BSA，上海华美生物工程公司)；N一羟

基琥珀亚胺(NHS，98％，New Jersey，USA)；1一乙

基-3-(3一二甲基氨基丙基)碳二亚胺盐酸盐(EDC，

98％，New Jersey，USA)；对氨基苯甲酸，亚硝酸

钠和N，N---甲基甲酰胺(DMF)等其它试剂，均为

国产分析纯试剂；pH 7．4磷酸盐缓冲溶液(PBS)。

1．2双酚A半抗原的制备

装有搅拌器与温度计的100 mI。的烧杯置于冰

浴中，在烧杯中加入质量分数1：2．5的盐酸5 mL，

0．685 7 g(5 mm01)对氨基苯甲酸，搅拌并保持混

合物的温度在4℃以下，从伸入到液面下的滴液漏

斗中缓慢滴加2．0 mL质量分数25％的NaN0z溶

液，并随时补充冰块以保持溶液温度为4℃。反应

1 h后，用K—I淀粉试纸检验，呈蓝色表示已到终

点，加入少量尿素除去过量NaNO：，继续搅拌lO

min。用适量10 g／dL NaOH溶解1．141 5 g(5

mm01)双酚A，缓慢滴加到上述反应液中，继续反

应1 h，其间不断用NaOH调节溶液pH值至中性，

反应结束后静置。用真空抽滤器抽滤，得到的固体

产物用烘干箱烘干。重结晶后得到褐色固体即为

双酚A半抗原。

1．3双酚A完全抗原的制备

用NHS和EDC活化BPAH。BPAH、NHS

和EDC的摩尔比率为1：1：1。称取0．112 8 g

(0．3 mm01)BPAH，0．0345 g NHS和0．0575 g

EDC，将它们用3 mL DMSO溶解在10 mL的烧杯

中，磁力搅拌过夜，所得溶液为A液。称取0．12 g

BSA，溶解在5 mL 0．1 mol／L NaHC03(用HCl调

pH值至7．O)，得到BSA溶液。在搅拌下，A液缓

慢滴加到BSA溶液中，反应过夜，所得溶液用蒸馏

水于4℃透析5 d，前2天每隔8 h换一次透析液

(或者更勤)，后3天每隔12 h换一次透析液。最

后，将溶液冻干，所得固体于一20℃下贮存[123。

1．4完全抗原偶联比的估测

紫外分光光度计法：采用分光光度法进行结合

比率的估测。偶联物是由两种分子(蛋白质一半抗

原)组成，但偶联物的绝对含量常以蛋白质的相对

浓度表示。测定偶联物的浓度与测定偶联物溶液

中蛋白质的质量浓度(t-g／mL)是一致的。两种分子

均有各自不同的紫外吸收峰，但在偶联物紫外扫描光

谱中表现出各自光谱图迭加的性质。所以，用考马斯

亮蓝染色法(Bradford法)[140确定蛋白质含量，然后再

按照测定后的含量配制浓度相同的BsA标准液。由

它们的紫外光谱来鉴定BPAH—BSA的合成。

1．4．1 摩尔吸光系数g的测定 配制BPA质量浓

度为0、10、20、30 ttg／mL的甲醇溶液，通过紫外扫

描可知BPA的最大吸收波长为279 nm，在279nm

处测吸光值，每个浓度做平行样。

摩尔吸光系数e一燃
1．4．2偶联物蛋白质浓度测定 根据在一定质量

浓度范围内吸光值与浓度成正比的原理，配制BSA

质量浓度为0、20、40、60、80、100 pg／mL的磷酸盐

缓冲溶液，各取1．0 mI。，加入5 mL考马斯染色液，

立即混匀，30℃水浴温热5 min，每个浓度做平行

样。在595 nm处测吸光值，做标准曲线。以上述

方法处理偶联物，对照标准曲线即可得到偶联物的

蛋白质质量浓度。

1．4．3偶联比测定配制200 tlg／mI。BSA的PBS

溶液，将已测知蛋白质浓度的偶联产物用PBS稀释

到200 pg／mL，在279 nm处测吸光值，以PBS为空

白，吸光值为A。、A：。双酚A偶联物的偶联比为：

A2一A1

r=—————————一’

200×10—3

—磊百而一
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其中￡为摩尔吸光系数(L／m01)，65 000为BSA的摩

尔质i(g／m01)，200X ioq为BSA质量浓度(g／L)。

2结果与分析

2．1完全抗原的紫外扫描

BPA完全抗原的紫外扫描图见图1。对比3条

曲线可以看出，BSA在204 nm和278 nm处有特征

吸收峰，BPA半抗原在362 nm处有特征吸收峰，而

两者的偶联物在204 nnq和353 nm处有特征吸收

峰，这是由于两者吸收峰的迭加效应，使出现的2

个特征吸收峰与BPA半抗原和BSA的吸收峰相

比，有一定的位移。因此可以初步判断，BPA半抗

原已与蛋白质发生偶联，成为完全抗原。

2．5

2·O

。1．5
声

《1．0

0．5

0
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

波长／nm

图I 完全抗原的紫外扫描图

F嘻l The UV scanning spectrum of complete antigen

2．2 半抗原以及完全抗原的红外光谱

双酚A半抗原红外光谱图见图2。从对氨基苯

甲酸的图谱上可以看出，在3 500～3 300 cm-1区域

有中等强度吸收峰，伯胺基(一NH。)因振动偶合呈

现双峰。从双酚A半抗原图谱上，看不到胺基的振

动，这是因为经重氮化后胺基消失；但是，在3 500

3 200 cm_1区域相对于双酚A图谱来说，双酚A半

抗原在3 305 crfl叫处有明显的羧基吸收峰。说明双

酚A上已引人了羧基，它可以与蛋白质大分子偶联。

3 500 3 000 2 500 2 000 l 500 1 000 500

波数，cm‘1

图2双酚A半抗原红外光谱图

Fig．2 IR spectrum of bisphenol A hapten

双酚A完全抗原的红外光谱图见图3。将完全

抗原的红外光谱与BSA的红外光谱比较，它们在

3 500 3 200 cml区域，以及1 660～1 500 cm_1区

域具有相似的吸收峰。这是蛋白质中氨基酸产生

的特征峰，说明合成的完全抗原中确实含BSA。再

将完全抗原的红外光谱与双酚A半抗原的红外光

谱相比较，它们在1 700、1 140、1 000 cm_1附近具

有相似的吸收，而BSA在此处无吸收，说明在合成

的完全抗原中含有双酚A半抗原。由此判断，双酚

A半抗原与BSA偶联成功。

3 500 3 000 2 500 2 000 l 500 l 000 500

波数／cm4

图3完全抗原的红外光谱图

Fig．3 IR spectrum of complete antigen

2．3完全抗原偶联比的估测

以吸光度(y)对相应的质量浓度(X)作标准曲

线，回归方程为Y=0．004 7X+0．098 3，R=0．998

8。参照标准曲线制作步骤，取待测样品0．2 mL，最

后测得OD。。；。值为0．287，对照标准曲线方程知，蛋

白质质量浓度为40．1 t坚g／mL。由此可知，样品的实

际质量浓度为200．5／zg／mL。在279 nm处其吸光值

为0．860，同浓度的BSA的吸光值为0．492。双酚A

最终的平均摩尔吸光系数为9 792．4 L／mol，见表1。

根据计算公式，则BPA偶联物的偶联比为：

O．860一0．492r—J20黔0 i0-12．1
。

×_3
⋯‘

—丽百
表1 BPA摩尔吸光系数测定数据

Tab．1 The data of BPA molar absorptivity

连接到蛋白质分子上的半抗原数目并非越多

越好，太多或太少均能导致弱的免疫应答。制备免

疫原时，载体蛋白分子中连接的半抗原分子过多，

不仅增加偶联物制备过程中的麻烦(如出现沉淀，

要求分离纯化等)，还有可能不利于载体与淋巴细
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胞表面结合，不能使载体引起免疫反应。在不同的

实验条件和要求下，每个载体蛋白质分子上结合多

少个小分子为最佳，有不同的答案。一般认为，每个

BSA分子上连接5～20个半抗原为宜。李俊锁等[15]

认为以血清蛋白为载体，偶联比一般应以10左右为

宜，而且低偶联比有助于提高抗体的选择性和亲和

力。作者制备的完全抗原偶联比的估测值为12．2，

因此可以认为获得了具有较好偶联比的完全抗原。

此外，由于目前对半抗原与载体蛋白质结合比

的测定还没有一个标准的方法，不同的学者采用的

方法也不尽相同，因此结合比的报道只是提供比较

粗略的分析，而非绝对意义上的结合比。
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