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(57)摘要

本发明公开邻苯二甲酸二(α-乙基己)酯

(英文缩写DEHP)半抗原、人工抗原和抗体制备及

应用，属于食品安全领域。本发明中以DEHP为原

料，经硝化反应和还原反应，制得带氨基基团的

中间产物，再与丁二酸酐、戊二酸酐等试剂反应

生成带羧基基团的半抗原；然后通过活泼脂法或

者混合酸酐法与蛋白质偶联制备人工抗原。将人

工抗原免疫动物后产生对DEHP的特异性抗体。用

该抗体建立免疫检测可用于DEHP的现场快速检

测，对实现食品安全的快速检测具有重要现实意

义。
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1.一种DEHP半抗原的合成方法，其特征在于，包括以下步骤：

(1)按摩尔比为2:1～3:1将浓硝酸与DEHP置于圆底烧瓶中，冰浴条件下滴加到2倍于浓

硝酸摩尔量的浓硫酸中，磁力搅拌，反应至室温，再60℃回流反应5h，期间用TLC监控，用

1moL/L的氢氧化钠溶液中和反应液至弱碱性，乙酸乙酯萃取3次，有机相于旋转蒸发仪上减

压蒸干得到粗的硝化产物DEHP-NO2，过硅胶柱，收集洗脱液为V/V为2:1～3:1的氯仿/环己

烷洗脱相，洗脱液浓缩至干，得到纯化的硝化产物DEHP-NO2；

(2)按摩尔比为1:3:3将DEHP-NO2、NH4Cl、铁粉置于圆底烧瓶中，添加到适量的70％乙醇

溶液中，磁力搅拌，50℃回流反应5h，期间用TLC监控；反应结束后，向反应液中加入100mL无

水乙醇，滤去铁粉，收集滤液，于旋转蒸发仪浓缩近干；向浓缩液中加30mL水，用乙酸乙酯萃

取3次，收集有机相，蒸干，得到粗产物DEHP-NH2；过硅胶柱，收集洗脱液为V/V为5:1～4:1的

氯仿/甲醇洗脱相，洗脱液浓缩至干，得到纯化的还原产物DEHP-NH2；

(3)将0.1mmoL纯化的DEHP-NH2与0.15mmoL酸酐于无水吡啶中40℃搅拌反应过夜，反应

液旋转蒸发仪浓缩得到黏稠液体，过硅胶柱，收集洗脱液为V/V为6:1～4:1的氯仿/甲醇洗

脱相，洗脱液浓缩至干，得到产物即为DEHP半抗原。

2.如权利要求1所述DEHP半抗原的合成方法，其特征在于：浓硝酸为65％的硝酸，酸酐

为丁二酸酐或戊二酸酐。

3.一种DEHP人工抗原的制备方法，包括活泼脂法与混合酸酐法，其特征在于：

所述活泼酯方法为：

(1)将0.1mmol权利要求  1制备得到的DEHP半抗原溶解于1mL的DMF中，然后在该溶液里

加入等摩尔的DCC和NHS，室温避光反应过夜；

(2)4℃离心去除沉淀，取上清液，并将其缓慢加入到5mL  pH  9.5的碳酸氢钠缓冲液中，

其缓冲液含有载体蛋白BSA或OVA，其中载体蛋白的浓度为10～15mg/mL，在4℃下反应过夜；

(3)将步骤(2)中的反应液装入透析袋，用0.9％的生理盐水透析3d，得到人工抗原；

所述混合酸酐法为：

(1)将0.1mmol权利要求  1制备得到DEHP半抗原溶于1mL  DMF中，加入80μL正三丁胺，冰

浴下缓慢滴加0.15mmol氯甲酸异丁酯，4℃搅拌反应1h，此为甲液；

(2)将60mg载体蛋白BSA或OVA溶于5mL  1mol/L  pH  9.6的碳酸氢钠缓冲液中，此为乙

液；

(3)将甲液缓慢滴加到乙液中，4℃磁力搅拌反应过夜，待反应完成后，装入透析袋，然

后用0.9％的生理盐水透析3d，得到人工抗原。
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邻苯二甲酸二(α-乙基己)酯半抗原、人工抗原及其抗体制备

方法及应用

技术领域

[0001] 本发明属于食品安全领域，更具体的说，本发明涉及邻苯二甲酸二(α-乙基己)酯

半抗原合成、人工抗原和抗体制备，还涉及上述邻苯二甲酸二(α-乙基己)酯半抗原及其相

应的人工抗原和抗体的制备方法和应用。

背景技术

[0002] 邻苯二甲酸二(α-乙基己)酯(Di(2-ethylhexyl)phthalate)，英文缩写DEHP，又名

邻苯二甲酸二辛酯，分子量为390.5，25℃时该品在水中溶解度<0.01％，溶于大多数有机溶

剂和烃类，其结构式为：

[0003]

[0004] DEHP属邻苯二甲酸酯类塑化剂，是一种工业原料，是目前使用最广和产量最大的

塑化剂。DEHP会被食物及水所吸收，与含有DEHP容器接触的食品也会受到污染，也有不法厂

商将其作为添加剂用于食品生产。

[0005] 世界卫生组织指出邻苯二甲酸酯类进入人体和动物体内会有类似雌激素的作用，

会干扰内分泌，会造成内分泌失调，阻害生物体生殖机能，包括生殖率降低、流产、天生缺

陷、异常的精子数、睾丸损害，还会引发恶性肿瘤或造成畸形儿。临床研究表明服用或长期

暴露于DEHP中也会对于心肌细胞有显著的影响，导致心脏不规则节律。因此，DEHP在食品中

属于违禁的工业原料。

[0006] 对食品中的邻苯二甲酸酯类塑化剂的检测主要以理化分析法(如GC-MS、HPLC)为

主。然而应用仪器方法时，其灵敏度受样品的净化、浓缩等步骤的影响很大，测定方法复杂、

繁琐，检测通量小，需要培养专业人员进行检测，检测成本昂贵，不能实现大批量样品的快

速检测分析。因此，有必要研制更加简单快捷方便的检测方法。

[0007] 免疫检测方法，是目前食品安全快速检测的重要方法之一，检测成本很低，使用简

单，适合大量样品的筛选检测，已经在食品安全检测中发挥了重要作用。

发明内容

[0008] 本发明解决的技术问题是提供一种邻苯二甲酸二(α-乙基己)酯半抗原合成、人工

抗原和抗体制备，还涉及上述邻苯二甲酸二(α-乙基己)酯半抗原及其相应的人工抗原和抗

体的制备方法和应用，以通过设计合成DEHP半抗原与人工抗原，免疫动物获得高特异性抗

体并应用于免疫检测。

[0009] 为解决上述技术问题，本发明采用如下技术方案：

[0010] 一种DEHP半抗原的分子结构式为：
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[0011]

[0012] n为2或3；所述的n优选为2。

[0013] 所述的DEHP半抗原与载体蛋白结合，得到DEHP人工抗原，其分子结构式为：

[0014]

[0015] n为2或3；所述的n优选为2；所述的载体蛋白为牛血清白蛋白(BSA)或卵清蛋白

(OVA)。

[0016] 一种DEHP抗体能与DEHP人工抗原发生特异性免疫反应的免疫球蛋白。

[0017] 所述DEHP半抗原的合成方法，包括以下步骤：

[0018] (1)按摩尔比为2:1～3:1将浓硝酸与DEHP置于圆底烧瓶中，冰浴条件下滴加到2倍

于浓硝酸摩尔量的浓硫酸中，磁力搅拌，反应至室温，再60℃回流反应5h，期间用TLC监控，

用1moL/L的氢氧化钠溶液中和反应液至弱碱性，乙酸乙酯萃取3次，有机相于旋转蒸发仪上

减压蒸干得到粗的硝化产物DEHP-NO2，过硅胶柱，收集洗脱液为V/V为2:1～3:1的氯仿/环

己烷洗脱相，洗脱液浓缩至干，得到纯化的硝化产物DEHP-NO2。

[0019] (2)按摩尔比为1:3:3将DEHP-NO2、NH4Cl、铁粉置于圆底烧瓶中，添加到适量的70％

乙醇溶液中，磁力搅拌，50℃回流反应5h，期间用TLC监控；反应结束后，向反应液中加入

100mL无水乙醇，滤去铁粉，收集滤液，于旋转蒸发仪浓缩近干；向浓缩液中加30mL水，用乙

酸乙酯萃取3次，收集有机相，蒸干，得到粗产物DEHP-NH2；过硅胶柱，收集洗脱液为V/V为5:

1～4:1的氯仿/甲醇洗脱相，洗脱液浓缩至干，得到纯化的还原产物DEHP-NH2。

[0020] (3)将0.1mmoL纯化的DEHP-NH2与0.15mmoL酸酐于无水吡啶中40℃搅拌反应过夜，

反应液旋转蒸发仪浓缩得到黏稠液体，过硅胶柱，收集洗脱液为V/V为6:1～4:1的氯仿/甲

醇洗脱相，洗脱液浓缩至干，得到产物即为DEHP半抗原。

[0021] 所述的浓硝酸为65％的硝酸，酸酐为丁二酸酐或戊二酸酐。

[0022] 所述DEHP人工抗原的制备方法为活泼脂法与混合酸酐法。

[0023] 所述活泼酯方法包括以下步骤：

[0024] (1)将0.1mmol的DEHP半抗原溶解于1mL的DMF中，然后在该溶液里加入等摩尔的

DCC和NHS，室温避光反应过夜；

[0025] (2)4℃离心去除沉淀，取上清液，并将其缓慢加入到5mL  pH  9.5的碳酸氢钠缓冲

液中，其缓冲液含有载体蛋白BSA或OVA，其中载体蛋白的浓度为10～15mg/mL，在4℃下反应

过夜；

[0026] (3)将步骤(2)中的反应液装入透析袋，用0.9％的生理盐水透析3d，得到人工抗
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原。

[0027] 所述混合酸酐法包括以下步骤：

[0028] (1)将0.1mmol  DEHP半抗原溶于1mL  DMF中，加入80μL正三丁胺，冰浴下缓慢滴加

0.15mmol氯甲酸异丁酯，4℃搅拌反应1h，此为甲液；

[0029] (2)将60mg载体蛋白BSA或OVA溶于5mL  1mol/L  pH  9.6的碳酸氢钠缓冲液中，此为

乙液；

[0030] (3)将甲液缓慢滴加到乙液中，4℃磁力搅拌反应过夜，待反应完成后，装入透析

袋，然后用0.9％的生理盐水透析3d，得到人工抗原。

[0031] 所述DEHP抗体的制备方法，其具体步骤包括：

[0032] (1)实验选用2个月的健康雌性的Balb/c小鼠或新西兰兔作为实验对象，免疫剂量

基础免疫为0.25～1mg/Kg，加强免疫的剂量为0.5～1mg/Kg。采用背部皮下多点注射，每隔

15d加强免疫一次，第4次免疫后8～10天内，静脉采血，测定效价和特异性，待其血清效价和

特异性合格后，兔子采用心脏采血，分离出抗血清；或用小鼠脾细胞进行细胞融合，获得杂

交瘤细胞，进而获得单克隆抗体；

[0033] (2)采用辛酸-硫酸铵法或Protein  G/A亲和层析纯化，得到兔抗血清或小鼠腹水

中的免疫球蛋白，即为DEHP抗体。

[0034] 所述的DEHP抗体用于制备检测邻苯二甲酸二(α-乙基己)酯在食品中的残留量的

免疫检测剂的应用。

[0035] 所述的免疫检测为酶联免疫吸附测定(ELISA)。

[0036] 所述的酶联免疫吸附测定法为间接竞争法。

[0037] 本发明具有如下有益效果：

[0038] 本发明中由于DEHP是小分子物质(分子量小于1000Da)，本身不具备免疫原性，必

须与大分子蛋白偶联制备为人工抗原，才能使动物产生抗体。由于DEHP本身不具备活性基

团，不能与大分子蛋白偶联，因此需要对DEHP进行分子改造，引入-NH2、-COOH等活性基团，

合成DEHP半抗原。本发明以DEHP为原料，与硝酸、氯化铵、丁二酸酐反应制得DEHP半抗原；通

过活泼酯法或混合酸酐法将DEHP半抗原与载体蛋白偶联制得DEHP人工抗原。将DEHP人工抗

原免疫动物获得对DEHPD的特异性抗体。应用本发明所制备的DEHP人工抗原和抗体的免疫

检测分析方法，与仪器方法相比较，该免疫检测方法成本低，不到仪器检测费用的10％；同

时，应用本发明制备的DEHP人工抗原和抗体的免疫检测分析方法能够同时检测大批量的样

品，速度快，操作简单，适用于食品中DEHP残留的现场快速检测。

具体实施方式

[0039] 实施例1

[0040] DEHP半抗原合成

[0041] 当n＝2时，DEHP半抗原制备的路线如下：
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[0042]

[0043] 将4mL  DEHP(10mmoL)与1mL  65％的浓硝酸(20mmoL)置于圆底烧瓶中，冰浴条件下

加入5mL浓硫酸，磁力搅拌，反应至室温，再60℃回流反应5h，期间用TLC监控。反应结束后，

用1moL/L的氢氧化钠溶液中和反应液至弱碱性，乙酸乙酯萃取3次，有机相于旋转蒸发仪上

减压蒸干得到粗的硝化产物DEHP-NO2，过硅胶柱，收集洗脱液为V/V为2:1～3:1的氯仿/环

己烷洗脱相，洗脱液浓缩至干，得到纯化的硝化产物DEHP-NO2。

[0044] 1mmoL  DEHP-NO2、3mmoLNH4Cl、3mmoL铁粉置于圆底烧瓶中，添加到20mL  70％的乙

醇溶液中，磁力搅拌，50℃回流反应5h，期间用TLC监控。反应结束后，向反应液中加入100mL

无水乙醇，滤去铁粉，收集滤液，于旋转蒸发仪浓缩近干；向浓缩液中加30mL水，用乙酸乙酯

萃取3次，收集有机相，蒸干，得到粗产物DEHP-NH2；过硅胶柱，收集洗脱液为V/V为5:1～4:1

的氯仿/甲醇洗脱相，洗脱液浓缩至干，得到纯化的还原产物DEHP-NH2。

[0045] 将0.1mmoL纯化的DEHP-NH2与0.15mmoL丁二酸酐于无水吡啶中40℃搅拌反应过

夜，反应液旋转蒸发仪浓缩得到黏稠液体，过硅胶柱，收集洗脱液为V/V为6:1～4:1的氯仿/

甲醇洗脱相，洗脱液浓缩至干，得到产物即为目标半抗原。

[0046] 实施例2

[0047] 人工抗原的合成

[0048] 2.1免疫抗原的合成与纯化：

[0049] 免疫抗原采用活泼酯法。将50μmol的DEHP半抗原溶解于1mL的DMF中，然后在该溶

液里加入等摩尔的DCC和NHS，室温避光反应过夜，4℃离心去除沉淀，取上清液，并将其缓慢

加入到5mL  pH  9.5的碳酸氢钠缓冲液中，其缓冲液含有载体蛋白BSA，其中载体蛋白的浓度

为10mg/mL。将混合物在4℃下反应过夜，待反应完成后，装入透析袋，然后用0.9％的生理盐

水透析3d。得到透析好的溶液即为人工免疫抗原DEHP-BSA。

[0050] 2.2包被抗原的合成与纯化：

[0051] 包被抗原采用混合酸酐法。将0.1mmol  DEHP半抗原溶于1mL  DMF中，加入80μL正三

丁胺，冰浴下缓慢滴加0.15mmol氯甲酸异丁酯，4℃搅拌反应1h，此为甲液。将60mg载体蛋白

OVA溶于5mL  1mol/L  pH  9.6的碳酸氢钠缓冲液中，此为乙液。将甲液缓慢滴加到乙液中，4

℃磁力搅拌反应过夜，待反应完成后，装入透析袋，然后用0.9％的生理盐水透析3d。得到透

析好的溶液即为人工包被抗原DEHP-OVA。

[0052] 实施例3：

[0053] 人工抗原的鉴定：
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[0054] 按照分光光度法测定半抗原、载体蛋白以及偶联物的最大吸收值，计算偶联物的

偶联比。在200-400nm之间分别对原料、BSA、OVA及偶联物紫外吸收光谱进行扫描，鉴定半抗

原与载体蛋白是否发生偶联。同时估算半抗原和载体蛋白偶联比：

[0055] 经计算结果如下：

[0056] DEHP-BSA  18.5:1  DEHP-OVA  6.8:1

[0057] 实施例4：

[0058] 免疫动物及多克隆抗体制备

[0059] 4.1免疫动物制备抗血清

[0060] 实验选用3月、体重2～2.5kg健康雌性的新西兰兔作为实验对象，同时免疫两只兔

子，免疫剂量基础免疫为0.25～1mg/kg，加强免疫的剂量为0.5～1mg/kg。采用背部皮下多

点注射，每隔15d加强免疫一次，第4次免疫后8～10天内，耳缘静脉采血，测定效价和特异

性，待其血清效价和特异性合格后，兔子采用心脏采血，分离出康血清。

[0061] 4.2抗体的纯化

[0062] 纯化抗体可以采用辛酸-硫酸铵盐析法，也可以采用Protein  G/A亲和层析纯化。

[0063] 实施例5：DEHP酶联免疫方法建立

[0064] 5.1包被：采用分装的DEHP-OVA进行包被，包被浓度为0.1μg/mL包被抗原。在96孔

酶标板上每孔加入100μL含有包被抗原的包被液，4℃过夜。

[0065] 5.2封闭：取出包被好的酶标板，使用洗液洗板两次，每孔加入150μL封闭液，与37

℃温箱中温育3h。后将封闭液甩干，置于37℃烘箱1h。

[0066] 5.3点板：在封闭好的半条中每孔加入经系列稀释制备的DEHP各浓度标准液50μL，

再加入稀释8000倍的抗体稀释液每孔50μL。在37℃恒温箱里反应30min。使用洗液洗板3次。

[0067] 5.4加酶标二抗每孔加入经1:10000稀释的羊抗兔辣根过氧化物酶稀释液100μL，

放在37℃恒温箱里反应30min。使用洗液洗板3次。

[0068] 5.5显色：每孔加入底物TMB-过氧化氢溶液100μL，37℃显色15min后用50μL的10％

的H2SO4终止反应。在酶标仪上测定450nm波长下的吸光值。根据百分吸光度值与DEHP浓度之

间的半对数关系作图即得到标准曲线。

[0069] 所述百分吸光度值的计算式为：

[0070] 百分吸光度值(％)＝(B/B0)×100

[0071] 其中，B为标准溶液的平均吸光值，B0为0浓度标准溶液的平均吸光度值。

[0072] 虽然本发明的较佳实施例已揭露如上，本发明并不受限于上述实施例，任何本技

术领域内的技术人员，在不脱离本发明所揭露的范围内，当可作些许的改动与调整。
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