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利用 ΕΙΑ 生物测试法快速定量筛选环境样品中
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摘要将采集的环境样品分作 份份用于高分辨色质联用多离子检测测定二 的毒性当量浓度 × ∞± 另 份分别用 2乙

氧基2异吩 唑酮2脱乙基酶∞  ⁄活力诱导法和酶免疫法∞∏ ∞ 进行生物测试Λ 结果表明 ∞ 和

∞  ⁄ 这 种生物试验方法均具有较好的准确性和很宽的线性范围Λ比较  2∞  ⁄分析结果与化学分析结果以及 ∞ 分

析结果与化学分析结果发现  2∞  ⁄生物试验所测得的 × ∞± 值均高于化学分析法的 × ∞± 值Λ其比值 1∗ 1平均

比值 1? 1Λ而 ∞ 所测得的 × ∞± 值与化学结果的比率 1∗ 1平均比率为 1? 1Λ显然由 ∞ 所测得的 × ∞±

的平均值比由  2∞  ⁄所测得的结果更接近化学分析结果Λ因此 ∞ 法更适合于对环境样品中二 类化合物进行快速

定量筛选Λ
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  多氯代二苯并二 

22¬°≤⁄⁄!多氯代二苯并呋喃

∏°≤⁄ƒ 在国际上统称二

¬是一类环境中广泛存在的有毒有机污

染物Λ二 分析是现代分析的难点不仅昂贵

费时而且分析过程冗长Λ 因此发展快速!灵

敏!廉价的生物监测方法利用计量2效应关系



来定量评价二 的毒性受到国际上日益广泛

的重视≈∗ Λ鉴于离体条件下大白鼠肝癌细胞

株的 ∞  ⁄ 酶活力诱导与二 的毒性存在

较好的计量2效应关系目前一种快速!灵敏的

离体  2∞  ⁄ 生物监测法已用于环境样

品中二 污染物的快速筛选≈Λ

本文将介绍另一种简便!易操作的二

生物监测方法) ) 酶免疫分析法∞ Λ 该方

法是利用老鼠单克隆抗体 ⁄⁄与 °≤⁄⁄ƒ 高

度结合的特点而建立的竞争抑制酶免疫方法

因而适合于二 污染物毒性等价当量 × ∞±

的测定≈Λ 研究中对几种环境样品中二 化

合物进行了定量并与离体 ∞  ⁄生物监测法

和化学分析法所获的结果进行了比较Λ

1 材料和方法

111 样品的采集和提取

环境样品如德国的飘尘!防腐木料! 

湖的沉积物和中国鸭尔湖的沉积物经冷冻干燥

后研细Λ称取 ∗ 样品用甲苯索氏抽提 Λ

其中用于化学分析的样品于抽提前添加 

2取代的
≤ 标记的 °≤⁄⁄ƒ 作为内标Λ

112 样品纯化分离

为除去大量的干扰物质样品提取液经浓

缩后采用多步柱层析法纯化Λ试剂均为残留分

析级Λ 包括

活性氧化铝柱除去一些极性组分如

°≤和其他氯代芳烃Λ

硫酸酸化硅胶混合柱氧化并除去一些

芳烃杂质Λ

去活弗罗里土 柱除去氯代芳烃

的干扰Λ

小的活性氧化铝柱Λ

以上所有纯化柱均用无水硫酸钠覆盖Λ 纯

化分析步骤详见参考文献≈Λ用于化学分析的

纯化样品浓缩后在氮气流下转入含有 Λ

≤ 2× ≤⁄⁄回收标准的小瓶中Λ用于

∞  ⁄ 分析的浓缩提取液在氮气流下吹干后

溶解在 ΛΒ 的 ⁄ ≥中Λ

而用于 ∞ 分析的浓缩提取液在氮气流下吹

干后溶解在 Λ甲醇液中Λ

113 化学法测定 °≤⁄⁄ƒ 的毒性当量× ∞± 

在严格的质量控制和保证措施下采用高分

辨气相色谱高分辨质谱多离子检测  ≤

   ≥2 ⁄定性!定量测定 °≤⁄⁄ƒ 的含

量并按国际上  ° ≤ 规定的毒性等价因子

× ∞ƒ 计算出 种有毒 °≤⁄⁄ƒ 的 2

× ≤⁄⁄毒性当量 × ∞± 值Λ采用   ≤   ≥

方法目的是为了确认生物分析方法的准确性Λ

114 离体  2∞  ⁄生物监测法

大白鼠肝癌细胞株  ∞ 的培养 大

白鼠肝癌细胞株  ∞ 由美国国家癌症研究

所 ∞× 教授提供Λ 在无菌条件下

于  的相对湿度 ≤ ε 恒温 ≤   培

养箱中将该细胞株生长在⁄∏ ∏

基础培养基上该培养基含有  小牛血清

Λ盘尼西林和 Λ链霉素≈Λ

离体  2∞  ⁄酶活力诱导生物监

测 根据 ⁄
≈等人报道的方法原理作了

如下改进首先将细胞以 1≅ 孔的密度

接种在 微孔板中培养Λ后更换新的培养

基此时将含有试验液或 × ≤⁄⁄标准的培养基

Λ加到该微孔板中培养介质中的 ⁄ ≥

的浓度应少于 1 Λ细胞经暴露 后除去

介质加入 Λ新鲜的含 Λ的 ∞ ƒ 和

Λ⁄∏于微孔板中继续于 ε 培

养 Λ然后将该培养基转移至一个新的 

微孔板中并加入 Λ乙醇终止反应Λ于多功

能荧光光度计上在  激发波长和 

发射波长测定终产物  ƒ 的荧光强度Λ 蛋白测

定采用 ≥法≈Λ

115 ∞ 生物分析方法

酶免疫分析法在参照前人报道的方法原理

基础上≈采用如下测量步骤

将老鼠的单克隆抗体 ⁄⁄固化在试管

的底部Λ 并将每个试管编上号插入试管架中Λ

注入 1蒸馏水于试管中放置

Λ 然后弃去蒸馏水再重复操作一遍Λ

向每个试管中移入 Λ蒸馏水并加

入 Λ的 × 液Λ然后加入 Λ
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不同浓度的 2× ≤⁄⁄ 标准和样品试验

液放置过夜使 × ≤⁄⁄ 标准和样品中的

°≤⁄⁄ƒ 与固化在试管的底部单克隆抗体

⁄⁄充分结合Λ

次日弃去试管中的溶液用蒸馏水

1清洗试管并重复 次保证试管中只存

在固化的单克隆抗体 ⁄⁄和已与抗体结合的

× ≤⁄⁄或 °≤⁄⁄ƒΛ

向试管中加入 Λ的酶竞争配合物

  °  °¬∞混合

并放置培养 Λ使   ° 与那些没有被

× ≤⁄⁄或 °≤⁄⁄ƒ占据的抗体充分结合Λ

重复的清洗过程Λ 保证试管中只存

在与抗体结合的 × ≤⁄⁄或 °≤⁄⁄ƒ和   °Λ

因此× ≤⁄⁄的浓度与   ° 正好成反比Λ

移取 Λ酶底物使之与   ° 反应

产生黄色后加入 Λ终止试剂终止

反应Λ 产物由黄色变为蓝色Λ 用光度计于

 波长测定该蓝色产物的强度其强度与

× ≤⁄⁄的浓度正好成反比Λ

116 利用生物分析法测定环境样品中 °≤⁄⁄

ƒ 的毒性当量× ∞± 的计算

按  
≈法计算生物监测方法的毒

性当量× ∞± Λ 以一组 2× ≤⁄⁄ 浓度

∗ # ∏
 为标准化合物作出 × ≤⁄⁄

的剂量2效应关系标准曲线Λ样品中化合物的毒

性效应以计算出的 × ≤⁄⁄ 毒性等价浓度

× ∞± 为评价参数Λ 次测量的平均偏差为?

 Λ

2 结果与讨论

为了定量测定环境样品中 °≤⁄⁄ƒ 的毒

性等价当量浓度 × ∞± 在进行样品测量的同

时还分别配制了 11

# ∏
 一系列不同浓度的 2× ≤⁄⁄

标样获得了 ∞ 方法测得的不同浓度的 

2× ≤⁄⁄ 标样与对应试管的光强度的剂量2

效应关系标准曲线见图 Λ 由图 可计算出

∞ 测试的检测限 Ι 为 1? 1 # ∏
 

ν ∞ 测试的半效应剂量 Ι 为 1?

1# ∏
 ν Λ可见该方法相当灵敏Λ

在进行样品测量中所有样品的浓度均应符合

× ≤⁄⁄标准曲线的线性范围否则就要对样品

的浓度加以稀释Λ 样品中化合物的毒性效应以

计算出的 × ≤⁄⁄ 毒性等价浓度× ∞± 为评价

参数Λ

图  × ≤⁄⁄剂量2效应关系标准曲线

ƒ ⁄2× ≤⁄⁄  ∞

表  是利用 ∞ 生物免疫试验离体

∞  ⁄ 生物试验和化学分析 种方法测定几

种环境样品的毒性等价浓度的结果Λ 因为样品

的量分析方法及样品提取液均是相同的因而

生物分析法与化学分析法应具有可比性Λ 从表

中可见利用 ∞ 生物试验所测得的 × ∞±

值与 ∞  ⁄ 生物试验及用化学分析法测得的

× ∞± 值十分一致Λ本研究选择的几种环境样品

中二 的浓度变化较大从最高浓度的防腐

木料飘尘到低浓度的沉积物样品浓度相差近

个数量级然而用生物试验法都可以将这些

结果很好地反应出来Λ说明 ∞ 和 ∞  ⁄这 

种生物试验方法均具有较好的准确性和很宽的

线性范围Λ

表 列出了 ∞  ⁄ 分析结果与化学分析

结果的比较以及 ∞ 分析结果与化学分析结

果的比较Λ 从表 可见利用  2∞  ⁄生

物试验所测得的 × ∞± 值均高于化学分析法的

× ∞± 值Λ其比值 1∗ 1平均比值为 1

? 1Λ 而 ∞ 所测得的 × ∞± 值有的略高于

化学结果有的略低于化学结果Λ其比率 1∗

1平均比率为 1? 1Λ显然由∞ 所测

得的 × ∞± 的平均值比由  2∞  ⁄所测得
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的结果更接近化学分析结果Λ
表 1 环境样品中二 毒性当量ΤΕΘΕΙΑ 分析结

果与 Μιχρο−ΕΡ Ο∆ 和化学分析结果的比较νγ# κγ
 1

×  × ∞± √

∞  ∏2∞  ⁄ 



样品
化学分析

结 果

∞  ⁄分析

结 果

∞ 分析

结 果

飘 尘 1≅  1≅  1≅ 

防腐木料 1≅  1≅  1≅ 

沉积物  1 1 1

沉积物  1 1 1

沉积物 取自中国鸭尔湖沉积物 取自德国  湖

表 2 ΕΙΑ 和 ΕΡ Ο∆ 与化学测定方法结果的比较

×        √ × ∞±

× ∞± ∞ ⁄  × ∞± ∞   °≤⁄⁄ƒ 2× ∞± 

 × ∞± °≤⁄⁄ƒ

样品 × ∞± ∞ ⁄× ∞± °≤⁄⁄ƒ × ∞± ∞× ∞± °≤⁄⁄ƒ

飘 尘 1 1

防腐木料 1 1

沉积物  1 1

沉积物  1 1

平均比率 1? 1 1? 1

同表 

 2∞  ⁄ 和 ∞ 这 种生物监测方

法与传统的生物监测方法不同首先它们与二

的作用机制有关提供的是分子水平上的

检测因而具有灵敏!快速和专一的特点Λ其次

它们利用计量2效应关系曲线来计算二 的

浓度因而可用于二 的定量分析Λ从本文的

研究结果看利用  2∞  ⁄生物试验所测

得的 × ∞± 值高于化学分析法的 × ∞± 值 1

∗ 1 倍说明试验样品提取液中存在

°≤⁄⁄ƒ 以外的其他酶诱导物Λ 为了获得更准

确的结果样品提取液必须进行进一步更有效

的净化Λ 而 ∞ 所测得的 × ∞± 值有略高于或

略低于化学结果者其比率从 1到 1Λ这说

明该方法还不是很稳定有待进一步研究改进Λ

但可以看出 ∞ 生物分析法比 ∞  ⁄生物分

析法对 °≤⁄⁄ƒ 更具专一性其分析结果更接

近化学分析结果Λ因 ∞ 生物试验法在分析时

间和费用上均优于 ∞  ⁄ 生物试验法可见

∞ 法有望成为环境的危险性评价中另一种

快速灵敏的生物分析方法并将广泛用于环境

中二 类污染物的快速定量筛选Λ
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