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摘　要　通过保留丁酯基结构和在芳环上引入氨基取代基合成了一种邻苯二甲酸二丁酯半抗原衍生物 4-氨

基邻苯二甲酸二丁酯 , 通过 1H NMR、 IR和 UV确证了结构 ,其中 4-硝基邻苯二甲酸二丁酯的 2个紫外吸收峰

分别为:λ
1
=212 nm , λ

2
=258 nm;4-氨基邻苯二甲酸二丁酯的 2个紫外吸收峰分别为:λ

1
=226 nm , λ

2
=

288 nm。半抗原衍生物通过重氮化反应与 BSA偶联 , 得到人工抗原 , 经荧光光谱 (λex =307 nm , λem =

468 nm)、体系颜色变化和免疫实验确证偶联成功 , 抗原结合比为 13∶1, 为进一步的抗体制备和免疫分析提供

可靠的免疫原。
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合成

邻苯二甲酸二丁酯(DBP)是一种主要的增塑剂和软化剂 ,用于塑料 、橡胶以及化妆品 、香料 、印染 、

涂料等行业 。过去一直认为邻苯二甲酸酯类化合物毒性低且有良好的理化特性 ,而无限制地生产和使

用 。而近年来研究发现邻苯二甲酸酯类物质对环境 、生物与食品能造成污染
[ 1, 2]

。K lensassar等
[ 3, 4]
发现

邻苯二甲酸二丁酯对人上呼吸道黏膜细胞及淋巴细胞有遗传毒性 ,通过饮食 、呼吸和皮肤等途径被人体

吸收 ,对雄性生殖系统造成危害 。美国环保局 (USEPA)和世界野生动物基金会 (WWF)均将 DBP列为

环境激素类物质
[ 5, 6]

。

目前对邻苯二甲酸类环境激素的监测主要有气相色谱 、液相色谱和气液联用等色谱技术
[ 7, 8]

,国内

外有关免疫分析方法监测邻苯二甲酸酯类环境激素的较少
[ 9, 10]

。免疫分析具有特异性强 、灵敏度高 、方

便快捷 、分析容量大 、检测成本低 、安全可靠等优点可以满足简单 、快速 、灵敏检测环境激素的要

求
[ 11, 12]

。邻苯二甲酸二丁酯为小分子化合物 ,仅有反应原性而缺乏免疫原性 。如何得到保留其抗原决

定簇的人工抗原是实现免疫分析的关键步骤之一。本研究以 4-硝基邻苯二甲酸为原料 ,经过酯化 、还原

和与 BSA偶联反应等一系列步骤 ,合成邻苯二甲酸二丁酯人工抗原 ,为进一步建立免疫分析方法检测

邻苯二甲酸二丁酯提供可靠的免疫原 。合成路线如下:

1　实验部分

1. 1　仪器和试剂

XRC-1型显微熔点测定仪 (温度未经校正 );N ico le t FT-IR 170s 5DX型红外光谱仪 , KB r压片;

AVANCE DMX 500型核磁共振谱仪 , TMS为内标;U-3010型紫外分光光度计(日本日立);970CRT型荧

光分光光度计(上海三科仪器有限公司);pHS-3D型酸度计 (上海雷磁仪器厂 );电子分析天平 (日本岛

第 23卷 第 8期 应 用 化 学 Vo.l 23 No. 8

2006年 8月 　　 　CH INESE JOURNAL OF APPLIED CHEM ISTRY　　 　 Aug. 2006



津公司 )。

4-硝基邻苯二甲酸(纯度≥99%,香港泰兴盛铭精细化工有限公司 ),牛血清白蛋白 (BSA ,华美生物

工程公司), 乙醇 、盐酸 、锌粉 、羊毛脂 、液体石蜡 ,卡介苗(上海生物制品研究所 )。

实验用水均为二次蒸馏水 。所用试剂均为分析纯 。

1. 2　4-硝基邻苯二甲酸二丁酯的合成

20 g(0.095mo l)4-硝基邻苯二甲酸中加入 26mL正丁醇 ,搅拌条件下加入 3.3 mL浓 H 2SO4催化 ,

120℃搅拌回流 7 h后 ,蒸馏除去未反应的丁醇和生成的水。趁热倒入冰水中 ,油状粗品用质量分数为

10%的 N a2CO3洗涤至水层无色(pH值为 7 ～ 8)后 ,分离出油状物 ,用无水乙醇溶解除去不溶物 ,加热后

除去少量乙醇 ,趁热置冰箱中冷却 ,得到黄色油状液体 27.3 g,产率 89%。

1. 3　4-氨基邻苯二甲酸二丁酯的合成

将 1.5 g(5.6mmo l)4-硝基邻苯二甲酸二丁酯溶入 280 mL苯中 ,加入 2.8 g纯锌粉。分次加入

8.2mL浓 HC l,室温搅拌 15m in,加入 2.8 g纯锌粉 ,室温搅拌 12 h。向反应体系中加入 340mL冷水 ,用

1 mol /L NaOH溶液中和至碱性 。分离出苯层。水层用苯再萃取。合并萃取液 ,水洗后用无水 N a2SO4干

燥 。蒸馏除去苯 ,得浅黄色固体 ,无水乙醇重结晶 ,得淡黄色晶体 1.36g,产率 83%。熔点 67 ～ 68℃。

1. 4　4-氨基邻苯二甲酸二丁酯人工抗原的合成

称取 0.046 9 g(0.16 mmo l)4-氨基邻苯二甲酸二丁酯与 0.1 mL浓 HC l和 3 mL H2O混合 ,加热溶

解后 ,置冰浴中冷至 5 ℃以下 ,低温搅拌下 ,滴入 4mL 0.011 0 g N aNO 2的水溶液 。继续反应 30 m in,加

少量尿素除去未反应的 NaNO 2。将 160mg BSA的硼酸钠缓冲液 (pH值为 9.20)40mL溶液逐滴加入上

述重氮盐中 ,逐渐有橙红色溶液出现 ,继续反应 2 h,得抗原粗品 。将反应液装入透析袋 ,置中性蒸馏水

中透析 5 d,每天换水 2次 ,将获得的橙红色产品冷冻干燥 ,分装冻存。

2　结果与讨论

2. 1　半抗原衍生物的结构鉴定及理化性质

2. 1. 1　半抗原衍生物的结构鉴定　分别对上述合成的 4-硝基邻苯二甲酸二丁酯和 4-氨基邻苯二甲酸

二丁酯进行红外光谱 (IR)和核磁共振波谱 (
1
H NMR)分析 ,结果如下:

4-硝基邻苯二甲酸二丁酯:IR, σ /cm
-1
:1 532, 1 347(—NO2), 1 732(C O), 1 276, 1 128(C—O—C),

2 956, 2 871(—CH3), 1 416(—OCH2— ), 1 609(C C );
1
H NMR(300MHz, CDC l3), δ:8.42(d, 1H , J =

1.8H z, A rH), 8.23(dd, 1H , J =8.8, 1.8 H z, A rH), 7.70(d, 1H , J =8.8 Hz, A rH), 4.23(q, 2H , J =

7.3H z, OCH 2 CH2 CH2 CH3 ), 4.16 (q, 2H , J =7.3 H z, OCH2 CH2 CH 2 CH3 ), 1.64 ～ 1.60 (m , 2H ,

OCH2 CH2CH2CH3), 1.59 ～ 1.57(m , 2H , OCH2 CH2 CH 2CH3), 1.33 ～ 1.31(m , 2H , OCH2 CH 2CH2 CH3),

1.29 ～ 1.28(m , 4H , OCH2CH2CH2CH3), 0.86(t, 3H , J =7.3H z, OCH2 CH2 CH3), 0.82( t, 3H , J =7.3H z,

OCH2 CH2CH3)。

4-氨基邻苯二甲酸二丁酯:IR, σ /cm
-1
:3 454, 3 356(—NH 2), 1 734(C O), 1 250, 1 151(C—O—C),

2 956, 2 865(—CH3), 1 446(—OCH2— ), 1 605(C C , A r);
1
H NMR(300MH z, CDC l3), δ:7.72(d, 1H ,

J =8.4H z, A rH), 6.70(d, 1H , J =2.2 Hz, A rH), 6.66(dd, 1H , J =8.4, 2.2 H z, A rH), 4.29( t, 2H , J =

7.3H z, OCH2CH2CH2CH3), 4.23(t, 2H , J =7.3 Hz, OCH2CH2 CH2 CH 3), 4.12(b, 2H , NH 2), 1.76 ～ 1.65

(m , 4H , OCH2 CH 2 CH 2 CH3 ), 1.49 ～ 1.39 (m , 4H , OCH2 CH 2 CH2 CH3 ), 0.98( t, 6H , J =7.3 H z,

OCH2 CH2CH3)。

从 IR分析结果可知 , 4-硝基邻苯二甲酸二丁酯在 1 800 ～ 1 720 cm
-1
, 4-氨基邻苯二甲酸二丁酯在

1 730 ～ 1 715 cm
- 1
处分别有明显的芳酸酯 νC=O吸收峰 ,在 1 310 ～ 1 250 cm

- 1
和 1 150 ～ 1 100 cm

- 1
处均

有邻苯甲酸酯的伸缩振动的双带;4-硝基邻苯二甲酸二丁酯的 IR谱在 1 530 ～ 1 510 cm
-1
有 —NO2不对

称伸缩振动 νas ,在 1 350 ～ 1 330 cm
-1
处有—NO 2对称伸缩振动 νs;4-氨基邻苯二甲酸二丁酯的 IR谱在

3 500和 3 400 cm
- 1
附近出现了伯胺的 N—H键的不对称伸缩振动 (νasN—H )和对称伸缩振动 (νsN—H )
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2个吸收带 , ,证实硝基已被还原为氨基 。其它丁基—CH2的不对称伸缩振动和对称伸缩振动 、丁氧基的

对称变形振动及芳核的 2个 νC=C吸收带均在相应位置出现。核磁共振谱也证实了二者的结构 。

2. 1. 2　薄层层析　用 V(乙酸乙酯)∶V(正己烷 )=1∶3的混合液作展开剂 ,在室温下于硅胶板上展开 ,

得其比移值 4-硝基邻苯二甲酸二丁酯 R f =0.93, 4-氨基邻苯二甲酸二丁酯 R f =0.70。

2. 1. 3　紫外光谱比较　原料 4-硝基邻苯二甲酸 (4-NPA)及合成半抗原衍生物 4-硝基邻苯二甲酸二丁

酯 (4-DBNP)、4-氨基邻苯二甲酸二丁酯 (4-DBAP)的紫外光谱见图 1。由图可见 , 4-硝基邻苯二甲酸二

丁酯的 2个紫外吸收峰分别为 λ1 =212 nm和 λ2 =258 nm , 4-氨基邻苯二甲酸二丁酯的 2个紫外吸收峰

分别为 λ1 =226 nm和 λ2 =288 nm。合成物中苯环上的硝基改为氨基后 ,其吸收峰红移 。

图 1　4-NPA、4-DBNP和 4-DBAP紫外光谱比较

F ig. 1　UV spec tra o f 4-NPA, 4-DBNP and 4-DBAP

图 2　BSA、DBAP和 DBAP-BSA的荧光光谱

F ig. 2　F luo rescence spec tra o f BSA,

DBAP and DBAP-BSA

2. 2　人工抗原的鉴定

分别对 BSA、 4-氨基邻苯二甲酸二丁酯(DBAP)和合成的邻苯二甲酸二丁酯人工抗原(DBAP-BSA)

稀释适当倍数后进行荧光光谱扫描 ,结果见图 2。其中 BSA为 λex =280 nm , λem =350 nm , DBAP和

DBAP-BSA均为 λex =307 nm , λem =468 nm。从荧光光谱图中可见 , DBAP具有很强的荧光 ,当 BSA与其

偶联后 ,主要呈现 DBAP在 468 nm的荧光峰 ,而 BSA在 350 nm的荧光峰不明显 。DBAP与 BSA偶联主

要是通过 DBAP上的苯氨基与亚硝酸反应形成重氮盐后 ,直接连接于蛋白质分子中酪氨酸残基上酚羟

基的邻位 ,或与组氨酸残基上的咪唑环或色氨酸残基的引哚环反应 ,从而降低了 BSA的荧光强度 ,同时

DBAP的荧光峰太强 ,也可将 BSA的荧光峰部分掩盖。荧光光谱证实 DBAP与 BSA偶联成功。由于偶

联后形成共轭大 π键 ,抗原结合物呈现明显的橙红色进一步证实 DBAP与 BSA偶联效果较好 。抗原结

合比按下式进行计算为 13∶1。

抗原结合比 =
半抗原的物质浓度 (mo l /L)

BSA物质浓度 (mol /L)

2. 3　抗原分子的设计

邻苯二甲酸酯类化合物对环境 、生物与食品能造成污染 ,其主要以水解产生的单酯形式被吸收 ,单

酯被认为是产生毒性的主要化合物。邻苯二甲酸酯被吸收后 ,主要以蛋白结合体形式通过血液分布于

全身各器官 。所以在设计制备人工抗原时 ,为了提高免疫动物后产生抗体的灵敏度和特异性 ,我们选择

保留邻苯二甲酸二丁酯的主要功能团 (酯键 ),而在苯环上引入氨基后与牛血清白蛋白 (BSA)结合 ,作

为免疫原用于免疫动物。有研究认为愈远离载体蛋白的基团 ,其特征反应愈明显 ,所以我们选择苯环上

4-氨基作为偶联基团 。

2. 4　动物免疫实验

选择 2只成年健康雄性新西兰白兔 ,用合成的邻苯二甲酸二丁酯人工抗原经背部皮内多点注射和

腿部肌肉注射进行免疫。经 6次加强免疫后 ,用琼脂双扩散法测定抗血清效价达到 1∶64,对邻苯二甲酸
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二丁酯的特异性也较好 ,说明全抗原合成非常成功 ,而且纯度较高 。合成抗体经过间接竞争荧光免疫法

检测其反应特异性 ,与其它邻苯二甲酸二丁酯结构类似的邻苯二甲酸酯类的交叉反应率 <10%。
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Immunologica lDetection ofD ibutyl Phthalate
Ⅰ . Preparation and Characterization ofArtificialAntigen
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Abstract　D ibuty l ph thala te hap ten (d ibu ty l 4-am inoph thala te)was synthesized by introducing am ino group

as a substituen t at the aromatic ringw hile re taining the ester group. The productw as cha racterized by means o f
1
H NMR, IR and UV , w ith λ1 =212 nm , λ2 =258 nm for the UV o f dibutyl 4-nitroph thala te and λ1 =

226 nm , λ2 =288 nm fo r the UV of dibu ty l 4-am inophtha late. The hapten w as conjugated to BSA via am ino

diazo tiza tion linkage. Thus artificia l antigen w as prepa red and tested by fluo rescence spectrum w ith λex =

307 nm , λem =468 nm , and the approx imate mo lar ratio of dibuty l 4-am inoph thala te to BSA was 13. The

productw as used as an immunogen , demonstrating that it is su itable fo r po lyclonal an tibody produc tion. The

present research has supplied an exce llent immune antigen fo r further prepa ra tion and immunoassay o f an tibody

obtained from dibuty l ph thala te.

Keywords　dibuty l phtha late, artificial an tigen, hapten, prepara tion, cha racterization
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