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　　摘要：采用制备的邻苯二甲酸二丁酯多克隆抗体建立可检测环境水体中痕量邻苯二甲酸二丁酯（ＤＢＰ）的间接竞
争酶联免疫（ＥＬＩＳＡ）分析方法，对各种参数进行优化后，在最优条件下本方法具有较高的灵敏度（检测限为
６６．６ｎｇ／ｍＬ）、较宽的检测范围（７０～１６００ｎｇ／ｍＬ）、较好的准确度（回收率８２．８％～１０４．０％）。利用此高通量分析方
法对镇江部分河流中水样、底泥进行分析，结果发现镇江市区几处河流，ＤＢＰ普遍检出，水样中 ＤＢＰ浓度为７６．５～
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　　邻苯二甲酸酯类物质（ｐｈｔｈａｌａｔｅｅｓｔｅｒｓ，ＰＡＥｓ）是一类大量
应用于塑料及一次性塑料消费品（食品包装材料、容器、医疗

用品）的增塑剂，还可以作为原料用于香味剂、化妆品和冷凝

剂，这类化合物的使用，造成了全球性的污染［１］。其中，邻苯

二甲酸二丁酯（ｄｉｂｕｔｙｌｐｈｔｈａｌａｔｅ，ＤＢＰ）在被检出的ＰＡＥｓ样品
中分布最为广泛［２］，Ｆａｔｏｋｉ等对南非ＥａｓｔＬｏｎｄｏｎ港中ＤＢＰ浓
度进行了分析，其含量可达２．８～１２１．９ｎｇ／ｍＬ［３］；Ａｄｅｎｉｙｉ等
报道称尼日 利亚的河 水 中 ＤＢＰ的 含 量 为 ２０２．５～
２７０．５ｎｇ／ｍＬ［４］；陆继龙等对第二松花江中下游中 ＤＢＰ浓度
进行了测定，其平均浓度高达７１７．２４ｎｇ／ｍＬ［５］。同时，研究
表明，ＤＢＰ具有明显的生殖毒性：可以引起染色体丢失或断
裂等畸变，阻碍正常精子的生成［６］；可导致雄性兔与大鼠生

殖道畸形，睾丸萎缩，从而造成其生殖系统损伤［７］。因此，建

立简单、快速高通量的分析方法，对水体中此类污染物进行分

析极其必要。ＤＢＰ分子的化学结构如图１所示。

　　目前报道的有关分析 ＤＢＰ的方法主要有气相色谱 －质
谱法［８］、液相色谱法［９］、ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ［１０－１１］等仪器方法，然而，

由于这类方法存在测试成本高、分析时间长、检测所需样品量

大（通常大于５００ｍＬ）及前处理步骤繁琐等不足，无法在较大
范围内系统、全面、快速分析环境水体中 ＤＢＰ的含量。与此
相比，酶联免疫法（ＥＬＩＳＡ）具有灵敏度高、特异性强、操作简
便、检测成本低、适合高通量分析的优势。因此，本研究利用

自主制备的ＤＢＰ多克隆抗体，建立了高灵敏的 ＥＬＩＳＡ方法，
优化了影响方法灵敏度与准确度的各种因素，并以此方法对

镇江地区部分小型浅水河流中ＤＢＰ的污染状况进行了调查。

１　材料和方法

１．１　材料和试剂
ＤＢＰ抗原抗体，由江苏大学环境科学团队制备；邻苯二

甲酸二丁酯标准品、乙酸乙酯、辣根过氧化物酶标记的羊抗兔

ＩｇＧ、四甲基联胺，均购自美国Ｓｉｇｍａ公司；Ｔｗｅｅｎ－２０、十二水
合磷酸氢二钠（Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ）、二水磷酸二氢钠
（ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ）、磷酸二氢钾（ＫＨ２ＰＯ４）、氯化钠（ＮａＣｌ）、
氯化钾（ＫＣｌ）、碳酸钠（Ｎａ２ＣＯ３）、碳酸氢钠（ＮａＨＣＯ３）、浓硫
酸（Ｈ２ＳＯ４）等，均购自国药集团化学试剂有限公司，且均为分
析纯；酶标板，购自丹麦ＮＵＮＣ公司。

碳酸盐包被缓冲液 ＣＢ：０．０５ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值为 ９．６；封闭
液：含１％明胶的 ＣＢ液；洗涤液 ＰＢＳＴ：０．０１ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值为
７．４、含体积分数０．０５％ Ｔｗｅｅｎ－２０的 ＰＢＳ液；抗体稀释液：
０．０１ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值为 ７．４、０．０１％ Ｔｗｅｅｎ－２０、０．１％明胶的
ＰＢＳ液；显色液：１０ｍｇ邻苯二胺、２５ｍＬ柠檬酸钠缓冲液、
５μＬ３０％过氧化氢，用时混合；终止液：２ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４。
１．２　仪器设备

电子分析天平，购自重庆ＣｏｉＣ公司；恒温培养箱，上海精
密科学仪器有限公司；酶标仪，购自美国Ｔｈｅｒｍｏ公司。
１．３　间接竞争酶联免疫分析方法（ｉｃ－ＥＬＩＳＡ）的建立

采用方阵滴定法，确定抗原最佳包被浓度、抗体最佳包被

浓度，为达到最佳检测条件，对孵育条件、封闭时间、一抗竞争

时间、二抗稀释倍数、ｐＨ值、离子强度等影响因素进行优化。
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具体ｉｃ－ＥＬＩＳＡ操作步骤为：（１）包被：用包被液将稀释
的包被原加至酶标板，１００μＬ／孔，４℃过夜孵育；（２）洗涤：倾
去孔内液体，用洗涤液洗３遍，２００μＬ／孔，在吸水纸上拍干；
（３）封闭：加入１５０μＬ／孔封闭液，３７℃孵育１ｈ；（４）洗涤：倾
去孔内液体，用２００μＬ洗涤液洗１遍，在吸水纸上拍干；（５）
加样：每孔加入５０μＬ不同浓度的标准品和适当稀释的待检
血清，３７℃孵育３０ｍｉｎ；（６）洗涤：倾去孔内液体，用洗液洗３
遍，２００μＬ／孔，在吸水纸上拍干；（７）加酶辣根过氧化物酶标
记的二抗：加入 １００μＬ／孔 ＨＲＰ－羊抗兔 ＩｇＧ，３７℃孵育
３０ｍｉｎ；（８）洗涤：倾去孔内液体，用洗液洗５遍，２００μＬ／孔，
在吸水纸上拍干；（９）显色：加入新鲜配制的 ＴＭＢ底物溶液，
１００μＬ／孔，避光显色 １０ｍｉｎ；（１０）终止：加入终止液，
５０μＬ／孔；（１１）测定：用酶标仪读取各孔Ｄ４５０ｎｍ值。
１．４　建立标准曲线及数据分析

根据以上优化的结果，按照“１．３”节中的方法建立 ＤＢＰ
的标准曲线。以零标准品Ｄ４５０ｎｍ值为Ｂ０值，相应浓度标准品
抑制时的Ｄ４５０ｎｍ值为 Ｂ值。以标准品浓度的对数为横坐标，
以Ｂ／Ｂ０为纵坐标，绘制标准曲线。测定１０份空白样，取测定
平均值减３倍标准偏差，标准曲线上其对应的浓度值即为检
测限（ｌｉｍｉｔｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ＬＯＤ）。
１．５　交叉反应率的测定

选择与邻苯二甲酸二丁酯具有类似结构和类似功能的邻

苯二甲酸二乙酯（ｄｉｅｔｈｙｌｐｈｔｈａｌａｔｅ，ＤＥＰ）、邻苯二甲酸丁苄酯
（ｂｅｎｚｙｌｂｕｔｙｌｐｈｔｈａｌａｔｅ，ＢＢＰ）、邻苯二甲酸单乙酯（ｍｏｎｏｅｔｈｙｌ
ｐｈｔｈａｌａｔｅ，ＭＥＰ）、邻苯二甲酸单丁酯（ｍｏｎｏｂｕｔｙｌｐｈｔｈａｌａｔｅ，
ＭＢＰ）、邻苯二甲酸单乙基己基酯（ｍｏｎｏｅｔｈｙｌｈｅｘｙｌｐｈｔｈａｌａｔｅ，
ＭＥＨＰ）、邻苯二甲酸二正辛酯（ｄｉ－ｎ－ｏｃｔｙｌｐｈｔｈａｌａｔｅ，
ＤｎＯＰ）、邻苯二甲酸二异辛酯［ｄｉ（２－ｅｔｈｙｌｈｅｘｙｌ）ｐｈｔｈａｌａｔｅ，
ＤｉＯＰ］，测定得到各药物的ＩＣ５０值（抑制中点即抑制率为５０％
时对应的浓度），按公式（１）计算交叉反应率。
交叉反应率＝ＤＢＰ的 ＩＣ５０值／相似结构物的ＩＣ５０值×１００％。

（１）
１．６　样品前处理及添加回收率的测定

各取２ｍＬ（或２ｍｇ泥土，自然阴干）的样品，加入４ｍＬ
正己烷，振荡摇匀后使用高速离心机 ６０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，取上清，并用氮吹仪吹干。最终样品用２ｍＬ磷酸盐
缓冲液（ＰＢＳ）复溶。

取空白样本，添加一定体积的ＤＢＰ标准液，每个水平设３
个平行。将混合物在漩涡混合器上涡动 １ｍｉｎ，然后静置
１５ｍｉｎ。按建立的间接竞争 ＥＬＩＳＡ方法测定，检测时每份样
品做３个平行重复孔。将各样品测得的Ｄ４５０ｎｍ值代入标准曲
线，计算出样品中的药物浓度，并根据公式（２）计算回收率。

回收率＝实测值／添加值×１００％。 （２）

２　结果与分析

２．１　间接竞争ＥＬＩＳＡ方法的建立与优化
为达到最佳的检测效果，本研究对影响方法的各种参数

进行了优化，包括抗原稀释度、抗体稀释度、孵育条件、封闭时

间、一抗竞争时间、ＨＲＰ稀释度、ｐＨ值、离子强度。在最优条
件下（部分数据如表１所示），分别为：抗原稀释度１∶５０００、
抗体稀释度１∶３００００、孵育条件４℃过夜、封闭时间１．５ｈ、

一抗竞争时间３０ｍｉｎ、ＨＲＰ稀释度１∶２０００、ｐＨ值７．０、离子
强度０．１５ｍｏｌ／Ｌ，以ＤＢＰ浓度的 ＬＯＧ值为横坐标，抑制百分
比（Ｂ／Ｂ０）为纵坐标绘制标准曲线（图２），其抑制程度与ＤＢＰ
的浓度具有明显的线性关系（７０～１６００ｎｇ／ｍＬ），ＩＣ５０值为
４２１ｎｇ／ｍＬ，检测限可达６６．６ｎｇ／ｍＬ。

表１　间接竞争ＥＬＩＳＡ的优化

影响因素 反应条件 Ｂ０
ＤＢＰ的ＩＣ５０
（ｎｇ／ｍＬ）

包被条件 ４℃过夜 １．４６３ ４２４
３７℃２ｈ ２．０９７ ５４６
３７℃２ｈ，４℃过夜 ２．０４９ ５１２

封闭时间 ０．５ｈ ０．９８０ ５２９
１ｈ １．０９６ ７２６
１．５ｈ １．３８０ ５６４
２ｈ ０．９８３ ７０３

竞争反应时间 ５ｍｉｎ ０．８０２ ７７３
１５ｍｉｎ １．１７５ ６８２
３０ｍｉｎ １．５８２ ４２４
４５ｍｉｎ １．７２９ ４２４
６０ｍｉｎ １．８４６ ４６６

ＨＲＰ稀释度 １０００倍 ２．０５３ ４２４
２０００倍 １．５０５ ３４０
３０００倍 １．３８５ ５４６
４０００倍 １．３７７ ８５０
５０００倍 １．３００ ４９４
６０００售 １．２３７ ８７８

ｐＨ值 ６．０ ２．２４４ ５１２
６．５ ２．０５３ ４５１
７．０ １．５８４ ３１９
７．４ １．４６２ ４２４
８．０ １．０２５ ４５１

离子强度 ０．０１ｍｏｌ／Ｌ １．５９７ ９０５
０．０５ｍｏｌ／Ｌ １．７４０ ６６０
０．１０ｍｏｌ／Ｌ １．６８４ ４２４
０．１５ｍｏｌ／Ｌ １．８２３ ４２１
０．２０ｍｏｌ／Ｌ １．６３１ ４５２

２．２　交叉反应率测定
在最佳反应条件下，测定７种 ＤＢＰ的类似结构物，其中

对ＢＢＰ的交叉反应率为 ２２．５％，对 ＤＥＰ的交叉反应率为
１．０８％，其余５种均小于０．０１％，从而可推断该检测体系所
用的ＤＢＰ抗体具有较强的特异性。根据免疫学的基本原
理［１２］：抗体倾向于识别距离偶联段最远的基团（主导的抗原

决定簇）。对于所测定的７种 ＰＡＥｓ，只有ＢＢＰ在距离偶联段
最远处，和ＤＢＰ有相似的正丁基官能团，而其他ＰＡＥｓ均无。
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２．３　样本添加回收试验
ＤＢＰ在样品中的添加回收率、变异系数如表２所示。结果

表明，其添加回收率均值在８２．８％～１０４．０％之间，变异系数均
小于２０％，显示该方法的准确度和精确度均符合检测要求。

表２　ＥＬＩＳＡ法的加标回收率

样品
本底值

（ｎｇ／ｍＬ）
添加量

（ｎｇ／ｍＬ）
回收率

（％）
变异系数

（％）
自来水 ＮＤ ５０ ８４．５ ５．０９

１００ ８８．８ ３．２５
２００ １００．９ ４．８７
４００ ９４．３ ５．１５

池水 ＮＤ ５０ ８２．８ ７．５４
１００ ９２．２ １０．２０
２００ ９０．９ ４．８３
４００ １０４．０ ４．７６

　　注：“ＮＤ”表示未检测到。下表同。

２．４　镇江市内小型浅水河流水体和底泥的检测
表３为镇江市部分小型浅水河流中 ＤＢＰ在水体、底泥中

的含量。由表３可知，ＤＢＰ作为一种常见增塑剂在环境水体
中普遍存在。４条河流中，除玉带河未检测到（玉带河离市区
较远，且河道定期清淤，故水质较好），其余３条河流水体中
ＤＢＰ的含量介于７６．５～１４０．４ｎｇ／ｍＬ之间，显著高于台湾河
（１．０～１３．５ｎｇ／ｍＬ）［１３］、意大利淡水（ＮＤ～０．０２８ｎｇ／ｍＬ）［１４］

和加拿大ＦａｌｓｅＣｒｅｅｋ港（９．３２～６３．９ｎｇ／ｍＬ）［１５］中ＤＢＰ的含
量，而且超过《地表水环境质量标准》（ＧＢ３８３８—２００２）中
ＤＢＰ的标准限值（３ｎｇ／ｍＬ）［１６］。显然，ＤＢＰ在３条市区河流
中污染严重，这可能与河流周边附近工业废水的排放、固体废

弃物的堆放和雨水淋洗以及ＰＶＣ塑料的缓慢释放有关；另外
下游的ＤＢＰ含量明显高于中游，可推断出随河流沿程增加，
带入水体中的污染物呈增加趋势，导致 ＤＢＰ含量也随之
升高。

表３　镇江市内小型浅水河流水体、底泥的检测结果

地点 水样（ｎｇ／ｍＬ） 底泥（ｎｇ／ｇ）
玉带河（中游） ＮＤ ＮＤ
玉带河（下游） ＮＤ ＮＤ
光明河（中游） ７８．２ １１４．６
光明河（下游） ９２．３ １４１．２
团结河（中游） １２３．９ １７５．８
团结河（下游） １４０．４ １９７．３
运粮河（中游） ＮＤ ２３２．６
运粮河（下游） ７６．５ ２４８．７

　　在中下游底泥中，ＤＢＰ的含量介于 ＮＤ～２４８．７ｎｇ／ｇ之
间，与江汉平原底泥（ＮＤ～２８９．８ｎｇ／ｇ）［１７］、西班牙 Ｕｒｄａｉｂａｉ
河底泥（２０～７９０ｎｇ／ｇ）［１８］等接近，但低于黄河中下游底泥（３
６３０～７２１５０ｎｇ／ｇ）［１９］。ＤＢＰｓ是一种亲脂性的有机污染物，
其辛醇－水分配系数较高，水溶性低［２０］，进入水体中的 ＤＢＰｓ
多在底泥中富集，尤其是对于水中溶解度相对较小的ＤＢＰ，因
此可以明显看出３条河流底泥中 ＤＢＰ含量均高于相同地点
水体中的含量。对此，可以归纳出镇江市区内部分水体已受

到不同程度的ＤＢＰ污染，对水体环境构成了一定的潜在生态
风险危害，我们应予以高度重视，并开展实地的调查和分析研

究，控制、减少污染物的输入，保护水体环境。

３　结论

本研究建立了环境水体中 ＤＢＰ间接竞争 ＥＬＩＳＡ分析方
法。通过条件优化，本方法的 ＩＣ５０值可达４２１ｎｇ／ｍＬ，线性范
围为７０～１６００ｎｇ／ｍＬ，检测限为６６．６ｎｇ／ｍＬ。同时，本方法
具有较高的准确度与精确度（回收率为８２．８％ ～１０４．０％，变
异系数为３．２５％ ～１０．２０％）。利用此方法对镇江市部分小
型浅水河流进行检测分析，结果表明市区内水体中ＤＢＰ污染
较为严重。本研究为ＤＢＰ在镇江区域的污染状况调查、风险
评估提供了一定的技术支持。
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贵州省城镇化进程中耕地保护存在的问题与对策建议

冯应斌，韩德军，敖贵艳
（贵州财经大学公共管理学院，贵州贵阳５５００２５）

　　摘要：城镇化是国家或地区现代化水平的重要标志，传统发展方式下的快速城镇化模式以占用大量耕地为代价，
如何在快速城镇化进程中实现耕地的有效保护，已成为政府和社会各界普遍关注的重大社会经济问题之一。本研究

结果表明，贵州省城镇化水平严重滞后于全国平均水平，存在着人口城镇化和土地城镇化发展不均衡、城镇建设占用

耕地数量与所占比例均呈上升趋势等凸出问题。优质耕地空间分布与城市扩展区、工业园区存在空间“重叠”，面临

着坝区耕地保护与城镇化、工业化建设占用的“两难困境”。基于此，从设置耕地保护“规模红线”与城镇用地“扩展红

线”２个方面提出了贵州省快速城镇化进程中耕地数量保护的策略与措施；从提升城镇建设用地集约利用水平、合理
管控农村宅基地规模２个方面明确了贵州省快速城镇化进程中应强调城乡建设用地内涵式管控方向。同时，加强坝
区耕地高标准整治，通过土地流转促进规模经营，促进坝区耕地高效利用；通过合理配置坡耕地种植模式，稳步提升坡

耕地生态涵养功能。
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　　城镇化过程需要一定的土地保障，城镇化发展与耕地保
护之间存在着矛盾的对立统一［１］。随着城镇化的发展，耕地

数量减少的幅度呈现出先上升、后下降的倒“Ｕ”形变化趋
势［２］。在全国层面，１９８６—２０１０年我国城镇化率每提高１％，
建设占用耕地数量将增加２．６９３４％［３］；在省域层面，１９７８—
２００５年湖北省城镇化率每提高１％，建设占用耕地数量将增
加１．８８６８％［４］；在市域层面，地处岩溶区的广西壮族自治区

河池地区，其１９９７—２００６年耕地总量随着城镇化的提高而逐
渐减少，城镇化率每提高１％，耕地总量将下降０．７４４％［５］。

从土地利用空间分布来看，建设用地和耕地高邻接度的空间

格局，以及城市在空间上的摊饼式发展是导致城市扩展占用

耕地比例大的直接原因［６］。上述研究结果表明，城镇化进程

不可避免地造成耕地面积减少，如何在快速城镇化进程中实

现耕地的有效保护，已成为政府和社会各界普遍关注的重大

社会经济问题之一。贵州省山多平地少，土地资源尤其是耕

地资源匮乏，城镇化水平低，人口城镇化率长期位于全国末

尾。实施工业化和城镇化带动战略，成为新时期贵州省加快

发展、实现后发赶超的重要路径。然而，在城镇化进程中同样

面临着耕地总量减少较快的难题，尤其是耕地质量较高的坝

区耕地持续减少［７－８］。本研究在分析贵州省城镇化发展历

程、耕地面积变化的基础上，诊断贵州省城镇化进程中耕地保

护面临的特殊困境，借鉴相关成功经验，重构贵州省城镇化进

程中的耕地保护策略，破解“城镇化快速发展导致耕地大规

模减少”的资源诅咒，为贵州省在加速城镇化进程中有效保

护耕地提供政策建议。

１　贵州省城镇化进程及其耕地保护的主要问题

１．１　贵州省城镇化进程及其特征
１９５２—１９９９年间，贵州省总人口从１４８９．９０万人增长至

３７１０．０６万人，非农业人口从１１８．９５万人增长至５２８．７８万
人，非农业人口比例从 ７．２３％增长至 １４．３５％。２０００年以
来，贵州省人口城镇化率从 ２４．０１％增长至 ２０１４年的
４０．０１％，年均增长１．０７百分点，实现了较快增长（表１）。横
向对比来看，贵州省与全国人口城镇化率的差距从２００６年的
１６．７９百分点缩小至２０１４年的１４．７６百分点；与西部地区的
差距从８．１４百分点缩小至７．３６百分点；与西南地区的差距
从６．３５百分点缩小至５．８１百分点（图１）。西部地区包括内
蒙古自治区、新疆维吾尔自治区、青海省、宁夏回族自治区、甘

肃省、陕西省、四川省、重庆市、贵州省、云南省、西藏自治区、
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