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前    言 
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土壤、沉积物和固体废物  二恶英类的筛查  酶联免疫法 

 

1  范围 

本标准规定了采用酶联免疫法筛查土壤、沉积物和固体废物（包含飞灰、盐泥、工业废渣、污泥）

中的多氯代二苯并二恶英（PCDDs）和多氯代二苯并呋喃（PCDFs）方法。 

本标准适用于土壤、沉积物和固体废物中二恶英类的筛查，利用酶联免疫法筛查土壤、沉积物和

固体废物中的多氯代二苯并二恶英和多氯代二苯并呋喃。 

2  规范性引用文件 

下列文件对本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文件。

凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。 

HJ/T20-1998 《工业固体废物采样制样技术规范》 

HJ/T166-2004《土壤环境监测技术规范》 

HJ 494-2009 《水质采样技术指导》 

3  术语和定义、符号和缩略词 

下列术语和定义适用于本标准。 

3.1  术语和定义 

3.1.1  二恶英类   

多氯代二苯并二恶英 (PCDDs)和多氯代二苯并呋喃 (PCDFs)的总称。 

3.1.2  同类物     

二恶英类所有化合物互为同类物。二恶英类共有 210 种同类物。 

3.1.3  2,3,7,8-多氯代二恶英类   

指在 2,3,7,8 位均有氯原子取代的二恶英类同类物，共有 17 种，其中多氯代二苯并二恶英有 7 种，

多氯代二苯并呋喃有 10 种。 

3.1.4  毒性当量 （TEQ） 

各二恶英类同类物浓度折算为相当于 2,3,7,8-四氯代二苯并二恶英毒性的等价浓度，本标准检测

结果为 Bio-TEQ，经换算后可转换为 I-TEQ。 

3.1.5  孵育  

在 20-26℃下，使二恶英类与酶联免疫测定管中的抗体充分结合的过程。 

3.1.6  试剂空白 

以分析待测样品溶液所使用的溶剂作为空白，其余操作步骤和实际样品相同的空白实验。 

3.1.7  操作空白 

除不添加实际样品外，样品制备、前处理、仪器分析和数据处理步骤与实际样品分析步骤相同的空

白实验。 

3.2  符号和缩略词 
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3.2.1  PCDDs  

多氯代二苯并二恶英，有 75 种同类物。 

3.2.2  PCDFs  

多氯代二苯并呋喃，有 135 种同类物。 

3.2.3  2,3,7,8-TCDD 

2,3,7,8-四氯代二苯并二恶英。 

3.2.4  HRP  

辣根过氧化物酶。 

3.2.5  TEG  

四乙烯乙二醇。 

3.2.6  DF1-60 酶联免疫试剂盒  

本标准采用的一种试剂盒，包含酶联免疫测定管，样品稀释液，HRP，HRP 底物，终止液（1mol/L

盐酸溶液），Triton X-100，保留剂。 

3.2.7  CAF 

校正因子。 

4  方法原理 

酶联免疫法的基础是抗原或抗体的固相化及抗原或抗体的酶标记。结合在固相载体表面的抗原或

抗体仍保持其免疫学活性，酶标记的抗原或抗体既保留其免疫学活性，又保留酶的活性。在测定时，受

检样品（测定其中的抗体或抗原）与固相载体表面的抗原或抗体起反应。用洗涤的方法使固相载体上形

成的抗原抗体复合物与液体中的其他物质分开。再加入酶标记的抗原或抗体，也通过反应而结合在固相

载体上。此时固相上的酶量与样品中受检物质的量呈一定的比例。加入酶反应的底物后，底物被酶催化

成为有色产物，产物的量与样品中受检物质的量直接相关，故可根据呈色的深浅进行定性或定量分析。

参见图 1 和附录 A“二恶英分析流程图”。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

蓝色产物 

PCDD/F HRP(辣根过氧化物酶) 

HRP 底物 干扰物 

抗二恶英抗体 

 

图 1 筛查原理简单示意图 

5  试剂和材料 

除非另有说明，分析试剂均使用农残级试剂，并进行空白实验。有机溶剂浓缩万分之一倍，不得

检出二恶英类。 
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5.1  2,3,7,8-四氯代二苯并二恶英：标准品试剂 

5.2  无水硫酸钠：分析纯 

5.3  酸洗石英砂 

5.4  正己烷 

5.5  丙酮 

5.6  甲苯 

5.7  甲醇 

5.8  正十四烷：分析纯 

5.9  盐酸：优级纯。 

5.10  二氯甲烷 

5.11  SP3-60 试剂盒（含 40mL 萃取瓶、碳柱、钢珠和酸性硅胶），SP2-ST 试剂盒(含硅胶柱和空柱)，

SP2-RT 试剂盒（含活塞），DF1-60 试剂盒 

5.12  25mL 容量瓶  

5.13  连续移液器（100μL-2mL），微量移液器（0-10μL，0-100μL）。 

5.14  带有聚四氟乙烯树脂内衬盖子的玻璃小瓶(2－12mL)。 

5.15  玻璃试管（15-20mL） 

5.16  铝箔 

5.17  过滤筛（200 目） 

6  仪器设备 

6.1  电子天平（百分之一） 

6.2  平板轨道振荡器（可做椭圆旋转） 

6.3  离心机 

6.4  氮气吹干仪 

6.5  旋转蒸发仪 

6.6  索氏提取器 

6.7  分光光度计（波长 450nm） 

7  样品采集 

土壤采集按 HJ/T166-2004《土壤环境监测技术规范》中采样的规定方法实施。沉积物采集按HJ 

494-2009《水质采样技术指导》中采样的规定方法实施。固体废物采集按HJ/T20-1998《工业固体废物

采样制样技术规范》中采样的规定方法实施。采集后的土壤、沉积物和固体样品在实验室中风干、磨碎、

过筛，保存在棕色玻璃瓶中，贮存于2-6℃环境中。样品采集后，40天内应完成提取。 

 

 

8  样品前处理 

8.1  土壤和沉积物样品 

8.1.1  所有与实验相关的玻璃器皿，都要预先用甲苯清洗，干燥。空白值偏高时，可考虑使用马弗炉
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对所有仪器进行烘干,降低空白值。 

8.1.2  样品实验前应进行风干、磨碎和过筛（200 目过滤筛）处理。 

8.1.3  样品混匀后称取 5.00g 加入到 40mL 萃取瓶（SP3-60 试剂盒）中（每个瓶子写好标签）。 

8.1.4  每个萃取瓶中加入 5g 酸洗石英砂、10-20g 无水硫酸钠，再加入 3 颗钢珠(在此步添加

2,3,7,8-TCDD 于方法空白和样品中，通过筛查结果计算方法空白和样品的加标回收率)。 

8.1.5  每个萃取瓶中加入 20mL 正己烷和丙酮混合溶液（体积比 1：1），拧紧瓶盖，将萃取瓶放入平板

轨道振荡器中进行椭圆震荡 4 小时，振动频率为 180-200 次/分。此步同时计算正己烷和丙酮混合溶液

（体积比 1：1）的密度。 

8.1.6  震荡完毕后取出萃取瓶静置 6-8 小时，用吸量管将萃取瓶中上清液全部转移到已标记的玻璃试

管中（玻璃试管事先称重），转移完成后对玻璃试管进行称重，记录所转移上清液的质量。再根据记录

的上清液的质量计算所转移上清液的体积。 

8.1.7  每个玻璃试管中加入 0.25mL 正十四烷，将每个玻璃试管置于氮气吹干仪中在 40℃水温下进行

氮吹，至丙酮溶液完全清除。 

8.1.8  氮吹完毕后每个玻璃试管中加入 5mL 正己烷，若玻璃试管中溶液颜色较深则应加入 1-2g 酸性硅

胶（SP3-60 试剂盒）处理，待溶液澄清。 

8.1.9  预洗柱：硅胶柱（SP2-ST）中加入 10mL 正己烷，正己烷从柱子底端滴下，从 SP3-60 试剂盒中

取出碳柱，加入正己烷在碳柱的平口端，将其平口端接到硅胶柱的底端并拧紧，硅胶柱与碳柱连接处不

允许气泡产生。同时硅胶柱中正己烷应覆盖硅胶（每根硅胶柱做好标记）。 

8.1.10  预洗后的硅胶柱中加入 8.1.8 步骤中玻璃试管中溶液进行过柱，分 2 次每次用 2mL 正己烷润洗

玻璃试管，润洗液全部加入已标记的硅胶柱中，以保证所有的溶液全部转入硅胶柱中，进行加压过柱，

至溶液液面略高于硅胶上表面时停止加压。 

8.1.11  分 2 次过柱，每次加入 15mL 正己烷到硅胶柱中过柱。第二次过柱时溶剂距离碳柱顶部 1-2cm

时停止加压（保持碳柱的湿润状态）。 

8.1.12  从硅胶柱上取下碳柱，将其平口端连接到空柱（SP2-ST 试剂盒）底部，加入 6mL 甲苯和正己

烷混合溶液（1：1）到空柱中进行加压过柱，待溶液流至碳柱顶部时停止加压（保持碳柱湿润状态）（空

柱做好标记）。 

8.1.13  从空柱上取下碳柱，将其斜口端接到同一根空柱上，加入 12mL 甲苯加压过柱进行洗脱，洗脱

液接收在玻璃试管中，甲苯完全流过碳柱，直至不再有液体滴下为止（玻璃试管作好标记）。 

8.1.14  根据实验样品情况选择蒸发模式（见附录 B），在玻璃试管中加入保留剂（DF1-60 试剂盒）（以

附录 B 中 B模式为例，B模式下加入量为 62.5μL），在 70℃水温下进行氮吹，至甲苯全部清除。 

8.1.15  氮吹完毕后取出试管，放置于离心机中在 1500-2000 转每分钟转速下离心 5分钟，将所有样品

溶液富集在试管底部。 

8.2  固体废物样品 

8.2.1  所有与实验相关的玻璃器皿，都要预先用甲苯清洗，干燥。空白值偏高时，可考虑使用马弗炉

对所有仪器进行烘干,降低空白值。 

8.2.2  润洗索氏提取器，接 250mL 甲苯到旋转蒸发仪的圆底烧瓶中进行索氏提取，润洗约 2小时。 

8.2.3  样品实验前应进行风干、磨碎和过筛（200 目过滤筛）处理。 
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8.2.4  样品混匀后称取 0.25g 用 2mol/L 盐酸处理 1 小时。盐酸的用量为每 1g 样品加不少于 20mmol

盐酸，使其与盐酸充分接触并观察发泡情况，必要时再添加盐酸，直至不再发泡为止。过滤干燥后用玻

璃纤维包好，加入到润洗后的圆底烧瓶中。过滤后的盐酸处理液用 100mL 二氯甲烷萃取三次。 

8.2.5  在 8.2.4 步圆底烧瓶中加入 250mL 甲苯用索氏提取器进行索氏提取，提取 16-20 小时（在此步

添加 2,3,7,8-TCDD 于方法空白和样品中，通过筛查结果计算方法空白和样品的加标回收率）。 

8.2.6  提取完毕后，将圆底烧瓶中的甲苯提取液和 8.2.4 步骤中的二氯甲烷萃取液合并加入到旋转蒸

发仪的梨形瓶中，圆底烧瓶和萃取瓶用少量甲苯各润洗 2 次后转移到梨形瓶中，保证样品溶液全部转入

梨形瓶中。 

8.2.7  样品溶液在旋转蒸发仪中进行蒸发,水浴温度设置 80℃，真空泵压力调整至 0.08MPa，蒸发至剩

余溶液体积为 2-3mL 后停止，用吸量管将溶液转入 25mL 容量瓶中，用少量正己烷润洗梨形瓶 2-3 次以

保证样品全部转入容量瓶中，最后用正己烷定溶，摇匀。 

8.2.8  预洗柱：硅胶柱（SP2-ST）中加入 10mL 正己烷，正己烷从柱子底端滴下，从 SP3-60 试剂盒中

取出碳柱，在碳柱的平口端加入正己烷，将其平口端接到硅胶柱的底端并拧紧，硅胶柱与碳柱连接处不

能产生气泡。同时硅胶柱中正己烷应覆盖硅胶（每根硅胶柱做好标记）。 

8.2.9  用移液器从 8.2.7 步骤定溶后的容量瓶中移取样品溶液 3.0mL 加入到预洗后的硅胶柱中，进行

加压过柱。 

8.2.10  分 2 次过柱，每次加入 15mL 正己烷到硅胶柱中过柱，第二次过柱时当溶剂距离碳柱顶部 1-2cm

时停止加压（保持碳柱的湿润状态）。 

8.2.11  从硅胶柱上取下碳柱，将其平口端接到空柱（SP2-ST 试剂盒）底部，加入 6mL 甲苯和正己烷

混合溶液（体积比 1：1）到空柱中进行加压过柱，待溶液流至碳柱顶部时停止加压（保持碳柱湿润状

态）（空柱做好标记）。 

8.2.12  从空柱上取下碳柱，将其斜口端连接到同一根空柱上，加入 12mL 甲苯加压过柱进行洗脱，洗

脱液接收在玻璃试管中，甲苯完全流过碳柱，直到不再有液体滴下为止（玻璃试管作好标记）。 

8.2.13  根据实验样品情况选择蒸发模式（以附录 B 中 B 模式为例），在玻璃试管中加入保留剂（B 模

式下加入量为 62.5μL）（DF1-60 试剂盒），在 70℃水温下进行氮吹，至甲苯溶液全部清除。 

8.2.14  氮吹完毕后取出试管，放置于离心机中在 1500-2000 转每分钟转速下离心 5分钟，将所有样品

溶液富集在试管底部。 

9  酶联免疫分析 

9.1  将 DF1-60 试剂盒内所有试剂回温至 20-26℃才可使用。使用前，将所有溶剂轻轻地倒置混匀。 

9.2  清洗剂配制：从 DF1-60 试剂盒中取出标有“0.5mL neat Triton X－100”的玻璃瓶。用微量移液

器移取 10μL 的 Triton X-100 直接加入到 100mL 去离子水中混匀，制作出浓度为 0.01% V/V 的清洗剂。 

9.3  从 DF1-60 试剂盒中取出酶联免疫测定管，编号排列后用去离子水清洗每个测定管，重复清洗 3

次，倒去去离子水并反置，拍干。 

9.4  将标准品系列溶液按低浓度到高浓度依次排列，混匀后静置待用。 

9.5  每个酶联免疫测定管中加入 500μL 样品稀释液（DF1-60 试剂盒）。 

9.6  添加标准品（2,3,7,8-TCDD 标准品）：用微量移液器移取 50μL 标准品加入到已标记的酶联免疫
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测定管中，标准品必须用移液器从液面以下加入到溶液中，不能在液体上部悬空加入到溶液中，加入后

摇匀（注意标准品的添加，应是从低浓度到高浓度）。 

9.7  根据蒸发模式要求，8.1.15 和 8.2.14 步骤中离心后的每个玻璃试管中加入甲醇（B 模式下加入量

为 50μL）到试管底部，震荡，混匀 15 秒后让试管保持垂直 15－30 秒，保证液体富集在试管底部，立

即进行下一步实验操作。 

9.8  加入待测样品：用微量移液器在玻璃试管中移取 50μL 样品溶液加入到已标记的酶联免疫测定管

中。样品溶液必须用移液器从液面以下加入到溶液中，不能在液体上部悬空加入到溶液中。加入后立即

摇匀样品，在 20-26℃温度下孵育 12 到 24 个小时。 

9.9  第一次孵育完成后，清洗全部的酶联免疫测定管，用 9.2 步骤配制好的清洗剂进行清洗，每次 1mL，

重复清洗 4次。清洗完毕后倒置除去测定管中水分，然后加入 HRP（辣根过氧化物酶）（DF1-60 试剂盒）

进行第二次孵育，时间为 15 分钟。孵育完成后用去离子水进行清洗，每次 1mL，重复清洗 4 次。清洗

完毕后倒置除去测定管中水分，然后加入 HRP 底物（DF1-60 试剂盒）进行第三次孵育，时间为 30 分钟。

孵育完成后加入终止液 1mol/L 盐酸溶液（DF1-60 试剂盒）。 

9.10  使用分光光度计（450nm 波长），加入不少于 1mL 去离子水到空白酶联免疫测定管并置于光度计

上对光度计进行校正。擦干每个酶联免疫测定管的外表面并放置于光度计上测定每个测定管的吸光度

值。 

10  标准曲线绘制 

将 2,3,7,8-TCDD 用甲醇配制成 0、3.2、10、32 和 100pg/管（每个酶联免疫测定管中标准品的添加

量均为 50μL）的系列标准工作溶液(见附录 C)，分别进行酶联免疫分析，测得各浓度所对应的吸光度

值。 

根据式（1）作 2,3,7,8-TCDD 的剂量-效应关系标准曲线。如图 2 所示，标准曲线为倒“S”型。 

Y=((A-D)/(1+(X/C)
B
))+D                      （1） 

式中： 

X=pg/tube(2,3,7,8-TCDD标准品的毒性当量值) 

Y=每个酶联免疫测定管所测得的吸光度值与0浓度测得的吸光度值的百分比 

A：0 浓度时对应的Y值 

B：曲线部分的斜度  

C：Y值为50时对应的X值 

D：较低渐近线的Y值 
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  图2. 2,3,7,8-TCDD 剂量-效应关系标准曲线 

 

11  结果计算 

利用分光光度计测定二恶英类样品时得到的吸光度值 M，测定 0 浓度时得到的吸光度值 N,计算出

吸光度值的相对值 Y。再通过上述的标准曲线求得衍生物换算浓度 TEQ（pg/管）即 X（pg/管）。按操

作步骤进行酶联免疫检测，加待测样品 a（g）加入到酶联免疫测试管中，将相应数据代入公式（1）～

（3），计算出每单位样品重量中的毒性当量。 

Y=(M/N) ×100%                                   （2） 

TEQ（pg I-TEQ/g）＝TEQ（pg/tube）/a×CAF                    （3） 

注：以上涉及到的符号在本标准中含义相同，本标准CAF取值范围为1.0-4.0，土壤和沉积物样品建

议取值4.0，固体废物样品建议取值2.0。 

12  检测限、精密度和准确度 

12.1  检测限 

本标准方法检出下限值为 4.0ngI-TEQ/kg。 

12.2  精密度 

同一样品重复测定相对标准偏差（RSD）变化范围为 5-70％。 

12.3  准确度 

方法空白加标回收率变化范围为70-130％。 

方法样品加标回收率变化范围为60-135％。 
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13  质量保证和质量控制 

13.1  标准曲线质量控制情况 

二恶英类筛查所有批次的实验所得到的 2,3,7,8－TCDD 校准标准测定值应在标准曲线质量控制范

围内，实验所得到的标准曲线方为合格。标准曲线质量控制情况见附录 D。 

13.2  分析质量保证最基本的要求 

13.2.1  应用方法空白来证明系统未被污染，空白值变化范围应在3.0-8.0 ng I-TEQ/kg之间。 

13.2.2  实验室应每批次考察校正结果、精密度和回收率一次，以确认分析系统处于正常状态。 

13.3  样品中标记化合物的回收率需要按期评价并做好记录，每30天对各种基质样品进行平行样分析

（不少于五个），计算出标记化合物的平均回收率（R）和回收率标准偏差（SR）。 

13.4  空白实验 

空白实验分为两种：试剂空白和操作空白。试剂空白用来检查分析仪器的污染情况；操作空白用来

检查样品制备过程的污染程度。 

13.4.1  试剂空白：所有试剂空白测试结果应低于方法检出限。 

13.4.2  操作空白：为评价实验环境的污染干扰水平，应进行操作空白实验。除不添加实际样品外，操

作空白试验的样品制备、前处理、仪器分析和数据处理步骤与实际样品分析步骤相同，结果应低于评价

浓度的1/10。在样品制备过程有重大变化时(如使用新的试剂或仪器设备，或者仪器维修后再次使用时)

或样品间可能存在交叉污染时(如高浓度样品)应进行操作空白的分析。 

13.5  标准溶液：标准溶液应装在密封的玻璃容器中避光冷藏保存。 

13.6  质量控制考察样品：每批次实验分析质量控制考察样品以确认校正标准的准确性和分析过程中的

可靠性。 

13.7  筛查实验材料 

筛查中所用试剂，实验仪器均按照筛查方法的规定进行采购，所有试剂、材料均满足筛查实验要求。 

13.8  采样控制 

在样品采集过程中，土壤采集按HJ/T166-2004《土壤环境监测技术规范》中采样的规定方法实施。

沉积物采集按HJ 494-2009《水质采样技术指导》中采样的规定方法实施。固体废物采集按HJ/T20-1998

《工业固体废物采样制样技术规范》中采样的规定方法实施。 

14  报告 

14.1  报告格式 

结果报告应采用表格形式，表中需包括样品种类、采样地点、测定对象、毒性当量浓度等内容。 

14.2  样品名称 

实验室检测样品种类包括土壤、沉积物和固体废物。 

14.3  筛查对象 

筛查对象包括 PCDDs 与 PCDFs。 
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14.4  浓度单位 

所有样品的毒性当量浓度单位均以 ng I-TEQ/kg 表示。 

15  废物处理 

15.1  实验室应遵守废物管理法律规定，避免废物排放对周边环境造成污染。 

15.2  实验室产生的废弃物属于危险废物的，应按有关法律规定进行处置。 

16  注意事项 

本实验方法是根据 PCDDs 和 PCDFs 同类物与其毒性当量因子（TEF）之积的 TEQ 设计来进行样品筛

查。在某些情况下也可以进行定量检测。 

分析质量控制样品来确认实验分析过程中的可靠性是非常必要的。为确保精度和结果的可靠性，

实验酶联免疫分析的所有操作必须在 20－26℃下操作。 

试剂盒中试剂的 40%用来做标准品和质量保证。重复，复查样品，标准相关材料，方法空白，以确

保实验的准确性。 
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附  录 A （规范性附录）二恶英类分析流程图 
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附  录 B（资料性附录）样品蒸发模式 

蒸发模式选项 A B C 

可允许样品数量 无限 有限 均可 

可做重复次数（次） 2 1 1 

样品稀释所加容量(μL) 约 30 0 30 

蒸发前加入样品试管中的保留液(μL) 150 62.5 100 

蒸发后残留（20%最初保留液）（μL） 30 12.5 20 

加入残留中的甲醇(μL) 120 50 80 

加入酶联免疫测定管中的起始液比例 33% 80% 50% 
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附  录 C（资料性附录）标准溶液浓度序列 

标准溶液序号 0 1 2 3 4 

2,3,7,8－TCDD 浓度   (ng/mL) 0 0.064 0.20 0.64 2.0 

加入到每管中的 2,3,7,8-TCDD 质量(pg) 0 3.2 10 32 100 
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附  录 D（资料性附录）标准曲线控制参数 

标准序号 1 2 3 4 

2,3,7,8－TCDD 浓度   (ng/mL) 0.064 0.20 0.64 2.0 

平均阴性空白比例（%NC） 87 66 41 29 

标准偏差（SD） 6.0 7.0 7.0 6.0 

阴性空白比例控制范围 75-99 52-80 27-55 17-41 

 


