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表１　精确度试验结果

加样浓度

（ｍｇ／Ｌ）
３次测定浓度（ｍｇ／Ｌ）
Ⅰ Ⅱ Ⅲ

回收率

（％）
ＲＳＤ
（％）

４．００ ３．３６ ３．６０ ３．４５ ８６．８４ ３．４６
１２．００ １１．６７ １０．５８ １１．００ ９２．３７ ４．９６
１８．００ １６．５２ １７．３９ １５．９９ ９２．４０ ４．２６

速检测分析方法，确定了多菌灵的表面增强拉曼特征峰：６３０、
７３０、１００４、１２２１、１２６２、１３６８、１４６２、１５２８ｃｍ－１。采用ＳＥＲＳ
方法检测干茶中多菌灵农药的最低检测浓度为２ｍｇ／Ｌ，满足
国标检测茶叶的要求；选用６３０ｃｍ－１处的峰强度与多菌灵浓
度制定标准曲线，在２～５０ｍｇ／Ｌ具有良好的线性关系，线性
方程为 ｙ＝１５．７３１ｘ＋１１５１．９，ｒ２ ＝０．９８０２；回收率为
８６．８４％～９２．４０％，ＲＳＤ均小于５％，说明本方法有良好的重
现率。该方法前处理简单，整个试验操作在２０ｍｉｎ内完成，
为检测农产品中农药残留提供了技术支持。
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微囊藻毒素 ＥＬＩＳＡ检测方法的建立与评估
胡乐琴，吴春燕，杨秀文，李修栋
（上海海洋大学水产与生命学院，上海２０１３０６）

　　摘要：采用制备的微囊藻毒素（ＭＣ－ＬＲ）单克隆抗体制备包被抗原，建立ＭＣ－ＬＲ的ＥＬＩＳＡ检测方法。该方法定
量检测区间ＬＱＤ为０．２０～４．００μｇ／Ｌ，最低检测限ＬＯＤ为０．１０μｇ／Ｌ，最高检测限ＨＯＤ为８．００μｇ／Ｌ，最佳包被抗原
浓度为０．５μｇ／ｍＬ，对应抗体稀释度为１∶２００００左右，酶标二抗工作稀释度选择为１∶６０００；应用该方法对加标水样
进行检测，综合回收率为（９８．０±１０．７）％，各样品检测结果变异系数均小于１０％。该ＥＬＩＳＡ方法准确度良好，精密度
优良。

　　关键词：微囊藻毒素；单克隆抗体；间接竞争ＥＬＩＳＡ；检测
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作者简介：胡乐琴（１９６６—），女，江西九江人，博士，副教授，主要研究
方向为微藻、微生物。Ｔｅｌ：（０２１）６１９００４７５；Ｅ－ｍａｉｌ：ｙｑｈｕ＠ｓｈｏｕ．
ｅｄｕ．ｃｎ。

　　我国是世界上藻灾最为严重的国家之一，藻毒素严重威
胁居民饮水安全和食品安全。我国主要的淡水藻毒素是微囊

藻毒素（ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｎ，ＭＣ），微囊藻毒素是淡水蓝藻产生的一
类生物活性物质，能够对人体多个器官产生危害，危害最严重

的靶器官是肝脏，长时间低剂量接触ＭＣｓ会导致肝损伤和诱
发癌症［１－２］。有研究表明，我国肝癌多发区与当地水中高含

量的微囊毒素有关［３－４］，ＭＣｓ引发的急性肝中毒症状表现为
肝细胞损伤、肝出血［５］。

　　预防藻毒素侵害最主要是保持水体清洁，防止藻类过量
生长；同时，能够精确及时地检测毒素也是预防毒素污染的有

效方法。我国淡水微囊藻毒素污染严重，但迄今为止尚没有

一种较合适于现场使用的藻毒素检测方法，因此研制我国自

主知识产权的检测淡水中微囊藻毒素的方法已成为当务

之急。

　　藻毒检测方法主要有色谱检测、生物检测、细胞检
测［６－８］，这些检测技术或是需要昂贵的仪器、或是需要较长的

检测时间、或是准确率不够。与其他检测方法相比，酶联免疫

法具有灵敏度高、特异性好、重复性高和检测准确快速的优

点，在现场快速检测上具有开发前景，近年来在赤潮藻毒素快
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速检测方面得到重视和发展。笔者所在实验室在成功制备高

效价 ＭＣ－ＬＲ单克隆抗体的基础上，初步建立了检测
ＭＣ－ＬＲ的间接竞争酶免疫学检测方法，为研制具有自主知
识产权的相关检测试剂盒奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　微囊藻毒素单克隆抗体由笔者所在课题组研制；其他试
剂均为国产分析纯。

１．２　包被抗原的制备
　　用兔血清白蛋白（ｒａｂｂｉｔｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＲＳＡ）制备包被抗
原ＭＣ－ＬＲ－ＲＳＡ［９］，冰箱保存备用。
１．３　抗原、抗体最佳稀释浓度的确定
　　在９６孔ＥＬＩＳＡ板上，检测抗原按纵向排列，抗体按横向
排列。检测抗原用包被缓冲液（ｐＨ值９．６，０．０５ｍｏｌ／Ｌ碳酸
盐缓冲液）稀释为１∶１０００、１∶２０００、１∶４０００、１∶８０００这４
个浓度，每浓度３个重复，每孔１００μＬ，４℃过夜；洗涤液后静
置１ｍｉｎ，重复洗涤３次；用０．１％ ＢＳＡ（用包被液进行稀释）
的封闭液进行封闭，每孔１２０μＬ，３７℃１ｈ，洗涤３次，拍干。
　　ＭＣ－ＬＲ抗体浓度调为７．５ｍｇ／ｍＬ，用高纯水稀释成如
下梯度浓度：０、０．０２５、０．０５、０．１、０．２、０．５、１、２、４、８、２０μｇ／Ｌ
共１１个点；依次加入酶标板上的１号至１２号孔中，抗体体积
为１００μＬ／孔，３７℃温育后洗涤３次；加入 ＨＲＰ标记的羊抗
鼠ＩｇＧ，酶标二抗羊抗鼠ＩｇＧ浓度选择为１∶６０００，每孔加入
１００μＬ，３７℃温育１ｈ，洗涤４次；显色液为 ＴＭＢ；终止液为
２ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４。在酶标仪上测定 Ｄ４５０ｎｍ值，确定最佳包被抗
原与抗体浓度。

１．４　标准曲线的测定
　　根据“１．３”节所得到的最佳包被抗原浓度和最佳抗体稀
释倍数，以及最佳二抗浓度，用标准系列稀释的 ＭＣ－ＬＲ（０、
０．０２５、０．０５、０．１、０．２、０．５、１、２、４、８、２０μｇ／Ｌ），按照间接竞争
ＥＬＩＳＡ测定。采用ｎ＝３个平行试验，获得标准曲线。
１．５　一抗最佳反应时间的确定
　　根据“１．３”节试验选取最佳的抗原、抗体稀释度，包被抗
原浓度为０．５μｇ／ｍＬ，对应的抗体稀释度为１∶２００００，作为
ＥＬＩＳＡ的反应条件。将ＭＣ－ＬＲ标准品用高纯水配制成如下
梯度浓度：０、０．２、０．５、１、２、４μｇ／Ｌ，共６个点，进行标准曲线
测定，每孔５０μＬ标准品；同时加入用 ＰＢＳ配制好的单抗溶
液，每孔５０μＬ，放入３７℃培养箱中温育，一抗反应时间设定
为３０、６０、９０ｍｉｎ３个组，每组３个平行；二抗体反应时间固定
为６０ｍｉｎ。每个时间内标准曲线设置２个平行。反应结束后
分别洗涤３次，拍干。
　　加二抗：酶标二抗采用ＨＲＰ标记的羊抗鼠ＩｇＧ，采用ＰＢＳ
稀释，每孔加入１００μＬ，３７℃温育１ｈ，洗涤４次，拍干。
　　显色：加入新配制的底物液（ＴＭＢ－Ｈ２Ｏ２），每孔１００μＬ，
室温下固定反应１０ｍｉｎ。测定 Ｄ４５０ｎｍ值，选择最佳一抗反应
时间。

１．６　实际水样的检测（准确度和精密度验证）
１．６．１　水样的采集和预处理　选取上海市不同来源的水样，
包括饮用水、地下水、景观娱乐用水（游泳池和公园水样）以

及地表水（城市河道水体）１４个样品，每个水样采集体积为

１０ｍＬ，对较混浊的样品采用０．４５μｍ的滤膜过滤。
１．６．２　水样的添加－回收测定　在１４个水样中添加标准微
囊藻毒素，每个样品毒素的最终浓度分别为 ０．２、０．５、
１．０μｇ／Ｌ，共３个不同浓度。采用直接竞争ＥＬＩＳＡ测定样品
中毒素含量，每个水样平行测定５次，根据标准曲线计算水样
中ＭＣ－ＬＲ浓度。同时测定原水中的毒素含量，结果进行比
较，并计算回收率。回收率的计算方法如下：每个样品平行测

定５次，计算吸光度的平均值，样品添加浓度（最终浓度）用Ｘ
表示，未添加标准品的样品测定平均值为 ｘ１，添加了标准品
的样品测定平均值为 ｘ２，则回收率计算如式（１）。当原水样
ＥＬＩＳＡ测定浓度超出本方法的检测限，即小于０．１μｇ／Ｌ时，
视为未检出，此时均按照ｘ１＝０计算回收率。

回收率＝
ｘ２－ｘ１
Ｘ ×１００％ 。 （１）

１．７　一致性检验
　　按照确定的ＥＬＩＳＡ标准曲线测试方法，对所包被的单条
可拆酶标板，同一个人分３ｄ（２０１４年４月７—９日）进行同样
的试验。

　　试验过程描述如下：包被抗原浓度为０．５μｇ／ｍＬ，对应的
抗体稀释度为１∶２００００，微囊藻毒素 －ＬＲ标准品：０、０．２、
０５、１、２、４μｇ／Ｌ共６个点，进行标准曲线测定，每孔５０μＬ标
准品；同时加入用ＰＢＳ配制好的单抗溶液，每孔５０μＬ，放入
３７℃培养箱中温育，时间６０ｍｉｎ；每个标准品设置２个平行。
反应结束后洗涤３次，拍干。加二抗：酶标二抗采用 ＨＲＰ标
记的羊抗鼠ＩｇＧ，采用ＰＢＳ稀释，每孔加入１００μＬ，３７℃温育
１ｈ，洗涤 ４次，拍干。显色：加入新配制的底物液（ＴＭＢ－
Ｈ２Ｏ２），每孔１００μＬ，室温下固定反应１０ｍｉｎ。终止：向每孔
中加入５０μＬ的２ｍｏｌ／Ｌ的硫酸溶液。测定：用酶标仪测定
其在４５０ｎｍ的吸光度Ｄ４５０ｎｍ。

２　结果与分析

２．１　包被抗原和抗体最佳浓度的确定
　　本试验结果包被抗原浓度为０．５μｇ／ｍＬ，对应的抗体稀
释度为１∶２００００左右，可以作为 ＥＬＩＳＡ良好的反应条件。
酶标二抗工作稀释度为选择１∶６０００。
２．２　标准曲线的绘制和分析
　　间接竞争ＥＬＩＳＡ的标准曲线如图１所示，误差线为ｎ＝３
次平行试验的标准偏差，试验重复性良好，相对标准偏差（变

异系数）均在１０％以内。从图１可以看出，曲线呈现明显的
反Ｓ形。
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　　由标准曲线可以分析：（１）半抑制浓度 ＩＣ５０＝（０．８１±
０．０５）μｇ／Ｌ。（２）检测限。间接竞争 ＥＬＩＳＡ的最低检测限
ＬＯＤ是结合率 ｙ＝１０％时所对应的目标物质的浓度，即
ＬＯＤ＝０．１０μｇ／Ｌ；最高检测限ＨＯＤ是结合率ｙ＝９０％时所对
应的目标物质的浓度，即 ＨＯＤ＝８．００μｇ／Ｌ。（３）定量检测
区间。靠近中点处（ｘ０）的一段区间是线性的，称之为定量检
测区间，间接竞争ＥＬＩＳＡ的定量检测区间是结合率为８０％～
２０％所对应的目标物质的浓度区间，即 ＬＱＤ为 ０．２０～
４．００μｇ／Ｌ。　
２．３　最佳一抗反应时间的确定
　　一抗反应３０ｍｉｎ的结果（图２）表明，吸光度偏低，同时
在较高浓度范围内，吸光度变化不是太明显，标准曲线有拖尾

的现象。一抗反应６０ｍｉｎ的结果（图３）表明，标准曲线线性
较好，能满足实际检测的需要。

　　一抗反应９０ｍｉｎ的结果（图４）表明，吸光度较高，说明
反应充分；同时标准曲线的线性度也较好，也能满足实际检测

要求。但是９０ｍｉｎ相对来说时间较长，不推荐在实际操作中
应用。

２．４　添加－回收检测结果分析
　　表１中样品１～４分别为笔者所在实验室饮用水、地下
水、游泳池水及公园景观水。由表 １可知，水样 １～４的
ＥＬＩＳＡ测定结果均小于０．１μｇ／Ｌ，均视为未检测出 ＭＣ－ＬＲ。
其中水样 ４为地表水体，有富营养化趋势，最有可能存在
ＭＣ－ＬＲ。但由于采样时间为３月底，尚没有发生藻类水华
的暴发，因而没有检出ＭＣ－ＬＲ。各样品的综合回收率为
（９８．０±１０７）％。此结果表明，本研究的ＥＬＩＳＡ方法准确度
良好。而且各样品检测结果的变异系数均小于１０％，精密度
优良，所建立的ＥＬＩＳＡ检测方法具有良好的稳定性。

表１　实际水样检测分析结果

样品编号
原水中ＭＣ－ＬＲ浓度

（μｇ／Ｌ）
加入的标准ＭＣ－ＬＲ浓度

（μｇ／Ｌ）
加标后检测结果

（μｇ／Ｌ）
变异系数

（％）
回收率

（％）
样品１ ＜０．１ ０．２ ０．２２ １．８ １１０

０．５ ０．５６ ２．０ １１２
１．０ ０．９６ ３．６ ９６

样品２ ＜０．１ ０．２ ０．２１ ３．５ １０５
０．５ ０．５２ ２．３ １０４
１．０ ０．９０ ４．５ ９０

样品３ ＜０．１ ０．２ ０．１７ ７．９ ８５
０．５ ０．４１ ９．７ ８２
１．０ ０．９１ ７．２ ９１

样品４ ＜０．１ ０．２ ０．１８ ８．７ ９０
０．５ ０．４９ ５．３ ９８
１．０ １．１３ ９．０ １１３

２．５　一致性试验
　　试验结果（图５、图６、图７）表明，各标准曲线的斜率较为
接近；吸光度虽然略有差异，但这应该是由试验过程中显色－
终止时间的微小差异决定的，不可避免。总体来说，所建立的

微囊藻毒素ＥＬＩＳＡ方法，一致性较好。

３　讨论

　　微囊藻毒素目前已经分离出 ８０多种异构体［１０］，其中

ＭＣ－ＬＲ是目前毒性最大、存在最广泛、研究最多的一种，也

是我国最常见的微囊藻毒素种类［１１］。目前 ＭＣ－ＬＲ被定为
检测微囊藻毒素污染的指标。为了降低 ＭＣｓ对人和水生动
物的毒性及潜在危害性，世界卫生组织（ＷＨＯ）推荐水中微囊
藻毒素的安全指导值ＭＣ－ＬＲ是１０００ｎｇ／Ｌ［１２］。
　　常用的藻毒素检测方法是高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）、免疫
学法以及生物毒性法（ＭＢＡ）。ＨＰＬＣ法精确灵敏，但需要复杂
的设备和专业的操作人员；ＭＢＡ法简单直观，但精确性和灵敏
性较差。免疫学技术利用抗原抗体之间的特异性进行样品捕

获和检测，被应用于检测领域后取得了显著的效果，具有快速、
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灵敏、操作简单、不需要复杂仪器设备、价格低廉、便于制成可

携带的检测纸板和试剂盒等优点，成为我国攻克藻毒素现场快

速检测的首选方法。国际上已经有关于免疫检测技术在藻毒

素检测的研究报道，并且已经制备出了部分藻毒素的ＥＬＩＳＡ试
剂盒，如美国、日本、欧洲一些国家有微囊藻毒素（ｍｉｃｒｏｃｙｓ
ｔｉｎ）［１３－１４］和软海绵酸（ｏｋａｄａｉｃａｃｉｄ，ＯＡ）的ＥＬＩＳＡ检测试剂盒
销售［１５－１６］，但价格昂贵，检测成本高，不适合大量样品的检测；

近年我国也有学者研究藻毒素的免疫检测技术，如盛建武等将

ＭＣ与ＢＳＡ偶联制备免疫原ＭＣ－ＬＲ－ＢＳＡ，用其研制的抗体
建立的ＥＬＩＳＡ，最低的检测限为１０ｎｇ／Ｌ［１７］。赵晓联等采用人
ＫＬＨ作为载体制备免疫原 ＭＣ－ＬＲ－ＫＨＬ，其抗体建立的
ＥＬＩＳＡ最低检测限为０．０１ｎｇ／ｍＬ［１８］。
　　本研究选取我国典型微囊藻毒素（ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｎ－ＬＲ）为研
究对象，采用碳二亚胺缩合方法分别合成了毒素的完全抗原

ＭＣ－ＬＲ－ＫＬＨ，利用制备的单克隆抗体发展建立了有效的
ＭＣ－ＬＲ间接竞争酶联免疫检测，最佳包被抗原浓度为
０．５μｇ／ｍＬ，对应抗体稀释度为１∶２００００左右，酶标二抗工
作稀释度选择为 １∶６０００；检测区间 ＬＱＤ为 ０．２０～
４．００μｇ／Ｌ，最低检测限ＬＯＤ为０．１０μｇ／Ｌ，最高检测限 ＨＯＤ
为８．００μｇ／Ｌ，特异性较好。

　　应用该方法对４个加标水样进行检测，各水样原水均未
检测出ＭＣ－ＬＲ（＜１０ｎｇ／Ｌ），检测结果相对标准偏差均小于
１０％，与投加的标准 ＭＣ－ＬＲ相关系数大于０．９８，样品的回
收率在综合回收率为（９８．０±１０．７）％。该 ＥＬＩＳＡ方法准确
度良好，精密度优良。
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