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摘要

由于黄曲霉毒素 B1（Aflatoxin B1，AFB1）和伏马毒素 B1（Fumonisin B1，FB1）

毒性大，广泛污染玉米，难以防控，因此，快速灵敏的检测方法是防止已经污染的农

产品进入食物链的重要手段。近年来，市售的 ELISA 试剂盒和试纸条产品由于高特

异性强和高灵敏度，广泛用于高通量检测。然而 ELISA的准确性和稳定性受许多因

素影响；试纸条通常基于单抗标记，其信号放大作用有限，易造成假阴性从而影响检

测结果准确性。目前，单抗（monoclonal antibody，mAb）是成功构建上述方法的关

键试剂，其主要通过筛选阳性杂交瘤细胞分泌而得，因而，杂交瘤细胞的筛选过程主

要影响到制备的单抗质量，进而影响到所构建的免疫分析方法的性能。因此，针对严

重污染玉米的 AFB1和 FB1，以及目前市售免疫检测产品的局限性，本课题的主要研

究成果如下：

（1）有限稀释亚克隆次数对 AFB1单抗制备的影响：经 PEG法进行细胞融合制

备杂交瘤细胞，采用 ELISA结合不同浓度的标准品筛选阳性株，并采用有限稀释法

对其进行 10次亚克隆。结果表明，高浓度的 AFB1标准品筛选可能有利于富集保留

阳性细胞株，随着亚克隆次数的增加，细胞阳性率和单抗抑制率逐渐增加，然而当亚

克隆次数超过 7次时，阳性细胞株生长繁殖缓慢，检测周期变长，且单抗的抑制率几

乎不变甚至降低。此外，对最终得到的杂交瘤细胞株 ZFG8分泌的单抗进行评价和可

变区基因和氨基酸序列分析，其半抑制浓度（IC50）为 1.1539 ng/mL，检测范围

（IC20-IC80）为 0.2829-4.7073 ng/mL，对其他黄曲霉毒素的最大交叉反应率为 0.73%。

（2）构建 ELISA以高通量检测玉米粉中的 AFB1：为提高 ELISA的准确性和稳

定性，收集市售和实验室抗原抗体，研究了来自不同厂家的抗原抗体组合对 ELISA

的效价和灵敏度的影响。在最优的工作条件下，建立了 ELISA 以高通量检测玉米粉

中的 AFB1。结果表明，在玉米粉基质中，该方法的 IC50为 0.1625 ng/mL，线性检测

范围为 0.0195-2.5 ng/mL（相当于玉米样品的 0.2343-30 μg/kg），玉米粉基质的线性

拟合方程为 Y=-0.4051X+0.2978（Radj2=0.9821）。此外，该方法可以特异性识别 AFB1，

加标回收率为 81.13%-96.94%，相对标准偏差均≤9.14%，在 1份玉米粉标准物质（GBW
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（E）100386）和 3份市售玉米粉实际样品的检测结果中，所建立的 ELISA与 HPLC

具有高度的一致性。这些表明该方法灵敏度、特异性和准确性较高，可以满足玉米粉

中 AFB1的高通量检测。

（3）基于间接信号放大策略的 LFI 快速定量检测 FB1：为放大检测信号，保护

单抗活性，提高检测结果准确性，以铕荧光纳米颗粒标记羊抗鼠 IgG 以制备通用检测

探针（羊抗鼠 IgG@Eu），在最优条件下，构建了基于间接信号放大策略的免疫层析

试纸条检测玉米中的 FB1。该方法可以特异性地识别 FB1，在玉米中的检测限为 0.025

ng/mL（基于样品重量为 0.50 ng/g），检测范围约为 1-50 ng/mL（根据样品重量为

20-1000 ng/g）；加标回收率为 82.50-115.08%，相对标准偏差≤6.06%。将其应用于玉

米样品的实际检测中，所建立的方法与 HPLC-MS/MS具有高度的一致性。这些表明

该方法具有极高的灵敏度、良好的特异性、精确性和准确性，可以用于玉米中 FB1

的现场快速筛查。

综上所述，以上研究为杂交瘤细胞筛选、单抗制备和抗原抗体的选择提供了一定

的参考价值，所建立的 ELISA和 LFI 在一定程度上可以克服市售产品的局限性，并

满足玉米样品的现场高通量检测需求，这为构建其他免疫分析方法提供了一定的理论

和实践支持。

关键词：黄曲霉毒素 B1；伏马毒素 B1；亚克隆次数；单抗制备；ELISA；侧流免疫分析
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Abstract

Aflatoxin B1 (AFB1) and Fumonisin B1 (FB1) widely contaminating corn are highly

toxic and difficult to control, thus, rapid and sensitive detection methods are important to

prevent contaminated agricultural products from entering the food chain. In recent years,

commercial ELISA kits and test strips have been widely used for high-throughput detection

due to their high specificity and sensitivity. However, the accuracy and stability of ELISA

are affected by many factors; the test strip is usually based on monoclonal antibody (mAb)

labeling, and its signal amplification effect is limited and is easy to cause flase negative,

which affects the accuracy of detection results. At present, mAb is the key reagent for the

successful construction of immunoassay, which is mainly obtained by screened positive

hybridoma cell line. Therefore, the screening process of hybridoma cell mainly affects the

quality of the prepared mAb, which in turn affects the performance of the constructed

immunoassay. So, aimed at the AFB1 and FB1 seriously contaminating corn, as well as the

limitations of current commercially immunoassay products available, the main research

results of this project were as follows:

(1) Effects of different times of limiting dilution subcloning on the preparation of

mAb against AFB1: Hybridoma cells were fused and prepared by PEG method. The

positive cell line was screened by ELISA combined with different concentrations of

standards, and then was subcloned up to 10 times by limiting dilution analysis. The results

showed that the screening process with high concentration standard may be conducive to

the enrichment and retention of positive cell lines, with the increase of subclonal times, the

cell positive rate and the inhibition rate gradually increased. However, when the subclonal

times exceeded 7 times, the growth and reproduction of positive cell lines became slower,

the detection cycle became longer, and also the inhibition rate of mAb almost remained

unchanged or even decreased. In addition, the final obtained mAb secreted by the

hybridoma cell line ZFG8 was evaluated by ELISA, and the variable region gene and

amino acid sequence of mAb were analyzed. The half inhibitory concentration (IC50) was

1.1539 ng/mL, the detection range (IC20-IC80) was 0.2829-4.7073 ng/mL, and the

maximum cross reaction rate to other aflatoxins was 0.73%.
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(2) Construction of ELISA for high-throughput detection of AFB1 in corn flour: In

order to improve the accuracy and stability of ELISA, commercial and laboratory antigen

and antibody were collected, the effects of combinations of antigen and antibody from

different manufacturers on the titer and sensitivity of ELISA were studied. In addition, an

ELISA for the high-throughput detection of AFB1 in corn flour was established by

optimizing the conditions. The results showed that the IC50 of this method was 0.1625

ng/mL and the linear detection range was 0.0195-2.5 ng/mL (equivalent to 0.2343-30

μg/kg based on corn flour sample), the linear fitting equation of corn flour matrix was

Y=-0.4051X+0.2978 (Radj2=0.9821). Furthermore, the method could specifically identify

AFB1, the recovery rate was 81.13%-96.94%, and the relative standard deviation (RSD)

was lower than 9.14%. In the detection results of one corn flour reference material (GBW

(E) 100386) and three actual samples of commercial corn flour, the established ELISA was

highly consistent with HPLC. These results showed that the method had high sensitivity,

specificity and accuracy, which could meet the high-throughput detection of AFB1 in corn

flour.

(3) Rapid quantitative detection of FB1 by LFI based on indirect signal amplification

strategy: In order to amplify the detection signal, protect the activity of mAb and improve

the accuracy of detection results, goat anti-mouse IgG was labeled with europium

fluorescent nanoparticles to prepare a universal detection probe (Goat anti-mouse

IgG@Eu), under the optimal conditions, an immunochromatographic test strip based on

indirect signal amplification strategy was constructed to detect FB1 in corn. This method

could specifically identify FB1, the detection limit in corn was 0.025 ng/mL (0.50 ng/g

based on the sample weight), and the detection range was 1-50 ng/mL (20-1000 ng/g based

on the sample weight), the recovery rate was 82.50-115.08% and the relative standard

deviation (RSD) was lower than 6.06%. This method was applied to detect the actual corn

samples, the result was highly consistent with that of HPLC-MS/MS. These results showed

that the method had high sensitivity, good specificity, accuracy and accuracy, and could be

used for rapid screening of FB1 in corn on site.

In conclusion, the above research provided a certain reference value for hybridoma

cell screening, monoclonal antibody preparation and the selection of antigen and antibody.

The established ELISA and LFI could, to some extent, overcome the limitations of

commercial products, and meet the needs of on-site and high-throughput detection of corn
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samples, thus providing certain theoretical and practical support for the construction of

other immunoassay.

Keywords: Aflatoxin B1; Fumonisin B1; Times of subcloning; Monoclonal antibody

preparation; Enzyme-linked immunosorbent assay; Lateral flow immunoassay
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第一章 绪论

1.1 真菌毒素

真菌毒素是由真菌在收获、作物储存、加工、运输等期间产生的有毒次生代谢物，

广泛存在于谷物、饲料及其制品中。单一真菌可能同时产生一种以上的真菌毒素，不

同的真菌可在同一植物中增殖，在这两种情况下都容易导致两种或两种以上的真菌毒

素污染[1]。目前，已发现近 400种真菌毒素和代谢产物[2]，其中易污染农产品且危害

严重的是黄曲霉毒素(Aflatoxins，AFs）、伏马菌素(Fumonisins，FBs)、赭曲霉毒素

(Ochratoxin，OTA)、玉米赤霉烯酮（Zearalenone，ZEN)[3]，食用真菌毒素污染的食物

可导致不同的毒性作用和不良影响，对人体与动物的健康造成严重威胁[4-7]。

1.1.1 黄曲霉毒素的理化性质与危害

黄曲霉毒素(AFs）主要是由黄曲霉（Aspergillus flavus）和寄生曲霉（Aspergillus

parasitic）产生的次级代谢物，这种霉菌毒素大多是在较温暖的气候中产生，在炎热

干燥或潮湿的条件下易于污染农产品[8,9]。黄曲霉毒素是以二氢呋喃环和香豆素为基

本结构的一组结构类似的化合物，其二氢呋喃末端的双键有较强的毒性并具有致癌

性，目前已经鉴定出 12种黄曲霉毒素，主要的黄曲霉毒素如图 1.1所示[10]，分子量

为 312-346 Dal，其耐高温，难溶于水，易溶于甲醇、乙醇等有机溶剂中；同时，黄

曲霉毒素在紫外光照射下可以发出强烈的不同颜色的荧光。考虑到对人体的毒性作

用，黄曲霉毒素在真菌毒素中具有代表性并备受关注，国际癌症研究机构（IARC）

将有毒物质划分为五类（I、2A、2B、3、4类），而黄曲霉毒素中最主要的四种化合

物，即黄曲霉毒素 B1、B2、G1、G2（AFB1、AFB2、AFG1、AFG2）和黄曲霉毒素

M1（AFM1）均列为人类致癌物第 I类[11]。据报道，全球有近 45亿人面临过度接触黄

曲霉毒素的风险，这导致由黄曲霉毒素诱发的肝癌病例占所有肝癌病例的

4.6-28.2%[12]。

黄曲霉毒素 B1（Aflatoxin B1，AFB1）的分子式为 C7H12O6，分子量 312 Dal，在

365 nm紫外光下，发出蓝紫荧光，其具有极高的理化性质稳定性，如耐高温、易溶

于有机溶剂等，这就意味着通过常规的手段难以破坏其分子结构，从而降低其毒性[13]；
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而且，研究表明，黄曲霉毒素 B1是已知的最有效的天然致癌物，具有极高的毒性[14]，

其中位致死剂量（LD50）为 0.36 mg/kg（体重），属于剧毒范围[15]。毒理学研究表明，

AFB1被细胞色素 P450微粒体酶代谢为黄曲霉毒素-8,9-环氧化物(AFBO)，这一化合

物与 DNA结合并形成加合物，从而导致 DNA损伤[16]。此外，已经有足够的人类流

行病学和动物实验证明 AFB1具有高度致癌性[17,18]、诱变性和致畸性[19,20]；而且 AFB1

作为一种实验性肝癌原，被认为是人肝癌（HCC）的主要诱导因素[21]，这表明其具

备极高的潜在的肝致癌风险，从而严重危害人类健康。

1.1.2 伏马毒素的理化性质与危害

伏马毒素（Fumonisins）主要是由串珠镰刀菌（Fusarium moniliforme）产生的有

毒次级代谢产物[22]，是一组由不同的多氢醇和丙三羧酸组成的结构类似的双酯类化合

物，目前已发现 28种伏马毒素类似物[23]，其中，伏马毒素 B1（Fumonisin B1，FB1）

约占总伏马毒素的 75%，是伏马毒素的主要成分和常见污染物，并且毒性最强[24,25]。

伏马毒素 B1被国际癌症研究机构（IARC）归为人类致癌物 2B组[26]。

伏马毒素 B1（Fumonisin B1，FB1）的分子式为 C34H59NO15，分子量为 721 Dal，

纯品为白色粉末，易溶于水、甲醇及乙腈水，在常温甲醇溶液中易分解为单甲酯或双

甲酯，常温水溶液下稳定，耐酸碱，且具有热稳定性[27,28]，这些表明其具有极高的理

图 1.1 常见的黄曲霉毒素化学结构式

Fig. 1.1 The chemical structure of aflatoxins B1,B2,M1,M2,G1,G2[11]
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化稳定性。目前，伏马毒素的毒性机理尚不明确，但毒理学研究表明，伏马毒素的结

构与鞘氨醇类似，会造成的鞘脂类代谢紊乱以及脂类合成失控，这可能影响相关的调

控功能，进而影响其他代谢[29,30]。另有研究表明，当长期暴露于 FB1时，许多物种涉

及肝毒性、生殖毒性、免疫系统的毒性和其他疾病，如生长障碍，先天缺陷等[31-34]，

这些进一步证明高水平的 FB1暴露量会引起各种潜在的风险从而严重危害生物体的

健康。

1.1.3 真菌毒素的污染范围与限量标准

真菌毒素污染农产品是全世界普遍存在的问题。据统计，全世界每年超过 25%

的农作物会被真菌毒素污染，这些污染会导致农作物营养价值下降，生产成本升高，

感染疾病的概率和死亡率的增加，从而导致巨大的农业损失以及饲料产业经济损失，

并且真菌毒素产生的大量有毒次级代谢产物会通过食物链的积累进入人体，从而严重

危害人类生命健康安全[35]。从 20世纪 70年代开始，人们已经意识到真菌毒素污染饲

料甚至威胁人类食品安全。然而，迄今为止，农产品中真菌毒素污染依然是一个亟待

解决的问题。由于真菌种类繁多，在自然界分布广泛，其对环境适应能力强，因此，

真菌毒素广泛存在于并易污染玉米、小麦、大米、玉米、大豆等粮农产品，还会污染

饲料、牛奶、茶叶、食用油等农副产品[36-39]。其中，黄曲霉毒素 B1和伏马毒素 B1同

时污染玉米、饲料等农副产品现象普遍。例如，在 2013-2014年，一份对山东省 520

份玉米或储藏玉米的真菌毒素检测报告显示，AFB1、AFB2、FB1、FB2、DON、ZEN

均有检出，且 AFB1检测超标[40]；另外，在 2013-2016年陕西省 382份市售小麦粉样

品中同时检出黄曲霉毒素和伏马毒素[41]；2018年，一份对 2017年 1-12月来自我国

不同省份的 876份饲料样品的研究结果显示 AFB1的阳性检出率高达 93.75%，FB1的

阳性检出率为 88.75%，且 98.97%的饲料及原料受到 2种及以上霉菌毒素污染[42]。

随着社会经济的发展和人们健康意识的增强，针对真菌毒素引起的农副产品质量

安全问题，世界各国和不同地区制定了关于食品中真菌毒素的限量标准或详细指南

（表 1.1），以保护消费者健康。与此同时，随着社会发展，许多真菌毒素标准已经

增加了新的产品类别，限量值也在逐渐降低，样品抽样、处理方法和分析方法逐渐增

多，标准更趋于严格、详细、多样化[43-45]。我国国标（GB2761-2017，GB5009.240-2016，

GB13078-2017）中明确规定了黄曲霉毒素、赭曲霉毒素 A、玉米赤霉烯酮、脱氧雪
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腐镰刀菌烯醇、伏马毒素等真菌毒素的限量标准，以保护消费者健康。

表 1.1 不同国家和地区真菌毒素的限量标准

Tab. 1.1 The limit standards of mycotoxinin in different countries and regions

霉菌毒素 地区 产品种类 限量要求（µg/kg）

AFB1

China
玉米、玉米及其制品 20

大米 10
小麦 5

FDA
成人食品 20

婴幼儿配方食品 0.5

AFTs EU
谷物及其制品 4
玉米及大米 10

AFM1

China 乳及其乳制品、婴幼儿配方食品 20

EU
牛奶 0.5

婴幼儿食品 0.1
FDA 牛奶 0.5

赭曲霉毒素 A
China 谷物及豆类 5
EU 谷物及其制品 3

玉米赤霉烯酮
China 玉米及小麦 60
EU 谷物及其制品 75

脱氧雪腐镰刀菌烯醇

China 玉米、小麦等 1000
FDA 小麦及其制品 1000
EU 谷物及其制品 750

展青霉素
China 水果（苹果、山楂）制品 50
EU 固体苹果制品 50

伏马毒素（FB1+FB2）

China 玉米及其制品 6×104

FDA 玉米及其产品 2000

EU
成人玉米食品 400
婴儿玉米食品 200

1.2 真菌毒素生物识别元件研究

生物识别元件能识别待检测的目标物，影响所构建方法的灵敏度和特异性。目前，

真菌毒素生物识别元件通常有抗体、核酸适配体[46,47]（RNA、ssDNA或自组装 DNA）、

分子生物探针[48,49]、酶类[50-52]（DNA酶、RNA酶、分裂荧光素酶）、分子印聚物[53,54]

等，相较于其他识别元件，由于抗体和适配体对生物分子识别的柔性作用，其广泛应

用于真菌毒素检测中[55]。
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1.2.1 抗体分类

目前，抗体分为多抗[56]、单抗[57,58]、双抗[59,60]、基因工程抗体[61-63]等，每种抗体

都具备各自的优点和局限性，比如，多抗易制备，只是由于免疫过后抗血清的成分过

于复杂，因此所获得的抗体亲和力较低，灵敏度也较差；双抗可以同时识别两种目标

物，能够实现同步检测，提高了检测效率，只是目前的制备过程周期长且较复杂；基

因工程抗体可以合理设计并定性改造现有的抗体，可以得到理想的单抗（scFv、Fab）、

重组双抗、纳米抗体，但涉及基因文库筛选、基因克隆与表达载体构建等基因工程，

操作过程耗时复杂。近年来，双抗、纳米抗体、基因工程抗体由于其潜在的优势受到

了越来越多的关注、研究和应用，而相较于以上抗体，单抗通常由杂交瘤细胞株分泌

所得，一般通过 ELISA 筛选结合 4次的亚克隆就可以得到质量较好的阳性杂交瘤细

胞株，其制备体系比较完善成熟、操作简单、经济成本较低，且得到的抗体质量较高，

作为一种生物识别元件广泛应用于免疫分析方法的构建。

1.2.2 单抗制备方法研究

目前，单抗主要是由杂交瘤细胞分泌所得，因此，如何简单快速、高效地筛选出

能够稳定分泌高质量单抗的阳性杂交瘤细胞株仍然是个亟待解决的瓶颈。一些新型的

技术已经用于杂交瘤细胞的筛选，如 Jin Zhiyuan 等人设计了一种基于夹心细胞表面

荧光免疫吸附法 （SCSFIA）以快速筛选杂交瘤细胞[64]；此外，一些研究学者采用基

于噬菌体展示库[65]、流式细胞仪[66,67]等技术制备抗体，这种方法筛选效率高，只是涉

及文库筛选、基因工程等，操作较为复杂或者仪器昂贵，限制了其应用范围。比较常

规的操作是 ELISA筛选出杂交瘤阳性株，有限稀释法亚克隆阳性株，反复 4次左右

可得分泌单抗的阳性杂交瘤细胞株，如张媛媛通过细胞筛选和 3次亚克隆，获得的杂

交瘤细胞 4D9能够稳定分泌抗 AFB1的单抗，结果表明，所制备的单抗对 AFB1具有

较强的亲和性和特异性，灵敏度符合国家限量标准[68]；管笛利用体细胞融合成功制备

出抗AFM1单抗并在此基础上获得了抗独特性抗体以代替AFM1标准品进行绿色免疫

分析[69]；张道宏设计了 ELISA结合梯度筛选法筛选阳性株，经过 2-4次亚克隆，最

终成功筛选出一株超灵敏的黄曲霉毒素通用单抗 1C11（对 AFB1、B2、G1和 G2的灵

敏度（以 IC50表示）依次为 1.2、1.3、2.2和 18.0 pg/mL）以及 2株抗黄曲霉毒素 B1

和M1的特异性单抗，并用所得的单抗构建了免疫层析方法检测黄曲霉毒素[70]，这种
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筛选方法提高了阳性率，有效避免了阳性细胞株的丢失。只是通过几次亚克隆制备获

得单抗，若增加亚克隆次数，其对阳性细胞株的生长繁殖、单抗灵敏度和特异性的影

响还有待研究。

1.3 真菌毒素免疫分析方法研究

在过去，普遍采用色谱分析如薄层色谱法[71]、高效液相色谱法[72,73]和液相色谱-

质谱法[74]等实现对真菌毒素的定量检测，虽然应用上述方法检测结果灵敏、准确，但

需要复杂的样品预处理、昂贵的仪器和专业的操作人员，这可能使其难以实现快速、

高通量筛选。为克服以上方法的局限性，以抗体-抗原高特异性识别的免疫传感器（免

疫分析方法），再结合不同种类的材料（染料、荧光素、纳米颗粒）以起到修饰、放

大信号或者作为探针的作用，由于其优异的性能，已经被开发应用于各个领域中[68]。

1.3.1 表面增强拉曼散射免疫分析

拉曼散射是光与物质相互作用的一种形式，其实质是光子和散射物质中的分子之

间发生了非弹性碰撞，产生了光的非弹性散射效应。而表面增强拉曼散射（Surface

Enhanced Raman Scattering，SERS）是指当一些分子被吸附到某些粗糙的金属（如银、

铜、金等）表面上时，它们的拉曼散射强度会增加 104-106倍。目前，其理论模型还

未确定，但人们较普遍的看法是基于物理增强（电磁增强）和化学增强（分子增强）

这两种机制导致拉曼散射强度的大大增加。由于该效应发生于金属-吸附分子体系，

而且 SERS可以获得待测物的 SERS光谱的定性和定量信息，因此其广泛应用于生物

医学、环境监测和食品工业中[76]。如 Li Yu等人将 AFB1-BSA、ZEA-BSA和 OTA-BSA

包被在微阵列金表面，用 5,5-二硫代双（琥珀酰亚胺基-2-硝基苯甲酸）（DSNB）标

记金纳米颗粒（GNPs）作为拉曼报告分子，与霉菌毒素单抗偶联后形成 SERS探针，

开发了一种基于 SERS的免疫分析方法以检测 AFB1、ZEA、OTA，这种设计允许三

种独立的免疫反应进行多重分析，结果表明，AFB1、ZEA、OTA 的检测限分别为

0.061-0.066 ， 0.53-0.57，0.26-0.29 μg/kg[77]；Zhang Wanjun等人整合了双拉曼标记和

三线分析格式，用 5,5-二硫代双-2-硝基苯甲酸（DTNB）和 4-巯基苯甲酸（MBA）标

记 Au@Ag纳米颗粒作为拉曼报告分子，然后偶联相应抗体后，形成 SERS探针，构

建基于 SERS的侧流免疫层析试纸条同时检测玉米中的六种霉菌毒素[78]。基于 SERS

的免疫分析方法具有制样简单、峰形窄、灵敏度高、选择性好等优点，但是目前对霉
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菌毒素检测的报道很少，研究仍处于起步阶段，而且拉曼光谱仪器昂贵，在研究新型

的 SERS探针、信号放大等方面还有待深入研究。

1.3.2 表面等离子共振免疫分析

表面等离子共振（Surface Plasmon Resonance，SPR）是一种光学现象，用于检测

全本反射条件下金属薄膜（Au或 Ag）表面亲和作用下引起的折射率变化，其对表面

分子的结合提供及时敏感的响应。以 SPR技术为基础的表面等离子共振免疫传感器

具有所需样品量小、金属芯片可重复利用、抗原抗体反应动态实时检测、高通量筛选

等突出优点，在环境监测、食品安全、临床诊断等多个领域得到广泛应用[79]，然而，

表面等离子共振分析通常用于大分子量分析，导致其在金属膜表面折射率的可测量变

化，霉菌毒素通常是一类小分子化合物，因此通常用间接竞争法分析，再辅以不同种

类的纳米材料修饰到金属膜表面，以提高方法的响应性能。如 Aleksandra

Karczmarczykac 等人构建了一种基于金纳米颗粒增强的 SPR间接竞争免疫分析法，

灵敏地检测红酒样品中的 OTA，LOD 为 0.068 ng/mL[80]；采用 SPR免疫分析方法进

行实时监测中，信号放大以及生物识别元件固定是一项挑战，但是可以通过使用合适

的包覆剂或配体进行纳米颗粒的表面修饰来克服这一局限性。因此，有研究学者将半

胱氨酸沉积在金膜上，再沉积脂酸-金纳米颗粒，形成自组装单层膜（SAM），再通

过沉积蛋白质 A固定单抗，以检测 AFB1，实验结果表明，与直接修饰 AuNPs的 SPR

免疫分析方法相比，基于上述修饰模式的 SPR免疫分析方法可使灵敏度提高 6倍[81]。

虽然 SPR免疫分析展现出了小分子检测方面的优势和潜力，同时，在应用 SPR时，

降低与非靶标分子的非特异性吸附，开发新型的 SPR芯片、仪器的小型便携化等仍

有待研究。

1.3.3 化学发光免疫分析

化学发光（Chemiluminescence，CL）是由化学反应中能量的释放引起的现象，

产物从激发态跃迁回到基态，触发光的产生，光强在 1-2 min内达到最大值，从而缩

短了整体分析时间，同时避免了背景干扰和放射免疫分析中的污染风险，其在不同领

域应用广泛[82]。其中，最普遍的化学发光免疫分析是利用过氧化物酶可以催化鲁米诺

和 H2O2体系的氧化，而目标化合物的含量与鲁米诺或其衍生物的 CL强度有关[83]。

此外，为了满足检测多种毒素的需求以及降低背景值，Xu Jie等人以单抗、过氧化物



山东理工大学硕士学位论文 第一章 绪论

8

酶催化鲁米诺和 H2O2体系，利用硅水胶光子晶体微球（SHPCM）悬浮阵列建立了一

种超灵敏、低背景的化学发光免疫传感器同时检测 AFB1、FB1和 OTA[84]；为避免基

质中的复杂成分干扰，Xie Gang等人利用磁性颗粒将反应后的成分分离，在碱性磷酸

酶存在下，催化 Lumigen APS-5 溶液产生荧光，结果表明其对 AFB1的 LOD 较低，

为 0.05 ng/mL，这为复杂样本中其他霉菌毒素的定量提供了可行性[85]。为进一步实现

信号放大，降低背景干扰，提高其精确性，未来可以从引入新型纳米材料和纳米酶、

开发无标签的化学发光方法及小型便携式化学发光仪等方面加强研究。

1.3.4 电化学发光免疫分析

电化学发光（Electrochemiluminescence，ECL）是电化学与化学发光结合的产物，

它是通过电化学反应直接或间接引发的发光现象[86]。根据 ECL反应的机理，ECL体

系主要分为湮灭型 ECL体系、共反应物 ECL体系、阴极 ECL体系，不论哪种体系，

都是在施加一定强度的电压后，反应体系中生成激发态的产物，激发态的产物跃迁后

回到基态，在此过程中产生发光现象，由于加入待测物后，光强信号改变，故可进行

目标物的定量检测。如 Zheng HongLi 等人利用 TRM的双重功能（固定功能和探针功

能）形成双放大信号，联吡啶钌（Ru(bpy)32+）为电化学发光剂，设计了一种双抗体

夹心法的电化学发光免疫分析法检测 ZEN，这显著提高了免疫传感器的性能[87]；为

了进一步提高 ECL免疫传感器的检测性能，Zheng HongLi 等人在原来研究的基础上

发现，二茂铁羧酸（FCA）可以有效地猝灭[Ru(dcbpy)32+]的 ECL信号，同时提高鲁

米诺的 ECL强度，以这两个为新的 ECL发射单元，通过计算两个 ECL信号的比值，

开发了一种微妙的双功能试剂调节的三明治模型的 ECL免疫传感器用于 DON检测，

结果表明其 LOD为 0.0167 pg/mL[88]。电化学发光与化学发光类似，都是基于光强信

号实现定量，灵敏度高且可以线性输出，只是其仪器寿命短、选择性差，无法实现高

通量检测，在这些方面还有待提高。

1.3.5 电化学免疫分析

电化学免疫分析（Electrochemical Immunoassay）主要以抗体为识别元件，电极

（固体电极、离子选择性电极、气敏电极、丝网印刷电极等）作为转换元件，通过其

与目标物、修饰材料等物化相互作用，引起电化学性质改变，经化学工作站转变成电

学信号（电流、阻抗、电压等），以实现对目标物的定量检测。由于其具有灵敏度高、
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响应快速、样品消耗低等优点[89]，已成为检测湿度、气体、重金属、农残、毒素的强

力工具。电化学免疫分析的物化相互作用通常是在电解质溶液中的电极微界面上发生

的，在构建此方法时，通常需要将纳米材料修饰到电极表面以改变电化学性能，放大

信号。一般采用直接抗体抗原识别或者间接竞争模式构建电化学免疫分析方法。例如，

Yugender Goud 等人基于间接竞争模式，直接将 ZEN-BSA包被在丝网印刷电极上，

后期包被单抗、目标物和碱性磷酸酶标记的二抗，加入底物反应后，进行 DPV扫描，

以构建电化学免疫分析法检测 ZEN[90]；Ajay Kumar Yagati等人通过不同的材料修饰

电极后，直接将单抗固定在电极表面，建立了基于 AFB1检测的无标记电化学阻抗传

感器，由于其具有较大的表面积、良好的导电性和生物相容性，该方法具有良好的检

测性能[91]。电化学免疫分析法具备很多优势，如不用氧化还原试剂、灵敏度高、绿色

经济等，但要提高电化学免疫分析法的性能，可能要提高电极表面固定物的稳定性、

改善纳米材料的电化学性能、开发便携小型仪器以及纳米电极等。

1.3.6 酶联免疫吸附法

自 1971 年 Engvall 和 Perlmann 发表了酶联免疫吸附测定（Enzyme Linked

Immunosorbent assay， ELISA）用于 IgG 定量测定的文章[92]，使得这一方法发展成

为检测微量物质的方法。ELISA通常有双抗体夹心法、直接法、间接非竞争法和间接

竞争法这四种模式，利用上述方法，结合各种各样的材料和策略，提高方法性能，开

发的商业 ELISA试剂盒可以检测小分子、抗原、病毒、大分子蛋白等[93-98]。在 AFB1

检测方面，Lai Wenqiang等人利用抗坏血酸氧化酶和抗 AFB1抗体标记金纳米粒子，

利用 AFB1-BSA偶联磁珠，以及MnO2催化体系开发了一种新的竞争型免疫分析法，

用于检测花生中的 AFB1，其检测限低至 6.5 pg/mL[99]； Zhan Shengnan等人利用羟基

自由基诱导的金纳米颗粒(AuNP)聚集来放大 AuNP散射信号，所开发的基于动态光

散射的直接竞争 ELISA 对 AFB1具有超高的灵敏度，检测限为 0.12 pg/mL[100]。虽然

上述方法开发了新的检测体系，放大了检测信号，提高了检测的灵敏度，但考虑到经

济效益，并未在商业 ELISA试剂盒中广泛应用。目前，一般采用直接竞争或间接竞

争模式的 ELISA试剂盒检测 AFB1，如孙清将酶标抗原包被在板上，成功研制出直接

竞争 ELISA 试剂盒检测 AFB1，IC50为 66 pg/mL，线性范围为 10-810 pg/mL[101]；鲁

希研制出抗 AFB1单抗，在此基础上，构建了间接竞争模式的 ELISA试剂盒检测玉米



山东理工大学硕士学位论文 第一章 绪论

10

和饲料中的 AFB1，灵敏度为 IC50为 1.502 ng/mL，线性范围（IC20-IC80）为 0.342-6.597

ng/mL，饲料样品的检测限为 0.836 μg/kg，检测范围为 1.368-26.388 μg/kg[102]。而且，

我国已经将 ELISA 试剂盒定量检测农产品中的霉菌毒素列为国标方法

（GB5009.22-2016），该方法在玉米中 AFB1的检出限为 1 μg/kg，定量限为 3 μg/kg。

然而，不用品牌的 ELISA试剂盒的质量不同，虽然吕秋威等人采用不同品牌的 ELISA

试剂盒对 AFB1检测进行了质量评价，以保证检测结果的准确性[103]，但是其准确性很

大程度与所用的抗体和抗原的性能有关，来自不同厂家的抗原抗体对于 ELISA 的效

价和灵敏度的影响不同，此外，方法的模式、样品前处理、仪器和实验人员的操作都

会对最终检测结果产生影响。

1.3.7 侧流免疫分析法

侧流免疫层析法（Lateral Flow Immunochromatography，LFI）主要是基于免疫识

别以及抗体标记技术，通过毛细管作用力的移动速度差异或分子间的识别作用，从而

在反应基质上实现分离并检测的色谱系统，由于其简便快速，其广泛用于食品安全、

临床诊断和环境污染物的检测。其中，基于时间分辨发光技术的侧流免疫分析法是一

种经济高效、简单快速的方法，无需专业技术人员或昂贵的设备，适用于现场样品检

测，近年来其受到越来越多的关注[104,105]。时间分辨荧光免疫试纸条通常采用更大的

斯托克斯位移、更长荧光寿命的镧系元素，尤其是铕，作为荧光探针[106]。在传统的

LFI中，通常将铕纳米颗粒直接标记在单抗上，这种荧光探针具有制备简单、稳定性

好、储存时间长的优点[107]。然而，这种标记方法的缺点可能是在制备探针的过程中

降低了单抗的生物活性，干扰了抗体与抗原之间的识别，从而降低了灵敏度，增加了

昂贵单克隆抗体的消耗。此外，基于直接单抗标记的检测探针只能识别一种特定的目

标物，当待测目标物发生变化时，需要重新制备检测探针，这不仅延长了实验周期，

增加了成本，而且仅仅使用一种探针也无法同时检测多种毒素。因此，针对上述问题，

许多研究者提出了间接标记的侧流免疫层析法，例如，Urusov等人[108]提出使用抗鼠

的抗体-金纳米颗粒复合物作为探针来检测玉米样品中的 FB1，LOD为 0.6 ng/mL，这

为同时检测多种毒素提供了通用探针；然而，在这种模式下，单抗同时结合探针和 C

线上的羊抗鼠 IgG，这可能会阻碍单抗和抗原的特异性识别，使竞争模式复杂化，降

低了灵敏度。在此基础上，一些研究人员提出了用荧光分子标记羊抗鼠 IgG 作为探针，
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检测其他小分子物质的新模式的侧流免疫分析法，例如，Urusov等人[109]同时检测玉

米赤霉烯酮和黄曲霉毒素 B1，LOD分别为 6和 0.6 ng/mL；Majdinasa等人[110]检测赭

曲霉毒素 A，其 LOD 低至 0.4 pg/mL；Li 等人[111]同时检测牛奶中的黄曲霉毒素 M1

和三聚氰胺，LOD 分别为 0.009 和 0.024 ng/mL；Dong等人[112]检测脱氧雪腐镰刀烯

醇，其 LOD为 0.121 ng/mL，这都证明了基于间接模式的侧流免疫分析法可以克服以

上所述 LFI的局限性，并展示了优异的性能。然而，据我们所知，很少有研究学者采

用上述方法定量检测 FB1。

综上所述，基于 SERS、SPR、CL、ECL、EC的免疫分析方法，目前通常采用昂

贵的仪器，无法实现快速高通量检测，而 ELISA和 LFI 能克服上述方法的局限性，

尤其是市售的 ELISA 试剂盒和试纸条，以其简单便携、高灵敏度和高通量的优点，

实现对目标物的现场筛查，但 ELISA 试剂盒的准确性很大程度与所用的抗体抗原的

性能有关，来自不同厂家的抗原抗体对于 ELISA的效价和灵敏度的影响不同，此外，

方法的模式、样品前处理、仪器和实验人员的操作都会对最终检测结果产生影响，因

此其工作的稳定性和准确性有待提高；而试纸条通常基于单抗标记，其信号放大作用

有限，因此易造成弱阳性漏检，从而影响检测结果准确性。因此，有必要对上述两种

方法进一步研究以提高 ELISA和试纸条的性能。

1.4 研究目的及意义

当前，农产品需求量逐年升高与农产品质量安全问题的矛盾越来越突出。据报道，

导致农产品损失的首要原因是真菌毒素污染，这不仅导致农产品资源的浪费和全球经

济损失，而且关系到消费者的身体健康和生命安全。针对严重污染玉米的 AFB1和

FB1，市售的 ELISA试剂盒和试纸条产品具有特异性强、灵敏度高、适合高通量检测

等优点，是预防其进入食物链的重要手段之一。然而 ELISA的准确性和稳定性受许

多因素影响；试纸条通常基于单抗标记，其信号放大作用有限，因此易造成弱阳性漏

检，从而影响检测结果准确性。目前，单抗是成功构建上述方法的关键试剂，其主要

通过筛选阳性杂交瘤细胞分泌而得，因而，杂交瘤细胞的筛选过程主要影响到制备的

单抗质量，进而影响到所构建的免疫分析方法的特异性和灵敏度。所以，针对严重污

染玉米的 AFB1和 FB1，以及目前市售免疫检测产品的局限性，本论文首先研究了有

限稀释亚克隆次数对 AFB1单抗制备的影响；其次，在此基础上，搜集市售抗原抗体，
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研究了不同组合下的抗原抗体对 ELISA的影响，而且，为提高 ELISA工作的稳定性

和准确性，通过条件优化，在最佳抗原抗体组合下，构建了 ELISA 以高通量检测玉

米粉中的 AFB1；最后，为放大试纸条检测信号和提高检测结果准确性，建立了基于

信号放大策略的侧流免疫分析法以快速定量检测 FB1，上述 ELISA 和层析试纸条分

别实现了玉米及其产品中 AFB1和 FB1的高通量现场筛查。以上研究为杂交瘤细胞筛

选、单抗制备和抗原抗体的选择提供了一定的参考价值，所建立的 ELISA和侧流免

疫层析法可以克服市售产品的局限性，并满足玉米样品的现场高通量检测需求，这为

构建其他免疫分析方法提供了一定的理论和实践支持。

1.5 研究内容及技术路线

本论文的具体研究内容如下：

（1）有限稀释亚克隆的次数对AFB1单抗制备的影响：经动物免疫、抗血清 ELISA

检测，取免疫效果好的 Blab/c小鼠的脾细胞经 PEG融合法与骨髓瘤细胞 SP2/0制备

杂交瘤细胞株，采用 ELISA结合不同浓度的标准品筛选阳性杂交瘤细胞株，采用有

限稀释法对阳性细胞株进行高达 10次亚克隆，观察阳性细胞株生长状态，并结合筛

选结果（细胞阳性率、细胞抑制率）进行分析，提出可能影响单抗质量的原因；对阳

性细胞株分泌的单抗进行效价、灵敏度、特异性检测以评价单抗的质量，并与其他研

究者所制备的AFB1单抗进行了对比分析，最后对单抗可变区基因和氨基酸序列分析，

以研究亚克隆次数对 AFB1杂交瘤阳性细胞株生长繁殖、单抗制备的影响，以期为杂

交瘤细胞筛选、单抗制备提供一定的参考，为免疫检测方法的构建奠定基础。

（2）构建 ELISA以高通量检测黄曲霉毒素 B1：为提高 ELISA的准确性，收集

市售和实验室抗原抗体，研究了来自不同厂家的抗原抗体组合对于 ELISA的效价和

灵敏度的影响；此外，为提高 ELISA工作的稳定性和灵敏度，通过对封闭液种类、

甲醇浓度、盐离子浓度、pH值、酶标二抗稀释倍数的优化，在最佳的抗原抗体组合

下，构建 ELISA以高通量检测玉米粉中的 AFB1。并且，对该方法的特异性、精确性

和应用性进行评价，以期为构建 ELISA试剂盒检测玉米及其他农产品中的 AFB1提供

参数，扩大其应用范围，为抗原抗体的选择提供一定的参考。

（3）基于间接信号放大策略的免疫层析试纸条快速定量检测伏马毒素 B1：为放

大检测信号，提高检测准确性，保护单抗生物活性，以镧系元素铕纳米材料标记羊抗
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鼠-IgG制备通用荧光探针（羊抗鼠 IgG-Eu），通过优化 T线包被原、C线兔抗羊 IgG

的用量、单抗浓度、荧光探针稀释倍数等条件，构建基于间接信号放大策略的免疫层

析试纸条用于检测玉米中的伏马毒素 B1，并评估其灵敏度、特异性、精确性和准确

性、应用性，以期为简单快速、高通量的现场检测玉米中的 FB1提供方法支持。

图 1.2 研究技术路线

Fig. 1.2 The technical route of this project

查阅参考文献

真菌毒素理化性质 免疫策略

免疫分析方法的构建

信号放大的 LFI

动物免疫 有限稀释亚克隆次数

应用

单抗制备

杂交瘤细胞制备

单抗可变区分析单抗评价

高通量 ELISA
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第二章 有限稀释亚克隆次数对 AFB1单抗制备的影响

2.1 引言

为保障农产品质量安全，灵敏快速、高通量的检测方法是其中关键的环节之一。

近年来，随着分子生物学，免疫学和材料科学的发展，免疫分析方法在真菌毒素检测

方面得到了越来越多的关注[75]。但为实现良好的检测效果，关键之处在于获得高亲和

力、高特异性和高灵敏度的抗体。其中，单抗的制备体系比较完善成熟、操作简单、

经济成本较低，且得到的抗体质量较高，作为一种生物识别元件广泛应用于免疫分析

方法的构建。目前，如何高效地筛选杂交瘤细胞株进而得到高质量的单抗仍然是个亟

待解决的问题，普遍成熟的做法是通过 ELISA筛选结合 4次的亚克隆就可以得到质

量较好的阳性杂交瘤细胞株，但次数过多（超过 7次）的有限稀释亚克隆法对阳性细

胞株的生长状态、单抗效价、灵敏度、特异性的影响目前还没有研究者进行探究。

基于以上分析和思考，在实验室现有条件下，为研究亚克隆次数对 AFB1杂交瘤

阳性细胞株生长繁殖、单抗制备的影响。本章经动物免疫、抗血清 ELISA检测，取

免疫效果好的 Blab/c 小鼠的脾细胞经 PEG融合法与骨髓瘤细胞 SP2/0制备杂交瘤细

胞株，采用 ELISA结合不同浓度的标准品筛选阳性杂交瘤细胞株，采用有限稀释法

对阳性细胞株进行高达 10次亚克隆，观察阳性细胞株生长状态，并结合筛选结果（细

胞阳性率、细胞抑制率）进行分析，提出可能影响单抗质量的原因；对阳性细胞株分

泌的单抗进行效价、灵敏度、特异性检测以评价单抗的质量，并与其他研究者所制备

的 AFB1单抗进行了对比分析，最后对单抗可变区基因和氨基酸序列分析，以期为杂

交瘤细胞筛选及单抗制备提供一定的参考，为免疫方法的构建提供生物识别元件。

2.2 材料与方法

2.2.1 实验动物与细胞

（1）SPF级 4-6周龄雌性 Balb/c小鼠购自济南朋悦实验动物繁育有限公司，许

可证号：SCXK（鲁）20190003。

（2）小鼠骨髓瘤细胞株 SP2/0由山东绿都生物科技有限公司（中国，山东省滨

州市）提供。
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2.2.2 主要试剂与仪器

本实验所用的主要试剂与耗材如表 2.1所示，其他试剂均为分析纯；本实验所用

的主要仪器如表 2.2所示。

表 2.1 本实验的主要试剂与耗材

Tab. 2.1 Main reagents and material of this experiment

试剂 化学式 规格 厂家

脱脂奶粉 / 450 g（18小袋） 内蒙古伊利

牛血清白蛋白 / 500 g 美国 Sigma
一水合柠檬酸 C6H8O7·H2O 500 g（分析纯） 上海国药

3,3’,5,5’-四甲基联苯胺 C16H20N2 5 g 上海阿拉丁

过氧化氢脲 CH4N2O·H2O2 25 g 上海阿拉丁

AFB1-BSA / 1 mg 美国 Sigma
弗氏完全/不完全佐剂 / 10 mL/瓶 美国 Sigma

HEPES C8H18N2O4S 100 g 美国 Sigma
L-谷氨酰胺 C5HN2O3 100 g 美国 Sigma

RPMI-1640基础培养基 / 500 mL 美国 Cytiva
双抗（青链霉素）（100×） / 100 mL 美国 Thermofisher

胎牛血清 / 100 mL 浙江天航生物科技

非必需氨基酸（100×） / 100 mL 美国 Thermofisher
生长因子 / 100 mL 北京博奥龙免疫技术

HAT/HT（50×） / 10 瓶 美国 Sigma
PEG1450 H(CH2CH2O)nOH 500 g 美国 Sigma

二甲基亚砜 C2H6OS 50 mL（生物无菌级） 美国 Sigma
羊抗鼠 IgG-HRP / 2 mg/mL 山东绿都

AFB1标准品 C17H12O6 1 mg/mL 天津阿尔塔

AFB2标准品 C17H14O6 1 mg/mL 天津阿尔塔

AFM1标准品 C17H12O7 1 mg/mL 天津阿尔塔

AFM2标准品 C17H14O7 1 mg/mL 天津阿尔塔

AFG1标准品 C17H12O7 1 mg/mL 天津阿尔塔

AFG2标准品 C17H14O7 1 mg/mL 天津阿尔塔

AFB1-BSA / 2.5 mg/mL 中国农业科学院

96孔聚苯乙烯酶标板 / 3590 美国 Costar公司
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表 2.2 本实验的主要仪器

Tab. 2.2 Main instruments of this experiment

仪器 型号 厂家

调合银汞机 HL-AH 杭州中润医疗器械

磁力搅拌器 MYP11-2 上海梅颖浦仪器仪表制造

快速混匀器 SZ-1 常州普天仪器制造

酶标仪 Varioskan LUX 美国 Thermofisher
洗板机 888 美国 Thermofisher

高速冷冻离心机 Sorvall ST 16R 美国 Thermofisher
立式高压蒸汽灭菌锅 LDZX-50KBS 上海申安医疗器械厂

移液枪 eppendof 德国 eppendof
超纯水仪 LS MK2 美国 PALL公司

紫外超净工作台 SW-CJ-2FD 苏州安泰空气技术

台式低速离心机 TDZ4-WS 湘仪离心机仪器

倒置显微镜 BDS400 重庆奥特光学仪器

CO2细胞培养箱 1N/PE 美国 Thermofisher
分析天平 AL 104 德国梅特勒托利多仪器

pH计 FE20-K 上海智光仪器仪表

超声波清洗器 KQ3200E 昆山市超声仪器

电热鼓风干燥箱 Dhg-9240A 上海一恒科学仪器

2.2.3 主要试剂配制

2.2.3.1 ELISA主要溶液配制

ELISA 主要试剂配制依据董浩玮硕士论文 2.2.2[113]，在此基础上，补充 0.05

mol/L，pH9.6 碳酸盐缓冲液：称取 0.795 g 碳酸钠（Na2CO3）和 1.465 g 碳酸氢钠

（NaHCO3）用超纯水溶解后定容至 500 mL。

2.2.3.2 动物细胞实验主要试剂配制

（1）免疫试剂（用于免疫小鼠，现配现用）：取 300 μL，0.9%的生理盐水于 1.5

mL离心管中，一次将 200 μL，1 mg/mLAFB1-BSA，500 μL弗氏完全佐剂或弗氏不

完全佐剂加入上述离心管中，震荡混匀后，设置调合银汞机的转速为 440 r/min，时

间为 20 s，每振荡混匀 20 s，立即取下离心管，放置 4℃冰箱中冷却 2 min，重复上述

过程至少 8次。乳化完成后，取一滴乳化液滴到清水中，乳化液稳定的悬浮在清水液

面上，且不扩散，表明试剂已经完全混匀，短时间内放置 4℃冰箱保存备用。
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（2）1 mol/L HEPES（100×）：称量 23.80 g HEPES（C8H18N2O4S）溶于 50 mL

无菌水中，用 2 mol/L NaOH 调 pH 至 7.5，用无菌水定容至 100 mL，在超净工作台

上，0.22 μm微孔滤膜过滤除菌后，分装，封口膜封口后，置于-20℃冻存。

（3）L-谷氨酰胺：称取 1.460 g L-谷氨酰胺，加 50 mL无菌水使其充分溶解，在

超净工作台内用 0.22 μm微孔滤膜过滤除菌后，分装，封口膜封口后，置于-20℃冰

箱冻存。

（4）RPMI-1640 完全培养基：在超净工作台上量取 80 mL RPMI-1640基础培养

液，依次加入 20 mL胎牛血清、1 mL双抗和 1 mL HEPES，混匀后备用。

（5）2%HAT/HT培养基（v/v）：量取 86 mL RPMI-1640完全培养基，加入 10 mL

的 Clone Easy培养基、2 mL HAT/HT (50x)、1 mL非必需氨基酸和 1 mL L-谷氨酰胺，

混匀后备用。

（6）1 g/mL PEG1450（m/v）：称取 10 g PEG1450（H(CH2CH2O)nOH）溶于 10

mL，PBS（0.01 mol/L，pH 7.4）中，超声处理使其溶解，得到类似于胶水无色粘稠

状液体，121℃高压蒸汽灭菌 30 min，冷却至室温后，在紫外超净工作台上分装到已

经灭菌的冻存管中，1 mL/管，置于-20℃冰箱冻存，融合前取出先放 4℃冰箱解冻，

再置于 37℃烘箱温育备用。

（7）细胞冻存液：量取 9 mL RPMI-1640 完全培养液，加入 1 mL 二甲基亚砜

（C2H6OS），混匀后置于 4℃冰箱备用。

2.2.4 动物免疫

用 1 mL无菌注射器多次缓慢地吸取乳化好的免疫试剂，排出空气后，将免疫试

剂注射到小鼠颈背部，每只注射 4-5个点，免疫剂量为 40 μg/只。首次免疫采用弗氏

完全佐剂，间隔 28天进行二次免疫，二次及其以后的免疫都采用弗氏不完全佐剂，

时间间隔为 21天，免疫方式和剂量相同，具体的小鼠免疫策略见表 2.3。
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表 2.3 不同阶段下的免疫策略
Tab. 2.3 Immune strategies of mice at different stages

免疫次序 间隔（天） 免疫剂量（μg/只） 部位/方法 佐剂类型

一 0 40 颈背部皮下多点注射 弗氏完全

二 28 40 同上 弗氏不完全

三 49 40 同上 弗氏不完全

四 70 40 同上 弗氏不完全

五 91 40 同上 弗氏不完全

冲击免疫 细胞融合前 3天 30 腹腔注射 无

2.2.5 抗血清 ELISA检测

二次免疫后，第 7天将小鼠尾部取血，抗血清于 37℃烘箱中放置 2 h后，再于 4℃

冰箱中过夜，次日将抗血清离心（7084 × g，5 min），取出上清液，加入同等体积的

甘油，混匀后置于-20℃备用。采用间接 ELISA检测抗血清的亲和力和灵敏度，以筛

选免疫效果良好（抗血清效价和灵敏度高）的小鼠进行细胞融合。

间接非竞争 ELISA步骤如下：

（1）包被：取 10 μL，0.5 mg/mL的 AFB1-BSA，加入到 10 mL，0.05 mol/L，pH

9.6碳酸盐缓冲液中，混匀，按照 100 μL/孔加入微孔中，4℃反应过夜或 37℃温育 2 h，

弃去包被液，用 0.05%PBST洗涤酶标板 3次，扣干；

（2）封闭：取 5%脱脂奶粉-PBST（m/v），按照 200 μL/孔加入微孔中，37℃温

育 1 h，弃去封闭液，用 0.05%PBST洗涤酶标板 3次，扣干；

（3）加入抗体或抗血清稀释液：抗血清用 0.5%BSA-PBST从第 1列 1:1000开始

倍比稀释至第 11列，第 12 列是空白对照，即加同等体积的 0.5%BSA-PBST。按照

100 μL/孔加入微孔中，37℃温育 1 h，弃去液体，用 0.05%PBST 洗涤酶标板 3次，

扣干；

（4）羊抗鼠 IgG-HRP：取 1 μL，1 mg/mL 的酶标二抗，加入 10 mL，0.05%PBST，

混匀后，按照 100 μL/孔加入微孔中，37℃温育 1 h后，弃去酶标二抗液，用 0.05%PBST

洗涤酶标板 9次，扣干；

（5）显色：按照 100 μL/孔加入显色液，37℃避光下温育 10 min；

（6）终止：按照 50 μL/孔加入终止液，立即用酶标仪测定反应溶液在 450 nm处

的吸光值，即 OD值。
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（7）结果判读：以 OD450值大于或等于 1 时所对应的抗血清最高稀释倍数为

ELISA效价值（抗血清滴度）。

间接竞争 ELISA步骤如下：除第（3）步骤和第（7）步骤外，其他步骤与间接

非竞争步骤一致。第（3）步骤为加入 AFB1标准品和抗血清稀释液：用 10%甲醇-PBS

将 AFB1倍比稀释一系列梯度浓度，将上述 AFB1标准品稀释液先按照 50 μL/孔加到

微孔中，用 0.5%BSA-PBST稀释抗血清，再按照 50 μL/孔加入到微孔中，第 11列作

非竞争，第 12列作空白对照，即每孔只加 50 μL的 0.5%BSA-PBST和 50 μL的 10%

甲醇-PBS。37℃温育 1 h，弃去液体后，用 0.05%PBST洗涤酶标板 3次，扣干；第（7）

步骤为数据处理：第 11列的 OD450值（阴性值）记作 B0，第 1-10列 OD450值记作 B，

第 12列空白值记作 B*。

2.2.6 杂交瘤细胞的制备

（1）冲击免疫：根据抗血清 ELISA检测结果，选出效价高、灵敏度高的小鼠，

在细胞融合的前三天对该小鼠进行冲击免疫。具体操作为：将 30 μg的 AFB1-BSA直

接用 0.9%的生理盐水稀释至 150 μL后，混合均匀，直接注射至小鼠的腹腔内即可。

（2）骨髓瘤细胞 SP2/0的制备：将小鼠骨髓瘤细胞 SP2/0用 RPMI-1640 完全培

养基进行传代培养至生长对数期（肉眼可见培养瓶底部呈白茫茫的片状，镜检时细胞

成片状分布，细胞空隙较小，圆润明亮），将骨髓瘤细胞刮下，加入 RPMI-1640 基

础培养基重悬后，离心（1062 × g，5 min），弃上清，留沉淀，再加入一定体积的

RPMI-1640基础培养基重悬，倒置显微镜下用血球计数板镜检细胞数量，使得细胞总

量在 1-2×107个。

（3）细胞融合前耗材和试剂的准备、小鼠免疫脾细胞的制备、PEG诱导骨髓瘤

细胞与脾细胞融合的具体步骤参考杨青青论文 2.3.5.4[114]。

2.2.7 杂交瘤细胞培养与筛选

细胞融合后的第 7 天左右，用一次性灭菌玻璃管补加 2%HT 培养基，1滴/孔，

以促进杂交瘤细胞的生长繁殖，第 14天左右，肉眼可见培养基底部有模糊的点状，

且培养基由紫红色变为黄色，镜检观察细胞长至培养孔的 1/4-1/3，这时可采用间接

ELISA并结合不同浓度的 AFB1标准品检测细胞上清液，以提高筛选效率。首次检测

完成后要及时补加 2%HT 培养基，2滴/孔。ELISA筛选阳性杂交瘤细胞株的具体步
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骤与 2.2.5 一致，只不过第（3）步骤和第（7）步骤不同，第（3）步骤为加入一定

浓度的 AFB1标准品和细胞上清液：用 10%甲醇-PBS 将 AFB1稀释到一定浓度，96

孔酶标板的奇数列按照 50 μL/孔加入 10%甲醇-PBS，偶数列按照 50 μL/孔加入一定浓

度的 AFB1标准溶液，对应一个奇数列，一个偶数列，各按照 50 μL/孔向酶标板微孔

中加入细胞上清液，37℃温育 1 h，弃去液体后，用 0.05%PBST洗涤酶标板 3次，扣

干；第（7）步骤为结果判读：96孔酶标板奇数列的 OD450值记作 B0，偶数列的 OD450

值记作 B，抑制率为（1-B/B0）×100%。

2.2.8 阳性株的单克隆化

采用有限稀释亚克隆法对阳性杂交瘤细胞株进行 10次单克隆，ELISA检测完成

后，阳性细胞数量达到或超过培养孔面积 1/4时，参考张道宏 2.3.3.6[70]的方法进行单

克隆，当细胞数量在 200-300个左右时，吹取全部的细胞，加入到 20 mL的培养基，

按照 2滴/孔铺满 96孔。首次、第二次、第三次亚克隆分别使用 2、1、0.5%HT培养

基，此后使用 RPMI-1640 完全培养基。亚克隆第 4天左右，镜检可见细胞集落，亚

克隆第 7天左右按照 1滴/孔补加 RPMI-1640完全培养基，第 14天左右，细胞长至细

胞孔的 1/4左右，此时培养液微微发黄，即可重复 2.2.7步骤进行细胞上清液检测。

2.2.9 腹水制备与细胞冻存

2.2.9.1 腹水制备

（1）小鼠致敏（腹腔注射）：使用弗氏不完全佐剂，注射空白的 6周龄雌性 Balb/c

小鼠，0.5 mL/只，第 9天后，腹腔注射阳性杂交瘤细胞。

（2）腹水制备：培养阳性杂交瘤细胞浓度至 1-2×106个/mL，将其注射到致敏小

鼠腹腔内，大约 1 mL/只。大约 8天左右，可观察到小鼠皮毛杂乱，腹部明显膨大，

行动缓慢且不活泼，此时，可制取腹水（正常为接近乳白色的液体），每只一次大约

能取腹水 5 mL，间隔 2天左右，每只小鼠通常可再取一次腹水。

2.2.9.2 阳性株冻存

细胞冻存步骤与 2.2.6步骤（2）相似，只不过，将培养至对数期的细胞离心，弃

上清，留沉淀后，加入 1-2 mL的细胞冻存液重悬，血球计数板计数后，使细胞浓度

约 1-5×106 个/mL，将细胞分装于 2 mL冻存管内。先将装有细胞的冻存管置于 4°C，
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10 min后，-20°C冻存 30 min，转移至液氮罐上方过夜，最后转移至液氮罐冻存盒中

长期储存。

2.2.10 单抗纯化与制备

将收集的腹水离心（4°C，4427.5 × g，10 min），后续纯化所用试剂和依据杨青

青学位论文 2.2.2.2[114]。

2.2.11 单抗的效价、灵敏度和特异性

分别采用间接非竞争和竞争 ELISA检测后得出效价和 IC50值评价单抗亲和力和

灵敏度。采用间接竞争 ELISA检测黄曲霉毒素结构类似物，数据经 Origin Pro 9.0 处

理得出 IC50 值，带入交叉反应率公式以评价单抗的特异性。

交叉反应率（CR，%）=（a/b）×100%

其中，a指 AFB1的 IC50值，b指其他黄曲霉毒素结构类似物的 IC50值。

2.2.12 可变区序列分析

利用总 RNA提取试剂盒并按照说明书提取杂交瘤细胞总 RNA，5'RACE反转录

得到 cDNA 序列，根据 IMGT 网页公布的小鼠抗体序列信息设计各类亚型的通用引

物，经 PCR 扩增得到抗体可变区序列，转化到大肠杆菌质粒中并抽提测序，使用

seqman软件比对获得的抗体序列，比对分析测序结果，初步得到抗体可变区序列，

导入 IMGT分析抗体序列，最后得到抗体可变区测序报告。

2.3 结果与讨论

2.3.1 抗血清 ELISA检测

2.3.1.1 抗血清效价

在相同的实验条件下，抗血清效价越高，表明抗体稀释倍数越高，即小鼠对免疫

原更敏感，产生抗体的数量或质量都比较好。
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二免

三免

四免

五免

图 2.1 不同免疫次数下小鼠的抗血清效价

Fig. 2.1 Antiserum titers of mice under different immunization times

由图 2.1可以发现，随着免疫次数的增加，1、2、3号小鼠的抗血清效价先升高，

后降低，这可能是因为早期 IgM是首次免疫应答产生的抗体，随着不断的免疫应答，

B细胞在抗原刺激和细胞因子的作用下被激活，产生记忆细胞和效应 B细胞，后者在

再次免疫抗原的条件下，IgG 分泌增多，此时 IgG 是再次免疫应答的主要免疫球蛋白，

效价达到最高值；当免疫次数再增加时，在相同剂量的免疫原下，小鼠受到的免疫刺

激小，或已经产生了免疫耐受。4号小鼠的抗血清效价先升高后降低，五免完成后，

又升高，这可能是由于小鼠之间的体质差异，在相同的免疫条件下，免疫原的吸收效

果、免疫系统的应答水平等的不同所引起的。此外，根据常规免疫原则，即少剂量、

多次数、长时间的免疫生物体，使机体可以持续产生针对特异性抗原的抗体，一般认

为，效价达到 1:16000及以上可进行细胞融合。五免小鼠后，4只小鼠的效价都高于

1:64000，表明小鼠可以用于细胞融合。

2.3.1.2 抗血清灵敏度

为获得大量能够特异性识别 AFB1的 B细胞，以用于细胞融合，产生特异性较好

的杂交瘤细胞，在相应的效价下，采用竞争 ELISA 检测不同免疫次数下的抗血清以

评价抗体的灵敏度。



山东理工大学硕士学位论文 第二章 有限稀释亚克隆次数对 AFB1单抗制备的影响

23

图 2.2 免疫小鼠抗血清的竞争曲线

Fig. 2.2 Competition curve of antiserum obtained

图 2.2结果显示，在第五次免疫完成后，1、2和 3号小鼠的 IC50值差距不大，其

中 3号鼠的 IC50值最低，但考虑到 1、2和 3号小鼠的检测范围（IC20-IC80值分别为

0.0582-0.5190，0.0332-0.8354，0.1025-0.1756 ng/mL），在 IC50值差距不大的情况下，

2号小鼠的检测范围更广且拟合曲线更好，因此选择 2号小鼠进行细胞融合。

2.3.2 杂交瘤细胞培养与筛选

首先采用 2%的HAT培养基有选择性地培养融合成功的杂交瘤细胞，第 7天左右，

补加 2%的 HT培养基富集杂交瘤细胞，以使其快速适应环境，促进其生长繁殖。第

14 天左右进行细胞上清液检测。此后逐渐降低 HT 培养基浓度，直至完全换成

RPMI-1640完全培养基，以降低杂交瘤细胞对生长环境的依懒性，节约经济成本。对

融合后的细胞进行 10次有限稀释法亚克隆。
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图 2.3 杂交瘤细胞生长图（左：第 7天，右：第 14天）

Fig. 2.3 The growth state of hybridoma cell (left: the 7th day, right: the 14th day)

（c） （d）

（e） （f）

（a） （b）
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（g） （h）

（i） （j）

图 2.4 ELISA筛选阳性杂交瘤细胞株（图 a-j分别对应 1-10次亚克隆筛选）

Fig. 2.4 Positive hybridoma cell screened by ELISA (Fig. a-j corresponding to
the 1st-10th subclone screening respectively )

由图 2.4可以看出，随着亚克隆次数的增加（图 a-j），红色点和蓝色点的数量

逐渐增加，且逐渐分布于二维平面的右上角，这表明细胞株分泌的抗体效价越来越好，

对 AFB1的竞争作用越来越强，阳性杂交瘤细胞株的数量密集且质量较好，这可能是

因为经过多次单克隆化，阳性细胞株得以分选和富集，导致分泌的单抗效价和抑制率

逐渐升高。当筛选所用的标准品浓度不变，亚克隆次数继续增加时（图 h-j），细胞

生长繁殖缓慢，检测周期明显变长，且高质量的阳性细胞株的数量减少，其分泌的单

抗的效价和灵敏度下降，如第 8次亚克隆筛选的 D10孔的效价为 2.2959，抑制率为
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0.9703，其亚克隆孔 G8 的效价为 0.7757，抑制率为 0.7133，这可能是由于 AFB1标

准品浓度太低，阳性杂交瘤细胞的筛选和亚克隆达到自身的极限，且细胞相对脆弱，

生长繁殖状态不好，从而影响到单抗的分泌，导致竞争作用减弱。

ppb: 1 0.8 2 2 1 1 0.8 0.6 0.6 0.6

图 2.5 不同筛选次数下阳性杂交瘤细胞所占细胞总量的百分比

Fig. 2.5 The percentage of positive hybridoma cells under different screening time

由图 2.5可知，随着细胞筛选次数的增加，阳性杂交瘤细胞所占每次筛选细胞总

量的比率先增加，后减少。在第二次筛选时，降低标准品浓度至 0.8 ppb时，阳性细

胞比率都降低，这可能是因为一开始阳性杂交瘤细胞的生长缓慢，分泌抗体量少，不

占优势或融合后杂交瘤细胞株本身的质量就不好，故降低标准品，可能导致阳性杂交

瘤细胞的丢失。因此，第三次和第四次筛选，提高了标准品浓度，发现阳性细胞比率

提高。第五、六、七次筛选开始降低标准品浓度，发现阳性细胞比率上升，且有些亚

克隆阳性株分泌的单抗效价和抑制率也提高，比如第 5次亚克隆阳性孔 H12分泌的

单抗效价为 0.8399，抑制率为 0.6829，其第 7次亚克隆阳性孔 A7分泌的单抗效价为

1.5388，抑制率为 0.8186；这可能是因为经过上几次阳性细胞株的富集和亚克隆，单

抗质量越来越好，因此降低标准品浓度，反而能筛选到竞争效果更好的阳性株。尤其

是从第 7次标准品为 0.8 ppb降低至第 8次的 0.6 ppb，虽然阳性细胞孔比率下降，但

个别阳性细胞株分泌的单抗抑制率却明显提高，这可能是因为进一步降低标准品浓

度，大多数阳性株到达自身的极限，抑制率不再增加，而个别阳性株可能因此被单克

隆纯化，因此筛到的细胞株质量更好。在第八、九、十次筛选中，标准品浓度不变，
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细胞阳性率反而下降，这可能是由于过多的亚克隆和筛选对制备的单抗产生不良的影

响，在此标准品浓度下，竞争作用达到饱和。最终筛选出了一株最好的抗 AFB1杂交

瘤细胞株，命名为 ZFG8。

综上所述，高浓度的 AFB1标准品筛选可能有利于富集保留阳性细胞株，随着亚

克隆次数的增加，细胞阳性率和上清液中单抗的抑制率逐渐增加，这可能是因为经过

几次亚克隆，高质量的阳性细胞株得以分离和富集，使得在低浓度的标准品筛选下，

其分泌单抗的抑制率依然提高，然而当亚克隆次数过多时（超过 7次时），阳性细胞

株生长繁殖缓慢，检测周期变长，且细胞上清液中单抗的抑制率几乎不变甚至降低，

这可能是因为多次亚克隆可能对细胞造成了损伤，且筛选已经达到了细胞本身的限

制，因此抑制率难以提高，其分泌的单抗质量可能下降。

2.3.3 单抗的效价、灵敏度和特异性

将纯化后的单抗粉末用 0.01 mol/L，pH 7.4的磷酸缓冲溶液（已用 0.22 μm微孔

滤膜过滤）稀释至 2.5 mg/mL，ELISA所用的包被原 AFB1-BSA由中国武汉农业科学

研究院提供，将单抗溶液从 1:1000倍比稀释，检测单抗的效价。在效价下，作竞争

ELISA，AFB1标准品从第 1列 2.5 ppb倍比稀释，其他条件不变。实验结果表明，单

抗的效价为 1:1000，这可能是由于在细胞冻存、细胞复苏时，质量高的阳性细胞株丢

失、腹水制备时，部分阳性细胞株转阴、腹水纯化时，单抗损失较多，沉淀的杂蛋白

较多，导致单抗效价值低。

图 2.6 ZFG8单抗的竞争曲线

Fig. 2.6 The competition curve of ZFG8 mAb
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如图 2.6 所示，单抗的竞争结果表明，其 IC50值为 1.1539 ng/mL，检测范围为

0.2829-4.7073 ng/mL（IC20-IC80）。

将 AFB1、AFB2、AFM1、AFM2、AFG1和 AFG2标准品从第 1列 2.5 ppb倍比稀

释，在单抗效价下，作间接竞争 ELISA 以评价单抗的特异性，根据结果可知，单抗

对 AFB1的 IC50值为 1.3339 ng/mL，对 AFB2的 IC50值为 182.60 ng/mL，对其他霉菌

毒素的 IC50值大于 182.60 ng/mL，根据交叉反应率公式计算知，单抗对 AFB2的交叉

反应率为 0.73%，对 AFM1、AFM2、AFG1和 AFG2的交叉反应率小于 0.73%，证明

所得的单抗能够高特异性地识别 AFB1。

2.3.4 与同类型单抗的比较

目前，国内外有很多针对 AFB1单抗制备的报道（见表 2.4），与其他研究者制

备 AFB1单抗相比，本课题制备的单抗对 AFB1识别的灵敏度较低，这可能是由于从

小鼠免疫完成后到细胞融合间隔时间过长从而影响了脾细胞的活性；前期采用传统有

限稀释法亚克隆及后期亚克隆次数过多，再加上人为选择生长慢但抑制率高的细胞

株，经多次传代后，导致了高质量阳性细胞株的丢失；杂交瘤细胞本身的限制，灵敏

度难以提高。然而，虽然 1C11单抗对 AFB1的灵敏度最高，但是其是一株黄曲霉毒

素通用单抗，对 AFB2的交叉反应率也最高（交叉反应率为 92.3%）；与孙秀兰制备

的 5D3单抗相比，本研究所制备的 AFB1单抗的灵敏度略高，两者对 AFB2的交叉反

应率相差不大，但其对其他黄曲霉毒素（AFG1、AFG2、AFM1）的交叉反应率均小

于 0.73%，因此，综合灵敏度和特异性，这优于 5D3单抗。仅就特异性而言，ZFG8

的特异性最高，这可能是由于良好的免疫效果和增多的亚克隆次数，提高了单抗对

AFB1的特异选择性。
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表 2.4 现有 AFB1单抗及黄曲霉毒素通用抗体的灵敏度与交叉反应率

Tab. 2.4 The sensitivity and cross reaction rate of existing anti-AFB1 mAb
and anti-aflatoxin universal antibody

阳性

株
方法 单抗

类型

灵敏度(IC50, ng/mL) 交叉反应率（%）
年份 文献

AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 AFM1AFB1AFB2AFG1AFG2AFM1

7A1
icELISA

特异性 0.04 0.15 0.40 0.45 0.40 100 26.7 10 8.9 10
2017 [115]

4D12 通用性 0.02 0.10 0.10 0.09 0.10 100 20 20 22.2 20

2B6 icELISA 特异性 0.95 1.8 1.6 6.1 9.3 100 52.8 59.4 15.6 10.2 2007 [116]

3G1 icELISA 特异性 1.6 25 >100 >100 /a 100 6.4 <1 <1 / 2010 [117]

357 icELISA 特异性 0.003 0.007 0.0034 0.016 / 100 42 88 19 / 2008 [118]

9c7c11cdELISA 特异性 0.045 0.057 2.530 2.120 / 100 78.9 1.78 21.2 / 2016 [119]

34 cdELISA 特异性 0.62 12.4 2 25.8 / 100 5 31 2.4 / 2006 [120]

1NP-DcdELISA 特异性 0.037 0.123 0.063 0.463 0.925 100 30 59 8 4 2016 [121]

2A4 icELISA 特异性 0.12 1.3 0.8 10.3 3.1 100 9.2 15 1.2 3.9 2016 [101]

5D3 icELISA 特异性 2 280 300 1050 86 100 0.71 0.67 0.19 2.33 2005 [122]

1C11
icELISA

通用性 0.00120.0013 0.0022 0.018 0.013 100 92.3 54.5 6.7 9.0
2011 [70]

4F12 特异性 0.086 0.095 0.101 0.416 0.201 100 90 84 20.7 42.8

ZFG8 icELISA 特异性 1.33 182.6 >182.6 >182 >182 100 0.73 <0.73<0.73 <0.73 2022 b

a表示并未检测该毒素的 IC50，b表示本课题所制备的单抗

2.3.5 可变区序列分析

由单抗的基因序列和氨基酸序列结果（附录）可知，重链可变区编码基因序列（SQ

VH NO.1）长 355 bp，其编码 118个氨基酸（SQ VH NO.2）；轻链可变区编码基因

序列（SQ VL NO.3）长 328 bp，其编码 109个氨基酸（SQ VL NO.4）。这为抗体的

同源建模、抗原抗体的识别机制研究、基因工程抗体的改造提供了数据和理论支持。

2.4 本章小结

本章研究了有限稀释亚克隆的次数对 AFB1单抗制备的影响，通过 HAT选择培

养基筛选出融合成功的杂交瘤细胞株，浓度不断降低的 HT培养基富集阳性细胞株，

采用 ELISA法结合不同浓度的 AFB1标准品筛选阳性细胞株，采用有限稀释对阳性细

胞株进行多达 10次单克隆化。主要结论如下：

（1）随着亚克隆次数的增加，细胞阳性率和上清液中单抗的抑制率逐渐增加，
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这可能是因为多次亚克隆，使高质量的阳性细胞株得以分离和富集，然而当亚克隆超

过 7次时，阳性细胞株生长繁殖缓慢，检测周期变长，且细胞上清液中单抗的抑制率

几乎不变甚至降低，这可能是因为多次亚克隆可能对细胞造成了损伤，且筛选已经达

到了细胞本身的限制，因此抑制率难以提高。

（2）对杂交瘤细胞株 ZFG8 所分泌的单抗进行评价，其半抑制浓度（IC50）为

1.1539 ng/mL，检测范围为 0.2829-4.7073 ng/mL（IC20-IC80）；单抗对其他黄曲霉毒

素（AFB2、AFM1、AFM2、AFG1、AFG2）的最大交叉反应率为 0.73%。此外，还对

单抗可变区基因和氨基酸序列进行分析。

（3）与其他研究者制备抗 AFB1单抗相比，本课题制备的单抗能高特异性识别

AFB1，这很大程度上可能是由于增多的亚克隆次数，提高了单抗对 AFB1的特异选择

性。

以上研究为杂交瘤细胞的筛选、单抗制备提供一定的参考，为免疫分析方法的构

建提供了可选择的识别元件。
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第三章 构建 ELISA以高通量检测黄曲霉毒素 B1

3.1 引言

由于黄曲霉毒素种类繁多、污染广泛、毒性大且难以预防。其中，就毒性而言，

AFB1是已知天然最有效的致癌物，居于黄曲霉毒素的首位。因此，为预防其带来的

严重危害，简单快速、可靠灵敏、经济有效的分析方法成为研究的热点。而 ELISA

的样品前处理简单，其灵敏度可以与大型仪器检测相媲美，检测限甚至更低，可实现

高通量筛选，目前，以此为基础的市售 ELISA试剂盒在黄曲霉毒素的检测中得到了

广泛应用，其灵敏度基本满足国家限量标准要求，但与欧盟的限量要求仍有差距。此

外，ELISA试剂盒的准确性很大程度与所用的抗体和抗原的性能有关，不同厂家来源

的抗体和抗原对于所构建的 ELISA 性能的影响不同，除此之外，方法模式、样品前

处理以及仪器和实验人员的操作都会对最终结果的准确度产生影响。因此，随着时代

发展，提高 ELISA检测的准确性和稳定性，以实现农产品中 AFB1的监测和预警有重

要意义。

基于上述分析和思考，为提高 ELISA 检测的准确性和稳定性，首先，搜集市售

和实验室的 AFB1抗原抗体，研究了不同来源的抗原抗体组合对 ELISA性能的影响；

其次，在最佳的抗原抗体组合下，通过优化封闭液种类、甲醇浓度、pH、盐离子浓

度、酶标二抗浓度，在最优条件下，建立甲醇和玉米粉基质标准曲线；最后，对该方

法的灵敏度、特异性、精确性和准确性进行评估，将构建的 ELISA 应用于玉米粉中

黄曲霉毒素 B1的高通量检测，并与 HPLC的检测结果相比较，以评价其应用性。

3.2 材料与方法

3.2.1 主要试剂与仪器

本章所用到的试剂与仪器包含在 2.2.2的试剂与仪器中，除此之外，还用到的其

他试剂如表 3.1所示。
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表 3.1 本实验所用的主要试剂

Tab. 3.1 Main reagents of this experiment

试剂 化学式 规格 厂家

AFB1-BSA / 1 mg/mL 山东绿都

AFB1-BSA / 1 mg/mL 北京博奥龙

抗 AFB1单抗 / 1 mg/mL 山东绿都

抗 AFB1单抗 1C11 / 固体粉末 中国农业科学研究院（武汉）

卵清白蛋白（OVA） / 10 g 美国 Sigma

3.2.2 主要试剂配制

本章试剂配制与 2.2.3.1的 ELISA试剂配制相同，除此之外，补充以下所用到的

试剂。

（1）1%BSA/OVA-PBST（m/v）：称取 50 mg BSA/OVA溶解于 5 mL PBST中，

混匀，现配现用，短时间可置于 4℃备用。

（2）0.2 mol/L磷酸盐缓冲溶液（用于配制不同盐离子浓度和不同 pH的磷酸盐

缓冲液）：A液，称取 3.580 g十二水合磷酸二氢钠（NaH2PO4·12H2O），溶解于烧

杯中，用超纯水定容至 50 mL，置于 4℃备用；B液，称取 1.560 g二水合磷酸二氢钠

（NaH2PO4·2H2O），溶解于烧杯中，用超纯水定容至 50 mL，置于 4℃备用。

（3）不同盐离子浓度的 0.01 mol/L，pH 7.4磷酸盐缓冲溶液：取（2）中 A 液

和 B液各 4.75，20.25 mL，用超纯水定容至 500 mL。量取 4份上述溶液，每份 100 mL，

分别加入 0、0.2、0.8、3.2 g 氯化钠（NaCl），配制成 0%、0.2%、0.8%、3.2%的磷

酸盐缓冲液。

（4）不同 pH的 0.01 mol/L磷酸盐缓冲溶液：取（2）中的 A液和 B液，按照表

3.2所示配制，定容至 100 mL。

表 3.2 不同 pH的 0.01 mol/L磷酸盐缓冲溶液

Tab.3.2 0.01 mol/L phosphate buffer solution of different pH

pH A液（mL） B液（mL） 超纯水（mL）

5.7 4.675 0.325 95

6.5 3.425 1.575 95

7.4 0.950 4.050 95

8.0 0.265 4.735 95
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3.2.3 ELISA具体步骤

间接非竞争和间接竞争 ELISA步骤参考 2.2.5。

3.2.4 不同抗原抗体组合对 ELISA结果影响

不同组合下的 AFB1-BSA（A、B、C）和抗 AFB1单抗（1、2、3单抗的初始浓

度分别是 0.5、0.5和 2.5 mg/mL），按照间接 ELISA得出数据，处理后，分析不同抗

原抗体组合对 ELISA效价和灵敏度的影响，为提高 ELISA的灵敏度，选取效价值高、

灵敏度高的抗原抗体组合构建 ELISA。

3.2.5 ELISA条件优化

3.2.5.1 封闭液的优化

加入不同种类的封闭液（1%OVA-PBST、1%BSA-PBST、5%脱脂奶粉-PBST、

5%脱脂奶粉-PBS），作竞争 ELISA，经数据处理后，选择对应 IC50值最低的封闭液

为最佳反应条件。

3.2.5.2 甲醇浓度的优化

按照间接竞争 ELISA步骤，即第三步加入用不同浓度的甲醇-PBS（5%、10%、

20%、40%，v/v）稀释的一系列 AFB1标准品，后续步骤一致，经数据处理后，选择

对应 IC50值最低的甲醇-PBS浓度为最佳反应条件。

3.2.5.3 盐离子浓度的优化

按照间接竞争 ELISA步骤，即第三步中，先用 0.01 mol/L，pH7.4 磷酸盐缓冲液

（含 0%、0.2%、0.8%、3.2%的氯化钠，m/v）配制不同盐浓度的甲醇 -PBS 和

0.05%BSA-PBST，再用上述溶液分别稀释相应的 AFB1标准品和单抗，后续步骤一致，

经数据处理后，选择对应 IC50值最低的盐离子浓度为最佳反应条件。

3.2.5.4 pH值的优化

按照间接竞争 ELISA步骤，即第三步中，先用 0.01 mol/L，一定盐离子浓度的不

同 pH值的磷酸盐缓冲液（pH 5.7、6.5、7.4、8.0）配制甲醇-PBS和 0.05%BSA-PBST，

再用上述溶液分别稀释相应的 AFB1标准品和单抗，后续步骤一致，经数据处理后，
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选择对应 IC50值最低的 pH值为最佳反应条件。

3.2.5.5 酶标二抗稀释倍数的优化

取不同体积的酶标二抗（1 mg/mL）配制成不同稀释倍数的酶标二抗-PBST溶液

（1:5000、1:10000、3:20000、1:20000，v/v）。作间接竞争 ELISA 步骤，经数据处

理后，选择对应 IC50值最低的酶标二抗稀释倍数为最佳反应条件。

3.2.6 样品预处理

参考国标方法（GB5009.22-2016）：称取 5.00 g玉米样品粉末于 50 mL离心管中，

加入 20.00 mL，70%甲醇-水溶液（v/v），涡旋混匀后，置于超声波中振荡 20 min，

在 6000 r/min下离心 10 min，用 0.45 μm有机滤膜过滤 2次得上清液，再用 0.01M，

pH7.4 的磷酸盐缓冲溶液稀释 5倍后备用。

3.2.7 ELISA工作标曲的建立

取经大型仪器鉴定为阴性的玉米粉样品，经过样品预处理后得到 12 mL上清液，

将其稀释 5倍后，再用其稀释 AFB1标准品至一系列的浓度梯度，在最佳的反应条件

下，根据间接竞争 ELISA，经 Origin Pro 9.0数据处理，建立甲醇-PBS基质和玉米粉

基质工作标准曲线。

3.2.8 方法评价

3.2.8.1 ELISA特异性评价

在最佳反应条件下，研究所建立方法在玉米粉基质中对不同种类的黄曲霉毒素

（AFB2、AFM1、AFM2、AFG2）的特异性。

3.2.8.2 ELISA精确性与准确性评价

取经大型仪器鉴定为阴性的玉米样品，对其添加低、中、高浓度的 AFB1，日内

每个加标浓度重复 3次，日间每个加标浓度重复 3次，重复 3天，计算加标回收率和

变异系数，以评价方法的精确性与准确性。

3.2.9 实际应用性

购买 1份玉米粉标准物质（GBW（E）100386）和 3份市售的玉米粉，按照样品
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预处理提取上清液，稀释 5 倍后，在最优条件下进行竞争 ELISA 检测，将

Y=(B-B*)/(B0-B*)带入线性拟合方程，反求 X，则样品中 AFB1的浓度 C（ng/mL）=10X，

同样的玉米粉经 HPLC检测，对比检测结果以验证 ELISA结果的准确性和可靠性。

3.3 结果与讨论

3.3.1 不同抗原抗体组合对 ELISA影响

作为免疫分析方法的核心试剂，抗原抗体的质量是提高免疫分析方法灵敏度和准

确度的关键。已知，效价越高，表明单抗用量越少，单抗对 AFB1的亲和性越高。

A1
A2
A3
B1
B2
B3
C1
C2
C3

图 3.1 不同抗原抗体组合下的竞争曲线

Fig. 3.1 Competition curves under different combinations of antigen and antibody

在其他检测条件不变的情况下，由表 3.3可以看出，不同来源的抗原抗体组合，

ELISA的效价相差不大且较低，这可能是由于单抗本身的限制，因此对不同来源的抗

原的亲和力不高，2号单抗的效价优于 1号和 3号，表明 2号单抗的亲和力更高。在

相同的抗原，不同的单抗组合下（如 A1、A2、A3），ELISA的效价相差不大，但灵

敏度相差很大，这是由于单抗质量不同引起的，如单抗的来源、制备方法、纯化方法、

储存条件等都能影响到单抗的质量。在相同的单抗，不用抗原组合下灵敏度不同，如

B2和 C2几乎相同，但与 A2相差巨大，这可能主要由于抗原的质量差距引起的。完

全抗原 AFB1-BSA是由 AFB1和 BSA偶联而成，半抗原 AFB1的结构（连接臂长短、

引入基团结构与位置等）、与 BSA的偶联方法、偶联率以及产率纯度，都影响到完



山东理工大学硕士学位论文 第三章 构建ELISA以高通量检测黄曲霉毒素B1

36

全抗原的理化性质，进而影响到完全抗原的质量和单抗的识别作用。此外，相比于 1

号和 2号单抗，A3、B3 和 C3的灵敏度几乎一致，这表明单抗对不同来源的抗原的

识别效果相似，进一步表明 3号单抗的结构或识别作用最稳定。虽然，2号单抗的亲

和力高，但是灵敏度最低，即对 AFB1的特异性识别弱；而 A1和 C1组合，其灵敏度

最高。考虑到经济成本，产品的批次，再综合效价和 IC50值，选择 C1这一组合建立

ELISA。

表 3.3 不同抗原抗体组合下的效价和 IC50

Tab. 3.3 Titers and IC50 under different combinations of antigen and antibody

a指的是抗原抗体组合下的效价，b指的是抗原抗体组合下的 IC50值

3.3.2 ELISA条件优化

3.3.2.1 封闭液的优化

1%BSA-PBST, IC50=0.1729
1%OVA-PBST, IC50=0.2141
5%脱脂奶粉-PBST, IC50=0.1847
5%脱脂奶粉-PBS, IC50=0.2427

图 3.2 不同种类的封闭液的竞争曲线

Fig. 3.2 Competition curves of different sealing liquids

封闭剂应封闭所有微孔的未结合位点而不结合靶蛋白表位、也不与抗体或检测试

剂有交叉反应，因此其目的是降低非特异性吸附，从而降低背景值。通常，一般用

A B C

1 1:1000a，0.1856b 1:1000，0.3383 1:1000，0.1894

2 1:2000，5.6755 1:4000，1.5024 1:4000，1.5173

3 1:1000，1.2563 1:1000，1.2081 1:1000，1.1535
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0.05-0.1%PBST溶解 BSA、OVA、脱脂奶粉、明胶等配成封闭液，因为其含有大量蛋

白质，可以与微孔中表面上的空洞位置结合，从而降低背景值；另外，吐温-20作为

一种表面活性剂，可以保护抗原抗体，并且能减少抗体对抗原的非特异性作用，从而

也能降低背景值。因此，在相同的抗原抗体的组合下，我们研究了不同种类封闭液下

的 IC50。由图 3.2可以得知，在 1%BSA-PBST封闭下，IC50为 0.1729 ng/mL，封闭效

果最好；5%脱脂奶粉-PBST的 IC50为 0.1847 ng/mL，效果次之；5%脱脂奶粉-PBS封

闭效果最差，这可能是由于封闭液中未加表面活性剂吐温-20。由于 1%BSA-PBST和

5%脱脂奶粉-PBST的封闭效果相差不大，且考虑到 BSA比较昂贵，为节约经济成本，

故选择 5%脱脂奶粉-PBST作为最佳的封闭液条件。

3.3.2.2 甲醇浓度的优化

由于 AFB1难溶于水，易溶于甲醇、氯仿等有机溶剂，但考虑到抗体对目标物的

识别处于溶液环境，且甲醇对抗体的活性有一定影响，从而影响抗原抗体识别反应。

5%, IC50=0.2320
10%, IC50=0.2019
20%, IC50=0.1718
40%, IC50=0.2750

图 3.3 不同甲醇浓度下的竞争曲线

Fig. 3.3 Competition curve under different methanol concentrations

由图 3.3可知，随着甲醇浓度的增加，IC50值先降低再升高，且在 20%甲醇-PBS

下达到最小值，这可能是由于在此甲醇浓度下，AFB1良好地溶解于溶液中，且甲醇

浓度对抗体的活性影响降到最低，抗原抗体反应体系达到最优水平。因此，当甲醇-PBS

（v/v）的浓度为 20%时，作为最佳的反应条件。
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3.3.2.3 盐离子浓度的优化

盐离子能改变蛋白质的表面电荷分布，从而影响静电势能、溶解度、疏水作用力、

氢键、离子键等。抗体作为一种蛋白质，其理化特性也受盐离子浓度影响，特别是在

高浓度盐离子时，抗体的水化层、疏水作用等被破坏，导致抗体构象改变甚至沉淀，

影响抗体活性。

0%, IC50=0.2238
0.2%, IC50=0.2027
0.8%, IC50=0.1855
3.2%, IC50=0.2027

图 3.4 不同盐离子浓度的竞争曲线

Fig 3.4 Competition curve of different salt ion concentrations

由图 3.4 可知，随着盐离子浓度的增加，灵敏度也提高，0.8%盐离子浓度（以

NaCl计）时，灵敏度最高（IC50为 0.1855 ng/mL），此后盐离子浓度增加，灵敏度反

而降低，这可能是因为在低浓度的盐离子时，抗体的溶解度增加；当盐离子浓度再升

高时，抗体的理化性质朝着不利于抗原抗体识别反应的方向发展，导致灵敏度降低。

因此，选择 0.8%氯化钠浓度作为最佳的盐离子浓度。

3.3.2.4 pH值的优化

由于组成抗体的氨基酸有游离的羧基、氨基还有 R侧链，在溶液中解离为两性

离子，在解离基团的数目和种类一定的情况下，溶液 pH值决定抗体电荷性质和数量，

这会进一步影响抗体的理化性质（盐键、等电点等）。
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5.6, IC50=0.2526
6.5, IC50=0.2433
7.4, IC50=0.1811
8.0, IC50=0.2557

图 3.5 不同 pH条件下的竞争曲线

Fig. 3.5 Competition curve under different pH conditions

由图 3.5可知，随着 pH的增大，灵敏度先升高，再降低，在中性 pH7.4的条件

下，灵敏度最高（IC50为 0.1811 ng/mL），这可能是因为 pH过酸或过碱，抗体中的

氨基酸分别形成氨基化阳离子和羧基阴离子，这在一定的盐浓度中，会形成不同的复

杂体系，影响抗原抗体识别。因此，选择 7.4作为最佳 pH条件。

3.3.2.5 酶标二抗稀释倍数的优化

1:5000, IC50=0.2327
3:20000, IC50=0.2122
1:10000, IC50=0.2141
1:20000, IC50=0.2588

图 3.6 不同酶标二抗稀释倍数下的竞争曲线

Fig. 3.6 Competition curve under different dilution ratio of enzyme labeled secondary antibody
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由于酶标二抗能识别单抗，因而洗脱后被固定在微孔中，进而显色。酶标二抗的

稀释度可以影响显色进而影响 OD值。由图 3.6可知，随着酶标二抗的稀释倍数增加，

灵敏度先升高，再降低，这可能是因为酶标二抗稀释倍数过高或过低会造成非特异性

吸附，进一步影响显色及背景值。由于酶标二抗在 3:20000和 1:10000的 IC50值相差

不大，为节约成本，选择 1:10000作为酶标二抗稀释倍数。

3.3.3 ELISA工作标曲的建立

在上述最优的条件下，AFB1标准品浓度从第 1列 5 ppb倍比稀释至第 10列 0.0097

ppb，作甲醇基质和玉米粉基质的工作标准曲线。

图 3.7 甲醇和玉米基质下的拟合曲线（a：非线性；b：线性）

Fig. 3.7 Fitting curve under methanol and corn matrix (a: nonlinear; b: linear)

如图 3.7所示，在甲醇基质中，IC50为 0.2355 ng/mL，检测范围为 0.0422-1.2926

ng/mL（IC20-IC80）；在玉米粉基质中，IC50为 0.1625 ng/mL，线性检测范围为 0.0195-2.5

ng/mL（相当于玉米样品的 0.2343-30 μg/kg），玉米粉基质的线性拟合方程为

Y=-0.4051X+0.2978（Radj2=0.9821），我国国标（GB5009.22-2016）规定玉米样品中

的 AFB1≤20 μg/kg，且规定采用 ELISA试剂盒检测玉米中 AFB1的检出限为 1 μg/kg，

定量限为 3 μg/kg，根据所建立的 ELISA的线性检测范围可知，该方法可以满足玉米

粉中 AFB1的高通量检测。

甲醇, IC50=0.2335
玉米粉, IC50=0.1625

甲醇
玉米粉

（a） （b）
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3.3.4 方法评价

3.3.4.1 ELISA特异性

图 3.8 ELISA的特异性评价

Fig. 3.8 Specificity evaluation of ELISA

如图 3.8所示，在 5 ppb浓度下，玉米基质中的 AFB2、AFM1、AFM2、AFG2的

(B-B*)/(B0-B*)高于 0.8，显著高于 AFB1的值（0.046），基于间接竞争 ELISA原理，

当样品中的黄曲霉毒素低于 5 ppb，(B-B*)/(B0-B*)值更高，这意味着当样品中的黄曲

霉毒素低于在 60 μg/kg，所建立的方法能特异性识别玉米中的 AFB1，表明所建立的

方法具有良好的特异性。

3.3.4.2 ELISA精确性和准确性

对阴性玉米粉样品进行低、中、高浓度的加标（0.46、15、30 μg/kg），在最优

条件下进行竞争 ELISA 检测，其中日内实验每组浓度重复 3次，日间实验每组浓度

重复 3次，连续 3天。计算加标回收率和相对标准偏差（RSD），实验结果如表 3.4

所示，玉米粉样品的加标回收率为 81.13%-96.94%，相对标准偏差均≤9.14%，表明所

建方法的准确性良好。
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表 3.4 ELISA加标回收

Tab. 3.4 Recovery experiments of ELISA

实验
添加值

（μg/kg）
检测值±S.Da

（μg/kg）
回收率

（%）
相对标准偏差

（%）

批内（n=3）

0.46 0.43±0.04 91.50 9.14
15 14.08±1.17 93.86 8.34
30 25.15±1.50 83.83 5.95

批间（n=9）
0.46 0.39±0.03 83.52 6.76
15 14.54±0.41 96.94 2.85
30 24.34±0.67 81.13 2.77

a指的是标准偏差

3.3.5 实际应用性

购买 4份玉米粉（1份为标准物质，3份为市售玉米粉），将所建立的方法应用

于玉米实际样品检测，并根据玉米粉基质的线性标准曲线计算 AFB1的浓度。此外，

通过 HPLC检测相同的样品，从而形成对照组，以证明其应用性和有效性。结果如表

3.5所示，玉米样本 1（标准物质，GBW（E）100386）检测到含有 AFB1，其余三份

都未检测到 AFB1，且 HPLC的检测结果与 ELISA检测结果具有一致性，表明 ELISA

可作为玉米粉中 AFB1定量测定的筛选方法，具有较高的经济效益。而且，基于上述

ELISA的优化参数，可以构建 ELISA试剂盒检测玉米粉及其他农产品中的 AFB1，以

扩大其应用范围。

表 3.5 HPLC 和 ELISA实际样品检测结果比较

Tab. 3.5 The detection results of actual samples by HPLC and ELISA

样品 NO. HPLC （μg/kg） ELISA（μg/kg）

玉米粉

1 27.00±3.00 27.25±1.11
2 ND ND
3 ND ND
4 ND ND

ND是指应用该方法并未检测到 AFB1

3.4 本章小结

针对严重污染玉米产品、毒性大的 AFB1以及市售 ELISA试剂盒的局限性，首先

搜集市售和实验室的 AFB1抗原抗体，研究不同来源的抗原抗体对 ELISA效价和灵敏

度的影响；其次，为提高 ELISA的准确性和稳定性，实现玉米粉中 AFB1高通量检测，

在最优组合的抗原抗体基础上，通过优化封闭液种类、甲醇浓度、盐离子浓度、pH

和酶标二抗稀释倍数，建立了 ELISA以高通量检测玉米粉中的 AFB1。主要结论如下：
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（1）不同的抗原抗体组合（包括相同的抗原/抗体，不同的抗体/抗原），其效价

和灵敏度（IC50）不同，表明抗体抗原的质量是影响所构建 ELISA的效价和灵敏度的

关键因素。为构建高灵敏的 ELISA以满足玉米粉中 AFB1检测的需求，最终选择 C1

这一组合构建 ELISA。

（2）在最优的反应条件下，玉米粉基质的线性拟合方程为 Y=-0.4051X+0.2978

（Radj2=0.9821），线性检测范围为 0.0195-2.5 ng/mL（相当于玉米样品的 0.2343-30

μg/kg），此外，该方法具有良好的特异性和准确性，在玉米粉样品的实际检测结果

中，所建立的ELISA与HPLC具有高度的一致性，表明该方法可以满足玉米粉中AFB1

的高通量筛查。

上述研究，可以为免疫分析方法中抗原抗体的选择提供一定的参考，基于 ELISA

优化的条件参数，可建立ELISA试剂盒以高通量检测玉米粉及其他农产品中的AFB1，

扩大其应用性，这对于控制农产品质量安全具有很大的意义。
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第四章 基于间接信号放大策略的 LFI快速定量检测伏马毒素

B1

4.1 引言

伏马毒素 B1（Fumonisin B1，FB1）是伏马毒素的主要成分和常见污染物，并且

毒性最强，广泛污染玉米。目前，市售的免疫层析试纸条能够简单快速检测目标物以

实现定性或定量，适合大样本筛查，但在该方法中，荧光信号可能容易受到背景荧光

和被测样品的复杂基质成分的干扰，容易造成假阴性，因此为克服上述局限性，许多

研究学者提出了间接标记法的试纸条检测其他小分子物质以提高检测准确性，只是目

前还未应用 FB1检测。

基于以上分析和思考，针对严重污染玉米产品且毒性较大的 FB1，为放大检测信

号，保护单抗的生物活性，提高检测准确性，在本章节中，采用铕纳米颗粒标记羊抗

鼠 IgG制备通用荧光探针（羊抗鼠-IgG@Eu），由于羊抗鼠-IgG 是用小鼠单抗的 Fc

片段免疫羊获得的，因此通用荧光探针（羊抗鼠-IgG@Eu)可与任何其他毒素的小鼠

单克隆抗体结合，从而进一步节省检测探针的制备时间，并为同时检测其他有毒物质

提供通用生物材料。具体来说，当样品含有 FB1时，它们与 T线上的包被原竞争荧光

探针，从而导致荧光信号的随着样品中 FB1浓度的增高而降低。由于间接竞争和放大

策略，在反应 10分钟后，测试条的 C线和 T线区域将形成清晰的不同深浅红色，用

便携式荧光测试仪收集荧光信号得以量化。同时，本章从原理上比较了单抗直接标记

法和羊抗鼠-IgG 间接标记法的差异；将该方法的性能与现有的侧流免疫分析方法进

行了比较，以验证其有效性；在实际玉米样品中检测 FB1时，所建立方法的检测结果

与 LC-MS/MS检测方法的结果进行了比较。

4.2 材料与方法

4.2.1 主要试剂与仪器

本章所用到的试剂与仪器包含于 2.2.2试剂与仪器中，除此之外，还用到的其他

试剂和耗材如表 4.1所示，其他仪器如表 4.2所示。
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表 4.1 实验所用的试剂和耗材

Tab. 4.1 Main reagents and material of the experiment

试剂/耗材 化学式 规格/型号 厂家

聚苯乙烯铕荧光纳米颗粒 / 200 nm， 1%（m/v） 国药集团

EDC∙HCl C8H18ClN3 100 mg 美国 Sigma

PVP-30 (C6H9NO)n 500 g 上海优你生物科技

蔗糖 C12H22O11 500 g 国药集团

FB1-BSA / 1 mg 美国 Sigma

T-2 C24H36O9 1 mg 美国 Sigma

FB1 C34H59NO15 1 mg 美国 Sigma

FB2 C34H59NO14 1 mg 美国 Sigma

FB3 C34H59NO14 1 mg 美国 Sigma

DON C15H20O6 1 mg 美国 Sigma

羊抗鼠-IgG / 2 mg 武汉博士德生物工程

兔抗羊-IgG / 2 mg 北京博奥龙生物技术

抗 FB1单抗 / 2 mg 中国农业科学院（武汉）

吸水垫 / CFSP223000 美国Millipore

玻璃纤维素膜 / / 上海捷宁生物科技

NC膜 / / 美国Millipore

可拆卸微孔板 / / 上海拜力生物科技

0.22 μm 微孔滤膜 / / 美国Millipore

0.45 μm 微孔滤膜 / / 美国Millipore
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表 4.2 实验所用的主要仪器

Tab. 4.2 Main instrument of the experiment

仪器 型号 厂家

喷金仪 XYZ3050 美国 Biodot

切条机 CM4000 美国 Biodot

高速冷冻离心机 CF16RX 日本 Hitachi

便携荧光速测仪 SS-230 上海优你生物科技

电子分析天平 CAP224S 德国 Sartorius

LC-MS/MS LCMS-8060 日本岛津

Milli-Q超纯水系统

（18.2 MΩ·cm）
/ 美国Millipore

365 nm紫外灯 / 上海拜力生物科技

喷金仪 XYZ3050 美国 Biodot

4.2.2 主要试剂配制

主要试剂配制参考安兴爽学位论文 3.2.2 [123]。

4.2.3 通用探针（羊抗鼠-IgG@Eu）的制备

通用检测探针的制备参考 Dong等人[112]。

4.2.4 试纸条的制备

试纸条由 20 mm玻璃纤维膜（样品垫）、25 mm硝化纤维膜（NC膜）、45 mm

吸收垫和背衬板组成（图 4.1（a））。将最佳浓度的 FB1-BSA（0.25 mg/mL）和兔抗

羊-IgG（0.1 mg/mL）都以最佳速度 0.7 μL/cm在硝酸纤维素膜上划线分别生成检测线

（T线）和质控线（C线），立即将包被完成的 NC膜在 37℃的烘箱中干燥 2 h备用；

用封闭溶液处理样品垫 15 min，并在 37°C 下干燥 2 h；吸水垫无需任何处理。将样

品垫、NC膜和吸水垫层依次层压并粘贴在背衬板上，交叠处均重叠 1-2 mm，最后，

使用切条机将试纸条板切割成 3.8 mm宽的条状，并将切好的试纸条密封并储存在 4℃

下备用。

4.2.5 单抗用量优化

将 2 μL制备好的荧光探针添加到反应微孔中，加入 133 μL样品缓释液稀释荧光
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探针，然后将 5 μL，0.5、1、2、5、10 μg/mL抗 FB1单抗添加到微孔中。加入 20 μL

用 70%甲醇-PBS（v/v）稀释至一系列不同浓度的 FB1标准品，同时设置阴性对照，

将试纸条插入微孔中，反应 10 min后，用便携式荧光速测仪读取 T线荧光值，比较

在不同单抗用量下，T线荧光强度的变化。

4.2.6 样品预处理

玉米样品预处理依据安兴爽 3.3.6[123]步骤进行。

4.2.7 侧流免疫分析方法的构建

向微孔中加入适量的荧光探针、抗 FB1单抗、样品提取物或 FB1标准溶液，使总

反应体积达到 160 μL，将试纸条垂直插入反应微孔并反应 10分钟后，溶液通过毛细

管作用沿着试纸条流动，实现间接竞争免疫分析。用便携式荧光速测仪（激发波长：

365 nm；发射波长：613 nm）记录 T线和 C线的荧光信号，将 FB1浓度的对数设置

为 X轴，将 T线与 C线的面积比值设置为 Y轴，通过 Origin Pro 9.0进行数据的非线

性和线性拟合，以获得不同基质下的标准曲线。

4.2.8 侧流免疫分析方法的评价

在最优条件下，采用试纸条检测不同类型的真菌毒素以评价方法的特异性，每个

测试重复三次；通过对阴性样品添加低、中、高浓度的 FB1标准品，进行加标回收实

验以评估方法精确性和准确度，日内实验每个浓度重复三次，而日间实验在不同的 5

天内每个浓度重复三次；将该方法和 LC-MS/MS分别用于玉米的实际样品检测，并

对结果进行比较，以评价其应用性。

4.3 结果与讨论

4.3.1 侧流免疫分析方法原理
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图 4.1 免疫试纸条组成及侧流免疫分析方法模式 （a）基于羊抗鼠-IgG 间接标记的试纸条组装，

（b）基于羊抗鼠-IgG间接标记的侧流层析方法的原理，（c）基于单抗直接标记的

传统侧流层析方法的原理

Fig. 4.1 The configration of test strip and the mode of LFI (a) The configration of test strip based on
goat anti-mouse IgG indirect labeling, (b) the principle of LFI based on goat anti-mouse IgG indirect

labeling, (c) the principle of traditional LFI based on mAb direct labeling.

在原理上，比较了基于羊抗鼠-IgG 间接标记（图 4.1（b））的侧流免疫层析法

与基于抗 FB1单克隆抗体直接标记（图 4.1（c））的侧流免疫层析法，两者的差异主

要表现在三个方面，首先，微孔中反应液的成分不同，前者由样品溶液、通用荧光探

针和抗 FB1单抗组成，后者由样品溶液和荧光探针组成。通用荧光探针（羊抗鼠

-IgG@Eu）所用的羊抗鼠-IgG 是经鼠源单抗的 Fc片段免疫羊得到的，这意味着通用

荧光探针可以结合其他任何小鼠单克隆抗体，这为同时检测其他有毒物质提供了途

径。然而，基于一级单抗直接标记的检测探针只能识别一种特定的目标物，当目标物

发生变化时，检测探针需要重新制备，因此不具有良好的通用性。其次，试纸条 C

线包被的试剂不同，前者的 C线包被兔抗羊-IgG，后者包被羊抗鼠-IgG。最后，信号

放大效果不同，前者采用间接信号放大策略，以抗 FB1单抗为媒介，使通用荧光探针

与单位单抗的结合率大大提高，具有良好的信号放大作用，后者的信号放大效果有限，
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导致前者的灵敏度优于后者。

基于羊抗鼠-IgG 间接标记的 LFI 的具体原理如图 4.1（b）所示：当样品溶液中

没有 FB1目标物时，加入 FB1单抗后，其与荧光探针结合形成游离的复合物（单抗-

羊抗鼠-IgG@Eu），由于毛细管现象，复合物沿着条带移动，然后被包被在 T线上的

FB1-BSA 竞争原截留，剩余的游离复合物继续向上移动，并与 C 线上的兔抗羊-IgG

结合，此时 T线和 C 线分别形成最深和最浅的红色，同时，T值最大，C值最小，

T/C值最大，结果为阴性。当样品提取物中含有低浓度的 FB1目标物时，一部分游离

的抗 FB1单抗识别 FB1并与之结合，再与荧光探针结合形成复合物（FB1-单抗-羊抗

鼠-IgG@Eu），该复合物沿着条带流动，直接与 C线上的兔抗羊-IgG 结合，从而形

成一个颜色比较深的 C线条带，其 C值更大，由于样品溶液中含有少量的 FB1目标

物，游离的抗 FB1单抗不能完全被饱和，因此，由剩余的单抗与荧光探针结合形成的

复合物（单抗-羊抗鼠-IgG@Eu），继续向上泳动，被包被在 T线上的 FB1-BSA竞争

原截留，从而形成一个颜色比较浅的 T线条带，其 T值比较小，T/C值变小，结果为

阳性。当样品溶液中含有高浓度的 FB1目标物时，游离的抗 FB1单抗被 FB1完全饱和，

形成抗原-抗体复合物（FB1-单抗），其与荧光探针结合所形成的复合物（FB1-单抗-

羊抗鼠-IgG@Eu）迁移到T线，因为没有多余的游离单抗来识别T线上包被的FB1-BSA

竞争原，所以 T线的颜色色带消失，荧光值几乎为零，然后复合物全部移动到 C线，

导致 C线的颜色最深，值最大，T/C值最小，结果是阳性。

4.3.2 单抗用量优化

在不同的单抗用量下，研究 T线的荧光值随着不同浓度标准品（用 70%甲醇-PBS

稀释 FB1标准品至 0.625、1.25、2.5、6.25、12.5、25、50 ng/mL）的变化，并设置阴

性对照组。
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图 4.2 单抗用量优化

Fig. 4.2 Optimization of mAb dosage

结果如图 4.2所示，在阴性条件下，随着单抗用量的增加，T线的荧光强度迅速

增加，这可能是由于在一定水平的荧光探针下，单位单抗携带的荧光探针数量增加所

致；同时，在阳性条件下，随着 FB1浓度的增加，无论使用多少单抗，T线的荧光强

度逐渐降至零，这也符合试纸条的原理。随着单抗用量的增加，当 T线颜色消失时，

相应的 FB1浓度也变大，这可能是因为此时单抗消耗了更高浓度的 FB1，降低了 T线

的荧光强度，拓宽了检测范围。如果单抗用量太小，T线荧光值弱，容易出现假阳性

和假阴性结果，导致检测结果不准确，检测范围狭窄；如果单抗的用量过大，在相同

的 T/C值下，虽然检测范围扩大了，但灵敏度可能会降低。综上所述，单抗的最佳为

5 μL，5 μg/mL。

4.3.3 侧流免疫分析方法的构建

根据样品预处理阴性的玉米，所得的提取液经 5倍稀释后，用其稀释 FB1标准品

至 0.125、0.25、0.625、2.5、5、20和 50 ng/mL，同时设置 70%甲醇基质组，即用 70%

甲醇-PBS 溶液稀释 FB1标准品至上述相同的浓度，并设置空白组，即不加任何 FB1

标准品，只检测不同的阴性基质稀释液。不同基质下的阴性样品重复 20次，以获得

平均 B0和标准偏差（SD），通过将 Y值（Y=B0-3×SD）带入线性拟合方程并反向计

算 X，获得检测限（LOD=10X）。在 70%甲醇溶液中，LOD为 0.026 ng/mL，在玉米
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基质中，LOD为 0.025 ng/mL（根据样品重量，相当于 0.50 ng/g）。

图 4.3 侧流免疫分析方法的构建 （a）不同基质下的非线性拟合曲线；

（b）70%甲醇溶液下试纸条检测 FB1的实物图

Fig. 4.3 The establishment of LFI (a) Nonlinear fitting standard curves for FB1 detection in different
matrix; (b) The physical image for FB1 detection in 70% methanol solution.

不同基质下非线性拟合的标准曲线如图 4.3（a）所示，在 70%甲醇、玉米中，非

线性拟合方程分 别为 Y=-0.59263+ 4.23028/(1+(X/0.23745)Λ0.30981) (Radj2=0.9983),

Y=0.04227+1.5538/(1+(X/1.48405)Λ1.14981) (Radj2=0.9985)，检测范围为 1-50 ng/mL，IC50

分别为 0.2374和 1.4840 ng/mL。由图 4.3（b）可知，随着 FB1的增加，T线的颜色逐

渐变浅直至消失，C线的颜色逐渐加深，这与实验原理一致。

此外，与已报道的免疫分析法，尤其是用于快速检测伏马毒素 B1的免疫层析试

纸[124,129]（如表 4.3所示）相比，该方法不仅具有试纸条的共同优点，如操作简单，

T

C

（a）

（b）
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成本低，适合现场高通量快速检测，而且其检测灵敏度更高，检测时间更短，甚至优

于另一种模式的间接标记的侧流免疫层析试纸条[108]，因此本章建立的 LFI 可用于玉

米中 FB1的快速定性和定量检测。

表 4.3 现有的免疫分析法与所建的 LFI检测 FB1比较

Tab. 4.3 Comparison of this study with existing immunoassay for FB1 detection

检测方法 检测范围 a

(ng/mL)
LODa

(ng/mL)
检测时间
(min)

样品 参考文献

High-sensitivity
immunochromatographic

assay
/ 0.6 15 Corn [108]

Ic-ELISA 1-800 1.0 >30 Corn [124]

Homogeneous immunoassay 0.533-6.81 0.079 / Maize [125]
chemiluminescence

immunoassay
0.05-25 0.027 >90 Corn and

wheat
[126]

Gray-imaging-based
immunochromatographic

0.24-15 0.24 10
Rice, maize,
wheat and
peanut

[127]

QDs based
-immunochromatographic

assay
2.295-69.867 / 25 Corn and

wheat
[128]

Colloidal gold immunoassay
strip / 2.5 5 Corn [129]

Lateral flow dual
immunoassay 9.34-100.45 5.23 30 Corn and

wheat
[130]

Lateral flow immunoassay 1.56-6.25 / 15 Maize flour [131]
Quantitative

fluorescence-based
immunochromatographic

assay
0.25-2.0 0.12 20 Maize flour [132]

Gold nanoparticles-based
lateral flow immunoassay / 2.0 >10 Maize flour [133]
Multiplex mycotoxin

immunochromatographic
assay

/ 0.25 10 Corn,wheat
and rice

[134]

ScFv-based
immunochromatographic strip / 2.5 10 Maize [135]
Second antibody labeling

based-LFI 1-50 0.025 10 Corn 本研究

a表示检测范围和 LOD并不是根据样本重量衡量的

4.3.4 侧流免疫分析方法的评价

4.3.4.1 LFI的特异性

为了验证侧流免疫分析方法能够特异性识别 FB1，在上述最佳检测条件下，向反

应微孔中加入 20 μL用 70%甲醇-PBS（v/v）溶液稀释的 AFM1、T-2、FB1、FB2、FB3

和 DON标准品，使最终浓度分别为 20、50、50、50、50、50 ng/mL；同时设置空白

对照，即只加相同体积的 70%甲醇-PBS（v/v）溶液，由便携式荧光速测仪采集试纸

条 T线的荧光信号。
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图 4.4 LFI特异性评价

Fig. 4.4 Specificity evaluation of LFI

结果如图 4.4所示，当物质为非目标物时，T线的荧光值较高，与空白对照组无

显著差异；当有 FB1目标物时，T线的荧光带几乎消失，荧光值与空白对照组和非目

标物组（AFM1、DON、FB2、T-2、FB3）有显著差异，尤其是与 FB1结构相似的 FB2

和 FB3的荧光值。从原理上讲，这与理论结果一致，表明单抗几乎不能识别除 FB1

以外的其他真菌毒素。总之，侧流免疫分析具有良好的特异性。

4.3.4.2 LFI的精确性和准确性

将低、中、高浓度（2、20和 40 ng/mL，对应于样品 40、400和 800 ng/g）的 FB1

标准品添加到经 LC-MS/MS测定为阴性的玉米样品的提取液中，进行日内和日间加

标回收，计算回收率和相对标准偏差，以进一步评估所建立方法的准确性和精密度。

LC-MS/MS的技术参数如下：对于液相色谱，色谱柱（C18，100 mm×2.1 mm，3 μm），

柱温：20℃，流速：0.2 mL/min，进样量：10 μL，流动相为甲醇（A）和 0.1%甲酸

水溶液（B）（v/v，含有 5 mmol/L CH3COONH4），设置并使用线性梯度洗脱程序；

对于质谱，离子源：ESI，源温度：330℃，毛细管压力：4.0 kV（ESI+），脱溶气体

温度：300℃，脱溶气体流速：10 mL/min；质谱扫描模式：多反应监测（MRM），

母离子/子离子（722/334.4，722/352.3），碰撞能量分别为 26和 20 eV。结果如表 4.4

所示。在玉米样品中，回收率为 82.50-115.08%，RSD低于 6.06%，证明所建立的方
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法回收率高，表明该方法具有良好的准确度和精密度，可用于实际样品的检测。

表 4.4 玉米样品中加标回收实验

Tab. 4.4 Recovery analysis of FB1 in spiked corn samples

添加值
(ng/g)

检测值±S.Da

(ng/g)
回收率
(%)

相对标准偏差
(%)

日内（n=3）
40 33.0±1.80 82.50 5.45
400 445.2±2.30 111.32 0.51
800 733.3±15.10 91.66 2.05

日间（n=3）
40 34.6±2.69 86.50 4.34
400 460.2±21.34 115.08 5.15
800 758.8±38.29 94.86 6.06

a表示标准偏差

4.3.5 实际应用性

将所建立的方法应用于六份玉米实际样品检测中，实际样品的 LC-MS/MS技术

参数如 4.3.4.2所述。结果如表 4.5所示。在六份玉米样品中，玉米样品 1、2、3都检

测出 FB1，玉米样品 4、5、6未检测到 FB1，该方法所得结果与 LC-MS/MS法一致，

表明该方法可作为玉米和饲料中 FB1定量测定的筛选方法，具有较高的经济效益。

表 4.5 LFI与 LC-MS/MS检测实际样品结果

Tab. 4.5 The results of natural samples by LFI and LC-MS/MS

Sample NO. LC-MS/MS (ng/g) 试纸条(ng/g)

玉米

1 328.4 285.6
2 233.6 271.2
3 519.4 461.2
4 ND ND
5 ND ND
6 ND ND

ND表示应用该方法并未检测到 FB1

4.4 本章小结

针对严重污染玉米产品、毒性大的 FB1以及市售试纸条的局限性，为放大检测信

号，提高检测准确性，本章以铕荧光纳米颗粒标记羊抗鼠 IgG，制备通用检测探针（羊

抗鼠 IgG@Eu），通过优化试纸条包被原的浓度、划线速度、单抗浓度、荧光探针稀

释倍数构建了基于间接信号放大策略的免疫层析试纸条用于检测玉米的 FB1。主要结
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论如下：

（1）在最优的条件下，该方法在玉米中的检测限为 0.025 ng/mL（基于样品重量

为 0.50 ng/g），检测范围约为 1-50 ng/mL（根据样品重量为 20-1000 ng/g），该方法

能特异性识别 FB1，在玉米样品中加标回收率为 82.50-115.08%，相对标准偏差（RSD）

低于 6.06%；将其应用于玉米样品的实际检测中，所建立的方法与 HPLC-MS/MS具

有高度的一致性。这些表明该方法具有良好的特异性、精确性和准确性，可以用于玉

米中 FB1的现场快速筛查。

（2）与其他研究团队之前发表的间接标记的侧流免疫层析法[108]相比，该方法的

检测限降低了至少 20倍，且具有较宽的线性范围和较高的灵敏度。

本章建立的侧流免疫分析法保护了单抗活性，放大了检测信号，并为多目标免疫

分析提供了通用检测探针，可广泛用于玉米中 FB1的现场快速定性和定量检测，这也

为其他毒素的检测提供了一定的方法参考。
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第五章 结论与展望

5.1 结论

针对严重污染玉米的 AFB1和 FB1，以及现有市售 ELISA试剂盒和试纸条的局限

性，本文首先研究了有限稀释亚克隆次数对 AFB1单抗制备的影响，制备了黄曲霉毒

素单抗；其次，以单抗为生物识别元件，构建的 ELISA 和 LFI 分别实现了对玉米及

其产品中 AFB1和 FB1的高通量现场筛查。本课题的主要研究成果如下：

（1）有限稀释亚克隆次数对 AFB1单抗制备的影响：随着亚克隆次数的增加，

细胞阳性率和上清液中单抗的抑制率逐渐增加，亚克隆次数过多，阳性细胞株生长繁

殖缓慢，检测周期变长，且细胞上清液中单抗的抑制率几乎不变甚至降低。在此基础

上，最终获得能够稳定分泌抗 AFB1单抗的杂交瘤细胞株 ZFG8。经 ELISA检测，该

单抗的半抑制浓度（ IC50）为 1.1539 ng/mL，检测范围为 0.2829-4.7073 ng/mL

（IC20-IC80），对其他黄曲霉毒素（AFB2、AFM1、AFM2、AFG1、AFG2）的最大交

叉反应率为 0.73%。此外还对单抗的可变区基因和氨基酸序列分析。与其他研究者制

备的抗 AFB1单抗相比，本课题制备的单抗的特异性高，这很大程度上可能是由于增

多的亚克隆次数提高了单抗对 AFB1的特异选择性。

（2）构建 ELISA以高通量检测玉米粉中的 AFB1：来自不同厂家的抗原抗体组

合对于ELISA的效价和灵敏度的影响不同，表明抗体抗原的质量是影响所构建ELISA

的效价和灵敏度的关键因素。在 C1这一组合下，通过反应条件优化，建立了 ELISA

以高通量检测玉米粉中的 AFB1。结果表明，在玉米粉基质中，该方法的 IC50为 0.1625

ng/mL，线性检测范围为 0.0195-2.5 ng/mL（相当于玉米样品的 0.2343-30 μg/kg），此

外，该方法可以特异性识别 AFB1，在玉米粉样品的加标回收率为 81.13%-96.94%，

相对标准偏差均≤9.14%，在 1份玉米粉标准物质（GBW（E）100386）和 3份市售玉

米粉实际样品的检测结果中，所建立的 ELISA与 HPLC具有高度的一致性。这些表

明该方法可以满足玉米粉中 AFB1的高通量检测。

（3）基于间接信号放大策略的侧流层析法快速定量检测 FB1：以铕荧光纳米颗

粒标记羊抗鼠 IgG，制备通用检测探针（羊抗鼠 IgG@Eu），在最优的条件下，构建

了基于间接信号放大策略的免疫层析试纸条用于检测玉米中的 FB1。该方法可以特异
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性地识别 FB1，在玉米中的检测限为 0.025 ng/mL（基于样品重量为 0.50 ng/g），检

测范围约为 1-50 ng/mL（根据样品重量为 20-1000 ng/g）；在玉米样品中加标回收率

为 82.50-115.08%，相对标准偏差（RSD）低于 6.06%。将其应用于玉米样品的实际

检测中，所建立的方法与 HPLC-MS/MS具有高度的一致性。这些表明该方法具有极

高的灵敏度、良好的特异性、精确性和准确性，可以用于玉米中 FB1的现场快速筛查。

综上所述，以上研究为杂交瘤细胞筛选和单抗制备提供了一定的参考价值，以单

抗为识别元件分别构建了 ELISA检测黄曲霉毒素 B1和 LFI检测伏马毒素 B1，上述两种

免疫分析方法在一定程度上可以克服市售产品的局限性，实现大通量样品的筛查，这

为保障农产品质量安全提供了一定的检测技术支持，并为构建其他快速免疫分析方法

提供了一定的理论和实践支持。

5.2 展望

本研究仍存在一些不足之处，希望在后续研究中得以完善：

（1）ELISA可开发成试剂盒进行大通量筛选，不过需要酶标仪，且该方法易受加

样、洗涤彻底性、反应温度和时间等因素影响，这可能限制了其快速检测；本课题所建

立的是湿法试纸条，为提高其用户友好度和扩大应用范围，干法试纸条的还有待进一步

开发。

（2）在杂交瘤细胞筛选的基础上，可以制备其他识别元件，比如双抗、纳米抗体、

基因工程抗体等，结合各种纳米材料，构建多种混合毒素的免疫分析方法。
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ZFG8分泌的单抗可变区基因序列和氨基酸序列分析：

SQ VH NO.1（重链可变区 DNA序列）FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4

GAAGTGATCCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTGAAGCCTGGAGGGTC

CCTAAAACTCTCCTGTGCAGTCTCTGGATTCACTTTCAGTAACTATGCCATGTC

TTGGGTTCGCCAGACTCCGGTGAAGAGGCTGGAGTGGGTCGCAACCATTAGGA

GTGGTGATGATTTCACCTACTCTCCTGACACTATGAAGGGACGATTCACCATCT

CCAGAGACAATGCCAAGAACACCCTATACCTCCAAATGAGCGGTCTGAGGTCT

GAGGACACGGCCATTTATTACTGTGCAAGACATAACTGGGACTGGTACTTCGA

TGTCTGGGGCGCAGGGGCCACGGTCACCGTCTCCTCAG

SQ VH NO.2（重链可变区氨基酸序列）FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4

EVILVESGGGLVKPGGSLKLSCAVSGFTFSNYAMSWVRQTPVKRLEWVATIRS

GDDFTYSPDTMKGRFTISRDNAKNTLYLQMSGLRSEDTAIYYCARHNWDWYFDV

WGAGATVTVSS

Glu Val Ile Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly Ser Leu Lys Leu

Ser Cys Ala Val Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Pro Val

Lys Arg Leu Glu Trp Val Ala Thr Ile Arg Ser Gly Asp Asp Phe Thr Tyr Ser Pro Asp Thr

Met Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Ser

Gly Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr Cys Ala Arg His Asn Trp Asp Trp Tyr Phe

Asp Val Trp Gly Ala Gly Ala Thr Val Thr Val Ser Ser

SQ VL NO.3（轻链可变区 DNA序列）FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4

CAGGCTGTTGTGACTCAGGAATCTGCACTCACCACATCACCTGGTGAAACA

GTCACACTCACTTGTCGCTCAAGTACTGGGGCTGTTACAACTACAAAGTATGTC

AATTGGGTCCAAGAAAAACCAGATCATTTATTCACTGGTCTAATAGGTGGTACC

AACAACCGAGCTCCAGGTGTTCCTGCCAGATTCTCAGGCTCCCTGATTGGAGAC

AAGGCTGCCCTCACCATCACAGGGGCACAGACTGAGGATGAGGCAATATATTTC

TGTGCTCTATGGAACAACAACCATTTGGTGTTCGGTGGAGGAACCAAACTGACT

GTCCTAG

SQ VL NO.4（轻链可变区氨基酸序列）FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4
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QAVVTQESALTTSPGETVTLTCRSSTGAVTTTKYVNWVQEKPDHLFTGLIGGT

NNRAPGVPARFSGSLIGDKAALTITGAQTEDEAIYFCALWNNNHLVFGGGTKLTVL

Gln Ala Val Val Thr Gln Glu Ser Ala Leu Thr Thr Ser Pro Gly Glu Thr Val Thr Leu

Thr Cys Arg Ser Ser Thr Gly Ala Val Thr Thr Thr Lys Tyr Val Asn Trp Val Gln Glu Lys Pro

Asp His Leu Phe Thr Gly Leu Ile Gly Gly Thr Asn Asn Arg Ala Pro Gly Val Pro Ala Arg

Phe Ser Gly Ser Leu Ile Gly Asp Lys Ala Ala Leu Thr Ile Thr Gly Ala Gln Thr Glu Asp

Glu Ala Ile Tyr Phe Cys Ala Leu Trp Asn Asn Asn His Leu Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys

Leu Thr Val Leu
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