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１　 引言（Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ）

软骨藻酸是赤潮毒素的一种，由海洋硅藻产生

的兴奋性神经毒素氨基酸，可在贝类中富集，因最

早从红藻属的树枝软骨藻（Ｃｈｏｎｄｒｉａ ａｒｍａｔａ）中分离

出来并确定其结构被命名为软骨藻酸（Ｆｉｒｅ ｅｔ ａｌ． ，
２００９），人类和海洋哺乳动物误食含有 ＤＡ 的鱼虾贝

类后会引起中毒，主要表现在干扰中枢神经系统，
发生暂时性失去记忆甚至死亡（Ｓｍｉｔｈ ｅｔ ａｌ． ， ２００６；
Ｃｏｓｔａ ｅｔ ａｌ． ，２０１０；Ｊｅｆｆｅｒｙ ｅｔ ａｌ． ，２００４；Ｍａｆｒａ ｅｔ ａｌ． ，

２００９）． 在免疫学的基础上得到快速发展的酶联免

疫分析法，以其特异性高、灵敏度高、操作简便、检
测迅速和分析成本低的优点被广泛应用于环境中

污染物的分析（刘仁沿等，２００９；Ｙｕ ｅｔ ａｌ． ，２００９）． 间
接竞争 ＥＬＩＳＡ 法是检测抗体常用的方法，其优点是

只要变换包被抗原就可利用同一酶标抗体建立检

测相应的抗体（Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ． ，２０１０）．
目前，国内还没有开发出成熟的 ＥＬＩＳＡ 试剂

盒，国外已经有商品化的 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒，但价

格昂贵． 由于以 ＥＬＩＳＡ 为基础的免疫学检测方法具
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有快速、简便、灵敏与经济的特点，适用于大批样品

的筛查，因而越来越受到人们的青睐和重视． 本实

验在课题组对软骨藻酸快速检测技术研究的基础

上（王茜等，２０１２；高利利，２０１１；刘元嫄等，２０１１），
进一步优化和建立了利用单抗快速检测 ＤＡ 的间接

竞争 ＥＬＩＳＡ 方法，并对其线性检测范围、检测限、回
收率及稳定性等参数进行了研究． 同时也利用该方

法对部分贝类实际样品进行了初步检测，为最终形

成商品化的检测试剂盒奠定了良好基础．

２　 材料和方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）

２． １　 试剂与仪器

辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 （酶标二抗，
ＨＲＰ⁃ＩｇＧ）购于上海生工，软骨藻酸单克隆抗体为本

实验室自制． 常用化学试剂购自中国国药集团，分
析纯． 其它实验所用仪器和试剂均与文献（王茜，
２０１２）相同．
２． ２　 试验方法

２． ２． １　 包被抗原的制备　 采用碳化二亚胺法合成

包被抗原 ＤＡ⁃ＢＳＡ，反应完成后取少量混合物稀释，
用紫外可见分光光度计在 ２００ ～ ４００ ｎｍ 进行扫描，
用以判断 ＤＡ 是否与载体蛋白 ＢＳＡ 偶联成功．
２． ２． ２　 抗原及单抗最佳稀释度的选择　 采用方阵

滴定的方法：将包被抗原 ＤＡ⁃ＢＳＡ 用碳酸盐缓冲液

（ｐＨ 为 ９． ６） 做 １ ∶ ２００、１ ∶ ４００、１ ∶ ８００、１ ∶ １６００、
１ ∶ ３２００、１ ∶ ６４００、１ ∶ １２８００、１ ∶ ２５６００ 倍稀释，每孔

１００ μＬ，４ ℃ 包被 １２ ｈ；用 ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次，每次 ３
ｍｉｎ，拍干；用 １％ ＰＶＡ⁃ＰＢＳ 做封闭液，３７ ℃ 封闭 ２
ｈ；一抗用 ０． １％ ＢＳＡ⁃ＰＢＳ 做 １ ∶ ２００、１ ∶ ４００、１ ∶ ８００、
１ ∶ １６００、１ ∶ ３２００、１ ∶ ６４００ 倍稀释，每孔 １００ μＬ，每块

板同时设有空白和阴性对照，３７ ℃ 温育 １ ｈ；用
ＰＢＳＴ 洗涤、拍干；将酶标二抗用 ０． １％ ＢＳＡ⁃ＰＢＳ 稀

释至１ ∶ ３０００，每孔 １００ μＬ，３７ ℃温育 １ ｈ；洗涤、拍
干；每孔加 ＴＭＢ 底物液 １００ μＬ，室温显色 １５ ｍｉｎ，用
２ ｍｏｌ·Ｌ － １的浓硫酸每孔 ５０ μＬ 终止反应；在 ４５０ ｎｍ
及 ６３０ ｎｍ 处测定 ＯＤ 值，实际值为 ＯＤ４５０ － ＯＤ６３０，依
据 ＯＤ 值和 Ｐ ／ Ｎ 值筛选抗原和一抗最佳稀释倍数．
２． ２． ３　 酶标二抗最适稀释度的选择　 在确定的最

佳包被抗原和单抗稀释度下，酶标二抗做 １ ∶ ２０００、
１ ∶ ３０００、１ ∶ ４０００、１ ∶ ５０００ 和 １ ∶ ６０００ 倍稀释，进行

ＥＬＩＳＡ 测定，依据 ＯＤ 值和 Ｐ ／ Ｎ 值筛选最佳酶标二

抗稀释度．
２． ２． ４　 最佳抗原包被条件的选择　 以包被抗原最

佳稀释度包被，设置 ３７ ℃包被 １ ｈ 后转入 ４ ℃包被

１２ ｈ、３７ ℃包被 ２ ｈ 转入后 ４ ℃包被 １２ ｈ、３７ ℃包被

３ ｈ 后转入 ４ ℃包被 １２ ｈ、４ ℃包被 １２ ｈ、３７ ℃包被

１ ｈ、３７ ℃包被 ２ ｈ 和 ３７ ℃包被 ３ ｈ 等 ７ 个包被条

件，进行 ＥＬＩＳＡ 测定，依据其 ＯＤ 值和 Ｐ ／ Ｎ 值筛选

最佳包被条件．
２． ２． ５　 抗原、单抗最佳作用时间和温度的选择　 在

上述最佳条件下，选择在 ２５ ℃、３７ ℃和 ４３ ℃ ３ 个

温育温度，抗原和一抗作用 ３０ ｍｉｎ、４５ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ、
９０ ｍｉｎ，进行 ＥＬＩＳＡ 测定，依据其 ＯＤ 值和 Ｐ ／ Ｎ 值筛

选抗原、单抗最佳作用温度和时间．
２． ２． ６　 酶标二抗最佳作用时间和温度的选择　 在

上述最佳条件下，选择在 ２５ ℃、３７ ℃和 ４３ ℃ ３ 个

温育温度，二抗温育 ３０ ｍｉｎ、４５ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ、９０ ｍｉｎ，
进行 ＥＬＩＳＡ 测定，依据其 ＯＤ 值和 Ｐ ／ Ｎ 值筛选酶标

二抗最佳作用时间和温度．
２． ２． ７　 最佳显色条件的选择　 在上述最佳条件下

进行 ＥＬＩＳＡ 测定，于室温和 ３７ ℃条件下，避光和不

避光显色 ５ ｍｉｎ、１０ ｍｉｎ、１５ ｍｉｎ、２０ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ，依据

其 ＯＤ 值和 Ｐ ／ Ｎ 值筛选最佳显色条件．
２． ２． ８　 标准曲线的制作　 利用上述建立的最佳条

件包被抗原，洗涤；一抗稀释至最佳稀释度，每孔加入

５０ μＬ；将 ＤＡ 用 ＰＢＳ 配成 １００ ｎｇ·ｍＬ －１、５０ ｎｇ·ｍＬ －１、
２０ ｎｇ·ｍＬ － １、１０ ｎｇ·ｍＬ － １、４ ｎｇ·ｍＬ － １、２ ｎｇ·ｍＬ － １、０
ｎｇ·ｍＬ － １系列浓度，每孔加入 ５０ μＬ． 按之前建立的

最佳条件进行 ＥＬＩＳＡ 测定．
２． ２． ９　 重复性试验　 将 ＤＡ 稀释为 ０、２０、５０ 和 １００
ｎｇ·ｍＬ － １ ４ 个不同浓度，按上述建立的间接竞争

ＥＬＩＳＡ 法操作步骤，同一浓度在同一板内、不同时

间、相同条件下重复检测 ５ 次，同一浓度在不同板

内、同一时间、相同条件下重复 ５ 次计算板内精密度

和板间精密度．
２． ２． １０　 加标回收率的测定　 在阴性样品中分别添

加 １０、２０ 和 ５０ ｎｇ·ｍＬ － １的 ＤＡ，按照本文建立的间

接竞争 ＥＬＩＳＡ 方法测定，计算加标回收率．

３　 结果与讨论（Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

３． １　 包被抗原的制备与鉴定

软骨藻酸为小分子化合物，属于半抗原类物质，
可以与抗体发生反应，具有抗原性，但是无法与有机

体产生免疫应答反应． 为使软骨藻酸具有免疫原性，
需将它与大分子载体偶联形成包被抗原． 本研究选择

载体蛋白 ＢＳＡ 对 ＤＡ 进行偶联． 反应完成后，将合成

５０４
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完的偶联物 ＤＡ⁃ＢＳＡ 和 ＤＡ、ＢＳＡ 稀释，用紫外光谱仪

进行扫描，所获得的紫外吸收谱如图 １ 所示．

图 １　 ＤＡ、ＢＳＡ、ＤＡ⁃ＢＳＡ 紫外吸收图谱

Ｆｉｇ． １　 ＵＶ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒｕｍｓ ｏｆ ＤＡ， ＢＳＡ ａｎｄ ＤＡ⁃ＢＳＡ

　 　 由图 １ 可以看出，ＤＡ 的 ＵＶ 特征吸收峰在 ２４２
ｎｍ 处，载体蛋白 ＢＳＡ 在 ２１５ ｎｍ 和 ２７８ ｎｍ 处各有

一个吸收峰，而合成的偶联物的紫外吸收图谱与

ＤＡ 和 ＢＳＡ 图谱的峰型及最大吸收峰有明显的区

别，因此推断 ＤＡ 成功偶联到 ＢＳＡ 上，成功制得包被

抗原 ＤＡ⁃ＢＳＡ．
３． ２　 包被抗原和一抗的最佳稀释度的确定

试验采用方阵滴定法，筛选出抗原和一抗最佳

稀释度，从而使抗体与抗原充分结合，提高了反应

的灵敏度． 由表 １ 可见：随着一抗稀释倍数的增加

ＯＤ 逐渐降低． 当抗原稀释 １２８００ 倍、一抗稀释 ４００
倍数时，ＯＤ 值为 １． ０３１，Ｐ ／ Ｎ 值为 ２１． ６． 因此确定抗

原和一抗的最佳稀释度为 １ ∶ １２８００ 倍和１ ∶ ４００ 倍．

表 １　 包被抗原和一抗最佳稀释度的确定

Ｔａｂｌｅ １　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏａｔｉｎｇ ａｎｔｉｇｅｎ ａｎｄ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

包被抗原
稀释倍数

ＯＤ 值

抗体稀释倍数

２００ ４００ ８００ １６００ ３２００ ６４００
空白 阴性

４００ ０． ９９７ ０． ５５８ ０． ２９１ ０． １６４ ０． １４０ ０． ０８８ ０． ０８０ ０． １６３

８００ １． ０４４ ０． ５２０ ０． ３０９ ０． １８５ ０． １３７ ０． １１５ ０． １０４ ０． ２４６

１６００ １． ２７９ ０． ６９１ ０． ３７５ ０． ２２６ ０． １９１ ０． １０９ ０． ０９２ ０． ２０７

３２００ １． ３５９ ０． ８９４ ０． ５４１ ０． ３２３ ０． ２０４ ０． １３６ ０． １１３ ０． ２５４

６４００ １． ３０７ ０． ９６３ ０． ５８１ ０． ３９８ ０． ２５６ ０． １７４ ０． １５３ ０． １８４

１２８００ １． ２５９ １． ０３１ ０． ６５３ ０． ４２２ ０． ２７８ ０． １７１ ０． １６６ ０． ２０６

２５６００ １． ２３２ １． ０９１ ０． ７１６ ０． ４６８ ０． ３１０ ０． ２１８ ０． ３１４ ０． ３２２

３． ３　 酶标羊抗小鼠二抗最佳使用浓度的确定

将酶标羊抗小鼠二抗分别稀释 ２０００、３０００、
４０００、５０００ 和 ６０００ 倍，分别测其 ＯＤ 值并计算出

Ｐ ／ Ｎ值，结果如表 ２ 所示．

表 ２　 二抗使用浓度与 Ｐ ／ Ｎ 值变化

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｐ ／ Ｎ ｖａｌｕｅ ａｎｄ ＨＲＰ⁃ＩｇＧ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

二抗稀释倍数 ＯＤ 值 Ｐ ／ Ｎ 值

２０００ １． ２８６ ７． ３

３０００ １． ００６ １７． ９

４０００ ０． ７５２ ９． ５

５０００ ０． ６５４ ７． ９

６０００ ０． ５２２ ５． ７

当酶标二抗稀释度为 １ ∶ ３０００ 时， ＯＤ 值为

１􀆰 ００６，Ｐ ／ Ｎ 值为 １７． ９，故酶标二抗最佳稀释度为

１ ∶ ３０００倍．

３． ４　 抗原包被条件的确定

将最佳稀释度的抗原在不同包被条件下进行

ＥＬＩＳＡ 测定，结果如表 ３ 所示． 当抗原在 ４ ℃包被 １２
ｈ 时 ＯＤ 值为 ０． ９８２０，Ｐ ／ Ｎ最大，故最佳包被条件为

４ ℃包被 １２ ｈ．

表 ３　 抗原最适包被条件的确定

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｇｅｎ ｃｏａｔｉｎｇ

包被条件 ＯＤ 值 Ｐ ／ Ｎ 值

３７ ℃包被 １ ｈ ０． ６８５４ １０． ７

３７ ℃包被 ２ ｈ ０． ６０４５ ５． ４

３７ ℃包被 ３ ｈ ０． ６０１６ ３． １

４ ℃包被 １２ ｈ ０． ９８２０ １６． ５

３７ ℃包被 １ ｈ 后 ４ ℃包被 １２ ｈ ０． ７１５９ １０． ８

３７ ℃包被 ２ ｈ 后 ４ ℃包被 １２ ｈ ０． ６２４９ ６． ９

３７ ℃包被 ３ ｈ 后 ４ ℃包被 １２ ｈ ０． ６８５８ ５． ３

６０４
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３． ５　 抗原、抗体最佳作用时间和温度的确定

分别选择 ２５ ℃、３７ ℃和 ４３ ℃为反应温度，抗
原和一抗作用 ３０ ｍｉｎ、４５ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ、９０ ｍｉｎ． 研究

结果显示：在 ３７ ℃反应 ６０ ｍｉｎ 时 ＯＤ 值为 ０． ９８７，
Ｐ ／ Ｎ 值为 １６． ８，因此抗原抗体最佳反应温度为 ３７
℃，反应时间 ６０ ｍｉｎ．
３． ６　 酶标二抗最佳作用时间和温度的确定

分别选择 ２５ ℃、３７ ℃和 ４３ ℃为反应温度，二
抗反应 ３０ ｍｉｎ、４５ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ 和 ９０ ｍｉｎ． 研究结果

显示：在 ４３ ℃反应 ３０ ｍｉｎ 时 ＯＤ 值为 ０． ９６３，Ｐ ／ Ｎ
值为 ４９． ６，因此酶标二抗最佳反应温度为 ４３ ℃，反
应时间 ３０ ｍｉｎ．
３． ７　 最佳显色条件的选择与确定

以避光和不避光为反应条件，分别在室温和 ３７
℃反应 ５ ｍｉｎ、１０ ｍｉｎ、１５ ｍｉｎ、２０ ｍｉｎ 和 ３０ ｍｉｎ． 结果

显示：在室温不避光条件下，反应 ２０ ｍｉｎ 时 ＯＤ 值为

０． ９７７，Ｐ ／ Ｎ 值为 ８． ８，因此最佳显色条件为室温不

避光显色 ２０ ｍｉｎ．
３． ８　 标准曲线的绘制

以不同浓度标准品的对数值为横坐标，以 Ｂ ／ Ｂ０

值为纵坐标绘制标准曲线，计算曲线的回归方程和

可决系数，Ｂ ／ Ｂ０ ＝ １ ． ２时对应的ＤＡ浓度值即为最

低检测限． 所获标准曲线如图 ２ 所示，曲线方程为

ｙ ＝ － ０． ０８９６ｘ ＋ ０． ９７５，Ｒ２ ＝ ０． ９９４３． 利用回归方程

计算出该间接 ＥＬＩＳＡ 法的最低检测限为 ４． ８６
ｎｇ·ｍＬ － １ ． 　

图 ２　 间接竞争 ＥＬＩＳＡ 标准工作曲线

Ｆｉｇ． ２　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｗｏｒｋｉｎｇ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｉｃ⁃ＥＬＩＳＡ

３． ９　 重复性试验

间接竞争 ＥＬＩＳＡ 标准曲线的孔间差异如表 ４
所示． 间接竞争 ＥＬＩＳＡ 标准曲线的板间差异如表 ５
所示． 由表 ４ 和表 ５ 计算出 ＯＤ 值的孔间变异系数

为２． ８１％ ～ ７． ０８％ ，板间变异系数为 ２． ４６％ ～
５􀆰 ９６％ ，均小于 １５． ００％ ，表明本方法具有良好的重

现性．

表 ４　 间接竞争 ＥＬＩＳＡ 标准曲线的孔间差异

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ａｍｏｎｇ ｈｏｌｅｓ ｉｎ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｉｃ⁃ＥＬＩＳＡ

ＤＡ 浓度 ／ （ｎｇ·ｍＬ － １） ＯＤ４５０ － ＯＤ６３０值 ＣＶ

０ １． ０５７ １． ０１１ ０． ９８２ ０． ９６８ ０． ９７３ ３． ６９％

２０ ０． ７３２ ０． ６０３ ０． ６９８ ０． ６６２ ０． ６７５ ７． ０８％

５０ ０． ６０３ ０． ５９４ ０． ５６９ ０． ６１２ ０． ５８３ ２． ８４％

１００ ０． ５３５ ０． ５０７ ０． ５４２ ０． ５１３ ０． ５２１ ２． ８１％

表 ５　 间接竞争 ＥＬＩＳＡ 标准曲线的板间差异

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｔｈｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ⁃ａｓｓａｙ ｉｎ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｉｃ⁃ＥＬＩＳＡ

ＤＡ 浓度 ／ （ｎｇ·ｍＬ － １） ＯＤ４５０ － ＯＤ６３０值 ＣＶ

０ １． ０３６ １． ０４１ ０． ９９６ ０． ９７３ １． １１４ ５． ２１％

２０ ０． ７２１ ０． ６２１ ０． ６７３ ０． ６５４ ０． ６７７ ５． ４５％

５０ ０． ６１１ ０． ５３６ ０． ５９４ ０． ６２７ ０． ５７６ ５． ９６％

１００ ０． ５２７ ０． ５３８ ０． ５０４ ０． ５２９ ０． ５１８ ２． ４６％

３． １０　 加标回收率的测定

取阴性样本添加一定浓度的 ＤＡ，其回收率如

表 ６ 所示． 可以看出，该法的添加回收率在 ８５％ ～
１１５％范围内， 可见本研究建立的间接竞争 ＥＬＩＳＡ
法能够满足一般检测要求．

表 ６　 间接竞争 ＥＬＩＳＡ 加标回收率

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｓａｍｐｌｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆｉｃ⁃ＥＬＩＳＡ

样品添加浓度 ／
（ｎｇ·ｍＬ － １）

样品数 ／
个

ＯＤ４５０ － ＯＤ６３０平均值 ／
（ｎｇ·ｍＬ － １）

加标
回收率

１０ １０ ０． ７３６ ８６． ８０％

２０ １０ ０． ６６２ ９８． ２０％

５０ １０ ０． ５９４ １０３． ２０％

７０４
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４　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ）

本文建立的间接竞争 ＥＬＩＳＡ 法快速、灵敏、重
现性好． 不仅能满足国际规定的 ２０ ｎｇ·ｍＬ － １ ＤＡ 安

全限值的测定要求，而且也适合应用于现场对大批

量样本的检测．
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