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Abstract： A environmental -friendly and nontoxic enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA）
for the detection of aftoxin B1 （AFB1） in wheat flour sample was developed. In this method，the
standard substance was substituted by the anti-idiotype antibody （anti-id antibody）. The anti-id
antibodies were prepared by immunizing the rabbits with the F （ab'）2 fragments that were obtained
by digesting the monoclonal antibodies （11A9 and 1G3） against AFB1. Two kinds of anti -id
antibodies was prepared and both could mimic the three-dimensional structural of AFB1 and caused
specific inhibition to the 11A9 mAb. The correlation of the AFB1 and anti -id antibodies were
analyzed by regression. The green ELISA based on anti-id antibody was applied in the analysis of
spiked wheat flour sample. The recovery intra -and inter -assay was between 111.89% and
126.98%，respectively，while the CV less than 10%. The results indicated that the environmental-
friendly and nontoxic ELISA could be used for actual samples.
Keywords： Aflatoxin，F（ab'）2 fragments，Anti-Id antibody，Green ELISA

摘要： 建立了一种基于抗独特型抗体的绿色无毒的 ELISA 方法，并用于检测面粉中黄曲霉毒素
B1。 通过酶解 2种抗黄曲霉毒素小鼠单克隆抗体（11A9 和 1G3）制备 F（ab'）2 片段，并将其免疫
新西兰大白兔制备抗独特型抗体。最终得到两种抗独特型抗体，并对抗独特型抗体和 AFB1进行
相关性分析。通过实际样品添加回收，其批内回收率为 115.60%～121.88%，变异系数在 5%以内；
而批间回收率为 111.89%～126.98%， 变异系数低于 8%。 分析结果准确可靠， 表明此无毒绿色
ELISA是一种安全可靠的 AFB1分析方法。
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黄 曲 霉 毒 素（Aflatoxins，AFs）是 一 类 由 黄 曲 霉

（Aspergillus flavus） 和 寄 生 曲 霉 （Aspergillus
parasiticus）等产生的一类结构类似的化合物[1]。黄曲

霉毒素毒性极强，并具有致畸、致癌和致突变毒性。
在已发现的数 10 种类的黄曲霉毒素中， 黄曲霉毒

素 B1（AFB1）毒性最强，已被国际癌症组织列为第一

类致癌物[2]。 黄曲霉毒素在农作物中广泛存在，因此

大量分析方法被开发用于检测黄曲霉毒素。
目前的 AFB1 分析方法， 不论仪器检测还是免

疫检测，均需要有待分析物质的标准溶液，不仅费

用高，还会对分析人员和环境造成伤害和污染 [3-7]。
抗独特型抗体（Anti-idiotype，Anti-Id 或 Ab2）在空

间构象上与抗原存在内影像关系 [8]，因此可以替代

原始抗原作为标准物质， 用于 AFB1 的无毒免疫学

检测。

1.1 材料和试剂

新西兰大白兔， 由江南大学动物中心提供；明

胶、3，3，5，5-四甲 基 联 苯 胺（TMB）、胃 蛋 白 酶 和 弗

氏佐剂，购自 Sigma 公司；蛋白质 A，购于 GE 公司；
HRP-山羊抗小鼠 IgG，购自 Jackson 公司；其他试剂

均为国产分析纯，购于上海国药集团。
1.2 仪器

Thermo MK3 酶标仪， 伯乐 电 泳 槽 及 电 泳 仪，
HH-S 数显恒温水浴锅，江苏金坛医疗仪器厂制造；
PH050A 型培养箱， 上海一恒科学仪器有限公司制

造；96 孔可拆卸酶标板，Corning 公司制造。

2.1 F（ab’）2 片段的制备

将抗黄曲霉毒素小鼠单克隆抗体 11A9 和 1G3
用蛋白质 A 柱纯化， 并在 pH 3.8 的醋酸盐缓冲液

中磁力搅拌透析 6 h， 调整抗体质量浓度到 2 mg/
mL。 同样用 pH 3.8 的醋酸盐缓冲液配置 0.1 mg/mL
的胃蛋白酶溶液。 将抗体溶液和胃蛋白酶溶液按照

1∶1 的体积比例混合后，37 ℃水浴进行酶解反应。 反

应结束后， 加入 1 mol/L Tris 溶液将反应溶液调至

中性。 酶解产物经蛋白质 A 纯化后，收集穿流液，用

SDS-PAGE 鉴定，-20 ℃分装保存。

2.2 黄曲霉毒素抗独特型抗体的制备

将纯化的 F（ab’）2 片段免疫新西兰大白兔。 首

次 免 疫 采 用 弗 氏 完 全 佐 剂 乳 化 抗 原，免 疫 剂 量 为

2 mg/只，背部皮下多点注射。 加强免疫时采用弗氏

不完全佐剂乳化，免疫剂量减半。 从第 3 次开始，免

疫后第 7 天耳缘静脉采血， 分离血清后检测效价。
当效价不再增加时，用 0.5 mg 耳缘静脉冲免后采集

血清。 得到的血清经蛋白质 A 纯化后，分装保存于-
20 ℃。
2.3 ELISA 方法的建立

将 包 被 抗 原 AFB1-BSA 按 照 0.15 μg/mL 的 质

量浓度进行包被，100 μL/孔，37 ℃孵育 2 h，弃去孔

中液体，用质量分数 0.05% PBST 洗液洗板 3 次后，
用含质量分数 0.2%明胶的碳酸盐缓冲液 CBS 进行

封闭，200 μL/孔，4 ℃过夜， 同样方法洗板 3 次拍

干。 每孔先加入 50 μL 不同质量浓度的 AFB1 标准

品溶液（0～1 ng/mL）或者抗独特型抗体（0～100 μg/mL），
再加入合适倍数的抗黄曲霉毒素单抗溶液，37 ℃孵

育 30 min 后，洗板 3 次；加入体积比 1∶3 000 稀释的

HRP 标记羊抗鼠二抗，100 μL/孔，37 ℃孵育 30 min
后， 洗板 3 次； 每孔加入 100 μL TMB 底物液，于

37 ℃显色反应 15 min， 用 50 μL 2 mol/L 硫酸终止

液终止后，用酶标仪测 450 nm 波长的吸光值。
2.4 抗独特型抗体的性质

为了验证抗独特型抗体和 AFB1 之间具有相关

性， 将相同抑制率对应的 AFB1 标准品浓度和抗独

特型抗体浓度分别为横纵坐标做图。 抑制率区间为

20%～80%，间隔为 5%[9]。 通过对得到的散点图进行

回归分析，得到两种标准物质之间的对应关系。 抗

独特型抗体特异性检验，将其作为标准品检测对其

他生物毒素单克隆抗体的抑制。 交叉反应率 CR 按

照如下公式计算：
CR=（IC50AFB1/IC50 其他）×100% （1）

式（1）中 IC50AFB1 为抗独特型抗体对抗黄曲霉毒

素单抗 11A9 的 IC50， 而 IC50 其 他 为抗独特型抗体针

对其他毒素单克隆抗体的 IC50。
2.5 添加回收试验

面粉样品经江苏省进出口检验检疫局 HPLC-
MS/MS 检测，不含有黄曲霉毒素。称取 5 g 面粉样品

于三角烧瓶中，分别添加 10、25、50 ng 的 AFB1。 室

温干燥后，加入 50 mL 甲醇-水（体积比 70∶30），振

荡均匀后，超声提取 30 min。 提取液经滤纸过滤后，

材料与方法2

材料与方法1
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用 PBST（含体积分数 0.05% Tween20 的 PBS）稀释

10 倍后，用无毒 ELISA 检测。 批内和批间实验回收

率和变异系数基于不连续的 3 d ELISA 结果得出。

3.1 F（ab’）2 片段的制备

一般小鼠 IgG 抗体分子包含有不变区 和 可 变

区。 如果用整个分子免疫兔子，得到的多克隆抗体，
会有部分针对其不变区的，而抗独特型抗体主要是

针对抗体可变区内的独特性表位。 因此将不变区去

除，有利于抗独特型抗体的制备。 本研究中使用胃

蛋白酶对抗体分子进行酶解，得到 F（ab’）2 片段。
由于胃蛋白酶在酸性条件下才有较高的活性，因此

需要在酸性的醋酸盐缓冲溶液中进行。 经过优化，
发现 pH 3.8 的条件较为合适。考察了不同时间对单

克隆抗体 11A9 酶解效果的影响。 结果 （见图 1）表

明，在 pH 3.8 条件下，经过 5 h 的反应，抗体基本上

全部水解。 在此条件下的酶解产物， 经过蛋白质 A
纯化，收集穿流液，即得到 F（ab’）2 片段。

1～5：1～5 h； M：Marker
图 1 不同时间下的 11A9 抗体酶解效果

Fig. 1 Digestion of mAb 11A9 at pH3.8 for different
times：1~5 h；M：maker

3.2 ELISA 方法

采用 AFB1、 抗独特型抗体 11A9-Ab2 和 1G3-
Ab2 作为 ELISA 标准品时，结果表明都能对抗 AFB1

单克隆抗体 11A9 产生抑制，其抑制曲线分别见图 2
（a）（b）（c）。 经过四参数方程拟合计算，其 IC50 分别

为 0.057 ng/mL、30 145 ng/mL 和 18 458 ng/mL。 从

结果中也可以看出，采用 1G3 单抗制备的抗独特型

抗体 1G3-Ab2，对 11A9 单抗同样具有抑制，甚至效

果要好于 11A9-Ab2。 说明由于抗独特型抗体模拟

AFB1 的空间结构， 因此对针对 AFB1 的单克隆抗体

都会有抑制作用。

图 2 对单克隆抗体 11A9 的抑制曲线

Fig. 2 Standard curve of 11A9 mAb

3.3 两种标准物质相关性分析

两种标准物质的抑制曲线（图 2）说明，抗独特

型抗体和 AFB1 都可以对 11A9 单抗产生抑制。 为了

研究两种物质之间的相关性， 对导致 20%～80%之

间抑制率的质量浓度分别为横纵坐标，取对数后进

行回归分析，间隔为 5%，其结果见图 3。从图 3 可以

看出， 抗独特型抗体和 AFB1 之间具有质量浓度对

数的线性关系，其回归方程为：
y=0.554 4x-3.711 3 （11A9-Ab2） （2）
y=0.501 2x-3.389 6 （AG3-Ab2） （3）

结果与讨论3
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其中 x 为抗独特型抗体浓度，y 为 AFB1 浓度，
相关系数 R2 分别为 0.994 9 和 0.998 7。 说明抗独

特型抗体和 AFB1 具有高度的一致性， 可以作为无

毒的标准品替代物。

图 3 回归分析结果

Fig. 3 Regression analysis

3.4 抗独特型抗体的特异性

将抗独特型抗体分别替换其他的生物毒素及

其对应的单克隆抗体， 并观察其对单抗的抑制效

果。 结果显示，其交叉反应均低于 1%。 说明抗独特

型抗体对其他生物毒素单抗交叉反应低，具有很好

的特异性，可以作为特异型的标准品替代物开发绿

色无毒的免疫检测方法。
3.5 添加回收试验

空白面粉样品添加回收实验的结果见表 1。 从

表 1 可以看出，通过抗独特型抗体作为标准品的无

毒 ELISA 方 法 ， 其 批 内 回 收 率 为 115.60% ～
121.88%， 变异系数在 5%以内； 而批间回收率为

111.89%～126.98%，变异系数低于 8%。
表 1 面粉样品添加回收分析

Table 1 Analysis of wheat flour samples spiked with AFB1

采用抗体 F （ab’）2 片段作为免疫原制备了抗

黄曲霉毒素 AFB1 的抗独特型抗体， 对抗独特型抗

体的性质进行了鉴定， 并分析了抗独特型抗体和

AFB1 之间的相关性。建立了以抗独特型抗体为基础

的无毒绿色 AFB1 的 ELISA 分析方法， 通过样品添

加实验，其批内和批间回收率在 111.89%～126.98%
之间，变异系数低于 8%。 该方法安全准确，为无毒

绿色的 AFB1 分析方法。

结 语4

样品
添加
量/

（ng/g）

批内（n=3） 批间（n=3）
测量
值

CV/
%

回收
率/%

测量
值

CV/
%

回收
率/%

wheat
flour

2 0.024 4.65 119.01 0.025 6.88 126.98

5 0.058 4.25 115.60 0.056 1.50 111.89

10 0.122 3.05 121.88 0.113 7.95 112.59
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科 技 信 息

欧盟拟修订多种作物中多杀菌素的最大残留限量

2013 年 11 月 4 日，欧盟食品安全局（EFSA）就修订多种作物中多杀菌素（ spinosad）的最大残留限量发布了意见。

据了解，依据欧盟委员会（EC）No396/2005 法规第 6 章的规定，比利时收到一家公司要求修订多种作物中多杀菌素

最大残留限量的申请。 为协调多杀菌素胺的最大残留限量（MRL），比利时建议对其残留限量进行修订。

依据欧盟委员会（EC）No396/2005 法规第 8 章的规定，比利时起草了一份评估报告，并提交至欧委会，之后转至欧

盟食品安全局。

欧盟食品安全局对评估报告进行评审后，做出如下修改建议：

［信息来源］厦门 WTO 工作站. 欧盟拟修订多种作物中多杀菌素的最大残留限量 [EB/OL]. (2013-11-6). http://www.
xmtbt-sps.gov.cn/detail.asp?id=43711.

产品代码 产品种类 现行限量/（mg/kg） 推荐限量/（mg/kg）
0154010 蓝莓 0.4/- 1.5
0154020 蔓越橘/红覆盆子 0.02*/- 1.5
0154030 黑加仑（红色、黑色和白色） 0.3 /- 1.5
0154040 醋栗（包括杂交出的其他醋栗物种） 0.3 /- 1.5
0154050 蔷薇果 0.3 /- 1.5
0154060 桑葚（野生浆果） 0.02*/- 1.5
0154070 氮双吡咯 Azarole（地中海枸杞子）（软枣猕猴桃） 0.3 /- 1.5
0154080 接骨木浆果（黑野樱桃/苹果莓，鼠李，沙棘，山楂，花楸果和其他树浆果） 0.3 /- 1.5
0154990 其他小水果和浆果类 0.02*/- 1.5
0243020 羽衣甘蓝 2/2 2
1011010 猪 肌肉 0.05 /2 0.1
1011020 猪 脂肪 1/2 2
1011030 猪 肝脏 0.5/0.5 0.7
1011040 猪 肾脏 0.3 /0.5 0.5
1012010 牛 肌肉 0.3/3 0.3
1012020 牛 脂肪 3/3 3
1012030 牛 肝脏 2/2 2
1012040 牛 肾脏 1/1 1
1013010
1014010

绵羊、山羊，肌肉 0.05/2 0.3

1013020
1014020

绵羊、山羊，脂肪 2/2 3

1013030
1014030

绵羊、山羊 肝脏 0.5/0.6 1.5

1013040
1014040

绵羊、山羊 肾脏 0.5/0.5 0.5

101610 禽类，肌肉 0.2/1 0.2（临时）

1016020 禽类，脂肪 1/1 1（临时）

1016030 禽类，肝脏 0.2/0.2 0.2（临时）

1016040 禽类，肾脏 0.2/0.2 0.2（临时）

1020000 牛奶 0.5/0.2 0.2
1030000 鸟蛋 0.2/0.2 0.2（临时）
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