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基于免疫磁珠的喹乙醇磁酶联免疫吸附法的

建立与应用
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摘要：【目的】建立基于免疫磁珠的喹乙醇（olaquindox，OLA）磁酶联免疫吸附法（magnetic bead enzyme-

linked immunosorbent assay，MELISA）。【方法】首先合成喹乙醇酶标半抗原（OLA-HS-HRP），并制备免疫磁

珠，随后利用偶联完成的免疫磁珠与 OLA-HS-HRP，对 MELISA 的最佳反应条件进行筛选与优化。【结果】免

疫磁珠与 OLA-HS-HRP 的最佳工作稀释倍数分别为 100倍和 8 000倍，抗体稀释液为含体积分数 5% 甲醇的

PBS 缓冲液（0.010 mol/L，pH 7.0）；在优化条件下建立的标准方程为 y=13.593ln x+17.173（R2=0.994 3），其中

IC10值、IC20值、IC50值、IC80值分别为 0.59、1.23、11.19、101.70 ng/mL；该方法的回收率为 93.17%~106.83%，变

异系数（CV）<7%。【结论】该研究建立的 MELISA 灵敏度高且结果可靠，不仅为 OLA 残留检测提供了新方

法，也为食品安全领域中其他小分子药物检测提供了理论依据与参考。
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Abstract: [Objective] This study aims to establish a magnetic bead enzyme-linked immunosorbent assay 

(MELISA) method for olaquindox (OLA) based on immunomagnetic beads. [Method] First, olaquindox-hapten 

conjugated with horseradish peroxidase (OLA-HS-HRP) and immunomagnetic beads were synthesized. Then, the 

conjugated immunomagnetic beads and OLA-HS-HRP were used to screen and optimize the reaction conditions 

of MELISA. [Result] The optimal working dilution factors for the immunomagnetic beads and OLA-HS-HRP 

were 100 times and 8 000 times, respectively, with the antibody dilution buffer being PBS solution (0.010 mol/L, 

pH 7.0) containing methanol at a volume fraction of 5%. Under the optimized conditions, the established standard 

equation was y=13.593ln x+17.173 (R2=0.994 3), with IC10, IC20, IC50, and IC80 values of 0.59, 1.23, 11.19, and 

101.70 ng/mL, respectively. The recovery rate of this method was 93.17%~106.83%, and the coefficient of 

variation (CV) was <7%. [Conclusion] The MELISA established in this study is highly sensitive and reliable, 

providing a new method for the detection of OLA residues and offering a theoretical basis and reference for the 

基金项目：浙江省科技厅公益性研究项目（LGN22C200028）。

通信作者：金仁耀（1981—），男，博士，副研究员，硕士研究生导师，主要从事水产品加工与质量安全快速检测技术研究。

E-mail： nodjin@163.com

收稿日期：2024⁃12⁃02 修回日期：2025⁃01⁃14

［文章编号］ 1673-1689（2025）07-0149-12DOI：10.12441/spyswjs.20241202001

149



Journal of Food Science and Biotechnology 总第  304 期  | 2025 年  7 月  | 食品与生物技术学报

detection of other small molecule drugs in food safety.

Keywords: olaquindox; monoclonal antibody; enzyme-conjugated hapten; immunomagnetic beads; magnetic 

bead enzyme-linked immunosorbent assay

OLA 是一种兽医专用的非抗生素类抗菌促生

长剂［1］，具有明显毒性［2］，可对肝脏、肾脏、心脏等

重要脏器造成损害，引发细胞凋亡、组织纤维化等

一系列病理变化。若动物长期暴露于低剂量 OLA

环境中，即使无明显急性中毒症状，也会出现生长

迟缓、免疫力下降等亚临床表征，这不仅影响动物

养殖效益，更给食品安全带来潜在隐患［3］，进而对

人体健康造成威胁。鉴于 OLA 的潜在危害，建立

精准、高效的 OLA 检测技术十分必要。

目前，OLA 最常见的检测方法是高效液相色

谱法（HPLC）和酶联免疫吸附法（ELISA）。李瑾

瑾等［4］优化并建立了饲料中 OLA 残留量的 HPLC

测定方法，该方法的加标回收率为 76.1%~97.1%，

相对标准偏差为 3.78%~7.27%，OLA 检测限为

0.02 mg/kg，检测效果理想，但存在检测周期长、成

本高等缺点。张景艳等［5］针对饲料研发了间接竞

争酶联免疫吸附测定（ic-ELISA）试剂盒，检测限

为 0.79 μg/L，方法灵敏度较低；此外，ELISA 法对

试剂储存条件、检测人员操作技能要求较高，且易

发生交叉污染，难以满足市场监管中“实时、快速、

现场检测”的需求。这些传统检测方法往往受限

于灵敏度低，无法有效检测出生物样本及饲料中

微量 OLA 残留，导致其隐匿性危害难以被及时发

现。另外，复杂样本基质中的干扰成分极易影响

检测准确性，从而大幅降低检测结果的可靠性。

而当前养殖环境与食品供应链的复杂性，又对

OLA 残留检测技术提出了“快速、便于现场检测”

的要求，以满足实时监控需求。

在糠氨酸检测领域，传统检测手段也面临类

似困境，杨敏仪等［6］通过建立基于多克隆抗体的

ic-ELISA 方法，在一定程度上克服了传统方法的

不足，为食品中糠氨酸的高效检测提供了新选择。

该研究正是基于这一背景，致力于探索一种灵敏

度更高、稳定性更好的 OLA 检测方法，而免疫磁

珠技术所展现的独特优势为此提供了方向。免疫

磁珠技术不仅具备固相化试剂稳定性好的优点，

还拥有免疫学反应的高度专一性［7］，广泛应用于

生物分离、免疫测定等多个领域［8］。MELISA 是将

免疫磁珠技术与免疫分析技术相结合，以磁珠作

为固相载体，在保持目标物本身活性的基础上，利

用磁珠较大的比表面积提升富集分离效率［9］。该

方法有望打破传统检测的瓶颈，显著提升 OLA 残

留检测的灵敏度与稳定性。在此基础上，该研究

的核心问题聚焦于磁珠与抗体偶联环节。

作者首先用 1-乙基-（3-二甲基氨基丙基）碳酰二

亚胺（EDC）与 N-羟基丁二酰亚胺（NHS）活化磁珠，

再与喹乙醇单克隆抗体（OLA-mAb）偶联，制备得到

偶联了 OLA-mAb 的免疫磁珠（OLA-mAb-Mag）。

基于免疫磁珠在液体中富集分离目标物时抗原和

抗体会进行充分反应的特性，通过优化 OLA-mAb

与磁珠的偶联条件及免疫磁珠的反应条件，建立检

测 OLA 残留的 MELISA 方法。该方法利用磁珠免

疫技术结合优化后的反应体系，实现对OLA的高特

异性捕获与信号放大，旨在为OLA残留检测提供兼

具超高灵敏度、稳定性与操作便捷性的技术手段，

为食品安全防线提供支撑。

1　材料与方法

1.1　试剂

OLA、青霉素、四环素、氯霉素、卡巴氧、莱克

多巴胺、羊抗鼠酶标二抗（IgG-HRP）、牛血清蛋白

质（BSA）、异硫氰基荧光素（FITC）：美国 Merck 公

司；喹乙醇半抗原（OLA-HS）、喹乙醇人工抗原

（OLA-HS-OVA）、OLA-mAb：作者所在实验室自

制；三羟甲基氨基甲烷（Tris）：生工生物工程（上

海 ）股 份 有 限 公 司 ；乙 二 胺 四 乙 酸 二 钠

（EDTA-2Na）、氯化钠、碳酸钠、碳酸氢钠、磷酸二

氢钠、磷酸氢二钠、氯化钾、磷酸二氢钾：分析纯，

国药集团化学试剂有限公司；免疫磁珠：杭州博岳

生物科技有限公司。

1.2　仪器与设备

酶标仪：IMARK 型，美国 Bio-Rad 公司；电子

天平：BSA124S-CW 型，德国 Sartorius 公司；纯水

仪：Milli-Q® Reference 型，美国 Merck 公司；移液

枪：Research® plus 系列，德国 Eppendorf公司；自动

洗板机 ：Aquamax® mi-croplate Washers 型 ，美国

Molecular Devices 公 司 ；恒 温 恒 湿 培 养 箱 ：
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LHS-150SC 型，上海一恒科学仪器有限公司；振荡

器：HZQ-300A 型，北京海淀电子医疗仪器厂；荧光

显微镜：Ti-U 型，日本 NIKON 公司。

1.3　OLA-HS-HRP的制备

参 照 Kong 等［10］的 方 法 并 稍 加 改 进 。 将

0.20 mmol OLA-HS、0.25 mmol 二环己基碳二亚

胺和 0.25 mmol NHS 溶于 1 mL N，N-二甲基甲酰

胺中，于室温下搅拌过夜。随后以 4 000 r/min 离

心 10 min，取上清液缓慢滴加到 6 mL 含有 120 mg

辣根过氧化物酶（HRP）的碳酸盐缓冲液（CBS）

中，避光搅拌 4 h。在 PBS 中透析 3 d，期间定期更

换透析液，此步骤与王何瑶等［11］对蛋白质纯化后

的透析方法类似，旨在去除杂质，保证后续检测的

准确性。透析完成后，吸取透析袋内的抗原，离心

处理后分装，于-20 ℃冻存备用。采用紫外扫描

曲线和郭尧君［12］介绍的 SDS-PAGE 法验证偶联是

否成功。SDS-PAGE操作参数为：浓缩胶为 5 g/dL，

分离胶为 10 g/dL；浓缩胶电压 80 V，分离胶电压

120 V；考马斯亮蓝染色 30 min，脱色液脱色 2~3

次，直至各蛋白质条带清晰，最后拍照并进行条带

分析。

1.4　免疫磁珠的制备和偶联条件的优化

吸取适量超声后的磁珠悬浮液于孔板，每孔

加入 500 μL 0.01 mol/L 的 PBST 洗涤 3次。每孔加

入 100 μL 新鲜配制的 EDC（10 mg/mL）和 NHS

（10 mg/mL），于室温振荡活化 30 min，活化完成后

进行磁分离，去除上清液。随后加入 PBST 重新洗

涤 2 次，去除上清液。将活化后的磁珠与 300 μL 

OLA-mAb 混合，于室温下振荡反应，期间保持磁

珠悬浮。经不同反应时间（30、60、90、120 min）

后，分别收集上清液与第一次清洗液的上清液，采

用 BCA 试剂盒测定上清液中的抗体质量浓度，计

算偶联率并确定最佳偶联时间。在确定最佳反应

时间后，按上述方法，改变 OLA-mAb的添加量（5、

10、15、20、25 μg），通过测定不同抗体添加量下的

偶联率，确定 OLA-mAb的最佳添加量。其中偶联

率按式（1）计算。

γ =
θ0 - θ1

θ0

× 100% （1）

式中：

γ——偶联率，%；

θ0——抗体添加量，μg；

θ1——流穿液抗体剩余量，μg。

1.5　磁珠粒径的选择

分别取粒径为 1 000、2 000、2 800 nm 的磁珠

与 OLA-mAb 振荡偶联，用 PBST 洗涤 3 次，然后加

入 IgG-HRP 继续振荡反应 1 h。反应结束后，再次

用 PBST 洗涤 3次，加入 TMB 显色液，于 37 ℃恒温

恒湿箱中放置 15 min 进行显色反应，然后用终止

液终止反应。最后进行磁分离，吸取上清液，测定

其在 450 nm 下的吸光度（OD450值）。

1.6　FITC 染色用量的选择

磁珠与抗体偶联完成后，用 PBST 洗涤 2 次，

加入质量分数 1% 的 BSA（含有体积分数 0.05% 的

Tween-20），封闭反应 30 min，再次用 PBST 洗涤。

取 FITC 溶于 CBS 中制成 FITC 溶液，将溶液与磁

珠混合，避光标记 30 min。标记反应结束后，将磁

珠样品置于荧光显微镜下观察。按上述操作，用

CBS 将 FITC 分别按 1︰100 和 1︰200 的比例稀释后

进行试验，通过荧光显微镜观察结果，选择荧光清

晰明亮的一组作为最适稀释倍数［13］。

1.7　免疫磁珠的稳定性

取 200 μL 的 0.1 mol/L 的 NaCl溶液，对偶联完

成后的磁珠进行洗涤，分别洗脱 3 次、5 次和 7 次。

收集各洗脱条件对应的上清液，用 BCA 试剂盒测

定上清液的蛋白质质量浓度 ，进而计算偶联

OLA-mAb 后磁珠的稳定性［14］。稳定性计算方法

见式（2）。

δ =
ε1

ε2

× 100% （2） 

式中：

δ——免疫磁珠的稳定性，%；

ε1——洗脱后免疫磁珠上偶联的抗体量，μg；

ε2——洗脱前免疫磁珠上偶联的抗体量，μg。

1.8　免疫磁珠与 OLA-HS-HRP 最佳工作稀释倍数

的优化

采用棋盘滴定法进行试验［15］，用质量分数 5%

的脱脂牛奶包板 30 min，用 PBS 缓冲液依次将

OLA-mAb-Mag 稀释至 60 倍、80 倍、100 倍、120 倍

和 140 倍，按纵向加入包被酶标板中，100 μL/孔。

将酶标板置于磁力架上，移除上清液。加入 OLA

标样，50 μL/孔，将 OLA-HS-HRP 用抗体稀释液分

别稀释 4 000倍、8 000倍、16 000倍和 32 000倍，按

横向加入包被酶标板中，50 μL/孔。将酶标板置于
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37 ℃恒温恒湿箱中孵育 1 h，随后用 PBST 洗涤

2次，再加入 300 μL PBST 浸泡 3 min。滴入 100 μL 

TMB 显色液，孵育 15 min，然后滴入 50 μL 终止液

终止显色。利用酶标仪测定 OD450 值，选取 OD450

值为 1.0 时对应的稀释倍数作为最佳工作稀释

倍数。

1.9　抗体稀释缓冲液选择

分 别 配 制 0.005、0.010、0.020、0.050、0.100、

0.200 mol/L 的 pH 7.4 的 PBS 缓冲液和 pH 8.8 的

Tris-HCl缓冲液。每个浓度设 3 组平行，根据各浓

度下对应的各项检测指标进行分析，建立线性回归

方程，并计算相应的 IC20值、IC50值和 IC80值，确定抗

体稀释缓冲液的最佳浓度及种类。在此基础上，配

制不同 pH（6.0、6.5、7.0、7.5、8.0）的抗体稀释缓冲

液，每个 pH 下设 3组平行，确定抗体稀释缓冲液的

最佳 pH。

1.10　配制 OLA 标准溶液的有机溶剂选择

采用上述优化的条件进行该试验。以甲醇和

乙腈作为有机溶剂，分别设置 5%、10%、20% 和

40% 的添加体积分数，配制对应体积分数的有机

标准溶液；随后对初始质量浓度为 1 000 ng/mL 的

OLA 标准溶液进行梯度稀释（采用 2.5 倍稀释法，

共设 11 个质量浓度梯度，同时设置对照组），并将

稀释后的 OLA 标准溶液与 OLA-HS-HRP 溶液反

应。根据试验结果建立线性回归方程，计算 IC20

值、IC50值和 IC80值，确定最佳有机溶剂。

1.11　标准曲线的绘制与拟合

按 照 上 述 方 法 筛 选 的 最 优 条 件 建 立

MELISA。设置 OLA 标准溶液的质量浓度梯度和

对照组，向每孔中先后加入 50 μL OLA 标准溶液

和 50 μL OLA-HS-HRP 溶液 ，振荡反应后加入

TMB 显色液，待显色完成后用终止液终止反应。

吸取上清液，使用酶标仪测定 OD450值，根据 OD450

值建立标准曲线。

1.12　特异性试验

为测定该方法的交叉反应率，选取 OLA 的结

构类似物（青霉素、四环素、氯霉素、卡巴氧和莱克

多巴胺）进行研究。将 OLA 及其结构类似物分别

配制成 1、2、4、8、16、100、500 ng/mL 的溶液，采用

已建立的 MELISA 方法对各溶液进行检测，计算

各自的 IC50 值
［16］，进而计算交叉反应率。交叉反

应率计算方法见式（3）。

Y =
C 1

C 2

× 100% （3）

Y——交叉反应率，%；

C1——OLA 的 IC50值；

C2——OLA 结构类似物的 IC50值。

1.13　OLA 添加回收率试验

参照 GB/T 8381.7—2009《饲料中喹乙醇的测

定  高效液相色谱法》进行。分别配制 5、10、20、

50、100 ng/g 的 OLA 标准溶液备用，对饲料、池塘

水、自来水 3 类样品进行处理和添加回收率试验。

各样品处理操作分别为：将鱼饲料样品研磨粉碎，

通过 60目筛筛选后准确称取 1 g放入离心管中；对

浙江工商大学附近的池塘水样品进行过滤，取

1 mL 滤液加入离心管；移取 1 mL 作者所在实验室

的自来水样品至离心管中。向各离心管中的样品

分别添加不同质量浓度或质量分数的 OLA 标准

溶液。后续处理中，饲料样品室温静置 1 h 后，加

入 3 mL 含甲醇体积分数 5% 的最佳有机溶液，振

荡 1 min，于 4 000 r/min 离心 10 min，吸取上清液

后再于 10 000 r/min 离心 10 min，吸取上清液检

测；池塘水样品加入 2 mL 含甲醇体积分数 5% 的

最佳有机溶液，自来水样品加入 1 mL 含甲醇体积

分数 5% 的最佳有机溶剂，直接混匀后检测。计算

3种样品的添加回收率、检测值和 CV。

1.14　HPLC 验证

用甲醇配制 OLA 标准溶液母液，将其储备于

棕色容量瓶中，置于冰箱保存。随后用体积分数

5% 的甲醇溶液对母液进行梯度稀释，得到质量浓

度分别为 5、10、20、50、100 μg/mL 的标准溶液。流

量为 1.00 mL/min，进样量为 10~20 μL。流动相 A

为超纯水，流动相 B 为甲醇。梯度洗脱程序为：

0~5 min 时，流动相 B 体积分数为 15%；5~10 min

时，流动相 B 体积分数为 15%~70%；10~14 min时，

流动相 B 体积分数为 70%；14~18 min时，流动相 B

体积分数为 70%~15%；18~25 min 时，流动相 B 体

积分数为 15%。在饲料样品的 HPLC 添加回收率

测定中，称取 1 g 经研磨后过 60 目筛的饲料样品，

添加 OLA 标准液及含体积分数 5% 甲醇的 PBS 溶

液，使样品中标准样品的质量分数分别为 6、10、

20 μg/g。避光振荡 45 min，取上清液于 12 000 

r/min 离心 10 min，重复离心 1 次，取上清液过滤膜

后上机测定。对 3 种质量分数的饲料上清液进行
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稀释，调整质量分数分别为 6、10、20 ng/g，采用

MELISA 检测并分析数据，通过与 HPLC 检测结果

比对，验证该分析方法的可行性。

1.15　数据处理

所有试验在相同条件下重复测定 3次，结果以

均值±标准差的方式表示。采用 Excel 2019 进行

数据分析处理，采用 Origin 2019软件作图。

2　结果与讨论

2.1　OLA-HS-HRP的表征

采用紫外扫描仪测定OLA-HS、OLA-HS-HRP、

HRP的紫外吸收光谱，见图 1。HRP的最大吸收峰

位于 410 nm，而 OLA-HS-HRP 的紫外吸收曲线较

OLA-HS 和 HRP 发生了偏移，其最大吸收峰位于

400 nm。这表明在 OLA-HS-HRP 的形成过程中，

分子轨道发生了重排，电子云分布改变，致使吸收

光子的能量需求产生变化［17］。此外，OLA-HS-HRP

与 OLA-HS 和 HRP 的波形发生了改变，初步表明

OLA-HS-HRP 偶联成功，最大吸收峰的偏移和波

形变化是由新形成的偶联物所致［18］。OLA-HS-HRP

的 SDS-PAGE 结果见图 2。OLA-HS-HRP 的电泳

条带相较于 HRP 出现滞后和拖尾现象，这是由于

HRP 偶联了部分半抗原后，偶联物的相对分子质

量大于载体 HRP 的相对分子质量。在电场作用

下，相对分子质量较大的物质，迁移速率较慢，且

由于偶联物分子结构的不规则性增加，相较于单

一 HRP 分子更易受到凝胶介质的阻滞，因此在电

泳过程中呈现出滞后和拖尾的现象［19］。结合紫

外 吸 收 光 谱 结 果 ，可 证 明 OLA-HS-HRP 偶 联

成功。

2.2　偶联条件的优化结果

随着偶联时间的延长，偶联率呈先升高后降

低的趋势，在偶联时间为 90 min 时偶联率达到最

高，为 89.09%，见图 3（a）。结果表明，90 min 时结

合到磁珠上的抗体量已达到饱和，即使进一步延

长偶联时间，偶联率也不再上升。因此，选择 90 

min作为磁珠与抗体的最佳偶联时间。

随着抗体（OLA-mAb）添加量的增加，偶联率

同样呈先升高后降低的趋势，在添加量为 20 μg 时

偶联率达到峰值，说明此时结合到磁珠上的抗体

量达到饱和，见图 3（b）。当抗体添加量超过 20 μg

时，偶联率开始下降，可能是由于磁珠表面的活性

基团数量有限，当抗体添加至一定数量后，磁珠表

面可偶联的数量已达到最大值［20］。但由于抗体添

加量在 20 μg 与 15 μg 时对应的偶联率相差较小，

综合考虑试验效果与材料成本，选择 15 μg 作为抗

体的最佳添加量。

2.3　磁珠粒径的确定

分别取粒径为 1 000、2 000、2 800 nm 的磁珠

与 OLA-mAb振荡偶联，测定得到不同粒径磁珠对

应的偶联物的吸光度分别为 1.01±0.02、1.07±0.05、

2.00±0.03。2 800 nm 粒径磁珠吸光度最高，由于

吸光度与蛋白质质量浓度呈正相关，可用吸光度

表征抗体质量浓度［21］，说明 2 800 nm 磁珠偶联的

抗体最多，效果最好。磁珠粒径越大，其磁响应性

往往越强，在施加外部磁场时，更容易被吸引和分

图 1　3种物质的紫外吸收光谱

Fig. 1　UV spectra of three substances

图  2　OLA-HS-HRP和 HRP的 SDS-PAGE结果

Fig. 2　SDS-PAGE results of OLA-HS-HRP and HRP
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离［22］。为使后续磁分离操作更迅速、高效，选择粒

径为 2 800 nm 的磁珠作为后续反应的基础。

2.4　FITC 染色用量的确定

未偶联 OLA-mAb 的磁珠，即使被 FITC 染色，

在荧光下依旧不见绿光，表明 FITC 染色也可用于

鉴别 OLA-mAb 和磁珠是否偶联成功。由图 4 可

知，FITC在 1︰200稀释比例下的免疫磁珠的荧光清

晰明亮，因此最终选择 FITC的稀释比例为 1︰200。

2.5　免疫磁珠的稳定性结果

不同洗涤次数下 OLA-mAb-Mag 的稳定性结

果见表 1。可以看到 ，随着洗涤次数的增加 ，

OLA-mAb-Mag 的稳定性逐渐降低。在磁珠洗脱

过程中，由于抗体与磁珠表面的结合作用力存在

差异，那些通过氢键、范德华力等较弱非共价键相

互结合的松散抗体，会在洗脱液作用下被优先去

除［23］。洗涤次数越多，磁珠表面保留的抗体越少，

导致磁珠免疫活性降低，宏观上表现为磁珠稳定

性降低［24］。为确保 OLA-mAb-Mag 在后续试验中

具有良好效果，确定该磁珠的最大洗涤次数（即重

复利用次数）为 3次。

2.6　免疫磁珠与 OLA-HS-HRP 工作稀释倍数的

确定

当 OLA-mAb-Mag 稀 释 倍 数 固 定 时 ，随 着

OLA-HS-HRP 稀释倍数的增加，体系吸光度呈逐

渐减小趋势，见表 2。这是因为随着 OLA-HS-HRP

稀释倍数的增加，单位体积内可与 OLA-mAb-Mag

表面抗体特异性结合的抗原数量相对减少，两

者有效碰撞几率降低，导致免疫复合物形成速

率减缓，最终在宏观上表现为吸光度衰减。当

OLA-HS-HRP 稀释倍数固定时，随着 OLA-mAb-Mag

稀释倍数的增加，磁珠表面可参与反应的抗体数

量减少，与抗原结合的位点随之减少，同样会阻

碍免疫复合物生成，使得吸光度逐渐下降。此外，

在 ELISA 相关技术领域，通常以吸光度接近 1为参

图 4　FITC 标记的 OLA-mAb-Mag最适染色用量

Fig. 4　Optimal staining dosage of FITC-labelled OLA-mAb-Mag

表 1　不同洗涤次数下 OLA-mAb-Mag的稳定性

Table 1　Stability of OLA-mAb-Mag under different washing times

洗涤次数/次

3

5

7

稳定性/%

95.78

88.49

72.35

图 3　磁珠与抗体的偶联条件优化结果

Fig. 3　Optimized conjugation conditions for magnetic beads and antibodies
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考 标 准 ，吸 光 度 超 过 1 会 偏 离 线 性 范 围 。 当

OLA-mAb-Mag 和 OLA-HS-HRP 稀释倍数分别为

100 倍和 8 000 倍时，吸光度接近 1，因此确定该稀

释倍数组合为两者的最佳稀释倍数。

2.7　最佳抗体稀释缓冲液的确定

不同缓冲液稀释抗体后，OLA抑制率结果见图

5。其中 0.200、0.010 mol/L的 PBS缓冲液稀释样品

的 IC50值接近且较低，表明在此条件下抗体展现出

较高的检测灵敏度。较高灵敏度意味着在检测

OLA等目标物质时，仅需较低质量浓度就能使抗体

与抗原的结合反应受到 50%抑制，这对捕捉样本中

微量目标物极为有利，既能精准察觉低质量浓度目

标物变化引发的反应抑制变化，又能显著提升检测

敏锐度。同时，稳定且重复性较好的 IC50值是保障

检测准确性的关键，可有效避免不同批次试验或样

本间因 IC50值波动造成的定量误差，确保对目标物

质量浓度进行准确判断。由表 3 可以看出，0.200 

mol/L PBS 缓冲液对应的线性回归方程斜率过大，

这会导致最终 OLA 质量浓度测定范围变窄。斜率

表征反应信号强度随抑制剂质量浓度的变化速率：

斜率过大时，抑制剂质量浓度稍有波动，反应信号

强度便会急剧改变，使得在较小的质量浓度变化区

间内，信号强度会轻易触及检测仪器的极限值，无

法再精准测量更高或更低质量浓度的抑制剂，严重

压缩了可准确检测的线性范围；反之，若斜率过小，

虽可以拓宽检测范围，但会降低检测分辨率，使不

同质量浓度抑制剂间的信号差异难以辨别，影响定

量分析的精度。综合考虑，0.010 mol/L pH 7.4 的

PBS 缓冲液的表现更优。 0.050 mol/L pH 8.8 的

Tris-HCl缓冲液相较于其他组而言，IC50值较低且曲

线的斜率也较为合适，见图 5（b）和表 4。但对比发

现，0.010 mol/L PBS缓冲液的 IC20值、IC50值、IC80值

均低于 0.050 mol/L 的 Tris-HCl 缓冲液。pH 7.0 的

PBS缓冲液的 IC20值、IC50值、IC80值低于其他组，见

图 6和表 5。这表明用 0.010 mol/L pH 7.0的 PBS缓

冲液稀释的抗体，其检测灵敏度更高。综上所述，

该研究最终选择 0.010 mol/L pH 7.0的 PBS缓冲液

作为抗体稀释缓冲液。

表 2　OLA-mAb-Mag与 OLA-HS-HRP最佳稀释倍数的确定

Table 2　Optimization of the optimal dilution factors of OLA-mAb-Mag and OLA-HS-HRP

OLA-HS-HRP

稀释倍数/倍

4 000

8 000

16 000

32 000

吸光度

OLA-mAb-Mag稀释

60倍

3.69±0.05

3.64±0.02

3.59±0.03

3.52±0.02

OLA-mAb-Mag稀释

80倍

3.32±0.04

2.61±0.01

1.92±0.02

1.14±0.06

OLA-mAb-Mag稀释

100倍

2.07±0.05

1.04±0.02

0.70±0.01

0.28±0.03

OLA-mAb-Mag稀释

120倍

1.98±0.04

0.85±0.05

0.45±0.03

0.27±0.05

OLA-mAb-Mag稀释

140倍

1.30±0.02

0.82±0.03

0.42±0.05

0.22±0.02

图  5　不同抗体缓冲液下的 OLA 抑制曲线

Fig. 5　OLA inhibition curves in different buffer solutions
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2.8　配制 OLA 标准溶液的有机溶剂确定

体积分数 5%的甲醇组 IC50值最低，且对应的线

性回归方程斜率也较适宜，见图 7（a）和表 6。体积

分数 20% 的乙腈组同样表现出较低的 IC50值，斜率

也符合试验要求，见图 7（b）和表 7。对比上述 2 组

有机溶液中的最优组，发现体积分数 5% 的甲醇组

与体积分数 20% 的乙腈组线性回归方程斜率接近，

但前者的 IC20值、IC50值、IC80值均低于体积分数 20%

的乙腈组。这表明体积分数 5%的甲醇组中抗体的

灵敏度更高，这可能与甲醇极性较强、更易挥发的

特性有关。因此，选择体积分数 5% 的甲醇作为配

制OLA标准溶液的有机溶剂。

2.9　标准曲线结果

按照上述最优条件建立 MELISA，其线性回

归方程为 y=13.593ln x+17.173（R2=0.994 3），见图

8。进一步计算得到其 IC10值为 0.59 ng/mL，IC50值

为 11.19 ng/mL。与抗原包被和抗体包被的 ELISA

相比，该研究建立的 MELISA 检测限更低，灵敏度

更高；相对标准偏差为 0.46~2.72，说明该 MELISA

方法具有较好的稳定性。

图  6　不同 pH 下的 OLA 抑制曲线

Fig.  6　OLA inhibition curves under different pH values

表 3　不同浓度 PBS缓冲液稀释抗体的 MELISA 结果

Table 3　MELISA results for antibodies diluted with PBS solutions at different concentrations

PBS缓冲液浓度/（mol/L）

0.200

0.100

0.050

0.020

0.010

0.005

线性方程

y=16.175ln x+9.224 7

y=13.813ln x+9.900 4

y=12.534ln x+9.994 7

y=13.385ln x+9.742 8

y=15.554ln x+9.991 0

y=11.266ln x+9.804 9

R2

0.993 7

0.993 7

0.991 7

0.995 6

0.993 7

0.996 1

IC20值/（ng/mL）

1.95

2.08

2.22

2.15

1.90

2.47

IC50值/（ng/mL）

12.44

18.23

24.33

20.24

13.10

35.44

IC80值/（ng/mL）

79.49

159.96

266.46

190.37

90.11

508.11

表 4　不同浓度 Tris-HCl缓冲液稀释抗体的 MELISA 结果

Table 4　MELISA results for antibodies diluted with Tris-HCl solutions at different concentrations

Tris-HCl缓冲液浓度/（mol/L）

0.200

0.100

0.050

0.020

0.010

0.005

线性方程

y=13.849ln x+9.975 6

y=13.367ln x+9.890 5

y=14.542ln x+9.611 9

y=13.641ln x+9.790 2

y=11.833ln x+9.987 4

y=11.877ln x+9.733 5

R2

0.993 9

0.995 7

0.997 3

0.994 6

0.993 5

0.996 7

IC20值/（ng/mL）

2.06

2.13

2.04

2.11

2.33

2.37

IC50值/（ng/mL）

17.99

20.10

16.08

19.06

29.41

29.67

IC80值/（ng/mL）

157.00

189.61

126.51

171.84

371.19

370.99

表 5　不同 pH 的 PBS抗体稀释液的 MELISA 结果

Table 5　MELISA results of antibodies diluted with PBS solutions at different pH values

pH

6.0

6.5

7.0

7.5

8.0

线性方程

y=12.318ln x+8.267 1

y=12.489ln x+9.632 0

y=15.337ln x+8.828 0

y=12.545ln x+9.197 9

y=11.551ln x+9.968 3

R2

0.990 3

0.990 0

0.996 9

0.994 8

0.990 2

IC20值/（ng/mL）

2.41

2.29

2.07

2.37

2.38

IC50值/（ng/mL）

22.96

25.34

14.65

25.85

32.00

IC80值/（ng/mL）

218.36

279.89

103.60

282.55

429.59
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2.10　特异性结果

使用 MELISA 测定 OLA 及其结构类似物的

交叉反应率，见表 8。可以看出，免疫磁珠对青霉

素、四环素、氯霉素、卡巴氧和莱克多巴胺的交叉

反应率均较低，而在相同条件下对目标物（OLA）

的捕获率较高。这表明 OLA-mAb 与其结构类似

物无任何交叉反应，证明该抗体具有很强的特异

性，能够满足检测需求。

图  8　MELISA 测定的 OLA 抑制曲线

Fig. 8　OLA inhibition curve measured by MELISA

表 8　OLA 及其结构类似物的交叉反应率

Table 8　Cross-reactivity rates of OLA with its structural 

analogues

化合物

OLA

青霉素

四环素

氯霉素

卡巴氧

莱克多巴胺

IC50值/（ng/mL）

        11.19

>4 000.00

>4 000.00

>4 000.00

>4 000.00

>4 000.00

交叉反应率/%

100.00

 <0.28

 <0.28

 <0.28

 <0.28

 <0.28

图 7　不同有机溶剂下的 OLA 抑制曲线

Fig.  7　OLA inhibition curves under different organic solvents

表 6　不同体积分数甲醇配制 OLA 标准溶液的 MELISA 结果

Table 6　MELISA results of OLA standard solutions prepared with different volume fractions of methanol

甲醇体积分数/%

5

10

20

40

线性方程

y=14.992ln x+9.935 3

y=14.627ln x+9.710 6

y=12.093ln x+9.381 4

y=12.25ln x+6.981 7

R2

0.992 2

0.995 9

0.991 8

0.996 4

IC20值/（ng/mL）

1.96

2.02

2.41

2.89

IC50值/（ng/mL）

14.47

15.71

28.76

33.51

IC80值/（ng/mL）

107.07

122.18

343.65

387.87

表 7　不同体积分数乙腈配制 OLA 标准溶液的 MELISA 结果

Table 7　MELISA results of OLA standard solutions prepared with different volume fractions of acetonitrile

乙腈体积分数/%

5

10

20

40

线性方程

y=13.185ln x+9.006 2

y=14.313ln x+8.615 1

y=15.03ln x+9.383 9

y=11.942ln x+9.926 2

R2

0.994 3

0.991 8

0.990 3

0.991 1

IC20值/（ng/mL）

2.30

2.22

2.03

2.32

IC50值/（ng/mL）

22.40

18.02

14.91

28.67

IC80值/（ng/mL）

217.99

146.56

109.77

353.49
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2.11　OLA 添加回收率试验结果

采用 MELISA 对饲料中的 OLA 进行检测，结

果见表 9。该方法展现出良好的检测效果，且结果

较稳定，CV 均在 6% 以下，低 CV 表明在多次重复

检测过程中，所得结果的离散程度极小，检测重复

性较好。对池塘水开展添加回收率试验，结果见

表 10。在低添加质量浓度下，CV 较高，这可能是

由于低质量浓度下本底值干扰所致；在池塘水中

该方法的回收率为 93.17%～106.83%，且 CV 均

小于 7%。回收率反映检测方法对目标物质的回

收能力，接近 100% 的回收率说明该方法能从成

分复杂的池塘水样本中较准确地捕获 OLA，具备

良好的抗干扰能力。对自来水进行相关回收率

试验，结果见表 11。由于自来水成分相对单一，

在此情况下 CV 均在 6% 以下，这意味着无论是

初次检测还是后续重复检测，针对自来水中可能

存在的微量 OLA，该方法均能给出一致性良好的

检测结果。综上，MELISA 具有灵敏度高、稳定

性强的特点，可满足不同类型样本的检测要求，

充分凸显出该方法在不同样本类型下的稳定应

用优势。

2.12　HPLC 验证结果

HPLC 测定 OLA 的标准曲线见图 9，线性回归

方程为 y=47 926x+2 299.6（R2=0.999 7），R2接近 1，

表明该标准曲线的线性关系良好。

采用 HPLC 和 MELISA 分别对饲料样品中的

OLA 进行检测，结果见表 12~13。HPLC 法测定的

OLA 回收率为 97.66%~102.34%，CV 较低，说明该

方法检测结果稳定可靠。MELISA 测定的 OLA 回

收率为 96.99%~103.01%，且所有 CV 均小于 4%，

表明该研究建立的 MELISA 检测结果可靠，能够

满足对 OLA 的现场快速检测需求。

表 9　MELISA 对饲料中 OLA 添加回收率检测结果

Table 9　Spiked recovery rate of OLA in feed determined by 

MELISA

添加质量

分数/（ng/g）

5

10

20

50

100

检测值/（ng/g）

5.67±0.29

9.29±0.21

20.22±0.58

50.63±2.08

101.37±2.88

回收率/%

94.93~105.07

97.69~102.31

97.14~102.86

95.88~104.12

97.16~102.84

CV/%

5.07

2.31

2.86

4.12

2.84

表 11　MELISA 对自来水中 OLA 添加回收率检测结果

Table 11　Spiked recovery rate of OLA in tap water determined 

by MELISA

添加质量浓度/

（ng/mL）

5

10

20

50

100

检测值/（ng/mL）

5.13±0.19

9.75±0.58

21.05±0.58

50.92±1.57

103.54±2.08

回收率/%

96.19~103.81

94.34~105.66

97.22~102.78

96.85~103.15

97.92~102.08

CV/%

3.81

5.66

2.78

3.15

2.08

图  9　HPLC 测定下的标准曲线

Fig.  9　Standard curve determined by HPLC

表 10　MELISA 对池塘水中 OLA 添加回收率检测结果

Table 10　Spiked recovery rate of OLA in pond water 

determined by MELISA

添加质量浓度/

（ng/mL）

5

10

20

50

100

检测值/（ng/mL）

5.11±0.35

10.52±0.57

20.50±1.20

49.68±0.59

102.25±1.12

回收率/%

93.17~106.83

94.63~105.37

94.15~105.50

98.82~101.18

98.91~101.09

CV/%

6.83

5.37

5.85

1.18

1.09

表 12　HPLC 法测定饲料中 OLA 添加回收率结果

Table 12　Spiked recovery of OLA in feed determined by HPLC

添加质量分数/（μg/g）

6

10

20

检测值/（μg/g）

5.08±0.12

10.15±0.21

20.36±0.35

回收率/%

97.66~102.34

97.85~102.14

98.29~101.71

CV/%

2.34

2.14

1.71
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3　结论

该研究建立了一种以免疫磁珠为固相载体的

MELISA。体系优化后得到的线性回归方程为 y=

13.593ln x+17.173（R2=0.994 3），IC10 值 为 0.59 

ng/mL，IC50 值为 11.19 ng/mL。与现有方法相比，

该方法的 IC10 值和 IC50 值更低，灵敏度更高；相对

标准偏差为 0.46~2.72，表明其稳定性良好。该研

究建立的 MELISA 与传统的 ELISA 法相比，具有

前处理简单、检测快速、成本低廉等优势，且具备

更大的固定表面积、更高的捕获效率、更短的孵育

时间，同时不与试验材料反应［25］，还可实现高通量

测试［26］。此外，与 HPLC 检测法相比，该方法在拟

合度、灵敏度和稳定性方面均表现良好。

然而，当前研究亦存在一定的局限性。免疫磁

珠与抗体偶联过程中会受免疫磁珠粒径影响，大粒

径免疫磁珠虽然能够偶联更多抗体，但容易发生聚

沉现象，导致偶联失败或偶联成功的免疫磁珠无法

有效捕获抗原，进而影响后续检测效果。为突破这

一瓶颈，后续研究将聚焦以下关键方向以改进稳定

性与提升偶联效率。一方面，着力于免疫磁珠表面

修饰，如引入亲水性的聚乙二醇链以减少非特异性

吸附，增强在复杂溶液中的分散稳定性［27］；同时采

用硅烷化修饰调控表面电荷，保障适宜的静电吸附

力，为偶联营造稳定微环境［28］。另一方面，在提升

偶联效率方面，可运用微流控技术精准调控免疫磁

珠粒径，确保粒径均一以实现高效偶联［29］，并深入

探究不同粒径免疫磁珠的偶联动力学差异，实现协

同作用。因此，开发稳定性更优的免疫磁珠将成为

未来研究的重点。综上，该研究建立的 MELISA为

OLA残留检测提供了新方法，也为食品安全及其他

小分子药物检测提供理论依据和参考。后续围绕

稳定性与偶联效率的改进研究，将进一步推动该方

法的发展与应用。
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