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摘要：利用前期制备得到的ＤＯＮ酶标抗原（辣根过氧化物酶标记）以及抗ＤＯＮ抗体，建立检测
食品中ＤＯＮ含量的直接竞争ＥＬＩＳＡ方法。该方法的检测范围１～１００ｎｇ／ｍＬ，灵敏度达０．５６
ｎｇ／ｍＬ，半数抑制浓度ＩＣ５０为１０ｎｇ／ｍＬ；与ＤＯＮ类似物 Ｔ－２毒素的交叉反应率为１２％；玉
米淀粉样品回收率在８０．２％～９１．１％ 之间，平均批间变异＜１５％，平均批内变异＜３％。
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　　脱氧雪腐镰刀菌烯醇（ＤＯＮ）是单端孢霉烯族
毒素之一，广泛存在于谷物和饲料中，严重危害人
类和动物的健康，ＤＯＮ可引起雏鸭、猪、猫、狗、鸽
子等动物的呕吐反应，其中猪对 ＤＯＮ 最为敏

感［１］；Ｂｏｓｃｈ［２］等对ＤＯＮ进行了小鼠体内实验，研
究表明ＤＯＮ可以引起实验小鼠胃肠道出血、血尿
甚至死亡。ＤＯＮ对热稳定，一般的烹调及加工不
能破坏其毒性，Ｓｃｏｔｔ［３］发现谷物经加工后制成宠物
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食品，其中仍能发现ＤＯＮ。鉴于ＤＯＮ对人畜的严
重危害，我国要求动物饲料中的ＤＯＮ含量不得超
过２ｍｇ／ｋｇ，而人类消费品中的含量不得超过１
ｍｇ／ｋｇ［４］。
目前，检测ＤＯＮ的方法很多，主要有生物学检

测法［５］、理化检测方法［６－７］、免疫化学检测法［８］。其
中免疫化学检测法具有特异性高、敏感性强、快速
方便、以及不需要昂贵仪器设备等优点，在微量毒
素的检测中被广泛应用。其中运用最广的是酶联
免疫方法（ＥＬＩＳＡ），ＥＬＩＳＡ根据反应体系与检测体
系之间的关系可以分为直接法和间接法。现报道
的ＤＯＮ的ＥＬＩＳＡ方法都是间接竞争ＥＬＩＳＡ，此方
法虽然灵敏度高，但是精密度较差，且操作时间太
长。相对而言，直接竞争 ＥＬＩＳＡ 操作简便、耗时
少，而且特异性强，具有更广的应用前景。为了提
高ＤＯＮ检测的精密度及操作的时间，作者在前期
试验的基础上利用已制备得到的ＤＯＮ酶标抗原以
及抗ＤＯＮ抗体，建立了检测食品中ＤＯＮ含量的直
接竞争ＥＬＩＳＡ方法。

１．１　材料与仪器或材料与设备
呕吐毒素（ＤＯＮ）标准品：Ａｌｅｘｉｓ公司产品；呕

吐毒素（ＤＯＮ）酶标抗原：作者所在实验室制备；抗
呕吐毒素（ＤＯＮ）抗体：作者所在实验室自制；底物
显色液：江苏省微生物研究有限公司产品；其他试剂
均为国产分析纯。ＭＫ３酶标仪：赛默飞世尔（上海）
有限公司产品；微量移液器：德国梅特勒公司产品。

１．２　实验方法

１．２．１　ＤＯＮ的直接竞争ＥＬＩＳＡ方法原理　直接
竞争ＥＬＩＳＡ方法测定原理见图１。

图１　直接竞争ＥＬＩＳＡ方法过程
Ｆｉｇ．１　Ｐｒｏｃｅｓｓ　ｏｆ　ｄｉｒｅｃｔ　ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ　ＥＬＩＳＡ　ｍｅｔｈｏｄ

　　首先抗体吸附于固相载体上，然后加入待测样
品和相应酶标抗原，待测样品／ＤＯＮ标准品、酶标
抗原同时竞争固相载体上的抗体，当酶标抗原量一
定时，待测样品／ＤＯＮ标准品中ＤＯＮ含量越多，则
被结合到抗体上的酶标抗原越少，发色反应就越
弱，抑制率增高；反之，则发色反应增强，抑制率减
低，从而可根据已知量ＤＯＮ的标准曲线和待检样
品的抑制率，推算出待测物的浓度。
直接竞争ＥＬＩＳＡ法，其过程如下：

１）包被：以包被缓冲液（ｐＨ　９．６的碳酸盐缓冲
液）稀释抗体包被酶标板，１００μＬ／孔，４℃过夜或

３７℃反应２ｈ，洗涤３次，拍干；

２）封闭：１ｇ／ｄＬ　ＢＳＡ－ＰＢＳ作封闭液，２００μＬ／
孔，３７℃ 封闭１．５ｈ，洗涤３次，拍干；

３）加样：先后加入ＤＯＮ标准品／样品与酶标抗
原各５０μＬ，设空白对照，３７℃ 孵育３０ｍｉｎ；洗涤４
次，拍干；

４）显色：先后加入ＴＭＢ底物显色液ａ、ｂ各５０

μＬ／孔，３７℃，１５ｍｉｎ；

５）终止读数：加入２ｍｏｌ／Ｌ浓硫酸终止显色反
应，５０μＬ／孔，用酶标仪测定其Ａ４５０ｎｍ值。

１．２．２　最佳抗体包被浓度及酶标抗原浓度的筛选

　分别将抗体与酶标抗原进行倍比稀释，通过竞争
棋盘实验，选择抑制率好且Ａ４５０值在１．０～２．０之间
时的抗体及酶标抗原浓度作为最佳条件［９］。

１．２．３　标准曲线的绘制及线性分析　取标准ＤＯＮ
质量浓度为０、０．０１、０．１、０．５、１、２．５、５、１０、２０、５０、

１００、２００ｎｇ／ｍＬ；以吸光度比值Ｂ／Ｂ０ 为纵坐标，

１００倍ＤＯＮ标准溶液的浓度的对数值为横坐标拟
合标准曲线。并进行标准曲线的线性分析［１０］。

１．２．４　交叉反应率的测定　以不同浓度的 ＤＯＮ
的近似物Ｔ－２毒素、ＮＩＶ、ＺＥＮ、ＡＦＢ１及ＬＣ－ＭＲ替
代ＤＯＮ，按照 ＥＬＩＳＡ 进行测定分别得到各自的抑
制浓度ＩＣ５０′，以 ＤＯＮ的ＩＣ５０除以近似物的ＩＣ５０′得
到交叉反应率（ＩＣ５０／ＩＣ５０′×１００％），根据交叉反应
率的大小反映抗体的特异性［１１］。

１．２．５　灵敏度的测定　最低检测限的测定方
法［１２］：测定阴性孔１０次，计算阴性孔孔的平均值（

Ａ阴）及标准方差（ＳＤ），以Ａ值对应的ＤＯＮ浓度作
为灵敏度，也称为最低检测限，计算公式为：

Ａ＝Ａ阴－２ＳＤ
１．２．６　准确度的测定　准确度是指测定值与真值

﹤



ＺＨＡＮＧ　Ｙｉｎ－ｚｈｉ，ｅｔ　ａｌ：Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｄｉｒｅｃｔ　Ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｏｎ　ＥＬＩＳＡ　Ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ　Ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ（ＤＯＮ） Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ａｒｔｉｃｌｅ

的符合程度，通常用加标回收率来表示［１３］。
回收率（％）＝

（总的ＤＯＮ质量分数－原样品中的ＤＯＮ质量分数
添加入ＤＯＮ的质量分数 ×１００％

选取呕吐毒素较常存在的玉米粉做加标实验。
具体方法：向未经处理的样品中添加ＤＯＮ不同浓
度的ＤＯＮ，对样品进行处理后测定加标回收率。具
体操作方法：准确称取１．０ｇ粉碎均匀的样品于三
角瓶中，分别加入０、１００、１　０００ｎｇ／ｍＬ的ＤＯＮ标
准品各１．０ｍＬ，每个浓度平行做３次。使样品中

ＤＯＮ浓度分别为０、０．０１、１ｍｇ／ｋｇ，加入１０ｍＬ体
积分数１０％甲醇提取液，振荡１０ｍｉｎ。以定量滤纸
快速过滤，收集滤液，稀释倍数为１０。取适量滤液
进行ＥＬＩＳＡ检测分析。

１．２．７　 精密度试验　精密度［１４］通常以批内和批
间差异系数（ＣＶ）来表示。取０、１０、１００ｎｇ／ｍＬ的

ＤＯＮ标准品，进行批内和批间差异试验。批内差
异试验即在相同条件下，同时按ＥＬＩＳＡ法测定吸
光值，每个浓度在测定中做４个平行，测定各浓度
的变异系数（ＣＶ），取其算术平均值，即得平均批内
变异系数；批间差异试验即在连续３ｄ中，采用同一

条件，每天测定１次，每个浓度测定２个平行，计算
各浓度在不同时间测得数据的变异系数（ＣＶ），取其
算术平均值，即得平均批间变异系数。

１．２．８　 稳定性的测定　稳定性是试剂盒的一个重
要的评价指标，代表了试剂盒的货架期，而稳定性
主要是由抗体及酶标抗原的稳定性所决定的。酶
及抗体很容易发生热变性，从而导致检测方法稳定
性差。将板条置于３７℃，７ｄ（３７℃１ｄ相当于４
℃ 两个月），期间每天测定１次，通过计算各浓度点
的结合率变化及曲线的相关系数确定方法的稳定性。

１．２．９　与商品化试剂盒的比较　将自建的直接竞
争酶联免疫方法与商品化试剂盒的间接竞争方法

从反应时间、方法灵敏度、准确度、精密度以及稳定
性方面进行对比，进行进一步的评价。

２．１　最佳包被抗体浓度及酶标抗原浓度的确定
竞争棋盘法确定最佳包被抗体浓度及酶标抗

原浓度，实验数据见表１。

表１　棋盘试验结果

Ｔａｂ．１　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｃｈｅｓｓ　ｂｏａｒｄ　ｔｅｓｔ

抗体质量浓度／

（μｇ／ｍＬ）

酶标抗原质量浓度／（μｇ／ｍＬ）

２００　 １００
标准品质量浓度／（ｎｇ／ｍＬ）

０ １００　 ５００　 ０ １００　 ５００

５０　 ２．４９４　 １．４３５　 １．４３６　 ２．１４４　 １．２８５　 ０．５３

２０　 ２．３５４　 １．２３７　 １．１３５　 １．７３　 ０．７９　 ０．６３１

１０　 ２．１８６　 １．５２６　 １．１８７　 １．５５４　 ２．１８６　 ０．５１３

抗体质量浓度／

（μｇ／ｍＬ）

酶标抗原质量浓度／（μｇ／ｍＬ）

５０　 ２５
标准品质量浓度／（ｎｇ／ｍＬ）

０ １００　 ５００　 ０ １００　 ５００

５０　 １．８０７　 ０．５　 ０．４５　 １．２７５　 ０．２６９　 ０．２４７

２０　 １．６１６　 ０．４４７　 ０．４３７　 １．０３９　 ０．３０９　 ０．２１６

１０　 １．０３２　 ０．３２３　 ０．２３　 ０．７５６　 ０．２２７　 ０．２０７

　　从表中数据可以看出酶标抗原质量浓度为２５

μｇ／ｍＬ，抗体质量浓度为５０μｇ／ｍＬ时数值适宜，抑
制率最好，因此酶标抗原质量浓度为２５μｇ／ｍＬ，抗
体为５０μｇ／ｍＬ作为最佳条件。

２．２　标准曲线的绘制及线性分析
在最佳包被抗体质量浓度及酶标抗原质量浓

度下，取取标准ＤＯＮ质量浓度为０、０．０１、０．１、０．５、

１、２．５、５、１０、２０、５０、１００、２００ｎｇ／ｍＬ，按照直接竞
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　　　　　　　研究论文 张银志，等：脱氧雪腐镰刀菌烯醇（ＤＯＮ）直接竞争ＥＬＩＳＡ方法的建立

争ＥＬＩＳＡ方法进行测定，以吸光度比值Ｂ／Ｂ０ 为纵
坐标，１００倍ＤＯＮ标准溶液的质量浓度的对数值为
横坐标拟合标准曲线，得到ＤＯＮ的竞争标准曲线，
抑制曲线见图２。

图２　ＤＯＮ的抑制率曲线
Ｆｉｇ．２　Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　ＤＯＮ

　　由图１可以得到，ＤＯＮ的质量浓度在１～１００
ｎｇ／ｍＬ之间与 Ｂ／Ｂ０ 有良好的线性关系。截取

ＤＯＮ质量浓度在１～１００ｎｇ／ｍＬ之间，以吸光度比
值Ｂ／Ｂ０为纵坐标，１００倍ＤＯＮ标准溶液的浓度的
对数值为横坐标拟合标准曲线，得到线性回归方程
为：Ｙ＝－０．２９６　９　Ｘ＋１．３９９　６，Ｒ２＝０．９９５　５。以Ｂ／

Ｂ０ 值接近５０％ 所对应的ＤＯＮ的浓度为ＩＣ５０，在
图中，Ｂ／Ｂ０ 值接近５０％时，ＤＯＮ的质量浓度为１０
ｎｇ／ｍＬ，即所在实验室所得ＩＣ５０值为 １０ｎｇ／ｍＬ。
该值恰好位于标准曲线的线性区间上。

２．３　特异性的测定

ＥＬＩＳＡ检测方法的特异性由交叉反应试验来
反映，作者研究了ＤＯＮ的结构类似物 －Ｔ－２毒素以
及其他真菌毒素：玉米赤霉烯酮（ＺＥＮ）、黄曲霉毒
素Ｂ１（ＡＦＢ１）、微囊藻毒素（ＭＣ－ＬＲ）对ＤＯＮ的交
叉反应率，交叉反应率均小于１２％，说明该方法对
于ＤＯＮ检测特异性很好。

２．４　灵敏度的测定
测定阴性孔１０次，计算阴性孔的平均值（Ａ阴）

及标准方差（ＳＤ），根据公式Ａ＝Ａ阴－２ＳＤ求得Ａ
值，以Ａ值对应的ＤＯＮ质量浓度作为灵敏度，计算
得到的最低检测限为０．５６ｎｇ／ｍＬ。

２．５　精密度的测定

　　通过表２中数据计算得平均批内变异系数为

２．８２％；平均批间变异系数为１４．５４％。

２．６　准确度的测定
通过表３中数据计算得该方法对玉米粉的加

标回收率在８０．２％～９１．１％ 。

表２　批内、批间变异系数测定结果

Ｔａｂ．２　Ｉｎｔｒａ－ａｎｄ　ｉｎｔｅｒ－ａｓｓａｙ　ｖａｒｉａｔｉｏｎ　ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ

质量浓度／
（ｎｇ／ｍＬ）

批内变异（ｎ＝２） 批间变异（ｎ＝４）

测得值
（Ｘ±ＳＤ）

ＣＶ／
％

测得值
（Ｘ±ＳＤ）

ＣＶ／
％

０ １．０６±０．０５　 ５．０２　 １．３４±０．１９　 １４．３５

１０　 ０．６４±０．０１　 １．２２　 ０．６５±０．０９　 １３．８０

１００　 ０．２６±０．０１　 ２．２２　 ０．３０±０．０５　 １５．４８

表３　样品添加回收率

Ｔａｂ．３　Ｒｅｃｏｖｅｒｙ　ｒａｔｅ　ｏｆ　ＤＯＮ　ｉｎ　ｃｏｒｎ　ｓｔａｒｃｈ　ｓａｍｐｌｅ

样品
添加量
（ｎｇ／ｍＬ）

实测值／
（ｎｇ／ｍＬ）

回收
率／％

玉米淀粉

空白样品 ０．１０ ／

加标１００ｎｇ／ｍＬ
（稀释１０倍） ８．１０　 ８０．２

加标１　０００ｎｇ／ｍＬ
（稀释１０倍） ９１．２　 ９１．１

２．７　稳定性试验

３７℃存放的试剂盒，在０．５ｄ后０孔吸光度值
稍有下降，仅为６．９％ ；１ｄ后曲线的相关系数也由

０．９７９降至 ０．９６８，０ 孔吸光值下降 ２４．４％，但

Ａ４５０ｎｍ＞１，仍能满足测定的需要；但当达到２ｄ时，

０孔吸光值虽变化不大，但曲线已漂离，已不能用于
测定。因此，推算此试剂盒能在３７℃稳定１ｄ，及
相当于４℃下２个月。结果见图３。

图３　试剂盒稳定性测定
Ｆｉｇ．３　Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｋｉｔ

　　试剂盒稳定性由试剂盒中敏感试剂（抗体及酶
标记物）决定，在储存过程中酶标抗原酶活降低使
曲线ＯＤ值呈现下降趋势；而在２ｄ时曲线的飘离
主要受抗体或酶标抗原变质的影响，下一步研究重
点即是酶及抗体的保护。
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ＺＨＡＮＧ　Ｙｉｎ－ｚｈｉ，ｅｔ　ａｌ：Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｄｉｒｅｃｔ　Ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｏｎ　ＥＬＩＳＡ　Ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ　Ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ（ＤＯＮ） Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ａｒｔｉｃｌｅ

作者研制的脱氧雪腐镰刀菌烯醇（ＤＯＮ）的直
接竞争ＥＬＩＳＡ检测方法，工作条件为：ＤＯＮ酶标
抗原（ＤＯＮ－ＨＲＰ）为２５μｇ／ｍＬ；抗ＤＯＮ抗体工作
终浓度为５０μｇ／ｍＬ。该方法的检测范围１～１００
ｎｇ／ｍＬ，灵敏度达０．５６ｎｇ／ｍＬ，半数抑制质量浓度

ＩＣ５０为１０ｎｇ／ｍＬ；与ＤＯＮ类似物 Ｔ－２毒素的交

叉反应率为３％，与其他真菌毒素的交叉反应率也
都小于 １２％；玉米淀粉样品回收率在 ８０．２％～
９１．１％之间，平均批间变异＜１５％，平均批内变异

＜３％。
我国规定谷物及其制品中ＤＯＮ的限量标准为

１ｍｇ／ｋｇ，作者建立的ＤＯＮ直接竞争ＥＬＩＳＡ方法
的检测范围和灵敏度，均能满足我国对小麦、玉米
等谷物及其制品中ＤＯＮ的定量检测。
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