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基于单克隆抗体的三聚氰胺ＥＬＩＳＡ检测方法的建立

王黎丽，　陈芳芳，　吴 超，　余为一＊
（安徽农业大学 安徽省人兽共患病重点实验室，安徽 合肥２３００３６）

摘　要：建立三聚氰胺直接和间接竞争 ＥＬＩＳＡ 检测方法。三聚氰胺（ｍｅｌａｍｉｎｅ）－ＢＳＡ 免疫

ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，通过融合小鼠脾细胞与ＳＰ２／０细胞，制备分泌 ＭＥＬ单克隆抗体（ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉ－
ｂｏｄｙ）的细胞株；体内诱生腹水制备 ＭＥＬ－ｍＡｂ。用高碘酸钠法制备 ＭＥＬ－ＯＶＡ－ＨＲＰ偶联物并对
其活性进行鉴定。分别用 ＭＥＬ－ＯＶＡ和制备的 ＭＥＬ－ｍＡｂ包被，用三聚氰胺标准液作为抑制物，
做直接和间接竞争ＥＬＩＳＡ，并对两种ＥＬＩＳＡ方法在灵敏度、线性检测范围、检测时间进行比较。
筛选出４株可以稳定分泌特异性抗体的杂交瘤细胞株。其中的Ｃ４株腹水效价达到１∶１０４，亲和
力常数（Ｋａ）为２．９２×１０８Ｌ／ｍｏｌ。三聚氰胺间接竞争ＥＬＩＳＡ和直接竞争ＥＬＩＳＡ检测法的ＩＣ５０分
别为３．１２μｇ／Ｌ和５６．８８μｇ／Ｌ，线性检测范围分别为０．０５～１０μｇ／Ｌ和０．１～１　０００μｇ／Ｌ。两种竞
争ＥＬＩＳＡ方法都能应用于三聚氰胺的快速检测，但间接竞争ＥＬＩＳＡ比直接竞争ＥＬＩＳＡ更加灵敏。
关键词：三聚氰胺；单克隆抗体；间接竞争ＥＬＩＳＡ；直接竞争ＥＬＩＳＡ
中图分类号：Ｑ　８１３ 文献标识码：Ａ

Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｍｅｎｔ　ｏｆ　ＥＬＩＳＡ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ　Ｍｅｌａｍｉｎｅ　Ｂａｓｅｄ　ｏｎ
Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ

ＷＡＮＧ　Ｌｉ－ｌｉ，　ＣＨＥＮ　Ｆａｎｇ－ｆａｎｇ，　ＷＵ　Ｃｈａｏ，　ＹＵ　Ｗｅｉ－ｙｉ＊

（Ｋｅｙ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｏｆ　Ｚｏｏｎｏｓｅｓ　ｏｆ　Ａｎｈｕｉ　Ｐｒｏｖｉｎｃｅ，Ａｎｈｕｉ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｈｅｆｅｉ　２３００３６，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｔｈｅ　ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｏｆ　ｔｈｉｓ　ｓｔｕｄｙ　ｉｓ　ｔｏ　ｅｓｔａｂｌｉｓｈ　ｄｉｒｅｃｔ　ａｎｄ　ｉｎｄｉｒｅｃｔ　ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ　ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ　ｆｏｒ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｅｌａｍｉｎｅ．Ｆｏｒ　ｔｈｉｓ，ＢＡＬＢ／ｃ　ｍｉｃｅ　ｗｅｒｅ　ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ　ｗｉｔｈ　ＭＥＬ－
ＢＳＡ，ａｆｔｅｒ　ａ　ｆｕｓｉｏｎ　ｏｆ　ｍｏｕｓｅ　ｓｐｌｅｅｎ　ｃｅｌｌｓ　ｗｉｔｈ　ＳＰ２／０ｃｅｌｌｓ，ｔｈｅ　ｈｙｂｒｉｄｏｍａ　ｃｅｌｌｓ　ｓｅｃｒｅｔｉｎｇ
ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ａｇａｉｎｓｔ　ＭＥＬ　ｗｅｒｅ　ｇｅｎｅｒａｔｅｄ．ＭＥＬ－ｍＡｂ　ｗａｓ　ｐｒｏｄｕｃｅｄ　ｂｙ　ａｓｃｉｔｅｓ　ｉｎ　ｍｉｃｅ．
Ｍｅｌａｍｉｎｅ　ｗａｓ　ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ＨＲＰ，ａｎｄ　ｔｈｅ　ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｗａｓ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ．ＭＥＬ－ＯＶＡ　ａｎｄ
ＭＥＬ　ｍＡｂ　ｗｅｒｅ　ｃｏａｔｅｄ　ｉｎ　ｗｅｌｌｓ　ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｓｔａｎｄａｒｄ　ｍｅｌａｍｉｎｅ　ｗｅｒｅ　ｕｓｅｄ　ａｓ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，ｄｉｒｅｃｔ
ａｎｄ　ｉｎｄｉｒｅｃｔ　ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ　ＥＬＩＳＡ　ｗｅｒｅ　ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｉｎ　ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ，ｗｏｒｋ　ｒａｎｇｅ　ａｎｄ　ｔｅｓｔｉｎｇ　ｔｉｍｅ．Ｆｏｕｒ
ｈｙｂｒｉｄｉｓｍ　ｃｅｌｌ　ｓｔｒａｉｎｓ　ｗｅｒｅ　ｏｂｔａｉｎｅｄ，ｗｈｉｃｈ　ｃｏｕｌｄ　ｓｔａｂｌｙ　ｓｅｃｒｅｔｅ　ｍＡｂｓ　ａｇａｉｎｓｔ　ｍｅｌａｍｉｎｅ．Ｏｎｅ　ｏｆ
ｔｈｅｍ，Ｃ４ｓｔｒａｉｎ，ｈａｄ　ａ　ｔｉｔｅｒｓ　ｏｆ　１∶１０４　ａｔ　ｌｅａｓｔ　ｉｎ　ａｓｃｉｔｅｓ　ｂｙ　ｉｎｄｉｒｅｃｔ　ＥＬＩＳＡ　ａｎｄ　ａ　ｈｉｇｈ　ａｆｆｉｎｉｔｙ
ｃｏｎｓｔａｎｔ（Ｋａ）ｗｉｔｈ　２．９２×１０８Ｌ／ｍｏｌ．ＩＣ５０ｏｆ　ｄｉｒｅｃｔ　ａｎｄ　ｉｎｄｉｒｅｃｔ　ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ　ＥＬＩＳＡ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｗｅｒｅ
３．１２μｇ／Ｌ　ａｎｄ　５６．８８μｇ／Ｌ　ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄ　ｔｈｅｉｒ　ｗｏｒｋ　ｒａｎｇｅｓ　ｗｅｒｅ　０．１～１０００μｇ／Ｌ　ａｎｄ　０．０５～
１０μｇ／Ｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｂｏｔｈ　ｄｉｒｅｃｔ　ａｎｄ　ｉｎｄｉｒｅｃｔ　ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ　ＥＬＩＳＡ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｃａｎ　ｂｅ　ｕｓｅｄ　ｆｏｒ　ｔｈｅ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｅｌａｍｉｎｅ，ｗｈｉｌｅ　ｔｈｅ　ｌａｔｔｅｒ　ｉｓ　ｍｏｒｅ　ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ　ａｎｄ　ｓｕｉｔａｂｌｅ　ｆｏｒ　ｆｕｒｔｈｅｒ　ｒｅｓｅａｒｃｈ．



Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：ｍｅｌａｍｉｎｅ，ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｙ，ｄｉｒｅｃｔ　ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ　ＥＬＩＳＡ，ｉｎｄｉｒｅｃｔ　ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ
ＥＬＩＳＡ

　　三聚氰胺［１］简称三胺，化学名１，３，５－三嗪－２，４，

６－三氨，分子式为Ｃ３Ｎ６Ｈ６，相对分子质量为１２６．１２，
是一种低毒无味的纯白色单斜棱晶体，广泛应用于
涂料、建材、造纸、皮革、纺织等行业中。由于三聚
氰胺的含氮量高达６６％，是蛋白质平均含氮量的４
倍，而常用的凯氏定氮法测定样品中的蛋白质含量
时却不能区分这种非蛋白氮，因此被不法商贩利用
添加在饲料和食品中以提高食品和饲料中粗蛋白

质检测数值。动物实验表明［２］，三聚氰胺对于哺乳
动物属于微毒、低毒类化学物质，长期饲喂可能造
成生殖、泌尿系统的损害，膀胱、肾部出现结石，并
可进一步诱发膀胱癌。
开发灵敏、准确、快速的针对三聚氰胺的免疫

检测技术及其产品是对现有仪器检测方法高效液

相色谱法、气相色谱－质谱联用法和液相色谱－质谱／
质谱法等［３－５］的一个重要补充。本研究在利用合成
的三聚氰胺人工抗原和自制辣根过氧化物酶标记

抗原，通过细胞融合技术制备出 ＭＥＬ单克隆抗体，
初步建立并比较了检测三聚氰胺的直接竞争

ＥＬＩＳＡ和间接竞争ＥＬＩＳＡ检测方法，为试剂盒研
制打下基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　试剂　三聚氰胺标准品购自国药集团化学
试剂有限公司；人工抗原 ＭＥＬ－ＢＳＡ和 ＭＥＬ－ＯＶＡ
由南京金斯特公司合成；辣根酶标记山羊抗小鼠

ＩｇＧ，购自中杉金桥生物公司；牛血 清 白 蛋 白
（ＢＳＡ）、鸡卵清蛋白（ＯＶＡ）、弗氏完全（不完全）佐
剂为Ｓｉｇｍａ公司产品；ＲＰＭＩ　Ｍｅｄｉｕｍ　１６４０细胞培
养基为ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品；ＤＭＥＭ 高糖培养基、
胎牛血清为ＧＩＢＣＯＬ公司产品；ＧＥＮＭＥＤ聚乙二
醇细胞融合试剂盒购自上海杰美基因医药科技有

限公司；其余试剂均为分析纯。

１．１．２　细胞和小鼠　ＳＰ２／０骨髓瘤细胞由本实验
室保存；雌性８周龄ＢＡＬＢ／ｃ小鼠购于安徽医科大
学实验动物中心。

１．１．３　实验仪器　超净工作台：苏州净化设备厂
生产；ＣＯ２恒温培养箱：ＳｈｅｌＬａｂ产品；倒置显微镜：

ＯｌｙｍｐｕｓＩＸ５１重庆光学仪器厂产品；高速冷冻离心
机：德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｆ公司产品；酶标仪：ＭＫ３ 型

Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ产品；９６孔酶标板、９６孔
细胞培养板：美国ｃｏｎｓｔｒａ公司生产。

１．２　方法

１．２．１　单抗的制备和鉴定　用人工抗原 ＭＥＬ－
ＢＳＡ免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，经４次免疫后，检测血清
抗体效价达到约为１∶１０５，取免疫鼠的脾淋巴细胞
与ＳＰ２／０细胞融合，以ＭＥＬ－ＯＶＡ为包被抗原用间
接ＥＬＩＳＡ方法筛选，检测为阳性的杂交瘤细胞经
有限稀释法进行亚克隆，将最后筛选出的阳性杂交
瘤细胞扩大培养、冻存并制备腹水。对收集的小鼠
腹水用ＰＥＧ６０００沉淀法进行初步提纯。
采用间接ＥＬＩＳＡ测定腹水效价。参照 ＭｃＡｂ

亚型鉴定试剂盒操作说明进行 ＭｃＡｂ亚型鉴定。
亲和力鉴定参照ＢＡＴＴＹ［６］所述方法测定亲和常数
（Ｋａ）。以 ＭＥＬ　ｍＡｂ与 ＭＥＬ－ＯＶＡ 和载体蛋白

ＢＳＡ、ＯＶＡ的间接ＥＬＩＳＡ反应对 ＭＥＬ　ｍＡｂ做特
异性分析。

１．２．２　ＭＥＬ标准溶液的配制　准确称取２ｍｇ
ＭＥＬ溶于２ｍＬ甲醇溶液中，配制成１ｍｇ／ｍＬ母
液，然后用体积分数２０％甲醇溶液稀释母液得到质
量浓度分别为１０、１、０．１μｇ／ｍＬ的ＭＥＬ溶液（现配
现用）。

１．２．３　间接竞争 ＥＬＩＳＡ 方法的建立　将 ＭＥＬ－
ＯＶＡ用碳酸盐缓冲液（ｐＨ　９．６）分别稀释至１０、５、

２．５、１．２５、０．６２５μｇ／ｍＬ，４℃包被过夜，１００μＬ／
孔；弃去包被液每孔加入１００μＬ含５ｇ／ｄＬ甘氨酸
的ＰＢＳ　３７℃封闭１ｈ，ＰＢＳＴ洗涤３次；分别加入

４０、２０、１０、５、２．５μｇ／ｍＬ，ＭＥＬ　ｍＡｂ　１００μＬ，进行
方阵滴定，确定 ＭＥＬ－ＯＶＡ和 ＭＥＬｍＡｂ的工作浓
度。在确定抗原和抗体最佳工作浓度的基础上，采
用间接ＥＬＩＳＡ对封闭液（０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＮＨ４Ｃｌ、５ｇ／

ｄＬ甘氨酸、３ｇ／ｄＬＯＶＡ、１ｇ／ｄＬ明胶、ＰＢＳＴ）、封闭
时间（３７℃３０ｍｉｎ、１、２ｈ和不封闭）、二抗作用体
积比（１∶２　０００、１∶４　０００、１∶８　０００、１∶１６　０００）、二
抗（３７℃３０ｍｉｎ、１、２ｈ）和底物作用时间分别为５、

１０、１５、２０、３０ｍｉｎ反应条件进行优化，具体步骤同
上，以阳性值与阴性值的比例（Ｐ／Ｎ）最高为优化的
条件。
根据确定的反应条件建立三聚氰胺间接竞争

ＥＬＩＳＡ方法。具体步骤：用碳酸盐缓冲液（ｐＨ９．６）
将 ＭＥＬ－ＯＶＡ稀释至２．５μｇ／ｍＬ　４℃包被过夜，
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１００μＬ／孔；弃去包被液每孔加入１００μＬ含５ｇ／ｄＬ
甘氨酸的ＰＢＳ　３７℃封闭１ｈ，ＰＢＳＴ洗涤３次；同时
加入５０μＬ用体积分数２０％甲醇水稀释的 ＭＥＬ标
准溶液（１０、５、１、０．５、０．１、０．０５ｎｇ／ｍＬ）和５０μＬ
２０μｇ／ｍＬ的 ＭＥＬｍＡｂ，３７℃共同孵育１ｈ，ＰＢＳＴ
洗涤３次；每孔加１００μＬ　ＯＰＤ底物液显色，避光反
应１５ｍｉｎ；每孔加入２ｍｏｌ／Ｌ　Ｈ２ＳＯ４１００μＬ以终止
反应；用酶标仪在４９２ｎｍ波长下测各孔吸光值，计
算抑制率（Ｂ／Ｂ０×１００％，Ｂ为加 ＭＥＬ时的ＯＤ值，

Ｂ０为不加 ＭＥＬ时的ＯＤ值），并绘制抑制曲线，计
算ＩＣ５０和最低检测限。由测定１０个０ｎｇ／ｍＬ标准
液ＯＤ值的平均值减去２倍标准差所得值对应浓度
最低检测限。

１．２．４　三聚氰胺酶标抗原的制备　参照 Ｍｉｃｈｅｌｉ　Ｌ
等［７］所述方法进行，将 ＨＲＰ和 ＭＥＬ－ＯＶＡ偶联合
成酶标抗原。步骤：称取 ＨＲＰ３ｍｇ溶于ｐＨ　５．６
０．２ｍｏｌ／Ｌ醋酸盐缓冲溶液１．０ｍＬ中；加入新鲜
配制的０．５ｍＬ　０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＩＯ４溶液混匀４℃静
置３０ｍｉｎ；加０．５ｍＬ　０．１６ｍｏｌ／Ｌ 乙二醇（０．０５
ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ　９．５的碳酸盐缓冲液配制），室温静置３０
ｍｉｎ；将活化的酶溶液与０．５ｍＬ　３ｍｇ／ｍＬ三聚氰
胺－ＯＶＡ溶液（ＰＢＳ溶解）混合均匀后转入透析袋
中，用０．０５ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ值９．５的碳酸盐缓冲液透析
过夜；取出透析液后加入０．１ｍＬ　５ｍｇ／ｍＬ　ＮａＢＨ４
溶液，混匀后４℃放置３ｈ；混合液用０．０１ｍｏｌ／Ｌ

ｐＨ　７．４ＰＢＳ　４℃透析过夜后３　０００ｒ／ｍｉｎ离心３０
ｍｉｎ，除去沉淀物，上清液即为酶标记抗原。

１．２．５　酶标抗原免疫活性测定　用０．０５ｍｏｌ／Ｌ，

ｐＨ　９．５的碳酸盐缓冲液将 ＭＥＬｍＡｂ稀释至１０

μｇ／ｍＬ包被酶标板，１００μＬ／孔，４℃过夜；弃去包
被液每孔加入１００μＬ含１ｇ／ｄＬ　ＢＳＡ的ＰＢＳ　３７℃
封闭１ｈ，ＰＢＳＴ（含体积分数０．０５％ Ｔｗｅｅｎ　２０）洗
涤３次；加入倍比稀释的 ＭＥＬ－ＯＶＡ－ＨＲＰ１００μＬ／
孔（以相同浓度的 ＨＲＰ溶液做阴性对照，ＰＢＳ溶液
做空白对照，１００μＬ／孔）３７℃温育１ｈ，ＰＢＳＴ洗涤

３次；然后每孔加１００μＬ　ＯＰＤ底物液显色，避光反
应１５ｍｉｎ；每孔加入２ｍｏｌ／Ｌ　Ｈ２ＳＯ４１００μＬ以终止
反应；用酶标仪在４９２ｎｍ波长下测各孔吸光值。

１．２．６　 直 接 竞 争 ＥＬＩＳＡ 方 法 的 建 立 　 将

ＭＥＬｍＡｂ用碳酸盐缓冲液（ｐＨ　９．６）分别稀释至

１０、５、２．５、１．２５μｇ／ｍＬ，１００μＬ／孔，４℃包被过夜；
弃去包被液每孔加入１００μＬ含１ｇ／ｄＬ　ＯＶＡ 的

ＰＢＳ　３７℃封闭１ｈ，ＰＢＳＴ洗涤３次；分别加入１∶
５０、１∶１００、１∶２００（Ｖ∶Ｖ）稀释的 ＭＥＬ－ＯＶＡ－
ＨＲＰ　１００μＬ，进行方阵滴定，确定 ＭＥＬｍＡｂ和

ＭＥＬ－ＯＶＡ－ＨＲＰ的工作浓度。
根据确定的反应条件建立三聚氰胺直接竞争

ＥＬＩＳＡ 方 法。具 体 步 骤：用 碳 酸 盐 缓 冲 液 将

ＭＥＬｍＡｂ稀释至５μｇ／ｍＬ，４℃包被过夜，每孔加
入１００μＬ　１ｇ／ｄＬ　ＯＶＡ　３７℃封闭１ｈ，ＰＢＳＴ洗涤

３次；同时加入５０μＬ　ＭＥＬ标准溶液（１　０００、１００、

１０、１、０．１ｎｇ／ｍＬ）和５０μＬ　１∶５０稀释的酶标抗原

ＭＥＬ－ＯＶＡ－ＨＲＰ　３７℃共同孵育１ｈ，ＰＢＳＴ洗涤３
次；每孔加１００μＬ　ＯＰＤ底物液显色，避光反应１５
ｍｉｎ；每孔加入２ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４１００μＬ以终止反应；

用酶标仪在４９２ｎｍ波长下测各孔吸光值，计算抑
制率（Ｂ／Ｂ０×１００％，Ｂ为加ＭＥＬ时的ＯＤ值，Ｂ０为
不加 ＭＥＬ时的 ＯＤ 值），并绘制抑制曲线，计算

ＩＣ５０和最低检测限，最低检测限计算方法同上。

２　结　果

２．１　单抗的制备与鉴定
以 ＭＥＬ－ＯＶＡ为筛选抗原包被在酶标板上，通

过间接 ＥＬＩＳＡ 筛选，获得４株能够稳定分泌抗

ＭＥＬｍＡｂ的阳性细胞株，命名为 Ａ８５，Ｂ１１，Ｃ４和

Ｂ６（见表１）。其中Ｃ４株的效价较高因此对其性能
进行进一步的研究。

表１　ＭＥＬ　ｍＡｂ的效价

Ｔａｂ．１　Ｔｉｔｌｅｒｓ　ｏｆ　ＭＥＬ　ｍＡｂ

株系 细胞上清效价 腹水效价 对照

Ａ８５　 １∶３２　 １∶８　０００　 ０．０８４

Ｂ１１　 １∶１６　 １∶４　０００　 ０．０９２

Ｃ４　 １∶２５６　 １∶８　０００　 ０．１０９

Ｂ６　 １∶３２　 １∶４　０００　 ０．０７９

　　Ｃ４ 抗体经 ＰＥＧ６０００ 沉淀法提 纯 后 间 接

ＥＬＩＳＡ法检测腹水效价在１∶１０４以上；属于ＩｇＭ
亚类；亲和常数为２．９２×１０８　Ｌ／ｍｏｌ，依据抗体亲和
力理论可知，本试验中筛选出的Ｃ４株抗体的亲和
力较高；对单抗的特异性分析显示Ｃ４与载体蛋白

ＢＳＡ、ＯＶＡ均没有反应而特异性针对 ＭＥＬ半抗原
（见表２）。

表２　ＭＥＬ　ｍＡｂ的特异性分析

Ｔａｂ．２　Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ＭＥＬ　ｍＡｂ

阳性 阴性

ＢＳＡ　 ０．０５０　 ０．０５１

ＯＶＡ　 ０．１１２　 ０．０９７

ＭＥＬ－ＢＳＡ　 １．３７４　 ０．０７３

ＭＥＬ－ＯＶＡ　 ０．９４０　 ０．１０４
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２．２　酶标抗原酶活性测定和直接竞争ＥＬＩＳＡ方法
的建立

酶标抗原 ＨＲＰ－ＯＶＡ－ＭＥＬ鉴定结果见图１。

ＨＲＰ－ＯＶＡ－ＭＥＬ孔的 ＯＤ４９２ｎｍ为１．５４８，而相同浓
度的 ＨＲＰ和空白对照孔的ＯＤ４９２ｎｍ值分别为０．３７０
和０．０５８。这一结果表明酶标抗原 ＭＥＬ－ＯＶＡ－
ＨＲＰ可以和 ＭＥＬ抗体发生特异性结合，并保持了

ＨＲＰ的催化活性。

图１　酶标抗原活性鉴定

Ｆｉｇ．１　Ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｍａｒｋｉｎｇ　ａｎｔｉｇｅｎ　ｅｎｚｙｍｅ

２．３　直接竞争ＥＬＩＳＡ检测方法的建立
对于 直 接 竞 争 ＥＬＩＳＡ 检 测 方 法，确 立 的

ＭＥＬｍＡｂ和ＯＶＡ－ＭＥＬ工作浓度分别为５μｇ／ｍＬ
和１∶５０。根据建立的直接竞争ＥＬＩＳＡ检测方法，
以三聚氰胺标准溶液的质量浓度的对数值为横坐

标结合率为纵坐标绘制的标准曲线见图２，回归方
程为ｙ＝－１１．４３２ｘ＋７０．０７２，Ｒ２＝０．９９４　８，ＩＣ５０为

５６．８８μｇ／Ｌ，检测限为０．１２μｇ／Ｌ。

图２　ＤＣ－ＥＬＩＳＡ抑制曲线

Ｆｉｇ．２　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　ＤＣ－ＥＬＩＳＡ

２．４　间接竞争ＥＬＩＳＡ检测方法的建立
对间接竞争ＥＬＩＳＡ检测方法的条件进行了优

化，优化后的条件分别为 ＯＶＡ－ＭＥＬ和 ＭＥＬｍＡｂ
的工作擀浓度分别为２．５μｇ／ｍＬ和２０μｇ／ｍＬ；５

ｇ／ｄＬ甘氨酸封闭１ｈ；二抗１∶４　０００温育１ｈ；底物
作用２０ｍｉｎ。根据建立的间接竞争ＥＬＩＳＡ检测方
法，以三聚氰胺标准溶液的质量浓度的对数值和结
合率分别为横坐标和纵坐标，绘制的标准曲线见图

３，回归方程为ｙ＝－２５．０９３ｘ＋６２．４０９，Ｒ２＝０．９８７
７，ＩＣ５０为３．１２μｇ／Ｌ，检测限为０．０７９μｇ／Ｌ。

图３　ＩＣ－ＥＬＩＳＡ抑制曲线

Ｆｉｇ．３　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　ＩＣ－ＥＬＩＳＡ

２．５　直接和间接竞争ＥＬＩＳＡ检测方法的比较
两种ＥＬＩＳＡ检测方法比较的结果（见表３）看，

直接竞争ＥＬＩＳＡ方法的灵敏度比间接竞争ＥＬＩＳＡ
方法的低，但所花费的时间和费用要少于间接竞争

ＥＬＩＳＡ法。
表３　三聚氰胺直接竞争和间接竞争ＥＬＩＳＡ法的比较

Ｔａｂ．３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ＤＣ－ＥＬＩＳＡ　ａｓｓａｙ　ａｎｄ　ＩＣ－ＥＬＩＳＡ　ｆｏｒ

Ｍｅｌａｍｉｎｅ

检测法 ＩＣ５０／
（μｇ／Ｌ）

检测限／
（μｇ／Ｌ）

检测范围／
（μｇ／Ｌ）

检测
时间／ｈ

二抗
应用

直接竞争
ＥＬＩＳＡ ５６．８８　 ０．１２　 ０．１～１　０００　 ２．５ 无

间接竞争
ＥＬＩＳＡ ３．１２　 ０．０７９　 ０．０５～１０　 ３．５ 有

３　讨　论

合成酶标抗原通常有将 ＭＥＬ与 ＨＲＰ直接偶
联和先合成的 ＭＥＬ－ＯＶＡ再偶联上 ＨＲＰ两种方
法，但笔者发现相同浓度的合成的 ＨＲＰ－ＭＥＬ与

ＭＥＬ抗体不能发生特异性结合，分析原因有以下
几点：首先三聚氰胺的分子量较小，含有的可反应
基团较少，使偶联上的可能性大大降低，其次三聚
氰胺难溶于水，而偶联反应一般是在水相中进行，
即使将三聚氰胺溶于体积分数２０％的甲醇溶液，也
可能会对偶联反应产生影响，最后三聚氰胺的结构
简单，与酶偶联上后由于没有一点的间隔臂可能会
影响三聚氰胺与抗体的特异性识别。
目前用高效液相色谱法、气相色谱－质谱联用法

和液相色谱－质谱／质谱法三种方法检测三聚氰胺的
检出限分别为２、０．０５和０．０１ｍｇ／ｋｇ，与这些方法
相比，本试验所建立的检测方法的灵敏度较低。但
由于ＥＬＩＳＡ方法对仪器、样品纯度和技术人员的
要求不高，适合于大批量样本的检测，目前市售的
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三聚氰胺ＥＬＩＳＡ检测的试剂盒的检测范围在２０～
５００ｎｇ／ｍＬ，最低检测限甚至可以达到１０ｎｇ／ｍＬ，
而在已有的报道中，邢淑婕［８］、何方洋［９］等只制备
了三聚氰胺多克隆抗体和单克隆抗体，蔡家利等［１０］

不但制备了三聚氰胺单抗，并且用 ＨＲＰ酶标记此
单抗建立了直接竞争 ＥＬＩＳＡ 方法其ＩＣ５０为４．１５

μｇ／ｍＬ，与上述研究相比，本试验建立的直接竞争

ＥＬＩＳＡ检测方法灵敏度不如市售的三聚氰胺检测
试剂盒。目前国家规定婴儿配方食品中三聚氰胺
的限量值为１ｍｇ／ｋｇ，其他食品和饲料中的限量值

为２．５ ｍｇ／ｋｇ，本试验建立的直接和间接竞争

ＥＬＩＳＡ检测方法均能达到此检测水平。
在现有的试验条件下，间接法比直接法检测三

聚氰胺的灵敏度稍高，这可能是由于间接法使用二
抗的信号放大作用，其稀释倍数较高且产生背景值
低，而直接法中自制的酶标抗原稀释倍数低，可能
对抑制效果有影响。鉴于建立的ＥＬＩＳＡ方法具有
良好的灵敏性，本研究将继续优化反应条件，从精
确度、准确度、特异性和稳定性方面进行质量控制
以期发挥更好的检测效果。
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