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基于抗体协同组合的 ELISA检测线性范围拓宽策略
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摘要：［目的］拓宽脱氧雪腐镰刀菌烯醇 ELISA 检测方法的线性范围。［方法］经小鼠免疫、细胞融合与筛选、腹水制备及

抗体纯化得到 3 株灵敏度不同的抗体，优化抗体协同组合的工作浓度和组成比例，将最佳抗体协同组合比例用于

ELISA 检测，确定线性范围。［结果］协同抗体 ic-ELISA 的最优反应条件：包被原和抗体最佳工作质量浓度分别为 0.3，

0.1 μg/mL；抗体协同检测的线性范围较初始单一抗体均有明显的拓宽，当 1E2-mAb 与 2A11-mAb 按体积比 4∶1 混合

时，协同抗体的线性范围较单一抗体 1E2-mAb 提升 47.7 倍，较单一抗体 2A11-mAb 提升 148.6 倍。［结论］该抗体协同组

合策略可有效拓宽 ELISA 检测方法的线性范围。
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Abstract: ［［Objective］］ To broaden the linear range of ELISA for deoxynivalenol detection. ［［Methods］］ This paper obtains three antibodies 

with different sensitivities via mouse immunization, cell fusion and screening, ascites preparation and antibody purification. By optimizing 

the working concentration and composition ratio of the antibody synergistic combination, the optimal antibody synergistic combination ratio 

is applied to ELISA to determine the linear range. ［［Results］］ The optimal reaction conditions for the ic-ELISA based on synergistic 

antibodies are as follows: the optimal working concentrations of the coating antigen and antibody are 0.3 and 0.1 μg/mL respectively. The 

linear range of the synergistic antibody is obviously broadened compared with the initial single antibody. When 1E2-mAb and 2A11-mAb 

are mixed at a volume ratio of 4:1, the linear range of the synergistic antibody is 47.7 times higher than that of the single antibody 1E2-mAb 

and 148.6 times higher than that of the single antibody 2A11-mAb. ［［Conclusion］］ This antibody synergistic combination strategy can 

effectively broaden the linear range of ELISA.
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脱氧雪腐镰刀菌烯醇（deoxynivalenol，DON），是由禾

谷镰刀菌、尖孢镰刀菌等镰刀菌产生的一种单端孢霉烯

族毒素［1-2］。DON 因其水溶性较强［3］，容易污染粮食谷

物、土壤和水源。DON 具有较强的细胞毒性和免疫抑制

作用，对人类和动物的健康构成了一定的威胁［4-5］。目

前，在全球范围内有 100 多个国家和地区对食品中 DON
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的限量标准作出了严格的规定［6］。中国 GB 2761—2017

《食品安全国家标准  食品中真菌毒素限量》要求，谷物

及其制品中的 DON 限量为 1 000 μg/kg。基于此，DON 的

检测对于保障粮食安全和消费者健康至关重要。

目前，针对 DON 的检测方法主要有液相色谱串联质

谱法［7-8］和高效液相色谱法［9］等方法。这些仪器方法准确

度高、精密度好，但存在仪器设备较昂贵、检测时间较长以

及对操作人员要求较高等缺点，因此不适合于快速检测。

免 疫 学 检 测 方 法 如 酶 联 免 疫 吸 附 法（enzyme linked 

immunosorbent assay，ELISA）［10-12］因操作简便、检测快速

高效、成本低廉等优点被广泛应用于 DON的快速检测。

ELISA 检测方法的线性范围是实际检测中的关键因

素［13-14］。传统 ELISA 检测的线性范围通常由单一抗体的

性能决定，有时线性范围较窄。针对这一问题，目前的研

究中主要通过改进标记材料［15-16］、复合多种信号输出模

式［17-18］等方式拓宽线性范围。这些方式虽能在一定程度

上拓宽检测的线性范围，但通常涉及复杂的材料合成以

及繁琐的条件优化等步骤，难以作为一种普适性的方法

拓宽线性范围。对于协同组合灵敏度不同的抗体以提高

检测线性范围的相关研究未见报道。

研究拟制备得到灵敏度不同的 DON 单克隆抗体，将

其中灵敏度差异较大的抗体协同组合，通过棋盘法确定

协同抗体的工作点，优化不同抗体之间的组合比例，探究

不同组合比例对协同抗体线性范围的影响，以及灵敏度

不同抗体之间相互协同作用的规律。

1　材料与方法

1.1　材料与设备

脱氧雪腐镰刀菌烯醇、弗氏完全佐剂、弗氏不完全佐

剂、牛血清白蛋白（bovine serum albumin，BSA）、匙孔血蓝

蛋 白（keyhole limpet hemocyanin，KLH）、HAT 补 充 剂

（50×）、HT 补充剂（100×）：美国 Sigma-Aldrich 公司；

不完全培养基（RPMI-1640）：美国 Gibco 公司；

聚苯乙烯 96 孔微孔板、胎牛血清：苏州依科赛生物科

技股份有限公司；

其他试剂：分析纯，市售；

雌性 BALB/c 小鼠：无特定病原体（SPF）级，6~8 周

龄，河南斯克贝斯生物科技股份有限公司；

全自动酶标仪：Multiskan FC型，美国Thermo Fisher公司；

电子天平：CN-LQC10002 型，昆山优科维特电子科技

有限公司；

涡旋混匀仪：SMV-4500B 型，武汉塞维尔生物科技有

限公司；

CO2培养箱：WCI-180 型，北京维根技术有限公司；

超净工作台：SW-CJ-1F型，苏州安泰空气技术有限公司；

倒置显微镜：CKX53SF 型，日本 Olympus公司。

1.2　方法

1.2.1　单克隆抗体的制备与筛选　通过对 DON 进行衍

生得到含羧基的 DON 半抗原，再通过碳化二亚胺法将其

与 KLH 偶联，制得用于免疫的完全抗原。通过 1，1'-羰基

二咪唑法将 DON 直接与 BSA 偶联，制得用于包被的完全

抗原。偶联产物置于透析液中透析 3 d，透析后的完全抗

原置于-20 ℃保存。

将上述方法制得的免疫原用于免疫 12 只 BALB/c 小

鼠，免疫方法为颈背部皮下多点注射。使用间接竞争性酶联

免 疫 吸 附 法 （indirect competitive enzyme-linked 

immunosorbent assay，ic-ELISA）评价小鼠尾部血清，根据血

清评价结果挑选抑制效果不同的小鼠分别进行细胞融合。

在细胞融合及筛选阶段，通过对细胞上清液添加不同

浓度的 DON标准品溶液，筛选多株阳性值高但抑制率差异

较大的细胞株进行扩大培养，并通过小鼠腹水瘤诱生法制

备腹水，通过抗体纯化得到多株灵敏度不同的抗体。

所有动物试验均按照提供的方案进行，并经南昌大

学动物护理审查委员会（批准号 0064257）批准。骨髓瘤

细胞为小鼠骨髓瘤细胞 SP2/0，由实验室保存。

1.2.2　协同抗体工作点的确定　用棋盘法 ic-ELISA 对上

述方法制得的多株抗体进行包被抗原浓度和检测抗体浓

度的优化。将包被原用包被稀释液分别稀释成 1.00，

0.30，0.10，0.03 μg/mL，用于包被 96 孔酶标板，将单克隆

抗体用抗体稀释液分别稀释成 1.00，0.30，0.10，0.03 μg/mL，

根据抗体的灵敏度添加一定量的 DON 标准品溶液，进行

ELISA 检测。最终根据阴性对照组在 450 nm 处的吸光度

值（OD450）和阳性试验组的抑制率（计算方法如式（1）所

示）两个指标作为选择工作点的依据。协同抗体的工作

点确定为 3 株抗体的阴性对照组的 OD450均在 1.0 以上、抑

制率均在 30% 以上时对应的工作点。

R= ( )1 - B
B 0

× 100%， （1）

式中：

R——抑制率，%；

B——试验组的 OD450；

B0——对照组的 OD450。

1.2.3　协同抗体比例的优化及线性范围的比较　将多株

抗体分别稀释到工作点对应的浓度。将灵敏度差异较大

的抗体协同组合，灵敏度更高的抗体作为主要抗体，与另

一抗体按比例混合，V 高灵敏度抗体∶V 低灵敏度抗体分别为 5∶1，4∶1，

3∶1，2∶1，1∶1，混合后的抗体用于 ic-ELISA 中进行标准曲

线的建立。标准曲线的标准品添加范围以同时覆盖两株

抗体的线性范围为准，每条标准曲线包含 16 个工作点，每

个工作点 3 个平行。将抑制率作为纵坐标，标准品质量浓

度为横坐标，用 Origin 软件进行四参数拟合得到标准曲

线，对应的 IC20~IC80即为线性范围。
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1.2.4　实际样本的检测　

（1） 协同抗体 ELISA 样品前处理：将经液相色谱串联

质谱（LC-MS）验证为阴性的小麦或燕麦样本粉碎，过

20 目筛，得到样品粉末。准确称取 2.50 g 小麦或燕麦样本

于 50 mL 离心管中，加入 10 mL 水溶液，置于涡旋振荡仪

上振荡提取 30 min，6 000 r/min 离心 10 min，收集上清液。

0.5 mL上清液加入0.5 mL 0.01 mol/L PBS混匀，12 000 r/min

离心 10 min，取上清液待用。

（2） LC-MS/MS 样品前处理：将小麦样本粉碎，过

20 目筛，得到样品粉末。准确称取 2.50 g 小麦或燕麦样本

于 50 mL 离心管中，加入 10 mL 乙腈—水—乙酸混合液

（V 乙腈∶V 水∶V 乙酸=70∶29∶1），置于涡旋振荡仪上振荡提取

30 min，6 000 r/min 离心 10 min，收集上清液。0.5 mL 上

清液加入 0.5 mL 纯水混匀，12 000 r/min 离心 10 min，取上

清液过 0.22 μm 尼龙 66 滤膜，滤液待用。

（3） LC-MS/MS 条件：ACE EXCEL 2 C18-PFP 色谱柱

（2.1 mm×150 mm），进样体积 5 μL，流量 0.2 mL/min，流

动相为0.1%甲酸水+乙腈，梯度洗脱。洗脱程序为0~2.0 min，

95% 甲酸水+5% 乙腈；2.0~4.0 min，80% 甲酸水+20% 乙

腈；4.0~4.5 min，95% 甲酸水+5% 乙腈；4.5~8.0 min，10%

甲酸水+90% 乙腈；8.0~9.0 min，10% 甲酸水+90% 乙腈；

9.0~13.0 min，95% 甲酸水+5% 乙腈。

（4） 质 谱 参 数 ：多 反 应 监 测（multiple reaction 

monitoring，MRM），电喷雾离子源，喷雾器 103.4 kPa，离

子源温度 300 ℃，喷雾电压 4 000 V，MRM 参数见表 1。

（5） 加标回收试验：根据抗体 IC50 和线性范围，向样

本中添加不同浓度的待测物标准品溶液。经协同抗体

ELISA 检测，计算回收率和变异系数，从而评估协同抗体

ELISA 的准确性和精密度。回收率计算方法如式（2）

所示。

R=
C spiked - C unspiked

C added
× 100%， （2）

式中：

R——回收率，%；

Cspiked——加标样本的测定质量分数，μg/kg；

Cunspiked——未加标样本的本底质量分数，μg/kg；

Cadded——加入样品中的标准物质质量分数，μg/kg。

（6） 盲样检测：选择 10份小麦盲样样本经前处理后得

到样本液，分别用于协同抗体 ELISA和 LC-MS/MS检测，根

据检测结果评估协同抗体ELISA的准确性和可靠性。

1.3　数据处理

利用 Excel 2019 进行数据处理及分析，每个试验中的

工作点均重复 3 次，结果以均值±标准偏差表示；使用

Origin 2021 软件进行图表绘制。

2　结果与分析

2.1　单克隆抗体的制备与筛选

2.1.1　小鼠多抗血清的鉴定　棋盘法 ic-ELISA 测定第

3 次免疫之后的小鼠尾部多抗血清，表 2 列出了在工作点

（包被原质量浓度 0.1 μg/mL，血清稀释倍数 1 000 倍）下

3 只小鼠的多抗血清效果。结果表明：在添加标准品质量

浓度为 500 ng/mL 时，1、2 号小鼠多抗血清在阴性 OD450

值≥1.0 时，抑制率在 70% 左右；3 号小鼠多抗血清在阴性

OD450值≥1.0 时，抑制率为 18%。

2.1.2　DON 单克隆抗体的制备　根据小鼠多抗血清评价

结果，将 1、2 号小鼠的脾脏取出分别进行细胞融合，用于

筛选灵敏度较高的抗体。初次筛选 96 孔细胞板中的强阳

性细胞株，将强阳性细胞株转入新的 96 孔细胞板中进行

扩大培养，通过 3 次亚克隆，最终分别筛选得到一株效价

高、灵敏度高的杂交瘤细胞，分别命名为 2D11 和 1E2。将

3 号小鼠的脾脏取出进行细胞融合，用于筛选灵敏度较低

的抗体。通过初次筛选和多次亚克隆，最终筛选得到一

株效价高的杂交瘤细胞，命名为 2A11。通过小鼠腹水瘤

诱生法得到腹水 1E2、2D11 和 2A11，通过腹水纯化得到以

上 3 株抗体。

2.2　协同抗体工作点的确定

棋盘法 ic-ELISA 测定上述 3 株抗体的结果如表 3~

表 5 所示。结果表明，3 株抗体同时满足阴性对照组的

OD450 在 1.0 以上、抑制率均大于 30% 时对应的工作点为

包被原质量浓度 0.30 μg/mL，抗体质量浓度 0.10 μg/mL。因

此，协同抗体的工作点定为包被原质量浓度为 0.30 μg/mL，

抗体质量浓度为 0.10 μg/mL。

2.3　协同抗体比例的优化及线性范围的比较

分别建立 1E2-mAb、2D11-mAb、2A11-mAb 3 株抗体

的标准曲线，结果如图 1~图 3 所示。其中 1E2-mAb 的 IC50

为 11.9 ng/mL，线 性 范 围（IC20~IC80）为 2.8~51.5 ng/mL；

表 1　DON分析的 MRM 参数

Table 1　MRM parameters of DON analysis

化合物

DON

DON

13C15-DON

13C15-DON

母离子

297.0

297.0

312.2

312.2

子离子

249.0

231.0

263.0

245.0

碰撞能量/eV

5

8

7

10

表 2　小鼠多抗血清效果的 ic-ELISA测定结果

Table 2　Results of polyclonal antiserum effect in mice by 

ic-ELISA

小鼠编号

1

2

3

对照组

1.527±0.034

1.463±0.039

1.348±0.012

试验组

0.546±0.007

0.303±0.020

1.102±0.094

抑制率/%

64

79

18
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2D11-mAb 的 IC50 为 121.7 ng/mL，线性范围（IC20~IC80）为

38.1~388.3 ng/mL；2A11-mAb 的 IC50 为 561.9 ng/mL，线性

范围（IC20~IC80）为 231.9~1 361.4 ng/mL。

1E2-mAb 与 2A11-mAb、2D11-mAb 与 2A11-mAb 两

组抗体按比例混合之后的线性范围如表 6~表 7 所示。结

果表明，当 1E2-mAb 与 2A11-mAb 按体积比 4∶1 混合时，

协同抗体的线性范围为 1.5~1 315.3 ng/mL，相较于单一抗

体 1E2-mAb 的线性范围 2.8~51.5 ng/mL 拓宽了 47.7 倍、相

较 于 单 一 抗 体 2A11-mAb 的 线 性 范 围 231.9~

1 361.4 ng/mL 拓 宽 了 148.6 倍 ；当 2D11-mAb 与 2A11-

mAb 按体积比 4∶1 混合时，协同抗体的线性范围为 20.2~

499.9 ng/mL，相 较 于 单 一 抗 体 2D11-mAb 的 线 性 范 围

（38.1~388.4 ng/mL）拓宽了 2.4 倍、相较于单一抗体 2A11-

mAb 的线性范围（231.9~1 361.4 ng/mL）拓宽了 4.2 倍。

表 3　1E2-mAb的 ic-ELISA测定结果（OD450）

Table 3　Results of 1E2-mAb by ic-ELISA （OD450）

包被原质量浓

度/（μg·mL-1）

1.00

0.30

0.10

0.03

1.00 μg/mL 抗体

阴性组

2.632

2.459

2.301

1.992

阳性组

2.233

2.057

1.542

0.742

抑制率/%

15

16

33

63

0.30 μg/mL 抗体

阴性组

2.169

2.063

1.797

1.159

阳性组

1.824

1.368

0.730

0.287

抑制率/%

16

34

59

75

0.10 μg/mL 抗体

阴性组

1.641

1.461

1.071

0.533

阳性组

1.109

0.625

0.296

0.138

抑制率/%

32

57

72

74

0.03 μg/mL 抗体

阴性组

0.790

0.636

0.419

0.211

阳性组

0.453

0.251

0.142

0.095

抑制率/%

43

61

66

55

表 4　2D11-mAb的 ic-ELISA测定结果（OD450）

Table 4　Results of 2D11-mAb by ic-ELISA （OD450）

包被原质量浓

度/（μg·mL-1）

1.00

0.30

0.10

0.03

1.00 μg/mL 抗体

阴性组

2.387

2.288

1.845

0.972

阳性组

1.956

1.460

0.717

0.253

抑制率/%

18

36

61

74

0.30 μg/mL 抗体

阴性组

1.995

1.818

1.300

0.576

阳性组

1.415

0.722

0.286

0.122

抑制率/%

29

60

78

79

0.10 μg/mL 抗体

阴性组

1.381

1.121

0.660

0.287

阳性组

0.732

0.323

0.139

0.077

抑制率/%

47

71

79

73

0.03 μg/mL 抗体

阴性组

0.577

0.452

0.266

0.132

阳性组

0.309

0.146

0.089

0.074

抑制率/%

46

68

67

44

表 5　2A11-mAb的 ic-ELISA测定结果（OD450）

Table 5　Results of 2A11-mAb by ic-ELISA （OD450）

包被原质量浓

度/（μg·mL-1）

1.00

0.30

0.10

0.03

1.00 μg/mL 抗体

阴性组

2.515

2.022

1.129

0.424

阳性组

2.274

1.681

0.834

0.299

抑制率/%

10

17

26

30

0.30 μg/mL 抗体

阴性组

2.166

1.709

0.861

0.311

阳性组

1.982

1.255

0.530

0.194

抑制率/%

9

27

38

37

0.10 μg/mL 抗体

阴性组

1.637

1.086

0.513

0.204

阳性组

1.440

0.713

0.279

0.116

抑制率/%

12

34

45

43

0.03 μg/mL 抗体

阴性组

0.720

0.456

0.229

0.115

阳性组

0.634

0.297

0.136

0.084

抑制率/%

12

35

40

27

       （a） 曲线拟合   （b） 线性拟合

图 1　1E2-mAb 的标准曲线

Figure 1　Standard curve of 1E2-mAb
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两组协同抗体拓宽线性范围的程度不同，主要是由

两株抗体之间的灵敏度差异决定的。mAb-1E2 的 IC50 为

11.9 ng/mL，mAb-2A11 的 IC50为 561.9 ng/mL，二者的比值

为 47.2；而 mAb-2D11 的 IC50为 121.7 ng/mL，mAb-2A11 的

IC50 为 561.9 ng/mL，二者的比值为 4.6。前一组协同抗体

中两株抗体灵敏度之间的差异更大，因此拓宽线性范围

的效果更显著。

当 1E2-mAb 与 2A11-mAb 按体积比 1∶1 混合时，协同

抗体的 IC20 为 15.2 ng/mL，相较于单一抗体 1E2-mAb 的

IC20为 2.8 ng/mL，增大了 5.4 倍。说明当灵敏度较低抗体

占比过高时，协同抗体的线性范围下限会受到较大影响

而导致数值增大，因此不利于拓宽线性范围；当 1E2-mAb

       （a） 曲线拟合   （b） 线性拟合

图 2　2D11-mAb 的标准曲线

Figure 2　Standard curve of 2D11-mAb

       （a） 曲线拟合   （b） 线性拟合

图 3　2A11-mAb 的标准曲线

Figure 3　Standard curve of 2A11-mAb

表 6　1E2-mAb与 2A11-mAb协同抗体线性范围

Table 6　Linear range of 1E2-mAb and 2A11-mAb 

synergistic antibodies

V1E2-mAb∶

V2A11-mAb

1∶0

5∶1

4∶1

3∶1

2∶1

1∶1

0∶1

IC50/

（ng·mL-1）

11.9

31.5

45.0

57.8

170.7

220.5

561.9

IC20/

（ng·mL-1）

2.8

3.4

1.5

7.8

12.8

15.2

231.9

IC80/

（ng·mL-1）

51.5

293.8

1 315.3

426.0

2 283.3

3 207.4

1 361.4

线性范围/

（ng·mL-1）

2.8~51.5

3.4~293.8

1.5~1 315.3

7.8~426.0

12.8~2 283.3

15.2~3 207.4

231.9~1 361.4

表 7　2D11-mAb与 2A11-mAb协同抗体线性范围

Table 7　Linear range of 2D11-mAb and 2A11-mAb 

synergistic antibodies

V2D11-mAb∶

V2A11-mAb

1∶0

5∶1

4∶1

3∶1

2∶1

1∶1

0∶1

IC50/

（ng·mL-1）

121.7

115.9

100.4

114.8

165.0

155.7

561.9

IC20/

（ng·mL-1）

38.1

27.6

20.2

32.1

48.0

45.3

231.9

IC80/

（ng·mL-1）

388.4

486.3

499.9

411.0

566.7

535.3

1 361.4

线性范围/

（ng·mL-1）

38.1~388.4

27.6~486.3

20.2~499.9

32.1~411.0

48.0~566.7

45.3~535.3

231.9~1 361.4
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与 2A11-mAb 按体积比 5∶1 混合时，协同抗体的线性范围

为 3.4~293.8 ng/mL，相较于单一抗体 1E2-mAb 仅拓宽了

4.7 倍。说明当灵敏度较低抗体占比过低时，灵敏度较低

的抗体难以对协同抗体的线性范围产生较大影响。两组

协同抗体的最佳协同作用比例均为体积比 4∶1，说明在协

同抗体中占主导作用的是灵敏度较高的抗体，同时需达

到灵敏度较低抗体能发挥作用的浓度时有最佳线性范围

拓宽效果。

试验证实，抗体协同组合策略通过综合灵敏度差异

较大抗体的线性范围优势，可以显著拓宽线性范围，且协

同抗体拓宽线性范围的效果是由两株抗体之间的灵敏度

差异决定的，灵敏度差异越大，拓宽线性范围的效果越显

著。因此，通过抗体协同组合可以灵活拓宽检测方法的

线性范围。

如图 4 所示，协同抗体的抑制率随靶标物浓度变化的

速率更慢（曲线的斜率更小），协同抗体的速率曲线位于

两株抗体速率曲线之间。根据上述试验结果推测，两株

抗体按一定比例混合后线性范围有所拓宽，这一现象是

由两株抗体协同作用导致的。当存在低浓度靶标物时，

主要是灵敏度较高的抗体发挥作用；当存在高浓度靶标

物时，灵敏度较低的抗体与灵敏度较高的抗体竞争性地

与靶标物结合，导致抑制率下降，即灵敏度较低抗体的存

在延缓了灵敏度较高抗体的抑制率随靶标物浓度升高而

升高的速率。说明协同抗体兼具了两株抗体特点，因此

具有更宽的线性范围。

试验结果表明，通过协同不同灵敏度的抗体以拓宽

检测的线性范围这一方法是有效的，这一现象可以从免

疫学和动力学理论层面进行解释。首先，高灵敏度抗体

与低灵敏度抗体的互补性识别窗口，构建了协同抗体拓

宽检测范围的能力。协同效应的本质是构建了一个双通

道识别系统。在低浓度区，推测由高灵敏度抗体主导反

应，以保证信号灵敏；在高浓度区，低灵敏度抗体参与竞争，

防止信号过早饱和，最终形成一个跨越多个数量级的连续

响应区间。其次，高灵敏度抗体与低灵敏度抗体的最佳协

同作用比例可能是竞争性结合动力学达到平衡的结果。

在最佳协同作用比例下，高灵敏度抗体保持主导作用且低

灵敏度抗体能达到有效作用浓度，故协同抗体可发挥出最

佳拓宽线性范围的效果。因此，协同抗体拓宽检测线性范

围的现象可能是免疫学与动力学共同作用的结果。

2.4　实际样本的检测

2.4.1　DON 的添加回收试验　选择 V1E2-mAb∶V2A11-mAb 为 4∶

1 这组协同抗体应用于实际样本检测，建立 ELISA 检测小

麦中 DON 的标准曲线为 y=0.330 51x-0.151 47，燕麦的

标准曲线为 y=0.271 53x-0.015 29。根据抗体 IC50 和检

测范围，确定小麦和燕麦中的 DON 添加量为 100，200，

500 μg/kg。 协 同 抗 体 ELISA 检 测 小 麦 和 燕 麦 样 本 中

DON 的回收率如表 8 所示。

协 同 抗 体 ELISA 检 测 小 麦 中 DON 的 回 收 率 为

105.2%~111.0%，变 异 系 数 为 0.5%~5.6%；检 测 燕 麦 中

DON 的 回 收 率 为 107.2%~112.9%，变 异 系 数 为 2.5%~

4.8%。结果表明，协同抗体 ELISA 检测小麦和燕麦样本

中 DON 的回收率和变异系数均在正常范围内，说明该方

法检测实际样本的可行性。

2.4.2　协同抗体 ELISA 与 LC-MS/MS 的对比试验　协同

抗体 ELISA 和 LC-MS/MS 检测 10 份小麦盲样的结果如

表 9 所示。

协同抗体 ELISA 检测小麦盲样的结果与 LC-MS/MS

检测结果一致，说明该方法检测实际样本时的准确性和

可靠性。结果表明，研究建立的协同抗体 ELISA 在拓宽

检测线性范围的基础上，仍能保证检测实际样本的可行

性与准确性。

3　结论
研究通过免疫 BALB/c 小鼠、细胞融合筛选、腹水制

备及抗体纯化等技术，获得到 3 株灵敏度差异较大的抗脱

氧雪腐镰刀菌烯醇单克隆抗体。基于对这 3 株抗体的灵

图 4　抑制率随靶标物质量浓度的变化

Figure 4　Inhibition ratio varying with mass concentration 

of target substances

表 8　协同抗体 ELISA检测小麦和燕麦样本中

DON的回收率

Table 8　Recovery of DON in wheat and oat samples by 

synergistic antibodies ELISA （n=3）

样本

小麦

燕麦

添加量/

（μg·kg-1）

100

200

500

100

200

500

检测质量分数/

（μg·kg-1）

105.2±2.1

218.5±1.2

555.0±30.9

110.7±3.2

214.4±5.3

564.7±27.2

回收

率/%

105.2

109.3

111.0

110.7

107.2

112.9

变异系

数/%

2.0

0.5

5.6

3.0

2.5

4.8
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敏度与线性范围的差异分析，提出不同灵敏度的抗体协同

组合拓宽线性范围这一观点。将这 3株抗体两两组合并按

一定比例进行混合后发现，协同抗体线性范围较初始单一

抗体显著拓宽，且两株抗体灵敏度差异越大拓宽线性范围

的效果越显著。同时，该研究仍存在不足之处，如对协同

作用机理的解释仍停留在理论推测层面，缺乏直接的分子

水平证据来证实不同抗体和抗原结合的动力学参数变化，

同时抗体的最佳协同作用比例的经验依赖性较强，缺乏普

适性预测模型，后续将着力研究不同抗体分子的互作动力

学以及最佳作用比例数学模型的构建。
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表 9　协同抗体ELISA和LC-MS/MS检测小麦样本的结果†

Table 9　Results of wheat samples detected by synergistic 

antibodies ELISA and LC-MS/MS （n=3） μg/kg 

样品编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

ELISA

ND

ND

1 599.2±53.6

ND

ND

ND

632.7±17.6

ND

ND

ND

LC-MS/MS

ND

ND

1 620.3±42.4

ND

ND

ND

576.7±43.8

ND

ND

ND

† ND 表示未检出。
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