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摘要：采用直接竞争ＥＬＩＳＡ方法建立了一种快速检测饲料样本中Ｔ－２毒素残留的方法，在０～
８１μｇ／Ｌ范围内，Ｔ－２毒素的Ｌｏｇｉｔ（Ｂ／Ｂ０）与Ｔ－２毒素质量浓度的对数呈显著的线性关系，并对

该检测体系的检测限、准确度、精密度等性能进行了测定。结果显示，该方法的ＩＣ５０（半数抑制质量

浓度）为２．８μｇ／Ｌ，对饲料样本的检测限为１０μｇ／ｋｇ，样本添加回收率为７７．６％～９８．２％，变异系

数为５．１％～１２．０％。该方法操作简便、准确，检测时间短（仅需１５ｍｉｎ），适用于饲料样本中Ｔ－２
毒素的快速检测。
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　　Ｔ－２毒素（Ｔ－２ｔｏｘｉｎ）是镰刀菌所产生的单
端孢霉烯族毒素中毒性最强的一种，是能导致动物
产生中毒反应的次级代谢物质，饲料中Ｔ－２毒素
含量无论高或低，均会导致动物采食量下降、质量增
加缓慢、免疫系统损伤等［１］。Ｔ－２毒素等单端孢霉
烯族毒素毒性强、污染范围广，动物采食被毒素污染
的谷类及其产品会导致饲料中毒。因此，对饲料中

的单端孢霉烯族毒素进行定性和定量检测十分重

要［２］。Ｔ－２毒素对人和动物表现出基因毒性、免疫
毒性、血液毒性等多种毒性，并可致多种细胞凋
亡［３］。由于其毒性剧烈，国际上非常重视 Ｔ－２毒
素对人畜的危害，１９８７年联合国粮农组织（ＦＡＯ）和
世界卫生组织（ＷＨＯ）就提出，面粉、大米等禾谷类
作物中Ｔ－２毒素含量不得超过１００μｇ／ｋｇ

［４］。
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Ｔ－２毒素的检测方法主要有薄层色谱法、气相
色谱法、高效液相色谱法、液相色谱－质谱法、放射
性免疫检测法、酶联免疫法等［１－１４］。气相色谱和液
相色谱法需要对Ｔ－２毒素进行衍生化处理；液相
色谱－质谱联用灵敏度较高，不需要进行衍生化处
理，是检测Ｔ－２毒素比较理想的方法。用稳定同
位素稀释法辅助检测单端孢霉烯族毒素在未来将会

进一步提高ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ的检测效果，特别是对于
混合饲料［２］。放射免疫法、酶联免疫法及免疫荧光
法等免疫学检测因其灵敏、快速、简单而被用于

Ｔ－２毒素的测定。酶联免疫法（ＥＬＩＳＡ）以其灵敏
度高、特异性好、操作简便、成本低等优点于１９９２年
被我国定为检测标准［１２］，直接竞争ＥＬＩＳＡ只需一
种结合有标记物的抗体，适合于大量样品的快速筛
选。本研究建立和优化了酶联免疫检测方法，开发了
能够快速筛检Ｔ－２毒素的酶联免疫试剂盒，以期为快
速检测饲料样本中Ｔ－２毒素提供技术支持。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　主要仪器　８０１０Ｓ匀浆机，上海斯伯明仪器
设备有限公司；ＫＳ－Ⅱ振荡器，上海跃进医疗器械
厂；Ａｎｋｅ　ＴＤＬ－４０Ｂ低速离心机，上海安亭科学仪
器有限公司；２０００ＳＢＬ电子天平，美国Ｓｅｔｒａ公司；

ＭＫ３酶标仪，美国Ｔｈｅｒｍｏ公司；微量移液器（单道

２０～２００μＬ、１００～１　０００μＬ，多道２５０μＬ），美国

Ｔｈｅｒｍｏ公司。

１．１．２　主要试剂　Ｔ－２毒素单克隆抗体，自制；

Ｔ－２毒素标准品购自Ｓｉｇｍａ公司；甲醇、氯化钠购
自国药集团化学试剂有限公司，均为分析纯；试验用
水为去离子水。

１．２　方法

１．２．１　抗原最佳包被质量浓度及酶标记单克隆抗
体工作液最佳工作浓度的确定　采用方阵滴定法
进行测定，具 体 方 法 如 下：用 ｐＨ 值 为 ９．６ 的

０．２ｍｏｌ／Ｌ的碳酸盐缓冲液将包被抗原分别稀释为

２．０、１．０、０．５、０．２、０．１、０．０５μｇ／ｍＬ，１００μＬ／孔包
被酶标板，３７℃温育２ｈ，洗涤后用封闭液３７℃封
闭２ｈ。洗涤后加入稀释倍数分别为５　０００、１０　０００、

５０　０００、１００　０００倍的酶标记单克隆抗体工作液１００

μＬ／孔，２５℃温育１０～２０ｍｉｎ，洗涤后显色，终止反
应测定ＯＤ４５０ｎｍ值。选择ＯＤ４５０ｎｍ值最接近２．０的孔
所对应的抗原包被质量浓度和酶标记抗体工作液浓

度作为抗原抗体的最佳工作浓度。

１．２．２　反应时间的确定　以筛选的包被抗原最佳

工作质量浓度包被，加入标准品０μｇ／Ｌ，加入最佳
工作浓度的酶标记抗体工作液，分别在２５℃反应

５、１０、１５、２０ｍｉｎ，整板测定零标准品 ＯＤ４５０ｎｍ值，每
板做６个对照孔，以“零标准 ＯＤ４５０ｎｍ值为１．５～
２．０，变异相对较小且节省时间”为判定标准，选择最
佳反应时间。

１．２．３　底物液显色时间的确定　加底物显色液后
分别显色５、１０、１５ｍｉｎ，用２ｍｏｌ／Ｌ的硫酸溶液终
止反应，测定０μｇ／Ｌ和１μｇ／Ｌ标准品ＯＤ４５０ｎｍ值，
选择最适底物显色时间。

１．２．４　ＥＬＩＳＡ标准曲线的调试　将上述筛选所得
的最佳质量浓度的抗原包被在９６孔酶标板上，１００

μＬ／孔，置３７℃条件下恒温避光反应２ｈ；倾去板中
溶液，洗涤３次，加入封闭液，２００μＬ／孔，３７℃温育

２ｈ；加入系列浓度的 Ｔ－２ 毒素标准溶液，２０

μＬ／孔，再加入最佳工作浓度的酶标记抗体工作液，

１００μＬ／孔，以最佳反应时间、最适底物液显色时间
为反应条件进行直接竞争ＥＬＩＳＡ反应调试标准曲
线。在优化调试中为了利于保存和节约稀释液，根
据实际需要将酶标记抗体工作液以浓缩液的形式保

存，在使用时根据需要量将浓缩酶标记抗体用稀释
液按照１∶１０的体积进行稀释后得到酶标记抗体工
作液进行试验。

１．２．５　饲料样本前处理方法的建立　称取（５．０±
０．０５）ｇ均质器均质的饲料样本至５０ｍＬ聚苯乙烯
离心管中，加入２５ｍＬ　５０％的甲醇，用振荡器剧烈
振荡５ｍｉｎ，３　０００ｇ以上，室温（２０～２５℃）离心

５ｍｉｎ；取５００ｍＬ上清液至２ｍＬ聚苯乙烯离心管
中，加入５００ｍＬ　１０％的氯化钠水溶液，用振荡器振
荡１ｍｉｎ，混匀；取２０ｍＬ用于分析。

１．２．６　试剂盒检测限的测定　测定２０份空白原
料、配合料、浓缩料样本，以测定２０份样本的质量浓
度平均值（珡Ｘ）加３倍标准差（Ｓ）作为Ｔ－２毒素在
该样本中的检测限（ＭＤＬ），即 ＭＤＬ＝珡Ｘ＋３Ｓ。

１．２．７　精密度和准确度的测定　取空白原料、配合
料、浓缩料均质物，分别添加Ｔ－２毒素至一定质量浓
度，每个质量浓度做６个平行，取３个批次的试剂盒测
定Ｔ－２毒素的残留量，计算添加回收率和变异系数，
用批内差异和批间差异表示该方法检测的精密度。

１．２．８　试剂盒保存期试验　将足量试剂盒在４℃
条件下避光恒温保存，每隔一定时间分别取出，利用
直接竞争ＥＬＩＳＡ法测定；同时考虑在运输和使用过
程中，会有非正常保存条件出现，将试剂盒在３７℃
保存条件下进行加速老化试验，比较各标准曲线的
线性、抑制率和ＩＣ５０（半数抑制质量浓度）的差异。
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一般来讲，在３７℃每稳定１ｄ，可相当于４～１０℃保
存一个半月［１５］。

２　结果与分析

２．１　抗原最佳包被质量浓度和酶标记抗体工作液

最佳工作浓度的确定

经过筛选试验，得到抗原包被最佳质量浓度为

０．２μｇ／ｍＬ，酶标记抗体工作液最佳质量浓度为１∶

５０　０００。

２．２　反应时间的确定

通过试验筛选发现，反应时间越长，吸光度值越

高，反应１０ｍｉｎ时，板孔的ＯＤ４５０ｎｍ值接近２．０且变

异较小，随着反应时间的延长，ＯＤ４５０ｎｍ值多在２．３
以上且变异有所增大，综合考虑，标准品ＯＤ４５０ｎｍ值

接近２．０，板孔变异相对较小且节省时间，反应

１０ｍｉｎ时结果较为理想。故选择２５℃反应１０ｍｉｎ
作为最佳反应时间。

２．３　底物液显色时间的确定

通过测定不同显色时间的标准品ＯＤ４５０ｎｍ值，显

色５ｍｉｎ时０μｇ／Ｌ的 ＯＤ４５０ｎｍ值为１．９３６，１μｇ／Ｌ
的ＯＤ４５０ｎｍ值为１．５１０，随着显色时间的延长，吸光

度值越高，显色颜色越深，故选择显色５ｍｉｎ作为理

想的反应时间，更节省检测时间。

２．４　ＥＬＩＳＡ标准曲线的建立

按照筛选的最佳条件建立ＥＬＩＳＡ标准曲线，选

择 Ｔ－２毒素标准品质量浓度０、１、３、９、２７、８１

μｇ／Ｌ，以百分吸光度值（Ｂ／Ｂ０）为纵坐标（Ｙ），标准
品质量浓度的对数值为横坐标（Ｘ）绘制标准曲线如
图１。以Ｌｏｇｉｔ（Ｂ／Ｂ０）为纵坐标，Ｔ－２毒素标准品
质量浓度的对数值（ｌｇＣ）为横坐标，将图１转换后可

知，标准曲线ＩＣ５０为２．８μｇ／Ｌ，在０～８１μｇ／Ｌ范围

内，Ｌｏｇｉｔ（Ｂ／Ｂ０）与 Ｔ－２毒素质量浓度的对数
（ｌｇＣ）呈显著的线性关系（图２），回归方程为Ｙ＝
－１．７２８　Ｘ＋０．９６０，相关系数Ｒ２＝０．９８３。

图１　Ｔ－２毒素标准曲线

图２　Ｔ－２毒素直接竞争ＥＬＩＳＡ检测标准曲线

２．５　ＥＬＩＳＡ试剂盒检测限的确定
同时测定２０份空白原料、配合料和浓缩料样本

的吸光度值，从标准曲线上查出对应于吸光度的各
浓度，计算试剂盒的检测限。试剂盒检测饲料样本
中Ｔ－２毒素检测限可达到１０μｇ／ｋｇ（表１）。

表１　ＥＬＩＳＡ试剂盒检测限的测定结果（ｎ＝２０）

样本 平均值／（μｇ／ｋｇ） 标准差 检测限／（μｇ／ｋｇ）

原料 ３．１６　 ２．２０　 ９．７６
配合料 ３．２６　 ２．２２　 ９．９２
浓缩料 ２．９８　 １．９３　 ８．７７

２．６　ＥＬＩＳＡ试剂盒检测的精密度和准确度

ＥＬＩＳＡ试剂盒测定的精密度以变异系数表示，

准确度以回收率表示。取空白原料、配合料、浓缩料
均质物，分别添加Ｔ－２毒素标准品至质量浓度为

２０、４０μｇ／ｋｇ。计算平均回收率和变异系数，检测结
果见表２。由表２可知，以２０、４０μｇ／ｋｇ的Ｔ－２毒
素对空白原料、配合料、浓缩料进行添加，其添加回
收率为７７．６％～９８．２％，批内变异系数为５．１％～
１０．３％，批间变异系数为１０．０％～１２．０％，数据结
果显示试剂盒重复性较好。

表２　ＥＬＩＳＡ试剂盒的精密度和准确度

样本
质量浓度／
（μｇ／ｋｇ）

批次
平均回
收率／％

批内

ＣＶ／％
批间

ＣＶ／％
原料 ２０ 第１批 ９２．６　 ８．５　 １０．０

第２批 ９６．８　 ７．４
第３批 ８３．４　 ８．１

４０ 第１批 ８２．３　 ９．７　 １２．０
第２批 ９６．２　 ６．０
第３批 ７９．７　 １０．３

配合料 ２０ 第１批 ７９．１　 ７．１　 １０．５
第２批 ９６．３　 ５．９
第３批 ９２．８　 ６．５

４０ 第１批 ８９．０　 ８．１　 １１．７
第２批 ７７．６　 ５．５
第３批 ９８．２　 ６．０

浓缩料 ２０ 第１批 ９０．８　 ５．１　 １０．１
第２批 ７９．５　 ７．０
第３批 ９６．５　 ６．５

４０ 第１批 ７８．１　 ６．５　 １０．５
第２批 ８７．２　 ５．８
第３批 ９６．３　 ６．１
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２．７　试剂盒保存期
将试剂盒在４℃下避光恒温保存，前１２个月试

剂盒的标准品吸光度值和ＩＣ５０均在正常范围内，标
准曲线的线性良好。试剂盒在３７℃条件下保存，经
过１３ｄ测试，标准品ＩＣ５０和吸光度值正常，线性良
好，待延长保存到３０ｄ后ＩＣ５０有升高的趋势。试剂
盒可以在２～８℃保存１２个月以上。

３　结论与讨论

本研究采用酶标记单克隆抗体的直接竞争

ＥＬＩＳＡ建立了饲料中Ｔ－２毒素残留的酶联免疫检
测方法，在研究中采用方阵法对包被抗原和抗体的
最佳工作浓度进行确定，并筛选了最佳反应条件，建
立和完善了ＥＬＩＳＡ方法，该方法的ＩＣ５０为２．８μｇ／

Ｌ，饲料样本中最低检测限为１０μｇ／ｋｇ，样本添加回
收率范围为７７．６％～９８．２％，批内批间变异系数均
小于２０％，这些数据表明，本试验建立的Ｔ－２毒素
酶联免疫方法的灵敏度、准确度、精密度较高，能满
足残留检测要求，并且检测时间短（仅需１５ｍｉｎ），样
本前处理简单、仪器设备投资少，检测成本低，适合
于进行饲料样本中Ｔ－２毒素残留的快速检测。
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