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酶联免疫法在贝类麻痹性贝毒检测中的应用

张 纹，王 军，苏永全

(厦门大学海洋学系，福建厦门361005)

              摘要:采用酶联免疫法检测菲律宾蛤仔(Ruditapes phOPOn )肌肉中麻痹性贝毒(Para加c shellfish
              poison, PSP)含量，通过优化实验条件，规范操作程序，确立了检测流程。试验表明以标准PSP
              为参照，该检测方法平均灵敏度可达2 !}g/kg，标准溶液测定的变异系数2.00% --7.66%，样品
              精密度测试的变异系数为2.82%-8.40%，平均添加回收率达85.35%，表现出快速、灵敏、可

              靠等特点，适于常规工作中麻痹性贝毒的快速筛选检测。
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    麻痹性贝毒是世界范围内分布最广、危害也最

严重的一类毒素“’，作为其主要成分的石房蛤毒素

(Saxitoxin, SIX)对酸、热稳定，一般的食品加工方法

很难破坏染毒体的毒性，致死量为1--3 ng[z1，许多国
家都将其列为贝类产品的常规检测项目之一，并且随

着海洋环境日益恶化，赤潮发生日趋频繁，它也成为

监控海区养殖环境的一项重要指标。近年来我国贝类

中毒的事件频繁发生，贝毒已成为开发海洋生物资源

的重大障碍。

    目前国际上普遍采用小鼠法、生物免疫法、色谱

法和质谱法等手段来检测贝类并做出预警预报。中国

至今仍未制订相关的国家标准，主要沿用进出口商品

检验行业标准，通过小鼠腹腔注射的致死时间来测算

毒性，但其370 ilg/地的检测限已满足不了欧盟提出

的40--80 prg/1g的要求，而且重现性差，灵敏度低，耗

时长，且易受多种因素干扰而影响结果的准确性，在

实际应用中受到很大限制。寻找简便、灵敏、可靠的赤

潮毒素快速检测技术并用于水产品检验，是保障食用

安全、有效控制赤潮毒素造成的影响、减少损失和及

时了解水产品染毒情况的迫切要求。

    近年来利用抗原抗体结合的酶联免疫法

(Enzyn℃一Linked Inmunosorbent Assay, EI ISA)在海洋

生物毒素检测方面得到了迅速发展，并有多种可靠的

诊断试剂盒用于分析不同毒素，特别在定性定量初筛

检测方面效果很好，已成为德国的官方方法，并被美

国官方农业化学家协会(Association of Official Agricul-
tural Che nlsts, AOAC)推荐使用[[3 ,41，在水产品安全检

测方面具有广阔的应用前景，但国内关于该方法在贝

毒检测中的应用研究尚未见报道。作者运用ELISA方

法开展菲律宾蛤仔肉中FS〕含量检测，通过优化和完

善检测方法，简化分析程序，降低检测成本，确立起自
样品处理至数据处理的操作全流程，为贝毒的快速检
测开拓思路、积累经验，为无公害水产品的检测以及

标准化工作提供参考。

1 材料与方法

1.1 仅器和试剂

    BIO一= (ELX808IU)型酶标仪、IABOFUGE
400R高速冷冻离心机(德国)、均质器和磁力搅拌器;
0.1 mol/ L HCI, RIDASC1REET1 FS，试剂盒(德国r一
biophami公司)，其中包括PS〕标准溶液、PSP酶标记
物、基质、发色剂、反应停止液、缓冲液及包被有特异

抗体的微孔板条。

.2 测定方法

.2.1 样品来源与预处理

    菲律宾蛤仔 (Ruditaks "hilippin)样品于2003年

11月20日购自厦门东渡水产品批发市场。
    除去贝壳，用双蒸水洗净肌肉后均质器均质。称

取log均质后样品加入10 mL HCl (0.1 mol/L)，煮沸
并搅拌5 min;室温3 500 r/min离心10 min;取10 tt}L
上液用1 ML样品缓冲液稀释;取50 1}L进行分析。
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1.2.2 测定步骤
    20--24℃条件下，在微孔中加入50 tLL标准品或

处理好的样品，各做3个平行;加入50凡稀释的酶
标记物(缓冲液:浓缩液=10:1)，充分混合;用薄膜

覆盖，室温下孵育1 h;倒出孔中液体，将微孔架倒置

在吸水纸上拍打以保证完全除去孔中液体;用250风
蒸馏水充入孔中，再次倒出孔中液体，并拍打完全除

去液体，重复洗板操作2次;加入50 NLL基质和501'L

发色剂到每一孔中，充分混合并在室温下避光孵育

30 min;迅速加入100 [41 -停止液，混匀，酶标仪检测吸
光度(450 ran)，以空气为空白，参比波长630 ma.

1.2.3 计算
    (1)按照以上步骤，以0, 10, 30, 90, 270, 810 ng/L

的PS，标准溶液建立标准曲线。标品和样品的吸光度

值(以百分比表示)按以下公式计算:

    吸光度值 (%)=标品的吸光度值 (或样品)

x 100/0标准的吸光度值
    (2)绘制对应PS〕浓度的半对数曲线图，相对应

的样品浓度从校正曲线上读出，或通过酶标仪设置公

式和曲线，直接读出浓度。

    将所测浓度乘以稀释倍数得到样品浓度，本法的

稀释倍数为2000

    (3)精密度测定
    对标准溶液和待测样品重复测定3次，计算平均

值和标准偏差。

    (4)回收率测定

    分别取20 ttg/ L标准液2. 4 rrL和40 fig/ L标准

液3. 7 mL加到10g空白肉样中，按上述方法测定
PS'P含量，并计算回收率。

2 结果

2.1  PS〕标准曲线和检测灵敏度

    以系列PS〕标准液制作的标准曲线如图1，精密

度测定结果如图2，变异系数为2.00%一7.6696，平
均灵敏度2 Ng/kg.
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                  Fig. 2 Precisicn of standards

2.2 测样精密度
    由上述方法测定的样品检测结果如表1，变异系

数为2.82%一8.40%0

表1样品精密度测定结果

Tab. l  Precision of PSP assaying

测试样品
实测浓度

(jig/kg)

平均值

(Kg/kg)
标准差

变异系数

  (%)

3.907

  3.878    3.826

  3.692

13.897

16.344   14.957

14.629

100.005

105.189  103.371

104.919
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2.3 回收率
    利用外标法测定回收率结果如表2，本方法平均

回收率为85-35%.
表2回收率测定结果

Tab. 2   Recovery rate of PSP assaying

添加浓度 样品实测浓度 回收率

(Y岁k9)     (tq/kg) (%)

平均回收率

    (%)

3.9       81.25
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    图1  PSF，标准曲线

Fig. 1 Standard curve of FSP Fig.
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3 讨论
    作者采用EI1,SA试剂盒，通过摸索实验条件，优

化实验程序，规范操作规程，建立起贝类中麻痹性毒

素的快速检测方法和操作流程。试验结果表明，其平

均灵敏度可达2 PLg/1g，标准溶液测定的变异系数

2.00%一7.66%，样品精密度测试的变异系数为
2.82%一8.40%，平均添加回收率达85.35%，具有可

靠的重复性和较高的回收率;操作方面，方法简单、易

掌握，特别是样品前处理，耗时短又简便;检测时间

上，只需5-6h就可得出检测结果;设备方面，投资

少，且无放射性污染，好操作。试验中发现，由于本方

法非常灵敏，实验精密度要求较高，因此对于实验中

的一些关键步骤和因素必须加以严格控制，比如加酸

煮沸时要控制好温度并注意搅拌，以防液体溅出;洗

板时要彻底均一;加样品和标准溶液、酶标记物、基质

和发色剂时要求动作快而准，保证试样间的一致性

等。因此必须严格规范实验操作，尽量增加同批测定

样品的数量，减少由于偶然误差造成的影响。

    相比于传统的生物测定法，EI1.SA检测灵敏度高

且快速简便，结果不受小鼠品系和体内生化物质的影

响，更客观准确，在操作性和重现性方面也更加方便

和可靠，同时避免了由于操作人员熟练程度及小鼠死

亡时间判断上的主观差异。另外，由于小白鼠生物测

定法在测定高毒性贝类样品时变异性较高，并且测出

的是贝类含毒素的总量，无法区别出具体的毒素种

类，专一性差[[51，不利于调查追踪污染源以及对染毒贝

类进行早期监控和预警预报，在基层单位和日常隆的监

控普查中，E1.SA检测具有更大优势和推广应用前景。

    1"J "rs}检测相比于高效液相色谱法或质谱法，虽

然后者可以提供关于毒素的更多信息，专一性也更
强，但实验需建立在配备昂贵高档仪器和专业培训的
技术人员基础上，并且six标准品已被收入《化学武
器公约》中禁止化学品的第二类清单，难以购买或获

得，大大限制了其在一般检验机构或实验室中的应

用。而EI1SA检测仪器简单，操作方便，且无需另购标
准品，大大降低了成本，同时检测限和灵敏度已足以
满足要求，非常适于快速检测的实际需求，有望作为

理想的筛选分析方法之一，在水产品质量快速检测、

养殖区染毒情况调查以及上市贝类质量监控方面发

挥重要作用。
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