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封闭液对 ELISA 检测蓖麻毒素的影响
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摘 要 : 通 过 对 30 种 封 闭 液 与 3 种 封 闭 条 件 对 ELISA 检 测 蓖 麻 毒 素 方 法 的 封 闭 条 件 进 行 了 优 化 , 由 P/N

值 得 到 1%酪 蛋 白 +5%脱 脂 乳 与 5%脱 脂 乳 +2%PEG 2 万 两 种 封 闭 剂 在 包 被 后 孵 育 一 次 的 封 闭 效 果 相 似 , 也

是 所 有 组 合 中 封 闭 效 果 最 好 的 , 从 而 大 大 提 高 了 ELISA 检 测 蓖 麻 毒 素 的 敏 感 性 和 特 异 性 。
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Effect of Block Agent on Detection of Ricin with ELISA
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Abs tract: TO optimize the sensitivity and specificity of quantitative enzyme- linked immunosorbent assay

(ELISA) for ricin, 30 kids of block agent were selected. The P/N showed that 1% caseinum+5% skimmed milk, 5%

skimmed milk+2% PEG20000 were both effective. Simultaneously, 3 kinds of blocking condition were compared. The

P/N showed that adding block agent to coated 96 plate with anti- ricin, then incubated for 1 hour in 37℃, achieved the

best blocking effect.
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酶 联 免 疫 吸 附 法 (enzyme linked immunosorbent

assay ELISA) 是 1971 年 由 Engvall 等 建 立 的 一 种

生物活性 物质微量测 定技术 , 以 其 灵 敏 度 高 (可 达

ng 甚至pg 水 平)、特异性好 等 优 点 , 在 生 命 科 学 领

域 得 到 广 泛 应 用 [1]。 而 影 响 ELISA 试 验 稳 定 性 的

因 素 多 种 多 样 , 封 闭 (blocking)就 是 其 中 最 重 要 的

影响因素之一。本试验同时对 多种封闭 剂及其组

合进行了 ELISA 检测蓖麻毒素的试验 , 并摸索 其

反应规 律 , 优选 出 了 最 佳 封 闭 液 , 提 高 了 ELISA

检测蓖麻毒素方法的敏感性与特异性。
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收 稿 日 期 : 2008- 04- 14
作 者 简 介 : 牛 春 华 (1964- ), 研 究 实 习 员 , 从 事 食 品 加 工 与 安 全 检

测 实 验 工 作 。

通 讯 作 者 : 高 宏 伟 , 教 授 , E- mail:gaohogweoghw@hotmail.com

邢 丽 杰 , 讲 师 ,xiaolongnv2088@163.com

1.1 阴阳性样品的准备

将蓖麻毒素溶解在 PBST 缓冲液中 , 稀释至浓

度为 1 μg/mL 作为阳 性 对 照 品 ; 阴 性 对 照 样 品 是

PBST 缓冲液。

1.2 双抗体夹心 ELISA 方法的基本程序

将 抗 体 溶 解 在 PBST 缓 冲 液 中 , 包 被 酶 标 板 ,

每 孔 100 μL, 37℃孵 育 2 h, 倒 空 酶 标 板 用 洗 涤 液

洗涤 3 次 , 沥干 , 每孔加入 100 μL 的 1%BSA 用 于

封 闭 蛋 白 结 合 位 点 , 酶 标 板 在 37℃孵 育 1 h, 洗 涤

3 次 , 沥 干 , 将 100 μL 阳 性 、阴 性 对 照 品 及 待 检 样

品分别加到酶标板孔中, 37℃育温 1 h, 洗涤 3 次, 沥

干, 将稀释好的单克隆抗体每孔加入 100 μL, 37℃

孵育 1h, 洗涤 3 次 , 沥干 , 然后每孔加入 100 μL 底

物溶液 , 37℃显色 30 min, 每孔加入 100 μL 终 止 液

终止反应 , 酶标仪上读取 OD450 值并判定结果。

1.3 封闭剂的配制

分别配制1%BSA、2%BSA、5%BSA、1% 酪 蛋 白 、
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5%脱脂乳、2%蔗糖、2%葡聚糖 4 万、2%PEG2 万 、

1%明 胶 , 并 用 排 列 组 合 的 方 式 将 5%BSA、1%酪

蛋 白 、5% 脱 脂 乳 、2% 蔗 糖 、2% 葡 聚 糖 4 万 、2%

PEG2 万 、1%明 胶 其 中 的 任 意 两 种 溶 液 等 比 例 混

合 , 分 别 为 5%BSA+1%酪 蛋 白 、5%BSA+5%脱 脂

乳 、5%BSA+2% 蔗 糖 、1% 酪 蛋 白 +5% 脱 脂 乳 、1%

酪蛋白 +2%蔗糖、1%酪蛋白 +2%葡 聚糖 4 万、5%

脱 脂 乳 +2% 葡 聚 糖 4 万 、5% 脱 脂 乳 +2% PEG2

万 、5% 脱 脂 乳 +1% 明 胶 、2% 葡 聚 糖 4 万 +2%

PEG2 万 、2% 葡 聚 糖 4 万 +1% 明 胶 、2% PEG2 万

+1% 明 胶 、5% BSA+2% 葡 聚 糖 4 万 、5% BSA+2%

PEG2 万 、5%BSA+1% 明 胶 、5%脱 脂 乳 +2% 蔗 糖 、

1%酪蛋白 +1%明 胶 、1%酪 蛋 白 +2%PEG2 万 、2%

蔗糖 +2%葡聚糖 4 万、2%蔗糖 +1%明 胶、2%蔗糖

+2%PEG2 万。

1.4 包被后应用封闭剂

将多抗适当 稀释后包被 酶标板 , 洗涤 后应用

配 制 的 封 闭 液 封 闭 , 然 后 按 1.2 步 骤 进 行 ELISA

试验检测阴、阳性样品。

1.5 孵育样品后应用封闭剂

将多抗适当 稀释后包被 酶标板后每 孔加入阳

性 、阴性对照品 及待检样 品分 别 加 到 酶 标 板 孔 中 ,

37℃育温 1 h, 洗涤 后应用配制 的 封 闭 液 封 闭 , 然

后按 1.2 步骤进行 ELISA 试验。

1.6 包被后与孵育样品后均应用封闭剂

将多抗适当 稀释后包被 酶标板 , 洗涤 后应用

配制的封闭液封闭 , 洗涤后加入阴、阳性 样品孵育

37℃1 h, 洗涤后再次 应用配制的 封 闭 液 封 闭 , 然

后按 1.2 步骤进行 ELISA 试验检测阴、阳性样品。

2 结果

2.1 包被后应用封闭剂

将多抗适当 稀释后包被 酶标板 , 洗涤 后应用

配 制 的 封 闭 液 封 闭 , 然 后 按 1.2 步 骤 进 行 ELISA

试验检测阴、阳性样品。由图 2 的 P/N 值可知 , 1%

酪 蛋 白 +5% 脱 脂 乳 与 5% 脱 脂 乳 +2%PEG2 万 两

种封闭剂的封闭效果相似 , 也是 所有组合 中封闭

效果最好的。

2.2 孵育样品后应用封闭剂

将 多 抗 适 当 稀 释 后 包 被 酶 标 板 后 每 孔 加 入

阳 性 、 阴 性 对 照 品 及 待 检 样 品 分 别 加 到 酶 标 板

孔 中 37℃ 育 温 1 h , 洗 涤 后 应 用 配 制 的 封 闭 液

封 闭 , 然 后 按 1.2 步 骤 进 行 ELISA 试 验 。 由 图 4

的 P/N 值 可 知 , 2% 蔗 糖 +2% PEG2 万 的 封 闭 效

果 最 好 。 (下 转 第 65 页)
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图 4 使用复合封闭剂在抗原孵育后应用一次进行 ELISA 检测

图 3 使用单一封闭剂在抗原孵育后应用一次进行 ELISA 检测
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图 1 使用单一封闭剂在包被后应用一次进行 ELISA 检测
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图 2 使用复合封闭剂在包被后应用一次进行 ELISA 检测

62 33 卷吉 林 农 业 科 学



(上 接 第 62 页)

2.3 包被后与孵育样品后均应用封闭剂

将多抗适当 稀释后包被 酶标板 , 洗涤 后应用

配制的封闭液封闭 , 洗涤后加入阴、阳性 样品孵育

37℃1 h, 洗涤后再次 应用配制的 封 闭 液 封 闭 , 然

后按 1.2 步 骤进行 ELISA 试验 检测阴、阳性 样 品 。

由图 6 中 的 P/N 值可知 , 2%蔗糖 +2%葡聚糖 4 万

与5%脱脂乳 +2%PEG2 万两种封闭 剂的封闭效 果

相似 , 也是所有组合中封闭效果最好的。

3 讨 论

影 响 ELISA 试 验 稳 定 性 的 因 素 多 种 多 样 , 封

闭(blocking)就是其 中 最 重 要 的 影 响 因 素 之 一 。 本

试验同时对多种封闭剂及其组合进行了 ELISA 检

测蓖麻毒素的试验。综合所有的结果可以看出 , 当

使用某一种单一的封闭 剂时 , 不管是 在包被后使

用一次抗原孵育后使用一次 , 还是 在包被后和 抗

原 孵 育 后 各 使 用 一 次 所 得 到 的 P/N 值 均 分 布 在

4～6 左 右 , 封 闭 效 果 相 差 不 大 ; 在 抗 原 孵 育 后 使

用 复 合 封 闭 剂 时 , P/N 值 主 要 分 布 在 4～5 左 右 ,

封闭效果也不是很理想 ; 在包被后 和抗原孵育 后

各使用一 次复合封闭 剂时所得 到的 P/N 值主要 分

布 在 6～9 左 右 , 效 果 比 较 理 想 ; 而 在 包 被 后 使 用

复 合 封 闭 剂 时 , P/N 值 主 要 分 布 在 10～20 之 间 ,

封 闭 效 果 非 常 理 想 。 特 别 是 1%酪 蛋 白 +5%脱 脂

乳 与 5% 脱 脂 乳 +2% PEG2 万 在 包 被 后 封 闭 的

ELISA 的 P/N 值达到 20.177 与 19.98, 这大大提 高

了 ELISA 检测蓖麻毒素的敏感性和特异性。
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图 5 使用单一封闭剂在包被后和抗原孵

育后各应用一次进行 ELISA 检测

图 6 使用复合封闭剂在包被后和抗原孵育后各应用一次进行

ELISA 检测

秸秆利用研究的主要方向包括以下方面 :

①秸秆燃料 : 如植物型煤 、秸秆炭化的 方法及

设备(或装置)。

②气化燃料 : 以秸秆为原 料生产气体 燃料的

方法、工艺和设备。

③液化燃料 : 以秸秆为原 料生产液体 燃料的

方法、工艺和设备 , 如酒精、汽油等。其中 , 以玉米

秸秆、高粱秸秆为原料生产乙醇的方 法与产品专

利技术是 2005 年的非职务发明。

④制氢及氢 能发电 : 以秸 秆为原料制 氢及氢

能发电的方法、工艺和设备。

⑤饲料 : 方法、工艺和设备。
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