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抗玉米赤霉烯酮单抗独特型抗体制备与鉴定
余 涛1，李大刚2，邓 宁1，向军俭1，宋其芳1，贾彦琼1，王 宏1,*

(1.暨南大学生命科学技术学院，广东 广州 510632；2.广东省农业科学院畜牧研究所，广东 广州 510640)

摘  要：目的：研制抗玉米赤霉烯酮(zearalenone，ZEN)单抗独特型抗体并鉴定其特性，为建立ZEN无毒检测方法

提供理论依据。方法：在研制抗ZEN单抗的基础上，将IgG与KLH偶联作为免疫原，免疫BALB/c小鼠，制备抗ZEN

单抗独特型抗体；同时将经Protein G纯化的单抗用胃蛋白酶酶切获取Fab片段，作为检测原，并采用间接ELISA和

间接竞争ELISA对抗独特型抗体特性进行鉴定。结果：所研制的抗独特型抗体能够与ZEN竞争结合ZEN单抗，与

ZEN之间存在“内影像”关系。结论：成功研制抗ZEN单抗独特型抗体，可以替代ZEN标准品应用于ELISA检测。
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Abstract：Objective: To prepare and identify anti-zearalenone (ZEN) monoclonal antibody, and provide a theoretical reference for 
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玉米赤霉烯酮是由禾谷镰刀菌和黄色镰刀菌等真菌

产生的有毒次级代谢产物，广泛存在于大量谷物，如玉

米、大麦、燕麦、小麦、水稻和高粱等[1]。尽管ZEN的毒

性较低，但是对哺乳动物的影响超过雌性激素，研究表

明[2]ZEN及其代谢物可以引起猪、牛、家禽的雌激素过

多症，以及生殖系统紊乱等症状。此外ZEN具有细胞毒

性，并且在体内外表现出潜在的遗传毒性[3]，同样对人类

也会产生诸如此类的毒害。因此欧盟及许多国家制定了

谷物及饲料中ZEN最大限量标准[4-5]。

目前用于分析谷类粮食、饲料及食品中ZEN含量的

方法主要有薄层色谱(TLC)[6]、高效液相色谱(HPLC)[7]、酶

联免疫吸附实验(ELISA)[8-9]等。ELISA法已被AOAC批准

为玉米、小麦、饲料中ZEN的快速筛选方法[10]。免疫学测

定法特点是特异性强、灵敏度高，并且可以现场筛选大

量样品。然而由于ZEN免疫学测定法涉及到使用毒素标准

品，包括游离物和偶联物，可能对研制者和使用者带来毒

害。近来，许多科研机构都在研制半抗原的替代品，如利

用噬菌体库筛选多肽模拟ZEN[11]；应用抗独特型抗体(anti-

idiotype antibody，Aid)模拟皮质醇等[12-13]。抗独特型抗体是

针对抗体独特型产生的抗体[14]，根据独特型的不同，分为

几种类型，其中能够结合抗原抗体结合部位的Aid称之为

Ab2 β，Jerne 称之为抗原的“内影像”，可以模拟抗原

的三维结构。本研究是在已制备抗ZEN单抗(Ab1)的基础

上，用IgG-KLH偶联物免疫BALB/c小鼠，制备抗ZEN单

抗独特型抗体(多抗)，并研究抗独特型抗体与ZEN之间的

“内影像”关系，为抗ZEN单抗独特型抗体替代ZEN标准

品用于ELISA检测提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

ZEN毒素标准品、HRP标记的链霉亲和素、HRP标
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记的羊抗鼠IgG(Fc特异性)二抗 美国Sigma公司；HRP

标记的羊抗鼠IgG(Fab特异性)二抗 美国Santa公司；

固定化胃蛋白酶、生物素标记试剂盒、匙孔血蓝蛋白

(KLH)、BCATM protein试剂盒 美国Thermo公司；细胞

培养基RPMI-1640、小牛血清 Gibico公司；Protein G

亲和层析柱 美国GE公司；Quickadjuvant佐剂 北京

优尼康生物科技有限公司；其他试剂均为国产分析纯。 

1.2 动物及细胞系

3只BALB/c小鼠(6～8 周龄，雌性) 南方医科大学

实验动物中心；抗ZEN单抗1G4杂交瘤细胞株、IgG2b亚

类 本实验室保存。

1.3 仪器与设备

M u l t i s k a n  M K 3  酶标仪、细胞培养箱  美国

Thermo公司；Eppendorf centrifuge 5417R离心机 德国

Eppendorf 公司；PowerPac HCTM 电泳仪 美国Bio-Rad 

公司；TS-2 型脱色摇床 海门市麒麟医用仪器厂；超净

工作台 苏州净化设备厂；倒置显微镜 日本Olympus

公司。

1.4 方法

1.4.1 抗ZEN单抗腹水制备及抗体纯化

复苏冻存的抗ZEN单抗的杂交瘤细胞并扩大培养，

每只BALB/c小鼠提前注射0.5mL弗氏不完全佐剂，1周后

每只小鼠腹腔内接种1×106个杂交瘤细胞，7～10d后抽

取腹水。先采用饱和硫酸铵法粗纯腹水，再用Protein G

亲和层析柱进行纯化，SDS-PAGE鉴定单抗纯化效果。

1.4.2 抗ZEN单抗Fab片段制备及鉴定

不同类或亚类抗体的片段化需要选择不同的蛋白

酶，对于IgG2b亚类的抗体需要用固定化胃蛋白酶进行

酶切，此亚类抗体对胃蛋白酶非常敏感，而且酶切产物

为Fab/c[15]。首先摸索最佳酶切时间，分别设定酶切时间

为1、2、3、4h，37℃条件下进行酶切，具体步骤参考

Pierce固定化胃蛋白酶说明书。选择最佳酶切时间后进行

大量的酶切IgG抗体(1～10mg)，酶切产物经Protein G亲

和层析柱纯化并浓缩后，分装保存于－20℃，同时采用

凝胶电泳和ELISA法对单抗Fab片段活性进行鉴定。

1.4.3 免疫原抗ZEN单抗-血蓝蛋白(KLH)偶联物的制备

抗ZEN单抗为鼠源性抗体，如果用单抗直接免疫

BALB/c小鼠，免疫原性很弱，需要将抗ZEN单抗进行修

饰。参考Toshifumi等[13]，通过化学偶联剂EDC IgG与KLH

偶联，将25.6mg EDC加入4mg/mL IgG溶液(PBS，500µL)

中，室温搅拌反应30min，然后加入2mg/mL的KLH溶液

(PBS，1mL)，4℃反应过夜，反应产物用PBS透析2d，即

获得免疫原 IgG-KLH偶，分装并保存于－20℃备用。

1.4.4 动物免疫

使用Quickadjuvant高效免乳化佐剂进行免疫，此佐

剂的特点是免疫剂量少、免疫周期短，并且可以保持免

疫原活性。以免疫原IgG-KLH偶联物免疫3只BALB/c小

鼠，免疫剂量为每只小鼠50µg，等体积免疫原与佐剂(各

50µL)快速混匀后，小腿肌肉注射，免疫周期为3周，共

免疫3次。

1.4.5 血清分离及纯化

第3次免疫后2周，摘眼球取血，37℃放置1h，然后4℃

过夜，3000r/min离心10min，收集上清即为血清。采用辛

酸-硫酸铵进行纯化，BCA试剂盒测定纯化抗体质量浓度。

1.4.6 抗ZEN单抗生物素标记

由于本研究中制备的抗独特型抗体为鼠源性多抗，为

了方便研究抗独特型抗体与ZEN之间内影像关系，需要将

抗ZEN单抗进行生物素标记，建立生物素-链霉亲和素检测

系统。标记过程参考Pierce 生物素标记试剂盒说明书，将

3.5mg Ab1溶入1mL 0.01mol/L PBS(pH7.2)中，然后加入51µL 

20mmol/L NHS-LC-Biotin溶液，室温反应1h，用Zeba脱盐离

心柱对反应产物进行脱盐，即获得Biotin-ZEN单抗。

1.4.7 抗ZEN单抗独特型抗体鉴定

采用间接ELISA测定抗独特型抗体效价，将检测原

Fab用包被缓冲液稀释至0.5µg/mL，加入96孔酶标板，每

孔100µL，37℃孵育3h；300µL磷酸盐-吐温溶液(PBST)

洗板3次；加入200µL 5%脱脂乳粉，37℃封闭1h；300µL 

PBST洗板3次；加入100µL倍比稀释的抗血清，37℃孵育

1h；300µL PBST洗板3次；加入100µL 1:10000稀释的HRP

标记的羊抗鼠IgG(Fc特异性)二抗，37℃孵育40min；300µL 

PBST洗板5次；加入100µL TMB底物，避光显色10min；

加入50µL 2mol/L硫酸终止反应，酶标仪测定OD450nm值，当

其在1.0左右时，抗血清稀释倍数就是其效价。

间接竞争ELISA测定抗独特型抗体灵敏度，操作过程

类似于间接ELISA，不同处为同时加入50µL不同浓度的

ZEN竞争物和50µL 2倍于抗独特型抗体效价的抗血清。

1.4.8 替代标准曲线建立

间接ELISA测定Biotin-ZEN单抗的效价，包被缓冲液

将检测原ZEN-BSA稀释至0.5µg/mL，加入96孔酶标板，

每孔100µL，37℃孵育3h；300µL PBST洗板3次；加入

200µL 5%脱脂乳粉，37℃封闭1h；300µL PBST洗板3次；

加入倍比稀释的Biotin-ZEN单抗，每孔100µL，37℃孵育

1h；300µL PBST洗板3次；加入100µL 1:800稀释的HRP

标记的链霉亲和素，37℃孵育40min；300µL PBST洗板

5次；加入100µL TMB底物，避光显色10min；加入50µL 

2mol/L硫酸终止反应，酶标仪测定OD450nm值，OD450nm值在

1.0左右时的抗体稀释倍数为Biotin-ZEN单抗的效价。

采用间接竞争ELISA研究ZEN与替代物抗独特型抗

体之间的相关性，首先建立ZEN毒素或抗独特型抗体竞

争抑制曲线，过程如上所述，不同之处为同时加入50µL

系列质量浓度(0.5～160ng/mL)的ZEN标准品或系列质量

浓度(0.098～6.250µg/mL)的抗独特型抗体和50µL 2倍于
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效价的Biotin-ZEN单抗。根据统计学绘制在相同抑制率

条件下，ZEN质量浓度(µg/mL)与抗独特型抗体质量浓度

(ng/mL)间的相关性曲线。

2 结果与分析

2.1 抗ZEN单抗纯化效果鉴定

116.0kD
66.2kD

45.0kD
35.0kD

25.0kD

18.4kD
14.4kD

Marker 腹水 纯化腹水

图 1 腹水及纯化腹水的SDS-PAGE图

Fig.1 SDS-PAGE of ascites and purified ascites

采用12%分离胶的SDS-PAGE鉴定抗ZEN单抗纯度，

结果如图1所示，纯化后的单抗只有2条带，分别是50kD

处的重链和25kD的轻链，表明抗体纯度很高。

2.2 抗ZEN单抗Fab片段特性鉴定

BSA IgG 1h 2h 3h 4h

M 1 2 3

a

b

130kD
100kD
70kD
55kD
40kD

35kD
25kD

B S A .  牛血清白蛋白对照；M .  蛋白质

Marker；1、2. 均为IgG；3. Fab抗体片段。

图 2 非变性PAGE研究酶切时间对IgG片段化的影响(a)和非还原

SDS-PAGE鉴定Fab抗体片段(b)

Fig.2 Effect of digestion time on pepsin digestion of IgG assessed by native-

PAGE and the identification of Fab fragment by non-reduced SDS-PAGE

抗ZEN单抗酶切产物进行非变性凝胶电泳，结果如

图2a所示，酶切1h获得的片段化抗体最多，随着酶切时

间的增加，片段化抗体逐渐减少，因此选择酶切时间为

1h。酶切产物经Protein G层析柱纯化，非还原性SDS-

PAGE鉴定纯化后产物，图2b显示酶切片段分子质量为

50kD，与抗体片段Fab大小吻合。

采用间接ELISA和间接竞争ELISA鉴定Fab片段活

性，结果如表1所示，Fab片段的比效价比抗ZEN单抗

低，但灵敏度较完整抗体提高了3倍，表明制备的Fab片

段活性较好，可以作为检测原，用于检测抗ZEN单抗独

特型抗体。

表 1 抗ZEN单抗与抗体片段Fab特性对比  

Table 1 Characteristic comparison of anti-ZEN monoclonal antibody 

and Fab fragment 

类型
相对分子
质量/kD 效价

蛋白质质量浓度/
(mg/mL)

IC50/
(ng/mL)

比效价/
(Titre/mg)

ZEN单抗 150 1:100000 8.0 10.0 1.25×104

ZEN Fab 50 1:3200 0.9 3.0 0.35×104

2.3 抗ZEN单抗独特型抗体特性鉴定

表 2 间接ELISA测定抗血清效价

Table 2 Indirect ELISA determination of antiserum titer

编号
抗血清稀释倍数

1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200 1:6400 1:12800

1号小鼠 1.71 1.83 1.46 1.21 0.96 0.71 0.53

2号小鼠 1.38 1.43 1.17 0.94 0.57 0.48 0.23

3号小鼠 1.34 1.27 0.81 0.68 0.38 0.30 0.21

间接ELISA测定三免后抗血清效价，从表2可知，

1、2、3号鼠的抗血清效价分别为1:3200、1:1600、

1:400。同时采用间接竞争ELISA测定3只小鼠抗血清灵敏

度(图3)，其中1号鼠的灵敏度最高，竞争物ZEN的IC50值

为33.8ng/mL，检出限(IC10)为0.06ng/mL，因此选择纯化1

号鼠抗血清，共获得0.3mL纯化抗体，BCA试剂盒测得纯

化抗体的质量浓度为10mg/mL。

100

80

60

40

20
0

2 1 0 1 2 3 4

/%

lg ρ

1
2
3

图 3 间接竞争ELISA检测抗血清对ZEN的抑制曲线

Fig.3 Inhibitory curve of antiserum against ZEN determined by 

indirect competitive ELISA

2.4 抗ZEN单抗独特型抗体与ZEN间“内影像”关系

首先间接ELISA测定Biot in-  ZEN单抗的工作浓

度为1:40000，以Biotin- ZEN单抗为反应抗体，分别

以不同质量浓度的ZEN毒素或抗ZEN单抗独特型抗体

为竞争物，建立竞争抑制曲线。由图4可知，抗独特

型抗体能否替代ZEN实现无毒检测，必须分析抗ZEN

单抗独特型抗体与ZEN之间的相关度，根据抑制率在

20%～80%间，在相同抑制率条件下，ZEN质量浓度与
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抗独特型抗体间浓度对应关系，绘制替代标准曲线及

对应的线性回归方程(图5)，线性回归方程为y=37.22x－
13.144(R2=0.99)，y为ZEN质量浓度(ng/mL)；x为抗独特

型抗体质量浓度(µg/mL)，相关系数R2达到0.99，表明抗

ZEN单抗独特型抗体与ZEN毒素间相关度很高，可以称

为ZEN的“内影像”，因此可以用抗ZEN单抗独特型抗

体替代ZEN毒素用于无毒检测。
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a. ZEN的标准曲线，IC50值为25.13ng/mL；

b. Aid的标准曲线，IC50值为1.12µg/mL。

图 4 ZEN(a)及Aid(b)的标准抑制曲线

Fig.4 Standard curves of ZEN and anti-ZEN antibody
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图 5 抗ZEN单抗独特型抗体与ZEN标准品之间的相关性

Fig.5 Correlation between anti-ZEN antibody and ZEN standard

3 讨论与结论

在目前的免疫技术中，抗独特性抗体的研制是一

种可行的免疫原替代技术，国内外已经报道了很多关于

抗独特性抗体替代小分子半抗原应用于检测的报道，如

背景中提到的制备皮质醇的抗独特型抗体并建立非竞争

ELISA，国内的制备T-2毒素、大田海绵酸、黄曲霉毒素

等抗独特型抗体，用于建立无毒检测方法[16-18]。

在制备抗独特型抗体过程中，受到很多因素的影

响，尤其是制备Ab2 β，例如免疫动物的选择，免疫原

的修饰，佐剂的选择等[19]。本研究选择免疫的是小鼠，

这样理论上产生的抗体应该都是抗独特型抗体，但因免

疫原性很弱，产生能够结合抗原抗体结合部位的抗体很

少，需要对免疫原即抗体进行修饰，将单抗与载体蛋白

KLH偶联，可以极大地增强单抗的免疫原性[20]。此外，

利用高效免疫佐剂Quickadjuvant替代常规使用的弗氏佐

剂进行免疫，该类佐剂的特点是不破坏抗原天然构像，

尤其是抗原抗体结合部位，能够最大程度的保持免疫原

的活性，产生更多的Ab2 β。
本研究经过多次免疫，成功研制出抗ZEN单抗独特型抗

体(鼠多抗)，而且抗独特性抗体与毒素ZEN间相关度很高，R2

值达到0.99，因此可以作为ZEN标准品的替代品应用于ELISA

检测，为实现ZEN毒素的无毒检测方法的建立奠定基础。
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