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双抗体夹心酶联免疫吸附法检测小麦中 
禾谷镰孢菌 

张浩然 1,2#, 程传民 3#, 王  晨 2, 李培武 2,4,5, 张  奇 1,2,4,5*, 唐晓倩 2,5* 
[1. 山西农业大学食品科学与工程学院, 晋中  030801; 2. 中国农业科学院油料作物研究所, 农业农村部油料及 

制品质量监督检验测试中心, 农业农村部油料产品质量安全风险评估实验室(武汉), 农业农村部油料 
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4. 湖北洪山实验室, 武汉  430070; 5. 湖北大学食品安全研究院, 武汉  430062] 

摘  要: 目的  研制禾谷镰孢菌的特异性抗体, 开发小麦禾谷镰孢菌污染情况的双抗体夹心酶联免疫吸附测

定法(double-antibody sandwich-enzyme linked immunosorbent assay, DAS-ELISA)。方法  采用物理研磨法制备

禾谷镰孢菌真菌裂解液抗原, 通过杂交瘤技术研制禾谷镰孢菌单克隆抗体(monoclonal antibody, mAb), 对

mAb 的特异性、亲和力等抗体性能参数进行测定。采用棋盘法探究制备的 mAb 与多克隆抗体(polyclonal 

antibody, pAb)最佳组合条件, 进而建立 DAS-ELISA 方法。对方法的灵敏度、重复性进行评价, 并应用于自然

发病小麦样品的检测。结果  成功制备了禾谷镰孢菌 mAb 1C4F3 和 pAb FG2801。mAb 与其他真菌无交叉反

应, 特异性强。亲和力常数为 1.26×107 L/mol, 具有较高的亲和力。建立了禾谷镰孢菌 DAS-ELISA 方法, 检出

限达 1.223 μg/mg, 标准曲线范围 1.56~100.00 μg/mg。通过对从中国主要小麦产区采集的 96 份自然发病样本

进行检测, 验证了该方法的可靠性。发现样品中禾谷镰孢菌的含量与脱氧雪腐镰刀菌烯醇(deoxynivalenol, 

DON)的含量存在显著的正相关关系(r2=0.8897), 因此 DAS-ELISA 不仅可用于禾谷镰孢菌的快速检测, 还可

评估样本中 DON 的污染情况。结论  本研究开发的 DAS-ELISA 能够对小麦中的禾谷镰孢菌进行快速定量测

定, 同时可快速评估样本中 DON 的污染水平, 具有较高的准确性和可靠性, 在田间及收获后小麦作物禾谷镰

孢菌污染监测方面具有良好的应用潜力。 

关键词: 禾谷镰孢菌; 单克隆抗体; 免疫测定; 小麦; 霉菌毒素 



18 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 第 16 卷 
 
 
 
 
 

 

Detection of Fusarium graminearum in Triticum aestivum by 
double-antibody sandwich-enzyme linked immunosorbent assay 

ZHANG Hao-Ran1,2#, CHENG Chuan-Min3#, WANG Chen2, LI Pei-Wu2,4,5,  
ZHANG Qi1,2,4,5*, TANG Xiao-Qian2,5* 
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Research Institute, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Quality Inspection and Test Center for Oilseeds Products, 

Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Laboratory of Risk Assessment for Oilseeds Products (Wuhan), Ministry of 
Agriculture and Rural Affairs, Key Laboratory of Biology and Genetic Improvement of Oil Crops, Ministry of Agriculture 
and Rural Affairs, Wuhan 430062, China; 3. Sichuan Provincial Feed Industry Administration Station, Chengdu 610000, 
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ABSTRACT: Objective  To develop specific antibodies against Fusarium graminearum and establish a 

double-antibody sandwich-enzyme linked immunosorbent assay (DAS-ELISA) for detecting the contamination of 

Fusarium graminearum in Triticum aestivum. Methods  The fungal lysate antigen of Fusarium graminearum was 

prepared by physical grinding. Monoclonal antibody (mAb) against Fusarium graminearum were developed using 

hybridoma technology. The performance parameters of mAbs, such as specificity and affinity, were measured. The 

optimal combination conditions of the prepared mAbs and polyclonal antibody (pAb) were explored using the 

checkerboard method, and then the DAS-ELISA method was established. The sensitivity and repeatability of the 

method were evaluated, and the method was applied to the detection of naturally infected Triticum aestivum samples. 

Results  The mAb 1C4F3 and pAb FG2801 against Fusarium graminearum were successfully prepared. The mAb 

showed no cross-reaction with other fungi, indicating strong specificity. The affinity constant was 1.26×10⁷ L/mol, 

suggesting high affinity. A DAS-ELISA method for Fusarium graminearum was established, with a limit of detection of 

1.223 μg/mg and a standard curve range of 1.56–100.00 μg/mg. The reliability of the method was verified by detecting 

96 naturally infected samples collected from major Triticum aestivum-producing areas in China. A significant positive 

correlation was found between the content of Fusarium graminearum and the content of deoxynivalenol (DON) in the 

samples (r2=0.8897). Therefore, the DAS-ELISA could not only be used for the rapid detection of Fusarium 

graminearum but also for evaluating the DON contamination in the samples. Conclusion  The DAS-ELISA developes 

in this study enables rapid and quantitative determination of Fusarium graminearum in Triticum aestivum. 

Simultaneously, it allows for a swift assessment of the DON contamination level in samples. Characterized by high 

accuracy and reliability, this method holds considerable application potential in monitoring Fusarium graminearum 

contamination in Triticum aestivum crops both in the field and post-harvest. 
KEY WORDS: Fusarium graminearum; monoclonal antibody; immunoassay; Triticum aestivum; mycotoxin 

 
 

0  引  言 

禾谷镰孢菌(Fusarium graminearum)是一种在农业领

域具有重大危害的病原菌, 它可侵染多种重要的谷类作物, 
如小麦、玉米等, 引发诸如小麦赤霉病、玉米穗腐病等严

重病害[1]。有报道指出, 由禾谷镰孢菌引起的小麦赤霉病

在流行期间会导致 10%~70%的产量损失, 对全球小麦生

产构成重大威胁[2]。禾谷镰孢菌不仅导致农作物产量大幅

降低, 其产生的次级代谢产物如玉米赤霉烯酮(zearalenone, 
ZEN)、脱氧雪腐镰刀菌烯醇(deoxynivalenol, DON)等真菌

毒素还会污染粮食, 对食品安全构成严重威胁, 危害人类

和牲畜的健康[3]。ZEN 作为一种类雌激素物质, 会与雌激

素受体结合, 提高体内雌激素水平, 导致内分泌紊乱, 进
而影响生殖系统[4]。此外, ZEN 还具有免疫毒性[5]、细胞毒

性[6]、基因毒性[7]和肝毒性[8]。DON 会改变肠道菌群结构, 破
坏肠道屏障功能, 引起胃肠道黏膜出现充血、水肿等病理变

化[9]。此外, DON 还会损伤免疫系统, 诱发内分泌系统和神

经系统的病变[10]。另外, DON 及其衍生物还可以和 ZEN 产

生协同效应, 加剧动物肝、肾细胞损伤和氧化损伤[11]。因此, 
快速、准确地检测禾谷镰孢菌对于及时防控病害、减少毒
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素产生、保障粮食安全起到至关重要的作用。 
传统的针对禾谷镰孢菌的检测方法存在一定局限性, 

例如, 基于形态学的检测往往需要专业的人员且耗时较长, 
而且形态学特征可能会受到培养条件等因素的影响, 导致

检测结果不准确[12]。为了提高检测结果的准确性, 分子生

物学方法也被广泛应用。例如, ATOUI 等[13]基于靶向参与

ZEN 生物合成的 PKS13 基因的引物, 成功开发了一种实时

荧 光 定 量 聚 合 酶 链 式 反 应 (real time fluorescence 
quantitative polymerase chain reaction, qPCR)检测方法, 用
于禾谷镰孢菌 DNA 的检测及定量分析, 方法的检出限为

0.005 pg DNA。NIESSEN 等[14]基于禾谷镰孢菌半乳糖氧化

酶基因建立的环介导等温扩增技术能够在 30 min 内检测

到少于 2 pg 的纯化靶标 DNA。HOREVAJ 等[15]将真菌基因

组 DNA 的量化与生物量联系起来, 以 Tri6_10F/Tri6_4R 引

物对建立的 qPCR 方法, 可从磨碎的小麦籽粒中检测出禾

谷镰孢菌菌丝体。相较于传统的形态学检测方法, 分子生

物学方法准确性得到了很大的提高, 但操作复杂, 对样本

质量和设备要求较高。免疫学检测方法以其特异性强、灵

敏度高、操作相对简便等优点, 在病原菌检测领域中展现

出巨大潜力。在免疫学检测技术中, 酶联免疫吸附测定

(enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)是一种经典且

广泛应用的方法, 能够实现对大分子物质的特异性高效定

量检测[16]。 
目前, 采用 ELISA 法检测禾谷镰孢菌生物量的相关

研究较少。本研究旨在研制禾谷镰孢菌抗体, 采用单克

隆 抗 体 (monoclonal antibody, mAb) 和 多 克 隆 抗 体

(polyclonal antibody, pAb)相结合, 建立双抗体夹心酶联

免疫吸附测定 (double-antibody sandwich-enzyme inked 
immunosorbent assay, DAS-ELISA)方法 , 用于小麦中禾

谷镰孢菌生物量的定性和定量分析。为小麦中禾谷镰孢

菌的快速检测和田间病害的早期防控提供技术支撑, 从
而有效减少禾谷镰孢菌为农作物生产和粮食安全带来的

负面影响。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

日本大耳兔、健康雌性的 6~8 周左右的 BALB/c 小鼠

[免疫动物购自武汉生物制品研究所有限责任公司, 动物

生产许可证号: SCXK(鄂)2021-0026]; 健康的小麦籽粒(山
东丰之坊农业科技有限公司)。 

禾谷镰孢菌、亚洲镰孢菌(Fusarium asiaticum)、拟轮

枝镰孢菌(Fusarium verticillioides)由江苏省农业科学院徐

剑宏研究员团队馈赠; 实验中所用的塔宾曲霉(Aspergillus 
tubingensis) 、 绿 色 木 霉 (Trichoderma viride) 、 土 曲 霉

(Aspergillus terreus)、寄生曲霉(Aspergillus parasiticus)、桔

青霉(Penicillium citrinum)、黄曲霉(Aspergillus flavus)和赭

曲霉(Aspergillus ochraceus)均来源于本实验室菌株保藏库; 
马铃薯葡萄糖琼脂培养基(potato dextrose agar medium, 
PDA) 、马铃薯葡萄糖水培养基 (potato dextrose water 
medium, PDW)(青岛海博生物技术有限公司); ZEN、DON
免疫亲和柱和 ZEN、DON 酶联免疫快速检测试剂盒(青岛

普瑞邦生物工程有限公司); Protein G 亲和层析柱(金斯瑞

生物科技股份有限公司); 正辛酸、硫酸铵(纯度≥99.0%, 
国药集团化学试剂有限公司); 弗氏完全佐剂、弗氏不完全

佐剂、聚乙二醇(美国 Sigma 公司); 抗体亚型鉴定试剂盒

(美国 Thermo 公司); 辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔二

抗、山羊抗小鼠二抗(美国 Jackson ImmunoResearch 公司); 
3,3’,5,5’-四甲基联苯胺(分析纯, 国药集团化学试剂有限公

司)。 

1.2  仪器与设备 

MAXQ4000 恒温摇床、SNL216V 冷冻干燥机(美国

Therm Fisher Scientific 公司); Tissuelyser-48 全自动样品快

速研磨仪(上海净信实业发展有限公司); Spectra Maxi3x 酶

标仪(美国 Molecular Devices 公司); Milli-Q 超纯水系统(美
国 Millipoer公司); SX-500全自动灭菌锅(日本 Tomy 公司)； 
ME204TE02 电子天平(精度 0.0001 g, 瑞士梅特勒-托利多

公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  禾谷镰孢菌生长特性及产毒能力研究 
制备抗体的第一步是为待检测的分析物设计合适的

免疫抗原, 选择的抗原质量直接关系到能否成功得到需要

的具有一定特异性和实用性的抗体[17]。因此, 对拟作为抗

原的禾谷镰孢菌的产毒能力及生长状态进行研究, 旨在测

定禾谷镰孢菌菌株是否为产毒菌株, 并确定制备抗原的

最佳生长时期。将禾谷镰孢菌菌丝接种到 PDA 培养基上, 
28 ℃高湿阴暗条件下培养 5 d, 活化菌株[18]。采用直径为

9 mm 的打孔器沿菌体边缘打取 1 块活化后的新嫩菌丝饼

至 150 mL PDW 培养基中, 28 ℃ 190 r/min 恒温振荡培养

1~10 d。将培养物离心以分离培养液和菌丝体, 收集菌丝

体置于真空冷冻干燥机中冻干, 称重。记录冻干菌体质量

以测定菌体生长速率和生长状态。采用 ZEN 和 DON 免疫

亲和柱富集和纯化培养液中的真菌毒素。利用真菌毒素酶

联免疫快速检测试剂盒对禾谷镰孢菌的产毒量及产毒速率

进行测定。 
1.3.2  抗原制备及鉴定 

参考黄曲霉裂解液抗原制备方法[19], 将活化的禾谷

镰孢菌新嫩菌丝接种至 PDW 培养基中 28 ℃ 190 r/min 振

荡培养 2 d, 离心分离培养液和菌丝体, 将菌丝体重悬于

10%福尔马林 -磷酸盐缓冲液 (phosphate buffered saline, 
PBS)中, 4 ℃放置 24 h 将其灭活, 以减少免疫过程中对免
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疫动物的毒害[20]。用生理盐水洗涤多次以去除福尔马林, 
收集菌丝体。将灭活后的菌丝体置于真空冷冻干燥机中冻

干。称取适量冻干菌丝, 加入 PBS, 用全自动样品快速研

磨仪充分研磨, 释放菌体蛋白, 制备禾谷镰孢菌真菌裂解

液抗原。抗原浓度以菌丝量浓度计。采用十二烷基硫酸钠-
聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 (sodium dodecyl sulfate- 
polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)对所制备的

抗原进行鉴定。 
1.3.3  抗体制备及纯化 

将禾谷镰孢菌抗原稀释到合适浓度, 采用背部皮下

多点注射方式分别免疫 2 只健康雌性日本大耳兔和 3 只

健康雌性的 6~8 周左右的 BALB/c 小鼠。每只日本大耳

兔免疫剂量为 1 mg/次, 每只 BALB/c 小鼠免疫剂量为

0.7 mg/次(免疫剂量均以菌丝量浓度计)。免疫前取血作

为阴性血清对照。首次免疫采用等体积弗氏完全佐剂与

抗原混合乳化, 此后每隔两周以相同剂量抗原与等体积

弗氏不完全佐剂混合乳化后免疫 [21]。自第三次免疫起 , 
每次免疫后第 7 d 分别从大耳兔耳缘静脉采血和小鼠尾

部静脉取血 , 离心后收集血清 , 采用间接酶联免疫吸附

测定(indirect enzyme linked immunosorbent assay, iELISA)
方法检测大耳兔和小鼠的血清滴度[22]。直至多次免疫后, 
血清滴度不再提高, 将分离出的兔血清经 Protein G 亲和

层析柱纯化[23], 制备禾谷镰孢菌 pAb。选取血清滴度最

高的小鼠进行细胞融合, 在细胞融合的前 3 d 对小鼠进

行冲击免疫, 即用含吐温-20 的 PBS 稀释的抗原对小鼠

进行腹腔注射, 剂量为 0.3 mg。 
参考已报道的方案进行细胞融合[24]。无菌条件下摘取

血清滴度最高的小鼠的脾脏, 将骨髓瘤细胞与免疫小鼠脾

细胞按照 1:5~1:10 的数量比进行混合, 在聚乙二醇的作用

下诱导细胞融合。利用拟轮枝镰孢菌、黄曲霉、赭曲霉真

菌裂解液作为反筛抗原, 在包被浓度相同的情况下, 筛选

出目标抗原 OD450 值较大且目标抗原与反筛抗原 OD450 值

的差值最大的融合细胞孔位做亚克隆。经多次亚克隆后, 
将能稳定分泌抗体的杂交瘤细胞株注入 BALB/c 小鼠腹腔

中, 10 d 后收集腹水, 再用辛酸-硫酸铵法纯化[25], 获得纯

化后的 mAb 用于后续研究。 
1.3.4  抗体鉴定 

采用 SDS-PAGE 对所制备的 mAb 和 pAb 的纯度进行

测定[26]。利用 iELISA 测定所制备抗体的滴度。使用抗体

分型试剂盒对所制备的mAb的亚型进行测定。采用 iELISA
测定 mAb 的亲和力常数(affinity constant, Kaff)[27], 使用 4
种不同质量浓度的抗原(4.0、2.0、1.0、0.5 μg/mL)作为包

被抗原, 不同稀释度的抗体作为检测试剂。以抗体浓度的

对数值为横坐标, OD450 值为纵坐标, 绘制 4 条不同浓度的

S 型曲线。曲线上部趋于平坦段的值为最大值 ODmax, 找出

曲线中 50% ODmax 对应的抗体浓度。将 4 个浓度任意两两

组合, 根据以下公式(1)计算抗体的 Kaff 值:  

 
( ) ( )

1Kaff
2

n
n Ab t Ab t

−=
 −  ’

    (1) 

式中: n 为每个组合中两个包被浓度的倍数, (Ab’)t 和(Ab)t
分别为每个组合中两个 50% ODmax 对应的抗体浓度 , 
mol/L。共得到 6 个 Kaff 值, 将 6 个 Kaff 值取平均值, 即
为 mAb 的 Kaff 值。采用蛋白免疫印记法分析 mAb 特异性

识别禾谷镰孢菌真菌裂解液抗原中特定蛋白的能力[28]。按

照 1.3.2 中所述的禾谷镰孢菌抗原制备方法, 制备相同菌

丝量浓度的塔宾曲霉、绿色木霉、土曲霉、寄生曲霉、桔

青霉、亚洲镰孢菌、拟轮枝镰孢菌、黄曲霉、赭曲霉等 9
种真菌裂解液抗原, 利用 iELISA 检测禾谷镰孢菌 mAb 的

特异性。 
1.3.5  DAS-ELISA 方法建立 

DAS-ELISA 的原理图如图 1 所示, 在 96 孔酶标板上

包被针对禾谷镰孢菌的捕获抗体, 加入样本后, 禾谷镰孢

菌与捕获抗体结合, 然后加入检测抗体和酶标二抗, 最后

加入底物, 此时 , 酶催化底物产生与分析物浓度成比例

的颜色变化, 加入终止液后置于酶标仪下读取吸光度值, 
最终实现禾谷镰孢菌的定量检测。为比较 mAb 和 pAb 分

别作为捕获抗体或检测抗体时检测禾谷镰孢菌的能力 , 
采用棋盘法对捕获抗体及检测抗体的选择及浓度进行优

化。具体步骤如下: 分别将 mAb 和 pAb 作为捕获抗体, 以
不同质量浓度(50.000、25.000、12.500、6.250、3.125、1.563、
0.781、0.391、0.195 μg/mL)包被在 96 孔酶标板上, 空白孔

加 0.01 mol/L PBS 记为 BL1, 在 4 ℃下孵育过夜; 采用 4% 
(m/V)脱脂牛奶在 37 ℃孵育 1 h, 以封闭非特异性结合位

点; 在孔中加入相同浓度抗原, 37 ℃孵育 45 min; 然后分

别加入不同质量浓度(25.000、12.500、6.250、3.125、1.563、
0.781、0.391 μg/mL)的 pAb 和 mAb 作为检测抗体, 空白孔

加 0.01 mol/L PBS 记为 BL2, 37 ℃孵育 45 min; 随后, 加入

1:5000 稀释的酶标二抗, 37 ℃孵育 45 min; 孵育结束后将

酶标板用含吐温-20 的 PBS 彻底洗净, 加入底物 3,3’,5,5’-
四甲基联苯胺显色, 37 ℃孵育 10 min; 加入 2 mol/L 硫酸

终止反应; 然后立即用酶标仪读取波长在 450 nm 处的吸

光度值。值得注意的是, 在涉及使用酶标二抗的步骤中, 
根据检测抗体的类型选择适当的酶标二抗。当捕获抗体

为 mAb, 检测抗体为 pAb 时, 采用辣根过氧化物酶标记

的山羊抗兔作为二抗。当捕获抗体为 pAb, 检测抗体为

mAb 时, 使用辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠作为二

抗。为排除 mAb 或 pAb 作为捕获抗体或检测抗体时对检

测结果的干扰, 依据空白值 BL1、BL2 均在 1.0 以下且 OD
值-BL1、OD 值-BL2 均大于 0.7 作为初筛依据, 筛选出几

组抗体组合建立 DAS-ELISA 标准曲线。以标准曲线的检

出限及检测范围作为评判依据, 确定最终的捕获抗体及检

测抗体的选择及浓度。 



第 11 期 张浩然, 等: 双抗体夹心酶联免疫吸附法检测小麦中禾谷镰孢菌 21 
 
 
 
 
 

 

 
 

图 1  基于 DAS-ELISA 检测禾谷镰孢菌的原理图 
Fig.1  Schematic illustration of detecting Fusarium graminearum 

based on DAS-ELISA 
 

1.3.6  DAS-ELISA 方法的评价与应用 
将健康的小麦籽粒粉碎, 准确称取 80.0 mg 小麦粉和

20.0 mg 禾谷镰孢菌冻干菌丝 , 将二者混合均匀 , 制成

100.0 mg 人工污染的小麦样品。加入 10 mL PBS 涡旋混匀, 
置于全自动样品研磨仪中充分研磨, 10000 r/min离心 10 min, 
取上清液用 0.22 μm 滤膜过滤, 得到人工污染的小麦粉样品

的提取液, 将提取液稀释 10 倍, 然后 2 倍梯度稀释, 按照

1.3.5 中确定的捕获抗体及检测抗体的选择及浓度建立小

麦基质中 DAS-ELISA 标准曲线, 以评价样品基质对检测

方法灵敏度的影响。 
在健康的小麦样品中加入不同质量的禾谷镰孢菌冻

干菌丝, 按照相同的前处理方法, 得到 3 组浓度分别 10、
50 和 100 μg/mg 的提取液, 采用 DAS-ELISA 法测定 3 组

提取液的吸光度值, 计算该方法的回收率和变异系数, 以
评价该方法在实际样品检测中的准确性和重复性。 

为进一步评价所建立的 DAS-ELISA 方法的可行性, 
在中国的河南、江苏、湖北 3 省的不同小麦生产区收集了

96 份自然发病的小麦籽粒样品, 同时, 用人工接种禾谷镰

孢菌孢子液的培养 10 d 的小麦籽粒作为阳性对照, 按照相

同的前处理方法处理受污染样品, 采用 DAS-ELISA 方法

对禾谷镰孢菌的污染水平进行测定。另外, 称取适量受污

染样品, 用 70%甲醇-PBS 溶液提取真菌毒素[29], 将其稀释

后, 采用 ZEN 和 DON 酶联免疫快速检测试剂盒对样品中

禾谷镰孢菌产生的主要真菌毒素的含量进行测定。 

1.4  数据处理 

所有检测实验都进行了 3 次生物学重复。所有数据均

以平均值±标准偏差的形式表示。图表使用 GraphPad Prism 
9.5.1 绘制。统计分析借助 SPSS 23.0 软件进行。组间比较

采用 Fisher 精确检验。P<0.05 视为具有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  禾谷镰孢菌的生长特性及产毒能力分析 

禾谷镰孢菌培养过程中菌丝干重变化情况如图2A所示。

其中禾谷镰孢菌在 1~2 d 内生长迅速, 生长速率最大。培养 2 d
时菌丝体干重即达到 1078.9 mg。在培养第 9 d 时达到干重最

大值为 1548.8 mg。后逐渐萎缩凋零, 菌丝体干重下降。 
本研究主要对禾谷镰孢菌产生的 DON和 ZEN两种真

菌毒素的含量进行测定。禾谷镰孢菌产 DON 含量的变化

趋势如图 2B 所示, 其中禾谷镰孢菌在培养第 2~3 d 时产生

DON 毒素, 产毒速率逐渐增加, 直至培养至第 8 d 后产毒

速率减缓, 培养第 10 d 时产毒量达到 42067 ng。禾谷镰孢

菌产 ZEN 含量的变化趋势如图 2C 所示, 其中禾谷镰孢菌

在培养第 1~2 d 时即可产生 ZEN 毒素, 但培养 2 d 时产毒

量仅为 5.6 ng。产毒速率逐渐增加直至培养至第 9 d 后产

毒速率减缓。培养第 10 d 时产毒量达到 443.165 ng。综合

禾谷镰孢菌的生长速率、菌丝干重以及产毒能力等因素, 
选择培养 2 d 的禾谷镰孢菌菌丝体制备真菌裂解液抗原。 

2.2  SDS-PAGE 鉴定禾谷镰孢菌真菌裂解液抗原 

采用 SDS-PAGE 鉴定禾谷镰孢菌真菌裂解液抗原。结

果如图 3A所示, 禾谷镰孢菌真菌裂解液抗原[3A-1]在蛋白

Marker [3A-M]条带范围内有多个明显条带, 证明采用物

理研磨的方法可以使禾谷镰孢菌内的蛋白释放。抗原可用

于后续动物免疫试验。 
 
 

 
 

注: A. 禾谷镰孢菌菌丝体干重变化趋势图; B. 禾谷镰孢菌产 DON 毒素趋势图; C. 禾谷镰孢菌产 ZEN 毒素趋势图。 
图 2  禾谷镰孢菌生长特性及产毒能力 

Fig.2  Growth characteristics and toxin-producing ability of Fusarium graminearum 
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注: A. 禾谷镰孢菌抗原 SDS-PAGE 鉴定图; B. 多克隆抗体

SDS-PAGE 鉴定图; C. 单克隆抗体 SDS-PAGE 鉴定图; D. 单克隆

抗体蛋白免疫印记鉴定图。 
图 3  抗原、抗体纯度验证及单克隆抗体蛋白免疫印记鉴定图 

Fig.3  Antigen and antibody purity validation and western blot 
identification of monoclonal antibodies 

 

2.3  抗体制备及纯化分析 

采用 iELISA 测定免疫的日本大耳兔和 BALB/c 小鼠

血清滴度, 其中日本大耳兔在第 6 次免疫后血清滴度在

1:32000 以上, BALB/c 小鼠在第 5 次免疫后血清滴度为

116000 以上。说明采用物理研磨方法制备的抗原可诱导免

疫动物产生较高的免疫应答反应。兔血清经 Protein G 亲和

层析柱纯化, 制备禾谷镰孢菌 pAb, 命名 FG2801。将小鼠

进行冲击免疫, 然后采用聚乙二醇诱导细胞融合, 最终得

到禾谷镰孢菌 mAb, 命名 1C4F3。 

2.4  抗体纯度及 Western Blotting 鉴定分析 

采用 SDS-PAGE 验证纯化后的 pAb 和 mAb, 如图 3B
和 3C 所示, 其中图 3B 为 pAb 蛋白条带, 图 3C 为 mAb 蛋

白条带。纯化后的两种抗体均有重链轻链两条清晰明显条

带, 表明抗体纯化成功。蛋白免疫印记法鉴定结果如图 3D
所示, 所制备的 mAb 主要识别禾谷镰孢菌真菌裂解液抗

原中分子量在 48 kDa 左右的蛋白。 

2.5  抗体滴度、亚型、亲和力及特异性测定 

采用 iELISA 测定两种抗体的滴度, 将 OD450 值在 1.0
左右的抗体稀释倍数作为抗体滴度 ,  p A b 滴度达

1:43000(图 4A)。mAb 滴度达 1:940000(图 4B)。采用抗体

分型试剂盒对所制备 mAb 的亚型进行测定, 经检测, mAb
亚型为 IgG1。Kaff 被视为衡量抗体性能的一个关键指标, 
它是指抗体与抗原相互作用的强度和结合的稳定程度[30]。

Kaff 在 1×107~1×1012 L/mol 范围内的抗体被认为具有高亲 
 

 
 

注: A. 多克隆抗体滴度图; B. 单克隆抗体滴度图; C. 单克隆抗体亲和力鉴定图; D. 单克隆抗体特异性鉴定图。 
图 4  抗体性能鉴定图 

Fig.4  Identification diagram of antibody performance 
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和力[31]。按照 1.3.4 中所述的方法绘制如图 4C 所示的 S 型

曲线, 经计算, mAb 的亲和力常数为 1.26×107 L/mol, 属于

高亲和力抗体。mAb 特异性鉴定结果如图 4D 所示, mAb
与塔宾曲霉、绿色木霉、土曲霉、寄生曲霉、桔青霉、亚

洲镰孢菌、拟轮枝镰孢菌、黄曲霉、赭曲霉等 9 种真菌均

无交叉反应, 特异性良好。 

2.6  禾谷镰孢菌 DAS-ELISA 标准曲线建立 

采用 1.3.5 中所描述的方法筛选了 3 组捕获抗体与检测

抗体的组合, 分别是组合 1: 捕获抗体为 mAb, 质量浓度为

0.391 μg/mL, 检测抗体为 pAb, 质量浓度为 3.125 μg/mL。
组合 2 和组合 3: 捕获抗体为 pAb, 质量浓度为 1.563 μg/mL, 
检测抗体为 mAb, 质量浓度分别为 3.125 μg/mL 和

1.563 μg/mL。准确称取 20.0 mg 禾谷镰孢菌冻干菌丝 , 
加入 1 mL PBS置于全自动研磨仪中充分研磨, 制备已知质

量的禾谷镰孢菌抗原。将所制备抗原梯度稀释, 采用上述筛

选组合分别建立禾谷镰孢菌 DAS-ELISA 标准曲线。如图 5A
所示, 以 pAb 作为捕获抗体的检出限分别为 3.61 μg/mL 和

6.56 μg/mL, 且随着菌体浓度的增加, 检测信号值变化较

小, 而以 mAb 作为捕获抗体, pAb 作为检测抗体时, 检测

方法的检出限为 1.04 μg/mL, 检测信号值随着菌体浓度的

增加变化明显。故选择 0.391 μg/mL mAb 作为捕获抗体, 

3.125 μg/mL pAb 作为检测抗体建立 DAS-ELISA 标准曲线。 

2.7  DAS-ELISA 实际应用效果分析 

在实际样品检测过程中, 基质效应是影响实验准确

性的重要因素。待检生物样本中除了目标抗原外, 还含有

各种蛋白质、脂质、盐类等成分, 他们可能与抗体或抗原

发生非特异性结合, 从而影响抗体对抗原的特异性识别, 
进而干扰检测结果[32]。为了评价样品基质对检测方法灵敏

度的影响, 以禾谷镰孢菌的主要侵染对象小麦为基质, 按
照 1.3.6 中所描述的前处理方法, 建立基质中 DAS-ELISA
标准曲线。如图 5B 所示, DAS-ELISA 对小麦基质中的禾

谷镰孢菌的检出限为 1.223 μg/mg, 在 1.56~100.00 μg/mg
的浓度范围内, 检测信号与菌体浓度的对数之间呈现良好

的线性关系(r2=0.9936)[图 5C]。这个结果与 2.6 中所建立

的以 PBS 为基质的标准曲线的检测限基本相近, 因此, 证
明小麦样品对所建立的 DAS-ELISA 法的影响较小。 

加标回收率和变异系数是衡量检测方法准确性和重

复性的关键指标, 按照 1.3.6 中操作步骤计算 DAS-ELISA
方法的加标回收率和变异系数如表 1 所示, 日内实验的加

标回收率在 107.52%~116.50%, 日间实验的加标回收率在

106.74%~113.20%, 变异系数均小于 10%。由此证明, 所建

立的 DAS-ELISA 法准确性高, 具有良好的重复性。 
 

 
 

注: A. 不同抗体组合的 DAS-ELISA 标准曲线图; B. 小麦基质中 DAS-ELISA 标准曲线图; C. 小麦基质中 DAS-ELISA 的 
线性检测范围; D. 禾谷镰孢菌生物量与 DON 含量的关系图。 

图 5  DAS-ELISA 方法建立及实际应用效果图 
Fig.5  Establishment of DAS-ELISA method and effect diagram of its practical application 
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表 1  小麦样品中 DAS-ELISA 的准确性与重复性测试 
Table 1  Accuracy and repeatability tests of DAS-ELISA in Triticum aestivum samples 

加标量/(μg/mg) 
日内(n=6) 日间(n=6) 

测定值/(μg/mg) 回收率/% 变异系数/% 测定值/(μg/mg) 回收率/% 变异系数/% 

10 11.65 116.50 5.63 11.32 113.20 6.25 

50 53.76 107.52 4.76 53.37 106.74 4.92 

100 109.23 109.23 4.84 108.54 108.54 5.13 
 

为进一步评价所建立的 DAS-ELISA 方法在实际样品

检测中的可行性, 从中国小麦主产区(河南、江苏、湖北)
选取了 3200份样品, 剔除健康小麦样品后, 最终选取了 96
份患病小麦样品作为验证样品。同时采用真菌毒素酶联免

疫快速检测试剂盒对样品中禾谷镰孢菌产生的主要真菌毒

素 DON 和 ZEN 的含量进行测定。具体测定数据见补充材

料。DAS-ELISA 结果显示, 所有自然发病样品的检测结果

均呈阳性, 因此, 证明所建立的 DAS-ELISA 方法具有良好

的可行性, 可从自然的小麦样品中检测到微量的禾谷镰孢

菌。结合真菌毒素的检测数据发现, 自然发病的小麦样品

中 DON 含量与利用 DAS-ELISA 方法所检测的禾谷镰孢菌

的生物量之间呈正相关关系(r2=0.8897)[图 5D]。这表明

DAS-ELISA 方法不仅可用于禾谷镰孢菌的快速检测, 还
可用于评估样本中 DON 的污染状况。 

3  结  论 

本研究成功制备了原创的禾谷镰孢菌 mAb 1C4F3 和

pAb FG2801, 抗体特异性强, 与其他真菌无交叉反应。所

制备抗体具有较高的亲和力, 能够准确识别禾谷镰孢菌。

以两种抗体为免疫核心试剂建立了针对禾谷镰孢菌的

DAS-ELISA 方法, 所建立的方法具有较高的灵敏度和准

确性, 对小麦样品中禾谷镰孢菌的检出限达 1.223 μg/mg, 
在 1.56~100.00 μg/mg 的浓度范围内, 检测信号值与菌体浓

度的对数之间呈现良好的线性关系 (r2=0.9936)。利用

DAS-ELISA 对 96 份自然发病样品进行检测, 结果显示, 
所有自然发病样品均呈阳性。结合自然发病样品中真菌毒

素的污染水平 , 发现样品中 DON 毒素的含量和利用

DAS-ELISA 方法检测到的禾谷镰孢菌的生物量之间呈正

相关(r2=0.8897)。综上所述, DAS-ELISA 方法在禾谷镰孢

菌的快速检测和定量分析方面展现出良好的应用潜力, 可
为田间小麦及仓储小麦中禾谷镰孢菌的监测、防控的相关

研究提供有力的技术支撑。 
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