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玉米赤霉烯酮完全抗原的制备及鉴定

张浩楠，高建伟
（齐齐哈尔大学 食品与生物工程学院，黑龙江 齐齐哈尔１６１０００）

摘要：为了降低基层检测部门检测谷物中玉米赤霉烯酮（ＺＥＮ）的成本，研制国产化检测试剂盒非常必要，而试
剂盒的研制离不开完全抗原的支持。本试验的主要内容是将ＺＥＮ肟化，生成玉米赤霉烯酮肟（ＺＥＮＯ），再用

ＤＣＣ－ＮＨＳ活性酯法将ＺＥＮＯ与牛血清白蛋白（ＢＳＡ）、鸡卵白蛋白（ＯＶＡ）偶联合成ＺＥＮ完全抗原，最后透析
将未偶联的小分子ＺＥＮ 除去，得到的即为完全抗原。包被原ＺＥＮ－ＢＳＡ浓度为１．６２ｍｇ·ｍＬ－１，免疫原

ＺＥＮ－ＯＶＡ浓度为１．３３ｍｇ·ｍＬ－１。采用ＵＶ法、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ法对完全抗原进行鉴定，同时建立间接ＥＬＩＳＡ方
法验证包被原ＺＥＮ－ＢＳＡ。结果表明：采用活性酯法合成的ＺＥＮ完全抗原在３１９ｎｍ处出现新的吸收峰，且

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ图表明ＺＥＮ－ＢＳＡ分子量集中在６０～７０ｋＤａ，ＺＥＮ－ＯＶＡ分子量集中在４０～５０ｋＤａ，不同于ＢＳＡ
和ＯＶＡ分子量，但相差不大。根据紫外扫描图计算得到ＺＥＮ－ＢＳＡ结合比为７．０∶１，ＺＥＮ－ＯＶＡ结合比为

６．１∶１。根据免疫学方法可知，ＯＤ４５０ｎｍ值随着毒素浓度的增加而减小。本试验利用３种方法对ＺＥＮ完全抗
原进行鉴定，证明ＺＥＮ完全抗原偶联成功。
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　　玉米赤霉烯酮（ＺＥＮ，也称为 Ｆ－２霉菌毒素）
是由某些镰刀菌产生的次级代谢产物，是饲料和
谷物中最常见的污染物之一［１］。ＺＥＮ是具有生
殖毒性、肝毒性、遗传和免疫毒性的化合物［２］。为
了减少ＺＥＮ对人类和家畜健康造成的严重危害，
目前至少有１００个国家制定了有关食品中ＺＥＮ
上限的明确规则。欧盟修订（ＥＣ）４６６／２００１ 法
规（Ｇ／ＳＰＳ／Ｎ／ＥＥＣ／２５３）对一些食品内的 ＺＥＮ
规定了欧盟统一的最大限量，主要内容如下：未加
工谷物（除玉米外）最大残留限量１００μｇ·ｋｇ－１；谷
粉（除玉米粉外）限量为７５μｇ·ｋｇ－１；在面包、蛋
糕、饼干中，限量为５０μｇ·ｋｇ－１。我国２０１７年实
行的《食品安全国家标准 食品中真菌毒素限
量（ＧＢ　２７６１－２０１７）》［３］中规定：供人食用的小麦
及玉米中，ＺＥＮ最大限量为６０μｇ·ｋｇ－１。
目前ＺＥＮ的检测方法主要有仪器分析方法

和免疫学方法。仪器分析方法主要有薄层色

谱（ＴＬＣ）［４］、高效液相色谱（ＨＰＬＣ）［５］和液相色
谱串联质谱（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）［６］等。由于ＴＬＣ方法
样品制备繁琐、检测时间过长、检测限高、零敏度
差、特异性差等缺点，近些年在安全检测中基本不
再使用该法；ＨＰＬＣ和ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ样品制备过
程过于复杂、仪器采购和后期维护成本较高、检测
时间过长等缺点导致了该方法只适用于实验室中

的痕量检测及验证性检测，不适用于现场快检和
大批量的样品检测。免疫测定方法因其具有较好
的灵敏性、可靠性、快速性、实用性和便携性而被
广泛用于食品安全监测［７－１０］。在我国国标《饲料
中 玉 米 赤 霉 烯 酮 的 测 定 （ＧＢ／Ｔ　１９５４０－
２００４）》［１１］中，采用了ＥＬＩＳＡ方法来检测饲料用
谷物原料中的玉米赤霉烯酮，该方法的检测限为

０．０００　２５μｇ·ｋｇ－１。
建立免疫测定方法的第一步和关键步骤是获

得具有高特异性和亲和力的抗体，而具有高特异
性和亲和力的抗体的产生依赖于半抗原分子设计

和抗原合成［１２］。本研究结合相关文献报道，将

ＺＥＮ与羧甲氧基胺半盐酸盐反应，合成半抗原
ＺＥＮ－６－羧甲氧基胺（ＺＥＮ－ｏｘｉｍｅ）。然后通过碳
二亚胺法将半抗原与载体蛋白偶联制备ＺＥＮ全
抗原，本研究中主要采用的载体蛋白是ＢＳＡ和
ＯＶＡ。并采用了多种鉴定方法对所合成的偶联
抗原进行鉴定，为后续免疫动物、制备单克隆抗体
和开发试剂盒等提供技术支持。
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１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试剂　玉米赤霉烯酮（ＺＥＮ，美国Ｓｉｇｍａ
公司），牛血清蛋白（ＢＳＡ，美国Ｓｉｇｍａ公司），鸡卵
白蛋白（ＯＶＡ，美国Ｓｉｇｍａ公司），羧甲氧基胺半
盐酸盐（上海麦克林生化科技有限公司），吡啶（阿
拉丁试剂有限公司），Ｎ－羟基琥珀酸亚胺（ＮＨＳ，
美国Ｓｉｇｍａ公司），Ｎ、Ｎ′－二环己碳二亚胺（ＤＣＣ，
美国Ｓｉｇｍａ公司），二甲基甲酰胺（ＤＭＦ，上海麦
克林生化科技有限公司），丙烯酰胺（美国Ａｍｒｅｓ－
ｃｏ公司），ＴＥＭＥＤ（美国Ｓｉｇｍａ公司），Ｔｗｅｅｎ－２０
（美国 Ｓｉｇｍａ公司），３，３′，５，５′－四甲基联苯胺
（ＴＭＢ，美国Ａｍｒｅｓｃｏ公司），无水四氢呋喃（阿拉
丁试剂有限公司），三羟甲基氨基甲烷（ＴＲＩＳ，
美国Ａｍｒｅｓｃｏ公司），甘油（德国 ＢｉｏＲＦＯＸＸ 公
司）。

１．１．２　仪器与设备　ＨＺＱ－Ｑ全温振荡器（哈尔
滨市东联电子技术开发有限公司），ＷＤ－９４１３Ａ
凝胶成像分析仪（北京市六一仪器厂），Ｖｉｃｔｏｒ酶
标仪（美国 ＧＥ），Ｌａｍｂｄａ　７５０紫外－可见－近红外
分光光度计（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ），ＤＹ－２４ＤＮ 型电泳
仪（北京市六一仪器厂），９６孔酶标板（美国康宁
公司）。

１．２　方法
１．２．１　ＺＥＮ半抗原合成　参考王元凯等［１３］的
方法并稍作修改，具体方法如下：取１ｍｇ　ＺＥＮ溶
于１．２ｍＬ吡啶中，加入２ｍｇ　Ｏ－羧甲基羟胺，室
温搅拌反应２４ｈ。氮气吹干后，溶于４ｍＬ蒸馏
水，调节ｐＨ至８．０，分３次分别加入１ｍＬ苯，未
反应的玉米赤霉烯酮通过苯除去，保留水相。水
相调ｐＨ至３．０，溶液变浑浊，用１０ｍＬ乙酸乙酯
分４次抽提，保留脂相，用无水硫酸钠滤过后吹
干，得到淡黄色油状物质即为玉米赤霉烯酮－６－羧
甲氧肟。

１．２．２　包被原ＺＥＮ－ＢＳＡ合成　采用ＤＣＣ－ＮＨＳ
活性酯法［１４］合成ＺＥＮ完全抗原：将上述得到的
黄色油状物溶于０．４ｍＬ无水四氢呋喃中，再加
入６ｍｇ　ＤＣＣ和３ｍｇ　ＮＨＳ，３０℃振摇６０ｍｉｎ，

２　５００ｇ离心２０ｍｉｎ，保留上清液，氮气吹干后用
二甲基甲酰胺溶解残留物。将上述溶液缓慢加入
含１５ｍｇ　ＢＳＡ的３ｍＬ碳酸氢钠（０．１３ｍｏｌ·Ｌ－１）
缓冲液中，４℃摇动过夜，取上清液在１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＰＢＳ溶液中透析３ｄ，所得即为ＺＥＮ完全抗原，

４℃储藏备用，若长期储藏则需放在－２０℃冰
箱中。

１．２．３　免疫原 ＺＥＮ－ＯＶＡ 合成 　 同包被原
ＺＥＮ－ＢＳＡ合成方法。

１．２．４　全抗原鉴定　蛋白质浓度测定。选用紫
外吸收法测定蛋白质浓度［１５］。绘制标准曲线，以
吸光度为纵坐标，标准蛋白含量为横坐标建立标
准曲线，具体步骤如下：配制１ｍｇ·ｍＬ－１的ＢＳＡ
标准溶液，用ｐＨ７．４的ＰＢＳ将蛋白溶液稀释成
０，０．１，０．２，０．３，０．４和０．５ｍｇ·ｍＬ－１，测定
ＯＤ２８０ｎｍ值并以此为纵坐标，牛血清蛋白浓度为横
坐标，绘制标准曲线。将待测溶液用ＰＢＳ稀释
５０倍测定 ＯＤ２８０ｎｍ值。根据标准曲线测定ＺＥＮ－
ＢＳＡ蛋白含量。同理测定ＺＥＮ－ＯＶＡ蛋白含量，
绘制标准曲线。
紫外光谱鉴定。在２００～４００ｎｍ范围内进

行紫 外 扫 描。 浓 度 为 蛋 白 标 准 液 ＢＳＡ
１ｍｇ·ｍＬ－１，ＯＶＡ　１ｍｇ·ｍＬ－１待测两种抗原溶液

１ｍｇ·ｍＬ－１，得到紫外吸收光谱图，根据吸收峰位
置判断抗原是否成功合成。
电泳鉴定。使用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳对 ＢＳＡ、

ＺＥＮ－ＢＳＡ、ＯＶＡ、ＺＥＮ－ＯＶＡ进行鉴定，根据分子
量差距大小来判断抗原是否成功合成。
免疫学方法鉴定。采用本实验室已建立的

ＥＬＩＳＡ方法进行操作，将ＺＥＮ－ＢＳＡ稀释为一定
浓度包被９６孔酶标板，４℃ 过夜。第２天取出恢
复至室温洗板３次，每孔加１００μＬ　５％脱脂乳粉
封闭液，３７℃温育１ｈ。洗板拍干，将ＺＥＮ毒素
标准品梯度稀释，每孔 １００μＬ，每孔再加入
１００μＬ单抗，３７℃温育１ｈ。洗板拍干，加酶标二
抗，３７℃温育１ｈ。洗板拍干，加显色液，１５ｍｉｎ
后加终止液，用酶标仪测ＯＤ４５０ｎｍ值。

１．２．５　检测样品中的ＺＥＮ含量　样品中ＺＥＮ
含量以国家食品安全规定的粮食中毒素含量最大

残留限量６０μｇ·ｋｇ－１为基准，设定小于１０μｇ·ｋｇ－１

为阴性样品，大于１０μｇ·ｋｇ－１为阳性样品，其中大
于６０μｇ·ｋｇ－１为超标样品。２０２０年采集黑龙江省
部分地区高粱样品３２个，小米样品６４个，小麦粉
样品２４个，用已合成的玉米赤霉烯酮完全抗原根
据１．２．４中的方法建立ＥＬＩＳＡ方法，把以上各种
样品进行前处理后进行检测，不仅可以检验出所
检样品中是否含有玉米赤霉烯酮，也可以进一步
验证所偶联的完全抗原是否成功。
样品的前处理过程如下所示：
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①取一定量的样品（一般为２～５ｇ），粉碎后
加入８ｍＬ的甲醇（甲醇浓度可适当调节）；

②使用旋涡机将其充分混合（约５ｍｉｎ）；

③使用离心机在离心５ｍｉｎ（４　０００ｒ·ｍｉｎ－１）；

④取少量上清液，加入一定量的磷酸盐缓冲
液（ＰＢＳ）稀释（一般为１０倍稀释，可根据具体样
品不同而适当调整），制得样品稀释液备用。
根据１．２．４中的ＥＬＩＳＡ方法进行测定，将其

中ＺＥＮ毒素标品更换为上述所制得的样品稀释
液，然后将其所测得的ＯＤ值，根据标准方程计算
玉米样品中的玉米赤霉烯酮含量。
１．２．６　数据分析　本试验所有数据采用Ｏｒｉｇｉｎ
８．０软件将实验数据进行作图及计算。

２　结果与分析
２．１　偶联物蛋白含量测定
选择紫外分光光度计对两种抗原在２８０ｎｍ

波长下进行检测，分别用 ＯＶＡ和ＢＳＡ作为标准
蛋白，得到ＯＤ值分别为０．２３３和０．０９８，代入方
程，将结果扩大 ５０倍，得到的浓度即全抗原
蛋白浓度。通过紫外吸收法测定包被原 ＺＥＮ－
ＢＳＡ 的蛋白浓度为 １．６２ ｍｇ·ｍＬ－１，免疫原
为１．３３ｍｇ·ｍＬ－１。

图１　蛋白质浓度测定ＺＥＮ－ＢＳＡ标准曲线图

图２　蛋白质浓度测定ＺＥＮ－ＯＶＡ标准曲线图

２．２　紫外吸收光谱法验证人工抗原
将合成的偶联抗原首先进行紫外（２００～

４００ｎｍ）扫描，其结果如图３所示，ＢＳＡ和 ＯＶＡ
在２７８ｎｍ出现了吸收峰，偶联后的ＺＥＮ－ＢＳＡ和
ＺＥＮ－ＯＶＡ在３１９ｎｍ处出现了新的吸收峰，从波
形上来看，最大吸收峰位置出现偏移，说明新的吸
收峰是由于载体蛋白分子上连接上了其它吸收基

团（ＺＥＮ），且该结果与曹欢［１６］等人的结果基本符
合，可以初步判断完全抗原偶联成功。并根据公
式计算结合比［１７－１８］：

结合比 ＝
（ε结合物 －ε载体）
ε半抗原

（ε：摩尔消光系数）

配制一定浓度的ＺＥＮ溶液，在３１９ｎｍ下进
行紫外扫描，根据朗伯比尔定律 Ａ＝εｂｃ计算得
到ＺＥＮ的平均摩尔消光系数。通过紫外吸收法
测 定 包 被 原 ＺＥＮ－ＢＳＡ 的 蛋 白 浓 度 为
１．６２ｍｇ·ｍＬ－１，免疫原ＺＥＮ－ＯＶＡ 为１．３３ｍｇ·ｍＬ－１。
而根据人工抗原在３１９ｎｍ的吸光度值计算人工
抗原的摩尔消光系数，根据载体蛋白在２７８ｎｍ
的吸光度计算载体蛋白的摩尔消光系数。遂计算
出ＺＥＮ－ＢＳＡ结合比为７．０∶１，ＺＥＮ－ＯＶＡ结合比
为６．１∶１。

图３　完全抗原紫外全波长扫描图

２．３　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ鉴定抗原
由于玉米赤霉烯酮（ＺＥＮ）的分子量较小，约

为３１８，故采用分子量较大的牛血清蛋白（ＢＳＡ，
分子量约６７　０００）和鸡卵白蛋白（ＯＶＡ，分子量约
４５　０００）进行偶联，由于ＺＥＮ与蛋白之间的分子
量差距太大，故两种蛋白与偶联后的完全抗原相
比并无明显的变化，其结果如图４所示，ＺＥＮ－
ＢＳＡ与ＢＳＡ之间的分子量差距并不大且都集中
在６０～７０ｋＤａ，ＺＥＮ－ＯＶＡ与 ＯＶＡ之间的分子
量差距并不大且都集中在４０～５０ｋＤａ，与孙亚宁
等［１９］结果相符，故可初步判断完全抗原偶联
成功。
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图４　ＢＳＡ和ＺＥＮ－ＢＳＡ的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳图（左）及ＯＶＡ和ＺＥＮ－ＯＶＡ的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳图（右）

２．４　间接竞争ＥＬＩＳＡ法验证人工抗原
将ＺＥＮ－ＢＳＡ 包被酶标板，实验室保存的

ＺＥＮ单抗作为一抗，然后根据加入不同浓度的
ＺＥＮ毒素产生竞争作用，显色后通过酶标仪能够
读取不同的吸光值。使用Ｏｒｉｇｉｎ　８．０软件选择参
数Ｌｏｇｉｓｔｉｃ作为拟合曲线绘制不同浓度的ＺＥＮ
作为横坐标，以Ｂ／Ｂ０为纵坐标的标准曲线，得到
如图 ５ 所示标准曲线，其标准方程 为：ｙ＝
０．３９８　８７＋０．６７９　８１／［１＋（ｘ／０．３１１　９９）０．４９０　０３］，
Ｒ２＝０．９９６　８，通过该方程计算 ＺＥＮ 的ＩＣ５０为
３２．２３ｎｇ·ｍＬ－１。故可以进一步确认毒素能与偶
联抗原产生竞争性，故完全抗原偶联成功。与其他
文献如陈晓飞［２０］计算的ＩＣ５０为７４．６９ｎｇ·ｍＬ－１，唐
宁［２１］得到的ＩＣ５０为５７．８８ｎｇ·ｍＬ－１相比，检测灵敏
度更好。

图５　免疫学法鉴定人工抗原

２．５　检测粮食样品中的ＺＥＮ
由表１结果显示，２０２０年黑龙江省小麦粉样

品的玉米赤霉烯酮含量偏高，高粱样品次之，小米
样品未见超标，考虑到黑龙江省大部分地区的气

候条件较为接近，故产生这种现象的原因可能是
在采收、贮藏过程中，小麦样品所处环境更潮湿，
更容易产生和累积玉米赤霉烯酮。

表１　样品中ＺＥＮ检出率

样品 样品数 阳性均值／（μｇ·ｋｇ－１） 阳性率／％ 超标率／％

高粱 ３２　 ４６．０４　 １８．７５　 ６．２５

小米 ６４　 ２５．７１　 ９．３７　 ０

小麦粉 ２４　 ５３．７４　 ２５．００　 ８．３３

３　讨论
本研究采用目前比较成熟的半抗原合成方

法，将ＺＥＮ与羧甲基羟胺半盐酸盐进行反应，引
出游离的羰基，与载体蛋白进行偶联［２２］，采用此
方法制备的抗体的灵敏度比较高［１４］。Ｔｈｏｎｇｒｕｓ－
ｓａｍｅｅ等［２３］在设计ＺＥＮ半抗原时，以ＺＥＮ分子
中的酮基、羟基等具有活性的基团为基础，采用肟
化法进行改造，王景琳等［２４］用这种方法将ＺＥＮ
毒素Ｃ６位置（酮基）交联羧基（－ＣＯＯＨ），经质谱
分析，采用此法可有效地将ＺＥＮ毒素转化为带羧
基的ＺＥＮ肟。此外，也有用丁二醇缩水甘油醚方
法将ＺＥＮ与载体蛋白偶联制备单克隆抗体，获得
的抗体对ＺＥＮ和ＺＡＮ识别较好，对其他结构类
似物识别能力较差。常用的完全抗原合成方法有
碳化二亚胺法（ＥＤＣ）、活性酯法（ＮＨＳ酯法）、羧
基化法［Ｎ，Ｎ′－羰基二咪唑（ＣＤＩ）］，混合酸酐法。
胥传来等［２５］利用碳二亚胺法成功制备了磺胺二

甲基嘧啶人工抗原。刘琦等［２６］利用碳二亚胺
ＥＤＣ将ＺＥＮ与钥孔血蓝蛋白（ＫＬＨ）偶联制备出
免疫原。杨振东等［２７］则先以氯甲基异丁酯与含
有羧基的ＺＥＮ反应形成混合酸酐，然后先后与
ＢＳＡ和 ＯＶＡ 上的氨基反应得到较高质量的

０９
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ＺＥＮ人工抗原。本试验采用的 ＤＣＣ 和 ｓｕｌｆｏ－
ＮＨＳ结 合 使 用 也 是 一 种 有 效 的 抗 原 合 成
方法［２８］。
目前，对于完全抗原的鉴定主要有较为简单

的紫外光谱法、电泳法，较为复杂的色谱法、ＴＮ－
ＢＳ法等。本研究采用的紫外光谱法是将其在
２００～４００ｎｍ波长下进行全波长扫描，然后根据
在不同波长下的吸光度和峰面积的区别来初步判

断偶联是否成功。唐宁［２１］通过紫外扫描图，确定
偶联物在２７３ｎｍ特征波长，计算得到ＺＥＮ－ＢＳＡ
结合比为１２∶１，ＺＥＮ－ＯＶＡ结合比为２１∶１。电泳
法较多的是采用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ法，它是根据不同分
子量蛋白质在凝胶中迁移速率不同，在电流的作
用下将不同的蛋白质在分离胶中分离开来，进而
鉴定蛋白质。但是这种方法对于蛋白质分子量相
差较大的两种蛋白的比较有更好的效果，而ＢＳＡ
分子量为６７　０００ｋＤａ，ＺＥＮ分子量为３１８ｋＤａ，这
两种物质偶联成功后其分子量并无明显的差别，
两个条带间的区别并不大，故使用该方法鉴定完
全抗原并不完全合适。当半抗原或全抗原在紫外
区无吸收或不明显时，可采用ＴＮＢＳ法［２９］。曹欢
等［１６］利用ＴＮＢＳ法计算得到ＺＥＮ－ＢＳＡ和ＺＥＮ－
ＯＶＡ结合比分别为２０∶１和１３∶１。陈晓飞［２０］利
用ＴＮＢＳ法测得偶联结合比ｎＺＯＮＯ∶ｎＢＳＡ＝
１２．７∶１、ｎＺＯＮＯ∶ｎＯＶＡ＝６．６∶１。虽然结果更为
精确，但其操作难度更大，对实验仪器要求更高。
本试验主要根据紫外吸收光谱图来计算结合比，
得到ＺＥＮ－ＢＳＡ的偶联比为７．０∶１。同理可求得
ＺＥＮ－ＯＶＡ的偶联比为６．１∶１。此方法可在验证
人工抗原合成成功的同时计算结合比，且操作简
便。杨振东等［２７］用此方法得到ＺＥＮ人工免疫抗
原的偶联比为１２．０４∶１，人工检测原的偶联比为
８．２８∶１。
为了减少上述两种方法鉴定完全抗原带来的

不确定因素，本研究使用竞争 ＥＬＩＳＡ 方法对
ＺＥＮ－ＢＳＡ进行鉴定，在不同浓度毒素的作用下，
能够产生竞争性，且能够得到标准曲线。从而从
另一个角度来佐证完全抗原偶联成功。赵红
艳［３０］采用间接ＥＬＩＳＡ方法验证人工抗原ＺＥＮ－
ＯＶＡ，当抗体从１００倍稀释至８００倍时，ＯＤ４５０ｎｍ
值逐渐减小，说明人工抗原与ＺＥＮ答抗发生特异
性结合，进而证明人工抗原合成成功。将制得的
ＺＥＮ－ＢＳＡ按照ＥＬＩＳＡ法检测黑龙江省内高粱、
小米和小麦粉中的ＺＥＮ含量，结果显示，该完全
抗原能检测出天然样品中的ＺＥＮ，并且从阳性率
和超标率可以看出，针对不同浓度的ＺＥＮ产生的

竞争性不同，说明本试验制备的完全抗原对ＺＥＮ
灵敏度较高，能够应用到实际的检测中。

４　结论
合成完全抗原是构建免疫分析方法的第一

步。由于ＺＥＮ是小分子物质，仅有反应原性没有
免疫原性。必须将ＺＥＮ与大分子蛋白偶联才能
刺激机体产生特异性抗体。本试验通过对ＺＥＮ
Ｃ６位的酮基与Ｏ－羧甲基羟氨反应，形成玉米赤霉
烯酮肟化物，再通过活性酯法获得具有免疫原性
的ＺＥＮ－ＢＳＡ和ＺＥＮ－ＯＶＡ。两种完全抗原的蛋
白浓度分别为１．６２和１．３３ｍｇ·ｍＬ－１，结合比分
别为７．０∶１和６．１∶１。经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳和紫外
扫描鉴定两种抗原合成成功。用间接竞争
ＥＬＩＳＡ方法鉴定ＺＥＮ－ＢＳＡ，得到标准曲线ｙ＝
０．３９８　８７＋０．６７９　８１／［１＋（ｘ／０．３１１　９９）０．４９０　０３］，
Ｒ２＝０．９９６　８。天然样品检测结果表明，用此完全
抗原检出的高粱样品超标率为６．２５％，小麦粉超
标率为８．３３％。在此基础上，本实验室将继续开
展动物免疫、单抗合成等后续试验，为开发稳定性
高、检测限低的国产试剂盒提供技术支撑。
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