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间接竞争 ELISA检测蜂蜜中氧氟沙星残留
杨兴东1, *，魏慧雅2，曲　扬1

（1.周口师范学院食品药品检验检测中心，生命科学与农学学院，河南周口 466001；
2.河南科技大学食品与生物工程学院，河南洛阳 471000）

摘　要：为了建立间接竞争 ELISA法检测氧氟沙星（Ofloxacin，OFLX）在蜂蜜中的残留，本研究采用活性酯法将

OFLX与载体蛋白偶联，得到抗 OFLX完全抗原（OFLX-BSA）和检测抗原（OFLX-OVA）。采用 OFLX-BSA免

疫 BALB/c小鼠，之后用杂交瘤等技术制备抗 OFLX单克隆抗体。通过优化反应条件，建立间接竞争 ELISA方

法，并对该法的准确度、精密度和特异性进行判定。结果显示 OFLX与载体蛋白偶联成功；得到一株抗 OFLX的

杂交瘤细胞株（3D7），单克隆抗体的 IC50 值为 1.17 ng/mL；该法在蜂蜜中的 OFLX平均添加回收率为 84.1%，其

批间变异系数均大于批内的变异系数，与马波沙星的交叉反应率为 52.9%，与其他竞争反应物没有交叉反应。本

研究建立的间接竞争 ELISA方法能够满足 OFLX在蜂蜜中残留的测定需求。
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Determination of Ofloxacin Residues in Honey by Indirect
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Abstract：In order to establish an indirect competitive ELISA for the detection of ofloxacin (OFLX) residues in honey, in
this  study,  OFLX  was  coupled  to  carrier  proteins  using  the  active  ester  method  to  obtain  anti-OFLX  complete  antigen
(OFLX-BSA)  and  detection  antigen  (OFLX-OVA).  BALB/c  mice  were  immunized  with  OFLX-BSA,  after  which  anti-
OFLX monoclonal antibodies were prepared by hybridoma and other techniques.  An indirect  competitive ELISA method
was  developed  by  optimizing  the  reaction  conditions  and  the  accuracy,  precision  and  specificity  of  the  method  were
determined.  The  results  showed  that  OFLX was  successfully  coupled  to  the  carrier  protein,  a  hybridoma  cell  line  (3D7)
against OFLX was obtained. And the IC50 value of the monoclonal antibody was 1.17 ng/mL. The average recovery rate of
OFLX spiked in honey by this method was 84.1%, and its intra-batch coefficients of variation were greater than inter-batch
ones in all batches. The cross-reaction rate with marbofloxacin was 52.9%, and no cross-reaction with the other competing
reactants.  The  indirect  competitive  ELISA  method  developed  in  this  study  is  able  to  fulfill  the  requirements  for
determination of OFLX residues in honey.

Key words：ofloxacin；immunogen；monoclonal antibody；enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)；honey

氧氟沙星（Ofloxacin，OFLX）属于氟喹诺酮类

（Fluoroquinolones，FQs）合成抗菌药物，具有抗菌谱

广、抗菌活性强、组织渗透性好等优势，对多种致病

菌均有良好的抗菌效果，在兽医行业被广泛用于治疗  
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和预防各种传染病，还能促进动物生长，减少成本，为

此被作为兽医药物和饲料添加剂在动物养殖中过度

使用[1−4]。随着我国蜂蜜的出口量逐年增加，其质量

问题受到越来越多的关注，在蜂蜜的实际生产流程

中，OFLX可以防治蜜蜂的腐臭病和麻痹症等，并能

提升蜂蜜的产能[5−6]。而随着 OFLX在动物生产中

的滥用，经食物链和环境进入人体，对人类健康构成

各种潜在危险，如菌群失调、直接的毒性反应（恶心、

呕吐、眩晕、心悸和心血管系统问题）、过敏反应（皮

肤损伤和光降解产物的毒性）、某些酶活性抑制

等 [7−10]，世界卫生组织（World  health  organization，
WHO）称抗菌药耐药性（Antimicrobial  resistance，
AMR）已成为一个全球健康问题，到 2050年，多重

AMR导致的死亡人数预计将超过 1000万[11]。因

此，应对 OFLX进行严格的监测和控制，2023年我

国农业农村部发布了“食品中 41种兽药最大残留限

量（Maximum residue limits，MRLs）”（GB 31650.1-
2022），其中规定所有食品动物（包含鱼）靶组织（肌

肉、肝、肾、脂肪、蛋和奶）中 OFLX的 MRLs均为

2 ng/mL，蜂蜜为 5 ng/mL。因此，发展检测 OFLX
残留的分析方法尤为重要。

目前，传统的检测 OFLX残留方法包括高效液

相色谱法（High performance liquid chromatography，
HPLC）[12−15]、超高液相色谱串联质谱法（Ultra HPLC-
MS/MS，UHPLC-MS/MS）[16−19]、化学发光法（Chemi-
Luminescence，CL） [20]、毛细管电泳法 （Capillary
electrophoresis） [21]、微生物检测法（Microbiological
assay）[22] 等。虽然这些方法都是经过验证并被广泛

接受的方法，但这些方法通常费时、费力，且需要繁

杂的样品预处理、大量的设备投资等，并不适用

OFLX大规模的现场筛查[23−24]。酶联免疫吸附试验

（Enzyme linked immunosorbent assay，ELISA）在动

物源性食品检测中具有灵敏、特异、简便的特点，适

用于大量样品的现场分析检测。鉴于今年我国关于

OFLX在动物源性食品中的 MRLs更加严格的规

定，目前国内尚无关于 OFLX免疫分析方法检测蜂

蜜中残留的报道，本研究建立了一种灵敏、特异的蜂

蜜中检测 OFLX的间接竞争 ELISA法，将为此提供

更有力的技术支撑。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

OFLX、水溶性碳二亚胺盐酸盐（EDC）、N-羟基

琥珀酰亚胺（N-Hydroxy succinimide，NHS）、弗氏佐

剂、牛血清白蛋白（Bovine albumin，BSA）　Sigma
公司；鸡卵白蛋白（Ovalbumin，OVA）　上海源叶生

物科技有限公司；羊抗鼠酶标二抗　洛阳华美生物工

程有限公司；马波沙星（Marbofloxacin，MAR）、环丙

沙星（Ciprofloxacin，CIP）、恩诺沙星（Enrofloxacin，
ENR）、洛美沙星（Lomefloxacin，LOM）、沙拉沙星

（Sarafloxacin，SAR）　上海阿拉丁生化科技股份有

限公司；替马沙星（Temafloxacin，TEM）　上海麦克

林生化科技股份有限公司；蜂蜜　周口市川汇区当

地某大型超市；SPF级 BALB/c小鼠（许可证号：SCX-
K（豫）2021-0009，动物伦理审批号：ZKNU2023041）
　郑州大学医学院实验动物中心；SP2/0细胞　河南

省动物免疫学重点实验室提供。

Thermo Scientific NanoDrop 2000c紫外分光光

度计、Multiskan酶标仪　美国 Thermo Electron公

司；Tanon-1600凝胶成像仪、VE-180A电泳仪　上

海 Tanon科技有限公司；N-1000核酸蛋白分析仪

　德国 BECKMAN公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   免疫原的制备与鉴定　 

1.2.1.1   OFLX免疫原的合成　利用活性酯法合成

OFLX-BSA[25]。36.5  mg  OFLX溶解在 3  mL N,N-
二甲基甲酰胺（N,N-Dimethylformamide，DMF）中，

再加入 15.6 mg EDC与 11.6 mg NHS，待完全溶解

后，添加双蒸水 2 mL，在暗环境中，混合液作用 18 h，
得到 OFLX中间反应产物（A液）。55.0 mg BSA充

分溶解在 1.8 mL PBS溶液中（B液），在冰浴条件下，

将 A液逐滴添加到 B液中，继续反应 12 h。将上述

混合液放入透析袋中，用 PBS缓冲液（pH7.4）透析

72 h，每天更换透析液 2次，收获免疫原（OFLX-BSA），

以此方法制备检测原（OFLX-OVA），3900 r/min离

心 5 min，−20 ℃ 保存备用。具体的反应路线见图 1。 

1.2.1.2   OFLX免疫原的鉴定　紫外扫描鉴定：将

OFLX、BSA、OFLX-BSA统一调整到 0.8  mg/mL，
在波长 220~350 nm范围内，用核酸蛋白分析仪分别

对这 3种物质进行测定，比较 BSA和抗 OFLX-BSA
免疫原的特征峰，判断 OFLX与载体蛋白（BSA）是

否偶联成功[26]。SDS-PAGE鉴定：制备 5%浓缩胶

和 12%分离胶，在浓缩胶的样孔中依次加入Marker、
BSA和 OFLX-BSA，浓缩胶和分离胶的电压分别为

70、82 V，电泳完毕后，进一步染色及脱色。通过对

比 BSA与 OFLX-BSA的泳动速率判定 OFLX与

BSA是否偶联成功。 

1.2.1.3   OFLX多克隆抗体的鉴定　间接 ELISA测

定 OFLX多克隆抗体的效价：将检测抗原（OFLX-
OVA）用 5 μg/mL碳酸盐缓冲液（Carbonate  buffer
solution， CBS）稀释浓度至 2.0  μg/mL，包被量

50 μL/孔，37 ℃ 孵育 2 h，PBST（含 0.5 mL/L吐温-20
的 PBS溶液）洗板 4次，5%猪血清以 220 μL/孔加

入，4 ℃ 反应 12 h，洗板 4次，自然晾干，待测；每孔

均加入一系列倍比稀释 （ 200、 400、 800、 1600、
3200、6400、12800）的 OFLX多克隆抗体 50 μL，并
设阴性对照和空白对照，37 ℃ 分别孵育 15  min，
PBST洗板 4次；1:1000稀释的羊抗鼠酶标二抗以

50  μL/孔加入，37 ℃ 孵育 30  min后，PBST洗板

6次；加入显色液，6 min后，加入终止液，立即把

ELISA板放入酶标仪进行测定。间接竞争 ELISA
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测定 OFLX多克隆抗体的敏感性：用 OFLX多克隆

抗体对 OFLX的半数抑制浓度（50% Concentration
of inhibition，IC50）判定其敏感性。操作步骤同间接

ELISA，区别在于对 ELISA板包被完成后，分别加

入 OD450 nm 值为 1.0的 OFLX的多克隆抗体和浓度

分别为 2、4、8、16、32、64、128 ng/mL的 OFLX标

准品。 

1.2.2   OFLX单克隆抗体（monoclonal antibody，mAb）

制备　 

1.2.2.1   免疫动物　使用 300  μL  PBS（含 240  μg
OFLX-BSA）和 300 μL的弗氏完全佐剂（Complete
Freund’s  Adjuvant，FCA）充分乳化后 ，免疫 3只

BALB/c小鼠，注射途径为背部皮下多点注射（注射

剂量为 150  μL/只）。间隔 21  d之后，将 OFLX-
BSA用相同的剂量与弗氏不完全佐剂（Incomplete
Freund’s Adjuvant，FIA）乳化后，用同样的免疫途径

进行免疫，每次间隔时间为 18 d，4次免疫程序完成

后，对小鼠行使尾静脉采血，用 PBS溶液稀释离心

后，获得 OFLX多抗血清（Polyclonal antibody serum，

pAbs），用间接 ELISA、间接竞争 ELISA分别检测

OFLX pAbs的效价及敏感性[27]，选择效价和抑制率

最好的小鼠腹腔注射 100 μg OFLX-BSA，3 d后处死

小鼠。 

1.2.2.2   OFLX mAb的制备　无菌条件下制备免疫

小鼠的脾细胞，用 PEG 2000对 SP2/0细胞和脾脏细

胞进行融合，产生杂交瘤细胞。通过有限稀释筛选和

克隆阳性杂交瘤，筛选出具有抗 OFLX的单克隆杂

交瘤株，给预先用液体石蜡处理的 BALB/c小鼠进

行腹腔注射，注射剂量为 0.55 mL/只，10 d后获得腹

水。用饱和（NH4）2SO4 进一步沉淀纯化，−20 ℃ 保

存待检[27]。 

1.2.3   间接竞争 ELISA检测方法的建立　间接竞

争 ELISA的反应步骤与方法 1.2.1.3的间接 ELISA
操作过程相同，主要区别在于 ELISA板包被完毕后，

每孔均加入一系列倍比稀释的 OFLX标准品（0、
100、200、400、800、1600、3200、6400  pg/mL）和
OD450 nm 值为 1.0左右的 mAbs 50 μL[28]。 

1.2.4　间接竞争 ELISA检测 OFLX实验条件的优化 

1.2.4.1   方阵滴定试验确定 OFLX-OVA和 OFLX

mAb最佳工作浓度　将 OFLX-OVA、OFLX mAb
进行一系列稀释，分别于横向、纵向加入到 96孔酶

标板中，测定各个反应孔的 OD450 nm 值，选取数值为

1.0左右，且与相邻数值变化较大的孔所对应的

OFLX-OVA浓度和 OFLX mAb稀释倍数为最佳的

OFLX-OVA包被浓度和 OFLX mAb工作浓度。 

1.2.4.2   其他实验条件的优化　按照 1.2.4.1步骤确

定的最优包被浓度将 OFLX-OVA包被在酶标板，

设定 OFLX-OVA的包被时间（37 ℃ 1 h、37 ℃ 2 h、
4 ℃  8  h）、酶标二抗的稀释度 （1:500、1:1000、
1:2000、1:4000）、封闭条件 [聚乙二醇（Polyethylene
glycol，PCG）、5%脱脂奶粉、5%猪血清、无封闭 ]
及 3,3',5,5'-四 甲 基 联 苯 胺 （ 3,3',5,5'-Tetramethyl-
benzidine，TMB）显色时间（2、4、6、8 min）等实验条

件，间接 ELISA测定 OD450 nm 值，根据确定的两者

反应浓度，计算 P/N值（P为阳性孔 OD450  nm 值，

N为阴性孔 OD450 nm 值），选择 P/N值最高的工作条

件为最佳[29]。 

1.2.5   方法的性能测定　 

1.2.5.1   准确度测定　用添加回收试验来判定方法

的准确度。首先对蜂蜜样品进行预处理：蜂蜜样品

5 g，用 5 mL碱性双蒸水（pH11.0）进行溶解，加入

10  mL乙酸乙酯后振荡 12  min，5500  r/min离心
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图 1    OFLX-BSA的合成路线

Fig.1    Synthesis route of OFLX-BSA
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8 min。抽取上清液 4 mL，在 45 ℃ 条件下旋转蒸

干，加入 2 mL正己烷进行溶解蒸干存留物，再加入

2 mL PBS溶液，去除上层的正己烷，保留下清液待

测。分别将 2、5、15 ng/mL OFLX加入蜂蜜样品中，

检测时用 0.5%乙酸乙腈提取 OFLX。准确度根据

回收率及变异系数（Coefficient of variation，CV）进

行判定[30]。 

1.2.5.2   精密度测定　测定批内、批间误差来判定方

法的精密度。OFLX标准品的浓度分别设为 4、8、
24 ng/mL，在同一批次作 6次重复，重复操作 6个

批次。 

1.2.5.3   OFLX mAb特异性测定　应用交叉反应

（Cross reaction，CR）来表示，用间接竞争 ELISA分

别测定其类似物（马波杀星、环丙沙星、恩诺沙星、

洛美沙星、沙拉沙星和替马沙星）的 IC50 值，其计算

公式如下：

CR(%) =
OFLX IC50值

其他化合物IC50值
×100

 

1.3　数据处理

本实验中的所有未标明数据均为 3次重复的平

均值±标准差，并采用 Microsoft Excel 软件进行数据

统计，运用 GraphPad Prism软件进行作图。 

2　结果与分析 

2.1　OFLX-BSA的鉴定结果 

2.1.1   OFLX-BSA的紫外扫描结果　BSA、OFLX
的吸收峰分别在 278、287  nm的位置，与 BSA、

OFLX的紫外吸收曲线相比，OFLX-BSA的吸收峰

同时具备 BSA和 OFLX的紫外吸收特征，并向长

波长段生了偏移（图 2），表明 OFLX与 BSA成功

偶联。
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图 2    OFLX、BSA和 OFLX-BSA的紫外扫描图谱
Fig.2    UV scan of OFLX, BSA and OFLX-BSA

  

2.1.2   SDS-PAGE鉴定结果　图 3显示，BSA的向

下泳动速率略大于 OFLX-BSA。分析物分子质量的

大小与电泳条带泳动速率呈反比，据此进一步证实

BSA与 OFLX偶联成功。 

2.2　OFLX多克隆抗体的制备与鉴定 

2.2.1   OFLX pAbs的效价鉴定结果　OFLX-BSA

免疫 BALB/c小鼠的免疫程序完成后，使用间接

ELISA检测 OFLX pAbs的效价，表 1显示，1号和

3号小鼠的 pAbs效价都在 6.4×103 以上，2号小鼠

达到 1.28×104，表明偶联物（OFLX-BSA）的免疫原性

较好。
 
 

表 1    免疫小鼠的 pAbs效价检测
Table 1    pAbs potency assay in immunized mice

稀释倍数
pAbs效价

No.1 No.2 No.3

2.0×102 2.261 3.011 2.063
4.0×102 1.872 2.324 1.621
8.0×102 1.435 1.718 1.128
1.6×103 1.031 1.332 0.746
3.2×103 0.637 0.880 0.335
6.4×103 0.235 0.439 0.189
1.28×104 0.122 0.198 0.092
阴性 0.082 0.084 0.081
空白 0.71 0.069 0.066

IC50（ng/mL） 17.52 12.42 19.74
  

2.2.2   OFLX 多抗血清的敏感性鉴定结果　表 1显

示 2号被免小鼠的抑制最优，根据横坐标：OFLX的

稀释浓度的对数值，纵坐标：B/B0 值（B、B0 分别为

OFLX各浓度、0 ng/mL浓度对应的 OD450 nm 值），

得到线性回归方程：y=−0.393x+0.930，R2=0.990，当
y值等于 0.5时，所对应的 x数值即为 IC50，推算出

抗 OFLX pAbs的 IC50 为 12.42 ng/mL。 

2.3　OFLX单克隆抗体的制备

将免疫 OFLX-BSA小鼠的脾细胞和骨髓瘤细

胞融合，在 HAT培养基培养 12 d时，分别取各个孔

细胞上清，用间接 ELISA筛选出强阳性孔（OD450 nm

值>2.0），用间接竞争 ELISA对强阳性孔进一步筛

选，使用有限稀释法对筛选出抑制好的强阳性孔进行

亚克隆，最终收获了杂交瘤细胞株 3D7，经诱生腹水

法获得了 OFLX mAb，其效价为 2.4×105。 
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图 3    BSA、OFLX-BSA的凝胶电泳图

Fig.3    Gel electrophoresis map of BSA and OFLX-BSA
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2.4　间接竞争 ELISA检测 OFLX方法反应条件的优

化及建立

选取 OD450  nm 数值在 1.0左右，且与相邻的

OD450 nm 值变化较大的孔所对应包被抗原浓度和单

克隆抗体稀释度。表 2显示，用方阵滴定法测定的

数值 1.013符合上述要求，其所对应的 OFLX-OVA
包被浓度和 OFLX mAb工作浓度为最优反应条件，

最终确定 ELISA包被 OFLX-OVA的最佳包被浓度

为 2 μg/mL、OFLX mAb的稀释度为 1.6×104 倍。
  

表 2    方阵滴定法确定 OFLX-OVA包被浓度和 OFLX
mAb稀释倍数

Table 2    Square-array titration to determine coating concentration
of OFLX-OVA and dilution factor of OFLX mAb

OFLX mAb稀释度
包被原浓度（μg/mL）

8 6 4 2 1 0.5

1.0×103 3.313 2.853 2.587 2.208 1.791 1.112
2.0×103 2.885 2.474 2.393 2.137 1.532 0.826
4.0×103 2.619 2.319 2.226 1.859 1.163 0.684
8.0×103 2.526 2.188 1.821 1.511 0.944 0.378
1.6×104 2.196 1.786 1.440 1.013 0.723 0.245
3.2×104 1.838 1.275 1.128 0.740 0.505 0.189
6.4×104 1.682 1.036 0.782 0.539 0.286 0.150

空白对照（BC） 0.079 0.073 0.077 0.059 0.067 0.070
阴性对照（NC） 0.064 0.069 0.066 0.068 0.074 0.065

 

结合步骤 1.2.3筛选确定的反应条件，选择

P/N值最高的包被条件为最优 OFLX-OVA包被条

件。图 4a显示，37 ℃ 孵育 1 h、37 ℃ 孵育 2 h、4 ℃
孵育 8 h的 P/N值差异不显著（P>0.05），37 ℃ 孵育

2 h的 P/N值最大，确定作为最优 OFLX-OVA包被

条件；选择不同稀释度的羊抗鼠酶标二抗做对比实

验，稀释浓度为 1:1000时的 P/N值最大，与稀释浓

度为 1:2000的 P/N值差异不明显，但与 1:500、
1:4000对应的 P/N值差异极显著（P<0.01），确定羊

抗鼠酶标二抗浓度稀释 1:1000时作为最优条件

（图 4b）；图 4c显示，3种封闭液的 P/N值间差异不

显著（P>0.05），但 5%猪血清与无封闭条件存在极显

著差异（P<0.01）且 P/N值最大，因此将 5%猪血清

作为最佳封闭液；室温条件下，加入显色液后，随着

显色时间的延长，P和 N值均在不断的增加，当作用

时间为 6 min时，P/N值最大（图 4d），与作用时间为

4 min的 P/N值无显著差异（P>0.05），但与作用时间

为 2、8 min的 P/N值间有显著差异（P<0.05），最终

确定显色液作用时间为 6 min。
依据实验数据绘制 OFLX的标准曲线，得到

标准曲线的回归方程：y=−0.301x+1.424，R2=0.993
（ 图 5） ， IC50 为 1.17  ng/mL，线性范围为 0.12~
11.65 ng/mL。 

2.5　间接竞争 ELISA方法的鉴定结果 

2.5.1   方法准确度鉴定结果　阴性蜂蜜样的回收率

在 78.0%~89.9%之间，平均为 84.1%，CV为 5.3%~
9.7%，平均 CV为 7.3%（表 3）。
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图 4    间接竞争 ELISA实验条件的优化

Fig.4    Optimization of experimental conditions for indirect competition ELISA
注：（a）OFLX-OVA包被条件的筛选；（b）酶标二抗稀释度的筛选；（c）包被封闭液的筛选；（d）显色液作用时间的筛选；*表示
P<0.05，差异显著；**表示 P<0.01，差异极显著。
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表 3    OFLX不同添加浓度在蜂蜜中的回收率
Table 3    Recovery of OFLX different spiked concentrations

in honey

OFLX添加量（ng/mL） 测定值（ng/mL） 回收率（%） 变异系数（%）

2 1.56±0.15 78.0±7.5 9.7
5 4.22±0.29 84.4±5.8 6.9
15 13.49±0.71 89.9±4.7 5.3

  

2.5.2   方法精密度鉴定结果　阴性蜂蜜样的批内

CV在 4.1%~7.6%之间，平均批内 CV为 5.9%；批

间 CV在 4.6%~8.8%之间，平均批间 CV为 6.8%，

且批间 CV均大于批内 CV，且均不超过 10%（表 4），
表明该法的精密度较好。
 
 

表 4    间接竞争 ELISA检测蜂蜜样品的精密度
Table 4    Precision of the indirect competition ELISA for the

detection of honey samples

OFLX添加量
（ng/mL）

批次
测定值
（ng/mL）

批内变异系数
（%）

测定值
（ng/mL）

批间变异系数
（%）

4 6 3.29 7.6 3.22±0.28 8.8
8 6 6.82 6.0 6.69±0.47 7.1
24 6 22.52 4.1 21.99±1.01 4.6

  

2.5.3   方法特异性鉴定结果　该法与 MAR的 CR
为 52.9%，与 CIP、ENR、LOM、SAR和 TEM等竞争

物没有 CR（表 5），进一步表明该法的特异性较好。
 
 

表 5    OFLX 单克隆抗体与 OFLX类似物的交叉反应率
Table 5    Cross-reactivity rate of OFLX mAb and its analogue

竞争物 IC50（ng/mL） CR（%）

氧氟沙星（Ofloxacin，OFLX） 1.17 100.0
马波沙星（Marbofloxacin，MAR） 2.21 52.9
环丙沙星（Ciprofloxacin，CIP） >1.5×103 <0.01
恩诺沙星（Enrofloxacin，ENR） >1.5×103 <0.01
洛美沙星（Lomefloxacin，LOM） >1.5×103 <0.01
沙拉沙星（Sarafloxacin，SAR） >1.5×103 <0.01
替马沙星（Temafloxacin，TEM） >1.5×103 <0.01

  

3　讨论与结论
OFLX作为半抗原（Hapten）没有免疫原性，需与

大分子载体结合才能刺激动物机体产生针对 OFLX
的多抗血清，而多抗血清的敏感性是判定该研究成败

的核心 [31−32]。PINACHO等 [33] 用 NHS法将 OFLX

与 BSA进行偶联，获得的完全抗原免疫新西兰白

兔，得到最优抗血清的 IC50 值为 1.84 ng/mL；李彬彬

等[34]、潘孝成[35] 均用碳二亚胺法使 OFLX与载体蛋

白发生偶联，分别免疫小鼠、长耳白兔后，制备所得

的抗 OFLX血清 IC50 值为 19.97、180.32  ng/mL。
而本研究得到的多抗血清、OFLX mAb的 IC50 分别

为 12.42、1.17 ng/mL，与他们相比，本研究多抗血清

鉴定核心的敏感性相对较好。栗慧等[24] 先后用碳二

亚胺法合成 OFLX-BSA，免疫原免疫小鼠，细胞融合

技术等得到 OFLX mAb，其 IC50 为 14.58 ng/mL；张
运尚等[36] 基于 OFLX单链抗体的间接竞争 ELISA
检测方法中 IC50 达到 1.66 ng/mL，低于本研究所得

单克隆抗体的敏感性。此外，为提高检测 OFLX的

灵敏度，一些免疫传感器的纳米材料被引入到其残

留检测中，如 UCNPs[37]、APTMS[38]、MWCNTs[39]

等。这些免疫传感器的引入均相对于传统 ELISA方

法提高了灵敏度，但也增加了额外的免疫探针制备过

程和检测步骤。

本研究对检测 OFLX间接竞争 ELISA方法的

6个单因素反应条件进行优化，建立了最佳 OFLX间

接竞争 ELISA方法，优化后的反应条件分别为：

OFLX mAb的稀释倍数 1:1.6×104，OFLX-OVA的

包被浓度 2 μg/mL、包被条件 37 ℃ 作用 2 h，酶标二

抗的稀释倍数 1:1000，封闭液用 5%猪血清，TMB
显色时间 6 min。在此反应条件优化的基础上，建立

的 ELISA方法 IC50 为 1.17  ng/mL，检测范围为

0.12~11.65 ng/mL，检测反应时间大约需要 50 min。
有鉴于此，本研究所建立的间接竞争 ELISA方法具

有较高的准确度、精密度和灵敏度，且性能很稳定，

可用于蜂蜜中 OFLX残留检测，能够满足国内最新

规定的相关测定要求。
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