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东海原甲藻抗体的制备及酶联免疫检测方法的建立 
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摘要: 通过制备针对东海原甲藻细胞破碎物的多克隆和单克隆抗体, 建立了基于双抗体酶联免疫分析

定量检测东海原甲藻(Prorocentrum donghaiense)的检测方法。利用该方法对单一藻种、混合藻种和现

场样品中的东海原甲藻进行检测的结果与镜检结果相一致, 最低检测限度为 1×103 cells/mL。该方法的

建立对中国近海赤潮暴发的实时监控具有重要意义。 
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近年来, 面积超过 1000 km2, 持续时间超过一个月

的大规模赤潮时常在我国东海区域出现[1-3]。东海原甲藻

(Prorocentrum donghaiense)属于甲藻纲(Dinophyceae)、原

甲藻目(Prorocentrales)、原甲藻科(Prorocentraceae), 是引

发东海赤潮暴发的优势藻种之一。在赤潮发生的早期, 

藻细胞密度相对较低且个体微小, 传统光学显微镜观察

计数的方法主要用于对藻类的定性和分离, 但这种方法

费时、费力、过程繁琐, 操作要求高, 不适合对赤潮暴

发时大批量海水样品的检测。 

近十几年来, 以抗体为基础的免疫检测方法逐

渐发展成熟并应用于浮游藻类研究。Anderson 等[4]

制备了抑食金球藻(Aureococcus anophagefferens)的

多克隆抗体, 利用免疫荧光技术研究该藻在美国东

北海岸的分布。Nagasaki 等、Vrieling 等和 Adachi

等陆续制备针对 Gymnodinium nagasakiense[5]、

Chattonella marina-[6]、Gyrodinium cf. aureolum[7]和

Alexandrium[8]甲藻的单克隆抗体 , 实现了对相应海

藻的定性鉴定和分类。Caron 等 [9]利用抗 A. ano-

phagefferens 的特异性单克隆抗体, 建立了快速检测

该藻的酶联免疫分析(enzyme-linked immunosorbent 

assay, ELISA)方法。Costas等[10]将针对微小亚历山大

藻(A. minutum)的多克隆抗体与磁性微粒结合, 利用

免疫磁性微粒技术对天然海水样品中的目的细胞进

行分离。亓海刚等 [11]建立了应用赤潮异弯藻

(Heterosigma akashiwo)的特异性多克隆抗体检测该

藻的间接 ELISA方法。向军俭等[12]制备了针对赤潮

异弯藻(H. akashiwo)、海洋卡盾藻(Chattonella ma-

rina)、卵圆褐胞藻(Chattonelia ovata)和具齿原甲藻

(Prorocentnmz dentatum)的抗血清, 用间接 ELISA检

测发现, 抗血清对各自藻体均有良好的特异性和亲

和力 , 与异种赤潮藻之间交叉反应较弱 , 表明单种

藻免疫获得的小鼠多克隆抗体可以特异性地与相应

赤潮藻作用。这些研究表明, 抗体技术具有操作简

单、精确度高的优点, 可以实现对赤潮藻的定性、定

量分析, 对海洋环境监控具有重要意义。 

目前, 国内外并未出现关于应用多克隆、单克隆

抗体和酶联免疫检测方法定量检测东海原甲藻的报

道。本研究首次采用针对东海原甲藻制备的单克隆

和多克隆抗体, 利用双抗体 ELISA 方法对东海原甲

藻进行快速定量检测, 并且对实验方案进行了优化。  

1  材料和方法 

1.1  藻种培养 

东海原甲藻(P. donghaiense)(分离于我国东海海

域 )、赤潮异弯藻 (H. akashiwo)、柔弱角毛藻

(Chaetoceros debilis)、纤细角毛藻 (C. gracilis)、裸
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甲藻(Gymnodinium sp.)、米氏凯伦藻(Karenia miki-

motoi )、血红哈卡藻(Akashiwo sanguinea)、中肋骨条

藻(Skeletonema costatum )均由中国海洋大学提供 , 

培养基为 f/2培养基, 普通日光灯为光源, 光照/黑暗

周期 12h/12h, 光照强度 4 000 lx, 培养温度 20~25℃。  

1.2  免疫原的制备 

取适量东海原甲藻样品(100~500 mL)用 0.45 µm

滤膜过滤, 记录体积。将得到的滤膜放入 5 mL离心

管, 加入 2 mL磷酸盐缓冲液(PBS), 超声波破碎 2 min, 

得到样品溶液。将样品溶液与等体积的弗氏完全佐

剂充分乳化后作为免疫原备用。 

1.3  抗体的制备 

1.3.1  多克隆抗体的制备 

实验用纯种新西兰白兔由中科院上海生物工程

研究中心动物房提供并饲养。免疫前采血样作阴性

对照, 每 2只同种实验动物为一组, 共设两组。选取

皮下多点和肌肉注射方式对家兔进行免疫。间隔两

周加强免疫。三次免疫后耳动脉取血, ELISA检测抗体

效价。最后一次免疫两周后颈动脉放血, 4 000 r/min离

心 5 min分离血清, 收集抗体保存于–20 ℃备用。 

1.3.2  单克隆抗体的制备 

在 1.3.1 获得的高效价多克隆抗体的基础上, 参

照文献[13]的方法 , 经过骨髓瘤细胞及饲养细胞的

制备、细胞融合, 次黄嘌呤(H)、氨基蝶呤(A)、胸苷

(T)和甘氨酸的完全培养液(HAT培养液)的选择培养, 

用间接 ELISA 方法特异性筛选细胞融合的阳性杂交

瘤细胞, 接种到 4只小鼠腹腔中, 进行抗体制备、纯

化得到高纯度的单克隆抗体。 

1.4  ELISA 方法试验条件的优化 

参照文献[14]的方法, 确定酶标二抗、单克隆抗

体以及多克隆抗体的最佳工作浓度, 封闭液用 2%的

牛血清蛋白溶液, 选择 37℃封闭 2 h作为封闭时间。 

双抗体ELISA方法如下: 将单抗包被于 96孔板, 

4℃包被过夜, 次日洗板; 加入封闭液, 37℃封闭 2 h

后洗板; 加入待测抗原, 37℃, 1.5 h后洗板; 加入多

克隆抗体, 37℃, 1.5 h后洗板; 加入酶标二抗温育45 min, 

添加 TMB 显色液(北京博奥森生物技术有限公司)和

终止液后检测 A450值。 

1.5  标准曲线的制备 

根据实验所得的最佳实验条件, 用制备的东海

原甲藻的单克隆抗体、多克隆抗体和已知浓度藻细

胞(密度分别为 32×103、16×103、8×103、4×103、2×103、

0×103 个/mL), 用双抗体 ELISA实验方法进行测定。

以藻细胞浓度为横坐标, A450 为纵坐标, 绘制标准曲

线, 确定最小检出限度。 

1.6  模拟样品的双抗体 ELISA 定量检测 

海藻样品分为两组: 第一组纯种样品: 将只含

有东海原甲藻的培养液稀释至 104 个/mL; 第二组

混合样品 : 在多种藻(不含测试的目标藻)混合浓度

为 104 个/mL 的培养液中加入要检验的目标藻, 使

目标藻浓度约为 104 个/mL。按 1.4确定的最佳工作

浓度和步骤进行双抗体 ELISA 检验, 标准样品设置

三个平行样, 选取曲线方程决定系数 R2值大于 0.995

的作为检测标准曲线。检测样品设置 10 个平行样, 

根据检测得到的吸光度值计算得到细胞浓度, 与显

微镜直接计数进行比较。 

1.7  现场样品的双抗体 ELISA 定量检测 

2013年 7月至 10月, 采集现场样品(采样站位如

图 1)。图中 A 点是东海赤潮监控海区采样点

(122°36′48″E,  30°49′04″N), 间隔两周采样一次。B

点是嵊泗海水浴场 (南长涂海水浴场 )采样点

(122°27′55″E,  30°41′49″N), 每天采样。样品处理: 

取 2 L左右样品, 用 0.45 µm的醋酸纤维膜过滤, 得

到滤膜, 记录体积。将得到的滤膜放入 5 mL离心管

中, 加入 2 mL 磷酸盐缓冲液, 超声波破碎 2 min, 

得到待检测的样品溶液, 4℃保存备用。 

 

图 1  现场样品采样站位 

Fig. 1  Map of sampling station sites 



 

 Marine Sciences / Vol. 39, No. 4 / 2015 119 

将待测样品进行双抗体 ELISA 检验, 方法和步

骤同 1.4, 标准样品设置三个平行样, 根据检测得到

的吸光度值由标准曲线计算细胞浓度。另取一份样

品进行镜检, 两组结果进行比较以验证检测结果。 

2  结果分析 

2.1  抗体效价 

图 2 和图 3 是东海原甲藻多克隆抗体和单克隆

抗体的抗血清效价检测结果。图 2中兔 1、兔 2血清

中的多克隆抗体在稀释倍数<23 000时, 吸光度值均

大于 1.0, 具有很高效价。阴性对照 1 和阴性对照 2

的吸光度值均小于 0.4, 与抗体的试验结果存在明显

差异, 影响不显著。所以, 可以得出由东海原甲藻制

备的兔血清中多克隆抗体的效价是 23 000。图 3 中

结果显示, A、B、C、D四只小鼠在单克隆抗体稀释

倍数低于 16 000时, 吸光度值大于 1.0, 可以得出小

鼠血清中单克隆抗体的效价是 16 000。 

 

图 2  东海原甲藻多克隆抗体效价 

Fig. 2  Polyclonal antibody titers of P. donghaiense 

 

图 3  东海原甲藻单克隆抗体效价 

Fig. 3  Monoclonal antibody titer of P. donghaiense 

2.2  ELISA 试验条件的选择 

酶标二抗的稀释倍数为 5 000倍时, 检测得到的吸

光度值为 0.998, 最接近 1.0, 确定酶标二抗的最佳工作

浓度为 1︰5 000(表 1)。当单抗浓度为 1︰4 000, 多抗浓

度为1︰2 000, 检测得到的吸光度值为0.996, 最接近于

1.0, 同时阴性检测数值小于 0.1, 确定单抗和多抗的最

佳工作浓度分别为 1︰4 000和 1︰2 000(表 2)。 

 
表 1  不同浓度酶标二抗 A450 值 
Tab. 1  The absorbance of secondary antibody labeled 

with different percentage of enzyme  

抗体稀释倍数 A450 

1:1000 1.496 

1:2000 1.370 

1:3000 1.246 

1:4000 1.130 

1:5000 0.998 

1:6000 0.871 

1:7000 0.750 

1:8000 0.621 

1:9000 0.492 

 
表 2  棋盘法比色结果 
Tab. 2  Results of checkerboard method 

抗原 单抗稀     多抗稀 

释倍数     释倍数 (10 µg/mL) (1 µg/mL) 对照组

  1:1000    

1:1000 1.841 1.213 0.185

1:2000 1.626 0.865 0.135

1:3000 1.254 0.558 0.103

       1:2000    

1:1000 1.617 1.110 0.145

1:2000 1.312 0.817 0.118

1:3000 1.102 0.752 0.096

1:3000    

1:1000 1.458 0.872 0.129

1:2000 1.228 0.613 0.101

1:3000 0.831 0.352 0.090

1:4000    

1:1000 1.298 0.610 0.110

1:2000 0.996 0.451 0.091

1:3000 0.701 0.224 0.071

1:5000    

1:1000 0.861 0.326 0.089

1:2000 0.581 0.362 0.076

1:3000 0.398 0.227 0.062

注: 实验中添加的强阳性抗原液浓度为 10 mg/L, 弱阳性抗原

液浓度为 1 mg/L。表格中数据取自三个平行样的平均值, 对照组即为

阴性对照组     
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2.3  标准曲线 

将标准样品进行双抗体 ELISA 检测, 得到标准

曲线方程为 y=0.0521x+0.0536, R2=0.999, 大于 0.995 

(图 4)。浓度稀释到 1×103 个/mL 时, 检测得到的吸

光度值已经小于 0.1, 和标准曲线浓度为 0时的数值很

接近, 所以此方法的最低检出限为 1×103 个/mL。 

 

图 4  双抗体 ELISA检测标准曲线 

Fig. 4  Standard curve of double antibodies sandwich ELISA 

     

2.4  模拟样品检测 

试验证明, 本研究建立的双抗体 ELISA 检测方

法对单一藻种样品的检测结果与镜检得到的 “真

实”浓度基本一致 , 相对误差小于 30%(平均值在

(130%)范围内, µ为平均值)。经过 t检验, sig值小

于 0.05, 没有显著性差异, 结果如表 3, 达到了定量

检测准确度的指标要求。并且该方法在对混合藻种

样品的检测中表现出良好的特异性(表 4), 不会受其

他藻种的影响, 表明该方法可以实现对东海原甲藻

的快速定性、定量检测。 

2.5  现场试验结果 

由于赤潮监控海区数据变化范围较大, 对抗体

定量法计算和显微镜直接计数得到的数据进行对数

处理后, 以显微镜观测数值为 x轴, 抗体定量检测计

数为 y轴, 得到以下曲线(图 5、图 6)显微镜计数和抗

体定量法检测得到藻细胞浓度数据具有高度的一致

性, 相关系数分别为 0.998 和 0.992, 具有良好的正

相关关系。证明本实验建立的酶联免疫检测技术可

以和显微镜计数一样, 较准确地检测样品中东海原

甲藻的细胞浓度。 

利用双抗体 ELISA对 2013年 5月至 9月赤潮监 

表 3  单一藻种样品检测结果 
Tab. 3  The test results of pure strains 

检测次数 
显微镜计数 

(×103 个/mL) 

抗体法定量分析

(×103 个/mL) 

1 7.8 6.5 
2 7.4 7.2 
3 7.3 7.5 
4 7.5 6.6 
5 7.8 6.6 
6 7.8 6.8 
7 7.5 6.9 
8 7.8 6.5 
9 8.1 7.4 

10 8 6.9 
平均值 7.11 6.37 

标准偏差 0.26 0.37 

 
表 4  在其他混合藻液中加入东海原甲藻的检测结果 
Tab. 4  The test results of P. donghaiense in other mi-

croalgae solutions 

检测次数 
显微镜计数 

(×103 个/mL) 

抗体法定量分析

(×103 个/mL) 

1 7.1 7.3 
2 6.9 7.1 
3 7 7.1 
4 6.6 7.8 
5 7.2 7.8 
6 6.4 7.3 
7 7.2 7.1 
8 7.3 7 
9 6.9 8 

10 7.1 7.3 
平均值 6.45 6.82 

标准偏差 0.28 0.35 

 

图 5  赤潮监控海区东海原甲藻显微镜计数和抗体检测计

数结果 

Fig. 5  Microscope counting and antibody detection count-
ing results of P. donghaiense in Red Tide Monitor-
ing Sea  
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图 6  嵊泗海水浴场东海原甲藻显微镜计数和抗体检测计

数结果 

Fig. 6  Microscope counting and antibody detection count-
ing results of P. donghaiense in ShengSi Beach 

 
控海区东海原甲藻的密度进行检测(图 7)。由图可以

看出显微镜检测计数和抗体定量检测计数得到的曲

线基本一致。东海原甲藻暴发时间是 5 月底至 6 月

初, 最高浓度为 1.1×104 个/mL。7 月底至 9 月也会

有一定增长, 最高浓度约为 1×102 个/mL, 但未达到

赤潮暴发的程度(约为 5×103 个/mL)。 

 

图 7  赤潮监控海区 2013 年 5 月-9 月东海原甲藻浓度变

化曲线 

Fig. 7  The concentration curve of P. donghaiense in Red 
Tide Monitoring Sea from May to September, 2013. 

 
同样利用该方法检测嵊泗海水浴场 7 月至 9 月

东海原甲藻细胞密度(图 8~图 10)。在 7 月下旬、8

月初、8月中旬和 9月中旬东海原甲藻都保持了较高

的细胞密度, 8月最高(约为 40 个/mL), 远小于赤潮

监控海区的细胞浓度, 并且暴发时间相对较晚。分析

其原因可能在于: ①海水温度的影响 , 近海地区温

差变化大。②受潮汐作用的影响, 可将外海的浮游植

物带到近海 , 导致近海地区藻细胞浓度增加 , 且时

间延后。 

 

图 8  嵊泗海水浴场 2013年 7月东海原甲藻浓度变化曲线 

Fig. 8  The concentration curve of P. donghaiense in Shengsi 
beach in July 2013 

 

图 9  嵊泗海水浴场 2013年 8月东海原甲藻浓度变化曲线 

Fig. 9  The concentration curve of P. donghaiense in Shengsi 
beach in August 2013 

   

3  讨论 

近年来, 赤潮的频繁出现[15]对经济及海洋生态

系统造成了重大影响, 因此建立赤潮早期预报系统就

显得尤为重要。目前, 除了抗体定量检测赤潮藻外,  
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图 10  嵊泗海水浴场 2013年 9月东海原甲藻浓度变化曲线 

Fig. 10  The concentration curve of P. donghaiense in Shengsi 
beach in September 2013 

 
还有 PCR技术和 rRNA探针技术[16]。PCR技术需要

高质量纯化的 DNA, 目前试验存在 DNA 纯化效率

低及效率不稳定的缺点, 在很大程度上影响了分析

的准确性。Lin等[17]发现, 相对于 PCR检测技术, 免

疫学检测方法的灵敏性略低, 但对较高细胞密度的

检测结果更为稳定, 不会受到样品中其他藻类和悬

浮物质的影响, 可以实现小样本大批量的样品检测。

Anderson 等[18]通过对比试验发现, 相对于 rRNA 探

针技术, 抗体检测方法操作要求低, 结果稳定性高, 

不易受外界条件影响。因此, 在免疫学基础上建立的

针对东海原甲藻的双抗体 ELISA 检测方法, 在理论

和技术上都是可行的 , 具有较大的发展潜力 , 为赤

潮检测和研究提供了新的技术方法。 

免疫学方法的优势在于不需要对自然海水样品

进行过多预处理就可以进行测定; 单抗的制备步骤

相对简单、成本也较低廉; 单克隆抗体技术的发展使

制备高特异性、高度均一的抗体成为可能; 封闭抗体

技术则使多克隆抗体的应用价值得到极大提高[19]。

利用抗体免疫检测方法对海藻细胞进行定性定量检

测的一个障碍就是需要特异性的抗体。本实验成功

制备了特异性的单克隆抗体和多克隆抗体。实验过

程中 , 免疫动物没有发生意外死亡情况 , 在第四次

免疫之后产生的抗体就表现出很高的亲和力。本研

究建立的双抗体 ELISA 检测方法标准曲线的相关系

数为 0.999, 线性关系良好, 检测限为 1×103 个/mL。

模拟样品和现场实验表明, 该方法可以对东海原甲

藻进行定性、定量检测并且不会受到海水中其他海

藻和悬浮颗粒物的影响, 检测结果与镜检结果相吻

合, 检测过程只需要几个小时。 

本研究建立的针对东海原甲藻的双抗体 ELISA

检测方法可以实现对该藻的快速定量检测, 但是海

洋中的海藻种类繁多, 目前的特异性验证对象只是

针对常见藻种, 对于一些其他藻种的影响还有待进

一步验证 ; 灵敏度不是很高 , 方法还需要进一步完

善。本实验室 Xin 等[20]、亓海刚等[11]分别用竞争型

ELISA 方法和间接 ELISA 方法实现了对裸甲藻

( Gymnodinium sp. )和赤潮异弯藻(H. akashiwo)的定

量检测; Fabienne等[21]利用特异性单克隆抗体, 建立

了微小亚历山大藻(Alexandrium minutum)全细胞快

速检测的 ELISA 方法。与其相比, 本研究建立的双

抗体 ELISA 方法具有特异性好、不易受外界因素干

扰、稳定性好的优点, 在一定程度上反应赤潮暴发的

情况, 对中国近海赤潮暴发的实时监控具有重要意

义。特别是可以据此研制出标准化的 ELISA 检测试

剂盒, 可使东海原甲藻的检测更为简便。 
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Abstract: Antibody-based methods are developed to detect planktonic microalgae both qualitatively and quantita-

tively recent years. Herein, we prepared both polyclonal and monoclonal antibodies against Prorocentrum dong-

haiense and then set up the method of double-antibody ELISA to quantitatively detect P. donghaiense. The speci-

ficity and validity of the double-antibody ELISA technique were evaluated with cultured pure strains, mixed strains 

and field samples, and by comparison with microscopy observations. The results showed that there was no signifi-

cant difference between the two methods, and the minimum detection limit was 1×103 cells/mL. The dou-

ble-antibody ELISA technique provides a convenient tool for rapid assessment of HAB species in marine environ-

ments, which has great significance for performance of a real-time monitoring on the outbreaks of harmful algal 

bloom in China coastal sea. 
 

                                                                       (本文编辑: 康亦兼) 


