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摘  要: 大田软海绵酸(okadaic acid, OA)是一种广泛存在于贝类等生物中的海洋生物毒素, 可引起人或动物

的急性中毒, 对食品安全和海产养殖具有严重危害。因此建立快速、可靠、灵敏的 OA 检测技术具有重要意

义。免疫分析检测技术基于抗原抗体的结合, 特异性强、灵敏度高、应用范围广, 是当前检测贝类毒素 OA 的

主要手段。本文综述了近年来针对贝类毒素 OA 的免疫分析检测技术, 其中包括酶联免疫吸附检测、免疫层

析检测、时间分辨荧光免疫检测和基于免疫传感器的检测技术等。本文着重阐述了不同免疫分析技术的原理

及其在 OA 检测中的实际应用, 同时探讨了免疫分析技术在贝类毒素 OA 检测方面的挑战和发展趋势, 以期为

开发性能更加优异的 OA 免疫检测技术提供研究思路。 
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ABSTRACT: Okadaic acid (OA) is a marine biotoxin widely found in shellfish, which can cause acute poisoning 

in humans or animals, and has serious harm to food safety and marine aquaculture. Therefore, it is of great 

significance to establish a fast, reliable, and sensitive OA detection technology. Immunoassay detection 

technology is based on the combination of antigen and antibody, with strong specificity, high sensitivity, and 

wide application range, which is currently the main method for shellfish-toxin OA detection. This work 

reviewed the immunoassay techniques for shellfish-toxin OA in recent years, including enzyme-linked 
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immunosorbent assay, immunochromatographic assay, time resolved fluoroimmunoassay, and immunosensor based 

detection techniques. This paper focused on the principles of different immunoassay techniques and their practical 

applications in OA detection, and discussed the development trends and challenges of immunoassay techniques in 

the detection of shellfish-toxin OA, in order to provide more new ideas to the authors for developing OA 

immunoassay techniques with better performance. 
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0  引  言 

赤潮是在特定环境条件下, 海洋内浮游生物、细菌爆

发性繁殖引起的海洋水体变质的一种有害的生态现象[1‒3]。

我国是赤潮频发的国家, 近年来随着人类活动导致的海水

富营养化、氮磷比失衡等问题使得赤潮发生的频率越来越

高, 涉及地区越来越广, 对人与海洋动物的危害也越来越

大。海洋浮游藻类是引发赤潮的主要原因, 全球几千种海

洋浮游藻中有二百多种能形成赤潮, 能形成赤潮的藻类中

有近三分之一能产生贝类毒素[4‒7]。 

在我国分布范围最广的原甲藻属甲藻产生的腹泻性贝

类毒素(diarrhetic shellfish poisoning, DSP)引起的中毒事件

最多 , 危害较大 [8‒11]。DSP 的主要成分是大田软海绵酸

(okadaic acid, OA), 它是一种脂溶性物质, 不溶于水, 对热

稳定, 常规的加热烹调处理不能破坏贝类毒素 OA 的结构, 

当人误食 OA 污染的海产品后会出现腹泻、恶心、呕吐等症

状。近些年, 世界各地因误食被污染海产品导致的贝类毒素

OA 中毒案例频发, 引起公众和科研人员的高度重视。目前

国内外对 OA 的研究包括: OA 的检测技术、OA 毒性效应和

机制以及相关抗原抗体制备等, 其中 OA 的检测技术不仅能

监测海洋的生态环境、保证海产品安全, 更与人们的身体健

康息息相关, 如何提高检测技术性能也越来越受到科研人

员的关注。免疫分析检测技术利用抗原和抗体之间的特异性

结合来测定待测物质, 其特异性强、灵敏度高、应用范围广, 

是目前检测贝类毒素 OA 的重要技术手段, 但此前尚未有文

章针对 OA 的免疫分析检测技术进行系统总结。本文着重介

绍了基于免疫分析检测原理对贝类毒素 OA 的检测方法(表

1), 梳理了当前免疫分析检测技术在检测贝类毒素 OA 方面

的挑战和未来的发展趋势[10,12‒16], 以期为开发性能更加优

异的 OA 免疫检测技术提供研究思路和理论基础。 

 
表 1  对 OA 免疫分析检测技术的对比 

Table 1  Comparison of OA immunoassay detection techniques 

检测技术 检测原理 优点 缺点 

酶联免疫吸附技术 
将 OA 与载体偶联, 使抗原抗体反应在固相载体 

表面进行, 在酶作用下通过底物显色来判断结果 

操作简单, 无须特殊设备,  

试剂成本低 

容易出现假阴性或假阳性结

果, 灵敏度低, 适用于对 OA

的定性和半定量检测 

免疫层析技术 

将特异的 OA 抗体固定于某一区带, 在毛细管作用下

样品沿着膜向前移动, 当移动至有抗体的区域时, 样

品中 OA的抗原与该抗体发生特异性结合使该区域显

示一定的颜色, 从而实现特异性的免疫分析检测 

使用方便, 检测成本低, 检测

结果直观, 肉眼可观察,  

无须特殊设备 

灵敏度低, OA 的抗原抗体容

易脱离, 标记物不稳定, 只

能给出定性或者半定量结果

化学发光免疫分 

析技术 

含有免疫分析和化学发光分析两个系统。以化学发光

物质或酶为标记物, 直接标记在OA的抗原或抗体上, 

加入氧化剂或酶的发光底物, 利用发光信号测量仪

器进行检测 

较宽的线性动力学范围, 光信

号持续时间长, 结果稳定,  

误差小, 灵敏度较高 

发光过程短, 本底较高, 仪

器故障率较高, 试剂稳定性

差, 检测精度不高, 工作 

曲线随时间漂移 

时间分辨荧光免疫

分析技术 

用镧系元素标记 OA 的抗体, 根据镧系元素螯合物的

发光特点, 用时间分辨技术测量荧光, 同时检测波长

和时间两个参数进行信号分辨 

灵敏度较高, 分析范围宽, 标

记结合物稳定, 有效使用期长, 

测量快速, 易自动化,  

无放射性污染 

易受环境、试剂和容器中的

镧系元素离子的污染,  

使本底增高 

免疫传感器 
利用 OA 的抗原(抗体)对抗体(抗原)的识别功能 

而研制成的生物传感器 

灵敏度高, 降低了检测下限; 

减少分析时间, 简化分析过程, 

检测设备小型化, 测量过程 

自动化 

操作复杂, 试剂成本高, 仪

器维护费用高, 有本底干扰
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1  酶联免疫吸附技术 

酶联免疫吸附技术 (enzyme-linked immunosorbent 

assay, ELISA)是当前使用最广泛的免疫检测技术, 其优势

在于单分子的酶可以作为催化剂转化多个底物分子, 使

得检测信号高度放大, 如图 1 所示, 因此 ELISA又常被称

为酶放大体系[17]。该技术实现了在微克、纳克水平上对

待测物质进行定量或半定量分析。有报道显示, 常规的

ELISA 商品试剂盒的检出限可达到 750 pg/mL, 目前市场

上已上市众多商品化贝类毒素 OA 的 ELISA 检测试剂盒, 

其中绝大多数都能达到国家标准, 可以满足大部分应用

场景的需求[7,18‒21]。 

近些年人们对检测贝类毒素OA的精密度和灵敏度要

求不断提高, 研究人员将贝类毒素 OA-ELISA 检测技术的

改良方向聚焦于放大显色酶的发光信号、优化载体等方面。

PANG 等[22]研发了一种以环氧基团活性炭壳磁珠为抗体

载体的检测方法, 所构建的磁珠作为一种多功能和生物

兼容的抗体固定化载体, 表现出快速的磁响应、再分散和

易于操作的特点, 可以替代传统的 ELISA 用来检测 OA。

该技术具有快速、简便、经济的优点, 其检出限可达到

350 pg/mL。另一项研究建立了一种新的直接竞争性微孔板

检测技术, 通过将具有特异性识别贝类毒素 OA 的分子印迹

二氧化硅复合物固定在96孔微板表面, 在10.0~100.0 mg/kg

的范围内该微板法的滤泡猝灭性能与贝类毒素 OA 的

浓度具有良好的线性关系 , 其对贝类样品的检出限为

0.25 mg/kg[23]。ZHANG 等[24]建立了毛细管电泳酶联免疫

分析和电化学检测系统, 将贝类毒素 OA 的检出限降低至

50 pg/mL。随着检测技术的发展, 基于 ELISA 的贝类毒素

OA 检测方法呈现多样性的发展趋势。国外有学者设计了

一种与间接竞争 ELISA 相结合, 使用智能手机作为辅助芯

片的免疫传感器对 OA 进行定量比色检测。该系统操作简

便、检测速度快、灵敏度高, 对 ELISA 检测贝类毒素 OA

提供了新的发展方向[25]。 

ELISA 是将酶对底物高效催化过程和抗原抗体的特

异性反应相结合的一种检测方法, 凭借其相对较高的灵敏

度、准确性、相对便捷的操作、结果易于分析等优点, 已

成为世界范围内食品安全和临床诊断中使用率最高的检测

方法之一。虽然与其他方法相比, 现在的 ELISA 对贝类毒

素 OA 的检测存在一些不足之处, 如重复性不好、受外界

实验环境影响较大、不能满足高灵敏检测需要等等[26‒29], 

但是 ELISA 操作简便, 载体易于标准化, 使用成本低, 仍

然是检测贝类毒素 OA 的常规技术。未来针对贝类毒素 OA

的 ELISA 检测方法的进一步研究和开发, 可以向缩短检测

时间、简化检测步骤、实现现场检测等方向发展, 同时, 寻

找低成本的等效新材料和精细化生产等成本控制手段也是

重要的考虑因素。 

 
 

图 1  酶联免疫吸附技术原理示意图 

Fig.1  Schematic diagram of enzyme-linked  
immunosorbent technology 

 

2  免疫层析技术 

免疫层析技术(immunochromatogragphic assay, ICA)

是 20 世纪末发展起来的一种结合了免疫和色谱层析的检测

分析技术, 也是现场即时检测的重要手段, 该方法操作简

便、特异性强, 不需要额外检测仪器, 可用肉眼直接观察结

果[30‒32]。免疫层析技术中发展最为成熟的是胶体金免疫层

析技术(colloidal gold enhanced immunochromatography assy, 

GICA), 它是将胶体金作为示踪标记物用于抗原抗体的免

疫标记检测, 在 GICA 对贝类毒素 OA 的检测研究报道中, 

其肉眼即可观察到的检出限可达 1 ng/mL(图 2)。随着 GICA

的不断发展完善, 近些年有团队开发了一种可以同时检测

贝类毒素 OA 和河豚毒素(tetrodotoxin, TTX)的方法[33], 其

检测原理是通过金纳米颗粒与 OA和 TTX的特异性单克隆

抗体分别偶联并混合, 用混合物捕获其相应的毒素, 最后

形成复合物, 该方案可同时检测贝类毒素 OA 和 TTX, 提高

了检测通量、降低了测试成本[34]。虽然传统的 ICA 在长期

的应用中已可以胜任 OA 的快速检测, 但新的方法也在不断

探索并应用于 OA 的检测。国内有团队研制出了可检测贝类

毒素 OA、鳍藻毒素、鳍藻毒素-2 的时间分辨荧光免疫层析

试纸条, 其检出限分别为 90.6、115.4 和 69.8 μg/kg, 时间分

辨荧光免疫层析利用稀土离子的荧光特性, 使得检测灵敏

度较传统 ICA 提高很多[35]。 

ICA 是将色谱技术与抗原抗体的特异性反应相结合

的一种简单快速的检测方法, 该方法对检测设备和使用者

的要求较低, 非专业人员同样可以操作使用。ICA 技术可

实现贝类毒素 OA 的低成本、快速的现场即时检测, 与高

效液相色谱法、液相色谱-串联质谱法等复杂昂贵检测方法

形成互补。但是, ICA 对贝类毒素 OA 的检测灵敏度较低, 

仅能实现定性或半定量检测, 不过, 近年来光电检测仪器

的出现和新型标记材料的应用使 ICA在定量检测方面不断
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取得突破。随着生物技术、纳米材料的进一步发展, 会有

越来越多的新型标记物、高灵敏抗体应用于 ICA 检测, 其

检测性能将会得到更大的提升, 未来这种简便、快速的免

疫分析检测技术在贝类毒素 OA 的检测领域会有更加广阔

的应用前景[30]。 

 

 
 

图 2  免疫层析技术原理示意图 

Fig.2  Schematic diagram of immunochromatography 
 

3  化学发光免疫分析技术 

化学发光免疫分析技术(chemiluminescent immunoassay, 

CLIA)是化学发光法和免疫分析法结合的检测技术。该方

法通过化学发光反应的试剂标记抗原或抗体, 经过一系列

的免疫反应和理化步骤测定发光强度来检测待测物含量, 

在 CLIA 中主要通过化学发光酶免疫分析对贝类毒素 OA

进行检测。化学发光酶免疫分析是用参与催化化学发光反

应的酶来标记抗原或抗体, 再由光量子阅读系统读出(图

3)。为此有实验室研发出了一种利用自动化化学发光微阵

列来检测贝类中 OA 含量的方法, 该方法在贝类样品中检

出限为 500 ng/mL, 回收率达到了 86.2%, 每次实验只需要

20 min 就可以得出检测结果, 能够进行多通路检测, 通过

添加十二烷基硫酸钠-盐酸盐缓冲液清洗微阵列还可以重

复进行多次实验, 大大降低了实验的成本[36]。为了进一步

放大标记酶的发光信号, 常用酚类、胺类、苯基硼酸及其

衍生物对检测体系的发光强度进行增强。王权[37]使用羟基

苯烯酸作为增强剂, 开发的间接竞争化学发光免疫吸附法

检测贝类毒素 OA, 检出限可达 1.232 ng/kg。而联合使用

3-(10’-吩噻嗪基)-丙烷-1-磺酸盐与 4-吗啉吡啶作为增强剂

的直接竞争化学发光免疫吸附法检测贝类毒素 OA 时, 检

出限可达 0.01 ng/mL[38]。 

CLIA 是将免疫反应与化学发光结合建立起来的分析

方法, 其凭借特异性好、灵敏度高、操作简便、成本低等

优势, 在贝类毒素 OA 的检测中发挥着至关重要的作用。

未来针对OA的CLIA研究的主要趋势有: (1)标记物的优化, 

提高检测灵敏度、避免其他毒素的干扰、增加检测范围; (2)

新型免疫反应系统和化学发光分析系统的研发, 增强反应

的稳定性、降低检测成本、提供便捷快速的现场即时筛选; 

(3)多通路检测的研发, 提高检测效率、降低样品污染、节

约检测时间。CLIA 自 20 世纪 70 年代问世以来, 已经成为

食品安全、医药健康等多个领域的重要检测方法, 同时随

着国内外的深入研究, CLIA 对 OA 及其他毒素的检测性能

将进一步提高。 

 

 
 

图 3  化学发光免疫分析技术原理示意图 

Fig.3  Schematic diagram of chemiluminescence  
immunoassay technology 

 

4  时间分辨荧光免疫分析技术 

时 间 分 辨 荧 光 免 疫 分 析 技 术 (time resolved 

fluoroimmunoassay, TRFIA)是近几十年来发展起来的一种

免疫分析技术[39‒40], 该技术利用镧系元素(如铕、钐、铽、

镝等)作为标记物, 其激发光与发射光波长存在较大差异, 

激发光与测量光之间存在时间差, 避免了普通紫外-可见

分光分析法中杂色光的影响和常规荧光示踪剂分析检测中

背景荧光的干扰(图 4)。此外, 铕、钐等镧系元素可以与有

机配体形成高荧光强度的螯合物, 这些螯合物具有斯托克

斯位移大、无放射性、衰减时间长和量子产率高等优点, 从

而降低了背景噪声、增强了信号强度最终提高了检测灵敏

度。TRFIA 已被用于多种小分子检测, 如环境中的沙丁胺

醇、饲料中的黄曲霉毒素 B1 和食品中的氧氟芬等, 相关检

测方法均表现出优异的灵敏度和准确性[41‒42]。QIN 等[43]

利用 TRFIA 建立了一种对贝类毒素 OA 的高灵敏度检测方

法, 并将该方法应用于对贝类产品的污染监测, 其检出限

为 2.49×10‒3 ng/mL, 该结果优于欧盟、美国的 OA-TRFIA

对贝类毒素 OA 的检测限度, 是常规 ELISA 检测 OA 灵敏

度的 5 倍, 显著提高了 OA 的检出限。 

TRFIA 是基于免疫学原理, 将特异性抗原或抗体与

稀土元素结合在一起的免疫分析方法。TRFIA 同时具备了

荧光免疫技术、ELISA、放射免疫技术的优点, 在对贝类

毒素 OA 的检测中具有特异性强、灵敏度高、稳定性好、

荧光寿命长且线性范围宽、非放射性和操作简单等优势, 

自 20 世纪被提出以来, 已成为科研人员检测海洋毒素不

可或缺的重要手段。未来科研人员可以在螯合物的改良和 
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图 4  时间分辨荧光免疫分析技术原理示意图 

Fig.4  Schematic diagram of time resolved fluoroisnmunoassay 
 

稀土掺杂纳米材料制备中进一步研发, 提高 TRFIA 对海洋

毒素检测的灵敏度和特异性并扩大 TRFIA 的应用范围。在

实际应用方面, 可以完善 TRFIA 检测体系, 提高反应的稳

定性、降低检测成本并实现现场即时分析。相信 TRFIA 在

海洋毒素检测中将具有更广阔的应用前景。 

5  免疫传感器 

传感器是信号转化的媒介, 由响应元件和报告元件

组成, 响应元件与被检测物相互作用, 完成信号输入、信

号产生并可视化输出。免疫传感器(immunosensor)将抗体

作为响应元件, 将抗原抗体的特异性反应通过传感器输出

信号。随着现代科技的不断发展, 免疫传感器的类型也呈

现多元的发展趋势, 相较于常规的针对 OA 的免疫分析检

测方法, 免疫传感器可以更加直观地显示检测数据[44‒46]。 

5.1  电化学免疫传感器 

电化学免疫传感器可以具体分析生物样品中的不同成分, 

将样品中的生物信息转化为易于处理和表达的电子信号[47‒49]。

近些年, 丝网印刷电极(screen-printed electrode, SPE)在电化

学生物传感器的制备中得到了广泛的应用(图5), 因为SPE较

低的使用成本使它可以成为一次性的检测工具, 而且通过在

电极表面共价偶联的方式直接固定贝类毒素 OA 也可以提高

电化学免疫传感器的灵敏度, 这种易得且方便携带的 SPE 提

高了对贝类毒素 OA 的检测效率, 也优化了免疫传感器的操

作步骤。电极材料是电化学免疫的重要组成部分, 新型电极

材料石墨烯具有电子转移率快和导电性高的特点, 也有利用

4-羧基苯基重氮阳离子对石墨烯修饰的丝网印刷电极进行电

化学修饰用于检测贝类毒素 OA, 检出限为 0.019 μg/L[50]。除

了优化电极材料, 研究人员也格外关注输出结果的探测方式

及描述方法多样性的问题, 如利用电化学阻抗法可以快速检

测贝类毒素 OA[51], 也有科研人员研发出几种基于固相萃取

的电化学免疫传感器来检测贝类毒素 OA, 通过卵白蛋白、牛

血清白蛋白或磁珠等连接物将 OA 固定在电极表面, 通过竞

争法在酶的作用下产生电化学信号将信号放大读出[52‒53]。 

 
 

图 5  电化学免疫传感器原理示意图 

Fig.5  Schematic diagram of electrochemical immunosensor 
 

5.2  等离子体共振法 

从简单的物理层面来看, 抗体与抗原的结合实则是

一个 “沉积 ”的过程 , 等离子体共振法 (surface plasmon 

resonance, SPR)可以很好地捕捉这种“沉积”, 近年来该项

技术也应用于对贝类毒素 OA 的检测, 具有稳定性好、检

测快速、对样品剂量要求低等优点[54]。有科研团队设计了

一种用于 OA 的竞争性 SPR 光学免疫传感器[55], 用蛋白 G

包被的磁珠固定 OA 抗体, 同时将 OA 固定在传感器芯片

表面, 将抗体与游离 OA 标准品或样品一起添加到传感器

中, 与固定化 OA 结合的分子会产生与结合质量成正比的

响应, 从而反映 OA 的浓度信息。新型抗体开发、新纳米

材料等不同领域技术在免疫传感器中的应用, 为各种不同

类型的免疫传感器的研发开辟了广阔的探索空间, 使免疫

传感器对贝类毒素 OA 的检测更加灵敏和准确[56‒57]。 

5.3  流式荧光免疫微球技术 

流式荧光免疫微球技术(flow fluorenscenceimmunmicrobeads 

assay, FFIA)又称液态芯片技术, 该技术有机整合了荧光编

码微球、激光分析、流式细胞、高速数字信号处理等多项

技术, 具有高通量、高速度、重复性好、灵敏度高、线性

范围广、无需洗涤等优点。FRAGA 等[58]利用 FFIA, 通过

固相微球-流式细胞术系统开发了一种多指标生物毒素分
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析方法, 该方法能够同时检测贝类样本中的 OA、软骨藻酸和

石房蛤毒素。流式荧光技术的应用, 将对包括贝类毒素 OA

在内的海洋生物毒素的高通量检测起到重要的推动作用。 

5.4  其他检测方法 

有科研团队设计出一种基于声波技术的免疫传感器检

测 OA, 声波技术在液体介质中检测目标物时表现出很高的灵

敏度, 当传感器表面发生变化时, 声波会受到强烈干扰, 在干

扰下输出的信号更强, 该方法对 OA 的检出限为 5.5 ng/mL[59]。

近年来也有报道将生物素-亲和素系统加入基于 ELISA 的免

疫传感器中检测 OA, 检出限达到 0.04 ng/mL[60]。除了使用生

物素-亲和素系统放大信号, 也有研究发现核酸适配体具有较

高特异性和亲和性, 适用于快速检测, 王晓煜[61]研发出一种

检测 OA 的核酸适配体传感器, 其检出限为 0.043 ng/mL。未

来可以尝试将更多的技术与免疫传感器相结合, 进一步开

发出低成本、高灵敏度、高通量的免疫传感器检测 OA, 充

分发挥免疫传感器的优势。 

从 20 世纪 60 年代 UPDIKE 和 HICKS 研发的葡萄糖

酶电极至今[62‒65], 免疫传感器的研究不断取得突破, 与传

统的生物传感器相比, 抗体的特异性和灵敏度赋予了免疫

传感器更加优秀的检测性能, 其在贝类毒素 OA 的检测应

用中呈现多样性发展。在材料制备方面, 进一步开发新型

微电极材料和其他新型纳米材料, 建立新型检测模式, 是

贝类毒素 OA 免疫传感器开发的基础问题; 在抗体制备方

面, 进一步优化抗体检测性能, 提高抗体的灵敏度、特异

性, 是贝类毒素 OA 免疫传感器开发的核心问题; 在检测

体系方面, 优化传感器与计算机、智能手机的匹配, 提高

检测自动化程度, 完善检测体系, 是贝类毒素 OA 免疫传

感器开发的关键问题。 

6  结束语 

贝类毒素 OA 是一种遍布全球的海洋生物毒素, 中毒

后使人恶心、呕吐、腹痛、腹泻, 由此产生的食品安全问

题已经成为了重大的公共卫生问题, 对海产品养殖及人民

生命安全带来严重威胁, 加强对贝类毒素 OA 的检测尤为

重要。免疫分析检测技术以抗原与抗体特异性地结合为基

础, 用不同的示踪物示踪, 具有便捷、灵敏、准确等特点, 

在腹泻性贝类毒素的检测方面展现出良好的应用前景。 

本文综述了近年来针对贝类毒素 OA的免疫分析检测

技术, 阐述了不同免疫分析技术的原理及其 OA 检测的实

际应用。目前成熟的检测方法大多仅针对某一种腹泻型贝

类毒素的检测, 而贝类体内可同时富集多种腹泻性贝类毒

素, 单一毒素检测效率较低, 高通量检测技术的开发有望

成为未来研发的重点方向之一。对于大规模的实际应用, 

快捷、准确的现场检测技术也必不可少, 结合不同的学科

优势, 改进或开发新的检测技术势在必行, 如研发新型显

色材料、发光材料应用于酶联免疫吸附法、免疫层析法等

检测方法, 提高检测灵敏度; 研制新型廉价的便携检测设

备, 进一步提高现场检测的速度和灵敏度等等。随着免疫

分析技术的不断发展, 对贝类毒素的检测方法呈现多样的

趋势, 从灵敏度的角度出发, 高灵敏度有利于检测出海产

品中残留的毒素, 利于海产品的出口、海洋生态环境的监

测。总之, 开发高通量、便捷、灵敏的检测产品具有广阔

的应用前景, 这将为保护环境、保障人民生命财产安全做

出重要贡献。 
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