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项目简介

1、 研究内容

本项目为农产品食品中生物毒素检测项目。该项目重点研究内容是采用单克隆抗体、基因工程抗体、ELISA技术、分子免疫学技术、和胶体金技术，开展海洋生物毒素分离分析、鉴定鉴别，在较短时间内建立起重要生物毒素的快速、准确、灵敏、可信度高、科学性强、能适应我国国情、符合国际惯例的检测技术体系。建立一套基于基因工程抗体的农产品和食品中生物毒素检测试剂盒及检测仪器，本项目首创利用基因工程抗体建立主要生物毒素的检测试剂盒和检测仪器，具有很高的创新性。有着十分重要的社会意义和良好的市场应用前景。

2、 发现点
（1）利用化学交联的方法与钥孔戚血蓝素（KLH）标准品和牛血清白蛋白（BSA）标准品反应，完成了主要生物毒素毒素（黄曲霉毒素、伏马毒素、黄绿青霉素、橘青霉素、腹泻性贝毒、神经性贝毒、河豚毒素、芋螺毒素等）的完全抗原的交联，并采用琼脂糖凝胶电泳、紫外和红外光谱扫描等方法对交联的产物进行验证，最终获得了高纯度的、性能稳定的海洋毒素完全抗原分子。

（2）制备了针对主要生物毒素毒素稳定分泌的单克隆细胞株，亚型鉴定都属于IgG1。单克隆细胞株经过扩大培养，体内诱生腹水。采用辛酸-硫酸铵法纯化获得较纯的IgG抗体，亲和力均在109 L/mol以上，属于高亲和力抗体。同时完成了单克隆抗体的纯化，特异性和亲和力等性质鉴定。

（4））通过噬菌体展示技术，淘选获得了可以和主要生物毒素毒素特异性结合的基因工程抗体，并通过间接ELISA对其进行了定量的分析，选定其中亲和力最高的单克隆株进行了单链抗体的可溶性表达和各方面性质研究。

（5）建立了针对主要生物毒素毒素的ELISA标准曲线的检测线性范围和最低检出限。最后，完成了模拟样品和实际样品的ELISA检测，分析了批间和批内变异系数和样品回收率。最后，成功研制出针对主要生物毒素的ELISA检测试剂盒。

（6）制备并成功组装了针对主要生物毒素的高灵敏度的金标快速检测卡，检测时间小于10 min。

（7）研制可应用于检测生物毒素的快速检测仪，并实现了ELISA试剂盒及胶体金检测卡的产业化，并获得《中华人民共和国制造计量器具许可证》。

（8）建立免疫层析试条读数仪量程调节理论模型，实现读数仪检测量程的自适应调节，在保证灵敏度的同时，提高检测范围。

（9）结合滚环扩增、内切酶辅助信号放大等等温酶放大技术，构建了多种基于目标-核酸适体绑定介导等温酶放大的通用性新原理，发展了多种简单、快速、低成本且具有高灵敏度和高选择性的抗生物/致病菌检测新方法。

3、授权专利和论文

项目共申请了专利21项，其中获得授权发明专利12项、其他类型专利9项；发表了31篇科技论文，其中SCI收录论文31篇。

4、应用推广及效益

通过产学研联合，以高校和研究所开展技术创新，以企业开展工程化建设，获得了专利21项，形成了高水平的主要生物毒素研发队伍。通过成果转化，形成了一系列的快速分析检测体系和快速分析仪器技术体系，部分ELISA检测试剂盒、胶体金检测卡和检测仪器实现了批量生产，在全国多个省（直辖市）推广，累计新增产值达20563万元以上。

5、主要完成人及其贡献

汪世华  项目总负责人，负责协调各参与单位的相关事宜；完成了主要生物毒素的免疫原制备、单克隆抗体和基因工程抗体的制备；建立了主要生物毒素的ELISA检测方法，并制备了ELISA检测试剂盒；建立了主要生物毒素的胶体金检测方法，制备了生物毒素的胶体金快速检测卡发表学术论文15篇，申请国家发明专利8项。投入的工作量占本人工作总量的80%。

高跃明  项目主要完成者，设计了检测仪主控电路结构；设计了主要光源系统，进行了光源系统、检测系统、交互与控制系统等关键模块的组装；投入的工作量占本人工作总量的70%。

王荣智  项目主要完成者和主要执行者，完成了主要生物毒素完全抗原制备和抗体筛选与鉴定；建立了基于ELISA和胶体金的生物毒素检测方法；投入的工作量占本人工作总量的70%。

肖志勇  项目主要完成者，主要进行产品检测技术及检测方法的研究与应用；进行本项目技术的推广及示范；负责产品的售后和技术指导等相关工作。投入的工作量占本人工作总量的50%。

林晓丽  项目主要完成者，完成了海洋生物毒素ELISA试剂盒及胶体金检测卡在仪器上的配套应用；建立了检测卡生产平台，开展了产业化工作；取得计量器具许可证1项。
祭芳 项目主要完成者，协助项目设计和实施，主要进行了生物毒素完全抗原制备；进行了动物免疫以及抗血清效价的ELSIA分析；发表论文5篇，SCI收录3篇，申请国家专利2项。

陈清爱  项目主要完成者，主要主要负责金溶液还原与抗体的标记处理；完成了胶体金检测卡组装与初步检测分析。。投入的工作量占本人工作总量的40%。

黄加栋  项目主要完成者，主要构建了基于目标介导双重循环放大的高灵敏生物毒素素电化学检测方法；基于滚环扩增（RCA）技术，设计包含核酸适体的生物毒素素电化学检测方法。

姜海燕  项目主要完成者，主要研制出生物毒素金标试纸条定量检测的图像采集装置；进行了免疫层析定量测试的数据优化与处理；校正了特征值的分析数据。

张彦丰  项目主要完成者，协助项目设计和实施，建立的基于抗体分子的ELISA检测方法；进行了模拟的样品和实际样品的ELISA检测和数据统计分析。
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