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摘 要 如何将定性捕食的数据转化为定量 的数据是评 价捕食性天敌功能的一大挑战。酶联免疫吸附测定

（Ezyme-linked immunosorbent assay，ELISA）成功地解决了这一难题。该 ELISA具有灵敏度高、成本低、操

作简便、可大批量检测样品等独特的优点，即使 20世纪末以来大规模应用的聚合酶链式反应（Polymerase chain
reaction, PCR）及新一代测序技术应用，也并未完全取代 ELISA。由于单抗具有高度特异性和均质性，同时结

合了 ELISA检测方法具有成本低、大批量样品快速检测等优点，在很大程度上改进了节肢动物捕食作用的研

究方法。本文以利用褐飞虱 Nilaparvata lugens 单抗评价稻田拟环纹豹蛛 Pardosa pseudoannulata 对褐飞虱的控

制作用为例，阐述基于单抗的 ELISA检测技术用于捕食作用评价的技术路线及应用前景等。
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Monoclonal antibody——a powerful tool for quantitatively
evaluating predatory function
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Abstract Although molecular analysis techniques enable the detection of the relationship between predators and their

prey most of these methods are qualitative. The challenge is to transform qualitative assay results into quantitative data.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) has the advantages of high sensitivity, low cost, ease of use and high

throughput, and consequently is one of the most effective methods to conquer this challenge. These advantages make ELISA

irreplaceable, even since the polymerase chain reaction (PCR) and new generation sequence technology have become widely

used. Monoclonal antibodies, with their high specificity and homogeneity, combined with ELISA’s low-cost, rapid analysis of

large-scale samples, improves the available methods for the evaluation of arthropod predation. In this introductory essay, we

use monoclonal antibody to evaluate predation of the brown planthopper (BPH) Nilaparvata lugens by the wolf spider Pardosa

pseudoannulata as an example, and present the main roadmap of the technique and its applications.

Key words predator, prey, quantitative, monoclonal antibody, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

捕食性天敌对害虫控制作用的定量评价一直

是生态学和生物防治研究的难点之一。尽管人们

已经提出许多研究方法来定量评价节肢动物的捕

食作用，但准确定量评价捕食作用仍非常困难。

较早用来评价捕食者和猎物之间捕食关系的技术

为蛋白电泳（Protein electrophoresis），即提取捕

食者或其肠道的蛋白进行聚丙烯酰胺凝胶电泳。

但该方法不能进行物种特异性识别，而且如果捕
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食 者 同 时 捕 食 多 种 猎 物 时 也 不 能 进 行 分 离

（Walrant and Loreau, 1995）。随着免疫酶、放射

免疫、免疫荧光、免疫胶体金及亲和层析等免疫

学检测技术的发展与成熟，免疫学检测方法成为

目前研究捕食者与猎物相互关系的一种比较理想

的 方 法 。 基 于 多 克 隆 抗 血 清 的 免 疫 检 测

（Immunosaasys using polyclonal antisera）应运而

生并且在随后的 50 年间被广泛应用于分析无脊

椎动物的消化道内含物，但多克隆抗血清特异性

差，容易产生交叉反应，不能准确地确定捕食者

的种类（赵伟春，2001）。近年来，随着细胞工程

技术和基因工程技术的发展，目前应用的具有高度

专 一 、 高 度 均 质 的 单 克 隆 抗 体 （Monoclonal
antibody，单抗）被作为生物探针广泛应用于特定

抗原成分的检测，在植物学、动物学、微生物学、

细胞生物学、遗传学和酶学等生命科学领域都得到

了广泛应用（刘秀梵，1994）。基于单抗的免疫学

检测技术被迅速用于捕食者–猎物的定性和定量分

析中，并展示了其独特的优势（赵伟春，2001）。

在捕食作用研究中，常用的免疫学检测方法

为 抗 体 夹 心 酶 联 免 疫 吸 附 试 验 （ Sandwich
enzyme linked immunosorbent assay， Sandwich
ELISA），其基本原理为：结合在固相载体（酶

标板）表面的抗体仍保持其免疫学活性，酶标记

的抗体既保留其免疫学活性，又增加酶的活性。

在测定时，受检样品（猎物蛋白抗原）与固相载

体表面的抗体起反应。用洗涤的方法去除未结合

在固相载体上的抗体或抗原。再加入酶标记的抗

体，也通过免疫反应与结合在固相载体上的抗原

抗体复合物中的抗原蛋白相结合。此时固相上的

酶量与标本中受检抗原的量呈正比。加入酶反应

的底物后，底物被酶催化成为有色产物（或发荧

光），颜色的深浅或荧光的强弱与样品中受检抗

原的量成正相关，故可根据呈色的深浅或荧光的

强弱进行猎物蛋白的定性或定量分析；由于酶的

催化效率很高，间接地放大了免疫反应的结果，

使测定方法达到很高的灵敏度，且抗原抗体反应

具有特异性，因而该方法也具有特异性。

近年来单抗作为分子探针被应用于捕食作

用的研究，已被国内外许多研究者采用（Miller,

1981；Crook and Sunderland, 1984；Greenstone
and Morgan, 1989；黄葵等 , 1992； 张古忍等 ,
1996； 刘 红 玉 等 , 1997； 刘 雨 芳 等 , 2002；

Symondson，2002）。由于单抗具有高度特异性

和均质性，同时结合了 ELISA 检测方法具有成

本低、大批量样品快速检测等优点，在很大程度

上改进了节肢动物捕食作用的研究方法。本文以

利用褐飞虱 Nilaparvata lugens 单抗评价稻田拟

环纹豹蛛 Pardosa pseudoannulata 对褐飞虱的控

制作用为例，阐述基于单抗的 ELISA 检测技术

用于捕食作用评价的技术路线及应用前景等。

1 方法

以水稻的重要害虫褐飞虱怀卵雌成虫匀浆

液的上清液作为抗原，采用传统的杂交瘤技术

（图 1）制备针对褐飞虱种特异性的单抗（Zhao
et al., 2004）。

1.1 免疫原的制备

将褐飞虱怀卵雌成虫匀浆，12 000 r/min 离心

5 min，取上清液定容至 0.05 g/mL 后作为抗原。

1.2 免疫动物

选择体重 18~20 g BALB/C 雌性小鼠，用上

述制备的抗原来免疫。50~100 µg 抗原与等体积

福氏完全佐剂混合，充分乳化后，经腹腔注射，

0.2 mL/只，间隔 3 周，取与第 1 次免疫等量抗

原和等体积福氏不完全佐剂充分乳化后，第 2 次

腹腔注射 0.2 mL/只，过 3 周后用加倍剂量的抗

原进行腹腔注射，3 d 后取脾细胞进行融合。

1.3 细胞融合

取上述免疫小鼠脾细胞与体外培养的小鼠

骨髓瘤细胞（SP2/0）按 5~10︰1 的比例，在无

血清的 RPMI-1640 培养基中混匀，1 200 r/m 离

心 2 min，去除培养基， 在 37℃水浴下加入 0.7
mL 50% PEG（Sigma）作为融合剂，使其融合 2
min，用无血清的 RPMI-1640培养基终止融合后，

1 200 r/min离心 2 min，沉淀用 HAT培养基悬浮，

分装到含有饲养细胞的 96 孔细胞板中，37℃，

5% CO2的细胞培养箱中培养。
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图 1 单克隆抗体制备过程示意图（引自中国统一教育网，2011）
Fig. 1 Flow chart of making monoclonal antibody (from unified China education network, 2011)
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1.4 杂交瘤细胞及阳性孔的筛选

细胞培养 5 d 后，用 HAT培养基换液一次，

第 10 天用 HT 培养基换液，等到融合细胞覆盖

孔底 10%~50%时，常规间接 ELISA 方法筛选阳

性孔，共获 50 多个对上述抗原有反应的阳性孔。

1.5 阳性孔的特异性检测及特异性阳性孔的

克隆

阳性孔的特异性鉴定采用间接 ELISA 方法。

取稻田常见节肢动物同免疫原制备的方法制备各

物种的蛋白初提液，用包被液稀释成 1~10 µg/mL
的蛋白初提液 100 µL/孔包被ELISA板，4℃过夜，

使 其 吸 附 于 酶 标 板 上 ；PBST 洗 涤 3 次 后 用

1%~5％的脱脂奶粉或 1%~3％ BSA 封闭 30~60
min；加入阳性孔培养上清 100 µL/孔，37℃ 1~2 h；

PBST 洗涤 3 次后加入按说明书稀释 10 000 倍的

辣根过氧化物酶标记兔抗鼠 IgG 二抗（Sigma 公

司）100 µL/孔，37℃, 1~2 h，PBST 洗涤 3次后，

用 OPD-H2O2底物显色，2 mol/L H2SO4终止反应

后，用酶标仪读取 OD492的值，以与阴性 OD 值

比值大于 2.1 为阳性。获分别对褐飞虱抗原有特

异性反应的阳性孔 4 个。筛选出的特异性阳性孔

用常规的有限稀释法克隆，获对褐飞虱抗原有特

异性反应的杂交瘤细胞株二株。细胞株进一步扩

大培养，用于制备单抗腹水和液氮冻存。

杂交瘤细胞通常用含有 8％~10%的二甲亚砜

和 20％小牛血清的培养基冻存于液氮中，在液氮

中细胞可以保存多年，在－80℃中可以作 3~6个月

短期保存。冻存细胞需要缓慢降温，复苏细胞时需

快速升温，这样可以确保细胞有较高的存活率。

1.6 单抗腹水制备及纯化

取 8 周 龄 左 右 BALB/C 小 鼠 ， 腹 腔 注 射

0.3~0.5 mL 降植烷（Sigma），7~10 d 后腹腔注

入（5~10）×105 个杂交瘤细胞，注射后 7~10 d
可见小鼠腹部明显膨大，取腹水，2 000 r/min 离

心 3 min，收集上清液，即为腹水型单抗。取 1
倍体积腹水加 2倍体积 0.06 mol/L pH 4.8醋酸缓

冲液稀释，加辛酸（30 µL/mL 腹水），室温下

边加边搅拌，4℃澄清 1 h，12 000 r/min 离心 20

min，收集上清，再用 50%饱和硫酸铵沉淀免疫

球蛋白，4℃放置 2 h，3 000 r/min 离心 20 min，

沉淀用 2 倍体积的 PBS 溶液溶解，在 4℃流动透

析 24 h后即获纯化的腹水型抗体，－70℃保存。

1.7 单抗的亚类鉴定和腹水效价测定

将 单 抗 腹 水 与 Sigma 公 司 的 标 准 抗 小 鼠

IgG、IgG1、IgG2a、IgG2b、IgG3 和 IgM 抗体，

作双向琼脂扩散试验，结果表明，二株单抗的亚

类均为 IgG1。用常规间接 ELISA 方法检测腹水

型单抗的效价，结果表明上述二种单抗的效价均

在 106~108之间。

1.8 待测样品处理

将田间采集到的褐飞虱的捕食性天敌拟环

纹豹蛛－20℃冻死，加入 100 µL 的 0.01 mol/L
的 PBS（pH 7.2）研磨，待样品成匀浆状后加入

900 µL PBS，定容至 1 mL/头，转移到离心管中，

5 000 r/min 离心 10 min，取上清，15 000 r/min
低温离心 15 min，取上清， －20℃保存待测，

同时以供水饥饿 15 d 的拟环纹豹蛛作为阴性对

照，处理方法同上。

1.9 ELISA检测

田间捕获的拟环纹豹蛛均单头检测。采用以

上制作的单抗进行抗体夹心 ELISA 检测（Crook
and Sunderland，1984；赵伟春等，2002）。酶

标单抗采用改良的过碘酸钠法制备（郭春祥和郭

锡琼，1983）。检测过程中单抗稀释 1 000 倍，

辣根过氧化物酶标记单抗稀释 4 000 倍，每头拟

环纹豹蛛样品稀释 100 倍。用拟环纹豹蛛 100 倍

稀释液将褐飞虱抗原进行倍比稀释（50~51 200
倍）做标准曲线。求出阴性对照 OD 值得平均值

N 和标准误 SD，样品 OD 值 P≥N + 3SD，视为

阳性反应，否则为阴性反应。计算各样品对褐飞

虱单抗的阳性反应率，并根据抗原标准曲线将检

测的 OD 值转换为褐飞虱雌成虫数。

根据赵伟春等（2005）建立的估计拟环纹

豹蛛对褐飞虱捕食量的计算公式，将猎物残留

生物量、田间调查前 3 d 的温度和捕食者密度代

入方程：
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tDp = 0.1526 + exp（3.9716-0.1347  T），

P = Q0 d/f tDp。

其中，tDp：猎物可测定时间，T：田间温度，

P：捕食量，Q0：猎物残留量，d：捕食者密度，

f：消化系数。

计算田间被拟环纹豹蛛捕食的褐飞虱的生

物量，再根据被捕食褐飞虱的生物量及田间褐飞

虱生物量，计算田间褐飞虱的被捕食率，从而分

析拟环纹豹蛛对褐飞虱的捕食作用（图 2）（赵

伟春等，2005）。

2 单抗技术在定量分析捕食者和猎
物关系的一些应用实例

节肢动物的捕食作用受捕食者的捕食频率、

捕食量和消化速率等各种因子的影响，因此捕食

作用的定量评价非常困难。自从单抗方法引入捕

食作用研究以来，一系列定量评价捕食量的公式

被建立起来。Hagler 等（1991）制备出豆荚草盲

蝽 Lygus hesperus 的单抗，用于比较多种捕食性

天敌的 OD 值和阳性反应率，粗略地评价了天敌

的控制作用。Greenstone 和 Hunt（1993）利用单

抗研究了美洲棉铃虫 Helicoverpa zea 5龄幼虫在

长足胡蜂 Polistes metricus 肠道中的降解动态，

为定量研究长足胡蜂取食美洲棉铃虫奠定基础。

Hagler 等（1995）利用红铃虫作为抗原制备的单

抗检测了捕食性天敌暗小花蝽 Orius triaticolor
肠道中抗原含量，定量地评价了暗小花蝽对红铃

虫卵的捕食作用。赵伟春等（2005）用怀卵褐飞

虱用抗体夹心 ELISA 对浙江稻田拟环纹豹蛛与

褐飞虱关系进行了研究，结果表明拟环纹豹蛛对

褐飞虱单抗的阳性反应率与田间褐飞虱生物量

及拟环纹豹蛛对褐飞虱的占有量显著相关，并且

定量地评估了拟环纹豹蛛在特定密度下对褐飞

虱的捕食率。Monzo 等（2012）利用地中海实蝇

Ceratitis capitata 重组单抗成功检测到捕食者体

内地中海实蝇的抗原，该重组单抗特异性比传统

单抗的特异性更高。Schmidt 等（2012）制作了

双翅目蝇类的单抗 Dros W-VI-B8 用来检测在玉

米 田 和 大 豆 田 以 及 室 内 饲 养 的 豹 蛛 Pardosa
milvina 对蝇类捕食量与蝇类种群密度的关系。

3 讨论

1971 年 Engvall 和 Perlmann 第一次建立了

ELISA 检测方法，使对抗原和抗体的检测和定量

可以通过简单的颜色反应实现，它把抗原、抗体

的免疫反应和酶的高效催化反应有机的结合在

图 2 拟环纹豹蛛捕食褐飞虱数量随时间变化（引自赵伟春等，2005）
Fig. 2 Dynamics of Nilaparvata lugens consumed by Pardosa pseudoannulata (from Zhao et al., 2005)
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一起。免疫学检测方法的前提基础是必须要先制

备高度特异性的单抗，一旦获得单抗，此后的免

疫 学检 测 方法 最 大 的特 点 为灵 敏 度高 （1~20
ng），同时具有操作简单、易于标准化且批次间

差异小、特异性好、安全并可同时检测大批量样

品的优点。单克隆抗体技术的最大优点为一个单

抗特异性的结合一个抗原。由于单抗针对某一特

定的抗原决定簇，我们可以制备出针对某一特定

害虫且不与其他昆虫发生反应的单抗，通过检测

捕食者消化道中是否含有该特定害虫的蛋白，就

可以确定捕食者是否取食该害虫。但是，制备单

抗需要相对较长的时间，而且技术要求高、难度

大，因此，到目前为止，只有少数的单抗被真正

用于田间捕食者和猎物相互关系的研究（黄葵

等，1992；Hagler and Naranjo，1994；张古忍等，

1997）。虽然捕食者对猎物的捕食作用受多种因

素的影响，如果消化时间和每次取食的量以及与

温度等因素的关系通过实验研究确定的话，对捕

食数量进行估计就成为可能，但是要想在实验条

件下完全模拟自然界的环境温度、捕食者密度以

及猎物密度等因素是不可能的，因此对捕食者和

猎物的定量评价也是相对的。

20 世纪末，聚合酶链式反应（PCR）被大规

模应用，越来越多的人开始使用这种方法来研究

捕食者和猎物之间的关系（Wang et al., 2013），

但是单抗技术并未被完全取代。PCR 准确度确实

高，这是因为 PCR 检测技术建立在 DNA 提取、

扩增、测序和序列分析等现代先进的分子生物学

基础上，鉴定准确度非常高，适合用于实验室的

科学研究。但 PCR 操作复杂、耗时长、成本高，

而且需要 PCR 仪、电泳仪、凝胶成像系统、测

序仪等昂贵的仪器设备，对检测员的操作技能和

知识储备的要求也相对较高，而且每次检测的样

本数也比较少，不适合大量样本的检测，也不适

合基层植保站和检验检疫部门的农技人员进行

操作。此外，PCR 技术只能检测种的特异性，对

于该种的不同发育阶段则无能为力，而单克隆技

术 可 以 精 确 到 各 个 龄 期 （Greenstone et al.，
2013）。同时，在生态系统中，利用 PCR 检测

方法来评估捕食者对猎物的捕食作用也同样受

猎物密度、捕食者密度、饥饿状态、环境温度和

取食频率等众多因素的影响，这两种技术间并不

是取代与被取代关系，而是可以相辅相成的。

Hagler 等（2013）结合单抗技术及 PCR 技术对

柑 橘 园 中 褐 透 翅 尖 头 叶 蝉 Homalosisca
vitripennis 和它的捕食性天敌进行研究，结果表

明，这两种方法检测的捕食性天敌捕食猎物的阳

性率存在一定的差异。随着定量 PCR 技术和新

一代测序技术的发展，使我们对捕食者和猎物间

关系的检测有了更多的方法可以选择，但各种方

法间存在一定的差异，我们面临的挑战是如何结

合这几种方法，使捕食者捕食猎物的量更加接近

实际情况。

由于单克隆抗体技术只是一种相对定量的

方法，而不是绝对定量。因为：（1）由于被捕

食猎物在捕食者体内的残留量与检测时间和实

际捕食时间的间隔时间长度，以及此期间的温度

有关，而我们并不知道捕食者实际捕食的时间；

（2）同种不同年龄个体测得的结果是不同的，

田间猎物不同年龄的个体同时存在，不同捕食者

对不同年龄也会有一定的选择性，但田间条件下

实际捕食不同年龄个体数或比例需要取样调查

方可得知。因而，为了提高该方法的准确性，需

要结合特定猎物捕食后随时间的降解动态与温

度等环境因子之间的关系的实验、对特定猎物不

同年龄捕食选择性及其受相关因子影响的实验、

田间猎物和捕食者的群落动态取样调查。在此基

础上，构建综合评判模型，可更加准确、精细地

评估捕食者对猎取的捕食功能。
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