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【摘 要 」 制备牛血清白蛋白
一

链霉素
一

免疫 小鼠
,

用细胞融合技术制备抗链称素单克隆抗体

杂交瘤细胞
,

体内诱生腹水法制备
。

依据竞争 原理
,

应用 研制 快速
沙

检测试剂盒
一 ,

并对其灵敏度
、

准确度
、

特异性
、

基质效应性等进行检测
。

结果表明
, 一

标准曲线呈典型

的 型
,

线性检测范围为 一 料 ,

相关系数
, ,

灵敏度为 拜 ,

半数抑制浓度
。

为

哆
,

检测限为 拜
沙

奶样
、

猪尿样的平均添加回收率分别为 和
一

与双氢链霉素的交叉 反

应率 为 与其他抗生素类药物的 基质对
一

的检测结果影响不大
。

可见
一

具

有快速
、

敏感
、

特异
、

简便等特点
,

适合于 残留的快速检测
,

具有较高的推广应用价值
。
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,

链霉素
,

属氨基糖昔类抗生

素
,

对结核杆菌有较强的杀灭效果川
,

但长期使用易

产生 耐 药性
,

导致 永 久 性 耳 聋
,

因此 已 被 禁

用川
。

农业部于 年发布了《动物性食品中兽药

最高残留限量 》的通知
,

并规定牛奶中 的最高残

留限量 为 拌 ’〕。

国内外学者对

的残留检测方法进行 了大量研究
,

建立 了气相色谱
、

高 效 液 相 色 谱
、

气
一

质 联 用
、

液
一

质联用 等方法
,

这些方法均具

有所需仪器 昂贵
、

样品前处理复杂
、

繁琐费时
、

不能

现场操作等缺陷
一

‘ 〕,

因此建立一种简便易行 的

检测方法具有重要意义
。

方法具有灵敏
、

快

速
、

特异性强
、

简便等优点
,

近年来倍受关注
。

本研

究 以链霉素
一

牛血清白蛋 白
一

为免疫原
,

应

用杂交瘤技术制备针对 的高价
、

敏感
、

特异
、

高

亲和力的单克隆抗体
,

研制竞争 试剂

盒
一 ,

并对其性 能进行 了测定
,

以期 为

的快速检测奠定基础
。

材料与方法

材 料

试剂与溶液 级 小鼠购 自郑州

大学医学院 小鼠骨髓瘤细胞株 细胞 由英 国国

家动物健康研究院惠赠
、

庆大霉素
、

卡那霉素
、

盐霉素
、

氨节青霉素
、

磺胺心吮
、

磺胺二 甲氧嚓吮和

磺胺间 甲氧喃 睫 等均 购 自 公 司
,

纯 度

辣 根 过 氧化 物 酶
、

山 羊 抗 鼠

和
, ‘ , , 忆四甲基联苯胺 购 自

上海华美公司 其他试剂市售所得
,

均为 级
。

标准液 以 的磷酸盐缓

冲液 为稀释液
,

准确配制 的 母液
,

根据需 要 配制标准液
。

洗液 含体积 分数
一

的
。

包被液
诊

为 的碳酸盐缓冲液
。

竞争 封闭

液
、

稀释液为含体积分数 猪血清的
。

酶底

物为 的磷 酸
一

柠檬 酸 缓 冲液
。

终 止 液 为

的硫酸溶液
。

主要仪 器
一

核酸蛋 白分析仪
,

德国

公 司生产 型酶标仪
,

美国
一

公司生 产
一

型 洗 板 机
, 。一

公 司 生 产

电 子 天 平
,

德 国 公 司 生 产

酸度计
,

美国 公 司生产
一

高

速冷冻离心机
,

德国 公 司生产
一

自动

双重纯水蒸馏器
,

上海亚荣生化仪器厂生产
。

杂交瘤细胞株的制备

人 工 抗 原
一

和
一

的制备

采用 一步法合成人工抗原
一

与包被抗

原
一 。

具体方法为 第一 步采用肘化处 理
,

引入梭基 第二 步采用 一 步法合成
一

和
一 ,

透析后的反应液用
一

过

柱纯化
,

监测
,

收集第一峰
,

制得人工抗原
,

一 ℃保存备用
。

多抗 血 清 的 制备 与 鉴 定 用

免疫 周龄雌性 小 鼠 只
,

剂量 为

拌 只
,

配制成 拼 的溶液背部皮下分点注

射
,

免疫程序参见文献 〕
。

小鼠超免后
,

摘除眼

球
,

眶下窦采血
,

分离血清即为阳性
。

小 鼠脾细 胞与 骨健瘤细 胞 的融 合 融

合前一天
,

无菌条件下取 比 小 鼠腹腔内细胞做

饲养细胞
,

铺 孔细胞培养板备用
。

脱颈 致死 小

鼠
,

无菌取脾脏制备脾细胞
,

在体积分数 写

作用下与融合前 用
一

传代培养

的 骨髓瘤细胞融合
。

将融合后 的细 胞悬 液接

种到 已 铺 有 饲 养 细 胞 的 孔 细 胞 培 养 板 中
,

用

培养液培养川
,

分别于第
、

和 天换液
,

第

天起用
一

培养 用间接 法和阻

断 法进行筛选
,

选择强阳性
、

抑制率高
、

细胞

生长旺盛的孔进行有限稀释克隆化
,

之后扩大培养
、

冻存并鉴定
。

的制备 体内诱生腹水法困 制备
。

将融合后 的细胞扩大培养
,

待细胞密度

达到
一 ‘时

,

收集并检测效价
。

将 周龄

小鼠腹腔注射灭菌液体石蜡 只
,

后注人克隆化阳性细胞
,

个
,

后抽取腹水
,

用饱和硫酸钱盐析法纯化
。

亲和力常数的

计算参见文献 「〕
。

一

的研制
一

的制备 采用过碘酸钠法
’」将小

分子 标 记 到大分 子 物 质 上
,

制备
,

过
一

柱 纯 化 后
,

加 等 量 甘油冻

存
。

与
一

最佳 工作浓度的确 定

用方阵滴定法 〔 〕确定竟争 试剂盒 中

和
一

的最佳工作浓度
。
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竟争 方法建立 配制质量浓度分别

为
, , , , , , , ,

和 拜 的 标

准液
。

参照 , 〕的方法进行竟争 检

测
,

检测 步骤 如下 将 包被 于 固相 载

体
,

质量浓度为 拌 , 拼 孔
,

℃温育
,

洗板 用体积分数 猪血清封闭
,

汕 孔
,

℃温育
,

洗板 加人最佳工作浓度

的
, 拌 孔

,

用封闭液稀释
,

设阴性对照

和空白对照
,

℃温育
,

洗板

加人最佳工作浓度的
,

用封闭液稀释
,

川丫孔
,

同时加人等体积 标准液
,

℃温育
,

洗板 加酶底物显色
, 拼 孔

,

室温反应

加人终 液 拼 孔终止显色反应
,

用酶标仪测
。

值
,

记录结果
,

绘制标准曲线
。

半 数 抑 制 浓 度
。 的 计 算 用 竞 争

法测定 对不 同浓度 标准液的

抑制率
,

以 。
为不 同浓度标准液的

。 。

值
,

。

为零浓度标准液的
。

值 为 轴
,

以 标准

液浓度的常用对数值 【 」为 轴
,

在半对数坐

标图上绘制标准曲线
,

求回归方程
,

进行 回归分析
,

并计算半数抑制浓度 。 。

待检奶和尿样的预处理

鲜牛奶样用 缓冲液按体积 比
,

稀释成含体积分数 的奶样处理液
,

如有混

浊用 层滤纸进行过滤
。

猪尿样不需要进行特殊处

理
,

一般可直接用于检测
,

若尿样中有混杂物浑浊不

清
,

可 离心 或过滤
,

取

上清液或滤液用 于检测
。

如需要稀释为更小浓度

时
,

奶样和猪尿样均用 缓冲液进行

稀释处理
。

一

性能的测定

灵教度 灵敏度决定于标准曲线的斜率和

零浓度标准点
。

变异的大小
。

斜率的绝对值越

大
、 。

的变异越小
,

则灵敏度越高
。

灵敏度通常用

检测限 表示
,

指能使标准液与抗体的结

合水平发生统计学意义上的显著改变所需的标准物

最小浓度
,

一般取
。

次测定结果 的平均值 叉

减去其 倍标准差
,

即按 照 如下公式进行计

算 「灭一 叉」 图
,

将 值代人标

准曲线回归方程计算出对应的 质量浓度
,

即为

该试剂盒理论上的检测下限
。

准确 度 用 添加 回收 试 验进 行测定
。

将

标准液添加到奶样 和猪尿样 中
,

使其终质量浓

度分别为
, ,

和 拌 ,

每个质量浓度设

个重复
,

以添加回收率和变异系数确定
一

准确

度
。

特异性
一

的特异性决定于

对 同系物 氨基糖昔类
、

结构相似物等其他抗

生素类药物的交叉反应性
。

根据 对

与各竞 争 物 的
。 ,

按 照 下 式 计 算 交 叉 反 应 率

一 。

竞争物
。 。

基质效应性 分析 缓 冲液
、

奶样
、

猪尿

样 种基质对测定结果的影响
,

以 和各样品处

理液为基质
,

将 分别溶于 种基质中
,

配制成质

量浓度为
, , , , , , ,

和 拌 的标准

液
,

按照
一

的操作方法测定
。 ,

绘制曲线进

行分析
。

结果与分析

杂交摘细胞株的建立

细胞融合后
,

块细胞培养板有 孔杂

交瘤克隆形成
,

融合率达
。

间接 法检

测结果显示
,

阳性孔有 孔
,

阳性率为
。

阻断

法筛选
,

次克隆化后获得了
一 一

株杂交瘤细胞
,

经 多次传代
,

次冻存与复苏
,

杂交

瘤细胞分泌抗体稳定
。

制备腹水获得
,

其

亲和力常数为 , ’ 。

与
一

的最佳工作浓度

方阵法结果显示
,

的最佳工作浓度为
, , 一

的最佳工作浓度为
, 。

岁飞勺、︶

图
一

标准曲线
一

一

的标准曲线

用竞争的 法测定 对 标准

液的抑制结果
。

由图 可知
,

曲线呈典型的 型
,

回

归方程为 一
,

相关系数
,

。

根据回归方程计算出 对 的
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。

为 拌
, 。

为 拼
,

试剂盒的线 剂盒的检测限为 拌
砂 。

性检测范围为 一 拜
。 一

的准确度
一

的灵敏度 由表 可知
,

对 已知 质量浓度的奶样
、

尿液

用竞争 法检测 个不同批次的空 白标 标准样品液进行检测
,

质量浓度为
, ,

和

准品的
。

求 值
。

结果显示
,

叉 一
,

标准方 拌 样品的回收率均为 一
,

奶样平

差 一
,

一
,

将 值代人曲线回归方 均回 收 率 为
,

尿 样 的 平 均 回 收 率 为

程计算出 一 拜
,

即该试剂盒 的灵 敏度 变异系数均在 一
,

平均变异系

为 。 拌 ,

也是其理论检测下 限
,

但考虑到实际 数小于
。

表明
一

具有较高的准确度
。

检测工作的需要 和用户操作方面的误差
,

确定该试

表
一

检测不 同样品的添加 回收试脸结果 二

一

基质 含量 拜
· 一 ’ 平均值 拜

· 一 ’ 回收率 变异系数

士

土

士

士

,妇月任任八己

内自

,

奶样

心‘冷性

月卜,山

‘上

猪尿样

士

士

士

士

士

土

士

士

士

士

土

士

一

特异性检验结果 与双氢链霉素的交叉反应率为
,

与其他抗

由表 可知
,

的
。

为 拌
, 一

生素类药物的交叉反应率均小于
。

裹
一

与 类似化合物的交叉反应率
一 一

类类似物 半数抑制浓度 交叉率 类似物 半。抑制。 交叉率

拌
· 一 一

。
’ 一 ’ , 一 , ‘

黑黑忽鬓黑
。 。 。 , 。 ····· ·。 · · · 。。。

一一
链链霉素 泰勒菌萦 , , , ‘ 。

·

‘‘

卡卡那霉素

】黑凳竺蓄翼曹
“‘ ’ ‘ 。。 。

’

“。‘‘

庆庆大霉素 二刃下 ” 一
’ 一

盐盐霉素 ” , , , · ,

鲜劳间 甲氧呀终 。。。 。

, , ‘ ,

今 处理液

含体积分数

液
、

猪尿样和含体积分数 牛奶奶样基质处

理液的
。

分别为
,

和 拼 ,

未稀释的

牛奶样的
。

偏差较大
。

结果说明
,

不 同基质对其

标准液的吸光值有一定影响
,

除未经 缓冲

液稀释的奶样影响较大外
,

其他基质对其 标准

液的
。

影响不大
,

可见上述样 品的处理方法 是可

行的
,

不 同样 品处理液对试剂盒 的敏感性 和检测结

果影响不大
。

︸︸,了尸﹄日八“

岁、︵
。

芝勺︶

讨 论
图 不同基质对

一

的影响
一

一

墓质效应性检验结果

由图 可知
,

不同基质 标准液的
。

不 同
。

的免疫学特性

免疫学检测方法是 以抗原抗体的特异性
、

可逆

性结合反应为基础的分析技术
,

特异性强
、

亲和力高



西北农林科技大学学报 自然科学版 第 卷

的 是建立免疫学分析方法 的关键
。

本试验应

用 住梭 甲基轻胺对 进行肘化处理
,

然后采用

一步法 合成 了分子结合 比分别为
,

和
,

的完全抗原
一

及包被抗原
一 ,

次免疫 小 鼠后
,

应 用 杂交瘤技 术筛选 出
一 一

株杂交瘤细胞制备
。

竞争

法测定腹水效价为
, 只

,

亲和力

常数为 ” , 。。
为 拌

,

敏感度

为 拌 ,

与 结构相似物的双氢链

霉素的交叉反应率为
,

与其他抗生素类药

物无交叉反应
。

在成功制备出特异性强
、

亲和力高

的 的基础上
,

依据竞争 反应原理

设计组装了快速检测动物奶样和尿液中 的酶联

免疫试剂盒
。

免疫学检测方法与其他检测方法的比较

抗原抗体反应 的高特异性和高亲和性使竟争

法具有极高的选择性和灵敏性
,

不同的反应

介质对测定结果影响极大
,

因而样本预处理是一项

非常重要的工作
。

由于 可溶解于 缓 冲液
,

故本试验选择 缓冲液为基本反应介质
,

所绘制

的标准曲线适用 于 以 缓冲液为反应基质的处

理液
,

所 以待测奶样
、

猪尿样均用 缓冲液进行

稀释处理
。

猪尿样 的检测结果与含体积分数

牛奶的奶样处理 液相 当
,

优于 未作稀 释 的奶样
。

等
‘〕用 乙睛

一

水混合液 乙睛
,

水

为提取溶剂处理奶样
,

试验结果优于直接用

缓冲液处理的奶样
,

但该法操作繁琐
。

因此
,

作

者建议粗检时可直接用 缓冲液处理奶样
,

精检

时用有机溶剂处理奶样
。

等 仁’一

川 用
,

蔡醒
一 一

磺酸对待测奶样进行柱后衍生化处理
,

采用

高压液相色谱法进行检测
,

结果显示奶样的添加 回

收率为 一
,

检测 限为 拌
。

等〔” 〕用 牙蔡酿
一 一

磺酸对待测奶样和组织样进行柱

后衍生化处理
,

采用荧光高压液相色谱法进行检测
,

结果表明奶样和组织样的添加 回收率均大于

等 〔’ 〕采用免疫学方法制备的绵羊多克

隆抗血清
,

最低检测限为 拌
,

种基质的检测范

围为 一 拼
。

与以上试验结果相 比
,

本研 究

所制备的 灵敏度高
、

准确性好
、

特异性强
,

样品处理过程简单
,

可用于 的残留检测
。
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