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摘   要：本试验通过碳二亚胺(EDC)法把氧氟沙星(OFLX)与载体蛋白 BSA和 OVA分别进行偶联制备免疫抗原和包

被抗原，并采用紫外扫描法和 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳方法对合成抗原进行了鉴定。通过杂交瘤常规技术获得了

抗 OFLX的单克隆抗体杂交瘤细胞株 7株，用辛酸 -硫酸铵法对腹水进行了纯化。纯化腹水均属 IgG1型。经过 ELISA

方法鉴定，纯化后的抗体效价＞ 1:128000；交叉实验证明所得抗体与达氟沙星、洛美沙星、环丙沙星、诺氟沙

星、卡那霉素、庆大霉素、泰乐菌素均没有交叉反应，表现了良好的敏感性和特异性。
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Abstract ：The Ofloxacin(OFLX) is coupled to BSA as an immunogen and to OVA as a coating antigen using the coupling agent

EDC. The immunogen and coating antigen have been identified by the method of ultraviolet scanner and SDS-PAGE. Mono-

clonal antibodies hybridoma cell against OFLX 7 strain have been gained and ascites have been purified by using a caprylic acid/

ammonium sulfate precipitation (CA-AS). Subclasscs of surified ascites was IgG1. Valency  of antibody purified is higher than

1:128000, and the antibody wasn't cross-reactivity with Danofloxacin, Lomefloxacin, Ciprofloxacin, Norfloxacin, Kanamycin,

Gentamicin, Tylosin by ELISA. And the purified monoclonal antibody against OFLX shows a very high degree of sensitivity

and specificity.
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氧氟沙星(Ofloxacin，OFLX)是第三代喹诺酮类药

物，又名氟嗪酸，是由日本第一制药株式会社于 1 9 8 0

年开发的一种抗生素，因为分子的基本结构中引入了疏

水性的氟原子及亲水性的恶嗪环，使其抗菌活性得到了

增强，与早期喹诺酮类药物相比，其细菌耐药性也大

大降低了[1]。正因如此，氧氟沙星经常被作为饲料添加

剂或防治疾病的兽药使用。目前由于我国畜牧市场的混

乱，抗菌药物使用混乱，严重的影响我国畜产品的质

量。我国农业部对氧氟沙星的停药期做出了明确规定，

其注射液停药期为 2 8 d，弃奶期 7 d，产蛋鸡禁用；其

溶液停药期为 28d，产蛋鸡禁用。目前国际上常用的氧

氟沙星药残的检测方法主要高效液相色谱 - 质谱联用法

(HPLC-MS)和气相色谱 -质谱联用法(GC-MS)等。这些方

法虽然灵敏、准确，但检测时间长、耗资大、对人

员素质要求高，不适合用来对大批量样品测定，不适

应快速、简便的市场监测要求。因此，本实验联合单
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克隆抗体和 E L I S A 技术，建立一种精确、简单、快速

氧氟沙星药物残留的检测方法以适应市场的要求。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物及瘤细胞

8 周龄雌性 B A L B / c 小鼠(长春生物制品所提供)；

SP2/0细胞(由本室保存)。

1.1.2 试剂

氧氟沙星标准品(9 8.4% )、盐酸环丙沙星标准品

(99.7%)、盐酸洛美沙星标准品(99.8%)、乳酸诺氟沙星

标准品(99.6%)、甲磺酸达氟沙星标准品(99.7%)、泰乐

菌素(1015IU/mg)、卡那霉素(775IU/mg)、庆大霉素

(546IU/ml)    中国兽医药品监察所；碳二亚胺(EDC)、卵

清蛋白(OVA)、牛血清白蛋白(BSA)、N- 羟基琥珀酰亚

胺(NHS)、HT(50 ×)、HAT(50 ×)、50%PEG、邻苯

二胺(OPD)、抗体亚型鉴定试剂盒(Sigma)；HRP酶标羊

抗小鼠IgG    北京中杉生物公司。

1.1.3 仪器

BECKMAN DU-640 核酸蛋白分析仪(USA)；PALL

不锈钢板式滤器(USA)；PALL PL5241超纯水仪(USA)；

自动凝胶成像仪(EEC)；SZ-93自动双重纯水蒸馏器    上

海亚荣生化仪器厂。

1.2 方法

1.2.1 免疫抗原和包被抗原的制备[2,3]

准确称取 N-羟基琥珀酰亚胺(NHS)2.88mg、碳二亚

胺(EDC)10.23mg、氧氟沙星(OFLX)3.86mg、加入 230ul

的 N’N - 二甲基甲酰胺( D M F )。此溶液称为溶液 A。

溶液 A 室温，搅拌，遮光，孵育 2 4 h 。

准确称取牛血清白蛋白(BSA)26.4mg，加入 0.01mol/L

pH7.4 磷酸盐缓冲液(PBS)1.72ml。此溶液称为溶液 B。

将孵育好的溶液 A 逐滴加入溶液 B 中，边加边搅拌。室

温搅拌 3 h。

反应结束后，在 4℃冰箱中用 0.01mol/L pH7.4 PBS

透析 6d，每天换液 3 次。最后将透析后的溶液(OFLX-

BSA)定容 3ml，分装－ 20℃保存。

同法合成包被抗原氧氟沙星 - 卵清蛋白( O F L X -

O V A )。

1.2. 偶联抗原的鉴定

1.2.2.1 紫外波长扫描法[4]

用 PBS(0.01mol/L，pH7.4)稀释 OFLX、BSA、OVA

和两种偶联物：O F L X - B S A 和 O F L X - O V A，配置成一

定浓度的溶液(使浓度保持一致)，然后用 B E C K M A N

DU-640核酸蛋白分析仪进行紫外扫描，得到它们的紫外

吸收光谱图。

再根据原理：偶联产物中 A、B 两种分子偶联前均

有各自的最大吸收峰，其在最大吸收峰波长处的吸光值

分别为 A A a m、A B b m。但偶联产物在 A、B 两种分子

最大吸收峰波长处的吸光值 A C a m、A B b m 均为在此波

长处两种分子自身吸光值的叠加：

ACam=KAam×Ca×L+KBam×Cb×L             (1)

ACbm=KBam×Cb×L+KAbm×Ca×L             (2)

两式相除，经变换得

Ca/Cb=(ACam× KBbm－ ACbm× KBam)/ (ACbm×

KAam－ACam×KAbm)                                                     (3)

Ca/Cb 即为偶联产物中 A、B 两种物质的分子结合

比 。

1.2.2.2 SDS-聚丙烯酰胺电泳法[5]

BSA、OVA、OFLX-BSA和 OFLX-OVA均用0.01mol/L

pH7.4 PBS 稀释到适当浓度。浓缩胶浓度为 5%、分离

胶浓度为 1 0 %、电极缓冲液为甘氨酸。以 6 0 V 电压恒

压，待溴酚蓝进入分离胶后，电压调到 1 2 0 V。电泳完

毕后固定液固定 30min，考马斯亮蓝 R-250染色剂染色过

夜，脱色液脱色至背景清晰为止。蛋白电泳图通过凝

胶成像仪成像并且进行分析。

1.2.3 单克隆抗体的制备

1.2.3.1 动物免疫

取 8周龄雌性 BALB/c小鼠(体重 14～16g)首免采用

OFLX-BSA 与等量福氏完全佐剂混合，注射器互推法乳

化完全后腹腔注射，剂量为 100μg/ 只左右。3 周后进

行二免，以后每隔两周加强免疫一次，换用福氏不完

全佐剂，其余同前。三免后，小鼠断尾采血，用间

接 ELISA方法检测血清效价，直至血清效价达到 1:8000

以上。融合前 3 d ，不加佐剂，进行强化免疫。

1.2.3.2 细胞融合

免疫脾细胞与SP2/0细胞按10:1比例在50% PEG-1000

作用下进行细胞融合，用 H T 培养液悬浮再分种于前一

天已制备好培养层细胞的 4块 96孔细胞培养板中，放入

3 7℃、5 %  C O 2培养箱中，2 4 h 后补加 H A T 培养液。

1.2.3.3 杂交瘤细胞的筛选及克隆化

融合后 4d 用 HAT 培养液对细胞进行换液，一周左

右观察孔内细胞长至 1/2视野(100倍镜下观察)，取上清

液采用间接 ELISA法来筛选特异性抗体：首先用 OFLX-

OVA包被酶标板每孔 100μl(浓度为 4μg/ml)，放 4℃冰

箱中孵育过夜，1% 明胶每孔 100μl，37℃封闭 1h，加

被检上清液每孔 100μl，同时做空白对照和用 SP2/0细

胞上清做阴性对照。加羊抗鼠酶标二抗(HRP-IgG 1:10000

稀释)，3 7℃温箱中孵育 1 h 后洗板，加 O P D 底物溶液

显色。用酶标仪 O D 4 9 0 读值，进行数据分析。选取阳
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性孔最强效果最明显的孔采用有限稀释法对细胞进行克

隆化。

1.2.3.4 融合细胞的染色体鉴定[6]

细胞于 37℃、5% CO2培养箱中培养 48h。弃原液，

用 10%胎牛血清 1640培养基(FBS-1640)，调整至细胞浓

度为 1× 105个 /ml，体积 10ml左右。加入 10μg/ml的

秋水仙素，使终浓度为 0.1ug/ml，继续培养 3h。将细

胞吹打均匀，移入离心管，1000r/min离心 8min，吸去

上清液，留下约 2ml。立即加入 37℃预热的 8ml 0.5% KCl

低渗液，混匀，与 3 7℃温箱中静置 2 0 m i n。加入新配

置的固定液(甲醇:冰醋酸 =3:1)1ml，边滴加边摇晃，混

匀后，1000r/min离心 8min，去上清留底层细胞。再沿

管壁缓缓加入固定液 5 m l，混匀，于 3 7℃温箱中静置

30min。1000r/min离心 8min，去上清留底层细胞。加

0.5ml 固定液，吹打制成细胞悬液。取冰冻洁净的载玻

片，每片滴加细胞悬液 1～2 滴，立即吹散，在酒精灯

上通过几次，使细胞平铺于载玻片上，于空气中干燥。

用新配制的吉姆萨染液(吉姆萨原液 1 0 倍稀释)染色

1 0 m i n，自来水冲洗后晾干。观察其染色体条数。

1.2.3.5 单抗的大量制备

取 4 只健康雌性的 BALB/c 小鼠，腹腔注射液体石

蜡每只 0.5ml，7～14d后，每只小鼠腹腔注射 2× 106个

杂交瘤细胞，7 ～1 0 d 后，无菌采集腹水，并用间接

E L I S A 测定其效价。

1.2.4 抗体的纯化[7]

获得的腹水先通过离心法去脂：腹水 6000× g离心

1 0 m i n，收取上层液体，弃沉淀，然后放入 4℃冰箱中

2h，12000× g离心 15min，吸弃表层油脂，上清备用。

再通过辛酸 - 硫酸铵法纯化：腹水上清加入 4 倍体积的

0.06mol/L，pH4.0的醋酸缓冲液，用 0.1mol/L NaOH调

节 pH 至 4.8，辛酸逐滴加入混合溶液中，边加边搅拌，

加完后继续搅拌 30min，(均在 4℃下进行)，10000× g离

心 30min，去沉淀。取上清加入 1/10体积的 0.1mol/L

PBS，用 1mol/L NaOH小心调节 pH至 7.4。冷却至 4℃，

每 ml加硫酸铵0.277g，搅拌30min，5000×g离心15min。

弃上清，将沉淀溶于少量 0.01mol/L PBS中。对 0.01mol/

L PBS 4℃，透析过夜。4℃，5000 × g 离心 20min，

去除不溶性沉淀，－ 2 0 ℃保存。

1.2.5 抗体纯化的鉴定

1.2.5.1 抗体纯化 SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳鉴定

纯化后的腹水和未纯化的腹水均用0.01mol/L pH7.4

P B S 稀释到适当浓度。浓缩胶浓度为 5 %、分离胶浓度

为 1 0 %、电极缓冲液为甘氨酸。以 6 0 V 电压恒压，待

溴酚蓝进入分离胶后，电压调到 1 2 0 V。电泳完毕后固

定液固定 30min，考马斯亮蓝 R-250 染色剂染色过夜，

脱色液脱色至背景清晰为止。蛋白电泳图通过凝胶成像

仪成像并且进行分析。

1.2.5.2 抗体纯化效价鉴定

首先用 OFLX-OVA 包被酶标板每孔 100μl(浓度为

1μg/ml)，放 4℃冰箱中孵育过夜，1%明胶每孔 100μl，

37℃封闭 1h，加纯化后的样品 1:1000开始梯度稀释，稀

释因子 2，每孔 100μl，同时做未纯化的腹水和空白对

照。1h后洗板 3次加羊抗鼠酶标二抗(HRP-IgG 1:10000

稀释)，3 7℃温箱中孵育 1 h 后洗板，加 O P D 底物溶液

显色。终止后酶标仪 4 9 0 n m 读值。

1.2.6 抗体的特异性检测

为了检测所得抗体是否对 O F L X 有较强的特异性，

采用间接竞争 ELISA法，在最适工作浓度的抗体中采用

板外竞争的方法加入倍比稀释的 O F L X 标准液，观察各

孔的 OD 值的变化。基本步骤与非间接竞争 ELISA 方法

基本一致，不同之处在于加样：配制浓度为 8μg/ml 的

OFLX溶液，进行倍比稀释，50μl OFLX抗体以 1/2工

作浓度加等体积倍比稀释的 OFLX 标准溶液先在 37℃孵

育 1h，同时以 50μl的抗体和等体积 PBS混合物作为标

准，以 P B S 作为空白对照，然后再加到酶标板上进行

反应，每孔 1 0 0μl，3 7℃孵育 1 h。

1.2.7 抗体的交叉反应性检测

方法同上，但抗体抑制物分别采用被比稀释的甲磺

酸达氟沙星、盐酸洛美沙星、盐酸环丙沙星、乳酸诺

氟沙星、庆大霉素、卡那霉素、泰乐菌素计算各竞争

物的 I C 5 0，比较抗体对它们的亲合性。同时，用下式

计算各竞争物与抗体的交叉反应性。

2 结果与分析

2.1  完全抗原的合成

因氧氟沙星分子中含有羧基，可通过中间物 NHS并

在 EDC 等有机溶剂的作用下与蛋白质的氨基结合，形成

蛋白质与小分子的偶联物：O F L X - B S A、O F L X - O V A。

2.1.1 紫外扫描图谱鉴定合成抗原
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图 1   OFLX、BSA和OFLX-BSA紫外扫描图谱
Fig.1     The ultraviolet absorb spectral curve of OFLX, BSA and

OFLX-BSA
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将各溶液稀释至 200μg/ml(偶联产物按蛋白计)，经

紫外扫描得各溶液得紫外吸收光谱见图 1、2，从图中

可见 B S A、O F L X、O F L X - B S A 三者的紫外吸收光谱均

有明显的差异(OVA 类同)。通过扫描测得 BSA 的最大吸

收波长为 2 7 8 n m，O V A 的最大吸收波长为 2 7 8 . 5 n m，

OFLX的最大吸收波长为 286.5nm。从扫描数据中分别找

出 BSA、OFLX和 OFLX-BSA在 278nm和 286.5nm的吸

光值；再查出 OVA、OFLX 和 OFLX-OVA 在 278.5nm 和

286.5nm下吸光值。两组数据带入公式：Ca/Cb=(ACam

× KBbm － ACbm × KBam)/ (ACbm × KAam － ACam ×

KAbm)便可算出 OFLX-BSA 的偶联率为 2，OFLX-OVA

的偶联率为 3 。

2.1.2 SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳鉴定合成抗原

从图 3、4 中可以看出，两个合成抗原 O F L X - B S A

和 OFLX-OVA 的蛋白条带在相应位置均出现了不同程度

的弥散状态。这说明每个载体蛋白质分子和小分子物质

结合的分子数目是不一致的，紫外扫描法计算的只是每

个载体蛋白质结合小分子的平均数目。图 3 中条带 2 出

现了多条带，从分子量大小来看可能是因为形成了部分

B S A 二聚体的缘故，使得偶联率较低。因此，非变性

SDS-PAGE法不仅能够非常直观的看到连接上不同数目小

分子物质的载体分子的区间分布情况，还能够粗略地计

算合成抗原地大致浓度。

2.2 单克隆抗体鉴定

2.2.1 细胞融合与杂交瘤细胞地筛选

本试验只进行了一次融合，融合率为 99.5%(382/

384)，阳性率为 46%(57/124)。最后得到 7株单抗细胞

株，从中挑选一株较好的做如下试验。

2.2.2 染色体鉴定

1.5000

0.0000
240.0 350.0

4

A

λ(nm)

Functions:Scan Smoothing:None

4.OFLX

5.OFLX-OVA

6.LVS

5

6

图 2   OFLX、OVA和OFLX-OVA紫外扫描图谱
Fig.2     The ultraviolet absorb spectral curve of OFLX, OVA and

OFLX-OVA

1 2 3

97.4Da

66.2Da

43.0Da

31.0Da

20.1Da
14.4Da

1.BSA；2.OFLX-BSA；3.低分子量蛋白 Mark。

图 3   非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳

Fig.3     The nondenaturing polyacrylamide gels electrophoresis

4 5 6

97.4Da

66.2Da

43.0Da

31.0Da

20.1Da
14.4Da

4.OVA；5.OFLX-OVA；6.低分子量蛋白 Mark。

图 4   非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳

Fig.4     The nondenaturing polyacrylamide gels electrophoresis

图 5-1    杂交瘤细胞染色体众数

Fig.5-1     The quantity of chromatosome of hybridoma

图 5-2    杂交瘤细胞染色体众数

Fig.5-2     The quantity of chromatosome of hybridoma

SP2/0细胞染色体条数为 62，脾细胞染色体条数为

40，杂交瘤细胞株染色体众数为 90～100之间。分别大

于亲本细胞，并可以见到中部和亚中部着丝点的骨髓瘤

细胞的标志染色体。说明细胞株确为 SP2/0与脾细胞融

合而产生的。
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2.2.6 纯化抗体效价检测

OFLX-OVA包被，浓度 1μg/ml。 加样的抗体浓度

及 O D 值结果见表 1。

从表 1 可以看出，纯化前后抗体效价基本上保持一

致。说明抗体纯化成功。

2.2.7 纯化后的抗体蛋白浓度

纯化后抗体通过 BECKMAN DU-640核酸蛋白分析仪

测得蛋白浓度为 1.5120mg/ml。

2.2.8 抗体特异性的检测

从间接竞争 ELISA试验结果观察，以没有加入游离

抗原，只加入抗体的孔作为对照，可见加入游离抗原

的孔 O D 值明显有所改变，而阴性对照没有明显改变。

说明抗体是针对 O F L X 的抗体。

将抗 OFLX 抗体与几种其他药物进行交叉反应性检

测，结果表明，抗 O F L X 抗体与达氟沙星、洛美沙星、

环丙沙星、诺氟沙星、卡那霉素、庆大霉素、泰乐

菌素均没有交叉反应。

3 讨  论

氧氟沙星属于小分子物质﹙分子量＜1000Da)是半抗

原，没有免疫原性，所以必须与载体蛋白偶联成为完

全抗原才具有免疫原性。自从 Landsteiner创造性的利用

半抗原制备人工合成抗原以来，许多半抗原都通过不同

的蛋白质连接技术结合到了蛋白质载体上制备成具有免

疫原性的完全抗原。本试验采用 E D C 法进行偶联，该

法反应条件温和，即使在较低的温度下(0℃)也能在中性

p H 值中进行，但由于该法反应没有选择性，易形成蛋

白质间的聚合物，而不是均一产物。所以本实验采用

两步法进行偶联，先将含羧基的氧氟沙星分子与 EDC 反

应，活化羧基后，再加入蛋白反应物，这样可以减少

蛋白质间的交联。并通过紫外扫描和分析反应前后载体

蛋白氨基酸组成变化来对人工抗原进行鉴定，结果表

明，氧氟沙星主要结合在赖氨酸的氨基酸上。一般认

为药物与蛋白质的结合比应在 1:10～1:25之间为宜。本

研究人工抗原结合比为 1:2，虽然远远低于该范围，但

免疫效果也很理想。这可能和 O F L X 的药物结构有关。

因此，完全抗原偶联时半抗原和蛋白的结合比的免疫原

性应视不同药物而定。用 OFLX-BSA 免疫 BALB/c 小鼠

产生的抗体较复杂，不只是产生抗 O F L X 一种抗体，而

且还有抗 B S A 的抗体。在此问题上，本实验在建立间

接 ELISA 方法检测抗体时，采用卵清蛋白(OVA)制备包

被抗原 O F L X - O V A 包被 E L I S A 板，这样就能够很好的

排除抗 B S A 抗体的干扰。

在单克隆抗体的制备中，阳性率与克隆次数有关，

一般经过连续三次克隆后阳性率应该达到 1 0 0 %。有人

报道，在克隆时每孔中加入较多数量的细胞可以提高阳

性率，我们也尝试了这种方法，发现这样会造成单细

胞克隆孔数减少，增加了克隆的次数，增加工作量。

因此，我们觉得严格按每孔一个细胞或 0.5 个细胞的数

量进行稀释，效果比较好。

目前，单克隆抗体的大量制备主要有体外培养法和

腹水法两种。我们实验采用腹水法大量制备单克隆抗

体。单克隆抗体虽然是均一的抗体分子，但小鼠腹水

中含有大量的内含物，为消除实验中的一些其他物质的

干扰，常需对腹水进行纯化。腹水的纯化应根据单抗

的种属、免疫球蛋白的类型、抗体纯度等选择最佳的

纯化方法，同时还要考虑在纯化的过程中保持抗体的活

性、纯度和得率等。我们选用辛酸 - 硫酸铵法对所得的

腹水进行纯化，这种方法比较适用于 IgG1的纯化[8]。此

方法主要运用盐析原理，方法简单，纯化率高，并且

能保证抗体的活性。纯化后，我们用 E L I S A 方法对纯

2.2.3 腹水效价测定

非间接竞争性 E L I S A 法测定腹水效价均＞

1:128000。

2.2.4 单抗亚型鉴定

通过亚型鉴定试剂盒鉴定所得的单克隆抗体的亚型

均为 I g G 1型。

2.2.5 单克隆抗体纯化前后变性 SDS-PAGE比较及分子

量测定

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

97.4Da
66.2Da
43.0Da

31.0Da

20.1Da
14.4Da

1. 空；2. 1.5μl腹水；3. 1.5μl；纯化腹水；4. 1μl腹水；5. 1μl纯

化腹水；6. 0.5μl腹水；7. 0.5μl纯化腹水；8～10.Mark。

图 6    腹水抗体SDS-PAGE图
Fig.6      The SDS-PAGE gels electrophoresis of ascites

组别 1:1000 1:2000 1:4000 1:8000 1:16000 1:32000 1:64000 1:128000

未纯化抗体 2.032 2.022 1.915 1.728 1.446 1.097 0.688 0.045

纯化抗体 2.115 2.076 1.930 1.600 1.217 0.909 0.566 0.043

表 1   纯化抗体效价检测

Table 1   Detection of the valence of purified antibody
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化所得的抗体进行了检测，实验结果表明，辛酸 - 硫酸

铵法是比较理想的抗体纯化方法。

总的来说，本试验无论在抗原合成，合成抗原的

鉴定还是单克隆抗体的制备方面都取得了较理想的结

果。纯化后的抗体具有很高的特异性和灵敏度，为以

后研制氧氟沙星免疫学检测试剂盒和继续深入研究氧氟

沙星的免疫学检测技术奠定了基础。
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