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摘要 以人工合成的强力霉素-牛血清白蛋白(DC-BSA)为抗原免疫BALB/C小鼠,用间接ELISA和间接

竞争ELISA法选择细胞融合的备用小鼠;应用杂交瘤技术建立分泌DCMcAb的杂交瘤细胞株,用体内诱生法

制备DCMcAb,并对DCMcAb的免疫学特性进行鉴定;应用DCMcAb建立检测DC的ciELISA方法,并对其

相关特性进行检测。结果表明:筛选后获得1株分泌特异性抗体的细胞3D1-H4,细胞培养上清效价为1∶(8×
102),腹水效价为1∶(5.12×105),抗体为IgG1型免疫球蛋白,与四环素、土霉素和金霉素分别有8.87%、

5.86%和2.74%的交叉反应率,与其他抑制物无交叉反应性;ciELISA检测方法的线性范围为1.58~199.53
ng/mL,灵敏度为2.88ng/mL,半数抑制的质量浓度IC50为36.31ng/mL,斑点叉尾鮰肌肉和肝脏样品中DC的

平均添加回收率分别为85.13%和79.69%,平均批间和批内变异系数均小于15%,不同基质对检测结果影响

小。所建立的ciELISA方法可以应用于水产品中DC残留的检测。
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  强力霉素(DC)又名多西环素、脱氧土霉素,是
半合成的四环素类的抗菌药物。它具有抗菌活性

高、组织穿透能力强、体内分布广泛、生物利用度高

以及半衰期较长等优点,被广泛应用于兽医临床和

水产养殖上[1]。四环素类抗生素是我国使用最多的

药物添加剂,饲料中往往长期大量添加[2],造成其在

动物体内残留超标,人们长期食用,就会对人体产生

毒性作用。我国出口的水产品,也因抗菌药物超标

的问题,而多次遭到欧盟、美国、日本等国家的抵制。
因此有必要建立更加高效准确的检测方法,对水产

品中强力霉素残留进行监测。
我国农业部规定四环素类药物在动物组织中的

最大残留限量为0.1mg/L,美国、日本、欧盟等也规

定了该药物在动物组织中的最大残留限量为0.1
mg/L[3]。目前DC的分析方法有微生物法、紫外

法、高效液相色谱法[4-6]等,其中高效液相色谱法使

用较多,具有很高的精确度,但需要昂贵的仪器,样
品前处理复杂繁琐,并且需要专业人员操作仪器。
而近年兴起的免疫学检测方法,具有简便、快速、灵
敏等特点[7],适于大量水产样品的初步筛查。本研

究应用杂交瘤技术,制备了较高特异性的抗DC单

克隆抗体,并利用获得的抗体构建DCciELISA检

测方法,旨在为DCELISA检测试剂盒的研制奠定

基础。

1 材料与方法

1.1 材料和仪器

1)试剂。强力霉素(DC)标准品,德国Dr.Eh-
renstorfer公司产品;弗氏完全佐剂(FCA)、弗氏不

完全佐剂(FIA),GIBCO公司产品;RPMI-1640培

养基、小 牛 血 清、PEG-4000、HRP-羊 抗 鼠 IgG、

OPD,均为上海索莱宝生物科技有限公司产品;

HAT、HT选择性培养基,Sigma公司产品;小鼠单

抗Ig类/亚类鉴定用ELISA试剂盒,洛阳佰奥通公

司产品;三氯乙酸、氢氧化钠为上海国药集团产品;
其他试剂均为国产化学纯试剂。

2)仪器设备。CO2培养箱,德国 Memmert公

司产品;生物安全柜,ESCO公司产品;倒置荧光显

微镜,奥林巴斯(中国)有限公司产品;UV2802PC
紫外分光光度计,尤尼柯(上海)仪器有限公司产品;
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BIO-RAD680伯乐酶标仪,美国伯乐(Bio-Rad)公
司产品;可拆卸96孔酶标板,96孔、24孔细胞培养

板,细胞培养瓶,均为丹麦NUNC公司产品;旋涡混

合器,北方同正生物技术发展有限公司产品。

3)细胞和小鼠。小鼠骨髓瘤细胞SP2/0由华

中农业大学农业微生物国家重点实验室惠赠。7周

龄BALB/C小鼠由中国科学院武汉病毒研究所实

验动物中心提供并代为饲养。
1.2 强力霉素单克隆抗体的制备

1)动物免疫。人工抗原DC-BSA为笔者所在

实验 室 采 用 改 进 的 碳 二 亚 胺 法 合 成,偶 联 比 为

3∶1[8]。选取3只7周龄BALB/C小鼠,免疫前眼

下眶取血制备阴性血清。以DC-BSA为免疫原,每
隔2周免疫1次,免疫量为100μg/只,共免疫3次。
其中首次免疫以DC-BSA与等量完全弗氏佐剂混

合乳化注射,其余2次以DC-BSA与等量不完全弗

氏佐剂混合乳化注射,注射时采用腹腔注射及皮下

注射结合的方式。第3次免疫后第7天于眼下眶取

血,分离血清后,以DC-OVA为包被原,通过间接

ELISA[9]测 定 血 清 的 抗 体 效 价,通 过 间 接 竞 争

ELISA[9]测定血清半数抑制浓度。测定过程中,设
置阴性血清对照和PBS空白对照,并以空白对照

调零。

2)细胞融合与杂交瘤细胞株的筛选。于最后

1次加强免疫前10d,于BALB/C小鼠背部注射

5×105~5×106个SP2/0细胞,待长出实体瘤后,分
离获得SP2/0细胞,具体方法参照文献[10]。融合

前3d,对免疫效果好,即抗体效价高、特异性好的小

鼠进行加强免疫,不加佐剂。融合当天,分离制备脾

细胞悬液,方法参照文献[11]。取小鼠脾细胞与骨

髓瘤细胞(SP2/0)以10∶1的比例,在促溶剂PEG-
4000的作用下进行融合,将融合后的细胞以 HAT
培养液重悬,加入到已制备好饲养细胞的96孔板

中,100μL/孔,于37℃、5% CO2培养箱中培养,

1周后逐步转入 HT培养液中培养。待杂交瘤细胞

长到孔底1/3时,用间接ELISA法筛选阳性杂交瘤

细胞,并用间接竞争ELISA法测定所产生抗体的特

异性。选取抗体效价高、特异性强的阳性孔用有限

稀释法[12]亚克隆3次,对单克隆细胞进行扩大培养

并建株冻存。

3)DCMcAb腹水的制备及其免疫学特性的测

定。取7周龄的BALB/C小鼠注射弗氏不完全佐

剂,0.5mL/只。7d后每只小鼠腹腔注射杂交瘤细

胞5×106个,4d后,观察小鼠情况,待腹部膨大、精
神萎靡时,收集腹水。4℃下11000r/min离心30
min,去除上层油脂,取中间黄色清亮液体,随后用

辛酸-硫酸铵法纯化腹水[13],纯化腹水分装后,于

-80℃保存。收集杂交瘤细胞的培养上清及纯化

腹水,进行抗体亚型、效价及特异性的测定。
1.3 ciELISA 检测方法的建立

1)DCMcAb和DC-OVA工作浓度的确定。采

用方正滴定法[14]确定DCMcAb和DC-OVA的工

作浓度。

2)ciELISA操作步骤。参照文献[9,12]以及前

期对ciELISA条件的优化,建立ciELISA操作程序

如下:①包被:用包被液将DC-OVA稀释至工作浓

度后加入酶标板,100μL/孔,37℃2h或4℃过夜

包被;②洗涤:甩掉包被液,用PBST洗板,250μL/
孔,静置3min后甩干,重复4次,并在吸水纸上拍

干;③封闭:加入5%羊血清,200μL/孔,37℃封闭

2h后洗涤拍干;④加样:加入50μL工作浓度的抗

体和50μL系列稀释的DC标准溶液,测定样品时,
加入工作浓度的抗体和样品提取液,37℃孵育30
min后洗涤拍干,同时设置PBS空白对照和阴性对

照;⑤加酶标二抗:加入HRP-羊抗鼠(用封闭液1∶
1000倍稀释),100μL/孔,37℃孵育30min后洗涤

拍干;⑥显色:加入OPD底物溶液,100μL/孔,37℃
下反应10min;⑦终止:加入2mol/L的H2SO4终止

液,50μL/孔,用酶标板测定各孔 OD490nm值。若其

值≥2.1倍阴性值,即判定为阳性。

3)标准曲线的绘制。配制DC标准溶液,使其

质量浓度分别为0、0.78、1.56、3.13、6.25、12.5、

25、50、100、200、400ng/mL,按 照 上 述 建 立 的

ciELISA方法测定 OD值,每个浓度做3个重复。
以抑制率B/B0(B0为DC质量浓度为0ng/mL时

的 OD490nm 值,B 为 DC 不 同 标 准 质 量 浓 度 的

OD490nm值)为纵坐标,以不同浓度的标准样品的对

数值为横坐标,绘制标准曲线,建立回归方程,并进

行相关回归分析。

4)样品的处理。参照叶妮等[15]的方法,并稍作

改动。取出冰箱中斑点叉尾鮰肌肉及肝脏样品,在
室温下解冻、匀浆后,称取1.00g肌肉和肝脏样品

分别放于10mL离心管中,加入3%三氯乙酸(肌肉

样品中4mL,肝脏样品中9mL),漩涡混匀提取60
min,4000r/min离心10min,取上清200μL于1.5
mL离心管中,加入1mol/LNaOH溶液20μL,混匀
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后加入0.01mol/LPBS(肌肉样中180μL,肝脏样中

380μL),混匀后离心取上清液作为试样液待测。
1.4 ciELISA 方法性能的测定

1)灵敏度。以检测限(LOD)来表示。测定20
个不同批次的空白样品,求得OD平均值(B0)和标

准差(SD),在标准曲线上查出(B0-2SD)/B0值对应

的DC质量浓度,即为该方法的检测限。

2)准确度。以样品添加回收率来表示。取空白

鱼肉样品和肝脏样品,分别添加3个质量分数水平

的DC标样:5、25、50ng/g,每个水平做6个重复,
计算回收率。

3)精密度。通常以批内和批间变异系数来确

定。取空白鱼肉样品和肝脏样品,分别添加3个质

量分数水平的DC标样:5、25、50ng/g,每个水平设

置6个平行,计算批内变异系数,重复测定3次,计
算批间变异系数。

4)样品基质影响实验。分别将DC标准品溶于

PBS、鱼肌肉处理液和肝脏处理液中,使其质量浓度

为 0、1.56、3.13、6.25、12.5、25、50、100、200
ng/mL,测定OD值,绘制标准曲线,并进行分析。

2 结果与分析

2.1 免疫小鼠血清效价及特异性测定

由表1可知,针对DC-BAS免疫原,3只小鼠的

效价都达到了1∶8000以上,说明小鼠产生了特异

性的抗体,表明人工抗原合成成功,且免疫方案是可

行的。其中鼠 M1血清的抑制效果优于另外2只小

鼠,故选择鼠 M1制备脾细胞。
表1 血清效价测定(n=3)

Table1 ELISAabsorbanceoftitersofserum(n=3)

免疫原

Haptenconjugate
鼠号

No.
血清稀释倍数Serumdilutionmultiple

4000 8000 16000 32000 64000 128000
阴性血清(1000)
Negative

DC-BSA
M1 1.187 0.625 0.290 0.137 0.125 0.074

0.124M2 0.907 0.424 0.253 0.133 0.079 0.073
M3 0.807 0.429 0.184 0.124 0.079 0.075

2.2 杂交瘤细胞株的建立

本试验共铺4块96孔板,于第8天观察,可观

察到融合细胞的孔有242个,融合率为63%;第9天

取培养上清用间接ELISA进行检测,阳性孔37个,
阳性率为15.3%;选取其中10个孔,进行克隆和亚

克隆,最终得到1株分泌抗体效价高、特异性强的杂

交瘤细胞3D1-H4。
2.3 抗体亚型鉴定

收集杂交瘤细胞的培养上清,用小鼠单抗亚型

鉴定试剂盒进行鉴定。采用间接ELISA法检测,证
明3D1-H4单抗为IgG1型,所以可以用辛酸-硫酸

铵法纯化腹水。
2.4 抗体效价测定结果

采用间接ELISA法测定杂交瘤细胞培养上清

和纯化腹水的效价。以阳性值/阴性值大于等于2.1
时,抗体的最大稀释倍数作为抗体效价。检测结果

表明,杂交瘤细胞分泌的DCMcAb有着较高的效

价,细胞培养上清和腹水分别达到1∶(8×102)和

1∶(5.12×105)。
2.5 抗体特异性

以DC及其他药物作为抑制剂,采用间接竞争

ELISA测定各抑制物的IC50,以单克隆抗体对DC

的IC50与其他抑制物的IC50之比的百分数作为其交

叉反应率。结果见表2,DCMcAb对四环素、土霉

素和金霉素的IC50分别为501.19、758.58、1621.81
ng/mL,交 叉 反 应 率 分 别 为 8.87%、5.86% 和

2.74%,与其他竞争药物无交叉反应性,可知制备的

抗体有着较好的特异性。
表2 DC单抗与其他药物的交叉反应率

Table2 Cross-reactivityofDCMcAbwithotherdrugs

竞争物Compounds IC50/(ng/mL)
交叉反应率/%
Cross-reactivity

强力霉素 Doxycycline 44.46 100.00
四环素 Tetracycline 501.19 8.87
土霉素 Oxytetracycline 758.58 5.86
金霉素Chlortetracycline 1621.81 2.74
庆大霉素 Gentamicin >10000 <0.01
青霉素Benzylpenicillin >10000 <0.01
螺旋霉素Spiramycin >10000 <0.01
磺胺二甲嘧啶Sulfanethazine >10000 <0.01
环丙沙星Ciprofloxacin >10000 <0.01

2.6 DC McAb 和 DC-OVA 工作浓度的确定

方正滴定结果表明,DCMcAb的最佳工作浓

度为1∶32000,DC-OVA最佳工作质量浓度为2.5

μg/mL。
2.7 标准曲线的绘制

DC竞争抑制曲线见图1,曲线呈典型的S形,
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曲线回归方程为y=-0.3591x+1.0602,相关系

数R2 =0.9919,线 性 范 围 为 1.58~199.53
ng/mL,根据方程计算可知DCMcAb对DC的IC50
为36.31ng/mL。

图1 ciELISA检测DC的标准曲线

Fig.1 StandardcurvefordetectionDCbyciELISA

2.8 灵敏度

ciELISA检测20个空白样品后得到平均值

B0=1.002,标准差Sd=0.054,算得LOD=0.892,
带入公式可得LOD为2.88ng/mL,即方法灵敏度

为2.88ng/mL。
2.9 准确度和精密度

从表3中可知,肌肉样品的回收率为80.88%~
90.72%,平 均 85.13%,变 异 系 数 为 7.90% ~
10.02%,平 均 9.01%;肝 脏 样 品 的 回 收 率 为

76.40%~84.56%,平 均 79.69%,变 异 系 数 为

9.53%~12.30%,平均10.84%。样品的平均变异系

数均小于15%,说明建立的方法有较高的准确度。

表3 ciELISA方法检测不同样品的添加回收试验和精密度

Table3 RecoverytestofDCaddedtodifferentsamplesbyciELISAmethod

样品

Sample

DC添加量/
(ng/mL)
Amount
ofDC

回收试验 Recoverytest(n=6)

测定值/(ng/mL)
Measuredmean

value

回收率/%
Recovery

变异系数/%
CV

精密度PrecisionofDCmeasurement
测定值/(ng/mL)
Measuredmean

value

变异系数/%CV
批内

Interbatch(n=6)
批间

Intrabatch(n=3)

肌肉 Muscle
5 4.19±0.42 83.80±8.40 10.02 4.41±0.35 7.94 5.74
25 20.22±1.84 80.88±7.36 9.10 22.16±2.37 10.69 8.18
50 45.36±3.60 90.72±7.20 7.90 40.26±4.11 10.21 6.20

肝脏Liver
5 3.82±0.47 76.40±9.40 12.30 3.98±0.45 11.31 5.70
25 21.14±2.26 84.56±9.04 10.69 19.72±2.64 13.39 6.67
50 39.05±3.72 78.10±7.44 9.53 35.79±3.34 9.33 7.25

  由 表 3 可 知,肌 肉 组 织 批 内 变 异 系 数 为

7.94%~10.69%,平均9.61%,批间变异系数为

5.74%~8.18%,平均6.71%;肝脏组织批内变异

系数为9.33%~13.39%,平均11.34%,批间变异

系数为5.70%~7.25%,平均6.54%。样品测定的

平均批间变异系数小于批内变异系数,且均小于

15%,说明建立的方法有较高的精密度。
2.10 样品基质的影响

不同基质对测定结果是有一定影响的(图2),

2种鱼组织样品中,肌肉处理液测得标准抑制曲线

图2 不同基质对ciELISA测定的影响

Fig.2 EffectofdifferentsamplesolutionstociELISAassay

的IC50为40.74ng/mL,肝脏处理液的IC50为41.69
ng/mL,而PBS的IC50为36.31ng/mL,存在差异,
但是相差不是很大,说明样品的处理方法是可行的。

3 讨 论

本研究应用单克隆抗体建立了水产品中强力霉

素的酶联免疫检测方法。目前强力霉素检测常用的

是HPLC法,需要昂贵的仪器,且样品的前处理比

较复杂,需要经过提取、脱脂、过柱净化等几道工序,
而ELISA法样品处理相对简单,本研究提取稀释

后,只需一台酶标仪就可完成检测工作,因此以

ELISA检测法为基础的ELISA检测试剂盒在基层

推广具有绝对的优势。本研究建立的ciELISA方

法,可为水产品中强力霉素ELISA试剂盒的研制奠

定基础。
好的ELISA试剂盒的关键是高灵敏度和高特

异性的单克隆抗体。本试验获得的抗DC单克隆抗

体,体内杂交瘤细胞3D1-H4诱生产生腹水的效价

为1∶(5.12×105),同四环素、土霉素和金霉素的
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交叉反应率分别为8.87%、5.86%和2.74%,灵敏

度为2.88ng/mL。与其他四环素类药物存在交叉

反应,主要是因为四环素类药物具有共同的分子骨

架,结构相似。一般而言,半抗原越相似,则发生交

叉反应的几率越大[16]。如环丙沙星和恩诺沙星,从
分子结构、能量构象上都非常相似,杨先乐等[16]制

备的抗环丙沙星抗体与恩诺沙星就有95%的交叉反

应率。该抗体与氨基糖苷类的庆大霉素、大环内酯类

的螺旋霉素、β-内酰胺类的青霉素、磺胺类的磺胺二

甲嘧啶和喹诺酮类的环丙沙星无交叉反应性,说明其

具有较高的特异性,可以应用于强力霉素的ELISA
检测中。

一些研究者建立了猪组织样品中强力霉素的检

测方法,能否应用在水产品检测中还有待考查。沈

亚安[17]利用获得的多克隆抗体建立了间接竞争

ELISA方法,检测范围为1.96~160.00μg/L。而

乐涛[18]利用单克隆抗体建立的ciELISA,方法检测

范围为1.79~80.00μg/L,猪肌肉的平均添加回收

率为88.24% ~89.19%,猪 肝 脏 为 84.61% ~
85.54%。与上述研究相比,本研究建立的方法检测

线性范围更广,为1.58~199.53ng/mL,斑点叉尾

鮰肌肉样品的回收率为80.88%~90.72%;肝脏样

品的回收率为76.40%~84.56%;平均批间和批内

变异系数均小于15%,满足DC残留检测的要求,为
强力霉素ciELISA检测方法的研究提供了新的思路。

在实际工作中,样品的提取方法越简单越好,但
同时要保证检测的灵敏度与准确度。沈亚安[17]用

乙酸乙酯提取,氮气吹干后经PBS重悬后测定,本
研究直接用三氯乙酸提取,稀释后直接测定,方法较

其简单,而回收率不比其低,更具实用性。研究发现

强力霉素在鱼组织和猪组织[18]中的回收率存在差

异,另外,斑点叉尾鮰肝脏和肌肉中的回收率也不

同,这可能是因为组织成分不同,强力霉素与蛋白结

合程度不同,从而导致提取的强力霉素浓度不同,故
测得的回收率不同。因而我们需要针对不同对象优

化提 取 方 案,以 提 高 检 测 方 法 的 灵 敏 度 和 准 确

度[19]。
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Preparationofmonoclonalantibodyanddevelopmentof
ciELISAmethodforrapiddetectionofdoxycycline

YUShao-mei1,2 AIXiao-hui2 GANJin-hua2 LIUYong-tao2 SUOWen-wen1,2

1.CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China;

2.YangtzeRiverFisheriesResearchInstitute,ChineseAcademy
ofFisherySciences,Wuhan430223,China

Abstract Todetectdoxycycline(DC)residuesinaquaticproducts,aciELISAmethodweredevel-
opedthroughpreparingmonoclonalantibody(McAb)byimmunizingBALB/Cmice,usingdoxycyline-
bovineserumalbuminconjugate(DC-BSA)asimmunogen.TheBALB/Cmiceusedintheexperiment
forcellfusionwereselectedbytwomethods,theindirectELISAandtheindirectcompetitiveELISA.A
hybridomacellstrain(3D1-H4),whichcansecretaMcAbthatspecificallyreactedwithDC,wereob-
tained.TheMcAbwasseparatedbyusinghybridomatechnology,anditwasidentifiedtobelongtoIgG1
bytheindirectELISA.AciELISAfordetectingDCwasthendeveloped,usingthisMcAb.ThisMcAb
wascharacterizedonitssensitivity,IC50andveracity.TheresultsshowedthatthetitersoftheMcAb
were1∶(8×102)and1∶(5.12×105)insupernatantandascites,respectively.ThisMcAbhad8.87%,

5.86%and2.74%cross-reactivitywithtetracycline,oxytetracyclineandchlotetracycline,respectively.
ThelineardetectionrangeforthisciELISAvariedfrom1.58to199.53ng/mL,withasensitivityof2.88
ng/mLandanIC50of36.31ng/mL.TherecoveriesofDCspikedinfishmuscleandliverwere85.13%
and79.69%,respectively.Boththeinter-assayandintra-assaycoefficientvariationswerelessthan15%.
TheseresultssuggestedthatthisciELISAmethodwasabletobeusedfordetectingDCresiduesina-
quaticproducts.

Keywords doxycycline;hybridomaline;monoclonalantibody;ciELISA;aquaticproducts;resi-
duedetection
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