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摘　要：采用牛血清白蛋白偶联的三聚氰胺（ｍｅｌａｍｉｎｅ－ＢＳＡ）完全抗原免疫ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠，应用

杂交瘤技术制备抗三聚氰胺的特异性单克隆抗体。所得单克隆抗体效价可达５．０×１０５，且抗体的

亚类类型为ＩｇＧ１，抗体的亲和常数为３．２１×１０９　Ｌ／ｍｏｌ。与三聚氰酸、三聚氰酸二酰胺、三聚氰酸

一酰胺的交叉反应率分别为３０％、９３％和４６％。说明该单抗可用于三聚氰胺类物质的检测，为研

制高质量的三聚氰胺ＥＬＩＳＡ试剂盒和胶体金试纸条奠定了基础。
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　　三聚氰胺（ｍｅｌａｍｉｎｅ），又称２，４，６－三氨基－１，３，

５－三嗪、蜜胺、三 聚 氰 酰 胺。分 子 式Ｃ３Ｎ６Ｈ６，相 对

分子质量１２６．１２。三聚氰胺显弱碱性，能够与各种

酸反应生成三聚氰胺盐。在强酸或强碱液中，三聚

氰胺 发 生 水 解，氨 基 逐 步 被 羟 基 取 代，生 成 三 聚 氰

酸二酰胺、三聚氰酸一酰胺和三聚氰酸。三聚氰胺

是一种三嗪类含氮杂环有机化合物，重要的氮杂环

有机化工原料，主要用于生产三聚氰胺－甲醛树脂和

塑料，同时还 广 泛 用 于 涂 料、塑 料、黏 合 剂、造 纸 等

工业 生 产 中［１］。自 从 在 宠 物 食 品、饲 料、牛 奶 等 中

发 现 三 聚 氰 胺 以 来，迫 切 需 要 一 种 快 速 的 检 测 方

法，从而能 准 确 的 检 测 食 品 及 饲 料 中 的 三 聚 氰 胺。
目前，检测三 聚 氰 胺 的 主 要 方 法 是 液 相 色 谱、气 相

色谱以及质谱联用技术 等［３－７］，但 对 仪 器 及 实 验 室



要求较高，样品处理和操作也相对要求较高。本研

究采用前 期 设 计 合 成 的 三 聚 氰 胺 完 全 抗 原（ｍｅｌａ－
ｍｉｎｅ－ＢＳＡ）免疫ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠，应用杂交瘤技术建

立分泌抗三聚氰胺单克隆抗体的杂交瘤细胞株，体

内诱生腹水制备单抗，为三聚氰胺免疫学检测方法

的建立奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要仪器与试剂

ＣＯ２培 养 箱２４４０／２－２：美 国ＳＨＥＬＬＡＢ产 品；
恒温培 养 箱 ＭＩＲ－１５３：日 本ＳＡＮＹＯ产 品；酶 标 仪

ＭＫ３：芬 兰Ｌａｂｓｙｓｔｅｍｓ　Ｄｒａｇｏｎ　Ｗｅｌｌｓｃａｎ产 品；倒

置显微镜ＤＩＡＰＨＯＴ３００：日本Ｎｉｋｏｎ产品；水平式

离心机ＴＤＬ－４Ｂ：上海安亭科学仪器厂产品；超净工

作台ＳＷ－ＣＪ－１：上 海 锦 屏 仪 器 仪 表 有 限 公 司 产 品；
三聚氰胺完全抗原（Ｍｅｌ－ＢＳＡ和 Ｍｅｌ－ＯＶＡ）为本研

究室合成，三聚氰胺 标 准 品：Ｓｉｇｍａ公 司 产 品；弗 氏

完全、不完全佐剂：Ｓｉｇｍａ公 司 产 品；四 甲 基 联 苯 胺

（ＴＭＢ）、ＨＲＰ标记的羊抗鼠ＩｇＧ：北京博奥森有限

公司产品；经传代并经８－氮杂鸟嘌呤处理的小鼠骨

髓瘤细胞系Ｓｐ２／０、ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠：中国科学院上海

实 验 动 物 中 心 提 供；鼠 单 克 隆 抗 体 亚 类 检 测 试 剂

盒、ＤＭＥＭ培养基、ＨＡＴ、ＨＴ培养基、ＰＥＧ１５００均

为Ｓｉｇｍａ公司产品。

１．２　方法

１．２．１　动物免疫与细胞融合　三聚氰胺－牛血清白

蛋白（ｍｅｌａｍｉｎｅ－ＢＳＡ）偶 联 抗 原 用 生 理 盐 水 配 成１

μｇ／μＬ抗原溶 液，与 等 体 积 完 全 福 氏 佐 剂 混 匀，充

分乳 化，供 首 次 免 疫 用，加 强 免 疫 时 用 等 量 的 不 完

全福氏佐 剂 代 替 完 全 福 氏 佐 剂。首 次 免 疫 采 用 小

鼠腹腔内直接 注 射，免 疫 剂 量 为５０μｇ／只 小 鼠，以

后每隔２周加强免疫一次，加强免疫采用尾静脉注

射，免疫剂量１０μｇ／只，最 后 一 次 免 疫 采 用 脾 内 注

射，经ＥＬＩＳＡ法测定抗体效价明显升高达，可用于

细胞融合，４ｄ后取脾融合，将分离的免疫小鼠脾细

胞与处于对数生长期的骨髓瘤细胞ＳＰ－２／０以１０∶
１比例混合，离心，去除上清液，在５０～９０Ｓ内将１
ｍＬ　５０ｇ／Ｌ聚乙二醇（分子量为１　５００）加至细胞中，
充分混匀，使 其 融 合，１ｍｉｎ后 加 入２０ｍＬ　ＤＭＥＭ
培养液，终止融合，水浴静止１０ｍｉｎ后离心，去除上

清；将 融 合 细 胞 用 含 体 积 分 数２０％小 牛 血 清 的

ＨＡＴ选择性培养 基 悬 浮 后，以 最 后 浓 度 为１×１０４

饲养细胞／０．１ｍＬ接 种 于 以 小 鼠 腹 腔 巨 噬 细 胞 作

饲养层的９６孔 培 养 板 中，于５％ＣＯ２，３７℃条 件 下

培养，８ｄ后，每培养孔更换２／３ＨＴ培养液。１０～

２０ｄ后，开始 对 镜 检 有 杂 交 瘤 克 隆 生 长 的 培 养 孔，
取上清液进行筛选，对检测结果呈阳性的细胞立即

用有限稀释法进行克隆。

１．２．２　杂交瘤的筛选与克隆　杂交瘤筛选采用固

相抗原间接非竞争ＥＬＩＳＡ法进行。以三聚氰胺－卵
清蛋白（ｍｅｌａｍｉｎｅ－ＯＶＡ）为 包 被 抗 原，以 免 疫 小 鼠

的血清为阳 性 对 照，以ＳＰ－２／０骨 髓 瘤 细 胞 培 养 的

上清 液 为 阴 性 对 照。阳 性 细 胞 孔 的 判 定 标 准 为

（Ａ试 验－Ａ空 白）／（Ａ对 照－Ａ空 白）＞２．１；对分泌阳性抗

体的细胞进行克隆。采用有限稀释法，将阳性克隆

细胞吹匀，取 一 微 滴 至 培 养 瓶 内，倒 置 显 微 镜 下 准

确计数细胞个 数，稀 释 为７０个／ｍＬ，再 取１ｍＬ稀

释２０倍，接种入９６孔培养板中进行亚克隆。直至

所有细胞孔的培养上清均呈阳性为止。

１．２．３　单克隆抗体的制备与纯化　采用动物体内

诱生腹水制 备 单 克 隆 抗 体（ＭｃＡｂ）。对１０～１３周

龄ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠腹 腔 注 射 液 体 石 蜡０．３ｍＬ／只～
０．５ｍＬ／只，８～１０ｄ后，腹腔注射 培 养 至 对 数 期 的

杂交瘤细胞，５×１０５细胞／只，５ｄ后注意观察，收集

腹水，离心去 除 沉 淀，采 用 饱 和 硫 酸 铵 盐 析 法 纯 化

抗体，加甘油于－２０℃保存。

１．２．４　抗三聚氰胺单克隆抗体的鉴定

１）效 价 测 定：按 照 常 规 间 接ＥＬＩＳＡ法 测 定 抗

体的效价。

２）抑制曲 线 绘 制：以 对 照０μｇ／Ｌ三 聚 氰 胺 标

准品的吸光 度 值 为 Ａ０，不 同 浓 度 三 聚 氰 胺 标 准 品

（５、２５、５０、１００、２００、４００μｇ／Ｌ）对应的吸光值为Ａ，
采用Ｌｏｇｉｔ－Ｌｏｇ法绘制三聚氰胺抑制率曲线。

３）特 异 性 测 定：采 用 间 接ＥＬＩＳＡ方 阵 滴 定 法

确定抗原抗体的工作浓度，然后在工作浓度下采用

间接竞争ＥＬＩＳＡ法对三聚氰胺、三聚氰酸、三聚氰

酸二酰胺、三 聚 氰 酸 一 酰 胺 等 作 出 抑 制 率 曲 线，以

抑制率达到５０％时 所 对 应 的 浓 度 为 各 自 的 半 数 抑

制浓度ＩＣ５０，然后计算交叉反应率

产交叉反应率＝
三聚氰胺的ＩＣ５０

三聚氰胺结构类似物的ＩＣ５０
×１００％

４）亲 和 力 测 定：采 用 间 接ＥＬＩＳＡ法 测 定 单 克

隆抗体与包板抗原间 的 亲 和 常 数 Ｋ（Ｌ／ｍｏｌ）。（５）
亚类鉴定：采用ｓｉｇｍａ公司的鼠单克隆抗体亚类检

测试剂盒，按说明书操作。

２　结果与分析

２．１　杂交瘤细胞的筛选及克隆

用 ｍｅｌａｍｉｎｅ－ＯＶＡ 作 为 包 被 抗 原 进 行 间 接

ＥＬＩＳＡ法筛选阳性孔，最终选出１株分泌阳性抗体
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的杂交瘤细胞。对已建立杂交瘤细胞株进行观察，
在传代后５～７ｄ内均能持续地增殖。经５个月以

上体外传代和多次冻存复苏后，细胞株均能良好生

长，并能稳 定 分 泌 抗 体。经 扩 大 培 养 后，用 于 腹 水

制备。

２．２　抗三聚氰胺单克隆抗体的特性

２．２．１　 抗体效价及灵敏度测定　本实验选择了６
只健康ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠，进行动物体内诱生制备单克

隆抗体，每只小鼠可获得２０～３５ｍＬ腹水。采用饱

和硫酸铵法［７］纯化腹水，间接ＥＬＩＳＡ法分别测定抗

体的效价，若以阳性血清的Ａ４５０≥阴性对 照 的２．１
倍作 为 抗 血 清 的 效 价，由 测 定 结 果 可 知，所 得 抗 体

效价可达５．０×１０５。

２．２．２　抑 制 曲 线 绘 制　抑 制 曲 线 如 图１所 示，根

据回归方程计 算 三 聚 氰 胺 半 数 抑 制 率ＩＣ５０为６１．６

μｇ／Ｌ。最低检出限（１０％抑制率对应的质量浓度ｃ）
为１０．５μｇ／Ｌ。

２．２．３　 特异性 测 定　采 用 间 接ＥＬＩＳＡ方 阵 滴 定

法确定抗原抗体的工作浓度，然后在工作浓度下采

用间接竞争ＥＬＩＳＡ法对三聚氰胺、三聚氰酸、三聚

氰酸二酰胺、三 聚 氰 酸 一 酰 胺 等 作 出 抑 制 率 曲 线，
并在曲 线 上 找 出 以 上 各 类 物 质 的 半 数 抑 制 浓 度

ＩＣ５０，然后计算出三聚氰胺结构类似物的交叉反 应

率。结果 表 明，抗 三 聚 氰 胺 单 克 隆 抗 体 与 三 聚 氰

酸、三 聚 氰 酸 二 酰 胺、三 聚 氰 酸 一 酰 胺 的 交 叉 反 应

率分别为３０％、９３％和４６％。说明该单抗可用于三

聚氰胺类物质的检测。

图１　三聚氰胺抑制率曲线

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　Ｍｅｌａｍｉｎｅ

２．２．４　亲和力测定　抗体的亲和力也是表示抗体

特性的一 个 重 要 指 标。抗 体 的 亲 和 力 表 征 抗 体 与

抗原表位结合的强度，常用亲和常数表示。许多资

料显示，亲和常数介于１０５～１０１２Ｌ／ｍｏｌ的抗体在免

疫化学分 析 中 都 得 到 较 好 的 使 用 效 果［８］。本 实 验

所得单克隆抗体的亲和常数为３．２１×１０９　Ｌ／ｍｏｌ。

２．２．５　亚类鉴定　应用鼠单克隆抗体亚类检测试

剂盒，对抗三聚氰胺单克隆抗体的细胞上清进行检

测，结果表明抗体亚类为ＩｇＧ１。

３　结　语

实验中ＥＣＤ法合成成功的三聚氰胺作为完全抗

原，用其免疫ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠，并应用杂交瘤技术制备了

抗三聚氰胺的特异性单克隆抗体。发现该抗三聚氰胺

单克隆抗体对其类似物———三聚氰酸、三聚氰酸二酰

胺、三聚氰酸一酰胺的交叉反应率均较高，这对三聚氰

胺的检测更加有效，可进一步用于食品及饲料中三聚

氰胺类物质的免疫学检测产品的开发。
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