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摘要：【目的】为证明采用４－溴丁酸乙酯半抗原合成人工抗原可制备灵敏度高、特异性好的单克隆抗体．【方法】将
硫酸沙丁胺醇（ＳＡＬ）与４－溴丁酸乙酯反应制备半抗原（ＳＡＬＨＳ）；通过Ｎ－羟基琥珀酰亚胺活化酯法合成免疫原
与包被原，用聚丙烯酰胺凝胶电泳、紫外光谱和质谱方法对沙丁胺醇免疫原及包被原进行鉴定．免疫原免疫Ｂａｌｂ／ｃ
小鼠，采用融合技术产生杂交瘤细胞株，体内诱生腹水法制备单克隆抗体，并鉴定其免疫学特性．【结果和结论】筛
选出１株杂交瘤细胞株，其细胞培养上清液效价达１∶１２８０００，腹水效价达１∶２５６００００，免疫球蛋白亚型鉴定为
ＩＧｇ１；抗体对沙丁胺醇的半数抑制浓度（ＩＣ５０）为：０７４６ｎｇ／ｍＬ；与其他同类结构药物的交叉反应率均小于００１５％．
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　　沙丁胺醇（Ｓａｌｂｕｔａｍｏｌ，ＳＡＬ），又名舒喘宁、索布
胺、阿布叔醇、羟甲异丁肾上腺素、羟甲叔丁肾上腺

素等，化学名１－（４－羟基 －３－羟甲基苯基）－２－
（叔丁氨基）乙醇［１］，是一种人工合成的β２肾上腺素
受体激动剂（β２－激动剂）［２］，其中有活性作用的是
Ｒ型沙丁胺醇，临床常用其硫酸盐形式治疗支气管
哮喘［３］．此外，沙丁胺醇还具有一定的营养重分配
作用［４５］，摄入量过大时对心血管系统和神经系统会

产生明显的刺激作用，引起肌肉颤抖、心悸、心慌、头

疼、目眩，严重者恶心、呕吐等．由于沙丁胺醇对动物
具有促进骨骼肌生长，减少脂肪蓄积作用，因而被

国内外不少养殖场非法用作饲料添加剂，其残留严

重危害着人们的身体健康和生命安全．为防止沙丁
胺醇超标的畜产品进入市场，必须建立一种简便、快

速、灵敏、准确的检测方法，对沙丁胺醇残留进行有

效的监测．目前，沙丁胺醇的残留检测主要依靠理化
检验方法，如气相色谱 （ＧＣ）、高效液相色谱
（ＨＰＬＣ）［６７］、气质联用 （ＧＣＭＳ）［８９］、液质联用
（ＨＰＬＣＭＳ）等［１０］，尽管这些方法有很高的灵敏度和

准确性，但存在需要昂贵的仪器、样品前处理复杂、

繁琐费时、不能现场操作等缺陷，限制了理化检验方

法的应用［１１］．免疫学分析方法由于具有灵敏、快速、
特异、简便等优点，近年来国内外在兽药、农药残留

检测领域广泛应用［１２１６］．本研究采用溴丁酸乙酯法
合成沙丁胺醇免疫原，制备沙丁胺醇单克隆抗体，应

用于胶体金平台，旨在为沙丁胺醇残留免疫学检测

方法的建立奠定基础．

１　材料与方法

１．１　试剂
硫酸沙丁胺醇（江苏金坛）（结构见图１）；４－

溴丁酸乙酯（Ｓｉｇｍａ公司）；牛血清白蛋白（ＢＳＡ）、鸡

卵清白蛋白（ＯＶＡ）（上海金穗生物科技有限公司）；
１－乙基 ３－（３－二甲胺丙基）碳二亚胺盐酸盐
（ＥＤＣ）、Ｎ－羟基琥珀酸亚胺（ＮＨＳ）（阿拉丁试剂公
司）；ＰＥＧ１５００、弗氏完全佐剂、弗式不完全佐剂（Ｓｉｇ
ｍａ公司）；ＳＰ２／０细胞（广州万福生物技术公司）；
ＨＡＴ、ＨＴ、ＲＰＭＩ１６４０培养基（美国 Ｇｉｂｉｃｏ公司）；其
他试剂市售所得，均为ＡＲ级．

图１　沙丁胺醇化学结构

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｓａｌｂｕｔａｍｏｌ

１．２　主要仪器
Ｕ３０００紫外扫描仪（ＵＶ）（日本岛津公司）；洗板

机、酶联免疫检测仪、离心机（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）；磁
力搅拌器（巩义市予华仪器）；旋转蒸发仪（上海爱朗

仪器）；ＴＣ２３２３ＣＯ２培养箱（ＳＨＥＬＤＯＮ公司）．
１．３　人工半抗原合成

硫酸沙丁胺醇５００ｍｇ（２１ｍｍｏｌ）、碳酸钾７１８
ｍｇ（５２３ｍｍｏｌ）、４－正丁基碘化胺 ５０ｍｇ（０１３５
ｍｍｏｌ）、二甲基甲酰胺（ＤＭＦ）５ｍＬ、４－溴丁酸乙酯
４９７ｍｇ（密度为１３６３ｇ／ｍＬ），按上述顺序依次加入
开始反应，ＴＬＣ板跟踪反应情况，大约反应２４ｈ，用
水和乙酸乙酯开始萃取，旋转蒸干，称其质量为７７６
ｍｇ，加氢氧化锂６００ｍｇ、水３６ｍＬ和乙醇３６ｍＬ开
始水解．ＴＬＣ板跟踪，反应１５ｈ后，旋转蒸干乙醇，
加入三氯甲烷除去碱性条件下不成盐的副产物，倒

掉，加约１５ｍＬ水，调ｐＨ为３～５，然后加过量的无
水硫酸钠、甲醇和乙酸乙酯（体积比２∶８）开始萃取，
蒸干有机相得目标产物（ＳＡＬＨＳ）．反应原理见图２．

图２　半抗原合成过程

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｓｙｎｔｈｅｔｉｃｐｒｏｃｅｄｕｒｅｆｏｒｈａｐｔｅｎ
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１．４　完全抗原的合成
半抗原（ＳＡＬＨＳ）与牛血清白蛋白、鸡卵清白蛋

白偶联分别合成免疫原和包被原（图３）．
１．４．１　免疫原合成　将１００ｍｇ４－溴丁酸乙酯沙
丁胺醇半抗原溶于１ｍＬＤＭＦ中，取２００μＬ该溶液
加入１ｍＬＤＭＦ，再加入１５ｍｇＥＤＣ、１０ｍｇＮＨＳ，常
温反应过夜．将４０ｍｇ牛血清白蛋白溶于３ｍＬＰＢＳ
（００５ｍｏｌ／ＬｐＨ７４）中，将活化好的半抗原逐滴加
入到溶于牛血清白蛋白的 ＰＢＳ中，室温磁力搅拌反
应４ｈ，转入透析袋中开始透析（００１ｍｏｌ／ＬｐＨ７４

ＰＢＳ），３ｄ后，４℃条件下保存备用．
１．４．２　包被原合成　将１００ｍｇ４－溴丁酸乙酯沙
丁胺醇半抗原溶于１ｍＬＤＭＦ中，取２００μＬ该溶液
加入１ｍＬＤＭＦ，再加入１５ｍｇＥＤＣ、１０ｍｇＮＨＳ，常
温反应过夜．将１００ｍｇ鸡卵清白蛋白溶于３ｍＬＰＢＳ
（００５ｍｏｌ／ＬｐＨ７４）中，将活化好的半抗原逐滴加
入到溶于鸡卵清白蛋白的 ＰＢＳ中，室温磁力搅拌反
应４ｈ，转入透析袋中开始透析（００１ｍｏｌ／ＬｐＨ７４
ＰＢＳ），３ｄ后，４℃条件保存备用．

图中Ｒ代表半抗原（ＳＡＬＨＳ）；ｐｒｏｔｅｉｎ为牛血清白蛋白（ＢＳＡ）、鸡卵清白蛋白（ＯＶＡ）．

图３　完全抗原合成过程
Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｓｙｎｔｈｅｔｉｃｐｒｏｃｅｄｕｒｅｆｏｒｃｏｍｐｌｅｔｅａｎｔｉｇｅｎ（Ｒｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｈａｐｔｅｎ）

１．５　抗原合成鉴定
１．５．１　完全抗原浓度的测定　采用福林酚法测定
抗原的浓度［１７］．
１．５．２　偶联比测定　采用三硝基苯磺酸法测定免
疫原和包被原偶联比［１８］．
１．５．３　紫外光谱鉴定　将抗原用水稀释到 ０２
ｍｇ／ｍＬ，半抗原用少量 ＤＭＦ溶解，用水配成 ０２
ｍｇ／ｍＬ牛血清白蛋白用水配成０２ｍｇ／ｍＬ，在２００～
４００ｎｍ范围内进行紫外扫描，可以很好地取得结果．
１．５．４　ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定　配制各种电泳溶液，浓缩
胶５％，分离胶１２％．考马斯亮蓝染色液染色，用脱
色液脱色至条带清晰．
１．５．５　半抗原质谱鉴定　参考毛利莎等［３］质谱条

件，进行沙丁胺醇半抗原的质谱全扫描．
１．６　沙丁胺醇单克隆抗体的制备
１．６．１　动物免疫　将免疫原 ＳＡＬＢＳＡ免疫 ５只
Ｂａｌｂ／ｃ小鼠，分别标记为１、２、３、４、５，用牛血清白蛋白
直接免疫Ｂａｌｂ／ｃ小鼠，作为空白对照组（标记为６），
首免将等量的抗原与弗氏完全佐剂乳化，腹部皮下

注射１００μｇ／只，第２～第５次免疫，将等量免疫原与
弗氏不完全佐剂乳化，皮下注射５０μｇ／只，融合前３
ｄ加强免疫，皮下注射免疫原５０μｇ，免疫间隔时间
为２周．
１．６．２　间接ＥＬＩＳＡ测定血清效价　小鼠五免后第７
天采血测定其血清抗体效价．方法如下：将ＳＡＬＯＶＡ
包被原用碳酸缓冲液（ｐＨ９６）稀释成１０μｇ／ｍＬ，
包被９６孔板，４℃条件孵育过夜，洗板３次；加入倍

比稀释好的抗体，每孔１００μＬ，３７℃条件孵育１ｈ，
洗板３次；加入羊抗鼠 ＩｇＧＨＲＰ，每孔１００μＬ，３７℃
条件孵育４０ｍｉｎ，洗板３次；加入显色液各５０μＬ，３７
℃条件显色１０ｍｉｎ，０２ｍｏｌ／Ｌ硫酸终止反应，酶标
仪４５０ｎｍ读数．以 Ｓ／Ｎ≥２１所对应的最大稀释倍
数为阳性血清的抗体效价，其中 Ｓ为阳性血清的
Ｄ４５０ｎｍ，Ｎ为阴性血清的Ｄ４５０ｎｍ．
１．６．３　间接竞争ＥＬＩＳＡ测定血清 ＩＣ５０　根据１６２
结果将Ｄ４５０ｎｍ在１０左右的抗体稀释倍数作为最佳工
作条件，按 １０μｇ／ｍＬ包被原包 ９６孔板（１００
μＬ／孔），洗板３次；然后加入沙丁胺醇标准品（１、１０、
２０、４０、８０ｎｇ／ｍＬ）各５０μＬ，再加入阳性血清５０μＬ，使
最终浓度为最佳工作浓度．３７℃竞争反应１ｈ，洗板３
次；然后加入羊抗鼠ＩｇＧＨＲＰ，每孔１００μＬ，３７℃孵育
４０ｍｉｎ，洗板３次；再加入显色液，各５０μＬ，３７℃显色
１０ｍｉｎ，０２ｍｏｌ／Ｌ硫酸终止反应，酶标仪４５０ｎｍ读
Ｄ４５０ｎｍ．
１．６．４　细胞融合　按常规方法融合，将 ＳＰ２／０细胞
与脾细胞以１∶５（质量比）比例混合，然后，将细胞混匀
加入甲基纤维素半固体培养基中培养．培养步骤：将离
心好的融合细胞，去除上清液，加入４ｍＬ血清，并将细
胞吹匀；然后再加入６ｍＬ血清、４ｍＬ饲养细胞及０８
～１０ｍＬ的ＨＡＴ（５０×）；向离心管中加入２５ｍＬ灭菌
半固体培养基，定容至４０ｍＬ，并将其充分混匀，３０ｍｉｎ
后将融合好的细胞倒入小皿中，再将小皿放入湿盒中，

最后放入３７℃、体积分数为５％ ＣＯ２培养箱中培养．
１．６．５　阳性细胞克隆　检测细胞培养上清抗体效价，
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选择强阳性细胞进行克隆，取５０个细胞铺半块９６孔
板，亚克隆后第４～５天数板，挑选单克隆或克隆数少
的孔换液，第７～１０天后（细胞占视野的２５％以上）即
可ｉｃＥＬＩＳＡ检测，直至１００％阳性．得到稳定分泌高特
异性、高效价、高亲和力抗体的杂交瘤细胞株，保存于

液氮中．
１．６．６　单克隆抗体的制备及其效价和亚型检测　将克
隆及扩大培养的杂交瘤细胞注入提前致敏的 Ｂａｌｂ／ｃ
小鼠腹腔，诱生腹水产生抗沙丁胺醇单克隆抗体．收
集５ｍＬ腹水进行抗体的纯化［１９］，采用福林酚法测

定抗体浓度；采用间接ＥＬＩＳＡ测定抗体效价；使用抗
体亚型试剂盒（广州万孚生物技术责任有限公司产

品）鉴定抗体亚型．

１．６．７　抗体灵敏度与特异性测定　参照１６３，采
用间接竞争ＥＬＩＳＡ法测定单克隆抗体的灵敏度和特
异性．根据ＩＣ５０判定抗体灵敏度．检测抗沙丁胺醇单
克隆抗体与沙丁胺醇、盐酸克伦特罗、莱克多巴胺等

的交叉反应性，根据交叉反应率（Ｃｒｏｓｓｒｅａｃｔｉｏｎ，ＣＲ）
判定抗沙丁胺醇单克隆抗体的特异性．ＣＲ＝（沙丁
胺醇的ＩＣ５０／各结构类似物的ＩＣ５０）×１００％．

２　结果与分析
２．１　半抗原质谱鉴定

溴丁酸乙酯半抗原相对分子质量为３２５１２，由
图４可见，Ｈ＋质谱出峰相对分子质量为３２６３，表明
是本试验所合成的半抗原．

图４　半抗原质谱图
Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍｏｆＳＡＬＨＳ

２．２　完全抗原鉴定
２．２．１　紫外光谱鉴定　由图５可见，沙丁胺醇半抗
原（ＳＡＬＨＳ）的最大吸收峰在２７５ｎｍ，ＢＳＡ的最大吸
收峰在２７８ｎｍ，沙丁胺醇半抗原和牛血清白蛋白偶
联后在２４０～３００ｎｍ紫外吸收峰发生上移，表明偶
联成功，依据三硝基苯磺酸法计算出沙丁胺醇半抗

原和牛血清白蛋白结合比为１３∶１．
　　由图６可见，沙丁胺醇半抗原（ＳＡＬＨＳ）的最大
吸收峰在 ２７５ｎｍ，鸡卵清白蛋白的最大吸收峰在
２７９ｎｍ，沙丁胺醇半抗原和鸡卵清白蛋白偶联后在
２４０～３００ｎｍ紫外吸收峰发生上移，表明偶联成功，
依据三硝基苯磺酸法推算出沙丁胺醇半抗原和牛血

清白蛋白结合比为３∶１．
２．２．２　ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定　由图７可见，牛血清白蛋
白相对分子质量为６７０００，而沙丁胺醇半抗原连接
牛血清白蛋白后相对分子质量加大，迁移速度比牛

血清白蛋白慢，由此可见合成完全抗原成功．

图５　沙丁胺醇半抗原（ＳＡＬＨＳ）、牛血清白蛋白（ＢＳＡ）、
ＳＡＬＢＳＡ的紫外扫描光谱

Ｆｉｇ．５　ＵＶａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ（ＢＳＡ），
ｓａｌｂｕｔａｍｏｌｈａｐｔｅｎ（ＳＡＬＨＳ），ａｎｄｃｏａｔｉｎｇａｎｔｉｇｅｎ
（ＳＡＬＢＳＡ）
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图６　沙丁胺醇半抗原（ＳＡＬＨＳ）、鸡卵清白蛋白（ＯＶＡ）、
ＳＡＬＯＶＡ的紫外扫描光谱

Ｆｉｇ．６　ＵＶａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｏｖａｌｂｕｍｉｎ（ＯＶＡ），ｓａｌｂｕｔａｍｏｌ
ｈａｐｔｅｎ（ＳＡＬＨＳ），ａｎｄｃｏａｔｉｎｇａｎｔｉｇｅｎ（ＳＡＬＯＶＡ）

１：蛋白质相对分子质量标准；２：鸡卵清白蛋白（ＯＶＡ）；３：ＳＡＬＯＶＡ；

４：牛血清白蛋白（ＢＳＡ）；５：ＳＡＬＢＳＡ．

图７　载体蛋白和偶联物的ＳＤＳＰＡＧＥ
Ｆｉｇ．７　ＳＤＳＰＡＧＥｏｆｃａｒｒｉｅｒｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ

２．３　小鼠融合前血清抗体效价及ＩＣ５０测定
五免后第７天的５只小鼠中，２号小鼠效价可达

１∶１２８０００，其 ＩＣ５０为１０５６ｎｇ／ｍＬ．其他４只小鼠效
价均可达１∶６４０００，其ＩＣ５０＞１０５６ｎｇ／ｍＬ．阴性对照
鼠的效价可以达１∶２０００，但没有抑制，所以选择效
价高、特异性好的２号小鼠进行融合．
２．４　小鼠杂交瘤细胞的建立

选择效价最高的２号小鼠进行融合．经阳性细
胞克隆后，获得２株杂交瘤细胞，分别测定其ＩＣ５０，筛
选出１株高效价、敏感、特异的杂交瘤．
２．５　抗体的制备及纯化

将筛选得到的１株杂交瘤细胞注射到成年Ｂａｌｂ／ｃ
小鼠腹腔，收集腹水，经蛋白纯化后，获得蛋白质量

浓度为２５４ｍｇ／ｍＬ．经间接 ＥＬＩＳＡ效价检测，杂交

瘤细胞株的细胞培养上清液和腹水抗体效价分别为

１∶１２８０００和１∶２５６００００，经抗体亚型鉴定，细胞株
所分泌的抗体均为ＩｇＧ１．
２．６　抗体灵敏度与特异性测定

根据间接竞争ＥＬＩＳＡ结果，拟合曲线可得，单克
隆抗体的ＩＣ５０为０７４６ｎｇ／ｍＬ（图８），与其他同类结
构的交叉反应率均小于００１５％（表１）．

图８　 抗沙丁胺醇单克隆抗体标准抑制回归曲线
Ｆｉｇ．８　ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｕｒｖｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｉｎｄｉｒｅｃｔｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅＥＬＩＳＡ

表１　单克隆抗体与沙丁胺醇及其同类结构药物交叉反应率
Ｔａｂ．１　Ｃｒｏｓｓｒｅａｃｔｉｖｉｔｙｍｏｎｏａｎｔｉｂｏｄｙｗｉｔｈｏｔｈｅｒｄｒｕｇｓ

竞争物 交叉反应率／％　 竞争物 交叉反应率／％
沙丁胺醇 １００ 福莫特罗 ＜０．０１０

特布他林 ＜０．０１ 盐酸克伦特罗 ＜０．０１５

沙美特罗 ＜０．０１ 莱克多巴胺 ＜０．０１５

３　讨论
沙丁胺醇是小分子，必须与大分子物质结合才

具有免疫原性，而整个抗原合成中，半抗原结构设计

尤为重要，直接影响动物的免疫效果，本研究的结构

设计是新颖所在．以硫酸沙丁胺醇为原料，在酚羟基
上接溴丁酸乙酯，因为沙丁胺醇相对分子质量很小，

４－溴丁酸乙酯相对分子质量为１９５０５，增大相对分
子质量同时，形成的醚链不容易水解，稳定性好，可

以增强免疫原性．由于半抗原特殊结构，使得抗体与
其他同类结构的交叉反应率小于００１５％，文献报道
沙丁胺醇与克伦特罗有很高的交叉反应率［２０］，这种

半抗原结构的设计解决了交叉反应的问题，为创新

所在．
免疫原偶联比为１３∶１，能产生效价高的抗体，偶

联包被原的半抗原和鸡卵清白蛋白质量比为１∶５０，测
得偶联比为２５∶１，包被原偶联比越低包被效果越好．

在免疫小鼠检测小鼠血清抗体效价和抑制时，
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要选择效价高且抑制率高的小鼠进行融合，由于小

鼠机体差异性，在免疫时应多免疫几只小鼠．由于融
合时使用的是甲基纤维素半固体培养基，挑克隆之

后要换全液，然后再检测效价和抑制，因为甲基纤维

素半固体培养基可能会造成假阳性．
杂交瘤细胞株诱生腹水制备抗体的效价可达

１∶２５６００００，其 ＩＣ５０可达到０７４６ｎｇ／ｍＬ，说明免疫
原可以刺激动物机体产生免疫应答，从而制备高特

异性的单克隆抗体．
免疫学方法具有灵敏度高、过程简单和分析速度

快等优点，是监测食品安全很好的方法，将沙丁胺醇单

克隆抗体应用到胶体金平台，省时、省力、成本低的胶

体金试纸条，为沙丁胺醇残留检测提供了更加方便快

速灵敏的方法，也为免疫学方法的建立奠定了基础，同

时为胶体金试纸条的应用优化提供基础．
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