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　　摘要：为制备金刚烷胺（ＡＭＤ）的单克隆抗体（ｍＡｂ），改造 ＡＭＤ的半抗原，采用 ＥＤＣ／ＮＨＳ法合成人工免疫原
ＡＭＤ－ＢＳＡ和检测抗原ＡＭＤ－ＯＶＡ，经紫外扫描和凝胶电泳进行鉴定，ＡＭＤ与载体蛋白［牛血清白蛋白（ＢＳＡ）、鸡卵
白蛋白（ＯＶＡ）］成功偶联；用被免疫原（ＡＭＤ－ＢＳＡ）免疫ＢＡＬＢＣ／ｃ小鼠的脾细胞与骨髓瘤细胞进行融合，获得 ＡＭＤ
杂交瘤细胞株，腹腔注射小鼠后，得到抗ＡＭＤ的ｍＡｂ。小鼠免疫后的多抗血清的效价均在６．４×１０３以上，所制得的杂
交瘤细胞上清液的效价为３．６×１０２～１．０×１０３，２Ｄ５细胞株的腹水效价为５．１２×１０５，对ＡＭＤ的ＩＣ５０值为１．０２μｇ／Ｌ，除

与金刚乙胺的交叉反应率为９．８２％，与其他结构类似物无交叉反应性。表明获得了高价、敏感和特异的抗ＡＭＤ的单
克隆抗体，为进一步的免疫学快速检测提供了技术支持。
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　　金刚烷胺（ａｍａｎｔａｄｉｎｅ，ＡＭＤ）是一种稳定、无色、结晶的
胺，具有特殊的对称性结构。由于其具有干扰 Ｍ２流感病毒
蛋白合成和抗胆碱的作用［１］，临床上用作抗帕金森病毒和抗

病毒药物［２－３］；在动物饲养中，ＡＭＤ主要用于治疗和预防禽
流感和猪的传染性胃肠炎［４－５］。但是，ＡＭＤ的过度使用会对
人类和环境产生不利的生态后果。首先，它的广泛使用可以

增加细菌耐药菌株的发生［６－８］。其次，ＡＭＤ的残留物可能通
过食物链进入人体。ＡＭＤ在人体内蓄积６周以上可以引起
恶心、头晕、失眠、心慌等影响［９］。事实上，美国食品和药物

管理局已经禁止在牲畜中使用 ＡＭＤ；２００５年，中国原农业部
（公告号：５６０）禁止 ＡＭＤ作为家禽的抗病毒兽药。然而，由
于其低廉的价格和可用性，家禽业中 ＡＭＤ仍然作为 Ａ型禽
流感的治疗药在非法使用［６］。因此，已经建立了许多分析方

法以检测ＡＭＤ的残留。
代谢研究结果表明，ＡＭＤ在体内以原型形式存在并在体

内积聚［１０］。目前，ＡＭＤ检测方法包括液相色谱法［１１－１２］、荧

光液相色谱法［１３］、高效液相色谱法［１４－１５］、毛细管区带电泳

法［１６］、选择性和荧光分光光度法［１７］、气相色谱法［１８］、毛细管

气体色谱法［１９］、五氟苯甲酰氯萃取衍生化气相色谱法［２０］和

液相色谱－串联质谱法［２１］。虽然这些方法准确而敏感，但这

些色谱方法需要昂贵的设备、繁杂的预处理、技术熟练的操作

人员，因此，它们不适合 ＡＭＤ的现场筛查。可见，在动物源
性食品中开发直观、灵敏、高效的 ＡＭＤ检测分析方法至关重
要。酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）［２２］和胶体金免疫层析测
定［２３］代表快速、特异、方便和高度敏感的方法，适用于分析大

量样品。在这项研究中，制备了一种针对 ＡＭＤ的新型单克
隆抗体，为今后的免疫学快速检测提供技术上的支持。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
金刚烷胺、１－（３－二甲氨基丙基）－３－乙基碳二亚胺

盐酸盐（ＥＤＣ）、羟琥珀亚酰胺（ＮＨＳ）、弗氏佐剂，Ｓｉｇｍａ公司
产品；羊抗鼠酶标二抗，洛阳华美生物工程有限公司；其他试

剂均为ＡＲ级。ＳＰＦ级雌性ＢＡＢＬＣ／ｃ小鼠购自郑州大学实验
动物中心，由周口师范学院神经转化医学实验动物中心饲养。

仪器设备：ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＮａｎｏＤｒｏｐ２０００ｃ紫外分光光
度计，ＴｈｅｒｍｏＥｌｅｃｔｒｏｎ；ＭｕｌｔｉｓｋａｎＦＣ型酶标仪，上海赛默飞世
尔仪器有限公司；ＬＨＳ－４５０恒温培养箱，郑州生元仪器有限
公司；ＡＲ２２４ＣＮ电子天平，上海奥豪斯仪器有限公司；凝胶成
像系统及分析软件，上海天能科技股份有限公司；ＤＹＹ－６Ｄ
型电泳仪电源，北京六一生物科技有限公司；９０－２定时恒温
双向磁力搅拌器，上海精科实业有限公司；ＨＣＪ－４Ａ数显恒
温磁力搅拌水浴锅，常州市金坛区指前镇旭日实验仪器厂；

ＳＷ－ＣＪ－２Ｇ型超净工作台，苏州净华仪器有限公司；３７０１型
二氧化碳培养箱，ＵＳＡＰｒｅｃｉｓｉｏｎ公司。
１．２　方法
１．２．１　ＡＭＤ免疫原的合成及鉴定　参考 Ｘｕ等报道的方法
进行ＡＭＤ免疫原的合成［２２］。８０ｍｇＡＭＤ充分溶解在 ３ｍＬ
的甲苯和一定量的二碳酸二叔丁酯溶液中，然后加入１０５ｍｇ
６－溴乙酸乙酯，在氮气保护下升温至１２８℃充分回流２ｄ，旋
转蒸发后的产物调节 ｐＨ值至１０，然后调节 ｐＨ值为１，干燥
浓缩后得含有羧基的 ＡＭＤ半抗原（图 １－Ａ）。取 １２ｍｇ
ＡＭＤ半抗原，加入３ｍＬＮ，Ｎ－二甲基甲酰胺溶解，依次加入
１１ｍｇＮＨＳ，１７ｍｇＥＤＣ，冰浴条件下搅拌反应 １８ｈ，得到 Ａ
液；３０ｍｇ牛血清白蛋白（ＢＳＡ）加入 ３ｍＬＰＢＳ溶液中（Ｂ
液）。将Ａ液慢速滴加到 Ｂ液中，室温下反应１ｄ；放入透析
袋中用ＰＢＳ缓冲液透析３ｄ，制得 ＡＭＤ免疫原，其反应路线
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见图１－Ｂ。利用紫外扫描和十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺
凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）［２４］来判断 ＡＭＤ和载体蛋白是否成

功偶联。

１．２．２　动物免疫　用７０ｍｇ免疫原（ＡＭＤ－ＢＳＡ）和等体积
的弗氏完全佐剂充分乳化后，背部皮下多点注射到３只小鼠，
间隔１８ｄ之后用同样的剂量与弗氏不完全佐剂乳化后，对
ＢＡＢＬＣ／ｃ小鼠进行免疫，先后共免疫５次；免疫结束后，小鼠
尾静脉采血，得到抗 ＡＭＤ多克隆抗体血清（ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ
ａｎｔｉｂｏｄｙｓｅｒｕｍ，ｐＡｂｓ），并进行鉴定。
１．２．３　单克隆抗体制备　利用融合剂ＰＥＧ４０００，将免疫最优
小鼠的脾细胞和骨髓瘤细胞 ＳＰ２／０按一定比例混合，并加入
ＧＮＫ溶液和ＨＡＴ培养基，然后将混合液按０．１ｍ／孔加入到
铺有饲养细胞的细胞培养板中，用酶联免疫吸附试验

（ＥＬＩＳＡ）筛选阳性孔，有限稀释法对筛选到的阳性孔进行亚
克隆，得到抗ＡＭＤ的杂交瘤细胞株，将细胞株注入到经液体

石蜡处理过的小鼠腹腔中，以此来制备抗ＡＭＤｍＡｂｓ。
１．２．４　ＡＭＤｍＡｂｓ的鉴定
１．２．４．１　抗ＡＭＤｍＡｂｓ效价测定　间接ＥＬＩＳＡ检测抗ＡＭＤ
ｍＡｂｓ效价［２５］：检测抗原（ＡＭＤ－ＯＶＡ）包被在 ＥＬＩＳＡ板内；
依次加入倍比稀释的ＡＭＤｍＡｂｓ、酶标二抗和显色液，每步孵
育一定时间后均用ＰＢＳＴ洗板；加入终止液后，放入酶标仪进
行测定。

１．２．４．２　抗ＡＭＤｍＡｂｓ敏感性测定　间接竞争 ＥＬＩＳＡ检测
ｍＡｂｓ对ＡＭＤ的半数抑制浓度（ＩＣ５０），以此来鉴定其敏感性。
其操作过程与间接 ＥＬＩＳＡ的区别在于包板后，每孔加入
Ｄ４５０ｎｍ值为１．０左右的ｍＡｂｓ和倍比稀释的ＡＭＤ标准品。
１．２．４．３　ＡＭＤｍＡｂｓ特异性测定　依据交叉反应（ｃｒｏｓｓ
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ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＣＲ）试验鉴定 ＡＭＤ的特异性。用间接竞争 ＥＬＩＳＡ
测定金刚乙胺、金刚烷、１－金刚烷羧酸、利巴韦林、吗啉胍、阿
昔洛韦、呋喃唑酮等类似物的 ＩＣ５０值。ＣＲ＝（金刚烷胺 ＩＣ５０
值／其他化合物ＩＣ５０值）×１００％。

２　结果与分析

２．１　ＡＭＤ免疫原的鉴定结果
图２显示，ＢＳＡ的吸收峰（１０ｍｍ）在 ２８０ｎｍ的位置，

ＡＭＤ的吸收峰在 ４１２ｎｍ的位置，ＡＭＤ－ＢＳＡ的吸收峰
（１０ｍｍ）与ＢＳＡ的吸收峰相比发生了向右偏移，表明半抗原
ＡＭＤ与ＢＳＡ已经联结。ＢＳＡ的泳动速率略大于 ＡＭＤ－ＢＳＡ
的泳动速率（图３），分析物分子质量的大小与泳动速率成反
比，由此可知ＢＳＡ与ＡＭＤ成功联结。

２．２　ＡＭＤｐＡｂｓ的效价、敏感性鉴定结果
免疫原（ＡＭＤ－ＢＳＡ）免疫的１号和２号 ＢＡＢＬＣ／ｃ小鼠

的ｐＡｂｓ效价都达到６．４×１０３以上，２号小鼠达到１．２８×１０４

（图４），表明ＡＭＤｐＡｂｓ效价较高，免疫原（ＡＭＤ－ＢＳＡ）的免
疫原性优良。３只被免小鼠的ｍＡｂｓ均有抑制的产生，其中以
３号被免小鼠的抑制最优（图５），以 ＡＭＤ的稀释浓度的对数
值为横坐标，标准品测定值／不加标准品测定值（Ｂ／Ｂ０）为纵
坐标作图，线性回归方程：ｙ＝－０．４０６１ｘ＋１．００８６，ｒ２ ＝
０９９１６，由此方程推算出ＡＭＤ的ＩＣ５０值为１７．８８μｇ／Ｌ，进一
步表明ｍＡｂｓ具有较高的敏感性。
２．２　ＡＭＤｍＡｂｓ的鉴定结果
２．２．１　效价测定结果　利用ＥＬＩＳＡ筛选出４株杂交瘤细胞稳
定分泌的ＡＭＤｍＡｂｓ，其效价较高，其中２Ｄ５细胞株的上清液
效价最优，用此株诱生抗ＡＭＤ的腹水，效价为２．１５×１０５（表１）。
２．２．２　敏感性界定结果　间接竞争 ＬＥＩＳＡ测定细胞株的
ＡＭＤｍＡｂｓ的回归方程为 ｙ＝－０．３１１６ｘ＋０．５０２４（ｒ２ ＝
０．９９０３）（图６），２Ｄ５对ＡＭＤ的ＩＣ５０为１．０２μｇ／Ｌ，进一步表
明本研究所制得的ｍＡｂｓ对ＡＭＤ的敏感性较好。

表１　间接ＥＬＩＳＡ测定ＡＭＤｍＡｂｓ的效价

杂交瘤细胞
ＡＭＤｍＡｂｓ的效价

上清液 腹水

１Ｆ８ ３．６×１０２

２Ｄ５ １．０×１０３ ５．１２×１０５

３Ｇ１０ ５．０×１０２

３Ｂ４ ５．０×１０２

２．２．３　ＡＭＤｍＡｂｓ的特异性鉴定结果　ＡＭＤｍＡｂｓ与金刚
乙胺的ＣＲ为９．８２％，与金刚烷、１－金刚烷羧酸、利巴韦林、
吗啉胍、阿昔洛韦、呋喃唑酮等类似物没有ＣＲ（表２），进一步
表明ＡＭＤｍＡｂｓ特异性较强。

３　讨论与结论

高质量的抗原是制备优质抗体的基础。根据文献报道，

Ｘｕ等首先利用二碳酸二叔丁酯保护 ＡＭＤ上的氨基，然后使
用 ６ － 溴 乙 酸 乙 酯 在 ＡＭＤ 上 引 入 活 性 基 团

［—（ＣＨ２）５ＣＯＯＨ］，运用ＥＤＣ／ＮＨＳ法与载体蛋白（ＢＳＡ或
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表２　ＡＭＤｍＡｂｓ与ＡＭＤ类似物的ＣＲ

竞争物
ＩＣ５０值
（μｇ／Ｌ）

ＣＲ
（％）

金刚烷胺（ＡＭＤ） １．０２ １００．０
金刚乙胺（ｒｉｍａｎｔａｄｉｎｅ） １０．３９ ９．８２
金刚烷（ａｄａｍａｎｔａｎｅ） ＞１．１×１０３ ＜０．０１
１－金刚烷羧酸（１－ａｄａｍａｎｔａｎｅｃａｒｂｏｘｙｌｉｃａｃｉｄ）＞１．１×１０３ ＜０．０１
利巴韦林（ｒｉｂａｖｉｒｉｎ） ＞１．１×１０３ ＜０．０１
吗啉胍（ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｉｕｍ） ＞１．１×１０３ ＜０．０１
阿昔洛韦（ａｃｙｃｌｏｖｉｒ） ＞１．１×１０３ ＜０．０１
呋喃唑酮（ｆｕｒａｚｏｌｉｄｏｎｅ） ＞１．１×１０３ ＜０．０１

ＯＶＡ）进行连接，免疫小鼠后的 ＡＭＤ ｍＡｂｓＩＣ５０值为
５０μｇ／Ｌ［２２］；Ｗｕ等采用ＥＤＣ和乙二胺改造载体蛋白（ＢＳＡ或
ＯＶＡ）的羧基位点使之转换为氨基，然后利用戊二醛法使
ＡＭＤ与载体蛋白发生偶联；制备所得多抗具备一定效价，免
疫小鼠后，获得的 ＡＭＤｍＡｂｓ具有较高的效价（１×１０４以
上），但对ＡＭＤ的抑制率偏低（１０％以下）［２３］。

虽然紫外扫描、色谱法、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ等通常被用来鉴定
免疫原的制备结果，但是紫外扫描由于半抗原和载体蛋白及

偶联物的溶解基质不同，同时不用的浓度产生的波峰不尽相

同，所以判定起来存在困难；色谱法存在操作繁杂、耗时长和

须要不断地熟悉操作等缺点，现实应用起来较为吃力；ＡＭＤ
的分子质量较小（＜２００），与载体蛋白的偶联数目有限
［１∶（１０～２５）］，使得通过ＳＤＳ－ＰＡＧＥ来判定是否成功联结
判定结果很难用肉眼区分开来。小鼠血清的ＩＣ５０鉴定是判断
成功偶联最可靠的手段，但是等待时间较长，一旦失败，须从

头再来，使得试验周期大大增加。综上所述，寻找切实可行的

免疫原的鉴定方法是广大免疫工作者须解决的问题。

本研究小鼠的效价均在６．４×１０３以上，利用细胞融合技
术筛选出 ４株特异性、特异性较强的细胞株，制备出 ＡＭＤ
ｍＡｂｓ，并对其效价、敏感性及特异性进行了鉴定，ｍＡｂｓ对
ＡＭＤ的ＩＣ５０为１．０２μｇ／Ｌ，结果表明，以该抗体为基础，能够
为以后ＡＭＤ残留的免疫检测方法的建立提供技术支持。
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（下转第２３２页）

—３２２—江苏农业科学　２０１９年第４７卷第１５期
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