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摘 要

阿维拉霉素属于寡糖类抗生素，能维持动物肠道菌群平衡和抑制病菌，尤其对革兰

氏阳性菌有明显抑制作用，常作为新型消化促进剂和代谢调节剂添加于饲料中用于防病

和促生长。由于抗生素的滥用和误用使得耐药细菌(ARB)和耐药基因(ARGs)快速出现，

从而降低了抗生素对人和动物病原体的治疗潜力，同时残留在动物体内的抗生素会通过

食物链进入人体，严重危害人体健康。因此欧盟在 2006 年完成了禁止最后四种抗菌促

生长剂(莫能菌素，盐霉素，阿维拉霉素和黄霉素)使用的立法。2010年韩国农林渔业食

品部（MIFAFF）发布通报，禁用包括阿维拉霉素在内的八种抗生素。2019年中国发布

《食品中兽药最大残留限量》，明确规定了阿维拉霉素代谢物在动物体内各靶组织中的

残留限量标准。而在动物体内残留超过限量标准的抗生素，往往是因为滥用、不遵守用

药规范等导致过量添加。目前，尚未有报道建立适用于基层的阿维拉霉素快检技术。为

规范和引导养殖户合理使用阿维拉霉素，便于检测机构快速初筛，保护畜禽产品的进出

口贸易市场，保障食品质量安全，因此需要建立一种检测阿维拉霉素的快速、便捷、灵

敏准确的技术。胶体金免疫层析技术是以胶体金颗粒作为示踪标志物应用于抗原抗体检

测的一种免疫学分析技术，具有易操作、检测快速、结果可视化等优点，适用于现场检

测和大规模筛查。而建立胶体金免疫检测技术的关键在于获得高特异性的抗体，它是利

用体外培养的杂交瘤细胞通过腹水诱生法来获得。由于体外培养体系中血清成分存在的

缺点与风险，因此需要对杂交瘤细胞的体外培养条件进行优化。

本文以本实验室构建的抗阿维拉霉素杂交瘤细胞 2GC8（保藏编号：CGMCC

NO.17485）为研究对象，优化体外培养条件，并通过腹水诱生获得单抗用于建立胶体金

免疫层析技术，实现对阿维拉霉素的快速检测。主要包括以下内容：

（1）杂交瘤细胞体外培养条件的优化

以细胞生长情况和抗体分泌情况为考察指标，确定 DMEM/F12 为基础培养基。考

察不同血清浓度对细胞的影响，对细胞进行减血清驯化并使其适应 7.5%血清浓度。通

过单因素实验初步确定细胞培养基中 6 种营养因子的添加浓度，在此基础上依次应用

Plackett-Burman 设计、最陡爬坡实验和 Box-Behnken 设计等 3 种实验设计方法，得到

添加因子及浓度为：胰岛素 8.197µg/mL、转铁蛋白 7.522µg/mL、乙醇胺 4.232µg/mL，

最终获得一种优化的低血清培养基组成，并对其进行模型验证和摇瓶放大。结果表明验
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证优化的培养基对细胞生长和抗体分泌效果较好。

（2）胶体金免疫层析技术的建立

利用杂交瘤细胞通过小鼠体内腹水诱生获得含目标单抗的腹水，经过辛酸-硫酸铵

法和亲和层析柱纯化后，用 SDS-PAGE鉴定其纯度较高。以 40nm胶体金颗粒标记纯化

后单抗，优化标记条件得到最佳抗体添加浓度为 9μg/mL，最佳标记 pH为 7.5，并以此

条件制备金标抗体。优化 T线和 C线的划膜浓度组合，构建胶体金免疫层析试纸条并对

其进行性能评价。通过灵敏度实验得到试纸条检测限为 2μg/mL。利用阿维拉霉素的结

构类似物及衍生物测试证实试纸条特异性良好。对多组试纸条进行测试验证重复性较好。

说明成功建立了检测阿维拉霉素的胶体金免疫层析技术。

关键词：阿维拉霉素；体外培养；单克隆抗体；胶体金免疫层析试纸条
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ABSTRACT

Avilamycin is an oligosaccharide antibiotic, which can maintain the balance of animal

intestinal flora and inhibit bacteria, especially having an obvious inhibitory effect on

Gram-positive bacteria. It is often added to feed as a new type of digestion promoter and

metabolic regulator for disease prevention and growth promotion. Due to the abuse and

misuse of antibiotics, the rapid emergence of drug-resistant bacteria (ARBs) and

drug-resistant genes (ARGs) reduces the therapeutic potential of antibiotics against human

and animal pathogens, while the antibiotics remaining in animals will enter the human body

through the food chain, Serious harm to human health. The EU, therefore, completed

legislation in 2006 to ban the use of the last four antimicrobial growth promoters (monensin,

salinomycin, avilamycin, and flavomycin). In 2010, South Korea's Ministry of Agriculture,

Forestry, Fisheries and Food (MIFAFF) issued a notice to ban eight antibiotics including

avilamycin. In 2019, China issued the National Food Safety Standard-Maximum Residue

Limits, which stipulated the residue limit standards of avilamycin metabolites in various

target tissues in animals. Antibiotics that remain in the animal body exceeding the limit

standard are often excessively added due to abuse and non-compliance with drug regulations.

At present, there is no report on the establishment of a rapid detection method for avilamycin

suitable for the grass-roots level. To standardize and guide farmers to use avilamycin

rationally, to facilitate the rapid initial screening of testing institutions, to protect the import

and export trade market of livestock and poultry products, and to ensure food quality and

safety, it is necessary to establish a fast, convenient, sensitive, and accurate technology for the

detection of avilamycin. Colloidal gold immunochromatography technology is an

immunological analysis technology that uses colloidal gold particles as tracer markers for

antigen and antibody detection. It has the advantages of easy operation, rapid detection, and

visualization of results. It is suitable for on-site detection and large-scale screening. The key

to establishing colloidal gold immunoassay technology is to obtain highly specific antibodies,

which are obtained by using hybridoma cells cultured in vitro by the ascites induction method.
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Due to the shortcomings and risks of serum components in the in vitro culture system, it is

necessary to optimize the in vitro culture conditions of hybridoma cells.

In this paper, the anti-avilamycin hybridoma cell 2GC8 (Deposit Number: CGMCC

NO.17485) constructed in our laboratory is the research object, the in vitro culture conditions

were optimized, and the monoclonal antibody was obtained by induction of ascites for the

establishment of colloidal gold immunochromatography technology to realize the rapid

detection of avilamycin. The main research results are as follows:

(1) Optimization of in vitro culture conditions

DMEM/F12 medium was determined as the basal medium based on cell growth and

antibody secretion. To investigate the effect of different serum concentrations on cells, cells

were acclimated to 7.5% serum concentration by reducing serum acclimation. The addition

concentration of 6 nutritional factors in cell culture medium was preliminarily determined by

single-factor experiment. On this basis, three Design of Experiments methods, namely

Plackett-Burman design, steepest climbing experiment, and Box-Behnken design were

applied in turn. The addition factors and concentrations were obtained as follows: insulin

8.197µg/mL, transferrin 7.522µg/mL, ethanolamine 4.232µg/mL, an optimized low serum

medium composition was finally obtained, and model validation and shake flask amplification

were performed. The results showed that the optimized medium had better effect on cell

growth and antibody secretion.

(2) Establishment of colloidal gold immunochromatography technology

Hybridoma cells were used to induce ascites in mice to obtain ascites containing the

target mAb. After purification by the octanoic acid-ammonium sulfate method and affinity

chromatography, the purity was identified by SDS-PAGE. The monoclonal antibody was

labeled with 40nm colloidal gold particles, and the labeling conditions were optimized to

obtain the optimal antibody concentration of 9 μg/mL and the optimal labeling pH of 7.5.

Gold-labeled antibodies were prepared under these conditions. The combination of T-line and

C-line scribing concentration was optimized, the colloidal gold immunochromatographic test

strip was constructed and its performance was evaluated. The detection limit of the test strip

was 2μg/mL through the sensitivity experiment. The specificity of the test strip was confirmed
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by the test of structural analogs and derivatives of avilamycin. Tests on multiple groups of test

strips verified that the repeatability was good. This indicates that the colloidal gold

immunochromatographic technique for the detection of avilamycin has been successfully

established.

Keywords: Avilamycin; In vitro culture; Monoclonal antibody; Colloidal gold

immunochromatographic test strip
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第 1章 前言

1.1阿维拉霉素的研究现状

阿维拉霉素（Avilamycin）又称卑霉素，是由绿色产色链霉素菌（Streptomyces

viridochromogems，SV）发酵产生的二氯异扁枝衣酸酯，属于正糖霉素族的寡糖类抗生

素[1]。作为一种新型消化促进剂和代谢调节剂，能维持动物肠道菌群平衡和抑制病菌，

尤其是革兰氏阳性菌，对猪[2, 3]和肉鸡[4]有显著的促生长和防病作用。目前，阿维拉霉素

的生产技术被美国礼来公司垄断，国内尚无厂家生产。因其具有结构独特、安全性高、

残留量低、易降解、不存在交叉耐药性、不易被肠道吸收等优点，在许多国家和地区得

到广泛应用，具有良好的市场前景。

阿维拉霉素分别于 1987年（猪用）和 1990年（鸡用）被欧盟批准列入通用使用标

准，但考虑到抗生素耐药性的发展和抗生素耐药性基因可能从动物到人微生物的转移，

于 2006年完成对所有作为促生长饲料添加剂的抗生素（包括阿维拉霉素）的使用[5]；2005

年我国批准可将阿维拉霉素预混剂用于猪和鸡饲料中，又于 2015年作为动物用药物饲

料添加剂批准进口，同时为限制阿维拉霉素的使用，在 GB31650-2019 食品中兽药最大

残留限量中明确规定了其在各靶组织中的残留限量。因此为规范阿维拉霉素作为饲料添

加剂的使用，需要建立相应的检测方法来提供保障。

1.1.1阿维拉霉素的结构与性质

阿维拉霉素是一种与细胞生长相关联的次级代谢产物[6]，有 A到 N共 15个组分，

主要活性组分为阿维拉霉素 A，分子式为 C61H88Cl2O32，分子量 1404.24；其次为阿维拉

霉素 B，分子式为 C59H84Cl2O32，分子量 1376.19，其他组分含量低且活性小[7]。其分子

结构由一分子双氯晚霉素酸分子连接一个七糖链组成。结构式如下图 1.1[8]。是唯一一种

属于奥尔托索霉素类的饲用促生长素。因其结构独特，与已知任何抗生素不存在交叉耐

药性，包括氯霉素、四环素、红霉素等以核糖体为靶标的抗生素[9]。
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阿维拉霉素呈棕褐色粉末，有霉味，熔点为 181℃~182℃，水溶性差，易溶于有机

溶剂，在光照和酸性环境条件下能迅速降解，在碱性环境降解速度较慢[10]。市售（进口）

阿维拉霉素商品多为阿维拉霉素 A和阿维拉霉素 B的混合物[11]。

Avilamycins R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8

A COCH(CH3)2 COCH3 OCH3 Cl Cl CH3 CH3 OCH3

A’ COCH2CH3 H OCH3 Cl Cl CH3 CH3 OCH3

B COCH3 COCH3 OCH3 Cl Cl CH3 CH3 OCH3

C COCH(CH3)2 CH(OH)CH3 OCH3 Cl Cl CH3 CH3 OCH3

D1 H COCH3 OCH3 Cl Cl CH3 CH3 OCH3

D2 COCH3 CH(OH)CH3 OCH3 Cl Cl CH3 CH3 OCH3

E H CH(OH)CH3 OCH3 Cl Cl CH3 CH3 OCH3

F COCH(CH3)2 COCH3 OH H Cl CH3 CH3 OCH3

G CO(CH2)3CH3 COCH3 OCH3 Cl Cl CH3 CH3 OCH3

H COCH(CH3)2 COCH3 OCH3 Cl H CH3 CH3 OCH3

I COCH2CH3 COCH3 OCH3 Cl Cl CH3 CH3 OCH3

J COCH(CH3)2 COCH3 OCH3 Cl Cl H CH3 OCH3

K COCH(CH3)2 COCH3 OCH3 Cl Cl CH3 CH2OH OCH3

L COCH(CH3)2 CHO OCH3 Cl Cl CH3 CH3 OCH3

M COCH(CH3)2 COCH3 OCH3 Cl Cl CH3 H OCH3

N COCH(CH3)2 COCH3 OCH3 Cl Cl CH3 CH3 OH

图 1.1 阿维拉霉素各组分结构式

Fig.1.1 Chemical structure formula of avilamycin
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1.1.2阿维拉霉素的功能与应用

1.1.2.1抑菌机制

阿维拉霉素通过作用于细菌核糖体 A位点，干扰起始因子 IF2和 tRNA的结合[12]，

细菌核糖体亚基的结合位点跨越 A-tRNA入口通道，从而通过阻断 A-tRNA肘部的结合

位点来抑制蛋白质合成，是其他已知抗生素不具备的机制[13]。在翻译延伸阶段，由于阿

维拉霉素结合到核糖体大亚基上时，部分残基会与核糖体 50S的 A位发生重叠，导致氨

基酰-tRNA的肘部核苷酸 G53与 G52无法正确附着到核糖体 50S的 A位上，从而阻断

肽链延伸，抑制细菌蛋白质的合成，最终达到抑菌目的[1]。

1.1.2.2抑菌能力

阿维拉霉素主要对革兰氏阳性菌有抑菌活性，且活性较高。对杆菌、梭菌、链球菌

和葡萄球菌等作用显著，其中包括已对抗生素产生抗性的菌株，如有青霉素抗性的链球

菌、甲氧苯青霉素抗性的葡萄球菌和糖肽类抗生素抗性的肠球菌[14]。并可通过抑制细菌

在宿主黏膜细胞表面的黏附，从而达到预防病菌感染和抑制病菌持续扩散的效果[15]。

1.1.2.3阿维拉霉素的应用

（1）肉鸡

阿维拉霉素对肉鸡具有显著的促生长作用，可提高饲料转化率和增重率，改善料肉

比；同时起到有效预防和抑制梭菌性肠炎的发生，维持肠道内环境的平衡，减少肠道毒

副代谢产物的产生，降低鸡只死亡率。

邹君彪等[4]选取罗斯肉鸡在基础日粮中添加阿维拉霉素，研究表明添加阿维拉霉素

能够在一定程度上降低肉鸡的死亡率和料重比，提高血清的免疫球蛋白 G 水平和溶菌

酶活性，且以 10 mg/kg添加剂量效果为佳。Rodger等[16]在肉仔鸡饲料中添加阿维拉霉

素，发现可以提高鸡只的生长性能，特别是显著提高屠宰率和胸肌的重量。潘淑媛[17]

在肉鸡饲料中添加阿维拉霉素，证实可显著降低鸡只盲肠产气梭状芽孢杆菌的数量，同

时具有改善肉鸡的体增重、料肉比、垫料品质，降低死淘率，提高屠宰率等优点。梁先

明等[18]研究验证在饲料中添加阿维拉霉素，不但可以提高 14日龄内肉鸡的增重率和饲
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料利用率，降低鸡的死亡率，而且还可以有效预防和控制产气荚膜梭菌引起的肉鸡坏死

性肠炎。

（2）猪

在饲料中添加阿维拉霉素能有效促进猪的生长和提高抗病力。阿维拉霉素能抑制肠

道杆菌鞭毛的生成，减少对肠壁的破坏，从而达到抑制效果，提高猪生产性能。孔祥书

等[19]通过比较不同抗生素组合对提高生长速度的影响，发现在猪饲料中添加（10% 阿

维拉霉素 150mg/kg +15%吉它霉素 200mg/kg）有较高的日增重和饲料转化率。郭金玲[3]

发现在仔猪饲料中添加 30 mg/kg 阿维拉霉素，可以明显提高仔猪生长速度，减少腹泻

发生率，提高经济效益。沈顺新等[20]通过对比不同抗生素对仔猪的生长影响，发现那西

肽组和阿维拉霉素组对仔猪均有明显的促生长效果。

1.1.3阿维拉霉素的限量标准与政策

2020年 1月，农业部发布第 245号公告，将包括阿维拉霉素预混剂在内的 11种

抗生素类兽用药列入《兽用处方药品种目录（第三批）》。2019年 9月农业农村部发布

GB31650-2019食品中兽药最大残留限量，新增了包括阿维拉霉素等兽药的残留限量，

以二氯异苔酸（DIA）为残留标志物，见下表 1.1。

表 1.1 食品中阿维拉霉素的最大残留限量标准

Table 1.1 Maximum residue limit of avilamycin in food

动物种类 靶组织 残留限量（μg/kg）

猪/兔
肌肉、脂肪、肾 200

肝 300

鸡/火鸡（产蛋期禁用）
肌肉、皮+脂、肾 200

肝 300

1.1.4阿维拉霉素的检测方法与研究进展

目前，国内外对于阿维拉霉素的检测方法大致可分为仪器分析法、微生物法和免疫

学测定法，例如有微生物效价测定方法、气相色谱法-质谱联用检测法（GC-MS）、高

效液相色谱法（HPLC）、放射性同位素标记法和高效液相色谱-质谱联用检测法

（HPLC-MS）等[21]，主要采用仪器法进行检测。

（1）高效液相色谱法
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高效液相色谱法（High Performance Liquid Chromatography，HPLC）是以液体为流

动相，经高压输送至色谱柱，基于各组分对两相分配系数或吸附力的差异，由此实现样

品各组分分离检测。它具有高灵敏度、自动化、高效、分析范围广、色谱柱可反复使用

等优点，但同时存在样品前处理复杂、需要专业人员操作、仪器昂贵等问题，因此不适

用于现场快速检测。魏德宝等[22]建立了测定饲料中阿维拉霉素含量的固相萃取-反相高

效液相色谱法。阿维拉霉素 A 和 B分别在 1.0～100.0μg/mL 和 0.5～20.0μg/mL 的浓度

范围内呈良好线性关系，平均回收率分别为 82.6%～96.6%和 81.4%～99.7%，在饲料中

的定量限分别为 0.800和 0.400mg/kg，检测限分别为 0.250和 0.125μg/mL。潘镇涛等[21]

采用 HPLC 法测定 10%阿维拉霉素预混剂中阿维拉霉素的含量，得到在 0.1～5mg/mL

范围内线性关系良好，回收率为 98.7%～101.0%。

（2）液相色谱-串联质谱法

液相色谱-串联质谱法（Liquid Chromatography-tandem Mass Spectrometry,

LC-MS）将液相色谱与质谱相结合实现优势互补，液相色谱对复杂样品的高分离能力与

质谱的准确组分鉴定能力结合，大幅缩减分析时间，分析范围广，分离能力强，检测限

低且使检测结果更加准确[23]。但与高效液相色谱法存在类似问题，例如样品预处理过程

复杂、仪器昂贵、检测成本高、操作专业性强等。

2013年国家农业部发布的 GB29686《猪可食性组织中阿维拉霉素残留量的测定液

相色谱-串联质谱法》中，在肌肉和脂肪组织中检测限为 10µg/kg，定量限为 20µg/kg；

在肝脏和肾脏组织中检测限为 20µg/kg，定量限为 50µg/kg。Shizuka等[24]使用 LC-MS/MS

测定在猪肌肉、脂肪和肝脏中的阿维拉霉素及其代谢物总残留量，以二氯异苔酸 (DIA)

作为标志残留物，回收率范围为 100% -108%，相对标准偏差<6%。对于所有类型的样

品，基质效应都可以忽略不计。Clare 等[25]以二氯异苔酸 (DIA)作为食品中阿维拉霉素

残留的标志物残留物，建立了一种同位素稀释液相色谱-串联质谱法，通过优化样品净

化程序减少基质效应。DIA 在家禽和猪肌肉中回收率范围为 94% -106%，RSD 均≤11%。

在家禽和猪肌肉的检测限分别为 2.7 和 0.7 µg/kg，定量限分别为 8.3 和 2.4 µg/kg。

（3）气相色谱法

气相色谱法（Gas chromatography, GC）是以气体为流动相的色层分离分析方法。具

有分离效率高、灵敏度高、选择性好、分析速度快、应用广泛等特点。适用于易挥发有

机化合物的定性、定量分析。但在进行直接定性分析时，必须用已知物质或数据与相应
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的色谱峰进行对比，或与其他方法（如质谱、光谱）联用，才可获得肯定结果。Formica

等[26]开发了可检测猪组织、脂肪、血液、粪便和尿液中阿维拉霉素总残留的气相色谱法。

通过碱水解将阿维拉霉素及其代谢物转化为二氯异苔酸（DIA），后经氯仿提取，酸化，

二氯甲烷萃取，硅胶柱纯化后通过电子捕获检测器进行检测。灵敏度达到 0.1mg/kg，回

收率为 85.4％，变异系数为 9.1％。

（4）质谱法

Amelin等[27]通过基质或表面辅助激光解吸/电离质谱 (MALDI/SALDI MS) 从各种

动物食品和饲料中鉴定和测定多种抗生素残留量。在 MALDI MS 中检测限为 0.01-0.3

µg/kg，在 SALDI MS 中为 0.001-0.03 µg/kg，信噪比为 4。其中阿维拉霉素的分析范

围为 20-1000 mg/kg，分析时间为 40-50 min。该方法是一种软离子化技术，具有高灵敏

度、高分辨和高准确的特点[28]，同时存在样品前处理操作繁琐、成本高、难以实现高通

量分析等缺点。

（5）微生物法

微生物检定法以抗生素对微生物的杀伤力以及抑制指标为衡量标准，用于测定抗生

素效价[29]。可分为比浊法、管碟法和稀释法。具有对抗生素抗菌效价的显示直观的特点，

但是整体操作步骤较多，耗费时间长且对操作人员有一定要求。袁霞[30]采用微生物自显

影法测定组织中阿维拉霉素含量。通过对肌肉、皮肤和肝脏组织样品加丙酮提取离心，

正己烷脱脂，二氯甲烷萃取，固相萃取等操作，得到最低检测限和最低定量限分别是

0.013µg、0.044µg。该方法回收率介于 60.9~94.2％之间，变异系数≤12.7％，在 0.05-0.8µg

浓度范围有良好的线性关系。

（6）酶联免疫法

酶联免疫技术将抗原抗体的特异性免疫反应和酶的催化作用相结合，具有高灵敏度、

操作简单快速、特异性强等特点，广泛应用于违禁食品添加剂、农兽药残留、生物毒素

和环境毒素的检测。Zhou 等[31]开发了一种基于抗阿维拉霉素单克隆抗体的间接竞争酶

联免疫技术检测饲料中阿维拉霉素的含量。该方法的 IC50为 7.44 ng/mL，检测限为

0.21ng/mL。在猪饲料和鸡饲料中的检出限分别为 1.86 µg/kg和 2.31 µg/kg，平均回收率

为 74.7~105.4%，变异系数＜11%。并通过 HPLC进行验证，良好的相关系数（R2=0.9818）

证明该方法的可靠性。
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1.2体外培养

1.2.1 体内法与体外法

建立胶体金免疫检测技术的关键之一在于单抗的品质，因此单抗的制备方式尤为关

注。最早的单抗制备技术是由英国科学家Milstein和 Kohler 于 1975年发明的杂交瘤技

术，它将能分泌抗体的 B淋巴细胞与能无限增殖的肿瘤细胞相融合，获得同时具备这 2

种性状的杂交瘤细胞，由此获得目标抗体[32]。目前单抗制备技术有鼠杂交瘤技术、噬菌

体展示技术、转基因小鼠技术和新兴的单细胞逆转录 PCR技术[33]。

但目前实验室常用的动物源单抗的制备方式，仍是基于杂交瘤技术的制备方式，可

分为体内法和体外法。体内法就是将性状稳定的杂交瘤细胞注入小鼠腹腔内进行培养，

数天后可获取含高浓度单抗的腹水[34]。该方法方便快速、抗体浓度高、产量大、无需培

养基等成本；但存在批次间差异大、易引起外源性污染、难以大规模推广、质量难以控

制等问题。体外法是将杂交瘤细胞置于一定配比的培养基中培养，一段时间后提取纯化

细胞上清得到目标单抗。该方法有效控制了单抗的质量，减小批次差异，有利于实现大

规模生产单抗。

1.2.2 体外培养的培养基成分

细胞培养基是通过模拟细胞在体内的生长环境而经过反复试验筛选组分配比而成

的培养基，是维持细胞性状和促进增殖的重要基础。常用的培养基主要由血清和基础培

养基组成，外加抗菌物质和谷氨酰胺。基础培养基一般由葡萄糖、氨基酸、无机盐、维

生素和其他辅助因子等组合而成，是维持细胞生长代谢必不可少的物质[35]。血清是指在

血浆中去除纤维蛋白原而分离出的一种成分十分复杂的混合物[36]，主要使用牛血清进行

细胞培养。血清中富含细胞生长所必需的营养物质，包括生长因子、激素、蛋白质、维

生素、微量元素、脂肪、无机盐等物质。

血清的主要功能有：（1）提供必需的营养物质，促进细胞生长。如氨基酸、维生

素、微量元素等；（2）提供激素和生长因子，促进细胞增殖分化。如胰岛素、固醇激

素、表皮生长因子、成纤维细胞生长因子等[37]。（3）提供促伸展和接触因子，使细胞

贴壁免受机械损伤。（4）提供结合蛋白, 能保护细胞不受机械损伤和调节渗透压，可
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与激素、生长因子、维生素和脂类结合，从而增加细胞活性[36]。如白蛋白、转铁蛋白等。

（5）提供蛋白酶抑制剂，保护细胞膜免受胰蛋白酶损伤。（6）抵抗由于 pH变化、重

金属离子的影响、蛋白水解活性物质和细菌内毒素等所引起的毒性效应[38]。

细胞培养使用血清存在的缺点与风险：（1）成分复杂，难以明确所有成分的作用

及机制[39]；（2）存在污染外源病毒和致病因子的风险[38]；（3）存在批次差异，产品和

实验结果的重现性不能保证；（4）含有细菌毒素、补体、多胺氧化酶等会对细胞的分

裂生长产生抑制作用[40]；（5）提取工艺复杂，来源有限，成本高昂。

因此，降低或去除细胞培养基内血清含量，寻找血清替代物已成为细胞培养研究的

趋势之一。

1.2.3 培养基组分的优化

为降低培养基中的血清浓度，设计并筛选血清替代物作为补充。补充因子，替代血

清的同时避免血清所带来的问题，根据需求的必要性可分为必需补充因子和特殊补充因

子。必需补充因子是所有细胞株维持生存和增殖所必需的，如转铁蛋白和胰岛素等。特

殊补充因子一般有激素、生长因子、维生素、微量元素、酶抑制剂、结合蛋白、贴壁和

伸展因子等[35]。

激素，目前在培养基中添加的激素可分为多肽类和甾体类，多肽类有生长激素、胰

岛素和胰高血糖素等，甾体类有孕酮、氢化可的松和雌二醇等[41]。其中胰岛素是最常见

且必需的添加物，可以促进氨基酸和葡萄糖的利用以及脂肪酸和糖原的合成，抑制细胞

凋亡。

结合蛋白，其中白蛋白和转铁蛋白为主要添加物。白蛋白可作为脂类、金属离子、

生长因子、激素和维生素等小分子物质的载体，增加细胞活性；此外还可以缓冲培养基

的 pH，中和毒性物质以降低其毒性，作为保护蛋白覆盖在细胞表面使其不受机械损伤[42]。

转铁蛋白负责转运铁，还能与有毒金属离子和微量元素结合，后者结合后可作为生长因

子起促进作用。

维生素，是维持细胞生长的重要活性物质，参与细胞内各种酶活的调节以及调节和

控制细胞代谢，可分为水溶性维生素和脂溶性维生素。而细胞生长和扩增所必需的几种

维生素已包含在基础培养基中，因此无需额外补充。

微量元素，参与细胞的酶促反应，能消除过氧化物酶和自由基对细胞的损害[43]。Se、
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Fe、Mn、Zn、Mo、Cu、Ni、Si等是培养基中常用的微量元素。作用较为显著的元素是

硒，硒是谷胱甘肽过氧化物酶的辅因子，能保护细胞免受活性氧的伤害。

脂类，可作为生物合成的前体物质，参与细胞膜的合成和起到储存能量的作用，此

外还参与细胞信号传导过程。脂类种类较多，主要有脂肪酸、胆固醇、磷脂等。添加脂

类可以促进细胞增殖，如乙醇胺、胆碱和肌醇等都是磷脂酰生物合成的重要前体。乙醇

胺作为磷脂酰乙醇胺的前体物质，对细胞膜起到保护作用以及促进细胞的增殖。

1.3 胶体金免疫层析技术的研究进展

免疫层析快速检测技术采用胶体金、磁珠、荧光微球等标记抗体作为信号标记物，

因其成本低、快速、无需专业操作人员等优势已成为食品安全检测领域的重要组成部分

[44]。其中胶体金纳米粒子具有良好的生物相容性、易于阅读、易于制备和功能化等优点，

是免疫层析检测技术中传统的标记材料，也是目前市场上免疫层析检测试纸条的主流标

记物[45]。胶体金免疫层析技术（Gold immunochromatographic assay， GICA）发展于八

十年代初，是一种将胶体金、免疫技术和色谱层析技术相结合的快速免疫检测技术[46]。

待测样品与胶体金标记物在 NC膜上通过层析作用经过条带发生显色，通过条带颜色的

深浅即可直观定性的判定待测样品。因其具有易操作、成本低、结果可视化、分析快速、

无需专业检测设备和人员等优点，受到研究人员的关注并广泛应用于致病菌、非法添加

物、过敏原、细菌毒素、重金属以及农兽药残留等方面[47]，适用于现场检测和大规模筛

查。

1.3.1 胶体金免疫层析技术的原理

将胶体金标记物固定于金标垫上，特异性识别待测物质的抗原/抗体与二抗分别固定

于 NC膜上，作为检测线（test line，T线）和质控线（control line，C线）。当滴加待

测样于样品垫时由于毛细作用而不断前进，经过金标垫后与标记物一起通过 T 线和 C

线，待测物质与标记物因免疫反应被捕获并固定于膜上，最后可通过肉眼或读数仪器识

别条带信号得到定性或定量检测结果[48]。
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1.3.2 胶体金免疫层析试纸条的组成与分类

胶体金免疫层析试纸条主要由硝酸纤维素膜、样品垫、结合垫、吸水垫以及聚氯乙

烯（Polyvinylchloride，PVC）衬板等组成，膜上包被有两条线分别为检测线和质控线。

胶体金免疫层析技术根据待测物质分子量的大小主要分为两种方法，一是竞争结合

法，适用于小分子物质的检测。二是双抗夹心法，适用于检测大分子物质，因为这种方

法需要待测抗原提供至少两个抗原表位。

竞争结合法中，T线上固定抗原并与待测样中的抗原竞争结合金标抗体。若待测样

中无抗原，则金标抗体被 T线捕获固定而显色，且 C线也显色就为阴性结果。若待测样

中存在抗原则先与金标抗体结合，T线上抗原因未结合或结合少量金标抗体而不显色或

显色浅，C线显色，则为阳性结果。若 C线不显色则判定该试纸条已失效。

双抗夹心法中，T线上固定抗体与待测样中的抗原和金标抗体形成的复合物结合。

若待测样中无抗原，则无法被 T线捕获而不显色，金标抗体与 C线上二抗结合而显色，

此为阴性结果。若待测样中有抗原，则与金标抗体结合形成复合物而被 T线上抗体捕获

显色，过量金标抗体被 C线捕获而显色，此为阳性结果。若 C线不显色则判定该试纸

条已失效[49]。

1.3.3 胶体金免疫层析试纸条的应用

免疫层析试纸条由 Beggs 等人于 1990 年首次应用人绒毛膜促性腺激素（Human

Chorionic Gonadotrophin，HCG）的测定[50]。随着单抗技术和纳米技术的快速发展，免

疫试纸条技术不断扩大应用范围，成为快速诊断方面的一项有效手段。

（1）有害微生物

赵越等[51]利用重组表位蛋白 map0862-2154c 建立胶体金免疫层析法检测牛副结核

病的血清抗体，对河北省部分牛场采集的 242份副结核病奶牛血样进行血清抗体检测，

其敏感性、特异性和符合率分别为 91.86%(79/86)，94.23%(147/156)和 93.38%(226/242)，

可用于基层检测牛是否患有副结核病。孙涛等[52]建立了快速检测鱼类病毒性出血性败血

症病毒（Viral hemorrhagic septicemia virus，VHSV）的胶体金免疫层析方法，检出的病

毒量最低限为 104.0TCID50，无交叉反应，具有良好的特异性、稳定性、灵敏性和重复性，

在快速辅助检测方面具有推广应用价值。Wu等[53]开发了一种快速、简单、灵敏且用于
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检测沙门氏菌的广谱胶体金免疫层析试纸条。目测鼠伤寒沙门氏菌试纸的灵敏度为 4×

105CFU/mL，5-15min即可。可检测 18种沙门氏菌，且与另外 14种食源性病原体无交

叉反应。鸡中的鼠伤寒沙门氏菌、副伤寒沙门氏菌 B和肠沙门氏菌分别在孵育 7h、7h

和 6h后检测到，检测限低至 1CFU/mL。

（2）生物毒素

何方洋等[54]应用竞争抑制免疫层析原理，研制出检测玉米赤霉烯酮（ZEN）的胶体

金试纸条，检测限为 100µg/kg，灵敏度为 99%，特异性为 94%，假阴性率和假阳性率低，

检测时间为 10min，可用于现场快速检测谷物中的玉米赤霉烯酮。章先等[55]针对常见真

菌毒素的混合污染情况，研发了二联胶体金免疫层析试纸条用于检测赭曲霉毒素 A

（OTA）和玉米赤霉烯酮（ZEN），对 OTA 和 ZEN 的检测限分别为 0.625ng/mL 和

1.25ng/mL，且与谷物和饲料中其它真菌毒素(黄曲霉毒素 B1、伏马毒素 B1、桔青霉毒

素、展青霉毒素和呕吐毒素)均无交叉反应，对天然样本进行检测结果表明该方法与液

相色谱-串联质谱法（LC-MS/MS）一致性良好，适用于实际样品中对 OTA和 ZEN的同

时快速筛查。Bartosh等[56]首次实现了对 ZEA的高灵敏度免疫色谱分析，在婴儿食品的

水-有机提取物中检测限为 5pg/mL。反应时间为 17min。可通过预先孵育 5分钟增加特

异性抗体与样品抗原相互作用的时间，同时减少了特定免疫球蛋白的消耗。开发的免疫

检测技术能与 HPLC等昂贵的分析方法竞争，而不会降低灵敏度。且提出的方法是通用

的，不需要抗体标记，并且可以很容易地转移到其他低分子量化合物的免疫层析中。

（3）农药残留

杨晶祎等[57]分别以核酸适体和单克隆抗体为识别探针，利用金标层析试纸技术建立

了快速检测 Hg2+和高效氯氰菊酯农药的方法，对试纸条的金标抗体浓度、T线和 C线的

包被浓度及包被量、胶体金标记粒径等条件进行优化，提高试纸条的灵敏度；裸眼观察，

检测 Hg2+的试纸条灵敏度为 3µg/mL，检测高效氯氰菊酯农药的灵敏度可达 0.1µg/mL。

Yang等[58]开发了一种用于测定黄瓜中的百菌清（CTN）的免疫层析侧流试纸条方法，

目测检出限小于 100ng/mL，机读检测限为 91.78±0.17ng/mL，将含 CTN的黄瓜样品运

用高效液相色谱法进行检测确保试纸条结果的准确性，检测时间在 5-8min，适用于筛查

黄瓜中是否有 CTN残留。Xie等[59]人首次开发基于胶体金标记单抗的用于检测嘧霉胺的

免疫层析试纸条。在最优条件下，目测截止值为 40ng/mL；使用便携式条带式阅读器，

IC50和检测限分别为 4.8和 0.9ng/mL。用于测定水果和蔬菜样品时，回收率为 83.3-105.7%，
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变异系数低于 11.7%。且与 ic-ELISA和 HPLC-MS/MS方法相比，得到的结果相似。这

些结果表明 ICTS是一种快速、简单的分析方法适用于食品中嘧霉胺的定量现场监测。

（4）兽药残留

Pei等[60]针对已被禁用的用作药物饲料添加剂的奥拉喹多（OLA），建立了超灵敏

定量金免疫层析法（GICA）用于检测动物饲料样品和地表水样品中 OLA，优化条件以

提高灵敏度，优化后的 IC50为 3.35µg/L（饲料）和 0.35µg/L（环境用水），并应用于动

物饲料和田间水，然后通过酶联免疫吸附试验（ELISA）进行确证，结果一致，可用于

快速筛选实际样品中的 OLA。Wu等[61]针对中国牲畜消耗最多的恩诺沙星（ENR）和氧

氟沙星（OFL），研发免疫层析侧流试纸条用于同时检测鸡肌肉和猪肉组织中残留的 ENR

和 OFL，检测限估计为 10ng/mL，对 47个样品进行 HPLC平行分析确证试纸条的有效

性，假阴性率和假阳性率均为 0，试纸条在 20min内可获得结果，适用于半定量或定性

的快速检测。Xie等[62]基于金标抗体探针开发免疫层析试纸条用于检测组织样本中 3-氨

基-2-噁唑烷酮（AOZ）。目测截止值可达到 10µg/L。使用试纸阅读器可得 IC50为 1.3µg/L,

在四种动物组织中的检测限和定量检测限分别为 0.15µg/kg 和 0.31µg/kg，可回收率为

76.3-98.4%，并通过 LC-MS/MS验证证实一致性良好。

（5）过敏原

Du等[63]建立了一种基于改进的玻璃毛细管中的胶体金免疫层析方法用于检测鱼过

敏原小白蛋白（PV)，视觉检测限（VDL）和半定量检测限（LOD）估计为 70 ng/mL和

40 ng/mL，该技术已在包括大菱鲆、鱼糜产品和牲畜在内的各种食品中实施和验证，证

实了结果的准确性和有效性，可用于现场筛选生物样品中的 PV。刘悦[64]针对多种过敏

原建立了胶体金免疫层析检测方法，包括单一检测卵转铁蛋白、杏仁过敏原蛋白、花生

过敏原蛋白的试纸条，以及在此基础上可同时检测杏仁、花生两种过敏原蛋白的试纸条，

卵转铁蛋白、杏仁过敏原蛋白和花生过敏原蛋白的检测限分别为 15ng/mL、100ng/mL

和 25ng/mL，杏仁-花生过敏原同步检测试纸条的检测限分别为 100ng/mL和 25ng/mL，

试纸条均无交叉反应，10min内得到检测结果，并通过与 Neogen 商业化过敏原检测试

剂盒对试纸条的检测结果的有效性进行对比验证，适用于大量样品的快速筛选。

（6）重金属

赵小旭等[65]针对乳制品中可能含有的重金属离子铅建立相应的胶体金免疫层析法，

测定乳制品中生鲜乳和酸奶的检出限为 25µg/kg，成品奶的检出限为 30µg/kg，奶粉和奶
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酪的检出限为 300µg/kg，方法重现性较好，用原子吸收光谱进行确证得到相同结果，适

用于乳制品中重金属离子铅的快速检测。Arai等[66]针对镉开发了定量免疫层析检测试剂

盒和可视筛选免疫试纸条，试剂盒可以精确测量 Cd浓度，通过 ICP-OES对比确证；试

纸条可检测浓度超过 0.003mg/L 的 Cd；可用于现场检测 Cd 浓度和筛选糙米中存在的

Cd。Liu等[67]开发、优化和验证用于检测水和血清样品中铬离子(Cr)的免疫层析测定方

法。可测量水样中的铬的不同形态（Cr3+和 Cr6+离子），目测最低检测限为 50.0ng/mL。

使用便携式比色横向流动读数器进行定量，得到线性范围为 5-80ng/mL。具有高稳定性，

可以在 37℃下储存至少 12周而不会显著丧失活性。具有良好的 Cr检测选择性，而其他

重金属的干扰可忽略不计。由于成本低、检测时间短（5min），该试纸特别适用于 Cr

污染水样的现场大规模筛查、Cr暴露的生物监测等诸多现场应用。

（7）非法添加物

陈华龙等[68]对保健食品中违法添加双氯芬酸钠的情况，建立了简便、价廉、灵敏、

特异的胶体金免疫层析法，最低检测限为 2.0ng/mL，对 60 个市售样品进行检测并用

HPLC验证，结果完全吻合，适用于筛查食品中违法添加的双氯芬酸钠。汤轶伟等[69]针

对牛奶中三聚氰胺残留问题建立相应的免疫层析方法，并对试纸条 T线抗原包被量、金

标抗体用量、二抗稀释倍数等条件进行优化，得到最低检出限为 0.25μg/mL，读数时间

5min。Xie等[70]针对磺酰脲类（SUs）抗糖尿病药物被非法掺入多种草药茶这一现象，

通过设计一种新型半抗原和一种广谱特异性的单克隆抗体，建立胶体金横向流动免疫层

析测定法（CG-LFIA）。通过 ELISA 显示出该抗体对 9种 SU 的半抑制浓度(IC50)范围

为 0.15-3.25ng/mL。对加标样品的截止值为 3-100ng/mL。经过 LC-MS/MS 证实了

CG-LFIA的可靠性。

1.4 研究目的与意义

中国在 2013年便是制造和使用抗生素最多的国家之一[71]。抗生素的残留也成为一

个重要问题，它会加速耐药菌株的产生，通过食物链进入人体并严重危害人体健康，污

染生态环境，破坏生态平衡，影响贸易出口[72]。而阿维拉霉素作为兽用抗生素，在

GB31650-2019中明确规定了其代谢物在食品中最大残留限量，由于较为新颖，目前的

检测方法多为仪器分析法，存在操作复杂、仪器昂贵、检测成本高等问题，不适合于推

广到基层进行现场即时检测。目前鲜有报道关于阿维拉霉素的快速检测技术，因此本研
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究旨在建立一种检测阿维拉霉素的胶体金免疫层析技术，检测过程简单快速，适于面向

基层推广，方便养殖户的自检和检测机构的快速筛查。单抗制备是建立胶体金免疫技术

的关键，本文采用体内法获取大量单抗用于试纸条的研发，同时为降低培养基中血清含

量，优化杂交瘤细胞的体外培养条件，运用统计学实验设计法进行系统分析，从而获得

满足细胞生长和抗体分泌要求的低血清培养基，同时为以后体外扩大培养及从细胞上清

获取单抗作铺垫。
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1.5 技术路线
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1.6 研究内容

研究内容主要分为 3个方面：

（1）杂交瘤细胞体外培养条件的优化

依据每日观察细胞在孔板中的覆盖率进行绘图，以此描述细胞的生长情况；利用间

接 ELISA方法测定细胞培养 5天时上清效价 OD值，用于描述细胞的抗体分泌能力。通

过上述 2种方式对基础培养基进行筛选，考察不同血清浓度对细胞的影响，对细胞采用

逐级降血清浓度驯化的方式，使其适应低血清浓度培养基。采用试验设计对替代部分血

清功能的营养因子进行筛选优化，确定添加种类和添加浓度。先进行单因素实验初步确

定各营养因子的添加浓度范围，在此基础上设计 Plackett-Burman实验，确定其中的显

著影响因子。之后进行最陡爬坡实验，选取响应值最大时的浓度条件为后续 Box-Behnken

试验的中心点。通过响应面实验结果拟合回归方程，求得最佳浓度和最大响应值。对最

优添加条件进行模型验证及摇瓶放大，验证优化后培养基的效果。

（2）获得单克隆抗体

采用腹水诱生法获取含高浓度单克隆抗体的腹水。利用辛酸-硫酸铵法和亲和层析

法纯化单抗并用 SDS-PAGE鉴定纯化效果，计算蛋白回收率。

（3）建立胶体金免疫层析试纸条

对抗体标记浓度和标记 pH进行优化，比色法判定结果。根据优化后条件制备胶体

金-抗体偶联物。设计 T线和 C线的不同划膜浓度组合，选择 T线和 C线条带均清晰的

浓度组合。采用上述优化后条件建立胶体金免疫层析试纸条方法，并将各材料依次层叠

进行组装。对胶体金免疫试纸条进行性能评价，测试其灵敏度、特异性和重复性。
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第 2章 抗 AVI杂交瘤细胞体外培养条件的优化

体外培养是指将从体内取出的组织或器官通过模拟其体内生理环境，使之生存和生

长并维持其结构和功能的方法，包括细胞培养、组织培养和器官培养[73]。细胞培养基是

通过模拟细胞在体内的生长环境而经过反复试验筛选配比而成的培养基，是维持细胞性

状和促进繁殖的重要基础。其中血清作为细胞培养基的重要组成成分，富含细胞生长所

必需的营养物质，包括生长因子、脂肪、蛋白质、无机盐、维生素、激素、微量元素等

物质。但是由于血清存在成分复杂、作用机制不明确、批次差异、不利于下游的分离纯

化、成本高等缺点，因此降低或去除细胞培养基内血清含量，寻找血清替代物已成为细

胞培养研究的趋势。因此，对细胞进行驯化并设计低血清培养基有重要意义，为以后从

细胞上清获取单抗作铺垫。

本章以本实验室构建的抗阿维拉霉素杂交瘤细胞 2GC8为研究对象，通过对比不同

基础培养基进行筛选，考察不同血清浓度对细胞生长和抗体分泌能力的影响，并对细胞

进行减血清驯化使其适应低血清培养条件。通过单因素实验、PB实验、最陡爬坡实验、

BB响应面等实验设计方法对营养因子的添加种类和浓度进行筛选确定，优化培养基成

分。对优化的培养基进行验证并进行摇瓶放大，证实其对细胞生长和抗体分泌的效果。
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2.1 实验材料

2.1.1 实验试剂

表 2.1 试剂

Table 2.1 Reagents of experiments

名称 公司 规格

胎牛血清 维森特 生化试剂

谷氨酰胺 美国 Sigma 生化试剂

RPMI-1640 天津灏洋华科生物科技 生化试剂

牛血清蛋白 美国 Sigma 生化试剂

DMEM/F12 Thermo Fisher 生化试剂

牛胰岛素 美国 Sigma 生化试剂

转铁蛋白 美国 Sigma 生化试剂

乙醇胺 美国 Sigma 生化试剂

亚硒酸钠 美国 Sigma 生化试剂

辣根过氧化物酶标记羊抗鼠

IgG（HRP-IgG）

Jackson ImmunoResearch

Laboratories
生化试剂

胰酶 Thermo Fisher 生化试剂

青霉素-链霉素溶液 上海生工 生化试剂

2.1.2 实验材料与仪器

表 2.2 仪器设备

Table 2.2 Instruments of experiments

名称 型号 厂家

二氧化碳培养箱 BPN-80CH 上海一恒科学仪器公司

倒置显微镜 XD-202 江南永新

液氮罐 YDS-30 成都金凤生物仪器公司

超净台 BCM-1000A 苏净集团公司

离心机 TDZ5-WS 湘仪离心机仪器有限公司

电子天平 AL204 梅特勒-托利多仪器公司

96孔酶标板 8联板 厦门怡佳美公司

酶标仪 SPECTRAmax M2 美国分子仪器公司，USA

封口膜 ParafilimM 美国 parafilm 公司
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2.1.3溶液配制

（1）0.01mol/L PBS缓冲液：称取 8.0 g NaCl，0.2 g KCL，0.2 g KH2PO4，2.9 g

Na2HPO4·12H2O，超纯水定容至 1000 mL，pH 7.4。

（2）PBST洗涤液：在上述 PBS溶液中加入 0.05% Tween-20， pH 7.4。

（3）包被缓冲液 CBS：称取 1.59 g Na2CO3，2.93 g NaHCO3，超纯水定容至 1000 mL，

pH 9.6。

（4）封闭液：称取 1 g酪蛋白加入到 100 mL包被缓冲液。

（5）抗体稀释液：称取 0.1g明胶加入到 100 mL洗涤缓冲液。

（6）终止液：2mol/L H2SO4，取浓硫酸（98%）33.3mL，加入到 167mL蒸馏水中。

2.2 实验方法

2.2.1 细胞复苏

从液氮罐中取出细胞，放入 37℃水浴锅摇晃约 1min，用吸管吸取细胞转移至含有

培养液的 15mL离心管中，800 r/min 离心 5min。弃去上清，用吸管吸取完全培养基于

管内对细胞进行重悬。然后转入培养皿中，置于 37℃、5%CO2的培养箱培养，传 2-3

代，选择生长旺盛的细胞做后续研究。

2.2.2 基础培养基的选择

根据市售的常用基础培养基考察不同基础培养基对细胞生长的影响。选择

RPMI1640、DMEM/F12、1640：DMEM/F12=1：1分别作为基础培养基，在 24孔细胞

培养板中血清浓度为 12.5%，接种量 10%，37℃、5%CO2 的条件下培养，观察细胞生

长覆盖情况和测定上清效价 OD，每组 3个平行。

2.2.3 血清添加浓度对杂交瘤细胞的影响

在确定了基础培养基的基础上，考察不同血清添加浓度对细胞生长的影响。接种量

10%时，基础培养基中分别添加 12.5%、10%、7.5%、5%、2.5%的血清，在 24孔细胞
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培养板 37℃、5%CO2 的条件下培养，观察细胞生长覆盖情况和测定上清效价 OD值，

每组 3个平行。

2.2.4 细胞减血清驯化

将生长旺盛的细胞按照 10%接种于 24孔细胞培养板中，培养液为含 12.5%血清的

基础培养基，置于 37℃、5%CO2的培养箱培养，细胞长满 80%以上进行传代，待细胞

生长稳定后，血清减为 10%进行驯化，逐次递减血清浓度，直至在 7.5%血清浓度条件

下稳定生长。

2.2.5 低血清培养基的优化

2.2.5.1 生长因子单因素实验

在血清驯化和不同基础培养基实验的基础上，设计六种营养物质的添加浓度进行单

因素实验，实验设计见表 2.3，以 12.5%血清浓度和不添加生长因子为对照组。每组 3

个平行，将处于对数期、生长状态良好的驯化后细胞接种到含上述培养基的 96孔细胞

培养板中，接种量为 10%，培养体系 200µL，置于 37℃、5%CO2培养箱中培养。观察

细胞生长覆盖情况及测定上清效价 OD值。

表 2.3 营养因子的种类和浓度

Table 2.3 Types and concentrations of nutritional factors

生长因子 设计添加浓度

胰岛素溶液 0、2.5、5、7.5、10µg/mL

转铁蛋白溶液 0、5、10、15、20µg/mL

牛血清白蛋白溶液 0、25、50、75、100µg/mL

乙醇胺溶液 0、2.5、5、7.5、10µg/mL

亚硒酸钠溶液 0、2.5、5、7.5、10ng/mL

L-谷氨酰胺 0、50、100、150、200µg/mL

2.2.5.2 Plackett-Burman 实验

根据生长因子的单因素实验结果，选择 6个因素的高低水平，采用 Design-Expert 11
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软件中 Plackett-Burman设计方法对这 6个因素进行 2水平设计，筛选出显著因子进行后

续优化。

2.2.5.3 最陡爬坡实验

根据 Plackett-Burman 设计的结果，设计显著因子的上升路径和步长，进行最陡爬

坡试验进一步缩小浓度范围，确定后续 Box-Behnken响应面实验的中心点，优化培养基

配方。

2.2.5.4 响应面实验

采用 Box-Behnken 法，对筛选出的关键因子和确定的浓度进一步研究，以获得各

因素的最佳水平。3因素 3水平的中心组合实验共需 17组实验，拟合出一个二次多项式

方程。该方程可描述响应变量（Y）与自变量的经验模型。方程可描述为（2-1）：

Y=a0+a1A+a2B+a3C+a4AB+a5AC+a6BC+a7A2+a8B2+a9C2 （2-1）

式中：A、B、C为由 Plackett-Burman 实验确定对响应值有显著影响的 3个营养因

子，Y为预测响应值，即细胞上清效价 OD值，a0、a1、a2、a3、a4、a5、a6、a7、a8、a9

为方程系数，利用统计软件 Design-Expert对实验进行回归分析，用 F（Fischer） 检验

评价数学模型方程的显著性，方程的拟合性由相关系数 R2确定。

2.2.5.6 模型验证

以响应面优化所得到的最优添加策略重复验证 5次，根据细胞生长覆盖及上清效价

OD的平均值与理论值间的差异，评价响应模型的正确性。

2.2.6 摇瓶放大试验

采用最优添加组合在摇瓶中进行放大测试，以 12.5%血清培养基和 7.5%血清培养基

作为对照，接种量为 105/mL，在 37℃、5%CO2条件下培养，培养体积为 10 mL。每日

摇瓶取样用血球计数板进行细胞计数，观察细胞生长情况，并测定培养 5天的细胞上清

效价 OD，评价最优添加策略在摇瓶中的效果。
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2.3 实验结果

2.3.1 基础培养基的选择

选择 RPMI1640、DMEM/F12、1640：DMEM/F12=1：1 分别作为基础培养基进行

实验，观察细胞生长覆盖情况并测定细胞上清效价 OD值，分析不同基础培养基对细胞

的影响，结果见图 2.1和 2.2，表 2.4。

1.RPMI1640 2. DMEM/F12 3. 1640: DMEM/F12=1：1

图 2.1 不同基础培养基中细胞形态（5d）
Fig. 2.1 Cell morphology in different basal media (5d)

图 2.2 不同基础培养基的细胞生长情况

Fig. 2.2 Cell growth in different basal media

表 2.4 不同基础培养基的细胞上清效价 OD
Table 2.4 Cell supernatant titer OD of different basal medium

基础培养基 RPMI1640 DMEM/F12 RPMI1640+DMEM/F12

OD450 0.661±0.086 0.776±0.049 0.740±0.092
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由图 2.2 可知，DMEM/F12 和 RPMI1640+DMEM/F12 生长数量差异不显著，培养

5d覆盖率均能达到 85%以上。但是 DMEM/F12组生长状态良好，RPMI1640+DMEM/F12

组培养 5d部分细胞出现皱缩等状态变差的情况。RPMI1640组生长略低两者，且培养 4

天后开始有少部分细胞死亡。由表 2.4可知，细胞上清效价 OD值 DMEM/F12组最高，

RPMI1640+DMEM/F12组次之，RPMI1640组最低。可能是不同基础培养基间存在成分

差异，故不同的基础培养基对杂交瘤细胞的生长与抗体表达都有差异甚至是很大的区别。

因此，选择 DMEM/F12作为基础培养基进行后续实验。

2.3.2 血清添加浓度对细胞的影响

在 DMEM/F12 基础培养基中分别添加 12.5%、10%、7.5%、5%、2.5%的血清，其

他条件不变，考察不同血清添加浓度对细胞的影响，结果见图 2.3和表 2.5。

图 2.3不同血清浓度下各组细胞的生长情况

Fig. 2.3 Growth of cells at different serum concentrations

表 2.5不同血清添加浓度下细胞上清效价 OD
Table 2.5 OD value of cell supernatant titer at different serum concentrations

血清浓度/% 12.5 10 7.5 5.0 2.5

OD450 0.853±0.066 0.812±0.078 0.712±0.058 0.464±0.073 0.399±0.038

由图 2.3和表 2.5可知，血清浓度越高，细胞生长越快，细胞上清效价 OD值也越
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高。随着血清的浓度的降低，细胞的生长也变得越来越慢且效价情况也越来越差。可能

是血清中存在细胞需要的蛋白、微量元素、生长因子等成分，降低血清浓度后无法完全

满足细胞的营养需求，导致对细胞生长和抗体分泌能力产生较大影响。实验说明血清浓

度的降低对细胞有明显影响，因此后续对细胞进行减血清驯化，使其适应低血清条件。

2.3.3 细胞减血清驯化结果

对细胞进行减血清驯化。经多次传代驯化后，适应的血清浓度由 12.5%逐步降为

7.5%。考察不同血清浓度对驯化后细胞生长和抗体分泌的影响，细胞生长情况及培养 5

天的细胞上清效价 OD结果见表 2.6和图 2.5、图 2.6。
表 2.6不同血清浓度下细胞上清效价 OD

Table 2.6 Cell supernatant titer OD under different serum concentrations

血清浓度/% 12.5 10 7.5 5.0 2.5

OD450 0.870±0.056 0.806±0.098 0.772±0.069 0.564±0.079 0.509±0.086

图 2.4不同血清浓度下细胞覆盖情况

Fig. 2.4 Cell coverage at different serum concentrations
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（1）12.5% （2）10% （3）7.5%

（4）5% （5）2.5%

图 2.5 不同血清浓度下细胞形态观察

Fig. 2.5 Observation of cell morphology under different serum concentrations

血清的添加可以促进细胞的生长，同时也存在缺点。血清可能存在污染外源病毒和

致病因子的风险；血清中的未知成分及高浓度蛋白对下游分离纯化大大提高了难度；含

有细菌毒素、补体、多胺氧化酶等会对细胞的分裂生长产生抑制作用；血清价格昂贵，

生产成本高，不利于细胞大规模培养。所以减少血清用量是非常有必要的。由图 2.4和

图 2.5可知，随着血清浓度的降低细胞生长受到影响，但是细胞经过减血清逐级驯化后，

在 7.5%的血清浓度下覆盖率能达到 80%以上，与 12.5%组较为接近，但在上清效价 OD

方面仍有一定差距，后续设计筛选营养因子的添加来弥补。再降低血清浓度至 5%甚至

更低细胞生长明显受到抑制且效价大大减少，可能细胞数量的明显减少影响了抗体的分

泌。因此后续选择 7.5%的血清浓度进行后续研究。

2.3.4 低血清培养基组分优化结果

2.3.4.1 单因素实验结果

在上述实验确定的血清浓度和基础培养基条件下，根据文献确定 6种营养物质并设

计各物质的添加浓度进行单因素实验。各因素单独添加对细胞生长的影响不同，以间接

ELISA测定的细胞上清效价 OD450值为响应值，确定合适的浓度添加范围，便于后续 PB

实验的进一步优化。
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图 2.6 胰岛素浓度对细胞生长的影响

Fig. 2.6 Effect of insulin concentration on cell growth

胰岛素对细胞具有多效合成作用，可刺激细胞对尿苷和葡萄糖的吸收以合成 RNA、

蛋白质和脂质。还能与细胞膜上的胰岛素受体结合而调控细胞内的多种代谢途径，增加

脂肪酸和葡萄糖的合成，增加蛋白质和肽的合成，抑制蛋白质分解，对细胞生长起重要

作用。由图 2.6可知，随着胰岛素添加浓度的增加，效价 OD450值总体呈现先上升后下

降的趋势，在 5µg/mL时达到最高，与其他组存在较明显差异，且据相关文献报道胰岛

素最佳添加浓度为 1~10µg/mL。因此选定以 5µg/mL 为中心，0~10µg/mL为后续 PB试

验的浓度范围。

图 2.7 转铁蛋白浓度对细胞生长的影响

Fig. 2.7 Effect of transferrin concentration on cell growth

转铁蛋白能降低氧自由基和过氧化氢的毒性水平，控制体内游离、循环铁的水平，

从而维持细胞生长增殖。由图 2.7可知，随着转铁蛋白添加浓度的增加，上清效价 OD450

值总体呈现先上升后下降的趋势，在 5µg/mL时达到最高，且与其他组存在较明显差异。



抗阿维拉霉素杂交瘤细胞体外培养的优化及胶体金检测方法的建立

27

因此选定以 5µg/mL为中心，0~10µg/mL为后续 PB试验的浓度范围。

图 2.8 乙醇胺浓度对细胞生长的影响

Fig. 2.8 Effect of ethanolamine concentration on cell growth

乙醇胺是磷脂酰乙醇胺（动物细胞膜中的主要磷脂）的基本成分，对杂交瘤细胞的

增殖起重要作用。由图 2.8可知，随着乙醇胺添加浓度的增加，上清效价 OD450值总体

呈现先上升后下降的趋势，在 2.5µg/mL时达到最高，且与其他组存在较明显差异。因

此选定以 2.5µg/mL为中心，0~5µg/mL为后续 PB试验的浓度范围。

图 2.9 BSA浓度对细胞生长的影响

Fig. 2.9 Effect of BSA concentration on cell growth

BSA具有维持渗透压、pH缓冲能力、作为载体和提供营养等功能。在动物细胞无/

低血清培养中，还可起到生理和机械保护作用，减少细胞损伤。由图 2.9可知，随着 BSA

添加浓度的增加，效价 OD450值总体呈现先上升后下降的趋势，在 75µg/mL时达到最高，

且与其他组存在较明显差异。因此选定 50~150µg/mL为后续 PB试验的浓度范围。
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图 2.10 亚硒酸钠浓度对细胞生长的影响

Fig. 2.10 Effect of sodium selenite concentration on cell growth

亚硒酸钠可作为谷胱甘肽过氧化物酶和其他蛋白质的辅助因子（辅基），具有抗过

氧化能力，参与消除细胞内的脂肪酸过氧化物，提高细胞的生长速率和活性。由图 2.10

可知，随着亚硒酸钠添加浓度的增加，上清效价 OD450值总体呈现缓慢上升的趋势，在

10ng/mL 时达到最高，但与 7.5ng/mL 时的结果相差不大，推测继续提高亚硒酸钠添加

浓度不会对细胞产生显著影响。因此选定以 10ng/mL为中心，5~15ng/mL为后续 PB试

验的浓度范围。

图 2.11 谷氨酰胺浓度对细胞生长的影响

Fig. 2.11 Effect of glutamine concentration on cell growth

L-谷氨酰胺是细胞生长的必须氨基酸，脱氨基后可作为培养细胞的能量来源，参与

蛋白质的合成和核酸代谢。由图 2.11可知，随着谷氨酰胺添加浓度的增加，上清效价

OD450值总体呈现先上升后下降的趋势，在 50µg/mL时达到最高，且与其他组存在较明

显差异。分析认为：基础培养基本身就含有一定浓度的谷氨酰胺，且谷氨酰胺经过一段
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时间会降解，导致氨的形成而氨对细胞有害，其次谷氨酰胺的利用率与添加浓度成反比

关系，因此不需要添加较高浓度的谷氨酰胺。由此选定以 50µg/mL为中心，0~100µg/mL

为后续 PB试验的浓度范围。

综上，根据单因素实验结果初步确定每个因子的浓度范围，即胰岛素 0~10µg/mL、

转铁蛋白 0~10µg/mL、乙醇胺 0~5µg/mL、亚硒酸钠 5~15ng/mL、BSA50~150µg/mL、谷

氨酰胺 0~100µg/mL，为后续 PB试验因素水平的设计做铺垫。

2.3.4.2 PB实验结果

通过Plackett-Burman实验设计筛选 6种营养因子中对细胞生长有重要影响作用的培

养基成分。根据单因素试验结果分析，初步确定影响细胞上清读数的 6个因子添加浓度，

每个因素取高低两水平，各因素及其编码水平如表 2.7所示，进行 12次试验，每组试验

重复 4次，以抗AVI杂交瘤细胞生长到第 5天所测的上清效价OD450值为响应值，试验结

果为 4个平行试验结果的平均值，试验设计结果及分析见表 2.8、2.9 。

表 2.7 Plackett-Burman 试验参数及水平

Table 2.7 Factors and levels of Plackett-Burman design

Code Variables Level(-1) Level(+1)

A 牛血清白蛋白（µg/mL） 50 150

B 亚硒酸钠（ng/mL） 5 15

C 胰岛素（µg/mL） 0 10

D 谷氨酰胺（µg/mL） 0 100

E 转铁蛋白（µg/mL） 0 10

F 乙醇胺（µg/mL） 0 5
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表 2.8 Plackett-Burman试验设计及响应值

Table 2.8 Plackett-Burman design and responding value

Run A B C D E F Y

1 50 5 0 0 0 0 0.215

2 150 15 0 0 0 5 0.493

3 150 5 10 0 10 5 1.067

4 50 15 10 100 0 5 0.71

5 150 15 0 0 10 0 0.594

6 50 15 10 0 0 0 0.511

7 150 15 10 100 10 0 1.014

8 150 5 10 100 0 0 0.314

9 50 15 0 100 10 5 0.952

10 50 5 0 100 10 0 0.871

11 50 5 10 0 10 5 1.139

12 150 5 0 100 0 5 0.327

表 2.9 Plackett-Burman 实验的方差分析结果

Table 2.9 Analysis of variance of Plackett-Burman experiment

Variables Degree of freedom F-value Prob>F

Model 6 18.49 0.0029

A 1 2.97 0.1455

B 1 0.9952 0.3643

C 1 14.53 0.0125

D 1 0.2444 0.6420

E 1 80.51 0.0003

F 1 11.70 0.0188

采用Design-Expert 11对试验结果进行数据处理，拟合出一次回归方程为：

Y=0.249583-0.000982A+0.005683B+0.021717C+0.000282D+0.051117E

+0.038967F （2-2）

Y为每组试验的响应值。
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该回归模型的 P值为 0.0029，小于 0.05，表示模型极其显著；决定系数（Determination

coefficient R2）为 0.9569，说明 96.69%的变量可以用此模型解释；调整决定系数(Adjusted

determination coefficient Adj R2）为 0.9051，和决定系数差别不大，表明此模型拟合较好。

根据 P值确定各因子对响应值的影响程度，当 P<0.05时说明该因子对响应值有显著影

响，反之则不显著。因此由表 2.9可得，C-胰岛素（P=0.0125）、E-转铁蛋白（P=0.0003）、

F-乙醇胺（P=0.0188）为显著因素，并根据 P值大小得到显著程度为 E-转铁蛋白 > C-

胰岛素 > F-乙醇胺。综上，将这 3个显著因素进一步进行最陡爬坡试验设计。

2.3.4.3 最陡爬坡实验结果

根据Plackett-Burman 实验结果设计最陡爬坡实验，不断缩小添加因子的最佳浓度范

围，试验设计及结果见表 2.10。
表 2.10最陡爬坡试验设计及结果

Table 2.10 Design and results of steepest climbing test

序号 胰岛素（µg/mL）
转铁蛋白

（µg/mL）
乙醇胺（µg/mL） 读数

1 0 0 0 0.834

2 2 2 1 0.942

3 4 4 2 0.954

4 6 6 3 1.032

5 8 8 4 1.092

6 10 10 5 1.034

根据 Plackett-Burman 试验结果筛选出胰岛素、转铁蛋白和乙醇胺对响应值有显著

影响，设定这三个因素的上升路径和步长，进行最陡爬坡试验以逼近最大响应值范围，

以间接 ELISA测定的第 5天细胞上清效价 OD450为响应值，每组试验重复 4次，考察胰

岛素、转铁蛋白和乙醇胺在培养基中的最适浓度范围，同时设立 12.5%血清浓度的组作

为对照组。由表 2.10可得，随着胰岛素、转铁蛋白和乙醇胺添加浓度的提升，响应值基

本呈现先上升后下降的趋势，并在胰岛素浓度为 8µg/mL，转铁蛋白浓度为 8µg/mL，乙

醇胺浓度为 4µg/mL时，响应值达到最大，且与对照组（12.5%血清浓度组）的值 1.078

接近，说明此时的浓度最接近培养基中胰岛素、转铁蛋白和乙醇胺的最佳浓度。因此将

该浓度作为 Box-Behnken 响应面试验的中心点，进行响应面试验。
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2.3.4.4 响应面实验结果

根据最陡爬坡试验结果，确定胰岛素、转铁蛋白和乙醇胺的浓度范围分别为 8µg/mL、

8µg/mL、4µg/mL，并以此为 Box-Behnken 响应面试验的中心点进行实验设计。以间接

ELISA 测定的细胞生长 5 天的上清效价 OD450值作为响应值，共进行 17 次试验，其中

包括 5个中心点，用于估计实验误差。试验编码及水平见表 2.11，试验设计及结果见表

2.12，数据分析见表 2.13。
表 2.11 Box-Behnken试验因素及水平

Table 2.11 Factors and levels of Box-Behnken response surface

因素 编号
水平

-1 0 1

胰岛素（µg/mL） A 6 8 10

转铁蛋白（µg/mL） B 6 8 10

乙醇胺（µg/mL） C 3 4 5

表 2.12 Box-Behnken试验设计及结果

Table 2.12 Experimental designs and results of Box-Behnken response surface

序号 A（µg/mL） B（µg/mL） C（µg/mL） Y

1 0 -1 -1 1.193

2 0 -1 1 1.257

3 0 1 1 1.162

4 0 0 0 1.298

5 0 0 0 1.315

6 1 0 -1 1.185

7 0 0 0 1.322

8 1 1 0 1.179

9 1 -1 0 1.224

10 -1 0 1 1.211

11 0 1 -1 1.145

12 0 0 0 1.326

13 -1 1 0 1.128

14 -1 -1 0 1.217

15 -1 0 -1 1.209

16 0 0 0 1.312

17 1 0 1 1.250
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表 2.13 Box-Behnken试验结果方差分析表

Table 2.13 Analysis of variance for the experimental results of Box-Behnken response surface

来源 平方和 自由度 均方 F P

Model 0.0659 9 0.0073 69.90 <0.0001

A 0.0007 1 0.0007 6.36 0.0397

B 0.0096 1 0.0096 91.60 <0.0001

C 0.0027 1 0.0027 26.15 0.0014

AB 0.0005 1 0.0005 4.62 0.0686

AC 0.0010 1 0.0010 9.48 0.0179

BC 0.0006 1 0.0006 5.27 0.0553

A2 0.0112 1 0.0112 106.86 <0.0001

B2 0.0244 1 0.0244 232.57 <0.0001

C2 0.0102 1 0.0102 97.74 <0.0001

残差 0.0007 7 0.0001

失拟项 0.0003 3 0.0001 0.7584 0.5729

纯误差 0.0005 4 0.0001

校正总和 0.0666 16

利用 Design-Expert 11软件对表中的数据进行回归分析，拟合得到回归方程：

Y=1.31+0.0091A-0.0346B+0.0185C+0.0110AB+0.0158AC-0.0117BC

-0.0516A2-0.0761B2-0.0493C2 （2-3）

由于回归方程中平方项的系数均为负数，说明该方程具有最大值。解得当胰岛素

8.197µg/mL、转铁蛋白 7.522µg/mL、乙醇胺 4.232µg/mL时，响应值达到最大，为 1.321。

该回归模型的 P值小于 0.05，表示模型极其显著；模型 R2=0.9890，说明 98.90%的变量

可以用此模型解释；Adj R2=0.9748，和决定系数差别不大，表明此模型拟合较好。

利用 Design-Expert 11 软件绘制胰岛素、转铁蛋白和乙醇胺三个影响因素两两交互

作用对细胞上清效价OD450值影响的三维响应面分析图及二维等高线图，如图2.12、2.13、

2.14所示。响应图的曲面倾斜程度和颜色变化趋势可以反映试验因素对响应值的影响程

度，倾斜度越高，颜色变化剧烈且呈加深趋势，则说明该因素对试验的响应值影响越显

著，反之则不显著。通过等高线图的形状即可直观判断两两因素之间的交互作用对响应

值影响的显著程度，等高线形状为椭圆形，则表示两因素之间交互作用显著，且最小椭
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圆的中心点即为响应面的最高点，若为圆形则表示两因素之间交互作用不显著。

（a）胰岛素与转铁蛋白间交互作用对效价 OD值影响的响应面图

（a）Response surface plot of the effect of the interaction between insulin and
transferrin on the OD value of titer

（b）胰岛素与转铁蛋白间交互作用对效价 OD值影响的等高线图

（b）Contour map of the effect of the interaction between insulin and transferrin
on the OD value of titer

图 2.12 胰岛素与转铁蛋白间的交互作用对效价 OD450值的影响

Fig. 2.12 The effect of the interaction between insulin and transferrin on titer OD450

由图 2.12（a）可知，当乙醇胺浓度不变时，A（胰岛素）或 B（转铁蛋白）浓度处

于高或低水平时，响应值 OD450随着另一浓度的增加，总体呈现先上升后下降的趋势，
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但其一因子变化幅度不受另一因子浓度变化的影响；响应面图呈马鞍型，说明在范围内

响应值存在最大值。由图 2.12（b）可得等高线呈圆形，综上表明 A（胰岛素）与 B（转

铁蛋白）两因素间交互作用不显著。

（a）胰岛素与乙醇胺间交互作用对效价 OD值影响的响应面图

（a）Response surface plot of the effect of the interaction between insulin and
ethanolamine on the OD value of titer

（b）胰岛素与乙醇胺间交互作用对效价 OD值影响的等高线图

（b）Contour map of the effect of the interaction between insulin and ethanolamine
on the OD value of titer

图 2.13 胰岛素与乙醇胺间的交互作用对效价 OD450值的影响

Fig. 2.13 The effect of the interaction between insulin and ethanolamine on titer OD450
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由图 2.13（a）可知，当转铁蛋白浓度保持不变时，胰岛素和乙醇胺浓度变化对 OD450

值的变化影响均表现为趋势线先上升后下降；响应面图呈马鞍型说明响应值在范围内存

在最大值。由图 2.13（b）可得等高线为椭圆形，表明 A（胰岛素）与 C（乙醇胺）两

因素间交互作用显著。

（a）转铁蛋白与乙醇胺间交互作用对效价 OD值影响的响应面图

（a）Response surface plot of the effect of the interaction between transferrin and
ethanolamine on the OD value of titer

（b）转铁蛋白与乙醇胺间交互作用对效价 OD值影响的等高线图

（b）Contour map of the effect of the interaction between transferrin and ethanolamine
on the OD value of titer

图 2.14 转铁蛋白与乙醇胺间的交互作用对效价 OD450值的影响

Fig. 2.14 The effect of the interaction between transferrin and ethanolamine on titer OD450
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由图 2.14（a）可知，当胰岛素浓度不变时，B（转铁蛋白）或 C（乙醇胺）浓度处

于范围内任一浓度时，另一因素的浓度变化对响应值 OD450均有显著影响，总体均呈现

先上升后下降的趋势，但该趋势受另一因素浓度变化的影响较小；响应面图呈马鞍型说

明响应值在范围内存在最大值。根据图 2.14（b）可得 B（转铁蛋白）与 C（乙醇胺）

两因素间交互作用不显著。

综合上述结果，得到培养基配方为：7.5%胎牛血清，基础培养基为 DMEM/F12，添

加胰岛素 8.197µg/mL、转铁蛋白 7.522µg/mL、乙醇胺 4.232µg/mL，1%双抗和 0.5%谷

氨酰胺。

2.3.4.5 回归模型验证

在响应面优化后的最优条件下进行 5 次验证试验，以间接 ELISA 测定的细胞上清

效价 OD为响应值。在此条件下测得细胞上清效价 OD450值的平均值为 1.293±0.037，

与预测值 1.321无显著差异，说明该模型能较好的反映各因素对细胞分泌抗体的影响，

说明通过响应面实验进行优化培养基成分是可行有效的。

2.3.5 摇瓶放大试验

采用响应面优化后的最佳添加组合在摇瓶中进行放大试验，检验最佳添加策略在摇

瓶中的有效性，为之后进行体外扩大培养提供试验基础。同时以 12.5%血清培养基和

7.5%血清培养基作为对照，对比细胞生长情况和上清效价 OD 值，结果见表 2.14和图

2.15。
表 2.14 摇瓶条件下细胞上清效价 OD

Table 2.14 Cell supernatant titer OD under shake flask conditions

组别 12.5% 7.5% 7.5%+优化

OD450 1.246±0.044 0.944±0.034 1.397±0.047
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图 2.15 摇瓶条件下细胞增长情况

Fig. 2.15 Cell growth under shake flask conditions

由图 2.15可得，三组实验条件下的细胞生长趋势基本一致，先是适应期缓慢生长，

由于细胞在孔板中是贴壁培养，而转到摇瓶中则变为悬浮培养，但细胞转接摇瓶前未经

过悬浮驯化，因此在该实验中适应期较长。之后细胞快速增长，在第 7天细胞数达到峰

值，然后细胞开始衰亡，细胞数明显下降。其中含 7.5%血清浓度的优化条件组细胞数

的峰值最大，12.5%组次之，7.5%组最小。从表 2.14结果可知，含 7.5%血清浓度的优化

条件组的上清效价 OD值最大，好于 12.5%组和 7.5%组，且结果略优于孔板条件，可能

是摇瓶培养条件下细胞密度高于孔板，因此产抗体的细胞更多，抗体分泌情况更佳。综

上表明，在摇瓶放大条件下仍然适用优化后的培养基条件，且优化后细胞数和抗体分泌

情况好于未优化前使用的含 12.5%血清的培养基条件。

2.4 本章小结

2.4.1 讨论

实验室常用的细胞培养基包括：DMEM、RPMI-1640、M199、MEM、F-10、F-12、

IMDM、DMEM/F12、欧式平衡盐、水解乳蛋白、ProCHO5等[74]。其中 DMEM/F12由

F12与 DMEM 1：1混合而成，结合了 F12 含有较丰富的成分和 DMEM含有较高浓度

的营养成分的优点，适用于低血清含量条件下哺乳动物细胞培养。本研究考察了

RPMI1640、DMEM/F12、1640：DMEM/F12=1：1等基础培养基对细胞生长的影响，根

据细胞生长情况和抗体分泌能力确定 DMEM/F12为基础培养基。
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20 世纪 50年代初，Eagle发明了含有氨基酸、维生素、碳水化合物、矿物质和体

液的基础培养基[38]。之后该培养基用 20%动物血清替代体液后得到了广泛使用，由此血

清开始作为细胞培养基添加物使用。添加血清与未添加血清的培养基相比，细胞存活率

更高，生长密度更大以及持续培养时间更长[39]。血清根据来源不同可分为牛血清、人血

清和马血清。其中牛血清被广泛用于细胞培养，其制品包括胎牛血清、新生牛血清和小

牛血清。本研究采用胎牛血清进行添加，因胎牛未接触外部环境，含有的细胞毒害成分

最少同时成本最高。血清中富含细胞生长所必需的营养物质，包括生长因子、激素、蛋

白质、维生素、微量元素、脂肪、无机盐等物质；在体外可以再造适于细胞生长、繁殖、

黏附和分化的生理环境, 是组织细胞培养中最常用的天然培养基[75]。但血清的使用也存

在一定风险，如成分复杂，难以明确每个组分的作用，存在批次间差异，不能保证实验

结果的重现，限制了批次生产的标准化和连续化。因此本研究期望降低培养基中的血清

浓度，建立低血清培养体系；通过考察不同血清浓度对细胞生长的影响，证实血清浓度

的降低会明显影响细胞的生长和抗体分泌能力，因此在建立低血清培养体系之前采用缓

步降血清的方式对细胞进行驯化，使其适应低浓度血清培养。

在 20世纪 20年代 R.A.Fisher 创立了试验设计(Design of Experiments) 的基本思想

和方法[76]。Plackett-Burman 设计由 Plackett 和 Burman于 1946年开发为一种确定多因

子系统的主要因子效应的捷径方法。它通过对每个因子取两水平来进行分析，比较各因

子两水平的差异与整体的差异来确定因子的显著性，能用最少试验次数而使因素的主效

应得到尽量精确的估计。PB实验前最好先做单因素预实验，根据实验结果确定各因素

的高低水平。本研究先通过单因素试验确定各营养因子的合适浓度范围，基于此设计

PB实验，确定其中影响显著的因子为胰岛素、转铁蛋白和乙醇胺。

最陡爬坡试验，又叫最速上升试验，能够快速的将各因素水平趋近最优响应值，最

终建立有效的响应面拟合方程[77]。本研究对胰岛素、转铁蛋白和乙醇胺设计上升路径和

步长，将响应值最大时的添加条件设为响应面实验的中心点。

响应面方法(Response Surface Methodology, RSM)由 Box 和 Wilson (1951) 开发，是

数学和统计技术的集合，基于多项式方程与实验数据的拟合，描述数据集的行为并用于

统计预测[78]。RSM方法的优化可以分为六个阶段[79]：（1）自变量和响应值的选择；（2）

实验设计方法的选择；（3）实验执行和获得结果；（4）将模型方程与实验数据拟合；

(5) 获得响应图和模型验证(ANOVA)； (6) 确定最佳条件。本研究采用 Box-Behnken 设
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计，考察胰岛素、转铁蛋白和乙醇胺及其相互作用对分泌抗体的影响，获得最佳添加浓

度配比为胰岛素 8.197µg/mL、转铁蛋白 7.522µg/mL、乙醇胺 4.232µg/mL，并对该最优

条件进行模型验证。

2.4.2 结论

本研究从完全培养基的组成成分出发，对各成分进行研究优化。研究内容及结果主

要可分为以下 9个方面：

（1）基础培养基的确定：对 RPMI1640、DMEM/F12、1640：DMEM/F12=1：1等

基础培养基进行考察比较，以细胞生长情况和分泌抗体情况为指标，其中 DMEM/F12

培养基效果最好，因此被选为基础培养基进行后续实验。

（2）考察血清浓度对细胞生长的影响：分别以 12.5%、10%、7.5%、5%、2.5%的

血清浓度对细胞生长影响进行考察，证实随着血清浓度的降低，细胞的增长速率和抗体

分泌能力也随之明显降低，因此想要降低培养基中的血清浓度需要对细胞进行减血清驯

化。

（3）血清驯化：细胞在驯化过程中逐步降低血清浓度，经多次传代后细胞生长情

况稳定，最终细胞驯化后能适应 7.5%血清浓度，并再次进行不同血清浓度考察实验。

根据结果可知，细胞经驯化后，在 7.5%血清浓度条件下细胞生长和抗体分泌能力相较

驯化前有显著提升，为继续提升分泌抗体能力在此血清浓度基础上进行营养物质的筛选

优化。

（4）单因素实验：根据相关文献初步选择 6个营养因子进行单因素实验初步确定

各物质合适的浓度范围，以间接 ELISA测定的细胞上清效价 OD为响应值，根据响应值

峰值所在浓度范围确定各营养因子合适的添加浓度，得到胰岛素 0~10µg/mL、转铁蛋白

0~10µg/mL、乙醇胺 0~5µg/mL、亚硒酸钠 5~15ng/mL、BSA 50~150µg/mL、谷氨酰胺

0~100µg/mL。

（5）Plackett-Burman实验：按单因素实验结果对每个因子取两水平设计 PB实验，

以间接 ELISA测定的细胞上清效价 OD为响应值，采用 Design-Expert 11软件对试验结

果进行方差分析，根据各因子对应的 P值大小确定显著影响因子为胰岛素、转铁蛋白和

乙醇胺。

（6）最陡爬坡实验：对胰岛素、转铁蛋白和乙醇胺设计上升路径和步长进行最陡
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爬坡实验，以间接 ELISA测定的细胞上清效价 OD为响应值，选择响应值达到最大时的

浓度添加条件。结果表明，随着营养因子添加浓度的提升，响应值先上升后下降，在胰

岛素浓度为 8µg/mL，转铁蛋白浓度为 8µg/mL，乙醇胺浓度为 4µg/mL时，响应值最大，

并以此为 Box-Behnken 响应面试验的中心点，进行响应面试验。

（7）Box-Behnke响应面实验：将胰岛素、转铁蛋白和乙醇胺三因素取三水平，进

行 17组试验，以间接 ELISA测定的细胞上清效价 OD为响应值，采用 Design-Expert 11

软件对试验结果进行方差分析，得到拟合方程并绘制响应面曲线图，求得最佳浓度分别

为胰岛素 8.197µg/mL、转铁蛋白 7.522µg/mL、乙醇胺 4.232µg/mL，此时响应值达到最

大为 1.321。

（8）模型验证：将最优添加条件进行 5次验证，得到实际值 1.293±0.037与理论

值 1.321无显著差异，说明该模型的有效性。

（9）摇瓶放大实验：通过摇瓶放大实验对最优添加组合进一步验证，结果表明最

优组合培养基条件的细胞生长和上清效价 OD情况均优于含 12.5%血清浓度培养基条件，

证明最优组合培养基效果良好。
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第 3章 阿维拉霉素胶体金免疫层析试纸法的研究

胶体金免疫层析技术是以胶体金为示踪物，将特异性免疫反应和层析技术相结合的

固相快速检测技术。因其具有检测快速、价格低廉、结果可视化、便携、操作简单等优

点，而广泛应用于食品安全和疾病防控等领域。目前，胶体金免疫层析技术已应用于检

测细菌毒素、过敏原、非法添加物、致病菌、重金属及农兽药残留等，适用于基层大规

模筛查和现场快速检测。胶体金免疫层析技术根据待测物质分子量大小可分为竞争结合

法和双抗夹心法，竞争法适合小分子物质检测，双抗法适合大分子检测。

本研究采用竞争结合法研发检测阿维拉霉素的胶体金免疫层析试纸条。利用杂交瘤

细胞通过腹水诱生法制备腹水并对其进行纯化获得单克隆抗体，纯化后抗体经鉴定后用

于胶体金标记。通过优化胶体金标记抗体时的条件，以及确定 T线和 C线的划膜浓度组

合，建立胶体金免疫层析试纸条并对其进行性能评价。

3.1 实验材料

3.1.1 实验试剂

表 3.1 试剂

Table 3.1 Reagents of experiments

名称 生产商 规格

正辛酸 国药集团化学试剂 AR

BCA试剂盒 凯基生物 生化试剂

越霉素 南京都莱生物技术公司 USP级

晚霉素 B 南京都莱生物技术公司 USP级

潮霉素 南京都莱生物技术公司 USP级

GavibamycinA3

Ziracin

南京都莱生物技术公司

南京都莱生物技术公司

USP级

USP级

SDS-PAGE试剂盒 上海生工 生化试剂

考马斯亮蓝试剂盒 南京建成生物工程研究所 生化试剂

单抗腹水制备用佐剂 北京博奥龙 生化试剂

Protein G Agarose Resin 4FF

柱
翌圣生物科技 生化试剂
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3.1.2 实验材料与仪器

表 3.2 仪器设备

Table 3.2 Instruments of experiments

名称 型号 厂家

紫外分光光度计 UV-3200PC 上海美谱达仪器

酶标仪 SPECTRAmax M2 美国分子仪器公司，USA

冷冻离心机 H-2050R 湘仪离心机仪器有限公司

冷冻干燥机 LGJ-25C 北京四环科学仪器有限公司

点膜仪 R5DDA 杭州韩感科技有限公司

100μL移液器 ACURA 825 瑞士 Socorex

酸度计 FE20k 梅特勒托利多

3.1.3 溶液配制

（1）60mM的醋酸缓冲液：A：0.06mol/L NaAc: 称 0.492g NaAc 超纯水定容至 100

mL；B：0.06mol/L HAc: 取 0.344mL HAc 超纯水定容至 100 mL；A与 B以 50:40进行

混合，调 pH=4。

（2）结合/洗杂缓冲液：称取 0.877g NaCl，0.716g Na2HPO4・12H2O超纯水定容至

100mL，调 pH=7.0。

（3）中和液：称取 12.114 g Tris，超纯水定容至 100mL，浓 HCl调 pH=8.5。

（4）洗脱缓冲液：称取 0.7507g甘氨酸，超纯水定容至 100mL，调 pH=3.0。（5）

0.2M 碳酸钾溶液：称取 2.764g K2CO3，超纯水定容至 100 mL。

（6）10%氯化钠：称取 10g NaCl，超纯水定容至 100 mL。

（7）10%BSA：称取 1g BSA，超纯水定容至 10mL。
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3.2 实验方案

3.2.1单克隆抗体的制备

3.2.1.1 腹水诱生

采用小鼠体内腹水诱生法制备腹水，步骤如下：

（1）选取 5只 8-10周龄雌性 BALB/c小鼠，腹腔注射 0.5 mL单抗腹水制备用佐剂。

（2）佐剂注射一周后，再腹腔注射 0.5 mL浓度为 106个/mL处于对数生长期，并

且生长状态良好的杂交瘤细胞。

（3）约一周后，小鼠腹部开始胀大，行动缓慢，背部毛松动，用注射器穿刺腹腔，

收集腹水。

（4）将收集的腹水于 4℃，10000 r/min离心 20 min，去除细胞碎片和脂质物，收

集上清液，即为腹水单抗，置于-20℃备用。

3.2.1.2腹水纯化

（1）辛酸-硫酸铵沉淀

将腹水在 4℃下 10000 转离心 10分钟取上清，加入 4倍体积的 60mM的醋酸缓冲

液进行稀释边加边搅拌。然后用 1M的 NaOH溶液调节溶液 pH=4.5。接着缓慢滴加辛酸

（每毫升加 33µL），边加边搅拌，加完后室温搅拌 30min，4℃静置 2h以上，使其充分

沉淀。4℃下 8000 转离心 30min 收集上清，（须在冰上操作）然后向上清中加入 1/10

体积的0.1M PBS（pH7.4），混匀后用1M的NaOH溶液调节pH至7.4，缓慢加入0.277g/mL

的固体硫酸铵，加边搅拌，加完后继续搅拌 20min，4℃静置过夜。第二天 4℃下 12000

转离心 30min，弃上清，加入适量结合缓冲液进行溶解。

（2）亲和层析

平衡：上样前用 5倍柱体积的结合缓冲液平衡层析柱，使填料处于与目的蛋白相同

缓冲体系下，起到保护蛋白的作用。

上样：将样品加到平衡好的层析柱中，收集流出液，待检测。

洗杂：加入 10-15倍柱体积的结合缓冲液后，非特异性吸附的杂蛋白会被冲洗，收

集流出液，待检测。
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洗脱：加入 5-10倍的洗脱缓冲液，收集流出液，即目的蛋白。

（清洗及保存：填料依次使用 3倍柱体积的结合缓冲液、5倍柱体积的去离子水和

5倍柱体积的 20%乙醇平衡，最后在等体积的 20%的乙醇中，置于 4℃保存。）

将粗纯后和亲和层析后的样品进行 SDS-PAGE检测，鉴定其纯度。

3.2.2单克隆抗体的鉴定-间接 ELISA法

（1）包被：用包被缓冲液将包被原稀释到一定浓度，在酶标板中每孔加入 100 µL

置于 37℃孵育 2h（或 4℃过夜）。

（2）洗板：甩掉板中的溶液，每孔加入 200µL PBST（洗涤液），水平摇晃板约 30

秒左右，甩掉洗涤液。共洗板 3次，洗完在滤纸上拍干至没有水印出现。

（3）封闭：向每孔加入 200µL 封闭液，置于 37℃封闭 1h。封闭结束后洗板 3次，

用滤纸拍干。

（4）加一抗：用 PBS稀释抗体为一系列梯度浓度的样品，每孔中加入 100µL抗体

样品， 在 37℃孵育 1h。孵育结束后洗板 3次，滤纸拍干。

（5）加二抗：每孔加入 100µL酶标二抗（稀释度 1：5000），在 37℃孵育 1h。孵

育结束后洗板 3次，滤纸拍干。

（6）显色：每孔加入 100µL TMB显色液，在 37℃下孵育 20min。

（7）终止：每孔加入 50µL 2mol/L的硫酸终止反应。

（8）读数：在酶标仪 450nm处读取 OD值。

3.2.3 胶体金-抗体偶联物的制备

（1）吸取一定体积颗粒均匀的胶体金容液置于摇床（避光）上慢速搅拌；加入适

当的 0.2M K2CO3溶液调节 pH，继续搅拌 10min;

（2）逐滴加入抗体溶液，在进行充分混匀后标记 40min（摇床，避光）；

（3） 取 10%BSA逐滴加入混合溶液中，至 BSA终浓度为 0.5%，反应 40min；

（4）将溶液转至离心管中，4℃下 10000rpm离心 60min，弃上清，用 PBS复溶，

重复离心操作，弃上清，用胶体金复溶液溶解沉淀，4℃下低温保存备用。
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3.2.4 阿维拉霉素胶体金免疫层析条件的优化

3.2.4.1 抗体标记 pH的优化

取 1mL 胶体金溶液加入数个 1.5mL 离心管中，分别加入 0、1、2、3、4、5、6、7、

8、9、10µL的 0.2M K2CO3溶液调节 pH，上下缓慢摇匀 2min，然后分别加入过量抗体，

上下缓慢摇匀 20min，每管加入 100µL的 10% NaCl溶液，上下缓慢摇匀 2min，静置 60min

后观察颜色变化，采用比色法进行读数，其中 OD530值最大时的条件即为最适标记 pH

值。

3.2.4.2 抗体标记量的优化

取 1mL 胶体金溶液加入数个 1.5mL 离心管中，加入最佳 pH条件下所对应的 0.2M

K2CO3添加量, 上下缓慢摇匀 2min，然后分别加入 10、15、20、21、22、23、24、25、

26、27、28、29、30µL 的抗体，上下缓慢摇匀 20min，每管加入 100µL 的 10% NaCl

溶液，上下缓慢摇匀 2min，静置 60min后观察颜色变化，采用比色法进行读数，其中

OD530值最大时的添加条件即为最适标记量。

3.2.4.3 T线和 C线的划膜浓度优化

根据上述实验确定的最佳抗体标记条件制备金标抗体，喷涂于结合垫上用于后续实

验条件优化。设计 T线和 C线一系列划膜浓度，用阴性样品即 PBS进行划膜测试。根

据 T线和 C线的显色情况及划膜用量来选定最佳划膜浓度组合。

3.2.5 胶体金免疫试纸条的组装

将金标抗体喷涂于结合垫上，37℃干燥。用点膜仪将抗原和二抗分别固定于 NC膜

上的检测线和质控线，37℃干燥。在 PVC底板上依次粘贴样品垫、结合垫、NC膜和吸

水垫，各个部分重叠约 2 mm。用切条仪将组装完毕的试纸条切割成宽度为 3 mm的试

纸条，低温避光干燥密封保存。
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3.2.6 胶体金免疫试纸条的检测过程

将 50μL待测样加入加样孔中，待测液与金标抗体通过毛细作用往前移动，经过 T

线和 C线，最后移动至吸水垫。反应 10min后观察 T线和 C线显色情况。本研究建立

的胶体金免疫试纸条采用竞争结合法，T线上固定抗原并与待测样中的抗原竞争结合金

标抗体。若待测样中无抗原，则部分金标抗体被 T线捕获固定而显色，未被结合的金标

抗体继续前进被 C线捕获并显色，此为阴性结果。若待测样中存在抗原则先与金标抗体

结合形成复合物，T线上固定的抗原因未结合或结合少量金标抗体而不显色或显色浅，

抗原与金标抗体复合物因被 C线捕获而使 C线显色，则为阳性结果。若 C线不显色则

判定该试纸条已失效。

3.2.7 试纸条的性能评价

3.2.7.1 重复性

分别用阴性样本和阳性样本对制备好的胶体金免疫层析试纸条进行检测，各做 3组

重复，观察相同条件下试纸条的显色情况是否一致，以验证试纸条的重复性效果。

3.2.7.2 灵敏度

将阿维拉霉素 A标准品用 PBS分别稀释为系列浓度标准溶液，加 50µL上述标准溶

液于试纸条的样品垫上，反应一段时间后观察试纸条的显色情况。随着标准溶液的浓度

增大检测线的颜色会越来越浅，直到肉眼观察不到检测线的颜色，此时标准溶液的浓度

为试纸条的检测限。

3.2.7.3 交叉反应

选取阿维拉霉素 A的结构类似物及其衍生化试剂（阿维拉霉素 B、阿维拉霉素混合

物、越霉素、扁枝衣霉素、潮霉素、Ziracin、衍生物 Gavibamycin）配制成溶液，对试

纸条进行特异性测试，以 PBS为阴性对照，阿维拉霉素 A标准溶液为阳性对照，观察

试纸条条带显色情况。
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3.3 实验结果

3.3.1 单克隆抗体的鉴定

3.3.1.1 单克隆抗体的纯度鉴定

通过 SDS-PAGE 对分步纯化后收集到的单克隆抗体进行纯度鉴定，结果如图 3.1

所示。经过辛酸-硫酸铵法初纯后，样品条带清晰且相互分离，但仍存在多个杂条带；

亲和层析后样品只有 2条条带，分子量分别为 55 kDa和 25 kDa左右，为抗体的重链和

轻链。根据条带结果说明抗体纯化效果较好，利于制备胶体金-抗体偶联物。

图 3.1 纯化后单克隆抗体的 SDS-PAGE图

（M）蛋白Marker（1）辛酸-硫酸铵法纯化后单抗（2）亲和层析纯化后单抗

Fig. 3.1 SDS-PAGE of monoclonal antibody after purification
(M) protein marker (1) purified monoclonal antibody from caprylic acid-ammonium sulfate precipitation

method (2) purified monoclonal antibody fromAffinity chromatography method

3.3.1.2 腹水蛋白回收率结果

对腹水纯化过程进行跟踪测定，用间接 ELISA法测定抗体的效价，用 BCA试剂盒

和考马斯亮蓝试剂盒测定蛋白浓度，结果如表 3.3所示。由于腹水中含有大量非目标单

抗，如血清白蛋白、脂类蛋白、白蛋白、转铁蛋白、α-巨球蛋白以及其他宿主蛋白等，

因此在初步纯化阶段经辛酸-硫酸铵法粗纯后的单抗蛋白回收率仅有 6.76%；而经亲和层
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析过柱后的单抗蛋白回收率为 35.9%，但仍不是很高，可能是洗脱液 pH过低导致部分

蛋白质降解，影响蛋白回收率。

表 3.3单克隆抗纯化结果

Table 3.3 Monoclonal Antibody Purification Results

样品
蛋白浓度

（mg/mL）

总蛋白

（mg）
总效价(U) 比效价(U/mg) 回收率(%)

腹水 31.8 63.6 128000 2012.58 100

辛酸-硫酸铵法 4.3 4.3 16000 3720.93 6.76

亲和层析 0.386 1.544 8000 5181.35 35.9

3.3.2 胶体金免疫层析条件的优化

3.3.2.1 最佳标记 pH的确定

在离心管中分别加入 0、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10µL的 0.2M K2CO3溶液调

节 pH，反应完毕后胶体金溶液颜色变化情况见下图 3.2；每管取 200μL 用酶标仪读取

OD530值，比较每管的读数大小，结果如下图 3.3。

图 3.2 最适标记 pH的确定

Fig. 3.2 Determination of optimum labelling pH
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图 3.3 不同 K2CO3添加量条件下的 OD530值

Fig. 3.3 OD530 values under different K2CO3 additions

胶体金颗粒带负电且疏水。当溶液 pH小于蛋白等电点时，蛋白整体带正电荷，很

容易吸附到金颗粒上导致胶体金颗粒之间互相聚集而沉降；当溶液 pH等于蛋白等电点

时，蛋白整体不带电荷且非常疏水，容易吸附到金颗粒上，但往往一个蛋白周围会吸附

多个金颗粒，一个金颗粒也会吸附多个蛋白，从而形成空间网状结构导致金颗粒聚集和

颜色变深；当溶液 pH略大于蛋白等电点时，蛋白整体带负电，其中碱性氨基酸因等电

点相对较高而仍带正电荷，可以吸附到金颗粒表面；而酸性氨基酸带负电被排斥。这样

蛋白的氨基酸序列被伸展开，有利于特异性表位的暴露。且此时接近等电点，疏水作用

较强，能够更牢固的结合到金颗粒上；同时因被排斥氨基酸在外层带负电而使金标物质

整体带负电，相互排斥而不会凝集，形成稳定的胶体状态。

通过目测法和光电比色法来确定抗体标记的最佳 pH。已测得胶体金原液的 OD530

值为 1.000。由图 3.3可得，当 0.2M K2CO3添加量为 7µL时，OD530值最接近胶体金原

液读数，稳定性较好，无聚沉现象；因胶体金溶液对 pH 计探头有损害，因此用 pH 试

纸测定该条件下的 pH为 7.5，则最佳标记 pH为 7.5。

3.3.2.2 最佳标记量的确定

在上述最佳 pH条件下，每管分别加入 10、15、20、21、22、23、24、25、26、27、

28、29、30µL的抗体（0.37mg/mL），测试最佳抗体标记量，反应结束后胶体金溶液颜
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色变化情况如下图 3.4所示；同时每管取 200µL用酶标仪读取 OD530值，结果如下图 3.5

所示。

图 3.4 最佳抗体标记量的确定

Fig. 3.4 Determination of the optimal amount of antibody labeling

图 3.5 不同抗体标记量条件下 OD530值

Fig. 3.5 OD530 values under different antibody labeling amounts

抗体标记量的多少会影响试纸条方法的灵敏度。抗体标记量过少，虽然在阳性条件

下会降低试纸条的检测限，但在阴性条件下会降低 C线的显色甚至不显色，影响试纸条

性能评价；抗体标记量过高，在阳性条件下会降低方法的灵敏度。因此需要确定合适的

抗体标记量。

采用目测法和光电比色法来确定最佳抗体标记量。已测得胶体金原液的 OD530值为

1.000。由图 3.4可得，抗体标记量达到 20µL后颜色与胶体金原液相近，在图 3.5 中可

得抗体量为 20µL时，OD530值接近胶体金原液且抗体用量少，添加量超过 20µL的颜色

变化不大。实际金标抗体制备时，加入抗体量应为最适标记量的 120%-130%。因此最佳

标记量为 20µL，实际抗体添加浓度为 9µg/mL。
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3.3.3 T线和 C线的划膜浓度的确定

设计 T线和 C线的划膜浓度如下表 3.4所示，在 NC膜上划膜后利用阴性样品进行

点样测试，测试结果如下图 3.6。
表 3.4 检测线和质控线划膜浓度的设计

Table 3.4 Design of test line and control line scribing concentration

检测线

质控线
a(4mg/mL) b(3mg/mL) c( 2mg/mL） d(1mg/mL) e（0.5mg/mL）

Ⅰ（0.5mg/mL） I-a I-b I-c I-d I-e

Ⅱ（1mg/mL） Ⅱ-a Ⅱ-b Ⅱ-c Ⅱ-d Ⅱ-e

图 3.6 划膜浓度测试

Fig. 3.6 Scratch Concentration Test

T线和 C线的包被浓度对试纸条的性能有显著影响。若 T线包被抗原浓度较低，导

致 T线信号值低，则影响阴性结果的判定；若 T线包被抗原浓度偏高，造成抗原浪费和

检测灵敏度的降低。由图 3.6可得，II-c条件即检测线为 2mg/mL，质控线为 1mg/mL时，

T线和 C线条带显色均清晰可辨，因此确定该条件为最佳 T/C线划膜浓度组合。

3.3.4 试纸条性能评价

3.3.4.1 重复性

将优化后的胶体金免疫层析试纸条分别用阴性和阳性样本进行 3次重复测试，测定

情况如下图 3.7所示。阴性条件下，试纸条的 T线和 C线均条带清晰，不同试纸条之间

条带显色强度差异不明显；阳性条件下，试纸条均只有 C线显色且显色强度基本一致。
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说明试纸条的重复性较好。

图 3.7 试纸条的重复性测试

Fig. 3.7 Repeatability test of test strips

3.3.4.2 灵敏度

将阿维拉霉素标准品设置为系列浓度溶液测试试纸条的检测限。结果如表 3.5和图

3.8所示，从图 3.8中看出，当样品浓度为 1µg/mL时，T线颜色变浅但仍存在；而当样

品浓度为 2µg/mL 及以上时，试纸条的 C线强度正常，T线完全消失，则 2µg/mL 为该

试纸条方法的检测限。

表 3.5 试纸条的灵敏度测试（n=3）
Table 3.5 Sensitivity test of test strips (n=3)

样品浓度（µg/mL） 0 1 2 5 10 20

显色结果 阴性 弱阳性 阳性 阳性 阳性 阳性

图 3.8 样品中不同浓度阿维拉霉素的检测结果

Fig. 3.8 Detection results of different concentrations of avilamycin in samples
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3.3.4.3 特异性

利用阿维拉霉素 A的结构类似物及其衍生化试剂来测试试纸条的特异性，结果如表

3.6和图 3.9所示。由图可知本实验建立的阿维拉霉素胶体金试纸条对 1号阿维拉霉素 B

和 2号阿维拉霉素混合物样品有较明显的交叉反应现象，对 3-7号样品基本不存在交叉

反应。因阿维拉霉素 B与阿维拉霉素 A 结构极其相似，以及阿维拉霉素混合物中含有

阿维拉霉素 A，所以表现出正常的交叉反应性；对其他结构类似物及其衍生化试剂不存

在交叉反应性。结果表明，试纸条的特异性良好。

表 3.6 试纸条特异性测试结果（n=3）
Table 3.6 The results of specificity test of test strips (n=3)

样品名称
阿维拉霉

素 B
阿维拉霉

素混合物
越霉素

扁枝衣霉

素
潮霉素 Ziracin Gavibamycin

显色情况 弱阳性 弱阳性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性

图 3.9 试纸条的特异性测试

（1）阿维拉霉素 B （2）阿维拉霉素混合物 （3）越霉素 （4）扁枝衣霉素 （5）潮霉素 （6）Ziracin
（7）Gavibamycin

Fig. 3.9 Specificity test of test strips
（1）Avilamycin B（2）Avilamycin （3）Destomycin （4）Everninomicin （5）Hygromycin

（6）Ziracin （7）Gavibamycin

3.4 本章小结

3.4.1 讨论

单克隆抗体最早于 1975 年通过杂交瘤技术获得，是一类糖基化蛋白，一般由四条

多肽链组成，两条重链（HC）和两条轻链（LC）通过二硫键连接，结构类似“Y”型[80]。

单抗主要来源于动物腹水和杂交瘤细胞的培养上清，其中含有大量非目的抗体蛋白和脂
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类物质，因此需要进行纯化处理。目前，单克隆抗体纯化的方式可分为沉淀法和层析法。

沉淀法常作为初级纯化方式，包括辛酸-硫酸铵法、聚乙二醇（PEG）沉淀法、低温有机

溶剂沉淀法（辛酸法）、丙酮沉淀法、三氯醋酸沉淀法、优球蛋白沉淀法等。层析法包

括：离子交换层析、凝胶过滤层析、亲硫层析、亲和层析、疏水层析、疏水电荷诱导层

析等。本研究采用了辛酸-硫酸铵法和亲和层析法对腹水进行纯化。辛酸-硫酸铵法是由

硫酸铵沉淀法与低温有机溶剂沉淀法相结合发展而来，经研究验证，使用辛酸-硫酸铵

法较单纯的辛酸法或硫酸铵法效果好。在酸性条件加入辛酸，使α及β-球蛋白、清蛋白

等成分沉淀，离心后取含 IgG 的上清加入硫酸铵，30％-50％浓度的硫酸铵能与免疫球

蛋白形成沉淀，去除白蛋白、转铁蛋白等杂蛋白[81]。亲和层析法根据配基的不同可分为：

Protein A/G 亲和法、抗原为配基的免疫亲和法、金属离子为配基的亲和层析、蛋白质 A

类似物为配体的亲和层析和合成有机小分子化合物纯化法等[82]。层析法具有分离速度快、

操作简单、分离条件温和、单抗纯度高和活性损失小等优点。本研究采用 Protein G 亲

和层析法，Protein G是一种从链球菌中提取的细菌细胞壁蛋白，能与免疫球蛋白的恒定

区相结合。对粗纯后样品和亲和层析后样品进行鉴定，根据电泳条带情况可得腹水纯化

效果明显，亲和层析后基本无杂蛋白，单抗蛋白纯度高，可用于后续胶体金的标记。

胶体金免疫结合实验一般分为斑点免疫金渗滤试验和胶体金免疫层析试验[83]。本研

究采用胶体金免疫层析技术，利用胶体金标记抗 AVI单抗建立相应的试纸条检测阿维拉

霉素。胶体金标记实质上是蛋白质等高分子被吸附到胶体金颗粒表面的包被过程[84]，标

记过程受多种因素影响，如金颗粒大小、离子浓度、蛋白质用量及标记体系 pH值等，

其中最关键的是标记 pH和蛋白质标记量。当溶液的 pH 等于或略大于蛋白的等电点时，

蛋白整体显负电但部分碱性氨基酸残基带正电，这种状态下更有利于胶体金和蛋白的结

合[48]。蛋白质用量则取决于金颗粒的大小，金颗粒直径越小，其总表面积越大就能标记

更多的蛋白质[85]。常采用Mey 氏稳定化试验确定能使胶体金蛋白质复合物稳定的最小

蛋白标记浓度。本研究根据相同原理确定最佳抗体标记量和标记 pH，以优化后条件制

备胶体金-抗体偶联物。

影响胶体金免疫层析试纸条性能的因素有很多，如胶体金颗粒大小形状、胶体金质

量、抗体质量、所选材料（NC膜、样品垫、结合垫、吸水垫、PVC底板）、制备工艺、

试纸条制备的工作环境等。其中抗体质量的优劣直接影响试纸条的灵敏度和特异性可以

通过优化抗体的来源和纯化过程，提升金标抗体质量。除了通过筛选优化试纸条各组成
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部分来提高灵敏度，还有利用亲和素与生物素之间的强结合力，构建多层次信号放大系

统来增强检测信号。Holgate CS等[86]建立的免疫金银染色法，基于胶体金对银离子的还

原有催化作用，使得金表面沉积一层黑色的银颗粒，增强了试纸条的敏感度。利用双标

记法，与酶、乳胶微粒等进行标记和双纳米金标记，增强信号而提升灵敏度。本研究建

立的胶体金试纸条灵敏度有待提高，可从以上方面进行设计，优化试纸条条件以达到提

高灵敏度的目的。

3.4.2 结论

本章主要对单克隆抗体的制备和胶体金免疫层析试纸条的建立这两方面展开研究，

实验结论如下：

（1）单克隆抗体的制备及鉴定：采用腹水诱生法获得含高浓度单抗的腹水，通过

辛酸-硫酸铵法和亲和层析对其进行纯化。对纯化后样品进行 SDS-PAGE鉴定，电泳图

仅有对应抗体重链和轻链的 2条条带，表明纯化效果良好。对腹水纯化过程进行跟踪测

定，得到经辛酸-硫酸铵法纯化后单抗的蛋白回收率达 6.76%，而经亲和层析纯化的单抗

蛋白回收率达 35.9%。

（2）胶体金免疫层析试纸条的研发：利用纯化后的单抗进行胶体金标记条件的优

化，根据颜色变化情况确定最佳标记 pH为 7.5，最佳抗体添加浓度为 9µg/mL，以此条

件制备胶体金-抗体偶联物。设计检测线和质控线的不同划膜浓度组合，用阴性样本测

试条带显色情况，确定检测线为 2mg/mL，质控线为 1mg/mL。根据优化后条件组装试

纸条并进行性能评价，确定检测限为 2µg/mL；用阴性样品和阳性样品测定多个试纸条，

发现相同条件下不同试纸条条带显色强度无明显差异，证实试纸条的重复性较好；用阿

维拉霉素 A的结构类似物及衍生物测试得到试纸条的特异性较好。
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第 4章 结论与展望

4.1 结论

本研究根据细胞生长情况和细胞上清效价 OD情况确定基础培养基为 DMEM/F12。

通过考察不同血清浓度对细胞的影响，证实血清浓度的降低会影响细胞的生长速率和抗

体分泌情况，因此采用逐级降血清浓度驯化的方式，使细胞最终适应 7.5%血清浓度的

培养基。根据文献选择 6种营养因子：乙醇胺、胰岛素、转铁蛋白、亚硒酸钠、谷氨酰

胺、BSA，采用试验设计对其进行种类筛选和添加浓度的优化。首先对 6种营养因子进

行单因素实验，根据间接 ELISA测定的细胞上清效价 OD值初步确定各因子的浓度范围

为：胰岛素 0~10µg/mL、转铁蛋白 0~10µg/mL、乙醇胺 0~5µg/mL、亚硒酸钠 5~15ng/mL、

BSA 50~150µg/mL、谷氨酰胺 0~100µg/mL。根据单因素实验结果设计 Plackett-Burman

实验，每个因子取 2水平，采用 Design-Expert 11软件对试验结果进行方差分析，根据

各因子对应的 P值大小确定显著影响因子为胰岛素、转铁蛋白和乙醇胺。对这 3个因子

设计上升路径和步长，进行最陡爬坡实验，选取响应值最大时的浓度条件为后续

Box-Behnken试验的中心点。三因素取 3水平进行 17次试验，以间接 ELISA测定的细

胞上清效价 OD值为响应值，利用 Design-Expert 11软件拟合回归方程，求得最佳浓度

分别为胰岛素 8.197µg/mL、转铁蛋白 7.522µg/mL、乙醇胺 4.232µg/mL，此时响应值达

到最大为 1.321；绘制响应面分析图描述 3因素两两之间的相互作用，得到胰岛素与乙

醇胺之间的相互作用显著。对最优添加条件进行模型验证，结果实际值与理论预测值无

显著差异，证实该模型的有效性。之后通过摇瓶放大实验，证实最优培养基条件对细胞

生长和抗体分泌影响好于 12.5%血清浓度培养基条件，且摇瓶条件下抗体分泌情况较孔

板培养更好。

采用腹水诱生法获取含高浓度单克隆抗体的腹水。腹水通过辛酸-硫酸铵法和亲和

层析法去除多余杂蛋白，纯化单抗并用 SDS-PAGE鉴定纯化效果，证实经两步纯化后基

本无杂条带且条带清晰，说明单抗纯度明显提升，为建立胶体金免疫层析试纸条作准备。

对抗体标记浓度和标记 pH进行优化，利用比色法对测试的胶体金溶液进行读数，与胶

体金原液读数相比较来判定颜色变化，从而确定抗体最佳标记量为 20μL，实际抗体标
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记浓度为 9μg/mL，最佳标记 pH为 7.5。根据优化后条件制备胶体金-抗体偶联物。设计

T线和 C线的不同划膜浓度组合，用 PBS进行测试，选择 T线和 C线条带均清晰的浓

度组合，即 T线 2mg/mL，C线 1mg/mL。采用上述优化后条件建立胶体金免疫层析试

纸条方法，并将各材料依次层叠进行组装。用阿维拉霉素标准溶液测试其检测限，结果

为 2μg/mL。利用阿维拉霉素 A的结构类似物及衍生物，对试纸条进行特异性测试，结

果表明，试纸条对以上物质不存在交叉反应，说明试纸条特异性良好。利用阳性样品和

阴性样品对试纸条进行重复性测试，根据相同条件下试纸条 T/C线显色情况的一致性，

说明试纸条的重复性较好。

4.2 创新点

本文的创新点主要表现在以下几点：

（1）首次对抗阿维拉霉素杂交瘤细胞进行体外培养条件的优化，设计低血清培养

基。筛选基础培养基，对细胞进行减血清驯化以适应低血清环境，依次通过单因素实验、

Plackett-Burman 设计、最陡爬坡实验、Box-Behnken响应面等筛选营养因子的种类及优

化其添加浓度，并对最佳添加条件进行模型验证，摇瓶放大实验。为后续进一步降低血

清浓度提供参考，同时为以后从细胞上清获取单抗作准备。

（2）首次研发检测阿维拉霉素的胶体金免疫层析试纸条。确定胶体金标记抗体时

的最佳抗体添加浓度和最佳标记 pH，筛选检测线和质控线的最优划膜浓度组合，建立

胶体金免疫试纸条方法。测试试纸条的灵敏度，得到检测限为 2ug/mL。并经实验证实

试纸条的特异性和重复性良好。

4.3 展望

本研究对抗阿维拉霉素杂交瘤细胞的体外培养条件进行优化，并对优化后培养基进

行验证；通过腹水诱生获得高特异性单抗，初步建立检测阿维拉霉素的胶体金免疫层析

试纸条，并进行性能评价，但由于时间限制，存在一些问题与不足以待后续改进。主要

有以下方面：

（1）体外培养体系的深入探究

本研究对杂交瘤细胞的减血清驯化不够深入，选择优化的营养因子数较少。后续可

继续对细胞进行逐步驯化，减少血清带来的影响；参考相关文献和已经商用的无血清培
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养基，从血清的功能出发筛选合适的营养因子，建立极低血清甚至无血清培养基，利于

实现标准化的大规模体外培养技术，并为后续从细胞上清获取单抗作铺垫。

（2）胶体金免疫层析试纸条灵敏度的提升

本研究建立的检测阿维拉霉素胶体金免疫试纸条在灵敏度上有待提升。胶体金颗粒

作为示踪物标记抗体，有金花、金星、金球等形貌，本研究中使用的是球形金颗粒，也

是使用最为广泛的。其中金纳米花比相同尺寸的金纳米球具有更好的胶体稳定性和更大

的总表面积。此外，由于蛋白质对金纳米花表面的空间位阻更低，因此其较大的比表面

积有利于提高抗体的固定量，有效提升试纸条的灵敏度。Ji等[87]使用多枝金纳米花研发

出超灵敏定量检测黄曲霉毒素 B1的免疫层析试纸条，在大米提取物中检测限可达到

0.32pg/mL。因此可以尝试使用金纳米花来标记抗体提升试纸条的灵敏度。

亲和素与生物素以 1：4的比例共价结合，且结合稳定、专一性强、不受试剂浓度、

pH 环境、蛋白变性剂等有机溶剂的影响[88]。亲和素和生物素的特异结合能力是抗原抗

体的 100万倍，且生物素和亲和素均可与抗体和其它大分子活性物质偶联，又可被酶、

荧光素、放射性同位素和胶体金所标记[89]，可适用于构建一个多层次信号放大系统。Zhu

等[90]利用抗体和生物素化单链 DNA 与 13nm胶体金双标记，将链霉亲和素与 41nm 胶

体金标记，制备了可检测低至 1ng/L的高敏感性心肌肌钙蛋白 I的试纸条。因此可以将

生物素-亲和素系统与胶体金结合，放大检测信号提高灵敏度。

除此之外，还可通过条带阅读器的利用、基于纳米金颗粒修饰纳米材料的信号增强、

基于金或银的信号增强、基于双纳米金颗粒的信号增强和酶增强[91]等方法增强检测信号，

达到提升灵敏度的目的。
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