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摘 � 要: 为建立三聚氰胺免疫分析方法, 采用戊二醛法合成免疫抗原 MEL�BSA 和包被抗原
MEL�OVA, 全抗原经紫外吸收法检测证实偶联成功且偶联比约为 16 � 1。用 MEL�BSA 免疫
BALB/ c小鼠,用常规单克隆制备技术筛选获得 1 株稳定分泌抗三聚氰胺单克隆抗体的细胞株

6E3。腹水经纯化后,研究了抗体效价、竞争抑制能力及与结构类似物的交叉反应率,其中抗体效

价为 1 �64 000,检测线性范围为 0� 1~ 3� 2 mg/ L , IC50为 1� 01 mg/ L , 与三聚氰酸、三聚氰酸一酰

胺及三聚氰酸二酰胺的交叉反应率均小于 0� 1%, 该方法有望用于三聚氰胺免疫检测试剂的研制

开发。
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Abstract: In order to establish the immunoassay method of melam ine ( M EL ) , tw o art ificial

ant igens ( MEL�BSA, MEL�OVA) w ere prepared by g lutaraldehyde cr osslinking method, w hich

w er e ident if ied by UV absorbency spect rum. MEL�BSA was used as immuneogen to produce a

cell st rain ( 6E3 ) secr et ing monoclonal ant ibody against melamine f rom BALB/ c. Af ter

purif ication, its t iter s of ascet ic fluids w ere 64000 by indirect ELISA. The lineal range and half�
inhibitor y concentrat ion( IC50 ) o f the monoclonal ant ibody w ere f rom 0. 1 to 3. 2 mg / L and 1. 01

mg / L . T he percentages of cross�act iv ity to cyanuric acid, Ammelid and Ammeline w ere all less

than 0. 1%. Results indicated that the monoclonal ant ibody against melamine w ould be useful in

the development of melamine residue ELISA test kit or co lloid go ld�immunochromatog raphy

assay str ip.
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是一种重要的氮杂环有机化工原料。在工业上, 三

聚氰胺最初被用来制造密胺塑料, 后又逐步拓展到

胶黏剂、减水剂、交联剂、阻燃剂、印染及造纸助剂

等多种领域。2008年, 我国乳品行业爆发了三鹿奶

粉三聚氰胺污染事件, 随后整个乳品行业陷入了信

用危机之中。据调查, 由于三聚氰胺含氮量高达

66� 6%,折合成粗蛋白含量为 416� 27% , 掺入少量

就可以迅速提高蛋白质含量, 因此在利益驱使下,

三聚氰胺常被添加入乳品及饲料原料中, 以增加蛋

白质表观检测含量。

20世纪 50 年代就有研究报道, 长期服用三聚

氰胺的动物可能导致结石。2007 年美国宠物食品

污染事件的初步调查结果认为, 掺杂了三聚氰胺的

小麦蛋白粉是宠物食品导致中毒的原因, 确认了三

聚氰胺具有低毒性
[ 1]
。有研究报道,小鼠急性死亡

的剂量为 5 000 mg/ kg ,喂食后9 h内即可死亡。三

聚氰胺在机体内的代谢属于不活泼代谢或惰性代

谢,即它在机体内不会迅速发生任何类型的代谢变

化,长期喂食可以引起尿结石甚至肾衰竭
[ 2]
。

中国�三鹿事件�后,欧盟、澳大利亚和新西兰、

加拿大等国家对食品中三聚氰胺采取了相应的控

制措施
[ 3]
。2008 年 10 月,我国卫生部等联合公告:

三聚氰胺在乳与乳制品中的临时管理限量值分别

为婴幼儿配方乳粉中 1 mg/ kg , 液态奶(包括原料

乳)、奶粉、其他配方乳粉中 2� 5 mg / kg, 含乳质量

分数 15%以上的其他食品中 2� 5 mg / kg。

因此,研究和开发对三聚氰胺的有效分析方法

对于食品安全检测具有十分重要的意义。作者用

戊二醛法制备三聚氰胺免疫抗原, 用杂交瘤技术制

备抗三聚氰胺单克隆抗体,为进一步研制开发三聚

氰胺免疫胶体金快速检测试剂提供一定的依据。

1 � 材料与方法

1� 1 � 材料
三聚氰胺( MEL)、羊抗鼠 IgG�HRP、聚乙二醇

2000、弗氏完全佐剂、弗氏不完全佐剂、HT 培养基、

HAT 培养基, 美国 Sigma公司产品; 牛血清白蛋白

( BSA)、卵清蛋白( OV A) : 上海西宝生物科技有限

公司产品; 96 孔细胞板为丹麦 Nunc 公司产品; 96

孔酶标板为德国 greiner 公司产品; Sp2/ 0小鼠骨髓

瘤细胞: 浙江大学生物技术研究所保存及提供;

BALB/ c小鼠,购自中国科学院上海实验动物中心。

其他化学试剂均为分析纯。

Avant i J�26XP 高速冷冻离心机: 美国 Beck�
man 公司产品; WJ��型 CO2细胞培养箱: 上海跃

进医疗器械厂产品; 680型酶标仪: 美国 BIO�RAD

公司产品; U V�2802紫外连续扫描分光光度计: 美

国 UNICO公司产品; 78HW�1恒温磁力搅拌器: 杭

州仪表电机有限公司产品。

1� 2 � 三聚氰胺免疫抗原的制备和鉴定
1� 2� 1 � 抗原的制备 � 根据三聚氰胺分子结构采用
戊二醛法将三聚氰胺半抗原与载体蛋白 BSA 和

OVA偶联分别作为免疫抗原和包被抗原。

称取 40 mg 三聚氰胺于 25 mL 烧杯中, 用 5

mL 醋酸钠缓冲液 ( pH 6� 0)溶解。称取 100 mg

BSA/ OVA 于 25 mL 烧杯中,用 5 mL 醋酸钠缓冲

液( pH 6� 0)溶解。将上述两种溶液混匀后,边搅拌

边加入 40 �L 质量分数 25%戊二醛溶液,搅拌反应

2 h。收集上述反应液后,用 0� 01 mo l/ L、pH7� 4的
PBS缓冲液透析 3 d,期间每 6~ 8 h 换液 1次, 每次

用量 2 L。收集透析物并小量分装, 于- 20 � 冻存

备用。

1� 2� 2 � 抗原的鉴定 � 将合成的 MEL�BSA 和
MEL�OVA 全抗原稀释成 100 �g / mL(蛋白质质量

浓度) ,测定 200~ 350 nm 波长范围内的紫外吸收。

比较三聚氰胺半抗原、载体蛋白和偶联物的紫外光

谱图,判断偶联是否成功。参照杨利国介绍的计算

方法
[ 4]
测算偶联比, 即三聚氰胺与载体蛋白的摩尔

比, 其计算公式如下:

CMEL

C载体蛋白
=

( A MEL- 载体蛋白 , am � K载体蛋白, bm - A MEL- 载体蛋白, bm � K载体蛋白, am )

( AMEL-载体蛋白, bm � K MEL , am - A MEL- 载体蛋白, am � K MEL , bm )

式中, CMEL / C载体蛋白 为偶联物中 MEL 和载体蛋白

( BSA 或 OVA) 这两种物质的摩尔浓度比;

AM EL-载体蛋白, am 为偶联物( M EL - 载体蛋白) 在

MEL 最大吸收峰波长处( am) 的吸光值;

AM EL-载体蛋白, bm 为偶联物( M EL - 载体蛋白) 在

载体蛋白最大吸收峰波长处( bm) 的吸光值;

K载体蛋白, am = A 载体蛋白, am/ C载体蛋白 ; K载体蛋白, bm =

A载体蛋白, bm/ C载体蛋白 ; K M EL, am = AM EL, am/ CMEL ;

K M EL, bm = A MEL, bm / CMEL。

1� 3 � 三聚氰胺单克隆抗体的制备和纯化
1� 3� 1 � 免疫程序 � 将合成的 MEL�BSA 抗原作为

免疫抗原,通过常规免疫法免疫 BALB/ c 小鼠。首

次免疫以弗氏完全佐剂乳化抗原, 皮下分点注射,

免疫剂量为 75 �g/只。以后每隔 2~ 3周加强免疫

1次,改用 MEL�BSA 抗原加不完全佐剂腹腔注射,

剂量为 85 �g/只,加强免疫共 4次。细胞融合前 3

天, 进行 1次强化免疫, 免疫剂量加倍。

1� 3� 2 � 细胞融合 � 取强化免疫后小鼠脾脏细胞与
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Sp2/ 0小鼠骨髓瘤细胞在 50% PEG2000作用下按

8�1的比例进行融合。将融合后的细胞悬液加到

含饲养细胞的 96 孔细胞培养板上, 在 37 � 、体积

分数 5% CO2的细胞培养箱中培养 3~ 5 d 后, 用

HAT 培养基再换液 1次,第 10天换成 HT 培养基

培养。

1� 3� 3 � 阳性杂交瘤细胞筛选及克隆化 � 细胞融合
7 d 后, 以 MEL�OVA 包被酶标板, 采用间接

ELISA 法对融合细胞分泌的抗体进行特异性筛选。

对筛选为阳性的孔用有限稀释法进行克隆化扩大

培养,得到一株稳定分泌抗三聚氰胺抗体的杂交瘤

细胞株 6E3,用于腹水制备和液氮保存。

1� 3� 4 � 单克隆抗体的腹水制备和纯化 � 采用小鼠
体内诱生腹水的方式生产三聚氰胺单克隆抗体。

取 3月龄雌性 BALB/ c 小鼠腹腔注射液体石蜡,

0� 5 mL/只, 7~ 10 d 后腹腔注射杂交瘤细胞 1 X

10
6
/只, 8 d后抽取小鼠腹水。

收集腹水后,参照文献[ 5]对腹水用正辛酸�饱
和硫酸铵法进行纯化。

1� 4 � 三聚氰胺单克隆抗体的初步鉴定
1� 4� 1 � 效价测定 � 将研究制备的结合抗原 MEL�
OVA 用 0� 05 mo l/ L pH9� 6碳酸盐缓冲液稀释到 8

�g/ mL 包被酶标板, 100 �L/孔,置 4 � 过夜。倒尽

包被液, 用 PBST 液洗板 3 次, 250 �L/孔, 每次 3

min。用体积分数 2%脱脂牛奶 200 �L/孔, 37 � 封
闭 30 min后,洗板 3次。将纯化后的小鼠腹水倍比

稀释,以同样稀释度的阴性血清为对照, 按间接

ELISA 操作程序
[ 6]
进行测定。以待测孔的 OD 值

大于或等于阴性对照孔的 2� 1 倍者判为阳性, 以判

为阳性的最高稀释倍数为效价判定终点稀释度。

1� 4� 2 � 半抑制率试验 � 将 0、4、20、100、500、2500

ng / mL 的三聚氰胺标准品溶液各 20 �L,分别与 80

�L 三聚氰胺单抗混合,反应 10 min 后加入已包被

MEL�OVA 抗原的酶标板, 按竞争 ELISA 程序测

定各孔 A 450 nm值。以三聚氰胺标准品浓度的对数值

为横坐标,以 B/ B 0 ( % ) ( B 代表添加三聚氰胺标准

品孔的A 450 nm值, B0 代表不添加三聚氰胺标准品孔

的 A 450 nm值)为纵坐标作三聚氰胺的竞争性抑制曲

线,计算 B/ B 0= 50%时,横坐标上三聚氰胺标准品

的质量浓度,即 IC50值。

1� 4� 3 � 特异性分析 � 三聚氰胺单抗的特异性通过
抗体与三聚氰胺结构类似物的交叉反应率试验来

分析。选用三聚氰酸、三聚氰酸一酰胺和三聚氰酸

二酰胺为竞争物,对三聚氰胺单克隆抗体采用竞争

法 ELISA 进行交叉性分析。

将三聚氰胺标准品及其结构类似物三聚氰酸、

三聚氰酸一酰胺及三聚氰酸二酰胺标准品做梯度

稀释, 分别与包被抗原 MEL�OVA 做间接竞争

ELISA,计算 IC50值。由各结构类似物的 IC50与三

聚氰胺的 IC50之比计算交叉反应率, 计算公式如下:

交叉反应率( % ) =
IC50

IC�50 � 100%

式中, IC50为三聚氰胺单抗对三聚氰胺的半抑

制质量浓度; IC�50为三聚氰胺单抗对三聚氰胺结构
类似物三聚氰酸、三聚氰酸一酰胺及三聚氰酸二酰

胺的半抑制质量浓度。

2 � 结 � 果

2� 1 � 抗原的偶联比率
三聚氰胺半抗原、载体蛋白 BSA 和人工抗原

MEL�BSA 的紫外扫描图谱见图 1。

图 1 � MEL、BSA和 MEL�BSA的紫外扫描图谱

Fig. 1 � UV absorbency spectrum of MEL, BSA and

MEL�BSA

� � 由图 1可见,偶联前三聚氰胺溶液的特征吸收

波峰接近 240 nm, BSA 的特征吸收波峰接近 278

nm,偶联后 MEL�BSA 的特征吸收波峰发生了明显
偏移,根据吸光度加合性原理, 证明三聚氰胺和载

体蛋白已偶联成功。根据 1� 2� 2 中计算公式计算
得到 MEL 与 BSA的偶联比率为 16� 1。

2� 2 � 单克隆抗体的效价
纯化后的小鼠腹水效价测定值见图 2。

由图 2可见,细胞株 6E3分泌的抗三聚氰胺单

克隆抗体的效价为 1� 64 000。

2� 3 � 单克隆抗体的 IC50值

利用间接竞争 ELISA 法进行亲合性测定, 结

果表明 6E3细胞株分泌的三聚氰胺抗体质量浓度

在 0� 1~ 3� 2 mg/ L 范围内抑制率与质量浓度呈线性

关系,见图 3。线性回归方程为 y= - 41� 663 lgx+

50� 117, R2= 0�993 5,抑制浓度 IC50= 1� 01 mg/ L。
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图 2 � 三聚氰胺单克隆抗体效价图

Fig. 2 � Analysis of monoclonal antibody titer against

melamine

图 3� 三聚氰胺的竞争抑制曲线

Fig. 3 � Standard inhibition curve by indirect ELSIA for

MEL

2� 4 � 单克隆抗体的特异性
三聚氰胺抗体与结构类似物的交叉反应结果

见表 1。可见,三聚氰胺单克隆抗体与结构类似物

三聚氰酸、三聚氰酸一酰胺及三聚氰酸二酰胺的交

叉反应率< 0� 1%。
表 1� 三聚氰胺单克隆抗体与结构类似物的交叉反应性

Tab. 1� Cross�reactivity of MEL monoclonal antibody with re�

lated structural analogue

化合物 IC50 / ( mg/ L) CR/%

三聚氰胺 1. 01 100

三聚氰酸 > 1000 < 0. 1

三聚氰酸一酰胺 > 1000 < 0. 1

三聚氰酸二酰胺 > 1000 < 0. 1

3 � 讨 � 论

3� 1 � 三聚氰胺抗原合成方法的选择
完全抗原物质结构必须同时具备 T 细胞表位和

B细胞表位。三聚氰胺属于小分子物质, 不具备免疫

原性,必须与其他大分子物质(如 BSA、OVA 等蛋白

质大分子)偶联后,借助大分子物质的 T 细胞表位刺

激机体,使机体产生抗体特异性免疫应答。

分析三聚氰胺分子结构特征, 由于其本身的分

子结构简单, 相对分子质量小, 因此必须给其连接

上一定长度的臂, 增加其特征结构暴露程度, 然后

再与蛋白偶联使机体产生针对三聚氰胺的免疫反

应。此外,由于三聚氰胺分子含氮杂环上连有 3个

NH2�,理论上可以采用偶联剂戊二醛、EDC 等将

NH2�与载体蛋白的 COOH�偶联。除此之外, 还可

以先将三聚氰胺进行衍生反应(加臂处理) ,反应物

如对羧基苯甲醛、对氨基苯甲酸乙酯等, 衍生后根

据结构特征再与载体蛋白进行偶联。

若直接用碳二亚胺法进行偶联, 由于三聚氰胺

相对分子质量小、结构长度短, 以此免疫得到的抗

体容易对三聚氰胺无特异性或特异性差。用戊二

醛作为偶联剂可以为三聚氰胺增加一个 4碳侧链,

增加其得到特异性抗体的可能性, 但戊二醛受光

照、温度和 pH 等因素影响容易发生自身聚合,因此

使用时要特别注意以上条件及反应浓度。用衍生

物质对三聚氰胺衍生化后, 可以增强三聚氰胺免疫

原性,得到的抗体效价较高, 但机体容易对衍生物

自身结构或衍生后两者共有结构产生免疫反应, 因

此, 筛选特异性好的三聚氰胺抗体的难度较大。

综上所述,作者选用戊二醛法进行三聚氰胺抗

原合成。选用戊二醛法的优点在于该法得到高特

异性抗体的几率大,操作简单、成本较低,该法存在

的缺点包括免疫得到的抗体效价较低, 且结合抗原

稳定性相对较差。

3� 2 � 偶联比测定方法选择
当前,将小分子半抗原与蛋白载体偶联后进行

偶联比率测定的方法主要包括紫外吸收法、同位素

示踪法、SDS � � � 聚丙烯酰胺凝胶电泳法等。

紫外吸收法是抗原偶联比率测定最常用的方

法。但紫外吸收法鉴定抗原偶联的准确性受半抗

原和载体两种物质特征波长的影响, 若两种物质的

特征波长相近,则准确性差。实验中半抗原三聚氰

胺和载体 BSA/ OVA的特征波长相差较大,因此其

偶联比具有较好的参考价值。

同位素示踪法则利用同位素或某些特殊物质

标记被偶联分子中的一种特定原子, 通过检测偶联

前后标记物的变化情况估算偶联物中被偶联分子

的比率。该法操作较繁, 还会遇到放射性同位素污

染和防护等问题, 因此,该法使用范围受限,作者未
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采用。

凝胶电泳估算偶联物相对分子质量法[ 7] 通过

凝胶电泳分析偶联物的相对分子质量从而推算偶

联比率, 该法对仪器设备要求低, 但要求偶联物的

纯度很高。作者研究制备的结合抗原只采用了透

析法分离了三聚氰胺、戊二醛等小分子物质, 其他

大分子杂物如 BSA 等未经其他方式纯化,故选用此

方法推算的偶联比可信度不高。

除上述几种方法外, 近年来, 偶联比率测定出

现了一种新方法��紫外光谱和基质辅助激光解吸电
离�飞行时间�质谱法( matrix assisted laser desor p�
t ion/ ionizat ion t ime�o f�light mass spectrometry,

MALDI�TOF M S)。与常规方法相比,该方法具有

准确率高、重复性好、样品消耗量少等优点, 是较理

想的方法。但该方法耗资大, 需要配备昂贵的质谱

仪器。当前,运用此方法测定人工抗原偶联比已有

不少报道, 如陈立本
[ 8 ]
、徐金森

[ 9- 10]
等。相信随着

科技发展,未来会有更多抗原偶联比测定新技术开

发出来。

4 � 结 � 语

由于三聚氰胺奶粉污染事件的发生,使得对其

检测方法的探讨和研究受到广泛关注。作者用戊

二醛法合成免疫抗原 MEL�BSA 和包被抗原 MEL�
OVA,用 MEL�BSA 免疫 BALB/ c小鼠, 免疫脾细

胞与 Sp2/ 0 小鼠骨髓瘤细胞融合后经间接竞争

ELISA 检测筛选,获得 1株稳定分泌抗三聚氰胺单

克隆抗体的细胞株 6E3。6E3细胞株分泌的抗体的

效价为 1�64 000,检测线性范围为 0� 1~ 3�2 mg/ L,

IC50为 1� 01 mg/ L,与三聚氰酸、三聚氰酸一酰胺及三

聚氰酸二酰胺的 CR( %)均小于 0� 1%。结果表明,

作者制备的三聚氰胺单抗各项技术指标较优,有望用

于三聚氰胺快速免疫检测试剂的研制开发。
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