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一种洛美沙星免疫原及其制备方法和检测

试纸卡

(57)摘要

本发明提供的一种洛美沙星免疫原，具有式

I所示结构。本发明提供的一种洛美沙星免疫原

的制备方法，洛美沙星上羧基进行C链衍生化，同

时BSA使用糖基化修饰法进行活化，再利用碳二

亚胺两步法合成免疫，制备出的免疫原具有偶联

率高、免疫性强的特点。本发明还提供的一种检

测洛美沙星用试纸卡，具有检测速度快，灵敏度

高，所述试纸卡的检测限可达0.3ng/ml，同时满

足快速检测的要求。
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1.一种检测洛美沙星用试纸卡，包括卡壳、底板、样品垫、金标垫、检测和吸水区，所述

检测区设有检测线T和质控线C，其特征在于，所述检测线T位置包被有洛美沙星包被原，所

述质控线C位置包被有兔抗IgG，所述金标垫附着有金标记的洛美沙星单克隆抗体；

所述金标记的洛美沙星单克隆抗体是由洛美沙星-牛血清白蛋白免疫原免疫小鼠得到

的细胞株分泌产生；

所述洛美沙星-牛血清白蛋白免疫原，具有式I所示结构：

所述洛美沙星-牛血清白蛋白免疫原的制备方法，包括以下步骤：

1)将氨基戊酸和洛美沙星在缓冲溶液体系中进行脱水缩合反应，将得到的反应液依次

进行萃取和反萃取，得到碳链延伸的LOM半抗原；

2)将所述步骤1)得到的碳链延伸的LOM半抗原溶于N，N-二甲基甲酰胺，得到碳链延伸

的LOM半抗原溶液；将N-羟基琥珀酰亚胺和1-乙基-(3-二甲基氨基丙基)碳二亚胺盐酸盐与

所述碳链延伸的LOM半抗原溶液混合，避光反应，得到活化的LOM半抗原；

3)将牛血清白蛋白、葡萄糖和磷酸缓冲液混合，调节混合液的pH值至9.0～10，在振荡

条件下反应，得到活化的cBSA；

4)将所述步骤3)中得到的活化的cBSA溶解于含有N，N-二甲基甲酰胺的磷酸盐缓冲溶

液中，得到cBSA溶液；

5)将所述步骤2)得到的活化的LOM半抗原滴加到所述步骤4)得到的cBSA溶液中，在振

荡条件下反应，得到具有式I所示结构的洛美沙星-牛血清白蛋白免疫原：

所述步骤1)～2)与步骤3)之间没有时间顺序的限制；

所述洛美沙星包被原为洛美沙星-鸡卵清白蛋白偶联物；

所述洛美沙星包被原的制备方法包括以下步骤：

将洛美沙星与甲醇、DMF和PBS溶液混合，得到LOM混合液；

将鸡卵清白蛋白与PBS缓冲液混合，得到OVA溶液；

将所述LOM混合液、OVA溶液和戊二醛溶液混合，在避光条件下置换反应，得到LOM包被

原。

2.根据权利要求1所述的试纸卡，其特征在于，所述步骤1)中氨基戊酸溶液的pH值为

10.0～12.0；所述氨基戊酸溶液的质量浓度为20～40mg/ml。

3.根据权利要求1所述的制试纸卡，其特征在于，所述步骤1)中洛美沙星溶液的质量浓
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度为18～36mg/ml；

所述洛美沙星溶液中的溶剂为摩尔浓度为0.01～0.02mol/L、pH值为7.4的PBS溶液。

4.根据权利要求1所述的试纸卡，其特征在于，所述步骤1)中萃取用萃取剂为乙酸乙

酯；所述洗涤的洗涤液为质量浓度为0.09～0.18mg/ml的盐酸溶液；所述反萃取用反萃剂为

质量浓度为2.1～4.2mg/ml的碳酸氢钠溶液。

5.根据权利要求1所述的试纸卡，其特征在于，所述步骤3)中振荡的转速为50～200r/

min，所述步骤3)中反应的温度为30～37℃。

6.根据权利要求1所述的试纸卡，其特征在于，所述步骤5)中振荡的转速为50～200r/

min；所述振荡的温度为30～37℃。

7.根据权利要求1所述的试纸卡，其特征在于，所述洛美沙星包被原的包被浓度为0.1

～0.2μg/ml。

8.根据权利要求1所述的试纸卡，其特征在于，所述洛美沙星单克隆抗体的质量浓度为

0.1～0.2mg/ml。
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一种洛美沙星免疫原及其制备方法和检测试纸卡

技术领域

[0001] 本发明属于生物医药和医学检验技术领域，尤其涉及一种一种洛美沙星免疫原及

其制备方法和检测试纸卡。

背景技术

[0002] 洛美沙星(LOM)是一种新型长效氟喹诺酮类抗菌药物，其化学名称为1-乙基-6,8-

二氟-1,4-二氢-7-(3-甲基-1-哌嗪基)-4-氧代-3-喹啉羧酸盐酸盐。氟喹诺酮类药物对多

种革兰阳性菌和革兰阴性菌均有较强的抗菌作用，因此在畜牧、水产业中被广泛应用于治

疗和预防细菌感染，并作为饲料添加剂促进动物的生长。但是长期食用被此类药物污染的

食品，人类会产生耐药性和抗药性，严重时会引起神经中毒、肾功能衰竭及潜在的致癌性等

毒副作用。因此，中国、美国、欧盟、联合国粮农组织、世界卫生组织食品添加剂专家委员会

等国家或组织都制定了此类药物的最高残留限量。

[0003] 洛美沙星药物残留检测的传统方法有微生物学法，高效液相色谱法(HPLC)，液质

联用法(LC-MS)和液相色谱－串联质谱法(LC-MS/MS)等方法。这些方法灵敏度高、特异性

强，但样品前处理繁琐，需要专业的技术人员和昂贵的仪器设备，不适合大批量的市场监测

要求。免疫学检测方法建立在抗体对抗原的分子识别上，具有抗原抗体的亲合力高、检测快

速、经济实用，能够实现对生物液体的小体积、大通量检测的优点。但是根据现有技术中，杜

付彬等人报道洛美沙星人工抗原的合成及鉴定方法，具体采用碳二亚胺法和混合酸酐法合

成洛美沙星免疫原和包被原，但是制备的洛美沙星免疫原并未免疫小鼠，因此，无法估算单

克隆抗体的特异性；再如，公告号为CN100418982C的专利公开了一种洛美沙星的偶联物及

其制备方法，采用碳二亚胺法制备的洛美沙星的偶联物免疫白兔，抗血清的最低检测限为

1ppb(1μg/L)。因此，现有技术需要更低的检测限的洛美沙星检测试剂盒。

发明内容

[0004] 有鉴于此，本发明的目的在于一种洛美沙星免疫原及其制备方法，使制备得到的

洛美沙星免疫原具有较高的免疫性和偶联率高，用所述免疫原免疫动物时得到具有特异性

强、灵敏度高的洛美沙星单克隆抗体单克隆抗体。

[0005] 本发明另一个目的是提供一种洛美沙星检测试纸卡，使所述试纸卡具有检测速度

快、灵敏度高、结果准确的特点。

[0006] 为了实现上述发明目的，本发明提供以下技术方案：

[0007] 本发明提供了一种洛美沙星免疫原，具有式I所示结构：
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[0008]

[0009] 本发明还提供一种洛美沙星免疫原的制备方法，括以下步骤：

[0010] 1)将氨基戊酸和洛美沙星在缓冲液中进行脱水缩合反应，将得到的反应液萃取，

再进行反萃取，得到碳链延伸的LOM半抗原；

[0011] 2)将所述步骤1)得到的碳链延伸的LOM半抗原溶于N,N-二甲基甲酰胺按，得到碳

链延伸的LOM半抗原溶液；将N-羟基琥珀酰亚胺和1-乙基-(3-二甲基氨基丙基)碳二亚胺盐

酸盐与所述碳链延伸的LOM半抗原溶液混合，避光条件进行置换反应，得到活化的LOM半抗

原；

[0012] 3)将牛血清白蛋白、葡萄糖和磷酸缓冲液混合，调节混合液的pH值至9.0～10，在

振荡条件下反应，得到活化的cBSA；

[0013] 4)将所述步骤1)中得到的活化的cBSA溶解于含有N,N-二甲基甲酰胺(DMF)的磷酸

盐缓冲溶液中，得到cBSA溶液；

[0014] 5)将所述步骤2)得到的活化的LOM半抗原滴加到所述步骤4)得到的cBSA溶液中，

在振荡条件下反应，得到具有式I所示结构的洛美沙星-牛血清白蛋白免疫原：

[0015]

[0016] 所述步骤1)～2)与步骤3)之间没有时间顺序的限制。

[0017] 优选的，所述步骤1)中氨基戊酸溶液的pH值为10.0～12.0；所述氨基戊酸溶液的

质量浓度为20～40mg/ml。

[0018] 优选的，所述步骤1)中洛美沙星溶液的质量浓度为18～36mg/ml；

[0019] 所述洛美沙星溶液的溶剂为摩尔浓度为0.01～0.02mol/L，pH值为7.0～7.5的PBS

溶液。

[0020] 优选的，所述步骤1)中萃取用溶剂为乙酸乙酯；所述洗涤用洗涤液为质量浓度为

0.09～0.18mg/ml的盐酸溶液；所述反萃取用反萃剂为质量浓度为2.1～4.2mg/ml的碳酸氢

钠溶液。

[0021] 优选的，所述步骤3)中振荡的转速为50～200r/min，所述步骤3)中反应的温度为

30～37℃。

[0022] 优选的，所述步骤5)中振荡的转速为50～200r/min；所述振荡的温度为30～37℃。

[0023] 本发明还提供了一种检测洛美沙星用试纸卡，包括卡壳，底板，样品垫，金标垫，反

应区和吸水区，所述反应区设有检测线T和质控线C，其特征在于，所述检测线T位置包被有
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洛美沙星包被原，所述质控线C位置包被有兔抗IgG，所述金标垫附着有金标记的洛美沙星

单克隆抗体；

[0024] 所述金标记的洛美沙星单克隆抗体是由权利要求1所述的洛美沙星-牛血清白蛋

白免疫原免疫小鼠得到的细胞株分泌产生。

[0025] 优选的，所述洛美沙星包被原的包被浓度为0.1～0.2μg/ml。

[0026] 优选的，所述金标垫附着有金标记的洛美沙星单克隆抗体的质量浓度为0.1～

0.2mg/ml。

[0027] 本发明提供的一种洛美沙星-牛血清白蛋白免疫原，具有式I所示结构。所述的洛

美沙星免疫原在洛美沙星的羧基上进行C链衍生化，使羧基伸长，使抗原决定簇暴露在外，

制成的免疫原具有较强的免疫性。

[0028] 本发明提供的一种洛美沙星免疫原的制备方法，洛美沙星上羧基进行C链衍生化，

同时BSA使用糖基化修饰法进行活化，再利用碳二亚胺两步法合成免疫，制备出的免疫原具

有偶联率高、免疫性强的特点。

[0029] 本发明提供的单克隆抗体具有特异性强、灵敏度高的单克隆抗体。

[0030] 本发明提供的一种检测洛美沙星用试纸卡，包括卡壳，底板，样品垫，金标垫，检测

区和吸水区，所述检测区设有检测线T和质控线C，所述检测线T位置包被有洛美沙星包被

原，所述质控线C位置包被有兔抗IgG，所述金标垫附着有金标记的洛美沙星单克隆抗体；所

述金标记的洛美沙星单克隆抗体是由权利要求1所述的洛美沙星-牛血清白蛋白免疫原免

疫小鼠得到的细胞株分泌产生。本发明将上述制备得到的洛美沙星单克隆抗体与洛美沙星

包被原制备成的试纸卡，具有检测速度快，灵敏度高，且满足快速检测的要求，所述试纸卡

的检测限可达0.3ng/ml。

[0031] 进一步的，卡壳的使用可以延长检测结果观察时间，试纸卡稳定性好。本试纸卡样

品吸收垫将检测溶液完全吸收，使之与偶联垫上金标抗体充分反应，可以有效减少误差率；

还可以防止外界杂质干扰，影响金标抗体与检测抗原的结合；成本低、投资少。使用本发明

试纸卡，不需要另配复杂的仪器设备和昂贵的试剂，现场检测一步到位，成本低廉，见效快；

易于大范围推广应用。本试纸卡操作简单，适合不同类别的人员使用，如实验室检测、海关

检疫、卫生监督、规模养殖及个体生产等，具有广阔的市场前景和较大的经济效益和社会效

益。

附图说明

[0032] 图1为实施例1中洛美沙星免疫原合成反应合成路线图；

[0033] 图2为实施例3中洛美沙星检测抗原合成路线图；

[0034] 图3为实施例5中洛美沙星特异性免疫学检测试纸卡的结构示意图；

[0035] 图4为实施例5中洛美沙星特异性免疫学检测试纸卡中试纸条的侧视图；

[0036] 图5为实施例5中洛美沙星特异性免疫学检测试纸卡中试纸条的俯视图。

具体实施方式

[0037] 本发明提供了一种洛美沙星免疫原，具有式I所示结构：

说　明　书 3/11 页

6

CN 106596959 B

6



[0038]

[0039] 本发明还提供一种洛美沙星免疫原的制备方法，包括以下步骤：

[0040] 1)将氨基戊酸溶液和洛美沙星溶液进行脱水缩合反应，将得到的反应液萃取，再

进行反萃取，得到碳链延伸的LOM半抗原；

[0041] 2)将所述步骤1)得到的碳链延伸的LOM半抗原溶于N,N-二甲基甲酰胺按，得到碳

链延伸的LOM半抗原溶液；将N-羟基琥珀酰亚胺和1-乙基-(3-二甲基氨基丙基)碳二亚胺盐

酸盐与所述碳链延伸的LOM半抗原溶液混合，避光条件下进行置换反应，得到活化的LOM半

抗原；

[0042] 3)将牛血清白蛋白、葡萄糖和磷酸缓冲液混合，调节混合液的pH值至9.0～10，在

振荡条件下反应，得到活化的cBSA；

[0043] 4)将所述步骤1)中得到的活化的cBSA溶解于含有N,N-二甲基甲酰胺(DMF)的磷酸

盐缓冲溶液中，得到溶解的cBSA溶液；

[0044] 5)将所述步骤2)得到的活化的LOM半抗原滴加到所述步骤4)得到的cBSA溶液中，

在振荡条件下反应，得到具有式I所示结构的免疫原：

[0045]

[0046] 所述步骤1)～2)与步骤3)之间没有时间顺序的限制。

[0047] 本发明将氨基戊酸溶液和洛美沙星溶液进行脱水缩合反应，得到脱水缩合反应

液。本发明中，所述氨基戊酸溶液的质量浓度优选为20～40mg/ml，更优选为24mg/ml。所述

氨基戊酸溶液的溶剂为水。所述氨基戊酸溶液的pH值优选为10.0～12.0，更优选为11.0。所

述氨基戊酸溶液的pH值的调整方法优选采用质量浓度为0.1％的氢氧化钠溶液调整，调整

后的氨基戊酸溶液冰浴搅拌，所述冰浴搅拌的目的是逐渐降低反应溶液至4℃，进行氨基戊

酸和洛美沙星的脱水缩合反应。

[0048] 本发明中，所述洛美沙星溶液的质量浓度优选为18～36mg/ml，更优选为35.1mg/

ml。所述洛美沙星溶液的溶剂优选为摩尔浓度为0.01～0.02mol/L、pH值为7.4的PBS溶液。

[0049] 在本发明中，所述脱水缩合反应具体方法优选为：在搅拌状态下将所述洛美沙星

溶液逐滴加入氨基戊酸溶液中，在搅拌条件下进行脱水缩合反应。本发明中，所述搅拌的转

速优选为50～200r/min，更优选为100r/min；所述脱水缩合反应的时间优选为2～3h；所述

脱水缩合反应的温度优选为30～37℃。所述逐滴加入的每滴液体的体积为0.02ml。所述逐

滴加入能够使洛美沙星溶液与氨基戊酸溶液充分发生脱水缩合反应，提高洛美沙星(LOM)

羧基C链延伸化的比例。
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[0050] 脱水缩合反应后，本发明将得到的反应液进行萃取，本发明对所述萃取的具体操

作没有特殊限制，采用本领域技术人员所熟知的萃取的技术方案即可。在本发明中，所述萃

取用萃取剂优选为乙酸乙酯。萃取剂的用量2～5ml。所述萃取的目的是去除不溶解的大颗

粒杂质分子，其反应产物进入有机相。

[0051] 所述萃取后，得到水相。本发明优选将所述萃取后有机相进行洗涤。本发明对所述

洗涤的方法没有特殊限制，采用本领域技术人员所熟知的洗涤的技术方案即可。在本发明

中，所述洗涤用洗涤液优选为盐酸溶液。所述盐酸溶液的质量浓度优选为0.09～0.18mg/

ml，更优选为0.15mg/ml。所述洗涤的次数优选2～5次，更优选3次。

[0052] 得到有机相后，本发明将所述有机相进行反萃取，得到的水相有反应产物，即碳链

延伸的LOM半抗原。在本发明中，所述反萃取用反萃剂优选为碳酸氢钠溶液。所述碳酸氢钠

溶液的质量浓度优选为2.1～4.2mg/ml，更优选为3.15mg/ml。所述反萃取的目的是将反应

产物重新溶解在水相中。反萃剂的用量3～6ml。

[0053] 得到碳链延伸的LOM半抗原后，本发明将所述碳链延伸的LOM半抗原溶于N,N-二甲

基甲酰胺，得到碳链延伸的LOM半抗原溶液；将N-羟基琥珀酰亚胺和1-乙基-(3-二甲基氨基

丙基)碳二亚胺盐酸盐与所述碳链延伸的LOM半抗原溶液混合，避光反应，得到活化的LOM半

抗原。

[0054] 本发明中，所述碳链延伸的LOM半抗原与1-乙基-(3-二甲基氨基丙基)碳二亚胺盐

酸盐的摩尔比优选为1～10，更优选为3。

[0055] 本发明中，所述避光反应优选在磁力搅拌的条件下进行。所述磁力搅拌的转速优

选为50～200r/min，更优选为100r/min。所述避光反应的时间优选为12h～36h，更优选为

24h。本发明中，所述避光反应的温度优选为30～37℃更优选为35℃。实现避光反应是用锡

伯纸将试剂瓶进行严密包装，阻止光线进入。

[0056] 本发明将牛血清白蛋白、葡萄糖和磷酸缓冲液混合，调节混合液的pH值至9.0～

10，在振荡条件下发生一系列复杂的非酶促反应，得到活化的cBSA。

[0057] 本发明中，所述牛血清白蛋白(BSA)、葡萄糖和磷酸缓冲液混合优选按照牛血清白

蛋白的质量、葡萄糖质量和磷酸缓冲液体积比优选为(50～100)mg：(1～3)mg：(2～5)ml，更

优选为66mg：2mg：3ml。

[0058] 本发明中，所述pH值调整的方法优选采用NaHCO3溶液调节。所述NaHCO3溶液的质量

浓度优选为2.1～4.2mg/ml，更优选为3.15mg/ml。所述pH值调整至优选为9.5。

[0059] 本发明中，所述振荡条件的转速优选为50～200r/min，更优选为100r/min。所述反

应的时间优选为3～5h，更优选为4h。

[0060] 将牛血清白蛋白活化后，本发明将得到的活化cBSA溶解于含有N,N-二甲基甲酰胺

的磷酸盐缓冲溶液中，得到cBSA溶液。

[0061] 本发明中，所述溶解于含有N,N-二甲基甲酰胺的磷酸盐缓冲溶液的活化cBSA质量

浓度为35mg/ml。

[0062] 得到活化的LOM半抗原和cBSA溶液后，本发明将所述活化的LOM半抗原滴加到所述

cBSA溶液中，在振荡条件下脱水缩合反应，得到具有式I所示结构的洛美沙星-牛血清白蛋

白(LOM-cBSA)免疫原：
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[0063]

[0064] 本发明中，所述滴加的速率30～100滴/min。

[0065] 本发明中，所述振荡的转速优选为50～200r/min，更优选为100r/min；所述振荡的

温度优选为30～37℃，更优选为35℃。所述反应的时间优选为3～5h，更优选为4h。所述反应

的温度优选为30～37℃。

[0066] 本发明中，所述产洛美沙星单克隆抗体的细胞株由洛美沙星-牛血清白蛋白(LOM-

cBSA)免疫原免疫Balb/C小鼠制备而来。本发明中，所述细胞株的筛选方法没有特殊限制，

采用本领域技术人员所熟知的产单克隆抗体的细胞株的筛选方法即可。

[0067] 本发明还提供了一种检测洛美沙星用试纸卡，包括卡壳，底板，样品垫，金标垫，检

测区和吸水区，所述检测区设有检测线T和质控线C，所述检测线T位置包被有洛美沙星包被

原，所述质控线C位置包被有兔抗IgG，所述金标垫附着有金标记的洛美沙星单克隆抗体；

[0068] 所述金标记的洛美沙星单克隆抗体是由所述的洛美沙星-牛血清白蛋白免疫原免

疫小鼠得到的细胞株分泌产生。

[0069] 本发明中，所述兔抗IgG的包被浓度为0.2～0.5mg/ml，更优选为0.3mg/ml。本发明

对所述兔抗IgG的来源没有特殊限制，采用本领域技术人员所熟知的兔抗IgG即可。

[0070] 本发明中，所述洛美沙星包被原优选为洛美沙星-鸡卵清白蛋白(LOM-OVA)偶联

物。

[0071] 所述洛美沙星包被原的包被浓度优选为0.1～0.2μg/ml，更优选为0.18μg/ml。

[0072] 本发明中，所述洛美沙星包被原的制备方法优选包括以下步骤：

[0073] 将洛美沙星(LOM)与甲醇、DMF和PBS溶液混合，得到LOM混合液；

[0074] 将鸡卵清白蛋白(OVA)与PBS缓冲液混合，得到OVA溶液；

[0075] 将所述LOM混合液、OVA溶液和戊二醛溶液混合，在避光条件下置换反应，得到LOM

包被原。

[0076] 本发明中，所述洛美沙星(LOM)的质量、甲醇的体积、DMF的质量和PBS的溶液体积

比优选为(15～30)mg：(0.8～1.2)ml：(0.8～1.2)mg：(0.8～1.2)ml，更优选为20mg：1ml：

1mg：1ml。PBS溶液的浓度和pH值

[0077] 本发明中，所述OVA的质量和PBS缓冲液的体积比为(30～50)mg：(2～5)ml，更优选

为45mg：3ml。PBS缓冲液的浓度优选为0.01mol/L。PBS缓冲液的pH值优选为7.2～7.6。

[0078] 得到LOM混合溶液和OVA溶液后，本发明将所述LOM混合液、OVA溶液和戊二醛溶液

混合，在避光条件下置换反应，得到LOM包被原。在本发明中，所述混合优选在搅拌条件下，

将LOM混合液和戊二醛溶液以滴加的方式加入到OVA溶液中。所述滴加的速率优选为(50)

滴/min。所述戊二醛溶液的体积浓度优选为20～30％，更优选为25％。所述搅拌的速度优选

为50～100r/min。所述反应的温度优选为23～27℃，更优选为25℃。

[0079] 所述LOM、OVA和戊二醛反应后，本发明优选将得到的反应液透析，得到LOM包被原。

在本发明中，所述透析用透析液优选为PBS缓冲液。PBS缓冲液的浓度为0.008～0.012mol/
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L。所述PBS缓冲液的pH值优选为7.2～7.6。所述透析的时间优选为4～6d，更优选为5d。所述

透析期间换液频率优选为5～7h/次，更优选为6h/次。

[0080] 所述透析完成后，本发明收集得到LOM包被原。在本发明中，所述收集的方法优选

为对透析液进行离心，收集上清液，所述上清液中含有LOM包被原。在本发明中，所述离心的

转速优选为3000～6000r/min，更优选为5000r/min。所述离心的时间优选为5～10min，更优

选为6min。

[0081] 本发明中，所述检测区的材料优选为硝酸纤维素膜。所述硝酸纤维素膜的来源没

有特殊限制，采用本领域技术人员所熟知的硝酸纤维素膜即可。

[0082] 本发明中，所述金标记的洛美沙星单克隆抗体在金标垫上的浓度优选为0.1～0.2

μg/ml，更优选为0.18μg/ml。

[0083] 本发明中，所述洛美沙星单克隆抗体由所述产洛美沙星单克隆抗体的细胞株分泌

得到，具体洛美沙星单克隆抗体进行收集，所述收集方法优选包括以下步骤：

[0084] 将产洛美沙星单克隆抗体的细胞株进行扩大培养；

[0085] 待所述细胞株的浓度达到107/ml以上时，向液体石蜡处理过的母鼠腹腔内注射单

克隆细胞，培养10～12d；

[0086] 培养完成后，抽取母鼠腹水，用饱和硫酸胺法纯化抗LOM单克隆抗体，得到抗LOM单

克隆抗体。

[0087] 本发明中，所述注射单克隆细胞的数量优选为107～109/只，更优选为108/只。

[0088] 本发明中，所述金标记的洛美沙星单克隆抗体的制备方法没有特殊限制采用本领

域技术人员所熟知的制备方法即可。

[0089] 本发明中，所述金标垫的材料优选为玻璃纤维或聚酯膜。所述玻璃纤维和聚酯膜

的来源没有特殊限制，采用本领域技术人员所熟知的玻璃纤维和聚酯膜即可。

[0090] 本发明中，所述吸水区的材料优选采用吸水纸。所述吸水纸的厚度优选为0.35mm。

所述吸水纸的来源没有特殊限制，采用本领域技术人员所熟知的吸水纸即可。

[0091] 本发明中，所述样品垫优选进行预处理。所述预处理的方法优选为用样品垫处理

液浸泡后烘干，得到处理后的样品垫。所述样品垫处理液包括以下重量百分比的组分：含质

量浓度3～8％的BSA，质量浓度为1～3％的蔗糖，质量浓度为0.5％～1％的NaCl和质量浓度

为0.03％～0.0％8的NaN3的PBS缓冲液，更优选为含质量浓度为5％的BSA，质量浓度为2％

的蔗糖，质量浓度为0.8％的NaCl和质量浓度为0.05％的NaN3的PBS缓冲液。本发明中，所述

样品垫的材料优选为玻璃纤维。所述玻璃纤维的来源没有特殊限制，采用本领域技术人员

所熟知的玻璃纤维即可。

[0092] 本发明中，所述检测洛美沙星用试纸卡的制备方法优选包括以下步骤：所述检测

线和质控线的划线，所述的结合垫的制备，所述的样品垫的制备和所述试纸卡的组装。

[0093] 所述检测线和质控线的包被方法优选采用喷点仪包被。所述包被的具体步骤为：

将硝酸纤维素膜置于喷点仪平台上，LOM-OVA包被原溶液放于A池，兔抗IgG溶液放于B池，在

喷点仪作用下将包被抗原和二抗分别点射于硝酸纤维素膜上，形成检测线(T线)和质控线

(C线)。室温自然干燥后，将其浸入封闭液中30min，37℃烘干后，加入干燥剂，4℃密封保存。

[0094] 所述封闭液优选为质量浓度为1％的BSA的PBS缓冲液，所述的PBS缓冲液的pH值优

选为7.4。
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[0095] 本发明中，所述的金标垫的制备方法，优选包括以下步骤：

[0096] 将玻璃纤维棉放入含有BSA、蔗糖、NaCl和NaN3的PBS处理液处理，烘干，然后将金

标抗体灌注已处理好的玻璃纤维棉上，真空冷冻干3～5h，即为金标垫。

[0097] 本发明中，所述BSA溶液的质量浓度优选为4～6％，更优选为5％。

[0098] 本发明中，所述蔗糖的质量浓度优选为1～3％，更优选为2％。

[0099] 本发明中，所述NaCl的质量浓度优选为0.6～1.0％，更优选为0.8％。

[0100] 本发明中，所述NaN3的质量浓度为0.03～0.07％，更优选为0.05％。

[0101] 本发明中，所述处理的时间优选为15～30min，更优选为20min。

[0102] 本发明中，所述烘干的温度优选为35～40℃，更优选为37℃。

[0103] 本发明中，所述的样品垫的制备方法，优选包括以下步骤：

[0104] 玻璃纤维棉要用含质量浓度为2％的BSA，质量浓度为1％的蔗糖，质量浓度为

0.5％的硼酸钠和质量浓度为0.1％的NaN3的PBS处理后，干燥备用，即为样品垫。

[0105] 本发明中，所述的试纸卡的组装，优选包括以下步骤：

[0106] 在底板上，按照样品垫、结合垫、NC膜、吸收垫依次组装在一起，形成组装板；

[0107] 将所述组装板切割成试纸条。

[0108] 本发明中，所述样品垫、结合垫、NC膜、吸收垫之间的重叠区域优选5～6mm。

[0109] 本发明优选将试纸条封装于带有加样孔和观察窗的特制的塑料盒体中，即为洛美

沙星特异性免疫学检测试纸卡。

[0110] 本发明中，所述一种检测洛美沙星用试纸卡的使用方法没有特殊限制，采用本领

域技术人员所熟知的试纸卡使用方法即可。

[0111] 本发明中，所述检测洛美沙星用试纸卡的检测结果判定方法具体为：

[0112] 试纸卡以红色印迹线“|”或“‖”作为检测线的阳性和阴性标记，即在硝酸纤维素膜

上质控线(C线)显示一条红色“|”印迹时，表示被检测样品溶液呈阳性；若硝酸纤维素膜上

质控线(C线)和检测线(T线)同时出现两条红色“‖”印迹时，表示样品溶液呈阴性。本发明提

供的试纸卡的检测限可达0.3ng/ml。

[0113] 下面结合实施例对本发明提供的一种洛美沙星免疫原及其制备方法和检测试纸

卡进行详细的说明，但是不能把它们理解为对本发明保护范围的限定。实施例1

[0114] 洛美沙星免疫原的合成方法如附图1。

[0115] (1)LOM羧基C链延伸化：称取2mmol氨基戊酸加入三角烧瓶中，然后用2ml氢氧化钠

溶液调节pH值，冰浴搅拌；PBS(0 .01mol/L ,pH  7 .4)溶解盐酸洛美沙星(lomefloxacin 

hydrochloride)，搅拌状态下逐滴加入氨基戊酸-氢氧化钠溶液中，磁力搅拌反应2h；用乙

酸乙酯萃取，稀盐酸洗涤，再用碳酸氢钠溶液反萃取，制得LOM半抗原。

[0116] (2)BSA活化：糖基化修饰法，在偏碱性环境中使葡萄糖上的醛基与蛋白质上的氨

基偶联，封闭氨基，提高BSA上偶联-COOH的数量。具体过程如下：称取66mg牛血清白蛋白

(BSA)和1mg葡萄糖溶于PBS缓冲液中，用NaHCO3调节pH值至9.5，40℃摇床反应2h，制得活化

的cBSA。

[0117] (3)免疫原的合成：采用碳二亚胺两步法合成LOM免疫原。取上述LOM半抗原15mg，

用2ml  N,N-二甲基甲酰胺(DMF)搅拌溶解后，加入N-羟基琥珀酰亚胺(NHS)5.8mg和1-乙基-

(3-二甲基氨基丙基)碳二亚胺盐酸盐(EDC.HCl)15.2mg，溶解后37℃条件下避光，摇床振荡
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反应24h，称A液。将活化的cBSA溶解于含50％DMF的磷酸盐缓冲溶液中，称B液。将A液逐滴缓

慢加入到B液中，并不断震荡，加完后继续反应4h，获得LOM-cBSA免疫原。反应结束后将反应

液装入透析袋，先用蒸馏水透析2d，再用PBS透析3d。紫外扫描透析液无小分子吸收峰时分

装于安瓿瓶中，–20℃保存。

[0118] 实施例2

[0119] 抗洛美沙星单克隆抗体的制备方法

[0120] 1、所述的抗洛美沙星特异性单克隆抗体由洛美沙星－牛血清白蛋白(LOM-cBSA)

偶联物免疫Balb/C小鼠制备而来，由以下步骤实现：

[0121] (1)小鼠免疫：用LOM-cBSA免疫8-10周龄雌性Balb/C小鼠5只，剂量为60μg/只，体

积为0.2ml。首免用PBS稀释的免疫原与等体积FCA完全乳化，以后每隔3w加强免疫一次，换

用FIA乳化。免疫5次后断尾采血分离血清，用间接ELISA和间接竞争ELISA(ciELISA)筛选效

价高，抑制效果好的小鼠作为融合备用鼠。融合前3d超免小鼠，尾静脉和腹腔各注射60μg免

疫原。

[0122] (2)细胞融合：融合前4-5d用含有8-氮鸟嘌呤的完全培养基(含15％FBS的RPMI-

1640)传代培养NS0细胞；前1d用HAT培养滋养细胞；融合时眶下窦采血，脱颈致死小鼠。无菌

取脾脏制备脾细胞，在PEG-1500作用下与NS0细胞融合(细胞数量比约为10：1)，将融合后的

细胞悬液加入到已铺有滋养细胞的96孔细胞板中，HAT培养。

[0123] (3)单克隆细胞株的筛选：融合后10-14d用间接ELISA和ciELISA筛选强阳性、抑制

率高、生长状态好的杂交瘤细胞株，用有限稀释法进行3次亚克隆。然后用氟喹诺酮类药物

标准品溶液筛选灵敏度高、特异性强的单克隆源细胞株，共取得5株。其中，L1B2F3细胞株灵

敏度最高，特异性最强，其抗体特异性结果见表1。

[0124] 表1  L1B2F3细胞株抗体特异性

[0125]

[0126] (4)单克隆抗体的生产：将L1B2F3细胞株转移到24孔细胞板及50ml细胞瓶中扩大

培养。筛选的杂交瘤细胞浓度达到约107/ml时，向10d前经液体石蜡处理过的经产母鼠腹腔

内注射单克隆细胞108/只。10-12d后抽取腹水，饱和硫酸胺法纯化抗LOM特异性单克隆抗

体，进行胶体金标记。
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[0127] 实施例3

[0128] 洛美沙星包被抗原的合成方法如附图2。

[0129] 取20mg  LOM，溶于3ml甲醇+DMF+PBS溶液中(V:V:V＝1:1:1)，充分搅拌溶解，得A

液；取40mg  OVA溶于3ml  PBS缓冲液中，得B液；将A液逐滴加入到B液中，边搅拌边滴加100μL

戊二醛(25％)，室温避光条件下，磁力搅拌反应4h。反应液装入透析袋，PBS缓冲液4℃透析

5d，6h换液1次，离心取上清，得透明偶联物LOM-OVA包被抗原，-20℃冻存。

[0130] 实施例4

[0131] 金标抗体的制备方法

[0132] 胶体金标记LOM特异性单克隆抗体(LOM  mAb)制备，由以下步骤实现：

[0133] (1)胶体金溶液的制备：取超纯水溶解的0.01％氯金酸溶液100ml，置电炉加热至

沸腾，3min后边搅拌，边迅速加入1％的柠檬酸三钠溶液2ml。继续加热，溶液颜色由无色转

为浅黄色，最后变为橙红色时停止加热。冷却后用超纯水恢复至原体积，进行透射电镜扫

描，鉴定胶体金质量及颗粒大小。胶体金悬液中加入最终质量浓度为0 .05％的叠氮钠

(NaN3)，4℃冰箱中保存备用。

[0134] (2)抗体预处理：高浓度的抗体长时间冷冻保存会发生不同程度的聚集，这些聚集

物会影响标记的稳定性。因此标记前，将抗LOM特异性单克隆抗体10000r/min，4℃条件下离

心30min，弃沉淀，上清液用0.01mol/L  PBS稀释成1mg/ml。

[0135] (3)待标mAb实际用量的确定：酶标板用每孔50μl双蒸水铺底，纵排加入倍比稀释

的LOM  mAb，每孔50μl，设空白对照(BC)。用0.1mol/L  K2CO3调节胶体金溶液至pH  9.0，加入

到酶标板中，每孔50μl混匀。室温孵育15min后，加入10％NaCl溶液100μl，混匀，静置。对照

孔与mAb量不足以稳定金溶胶的各孔呈现由红变蓝的聚沉现象，而mAb量达到或超过最低稳

定量的各孔仍保持红色不变。选择不聚沉时mAb的最低量，在此基础上增加20％，即为待标

LOM  mAb的实际用量。

[0136] (4)金标抗体的制备：将事先确定的最佳标记LOM  mAb的实际用量与胶体金偶联，

常温搅拌30min，5000r/min离心20min，弃上清后，加入10％BSA硼酸钠溶液，使BSA终浓度为

1％作为稳定剂。金标抗体溶液10000r/min离心30min，弃上清，用20mmol/L的硼酸盐稀释液

(含1％BSA和0.1％叠氮钠)将金标抗体恢复至原体积的1/10，放置在4℃冰箱备用。

[0137] 实施例5

[0138] 试纸卡的生产和组装。

[0139] 硝酸纤维素膜(NC膜)的制备方法，将硝酸纤维素膜置于X-only单向喷点仪平台

上，检测抗原放于A池，RaMIgG放于B池，展平压紧，开机后将LOM-OVA检测抗原和二抗分别点

射于硝酸纤维素膜上，形成检测线(T线)和质控线(C线)。室温自然干燥后，将其浸入封闭液

(质量浓度为1％的BSA的PBS缓冲液，pH  7.4)中30min，37℃烘干后，加入干燥剂，4℃密封保

存。

[0140] 结合垫的制备方法，将玻璃纤维棉裁成4mm宽的细条，放入含质量浓度为5％的

BSA，质量浓度为2％的蔗糖，质量浓度为0.8％的NaCl和质量浓度为0.05％的NaN3的PBS处

理液中20min，37℃恒温烘干，然后将金标抗体灌注已处理好的玻璃纤维棉上，真空冻干4h，

即为结合垫。

[0141] 样品垫的制备方法，玻璃纤维棉要用含质量浓度为2％的BSA，质量浓度为1％的蔗
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糖，质量浓度为0.5％的硼酸钠和质量浓度为0.1％的NaN3的PBS处理后，干燥备用，即为样

品垫。

[0142] 试纸卡的组装，在支持板(PVC板)上，将NC膜、结合垫、样品垫、吸收垫和胶膜等按

一定工艺组装在一起，用CM4000切割机制成4mm宽的试纸条。然后，按一定工艺将试纸条封

装于带有加样孔和观察窗的特制的塑料盒体中，即为本发明的洛美沙星特异性免疫学检测

试纸卡，试纸卡的图片见附图3～5，其中1为卡壳，2为检测区，3为底板，4为样品垫，5为金标

垫，6为硝酸纤维素膜，7为吸水垫，8为点样孔，9为观察窗，10为质控线(C线)，11为检测线(T

线)，12为胶膜，13为标记线。

[0143] 实施例6

[0144] 本发明的洛美沙星特异性免疫学检测试纸卡样品前处理过程：

[0145] (1)牛奶样品：采集新鲜牛奶2ml放于10ml离心管中，以1000r/min离心10min，拨去

上层脂肪层，吸取上层清液，用PBS稀释10倍后，直接上样检测。

[0146] (2)鸡蛋样品：去除蛋壳，取蛋液2g于10ml离心管中，加入配制好的PBS缓冲液(pH 

7 .4)与甲醇的混合液(V:V＝1:1)充分匀浆，涡旋1min，后振荡10min，以5000r/min离心

10min，取上清液于洁净离心管中，置于4度冰箱中保存，备检。

[0147] (3)鸡肉样品：将鸡肉组织样品切碎、研磨后称取5g样本于20ml离心管中，再加入

乙腈5ml，于旋涡仪涡动10min，6000r/min离心5min；取1ml上清液，加入4ml的样品稀释液振

荡摇匀1min；取100ml用于样品分析。

[0148] 将处理后的样品溶液用滴管滴入试纸卡加样孔内3-4滴，3-5min即可观察结果。

[0149] 试纸卡以红色印迹线“|”或“‖”作为检测线的阳性和阴性标记，即在硝酸纤维素膜

上质控线(C线)显示一条红色“|”印迹时，表示被检测样品溶液呈阳性；若硝酸纤维素膜上

质控线(C线)和检测线(T线)同时出现两条红色“‖”印迹时，表示样品溶液呈阴性。样品的浓

度为0.3ng/ml时，检测线隐约出现。

[0150] 由以上实施例可知，本发明提供的试纸卡，通过制备具有强免疫性的免疫原免疫

动物筛选得到具有高亲和力的抗洛美沙星特异性单克隆抗体，所述单克隆抗体与包被原制

备而成。因此，快速检测试纸卡灵敏度高、特异性强，其检测限可达0.3ng/ml。

[0151] 以上所述仅是本发明的优选实施方式，应当指出，对于本技术领域的普通技术人

员来说，在不脱离本发明原理的前提下，还可以做出若干改进和润饰，这些改进和润饰也应

视为本发明的保护范围。
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