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(57)摘要

本发明公开了一种左旋氧氟沙星抗体Fab片

段的制备方法。所述方法包括以下步骤：制备左

氧氟沙星的单克隆抗体；用蛋白酶酶切获得的单

克隆抗体；去除蛋白酶，终止酶切反应；采用两步

纯化法纯化目的Fab片段。本发明设计了一种蛋

白酶酶切制备左旋氧氟沙星抗体Fab片段的方

法，所述操作简便，转化率高；本发明设计了一种

新型抗体纯化工艺制备左旋氧氟沙星抗体Fab片

段，所述纯化工艺简单，仅需两步纯化得到纯度

达95%以上的抗体Fab片段；本发明运用所制备的

左旋氧氟沙星抗体Fab片段建立的ELISA方法灵

敏度高，对左旋氧氟沙星的半抑制浓度为0.13 

ng/mL，线性检测范围为0.02-0.8 ng/mL，检测限

为0.007 ng/mL。
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1.一种左旋氧氟沙星抗体Fab片段的制备方法，其特征在于，包括以下步骤：

S1.  制备左氧氟沙星的单克隆抗体；

S2.  用蛋白酶酶切步骤S1切获得的单克隆抗体；

S3.  去除蛋白酶，终止酶切反应；

S4.  采用两步纯化法纯化目的Fab片段。

2.根据权利要求1所述的制备方法，其特征在于，步骤S1中，左氧氟沙星偶联载体蛋白

作为免疫抗原。

3.根据权利要求1所述的制备方法，其特征在于，步骤S2中，所述蛋白酶为木瓜蛋白酶。

4.根据权利要求1所述的制备方法，其特征在于，步骤S4中，所述两步纯化法为亲和层

析和凝胶过滤层析两步纯化。

5.根据权利要求4所述的制备方法，其特征在于，步骤S4中，所述亲和层析为采用蛋白L

预装柱进行亲和层析。

6.  根据权利要求4所述的制备方法，其特征在于，步骤S4中，所述凝胶过滤层析采用

Superdex  200进行凝胶过滤层析。

7.权利要求1所述制备方法制备得到的左旋氧氟沙星抗体Fab片段。

8.权利要求7所述左旋氧氟沙星抗体Fab片段在检测喹诺酮类抗生素中的应用。

9.一种喹诺酮类抗生素免疫学的检测方法，其特征在于，利用权利要求1所述的左旋氧

氟沙星抗体Fab片段。

10.根据权利要求9所述的检测方法，其特征在于，所述喹诺酮类抗生素为左旋氧氟沙

星。
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一种左旋氧氟沙星抗体的Fab片段制备方法及应用

技术领域

[0001] 本发明涉及食品安全检测技术领域，具体地，涉及一种新型左旋氧氟沙星抗体Fab

片段的制备方法及其应用。

背景技术

[0002] 左旋氧氟沙星（Levofloxacin，Lev）是第三代氟喹诺酮类（Fluoroquinolones , 

FQs）抗生素，因其有效抑制细菌DNA回旋酶的超螺旋活性，在临床医学和兽医学中广泛用于

治疗泌尿生殖系统疾病，呼吸道、皮肤组织细菌感染等。由于其在畜禽养殖行业不合理使用

或滥用的现象屡禁不止，在动物体内、土壤、水体等环境中发现大量左旋氧氟沙星残留。这

不仅会影响环境中微生物的生长和分布，大幅提高了引发耐药菌的概率，还会通过食物链

传递进而严重危害消费者健康。为保证消费者健康，在食品加工、贮藏和销售等环节加强左

旋氧氟沙星残留的监控，建立一种快速有效的检测方法是十分必要和紧迫的。

[0003] 基于抗原-抗体相互作用的免疫检测方法已广泛应用于兽药残留的快速检测，例

如酶联免疫检测方法（Enzyme-linked  immunosorbent  assay，ELISA）。ELISA免疫检测方法

具有仪器成本低，操作简便快捷，灵敏度高等特点，相比传统仪器分析方法，更适用于大批

量样品的快速检测。其中，抗体的性能直接决定了免疫检测方法的特异性和灵敏度。研究表

明抗体的恒定区常与待检分析物发生非特异性相互作用，二者的相互结合会导致在样品检

测过程中出现假阳性或错误的结果，而缺少恒定区的抗体片段很好地规避了这一现象。抗

体片段不仅可避免在样品检测时发生非特异性结合，还能减少由于糖基化修饰等引起的抗

体表面电荷异质现象的产生，从而具有更高的检测灵敏性。

[0004] 抗体Fab片段保留完整的抗原抗体相互识别的区域，由轻链和重链Fd片段（VH-CH1

结构域）组成，是研究较为彻底、应用较广泛的一种抗体片段。目前制备抗体Fab片段的方法

主要为重组表达和酶切法。重组法制备Fab片段会面临着无法表达或表达量低的情况，还会

出现由于错误折叠导致表达的蛋白质活性低或丧失活性等问题。传统的酶切法制备Fab片

段是利用蛋白酶水解完整的抗体，具有工艺简便，转化率高的特点，只需要简单的纯化操作

便可得到高纯度的Fab片段，因此酶切法是制备Fab片段首选的便捷且有效的途径。抗体Fab

片段的纯化主要是通过利用抗体亲和层析的手段实现目的片段与其他杂蛋白分离。然而在

纯化酶切反应混合物时发现，常见的用于抗体亲和纯化的蛋白A、G配体，对于酶切反应产物

中的Fab和Fc片段均有结合作用，因此无法高效分离理化性质相似的Fab和Fc片段。而蛋白L

配体只与kappa型轻链发生特异性结合，可使不含轻链的Fc片段与目的Fab片段实现高效分

离。

[0005] 目前尚无使用抗体Fab片段检测左旋氧氟沙星的报道。于海峰制备了左旋氧氟沙

星单克隆抗体用于建立间接竞争性ELISA检测方法，最低检测限为1.43  ng/mL；蒋兴东等建

立了左旋氧氟沙星多克隆抗体的间接竞争性ELISA检测方法，最低检测限为10  ng/mL，药物

的半抑制浓度为64  ng/mL。这些已有的左旋氧氟沙星免疫检测方法检测限较高，灵敏度较

低。因此，可通过酶切法和蛋白L亲和纯化手段制备左旋氧氟沙星抗体Fab片段，为建立一种
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灵敏度高的左旋氧氟沙星免疫检测方法提供核心原材料。

发明内容

[0006] 本发明所要解决的技术问题是克服现有技术中缺乏能够高灵敏度检测左旋氧氟

沙星的技术缺陷和不足，提供一种蛋白酶酶切和两步纯化制备左旋氧氟沙星抗体Fab片段

的方法。本发明运用一种木瓜蛋白酶酶切的策略和蛋白L与凝胶过滤层析结合的两步纯化

工艺首次获得左旋氧氟沙星抗体Fab片段，采用该新型纯化工艺制备得到的抗体Fab片段同

时具备高灵敏度的性能，为建立左旋氧氟沙星的免疫检测方法提供了核心原材料，具有广

阔的发展前景。

[0007] 本发明的第一个目的是提供一种左旋氧氟沙星抗体Fab片段的制备方法。

[0008] 本发明的第二个目的是提供所述的制备方法制备得到的左旋氧氟沙星抗体Fab片

段。

[0009] 本发明的第三个目的是提供所述左旋氧氟沙星抗体Fab片段在检测喹诺酮类抗生

素中的应用。

[0010] 本发明的第四个目的是提供一种喹诺酮类抗生素免疫学的检测方法。

[0011] 为了实现上述目的，本发明是通过以下技术方案予以实现的：

一种左旋氧氟沙星抗体Fab片段的制备方法，包括以下步骤：

S1.  制备左氧氟沙星的单克隆抗体；

S2.  用蛋白酶酶切步骤S1切获得的单克隆抗体；

S3.  去除蛋白酶，终止酶切反应；

S4.  采用两步纯化法纯化目的Fab片段。

[0012] 优选地，步骤S1中，左氧氟沙星偶联载体蛋白作为免疫抗原。

[0013] 优选地，步骤S2中，所述蛋白酶为木瓜蛋白酶。

[0014] 优选地，步骤S2中，所述木瓜蛋白酶为固定化木瓜蛋白酶。

[0015] 优选地，步骤S2中，酶切步骤为：蛋白酶活化后，在半胱氨酸存在的条件下与单克

隆抗体混匀，形成酶切体系，于37  ℃反应。

[0016] 优选地，步骤S2中，反应产物去除蛋白酶和半胱氨酸后经十二烷基磺酸钠-聚丙烯

酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）鉴定。

[0017] 优选地，步骤S2中，半胱氨酸浓度为20  mM。

[0018] 优选地，步骤S2中，木瓜蛋白酶与抗体的比例为1:80（w/w）。

[0019] 优选地，步骤S2中，酶切体系37  ℃反应10  h。

[0020] 最优选地，步骤S2中，所述蛋白酶酶切抗体的步骤如下：

S21. 以木瓜蛋白酶与抗体1:80（w/w）的比例吸取固定化木瓜蛋白酶；

S22.  在20  mM半胱氨酸的条件下，木瓜蛋白酶在10  mM  Na2HPO4缓冲液（pH  10.0）中活

化；

S23.  活化后的固定化木瓜蛋白酶与左旋氧氟沙星单克隆抗体充分混匀，并在半胱氨

酸终浓度为20  mM的条件下于37  °C恒温摇床反应10  h；

S24. 反应产物经离心与木瓜蛋白酶分离，终止酶切反应，并通过透析去除残留半胱氨

酸。
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[0021] 优选地，步骤S4中，所述两步纯化法为亲和层析和凝胶过滤层析两步纯化。

[0022] 优选地，步骤S4中，所述两步纯化法是指通过亲和层析和凝胶过滤层析得到高纯

度的Fab片段，包括如下步骤：酶切反应液经过亲和层析，将酶切产物中的Fc片段与Fab片段

分离，收集洗脱液经超滤浓缩后再通过凝胶过滤层析，将未完全酶切的单克隆抗体与目的

Fab片段分离。

[0023] 优选地，步骤S4中，所述亲和层析为采用蛋白L预装柱进行亲和层析。

[0024] 优选地，步骤S4中，所述凝胶过滤层析采用Superdex  200进行凝胶过滤层析。

[0025] 优选地，步骤S4中，所述两步纯化法的步骤如下：

本发明同时还保护所述制备方法制备得到的左旋氧氟沙星抗体Fab片段。

[0026] 以上所述左旋氧氟沙星抗体Fab片段在检测喹诺酮类抗生素中的应用也在本发明

的保护范围内。

[0027] 一种喹诺酮类抗生素免疫学的检测方法，利用以上所述的左旋氧氟沙星抗体Fab

片段。

[0028] 优选地，所述喹诺酮类抗生素为左旋氧氟沙星。

[0029] S41 .  所述酶切左旋氧氟沙星抗体的反应产物，经蛋白L亲和层析，流穿部分为Fc

组分，结合在亲和填料上为含有轻链的组分（Fab和IgG），经酸性缓冲液淋洗柱子，收集洗脱

组分；

S42. 所述洗脱组分超滤浓缩后，经Superdex  200凝胶过滤层析，使未完全酶切的抗体

与Fab片段根据分子大先洗脱，分子小的分子后出峰的原理，收集分子量较小的Fab片段。

[0030] S43. 亲和层析和凝胶过滤层析纯化的片段经SDS-PAGE电泳鉴定。

[0031] 与现有技术相比，本发明具有如下有益效果：

（1）本发明设计了一种蛋白酶酶切制备左旋氧氟沙星抗体Fab片段的方法，且操作简

便，转化率高；

（2）本发明设计了一种新型抗体纯化工艺制备左旋氧氟沙星抗体Fab片段，所述纯化工

艺简单，仅需两步纯化得到纯度达95%以上的抗体Fab片段；

（3）本发明运用所制备的左旋氧氟沙星抗体Fab片段建立的ELISA方法灵敏度高，对左

旋氧氟沙星的半抑制浓度为0.13  ng/mL，线性检测范围为0.02-0.8  ng/mL，检测限为0.007 

ng/mL。

附图说明

[0032] 图1为左旋氧氟沙星抗体Fab片段制备流程图。

[0033] 图2为左旋氧氟沙星抗体Fab片段亲和纯化示意图和SDS-PAGE电泳图。

[0034] 图3为左旋氧氟沙星抗体Fab片段凝胶过滤层析示意图和电泳图。

[0035] 图4为左旋氧氟沙星抗体Fab片段对左旋氧氟沙星的间接竞争ELISA标准曲线。

具体实施方式

[0036] 下面结合说明书附图和具体实施例对本发明作出进一步地详细阐述，所述实施例

只用于解释本发明，并非用于限定本发明的范围。下述实施例中所使用的试验方法如无特

殊说明，均为常规方法；所使用的材料、试剂等，如无特殊说明，为可从商业途径得到的试剂

说　明　书 3/6 页

5

CN 108727502 A

5



和材料。

[0037] 以下实施例包括左旋氧氟沙星抗体酶切，酶切产物经亲和层析和凝胶过滤层析，

以及制备得到的左旋氧氟沙星抗体Fab片段的间接竞争ELISA工作曲线的建立，流程如图1

所示。

[0038] 实施例1   左旋氧氟沙星抗体的酶切

1、实验操作

（1）根据酶与抗体1:80（w/w）的比例吸取固定化木瓜蛋白酶，5000  ×  g离心1  min去除

储存液；

（2）在2  mL活化液（10  mM  Na2HPO4,  pH  10.0）中称量7  mg半胱氨酸至终浓度为20  mM，

并与木瓜蛋白酶置37  °C恒温摇床混匀；

（3）活化反应10  min后取出5000  ×  g离心弃除活化液

（4）往固定化木瓜蛋白酶中添加1  mL左旋氧氟沙星单克隆抗体，并称量3.5  mg半胱氨

酸至终浓度为20  mM，37  °C恒温摇床反应10  h；

（5）反应结束后经5000  ×  g离心分离固定化木瓜蛋白酶与抗体酶切产物，并通过透析

的方法置换缓冲液为20  mM  PB,  150  mM  NaCl（pH  7.4）结合缓冲液，达到去除残留半胱氨

酸的目的；

（6）酶切反应产物与原单克隆抗体经SDS-PAGE电泳鉴定反应产物。

[0039] 2、实验结果

SDS-PAGE凝胶电泳鉴定结果：90%以上的左旋氧氟沙星抗体已被固定化木瓜蛋白酶酶

切，非还原电泳图显示IgG  150  kD条带很浅，但尚未完全酶切（还原电泳图显示重链50  kD

条带），主要产物为Fc和Fab片段及少量未被完全酶切的全抗IgG分子。通过计算产物浓度，

酶切效率为60%左右。

[0040] 实施例2   左旋氧氟沙星抗体Fab片段的亲和纯化

1、实验操作

（1）使用结合缓冲液平衡5  mL蛋白L预装柱，设置流速为1  mL/min，系统压力0.5  MPa，

平衡5个柱体积；

（2）将所述酶切反应产物使用注射器小心缓慢地注入层析柱上，结合缓冲液淋洗柱子，

经紫外检测器监控280  nm的蛋白吸收峰，收集流穿的蛋白组分，即酶切产物中的Fc片段；

（3）待紫外稳定后，使用洗脱缓冲液淋洗柱子，经紫外检测器监控收集洗脱下的蛋白组

分，即酶切产物中的少量IgG和Fab片段。

[0041] 其中，结合缓冲液的配方：NaH2PO4·  2H2O  0.8736  g，Na2HPO4·12H2O  5.1572  g，

NaCl  4.3875  g，溶解后NaOH溶液调节pH至7.4，最后加超纯水定容至1  L；洗脱缓冲液的配

方：甘氨酸3.7535  g溶解后，浓盐酸调节pH至7.4，最终超纯水定容至500  mL。

[0042] （3）分别将亲和层析收集的流穿组分和洗脱组分进行非还原和还原SDS-PAGE电泳

鉴定.

2、实验结果

结果表明（图2），Fc组分与Fab片段实现100%分离。在非还原电泳中，Fc和Fab条带迁移

位置相近，对比蛋白标志物分子量大小约为38  kD；在还原电泳中，Fc片段仅有一条带，对应

Fc片段的重链，而洗脱组分中既含少量的IgG（50  kD重链条带），也包括目的Fab片段，电泳
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条带分别在25  kD和15  kD，依次对应着Fab片段的重链和轻链。说明木瓜蛋白酶和亲和纯化

可制备高纯度Fab片段。

[0043] 实施例3   左旋氧氟沙星抗体Fab片段的凝胶过滤层析

1、实验操作

为去除亲和层析洗脱组分中含有的少量IgG杂质，使用凝胶过滤层析手段纯化的方法

如下：

（1）由于Superdex  200（16/600）层析柱有上样量限制，因此需将所述亲和层析洗脱组

分超滤浓缩（截留分子量30  kD）至体积小于5  mL后再上样；

（2）使用结合缓冲液平衡层析柱至少1个柱体积，设置流速1  mL/min，系统压力0.3 

MPa；

（3）根据紫外检测器监控280  nm蛋白吸收峰，按每管1  mL体积收集流穿的蛋白组分；

（4）SDS-PAGE电泳鉴定收集到的每管蛋白峰。

[0044] 2、实验结果

根据纯化层析和电泳结果（图3），说明所述亲和层析洗脱组分中的少量IgG分子可与目

的Fab片段实现很好的分离，Fab片段的纯度可达95%以上。

[0045] 实施例4   左旋氧氟沙星抗体Fab片段的ELISA检测

1、ELISA检测方法

（1）将左旋氧氟沙星-OVA人工抗原用包被液稀释至2  µg/mL的浓度，包被96孔酶标板，

每孔加入100  µL，37  °C温育过夜；

（2）弃去包被液，洗涤2次；

（3）每孔加入120  µL封闭液（5%脱脂奶粉），37  °C封闭3  h；

（4）弃去封闭液，拍板，37  °C烘干备用；

（5）用PBST  1:2000倍稀释左旋氧氟沙星抗体Fab片段，并将左旋氧氟沙星稀释至1000，

100，10，1，0.1，0.01，0.001  ng/mL；

（6）每行加50  µL左旋氧氟沙星稀释液（三组平行），再加50  µL抗体Fab片段稀释液/孔，

在37  °C温育40  min，洗涤5次；

（7）加入羊抗鼠二抗-HRP（4000倍稀释），37  °C温育30  min，洗涤5次，拍板；

（8）加入显色液显色10  min；

（9）加入50  µL10%  H2SO4终止反应，并在450  nm处读取OD值。

[0046] 2、实验结果

左旋氧氟沙星抗体Fab片段的间接竞争ELISA标准曲线如图4所示， 所述左旋氧氟沙星

抗体Fab片段对左旋氧氟沙星的半抑制浓度为0.13  ng/mL，线性检测范围为0.02-0.8  ng/

mL，检测限为0.007  ng/mL。

[0047] 与亲本左旋氧氟沙星单克隆抗体的ELISA检测活性比较，本法所制备的左旋氧氟

沙星抗体Fab片段的ELISA免疫检测方法具有更高的灵敏度，在检测左旋氧氟沙星残留的应

用上可发挥巨大的潜能。

[0048] 表1为抗体Fab片段与亲本单克隆抗体的ELISA免疫检测方法比较结果
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