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一种重金属离子特异性二抗及其制备方法

和应用

(57)摘要

本发明公开了一种重金属离子特异性二抗

及其制备方法和应用。本发明重金属离子特异性

二抗仅特异性识别重金属离子第一抗体与螯合

的重金属离子结合后构象改变的Fab片段，不识

别没有与螯合的重金属离子结合的重金属离子

第一抗体。本发明重金属离子特异性二抗可用于

制备重金属离子快速定量检测卡，可以实现现场

检测复杂体系中的重金属离子，具有快速、简便、

灵敏度高、成本低的优点，检测过程无需大型设

备，且检测结果可通过裸眼判读，适用于各种环

境样品、化妆品、血清等体液和食品安全检测领

域，具有良好且广阔的应用前景和市场价值。
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1.一种铅离子特异性二抗，其特征在于，其为仅特异性识别铅离子第一抗体与螯合的

铅离子结合后构象改变的Fab片段，不识别没有与螯合的铅离子结合的铅第一抗体。

2.权利要求1所述的铅离子特异性二抗的制备方法，其特征在于，包括如下步骤：

使用螯合剂螯合铅，与去除Fc片段的铅第一抗体孵育结合并去除多余的铅后，作为免

疫抗原免疫实验动物，进一步取脾脏细胞与肿瘤细胞融合，获得融合细胞株；以所述免疫抗

原为正向筛选抗原，获得阳性细胞克隆，进一步以没有结合铅的铅离子第一抗体为反向筛

选抗原，筛选所述阳性细胞克隆，能识别反向筛选抗原的为非靶标细胞株，不识别反向筛选

抗原的为靶标细胞株，进一步培养该靶标细胞株，得到铅离子特异性二抗。

3.权利要求1所述的铅离子特异性二抗在检测相应的铅离子中的应用。

4.一种铅离子快速检测卡，由背板、标记物垫、样品垫、硝酸纤维素膜和吸水纸组装而

成，其特征在于，所述背板具有粘性，所述硝酸纤维素膜粘贴于背板的中部，其两端分别设

置有吸水纸和标记物垫，且所述吸水纸和所述标记物垫均与所述硝酸纤维素膜有1～2mm的

重叠；所述样品垫设置在所述标记物垫的远离所述硝酸纤维膜的一侧，并与所述标记物垫

有1～2mm的重叠；

所述标记物垫是涂有标记物产物的玻璃纤维膜，所述标记产物为通过静电或共价键结

合有铅离子第一抗体的胶体金；

所述样品垫为经pH7～8的缓冲液处理并干燥后的玻璃纤维，其上设置有上样孔；

所述硝酸纤维素膜上固定有权利要求1所述的铅离子特异性二抗作为检测线，还固定

有用于识别胶体金标记的抗体的一般二抗作为质控线；所述检测线设置在所述硝酸纤维素

膜靠近所述标记物垫的一侧，所述质控线设置在所述硝酸纤维素膜远离所述标记物垫的一

侧；所述铅离子特异性二抗的浓度为0.01‑2mg/mL，在检测线上的使用量为0.5μL/cm；所述

一般二抗的浓度为0.5‑3mg/mL，在质控线上的使用量为0.5μL/cm。

5.根据权利要求4所述的铅离子快速检测卡，其特征在于，所述胶体金用ps微球或磁性

微球代替。

6.根据权利要求4所述的铅离子快速检测卡，其特征在于，所述缓冲液为磷酸缓冲液、

硼酸缓冲液、HEPES缓冲液或Tris缓冲液。

7.根据权利要求4所述的铅离子快速检测卡，其特征在于，所述一般二抗为羊抗鼠抗

体。

8.权利要求4～7中任意一项权利要求所述的铅离子快速检测卡在铅离子和/或其浓度

的快速检测中的应用。

9.一种铅离子的检测方法，其特征在于，包括如下步骤：

S1、取待测样品400μL，调整其pH为6～9，加入0.5‑50μL、10mM的螯合剂混匀并静置，然

后定容至500μL，得到待测溶液；

S2、将权利要求4～7中任意一项权利要求所述的铅离子快速检测卡放在水平表面；

S3、取60～80μL步骤S1所得待测溶液，加入所述铅离子快速检测卡的加样孔中，室温反

应3min以上，当检测线和质控线均呈红色时，则所述待测样品中含有铅离子且浓度大于等

于3ng/mL；当检测线不显示红色，且质控线呈红色时，则所述待测样品中不含铅离子或铅离

子浓度小于3ng/mL。
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一种重金属离子特异性二抗及其制备方法和应用

技术领域

[0001] 本发明属重金属离子快速检测技术领域，更具体地说，本发明涉及一种重金属离

子特异性二抗及其制备方法和应用。

背景技术

[0002] 随着科技的发展，食品、水质等逐渐被工业废气、废水、废渣所污染，农田耕作层内

的镉、砷、铅、汞等重金属大量富集，加上无机化学农药的使用，使蔬菜等农产品重金属含量

严重超标，导致消费者重金属慢性中毒现象屡屡发生，现已引起社会各界的广泛关注，对重

金属及其含量的快速测定的需求也越来越迫切。

[0003] 目前的重金属检测技术中，存在诸如仪器价格昂贵、检测费用高、需要专业技术人

员操作等问题，不适合普通实验室开展检测，限制了技术的推广和普及。

发明内容

[0004] 本发明的目的在于：提供一种重金属离子特异性二抗，该特异性二抗可用于制备

重金属离子快速定量检测卡，具有高灵敏度、快速检测的优点，可用于多种环境和样品的快

速重金属离子检测。

[0005] 本发明重金属离子特异性二抗，其为仅特异性识别重金属离子第一抗体与螯合的

重金属离子结合后构象改变的Fab片段，不识别没有与螯合的重金属离子结合的重金属离

子第一抗体(自由态)。

[0006] 需要说明的是，本发明所提到的重金属离子、重金属离子第一抗体和重金属离子

二抗，所涉及到具体的重金属离子是统一的，如，当重金属离子为铅离子时，重金属离子第

一抗体和重金属离子二抗则为铅离子第一抗体和铅离子二抗。

[0007] 本发明所述重金属离子特异性二抗的制备方法，其包括如下步骤：

[0008] 使用螯合剂螯合重金属离子，与去除Fc片段(可采用木瓜蛋白酶酶切的方式去除)

的重金属离子第一抗体孵育结合并去除多余的重金属离子后，作为免疫抗原免疫动物，取

脾脏细胞与肿瘤细胞融合，得到融合细胞株；以所述免疫抗原为正向筛选抗原从融合细胞

株中获得阳性细胞克隆，再以没有结合重金属离子的重金属离子第一抗体为反向筛选抗

原，筛选所述阳性细胞克隆，能识别反向筛选抗原的为非靶标细胞株，不能识别反向筛选抗

原的为靶标细胞株，进一步培养所述靶标细胞株，其通过分泌得到重金属离子特异性二抗，

或将所述靶标细胞株注射入动物获得腹水，再经纯化得到重金属离子特异性二抗。

[0009] 本发明重金属离子特异性二抗可用于检测相应的重金属离子，具体可以制备成重

金属离子快速检测卡来实现。

[0010] 因此，本发明还公开了一种重金属离子快速检测卡，由背板、标记物垫、样品垫、硝

酸纤维素膜和吸水纸组装而成，其中，所述背板具有粘性，所述硝酸纤维素膜粘贴于背板的

中部，其两端分别设置有吸水纸和标记物垫，且所述吸水纸和所述标记物垫均与所述硝酸

纤维素膜有1～2mm的重叠；所述样品垫设置在所述标记物垫的远离所述硝酸纤维膜的一
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侧，并与所述标记物垫有1～2mm的重叠；

[0011] 所述标记物垫是喷涂有标记物产物的玻璃纤维膜，所述标记产物为通过静电或共

价键结合有重金属离子第一抗体的胶体金；

[0012] 所述样品垫为经pH7～8的缓冲液处理并干燥后的玻璃纤维，其上设置有上样孔；

[0013] 所述硝酸纤维素膜上固定有所述的重金属离子特异性二抗作为检测线，还固定有

用于识别胶体金标记的抗体的一般二抗作为质控线；所述重金属离子特异性二抗的浓度为

0.01‑2mg/mL，在检测线上的使用量为0.5μL/cm；所述一般二抗的浓度为0.5‑3mg/mL，在质

控线上的使用量为0.5μL/cm。

[0014] 优选地，所述胶体金可以用ps微球或磁性微球代替。

[0015] 优选地，所述缓冲液为磷酸缓冲液、硼酸缓冲液、HEPES缓冲液或Tris缓冲液；所述

螯合剂为EGTA、EDTA。

[0016] 优选地，所述一般二抗为羊抗鼠抗体。

[0017] 所述重金属离子特异性二抗的位置可与所述标记有重金属离子第一抗体的胶体

金上的重金属离子第一抗体互换。

[0018] 本发明重金属离子快速检测卡可用于重金属离子和/或其浓度的快速检测。

[0019] 本发明还提供了一种重金属离子的检测方法，其包括如下步骤：

[0020] S1、取待测样品400μL，调整其pH为6～9，加入0.5‑50μL、10mM的螯合剂混匀并静

置，然后定容至500μL，得到待测溶液；

[0021] S2、将所述的重金属离子快速检测卡放在水平表面；

[0022] S3、取60～80μL步骤S1所得待测溶液，加入所述重金属离子快速检测卡的加样孔

中，室温反应3min以上，当检测线和质控线均呈红色时，则所述待测样品中含有重金属离子

且浓度大于等于3ng/mL；当检测线不显示红色，且质控线呈红色时，则所述待测样品中不含

重金属离子或重金属离子浓度小于3ng/mL。

[0023] 本发明重金属离子快速检测卡的工作原理是：先采用螯合剂螯合重金属离子，然

后利用标记于胶体金表面的重金属离子第一抗体识别并捕获重金属离子，胶体金和重金属

离子第一抗体以及捕获的重金属离子被检测线上的重金属特异性二抗识别并捕获，从而使

检测线显示红色(图1)。本发明方法经过两种抗体的特异性识别，灵敏度更好。若利用磁珠

等替代胶体金时，一个抗体标记于磁珠表面，可利用磁性分选实现。

[0024] 需要说明的是，本发明上述方法是一种通用技术平台，适合各种重金属离子的单

一检测，只要更换相应的抗体即可实现。本发明多以铅离子作为代表说明，但并不代表本发

明实施方案仅适用于铅离子。

[0025] 同样，本发明重金属离子特异性二抗不仅能用于本发明提到的检测卡、试纸条等，

还可以用于酶联免疫吸附试验、化学发光法等。

[0026] 相对于现有技术，本发明具有如下优点和有益效果：

[0027] 本发明重金属离子特异性二抗可用于制备重金属离子快速检测卡，可以实现夹心

法现场检测复杂体系中的重金属离子，具有多通道、快速、简便、灵敏度高、成本低的优点，

检测过程无需大型设备，且检测结果可通过裸眼判读，适用于各种环境样品、化妆品、血清

等体液和食品安全检测领域，具有良好且广阔的应用前景和市场价值。
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附图说明

[0028] 图1为本发明重金属离子检测方法的原理图。

[0029] 图2为本发明实施例2对工业排放废水中的铅离子检测结果。

[0030] 图3为本发明重金属离子检测方法的特异性实验结果图，自左至右依次为铅离子、

汞离子、镉离子、铜离子的检测结果(检测化合物样品均为100ng/ml的浓度)。

[0031] 图4为本发明重金属离子快速定量检测卡的检测灵敏度结果，自左至右依次为铅

离子浓度为0ng/ml，1ng/ml，2ng/ml，3ng/ml，4ng/ml，5ng/ml，10ng/ml。

具体实施方式

[0032] 为了使本发明的目的、技术方案和有益技术效果更加清晰，以下结合实施例，对本

发明进行进一步详细说明。应当理解的是，本说明书中描述的实施例仅仅是为了解释本发

明，并非为了限定本发明，实施例的参数、比例等可因地制宜做出选择而对结果并无实质性

影响。实施例中除特殊说明外，均为本领域常规试剂和方法步骤。

[0033] 实施例1

[0034] 铅离子特异性二抗的制备方法如下：

[0035] (1)先取10mM的氯化铅溶液50μL至1.5ml离心管中，加入100μL的EGTA混匀后，室温

放置10分钟；

[0036] (2)再往离心管中加入去除Fc片段的铅离子抗体，室温放置15分钟；

[0037] (3)将以上产物置于10000KD的透析袋中用10mM的磷酸缓冲液，透析8次以上，每次

透析4小时；

[0038] (4)将透析后产物和完全佐剂乳化后免疫小鼠，该动物也可以是山羊、兔子等常见

动物；

[0039] (5)随后该产物用不完全佐剂乳化，加强免疫动物3次，每周免疫一次；

[0040] (6)最后一次免疫一周后取脾脏，和SP/20肿瘤细胞融合后，做单克隆；

[0041] (7)ELISA方法检测：利用步骤(3)透析所得产物0.01‑2μg/ml包板，为正向筛选酶

标板，利用铅离子抗体0.01‑2μg/ml包板为负筛选酶标板；

[0042] (8)得到正向酶标板显色明显，负向筛选酶标板不显色的融合杂交瘤细胞株，并培

养该细胞株，进一步获得该细胞株分泌的抗体，即为铅离子特异性二抗。

[0043] 实施例2

[0044] 以检测工业排放废水中的铅离子为例：

[0045] (1)检测线和质控线：

[0046] 检测线溶液配制：以10mM  PBS溶液溶解实施例1所得的铅离子特异性二抗，终浓度

为0.8mg/mL；

[0047] 质控线溶液配制：以10mM  PBS溶液溶解溶解羊抗鼠二抗，终浓度1mg/mL；以0.8μL/

cm将检测线和质控线溶液涂在硝酸纤维素检测膜的对应区域；

[0048] (2)标记物垫：以5μg/mL铅离子第一抗体用量标记胶体金，12000rpm离心25分钟

后，重悬于含有5％蔗糖和1％BSA溶液中；将所得溶液3μL/cm喷涂到玻璃纤维膜上，即得标

记物垫；

[0049] (3)样品垫制备：以pH为8.0、50mM的硼酸缓冲液加0.5％triton  X‑100混合液浸泡
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玻璃纤维，烘干后备用。

[0050] (4)试纸条装配：组装试纸条，切成3mm宽度的成品，装于塑料卡壳中得到检测卡；

[0051] (5)样品制备：A:取400μL水样到EP管中，以酸或碱调节pH至6‑9之间。B:加入50μL、

10mM的EGTA，混匀后室温静置5分钟；C:以双蒸水定容样品至500μL；

[0052] (6)将检测卡放平在桌面上，取60‑80μL步骤(5)所得的溶液，加入上样孔，静置5分

钟观察结果，超过15分钟判读无效。

[0053] (7)结果判读：检测线和质控线同时显示红色，则指示被检样品中铅离子含量高于

3ng/ml；检测线不显示红色，同时质控线显示红色，则指示被检样品中铅离子含量低于3ng/

ml或不含有铅离子；若质控线不显色，无论检测线有无显示红色，则指示该检测卡失效(请

参见图2，自左至右依次为阳性、阴性、无效、无效结果)。

[0054] 实施例3

[0055] 铅离子检测卡特异性验证：

[0056] (1)按照实施例2中的步骤制作铅离子检测卡；

[0057] (2)分别配制100ng/ml的氯化铅、氯化汞、氯化镉、氯化铜溶液作为检测样本；

[0058] (3)按照实施例2中的步骤制备检测样本并检测；(4)结果判读：检测线和质控线均

出现，则为阳性样本，即对应样品中的铅离子超过检测限；若只出质控线，则为阴性样本，即

样品中的铅离子浓度低于检测限；若质控线不出线，则无论检测限出现与否，结果无效。

[0059] 结果如图3所示，只有氯化铅样本检测为阳性，其余样本均为阴性检测结果。显示

该检测卡具有较好的特异性。

[0060] 实施例4

[0061] 以检双蒸水稀释的氯化铅为标准品检测体系的灵敏度为例：

[0062] (1)按照实施例2中的步骤制备检测卡；

[0063] (2)稀释氯化铅溶液至浓度：0ng/ml，1.34ng/ml，2.690ng/ml，4.03ng/ml，5.38ng/

ml，6.72ng/ml，13.44ng/ml该系列溶液中分别含有0ng/ml，1ng/ml，2ng/ml，3ng/ml，4ng/

ml，5ng/ml，10ng/ml。此系列溶液作为样品测试体系的灵敏度；

[0064] (3)按照实施例2中步骤制备样品和检测；

[0065] (4)结果如图4所示。检测结果中0ng/ml样品，只有质控线出线，检测线不出现，结

[0066] 果为阴性，其余样品检测线和质控线均出现，自1ng/ml至10ng/ml铅离子浓度样品

检测

[0067] 线依次加深，由此可见，该铅离子检测试纸条的灵敏度可达1ng/ml。

[0068] 根据上述说明书的揭示和指导，本发明所属领域的技术人员还可以对上述实施方

式进行适当的变更和修改。因此，本发明并不局限于上面揭示和描述的具体实施方式，对本

发明的一些修改和变更也应当落入本发明的权利要求的保护范围内。此外，尽管本说明书

中使用了一些特定的术语，但这些术语只是为了方便说明，并不对本发明构成任何限制。
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图2

图3
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图4
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