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摘要  采用细胞融合技术筛选抗 19-去甲睾酮(nortestosterone, NT)单克隆抗体(monoclonal 

antibody, mAb)杂交瘤细胞株, 体内诱性腹水法制备 NT mAb, 建立异源性间接竞争 ELISA 

(indirect competitive ELISA, icELISA)标准曲线, 并对其特异性、理化因素的影响和基质效应

性进行探讨. 结果表明, 筛选的 5 株杂交瘤细胞分泌的单抗腹水效价为 0.64×105~2.56×105, 半

数抑制浓度 IC50 为 0.55~1.0 ng/mL, 抗体为 IgG1 亚型, 具 k 轻链, 亲和常数 Ka 为 2.6×109~ 

4.7×109 L/mol. 建立的 icELISA 标准曲线在磷酸盐缓冲液(phosphate buffered saline, PBS)中

的线性检测范围为 0.004~85.8 ng/mL, IC50 值为 0.55 ng/mL, 检测限(limit of detection, LOD)

为 0.002 ng/mL; 抗体与 17a-去甲睾酮的交叉反应率(cross-reactivity, CR)为 62%, 与其他化合

物无CR. 标准品稀释液中甲醇的最佳含量为10%, 牛尿1:20倍稀释可消除基质干扰, ELISA

方法和液质联用检测(LC-MS/MS)的相关性良好(R2=0.9871). 
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19-去甲睾酮(nortestosterone, NT, 17β-hydroxyestr- 

4-en-3-one), 简称诺龙, 是睾酮甾环结构上脱去第 19

位碳原子而形成的内源性和外源性蛋白同化激素 [1], 

具有很强的促蛋白质合成能力 , 能参与生长发育的

生理调节 , 促进骨骼和肌肉的生长 , 减少脂肪贮积 . 

因此, 20 世纪 50 年代以后, 许多国家和地区将 19-去

甲睾酮用作畜禽生长促进剂, 以改善生产性能, 提高

饲料报酬 [2~4]. 临床应用时, 将酯化后的药物制成苯

甲醇或植物油悬液, 进行肌肉注射或耳根部包埋. 药

物可以逐步释放 50 d 左右, 以维持家畜体内恒定而

稍高的激素水平[5]. 运动员服用后, 能增强肌肉力量, 

结合适度的锻炼和饮食, 可提高比赛成绩[4,6].  

研究表明, NT 及其代谢物残留可影响人的肝脏

功能, 损害心血管系统, 还可造成生殖器官受损、肾

上腺萎缩、情绪失控及内分泌失调等毒副作用 [7~10]. 

因此, 从 1986 年开始, 欧盟就禁止以促进生长为目

的在食源性动物中使用天然或人工合成性激素 , 以

保护消费者避免因激素残留物或代谢物而引起发育

问题、神经毒性和遗传障碍[11]. 农业部 2002 年 4 月

发布的第 193 号公告《食品动物禁用的兽药及其他化

合物清单》也明确规定性激素类原料药及其单方、复

方制剂不得在饲养过程中使用. 然而, 食源性动物中

违禁使用 NT 的案例在欧州有大量报道[2], 中国养殖

场也存在激素的非法使用问题 . 这就要求对食源性

动物生产进行严格的激素滥用监测 , 以保护消费者

的身心健康.  

激素残留传统的检测方法有气相色谱-质谱法(gas 

chromatography-mass spectrometric, GC-MS)[6,12~14]、液

相色谱质谱联用法 [15~17]以及其他定量检测方法 . 这

些方法需要专业的技术人员、繁琐的样品前处理过程

和昂贵的仪器设备 , 不适合大批量市场检测和现场

监控. 而免疫学检测技术灵敏度高、特异性强、操作

简单、价格低廉, 能够实现对生物液体的小体积、大通

量检测 , 逐渐成为有毒有害残留物检测的替代方法
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之一. 本研究用细胞融合技术筛选抗 19-去甲睾酮单

克隆杂交瘤细胞株, 制备高亲和力单克隆抗体, 建立

间接竞争 ELISA 检测方法. 该研究可以优化液质联

用和气质联用等理化方法的样品前处理过程 , 同时

为免疫检测试剂盒和试纸条的研制提供基础.  

1  材料和方法 

(ⅰ) 材料和试剂.  19-去甲睾酮(NT)、17a-去甲

睾酮(a-NT)、雌二醇、群勃龙、甲基睾酮和氯睾酮购

自德国 Dr. Ehrenstorfer 公司; NT-17-BSA 免疫原和

NT-3-OVA 检测抗原由本实验室自备; 鼠单克隆抗体

鉴定试剂盒、碳化二亚胺 (EDC)、弗氏完全佐剂

(FCA)、弗氏不完全佐剂(FIA)为 Pierce 产品; 羊抗鼠

酶标二抗(GaMIgG-HRP)购自华美生物工程公司; 牛

血清白蛋白(BSA, MW 为 67000)、鸡卵清蛋白(OVA, 

MW 为 45000)购自 Sigma 公司; 小鼠骨髓瘤 NS0 细胞

株由英国国家动物健康研究院惠赠; N-羟基琥珀酰亚

胺(NHS)为日本株式会社产品; 透析袋(8000~14000 D)

为 Solarbio 产品; 96 孔聚乙烯酶标板、96 孔和 24 孔

细胞培养板、 100 mL 细胞瓶购自 Costar 公司 ; 

RPMI-1640, HAT 和 HT 培养基购自 Gibco 公司; PEG- 

1500 (50%)为 Roche 产品; 胎牛血清(FBS)购自杭州

四季清生物工程公司 ; 琥珀酸酐、四甲基联苯胺

(TMB)、非那西丁、过氧化脲为 Sigma 产品; 其他所

有试剂均为分析纯. 6~8 周龄 Balb/C 小鼠购自北京医

科大学动物实验中心, 本实验室动物房繁育.  

(ⅱ) 缓冲液.  碳酸盐缓冲液(carbonate buffered 

saline, CBS, pH 9.6)含有 Na2CO3 (15 mmol/L)和

NaHCO3 (35 mmol/L); 磷 酸 盐 缓 冲 液 (phosphate 

buffered saline, PBS, pH 7.4)含有 NaCl (137 mmol/L), 

Na2HPO4·12H2O (10 mmol/L), KCl (2.68 mmol/L)和

KH2PO4 (1.47 mmol/L); 洗液(PBST)为含有 0.05%吐

温-20 的 PBS; 封闭液、稀释液为含有 5%猪阴性血清

的 PBST; 酶底物为 TMB 的磷酸-柠檬酸缓冲液(A, B); 

终止液为 2 mol/L H2SO4.  

(ⅲ) 仪器与设备.  MULTISKAN MK3 酶标仪

和 GS15R 高速冷冻离心机购自 Thermo 公司(美国); 

Galaxy S+型 CO2细胞培养箱购自 RS-Biotech 公司(英

国); TS100-F 倒置生物显微镜购自 Nikon 公司(日本); 

925REL#10 超低温冰箱购自 Thermo Forma 公司(美

国); eLINE 微量移液器购自百得公司(芬兰); SZ-97 自

动三重蒸馏水器购自上海雅荣生化仪器有限公司 ; 

PHS-3TC 精密酸度计购自上海天达仪器有限公司.  

(ⅳ) ELISA 检测程序.  间接 ELISA: 用 CBS 稀

释的 NT-3-OVA 包被原(2 μg/mL)包板, 每孔 100 μL, 

4℃孵育过夜. PBST 洗板 3 次后用 250 μL/孔的封闭

液 37℃封闭 2 h. 再次洗板后加入用 PBS 倍比稀释的

抗血清, 每孔 50 μL, 37℃温育 15 min, PBST 洗板 3

次. 然后加入经稀释液 1:1000 倍稀释的 GaMIgG- 

HRP, 每孔 50 μL, 37℃温育 25 min, PBST 洗板 3 次. 

加入 60 μL/孔新鲜配制的酶底物(A, B 液), 室温下显

色 15 min, 然后加入 100 μL/孔 2 mol/L H2SO4 终止酶

促反应 . 反应设阴性对照 (negative control, NC)和

PBS 空白对照(blank control, BC), 每次检测 3个重复. 

酶标仪测定每孔 A450 值, 以阳性/阴性(P/N)>2.1, 且

P−N>0.2 为标准, 计算抗体效价.  

间接竞争 ELISA (indirect competitive ELISA, 

icELISA): 参照间接 ELISA 程序包板和封闭, 方阵滴

定法测定最佳浓度. 酶标板包被 100 μL/孔检测抗原

后, 加入 50 μL/孔不同浓度的 NT 标准品或其他激素

标准品溶液 , 同时加入等体积适当稀释倍数的单克

隆抗体(NT mAb)或腹水上清, 37℃温育 15 min. 检测

设阳性对照(B0), 其他操作同间接 ELISA. 抑制率以

B/B0 表示, 其中 B 代表每孔吸光度值, B0 代表阳性对

照孔吸光度值, 四参数曲线拟合绘制标准曲线.  

(ⅴ) 动物免疫.  用 NT-17-BSA 免疫 8~10 周龄

雌性Balb/C小鼠 5只, 剂量为 60 μg/只, 体积为 0.2 mL, 

颈背皮下多点注射. 首先用 PBS 稀释的免疫原与等

体积 FCA 完全乳化, 以后每隔 3 周加强免疫 1 次, 换

用 FIA 乳化, 共强化免疫 3 次. 最后 1 次免疫后 3 周

断尾采血分离血清 , 用间接 ELISA 和间接竞争

ELISA 筛选效价高、抑制效果好的小鼠作为融合备用

鼠. 融合前 3~4 d 用不加佐剂的免疫原对小鼠进行免

疫, 尾静脉和腹腔各注射 50 μg 免疫原, 体积均为

100 μL.  
(ⅵ) 细胞融合.  融合前 4~5 d 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 1 d 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已铺有滋养细胞

的 96 孔细胞板中, HAT 培养[18,19].  

(ⅶ) 杂交瘤细胞株的筛选 .  融合后 10~14 d, 

用间接 ELISA 和 icELISA 筛选强阳性、抑制率高、生
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长状态好的杂交瘤细胞株, 用有限稀释法进行 3 次亚

克隆. 将筛选的单克隆源细胞株由 24 孔细胞板转移

到 50 或 100 mL 细胞瓶中扩大培养, 并将 HAT 培养

基逐渐过渡为 HT 培养基和完全培养基. 培养液离心

后, 细胞上清于–20℃冻存备用; 单克隆细胞株用含

10%二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide, DMSO)的培养基

在液氮中保存, 而后冻融 3 次进行细胞稳定性评估.  

(ⅷ) 单克隆抗体的生产.  筛选的杂交瘤细胞浓

度达到约 107/mL 时, 向 10 d 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. 10~12 d 后

抽取腹水, 饱和硫酸胺法纯化 NT mAb[20].  

(ⅸ) 单克隆抗体的鉴定.  分光光度计法测定蛋

白质含量 [21], 计算公式为蛋白质浓度 (mg/mL)= 

1.45A280 nm−1.74A260 nm, 其中 A 为光密度值; Batty 饱

和法测定亲和常数 Ka
[22]; 单抗试剂盒进行亚型鉴定.  

(ⅹ) ELISA 标准曲线的建立和优化.  方阵滴定

法筛选检测抗原浓度和单克隆抗体的最佳稀释倍数; 

IC50 值计算灵敏度, 代表标准品对抗原抗体结合 50%

时的抑制浓度; 最低检测限(limit of detection, LOD)

以 15%抑制率表示 [23]; 标准曲线的线性范围以

IC20−IC80 值计算; 交叉反应率(cross-reactivity, CR)测

定抗体特异性[24], 计算公式为((NT 的 IC50 值)/(功能

类似化合物的 IC50 值))×100, CR 越低, 抗体特异性越

强. 将 NT 标准品用含不同浓度甲醇的 PBS 进行稀释

(5%, 10%, 20%, 30%和 40%), 以 Amax 和 IC50 值确定

PBS 稀释液中甲醇的最佳含量.  

(ⅹⅰ) 基质效应性.  操作程序参考文献[25]. 将

10 mL 牛尿于 4℃, 3000 r/min 离心 10 min, 上清液转

移至带刻度烧杯中 . 为评估基质干扰 , 将上清液用

PBS 稀释 2, 5, 10 和 20 倍后进行 ELISA 检测. 以吸

光度值为纵坐标、NT 浓度为横坐标, 绘制标准曲线, 

计算 B 和 B0 值, 进行相关分析.  

(ⅹⅱ) LC-MS/MS 检测.  参照 Strahm 等人[26]的

方法, 并加以改进. 取 10 mL 尿样于 3500 r/min 离心

5 min, 上清液加入 0.2 mol/L 醋酸缓冲液(pH 5.2) 10 

mL 混匀, 然后加入 50 μL β-葡糖醛酸苷酶(Sigma- 

Aldrich, 美国)酶解. 混合物用 10 mL 甲醇萃取, 过

柱净化. 将 SPE C18 柱依次用 5 mL 甲醇和 5 mL 去离

子水活化, 萃取液全部上样后, 用 10 mL 正已烷:乙

醚(7:3, 体积比)洗脱目标化合物并收集 . 洗脱液离

心后, 有机相在氮气流下吹干, 残留物再次定容于甲

醇中, 上样分析.  

检测条件: 采用 SURVEYOR 液相色谱仪(Thermo

公司, 美国), 配备 ODS-HYPERSIL 色谱柱(3 μm, 2.1× 

150 mm)和 PDA 检测器(Thermo-Finnigan, 美国). 流

动相为 1%甲酸的水/乙腈/甲醇溶液(60:20:20, 体积比, 

pH 2.5), 流速为 0.2 mL/min, 柱温为 30℃, 进样量为

10 μL, 紫外检测波长为 242 nm. 质谱条件: ESI+电喷

雾离子源(LCQ Deca XP MAX, Finnigan 公司, 美国), 

相对裂解能量 28%, 二级碎片离子进行定性、定量 

分析.  

2  结果 

2.1  细胞融合备用鼠的选择 

如图 1 所示, 4 只小鼠获得了较好的免疫效果, 

其中 4 号小鼠的抑制效果最好(IC50 = 17.5 ng/mL), 因

此选择 4 号小鼠作为细胞融合备用鼠.  

2.2  NT mAb 的制备及性能鉴定 

细胞融合 10 d 后观察融合效果, 融合率为 85%; 

间接 ELISA 和竞争 ELISA 检测细胞上清, 阳性率为

18%. 有限稀释法 3 次亚克隆后, 筛选出 5 株抗体分

泌稳定的杂交瘤细胞株 , 分别命名为 NT-1, NT-2, 

NT-3, NT-4 和 NT-5. 细胞株单抗亚类均为 IgG1 型, 

具 k 轻链; 腹水纯化后的蛋白质含量为 5.6~8.4 mg/mL. 

方阵滴定法检测抗体效价和灵敏度 , 结果见表 1. 

NT-1 和 NT-2 腹水的灵敏度最高, 分别为 0.55 和 0.58 

ng/mL; 与 NT pAb 相比, 灵敏度提高了近 30 倍. 因

此, 选择灵敏度最好的 NT-1 单克隆抗体建立 ELISA

标准曲线, 并进行抗体特异性鉴定.  

 

图 1  备用小鼠抗血清间接竞争 ELISA 曲线 
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表 1  NT 单克隆抗体杂交瘤细胞株的效价和半数抑制 

浓度(IC50) 

单抗细胞株 上清效价 腹水效价 腹水 IC50 值(ng/mL) 

NT-1 5.12×102 2.56×105 0.55 

NT-2 5.12×102 2.56×105 0.58 

NT-3 2.56×102 1.28×105 0.8 

NT-4 1.28×102 1.28×105 0.93 

NT-5 1.28×102 0.64×105 1.0 

 

2.3  杂交瘤稳定性 

通过 3 次冻融实验, 观察细胞株稳定性, IC50 值

变化情况见图 2. 从结果可以看出, NT-1 和 NT-2 杂

交瘤细胞株的稳定性最好.  

2.4  亲和常数 Ka 

将杂交瘤细胞株分泌的 mAbs 和 NT-3-OVA检测

抗原倍比稀释, 间接 ELISA 程序测定亲和常数, 结

果见图 3. NT-1, NT-2, NT-3, NT-4 和 NT-5 mAb 的亲  

 

图 2  三次冻融后不同杂交瘤细胞株单克隆抗体的 IC50 值 

 

图 3  NT 单克隆抗体的亲和常数 Ka 

和常数分别为 4.7×109, 4.2×109, 3.9×109, 2.9×109 和
2.6×109 L/mol. 

2.5  异源性 icELISA 标准曲线的建立 

方阵滴定法测定, 检测抗原最佳浓度为 2 μg/mL, 

单抗稀释倍数为 1:50000, 异源性 icELISA 标准曲线

见图 4. 该曲线定量范围(IC20–IC80)为 0.004~85.8 ng/mL, 

IC50 值为 0.55 ng/mL. 最低检测限(LOD)测定值为
0.002 ng/mL.  

2.6  特异性 

抗体特异性对评价检测结果有重要意义. 因此, 

在 icELISA 检测过程中, 用 NT 结构类似物代替 NT

标准品溶液, 测定不同化合物的 IC50 值, 计算交叉反

应率(图 5). 在所有测定的化合物中, NT 主要代谢物

α-NT 的 CR 值为 62%; 而其他化合物的 CR 值<0.01%, 

可以忽略不计.  

2.7  稀释液中甲醇含量的影响 

NT 难溶于水, 需甲醇等溶剂助溶. 稀释液中不

同甲醇含量的标准曲线如图 6 所示. 通过比较 Amax 

(NT 标准品 0 ng 时的最大吸光度)和 IC50 值, 稀释液

中甲醇的最佳含量确定为 10%.  

2.8  基质效应性 

尿液中不同化合物能抑制免疫测定过程中抗原

抗体的结合反应; 基质中饲料残留、较高的离子强度

和 pH 也能降低灵敏度和 Amax 值. 因此, 仅用离心法

无法消除基质干扰, 获得的标准曲线吸光度下降, 本 

 

图 4  优化的异源性间接竞争 ELISA 标准曲线  
CBS 稀释包被抗原 NT-3-OVA 浓度为 2 μg/mL; PBS 稀释 NT-1 杂交

瘤细胞株腹水为 1:50000; NT 标准品稀释液为含 10%甲醇的 PBS 
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图 5  NT 单克隆抗体与结构类似化合物的交叉反应率 

底干扰大. NT 标准品在 PBS 和不同稀释度尿液中的

ELISA 曲线见图 7. 可以看出, 当尿液 1:20 倍稀释时, 

抑制曲线与 PBS 基本相同. 

2.9  ELISA 与 LC-MS/MS 相关性分析 

比较 ELISA 和 LC-MS/MS 的检测结果, 验证 

 

图 6  PBS 中甲醇含量对 ELISA 检测性能的影响 

 

图 7  尿液不同稀释倍数的 ELISA 标准曲线 
■, PBS 缓冲液; ▲, 2 倍稀释; ◆, 5 倍稀释; ★, 10 倍稀释; ●, 20 倍稀释 

icELISA 方法的有效性, 结果见图 8. 当尿液中添加

不同浓度标准品, 2 种方法检测结果相关性良好(R2
 = 

0.9871), ELISA 方法没有出现假阳性案例. 从当地屠

宰场提取 15 份尿样用于 ELISA 检测, NT 残留量为

0.06~0.35 μg/kg (0.06~0.35 ng/mL); LC-MS/MS 确认

结果为 0.05~0.32 μg/kg (0.05~0.32 ng/mL), 这说明所

建立的免疫学方法可用于食源性动物 NT 残留量的 

筛选.  

3  讨论 

免疫分析是以抗原抗体的特异性识别和可逆性

反应为基础的痕量分析方法 , 已在残留物检测中得

到广泛应用 . 而抗体质量决定着免疫学检测技术的

成败, 其特性主要体现在结合容量、灵敏度、亲和力

和特异性等几个方面. 多克隆抗体(polyclonal anti-

body, pAb)通常含有干扰杂质及不同抗原决定簇诱导 

 

图 8  ELISA 和 LC-MS/MS 检测牛尿中不同 NT 

添加浓度的相关系数 
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论 文 

的免疫球蛋白 , 因此试剂盒的检测性能受到质疑 . 

1975 年, Köhler 和 Milstein[18]建立的杂交瘤细胞融合

技术使生产匀质的、无限量的单克隆抗体(mAb)成为

可能. 本实验利用细胞融合技术筛选出 5 株杂交瘤细

胞, 其中 NT-1 和 NT-2 具有较高的抗体效价(1:2.56× 

105)和较好的灵敏度(分别为 0.55 和 0.58 ng/mL). 以

NT-1 单克隆抗体为基础, 本文建立了异源性 icELISA

分析方法, 并在牛尿基质中进行 NT残留物含量检测.  

亲和常数 Ka 对抗体的质量有重要影响, 决定着

抗体与半抗原或抗原决定簇之间的偶合能力 , 是抗

体稳定性的重要指标 . 测定亲和常数的常用方法包

括平衡透析法、Scatchard Plot 法、Batty 饱和法、竞争

结合法、沉淀法和其他方法. 其中 Batty 饱和法简单、

快速、结果可靠, 得到了广泛应用. 测定时, 以抗体

浓度对数值为横坐标, 以吸光度(A)为纵坐标, 绘制 S

形标准曲线, 比较 A450(半量饱和吸光度)值, 判断抗

体对位识别抗原表位的相对数量. James[27]提出, Ka

在 107~1012 L/mol 之间为高亲和力抗体. 本试验所制

备的 NT mAbs 均为高亲和力抗体.  

特异性抗体的制备是建立 NT半抗原免疫学检测

方法的关键. 本研究利用 NT 分子上的 2 个偶联位点, 

采用混合酸酐法合成 NT-3-OVA 检测抗原, 同时采

用优化的 EDC 法合成 NT-17-BSA 免疫原, 制备抗

NT mAb, 建立异源性 icELISA 标准曲线. 异源性检

测克服了非特异性结合所固有的干扰 , 提高了检测

灵敏度, 减少了交叉反应[28,29]. 半抗原、抗原和抗体

之间的相互作用是由分子几何形状所形成的空间互

补结构, 以及氢键、疏水性、静电作用等形成的低能

势共同决定的 , 因此半抗原的分子构象对抗体特异

性有决定性影响 . 在交叉反应化合物当中 , α-NT 和

NT 有相似的分子和空间结构, 因此交叉反应率较高

(62%); 而其他待测化合物因环戊烷多氢菲环上含有

烷基、C==C 双键或氯原子, 导致显著的空间位阻效

应, 交叉反应可以忽略不计.  
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