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王建超 李忠鹏 徐健 陈颖 陈楠 林彬 范炜斌

阿米卡星单抗的制备及其荧光
免疫层析检测法的建立

【摘要】 目的 建立一种简易、灵敏、便捷、特异性高的阿米卡星血药浓度荧光免疫层析检测法。 方法 通过戊二醛法偶联载

体蛋白制备得到阿米卡星完全抗原。通过杂交瘤方法制备阿米卡星的单克隆抗体，以竞争法原理建立阿米卡星血药浓度荧光免疫层

析检测法。基于以上检测原理建立阿米卡星的标准曲线以实现定量检测阿米卡星血药浓度，并对该检测法进行方法学评价，包括灵敏

度、线性范围、精密度、回收率、特异性、试纸条稳定性和样本临床比对。 结果 通过优化体系，本研究建立的检测法半数抑制浓度为

1.27 μg/mL，线性范围为0.5~10.0 μg/mL，检出限为0.22 μg/mL，精密度均＜8.5%，回收率为97.9%~100.3%。与5种阿米卡星结构

相似以及联合用药相关的药物无明显交叉反应。采用荧光免疫层析法和质谱法分别检测83份阿米卡星临床样本，发现2种方法相关

性较好，r=0.985。 结论 本试验成功建立了一种操作简单、快速、特异性强、灵敏度高的阿米卡星荧光免疫层析检测方法，为临床血

药浓度监测的应用奠定了基础。
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【Abstract】 Objective To establish a rapid, simple, sensitive and highly-specific fluorescent immunochromatographic

assay for the detection of blood amikacin concentration. Methods Amikacin complete antigen was prepared by cross-

linking carrier protein with the glutaraldehyde method. Anti-amikacin monoclonal antibodies were obtained via hybridoma-cell

fusion technique. A fluorescent immunochromatographic detection system for blood amikacin concentration based on

competitive principle was constructed, and the standard curve of amikacin was established based on the above detection

principle for quantitative analysis of blood amikacin concentration. The detection method was evaluated using methodological

indicators, including the sensitivity, linear range, precision, recovery rate, specificity, test-strip stability and clinical-sample

comparison. Results After system optimization, the half-maximal inhibitory concentration of the assay in this study was

1.27 μg/mL. Its linear range was 0.5-10.0 μg/mL and the limit of detection was 0.22 μg/mL. The precision was below 8.5% and

the recovery rate ranged from 97.9% to 100.3%. No obvious cross-reaction was observed against five structurally-similar and

commonly-combined drugs. Eighty-three clinical samples were detected by the fluorescent immunochromatographic assay

and mass-spectrometry method, and the correlation of the two approaches was favourable, with r=0.985. Conclusion This

research successfully develops an easy- operated and rapid fluorescent immunochromatographic assay with outstanding

sensitivity and specificity, which lays a foundation for the application of blood drug concentration monitoring.
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阿米卡星属于氨基糖苷类抗生素，通过结合细菌核

糖体抑制蛋白质合成，对革兰阴性菌具有较强的抗菌活

性及抗生素后效应，已广泛应用于临床[1-5]。然而，阿米

卡星治疗窗较窄，个体差异大，血药浓度过高可诱发肾

毒性与耳毒性[6-8]。因此，建立方便、快捷、准确的血药

浓度检测方法，对指导临床合理用药、保证用药安全具

有重要意义[9-10]。目前，高效液相色谱法和液质联用法

是检测阿米卡星血药浓度的主要方法，虽特异性强、灵

敏度高，但仪器昂贵，操作复杂，难以在基层医院常规开

展[11-12]。荧光免疫层析法无须样本前处理，操作简便、

检测快速、成本低廉，可实现床旁检测，为临床提供便捷

可靠的检测途径[13]。小分子半抗原抗体性能及抗原结

构是免疫层析检测的关键[14]。本研究拟通过自主设计

阿米卡星完全抗原制备技术，采用杂交瘤技术获取高亲

和力、高灵敏度、高特异性的阿米卡星单克隆抗体，进而

建立一种简易、灵敏、便捷、特异性高的阿米卡星血药浓

度荧光免疫层析检测法，现报道如下。

1 材料和方法

1.1 主要材料、试剂和仪器 阿米卡星粉剂购自中国

食品药品检定研究院，规格：150 mg/瓶，批号：130623-

202302；BALB/c小鼠购自常州卡文斯实验动物有限公

司；弗氏佐剂、50倍次黄嘌呤-氨基蝶呤-胸苷（hypoxan-

thine-aminopterin-thymidine，HAT）培养基浓缩添加剂、

50倍次黄嘌呤-胸腺嘧啶核苷培养基浓缩添加剂、聚乙

二醇 1500 均购自美国 Sigma 公司，规格：10 mL/瓶、

50 mL/瓶 、50 mL/瓶 、4 mL/瓶 ，批 号 ：F5881、H0262、

H0137、10783641001；50%戊二醛购自上海阿拉丁生化

科技股份有限公司，规格：500 mL/瓶，批号：G105906；辣

根过氧化物酶标记山羊抗小鼠免疫球蛋白（immuno-

globulin，Ig）G购自生工生物工程（上海）股份有限公司，

规格：1 mL/支，批号：BA1051；羊抗兔IgG抗体购自杭州

启泰生物技术有限公司，规格：1 mL/支，批号：GR106；

SP2/0细胞购自美国典型培养物保藏中心；二喹啉甲酸

蛋白浓度试剂盒（规格：500次/盒）和酶联免疫吸附试验

（enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA）试剂盒购

自上海碧云天生物技术有限公司，批号：P0010、EK387/

2-32；CF® 647荧光染料购自武汉艾美捷科技有限公

司，规格：1 mg/支，批号：BTM-00041；干式荧光免疫分

析仪购自浙江准策生物技术有限公司，型号：ZC-

S100。本研究实验场地设于无锡福阳生物科技有限公

司，经该公司福利伦理委员会审查通过（批准文号：

CXRM-J015）。

1.2 方法

1.2.1 阿米卡星完全抗原制备 采用戊二醛法偶联载

体蛋白制备阿米卡星完全抗原。称取50 mg阿米卡星，

溶于5 mL超纯水，配制为10 mg/mL阿米卡星溶液，加入

8.5 mg/mL卵清蛋白（ovalbumin，OVA）或牛血清白蛋白

（bovine serum albumin，BSA），再逐滴加入50 μL 50%戊

二醛溶液，涡旋混匀后，置于磁力搅拌器上持续搅拌，在

室温避光下反应 8 h。反应产物采用磷酸盐缓冲液

（phosphate buffer solution，PBS）透析4次，收集透析液，采

用二喹啉甲酸蛋白浓度试剂盒分别测定阿米卡星-BSA

抗原和阿米卡星-OVA抗原的浓度。偶联产物结构式见

图1，采用紫外分光光度法鉴定偶联抗原的偶联效果。

1.2.2 阿米卡星单克隆抗体制备 将上述制备的阿米

卡星免疫原稀释至0.2 mg/mL，取500 μL免疫原溶液与

等体积弗氏佐剂充分混合并完全乳化，对BALB/c小鼠

进行免疫。采用经典免疫程序完成4次免疫后，经腹腔

注射约100 μg免疫原进行加强免疫；加强免疫5 d后摘

取小鼠脾脏用于细胞融合。将小鼠脾细胞与SP2/0细

胞进行细胞融合，采用HAT培养基筛选和ELISA法鉴

定阳性杂交瘤细胞。选取6~7周龄BALB/c小鼠，每只

腹腔注射0.5 mL石蜡油，7 d后腹腔注射0.5 mL含1×

注：protein代表牛血清白蛋白或卵清蛋白。

图1 阿米卡星完全抗原制备技术路线

① ② ③
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106阳性杂交瘤细胞的细胞悬液。观察小鼠健康状态与

腹腔腹水情况，约8 d后采集小鼠腹水。采用Protein G

亲和层析法纯化单克隆抗体。通过荧光免疫层析检测

法完成抗体特异性筛选。采用间接竞争ELISA法检测

纯化抗体对阿米卡星的抑制效果。以1 μg/mL阿米卡

星-OVA抗原包被酶标板，封闭后加入系列浓度阿米卡

星标准品（0.01~100 ng/mL）与腹水抗体（1∶8 000）的混

合液，37 ℃竞争孵育1 h；后续同间接ELISA操作测定

450 nm波长下的光密度（optical density，OD450）。抑制率

计算公式：抑制率（%）=（OD0-ODx）/OD0×100%，其中

OD0为不加阿米卡星时的光密度，ODx为加入阿米卡星

标准品后的光密度。采用四参数logistic模型拟合抑制

曲线，计算半数抑制浓度（half-maximal inhibitory con-

centration，IC50），选择IC50较低、亲和力较好的抗体用于

后续荧光免疫层析检测试剂盒的开发。

1.2.3 阿米卡星荧光免疫层析检测法的建立

1.2.3.1 检测卡制备 采用PBS将阿米卡星-OVA抗原

与兔IgG分别稀释至适当浓度（0.5~1.5 mg/mL）。在18~

28 ℃条件下，将稀释后的阿米卡星-OVA抗原与兔IgG

均匀喷涂于硝酸纤维素膜，置于鼓风干燥箱干燥24 h以

上，充分干燥后密封保存，制成检测卡备用。

1.2.3.2 检测液制备 参照CF® 647荧光染料说明书分

别对阿米卡星单克隆抗体、羊抗兔IgG抗体进行荧光标

记，采用含BSA的PBS，将两种标记抗体稀释配制为检

测液，2~8 ℃避光保存备用。

1.2.3.3 检测试剂盒标准曲线建立 将阿米卡星标准

液与阴性血浆混合，配制成浓度为 0、0.5、1.0、2.0、

4.0、8.0、12.0 μg/mL的阿米卡星系列浓度标准液。采

用PBS对各浓度阿米卡星标准液进行80倍稀释，取稀

释后标准液与检测液按1∶1充分混匀，取100 μL混合液

加入检测卡加样孔，层析15 min后置于干式荧光免疫分

析仪读取检测线（test，T线）和质控线（control，C线）的荧

光信号值，T/C值为纵坐标，阿米卡星标准液浓度为横

坐标，采用四参数 logistic 模型拟合，建立标准曲线，并

将标准曲线录入集成电路卡，内置于检测器。

1.2.4 阿米卡星荧光免疫层析法检测的方法学评价

1.2.4.1 灵敏度和线性范围 参照定量检测体外诊断

试剂分析性能评估注册审查指导原则[15]，取0 μg/mL标

准溶液加入测试卡样本孔，按照1.2.3.3项下方法开展检

测，根据标准曲线计算得到20组测定值；计算20次测定

结果的均值（x）和标准差（s），以x-2s计算结果作为试剂

盒检出限。重新测定标准曲线上各个浓度点，每个浓度

测定3次，分别计算各浓度样本T/C值的均值（x）、标准

偏差（standard deviation，SD）及相对标准偏差（relative

standard deviation，RSD），将RSD值＜15%对应的最高、

最低浓度作为试剂盒线性范围的上、下限。

1.2.4.2 精密度 采用已建立的阿米卡星荧光免疫层

析检测体系，分别对浓度为2 μg/mL、8 μg/mL的阿米卡

星标准液进行检测，每个浓度重复测定10次，计算高、

低浓度阿米卡星的精密度。精密度以RSD表示，计算

公式：

RSD=SD/ x×100%

其中，x为10次测定T/C值的算术平均值，SD为标准偏

差。分别计算高、低浓度样本的RSD，以RSD＜15%为

合格。

1.2.4.3 回收率 将阿米卡星标准液稀释至70、35μg/mL，

另取阴性血浆作为空白对照（0 μg/mL）。各取10 μL与

100 μL低浓度阿米卡星阳性样本混匀（标准液添加体

积占总体积比例＜10%），每个加标水平重复测定5次，

分别计算回收率（R）。计算公式：

R= ×100%
Cx-C0

C 理论

其中，Cx为加标后实测总浓度，C0为低浓度阳性样本的

初始浓度（由空白对照组测定获得），C 理论为理论加标浓

度。回收率评价依据《实验室质量控制规范食品理化检

测》（GB/T 27404-2008）执行。

1.2.4.4 特异性实验 分别配制哌拉西林、头孢哌酮、

美罗培南、左氧氟沙星、伏立康唑与阿米卡星等临床常

用联用药物的标准液，浓度设置为各自临床最高血药浓

度，将各药物标准液分别稀释80倍后进行检测，每组重

复测定3次，将各特异性样本检测所得T/C均值代入标

准曲线，计算得到对应的浓度，以评价阿米卡星荧光免

疫层析检测法对上述结构类似物及联合用药的交叉反

应情况。若计算浓度低于方法检出限（0.22 μg/mL），则

认为无交叉反应，表明该检测法特异性良好。

1.2.4.5 试纸条稳定性 稳定实验可用于评价试纸条

的长期保存性能。将同一批次制备的阿米卡星荧光免

疫层析试纸条分为两组，分别装入含干燥剂的铝箔袋密

封保存，一组置于50 ℃烘箱中保存28 d，进行加速老化

实验；另一组置于室温条件下常规保存作为对照。分别

在第0、7、14、28 d取样检测，采用样品稀释液进行上样

测定，每个时间点设置3次重复，记录T线、C线信号值，

通过计算T/C值偏差，综合评估试纸条稳定性[16-17]。

1.2.4.6 样本临床比对实验 收集83例阿米卡星用药

患者的血浆临床样本，委托苏州海科医药技术有限公司

采用液相色谱-串联质谱法进行质谱检测。同时采用
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本研究建立的荧光免疫层析法对上述样本同步检测。

1.3 统计学处理 采用MedCalc22.019软件。根据《体

外诊断试剂临床试验技术指导原则》（2021年第72号）

开展数据分析。采用Pearson相关分析荧光免疫层析法

与质谱法检测阿米卡星血药浓度结果的线性相关关系；

运用Deming回归拟合两种检测方法的回归方程。采用

Bland-Altman分析法评价两组检测结果的一致性，并绘

制散点图。

2 结果

2.1 阿米卡星完全抗原的制备 对制备所得阿米卡

星-OVA抗原、阿米卡星-BSA抗原分别进行紫外全波

长扫描，扫描结果见图2。与阿米卡星标准液、载体蛋

白比较，两种偶联产物的紫外扫描波峰位置发生偏移，

证明阿米卡星人工完全抗原偶联制备成功。

2.2 阿米卡星单克隆抗体亲和性、灵敏度测定 细胞

融合完成后，经HAT筛选和ELISA法鉴定，成功获得2

株可特异性分泌针对阿米卡星单克隆抗体的杂交瘤细

胞。1号抗体在1∶8 000稀释时的IC50为5.99 ng/mL，2号

抗体在相同稀释倍数时的IC50为6.28 ng/mL。鉴于荧光免

疫层析法对阿米卡星的检测要求为微克级别，无需过高

亲和力抗体，综合判定选择2号抗体用于后续试剂盒开发。

2.3 阿米卡星荧光免疫层析检测法标准曲线 将配制

好的阿米卡星标准液进行检测，每个浓度重复3次，测得

T/C值，采用四参数logistic模型拟合，标准曲线见图3。回

归方程：y=（A-D）/[1+（x/C）B]+D，式中y为T/C值，x为阿米

卡星血浆浓度（μg/mL）。回归参数：A=9.12，B=1.41，C=

1.27，D=0，R2=0.99，拟合度良好，IC50=1.27 μg/mL。

2.4 方法学评价

2.4.1 灵敏度和线性范围 对0 μg/mL空白样品重复

检测20次，按 x-2s计算得检出限为0.22 μg/mL。重新

测定标准曲线上各浓度点，各浓度RSD均＜15%，线性

范围为0.5~10.0 μg/mL。

2.4.2 精密度 高、低浓度（2、8 μg/mL）阿米卡星样本

的RSD均＜8.5%，精密度良好。

2.4.3 回收率 回收率为97.9%~100.3%，符合标准要求。

2.4.4 特异性 各特异性样本检测浓度均低于0.22μg/mL，

表明本检测体系特异性良好。

2.4.5 试纸条稳定性 在加速稳定性试验中，将同批次

免疫层析试纸条分别置于室温条件和50 ℃恒温烘箱中

保存，于第0、7、14、28天采用2 μg/mL和8 μg/mL的样本

进行检测，记录T/C比值。各时间点T/C比值与第0天

相比偏差均小于10%，提示该试纸条在50 ℃加速条件

下至少可稳定28 d，具有良好的稳定性，可满足商品化

运输与保存的实际需求。

2.5 荧光免疫层析法与质谱法检测阿米卡星临床样本

结果 Deming回归分析结果显示，两种方法检测阿米

卡星血药浓度的回归方程为 y=0.223+1.008x，其中斜

率为1.008（95%CI：0.936~1.080），截距为0.223（95%CI：

-0.024~0.470），对纳入统计的数据进行分析，r=0.985，

表明阿米卡星荧光免疫层析法检测结果与质谱法的检

测结果相关性较好，见图4。Bland-Altman一致性评价，

97.6%（81/83）的样本在95%一致性界限的范围内，表明

两种方法一致性较好，见图5。

3 讨论

本研究建立了一种快速准确检测阿米卡星药物浓

度的方法。与传统检测技术相比，该方法建立的荧光免

疫层析卡在处理样本时具有明显优势：样本前处理过程

简单、操作便捷、成本较低，检测灵敏度高以及特异性较

好，IC50为1.27 μg/mL，线性范围为0.5~10.0 μg/mL，检出

注：BSA为牛血清白蛋白；OVA为卵清蛋白。

图2 阿米卡星人工完全抗原紫外全波长扫描图谱
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图3 阿米卡星荧光免疫层析检测标准曲线
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限为 0.22 μg/mL，精密度均＜8.5%，回收率为 97.9%~

100.3%。与5种阿米卡星结构类似物和联合用药相关

药物无交叉反应。能满足现场大量样本同时检测，大大

缩短了单个样本的检测时间，满足了对阿米卡星临床检

测时效性和准确性的需求，具有广泛的临床应用前景。
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图5 荧光免疫层析法与质谱法检测阿米卡星血药浓度的

Bland-Altman一致性图
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图4 荧光免疫层析法与质谱法检测阿米卡星血药浓度的
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