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拥有高效、简单、快速和可运输的工具来可

靠地鉴定对抗生素具有多重抗性的细菌，更具体

地是肠杆菌科中最广泛的产生超广谱β‑内酰胺

酶(ESBL)的肠杆菌科至关重要。本发明通过其易

用性和速度满足这一要求。本发明基于使用能够

辨别β‑内酰胺的β‑内酰胺环的完整形式与其

水解产物的抗体来检测β‑内酰胺水解的酶活

性。该抗体可以用于试剂盒和方法中，能够快速

检测(在一小时内)菌落或样品中产生青霉素型、

质粒介导的或过量产生的AmpC酶、ESBL或碳青霉

烯酶的细菌的存在，而无需使用昂贵的设备(肉

眼可见的小条)。
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1.用于检测样品中功能性、优选超广谱的β‑内酰胺酶的存在的方法，所述方法使用至

少一种特异性识别含有完整β‑内酰胺环的抗生素分子的单克隆抗体，所述抗体不识别被水

解时的相同的抗生素分子，并且含有完整β‑内酰胺环的抗生素分子由所述抗体特异性识

别。

2.根据权利要求1所述的方法，其包括以下步骤：

a)将所述样品与含有完整β‑内酰胺环的所述抗生素分子接触，

b)将所述单克隆抗体与步骤a)结束时获得的样品接触，

c)检测所述单克隆抗体是否与所述完整抗生素复合。

3.根据权利要求1或2所述的方法，其依次包括以下步骤：

a)将待测样品与含有未标记的完整β‑内酰胺环的所述抗生素分子接触，

b)将步骤a)后获得的样品与已预先固定化在固体支持物上的所述抗体接触，

c)将含有标记的完整β‑内酰胺环的所述抗生素分子与所述抗体接触，或与含有所述抗

体的步骤b)的样品接触，

d)检测所述抗体是否与步骤c)中添加的所述抗生素分子复合。

4.根据权利要求2所述的方法，其依次包括以下步骤：

a)将待测样品与含有未标记的完整β‑内酰胺环的所述抗生素分子接触，

b)将步骤a)后获得的样品与已标记的所述抗体接触，

c)使步骤b)的溶液与已固定在固体支持物上的含有完整β‑内酰胺环的所述抗生素分

子接触，

d)检测所述标记抗体是否与步骤c)中接触的完整抗生素复合。

5.根据权利要求4所述的方法，其依次包括以下步骤：

a)将待测样品与含有未标记的完整β‑内酰胺环的所述抗生素分子接触，

b)将步骤a)后获得的样品与所述抗体以及与至少一种特异性识别β‑内酰胺酶的抗体

接触，所述抗体已被标记，

c)将步骤b)的溶液与含有完整β‑内酰胺环的所述抗生素分子以及与特异性识别β‑内

酰胺酶的抗体接触，所述抗体已固定化在固体支持物上，

d)检测所述标记的抗体是否与步骤c)中接触的完整抗生素和/或抗β‑内酰胺酶抗体复

合。

6.根据权利要求1至5中任一项所述的方法，其特征在于，所述样品含有细菌。

7.根据权利要求1至6中任一项所述的方法，其特征在于，所述固体支持物是条。

8.根据权利要求1至6中任一项所述的方法，其特征在于，所述抗体特异性识别β‑内酰

胺环完整的头孢噻肟或美罗培南。

9.条，其包含：

1)用于沉积样品的区域，其上已沉积有至少一种特异性识别含有完整β‑内酰胺环的抗

生素分子的抗体，所述抗体不识别被水解时的相同的抗生素分子，所述抗体已被预先标记，

2)反应区域，其包含：

‑至少一条测试线，其上已固定化具有完整β‑内酰胺环的抗生素，所述抗生素已用于产

生沉积在沉积区域1)中的抗体中的至少一种，以及

‑对照线，其上已固定化识别区域1)上存在的抗体的抗体，
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和

3)促进抗体迁移的吸收区域，所述区域位于所述沉积区域1)的相对端。

10.权利要求9所述的条，其上还已沉积和/或固定化识别β‑内酰胺酶的抗体，优选在所

述沉积区域1)上和所述反应区域中的第二测试线上。

11.权利要求10的条，其包含：

‑用于沉积所述样品的区域1)，其上还已沉积识别β‑内酰胺酶的抗体，所述抗体已被预

先标记，

‑所述反应区域2)，进一步包括其上固定化识别β‑内酰胺酶的抗体的至少一条测试线，

沉积在区域1)上的所述抗β‑内酰胺酶抗体和固定化在所述反应区域2)上的所述抗β‑

内酰胺酶抗体，其优选地检测相同β‑内酰胺酶的不同表位。

12.根据权利要求9、10或11中任一项所述的条，其特征在于，所述抗体特异性识别β‑内

酰胺环完整的头孢噻肟或美罗培南。

13.试剂盒，其包含：

‑至少一个如权利要求9、10、11或12所述的条，以及

‑含有具有完整β‑内酰胺环的抗生素的单独容器，其已经用于获得固定化在所述条的

沉积区域1)上的所述抗体，

‑任选地，含有β‑内酰胺酶和/或不含β‑内酰胺酶的样品的单独容器。

14.特异性识别含有完整β‑内酰胺环的抗生素分子的单克隆抗体用于检测样品中功能

性、优选超广谱β‑内酰胺酶的存在的用途，所述抗体不识别被水解时的相同的抗生素分子。

15.根据权利要求14的用途，其特征在于，所述抗体特异性识别选自β‑内酰胺环完整的

青霉素类、头孢菌素类、单环β‑内酰胺类、碳青霉烯类和头霉素类的抗生素分子。

16.根据权利要求14或15的用途，其特征在于，所述抗体特异性识别选自β‑内酰胺环完

整的苄青霉素(青霉素G)、苯氧基甲基青霉素(青霉素V)、甲氧西林、双氯西林、氟氯西林、阿

莫西林、氨苄西林、哌拉西林、替卡西林、阿洛西林、羧苄西林、头孢氨苄、头孢噻吩、头孢唑

啉、头孢克洛、头孢呋辛、头孢孟多、头孢替坦、头孢西丁、头孢曲松、头孢克肟、头孢噻肟、头

孢他啶、头孢吡肟、头孢洛林、头孢吡普、头孢匹罗、硫霉素、亚胺培南、美罗培南、厄他培南、

多尼培南、氨曲南、头孢美唑和拉氧头孢。

17.根据权利要求14至16中任一项所述的用途，其特征在于，所述抗体特异性识别β‑内

酰胺环完整的头孢噻肟或美罗培南。
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检测β‑内酰胺酶活性

发明内容

[0001] 拥有高效、简单、快速和可运输的工具来可靠地鉴定对抗生素具有多重抗性的细

菌，更具体地是肠杆菌科中最广泛的产生超广谱β‑内酰胺酶(ESBL)的肠杆菌科至关重要。

本发明通过其易用性和速度满足这一要求。本发明基于使用能够区分β‑内酰胺的β‑内酰胺

环的完整形式与其水解产物的抗体来检测β‑内酰胺水解的酶活性。该抗体可以用于试剂盒

和方法中，能够()快速检测(在一小时内)菌落或样品中产生青霉素型、质粒介导的或过量

产生的AmpC酶、ESBL或碳青霉烯酶的细菌的存在，而无需使用昂贵的设备(肉眼可见的小

条)。

[0002] 现有技术的描述

[0003] 自1928年发现青霉素以来，其使用不断增长，大大降低了与感染性疾病相关的死

亡率。然而，早在1940年，首次鉴定出对青霉素的抗性，这引发了对其针对某些细菌的有效

性的质疑(Maugat,Berger‑Carbonne,et  Agence  nationalede  sécuritésanitaire  de  l’

alimentation ,de  l’environnement  et  du  travail(ANSES) ,《Consommation  d’

antibiotiques  et  résistance  aux  antibiotiques  en  France:une  infectionévitée,

c’est  un  antibiotique  préservé！》2018)。一般来说，这种现象发生在新抗生素推出几年

后，因为随着时间的推移，它在人和动物健康中大量且重复的使用产生了抗性的增加

(Iredell,Brown,et  Tagg,《Antibiotic  Resistance  in  Enterobacteriaceae》,2016)。事

实上，抗生素不仅作用于引起待治疗的负责感染的细菌，还作用于构成各种人类、动物和环

境微生物群的所有细菌。因此，除了一些细菌天然具有抗性之外，所有细菌均能够通过染色

体突变或者通过获得新的抗性机制来发展对抗生素的抗性((Maugat,Berger‑Carbonne,et 

Agence  nationalede  sécuritésanitaire  de  l’alimentation,de  l’environnement  et 

du  travail(ANSES) ,《Consommation  d’antibiotiques  et  résistance  aux 

antibiotiques  en  France:une  infectionévitée,c’est  un  antibiotique  préservé！》,

2018)。此类抗性的出现与突现并不令人惊讶，因为大多数抗生素直接或间接衍生自天然微

生物产物(Iredell,Brown,et  Tagg,《Antibiotic  Resistance  in  Enterobacteriaceae》,

2016)。

[0004] 20世纪80年代初，第三代头孢菌素(3GC)的开发使得能够有效对抗肠细菌。然而，

早在1983年，欧洲就观察到第一例抗性病例，除了已知的窄谱青霉素酶和头孢菌素酶外，还

出现超广谱β‑内酰胺酶细菌(以下简称“ESBL”细菌)。β‑内酰胺酶导致β‑内酰胺环的酰胺键

打开，使抗生素剂无效并且细菌对其有害作用具有抗性。产生ESBL的细菌能够水解β‑内酰

胺类如青霉素以及各类头孢菌素(1GC、2GC、3GC、4GC、5GC)中存在的β‑内酰胺环。它们主要

由革兰氏阴性菌表达，并且特别是在肠杆菌中表达，这是抗生素抗性的主要来源(Bonomo，

《β‑Lactamases》，2017)。20世纪90年代，新的CTX‑M型ESBL突现并迅速成为肠细菌临床分离

株中最广泛的β‑内酰胺酶。目前它们主要存在于大肠杆菌和肺炎克雷伯菌(Klebsiella 

pneumoniae)中(Cattoir,《Les  nouvellesβ‑lactamasesàspectreétendu(BLSE)》,2008)。

[0005] 这些产生ESBL的细菌构成了真正的公共卫生问题。更具体地说，这些细菌越来越
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频繁地被分离出来，并且需要基于最后资源的抗生素(碳青霉烯类)进行严重感染的治疗，

这导致通过碳青霉烯酶出现对碳青霉烯类药物的抗性(Perez  et  al .,《The  Continuing 

Challenge  of  ESBLs》)。抗生素抗性的发展导致越来越多的治疗绝路，因此，如果不采取任

何措施，从2050年起，感染性疾病将成为导致死亡的主要原因之一。

[0006] 目前对严重的产生ESBL的肠细菌感染的治疗依赖于碳青霉烯类或某些新型β‑内

酰胺酶抑制剂(阿维巴坦(avibactam)、雷巴坦(relebactam)、沃博巴坦(vaborbactam))，因

为ESBL不具有水解这些分子的能力。然而，这些抗生素被用作最后的手段，以限制对它们具

有抗性的株的出现。基于头孢菌素的抗生素治疗通常被作为第一响应，但如果感染细菌产

生ESBL，则其证明是无效的。因此，有必要根据每种类型的感染性细菌的抗菌谱来调整对其

的抗生素疗法，并且尽快进行以具有最佳治疗和高治疗成功率(Maugat,Berger‑Carbonne,

et  Agence  nationalede  sécuritésanitaire  de  l’alimentation,de  l’environnement 

et  du  travail(ANSES) ,《Consommation  d’antibiotiques  et  résistance  aux 

antibiotiques  en  France:une  infectionévitée ,c’est  un  antibiotique  préserv

é！》)。

[0007] 为此，需要拥有强大、简单、快速和可运输的工具，以可靠地鉴定抗生素抗性细菌，

特别是水解3GC且需要抗生素治疗的最终手段的细菌。

[0008] 在过去几年中，已经开发各种基因型和表型方法来检测和鉴定具有β‑内酰胺酶活

性并因此能够抵抗β‑内酰胺类的细菌。这些方法中的每一种都包含大量测试，以满足不同

的需求和目标。没有一种测试在所有情况下都是理想的，这解释了开发这些诊断测试的动

机( et  Martínez‑Martínez，2017)。

[0009] 具体而言，专利文献中描述了以下方法：

[0010] ‑WO2008/114001

[0011] 该国际专利申请描述了一种用于检测ESBL细菌的试剂盒，其由含有杀伤革兰氏阳

性菌的抗生素、抗真菌化合物、杀死非ESBL革兰氏阴性菌的抗生素和有色指示剂的培养基

组成。通过将待测试的样品在36‑37℃下放置在所述支持物上18‑24小时并通过检测pH指示

剂的颜色变化来检测ESBL细菌的存在，该变化是由于与ESBL细菌的生长相关的培养基的酸

化造成的。这种比色法使用简单，但对颜色变化的解释是主观的。此外，这种颜色变化是由

细菌生长缓冲的培养基的酸化引起的。因此，需要相对长的温育时间(16‑24小时)才能揭示

所寻找的细菌的存在。

[0012] ‑WO2011/154517

[0013] 该国际专利申请中描述的方法需要将细菌悬浮液与适当的底物(β‑内酰胺类抗生

素或β‑内酰胺的定制衍生物)接触若干小时，然后用质谱仪(MALDI‑TOF)测量与抗生素的水

解产物对应的峰的出现(如果细菌含有β‑内酰胺酶)。在活性β‑内酰胺酶存在下，底物的分

子量发生改变；水解产物的峰出现，而完整底物的峰减少。该方法具有缺点，如设备昂贵、具

备资格的劳动力、缺乏自动解释质谱的软件(以确定峰和预期的精确质量)、现场不适应性

以及有时方案的标准化模糊(不同的温育时间、使用的底物、质谱仪的校准、细菌裂解条件

等)

[0014] ‑WO2011/107703

[0015] 该申请中描述的检测方法依赖于使用β‑内酰胺酶的发色或荧光底物，从而使ESBL
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细菌的存在能够被检测。为了实施该检测方法，有必要：a)浓缩生物样品中存在的微生物，

任选地在培养微生物的步骤之后；b)将步骤a)中浓缩的微生物悬浮于包含至少一种β‑内酰

胺酶的发色或荧光底物的溶液中，所述发色或荧光底物在被待检测的β‑内酰胺酶水解后能

够释放发色团或荧光团；c)检测步骤b)中获得的发色团或荧光团的可能释放，检测到发色

团或荧光团的释放指示β‑内酰胺酶的存在以及因此指示ESBL细菌的存在。底物的水解导致

培养基中出现有色或荧光信号。然而，对于具有弱酶促活性的酶来说，温育时间可能相对较

长。此外，一些不太明显的着色可能难以解释，并且荧光底物需要读取装置。此外，这些底物

可能对光敏感，如果必须在现场进行测试，这会带来问题。

[0016] ‑WO2013/72494

[0017] 该申请中描述的方法旨在检测产生超广谱β‑内酰胺酶(水解头孢菌素的超广谱β‑

内酰胺酶)的细菌。该方法包括以下步骤：a)对样品进行细胞裂解；b)使步骤a)中获得的悬

浮液的一部分与试剂盒反应，所述试剂盒包含：i)超广谱β‑内酰胺酶底物，其选自由头孢菌

素、氨曲南和头霉素组成的组，和ii)pH指示剂，该pH指示剂于溶液的pH在6.4至8.4之间时

变色。这种pH的变化是由培养基中存在的导致羧酸功能的出现的头孢菌素水解引起。步骤

b)中颜色的变化指示样品中产生超广谱β‑内酰胺酶的细菌的存在。这种量热法使用简单，

但是与WO2008/114001一样，对颜色变化的解释是主观的。此外，这种颜色变化是由细菌生

长缓冲的培养基的酸化引起的。因此，需要相对长的温育时间(16‑24小时)才能揭示所寻找

的细菌的存在。

[0018] ‑WO2016/156605

[0019] 这种电化学方法可以通过使用仪器可见的电化学特性来确定ESBL细菌的存在。该

技术的使用成本较高(昂贵的设备和具备资质的人员)。

[0020] ‑US2018/156796

[0021] 该美国专利申请描述了通过将样品与特异性识别含有水解β‑内酰胺环的分子的

抗体接触来检测样品中对具有β‑内酰胺环的抗生素具有抗性的细菌的存在的方法。水解形

式的抗生素固定化在支持物上，例如固定化在条(strip)上。在这些方法中，将水解抗生素

的特异性的标记抗体与样品中的细菌接触，然后将混合物沉积在固定化有水解抗生素的条

上。如果样品含有抗生素抗性细菌(“阳性”结果)，则标记抗体会被样品中大量存在的水解

抗生素饱和，并因此将不与条上的固定化抗生素结合：那么条的测试区域上就没有信号。在

相反的情况下，即如果样品含有非ESBL细菌(“阴性”结果)，则引入样品中的抗体将保持自

由以与固定化在条上的水解抗生素结合，并且测试区域上的信号变强。在检测到所要检测

的酶反应产物(即抗生素的水解形式)的出现时，样品中活性酶的存在因此通过信号的减少

而显现。

[0022] 选择检测策略时，需要考虑若干因素，如：成本、获得结果所需的时间、测试的性能

以及通过测试收集的信息。抗生素抗性的鉴定需要尽可能快速且准确，以便以最佳方式且

尽快调整受感染患者的疗法，并通过鉴定受感染或定植的患者来最大限度地限制抗性株的

传播。因此，这些测试对于卫生专业人员以及参与当地和国家层面预防细菌感染的人员来

说非常重要(Lecour,《Détection  des  carbapenemases  chez  les  entérobactéries》；

Lutgring  et  Limbago ,《The  Problem  of  Carbapenemase‑Producing‑Carbapenem‑

Resistant‑Enterobacteriaceae  Detection》,2016)。
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[0023] 本发明通过其易用性和速度满足这一要求。其基于酶促β‑内酰胺水解活性的检

测，使用特异性识别抗生素β‑内酰胺环完整形式的抗体。然后将该抗体用于免疫层析试剂

盒和测试中，以便获得非常快速的结果(不到一小时)，而无需使用昂贵的设备(肉眼可读的

条)。这种抗体的使用使得可以将样品中活性酶或ESBL细菌的存在(“阳性”结果)与信号的

出现关联，而不是如现有技术的许多文献所提出的相反。事实上，通过本发明的抗体(识别

具有完整β‑内酰胺环的抗生素)，可以通过测量信号的出现(这比观察信号的减少更容易)

以可靠的、特异性的且可重复的方式测量底物(引入样品中的完整抗生素)的消失。

[0024] 因此，本发明的测试极其可靠：在40分钟内检测许多测试细菌中的头孢菌素酶活

性(头孢噻肟水解的酶促活性)，获得了100％的灵敏度和100％的特异性(参见下面的例

子)。

[0025] 作为本发明的发明目的的检测试剂盒和检测方法可以：

[0026] ‑便于能够水解β‑内酰胺的细菌的检测(有色信号与阳性同义)

[0027] ‑任选地，确定检测到的细菌表达什么类型的酶，

[0028] ‑减少检测能够水解β‑内酰胺的细菌的时间(现在需要不超过40分钟来获得结

果)，

[0029] ‑检测所有产生β‑内酰胺酶的细菌，无论是已知的还是未知的(即使在出现新突变

的情况下也可以得出结论)

[0030] ‑使用免疫层析法，其在快速、成本、简单和灵敏度方面具有许多优点。

[0031] 发明描述

[0032] 本发明涉及用于检测β‑内酰胺水解并由此揭示样品中产生β‑内酰胺酶的细菌的

存在的新方法。这些新方法基于使用发明人专门开发的抗体，以识别具有完整β‑内酰胺环

的抗生素(而不是其水解产物)。该抗体可以有利地用于下述检测试剂盒和检测方法中。非

常有利地，这些试剂盒含有条(这也是本发明本身的方面)，本发明的抗体已经在条上沉积

并干燥。

[0033] 在本发明的上下文中，已经产生并选择单克隆抗体用于特异性识别β‑内酰胺型抗

生素的完整形式(即，包含β‑内酰胺核心)(参见实施例1和实施例2)。为了实现这一目标，设

计并实施了免疫原(含有完整的β‑内酰胺环)和选择测试。下面呈现的本申请的实施例1和

实施例2描述了如何设计和产生这些免疫原，以及具有高度辨别力的抗体是如何能够被选

择的。这些实施例中使用的抗生素是头孢噻肟，一种第三代头孢菌素(实施例1)，和美罗培

南，一种被称为“碳青霉烯酶”的某些ESBL酶水解的新一代抗生素(实施例2)。

[0034] 如下面实施例中详细解释的，这些单克隆抗体是通过以下步骤获得的：

[0035] A)将含有完整β‑内酰胺环的抗生素与远离β‑内酰胺核心的大免疫原性分子(BSA

或血蓝蛋白类型)偶联。这种偶联是通过对抗生素进行乙酰氯活化，然后将硫醇官能团接枝

到大分子上，然后将两个活化的分子接触来进行的(该偶联步骤也可以通过本领域技术人

员已知的各种常规化学方法来进行)。

[0036] B)通过给动物注射足够量(例如50μg)的完整抗生素和大的免疫原性分子来免疫

小鼠。

[0037] C)对免疫动物产生的抗体进行取样，并鉴定识别完整β‑内酰胺环的抗体(参见图1

中呈现的测试)。
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[0038] D)产生产生所选抗体的杂交瘤(来自与鼠类骨髓瘤细胞融合的免疫小鼠的脾细

胞)。

[0039] E)分离孔中产生的每个杂交瘤并确认产生的单克隆抗体识别β‑内酰胺环完整的

抗生素(参见图1的测试和图9的测试1)。

[0040] F)鉴定并选择产生完全不识别β‑内酰胺环被水解的抗生素的抗体的杂交瘤(图2

和图9的测试2中的阴性抗体)。

[0041] G)使用不同浓度的完整的抗生素和水解的抗生素确定每种选定的抗体对于具有

完整β‑内酰胺环的抗生素的特异性(图2和图9的测试3和测试4)。

[0042] 通过使用该方案，发明人已经制备了许多产生不同的具有辨别力的抗体的杂交

瘤，其对完整形式的β‑内酰胺环具有非常强的亲和力(图2和图9的测试3中存在抑制剂下的

信号较弱，在图2和图9的测试4中存在抑制剂下的信号没有减少)。这些抗体对完整形式的

抗生素非常具有特异性(未观察到与水解形式的交叉反应；参见图3)。

[0043] 根据本发明的其他具有辨别力的抗体可以通过从另一种抗生素开始重复这些步

骤来生成。

[0044] 本发明的抗体

[0045] 因此，在第一方面，本发明涉及特异性识别含有完整β‑内酰胺环的抗生素分子的

单克隆抗体，该抗体不识别水解时，即，该抗生素分子的β‑内酰胺环已经例如被β‑内酰胺酶

水解时的相同的抗生素分子。因此，本发明的抗体能够独特地结合β‑内酰胺环完整的抗生

素。它因此可以辨别抗生素的两种形式，因为它将会在与完整形式的抗生素接触时复合，但

在其以水解形式存在时保持游离。那么为了了解抗生素是完整形式还是水解形式，检测这

些复合物的存在就足够了。这就是为什么本发明的单克隆抗体在下文中将被称为本发明的

“具有辨别力的抗体”。

[0046] 在本发明的含义内，术语“完整的”与“非水解的”同义。因此，“完整的”β‑内酰胺环

是闭合的β‑内酰胺环，因为它没有经历β‑内酰胺酶的水解。推而广之，“完整”或“非水解”抗

生素是β‑内酰胺环闭合并因此具有功能的抗生素(更具体地，该环提供抗生素的抗菌作

用)。另一方面，术语“水解的”表示β‑内酰胺环开放的抗生素，因为它已经被β‑内酰胺酶天

然地(在天然样品中)或人工地(例如通过合成酶)水解。“水解”抗生素通常是无功能的，即

它具有很少或没有抗菌作用。

[0047] 如本文所用，术语“单克隆抗体”是指来自同质抗体群体的抗体。更具体地，单克隆

抗体群体中的各个抗体是相同的。换句话说，单克隆抗体由起源于单细胞克隆(例如杂交

瘤、用编码同质抗体的DNA分子转染的宿主真核细胞、用编码抗体的DNA分子转染的宿主原

核细胞，等)生长的同质抗体群组成。一般以重链和轻链为特征。单克隆抗体具有高度特异

性，并针对单一抗原。“抗原”是预定的分子，在其上抗体可以选择性地结合到被称为表位的

区域。在本发明的上下文中，靶表位包括抗生素的β‑内酰胺环。

[0048] 在此，术语“特异性识别”是指本发明的单克隆抗体对完整靶抗生素具有非常强的

亲和力，而对已经被例如β‑内酰胺酶水解的抗生素具有非常弱的亲和力。优选地，其对于靶

抗生素的解离常数Kd在大约10nM和大约1pM之间。更优选地，所述Kd在大约10pM和大约40pM

之间。表述“Kd”是指给定抗体‑抗原复合物的解离常数。Kd＝koff/kon，其中koff由抗体‑抗原

复合物的抗体解离的“解离速率”常数组成，kon是抗体与抗原结合的水平(Chen  Y.等，1999
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年，分子生物学杂志，293：865‑881)。还可以通过测量其缔合常数Ka来测量本发明的抗体与

其靶标的亲和力，Ka对应于Kd的倒数。优选地，本发明的抗体对靶抗生素(具有完整的β‑内酰

胺环)的缔合常数Ka大于约109M‑1，更优选地大于1011M‑1，并且还更优选地大于1012M‑1。

[0049] 对靶标具有弱亲和力的抗体通常缓慢地与该靶标结合并且具有容易解离的倾向，

而对靶标具有高亲和力的抗体通常与该靶标快速结合并且具有与其保持结合较长时间的

倾向。本领域已知多种用于测量键亲和力的方法(例如通过平衡透析，或通过荧光，或用

Biacore分析)，其中任何一种都可用于本发明的目的。例如，也可以使用图2和图9中所示的

测试。

[0050] 本发明还靶向那些有功能的单克隆抗体片段(即，其特异性识别β‑内酰胺环完整

的抗生素分子，但在其水解时不识别)。该片段可以例如选自片段Fv、Fab、(Fab′)2、Fab′、

scFv、scFv‑Fc和双抗体。

[0051] 本发明的单克隆抗体可以通过常规手段使用任何能够通过培养细胞系产生抗体

分子的已知技术来产生和分离。用于产生单克隆抗体的技术包括但不限于杂交瘤技术、人B

细胞杂交瘤技术和EBV杂交瘤技术。

[0052] 本申请的实施例描述了如何获得根据本发明的特异性识别头孢噻肟或美罗培南

作为靶抗生素的抗体。可以使用其他靶抗生素。

[0053] 在本发明的含义内，术语“靶抗生素”指任何已知在其化学式中含有β‑内酰胺环的

抗生素。也称为“beta‑内酰胺抗生素”或“β‑内酰胺抗生素”，可以选自分子结构中均含有β‑

内酰胺核心的青霉素类、头孢菌素类、单环β‑内酰胺类和碳青霉烯类。

[0054] 具体地，靶抗生素可以是选自苄青霉素(青霉素G)、苯氧基甲基青霉素(青霉素V)、

甲氧西林、双氯西林、氟氯西林、阿莫西林、氨苄西林、哌拉西林、替卡西林、阿洛西林和羧苄

西林的青霉素。

[0055] 具体地，靶抗生素可以是选自头孢氨苄、头孢噻吩、头孢唑啉、头孢克洛、头孢呋

辛、头孢孟多、头孢替坦、头孢西丁、头孢曲松、头孢克肟、头孢噻肟、头孢他啶、头孢吡肟、头

孢匹罗、头孢洛林和头孢吡普的头孢菌素。

[0056] 具体地，靶抗生素可以是选自硫霉素、亚胺培南、美罗培南、厄他培南、比阿培南、

替比培南和多尼培南的碳青霉烯类。这些新一代抗生素不会被所有的ESBL水解，而只能被

某些称为“碳青霉烯酶”的ESBL酶水解。用这种类型的分子对动物进行免疫接种可能是有利

的，以便产生辨别其完整形式和水解形式，并能够检测样品中碳青霉烯酶的存在的抗体。

[0057] 具体地，靶抗生素可以是单环β‑内酰胺类，例如氨曲南。

[0058] 具体地，靶抗生素可以是选自头孢美唑和拉氧头孢的头霉素。

[0059] 在优选的实施方案中，本发明的具有辨别力的抗体特征在于，其特异性识别选自

β‑内酰胺环完整的青霉素类、头孢菌素类、单环β‑内酰胺类、碳青霉烯类和头霉素类的抗生

素分子。

[0060] 在一个更优选的实施方案中，本发明的抗体的特征在于，其特异性识别选自由以

下组成的组的抗生素分子：β‑内酰胺环完整的苄青霉素(青霉素G)、苯氧基甲基青霉素(青

霉素V)、甲氧西林、双氯西林、氟氯西林、阿莫西林、氨苄西林、哌拉西林、替卡西林、阿洛西

林、羧苄西林、头孢氨苄、头孢噻吩、头孢唑啉、头孢克洛、头孢呋辛、头孢孟多、头孢替坦、头

孢西丁、头孢曲松、头孢克肟、头孢噻肟、头孢他啶、头孢吡肟、头孢匹罗、头孢洛林、头孢吡
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普、硫霉素、亚胺培南、美罗培南、厄他培南、比阿培南、替比培南、多尼培南、氨曲南、头孢美

唑和拉氧头孢。

[0061] 在另一个更优选的实施方案中，本发明的抗体的特征在于，其特异性识别选自由

硫霉素、亚胺培南、美罗培南、厄他培南和多尼培南组成的组的抗生素分子。

[0062] 相反，当β‑内酰胺环例如通过β‑内酰胺酶的作用而被水解时，所述抗体不识别这

些抗生素分子(或对其具有差的亲和力)。

[0063] 在本发明的上下文中，术语“β‑内酰胺酶”是指以下酶：青霉素酶(例如TEM‑1、SHV‑

1...)、头孢菌素酶(例如AmpC)、超广谱β‑内酰胺酶(例如TEM、SHV、CTX‑M...的衍生物)以及

碳青霉烯酶。

[0064] 这里，“超广谱β‑内酰胺酶”或“ESBL”是指具有青霉素酶谱的酶，其相对于第三代

头孢菌素拓宽了其谱，并且保持被克拉维酸抑制。

[0065] “超广谱β‑内酰胺酶”(或“ESBL”)是庞大且非常异质的细菌酶家族，于20世纪80年

代先后在法国和德国被发现。它们由质粒(常见)或由编码SHVβ‑内酰胺酶的克雷伯菌属天

然基因组突变诱导。这两种机制使受影响的细菌能够水解多种青霉素和头孢菌素。大多数

ESBL是天然β‑内酰胺酶，尤其是TEM‑1、TEM‑2和SHV‑1，基因突变的结果。它们对青霉素非常

有效，对第一代头孢菌素具有中等活性。ESBL起源的基因突变扩展了这些酶的谱，并且还影

响第三代头孢菌素类(头孢他啶和头孢噻肟)和单环β‑内酰胺类(氨曲南)。

[0066] 下面的实施例解释了如何通过使用完整的抗生素分子(此处为头孢噻肟或美罗培

南)或通过水解相关抗生素的酶(此处为CTXM‑2酶或肺炎克雷伯菌碳青霉烯酶)水解的抗生

素分子来鉴定本发明的抗体的存在。

[0067] 本发明的抗体对水解形式的抗生素的亲和力非常低。例如，其使得解离常数Kd远

大于完整抗生素的解离常数(例如大100倍)或者其缔合常数Ka远小于完整抗生素的解离常

数(例如小100倍)。

[0068] 本申请的实施例表明了如何获得特异性识别完整靶抗生素(头孢噻肟或美罗培

南)的抗体。当头孢噻肟/美罗培南被β‑内酰胺酶水解时，这些抗体无法识别。图2和图9中所

示的测试使得选择可以用于在本发明的方法中检测ESBL细菌的合适的抗体成为可能。

[0069] 在下文呈现的某些实施方案中，以可检测形式可获得的本发明的抗体可以是有利

的。这就是为什么本发明的抗体优选被可检测地标记，例如其与荧光染料、放射性离子、造

影剂、金属离子、发色团、酶或肉眼可见或可通过成像检测的任何其他标志物偶联。

[0070] 本发明的抗体用于检测水解3GC的β‑内酰胺酶的用途

[0071] 本发明还涉及本发明的具有辨别力的抗体(如上所述)在用于快速且非常可靠地

检测任何样品中β‑内酰胺酶的酶促活性，并因此检测具有β‑内酰胺酶活性的细菌(也被称

为“β‑内酰胺抗性抗生素”)的存在的测试中的用途。更确切地，本发明的抗体可以用于快速

且可靠地检测样品中具有超广谱β‑内酰胺酶(ESBL)活性的细菌的存在。本领域从未提出使

用抗体来检测此类细菌的存在。

[0072] 因此，在第二方面，本发明涵盖了如上所述的本发明的具有辨别力的抗体用于检

测样品中功能性β‑内酰胺酶、优选超广谱β‑内酰胺酶的存在的用途。

[0073] 在本发明的上下文中，术语“样品”是指能够含有如上所述的β‑内酰胺酶或表达此

类酶的细菌的任何固态或液态的、生物或环境级分，所述酶能够具有功能。例如，它可以涉
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及环境样品，或者另外是人、动物或植物生物流体。

[0074] 优选地，本发明方法中使用的样品含有细菌。

[0075] 如本文所用，术语“生物流体”是指从个体人、动物或植物获得的并且是流体或粘

性的任何样品。例如，它可以是人或动物产生的生物液体，如尿液、脑脊液、胸膜液、滑液、腹

膜液、羊水、胃液、血液、血清、血浆、淋巴液、间质液、唾液、生理分泌物、泪液、粘液、汗液、乳

汁、精子、精液、阴道分泌物、溃疡和其他表面疹、水泡、粪便或脓肿的流体。其可以替代性地

是由植物生成(或其已与植物接触)的流体，例如汁液、径流水或露水。

[0076] 在一个优选的实施方案中，所述样品，无论它是什么，都含有细菌。

[0077] 本发明的抗体可以用于任何免疫学测试，当其与样品接触时，能够明确检测到完

整抗生素的量的减少。这种减少是由于样品中存在的β‑内酰胺酶的作用，因此本发明的抗

体将能够揭示它们的存在。

[0078] 本发明的抗体优选用于通过竞争性生物测试，即通过可检测信号的出现(而不是

减少)来揭示β‑内酰胺酶的存在的测试。在此类竞争性测试中，本发明的抗体将被标记或固

定化，并且将放置与具有其特异性识别的完整环的本身将被标记或固定化的抗生素接触。

在优选的实施方案中，所述测试涉及本发明的标记的(但可移动的)抗体和固定化的完整抗

生素。在另一个优选的实施方案中，所述测试涉及本发明的固定化抗体、未标记的和标记的

(但可移动的)完整抗生素。在另一个优选的实施方案中，所述测试完全在液相中进行，并且

涉及使用本发明的抗体和相关抗生素，其已通过各种可检测标志物进行标记。如果使用不

同的荧光团，则可以使用FRET技术测量抗体/抗生素的共定位。

[0079] 例如，可以通过比较在以下条件下获得的信号来检测活化的β‑内酰胺酶的存在：

[0080] ‑在标记的完整抗生素(具有生物素或任何其他标志物)存在下，当样品在与孔中

或支持物上的固定化的本发明抗体接触之前在完整抗生素存在下温育；

[0081] ‑当本发明的抗体在未与样品接触或与不含水解抗生素的酶的样品接触的情况下

与完整抗生素接触时，然后与标记的完整抗生素接触(此时信号最小)。

[0082] ‑替代性地，本发明的抗体在与纯化的β‑内酰胺酶温育后与完整抗生素接触，然后

与标记的完整抗生素接触(此时信号最大)。

[0083] 当然，为了进行这样的实验，所使用的抗生素(完整形式)需要被本发明的抗体特

异性识别。

[0084] 在某些优选的实施方案中，还可以使用能够检测某些CTX‑M酶或碳青霉烯酶的抗

体，以便表征哪种类型的酶负责使用本发明中描述的抗体和方法检测到ESBL。在给定的测

试中，可以同时进行所涉及酶的活性检测和鉴定。

[0085] 本发明的方法和试剂盒

[0086] 在特定的方面，本发明涉及使用本发明的抗体和它们特异性识别的抗生素来检测

产生功能性β‑内酰胺酶的细菌的方法。

[0087] 当如上所述具有完整形式且任选标记的具有β‑内酰胺环的抗生素与任选标记的

抗体一起用于特异性检测(因为是如上所述使用所述抗生素作为免疫原性试剂产生的)，所

述方法可以有利地包括以下步骤，依次为：

[0088] a)将待测样品与所述完整抗生素接触，

[0089] b)将所述抗体添加到样品中，
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[0090] c)检测所述抗体是否与完整抗生素复合。

[0091] 然后可以将获得的信号与抗体和完整抗生素未与样品接触时(当它们与不含水解

抗生素的酶的样品接触时)产生的信号进行比较，或者与在与抗体接触之前已被β‑内酰胺

酶水解的完整的抗生素接触时产生的信号进行比较。

[0092] 更准确地说，可以通过在以下条件下比较使用固定化抗体、完整抗生素和标记抗

生素获得的信号来检测β‑内酰胺酶活性的存在：

[0093] ‑当含有水解抗生素的酶的样品在与本发明的固定化抗体(在孔中或在支持物上)

接触之前在完整抗生素存在下温育时，之后添加标记的抗生素(此时信号最大)；

[0094] ‑当完整抗生素在未与样品接触，或与不含水解抗生素的酶的样品接触的情况下

与本发明的抗体接触时，然后添加标记的抗生素(信号是最小值)。

[0095] 这些方法的设计目的是为了使步骤d)中检测到的信号与样品中存在的β‑内酰胺

酶的数量成比例。测试样品中酶的浓度越高，完整抗生素的水解速度越快，并且添加到样品

中的抗体将保持游离以与随后接触的完整抗生素复合。在稍后检测完整抗生素与本发明抗

体的结合时，样品中最初存在的酶浓度越高，信号强度越强。这些方法非常有利，因为检测

信号的出现比检测信号的减少更容易且更可靠。

[0096] 在特定实施方案中，本发明旨在用于检测产生功能性、优选超广谱β‑内酰胺酶的

细菌的存在的方法，所述方法使用至少一种如本发明所定义的抗体和含有由所述抗体特异

性识别的完整β‑内酰胺环的抗生素分子。

[0097] 更具体地，所述方法使用i)具有完整β‑内酰胺环的抗生素，如上所述，以标记形式

和/或以未标记形式，和ii)至少一种特异地使得可以检测该完整抗生素的抗体，如上所述，

通过使用所述抗生素或完整类似物如免疫原性剂产生，所述抗体固定化在固体支持物上或

易于检测。

[0098] 除了特定的完整抗体之外，该方法还可以用于识别细菌表达的水解酶的已知捕获

抗体。如果样品中的细菌具有ESBL活性，则此步骤可以确定哪种酶负责此活性，并根据此参

数对细菌进行分类(或检测由于未知类型的酶而产生的活性)。特别地，为了完成所研究的

样品含有ESBL细菌的信息，可以使用本领域已知的抗CTX‑M或抗碳青霉烯酶抗体(例如在

Bernabeu  et  al.,2020；Boutal  et  al.,2018中描述的那些)。

[0099] 本发明还涉及用于实施此类方法的试剂盒。该试剂盒至少含有本发明的抗体并且

可能含有用于产生它的抗生素。任选地，它进一步含有用于标记抗生素和/或抗体以便能够

检测其的装置。在特定试剂盒中，抗体和/或抗生素被固定化在固体支持物(例如条)上，或

者已经被标记。

[0100] 本发明的方法，例如，依次包括以下步骤：

[0101] a)将待测样品与含有未标记的完整β‑内酰胺环的所述抗生素接触，

[0102] b)将样品与已固定化在固体支持物上(或可检测的)的所述抗体接触，

[0103] c)将含有标记的完整β‑内酰胺环的抗生素与所述抗体或含有所述抗体的步骤b)

的样品接触，

[0104] d)检测所述抗体是否与步骤c)中接触的标记的完整抗生素复合，

[0105] 如果样品中不存在β‑内酰胺酶，则添加到样品中的(未标记的)抗生素(步骤a)保

持完整形式，本发明的抗体将与该完整抗生素结合并且将不能结合步骤c)中标记的完整抗
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生素。相反，如果样品中存在酶，则(未标记的)抗生素将在步骤a)中被水解，并且本发明的

抗体将保持游离以结合在步骤c)中标记的完整抗生素上。因此，当标记的抗生素结合在本

发明的抗体上时，步骤d)中检测到的信号与样品中酶的存在成比例(样品中酶越多，信号增

加，因为所施加的竞争是针对在未标记抗生素之后添加的标记抗生素的损害)。

[0106] 然后可以有利地将在样品存在下获得的信号与当抗体和完整抗生素没有与样品

(或与不含有水解抗生素的酶的样品)接触时，或者当完整抗生素在与抗体接触之前已被β‑

内酰胺酶水解(阴性和阳性对照)生成的信号进行比较。

[0107] 也可以不使用标记的和未标记的抗生素，而使用以不同方式标记且可以彼此区分

开的抗生素。

[0108] 如果抗体是固定化的，则可以在抗体固定化的地方观察到信号的出现。如果抗体

以可检测的方式标记，则可以观察两个抗体/抗生素标记的共定位，例如通过荧光共振能量

转移(FRET)。

[0109] 在用户希望鉴定哪些β‑内酰胺酶或ESBL酶由细菌表达并且由于本发明的测试而

证明具有活性的的情况下，所述用户还可以将含有细菌的样品与特异性地识别这些酶(例

如抗CTX‑M或碳青霉烯酶)的已知抗体接触，这些抗体已被标记和/或已固定化以用于更好

的后续检测。

[0110] 本发明还涉及用于实施此类方法的试剂盒。该试剂盒至少含有本发明的抗体和任

选地用于产生它的抗生素。它还任选地含有用于标记抗生素以便能够检测它的手段和/或

用于检测β‑内酰胺酶的已知抗体。在特定试剂盒中，提供已固定化在固体支持物(例如条)

上或已标记的抗体。

[0111] 在另一个特定实施方案中，本发明涉及用于检测产生功能性β‑内酰胺酶的细菌的

方法，所述方法至少使用i)具有完整形式的β‑内酰胺环的抗生素，如上所述，和ii)用于特

异性检测该完整抗生素的抗体，其如上所述通过使用所述抗生素作为免疫原性剂而产生，

所述抗体被标记以便可检测。

[0112] 根据本发明的方法，例如，其依次包括以下步骤：

[0113] a)将待测样品与含有完整β‑内酰胺的抗生素接触

[0114] b)将步骤a)后的样品与已标记的抗体接触，

[0115] c)将步骤b)后获得的抗体与已固定化在固相支持物上的含有完整β‑内酰胺环的

抗生素接触，或添加与抗体分开标记的完整抗生素，

[0116] d)检测所述标记抗体是否与步骤c)中接触的完整抗生素复合。

[0117] 如果样品中不存在β‑内酰胺酶，则添加到样品中的抗生素(步骤a后未标记)将保

持完整形式，本发明的抗体将与该完整抗生素结合并且将不能结合在步骤c)中标记的完整

抗生素。相反，如果样品中存在酶，则步骤a)中添加的(未标记的)抗生素将被水解，并且在

步骤c)期间，步骤b)中的本发明的标记抗体将保持游离以结合在固定化的或标记的完整抗

生素上。因此，当固定化抗生素结合在本发明的标记抗体上时，步骤d)中检测到的信号与样

品中酶的存在成比例(样品中酶越多，信号增加得越多，因为所施加的竞争是对固定化抗生

素的损害)。

[0118] 如前所述，可以有利地将在样品存在时获得的信号与当抗体和完整抗生素没有与

样品(或与不含有水解抗生素的酶的样品)接触时，或者当完整的抗生素在与抗体接触之前

说　明　书 10/51 页

13

CN 117015613 A

13



已被β‑内酰胺酶水解时(阴性和阳性对照)生成的信号进行比较。

[0119] 如果抗生素是固定化的，则可以在抗生素固定化的地方观察到信号的出现。如果

抗生素被标记，则可以例如通过荧光共振能量转移(FRET)来观察与本发明的抗体的共定

位。

[0120] 如上所述，在用户希望鉴定哪些是β‑内酰胺酶或ESBL酶的情况下，他还可以将含

有细菌的样品与特异性识别这些酶的已知抗体(例如抗CTX‑M或碳青霉烯酶)接触，这些抗

体已被标记和/或已固定化以用于更好的后续检测。

[0121] 在该特定实施方案中，本发明的方法，例如，包括以下步骤：

[0122] a)将待测样品与含有未标记的完整β‑内酰胺环的抗生素分子接触，

[0123] b)将步骤a)后获得的样品与本发明的抗体(其特异性识别步骤a)中添加的抗生素

的完整形式)以及与至少一种特异性识别β‑内酰胺酶(例如CTX‑M或碳青霉烯酶)的抗体接

触，所述抗体已预先标记，

[0124] c)将步骤b)的溶液与所述包含完整β‑内酰胺环的抗生素分子和特异性识别β‑内

酰胺酶(例如CTX‑M或碳青霉烯酶)的抗体接触，所述抗体已固定化在固体支持物上，

[0125] d)检测所述标记抗体是否与步骤c)中接触的完整抗生素和/或与抗β‑内酰胺酶复

合的抗β‑内酰胺酶抗体复合。

[0126] 本发明还涉及用于实施此类方法的试剂盒。该试剂盒至少含有本发明的抗体和任

选地用于产生它的抗生素。它还任选地含有用于标记抗体以便能够检测它的手段和/或用

于检测β‑内酰胺酶的已知抗体。在特定试剂盒中，抗生素以游离形式(对于步骤a))提供，也

以固定化在固体支持物(例如条)上的形式提供，或者已经标记。

[0127] 通过使用本发明的具有辨别力的抗体以及用于获得它的抗生素，可以开发其他或

多或少复杂的测试。

[0128] 本发明的所有试剂盒还可以含有β‑内酰胺酶，其能够用于验证本发明的抗体的特

异性。

[0129] 本发明的所有试剂盒还可以含有不含β‑内酰胺酶的对照样品。

[0130] 本发明的所有试剂盒还可以包含用于检测本发明的标记抗体的工具(例如，识别

小鼠免疫球蛋白恒定部分的抗体)。

[0131] 最后，本发明的所有试剂盒可以包含用于向用户解释要进行的实验的细节的说明

书，以便以快速且有效的方式检测产生功能性β‑内酰胺酶的细菌。

[0132] 本发明的条

[0133] 在特定实施方案中，本发明的免疫学测试是具有检测“条”作为支持物的免疫层析

测试。在这种情况下，本发明的测试被称为“条测试”并且本发明的方法中使用的固体支持

物是条。该条构成了本发明的一个特别重要的方面。

[0134] 事实上，本发明人已经证明本发明的抗体可以有利地用于条测试。因此，本发明的

抗体优选偶联至荧光染料或发色团，或偶联至肉眼可见的任何其他标志物，例如胶体金。

[0135] “条测试”是一种简单、快速且廉价的检测系统，非专业人员也可以在现场使用。条

通常由三个不同的区域形成，这些区域固定在通常为塑料的支持物上：1)促进迁移的吸收

区域，2)反应区域(通常为硝化纤维素膜形成)和3)沉积区域，其中待测样品沉积在吸收区

域的另一端(参见图5)。将抗体沉积在吸收区域上并干燥，抗体由于针对待检测的靶标并与
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能够获得一般比色法或荧光信号的分子结合，也称为“示踪剂”抗体。在本发明的上下文中，

所述“示踪剂”抗体将是如上所述的本发明的具有辨别力的抗体。

[0136] 反应区域中通常存在两条线。这些线中的第一个被称为“测试”线(TL)，将由带有

β‑内酰胺环的抗生素构成。在此测试线上获得的信号将表明样品中是否存在β‑内酰胺酶。

第二条线，称为“对照”线(CL)，将由针对本发明抗体的抗体组成。

[0137] 有利地，识别β‑内酰胺酶的抗体也可以固定化在本发明的条上，如图10所示。优选

地，这些抗体被标记并沉积在沉积区域上，并且还固定化在一条或多条测试线上，但可以与

含有固定化抗生素的那些相区别。

[0138] 在这种情况下，本发明的条可以包含多条测试线和一条对照线。一条测试线将对

应与已固定化有与BSA或另一种携带结构(例如酪蛋白、葡聚糖或聚赖氨酸)偶联的完整抗

生素的区域，而其他测试线将对应于已固定化有抗β‑内酰胺酶抗体的区域。在这种情况下，

沉积区将有利地含有本发明的抗体以及抗β‑内酰胺酶抗体，全部以可检测的方式标记(所

使用的标志物是不同的或相同的)。

[0139] 在该特定实施方案中，优选在沉积区域上沉积抗β‑内酰胺酶抗体，该抗β‑内酰胺

酶抗体识别靶酶的表位，该表位与固定化在专用测试线上的抗β‑内酰胺酶抗体所识别的表

位不同(因此，这两个抗体群识别相同的β‑内酰胺酶)。因此，检测靶酶的存在将更加可靠。

[0140] 如果样品中的细菌表达可被沉积区域上存在的标记抗体识别的β‑内酰胺酶，则这

些细菌将与β‑内酰胺酶结合，并且该酶也将能够结合在固定化在测试区的抗‑β‑内酰胺酶

抗体上。因此，与这些抗体相对应的测试线上的标记将是可见的，并且可以推断具有ESBL活

性的细菌是否表达被固定化在该线上的抗体所识别的酶。

[0141] 反应区域还可以包含多个测试线，其上固定化有各种抗生素。在这种情况下，多种

单克隆抗体、这些抗生素之一的特异性示踪剂将有利地存在于沉积区域中。例如，反应区域

可以包含结合有具有完整β‑内酰胺环的抗生素A的测试线，以及结合有具有完整β‑内酰胺

环的抗生素B的测试线，B与A不同。在沉积区域中，有利地沉积了辨别完整抗生素A和B以及

水解抗生素A和B的单克隆抗体，使得如果测试样品中存在β‑内酰胺酶，则信号将出现在两

条线上。

[0142] 在这种背景中，沉积辨别碳青霉烯类的完整形式和水解形式的抗体也是有利的，

这些新一代抗生素已知对除了碳青霉烯酶之外的ESBL酶具有抗性。下面的实施例2准确地

描述了如何获得此类抗体，其可用于本发明的方法和试剂盒中。

[0143] 在该特定实施方案中，区分碳青霉烯的完整形式和水解形式的抗体沉积在沉积区

域上，并且完整的碳青霉烯抗生素固定化在测试线上。本发明的测试可以鉴定样品中碳青

霉烯酶的存在，并因此鉴定潜在的表达这些酶的细菌的存在。

[0144] 在更优选的实施方案中，本发明的条包含至少两条测试线，其上分别固定化有完

整形式的非碳青霉烯类抗生素(例如头孢菌素)和完整形式的碳青霉烯类抗生素，以便鉴定

样品中是否存在除碳青霉烯酶(例如头孢菌素酶等)以外的ESBL酶和碳青霉烯酶。被标记

(可能用不同标志物)的各个具有辨别力的抗体本身沉积在沉积区域上。如上所述，本发明

的条在其反应区域中还可以包含其他已经固定化有抗β‑内酰胺酶抗体的测试线。

[0145] 如果样品中不存在酶，则添加到样品中的抗生素将保持完整形式，本发明的抗体

将结合该完整抗生素并且将不再能够结合TL的完整抗生素。相反，如果样品中存在酶，则添
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加的抗生素将被水解，并且本发明的抗体将保持自由结合在TL上固定化的完整抗生素上。

在这两种情况下，游离抗体，即那些没有固定化在测试线上的抗体，将在对照线上被本发明

的抗体捕获。

[0146] 本发明的测试条被设计成测试线处的信号随着样品中存在的β‑内酰胺酶的量而

增加。测试样品中酶的浓度越高，抗生素的水解速度越快，抗体与添加的抗生素形成的复合

物越少，并且与TL的结合越多：TL上的信号强度因此会随该浓度增加。

[0147] 此外，本发明的测试条非常可靠，因为它将信号的出现(而不是信号的消失)与酶

的量联系起来。无论如何，众所周知检测信号的出现比检测信号的减少更容易且更可靠。

[0148] 在该优选实施例中，本发明的条可以通过以下方式制备：

[0149] ‑优选标记的本发明抗体沉积在沉积区域上，例如干燥，

[0150] ‑任选地，优选标记的抗β‑内酰胺酶抗体也沉积在沉积区域上。

[0151] ‑具有完整β‑内酰胺环的抗生素固定化在TL上的反应区域(例如，使用BSA抗生素

系统，可以将抗生素固定化在硝化纤维素上，同时允许其与标记抗体相互作用)。

[0152] ‑任选地，抗β‑内酰胺酶抗体也固定化在反应区域的另一条线上，

[0153] ‑识别沉积在条的沉积区域上的抗体的抗体(本发明的抗体和任选的抗β‑内酰胺

酶抗体)例如通过吸附被固定化在与TL相对的CL上。

[0154] 因此，在特定方面，本发明涉及条，其包含(参见图5和图10)：

[0155] 1)用于沉积样品的区域，其上已经标记、沉积并干燥了如上定义的抗体，以及任选

地标记的抗β‑内酰胺酶抗体，

[0156] 2)反应区域，包括：

[0157] ‑至少一条测试线，其上已固定化有具有完整β‑内酰胺环的抗生素，该抗生素已用

于产生沉积在沉积区1)中的至少一种抗体，并且

[0158] ‑任选地至少一条其上已固定化有抗β‑内酰胺酶抗体的测试线，

[0159] ‑对照线，其上已固定化有识别区域1)上存在的抗体的抗体，以及

[0160] 3)促进抗体迁移的吸收区域，所述吸收区域位于与沉积区域1)相对的一端。

[0161] 标记的抗体沉积并储存在条的表面上，优选通过干燥。它们也可以在样品沉积在

条上之前添加到样品中。

[0162] 反应区域优选由硝化纤维素或PVDF、纤维素或玻璃纤维制成。

[0163] 抗生素在TL上的固定化优选通过吸附与BSA或另一载体分子(例如酪蛋白、葡聚糖

或聚赖氨酸)偶联的抗生素来实现，这使得有可能使必须捕获向吸收区域迁移的本发明抗

体的β‑内酰胺环保持可接近。还可以吸收与生物素偶联的抗生素复合的BSA‑链霉亲和素，

或者将抗生素与直径大于用于反应区域的膜的孔隙率的珠偶联。可以使用本领域已知的用

于固定化小分子的其他结合技术。

[0164] 在对照线上，识别本发明条上使用的抗体的抗体是，例如，抗鼠类免疫球蛋白恒定

部分抗体的蛋白A、蛋白G，或识别鼠类抗体的任何其他系统。

[0165] 与常规的竞争测试一样，需要严格控制固定化或标记的抗体和抗生素或底物的数

量。抗体数量太大需要高浓度的底物才能占据所有键合位点，因此需要更高浓度的β‑内酰

胺酶才能显著减少这些位点的占据。同样，太高浓度的标记或固定化抗生素会导致抗体与

底物的结合产生非常高的竞争，即使在没有β‑内酰胺酶或使用过量的底物以维持该相同底
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物对抗体的键合位点的完全占据的情况下也会引起信号的出现。过量的底物会导致灵敏度

大幅降低或温育期更长。

[0166] 下面给出了说明这些优化步骤的实例。从表5中可以看出，能够使信号完全消失的

底物浓度并不相同，这取决于针对每种抗体进行优化的标记或固定化抗体和抗生素的量。

因此，能够占据所有键合位点(这通过条上的信号消失来体现)的抗体2的底物浓度更高。

[0167] 本领域技术人员在监测本发明中提及的指标时理解，根据所使用的发色团和分析

物调整这些参数是重要的。本领域技术人员能够使用现有技术和下面实施例中提供的解释

来鉴定对于其识别的完整抗生素具有给定亲和力的抗体的每种分析物的最佳量。特别理解

的是，沉积在沉积区域上的抗体的量必须使得其能够饱和与本发明的方法中或条上使用的

完整抗生素结合的所有位点。此外，明白最小量是指能够在含有抗生素的测试线上获得最

大信号的量。

[0168] 对于用胶体金标记的头孢噻肟(实施例1)，沉积在沉积区域上的抗体的最佳量是

沉积10μL相对于胶体金吸光度–DO–介于0.1和10之间的溶液。此外，固定化在TL线上的抗生

素的最佳量(1μL/cm)理想地在1μg至1mg/mL之间。例如，当使用BSA‑抗生素偶联时，约

0.1mg/mL的浓度产生优异的结果。

[0169] 一般而言，对于对其特异性识别的完整抗生素具有强亲和力的其他抗体(Kd在1pM

至约10nM之间)，有利的是通过以在10μg与1mg/mL之间、50μg与1mg/mL之间、100μg与1mg/mL

之间、或50μg与0.5mg/mL之间的浓度每cm沉积1μL溶液来在条的TL线上固定化一定量的完

整抗生素，以及用过使用10μL具有介于0.1和10之间的DO(如果用胶体金标记)的溶液以在

沉积区域沉积一定量的抗体。

[0170] 为了便于使用本发明的条，可以将本发明的条插入塑料盒中。

[0171] 含有本发明的条的本发明的试剂盒

[0172] 在沉积到沉积区上之前，需要将具有完整β‑内酰胺环的抗生素添加到待测试的样

品中，然后将其与本发明的条接触。

[0173] 在第三方面，本发明还涉及一种试剂盒，除了本发明的条之外，还含有具有完整β‑

内酰胺环的抗生素，该抗生素已用于获得本发明的抗体，并且其固定化在条的沉积区域1)

上。该抗生素优选地包含在与条隔离的单独容器中。

[0174] 例如，如果本发明的抗体是通过用抗生素头孢噻肟免疫动物而产生的(参见下面

的实施例1)，那么本发明的试剂盒将含有其上沉积有所述完整抗头孢噻肟抗体的条，并且

所述完整抗生素被固定化，以及含有完整头孢噻肟抗生素的小瓶或管。

[0175] 例如，如果本发明的抗体是通过用类似物碳青霉烯类免疫动物而产生的(参见下

面的实施例2)，则本发明的试剂盒将含有其上沉积有所述完整抗碳青霉烯类抗体的条，并

且所述完整抗生素被固定化，以及含有完整碳青霉烯类抗生素的小瓶或管。

[0176] 因此，用户将拥有用于实施本发明的测试的所有元件，并且可以向待测试的样品

临时添加试剂(抗生素)，这将使得可以实施本发明的测试(参见下文)。

[0177] 为了检查测试条是否具有适当的特异性，本发明的试剂盒还可以包括含有功能性

β‑内酰胺酶的容器。因此，用户可以例如比较待测样品中(即，当可能存在内源性β‑内酰胺

酶时)或添加外源性酶时获得的信号差异。此步骤可以用于检查测试是否正常运行。

[0178] 如上所述，该试剂盒还可以含有不含β‑内酰胺酶的对照样品、用于检测本发明的
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标记抗体的手段(例如，识别小鼠免疫球蛋白恒定部分的抗体)和/或用于向用户解释要实

施的实验的详细信息以便快速且高效地检测产生功能性β‑内酰胺酶的细菌的说明书。

[0179] 因此，本发明更具体地涉及试剂盒，其包含：

[0180] ‑至少一个本发明的条，以及

[0181] ‑含有具有完整β‑内酰胺环的抗生素的单独容器，用于获得固定化在条沉积区域

1)上的抗体，

[0182] ‑任选地，含有β‑内酰胺酶和/或不含β‑内酰胺酶的样品的单独容器。

[0183] 使用本发明的条的本发明的方法

[0184] 在最后一个方面，本发明涉及用于检测能够含有β‑内酰胺酶的样品中的β‑内酰胺

酶的方法。上面已经描述了所述样品。

[0185] 在优选的实施方案中，所述方法使用的条或含有该条的本发明的试剂盒，如上所

述。

[0186] 该方法执行以下步骤：

[0187] a)将具有完整β‑内酰胺环的抗生素与待测样品接触，所述抗生素被本发明的抗体

特异性识别，标记并沉积在条上，并固定化在条的TL线上。

[0188] b)温育足够的时间，使得样品中任选存在的酶可以水解抗生素的完整β‑内酰胺

环，

[0189] c)在该温育之后，将样品(例如100μL)沉积在条的沉积区域上，或将条浸泡在样品

中并使其反应足够的时间，

[0190] d)读取条的测试线上的结果。

[0191] 对于使用TL(例如TL：完整抗生素)进行检测(图5)，会出现两种情况，具体取决于

待测样品中有效含有的细菌或酶(图6)：

[0192] 情况1：待测样品中含有不产生β‑内酰胺酶的细菌。温育时间后，样品(含有完整的

抗生素和细菌)沉积在条的沉积区域上。抗生素没有被水解(因为样品中没有活化的β‑内酰

胺酶)，其与本发明的抗体之间形成复合物。迁移到测试线后，以这种方式复合的抗体不能

与固定化在那里的抗生素结合。相反，抗体将被本发明的抗抗体抗体固定化在对照线(CL)

上。因此只有CL可见。测试将为阴性，并且可以得出待测样品中不存在产生β‑内酰胺酶的细

菌的结论。

[0193] 情况2：待测样品含有产生β‑内酰胺酶的细菌。温育一段时间后，样品不再含有完

整的抗生素，因为β‑内酰胺酶已将其水解。当其沉积在条的沉积区上时，水解的抗生素和本

发明的抗体之间不形成复合物。本发明的抗体(其键合位点是游离的)向测试线迁移，在测

试线处它可以与固定化在测试线上的完整抗生素结合。本发明的过量抗体本身被抗抗体抗

体固定化在对照线(CL)上。在这种情况下，两条线(测试线和对照线)是可见的。该测试被宣

布为阳性，表明样品中存在产生β‑内酰胺酶(ESBL或其他β‑内酰胺酶)的细菌。

[0194] 对于使用两个TL(例如，TL1：完整抗生素；TL2：抗CTX‑M)的检测(图10)，会出现四

种情况，具体取决于存在的细菌产生的β‑内酰胺酶(图11)：

[0195] 情况1：待测样品中含有不产生β‑内酰胺酶的细菌。温育时间后，样品(含有完整的

抗生素和细菌)沉积在条的沉积区域上。抗生素没有被水解(因为样品中没有活化的β‑内酰

胺酶)，其与本发明的抗体之间形成复合物。标记的抗CTX‑M抗体不结合酶CTX‑M。迁移至测
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试线1(TL1)后，由此复合的本发明的抗体将不能将其自身结合到固定化在那里的抗生素

上。标记的抗CTX‑M抗体不与酶复合，它们将不能被测试线2(TL2)上的第二抗CTXM抗体结

合。相反，抗体将被抗抗体抗体固定化在对照线(CL)上。因此，只有CL可见。测试将为阴性，

并且可以得出待测样品中不存在产生β‑内酰胺酶的细菌的结论。

[0196] 情况2：待测样品含有产生β‑内酰胺酶的细菌，但不含CTX‑M酶。温育一段时间后，

样品不再含有完整的抗生素，因为β‑内酰胺酶已将其水解。当样品沉积在条的沉积区上时，

水解的抗生素和本发明的抗体之间没有形成复合物。标记的抗CTX‑M抗体不结合CTX‑M酶。

本发明的抗体，其结合位点是游离的，向测试线迁移，在测试线处它可以结合在测试线1

(LT1)处固定化的完整抗生素。标记的抗CTX‑M抗体不与酶复合，它们将不能被测试线2

(TL2)上的第二抗CTXM抗体结合。抗CTX‑M抗体和过量的本发明抗体本身被抗抗体抗体固定

化在对照线(CL)上。在这种情况下，测试线1和对照线是可见的。该测试被宣布为阳性，得出

结论存在产生β‑内酰胺酶(ESBL或其他β‑内酰胺酶)的细菌，但该酶不是能够水解样品中抗

生素的CTX‑M酶。

[0197] 案例3：待测样品中含有产生CTX‑M型β‑内酰胺酶的细菌。温育一段时间后，样品不

再含有完整的抗生素，因为β‑内酰胺酶已将其水解。当样品沉积在条的沉积区上时，水解的

抗生素和本发明的抗体之间没有形成复合物。抗CTX‑M抗体结合存在的酶CTX‑M。本发明的

抗体，其结合位点是游离的，向测试线迁移，在此它可以结合在测试线1(TL1)处固定化的完

整抗生素。测试线2(TL2)上存在的抗CTX‑M抗体结合与标记的抗CTXM抗体复合的CTX‑M酶。

抗CTX‑M抗体和过量的本发明抗体被抗抗体抗体固定化在对照线(CL)上。在这种情况下，测

试1、测试2和对照线可见。该测试被宣布为阳性，得出结论存在产生CTX‑M型β‑内酰胺酶

(ESBL或其他β‑内酰胺酶)的细菌，能够水解样品中的抗生素。

[0198] 在该方法的步骤a)中，将完整形式的抗生素(或“底物”)添加到待测试的样品中。

可以调整完整抗生素的量以使测试的灵敏度达到最佳。为了使本发明的测试起作用，添加

到样品中的底物的量需要能够占据使用的抗体的所有结合位点，但不要过量。因此，当底物

的量不再足以占据本发明抗体的所有结合位点时，将出现信号。过量的底物不允许检测到

低浓度的酶，或者需要较长的温育时间，这与快速和简单的测试不相容。

[0199] 本领域技术人员通过监测本发明(特别是实施例中)提及的指示将能够确定在该

方法的初始步骤中添加到样品中的完整抗生素的量，以便能够占据所用抗体的所有结合位

点，而不会过量。

[0200] 当使用本发明的抗头孢噻肟抗体时(参见下面的实施例1)，可以在初始样品中添

加例如10ng/mL至50ng/mL之间的头孢噻肟抗生素。

[0201] 更一般地，对于对其特异性识别的完整抗生素具有强亲和力的其他抗体(KD在1pM

到大约10nM之间)，可以在初始样品(包含产生或不产生β‑内酰胺酶的细菌)中添加浓度在

1ng/mL到1μg/mL之间、10ng/mL到1μg/mL之间、50ng/mL到1μg/mL之间、100ng/mL到1μg/mL之

间或100ng/mL到0.5μg/mL之间的完整抗生素。

[0202] 温育步骤b)可以在环境温度下进行。

[0203] 可以调整该步骤的持续时间，以使测试的灵敏度达到最佳。当使用头孢噻肟时(参

见下面的实施例1)，该温育步骤可以持续10分钟到1小时。在测试条件下，持续30分钟即可

获得良好的结果。

说　明　书 16/51 页

19

CN 117015613 A

19



[0204] 一般来说，对于对其特异性识别的完整抗生素具有强亲和力的其他抗体(KD在1pM

至约10nM之间)，最佳温育时间为10分钟至1小时。

[0205] 一旦样品与沉积区域接触，在步骤c)开始时，应允许抗体有时间迁移到测试线和

对照线。此迁移步骤可能持续5到30分钟。当使用头孢噻肟时(参见下面的实施例1)，在测试

条件下，持续时间为10至20分钟就获得了良好的结果。

[0206] 因此，在使用头孢噻肟的情况下，可以在将样品和抗生素接触后约40分钟执行读

取结果的步骤d)。

[0207] 一般来说，对于对其特异性识别的完整抗生素具有强亲和力的其他抗体(KD在1pM

到大约10nM之间)，将样品与条接触后大约10分钟到1小时(优选20分钟到40分钟)即可读取

结果。

[0208] 该方法的所有步骤都可以在环境温度下进行。

[0209] 为了可利用，本发明的方法需要能够在最短时间内、理想地在不到一小时内给出

可靠的结果。

[0210] 发明人已经能够证明，在下面实施例中使用的条件下，本发明的测试具有优异的

100％的特异性和100％的灵敏度。

[0211] 在使用本发明的条之前制备待测试的样品可能是有利的，特别是如果样品是固体

的话。

[0212] 如果样品是固体(例如土壤)，则可以在进行将其与抗生素接触的步骤之前通过添

加缓冲液来稀释样品。该缓冲液可能含有例如NaCl、已知可减少非特异性相互作用的分子

(PVP、PVA、BSA)和去污剂(Tween  20)。其pH优选为8。NaCl的浓度优选接近150mM。

[0213] 优选地，进行细胞裂解以释放样品细菌中可能含有的β‑内酰胺酶并使其活性更快

可见。可以使用常规的裂解缓冲液(参见下面的实例)。

[0214] 如果样品是液体(例如生物流体)，则可以通过在进行将其与抗生素接触的步骤之

前添加缓冲液来稀释样品。该缓冲液可能含有例如NaCl、已知可减少非特异性相互作用的

蛋白质(PVP、PVA、BSA)和去污剂(Tween  20)。其pH优选为8。NaCl的浓度优选接近150mM。

[0215] 本领域技术人员知道如何获得此类可利用的样品。与现有技术的其他测试不同，

细菌浓度没有上限。

[0216] 这些制备步骤不得影响样品中可能存在的β‑内酰胺酶的活性。

[0217] 附图

[0218] 图1描述了在选择可用于本发明系统的感兴趣抗体中使用的免疫酶促测试1的原

理。该测试涉及非水解的头孢噻肟‑生物素(NH)、来自杂交瘤或使用头孢噻肟和链霉亲和

素‑乙酰胆碱酯酶(G4)免疫的小鼠血浆的抗体。乙酰胆碱酯酶与色原反应以产生有色产物。

[0219] 图2描述了用于选择可用于本发明的系统的感兴趣抗体的三种其他感兴趣的免疫

酶促测试的原理。

[0220] 测试2使用：水解头孢噻肟‑生物素(H)+杂交瘤抗体或用头孢噻肟+链霉亲和素‑G4

免疫的小鼠血浆

[0221] 试验3使用：非水解头孢噻肟‑生物素(NH)+非水解头孢噻肟(NH)+杂交瘤抗体或头

孢噻肟+链霉亲和素‑G4免疫的小鼠血浆

[0222] 测试4使用：非水解头孢噻肟‑生物素(NH)+水解头孢噻肟(H)+杂交瘤抗体或用头
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孢噻肟+链霉亲和素‑G4免疫的小鼠血浆

[0223] 图3A和图3B代表用水解或非水解头孢噻肟以及所考虑的各种单克隆抗体获得的

竞争曲线(实线：非水解头孢噻肟；虚线：水解头孢噻肟)。A：三种抗体与非水解头孢噻肟(实

线)和水解头孢噻肟(虚线)获得的不相同的竞争曲线。B：五种抗体与非水解头孢噻肟(实

线)和水解头孢噻肟(虚线)获得的相似竞争曲线。

[0224] 图4显示了用水解或非水解的头孢噻肟与未选择的单克隆抗体之一获得的竞争曲

线。

[0225] 图5显示了构成用于分析物检测的常规条的各种元件。

[0226] 图6描述了样品含有(阳性测试)或不含有(阴性测试)ESBL细菌或β‑内酰胺酶时预

期的两种情况。

[0227] 图7描述了可以用于保护本发明的条的塑料盒。

[0228] 图8描述了实施例2(B)中使用的碳青霉烯化合物的结构。

[0229] 图9显示了实施例2(C)中描述的测试1至4的原理。

[0230] 图10显示出了根据本发明的条，其含有两条测试线和一条对照线。第一测试线对

应于其中已固定化头孢噻肟‑BSA的区域，并且第二测试线对应于其中已固定化抗CTX‑M抗

体的区域。对照线对应于其中已固定化识别本发明中使用的其他标记抗体的二抗的区域。

在沉积区域中，已沉积有本发明的抗头孢噻肟抗体和抗CTX‑M抗体，全部用胶体金标记。

[0231] 图11描述了当样品不含有具有ESBL或β‑内酰胺酶的细菌(阴性测试)，或含有除

CTX‑M之外的ESBL细菌或β‑内酰胺酶(一条线上的阳性测试)，或含有ESBL菌或CTX‑M型β‑内

酰胺酶(两条线上的阳性测试)时预期的三种情况。

[0232] 实施例1：头孢噻肟抗性菌的检测

[0233] A.免疫原的设计和产生

[0234] 头孢噻肟是无法诱导免疫应答的小分子，而免疫应答对于获得抗体至关重要。因

此，有必要将这种抗生素与更大的免疫原性分子牛血清白蛋白(BSA)偶联。由于本发明的抗

体的识别的差异应发生在β‑内酰胺核心处，因此设计了特定的免疫原，其使得β‑内酰胺核

心能够最佳地暴露于免疫系统。因此，与BSA的偶联是在NH2官能团处进行的，这是距离β‑内

酰胺核心最远的官能团。头孢噻肟用氯乙酰氯活化(Rodriguez,《An  improved  Method  for 

preparation  of  cefpodoxime  proxetil》,2003)。为此，将头孢噻肟(500mg，1.09mmol，

1eq.)溶解在2mlDMA中的悬浮液在5℃‑10℃下添加至氯乙酰氯(128μl，1.65mmol，1.5eq.)

中。然后将混合物在环境温度下搅拌1小时30分钟。操作完成后，将溶液倒入冰中。通过过滤

收集沉淀物并依次用H2O、乙醇和乙醚清洗，然后干燥以获得灰白色粉末形式的期望产物

(349mg，0.66mmol，60％)。该反应导致形成氯乙酰胺基官能团，其特别可以与硫醇官能团反

应。
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[0235]

[0236] 并行地，将35mg牛血清白蛋白(BSA)溶解在1ml  0.1M、pH  7.4磷酸钠缓冲液中。添

加50μl  122mg/ml  N‑琥珀酰亚胺基‑s‑乙酰硫代乙酸酯(SATA)的DMF溶液(SATA/BSA摩尔比

＝50)。在4℃反应16小时后，使用Sephadex  G25介质柱通过分子筛层析法纯化产物。然后，

通过在20℃下加入100μl  1M、pH  7羟胺达30分钟来去除硫醇官能团的保护。通过与DTNB反

应测定硫醇浓度(SH/BSA＝20.7)。然后该产物可以与修饰的头孢噻肟的氯乙酰胺基官能团

反应。

[0237] 为此，将以6mg/ml于DMSO中的2.34mg的氯乙酰胺头孢噻肟添加到2.76mg  BSA‑SH

中(氯乙酰胺‑头孢噻肟/SH的摩尔比＝5)。20℃反应1小时30分钟后，添加50μl  1M、pH9.0的

硼酸盐缓冲液，并温育1小时30分钟。使用3500MWCO的透析盒进行透析。然后通过BCA反应测

定BSA‑头孢噻肟的浓度。
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[0238]

[0239] 头孢噻肟‑BSA用于免疫小鼠。为了进行免疫，每三周皮下注射50μg头孢噻肟‑BSA/

小鼠，持续三个月(总共4次免疫)。小鼠休息2个月后，对所述小鼠静脉内进行新的头孢噻

肟‑BSA注射：50μg产品/小鼠，每天一次，持续三天。休息两天后，将小鼠脾脏细胞与NS1小鼠

骨髓瘤细胞融合，并通过免疫酶促测试来检测骨髓瘤培养物上清液中的抗头孢噻肟特异性

抗体。

[0240] B.各种形式头孢噻肟的产生和纯化

[0241] 为了正确实施本发明，至关重要的是本发明的抗体对完整形式和水解形式的抗生

素的亲和力差异是最大的。为此，需要具有非水解头孢噻肟和水解头孢噻肟。另一方面，还

需要具有能够检测特定抗体的可用的“示踪剂”分子，即非水解头孢噻肟‑生物素和水解头

孢噻肟‑生物素。这些分子可以通过与乙酰胆碱酯酶‑链霉亲和素(G4)反应来检测。乙酰胆

碱酯酶与色原反应产生有色底物。

[0242] 非水解和水解头孢噻肟‑生物素的产生

[0243] 通过使用上述免疫原的规程，将氯乙酰胺‑头孢噻肟和生物素偶联到聚乙二醇

(PEG)臂和硫醇官能团(生物素‑PEGx‑硫醇)上，获得非水解的头孢噻肟‑生物素。将氯乙酰

胺‑头孢噻肟(31.6mg,0.06mmol,1eq.)和生物素‑PEGx‑硫醇(94mg,0.119mmol,2eq.)溶解

在0.5ml  DMF和2μl三乙胺中，然后在氩气下加入到混合物中。将反应搅拌3天。反应完成后，
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将混合物减压蒸发。然后，通过反相层析法在0至40％的水/乙腈梯度上纯化产物(在26％乙

腈处分离返峰)。通过质谱法检查该示踪剂的分子量，其中在C18柱上进行15分钟的纯化循

环，然后在四极杆上电离样品。

[0244] 水解的头孢噻肟‑生物素通过使用与KPC‑2(肺炎克雷伯菌碳青霉烯酶)偶联的珠

进行酶促反应获得，KPC‑2是重组β‑内酰胺酶。为此，用0.1M，pH  9.5的硼酸盐缓冲液清洗

5mg珠(Dynabeads  M‑280Tosylactivated)。将100μg重组蛋白KPC‑2添加到体积为150μl的

珠中。然后，添加100μl的0.1M  pH  9.5硼酸盐缓冲液+3M硫酸铵。37℃反应16小时后，加入

1ml的0.1M  pH  7.4磷酸钠缓冲液+0.15M氯化钠+0.5％  BSA。在37℃反应1小时后，用0.1M 

pH  7.4磷酸钠缓冲液+0.15M氯化钠+0.1％  BSA清洗偶联产物并浓缩至20mg/ml的珠。本产

品的酶促活性用硝基头孢菌素(nitrocefin)进行测试。为此，将20μl  0.5mM硝基头孢菌素

添加到10μg/ml  Beads‑KPC‑2溶液中，在50mM  pH7.4磷酸钠缓冲液稀释，总体积为200μl。20

℃反应30分钟后，在492nm处测量吸光度。随后，从非水解的头孢噻肟生物素开始，将50μl的

20mg/ml  Billes‑KPC‑2溶液添加到1ml的2mg/ml非水解头孢噻肟‑生物素溶液中。在25℃反

应16小时后，使用磁铁除去Beads‑KPC‑2。回收上清液并通过反相层析法在0至40％的水/乙

腈梯度上纯化(在23％乙腈处分离的峰)。通过质谱法检查该示踪剂的分子量，其中在C18柱

上进行15分钟的纯化循环，然后在四极杆上电离样品。
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[0245]

[0246] 非水解和水解头孢噻肟的产生

[0247] 然后通过反相层析法在0至20％的水/乙腈梯度上纯化非水解的头孢噻肟(Sigma‑

Aldrich)(在8.5％乙腈处分离的峰)。通过质谱法检查该产物的分子量，其中在C18柱上进

行15分钟的纯化循环，然后在四极杆上电离样品。

[0248] 水解的头孢噻肟也通过使用与KPC‑2偶联的珠进行酶促反应获得。进行与上文引

用的相同的珠‑KPC‑2偶联方案。然后，从非水解的头孢噻肟开始，将50μl  20mg/ml的Beads‑

KPC‑2溶液添加到1ml的2mg/ml的非水解的头孢噻肟溶液中。在25℃反应16小时后，使用磁

铁除去Beads‑KPC‑2，并通过反相层析法在0至20％的水/乙腈梯度上纯化溶液(在2.5％乙

腈处分离的峰)。通过质谱法检查该示踪剂的分子量，其中在C18柱上进行15分钟的纯化循

环，然后在四极杆上电离样品。

[0249] 各种形式头孢噻肟的纯化

[0250] 所有溶液均通过反相层析法在1ml/ml的水/乙腈梯度上纯化。对于非水解的头孢
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噻肟，分离峰位于8.5％乙腈处。对于水解的头孢噻肟，峰位于2.5％处。对于非水解的头孢

噻肟‑生物素，其为26％，而对于水解的头孢噻肟‑生物素，分离峰为23.5％。所有这4种化合

物均通过质谱进行表征。为此，它们在C18柱(水/乙腈梯度)上进行15分钟的循环纯化，然后

在四极杆上电离。确定了每种化合物的分子量：非水解头孢噻肟的m/z＝456；水解头孢噻肟

的m/z＝414；非水解头孢噻肟‑生物素的m/z＝1241 .5；水解头孢噻肟‑生物素的m/z＝

1283.5。获得以下化合物：

[0251]
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[0252]

[0253] C.感兴趣抗体的产生和选择

[0254] 用头孢噻肟‑BSA免疫四只小鼠。为此，每三周皮下注射50μg头孢噻肟‑BSA/小鼠，

持续三个月(总共4次免疫)。小鼠休息3个月后，为了选择具有最佳免疫应答的小鼠，对它们

的抗体进行了第一次测试分析。在此测试中，免疫方案期间采集的鼠类抗体由固定化在微

量滴定板的孔壁上的第一鼠类抗抗体抗体(AffiniPure山羊抗小鼠IgG+IgM(H+L)；杰克逊

免疫研究实验室)捕获。每孔中添加100μl  100ng/ml的非水解头孢噻肟‑生物素。在4℃温育

过夜并清洗后，添加100μl  1EU/ml的链霉亲和素‑G4，以揭示与生物素偶联的完整头孢噻肟

的存在，并因此揭示非水解的抗头孢噻肟抗体的存在。乙酰胆碱酯酶(G4)活性通过Ellman

方法(Ellman等人，1961年)测量。Ellman培养基包含7.5  10‑4M乙酰硫代胆碱碘化物(酶底

物)和于0.1M  pH  7.4磷酸盐缓冲液中的2.5  10‑4M  5,5′‑二硫代双(2‑硝基苯甲酸)(DTNB)

(用于硫醇量热测量的试剂)的混合物。酶活性以埃尔曼单位(EU)表示。1EU定义为在1ml培
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养基中1分钟内吸光度增加1个单位的酶量，对于1cm的光程：它相当于大约8ng的酶。

[0255] 在环境温度下温育一小时并清洗后，将200μl  Ellman培养基试剂添加到孔中。30

分钟和/或一小时后，测量信号强度。在此测试期间获得的信号强度与非水解的头孢噻肟特

异性抗体的数量成比例。具有最佳免疫应答(较高浓度的特异性抗体)的小鼠随后接受新的

头孢噻肟‑BSA注射。为此，将产品静脉内施用于具有最佳应答的小鼠：每只小鼠50μg产品，

每天一次，持续三天。休息两天后，将其处死，将其脾细胞(脾脏细胞)与NS1小鼠骨髓瘤细胞

杂交，以获得杂交瘤(抗体和永生细胞的产生者)(Grassi ,J .,Frobert ,Y .,Lamourette ,

P.and  Lagoutte ,B.,1988."Screening  of  monoclonal  antibodies  using  antigens 

labeled  with  acetylcholinesterase:application  to  the  peripheral  proteins  of 

photosystem  1”.Anal.Biochem.168,436)。

[0256] 融合结束时，将所有细胞分配到10个微量滴定板的孔中。一周后，使用测试1(图1)

分析每个孔中识别头孢噻肟的抗体的存在。本试验可以选择并保存107个孔的细胞。为了改

进这种选择并仅保留产生仅识别非水解头孢噻肟的抗体的杂交瘤，使用4种不同的测试(图

1和图2：测试1至4)对所选孔的培养物上清液进行了分析：

[0257] 测试1：在该测试中，培养物上清液中存在的抗体由固定化在微量滴定板的孔壁上

的第一鼠类抗抗体抗体捕获。将非水解的头孢噻肟‑生物素添加到每个孔中。在4℃温育过

夜并清洗后，添加链霉亲和素‑G4，以揭示与生物素偶联的非水解头孢噻肟的存在，并因此

揭示非水解抗头孢噻肟抗体的存在。

[0258] 测试2：在该测试中，培养物上清液中存在的抗体由固定化在微量滴定板的孔壁上

的第一鼠类抗抗体抗体捕获。将水解的头孢噻肟‑生物素添加到每个孔中。在4℃温育过夜

并清洗后，添加链霉亲和素‑G4，以揭示与生物素偶联的水解的头孢噻肟的存在，并因此揭

示水解的抗头孢噻肟抗体的存在。

[0259] 测试3：在该测试中，非水解头孢噻肟‑生物素与非水解头孢噻肟竞争培养物上清

液中存在的特异性抗体的识别。在4℃温育过夜并清洗后，添加链霉亲和素‑G4，以揭示与生

物素偶联的完整头孢噻肟的存在。

[0260] 测试4：在该测试中，将非水解头孢噻肟‑生物素与测试3中使用的与非水解头孢噻

肟相同浓度的水解头孢噻肟竞争培养物上清液中存在的特异性抗体的识别。在4℃温育过

夜并清洗后，添加链霉亲和素‑G4，以揭示与生物素偶联的完整头孢噻肟的存在。

[0261] 对于测试1和测试2，孔中信号的出现分别表明存在非水解的抗头孢噻肟抗体和水

解的抗头孢噻肟抗体。

[0262] 对于测试3和测试4，与抑制剂浓度成比例的信号减少表明存在识别以下抑制剂的

抗体：非水解头孢噻肟(测试3)或水解头孢噻肟(测试4)。另一方面，这些测试使得有可能评

价抗体对于非水解头孢噻肟和水解头孢噻肟的相对特异性。因此，如果两种形式的头孢噻

肟的信号减少相似，则抗体对这两种分子具有相同的亲和力。如果对于两种形式的头孢噻

肟之一的信号减少较弱，则抗体对该形式的头孢噻肟亲和力较弱。

[0263] 选择测试1获得信号而测试2没有信号、测试3的信号中最大信号减少而测试4信号

没有减少的孔。在选择过程结束时，18个杂交瘤被保存以产生单克隆抗体。

[0264] D.单克隆抗体的表征

[0265] 为了评价每种单克隆抗体的特异性，使用不同浓度的非水解头孢噻肟和作为竞争
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剂的水解头孢噻肟进行测试3和测试4。通过计算两种形式的头孢噻肟之间的交叉反应百分

比来确定特异性。为了进行该计算，将非水解的头孢噻肟的浓度除以引起相同信号减少的

水解头孢噻肟的浓度。例如，如果由1nmol/ml的非水解头孢噻肟和100nmol/ml的水解头孢

噻肟诱导信号减少，则交叉反应的百分比为：1/100＝0.01，因此为1％。

[0266] 为了进行这些测试，以下所有溶液均在缓冲液中制备，其组成为：0.1M  pH  7.4磷

酸钾缓冲液+0.1％  PVP+0.15M  NaCl+0.01％叠氮化钠。使用0.3pmol/ml的完整头孢噻肟‑

生物素。对于非水解头孢噻肟和水解头孢噻肟，制备了一系列浓度：210pmol/ml、21pmol/

ml、2.1pmol/ml、0.21pmol/ml和0pmol/ml。

[0267] 以25μl标志物(完整的头孢噻肟‑生物素)和25μl竞争剂(非水解或水解头孢噻肟)

的水平将溶液沉积在96孔微孔板上，其壁上预先固定化小鼠抗抗体抗体(与选择抗体的实

验中使用的抗体相同)。然后添加50μl抗体溶液。将微孔板在4℃下温育过夜，然后清洗后，

在环境温度以及在搅拌下加入100μl链霉亲和素‑G4达1小时。清洗孔后，沉积200μl色原

(Ellman培养基)。搅拌温育1小时后，用分光光度计在414nm处读取吸光度。获得的图表为f

([头孢噻肟])＝％B/Bo。信号Bo对应于在没有竞争者的情况下获得的吸光度(最大吸光

度)。信号B是竞争剂和标志物与抗体相互作用的培养基中的吸光度。为了使该图可读，仅显

示了几种抗体获得的结果(图3A和图3B)。

[0268] 对于16种抗体，在最强浓度的水解头孢噻肟(210pmol/ml)下未观察到信号的减

少。因此，交叉反应低于0.1％(诱导信号减少的非水解头孢噻肟的最小浓度/210pmol/ml，

乘以100)。对于其他两种抗体，观察到信号略有减少，获得的交叉反应仅为0 .008％和

0.045％。

[0269] 从图3A中可以看出，用非水解头孢噻肟与各种抗体获得的竞争曲线并不相同。然

而，对于其他抗体，使用非水解头孢噻肟获得的竞争曲线相似(图3B)。

[0270] 因此可以看出，用非水解头孢噻肟与各种抗体获得的竞争曲线并不相同。这意味

着所涉及的抗体是不同的。因此，本发明的抗体的特异性与这些抗体的结合位点的特定蛋

白质序列无关。免疫原的设计和所选的选择策略使得选择此类抗体成为可能。

[0271] 在这18种抗体中，选择对非水解头孢噻肟具有最大亲和力的抗体(抗体3)用于开

发活化头孢菌素酶检测试验。

[0272] 还分析了选择结束时未保留的抗体的特异性。图4显示，对于这种未保留的抗体，

水解的头孢噻肟的信号比非水解的头孢噻肟的信号有更大的减少，这意味着后一种形式不

太容易被未保留的抗体识别。

[0273] E.本发明的β‑内酰胺酶活性检测试验

[0274] 然后通过竞争将选定的抗体(抗体1、2、3、4和5)用于测试条上。

[0275] 如上所述，条由四个不同的部分组成：

[0276] 1)用于沉积样品的样品纸(SP)。

[0277] 2)干燥标记抗体(也称为示踪剂)的缀合纸(CP)。在使用液体形式的示踪剂抗体的

情况下，该纸可以作为附件。在这种情况下，在沉积到条上之前，将10μl示踪剂抗体添加到

100μl样品中。

[0278] 3)具有两条线(测试线(TL)：BSA‑完整头孢噻肟；对照线(CL)：抗抗体抗体示踪剂)

的硝化纤维素膜(MbNC)。
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[0279] 4)吸收纸(AP)，用于使样品能够迁移通过条。

[0280] 测试条的参数

[0281] 以下所有溶液均在缓冲液条中制备，其组成为：0.1M  pH8  Tris缓冲液/HCL+0.15M 

NaCl+0.5％Tween  20+1％chaps+0.01％叠氮化钠。它能够裂解细菌并释放其内容物(例如

酶)。

[0282] 优化了以下三个参数：

[0283] ‑示踪剂的量：将所选抗体与胶体金(有色标志物)偶联，可在530nm处测量其吸光

度。因此，在结果中，使用相对于胶体金的术语吸光度(DO)。因此测试了几种DO。目的是确定

在样品沉积到条上10分钟后能够观察到显著信号的示踪剂的最小量。

[0284] ‑TL上BSA完整头孢噻肟的量：固定抗体中的DO后，测试TL上BSA‑完整头孢噻肟的

若干浓度(1μL/cm)。目的是固定TL处观察到的信号的非限制性最低浓度。

[0285] 针对所选的五种抗体对这两个参数进行了优化。然而，为了简化图，仅报告了用抗

体3获得的结果。

[0286] ‑添加到样品中的非水解头孢噻肟的量：一旦确定了前面的两个参数，目标是固定

在TL上观察不到信号的完整头孢噻肟的最小浓度。并行地，添加水解的头孢噻肟以检查抗

体确实对非水解形式具有特异性。为此，用缓冲液条制备了一系列非水解头孢噻肟和一系

列水解头孢噻肟：1000ng/ml、100ng/ml、10ng/ml、1ng/ml。

[0287] 对于所有这三个参数，使用颜色强度标度来评价在测试条上获得的结果。该等级

定义为1到10，其中每个值都是信号强度增加的特征。

[0288] 所有这些测试均使用96孔微孔板。为了开始测试，将10μl液体形式的示踪剂添加

到100μl含有或不含头孢噻肟的缓冲液中。然后，将由样品纸、硝化纤维素膜和吸收纸构成

的条沉积在孔中。进行10分钟的温育，然后用颜色强度标度评价信号强度。

[0289] 结果

[0290] 首先对示踪剂的DO进行了优化。默认浓度为1mg/ml的BSA‑完整头孢噻肟沉积在TL

上。测试结果如表1所示。

[0291]

[0292] 表1：示踪剂的DO的优化。

[0293] 为了获得足够的信号强度，选择DO:1，因为它位于强度标度8.5/9内。

[0294] 然后将不同浓度的BSA‑非水解头孢噻肟沉积在TL上(1μL/cm)。已使用先前为示踪

剂选择的浓度DO:1。
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[0295]

[0296] 表2：TL上BSA‑头孢噻肟的浓度的优化。

[0297] BSA‑头孢噻肟浓度超过0.1mg/ml时，信号强度仅非常微弱地增加。这就是选择这

个浓度的原因。为了更精确地调整参数，用该量的BSA‑头孢噻肟测试了不同量的示踪剂。

[0298]

[0299]

[0300] 表1：示踪剂DO的二次优化。

[0301] 鉴于这些结果，保持TL上BSA‑头孢噻肟的浓度为0.1mg/ml且示踪剂DO为0.5，因为

获得的信号在8.5左右。

[0302] 然后测定样品中使用的非水解头孢噻肟的浓度。制备对照(条件为0ng/ml)，以便

观察TL上可以获得的最大信号(表4)。

[0303]

[0304] 表4：待添加到样品中的完整头孢噻肟的浓度的优化。 TL上未观察到信号。
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[0305] 对于非水解的头孢噻肟，TL上可见信号的浓度为1ng/ml。因此，能够使信号完全消

失(示踪剂抗体的所有识别位点均被占用)的最低浓度为10ng/ml。

[0306] 对于水解的头孢噻肟，信号与对照等同(示踪剂将自身结合在TL上)。正如预期的

那样，水解的头孢噻肟不会被示踪剂抗体识别，其结合位点可以自由地与TL的头孢噻肟整

合。

[0307] 然后使用浓度为10ng/ml的BSA‑头孢噻肟来研究头孢噻肟水解动力学。对于相同

浓度的水解头孢噻肟，没有观察到信号减少。因此，样品孔中头孢噻肟的水解导致TL信号增

加。

[0308] 举例来说，测试了其他抗体。抗体使用条件如下：抗体1，DO  0.5，0.3mg/mlBSA‑头

孢噻肟；抗体2，DO1，0.3mg/ml  BSA‑头孢噻肟；抗体3，DO0.5，0.1mg/ml  BSA‑头孢噻肟；抗体

4，DO0.5，0.3mg/ml  BSA‑头孢噻肟；抗体5，DO0.5，0.3mg/ml  BSA‑头孢噻肟(表5)。

[0309]

[0310]

[0311] 表5：针对不同抗体添加到样品中的完整头孢噻肟浓度的优化。 TL上未观察到信

号。

[0312] 鉴于这些结果，抗体3在条格式下显示出最佳表现，因为它使得检测最弱浓度的酶

的酶活性成为可能。然而，该结果表明其他抗体也可以用于该方法的背景中。对于其余的开

发和优化，仅使用了抗体3。

[0313] 重组酶的水解动力学。

[0314] 一旦确定了测试条的参数，就可以实现水解动力学。在这项研究中，使用了CTXM‑2

酶(一种来自大肠杆菌的ESBL)。这些动力学的目标是尽快在尽可能低的酶浓度下成功获得

阳性信号“+”(TL上可见的信号)。

[0315] 为了进行这些测试，在缓冲液条中制备了以下所有溶液，其组成为：0.1M  pH8 

Tris缓冲液/HCL+0.15M  NaCl+0.5％  Tween  20+1％chaps+0.01％叠氮化钠。它能够裂解细

菌并释放其内容物。

[0316] 使用的浓度为：10ng/ml、3ng/ml、1ng/ml、0.3ng/ml、0.1ng/ml酶，并与完整的头孢

噻肟在环境温度下温育。还产生了两个对照，其含有仅完整头孢噻肟(在TL上不应观察到信

号，因为所有示踪剂结合位点都被占据)，或仅缓冲液条(能够在TL上获得最大信号，因为所

有示踪剂结合位点都是游离的)。

[0317] 在本研究中，第一步以液体形式添加示踪剂(在DO:0.5下将10μl添加到100μl酶溶

液中)，然后在第二步中以干燥形式添加到缀合纸上(10μl，在DO:0.9下)。然后将缀合纸插
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入样品纸和硝化纤维素膜之间的条上。因此，使用了具有或不具有缀合纸(CP)的两种类型

的条。对于每个实验，都表明使用了哪种类型的条。硝化纤维素膜上的TL由0.1mg/ml的BSA‑

非水解头孢噻肟构成。准备各种条件，然后在环境温度下温育。温育时间结束后，对100μl溶

液进行取样并沉积在微孔板孔中或塑料盒的沉积孔中。

[0318] 在温育后的第0分钟、15分钟、30分钟、45分钟、60分钟对样品进行测试。迁移10分

钟后在测试条上读取读数。TL上的信号被视为“P”。TL上没有信号被定义为“N”。第一个水解

动力学是在环境温度下产生的。测试在96孔微孔板上进行，具有100μl样品+10μl液体形式

的示踪剂。将不含CP的条沉积在孔中。完整头孢噻肟的浓度为10ng/ml，示踪剂DO为0.5(表

6)。

[0319] CTXM‑2的浓度 0分钟 15分钟 30分钟 45分钟 60分钟

10ng/ml N P P P P

3ng/ml N N N P P

1ng/ml N N N N N

0.3ng/ml N N N N N

0.1ng/ml N N N N N

对照 0分钟 15分钟 30分钟 45分钟 60分钟

10ng/ml完整头孢噻肟 N N N N N

1X提取缓冲液 P P P P P

[0320] 表6：头孢噻肟在环境温度下通过CTXM‑2酶、液体示踪剂的水解动力学(N：阴性测

试在TL处没有信号；P：阳性测试，在TL处可见信号)。

[0321] 10ng/ml酶温育15分钟后信号可见，3ng/ml酶温育45分钟后信号可见。进行了相同

的实验，但这次在37℃下温育(表7)。

[0322]

[0323] 表7：完整头孢噻肟在37℃下通过CTXM‑2、液体示踪剂的水解动力学。

[0324] 由表7可见，37℃温育对结果没有影响。这就是选择在环境温度下温育的原因。

[0325] 为了限制处理量并从而方便测试的使用，示踪剂在CP上干燥。据观察，重新溶解
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后，部分示踪剂抗体被CP吸收。为了补偿这种吸收，需要增加示踪剂的用量。第一次测试中

CP上的最终示踪剂DO为0.9。测试在96孔微孔板上进行，样品为100μl。非水解的头孢噻肟的

浓度为10ng/ml。用该方案产生了新的水解动力学(表8)。

[0326]

[0327] 表8：未由CTXM‑2水解的头孢噻肟在AT下的水解动力学。

[0328] 3ng/ml的酶在15分钟后观察到信号，并且1ng/ml的酶在45分钟后观察到信号。将

示踪剂改为干燥形式并增加DO有可能降低为在TL上看到可见信号所需的酶浓度。

[0329] 为了始终提高测试性能，产生了另外两种水解动力学，其中增加了CP中示踪剂的

量，即DO:1时为10μl(表9)，或DO:1.5时为10μl(表10)。在本研究中，将条插入塑料盒中，并

将100μl样品沉积在沉积孔中。非水解的头孢噻肟的浓度为10ng/ml。结果如下。

[0330]

[0331]

[0332] 表9：完整头孢噻肟通过酶CTXM‑2的水解动力学(DO:1)。
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[0333]

[0334] 表10：未由CTXM‑2水解的头孢噻肟的水解动力学(DO1.5)。

[0335] 示踪剂中DO的增加使得可能降低为了TL上信号可见所需的酶浓度。1ng/ml时

DO1.5在15分钟后检测显示出更好的结果。

[0336] 获得的结果表明，在15分钟温育后，DO1.5能够实现CTXM‑2酶1ng/ml的检测限。

[0337] 最终确定测试条的适应性并在细菌菌落上验证

[0338] 为了最终确定测试条的适应性并在细菌菌落上进行其验证，执行了两个步骤：

[0339] ‑鉴定非水解头孢噻肟与细菌菌落的温育时间，以鉴定ESBL型细菌抗性。

[0340] 为了进行这些测试，以下所有溶液均已在缓冲液条中制备，其组成为：0.1M  pH8 

Tris/HCl缓冲液+0.15M  NaCl+0.5％  Tween  20+1％  Chaps+0.01％叠氮化钠，这使得裂解

细菌并释放其内容物成为可能。

[0341] 缓冲液条中非水解的头孢噻肟的浓度为10ng/ml。还产生了两个对照，其或者仅含

有非水解的头孢噻肟，或者仅含有缓冲液条。示踪剂在CP上干燥。TL由0.1mg/ml的BSA‑非水

解头孢噻肟构成。迁移是通过塑料盒进行的。

[0342] 将150μl非水解的头孢噻肟溶液取样并沉积在Eppendorf管中。从剂量为1μl的LB

琼脂中取样细菌菌落，然后将其沉积于先前准备的Eppendorf管中。将管涡旋五秒，然后在

环境温度下温育所需的温育时间。在温育5分钟、10分钟、20分钟、30分钟后对样品进行测

试。温育完成后，取样100μl并将其沉积在条上。迁移10分钟后进行读数。TL上的信号被视为

“P”。TL上没有信号被定义为“N”。

[0343] 获得的结果显示在表11中。已定义三组：ESBL组、碳青霉烯酶组(也降解完整的头

孢噻肟)和对头孢噻肟不具有抗性的细菌组。
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[0344]
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[0345]

[0346] 表11：头孢噻肟在环境温度下与细菌菌落的温育时间的测定。N：阴性结果；P：阳性

结果

[0347] 温育30分钟后，非抗性菌组的TL上未见任何信号。对于ESBL和碳青霉烯酶组，在温

育20分钟后，除了TL上显示弱信号的两个细菌菌落之外，检测到所有细菌菌落。在30分钟

时，所有所谓的抗性菌落在我们的测试中均呈阳性。

[0348] 鉴于所获得的结果，选择温育时间为30分钟。应用该温育时间后，所有抗性菌落均

为阳性，非抗性菌落均为阴性。因此，该测试条非常适合用于细菌菌落。

[0349] ‑测试条在对第三代头孢菌素(3GC)敏感或具有抗性的细菌株上的验证。

[0350] 为了验证细菌菌落测试条的临床用途，使用了对头孢菌素具有抗性的细菌株。

[0351] 为了进行这些测试，在缓冲液条中制备了以下所有溶液，其组成为：0.1M  pH8 
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Tris缓冲液/HCL+0.15M  NaCl+0.5％  Tween  20+1％chaps+0.01％叠氮化钠。缓冲液条中所

用非水解头孢噻肟的浓度为25ng/ml。示踪剂在CP上呈干燥形式。TL由0.1mg/ml的BSA‑非水

解头孢噻肟构成。产生了CL。它由抗示踪剂抗体组成。迁移在塑料盒中进行。

[0352] 为了进行测试，将150μl非水解的头孢噻肟溶液转移至Eppendorf管中。从剂量为1

μl的URI‑4琼脂中取样细菌菌落，然后将其沉积于先前准备的Eppendorf管中。将管涡旋5

秒，然后在环境温度下温育30分钟。温育完成后，取样100μl并将其沉积在测试条上。迁移10

分钟后进行读数。TL上的信号被视为“P”。TL上没有信号被定义为“N”。

[0353] 为了分析结果，将细菌分为两组：不水解头孢噻肟的β‑内酰胺酶产生者和水解头

孢噻肟的β‑内酰胺酶产生者(表12)。

[0354]
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[0355]
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[0356]

说　明　书 37/51 页

40

CN 117015613 A

40



[0357]
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[0358]
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[0359]
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[0360]
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[0361]
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[0362]
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[0363]

[0364] 表12：快速检测在细菌菌落上的验证

[0365] 38株不能水解头孢噻肟的株测试为阴性。因此不存在假阳性。300株可以水解头孢

噻肟的株中，所有株在TL上均发出信号。

[0366] 结论

[0367] 在测试的条件下，本发明的条测试能够在40分钟内(温育+迁移)获得100％％的灵

敏度和100％的特异性来检测头孢菌素酶活性。这种性能非常适合用于临床和兽医诊断以

及环境评估。

[0368] 实施例2：对碳青霉烯类具有抗性的细菌的检测

[0369] A.免疫原的设计和产生

[0370] 1)炔碳青霉烯(S.Saidjalolov，Chem.Eur.J.，2021)是一种小分子，无法诱导对于

获得抗体至关重要的免疫应答。因此，有必要将这种抗生素与更大的免疫原性分子牛血清

白蛋白(BSA)偶联。免疫原(碳青霉烯‑BSA)(称为免疫原A)的产生分两步进行：步骤1a由产

生BSA叠氮化物组成，然后步骤2a将BSA叠氮化物与炔碳青霉烯偶联。
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[0371]

[0372] 2)并行地，通过其他化学反应产生了另一种免疫原(碳青霉烯‑BSA)，称为免疫原

B。该第二免疫原的产生分三个步骤进行：步骤1a由产生SMC‑BSA组成，然后步骤2a将胺‑碳

青霉烯(Iannazzo  L  et  al，2016)与SATA(N‑琥珀酰亚胺基S‑乙酰硫代乙酸酯)偶联，以及

步骤3a将SMC‑BSA与SATA‑碳青霉烯偶联。
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[0373]

[0374] 3)使用免疫原A来免疫小鼠。为了进行免疫，实施每三周皮下注射50μg免疫原A/小

鼠，持续三个月(总共4次免疫)。小鼠休息2个月后，对所述小鼠静脉内进行新的免疫原A注

射：50μg产品/小鼠，每天一次，持续三天。休息两天后，将小鼠脾脏细胞与NS1小鼠骨髓瘤细

胞融合，利用免疫酶促测试来检测骨髓瘤培养物上清液中的抗碳青霉烯类特异性抗体。

[0375] B.各种形式碳青霉烯的产生和纯化

[0376] 为了正确实施本发明，至关重要的是本发明的抗体对完整形式和水解形式的抗生

素的亲和力差异是最大的。为此，需要具有可用的非水解碳青霉烯和水解碳青霉烯。

[0377] 非水解和水解碳青霉烯‑生物素的产生
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[0378] 1)通过胺‑碳青霉烯与生物素酰胺己酸N‑羟基‑琥珀酰亚胺酯(NHS‑LC‑生物素)偶

联得到非水解碳青霉烯‑生物素。化学反应在胺碳青霉烯的NH2基团和生物素的N‑羟基琥珀

酰亚胺基团之间产生。所得产物称为示踪剂A。

[0379] 2)水解碳青霉烯生物素(示踪剂AH)通过使用与KPC‑2(肺炎克雷伯菌碳青霉烯酶)

偶联的珠进行酶促反应获得，KPC‑2是重组β‑内酰胺酶。为此，将50μl  20mg/ml的Beads‑

KPC‑2溶液添加到1ml  2mg/ml的示踪剂ANH溶液中。在25℃反应16小时后，使用磁铁除去

Beads‑KPC‑2。回收含有示踪剂AH的上清液并通过反相层析法纯化。该示踪剂的分子量通过

质谱法验证。

[0380]

[0381] 3)并行地，通过另一种化学工艺产生了第二种非水解碳青霉烯‑生物素。它是通过

将炔烃‑碳青霉烯和与聚乙二醇(PEG)臂和叠氮化物官能团偶联的生物素(生物素‑

7‑叠氮化物)偶联而产生的。所得产物称为示踪剂B  NH。

[0382] 4)水解碳青霉烯‑生物素(示踪剂B  H)通过使用与KPC‑2(肺炎克雷伯菌碳青霉烯

说　明　书 47/51 页

50

CN 117015613 A

50



酶)偶联的珠进行酶促反应获得，KPC‑2是重组β‑内酰胺酶。为此，将50μl  20mg/ml的Beads‑

KPC‑2溶液添加到1ml  2mg/ml的示踪剂ANH溶液中。在25℃反应16小时后，使用磁铁除去

Beads‑KPC‑2。回收含有示踪剂B  H的上清液并通过反相层析法纯化。该示踪剂的分子量通

过质谱法验证。

[0383]

[0384] 非水解和水解碳青霉烯类的产生

[0385] 1)用于抗体选择的非水解碳青霉烯是美罗培南(Sigma‑Aldrich)。非水解的美罗

培南通过反相层析法在0至20％的水/乙腈梯度下纯化(在7.8％乙腈处分离的峰)。

[0386] 2)水解美罗培南也通过使用与KPC‑2偶联的珠进行酶促反应获得。通过质谱法验

证所得分子的分子量，

[0387] 3)对其他四种碳青霉烯类(厄他培南、替比培南、多尼培南和亚胺培南)进行相同

的规程。

[0388] 4)使用图8中描述的化合物。

[0389] C.感兴趣抗体的产生和选择
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[0390] 用免疫原A免疫4只小鼠。为此，每三周进行50μg免疫原A/小鼠的皮下注射，持续三

个月(总共4次免疫)。小鼠休息3个月后，为了选择具有最佳免疫应答的小鼠，对它们的抗体

进行了第一次测试分析。在此测试中，免疫方案期间采集的鼠类抗体，通过进行在环境温度

下温和搅拌温育4小时，由固定化在微量滴定板的孔壁上的第一鼠类抗抗体抗体

(AffiniPure山羊抗小鼠IgG+IgM(H+L)；杰克逊免疫研究实验室)捕获。清洗后，向每个孔中

添加100μL50ng/ml的示踪剂ANH，并在4℃下温育过夜。清洗后，添加100μL  1EU/mL的链霉亲

和素‑G4，以揭示示踪剂A  NH的存在，并因此揭示非水解的抗碳青霉烯抗体的存在。乙酰胆

碱酯酶(G4)活性通过Ellman方法(Ellman等人，1961)测量。Ellman培养基包含7.5  10‑4M乙

酰硫代胆碱碘化物(酶底物)和0.1M  pH7.4磷酸盐缓冲液中的2.5  10‑4M  5,5′‑二硫代双(2‑

硝基苯甲酸)(DTNB)(用于硫醇量热测量的试剂)的混合物。酶活性以埃尔曼单位(EU)表示。

1EU定义为在1ml培养基中1分钟内吸光度增加1个单位的酶量，对于1cm的光程：它相当于大

约8ng的酶。

[0391] 在环境温度下温育一小时并清洗后，将200μl  Ellman培养基试剂添加到孔中。一

小时后测量信号强度。在此测试期间获得的信号强度与示踪剂A  NH特异性抗体的数量成正

比。具有最佳免疫应答(最大浓度的特异性抗体)的小鼠接受新的免疫原A静脉内注射：50μg

产品/小鼠，每天一次，持续三天。休息两天后处死，将其脾细胞(脾脏细胞)与NS1小鼠骨髓

瘤细胞杂交，以获得杂交瘤。

[0392] 融合结束时，将所有细胞分配到10个微量滴定板的孔中。一周后，使用测试1分析

每个孔中识别示踪剂A  NH的抗体的存在(图6)。该测试使得从93个产生非水解抗碳青霉烯

抗体的孔中选择和保存细胞成为可能。为了完善这种选择并保持杂交瘤产生针对非水解美

罗培南的特异性抗体，使用4种不同的测试对所选孔的培养物上清液进行了分析(图6)：

[0393] 测试1：在该测试中，培养物上清液中存在的抗体由固定化在微量滴定板的孔壁上

的第一鼠类抗抗体抗体捕获。在搅拌下在环境温度下进行温育4小时。清洗后，将示踪剂A 

NH‑生物素添加到每个孔中。4℃温育过夜并清洗后，添加链霉亲和素‑G4，以揭示示踪剂A 

NH的存在，并因此揭示非水解的抗头孢噻肟抗体。

[0394] 测试2：在该测试中，培养物上清液中存在的抗体由固定化在微量滴定板的孔壁上

的第一鼠类抗抗体抗体捕获。在搅拌下在环境温度下进行温育4小时。清洗后，将示踪剂A  H

添加到每个孔中。在4℃温育过夜并清洗后，添加链霉亲和素‑G4，以揭示示踪剂A  H的存在，

并因此揭示水解的抗头孢噻肟抗体的存在。

[0395] 测试3：在该测试中，示踪剂A  NH与非水解的美罗培南竞争培养物上清液中存在的

特异性抗体的识别。为此，培养物上清液中存在的抗体由固定化在微量滴定板孔壁上的第

一鼠类抗抗体抗体捕获。在搅拌下在环境温度下温育4小时。清洗后，将示踪剂A  NH和非水

解的美罗培南添加到每个孔中。4℃温育过夜并清洗后，添加链霉亲和素‑G4以揭示示踪剂

ANH的存在。

[0396] 测试4：在该测试中，示踪剂A  NH与测试3中使用的非水解美罗培南相同浓度的水

解美罗培南竞争培养物上清液中存在的特异性抗体的识别。为此，培养物上清液中存在的

抗体由固定化在微量滴定板孔壁上的第一鼠类抗抗体抗体捕获。在搅拌下在环境温度下温

育4小时。清洗后，将示踪剂A  NH和水解美罗培南添加到每个孔中。4℃温育过夜并清洗后，

添加链霉亲和素‑G4以揭示示踪剂A  NH的存在。
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[0397] 对于测试1和测试2，孔中信号的出现分别表明存在非水解的抗碳青霉烯抗体和水

解的抗碳青霉烯抗体(参见图9)。

[0398] 对于测试3和测试4，与抑制剂浓度成比例的信号减少表明存在识别抑制剂的抗

体：非水解美罗培南(测试3)或水解美罗培南(测试4)。这些测试使得可以评估抗体对非水

解美罗培南和水解美罗培南的相对特异性。因此，如果两种形式的美罗培南的信号减少相

似，则抗体对这两种分子具有相同的亲和力。如果对于两种形式的美罗培南之一的信号减

少较弱，则抗体对该形式的亲和力较弱(图9)。

[0399] 选择测试1获得信号且测试2没有信号、测试3的信号中最大信号减少且测试4的信

号没有减少的孔。在选择过程结束时，保留了20个杂交瘤以产生单克隆抗体。
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