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抗黄曲霉毒素 !" 单链抗体的筛选和鉴定

王铁斌，丁虎生，杨炼，纪卿，陈卫!，张灏
（江南大学，食品科学与技术国家重点实验室，无锡 .#!#..）

摘要：【目的】从 B:?;>*<:*（/）噬菌体抗体库中筛选人源化抗黄曲霉毒素 O# 单链抗体蛋白（<@EP）并进行鉴定。

【方法】分别采用甘氨酸洗脱、胰蛋白酶洗脱、游离 QEO# 竞争洗脱和 QEO# 竞争洗脱加胰蛋白酶处理 ! 种方法

对噬菌体抗体进行特异性洗脱。将筛选到的噬菌体阳性克隆转化到大肠杆菌（./"01’&"0&$ "(*& =）RO.#%#，

/SBT 诱导表达 <@EP。AU/0Q 检测和基因序列测定。【结果】比较 ! 种洗脱方法，发现用 QEO# 竞争加胰蛋白酶

洗脱筛选到阳性克隆的的概率最高，把此方法得到的阳性噬菌体克隆转化大肠杆菌 RO.#%# 表达，竞争性

AU/0Q 检测得到 . 个能特异性结合游离的 QEO# 阳性克隆。间接性 AU/0Q 测定相对亲和力分别为 ’V!!K4?U
和 ’VN!K4?U 。测序证实 <@EP 属于人类免疫球蛋白可变区。【结论】利用噬菌体展示技术获得高特异性抗黄

曲霉毒素 O# 的人源化单链抗体，本实验方法可以为其它抗半抗原重组抗体的筛选提供一定的借鉴意义。
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黄曲霉毒素（QW;)7:F>*），是一组化学结构类似的

化合物，目前已分离鉴定出 #. 种，包括 O、O.、T#、

T.、X#、X.、S#、5、R#、TX、O.) 和毒醇。黄曲霉毒素

的的基本结构为二呋喃环和香豆素，O# 是二氢呋喃

氧杂萘邻酮的衍生物。即含有一个双呋喃环和一个

氧杂萘邻酮（香豆素），前者为基本毒性结构，后者与

致癌有关。X# 是黄曲霉毒素 O# 在体内经过羟化而

衍生成的代谢产物。黄曲霉毒素的主要分子型式含

O#、O.、T#、T.、X#、X. 等。被 YRZ 癌症研究机构划

定为 / 类致癌物，与乙型肝炎病毒一起成为肝癌的

两大诱因［#］。非常不幸，食品中的黄曲霉污染十分

常见，如粮食、油料作物、坚果等。因此，对食品中黄

曲霉含量进行检测是一项很重要的工作［.］。

现在检测食品中农药残留和毒素残留的方法主

要是色谱方法，如黄曲霉毒素 O#，O.，T#，T. 的检测

采用的是薄层色谱法，薄层色谱法、高效液相色谱

法和荧光光度法（TO4B %’’"V.$C#""2；TO4B %’’"V.!C
.’’$）。但是这些方法存在一些不足，比如灵敏度不

高、样品预处理繁杂、其他物质干扰较大等。而一些

地方标准（如浙江省）已经开始探索才用酶联免疫吸

附法来检测黄曲霉毒素 X#（[O$$4B %%2C.’’%）。事

实上，由于抗体的高度特异性和灵敏性，免疫化学分

析法非常适用于建立快速、准确、廉价、有公信力检

测方法。近十年来，测定黄曲霉毒素的方法发展很

快，其中以免疫化学方法发展尤其迅速。用于黄曲

霉毒素测定的免疫化学方法主要有酶联免疫吸附法

（AU/0Q）、放射免疫测定发（\/Q）、时间分辨荧光免

疫测定法（B\CEUQ）、荧光偏振免疫测定法（ES/Q）、

流动注射免疫测定法（E/C/Q）［$］。获得高质量的黄

曲霉毒素的特异性抗体是上述研究方法的保证。



! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 实验材料：筛选的出发文库为：!"#$%&’"&（(）
’)*+ 文 库（ 库 容 为 ,-. / ,01 ）、大 肠 杆 菌 !2,

（!"#$%&’#$’( 3 #)*’ !2,）和 辅 助 噬 菌 体 45,6（45,6
78$9 :;<=8）均购自于英国剑桥大学 5>? 分子生物

学实验室。

!"!"# 主 要 试 剂 和 仪 器：大 肠 杆 菌 7@A,B,
（!"#$%&’#$’( 3 #)*’ 7@A,B,）、辣根过氧化酶耦联的抗

5,6 抗体（7>:CD&E%F5,6）单克隆抗体和辣根过氧化

酶 耦 联 的 蛋 白 D （ 7>:C:G"E8%& D）购 于 2H
78<$E;)<G8；游离 DI$<E"J%& @, 和 DI$<E"J%& @,F@KD 复合

物购于 K%=#<；酶标板购于 LM&) 公司；脱脂乳、琼脂

糖和质粒抽提试剂盒，购自于上海生物工程技术服

务有限公司公司，其他试剂均为国产分析纯。凝胶

成像系统 28$N")O>（美国 @(PF>DN 公司）和核酸电

泳仪（美国 @(PF>DN 公司），:?> 仪 2FKEG"#（英 国

2>( 公 司 ），酶 标 仪 !;8G#" 5M$E%’Q<& 546（ 美 国

!;8G#" 公司）。

!"# 单链噬菌体抗体阳性克隆的筛选

取 6!R A #=C#R 的结合牛血清白蛋白的黄曲霉

毒素 @,（D*@,F@KD）复 合 物 包 被 5<J%’"G9 ST 孔 板

（LM&)），6UV温育 A ;。抗体与抗原反应前需经过

@KD 和 5:@K 两步前吸附以去除抗 @KD 和 5:@K 的

噬菌体抗体，避免后续实验发生交叉反应。最后分

别用 B0!R 甘 氨 酸 缓 冲 液、,0 #=C#R 胰 蛋 白 酶、

,0!=C#R D*@, 和 ,0 !=C#R D*@, 竞 争 洗 脱 后 用

,0 #=C#R胰蛋白酶在 6UV水浴处理 60 #%& . 种洗脱

方式。其余的步骤按常规的“吸附F洗脱F扩增”［.］程

序对原始噬菌体抗体库重复进行 6 轮筛选。以选取

一种最优的洗脱方法筛选特异性单链抗体。

!"$ 单链抗体的可溶性表达和纯化

’)*+ 是由 W7 和 WR 中间加一段 R%&Q8G 构成，具

有免疫原性低、穿透力强等优点，利于作为“导向载

体”等应用于人体。在构建噬菌体抗体载体时，在抗

体基因与 ="基因之间引入了一个琥珀终止密码

子，在含有琥珀抑制基因的宿主菌中，抗体基因和编

码 ="的基因可以被转录翻译，这时抗体就能借助

噬菌体外壳蛋白呈现在噬菌体表面，而在不带有琥

珀抑制基因的宿主菌 7@A,B, 中，由于终止密码子

的存在，抗体分子不与 ="融合表达，在信号肽介导

下分泌到质周腔中进行折叠，产生抗体片段［B］。

从每种洗脱方法的第三轮测定洗脱滴度的平板

上随机挑选 .T 个克隆到 ST 孔板，在实验中，以相同

浓度的 @KD 代替 D*@,F@KD 作为阴性对照，而未加

D*@,F@KD 的孔作为空白对照。实验测得的 :CL（阳

性克隆吸光值F空白对照吸光值C阴性对照吸光值F空
白对照吸光值）大于 . 的为噬菌体阳性克隆［.］。比

较四种洗脱方法获得阳性克隆的概率。

将获得阳性克隆概率最高的洗脱方法中的阳性

克隆转化到 H3 )"$% 7@A,B, 中进行可溶性表达，6UV
培养到 +,T00 X 0-S（约 6 ;）后，加入 . #R A / !Y 培

养基（,00!=C#R 氨苄青霉素和 S ##"$CR 异丙基F#F
NF硫代半乳糖苷），60V震荡培养过夜。次日离心取

上清保存在 .V，沉淀用 60 #R 细菌裂液（,Z曲拉通

OF,00，0-A #"$CR 乙二氨四乙酸，,0 #=C#R 的溶菌

酶）悬浮，置于 [ U0V反复冻融 ,0 次后离心。HR(KD
测定沉淀上清和培养基上清，以检测 ’)*+ 在细胞内

的分泌情况。

以 L%FL!D <=<G"’8 装柱，用结合缓冲液（97 U-U，

A0 ##"$CR !%’F7?(，0-B ##"$CR L<?(）平衡后，加入上

述培养基上清和菌体沉淀上清。上样完毕后用结合

缓冲液洗涤，再用洗涤缓冲液（97 U-U，A0 ##"$CR
!%’F7?(，0-B ##"$CR L<?(，B0 ##"$CR 的眯唑洗脱缓

冲液）洗涤，最后用洗脱缓冲液（97 U-U，A0 ##"$CR
!%’F7?(，0-B ##"$CR L<?(，, #"$CR 的眯唑洗脱目的

蛋白，取 A0!R KNKF:D2H 电泳分析。

!"% 竞争性 &’()* 鉴定特异性结合的 +,-.
用 6!R A #=C#R 的 D*@,F@KD 包被 HR(KD 板，

6UV温育 A ;。取 ,0!R 经镍柱纯化的 ’)*+ 分别与

游离的 ,!= \ #R D*@,、,00 &= \ #R 的 D*@, 进行竞争

性 HR(KD 反应，以获得与游离 D*@, 特异性结合的

’)*+。’)*+ 分 别 与 :@K、,!= \ #R D*@,、,00 &= \ #R
D*@, 6UV温育 , ; 后再加入到包被有 D*@,F@KD 的

孔里进行竞争性反应，二抗用 7>:C:G"E8%& D 代替

7>:C<&E%F5,6 外其余步骤同单克隆 HR(KD。

!"/ 间接性 &’()* 测定 +,-. 的相对亲和力

将 A 个阳性克隆用 :@K 分别稀释成 ,00 #=CR、

,0 #=CR、, #=CR、0-, #=CR 、0-0, #=CR 和 0-00, #=CR，

间接性 HR(KD 测定［T］。用 6!R A #=C#R 的 D*@,F
@KD 包被 HR(KD 板，6UV温育 A ;。:@K 洗 6 遍；然

后用 .00!R AZ的 5:@K 溶液 6UV封闭 A ;，:@K 洗 6
遍。依次加入不同浓度的 ’)*+，6UV 水浴中 A ;。

其余步骤同单克隆 HR(KD 鉴定。在酶标仪上读取

.B0 &# 和 TB0 &# 处的吸光值。结果以与 D*@,F@KD
抗原出现 B0Z结合时的 ’)*+ 的浓度为相对亲和力。

T6, !%8]%& ^<&= 8E <$ 3 C-#.( /’#&)0’)*)1’#( 2’3’#(（A00S）.S（,）



!"# 酶切和 $%& 鉴定阳性克隆

对筛选到的阳性克隆抽提质粒，经 !"#$% & !#’%
和 ()$% & !#’% 双酶切鉴定正确后进行 *+, 扩增。抗

体 重 链 可 变 区 -. 上 游 引 物： /01
+233222+23+42432+150，-. 下 游 引 物：/01
+32+++ 3++2++3++3+4 3150；抗体轻链可变区 -6
上游引物：/01+24+434233232+23234+150，-6 下

游引 物：/01+4243+33++++244+2150；7"89 :!2 上

游引物：/01 +23322 2+23+42432+150，7"89 :!2 下

游引物：/01+4243+33++++244 +2150。扩增条件：

;/< => 7，//< ? @AB，CD< D @AB，循环 5> 次；CD<
?> @AB。DE琼脂糖凝胶电泳鉴定扩增结果。

!"’ ()* 测序

将质粒送往上海生工测序部采用双脱氧末端终

止 法 进 行 :!2 测 序，测 序 引 物 为：/01 +23
3222+23+42432+150和 /01+4243+33++++244+21
50。对测定的序列在 3FBG)BH 中进行比较，确定其

与人类免疫球蛋白基因的符合情况。

+ 结果

+"! 噬菌体抗体阳性克隆的筛选

从第一轮筛选结果来看，用游离 28G? 竞争洗

脱下来的噬菌体滴度比用甘氨酸缓冲液洗脱低一个

数量级，但是比用胰蛋白酶洗脱高一个数量级。这

说明竞争洗脱下来的噬菌体包含了大量未展示 7"89
的噬菌体，这主要是因为竞争洗脱的时间比较长

（= I），也可能是由于噬菌体之间相互纠缠的结果。

用游离 28G? 竞争洗脱后用胰蛋白酶处理得到的噬

菌体滴度最低，再次说明了仅用游离 28G? 洗脱下

来的噬菌体中含有许多未展示 7"89 的噬菌体。

表 ! 洗脱方式对筛选结果的影响

4)J$F ? %BK$LFB"F #K F$L’A#B @F’I#M7 #B NI)OF ’A’FP7

("PFFBBABO
P#LBM7

*I)OF ’A’FP7Q（"KL）

3$R"ABF
JLKKFP
F$L’A#B

4PRN7AB
F$L’A#B

28G?
"#@NF’A’A9F
F$L’A#B

+#@NF’A’A9F F$L’A#B
K#$$#SABO ’PRN7AB
F$L’A#B

? 5TC U ?>C DTV U ?>/ ;T= U ?>= CT= U ?>V

D =T; U ?>W 5TC U ?>C VTW U ?>C DT> U ?>/

5 VT; U ?>; /T; U ?>W /T= U ?>W DTV U ?>W

+"+ ,-./ 的可溶性表达

经过 5 轮筛选，V 种方法中目标噬菌体均得到

富集，单克隆 X6%(2 鉴定每一轮筛选到噬菌体阳性

克隆的概率。结果表明用游离 28G? 竞争洗脱加胰

蛋白酶处理筛选到的噬菌体阳性克隆概率最高，V=
克隆中有 5W 个是阳性克隆，同其它 5 种洗脱方法比

较，此种筛选方法效果较好。将 5W 个阳性克隆转化

到 .GD?/?，X6%(2 测定培养基上清全为阴性，说明

7"89 未分泌至培养基中。但其中有 / 个阳性克隆的

沉淀上清经间接性 X6%(2 测定，*Q! 大于 V，显较高

阳性（图 ?），而且与 G(2 无交叉反应。结果说明菌

体周质腔分泌有 7"89，可用于后续的竞争性 X6%(2
反应。

取 D>!6 经镍柱纯化和超滤浓缩的 7"89，(:(1
*23X 电泳分析（图 D）。在 5> H:) 左右出现目标条

带，此目标条带出现的位置与预期实验结果相符，纯

化后的蛋白可作为以后实验中的阳性对照。

图 ! 阳性克隆与 *.0! 结合活性的 1234* 鉴定

8AOY? %MFB’AKA")’A#B #K N#7A’A9F "$#BF7 JR X6%(2Y

图 + 4(45$*61 蛋白电泳图

8AOYD (:(1*23XY ?T?3；DT/+；5TC+；VT??+；/T=:；=TZ)PHFP Y

+"7 竞争性 1234* 鉴定特异性 ,-./
在 7"89 与 28G? 和 28G?1G(2 竞争性 X6%(2 结

合反应中，28G? 对阳性克隆 /+、??+ 抑制率达到

/>E以上。由于抗体针对 28G? 有的特异性，优先与

28G? 结合，28G? 浓度增大，对应的信号值减小，抑

制率明显增高。证明我们筛选到的 /+、??+ 是特异

性抗 28G? 单链抗体。

在 7"89 与 28G? 和 28G?1G(2 竞争性 X6%(2 结

合反应中，28G? 对阳性克隆 /+、??+ 抑制率达到
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图 ! 竞争性 "#$%& 检测 &’() 对 *+’, 的抑制作用

!"#$% &’( ")’"*"+",) ,- .!/0 +, 12!3 *4 2,56(+"+"3( 789:.$

图 - 单链抗体的相对亲和力测定

!"#$; <(=>+"3( >--")"+"(1 ,- 12!3 >)+"*,?"(1 +, .!/0 $

@AB以上。由于抗体针对 .!/0 有的特异性，优先与

.!/0 结合，.!/0 浓度增大，对应的信号值减小，抑

制率明显增高。证明我们筛选到的 @C、00C 是特异

性抗 .!/0 单链抗体。

./- 间接性 "#$%& 测定 *+’, 的相对亲和力

以 789:. 间接法测定 12!3 浓度（5#D8）与其对

应的吸光值作图，曲线趋于平坦时的吸光值作为

0AAB ，即抗原与抗体的结合已达到饱和状态，曲线

上 @AB饱和度所对应的抗体浓度，即为该抗体的相

对亲和力。亲和力越大，所需抗体的量越低。（图

;）@C 和 00C 的相对亲和力分别是 AE;!#D58 和 AEF

!#D58。@C12!3 的相对亲和力较 00C 的稍高。

./0 123 和酶切鉴定抗 &’()*+’, 的阳性克隆

将两个阳性克隆 @C、00C 抽提质粒，GC< 和酶切

鉴定，经 HB琼脂糖凝胶电泳结果显示 12!3 扩增后

的全长为 IAA *6 左右，JK 为 @AA *6 左右，J8 为

%@A *6左右。L2,=9 M L,+9 双酶切全长后单带出现在

F@A *6左右，:>=" M L,+"双酶切 J8 得到的单带为

%HA *6左右（图略）。GC< 和酶切鉴定说明两阳性克

隆来源于购买的噬菌体抗体库，未发生污染。

./4 阳性克隆 56& 序列的测定

阳性克隆经上海生工公司序列测定，（已经申请

到的基因库序列号：@C !N%@F@FO；00C !N%@F@FF）对

两个阳性克隆序列比较分析后，确定筛选的单链抗

体来源同一人源单链抗体噬菌体展示库，在筛选的

过程中没有受到污染，同时也表明我们筛选的单链

抗体是针对 .!/0 的 12!3。此抗体经 P()/>)Q 检索

证实该克隆重链可变区与人免疫球蛋白 9#P 重链

JK%RH%!A0 @C 有 I@EIB的同源性，00C 有 IIE%B的

同源性，轻链可变区与人免疫球蛋白 Q 链 SJ0T%I!
A0 @C 有 IUE@B 同源性，00C 有 IIEHB 的同源性。

根据同一基因家族同源性在 U@B以内，JK 属于人

免疫球蛋白 JK% 基因家族，轻链 J 区属于人免疫球

蛋白 JQ0 基因家族。

! 讨论

作为第三代抗体制备技术，重组抗体技术大大

地的推进了免疫检测技术在食品安全方面的应用，

特别是在获得一些针对毒素抗体方面具有独特的优

势。这些毒素可能是由食品中的微生物产生的有害

代谢产物，也可能是食品原料中残留的农药或者兽

药，严重地威胁到人们的饮食安全，同时也给食品工

业带来了巨大的损失。食品中的许多半抗原毒素不

能直接免疫动物，需要与载体形成复合物后才具有

免疫原性［F V U］；或者由于某些半抗原具有毒性，而不

适宜直接免疫动物，以致抗该类半抗原的杂交瘤细

胞难以获得。另外由杂交瘤获得的单克隆抗体的特

性改造也比较困难，往往亲和力不高或者存在较严

重的交叉反应。而采用抗体重组技术，不需要免疫

动物，就能够较容易的获得一些通过免疫动物难以

获得的抗体。

多年来利用噬菌体抗体库技术筛选得到的重组

抗体，已经应用于疾病的诊断和食品的检测方面。

抗体的可变区片段是保留抗体结合位点的最小片

段，噬菌体展示技术得到的可溶性单链抗体分子量

小，易于渗透。同时由于噬菌体可以在细菌中大量

复制，随着细菌的快速繁殖，可以产生大量的 12!3，
而且整合有 12!3 片段的噬菌体载体可以长期稳定

U%0 &"(*") W>)# (+ >= $ D!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$（HAAI）;I（0）



的保存在细菌里［!］。

本实验是从大容量未经过免疫的合成抗体库中

筛选抗 "#$% 抗体，不同的洗脱方式对筛选的效率

至关重要，决定着筛选的成败，特别是在抗半抗原的

&’#( 的筛选。由于噬菌体展示文库的筛选通常是扩

增识别优势抗原表位的抗体片段，那些识别劣势的

抗原表位的抗体很难筛选到［!］，试验中从第一轮筛

选的计数结果可以看出，用甘氨酸缓冲液洗脱得到

的噬菌体抗体数量最多，这是因为甘氨酸缓冲液洗

脱通过改变抗原抗体相互作用的环境的 )* 值来解

离抗原抗体结合，具有普遍性，但是在 + 种方法中选

择性最差。胰蛋白酶洗脱是根据 &’#(,)--- 融合蛋白

结构和改造的辅助噬菌体 )--- 蛋白结构设计的。在

大肠杆菌内，由噬菌粒 )--- 基因翻译的 )---,&’#( 融

合蛋白和由辅助噬菌体 )--- 基因翻译的改造 )--- 蛋

白随机装配到噬菌体抗体的表面。)---,&’#( 融合蛋

白的胰蛋白酶酶切位点在 )--- 蛋白和 &’#( 之间而

改造的 )--- 蛋白的胰蛋白酶酶切位点位于 )--- 蛋白

内部。噬菌体表面蛋白 )--- 负责侵染大肠杆菌，如

果 )--- 蛋白的结构遭到破坏，噬菌体抗体就丧失了

侵染的能力。而融合蛋白 )---,&’#(，酶切去掉 &’#(
后，重新获得了侵染的能力。因此用胰蛋白酶洗脱

获得只有展示了 &’#( 的噬菌体抗体能侵染大肠杆

菌，得到计数并获得扩增。从胰蛋白酶洗脱的结果

和甘氨酸洗脱结果的比较可以看出，用甘氨酸洗脱

的绝大部分噬菌体并没有展示 &’#(，这可能是由于

.%+ 是丝状噬菌体，相互缠绕的结果。针对抗半抗

原的抗体筛选，竞争性洗脱加酶处理是常常采用的

方案，这样的洗脱方法具有比较好的特异性。不恰

当的洗脱过程会让接下来的筛选过程偏离方向，导

致筛选失败，因此选择高效的洗脱方法在抗体的筛

选过程中显得至关重要。

实验中我们将筛选到的 +/ 个阳性克隆转化到

*$0%1% 中，-234 诱导可溶性表达，565 7 2"48 电泳

分析在 +9 :6; 左右出现目标条带，竞争性 8<-5" 鉴

定，得到 0 个能够和游离的 "#$% 特异性结合的阳性

克隆，相对亲和力分别是 9=>!?@A< 和 9=B!?@A<。

序列测定后，证实两克隆属于人类免疫球蛋白可变

区。得到高质量的抗游离 "#$% 的单链抗体，进一

步克隆出全长免疫球蛋白就变的很简单，因为可变

区知道了，融合上抗体基因的恒定区就可以轻易完

成［%9］。所以利用噬菌体抗体库技术筛选抗 "#$% 的

&’#( 是即经济又简便易行的方法。而且我们筛选到

的抗体是单克隆 &’#(，相对于免疫动物得到的多克

隆抗体具有更高的特异性，并可以通过分子生物学

方法对其特异性进行定向改造，从而进一步开发用

于检测食品中 "#$% 抗体的潜力。
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内容简介：全书分 ] 章。第 C 章，阐述序列比较的核心方法，即运用 G.F5! 和 2>*+6’>c 等工具

做序列比对。第 B 章，重点介绍核苷酸序列分析工具，主要包括：基因可读框的识别，2KQ 岛、

转录终止信号和启动子区域的预测分析，用 H‘RF 序列预测基因等。第 a 章，介绍电子克隆的

概念和具体操作方法。第 D 章，用 YLQFD 做分子进化遗传分析，绘制系统进化树，为研究基因

进化打好基础。第 N 章，对蛋白质基本理化性质、二级结构、结构域和三维空间结构、预测目标

蛋白的生物学功能等工具做逐一介绍。第 Z 章，通过 Q#%# T%63>3(8 和 7LQQ 两个数据库，挖掘基因和蛋白质的功能并做代谢

途径分析。第 X 章，利用 c！!’%<#H 软件鉴定蛋白质的串联质谱数据，进而预测蛋白质；同时借助 !PP 软件包进行蛋白质组学

数据统计学分析，优化检索结果。第 [ 章，使用 !YD 软件实现芯片的数据采集和标准化处理，并借助 Q#%YFPP 软件挖掘芯片

数据的生物学意义。第 ] 章，通过 2863+=’K# 软件演示，介绍系统生物学分析概况，展示蛋白质O蛋白质相互作用，应用插件做网

络结构分析。书后附有专业词中英文对照。
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