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　 　 摘要：　 为了利用抗体库筛选技术制备检测重金属铬的单克隆抗体，本研究利用螯合剂 ＤＴＰＡ 成功制备了重

金属 Ｃｒ 的完全抗原，并利用制备的完全抗原结合噬菌体展示技术成功筛选到了特异性识别 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ 的噬菌体抗

体 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃ＶＨＨ ４⁃６３。 结果显示，获得的抗体亲和常数为 １．２７９×１０９ Ｌ ／ ｍｏｌ，与载体蛋白 ＢＳＡ ／ ＯＶＡ 及无金属抗原

ＤＴＰＡ⁃ＢＳＡ ／ ＯＶＡ 均无交叉反应，与其他金属离子也没有交叉反应，特异性强。 利用制备的 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ 噬菌体抗体初

步建立了 ＥＬＩＳＡ 免疫检测法，其方法最低检测限达到 １ μｇ ／ Ｌ，水样加标回收试验平均回收率 ９０％～ １１４％，达到国

家饮用水检测标准，可用于农业灌溉用水及生活饮用水中的重金属铬的检测。
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　 　 随着社会工业化的发展，重金属问题已经成为环

境污染的主要问题。 重金属对人体危害极大，其进入

人体的途径主要有 ３ 种，分别是食物、水和大气，而水

体中重金属污染最为突出，其原因主要是当前工业废
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水的大量排放以及农药和化肥的不合理使用［１⁃２］。 目

前，对人体危害最为严重的重金属主要有 ５ 种［１⁃４］，即
汞（Ｈｇ）、铬（Ｃｒ）、镉（Ｃｄ）、铅（Ｐｂ）和砷（Ａｓ）。

铬（Ｃｒ）在自然界中普遍存在并被广泛应用，食
品中铬污染主要来源于农业土壤中的工业废水， 食

用含铬过高的食品会引发口角糜、腹泻、消化紊乱等

症状， 并导致癌症。 自然界和工业生产中的铬多以

三价和六价的形式存在，六价铬（Ｃｒ６＋）的毒性很强，
比 Ｃｒ３＋毒性高 １０ 倍；而三价铬（Ｃｒ３＋）形成的化合物

较稳定，存在于食物和生物组织中，参与生物体代谢

活动，是人体必须的微量元素，毒性较低［４］。 因为

两种价态是可以相互转化的，所以对于其相关的研

究主要集中在 Ｃｒ３＋。
目前重金属的检测方法主要以仪器检测法为

主，包括微谱分析法（ＭＳ） ［５］、紫外可见分光光度法

（ＵＶ） ［５⁃６］、原子吸收法（ＡＡＳ） ［７］ 等。 虽然这些方法

具有灵敏度高、特异性好等特点，但所需设备较为昂

贵，需要专业技术人员进行操作，样品前处理过程复

杂，检测费力费时且成本高。 所以，建立一种简便、
快速、特异性好、灵敏度高的检测方法已然成为新的

研究热点。 而免疫学检测方法为重金属检测提供了

一种新的策略和途径［８⁃１０］，该方法是一种具有高度

特异性和灵敏度的分析方法，并且操作简单、价格低

廉、检测时间短，适于大规模的筛选。 目前，国内外

对于重金属的免疫检测法所用抗体的获得方式主要

采用杂交瘤试验，但该方法耗时长，筛选过程复杂，
成功率低。 本研究以重金属铬（Ｃｒ）为研究对象，参
考国外相关文献［１１⁃１６］，利用噬菌体⁃纳米抗体展示技

术成功获得了一种新型的特异性针对 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ 的

单克隆抗体，拟建立重金属铬间接竞争性 ＥＬＩＳＡ 免

疫检测法。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

ＰＢＳ 缓 冲 液： ＮａＣｌ ８􀆰 ００ ｇ， ＫＣｌ ０􀆰 ２０ ｇ，
Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ ３􀆰 ６３ ｇ ，ＫＨ２ＰＯ４ ０􀆰 ２４ ｇ，加蒸馏

水定容至 １ Ｌ。
２×ＴＹ 培养基：胰蛋白胨 １６ ｇ，酵母提取物 １０ ｇ，

ＮａＣｌ ５ ｇ，加蒸馏水定容至 １ Ｌ。
洗涤液１×ＰＢＳＴ：１×ＰＢＳ １ Ｌ，Ｔｗｅｅｎ２０ ０􀆰 ５ ｍｌ，调

ｐＨ 值为 ７􀆰 ３。
ＥＬＩＳＡ 包被液：ＮａＨＣＯ３ ２􀆰 ９３ ｇ，Ｎａ２ＣＯ３ １􀆰 ５９ ｇ，

调 ｐＨ 值为 ９􀆰 ６ 左右，加蒸馏水定容至 １ Ｌ。
底物 Ａ 液：柠檬酸 １０􀆰 ５０７ ｇ，Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ

１７􀆰 ９０７ ｇ，３０％ Ｈ２Ｏ２ ３ ｍｌ，加蒸馏水定容至 １ Ｌ。
底物 Ｂ 液：ＴＭＢ ０􀆰 ３０ ｇ，ＤＭＳＯ ３０ ｍｌ，甘油 ２００

ｍｌ，ＥＤＴＡ·２Ｎａ １􀆰 ８６ ｇ，加蒸馏水定容至 １ Ｌ。
驼源天然单域重链 ＶＨＨ 抗体库为意大利

ＩＦＯＭ⁃ＩＥＯ 中心的 Ａｒｉｏ ｄｅ Ｍａｒｃｏ 博士惠赠。
１．２　 完全抗原的制备

取一定量的 ＤＴＰＡ 溶液（１０ ｍｇ ／ ｍｌ）于无菌的

１􀆰 ５ ｍｌ ＥＰ 管中，用 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ｐＨ 为 ７􀆰 ４ 的 ＨＥＰＥＳ
缓冲液稀释，然后以 Ｃｒ３＋与 ＤＴＰＡ 摩尔比为 ４ ∶ １ 的

比例逐滴缓慢的加入 Ｃｒ２（ＳＯ４） ３溶液，边加边缓慢

振荡，用 Ｈ２ ＳＯ４调 ｐＨ 至 ７􀆰 ０ 后用封口膜将管口封

好，然后将上述混合液转移至旋转培养器上，２５ ℃
下螯合反应 １６ ｈ。

取一定量的载体蛋白溶液 ＢＳＡ 和 ＯＶＡ 于 １􀆰 ５ｍｌ
ＥＰ 管中（０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ｐＨ ９􀆰 ０ ＨＥＰＥＳ 缓冲液稀释），然
后将螯合好的螯合物取出，按蛋白质与螯合剂的摩尔

比为 ３０ ∶ １ 缓慢地加入到载体蛋白稀释液中，边加边

缓慢混匀，用 ＮａＯＨ 调 ｐＨ 至 ９􀆰 ０ 后用封口膜将管口

封好，然后于旋转培养器上，２５ ℃下偶联反应 ２４ ｈ。
同时，制备一批无重金属抗原，即 ＤＴＰＡ⁃ＢＳＡ ／ ＯＶＡ
（步骤同螯合物与载体蛋白的偶联过程）。

偶联结束后，将混合物转移至预先处理好的

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 超滤管（先用去离子水冰浴 ０􀆰 ５ ｈ，再用预

冷的 ＨＢＳ 缓冲液冰浴 ０􀆰 ５ ｈ）中，ＢＳＡ 制备的抗原用

３０ ＫＤ 的超滤管，ＯＶＡ 制备的抗原用 １０ ＫＤ 超滤

管。 先用 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ｐＨ ９􀆰 ０ 的 ＨＥＰＥＳ 缓冲液稀释

至终体积为 ３ ｍｌ 超滤 １ 次，然后再用 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ｐＨ
７􀆰 ４ 的 ＨＥＰＥＳ 缓冲液稀释超滤 ３ 次，分别于３ ５００
ｒ ／ ｍｉｎ、４ ℃离心 １０ ｍｉｎ，最后 ２ 次均用移液枪小心吹

洗滤膜，以免膜上有载体蛋白残留，超滤结束后小心

将内管底部的液体吸出，即为完全抗原 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃
ＢＳＡ ／ ＯＶＡ 及无重金属抗原 ＤＴＰＡ⁃ＢＳＡ ／ ＯＶＡ。
１．３　 Ｃｒ 抗体库的筛选

将抗原 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃ＢＳＡ 用包被缓冲液 （ ｐＨ ＝
９􀆰 ６）稀释至浓度为 ３０ μｇ ／ ｍｌ，加入 Ｎｕｎｃ 孔中，每孔

２５０ μｌ 进行包被，包被结束后，将孔内液体甩干，用
无菌的 ＰＢＳ 洗涤，分别用 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的乙醇胺溶液

和 ３％的 ＢＳＡ 溶液封闭孔中活性位点和潜在的蛋白

质结合位点。
取原始噬菌体 ＶＨＨ 库 ３００ μｌ（共约 １０１３个噬菌
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体）与 ３００ μｌ ３％的 ＢＳＡ 混合 （用来降低非特异

性），然后以 ２００ μｌ ／孔的体积加入 Ｎｕｎｃ 孔中，振荡

４０ ｍｉｎ，然后静置 １ ｈ。
用无菌的 ＰＢＳＴ 和 ＰＢＳ 各洗涤 １０ 次，甩干后每

孔加入 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的 ＨＣｌ ２００ μｌ ，振荡洗脱 ３０ ｍｉｎ，
将洗脱液小心吸出，加入到 ５０ ｍｌ 离心管中，再加入

２００ μｌ 的 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 混匀中和。
将洗脱中和后的噬菌体加入到 １０ ｍｌ ＯＤ６００为

４􀆰 ０～６􀆰 ０ 的新鲜的 ＴＧ１ 菌液中，３７ ℃静置 ４０ ｍｉｎ，
再加 ５ μｌ 的 Ｍ１３Ｋ０７ 噬菌体（约 １０１２个）于上述侵

染液中，３７ ℃静置辅助侵染 １ ｈ，然后于 ４ ８００ ｒ ／ ｍｉｎ
室温离心 １０ ｍｉｎ，弃上清液，将沉淀重悬于 ５０ ｍｌ 新
鲜的２×ＴＹ 培养基中，加入氨苄霉素、卡那霉素和葡

萄糖，然后于 ３０ ℃ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ振荡培养 １６～２０ ｈ。
将过夜菌转移至离心管中，４ ８００ｒ ／ ｍｉｎ ４ ℃离心

２０ ｍｉｎ，弃去沉淀，将上清液转移到新的离心管中，加
入其 １ ／ ５ 体积的 ４０％ ＰＥＧ ４０００ 和 ２􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 溶
液，强烈振荡混匀后冰浴 ２０ ｍｉｎ，然后再于４ ８００
ｒ ／ ｍｉｎ ４ ℃离心 ２０ ｍｉｎ，弃上清液，用 １ ｍｌ 无菌的 １×
ＰＢＳ 缓冲液将沉淀重悬后用 ０􀆰 ２２ μｍｏｌ ／ Ｌ滤膜过滤除

菌，并测其滴度，即为筛选出的第一轮抗体库［１７⁃１８］。
第二轮、第三轮、第四轮、第五轮的富集步骤［１８］

同第一轮。 因为重金属离子本身的分子量太小，针
对其的抗体也很少，在筛选过程中有很多都是针对

载体蛋白或螯合剂的抗体，所以为了降低非特异性，
我们采用 ２ 种抗原即 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃ＢＳＡ 和 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃
ＯＶＡ 交替进行抗体库的筛选，即第二轮筛选时包被

的是抗原 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃ＯＶＡ，后面的几轮依次交替进

行。 由于抗原的交替，加抗体库的时候也要同时加

入相对应的载体蛋白共同孵育，以吸附非特异性抗

体，从而降低最终获得的抗体库的非特异性。
１．４　 单克隆抗体库特异性 ＥＬＩＳＡ 检测

取一定量的 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃ＢＳＡ 和 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃ＯＶＡ 作

为抗原，ＢＳＡ 和 ＯＶＡ 作为阴性对照组，抗原包被浓

度均为 ２􀆰 ５ μｇ ／ ｍｌ，４ ℃ 包被 １２ ｈ。 包被结束后用

１×ＰＢＳＴ 洗涤 ５ 遍，加入 ５％的脱脂奶粉封闭 １􀆰 ５ ｈ。
洗涤后每孔中分别加入不同轮次的 ＶＨＨ 噬菌体

１０１１ 个， ３７ ℃ 静置 １ ｈ 后洗涤， 加入 ＨＲＰ⁃Ａｎｔｉ⁃
Ｍ１３Ｋ０７ 兔抗，用 ５％的脱脂奶粉稀释后加入孔中进

行反应。 反应完成后洗涤，加入显色底物 Ａ＋Ｂ 液

（两者体积比 １ ∶ １）显色，每孔 １００ μｌ，显色时间根

据阴性对照组显色情况而定，用 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ的 Ｈ２ＳＯ４进

行终止。 用酶标仪读取 ＯＤ４５０值，并分析结果。
１．５　 单克隆抗体初步检测

根据抗体库富集度检测结果，在到达平台期的

第四轮、第五轮筛选得到的抗体库中随机挑取 １００
个 ＶＨＨ 单菌落，分别接种于 １ ｍｌ 新鲜的２×ＴＹ＋Ａｍｐ
（１００ μｇ ／ ｍｌ）中，３７ ℃振荡培养过夜，次日重新 １ ∶
１００ 接种于 ５ ｍｌ ２×ＴＹ 培养基中，加入氨苄霉素，３７
℃振荡培养至 ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 ４～ ０􀆰 ６ 后分别用 Ｍ１３Ｋ０７
侵染辅助扩增，３７ ℃静置侵染 １ ｈ，４ ８００ ｒ ／ ｍｉｎ，室
温离心 １０ ｍｉｎ，弃上清液，沉淀重悬于 ５ ｍｌ ２×ＴＹ 培

养基中，加入氨苄霉素、卡那霉素和 ＩＰＴＧ，次日于

４ ８００ ｒ ／ ｍｉｎ ４ ℃离心 ２０ ｍｉｎ，上清液转移至新的离

心管中，直接作为抗体进行 ＥＬＩＳＡ 检测。
包被抗原为完全抗原 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃ＢＳＡ 和无重金

属抗原 ＤＴＰＡ⁃ＢＳＡ，包被和封闭步骤与方法 １．４ 相

同，在封闭完成并清洗甩干后，将每个单克隆上清液

分别加入对应的孔内， 每孔 １００ μｌ ，３７ ℃静置 １ ｈ，
后续试验步骤与方法 １．４ 相同。
１．６　 单克隆抗体特异性检测

将阳性克隆噬菌体扩增纯化后，进行竞争性

ＥＬＩＳＡ 试验，用 ＢＳＡ 和 ＤＴＰＡ⁃ＢＳＡ 作为阴性对照，
按照抗体库验证的方法验证单克隆的特异性，挑选

出阳性较好的单克隆。 将重金属离子 Ｃｒ３＋梯度稀释

于 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的 ＤＴＰＡ 溶液中作为竞争抑制剂，与挑

选出的单克隆抗体 １ ∶ １（体积比）混合，３７ ℃反应

４５ ｍｉｎ 后进行竞争性 ＥＬＩＳＡ 检测，试验步骤同方法

１．４，最终选择出抑制效果最好的单克隆抗体。
１．７　 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃ＶＨＨ 间接竞争性 ＥＬＩＳＡ 检测法的

建立

１．７．１　 棋盘法确定抗原抗体最佳反应浓度及其亲

和常数 Ｋａｆｆ 的测定 　 抗原 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃ＢＳＡ 分别用

５􀆰 ０００ μｇ ／ ｍｌ、２􀆰 ５００ μｇ ／ ｍｌ、１􀆰 ２５０ μｇ ／ ｍｌ 和 ０􀆰 ６２５
μｇ ／ ｍｌ ４ 个浓度梯度包被，阴性对照组包被对应浓

度的 ＢＳＡ，包被封闭后，用 ５％的脱脂奶粉梯度稀释

抗体， 抗 体 浓 度 分 别 为 １× １０９ ＰＦＵ ／ μｌ、 ２× １０８

ＰＦＵ ／ μｌ、４×１０７ ＰＦＵ ／ μｌ、８×１０６ ＰＦＵ ／ μｌ，将上述各

梯度的抗体稀释液分别加入对应的孔内，每孔 １００
μｌ ，３７ ℃静置 １ ｈ，后续试验步骤同方法 １．４。
１．７．２　 ＤＴＰＡ 浓度对试验的影响　 因为通过螯合剂

将重金属离子与载体蛋白偶联制备的抗原筛选得到

的抗体很大程度上要依赖于螯合剂，但螯合剂浓度

太高又会对抗原抗体的结合产生影响，所以需要确
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定抗体与 ＤＴＰＡ 的关系。 将不同浓度的 ＤＴＰＡ（０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ０􀆰 １２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ０􀆰 ２５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ０􀆰 ５００
ｍｍｏｌ ／ Ｌ， １􀆰 ０００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ２􀆰 ０００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ４􀆰 ０００
ｍｍｏｌ ／ Ｌ和 ８􀆰 ０００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）分别与稀释好的抗体 １ ∶
１ 混和，充分混匀后于 ３７ ℃反应 ４５ ｍｉｎ 作为抗体参

与 ＥＬＩＳＡ 反应，其余步骤同方法 １．４。
１．７．３　 抗体标准抑制曲线绘制 　 在上述最佳反应

条件下，制作该抗体间接竞争性 ＥＬＩＳＡ 标准抑制曲

线。 根据预备试验数据选用 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的 ＤＴＰＡ 作

为螯合剂，对 Ｃｒ３＋离子进行螯合，重金属离子 Ｃｒ３＋梯
度稀释于 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的 ＤＴＰＡ 溶液中作为竞争抑制

剂，与稀释好的抗体按体积比 １ ∶ １ 混合，３７ ℃反应

４５ ｍｉｎ 后进行 ＥＬＩＳＡ 检测，以 Ｃｒ３＋浓度为横坐标，抑
制率为纵坐标，绘制标准曲线。
１．７．４　 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃ＶＨＨ 与其他金属离子的交叉试验

　 运用我们建立的间接竞争性 ＥＬＩＳＡ 进行抗体与

其他金属离子的交叉试验。 本次试验共选用 ９ 种金

属离子，包括一价的 Ｎａ＋、Ｋ＋，二价的 Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋、
Ｍｎ２＋、Ｚｎ２＋、Ｓｎ２＋以及三价的 Ｆｅ３＋、Ａｌ３＋。 金属离子与

ＤＴＰＡ 螯合比例均为 ４ ∶ １，螯合剂 ＤＴＰＡ 的用量相

同，２５ ℃螯合 １６ ｈ，螯合完全后用于交叉试验。 本

次试验选择 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ 的抑制浓度为 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，同样

其余的金属离子按与其完全相同的浓度加入，对比

试验结果，如果在如此高的浓度条件下仍没有抑制

作用的话，也就可以证明抗体与其他金属离子没有

交叉反应，那么可以说明该抗体是特异性针对重金

属铬的。
本次试验抗原包被浓度及抗体的孵育浓度同

上，同时设置阳性对照即无金属螯合物竞争剂进行

对照试验。
１．７．５　 水样加标回收试验 　 采取向去离子水中加

入一定浓度梯度的重金属 Ｃｒ 及螯合剂 ＤＴＰＡ，运用

我们建立的间接竞争性 ＥＬＩＳＡ 检测法，通过得到的

特异性针对 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ 的抗体 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃ＶＨＨ ４⁃６３ 对

其进行回收率检测。
取一定量的去离子水（无任何金属离子），设置依

次为１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ４ 个Ｃｒ⁃
ＤＴＰＡ 的稀释梯度进行试验，试验方法同方法 １．４。

２　 结果与分析

２．１　 完全抗原的制备

通过 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 检测结果（图 １）可知，载体蛋

白组、ＤＴＰＡ⁃载体蛋白、重金属⁃ＤＴＰＡ⁃载体蛋白三者

形成明显的梯度，因为在蛋白胶中蛋白的分子量越

大，其迁移速率就越慢，因此可以证明完全抗原制备

是成功的。

１：Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃ＢＳＡ；２：ＤＴＰＡ⁃ＢＳＡ；３：ＢＳＡ；４：ＯＶＡ；５：ＤＴＰＡ⁃ＯＶＡ；
６：Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃ＯＶＡ。
图 １　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 试验分析 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃ＢＳＡ ／ ＯＶＡ 的制备

Ｆｉｇ． １ 　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃ＢＳＡ ／ ＯＶＡ ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ ｂｙ
ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ

２．２　 Ｃｒ 抗体库的筛选

由图 ２ 可知，通过对比完全抗原 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃ＢＳＡ ／
ＯＶＡ 和载体蛋白 ＢＳＡ ／ ＯＶＡ 组，可以看出交替筛选

后的抗体库中针对载体蛋白的抗体很少，而针对完

全抗原的抗体在逐渐增多，在第 ４ 轮后进入平台期，
随后第 ５ 轮的抗体特异性反而有所下降，可能是因

为在筛选过程中有抗体的损失，因此决定从第四轮

和第五轮中挑选 １００ 个单克隆进行验证。

图 ２　 Ｃｒ 抗体库的筛选结果

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｒ⁃ＶＨＨ

２．３　 单克隆抗体初步检测

通过对挑选的单克隆进行阳性克隆 ＥＬＩＳＡ 验

证，我们发现其中大多数是对 ＤＴＰＡ⁃ＢＳＡ 表现阳性，

３６４俞华齐等：重金属铬单克隆抗体特异性 ＥＬＩＳＡ 免疫检测方法的建立



只有少数对 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃ＢＳＡ 表现阳性，我们从中挑选

出对 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃ＢＳＡ 表现阳性较为明显的 ５ 个单克

隆（Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃ＶＨＨ ４⁃２９、Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃ＶＨＨ ４⁃３１、Ｃｒ⁃ＤＴ⁃
ＰＡ⁃ＶＨＨ ４⁃５４、 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃ＶＨＨ ４⁃６３、 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃ＶＨＨ
４⁃７２）进行下一步的验证。
２．４　 单克隆抗体特异性检测

特异性较好的单克隆抗体要求其尽量对 Ｃｒ⁃
ＤＴＰＡ⁃ＢＳＡ 表现出较好的亲和力， 而与 ＢＳＡ 和

ＤＴＰＡ⁃ＢＳＡ 的结合要弱。 图 ３ 显示，Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃ＶＨＨ
４⁃６３、Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃ＶＨＨ ４⁃７２ ２ 个抗体具有对 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃
ＢＳＡ 较好的特异性，可以进入下一步的验证。

图 ３　 单克隆抗体特异性检测结果

Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｙ

　 　 由图 ４ 可以看出，当 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ 的浓度逐渐增加

时，Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃ＶＨＨ ４⁃６３ 明显表现出抑制现象，而 Ｃｒ⁃
ＤＴＰＡ⁃ＶＨＨ ４⁃７２ 的抑制现象较弱，因此我们将 Ｃｒ⁃
ＤＴＰＡ⁃ＶＨＨ ４⁃６３ 确定为研究对象进行条件优化并

建立其免疫竞争性 ＥＬＩＳＡ 检测法。

图 ４　 单克隆抗体与 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ 竞争性 ＥＬＩＳＡ 检测结果

Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｅ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ＥＬＩＳＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ ａｎｄ ａｎｔｉ⁃
ｂｏｄｙ

２．５　 单克隆 ＶＨＨ 编码序列测定

ＶＨＨ 氨基酸序列共分为 ７ 部分：４ 个骨架区分

别为 ＦＲ１、 ＦＲ２、 ＦＲ３ 及 ＦＲ４， ３ 个超变区分别为

ＣＤＲ１、ＣＤＲ２ 及 ＣＤＲ３。 如图 ５ 所示，通过 ＤＮＡｍａｎ
软件对 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃ＶＨＨ ４⁃６３ 的测序结果分析，最终

确定其符合典型的纳米抗体序列特征［１９］。

图 ５　 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃ＶＨＨ ４⁃６３ 测序结果

Ｆｉｇ．５　 Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃ＶＨＨ ４⁃６３

２．６　 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃ＶＨＨ 间接竞争性 ＥＬＩＳＡ 检测法的

建立

２．６．１　 棋盘法确定抗原抗体最佳反应浓度及其亲

和常数 Ｋａｆｆ 测定　 随着抗体浓度的逐渐增加，ＯＤ４５０

也逐渐增大，在浓度每孔 ５×１０１０ ＰＦＵ 时开始进入平

台期。 而就抗原包被浓度而言，随着抗原浓度的增

加，抗体与抗原的结合能力没有明显的增加，尤其是

５􀆰 ０ μｇ ／ ｍｌ和 ２􀆰 ５ μｇ ／ ｍｌ浓度条件下，增加的幅度很

小，几乎接近平台期。 所以，从试验灵敏性和经济两

方面考虑，之后验证试验的最佳抗原包被浓度为

２􀆰 ５ μｇ ／ ｍｌ，抗体孵育浓度为每孔 ５×１０１０ ＰＦＵ。
根据非竞争性亲和力计算法［２０⁃２２］，该抗体 Ｃｒ⁃

ＤＴＰＡ⁃ＶＨＨ ４⁃６３ 的 Ｋａｆｆ 约为 １．２７９×１０９ Ｌ ／ ｍｏｌ。
２．６．２　 ＶＨＨ 与 ＤＴＰＡ 浓度关系确定 　 随着 ＤＴＰＡ
浓度的增加会对抗原抗体的结合产生抑制作用，所
以确定抗体与 ＤＴＰＡ 的浓度关系存在其必要性，根
据图 ６ 结果显示：ＤＴＰＡ 浓度小于 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的情况

下对抗原抗体的结合是没有影响的，所以，之后的验

证试验中螯合剂 ＤＴＰＡ 的用量应小于 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ。
２．６．３　 抗体标准抑制曲线绘制　 以 Ｃｒ３＋的浓度为横

坐标，抑制率为纵坐标绘制标准曲线（图 ７），可以算

出该抗体的最低检测限（即抑制率为 １０％）可以达

到 １ μｇ ／ Ｌ，ＩＣ５０为 ７５ ｍｇ ／ Ｌ。
２．６．４　 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃ＶＨＨ 与其他金属离子的交叉试验

　 用不同金属离子的螯合物作为竞争剂，运用建立

的间接竞争性 ＥＬＩＳＡ 法进行抗体与不同金属离子
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图 ６　 ＤＴＰＡ 浓度对抗体的抑制影响

Ｆｉｇ． ６ 　 Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＴＰＡ
ｏｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ

图 ７　 抗体标准抑制曲线

Ｆｉｇ．７　 Ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ

的交叉反应。 结果表明，该抗体与其他金属离子

（包括一价、二价及三价等不同价态的金属离子）基
本没有交叉性，证明该抗体的特异性很好。
２．６．５　 水样加标回收试验 　 在不含任何金属离子

的超纯水中加入不同梯度的重金属螯合物 Ｃｒ⁃
ＤＴＰＡ，运用建立的间接竞争性 ＥＬＩＳＡ 法进行回收

试验检测，通过与标准曲线对比计算其重金属回收

率，由表 １ 发现，其平均回收率可达 ９０％～１１４％。
表 １　 水样加标回收试验

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ Ｃｒ ｓｐｉｋｅｄ ｉｎ ｗａｔｅｒ ｓａｍｐｌｅ

水样加标浓度（ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 加标回收率（％）

１ ９０

２ ９７

４ １１４

８ １０８

３　 结 论

本试验通过螯合剂 ＤＴＰＡ 与重金属离子 Ｃｒ３＋螯

合，同时与载体蛋白 ＢＳＡ 和 ＯＶＡ 偶联，成功制备了

重金属 Ｃｒ３＋的完全抗原 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃ＢＳＡ 和 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃
ＯＶＡ 及用于排除非特异性的无金属抗原 ＤＴＰＡ⁃ＢＳＡ
和 ＤＴＰＡ⁃ＯＶＡ。

以 ２ 种完全抗原 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃ＢＳＡ 和 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃
ＯＶＡ 交替筛选的方式，结合噬菌体展示技术，成功

筛选了 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ 抗体库，并通过单克隆筛选得到了

两个特异性针对 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ 的单克隆抗体，即 Ｃｒ⁃ＤＴ⁃
ＰＡ⁃ＶＨＨ ４⁃６３ 及 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃ＶＨＨ ４⁃７２。

抗 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ 的单克隆纳米抗体 Ｃｒ⁃ＤＴＰＡ⁃ＶＨＨ
４⁃６３，亲和力较高，亲和常数为 １．２７９×１０９ Ｌ ／ ｍｏｌ；与
其他金属离子没有交叉反应，特异性很强，并由此初

步建立了间接竞争性 ＥＬＩＳＡ 检测法，且最低检测限

达到 １ μｇ ／ Ｌ；水样加标回收试验平均回收率 ９０％～
１１４％，达到国家饮用水检测标准。 该方法方便快

捷，适用于常见农业灌溉水体及生活饮用水的检测。
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