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　 　 摘要:　 利用噬菌体展示技术ꎬ以广谱型单克隆抗体筛选十二肽噬菌体展示库ꎬ获得能够模拟有机磷类农药抗

原表位的十二肽ꎬ建立了一种间接竞争 ＥＬＩＳＡ 方法用于检测多种有机磷类农药ꎮ 结果表明ꎬ获得的特异性多肽氨

基酸序列为 ＨＰＡＰＤＨＳＳＱＳＨＱꎬ呈现出较好的抗原性、亲水性及表面可及性ꎬ可广谱模拟有机磷农药抗原表位ꎮ 所

建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方法对有机磷农药通用结构半抗原(ＢＰＢ)的 ＩＣ５０和 ＩＣ１０分别为 １􀆰 ７７６ μｇ / ｍｌ及 ０􀆰 ３５８ μｇ / ｍｌꎬ与
对硫磷、蝇毒磷、乙拌磷、辛硫磷、喹硫磷和三唑磷的交叉反应率分别为 ５８􀆰 ７４％、４４􀆰 ９３％、５２􀆰 ０３％、４３􀆰 ９８％、３６􀆰 ８２％
和 ４􀆰 ８７％ꎮ 建立的检测方法具有绿色、广谱、高效的特点ꎬ是一种新型有机磷类农药累积毒性检测技术ꎮ
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　 　 有机磷类农药具有神经毒性ꎬ可以使乙酰胆碱

酯酶磷酸化而失活ꎬ影响神经效应器、自主神经以及

神经与肌肉节点ꎬ从而引起麻痹和肌无力[１]ꎮ 有机

磷类农药可以通过消化道、皮肤甚至呼吸系统进入

人体[２]ꎮ 农业部第 １９９ 号公告中列出的禁止在农产

品中使用的农药共有 １９ 种ꎬ其中有机磷类农药占
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１７ 种ꎮ
有机磷农药的检测有一系列基于液相气相色谱

的分析方法[３￣４] 和酶联免疫吸附法(Ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙꎬＥＬＩＳＡ) [５￣７]ꎮ ＥＬＩＳＡ 法具有高

通量、高灵敏度和特异性强的特点ꎮ 基于单克隆和

多克隆抗体建立的 ＥＬＩＳＡ 检测方法操作难度大且

时间长[８]ꎮ 利用噬菌体展示技术ꎬ可筛选到特异结

合靶分子的多肽ꎬ为快速、高效检测方法的建立提供

了可能[９]ꎮ 用噬菌体展示技术可将多肽或者蛋白

质表达在噬菌体的表面[１０]ꎬ而且在高温[１１]、酶催

化[１２]和有机溶剂中[１３]都具有良好的稳定性ꎮ
目前ꎬ应用噬菌体展示技术ꎬ针对农药小分

子制备表位多肽、抗体及抗独特型抗体ꎬ建立无

毒无害、绿色检测方法的研究发展较快 [１４￣１５] ꎮ 但

基于有机磷农药抗独特型抗体的绿色检测方法

的研究相对较少ꎬ特别是对具有相同毒性机理、
严重影响人类健康的家族类农药ꎬ急需绿色的快

速检测方法ꎮ
本研究利用噬菌体展示技术ꎬ筛选能模拟有机

磷类农药通用结构(ＢＰＢ)抗原表位的多肽ꎬ建立针

对有机磷类农药的绿色 ＥＬＩＳＡ 检测方法ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

ＢＰＢ￣ＫＬＨ 小鼠单克隆抗体ꎬ由本实验室(江苏

省农业科学院食品质量安全与检测研究所分子技术

与生物安全研究室)制备并鉴定活性ꎻＨＲＰ 标记的

抗 Ｍ１３ 抗体ꎬ购于 Ｐｈａｒｍａｃｉａ 公司ꎻＰｈ.Ｄ.￣１２ 噬菌体

展示肽库试剂盒、宿主菌 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＥＲ２７３８ 以

及 ｇⅢ测序引物(５′￣ＨＯＣＣＣＴＣＡＴＡＧＴＴＡＣＧ￣３′)ꎬ购于

英国 ＮＥＢ 公司ꎻ牛血清白蛋白(ＢＳＡ)购于 Ｓｉｇｍａ 公

司ꎻ四环素、异丙基硫代半乳糖苷、５￣溴￣４￣氯￣３￣吲哚￣
β￣Ｄ￣半乳糖苷(ｘ￣ｇａｌ)ꎬ购于北京索莱宝科技有限公

司ꎮ
１.２　 抗体制备纯化及鉴定

复苏并培养单克隆细胞ꎬ制备腹水ꎬ用辛酸￣硫
酸铵法[１６]初步纯化抗体ꎬ用 ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 纯化柱进一步

纯化初纯抗体ꎬ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ( ＳＤＳ￣ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ)电泳测定抗体纯度ꎬＥＬＩＳＡ 检测抗体

灵敏度与活性ꎮ
１.３　 十二肽库筛选有机磷农药抗独特型抗体

将有机磷农药单克隆抗体(Ａｎｔｉ￣ＢＰＢ) 用 ０􀆰 １

ｍｏｌ / Ｌ ＮａＨＣＯ３( ｐＨ８􀆰 ６)稀释到 １００ μｇ / ｍｌꎬ将 １􀆰 ５
ｍｌ 抗体稀释液均匀包被于无菌酶联免疫六孔板一

孔中ꎬ在 ４ ℃环境中温和摇动过夜(２０ ｒ / ｍｉｎ)ꎮ 第 ２
ｄ 弃去包被液ꎬ在吸水纸上用力拍干ꎬ ＴＢＳＴ ( ５０
ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌꎬｐＨ ＝ ７􀆰 ５ꎬ１５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬ０􀆰 １％
ｔｗｅｅｎ￣２０)洗涤 ３ 次后ꎬ用 ３􀆰 ０ ｍｌ 封闭液(０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ
ＮａＨＣＯ３ꎬ５ ｍｇ / ｍｌ ＢＳＡ)ꎬ３７ ℃下封闭 ２ ｈꎮ 重复弃

液过程ꎬＴＢＳＴ 快速清洗 ６ 次ꎬ注意动作迅速ꎬ防止板

底干燥ꎮ 取 １０ μｌ 十二肽库(２×１０９个克隆)ꎬ溶解到

１ ｍｌ ＴＢＳＴ 中ꎬ加入孔中ꎬ室温温和摇动 ６０ ｍｉｎꎮ 弃

去噬菌体溶液ꎬ用 ＴＢＳＴ 洗涤 １０ 次ꎬ在吸水纸上拍

干ꎮ 加入 ５００ μｌ 浓度为 １ ｍｍｏｌ / Ｌ ＢＰＢ 进行竞争洗

脱ꎬ室温温和摇动 １􀆰 ０ ｈꎬ收集竞争洗脱液ꎮ 每轮噬

菌体筛选的产出和投入都进行滴度测定ꎮ
在接下来 ３ 轮筛选过程中ꎬ维持抗体包被量ꎮ

从第 ２ 轮开始ꎬ洗涤次数增加到 ３０ 次ꎬＴｗｅｅｎ￣２０ 浓

度增加到 ０􀆰 ５％ꎬ并且加入扣除淘选步骤:先将扩增

好的噬菌体加入到 １００ μｇ / ｍｌ ＢＳＡ 包被过夜孔中ꎬ
室温温和摇动 １􀆰 ０ ｈ 后再将其转移到包被抗体的孔

中ꎬ室温温和摇动 １􀆰 ０ ｈꎮ 进行竞争洗脱ꎮ
噬菌体滴度测定:在 ＬＢ 培养基中将噬菌体１ ∶

１００ 接种于宿主菌 Ｅ.ｃｏｌｉ ＥＲ２７３８ꎬ培养至对数中期

３􀆰 ０ ｈ (ＯＤ６００≈０􀆰 ５)ꎮ 将顶层培养基加热并且分装

３􀆰 ０ ｍｌꎬ放在 ４５ ℃ 水浴中保温ꎮ 将制备好的 ＬＢ /
ＩＰＴＧ / Ｘｇａｌ 平板放置于 ３７ ℃培养箱中预热ꎮ 每个

稀释梯度的噬菌体分别取 １０ μｌꎬ加入到 ２００ μｌ
ＥＲ２７３８ 中ꎬ振荡混匀ꎬ室温下反应 ５ ｍｉｎꎮ 菌液侵染

完毕后加入到温育的顶层培养基中ꎬ迅速混匀ꎬ倒入

平板ꎮ 倾斜旋转平板ꎬ冷却 ５ ｍｉｎ 后倒置于 ３７ ℃培

养箱中培养过夜ꎮ 第 ２ ｄꎬ选择小于 １００ 个噬菌斑的

平板进行滴度计算ꎮ
噬菌体扩增:将洗脱的噬菌体加入到 ２０􀆰 ０ ｍｌ

对数前期的 ＥＲ２７３８ 中ꎬ３７ ℃中剧烈摇晃培养 ４􀆰 ５ ｈ
(２５０􀆰 ０ ｍｌ 三角瓶)ꎮ 扩增完毕后转移至 ５０􀆰 ０ ｍｌ 离
心管中ꎬ４ ℃、１２ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ上清转移到新

离心管中ꎬ再次 ４ ℃、１２ ０００ ｇ 离心 ２ ｍｉｎꎮ 上清加

入 ３􀆰 ４ ｍｌ ＰＥＧ / ＮａＣｌ 溶 液 ( ２０％ ＰＥＧ８０００ꎬ ２􀆰 ５
ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ)ꎬ４ ℃沉淀过夜ꎮ 次日 ４ ℃ １２ ０００ ｇ 离

心 １５ ｍｉｎꎮ 弃上清ꎬ再离心ꎮ 沉淀重悬于 １􀆰 ０ ｍｌ
ＴＢＳ [５０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ ( ｐＨ ７􀆰 ５)ꎬ １５０ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＮａＣｌ] 中ꎬ１４ ０００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎬ去除细胞碎片ꎬ再次

重悬于 １􀆰 ０ ｍｌ ＴＢＳ 中ꎬ即为噬菌体扩增液ꎮ
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１.４　 噬菌体阳性克隆的鉴定

将 １ μｇ / ｍｌ有机磷单抗加入 ９６ 孔酶标板中ꎬ每
孔 １００ μｌꎬ４ ℃包被过夜ꎮ 甩去包被液ꎬ用 ＴＢＳＴ 洗

板 ３ 次ꎬ拍干后加入 ３％脱脂奶粉封闭ꎬ每孔 ２００ μｌꎬ
３７ ℃放置 ２􀆰 ０ ｈꎮ 弃去封闭液ꎬ用 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次后

加入 １０ 倍稀释后的噬菌体溶液ꎬ３７ ℃ 下反应 １􀆰 ５
ｈꎮ 用 ３％脱脂奶粉１ ∶ ５ ０００稀释 ＨＲＰ 标记的抗

Ｍ１３ 抗体ꎬ３７ ℃反应 １􀆰 ０ ｈꎮ 用 ＴＢＳＴ 洗板 ４ 次ꎬ加
入显色液ꎬ１５ ｍｉｎ 后用 ２ ｍｏｌ / Ｌ Ｈ２ ＳＯ４终止显色反

应ꎬ用酶标仪测定 ＯＤ４５０ꎬ重复 ３ 次ꎮ 不加噬菌体溶

液孔设定为阴性对照组ꎬ试验组 /阴性对照组比值大

于 ２.１ꎬ即可判定为阳性孔ꎮ
１.５　 噬菌体 ＤＮＡ 测定

扩增阳性噬菌体克隆ꎬ测序引物为 ５′￣ＨＯＣＣＣＴ￣
ＣＡＴＡＧＴＴＡＣＧ￣３′ꎮ 菌液送金斯瑞公司测序ꎮ
１.６　 有机磷农药竞争抑制试验

方阵滴定法确定最佳工作浓度ꎬ将浓度为 ０􀆰 ０６
μｇ / ｍｌ的鼠单克隆抗体加入 ９６ 孔板中ꎬ每孔 １００ μｌꎬ
４ ℃包被过夜ꎮ 次日 ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ加入 ３％脱脂

奶粉ꎬ每孔 ２００ μｌꎬ于 ３７ ℃ 下封闭 ２􀆰 ０ ｈꎮ 在这期

间ꎬ将 ５０ μｌ 噬菌体(１×１０９ ＣＦＵ / ｍｌ)分别与 ５０ μｌ
浓度为 ２０􀆰 ０００ μｇ / ｍｌ、１０􀆰 ０００ μｇ / ｍｌ、５􀆰 ０００ μｇ / ｍｌ、
２􀆰 ５００ μｇ / ｍｌ、 １􀆰 ２５０ μｇ / ｍｌ、 ０􀆰 ６２５ μｇ / ｍｌ、 ０􀆰 ３１３
μｇ / ｍｌ和 ０􀆰 １５６ μｇ / ｍｌ的 ＢＰＢ 于 ３７ ℃下预混 １􀆰 ０ ｈꎮ
封闭完成后ꎬＰＢＳＴ 洗板 ３ 次ꎬ将预混液加入孔中ꎮ
阳性对照为 ５０ μｌ 噬菌体和 ５０ μｌ ＰＢＳꎬ阴性对照为

１００ μｌ ＰＢＳꎬ３７ ℃反应 １􀆰 ５ ｈꎮ ＰＢＳＴ 洗板 ３ 次ꎬ加入

用封闭液５ ０００倍稀释的抗 Ｍ１３ 抗体ꎬ每孔 １００ μｌꎬ
３７ ℃反应 １􀆰 ０ ｈꎮ ＰＢＳＴ 洗板 ４ 次ꎬ加入显色液ꎬ１５
ｍｉｎ 后每孔加入 ５０ μｌ ２ ｍｏｌ / Ｌ Ｈ２ＳＯ４终止反应ꎮ 用

酶标仪测定 ＯＤ４５０ꎬ计算抑制率[１７]ꎮ
１.７　 噬菌体克隆交叉反应率的测定

利用间接竞争 ＥＬＩＳＡ 方法测定阳性噬菌体克

隆对不同有机磷农药的敏感性ꎮ 包被有机磷农药单

抗(０􀆰 ６ μｇ / ｍｌ)ꎬ每孔 １００ μｌꎬ４ ℃过夜ꎮ 次日封闭

完成后ꎬ将硫磷、蝇毒磷、乙拌磷、辛硫磷、喹硫磷、三
唑磷分别用 １０％ 丙酮 / ＰＢＳ 稀释 ６ 个浓度梯度:
２０􀆰 ０００ μｇ / ｍｌ、１０􀆰 ０００ μｇ / ｍｌ、５􀆰 ０００ μｇ / ｍｌ、２􀆰 ５００
μｇ / ｍｌ、１􀆰 ２５０ μｇ / ｍｌ、０􀆰 ６２５ μｇ / ｍｌꎮ 取 ５０ μｌ 农药与

５０ μｌ 噬菌体(１×１０９ ＣＦＵ / ｍｌ)于 ３７ ℃ 下预混 １􀆰 ５
ｈꎮ ＰＢＳＴ 洗板 ３ 次后ꎬ加入预混液ꎬ３７ ℃ 预混 １􀆰 ５
ｈꎮ 经过添加抗 Ｍ１３ 抗体ꎬ显色ꎬ测定 ＯＤ４５０ꎮ 设置

阳性对照组ꎬ计算抑制率ꎮ 阻断剂分别为硫磷、蝇毒

磷、乙拌磷、辛硫磷、喹硫磷、三唑磷ꎬ计算上述农药

ＩＣ５０ 和交叉反应率 ( ＣＲ)ꎬ ＣＲ ＝ ＩＣ５０ꎬＢＰＢ / ＩＣ５０ꎬ农药 ×
１００％[１７]ꎮ
１.８　 噬菌体十二肽模拟表位的同源性分析及理化

性质鉴定

　 　 将目的片段翻译成十二肽氨基酸序列ꎬ登陆

ＮＣＢＩ 网站ꎬ利用 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｂｌａｓｔ 进行蛋白质的同源性

分析ꎮ 利用 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ 软件初步分析预测目的片段

的理化性质ꎮ
１.９　 噬菌体十二肽模拟抗原表位及其预测

利用 Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ Ｐｒｏｔｅａｎ 程序预测噬菌体十二肽

的抗原表位ꎮ

２　 结 果

２.１　 抗体制备纯化及鉴定

复苏培养细胞制备腹水ꎬ利用辛酸￣硫酸铵法初

步纯化腹水后ꎬ用 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 柱纯化抗体ꎮ ＥＬＩＳＡ 法

检测抗体效价ꎬ用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测抗体纯度ꎮ 结果

(图 １)显示ꎬ在５.５×１０４(重链)和２.５×１０４(轻链)处

有清晰的条带ꎮ

Ｍ:蛋白质分子量标准ꎻ１:初步纯化的单抗ꎻ２:过柱纯化的单抗ꎮ
图 １　 ＢＰＢ￣ＫＬＨ 小鼠单克隆抗体的纯化

Ｆｉｇ.１　 Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｆｏｒ ＢＰＢ￣ＫＬＨ
ｉｎ ｍｉｃｅ

２.２　 利用十二肽库淘选有机磷类抗独特型抗体

对每一轮投入产出比的分析结果表明ꎬ投入量

稳定ꎬ特异性结合靶分子的噬菌体得到充分富集

(表 １)ꎮ
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表 １　 噬菌体展示十二肽库针对 ＢＰＢ 单抗筛选的投入产出比

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ ａｇａｉｎｓｔ ＢＰＢ
ｆｒｏｍ ｐｈａｇｅ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｒａｎｄｏｍ １２￣ｍｅｒ ｐｅｐｔｉｄｅ ｌｉｂｒａｒｙ

筛选轮数
噬菌体投入量

(ｐｆｕ)
噬菌体产出量

(ｐｆｕ) 产出 / 投入

１ ４.０×１０１０ ２.２×１０４ ５.５×１０－７

２ １.０×１０１１ １.７×１０５ １.７×１０－６

３ １.６×１０１１ ３.０×１０６ １.９×１０－５

４ １.１×１０１１ ７.０×１０６ ６.４×１０－５

２.３　 ＥＬＩＳＡ 鉴定阳性克隆

从第 ４ 轮筛选结果中挑选 ２０ 个噬菌体单克隆

并编号ꎬ进行单克隆 ＥＬＩＳＡ 验证ꎬ共鉴定出 ５ 个阳

性克隆(阳性值 /阴性比值>２􀆰 １)ꎬ分别为 ４ 号、５ 号、
７ 号、１０ 号和 １８ 号(图 ２)ꎮ
２.４　 噬菌体十二肽测序结果

将得到的 ５ 个阳性克隆进行测序ꎬ得到 ３ 种不

同的氨基酸序列(表 ２)ꎮ

图 ２　 噬菌体阳性克隆 ＥＬＩＳＡ 测定

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｐｈａｇｅ ｃｌｏｎｅｓ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ

表 ２　 ５ 个噬菌体阳性克隆的测序结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｖｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｅｓ ｏｆ ｐｈａｇｅ

编号 　 　 　 　 　 　 　 碱基序列(５′→３′) 氨基酸序列

４、７ ＧＧＡＡＧＧＣＡＣＣＧＡＣＣＣＣＡＡＡＧＧＣＣＴＣＧＡＣＡＴＣＧＴＡＧＣ ＫＡＰＴＰＫＡＳＴＳ￣Ｑ

５ ＡＣＣＣＣＧＣＣＣＣＡＧＡＴＣＡＴＴＣＴＴＣＧＣＡＧＴＣＴＣＡＴＣＡＡＡ ＨＰＡＰＤＨＳＳＱＳＨＱ

１０、１８ ＣＴＧＣＡＣＡＣＴＣＧＴＣＡＣＡＣＧＣＣＣＣＡＣＡＴＣＡＴＴＡＴＣＡＴＡ ＰＡＨＳＳＨＡＰＨＨＹＨ

２.５　 噬菌体阳性克隆竞争抑制曲线

将噬菌体上清与 ＢＰＢ 进行预混ꎬ然后结合固相

化的 ＢＰＢ 抗体ꎮ 结果表明ꎬ５ 号噬菌体(ＨＰＡＰＤＨ￣
ＳＳＱＳＨＱ)竞争效果明显ꎬ在最佳工作浓度下ꎬ随着

ＢＰＢ 浓度的不断增大ꎬ对噬菌体与有机磷农药抗体

结合的影响也不断增大(图 ３)ꎮ ４ 号、１０ 号噬菌体

无竞争活性ꎮ ５ 号噬菌体抗体对 ＢＰＢ 的抑制率关

系为 Ｙ ＝ ５７.４６４ｘ＋ ３５􀆰 ６６７ꎬ 线 性 范 围 为 ０.６２５~
１０􀆰 ０００ μｇ / ｍｌꎬ相关系数 ｒ＝ ０.９９８ ２ꎬ ＩＣ５０ 为 １􀆰 ７７６
μｇ / ｍｌꎬＩＣ１０为 ０􀆰 ３５８ μｇ / ｍｌꎮ
２.６　 噬菌体与不同农药的交叉反应率

由于 ＢＰＢ 是有机磷类农药的通用结构ꎬ所以此

模拟抗原表位多肽能够与多种有机磷农药竞争结合

图 ３　 阳性克隆间接竞争 ＥＬＩＳＡ 结果

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓｏｆ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ＥＬＩＳＡ ａｍｏｎｇｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｃｌｏｎｅｓ
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抗体(表 ３)ꎮ

表 ３　 噬菌体与不同农药的交叉反应率

Ｔａｂｌｅ ３ 　 Ｔｈｅ ｃｒｏｓｓ￣ｒｅａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｈａｇｅ ａｇａｉｎｓｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｅｓｔｉ￣

ｃｉｄｅｓ

农药名称
ＩＣ５０

(μｇ / ｍｌ)
交叉反应率

(％)

ＢＰＢ １.７７６ １００.００

对硫磷 ３.０２３ ５８.７４

蝇毒磷 ３.９５３ ４４.９３

乙拌磷 ３.４１３ ５２.０３

辛硫磷 ４.０３８ ４３.９８

喹硫磷 ４.８２３ ３６.８２

三唑磷 ３６.４６８ ４.８７

２.７　 噬菌体十二肽模拟表位的同源性及理化性质

将目的片段碱基序列翻译为氨基酸序列ꎬ登陆

ＮＣＢＩ 网站ꎬ利用 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｂｌａｓｔ 进行蛋白质同源性分

析ꎬ发现数据库中有一种蛋白质 (编号为 ＷＰ ＿
０５６９２７９５３.１ꎬ是诺卡氏菌 Ｓｏｉｌ８０５ 冷凝蛋白 Ｂ) 在

２１８~２２２ 位置与筛选到的噬菌体十二肽序列 ＰＡＰ￣
ＤＨ 完全一致ꎬ同源性为 ８２％ꎮ 利用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 软件

分析序列 ＨＰＡＰＤＨＳＳＱＳＨＱꎬ其分子量为１ ３２７.３ꎬｐＩ
值是 ６􀆰 ２５ꎬ在酵母菌中的半衰期为 １０ ｍｉｎꎬ在大肠

杆菌中的半衰期大于 １０􀆰 ０ ｈꎬ不稳定指数为 １０１􀆰 ３
(大于 ４０􀆰 ０ 为不稳定)ꎬ平均亲水性指数为－１􀆰 ９９２
(小于 ０ 为亲水)ꎮ
２.８　 噬菌体十二肽模拟抗原表位预测

利用 Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ Ｐｒｏｔｅａｎ 软件分析序列 ＨＰＡＰ￣
ＤＨＳＳＱＳＨＱ 的抗原表位ꎮ 按照 Ｐｌｏｔ￣Ｅｍｉｎｉ 方法分析

预测蛋白质表面可及性ꎬ按照 Ｐｌｏｔ￣Ｋｙｔｅ￣Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ 氨

基酸亲水性分析方法分析多肽的亲水区ꎬ按照 Ｇａｍ￣
ｉｅｒ￣Ｒｏｂｓｏｎ 方法分析预测多肽二级结构ꎬ按照 Ｊａｍｅ￣
ｓｏｎ￣Ｗｏｌｆ 方法分析预测多肽中抗原指数较高的区

域ꎮ 结果显示ꎬ位于 Ｎ 端第３~ １０ 个氨基酸区域的

抗原指数最高ꎬ此区域氨基酸形成的是 β 转角ꎬ其
表面可及指数和氨基酸亲水性指数均大于 ０ꎬ推测

多肽的抗原表位极有可能在此区间ꎮ

３　 讨 论

本试验利用快速高效的噬菌体展示十二肽库淘

选技术ꎬ成功筛选出能够模拟 ＢＰＢ 抗原表位的多

肽ꎬ并利用间接竞争 ＥＬＩＳＡ 方法ꎬ建立了一种针对

有机磷类农药的高效、广谱、无毒检测新方法ꎮ
在噬菌体筛选过程中ꎬ随着每轮的淘选与扩增ꎬ

与靶分子特异性结合的噬菌体得到充分扩增ꎮ 每轮

都保持稳定的投入量ꎬ直到大多数噬菌体都有一个

共同的序列为止ꎮ 根据不同的筛选策略和筛选交互

作用ꎬ淘选需要 ２ ~ ３ 轮ꎬ如果 ３ 轮后仍没有共有序

列ꎬ可以再次扩增进行第 ４ 轮筛选ꎬ也有进行 ５ 轮甚

至更多轮数筛选的报道[１８]ꎮ 交叉使用不同淘选策

略也有报道[１９]ꎮ 试验中会出现扩增效果差的现象ꎬ
其原因可能是没有通气培养或在宿主菌未达到对数

前期时接种噬菌体而导致ꎮ 正确的方法是在对数前

期接种(ＯＤ６００<０􀆰 ０５)ꎬ过长时间培养会导致噬菌体

某些特性丢失ꎮ
文献[２０]报道的间接竞争 ＥＬＩＳＡ 检测方法的

检测广谱性与本研究基本一致ꎬ对有机磷类农药的

检测限为３.５~ １６２􀆰 ２ ｎｇ / ｍｌꎬ优于本试验的检测限

３５８.０~１ ７７６.０ ｎｇ / ｍｌꎮ 但是本研究建立的 ＥＬＩＳＡ 方

法中ꎬ用抗独特型抗体与农药小分子竞争替代了人

工抗原与农药小分子的竞争ꎬ绕过了人工抗原的合

成ꎬ降低了有机溶剂和半抗原对环境和人体健康的

威胁ꎬ是一种环境友好绿色的免疫检测方法ꎮ 本试

验成功筛选到能够模拟抗原 ＢＰＢ 的噬菌体ꎬ建立的

检测方法基本能满足对农产品中有机磷类农药初筛

检验的要求ꎬ并可以用于环境中有机磷农药的监测ꎮ
下一步试验将进行多肽的可溶性表达ꎬ建立基于多

肽的检测方法ꎬ为金标试纸条的研制提供基础ꎮ
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