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　 　 摘要:　 本研究利用竞争洗脱法淘选与 Ｃｒｙ３Ｂｂ 毒素具有亲和力的特异性短肽ꎬ以此建立间接竞争酶联免疫吸

附检测方法(ＩＣ￣ＥＬＩＳＡ)ꎮ 经过 ４ 轮淘选、富集ꎬ获得与靶蛋白具有较高亲和力的 Ｂ１０ 克隆(ＡＣＩＨＳＰＴＡＬＣＧＧＧ)ꎮ 所

建立的检测方法稳定性较好ꎬ变异系数在 ５％以内ꎻ线性检测范围为 ０.０３~ ２９􀆰 ９５ μｇ / ｍｌꎬ线性回归方程为 (Ｙ＝
２０􀆰 ０４４ｘ＋５０􀆰 ４０７ꎬＲ２ ＝ ０.９８３ ４)ꎬ检测限为 ０.００９ ６ μｇ / ｍｌꎬ在玉米样品中提取回收率为 ９２.２６％~ １０１􀆰 ２２％ꎮ 本研究

所建立的 ＥＬＩＳＡ 检测方法为粮食中 Ｃｒｙ３Ｂｂ 蛋白的定量检测提供了有效的手段ꎬ在转基因产品的检验检疫中有较

高的应用价值ꎮ
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　 　 近十年ꎬＢｔ 转基因作物商品化种植推广迅

速[１]ꎬ研究发现长期大面积种植后会造成杀虫基因

逃逸ꎬ生物多样性下降以及对非目标生物的间接危

０９６



害等风险[２￣３]ꎬ同时对土壤和水体生态系统也存在潜

在的风险[４￣５]ꎬ因此ꎬ在进行转基因作物研究、开发和

商业化的同时ꎬ必须建立恰当的方法对粮食及环境

中转基因成分进行快速鉴定与检测ꎮ
针对 Ｂｔ Ｃｒｙ１Ａｃ / Ａｂ 毒素的抗体制备及 ＥＬＩＳＡ

检测方法ꎬ国内外已有大量报道[６￣７]ꎬ市场上用于检

测 Ｂｔ 毒素的试剂盒大多数是采用以多克隆或单克

隆抗体为检测元件ꎬ其免疫过程比较繁琐ꎬ且受个体

和免疫过程的影响较大ꎮ 噬菌体展示技术可以克服

上述缺点ꎬ该技术是对含有数以亿计克隆的随机片

段进行快速高通量的筛选ꎬ获得的阳性克隆可被用

于分子识别、快速检测试剂开发等领域[８￣９]ꎮ 目前利

用该技术获得的针对 Ｃｒｙ１ 类毒素蛋白的单链抗体

和多肽在 Ｂｔ 毒素检测方面也已得到初步应用[１０￣１１]ꎮ
Ｃｒｙ３ 类毒素对鞘翅目害虫有特殊的防治效

果[１２]ꎬ而被广泛使用ꎬ但是对于 Ｃｒｙ３ 类毒素的检测

试剂目前研究并不普遍ꎮ 本研究利用噬菌体展示技

术筛选 Ｃｒｙ３Ｂｂ 特异亲和肽段ꎬ用该肽段代替 ＥＬＩＳＡ
检测中的特异性抗体ꎬ建立 Ｃｒｙ３Ｂｂ 毒素竞争 ＥＬＩＳＡ
检测方法ꎬ用于粮食中毒素蛋白的检测ꎬ为进一步简

化 Ｂｔ 毒素的检测技术和相关免疫检测试剂盒的生

产提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试剂和材料

Ｐｈ.Ｄ.￣Ｃ７Ｃ 噬菌体展示肽库、受体菌 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ ＥＲ ２７３８、￣９６ ｇⅢ测序引物: ５′￣ＨＯＣＣＣＴＣＡＴ￣
ＡＧＴＴＡＧＣＧＴＡＡＣＧ￣３′ꎬ购于 ＮＥＢ 公司ꎬＨＲＰ￣Ｍ１３ 抗

体购自美国 Ａｂｃａｍ 公司ꎬＣｒｙ３Ｂｂ 毒素购自上海佑隆

生物公司ꎬ酶标仪购于美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司ꎬ酶标板购

于美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司ꎬ其他化学试剂均为分析纯产

品ꎮ
１.２　 Ｃｒｙ３Ｂｂ 亲和肽的筛选

主要参照 Ｐｈ.Ｄ.￣Ｃ７Ｃ 噬菌体展示肽库试剂盒使

用手册进行淘选ꎮ 以 ＢＳＡ 为负筛选靶标包被 ６ 孔板

进行预筛选ꎬ再与活化的 Ｃｒｙ３Ｂｂ 毒素结合ꎬ并以竞争

洗脱方式进行洗脱ꎮ 第 １ 轮洗涤条件是 ０. １％的

Ｔｗｅｅｎ２０ 洗 １０ 次ꎬ第 ２ 轮和第 ３ 轮用 ０.５％的 Ｔｗｅｅｎ２０
各洗 ２０ 次ꎬ第 ４ 轮洗涤 ２５ 次ꎮ 经 ４ 轮淘选和扩增ꎬ
从噬菌斑中随机挑取 ２０ 个单克隆ꎬ菌液 ＤＮＡ 测序由

上海生工生物技术公司完成ꎬ引物为￣９６ｇⅢꎮ 使用

ＤＮＡＭＡＮ 和 Ｓｗｉｓｓ 数据库序列进行分析ꎮ

１.３　 噬菌体捕获的 ＥＬＩＳＡ 检测方法

将测序结果不同的环七肽噬菌体克隆进行扩

增、ＰＥＧ 纯化ꎬ测定滴度ꎮ 靶蛋白用 ＣＢＳ 进行稀释ꎬ
以 １０ μｇ / ｍｌ 包被酶标板ꎬ４ ℃过夜ꎬＢＳＡ 作为阴性

对照ꎮ 次日封闭 ２ ｈꎬ每孔分别加入 １０１１ ＰＦＵ 噬菌

体室温孵育 １ ｈꎬ洗涤后加入 ＨＲＰ￣Ｍ１３ 抗体(１ ∶
５ ０００稀释)结合 １ ｈꎬ洗去未结合的抗体ꎬ加入底物

ＴＭＢ 显色ꎬ测定吸光值 Ａ４５０ꎮ
１.４　 ＩＣ￣ＥＬＩＳＡ 检测方法的建立及特异性分析

采用棋盘滴定确定 Ｃｒｙ３Ｂｂ 的最佳包被浓度以

及阳性噬菌体克隆的最佳稀释倍数ꎮ 按最佳

Ｃｒｙ３Ｂｂ 浓度包被微孔ꎬ４ ℃过夜ꎬＭＰＢＳ 封闭后ꎬ加
入孵育过夜的毒素与多肽的混合物(取 ５０ μｌ 最佳

稀释倍数的噬菌体阳性克隆与 ５０ μｌ Ｃｒｙ３Ｂｂ 毒素混

匀ꎬ毒素起始浓度为 ３２０ μｇ / ｍｌꎬ ４ 倍梯度稀释ꎬ共 ８
个梯度)ꎬ同时以 ＢＳＡ 作为阴性对照ꎬ加入 ＨＲＰ 标

记抗 Ｍ１３ꎬＴＭＢ 显色后测定 Ａ４５０值ꎮ 做 ３ 次平行重

复试验ꎬ计算抑制率ꎮ 抑制率计算方法:抑制率 ＝
(抑制前Ａ４５０－抑制后 Ａ４５０) /抑制前 Ａ４５０ ×１００％ꎮ 分

别以类似物 Ｃｒｙ１Ｃ、Ｃｒｙ１Ｂ、Ｃｒｙ１Ａｂ 作为竞争抑制

物ꎬ测定交叉反应率(ＣＲ)ꎬ评价该方法的抗原特异

性ꎮ
１.５　 实际样品检测

鉴定空白玉米样品并进行添加回收[１０]ꎬ 加入

Ｃｒｙ３Ｂｂ 毒素的终浓度分别为 ５０ ｎｇ / ｇ、５００ ｎｇ / ｇ、
５ ０００ ｎｇ / ｇꎮ 分 ３ 批添加ꎬ每次测定 ３ 次ꎬ计算添加

回收试验中 Ｃｒｙ３Ｂｂ 毒素的回收率( 回收率 ＝检测

值 /理论值× １００ ％ ) 及变异系数(ＣＶ ＝相对标准

偏差 /回收率) ꎮ
１.６　 数据分析

采用 ＳＰＳＳ 软件进行数据处理ꎬ采用 Ｅｘｃｅｌ 进行

克隆亲和力特异性分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 特异性环 ７ 肽的筛选

以 Ｃｒｙ３Ｂｂ 为靶分子ꎬ使噬菌体表面展示的随机

多肽与之结合ꎮ 第 ４ 轮筛选后特异性噬菌体得到明

显富集(表 １)ꎮ
　 　 从第 ４ 轮产物中随机选取 ２０ 个噬菌体单克隆ꎬ
并以野生型噬菌体作为对照ꎬ将其调整到同一滴度

后进行 ＥＬＩＳＡ 检测ꎬ发现有 １３ 个噬菌体单克隆与

Ｃｒｙ３Ｂｂ 结合性较强(图 １)ꎮ

１９６王　 耘等:亲和短肽用于快速检测转基因蛋白 Ｃｒｙ３Ｂｂ



表 １　 Ｃｒｙ３Ｂｂ 筛选对噬菌体多肽的富集效应

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｐｈａｇｅ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ａｇａｉｎｓｔ Ｃｒｙ３Ｂｂ

筛选轮数
投入噬菌体
数量 (ＰＦＵ)

产出噬菌体
数量 (ＰＦＵ) 产出投放比

１ １.５×１０１１ ５.５×１０４ ３.６７×１０－７

２ ２.０×１０１１ ３.７×１０５ １.８５×１０－６

３ １.８×１０１１ ２.５×１０７ １.３９×１０－４

４ １.９×１０１１ ６.９×１０８ ３.６３×１０－３

２.２　 特异性多肽的序列分析

将筛选获得的 １３ 个单克隆噬菌体进行核苷酸

序列测定ꎬ结果表明ꎬ１、３、５、１０、１２、１３、１７、１８、１９、２０
号这 １０ 个噬菌体展示的多肽氨基酸序列一致ꎬ为
ＡＣＩＨＳＰＴＡＬＣＧＧＧꎬ而 ２、６、９ 号噬菌体的多肽氨基

酸序列没有同源性ꎮ

图 １　 单克隆噬菌体 ＥＬＩＳＡ 鉴定 Ｃｒｙ３Ｂｂ 噬菌体多肽

Ｆｉｇ.１　 Ｐｈａｇｅ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ａｇａｉｎｓｔ Ｃｒｙ３Ｂｂ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ

２.３　 测序肽段的结合鉴定

选择编码不同的多肽片段的 ２、６、９、１０ 号噬菌

体扩增后ꎬ调整滴度至 １.０×１０１１ ＰＦＵꎬ进行抗原包被

浓度梯度检测ꎮ 结果(图 ２)表明ꎬ２、６、１０ 号噬菌体

吸光度随抗原包被浓度的增加而增大ꎬ但是 ２ 号和

６ 号噬菌体多肽的吸光值变化幅度较小ꎬ而 １０ 号噬

菌体的吸光值变化幅度为 ２.０２９ꎬ表明该噬菌体对抗

原浓度变化的反应灵敏度较高ꎬ因此ꎬ以 １０ 号克隆

为对象建立检测方法ꎬ命名为 Ｂ１０ꎮ

图 ２　 抗原浓度梯度条件下多肽酶联免疫吸附检测结果

Ｆｉｇ.２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｈａｇｅ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｔｏ ａｎｔｉｇｅｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｒａｄｉｅｎｔ
ｂｙ ＥＬＩＳＡ

２.４　 间接竞争 ＥＬＩＳＡ 检测方法的建立

由图 ３ 得知ꎬ随着游离 Ｃｒｙ３Ｂｂ 浓度的增加ꎬ抑
制率也增大ꎬ最高抑制率达 ８６􀆰 １７％ꎮ 该方法的抑

制中浓度 ( ＩＣ５０ ) 为 ０. ９５４ ０ μｇ / ｍｌꎬ最低检测限

( ＩＣ１０) 为 ０.００９ ６ μｇ / ｍｌꎬ线性检测范围为 ０.０３~
２９􀆰 ９５ μｇ / ｍｌ (Ｙ＝ ２０􀆰 ０４４ｘ＋５０􀆰 ４０７ꎬＲ２ ＝ ０.９８３ ４) ꎮ

图 ３　 ＩＣ￣ＥＬＩＳＡ 法检测 Ｃｒｙ３Ｂｂ 毒素的标准抑制曲线

Ｆｉｇ. ３ 　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｆｏｒ Ｃｒｙ３Ｂｂ ｔｏｘｉｎ ｂｙ ＩＣ￣
ＥＬＩＳＡ

　 　 表 ２ 显示ꎬ Ｂ１０ 对 Ｃｒｙ１Ａｂ、Ｃｒｙ１Ｂ 、Ｃｒｙ１Ｃ 的交叉

反应率均小于 ０􀆰 １０％ꎬ表明该多肽有较好的特异性ꎮ
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表 ２　 Ｂ１０ 对 Ｃｒｙ１Ａｂ、Ｃｒｙ１Ｂ、Ｃｒｙ１Ｃ 的交叉反应率

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｃｒｏｓｓ￣ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｂ１０ ｔｏ Ｂｔ ｔｏｘｉｎｓ

供试毒素
抑制中浓度
(μｇ / ｍｌ)

交叉反应率
(％)

Ｃｒｙ３Ｂｂ ０.９５４ １００.０

Ｃｒｙ１Ａｂ >１ ０００.０００ <０.１

Ｃｒｙ１Ｂ >１ ０００.０００ <０.１

Ｃｒｙ１Ｃ >１ ０００.０００ <０.１

２.５　 实际样品的检测

玉米中的添加回收试验进一步验证了 ＥＬＩＳＡ
检测法的实用性ꎮ 采自金陵科技学院实验田的玉米

样品提取液未检测到 Ｃｒｙ３Ｂｂ 蛋白ꎬ在线性检测范围

内ꎬ分别做了５ ０００ ｎｇ / ｇ、５００ ｎｇ / ｇ、５０ ｎｇ / ｇ ３ 个浓度

在玉米中的添加回收试验ꎮ
　 　 结果如表 ３ 所示ꎬ３ 个样品浓度的批内回收率

为 ９５.４３％~９９􀆰 １５％ꎬ变异系数为３.１３％~３􀆰 ４５％ꎻ批
间 回 收 率 为 ９２.２６％~ １０１􀆰 ２２％ꎬ 变 异 系 数 为

３.７０％~４􀆰 ２５％ꎮ 批内和批间试验结果均满足检测

稳定性和重复性的要求ꎮ

表 ３　 玉米中 Ｃｒｙ３Ｂｂ 毒素蛋白含量的检测

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｒｙ３Ｂｂ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｓｐｉｋｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ

添加浓度
(ｎｇ / ｇ)

批内

变异系数
(％)

回收率
(％)

批间

变异系数
(％)

回收率
(％)

　 ５ ０００ ３.１３ ９５.４３ ３.７０ １００.３３

　 ５００ ３.２４ ９８.７７ ３.９９ ９２.２６

　 ５０ ３.４５ ９９.１５ ４.２５ １０１.２２

３　 讨 论

中国转基因植物种植面积不断扩大ꎬ虽然目前

没有足够证据能证明该产品对人类健康造成危害ꎬ
但是市面上包括玉米泥等加工食品中已被检测出有

转基因成分ꎬ人们仍然对转基因粮食的食用和生态

安全隐患存在担忧ꎬ因此建立有效的检测方法是当

务之急ꎮ 已有 ４０ 多个国家和地区开始建立转基因

产品市场准入和标识管理制度ꎬ因此转基因检测技

术在农产品监管中发挥着重要作用[１３]ꎮ
噬菌体展示肽库是在噬菌体外壳蛋白基因中插

入编码外源性多肽的 ＤＮＡ 序列的重组噬菌体库ꎬ

其产生的数十亿种随机肽段与噬菌体外壳蛋白以融

合形式表达于噬菌体表面ꎮ 近年来ꎬ噬菌体展示随

机肽库被广泛应用在蛋白表位的筛选、受体定位等

方面的研究[１４￣１６]ꎮ 本研究的目的是运用噬菌体肽

库筛选出 Ｃｒｙ３Ｂｂ 毒素特异性结合肽ꎬ探究其应用于

Ｃｒｙ３Ｂｂ 毒素检测中的可能性ꎮ
本研究利用负筛选的方式ꎬ经过 ４ 轮筛选ꎬ特异

性多肽得到有效富集ꎬ进一步在抗原浓度梯度测试

中ꎬＢ１０ 噬菌体展示多肽显示出与 Ｃｒｙ３Ｂｂ 有较强的

结合力ꎬ表明针对 Ｃｒｙ 毒素进行肽库筛选获得结合

靶标这一方法是可行的ꎮ 于志晶等[１７] 研究发现转

基因作物中毒素蛋白在不同组织及不同生长期表达

量都不同(０.５~６􀆰 ０ μｇ / ｇ)ꎬ因此需要实时监控毒素

表达情况ꎬ本研究建立的 ＩＣ￣ＥＬＩＳＡ 基本满足检测需

要ꎮ 但是美国 ＥｎｖｉｒｏＬｏｇｉｘ 公司转 Ｃｒｙ３Ｂｂ 基因检测

试纸的灵敏度为 ０. ５％ꎬ而本研究最低检测限为

０.００９ ６ μｇ / ｍｌꎬ两者间还存在一定差距ꎬ主要原因有

两点: 单抗与 Ｃｒｙ３Ｂｂ 蛋白的亲和力较高ꎻ商品化试

剂盒采用的是双抗夹心法ꎬ下一步的研究我们将利

用定点突变等技术改善以上不足ꎬ并优化检测方法

提高检测灵敏度ꎮ 本试验利用筛选到的特异结合七

肽建立了 Ｃｒｙ３Ｂｂ 蛋白转基因成分检测方法ꎬ为非传

统视角下保障粮食安全提供了新的技术平台ꎬ具有

较高的实用价值ꎮ
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