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　 　 摘要:　 为了建立转基因成分的快速检测方法ꎬ利用亲和磁珠偶联 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素蛋白从人源化噬菌体抗体库

Ｔｏｍｌｉｎｓｏｎ Ｉ 中液相淘选特异性单链抗体 (ｓｃＦｖ)ꎮ 通过 ４ 轮“扩增￣吸附￣洗脱”ꎬ从洗脱产物计数板上随机挑取单克

隆进行初步鉴定ꎮ 选取相对结合活性最好的阳性克隆建立间接竞争 ＥＬＩＳＡꎬ确定其检测范围ꎮ 筛选后第 ４ 轮相对

产出率较第 １ 轮提高了 ４.０７×１０６倍ꎻ单克隆 ＥＬＩＳＡ 鉴定出 ８ 个含有完整外源基因片段的阳性克隆ꎬ测序后获得 ３
个不同序列的阳性克隆ꎮ Ｄ５ 克隆的噬菌体上清对 Ｃｒｙ２Ａａ 的检测灵敏度( ＩＣ１０)为 ６􀆰 ６３２ ｎｇ / ｍｌꎬ线性范围为 ０.０１６~
２􀆰 ８８１ μｇ / ｍｌꎮ 该克隆对 Ｃｒｙ２Ａａ 具有良好的特异性和板内板间重现性ꎮ
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ＥＬＩＳＡ

　 　 据国际农业生物技术服务组织(ＩＳＡＡＡ)统计ꎬ
１９９６—２０１５ 年 ２０ 年间全球转基因作物(ＧＭＯ)种植

面积增长了 １００ 多倍[１]ꎮ 虽然转基因作物以其先

进的生物技术优势而实现了大规模商品化种植ꎬ但
其环境生态风险及在食物链上传递的生物风险尚未

得到充分评估[２]ꎮ 因此建立适当的检测方法对于

转基因产品安全监管、标识审查和风险评估具有重

要的促进意义ꎮ
目前ꎬ转基因产品的检测技术主要有基于核酸

检测的多种新型 ＰＣＲ 技术ꎬ例如实时荧光定量

ＰＣＲ、环介导等温扩增 ＰＣＲ 等[３￣７]ꎬ基于蛋白质检测

的 ＥＬＩＳＡ、免疫生物传感器等技术[８￣１２]ꎮ 其中免疫

检测以其准确、经济、便捷等优势已成为快速检测类

应用最为广泛的方法[１３]ꎬ而免疫检测的灵敏度和准
确性主要取决于抗体的制备及检测方法的设计[１４]ꎮ
现阶段基因工程抗体以其无需免疫、制备周期短等

优点被广泛关注[１５]ꎮ 基因工程抗体的独特优势在

于可以将基因型与表型联系起来ꎬ使得对亲和力的

改造更加便捷[１６]ꎮ 本试验利用噬菌体展示技术ꎬ从
人源化噬菌体单链抗体库中筛选针对 Ｃｒｙ２Ａａ 毒蛋

白质的单链抗体ꎬ为建立转基因成分的快速检测方

法奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

人源化噬菌体单链抗体库 Ｔｏｍｌｉｎｓｏｎ Ｉ (库容

１.４７×１０８)、辅助噬菌体 ＫＭ１３、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＴＧ１
和 Ｅ.ｃｏｌｉ ＨＢ２１５１ 购于英国剑桥大学分子生物学实

验室和蛋白质基因工程中心ꎬ并由江苏省农业科学

院食品质量安全与检测研究所专业技术人员进行扩

增ꎮ Ｃｒｙ２Ａａ 蛋白标准品购于上海佑隆公司ꎮ 亲和

素由芬兰 Ｗａｌｌａｃ 公司提供ꎬ亲和素标记的磁珠

Ｄｙｎａｂｅａｄｓ Ｍｙｏｎｅ ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ Ｔ１ 购于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司ꎮ ＨＲＰ￣抗 Ｍ１３ 单克隆抗体购于 Ｐｈａｒｍａｃｉａ 公司ꎮ
ＢＳＡ (牛血清白蛋白)、脱脂奶粉、卡那霉素、氨苄青

霉素、胰蛋白酶、ＴＭＢ (四甲基联苯胺)、ＰＥＧ６０００(聚
乙二醇 ６０００)等均购于 ＳＩＧＭＡ 公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 生物素标记 Ｃｒｙ２Ａａ　 溶解 ０􀆰 ２ ｍｇ Ｃｒｙ２Ａａ

蛋白于 ０􀆰 ２ ｍｌ 磷酸盐缓冲液(ＰＢＳ)中ꎬ加 １ ｍｇ 生

物素于 ５０􀆰 ０ μｌ 超纯水中ꎬ取 ０􀆰 ７ μｌ 生物素溶液加

入到蛋白质溶液中ꎬ室温放置 ３０ ｍｉｎꎮ 用 ＰＢＳ 预洗

纯化柱ꎬ上样ꎬ加入 １􀆰 ０ ｍｌ ＰＢＳ 缓冲液ꎬ收集洗脱产

物ꎮ 用分光光度计(型号 Ａｌｐｈａ￣１５０６)测定生物素

化的 Ｃｒｙ２Ａａ 在 ２８０ ｎｍ 处的吸收值ꎬ从而测定蛋白

质含量ꎮ 利用 ＨＡＢＡ￣亲和素法检测生物素标记效

果ꎮ 生物素化的蛋白质于 ４ ℃ 条件下存放ꎮ
１.２.２　 第 １ 轮筛选　 参照刘媛等[１７] 的方法略作修

改ꎬ亲和素标记的磁珠用 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ￣Ｔｗｅｅｎ 缓冲液

(ＴＢＳＴ)洗涤后ꎬ用 ＢＳＡ 封闭备用ꎮ 具体步骤:(１)
包被磁珠ꎬ用 １ ｎｍｏｌ 游离生物素和 １ ｎｍｏｌ 生物素化

的 Ｃｒｙ２Ａａ 分别与 ５００􀆰 ０ μｌ 封闭后的磁珠室温下孵

育 １ ｈꎮ 用磁性架吸附磁珠ꎬ去除上清ꎬ再用 ＴＢＳＴ
洗涤后重悬于含 １％ ＢＳＡ 的 ＴＢＳ 中ꎮ (２)负筛选ꎬ
在生物素包被的磁珠中加入 １􀆰 ０ ｍｌ 扩增好的噬菌

体抗体库 Ｔｏｍｌｉｎｓｏｎ Ｉꎬ室温孵育 １ ｈꎬ用磁性架吸附

磁珠ꎮ (３)抗原筛选ꎬ将上述得到的上清移入生物

素化的 Ｃｒｙ２Ａａ 磁珠中ꎬ室温孵育 １ ｈꎬ用磁性架吸

附磁珠ꎬ弃上清ꎬＴＢＳＴ 洗涤 １０ 次ꎬ去上清ꎮ (４)洗

脱ꎬ加入 ２５０􀆰 ０ μｌ １０ μｇ / ｍｌ 胰蛋白酶ꎬ混匀 ３０ ｍｉｎꎮ
(５)取 １２０ μｌ 洗脱的噬菌体加入到 １􀆰 ５ ｍｌ ＴＧ１ 中

(ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 ４)ꎬ３７ ℃ 水浴 ３０ ｍｉｎꎬ３ ３００ ｇ 离心 １０
ｍｉｎ 后加 ２００􀆰 ０ μｌ ＴＥＳ 缓冲液ꎬ均匀涂布在 ＴＹＥ￣Ａ￣
Ｇ 平板上ꎬ剩下的 １２０􀆰 ０ μｌ 加甘油保存ꎬ取 １０􀆰 ０ μｌ
系列梯度稀释测定洗脱物滴度ꎬ计算产出投入比ꎮ
(６)次级库制备ꎬ次日洗下菌苔接种于新鲜培养基

中培养至 ＯＤ６００为 ０􀆰 ４ꎬ加入辅助噬菌体 ＫＭ１３ꎬ侵染

３０ ｍｉｎꎬ沉淀物重悬ꎬ３７ ℃培养 １ ｈ 后添加卡那霉素

至终浓度为 ５０ μｇ / ｍｌꎬ３０ ℃、２００ ｒ / ｍｉｎ培养过夜ꎬ次
日１０ ８００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎꎬ上清倒至已预冷的 ＰＥＧ /
ＮａＣｌ 中沉淀噬菌体ꎬ制备出次级库ꎮ
１.２.３　 第 ２~４ 轮筛选　 第 ２~４ 轮筛选与第 １ 轮相

似ꎬ依然选用负筛选策略ꎬ但具体步骤略作调整ꎮ 生

物素化的 Ｃｒｙ２Ａａ 包被磁珠量逐级降低ꎬ第 １ 轮至第

４ 轮分别为 １ ｎｍｏｌ、１００ ｐｍｏｌ、１０ ｐｍｏｌ、１ ｐｍｏｌꎻ洗涤

次数第 １ 轮至第 ４ 轮依次为 １０ 次、１０ 次、２０ 次、２０
次ꎮ
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１.２.４　 单克隆 ＥＬＩＳＡ 鉴定　 单链抗体上清培养:从
第 ４ 轮滴度计数平板上挑取单个克隆至每孔装有

１００􀆰 ０ μｌ ２×ＴＹ￣Ａ￣Ｇ 的 ９６ 孔板中ꎬ３７ ℃、２５０ ｒ / ｍｉｎ
培养过夜ꎬ次日取 ２􀆰 ０ μｌ 加至 ２００􀆰 ０ μｌ 新鲜 ２×ＴＹ￣
Ａ￣Ｇ 培养基中ꎬ３７ ℃ 培养 ２ ｈꎬ加入 ２５􀆰 ０ μｌ ２×ＴＹ
培养液(补加含终浓度 １００ μｇ / ｍｌ氨苄青霉素、１％
葡萄糖以及１×１０９ ＫＭ１３ 辅助噬菌体) ３７ ℃ 培养 １
ｈꎬ静置 １ ｈꎬ１ ８００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ去除上清ꎬ沉淀用

２２０􀆰 ０ μｌ ２ × ＴＹ￣Ａ￣Ｋ 悬浮ꎬ ３０ ℃ 培养过夜ꎬ次日

１ ８００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎ 备用ꎮ ＥＬＩＳＡ 鉴定:(１)包被ꎬ
每孔包被 １００􀆰 ０ μｌ ４ μｇ / ｍｌ Ｃｒｙ２Ａａ 蛋白纯品ꎻ(２)
封闭ꎬ洗板后每孔加入 ２００􀆰 ０ μｌ ２％ ＭＰＢＳꎬ室温封

闭 ２ ｈꎻ(３)加样ꎬ洗板 ３ 次ꎬ分别取 １００􀆰 ０ μｌ 离心得

到的培养上清液加入到孔中ꎬ阴性对照加入 ２×ＴＹ￣
Ａ￣Ｋꎬ室温孵育 １ ｈꎻ(４)加二抗ꎬＰＢＳＴ 洗板 ３ 次ꎬ添
加 ＨＲＰ￣抗 Ｍ１３ 抗体ꎬ室温孵育 １ ｈꎻ(５)底物显色ꎬ
ＰＢＳＴ 洗板 ３ 次ꎬ每孔加 １００􀆰 ０ μｌ 四甲基联苯胺

(ＴＭＢ)显色液ꎬ室温下反应 １５ ｍｉｎꎬ加 ５０􀆰 ０ μｌ ２
ｍｏｌ / Ｌ硫酸终止反应ꎬ测定 ＯＤ４５０值ꎮ
１.２.５　 ＰＣＲ 验证及测序　 单克隆 ＥＬＩＳＡ 阳性 /阴性

比值大于 ２􀆰 １ 的克隆为阳性克隆ꎮ 将阳性克隆分别

接种到 １􀆰 ０ ｍｌ ２×ＴＹ￣Ａ￣Ｇ 培养基中ꎬ３７ ℃ 培养到对

数期ꎬ取 １􀆰 ０ μｌ 菌液用 ＰＣＲ 验证其是否携带 ９３５ ｂｐ
的外源片段ꎮ ＰＣＲ 引物 ＬＭＢ３: ５′￣ＣＡＧＧＡＡＡＣＡＧＣ￣
ＴＡＴＧＡＣ￣３′ꎻｐＨＥＮｓｅｑ:５′￣ＣＴＡＴＧＣＧＧＣＣＣＣＡＴＴＣＡ￣３′ꎮ
ＰＣＲ 反应条件为:９５ ℃预变性 １０ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 １
ｍｉｎꎬ５８ ℃退火 １ ｍｉｎꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎻ７２
℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 用 １.０％琼脂糖凝胶对 ＰＣＲ 产物进

行验证ꎮ 将 ＰＣＲ 鉴定为有完整插入的单克隆进行基

因测序ꎬ并对测序结果进行比对分析ꎮ
１.２.６　 间接竞争 ＥＬＩＳＡ 方法建立　 取 ５０􀆰 ０ μｌ 结合

活性最好的噬菌体上清液(含 １×１０１０个噬菌体)与不

同浓度的 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素蛋白(用 ＣＢＳ 缓冲液配制成 ２０
μｇ / ｍｌ、１０ μｇ / ｍｌ和 ４ μｇ / ｍｌ Ｃｒｙ２Ａａ 毒素ꎬ再对 ４
μｇ / ｍｌ Ｃｒｙ２Ａａ 毒素进行倍半稀释至 １.９５３ ｎｇ / ｍｌ)混
匀后于 ３７ ℃孵育过夜ꎮ 次日将混合液加入包被有

Ｃｒｙ２Ａａ (４ μｇ / ｍｌ)的 ９６ 孔板中ꎬ３７ ℃ 孵育 ２ ｈꎬＰＢＳＴ
洗板ꎬ加入二抗(ＨＲＰ￣抗 Ｍ１３)孵育 １ ｈ 后ꎬ显色ꎬ测
ＯＤ４５０值ꎮ 以噬菌体上清液(不含 Ｂｔ 蛋白)反应孔测

定值为阳性值ꎬ其他为反应值ꎬ计算抑制率ꎬ抑制率

(Ｉ)＝ (阳性值－反应值) /阳性值×１００％ꎮ 同时计算其

他 Ｃｒｙ 蛋白的交叉反应率(Ｐ / Ｎ)ꎬＮ 为 Ｃｒｙ 蛋白孔的

吸光度值ꎬＰ 为交叉反应物孔的吸光度值ꎬ当 Ｐ / Ｎ>２
说明抗体与此蛋白有交叉反应ꎮ

２　 结 果

２.１　 ＫＭ１３ 辅助噬菌体和 Ｔｏｍｌｉｎｓｏｎ Ｉ 抗体库的扩

增结果

　 　 根据噬菌体滴度计算公式(滴度＝噬菌斑个数×
稀释倍数×１００)计算滴度ꎮ 结果显示ꎬＫＭ１３ 滴度为

２.０×１０１３ ＰＦＵꎬ抗体库扩增后获得的库滴度为３.２×
１０１２ ＰＦＵꎮ
２.２　 特异性噬菌体抗体的富集

以磁珠筛选结合抗原竞争洗脱策略ꎬ对噬菌体

抗体库进行了 ４ 轮液相化筛选ꎬ结果显示ꎬ相对产出

率随着筛选轮数的增高而提高ꎬ第 ４ 轮较第 １ 轮提

高了４.０７×１０６倍(表 １)ꎮ

表 １　 Ｃｒｙ２Ａａ 磁珠筛选对噬菌体抗体的富集效应

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｐｈａｇｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ Ｃｒｙ２Ａａ

筛选轮数 投入噬菌体数量
(ＰＦＵ)

产出噬菌体数量
(ＰＦＵ) 产出投入比

１ ３.２×１０１２ ５.６×１０３ １.７５×１０－９

２ ４.３×１０１１ ２.４×１０５ ５.５８×１０－７

３ ５.９×１０１１ ６.３×１０７ １.０７×１０－４

４ ６.６×１０１１ ４.７×１０９ ７.１２×１０－３

２.３　 单克隆 ＥＬＩＳＡ 鉴定抗 Ｃｒｙ２Ａａ 阳性克隆

在第 ４ 轮的洗脱产物中ꎬ随机挑选 １００ 个单菌

落ꎬ以阳性 /阴性比值大于 ２􀆰 １ 为阳性标准ꎬ经单克

隆 ＥＬＩＳＡ 检测获得 ４７ 个阳性克隆ꎮ 再从其中挑选

阳性值大于 １􀆰 ５ 的 ８ 个克隆 Ａ４、Ａ８、Ｂ４、Ｃ９、Ｄ５、
Ｅ１１、Ｆ３、Ｇ８(图 １)进行后续研究ꎮ

２×ＴＹ 为培养基对照ꎮ
图 １　 单克隆 ＥＬＩＳＡ 鉴定抗 Ｃｒｙ２Ａａ 噬菌体抗体

Ｆｉｇ.１ 　 Ｐｈａｇｅ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｇａｉｎｓｔ Ｃｒｙ２Ａａ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｍｏｎｏ￣
ｃｌｏｎａｌ ｐｈａｇｅ ＥＬＩＳＡ

７４９武爱华等:磁珠筛选抗 Ｃｒｙ２Ａａ 人源化单链抗体及检测方法的建立



２.４　 噬菌体阳性克隆的 ＰＣＲ 鉴定

对上述 ８ 个阳性克隆进行菌液 ＰＣＲ 检测ꎬ在
９３５ ｂｐ 处均有明显的目的条带(图 ２)ꎮ
２.５　 噬菌体阳性克隆序列测定

对上述经 ＰＣＲ 验证的阳性克隆进行测序并与

载体序列比对ꎬ最终得到 ３ 株携带不同氨基酸序列

的阳性克隆(图 ３)ꎮ 图 ２　 噬菌体阳性克隆外源基因的 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ.２ 　 ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏｒｅｉｇｎ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｐｈａｇｅ
ｃｌｏｎｅｓ

ＶＨ￣ＣＤＲ１、ＶＨ￣ＣＤＲ２、ＶＨ￣ＣＤＲ３ 为单链抗体重链可变区ꎬＶＬ￣ＣＤＲ１、ＶＬ￣ＣＤＲ２、ＶＬ￣ＣＤＲ３ 为单链抗体轻链可变区ꎬＬｉｎｋ 为单链抗体重、轻链之

间的连接肽ꎮ
图 ３　 ３ 株噬菌体阳性克隆的氨基酸序列

Ｆｉｇ.３　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ３ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｐｈａｇｅ ｃｌｏｎｅｓ

２.６　 间接竞争 ＥＬＩＳＡ 检测方法的建立

相同滴度下ꎬ选择检测信号最佳(ＯＤ４５０最大)的
阳性克隆 Ｄ５ꎬ 用间接竞争免疫分析法建立了

Ｃｒｙ２Ａａ 的标准抑制曲线(图 ４)ꎮ 在 ０.０１６~ ２􀆰 ８８１
μｇ / ｍｌ 线性检测范围内( ＩＣ２０ －ＩＣ８０)ꎬ线性回归方程

为 Ｙ ＝ １１􀆰 ５２５ｌｎｘ＋６７􀆰 ８０４ꎬＲ２ ＝ ０.９４７ ４ꎬ最低检测限

为 ６􀆰 ６３２ ｎｇ / ｍｌ ( ＩＣ１０ )ꎮ 该方法对 Ｃｒｙ１Ａｂ、Ｃｒｙ１Ｃ、
Ｃｒｙ１Ｂ、Ｃｒｙ３Ｂ 等毒素蛋白测定的 Ｐ / Ｎ 值均小于 ２ꎬ
因此判断该单链抗体特异性较好ꎮ 选择 ６ 个不同

浓度的 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素蛋白溶液进行板内和板间分

析ꎬ根据每一个浓度对应的吸光值计算平均数和标

准偏差ꎬ得到板内变异系数为２.５％~ ７􀆰 ７％ꎬ板间变

异系数为 ２.６％~１２􀆰 ３％ꎬ板内、板间重复性良好ꎮ

图 ４　 噬菌体阳性克隆 Ｄ５ 的抑制曲线

Ｆｉｇ.４　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｆｏｒ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｐｈａｇｅ ｃｌｏｎｅ Ｄ５
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３　 讨 论

本研 究 采 用 人 源 化 噬 菌 体 展 示 文 库 对

Ｃｒｙ２Ａａ 毒素进行了 ４ 轮液相磁珠筛选ꎬ成功获得

了对 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素亲和力较高的噬菌体单链抗体

克隆ꎮ 筛选采用液相磁珠结合负筛选方式ꎬ为提

高筛选的效率和最大程度获得高亲和力的噬菌

体克隆提供了一种新的策略ꎮ 在筛选方案的设

计方面ꎬ我们做了 ２ 点优化:①筛选过程中先经

过生物素的淘选ꎬ减少与生物素结合的噬菌体克

隆ꎻ②逐级递减生物素化 Ｃｒｙ２Ａａ 包被磁珠的浓

度ꎬ并在第 ２ ~ ４ 轮增加洗涤次数ꎬ严苛筛选条

件ꎬ减少非特异性和亲和力低的克隆ꎮ 在单克隆

ＥＬＩＳＡ 试验中ꎬ对第 ４ 轮产出的克隆随机挑选了

１００ 个 进 行 鉴 定ꎬ 结 果 显 示 阳 性 克 隆 达 到 了

４７％ꎬ说明本试验采用的筛选方法可以有效地获

得与 Ｃｒｙ２Ａａ 毒素特异性结合的高亲和力噬菌体

克隆ꎮ
由于 Ｃｒｙ２Ａ 对鳞翅目害虫具有良好的毒性

作用ꎬ因此被用来减缓或降低因害虫对 Ｃｒｙ１Ａ 毒

素产生抗性而造成的影响ꎮ Ｃｒｙ２Ａ 毒素的推广应

用ꎬ也引起了研究者对其检测方法的研究ꎮ 杜方

等利用石英晶体微天平传感技术和特异性单克

隆抗体检测 Ｃｒｙ２Ａ 蛋白ꎬ灵敏度为 １ μｇ / ｍｌ[１８] ꎮ
而蔡淼等利用表面等离子共振传感技术ꎬ根据生

物分子间的相互作用ꎬ在金片表面修饰 Ｃｒｙ２Ａ 蛋

白的特异性单克隆抗体ꎬ对 Ｃｒｙ２Ａ 蛋白的检测灵

敏度可达 １０ ｎｇ / ｍｌ[１９] ꎮ 由于单链抗体具有大规

模、均一化生产等优点ꎬ可以作为替代传统抗体

研发快速检测试剂盒的材料ꎮ 本试验筛选得到

的 Ｃｒｙ２Ａａ 单 链 抗 体 的 最 低 检 测 限 为 ６. ６３２
ｎｇ / ｍｌꎬ对 Ｃｒｙ２Ａａ 具有良好的特异性和板内板间

重现性ꎬ可以满足一般性的含量测定ꎮ
本研究结果显示筛选获得的单链抗体的重

轻链 ＣＤＲ１ 区没有变化ꎬ表明重轻链 ＣＤＲ２ 区和

ＣＤＲ３ 区的改变可能对结合效率有较大影响ꎮ 因

此ꎬ后续工作中将采用点突变策略进行亲和力成

熟改造ꎬ进一步改善抗体的性能ꎬ建立更加灵敏

的检测方法ꎮ 本试验中筛选获得的 Ｃｒｙ２Ａａ 蛋白

特异结合的单链抗体ꎬ亦可为研究毒素与受体的

相互作用和探究抗性机制提供理论支持ꎮ
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