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筛选生物素化三聚氰胺人源单链可变区"

?CZ=

%抗体!为研究相关快速检测试剂盒创造条件'方法
!

本试验利

用生物素化三聚氰胺为包被抗原!从半合成噬菌抗体库中筛选其特异性噬菌体抗体片段'即采用菌噬体表面展示技术!以链亲和

素
7

生物素标记的三聚氰胺为固相包被靶抗原!把靶抗原包被在免疫平板上!加入噬菌体抗体库!则头部带有能与靶抗原特异性结

合的抗体分子的噬菌体就被固定在免疫平板上!不能特异结合的噬菌体则被漂洗掉$将特异结合的噬菌体洗脱下来!侵染大肠杆

菌!就可以得到含抗体基因的噬菌粒'结果
!

从半合成的菌噬体单链可变区抗体库中经过
8

轮)吸附
7

洗脱
7

扩增*筛选过程后!获

得抗原特异性和结合性较强的生物素化三聚氰胺
?CZ=

片段'结论
!

酶联免疫吸附试验等进行鉴定后!筛选得到了抗生物素化三

聚氰胺的噬菌体抗体基因片段!为下一步亲和力鉴定(蛋白表达及开发相关检查试剂盒奠定了基础'

关键词"噬菌体表面展示技术$

!

筛选$

!

三聚氰胺$

!

人源单链可变区抗体$
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生物素化
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近年对制备化学物质抗体的研究很多#而利用噬菌体抗体

库表面展示技术完成制备的报道少见)

$7%

*

(农药'兽药和食品

添加剂抗体制备技术平台的建设是标准抗体资源库和快速检

测方法建立的基础和关键(小分子的农药'兽药和食品添加

剂#由于本身没有免疫原性#常规方法很难获得理想的免疫效

果(三聚氰胺化学式!

!8P)N)

#俗称蜜胺'蛋白精#

KcR"!

命

名为
$

#

8

#

*7

三氨基
7%

#

'

#

)7

三嗪#是一种三嗪类含氮杂环有机

化合物#被用作化工原料(由于直接测量蛋白质技术比较复

杂#所以常用一种叫做凯氏定氮法的方法#通过测定氮原子水

平来间接推算食品中蛋白质水平(由于三聚氰胺与蛋白质相

比含有更多的氮原子#所以被中国造假者利用#添加在食品中

以造成食品蛋白质水平较高的假象(在前期研究中#已通过直

接筛选方法获得了具有特异性相对较好的抗氯菊酯'甲硝唑等

农'兽药的抗体片段#在之后试验中发现此抗体片段在表达'纯

化方面试验难度大#效果不理想(分析原因!由于化学药品相

对分子质量小#免疫原性差#在完全溶解的状态下#对聚丙乙烯

免疫平板的吸附量尚不能确定#不能排除与封闭液非特异性结

合的可能性#文献支持弱#增加了淘洗的难度和非特异性抗体

产生的概率#进而进一步完善试验方案#目的是能有效避免非

特异性抗体产生(故本研究选用另一种化学药品三聚氰胺#将

其生物素化并为包被靶抗原#从噬菌体抗体库中筛选生物素化

三聚氰胺噬菌体抗体克隆#为进一步研究三聚氰胺的生物学功

能及研发三聚氰胺快速准确的测定试剂盒奠定基础#现报道

如下(
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材料与方法
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检验医学与临床
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年
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月第
$8

卷第
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期
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作者简介"马巍娜#女#主管技师#主要从事微生物控制技术研究(
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#磷酸盐缓冲液$

R[3

&为进口日产
R[3

#

(&$+:E

"

M

#

J

P6&(

#二甲基甲酰胺$

ZEAWA

&#羟基琥珀酰亚胺

酯#生物素#

ZEGWA

#

$''(*

#活化生物素$

[NP3

&#

1H

!

8'$&86
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辅助噬菌体
1$8

辅助噬菌体
1$8]Q0

!北京

纽英伦生物技术有限公司%生物素
27[;:@;<

#

Vb

D

!

(0&%($(

c[KQ

公司纯度大于或等于
665

(大肠杆菌感受态细胞
_M$7

[EG>

!本实验室保存(其他试剂均为国产分析纯(

$&/
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试验方法
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生物素化三聚氰胺的生物素化反应
!

$

$

&由
#"

将生

物素化三聚氰胺与
R:E

D

7M

D

?

连接起来#反应为三聚氰胺
7#"7

R:E

D

7M

D

?

%$

%

&

[NP3

竞争去
R:E

D

7M

D

?

多余的
7NP%

#即三聚氰

胺
7#"7R:E

D

7M

D

?7[NP3

%$

8

&

[NP37NP%7

三聚氰胺#多余的

[NP3

与
[3"

的
NP%

连接#

[NP37[3"

经过透析将
[NP37

NP%7

三聚氰胺透入
[3"

中#而
[NP37[3"

层压透析袋中二

者分开(以上述
8

种方法制成
8

种产品!$

$

&三聚氰胺
7#"7R:7

E

D

7M

D

?7[NP3

$生物素化&%$

%

&

[NP37NP%7

三聚氰胺$生物素

化三聚氰胺&%$

8

&

[NP37[3"

(

$&/&/

!

生物素化三聚氰胺噬菌体抗体的筛选
!

抗原包被!将

链亲和素包被于免疫培养板中#至终浓度为
$(

"

,

"

+M

#

'g

包

被过夜#次日#将
$(

"

,

"

+M

生物素化三聚氰胺靶抗原
$((

"

M

"

包被 #

'g

过夜(

[3"

封闭
%/

后加入
%((

"

M

处理后抗体库

%/

#

80g

放置
6(+;<

#以含有
(&$

,

"

+M

吐温
%(

$

9F>><%(

&

R[3

$洗涤液&和
R[3

快速洗涤
%(

次#以
(&$+:E

"

M

三乙胺洗

脱已吸附在平血上的噬菌体#然后用
$+:E

"

M9H;?

$

J

P0&'

中

和液&中和#再感染对数生长期的大肠杆菌
9#$

'加入辅助噬

菌体%重复
8

次上述-吸附
7

洗脱
7

扩增.过程)

8

*

(

$&/&'

!

生物素化噬菌体抗体鉴定
!

经
8

轮筛选获得的克隆体

生长在
6)

孔酶联免疫板上#按上面的过程用
1$8]Q0

也可以

收集到噬菌体抗体#但特异的与生物素化三聚氰胺结合的噬菌

体上清液就需用间接酶联免疫吸附试验$

VMK3"

&进行测定(

间接
VMK3"

可以鉴定每轮筛选经聚乙二醇沉淀的结合噬菌

体#与噬菌体克隆结合的是生物素化三聚氰胺#而不是链亲和

素'生物素'

[3"

'甘氨酸都独立存在(

$&/&1

!

VMK3"

鉴定'竞争抑制
VMK3"

鉴定生物素化噬菌体抗

体
!

$(

"

M

噬菌体上清液与等体积的以
R[3

"

[3"

稀释的
%

"

,

"

+M

生物素化三聚氰胺单克隆抗体混匀#于
80 g

孵育
8(

+;<

(加入到包被链亲和素
7

生物素
7

生物素化三聚氰胺抗体的

VMK3"

板中#

80g

孵育
$/

#用含有
(&$

,

"

+M9F>><%(

"

R[3

洗
*

次#然后加入
$j*(((

稀释的
PSR7

鼠抗
1$8

(

80g

孵

育
$/

#

1$8]Q0

为阴性对照#邻苯二胺为底物显色)

8

*

(筛选

时再做一组浓度为
*(

"

,

"

+M

的筛选#摸索条件%

VMK3"

方面

阴性对照另设只包有链亲和素孔#只包有生物素孔#只包有

[3"

孔%空白对照!水'

R[3

(

/

!

结
!!

果

/&$

!

三聚氰胺的生物素化反应
!

$

$

&三聚氰胺与多聚赖氨酸

约
*&'+M

#三聚氰胺
7#"7R:M

D

7M

D

?7[NP3

%$

%

&生物素化三聚

氰胺$

[NP37

三聚氰胺&

'&8+M

%$

8

&生物素化
[3"

#

$&4+M

$

[NP37[3"

&(

/&/

!

具有免疫活性的生物素化三聚氰胺噬菌体人源单链可变

区$

?CZ=

&抗体的筛选
!

以生物素化三聚氰胺作为支持分子#对

噬菌体抗体文库进行
8

轮-吸附
7

洗脱
7

扩增.的筛选(生物素

化三聚氰胺
?CZ=

抗体特异性噬菌粒得到了富集结果#见表
$

(

第
$

轮产出率)产出率$

CBG

"

+M

&

X

捕获的噬菌体数量"投入的

噬菌体数量*为
$&(-$(

h*

#随着淘洗次数增加#从固相平板洗

脱下来的噬菌粒数显示为增加的趋势#在第
8

轮筛选后结合到

包被生物素化三聚氰胺平皿的噬菌体#产出率为
)&(-$(

h'

#

与第
$

轮相比#富集了
)(

倍$富集倍数
X

第
8

轮产出率"第
$

轮产出率&(

表
$

!!

亲和吸附筛选对生物素化三聚氰胺

!!

噬菌体
?CZ=

抗体的富集

筛选次数 投入 捕获 产出率$

CBG

"

+M

&

第
$

轮
$-$(

$%

$-$(

0

$-$(

h*

第
%

轮
$-$(

$%

$-$(

0

$-$(

h*

第
8

轮
$-$(

$%

)-$(

4

)-$(

h'

/&'

!

采用
VMK3"

对生物素化三聚氰胺噬菌体
?CZ=

抗体的鉴

定筛选
!

从第
8

轮筛选后得到的细菌集落中随机挑选
)(

个克

隆#用
VMK3"

测定上清液中含有的噬菌体
?CZ=

抗体与生物素

化三聚氰胺抗原结合活性(其中有
$%

株
VMK3"

的吸光度$

#

&

值在
'6(<+

读数数值较高(对这些噬菌体抗体与
[3"

的交

叉反应试验后#确定其中有
*

株$生物素化三聚氰胺
$

!

*

&交

叉反应较弱#数据见表
%

(抑制率$

5

&

X

抑制前
h

抑制后"抑

制前
-$((5

(生物素化三聚氰胺
$

!

*

为不同的克隆编号%

(

!

$&*

为
'6(<+

波长读数(抑制前阴性对照!链亲和素

(&%(*

#生物素
(&$*6

%抑制后阴性对照!链亲和素
(&$68

#生物

素
(&$00

%空白对照值!链亲和素
(&(0'

'生物素
(&$4(

(

表
%

!!

*

株不同的克隆编号竞争抑制
VMK3"

序号 抑制前 抑制后 抑制率$

5

&

$ (&)0' (&''4 8$

% (&'(8 (&$%' **

8 (&666 (&*$% '6

' (&'86 (&%$$ *$

* $&84( (&)*6 *0

!!

注!

1

为
+AW>H

%

#对应片段大小约
0*(I

J

#

$

!

'

为
RPVN7$

载体

上的生物素化三聚氰胺噬菌体抗体片段(

图
$

!!

生物素化三聚氰胺
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噬菌体抗体筛选酶切图
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!

初筛出生物素化三聚氰胺噬菌体
?CZ=

抗体筛选酶切结

果
!

结合
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次
VMK3"

重复试验的
#

值#对其进行双酶切鉴定#

该噬菌体抗体连接于
J

PVN7$

载体中#确定插入酶切位点后#

从噬菌体抗体阳性克隆中提取质粒#经
?B;

*

"

N:@

*

酶切后#片

段大小约为
0*(I
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#与目的基因片段相符#见图
$

(

+

6()$

+

检验医学与临床
%($)

年
)

月第
$8

卷第
$%

期
!

MAI1>.!E;<

!

TG<>%($)

!

U:E&$8

!

N:&$%



'

!

讨
!!

论

!!

现今用噬菌体抗体库技术已经获得了大量针对病原微生

物的抗体#如人类免疫缺陷病毒和衣原体抗体)

874

*

(这些噬菌

体抗体中#许多具有临床诊断和治疗应用前景)

67$%

*

(利用噬菌

体抗体库技术筛选化学药品抗体的报道极少见#并且不完整#

用基因工程手段制备化学药品的单克隆抗体的报道也很稀少(

故本研究旨在开辟一种新的化学药品抗体的制备方法(

$606

年
#G>?.:<

利用生物素与亲和素间具有高度亲和力

的特点#建立了标记亲和素与生物素法及桥联亲和素
7

生物素

技术#生物素
7

亲和素系统具有高特异性'灵敏度等显著特点(

抗原分子经生物素化后#其结合抗体的活性稳定#不受影响#一

旦结合则很难分离#因此生物素能与多种标记物结合#适合用

于多种免疫检测技术#可明显降低或避免反应中可能存在的非

特异性结合的噬菌体抗体(

随着人们对食品安全的重视和对农'兽药滥用造成危害的

认识加深#农'兽药残留分析现在已变得更加紧迫和重要(本

研究设计利用链亲和素
7

生物素标记抗原后进行筛选其生物素

化抗体片段#故试验利用生物素标记后的生物素化三聚氰胺为

包被抗原#从半合成噬菌抗体库中筛选其噬菌体抗体(经过
8

轮-吸附
7

洗脱
7

扩增.筛选过程后#获得与目的抗原结合特异性

较强#亲和性较好的生物素化三聚氰胺噬菌体抗体#且前期试

验结果均优于直接包被抗原筛选抗体片段#经鉴定认为是经过

筛选得到初期的抗体基因片段(对其表达'纯化及研究与开发

农'兽药#以及饲料添加剂残留检测试剂$盒&及样品的前处理

方法正在继续试验和探索中(
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