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一种可用于赭曲霉毒素免疫检测小分子多肽OTA-1的筛选与鉴定*
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【摘要】目的 本研究首次筛选得到一种能够与赭曲霉毒素抗体特异性结合的小分子多肽(OTA-1)序列(QFQLHSMPPTSL)，并利用该多肽进行中药材赭曲霉毒素免
疫检测研究。方法 从噬菌体随机展示12肽库中，经过3轮生物淘选后，随机挑选了30个克隆，其中29个克隆序列与OTA-1完全一致，并通过滴度测定和
Western blotting实验，对OTA-1多肽与赭曲霉毒素抗体的亲和力进行了验证。结果 通过竞争性ELISA方法，确定了最佳包被浓度和噬菌体浓度，分别为
0.5μg/孔和4×1010 pfu/mL。与商品化的ELISA检测试剂盒相比较，本研究开发的噬菌体ELISA检测方法可以用于中药材赭曲霉素的检测。结论 表面展示
有OTA-1多肽的噬菌体与赭曲霉毒素是一种竞争关系，都能够识别赭曲霉毒素抗体并与其结合，这为真菌毒素的免疫检测提供了一种新的策略。
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Abstract: Objective This study is the first time to screen the small molecule polypeptide (OTA-1) sequence (QFQLHSMPPTSL) that can specifically bind to 
ochratotoxin antibody, and to study the immunoassay of ochratotoxin. Methods After three rounds of bio-screening, 30 clones were randomly 
selected, of which 29 clones were completely identical with OTA-1, and the affinity and specificity of the small molecule peptide OTA-1 were 
verified by titer determination and Western blotting experiments. Results After a competitive ELISA analysis, the optimal inclusion concentration 
and phage concentration were 5.0μg/well and 4×1010 pfu/mL. Competed with industrial ELISA kit, the method based on phage ELISA could used 
to detect ochratotoxin in Chinese medicinal herbs. Conclusion So both the phage displayed with OTA-1 peptides and ochratotoxin can bind with 
anti-ochratotoxin antibodies, which showed a competitive relationship between them. This provide a new strategy for ochratoxin detection in the 
future.
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　　真菌毒素是由真菌产生一类痕量小分子次级代谢产物，广泛
分布于谷物、牛奶、果蔬、中药材等生活消费品中。长期摄入真
菌毒素会引发变异、畸形、肝脏/肾脏中毒、激素紊乱等慢性疾
病，对人类健康造成极大的危害[1-2]。因此，严格控制消费品中真
菌毒素的含量，并实现快速准确定量检测至关重要。目前，各个
国家广泛使用的较为可靠的检测方法是色谱检测方法，主要有薄
层色谱、高效液相色谱以及液相色谱-质谱联用等。但是，以上这
些方法对仪器设备的要求较高，需要专业技术人员，经济成本也
相对较高，而且不适合现场实时检测[3-5]。而基于免疫学的化学检
测方法，如酶联免疫吸附法、化学发光免疫分析法、电化学生物
传感器法以及免疫层析技术等，凭借其高灵敏度，强特异性，操
作简单等优势，越来越受到人们的青睐[6-8]。
　　丝状噬菌体是一种的长纤维病毒，长约900nm，直径约
7nm，由外壳蛋白和单链DNA组成。其中外壳蛋白又分为主要
外壳蛋白(pVIII)和次要外壳蛋白(pIII、pVI、pVII、pIV)。借助分
子生物学手段，可以将外源基因插入到噬菌体DNA中，外源基因
会随着噬菌体侵入细菌后的复制而复制，并编码产生与外壳蛋白
融合表达的外源多肽，并随着噬菌体自我组装而展示到噬菌体表
面。该技术又被称作噬菌体展示技术，最早是由美国的乔治·史
密斯教授首次建立的[9]，并因其在噬菌体方面的重大发现获得
2018年诺贝尔化学奖。目前，已经开发出了多种噬菌体展示系
统，并被广泛应用于结合位点筛选、药物运输、靶点发现、生物
传感器等领域[10-12]。在真菌毒素检测方策，噬菌体展示技术的应
用也取得了一些研究进展。通过构建一种在噬菌体表面随机展示
一段长度为8个氨基酸的多肽文库，Yanru Wang等利用抗黄曲霉

毒素抗体为固定相，筛选得到了黄曲霉毒素的小分子多肽，并对
黄曲霉毒素进行竞争ELISA检测，灵敏度可以达到14.0μg/kg[13]。
除此之外，噬菌体也被用于赭曲霉素A、玉米赤霉烯酮等其他真
菌毒素的免疫检测[14-15]。
　　本研究从展示有随机12个氨基酸的多肽噬菌体文库中，筛选
并鉴定得到了OTA-1赭曲霉毒素模拟结合表位，并利用展示有该
多肽的噬菌体进行了中药材中赭曲霉毒素的竞争性ELISA的免疫
检测，证明了该技术方法的可行性。

1  实验材料
　　噬菌体12肽随机展示文库、赭曲霉毒素、抗赭曲霉毒素
抗体、抗IgG-AP酶标二抗、HRP-抗M13噬菌体单克隆抗体、
ER2738大肠杆菌、Hind III和Pst I限制性核酸内切酶。

2  研究方法
2.1 小分子多肽的噬菌体随机多肽文库筛选  以抗赭曲霉毒素抗
体为固定抗原，与展示有随机12个氨基酸的多肽噬菌体文库进行
生物淘选。取抗赭曲霉毒素抗体2 μL加入0.1 M NaHCO3溶液(pH 
8.6)150μL 混合后(抗体终浓度为63μg/mL)，置于湿盒中，4 ℃
过夜。第二天，加入5 mg/mL BSA溶液，于4 ℃封闭至少1h。
然后，用0.1% TBST冲洗6-8次次。接着，加入100μL噬菌体随
机多肽展示文库母液(~109 pfu)，于37 ℃振荡孵育10-60 min。
再次勇TBST冲洗后，加入100μL 甘氨酸-盐酸溶液于37℃振荡
10-20min后，加入15μL Tris-HCl(1.0 M)溶液，得到第一轮筛选
产物。在进行第二轮筛选前，需要先进行噬菌体的大量繁殖。具
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体方法如下：通过划线培养法活化ER2738大肠杆菌。然后，取
单克隆于LB培养基中37 ℃过夜振荡培养。接着，按1：100比例
接种到20 mL LB培养基中，200 rpm 37 ℃振荡培养10 min，至
OD600达到0.5。最后，将第一轮筛选产物加入ER2738细胞培养
液中，培养4.5-5h进行噬菌体的大量繁殖。通过PEG/NaCl沉淀
法，制备并纯化噬菌体，并通过滴度测定法，测定所扩增噬菌体
的滴度。取适量噬菌体扩增也进行第二轮生物淘选。
　　重复筛选3-5轮，筛选过程中所用洗脱液中Tween-80的浓
度分别为0.1%、0.2%和0.5%。将最后一轮筛选所得噬菌体侵染
ER2738大肠杆菌后，离心收集细胞，在LB固体平板上涂布后，
于37℃倒置过夜培养。第二天，随机挑取噬菌体克隆30个，扩增
后进行基因测序。
2.2 展示OTA-1多肽噬菌体的表征  通过滴度测定法验证展示
OTA-1多肽噬菌体对赭曲霉毒素抗体的亲和力，具体如下：首
先，将抗体稀释后包被于ELISA板中，经BSA封闭后，每孔加入按
倍比稀释的噬菌体孵育。然后，经TBST冲洗后，加入甘氨酸-盐
酸洗脱结合的噬菌体，并加入适量Tris-HCl中和液。最后，用洗
脱后的淑君提侵染ER2738大肠杆菌，涂布平板过夜培养，测定噬
菌体滴度。
　　借助免疫印迹实验，验证OTA-1多肽与抗赭曲霉毒素抗体的
结合特异性。具体为：首先，通过SDS-PAGE凝胶电泳进行噬菌
体电泳。然后，将噬菌体外壳蛋白转移到PVDF膜上，经过BSA封
闭后，加入抗赭曲霉毒素抗体孵育，经过洗涤后，计入抗IgG-AP
酶标二抗孵育。冲洗后，进行染色和显色反应，观察是否出现显
色条带。
2.3 竞争ELISA条件优化  棋盘法测定抗赭曲霉毒素抗体的最佳抗
体包被浓度和展示OTA-1噬菌体的最佳反应滴度。首先，在ELISA 
96孔板上加入倍比稀释后的抗赭曲霉毒素抗体(浓度分别为0.0625 
μg/mL，0.125μg/mL，0.25μg/mL，0.5μg/mL，1.0μg/mL，
2.0μg/mL，每个浓度包被3孔)于湿盒中4 ℃过夜包被。第二天
加入BSA于4 ℃封闭2 h。接着，每孔中加入赭曲霉毒素标准溶
液(0.01 ng/μL)和倍比稀释后的展示有OTA-1多肽的噬菌体进行
孵育(滴度分别为6.4×107 pfu，2.5×108 pfu，2.5×109 pfu，
1.0×1010 pfu，4×1010 pfu，1.6×1011 pfu，6.45×1011 
pfu，2.5×1012 pfu，1.0×1013 pfu)。洗涤后，加入HRP-抗
M13噬菌体抗体孵育。最后，加入显色底物显色后，于酶标仪上
测定OD450处吸光值。
2.4 基于竞争性ELISA方法的中药材赭曲霉毒素检测  从当地药
材市场购买杜仲、党参和铁皮石斛三种药材，每种药材四份，每
份药材称取5 g，溶解于10 mL 50%的甲醇溶液中，超声处理20 
min。常温条件下，4000 rpm离心10 min，取上清液，用PBS稀
释40倍后用于ELISA检测分析。并与商品化的赭曲霉毒素检测试
剂盒进行比较。

3  结果与分析
3.1 噬菌体文库筛选  经过滴度测定后发现，第一轮筛选所得噬
菌体的滴度为4.0×102 pfu ，第二轮筛选得到的噬菌体滴度为
1.0×105 pfu ，第三轮筛选所得噬菌体滴度为7.0×106 pfu，表
明从第一轮到第三轮筛选噬菌体滴度得到明显富集。到最后一轮
筛选所得噬菌体进行测序后发现，在随机挑选的30个克隆中，
其中有29个克隆所展示的多肽序列为QFQLHSMPPTSL，命名为
OTA-1，有1个克隆展示多肽的多肽序列为FQLHTPNPYPLT，命
名为OTA-2。OTA-1和OTA-2多肽中均含有FQLH重复序列。30个
克隆中20种氨基酸出现的频次具体见图1。
3.2 展示有OTA-1多肽噬菌体的亲和力验证  噬菌体滴度测定结
果表明，展示有OTA-1和OTA-2多肽的两种噬菌体相比，展示有
OTA-1多肽的噬菌体与抗赭曲霉毒素抗体结合的亲和力更强(见图
2A)。另外，免疫印迹实验结果显示，展示有OTA-1多肽的噬菌体
在其pIII外壳蛋白位置处出现了明显的特异性条带(见图2B)，表
明展示有OTA-1多肽的噬菌体能够与抗赭曲霉毒素抗体特异性结
合。
3.3 竞争ELISA条件优化  利用棋盘法分别对噬菌体滴度和抗体包
被浓度进行优化，结果表明抗体的最佳包被浓度为0.5μg/孔，噬
菌体的最佳滴度为4×1010 pfu/mL(具体见图3)。
3.4 中药材赭曲霉毒素检测  选取杜仲、党参、铁皮石斛等12批
次中药材作为检测对象，将样品进行提取分离后，用缓冲液按照
1:10稀释后通过竞争ELISA法进行检测，结果见表1。与商品化的
ELISA试剂盒相比，基于展示有OTA-1多肽的噬菌体ELISA检测法
可以用于中药材赭曲霉素的检测，但灵敏度需进一步优化提升。

图1 OTA抗体结合多肽各氨基酸出现频次统计。图2 OTA-1和OTA-27的亲和力验
证。图3 棋盘法测定OTA-1多肽与OTA抗体的最佳滴度与包被浓度。

表1 中药材真菌毒素检测结果
样品编号	 样品名称	 商品化试剂盒检测(ng/mL)        基于噬菌体的ELISA检测

1	 杜 仲 1	                      44.9	                                            +

2	 杜 仲 2	                      13.6	                                            +

3	 杜 仲 3	                      2.4	                                            -

4	 杜 仲 4	                      0.5	                                            -

5	 党 参 1	                      3.6	                                            -

6	 党 参 2	                      0	                                            +

7	 党 参 3	                      23.5	                                            +

8	 党 参 4	                      56.4	                                            +

9	 铁皮石斛1	                     43.5	                                            +

10	 铁皮石斛2	                     69.2	                                            +

11	 铁皮石斛3		 18.5	                                            +

12	 铁皮石斛4		 128	                                            +

1 2 3
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4  总   结
　　本研究通过噬菌体随机12肽展示文库筛选，获得了一种可
与抗赭曲霉毒素抗体结合的OTA-1多肽，通过亲和力和特异性验
证，表明该多肽能够特异性的识别赭曲酶毒素抗体，并且可以用
于中药材赭曲霉毒素的检测，为基于噬菌体的真菌毒素检测提供
了一种新的研究策略。
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　　综上所述，尿毒症血透患者发生LS可能受患者害怕跌倒、铁
缺乏、合并症多、中心型肥胖、营养和炎症程度重等因素影响。
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