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摘  要: 免疫学检测方法具有快捷、灵敏、特异性高的特点, 在毒素的定量和定性方面已获得了快速的发展, 成

为毒素检测方法的研究热点。而高质量抗体的制备是建立特异性强、灵敏度高的免疫分析方法关键。目前主

流研究和应用的抗体是单克隆抗体, 其性质稳定, 特异性强, 灵敏度高。随着抗体技术的发展, 重组抗体在免

疫检测领域也逐渐应用。与多克隆抗体、单克隆抗体相比较而言, 重组抗体具有独特的优势, 可以在原核表达

体系里短时间内大量生产且生产费用低廉, 对黄曲霉毒素的低成本、大规模检测有重要的应用价值。本文重点

阐述和分析了黄曲霉毒素单克隆抗体、重组抗体制备过程中存在的影响因素及问题, 并对未来黄曲霉毒素抗体

的发展前景进行了展望。 
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ABSTRACT: Immunological detection methods with fast, sensitive and highly specific characteristics had 

gained a rapid development and become a hot detection methods. High quality antibody was the key of 

aflatoxins determination by specific and sensitive immunoassay methods. Monoclonal antibody was the most 

popular antibody in current researches and commercial products for their stability, high specificity and high 

sensitivity. More and more recombinant antibodies were researched and applied with the development of 

antibody technology. Compared to these two types of antibodies, an abundance of recombinant antibody can be 

produced in prokaryotic expression systems in a very short time with low cost. It will be helpful to the low-cost 

and high throughput detection method of aflatoxins. In this paper, the preparation processing of monoclonal and 

recombinant antibodies in aflatoxin detection were summarized and the key factors in the preparation of 

aflatoxins antibody were analyzed.  
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1  引  言 

黄曲霉毒素(aflatoxins, 简称 AFs)毒性大[1,2], 污染广, 

甚至在水产品中也有发现[3], 给人们的健康造成了极大的

威胁。高灵敏和高特异性的黄曲霉毒素检测方法是发现和

控制其污染的必要手段。免疫方法因其检测灵敏、操作简

便、可以在短时间内完成等特点被越来越广泛地应用于黄

曲霉毒素的检测[4-6]。诸如酶联免疫吸附法(enzyme linked 

immunosorbent assay, ELISA) 、 放 射 免 疫 检 测 技 术

(radioimmunoassay, RIA)、金标免疫层析、免疫亲和技术等

方法均都需要高质量的黄曲霉毒素特异性抗体[7-8]发挥其

高灵敏和高特异性的优势。目前主流应用和研究的 AFs抗

体主要包括单克隆抗体、重组抗体。二者比较, 单克隆制

备过程复杂, 制备时间较长, 抗体质量受制备过程很多因

素的影响; 重组抗体制备成本低, 可在短时间内获得大量

抗体, 但在应用中存在亲和力低、特异性和稳定性较差等

问题[9]。本文就单克隆抗体和重组抗体等新型抗体发展和

应用情况进行阐述, 分析 AFs 抗体制备过程中重点影响因

素、存在的问题, 为抗体制备技术的完善以及其他真菌毒

素的抗体制备提供一些思路和理论支撑等。 

2  黄曲霉毒素单克隆抗体 

单克隆抗体技术起源于 Kohler 等[10]创建的体外鼠源

杂交瘤技术, 利用该技术产生了仅识别一种表位的同源抗

体[11], 其制备是一项周期长、高度连续性的实验技术, 大

体需要五个阶段: 免疫、融合、筛选、克隆和抗体大量制

备; 并涉及大量细胞培养、免疫和生物化学等方法[12]。 

2.1  免疫阶段对单克隆抗体的影响 

在免疫过程中, 不同的阶段, 如半抗原的改造方式、

抗原纯度、抗原免疫剂量、注射途径、加强免疫时间等都

对最后单克隆抗体质量都有一定的影响。肖智等[13-14]认为, 

与 AFBO-BSA相比, 选用 AFB2a-BSA作为抗原, 可保留 B

族环戊烯与 G族内酯差异, 能降低抗体与 G族的交叉反应

率。魏继涛[15]认为小鼠免疫过程是否合理关系到小鼠血清

效价的高低, 小鼠血清效价越高说明体内分泌特异性抗体

的脾细胞越多, 在保证融合率的情况下, 出现阳性杂交瘤

克隆孔的几率越大。 

2.2  细胞的融合阶段的影响 

影响细胞融合的因素主要有骨髓瘤细胞生长状况、脾

细胞处理、细胞比例、培养基和血清质量、融合剂的选择、

杂交瘤细胞筛选方法等。如果上清液中的抗体浓度过高, 

使用间接 ELISA筛选很容易产生假阳性结果, 而使用直接

法虽可大大降低假阳性率, 但灵敏度较差, 且容易将高亲

和力的抗体判断为假阴性[16]。与酶联免疫法相比, 利用基

于芯片的化学发光免疫法对杂交瘤细胞进行筛选速度更快, 

更敏感, 且仅用纳升上清液, 不到 5 min, 40个克隆可被筛

选完成[17]。Zhang 等[18-21]根据亚克隆的次数, 利用梯度筛

选法选出 1株亲和力好、灵敏度高的抗黄曲霉毒素细胞株

(1C11)用于 ELISA检测, 对 AFB1、AFB2、AFG1、AFG2、

AFM1的灵敏度分别为 1.2、1.3、2.2、18.0、13.2 pg/mL, 是

目前报道的针对 AFB1 检测灵敏度最高的细胞株, 制备得

到的单克隆抗体用于免疫层析法中 , AFB1 检测限为 1 

ng/mL。 

2.3  单抗最后制备阶段影响因素 

单克隆抗体的制备有体内培养法和体外培养法, 由

于腹水中的抗体含量要远高于细胞培养上清, 一般选择体

内诱生法制备[22]。李涛[23]研究了诱导剂、小鼠性别、年龄

对制备腹水的影响, 结果表明用不完全弗氏佐剂诱导的小

鼠腹水远高于石蜡, 1012周龄高于 68周龄, 性别不同对

腹水产量并没什么影响。 

3  重组抗体 

重组抗体是按人类设计所重新组装的新型抗体分子, 

可保留或增加天然抗体特异性和主要生物学活性, 去除或

减少无关结构, 能在大肠杆菌中表达, 具有产量高、速度

快、成本低的优点[24-25]。目前研究的重组抗体主要有经典

的单价抗体 , 如 : Fab、单链抗体 (single chain antibody 

fragment, scFv)等, 还有一些基因工程抗体片段如: 双价抗

体 (diabodies)、三价抗体 (triabodies)、单域抗体 (single 

domain antibody, sdAb)[26], 如图 1所示。 

3.1  单链抗体(scFv) 

scFv(~27 kDa)是目前研究最多的AFB1基因工程抗体, 

在 1980年首先被制备用来替代单克隆抗体(~150 kDa)用于

治疗[27], 它的分子量约为完整抗体的 1/6[28], 能保持亲本

抗体抗原结合的特异性[29]。 

3.1.1  单链抗体的制备概述 

scFv 是对抗体的基因进行重组, 表达由抗体重链可

变区 (VH)和轻链可变区 (VL)通过人工合成的链接肽

(Linker)链接而成的抗体[30], 它具有易于构建和表达、分子

量小、穿透力强、特异性好、免疫原性低等优点[31], 在毒

素的检测中有着广阔的应用前景[32]。与传统的抗体制备过

程相比, scFv 绕过了免疫动物步骤, 可以在原核表达体系

里短时间内大量生产, 且生产费用低廉, 并易于在体外进

行亲和力改造[33]。 

Min 等 [34]制备的单链抗体对 AFB1 的亲和常数为

1.16×107 L/mol, 是其亲本单克隆抗体的 17倍。Rangnoi[35]

从人类独特的噬菌体库中筛选出抗 AFB1 的 scFv, 将其基

因与碱性磷酸酶基因融合, 表达后获得 scFv-AP, 用于一

步竞争 ELISA法, IC50为 0.04 μg/mL。因母鸡免疫球蛋白 
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图 1  基因工程抗体片段 

Fig. 1  Genetic engineering antibody fragments 

 
重链和轻链基因位点只带有一个功能V区和一个功能 J区,

与其他动物相比, 更容易建立噬菌体库, Xue 等[36]利用母

鸡获得的单链抗体基因与碱性磷酸酶融合后 , 获得

scFv-AP, 检测限为 10-3 μg/ mL。Dunne等[37]从免疫了的噬

菌体库中筛选出能编码特异性 AFB1单链抗体的基因, 将其

转入大肠杆菌中表达出单体和二聚体的单链抗体, 并将其

分别用于基于表面等离子体共振的抑制免疫学方法, 它们

的检测范围分别为 39012000 pg/mL和 19024000 pg/mL。

Li等[38]从产 AFB1单抗的 20个杂交瘤细胞系, 克隆出抗体

的 VH 和 VL 基因, 建立了库容量为 3.5×105的抗体库, 筛

选出的 scFv对 AFB1灵敏度为 0.01 ng/mL。 

3.1.2  制备单链抗体的影响因素 

单链抗体的高效表达水平是由多因素、多水平共同决

定的, 其中包括抗体的基因序列、抗体库的筛选策略、高

效表达载体构建、抗体表达系统等[39,40]。 

3.1.3  Linker 设计的影响 

常用的 Linker 是由甘氨酸 (G)和丝氨酸 (S)组成的

1520个氨基酸序列组成, 如: GGGGSGGGGSGGGGS[28]。

在 Linker 的设计中, 不能干扰 VH 和 VL 的空间构象, 不

能对抗原结合部位造成阻碍, 不能引起分子动力学改变, 

尽可能减少蛋白酶攻击, 防止 scFv 聚集[41], 设计时VH和

VL 的取向可以是 VH-Linker-VL 也可以是 VL-Linker-VH, 

两种方式都不影响 scFv 的特异性, 但是 VH-Linker-VL 比

VL-Linker-VH 亲和力高 10 倍以上, 而 VL-Linker-VH 比

VH-Linker-VL的表达量高 20倍[42]。 

3.1.4  表达系统的影响 

Miller等[43]比较了酿酒酵母、毕赤酵母和大肠杆菌细

胞对 scFv 的表达, 结果是大肠杆菌表达细胞是获得纯化

scFv 速度最快的表达系统, 且它的生长速度快, 易于操作, 

转化和转导率高, 可在短时间进行大规模生产[44-45]。 

3.1.5  其他因素影响 

在单链抗体基因的拼接中 , 采用两片段重叠延伸

PCR 法, 使抗体重链与轻链随机的连接在一起, 可以提高

组装效率, 增加抗体库的多样性[46]。在对抗体库筛选时, 

直接将 AFB1 包被在酶标板上, 能避免载体对筛选的干扰

和误导, 且利用竞争-胰蛋白酶联用洗脱, 含目标抗体片段

的噬菌体比例会大幅提高 [47], 可提高筛选效率。杨炼    

等[48-49]通过对比几种载体对最终 scFv 活性和产率的影响, 

筛选出 PET22b作为 AFB1单链抗体的最优表达载体。 

单链抗体没有恒定区, 具有很大的构象自由, 在应用

中存在亲和力低的问题[9], 可采用同源建模及其分子对接

等技术探索抗体与抗原高灵敏度识别起关键作用的氨基酸

残基模型, 为 AFs 重组抗体的体外亲和力改造提供依据, 

提高针对黄曲霉毒素的亲和力和特异性[47]。此外也能通过

在结构域间引入二硫键、链更替、定点突变或构建多价抗

体的方法对 scFv亲和力进行改造[50]。 

3.2  单域抗体 

单域抗体只由重链可变区组成, 晶体直径 2.5 nm, 长

4 nm, 又称纳米抗体, 它是自然界存在可与抗原结合的最

小片段[51]。单域抗体拥有较长的 CDR3, 可形成稳定的暴

露凸环结构(凸环中具有稳定的二硫键), 能够深入抗原内

部以更好地结合抗原, 从而提高其抗原特异性和亲和力[52], 

而传统抗体 Fab片段及单链抗体 scFv的抗原结合表面常形

成凹性能拓扑结构, 通常只能识别位于抗原表面位点[53]。

纳米抗体在水溶液中能稳定存在, 聚合性减少, 在室温下

能稳定保存 , 具有特异性强 , 交叉反应率低 , 亲和力高 , 

表达性高的特性。 

单域抗体也通过克隆重链可变区基因, 构建噬菌体

库, 经过淘洗富集, 转入表达系统表达纯化得到。目前还基

本没有抗 AFs 纳米抗体的报道, 但纳米抗体是抗体制备发

展的重要方向之一。Muyldermans 等[54]将纳米抗体重组, 

作为生物传感器探针, 用于食品中的其他有毒物质检测。

目前也有抗三氯二苯脲和 3-苯氧基苯甲酸单域抗体报道, 

并用它们建立了竞争 ELISA[55-56]。 

此外用单域抗体作为抗独特性抗体也具有很大优势, 
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目前已有报道用于诊断和治疗[57-58]。根据网络免疫学说, 

制备抗独特性抗体, 可成为毒素标准品替代物。Fan 等[59]

制备了 AFB1 抗独特性单域抗体, 但该抗体主要以包涵体

形式存在, 经过溶解和复性后确定该抗体具有与 AFB1 抗

体结合的特性。Wang等[60]利用 AFB1单克隆抗体 1C11作

为抗原免疫羊驼, 得到抗特异性单域抗体, 经测定, 该抗

体能够作为 ELISA检测中的包被原, 替代毒素分子偶联物, 

减少毒素标准品使用。Liu 等[61]通过抗 AFB1的 F(ab’)2免

疫小鼠获得抗独特性抗体, 通过荧光光谱特性和圆二色谱

分析, 也可作为毒素替代物。 

4  讨论和展望 

AFs抗体制备是免疫检测的重点。目前抗体技术快速

发展, 具有较大的研究前景和潜力, 但在 AFs 抗体制备方

面仍有很多因素影响抗体质量。通过分析, 笔者认为从以

下几个方面可以进行深入研究和发展。 

(1)AFs的分子量小, 抗体质量很大一部分取决于半抗

原的设计。目前主要用于制备 AFs抗体的抗原是 AFs-BSA, 

连接方式比较单一。因此可以探索新的完全抗原制备方法, 

在化学合成方法上加以改进, 以增加制备多抗的灵敏度和

提高获得单抗几率。 

(2)目前 AFs 最容易制备成功的抗体仍是多克隆抗体, 

单克隆抗体虽有大量报道, 但对实验仪器和实验人员要求

高, 影响获得抗体的因素多, 很难保证一次细胞融合就能

获得产目标抗体的杂交瘤细胞, 因此耗费时间长、人力大、

费用高, 要筛出高灵敏度抗体更要控制好各个影响因素。

为了减少人为因素影响, 单克隆抗体制备过程中需要朝着

仪器化方向发展, 以提高效率和获得几率, 如细胞的融合

和筛选过程, 且目前单抗制备主要依靠向小鼠腹腔注射杂

交瘤细胞, 制备腹水获得, 采用这种方式获得量少, 周期

长。需要探究将产目标抗体的杂交瘤细胞用于发酵罐大型

培养的方式来获得单抗, 更有利于单克隆抗体的商业化。 

(3)基因工程抗体现目前主要用于临床诊断和治疗。用

于免疫检测尚处于研究阶段, 并没有进行商业化。研究最

多的 scFv, 其亲和力的加强和特异性改造还需进一步研

究。分析认为可以在基因上对抗体进一步改造, 如将其还

原为minibodies(如: 在抗体的设计中, 引入 Fc区)等。此外, 

对 AFB1的 scFv也可进行多系统表达探究, 提高 scFv表达

活性和表达量。sdAb的可变区是最小抗体的结合片段, 但

保持了抗体的特异性和稳定性 , 在大肠杆菌中的表达比

scFv高, 是 AFs抗体发展方向。 
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