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1  参数设计

    纸张：A4；页边距：上22 mm，下20 mm，左20 mm，右20 mm；文档网格：42或43行/页，单倍行距。

2  要求与注意事项
(1) 所有数据图要求用excel软件制作，并带上数据库。图一定要黑白图，不要边框和底纹。带数据库的方法：先在excel软件里直接生成图，复制，然后打开word里的正文，再粘贴。检查是否带数据库的方法：打开word里的正文，双击图，带excel数据即可。
(2) 图片或照片的像素要求300DPI以上，且是未加工的原始图。

(3) 表格，作者只须提供方格表（编辑部在排版时再转为科技期刊要求的三线表），表头【小五黑】，表格内容【小五宋】。

(4) 参考文献须是最直接、最新的、阅读过的。

(5) 图、表中除数据以外的内容皆须提供汉、英对照。

(6) 凡是因课题鉴定、成果验收、博士出站、硕士答辩以及紧急用于职称晋升的学术论文，请投稿时务必说明最晚发表期限，以免延误。
3  格式
标题标题标题标题标题①【二黑】
第一作者【小四仿宋】1)②  作者二2)  作者三1)③
(1 单位单位单位单位单位单位单位  571737【五楷】；

2 单位单位单位单位单位单位单位  571737【五楷】)

摘  要【小五黑】  【研究目的】30～50字，□□□□□□□□□；【方法】30～50字□□□□□□□□□；【结果】核心部分，约150字□□□□□□□□□□□□□□□□□□□；【结论】不能忽略，约50字□□□□□□□□□□□□。【小五宋】
关键词【小五黑】  3～8个【小五宋】
中图分类号【小五黑】  

Title Title Title Title Title【小四号Times New Romam】
Mary  Sunny  John【五号Times New Romam】
(1 CAASS, Beijing 100026; 2CAT, Beijing 100094)【五号Times New Romam】
Abstract:【OBJECTIVE】≈15% Abstract Abstract abstract Abstract abstract;【METHOD】≈15% abstract abstract Abstract abstract;【RESULTS】≈55% Abstract abstract abstract abstract. abstract abstract abstract;【CONCLUSION】≈15%abstractt Abstract abstract Abstract abstract.【五号Times New Romam】
Key words: Keyword 1, Keyword 2, Keyword 3, Keyword 4, Keyword 5
0 引言

【本研究的重要意义】约100～200字□□□□□□□□□□□□□□□□□□□；【前人研究进展】本研究奠基人及起始时间。作者A用什么方法取得了什么进展□□□□□□□□□□□□□□□□□□□。作者B□□□□□□□□□□□□□□□□。作者C□□□□□□□□□□□□□□□。作者D□□□□□□□□□□□□□□□□。作者E□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□。作者F□□□□□□□□□□□□。其中，要交代谁是目前中国在此研究方面做得最好的专家□□□□□□□□□□□□□。【本研究切入点】主要介绍本研究的空白点或薄弱环节□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□主要介绍本研究是在什么基础上启动的。所有前人研究中哪些问题尚未得到解决，或者尚有研究空白，或者存在薄弱环节，因此启动了本项研究【拟解决的关键问题】□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□。
1  材料与方法【4黑】
1.1【五黑】  材料【5黑】
1.2【五黑】  方法【5黑】
2  结果与分析【4黑】
2.1【五黑】  结果1结果1【5黑】
2.2【五黑】  结果2结果2【5黑】
2.n【五黑】  结果n结果n【5黑】
3  结论与讨论【4黑】
致谢【小五黑】□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□□，特此谢意! 【小五宋】
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抗黄曲霉毒素B1单链抗体(scFv)库的建立和筛选

庄振宏, 李  兰, 孙宪连, 张新艳, 单  超, 汪世华, 王宗华*
福建农林大学生命学院，福州  350002


摘要  单链抗体既可用来检测毒素，也可用来中和毒素。从抗黄曲霉毒素B1单克隆抗体细胞系中扩增到重链可变区（VH）和轻链可变区（VL），经PCR将VH、Linker和VL连接成scFv，并克隆到载体pCANTAB-5E，经电转化大肠杆菌TG1，构建了库容量为1×108的单链抗体库。通过辅助噬菌体M13KO7感染后，使单链抗体展示在噬菌体衣壳蛋白pIII的N端，得到客容量为1×108的噬菌体展示的抗体库。将抗体库用于“淘洗-富集-扩增”四轮以后，得到针对AFB1特异性的噬菌体抗体。进一步以噬菌体感染大肠杆菌HB2151，在细菌细胞周质中可溶性大量表达，最终经竞争ELISA分析表明获得了3株可以稳定分泌抗黄曲霉毒素B1 scFv菌株，分别命名为3C3、3B3和4A2。
关键词  黄曲霉毒素B1；单链抗体；抗体库；抗黄曲霉毒素B1 scFv菌株
中图分类号   

    黄曲霉毒素(aflatoxins)是在食品中广泛存在的一类真菌毒素，其中黄曲霉毒素B1毒性最强，也是最具有代表性的一种毒素[1,2]，如何快速检测和中和黄曲霉毒素是十分重要的课题。利用单链抗体(single chain fragment variable of antibody，scFv)是一潜在的有效途径。所谓scFv，就是利用基因工程原理将抗体的重链可变区(VH)和轻链可变区(VL)通过一条连接肽(linker，约15-25氨基酸)连接形成的单链分子，使抗体可变区（FV）片段稳定下来，其分子大小仅为完整抗体的1/6[3]，但具备单克隆抗体特异性好、活性强的优点，同时还更安全[4]。因此scFv在包括毒素检测和中和在内的多种实践中有着广阔的应用前景[5]。本研究从抗黄曲霉毒素的单克隆抗体细胞系中，克隆并合成抗黄曲霉毒素scFv，构建了单链抗体库，通过ELISA检测分泌到细胞周质中的单链抗体蛋白的活性，得到对黄曲霉毒素有较高亲和力的菌株，以便为进一步利用抗黄曲霉毒素B1单链抗体进行检测，并转化易被黄曲霉毒素污染的作物奠定工作基础。

1  材料与方法
1.1  材料

1.1.1  细胞和载体   小鼠杂交瘤细胞0G9株为本室研制，分泌抗AFB1单克隆抗体，为IgG类；TG1[K12, △(Lac-pro), SupE, thi, hsdD5/F’，traD36, proAB, laclq, lacZ△M 15]；质粒pCANTAB-5E和辅助噬菌体M13KO7购自Amersham Biosciences公司。

1.1.2  试剂   限制性核酸内切酶; T4 DNA连接酶为NEB产品。
1.2  方法
1.2.1  RNA提取   杂交瘤细胞在细胞培养瓶中长成单层后，将杂交瘤细胞轻轻吹下，置入15 mL离心管中，1 000 r/min，离心10 min，用PBS或生理盐水洗涤2次，在5×106~1×107内加入TRIZOL试剂1 mL，并用吸头混匀细胞悬液，室温静置5 min，加入0.2 mL氯仿，盖好EP管，用手快速摇动15 s，然后室温静置2~3 min；再于2~8 ℃，16 000 r/min，离心15 min，取上层无色水相层（RNA溶于此层），约占整个细胞匀浆液的60％，将其转移至一新的1.5 mL EP管中；加入0.5 mL异丙醇，轻摇均匀，置室温10 min后，于2~8 ℃，16 000 r/min，离心10 min，除去上清后，用75％乙醇1 mL洗RNA沉淀1次，然后于2~8 ℃，7 500 r/min，离心5 min，然后除去乙醇，于无菌环境风干RNA沉淀，用20 μL DEPC处理的双蒸水溶解RNA沉淀，置-80 ℃冰箱中备用[6～8]。

1.2.2  RT合成第一条链cDNA   按照Promega公司反转录试剂盒操作步骤合成第一条cDNA链。
1.2.3  VH、VL的扩增与scFv的装配   根据小鼠抗体可变区序列的保守性，设计可变区VH、VL的扩增与scFv的装配的通用引物（表1），由北京三博远志公司合成。
表1  本研究所用引物及其序列
Table 1  The sequence of all primers used in this study
	引物名称
	引物序列

	重链可变区5’端引物(VH1BACK)
	5’-AGG TSM ARC TGC AGS AGT CWG G-3’

	重链可变区3’端引物(VH1FOR)
	5’- TGA GGA GAC GGT GAC GGT GGT CCC TTG GCC CC-3’

	Kappa链可变区5’端引物(VK2BACK)
	5’-GAC ATT GAG CTC ACC CAG TCT CCA-3’

	Kappa链可变区3’端引物
	(MJκ1FONX) 5’- CCG TTT GAT TTC CAG CTT GGT GCC-3’

	
	(MJκ2FONX) 5’- CCG TTT TAT TTC CAG CTT GGT CCC-3’

	
	(MJκ4FONX) 5’- CCG TTT TAT TTC CAA CTT TGT CCC-3’

	
	(MJκ5FONX) 5’- CCG TTT CAG CTC CAG CTT GGT CCC -3’

	重链连接肽反向引物(LINKBACK)
	5’- GGG ACC ACGGTC ACC GTC TCC TCA-3’

	轻链连接肽反向引物(LINKFOR)
	5’- TGG AGA CTG GGT GAG CTC AAT GTC -3’

	重链可变区Sfi5’端引物(VH1BACKsfi)
	5’-GTC CTC GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG GTS MAR CTG CAG SAG TCW GG-3’

	轻链可变区Not3’端引物
	(JK1NOT10) 5’- GAG TCA TTC TGC GGC CGC CCG TTT GAT TTC CAG CTT GGT GCC-3’

	
	(JK2NOT10) 5’- GAG TCA TTC TGC GGC CGC CCG TTT TAT TTC CAG CTT GGT CCC -3’

	
	(JK4NOT10) 5’- GAG TCA TTC TGC GGC CGC CCG TTT TAT TTC CAA CTT TGT CCC -3’

	
	(JK5NOT10) 5’- GAG TCA TTC TGC GGC CGC CCG TTT CAG CTC CAG CTT GGT CCC -3’


说明: B=C/T，D=A/G/T，H=A/C/T，V=A/C/G，K=G/T，M=A/C，R=A/G，S=C/G，W=A/T，X=C/T。
    VH、VL的扩增与scFv的装配反应体系分别为：在50 μL总体积中加入1 μL cDNA，0.5 μL上游引物，0.5 μL下游引物，3 μL dNTP，5 μL 10×BSA，5 μL 10×PCR buffer，0.5 μL rTaq，最后加入34.5 μL ddH2O。PCR扩增程序为94 ℃ 5 min；94 ℃ 45 s，55 ℃ 45 s，72 ℃ 45 s，33个循环；72 ℃延伸10 min; 由于PCR产物均只有1条带，直接把PCR产物做回收，其中VH和Linker分别回收，而4条轻链产物VJK1、VJK2、VJK4和VJK5混合在一起做PCR回收。
    然后，加入1 μL VH(42.5 ng/μL)，0.4 μL VJK1,2,4,5(106 ng/μL)，0.5 μL Linker(50 ng/μL)，3 μL dNTP，5 μL 10×BSA，5 μL 10×PCR buffer，0.5 μL rTaq，补充34.6 μL ddH2O，反应总体积为50 μL。具体的PCR程序为: 94 ℃ 5 min；94 ℃ 45 s，50 ℃ 45 s，72 ℃ 45 s，5个循环；72 ℃延伸10 min；然后暂停PCR反应。延伸结束后，补加完毕，开始另外一PCR程序：94 ℃ 45 s，55 ℃ 45 s，72 ℃ 45 s，30个循环；72 ℃延伸10 min; scFv的PCR产物经1％的琼脂糖凝胶电泳。用DNA片段回收试剂盒纯化scFv片断，回收大小为750 bp条带，被扩增的scFv片断5'和3'端分别被加上Sfi I/Not I酶切位点。
1.2.4  构建重组质粒pCANTAB 5E-scFv   经过 Sfi I和Not I 双酶切的pCANTAB 5E载体与相同酶切的scFv DNA 按约3∶1的摩尔比例连接。连接反应体系如下：25 μL scFv(3.6 ng/μL)，18 μL digesed plasmid(10 ng/μL)，5 μL 10×PCR buffer，0.1 μL T4 ligase，补充2.9 μL ddH2O。体系混匀，16 ℃过夜连接后保存在－20 ℃，用于电穿孔法转化。每次转化中，用50 μL感受态细胞TG1与4 μL连接产物混匀后电击转化，总共转化了10次。然后取10 μL转化样品以100倍等梯度稀释涂布在转化的细胞在含有氨卞青霉素和葡萄糖的SOBAG平板上。根据生长的菌落数统计抗体库容量。
1.2.5  噬菌体展示、淘洗、富集、扩增与检测   用辅助噬菌体M13KO7侵染转化后的细菌，起始噬菌体复制，最终形成完整的噬菌体粒子并从细胞中释放，产生可以展示抗体scFv片段重组噬菌体。经过淘洗：用抗原AFB1-BSA包被多孔板，抗原特异的噬菌体展示抗体可以与之结合，非特异结合的噬菌体洗涤过程中被弃去；富集：用筛选到的展示抗原特异性重组抗体的噬菌体再侵染TG1，用M13KO7进行拯救进行淘洗从而使阳性克隆得到富集。经过3～5轮的淘洗-富集扩增过程后，铺平板并对得到的克隆进行检测。在检测时，用PBS稀释抗原AFB1-BSA至适宜浓度，包被96孔板，未结合位点用封闭液封闭，后加入噬菌体抗体使与抗原反应，洗涤后加入可与噬菌体衣壳蛋白结合的过氧化物标记的anti-m13抗体，检测结合的重组噬菌体抗体；洗涤后加入过氧化物的底物，反应后阳性反应会显示。
1.2.6  scFv可溶性表达与检测   将ELISA 反应中有阳性反应所对应的噬菌体用来感染E.coli HB2151，使之产生可溶性的重组抗体。取各个噬菌体上清2 μL加入400 μL新鲜制备的HB2151细菌中，OD600=0.3~0.5，37 ℃缓慢振荡培养30 min，一旦管中的噬菌体上清检测阳性，将阳性克隆噬菌体感染的HB2151涂2×YT-AG-N平皿，30 ℃过夜培养；挑取单个菌落，接种入5 mL新鲜制备的2×YT-AG，30 ℃振荡培养过夜；将5 mL过夜培养菌加入50 mL新鲜的2×YT-AG，30 ℃振荡培养1 h；4 000 r/min离心10 min，小心去上清，加入50 mL  2×YT-AI，30 ℃振荡培养4 h；8 000 r/min离心15 min，沉淀加入500 μL冰预冷的1×TES重悬一管细胞沉淀，然后加750 μL冰预冷的1/5×TES，蜗旋重悬沉淀（这会引起温和的渗透变化）。冰上30 min后转移至1.5 mL离心管，12 000 r/min离心10 min。小心转移上清（即细胞质中的可溶性抗体）至一干净管中。或加入500 μL PBS-EDTA（含1 mmol/L EDTA的PBS），冰浴20 min后沸水浴5 min，12 000 r/min离心10 min，上清即为菌体中的单链抗体，然后将这些scFv抗体进一步用ELISA和Western检测，具体方法见Amersham Biosciences公司产品使用手册。
2  结果与分析
2.1  VH、VL基因的扩增及scFv的组装

    首先，从单克隆抗体细胞中提取的RNA，利用GeneQuant pro紫外分光光度计（Amersham）测量RNA样品的浓度和纯度，其中A260/A280=2.052，进一步用1％甲醛变性琼脂糖凝胶电泳检测表明本研究获得了完整的RNA。然后，按照Promega公司提供的反转录试剂盒操作，使用通用引物Oligo dT合成cDNA。用合成的cDNA做模板，以表1通用引物，分别扩增重链可变区VH和轻链可变区VL。然后进行1％琼脂糖凝胶电泳，结果显示重链VH大约是340 bp，轻链VL大约是325 bp(图1)，与预测的理论值相符。

    进一步采用重叠PCR方法，以多肽链Linker将重链VH与轻链VL连接起来组装成scFv基因，并以此作为模板通过PCR，加入上游与下游带有酶切位点的对应的引物，特异性扩增scFv基因。PCR产物经1％琼脂糖凝胶电泳，结果如图1所示，得到一条750 bp的条带，大小与理论值相符，说明已经成功合成了scFv基因。
2.2  单链抗体库的构建与筛选
    将双酶切好的scFv和载体pCANTAB-5E 16 ℃连接过夜，连接产物电击转化TG1，按不同浓度梯度稀释后涂布SOBAG平板，进行抗性选择。根据生长的菌落数和稀释的梯度进行统计，本实验所构建的抗体库初始库容大约为1×108克隆。

    抗体库细菌经辅助噬菌体M13KO7感染后，进行4轮“吸附－洗脱－扩增”的循环，这样富集了阳性克隆。每轮洗脱后感染处于对数生长期的TG1，然后涂布SOBAG平板，随机挑取阳性克隆，用辅助噬菌体M13KO7超感染，离心后的上清用于间接ELISA检测。图2为第四轮淘洗后ELISA检测结果，图中A、B 2列包被BSA做阴性对照，C、D 2列用AFB1-BSA包被，对阳性克隆做重复鉴定，共得到10个左右的克隆，其中C3孔对应的克隆为3B3, D3对应的为3C3，C4对应的为4A2。实验中我们注意到，经过第1轮、第2轮淘洗后，可以得到少量阳性克隆，但是第3、4轮淘洗后，得到阳性克隆的机率显著提高。由此可见，淘洗后特异性抗体得到了富集。
2.3  单链抗体可溶性表达及检测
    以阳性克隆的噬菌体感染对数生长期的HB2151，经 IPTG诱导表达4 h后离心收集上清，并制备细胞周质腔中的单链抗体，用ELISA检测，筛选得到3个阳性克隆3B3、3C3和4A2（见表2）；对3个表达性能良好的单链抗体的菌株，在细菌周质中所产生的可溶性scFv进行SDS-PAGE鉴定，结果见图3。图中可见3个候选克隆表达蛋白约28.8 kDa，蛋白大小与理论相符。

2.4  竞争ELISA检测候选scFv的亲和力
采用竞争ELISA方法，即通过scFv针对AFB1和AFB1-BSA的竞争结合反应来检测候选scFv的亲和力（见表3）。由于抗体具有针对AFB1的特异性，随着反应体系中AFB1浓度不断增大，对应的与包被好的AFB1-BSA结合的scFv就少，最后检测到的scFv标签E-tag的信号值不断减小。对3个scFv候选克隆的竞争ELISA检测表明，他们均具有较好的亲和力，大约4 ppb的游离AFB1就可以竞争50％ scFv的活性（图4）。

3  讨论 
    由于免疫学检测方法比传统的方法更快速，更经济，因此越来越广泛被运用于各个领域，然而，其中的多克隆抗体检测技术耗时长，需要大量的实验动物，并且易出现假阳性；更先进的单克隆抗体技术虽然准确性高，但是需要大量的工作量，费用高，也耗时；而scFv具有特异性好、活性强，安全性高，快洁方便的特点，因此scFv在包括毒素检测和中和在内的多种领域中逐步由实验室走向生产实践，并有着越来越广阔的应用前景。Yuan等[9]在拟南芥中表达了功能性的抗玉米烯酮毒素的scFv，首次成功实现了在模式植物中表达抗真菌毒素的scFv；Xiao等[10]合成了抗梭菌毒素B的scFv，并得到了可溶性的scFv; Finlay等[11]则以具有高亲和力的抗拟菱形藻毒素-软骨藻酸（Domoic Acid, DA）的scFv来检测DA。

    而本实验采用AFB1单克隆杂交瘤细胞提取小鼠的总RNA，反转录后获得了抗黄曲霉毒素多克隆抗体cDNA；通过PCR扩增出了抗体基因的重链可变区VH和轻链可变区VL，通过重叠延伸拼接反应，将VH和VL组装成scFv。由于实验中采用了单克隆杂交瘤细胞提取总RNA，大大提高了在后续工作中获得高亲和力单链抗体的概率。
    本实验不仅以重组噬菌粒pCANTAB-5E电穿孔转化TG1，通过亲和富集和固相淘选，获得高亲和力的TG1菌株，为后续的转基因遗传育种工作奠定了基础；而且以重组噬菌粒pCANTAB-5E感染处于对数生长期的HB2151，最终筛选到3B3、3C3和4A2 3株亲和力较高的单链抗体，并且证明了这些scFv抗体蛋白可以分泌到细胞周质腔中可溶性表达，因此，通过诱导重组噬菌粒pCANTAB-5E转化的HB2151可以获得大量高亲和力的可溶性scFv抗体蛋白，这表明了本实验的结果可以方便而快速地用于通过竞争ELISA方法检测花生、玉米和大米等各种农产品的真菌感染，为发明基于单链抗体的黄曲霉毒素B1检测试剂盒打下了坚实的基础。
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Construction of an anti-aflatoxin B1 scFv library and screening for specific antibodies against AFB1

Zhuang Zhenhong, Li lan, Sun Xianlian, Zhang Xinyan, Shan Chao, Wang Shihua, Wang Zonghua

College of life science, Fujian Agriculture and Forestry University Fuzhou，Fuzhou Fujian  350002  China

Abstract  ScFv antibodies could be used not only in detection, but also in neutralization of toxins. In this study, the VH and VL gene fragments were first amplified from cDNA of hybridoma cell line specific to aflatoxin B1, then integrated as scFv with a linker, and cloned into phagemid vector pCANTAB-5E, and then transformed into Escherichia coli TG1 by electroporation. A scFv antibody library as large as 1×108 clones was obtained. To produce phage-display scFv, the helper phage M13KO7 was added to the culture when bacteria were grown up to the log-phase, in which scFv antibody was displayed in N-terminus of the bacteriophage coat protein pIII. Then the phage display antibody was applied to four rounds of “panning-enrichment-amplification” to screen for specific phage against to aflatoxin B1 (AFB1). And the E. coli strain HB2151 was infected by the bacteriophage and the soluble scFv antibody was expressed in bacterial periplasm. The competitive ELISA was used to confirm that three strains,  3C3, 3B3 and 4A2 could secret the soluble scFv antibody against AFB1.

Key words  aflatoxin B1； scFv； antibody library； antibody against AFB1
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图1  单链抗体基因VH、VL和scFv的扩增


 Fig.1  PCR amplification of VH, VL and scFv
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