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(57)摘要

本发明涉及一种多价苯噻菌酯模拟表位多

肽及其应用，尤其是一种与苯噻菌酯单克隆抗体

特异性结合的多价模拟表位多肽，以及所述多价

多肽在免疫检测中的应用，属于生物技术领域。

基于苯噻菌酯噬菌体展示多肽模拟表位的氨基

酸序列，以赖氨酸为支架和间隔臂，固相合成获

得多价模拟表位多肽；将多价多肽的氮端乙酰

化，碳端的赖氨酸侧链提供唯一的游离氨基用于

标记。这种多价模拟表位多肽与苯噻菌酯单克隆

抗体的亲和力是单价模拟表位多肽的13.6倍，在

均相免疫分析方法中可以显著降低检测方法的

背景信号，提高检测分析方法的敏感性。该多价

模拟表位多肽可作为化学合成半抗原的替代物，

建立均相、一步的免疫检测方法，用于快速、灵

敏、方便和经济的检测环境和农产品中残留的苯

噻菌酯。
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1.一种与苯噻菌酯单克隆抗体特异性结合的多价模拟表位多肽，其特征在于，所述多

价模拟表位多肽由多个苯噻菌酯模拟表位多肽组成。

2.根据权利要求1所述具有与苯噻菌酯单克隆抗体特异性结合的多价模拟表位多肽，

其特征在于，以赖氨酸为支架形成多价。

3.根据权利要求1所述具有与苯噻菌酯单克隆抗体特异性结合的多价模拟表位多肽，

其特征在于，由赖氨酸的侧链提供活性基团用于标记。

4.权利要求1具有与苯噻菌酯单克隆抗体特异性结合的多价模拟表位多肽在检测苯噻

菌酯中的应用。
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一种多价苯噻菌酯模拟表位多肽及其应用

技术领域

[0001] 本发明涉及一种多价苯噻菌酯模拟表位多肽及其应用，尤其是一种与苯噻菌酯单

克隆抗体特异性结合的多价模拟表位多肽，以及所述多价多肽在免疫检测中的应用，属于

生物技术领域。

背景技术

[0002] 噬菌体展示多肽技术可快速筛选到与抗体特异性结合的多肽，用于高敏感性免疫

分析方法的开发，目前已在农药、毒素等检测对象中得到广泛应用。但噬菌体展示获得的活

性多肽片段连接在噬菌体外壳蛋白上，造成整体粒径较大(880×6-7nm)、流动性差、并且存

在污染其它生物试剂的风险。此外，噬菌体作为一种非常规试剂，不同批次间差异大、长期

储存的稳定性差等问题导致其商业开发价值低。目前研究者已报道出两种有效途径来克服

噬菌体的弊端：1)化学合成多肽；2)多肽与其他蛋白进行融合表达。化学合成多肽凭借标记

简单、纯度高、可长期储存、易商品化等优点，被视为克服噬菌体颗粒缺陷的有效途径。

[0003] 噬菌体展示多肽技术以是以多拷贝形式将多肽展示在噬菌体外壳蛋白上，如pIII

展示为3至5个拷贝，pVIII展示为200个拷贝左右。基于噬菌体展示多肽模拟表位的氨基酸

序列，固相合成制备的单价无噬菌体模拟表位多肽的亲和力常常较低，从而无法在免疫分

析方法中应用，或建立的免疫分析方法的敏感性较低。因此，多肽模拟表位多肽的研制及应

用具有重要的现实意义和重要的社会、经济价值。

发明内容

[0004] 本发明的目的是克服单价合成多肽模拟表位亲和力低的不足，提供一种与苯噻菌

酯单克隆抗体特异性识别的多价模拟表位多肽，及其对环境或农产品中的苯噻菌酯进行免

疫检测的用途。

[0005] 本发明提供的一种多价苯噻菌酯模拟表位多肽，其特征包括：基于苯噻菌酯噬菌

体展示多肽模拟表位的氨基酸序列(CSGLAEFMSC)，以赖氨酸为支架和间隔臂，固相合成获

得多价模拟表位多肽；将多价多肽的氮端乙酰化，碳端的赖氨酸侧链提供唯一的游离氨基

用于标记(((Ac-CSGLAEFMSC)2K)2KK)。

[0006] 所述的苯噻菌酯多价模拟表位多肽在苯噻菌酯免疫检测中的应用。所述免疫检测

方法为酶联免疫吸附分析方法、免疫层析分析方法或基于内滤效应的上转换荧光免疫分析

方法。

[0007] 本发明具有以下有益效果：

[0008] (1)新颖：与苯噻菌酯单克隆抗体特异性结合的多价模拟表位多肽为国内外首次

报道；

[0009] (2)亲和力强：多价模拟表位多肽与苯噻菌酯单克隆抗体的亲和力是单价模拟表

位多肽的13.6倍；

[0010] (3)实用：利用本发明提供的多价模拟表位多肽可作为化学合成半抗原的替代物，
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用于建立免疫分析方法，更加环保；

[0011] (4)改善分析方法的特性：在均相免疫分析方法中可以显著降低检测方法的背景

信号，提高检测分析方法的敏感性。

附图说明

[0012] 图1：多价苯噻菌酯模拟表位多肽示意图；

[0013] 图2：质谱检测及分子量比对；

[0014] 图中“A”表示一价苯噻菌酯模拟表位多肽质谱检测结果；“B”表示二价苯噻菌酯模

拟表位多肽质谱检测结果；“C”表示四价苯噻菌酯模拟表位多肽质谱检测结果；图中“D”表

示一价、二价和四价苯噻菌酯模拟表位多肽质核比(m/z)及质谱和ChemBioDraw软件计算的

分子量；

[0015] 图3：等温滴定量热法测试结果；

[0016] 图中“A”表示一价苯噻菌酯模拟表位多肽与苯噻菌酯单克隆抗体亲和力拟合曲

线；图中“B”表示二价苯噻菌酯模拟表位多肽与苯噻菌酯单克隆抗体亲和力拟合曲线；图中

“C”表示四价苯噻菌酯模拟表位多肽与苯噻菌酯单克隆抗体亲和力拟合曲线；图中“D”表示

一价、二价和四价苯噻菌酯模拟表位多肽与苯噻菌酯单克隆抗体亲和力曲线拟合结果及热

力学参数；

[0017] 图4：不同价态多肽在相同免疫分析方法中的敏感性比较；

[0018] 图5：不同苯噻菌酯标准品溶液的荧光强度的变化及校正曲线。

具体实施方式

[0019] 以下结合附图详细描述本发明的技术方案。本发明实施例仅用以说明本发明的技

术方案而非限制，尽管参照较佳实施例对本发明进行了详细说明，本领域的普通技术人员

应当理解，可以对发明的技术方案进行修改或者等同替换，而不脱离本发明技术方案的精

神和范围，其均应涵盖在本发明的权利要求范围中。

[0020] 实施例1：多价模拟表位多肽的设计、合成与鉴定

[0021] 基于苯噻菌酯噬菌体展示多肽模拟表位的氨基酸序列(CSGLAEFMSC)，以赖氨酸为

支架和间隔臂，形成含有4个拷贝的苯噻菌酯模拟表位多肽；将多价多肽的氮端乙酰化，碳

端额外增加一个赖氨酸，其侧链提供唯一的游离氨基用于标记(((Ac-CSGLAEFMSC)2K)2KK)

(图1)。

[0022] 按照上述设计方案制备四价苯噻菌酯模拟表位多肽，并用质谱对其分子量进行检

测(图2)。

[0023] 通过等温滴定量热法，采用多肽滴定抗体的策略对不同价态模拟表位多肽与抗体

之间的亲和力进行评价。其中滴定液体积为150μL，一价、二价和四价多肽溶液的浓度分别

为260μM、150μM、50μM，对应样品池中加入体积为400μL浓度分别为6.7μM、10μM和10μM的抗

体溶液(硼酸缓冲液代替抗体溶液加入样品池最为阴性对照)。在动态矫正模式下，对热力

学参数及亲和力进行分析。测得一价、二价和四价模拟表位多肽与苯噻菌酯当克隆抗体的

结合力分别为3.72±0.61×105M-1、6.94±2.51×105M-1、5.06±2.5×106M-1。四价模拟表位

多肽相比一价亲和力提高了13.6倍(图3)。
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[0024] 实施例2：多价模拟表位多肽在基于内滤效应的免疫分析中的应用

[0025] 上转换发光材料的制备与鉴定：准确称取63 .3mg  Y2O3、276 .6mg  Yb2O3、7.6mg 

Er2O3和60mL浓硝酸加入到平底烧瓶中，加热至澄清并干燥成粉末，溶解在6mL超纯水中(超

声5min)，加入2mL  0.7M的柠檬酸钠搅拌10min，逐滴加入1.08g溶解在24mL水中的NaF，将pH

调至5.0之后搅拌2小时。放入高压反应釜205℃反应12h。取出后将溶液离心(4000rpm，

5min)，沉淀物用水和乙醇各洗涤三次，60摄氏度烘干，室温储存备用。称取40mg上述合成材

料重悬于120mL异丙醇中并超声分散30min。转移至35℃培养箱中孵育10min。在快速搅拌条

件下加入5mL氨水和40mL超纯水。反应1小时后逐滴加入40mL含50μL  TEOS的异丙醇，35℃混

合液搅拌反应5h后滴加60mL含400μL  APTES的异丙醇，继续反应1小时。离心后用超纯水和

乙醇各洗涤三次，干燥后得到氨基功能化的UCNPs。用透射电子显微镜对上转化发光材料进

行了表征，所得纳米颗粒呈规则球形，平均粒径为100nm。经X射线衍射鉴定所得晶型结构为

高发光效率六角相。上转化发光材料氨基化前后的傅里叶红外光谱检测结果显示在

1089cm-1处的强吸收峰是硅氧键的伸缩振动；3382cm-1和1633cm-1处出现羟基的伸缩振动和

氨基的拉伸和弯曲振动吸收峰；CH2基团的不对称和对称拉伸振动分布在2988cm-1和

2890cm-1，这些特征吸收峰的变化表明上转换发光材料表层已成功氨基化。

[0026] 上转换发光材料探针的制备与鉴定：称取10mg氨基功能化的上转换发光材料重悬

于2.5mL  0.01M  BB中，超声分散30min。加入50mg硼氢化钠和0.64mL  25％戊二醛溶液，室温

震荡1小时。4000rpm离心5min，沉淀物用0.01M  BB洗涤3次后重悬于5mL  BB中。加入40nmol

多肽和50mg硼氢化钠，室温震荡1小时。未结合的位点用50mg  Tris封闭1小时。重复上述离

心洗涤过程除去未反应的多肽，离心、重悬后存放于4℃保存备用。当上转换发光材料与多

肽偶联后，苯噻菌酯单克隆抗体可以与其表层多肽特异性结合。再用辣根过氧化物酶标记

的羊抗鼠抗体结合苯噻菌酯单克隆抗体，加入底物显色。与封闭的上转换发光材料相比，上

转换发光材料探针的颜色由无色变为蓝色，表明多肽成功地结合在UCNPs表层且活性良好。

[0027] 金纳米花制备与鉴定：将100mL含1％HAuCl4的超纯水加热至沸腾，然后在剧烈搅

拌的条件下快速加入3mL  1％柠檬酸钠溶液。当溶液颜色由深蓝色变成酒红色，再持续加热

搅拌5min。反应结束后自然冷却至室温作为金种子使用。在快速搅拌的条件下，将300μL 

1％的HAuCl4，150μL的金种子，110μL的1％柠檬酸钠溶液，500μL的0.03M对苯二酚依次加入

到50mL的超纯水中。室温下持续搅拌30min后得到金纳米花。用透射电子显微镜对金种子形

态进行表征，结果显示所得单分散的球形纳米金平均直径约为19nm。场发射扫描电子显微

镜鉴定金纳米花粒径约为105nm，且在表层具有许多光滑分枝状亚单元围绕在一个成核的

中心区域，整体呈现花状。

[0028] 金纳米花探针制备与鉴定：用0.2M  K2CO3调节50mL金纳米花溶胶至pH＝10.0，室温

条件下加入125μg抗苯噻菌酯单克隆抗体震荡反应1小时。未结合的活性位点用10％的牛血

清白蛋白(BSA)封闭1小时。3000g离心15min去除游离抗体，再用2.5mL  0.01M  BB重悬沉淀，

4℃保存供后续实验使用。当苯噻菌酯单克隆抗体成功吸附在金纳米花表层后，其等离子共

振峰红移15nm，且表观Zeta电位从51.32±3.99mV变化到-40.71±3.78mV。

[0029] 将500μL检测样品、50μL上转换发光材料探针、60μL金纳米花探针加入到2mL离心

管，用硼酸缓冲液定容至1mL。涡旋混匀后于37℃孵育1小时。用荧光分光光度计检测657nm

处的荧光强度。根据荧光强化度变化为纵坐标、苯噻菌酯标准溶液浓度的对数为横坐标建
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立标准曲线和建立线性方程。一价、二价和四价模拟表位多肽在相同免疫分析方法中敏感

度分别为65.6ng  mL-1、31.3ng  mL-1、11.4ng  mL-1(图4)。

[0030] 实施例3：基于内滤效应的免疫分析对苯噻菌酯农药标准品的检测

[0031] 1.苯噻菌酯农药标准品的配置

[0032] 用甲醇配制苯噻菌酯标准品母液(1mg/mL)，用含有5％甲醇的硼酸盐缓冲液将母

液稀释成2000ng/mL至0.5ng/mL系列浓度用于免疫检测。

[0033] 2.上转换发光材料探针与分析物竞争结合金纳米花探针

[0034] 将500μL检测样品、50μL上转换发光材料探针、60μL金纳米花探针加入到2mL离心

管，用硼酸缓冲液定容至1mL。涡旋混匀后于37℃振荡孵育1小时。

[0035] 3.荧光信号检测

[0036] 在980nm外接光源激发下，荧光分光光度计检测657nm处的荧光强度。以校正荧光

强度(荧光强度值减去阴性对照荧光强度值)为纵坐标，苯噻菌酯标准溶液浓度的对数为横

坐标建立标准曲线，并获得校正曲线(图5)。根据标准曲线计算出饱和信号中浓度(SC50)为

11.81ng  mL-1，最低检测限(LOD，SC10)为2.04ngmL-1。

[0037] 本发明提供的免疫分析方法，特异性通过交叉反应率(CR)进行评价，其计算公式

为CR(％)＝SC50(苯噻菌酯)/SC50(苯噻菌酯结构类似物)×100，5种苯噻菌酯农药类似物的

交叉反应率如表1所示。

[0038] 表1基于内滤效应的免疫分析方法对苯噻菌酯结合类似物的交叉反应率

[0039]

[0040]

[0041] 实施例4：基于内滤效应的免疫分析对添加样品进行检测

[0042] 1.添加样品的制备和处理

[0043] 经高效液相色谱验证无苯噻菌酯的田水、土壤、玉米、糙米、黄瓜样品进行添加回
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收试验。准确量取过0.22μm滤膜的田水10mL，添加苯噻菌酯标准溶液至终浓度为20、80、

100ng  mL-1；土壤、玉米、糙米、黄瓜固体样品经粉碎、均质后准确称取10g，土壤、玉米添加苯

噻菌酯标准溶液至终浓度为100，400，1000ng  g-1；糙米、黄瓜添加苯噻菌酯标准溶液至终浓

度为200，500，1000ng  g-1。添加完成后将样品混匀并在暗处室温静置过夜。田水用2×硼酸

缓冲液稀释后直接进行检测。土壤、玉米、糙米、黄瓜固体样品加入10mL含25％甲醇的硼酸

缓冲液混匀，涡旋5min，超声15min，4000rpm离心5min，再加入10mL含25％甲醇的硼酸缓冲

液重复提取一次，合并两次提取液并转移入25mL容量瓶内，用硼酸缓冲液定容至25mL。土

壤、玉米提取液稀释4倍后用于检测，糙米、黄瓜提取液稀释8倍后用于检测。

[0044] 2.上转换发光材料探针与分析物竞争结合金纳米花探针

[0045] 将500μL检测样品、50μL上转换发光材料探针、60μL金纳米花探针加入到2mL离心

管，用硼酸缓冲液定容至1mL。涡旋混匀后于37℃振荡孵育1小时。

[0046] 3.荧光信号检测

[0047] 在980nm外接光源激发下，荧光分光光度计检测657nm处的荧光强度。去除阴性对

照荧光强度后，带入校正曲线，计算溶液中苯噻菌酯含量，并用样品处理过程中的稀释倍数

进行校正，获得样品中苯噻菌酯的实际残留量，结果如表2所示。

[0048] 本发明提供的免疫分析方法，对添加样品的检测准确，结果如表2所示。

[0049] 表2基于内滤效应的免疫分析方法对添加样品进行检测的结果

[0050]

[0051]
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