
现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2017, Vol.33, No.6 

 

抗-Cry2Aa 单链抗体分子互作及荧光免疫检测研究 
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摘要：Cry2Aa 毒素是一种新型生物农药，分析该毒素与特异性单链抗体分子互作，并建立快速检测毒素残留的方法对保障食品

和生态安全有重要意义。本研究以同源蛋白为模板对单链抗体进行建模，并进行了 Cry2Aa 毒素与单链抗体的分子对接模拟，确定关

键结合位点，以此为基础将单链抗体作为检测抗体，建立了间接竞争时间分辨荧光免疫分析方法，对大米样品中 Cry2Aa 毒素进行了

检测。利用生物信息学工具模拟获得单链抗体三维结构模型，分子对接结果显示重链可变区 81NY82和 121SGNY124区域及轻链可变区

的 245YSSN248氨基酸残基在与毒素结构Ⅱ区识别过程中起关键作用，为建立高效检测方法奠定基础，进一步基于该单链抗体建立的时

间分辨检测方法灵敏度(IC10)为 0.08 ng/mL，中抑制浓度(IC50)为 7.99 ng/mL，线性检测范围(IC20~IC80)为 0.24~263.77 ng/mL，且与常

规双抗夹心 ELISA 法检测呈良好线性关系。 
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Abstract: Cry2Aa toxin is a new type of biopesticide, and analysis of the interactions between this toxin and a specific single chain 

variable fragment (scFv) to enable the establishment of a rapid method for toxin-residue detection is important for maintenance of food and 

ecological security. Here, a homologous protein was used as a template for modeling the three-dimensional structure of anti-Cry2Aa scFv in 

order to allow simulations of molecular docking between Cry2Aa and scFv and determination of key binding sites. The results showed that svFv 

was suitable for use as an antibody to establish an indirect competitive time-resolved fluorescence immunoassay (IC-TRFIA), which was applied 

for the detection of Cry2Aa toxin in rice samples. The three-dimensional structure of scFv was modeled and refined using bioinformatics tools. 

The molecular-docking results showed that the amino acid residues of the heavy chain variable regions 81NY82 (VH-CDR2) and 121SGNY124 

(VH-CDR3) and the light chain variable region 245YSSN248 (VL-CDR3) played important roles in the recognition of the Cry2Aa domain, 

providing a basis for the establishment of a highly efficient detection method. The limit of the detection was 0.08 ng/mL, the 50% inhibition rate 

was 7.99 ng/mL, and the linear range (IC20~IC80) was from 0.24 ng/mL to 263.77 ng/mL. Furthermore, IC-TRFIA results and those of  

conventional double-antibody sandwich ELISA showed good linear correlation. 
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苏云金芽孢杆菌（Bacillus thuringiensis，Bt）是

使用较为广泛的生物农药[1]，其杀虫活性主要来源于

芽孢形成过程中产生的 Cry 毒素晶体蛋白。其中

Cry2Aa 毒素与 Cry1 类毒素基本没有交互抗性，目前

害虫抗性低，因此被作为新型转基因的靶标蛋白使用。

高效的检测方法可以为研究 Cry2Aa 毒素蛋白对食品 
和环境安全性的影响、监测残留动态提供依据[2,3]。 

噬菌体展示技术为检测方法的研究提供了便捷的

工具[4]，简化了抗体制备过程[5]，但是噬菌体展示技术

淘选获得的单链抗体（single chain variable fragment，
scFv）往往免疫检测灵敏度不及传统抗体且表达量较

低，因此其作为检测抗体的应用受到限制。而时间分

辨荧光免疫分析技术（Time-resolved fluorescence 
immunoassay，TRFIA）具有超高灵敏度可以克服上述

单链抗体的不足[6]。目前利用该技术针对 Cry 毒素建

立的检测有少量报道[7]，本研究以单链抗体为检测抗

体建立了高效的检测方法。 
同时，毒素的结合机理也是现在研究的热点[8]，

目前对 Cry2Aa 毒素抗体结构和抗原-抗体识别机制的

研究尚不深入，且采用实验方法解析抗原-抗体复合物

的结构还存在较大的困难。因此，利用蛋白质相关的

数据库资源及同源模建和分子对接辅助手段进行生物

信息学分析不仅可以模拟和预测蛋白质的理化性质、

空间结构和生物活性，而且能够解析表位上关键氨基

酸所在结构域位置和理化性质对毒素-抗体复合物的

结构和功能的影响[9,10]。本研究通过同源建模，模拟

了抗-Cry2Aa 单链抗体的三维结构，利用分子对接技

术考察了单链抗体与 Cry2Aa 的结合模式，探寻了结

合区域的关键氨基酸位点，为分析抗体-抗原互作模

式，改造抗体结构提供了信息，更为研究 Bt 毒素受体

作用位点及作用机制提供新的思路。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

抗 Cry2Aa 毒素单链抗体：本实验室从 Tomlinson
文库中筛选获得；Cry2Aa 毒素蛋白标品购自上海佑隆

生物科技有限公司；Eu-N1 由芬兰图尔库大学 Timo 
Lövgren 教授惠赠；TRFIA 检测缓冲液、荧光增强液、

洗液由江原实业技贸总公司黄飙博士惠赠；anti-His
抗体购自 Abbkine 公司；LB940 多功能微孔板分析仪

购自德国 Berthold 公司。 

1.2  单链抗体序列比对及同源建模 

在 Protein Data Bank 数据库中通过 BLAST 搜索

（ http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do#Subcategory-
search_sequences）建立抗 Cry2Aa 单链抗体的模板，

选择评分高的蛋白质结构序列作为候选模板以期建立

模型。利用 SWISS-MODEL 建立抗 Cry2Aa 单链抗体

的分子模拟结构。模建结构采用 Procheck 程序的

Ramachandran plot 以及 verify3D 进行打分，评价三维

结构与其一级序列的兼容性。 

1.3  分子对接及氨基酸结合热点预测 

根据 PDB 蛋白库中 Cry2Aa 晶体结构（PDB 
ID:1I5P)及建模的单链抗体，利用 ZDOCK 进行抗体

与毒素蛋白的对接，获取抗原-抗体复合体结构，再结

合 cons-PPISP 和 Hotpoint 预测结果，确定抗原-抗体

关键氨基酸结合位点。 

1.4  标准曲线的建立 

Eu-N1 标记 anti-His 抗体参照之前的步骤[11]。采

用间接竞争 TRFIA 建立标准曲线，通过优化条件最终

确定抗原包被浓度为 5 μg/mL，将 Cry2Aa 毒素标样从

2 μg/mL 开始往下五倍稀释 8 个浓度与纯化的 scFv（5 
μg/mL）等体积预孵育过夜后加入酶标板室温孵育 1 
h，洗涤后每孔加入 100 μL（500 倍稀释）的 Eu-N1
标记的 anti-His 抗体，室温下孵育 1 h。洗板后 100 μL/
孔加入荧光增强液，于室温下孵育 45 min，在多功能

微孔板分析仪上进行读数。以 Cry2Aa 毒素浓度的对

数为 X 轴，以抑制率为 Y 轴绘制标准曲线。并计算抗

体的抑制中浓度、最低检测限和检测线性范围。 

1.5  添加回收试验 

将大米样品粉碎，取 1.2 g 于离心管中添加

Cry2Aa 毒素，添加终浓度分别为 100 ng/mL、50 
ng/mL、25 ng/mL 和 5 ng/mL，充分吸附。每管加入 1 
mL 样品提取液，以 100 r/min、4 ℃提取过夜，次日

5000 r/min 离心 5 min，每个样品重复 3 次，吸取上清

液采用上述方法进行测定。同时用商业双抗夹心试剂

盒做对照试验。 

1.6  数据统计分析 

采用 SPSS 软件进行数据统计分析且以 M±SD 表

示试验数据。 

2  结果 

2.1  抗体可变区空间结构预测 

单链抗体同源建模 BLAST 序列比对后，选取
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PDB IDs:2GHW 为模板，其序列一致性为 75%，通过

SWISS-MODEL 建模，选取稳定模型，该模型由反向

平行 β折叠和环状结构构成，具有单链抗体的典型构

象（图 1）。 

 

图1 Cry2Aa单链抗体三维结构 

Fig.1 3D model of the Cry2Aa scFv antibody 
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2.2  模型优化及评价 

 
图2 scFv抗体的Ramachandran图 

Fig.2 Ramachandran plot for scFv 

Chiron 优化后对该模型进行 Procheck 程序评估，

Ramachandran plot（图 2）显示模型中 90.3%的氨基酸

位于核心区域，8.2%的氨基酸位于允许区域，0.5%的

氨基酸位于最大允许区，只有 1%的氨基酸位于扭转

角的禁止区域。该单链抗体模型中 99%蛋白质残基的

二面角都在合理的范围之内，符合立体化学能量规则。

Verify 3D 分析显示单链抗体模型中 97.07%的氨基酸

残基的 3D-1D 平均分数都大于 0.2，模型通过了 Verify 
3D 检测。ERRAT 分析显示综合得分为 96.29。因此，

构建的单链抗体模型能够用于与 Cry2Aa 抗原的分子

对接分析。 

2.3  分子对接模拟分析 

在同源建模所得 Cry2Aa 单链抗体三维结构的基

础上，利用生物信息学技术将构建模型结构与 Cry2Aa
分子进行对接计算，对接结果见图 3。 

 
图3 Cry2Aa与单链抗体分子对接结果 

Fig.3 Do tibody 

注： 色

基和

cking results for Cry2Aa and the scFv an

图 a 中蓝色为 Cry2Aa 分子，绿色为单链抗体；图 b 中粉

球体为单链抗体上的结合位点，绿色短键为 Cry2Aa 结合残基。 
进一步分析显示 VH-CDR2 区域 Asn81、Tyr82 残

Cry2Aa 毒素 domainⅡGly458、Gly459、Ala460、
Arg461 残基对接；VH-CDR3 区域的 Ser121、Gly122、
Asn123、Tyr124 同样和毒素 domainⅡ结合，结合残基

为 Ile323、Gly324、Gly325 和 Leu326；VL-CDR3 区

Tyr245、Ser246、Ser247、Asn248 和毒素 Val387、
Aal388、Thr389、Ser390、Asn392 结合。在该体系中，

表面静电力作用、氢键和分子间疏水相互作用是影响

识别及结合稳定性的重要因素。 

2.4  标准曲线的建立 

 
图4 Cry2Aa间接竞争TRFIA标准曲线 

Fig.4 Stan RFIA of 

用竞争时间分辨荧 析法，建立了 Cry2Aa

dard curve for the indirect competitive T

Cry2Aa 
光免疫分
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的标

 

100 ng/mL、50 ng/mL、25 

ng/m准抑制曲线（图 4），线性回归方程为 IC=19.754 
Log C+32.171（R2=0.966）。检测限 IC10为 0.08 ng/mL，
检测范围 IC20~IC80为 0.24~263.77 ng/mL，半数抑制率

IC50为 7.99 ng/mL。 

2.5  大米样品检测

在空白大米中添加

L 和 5 ng/mL 四个不同含量的 Cry2Aa 毒素标准

品，提取后采用上述 TRFIA 方法检测同时用常规双抗

夹心 ELISA 方法检测验证。结果见表 1。从表中可以

看出在上述毒素回收率分别为 79.4.8~88.03%和

77.8~86.52%。对两种方法的检测结果进行线性回归分

析，其相关系数为 0.9536，表明两种方法相关性较好。 

表1 TRFIA和 ELISA法检测Cry2Aa的回收率 

Table 1 Cry2Aa recovery as determined by TRFIA and ELISA 

添加浓度/(ng/mL) 
检测浓度/(ng/mL) 回收率/% 

TRFIA ELISA TRFIA ELISA 

100 88.03±0.08 86.52±0.12 88.03 86.52 

50 42.13±0.11 41.58±0.21 84.26 83.16 

25 19.87±0.14 20.15±0.24 79.48 80.6 
5 3.97±0.26 3.89±0.22 79.4 77.8 

3  结论 

3.1  以抗体结晶结构（PDB IDs:2GHW）为模板，采

用同源模建方法构建了 Cry2Aa 毒素单链抗体的三维

结构，通过生物信息学方法进行分子对接，预测了

Cry2Aa 毒素与单链抗体结合的重要功能残基，单链抗

体的活性结合位点分别由 81NY82、121SGNY124、
245YSSN248 等氨基酸残基组成，以上结合位点与毒素

蛋白结构Ⅱ区域结合，证明该单链抗体可以较好的识

别 Cry2Aa 毒素抗原。本研究为深入认识 Cry2Aa 毒素

与其抗体分子识别机制提供了理论指导。 
3.2  建立了基于单链抗体的时间分辨荧光免疫分析

技术检测大米样品中 Cry2Aa 毒素方法。在添加范围

内回收率为 77.8~88.03%，该方法 IC50=7.99 ng/mL，
检测范围 IC20~IC80为 0.24~263.77 ng/mL，检测限 IC10

为 0.08 ng/mL，且与常规 ELISA 法检测呈良好的线性

关系，说明该方法可以在实际中检测 Cry2Aa 毒素。

该方法的检测限还受限于单链抗体的亲和力，后期将

针对结合区域尝试结合定点突变、DNA Shuffling 等技

术来进一步改善该单链抗体的特性。 
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