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　　摘要：为提高抗呋喃唑酮代谢物衍生物单链抗体－碱性磷酸酶融合蛋白在大肠杆菌中的可溶性表达量。采用液
体培养基发酵培养能表达出目的蛋白的基因工程菌，对诱导表达得到的目标融合蛋白进行鉴定，探讨５种培养基、６
种诱导时间和４种诱导剂－异丙基硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）浓度对融合蛋白表达的影响，再通过 Ｎ－羟基琥珀酰亚胺
（ＮＨＳ）活化羧基琼脂糖凝胶柱和直接竞争酶联免疫分析法进行纯化并对其活性进行鉴定。结果表明，最适宜条件为
ＳＢ培养基，诱导剂ＩＰＴＧ浓度为０．６ｍｍｏｌ／Ｌ，培养９ｈ，该条件下抗呋喃唑酮代谢物衍生物单链抗体－ＡＰ融合蛋白的
表达效果较好，表达量从２．８９％增加到５．７５％，总体增加了约２．８６百分点，通过ＮＨＳ活化羧基琼脂糖凝胶柱纯化后
融合蛋白的浓度为１．９７３ｍｇ／ｍＬ，ＩＣ５０值为５６．９２３１ｎｇ／ｍＬ。本试验单链抗体在大肠杆菌中的可溶性表达量得到了很

好的提高，并获得生物活性较好的融合蛋白，为后续呋喃唑酮代谢物免疫检测分析方法的建立奠定了一定基础。
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　　呋喃唑酮类人工合成抗生素是一组高效但禁
用的兽药，它的原药及其代谢产物３－氨基－２－
唑烷酮（ＡＯＺ）对人体具有致癌、致畸、致突变的特
性［１－２］。检测呋喃唑酮原药并不有效，因为该药物

在摄入后会迅速代谢，而其代谢产物ＡＯＺ在体内与
细胞蛋白质结合，形成有毒的代谢物 －蛋白质加合
物，在生物体内长期稳定存在，对人类健康造成危

害［３－５］。因此把呋喃唑酮代谢物 ＡＯＺ作为检测动
物组织中目标物，比检测其本体更有意义［６－７］。目

前呋喃唑酮药物及其代谢物残留检测常用仪器分

析法和免疫分析法。仪器分析方法主要有液相色

谱－质谱法（ＬＣ－ＭＳ）、液相色谱 －串联质谱法
（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）［８－１１］、高效液相色谱法（ＨＰＬＣ－

ＵＶ）［１２－１４］。仪器分析法具有高灵敏度和高精确度，
但操作复杂、仪器昂贵、耗时成本高，难以实现现场

快速检测；相反，免疫分析法及设备操作简单，耗时

短，高效，还具有较高的敏捷性和特异性，可现场检

测，适用于复杂基质中痕量组分的分析，同时，弥补

了仪器分析法技术的不足。因此，近年来，免疫分析

法不仅在食品检测中得到了迅速发展，在呋喃唑酮代

谢物ＡＯＺ残留检测中也有一定研究和应用［１５－１８］。

传统多克隆抗体和单克隆抗体的制备需从抗

原、包被原的合成开始，其间会用到大量的化学试

剂，对操作者的健康产生危害，而且还需要对动物

进行免疫，细胞融合耗费较多的时间。基因工程方

法把抗体的制备提高到新的高度，摆脱了传统抗体

制备的繁琐和复杂，不需要通过细胞杂交，直接在

分子水平进行研究，完善传统抗体制备的方法，弥

补其不足，提高并扩大了抗体的应用范围［１９－２２］。单

链抗体（ｓｃＦｖ）是近年来流行的一种新型基因工程抗
体，仅含抗体重链 （ＶＨ）和轻链（ＶＬ），由一条单一
肽链连接而成。ｓｃＦｖ具有体积小、特异性和亲和力
高、免疫原性低、基因工程能力强等优点，且抗体生

产周期短、成本低，可在细菌表达系统中进行快速

大规模制备。因此，ｓｃＦｖ近年在各个领域得到广泛
应用，尤其是在农兽药残留免疫检测方面［２３－２６］。
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ｓｃＦｖ可以与碱性磷酸酶（ＡＰ）偶联形成融合蛋白，该
蛋白具备ｓｃＦｖ分子生物活性和 ＡＰ酶活性，酶标二
抗在检测实际样品时被删减，有利于缩短试验时

间、节省成本，减少生物试剂对操作者健康的危害。

本研究室在前期工作中已经成功构建得到抗

ＡＯＺ衍生物单链抗体 （ＡＯＺｓｃＦｖ）基因，并把
ＡＯＺｓｃＦｖ基因转入到可溶性表达载体 ｐｌｉｐ６／ＧＮ中
和碱性磷酸酶基因进行融合表达，但是发现表达量

偏低［２７］。本试验首先测定抗ＡＯＺ衍生物ｓｃＦｖ基因
工程宿主菌生长曲线，然后经过聚丙烯酰胺凝胶电

泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）和蛋白质免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ－
ｂｌｏｔｔｉｎｇ）分析鉴定后，通过探讨５种培养基、６种诱
导时间、４种ＩＰＴＧ（诱导剂－异丙基硫代半乳糖苷）
浓度对融合蛋白表达的影响，来提高大肠杆菌中融

合蛋白的表达量，然后利用ＮＨＳ活化羧基琼脂糖凝
胶柱对该融合蛋白进行亲和层析纯化，采用直接竞

争酶联免疫分析法（ｄｃＥＬＩＳＡ）检测该融合蛋白的生
物活性，为后期抗 ＡＯＺ衍生物 ｓｃＦｖ－ＡＰ融合蛋白
大量生产和呋喃唑酮代谢物 ＡＯＺ在动物性食品中
残留免疫快检的建立奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
试验时间为２０２１年３月，试验地点为江西农业

大学食品科学与工程学院农产品加工与质量控制

重点实验室。

试验菌种：ＢＬ２１（ＤＥ３）［ＢＬ２１（ＤＥ３）是含有噬
菌体Ｔ７ＲＮＡ聚合酶溶原的ＢＬ２１菌株，适用于含有
依赖Ｔ７ＲＮＡ聚合酶转录的启动子的载体］购自北
京全式金生物有限公司，抗 ＡＯＺ衍生物 ｓｃＦｖ阳性
基因工程宿主菌ｐｌｉｐ６／ＧＮ－ｓｃＦｖ／ＢＬ２１由本实验室
制备保存。

试剂：ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶制备试剂盒、凝胶蛋白
质染色液［生工生物工程（上海）股份有限公司］；蛋

白Ｍａｒｋｅｒ、２ｘＳＤＳ上样缓冲液、诱导表达剂 ＩＰＴＧ、
ＰＥＧ１００００、５０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（北京索莱宝科技有限
公司）；蛋白胨、酵母提取物均（英国 ＯＸＯＩＤ公司）、
ＮＨＳ活化羧基琼脂糖凝胶柱（ＧＥ公司）；底物溶液
对硝基苯磷酸二钠 （北京百灵威科技有限公司）。

主要仪器设备：智能生化培养箱、恒温培养振荡

器、智能超净工作台（江苏迅迪仪器科技有限公司）；

蛋白电泳仪、酶标仪（美国ＢＩＯ－ＲＡＤ公司）、超微量
核酸分析仪［赛默飞世尔科技（中国）有限公司］。

１．２　试验方法
１．２．１　抗 ＡＯＺ衍生物 ｓｃＦｖ基因工程宿主菌生长
曲线的测定　将本研究室构建并冷冻保存的抗
ＡＯＺ衍生物ｓｃＦｖ阳性基因工程宿主菌 ｐｌｉｐ６／ＧＮ－
ｓｃＦｖ／ＢＬ２１复苏培养，按５％的接种量转接至１５ｍＬ
刚刚配置好的含氨苄青霉素（Ａｍｐ，１００μｇ／ｍＬ）的
ＬＢ培养基（Ｌｕｒｉａ－Ｂｅｒｔａｎｉ）中，每隔２ｈ测其 Ｄ６００ｎｍ
值，检测至１８ｈ即可，每次做３个平行试验，计算数
据并绘制生长曲线。

１．２．２　单链抗体的表达鉴定　复苏培养的菌液，在
５０ｍＬＬＢ－Ａｍｐ培养基中转接１０％接种量，将培养
基置于３７℃下培养，直至６００ｎｍ波长处吸光度保
持在 ０．６～０．８的范围内，加入诱导剂（ＩＰＴＧ）
５０μＬ，使培养基最终浓度为０．６ｍｍｏｌ／Ｌ；再将培养
基置于转速为１８０ｒ／ｍｉｎ、温度为２８℃的摇床上，培
养７ｈ后，采用超声对 ＡＯＺｓｃＦｖ－ＡＰ融合蛋白进行
提取［２８］，最后，利用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ－
ｂｌｏｔｔｉｎｇ分析鉴定，同时设空载体为空白对照。
１．２．３　最适培养基的选择　复苏培养的菌液分别
采用２×ＹＴ培养基（２×ＹＴｍｅｄｉｕｍ）、ＴＢ培养基
（ｔｅｒｒｉｆｉｃｂｒｏｔｈ）、ＳＢ培养基（ｓｕｐｅｒｂｒｏｔｈ）、ＬＢ培养
基、ＳＯＢ培养基（ｓｕｐｅｒｏｐｔｉｍａｌｂｒｏｔｈ）５种培养基进
行培养，然后分别加入诱导剂 ＩＰＴＧ，以 ２８℃、
２８０ｒ／ｍｉｎ摇床培养７ｈ后，收集菌体，对表达的目
的蛋白进行超声提取，再通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ蛋白质
凝胶电泳查看不同培养基下抗体蛋白的表达情况。

１．２．４　诱导表达时间的选择　复苏培养的菌液，接
种至上述优选出的最适培养基后进行摇床培养，加

入诱导剂 ＩＰＴＧ，再用２８℃、２８０ｒ／ｍｉｎ分别诱导５、
６、７、８、９、１０ｈ，收集菌体，对表达的目的蛋白进行超
声提取，再利用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ蛋白质凝胶电泳分析６
种诱导时间下抗体蛋白的表达情况。

１．２．５　ＩＰＴＧ浓度的选择　在上述优选出的最适培
养基和最佳诱导表达时间下，在菌液中分别加入不

同质量的诱导剂ＩＰＴＧ使其终浓度分别为０．３、０．６、
０．９、１．２ｍｍｏｌ／Ｌ，用２８℃、２８０ｒ／ｍｉｎ诱导表达，收
集菌体，对表达的目的蛋白进行超声提取，通过

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ蛋白质凝胶电泳查看不同ＩＰＴＧ浓度下
抗体蛋白的表达情况。

１．２．６　抗ＡＯＺ衍生物 ｓｃＦｖ－ＡＰ融合蛋白的纯化
　用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）将包被抗原ＡＯＺ－ＣＯＯＨ－
ＯＶＡ稀释至１ｍｇ／ｍＬ，４℃冰箱备用。取 ＮＨＳ活化
羧基琼脂糖凝胶柱填料１ｍＬ加入到层析柱中，用
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０．１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ洗涤填料，然后加入稀释好的抗原溶
液，置于 ４℃冰箱过夜。次日收集抗原溶液，用
２ｍＬ封闭缓冲液封闭２ｈ，弃掉封闭缓冲液后，用缓
冲液Ａ和缓冲液Ｂ反复交替洗涤填料至少６次，随
后将填料储存于 ＰＢＳ缓冲液中，备用。将处理好的
纯化柱取出，弃掉 ＰＢＳ后，加入浓缩的抗 ＡＯＺ衍生
物ｓｃＦｖ融合蛋白超声波破碎提取液进行亲和吸附，
用ＰＢＳ反复平衡柱子，加入甘氨酸盐酸（Ｇｌｙ－ＨＣｌ）
洗脱ｓｃＦｖ蛋白，并立即用三羟甲基氨基甲烷盐酸盐
（Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ）中和蛋白，使用聚乙二醇 １００００
（ＰＥＧ１００００）浓缩，通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ蛋白质凝胶电
泳查看结果，并用超微量核酸分析仪测定纯化后融

合蛋白的浓度。

１．２．７　抗ＡＯＺ衍生物 ｓｃＦｖ－ＡＰ融合蛋白的活性
检测　采用直接竞争酶联免疫分析法（ｄｃＥＬＩＳＡ）对
纯化后的ｓｃＦｖ－ＡＰ融合蛋白进行活性检测。在酶
标板里加入一定稀释浓度（１００μＬ／孔）的包被抗原
ＡＯＺ－ＣＯＯＨ－ＯＶＡ，于４℃冰箱下保存过夜；取出
酶标板后弃去包被液，加入磷酸盐吐温缓冲液

（ＰＢＳＴ）２２０μＬ／孔，振荡 ２０ｓ，洗涤 ３次，再加入
２２０μＬ／孔 １％ ＢＳＡ－ＰＢＳ（封闭液），于３７℃条件
下静置１ｈ；弃液，加入ＰＢＳＴ２２０μＬ／孔，振荡２０ｓ，
洗涤３次，在３７℃下烘干３０ｍｉｎ后，分别加入７个
标准药物 ３－（２－硝基亚苄基氨基） 唑烷酮

（ＮＰＡＯＺ）浓度梯度于酶标板的前７个孔，接着加稀
释过后的抗ＡＯＺ衍生物ｓｃＦｖ－ＡＰ融合蛋白５０μＬ，
将酶标板放置于 ３７℃下，孵育 ４５ｍｉｎ，每孔加入
２２０μＬＰＢＳＴ，振荡２０ｓ，洗涤６次；加入１００μＬ对
硝基苯磷酸二钠（ＴＭＢ）底物溶液，于水浴中显色
１５ｍｉｎ，最后加入终止液（１０％ Ｈ２ＳＯ４）５０μＬ终止
反应，于４０５ｎｍ波长处用酶标仪测定吸光度，计算
并绘制标准曲线图。

２　结果与分析

２．１　抗 ＡＯＺ衍生物 ｓｃＦｖ基因工程宿主菌生长曲
线的测定

将基因工程菌ｐｌｉｐ６／ＧＮ－ｓｃＦｖ／ＢＬ２１（ＤＥ３）和
对照菌株ＢＬ２１（ＤＥ３）复苏、扩大培养后，每２ｈ于
６００ｎｍ波长处测定其吸光度，以Ｄ６００ｎｍ值为纵坐标，
培养时间为横坐标绘制生长曲线，结果见图１，培养
０～１６ｈ时，基因工程菌与对照菌的生长趋势随时
间的延长而上升；１６ｈ后，生长缓慢，且二者的生长
趋势基本一致。说明该外源基因没有对宿主菌

ＢＬ２１（ＤＥ３）的生长代谢带来干扰和负担，因此，宿
主菌ＢＬ２１（ＤＥ３）适合表达该外源基因。

２．２　单链抗体的表达鉴定
基因工程菌培养液加入 ＩＰＴＧ后，采用超声破

碎法对诱导表达得到的 ＡＯＺｓｃＦｖ－ＡＰ融合蛋白进
行提取，并利用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（Ａ）和 Ｗｅｓｔｅｒｎ－
ｂｌｏｔｔｉｎｇ（Ｂ）对融合蛋白进行鉴定，结果见图２。ＡＯＺ
单链抗体蛋白和 ＡＰ酶分子量范围分别为２０～３０、
５０～６０ｋｕ，综合２个分子量的范围可以判断出融合
蛋白分子量在７０ｋｕ左右。在 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ鉴定图
的泳道２处出现一条新生蛋白带，约为５５～７２ｋｕ，
确定该条带就是ＡＯＺｓｃＦｖ－ＡＰ融合蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎ－
ｂｌｏｔｔｉｎｇ鉴定图也在５５～７２ｋｕ出现很明显条带，再
次确定该条带为ＡＯＺｓｃＦｖ－ＡＰ融合蛋白。
２．３　抗ＡＯＺ衍生物 ｓｃＦｖ－ＡＰ融合蛋白在不同培
养基中表达量的变化

在其他条件最适宜的情况下，菌体的生长和蛋

白的表达均随培养基发生改变受到一定程度的影

响［２９］，通常情况下，营养成分较高的培养基使细菌

的生长更加快速。根据融合蛋白培养基对营养的

需要，培养基必须既能提供微生物生长繁殖的外部

生存环境，又能满足细胞对营养和能量基础物质的

需求，因此，研究抗ＡＯＺ衍生物ｓｃＦｖ－ＡＰ融合蛋白
在５种培养基中表达量的变化，结果见图３，经２×
ＹＴ、ＴＢ、ＳＢ、ＬＢ、ＳＯＢ培养的基因工程菌 ｐｌｉｐ６／ＧＮ－
ｓｃＦｖ／ＢＬ２１（ＤＥ３）诱导和用Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ４６６分析
可知，５种培养基表达的蛋白量分别为 ３．０６％、
３４０％、４．３３％、３．０６％、３．７７％，其中 ＳＢ培养基表
达的蛋白量最高，说明 ＳＢ培养基更适合表达抗
ＡＯＺ衍生物ｓｃＦｖ－ＡＰ融合蛋白。
２．４　抗ＡＯＺ衍生物 ｓｃＦｖ－ＡＰ融合蛋白在不同诱
导时间下表达量的变化

刘佳璐等研究表明，ＩＰＴＧ诱导剂可使蛋白质得
到持续表达，且蛋白表达量直接受到 ＩＰＴＧ诱导时
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间的影响，诱导时间不足会导致蛋白表达量偏少，

表达时间过长则会产生不必要的经济损失［３０］。为

了研究融合蛋白的表达量在不同诱导时间段下的

变化，试验设置６个诱导时间分析其表达量的不同。

由图４可知，随着诱导时间的增加，蛋白表达量不断
上升，在９ｈ左右出现最高值，达到５．７１％，在１０ｈ
其表达量出现下降趋势。因此，抗 ＡＯＺ衍生物
ｓｃＦｖ－ＡＰ融合蛋白表达的最佳诱导时间采用９ｈ。

２．５　抗ＡＯＺ衍生物 ｓｃＦｖ－ＡＰ融合蛋白在不同浓
度诱导剂下表达量的变化

由于 ＩＰＴＧ具有一定的毒性，当其自身浓度过
高时，会具有高毒性，破坏菌体的生长，同时也不利

于操作者的健康与节约成本［３１］。本试验设置４个
诱导剂浓度进行试验。结果见图５，当诱导剂 ＩＰＴＧ
浓度为０．６ｍｍｏｌ／Ｌ时，蛋白质的提取表达效果优于
其他４个浓度，软件Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ４．６．６分析其蛋白
表达量高达５．８２％。因此，０．６ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＩＰＴＧ最
适合诱导表达。

综上所述，最适宜的条件为 ＳＢ培养基，
０．６ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ，培养 ９ｈ。经软件 Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ
Ｖ４．６．６分析得到该条带的表达水平达５．７５％，比
表达条件优化前的表达量（２．８９％）增加了约２．８６
百分点，有效提高了表达量［２７］。

２．６　融合蛋白的纯化
将样品过纯化柱后，用０．１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ进行洗

脱，洗脱液通过 ＰＥＧ１００００浓缩，再用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
分析。结果如图６所示，经过ＮＨＳ活化羧基琼脂糖

凝胶柱纯化再浓缩后得到的抗 ＡＯＺ衍生物 ｓｃＦｖ－
ＡＰ融合蛋白条带单一、纯度高，其融合蛋白的浓度
为 １．９７３ｍｇ／ｍＬ，表明该融合蛋白纯化效果良好。
２．７　融合蛋白的活性鉴定

采用ｄｃＥＬＩＳＡ的分析方法检测“２．６”节中融合
蛋白的活性，以ＮＰＡＯＺ标准溶液浓度梯度的对数为
ｘ轴，Ｄ／Ｄ０为 ｙ轴（在４０５ｎｍ波长下，Ｄ表示标准
药物浓度梯度的吸光度，Ｄ０表示空白的吸光度）绘
制标准曲线（图７）。通过拟合计算得到５０％抑制
率（ＩＣ５０）值为５６．９２３１ｎｇ／ｍＬ。这说明在本试验选
取的表达条件下进行诱导表达得到的抗 ＡＯＺ衍生
物ｓｃＦｖ－ＡＰ融合蛋白具有较好的生物活性。

３　结论

抗呋喃唑酮代谢物衍生物 ｓｃＦｖ的基因工程菌
ｐｌｉｐ６／ＧＮ－ｓｃＦｖ／ＢＬ２１（ＤＥ３）和对照菌株 ＢＬ２１
（ＤＥ３）生长曲线结果表明，外源ｓｃＦｖ基因适合通过
宿主菌ＢＬ２１（ＤＥ３）进行表达。前期工作中发现抗
ＡＯＺ衍生物ｓｃＦｖ－ＡＰ融合蛋白在大肠杆菌中的表
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达量偏低，仅为胞内可溶性表达，目的蛋白只存在

于细胞周质腔空间中，培养基上清中未发现目的蛋

白，须要采用超声波破碎法才能从周质腔空间中释

放提取出目的蛋白，因此本研究提取目的蛋白时采

用超声波破碎法，有效优化了表达条件。通过对诱

导表达并超声波破碎法提取得到的抗 ＡＯＺ衍生物
ｓｃＦｖ－ＡＰ融合蛋白进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ－
ｂｌｏｔｔｉｎｇ鉴定可知，新生蛋白带出现在５５～７２ｋｕ之
内，确定该条带就是抗ＡＯＺｓｃＦｖ－ＡＰ融合蛋白。本
试验抗ＡＯＺ衍生物ｓｃＦｖ－ＡＰ融合蛋白在５种培养
基、６种诱导时间和４种 ＩＰＴＧ浓度的条件下，对融
合蛋白在大肠杆菌中胞内可溶性表达进行了优化，

结果表明，最适宜的条件为 ＳＢ培养基，０．６ｍｍｏｌ／Ｌ
ＩＰＴＧ，培养９ｈ，该条件下抗 ＡＯＺ衍生物 ｓｃＦｖ－ＡＰ
融合蛋白的表达效果较好，表达量从２．８９％增加到
５７５％，总体增加了约２．８６百分点。本试验采用
ＮＨＳ活化羧基琼脂糖凝胶柱对提取得到的蛋白进
行亲和层析纯化，纯化后浓缩的融合蛋白的浓度为

１．９７３ｍｇ／ｍＬ，同 时 ｄｃＥＬＩＳＡ 的 ＩＣ５０ 值 为

５６．９２３１ｎｇ／ｍＬ，表明在最佳表达条件下得到的融
合蛋白经纯化后具有较好的生物活性，为后期抗

ＡＯＺ衍生物 ｓｃＦｖ－ＡＰ融合蛋白大量生产制备和呋
喃唑酮代谢物 ＡＯＺ在动物性食品中残留免疫快检
的建立奠定基础。
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ａｎｄＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，２０１２，８４（１）：１４０－１４６．

［２１］何　婷．黄曲霉毒素纳米抗体研制及其免疫分析技术研究

［Ｄ］．北京：中国农业科学院，２０１６．

［２２］ＷａｎｇＸＸ，ＨｅＱＨ，ＸｕＹ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｉ－ｉｄｉｏｔｙｐｉｃＶＨＨｐｈａｇｅ

ｄｉｓｐｌａｙ－ｍｅｄｉａｔｅｄｉｍｍｕｎｏ－ＰＣＲｆｏｒｕｌｔｒａｓｅｎｓｉｔｉｖｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ
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［２３］杨武英，王　弘，洪艳平，等．呋喃它酮代谢物单链抗体制备和

酶联免疫分析方法［Ｊ］．食品科学，２０２０，４１（２４）：２５１－２５８．

［２４］杨武英，董洁娴，沈玉栋，等．虾肉中呋喃它酮代谢物化学发光酶

免疫分析方法的建立［Ｊ］．分析化学，２０１２，４０（１２）：１８１６－１８２１．

［２５］伍伟健，董洁娴，饶美芳，等．抗孔雀石绿单链抗体－碱性磷酸酶

融合表达和活性鉴定［Ｊ］．食品科学，２０１６，３７（１７）：１２１－１２６．
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ＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌａｎｄＦｏｏｄＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１２，６０（２０）：５０７６－５０８３．

［２７］陈薪竹，王玉波，王　丹，等．抗呋喃唑酮代谢物单链抗体基因构建

及蛋白结构分析和活性鉴定［Ｊ］．食品科学，２０２１，４２（２４）：６７－７３．

［２８］陈冬年，刘　展，武韶华，等．超声波辅助法提取小龙虾甲壳素

［Ｊ］．江苏农业科学，２０１４，４２（１）：２３６－２３８．
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ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｃｕｌｔｕｒｅ／ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｍｅｄｉａｔｏａｃｈｉｅｖｅｍａｘｉｍｕｍ
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１７０－１７５．

［３０］刘佳璐，郑　维，范若辰，等．金黄色葡萄球菌ＳａｅＰ蛋白表达条

件的优化［Ｊ］．中国乳品工业，２０２０，４８（１）：１４－１７，２２．

［３１］孟　婷，郑志明，王永娟，等．抗四环素单链抗体基因表达及免
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