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从噬菌体展示肽库中筛选ＰｒｅＳ１抗原的结合肽
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［摘要］　目的：从噬菌体随机七肽库中筛选能与ＰｒｅＳ１抗原特异性结合的多肽。方法：利用噬菌体展示技术，以ＰｒｅＳ１抗原

为靶分子，从随机七肽库中进行生物亲和筛选，ＥＬＩＳＡ鉴定阳性克隆。结果：对肽库进行３轮筛选后，通过ＥＬＩＳＡ和竞争抑

制ＥＬＩＳＡ，获得了特异性的结合肽，测序结果显示噬菌体上的短肽有共同序列。结论：利用噬菌体展示技术成功筛选到了

ＰｒｅＳ１抗原的结合肽，为乙肝的治疗和诊断探索新的途径。
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　　前Ｓ１抗原（ＰｒｅＳ１ａｎｔｉｇｅｎ）是乙型肝炎病毒
（ＨＢＶ）外膜蛋白重要组成部分，由１０８～１１９个氨基
酸组成［１］。研究发现，ＰｒｅＳ１抗原可结合肝细胞膜，
其中ＰｒｅＳ１（２１～４７ＡＡ）是与肝细胞膜的结合位
点，在 ＨＢＶ附着、入侵肝细胞的过程起重要作用［２］。
此外，ＰｒｅＳ１在机体免疫应答和 ＨＢＶ复制等方面也
起着十分重要的作用。由此可见，ＰｒｅＳ１是 ＨＢＶ感
染、复制和乙肝患者诊断、治疗和预后的一个重要标
志物［３４］。

　　我国为乙型肝炎的高发区，人群感染率高，约有

１０％的人口是乙肝病毒的携带者。目前抗病毒治疗
是临床上最主要的措施，常用药是干扰素和一些核
苷类似物，起抑制病毒复制的作用，但不能彻底清除

ＨＢＶ。本研究旨在运用噬菌体展示技术，筛选与

ＰｒｅＳ１抗原有特异性结合的噬菌体克隆，为乙肝患者
的治疗研究和免疫诊断探索新的途径。

１　材料和方法

１．１　实验材料　噬菌体随机７肽库（Ｐｈ．Ｄ．７ＴＭ

ＰｈａｇｅＤｉｓｐｌａｙＰｅｐｔｉｄｅＬｉｂｒａｒｙＫｉｔ）购于美国 Ｎｅｗ
ＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司，宿主菌为大肠杆菌（Ｅ．ｃｏｌｉ
ＥＲ２７３８）；ＰｒｅＳ１（２１～４７ＡＡ）抗原为合成多肽，由
本实验室合成；辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的抗

Ｍ１３单克隆抗体购自Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司；其他试剂均
为国产分析纯。

１．２　肽库的生物筛选　以１００μｇ／ｍｌ的ＰｒｅＳ１抗原
溶液１５０μｌ（溶于０．１ｍｏｌ／ＬｐＨ８．６的ＮａＨＣＯ３）包
被９６孔酶标板，４℃孵育过夜。弃包被液，加满１％
ＢＳＡ封阻液，４℃作用２ｈ。用ＴＢＳ缓冲液快速洗板６
次。用１００μｌ的 ＴＢＳＴ ［ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液＋０．１％
（Ｖ／Ｖ）Ｔｗｅｅｎ２０］缓冲液稀释２×１０１１ｐｆｕ的噬菌体，
然后加到已包被好的孔中，室温温和摇动６０ｍｉｎ。
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ＴＢＳＴ缓冲液洗板１０次，然后加入０．２ｍｏｌ／ＬＧｌｙ
ｃｉｎｅＨＣｌ（ｐＨ２．２）洗脱１５ｍｉｎ，再用１ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ
ＨＣｌ１５μｌ（ｐＨ９．１）中和上述洗脱液，即第１轮特异性
结合噬菌体。把第１轮筛选物进行扩增和纯化，然后
依次进行第２次和第３次亲和筛选。每次加入的噬菌
体量都为２×１０１１ｐｆｕ，第２、３轮筛选包被的抗原量分
别为１０、１μｇ／ｍｌ，ＴＢＳＴ中 Ｔｗｅｅｎ２０ 的浓度增至

０．５％（Ｖ／Ｖ），其余步骤与第一轮筛选相同。

１．３　特异性噬菌体的扩增和纯化　接种Ｅ．ｃｏｌｉ
ＥＲ２７３８单菌落于２０ｍｌＬＢ培养基中，摇床培养至对
数前期。加入未扩增洗脱物。３７℃剧烈摇动培养４．５
ｈ。然 后 ４℃，１００００×ｇ 离 心 １０ ｍｉｎ。取 上 清

１００００×ｇ离心。将上清的上部８０％转入一新鲜管
中，加入１／６ＰＥＧ／ＮａＣｌ。噬菌体４℃沉淀过夜。４℃，

１００００×ｇ离心１５ｍｉｎ。弃上清再短暂离心。沉淀物重
悬于１ｍｌＴＢＳ中，４℃离心５ｍｉｎ使残余细胞沉淀。取
上清，用１／６体积的ＰＥＧ／ＮａＣｌ再沉淀。冰上孵育６０
ｍｉｎ。４℃１００００×ｇ离心１０ｍｉｎ，弃上清。沉淀物重悬
于２００μｌＴＢＳ，０．０２％ＮａＮ３中。１００００×ｇ离心１ｍｉｎ，
取上清 ，此即为扩增后的洗脱物。

１．４　噬菌体滴度的测定和挑取蓝色噬菌斑　接种

ＥＲ２７３８单菌落于１０ｍｌＬＢ培养基中，摇床培养至
对数中期。分成２００μｌ等份于微量离心管中，每管
加入１０μｌ不同稀释度的噬菌体，快速震荡混匀，室
温温育３ｍｉｎ。将感染细胞加入４５℃预温的上层琼
脂培养管中，每次１管，快速混匀，立即倾注于３７℃
预温的ＬＢ／ＩＰＴＧ／Ｘｇａｌ平板上，３７℃培养过夜。次
日计算噬菌体滴度。从第３轮筛选后的洗脱产物测
定滴度后，用灭菌牙签在总量不到１００个噬菌斑的
平板上随机挑选２０个蓝色噬菌斑，分别置１ｍｌ接种
了处于对数生长前期的Ｅ．ｃｏｌｉＥＲ２７３８的ＬＢ培养
液中进行扩增和纯化并测定滴度。

１．５　ＥＬＩＳＡ鉴定特异性结合的阳性噬菌体克隆　
用１００μｌ１００μｇ／ｍｌ的ＰｒｅＳ１抗原（溶于０．１ｍｏｌ／Ｌ
ｐＨ８．６ＮａＨＣＯ３中）包被ＥＬＩＳＡ板，４℃包被过夜。
弃包被液，加满 １％ＢＳＡ 封阻液，４℃ 作用 １ｈ。

ＴＢＳＴ洗板６次，加入 ＴＢＳＴ系列稀释的扩增噬菌
体，１００μｌ／孔。室温震荡作用１ｈ。ＴＢＳＴ洗板６
次，加入 ＨＲＰ标记的抗Ｍ１３抗体，２００μｌ／孔，室温
震荡作用１ｈ。ＴＢＳＴ洗板６次，加入ＴＭＢ显色液
显色，２ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４终止显色，测定４５０ｎｍ 处的
光密度（Ｄ）值。用肽库中的噬菌体作阴性对照，

ＴＢＳＴ作空白对照。

１．６　阳性噬菌体克隆单链ＤＮＡ的提取和测序　将

５００μｌ含噬菌体上清转入一新鲜离心管。加２００μｌ

ＰＥＧ／ＮａＣｌ，颠倒混匀，室温放置１０ｍｉｎ。１００００×ｇ
离心１０ｍｉｎ，弃上清液。沉淀物彻底重悬于１００μｌ碘
化物缓冲液中，加入２５０μｌ乙醇。室温温育１０ｍｉｎ。
离心１０ｍｉｎ，弃上清。用７０％的乙醇洗沉淀，短暂真
空干燥。沉淀重悬于３０μｌＴＥ［１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ
（ｐＨ８．０），１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ］中。５μｌ的上述模板溶液
进行染料标记的自动循环双脱氧测序，－９６ｇⅢ测序引
物为５′ＨＯＣＣＣＴＣＡＴＡＧＴＴＡＧＣＧＴＡＡＣＧ３′。

１．７　竞争ＥＬＩＳＡ检测噬菌体阳性克隆特异性　用包
被液稀释的ＰｒｅＳ１抗原 （１００μｇ／ｍｌ）包被酶标板４℃
过夜，４℃封闭１ｈ后，加５０μｌ（１０

１１ｐｆｕ／ｍｌ）噬菌体溶
液与５０μｌ不同浓度（５０、２５、１２．５、６．２５μｇ／ｍｌ）的

ＰｒｅＳ１抗原混合液，３７℃孵育ｌｈ，ＴＢＳＴ［ＴｒｉｓＨＣｌ缓
冲液＋０．５％（Ｖ／Ｖ）Ｔｗｅｅｎ２０）洗涤，再加入１５０００
稀释的ＨＲＰ标记的抗Ｍ１３抗体１００μｌ／孔，３７℃孵育

１ｈ，以ＴＭＢ显色１０ｍｉｎ后，２ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４终止显
色，酶标仪读取Ｄ值（波长４５０ｎｍ）。

２　结　果

２．１　噬菌体富集 　本实验进行了３轮筛选，为了提高
筛选的严格程度，每轮包被的抗原量逐渐减少，洗脱强
度逐渐加大，结果显示每轮亲和筛选后投入和产出比逐
渐增大，表明所筛选的噬菌体得到了选择性富集。

表１　亲和筛选噬菌体的产率

Ｔａｂ１　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｗａｓｈｅｄｐｈａｇｅｓｂｙｂｉｏｐａｎｎｉｎｇ

Ｒｏｕｎｄ ＰｒｅＳ１
ρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）

ＴＢＳＴ
（％）

Ｉｎｐｕｔｐｈａｇｅ
（ｐｆｕ）

Ｏｕｔｐｕｔｐｈａｇｅ
（ｐｆｕ）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ
（％）

１ １００ ０．１ ２×１０１１ ２．０×１０４ １．０×１０－７

２ １０ ０．５ ２．９×１０１１ １．８×１０５ ６．２×１０－７

３ １ ０．５ ２．５×１０１１ ２．３×１０６ ９．２×１０－６

２．２　ＥＬＩＳＡ鉴定阳性噬菌体克隆　以各噬菌体克
隆的Ｄ值大于阴性对照Ｄ 值的２．５倍作为阳性克
隆标准。图１表明挑取的２０个克隆中，ＥＬＩＳＡ的结
果全部呈阳性。

图１　噬菌体克隆与抗原结合力

Ｆｉｇ１　Ｂｉｎｄｉｎｇｆｏｒｃｅｏｆｐｈａｇｅｃｌｏｎｅｓｔｏａｎｔｉｇｅｎ
１２０：Ｃｌｏｎｅｓ；Ｎ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｔ：ＴＢＳＴ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ
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２．３　噬菌体阳性克隆的序列测定　挑选Ｄ 值最大
的１０个克隆菌株进行ＤＮＡ序列测定，并推导所编
码的氨基酸残基，即为噬菌体递呈的７肽序列（表

２）。结果显示有２个克隆的序列完全一样（图２）。

表２　阳性克隆的ＤＮＡ和氨基酸序列

Ｔａｂ２　ＡｍｉｎｏａｃｉｄａｎｄＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｐｈａｇｅｃｌｏｎｅｓ

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｐｈａｇｅ
ｃｌｏｎｅ

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｄｕｐｌｉｃａｔｅ

ＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ
（５′３′）

Ｐｅｐｔｉｄｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ

４ １ ＡＴＣＡＴＡＡＴＡＣＣＧＣＡＧＣＡＡＧＡＧ ＩＩＩＰＱＱＥ
８ １ ＣＡＴＣＡＧＣＡＴＴＣＴＣＣＧＣＧＴＡＡＧ ＨＱＨＳＰＲＫ
９ １ ＣＡＴＧＣＴＧＡＴＣＡＧＡＡＧＣＣＧＣＡＴ ＨＰＤＱＫＲＨ

１１，１９ ２ ＣＡＴＣＧＴＴＣＴＣＡＡＡＣＴＡＣＴＴＡＴ ＨＲＳＱＴＴＹ
１３ １ ＧＣＴＴＣＴＡＡＴＡＡＴＡＴＴＡＴＧＴＣＧ ＡＳＮＮＩＭＳ
１４ １ ＣＧＣＡＴＣＴＴＣＴＧＣＧＴＧＣＣＧＣＡＣ ＲＩＦＣＶＰＨ
１５ １ ＣＡＴＣＡＧＣＡＴＣＡＴＡＧＧＡＣＴＧＡＧ ＨＱＨＨＲＴＥ
１７ １ ＴＡＣＴＣＣＴＡＡＴＡＣＧＣＡＧＣＣＧＣＴ ＴＰＮＴＱＰＬ
２０ １ ＧＣＴＡＴＴＣＣＴＣＡＴＴＡＴＧＣＴＡＴＧ ＡＩＰＨＹＧＭ

图２　含共有序列的噬菌体结合肽ＤＮＡ序列测定图

Ｆｉｇ２　ＭａｐｏｆＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｃｏｍｍｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅ

２．４　竞争抑制实验结果　用包被的ＰｒｅＳ１抗原与
阳性噬菌体（含共有序列）及不同浓度游离的ＰｒｅＳ１
抗原之间进行了竞争抑制实验（图３），结果显示，随
着游离ＰｒｅＳ１抗原浓度的逐渐降低其阻断噬菌体和
包被的ＰｒｅＳ１抗原结合的作用亦随之降低，结合的
噬菌体克隆量逐渐增加，证明ＰｒｅＳ１抗原与筛选得
到的噬菌体展示肽是特异性结合的。

图３　阳性噬菌体竞争抑制实验结果

Ｆｉｇ３　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｐｈａｇｅｗｉｔｈｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅＥＬＩＳＡ

３　讨　论

　　噬菌体随机七肽库就是将七肽融合表达在 Ｍ１３
噬菌体ｐⅢ衣壳蛋白的 Ｎ末端

［５］，因此能够保持相
对独立的空间结构和生物活性。噬菌体展示肽库含
有大约２．８×１０９ 个的转化序列，因其具有容量大、
拷贝数高、易于筛选和扩增等特点［６］，目前不仅在确
定抗原表位、寻找小分子模拟肽、疫苗开发等研究领
域有着非常广泛的应用，而且在筛选多肽类活性药
物方面也成为了重要工具。

　　噬菌体肽库技术高效、方便的特点使其在多肽类
药物的寻找过程中表现出了很大的应用价值。目前
已筛选到了许多具有天然配体活性的多肽，但这些小
肽也具有其固有的缺点，如易降解、半衰期短、柔曲性
强，我们可以进行必要的结构设计和化学修饰来充分
发挥其优点。研究［７］发现ＰｒｅＳ１（２１～４７ＡＡ）产生的
抗体具有中和病毒的作用。因此，本实验筛选获得的
多肽将有可能与ＰｒｅＳ１抗体具有相似作用，这为进一
步研究中和乙肝病毒，阻止病毒感染，开发高效的抗
病毒多肽药物奠定了一定的物质基础。

　　目前，噬菌体展示技术已在甲型肝炎、乙型肝
炎、丙型肝炎等特异性病毒抗原表位的筛选研究中
得到了广泛的应用。且相关研究表明，这些模拟表
位可以作为诊断抗原。现在，ＰｒｅＳ１抗原的检测主要
采用双抗体夹心ＥＬＩＳＡ法［８］，由于多肽易合成且产
量较高，所以该特异性短肽在替代抗体检测ＰｒｅＳ１
抗原上有一定的应用价值和实际意义。
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