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噬菌体展示技术筛选与乙型肝炎病毒
e

蛋白相互作用的蛋白%方法
!

构建
e

蛋白的原核表达载体!

表达并纯化
e

蛋白!以
e

蛋白作为靶蛋白!应用
!

%

噬菌体展示技术对人肝细胞
-3W+

文库进行筛选!对筛选到的阳性克隆进行

3W+

序列分析及同源性研究%结果
!

表达并纯化了
e

蛋白!经过
7

轮筛选后!选择
(#

个阳性克隆!采用
!

%

特异性引物扩增插入

片段!回收
*2O

产物进行测序%经过同源性分析!确定了
%

个与乙型肝炎
e

蛋白相互作用的蛋白%结论
!

!

%

噬菌体展示筛选是

"

种快速'简单的筛选蛋白质相互作用的工具!筛选的与
e

蛋白相互作用蛋白为进一步研究乙型肝炎病毒的致病机制奠定了

基础%

关键词"细菌噬菌体
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噬菌体展示技术是
"

种用于筛选和改造功能性蛋白的生

物技术#是寻找结合靶蛋白的多肽或蛋白的有效方法$亲和作

用是噬菌体展示技术的主要原理#它首先将外源基因与噬菌体

外壳蛋白融合#外源蛋白表达于噬菌体表面后#经结合%洗脱%

扩增
&

个步骤#获得与靶蛋白有结合关系的多肽或蛋白$本研

究构建了
Z1̀ e

蛋白的原核表达载体#通过
W</W!+

纯化获

得较高纯度的
e

蛋白$以纯化的
e

蛋白作为靶蛋白#利用
!

%

展示筛选技术对人肝细胞
-3W+

文库进行筛选#并对获得的

结果及筛选方法进行初步探讨$

A

!

材料与方法

A$A

!

材料
!

大肠杆菌
!f

"

及
1H#"

!

30&

"由本室保存'

J

f0,/!EL=

C

质粒%

J

0!/#9L

!

4

"%

W</W!+

%

!

%

展示筛选人肝

细胞
-3W+

文库和受体菌
1H!(:"(

均购自德国
W?NL

R

E>

公

司'

0h!L

M

聚合酶%限制性内切酶%

!

7

3W+

连接酶为
*P?IE

R

L

公司产品'

3W+

纯化回收试剂盒%蛋白相对分子质量标志为

VEPIE>@L=

公司产品'

*2O

引物由上海基康公司合成$

A$B

!

e

蛋白的克隆及表达
!

根据基因库中
L

C

Q&

型
h

基因的

核苷酸序列#用
*P<IEP($'

设计软件#在其编码区
2

端的两侧

设计
"

对引物#并在
(T

端引入
1LIZ

&

酶切位点#

&T

端引入

Z<>B

/

酶切位点#以
Z1̀

为模板#

*2O

扩增
e

基因片段$

*2O

产物和
J

0!/#9L

!

4

"分别用
1LIZ

&

和
Z<>B

/

双酶切

后纯化回收#

":i

水浴连接过夜$连接产物电穿孔转化到大

肠杆菌
!f"

中#重组质粒
J

0!/#9L

!

4

"&

e

经酶切及测序后#

将测序正确的重组质粒电穿孔转化到大肠杆菌
1H#"

!

30&

"#

挑取单个克隆接种到含卡那霉素抗性的液体
H1

培养基中#

&%i

摇床以离心半径
9-I#''P

&

I<>

培养过夜#按
"j"''

比

例接种于新鲜含卡那霉素抗性的
H1

培养基中#

&%i

培养至

+

:''

为
'$7

!

'$:

#在培养菌液中加入终浓度为
'$(II?G

&

H

的

异丙基
/

%

/3/

硫代半乳糖苷!

'

K*!f

"#

&%i

条件下#摇床上培

养
7D

后收集菌体$

A$C

!

e

蛋白的纯化
!

诱导后的菌液以离心半径
9-I"#'''

P

&

I<>

离心
"(I<>

#收集菌体#细菌裂解液裂解菌体#冰浴
&'

I<>

#离心后沉淀重悬于细菌裂解液中#超声波充分破碎菌体$

以离心半径
9-I"#'''P

&

I<>

离心
"(I<>

#收集沉淀#用含

#c

脱氧胆酸钠的细菌裂解液洗沉淀
#

次#包涵体溶于
9I?G

&

H

尿素中#用镍离子金属螯合柱纯化包涵体蛋白$依照说明书

程序#最后收集洗脱液#用含
'$"I?G

&

H

精氨酸梯度浓度的尿

素溶液透析蛋白#最后将蛋白冻干保存#并用
"#c

十二烷基硫

酸钠
/

聚丙烯酰胺凝胶!

'

)3)/*+f0

"电泳分析纯化后蛋白

纯度$

A$D

!

YE=@EP>

印迹检测
!

纯化的蛋白质加上样缓冲液后煮沸

(I<>

#

"#c)3)/*+f0

分离#电泳结束后将蛋白转到硝酸纤维

素膜上#

(c

脱脂牛奶溶于含吐温
#'

的磷酸盐缓冲液!

*1)!

"

中#封闭膜
#D

#

"j(''

加入抗
/D<=

标志的兔抗孵育
#D

#

*1)!

洗膜
(I<>b&

次#

"j('''

加入辣根过氧化酶$

A$G

!

e

蛋白相互作用蛋白的筛选
!

!

"

"文库扩增(挑取

1H!(:"(

单个克隆到
(IHH1

培养基中培养#

&%i

摇床培养

至
+

:''

为
'$:

#加入终浓度
"II?G

&

H

的
K*!f

#振摇
&'I<>

#加

"'

#

H

噬菌体文库#振荡约
&D

至细菌裂解#以离心半径
9-I

""'''P

&

I<>

离心
"'I<>

#收集裂解液#

7i

保存$!

#

"结合(用

!P<=

缓冲液!

'

!1)

"溶解
Z1̀ e

蛋白#终浓度为
"

!

"'I

R

&

IH

#

!1)

洗酶标板
&

次#每孔加入
"''

#

He

蛋白$室温
&

!

7

D

或者
7i

过夜#含吐温
#'

的
!P<=

缓冲液!

'

!1)/!

"

#''

微

升&孔#洗
&

次$加
(c

牛血清白蛋白封闭过夜#用
!1)/!

洗孔

,
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国际检验医学杂志
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年
"

月第
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卷第
"

期
!
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!
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&

次$噬菌体裂解液
#''

#

H

加入包被好的酶标板微孔中#

7i

过夜$!

&

"洗脱(加
#''

#

H!

%

洗脱缓冲液#室温放置
&'I<>

$

取
"'

#

H

洗脱噬菌体加入
(IH1H!(:"(

细菌的培养液中扩

增#

&%i

摇床培养至细菌裂解#收集裂解液
7i

保存#以备下

一轮筛选$每轮筛选后均作噬斑分析$重复
7

轮/结合
/

洗脱
/

扩增0的过程$

A$L

!

噬斑的
*2O

扩增
!

挑取第
7

轮筛选后的阳性噬斑进行

噬菌体裂解#取
#

#

H

噬斑裂解液作为模板#

!

%

筛选引物进行

*2O

扩增$上游引物(

(T/ff+ f2! f!2 f!+ !!22+f

!2/&T

'下游引物(

(T/++2222!2++f+222f!!!+/&T

$

扩增条件(

87i

预变性
(I<>

'

87i7(=

#

('i7(=

#

%#i7(

=

#循环
&(

次'

%#i

延伸
"'I<>

$

#c

琼脂糖凝胶电泳鉴定扩

增结果#

3W+

纯化回收试剂盒#纯化回收
*2O

产物$

A$M

!

序列比对及同源性分析
!

将纯化的噬斑
*2O

产物与

J

f0,/!EL=

C

载体混合#在
":i

条件下用
!

7

3W+

连接酶过

夜#电穿孔转化大肠杆菌
3Z(

+

感受态细胞#在含有
K*!f

&

e/

R

LG

的氨苄青霉素平板上进行蓝白斑筛选#挑取白色菌落并鉴

定$将鉴定正确克隆以
!

%

为引物进行
3W+

测序分析$获得

结果在美国国立卫生研究院的基因数据库中进行同源序列

比对$

B

!

结
!!

果

B$A

!

e

蛋白的表达及纯化
!

将测序鉴定正确的阳性克隆转入

1H#"

!

30&

"#经
K*!f

诱导
&D

后收集菌体#

"#c)3)/*+f0

分析显示#

e

蛋白主要存在于细菌的包涵体中#约占细菌总体

蛋白的
7(c

以上$收集诱导表达后菌液
#H

#超声波破碎菌体

后#收集包涵体沉淀#经含
#c

脱氧胆酸钠细菌裂解液洗涤#

W</W!+

进一步纯化#收集洗脱液尿素梯度浓度透析冰冻成干

粉#得到约
#(I

R

的蛋白且纯度较高#见图
"

$

!!

注(

,

为低相对分子质量蛋白质标志'

"

为
J

0!/#9L

!

4

"空质粒表

达产物对照'

#

为
J

0!/#9L

!

4

"&

)

重组质粒表达产物'

&

为纯化后的
e

蛋白$

图
"

!!

诱导表达产物
)3)/*+f0

考马斯亮蓝染色结果

B$B

!

YE=@EP>

印迹检测
e

蛋白表达
!

由于
J

0!/#9L

!

4

"带有

组氨酸标志#为进一步确认纯化的蛋白是否为含
D<=

标志的融

合蛋白#用抗
/D<=

标志的兔抗
YE=@EP>

印迹检测纯化蛋白及诱

导的全菌蛋白#结果见图
#

#在
#'b"'

& 左右处有目的条带#表

明所表达的蛋白为含
D<=

标志的目的蛋白$

B$C

!

!

%

噬菌体展示筛选人肝
-3W+

文库
!

以
Z1̀ e

蛋白

为靶蛋白#通过
!

%

噬菌体展示技术对人肝
-3W+

文库进行
7

轮/结合
/

洗脱
/

扩增0的筛选#计数不同稀释度下的噬菌斑$随

着筛选次数的增加#投入量和产出量比例趋于稳定#表明筛选

已达到饱和状态#与
e

蛋白特异性结合的噬菌体得到了富集$

见表
"

$

!!

注(

"

为纯化前的表达产物'

#

为纯化后的
e

蛋白$

图
#

!!

e

蛋白表达及纯化的
YE=@EP>

印迹鉴定

表
"

!!

7

轮
!

%

噬菌体筛选投入量和产出量的结果#

J

FA

%

IH

$

筛选轮数 投入量 产出量 投入量&产出量

" 8$7&b"'

"#

"$(b"'

:

#$9%b"'

:

# "$#:b"'

""

9$%b"'

%

"$7(b"'

(

& ($('b"'

"#

"$#b"'

9

7$(9b"'

7

7 %$:'b"'

"#

"$9b"'

9

7$##b"'

7

B$D

!

噬斑的
*2O

扩增
!

经过
7

轮筛选#随机选择了
(#

个噬

斑#加入裂解液裂解噬菌体#

!

%

筛选引物进行
*2O

扩增#

*2O

产物采用
#c

琼脂糖凝胶进行电泳鉴定#见图
&

$

!!

注(

,

为
3W+

相对分子质量'

"

!

#"

为噬斑裂解液
*2O

扩增

产物$

图
&

!!

噬斑裂解液
*2O

扩增结果

B$G

!

序列比对及同源性分析
!

将纯化的噬斑
*2O

产物与

J

f0,/!EL=

C

载体连接后#阳性克隆以
!

%

为引物进行
3W+

测序分析#结果在
WKZ

的基因数据库中进行同源序列比对#发

现了
%

种编码蛋白序列$

C

!

讨
!!

论

噬菌体展示技术可以将各种自然界存在或不存在的
3W+

整合到噬菌体基因中#以重组蛋白的形式表达在噬菌体表面#

从中筛选出人们所需的目的片段)

"

*

$

Z1̀

基因组有
7

个开放

读框
)

%

2

%

*

%

e

#能编码
%

种不同的病毒蛋白$

h

基因编码
"

种

由
"(7

个氨基酸残基组成的多功能蛋白#即乙型肝炎病毒
e

蛋白#

Z1h

不仅是病毒复制所必需的#而且与乙型肝炎和原发

性肝癌的发生有密切的关系)

#

*

$

本研究成功地表达了
e

蛋白#并通过
W</W!+

纯化获得

较高纯度的目的蛋白$由于目的蛋白以包涵体的形式存在#为

使纯化后的蛋白能尽量正确折叠#纯化后的洗脱液采用尿素平

缓浓度梯度透析#并在透析液中加入低浓度的
H/

精氨酸$

H/

精氨酸能促进蛋白复性#使纯化的蛋白最终能溶于水相中$结

果表明#本组成功表达并纯化了
e

蛋白#在此基础上#以
Z1̀

e

蛋白为靶蛋白#利用
!

%

噬菌体展示技术对人肝
-3W+

文库

进行筛选#通过测序分析
(#

个筛选到的克隆#经基因数据库进

行同源序列比对#得到了
%

个编码蛋白序列$本组采用哺乳动

物双杂交系统和免疫共沉淀技术对这些蛋白与
e

蛋白能否相

互作用进行了验证#结果显示筛选的
%

个蛋白均能和
e

蛋白

相互结合$

其中
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"为

补体因子#表明
e

蛋白可能参与补体的激活途径#参与宿主早

期抗感染免疫'

ZE

J

=<>

属于跨膜丝氨酸蛋白酶家族成员之一#

在肝细胞生长并维持肝细胞正常形态%细胞的发育#起始血液

凝集过程等方面是必不可少的)

&

*

#说明
e

蛋白可能参与细胞

的分裂#在
Z1̀

致癌机制中起着重要作用)

7

*

$

e

蛋白与
,E@/

LGG?@D<?>E<>#+

相互作用#表明
e

蛋白可能参与肿瘤转移和机

体炎性反应)

(

*

$

*P?@EL=?IE=A.A><@

参与蛋白或多肽的消化#

e

蛋白可能对维持机体蛋白稳定性起到一定作用)

:

*

$与
H<NEP

LG-?D?GBED

C

BP?

R

E>L=E

相互作用#表明
e

蛋白可能参与肝脏代

谢过程)

%

*

$但
e

蛋白与这些蛋白相互作用后的生物学功能如

何#需要进一步探讨$

目前乙型肝炎缺乏有效防治手段的主要原因是对
Z1̀

的本质认识不足#对其变异%致病机制和人体的防御机制缺乏

了解$本研究表达并纯化了
e

蛋白#采用
!

%

噬菌体展示筛选

系统#以
Z1̀ e

蛋白为靶蛋白#筛选了人肝细胞
-3W+

文库#

得到多个可能与
e

蛋白相互作用的蛋白#为进一步研究乙型

肝炎的致病机制及防治奠定了基础$
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表
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!!

精密度及回收率的比较#

Cd5

'

*5(

$

浓度

!

#

R

&

IH

"

Z*H2

法!

c

"

回收率
日内

48<

日间

48<

微生物检定法!

c

"

回收率
日内

48<

日间

48<

# 8:$'(d($9" ($"9 :$8% "'"$(&d7$:( 7$79 %$&#

9 88$::d7$:9 7$#7 ($:# "'#$%9d:$9( :$:% 9$'9

": 8%$8"d&$%( &$%% &$98 88$'%d7$"" 7$'& ($"'

平均值
8%$9%d7$%( 7$7' ($78 "'"$"&d($#' ($': :$99

表
#

!!

患者血样的测定

编号
Z*H2

法!

#

R

&

IH

"

峰浓度 谷浓度

微生物检定法!

#

R

&

IH

"

峰浓度 谷浓度

" 8$#& #$:# 8$(% #$:9

# "8$:: #$"8 #"$78 #$#&

& "&$%: #$9# "7$"# #$%8

7 9$8# #$'( 8$'" #$'%

( "($(: #$#% "($8# #$&"

: "'$## #$&( "'$:' #$&9

!!

由表
"

结果可见#两种方法的回收率及日内%日间
48<

经

!

检验显示差异无统计学意义!

"

$

'$'(

"$

#

选取本院患者
:

例!男
7

例#女
#

例"#年龄!

&(d#'

"岁$入院时确诊复杂尿路

感染#肾功能正常#根据病情需要分别予硫酸奈替米星注射液

"''

!

&''I

R

#连续使用
(

!

%B

#在用药
#B

给药
&'I<>

后及用

药
7B

给药
9D

后即从对侧静脉采血
#IH

$同时#用
Z*H2

法

及微生物检定法进行测定#若血药浓度大于
#

#

R

&

IH

#峰浓度

大于
":

#

R

&

IH

则调整给药#隔日再取血进行测定#同时进行

肾功能的测定#并记录不良反应情况#结果
:

例中无一例出现

肾功能损害等不良反应)

"

*

$两种方法监测奈替米星血药浓度

结果见表
#

#经
!

检验差异无统计学意义$

C

!

讨
!!

论

氨基糖苷类抗生素的体内含量的测定方法主要有薄层色

谱法%免疫分析法%差示脉冲极谱法%生物学测定法及
Z*H2

法$由于受条件限制#

Z*H2

法和微生物检定法在一般基层医

院比较可行$

本文比较了两种方法的测定结果#差异无统计学意义$但

是微生物检定法的测定结果偏高#推测是由于该方法专属性较

差#其值受体内活性代谢产物及其他物质影响$

微生物检定法灵敏度较高#更适合于谷浓度的监测#测定

血药峰浓度时则受限#当浓度大于
#'

#

R

&

IH

后需要稀释血

样#给结果带来进一步的误差$而
Z*H2

法在低浓度时由于

噪音干扰#影响结果精密度$但是两种方法在奈替米星血药浓

度监测范围
#

!

":

#

R

&

IH

均可以准确定量#与微生物检定法

相比#

Z*H2

法特异性强%结果准确%操作简便快速#可作为基

层医院奈替米星血药浓度监测的常规方法)
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