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摘 要：设计了一种新的病原体蛋白质.细胞抗原表位的筛选和重组表达方法。不须使用

抗原，而通过交替用病人血清,/0抗体“淘洗”（123456626/）随机肽库和用正常人血清,/0反

向吸附，来获得特异抗原表位资料。用+,-病人血清的,/0抗体淘洗噬菌体递呈随机十二

肽库，再以正常人,/0抗体吸附，筛选到了能和+,-病人血清发生特异反应的噬菌体克隆，

经78,9:、;<:测序等，成功地筛选出了位于+,-/4=!外膜蛋白、高亲和力、构型特异的优

势.细胞抗原表位（#)(0>90?8,>@@<-#!A）。用大肠杆菌硫氧还蛋白作为骨架，在其活性部

位以“内融合”形式重组表达了该抗原表位，纯化的重组蛋白具有良好的抗原性，能与+,-
（B）,/0抗体及艾滋病人血清呈特异反应，表明本技术路线可以有效地进行+,-蛋白质的.

细胞抗原表位筛选和重组表达。此方法也可移植于其它病原微生物抗原或自身抗原的表位

研究，继而为基于抗原表位水平的特异诊断试剂的研制、疫苗的设计提供依据。
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对众多的传染性疾病、过敏性疾病及自身免疫性疾病而言，其病人血清中的特异抗体

是引起免疫保护和免疫病理损伤的主要因素，从而成为能够反映病原体的致病性质和宿

主的免疫状况的重要“信息库”；原病原体上的相应抗原表位也成为研制特异诊断试剂和

疫苗的靶标。目前常用的分析蛋白质抗原表位的方法均需要有高纯度的抗原、或编码抗

原的基因序列，这使得对那些复杂或未知病原体的表位分析工作无法进行。

新近发展的噬菌体递呈随机肽库（4D5/EF2G4H5IJ56F3K4E4L2FEH21J5JI）技术，已被广

泛用于蛋白质分子间相互作用研究，包括抗原—抗体系统。以随机肽库的高度多样性、敏

感而独特的筛选方法和抗原—抗体反应的特异性作为理论基础，随机肽库相关技术可能

成为诠释病人血清抗体“信息库”的一种途径。基于此，我们设计了一种新的表位分析方

法，成功地从艾滋病病人血清中筛选出了位于+,-/4=!处膜蛋白的高亲和力、构型特异

的.细胞抗原表位，并利用大肠杆菌的硫氧还蛋白作为骨架，以“内融合”的形式表达了

单个抗原表位，经78,9:鉴定，纯化的重组蛋白具有良好的抗原性。

! 材料和方法

!M! 主要试剂

噬菌体递呈随机十二肽库试剂盒（NDM;M’!(@OND5/E;2G4H5INE4L2FE821J5JI?2L）购
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自美国!"#$%&’(%)*+,-(./公司，肽库的滴度为01234567／8-，随机多样性为29:1
23:，受体菌为!"#$%&$;4<=>；大肠杆菌表达系统?@+,A7/+,%?B$C5D"//+,%EF/G"8购自

美国H%I+GD,&"%公司。=<EJ)K?L、E"M7"%(/"N"D/+,%493O!KE"M7"%P+%&Q+G购自美国

K8"D/@(8公司；R;LJ兔抗B2=抗体为本室标记（效价2：2333）。RHN诊断试剂盒为荷

兰N+D,%,/G+S(!RHNT%+JA,D8!5’7/。艾滋诊断试剂国家参比品（批号:>32）购自中国

药品生物制品检定所。辣根过氧化物酶标记羊抗人H&U购自华美公司。

!"# 实验用$%&抗体

RHN（V）H&U来自确诊的艾滋病病人血清，RHN（W）H&U来自正常人血清，RXN（V）

H&U来自丙型肝炎病毒（RXN）阳性、RHN阴性的病人血清。所有H&U均经2次<3Y、4
次==Y饱和硫酸铵沉淀，RHN标准试剂双抗原夹心法检测。

!Z’ 随机肽库的淘洗与吸附

!Z’Z! 噬菌体的生物淘洗（*+,5(%%+%&）：将制备的RHN病人血清H&U多克隆抗体稀释至

2<3"&／8-，每孔2<3"-包被聚苯乙烯微孔，0[过夜，=Y*EK封闭2@。用=33"-?*E?
（<388,’／-?D+/JRX’，5R>9<，2<388,’／-!(X’，39<Y?#""%J43）缓冲液稀释23"-肽库

原液，按233"-／孔加到微孔内，室温缓慢摇荡2@，去掉液体，?*E?洗涤23次。每孔加入

233"-3948,’／-甘氨酸—盐酸（5R494），室温孵育238+%，洗脱结合的噬菌体。

!Z’Z# 非特异噬菌体的反向吸附：将上述洗脱的噬菌体加到用正常人H&U抗体（2<3"&／

8-）包被的微孔内，室温慢摇2@以吸附非特异噬菌体。将吸附后的洗脱液加到438-
!"#$%&$;4<>培养液（’(<<3\293）中，=>[4<3D／8+%培养<@，24333&离心238+%，收集

上清，加入0YL$U]333、=Y!(X’，冰浴2@，24333&离心2<8+%，沉淀的噬菌体悬浮于

28-?*E?。

!Z’Z’ 特异噬菌体的筛选与$-HEK鉴定：按上述步骤，将制备的噬菌体再淘洗—吸附4
次。第三次淘洗的噬菌体2：2333稀释后，感染!"#$%&$;4<=>，铺制平板，=>[培养23@。

挑取单个噬斑，按常规方法制备原种。将原种倍比稀释后，$-HEK检测其和RHN病人血

清H&U抗体和正常人H&U抗体的反应，仅和前者抗体反应、而和正常人血清H&U抗体无

反应的噬菌体原种即为阳性克隆。按说明书操作程序，对阳性克隆提取单链O!K，

E(%&"D双脱氧链终止法测序。

!Z( 重组表达质粒的构建

人工合成编码抗原表位的寡聚核苷酸序列52（<0.5）；<̂?KXUXUUX?XUUUX?
UX?X?UUUKKKX?XK?X?UXKXXKX??UXUU?XXUX?KX=̂和互补链54

（<0.5）：<̂U?KUXUUKXXUXKKU?UU?UXKUK?UKU???XXXKUKUXKUX
XXUUKXXUXU?K=̂（下划线为抗原表位编码序列），序列的两端各加)*+!酶切位点

和保护碱基。两个序列样品用纯水稀释后以等摩尔数混合，:<[变性=8+%，缓慢降至室

温，使之退火形成双链。加入内切酶)*+!，=>[酶切2_@，生成带粘性末端的O!K片

段。大肠杆菌表达质粒5?DC经)*+!酶切、XHKL去磷酸化，与上述O!K片段连接。连

接物转化大肠杆菌UH>40，挑取单菌落，经LX;及酶切鉴定阳性克隆和插入片段的方向。

!Z) 重组蛋白的诱导表达与纯化

!Z)Z! 重组蛋白的诱导表达：挑取单个菌落接种于;B培养基，=3[、4<3D／8+%培养过
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夜。按!："#接种于新鲜的诱导培养基，继续在$#%振摇培养到!"&&#’#(&，加入色氨酸

至终浓度为!##)*／+，诱导培养&,，离心集菌。

!-"-# 重组蛋白的纯化与鉴定：./0缓冲液悬浮菌体，超声波粉碎后，!"###*离心

!&)12沉淀包含体，再以含#(&345167289!##、")7:／+尿素的./0洗涤包含体"次。用

;)7:／+尿素溶解包含体，然后逐步降低尿素浓度，使蛋白自然复性。0<09.=>?电泳后，

免疫印迹（@AB6A52/:7:6）鉴定其抗原性，第一抗体为!：&#稀释的CDE感染者血清，第二

抗体为辣根过氧化物酶标记的羊抗人D*>抗体（!："##），底物为<=/。

!$% &’()*
用表达的抗原表位重组蛋白（"!*／)+）包被微孔板，检测其和不同D*>抗体、CDE

（F）／（G）血清、艾滋诊断试剂国家参比血清的反应。实验程序为常规?+D0=方法。

!$+ ,-*序列测定

将重组表达质粒上的插入<H=片段亚克隆到I/:JABK51I6"0L（F）中，转化大肠杆

菌#$%&’(8+!9/:JA，挑取阳性菌落，提取质粒，用$M$=型自动测序仪测序。

# 结果

#$! .(/病人血清特异(01抗体滴度测定

为保证淘洗和吸附过程的特异性，首先用双抗原夹心法检测了所制备的CDE（F）和

CDE（G）血清抗体，结果显示，高稀释度的CDE（F）抗体仍可以和CDE抗原发生反应，即使

总抗体浓度稀释至!!*／)+，其!"NO#还远高于临界值（#(!&"），说明总抗体中存在着高滴度

的抗CDE抗体，这确保了淘洗的敏感性；CDE（G）抗体和CDE抗原之间无明显反应，这保证

了吸附过程中，不至于吸附掉目的噬菌体克隆。

#-# 阳性噬菌体克隆的筛选

用CDE（F）D*>和CDE（G）D*>检测第三轮淘洗—吸附后的噬菌体克隆，共检测OP
个样品，其中与CDE（F）D*>结合、而与CDE（G）D*>不结合的有"#个，阳性率为!#(N3

（"#／OP）（图!）。

图! 阳性噬菌体与CDE（F）／CDE（G）D*>的免疫反应

Q1*-! D))J275ARK61S16T7UI7B161SAK:72ABV16,CDE（F）

／CDE（G）D*>WT?+D0=X!$：2A*R61SAK72657:

#-2 阳性噬菌体递呈肽的氨基酸序列特征

对?+D0=检测阳性的!$个噬菌体克隆进行<H=序列测定，其编码氨基酸的密码子

均为HHL（H’>75=75475Y；L’>
754），这和构建随机肽库所用的寡核苷

酸序列特征一致，说明所测序列确为随

机肽库的递呈片段。这!$个序列中，

出现 了 完 全 相 同 的 序 列。推 导 上 述

<H=序列所编码的氨基酸，即为阳性噬

菌体递呈肽的氨基酸序列（图"）。!$
个阳性递呈肽可分为五组，分析这五组

氨基酸序列，可以发现每组序列都有间

隔&个氨基酸残基的两个半胱氨酸，经

用Y+Z04@ 软 件 比 较 五 组 递 呈 肽 与
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!"#$%所编码的氨基酸序列，在!"#$%&’(%蛋白上找到了位于)*+!)%,--的同源序列

（)*+./0.12"/334#)%,），这些资料说明在此处有一个优势抗原表位。

图+ 阳性噬菌体递呈肽氨基酸序列比较

56&7+ /89’-:6;68<8=-96<8->6?;@AB@<>@;8=’8;6C6D@’E-&@>F8<@;

!"# $%&优势抗原表位在!"#$%&中的表达与纯化

人工合成编码上述优势抗原表位的G4H序列，插入到大肠杆菌硫氧还蛋白基因的

!"#"切点处，构建了“内融合”型表达质粒’3:I!"#’。携此质粒的$%&’()."J+(经色氨

酸诱导后，表达了相对分子量为%+KG的重组蛋白，表达量占细菌总蛋白的+*L。可溶性

分析表明此蛋白在细菌内以包含体形式存在。经包含体的提取、洗涤、变性与复性，获得

了纯度较高的表达蛋白（图,）。M@;C@:<NF8C分析，表达的蛋白可以和!"#感染者血清

发生反应，表明其具有良好的抗原性。将此重组表达蛋白命名为O%+。

!"’ 重组蛋白()!与不同%*+抗体的反应

以重组蛋白O%+作为抗原，分析其与!"#（P）"&.、!"#（Q）"&.和!/#（P）"&.的

免疫反应。结果O%+仅与!"#（P）"&.有特异反应，且反应强度与抗体浓度有剂量反应

关系，而与其它两种抗体无明显反应（图(）。

图, 表位重组蛋白O%+的0G0$OH.R和

M@;C@:<NF8C分析

56&7, 0G0$OH.R-<?M@;C@:<SF8C-<-FT;6;8=
:@>89S6<-<CO%+@I’:@;;68<6<$%&’()."J+(
U79-:K@:；%76<?B>@?$%&’()."J+(／’3:I!"#’；+7
$%&’() ."J+(／’3:I!"#’ S@=8:@6<?B>C68<；,，(7
’B:6=6@?:@>89S6<-<CO%+；V7M@;C@:<SF8C8=O%+7

图( 重组O%+蛋白与不同"&.抗体的反应

56&7( "99B<8:@->C6D6CT8=:@>89S6<-<CO%+W6CECE:@@K6<?;

8="&.;STR2"0H

!", 重组蛋白()!与艾滋病病人血清的反应

以重组蛋白O%+作为抗原，分别检测艾滋

病病人血清%,份、正常人血清X份（图V），结

果与艾滋病病人血清的反应呈强阳性，*+(X*
范围在*Y(!%Y)之间，平均为%Y%Z；与正常人

血清的反应很弱，*+(X*范围在*Y*ZV!*Y+,+
之间，平均为*Y%,。这些数据说明O%+可以特
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异地与艾滋病病人血清反应；同时也说明，用作重组蛋白骨架的大肠杆菌硫氧还蛋白与人

的血清抗体无明显的交叉反应，这为实际应用硫氧还蛋白作为抗原表位载体奠定了基础。

图! 重组"#$蛋白与%&’（(）／（)）血清的*+&,-反应

./01! &223456789:/;/:<5="#$>/:?%&’（(）／（)）@768A<*+&,-#!#B，@7685=-&C,；#D!$$，@7685=454E-&C,

!"# 重组蛋白$%!与艾滋诊断参比血清的反应

以重组蛋白"#$作为抗原，检测艾滋诊断试剂国家参比血清D!份，其中阳性血清BF
份，阴性血清#!份。在保证特异性#FFG的情况下，"#$可以检测出阳性血清中的$H份，

阳性率为IFG（图J）。说明本实验所筛选的抗原表位确是优势表位，在绝大多数（IFG）

%&’感染者血清中高水平表达，仅在少部分病人中呈低水平表达。

图J 重组"#$蛋白与艾滋参比血清的反应

./01J &223456789:/;/:<5=67952A/484:"#$>/:?67=767497@768K847L

5=%&’#!#B1%&’（(）@768；B$!D!1%&’（)）@768M?7;8L375=93:E5==/@F1#1

& 讨论

近年来，因广泛用于蛋白质分子间相互作用研究而被称为“万能”库（8LLK36K5@7）的噬

菌体递呈随机肽库，也被用在蛋白质抗原N细胞表位的分析上［#!!］。为拓宽噬菌体随机
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肽库在抗原表位分析中的应用，我们设计了一种新的抗原表位筛选方法：不须使用抗原，

而通过交替用病人血清!"#抗体“淘洗”（$%&’())%)"）随机肽库和用正常人血清!"#反向

吸附的方法。我们用*!+病人血清的!"#抗体淘洗噬菌体递呈随机十二肽库，再以正常

人!"#抗体吸附，筛选到了能和*!+病人血清发生特异反应的噬菌体克隆，经,-!./、

01/测序等分析，表明在*!+"’23外膜蛋白上，存在着高亲和力、构型特异的4细胞抗

原表位（567#8.#9-!8::1+53;）。这和<&=>’?等［5］利用具有中和病毒活性的人单克隆

抗体所筛选的优势抗原表位相符。此序列的两个半胱氨酸可以通过二硫键而形成一个环

状结构，从而成为强的抗原表位。

目前大多利用合成肽来研究抗原表位，但在应用中，合成寡肽存在着不正确折叠、固

相化时的“空间位阻”及价格昂贵等不利因素。为此，我们利用大肠杆菌硫氧还蛋白作为

骨架，重组表达了“内融合”型抗原表位。大肠杆菌硫氧还蛋白的第;7、;@位氨基酸为半

胱氨酸，这两个半胱氨酸结成二硫键，使在蛋白质的表面形成一个凸出的环（A&&’），作为

抗原时，此环状结构易被免疫系统所识别。理论上，若在此环内插入一个短肽，则短肽可

能被提呈在融合蛋白表面而成为良好的免疫原。另外，编码环的基因序列内恰有一个限

制性内切酶B=C!的切点，这为基因重组提供了基础。本实验中，我们人工合成了编码

*!+蛋白质优势4细胞抗原表位的01/片段，并重组入硫氧还蛋白的基因内，构建了重

组表达质粒’:CD*!+’，诱导表达和纯化了重组蛋白，经,-!./鉴定，此蛋白和正常人、丙

型肝炎病人的!"#和血清无明显的反应，而和*!+（E）!"#及艾滋病人血清有很强的免

疫反应，这些结果证明了所设计方法的可行性，也为抗原表位在特异诊断试剂和疫苗研制

中的实际应用提供了一条新的途径。

*!+—3"’23是病毒的跨膜蛋白，序列相对保守，含有多个4细胞抗原表位［F］，抗

"’23的抗体出现早，且可在较长时间内保持较高水平，检测*!+抗体的初筛试剂大多数

是根据人体对"’23的抗体反应而设计的，因此，"’23可以用作免疫诊断或免疫预防／治

疗的靶标，我们的实验结果支持这一结论，并可能为设计表位水平的高度特异、敏感诊断

试剂提供有益的线索。
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