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摘 要：应用噬菌体随机展示肽库和硫氧还蛋白表面展示技术，建立了在表位水平研究病毒

流行病学的方法，并以丙型肝炎病毒核心区蛋白做了初步验证，证明该方法高效可行。
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病毒一直是人类健康的巨大威胁，如艾滋病病毒、甲型到戊型肝炎病毒、流行性出血

热病毒、流行性乙型脑炎病毒、登革病毒等每天都在吞噬着人类的生命。人们曾花费了巨

大的人力物力财力筛选抗病毒的药物，但迄今为止还没有选到任何令人满意的药物。由

于病毒一般仅由蛋白和核酸组成，在细胞外以无生命的形式存在，使得传统以阻断物质代

谢而发挥杀伤作用的药物对它们无可奈何。而一些阻断病毒胞内复制的药物，如 4.5 或

6.5 类似物、碱基类似物（如临床上用于治疗艾滋病的 578）、6.5 聚合酶抑制物等势必

也会对细胞的正常生命活动造成影响，从而在临床上表现为巨大的毒副作用。现在人们

越来越把注意力投向人类自身的免疫系统，通过免疫接种、非特异性增强机体免疫能力或

特异性加强免疫系统对病毒的识别和杀伤来达到预防和治疗病毒性疾病的目的。到目前

为止，免疫接种是防制病毒性疾病最为有效的手段。我国已经开发了多种基因工程重组

疫苗、减毒活疫苗和灭活疫苗，为病毒性疾病的预防作出了巨大的贡献。不过，以上疫苗

也有不尽人意的地方，实际上病毒颗粒真正能刺激机体产生保护性抗体的表位是有限的，

由于没有有效的深入到表位水平的研究方法，无法把大多无用表位除去，使得疫苗的造价

较高，同时还会引起一些副作用。另外有些病毒很难开发出有效的疫苗，要么是由于免疫

原性差，要么是由于毒株易变异，如艾滋病病毒和丙型肝炎病毒。如果能结合人群的各种

特征（病毒健康携带者、发病期、恢复期、愈后、病程迁延等等），对各变异株的各个表位在

人群中的分布进行统计学分析，就可以得到大量有用的信息，例如哪些表位的相应抗体与

病毒消除有关、哪些表位在受染人群中分布最广等，从而为表位疫苗的设计和诊断试剂的

开发以及疾病流行趋势的评估提供有力的根据。基于以上认识，我们利用现在已经比较

成熟的噬菌体随机肽库展示技术和硫氧还蛋白分子表面展示表达系统（9,:;<=’>-,，?@5），

创建了筛选表位和分析表位的方法，为在表位水平了解病毒的流行病学特征提供了一种

手段。本文以丙型肝炎病毒核心区（A 区）基因为代表，对此方法作了初步的验证，现介绍

如下。



! 材料和方法

! "! 用噬菌体随机七肽库筛选 !"# 核心区（" 区）多肽抗原表位［!］

!#!#! !"# 核心区基因的克隆：根据文献介绍的方法［$］，从一丙型肝炎慢性携带者血清

中提取总 %&’，以随机引物反转录成 ()&’，用做 *"% 反应的模板。根据已发表的序

列［+］，设计针对丙型肝炎病毒 " 区基因特异的半套式 *"% 引物如下：正向外引物 *,（-. /
0-12）：3"3’4""’3444433’43’3；正向内引物 *5（+65 / +7,12）：’34’4"’"（48’）’’3"9
"3’’’""；反向引物 *$（.07 / 05+12）：（’84）4"44’’4"3444（’84）3443。!"# )&’ 聚合

酶两轮 *"% 扩增，得到 !"# 核心区基因，序列测定加以验证。

!#!#$ !"# 核心蛋白的表达和纯化：上述基因克隆进表达载体 :;<+,（;=’4<&），转化宿

主菌 >5?，挑选阳性克隆，=*34 诱导表达，&@9&3’ 树脂亲和层析纯化表达产物。以上纯化

和复性过程均按 ;=’4<& 的试剂说明书操作。

!#!#% 人抗 !"# 核心蛋白多克隆抗体的纯化：把 ?A 纯化的 !"# 核心蛋白交联到 5A 溴

化氰活化的 BC:DCEFGC 6H 层析介质（*!’%>’"=’）上，交联过程按说明书操作，并填装成

柱。取 ?, 份抗 !"# 抗体阳性血清（成都医院提供）各 5,IJ 混合，?,K饱和硫酸铵沉淀，

5,,,,A6L离心 $,I@1，沉淀重溶于 ?,IJ *HB 中，并对 5J *HB 透析过夜，中间换液三次，得

到人粗纯抗体。此粗纯抗体通过上述亲和层析柱，*HB 充分洗涤，以 ,M5IFN8J 4NO9!"N
（:!$M?）缓冲液洗脱，对 *HB 透析，即得到抗 !"# 核心蛋白的多抗。

!#!#& 噬菌体随机肽库的筛选和 !"# 核心区模拟表位序列的获得：上述纯化的多克隆

抗体用 ,M,?IFN8J 碳酸盐缓冲液（:!0M7）稀释到 5?,!A8IJ，包被酶联板（&P&Q），并用来淘

洗噬菌体随机七肽库（*DR )R 3> *DSAC *C:2@TC J@UESEO，&<V <&4J’&) H=WJ’HB）。经结合

!洗涤!洗脱!扩增!再结合反复淘洗三个循环后，得到经过特异性富集的噬菌体库。

平板稀释法［6］获得单个克隆，每个克隆的噬菌体均扩增和纯化，用上述纯化的抗 !"# 多

抗和 !%* 标记抗 >5+ 噬菌体单抗（本室制备）双抗夹心法检测每个克隆对多抗的反应性。

挑取反应性最强的 +5 个噬菌体克隆提取单链 )&’ 进行测序，得到模拟表位的基因序列。

! "$ 模拟表位的硫氧还蛋白展示

根据序列测定结果，人工合成两端含限制型内切酶 $%&"作用位点的模拟表位基因，

将其克隆进硫氧还蛋白表达载体 *3EX（=1Y@2EFAC1，PB’）中，按 =1Y@2EFAC1 的 3D@FZ[G@F13> <X9
:ECGG@F1 BOG2CI 说明书操作，以色氨酸诱导模拟表位9硫氧还蛋白融合蛋白的表达，渗透压

法初步纯化。初步纯化的融合蛋白真空冻干浓缩，重溶于 .IJ *HB 中，上凝胶过滤柱

!@*EC: $787, BC:DS(EON B9$,, !%（*!’%>’"=’），*HB 作为载液，流速 5,(I8D，分布收集，

B)B9*’4< 检测各组分，紫外分光光度法定量。

! "% 模拟表位与血清的反应

展示在硫氧还蛋白表面的模拟表位纯化后，用 ,M,?IFN8J 碳酸盐缓冲液（:!0M7）稀释

到 ?!A8IJ，6L包被酶联板过夜，每孔包被 5,,!J。?K脱脂奶粉8*HB 室温封闭 $D。配制稀

释液如下：5IJ 3\CC19$,，?A 脱脂奶粉溶于 5,,IJ *HB 中，现用现配。待测血清用稀释液

稀释 5, 倍，取 5,,!J 加入上述酶联板孔中，+-L反应 5D，,M5K 3\CC19$,8*HB 洗涤三次，加

入用稀释液稀释 5 万倍的 !%* 标记羊抗人二抗，+-L反应 5D，,M5K 3\CC19$,8*HB 洗涤三
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次，加入 !"# 显色，并读取 !$%&的值。

! 结 果

! "# $%& 核心蛋白模拟表位的测序结果和结果分析［#］

图 # 噬菌体 ’ 肽库筛选到的 $%& 核心区蛋白表位

’()*+ ,-(./-01 /2 345 -0-.(60 /7.8(906 7: 1;<009(9) -=8)0 <896/>

? -0-.(60 @(7<8<:

!=0 10AB09;01 /2 1;<00906 -0-.(601 8<0 @8(6 /B. =0<0 (9 % )</B-1，.=0:

1=/B@6 70 <086 2</> ./- ./ 7/../>（C .0<>(98@ ./ 4 .0<>(98@）* D7/E0

.=0 10AB09;01 8<0 ;@/90 9B>70<1* 4F@(90 -<(9.06 (9 7/@6 (1 8 1=/<. 10F

AB09;0 (9 345 4 )090* #/@6 @0..0<1 1=/G 1>(@8<(.: 70.G009 .=0>*

根据筛选到的噬菌体克隆测序结

果，推导出相应模拟表位的氨基酸序

列（图 +）。依据氨基酸序列的特征分

为 % 个类型。在 H+ 个序列中，有 I$ 个

属于第一类，它们具有 JKJ5（L）J’M
基序特征，与 345 核心蛋白第 +N O I%
位氨基酸高度同源，说明该蛋白在第

+N O I% 位存在一个优势的线性表位，

这种表位占总表位数的 ??P（I$QH+）。

第二类的基序是 RJJJJKS5，占 +&P
（HQH+）。第三类的两个表位完全相同，

为 TSKUMUV，占 WP（IQH+）。第四类和

第五类均只有一个，分别是 3KRUVTD 和 DCRUUL!，各占 HP（+QH+）。后四种类型的表位与

345 核心蛋白没有明显的同源性，它们可能是构象型表位的模拟表位。

图 ! 模拟表位和血清的反应

’()*I L9.0<8;.(/9 70.G009 0-(./-01 896 10<8

D：L9.0<8;.(/9 70.G009 ;/92/<>8.(/98@ 0-(./-0 ,HN 896 10<8* $& 10<8 /B. /2 %& 8<0 -/1(.(E0* R0<B>+ O % 8<0 90)8.(E0 ;/9.</@1，;B.F

/22 E8@B0 (1 ;8@;B@8.06 7: -@B1 .=0(< >089 E8@B0 G(.= .G/ .(>01 .=0(< 1.8968<6 60E(8.(/9*

#：L9.0<8;.(/9 70.G009 @(908< 0-(./-0 ,+X 896 10<8* HN 10<8 /B. /2 %% 8<0 -/1(.(E0* R0<B>+ O % 8<0 90)8.(E0 ;/9.</@1，;B.F/22 E8@B0

(1 ;8@;B@8.06 7: -@B1 .=0(< >089 E8@B0 G(.= .G/ .(>01 .=0(< 1.8968<6 60E(8.(/9*

! "! 模拟表位在人群中的分布

分别选择线性模拟表位 + 个（,+X）和构象型模拟表位 + 个（,HN）作为代表，人工合成

其基因，克隆进硫氧还蛋白，纯化后，与 %% 份经试剂盒检测抗 345 阳性的血清和 % 份抗

345 阴性的血清反应，结果如图 I。两个表位与抗 345 阴性血清均无反应。在 %% 份抗

345 阳性血清中，表位 ,HN 阴性的血清是 ?、+$、I$、H&、H%、HW、HX、$+、$I、$$、$?、%+、%H、%W、

%? 共 +% 份，故该表位在已测血清中的阳性率是 ?IY?P（$&Q%%）；表位 ,+X 阴性的血清 W、?、

N、+$、+W、I%、IW、H+、HI、HN、$&、$+、$I、%?、%X、W& 共 +W 份，故此表位在血清中的阳性率是
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!"#$%（&$’((）。两表位均阴性的血清是 !、)*、*)、*+、(! 共 ( 份，占总血清数的 $#)%。以

上结果表明，所选择的两个表位的抗体在抗 ,-. 阳性的血清中均有广泛的分布，对表位

/)0 或表位 /&$ 有反应的血清占总血清数的 $"#$%。

! 讨论

由于人体通过接触大肠杆菌而接触噬菌体的机会很多，所以人血清内存在针对 1)&
噬菌体的抗体。应用展示在 1)& 表面的表位直接筛选血清时，背景太高而无法应用。而

硫氧还蛋白分子是人体内正常存在的分子，与血清几乎没有交叉反应，加上其自身的结构

特点，使它成为表位研究的理想展示载体。该分子呈球形，-&+2&& 3&* -&(四个氨基酸是其活

性位点，突出在蛋白的表面，-&+和 -&( 之间形成一对二硫键，更把这种突出结构固定。2&&

3&*的密码子本身恰好是 456 限制性内切酶 789!的作用位点，可以用来把模拟表位插入

到硫氧还蛋白中，并且展示在分子表面，两端的半胱氨酸以二硫键的形式把模拟表位牢牢

固定，有利于保持表位的稳定性。

本实验有限的数据暗示，仅用 /)0 和 /&$ 两个模拟表位，对抗 ,-. 阳性血清的检出

率就可以达到 $"#$%，这可能为新型诊断试剂的研制提供了一种新的方法。本实验作为

一种方法的验证，没有追踪各个血清提供者的特征，也没有验证其它的模拟表位，所以无

法得到更多的资料，也无法对已得到的资料做更进一步深入的分析。此外，这种方法还能

提供表位的强弱、表位之间的交互作用等其它大量的统计信息，为正确认识表位和利用表

位提供了研究手段。
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