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噬菌体感染细菌首先要吸附于细菌表面受体，从目前报道的细菌与噬菌体相互作用的研究中发现，

这些受体包括细菌细胞外膜上的蛋白、糖脂结构和鞭毛等。

霍乱弧菌是霍乱的病原体，高守一等（副霍乱资料汇编，13%!，#"7 I #!2)）从国内分离并选择出 2株
噬菌体（&J1 I &J2），根据霍乱弧菌菌株对噬菌体的敏感性不同，将埃尔托型霍乱弧菌分为 "#个噬菌体
型。结合生物学分型方法，可区分埃尔托型霍乱弧菌的两类不同菌株（流行株和非流行株）和不同菌型。

对各种来源的菌株进行分型，可作为一种追溯传染来源、传播途径和分析流行形式的流行病学研究工

具。噬菌体对宿主菌的裂解表明宿主菌细胞的表面存在噬菌体的受体，研究霍乱弧菌分型噬菌体的受

体，能够了解霍乱弧菌噬菌体分型方法中，不同噬菌体对不同细菌裂解差异的分子生物学基础。

噬菌体展示技术［1］是研究受体与配体结合位点、寻求高亲和力生物活性的配体分子和探索未知蛋

白空间结构表位的有力工具［#，"］，它由上亿种与噬菌体外壳蛋白以融合的形式呈现在噬菌体表面的多肽

组成，库中上亿种多肽分别呈现在上亿个噬菌体表面，众多重组型噬菌体便组成了噬菌体随机肽库。本

研究利用噬菌体展示随机多肽，通过与分型噬菌体 &J1的亲合与淘洗，筛选出了一些能够与 &J1结合的
七肽克隆子，并通过噬菌体感染钝化实验，从这些克隆子中初步筛选到一个能够结合和阻止 &J1噬菌体
再感染霍乱弧菌的肽片段克隆。

# 材料和方法

#$# 材料

#$#$# 菌种和噬菌体：分型噬菌体 &J1及其敏感菌霍乱弧菌 /2"由本室保存。噬菌体随机 7肽库（JB)
K475L）为 /6E ;@,(9@F M=’N9>-产品，滴度为 # O 1$1" PQ+R<N，随机多样性 #S% O 1$3 PQ+R<N，受体菌 ;T#7"%
为四环素抗性的菌毛阳性大肠杆菌。

#$#$% 培养基：NM培养基；半固体 NM为 NM中加 $S7U琼脂粉。

#$#$& 单抗和化学试剂：VTJ4L1" 单克隆抗体为 *<6W-B9< JB9W<9C=9 M=’.6CB X/Y 产品；分型噬菌体储存
液（ZL液）为 1N单蒸水中含 2S% , /9Y(、#, L,Z[!·7V#[、2$<N 1<’(RN 5W=-4VY(（PV 7S2）和 #$,明胶；洗涤

液（5MZ5）为 2$<<’(RN 5W=-4VY(（PV7S2）、12$<<’(RN /9Y( 和 1U 5E66@#$；洗脱液为 $S#<’(RN 甘氨酸



（!"#$#）；中和液为 %&’()"*+（!",$-）；./01222345*+沉淀液为 #26 ./01222和 #$789+3: 45*+；;.%0和 <=5+
购自宝生物工程（大连）有限公司。其它化学试剂均为分析纯，购自北京化学试剂公司。

!"!"# 酶标仪：>9?@+ 772型，A’9)B5?公司产品。

!"$ 分型噬菌体 %&!的培养和纯化

!"$"! C.-的培养：将 C.-与其宿主菌 47D按一定比例混入 E7F半固体 :A，混匀后倒入含固体 :A的平
皿，置 DGF培养，待宿主菌被噬菌体裂解完全后加入 78: H>液，EF溶 #I，回收 H>液，7JF杀菌 D28’K，
离心取上清。

!"$"$ C.-的纯化：将培养好的噬菌体用 ./01222345*+沉淀液沉淀后溶于 H>，再经 *(*+# 梯度离心，

DJ222&38’K，EI，回收噬菌体带，测定 C.-滴度。

!"’ 噬菌体滴度的测定

C.-与肽库噬菌体滴度的测定方法相同，将待测噬菌体稀释成不同滴度，感染宿主菌后分别铺于

,288平皿 DGF培养 1 L -2I。待噬斑清晰可见时，选择密度合适的平皿，计噬斑数。平皿噬斑数除以该
平皿噬菌体的稀释倍数即为噬菌体的滴度。

!"# 噬菌体肽库的筛选
按 .IMN)G%>试剂盒（4@O /K=+5K? A’9:5P(）说明书操作。将纯化好的 C.-用包被液稀释后取 -22!:包

被酶联板 EF过夜，D轮所用 C.-的滴度分别为 # Q -2-- !RS、# Q -2-2 !RS和 # Q -2-2 !RS。%AH%洗涤 D次，

D6 AHT封闭 EF过夜，%AH%洗涤 J次，每孔加入用 %AH稀释的肽库 -22!:（滴度 # Q -2-- !RS38:），DGF缓
慢震摇 -I，未结合的噬菌体测滴度（投入）后用 %AH%洗涤 -2次，第 -2次洗涤后再测滴度（洗涤），结合的
噬菌体用 -22!:洗脱液 DGF洗脱 -28’K，-7!:中和液中和洗脱液。洗脱下的噬菌体（产出）测滴度后，将
其余洗脱液加入 #28:含 !"#$%&’#$’( #)*’ /B#GD1的 :A培养液中（+,J22!2$7），DGF #72&38’K震摇 E$7I，

EF 离心 -28’K（-2222&38’K）取上清，加入 #26体积的 ./01222345*+ 沉淀液，冰浴 -I，EF 离心 -78’K
（-2222&38’K），沉淀经 %AH溶解即为扩增的噬菌体，测其滴度，用于下一轮筛选。

!"( 富集效果检测
采用投入产出比和假阳性率。投入产出比 U产出的滴度（%V）3投入的滴度（%V）；假阳性率 U最后一

次洗涤的滴度（%V）3产出的滴度（%V）。

!") 特异克隆的鉴定

!")"! 噬菌体原种的制备：将第 D轮筛选获得的噬菌体经滴度测定并稀释后取 -2!:加入过夜培养的

! M #)*’ /B#GD1中，摇匀后在室温下静止 -78’K，转入含 D8:顶层琼脂的试管中，混匀后倒入 :A3;.%03<=5+
平皿，DGF培养 -#I，随机挑取独立的蓝色噬菌斑共 DJ2个。按筛选噬菌体随机肽库中的方法，分别扩增
并纯化单个噬菌体克隆，制备成噬菌体原种。

!")"$ /:;HT法：C.-用包被液稀释成 # Q -2,，-22!:3孔包被过夜，%AH%洗涤 D次，D6 AHT封闭，依次加
肽库噬菌体克隆、"B.)>-D单克隆抗体，每次都用 %AH%洗涤 D次，邻苯二氨（W.N）显色，#89+3: "# HWE 终

止，酶标仪测 +,E,2值。用原始肽库包被作为阴性对照。按测试样品 +, 值与参考阴性 +, 值的比值

（.34）"#$2判为阳性。

!")"’ 噬菌体感染钝化实验［E］：取 /:;HT检测阳性噬菌体原种与 C.-混合 DGF作用 -I，阴性对照为 H>
X C.-，测定混合物中 C.-的滴度。当 C.-的受体结合部位不被封闭时，其转染率为 -226，如果噬菌体
原种与 C.-发生不可逆结合，则 C.-再不能够感染宿主菌，此时测得的 C.-的滴度将会下降，既 C.-转
染宿主菌的转染率下降。

!"* +,-序列的测定和分析
噬菌体原种 ((N4T的提取：取钝化实验阳性噬菌体原种，同时随机挑取 E个钝化实验阴性而 /:;HT

检测强阳性的噬菌体原种，按参考文献［7］提取 ((N4T。由上海生工生物工程技术服务有限公司测序，测
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序引物为：!"#$%&&& ’&( ’() ’’( )&) ’(( &)#*"。

! 结果

!"# 筛选富集效果检测
经 *轮筛选，噬菌体的投入产出比逐轮上升，而假阳性率有所下降。说明筛选中所获得的特异性噬

菌体克隆有较高程度的富集，第 *轮噬菌体的投入产出比第 +轮高 +,-多倍（表 +）。

表 # 筛选的投入产出比与假阳性率

筛选轮次
噬菌体滴度.（/01.23）

投入 洗涤 产出 投入产出比 假阳性率

+ +45 6 +-++ 748 6 +-* +48 6 +-, 94, 6 +- : 9 +48 6 +- : +

7 74, 6 +-++ 747 6 +-* 948 6 +-, *48 6 +- : ; !4, 6 +- : 7

* +4; 6 +-++ 845 6 +-* 74- 6 +-8 +47 6 +- : ! 74* 6 +- : 7

图 # 不同肽库原种对 $%#的钝化转染率

</+ = >?：对照；</+ = @!!：A3B>(检测阳性，

钝化实验阴性；</+ = @7,!：A3B>(检测阳性，

钝化实验阳性 C

!&! 特异性克隆的鉴定
从第 *轮筛选后共随机挑取独立的 *8-个单克隆噬菌体

扩增，A3B>(检测其与 </+ 的特异性结合，其中 *+7 个克隆
（984;D）经 A3B>(检测为阳性。取 A3B>( 阳性克隆原种与
</+做钝化实验，其中一个噬菌体克隆（@7,!）钝化实验阳性。
如图 + 所示，</+ = @!! 与 </+ = @7,! 转染率的比较，
! E -4-+，两者差异显著。
!&’ ()*序列分析
取钝化实验阳性噬菌体克隆（@7,!），随机选取 ,个钝化

实验阴性、A3B>(检测阳性的克隆原种进行展示肽 FG(序列
的测定（表 7）。测序结果中存在 *种展示肽序列形式。@7,!
和其它所测定的展示肽序列有所不同。

表 ! 肽库克隆的展示肽序列和推导的相应氨基酸序列

肽库克隆 展示肽序列 推导的相应氨基酸序列

@7,! &’’ &() &() ((( &(’ &’) &’) 3HI)JK)JK3LM$NM3HI3HI

@,- &(( &’’ (’( (’) (’( ()( &(’ )JK3HIBJH?HOBJH(PQ$NM

@!! &(( &’’ (’( (’) (’( ()( &(’ )JK3HIBJH?HOBJH(PQ$NM

@85 (’& (&’ &&) &)’ ((& ()) ()& BJH’RP/PS(PQ(MK(PQ>HP

@7,; (’& (&’ &&) &)’ ((& ()) ()& BJH’RP/PS(PQ(MK(PQ>HP

’ 讨论

噬菌体#生物分型将埃尔托型霍乱弧菌分成具有流行潜力和致病能力的流行株以及不具有流行潜
力的非流行株。研究分型噬菌体的受体表位相关多肽，以及噬菌体和受体表位的结合特性，对进一步从
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分子水平揭示噬菌体!生物分型的机理提供参考。
噬菌体感染细菌过程的第一个关键步骤是噬菌体与被感染细菌表面的受体结合，这种结合导致噬

菌体吸附在细菌表面，最终导致噬菌体的繁殖和复制。吸附分为两个过程：第一过程是可逆吸附，第二

过程是不可逆吸附。只有当发生不可逆吸附，噬菌体才能继续感染该细菌。研究表明，霍乱弧菌的 "株
分型噬菌体其受体有所不同，#$%的受体是菌细胞的外膜蛋白，#$%为无尾噬菌体，它感染细菌的过程与

!&%’(类似，首先以 ) * +个刺突吸附于细菌的外膜蛋白上，形成不可逆的吸附，然后将 ,-.注入细菌。
研究受体表位的方法很多，各种方法都有一定的局限。噬菌体肽库技术可以提供大量的含有各种

不同序列的短肽，从噬菌体肽库中不仅能获得目的短肽的模拟表位（/0123245），而且这些模拟表位不必
完全类同于天然抗原也具有免疫原性和结合特性。67等［8］用肉毒杆菌神经毒素（9:;!.）的单克隆抗体
筛选噬菌体随机肽库，获得了针对 9:;!.的抗原表位 .<4!$=2!>57，据此合成的短肽免疫小鼠后可刺激产
生明显的抗 9:;!.的免疫反应；>72等［’］用人肌细胞乙酰胆碱受体（.?@A）的单抗 /.B%C)筛选噬菌体多
肽库，获得模拟 .?@A的噬菌体表位 /D%"，/D%"能够选择性封阻 /.B%C)与 .?@A的结合。上述结果表
明用多抗直接筛选随机肽库是获得功能表位的有效策略。本研究采用该技术路线，尝试用霍乱弧菌分

型噬菌体 #$%筛选随机 ’肽库，经 +轮筛选后，肽库噬菌体的投入产出比明显提高，而假阳性率下降，说
明与 #$%有高亲和性的肽库噬菌体得以富集。E>FG.检测表明，H8I’J（+%)K+8L）的肽库噬菌体克隆能够
与 #$%特异性结合，在 +%)个 E>FG.检测阳性的噬菌体克隆中，有一个克隆子（4)("）能够在钝化实验中
封闭 #$%的受体结合部位，竞争其与霍乱弧菌受体的结合，从而导致不可逆的结合，阻止 #$%对霍乱弧
菌的转染。通过对亲和筛选获得的短肽进行序列分析，发现富集后的肽库中存在至少 +种序列不同的
短肽，有些展示肽虽然模拟了 #$%的受体表位，但仅是与 #$%可逆地结合（如和 #$%头部结合），而 4)("
模拟的展示肽在 #$%转染霍乱弧菌中起重要作用的表位肽。这种能够阻止 #$%再感染的模拟表位肽可
能还有其它形式，本研究中 4)("模拟的展示肽是其中的一种。通过对分型噬菌体受体表位的筛选，为
进一步确定这些表位的结构，探讨分型噬菌体对霍乱菌的裂解机理奠定基础。
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544P年《菌物系统》更名为《菌物学报》
欢迎投稿和订阅

《菌物系统》（S2V[/2/<:SH）的前身为《真菌学报》，是我国菌物学（真菌、粘菌、卵菌）领域高级学术
期刊，专门报道该领域的最新研究进展和具创造性或较高学术水平的论文和简报。该刊已在国内外学

术界享有较高的声誉，对繁荣和发展我国菌物科学并与国际接轨作出了积极贡献。

《菌物系统》是一个国际性的学术刊物，其编辑委员会是由国内外著名真菌学家所组成，是国际真菌

学界信赖的刊物之一。已被国际上著名的检索刊物收录，即“VH（美国“化学文摘”）；HF8B=#)B8 (L S0)(;(C
%0（美国“真菌学文摘”）；G$A9J (L U’$%-（英国“菌物索引”）；X9I-9K (L ?;#$B ?#B*(;(%0（英国“植物病理学文
摘”）；,-F;-(%=#>*0 (L /08B-D#B-) S0)(;(%0（英国“系统真菌学文献目录”）；,-F;-(%=#>*-9 A9= ?L;#$\9$8)*’B\C
;-B9=#B’=（德国“植物保护文献目录”）；&-)B-($#=0 (L B*9 U’$%-（英国“真菌学字典”）；中国科技信息研究所数
据库（V]VX）；中科院文献情报中心《中国科学引文数据库》（V/V;）；《中国学术期刊文摘》；《中国农业文
摘》；《中国生物学文摘》；《中国药学文摘》；北京大学图书馆《中文核心期刊要目总览》等。

《菌物系统》近年来国际影响不断扩大，涉及本学科的研究领域也大大拓宽，经主办单位和《菌物系

统》编辑委员会研究并上报主管部门批准自 544P年始将原刊名更名为《菌物学报》。望广大读者注意订
阅。当地邮局订阅或直接与编辑部联系。

邮发代号：5CPTT 全年定价：!64元
地址：!444Y4 北京海淀中关村中科院微生物所内
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N!QP 期 王多春等：应用噬菌体肽库筛选能封阻霍乱噬菌体 @?!转染菌细胞的寡肽




