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应用噬菌体随机肽库技术筛选戊型肝炎病毒中和表位模拟肽

顾 颖 张 军 王颖彬 李少伟 杨海杰 罗文新 夏宁邵"

（厦门大学细胞生物学与肿瘤细胞工程教育部重点实验室，厦门 &#!%%2）

摘 要 以识别戊型肝炎病毒（C9’）构象依赖性中和表位的单克隆抗体 3D!!、3C& 作为固相筛选分子，对噬菌体

随机 E 肽库进行 6 轮筛选后，随机挑取单克隆噬菌体进行测序。合成优势 E 肽序列基因，将其插入 CFBG? GGE313&
位置之中，进行原核表达，所获重组蛋白经蛋白印迹实验证实可与相应单抗结合，电镜下可见重组蛋白能形成与

CFBG? 相似的类病毒颗粒。化学合成单抗 3C& 筛选出的优势 E 肽，所获 E 肽经生物传感器结合实验证实与单抗

3C& 结合。这些结果提示用噬菌体 E 肽库可以筛选出部分模拟构象性表位的短肽，为亚单位疫苗的研制提供了新

的思路。
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戊型肝炎（C9）是一种由 C9’ 引起的经消化道

传播的急性散发型肝炎，约占我国急性散发型肝炎

的 !2I J $%I［!］。C9’ 是一种无包膜二十面体对

称结构的病毒，其基因组为 EK2 L/ 左右的单链正义

M+G，包含了 & 个开放读码框（NM4）。其中 NM4! 编

码的 !#"& 个氨基酸的多肽，可识别甲基转移酶、木

瓜酶样蛋白酶、解旋酶、M+G 依赖的 M+G 聚合酶，此

外还存在碱基配对的超变区域；NM4$ 编码的 ##% 个

氨基酸的多肽，为病毒主要结构蛋白，组成病毒衣

壳；NM4& 编码的 !$& 个氨基酸的小肽。C9’ NM4$
编码的结构蛋白中含有保护性表位［$］。最近我们在

大肠 杆 菌 中 表 达 了 一 个 具 有 很 强 免 疫 保 护 性 的

C9’ NM4$ 重组蛋白 +9$，并从 +9$ 免疫后的单克

隆抗体中筛选出了两个中和单抗 3D!! 和 3C&，分别

识别病毒衣壳表面的 $ 个构象依赖性表位［& J E］。本

研究利用噬菌体随机 E 肽库筛选 C9’ 中和单抗

3D!! 和 3C& 所识别表位的模拟肽，并利用乙型肝炎

核心抗原（CFBG?）作为短肽表位的展示载体，结合

合成肽技术验证模拟肽的活性，为 C9’ 亚单位疫苗

的研制奠定基础。

! 材料与方法

!"! 单克隆抗体

抗 C9’ 中和性单克隆抗体 3D!!、3C& 由本实验

室制备［6，2］。

!"# 单抗模拟肽的筛选

噬菌体随机 E 肽库及受体菌 3 * 0(,# 9M$E&3 购

于美国 +-O 9;?)7;A F:(P7/< 公司。其生物淘洗操作

按使用手册的要求进行，大致如下：将单克隆抗体

3D!!、3C&（!%%!?Q.P）分别包被在微孔板上，用 $I
胎牛血清白蛋白（FRG）封闭后，将噬菌体肽库原液

! S!%稀 释 后 加 入 微 孔 中，室 温 静 置 !T；UFR5（含

%K!I 5O--;$%）洗涤 !% 遍；用 !%%!P !%..()QP V)W1D)
（XC $K$）洗脱结合的噬菌体，室温轻微震荡 !%.:;；

加入 !2!P !.()QP 50:<1CD)（XC "K!）中和洗脱液，并

将噬菌体洗脱液接种到 $%.P 新鲜培养的 3 * 0(,#
9M$E&3 培养液中，&EY振荡培养 6K2 T，6Y 2%%% 0Q
.:; 离心 !2 .:;，收集上清，加入 !Q# 体积的聚乙二

醇（U9V）Q+7D) 溶液（$%I U9V3%%%，$K2 .()QP +7D)），

混匀后 6Y沉淀过夜。6Y !%%%% 0Q.:; 离心 $2 .:;，

用 ! .P UFR 重悬沉淀，收集扩增后的噬菌体，并按

照上述方法用 U9VQ+7D) 再次沉淀提纯噬菌体，最终



用 !""!# $%& 重悬沉淀，’(保存。按常规方法滴定

洗脱液 中 噬 菌 体。将 包 被 用 单 抗 的 浓 度 降 低 至

)"!*+,#，同时把洗涤用 $%&- 中 -.//0!" 的浓度提

高到 "1)2，按上述步骤再淘洗 3 次。经过 ’ 次淘洗

后，随机挑取各单抗筛选出的单克隆蓝色噬菌斑，提

取单链 456 测序。783 单链 456 抽提纯化试剂盒

购于上海华舜生物工程有限公司。基因测序由上海

博亚公司完成。

!"# 模拟肽重组表达载体的构建

重组表达载体 9:8’;<,=> 为本实验室所构建。

该载体利用 ?%@6* 的 668<8’; 可以在大肠杆菌中

以颗粒的形式表达，同时 ?%@6* 的 66AB<B3 位暴露

于 ?%@ 颗粒的表面的性质，将 ?%@6* 的 668<8’; 插

入大肠杆菌表达载体 9-C<-A 中［B］，并以连接子替代

?%@ % 细胞优势表位区段的第 A;、B" 两个氨基酸，

构建了突变型 ?%@ 表达质粒 9:8’;<,=>，外源表位插

入 ?%@ 66AB<B3 后，仍能以颗粒的形式表达重组蛋

白，并可使外源表位暴露于颗粒表面。

根据所挑取的单克隆噬菌体的测序结果，以及

9:8’;<,=> 载体序列，设计引物（表 8，由上海博亚公

司合成）将 A 肽的基因插入 ?%@6* 基因内部融合表

达。大致过程如下：以质粒 9:8’;<,=> 为模板，分别

用 B:886D$、B?36D$ 为上游引物，8’;,=>E$ 为下游

引物扩增出 )’FG9 片段。$:E 条件为：;’(预变性

),H0；;’(变性 )"I，)F(退火 )"I，A!(延伸 !)I，扩

增 !) 个循环；最后再 A!(延伸 8",H0。$:E 扩增片

段与 974 8B<- 载体连接，分别得到插入 B:88 表位

模拟肽 B:886 基因（:6-::-6:-:----J:J-6--）和

B?3 表 位 模 拟 肽 B?36 基 因（ -:-6--:-J::J<
-6-::--6-）的 阳 性 亚 克 隆；再 经 过 !"#E "+
$%&?"酶 切 处 理，接 入 经 过 同 样 酶 切 处 理 的

9:8’;<,=> 表 达 载 体，获 得 表 达 载 体 9:8’;<,=><
B:886 和 9:8’;<,=><B?36（图 8），重组子转化受体

菌! K "#’( LE!)FF。其中所使用的限制酶、)%*456
聚合酶和 974 8B<- 载体为 -MNMEM 产品。受体菌

! K "#’( LE!)FF 亦为本实验室保存。

表 ! 模拟肽表达克隆载体构建所使用的引物

$%&’( ! $)( *+,-(+. /0+ 1)( (2*+(..,03 4(510+
0/ 1)( -,-,5 *(*1,6(

$OH,/O P4 $OH,/O I/Q=/0@/

B:886D$ JJ6-:::6-::-6:-:----J:J-6--JJ-JJ-JJ6JJ--:6JJ

B?36D$ JJ6-::-:-6--:-J::J-6-::--6-JJ-JJ-JJ6JJ--:6JJ

8’;,=>E$ J66--:--666:66:6J-6J---

图 8 9:8’;<,=><B:886 和 9:8’;<,=><B?36 质粒图

DH*K8 $RMI,HS ,M9 TU 9:8’;<,=><B:886 M0S 9:8’;<,=><B?36

!"7 重组蛋白的表达与纯化

转化重组质粒的工程菌 ! K "#’( LE!)FF 分别用

#% 培养基 3A(振荡培养，至 +,F""达到 "1B V 81"，用

"1! ,,TR+# P$-J 诱导表达，3A(振荡培养 FW。离心

收集菌体，超声（&C5P:&X76-LEP6#& 公司，YHRGOM<
:/RR ZJ[)"" 型超声破碎仪）破碎，包涵体经 82 -OH<
>T0 [<!"" 洗涤 ! 次，将沉淀直接溶解于缓冲液 6（’
,TR+# 尿素，!" ,,TR+# -OHI·:R，9?B1)，) ,,TR+# L4<
-6，8"" ,,TR+# 5M:R）中，对 8 \ $%& 透析过夜，离心

获得复性的上清液。

!"8 蛋白印迹实验（9(.1(+3 &’011,3:）

蛋白样品：煮沸的表达菌体、菌体超声上清和超

声沉淀，以及阳性对照 ?LZ CED! 重组蛋白 5L!、阴

性对照 9:8’;<,=> 载体表达产物，经 8!2 &4&<$6JL
电泳分离后，转膜，用 )2脱脂奶封闭 ! W；然后加入

一抗（分别为单抗 B:88 和 B?3），室温孵育 81) W；洗涤

后，加入二抗（羊抗鼠 P*J<6$）室温孵育 81) W；显色。

!"; 重组蛋白的电子显微镜分析

将复性重组蛋白溶液固定在铜网上，经 !2磷

酸钨负染色后，直接进行透射电镜（]L7<8"":[#）

观察，放大倍数为 8""""" 倍。

!"< 单抗 =># 筛选到的模拟 < 肽的合成及结合活

性检测

B?3 所识别表位的模拟 A 肽 B?36（5’<&/O<PR/<
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!"#$%&’$()&$%&’$()&$*’）由西安美联生物有限公司合

成并纯化。抗小鼠抗体 +, 段抗体与生物传感器

（-./,’&" 0，/1"&2341 -5’2,5"6,"2 公司）羧甲基葡聚

糖（*78）预处理芯片（*79）的偶联，按照产品手册

进行操作。即用 :$乙基$;$（;$二甲基$氨丙基）碳二

亚胺（<8*）和 =$羟基琥珀亚胺（=>?）活化 *78 表

面后，偶联蛋白样品，最后用乙醇胺封闭。将纯化后

的单抗 @>;，与结合在芯片上的抗小鼠抗体 +, 段抗

体反 应，稳 定 结 合 后，加 入 AB!! : 1CD1! 浓 度

@>;/，观察其结合曲线。

! 结 果

!"# 抗 $%& 中和单抗表位模拟肽的序列特征

分别以抗 ><E 中和单抗 @*:: 和 @>; 作为筛选

分子，对噬菌体 F 肽库进行 G 轮“吸附$洗脱$扩增”的

筛选，从第 G 轮筛选后得到的噬菌斑中随机挑取 A:
个（@*:: 单克隆所筛选出的 :B 个克隆和 @>; 所筛

选出的 :: 个克隆），提取其 8=/ 进行测序，并推导

插入序列编码的氨基酸残基，即噬菌体所展示的 F
肽序列如图 A。单抗 @*:: 筛选出的 F 肽的优势序

列为 >%(!!H.（9BI），经过分析单抗 @>; 筛选出来

的 F 肽中，优势序列为 ?.!%J%J（AFK;I）。在 @>;
筛选出来的 F 肽中还发现了 ?! !%、?! %、?! !、!% 的

氨基酸排列方式所占比例也很大，说明在单抗 @>;
所识别的表位中 ?、!、% 三个氨基酸的作用可能比

较重要。而在 @*:: 所筛选出的 F 肽序列中，除了优

势序列以外，%(! 的氨基酸排列在其他序列中也有

出现。

图 A 单抗筛选出的 F 肽序列

+5CLA (3" 2"M#"6," ’N O3" P"PO5Q"2 2"R",O"Q ’#O S)
1’6’,R’64R 46O5S’Q5"2

/L ?"R",O"Q S) 1/S @>;；-L ?"R",O"Q S) 1/S @*::

!"! 中和单抗表位模拟肽的表达及 ’()*(+, -./*0
*1,2 实验

将筛 选 到 的 两 个 单 抗 表 位 的 优 势 模 拟 肽：

@*::/（=’$>52$%&’$(3&$!"#$!"#$/&C$.R"$*’）和 @>;/
（=’$?"&$.R"$!"#$%&’$()&$%&’$()&$*’）基 因 分 别 插 入

>-,/C 表 达 递 呈 载 体 P*:GT$1#O 中 进 行 表 达，以

P*:GT$1#O 为 对 照，表 达 产 物 *@*::/、*@>;/ 和

*:GT1#O 理论分子量均约 AB U8。表达和相应单抗

的 V"2O"&6 SR’OO56C 结果如图 ;。重组蛋白 *@*::/ 主

要出现在超声沉淀中，而且主要以 GBU8 二聚体蛋白

为主，基本未见 ABU8 单体。V"2O"&6 SR’OO56C 结果表

明仅 GB U8 产物具有活性，强度与 =<A 蛋白的单体

相当。重组蛋白 *@>;/ 也主要出现在超声沉淀中，

AB U8 单体和 GBU8 二聚体均可见，以单体为主，但

仅 GB U8 蛋白具有活性。

图 ; 质粒 P*:GT$1#O$@*::/ 和 P*:GT$1#O$@>;/
的表达和蛋白印迹实验

+5CL; <WP&"225’6 46Q V"2O"&6 SR’OO56C ’N P*:GT$1#O$@*::/
46Q P*:GT$1#O$@>;/

/，*L ?8?$%/X<；-，8LV"2O"&6 SR’OO56C S) 1/S2 @*:: 46Q @>; &"2P",$

O5Y"R)；/，-L P*:GT$1#O$@*::/；*，8L P*:GT$1#O$@>;/L :，%&’O"56 1’$

R",#R4& Z"5C3O 14&U"&；AL ?#P"&64O46O ’N #RO&42’65, R)24O"；;L 8"P’25O5’6 ’N

#RO&42’65, R)24O"；GL *:GT$1#O ,’6O&’R；9L P#&5N5"Q =<A 46O5C"6（P’25O5Y"

,’6O&’R）

!"3 重组蛋白的电镜图像

将复性重组蛋白 *@*::/、*@>;/ 和 *:GT1#O 负

染后进行透射电镜观察，发现三种重组蛋白均可形

成直径约 AB61 的相似的类病毒颗粒。

!"4 化学合成 5 肽 6$37 与单抗 6$3 的结合

用抗小鼠抗体 +, 段抗体包被 -./,’&" 生物传感

A@[ 生 物 工 程 学 报 :T 卷



器 !"# 芯片，将纯化 $%& ’() 与结合在芯片上的抗

小鼠抗体 *+ 段抗体反应，再加入浓度为 , $-.$/ 的

’()% 合成肽。结果 ’()% 肽与 ’() 有明显的结合

反应（图 #）。

图 0 重组蛋白 !’!,,%、!’()% 和 !,012$34 聚合形成的类病毒空心颗粒（电镜负染，,5 万倍放大）

*6-70 8693: ;6<= >?946+;= ?::=$&;6=@ &A 9=+B$&6C?C4 >9B4=6C !’!,,%、!’()% B9 !,01$34
（D=-?46E= :4?6C6C- =;=+49BC $6+9B:+B>A，F ,55 555）

图 # GH%+B9= 生物传感器上化学合成 I 肽 ’()%
与单抗 ’() 的结合曲线

*6-7# G6C@6C- +39E= BJ +K=$B2:AC4K=:6L=@ :=E=C >=>46@=
’()% ?-?6C:4 $BCB+;BC?; ?C46&B@A ’() 6C GH%+B9= &6B:=C:B9

! 讨 论

噬菌体展示技术目前已经被广泛的应用在抗体

库的构建，以及随机肽活性的筛选等领域中。噬菌

体随机短肽库技术是近年来出现的一种新技术。该

技术利用噬菌体外壳蛋白的表达特性，将外源基因

与噬菌体 >!融合表达，将外源肽片段展示在噬菌

体表面。用噬菌体展示技术筛选与靶分子结合的特

异性短肽，可直接利用两个分子间的亲和力进行筛

选和富集。目前，国内外学者已经成功的用这项技

术对各种肝炎病毒［1］，(H8［,5］等的表位序列进行了

模拟、分析；此外，还有应用于酶抑制剂的筛选［,,］、

免疫抑制剂的筛选等方向的报道［,M］。同时利用噬

菌体随机肽库还可以模拟一些半抗原，和不具有免

疫原性的物质的功能，从而研制一些模拟肽药物，如

对肺炎球菌等一些细菌疫苗的研制都从模拟肽入手

获得了一定突破［,)］。

目前还没有建立成熟的 (N8 细胞培养的模型，

对于 (N8 结构的研究大多通过不同的表达系统，表

达特定区段的 (N8 结构蛋白，并对重组蛋白的结构

进行分析，从而间接地了解病毒颗粒的结构。我们

曾利 用 大 肠 杆 菌 表 达 了 (N8 OP*M 的 一 个 片 段

（DNM），发现 DNM 蛋白可以自发形成从二聚体到六

聚体的多种聚体形式，类似于 (N8 病毒衣壳的装配

过程［)，,0，,#］。以 DNM 免疫恒河猴，可产生良好的保

护性抗体，提示 DNM 蛋白与 (N8 OP*M 的天然结构

具有较大的相似性［,#］。用该蛋白为抗原，免疫小鼠

制备单克隆抗体［0，#］，从获得的十余株单抗中筛选出

了两株识别 (N8 不同表位的单克隆抗体 ’!,, 和

’()，通过恒河猴感染中和实验验证了这两株单抗

对病毒感染细胞的中和活性。’() 和 ’!,, 两株单

抗都是识别其免疫原 (N8 OP*M 重组蛋白 DNM 上的

构象性表位。本研究通过噬菌体随机 I 肽库展示的

由 I 肽所组成的简单的线性表位，模拟了这两株单

抗所识别的表位。并将所筛选出的 I 肽重组到 (G2
+%- 展示表达载体上，用 Q=:4=9C 验证了其活性。其

中重组质粒 >!,012$342’!,,% 的表达产物主要是 05
<R左 右 以 二 聚 体 形 式 存 在 的 融 合 蛋 白，与 单 抗

’!,, 反应活性与 DNM 单体相似；质粒 >!,012$342
’()% 表达后则同时可以看到 M5 <R 左右的单体蛋

白和 05 <R 的二聚体蛋白，但与单抗有明显反应的

仍然是二聚体蛋白。这可能与插入的 I 肽序列比较

短，在 (G+%- 中的暴露需要一定的构象协助有关，

单体蛋白没有能更好的暴露外源 I 肽的表位，所以

活性不明显。化学合成的单抗 ’() 所筛选出的模

拟 I 肽 ’()%，也可以与单抗 ’() 结合，但结合不稳

定。通过蛋白质一级序列的比对，在 DNM 蛋白上没

有找到与所筛选到的表位模拟肽相似的序列，提示

’!,,、’() 表位由不连续的氨基酸所组成，但其形成

的空间构象与所筛选到的模拟肽有一定程度反应上

的相似性。
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在乙型肝炎病毒各种抗原中，!"#$% 的免疫原

性最强，载体 &’()*+,-. 所设计的外源基因插入位

点位于 $$/0+01［(/］，使所插入的外源蛋白可以有比

较好的免疫原性，同时又替换掉了 !"#$% 上主要的

" 细胞优势表位，减少了它们对外源表位的干扰，是

一个十分有前景的多表位嵌合疫苗载体分子［(0］。

本研究将 / 肽克隆到 !"#$% 表达载体上，获得了具

有插入表位活性的病毒样颗粒（234），并证实了所

插入表位的免疫学活性。目前所知各病毒中和表位

大多属于构象依赖性表位，因此要求针对这些病毒

相关疾病的基因工程疫苗，一方面要具有良好的构

象，并且以中和表位为免疫优势表位；另一方面，要

保持基因工程疫苗本身良好的免疫学活性，这就需

要在疫苗的研制过程中对抗原进行大量的基因工程

筛选。而利用线性的表位模拟序列来替代构象依赖

的中和表位，再利用 &’()*+,-. 作为表位模拟肽疫

苗载体，有可能既可以形成很好 234 抗原，又较易

保持中和表位的活性，保证了疫苗的免疫原性和免

疫保护性。同时还可以将多个病毒中和表位的模拟

肽同时表达在一个颗粒抗原上，从而为联合多价疫

苗的研制创造了条件。多价联合性疫苗研制的一大

障碍在于中和表位多为构象依赖性，用常规的方法

很难保证联合苗中各中和表位的正确形成；而单独

使用人工合成的中和表位模拟肽，由于分子量限制，

不能确保良好的免疫活性。以 !"#$% 等类似的 234
蛋白为载体，用简单的线性表位模拟肽来代替各中

和表位，并使之呈递在 234 表面，这种方法为解决

联合型多价疫苗这一难题提供了一个新的思路。
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