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大分子量重组蛋白在丝状噬菌体表面的展示表达及其与小分子相互作

用的初步研究
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摘 要 利用 9YS)"QNF"= 噬菌粒系统表达融合蛋白，进而确定大分子量重组蛋白在丝状噬菌体表达的部位及其表达后的生

物活性。通过蛋白酶切处理前后噬菌体侵染细菌能力的变化快速地检测大分子蛋白质能否在噬菌体表面展示表达；比较了

谷胱甘肽 J 转移酶及其与三个不同长度连接臂融合的外源蛋白在噬菌体表面的表达和组装，确定了不大于 M#AL 的重组蛋白

分子能展示表达在丝状噬菌体表面；并利用已知的小分子化合物与蛋白质的相互作用证明了组装在噬菌体表面的谷胱甘肽 J
转移酶重组蛋白仍保持其天然的结合活性，为利用噬菌体展示系统研究蛋白质与小分子化合物的相互作用建立了基础。

关键词 噬菌体，表面展示，蛋白质与小分子相互作用，蛋白质表达，活性检测
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随着人类基因组测序的完成和大量新技术新方

法在基因组研究中的应用，许多功能未知的蛋白质

和潜在的药物靶点蛋白质被发现，基因功能的研究

及其相关的新药物发现成为后基因组时代研究的主

要内容。研究蛋白质与小分子化合物的相互作用，

一方面可以利用小分子作为探针研究未知蛋白质的

功能，另一方面可以利用已知蛋白质筛选小分子化

合物，作为新药发现的先导化合物［;，<］。

噬菌体展示技术（2*)4" !+&2/)3 ’"1*%$/$43）自从

;=>? 年由 @#+’* 建立以后［A］，因其具有筛选效率高

和适合于体外筛选等优点，成为研究蛋白质与蛋白

质之间相互作用的有力工具［B，?］。在一系列的丝状

噬菌 体 展 示 系 统 中，应 用 最 广 泛 的 是 噬 菌 粒 系

统［C，D］。但由于表达的外源蛋白需要分泌透膜才有

可能被组装在噬菌体表面，并且在组装过程中需要

辅助噬菌体（*"/2"( 2*)4"）进行超感染，造成一些较

大以及较难分泌的蛋白质无法组装在噬菌体表面，

获得的噬菌体中全部或大部分是无外源蛋白组装的

“光头”噬菌体（.)/! 2*)4"）［C，>］，这些大量存在的“光

头”噬菌体所造成的背景一方面将干扰外源蛋白能

否在噬菌体表面展示的检测，另一方面将降低筛选

到特异性结合配体的效率，因此降低“光头”噬菌体

所带来的高背景将提高检测的灵敏度和筛选的效

率。而建立快速检测外源蛋白在噬菌体表面的展示

表达及其活性的体系和方法，是噬菌体展示系统应

用于蛋白质与小分子相互作用研究的前提和关键。

本研究通过构建不同大小连接臂与谷胱甘肽 @
转移酶蛋白（E@F）融合的噬菌粒，表达不同大小的

外源蛋白，用来研究外源大分子蛋白质在噬菌体表

面展示组装情况，确定所能组装的蛋白质大小的大

致范围，并且利用蛋白质与小分子的相互作用对组

装于噬菌体表面的蛋白质活性进行分析，为构建噬

菌体表面展示蛋白质与小分子相互作用体系打下良

好的基础。

) 材料与方法

)*) 材料与试剂

大肠 杆 菌 FE; 购 自 6%8+’($4"% 公 司；噬 菌 粒

2GHI; 和辅助噬菌体 JK;A 由英国剑桥医学研究委

员会（KLM）分子生物学实验室 E("4 N+%’"( 博士惠

赠［>］；连接臂片段来自于 21OIPAQ;9*RRPL!< 质粒

（由日 本 大 阪 大 学 G+’$&*+ I+&*+7),) 博 士 惠 赠）的

RRPL!< 基因［=］。

RML 扩增引物由上海申友生物工程公司合成；

2-0 酶为上海申能博采公司产品；限制酶和 FB OIP
连接酶为 F)J)L) 公司产品；兔抗 E@F 多克隆抗体由

分离纯化的 E@F 蛋白免疫兔子所得；GLR9羊抗兔

64E 为 M)/.+$1*"# 公司产品；E/0’)’*+$%" @"2*)($&" BS
购自 R*)(#)1+) 公司；F(32&+%（;：<?T，U <?T0V#4）购

自 P#("&1$ 公司。

)*+ 融合蛋白噬菌粒的构建

合成下列引物，下画线部分为酶切位点。

E@FW X$(：

?Y9MPFEMMPFEEMMPFEFMMMMFPFPMFPEEF 9AY（!"#"）

E@FW L"8：

?Y9FPEEPFMMPMEMEEPPMMPE9AY（$%&G"）

RRATT W
X$(：

?Y9PE EEPFMMEFEEEEPFEFMFMPFPPFEM 9AY（$%&G"）

RR<TT W
X$(：

?Y9PEEEPFMMEMMPFMMEMPFMFFFMPE9AY（$%&G"）

RR;TT W
X$(：

?Y9MEEEPFMMEMPMFEEPPFFPEPFEPM9AY（$%&G"）

RR9L"8：
?Y9PMEMEFMEPMEFPMPPEFMMFFEFPEPF9AY（’%("）

利用 RML 两步构建不同大小的多肽连接臂和

E@F 融合的噬菌粒。第一步，用 E@FWX$( 和 E@FWL"8
引物，以质粒 2EHZ9<F 为模板进行 RML 扩增，RML
产物经 !"#"和 $%&G"双酶切后与 2GHI; 噬菌粒

连接，得到融合有 E@F 的噬菌粒 2GE@F。第二步，分

别用 RRATT W
X$(、RR<TT W

X$(、RR;TT W
X$( 引物和 RRWL"8 引

物，以 21OIPAQ;9*RRPL!< 质粒为模板进行 RML 扩

增，得到的三个不同大小的 RML 片段，经 $%&G"和

’%("双酶切后与 2GE@F 连接，得到不同长度连接

臂 与 E@F 融 合 的 噬 菌 粒 2GE@FATT、2GE@F<TT 和

2GE@F;TT。

)*, 融合蛋白噬菌体扩增、纯化和滴度测定

噬菌体扩增、纯化和滴度测定参考文献［;T］。

噬菌体 ’(32&+% 处理参考文献［;;］。
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!"# 噬菌体展示蛋白 $%&’( 检测

于酶 标 板 中 每 孔 加 入 !""!# $%& 包 被 液 和

! ’ !"(待测噬菌体，)*包被过夜，无噬菌体包被的

孔作为空白对照。+%& 清洗后，,- %&. /0*封闭

,1，加入 ! 2!""" 稀释的兔抗 3&4 多抗，/0*温育 !1，

+%&4（+%&，含 "5!- 467789,"）充 分 洗 涤，加 入 ! 2
!"""" 稀释的 :;+9羊抗兔 <=3 /0*温育 !1，充分洗

涤后，4>% 显色，!?@A8 后 ,@BCD# :,&E) 终止反应，

测定 !)?"值。取 / 次测定值扣除空白对照值后的平

均值为 F#<&. 检测值，并以 @7G8 H &I FI表示。

图 ! 噬菌粒 J:3&4 构建图

KA=I ! 417 LB8MNOPLNAB8 BQ J1G=7@AR J:3&4
417 +$; QOG=@78N BQ 3&4 6GM LCB87R A8NB N17 ?S N7O@A8PM BQ "/ BQ J1G=7@AR J:FT!5 417 J1G=7 JGONALC7M，A8LCPRA8=
J:3&4 J1G=7 G8R UGCR J1G=7，67O7 O7MLP7R UV N17 JOBN7GM7 M78MANAW7 17CJ7O J1G=7 X>!/I

!") 噬菌体表面展示蛋白与小分子的结合

噬菌粒 J:3&4 和 J:FT! 分别转化 43!，利用

X>!/ 超感染扩增噬菌体，用 +%& 稀释到! ’ !"Y D@#。

J:3&4 噬菌体分别与 !"!#（?"-悬浮液）3CPNGN1AB87

&7J1GOBM7 )% 和 &7J1GOBM7 )% 树脂混合，)*轻微振荡

!1。离心沉淀的树脂用 "5?@# +%& 清洗 , 次后，用

"5?@# !""!@BCD# 还原型谷胱甘肽（3&: 溶解于 +%&
溶液中）竞争性洗脱 /"@A8，分别测定洗脱溶液中

NOVJMA8 酶切处理后的噬菌体滴度。同时，以相同数目

的 J:FT! 噬 菌 体 与 3CPNGN1AB87 &7J1GOBM7 )% 和

&7J1GOBM7 )% 树脂混合作为对照。每个样品测定 ,
次，取其平均值并进行统计学分析。

* 结果

*"! 谷胱甘肽 ’ 转移酶融合蛋白及其与不同大小

连接臂融合蛋白噬菌粒的构建

通过两步克隆构建 3&4 及其与不同大小连接

臂的融合蛋白噬菌粒（图 !）。第一步构建噬菌粒

!,孔 波等：大分子量重组蛋白在丝状噬菌体表面的展示表达及其与小分子相互作用的初步研究



!"#$%：&’( 克隆 !#)*+,% 中的 #$% 基因，连接到噬

菌粒 !")-.；第二步构建 #$% 与不同大小连接臂融

合表达的噬菌粒 !"#$%/00、!"#$%,00和 !"#$%.00：&’(
扩增得到 &&1(!, 基因 / 个长度约为 2003!、4003!
和 /003! 的 片 段，与 !"#$% 连 接 后 构 建 噬 菌 粒

!"#$%/00、!"#$%,00和 !"#$%.00。/ 个大小为 /05、,0,
和 .06 个氨基酸的连接臂与 #$% 蛋白（,578）融合表

达后生成的蛋白质为 #$%/00、#$%,00和 #$%.00，分子量

大小分别约为 4.78、6278 和 /978。在所有构建的

噬菌粒中，外源蛋白基因都是融合在 !")-. 噬菌粒

的 !/ 基因 :; 端，与 !/ 基因编码的全长序列的 <!/
蛋白形成融合蛋白：<!/ 蛋白由 -.、-, 和 ’% 三个结

构域构成［..］。用于超感染的辅助噬菌体 =>./ 的

<!/，在 -.+-, 与 ’% 结构域之间引入了 ?@A!BCD 酶切

位点，这种 <!/ 蛋白与来源于噬菌粒融合有外源蛋

白的 <!/ 竞争组装进入噬菌体。<!/ 蛋白的完整性

是噬菌体保持侵染能力所必须的，改造的 <!/ 蛋白

一旦被 ?@A!BCD 酶切降解，不带有融合外源蛋白 <!/
的噬菌体将丧失对大肠杆菌的侵染能力［..］。

!"! 谷胱甘肽 # 转移酶能被丝状噬菌体组装并表

达于 $%& 末端

为了确定谷胱甘肽 $ 转移酶能否组装到噬菌体

表面，首先检测 <!/ 中特定的 ?@A!BCD 位点酶切处理

后对噬菌体侵染能力的影响。直接扩增辅助噬菌体

E’$>./、=>./ 和用 =>./ 超感染扩增 !"#$% 噬菌

体，然后比较获得的噬菌体 ?@A!BCD 处理前后克隆形

成单位（FGH）的变化。图 , 分别显示的是 . I .0/ 个

噬菌体在 ?@A!BCD 酶切处理前侵染宿主菌形成的克隆

数（平皿左边）和 . I .0/ E’$>./、. I .05 =>./ 和 .
I .05 !"#$% 酶切处理后的形成的克隆数（平皿右

边）。从图中可看出 E’$>./（1）处理前后的 FGH 相

差不多，其侵染能力基本不受 ?@A!BCD 酶切作用的影

响，说明未被改造的 <!/ 不能被 ?@A!BCD 酶切；=>./
（J）经酶切处理后的 FGH 只有酶切处理前的 .K（.04 L
.05），下降明显，因为 =>./ 与 E’$>./ 的唯一差别

就是前者在 <!/ 蛋白中引入了 ?@A!BCD 位点，这结果

说明 <!/ 蛋白中存在的 ?@A!BCD 位点能充分被 ?@A!BCD
酶切而丧失侵染能力；!"#$% 噬菌体（’）由辅助噬

菌体 =>./ 超感染后包装而来，结果显示其酶切处

理后的 FGH 为酶切处理前的 .K.06 L .K.0:，尽管酶切

后 FGH 下降明显，但仍有相当部分噬菌体具有侵染

能力，对 ?@A!BCD 不敏感的噬菌体形成的克隆数要比

=>./ 高 .0, L .0/ 倍，这部分噬菌体的 <!/ 蛋白应该

是来源于噬菌粒 !"#$% 且融合有外源蛋白 #$% 的

<!/，这结果说明 #$% 蛋白能被组装到丝状噬菌体

中。

!"& 外源蛋白 ’#( 和 ’#()**能表达并组装到噬菌

体中

为了确定大分子蛋白质能否组装到丝状噬菌体

表面，以及大致确定所能组装的蛋白质大小范围，分

别构建了不同大小的连接臂与谷胱甘肽 $ 转移酶融

合的噬菌粒，利用 =>./ 超感染扩增获得噬菌体，分

别测定各种噬菌体 ?@A!BCD 酶切处理前后的 FGH，并计

算酶切处理后噬菌体 FGH 与酶切处理前噬菌体 FGH
的比例（图 /），同时以辅助噬菌体 E’$>./ 和 =>./
作为对照。从图 / 结果可以看出 E’$>./ 酶切处理

后 FGH 为酶切处理前的 29M，这个比例说明噬菌体

E’$>./ 对 酶 切 不 敏 感，酶 切 前 后 FGH 基 本 一 样；

=>./ 的比例为 /N, I .0O 5，酶切作用显著，处理前

后 FGH 相差 4 L 5 个数量级，说明 ?@A!BCD 作用于噬菌

体 =>./ 的 <!/ 酶 切 位 点 后 能 极 大 地 降 低 背 景；

图 , 噬菌体 E’$>./（1）、=>./（J）和 !"#$%（’）在蛋白酶 ?@A!BCD 处理前（平皿左半边）和处理后（平皿右半边）侵染宿主菌能力的比较

PC<Q , %RS FTU!V@CBTD TG FTWTDA GT@UCD< V3CWC?A 3SGT@S（WSG? TG ?RS !WV?S）VDX VG?S@ ?@A!BCD ?@SV?USD?（@C<R? TG ?RS !WV?S）
3S?YSSD E’$>./（1），=>./（J）VDX !"#$%（’）

%RS ?@A!BCD XC<SB?CTD @SBCB?VDFS TG !"#$% CDXCFV?SX #$% RVX CDFT@!T@V?SX CD?T !"#$% !RV<SQ %RS !RV<SB E’$>./ VDX =>./ YS@S HBSX VB !TBC?CZS VDX
DS<V?CZS FTD?@TW，@SB!SF?CZSWAQ
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图 ! 谷胱甘肽 " 转移酶及其与不同大小连接臂构建的噬菌粒经 #$%! 超感染获得的各种噬菌体在 &’()*+,
酶处理前后的克隆形成单位（-./）分析

（分别以噬菌体 01"$%! 和 #$%! 作为阳性对照和阴性对照）

2+34 ! 567 )’8)8’&+8, 8. )6937 &+&7’* &69& -8/:; ’7*+*& &’()*+, ;+37*&+8,
567 )6937* 01"$%! 9,; #$%! <7’7 /*7; 9* )8*+&+=7 -8,&’8: 9,; ,739&+=7 -8,&’8:，’7*)7-&+=7:(4

)>?"5 和 )>?"5%@@ 噬菌体的比例分别为 %A% B %@C D

和 %AE B %@C D，酶切后 -./ 下降了 F G D 个数量级，这

部分酶切敏感的噬菌体是“光头”噬菌体，其 3)! 来

自辅助噬菌体 #$%!，但两者的比例仍然比噬菌体

#$%! 至少高两个数量级，表示存在对酶切不敏感

的噬菌体，其 3)! 应该来源于噬菌粒上的 !! 基因，

并且在 H 端表达了外源蛋白，由此可以判断 ?"5
（IJKL）以及 ?"5%@@（!EKL）能够组装并表达在噬菌体

的表面；图 ! 结果同时还显示 )>?"5I@@ 噬 菌 体 和

)>?"5!@@噬菌体的比例为 IAI B %@C J和 %A! B %@C J，该

比例与辅助噬菌体 #$%! 的比例（!AI B %@C J）处于同

一个数量级，说明所得到的噬菌体绝大部分是未组

装融合蛋白的“光头”噬菌体，其上的 3)! 蛋白都来

源于辅助噬菌体 #$%!，因此两个较大的外源蛋白

?"5I@@（FMKL）和 ?"5!@@（N%KL）较难展示在噬菌体的

表面。从 以 上 结 果 可 以 分 析 得 出 分 子 量 不 大 于

F@KL 的蛋白质有可能组装到噬菌体表面，而大于

F@KL 的蛋白质则可能较难被组装。

!"# 谷胱甘肽 $ 转移酶及 %$&’(( 外源蛋白表达在

噬菌体表面

用 OPQ"R 分析外源蛋白在各种待测噬菌体表面

的表达情况。)>?"5 噬菌体和 )>?"5%@@ 噬菌体的

OPQ"R 检测值（分别为 @A!% 和 @A!@）大约是阴性对

照噬菌体 #$%!（检测值为 @A%I）的 I 倍（图 F），说明

?"5 和 ?"5%@@ 组 装 并 表 达 在 噬 菌 体 表 面。 而

)>?"5I@@和 )>?"5!@@的检测值（分别为 @A%D 和 @A%F）

与阴性对照噬菌体 #$%! 相差不大，说明 ?"5I@@ 及

?"5!@@外源蛋白可能较难展示表达在噬菌体表面，该

结果与上面 &’()*+, 酶切滴度分析的结果相吻合。

!") 噬菌体展示蛋白与小分子特异结合

谷胱甘肽 " 转移酶（?"5）能与其天然底物小分

图 F OPQ"R 分析验证 ?"5 及 ?"5%@@外源蛋白组装

表达于噬菌体表面。利用兔抗 ?"5 抗体检测包被

在酶标板上的待测噬菌体。#$%! 为阴性对照

2+34 F OPQ"R 9**9( +,;+-9&7; &69& )’8&7+, ?"5
9,; ?"5%@@ -8/:; ;+*):9( 8, )6937 */’.9-7

567 OPQ"R <+&6 9,&+S?"5 9,&+T8;( <9* )7’.8’U7; 8, &67 ):9&7 -89&7;
<+&6 =9’+8/* )6937*4 #$%! <9* /*7; 9* ,739&+=7 -8,&’8: 4

子谷胱甘肽（3:/&9&6+8,7）特异性结合。利用辅助噬

菌体 #$%! 超感染获得的 )>?"5 噬菌体中，大部分

是无外源蛋白组装的“光头”噬菌体，其 3)! 蛋白来

源于辅助噬菌体 #$%!；另外一小部分是组装有外源

蛋白 ?"5 的噬菌体，其部分 3)! 蛋白来源于噬菌粒

)>?"5，H 末 端 连 接 有 ?"5 外 源 蛋 白。亲 和 树 脂

?:/&9&6+8,7 "7)69’8*7 FV 是由基质 "7)69’8*7 FV 及其

固定的小分子 3:/&9&6+8,7 两部分组成。当 )>?"5 噬

菌体与亲和树脂 ?:/&9&6+8,7 "7)69’8*7 FV 混合时，可

能存在多种方式的相互接触。图 D 结果显示，无外

源蛋白展示的 )>OH% 噬菌体与树脂基质 "7)69’8*7
FV之间（W"，F@J X %J@）以及与亲和树脂 ?:/&9&6+8,7
"7)69’8*7 FV 之 间（W?，!N@ X %I@）的 结 合 很 弱，而

)>?"5 噬菌体与亲和树脂 ?:/&9&6+8,7 "7)69’8*7 FV
显示有很强烈的结合（??，%@DE! X NF@），)>?"5 噬菌

体与 )>OH% 噬菌体的差别仅在于前者的部分噬菌

体组装有 ?"5 外源蛋白，说明这种强烈的结合主要

来源于组装的 ?"5 蛋白与 ?:/&9&6+8,7 "7)69’8*7 FV
之间，而其余的“光头”噬菌体与亲和树脂的结合很

!I孔 波等：大分子量重组蛋白在丝状噬菌体表面的展示表达及其与小分子相互作用的初步研究



弱；图 ! 结果同时显示 "#$%& 噬菌体与 $’()*)+,-./
%/"+*0-1/ 23 的结合（$$）远强于 "#$%& 噬菌体与

%/"+*0-1/ 23 的结合（$%，4456 7 588），说明前者的强

烈结 合 主 要 来 源 于 "#$%& 噬 菌 体 与 $’()*)+,-./
%/"+*0-1/ 23 亲和树脂上的 9’()*)+,-./ 配基之间。综

合 以 上 结 果 可 以 得 出，当 "#$%& 噬 菌 体 与

$’()*)+,-./ %/"+*0-1/ 23 混合时，主要的结合来自于

组装在噬菌体表面的 $%& 蛋白与亲和 树 脂 上 的

9’()*)+,-./ 配基之间，两者之间的结合是特异结合，

从而说明表达在噬菌体表面的 $%& 蛋白仍然保持

其原来的结构，具有结合谷胱甘肽的活性。

图 ! 噬菌体表面展示的 $%& 与小分子

9’()*)+,-./ 之间存在特异结合

:,9; ! &+/ ,.)/0*<),-. =/)>//. ?,1"’*@/? $%&
*.? 9’()*)+,-./ >*1 1"/<,A,<

B+*9/ "#CD8 -0 "#$%& >*1 E,F/? >,)+ $’()*)+,-./ %/"+*0-1/ 23 -0
%/"+*0-1/ 23; &+/ ),)/01 -A /’()/? "+*9/ A0-E =/*?1 =@ 9’()*)+,-./
<-E"/),),-. >/0/ ?/)/0E,./? *A)/0 )0@"1,. )0/*)E/.) ;
!! ,.?,<*)/? )+/ ?,AA/0/.</ >*1 1,9.,A,<*.) A-0 $$ G/01(1 )+/ -)+/0 B%，

$$ *.? B$（! H IJI8）;

! 讨论

噬菌粒展示系统最主要的缺陷是获得的噬菌体

中大部分是无外源蛋白组装的“光头”噬菌体（9"5
蛋白来源于辅助噬菌体），而组装有外源蛋白的噬菌

体只占很小一部分（9"5 来源于噬菌粒，D 端融合有

外源蛋白）。通常大分子量的蛋白质在丝状噬菌体

中的展示受到一定的限制，造成这种结果的原因包

括两个方面，一方面是融合的外源蛋白可能影响

9"5 蛋白的透膜分泌，另一方面是外源蛋白影响 9"5
蛋白组装到噬菌体中，因此这两方面的因素往往影

响外源蛋白在噬菌体表面的展示。从我们的实验结

果看出，组装有外源蛋白的噬菌体只占全部噬菌体

的 8K8I!，并且随着外源蛋白增大，分子量分别为

2LMN 和 O8MN 的 $%&4II 和 $%&5II 难于组装在噬菌体

表面。通过 $%& 与不同长度连接臂连接的外源蛋

白的表达水平，确定了不大于 2IMN 的外源蛋白能表

达并组装在丝状噬菌体表面。

虽然已有报道一些较大的蛋白质如细胞因子、

生长激素、病毒外壳蛋白、酶等被成功展示于噬菌体

的表面［!，84，85］，但不同的蛋白质之间表现出不同的特

性，因此需要一种快速简单的判断蛋白质在丝状噬

菌体表面能否展示及其展示水平的方法，通常的

CPQ%R 和 S/1)/0. =’-) 检测都需要较高质量的专一抗

体，并且可能受检测灵敏度的限制。从 CPQ%R 分析

结果（ 图 2）可 以 看 出，针 对 "#$%& 噬 菌 体 和

"#$%&8II噬菌体所展示的谷胱甘肽 % 转移酶检测的

信号只比阴性对照高 8 倍，而作为阴性对照的辅助

噬菌体 TU85 也有较大的背景信号，这结果与组装

有外源蛋白的噬菌体占总噬菌体的数量少，以及抗

$%& 多克隆抗体与 TU85 噬菌体有非特异性反应密

切相关。而在 "#CD8VTU85 系统中，可以通过酶切

降低“光头”噬菌体所造成的背景，只需比较酶切前

后噬菌体侵染能力的变化来判断外源蛋白是否与

9"5 蛋白融合表达并组装到噬菌体中。组装有外源

蛋白的噬菌体形成的 <A( 比阴性对照至少强 8II 倍

（图 5），因此可以很确定地判断外源蛋白 $%& 和

$%&8II能组装到噬菌体中。因此该系统提供了一种

简单灵敏地检测蛋白质在噬菌体表面表达及其表达

丰度的方法。

要将噬菌体展示系统应用于蛋白质功能研究和

配体筛选，除了需要解决外源蛋白能否在噬菌体表面

表达及其表达部位之外，更重要的问题是组装在噬菌

体外表面的外源蛋白仍能保持其活性。本研究以

$%& 与其底物小分子 9’()*)+,-./ 的结合为模型，确定

了展示在噬菌体表面的 $%& 蛋白仍然能特异地与

9’()*)+,-./ 结合，说明重组蛋白组装到噬菌体表面后

仍然保持其天然的结构特性，同时也表明通过已知小

分子配体与蛋白质的相互作用来检测噬菌体表面展

示的重组蛋白活性是完全可行的。因此也完全有可

能利用该噬菌体展示系统，用已知功能的蛋白质筛选

与其结合的小分子化合物，为进一步分析在噬菌体表

面展示的重组蛋白活性和研究噬菌体展示蛋白质与

小分子的相互作用筛选模型建立了基础。
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题目及中文摘要。

!_G 图表

文中的图表须清晰简明，文字叙述应避免与图表重复。

黑白及彩色图片均须提供原版照片及电子版图片。所有小

图的宽度应小于 =8#（占半栏），大图的宽度应小于 ;@8#（通

栏）。图上、表内文字及图表释注一律用英文，图表题应中英

对照。

!_! 参考文献及脚注

参考文献按文内引用的先后排序，未公开发表的资料请

勿引用。我刊的参考文献需要注明著者（列出 ! 人）、文题、

刊名、年卷期及页码，全部文献以英文列出。其中中文文献

的刊名、人名用括弧列出对照，请严格按下列格式整理文献。

关于论文、专著及专利等的引用格式举例如下：

［;］T-. K（文 莹），"/.4 K（宋 渊），]$ W]（李季伦）$+
,- ) M&- -22-8%1 /2 F#+?$02"#--, &-#/4+/N$. -637-11$/. /.
47/R%& ,.9 ,.%$N$/%$8 37/908%$/. $. !+?$<+0(="$2
"#%%,(0%$%2#2 ) &’#%$2$ 805?%,- 0> 3#0+$"’%0-0:=（生物

工程学报），GAA;，%$（;）：!A B !>
［G］",#N7//C W，*7$%18& U*，V,.$,%$1 M) V/+-80+,7 H+/.$.4：

E ],N/7,%/7: V,.0,+ ) G.9 -9，X-R K/7C：H/+9 "37$.4
P,7N/7 ],N/7,%/7: (7-11，;<=<

［!］*+-#$.4 ’]，V,7%$. IM) ’-7 (,7) b" 3,%-.%，HA=4，
;!<G<;);<@GSAGSA@

脚注（正文首页下方）：

I-8-$5-9：V,: G?，GAA?；E88-3%-9：W0.- ;=，GAA?)
M&$1 R/7C R,1 1033/7%-9 N: ’7,.% 27/#⋯

" H/77-13/.9$.4 ,0%&/7 ) M-+：=OS ；US#,$+：
基金项目（中文书写）：

!_? 中英文摘要

中文摘要应简洁明确，而英文摘要则可比中文摘要详尽

些，内容上不必完全对应。本刊非常重视英文摘要的写作，

具体要求如下：

（下转 != 页）

>G孔 波等：大分子量重组蛋白在丝状噬菌体表面的展示表达及其与小分子相互作用的初步研究


