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用噬菌体随机肽库筛选 !"#! 冠状病毒 ! 蛋白单克隆抗体 $%& 的模拟

表位
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摘 要 +:2+OJ’& + 蛋白特异的单克隆抗体 !J" 具有病毒中和作用。以单克隆抗体 !J" 为筛选靶分子，筛选噬菌体展示随

机 ; 肽库。经三轮淘洗后随机挑选 !# 个噬菌体克隆进行 QV[+: 分析和序列测定。在 P# 个 QV[+: ?@ 值大于 #]! 的阳性噬菌

体克隆中，有 N 个噬菌体克隆展示有共同的 ; 肽序列 <FQ^^L<。展示有该序列的噬菌体克隆能竞争抑制 +:2+OJ’& + 蛋白抗

原与单抗 !J" 的结合。结果表明 <FQ^^L< 为单克隆抗体 !J" 的模拟表位。该结果可对进一步研究 + 蛋白结构与功能和设计

+:2+ 疫苗有一定的参考意义。
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!"#! 冠状病毒的 ! 蛋白是病毒粒子表面一种

重要的结构蛋白，负责与宿主细胞受体相结合，决定

病毒的细胞嗜性［$ % &］。! 蛋白具有良好的免疫原性，

可诱导机体产生病毒中和抗体，在机体的免疫保护

中发挥重要作用，是设计研究 !"#! 疫苗的候选靶

标［’ % (］。!"#! 冠状病毒 ! 蛋白单克隆抗体的制备，

特别是中和性单克隆抗体制备，对 !"#! 的治疗和

诊断具有重要意义，而且已经有数个实验室在从事

单克隆抗体的制备工作［) % $*］。对 ! 蛋白结构与功能

的研究方面，抗原表位的鉴定是一项重要的工作，特

别是对中和性抗原表位的鉴定，将有助于 !"#! 基

因工程疫苗的设计研究。目前已经有多个对 !"#!
冠状病毒结构蛋白线性表位的报道［$+ % $,］，特别是 !
蛋白中还鉴定出了一些具有中和活性的线性抗原表

位。但是 ! 蛋白中，特别是受体结合结构域部分在

免疫 保 护 中 发 挥 重 要 作 用 的 主 要 还 是 构 象 型 表

位［$-］，而对构象表位难以鉴定。用噬菌体随机肽库

筛选抗原表位是抗原表位鉴定中常用的一种方法。

该方法不仅可以鉴定线性抗原表位，而且可以得到

其它方法很难鉴定的蛋白抗原构象表位的模拟表

位。本研究以具有中和活性的单克隆抗体 *.’ 为靶

分子，用噬菌体展示的 - 肽随机肽库进行淘洗，以鉴

定单抗 *.’ 的表位。以期为进一步研究 ! 蛋白的结

构与功能提供依据。

! 材料与方法

!"! 噬菌体随机肽库、菌株和单克隆抗体

噬菌 体 随 机 - 肽 库 /01 21 3.-.45 购 自 678
9:;<=:> ?@A<=BC 公司，库容量为 $D* E $F)。大肠杆菌

9#*+-( 为本实验室保存。!"#!3.AG ! 蛋白单克隆

抗体 *.’ 为解放军军事医学科学院提供，此单克隆

抗体具有病毒中和活性。

!"# 其它试剂与材料

质粒 /H9I3,J3$、大肠杆菌 2K’!及 ?L*$ 均为

本实验室保存。真核表达 !"#! 冠状病毒 ! 蛋白抗

为哈尔滨兽医研究所步志高研究员提供。抗噬菌体

5$+ 抗体为 JMAN7;= 公司产品。

!"$ 噬菌体的滴定

噬菌体的滴定参照试剂盒说明书进行操作。主

要过程如下：从大肠杆菌 9#*+-( 平板上挑一个单

菌落，接种于 ’ O $FNL L? 培养基中，于 +-P振荡培

养至对数生长期（!",FF约为 FD’）。细菌长好后将上

层琼脂在微波炉中加热融化后于 ’FP水浴中备用。

用 L? 培养基将待滴定的噬菌体进行 $F 倍系列稀

释。每个稀释度取 $F"L 加入到分装有 *FF"L 细菌

培养物中，混匀后室温感作 ’N@:。将感作好的混合

液全部转入上层琼脂中，迅速混匀后到入 L?Q47RQ
SJ4HQI3H=< 平板上，摇动平板使琼脂平铺于平板上

层。室温放置 ’N@:，+-P 过夜培养。计 数 蓝 色 噬

斑，计算噬菌体的噬斑形成单位。

!"% 噬菌体肽库的亲和筛选

亲和筛选过程参照说明书进行，简述如下：将单

克隆抗体 *.’ 以 FD$NA<QL 6=K.T+（/K(D,）溶液包被

9LS!" 孔板，&P过夜。湿盒中于 &P封闭 *0。4?!4
洗涤 9LS!" 板孔 ’ 次。立即进入淘选过程，注意不

要让孔干燥。用 $FF"L 4?!4 将噬菌体肽库稀释至 *
E $F$$个噬菌体，加入至板孔中，置于封闭、湿润的

盒中，室温振荡摇动 ,FN@:。弃去末结合的噬菌体，

在洁净的吸水纸上拍干。用 4?!4 将板孔洗 $F 次，

注意每一次都要更换一块干净的纸巾，以防交叉污

染。往冲洗后的板孔中加入 $FF"L 洗脱液，室温轻

轻摇动 $’N@:；将洗脱液吸入一个无菌的 7//7:>AMU
离 心 管 中，立 即 加 入 $’"L 的 $NA<QL 4M@C 1 K.<

（/K)D$）中和洗脱液，混匀后溶液的 /K 值在 - O (D’
之间。取 $"L 洗脱下的噬菌体按照上文所述方法进

行滴定噬菌斑形成单位。剩余的噬菌体洗脱物用细

菌 9#*+-( 培养物进行扩增。用扩增后的噬菌体进

行下一轮筛选，在 L?QSJ4HQI3H=< 平板上滴定第三轮

筛选后洗脱获得的噬菌体。在第三轮筛选后洗脱噬

菌体滴定板中，选择噬菌斑少于 $FF 个的平板，从该

平板中用灭菌的吸头随机挑取 *F 个单个噬斑，每挑

取一个噬斑换一个吸头。加入到装有 $FF 倍稀释的

过夜培养的 9#*-+( 的试管中，一个克隆一个试管。

于 +-P剧烈振荡培养 &D’0。后将培养物收到离心

管中，离心 +FC。上清转移到新的离心管中，再离

心。吸取 (FV上清至一个新的离心管中，即为扩增

后的噬菌体，可以在 &P数周，如长期保存可以按

$ W$加入灭菌甘油，% *FP 保存。这些噬菌体克隆

依次命名为 *.’J$、*.’J* 至 *.’J*F。

!"& 噬菌体序列的测定

将挑取的 *F 个噬菌体制备单链噬菌体 26"，进

行序列测定分析。单链 26" 模板的制备按以下步

骤进行：将 $D& 中扩增的噬菌体各取 ’FF"L 于新的

离心管中，每管中加入 *FF"L J9HQ6=.<，混合后室温

静置 $FN@:，$*FFF; 离心 $FN@:，沉淀溶于 $FF"L 碘化

钠缓冲液，再向其中加入 *’F"L 无水乙醇，室温静置

$FN@:，$*FFF; 离心 $FN@: 弃尽上清，用 -FV乙醇洗

沉淀一次，用 +F"L 灭菌去离子水将沉淀悬起，即可

*F- #$%&’(’ )*+,&-. */ 0%*1’2$&*.*34 生物工程学报 *FF,，GA<D**，6AD’



作为噬菌体测序模板。测序引物为 !"#$%& 引物，序

列为：’($)***+*,+,)++,)*)+,,*)$#(。序列测定

由上海博亚生物技术有限公司完成。

!"# 噬菌体 $%&’(
将单克隆抗体 -*’ 用包被液稀释成 ".!/012，

按每孔 "..!2 加入 %& 孔 3245, 板中，67包被过夜。

用洗液（+85+，.9’:+;<<=$-.）洗涤 # 次后，加入封

闭液 #>7封闭 "?，洗涤 # 次。将纯化的噬菌体用

+85 稀释成 "."- @AB012，取 "..!2 加入到每孔中，每

个样品重复 # 孔；室温感作 -? 后，用洗液洗涤 ’ 次，

每孔加入 "..!2 " C ’... 稀释的 DEF 标记$鼠抗 !"#
噬菌体抗体（F?GH1GIJG），#>7感作 "?；用洗液洗涤 ’
次；KFL 显色 -.1J= 后，用 -1MN02 D-5K6 终止。

!") 噬菌体竞争抑制 $%&’(
用真核表达 5,E5 冠状 5 蛋白包被 3245, 板，约

"!/0孔，67 包 被 过 夜。用 +85 将 纯 化 的 噬 菌 体

-*’F"6 ". 倍梯度稀释，同时用野生型 OIP!"# 噬菌

体作为对照，使其浓度依次为 - Q "."-，- Q ".""，至 -
Q ".6。各取 ’.!2 与等体积适当稀释的单抗 -*’ 混

合，#>7作用 "?。感作后加入 3245, 孔中，每孔重

复 # 次。#>7作用 "?，洗涤后加入 ’... 倍稀释的

DEF 标记羊抗鼠 4/)，#>7作用 "?，洗涤后用 KFL 显

色，测定 6%-=1 !" 值。

* 结果

*"! 噬菌体肽库的筛选

为了证明噬菌体肽库筛选系统的有效性，在三

次淘洗过程中，通过不断提高洗涤液中 +;<<=$-. 的

浓度而逐渐严格洗涤条件，经三轮“吸附 R 洗脱 R 扩

增”富集筛选后，测定噬菌体的输入与收获率，结果

如表 " 所示。结果表明经每一轮筛选后，噬菌体都

得到了富集。

表 ! 噬菌体肽库的筛选

+,-./ ! 01234,55156 7189 89/ :/:81;/ .1-<,<=
"PS PIH<<=J=/ -=T PIH<<=J=/ #HT PIH<<=J=/

4=@BS - Q ".". @AB ’ Q ".U @AB ’ Q ".U @AB
KBS@BS "9> Q ".’ @AB #9> Q ".’ @AB "9% Q ".> @AB
KBS04= U9’ Q ". R 6 : .9.>6: #9U:

*"* 噬菌体的克隆与结合分析

挑取第三轮筛选后洗脱物中的 -. 个噬斑克隆，

并扩增纯化得到了 -. 个噬菌体克隆。用单克隆抗

体 -*’ 包被 3245, 板后，检测 -. 个噬菌体克隆与单

抗的结合能力。结果表明，!" 值大于 .9- 的有 ".
个，!" 值大于 .9-’ 的有 U 个噬菌体克隆（图 "）。

表明经三轮筛选后，噬菌体随机肽库得到了很好的

富集，并且这种富集作用很特异。

图 " 噬菌体与单克隆抗体 -*’ 的 3245, 结合分析

VJ/W" 3245, G=GNXPJP S?< YJ=TJ=/ GYJNJSX MA TJNBS<T @?G/<P INM=< SM !,Y -*’

*"> 噬菌体展示序列的测定与分析

经序列测定表明，在第三轮洗脱物中随机挑选

的 -. 个克隆中，其展示的 > 肽序列有 U 个是一致

的，为 +F3ZZV+。而且这 U 个克隆与单抗 -*’ 的结

合能力最好，其 3245, !" 值均大于 .9-’（表 -），测

序结果与 3245, 结果有很高的一致性，表明序列

+F3ZZV+ 为单克隆抗体 -*’ 的模拟抗原表位。为

进一步分析 5 蛋白中 -*’ 表位的结构，将 +F3ZZV+
> 肽序列与 5 蛋白全长序列进行比对分析。结果发

现 > 肽序列 +F3ZZV+ 分散于 5 蛋白第 ’#% 至 ’’% 氨

基酸残基序列间（图 -）。可能 ’#% R ’’% 片段即为单

抗 -*’ 的连续表位序列。

*"? 噬菌体的竞争 $%&’(
序列测定分析以及与单抗 -*’ 的 3245, 分析表

明，经三轮筛选后得到了一致的展示 > 肽序列。为

了进一步验证该序列为 5 蛋白表位的可能性，分析

了展示有该 > 肽序列的噬菌体克隆 -*’F"6 对单抗

-*’ 与 5 蛋白抗原结合的抑制效果。结果表明，噬

#.>华荣虹等：用噬菌体随机肽库筛选 5,E5 冠状病毒 5 蛋白单克隆抗体 -*’ 的模拟表位



表 ! 噬菌体序列测定结果

"#$%& ! ’&()&*+& #*#%,-.- /0 -&%&+1&2
!"#$% &’()% *(+ ,-./0 -*1 2%34%)&% 11 2%34%)&%

5&678 0988/ 1:;11;<:<::<::<:<;:1; <=>!!?@
5&675 0956A 1:;::<;1;:1;:1;<<<1:< <!B@@C<
5&67D 0956D 1:;::<;1;:1;:1;<<<1:< <!B@@C<
5&67. 09858 1:;11;<:<::<::<:<;:1; <=>!!?@
5&676 09D05 1:;::<;1;:1;:1;<<<1:< <!B@@C<
5&67E 095/A 1:;::<;1;:1;:1;<<<1:< <!B@@C<
5&67F 0985F 1:;11;<:<::<::<:<;:1; <=>!!?@
5&67A 09500 1:;11;<:<::<::<:<;:1; <=>!!?@
5&67/ 09DDA 1:;::<;1;:1;:1;<<<1:< <!B@@C<
5&6780 098FD 1:<::<<:;;:;:<<;:;1;< <!>1?1>
5&6788 098FE <:<<;;::<11<1:;1;<11< >G!*<>*
5&6785 0980F 1:;<:;:<;:<;1;;;;;:1; <>??H;@
5&678D 098EA ::<::;1<;::;11<1:;1:; !!I!*<<
5&678. 09D6F 1:;::<;1;:1;:1;<<<1:< <!B@@C<
5&6786 098EF 1:<::<<:;;:;:<<;:;1;< <!>1?1>
5&678E 0950D <:<<;;::<11<1:;1;<11< >G!*<>*
5&678F 09D8A 1:;::<;1;:1;:1;<<<1:< <!B@@C<
5&678A 095.5 :1<;:<1:;:1<1:;11<<1< J1<J<*K
5&678/ 09D66 1:;::<;1;:1;:1;<<<1:< <!B@@C<
5&6750 098AF 1:<::<<:;;:;:<<;:;1;< <!>1?1>

!!"./0在 0956 以上有 A（5，D，6，E，/，8.，8F，8/）个：全为：<!B@@C<；!"./0在 095 以上的有 80 个：A 个：<!B@@C<；（8E）：>G!*<>*；

（8A）：J1<J<*K

图 5 噬菌体展示肽序列与 > 蛋白序列的比对分析

CL$+5 >%34%)&% #’L$)M%)N O%NP%%) N"% 7%7NLQ% QL27’#R%Q () N"% 7"#$% #)Q > 7S(N%L) (T >1H>U:(V (T WX08 2NS#L)

菌体 5:678. 对 > 蛋白抗原具有竞争抑制作用，当噬

菌体数量为 8088 7T4Y孔时几乎能完全抑制 5:6 与 >
蛋白的结合（图 D）。

3 讨论

>MLN" 于 8/A6 年［8A］首次报道运用基因工程方法

可将外源性多肽序列与丝状噬菌体 TQ 的外壳蛋白

融合表达并展示在噬菌体表面，随后又证明展示于

噬菌体表面的多肽能够被特异性抗体所识别［8/］。

噬菌体展示使表达的多肽以融合蛋白形式展现在噬

菌体表面，保持相对独立的空间结构和生物活性，并

且可用免疫学亲和纯化方法筛选，因此噬菌体展示

是一种筛选靶蛋白和多肽的强有力方法。该技术可

用于研究多肽或蛋白质的性质、相互识别和作用，能

从巨大展示肽库中选择特定功能的多肽结构。噬菌

体表面展示技术广泛用于蛋白质相互作用的研究、

新型疫苗的研制、药物的开发及诊断试剂制备、抗原

表位的鉴定、特异性调节分子的分离、细胞表面工程

的研究等方面［50，55］。

将人工合成的随机排列的寡核苷酸插入丝状噬

菌体 #$$$ 或 #%$$$ 基因的信号肽和成熟蛋白编码区

之间，经转导后插入 -*1 片段以融合蛋白形式表达

并装配在噬菌体表面，这些表达不同短肽（代表不同

序列）的重组噬菌体构成噬菌体展示肽库。筛选则

采用亲和纯化（#TTL)LNR 74SLTL&#NL()），称之为生物淘洗

（OL(7#))L)$），类似于淘金（7#))L)$）。其过程是，先

将重组噬菌体与受体作用，除去非特异结合的噬菌

体，然后将特异性结合的噬菌体洗脱下来经扩增、克
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图 ! 噬菌体的竞争抑制 "#$%&
’()*! +,-./0(0(1/ (23(4(0(,2 "#$%& ,5 6/7/80/9 .3:)/

隆后进行序列测定和活性分析。在本实验中，以单

克隆抗体 ;+< 为靶，用噬菌体展示的随机七肽库进

行 淘 洗，经 三 轮 淘 洗 后 得 到 了 一 致 的 序 列

=>"??’=。此序列与 % 蛋白进行序列对比后，发现

可能是散在于 %<!@ A <<@ 间。进一步融合表达了

%<!@ A <<@ 多肽，结果发现此多肽确为 % 蛋白的一个

线性表位［BC］，但是与单抗 ;+< 的回归免疫学反应表

明它不是 ;+< 的表位。但展示有此序列的噬菌体克

隆对单抗 ;+< 与 % 蛋白抗原间的 "#$%& 反应确有竞

争抑制作用，表明此序列为单抗 ;+< 的一个模拟表

位。进一步对单抗 ;+< 进行特性分析，D/60/E2 47,0
分析发现它对细胞培养全病毒，% 蛋白 %B 区及其截

短的片段的原核表达产物均不识别，这也表明它对

应的表位不是一个线性表位，极可能是一个空间构

象性表位。

对单克隆抗体 ;+< 的特性分析的新报道也印证

了本文的结果［;!，;C］，在他们的报告中报道了单抗

;+< 的中和活性，以及进一步明确了它对应的表位

是一个构象性表位。它具有抑制 % 蛋白受体结合结

构域（%FGH）与细胞受体 &+"; 结合的作用，表明此

构象表位位于 %FGH 结构域上。一般而言，对构象

表位进行精确的序列与位点鉴定是很困难的，而绝

大多数抗原表位特别是中和性抗原表位都是构象性

的。本实验中通过噬菌体展示肽库筛选得到了一个

;+< 的模拟表位，此模拟表位具有对 ;+< 与 % 蛋白

抗原的竞争抑制作用，此结果在进一步对 % 蛋白结

构与功能的研究和 %&F% 疫苗的设计研究中可能会

有一定的参考意义。
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我刊开通远程投稿、审稿、编辑系统

我刊新版远程投稿及编辑系统已于 CDDL 年 ! 月 ! 日起正式开通。该系统能实现远程投稿、远程查稿、

在线审稿、在线编辑等功能。欢迎广大作者、读者和审稿专家使用。

今后，我刊所有来稿都将通过该系统进行管理，关于稿件的一切信息也都将通过网络告知作者。从 " 月

!F 日起，编辑部将不再接收 \’;*1P 投稿和邮寄投稿，请投稿我刊的作者从 077:：̂^_$)<%*P 4 1;4 *9 4 9%^9_Q 上注册

登录，并将您的稿件按照提示一步步提交完成（注意：一定要进行到最后，直至看到欢迎投稿界面，否则，您

的稿件将停留在草稿箱阶段），这样，您就可以从作者查稿系统中实时看到您的稿件处于哪个阶段了。

同时，我刊将与每一位审稿专家联系，推进稿件在线审理工作，目前将采取在线审稿、\’;*1P 审稿和纸介

质审稿并行的方式，欢迎审稿专家试用并提出宝贵建议。如有问题，可 \’;*1P 垂询。

如果您在使用过程中发现任何问题，请随时与我刊编辑部联系，或登录我刊首页，在编读往来上提问，

您会得到及时、耐心的解答。谢谢您的合作！

电话：D!D’LCEE"GDG \’;*1P：9_Q‘ 1;4 *94 9%
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