
书书书

·论　著·

乙型肝炎病毒表面抗原特异性结合肽的筛选与鉴定
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　　【摘要】　目的　筛选并鉴定与乙型肝炎病毒表面抗原（ＨＢｓＡｇ）特异性结合的多肽。方法　将酵母表达的

ＨＢｓＡｇ包被在微孔板上，加入噬菌体进行随机肽库筛选，经过４轮筛选后，随机挑取１５个克隆进行ＤＮＡ测序，并

通过夹心ＥＬＩＳＡ方法鉴定其亲和力，采用剂量依赖结合实验和竞争抑制实验检测其与 ＨＢｓＡｇ结合的特异性。结

果　经过４轮筛选，得到一优势克隆Ｎｏ．３，展示肽段为ＳＳＹＡＰＹＶＷＱＰＩＡ，与 ＨＢｓＡｇ有较强的亲和力，剂量依赖

结合实验和竞争抑制实验证明克隆Ｎｏ．３与 ＨＢｓＡｇ的结合是特异性的。结论　利用噬菌体展示肽库技术可以获

得 ＨＢｓＡｇ特异性结合肽，此多肽可以作为靶向分子用于乙型肝炎的基因治疗，为乙型肝炎的靶向基因治疗奠定实

验基础。
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　　乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）是一种嗜肝ＤＮＡ病毒，是导致人类

急性和慢性乙型肝炎的主要原因。目前在乙型肝炎治疗方面，

基于ＲＮＡ干扰的基因治疗成为 ＨＢＶ 感染者新的治疗策

略［１５］。但是，如何将ｓｉＲＮＡ或ｓｉＲＮＡ表达盒靶向导入 ＨＢＶ

感染的肝细胞是目前应用ＲＮＡ干扰治疗 ＨＢＶ感染的主要难

题之一［６］。乙型肝炎病毒表面抗原（ＨＢｓＡｇ）表达于 ＨＢＶ感

染的肝细胞表面，而未感染的肝细胞不表达此抗原，是 ＨＢＶ

基因治疗的良好靶分子［４］。噬菌体展示技术是将外源的重组

肽、蛋白质包括抗体片段融合到噬菌体衣壳蛋白上的一项基因

技术，是筛选特定分子、细胞甚至组织特异性小分子多肽的有

利工具。本研究以 ＨＢｓＡｇ作为靶物质，应用噬菌体展示肽库

技术筛选可以与 ＨＢｓＡｇ特异性结合的短肽序列，期望以此短

肽为桥梁介导ｓｉＲＮＡ分子结合ＨＢＶ感染的肝细胞，为乙型肝

炎的靶向基因治疗研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料来源　Ｐｈ．Ｄ．１２ＴＭ 噬菌体随机肽库购自 Ｎｅｗ

ＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司（Ｅ８１１１Ｌ），库浓度为１．０×１０
１３
ｐｆｕ／ｍＬ，

宿主菌为 犈．犮狅犾犻２７３８，９６ｇⅢ自动测序引物（５′ＣＣＣ ＴＣＡ

ＴＡＧＴＴＡＧＣＧＴＡＡＣＧ３′）由上海生物工程技术有限公司

合成。试剂：ＨＲＰ标记的抗 Ｍ１３蛋白Ⅷ单克隆抗体（＃２７

９４２１０１，ａｎｔｉＭ１３ｐｈａｇｅⅧ，１∶５０００稀释工作浓度）购自ＧＥ

ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ公司。酵母表达的 ＨＢｓＡｇ由武汉生物制品研究所

馈赠。

１．２　方法

１．２．１　噬菌体随机肽库筛选结合 ＨＢｓＡｇ的特异性多肽　将

酵母表达的 ＨＢｓＡｇ抗原用０．１ｍｏｌ／Ｌ 碳酸氢钠（ＮａＨＣＯ３，

ｐＨ８．６）包被缓冲液稀释成７０μｇ／ｍＬ，每孔１００μＬ包被９６微

孔板，４℃孵育过夜。倒掉包被液，每孔加满封阻液［０．１ｍｏｌ／

ＬＮａＨＣＯ３，５ｍｇ／ｍＬ牛血清清蛋白（ＢＳＡ），０．０２％的ＮａＮ３］，

４℃封阻２ｈ。用 ＴＢＳＴ（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，１５０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＮａＣｌ，０．１％ Ｔｗｅｅｎ２０）快速洗板６次，每孔加入１．０×１０１１ｐｆｕ
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的噬菌体，室温轻摇震荡６０ｍｉｎ，弃去未结合的噬菌体液，用

ＴＢＳＴ洗板１０次，每孔加入非特异性盐酸甘氨酸洗脱液（０．２

ｍｏｌ／ＬＧｌｙｃｉｎｅＨＣｌ，ｐＨ２．２，１ｍｇ／ｍＬＢＳＡ）１００μＬ，室温轻摇

１０ｍｉｎ，洗脱特异性结合的噬菌体，收集洗脱液于微量离心管，

加入中和缓冲液１５μＬ（１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ９．１），留取５μＬ

用于滴度测定，剩余洗脱物感染宿主菌ＥＲ２７３８进行扩增，回

收后测滴度用于下一轮筛选。以上述方法进行后面３轮筛选，

使结合 ＨＢｓＡｇ的噬菌体克隆得到富集。

１．２．２　特异性结合 ＨＢｓＡｇ的噬菌体克隆测序　经４轮筛选

后，随机挑取１５个噬菌体克隆，提取ＤＮＡ送公司测序。具体

操作如下：将单个噬菌体克隆加入１ｍＬＥＲ２７３８培养物中进

行小量扩增，取扩增液５００μＬ，加入２００μＬＰＥＧ／ＮａＣｌ，混匀，

室温放置１０ｍｉｎ；１００００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ，弃上清液，加１００

μＬ碘化物缓冲液（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ８．０，１ｍｍｏｌ／Ｌ

ＥＤＴＡ，４ｍｏｌ／ＬＮａＩ）和２５０μＬ无水乙醇悬浮沉淀，室温温育

１０ｍｉｎ；１００００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ，弃上清液，用７０％乙醇５００

μＬ洗沉淀，再离心去上清液并晾干沉淀，灭菌超纯水３０μＬ悬

浮即得高质量的噬菌体克隆ＤＮＡ。琼脂糖凝胶电泳鉴定后，用

肽库９６ｇⅢ自动测序引物送上海生物工程技术有限公司测序。

１．２．３　ＥＬＩＳＡ鉴定特异性结合 ＨＢｓＡｇ多肽的亲和力　用包

被缓冲液将 ＨＢｓＡｇ稀释成２０μｇ／ｍＬ，以每孔１００μＬ包被微

孔板，密封湿盒中４℃过夜。弃包被液，每孔加满封阻液，４℃

封阻２ｈ。０．５％ＴＢＳＴ洗板６次，然后按所测定的噬菌体滴度

每孔加人５．０×１０１０ｐｆｕ的噬菌体，室温作用２ｈ，０．５％Ｔｗｅｅｎ

２０ＴＢＳＴ洗板６次，再加入 ＨＲＰ标记的ａｎｔｉＭ１３ｐｈａｇｅⅧ

（１∶５０００）抗体，作用１ｈ，０．５％Ｔｗｅｅｎ２０ＴＢＳＴ洗板６次，加

入ＴＭＢ显色液和终止液。以酶标仪读取 Ａ４５０值。同时以

２０μｇ／ｍＬＢＳＡ１００μＬ包被微孔板作无关蛋白对照。

１．２．４　剂量依赖结合实验鉴定特异性结合 ＨＢｓＡｇ多肽的特

异性　将ＨＢｓＡｇ和无关蛋白ｍ１ＥＣＤ（小鼠肝脏去唾液酸糖蛋

白受体大亚基胞外段）以不同浓度（１、２．５、１０、４０、７０μｇ／ｍＬ）

每孔１００μＬ包被微孔板，４℃孵育过夜，并用封阻液４℃封闭

２ｈ，０．５％ＴＢＳＴ洗板６次。每孔加入５．０×１０１０ｐｆｕ的 Ｎｏ．３

号噬菌体和原库，室温作用２ｈ，０．５％Ｔｗｅｅｎ２０ＴＢＳＴ洗板６

次，再加入 ＨＲＰ标记的ａｎｔｉＭ１３ｐｈａｇｅⅧ（１∶５０００）抗体，作

用１ｈ，０．５％Ｔｗｅｅｎ２０ＴＢＳＴ洗板６次，加入ＴＭＢ显色液和

终止液。以酶标仪读取Ａ４５０值。

１．２．５　竞争抑制实验鉴定特异性结合 ＨＢｓＡｇ多肽的特异

性　按上述方法用２０μｇ／ｍＬＨＢｓＡｇ每孔１００μＬ包被微孔

板。将不同浓度１４０、７０、４０、２０、１０μｇ／ｍＬ 的 ＨＢｓＡｇ取１００

μＬ与１．０×１０
１０
ｐｆｕＮｏ．３号噬菌体上清液混匀，室温作用２ｈ。

混匀物加入 ＨＢｓＡｇ包被微孔板内，室温震荡２ｈ，０．５％ＴＢＳＴ

洗板６次，加入 ＨＲＰ标记的ａｎｔｉＭ１３ｐｈａｇｅⅧ（１∶５０００）抗

体孵育１ｈ，再用０．５％ＴＢＳＴ洗板６次，加入ＴＭＢ显色液和

终止液。以酶标仪读取Ａ４５０值。

１．３　仪器与试剂　ＴＭＢＥＬＩＳＡ显色液和终止液购自上海科

华生物技术有限公司。其他试剂均为本室配置。主要仪器：高

速离心机（ＢｅｃｋｍａｎＪＡ２５．５０）、低温离心机（Ｓｉｇｍａ３１６Ｋ）、酶

标仪（ＴｈｅｒｍｏｍｕｌｔｉｓｋａｎＭＫ３）等。

２　结　　果

２．１　特异性结合 ＨＢｓＡｇ多肽的筛选　以酵母表达的 ＨＢｓＡｇ

作为靶分子，对噬菌体十二肽库进行了４轮筛选，第４轮回收

率（回收／投入）比第１轮增加了２０倍（表１）。又进行了轮次

ＥＬＩＳＡ鉴定，用ＥＬＩＳＡ鉴定每轮洗脱物扩增后对 ＨＢｓＡｇ亲

和力的增加，与 ＨＢｓＡｇ结合的噬菌体得到了有效的富集，见

图１。

表１　从噬菌体十二肽库筛选 ＨＢｓＡｇ结合肽

轮次 投入的肽库（ｐｆｕ） 回收的肽库（ｐｆｕ） 回收率

１ １．０×１０１１ ６．０×１０４ ６．０×１０－７

２ １．０×１０１１ ４．８×１０５ ４．８×１０－６

３ １．０×１０１１ ５．４×１０５ ５．４×１０－６

４ １．０×１０１１ １．２×１０６ １．２×１０－５

图１　各轮洗脱物扩增后对 ＨＢｓＡｇ的结合

２．２　特异性结合 ＨＢｓＡｇ的噬菌体克隆测序　第４轮筛选完

成后，从洗脱物测滴度平板随机挑取１５个克隆，提取噬菌体

ＤＮＡ并送测序。结果显示存在９种多肽序列Ｎｏ．１～Ｎｏ．９，其

中Ｎｏ．１～Ｎｏ．３为优势序列。见表２。

表２　噬菌体克隆展示肽测序结果

克隆编号 克隆号 氨基酸序列 频率

Ｎｏ．１ １，８，１１ ＡＨＲＨＰＩＳＦＬＳＴＬ ３／１５

Ｎｏ．２ ３，７，１２ ＡＴＷＳＨＨＬＳＳＡＧＬ ３／１５

Ｎｏ．３ ５，９，１３ ＳＳＹＡＰＹＶＷＱＰＩＡ ３／１５

Ｎｏ．４ ２ ＬＰＳＰＰＲＩＰＧＨＫＬ １／１５

Ｎｏ．５ ４ ＭＴＫＧＳＹＳＰＳＰＷＲ １／１５

Ｎｏ．６ ６ ＴＲＰＡＰＰＰＹＱＳＱＷ １／１５

Ｎｏ．７ １０ ＧＨＧＬＬＱＹＴＤＶＭＦ １／１５

Ｎｏ．８ １４ ＳＷＰＬＹＳＲＤＳＧＬＧ １／１５

Ｎｏ．９ １５ ＹＱＬＲＰＮＡＥＳＬＲＦ １／１５

２．３　ＥＬＩＳＡ鉴定特异性结合 ＨＢｓＡｇ多肽的亲和力　扩增

Ｎｏ．１～Ｎｏ．９噬菌体，以噬菌体ＥＬＩＳＡ实验检测它们与 ＨＢ

ｓＡｇ的结合情况，优势克隆 Ｎｏ．３与 ＨＢｓＡｇ结合最强。结果

见图２。

图２　Ｎｏ．１～Ｎｏ．９噬菌体的ＥＬＩＳＡ鉴定
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２．４　剂量依赖结合实验鉴定特异性结合 ＨＢｓＡｇ多肽的特异

性　Ｎｏ．３号噬菌体与 ＨＢｓＡｇ的结合，随着 ＨＢｓＡｇ包被浓度

的增加而增加，而与无关蛋白 ｍ１ＥＣＤ的结合没有这种剂量依

赖性。见图３。

图３　Ｎｏ．３号噬菌体与 ＨＢｓＡｇ的剂量依赖性结合

２．５　竞争抑制实验鉴定特异性结合 ＨＢｓＡｇ多肽的特异性　

游离 ＨＢｓＡｇ与Ｎｏ．３号噬菌体预先结合后，能够抑制噬菌体

与包被 ＨＢｓＡｇ的结合，且游离 ＨＢｓＡｇ浓度越高，抑制作用越

强。此外无关蛋白 ｍ１ＥＣＤ对 Ｎｏ．３号噬菌体与包被的 ＨＢ

ｓＡｇ结合没有抑制作用。见图４。

图４　游离 ＨＢｓＡｇ对Ｎｏ．３号噬菌体与包被

ＨＢｓＡｇ结合的抑制

３　讨　　论

ＨＢＶ感染是全球重要的公共卫生问题
［７］。目前应用于慢

性乙型肝炎治疗的药物主要是干扰素和核苷酸类似物，但干扰

素因具有明显的不良反应限制了其长期应用，核苷酸类似物停

药后易发生病毒ＤＮＡ的反跳和肝功能异常
［８］。本研究室和

国内外大量实验表明，ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）可以有效抑制 ＨＢＶ

的复制和基因表达，有望成为一种新的 ＨＢＶ 感染治疗策

略［１５］。但是化学合成的ｓｉＲＮＡ 和质粒或病毒载体表达的

ｓｈＲＮＡ缺乏肝细胞和肝脏的靶向性，限制了ＲＮＡｉ技术在临

床上的应用。如何将ｓｉＲＮＡ或ｓｉＲＮＡ表达盒靶向导入 ＨＢＶ

感染的肝细胞，是将ＲＮＡｉ技术应用于 ＨＢＶ感染的临床治疗

研究必须予以解决的问题之一。目前有多种方法用于细胞靶

向的ＲＮＡｉ，包括细胞表面特异性蛋白的单链抗体（ｓｃＦｖ）
［４，９］、

适配子（ａｐｔａｍｅｒ）
［１０］所介导的ｓｉＲＮＡ导入，以及配体修饰的纳

米颗粒［１１］介导的ｓｉＲＮＡ导入。它们共同点是找到了细胞特

异性的蛋白分子，以此分子为靶标，再通过能与靶标分子特异

结合的桥梁分子（如单链抗体、适配子等）介导ｓｉＲＮＡ导入。

小分子多肽具有结构简单、分子量小、穿透性好、不易引起

机体免疫应答等优点，可以作为一种良好的桥梁分子，而噬菌

体肽库展示技术为筛选具有靶向作用的桥梁分子提供了一种

有效的工具［１２］。本次技术方案是通过噬菌体肽库展示技术筛

选靶向 ＨＢＶ感染肝细胞的靶向性多肽。在靶分子的选择方

面刚开始从两个方向考虑，一是 ＨＢＶ表达的蛋白分子，优点

是特异性强，但表达丰度低；二是肝细胞表面特异性表达的分

子，优点是表达丰度高，但特异性一般。最终选取 ＨＢｓＡｇ为

靶分子，ＨＢｓＡｇ表达于 ＨＢＶ感染的肝细胞表面且表达丰度

较高，未感染的肝细胞不表达此抗原，是靶向 ＨＢＶ感染的肝

细胞最特异的靶分子［１３］。本研究以酵母表达的 ＨＢｓＡｇ作为

靶物质，对噬菌体随机十二肽库进行了４轮筛选，第４轮的回

收率比第１轮的回收率增加２０倍，轮次ＥＬＩＳＡ鉴定发现与

ＨＢｓＡｇ结合的噬菌体得到了有效的富集。随机挑选了１５个

噬菌体克隆进行测序，并用ＥＬＩＳＡ方法检测各个克隆对 ＨＢ

ｓＡｇ的亲和力，结果显示１个展示肽为ＳＳＹＡＰＹＶＷＱＰＩＡ的

优势噬菌体克隆（Ｎｏ．３号）对 ＨＢｓＡｇ具有较强的亲和力。随

后的 ＨＢｓＡｇ剂量依赖结合实验中 Ｎｏ．３号噬菌体与 ＨＢｓＡｇ

的结合随着 ＨＢｓＡｇ包被量的增加而增加，而与无关蛋白

ｍ１ＥＣＤ的结合没有这种剂量依赖性，表明 Ｎｏ．３号噬菌体与

ＨＢｓＡｇ的结合是特异性的。进一步的竞争抑制实验，先用游

离 ＨＢｓＡｇ与Ｎｏ．３号噬菌体预先孵育后，能够抑制噬菌体与

包被 ＨＢｓＡｇ的结合，且游离的 ＨＢｓＡｇ浓度越高，抑制作用越

强，而无关蛋白ｍ１ＥＣＤ对Ｎｏ．３号噬菌体与包被的ＨＢｓＡｇ结

合没有抑制作用，这个结果进一步证明了该噬菌体展示肽与

ＨＢｓＡｇ结合是特异性的，因此认为十二肽ＳＳＹＡＰＹＶＷＱＰＩＡ

可以作为桥梁分子用于乙型肝炎的基因治疗。
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假单胞菌的生长。

图１　枸杞子对铜绿假单胞菌生长曲线的影响

３　讨　　论

伴随分子生物学、生物化学和免疫学新技术的发展，许多

研究者对于祖国传统中医中药的研发力度在逐步加强。宁夏

回族自治区中宁县是全国枸杞的最好产地，宁夏地区食物中的

含硒量极低，而通过生物技术培育的富硒枸杞，其抗氧化清除

自由基的作用得到了强化［７８］。本研究初筛的枸杞抗菌活性物

质是未知成分，其生物学性状未知，只能根据相关研究资料来

设计实验方案。预期经过一步步实验得到比较理想的抗菌肽

活性物质，为枸杞抗菌肽药效、药理学和抑菌机制的研究奠定

了理论基础。

近年来，由于抗菌药物的广泛应用，耐药菌株逐年增多，据

统计对青霉素Ｇ耐药的金黄色葡萄球菌已达９０％以上，尤其

是耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）已成为医院内感染最

常见的致病菌［９１１］。本文通过测定不同枸杞子浸出液对耐药

菌的 ＭＩＣ、ＭＢＣ和测量抑菌圈直径发现，不同枸杞子浸出液对

耐药菌均有一定程度抑菌效果，其中对铜绿假单胞菌和大肠埃

希菌的抑菌作用强，而对葡萄球菌的抑菌作用一般，对白色假

丝酵母菌和克柔假丝酵母菌的抑菌作用相对较弱。初步分析，

由于革兰阳性菌和革兰阴性菌细胞壁成分、结构不同，枸杞子

对于革兰阴性菌的抑制作用明显好于革兰阳性菌［１２］，这对临

床治疗选择合适的抗生素带来了便利。

在医源性感染中由铜绿假单胞菌引起者占１０％左右，在

某些特殊病房中，如烧伤和肿瘤病房、各种导管和内镜的治疗

与检查室内，铜绿假单胞菌的感染率可高达３０％。同时，铜绿

假单胞菌对许多抗生素具有天然或获得性耐药性，甚至多重耐

药，给临床治疗带来极大困难。而本研究通过测量 ＭＩＣ、ＭＢＣ

和抑菌圈直径发现枸杞子浸出液对铜绿假单胞菌的抑菌作用

强，故绘制出铜绿假单胞菌在提取液中的生长曲线，希望能为

研究枸杞子作为抗铜绿假单胞菌新药提供了基础理论依据。

同时，充分利用枸杞资源，获得抗菌活性成分，有利于宁夏枸杞

的生产，进而有利于发展本地经济，增加产区人们的经济收入，

同时减少抗生素的大量使用，保护环境。
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