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噬菌体展示技术筛选人肠道病毒７１型３Ａ蛋白相互作用蛋白

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　　摘　要：目的　利用Ｔ７噬菌体展示技术筛选与人肠道病毒７１型３Ａ蛋白相互作用的蛋白。方法　构建３Ａ蛋白的原核表达

载体，表达并纯化３Ａ蛋白，以３Ａ蛋白为靶蛋白，应用Ｔ７噬菌体展示技术对人肝细胞ｃＤＮＡ文库进行筛选，对筛选到产物进行

ＤＮＡ序列分析及同源性研究。结果　表达并纯化了３Ａ蛋白，经过４轮筛选后，选择３７个阳性克隆，采用Ｔ７特异性引物扩增插

入片段，将ＰＣＲ产物送公司进行测序。经过同源性分析，确定了２个与人肠道病毒３Ａ蛋白相互作用蛋白。结论　通过Ｔ７噬菌

体展示技术可以得到与３Ａ蛋白相互作用蛋白，通过研究此蛋白的功能就可以初步推测出３Ａ蛋白可能的功能，为进一步研究人

肠道病毒的致病机制鉴定了基础。
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　　人肠病毒７１型 是小ＲＮＡ病毒科，肠道病毒属（ｅｎｔｅｒｏｖｉｒ

ｕｓ）成员。人肠病毒７１型病毒是单股正链ＲＮＡ病毒。基因组

中仅有一个开放阅读框，编码含２１９４个氨基酸的多聚蛋白。

多聚蛋白可进一步被水解成Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３前体蛋白，３Ａ是Ｐ２和

Ｐ３前体蛋白编码的非结构蛋白。研究表明非结构蛋白３Ａ在

病毒复制时与细胞内膜结构相互作用，这是病毒ＲＮＡ复制的

一个前提条件［１］。为深入理解３Ａ的功能，应用利用Ｔ７噬菌

体展示技术筛选人肝细胞ｃＤＮＡ文库中与３Ａ蛋白相互作用

蛋白，为研究人肠道病毒的感染和复制机制提供新的理论依

据［２］。

１　材料与方法

１．１　菌株和质粒　ｐＥＴ２８ａ（＋）由本实验室保存，大肠杆菌

ＤＨ５α及大肠杆菌ＢＬ２１由本实验室自行制备。

１．２　试剂　蛋白酶抑制剂购自罗氏公司；ＴａｑＤＮＡ聚合酶、

ＢａｍＨ Ⅰ、ＨｉｎｄⅢ限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶为ＴａＫａＲａ

公司产品；ＮｉＮＴＡ树脂、Ｔ７人肝细胞ｃＤＮＡ文库和受体菌

ＢＬＴ５６１５购自德国 Ｎｏｖａｇｅｎ公司；ＤＮＡ 纯化回收试剂盒、

ＤＮＡＭａｒｋｅｒ购买于东盛生物有限公司，预染蛋白标志为Ｆｅｒ

ｍｅｎｔａｓ公司产品；ＰＣＲ引物由上海桑尼公司合成。

１．３　方法

１．３．１　３Ａ原核表达载体的构建　以构建的ＥＶ７１感染性克

隆为模板，应用桑尼公司合成的引入ＢａｍＨＩ，ＨｉｎｄＩＩＩ酶切位

点的特异性引物扩增３Ａ片段。ＰＣＲ产物和ｐＥＴ２８ａ（＋）分

别双酶切纯化后，用Ｔ４ＤＮＡ连接酶将目的片段连接至载体

上。连接产物用热激法转化大肠杆菌ＢＬ２１
［３］，挑取单菌落进

行双酶切验证，验证正确的质粒送桑尼公司测序，双酶切验证

正确的质粒对应的菌液用８０％甘油按２０％体积比保种，－２０

℃保存。本研究中将３Ａ亲水区片段的重组质粒命名为３Ａ重

组质粒。

１．３．２　３Ａ融合蛋白表达及纯化　将菌液按１∶１００比例接种

含终浓度为１００μｇ／ｍＬ卡那霉素（Ｋａｎ）的ＬＢ培养基中，３７℃

１８０ｒ／ｍｉｎ过夜培养。再将活化后的菌液接种于含 Ｋａｎ的培

养基中，３７℃培养至ＯＤ值为０．４～０．６，向其中加入终浓度为

０．６ｍｍｏｌ／Ｌ异丙基βＤ硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ），３７℃ 诱导４

ｈ。４℃１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收集菌体，按照ｐＥＴ系统操

作手册，加入Ｂ缓冲液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸钠，３００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，

８ｍｏｌ／Ｌ尿素，ｐＨ７．０）将菌体重悬，加入蛋白酶抑制剂（购买

自罗氏公司）后低温高压破碎，４℃１６０００×ｇ离心２０ｍｉｎ，收

集沉淀，再用Ｂ缓冲液重悬沉淀，０．４５ｎｍ滤膜过滤后的溶液

与镍离子金属螫合树脂４℃结合２ｈ，然后用５倍柱体积的漂

洗缓冲液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸钠，３００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１５ｍｍｏｌ／Ｌ

咪唑，８ｍｏｌ／Ｌ尿素，ｐＨ７．０）洗脱杂蛋白，最后用洗脱缓冲液

（５０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸钠，３００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２００ｍｍｏｌ／Ｌ 咪唑，８

ｍｏｌ／Ｌ尿素，ｐＨ７．０）洗脱目的蛋白
［４］，收集洗脱液做好标记。
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从每一个洗脱液收集管中取２０μＬ洗脱液用１５％十二烷基硫

酸钠聚丙烯酰胺凝胶（ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳鉴定纯化后蛋白

纯度。

１．３．３　免疫印迹检测　将ＳＤＳＰＡＧＥ胶上的蛋白通过半干

转膜仪转至甲醇处理过的ＰＶＤＦ膜上，用脱脂牛奶室温封闭１

ｈ（５ｍｇ／ｍＬ脱脂牛奶溶解在ＰＢＳ溶液中），然后用抗Ｈｉｓ标

志的鼠抗孵育２ｈ（用封闭液１∶５０００稀释抗体），ＴＢＳＴ洗膜５

ｍｉｎ×３次，再用羊抗鼠的辣根过氧化酶孵育１ｈ（用封闭液１∶

３０００稀释抗体），ＴＢＳＴ洗膜５ｍｉｎ×３次，通过化学发光显色

验证结果［５］。

１．３．４　３Ａ相互作用蛋白的筛选

１．３．４．１　噬菌体滴度测定　将大肠杆菌ＢＬＴ５６１５接种至含

羧苄西林的ＬＢ培养基中，３７℃培养至ＯＤ为０．４～０．６，加入

终浓度为１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导３０ｍｉｎ。溶解的半固体培养基

（含有０．７％琼脂粉的ＬＢ培养基）以每管３ｍＬ分装作为顶层

培养基备用。将待测噬菌体悬液用新鲜ＬＢ培养基作１０倍梯

度稀释，取 １０μＬ 稀释的噬菌液加入 ２００μＬ 处于中期

ＢＬＴ５６１５菌液中，室温培养５ｍｉｎ后加入至顶层培养基中并混

匀，再将其混合液倒入固体培养基上，凝固后３７ ℃过夜培

养［６］。通过统计空斑数目来计算文库滴度。

１．３．４．２　筛选相互作用蛋白　（１）ＥＬＩＳＡ板包被。包被的蛋

白分为３种浓度：５０、１００、１５０μｇ／ｍＬ，每种浓度做３组平行实

验。取１００μＬ３Ａ纯化蛋白包被ＥＬＩＳＡ板（蛋白溶解于ＴＢＳ

溶液中），置于湿盒中４ ℃过夜结合。（２）洗脱。用０．１％

ＴＢＳＴ（ＴＢＳ＋０．１％吐温２０）洗板１０次，倒扣将板中溶液除净，

加入封闭液（５ｍｇ／ｍＬ脱脂牛奶溶解于 ＴＢＳ）４℃培养１ｈ。

ＴＢＳＴ洗板６次。取１０μＬ原始文库用１００μＬ脱脂牛奶

ＴＢＳＴ溶液稀释，再将其加入到ＥＬＩＳＡ包被板中，室温培养１

ｈ。ＴＢＳＴ洗板１０次除去未结合的噬菌体，再向板中加入洗脱

缓冲液（１％ＳＤＳｐＨ７．０），室温培养７ｍｉｎ，用以洗脱结合的噬

菌体。取１０μＬ洗脱噬菌体直接测定滴度，另外取１０μＬ洗脱

噬菌体加入５ｍＬＢＬＴ５６１５细菌的培养液中扩增，３７℃摇床

培养至细菌裂解，８０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，将上清转移至干净ＥＰ

管中，加入１０％体积甘油混匀４℃保存，以备下一轮筛选。每

轮筛选后均作噬菌体斑分析。重复４轮以上的过程
［７］。

１．３．５　噬菌斑的扩增　挑取第４轮筛选后噬菌斑于１００μＬ

噬菌体裂解液（１０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，ｐＨ８．０）中．涡旋混匀，６５℃

加热１０ｍｉｎ，室温冷却后１４０００ｇ离心３ｍｉｎ。取１～２μＬ噬

菌体裂解液作为模板，以 Ｔ７噬菌体特异性引物进行ＰＣＲ扩

增。ＰＣＲ反应体系：１μＬ模板；２．５μＬＴａｑｂｕｆｆｅｒ；０．５μＬＴ７

上游引物；０．５μＬＴ７下游引物；０．５μＬｄＮＴＰｓ；１μＬＴａｑＤＮＡ

聚合酶；双蒸水定容至２５μＬ。上游引物：５′ＧＧＡＧＣＴＧＴＣ

ＧＴＡＴＴＣＣＡＧＴＣ３′；下游引物：５′ＡＡＣＣＣＣＴＣＡ ＡＧＡ

ＣＣＣＧＴＴＴＡ３′。ＰＣＲ反应程序：９４℃４ｍｉｎ；９４℃５０ｓ，

５０℃１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，循环３５次；７２℃延伸６ｍｉｎ。１％琼

脂糖凝胶电泳鉴定扩增结果［８］。

１．３．６　序列比对及同源性分析　将ＰＣＲ产物送上海桑尼公

司测序，利用ＮＣＢＩ生物信息学数据库对相互作用蛋白的核酸

和对应的氨基酸序列进行分析。

２　结　　果

２．１　３Ａ融合表达及纯化　用ＩＰＴＧ３７℃诱导４ｈ，收集菌体

低温高压破碎。将破碎离心后的沉淀用Ｂ缓冲液重悬过滤后

与Ｎｉ柱结合，逐步用不同浓度梯度的缓冲液纯化。其中目的

蛋白洗脱液进行１５％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，结果如图１所示，在相

对分子质量１０×１０３ 左右出现一条单一条带，其大小与大小结

果一致。表明纯化获得３Ａ纯度较高。

　　Ｍ：蛋白质标记；１：纯化后ｐＥＴ２８ａ（＋）３Ａ蛋白。

图１　　１５％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳考马斯亮蓝染色图谱

２．２　免疫印迹法检测纯化的融合蛋白　ｐＥＴ２８ａ（＋）３Ａ经

ＮｉＮＴＡ亲和纯化后，用 Ｈｉｓ标志的鼠抗作为一抗，辣根过氧

化物酶羊抗鼠ＩｇＧ作为二抗，进行免疫印迹法检测，ＰＶＤＦ膜

在ＡＥＣ溶液中显色。结果见图２，在１０×１０３ 左右处有目的条

带，与图１结果一致，表明纯化的蛋白为含 Ｈｉｓ标签的目的

蛋白。

　　Ｍ：蛋白质标志；１：为ｐＥＴ２８ａ（＋）空载质粒对照；２：为ｐＥＴ２８ａ

（＋）３Ａ重组质粒未诱导；３：纯化后的３Ａ蛋白样。

图２　　免疫印迹法检测纯化的融合蛋白图谱

２．３　筛选人肝ｃＤＮＡ文库中３Ａ相互作用蛋白　为了获得与

３Ａ相互作用蛋白，本实验所用的 Ｔ７噬菌体原始文库包含

４．８×１０１７个克隆，通过４轮“结合洗脱扩增”过程，文库滴度

经历了先下降在升高并趋于稳定过程，当文库滴度趋于稳定

时，说明噬菌体结合能力已经到饱和状态，与３Ａ蛋白特异性

结合的噬菌体得到了富集。筛选结果见表１。

表１　　４轮Ｔ７噬菌体筛选投入量和产出量的结果（ｐｆｕ／ｍＬ）

筛选轮次 投入量 产出量 投入／产出

１ ４．８０×１０１７ ３．５４×１０９ １．３６×１０８

２ ２．６０×１０１７ １．９２×１０１１ １．３５×１０６

３ ４．８０×１０１７ ５．７２×１０１２ ８．３９×１０４

４ ３．６８×１０１７ ４．９６×１０１２ ７．４２×１０４

　　Ｍ为ＤＮＡ标记物；１～２４：噬菌斑裂解液ＰＣＲ扩增产物。

图３　　噬菌斑裂解液ＰＣＲ扩增结果

２．４　目的基因ＰＣＲ扩增　经过４轮筛选，从第四轮的平板上

·０３１２· 国际检验医学杂志２０１４年８月第３５卷第１６期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｕｇｕｓｔ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１６



中随机挑取３７个噬菌斑至噬菌体裂解液中，裂解充分后以Ｔ７

噬菌体引物进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ产物采用１％琼脂糖凝胶进

行电泳鉴定，见图３。

２．５　序列比对及同源性分析　将图３中的ＰＣＲ产物分为６

类，每一类中选取一个样品送桑尼公司测序。测序结果在ＮＣ

ＢＩ的基因数据库中进行同源序列比对，发现了２种同源性为

１００％的蛋白序列。

３　讨　　论

Ｔ７噬菌体表面展示技术。它是研究蛋白质间相互作用的

一种有效手段，此技术将基因型和表型联系在一起，可以通过

蛋白的相互作用来分离和鉴定出表达有目标蛋白的噬菌体重

组子，并且获取到编码目标蛋白的核苷酸序列。本研究中通过

测序分析３８个筛选到的克隆，经基因数据库进行同源序列比

对，得到了２个同源性１００％的蛋白序列。

这两个同源性１００％的蛋白种类：（１）ＰＲＬ２７Ａ编码核糖

体蛋白Ｌ２７ａ（ＲＰＬ２７ａ），是高度保守的胞质核糖体蛋白。在直

肠癌中，核糖体蛋白有异常表达，另外，核糖体蛋白表达的下调

同样也与造血细胞的分化、白血病细胞的凋亡相关［９］。提示

ＲＰＬ２７ａ对调节基因的表达具有特异作用并且与细胞增殖相

关［１０］。（２）ＡＴＰｓｙｎｔｈａｓｅＦ０ｓｕｂｕｎｉｔ６ＡＴＰ合成酶存在于所

有机体中，其包括两个部分：Ｆ１可溶性球状体，复制催化。Ｆ０

膜结合的质子通道。之前，ＡＴＰ合成酶被认为只定位于线粒

体内膜，细菌细胞质膜以及叶绿体内囊体膜上，用于合成ＡＴＰ

或者产生质子。但是目前新的实验研究表明ＡＴＰ合成酶存在

于多种动物细胞表明并作为多种配体的受体参与到多种细胞

过程中，如脂代谢、ｐＨ 调节以及肿瘤细胞的溶解。除此之外

还与一些疾病相关，如亚急性坏死性脑脊髓病，一种神经性疾

病，是由于ＡＴＰ合成酶损伤导致。另外，在阿尔茨海默病和早

衰痴呆症患者中发现其线粒体中的ＡＴＰ合成酶存在缺陷
［１１］。

３Ａ蛋白与ＡＴＰ合成酶相互作用，说明３Ａ蛋白可能在细胞中

充当受体的作用，在ＥＶ７１感染人体后产生多种神经性疾病起

着重要作用［９］。

研究表明３Ａ在病毒复制时与细胞内膜结构相互作用
［１２］，

这是病毒ＲＮＡ复制的一个前提。为了更进一步了解ＥＶ７１的

感染及复制过程机制。本研究表达并纯化了３Ａ蛋白，采用

Ｔ７噬菌体展示技术，以ＥＶ７１３Ａ亲水蛋白为靶蛋白，筛选了

人肝细胞ｃＤＮＡ文库，得到多个可能与３Ａ亲水蛋白相互作用

的蛋白，通过对相互作用蛋白功能的分析，可以进一步推测出

３Ａ在细胞内可能的作用位点。为进一步研究人肠道病毒的致

病机制及疫苗的研究奠定了基础。
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及检测试剂制备的候选特异性片段备选，有待进一步研究。
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ｆｉｄｅｂｏｎｄｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍｏｆＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ［Ｊ］．Ｓｃｉ

ｅｎｃｅ，１９９３，２６２（５１４０）：１７４４１７４７．

［１１］ＷｕＴＣ，ＷａｎｇＹＦ，ＬｅｅＹＰ，ｅｔａｌ．Ｉｍｍｕｎｉｔｙｔｏａｖｉｒｕｌｅｎｔｅｎｔｅｒｏｖｉｒ

ｕｓ７１ａｎｄｃｏｘｓａｃｋｉｅＡ１６ｖｉｒｕｓｐｒｏｔｅｃｔｓａｇａｉｎｓｔｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ７１ｉｎ

ｆｅｃｔｉｏｎｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．ＪＶｉｒｏｌ，２００７，８１（１９）：１０３１０１０３１５．

（收稿日期：２０１４０２２４）

·１３１２·国际检验医学杂志２０１４年８月第３５卷第１６期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｕｇｕｓｔ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１６


