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用噬菌体肽库筛选SARS病原体的
模拟抗原表位

昊万敏王晓娟朱慧芬沈关o

·实验研究·

【摘要】 目的 筛选sARs病原体的模拟抗原表位。方法 以混合sARs患者恢复期血清Ig作

为筛选分子，从噬菌体肽库中筛选出能与患者血清Ig结合的模拟抗原表位，并研究其抗原特性。

结果得到2个能与sARs患者恢复期血清Ig特异性结合的阳性克隆；DNA测序结果显示这2个模

拟抗原表位与sARs抗原无同源性。结论用噬菌体肽库成功筛选得到sARs的模拟表位，为开展

用sARs模拟抗原表位探索sARs的防治研究创造了条件。
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【Abstract】 Obj∞tive To screen the severe acute resplratory syndromes(sARs)mimotopes wLth

random ph89e peptlde library and to investigate tI砣ir immu“ogenicity Methods U《“g SARS sera as

sdectlve瑚olecuIe，a 12 mer phage peptide libmry was biopanned and positiVe cl呻es∞ntainlng the mimlc

epitopes were sdected The．mmuno-characte^ation of the epitopes were then investigated R姻ults 2

positive cl。nes that having spec讯c amni‘y to SARS se髓were 0btained The DNA sequencing data showed

no honlology between the sequences of the deduced amirlo acid d the two mimic antlge“peptides and the

sequence 0f sARS co吣l璐i蚰 sARs minlotopes were obtained by phage peptide 1ibrary screening．Thi8

nlethod might prdvide a new approach for SARS therapy and vaccine devd印ment
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严重急性呼吸综合征(sARs)2003年在我国及

全世界33个国家流行，该病目前尚无理想的诊断和

防治手段。根据免疫应答的理论基础，病原微生物

进入机体后，可诱导机体产生抗病原微生物的特异

性抗体，抗原依靠其表位与相应抗体发生特异结合

而发生体液免疫。通过噬菌体肽库筛选能与抗

sARs病毒的抗体特异结合的sARs病原体的抗原

表位，在体外可与sARs患者血清中IgM(IgG)类抗

体特异性结合，可以与佐剂联合使用作为SARS病

毒抗原诱导机体产生抗sARs病毒的细胞免疫应答
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和体液免疫应答，此特性使其可作为疫苗进行特异

性主动免疫预防。本研究用&tRs患者恢复期血清

筛选噬菌体肽库，同时用正常人血清做负筛选，获得

sARs病原体的2个模拟抗原表位。

材料与方法

1．材料：噬菌体随机12肽库购于New England

Biolabs公司，受体菌为E．∞“ER2537；辣根过氧化

物酶(HRP)标记的鼠抗M13单克隆抗体购自

Pharmacia公司；昆明小鼠6只，由华中科技大学同

济医学院动物中心提供。

2标本来源：27例sARs患者恢复期血清来源

于内蒙古医学院附属医院及内蒙古sARs救治中

心；27名正常人血清来源于内蒙古医学院附属医院

健康体检者。

3．方法：

(1)肽库筛选：分别以混合sARs患者血清Ig
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和混合正常人血清Ig 10 pg／ml包被进口细胞培养

板，4℃冰箱过夜，PBs洗板3次，以含2％BsA的

PBs(MPBs)37℃封闭2 h。先在含sARs患者血清

Ig培养板中加肽库噬菌体1 pl，37℃放置30 min，室

温1．5 h，用含0．05％Tween一20的PBs(PBsT)洗板

10次，三乙胺洗脱，加Tri}Hcl快速中和，吸取洗脱

液加入含正常人Ig的培养板中，室温放置2 h，用

LB培养基将E∞“ER2537的过夜培养液1：20稀

释，将噬菌体液接种到20 ml上述稀释后的细菌培养

物中，37℃振荡培养4．5 h，4℃5000 r／min离心

15 min，上清转移至另一个离心管中，加入3 ml聚乙

二醇(PEG)／NaCl(20％PEG 8000，2．5 movL Nacl)

沉淀过夜。4℃10 000 r／min离心25min，用1ml

TBs重悬沉淀，将噬菌体悬浮液离心30 s，上清用

170”l PEG／Nacl重新沉淀60min，4℃10 000

“min离心15min，用200“l TBs重悬沉淀，4℃

10 000 r／min离心l min，4℃保存上清，滴定洗脱液

中噬菌体的数量。按上述步骤再淘洗4次。第5次

淘洗噬菌体感染E．∞zi ER2537后铺制LB／IPTG／

x—gal平板，随机挑取20个噬斑，分别接种于1：100

稀释的E捌i ER2537的过夜培养液中，37℃振摇

4．5 h，12 000 r／min离心2 min，收集上清噬菌体液，

加入1／5 PEG／Nacl沉淀噬菌体，16 000 r／min离心

30 min，沉淀物重悬于200肚1 TBs(0．02％NaN，)，

离心1 min，沉淀任何残余的不溶物，上清进行检测、

鉴定。

(2)单克隆噬菌体酶联免疫吸附试验(ELIsA)

检测：分别以终浓度为50 p1／ml的sARs和正常人Ig

100“l包被96孔酶标板，4℃过夜，次日用PBs洗3

次，加入含8％脱脂奶粉的PBs 4℃封闭2 h，弃去封

闭液，直接加第5轮筛选后经PEG／Nacl沉淀浓缩

的单克隆噬菌体，每7L100“l，4℃放置1．5 h，PBsT

洗6次，加入1：500 HRP标记的鼠抗M13单抗，每

孔100“l，37℃1．5 h，PBsT洗6次，TMB显色，测

定其吸光度(A；，：)。

(3)DNA序列测定：将ELIsA检测结果阳性的

6株噬菌体克隆分别取1000“l上清，加400 m PEG／

Nacl，4℃静置10 min，lO 000 r／min离心10 min，将

沉淀溶于100 pl碘缓冲液中，加入250 p1无水乙醇，

4℃静置10 min，10 000 r／min离心10 min，将沉淀溶

于30”l超纯水中。所提的噬菌体单链DNA送上海

博亚生物工程有限公司测序。

(4)sARs模拟抗原表位的免疫原性分析：每种

905

表位取10”pfu的阳性噬菌体与完全福氏佐剂混合

免疫6只昆明小鼠，2周后用不完全福氏佐剂和噬

菌体加强免疫1次，第5周眶静脉采血分离血清。

将含有两种表位的阳性噬菌体进行12％的sDs．

PAGE电泳，转膜，分别加入100“l免疫鼠血清、

sARs患者血清、正常人血清在4℃下结合过夜，用

含O．1％Tween一20的PBS洗脱，加入HRP标记的

抗人IgG，TMB显色。

结 果

1．噬菌体阳性克隆的获得：用SARs患者血清

包被酶标板筛选12肽噬菌体肽库，同时用正常人血

清进行负筛选，对洗脱后可能含有抗原表位的噬菌

体进行5轮重复扩增筛选，第5轮筛选得到的噬菌

体经铺含IPTG／x—gal的LB平板，37℃生长过夜后

长出的噬菌斑全为蓝色阳性重组斑，随机挑选其中

20个独立的阳性斑作进一步分析。

2．单克隆ELISA测定：经5轮筛选后，随机挑

选20个噬斑，其中有6个单克隆菌落与sARs血清

Ig结合，其中2个(3号和4号)ELIsA测定的平均

A值明显高于与正常人Ig结合的A值(图1)。

克隆

图1 6个单克隆菌落与Ig结合ELIsA检测结果

3．测序结果：通过测序，我们发现第3号克隆和

4号克隆的插入序列相同，而其他4个克隆序列也

相同，即ELIsA结果阳性的6个克隆中实际包含有

两种抗原表位，根据DNA序列演绎的氨基酸序列

如下：SG—v—P—A—L—P—I—S—K—M—C—v—A_R和L—I—R—

S_P—L．P—Q．G．v—L—G．N—w—A。将这两种序列与

跏ts的氨基酸序列相比较，未发现有同源性，说明
这两种抗原表位可能为sARs抗原空间构型的模拟

表位。

4免疫原性分析结果：将两种含模拟表位的阳

性噬菌体进行sD孓PAGE电泳，蛋白条带转移至硝

酸纤维素膜上，分别用免疫鼠血清、SARs患者血
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清、正常人血清进行识别，结果发现两种抗原表位既

可识别sARs患者血清又能识别免疫鼠血清，均在

同一位置处出现条带(相对分子质量20×103与

43×103之间)，而正常血清未出现此条带，表明免

疫血清中含有针对sARs的抗体存在(图2)。

1 2 3 1 2 3

97×103

66×103

43×103

1蛋白质分子量标志物；2模拟表位l；3模拟表位2

A sARs患者血清；B模拟表位免疫鼠虹清；c正常^血清

图2 w髓忙rn b10t分析结果

讨 论

病原体的蛋白质抗原表位分析既是研究抗原分

子的结构和功能、抗原．抗体反应机制的基础，叉可

为多肽疫苗研制、药物筛选以及特异血清学诊断方

法的建立提供重要的线索和依据“1。多肽分子文库

技术的建立与完善为研究抗原表位提供了有效的工

具，多肽文库中应用最为广泛的是噬菌体肽库。噬

菌体展示肽库技术高库容、高效、方便、灵活等特点

使其在蛋白抗原表位的研究中占有重要地位。从随

机肽库中可以直接筛选出能和抗体结合的表位，这

些表位既可以是线性表位，也可以是模拟的构象型

表位，而且这种方法不必预先确定蛋白质的氨基酸

序列，因此在抗原与抗体相互识别的研究、新型疫苗

的研制以及药物的开发等方面具有广泛应用前景。

目前，国外学者已成功地筛选到不连续的与原始抗

原没有同源性的甲肝病毒(HAv)”o、乙肝病毒

(HBv)”1、人类免疫缺陷病毒(HIV)”1的模拟表位

序列，这些序列均具有很强的免疫原性，不需添加任

何佐剂，所激发的抗体既能识别模拟表位抗原也能

识别原始抗原。除此之外，这些模拟表位抗原可以

避免完整抗原的毒性作用，并可以避免产生不需要

的非中和抗体，因此该技术是目前研究sARs未知

表位序列的最佳选择之一。

在本实验中，ELIsA及westem blot实验结果

显示，我们得到的两个噬菌体克隆与sARs患者血

清具有较强的结合活性和特异性，而且发现两种抗

原表位既可识别sARs患者血清又能识别免疫鼠血

清，却不能识别正常血清，表明免疫血清中含有针对

sARs的抗体存在，这充分说明噬菌体克隆所递呈

的氨基酸序列为sARs的抗原模拟表位。如能利用

噬菌体肽库筛选的模拟抗原表位建立高敏感性和特

异性的sARs病毒抗体间接ELIsA检测试剂盒。不

仅可以避免灭括过程中可能出现的风险，而且可以

排除使用灭活sARs病毒全抗原时与其他冠状病毒

可能出现的交叉反应，在血清流行病学监测方面有

着广泛的应用前景，对于sARs的实验室确诊和

sARs疫情控制具有重要的实际应用价值，同时也

为今后sARs病毒疫苗研究提供了有力的实验手段

和科学基础。

参考文献

1 Cm JH，Kr“egeru，H一·Bru陆D．et al_onh咖plc【ransplaⅡt栅
rnod￡l甜h⋯n g砌1mest】ml⋯⋯d d删1。兀of mi⋯tas
t—worH J GanrommI．2001，7：38l 386

2黄小琴，练幼辉，王庆龄，等甲型肝盎减毒活疫苗H 2株在狨猴

体内传代的实验中华预防医学杂志，1997，31 260—262

3 waIlg FS，X1tlg LH，LiuMX，d d Dy5func㈣f pe“phenIbI∞d

d眦d血1c cdls from PatI erIb wlth ch咄lK hepatItls B⋯lnkct啪
wodd】G踮t—t町。l，20毗，7-537{41

4 scda G，chen X，Lm w Sel删f H1V—speclf⋯⋯genic
epLtq’cs by⋯nl。《船ndom peptlde llbr⋯”lth HlV·1 posItlvo

—J I⋯I，t999，162 6155 616l

(收稿日期：2004-ll—19)

(本文编辑：孙强正)

 


