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用 T7 噬菌体展示筛选系统筛选与 p38 相结合的蛋白
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摘要院目的 用 T7 噬菌体筛选系统筛选与重要信号分子 p38 MAPK 结合的蛋白遥方法 以 p38 MAPK 为靶蛋白袁分别用

不同的介质渊ELISA 平板和 Ni-NTA 亲和树脂冤筛选 T7 人肝和人肺 cDNA 文库遥结果 选择 86 个第 4 轮筛选后的洗脱

噬菌体单个噬斑克隆袁经 EDTA 处理后利用特异性 PCR 引物扩增插入片断袁回收 PCR 产物并进行测序袁将所得到的序

列用 BLAST 软件搜索 GenBank 中的同源序列袁得到了 46 个编码蛋白的序列遥结论 T7 噬菌体展示筛选系统筛选新的

结合蛋白简单尧快速尧有效遥
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Screening and identification of proteins interacting with p38 MAP kinase via T7 phage-display
screening system
LI Zhi-jie, LIU Jing-hua, GONG Xiao-wei, QIN Qing-he, HUANG Hao, DENG Peng, WANG Jing-zhen, ZHAO
Shan-chao, SUN Xue-guang, LIU Ya-wei, ZHAO Ke-shen, JIANG Yong
Department of Pathophysiology and Key Laboratory of Shock and Microcirculation of PLA, First Military Medical
University, Guangzhou 510515, China

Abstract: Objective To screen and identify proteins that interact with p38 mitogen-activated protein (MAP) kinases by means
of T7 phage-display screening system. Method His-tagged fusion protein of p38 MAP kinase was used to coat a 96-well ELISA
plate and Ni-NTA resin, which served as the media for screening human lung and liver T7 phage cDNA libraries. Results Af-
ter 4 rounds of biopanning, 86 independent plaques were selected and processed by EDTA. The inserted gene fragments from
these plaques were amplified by PCR, the products purified by a gel recovery method. The sequences of the insertions were i-
dentified and analyzed with BLAST program in GenBank. Forty-six clones were found to encode proteins. Conclusion T7
phage-display screening system is convenient, rapid and effective for screening the P38 MAP kinase-binding proteins.
Key words: proteins; interaction; screening; T7 phage display; human genome project

噬菌体展示技术是寻找与靶蛋白 渊已知蛋白冤有
结合关系的多肽或蛋白的有效方法遥其原理是以靶蛋
白为诱饵袁通过结合－洗脱－扩增 3 个步骤袁筛选噬
菌体 cDNA 文库袁获得与靶蛋白结合的多肽或蛋白遥

T7 噬菌体筛选系统可简单尧快速地筛选出相当
长度的多肽或蛋白质袁本研究利用 T7 噬菌体展示筛
选系统袁以丝裂原活化蛋白激酶渊MAPK冤信号转导通
路中的 p38 作为靶蛋白袁筛选了与其有结合关系的多
肽或蛋白袁并对获得的结果和筛选方法进行了初步探
讨遥

1 材料和方法
1.1 材料
1.1.1 主要仪器及试剂 PCR 仪 渊德国 Biometra 公
司冤尧ABI 310 型 DNA 测序仪 渊美国 PE 公司冤尧微量
DNA/RNA 定量仪渊瑞典 Pharmacia 公司冤尧低温离心
机渊美国 Beckman 公司冤遥

DNA 纯化回收试剂盒 渊Vitagene 公司冤尧PolyA
Tract System 1000 mRNA 提取试剂盒渊美国 Promega
公司冤尧T7select 10-3 OrientExpress cDNA 文库构建试
剂盒 渊Novagen 公司冤尧LB 培养基 渊Gibco冤尧异丙基
-茁-D- 硫代半乳糖苷 (IPTG袁华运公司进口分装冤尧
Ni-NTA 亲和树脂 渊Qiagen 公司冤尧ELISA 板渊Corning
公司冤尧引物合成渊上海申友生物技术公司冤尧羧苄青霉
素渊Novagen 公司冤尧100 bp DNA ladder渊NEB 公司冤遥
其它试剂均为国产分析纯或试剂盒附带遥
1.1.2 人肝组织和人肺文库 人肝组织来自肝胆结石
左半肝切除手术患者曰T7 人肺 cDNA 文库购自 No-
vagen 公司袁包含有 3.1伊107 个独立克隆袁并附带宿主
菌 BLT5615遥
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Rounds Input Output Input-output ratio

1 1.2伊1012 5.6伊105 2.1伊106

2 8.2伊1011 1.1伊107 7.5伊104

3 2.2伊1012 2.2伊107 1.0伊105

4 1.7伊1012 2.5伊107 6.8伊104

表 1 不同轮次 p38 包被平板筛选时噬菌体的投入

量和产出量渊pfu/ml冤
Tab.1 Phage input and output of different rounds

of biopanning with p38-coated plate (pfu/ml)

Rounds Input Output Input-output ratio

1 2.2伊1012 1.7伊107 1.3伊105

2 6.5伊1012 2.4伊108 2.7伊104

3 3.2伊1012 3.7伊108 8.7伊103

4 5.4伊1012 3.5伊108 1.5伊104

表 2 不同轮次 p38 蛋白亲和树脂筛选时噬菌体的
投入量和产出量渊pfu/ml冤

Tab.2 Phage input and output of different rounds
of biopanning with p38 Ni-NTA resin (pfu/ml)

1.2 方法
1.2.1 T7 载体 / 人肝 cDNA 文库的构建
1.2.1.1 mRNA 的分离 用试剂盒 PolyATtract System
1000 提取人肝组织 渊来源于肝胆结石部分肝切除的
肝组织冤mRNA遥具体步骤详见操作手册遥
1.2.1.2 T7 人肝 cDNA 文库的构建 按照 Novagen 公
司 T7Select10-3 OrientExpress cDNA 文库构建试剂
盒说明书进行遥最后获得了 5伊106 个独立克隆的 T7
人肝 cDNA 文库遥
1.2.2 准备靶蛋白 p38
1.2.2.1 酶标板的包被 dH2O 洗酶标板数次袁用 dH2O
或 TBS 稀释靶蛋白 p38渊1~10 mg/ml冤遥将稀释的 p38
或 S 蛋白渊对照冤加入酶标板孔中袁100 ml/ 孔遥室温
3~4 h 或 4 益过夜遥用 300 ml 1伊TBS 或 dH2O 洗 3 次遥
加入 5%封闭液袁200 ml/ 孔袁室温 1 h 或 4 益过夜遥用
dH2O 洗板 4 次袁加入 dH2O 200 ml/ 孔袁盖板袁4 益储
存备用遥
1.2.2.2 靶蛋白亲和树脂的准备 将带有 6伊His-Tag
的靶蛋白 p38 与 Ni-NTA 树脂结合袁用 5%脱脂奶粉
封闭过夜备用遥
1.2.3 筛选和扩增噬菌体
1.2.3.1 筛选 取 BLT5615 在 50 ml LB 培养基中培
养袁直到 D600=0.5~0.6袁备用遥根据已扩增文库的滴度和
期望筛选的噬菌体数目计算第一轮筛选所需的噬菌
体裂解体的体积遥根据计算的结果将噬菌体裂解体加
入已包被的板中或结合靶蛋白的 Ni 亲和树脂中遥在
室温下放置 30 min 或 4 益过夜遥用 1伊TBST 洗板 5次遥
1.2.3.2 洗脱 加入 200 ml T7 洗脱缓冲液袁室温放置
10~20 min遥将洗脱的噬菌体转移到 15 ml 消毒管中遥
1.2.3.3 扩增 取 250 ml 洗脱噬菌体加入到 50 ml 新
培养的菌液中袁37 益摇菌袁直到细菌裂解渊1~3 h冤遥将
裂解的菌液转移到一干净的 50 ml 离新管中袁8 000 g伊
10 min遥再将上清转移到另一干净的管中袁4 益储存袁
为下一步生物筛选做准备遥如此反复袁结合－洗脱－

扩增袁通过 3~4 轮筛选直到洗脱的噬菌体滴度稳定在
一定数量级袁铺板袁挑取单个噬菌斑遥
1.2.4 测序及其数据分析 用吸头挑取单个噬菌斑的
顶层琼脂放入一个含 100 ml 10 mmol/L EDTA渊pH 8.0冤
的试管中遥短暂混悬袁65 益加热 10 min遥室温冷却袁
14 000伊g 离心 3 min袁取 1~2 ml 作为模板进行 PCR
反应遥PCR 扩增的上游引物为 5'-GGAGCTGTCG-
TATTCCAGT-3'曰下游引物为 5'-TTGGGGAGTTCTG
GGCAAAT-3'遥用 ExTaq 聚合酶进行 PCR 反应渊95 益尧
15 s袁50 益尧15 s袁72 益尧60 s袁共 35 个循环袁72 益延伸
10 分钟冤遥扩增完成后袁用 1%琼脂糖电泳检查反应产
物袁回收 PCR 产物袁用 T7 Up 引物进行测序分析遥将

获得的序列在美国国立卫生研究院 渊NIH冤的 Gen-
Bank 数据库中进行同源序列比较遥

2 结果
2.1 生物筛选
2.1.1 以不同介质筛选 T7 人肝 cDNA 文库的结果

平板筛选时袁经过 4 轮的生物筛选袁第 2 至 4 轮
洗脱的噬菌体量均达到 1伊107 pfu/ml遥噬菌体的投入
和洗脱数量及富集情况见表 1遥可以看出袁随着筛选
次数增加袁投入产出比例趋于稳定袁表明筛选已接近
饱和状态袁绝大部分噬菌体克隆可与靶蛋白 p38 发生
相互作用遥

用靶蛋白亲和树脂渊100 ml冤进行筛选时袁经过 4
轮的生物筛选袁第 2 至 4 轮洗脱的噬菌体量均达到
108 pfu/ml渊表 2冤遥

2.1.2 筛选 T7 人肺 cDNA 文库的结果 筛选 T7 人
肺 cDNA 文库的过程同筛选 T7 人肝 cDNA 文库曰噬
菌体的投入和洗脱数量及富集情况二者相比无显著
差异渊数据未列出冤遥
2.2 测序结果分析

我们使用上述两种不同介质尧以 p38 蛋白为诱饵
分别筛选了人肝和人肺 cDNA 文库袁一共选择了 86
个第 4 轮筛选后的洗脱噬菌体单个噬斑克隆袁经 ED-
TA 处理后利用特异性 PCR 引物扩增插入片断袁得到
的片断大小在 200 bp~1 000 bp 之间渊图 1冤袁以 1%琼
脂糖电泳后回收 PCR 产物袁进行测序遥将所得到的序
列用 BLAST 软件搜索 GenBank 中的同源序列袁得到
了 46 个编码蛋白的序列遥
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图 1 应用 4 轮筛选后的噬菌斑为模板袁PCR

扩增后的电泳结果

Fig.1 Results of PCR amplification of the
plaques after 4 rounds of biopanning
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3 讨论
随着破译生命密码的人类基因组计划的完成袁一

个以揭示蛋白质结构与功能为研究重点的后基因组
时代已经到来遥蛋白质的结构决定蛋白质的功能袁而
蛋白质功能的发挥在很大程度上依赖于蛋白质之间
的相互作用遥建立高效尧快速的方法检测蛋白质间的
相互作用已成为迫在眉睫的任务遥酵母双杂交和噬菌
体展示技术是目前用于研究蛋白质间相互作用的主
要筛选方法咱1暂遥与酵母双杂交相比袁噬菌体展示筛选系
统在筛选新的作用蛋白时更为简单尧高通量袁更适合
于不能用酵母双杂交研究的膜蛋白和转录因子咱2,3暂遥
以往的噬菌体展示载体多以 M13 为载体袁仅能展示
长度为 20 个氨基酸残基以内的寡肽或多肽袁不能用
于展示结构复杂的蛋白质咱4,5暂遥最近袁由 Novagen 公司
构建的 T7 噬菌体载体是将外源基因序列插入到编
码 T7 噬菌体包膜蛋白基因中袁插入片断长度在
300~3 000 bp 之间袁所表达的多肽或蛋白以与噬菌体
包膜蛋白融合的形式展示在噬菌体表面袁大小在
50~1200 个氨基酸遥T7 噬菌体展示文库可以展示相
当部分表达的蛋白质袁甚至可以保持蛋白一定的构
象遥因此袁该系统最大程度地再现了细胞内的真实情
况袁所筛选出的结合蛋白与自然状态较为接近遥另外袁
由于 T7 噬菌体生长速度快袁整个筛选过程可在 1~3
天内完成遥我们用 p38 MAPK 分别筛选了 T7 人肝和
人肺 cDNA 文库袁测序分析了 86 个筛选到的克隆袁
得到了 46 个编码蛋白的序列遥在这些蛋白中有激酶尧
转录因子尧细胞骨架相关蛋白和离子通道相关蛋白
等遥这提示 p38 可能具有比较复杂的细胞功能遥前期
多项细胞功能研究证明袁如果两个蛋白质相互作用袁
那么它们一般参与相同或相关的细胞活动遥例如袁在
不同筛选条件下多次重复的 B-68 是一个基因转录抑
制因子袁提示 p38 除了通过磷酸化修饰某些转录因子
诱导靶基因表达上调外袁还可能通过与基因转录抑制

因子的相互作用抑制或减少某些基因的表达袁从而有
利于细胞完成应激刺激条件下的特殊功能咱6~8暂遥如果
上述假设能获得证实袁对进一步了解 MAPK 信号转
导通路的复杂功能和调节机制具有重要的意义遥

在筛选噬菌体文库时通常采用聚苯乙烯材料制
成的 ELISA 平板作为固定靶蛋白的介质袁靶蛋白通
过疏水键或共价键结合在平板上袁在结合时靶蛋白可
能需要变形以暴露内部的疏水键遥采用 Ni 2+ 或谷胱
甘肽 S- 转移酶(GST)亲和树脂作为固定靶蛋白的介
质时袁靶蛋白通过 His-Tag 或 GST-Tag 与亲和树脂结
合袁蛋白的结构更接近自然状态遥因此袁我们认为用亲
和树脂作为介质筛选优于平板筛选遥

噬菌体展示筛选系统是用来筛选新的结合蛋白
一个非常简单尧有效的手段遥该技术在蛋白质相互作
用中的成功应用袁有望在人类功能基因组学和蛋白质
组学研究中发挥重要作用遥
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