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【摘* 要】目的：对噬菌体线性 % 肽库进行筛选，得到诱发机

体产生抗 S>0 中和抗体的 S>0 表位肽, 方法：以抗 S>0 抗体为

靶，筛选噬菌体线性 % 肽库，双夹心 0TSQU 鉴定阳性克隆,

结果：0TSQU 鉴定随机挑选的经 ) 轮筛选后所得 +( 个噬菌体

克隆，其中 !’ 个克隆显示与抗 S>0 抗体有较强的结合能力，

序列测定得到氨基酸序列为：CGSCJVT；CGJWTVT；CGXC#
UVH；CGJCXYT, 竞争性 0TSQU 结果显示 + 个序列均能与

S>0 竞争性结合抗 S>0 1UZ，JUR 点杂交结果显示筛选得到的

多肽能与抗 S>0 抗体特异性结合, 结论：经筛选得到的 % 肽

序列具有相似的骨架区，并与 S>0 的 OG) 区高度同源, 初步

验证这些噬菌体展示肽能与抗 S>0 中和抗体特异性结合，为

S>0 相关多肽疫苗的研究提供了依据,
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EF 引言

S>0 是介导!型变态反应的主要介质，1UZ \/3#
]A12Z 可与 S>0 结合，使 S>0 不能附着于肥大细胞，该

抗体已进入治疗哮喘等过敏性疾病的临床试验［!，$］,
这些结果提示，如果发现产生人自身 S>0 中和抗体的

表位肽，不仅可以减少应用 1UZ 的高额费用，同时也

可降低其临床应用的副作用和危险性, 我们利用噬

菌体肽库技术筛选可结合并可诱导机体产生抗 S>0
抗体的寡肽，为研制易于合成、安全低廉的小分子

S>0 拮抗药物提供实验依据,

GF 材料和方法

G, GF 材料F 噬菌体线性 % 肽库（库容 $ ^ !"!9 RHK _
T）、受体菌 0[$%)(、测序引物#&9DE31.E（Y.5 0?>/2?B
P;3T2Z4 公司）；抗人 S>0 1UZ（ 荷兰 Q2?‘A3? 公司）；

IA12? S>0（0a0 公 司）；G[R#抗 J!) 1UZ（U1.E#
4I21 P3;4:3.?:.4 公司）；羊抗小鼠 S>V#G[R（ 中山公

司）；点 杂 交 显 色 系 统（ RE;=;P/;="UR QF4=.1 53=I
Q=2Z4=E2=.，J;A4.，RE;1.>2 公 司 ）；PUTP _ : 小 鼠 +"
只，雄性，体质量 !+ b !’ >（ 第四军医大学实验动物

中心）,
G, HF 方法

!, $, !* 噬菌体七肽库的筛选 * 将 $"" #T 抗人 S>0
1UZ 溶液以每孔 !"" 1> _ T 铺入 &9 孔酶联板，+c轻

摇孵育过夜, 倾去液体，加入封闭液（’ 1> _ T PQU，

", ! 1;/ _ T Y2GO\) DG (, 9）于 +c孵育 ! I, 倾去封

闭液，-PQ-（! 1T _ T -5..?$"，-PQ）洗 9 次；加入噬
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菌体肽库 !"" !#（ 原库按 ! $!"" 用 %&’% 稀释，约含

噬菌体 ( ) !"!* +,- . #），室温轻摇孵育 ( /0 %&’% 洗

!" 次，洗去未结合的噬菌体；加入 !"" !# 洗 脱 液

（"0 ( 123 . # 4356789:;<3，=; (0 (，!" > . # &’?）洗

脱，室温轻摇 @ 178，洗出液体并迅速加入中和液（!
123 . # %A7B:;<3，=; C0 !）；取 ( !# 测滴度，余下的液

体扩增后进行下一轮筛选0 第二轮和第三轮筛选保

持原包被浓度，加入上一轮扩增纯化的噬菌体 !"
!#，洗涤液为 %&’%（* 1# . # %D998(" 78 %&’），E 次筛

选后随机挑选 F@ 个分隔良好的阳性克隆于 !" #$%&
GH(IE@ 进行扩增、纯化，用于噬菌体 G#J’?0
!0 (0 (K 抗人 J>G 结合噬菌体克隆的鉴定K G#J’? 以

抗人 J>G 1?L，抗人 %M,"（ J>4(L）1?L 包被 CN 孔酶

联板（!"" 1> . #，每孔 !"" !#），置于 FO 孵育过夜

后，加入封闭液（* 1> . # &’?，"0 ! 123 . # MP;<QE，

=; @0 N）FO封闭 ( /0 然后每孔加入上步纯化的噬菌

体 ! ) !"C +,-，室温孵育 ( /0 %&’% 洗 N 次后，每孔

加入 ;H+ 标记的小鼠抗 R!E 噬菌体抗体（! $*"""）

!"" !#，室温孵育 ! /0 %&’% 洗 N 次，?&%’ 显色，测

定 ’F"* 81值0 以 ’F"* 81值高于阴性对照 ( 倍以上，且阴

性对照值低于 "0 ! 者为阳性克隆0
!0 (0 EK 噬菌体克隆 SM? 序列测定K 通过对抗人 J>G
1?L 结合噬菌体克隆的鉴定，扩增结合活性高的前

!* 位噬菌体克隆，以 +G4 . MP<3 纯化噬菌体克隆，抽

提送上海生工公司测序0
!0 (0 FK J>G 竞争抑制试验K 取 ! 1> . # 抗人 J>G 1?L
!"" !# . 孔包被酶联板，FO孵育过夜，加入封闭液（*
1> . # &’?，"0 ! 123 . # MP;<QE，=; @0 N）FO封闭 (
/0 然后每孔分别加入不同稀释度的 J>G 标准品 !""
!# . 孔，室温轻摇 !0 * /0 %&’% 洗 N 次后每孔加入噬

菌体 ! ) !"!" +,-，室温轻摇 !0 * /0 最后每孔加入

;H+ 标记的小鼠抗 R!E 噬菌体抗体（! $ *"""）!""
!#，室温孵育 ! /0 %&’% 洗 N 次，?&%’ 显色，测定

’F"* 81值0
!0 (0 *K R?+（1T3U7=39 P8U7>9876 =9=U7V9B）点杂交K 根

据之前的实验结果，选 E 号肽 S;WS?4, 合成八个分

支的 R?+（华辰公司合成）0 取硝酸纤维素膜（M<），

做好加样格并标记0 R?+ 及 /T1P8J>G（阳性对照）分

别以 ! > . # 为起始浓度，!" 倍倍比稀释 * 个梯度后各

取 ( !# 点膜，干燥后加入封闭液（! > . # &’?），室温

震荡封闭 ! /，%&’% 洗 E 次，每次 !" 178，加入抗 J>G
1?L（! > . #，! $*""" 倍稀释），室温 ! /，%&’% 洗 E
次，加入 ! $*" 稀释的羊抗小鼠 J>4:?+，室温轻摇 E"
178，%&’% 及 %&’ 各洗 E 次，点杂交显色系统显色 E
1780

!0 (0 NK 噬菌体免疫小鼠及抗血清的检定K 噬菌体以

* ) !"!* +,- . #，免疫 &?#& . 6 小鼠0 免疫方法为前 E
次分点皮下注射，最后 ! 次腹腔注射0 每次注射总量

为 ! 1#，隔 ( DX 注射 ! 次0 点杂交的方法初步了解

有无抗人 J>G 1?L 的产生，取 @"" !> . # 人 J>G ( !#
点于 M< 膜上，微干后置于 ! > . # &’? 的 %&’% 中浸

泡封闭，室温轻摇 ! /，%&’% 溶液冲洗 E 次后分别加

入用 %&’% !" 倍稀释的抗血清，室温轻摇孵育 ! /0
%&’% 溶液冲洗 E 次，加入 ;H+ 标记的羊抗鼠 J>4

（!$!"""稀释），室温轻摇 E" 178，S?& 显色0

!" 结果

!# $" 噬菌体 % 肽库的筛选和 &’()* 鉴定" 在以抗

人 J>G 1?L 为靶对噬菌体线性 I 肽库进行的 E 轮筛

选中，包被抗人 J>G 1?L 浓度不变，但每一轮噬菌体

的回收率 逐 步 上 升，分 别 为 *0 " ) !" Y@Z，!0 "! )
!" YNZ和 C0 " ) !" YEZ，说明筛选得到的特异性噬菌

体富集效果明显0 将第 E 轮洗脱下来的噬菌体转染

宿主菌 GH(IE@ 并铺板过夜，随机挑取 J+%4 . [>P3 琼

脂板上分隔良好的 F@ 个噬斑0 经 G#J’? 阳性克隆及

阴性克隆的双向选择鉴定，其中 EC 个噬菌体显示其

与抗人 J>G 1?L 的结合力较强，通过结合力强弱排序

取前 !* 个噬菌体（,7> !）0

,7> !K H9BT3U 2\ U/9 L78V78> 2\ =/P>9 63289B P8V A9621L78P8U P8:
U7:/J>G P8U7L2V5
图 !K 噬菌体克隆与抗人 J>G 1?L 的结合

!# !" 噬菌体克隆 +,* 序列测定与分析" 对鉴定得

出的前 !* 个噬菌体克隆进行 SM? 序列测定0 结果

显示 !* 个噬菌体克隆包含了 F 个序列，其中 !! 个克

隆的氨基酸序列为 S;JSR4#（一号序列）；! 个克隆

序列 为 S;R]#4#（ 二 号 序 列）；( 个 克 隆 序 列 为

S;WS?4,（三号序列）；! 个克隆序列为 S;RSWM#
（ 四号序列）0 网上蛋白 &#?’%（ /UU=：. . DDD0 86L70
8310 87/0 >2^ . &#?’% . ）未发现有已知的相同序列0 用

多序列比对程序 <#-’%?#] 和 SM?R?M 进行序列

比对及与 J>G 的比较，发现筛得的 I 肽序列有相似的

骨架区和同源性，并与 J>G 的 <;E 区有较高同源性0
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!" #$ 竞争性 %&’() 分析$ 随着 !"# 浓度逐渐降低，

其对固相包被的抗人 !"# $%& 与噬菌体克隆结合的

抑制作用亦随之降低，提示噬菌体克隆能够模拟 !"#
表位并与抗人 !"# $%& 结合，并且一号与三号克隆结

合力更强（’(" )）*

’(" )+ ,-$./0(0(1/ #2!3% 45546 &/07//8 9:$48 !"# 48; .94"/
<=-8/5
图 )+ >:$48 !"# 与噬菌体克隆竞争性 #2!3%

!" *$ +), 点杂交实验结果$ 与阳性对照相比，合成

的 ?%@ 和 $%& 结合力较弱，但有浓度依赖性，说明筛

选出的多肽能与抗 !"# $%& 进行特异性结合（’(" A）*

’(" A+ B/5:=0 -C ;-0D&=-0 7(09 ?%@
图 A+ ?%@ 点杂交实验结果

!" -$ 噬菌体免疫小鼠抗血清鉴定$ 筛选出来的噬菌

体克隆免疫动物后，产生了抗 !"# 抗体，其中一号与

三号最为明显（’(" E）*

#$ 讨论

! 型超敏反应又称速发型超敏反应，其主要特征

为：发病快，机体出现生理功能性紊乱，有明显个体差

异和遗传背景，但尚缺乏有效的治疗手段* 现今抗

!"# 疗法为过敏性疾病患者提供了极为有效的治疗

手段* 动物试验表明，抗 !"# 抗体可与 !"# 结合，其位

点与高亲和力受体的结合位点相同，从而使 !"# 不能

附着于肥大细胞，无法释放炎性介质［A］* 目前已研制

成功供人体应用的重组人单克隆抗 !"# 抗体 #)F
（ G9:?%&D#)F）即 H-=4(G 作为新型 !"# 抗体阻断剂于

)IIA 年获得 ’J% 的批准［E，F］，但售价昂贵且患者平

均每月要接受 K L ) 次注射*

’(" E+ B/5:=0 -C ;-0D&=-0 7(09 480(D9:$48 !"# $%&
图 E+ 抗人 !"# $%& 点杂交结果

+ + 噬菌体展示是表达已融合到噬菌体外壳蛋白的

重组蛋白或多肽* 该技术将基因型和表型连在一起，

将识别抗原和进行再扩增的能力结合起来，不经人体

免疫，绕过杂交瘤，仅仅通过几轮“ 吸附D洗脱D扩增”

的筛选富集过程［M，N］* 我们应用噬菌体呈现 N 肽库

（O(-24&5）进行表位筛选，得到了诱发机体产生抗 !"#
中 和 抗 体 的 !"# 表 位 肽 J>!J?P2，J>?Q2P2，

J>RJ%P’ 和 J>?JRS2* 初步得到的表位肽能与抗

!"# 抗体作用，从而为用目的多肽免疫动物所制备多

肽疫苗打下坚实基础* 疫苗只需少量注射就可以诱

发自身产生抗体，并可克服抗 !"# 抗体及可溶性受体

药物用药量大、需长期反复使用、易引起超敏反应的

缺陷，既节省资金又提高安全性* 这将对!型变态反

应的多肽生物治疗打下一定基础*
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