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细胞表面受体结合后通过膜融合侵入宿主细胞过程
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基因进行真核表达!以揭示

*+,-/

蛋白
U

B*.

受体结合域的氨基酸序列与结

构特征!为
*+,-/

蛋白受体结合域的深入研究以

及病毒侵入机制的探讨提供信息'

E

!

材料与方法

EFE

!

质粒$细胞$菌种和肽库

!!

H."+7(,L"&567

感受态细胞(

U

S6<8567LZ5

转移载体和
<F)

细胞由作者实验室保存&

*+,-/"

基因阳性质粒"

U

3,"0!Z/"

#和
/"

基因特异性肽库

均由作者实验室构建)

1

*

'

EF!

!

仪器与试剂

!!

低温培养箱"

N>7P?689=3N4!"%(

!

/B.̂ _

公

司#&低温台式高速离心机"

B@@;

J

=6

Z3

#"47;>8=E!

FP

J

;

!美国
5;7\D6>

公司#&

*K4

仪 "

V;>; BD

U

*K4/

O

<8;D#1&&

型!美国
*+4̀ N.!+Q3+4

公

司#&酶标仪为
5N_!4B,'0&

&转印仪为
5E9!46W

/+3N!,4̂ Z4B./S+4 K+QQ Z4B./!5Q_Z

/,

'小量质粒纯化试剂盒及胶回收试剂盒购自

5E9S@P[

公司&

+[C$

G

聚合酶购自
Z6̀ 646

公司&

Z1,.BQE

J

6<;

(

<$BL

"

和
I,+

"

限制性内切酶

均购自
S;=D;>86<

公司&猪氨基肽酶
.

"

U

B*.

#购

自
/E

J

D6

公司&

L4*

标记羊抗鼠
N

J

V

和
L4*

标记

兔抗猪
N

J

V

均购自
/E

J

D6

公司'

EF'

!

5

)>G

对
>?;@(E

基因特异性肽库的淘选

!!

以
U

B*.

为靶蛋白!按
/DE8G

试剂盒程序对

*+,-/"

基因特异性肽库进行
(

轮生物淘选)

%

*

'

第
"

轮 生 物 淘 选 条 件$

U

B*.

包 被 浓 度 为
'&

#

J

+

DQ

2"

!

Z5/Z

洗液中
ZX;;>!#&

含量为
&A"a

&

第
#

轮 生 物 淘 选 条 件$

U

B*.

包 被 浓 度 为
(&

#

J

+

DQ

2"

!

Z5/Z

洗液中
ZX;;>!#&

含量为
&A(a

&

第
(

轮 生 物 淘 选 条 件$

U

B*.

包 被 浓 度 为
"&

#

J

+

DQ

2"

!

Z5/Z

洗液中
ZX;;>!#&

含量为
&A%a

'

每一轮淘选噬菌体肽库加入量为
"&

0

ZI<

"转导单

位#'

/"

基因特异性肽库第
(

轮生物淘选后!对其

洗脱的噬菌体病毒粒子进行
ZI<

滴定!滴定后随机

挑取
(&

个单菌落!按照
/DE8G

介绍方法提取噬菌体

的双链复制型)

'

*

!以提取的噬菌体基因组为模板!上

游引物$

%]!ZZZZVVBVBZZZZKBBKVZV!(]

!下

游引物$

%]!KBVKKKZKBZBVZZBVKVZB!(]

!进

行
*K4

扩增!

FP<;

"

空载体对照扩增大小为
#&"

?

U

!

*K4

产物于
"a

琼脂糖凝胶电泳中检测'用

5E9S@P[

公司的
5E9/

U

E>V;@+[8=678E9> È8
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