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【摘( 要】目的：用抗#+NO#$EC 单克隆抗体（4RP）从噬菌体

随机 !$ 肽库中筛选 +NO#$EC 抗原模拟表位序列. 方法：利用

+NO#$EC G<RP 淘筛噬菌体随机 !$ 肽库，经四轮富集筛选，随

机挑取阳性克隆扩增后进行 3TJNR 鉴定，同时提取其基因组

CUR 进行序列测定，并利用生物信息学软件对包膜糖蛋白 C
（EC）进行 K 细胞抗原表位分析. 结果：经四轮生物淘筛后，特

异性噬菌体克隆得到了富集. 经过对阳性克隆携带的随机 !$
肽序列进行综合生物信息学分析，得到了 QW+#+ 和 Q#QTX
两个模拟 +NO#$EC 抗原表位的主要氨基酸基序. 结论：用噬

菌体随机 !$ 肽库成功筛选到了两个模拟 +NO#$EC 抗原表位

的主要氨基酸基序，可模拟 G<RP 针对的抗原表位，可能是

+NO 的替代抗原. 该研究方法为研制更有效及更广谱的 +NO
基因疫苗提供了依据.
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GH 引言

单纯疱疹病毒（F0D@0; ;64@10L M6D8;，+NO）是世

界范围内流行的疱疹性疾病的病原体［!］，现已发现

的 +NO 包膜上的糖蛋白有 !! 种，它们是 +NO 主要

的免疫原，能诱导体液和细胞免疫，产生高滴度中和

抗体，激发迟发型超敏反应（=01570= :7@0 F7@0D;0>;6#
:6M6:7，C/+）及 / 细胞增殖反应，以 +NO 包膜糖蛋白

C（E17<B@DB:06> C，EC）免疫作用最强［$］. EC 是极为

保守的免疫原性蛋白，其在病毒复制和刺激中和抗体

的产生中起重要作用，也是宿主细胞免疫和体液免疫

反应的主要 靶 标 之 一［’］. 噬 菌 体 展 示 技 术（ @F5E0
=6;@157）是近年来发展的一项新的分子生物学技术，

是研究抗原抗体相互作用的有力工具，可以从随机肽

库中直接筛选能和抗体结合的模拟抗原表位，而这些

表位不必预先确定蛋白质的氨基酸残基序列［-］. 本

研究利用抗#+NO#$EC 单克隆抗体（4RP）从噬菌体肽

库中筛选 +NO#$EC 抗原模拟表位，为进一步研发防

治 +NO 感染的新型疫苗奠定基础.

IH 材料和方法

I. IH 材料 H 噬菌体 随 机 !$ 肽 库 试 剂 盒，滴 度 为

!. * Z !"& @?8 [ !T（ 美国 U3K 公司）；特异性抗#+NO#
$EC 4RP，属于 JE\!，G!’ CUR 抽提试剂盒（ 北京博

菲康生物技术有限公司）；67 89:+ 3Y$%’* 宿主菌，为

] ^ ，四环素抗性转基因组株（北京地坛医院传染病研

究所提供）；其余试剂均由北京地坛医院传染病研究

所提供.
I. JH 方法

!. $. ! ( 淘筛 +NO#$EC 的模拟抗原表位( 第一轮淘

筛时，取 +NO#$EC 4RP 包板，轻摇 -_ 过夜，弃去包

被液，加满封闭液 -_ - F，用洗涤液 /KN/（)" 44B1 [
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! "#$%&’()，*+, --.) / ! 01()，* -! / ! "23345,）快

速洗板 6 次，取原噬菌体肽库 57 55 !!（8 9 *,*, 噬菌

体）加入 *,, !! ":;" 包被孔中，室温轻缓摇动 6,
-$4，":;" 洗涤去除未结合的噬菌体7 用 ":;" 洗涤

*, 次，加入 *,, !! 非特异洗脱缓冲液（,7 5 -.) / ! 的

甘氨酸&盐酸，* < / ! :;=，>’ 57 5）轻摇 *, -$4，将洗

脱物转入微量离心管中，加入 *+ !! * -.) / ! "#$%&’()
（>’ ?7 *）中和，取 **8 !! 洗脱液加入 *@*,, 稀释的

** -! 的 AB5CDE 培养物中，DCF振摇 87 + G，扩增噬

菌体7 按相同的方法共进行四轮淘筛，在进行第四轮

淘筛时，洗涤时提高吐温 5,（"2334 5,）的浓度至 D
-! / !7
*7 57 5H 阳性克隆鉴定H 随机挑取第四轮筛选中得到

的 D, 个噬菌体克隆做双抗夹心 A!I;= 检测，待检克

隆与阴性对照吸光度值之比大于 57 * 判定为阳性7
具体操作步骤严格按照《 应用噬菌体表面展示肽库

快速筛选肽配体》使用手册进行7
*7 57 D H J0= 序列测定 H 用 K*D J0= 抽提试剂盒

（LI=>#3> K*D M$N）提取噬菌体单链 J0=，由北京奥

珂测序公司测序7 推导相应外源氨基酸序列，并进行

同源性比较7
*7 57 8H 生物信息学分析H 把淘筛所得到的 *5 肽序

列融合入 K*D 噬菌体的 >III 序列内，处于开放阅读

框（OBP）的第 *? 到 D, 个氨基酸位点，应用 J0=;N1#
Q#.N314 软件提供的模块进行表面可能性、亲水性和

抗原指数的分析，以此对两个可能的模拟抗原表位序

列进行蛋白二级结构与 : 细胞抗原识别位点预测7

!" 结果

!7 #" 肽库筛选" 共进行了四轮筛选7 第一轮筛选投

入量为 8 9 *,*, >RS（ 噬斑形成单位），产出量为 5 9
*,D >RS；第二轮筛选投入量为 * 9 *,** >RS，产出量为

5 9 *,8 >RS；第三轮筛选投入量为 * 9 *,** >RS，产出量

为 + 9 *,6 >RS；第四轮筛选投入量为 5 9 *,** >RS，产出

量为 5 9 *,+ >RS7
!$ !" %&’() 检测结果" 通过双抗夹心 A!I;= 法，共

有 ** 个克隆与阴性对照吸光度值之比大于 57 *，为

阳性克隆7 阳性克隆率为 DCT 7 将此 ** 个阳性克隆

命名为 Q* U Q**7
!7 *" 序列测定和同源性比较" 测定 ** 个阳性克隆

所携带的外源序列并推导出相应的氨基酸序列7 其

中 C 个序列的同源性较高，Q6 和 QC 有共同的序列，

可见有两个主要氨基酸基序可能为 ’;V&5<J 的模拟

抗原表位序列即 QW’&’ 和 Q&Q!X7 C 个阳性噬菌体

克隆的氨基酸序列见表 *7

表 *H 阳性噬菌体克隆及与 ’;V&5<J 氨基酸序列比较

克隆 氨基酸序列

Q5 L W M ! W ! " # ’ Y K =

QD = B ! 0 ! W ! " # = P P

Q8 ; W A ! " ! " # = " ; !

Q6 ; ! $ % V " % ’ 0 ; ! ;

QC ; ! $ % V " % ’ 0 ; ! ;

QE P ! $ % L K % V Q 0 A P

Q*, P ! P ’ " L % ! Q ; = V

<J J V = ! ’ % = Q = = Q ; 0 Q

Q：代表所筛选出来的阳性克隆，为了实验及描述的方便，特按 Q* 到

Q** 命名7

!7 +" 生物信息学分析 " 由表 * 可见，所筛选的 **
个阳性克隆有两个模拟抗原表位序列即 Q&Q!X 和

QW’&’7 Q5，QD 和 Q8 有共有序列 Q&Q!X，经过初步

分析 QD 的氨基酸序列更具有形成 ’;V&5<J 模拟抗

原表位的可能性7 Q6，QC 和 QE 有共有序列 QW’&’，

而且 Q6 和 QC 的序列完全相同，Q6 和 QC 的氨基酸

序列形成 ’;V&5<J 模拟抗原表位的可能性更大7 应

用 J0=;N1# 生物分析软件分析了 QD 与 Q6 的氨基酸

序列7
57 87 * H 蛋白二级结构 H "QW’&’7 以 Q6 为代表，

Y1-$3#&B.Z%.4 法与 (G.S&P1%-14 法预测结果显示 Q6
蛋白无 #&螺旋中心7 Y1-$3#&B.Z%.4 法预测结果显示

Q6 蛋白有 * 个 $&折叠区段，5 个转角区域，5 个无规

则卷曲区域7 (G.S&P1%-14 法预测结果显示 Q6 蛋白

有 D 个转角区域7 %Q&Q!X7 以 QD 为代表，Y1-$3#&
B.Z%.4 法与 (G.S&P1%-14 法预测结果显示 QD 蛋白无

#&螺旋中心7 Y1-$3#&B.Z%.4 法预测结果显示 QD 蛋

白有 5 个转角区域，5 个无规则卷曲区域，5 个 $&折
叠区段7 (G.S&P1%-14 法预测结果显示 QD 蛋白有 *
个转角区域，5 个 $&折叠区段7
57 87 5H : 细胞抗原表位预测结果H "QW’&’7 结果

表明，所筛选的 ’;V&5<J 模拟表位 QW’&’ 的位置位

于抗原指数、亲水性以及表面可能性强的肽段相对集

中区域（第 *? U D, 个氨基酸位点）（图 *）7

图 *H Q6 克隆的亲水性、抗原指数和表面可能性分析

!"#$ 第四军医大学学报（% &’()*+ ,-. ,/0 12-3）4556，4!（4$）7 +**8：9 9 :’()2;.< =>>(< /0(< ?2



! ! !"#"$%& 结果表明，所筛选的 ’()#*+, 模拟

表位 "#"$% 位于抗原指数、亲水性以及表面可能性

强的肽段相对集中区域（第 -. / 01 个氨基酸位置，图

*）&

图 *! "0 克隆的亲水性、抗原指数和表面可能性分析

!" 讨论

近年来，利用噬菌体随机肽库技术对模拟抗原表

位的研究越来越深入，所谓模拟抗原表位是指噬菌体

表达的线型多肽，不仅可以和大分子抗原空间依赖性

表位一样引起特异性的强免疫反应，而且可以模拟糖

基化表位，可以代替大片段抗原用作疫苗和标准化诊

断试剂的研究，因此，确定模拟抗原表位就显得尤其

重要& 本实验在国内较早筛选出了 ’()#*+, 的模拟

抗原表位，并且加以科学的生物信息学分析，为实验

结果的准确性提供了有力的理论依据&
" 转角和无规则卷曲多处于蛋白质的表面，利于

与抗体嵌合，成为抗原表位的可能性大［2］& 我们选用

,34(567 软件对融合两个模拟抗原表位序列的成熟

多肽进行分析，二级结构分析时，可以确定 "8’#’ 和

"#"$% 形成抗原表位的可能性都较大& 9 细胞抗原

表位的分析采用 0 种指标即：":;5#<=5>#,;;:?55: 亲水

性，":;5#@A?B? 表面可能性，C6A>D;B#%;:E 抗原指数 0
个参数综合预测& 蛋白质亲水性分析结果认为蛋白

的亲水部位与蛋白的抗原位点有密切的联系，蛋白质

表位常处于表面电荷及极性最大的区域& 本研究中

所得到的两个抗原模拟表位都具有一定的亲水性，亲

水性部位与表位并无很好的一致性，疏水性氨基酸也

经常出现在表位中& 表面可能性方案也是一种亲水

性分析，指蛋白抗原中氨基酸残基与溶剂分子接触的

可能性，它反映了蛋白抗原内外各层各残基的分布组

成& 现代免疫学理论认为，- 个表位中起关键作用的

氨基酸可能只有 * / 0 个，其余的则起辅助作用［F］&
综合以上分析结果，可以确定 "8’#’ 和 "#"$% 都可

能是 ’()#*+, 的抗原模拟表位基序，但是否能作为

糖蛋白的替代抗原尚需对其免疫原性进一步做动物

实验加以验证& 筛选结果中有 G 个克隆同源性不高

或游离于基序之外，可能是弱结合能力的克隆，也可

能是操作过程中造成的非特异性结合& 由于 +, 糖蛋

白较大，很难将 F / H 种糖蛋白序列均导入一个基因

工程载体中& 本研究筛选到的序列通过深入研究其

抗原性，可以作为 ’() 包膜糖蛋白替代抗原，则有可

能将多个抗原基因导入同一基因工程载体中，可为

’() 基因工程疫苗特别是核酸重组疫苗的研究提供

依据&
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