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应用 Ｔ７噬菌体展示技术筛选与 ｓＬＲＩＧ１亲和结合蛋白
朱锡群　易　伟

摘　要　目的　用 Ｔ７噬菌体展示技术（ｐｈａｇｅ－ｄｉｓｐｌａｙｅｄｔｅｃｈｎｉｑｕｅ，ＰＤＴ）筛选与可溶性多亮氨酸重复区免疫球蛋白样蛋白

１（ｓｏｌｕｂｌｅｌｅｕｃｉｎｅ－ｒｉｃｈｒｅｐｅａｔｓａｎｄｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ－ｌｉｋｅｄｏｍａｉｎｓ１，ｓＬＲＩＧ１）相互作用的蛋白，为进一步研究 ｓＬＲＩＧ１作用于人脑

胶质瘤的机制找到突破点。方法　 利用 ＢａｃＰＡＫ６杆状病毒蛋白表达系统（ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｙｓｔｅｍ，ＢＥＶＳ）获得人 ｓＬＲＩＧ１

重组蛋白，以该蛋白为靶标，采用亲和淘洗方法经 ６轮筛选人肝细胞 ｃＤＮＡＴ７噬菌体展示文库；随机挑选 ９６个筛选到的噬菌体

行 ＰＣＲ扩增，琼脂糖凝胶电泳回收 ＤＮＡ片段并送测序。结果　经过 ６轮筛选，噬菌体投入和产出量比达 １．８５×１０６ＰＦＵ，趋于稳

定。回收的 ＤＮＡ片段多在 ２５０～７５０ｂｐ，纯化回收后得到 ３５个克隆样本，送测序后得到 ３５条有效表达序列标签，对其行同源性

搜索及功能预测等生物信息学分析，最终获得 １２个可能与 ｓＬＲＩＧ１蛋白有相互作用的蛋白或多肽，这些蛋白大多与肿瘤相关。

结论　 通过 ＰＤＴ可获得与 ｓＬＲＩＧ１蛋白相互结合的蛋白，这些结果为下一步研究 ｓＬＲＩＧ１的生物功能及其对人脑胶质瘤的作用

及机制奠定了基础。
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　　可溶性多亮氨酸重复区免疫球蛋白样蛋白 １
（ｓｏｌｕｂｌｅｌｅｕｃｉｎｅ－ｒｉｃｈｒｅｐｅａｔｓａｎｄｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ－
ｌｉｋｅｄｏｍａｉｎｓ１，ｓＬＲＩＧ１）是多亮氨酸重复区免疫球蛋
白样蛋白１（ＬＲＩＧ１）的胞外段。先前研究表明 ＬＲＩＧ１
是多个酪氨酸激酶受体 （ｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ，
ＲＴＫ）的内源性抑制因子，在人类脑胶质瘤或其他肿
瘤治疗中具有广泛的前景

［１］
。ｓＬＲＩＧ１可识别并结合

这些受体的胞外段，包括表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒ
ｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）［２］。然而，Ｘｕ等［３］

通过蛋白晶体实验对 ｓＬＲＩＧ１与 ＥＧＦＲ的结合和作用
提出了疑问。目前对于 ｓＬＲＩＧ１或 ＬＲＩＧ１的生理作
用机制仍然知之甚少，甚至 ｓＬＲＩＧ１或 ＬＲＩＧ１与多
ＲＴＫ是否直接结合，都有待进一步研究。因此，筛选
出与 ＬＲＩＧ１或 ｓＬＲＩＧ１直接结合的蛋白至关重要。
Ｔ７噬菌体展示技术（ｐｈａｇｅ－ｄｉｓｐｌａｙｅｄｔｅｃｈｎｉｑｕｅ，
ＰＤＴ）是筛查与靶蛋白亲和力高、有可能直接结合的
蛋白的有效方法。本研究以靶蛋白（ｓＬＲＩＧ１）为诱
饵，通过 ＰＤＴ技术，经过结合、洗脱、扩增 ３个步骤，
筛选噬菌体 ＣｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙＤＮＡ（ｃＤＮＡ）文库，从而
获得与靶蛋白相互作用的蛋白。

材料与方法

１．材料：重组 ｓＬＲＩＧ１蛋白，为课题组前期使用杆

·９４·

　　医学研究杂志　２０１８年 １１月　第 ４７卷　第 １１期 ·论　　著·　



状病毒表达系统制备，蛋白浓度１６０μｇ／ｍｌ、纯度９５％
以上，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和免疫印迹鉴定正确［４］

。Ｔ７肝细
胞 ｃＤＮＡ文库和 ＢＬＴ５６１５购自美国 Ｎｏｖａｇｅｎ公司。
ＤＮＡ聚合酶 Ｅｘｔａｇ购自宝生物（日本 ＴａＫａＲａ）公司。
ＥＬＩＳＡ酶标板购自美国 Ｄｙｎａｔｅｃｈ公司。Ｂｒａｎｄｆｏｒｄ蛋
白浓度检测试剂盒购自江苏碧云天生物技术研究所。

ＥＣＬ超敏发光液购自北京普利莱基因技术有限公司。
ＤＮＡｍａｒｋｅｒ购自武汉天源生物技术公司（Ｒｕｉｂｉｏ分
装）。琼脂糖凝胶 ＤＮＡ快速纯化回收试剂盒购自原
平皓生物技术有限公司。

２．ＥＬＩＳＡ酶标板的 ｓＬＲＩＧ１蛋白包被：用去离子
水２５０μｌ轻轻清洗 ＥＬＩＳＡ酶标板 ５次，每次 ５ｍｉｎ，轻
拍去除水分。１×ＴＢＳ稀释重组 ｓＬＲＩＧ１蛋白 １０μｇ／
ｍｌ，加１００微升／孔到 ＥＬＩＳＡ酶标板，封口膜封口，置
４℃冰箱过夜；然后倒出 ｓＬＲＩＧ１蛋白，每孔 ３００微升
１×ＴＢＳ洗５次，每次 ５ｍｉｎ，以洗去未结合的蛋白；每
孔加５％脱脂牛奶 ２００微升室温封闭 １ｈ后，双蒸水
３００微升／孔洗板５次，每次５ｍｉｎ；最后每孔加 ２００微
升双蒸水，封口膜封口，４℃储备备用。

３．筛选和洗脱：将噬菌体文库以 １００微升／孔置
于包被有 ｓＬＲＩＧ１蛋白的 ＥＬＩＳＡ酶标板内，室温放置
１ｈ后 ＴＢＳ洗 ５次，加入 １０％ＳＤＳ洗脱液 ２００微升／
孔，室温放置３０ｍｉｎ；反复吹打后吸出洗脱液，此即为
筛选的噬菌体；取１０μｌ测定所筛选噬菌体的滴度，余
收集于 ＥＰ管中４℃保存备用。

４．噬菌体的扩增：取 ＬＢ液体培养基 ５０ｍｌ，加入
２００ｍｇ／ｍｌ的 Ａｍｐ及活化的 ＢＬＴ５６１５细菌各５０μｌ；置
于３７℃、２４０ｒ／ｍｉｎ摇菌培养 ２．５ｈ；加 ＩＰＴＧ（１ｍｏｌ／Ｌ）
５０μｌ继续恒温摇菌培养 ３０ｍｉｎ。之后加入经 ｓＬＲＩＧ１
蛋白筛选的噬菌体洗脱液感染 ＢＬＴ５６１５菌，继续摇
菌２５ｈ至菌体裂解。将菌液转移至无菌离心管
８０００×ｇ离心 １０ｍｉｎ，将上清转移至另一无菌管，４℃
储存。反复３～５轮筛选直到噬菌体效价稳定，最后
挑取单个噬菌斑进行 ＰＣＲ测定。

５．ＰＣＲ测定：用 １０μｌ灭菌微量加液器挑取单个
噬菌斑（只挑取顶层培养基部分），加到心管 ＥＤＴＡ
液体中，每挑取一个噬菌斑更换一个微量加液器；短

暂震荡混悬后６５℃水浴加热１０ｍｉｎ；室温冷却，１２０００×
ｇ５ｍｉｎ高速离心；取２μｌ作为模板用 Ｔａｑ聚合酶进行
ＰＣＲ反应。所用引物：Ｔ７上游引物：５′－ＧＧＡＧＣＴ
ＧＴＣＧＴＡＴＴＣＣＡＧＴＣ－３′，Ｔ７下游引物：５′－ＡＡＣ
ＣＣＣＴＣＡＡＧＡＣＣＣＧＴＴＴＡ－３′。反 应 条 件 为：９４℃
４ｍｉｎ；９４℃ ５０ｓ；５０℃１ｍｉｎ；７２℃１ｍｉｎ；３５个循环；７２℃

延伸１０ｍｉｎ。琼脂糖电泳照相后按照原平皓生物公
司琼脂糖凝胶 ＤＮＡ快速纯化试剂盒说明书纯化回收
ＮＤＡ，送 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司测序，到 ＮＣＢＩ的 ＥＳＴ数据库
对测得的核苷酸序列进行比对，将结果进行聚类分

析、同源性搜索与功能预测等生物信息学分析，得到

和 ｓＬＲＩＧ１蛋白有相互作用的蛋白或多肽的信息。
结　　果

１．筛选 Ｔ７人类肝细胞 ｃＤＮＡ的结果：经过６轮的
筛选，第３轮至第６轮噬菌体的洗脱量达到１０６ＰＦＵ，噬
菌体的投入量、产出量及投入／产出比见表１。Ｔ７噬菌
体投入／产出比随筛选次数增加先是降低，然后趋于稳
定，这就表明后来的噬菌体富集程度已趋于饱和，大多

数噬菌体都可以和 ｓＬＲＩＧ１蛋白相结合。

表 １　筛选时不同轮次噬菌体的投入量和产出量（ＰＦＵ）　

筛选轮次 噬菌体投入量 噬菌体产出量 投入／产出
１ ２．０×１０１２ １．６×１０６ １．２５×１０６

２ ６．０×１０９ ２．４×１０６ ２．５０×１０３

３ ９．０×１０１１ ６．６×１０６ １．３６×１０５

４ ３．０×１０１３ １．０×１０７ ３．００×１０６

５ ６．０×１０１３ ７．４×１０６ ８．１１×１０６

６ ２．４×１０１３ １．３×１０７ １．８５×１０６

　　２．利用特异性 ＰＣＲ引物扩增插入片段，回收产
物：共送 ９６个样本到 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司测序，将测序结
果进行较读。将得到的 ３５个序列分别在 ＮＣＢＩ的
ＥＳＴ数据库按照人类核苷酸序列进行 ＢＬＡＳＴ比对，
得到１２个编码蛋白的序列，详见表２。

表 ２　ＢＬＡＳＴ后得到的 １２个蛋白　

编号 蛋白名称

１
酮戊二酸脱氢酶样蛋白（ｏｘｏｇｌｕｔａｒａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ－ｌｉｋｅ，

ＯＧＤＨＬ）

２
真核细胞翻译起始因子 ２Ｃ１（ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ

ｆａｃｔｏｒ２Ｃ，１，ＥＩＦ２Ｃ１）

３ 细胞周期蛋白 Ｍ３（ｃｙｃｌｉｎＭ３，ＣＮＮＭ３）
４ 白蛋白（ａｌｂｕｍｉｎ，ＡＬＢ）
５ 载脂蛋白 Ｃ３（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＣ－ＩＩＩ，ＡＰＯＣ３）

６
可溶性凝集素半乳糖苷８（ｌｅｃｔｉｎ，ｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ－ｂｉｎｄｉｎｇ，ｓｏｌｕ

ｂｌｅ，８，ＬＧＡＬＳ８）

７ 特异性双磷酸酶６（ｄｕａｌｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ６，ＤＵＳＰ６）

８
乙醇脱氢酶１Ｂ（ａｌｃｏｈｏｌｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ１Ｂ，ｂｅｔａｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ，

ＡＤＨ１Ｂ）

９
胞质动力蛋白轻链（ｄｙｎｅｉｎ，ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ，ＬＣ８－ｔｙｐｅ２，ＤＹＮ

ＬＬ２）

１０ 玻连蛋白（ｖｉｔｒｏｎｅｃｔｉｎ，ＶＴＮ）

１１
高迁移率组蛋白（ｈｉｇｈ－ｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｎｕｃｌｅｏｓｏｍａｌｂｉｎｄｉｎｇ

ｄｏｍａｉｎ２，ＨＭＧＮ２）

１２ 节点调节蛋白２（ＮＯＤＡＬｍｏｄｕｌａｔｏｒ２，ＮＯＭＯ２）

·０５·
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讨　　论
当前，蛋白质组学越来越成为生物医学研究的热

门。其中应用于研究蛋白质间相互作用的技术主要

是酵母双杂交系统和噬菌体展示技术，与酵母双杂交

系统相比，噬菌体展示技术更简单、方便、高通量。结

合本研究目的及实验条件，选择了噬菌体展示技术。

同时因为 ｓＬＲＩＧ１蛋白在肝细胞表达较高，所以选用
肝细胞 Ｔ７噬菌体展示文库作为原始文库。通过 ｓｆ９
昆虫表达出重组的 ｓＬＲＩＧ１蛋白，经过高效亲和层析
纯化，经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ鉴定纯度达到 ９５％以上，经过
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测表达正确，具有生物学活性，为有
效筛选出特异性结合的蛋白打下了坚实的基础。

用纯化的 ｓＬＲＩＧ１蛋白为靶蛋白，筛选人肝细胞
Ｔ７噬菌体文库，一共进行了 ６轮筛选，第 ３～６轮噬
菌体的洗脱量达到 １０６ＰＦＵ，投入产出的比例先减小，
后趋稳定，表明后来的噬菌体富集程度已趋于饱和。

富集的大多数噬菌体可以和 ｓＬＲＩＧ１蛋白相结合。
３～５轮富集程度达到稳定，和文献报道的筛选轮次
相一致

［５］
。为了进一步提高筛选的特异性，本研究

增加了一轮筛选。蚀斑实验可以计数噬菌体滴度，是

评估噬菌体富集的基础。在最后一次筛选出的噬菌

体测滴度的同时在较高稀释度的蚀斑实验培养皿中

可以分离噬菌体克隆，以便测序分析。在挑取噬菌斑

时挑取相对较大的噬菌斑，较大的噬菌斑提示噬菌体

感染力强。还是有数个噬菌体扩增出 ２～３条条带，
可能是几个噬菌斑融合在了一起，形成了混合噬菌体

克隆。经过纯化回收 ＰＣＲ产物再送测序保证了 ＤＮＡ
的纯度，保证了测序免受杂质的干扰，保证了测序的

准确性和可靠性。这样从 ９６个噬菌斑得到 ９６份
ＰＣＲ产物，经 Ｔ７下游引物测序，测序结果到 ＮＣＢＩ的

ＥＳＴ数据库比对，得出的 ３５份报告有 ５个序列为染
色体读码框，其余有多个序列相互重复，最终得到 １２
个编码蛋白质的序列（表２）。这只是初步的筛选，还
有待于今后进一步论证。

噬菌体展示系统最大的优势就是将基因型和表

型相结合，与靶蛋白亲和的噬菌体展示蛋白与其基因

共同位于同一体系，经过蚀斑实验分离，在经 ＰＣＲ扩
增基因 ＤＮＡ后测序鉴定基因型，再从基因型就可以
推导出靶蛋白的相互作用目的蛋白，同时表明插入的

部分序列对应的肽段就很可能是该蛋白与靶蛋白相

结合的靶位点，为后续 ｓＬＲＩＧ１的作用机制研究提供
了重要线索。既往研究表明 ｓＬＲＩＧ１与多 ＲＴＫ有关，
但是本研究中没有筛选到 ＲＴＫ蛋白，而是筛选到其
他１２个新的蛋白，正如 Ｘｕ等［３］

的研究中并没有发

现 ｓＬＲＩＧ１与 ＥＧＦＲ有直接的结合，这表明 ｓＬＲＩＧ１的
作用机制还需要进一步研究。

参考文献

１　ＬｅｄｄａＦ，ＢｉｅｒａｕｇｅｌＯ，ＦａｒｄＳＳ，ｅｔａｌ．Ｌｒｉｇ１ｉｓａｎｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

ｏｆＲｅｔｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎ，ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｓｉｇｎａｌｉｎｇ，ａｎｄ

ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｒｅｓｐｏｎｓｅｓｔｏＧＤＮＦ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｓｃｉ，２００８，２８：３９－４９

２　ＧｕｒＧ，ＲｕｂｉｎＣ，ＫａｔｚＭ，ｅｔａｌ．ＬＲＩＧ１ｒｅｓｔｒｉｃｔｓｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｓｉｇｎａ

ｌｉｎｇｂｙｅｎｈａｎｃｉｎｇｒｅｃｅｐｔｏｒｕｂｉｑｕｉｔｙｌａｔｉｏｎａｎｄｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＥＭＢＯ

Ｊ，２００４，２３（１６）：３２７０－３２８１

３　ＸｕＹ，ＳｏｏＰ，ＷａｌｋｅｒＦ，ｅｔａｌ．ＬＲＩＧ１ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｄｏｍａｉｎ：ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

ａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．ＪＭｏｌＢｉｏｌ，２０１５，４２７（１０）：１９３４－１９４８

４　柯应兵，卢祖能，易伟．杆状病毒蛋白表达系统制备可溶性ＬＲＩＧ１蛋

白及其鉴定［Ｊ］．中国临床神经外科杂志，２０１２，１７（８）：４７６－４７８

５　ＬｕＨ，ＺｈｅｎｇＹＦ，ＪｉｎＤＤ．Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｌａｓｅｒｃａｐｔｕｒｅｍｉｃｒｏｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ

ｉｎｓｃｒｅｅｎｉｎｇｐｈａｇｅ－ｄｉｓｐｌａｙｐｅｐｔｉｄｅｌｉｂｒａｒｙｆｒｏｍｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａｔｉｓｓｕｅｓ

［Ｊ］．ＤｉｙｉｊｕｎｙｉＤａｘｕｅＸｕｅｂａｏ，２００２，２２（１２）：１０７９－１０８０

（收稿日期：２０１８－０１－１５）

（修回日期：２０１８－０１－１７）

　　基金项目：国家自然科学基金资助项目（８１０７３１１４，８１０７２８３０）

作者单位：４５０００２　郑州，河南省中医院（贺自克、王上增）；２０１２０３　上海中医药大学附属曙光医院石氏伤科医学中心（薛艳、郑昱新、丁道

芳）；２０１２０３　上海市中医药研究院骨伤科研究所（薛艳、郑昱新、丁道芳）

通讯作者：丁道芳，副研究员，电子信箱：ｄ．ｗｉｌｈｅｌ＠ｑｑ．ｃｏｍ

血清血浆对成骨细胞增殖和分化的影响

贺自克　王上增　薛　艳　郑昱新　丁道芳

摘　要　目的　观察大鼠血清和血浆对大鼠成骨细胞的增殖和分化的影响。方法　取出生 ２４ｈＳＤ大鼠头颅骨，Ⅰ型胶原

酶多次消化后获得成骨细胞，ＤＭＥＭ加 １０％ＦＢＳ进行常规培养，同时细胞免疫荧光鉴定 Ｃｏｌ１ａ１的表达，传代后分别用 １０％血清
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