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应用噬菌体展示随机肽库淘筛 mAb 5H5识别的抗原表位 
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(第四军医大学唐都医院感染病诊疗中心．陕西西安 7113038) 

Epitope Mapping of HTNV NP Using mAb 5H5 from a 

Ralldom Nonapeptide Ia'brary 

LI Gueng-yu，B．M Xue—fan，PAN Lei，YANG Wei—song 

(凸 帆 of 。cfo蚶d／sease，Tangdu P ，X／’tin 710038，a ) 

Abstract：To 8creenthe antigenic epitopewithmonodonal antibody rmab)srI5 asainstHa．nlama virus nt~len— 

ca／：~d proteinfrom phage—displayed consn~ined nonat~tidelibrary，we have e~ 01etedthework aBfallows． 

(1)Purification and biotinylafion ofm&b 5H5．(2)Biopanning ofthe pIla p印“delibrary by usingthemAb 

5H5 as selective mofeculars．(3)Identification of the epitope．The poBihve clortes were confirmed bv sandwich 

ELISA，competition ELBA and DNA sequencing．Amino acidseqllel~ of10 positive cl0rIeswelt~ ∞m 

wi血 the nuclencapsid protein of Han~m vires strain 76-118．The ten positive cl0nes weIe selected bv mAb 

5H5andthe binding betweenthe short peptideandthemAb c锄 beinhabited bvlq~ ral Ha．ntaan vires anti． 

gen．Amino acid唧 lmcesof 10 positive cler~es were o叫1senslls：vRDA既  厄 ，thatis mugt~yidenticalwith 

the 8eqllenee of altlino acid ofN—tennlnalof the nucleocapsid protein．TheBe results dd岫0【IBha thatthelinear 

epitopeisthean tigenic epitopeof Hantaall virus nucleocapsid protein andthe r~de mp印ddeslibraryis helpful 

to identification of epitepes． 

Key words：Hanman virus；[~rtdom peptides library；Moneelenal antibodies；Epitope 

摘要：本文利用噬菌体随机9肽库探索汉滩病毒( )植表壳蛋白(船 )B细胞抗原表位。以抗HTNV船 单克隆 

抗体(n-Ab)5I~5作为筛选分子，生物淘洗噬菌体递呈的随机9肽库。阳性克隆经夹心EL雎 、̂竞争 ⅡB 鉴̂定后，随 

机挑取 10个克隆，DNA测序，与HTNV 76—118株 S基因进行同源性分析。结果显示筛选到的噬菌体能特异地与 

5H5结台，这种结台可被天然抗原所抑制。10个克隆的氨基酸序列相同，均为ⅥmA班习YE，与76—118株NP氨基 

端的aa25—33一致 证实了该线性表位是n-Ab 5tf5识别的表位，噬苗体肽库有助于病毒抗原表位的确定。 

关键词：汉滩病毒；随机肽库，单克隆抗体；表位 

中围分类号：R512 8 文献标识码：A 文章编号：1003—5125(20D1]04—0386—04 

噬菌体展示随机肽库(phage display random pep— 

tide lthmrr)技术作为一种研究蛋白质分子间相互作 

用有效而快捷的工具，已被广泛地应用于抗原。抗体 

系统、细胞因子与受体活性中心的作用、小分子肽疫 

苗设计及蛋白质抗原表位等研究工作中[I}2]。随机 

噬菌体肽库被认为是配体的“万能”库，可从中直接 

筛选出能与某一抗体结合的表位，该表位不一定和 

天然的表位完全相同，但是能模拟天然表位的结合 
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特性。本实验用抗汉滩病毒(HTNV)单克隆抗体 

(n~5)SH5淘筛噬菌体随机 9肽库，成功地找出了 

该株单抗识别的抗原表位，明确了其精确的一级结 

构，为进一步研究抗原分子的结构与功能、抗原_抗 

体反应机制、多肽疫苗合理设计提供了依据。 

l 材料与方法 

1．1 材料 

I．I．I 噬菌体展示随机 9肽库(Ph．D．一9TMphage 

DispJ吖 P印dde Hbrary)购自美国New England Biohbs 

公司，肽库的滴度为 2 X 106pfu／mL，随机多样性 I．3 

X lO9
， 宿主菌 E．coli ER2537。测序引物：5’ CC． 

CACGCATAACCGATATCA-3’。 

I．I．2 主要试剂 链霉亲和素(sv)和生物素酯 

(rq-t％blotin)购 自Signm公司。HRP—anti MI3 mAb为 

Phammcia产品。噬菌体单链 DNA提取试剂盒为上 

海华舜公司产品。鼠抗 }rTm，mAb 5H5为第四军医 

大学微生物学教研室制备。m州 鼠脑抗原(m 

AS)及正常鼠脑抗原为本室制备。 

1．2 方法 

1．2．1 mAb 5H5的纯化和标记 采用辛酸．硫 

酸铵 法从 mAb 5H5腹 水 中提取 ，经 DEAE— 

se口}IaI璐e FF离子交换柱纯化后标记生物素。 

1．2．2 淘筛噬菌体随机肽库 lmg／mL SV 4℃过夜 

包被 35m 聚苯乙烯平血，3％ BSA封闭后，TBST 

(50mmol／L T6~HCL，pH7．5，150mmol／L NaCI，0．5％ 

Tween-20)振洗 6次。同时加入生物素标记 mAb与 

肽库 4℃反应过夜，室温轻摇 10min，TBST振洗 l0 

次，加入 0．2mol／L甘氨酸．盐酸(pH 2．2)洗脱液，室 

温轻摇 10min，收集洗脱液，加 1mol／LTrisHCL(pH9． 

I)中和，测定洗脱液噬菌体数，计算投入产出比：洗 

脱噬菌体数÷淘洗用噬菌体数。扩增噬菌体并测滴 

度，取一半用于下一轮淘筛l33。按上述方法淘筛三 

轮 各轮 mAb用量分别为 10pg、2pg、0．2pg。 

I．2．3 夹心ELISA检测噬菌体 5H5(1~vg／mL)包 

被酶联板 ，3％ BSA封闭后，加入第三轮淘筛扩增的 

噬菌体及阴性对照9肽库，10 TU／孔，室温振摇 lh， 

加 HRP marl M13 mAb，室温振摇 lh，OPD显色，测吸 

光度A 值。包被时设无关 mAb作对照，分别为 

皿v mAb 2F2、单纯疱疹病毒 I型mAb CHA9、肝细胞 

肝癌相关抗原 mAb 3．4，及无关蛋白BSA和 SV，包被 

浓度均为 lO0~／mL。 

I．2．4 竞争ELISA检测噬菌体 5H5(1O0~／mL)包 

被酶联板，3％BSA封闭后，加入不同浓度HTNV AS 

与第三轮淘筛扩增的噬菌体(10mal1)混合物，室温 

振摇 lh．加 HRP-ami M13 mAb，室温振摇 lh，OPD显 

色，测吸光度 A 值。阴性对照为不同浓度正常鼠 

脑抗原与第三轮淘筛扩增噬菌体(10 Tu)混合物， 

阳性对照为第三轮淘筛扩增的噬菌体(1010Tu)。 

1．2．5 挑选噬菌体阳性克隆 第三轮淘筛的噬菌 

体 1：1000稀释后，感染宿主菌 E．coil ER2537，铺制 

平板，370(：培养 10h。随机挑取20个克隆，扩大培养 

并测滴度，用上述夹心ELISA方法检测20个克隆与 

mAb 5H5的结合特性。 

1．2．6 DNA序列测定 从噬菌体阳性克隆中随机 

挑选 10个，扩增后提取单链 DNA(按试剂盒说明操 

作)。用373A型自动测序仪测序。 

1．3 序列分析 应用计算机软件pcgene分析测序 

结果。 

2 结果 

2．1 淘筛肽库与富集效果 

对三轮淘筛的富集率进行了比较，表 l显示第 

二、三轮的富集率均高于前一轮。 

襄 l 每一轮淘筛富囊辜 

Table 1 Yjdd 0f each romd 皿i雌 

Round l 2 3 

Adding 3．0 x 1O 

Eluate 1．1xlO' 

Y ’ 3．7 x 10一 

3 2xlOa2 

6．7 x1 0， 

2．1x 10 5 

Yidd ElI|dIe／̂ ddIlIg 

2．2 夹心 Du 结果 

第三轮筛选到的噬菌体与rnAb 5H5反应的‰  

值较与无关单抗及无关蛋白RSA、sv反应的A 值 

高 l0倍以上，而且远大于阴性对照 9肽库与5H5反 

应的A 值；另外，无关单抗与筛选到的噬菌体及 9 

肽库反应的A490值均小于0．1，第三轮筛选到的噬菌 

体能够特异地与5H5结合，结果见图 1。 

2．3 竞争 EusA结果 

根据A490值，计算竞争抑制百分率，绘制竞争曲 

线。竞争抑制百分率 =(阳性孔A值一被抑{6j孔 A 

值)／阳性孔 A值 ×100％。从图2可以看出，正常鼠 

脑抗原对筛选到的噬菌体与5H5的结合几乎无竞 

争抑制作用，而瑚N Ag对二者的结合有竞争抑制 

作用，竞争抑制率高达92％。 

2．4 挑选噬菌体阳性克隆 

随机挑取的20个克隆经夹心 Eu 测定均为 

“肌 

3  2 
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阳性。 

2．5 测序结果与分析 

10个噬菌体克隆展示外源肽的序列完全一致， 

均为—_vRDAE咖 。将此氨基酸序列与 HTNV NP 

序列进行同源性分析，在 NP氨基端有一个同源性 

很高的序列(图3)，位于第25～33aa的区域。 

删  

HnⅣ NP 

3 讨论 

【v】Ⅱl̂口田垤 】 
l 期呐正- ¨¨ KD 

困 3 同积分析结果 

F ．3 Tk ren山 b椰岫 帅 

阐明病毒抗原表位的结构和功能，不仅是病毒 

分子生物学和病毒性疾病发病机理研究的重要内 

容，而且也可为诊断抗原和疫苗的研制提供重要资 

料。传统分析抗原表位的方法是利用抗体筛选大量 

的重叠合成肽，但是由于合成肽成本高，且必须事先 

明确蛋白质的氨基酸序列，故限制了此方法的广泛 

应用。噬菌体展示随机肽库技术的创立和应用，使 

迅速确定蛋白质抗原表位成为可能，弥补了合成肽 

筛选的不足【4 J。利用噬菌体随机肽库寻找抗体表 

位，能否成功取决于三个方面：I)获得库容量大、结 

构多样性全的肽库；2)筛选方法及验证方法的可靠 

与准确；3)合适的抗体[ 。本研究采用的随机9肽 

库有足够大的库容量(3．2 x 10 TU／mL)，能保证对 

靶分子筛选的需要。此外，选取了特异性强的mAb 

51-15(抗 HTNV型)作为筛选分子进行生物淘选，避免 

了非特异噬菌体的“富集”，极大地提高了筛选的特 

异性和敏感性。夹心 EusA和竞争 EIJSA结果表 

明，经三轮亲和淘筛后得到的噬菌体阳性率达 

100％，并能够特异地与mAb 5H5结合，这种结合可 

被天然抗原所抑制，竞争抑制率高达 92％，结合阳 

性克隆的核苷酸序列测定及分析结果，可以确定筛 

选到的噬菌体递呈了能与mAb 5H5决定簇互补区 

(CDR)相结合的短肽，此短肽即为 mAb 5H5识别的 

表位。 

NP是 HTNV的主要结构蛋白，大小约为 45～ 

50kD，由428～433个氨基酸组成，具有很强的抗原 

性和免疫原性，既可诱导强烈的体液免疫反应，又可 

诱导细胞免疫反应_B ]。汉坦病毒(Hv)属多种血清 

型病毒NP之问具有共同的抗原位点。徐志凯、梁 

米芳等【10,ii J利用抗 NP mAb研究发现，HV NP上含 

有多个组特异性、型特异性抗原表位，并且这些表位 

多为线性表位。Vapalahti等【 根 据 HV PUU型 

stokan~株NP的氨基酸序列，从 N端至 C端合成了 

141个连续交错重叠的14肽，经免疫酶染色发现了 

6个多肽抗原表位，几乎均位于NP氨基酸序列的亲 

水区。白雪帆等[6,13 构建了HTNV S基因．肽噬菌体 

文库，并应用 12株抗 HTNV mAb对肽库进行了淘 

筛，确定了NP氨基端的一个主要 B细胞表位(I一 

6an)，并推断其核心序列位于 15—66as，再此基础 

上，又应用 PEPSCAN(肽扫描)技术，在活化的纤维 

素基膜上每间隔2个或 1个氨基酸分别合成 15肽 

和 8肽阵列，经免疫酶染色确定了两个与 mAb 

L13F3反应的最小抗原多肽，一个为 5肽，一个为 3 

肽，为探求别的抗HTNV NP mAb的更小的抗原表位 

提供了依据。 

本实验应用型特异性 mAb 5H5淘筛噬菌体随 

机 9肽库，找到了该株 nlAb识别的鞍小的多肽表 

位。并证实了HTNVN端 1—86aa的范围为该病毒 

的一个主要线性表位，从分子水平上加深了对l-r?- 

Nv NP表位的认识，为免疫诊断和小分子多肽疫苗 

的合理设计提供了有益资料。该研究结果也进一步 

证明，噬菌体随机肽库是筛选病毒抗原表位的有效 
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和可靠的工具。 
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L131~3识别的抗原表位[J]第四军医大学学报 ．2000．21(7)：850 

一 m  

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

