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利用T7噬菌体展示技术构建人舌鳞癌细胞多肽文库 

王景涛，季 平，邓 诚，伍明毅，刘 凯，孙守娟，邹 波 

(重庆医科大学附属口腔医院口腔颌面外科，重庆 400015) 

【摘 要】目的：本研究拟构建人舌鳞癌细胞株Tea8113的1v7噬菌体展示多肽文库，为进一步筛选和鉴定与舌鳞癌相关的蛋白 

或多肽打下基础。方法：人舌癌细胞株 Tea8113，QiaGen法提取细胞 mRNA，逆转录合成双链 cDNA后与T7Select 10—3载体连 

接，体外包装并扩增得到 1v7噬菌体展示多肽文库。结果：构建了人舌鳞癌细胞株 Tea8113的T7噬菌体展示多肽文库，原始文 

库重组滴度为鳞癌 1．7 x 10 pfu，扩增后滴度为3×10 pfu／mL。随机从文库中抽取 l0个克隆 PCR扩增插人片断，电泳结果显示 

构建的文库中均有插入片段，文库插入率高达 100％。所构建的文库插入片断大小在(0．4～1．0)khp之问。结论：成功构建了人舌 

癌细胞株 Tea81 13的T7噬菌体展示多肽文库，为下一步筛选和鉴定与舌癌相关的蛋白或多肽奠定了基础。 
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Construction of a T7 phage display library of human tongue squamous 

carcinoma 

WANGJing-tao et(1l 

(Department ofDentofacial Surgery，the Affiliated Stomatology Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To construction human tongue squamous carcinoma T7 phage display peptides library from the cell of human tongue 

squamous carcinoma cell line Tca8113．Methods：mRNA was isolated from the cells of human tongue squanlous carcinoma cell line 

Tca8113 with the methods ofQiaGen．and then mRNA was reversely transcribed into double stranded cDNA．After digestion．the cDNA 

was inserted into T7 Select 10-3 vector．The phage display peptides library was construe‘ted by package reaction in vitro and plate 

proliferation．Plaque assay and PCR were used to evaluate the library．Results：117 phage display peptides library was established．Plaque 

assay showed the titer of the library was 1．7×10 ．The phage titer of the amplified library was 3 x 10⋯pfu／mL．PCR amplification of 

random plaque showed insert ratio of 1 00％ in the library．With insert 
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range from 0．4 kbp to 1．0 kbp．Conclusion：The phage display 

peptides library from human tongue squamous carcinoma celt line 

Tca8 1 1 3was constructed． 

【Key words】Phage display；Peptides library；Human tongue 

squamous carcinoma；Tca8 1 1 3 
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舌癌是一种严重危害人类健康的恶性疾病 ，其发病率和 

死亡率在口腔癌中最高，而且舌体具有丰富的淋巴管和血液 

循环，加之舌的机碱运动频繁，使舌癌常发生早期颈淋巴结转 

移，且转移率较高，舌癌一般恶性程度较高，生长快，浸润性 

强。临床上治疗常以综合性治疗为主。早期诊断对舌癌的治 

疗效果及预后有着十分重要的意义I一1。近年来研究者将噬菌体 

展示技术与细胞膜表面蛋白多肽结合起来。构建肿瘤的噬菌 

体展示多肽文库并进行肿瘤特异性抗原或靶向蛋白的筛选 51， 

在对肿瘤的诊断和靶向治疗方面取得了重大突破。应用噬菌 

体肽库技术筛选出与肿瘤特异性结合的多肽片段为寻找和开 

发新的特异性靶向多肽提供了广阔的前景。本研究的目的就 

是利用 1v7噬菌体展示技术构建人舌癌细胞系 Tca81 13细胞 

多肽库，为下一步筛选出能够与人舌鳞癌细胞株中的肿瘤表 

面受体特异性结合多肽片段奠定基础，并通过鉴定其在体内 

体外结合的特异性，进而指导l临床诊治和改善预后。 

1 材料和方法 

1．1 材料和试剂 

1．1．1 细胞株 人舌癌细胞株 Tca81 13有重庆医科大学生 

命科学研究院基础研究所提供。 

1．1．2 主要试剂 T7Select~10—3b噬菌体载体，BLT5615菌 

株 。MerkT 7Select~1 0—3Orient Express Random Primer cDNA 

Synthesis Kit，EcoRl／Hind III End Modification Kit，DNA Ligation 

Kit，Mini Colunm Fractionation Kit，T7Selectl0—3 Cloning Kit)， 

德国QiaGen公司的 Oligotex Direct mRNA Mini Kit试剂盒。 

1．2 实验方法 

1．2．1 人舌癌细胞株 Tca8113的培养 用含 10％小牛血清 

的 RPMI1640培养基，在 37℃、50 ml／L CO2条件下培养。离心 

消化，收集约 1 X 10，个细胞。 

1．2．2 mRNA的分离和纯化 根据 OligotexR mRNA Mini Kit 

试剂盒的要求，按说明从细胞中提取、分离纯化 mRNA。 

1．2．3 mRNA纯度的检测 甲醛变性电泳及紫外分光检测 

mRNA的纯度。 

1．2．4 cDNA合成 cDNA文库的构建使用 Novagen公司的 

cDNA Synthesis Kit，以 mRNA为模版，按试剂盒说明进行 

cDNA第一、第二链的合成 ，等体积苯酚，氯仿／异戊醇抽提反 

应物，乙醇沉淀。 

1．2．5 cDNA末端处理 T4 DNA聚合酶补平 cDNA末端 ，双 

链 cDNA 20 l、10 X修补缓 冲液 3 l、10mmolDIT聚合酶 

1．5 l、1 mmol／L dNTP混合物 3 l、q'4 DNA聚合酶 1．5 l， 

加水至总体积 30 l。混匀，11℃孵育 20rain。等体积苯酚／ 

氯仿，异戊醇抽提反应物。乙醇沉淀，彻底干燥后重新溶解于 

l0 lTE中。反应体系中加入平末端 cDNA10 l、10×修补 

缓冲液 2 l、1 mmol／L ATP2 lal、100 pmol／L接头 2 l、T4核 

苷酸磷酸化酶5 u，混匀，37℃孵育 5 min。冰上冷却，再加入 

T4 DNA连接酶。l6℃作用 16 h连接 EcoR I和 HindⅢ接 

头。＆。R I和HindⅢ酶切后得到具有粘端的cDNA片段，使 

用 Mini c0lumn Fractionation试剂盒(Novagen)去除未连接及 

长度在 300bp以下的cDNA片段。 

1．2．6 文库构建 为了使构建的文库能展示较大的多肽，同 

时拷贝数也能满足后续筛选和富集工作的需要，选用TTSe— 

lect10～3b作载体。插入序列与载体摩尔比为l：1．5的比例即 

400 ng cDNA片段(约 0．02 pmo1)，加入 0．5 lagEcoR I和H 

m双酶切的 T7Selectl0—3b作载体 ，T4连接酶 16~C连接过 

夜。5 l重组 DNA加入 25 l1v7噬菌体包装物中，22~C温育 

2 h进行体外包装，反应结束后加入 270 Ixl的 LB终止。原始 

文库加入 20 l氯仿 4℃保存 ，并取少量进行噬菌斑扩增文 

库加入 10％灭菌甘油，一70~C保存。 

1．2．7 噬菌斑试验测定文库滴度 使用 M9TB培养基 37℃ 

振荡培养 BLT5403至 A O．8一1．0，用灭菌 LB稀释原始文 

库102 107倍。100 ILl稀释物与 250 IXl宿主菌 、3 ml预热的 

上层琼脂混匀，铺于 LB(加有羧苄青霉素苄 )琼脂平板上， 

37 oC、(3-4)h，计算文库库容。 

l_2．8 PCR鉴定重组子 从平板上随机挑选分离良好的单个 

噬菌斑，用牙签沾取少量噬菌体加入 100 lal、10 mmo1]L EDTA 

中，涡旋震荡混匀。65℃、14000 r／min离心 10min去除不溶 

物，取 1．5 l进行 PCR扩增。上游引物：5-GGAGCTGTCCG 

TA'ITCCAGTC一3’，下游弓l物：5’一AACCCCTCAAGACCCG IT 

TA一3’。80qC热启动，加入 Taq聚合酶。PCR循环参数：94oC、 

50 s，50~C、60 s，72oC、60 S。35个循环后延伸 72~C延伸 7 min。 

l％琼脂糖电泳PCR产物鉴定文库重组体插入效率。 

1．2．9 文库的扩增 参照试剂盒说明书的方法，将初始文库 

平均分成 2份进行扩增，计算其滴度。 

2 结 果 

2．1 mRNA的提取和分 离 

人舌癌细胞株 Tea8113细胞 mRNA的分离提取：所提取 

的mRNA经 1．2％甲醛变性琼脂糖凝胶电泳图谱检测其质量 

(图 1)，电泳结果显示成功分离的 mRNA，OD~o／0D 1．951， 

分子量分布由0．2～6 kbp(图 1)，mRNA质量和浓度能够满足 

文库构建的要求。 

M 】 2 

1 000 bp 

200 bp 

100 bp 

M．100 bpMaker；1~2．mRNA 

图 1 mRNA电泳图 

2．2 cDNA文库构建和鉴定 

cDNA产物经酶切修饰后连接到 T7噬菌体载体 T7Se— 
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lect~10—3b载体上，构建了Tea8l13的 3"7 Select cDNA噬菌 

体展示文库。舌鳞癌细胞株1y7噬菌体展示 cDNA原始文库 

重组克隆数为 I．7×l pfu，经扩增后高达 3 X 10 pfu／ml。 

2．2 PCR检测重组噬菌斑cDNA片段的大小 

通过 PCR反应检测随机挑取的 10个克隆，PCR扩增插 

入片段，琼脂糖凝胶电泳 ，结果显示 ：文库中所有 l0个克隆 

均有插入片段，插入率高达 100％。文库中插入片段大小均在 

0．4-1 kbp之间(图 3)。 

M l 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1 000 bp 

400bp 

100 hp 

00 bpMaker；2～13．随机挑选的克隆菌的PCR电泳图 

图3 PCR电泳图 

3 讨 论 

肿瘤抗原的特异性是肿瘤早期诊断和免疫治疗的重要 

保证之一，而肿瘤干细胞的特异性表面标志物是当今研究的 

热点。 噬菌体展示技术 自1998年由Smith建立以来[61，经过 

十几年的发展和完善．已被广泛应用于抗体库 、随机肽库及 

cDNA文库的建立以及利用其筛选、纯化策略进行筛选细胞 

表面特异性结合的多肽或抗原。其基本原理是在噬菌体衣壳 

蛋白基因中插入外源基因，形成融合蛋白表达在噬菌体颗粒 

蛋白的表面，利用靶分子，采用适当的淘选方法，洗去非特异 

结合的噬菌体，最终从噬菌体文库中筛选出能结合靶分子的 

目的噬菌体 ，外源多肽或蛋白质表达在噬菌体的表面，而其 

编码基因作为病毒基因组中的一部分可通过噬菌体 DNA序 

列测序出来，使得表达蛋白(表现型)和编码基因(基因型)之 

间完美地结合起来，为生物医学提供高效而使用的研究工具。 

利用噬菌体展示技术构建多肽展示文库为寻找新的肿瘤标 

志物，新的肿瘤相关基因和蛋白等为进一步的研究肿瘤发生 

发展机制，以及肿瘤的早期诊断、靶向治疗等方面具有潜在 

的基础研究和临床应用价值。其在国内外已被广泛应用于肺 

癌[5-ol、卵巢癌 、大肠癌I“】、肝癌112,13l等肿瘤抗原的筛选。 

目前，国内利用噬菌体展示系统来构建舌癌的噬菌体文 

库并筛选舌癌抗原还未见报道，本研究旨在构建一个高质量 

的舌癌噬菌体展示文库，以便进一步从文库中筛选出与肿瘤 

细胞具有特异性结合的噬菌体多肽及鉴定舌鳞癌特异性及 

相关性抗原，为舌癌的早期诊断、疫苗研制及发病机制的研 

究提供依据。 

本研究首次利用人舌癌细胞株Tea8113为研究对象 ，通 

过 QiaGen法提取人舌癌(Tca8ll3)细胞 mRNA，使用 Merk 

公司的 T7Select~ 10—3 Orient Express cDNA Cloning System 

合成 cDNA以及文库的构建。在理论上r丌噬菌体展示系统 

的 l0～3 b载体最大可展示 l 200 aa肽段，但通常情况下，展 

示肽段在 600 aa以下的噬菌体有生长优势，导致文库展示的 

段片段多肽占绝大多数。本实验经检测初始文库的滴度为 

1．7 X l0 pfu，经扩增后高达 3×i0 pfu／ml，经蓝白斑筛选测 

定文库的插入率高达 100％。提取的mRNA通过 1．2％甲醛 

变性琼脂糖凝胶电泳检测无明显降解现象，经 PCR检测 cD— 

NA平均插入长度大多位于 0．4～1．0 kbp之间，证明其构建的 

文库质量较好。经鉴定所构建的多肽文库具有较好的质量， 

为进一步筛选、克隆舌癌特异性表达的蛋白或多肽奠定了基 

础，是进行人舌癌相关抗原研究的理想lT具。同时，也为我们 

下一步筛选肿瘤干细胞的表面特异性标志物奠定基础。 
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