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用T7噬菌体展示技术筛选乙型肝炎病毒 PreS1相互作用蛋白 

黄 英 ，张 君 ：，何茂锐 ：，陈维贤：，黄爱龙 

(1．重庆医科大学附属第二医院感染科，重庆 400010； 

2．重庆医科大学感染性疾病分子生物学教育部省部共建重点实验室，重庆 400016) 

【摘 要l目的：用1v7噬菌体筛选系统筛选乙型肝炎病毒Pres1的相互作用蛋白。方法：应用1v7噬菌体展示技术，以通过原核表 

达的方式得到的乙型肝炎病毒 PreS1作为靶分子，对噬菌体人肝细胞 eDNA文库进行生物筛选，对筛选到的克隆进行 DNA序 

列分析及同源性搜索。结果：经鉴定得到 1个阳性克隆，确定了能与乙型肝炎病毒 Pres1相互作用的蛋白可能为：细胞色素 c氧 

化酶 1(Cytochmme c O idase Subunit I，COX1 o结论：1v7噬菌体展示筛选系统是筛选相互作用蛋白的一种简单、快速和有效的 

手段，筛选到的相互作用蛋白为进一步探讨 PreS1的致病机制提供重要依据。 

【关键词】1v7噬菌体展示技术；乙型肝炎病毒 PreS1；相互作用蛋白 
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Screening of proteins interacting with the Hepatitis B Virus PreS1 protein 

frOm T7一Phage display library 

HUANG Ying，et al 

(Department of Infection Diseases，the Second Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To screen and identify proteins that interact with the hepatitis B virus PreS1 protein by means of 

T7-phage display system．Method：Hepatitis B virus PreS 1 protein was expressed by prokaryotie expression and used as se— 

lected molecule to biopan the T7 select human liver eDNA library，the selected positive clones were identified by DNA se— 

quence an d an alyzed with BLAST program in GenBank．Result：After BLA ST in all positive clones，one protein：Cytoehmme c 

Oxidase Subunit I(COX1)was found to interact with the hepatitis B virus PreS1 protein．Conclusion：T7一phage display system 

is a convenient，rapid and effective method for screening interacting proteins．This results will provide important evidences for 

studying the pathogenesis and mechanism of HBV． 

【Key words】T7-phage display；Hepatitis B virus PreS 1 protein；Interacting proteins 

乙型肝炎病毒(HBV)的感染是一个非常严重 

的全球性健康问题。HBV感染引起的慢性肝病导致 

全世界每年有 50 120万患者死亡【lJ。而慢性乙肝至 

今仍缺乏有效的治疗手段和解决方案，临床常用的 

抗病毒药物疗效有限，不能有效阻断 HBV在肝组 

织内的复制和再感染。而 HBV与肝细胞之间相互 

作用分子机制的研究进展相对滞后是严重影响新 

型治疗方法和药物研发的重要原因之一。乙型肝炎 

病毒的前 s1蛋白(PreS1)是其外膜蛋白(HBsAg)的 

重要组成部分，已有研究表明PreS1不仅仅在介导 

HBV进人肝脏细胞过程中起重要作用，而且对肝细 
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主要研究方向：蛋白质的相互作用。 
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胞具有广泛的生物学意义 。但目前对于这种重要 

的蛋白的作用机制知之甚少，如果能找到与 PreS1 

发生相互作用的蛋白以及 PreS1的受体，进而揭示 

PreS1所激活的信号传导通路，这将有助于我们进 
一 步弄清 PreS1在 HBV感染和致病过程中的生物 

学作用，从而促进 PreS1在乙型肝炎诊断和治疗中 

的应用。 

我们成功构建了能与 GST融合表达的含 PreS1 

基因片段的原核表达质粒 ，并将其转化大肠杆菌 

BL21(DE3)中获得了高效表达 ，同时利用 Novagen 

公司构建的 1_7噬菌体为载体的 cDNA文库展示系 

统使我们可以通过固相化的 PreS1对文库进行多轮 

亲和筛选，从而快速、高效地从文库中选择性地富 

集到与 PreS1相互作用的重组克隆，并获得特异性 
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重组克隆所携带的PreS1相互作用蛋白的编码序列 

信息。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1菌株和质粒 pGEM-Teasv(Promega公司)，受体菌 

BLT5615(Novagen公司)，含双拷贝乙肝病毒 adw2亚型基因 

全序列的质粒 pEcob6由本研究所保存。原核表达载体质粒 

pGST-MOLUC由芝加哥大学何通川助理教授馈赠。 

1．1．2试剂 T7select人肝细胞 cDNA文库 (N0vagen公司)， 

Pyrobest DNA聚合酶 ，T4DNA连接酶(Promega公司)，内切 

酶 Xba I，Hind HI，入一EcoT14 digest，100bo DNA Marker(宝 

生物公司)。 

1．2 方 法 

1．2．1融合蛋白的表达 以 Genebank数据库提供的HBV 

adw2亚型 PreS1基因的核苷酸序列设计一对包含限制性内 

切酶 Xba I和Hind III酶切位点的引物：上游引物：5’一AT- 

GAAGCTTAATGGGAGG1TrGGTCATC一3’，下 游 引 物 ：5’ 

一 ATCTCTAGAGGCCTGAGGATGACT一3’。以质粒 pEcob6为 

模板，通过 PCR扩增得到 HBV PreS1基因片段，用限制性内 

切酶 Xba I和 Hind Ill进行双酶切后再与同样经过双酶切 

的原核表达载体 pGST-MOLUC连接。将连接产物转化感受 

态克隆菌 JM109得到 pGST—PreS1重组质粒，经酶切及测序 

鉴定后用此重组质粒转化感受态表达菌 BL21(DE3)，转化产 

物涂布于含 Ampr(100IXg／m])的 LB固体培养基 ，37~C过夜 

培养。挑选单个菌落于 2ml含 Ampr(100IXg／m1)的 LB液体 

培养基中，37~C的条件下摇床上培养 (300r／min)直至 OD 

值 一0．6。在培养的菌液中加入终浓度为 1mmol／L的异丙基硫 

代 ⋯13 D 半乳糖苷 (IPTG)，在 37℃条件下，摇床上培养 

(300r／min)6h，收集菌体。 

1．2．2融合蛋白的纯化 用 20mlPBS重悬收集的菌体沉淀 ， 

加 苯 甲 基 磺 酰 氟 (PMSF，17．4mg／m1)20 l， 终 浓 度 为 

(0．1mmol／L)，先用溶菌酶处理 ，冰上放置 30min。超声破碎 

10rain(相关参数为：功率 235W，其中超声破碎 5s，间隔 5s)。 

轻轻颠倒盛有谷胱甘肽一琼脂糖树脂的容器，将树脂混成匀 

浆，每 20ml细胞破碎液加入 400 l匀浆 ；4℃，500g X 5min 

离心，去上清；加入 lml预冷的PBS颠倒混匀，4~C，500g× 

5min离心，去上清；重复洗涤 2～3次；加入 200IXl洗脱液，室 

温孵育 10min，重复 2—3次 ，收集洗脱液 ；取收集的洗脱液 

5 IXl加蛋白上样缓冲液，SDS—PAGE鉴定蛋白纯化情况。 

1．2．3HBV PreS1相互作用蛋白的筛选 

1．2．3．1文库扩增 挑取 BLT5615新鲜单克隆在 3mlLB／Amp 

内振摇 ，37~C过夜。将 30 l振摇细菌加入 3mlLB／Amp内振 

摇至 OD600值 0．5～1．0，加入 30 l IPTG，再振摇 30min后加 

入噬菌体文库 4 l，振摇 1～3h直到细菌裂解。收集裂解液。 

以 100It-l含 3％BSA的 TBS包被微孔板，置湿盒中 37℃封 

闭 2h；弃封闭液，1×TBST洗涤 3遍，将裂解液 100IXl加入 

酶标板微孔内，于湿盒中37℃封闭 2h，吸出孔内液，并用 

100IX1TBS清洗微孑L 1次，合并吸出的孑L内液和清洗液为预 

筛选液。 

1．2．3-2生物筛 选 将 PreS1以 TBS稀 释为 10 g，ml，取 

100 l包被微孑L板，4~C过夜；1×TBST(含 0．5％Tween20)洗 

涤 3遍，加入 100 l含 3％BSA的 TBS，置湿盒中 37~C封闭 

2h；弃封闭液，1×TBST洗涤 3遍，加入 100 l预筛选液，4~C 

过夜；弃孔内液，1 XTBS洗涤 3遍 ，加入 100 l BLT5615大 

肠杆菌菌液(OD600值 0．5～1．0)，于 37~C孵育 2h，吸出感染 

有噬菌体 的菌液 ，加入到 2ml BLT5615大肠 杆菌菌液 

(OD600值 0．5～1．0)，37 oC振摇直到细菌裂解，收集裂解液 

4~C保存备下一轮筛选用。将第一轮筛选后的噬菌体裂解液 

100 l加入预先包被 PreS1的微孑L板，于37oc~ 2h，弃孔内 

液 ，1×TBST (0．5％Tween20)洗板 5次 ，在 加入 100 l 

BLT5615大肠杆菌菌液，37℃孵育 2h，吸出感染有噬菌体的 

菌液，按上述方法得到第二轮噬菌体裂解液。按第二轮筛选 

方法再筛选 1轮。每轮筛选后，均做噬斑分析。 

1．2．4竞争性洗脱特异性结合的噬菌体 将每轮筛选后的噬 

菌体液都以TBS稀释为 1×109pfu／ml，取 100 1分别加入预 

先包被 GST—PreS1和 GST酶标板微孔内，于 37℃孵育 2h，弃 

孑L内液，1×TBST (0．5％Tween20)洗板 5次 ，加入 100 l 

20 eCml的 PreS1，于室温平缓摇动 5h，吸出孑L内液，用 1× 

TBST(0．5％Tween20)洗板 1次，合并吸出的孑L内液和清洗 

液，对合并后的液体进行噬菌体滴度分析。 

1．2．5噬斑的 PCR扩增 挑取第 3轮筛选后的阳性噬斑 ，进 

行噬菌体裂解，提取噬菌体基因组后进行 PCR扩增 ，上游引 

物 ：5’一GGAGCTGTCGTATFCCAGTC一3’； 下 游 引 物 ：5’ 

一 AACCCCTCAAGACCCG 几TrA一3’。1．5％琼脂糖凝胶电泳鉴 

定扩增结果。 

1．2．6克隆载体的构建和鉴定 将纯化的噬菌体基因组 PCR 

产物与 pGEM—Teasy载体连接，转化大肠杆菌 DH5 o【感受态 

细胞 ，在铺有 IPTG／X—ga1的氨苄西林平板上进行蓝白班筛 

选，挑取白色菌落提取质粒并鉴定。 

1．2．7DNA序列测定及同源性搜索 将鉴定正确的质粒进行 

DNA序列测定(本实验室完成)，利用 DNAMAN生物软件和 

NCBI生物信息学资源对序列进行分析。 

2 结 果 

2．1 融合蛋白的表达 

经 IPTG诱导后的重组表达菌 BL21(DE3)菌液 

超声破碎，8000r／min，5mim，4~C离心 ，取上清用蛋白 

电泳检测呈现出特异性扩增条带 ，大小约为 37ku 

左右，与预期值相符。见图 l。 

2．2 融合蛋 白的纯化 

融合蛋白分子中含有谷胱甘肽转移酶(GST)， 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


重庆医科大学学报2007年第32卷第 4期 (Journal of Chongqing Medical University 21107 Vol 32 No 4 

98K L ——  

68Kll一  

50Kl一  

36K【l—  

n 

l f。I “Pif1 M LII k r： 

3 5行别匀 Ⅵ(1l_ll(：、 _I—I'r,-SI未诱 导们转化 ； 

2 4、6．舒刑勾I 2I-『]C；S。̈I—M[I_II、̈I， I l，l sI诱导I 的 

转化阿 

图 t 融台蛋白的表达 
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细胞色素 C氧化酶 (Cytochrome e oxidase， 

COX)即呼吸链复合物Ⅳ，是线粒体呼吸链电子传 

递的终末复合物，它由线粒体基因组与核基因组各 

自编码的亚基共同组成复合物，其中 I、Ⅱ、Ⅲ3个 

大亚基由线粒体基因编码并定位合成，其余 10个 

小亚基由核基因编码合成，然后进人线粒体，起调 

节线粒体催化亚基活性的作用。在哺乳动物组织中 

COX亚基 的表达及其调节机制 尚不完全清楚 。 

Claire M．Payne等研究发现 COX1表达减少与细胞 

凋亡抵抗有明显的关系，这是促成肿瘤形成的重要 

原因。因此他们把COX1作为评估结肠癌恶性程度 

的指标[61。我们由此可推测 HBV PreS1和 COX1相 

互作用可能具有以下两方面的潜在意义：一方面， 

通过 COX1的介导增强肝细胞抗凋亡能力，帮助建 

立 HBV感染状态。当 HBV感染肝细胞时，宿主本 

身会诱导细胞凋亡来作为一种防御反应。为了能持 

续感染宿主细胞 ，HBV很 有可能通过 PreS1和 

COX1的相互作用以提高肝细胞抗凋亡能力；另一 

方面，通过 COX1介导提高肝细胞增殖能力。因此， 

PreS1与 COX1相互作用有可能参与了 HBV相关 

性肝癌的发生。这些都待于进一步研究证实。在下 
一 步研究工作中，我们将建立 COX1的原核和真核 

表达系统，表达和纯化出 COX1蛋白，并对其进行 

理化性质分析和亲和鉴定，体外证实其与 PreS1的 

相互作用，并进行亚细胞定位。只有通过上述的后 

续研究才能最终确证本实验中所筛选到的 cDNA 

片段是否真实地反映了PreS1相互作用蛋白的相关 

DNA序列信息。因此本实验所得到的结果无疑为寻 

找 PreS1相互作用蛋白和揭示 PreS1的作用机制提 

供了重要线索，具有很大的指导价值。 

综上所述，本研究从噬菌体表面展示的cDNA 

表达文库中筛选出与PreS1特异性结合的噬菌体克 

隆，并且得到其基因型和表型特征，为进一步研究 

Pr。s1相互作用蛋白提供了重要的线索，具有潜在 

的医学运用价值。 
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