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利用噬菌体表面展示技术构建人肝癌细胞的cDNA表达文库 

张 林 ，刘 杞 ，孙 航 

(重庆医科大学感染性疾病分子生物学教育部重点实验室，重庆 400010) 

【摘 要】目的：筛选对人肝再生增强因子(hALR)高反应性的肝癌细胞株，以此作为细胞来源，利用噬菌体展示技术构建出含 

有其 eDNA表达文库，为进一步从文库中筛选 hALR相互作用蛋白奠定基础。方法：hALR刺激不同肝癌细胞株，从中筛选出 

对 hALR刺激有高反应性的细胞株。以Poly ATtract Systeml000提取mRNA，用 T7Selectl0—3 Orient Express cDNA Cloning 

System和Random Primer构建它的cDNA噬菌体表面展示文库；以噬菌体滴度分析和 PCR评价文库质量。结果：hALR对不 

同肝癌细胞株均有不同程度的促增殖作用，且呈明显的剂量依赖关系。对 QGY促增殖作用最强，以它作为建库细胞。对所 

建文库进行噬菌体滴度分析，表明原始eDNA文库含有2×10 独立的重组子；随机挑取重组子进行 PCR鉴定，发现插入长度 

在0．2-2kb，平均为0．6kb，能够较好地代表来源细胞中mRNA所表达的几乎所有信息。结论：hALR对所检测的肝癌细胞株 

均有促增殖作用；QGY细胞对 hALR刺激有最高的反应性；以它为基础，构建出库容量为2×10 的高质量噬菌体表面展示文 

库。 
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【Abstract】Objective：To identify the human hepatocarcinoma cell line with the highest reactivity to hALR and to oonstruet the phage 
— displayed library with its cDNA as the basis of the selection for special protein binding hALR from this library．Methods：The reae— 

tivityto hALRofHepG2，7701 andQGYwas compared by H—TdRmethodsin vitro．ThemRNAofgg3Ywiththehighest reactiv— 

ity to hALR was isolated with PloyATtraet System  1000 kit．The phage—displayed library with eDNA fragments of QGY was con— 

structed withT7Select10—30rient Express cDNA Cloning System  and Random Primer kit．The quality of this library WaS evaluated by 

phagetiter assayandPCR．Results：hALR could stimulatethe proliferationofQGY，HepG2，and 7701 indose—dependentwayin vit— 

ro，but QGY showed the highest reactivity to hALR．The phage—displayed library with eDNA of QGY WSS successfully mnstructed 

and contained approximate 2×10 primary recombinants．It was indicated by PCR that the size of the eDNA inserts WSS from 0．2 to 

2kb，the average 0．6kb．Thorough information about mRNA of QGY cells could be soundly represented by this library．Conchs／on： 

The results show that QGY had the highest reactivity to the hALR among three strains detected．The high quality phage—displayed 

library is successfully mnstructed with eDNA of QGY． 

【Key words】Augmenter of liver regeneration；Hepatcx：arcinoma cell，cDNA；Phage—displayed library 

肝再生增强因子(augmenter of liver regenera— 

tion， 6 )是由Hagiya于 1994年从新生鼠肝脏中 
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分离出的一种能促进肝脏再生的物质⋯1。近年的 

研究结果已明确 ALR能直接刺激肝细胞增殖和再 

生L2，3 J，在体内通过直接刺激或／,1I免疫调控来促进 

损伤肝脏的再生L4，5 J。此外，它在多种组织器官中 

有表达 ，6 J，具有重要的生物学意义。但ALR究竟 

如何发挥生物学作用目前仍知之甚少，如果能弄清 

与 6 发生相互作用的蛋白，这无疑有助于深刻理 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


重庆医科大学学报 2005年第3O卷第 3期 (Journal of Chongqing Medical University 2005．Vo1．30 No．3 J 

解 ALR的生物学功能，为深入了解 ALR及受体在 

疾病发生、发展及转归中的作用机制奠定基础。 

噬菌体表面展示技术(phage display)是研究蛋 

白质问相互作用的一种有效手段，利用噬菌体展示 

技术已成功筛选出多种相互作用蛋白 '8 J。本研究 

通过构建对 ALR具有高反应性的肝癌细胞株的 

cDNA噬菌体展示文库，为进一步以 LR做为筛 

选蛋白从该文库中筛选出 LR相互作用蛋白奠定 

基础 。 

1 材料与方法 

1．1 主要试剂、菌株和细胞株 

PloyATtract System 1000试 剂盒 购 自 Promega公 司， 

T7Select10—3 OrientExpress cDNA Cloning System、Random 

Primer试剂盒购自Novagen公司，UNIQ一10柱式病毒 DNA 

抽提试剂盒和核酸分子标准晶购自上海生工公司， H— 

Tc 购自北京中国原子能研究所；BLT5615大肠杆菌购于 

Novagen公司；人肝癌细胞株 QGY、7701、HeR 和重组人肝 

再生增强因子由本实验室保存和制备⋯4。 

1．2 方法 

1．2．1 R高反应性肝癌细胞株的筛选 将QGY、7701、 

HepG2三种肝癌细胞以 5×10 个细胞／孑L浓度分别接种于 

96孔细胞培养板中，同时加入经超滤纯化的不同浓度的酵 

母表达 R(0．2pg--6pg)和经相同处理的空质粒表达产 

物(阴性对照)，每3孔为一浓度组，在 37℃、5％C0，条件下 

培养 8--9h，加 0．8t~Ci的 H～TdR，继续培养 12h，收集细胞 

于玻纤滤纸上。晾干后用液体闪烁计数仪检测CPM值。 

1．2．2 QGV细胞 mRNA的提取、浓度和质量鉴定 将冷 

PBS洗涤后的5×10 QGY细胞收集于 50ml离心管中，按 

PIoyATtract System 1000试剂盒操作指南依次加入 Extac— 

tion／BME缓冲液，破碎细胞；加入 10 Oligo(dT)Probe混 

匀，70℃孵育5rain，室温 12000r／rain离心 10rain，收集上清； 

用0．5×SSC处理 SA—PMPs颗粒，将收集的以上反应物加 

入其中，室温静置 2rain，磁架捕获SA—PMPs，弃上清；0．5× 

SSC重悬SA—PMPs，混匀，磁架收集SA—PMPs，尽量去掉 

上清液；用lml无RNase水重悬SA—PMPs颗粒，混匀，用磁 

架捕获SA—PMPs，转移含mRNA的水相至无 Rnase的试管 

中，以12000r／min离心mRNA洗脱液 lmin，mRNA上清转 

移至另一个无RNase的试管中，取 10 mRNA紫外分光光 

度计测定其A260和A280值，分析 mRNA纯度和浓度，1． 

1％琼脂糖电泳鉴定mRNA的质量，余一70℃保存备用。 

1．2．3 构建 QGY 细胞 cDNA 噬菌体展 示文库 

18t~ImRNA(约 7．7pg)按 TTSelectl0—3 OrientExpress cDNA 

Cloning System、Random Primer试剂盒操作指南依次进行 

cDNA第一链的合成，cDNA第二链的合成；cDNA的末端修 

饰；cDNA的末端补平，与 EcoR I HindⅢ接头连接，EcoR 

I／H／m]Ⅲ双酶切；与T7噬菌体载体臂的连接。 

1．2．4 文库质量的鉴定 

1．2．4．1 原始文库滴度的测定 

取10 噬菌体包装混合物，依次稀释为1：10 至1：10 ， 

分别取100~1不同稀释液加至含有250 BLT5615大肠杆菌 

液(OD6oo=1．0)的试管中，加入3ml顶层琼脂(45℃)，混匀， 

倾倒至37℃预热的LB培养板，37℃培养 3～4h。计数噬菌 

斑生成数目，并按下式计算cDNA噬菌体展示文库的滴度和 

原始文库总重组子数： 

堕窭堂
I '1 l 

婆 ：文库滴度(pfu／m1)
r 

⋯
nlITII ‘ 

文库滴度×总噬菌体包装混合物体积(0．3m1)=原始文 

库总重组子数(pfu) 

1．2．4．2 PCR扩增鉴定插入片断大小 

随机挑取数个噬菌斑，分别加至含有 2ml BLT5615大 

肠杆菌液(OD6oo=0．5～1．0)的试管中，于空气浴恒温摇床 

中37℃、250r／min培养3～4h至细菌完全裂解；吸出噬菌体 

裂解液，离心(室温，8000r／min，10min)除去细胞碎片，收集 

噬菌体上清。UNIQ一10柱式病毒 DNA抽提试剂盒提取 

DNA。根据噬菌体克隆位点两端的序列设计 PCR扩增引 

物：TTSelectUP Primer：5’一GGA(X n3T℃G_TAT1℃CAGTC 

一 3’；TTSelectDOWN Primer：5’一AACCCCTcAAGACC— 

CGTTTA一3’。PCR参数为 94℃ 10rain预处理，94℃ 

1min，51℃50s，72℃2min，10个循环后改为 94℃lmin，54℃ 

50s，72℃2min，25个循环，72℃延伸6min。PCR反应完毕后 

取5 在 1．1％琼脂糖凝胶上进行电泳鉴定。 

1．2．5 文库的扩增和保存 

挑BLT5615单菌落于 LB培养液中，37℃、250r／min培 

养过夜，取 lml菌液置 100mlLB培养液中，37℃、250r／min 

培养至 013600为 0．5，加入 100mM IPTG lml(终浓度为 

lmmol／L)诱导培养 30rain，将原始文库与 50ml菌液混合， 

37℃、250r／min培养 3～4h至细菌裂解，8000r／min离心 

10rain除去细菌碎片，收集上清，每 lOml上清，加入 lml无 

菌80％甘油，于一70℃长期保存。 

1．2．6 扩增后文库的滴度测定 

取10tA扩增后文库液，以IB依次稀释为1：102至 1：10”， 

后续操作和滴度计算同1．2．4．1步骤。 

1．2．7 统计学处理 

所有数据均以均数±标准差表示，用 Excel、SPASS等软 

件对结果进行统计学处理。 

2 结 果 

2．1 不同肝癌细胞株对 hALR反应性比较 

hALR对肝细胞的促增殖作用必然要通过与细 
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胞表 的hA[ I 受体 什+将刺激信号传导人细胞 

内， 促进细胞增 通过观察细胞增殖的强弱 n丁 

日J接地反映⋯该细胞表面ALR受体表达 的多少 

或／相I亲 I J的强弱 从 & I I1 知 hALR刘这 种 

』̈=慵 抛株均何小『司稃度的健增玳作用，厄以埘 

Q( Y的 增硝作用最为突f“，r1．呈叫显的剂 依赖 

父系，晓明 Q( Y细胞刈 hA[ R冉较好的反应性，问 

接提小 禽有较多或／和高亲台 J的AI R受体以及 

十l J麻的l岛I‘度r~ff4NA 适合州于构建本研究所需的 

eDNA义库 

表 I 不同剂量 hA[，【t对 【 、(X JY和 77o1肝癌细胞株增殖的影响 

■ 
图 I ~td4NA琼脂糖凝胶电泳结果 

2．2 Q( Y细胞mR＼A的提取及鉴定 

2 2 1 分光光度汁法 nd A的A 厂A 在 1 9()以 

}：，表明 mRNA纯度较高，cnRNA浓缩液的浓度为 

4321~／m1．能够满足合成eDNA第一链时mR A浓 

度{>4ug／]{̈ )的耍求(表 2) 

2 2 2 mRNA的 1．I％琼脂糖凝胶电泳分析 从 

L j J弛lnRNA 慧尾状拖影(Sn1∞r)，主要分布 

2 0kb附近，尤 J 的 2 和 l 条带 

表2 紫外分光光度计法检测1 r NA的纯度和浓度 

mRNA洙缔涟浓度=43．2J gHl】 10=432f垠，兀1I 

表 3 原始文库的滴度 

表 4 扩增文库的滴度 

0●■ 
图2 原始文库在不同稀释度下的噬菌斑数 

2 3 文库质量评价 

2，3．1 原始文库滴虞测定 汁数不同稀释梯度下 

的噬荫斑(如图2)，根据丧3计算H 均原始史庠 

的滴度为6 58×10 pfu4~1【；原始义库包含的独豇 

组了n{j克隆数=丈庠滴度(pfu4n1)×()3ml=2× 

10 1 3fu 根据表4讣算扩增后的文库的平均滴度为 

4 3×l0 pfia／m1 

2 3 2 PCR鉴定 随机挑取原始文库的噬菌斑 
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I)( 扩增插人的d3NA”嘶；lu泳结 H，J 插人 ) 

】 ： 3 4 5 c1 7 

NA片断K 在0 2～2kb之问．平均为仉6kb(图31 

q l(】 I1 1 2 

图 3 dfxA插入片断的 f {分析 

本研'YUP J~H J的噬菌体表面展示技术是将编{ir5 

蛋l1质晌cl}NA序列克降人噬南怍的丛闻序列 『．． 

这样eDNA编 的蛋『rt或多肽就0 嘴菌体外壳蚯【。1 

融台我逃．从而构建出蛋 l质的表而腱 史l 这 

剥r将眭 型和丧型联系在一起的技术，可以通过蛋 

白的相互作用术分离和牲定 {{表达肯口标蚩门 嚷 

【 体 组于．肝口获取刮编码¨标蛋白的核 酸序 

列．． 

构瞧通什于筛选}nLR鼎I ‘怍Ⅲ生门f cDNA 

展示文库， ‘先应侏让 迮文库所需的 胞含自离 

亲干̈ 力和l／或较 高 I 度的 hALR相互作Ⅲ 蚩由 

k~LP．对肝细胞的促增聃作用必然要通过与} A1 R 

1：̈ 作用蛋白结台，激活特定的信号传导通路而促 

进细胞增殖 hA LI 促细胞增殖的强弱_lⅢJ接地反 

魄出该细1抱表面hAI R柏 if_作用 n表达 的多少 

或／卡̈亲和力的强弱． 率研究I ，我们比较 r 

hALR刘小川肝癌细胞株的仳增殖作H{．发现 

hALR时这 ： 种肝癌细胞株均有 同程度的促增碴 

作用，见以时QGY促增殖作用最为突出，为建库寻 

找到良好的细胞米源． 

从理论 l {：， 一个cI3NA文库j}自 ⋯。以上 

的库容量时，就能以99％的慨书侏IfE文库中包含有 

细胞表达 的任何 一种 mRNA序列信息 ⋯．． 实 

验所建文 包含独立重组子2 10 ，j 有较高的库 

存精。术实骑秉J r随机引物 l导合成d)NA第一 

链，浚法 f以合成出大小K度不等的c1)NA片断，它 

们分别代表了mRNA各部分区域的序列．从『f『『反映 

出mRNA所携带信息．．另外．据 IJ数据库推 

算．如粜文侔中eDNA椭人片断达到300bp以上，就 

kh 

日以代表蛋 质的各个功能域 10 所建文库的 

c1)NA捕八”断 度在 0 2～2kb之间，平均长度为 

6[}0bp，丧叫丈库中的 组c1)NA片断能够代表蛋白 

质的各功能域的序列信息 而蛋r]质功能域是蛋白 

质l十日互作川的基硎{，嘲此所建义库能有效地运用于 

蛋 质I1：̈'Lfi~,qj的研究． 

综 I．所述．乖交骑利用噬菌体表面展示技术，成 

功恂缱r时hALR具彳丁高压也性的人肝癌细胞株的 

高质 c1)NA表达文库 这为我 J高通量地从库中 

选出能 j} LR牛廿 作用的噬 体重组子、为寻 

找hAut牛̈ ：作用蛋门奠定r。 实的基础：．除此之 

外， 构建成功的人肝精细胞『_l勺cDNA表达文库还 

彳丁 泛的运用窄问．它HJ以 】-：肝癌细胞的基因 

功能 【学、蛋厶质组学 肿瘤疫曲年1『多肽药物的开发 

等众多领域．从而为探讨 1：癌的发q 机制 及寻求 

诊断 千̈清 的新途径提供重 L 
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胞、淋巴细胞和单核细胞上表达l_1 。bcl一2基因是 

调节细胞凋亡基因家族中的基本成员，bcl一2蛋白 

高表达可明显延长细胞的生存期l_1 ，能够抑制嗜酸 

粒细胞的凋亡。 

实验结果显示：生理盐水组豚鼠组织有 Fas、bcl 

一 2蛋白适量表达及嗜酸粒细胞凋亡，也有少量嗜 

酸粒细胞浸润，说明该组豚鼠肺组织嗜酸粒细胞适 

度凋亡是维持嗜酸粒细胞数量平衡的一种方式。哮 

喘组豚鼠肺组织 Fas蛋白表达及嗜酸粒细胞凋亡指 

数显著低于生理盐水组、而 bcl一2蛋白表达显著高 

于生理盐水组，说明该组豚鼠肺组织由于Fas蛋白 

低表达及bcl一2蛋白高表达使嗜酸粒细胞凋亡受 

抑，OVA激发后，引起肺组织大量嗜酸粒细胞浸润 

并释放许多炎症介质，从而造成肺组织严重哮喘炎 

症反应。母牛分枝杆菌菌苗组豚鼠肺组织 Fas蛋白 

表达及嗜酸粒细胞凋亡指数显著高于哮喘组、而 bcl 
一 2蛋白表达显著低于哮喘组，说明母牛分枝杆菌 

菌苗能够通过上调哮喘豚鼠肺组织 Fas蛋白表达、 

下调bcl一2蛋白表达从而诱导嗜酸粒细胞凋亡，造 

成该组豚鼠肺组织嗜酸粒细胞数量显著低于哮喘 

组，嗜酸粒细胞释放的炎症介质也明显减少，因此肺 

组织哮喘炎症反应明显轻于哮喘组。 

综上所述，母牛分枝杆菌菌苗通过上调哮喘豚 

鼠肺组织 Fas蛋白表达、下调 bcl一2蛋白表达从而 

诱导哮喘豚鼠肺组织浸润的嗜酸粒细胞凋亡，使支 

气管肺泡灌洗液及肺组织中嗜酸粒细胞数量明显减 

少、肺组织哮喘炎症后应明显减轻，表明OVA致敏 

豚鼠前注母牛分枝杆菌菌苗对哮喘豚鼠模型的形成 

有一定的预防作用。 
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