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  摘 要:[目的]利用噬菌体展示技术制备一种可用于检测血清p53抗体的噬菌体.[方法]利用基因工程手段将

编码p53蛋白N端20~31位的多肽SD的基因克隆到丝状噬菌体载体fADL-le的pIII蛋白基因中,制备展示该外

源肽的噬菌体phage-SD并进行了 Westernblot鉴定.在此基础上,分别以phage-SD和重组p53蛋白为检测抗原,利
用ELISA方法对乳腺癌患者血清p53抗体进行检测.[结果]成功制备出能特异性识别血清p53抗体的噬菌体

phage-SD.ELISA检测结果表明,60例乳腺癌患者中phage-SD检测到13例p53抗体阳性患者,检出率为21.67%,与
重组p53蛋白检测效率(21.67%)一致.[结论]成功制备一种灵敏度高、特异性强的可用于血清p53抗体检测的噬菌

体phage-SD,为新型血清p53抗体检测试剂的开发及临床应用奠定基础.
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自1985年美国科学家SMITH首次报道将核酸内切酶展示在噬菌体的表面并创立了噬菌体展示技术,
并于2018年凭借该项研究获得诺贝尔化学奖[1],噬菌体展示技术经过30多年的发展目前已广泛应用于生

命科学、临床医学、环境科学等各个领域[2-5].
丝状噬菌体是侵染大肠杆菌的一种无包膜杆状病毒,长约900nm,直径为6nm,内部为单链环状DNA

基因组,表面被各种外壳蛋白所覆盖[6].噬菌体表面的外壳蛋由其基因组中相应结构蛋白基因编码,因此,通
过将外源基因定向克隆到特定外壳蛋白基因中,可以用融合表达的方式,使感兴趣的外源蛋白或多肽展示在

噬菌体的表面.理论上,噬菌体表面的所有外壳蛋白均可用于展示,但目前最常用的有两种外壳蛋白,分别是

pIII蛋白展示系统和pVIII蛋白展示系统[7].5个拷贝的pIII蛋白位于噬菌体的尾部,直接参与噬菌体侵染

大肠杆菌的过程.该展示系统具有对展示的外源肽的大小无严格限制的优点,完整的蛋白甚至抗体都可以通

过该系统展示在噬菌体的表面,但其拷贝数相对较低[8].成熟的pVIII蛋白大约由50个氨基酸构成,位于噬

菌体的背部,每个噬菌体大约有2700个拷贝.与pIII展示系统相比,外源多肽可以通过该系统以高拷贝的

形式展示在噬菌体的表面,并刺激机体产生强烈的免疫应答反应,但该系统展示对外源肽的大小有限制,通
常不超过15个氨基酸,否则会影响噬菌体的组装和形成.

肿瘤患者体内已发现多种针对胞内及胞外抗原的体液免疫应答反应,其中p53介导的体液免疫应答反

应在肿瘤患者体内最为常见[9-11].目前,抗体型肿瘤标志物的检测多以重组蛋白为检测抗原,存在制备烦琐、
价格高昂且检测效率不高等问题[12-13].噬菌体作为一种规则化的生物模板,利用噬菌体展示技术,可以在噬

菌体表面展示不同的外源肽来识别不同的目标物,用于靶专一性的生物识别.
本研究以丝状噬菌体为模板,选择p53抗体为靶点,利用噬菌体展示技术将p53蛋白的关键表位多肽SD
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(SDLWKLLPENNV)展示在噬菌体表面,并初步检测乳腺癌患者血清中的p53抗体,为后续血清p53抗体

检测试剂的开发及其临床应用提供数据支持.

1 材料和方法

1.1 载体及菌株

噬菌体载体fADL-1e购自美国AntibodyDesign公司(Catalognumber:PD020);E.coliJM109感受态

购自北京索莱宝科技有限公司.
1.2 主要试剂及仪器

2×premix预混液、限制性内切酶BglI,DNAMarker,ECL化学发光试剂盒均购自大连宝生物工程有

限公司;质粒小量提取及DNA凝胶回收试剂盒购自杭州爱思进生物技术有限公司;引物合成及测序均由上

海生物工程有限公司完成;小鼠抗 M13噬菌体pⅢ单克隆抗体购自北京 NEB有限公司;辣根过氧化酶

(HRP)标记羊抗小鼠IgG及 HRP标记羊抗人IgG购自北京 Abbkine公司;全波长酶标仪(Spectramax
Plus384)购自美国 MOLECULARDEVICES;化学发光凝胶成像系统(AmershamImager680)购自美国

GE公司;健康人及乳腺癌患者血清来自新乡市中心医院,所有血清收集均在患者知情同意的情况下收集

的,且本实验是在新乡学院医学伦理委员会及新乡市中心医院伦理委员会批准的情况下进行的.
1.3 重组噬菌体载体fADL-le-SD的构建

酶切噬菌体载体fADL-1e:用BglI限制性内切酶对载体fADL-1e进行酶切,反应结束后琼脂糖凝胶电

泳鉴定酶切后的载体,并按照DNA凝胶回收试剂盒的说明回收和纯化酶切后的载体.噬菌体展示SD多肽

的合成:首先合成编码p53蛋白 N端第20~31位氨基酸SDLWKLLPENNV的两个互补DNA片段;5'-
CGGCCATGGCATCAGACCTATGGAAACTACTTCCTGAAAACAACGTTGGCCCGGG-3',5'-GGGC-
CAACGTTGTTTTCAGGAAGTAGTTTCCATAGGTCTGATGCCATGGCCGGCT-3',将 两 个 互 补 的

DNA片段等摩尔混合溶解,94℃变性5min,58℃复性5min,使两条互补的单链片段结合形成双链.SD多

肽片段与fADL-1e酶切载体的连接:将合成的SD多肽目的片段与BglI酶切后fADL-1e载体16℃过夜连

接,并将连接后的重组质粒转化到JM109感受态细胞.菌液PCR鉴定阳性克隆:挑取单克隆进行菌液PCR
鉴定,引 物 和 扩 增 条 件 如 下:上 游 引 物:5'-CCGTGCATCTGTCCTCGTTCAA-3';下 游 引 物:5'-
GTTTTCAGGAAGTAGTTTCCATAGGTC-3';PCR反应条件为:94℃预变性6min,94℃变性35s,

56℃退火35s,72℃延伸30s,35个循环;4℃保存.反应结束后,将筛选到的阳性克隆送至上海生物工程有

限公司进行测序确认,将构建成功的重组噬菌体载体命名为fADL-le-SD.
1.4 噬菌体phage-SD的制备及滴度测定

将200μL测序正确的含有fADL-1e-SD的JM109接种到200mL的 LB液体培养基(100mg/L
Kar+)中,37℃震荡培养10h;4℃,8000r/min离心10min,保留沉淀;加入50mL的PEG/NaCl溶液,混
匀后,4℃冰箱过夜;次日,10000r/min离心15min,保留沉淀;PBS缓冲液溶解沉淀后,12000r/min离心

1min,保留上清;再次加入体积分数为20%的PEG/NaCl溶液,4℃下静置5h;12000r/min离心10min,

PBS缓冲液溶解沉淀,4℃冰箱保存.
进行噬菌体phage-SD的滴度测定时,首先制备对数期(OD600约为0.5)的JM109菌液,再取10μL制备

好的噬菌体悬液加到90μL的PBS中混匀,此稀释度为0.1,用PBS进行梯度稀释至10-12,从10-6至10-12

梯度中各取10μL与200μL处于对数期JM109菌液混匀,37℃,静置30min,将菌液涂板,37℃倒置培养,
同时取200μL处于对数期JM109菌液涂布在卡那抗性平板作对照;次日,根据公式计算噬菌体滴度:
滴度=菌落数/(接种噬菌体的体积×稀释度).
1.5 Western-blot分析噬菌体phage-SD

噬菌体蛋白经SDS-PAGE分离后,300mA电流电转90min,将蛋白转移到PVDF膜上,以商品化的鼠

源anti-pⅢ单克隆抗体(NEB)或p53抗体阳性癌症患者血清或健康人血清为一抗,羊抗鼠IgG或羊抗人

IgG为二抗,对phage-SD进行 Western-blot分析.
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1.6 血清p53抗体检测方法的建立

phage-SD-ELISA:将制备好的噬菌体phage-SD作为包被抗原,30mg/L包被酶标板,每孔50μL,冰箱

4℃过夜;次日,用PBST洗板3次,最后一次静置5min;加200μL用PBST稀释的5%的脱脂奶粉,37℃
封闭1h;PBST洗板后加50μL稀释比例为1∶200的待检测的乳腺癌或健康人血清,37℃孵育1h;PBST
洗板后加50μL稀释比例为1∶5000HRP标记羊抗人二抗,37℃孵育45min;PBST洗板后加100μL四甲

基联苯胺单组分显色液,遮光条件下反应10min后立即加入50μLELISA终止液,所有样本均采用复孔检

测,OD450波长下读取实验结果,并计算每个样本检测结果的平均值.健康人血清用于确定该检测方法的cut-
off值,具体确定方法详见文献[6].p53-ELISA:以重组p53蛋白(购自Abcam,Catalognumber:ab82201)作
为包被抗原检测血清p53抗体的方法简称为p53-ELISA.除了酶标板上包被的抗原为3μg/mL的重组p53
蛋白外,整个实验流程与phage-SD-ELISA完全相同.
1.7 统计学分析

所有数据采用SPSS13.0软件包进行分析.乳腺癌患者组及健康人血清p53抗体检出率的比较采用四

格表的χ2 检验.P<0.05表示差异有统计学意义.

2 结 果

2.1 重组噬菌体载体fADL-le-SD的构建及鉴定

对酶切后的载体fADL-le和SD序列连接,构建重组载体fADL-1e-SD,如图1所示.

对载体fADL-1e以及酶切后的载体fADL-1e进行琼脂糖凝胶电泳鉴定,结果见图2.fADL-1e载体主要

以线状的形式存在,酶切后电泳迁移速率比线状空载快,初步证明酶切成功.
PCR反应中上游引物在载体fADL-1e的pⅢ基因插入位点上游大约700bp处,下游引物为连接片段的

反义链,因此阳性克隆经PCR扩增后会在700bp处出现特异条带.结果如图3所示,在700bp处出现一条

特异性目的条带,初步表明外源肽SD的编码片段被成功插入到噬菌体的pⅢ基因中,重组噬菌体载体构建

成功.
重组载体测序结果如图4所示,黄色标记部分为信号肽,红色标记部分为SD多肽序列,灰色标记部分

为Linker,绿色标记部分为pIII蛋白部分序列,目的片段的编码区(879~914)被成功连接到fADL-1e的pⅢ
基因中,表明重组载体fADL-1e-SD构建成功,可用于下一步噬菌体phage-SD的制备.根据滴度计算公式,
计算制备的噬菌体phage-SD滴度为1.6×1011pfu/mL.
2.2 Western-blot分析噬菌体phage-SD

为验证p53蛋白N端SD多肽与pⅢ融合表达并成功展示在噬菌体的表面,将制备的phage-SD分别与

anti-pⅢ的单克隆抗体及p53抗体阳性肿瘤患者血清杂交,结果如图5所示,phage-SD能同时与anti-pⅢ单

克隆抗体及肿瘤患者血清p53抗体发生特异性反应,且目的条带位置相同,而该噬菌体与健康人血清无任何
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交叉反应,表明外源肽SD被成功展示在噬菌体的pⅢ蛋白表面,且能特异性的识别肿瘤患者血清p53抗体.

2.3 噬菌体phage-SD检测血清p53抗体结果

分别以噬菌体phage-SD,重
组p53 蛋 白 为 检 测 抗 原,利 用

ELISA方法对60例乳腺癌患者

及200例健康人进行血清p53抗

体的检测,统计结果如表1和图6
所示,60例乳腺癌患者中,噬菌体

phage-SD检测到13例p53抗体

阳性患者血清,检出率为21.67%,
与 重 组 p53 蛋 白 检 测 效 率

(21.67%)一致,两种检测方法的

特异性分别为96.50%(phage-SD-
ELISA)、96.00% (p53-ELISA).
该结果表明,phage-SD在检测乳

腺癌患者血清p53抗体方面,具有特异性强、灵敏度高且制备简单等优点,可用于乳腺癌患者血清p53抗体

的检测应用研究.
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表1 两种ELISA方法检测两组血清抗p53抗体检出率

Tab.1 Thedetectionratesofserump53antibodyin
twogroupsusingtwoELISAmethods

分组 人数

血清中抗p53抗体阳性的人群

phage-SD-ELISA p53-ELISA

比例/% P* 比例/% P*

健康人 200 3.5 0.000 4.00 0.000

乳腺癌患者 60 21.67 21.67

  *检验方法为χ2 检验,P<0.05有统计学意义.

3 讨 论

从CRAWFORD等[13]在乳腺癌患者血清中检测到

p53抗体以来,大量研究证实,血清p53抗体在肿瘤的诊断、预后分析、疗效评估、复发及肿瘤早期发现等方

面具有重要的参考价值[14-15].LUBIN等[16]通过体外合成重叠多肽的方法系统研究了肿瘤患者血清p53抗

体识位点,发现血清p53抗体识别的表位主要位于蛋白的两端,其中绝大部分位于蛋白的N端,且该免疫应

答反应与肿瘤类型无关.本文中选择的SD多肽即位于p53蛋白的N端第20~31位,是p53抗体识别的一

个核心关键表位.噬菌体展示技术能够将基因型与表现型联系起来,使研究者可以在基因水平上实现对蛋白

质构象的体外控制,在体外获得具有良好生物学活性的表达产物.在本研究中外源肽SD定向克隆到pⅢ外

壳蛋白的N端的最前端,这样可使外源肽SD展示在噬菌体的表面并彻底暴露出来,便于抗体的识别,避免

了该外源肽在蛋白内暴露不充分的问题.
目前,血清p53抗体的检测主要是以重组p53蛋白为检测抗原[17-20],而重组蛋白的制备步骤烦琐、制备

周期长且后期纯化成本较高、稳定性差.丝状噬菌体作为天然生物纳米材料在强酸和强碱的环境中能保持生

物活性,具有稳定性高的特性,同时,噬菌体长期保存后仍具有侵染活性,侵染大肠杆菌后可大量制备噬菌

体,生产成本低廉且后期纯化步骤简单.在本研究中,噬菌体phage-SD在乳腺癌患者血清p53抗体阳性检出

率方面与重组p53蛋白一致,均为21.67%,但是噬菌体phage-SD检测血清p53抗体的特异性(96.5%)稍高

于重组p53蛋白(95%).这表明噬菌体phage-SD在检测乳腺癌患者血清p53抗体方面具有特异性强、灵敏

度高等优点,可以代替重组蛋白用于乳腺癌血清p53抗体的检测研究.
本研究以丝状噬菌体为模板,利用噬菌体展示技术将p53蛋白核心表位SD展示在噬菌体的pⅢ蛋白表

面,成功制备一种灵敏度高、特异性强的可用于血清p53抗体检测的噬菌体phage-SD,为新型血清p53抗体

更有效和更低成本的检测试剂开发及临床应用奠定基础.
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Preparationandapplicationofbacteriophagephage-SD
displayingepitopeofp53protein

LiuXingyou1,2,SunMengyue1,PanPengtao2,LiuGuowei3

(1.Collegeoflifesciences,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China;2.CollegeofLifeScienceandBasicMedicine,

XinxiangUniversity,Xinxiang453003,China;3.XinxiangCentralHospital,Xinxiang453099,China)

  Abstract:[Objective]Thisresearchaimedtoprepareanewtypeofphageusingphagedisplaytechnologyforthedetec-
tionofserump53antibodies.[Methods]ThefADL-lephagevectorwasdoubledigestedbyBglIandthentheadaptormolecule
encodingthepeptideSDlocatedintheN-terminalof20-31aminoacidofp53proteinwasinsertedinthegeneIII,andphage-
SDwaspreparedandanalyzedbyWesternblot.Then,serump53antibodyinthebreastcancerpatientswasdetectedbyELISA
methodusingphage-SDandrecombinantp53proteinasthecoatingantigen,respectively.[Results]ThepeptideSDwassuc-
cessfullydisplayedonthesurfaceofthebacteriophageandtheexpressedpeptideSDalsocouldidentifythep53antibody.A-
mongthe60breastcancerpatients,17patients(21.67%)weretestedpositiveforserump53antibodybyphage-SDELISA,and
thedetectionefficiencyofthismethodwasthesameasthep53-ELISA.[Conclusion]Phage-SDwassuccessfullyprepared,and
thisphagepresentedhighdetectionefficiencyandspecificityandhadthepotentialtodevelopintoanewtypeofdiagnosisrea-

gentforthedetectionofserump53antibody.

Keywords:phagedisplay;filamentousbacteriophage;p53antibody;ELISA
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