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·基础论著·

噬菌体展示技术在 ＨＢＶ前Ｓ１蛋白反式激活
基因１启动子 ＤＮＡ的结合蛋白
筛选中的应用
纪冬　成军　韩萍　邵清　陈国凤

　　【摘要】　目的　应用噬菌体展示技术筛选 ＨＢＶ前Ｓ１蛋白反式激活基因１（ＰＳ１ＴＰ１）的启动子

ＤＮＡ结合蛋白，进一步阐述ＰＳ１ＴＰ１在慢性乙型肝炎发病机制中的作用。方法　根据 ＧｅｎＢａｎｋ中的

ＰＳ１ＴＰ１启动子ＤＮＡ序列设计引物，运用ＰＣＲ技术以人基因组ＤＮＡ为模板，扩增获得ＰＳ１ＴＰ１启动子

的ＤＮＡ片段，并通过亚克隆方法构建真核报告载体ｐＣＡＴ３ＰＳ１ＴＰ１ｐ后转染ＨｅｐＧ２细胞系，采用酶联

免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测转染细胞中氯霉素乙酰转移酶（ＣＡＴ）的表达活性，以验证所获得的 ＤＮＡ
片段具有启动子活性；将ＰＳ１ＴＰ１启动子ＤＮＡ片段进行固相化，对噬菌体人肝细胞ｃＤＮＡ文库进行筛

选，将所获得的噬斑裂解液进行ＰＣＲ扩增，测序后进行ＤＮＡ序列分析和同源性生物信息学搜索。结

果　ｐＣＡＴ３ＰＳ１ＴＰ１ｐ瞬时转染的 ＨｅｐＧ２细胞中 ＣＡＴ表达活性是对照组（ｐＣＡＴ３Ｂａｓｉｃ空载体）的

３２．９倍，是ｐＣＡＴ３ｐｒｏｍｏｔｅｒ的４．２倍，提示所获得的ＤＮＡ片段具有启动子活性；经４轮筛选共得到阳

性克隆１８个，经 ＰＣＲ扩增、测序，并经生物信息学分析后筛选出 ＰＳ１ＴＰ１的启动子 ＤＮＡ结合蛋白编

码基因共１５个。结论　ＰＣＲ扩增后所获得的ＰＳ１ＴＰ１启动子ＤＮＡ片段具有顺式激活下游基因表达

的作用，为研究ＰＳ１ＴＰ１启动子功能奠定了基础；噬菌体展示筛选结果提示 ＰＳ１ＴＰ１可能参与了细胞

周期调节、ＭＡＰＫ信号转导通路，并且有可能在辅助性 Ｔ细胞亚群的发育和 Ｂ细胞分化过程中发挥

作用。
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　　乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）前Ｓ１蛋白编码区长
３２４～３５７ｂｐ（ｎｔ２８５４～３２１１），具有多种功能［１２］，本

研究 小 组 应 用 抑 制 性 消 减 杂 交 （ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｓｕｂｔｒａｃｔｉｖｅｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＳＳＨ）技术，对于前Ｓ１蛋白

反式激活作用的靶基因进行筛选，发现前Ｓ１蛋白可

反式激活某些基因的表达，其中包括未知功能基因，

命名为前Ｓ１反式激活基因 １（ｐｒｅＳ１ｔｒａｎｓａｃｔｉｖｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ１，ＰＳ１ＴＰ１），其编码区共有 ６４２个核苷酸
（ｎｔ），其 产 物 由 ２１３个 氨 基 酸 （ａａ）残 基 组 成
（ＧｅｎＢａｎｋ号：ＡＹ４２６６７２）［３４］。为深入了解 ＰＳ１ＴＰ１
的功能，本研究应用生物信息学及分子生物学技术

构建ＰＳ１ＴＰ１基因启动子的真核报告载体，验证所获

得的ＤＮＡ片段确实具有启动子活性，将启动子序列

注册入ＧｅｎＢａｎｋ（ＡＹ６４６２２９），并应用噬菌体展示技

术筛选人肝ｃＤＮＡ文库中的ＰＳ１ＴＰ１启动子ＤＮＡ结

合蛋白，以明确在体内参与调节ＰＳ１ＴＰ１基因表达调

控的蛋白，为研究乙型肝炎的致病机制及探索未知

功能基因提供新的理论依据。

材料和方法

一、实验材料
Ｔ７ｓｅｌｅｃｔ人肝细胞 ｃＤＮＡ文库，受体菌 ＢＬＴ５６１５

（购自 Ｎｏｖａｇｅｎ公司），Ｔａｑ酶、琼脂糖、ｄＮＴＰ、Ｔ４连

接酶、ＲＮＡ酶、ＤＮＡ回收试剂盒（博大科技公司产

品），ＫｐｎⅠ、ＸｈｏⅠ、ＥｃｏＲⅠ、ＢａｍＨⅠ等限制性内切

酶（宝生物公司产品），人肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２细胞及

大肠埃希菌ＤＨ５α为本实验室保存，ＰＣＲ引物由上

海生物工程有限公司合成。质粒 ＤＮＡ提取试剂盒，

中间载体 ｐＧＥＭＴｅａｓｙ及报告质粒 ｐＣＡＴ３Ｂａｓｉｃ均

购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＣＡＴＥＬＩＳＡ检测试剂盒及质粒
ＤＮＡ转染试剂盒购自 Ｒｏｃｈｅ公司，其他生化试剂购

自Ｓｉｇｍａ公司。

二、ＰＳ１ＴＰ１启动子ＤＮＡ的扩增

根据ＰＳ１ＴＰ１基因及启动子序列，选取翻译起始

点（ＡＴＧ）上游１４２３ｂｐ至下游４９ｂｐ，设计引物（上

游引物：５’ＧＧＴＡＣＣＴＴＧＡＴＧＴＡＣＴＴＴＴＣＡＴＧＴＣＡＧＣ
ＡＣＣ３’，下 游 引 物：５’ＣＴＣＧＡＧＴＴＴＧＣＴＴＣＣＴＴＣ
ＴＡＴＧＴＴＧＴＴＴＴＣＣ３’，５’端划线部分为 ＫｐｎⅠ、
ＸｈｏⅠ酶切位点），模板为 ＨｅｐＧ２细胞基因组 ＤＮＡ，
进行ＰＣＲ扩增，扩增片段经１％琼脂糖凝胶电泳分

离纯化后回收；所获得ＤＮＡ片段亚克隆至ｐＣＡＴ３

Ｂａｓｉｃ中，构建重组质粒 ｐＣＡＴ３ＰＳ１ＴＰ１ｐ。通过脂质

体介导将ｐＣＡＴ３ＰＳ１ＴＰ１ｐ转染至ＨｅｐＧ２细胞中，设

置阴性对照（ｐＣＡＴ３Ｂａｓｉｃ）和阳性对照（ｐＣＡＴ３
ｐｒｏｍｏｔｅｒ），转染４８ｈ后采用ＥＬＩＳＡ检测氯霉素乙酰

转移酶（ＣＡＴ）的表达情况（检测波长和参考波长分

别为４１５ｎｍ和４９０ｎｍ）。
三、噬菌体展示筛选

使用链亲和素１０μｌ（１．０ｇ／Ｌ）包被微孔板，加入
８０μｌＰＳ１ＴＰ１启动子 ＤＮＡ回收片段进行固相化，之

后加入扩增裂解液１１０μｌ进行筛选；使用ＴＢＳＴ漂洗，

Ｔ７洗脱缓冲液洗脱，１０μｌ洗脱噬菌体中加入３ｍｌ
ＢＬＴ５６１５细菌培养液，３７℃振摇培养至细菌裂解。裂

解液４℃保存，下一轮筛选备用。每轮筛选后均进行

噬斑分析，重复以上步骤，共进行４轮筛选。

四、阳性克隆的ＰＣＲ扩增及生物信息学分析

将第４轮的阳性噬斑裂解后行 ＰＣＲ扩增（上游

引物：５’ＧＧＡＧＣＴＧＴＣＧＴＡＴＴＣＣＡＧＴＣ３’，下游引

物：５’ＡＡＣＣＣＣＴＣＡＡＧＡＣＣＣＧＴＴＴＡ３’）。ＰＣＲ产

物经琼脂糖凝胶电泳鉴定，选取长度为２００～８００ｂｐ
的ＰＣＲ片段测序（北京利嘉泰成生物公司），将测序

结果进行生物信息学分析并确定开放读码框。

结　　果

一、ｐＣＡＴ３ＰＳ１ＴＰ１ｐ重组质粒的构建

运用ＰＣＲ成功扩增出ＰＳ１ＴＰ１的基因启动子序

列，１％琼脂糖凝胶电泳后可见扩增片段长约
１５００ｂｐ，与预期符合（图１）。将扩增ＤＮＡ片段纯化

回收 后 进 行 定 向 克 隆，得 到 重 组 质 粒 ｐＣＡＴ３
ＰＳ１ＴＰ１ｐ，经双酶切鉴定正确（图２）。

图１　ＰＳ１ＴＰ１启动子ＰＣＲ产物电泳图（１％琼脂糖凝胶）

注：Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（２０００ｂｐ）；１：ＰＳ１ＴＰ１基因启动子
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图２　ｐＣＡＴ３ＰＳ１ＴＰ１ｐ酶切电泳图（１％琼脂糖凝胶）

注：Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（１５０００ｂｐ）；１：ＥｃｏＲⅠ／ＢａｍＨⅠ双酶切

（２３８７ｂｐ／３０８７ｂｐ）；２：ＫｐｎⅠ／ＸｈｏⅠ双酶切（１４７４ｂｐ／４０００
ｂｐ）

　　二、ｐＣＡＴ３ＰＳ１ＴＰ１ｐ启动子活性检测

将 ０．８μｇｐＣＡＴ３ＰＳ１ＴＰ１ｐ重 组 质 粒 转 染
ＨｅｐＧ２细胞，同时转染１．０μｇｐＣＡＴ３Ｂａｓｉｃ（阴性对

照）及ｐＣＡＴ３ｐｒｏｍｏｔｅｒ（阳性对照）。转染４８ｈ后收

获细胞并制备细胞裂解液（严格按照试剂盒操作手

册），采用ＥＬＩＳＡ检测细胞ＣＡＴ吸光度（Ａ），见图３。

图３　ｐＣＡＴ３ＰＳ１ＴＰ１ｐ转染ＨｅｐＧ２细胞后ＣＡＴ的表达（Ａ）
注：１．ｐＣＡＴ３Ｂａｓｉｃ；２．ｐＣＡＴ３ｐｒｏｍｏｔｅｒ；３．ｐＣＡＴ３ＰＳ１ＴＰ１ｐ

　　三、肝细胞ｃＤＮＡ文库的筛选

固相化的ＰＳ１ＴＰ１基因启动子的ＤＮＡ片段作为

支持分子，进行４轮“吸附洗脱扩增”的人肝细胞
ｃＤＮＡ文库筛选，固相平板洗脱的噬菌体数明显增

加，与第１轮相比，第４轮筛选富集了２３２倍（富集

倍数＝第４轮产出率／第１轮产出率）（表１）。

表１　亲和筛选对噬菌体的富集

筛选次数
噬菌体数（个）

投入 捕获
产出率（％）

第１轮 ８．８×１０９ ２．５×１０１５ ２．８×１０５

第２轮 ２．５×１０１３ ６．０×１０２２ ２．４×１０９

第３轮 ６．０×１０２０ １．０×１０３１ １．７×１０１０

第４轮 １．０×１０２９ ６．５×１０３６ ６．５×１０７

　　注：产出率 ＝捕获洗脱的噬菌体数量／投入；其中投入为每轮

“吸附”时所用的噬菌体数量，捕获为每轮“洗脱”时所得到的噬菌体

数量

　　四、噬斑的ＰＣＲ扩增及生物信息学分析
４轮噬菌体展示技术筛选后，随机挑取２５个噬

斑为模板，用 Ｔ７ｓｅｌｅｃｔ引物进行 ＰＣＲ扩增，可见
２５０～１０００ｂｐ的条带（图４），选择其中１８个阳性片

段测序后采用 ＢＬＡＳＴｎ程序进行同源性搜索，共获

得１５个蛋白，其中２个为未知功能蛋白（表２）。

表２　筛选的阳性克隆与ＧｅｎＢａｎｋ同源序列比较结果

（ＰＳ１ＴＰ１启动子结合蛋白）

同源蛋白
同源菌

株数
ＧｅｎＢａｎｋ号

同源性

（％）

线粒体 ３ １００

ＭＡＰ３Ｋ１１ ２ ＮＭ＿００２４１９ ９８

胰岛素样生长因子结合蛋白 ７
（ＩＧＦＢＰ７）

１ ＮＭ＿００１５５３ ９８

Ｒａｂ受体１（ＲＡＢＡＣ１） １ ＢＣ００８９５０ ９８

ＦＫ５０６结合蛋白４（ＦＫＢＰ４） １ ＮＭ＿００２０１４ ９９

酪氨酸３单［加］氧酶／色氨酸５
单［加］氧酶激活蛋白 β亚单位

（ＹＷＨＡＢ）
１ ＮＭ＿１３９３２３ ９９

上游结合转录因子，ＲＮＡ聚合酶１ １ ＢＣ０４２２９７ ９９

真核翻译起始因子４Ｂ（ＥＩＦ４Ｂ） １ ＮＭ＿００１４１７ １００

视黄醛Ｘ受体α（ＲＸＲＡ） １ ＮＭ＿００２９５７ １００

触珠蛋白（ＨＰ） １ ＮＭ＿００５１４３ ９８

人血清白蛋白 １ ＢＣ０３５９６９ ９８

补体４Ａ（Ｃ４Ａ） １ ＮＭ＿００７２９３ １００

α２巨球蛋白 １ ＢＣ０４００７１ ９９

未知功能基因 １ ＢＣ０６２５６７ １００

未知功能基因 １ ＮＭ＿０１５６３５ ９８
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图４　部分阳性噬斑裂解液ＰＣＲ产物电泳图（１％琼脂糖凝胶）

注：Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１～２５：噬斑ＰＣＲ片段

讨　　论

随着人类基因组计划的完成、新基因的不断发

现以及其相互作用的研究，使得分子生物学具有永

不衰竭的生命力。启动子 ＤＮＡ结合蛋白的研究是

在转录水平上研究基因表达的调节，以寻找新的蛋

白质为手段，以了解其对转录调节作用为目的，为阐

明疾病的发病机制奠定一定的理论基础［５］。噬菌体

展示是一种经济、高效的研究生物大分子相互作用

的技术，为研究启动子ＤＮＡ结合蛋白开辟了新的研

究策略和技术途径［６］，其基本原理是“生物淘选”

（ｂｉｏｐａｎｎｉｎｇ），是将编码多肽的外源性 ＤＮＡ片段与

噬菌体表面蛋白的编码基因融合后，以融合蛋白的

形式呈现在噬菌体表面；被展示的多肽或蛋白可保

持相对的空间结构和生物活性，导入了多种外源基

因的一群噬菌体，构成展示各种外源肽的噬菌体展

示库；之后通过亲和富集法获得表达有特异肽或蛋

白质的噬菌体。ＨＢＶ前Ｓ１蛋白具有反式激活作

用，可参与细胞的信号转导，影响多种病毒及细胞基

因启动子的作用。ＰＳ１ＴＰ１是本室以往研究所发现

的前Ｓ１反式激活的肝细胞基因，为进一步探讨
ＰＳ１ＴＰ１及前Ｓ１蛋白在ＨＢＶ感染机制中的作用，本

研究应用噬菌体展示技术，通过链亲和素生物素作

用，以ＤＮＡ为固相支持分子筛选人肝细胞 ｃＤＮＡ文

库，经序列测定和分析筛选出与 ＰＳ１ＴＰ１启动子
ＤＮＡ结合的蛋白。

在所筛选到的蛋白中，具有重要功能的有以下

３种：① 丝 裂 原 激 活 蛋 白 激 酶 激 酶 激 酶 １１
（ＭＡＰ３Ｋ１１），其为丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）家
族成员之一，信号转导过程中可激活其下游的
ＭＡＰＫ８／ＪＮＫ激酶，从而激活 ｃＪｕｎ而增强其转录活

性［７８］。②酪氨酸３单［加］氧酶／色氨酸５单［加］
氧酶激活蛋白 β亚单位（ＹＷＨＡＢ），属１４３３蛋白

家族成员［９］，１４３３蛋白家族在真核细胞中广泛表

达且功能复杂，主要通过磷酸化依赖的方式与靶蛋

白结合而发挥其调控作用。１４３３蛋白可与多种调

节蛋白相互作用，进而调节Ｇ２／Ｍ期和Ｇ１／Ｓ期的转

换。另外，其可以与具有丝氨酸／苏氨酸磷酸化位点

的蛋白相结合，类似含有 ＳＨ２位点和磷酸酪氨酸结

合（ｐｈｏｓｐｈｏｔｙｒｏｓｉｎｅｂｉｎｄｉｎｇ，ＰＴＢ）位点的蛋白的功

能，从而参与 ＭＡＰＫ通路的信号转导［１０１２］。另有研

究发现 ＨＢｘＡｇ与细胞质中含有 ＭＥＫＫ１、ＳＥＫ１、
ＳＡＰＫ，与１４３３蛋白的复合体分布范围相似；基因

突变分析发现 ＨＢｘＡｇ分子结构中存在与１４３３蛋

白结合的特殊位点，与诱导 ＳＡＰＫ／ＪＮＫ活性及抑制
Ｆａｓ介导的细胞凋亡均显著相关［１３］。③ＦＫ５０６结合

蛋白４（ＦＫＢＰ４），又名ＦＫＢＰ５２，其在钙离子通道调

控、免疫反应调节、蛋白质折叠运输、激素信号调控

及神经生长等方面均起着重要作用，所有 ＦＫＢＰ家

族成员氨基端基序均具有肽基脯氨酰基异构酶
（ＰＰＩａｓｅ）活性，能够使靶蛋白脯氨酰肽键从顺式异

构体变成反式异构体，但此作用可被 ＦＫ５０６或雷帕

霉素所抑制。ＦＫＢＰ５２是一种表达广泛的 ＦＫ５０６结

合免疫亲合蛋白，具有参与蛋白蛋白反应的３４肽
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重复序列，可通过其 ＰＰＩａｓｅ活性来调节糖皮质激素

受体（ＧＲ）的受体结合能力和加强 ＧＲ依赖的转录

活性，此过程依赖于其和热休克蛋白 ＨＳＰ９０的反应

及与动力蛋白的结合。另外，ＦＫＢＰ５２还可与干扰素

调节因子 ４（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ４，ＩＲＦ４）结
合，ＩＲＦ４在免疫细胞中表达，在辅助性 Ｔ细胞亚群

的发育和Ｂ细胞分化过程中发挥重要的作用，有望

成为临床对于感染、自身免疫性疾病以及血液肿瘤

诊断的指标或疾病治疗新的靶点［１４１５］。通过分析以

上３种具有多种功能的蛋白，结果提示ＰＳ１ＴＰ１可能

处于１４３３蛋白调节信号转导通路的下游，并且参

与细胞周期的调节、ＭＡＰＫ信号转导以及表达的免

疫调节过程。

ＰＳ１ＴＰ１为ＨＢＶ前Ｓ１蛋白反式激活基因，本研

究成功克隆了 ＰＳ１ＴＰ１的启动子 ＤＮＡ序列，其启动

子活性经报告基因技术得以确证，应用噬菌体展示

技术筛选出其结合蛋白，提示了ＰＳ１ＴＰ１可能参与体

内多种信号转导途径，有助于明确新基因的功能及
ＨＢＶ的致病（瘤）机制。
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