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Abstract
AIM:To screen human single chain variable fragment (scFv)
in antibody against hepatitis C virus  (HCV) core protein-
binding protein 6 (HCBP6) by phage display technique to
determine HCBP6 in human liver tissue.

METHODS:The semisynthetic phage antibody library was
panned by HCBP6 peptide which was coated on a microtiter
plate,after five rounds of bio-panning,48 clones specific for
HCBP6 were determined with the enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA). The specificity of HCBP6 scFv was identified
by ELISA,cross reaction with bovine serum albumin (BSA)
and competition inhibition assay. The DNA sequence of the
positive clone was determined.

RESULTS:Specific phage antibody against HCBP6 was
enriched by 162 times after five rounds of panning with
HCBP6 peptide.  Binding activities of 48 clones with HCBP6
peptide were determined by ELISA,and the results indicated
that 30 clones could bind to HCBP6 peptide, 7 clones had
low absorbance value at A450 nm; Direct and competition
inhibition ELISA showed that one clone named P24, exhibited
specific binding to HCBP6 peptide. Data  of DNA sequence
showed that the scFv gene encoded 771 bp.

CONCLUSION:The scFv fragments to HCBP6 can be suc-

cessfully selected by phage display technique,which paves
a way for study of distribution of HCBP6 in human liver
tissues.

Zhong YW,Cheng J,Zhang ZD,Sun M,Li Q,Li K,Wang L,Li L,Zhang LX,Chen
JM. Screen for human single chain variable region in antibody against
human hepatitis C virus core protein binding protein 6. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2002;11(4):389-393

摘要
目的:制备丙型肝炎病毒(HCV)核心蛋白的肝细胞结合蛋白

6(HCBP6)的特异性人源化单链可变区抗体(scFv).

方法:采用噬菌体表面展示技术，将生物合成的应用酵母

双杂交技术筛选得到的 HCV核心蛋白的肝细胞结合蛋白

6(HCBP6)16肽固相包被于Nunc板，从噬菌体单链可变区

抗体库中经过5轮“黏附-洗脱-扩增”筛选过程，随机

挑选出48个克隆，利用酶联免疫黏附法(ELISA)、交叉反

应和竞争抑制实验，对其进行免疫学检测，获得与HCBP6

结合活性较强的单链可变区抗体片段的阳性克隆，并对

HCBP6特异性scFv的编码序列进行序列测定分析.

结果:对噬菌体单链可变区抗体库经过5轮“黏附-洗脱-

扩增”的筛选后，结合到包被平皿的噬菌体与第一轮相

比，富集了162倍. 用酶联免疫黏附法测定第5轮筛选后

上清液中含有的噬菌体抗体与HCBP6结合活性. 其中有30

株克隆ELISA的吸光度(A450 nm)值较高(P8 nm 0.77，P24

0.714， P26  0.728， P29  0.723，P38 0.803，P39 0.762，

P43 0.747 等). 对这些噬菌体抗体进行与牛血清白蛋白

(BSA)的交叉反应后，确定其中有7株交叉反应较弱(P8

0.145，P24 0.119， P26 0.17， P29 0.186，P38 0.118，

P39  0.138， P43  0.178)，结合2次ELISA重复实验的A值

及竞争抑制实验结果，最后确定1株(P24)阳性克隆.提取质

粒，SfiI/NotI双酶切后，将片段亚克隆到pCANTAB5E载

体，进行DNA序列测定，DNA大小为771 bp，符合人源

化单链可变区抗体典型的骨架区(FR)及互补决定区(CDR)

的序列结构.

结论:用噬菌体抗体库技术能够成功地获得HCBP6的scFv.
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0   引言

研究新基因的结构和功能是目前分子生物学研究领域
中的热门课题[1,2]. 随着人类基因组计划的完成，大量
新基因的功能研究工作迫在眉睫. 在病毒性肝炎研究领
域，有关HCV与肝细胞之间如何相互作用、丙型肝炎
病毒(HCV)能与肝细胞中哪种蛋白结合? 这种结合蛋白
在肝细胞中的分布如何? 目前我们还知之甚少. 其中一
种有效的研究方法，就是利用生物信息学技术对新基
因编码产物的抗原位点进行预测，以合成的抗原多肽
对人源单链可变区抗体(scFv)的噬菌体文库进行筛选，
再以获得的scFv 抗体进行研究. 噬菌体表面展示技术是
近年来出现的一种新技术，其原理是将外源蛋白基因
通过与丝状噬菌体外壳蛋白基因融合而将外源蛋白表
达在噬菌体颗粒的表面，该技术将噬菌体表面表达蛋
白的表型和其编码基因的克隆化结合在一起，将识别
相应抗原和进行再扩增的能力结合起来，不需免疫动
物，绕过杂交瘤，可以在不知道抗原结构和功能的
情况下，仅仅经过几轮黏附-洗脱-扩增的筛选过程，
筛选得到该抗原特异性的单链抗体. 该抗体可以作为一
种新的诊断试剂，检测该抗原在肝细胞中的分布. 本
实验我们利用噬菌体表面展示技术筛选获得了与
HCBP6结合活性较强的单链可变区抗体.

1   材料和方法

1.1材料  HCBP6蛋白生物信息学技术预测抗原表位的
16肽由北京赛百胜生物工程公司合成. 人源化噬菌体抗
体文库为轻链可变区和重链可变区经甘氨酸接头
(Gly4Ser)3 连接的抗体文库[3-24].  辅助噬菌体M13K07购
于Pharmacia 公司，Wizard 质粒DNA提取纯化试剂盒
购于Promega公司. 其他试剂均为国产分析纯.
1.2方法  (1)特异性HCBP6单链可变区抗体的筛选:将噬
菌体抗体库细胞接种于50 mL 2 TY 培养基中，摇至
A600 nm值为0.5时，加入辅助噬菌体M13K07，37 ℃
静置30 min，4 ℃ 5 000 r/min 离心 10 min，将沉淀
转入2TY(Amp/kan)培养基中，30 ℃振摇过夜. 细菌培养
液离心后，取上清，用200 g/L PEG沉淀浓缩噬菌体.
用HCBP6多肽(20 mg/L)包被Nunc培养板，包被液为
0.05 mol/L NaHCO3，pH 9.6 缓冲液，4 ℃过夜. 以小
牛血清白蛋白(BSA) 37 ℃封闭2 h 后加入浓缩的噬菌
体，室温90 min，用PBST和PBS各快速洗涤20次，以
0.1 mol/L 三乙胺洗脱已黏附在平皿上的噬菌体，然后
用1 mol/L Tris(pH 7.4)中和，再感染对数生长期的大肠
杆菌受体菌TG1，培养扩增使表达HCBP6特异性scFv
的噬菌粒得到富集. 继续重复5次上述“黏附、洗脱、扩
增”过程[5,6]. (2)单链可变区抗体阳性克隆的鉴定:将最后
一轮筛选得到的重组菌涂平皿，从中随机挑选48株单克
隆菌株，置于2×TY(氨苄青霉素 100 mg/L，10 g/L葡萄
糖)中，37 ℃培养过夜. 加入辅助噬菌体M13K07浸染
后，30  ℃培养过夜.  上清液用于酶联免疫黏附法

(ELISA)检测. 50 µL噬菌体上清与等体积20 g/L PBS/BSA
混合后，加入到包被有HCBP6 的 ELISA 板中，37 ℃
孵育1 h，0.5 g/L PBS/Tween 洗 5次，然后加入1∶5 000
稀释的HRP-兔抗M13，37 ℃孵育1 h，TMB (3，3，
5， 5，-四甲基联苯胺)为底物显色. 对筛选得到的阳
性克隆重复ELISA 检测过程. 由于在筛选过程中，有
BSA参与，因而从理论上来讲有可能筛选到BSA特异
性的单链可变区抗体. 因此又以BSA作为包被抗原，结
合与BSA的交叉反应情况，确定7株与BSA交叉反应
较弱的阳性克隆进行竞争抑制实验，最后选定一个阳
性克隆提取质粒，进行DNA序列测定. (3)竞争抑制实
验:10 µL噬菌体上清与等体积的以20 g/L PBS/BSA稀释
的2 µg/mL HCBP6混匀，于37 ℃孵育30 min. 加入到包
被有HCBP6 (0.2 µg/mL)的ELISA板中，37 ℃孵育1 h，
0.5 g/L PBS/Tween 洗5次，然后加入1∶5 000 稀释的HRP-
兔抗M13，37 ℃孵育1 h，M13K07为阴性对照，TMB
为底物显色. (4)阳性克隆株DNA序列测定:对筛选得到
的阳性克隆菌株按照Wizard 质粒DNA纯化试剂盒方法
提取质粒，经SfiI/NotI酶切鉴定后，亚克隆到pCANTAB5E
载体，采用双脱氧末端终止法，由大连宝生物工程公司
(ABI 377型自动测序仪)进行DNA序列测定.

2   结果

2.1 HCBP6 特异性人源化单链可变区抗体的筛选  以
HCBP6抗原多肽作为固相化的抗原，对噬菌体单链可
变区抗体库进行 5 轮“黏附 - 洗脱 - 扩增”的筛选.
单链可变区抗体特异性噬菌粒的富集结果见表1. 随着
淘洗次数的增加，从固相平板洗脱下来的噬菌粒数显
示了增加的趋势，在第5轮筛选后结合到包被HCBP6
抗原平皿的噬菌体与第一轮相比，富集了162倍(富集
倍数=第5轮产出率 /第 1轮产出率).

表1  亲和黏附筛选对噬菌体抗体的富集

噬菌粒数        产出率
筛选次数

投入 捕获

第1轮 4.5×109 1.2× 107       0.26 %

第 2轮 2.0× 109 1.8× 108            9.0 %

第 3轮 1.5× 109 1.1×108         7.3 %

第 4轮 7.2× 108 2.5× 108          35.0 %

第 5轮 6.0× 108 2.5×108        42.0 %

产出率=捕获的噬菌体数量 /所用的噬菌体数量

2.2 对HCBP6单链可变区抗体的鉴定  从第5轮筛选后
得到的菌落中随机挑选48个克隆，用ELISA方法测定
上清液中含有的scFv与HCBP6的结合活性. 其中有30
株上清ELISA的吸光度A450 nm值较高(P8 0.77，P24
0.714，P26 0.728，P29 0.723，P38 0.803，P39 0.762，
P43 0.747等). 对这些噬菌体抗体进行与牛血清白蛋白
(BSA)的交叉反应后，确定其中有 7 株交叉反应较弱
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(P8 0.145，P24 0.119，P26 0.17，P29 0.186，P38
0.118，P39 0.138，P43 0.178) (图 1).

图1  阳性克隆的ELISA 及与BSA的交叉反应结果.

2.3 HCBP6 特异性 scFv 阳性克隆株竞争抑制实验及

DNA序列测定  对筛选得到的阳性克隆取10 µL噬菌
体上清进行竞争抑制实验，其中P24克隆抑制前Α450 nm
值为 0.526±0.02， 抑制后Α450 nm值为 0.172±0.01，
根据抑制率公式: 抑制率=(抑制前 Α450 nm- 抑制后
Α450 nm)/抑制前Α450 nm×100 %， 得出P24克隆抑
制率为67.3 %(图 2). 用此菌株提取质粒，进行DNA序
列测定，DNA大小为771 bp. HCBP6特异性scFv 编码
基因的核苷酸和编码产物的序列如图3所示.

图2  阳性克隆的竞争抑制实验结果.

heavy chain

1        ATG GCC CAG GTG CAG CTC GTG CAG TCT GGG GCT GAG

             M     A       Q      V      Q       L      V      Q      S       G      A      E

          GTG AAG AAG CCT GGG GCC TCA GTG AAG GTT TCC TGC

             V       K      K      P      G       A      S       V      K       V     S      C

49      AAG GCT TCT GGA TAC ACC TTC ACT AGC TAT GCT ATG

             K      A      S       G      Y       T     F       T       S      Y     A      M

97                                                                                CDR1

          CAT TGG GTG CGC CAG GCC CCC GGA CAA AGG CTT GAG

             H      W     V      R      Q       A      P      G      Q       R       L      E

145    TGG ATG GGA TGG ATC AAC GCT GGC AAT GGT AAC ACA

             W     M      G      W      I       N      A      G       N      G      N      T

                                                                                                   CDR2

          AAA TAT TCA CAG AAG TTC CAG GGC AGA GTC ACC ATT

             K       Y     S       Q       K      F      Q      G       R      V      T       I

193    ACC AGG GAC ACA TCC GCG AGC ACA GCC TAC ATG GAG

             T       R      D       T      S       A       S       T       A     Y      M      E

241    CTG AGC AGC CTG AGG TCT GAA GAC ACG GCC GTG TAT

             L       S       S       L      R      S       E       D      T       A      V      Y

289    TAC TGT GCA AGA AGT CGT AGG AAT TGG GGC CAA GGT

             Y     C       A      R       S       R      R       N     W      G      Q      G

                                                                                                    CDR3

          ACC CTG GTC ACC GTG TCG AGA GGT GGA GGC GGT TCA

             T       L      V      T      V      S       R       G      G       G      G      S

337    GGC GGA GGT GGC TCT GGC GGT GGC GGA TCG TCT GAG

             G      G       G      G      S       G      G      G       G      S       S      E

385    CTG ACT CAG GAC CCT GCT GTG TCT GTG GCC TTG GGA

             L       T     Q       D      P       A     V       S      V      A      L       G

433    CAG ACA GTC AGG ATC ACA TGC CAA GGA GAC AGC CTC

             Q       T      V      R       I       T       C      Q       G      D       S       L

                                                                                            CDR1

          AGA AGC TAT TAT GCA AGC TGG TAC CAG CAG AAG CCA

             R       S       Y     Y      A       S      W      Y     Q       Q       K      P

481    GGA CAG GCC CCT GTA CTT GTC ATC TAT GGT AAA AAC

             G       Q      A      P      V       L      V      I      Y       G       K     N

                                                                                                     CDR2

529    AAC CGG CCC TCA GGG ATC CCA GAC CGA TTC TCT GGC

             N       R      P      S       G       I       P       D      R      F      S      G

577     TCC AGC TCA GGA AAC ACA GCT TCC TTG ACC ATC ACT

              S       S      S       G       N       T      A      S       L      T       I       T

          GGG GCT CAG GCG GAA GAT GAG GCT GAC TAT TAC TGT

             G       A     Q       A      E       D      E        A     D      Y      Y      C

625    AAC TCC CGG GAC AGC AGT GGT AAC CAT GTG GTA TTC

             N       S      R      D       S       S       G      N      H      V      V      F

                                                                            CDR3

673    GGC GGA GGG ACC AAG CTG ACC GTC CTA GGT GCG GCC

             G      G       G       T       K      L      T       V      L      G      A       A

721    GCA GGT GCG CCG GTG CCG TAT CCG GAT CCG CTG GAA

             A       G      A      P      V       P      Y      P       D      P       L      E

          CCG CGT GCC GCA TAG

             P       R     A      A       *

          Light chain

图3  HCBP6特异性scFv的基因序列及编码产物.

3   讨论

丙型肝炎病毒是输血后肝炎的重要病原体[25,26]. 全世界
有大约1.7亿人患丙型肝炎. 但是只有20-30 %的患者
对干扰素α(IFNα)敏感. 而且HCV的持续感染与肝硬
化和肝细胞癌有着密切的关系. 最近的研究显示HCV
基因组编码的核心蛋白除了与HCV RNA结合，保护
HCV RNA免受RNA酶的消化，维持HCV RNA的稳定
性之外，还具有一系列不同的生物学调节作用[27-37].
HCV核心蛋白作为一种反式激活蛋白，对于感染的肝
细胞中基因表达谱产生影响，同时，HCV 核心蛋白
自身结合形成同二聚体结构，也可以与肝细胞中其他
类型的蛋白之间进行结合，形成异二聚体、多聚体
结构，对肝细胞中的信号转导产生严重干扰. 通过这
些生物学作用，对肝细胞的细胞凋亡、细胞周期进
行调节，从而参与HCV感染的发病机制.
        HCV核心蛋白位于病毒多肽的氨基末端，被宿主
的信号肽酶切割后产生. 此蛋白被认为是病毒的核壳蛋
白，与其他的HCV 结构与非结构蛋白相比，其氨基
酸序列高度保守. 核心蛋白高度碱性，无糖基化位点.
目前的报道表明HCV核心蛋白可以结合病毒本身及细
胞内的蛋白质. 除形成同二聚体、多聚体，还与E1蛋
白形成异二聚体复合物. 这些复合体的形成可能对HCV
形态发生有重要作用[38-50]. 另外核心蛋白结合细胞蛋白
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包括载脂蛋白AII、肿瘤坏死因子受体-1(TNFR-1)、
淋巴毒素-β受体(LTβ-R)，对细胞的信号转导、宿主
的免疫起调节作用，并影响细胞的凋亡信号. 还有研究
证实HCV 核心蛋白可反式调节病毒及细胞的一些基因
的转录. 最近的研究表明表达HCV 核心蛋白的转基因鼠
不仅引起肝脂肪变性而且引起肝癌. 所以HCV 核心蛋白
是多功能蛋白，在HCV发病机制中起重要作用.
        为了研究HCV核心蛋白能与肝细胞中哪种蛋白结
合? 这种结合蛋白在肝细胞中的分布如何? 本实验室在
以前的工作中采用酵母双杂交技术，以HCV核心蛋白
作为“诱饵”，对于肝细胞cDNA文库进行酵母双杂交筛
选，获得了一些与HCV核心蛋白结合的肝细胞中的蛋
白的编码基因，其中包括功能未知基因6号，命名为HCV
核心蛋白结合蛋白6(HCBP6). 为了研究该蛋白合成的抗
原多肽在肝组织的分布，我们利用噬菌体展示技术筛选
得到了HCBP6的 scFv. 本实验我们以HCBP6包被的固
相抗原在第5轮筛选后，使结合HCBP6的噬菌粒富集了
162 倍. 实验表明从噬菌体抗体库中筛选出的HCBP6
scFv，具有较强的结合活性，且该方法具有简便、快速、
经济等特点，避免了利用杂交瘤技术制备该抗体周期
长、尤其是需要免疫动物等缺陷. ELISA和竞争抑制实
验结果表明筛选得到的HCBP6 scFv具有较高的结合活
性和较好的特异性. 本实验结果为开展用HCBP6-scFv
检测HCBP6在肝细胞中的分布情况创造了条件.
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