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Abstract
AIM: To construct a CS3 fimbria-displayed 
random peptide library on the Escherichia coli 
cell surface.

METHODS: Firstly, a new display vector with 
double restriction sites was reconstructed, and 
the ability of the new vector to form CS3 fim-
briae on E. coli surface was confirmed by West-
ern blot and transmission electron microscopy. 
Then two oligonucleotides were synthesized, 
one of which contained a random oligonucle-
otide encoding region (NNK)10 and the other 
was its complement. The two synthesized oligo-
nucleotides was annealed and then extended by 
Klenow Fragment. The double-stranded oligo-
nucleotides were digested by XhoⅠ and BamH

Ⅰ and purified by PAGE, then inserted into the 
digested display vector. The ligation product 
was purified and electroporated into XL1-Blue. 
Ten randomly selected clones were sequenced 
and the sequences were analyzed�.

RESULTS: A library with diversity of 1.8×106 
was obtained. The sequencing results confirmed 
the basic frame of the constructed library to be 
correct and the bases of A, T, G, and C were dis-
tributed randomly�.

CONCLUSION: A random ten-peptide library is 
displayed on the Escherichia coli cell surface us-
ing CS3 fimbriae display system�.
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摘要
目的: 在肠毒素性大肠杆菌CS3菌毛表面构建
10肽随机肽库. 

方法: 首先将原有的单酶切CS3菌毛呈现载体
改造为双酶切载体, 并证实改造后的载体能正
确形成CS3菌毛. 同时设计合成2条寡核苷酸
序列, 链1含有1个10肽随机编码序列(NNS)10, 
链2可与链1的3'端互补. 两条链经过退火、延
伸、酶切和回收与经过同样酶切的呈现载体
连接, 连接产物纯化后分多次电击转化, 获得
随机肽库. 随机挑选10个克隆进行测序并对测
序结果进行分析. 

结果: 获得1个库容量为1.8×106大小的随机
肽库. 测序结果显示, 所构建肽库的基本框架
与预期设计相符, 4个寡核苷酸出现的频率也
与理论值相接近.

结论: 在肠毒素性大肠杆菌CS3菌毛表面成功
构建库容量为1.8×106大小的10肽随机肽库. 
为下一步利用肽库进行筛选奠定了基础. 

■背景资料
运 用 重 组 D N A
技术在微生物表
面呈现外源蛋白
或 多 肽 ,  在 微 生
物学、分子生物
学、疫苗学和生
物技术等方面得
到 了 广 泛 的 应
用. 对噬菌体、细
菌、真菌、病毒
等都在进行这方
面的研究. 噬菌体
表面展示技术比
较成熟, 但其本身
存在一些限制. 细
菌表面展示系统
是继噬菌体表面
展示系统之后发
展起来的, 其呈现
载体多样, 可根据
不同的需要呈现
不同的蛋白, 达到
不同的目的. 近年
来其应用领域已
扩展到包括重组
细菌疫苗, 多肽库
筛选系统, 全细胞
吸附剂, 重组全细
胞催化剂以及作
为诊断的细胞基
础的固相试剂等.
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0  引言

众所周知, 疫苗是通过表面的多个优势抗原表

位, 刺激机体产生免疫应答, 抵制外来病原体发

挥作用的. 因而, 抗原表位的获得在疫苗研制中

具有极为重要的作用. 微生物表面展示随机肽

库技术的发展与成熟, 为抗原表位的确定提供

了一个高通量筛选工具, 成为目前确定抗原表

位的主要方法之一. 所谓微生物表面展示随机

肽库, 就是将随机编码的多肽序列与相应的载

体(噬菌体、细菌、病毒和酵母等)蛋白融合并

活性表达于其表面, 构成随机肽库. 利用生物淘

洗等筛选方法, 即可快速有效地获得抗原表位. 
在微生物表面展示随机肽库中, 噬菌体肽库比

较成熟, 细菌展示肽库是继其后发展起来的, 其
优势在于除了可用传统的生物淘洗法筛选外, 
还可用荧光激活细胞分选(fluorescence-activated 
cell sorting, FACS)技术进行更快速更高效的筛

选[1]. 另外, 在利用筛选出的抗原表位构建重组

活菌苗的过程中, 细菌表面展示系统与噬菌体

相比也有独特的优势, 包括可供选择的载体蛋

白种类较多, 免疫佐剂作用明显以及易于构建多

价疫苗等[2].
研究表明, 细菌的外膜蛋白、脂蛋白、菌

毛蛋白(如K88, CS31A, P纤毛)以及鞭毛蛋白都

能够作为外源蛋白的表面呈现载体. Lu et al [3]在

1995年利用鞭毛为骨架构建FliTrxTM随机12肽
库, 应用到抗原表位筛选[3]、蛋白磷酸化酶1结
合位点确定[4]、细胞特异性结合肽[5]以及肿瘤

成血管肽筛选研究[6]; Kjaergaard et al [7]利用菌

毛FimH为骨架构建随机肽库, 并从中成功筛选

得到Zn2+结合肽. 菌毛在细菌表面数量很多, 每
根菌毛又含有500-1 000拷贝的菌毛蛋白, 而且

具有较强的免疫原性, 特别适合于构建基因工

程活菌疫苗. 肠毒素性大肠杆菌(enterotoxigenic 
Escherichia coli , ETEC)是引起婴幼儿和旅游者

腹泻的主要病原菌, 他的致病性依赖于两类毒

性因子, 即肠毒素和定居因子抗原(colonization 
factor antigens, CFAs). CS3是CFA/Ⅱ阳性菌株的

共有抗原, 由60 Mu的大质粒编码[8]. 本实验室构

建了CS3菌毛呈现载体, 并证明在包括信号肽在

内的CS3的第72-73位氨基酸间插入从9肽到19
肽的多种抗原表位后, 外源表位都能得到呈现[9]. 
现利用此呈现载体并加以改造, 在大肠杆菌CS3
菌毛上构建了细菌表面展示随机肽库, 为今后

筛选抗原表位以及进一步构建重组活菌苗的研

究奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 大肠杆菌DH5a和XL1-Blue为本实

验室保存. CS3呈现载体pCS X72由本实验室

构建. CS3单克隆抗体由瑞典Gobebourgs大学

A.M.Svennerholm教授惠赠. 限制性内切酶、

DNA聚合酶Ⅰ(Klenow大片段)以及T4 DNA连

接酶等均为New England Biolabs产品. 质粒纯化

试剂盒购自Promega公司, 琼脂糖凝胶DNA回收

试剂盒和聚丙烯酰胺凝胶DNA回收试剂盒购自

北京天为时代公司, HRP标记羊抗鼠IgG, DAB
显色试剂盒购自北京中杉金桥生物公司. DNA
分子质量标准pBR322/MspⅠ和DL15000分别为

华美生物工程公司和大连宝生物公司产品, 低
分子质量蛋白标准购自安玛西亚公司. 引物合

成及测序分别由上海博亚生物技术公司和上海

华诺生物科技公司完成. JOELJME 1200EXⅡ扫

描电镜由军事医学科学院微生物流行病研究所

提供.
1.2 方法 构建双酶切载体p C S X B72合成2条
寡核苷酸序列: 5′CTAGACTCGAGACTAG-
TACGCGTGGATCCT 3′(含有XhoⅠ和Bam H
Ⅰ酶切位点)和5′TGAGCTCTGATCATGCG-
CACCTAGGAGATC 3′(含有XhoⅠ和Bam HⅠ

酶切位点). 将2条引物退火, 两端即形成XbaⅠ
酶切位点, 与同样用XbaⅠ酶切并去磷酸化的载

体pCSX72连接, 构建为包含XhoⅠ和Bam HⅠ酶

切位点的双酶切载体pCSXB72.
1.2.1 电镜下观察菌毛形成[10] 收获在CFA平板

上培养18-20 h的转化有pCSXB72的大肠杆菌

XL1-Blue, PBS洗涤3遍后, 用适量的PBS重悬, 
使A 600 = 1.0; 吸取一滴细菌悬液滴加在喷有炭膜

的铜网上, 放置1 min; 将菌液弃掉, 用PBS洗一

遍, 稍干后用20 g/L磷钨酸负染20 s, 干燥后在

扫描电镜下观察. 
1.2.2 菌毛蛋白的粗提及Western印迹分析 收获

在CFA平板上培养的重组菌, 用PBS洗2遍, 重
悬于适量的PBS中, 60℃水浴放置30 min, 涡悬

振荡器剧烈振荡1 min, 12 000 g离心10 min, 

■研发前沿
噬菌体展示技术
在肽库构建与筛
选研究中获得极
大 成 功 ,  细 胞 表
面展示技术作为
一种配体筛选方
法 ,  是 对 噬 菌 体
展示文库的有力
补充. 一些细胞表
面展示的多肽文
库已构建成功并
用于筛选高亲和
力的多肽配体. 如
基于E.coli 鞭毛蛋
白Fl iC所构建的
FLITRX系统, 就
被成功用于多肽
文 库 的 展 示 .  另
外, 抗体片段也可
以展示于细菌或
酵母表面, 从而使
抗体库的构建成
为可能. 细胞表面
展示文库的最大
优点在于他可借
助荧光激活细胞
分选技术进行高
通量筛选, 从而大
大加快和简化筛
选过程.
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上清即含有菌毛蛋白 [11]. 菌毛蛋白经过S D S-
PAGE(150 g/L分离胶和50 g/L积层胶)分离, 用
湿式转移电泳的方法将蛋白质转移到硝酸纤维

素膜上, 加封闭液(含50 g/L脱脂奶粉的PBST)室
温缓慢摇动封闭1 h, 加CS3单克隆抗体结合2 h, 
PBST洗膜3次后, 加HRP标记羊抗鼠IgG室温孵

育1 h, PBST洗膜3次后, 用DAB显色试剂盒显色.
1.2.3 随机肽库的构建 随机肽库构建[12]的基本

流程如图1, 具体操作: (1)线性化载体的制备. 提
取质粒pCSXB72, 用XhoⅠ和Bam HⅠ进行双酶

切, 琼脂糖凝胶回收目的片段, 共需线性化载体

约为12 μg, 冻存备用. (2)随机寡核苷酸插入片

段的制备. 根据载体pCSXB72两端的XhoⅠ和

Bam HⅠ酶切位点情况以及构建随机肽库的要

求, 设计合成两条随机寡核苷酸片段, 链1序列

为5′GGACGCCTCGAG(NNS)10GGATCCGC
GACCAGT 3′, 其中NNS为随机序列(N为A、

G、C、T四种碱基之一, S为G、C两种碱基之、C两种碱基之C两种碱基之

一), 两端为保护碱基和酶切位点; 链2序列为5
′ACTGGTCGCGGATCC 3′, 与链1的3′端

互补. 在Eppendorf管中加入退火缓冲液[TE(pH 

8.0)+100 mmol/L NaCl]12 μL, 100 μmol/L的
链1, 链2各4 μL, 95℃加热10 min, 缓慢降至室

温, 继续加入2.5 mmol/L的dNTP 10 μL, Klenow
大片段10 μL, 10×Klenow缓冲液16 μL, 37℃ 
40 min, 75℃ 15 min. XhoⅠ和Bam HⅠ进行

双酶切, PAGE(160 g/L)分离, 聚丙烯酰胺凝胶

DNA回收试剂盒回收目的条带, 共需插入片段

约300 ng. (3)连接及连接产物的纯化. 对酶切回

收的载体与插入片段进行定量, 在300 μL反应

体系以适当的连接比连接数管, 连接产物用酚

∶氯仿(1∶1)抽提2次, 氯仿抽提1次后, 进行乙

醇沉淀, 最后分别溶于35 μL TE(pH 8.0)中. (4)
电转化构建随机肽库. 电转化感受态细胞XL1-
Blue的制备参照文献[13]. 取3 μL回收纯化的连

接产物加入100 μL电转化感受态细胞中, 利用

Bio-Rad公司的电转化仪进行电转化. 电击参数

为: 电极间隙0.2 cm, 电压2.5 kV, 电容25 μF, 电
阻200 Ω, 电击后尽快加入500 μL SOC培养基

混匀, 将混合物转移至Eppendorf管中, 冰上放置, 
如此共电击30次. 待全部样品转化完毕, 37℃振

荡培养45 min, 取适当样品稀释后涂SOB平板. 
其他加入到LB培养基30 mL中, 37℃振荡培养他加入到LB培养基30 mL中, 37℃振荡培养加入到LB培养基30 mL中, 37℃振荡培养

6 h, 取样进行平板计数. 其余加甘油至终浓度

为250 mL/L, 分装成小管, -70℃冻存备用. (5)
序列测定. 根据载体pCSXB72序列, 在插入位

点上游设计测序引物, 5′CACTGTCAGCTAT-
GAGTTCA 3′. 取构建的肽库中适量样品稀释

后涂平板, 随机挑选10个克隆, 进行序列测定, 
对肽库进行基本框架验证及多样性评价. 

2  结果

2.1 双酶切载体的构建及菌毛形成能力的鉴定 
由于单酶切载体自连率太高, 我们在原有载体

的基础上构建了双酶切载体pCSXB72, 测序证

明载体构建正确. 将pCSXB72转化XL1-Blue后
在电镜下可观察到菌毛生长(图2), 进一步提取

菌毛蛋白进行Western印迹实验, 证明新构建的

载体能形成CS3菌毛(图3).
2.2 随机肽库的构建 在构建肽库的过程中, 首先

将载体进行双酶切(图4), 与经过同样酶切的随

机寡核苷酸片段(图5)进行连接. 由于载体与插

入片段的摩尔比是连接效率的关键因素, 我们

分别将载体与插入片段以1∶0, 1∶3, 1∶5, 1∶
10的摩尔比进行连接. 实验表明, 当载体与插入

片段的摩尔比是1∶5时, 连接效率最高, 此时与

图  1  CS3菌毛展示随机肽库构建示意图.

Oligo 1
Oligo 2

Klenow,  dNYP'S

XhoⅠ,  BamHⅠ
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XhoⅠ

HindⅢ

Amp
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pCSXB72

 7 440 bp

HindⅢ

HindⅢ

BamHⅠ

XhoⅠ

ori pCSXB72

  7 440 bp

CS3

oiAmp

HindⅢ

CS3
菌毛

图  2  XL1-Blue (pCSXB72)表面表达CS3菌毛 (SEM×30 000).

■创新盘点
本研究中采用的
C S 3 菌毛呈现载
体是由我们自行
构建的载体, 并进
一步用于构建随
机肽库, 因而具有
良好的工作基础
和自主知识产权; 
在肽库构建过程
中, 通过将其改造
为双酶切载体和
优化各种酶切, 连
接和转化条件, 提
高了库容量, 可基
本满足下一步筛
选的要求.
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摩尔比为1∶0的转化菌落数相比大于100倍, 因
此采用1∶5的摩尔比进行连接. 连接产物电转

化后, 取样进行平板计数, 表明含有1.8×106个

原始克隆, 即该随机肽库的库容量为1.8×106. 
原始肽库扩增后再次进行平板计数为6.5×108, 
这样每一克隆的拷贝数约为360, 所构建肽库的

库容量可基本满足筛选的要求.
2.3 随机肽库的鉴定 从构建好的随机肽库中, 任
意挑选10个克隆进行测序(图6), 根据测序结果

统计四种碱基出现频率(表1). 结果显示, 四种碱

基出现情况与预先设计的NNS相符, 即第1, 2位
碱基分别为A, C, G, T中的任一种, 第3位碱基为

G/C中的任1种. 四种碱基出现频率与理论值相

近. 而实测值与理论值的差异可能是由于所测

序列较少, 当所测序列样本增大时, 这种差别就

会减少到最低. 在氨基酸组成方面, 以上10个序

列中包含了19种氨基酸, 只有苯丙氨酸未包括. 

这些结果表明, 我们所构建肽库的基本框架以

及寡核苷酸出现的频率均达到了肽库构建的要

求. 同时, 从随机肽库中任意挑选一个克隆, 进
行Western印迹分析, 证明在插入10肽随机序列

后, 仍能正确形成CS3菌毛(图3)..

3  讨论

尽管随机肽库的构建方法目前已比较成熟, 但
是不同的随机肽库、不同的展示载体, 具体方

法往往不一样, 肽库构建的每一个过程都有可

能影响其质量. 因此, 在肽库构建的过程中, 要
通过提高每一步反应的效率, 构建具有更大库

容量和多样性的肽库, 为筛选奠定良好的基础. 
随机寡核苷酸片段的设计采用常用的NNS模式, 
组成32种密码子, 既可以编码20种氨基酸和一

种终止密码子(TAG), 又减少了随机寡核苷酸序

列中出现终止密码子的频率. 由于前期研究中

图  4  载体酶切与回收产物电泳结果. M: DL15000分子

质量标准; 1: 载体pCSX72; 2: 载体pCSXB72; 3: Xho Ⅰ和

Bam HⅠ酶切后的载体pCSXB72; 4: 双酶切后回收的载体

pCSXB72.

图  5  随机寡核苷酸双链酶切回收产物的PAGE电泳结果. 

M: pBR322 DNA/MspⅠ分子质量标准; 1: 随机双链退火、

延伸补平产物 (57  bp); 2: 延伸产物酶切后回收片段 (36  bp).

    

表  1  10个克隆中4种碱基出现频率统计 (%)

                    A                    G                      C                     T

N               22.5             36.5               17.0              24.0

S                  0                56.0               44.0                0  

  1               2               3             4

ku    M          1             2             3             4

97.0
66.0
45.0

30.0

20.1

14.4

  CS3

图  3  CS3菌毛的SDS-PAGE和Western印迹. M: 低分子质量

蛋白标准; 1: XL1-Blue/pCSX72; 2: XL1-Blue/pCSXB72; 3: 

随机肽库中任意挑选的克隆.

bp   M          1           2          3          4

15 000
10 000
  7 500
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  2 500

  1 000

    250

110
 90
 76
 67

 34

 26

bp   M        1         2

序列 1   CAG  GGC  AAC  GGG  GAC  GTC  AGC  GTC  AAG  AGG

序列 2   CAC  GGG  GAC  TGC   ATG  TTG  GGC  CTG  ATG  GTG

序列 3   CGC  TAG  GCG  GCG  CGG  GCC  GGC  GGC  AGC  ACC

序列 4   GGC  GGC  CAG  TAG  GCC  TGC  CAG  GCG  TGC  GAG

序列 5   TCC  TGC  AGG  ACC  GTG  GGC  GCG  CGG  TGG  TGG

序列 6   CTG  GTC  GGG  GCC  GTG  TTG  AGC  TAC   CAG  TTG

序列 7   CTC  ATC  GAG  AGG  ACG   TGC  TGC  AAG  GGG  GTG

序列 8   AGG  ATG  CTG  AGC  GGG  GTG  ATG   ATC  CCG  GCC

序列 9   TTG  GAC  TAG  TCG   TAC  AAC   GAG  CTG  CAC  TTG

序列 10  TCC  TAG  CGG  TGC  GAG  CGC  GGG  CGC  CAG  GTG

图  6  任意挑选克隆序列测定结果.

■应用要点
利用多肽库和体
外筛选技术来识
别和分离具有特
定性质的多肽, 是
生物学中一个快
速发展的领域. 其
应用领域包括: 抗
原表位的筛选; 分
离金属结合肽; 抗
体亲和力成熟; 提
高酶催化活性; 改
变底物特异性; 筛
选结合肽等. 由于
菌毛在细胞表面
以极高的拷贝存
在, 他们具有强免
疫原性和黏附特
性, 而且易于纯化, 
因此利用菌毛呈
现的随机肽库可
用于筛选抗原表
位或金属结合肽, 
并进一步用于构
建基因工程活菌
疫苗或重金属去
除吸附剂.



构建的单酶切呈现载体pCSX72自连现象严重, 
因此首先将其改造为双酶切载体, 大大减少了

自连现象, 提高了连接效率. 接着, 在对载体和

随机寡核苷酸片段进行彻底的酶切、确定连接

条件和转化条件等多个环节中, 都进行反复实

验以摸索出最佳条件. 受细菌本身转化效率的

影响, 构建细菌表面展示随机肽库的库容量较

噬菌体随机肽库要小的多, 目前已报道的随机

肽库容量多在105-107之间. 我们通过多次转化获

得的随机肽库容量为1.8×106, 可基本满足下一

步筛选的要求. 
在革兰阴性菌表面展示蛋白, 需要重组蛋白

能从胞质运输至外膜, 然后穿过外膜锚定于细

菌外表面. 然而蛋白靶向并插入外膜的机制尚

不清楚, 而且外源蛋白插入外膜可能对细胞产

生毒性. 另外, 由于外膜中脂多糖的空间位阻效

应, 可导致外源多肽表面展示效果不好, 进而影

响展示的外源蛋白与抗体和小分子配体的相互

作用. 如果将重组多肽展示于细菌表面附属结

构, 如鞭毛或菌毛, 他们突出于细菌表面, 这样

就可避免空间位阻效应. 同时, 外源蛋白插入的

部位多为菌毛表面突出的环状结构, 这样使外

源蛋白具有一定的空间构象依赖性, 更有利于

与目标蛋白结合[14]. 菌毛展示的肽段在氨基酸组

成方面有一些限制. 如展示的多肽相对来说是

亲水性的, 而且很少出现半胱氨酸. 这可能是由

于在水性环境中菌毛无法展示高度疏水的片段, 
而半胱氨酸间形成的二硫键会干扰蛋白向细胞

表面运输[15]. 在本研究中, 在测序的十个序列的

100个氨基酸中疏水性氨基酸只有31个, 但出现

半胱氨酸的个数为7个. 另外, 为保证外源蛋白

的插入不会影响大分子结构蛋白的自我装配, 
菌毛展示片段的大小也受到一定程度的限制. 
从已有的研究来看, 不同菌毛的主要结构蛋白

只能容纳中等大小的插入片段(10-30个氨基酸), 
但对于次要结构蛋白, 如Ⅰ型菌毛FimH, 能容纳

的肽段可大于100个氨基酸. 这与丝状噬菌体类

似, 丝状噬菌体的主要结构蛋白pⅧ对于插入片

段大小有严格的限制, 而次要结构蛋白pⅢ蛋白

能容纳较大的片段. 实际上, 菌毛与丝状噬菌体

的结构在许多方面相似, 在表面展示领域, 可以

把菌毛看成是附着于表面的噬菌体[15]. CS3亚单

位是CS3菌毛的主要结构蛋白, 本实验室的前期

研究表明, 在包括信号肽在内的CS3的第72-73
位氨基酸间插入从九肽到十九肽的多种抗原表

位后, 外源表位都能得到呈现. 

菌毛在抗原表位展示方面是很有吸引力的

候选载体, 因为菌毛在细胞表面以极高的拷贝

存在, 他们具有强免疫原性和黏附特性, 而且易

于纯化[14]. 因此, 我们打算利用构建的CS3菌毛

表面展示随机肽库, 筛选抗体的抗原表位, 并进

一步用于构建基因工程活菌疫苗.
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■同行评价
该研究利用C S 3
菌毛呈现载体寡
核苷酸分子克隆
技术构建随机肽
库. 获得一个库容
量为1 . 8×1 0 6大
小的肽库, 为筛选
抗原表位以及进
一步构建重组活
菌苗的研究奠定
基础. 另外, 本研
究起点较高方法
技术先进, 结果可
靠, 具有一定的科
学意义和实用价
值.


