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摘　要:目的　建立噬菌体展示羊型布鲁氏菌１６M 株表面蛋白文库,差减筛选具有良好特异性、亲和力及反应原性的蛋

白,为确定新型诊断用抗原奠定基础.方法　利用噬菌粒载体pYW０１构建重组羊型布鲁氏菌１６M 株基因文库,辅助噬菌体

VCSM１３感染基因文库进而构建噬菌体展示羊型布鲁氏菌１６M 蛋白文库.利用PEG纯化后,扩增蛋白文库.随机挑取单克

隆,提取质粒,测序鉴定蛋白文库.通过差减筛选,选择具有良好特异性、亲和力及反应原性的表面蛋白,为确定诊断用抗原

奠定基础.结果　通过 DNA重组技术,构建羊型布鲁氏菌１６M 基因文库,库容量达到１０８pfu/mL,并且随机性良好.利用

辅助噬菌体 VCSM１３包装基因文库,随机挑取蛋白文库中单克隆,提取质粒,经测序鉴定,成功构建噬菌体展示羊型布鲁氏菌

１６M 株表面蛋白文库.利用免疫血清及感染血清对噬菌体展示蛋白文库进行差减淘选,筛选出６个噬菌体融合蛋白.经

WesternＧblot分析６个噬菌体融合蛋白均具有较好的反应原性及特异性.结论　成功构建噬菌体展示布鲁氏菌蛋白文库,差
减筛选出６个具有较好反应原性及特异性的融合蛋白,为后续新型血清学诊断制剂筛选奠定基础.
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Abstract:WeestablishedaphagedisplaysurfaceproteinlibraryofBrucellamelitensis１６Mstrainandtolayafoundation
forthescreeningofanewdiagnosticantigen．RecombinantBrucellamelitensis１６Mstraingenelibrarywasconstructedby
usingphagemidvectorpYW０１．TheproteinlibraryofB．melitensis１６MstrainwasconstructedinfectedbyhelperphageVCＧ
SM１３．PurifiedbyPEGandenlargedlibrary,theplasmidDNAwasrandomlyextractedfromthelibrarytosequenceandanaＧ
lyze．Thenovelproteinsareidentifiedbysubtractivescanningoftheproteinlibrarywithvaccineserumandinfectedserum．
CompleteＧenzymeＧlinkedimmunosorbentassay(cＧELISA)and WesternblotwereusedtoevaluatenovelserodiagnosticantiＧ

gens．B．melitensis１６MstraingenelibrarywasconstructedbyDNArecombination．Thelibrary’scapacitywas１０８pfu/mL
withperformancerandomness．GenelibrarywasinfectedbyhelperphageVCSM１３togenerateproteinlibrary．Theplasmid
DNAofproteinlibrarywererandomlyextractedtosequenceandanalyze．Theresultrevealsthatphagedisplayproteinlibraryof
B．melitensis１６Mstrainwassuccessfullyconstructed．Sixfusionproteinswereidentifiedwithsubscribescanningandverified
bycＧELISAandWesternblot．
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　　布鲁氏菌病(简称布病)是由布鲁氏菌引起的一

种人兽共患病,感染动物表现睾丸炎、不孕、不育、流
产等症状,人类感染为波浪热、关节炎、脾脏肿大,也
可引起生殖系统障碍[１Ｇ２].布病严重影响动物生产

性能和产品品质,对畜牧业的生产和健康发展带来

重大损失.近年来在我国北方部分地区、特别是牧

区出现上升趋势,严重影响畜牧业发展和农牧民身

体健康[３Ｇ４].该病治疗效果较差,以预防为主.故建

立快速、准确诊断方法是控制、净化布病的必要

手段.
目前布病的检测方法主要有病原学检测、血清

学检测及分子生物学检测.现以血清学方法最为成

熟,常 用 的 方 法 有 平 板 凝 集 (RBT)、试 管 凝 集

(SAT)、补体结合实验(CFT)、ELISA 等.其中

RBT由于操作简单,但敏感性、特异性均不高,而广

泛地被用作现场的大规模初筛性试验;SAT虽然能

用于定性检测,但主要检测血清中的IgM,由于

IgM 在血清中存在时间较短、含量也不如IgG高等

原因,导致该方法敏感性、特异性也不高;CFT也能

用于定性检测,但由于操作繁琐、耗时长也不常被采

用.ELISA 由于其快速、操作简单,在国际贸易中

被世界动物卫生组织(OIE)规定为检测布病的指定

方法,被公认为是一种比较有前途的方法.但是血

清学方法检测的是菌体表面的脂多糖(lipopolysacＧ
charide,LPS),布鲁氏菌的 LPS与伤寒沙门氏菌、
副伤寒沙门氏菌、霍乱弧菌、小肠耶尔森菌 O∶９等

存在相似结构,故在诊断中存在假阳性[５].因此,新
型诊断抗原的研制是建立ELISA方法的关键.

布鲁氏菌表面蛋白具有较强的免疫原性,而且

在布鲁氏菌各个种间具有高度的保守性,以表面蛋

白作为诊断抗原不容易和其他细菌,如大肠杆菌、小
肠耶尔森菌等发生交叉反应,减少假阳性[５Ｇ７].很多

表面蛋白,如omp２５、omp２８、omp３１和bp２６都曾

被用做诊断抗原研究,但究竟哪个/些表面蛋白的特

异性强、敏感性高,目前仍在探索.
由于噬菌体展示技术可以构建大容量文库并具

有高通量筛选等特性,本研究利用噬菌体展示技术

构建布鲁氏菌蛋白文库,通过差减筛选,选择具有良

好特异性、亲和力及反应原性的表面蛋白,为确定诊

断用抗原奠定基础.

１　材料与方法

１．１　材料　TG１大肠杆菌(广州碧云天生物有限公

司);羊型布鲁氏菌１６M 株(标准热灭活,本室保

存);辅助噬菌体 VCSM１３(海军总医院周丽君教授

惠赠);噬菌粒载体pYW０１(梅西大学Jasna教授惠

赠).VCSM１３及 pYW０１经测序鉴定,序列全部

正确.

TaqMasterMix、细菌基因组提取试剂盒、胶回

收试剂盒、DNA Marker(康为世纪公司);T４DNA
ligase、末端快速补平试剂盒、SmaI内切酶、虾碱性

磷酸化酶(NEB 公司);超声波细胞粉碎仪(新芝

SCIENTZＧIID型);电转仪(BIORAD公司).噬菌

粒载体pYW０１引物由长春库美生物科技有限公司

合 成,上 游 引 物 ５′Ｇ AACATATGAAATACCTＧ
GCTGCCGACＧ３′,下 游 引 物 ５′Ｇ TCTTCCTCAＧ
GAGATCAGCTTCTGCTＧ３′.

１．２　噬菌体展示布鲁氏菌１６M 株基因组文库构建

１．２．１　布鲁氏菌１６M 株基因组提取及基因组片段

化　以布鲁氏菌１６M 株菌液(经热灭活)为模板,利
用细菌基因组提取试剂盒提取１６M 株基因组,具体

操作按试剂盒进行.
将超声条件设定为输出功率４０％,每次超声３

s,间隔６s,超声次数为１０下,超声 DNA 总体积约

５００μL,将基因组 DNA 随机打断.利用胶回收试

剂盒对线性片段回收,以除去小于 ２００bp 大于

３０００bp的片段.

１．２．２　破碎基因组片段末端补平　将细菌基因组

超声片段进行随机片段末端平齐化,体系如下:

DNA随机片段３８μL、T４DNApolymerase１μL、

１０×T４ DNA polymerasereactionbuffer５μL、

dNTPMixture２μL、H２O４μL,１１℃反应２０min,

７０℃灭活１０min.补平后利用胶回收试剂盒对其

进行纯化,准备连接.

１．２．３　酶切质粒pYW０１及去磷酸化　SmaⅠ单酶

切噬菌粒载体 pYW０１,体系如下:１０× buffer５

μL、SmaI１μL、pYW０１３０μL,Water１４μL.２５
℃,反应５h.然后利用虾碱性磷酸酶(rSAP)直接

进行去磷酸化,以防止载体自连,即直接在酶切反应

结束后的体系中加入rSAP１．５μL,３７ ℃温育６０
min后６５℃热灭活２０min.去磷酸化后胶回收试

剂盒进行纯化,准备连接.

１．２．４　感受态细胞制备　取１mLTG１母液接种

到２００mL新鲜的 LB培养液中,３７ ℃,１７０r/min
振荡培养２．５h,使 OD４５０达到０．７左右.冰浴３０
min,４０００r/min,４℃离心２０min,弃上清收集菌

体.用含有１０％甘油的无菌水洗涤菌体２次.最

后用４００μL１０％甘油无菌水重悬细胞沉淀,分装,
每管１００μL,－８０℃保存备用.

１．２．５　连接　利用T４DNAligase将末端补平的布
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鲁氏菌１６M 株基因组超声片段和酶切质粒pYW０１
(去磷酸化)以４∶１比例(摩尔比)进行连接,体系如

下:DNA 随机片段１２μL、pYW０１１μL、T４DNA
ligase１μL、１０×ligationbuffer２μL、H２O４μL.

２２℃连接１h后７０℃热灭活５min.

１．２．６　电转化　将连接产物２０μL电转化至１００

μL感受态细胞中.(冰浴条件下,将连接产物和感

受态细胞用枪头缓慢混合均匀)电转化条件为:１
mm 电击槽、电压１８００V、电阻２００Ω、电容２５C,同
时将２μL噬菌粒载体pYW０１转入１００μLTG１中

作为对照,以检测感受态转化效率.电转完成后立

即加入９００μLLB液体培养基,震荡活化４５min
(３７℃,１７０r/min),此即为噬菌体展示布鲁氏菌

１６M 株基因文库.

１．３　基因文库容量计算及随机性检测　取上述１０

μL连接菌液用LB液体培养基稀释至１００μL,均匀

涂布于LB固体培养基(２０μg/mL氯霉素)３７℃过

夜培养.观察各平板菌落形成数量,以公式计算库

容量(cfu/mL)＝菌落数×稀释倍数×１０.
随机挑取菌落,LB液体培养基(２０μg/mL氯

霉素)摇动约６h,取菌液行 PCR,鉴定文库插入效

率.PCR 体系如下:上、下游引物各０．５μL,Taq
MasterMix５μL,菌液１μL,用水补足体积至１０

μL.TouchＧdownPCR运行程序:９４ ℃ １min,９４
℃３０s,６５℃３０s,７２℃３０s,７２℃１０min.其中

退火温度从６５℃依次降落到５０℃,温度每降落一

度运行两个循环,最后５０ ℃运行１０个循环,共计

４０个循环,１％琼脂糖电泳检测结果.

１．４　噬菌体展示布鲁氏菌１６M 株蛋白文库构建

１．４．１　辅助噬菌体滴度检测　１０μL辅助噬菌体

VCSM１３用LB液体培养基１０倍稀释,稀释成１０－１

~１０－１０１０个稀释度.分别取１００μL(１０－６、１０－８、

１０－１０)稀释辅助噬菌体和新鲜培养的宿主菌(TG１)

１００μL混合均匀后,加入５mL软琼脂混匀后快速

倒入已预热的 LB固体培养基中(２０μg/mL 氯霉

素),３７℃倒置培养１２~１６h.具体操作按照文献

进行[８],噬菌体滴度(pfu/mL)＝斑数×稀释倍数

×１０.

１．４．２　辅助噬菌体 VCSM１３感染基因文库　取全

基因组文库菌液１mL,加入至２００mLLB培养液

中(２０μg/mL 的氯霉素),３７ ℃摇动培养２~３h
后.取菌液１０μL,进行１０倍梯度稀释,涂LB平板

(２０μg/mL的氯霉素)进行菌落计数.待菌落计数

结果出来以后,加入辅助噬菌体 VCSM１３(使 MOI
保持在５０∶１~１００∶１之间).３７ ℃静置感染３０

min,３７℃振荡培养１h.

１．４．３　纯化噬菌体蛋白文库　上述培养物,室温

４０００r/min离心１０min;弃上清,用１００mLLB培

养基重悬沉淀,加入卡那霉素使其终浓度达到５０

μg/mL,３７℃培养过夜;次日将菌液４０００r/min离

心２０min,将上清转移至无菌离心管内,分别加入

１/４体积的PEG８０００ＧNaCl溶液,剧烈摇晃后,４℃
过夜放置,沉淀噬菌体;４℃,１００００r/min离心３０
min;弃上清,用 ３mLPBS 重悬沉淀,即为辅助噬

菌体包装后的展示蛋白文库,０．２２μm 滤膜过滤除

菌即得到纯净的噬菌体悬液.

１．４．４　测序鉴定蛋白文库　利用质粒小提试剂盒

提取此悬液质粒DNA,电转化至 TG１感受态细胞,
条件同１．６．２.将转化菌液涂布于含氯霉素的 LB
平板上,３７℃过夜培养,随机挑取２０个单克隆送公

司测序.将测序序列与 GenBank中１６M 株序列比

对,鉴定蛋白文库.

１．５　差减淘选

１．５．１　差减筛选　将噬菌体展示文库作为流动相,
将 M５免疫羊血清作为固定相.将免疫血清包被在

孔内,加入噬菌体展示蛋白文库,二者进行吸附.以

未被吸附的噬菌体展示文库作为流动相,阳性血清

作为固定相.提前将阳性血清包被在孔内,加入免

疫血清未吸附的噬菌体展示蛋白文库,进行淘选.
对差减淘选的噬菌体文库进行２轮富集.

１．５．２　扩增阳性克隆,测序　① 对淘选到的阳性克

隆进行扩增:挑取每个单克隆转接至新鲜２×YT液

体培养基中,３７ ℃振荡培养过夜.再转接 TG１菌

液中,培养至 OD＝０．４左右后,加入辅助噬菌体

VCSM１３d３(MOI＝１∶１００)超感染,以扩增单个阳

性克隆噬菌体文库.② 用质粒小量抽提试剂盒提

取重组质粒,操作方法按说明书进行.③ 对阳性重

组质粒进行 TouchＧdownPCR鉴定,分析插入片段

大小;对鉴定阳性的质粒送公司测序.

１．６　噬菌体阳性克隆筛选　竞争ELISA、WesternＧ
blot评价阳性克隆的亲和力、特异性及反应原性,筛
选具有良好抗原性的噬菌体阳性克隆.① 提取

LPS,按试剂盒操作进行;② 竞争 ELISA 评价阳性

克隆的亲和力:以筛选到的噬菌体融合蛋白包被,以
提取１６M 株LPS作为竞争相,检测阳性克隆的亲

和力;并利用prism 软件分析阳性克隆亲和力;③
WesternＧblot评价阳性克隆的特异性及反应原性,

DSＧPAGE检测:取纯化后的噬菌体融合蛋白进行

SDSＧPAGE电泳,同时以辅助噬菌体VCSM１３作为

阴性对照.转膜:剪下和凝胶大小吻合的６ 张３M
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滤纸和１张PVDF膜(戴手套操作),PVDF膜先在

甲醇溶液中浸泡１５s,转入去离子水中漂洗后,连同

３M 滤纸转入半干转印缓冲液中,浸泡３０min.将

胶用去离子水冲洗后,也放在半干缓冲液中平衡.
然后将胶、膜、滤纸制成三明治,注意每一层都不能

有气泡,否则影响转印效果.叠好后,根据膜的大

小,来确定转印时电流的大小(具体条件的设定参考

仪器说明书).本试验采用２００mA 电流下转印６０
min.

免疫检测:转印完成后将膜用丽春红染色,看胶

上的目的条带是否转到膜上;然后用蒸馏水漂洗膜,
用１０％马血清封闭１h后,用PBS洗涤３次,每次５
min;然后用新鲜配置的一抗(阳性血清)室温封闭

膜７０min,再用PBST 漂洗３次,每次５min;用新

鲜配置的二抗(兔抗羊血清)封闭膜３５min,洗膜３
次,操作同上,然后再用 PBS洗涤１次,３min;用

DAB染色３~５min至膜上的条带清晰后,用蒸馏

水终止反应.

２　结　果

２．１　羊型布鲁氏菌１６M 株基因组提取及超声破碎

结果　羊型布鲁氏菌１６M 株(标准热灭活)基因组

提取结果见图１.从图中可见DNA提取浓度较高;
经 OD２６０/２８０分析,基因组纯度也达到要求.取 DNA
约５００μL进行超声裂解,结果见图１.琼脂糖凝胶

电泳显示,基因组裂解后随机片段大小集中分布在

０．３~２kb之间.

１:Marker从上到下大小依次为１００bp,２５０bp,５００bp,７５０bp,

１０００bp,１５００bp,２０００bp,３０００bp,５０００bp,１００００bp;

２:马尔他布鲁氏菌１６M 株 DNA 提取结果;３:Marker;４:基因

组 DNA超声裂解结果

图１　布鲁氏菌基因组及超声破碎电泳检测结果

Fig．１　ResultofDNAextractionandcleavage

２．２　酶切噬菌粒载体pYW０１结果　提取载体质粒

pYW０１,经１％琼脂糖凝胶电泳显示条带大小与预

期质粒大小相符(图２).质粒经测序(长春库美生

物有限公司)表明,提取结果正确.经SmaI单酶切

后,在目的位置发现单一条带(图２).对其进行去磷

酸化后,准备连接.

２．３　构建羊型布鲁氏菌１６M 株全基因组文库　取

１００μL转化后菌液涂板,经３７℃过夜培养后,有菌

落在含氯霉素的 LB平板上长出,证明重组噬菌粒

载体pYW０１成功电转至 TG１感受态细胞.菌落

大小、形态一致.经计算库容量约为１０８pfu/mL,
达到建库要求.

随机挑取１７个单菌落,利用 TouchＧdownRCR
程序鉴定插入文库的片段,结果见图３.结果表明,
插入片段具有较好随机性,且插入片段大小分布在

０．２~３．０kb间.

１:Marker从上到下大小依次为１００bp,２５０bp,５００bp,７５０bp,

１０００bp,１５００bp,２０００bp,３０００bp,５０００bp,１００００bp;２:提

取噬菌粒pYW０１;３:SmaI单酶切噬菌粒pYW０１

图２　提取质粒pYW０１及SmaI单酶切结果

Fig．２　ResultofplasmidextractionandSmaIenzymediＧ

gestion

１:Marker从上到下大小依次为１００bp,２５０bp,５００bp,７５０bp,

１０００bp,１５００bp,２０００bp,３０００bp,５０００bp,１００００bp;２~

１８:PCR鉴定结果

图３　１％琼脂糖电泳检测全基因文库中插入片段结果

Fig．３　Insertfragmentsofthelibrary

２．４　构建羊型布鲁氏菌１６M 株蛋白文库　基因文

库经辅助噬菌体 VCSM１３感染后,即可包装成蛋白

文库.经PEG 纯化后,对原始蛋白文库电转化增

殖,３７℃过夜培养,即为增殖的蛋白文库.随机挑

取LB平板上２０个单克隆送公司测序.将测序结

果与１６M 株序列比对,基因同源性达到９８％以上.
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结果表明,成功构建羊型布鲁氏菌１６M 株表面蛋白

文库.

２．５　差减淘选,扩增阳性克隆,测序　利用免疫血

清及感染血清对噬菌体展示蛋白文库进行差减淘

选、两轮富集后,得到３７个阳性克隆.每轮富集结

果见表１.

表１　每轮淘选后阳性克隆数

Tab．１　Numberofpositivecloneseachroundofpanning

第一轮

(pfu/mL)
第二轮

(pfu/mL)
富集率

噬菌体投入量 ２．０×１０７ ２．０×１０７ －

洗脱物滴度 １．０×１０４ ３．０×１０５ ３００×

对阳性克隆进行扩增,提取质粒进行 TouchＧ
downPCR鉴定,分析插入片段大小;对鉴定阳性的

质粒送公司测序.经Blast,筛选出６个噬菌体融合

蛋白,结果见表２.

表２　阳性噬菌体融合蛋白

Tab．２　Positivephagefusionprotein

ACCESSION locus_tag product

AE００８９１７ BMEI１２４２
hypothetical membranespanＧ
ningprotein

CP００７７６３ DK６３_１２９１ hypotheticalprotein

CP００７７６３ DK６３_１０２３
outer membrane autotransＧ
porterbarreldomainprotein

CP００７７６３ DK６３_６２８ glutamateracemase

CP００７７６３ DK６３_１６５９
outer membrane autotransＧ
porterbarreldomainprotein

AE００８９１８ BMEII００３６
outer membraneproteinoprf
(anoutermembraneporin)

２．６　竞争ELISA评价阳性克隆的亲和力　以筛选

到的噬菌体融合蛋白包被,以提取１６M 株 LPS作

为竞争相,检测阳性克隆的亲和力,以辅助噬菌体

VCSM１３d３作 为 对 照,结 果 表 明,以 融 合 蛋 白

BMEI１２４２、DK６３Ｇ１２９１、BMEII００３６亲和力最强见

图４.且经统计学分析,３个融合蛋白之间差异没有

统计学意义(F＝０．０３８２２,P＞０．０５).

２．７　WesternＧblot评价阳性克隆的特异性及反应

原性　以布鲁氏菌病阳性血清为一抗,进行 WestＧ
ernＧblot分析各个阳性克隆的特异性及反应原性,
以 VCSM１３d３为阴性对照,结果见图５.结果表

明,这６个噬菌体融合蛋白均具有较好的反应原性

及特异性,而与辅助噬菌体不发生发应.

图４　噬菌体融合蛋白cＧELISA结果

Fig．４　ResultofcＧELISAofphageＧfusionproteins

１:低分子量蛋白 Marker;２:BMEII００３６;３:DK６３_１６５９;４:

DK６３_６２８;５:DK_６３１０２３;６:DK６３_１２９;７:VCSM１３d３;８:

BMEI１２４

图５　感染/阳性血清的 WesternＧBlot结果

Fig．５　ResultofWesternＧBlot

３　讨　论

布鲁氏菌病新型诊断抗原的研究主要集中在两

个方面.LPS作为传统的诊断抗原,一直不断被试

图改造[９Ｇ１２].LPS含有 M 和 A 两个表位,其中 A
表位是引起交叉反应的主要原因,而这两个表位还

不能被分离[１３].因此新合成的LPS只含有 M 表位

或者含有被改造的 A 表位.但化学方法合成的

LPS在生物学活性上,可能会大大降低.本研究通

过利用噬菌粒载体pYW０１及辅助噬菌体 VCSM１３
构建了噬菌体展示布鲁氏菌表面蛋白文库,使目的

蛋白能与噬菌体的pⅢ蛋白融合,共同展示在噬菌

体表面.后续利用靶分子即可对文库进行高通量筛

选,并且该技术还可以将基因型与表型联系起来.
因此,噬菌体展示技术在肿瘤标记物的识别、新型抗

毒血清治疗、疫苗候选株筛选、药物开发、蛋白质组

学研究等方面得到广泛应用[１４Ｇ１７].本研究所用噬菌

体展示系统,是Jasna教授等人于２０１３年构建,该
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系统能降低外源蛋白对于宿主菌(大肠杆菌)的毒

性,提高展示效率等特性[１８].此系统用于构建布鲁

氏菌表面蛋白文库还是首次,为布鲁氏菌新型诊断

抗原的筛选奠定基础.
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