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摘  要: 将鸡传染性法氏囊病病毒(IBDV)衣壳蛋白 VP2 展示到 T7 噬菌体表面, 以 FITC 标记纯化

的重组噬菌体, 通过荧光显微镜观察与流式细胞仪检测, 研究标记噬菌体与病毒受体细胞——法

氏囊 B 细胞的相互作用。结果展示有 IBDV VP2 蛋白的噬菌体经 FITC 标记后仍然具有与受体细

胞结合的特性, 荧光显微镜下可见绿色荧光, 流式数据显示其平均荧光强度明显高于阴性对照, 
且 IBDV 疫苗株 TAD 可明显阻断其结合。由此得出结论, FITC 标记与噬菌体展示技术相结合, 可
进行配体/受体间相互作用的研究。 
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Abstract: VP2 protein of infectious bursal disease virus(IBDV) was displayed on T7 phage surface, and this 
recombinant phage was then purified and labeled with FITC. The interaction between fluorescigenic phage 
and IBDV host cells was detected by fluorescent microscope and flow cytometer(FCM). Data shows that af-
ter displayed on labeled T7 phage suface, VP2 protein still remains its binding activities with IBDV host 
cells, and this interaction can be blocked by IBDV vaccine strain TAD in a does dependent manner, while no 
interaction was observed in negative control. The described method should find widespread application in 
the rapid in vivo research of interactions between ligands and receptors. 
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噬菌体展示技术是研究蛋白质相互作用的简单

方便有效的技术之一。目的蛋白或多肽通过与噬菌

体衣壳蛋白融合表达而展示在噬菌体颗粒表面, 因
而可以用重组噬菌体来进行蛋白质相互作用的研究

及高通量筛目的蛋白。目前常用的噬菌体展示系统

主要有大肠杆菌的丝状噬菌体、λ噬菌体、T7以及
M13 噬菌体。其中 T7 噬菌体展示系统由于复制周
期短, 高效克隆、操作方便而得以更为广泛的应用。 

鸡传染性法氏囊病病毒 (Infectious bursal dis-
ease virus, IBDV)是使鸡法氏囊幼龄B细胞大量凋亡
而引起法氏囊坏死的一种高致病性病毒, 其衣壳蛋
白VP2 上存在有病毒中和性抗原表位[1], 并认为与
细胞受体结合[2]、病毒毒力[3]以及细胞凋亡[4]相关, 
因此, VP2 与易感细胞及与相关蛋白相互作用的研
究对于揭示IBDV的致病机制和免疫机制、疫苗研制
都具有重要价值, 成为该领域研究的热点。本实验
将VP2蛋白展示在T7噬菌体表面, 再用FITC标记噬
菌体, 利用其绿色荧光直接观察检测噬菌体展示的
配体与细胞受体的相互作用。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
限制性内切酶、DNA标准分子量、Ex taq DNA 

polymerase、pMD19-T 载体均购自大连宝生物工程
公司; T7Select System购于 Novagen 公司; FITC购
自 Sigma公司; FACSCalibur, 美国 BD公司; 倒置荧
光显微镜, 日本 Nikon公司。 
1.2  IBDV VP2 基因扩增  

IBDV NB毒株基因组A片段由本实验室反转录
合成并保存于 pCI-neo-IBDV质粒中。根据其核苷酸
序列(AY319768), 设计 IBDV VP2蛋白基因(1368 bp)
扩增引物： 
P1： 5′-CGAGAATTCGATGACAAACCTGCAA-3′
P2： 5′-TATAAGCTTCGTGACGGGACGGAGG-3′
分别引入EcoRⅠ、HindⅢ酶切位点。引物由上海生
工合成。PCR反应程序为：94℃预变性 5 min; 94℃ 1 
min, 58℃ 1 min, 72℃ 1.5 min, 32个循环; 72℃延伸
10 min。产物回收后与pMD19-T载体连接。VP2 基
因序列测序由TaKaRa 大连公司完成。 

1.3  IBDV VP2 基因的 T7 噬菌体包装  
IBDV VP2基因用 EcoRⅠ、HindⅢ双酶切后与

T7Select10-3b载体臂 16℃过夜连接。噬菌体包装与

滴度测定按说明书进行。同时准备 T7噬菌体完整基
因组(T7Select System 试剂盒提供)包装作为阴性 
对照。 

1.4  重组噬菌体的鉴定 
随机挑取多个噬菌斑在 100 μL TE中 65℃加热

10 min, 8000 r/min离心 10 min后取上清做 PCR模
板, 用 T7 UP/DOWN primer扩增, 琼脂糖凝胶电泳
鉴定噬菌体重组率。PCR产物与 pMD19-T载体连接
并测序以确定插入片段序列正确。重组噬菌体命名

为 T7-VP2。 

1.5  重组噬菌体的扩大培养及纯化 
将 T7-VP2 及阴性噬菌体接种于对数生长期并

用 IPTG诱导 30 min的BLT5615中扩大培养 2 h~3 h, 
参考《分子克隆》λ 噬菌体纯化方法, 用 PEG8000
沉淀纯化重组噬菌体颗粒。取纯化的噬菌体 20 μL, 
加入等体积 2×SDS-PAGE 上样缓冲液, 100℃煮沸 
5 min, SDS-PAGE 检测噬菌体纯度, 以浓缩的噬菌
体裂解物作对照。同时计算纯化前后噬菌体滴度。 

1.6  重组噬菌体的 FITC 标记 
以 0.1 mol/L的NaHCO3透析纯化后的噬菌体, 

测其OD280, 用 0.1 mol/L的NaHCO3将噬菌体浓度调

至 1  m g / m L。每毫克噬菌体蛋白滴加 5 0  μL  
1 mg/mL FITC-DMSO溶液, 室温下闭光反应 2 h, pH 
7.4的PBS透析反应物 2 d, 以除去游离的FITC分子。
测量反应物的OD280与OD495的吸光值, 以以下公式
计算标记物的F/P值。该值在 2~4之间即可用于活细
胞染色。 
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1.7  标记噬菌体与鸡法氏囊 B 细胞的相互作用 
检测 

取 3 周龄雏鸡法氏囊进行涂片, 其余法氏囊B
细胞制成悬液(1×106细胞/mL)。细胞涂片自然风干
后滴加 50 μL标记的噬菌体溶液(1×1010 PFU, 即 
50 μg), B细胞悬液每毫升中加入 50 μL标记的噬菌
体溶液, 4℃作用 1 h, PBS洗 2次, 涂片细胞于荧光
显微镜下观察, 悬浮细胞用流式细胞仪检测。阴性
噬菌体对照用量同上。 

IBDV 疫苗株 TAD 由本实验室保存。每毫升 B
细胞悬液中分别加入终浓度为 10 μg/mL、20 μg/mL、
40 μg/mL和 80 μg/mL的病毒, 4℃作用 1 h, PBS洗 2
次后再与 T7-VP2 作用, 流式细胞仪检测各细胞处
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理的荧光强度。 

2  结果 

2.1  VP2 基因 PCR 产物检测 
VP2 基因经 1%的琼脂糖凝胶电泳检测观察到

1400 bp 左右的条带, 与预期的大小一致(图 1)。测
序结果与收录的 IBDV NB 株 A片段(AY319768)中
VP2的基因序列一致。 

 

 
 

图 1  PCR 扩增 VP2 基因 
Fig. 1  VP2 gene by PCR amplification 
M: DNA marker DL2000; 1: VP2基因 
M: DNA marker DL2000; 1: VP2 gene 
 
2.2  噬菌体包装及重组噬菌体鉴定 

噬菌体包装物做系列倍比稀释后与BLT5615 宿
主菌及上层琼脂糖混合铺板, 3 h后形成噬菌斑, 噬
菌斑数量与稀释度成反比 , 噬菌体初始滴度为
2×1015。随机挑取的噬菌斑经PCR鉴定(图 2)。DNA
测序结果证明重组的外源DNA片段序列正确。 

 

 
 

图 2  噬菌体克隆的 PCR 鉴定 
Fig. 2  PCR identification of phage clones   
1: DNA marker DL2000; 2-5: 噬菌体克隆 
1: DNA marker DL2000; 2-5: Phage clones 
 
 

2.3  噬菌体纯化结果 
噬菌体经扩大培养后滴度为 1×1015。PEG8000

纯化后以SDS-PAGE检测噬菌体纯度(图 3)。未经纯
化的噬菌体裂解液有多条宿主蛋白杂带, 纯化后的
阴性噬菌体在 40 kD左右有T7的主要衣壳蛋白 10A
及次要衣壳蛋白 10B, 而T7-VP2中由于次要衣壳蛋
白 10B融合有VP2, 其分子量在 88 kD~90 kD左右。
噬菌体纯度在 90%左右, 滴度下降到 2×1014。 
 
 

 
 

图 3  重组噬菌体纯化结果 
Fig. 3  Purification of recombinant phages 
M: 低分子量蛋白 marker; 1: 未纯化的噬菌体裂解物; 2: 纯化的阴
性噬菌体对照; 3: 纯化的噬菌体 T7-VP2 
M: Low-range protein molecular weight markers; 1: Non-purified 
phage lysate; 2: Purified negtive phage control; 3: Purified recom-
binant phage 
 

2.4  重组噬菌体的 FITC 标记结果 
纯化的噬菌体T7-VP2 经FITC标记后, 其F/P值

为 3.12, 而噬菌体滴度下降到 1.5×1013; 阴性噬菌体

F/P值为 2.96, 滴度为 1.0×1013。 

2.5  标记噬菌体与法氏囊 B 细胞的结合 
FITC 标记的噬菌体与法氏囊 B 细胞 4℃结合 

1 h, PBS 充分洗涤后, 荧光显微镜下可见细胞涂片

上有明显的绿色荧光, 其分布与明暗显示出可见光

下细胞分布情况, 而阴性对照未发现荧光(图 4)。流

式细胞仪检测数据分析而得到的直方图上可看出处

理后的 B 细胞的荧光强度大于阴性对照(黑色区域) 

(图 5A), 预先加入病毒 TAD能阻断 T7-VP2的结合, 

荧光强度小于不加病毒的对照(黑色区域)(图 5B), 

其阻断效果呈浓度依赖性, 即 B 细胞平均荧光强度

随病毒浓度的增加而降低(图 6)。 
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图 4  FITC 标记的 T7-VP2 与法氏囊 B 细胞结合的荧光

检测 
Fig. 4  Detection of interactions between FITC labeled 
T7-VP2 and bursal B cells by fluorescent microscope 
A: T7-VP2与 B细胞结合; B: 阴性噬菌体结合对照 
A: T7-VP2 binding to B cells; B: Negative control 
 

 
图 5  FITC 标记的 T7-VP2 与法氏囊 B 细胞结合的流式

检测 
Fig. 5  Detection of interactions between FITC labeled 
T7-VP2 and bursal B cells by flow cytometer 
A: T7-VP2, 黑色区为阴性对照; B: TAD阻断 T7-VP2的结合, 黑色
区为未加 TAD对照 
1: 阴性噬菌体; 2: T7-VP2; 3: 10 μg/mL TAD; 4: 20 μg/mL TAD; 5: 40 
μg/mL TAD; 6: 80 μg/mL TAD 
A: T7-VP2 binding to B cells, shaded areas represents the back-
ground fluorescent signal of the control; B: Reduction of T7-VP2 
binding to B cells by different amount of IBDV vaccin strain TAD  
1: Negtive phage; 2: T7-VP2; 3: 10 μg/mL TAD; 4: 20 μg/mL TAD; 
5: 40 μg/mL TAD; 6: 80 μg/mL TAD 

 
 

图 6  各 B 细胞处理的平均荧光强度 
Fig. 6  Mean fluorescence intensity of B cells with different 
treatment 
1: 阴性噬菌体对照; 2: T7-VP2; 3: 10 μg/mL TAD; 4: 20 μg/mL TAD; 
5: 40 μg/mL TAD; 6: 80 μg/mL TAD 
1: Negative phages; 2: T7-VP2; 3: 10 μg/mL TAD; 4: 20 μg/mL 
TAD; 5: 40 μg/mL TAD; 6: 80 μg/mL TAD 

3  讨论 

噬菌体展示技术通过反复筛选富集目标噬菌体

来鉴定并研究生物大分子间的相互作用。而利用荧

光标记的重组噬菌体研究体外大分子间的相互作用

时可直接检测, 在结合鉴定、靶标筛选与组织定位
等研究中有一定的实用意义, 使得噬菌体在研究体
外相互作用中有更广泛的应用。FITC在碱性条件下
通过与蛋白质的自由氨基经碳酰胺化而形成硫碳氨

基键而与蛋白质偶连, 通常用于制备荧光抗体。自
Ridha Khelifa等用FITC标记的EB病毒来研究该病毒
与淋巴细胞间的相互作用, 发现FITC标记并不会影
响病毒与细胞结合并进入细胞 [5], 之后又有多篇文
献报道用该方法研究各种病毒的生物学特 
性[6,7]。Kimberly A Kelly等同样用FITC标记经亲和淘
选而富集的噬菌体, 用来研究配体与受体的相互作
用, 也发现标记后的噬菌体仍具有与目的分子的特
异亲和性, 而在组织化学中研究目的蛋白或特异细
胞的组织定位与分布情况中有一定作用[8]。本实验

的结果说明FITC标记的噬菌体能显示出较强的绿色
荧光, 并且通过流式细胞仪检测得到明显的结果。
经FITC标记的噬菌体仍具有裂解宿主菌的活性, 有
助于筛选后的扩大培养与富集。滴度下降可能是因

为部分噬菌体在纯化过程中失活或丢失造成的。纯

化中的反复离心与重悬噬菌体沉淀很容易造成其尾

丝断裂, 而无法吸附到宿主细胞并感染增殖。因此
使用内壁光滑的离心管更能很好的收集沉淀下来的

噬菌体, 尽量减少噬菌体的损失。FITC标记后的各
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组噬菌体F/P值应尽量保证一致, 以排除流式细胞检
测中由于噬菌体颗粒本身荧光强度的不同而造成的

干扰。本实验中T7-VP2与阴性噬菌体的F/P值在 3.0
左右, 相差不超过 0.2, 因此可认为T7-VP2 与阴性
噬菌体结合B细胞后其荧光强度的差别来自于结合
能力的不同。 

IBDV核衣壳的外表面由 260个VP2蛋白三聚体
形成, 约占病毒蛋白的 51%, 并形成凸状结构。研究
已经证实VP2蛋白携带病毒主要的中和性抗原表位, 
而且被认为是与细胞受体结合的关键蛋白。VP2 蛋
白的晶体结构显示其高变区(180 aa~350 aa)形成一
个向外凸起的结构 [9], 区域中部分氨基酸突变会影
响IBDV对细胞的感染 , 因此猜测该区域是病毒颗
粒与细胞受体结合的关键部分。本实验将VP2 蛋白
展示到T7 噬菌体表面, 所选用的载体为T7 的次要
衣壳蛋白 10-3B, 在噬菌体颗粒表面有 5~10个拷贝, 
比单拷贝的噬菌体展示系统如丝状噬菌体有更强的

亲和力。结合实验结果说明T7噬菌体展示的VP2蛋
白能与其宿主细胞受体特异结合, 该结合特性不受
FITC标记的影响, 且能被IBDV疫苗株TAD抑制。病
毒浓度在 10 μg/mL的时候就能明显抑制T7-VP2 的
结合 , 而在 80 μg/mL时接近饱和 , 抑制率达到
90.3%。该结果为进一步研究VP2与其细胞受体的相
互作用打下了基础。 
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