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ABSTRACT 

 

Sec signal peptide-encoding genes had been generally incorporated in 

phagemid used in phage displaying systems. Recently, a new Escherichia coli 

secretory system, twin-argine translocation (Tat), was reported superior above Sec 

pathway in translocating a recombinant protein across the membrane. A novel 

phagemid, pTat8, was constructed in this study to improve the quality of the displayed 

molecule on filamentous phage. Tat pathway was chosen for transporting and 

integrating CD147 molecules on phage particles via gpVIII. The parental vector, 

pComb8-CD147Ex, was modified by substituting the Sec signal sequence (PelB) with 

a twin-arginine signal sequence from trimethylamine N-oxide reductase (TorA). The 

characteristics of the CD147 displayed on phage particles were evaluated compared 
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with those displayed via Sec pathway by sandwich ELISA and Western 

immunoblotting.  The Tat dependent leader was found to be superior over the Sec 

leader for phage display of CD147. This modified phagemid will be useful in phage 

display technique when the correctly folded structure is required, i.e., antibody 

libraries and ligand-receptor tracing. Our findings further supported the involvement 

of E. coli Tat translocase in mediating the integration of hydrophobic transmembrane 

protein into the inner membrane.  
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บทคัดยอ 

 

ยีนที่กําหนดการสราง signal peptide ของโปรตีนที่ถูกสงผานเขาสู periplsmโดย Sec 

pathway มักถูกแทรกอยูใน phagemid เพื่อนําไปใชในการแสดง recombinant protein บน
ตัวฟาจโดยเทคนิค phage display ไมนานมานี้มีการคนพบกลไกการสงโปรตีนผานเมมเบรนของ 
E. coli ระบบใหมคือ twin-arginine translocation (Tat) pathway ที่มีคุณสมบัติเหนือกวา Sec 

pathway ในการสงผาน recombinant protein ในการศึกษาครั้งนี้ฟาจมิดรูปแบบใหมช่ือ pTat8-

CD147 ไดถูกสรางขึ้นเพื่อใชในการปรับปรุงคุณภาพของโมเลกุลที่แสดงออกบนตัวฟาจ โดย
งานวิจยันี ้ Twin arginine translocation pathway ถูกนํามาใชในการสงผานโมเลกุลซีดี 147 
เพื่อใหแสดงออกบน gpVIII ของตัวฟาจโดยการแทนที่  PelB ซ่ึงเปน Sec signal sequence ที่มี
อยูในฟาจมิดตนแบบชื่อ pComb8-CD147Ex ดวย Twin-arginine signal sequence ของ 
trimethylamine N-oxide reductase (TorA) โมเลกุลของซีดี 147 ที่เชื่อมกับ gpVIII ที่
แสดงออกบนผิวของฟาจโดยการสงผานทาง Tat pathway ไดถูกประเมินและเปรียบเทียบกบั
โมเลกุลที่สงผานทาง Sec pathway โดยวธีิ Sandwich ELISA และ western immunoblotting 
พบวา Tat pathway เปนระบบที่เหมาะสมกวา Sec pathway ในการแสดงออกของซีดี 147 โดย
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ใชเทคนิค phage display ดังนั้น phagemid รูปแบบใหมจะเปนประโยชนในการแสดงออกของ
โมเลกุลที่ตองการความถูกตองของโครงสรางในการทําหนาที่เชน antibody libraries หรือการ
สรางโมเลกุลเพื่อใชในการคนหา receptor หรือ ligand นอกจากนี้งานวิจยันีย้ังไดสนับสนุนขอมลู
ที่แสดงความเกี่ยวของของ Tat pathway ในการสงผาน hydrophobic transmembrane protein 
เขาสูช้ัน inner membrane.  
 


