
!" 卷 # 期
$%%$年 &月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
’()*!" +(*#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
,-./-01-2 $%%$

收稿日期：$%%$3%43$#，修回日期：$%%$3%53!&。

基金项目：军事医学科学院科研启动基金资助（+(*&&!!%"）。

" 通讯作者。 6-)："53!%355&7""4!；8309:)：):;<9(=>:;* 10: * 9;* ;>

利用大肠杆菌鞭毛展示的随机肽库筛选 !"#$!拮抗肽

李 朝" 周艳荣 程度胜 黄培堂
（军事医学科学院生物工程研究所，北京 !%%%?!）

摘 要 6+@3!是一种在机体抗感染、抗肿瘤过程中发挥重要作用的细胞因子，其对机体具有保护和损伤两方面的
作用，为了探讨新的抑制 6+@3!所致炎症损伤等反应的手段，构建了细菌鞭毛递呈的随机肽库，利用构建得到的肽
库，进行 6+@3!特异性结合肽的筛选工作。经过 #轮筛选及 A+B测序，共得到 5条小肽编码序列。其中 $条序列中
含有一 ’33+3CD的相同序列框架。进行 5条序列与 6+@3!结合力的确证后，选择了其中的 7条肽序列进行人工化
学合成、纯化及鉴定。利用 E&$&细胞及 F66法对 7条小肽进行活性测定，检测其对 6+@3!的抑制活性。结果表明，
在 6+@3!对 E&$&细胞毒性为 4%G左右时，含同源序列框架的 $条肽可抑制 &%G左右的 6+@3!活性。
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6+@3!是一种由活化的单核I巨噬细胞系统产
生，在机体抗感染、抗肿瘤过程中发挥重要作用的细

胞因子［!，$］，其对机体具有保护和损伤两方面的作

用。在生理浓度下它具有提高机体免疫力、抗肿瘤

和促进组织愈合等作用；而在其过量表达时则可引

起发热、白细胞功能活化以及多器官组织的损伤等，

经研究认为这些主要源自于 6+@3!的促炎症作用。
由于 6+@3!在炎症等病理反应中所起的作用，它也
很自然被看作是对这些疾病治疗方面一个首选靶蛋

白［4］。可以针对 6+@3!的产生、调控以及作用的特
异性途径，将其阻断，达到控制炎症、持续缓解病情

的目的。6+@3!的活性形式为通过非共价键结合而
形成的同源三聚体结构，该结构与 6+@3!受体相互
作用，引发一系列胞内反应［7］。因此，拮抗 6+@3!作
用的途径大致有两种：!）影响 6+@3!三聚体的形成；
$）影响 6+@3!与受体的结合。
研究证实，抗 6+@3!抗体和其受体胞外区结构

可影响 6+@3!的作用。在对抗 6+@3!过量产生引起
的炎症、损伤等方面，这些分子都具有一定的效果，

但由于免疫原性等原因，它们在实际临床应用中又

都受到了一些限制［#］。由于肽化学技术的迅速发

展，目前在寻找小分子活性肽的过程中，随机肽库已

经成为一种简便易行且功能强大的工具，利用它可

以在预先不知道任何肽类信息的情况下，筛选得到

具有预期功能的活性肽段［5］，这种小分子肽与传统

的大分子基因工程产物相比，具有如下优势：（!）分
子量较小，通常小于 #JA，可以避免在使用过程中产
生免疫原性，从而增加安全性；（$）由于分子量较小，
结构相对简单，因而其功能较为明确，可以在很大程

度上降低副作用的产生；（4）可以采用多肽化学合成
方法制备，生产工艺简单，从而降低生产成本；（7）在
应用过程中，其给药途径可以更加多样化。

为了探讨新的抑制 6+@3!所引发的促炎症等反
应的手段，我们构建了 3 * 0(,# 鞭毛展示的随机肽
库，并从中筛选到了 $条 6+@3!的拮抗肽。

% 材料与方法

%&% 菌株与质粒
筛选用 3 * 0(,# 鞭毛展示的随机 !%肽库为本研

究中所构建，多样性约为 !%5，库容量约为 !%?。其中
用到的宿主菌 DK"$5和外源序列载体 .@):62L均购自
K>M:/2(N->公司。E&$&细胞，由本所三室周晓巍博士
惠赠。



!"# $%&’!结合肽筛选［(，)］

取随机肽库菌液 !"#接种于 !$"# 含 !%%!&’"#
氨苄青霉素的 ()* 培养基（无色氨酸），+$,，++%
-’"./培养 !$0。同时用 $%!&’"# 的 1234"的 %5!
"67’#碳酸钠（89:5;）缓冲液包被一 <$"" 塑料平
皿，=,放置过夜。取 %5="#培养过夜菌至 +%"#含
!%%!&’"# 氨苄青霉素及 !%%!&’"# 的 #4色氨酸的
()*培养基中，+$,，!$%-’"./继续培养 ;0。培养同
时，以无菌水冲洗包被有 1234"的平皿，水弃去后加
="#封闭液，$%-’"./ 缓慢摇动 !0。细菌培养结束
前，取一离心管，加入 %5!& >?@，<%%!# $""67’# 的
2A*7以及 $%%!# +%B"4甲基甘露糖苷。细菌培养结
束后，取 !%"#菌液加入离心管中，旋转混匀。弃去
平皿中封闭液，加入 <"#上述诱导菌液。$%-’"./轻
摇 !"./，室温放置 !0。弃去菌液，加入清洗液，!%%
-’"./轻摇 $"./，进行清洗。重复 =次。第 $次清洗
后，弃去清洗液，将平皿置于旋涡振荡器振荡 <%C，
以将结合细菌洗脱至平皿中的残留液中。加入 $"#
含 !%%!&’"#氨苄青霉素的 ()*培养基（无色氨酸）
中，+$,，++%-’"./ 培养 !$0，重复上述筛选步骤 $
次，后几轮清洗时摇床转速适当提高，以逐步增大清

洗力度。第 $次筛选后，加入 $"#含 !%%!&’"#氨苄
青霉素无色氨酸的 ()*培养基培养过夜，取菌液系
列稀释后涂 D)E平板，<%,培养。
!"* $%&’!吸附富集效果检测
以 1234"和 >?@ 同时包被 <$"" 平皿，=,过

夜，用无菌水冲洗后，加上述封闭液封闭 +0，弃去封
闭液，冲洗。同时按方法 !5+培养菌体，并用 #4色氨
酸诱导鞭毛产生。细菌培养结束前，取一离心管，加

入 %5!& >?@，<%%!# $""67’#的 2A*7以及 $%%!# +%B
"4甲基甘露糖苷。细菌培养结束后，取 !%"#菌液加
入离心管中，旋转混匀，分别等体积加入 1234"和
>?@包被的平皿中，$%-’"./轻摇 !"./，室温放置 !0。
弃去菌液，加入清洗液，!%%-’"./轻摇 $"./，进行清
洗。重复 =次。第 $次清洗后，弃去清洗液，分别加
入 %5!"# ()*培养基，同时将平皿置于旋涡振荡器
振荡 <%C 洗脱细菌，洗脱菌液进行系列稀释后涂
D)E平板，<%,培养过夜。比较 +种平板上所长出
的菌落数是否有差异，用以说明该菌液对 1234"的
特异性吸附是否高于对 >?@的吸附。
!"+ ,%-测序
培养转化有重组质粒的 E(:+; 菌体，按质粒提

取试剂盒说明提取质粒，在本所仪器中心进行 F2@
序列测定，测序引物为 @11 *@* *1E @*1 *@*

E@*。
!". 肽合成、纯化与鉴定
利用 @>( =<<@ 型多肽合成仪（GH-I./ J7"H- 公

司）进行多肽的固相合成。合成后的粗肽经过脱盐

后进行反相 9G#*纯化。得到的肽纯品通过质谱分
析测定分子量。

!"/ 0$$（四甲基偶氮唑盐）法测定肽对 $%&’!的
拮抗活性［1］

1234"对 #4K+K的细胞毒性利用常规的 )11法
检测。)11 被活细胞氧化后的产物在 =K$/" 处有
吸收峰，故可以检测 =K$/"处的光吸收值用来表示
细胞的存活情况，而以无吸收峰的 ;<%/"波长作对
照。1234"对 #K+K 细胞毒性计算公式为：（!"对照 4
!"1!）’（!"对照 L !"1%），其中 1! 和 1% 分别为检测
的1234"样品浓度和对 #K+K 达最大杀伤毒性的
1234"浓度。小肽对 1234"抑制活性检测过程如
下：一定浓度的 1234"!%!#与系列稀释的 1234"结
合肽 $!#混合，加入 K;孔板，并加入 =$!#含终浓度
!!&’"#放线菌素 F的 DG!;=%培养基（含 !%B小牛
血清），对照孔为无 1234"及肽的正常培养细胞。
<M,培养箱放置 +0。#K+K 细胞计数后稀释至 + N
!%$’"#，以每孔 $%!#的量加入 K;孔板各样品孔中，
每一样品设 < 个平行孔。置 <M,，$B二氧化碳培
养箱培养 !:0后取出，各孔加入 !%!# )11，重新放
回培养箱。;0后取出，吸出孔中培养液，加入 !%%!#
二甲基亚砜，充分振荡混匀后，以 ;<%/"波长作对
照，检测 =K$/"处的光吸收值。小肽对 1234"抑制
活性计算公式为：（!"肽 4!"123）’（!"对照 4!"123）。

# 结 果

#"! $%&’!拮抗肽筛选
按方法 !5+所述，进行 $轮筛选，按方法 !5<检

测筛选过程对肽库的富集效果，对 1234"的特异结
合能力较筛选前提高了 :倍，表明随机肽库得到了
较大程度的富集。富集后的肽库涂平板，随机挑 !+
个单菌落，提取质粒后进行 F2@测序，经过转换后
共得到 ;条小肽序列，分别命名为 1>G! O ;，序列如
下（括号中数字表示重复的克隆数）。其中 1>G+和
<的序列中含有一个 PA74Q4Q4@C/4Q41-84E7R 的保守
序列框架：

1>G !：E7R41-84@-&4@C/4E7/4#HS4#RC41-84?H-4G-6 （$）
1>G +：#HS4@C84#HS4@-&4PA74E7/4@C84@C/4?H-41-8（4E7R）（<）
1>G <：PA74@C/4@7A4@7A4@C/4E7S41-84E7R4G-641R- （!）
1>G =：@7A4TA749.C4#HS4G0H410-4@-&4@C/4PA74(7H （!）
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!"# $：%&’()*+(#,-(.,/(012(03+(012(012(03+(012 （4）
!"# 5：!3,(#61(#61(71,(012(03+(83+(.+’(83+(%&3 （4）
为了减少肽合成的工作量，进行了 5条肽所对

应的菌株对 !9:(!的特异性吸附能力的检测，结果
表明 !"#;、<、5具有较强的 !9:(!结合能力。故决
定合成该 <条序列以及 !"#4，并且在两端加上若干
肽库中的侧翼氨基酸序列，最后确定合成的序列如

下：

!"#4： )*+(71,(%&3(!,=(.,/(.+’(%&’(012(03+(!,=(
71,(#,-(%&3(!6,

!"#;：)*+(71,(012(.+=(012(.,/(>?&(%&’(.+=(.+’(
71,(!,=(%&3(!6,

!"#<： 83+(>?&(.+’(.&?(.&?(.+’(%&2(!,=(%&3(#,-(
!3,

!"#5：71,(!3,(#61(#61(71,(012(03+ (83+(.+’(83+(
%&3(%&3(!6,
!"! 肽合成、纯化与鉴定
应用 ."@ A<<.型多肽合成仪，选用 :B-CD)E"FD

G88 HI4H BB-&模式进行多肽合成，肽粗品脱盐后进
行 J#()#08纯化，均得到单一峰（图 4、;、<、A）。

图 4 !"#4进行 J#()#08纯度分析结果
:*/K4 #2,*F3 ?’?&3+*+ ,1+2&F -L !"#4 M*F6 J#()#08

图 ; !"#; 进行 J#()#08纯度分析结果
:*/K; #2,*F3 ?’?&3+*+ ,1+2&F -L !"#; M*F6 J#()#08

图 < !"#< 进行 J#()#08纯度分析结果
:*/K< #2,*F3 ?’?&3+*+ ,1+2&F -L !"#< M*F6 J#()#08

图 A !"#5 进行 J#()#08纯度分析结果
:*/KA #2,*F3 ?’?&3+*+ ,1+2&F -L !"#5 M*F6 J#()#08

经过对以上各肽进行质谱分析，实际检测的分

子量与理论分子量误差均在 4N以内（表 4）。

表 # 肽纯品进行质谱分析结果
$%&’( # )*%’+,-, .(,/’0, 12 03( 4(40-5(, 6-03 7%,, ,4(80.1,814+

!"#4 !"#; !"#< !"#5

8?&C2&?F1O B?++DG 45$<I$< 45;PIQA 4;;AI4Q 4A45IR4

S1?+2,1O B?++DG 45$<IRH 45;PIRP 4;;<I<R 4A45IAH

至此，我们已经通过化学合成的方法，得到了 A
种候选的 !9:(!结合肽，其纯度均达到 )#08 单峰
水平，质谱测定结果正确。

!"9 肽对 $:;<!的拮抗活性检测
按方法 4I5 进行活性检测，!"#; 和 !"#< 均具

有抑制 !9:(!的活性，而且该活性随肽浓度加大而
提高。其中，!"#;在作用浓度为 ;H"/DB0、!9:(!的
细胞毒性为 ;RT时，可抑制 RHT的 !9:(!活性；
!"#<在作用浓度为 4HH"/DB0、!9:(!的细胞毒性
<AT时，可抑制 QHT的 !9:(!活性（图 $、5）。而
!"#4 和 !"#5 则未检测到明显的抑制 !9:(!活
性。

R$$ 生 物 工 程 学 报 4R卷



图 ! "#$%对 "&’(!的抑制活性曲线
’)*+! ,-.)/)0123 455460 15 "#$% 1- "&’(!

"&’(!789 :94; 80 8 61-64-0280)1- *)<)-* %=> 630101?)6)03

图 @ "#$A对 "&’(!的抑制活性曲线
’)*+@ ,-.)/)0123 455460 15 "#$A 1- "&’(!

"&’(!789 :94; 80 8 61-64-0280)1- *)<)-* AB> 630101?)6)03

! 讨 论
随机生物肽库技术凭借其简单易行、节省时间、

筛选容量大等优点，已经在蛋白质工程、肽化学、免

疫学、药学等基础及临床研究领域中得到日益广泛

的应用，逐渐成为研究蛋白质分子间相互作用机制、

确定蛋白活性位点以及新型小肽类药物开发的有用

工具。在本研究中，为了寻找具有 "&’(!拮抗活性
的肽，我们利用细菌鞭毛展示的随机十肽库，以重组

人 "&’(!为靶蛋白，对所构建的随机十肽库进行了
筛选工作。由于所使用的是细菌鞭毛展示的肽库，

因此在一些筛选方法上不同于对噬菌体肽库的筛

选。相对于噬菌体肽库，细菌鞭毛肽库在前期的筛

选工作上要简单一些，比如免去了对噬菌体的培养

等操作以及肽库亲和吸附靶蛋白后可以直接通过旋

涡振荡的方式洗脱吸附的菌体等；但使用细菌肽库

也有一个弱点，那就是在后期的活性验证方面，即它

不能象噬菌体肽库那样直接进行活性测定。因此，

在这部分工作中，我们对筛选前后的肽库进行了吸

附对比实验，即在相同的条件下包被特异性靶蛋白

（重组人 "&’(!）和牛血清白蛋白（#CD），经过菌液吸
附、洗脱、涂布氨苄青霉素抗性平板、菌落计数等步

骤后，即可看出经过筛选的肽库对 "&’(!的特异性
亲和力是否得到了提高。从而作为对筛选效果的评

价指标。

在筛选过程中，由于使用的肽库为自己构建所

得，受各种条件限制，其容量稍小于一般的商业肽

库，因此尽量减少阳性序列损失就成为筛选成功与

否的关键问题之一。解决这一问题的一种方法就是

使筛选条件逐渐严谨化，即在首轮筛选中尽可能将

能与 "&’(!结合的序列都留下，而在以后的筛选中
逐渐提高筛选条件，使其中亲和力高的序列得到更

大富集。为了达到这一要求，我们把焦点集中在细

菌对平皿吸附后的清洗这一步骤上，即在第一轮的

清洗过程中，条件尽量温和，清洗转速设定在 EF
2GH)-，而且只洗 A次，这样做的目的主要是为了尽量
少的损失能与 "&’(!结合的序列；在随后的几轮筛
选中，清洗转速依次提高直至 I!F2GH)-，通过这一过
程，可以使 "&’(!吸附性较强的序列在最大程度上
得以富集。

经过 ! 轮筛选，共得到 @ 条小肽序列，其中
"#$%、A含有一 J((&(KL的相同序列框。经化学合
成及纯化等手段得到了 "#$I、%、A、@的纯品，进行了
这些小肽对 "&’(!抑制活性的测定，"#$%、A具有拮
抗 "&’(!的活性，另外两条肽则未检测到活性，分析
可能是由于它们是与 "&’(!的非活性位点结合，因
此不对其活性产生影响。下一步拟借助计算机模建

等手段进行这些肽序列与 "&’(!的结合状况分析。
本工作筛选得到的小分子肽一方面可通过改构和修

饰后作为小肽药物；另一方面还可作为先导物为新

型药物的研制提供结构信息。
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科学出版社生物类图书精品推荐

E]D生物高技术丛书 作（译）者 定价 出版日期

端粒（T-5(C-@-4） 张玉静 _ %E‘FF $FF$年 ]月

发育生物学（P-*-5(<C-,705 B)(5(1;）（影印版）（精要速览） 38[8 TW;C0, _ AF‘FF $FF$年 A月

分子生物学精要（影印版）（国外优秀教材） [050=),4V) _ A]‘FF $FF$年 A月

进化生物学（影印版）（国外优秀教材） Q7@)=VB-@1- _ #E‘FF $FF$年 A月

梅欧医院神经科检查法 李海峰 等 _ DE‘FF $FF$年 A月

生态系统———平衡与管理的科学 欧阳华 等 _ %$‘FF $FF$年 %月

生物化学与分子生物学实验技术教程 杨建雄 _ $D‘FF $FF$年 ]月

生物信息学：序列与基因组分析（影印版） P0*)? /8[(+,7 _ #D‘FF $FF$年 ]月

生物信息学中的计算机技术（影印） H;,76)0 O)B04 a S-@ b0CB-=V _ %E‘FF $FF$年 ]月

心理学（影印版）（精要速览） H;,76)0 O)B04 a S-@ b0CB-=V _ DE‘FF $FF$年 A月

遗传学———基因与基因组分析（影印版）（国外优秀教材） PG J0@75 _ EE‘FF $FF$年 A月

植物生物学（影印版）（精要速览） R8G0=V a P8 .*0,4 _ %$‘FF $FF$年 A月

即日起，欢迎各界人士邮购科学出版社各类图书，并可免费索取书目。凡购书者均免邮费。有意者请按以下方式联系我们：

电话：F!F>]%F!!!$# 传真：F!F>]%FD%]$$
电子邮件：5+Y)+C),1^ 4),08 =(C
通讯地址：北京东黄城根北街 !]号 科学出版社 邮政编码：!FF#!#
联系人：卢秀明

同时欢迎访问科学出版社网址：677<：ccWWW8 4=)-,=-<8 =(C
同时欢迎访问生物编辑部主页：677<：ccWWW8 5):-4=)-,=-8 =(C8 =,和网上售书合作伙伴：677<：ccWWW8 B)(1-,-8 =(C8 =,。
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