
论著"基础研究

噬菌体展示随机环八肽库的构建"

叶长烂!周
!

霞!谢浩然!马金魁!张宏斌#

"南部战区总医院医学实验科!广东广州
,(''('

$

!!

摘
!

要!目的
!

构建表达于噬菌体表面的随机环八肽库&方法
!

通过自行设计!人工合成编码随机环八肽

的寡核苷酸片段!通过延伸引物扩增获得编码随机环八肽的基因片段&将编码基因片段和
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噬菌体载体
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和
M

S

4
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限制性内切酶双酶切后进行连接!重组产物电转入大肠杆菌
K$&/.0

感受态细胞获得噬菌

体展示随机环八肽库!噬斑及测序检测库容和多样性&结果
!

构建的环八肽库库容超过
/!,d('
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!重组阳性率

为
)&!,8

!不同率为
)/!.8

&结论
!

成功构建了库容量与多样性都满足筛选要求的噬菌体展示随机环八

肽库&
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噬菌体展示技术 &
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'于上世纪八十年代末提

出并建立"以噬菌体或噬菌粒为载体"是重组蛋白*单

链抗体*酶*脂蛋白及短肽的一种表达系统$

(

%

#由此

衍生的多种噬菌体展示文库"已广泛用于研究蛋白质

之间或蛋白与非蛋白*生物分子与其他物质之间的相

互作用"结合物或模拟表位筛选等$

&-/
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#然而"应用噬

菌体展示库筛选获得的靶分子结合物"其亲和力等生

物活性均较天然配体低#构建并筛选次级噬菌体库

即突变库是将初筛序列变为理想序列的有效途径之

一#突变文库是对初次筛选所获序列中的某些位点

或片段&特异或随机位点'在
675

水平上进行突变"

再以噬菌体或噬菌粒为载体构建次级文库以获得更

高亲和力的序列#多肽因具有易制备*便于改造*免

疫原性低等优点"在药物筛选和治疗上的重要性越来

越受到研究者的重视#多肽根据肽键的结构分为直

链肽和环肽"其中直链肽的研究最为广泛和深入"常

用的噬菌体随机肽库中插入的基因经噬菌体表达后

往往也是以线性直链肽的形式展示在噬菌体表面"但

直链肽进入体内后容易在各类酶的作用下发生快速

降解"而经过调整后的环肽在二硫键或其他结合键的

作用下会形成固定构象"不但代谢稳定性和生物利用

度会极大提高"而且更符合受体
-

配体&抗体
-

抗原'构
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象的结合要求#

噬菌体展示随机肽库因其构建*改造及筛选的易

操作优势使其最受关注#其中以随机七肽*十二肽和

环七肽库的应用最为广泛$

0-((
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#随机线性七肽*十二

肽肽库结构简单"适合模拟表位的筛选#随机环七肽

库"具有环行结构可用于结合域筛选"但受到多样性

和环形结构大小的限制"由于目标结合域的不同"特

别是尿酸和农药类分子"目前的商品化噬菌体展示随

机肽库无法满足很多研究的需求#基于此原因"本研

究构建了噬菌体展示非天然随机环八肽库以满足不

同分子"特别是小分子结合物筛选的需要#
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材料与方法
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限制性

内切酶为美国
7KJ

公司产品+四环素为
F9G>5

公司

产品+

N*

连接酶*质粒小提试剂盒*琼脂糖凝胶回收

试剂盒*聚合酶链反应&

"#$

'产物纯化试剂盒*
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]
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聚合酶等为德国
V95GK7

公司产品+随机八肽

寡核苷酸引物由上海生工生物技术服务有限公司合

成+其他生化试剂均为国产分析纯#
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随机八肽寡核苷酸引物的合成
!

编码随机八肽

核苷酸片段的设计策略是采用&
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编码方式"其

中编码随机八肽核苷酸序列中密码子的前两个核苷

酸为任意核苷酸
7
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或
NET#

或
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'"最后一个核

苷酸根据密码子的简并性设计为
M

&

N

或
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M

对应

的反义链配对核苷酸为
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限制性内切酶酶切位点序列在引

物中带入相应的核苷酸序列"延伸引物采用通用的序

列#其中延伸引物序列&

F
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+编码随机八肽的寡核苷

酸序列&
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列!
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环八肽库
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片段的聚合和酶切
!

将
,

#

R

合

成的编码环八肽库的寡核苷酸模板与等摩尔的通用

延伸引物在
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缓冲液&
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'中混合"

), f

水浴中热变性
(

O24

"水浴中自然降温至
./f

以下形成退火混合物"

按反应体系
(

!水
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#

;

*
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*退火

混合物
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;@7N"30

#

;

*

MB?4EZ

酶
.

#

;

"总体积
&''

#

;

"混匀后瞬时离心"

./f('O24

"

+,f(,O24

延伸退火产物合成编码环八肽库的双链

675

片段#随后"将合成的双链
675

按照反应体系

&

进行双酶切!水
(,*

#

;

*延伸合成的双链
675()+

#

;

"

('d

缓冲液
**'

#

;

*
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(

#
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的
K<

R!

-IL

和
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S
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!

-IL

限制性内切酶各
,

#

;

"总体积
*''

#

;

"混

匀后瞬时离心"

./f,U

进行双酶切"酶切产物琼脂

糖凝胶电泳分离目的条带"琼脂糖凝胶回收试剂盒纯

化酶切产物#

$!'

!

载体的酶切与纯化
!

将
('

#

R

载体
>(.MK

加

水至
()+

#

;

取代反应体系
&

中的双链
675

"按照反

应体系
.

进行双酶切!水
(**

#

;

*载体
>(.MK()+

#

;

"

('d

缓冲液
**'

#

;

*

('W

(

#

;

的
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R!
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和
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S

4
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限制性内切酶各
('

#

;

"总体积
*''

#

;

"混

匀后瞬时离心"

./f,U

进行双酶切"酶切产物琼脂

糖凝胶电泳分离目的条带"琼脂糖凝胶回收试剂盒纯

化酶切产物#
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!

甘油法感受态细胞的制备
!

挑
K$&/.0

新涂的

四环素抗性平板&

;J

(

N?:

'单克隆接种于
('O;;J

培养液中"

./f&,'T

(

O24

摇床培养过夜"按
(g(''

的比例扩大培养"

./f&,'T

(

O24

摇床培养至对数生

长期&

2

+''

'!,

$

(!'

'#冰浴
.'O24

"

*f,'''d

R

离

心
(,O24

"弃上清"重悬于预冷的无菌水中"同样离心

弃上清"重复一次重悬于预冷的无菌水中离心弃上

清#重悬于
('8

的预冷无菌甘油的水溶液中"

* f

0'''d

R

离心
('O24

弃干净上清"重悬于
('8

冰预

冷的甘油溶液#每管
(''

#

;

分装"

h0'f

保存待用#

$!E

!

连接与转化
!

双酶切载体分别按摩尔比例

(g.

*

(g,

*

(g('

与双酶切的环八肽库
675

片段进

行小量连接转化#连接反应按照反应体系
*

!双酶切

载体
>(.MK(''4

R

*双酶切肽库
675

&分别
.

*

,

*

('

4

R

'*

('d

连接缓冲液
&

#

;

*

N*

连接酶
(

#

;

*补加水

至总体积
&'

#

;

"混匀后瞬时离心"

(+f

水浴中孵育

过夜进行连接#

+,f(,O24

热终止连接反应#取各

连接反应产物各
(

*

&

*

.

#

;

分别加至
(''

#

;

分装的

电转化细胞中电转&

J2E-$<@G?4?-"AB3?T

!

&,

#

L

"

&''

%

"

&!, D̀

'"立即各加入
(O;FX#

培养液"

./f(,'

T

(

O24

摇床培养
.'O24

#融化每管
.O;

分装的顶层

琼脂糖于
*,f

水浴中保温"每管加入
&''

#

;

对数生

长期的
K$&/.0

菌作为测试管"分别按
(g('

*

(g

(''

*

(g('''

倍比稀释电转化培养物"分别取
('

#

;

各稀释物加至的含顶层琼脂糖和
K$&/.0

的测试管

中"混匀后分别铺于
;J

(

9"NG

(

c

R

<B

培养板"待顶层

琼脂糖凝固后"

./f

倒置培养过夜#进行蓝斑计数计

算滴度#根据结果"确定最佳连接比例为
(g,

"连接

产物用量
&

#

;

#

$!F

!

随机环八肽库的构建和鉴定
!

根据确定的最佳

比例"

&!,

#

R

双酶切载体按照反应体系
*

扩大连接反

应"连接反应后纯化连接产物"分别取
&

#

;

纯化连接

产物加至
(''

#

;

电转化细胞中电转"同时做
&,

个电

)
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转化"立即各加入
(O;FX#

培养液"

./f(,'T

(

O24

摇床培养
.'O24

#合并各管"混匀留取
&'

#

;

进行蓝

斑计数计算滴度"其余转化产物进行扩增培养#从测

滴度平板上随机挑取
*'

个单菌落"送测序公司测序"

鉴定随机环八肽库的多样性#

$!G

!

随机环八肽库的收获
!

将电转化培养物按
(g

,'

扩大加至对数生长早期&

2

+''

$

'!,

'的
K$&/.0

菌

中"

./f&,'T

(

O24

摇床培养
,U

#

*f,'''d

R

离

心
&'O24

收集上清"加入
(

(
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体积的
"KG

(

7<#B*f

过夜沉淀噬菌体#

* f ,'''d

R

离心
&'O24

弃上

清"沉淀重悬于
NT23

盐缓冲液&

NJF

'"

*f,'''d

R

离心
('O24

去除残余细胞"上清加入
(

(

+

体积的

"KG

(

7<#B*f

沉淀噬菌体"同法离心弃上清"沉淀重

悬于
NJF

"加入等体积无菌甘油
h&'f

长期保存#

$!H

!

随机环八肽库库容量的检测
!

取
&

#

;

收获的

随机环八肽库"按
('

倍比梯度稀释"分别取
('

,

$

('

)

倍比稀释物各
('

#

;

加至
*,f

水浴中保温的含顶层

琼脂糖和
K$&/.0

的测试管中"混匀后分别铺于
;J

(

9"NG

(

c

R

<B

培养板"待顶层琼脂糖凝固后"

./f

倒置

培养过夜#进行蓝斑计数"依据蓝斑数和稀释倍数计

算库容量#

%

!

结
!!

果

%!$

!

肽库的多样性
!

肽库的多样性受插入目的序列

的重组阳性率和插入目的序列的不同率两个因素的

影响#选取
*'

个重组克隆进行序列测定分析"部分

结果见图
(

"其中重组阳性率为
)&!,8

&

./

(

*'

'"除去

.

个为无正确片段插入+插入序列不同率达
)/!.8

&

.+

(

./

'"除去插入序列有
(

个为重复序列#重组阳

性克隆插入的核苷酸序列碱基数目及其对应的氨基

酸均正确"且编码随机八肽的
675

序列及对应的氨

基酸均互不相同"部分插入序列及对应随机八肽如

下!

GGGG#GGGNN#NN#GN5N##GN5N

&

G

5GFF["[

'+

GGG5#N5#GNGG#NGN#N

##G5GN

&

GNNP;F"F

'+

#5GGNG##GG#N

#NG55N ##G N#G

&

V D " 5 ; 7 "F

'+

5#G

NNGGGN#5G5#G5NN#5N5NG

&

N;GVN9

I >

'+

NNGNNG#5NN#N55N55N#NGN#G

&

;; I F7 7 ;F

'+

#GG ##N G5N #5N ##N

5GNNNNN#N

&

$"6I"FLF

'#碱基分布情况

分析见表
(

"

*

种核苷酸的出现情况与预先设计的

77M

模式相符"第一*第二核苷酸分别为
5

(

N

(

#

(

G

中的任一种"其中每一种核苷酸和出现的频率的理论

值为
&,8

"第三位核苷酸为
G

(

N

中的任一种"

G

或
N

的出现频率为
,'8

#由于样本量的原因实际值与理

论值不是完全一致#

%!%

!

库容量
!

;J

(

9"NG

(

c

R

<B

培养板进行噬菌体滴

度测量的原理是每个噬菌斑代表
(

个噬菌体"白斑代

表是野生噬菌体"蓝斑代表是重组噬菌体#依据库容

检测平板上的蓝色噬菌斑数约
/!,d('

)

&即库容量'"

结合重组的阳性率
)&!,8

和插入序列的不同率

)/!.8

#参照计算公式!实际库容量
i

平板总蓝色噬

菌斑数
d

重组阳性率
d

序列的不同率"确定所构建的

随机环八肽库的库容量"其实际库容量&多样性'为

+!/,d('

) 克隆#结果表明"所构建的噬菌体呈现随

机环八肽库的框架结构*库容及多样性符合设计

要求#

图
(

!!

肽库挑克隆测序部分结果

表
(

!!

肽库挑克隆不同位置核苷酸比例'

8

(

编码位置
5 N G #

( &,!' .'!' &'!' &,!'

& &&!, &&!, &,!' .'!'

. '!' ,&!, */!, '!'

&

!

讨
!!

论

!!

多肽的长短和构象决定构建的肽库的应用价值"

曾有学者设想构建
(,

$

(''

个氨基酸残基片段的肽

库"以期肽链中自然形成含有天然表位中的一些二级

结构#但由于噬菌体展示肽库的构建过程中需要

675

转化"目前最有效的电转化率也很难超过
('

('

"

而且对于多样性超过
('

(&的肽库"由于重复拷贝太低

很难从中富集到需要的随机肽段#因此"构建噬菌体

展示随机肽库研究的重点从追求延长氨基酸残基片

段的长度逐步转向了设计随机氨基酸残基序列"人为

让其形成具有二硫键的环状结构即噬菌体展示环肽

库#因此"噬菌体展示环肽库的构建及应用也随之更

受研究者的偏重"而且噬菌体展示环肽库在模拟物的

筛选及在检测和诊断方面的应用已取得了很多

进展$

(&-(,

%

#

目前应用最广泛的环肽库是商品化的噬菌体展

)

&/+(

)
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(*
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示环七肽库"但由于受环状结构大小和库容的限制不

能满足多种筛选的需要#本研究在前期商品化随机

七肽*十二肽和的环七肽库筛选的基础上"基于尿酸

等小分子化合物的特点构建了噬菌体展示随机环八

肽库"增加了库容的多样性和肽环的大小#另外"本

研究所选用的载体
>(.MK

来源于
>(.O

S

()

"仅包含

一个
R&

的单拷贝"更适合发现高亲和力的配体#同

时与以前所用的噬菌粒载体不同"其不需要抗菌药物

筛选和辅助噬菌体超感染#

本项目所构建的噬菌体展示随机环八肽库和目

前商品化肽库具有不同的氨基酸序列和环状结合域"

不但可为尿酸等医学相关小分子化合物的结合物筛

选提供一种新的选择"而且可能更适合某些分子的结

合"这些将有望在相关分子的临床检测和治疗研究中

有所突破#同时"所构建的噬菌体展示随机环八肽库

可弥补目前商品化市场的不足"为今后开展肽库的相

关研究与应用"特别是多肽类药物和检测试剂的筛选

奠定了基础#

'

!

结
!!

论

!!

本研究针对小分子化合物的特点"采用人工合成

的方法成功构建了库容量与多样性都满足筛选要求

的噬菌体展示非天然随机环八肽库"并有望为多肽类

制剂筛选的研究提供一种新的选择#
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B2H<:2E4Ê O2OE:E

S

?

S

?

S
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:<B3Ê OAB:2

S

B?\24

R

Z2:U@2

R

2:<B"#$

$

%

%

!J2EOEB6?:?H:

VA<4:2̂

"

&'(+

&

('

'!

(,-&.!

$

&(

%

5W5M

"

IW[7I P

"

IX$XP9NQ;L

"

?:<B!.6-"T24-

:?@>2HTÊBA2@2H3
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