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摘 要：丙型肝炎病毒丝氨酸蛋白酶在病毒复制和包装中的重要作用使其成为特异性抗病毒

药物研究的首选靶标。根据丝氨酸蛋白酶晶体结构特点，用柔性连接子连接 .4# 丝氨酸蛋白

酶结构域和 .4!5 的核心序列，构建成单链丝氨酸蛋白酶基因并且在大肠杆菌中获得高水平

的可溶性表达，纯化后的目的蛋白能够切割重组蛋白底物 .4678。随后，以单链丝氨酸蛋白

酶为靶分子对噬菌体展示的随机十二肽库进行了三轮淘筛，挑选的 !! 个克隆中有 #1 个克隆

能够特异性地结合丝氨酸蛋白酶，并且这种结合作用为竞争性 9:;45 试验结果所支持。对 0#
个克隆进行序列测定，得到 % 种序列，它们在氨基酸组成上存在明显偏性，富含组氨酸和色氨

酸，缺乏酸性氨基酸；% 种序列存在一个共有序列。
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丙型肝炎病毒（>?&）是导致输血后肝炎的主要病原，全球约有 0@1 亿感染者。尽管

>?& 感染后通常没有症状或者症状轻微，但 =6A的感染者将发展为各种临床结局的慢性

肝炎。目前尚无有效的疫苗用来预防病毒的传播而且常用的!3干扰素治疗效果也不理

想，因此研制更为有效的抗病毒药物是丙型肝炎研究中亟待解决的问题之一［0］。>?& 的

.4#B!5 丝氨酸蛋白酶在结构上属于糜蛋白酶超家族成员，参与病毒多聚蛋白在 .4#3!5、

.4!53!C、.4!C365 和 .46536C 位点的切割。由于丙型肝炎病毒的复制和多聚蛋白的加工

是相偶联的过程，如果干扰丝氨酸蛋白酶的活性将破坏病毒的复制和成熟，从而实现抗病

毒作用。因此，丙型肝炎病毒丝氨酸蛋白已经成为抗病毒药物研究的重要靶标［"］。

在 >?& 丝氨酸蛋白酶抑制剂的研究工作中，除了合成化合物的筛选以及产物型抑制

剂的优化外［#］，人们还尝试从生物分子组合库：如 DE,E8’FG 库［!］、<.5 7HI7D-J 库［6］和骆驼

化抗体库（K7D-(EL-F &（>）F’D7E, 7,IE8’FG）［%］中筛选抑制剂，并且取得了一些初步成果。

/$ 年代初建立的噬菌体随机肽库技术，已被广泛应用在与分子识别相关的领域，极大地

促进了小分子药物设计、抗病毒药物筛选、重组疫苗研制、蛋白结构解析以及表位分析等

方面的发展，也成为药物开发的一个有力武器［1］。本研究中，我们基于 >?& 丝氨酸蛋白

酶晶体结构的特点，构建了单链丝氨酸蛋白酶分子并在大肠杆菌中获得了可溶性表达，以

该蛋白为靶分子，从噬菌体随机 0" 肽库中筛选特异性结合肽，期望能够为蛋白酶抑制剂



的研制开辟一条新的途径。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：含有 !"# $%& 丝氨酸蛋白酶结构域基因的原核表达质粒 ’()*+&*+
$%&$，本室构建并保存；带有 , 个组氨酸表达标签的原核表达载体 ’-)&. 购自德国 -/0+
()$公司；大肠杆菌 123［’4)5］：$6/% %78% 49:% ;6<= 686= >6; = ?7; = @= 8A<0B CD8B ，本室保

存；缺陷型辅助噬菌体 12&E.F，本室保存。

!"!"# 试剂：金属螯合亲和层析柱（$9+$G0 6>8HIA）购自德国 -/0()$ 公司；5!J KJ +2L 噬

菌体展示随机十二肽库试剂盒，购自 $AM )N>;6NO P9H;6QI 公司；!45 标记的抗 12& 单克隆

抗体，购自 5R68?6<96 公司；重组蛋白底物 $%36Q 为本室制备并保存。

!"# 方法

!"#"! 单链丝氨酸蛋白酶基因的 5"4 组装：表达质粒 ’()*+&*+$%&$ 含有 !"# $%& $ 端

2S2 个氨基酸的编码基因，因酶切位点不适合，同时为了引入 $%T0 核心序列，设计 & 条引

物用于丝氨酸蛋白酶基因的扩增和融合基因的组装。52U3V+" ((0G"" ((G G"G (GG (GG
0GG (GG (GG 0(0 0GG 0GG GG0 G"G ((G+&V；5LU3V+0GG 0GG GG0 G"G ((G 0(G ((G 0(G
0G" 0"( ("" G0" G"" "00+&V；5&U3V+""" 00("GG GG0 ((0 ""( "0G ((G 0(G GG"+&V。

（((0G""，!"#!/ 切点；00("GG，$%&O/// 切点）其中 5L 和 5& 扩增 $%& 丝氨酸蛋白酶第 &
W 2S2 位氨基酸的编码基因，其扩增产物作为模板用 52 和 5& 扩增即可获得 $%T0 核心序

列与 $%& 丝氨酸蛋白酶序列相融合的基因。

!"#"# 重组表达质粒的构建与鉴定：5"4 产物经玻璃粉回收后，!"#!/ 和 $%&O/// 双酶

切，回收；与同样处理的表达载体 ’-)&. 连接，即构建成含有丝氨酸蛋白酶基因的重组表

达质粒。重组质粒经酶切鉴定和序列测定后，命名为 ’-)$%&$T0。

!"#"$ 重组单链丝氨酸蛋白酶的表达和纯化：阳性克隆在含抗生毒的 XP 培养基（氨苄青

霉素 2..?>YX，卡 那 霉 素 T.?>YX）中，&FZ 培 养 至 ’,.. [ .\S 时，加 入 /5G( 至 终 浓 度

.\L??H;YX，L.Z诱导 ,R 后收集菌体。加裂解缓冲液（3.??H;YX G89I·!"; ’!F\T，2..?XYX
(;]<A8H;，.\&?H;YX $6";，L??H;YX!+巯基乙醇，3?XYX $5+T.），重悬菌体并加入溶菌酶至终

浓度为 2>YX；冰浴 &.?9N 后，超声裂解细菌（23.^ _ 2?9N _ 2. 次），TZ 2L ...8Y?9N 离心

L.?9N，弃去沉淀；上清用 .\LL"? 微孔滤膜过滤后与 2?X 预先用裂解缓冲液平衡的 $9+
$G0 6>8HIA 混匀，TZ反应 2R，使目的蛋白充分结合到柱基质上，装柱；然后以 2. 个柱体积

的裂解缓冲液、L. 个柱体积缓冲液 （̂3.??H;YX G89I·!"; ’!F\T，2..?XYX (;]<A8H;，2?H;YX
$6";，L.??H;YX 咪唑，L??H;YX!+巯基乙醇，3?XYX $5+T.）洗去杂蛋白；用 3 个柱体积的缓冲

液 )（3. ??H;YX G89I·!"; ’!F\T，2..?XYX (;]<A8H;，2?H;YX $6";，L3.??H;YX 咪唑，L??H;YX!+
巯基乙醇，3?XYX $5+T.）洗脱目的蛋白并分步收集。取各管洗脱液 &."X，加入等量的

L _ 上样缓冲液，加热后进行 23‘%K%+50() 电泳，将含有目的蛋白的各管合并；然后对透

析缓冲液 K（3.??H;YX G89I·!"; ’!F\T，2..?XYX (;]<A8H;，2?H;YX $6";，L??H;YX!+巯基乙醇，

3?XYX $5+T.）进行透析（3R _ & 次），最后以紫外吸收法测定蛋白含量：蛋白质浓度（>YX）[
2\T3 _ ’LS. = .\FT _ ’L,.。
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!"#"$ 丝氨酸蛋白酶体外切割活性测定：!""!# 反应体系中含有重组单链丝氨酸蛋白酶

$"!%，重组蛋白底物 &’()*$"!%，$(++,-.# /012·34- 53678，!""+#.# 9-:;<0,-，"7(+,-.# &)4-，
!"++,-.# =//，(+#.# &>?8"，室温反应不同时间；酶反应结束后，立即加入等体积的$ @ 电

泳上样缓冲液，A"B !""+1C 灭活，进行 ’=’?>D9E 电泳。

!"#"% 单 链 丝 酸 蛋 白 酶 特 异 性 结 合 肽 的 筛 选：以 包 被 液（"7!+,-.# &)34FG 53H7I，

!("++,-.# &)4-）调整纯化后的单链丝氨酸蛋白酶至 !""+%.#，加入该蛋白至酶联板中

（!("!#.孔），8B包被过夜。次日吸去包被蛋白液，加入满孔封闭液（(%.# J’D，"7!+,-.#
&)34FG，53H7I），8B 封 闭 !K；/J’?"7!L /M<<C $" 洗 板 I 次，加 入 !""!# /J’/ 稀 释 的

! @ !"!!噬菌体，室温结合 $K；/J’?"7!L/M<<C $" 洗板 !" 次，洗去非特异性结合噬菌体，然

后加入 !""!# "7$+,-.# 甘氨酸·34-（53$7$），温和振荡 !"+1C，洗脱特异性结合的噬菌体，

用 !H!# !+,-.# /012·34-（53A7!）中和，取少量噬菌体进行滴度测定，其余部分立即加入到

$"+# 对数生长期的宿主菌 EN$6GH，G6B孵育 87(K，使特异性噬菌体得到扩增。以 >E9.
&)4- 沉淀噬菌体，在 #J.O>/9.P?%)- 平板上测定扩增后的噬菌体滴度，完成第一轮筛选。

以同样的方法进行三轮筛选，取第三轮的洗脱噬菌体进行特异性鉴定和序列测定。

!"#"& 间接 E#O’D 法鉴定噬菌体肽的特异性结合作用：第三轮筛选结束后，挑选 88 个分

隔良好的蓝色噬斑，分别接种对数生长期 EN$6GH 中，G6B孵育 87(K，离心取上清即为单克

隆的噬菌体肽。在 AI 孔酶联板上包被单链丝氨酸蛋白酶和对照蛋白 &’()*，!""C%.孔，

8B包被过夜；(LJ’D?/J’，8B封闭 $K 后，加入用稀释液（$"%.# J’D，/J’，(+#.# /M<<C$"，

(""++,-.# &)4-）对倍稀释的噬菌体上清，G6B反应 !K，>J’/（(+#.# /M<<C?$"）洗板后，加

入 !""!# 用稀释液稀释的 3N>.鼠抗 Q!G 噬菌体单抗。G6B反应 !K，>J’/ 洗板后，加入底

物 /QJ，室温显色 (+1C，测定 !8("值。

!"#"’ 竞争性 E#O’D 法鉴定噬菌体肽的特异性结合作用：挑取 !G 个 !8("值较高的噬菌体

克隆进行竞争性 E#O’D 试验。按照间接 E#O’D 试验的方法进行抗原包被和封闭，>J’/ 洗

板后加入对倍稀释的噬菌体上清以及过量的单链丝氨酸蛋白酶（终浓度为 !""+%.#）或者

重组蛋白 &’()*（阴性对照），G6B反应 !K 后，进行二抗孵育和底物显色，测定 !8("值，根据

公式计算抑制率：抑制率 R（未竞争 !8("值 S 竞争 !8("值）.未竞争 !8("值 @ !""L。

!"#"( 特异性结合肽的序列测定和分析：将 8B贮存的阳性噬菌体克隆接种于 EN$6GH，

G6B培养 87(K，!" """0.+1C 离心 !"+1C，将上清转移至一新的微量离心管中，加入 $""!#
>E9.&)4-，充分混匀，室温放置 !"+1C；!" """0.+1C 离心 !"+1C，弃上清，再次短暂离心，吸去

上清；用 !""!# &)O 缓冲液重悬沉淀，加入 $("!# 无水乙醇，室温放置 !"+1C，!" """0.+1C 离

心 !"+1C，弃上清，用 6"L乙醇洗涤沉淀一次；室温风干，用 G"!# /E 缓冲液溶解沉淀，紫外

定量后，用?AI %OOO 测序引物，在自动测序仪 DJO>NO’Q/QG66 上进行序列测定。测定结果用

=&D2T)0!N软件包进行序列对齐比较。

# 结果

#"! 单链丝氨酸蛋白酶基因的 )*+ 组装和克隆

根据丙型肝炎病毒 &’G 丝氨酸蛋白酶晶体结构特点，拟将辅因子 &’8D 的核心序列
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（!" # $! 位）通过柔性连接子（%&%&）融合到 ’&$ 丝氨酸蛋白酶结构域（$ # "(" 位）的氨基

端，从而使 ’&)* 和 ’&$ 分子间的相互作用转变为分子内相互作用。设计三条引物，通过

两次 +,- 扩增组装成单链丝氨酸蛋白酶的基因，其策略见图 "。

图 ! 单链型丝氨酸蛋白酶构建示意图

./01" *2234567 289:8307 ;< 2/=063>?@:/= 239/=3 A9;83:23

"#" 单链丝氨酸蛋白酶的表达和纯化

重组表达载体经酶切和序列测定，证实氨

基酸序列以及阅读框架完全正确，用于表达研

究。从 &B&>+*%C 结果可见阳性克隆在 !$DB 位

置出现一条强的表达带，紫外扫描分析显示，其

含量约占菌体总蛋白的 $EF。可溶性分析表

图 " 单链型丝氨酸蛋白酶表达和

纯化分析
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明，融合蛋白有较大比例以可溶形式存在（图 !）；由于蛋

白氨基端融合了 O 个组氨酸的表达标签，因此可以采用

金属螯合亲和层析法进行纯化。经过细菌培养、裂解、

吸附、洗涤、洗脱和透析等步骤，最终从 EPP4N 培养物中

获得 QRE40 纯蛋白，薄层扫描分析其纯度可达 SEF以上

（图略）。

"#$ 纯化蛋白的体外切割活性测定

丙型肝炎病毒丝氨酸蛋白酶在体内具有反式切割

’&)*TU、’&)UTE* 和 ’&E*TU 连接点的功能；在体外，也

可以反式切割含有上述 $ 种切割位点的合成肽或者重

组蛋白。在获得纯化的重组丝氨酸蛋白酶的基础上，我

们建立了体外切割系统用于评价丝氨酸蛋白酶的切割

活性。该系统所采用的底物是原核表达的重组蛋白

’&E:5，它涵盖了丙型肝炎病毒 ’&E* 羧基端和 ’&EU 氨

基端序列；将适量的底物与前面纯化的单链丝氨酸蛋白

酶混合，室温反应不同的时间后取样，进行 &B&>+*%C 电

泳。从图 $ 可以看出，蛋白底物 ’&E:5 能够被表达的单

链丝氨酸蛋白酶切割成分子量为 !)DB 和 "!DB 的两条

带，而且随着反应时间延长，底物逐渐减少，产物的量逐渐增加，表明单链丝氨酸蛋白酶确

实具有较好的酶学活性。

"#% 间接 &’()* 法和竞争性 &’()* 法鉴定噬菌体结合肽的特异性结合作用

以纯化的单链丝氨酸蛋白酶为靶分子筛选噬菌体随机 "! 肽库。从第三轮洗脱噬菌

体中随机挑取了 )) 个克隆，用间接 CNK&* 方法比较它们和单链丝氨酸蛋白酶的结合能

力，结果有 $Q 个克隆能够特异性地结合靶蛋白，而不和对照蛋白 ’&E:5 反应；并且作为阴

性对照的辅助性噬菌体 M"$VPQ 和空白对照 U&* 的 !)EP 值也很低（未给出），表明这些噬

菌体的反应是特异性地针对单链丝氨酸蛋白酶的。

为了进一步确定所得到的噬菌体与单链丝氨酸蛋白酶之间的作用是特异性的，挑选

"$个克隆进行竞争性CNK&*实验。从图)可以看出过量的游离的单链丝氨酸蛋白酶确
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图 ! 单链型丝氨酸蛋白酶的体外切割活性实验

!"#$% &’( ") *"+,- ./(0*0#( 0.+"*"+1 -2 3")#/(4.’0")
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>$ @,-+(") 3AB3+,0+( CD80B；E$ D")#/(4.’0") 3(,")( 5,-4
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实能够抑制噬菌体肽与固相化的丝氨酸蛋白酶

结合，而无关蛋白不具有这种作用，表明噬菌体

肽与丝氨酸蛋白酶之间的相互作用的确是一种

特异性结合反应。

"#$ 噬菌体肽的序列分析

对上述 6% 个克隆进行序列测定，根据核苷

酸序列推导出 6; 肽的氨基酸序列并分析其氨基

酸组成和序列对齐情况。结果 6% 个克隆代表了

> 种氨基酸序列（图 8）；在全部的 6% 个克隆中氨

基酸的组成存在明显偏性，和原始肽库的氨基

酸组成相比，有如下特点：（6）结合肽中酸性氨

基酸（J、K 和 L）的比率明显降低，而碱性的氨基

酸（M 和 N）的比率明显增加；（;）色氨酸（O）的

比率显著高于其他氨基酸，占到全部的 6PQ8R。

利用 JCS3+0,!T软件包中的 F0#S/"#)!T程序进行对齐比较，结果 > 种序列存在一个明显的共

有序列：［MU!UO］V M V OV W V W V O。（图 8）

图 % 竞争抑制性 &’()* 鉴定特异性结合肽

!"#$< 9-?5(+"+"*( ")’"B"+"-) KGXDS -2 5-3"+"*( 5’0#(

./-)(3 C(#0+"*(：T(.-?B")0)+ 5,-+(") CD80B

图 $ 特异性结合噬菌体的氨基酸序列

对齐比较

!"#$8 &’( ?A/+"5/( 0/"#)?()+ -2 0?")- 0."=3

3(YA().(3 -2 5-3"+"*( 5’0#(3

! 讨论

动力学和结构学研究都表明单独的丙型肝炎病毒丝氨酸蛋白酶结构域的酶活性是不

完全的，仅仅能够以极低的效率切割 CD8SUZ 连接点，而对其他三个位点没有活性；在掺

入 CD<S 辅因子后不仅能够在所有位点进行切割，而且在 CD8SUZ 连接点的切割效率也有

显著的提高［P］。为了获得具有完全活性的丝氨酸蛋白酶，通常的作法是，先在大肠杆菌中

单独表达丝氨酸蛋白酶结构域，随后与过量的 CD<S 核心序列的合成肽在体外温育，形成

异源二聚体［[］，这种方法的优点是周期短，成本低，然而其不足之处在于，得到的酶分子活

性较低。观察 M9\ CD% 丝氨酸蛋白酶结构域和 CD<S 合成肽复合物的晶体结构［6:］，可以

看出，CD<S 蛋白的核心肽的羟基端在空间上靠近蛋白酶的氨基端，这表明有可能借助适
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当的柔性连接了把 !"#$ 核心序列的羟基端和 !"% 丝氨酸蛋白酶的氨基端连接起来，使

!"#$ 和 !"%! 之间原有的分子间作用变成分子内作用。根据这种想法，我们设计了 % 条

引物，通过两轮 &’( 扩增可以组装成单链丝氨酸蛋白酶融合分子。经条件优化，可以实

现该分子在原核细胞中的可溶性表达；利用 )*+%, 表达系统中的组氨酸纯化标签，经过

一步纯化，可以获得大量的单链丝氨酸蛋白酶纯品。活性分析实验证实这种单链丝氨酸

蛋白酶具有良好的体外切割活性，表明此种融合方式是合理的，而且也说明其氨基端融合

的 - 个组氨酸标签未影响蛋白酶的活性。

随机肽库技术作为研究生物分子间相互作用的重要工具，近年来被广泛用于抗体、受

体、酶学等领域的研究［..］。已经有多篇文献报道从随机肽库中成功筛选到酶的抑制剂或

者激活剂，如 /010234［.5］等人从肽库筛选到一个凝血因子 6770 的结合肽［+89-］，动力学分

析表明它能够非竞争性地抑制凝血因子中的丝氨酸蛋白酶活性；而许正平等［.%］从噬菌体

.: 肽库筛选到 .- 个豆蔻酰转移酶的抑制肽。因此，在成功表达了具有良好活性的 ;’6
丝氨酸蛋白酶的基础上，我们以该蛋白酶为靶分子对噬菌体随机 .5 肽库进行了三轮筛

选，希望得到一批特异性结合酶的噬菌体肽，甚至是抑制性肽。结果，随机挑选的 .% 阳性

克隆能够被游离的丝氨酸蛋白酶抑制，它们的序列在氨基酸组成上具有明显的偏性：色氨

酸和组氨酸高频出现，而酸性氨基酸鲜见。还不知道这种偏性在生物学上的意义，不过类

似的情况在一些以酶作为靶分子筛选肽库的文章中也有报道。如 <3=>?@0［.#］筛选的 5. 个

对细菌的磷酸烯醇丙酮酸8糖磷酸转移酶具有抑制作用的噬菌体肽也是富含组氨酸而缺

乏酸性氨基酸；;ABC8DC(3A4EFC2［.:］等人用 9 类不同的酶筛选得到的大量特异性结合肽又

普遍存在高比例的色氨酸。因此，推测这种氨基酸组成上的偏性是由筛选所致。经过对

齐比较，可确定一个共有序列：［;GHGI］J ; J IJ K J K J I，其中 ; 和 I 是高度保守的。

较高的出现频率和较高的保守性提示：这些氨基酸可能在噬菌体肽与靶分子结合中起关

键作用。

下一步，我们准备采用合成肽以及融合表达肽等方式对这六种结合肽进行功能测定，

在分析其生物学活性的基础上可以构建限制性肽库进行序列优化，以期获得能够抑制

;’6 丝氨酸蛋白酶的肽类分子。
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