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以表位模拟肽为亲和靶标的肉毒毒素受体

结合抑制剂的筛选及鉴定

史 晶，王 慧"，荫 俊，侯晓军
（军事医学科学院微生物流行病研究所 病原微生物生物安全国家重点实验室 北京 #%%%0#）

摘 要：以设计合成的 E型肉毒毒素表位模拟肽为亲和靶标，对噬菌体随机肽库进行筛选，寻找能与 E型肉毒毒素
表位模拟肽特异结合并能拮抗毒素毒性效应的分子，通过 6FGHE鉴定阳性克隆，并对鉴定的阳性克隆进行特异性
分析及 IJE测序。氨基酸序列同源性分析发现，针对 K!、K5表位模拟肽获得了两条特异的结合序列，并通过动物
保护实验在噬菌体展示肽水平对特异结合分子的毒素毒性拮抗效应进行了初步研究，初步证明结合肽对 E型肉毒
毒素有一定的保护作用。
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肉毒毒素（M;J1）是由肉毒梭状芽孢杆菌在厌氧环境中
产生的外毒素，能引起严重的弛缓性的神经麻痹［#］。临床研

究表明，在肉毒毒素的 0个血清型（E ’ N）中，E型肉毒毒素
可以产生更严重的症状和导致更高的死亡率。目前抗毒素

是肉毒中毒临床急救治疗最有效的手段，但现用的抗肉毒马

血清存在副作用大等许多问题［$］。因此肉毒毒素治疗药物

已经从传统制备马血清抗毒素转向新型基因工程拮抗药物

的研究［& ’ "］。其是否能有效地中和生物毒素，取决于它结合

生物毒素中和表位的能力。结构功能研究表明，肉毒毒素重

链 O端（M;J1.PA）是毒素的保护性抗原［0，(］。K!，K5 是我们
运用生物信息学结合 E型肉毒毒素三维晶体结构并通过体
内外免疫学实验遴选鉴定获得的 $条 E型肉毒毒素的表位
模拟肽［4］。本研究在表位模拟肽遴选鉴定的基础上，以表位

模拟肽为亲和靶标进行肽库的筛选，获得特异性拮抗毒素的

基因序列，并通过动物保护实验在噬菌体展示肽水平对特异

结合分子的毒素毒性拮抗效应进行了初步研究。

! 材料和方法

!"! 材料
噬菌体随机展示 #$ 肽库（库容 $Q# R #%## >S-T7F）购自

J*U 6:92.:V M8;2.+@公司；受体菌 6W$0&(和 PWK3抗 X#&单抗
为 KD.,7.A8.产品；MHE（牛血清白蛋白组分 Y）为 NGMOZ公司
产品。表位模拟肽（K!，K5），由北京 &%# 医院多肽合成室合
成并纯化，纯度 [ (5\。实验动物：M.2+TA小鼠购自军事医学
科学院实验动物中心。

!"# 以表位模拟肽为亲和靶标进行肽库筛选
采用亲和富集法，以每孔 5%!9的表位肽（溶于 %Q#7;2TF

>P(Q" J.POZ&）!]过夜包被酶标板，弃包被液，加满封闭液
（%Q#7;2TF，>P(Q" 的 J.POZ&，&\ MHE），!]封闭 $D，%Q#\

1MH1（ 5%77;2TF 1,8@3PO2，#5%77;2TF J.O2，>P0Q5，%Q#\
1U**:$%）洗板 " 次，然后加入 1MH 缓冲液稀释的肽库原液
#%%!F后，室温缓慢振荡 #D。%Q#\1MH1缓冲液洗板 #%次，洗
去未结合的噬菌体，每孔加入 #%%!F洗脱液（>P$Q$，%Q$7;2TF
甘氨酸3盐酸缓冲液），室温缓慢振荡 #%78:洗脱结合于固相化
表位肽的噬菌体，加入约 #5!F中和液（>P4Q#，#7;2TF 1,8@3PO2）
中和洗脱液。以此侵染宿主菌 6W$0&(，测定滴度、扩增，用于
下一轮的筛选。共进行 !轮筛选，在筛选过程中逐轮增加洗
脱压力。

!"$ 噬菌体结合子结合活性分析
!"$"! 6FGHE鉴定噬菌体克隆的结合活性：#%!9T孔表位肽
（>P(Q"，%Q#7;2TF J.POZ& #5%!F）包被酶联板，!]孵育过夜。

&\MHE !]封闭 $D，用 1MH1（%Q%5\ 1U**:$%）洗板 "次。将
扩增的噬菌体上清各 $%%!F分别加入孔中，同时设空白对照
和 MHE包被的阴性对照及 E型肉毒毒素类毒素为阳性对照，
室温下作用 $D，%Q%5\ 1MH1洗板 " 次，每孔中加入 PWK3抗
X#&单抗 #%%!F（#^5%%%稀释），&0]孵育 #D，%Q%5\1MH1洗板
"次，加入底物，室温显色 & ’ 578: ，用 $7;2TF硫酸终止反应。
!"!5%观察结果，并记录筛选出的阳性克隆数。

!"$"# 6FGHE鉴定噬菌体克隆的特异性：从筛选获得的噬菌
体克隆中，分别选择 &个 !"!5%较高的克隆进行结合特异性

的鉴定。#%!9T孔，分别用 E型肉毒毒素类毒素、破伤风毒素
类毒素包被酶联板，6FGHE检测克隆的结合活性。
!"% 阳性噬菌体克隆插入肽段的 &’(扩增及测序
根据基因序列设计引物，上游引物：5_3NOEE11OO111E

N1NN1EOO3&_；下游引物：5_3OOO1OE1EN11ENON1EEON3&_。
引物由博亚公司合成。以阳性噬菌体克隆培养上清为模板

进行 KOW，5%!F反应体系经 45]预变性 578:，再按 4!] &%@、
55] &%@、0$] 5%@，共 &%个循环，最后 0$]延伸 078:。扩增



产物进行琼脂糖凝胶电泳，以标准分子质量 !"#$$$（%&’&(&）
确定产物大小。以 )*(产物为模板进行测序，+,-.!为测序
引物。!/0测序后推导出呈现的随机肽氨基酸序列，比较
其各位点氨基酸的同源程度。

!"# 噬菌体阳性克隆的体内中和活性的初步分析
1&2345小鼠 6$只，分为 7 组：攻毒组 8$ 只，以致死剂量

9"!8$$的 0型肉毒毒素与生理盐水（6$$""）6:;温育 8<；治疗
组 8$只，以致死剂量 9"!8$$的 0型肉毒毒素与阳性噬菌体
上清（6$$""）6:;温育 8<；同时设立治疗对照组和无关对照
组，各 =只，治疗对照组 0型肉毒毒素与抗肉毒马血清 6:;
温育；无关对照组 0型肉毒毒素与无关的噬菌体上清 6:;温
育，腹腔注射动物，进行观察。

$ 结果

$"! 筛选对噬菌体的富集
用设计合成的两条 0型肉毒毒素表位模拟肽 )7、)=为

亲和靶标分别对噬菌体肽库进行了四轮筛选，记录每轮筛

选中投入的噬菌体克隆数和产出克隆数，按照公式：产出率

>产出数4投入数，计算每轮筛选获得噬菌体克隆的产出率
（表 8、#），从表 8和 #数据可以看出，随着筛选轮数的增加，
产出率逐渐增加，表明筛选实现了噬菌体克隆的富集。

表 ! 噬菌体肽库对表位模拟肽 %&富集筛选的产出率
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表 $ 噬菌体肽库对表位模拟肽 %#富集筛选的产出率
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$"$ 噬菌体结合子结合活性分析
$"$"! 噬菌体克隆的抗原结合活性：将第 7轮洗脱下来的噬
菌体侵染宿主菌 Q(#:6O并铺板过夜，分别随机挑取 R)%S4T
.&2平板上 #$个噬菌斑进行噬菌体上清制备，检测其与抗原
表位肽的结合活性。经 Q"RU0鉴定，针对 )7的 #$个噬菌体
克隆，其中有 ,个阳性克隆（图 8+0），阳性率为 ,4#$，而针对
)=的噬菌体克隆中存在 8# 个阳性克隆（图 8+1），阳性率为
8#4#$。
$"$"$ 噬菌体阳性克隆的结合特异性：选取 !"7=$较高的阳

性克隆进行特异性鉴定（图 #），结果显示筛选获得的噬菌体
阳性克隆与 0型肉毒类毒素有较强的结合（!"7=$ V $M-），而
与破伤风类毒素略有结合（!"7=$ W $M#），与 1U0基本没有结
合，显示出良好的特异结合活性。

图 ! 噬菌体克隆与 %&（’）和 %#（(）的结合结果
XA.Y8 %<? J?EI2C F@ C<? 3ABGAB. F@ H<&.? 52FB?E &BG )7（0）&BG )=（1）

图 $ 噬菌体阳性克隆鉴定
XA.Y# RG?BCA@D EH?5A@A5 H<&.? 52FB?E

/FY8 Z 6：)<&.? 52FB?E E5J??B?G [AC< )7 &E C&J.?C；/FY7 Z =：)<&.?
52FB?E E5J??B?G [AC< )= &E C&J.?C Y

$") 噬菌体的 *+’序列测定及编码氨基酸序列分析
分别对鉴定的噬菌体阳性克隆进行 !/0序列测定以推

断其相应的肽序列，并对氨基酸序列同源性进行分析，结果

显示针对 )7、)=两条表位模拟肽获得两条特异的结合序列，
其中针对 )7的 ,个噬菌体阳性克隆中氨基酸序列同源性达
到 --M:L（-4,），其保守残基为 \=、):、\,、)88和 ’8#，命名为
70U’。而针对 )=的噬菌体阳性克隆的氨基酸序列同源性为
:=L（,48#），其保守残基为 %8、U6、UO和 U88，命名为 =0%]。
$"& 噬菌体阳性克隆体内中和活性实验结果的初步分析
攻毒组 8$只，8#<内存活 7只，#7<内全部死亡；治疗组

8$只，8#<内全部存活，#7<内存活 7只，7O<存活 8只，而后
死亡，治疗组小鼠平均死亡时间长于攻毒组动物，延缓死亡

时间达 8$<。而抗肉毒马血清可以完全中和毒素活性，小鼠
全部存活；无关对照组没有保护作用，8#<内全部死亡。初步
实验结果显示筛选获得的噬菌体阳性克隆对 0型肉毒毒素
有一定的保护作用。

) 讨论

肉毒毒素（1F/%）具有强的神经毒性，其中毒剂量小，发
病潜伏期短，所导致的高死亡率为食物中毒之首。结构研究

表明，重链是结合神经细胞的毒素受体，是毒素结合和进入

细胞必需的。体内外的研究证实，肉毒毒素重链 * 端约
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!"#$%（&’()%*+）是毒素的保护性抗原［,，-］。目前针对肉毒毒
素防治药物的研究都是围绕这个区域展开的。。我们在前期

的工作中建立了基于生物信息学的表位绘图及优势表位鉴

定技术平台，并且成功运用生物信息学技术对 &’()%*+进行
分析，结合表位形成相关性质（二级结构、表面可及性、亲水

性及片段的可活动性）及 &’()./三维晶体结构，通过主被动
免疫实验鉴定获得了 /型肉毒毒素的部分优势表位模拟
肽［0］。

在本项研究中我们以设计合成的表位模拟肽为亲和靶

标，通过噬菌体肽库的筛选，希望能够获得针对中和表位的

特异性高亲和力小分子拮抗毒素基因。筛选结果显示，针对

12、1!的筛选的克隆有较高的阳性率（0.3"、43.3"），阳性克隆
$(/测序分析，结果显示针对 12、1!两条表位模拟肽获得两
条特异的结合序列，其中针对 12筛选获得的噬菌体阳性克
隆的氨基酸序列同源性较高，达到 556 ,7（5.0），存在保守性
氨基酸残基为 8!、1,、80、144和 943，命名为 2/:9。而针对
1!的噬菌体阳性克隆的氨基酸序列同源性为 ,!7（0.43），其
保守氨基酸残基为 )4、:;、:-和 :44，命名为 !/)<。表位模拟
肽筛选阳性克隆的序列同源性较高，一方面表明通过筛选阳

性克隆达到有效的富集，一方面也可以推测表位模拟肽各含

有 4 个表位。对 2/:9 和 !/)< 的氨基酸序列分析，发现
2/:9为极性分子，推测其相互结合作用是通过与 12表面高
暴露的极性集团的相互作用；!/)<的疏水性使其易与结合
表位模拟肽 1!的非极性集团。对特异的噬菌体阳性克隆进
行体内中和活性实验，初步分析发现，筛选获得的阳性克隆

对 /型肉毒毒素有一定的保护作用，但是不能提供完全的保
护作用，推测可能因为单个结合肽对于单个表位的封闭不完

全，一个位点的封闭不能达到完全保护［4"］。对于本研究得到

的克隆序列与表位模拟肽的精确作用模式，还需要进一步的

实验阐明，目前正在进行结合肽的修饰与合成，下一步工作

将进行多肽体外竞争肉毒毒素抗血清及体内抑制毒素毒性

的剂量效应研究，在这个工作基础上对 2/:9和 !/)<进行配
伍和叠加分析，以此来验证多表位封闭的保护作用。
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