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!"# $高效结合肽的筛选与作用研究
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摘 要：利用噬菌体随机十二肽库和金属亲和层析对重金属 Q>$ S 进行结合肽筛选。经 !轮生物淘洗、噬菌体扩增
和 MQT测序，获得一组多肽序列。U/G2:GP 28:A,分析未发现同源序列，V8DA,:8 W多重序列比对也未找到 Q>$ S 金属
结合肽结合基序，但可能含有多聚组氨酸（X>A）$ H #。噬菌体单克隆金属离子螯合树脂的亲和力测定和反筛、抑菌解

毒试验表明：展示有金属结合肽的噬菌体不仅对 Q>$ S 具有高亲和力，而且对其它金属离子也有作用，VD$ S、Q>$ S、
V-$ S、4G$ S等金属离子对金属结合肽的亲和力显著高于 VF$ S和 V0$ S，展示金属结合肽的噬菌体对重金属 Q>$ S 具有
一定的耐受和解毒作用。显微形态学观察也显示金属结合肽与金属螯合树脂的作用。对于了解重金属与多肽的

相互作用机理以及环境重金属修复等均具有重要意义和价值。
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重金属元素如 XN、VF、K.、V0、TA等通常对生物
有较高毒性，甚至某些生物所必需的痕量元素如

VD、4G、Q>等在较高浓度时也能对生物体产生明显
的毒性效应。研究发现，在多种微生物、动物和植物

细胞内普遍存在对金属离子具有亲和能力的多肽或

蛋白质。目前国内外有许多关于金属结合多肽（蛋

白质）的研究报道［& ( 1］，但主要是集中在自然界原有

的多肽（蛋白），如植物螯合素（KVA）和金属硫蛋白
（Z7A）等［! ( "］，关于筛选得到的金属结合多肽的专门
报道则相对较少。本研究利用噬菌体随机十二肽库

筛选并研究 Q>$ S 高效金属结合肽对重金属的结合
和解毒作用，对于环境重金属的生物修复以及金属3
多肽相互作用机理研究等均具有重要意义和价值。

% 材料和方法

%&% 材料
%&%&% 树脂和菌株：Q>3Q7T TN:0-A/ 树脂，美国
[GR>,0-N/G 公司；X>,0:O VL/8:,>GN \/OL:0-A/树脂，美国
KL:0=:+>: 2>-,/+L公司；噬菌体随机十二肽库：滴度
&J# ] &%&1 O^D_=5，宿主细菌 ! E "#$% <‘$’1)（9’$&"’(

!（ $&")）*&# +,#- S . S _ //0：：12&%（1345）067-$ 87+!
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Z+02VH），Q/B <GN8:GF 2>-8:.A（V:, E )&&%）公司。
%&%&# 试剂和仪器：蛋白胨、酵母提取物：*a*[M
5,F；K<U)%%%：TZ‘<\V* 分装；其它化学试剂：分析
纯以上或能购买的最高级。

%&# 树脂处理
%&#&% Q>3Q7T TN:0-A/处理：吸取等体积 $%b乙醇
悬浮的 Q>3Q7T TN:0-A/树脂，分装于两支离心管中，
用 72\（8#%==-8_5 70>A·V8，&#%==-8_5 Q:V8）洗树脂
两遍，在一支离心管中加入 %J#=-8_5 <M7T（OX
)J%）洗两次，去除 Q>$ S（树脂由蓝色变为无色），再用
%J&b 72\7（72\，%J&b 7B//G3$%）洗 1次，最后加入
等体积的 %J&b 72\7，混匀、分装为 &%%!5_管，!c保
存。<M7T处理和未处理的树脂分别命名为 ZH 和

ZS，Z表示 Q>$ S。
%&#&# X>,0:O VL/8:,>GN \/OL:0-A/ 处理：方法与 Q>3
Q7T树脂处理相似，不同的是前者未加载金属离子。
吸取等体积，分别加载足够量和浓度的各种重金属

离子（VF$ S，V0$ S，4G$ S，VD$ S，V-$ S ），离心，72\ 和
%J&b 72\7洗涤，分装和 !c保存。加载重金属离
子记为 ZS，未加载为 ZH，各种重金属化合物均在

分析纯以上纯度。

%&’ 噬菌体随机十二肽库
噬菌体的培养、滴度测定、扩增以及 MQT单链

模板制备见 2>-8:. KL:N/ &$3O/O,>F/ 5>.0:0I 手册#。



!"# $%& ’金属结合肽的噬菌体随机肽库筛选
取 !"、!#树脂 $%管各一支，加入 &’(，)*+、

,*-./012振荡培养 ,3，)---./012 离心 )-4，弃上清，
加入 * 5 ,-,- %67 的噬菌体随机十二肽库，)*+、
,*-./012振荡培育 ,3，离心，弃上清，依次用 -8,9
:&’:洗 )遍，)-00;</= >?（咪唑）洗 )遍，-8,9 :&’:
洗 * 遍，最后用 )--00;</= >?，)*+、)--./012 洗脱
,-012，重复一次，合并两次洗脱液（@--!=），用于噬
菌体滴度测定和扩增，计算噬菌体滴度和 A/B值，进
入下一轮筛选。共 C轮。A/B值 D 金属离子螯合树
脂噬菌体洗脱滴度/未加载金属离子螯合树脂的噬
菌体洗脱滴度。

!"( 金属结合肽对金属螯合树脂的亲和力测定
方法与步骤 ,8C 相似，不同的是加入到金属螯

合树脂中的是经扩增展示有金属结合肽的噬菌体克

隆。滴度和 A/B值测定与前同。
!") 序列测定
制备噬菌体单链 ?B(模板，送交上海博亚生物

技术有限公司 EFE- ?B(自动测序仪测定。
!"* 序列分析
采用 $&>的 G=H’:(= I（,8J)）进行多重序列

比对，序列查询采用 BG&>的 &<K4L分析。
!"+ 金属结合肽的抑菌解毒实验
预实验确定噬菌体稀释倍数，使在 =& 平板上

噬菌体克隆数在 *-- M ,---之间，制备噬菌体培养
=&平板，加入预先打孔和高压灭菌的滤纸圆片〔每
平板 E个滤纸片（,E00）〕，在滤纸片上滴加 ,-!=一
定浓度（B1：)*-，*--，F*-00;</=； GN：,--，)--，
*--00;</=）的重金属离子，,-012 后倒置过夜培养
（!,-3），测定抑菌圈直径，确定抑菌能力大小。抑
菌能力（’2）D ?2（抑菌圈直径）# ?-（滤纸片直径），

2：噬菌体的克隆号。
!", 金属结合肽树脂的显微镜观察
载玻片上滴加 *-!=待观察的树脂和/或树脂 #

噬菌体，铺匀，盖上盖玻片，防止气泡产生，调节倒置

显微镜至合适放大倍数，照相记录。

& 结果
&"! 噬菌体重金属结合肽富集筛选
对噬菌体随机十二肽库共进行了 @轮的 B1) "噬

菌体结合肽筛选（图 ,）。可见噬菌体克隆呈现极强
的富集能力，在第二轮 A/B值即达到 J---倍。并且
从第一轮的 ,8C倍剧增到第四轮的 COF--倍。
&"& 噬菌体单克隆测序
分别挑取各轮噬菌体单克隆，经扩增、制得单链

图 ! 噬菌体随机十二肽库的 $%& ’结合肽筛选
P1QR , $2.1S30T2L ;6 %3KQT N7.12Q 3TKUV 0TLK< W12N12QX%T%L1NT
4S.TT212QR

?B(，琼脂糖凝胶电泳鉴定，?B(测序，获得的 ?B(
序列翻译为氨基酸序列的结果见表 ,。

表 ! $%& ’结合肽序列
:KW<T , ’TY7T2ST4 ;6 B1) " W12N12QX%T%L1NT4

G<;2T B70WT. ’TY7T2ST Z;72N
G, !Z=A[[[[\]>: E
G) [P^’[[:[(AA_ E
GE [:[[:[^:[:(A C
GC [Z?’A[[[[AA’ C
G* [(’BZ_[[[[=_ )

&"- 多重序列比对与生物信息分析
对获得的 B1) " 结合肽序列进行 BG&> 的 ‘T2X

&K2a W<K4L搜寻，未发现任何生物体存在的同源序
列，G<74LK< I多重序列比对所获得序列结果为：!X
P^’!!:!(AA_；!XZ?’A!!!!AA’；!:[[:!^:!
:(AX；!Z=A!!!!\]>:X；!(’BZ_!!!!=_X。未发
现模体序列，但显示了特征序列中多聚 [14的特性。
&"# 金属结合肽的亲和测定
展示有金属结合肽的各噬菌体单克隆，在分别

扩增后，对不同重金属（B1，GN，G;，G7，G.，b2）离子螯
合的树脂分别测定 A/B值（图 )）。

图 & 金属结合肽对不同重金属离子的亲和力
P1QR) (66121L1T4 ;6 0TLK< W12N12QX%T%L1NT N14%<KVTN %3KQT4 6;. 3TKUV 0TLK<4R

&"( 金属结合肽抑菌解毒试验
将 *个噬菌体单克隆 G,X*和阴性对照 !,E噬

菌体、宿主菌 $Z)FEJ 分别在不同浓度的重金属
B1) "，GN) "处理下培养，分别测得其抑菌圈直径 ?2

值，计算抑菌能力大小（’2）（表 )）。

@CF \> b37;X<12 "# $% R /&’#$ ()’*+,)+%+-)’$ .)/)’$（)--@）C@（*）



表 ! 金属结合肽对重金属抑菌的解毒作用
!"#$% & ’%()*+,+-"(+). ), /%"01 2%("$3 ,)4 56&789 #1 2%("$:#+.;+.< =%=(+;%3

>%("$ -).-%.(4"(+).
?$).% @A2#%4

?B ?& ?8 ?C ?D >B8 56&789
&DE 22)$FG @+ E &H7 EH7 &HD B &HD C
DEE 22)$FG @+ &H7 DH7 8H& DH& DHD IH7 9HD
7DE 22)$FG @+ D I CH7 7HD 7HD 9H& BEHD J.（22）
BEE 22)$FG ?; 8 B 8H7 &HD & BH7 DHD
&EE 22)$FG ?; C CHD DHD 8HD CH7 DH7 B&
DEE 22)$FG ?; 9 7 BE K BE BBHD BIHD

!"# 金属结合肽$树脂的显微镜观察
阴性对照 >B8 噬菌体与 @+:@!L 树脂混合物、

空白对照 @+:@!L树脂、展示有金属结合肽的噬菌体

克隆 ?D与 @+:@!L树脂混合物在显微镜下的形态见
图 8，可见，结合了金属结合肽噬菌体的树脂与空白
树脂相比粘稠性降低，树脂更分散。

图 % 噬菌体$&’(树脂的显微镜观察（)* +）
M+<N8 >+-4)3-)=% ), 2%("$:#+.;+.< =%=(+;% ;+3=$"1%; =/"<%3 ".; @+:@!L 4%3+.3（ CE O）N

L：>B8:@+:@!L L<"4)3%；P：Q/"<% -$).% ?D:@+:@!L L<"4)3%；?：@+:@!L L<"4)3%N

% 讨论
自从 J2+(/于 BK9D年首次在《J-+%.-%》提出噬菌

体展示至今［7］，生物文库技术，包括噬菌体随机肽库

和展示技术在内的微生物展示技术作为一种技术平

台已日趋成熟。不仅在肽库构建、抗原表位筛选等

方面取得巨大成功，而且在分子间相互作用研究，尤

其是金属结合肽的研究领域也有重要的利用价值。

国外较早地开展了这方面的工作，但在金属结合肽

与金属离子间的相互作用领域仍少有报道。

实验利用商品化的噬菌体随机十二肽库和金属

亲和色谱技术对 @+& R 结合肽与金属离子的结合特
性进行了研究。经 C轮生物淘洗和筛选，噬菌体得
到了高度富集，QF@值从第二轮开始即剧增，这与之
前开展的 ?)& R结合肽筛选相类似，但 @+& R的 QF@值
增加更快。共获得 D 条不同的多肽序列，均富含
S+3，每条序列含有至少 C 个 S+3，以（S+3）& T D形式存

在，认为 @+& R与金属结合肽的结合是通过肽链上的
S+3等氨基酸残基与金属离子配位结合实现的。这
与 >%U"’4% 等［9］用 V.& R螯合树脂从随机六肽库中通
过噬菌体展示技术筛出的六肽富含有高比例的 S+3
结果相一致。众所周知，生物体重要的金属结合蛋

白（肽或酶）如植物络合素（Q?3）、金属硫蛋白
（>!3）、基质金属蛋白酶（>>Q3）以及转录调控因子
锌指结构等均含有高比例的 S+3，并且，采用 I O S+3
标签用于蛋白质或多肽的纯化已是分离纯化蛋白常

用的重要手段。实验筛选结果一方面显示了噬菌体

文库筛选技术在重金属结合肽获得方面的重要价

值，同时也体现了 S+3 在金属结合肽中的重要作
用［K］。P$"3(分析未发现生物体中同源序列，?$A3( W
也未找到模体序列，这也是可以理解的，一方面蛋白

结构域序列不需要太长的氨基酸组成，模体序列特

征可能不一定是连续的氨基酸序列，不连续的氨基

酸序列很难找到同源序列。并且已有文献报道的金

属结合肽也未发现同源序列和不存在模体序列。

不仅 @+& R结合肽对 @+& R具有高的亲和力，而且
对其它过渡态重金属离子（V.& R、?A& R、?)& R）也具有
强的亲和力，但与其它两种重金属离子（?;& R 和
?48 R）的亲和力则低得多。并且，不同的 @+& R结合肽
具有不同的金属离子结合能力，这与预先推测的结

果也相吻合。?)、@+ 、?A、V.共处于第四周期的 C个
连续元素，性质相近；而 ?4 属于 XYP 族（第四周
期），?;则是第五周期的!P族元素。V.与 ?;虽同
!P族，但 ?;离子半径比 V.离子大，故在 S+3等空
间位阻大的多肽中，?; 与多肽结合能力比 V. 弱。
这与在金属硫蛋白 >!:"的#:结构域中，较大离子
半径的 ?;& R 不能等量地替换 V.& R 是同样的机
理［BE］。从生物毒性来看，?; 和 ?4 的毒性也比 ?)、
@+、?A、V.大得多。
金属结合肽抑菌解毒实验结果进一步证明了金

属结合肽展示的有效性和其在重金属离子毒性解毒

中的作用，显微镜观察结果又从形态上确认了金属

结合肽与金属螯合树脂的这种亲和作用。展示有金

属结合肽噬菌体的 56&789细菌在各 @+处理浓度下

7C7易卓林等：@+& R高效结合肽的筛选与作用研究 N F微生物学报（&EEI）CI（D）



比对照（!"#噬菌体感染的 $%&’#(细菌）的抑菌圈
要小，比未含任何噬菌体的 ! ) "#$% 的抑菌圈更小，
表明所获得的金属结合肽确实可有效地降低 *+& ,

对细菌的毒性，展示了金属多肽的细菌可以耐受更

高金属离子的浓度影响；令人兴奋的是获得的 *+& ,

结合肽在 -. 的抑菌解毒作用中也有重要的能力：
除在 "//001234浓度下作用效果不显著外，在高浓
度（&//，5//001234）下均显示了显著的差异。

! 结语
噬菌体文库与展示技术为重金属高效结合肽的

获得，金属与多肽（蛋白质）相互作用关系的研究提

供了方便而有效的手段和方法。金属结合肽的获得

及进一步地研究金属与蛋白结构与功能的关系，筛

选高效和专一性的金属结合肽，不仅在金属与多肽

作用机理研究领域具有重要的意义和价值，而且在

重金属污染的修复等方面也具有重要作用。

致谢：感谢军事医学科学院薛沿宁副研究员主持项

目 6-7$83-%93-:*//;/<的支助。
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［ 5］ FBG.D+GC FBOEC;!CD2C， FP]ZKBG -O+G]，9BPD+JV -BDD+CD， &’ ($ )
$GKBGJC. P1S+J 0CPB2 BJJO0O2BP+1G +G CGE+GCCDC. LBJPCD+B2 JC22H
CSZDCHH+GE )-(/%0#*4%4 ’5($%(+( ZKTP1JKC2BP+G HTGPKBHC) )**$ !+,%-#+
.%"-#/%#$，&//#，#%（"）：<=/ > <=<?

［ ^］ F1OHB -，@1PDLB 9，%O02 [，&’ ($ ) !CPB221B.H1DZP+1G LT !4"5&-%"5%(
"#$% JC22H .+HZ2BT+GE TCBHP BG. 0B00B2+BG 0CPB221PK+1GC+GH BGJK1DC.
P1 PKC 1OPCD 0C0LDBGC ZD1PC+G 4B08) 9 :("’&-%#$，"==(，&’(（=）：
&&(/ > &&(<?

［ ’］ FBJK.CW F) F+.KO $GE+GCCD+GE !"# Q1D ZKBEC .+HZ2BT) :%#1#$&";$(-
!+2%+&&-%+2，&//"，&’：5’ > ^#?

［ (］ !CABDC !，4AOGE F，8O21_ 4) FC2CJP+1G 1Q JB.0+O0 HZCJ+Q+J
KCSBZCZP+.CH BG. PKC+D CSZDCHH+1G BH ‘0ZM QOH+1G ZD1PC+GH +G
!4"5&-%"5%( "#$% ) <-#’&%+ !+2%+&&-%+2，"==(，&&：<(= > <=<?

［ =］ !TBD+ M，!B2BG.D+G1H 7，UC2+E+BGGBV+H a，&’ ($ ) 6GPCDBJP+1G 1Q -O
_+PK :+H;YB2;:+H BG. 1Q bG _+PK :+H;YB2;72T;MHZ，P_1 ZCZP+.CH
HODD1OG.+GE 0CPB2 +1GH +G -O，bG;HOZCD1S+.C .+H0OPBHC CGRT0C)
9#;-+($ #8 =+#-2(+%" :%#"5&1%4’-3，&//"，’$：&5# > &^"?

［"/］ 7+DB2P !，-BDDBHJ1 I，9CGV1_B !，&’ ($ ) MHPD1JTPC;PBDECPC. CSZDCHH+1G
1Q +GPCD2COV+G;# BG. +GPCDQCD1G;# JBOHC DCE+1G HZCJ+Q+J JKBGECH +G
0CPB221PK+1GC+G CSZDCHH+1G +G PKC LDB+G) !>* ?&;-#$，&//"，&#’：##<
> #<^?

)*+*,-./0 102 .0-*31,-./0 /4 5.& , 6*-1+;7.02.08 9*9-.2*:

a6 bKO1;2+G，[‘*7 c+G，!M -KOG;TBG，:dM*7 I+GE;HKOBGE，!M‘ -BG;NOBG!
（@#$$&2& #8 :%#&+2%+&&-%+2，6#;’5A&4’ 9%(#’#+2 B+%,&-4%’3，@5&+20; ^"//#"，@5%+(）

;7:-31,-：*+& , L+G.+GE ZCZP+.CH _CDC HC2CJPC. QD10 ZKBEC DBG.10 .1.CJBZCZP+.C 2+LDBDT LT 0CPB2 BQQ+G+PT
JKD10BP1EDBZKT) MQPCD Q1OD D1OG.H 1Q L+1ZBGG+GE，ZKBEC B0Z2+Q+JBP+1G BG. U*M HCNOCGJ+GE，B ED1OZ 1Q ZCZP+.C
HCNOCGJCH _CDC 1LPB+GC.) 7CG8BGV L2BHP Q1OG. G1 K101ECG1OH HCNOCGJCH，-2OHPB2 e BGB2TH+H HK1_C. G1 01P+QH LOP PKCT
_CDC DCB22T D+JKC. +G K+HP+.+GCH BG. J1GPB+GC. .+; 1D 01DC K+HP+.+GCH（K+H）& > 5 ? MQQ+G+PT BHHBTH 1Q HC2CJPC. 0CPB2;L+G.+GE
ZKBECH Q1D WBD+1OH 0CPB2;JKBDEC. *[M DCH+GH BG. PKC CSZCD+0CGPH 1Q ! ) "#$% HOZZDCHH+1G BG. .CP1S+Q+JBP+1G EBWC Z1H+P+WC
DCHO2PH Q1D *+& , L+G.+GE ZCZP+.CH：HPD1GE BQQ+G+P+CH Q1D *+& , _CDC Q1OG. Q1D *+& , L+G.+GE ZCZP+.C .+HZ2BTC. ZKBECH，BH _C22
BH Q1D 1PKCD 0CPB2H（-O& ,，-1& ,，bG& ,，-D& ,，-.& ,）；BQQ+G+P+CH 1Q PKC L+G.+GE ZCZP+.CH Q1D -O& ,，*+& ,，-1& , BG. bG& ,

_CDC 0OJK K+EKCD PKBG PKBP 1Q -.& , BG. -D& ,；+G B..+P+1G，*+& , L+G.+GE ZCZP+.CH .+HZ2BTC. ZKBECH KB. CQQCJPH 1G ! )
"#$% BH P1 CGKBGJC PKC P12CDBGJC BG. .CP1S+Q+JBP+1G 1Q ! ) "#$% Q1D KCBWT 0CPB2H _KCG CSZ1HC. P1 *+& , BG. -.& , ) [KC
+GPCDBJP+1GH 1Q 0CB2 L+G.+GE ZCZP+.CH Q1D KCBWT 0CPB2H _CDC B2H1 .+HJ21HC. LT 0+JD1HJ1Z+J 1LHCDWBP+1G ) [KC DCHCBDJK
1QQCDC. EDCBP WB2OCH Q1D PKC HPO.T 1Q PKC +GPCDBJP+1G LCP_CCG 0CPB2H BG. ZCZP+.CH，BH _C22 BH +G 1PKCD BDCBH HOJK BH KCBWT
0CPB2 L+1DC0C.+BP+1G )
<*=>/32:：!CPB2 L+G.+GE ZCZP+.C；9KBEC .+HZ2BT PCJKG121ET；MQQ+G+PT JKD10BP1EDBZKT；FC2CJP+1G

\1OG.BP+1G +PC0：*BP+1GB2 *BPODB2 FJ+CGJC \1OG.BP+1G 1Q -K+GB（#/&’//<"）； F1OPK_CHP I+B1P1GE dG+WCDH+PT FJ+CGJC \OG.（&//58"’）；*BP+1GB2
M.0+G+HPDBP+1G Q1D -K+GCHC !C.+J+GC（/<;/5b4"=）
!-1DDCHZ1G.+GE BOPK1D ) [C2：(^;&(;(’^#<&=^；\BS：(^;&(;(’^//"(5；$;0B+2：0B1JNf H_APO) C.O) JG
‘PKCD BOPK1DH：cd 4+O，c6$ !+GE;.C
%CJC+WC.："= UCJC0LCD &//53MJJCZPC.："5 !BDJK &//^3%CW+HC.："= IOGC &//^

(<’ a6 bKO1;2+G &’ ($ ) 3)"’( .%"-#/%#$#2%"( 6%+%"(（&//^）<（̂5）




