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利用噬菌体随机肽库筛选可结合志贺毒素 ! 亚单位的短肽序列

包士中，王 慧"，荫 俊，杨慧盈，史 晶
（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 &%%%’&）

摘 要：以制备的重组志贺毒素 2 亚单位（G,H2）为靶标，利用噬菌体展示亲和淘选技术，经 ! 轮筛选，从随机十二肽

库中筛选到与 G,H2 结合的一批噬菌体克隆，对特异结合活性较高的 $’ 个噬菌体克隆的表面展示肽进行序列测定，

其中 3" 序列出现 &" 次，3( 和 31 序列分别出现 $ 次和 1 次。为评价筛选克隆中和毒素毒性的能力，将展示肽出现

频率最高的 3" 噬菌体克隆，体外与志贺毒素孵育进行动物试验，动物存活率达 11I1J，表明毒素的毒性得到部分

抑制，3" 短肽可能发展成为志贺毒素的拮抗剂。
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痢疾志贺菌为革兰氏阴性兼性细胞内致病菌，

临床上可引起痢疾，每年有数以亿计的人发病，其中

死亡人数 (#J在发展中国家，尤其对一些贫困地区

威胁更大［&］。痢疾志贺菌主要毒力因子志贺毒素是

一种烈性蛋白质毒素，全毒素分子由 & 个 3 亚单位

（L0 M 1$$$#）和 # 个 2 亚单位（L0 M ’"(&）以非共价

键结合形成，兼具神经毒性、细胞毒性和肠毒性 1 种

生物学活性。作用机制是 2 亚单位介导毒素与真

核细胞表面糖鞘脂受体 N.1 结合；3 亚单位通过切

断 $6G 0OP3 !1$! 位核苷酸腺嘌呤上糖苷键，具有阻

断蛋白质合成的生物化学活性［$，1］。

目前痢疾志贺菌的治疗主要使用抗生素，但由

于细菌对各种抗生素抗性的日益增强，而且抗生素

有可能刺激志贺毒素的释放，应该谨慎应用［!］。通

过筛选毒素受体类似物，结合游离毒素阻止其穿越

粘膜，或利用免疫球蛋白直接中和毒素的细胞毒效

应，近年来引起人们的兴趣［#］。

噬菌体展示是一项快速筛选技术，该筛选简单

方便，可得到一些自然界不存在，但可与靶分子高亲

和的活性小肽，利用其筛选功能药物，愈来愈受到广

泛关注［"］。本文利用噬菌体展示技术，以重组 G,H2
为靶标，从随机十二肽库中筛选出一批与 G,H2 特异

结合的噬菌体克隆。通过动物试验，观察它们中和

毒素毒性的能力，评价其作为志贺毒素抑制剂的可

行性。

" 材料和方法

"#" 材料

"#"#" 菌株和试验动物：产毒菌 #&%#! 购自中国药

品生物制品检定所，噬菌体宿主菌 !"$’16 购自纽

英伦（北京）公司，重组工程菌 #$%$$%7 &’() Q*+#!和

G,H2 抗体由本室保存。2:5.QR 小鼠由军事医学科学

院动物中心提供。

"#"#$ 试剂和仪器：,-. SP3 聚合酶购自 4:T:O:
公司，随机线性十二肽库和 UOV7L&1 抗体购自纽英

伦（北京）公司，蛋白质分子量标准购自北京索莱宝

公司，VRO 引物 V&：#W7NR3344RR4443N4NN43RR7
1W；V$：#W7RRR4R3 43N443NRN433RN71W由 英 俊 公

司合成，文中所用培养基均为 X2 培养基。美国 V8
公司 $!%% 型 VRO 仪，T-Y:Z 公司凝胶成像系统，日

立公司 RO$$8 冷冻离心机。

"#$ %&’! 的制备

1’[摇床培养重组工程菌 #$%$$%7 &’() Q*+#!，

待菌体浓度 /"%%为 %I6 ) &I% 时，转至 !&[温控诱导

表达 G,H2 #D，分离纯化方法参照文献［’］。

"#( %&’ 粗纯化产物的制备及致死剂量的测定

志贺痢疾菌 #&%#! 1’[摇床培养，待菌体生长

至 /"%% 为 1I% ) 1I# 时，6%%%0Q9;= 离 心 &%9;=，以

1%99-5QX V2G（@U ’I$）悬浮沉淀，超声裂解 1%9;=
后 #%%%0Q9;= 离心 $%9;=，上清 "%J硫酸铵盐析，再

6%%%0Q9;= 离心 $%9;=，沉淀以 V2G 复溶透析，透析物



即粗 纯 化 毒 素。分 别 以 !"#$!%、$&!%、’(#$!% 和

"$!% 梯度的粗纯化的 )*+ 对 " , - 周龄 ./0123 小鼠

攻毒，观察小鼠 ! 日内存活情况，以生理盐水为对

照。

!"# $%&’ 结合多肽的亲和筛选

!"#"! 原始肽库的扩增：原始肽库 !!% 感染 (&4%
对数初期的 !"("!- 5#$6 后，7&&&&8249: 离心 7&49:，

上清加入 72$ 体积 (&;（<2=）>?@A-&&&A(#$ 4B02%
C/30，5D过夜，7&&&&8249: 离心 7&49:，沉淀溶于 74%
>.)，加 入 72$ 体 积 的 (&; （ <2=） >?@A-&&&A
(#$4B02% C/30，冰 浴 7$ , ’&49:，7&&&&8249: 离 心

7&49:，沉淀溶于 (&&!% >.)，即扩增产物。测扩增产

物的滴度，按纽英伦公司噬菌体展示肽库试剂盒说

明进行。

!"#"( )*+. 结合多肽的亲和筛选：以制备的 )*+. 为

靶标包被酶联板孔，每孔 !&!E，5D过夜；吸去包被

液，以 &#74B02% C/F3G!（HF-#’）A$4E24% .)I 5D封

闭 76；>.)A&#&$;JKLL: 充分洗涤，加入原始肽库的

扩增 产 物，!"D 结 合 76 后 吸 去 液 体，>.)A&#&$;
JKLL: 充 分 洗 涤，加 入 7&&!% &#(4B02% @0MN9:LAF30

（HF(#(）A74E24% .)I 洗 脱 液，轻 轻 振 荡 7&49:，以

74B02% J89OAF30（HF P#7）中和至 HF"#$，即获得的淘

选产物，测定滴度。经再感染、扩增、淘选，共进行 5
轮筛选。

!") 噬菌体与 $%&’ 的体外结合分析

以 )*+. 包被酶联板为包被原，随机挑取第 5 轮

筛选出的噬菌体克隆为一抗，Q7! 抗体为二抗，通过

?%R)I 法检测噬菌体与 )*+. 的结合活性，以 .)I 作

阴性对照。

!"* 噬菌体展示肽序列测定

根据随机线性十二肽库的噬菌体序列设计两条

引物（>7、>(）扩增展示肽核苷酸片段，反应体系为

#$% 酶 &#7($S，.TUUL8 (#$!% ，VCJ>（各 (#$44B02%）

5!%，引物各加 &#$!%，挑取与 )*+. 结合较强的噬菌

体克隆为模板，补加水至体积为 ($!%。反应条件：

P$D $49:；P5D !&O，$5D !&O，"(D !&O，进行 !& 循

环；最后 "(D 7&49:。扩增产物送军事医学科学院

生物工程研究所测序。

!"+ 噬菌体体外中和志贺毒素毒性试验

根据测序结果，将展示肽频率出现最高的克隆，

按肽库扩增方法进行制备。以不同剂量噬菌体体外

与绝对致死剂量毒素 5D过夜孵育后，腹腔注射 " ,
- 周龄 ./0123 小鼠，观察 ! 日内不同剂量组的小鼠

存活情况。以 )*+. 抗体孵育作阳性对照，以 ?%R)I

分析为阴性的噬菌体克隆孵育作阴性对照，另设单

独噬菌体组和毒素组。

( 结果

("! $%&’ 结合短肽的筛选

("!"! 重组 )*+. 的制备：通过温控诱导表达重组

)*+.，按文献报道方法制备重组 )*+.，)W)A>I@? 检

测结果表明，其大小与预期相符，为 "#"XW/，经薄层

扫描纯度达到 P$;以上（图 7）。

图 ! 重组制备的 $%&’ 电泳图

Y9EZ7 I:/0MO9O BU HT89U9LV )*+. 1M )W)A>I@?Z7# )*+.；QZ Q/8XL8 Z

("!"( )*+. 结合短肽的筛选：以制备的 )*+. 为靶标

经 5 轮噬菌体展示亲和淘选，检查每一轮筛选的回

收率（表 7），结果显示，经 5 轮筛选噬菌体产出率明

显提高，重组 )*+. 对随机肽库中相应的噬菌体进行

选择性的富集。

表 ! 筛选噬菌体随机肽库的回收率

J/10L 7 [LNB\L8M BU K/O6LV H6/ELO 1M 19BH/::9:E
CBZ BU 19BH/::9:E >6/EL /VVLV >6/EL K/O6LV ]9L0V2;

7 (#’ ^ 7&77 5#$7 ^ 7&5 7#"! ^ 7& _ "

( 7#$ ^ 7&77 "#7P ^ 7&$ 5#"P ^ 7& _ ’

! 7#& ^ 7&77 ’#7! ^ 7&’ ’#7! ^ 7& _ $

5 7#& ^ 7&77 -#&! ^ 7&" -#&! ^ 7& _ 5

("!", 筛选克隆与 )*+. 体外结合分析：经 5 轮筛

选，随机挑取 !& 个噬菌体克隆 ?%R)I 法检测体外结

合 )*+. 能力，原始肽库作为阴性对照。(" 个与 )*+.
特异结合，阳性率达到 P&;（图 (）。

("!"# 噬菌体展示肽测序：对 ?%R)I 检测特异结合

的克隆进行测序，分析噬菌体展示肽的氨基酸序列。

其中，I’ 序列出现频率为 7’ 次，IP 序列出现频率 (
次，I! 序列出现频率 ! 次。通过 5 轮亲和淘选，富

集纯化到一批与重组 )*+. 特异结合的噬菌体克隆。

("( 噬菌体体外中和志贺毒素毒性试验

("("! 志贺毒素致死剂量的测定：以粗纯化的 )*+
攻击 ./0123 小鼠，小鼠可抵抗 $&!% 以下剂量毒素

的攻击，$&!% 剂量毒素攻击后，"(6 内全部死亡。

&$" .IG )69A‘6B:E &’ $( Z 2)*’$ +,*-./,.(.0,*$ 1,2,*$（(&&’）5’（$）



图 ! 噬菌体克隆体外结合活性检测（"#$%& 法）

!"#$ % &’(’)("*+ *, -"+."+# /)("0"(1 *, 23/#’4 )5*+’4 -1 6789:$

;<=’#/("0’ )*+(>*5；% ? @;<A3/#’ )5*+’4 *, (3’ B(3 >*C+. *, -"*2/++"+#$

!’!’! 毒素毒性体外中和试验：单独以 9(DE 抗体或

噬菌体腹腔注射的 E/5-FG 小鼠，在观察期内均无死

亡发生，动物模型的建立可行。阳性对照组中，以

9(DE 抗体孵育的毒素生存状态良好，无死亡发生；阴

性对照组中，体外结合阴性的噬菌体克隆孵育的毒

素攻击的小鼠 H%3 内均全部死亡。:I 噬菌体克隆

体外孵育毒素后对小鼠攻毒，各组小鼠对不同剂量

噬菌体孵育的毒素出现不同程度的抵抗性。在观察

期内，动物发病延迟，噬菌体浓度达到 I<;!;JB F"7
可获得最大毒性中和作用，攻毒的 ;% 只小鼠有 B 只

存活，小鼠存活率 @@<@K。实验结果见图 @ 和表 %。

图 ( 毒素中和效应与噬菌体浓度关系曲线

!"#$ @ L’5/("*+43"2 -’(M’’+ 23/#’ *, .",,’>’+( )*+)’+(>/("*+ /+.

+’C(>/5"N/("*+ *, (3’ (*D") /)("0"(1$

表 ! &) 噬菌体中和志贺毒素毒性试验结果

O/-5’ % L’4C5( *, (3’ +’C(>/5"N/("*+ *, (3’ (*D") /)("0"(1 *, 9(D M"(3 :I 23/#’

P>*C2 O*(/5 =*$
*, Q")’

=*$ *,
4C>0"0/5

9C>0"0/5
>/(’

9(D R =’#/("0’ 23/#’ ;% J J

9(D R :I 23/#’ M"(3 (*2
+’C(>/5"N/("*+ ’,,’)( ;% B @@<@K

9(D R :+("-*."’4
/#/"+4( 9(DE ;% ;% ;JJK

9(D ;% J J

( 讨论

;STU 年，9Q"(3 将外源基因插入丝状噬菌体 ,;
的基因#，使目的基因编码的多肽能以融合蛋白的

形式展示在噬菌体表面，创建了噬菌体展示技术［T］。

由于噬菌体文库库容量大、筛选方法简单快速、易于

扩增等优点，从建立到现在，该技术在生命科学研究

的诸多领域受到广泛应用，尤其是在抗原的表位分

析和抗体的筛选中取得了很多令人满意的研究成

果。

志贺毒素是一种烈性蛋白质毒素，可引起多种

疾病的发生，包括出血性结肠炎（VG）、溶血性尿毒

综合症（VW9）和出血性痢疾等［S，;J］，发病死亡率较

高。长期以来，人们一直尝试研制出志贺毒素的高

效抑制剂，用于与其相关疾病的临床治疗，但至今未

见成功的报道。最近提出筛选毒素结合受体类似物

结合游离毒素，从而阻断毒素与细胞的结合，是一种

可能的手段。

本研究首先重组表达并制备了高纯度 9(DE，已

经证实其具有较好的抗原性。考虑到肽段的化学合

成工艺，选用随机线性十二肽库筛选与 9(DE 靶标特

异结合的克隆。经过 B 轮吸附X洗涤X洗脱的筛选富

集过程，从肽库中筛选出一批阳性噬菌体克隆。分

析这些能结合靶标的噬菌体展示肽，发现一条短肽

序列出现频率最高，该序列富含疏水性氨基酸，推测

与靶标的结合位点应靠近 9(DE 的非极性区域，结合

是基于疏水性相互作用。另有两条出现频率较高的

序列，也具有这种疏水特性。有人报道其他序列的

疏水性短肽，认为结合可能位于 9(DE 五聚体的非极

性孔腔［I］，具体精确的作用模式有待进一步阐明。

为研究筛选出的短肽中和志贺毒素毒性的能

力，将含该短肽序列的噬菌体克隆体外与志贺毒素

孵育，经动物试验证实，在噬菌体克隆达到一定浓度

时，受试小鼠存活率可达 @@<@K。据此推测，该短

肽经体外与毒素孵育结合，毒素的毒性可被部分中

和，该短肽或其修饰体可能发展成为志贺毒素的拮

抗剂。该肽段的化学合成已经完成，脱离于噬菌体

A#蛋白的独立肽段的毒性中和效应如何正在实验

探讨中。此外，由于筛选出的多肽高度疏水，对肽段

进行必要的改造使其更好与毒素作用、增加稳定性、

以及有利于化学合成正作深一步研究。

;UH包士中等：利用噬菌体随机肽库筛选可结合志贺毒素 E 亚单位的短肽序列 $ F微生物学报（%JJI）BI（U）
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