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摘　要　通过噬菌体十二肽库，以隐丹参酮为靶分子，筛选与隐丹参酮具有高亲和性的结合短肽。经过噬菌体十二肽
库的３轮淘选，获得阳性噬菌体克隆，挑选结合力强的克隆进行测序，得到隐丹参酮的高亲和性结合短肽序列，并进行生物
信息学分析。本试验共筛选到１０个隐丹参酮的高亲和性结合短肽序列，有６１４种蛋白质与其结构相匹配。多肽序列的核
心序列为ＶＩＬＤＦＧＥＩ。本研究获得了与隐丹参酮结合的高亲和性多肽，为深入研究隐丹参酮的作用靶点以及分子作用机制
提供了实验依据和结构基础。
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　　隐丹参酮（ｃｒｙｐｔｏｔａｎｓｈｉｎｏｎｅ）是活血化瘀中药
丹参的效应成分之一。研究表明，脂溶性的隐丹参

酮具有独特的药理活性，包括抑制胆碱酯酶、抗感

染、抗氧化、抗菌、抗肿瘤和抗血小板聚集活性

等［１－７］。隐丹参酮可能通过多靶点、多途径、多环

节的方式产生广泛的药理作用。但是，目前隐丹参
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酮在体内的作用靶点和作用途径的相关信息尚不

明确。

噬菌体展示技术是将编码多肽的外源ＤＮＡ与
噬菌体表面蛋白的编码基因融合后，以融合蛋白的

形式呈现在噬菌体的表面，被展示的多肽可保持相

对的空间结构和生物活性。该技术具有库容量大、

结合特异性强、表型与基因型统一等特点。因此，

利用该技术可以从噬菌体展示文库中筛选出与细

胞、受体、抗体、核酸以及某些化合物结合的肽段，

现已成为药物筛选的实用性工具，主要用于受体新

型配体的筛选、寻找酶抑制剂、具有治疗活性的抗

体的筛选、抗原表位分析、药物靶点筛选等［８］。本

研究旨在利用商业化的噬菌体随机十二肽库对隐

丹参酮的高亲和性结合短肽进行筛选，并运用生物

信息学方法进行短肽序列的同源性分析和结合位

点的特征分析，预测隐丹参酮可能具备的其他药理

作用，为深入开展隐丹参酮的作用靶点以及分子作

用机制研究提供实验依据和结构基础。

!

　材　料

１１　试　剂
噬菌体展示十二肽库试剂盒［美国 ＮｅｗＥｎｇ

ｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司，其中包括：随机十二肽噬菌体展
示文库（１５×１０１３ｐｆｕ／ｍＬ），受体菌ＥｃｏｌｉＥＲ２７３８
宿主菌］；隐丹参酮（西安融升生物科技有限公司，

ＨＰＬＣ纯度大于９８％）；紫胶（上海典品工贸有限
公司，纯度大于 ９９％）；聚乙二醇 ８０００（ＰＥＧ
８０００），Ｎ，Ｎ二甲基甲酰胺（ＤＭＦ），异丙基βＤ硫
代吡喃半乳糖苷（ＩＰＴＧ），５溴４氯３吲哚βＤ半
乳糖苷（Ｘｇａｌ）（美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公司）；牛血清白蛋
白（ＢＳＡ，美国 Ｒｏｃｈｅ公司）；辣根过氧化物酶
（ＨＲＰ）标记羊抗Ｍ１３单克隆抗体（瑞典 Ｐｈａｒｍａｃｉａ
公司）。

１２　仪　器
ＪＡ２００３Ｎ电子天平（上海精密科学仪器有限

公司）；ＭｕｌｔｉｓｋａｎＧＯ酶标仪（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
公司）。

"

　方　法

２１　隐丹参酮的包被
称取紫胶少许，置于干锅中加热熔化，迅速置

于６０ｍｍ×１５ｍｍ培养皿底部（保持厚度约

１ｍｍ）。在胶凝固前于胶表面迅速均匀加入隐丹
参酮０５ｇ。待胶自然冷却后，用双蒸水洗涤培
养皿多次，以去除多余的隐丹参酮。覆以保鲜膜

于４℃冰箱放置备用。
２２　菌株培养

将 ＥｃｏｌｉＥＲ２７３８甘油菌划线接种于 ＬＢＴｅｔ
平板，３７℃培养过夜活化。次日，取ＬＢ液体培养
基（四环素质量浓度为 ２０μｇ／ｍＬ）５ｍＬ于试管
中，加入体积分数为 １％的过夜培养菌液，摇床
（３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ）培养至对数中期（Ａ６００≈０５）
用于后续实验。

２３　阳性噬菌体克隆筛选
将包被隐丹参酮的培养皿用封阻缓冲液［０１

ｍｏｌ／ＬＮａＨＣＯ３（ｐＨ８６），５ｍｇ／ｍＬＢＳＡ，００２％
ＮａＮ３］封闭过夜。ＴＢＳＴ（ＴＢＳ，含０１％ Ｔｗｅｅｎ２０）
缓冲液快速洗板。稀释噬菌体文库，并将其加入包

被隐丹参酮的培养皿，使噬菌体与隐丹参酮充分结

合。再用ＴＢＳＴ洗涤，除去未与隐丹参酮结合的噬
菌体。用非特异性缓冲液［０２ｍｏｌ／ＬＧｌｙｃｉｎｅＨＣｌ
（ｐＨ２２），１ｍｇ／ｍＬＢＳＡ］分离已与隐丹参酮结合
的噬菌体。对洗脱物进行扩增：将洗脱液加入对数

生长的ＥｃｏｌｉＥＲ２７３８培养液中，３７℃培养４５ｈ。
培养物１００００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ，将８０％上清液
转入 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，加入１／６体积的 ＰＥＧ／ＮａＣｌ，
噬菌体４℃过夜沉淀。将 ＰＥＧ沉淀离心１５ｍｉｎ。
沉淀物再重悬于 ＴＢＳ１ｍＬ中，悬液转入微量离心
管中，离心５ｍｉｎ，上清液转入另一新鲜离心管，用
１／６体积的ＰＥＧ／ＮａＣｌ再沉淀，冰上孵育６０ｍｉｎ，离
心１０ｍｉｎ。将沉淀物重悬于 ＴＢＳ２００μＬ，００２％
ＮａＮ３中，此即为扩增的洗脱物。重复以上结合扩
增循环２次，即可获得高度富集的噬菌体。每轮筛
选均测定噬菌体的滴度。

２４　噬菌体的滴度测定
接种ＥＲ２７３８单菌落于ＬＢ培养基５ｍＬ中，摇

床培养至对数中期。每个无菌的培养管中加入融

化的顶层琼脂３ｍＬ，保存于４５℃备用。在 ＬＢ培
养基中准备１０倍系列稀释的噬菌体洗脱物。当菌
体培养物达到对数生长中期，分成２００μＬ于微量
离心管中，每管加入不同稀释度的噬菌体１０μＬ，
迅速振荡混匀，室温孵育５ｍｉｎ。将感染细胞转入
４５℃预热的顶层琼脂中，快速混匀，立即倒入
３７℃预温的ＬＢ／ＩＰＴＧ／Ｘｇａｌ培养板上。平板冷却

６６４
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第５期 龙　军等：噬菌体肽库筛选隐丹参酮高亲和性结合肽

后，倒置，３７℃培养过夜。计数有约１００个噬菌斑
的培养板上的蓝斑数。然后用此数目乘以稀释倍

数即得到每 １０微升噬菌体的空斑形成单位滴度
（ｐｆｕ）。
２５　结合活性的测定

从第３轮筛选出的噬菌体库中挑取１０个克隆
分别进行扩增，测定其与隐丹参酮的结合活性。按

“２１”项下方法进行隐丹参酮的包被、封闭。２ｈ
后弃去封闭液，ＴＢＳＴ洗板６次，每孔加入噬菌体克
隆１００μＬ，室温结合２ｈ。再次洗板，然后加入酶
标抗Ｍ１３单抗（１∶５０００）２００μＬ，室温结合１ｈ，洗
板。每孔加入 ＡＢＴＳ显色液 ２００μＬ，室温显色
３０ｍｉｎ，测量 Ａ４０５。以随机挑取的噬菌体筛选第一
轮中未结合的噬菌体克隆做对照。

２６　快速纯化噬菌体测序模板及测序
用无菌牙签挑取蓝色噬菌斑，转入１∶１００稀释

的培养液３ｍＬ中，３７℃孵育４５ｈ。将培养物移入
离心管中，离心３０ｓ。取上清液再离心，将上清液
５００μＬ转入新鲜离心管中。加ＰＥＧ／ＮａＣｌ２００μＬ，
颠倒混匀，室温放置１０ｍｉｎ。１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０
ｍｉｎ，弃上清液。短暂离心，小心吸去残余上清液。
沉淀物充分重悬于碘化物缓冲液１００μＬ中。加入
无水乙醇２５０μＬ，室温温育１０ｍｉｎ。１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，弃上清液。用７０％冰乙醇洗沉淀，再次
离心，去上清液，短暂真空干燥。沉淀重悬于双蒸馏

水３０μＬ中，送 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司测序。测序引物为
９６ｇⅢ（５′ＨＯＣＣＣＴＣＡＴＡＧＴＴＡＧＣＧＴＡＡＣＧ３′）。
２７　隐丹参酮结合位点的生物信息学分析

采用ＢＬＡＳＴ检索，把测到的序列分别与库中
人类蛋白质数据库作比对，得到系列候选蛋白并分

析其功能和结构域的特点。再将候选蛋白与多个

药物靶点数据库 ＰＤＴＤ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｄｄｄｃａｃｃｎ／
ｐｄｔｄ／）、 ＤｒｕｇＢａｎｋ （ｗｗｗｄｒｕｇｂａｎｋｃａ）、 ＴＴＤ
（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｄｄｎｕｓｅｄｕｓｇ／ｇｒｏｕｐ／ｔｔｄ／）进行比对，分
析隐丹参酮与候选靶点蛋白结合及治疗疾病的相

关信息。

#

　结　果

３１　噬菌体的富集效果
每轮筛选前后均测定噬菌体的滴度。经过逐

轮淘选，得到与隐丹参酮高亲和力的噬菌体克隆。

与隐丹参酮反应时，将加入的噬菌体量计为投入

量，洗脱得到的噬菌体量计为回收量，回收率（回

收量／投入量）代表了富集程度。经 ３轮筛选后，
噬菌体得到了有效的富集（表１）。

Ｔａｂｌｅ１　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｐａｎｎｉｎｇｗｉｔｈｐｈａｇｅｄｉｓｐｌａｙｐｅｐｔｉｄｅｌｉｂｒａｒｙ

Ｒｏｕｎｄ Ｐｈａｇｅｉｎｐｕｔ／ｐｆｕ Ｐｈａｇｅｒｅｃｙｃｌｅｄ／ｐｆｕ Ｒｅｃｏｖｅｒｙ
１ １５×１０１１ １０×１０５ ６６７×１０－７

２ ３５×１０１１ ２６×１０６ ７４３×１０－６

３ ４７×１０１１ ３０×１０７ ６３８×１０－５

３２　结合活性实验
Ｍ１３噬菌体克隆首先与包被固定的隐丹参酮

发生结合反应，然后用 ＴＢＳＴ洗脱去除未与隐丹参
酮结合的噬菌体，再用酶标抗 Ｍ１３单抗结合噬菌
体，经ＡＢＴＳ显色即可通过吸收度的大小来判断噬
菌体与隐丹参酮的结合情况。阴性对照是未与隐

丹参酮结合的噬菌体克隆，因此将先被洗脱掉，不

会与酶标抗 Ｍ１３单抗结合、显色。本实验结果显
示挑取的１０个噬菌体克隆的Ａ４０５大于０２，比阴性
对照高１０倍以上，表明该噬菌体多肽可与隐丹参
酮特异性结合。

３３　序列测定
随机挑取第３轮筛选出的１０个阳性噬菌斑，

扩增噬菌斑，纯化测序模板（即噬菌斑的单链

ＤＮＡ），经测序，得到十二肽的 ＤＮＡ序列。再根据
噬菌体展示十二肽库试剂盒说明书中提供的简要

遗传密码表，推测出十二肽的氨基酸序列，见表２。
运用多序列对比软件 Ｃｌｕｓｔａｌｏ分析结果发现，其公
共的核心序列是ＶＩＬＤＦＧＥＩ。
３４　隐丹参酮结合位点的生物信息学分析

通过对筛选的多肽的氨基酸序列进行 ＢＬＡＳＴ
的检索分析，找到６１４个含有类似短肽序列的蛋白
质。这些蛋白质与筛选的多肽有数量不等的匹配

位点，最多的匹配位点有８个。进一步检索这些蛋
白质发现，有些蛋白质具有明确的功能和结构域。

如 ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３
（ＳＴＡＴ３），其序列中有 ８个氨基酸与多肽序列一
致，结构域中的ＳＨ２域有明确的疏水结合口袋，其
关键的结合氨基酸是 Ｖ和 Ｉ。由于隐丹参酮结合
的核心序列也包含 Ｖ和 Ｉ，由此推测，隐丹参酮可
能倾向于与 ＳＴＡＴ３蛋白中的疏水结合口袋结合，
从而影响其靶基因的转录。而有些蛋白质虽然序

列已知，但功能和结构域尚不清楚。此外，从核心

序列的氨基酸组成可见，共含有 ５个疏水性氨基

７６４
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酸、２个亲水性氨基酸和１个中性氨基酸，表明隐
丹参酮的结合肽段具有较强的疏水特性。

将ＢＬＡＳＴ检索到的蛋白质纳入药物靶点数据
库进行检索发现，只有７个蛋白质是在研或已知的
药物靶点，它们是 ＳＴＡＴ３，ＩＴＰＲ２，ＡＴＲ，Ｋｃｎｋ１８，

ＭＡＧＥ２，ＡＢＣＡ１和ｍＴＯＲ。这些蛋白质主要涉及
肿瘤、心血管疾病和免疫性疾病（表３），提示隐丹
参酮治疗的疾病可能也以这些疾病为主，这与当前

隐丹参酮主要用于治疗肿瘤和心血管疾病的研究

现状相符。

Ｔａｂｌｅ２　ＤＮＡａｎｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｄｏｄｅｃａｐｅｐｔｉｄｅｓ

Ｎｕｍｂｅｒ ＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ　　 Ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅ
１ ＧＴＧＡＴＴＴＴＧＡＡＴＡＴＧＴＣＴＴＴＴＧＡＴＧＧＴＧＣＴＧＡＧＡＴＴ ＶＩＬＮＭＳＦＤＧＡＥＩ
２ ＧＴＧＧＡＴＴＣＴＴＴＴＧＣＴＧＡＧＡＴＴＴＴＧＡＴＴＡＴＧＴＡＴＡＡＧ ＶＤＳＦＡＥＩＬＩＭＹＫ
３ ＧＴＧＡＴＴＧＡＴＴＴＴＧＧＴＧＡＧＧＴＴＧＣＴＡＴＧＧＡＧＡＴＴＣＧＴ ＶＩＤＦＧＥＶＡＭＥＩＲ
４ ＡＴＴＴＣＴＧＴＧＧＡＧＴＴＧＴＴＴＧＡＧＡＴＴＧＡＴＧＧＴＴＡＴＡＴＴ ＩＳＶＥＬＦＥＩＤＧＹＩ
５ ＧＴＧＡＴＴＴＣＴＡＴＧＴＴＧＡＴＧＧＴＧＴＴＴＧＣＴＧＧＴＣＧＴＴＣＴ ＶＩＳＭＬＭＶＦＡＧＲＳ
６ ＧＣＴＧＡＧＣＧＴＧＴＧＡＴＴＴＴＧＡＴＧＧＡＧＡＴＴＧＴＧＴＴＴＧＧＴ ＡＥＲＶＩＬＭＥＩＶＦＧ
７ ＴＴＧＧＴＧＡＡＴＴＣＴＧＡＧＡＴＴＴＴＧＧＡＴＧＧＴＡＴＴＡＴＧＣＡＴ ＬＶＮＳＥＩＬＤＧＩＭＨ
８ ＴＴＴＧＡＴＣＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＴＴＴＧＴＴＴＧＡＴＴＴＧＡＴＧＣＧＴ ＦＤＱＭＶＩＬＦＤＬＭＲ
９ ＧＴＧＧＡＧＡＴＴＴＴＧＡＴＧＴＴＴＧＡＴＧＧＴＧＡＧＡＴＴＴＴＧＡＡＴ ＶＥＩＬＭＦＤＧＥＩＬＮ
１０ ＧＣＴＧＡＧＧＴＧＡＴＴＴＴＧＧＡＴＴＴＴＧＧＴＡＴＴＴＴＧＡＴＧＧＡＧ ＡＥＶＩＬＤＦＧＩＬＭＥ
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%

　讨　论

寻找药物的作用靶点是药物研发的重要组成

部分。与传统的药物筛选方法相比，本研究采用的

噬菌体肽库技术则具有容量大、亲和选择的范围

广、淘选效率高、筛选周期短等优点［８］，使得噬菌

体肽库技术在药物靶点筛选等方面发挥着重要

作用。

本研究利用噬菌体十二肽库对隐丹参酮的作

用靶点，即高亲和性的结合短肽进行了研究。经过

３轮淘选后，随机挑取１０个结合力强的噬菌体克
隆测序。结果表明，ＶＩＬＤＦＧＥＩ序列可能是隐丹参
酮与肽段结合的核心序列。ＢＬＡＳＴ的检索分析发

现，６１４个蛋白质与筛选的多肽有匹配位点。其
中，有相当一部分的蛋白质与筛选的多肽之间的Ｅ
值太高，因而成为候选靶点蛋白质的可能性极低。

氨基酸序列分析表明，ＶＩＬＤＦＧＥＩ序列有６２５％的
疏水性，提示隐丹参酮倾向于与疏水性的结构域发

生结合。将筛选的蛋白质进一步纳入药物靶点数

据库检索，结果显示，只有７个蛋白质是在研或已
知的药物靶点，其他绝大多数蛋白质尚无药物进入

研究阶段。目前已知这７个蛋白质主要涉及肿瘤、
心血管疾病和免疫性疾病。而已知的隐丹参酮的

研究也主要涉及肿瘤、心血管、内分泌、炎症等领

域［１－７］，表明本研究方法具有一定的可靠性。

此外，从本研究的结果可以发现，噬菌体肽库
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筛选的结果可能会拓展本研究对隐丹参酮作用的

认识。以抗肿瘤作用为例，目前隐丹参酮作用的肿

瘤细胞类型主要包括宫颈癌、胆管细胞癌、黑色素

瘤、前列腺癌、横纹肌肉瘤和白血病。而筛选的结

果显示，淋巴瘤、大肠癌、头颈部鳞状细胞癌、血管

瘤、胰腺癌、乳腺癌等也可能是隐丹参酮作用的肿

瘤类型。

另外，噬菌体肽库筛选的结果可能会推进对隐

丹参酮作用机制的研究。综合文献报道和本研究

的筛选结果，ＳＴＡＴ３、ｍＴＯＲ是已知的隐丹参酮作
用的蛋白质分子［７］。但隐丹参酮与其作用的具体

方式并不清楚，而本研究从氨基酸序列的角度可能

给出了解释，即隐丹参酮可能通过与其具有高亲和

性的肽段发生结合，从而影响了肽段所归属的蛋白

质的功能。同时，还有几个蛋白质分子可能也是隐

丹参酮潜在的作用靶点，这些将在后续的实验研究

中进行验证。综合以上分析，噬菌体肽库技术不仅

为隐丹参酮的作用靶点筛选提供了强有力的支持，

同时也为隐丹参酮的作用机制研究提供了丰富的

数据，值得进一步推广应用。
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·本 刊 讯·

《中国药科大学学报》网站再次荣获
“中国高校科技期刊优秀网站”称号

２０１３年１０月１２日，中国高校科技期刊研究会公布了第二届“中国高校科技期刊优秀网站”名单，《中国药科大学
学报》网站继２０１１年获得首届“中国高校科技期刊优秀网站”称号后，再次位列其中。

在国际和国内出版界数字化和网络化快速发展的时代背景下，《中国药科大学学报》编辑部积极开展期刊数字化建

设，建立了具有独立域名的网站，实现了便捷的网络化投审稿功能，提高了科技期刊编辑出版的效率，并加快了及科学

成果的传播与交流。此次获奖是对《中国药科大学学报》编辑部在期刊数字化、网络化方面所做工作的再次肯定。《中

国药科大学学报》编辑部将以此次获奖为契机，继续向国内外同行学习先进的数字化出版经验，进一步扩大刊物的影

响，更好地服务于科学成果的传播与交流。

（本刊编辑部）

９６４




