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摘　要　为了满足药物筛选的需要，本实验以ｐＣＡＮＴＡＢ５Ｅ噬菌粒为载体，构建表达于丝状噬菌体尾丝蛋白Ｐ３Ｎ末端
的随机十五肽库。通过自行设计引物与模板，人工合成编码随机十五肽的寡核苷酸片段及含有酶切位点的引物。通过

ＰＣＲ技术进行模板扩增获得编码随机十五肽的基因。将扩增后的目的基因经过 ＳｆｉΙ，ＮｏｔΙ两个限制性内切酶双酶切后，
与经同样双酶切的５′去磷酸化的噬菌粒载体连接，将重组产物电转入大肠埃希菌ＴＧ１感受态细胞。集合菌落后进行库容
和多样性检验。所建肽库库容可达５×１０８。随机挑取２０个克隆测序，其核苷酸序列及推断出的氨基酸序列均随机。成功
构建了库容量与多样性都满足筛选要求的噬菌体展示随机十五肽库。
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　　噬菌体展示技术（ｐｈａｇｅｄｉｓｐｌａｙｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）是
由Ｓｍｉｔｈ于１９８５年创建，于２０世纪９０年代发展起
来并得到广泛应用的新技术［１］。基本原理是噬菌体

作为一种表达载体，可以将外源蛋白或多肽呈现在

噬菌体表面，利用外源蛋白或多肽与待筛选分子的

特异性亲和作用，通过吸附洗脱扩增的筛选富集
过程，得到与待筛选分子特异性结合的外源蛋白或

多肽。噬菌体展示技术不但可以将外源基因编码的

多肽或蛋白质呈现于噬菌体表面，而且能够在大肠

埃希菌系统中进行扩增［２－４］，从而将基因型和表型、

分子结合活性和噬菌体的可扩增性巧妙的结合起

来，具有强大的筛选能力，是一种高效的筛选体系。

进行噬菌体展示技术操作的前提是获得相应

的展示文库，主要包括展示随机肽库和抗体库两大

类，其中噬菌体展示随机肽库是由随机排列的氨基

酸组成的多肽展示在噬菌体表面所构成的分子文
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库［８］，它提供了海量的结构与功能信息，只要库的

容量足够大，几乎任何一种分子都能从肽库中获得

与之结合的相应的配体。随机肽库可以用来研究

蛋白质之间的相互识别、蛋白质的折叠及空间构象

预测、肽与有机物之间的特异相互作用，以及酶与

底物的结合、抗原抗体的相互作用、激素与受体的

结合以及建立在这些信息基础上的实际应用，如疫

苗设计、基因定位、小分子药物设计等［３］。

目前商品化的随机展示肽库的市场份额主要

由美国ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司、安玛西亚及默克
公司共同瓜分，国内尚无商品化的产品。这些肽库

有一个共同的特点就是都价格不菲，而且使用载体

为Ｍ１３噬菌体载体。克隆在Ｍ１３噬菌体载体间隔
区的外源ＤＮＡ有不稳定的趋向，因此商业肽库无
法多次扩增使用。另外在已有一定研究基础的情

况下，通常希望获得靶点蛋白的更多信息，此时通

用性的商品化肽库往往不能满足要求，需要自行构

建肽库进行进一步研究。因此，构建基于噬菌粒载

体、稳定的、可反复扩增用于靶点筛选的、具有自主

知识产权的肽库，是进行靶点研究的最佳途径。目

前已有自行构建十肽库、七肽库等报道，但构建十

五肽库则未见报道。

本研究设计随机１５肽的模板核苷酸序列，利
用ＰＣＲ扩增形成带有限制性内切酶切点的双链随
机１５肽模板 ＤＮＡ，并与噬菌粒载体 ｐＣＡＮＴＡＢ５Ｅ
连接，电转化大肠埃希菌，构建随机肽库。并从克

隆插入正确率、肽库容量及多样性等方面对构建的

肽库进行质量评价。

!

　材　料

１１　试剂、载体及菌株
ＳｆｉΙ、ＮｏｔΙ限制性内切酶（美国 ＮＥＢ公司）；

牛小肠碱性磷酸酶（ＣＩＡＰ）（大连 ＴａＫａＲａ公司）；
质粒小提试剂盒、琼脂糖凝胶回收试剂盒、ＰＣＲ产
物纯化试剂盒（Ｂｉｏｍｉｇａ公司）；ＴａｑＤＮＡ聚合酶、
ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００（南京百斯凯公司）；ＰＣＲ引物
合成（上海生工生物技术服务有限公司）；ＤＮＡ测
序（上海美吉生物医药科技有限公司）。

噬菌粒ｐＣＡＮＴＡＢ５Ｅ、大肠埃希菌 ＴＧ１均为本
实验室保存。

１２　仪　器
ＰＣＲ仪（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；ＥＰＳ３００电泳

仪、ＨＥ９０小号水平电泳槽、Ｔａｎｏｎ２５００全自动凝
胶图像处理系统（上海天能科学仪器有限公司）；

电击仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）。

"

　方　法

２１　随机十五肽核苷酸的合成
编码随机十五肽核苷酸片段的设计策略是采

用（ＮＮＫ）１５编码方式，其中编码随机十五肽核苷酸
序列的前两个核苷酸为任意核苷酸 Ｎ（Ａ／Ｔ／Ｃ／
Ｇ），最后一个核苷酸根据密码子的简并性设计为
Ｋ（Ｇ／Ｔ）。根据载体上ＳｆｉΙ、ＮｏｔΙ酶切位点情况及
构建随机肽库的要求，设计两条寡核苷酸片段。链

１：５′ＧＣＴＧＧＣＣＣＡＧＣＣＧＧＣＣ（ＳｆｉＩ）（ＮＮＫ）１５ＴＡ
ＡＧＣＧＧＣＣＧＣ（ＮｏｔΙ）ＡＧＧＴＧＣＡＴＴ３′，在５′和３′端
引入ＳｆｉΙ、ＮｏｔΙ酶切位点，用下划线表示；链２：５′
ＡＡＴＧＣＡＣＣＴＧＣＧＧＣＣＧＣＴＴＡ３′，与链 １的 ３′端互
补。使最后合成的双链ＤＮＡ的５′端和３′端具有完
整的ＳｆｉⅠ和ＮｏｔⅠ核酸内切酶位点。用灭菌去离
子水将合成的 ＤＮＡ干粉溶解，得到浓度为
２０μｍｏｌ／Ｌ的溶液，分装后于－２０℃冻存。
２２　十五肽ＤＮＡ片段的聚合和酶切

利用合成的模板（“２１”项中的链 １）和引物
（“２１”项中的链２）进行ＰＣＲ扩增，从而得到双链
ＤＮＡ。ＰＣＲ反应条件为：９４℃预变性 ５ｍｉｎ，
９４℃变性１ｍｉｎ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，
循环３０次后，７２℃延伸１０ｍｉｎ。经１％琼脂糖电
泳检测扩增目的片段的大小，然后对 ＰＣＲ产物进
行纯化，等待下一步酶切。将纯化好的 ＰＣＲ产物
在５０℃水浴中用 ＳｆｉⅠ酶切３ｈ后，加入 ＮｏｔⅠ，在
３７℃水浴中酶切３ｈ。用 ＰＣＲ产物纯化试剂盒回
收酶切后的片段，并定量，分装后于－２０℃冻存。
２３　ｐＣＡＮＴＡＢ５Ｅ噬菌粒载体的制备和酶切

用质粒小提试剂盒从宿主大肠埃希菌中提取

ｐＣＡＮＴＡＢ５Ｅ噬菌粒，在５０℃水浴中用 ＳｆｉⅠ酶切
３ｈ时后，加入ＮｏｔⅠ在３７℃水浴中酶切３ｈ。双
酶切产物在 １％的琼脂糖凝胶中于电泳 ２０～
３０ｍｉｎ后，切下双酶切后的载体条带，用胶回收试
剂盒回收后，用ＣＩＡＰ去磷酸化处理，再在１％的琼
脂糖凝胶中电泳２０～３０ｍｉｎ。切下目的条带，用胶
回收试剂盒回收，定量，分装后于－２０℃冻存。
２４　电转感受态细胞的制备

高质量的感受态细胞对于构建高容量文库至关

３４２
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重要。本实验选用 ＥｃｏｌｉＴＧ１作为感受态细胞菌
株。挑取ＴＧ１单克隆于ＬＢ培养基５０ｍＬ中，３７℃，
振摇过夜。将过夜菌液每瓶 ２２ｍＬ分装于两个
５００ｍＬＬＢ培养液中，２５℃，２２０ｒ／ｍｉｎ，振摇１ｈ后，
每隔２０ｍｉｎ测定一次对照组的 Ａ６００。待 Ａ６００达到
０３５左右时，将实验组的菌５００ｍＬ平均分装在３个
２５０ｍＬ的离心杯中，冰浴２０～２５ｍｉｎ（不超过０５ｈ，
否则性菌毛会丢失）。４℃，４０００ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ，弃去上清液，得到菌体。用冰冷的双蒸水
５００ｍＬ重悬（切勿剧烈晃动）。４℃，４０００ｒ／ｍｉｎ离
心１０ｍｉｎ，弃去上清液，得到菌体。用冰冷的１０％甘
油２５０ｍＬ重悬。４℃，４０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，弃
去上清液，得到菌体。用冰冷的１０％甘油１０ｍＬ重
悬。４℃，３０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，弃去上清液，得
到菌体。用冰冷的１０％甘油１ｍＬ重悬。将重悬的
菌液每管１００μＬ分装于５００μＬ的ＥＰ管中，可以立
即转化，也可以冻存于－７０℃长期保存。
２５　十五肽ＤＮＡ片段与噬菌粒载体的连接和转化

将双酶切并去磷酸化的噬菌粒载体和双酶切十

五肽ＤＮＡ片段按物质的量比１∶３，１∶５，１∶７，１∶１０的
比例做一次小量连接和电转化，确定最佳连接比例

为１∶７。用不同浓度的连接产物进行转化以确定最
佳转化产物量为０１μｇ（５μＬ）。利用ＰＣＲ产物回
收试剂盒纯化连接产物以除去连接酶和离子。取纯

化连接产物５μＬ与感受态细胞５０μＬ，混匀后加
入预冷的 ０１ｃｍ 电转化杯并在冰上放置
１～２ｍｉｎ，然后在电转化仪（１３ｋＶ，２００Ω，２５μＦ）
上进行电转化。电击后，加入ＳＯＣ培养基１ｍＬ，如
此转化 １０次，最后将各次转化产物合并，３７℃，
２００ｒ／ｍｉｎ振摇４５～５０ｍｉｎ使细胞复苏。取少量菌
体适量稀释后涂布ＳＯＢ（含５０μｇ／ｍＬＡｍｐ）小平板
（直径１０ｃｍ），其余８０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ后涂布
ＳＯＢ（含 １００μｇ／ｍＬＡｍｐ）大平板（直径 １５ｃｍ），
３７℃倒置培养１２～１６ｈ，以小平板进行计数，大平板
上的菌落用ＬＢ培养基溶解，并用涂布棒均匀刮下来，
加甘油至终浓度２０％，分装成小管，－７０℃冻存。
２６　随机十五肽库的容量测定和多样性鉴定

为测定随机十五肽库的容量，在建库的过程

中，转化并复苏细胞后，取少量菌液从１０－１到１０－４

做１０倍系列稀释，分别涂布于 ＳＯＢ平板上，次日
根据单菌落数以确定库容量。为鉴定随机十五肽

库的多样性，从上述平板上随机挑取２０个单菌落，

各提取重组质粒，并对重组质粒进行ＰＣＲ验证。
设计 ＰＣＲ验证引物：上游引物５′ＣＡＧＧＡＡＡ

ＣＡＧＣＴＡＴＧＡＣＣ３′（Ｍ１３Ｒ），下游引物５′ＧＴＡＡＡＴ
ＧＡＡＴＴＴＴＣＴＧＴＡＴＧＡＧＧ３′（Ｓ６）。对 ＰＣＲ阳性的
重组质粒，送去进行ＤＮＡ序列测定，并对构建的随
机肽库的寡核苷酸的插入率、肽库的库容及多样性

进行评价。

#

　结　果

３１　随机十五肽核苷酸的合成
利用合成的模板和引物进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ产

物经１％琼脂糖凝胶电泳分析，可见在１００ｂｐ左右
有目的条带，与预期片段大小接近，见图１。将ＰＣＲ
产物纯化后酶切，并与载体 ｐＣＡＮＴＡＢ５Ｅ连接。连
接产物电转化大肠埃希菌ＴＧ１，构建随机肽库。

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ
Ｆｉｇｕｒｅ１　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＤＮＡｔｅｍｐｌａｔｅｓｃｏｄｉｎｇｆｏｒｒａｎｄｏｍｆｉｆ
ｔｅｅｎｐｅｐｔｉｄｅｓ

３２　重组载体的ＰＣＲ检验
从ＳＯＢ平板上随机挑取若干（＞２５个）长势

较好的单菌落，提取重组质粒，并以重组质粒为模

板，用设计的两条引物 Ｍ１３Ｒ和 Ｓ６（序列见“２６
项”）进行 ＰＣＲ验证，对 ＰＣＲ产物进行１％琼脂糖
凝胶电泳分析，可见约２００ｂｐ的条带，与预期片段
大小接近（图２），其中ＰＣＲ阳性率达９５％。

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃｔｏｒ
Ｆｉｇｕｒｅ２　ＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃｔｏｒｅｘｔｒａｃｔｉｎｇｆｒｏｍｔｈｅｓｅ
ｌｅｃｔｅｄｃｌｏｎｅｓ
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３３　肽库的多样性
从ＰＣＲ验证的阳性结果中选取２４个克隆，进

行序列测定，除去 ４个碱基数目不正确的乱码序
列，测序结果的阳性率达８３％，将其中２０个碱基
数目正确的核苷酸序列及其对应的氨基酸列于表

１，２０个ＤＮＡ序列以及对应的氨基酸都是互不相
同的。从表２的碱基分布情况分析，４种核苷酸的

出现情况与预先设计的ＮＮＫ相符，第一、第二核苷
酸分别为 Ａ／Ｔ／Ｇ／Ｃ中的任一种，其中每一种核苷
酸和出现的频率的理论值为２５％，第三位核苷酸
为Ｇ／Ｔ中的任一种，Ｇ或 Ｔ的出现频率为 ５０％。
实际值与理论值基本接近，但存在一定偏差，原因

可能在于样本数量较小，这种偏差将随着测序样本

的增加而逐渐减小。

Ｔａｂｌｅ１　Ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏｔｈｅｓｅｌｅｃｔｅｄｃｌｏｎｅｓｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｏｆｒａｎｄｏｍｆｉｆｉｔｅｅｎｐｅｐｔｉｄｅｌｉｂｒａｒｙ

Ｓｔｒａｉｎ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
１ ＴＣＴＴＴＧＡＧＴＣＡＴＴＴＧＡＧＴＴＴＴＴＴＧＴＧＴＣＧＧＧＧＴＣＧＴＴＴＧＣＴＴＧＧＴ

Ｓ Ｌ Ｓ Ｈ Ｌ Ｓ Ｆ Ｌ Ｃ Ｒ Ｇ Ｒ Ｌ Ｌ Ｇ
２ ＴＧＴＡＣＧＧＴＧＡＡＧＴＡＴＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧＴＴＣＴＴＣＧＧＴＧＧＴＧＴＣＡＴＴＧＧ

Ｃ Ｔ Ｖ Ｋ Ｙ Ｌ Ｌ Ａ Ｖ Ｌ Ｒ Ｗ Ｃ Ｈ Ｗ
３ ＴＣＧＣＴＧＴＣＧＧＧＧＡＴＴＧＴＴＣＴＧＴＣＧＴＧＴＣＴＧＴＴＧＧＴＴＧＧＴＧＴＴＣＴＧ

Ｓ Ｌ Ｓ Ｇ Ｉ Ｖ Ｌ Ｓ Ｃ Ｌ Ｌ Ｖ Ｇ Ｖ Ｌ
４ ＴＡＴＡＴＧＣＴＴＣＧＴＧＴＴＡＣＴＧＴＴＡＣＧＴＧＧＴＡＴＧＧＧＴＡＴＧＴＴＣＧＴＴＣＴ

Ｙ Ｍ Ｌ Ｒ Ｖ Ｔ Ｖ Ｔ Ｗ Ｙ Ｇ Ｙ Ｖ Ｒ Ｓ
５ ＣＧＴＡＧＴＴＣＧＧＡＧＧＣＴＧＧＴＡＣＧＣＴＧＴＣＴＧＣＧＧＡＴＴＴＧＴＣＧＡＣＴＧＧＴ

Ｒ Ｓ Ｓ Ｅ Ａ Ｇ Ｔ Ｌ Ｓ Ａ Ｄ Ｌ Ｓ Ｔ Ｇ
６ ＴＴＧＧＣＴＧＴＴＧＧＴＡＴＴＡＴＴＴＣＴＡＣＴＣＡＴＣＴＧＧＴＧＴＧＧＣＡＴＴＧＴＧＧＴ

Ｌ Ａ Ｖ Ｇ Ｉ Ｉ Ｓ Ｔ Ｈ Ｌ Ｖ Ｗ Ｈ Ｃ Ｇ
７ ＡＧＧＴＧＧＴＴＧＡＴＴＧＣＧＴＧＴＣＣＴＡＴＴＧＴＧＴＧＧＣＣＴＧＴＧＣＡＴＣＧＴＧＡＴ

Ｒ Ｗ Ｌ Ｉ Ａ Ｃ Ｐ Ｉ Ｖ Ｗ Ｐ Ｖ Ｈ Ｒ Ｄ
８ ＣＡＧＧＴＧＴＣＧＧＣＴＧＧＴＧＴＧＧＣＴＡＧＴＣＴＧＣＡＴＣＴＧＴＣＧＡＧＴＧＡＴＣＧＴ

Ｑ Ｖ Ｓ Ａ Ｇ Ｖ Ａ Ｓ Ｌ Ｈ Ｌ Ｓ Ｓ Ｄ Ｒ
９ ＡＴＧＣＴＴＣＧＧＧＴＧＣＡＧＡＴＴＣＧＴＡＧＴＧＡＴＣＧＴＧＴＧＧＣＴＧＣＴＧＡＴＣＴＧ

Ｍ Ｌ Ｒ Ｖ Ｑ Ｉ Ｒ Ｓ Ｄ Ｒ Ｖ Ａ Ａ Ｄ Ｌ
１０ ＡＧＴＧＴＧＣＧＧＴＧＧＡＣＧＣＣＧＣＧＴＡＧＴＡＴＧＧＣＴＧＡＴＡＴＧＣＧＧＧＴＴＡＣＧ

Ｓ Ｖ Ｒ Ｗ Ｔ Ｐ Ｒ Ｓ Ｍ Ａ Ｄ Ｍ Ｒ Ｖ Ｔ
１１ ＣＣＴＡＧＴＧＡＴＣＡＧＣＧＧＧＴＧＴＡＴＴＣＧＣＴＧＧＣＴＴＧＧＡＴＧＧＣＴＴＴＧＣＧＴ

Ｐ Ｓ Ｄ Ｑ Ｒ Ｖ Ｙ Ｓ Ｌ Ａ Ｗ Ｍ Ａ Ｌ Ｒ
１２ ＡＴＴＣＧＴＣＡＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＧＡＧＣＴＧＧＣＴＡＣＴＣＡＧＴＣＧＣＧＴＡＧＧＴＣＧ

Ｉ Ｒ Ｑ Ｓ Ｓ Ｓ Ｅ Ｌ Ａ Ｔ Ｑ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ
１３ ＧＴＧＴＣＴＧＣＴＡＴＧＴＣＧＧＡＴＧＡＧＴＣＧＴＣＧＧＣＧＴＧＧＴＣＴＧＣＧＴＣＴＡＣＴ

Ｖ Ｓ Ａ Ｍ Ｓ Ｄ Ｅ Ｓ Ｓ Ａ Ｗ Ｓ Ａ Ｓ Ｔ
１４ ＡＴＧＣＧＴＣＴＧＧＡＴＡＧＧＣＧＴＴＧＧＧＣＴＡＴＴＣＴＧＴＣＧＡＴＧＧＣＴＧＡＴＡＴＴ

Ｍ Ｒ Ｌ Ｄ Ｒ Ｒ Ｗ Ａ Ｉ Ｌ Ｓ Ｍ Ａ Ｄ Ｉ
１５ ＣＧＧＧＡＴＧＴＧＴＣＧＴＴＧＴＧＴＡＧＧＧＡＴＴＣＧＧＡＴＣＧＴＴＡＴＧＣＴＴＧＴＣＴＧ

Ｒ Ｄ Ｖ Ｓ Ｌ Ｃ Ｒ Ｄ Ｓ Ｄ Ｒ Ｙ Ａ Ｃ Ｌ
１６ ＧＡＴＧＡＴＧＡＧＧＴＴＣＡＴＧＣＧＡＧＴＧＧＴＡＣＴＧＣＴＧＡＴＧＣＴＴＧＴＡＴＴＴＣＴ

Ｄ Ｄ Ｅ Ｖ Ｈ Ａ Ｓ Ｇ Ｔ Ａ Ｄ Ａ Ｃ Ｉ Ｓ
１７ ＧＧＴＡＴＴＴＣＧＡＣＴＧＧＴＧＣＴＡＣＴＡＧＴＣＧＴＧＴＧＣＴＧＧＴＴＧＣＴＴＣＧＴＴＧ

Ｇ Ｉ Ｓ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｓ Ｒ Ｖ Ｌ Ｖ Ａ Ｓ Ｌ
１８ ＴＣＴＧＡＧＴＧＴＧＡＴＡＣＴＧＡＧＣＴＧＣＴＧＡＧＴＣＧＴＣＧＴＴＣＧＧＡＴＴＡＴＧＴＧ

Ｓ Ｅ Ｃ Ｄ Ｔ Ｅ Ｌ Ｌ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｄ Ｙ Ｖ
１９ ＧＣＧＣＡＴＣＧＴＴＣＧＧＣＴＣＡＴＡＴＧＴＣＧＧＡＴＧＧＴＡＴＧＧＣＴＣＴＧＣＴＧＧＡＴ

Ａ Ｈ Ｒ Ｓ Ａ Ｈ Ｍ Ｓ Ｄ Ｇ Ｍ Ａ Ｌ Ｌ Ｄ
２０ ＴＧＴＴＧＧＣＴＧＡＡＧＣＧＴＣＡＧＣＣＴＧＣＴＧＴＧＣＴＧＣＧＧＴＧＧＴＣＴＣＡＴＴＧＧ

Ｃ Ｗ Ｌ Ｋ Ｒ Ｑ Ｐ Ａ Ｖ Ｌ Ｒ Ｗ Ｓ Ｈ Ｗ

Ｔａｂｌｅ２　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｓｅｌｅｃｔｅｄｃｌｏｎｅｓｉｎｆｉｆｔｅｅｎｒａｎｄｏｍ
ｐｅｐｔｉｄｅｌｉｂｒａｒｙ（％）

Ｃｏｄｏｎｐｏｓｉｔｉｏｎ Ａ Ｔ Ｇ Ｃ

１ １７７ ２５７ ３１０ ２５６
２ １７０ ２８７ ２６３ ２８０
３ ０ ５１３ ４８７ ０

３４　库容量
所构建的随机十五肽库的库容量，根据转化后

在Ａｍｐ抗性的平板上的菌落数（约６５×１０８），结
合ＰＣＲ验证阳性率（９５％）和测序结果的阳性率
（达到８３％以上）。根据公式：实际库容量 ＝平板
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总菌落数 ×ＰＣＲ验证阳性率 ×测序结果的阳性
率，确定其实际库容量为５×１０８克隆。结果表明，
所构建的噬菌体随机肽库不论从基本框架，还是从

库容及多样性方面均满足设计要求。

$

　讨　论

评价噬菌体展示随机肽库构建成功与否，主要

是从库容及多样性两个方面进行。本研究所构建

的随机十五肽库达到５×１０８以上的实际库容，足
以满足一般的筛选要求。而构建高库容量的肽库

有几点需要注意，首先就是要采用高转化率的电转

化方式进行转化，这里更为重要的是电转感受态细

胞的制备，本实验通过不断摸索制备过程中细菌培

养的温度、时间，连接产物的量，连接产物与感受态

细胞混合物的孵育时间，电击的电压等条件，最终

确定了最优转化条件（见“２４项”和“２５项”）。
另外，目的片段与载体的酶切酶连等也是影

响最终库容的关键因素，本实验为了确保酶连效

率，对双酶切后的载体又进行 ＣＩＡＰ去磷酸化处
理以防止载体自连。借助于丝状噬菌体这样一

个相对稳定而且便于进行生化和遗传操作的载

体，使肽库技术在各个方面得到了充分发展［５，９］。

随机肽库的库容和多样性是衡量肽库质量与利用

性的关键指标，文献报道噬菌体短肽库的库容一般

在 １×１０６～１×１０８ｃｆｕ之间［６－７］，本研究应用

ｐＣＡＮＴＡＢ５Ｅ载体构建的十五肽库，实际库容达到
５×１０８，基本满足筛选要求。目前大多数构建的肽
库为七肽库，也有较长的如八肽，十肽等。在同样

库容的条件下，随机肽越长，则多样性、特异性越

高，包含的信息越多，即包含更多的随机序列［８］。

本实验构建较长的随机十五肽库，为今后开展肽库

的研究与应用，特别是多肽类药物的筛选打下

基础。
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