


形成无活性的分子，但是 !"#$%&’ 等人发现当位于 ’(
’)环路中的 *+, 突变为 -+, 或 .+, 后，/0 的比活性

增加了 1 2 3 倍［,］，提示对参与受体结合的氨基酸进

行适当的改造有可能产生活性更高的蛋白。/0 分

子的多个区域、超过 34 个氨基酸残基参与了与 05(
6*77 的 结 合，我 们 对 位 于 上 接 触 区 8 片 层 中 的

/934、位于下接触区 ’(’)环路中的 *+, 和 :(; 环路中

的 <94, 进行随机突变，成功地构建了重组人淋巴毒

素随机点突变组合文库，为实现应用噬菌体展示技

术等手段对该组合文库进行体外分子进化研究获得

功能活性更优的 /0 分子打下基础。

! 材料和方法

!"! 质粒载体和细胞株

=>?(9@0 载体试剂盒购自 0’.’*’ 公司。A%/0B
=>?(9@0 质粒多克隆位点中含 5 端缺失 13 个氨基

酸的重组人淋巴毒素衍生物 A%/0 基因，由本室构

建。=CD114 质粒、! E "#$% ?-7!菌株为本室保存。

/F1F 细胞株购自中科院细胞所。

!"# 引物序列

用于 G!* 扩增 /0 随机突变 ?5H 的引物序列见

表 9。

表 ! $%&’ 随机突变引物

’()*+ ! $%&’ ,$-.+$/ 01$ $(231. .45(6+2+/-/

5’I; ?;JKA&=$&L# <;MN;#K;（7O!3O）
/0(P <;#J; $;AI&#’Q =A&I;A L8 A%/0 &’’ (()" H0R !H! 0!0 H!! !0R HHH !!R
/0(? H#$&J;#J; $;AI&#’Q =A&I;A L8 A%/0 &&’ ()) !0H !HR HR! RHH RR! 0!! HHH
*+,I(P <;#J; IN$’$&L# =A&I;A L8 *+, R!H HH! H!R RH! !R0 R!! 00! !0! !HR RH0
*+,I(? H#$&J;#J; IN$’$&L# =A&I;A L8 *+, RR! H!R R0! !R0 R00 0R! <55""!!H RHR !HR 0RH R00 !0R !
<94,I(P <;#J; IN$’$&L# =A&I;A L8 <94, RHR R0! !HR !0! 00! 0!! 55< !HR 0H! !!! 00! !H0 R0R
<94,I(? H#$&J;#J; IN$’$&L# =A&I;A L8 <94, RRH RHH RHR !0R RH! !0! H0R RR!
/934I(P <;#J; IN$’$&L# =A&I;A L8 /934 RRR !0R !HR RHH !!H 0RR 55< !H! 0!R H0R 0H! !H! RRR
/934I(? H#$&J;#J; IN$’$&L# =A&I;A L8 /934 !!H 0RR 00! !0R !HR !!! 0RR H0H !

5L$;："KQL#; J&$;J ’A; &# &$’Q&K；""$%; IN$’$&L# J&$;J ’A; N#:;AQ&#;:（5 S HB0B!BR，< S RB!）E

!"7 工具酶

(*+ 酶、?5H 连接酶、限制酶均为 0’.’*’ 产品。

!"8 98: 位、;!<: 位、&!7< 位单点随机突变片段的

扩增制备与克隆

以 A%/0B=>?(9@0 质粒为模板，分别以 /0(P 和

*+,I(? 为一对引物，扩增 *+,I(T 片段；以 /0(? 和

*+,I(P 为一对引物，扩增 *+,I(TT 片段；再以 *+,I(
T 和 *+,I(TT 为模板，/0(P 和 /0(? 为一对引物，扩增

*+,I 片段。用相同方法扩增 <94,I 和 /934I 片段

（略）。G!* 产物 *+,I、<94,I、/934I 片段纯化后分

别与 =>?(9@0 载体连接，转化 ! E "#$% ?-7!，提取克

隆于 0 载体的单点随机突变文库重组质粒。

!"= 98: 位 > ;!<: 位 > &!7< 位三点随机突变片段

的酶切拼接与克隆

A%/0*+,IB=>?(9@0 质 粒 用 限 制 酶 !"#*"和

’"""双 酶 消 化，回 收 *+,I(UH 片 段；A%/0<94,IB
=>?(9@0 质粒用限制酶 ’"""和 ,-."双酶消化，回

收 <94,I(HG 片段；A%/0/934IB=>?(9@0 质粒用限制

酶 ,-."和 /*0-"双酶消化，回收 /934I(GC 片段。

*+,I(UH、<94,I(HG 和 /934I(GC 片段连接后作为

模板，/0(P 和 /0(? 为一对引物，扩增 *+,I V <94,I

V /934I 片段。G!* 产物纯化后与 =>?(9@0 载体连

接，转化 ! E "#$% ?-7!，提取克隆于 0 载体的随机点

突变组合文库重组质粒，另取 9B944 的转化液涂布

含 HI= 抗性的平板，计算转化数。

!": 随机突变组合文库重组子序列测定

随机挑取 74 个 A%/0（*+,I V <94,I V /934I）B
=>?(9@0 随机点突变组合文库重组子样品，委托上

海生工生物技术服务有限公司进行正、反双向序列

测定，测序结果用 ?5H<$’A 软件分析。

!"? 随机点突变组合文库的原核系统表达和体外

测活

将 *+,I V <94,I V /934I 片段从 A%/0（*+,I V
<94,I V /934I）B=>?(9@0 质粒上用限制酶 !"#*"
和 /*0-"双酶切下，与 =CD114 载体连接后转化

! E "#$% ?-7!。从转化平板上随机挑取 34 个克隆，

分别接种于 9I/ /C 培养基中，3WX、174ABI&# 培养

3% 后，升温至 +1X诱导表达，3% 后收集菌体沉淀，

加入 @ILQB/ 尿素粗提蛋白。同时诱导表达野生型

/0 B=CD114B ?-7!菌 作 为 阳 性 对 照，诱 导 表 达

=CD114B ?-7!菌作为阴性对照。用含放线菌素 ?
（9IYB/）的 ?>U> 培养基倍比稀释尿素提取液，测
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定细胞毒活性。!" 孔板每孔接种 # $ %&’ 细胞数的

(!#! 细胞，)*+、,-./# 培养 %"0 后，每加入 %&&!(
不同稀释度的样品，继续培养 #’0 后用结晶紫染色

法检测细胞存活情况，随后对测活的 )& 个样品进行

序列测定。

! 结 果

!"# 随机点突变组合文库的构建

利用 /1234567.8 法扩增分别获得 30(9 单点随

机突变 :;< 片段 8’"=、>%&"= 和 (%)&=，电泳检测

7.8 产物结果，8’"=?@、8’"=?@@ 和 8’"= 片段的大

小分别为 !"A6、)B’A6 和 ’"#A6，与理论值一致，而用

相同的方法扩增获得的 >%&"= 和 (%)&= 片段大小

也与设计相符，电泳图见图 #。利用限制酶 !"#8
"、$"""、%&’"和 ()*C"将第 ’" 位、%&" 位和 %)&
位的单点随机突变拼接获得 30(9 三点随机突变

:;< 片段 8’"= D >%&"= D (%)&=，将该 :;< 片段克

隆于 6E:?%B9 载体，构建过程见图 )。获得的随机

点突变组合文库转化数为 %F, $ %&,。

图 # /123456 7.8 制备 30(9 单点随机突变片段 8’"=、

>%&"= 和 (%)&=
GHIJ# /123456 7.8 5=64HKHL5MHNO NK 30(9 8’"=，>%&"= 5OP

(%)&= QHM2?PH32LM2P 35OPN= =RM5MHNO K35I=2OMQ
% S )：7.8 63NPRLM NK 8’"=?@，8’"=?@@，8’"= K35I=2OM；

’ S "：7.8 63NPRLM NK >%&"=?@，>%&"=?@@，>%&"= K35I=2OM；

* S !：7.8 63NPRLM NK (%)&=?@，(%)&=?@@，(%)&= K35I=2OM；

E：:(#&&& :;< E53T23

!"! 随机点突变组合文库重组子测序结果

对 ,& 个 30(9 随机点突变组合文库重组子质粒

进行序列测定，证实插入的序列为 30(9 突变体基

因，被突变的氨基酸位点分别是 8’"、>%&" 和 (%)&，

且核苷酸序列均不相同，突变频率的比较结果见表

#。单点核苷酸的突变频率范围为理论值的 )#- S
#&B-（实际出现次数与理论出现次数之比）；各点平

均后的核苷酸的突变频率范围为理论值的 B’- S
%#%-。所对应的各氨基酸平均三点随机突变频率

图 ) 30(9 随机点突变组合文库重组质粒的构建

GHIJ) .NOQM3RLMHNO NK M02 32LN=AHO5OM 645Q=HP NK 30(9
LN=AHO2P QHM2?PH32LM2P 35OPN= =RM5MHNO 4HA353U

范围为理论值的 #%- S ##!-，见表 )。

!"$ 随机点突变组合文库的原核表达和活性分析

将克隆于 6E:?%B9 载体上的随机点突变组合

文库用限制酶 !"#8"和 ()*C"克隆至 6VW##& 载

体，构建了 30(9 原核表达随机点突变组合文库，上

述文库的酶切鉴定结果见图 ’。从原核表达文库中

挑取 )& 个样品进行体外测活和序列测定，结果见表

’。其中 #% 个样品未测出活性，占 *&-；活性低于等

,’% 期 沈毅!等：重组人淋巴毒素随机点突变组合文库的构建



于 !"#$ 的样品有 % 个，占 &’(’)；活性高于 !"#$ 的 样品有 & 个，占 *(%)。

表 ! "#$% 随机点突变组合文库核苷酸突变频率

%&’() ! %#) *+,()-./0) 1+.&./-* 2")3+)*,/)4 -2 .#) "#$% ,-1’/*)0 4/.)50/"),.)0 "&*0-1 1+.&./-* (/’"&"6

+* ,-* ,’-
. . / . . / . . /

012!342

0 ,&5,&(6 *5,&(6 -5- &*5,&(6 ,*5,&(6 -5- ,75,&(6 ,’5,&(6 -5- ,6(,5,&(6
$ ,85,&(6 &&5,&(6 -5- +5,&(6 +5,&(6 -5- %5,&(6 %5,&(6 -5- ,-(65,&(6
9 75,&(6 85,&(6 &75&6 65,&(6 ,,5,&(6 ’65&6 75,&(6 ,&5,&(6 ,75&6 ,,(,5,&(6
: ,,5,&(6 ,’5,&(6 &-5&6 ,65,&(6 ,85,&(6 ,65&6 ,%5,&(6 ,75,&(6 ’&5&6 ,’(’5,&(6

表 7 "#$% 随机点突变组合文库氨基酸突变频率

%&’() 7 %#) &1/*- &,/0 1+.&./-* 2")3+)*,/)4 -2
.#) "&*0-1 1+.&./-* (/’"&"6

+* ,-* ,’- 012!342 $"2;!<
0=3>0 , & 6 &(*% ’(,
9<?>9 & - - -(*% ,(*
0?@>A & ’ & &(’’ ,(*
:=B>C - , + ,(*% ,(*
D"2>E + - , ,(*% ,(*
:=<>: , 7 * 6(-- ’(,
FG?>F - , - -(’’ ,(*
H=2>H ’ - , ,(’’ ,(*
#<?>I - % + ’(*% ,(*
#2B># * , ’ ’(’’ +(%
J2K>J & & & &(-- ,(*
0?L>. , ’ - ,(’’ ,(*
D!;>D & , & ,(*% ’(,
:=L>M - - , -(’’ ,(*
0!4>N % * * *(’’ +(%
/2!>/ + * & +(-- +(%
$"!>$ & * 6 +(’’ ’(,
O3=>O % , , ’(-- ’(,
$!@>P ’ , ’ &(’’ ,(*
$<!>Q & , , ,(*% ,(*
$2!> ( , - , -(*% ,(*
$;K;= 6- 6- 6- 6- 6-

图 + @JA>,7$ 和 @RO&&- !"#$ 随机点突变组合文库

的酶切鉴定

EG4S+ N2?K!GTKG;L 2LU<V2 WG42?KG;L ;X K"2 =GY!3!G2?
GL @JA>,7$ 3LW @RO&&-

,：!"#$（N+*V Z /,-*V Z #,’-V）5@JA>,7$ @=3?VGW； &：!"#$（N+*V

Z /,-*V Z #,’-V）5@JA>,7$ @=3?VGW WG42?K2W [GK" !"#N! 3LW $%&F

!； ’：!"#$（N+*V Z /,-*V Z #,’-V）5@RO&&- @=3?VGW； +：!"#$
（N+*V Z /,-*V Z #,’-V）5@RO&&- @=3?VGW WG42?K2W [GK" !"#N! 3LW

$%&F!

表 8 "#$% 随机点突变组合文库样品测活和测序结果

%&’() 8 96.-.-:/,/.6 &,./;/.6 &*0 4)3+)*,)4 -2 4&1<()4
-2 .#) (/’"&"6

JBK3KG;L 6-) T<K;K;\GTGK<
+* ,-* ,’- （AG=BKG;L）

[G=W K<@2 N / # &,’

!"#$V>, N A C &,,

!"#$V>& : $ # &%

!"#$V>’ / C I .A!

!"#$V>+ O . A .A
!"#$V>6 N M $ &,6

!"#$V>* E $ $ .A
!"#$V>% H / N .A
!"#$V>7 $ . / &,-

!"#$V>8 D I Q .A
!"#$V>,- N S!! N .A
!"#$V>,, . 0 Q .A
!"#$V>,& N N : &,&

!"#$V>,’ J : / .A
!"#$V>,+ P N J .A
!"#$V>,6 E $ C .A
!"#$V>,* H D M .A
!"#$V>,% / 9 N .A
!"#$V>,7 / : / .A
!"#$V>,8 O N J &*

!"#$V>&- O / E .A
!"#$V>&, A F $ .A
!"#$V>&& J . / &*

!"#$V>&’ 9 0 P .A
!"#$V>&+ Q I D .A
!"#$V>&6 N $ / &,+

!"#$V>&* # E J .A
!"#$V>&% D : S .A
!"#$V>&7 O 0 A .A
!"#$V>&8 # H : .A
!"#$V>’- O F $ &,’

.;K2：! .A：L;K W2K2TK2W（WG=BKG;L ] &*）S!! S ：K2!VGL3= T;W;LS

7 讨论

传统的药物筛选费用昂贵、周期长、风险大，而

在分子水平上利用达尔文的进化论思想发展起来的

分子进化工程已成为药物设计与筛选的新手段［%，7］。
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利用分子进化工程已筛选出大量的受体拮抗剂、酶

抑制剂等用于治疗癌症、艾滋病、心血管病、神经性

疾病等［!，"#］。分子进化工程技术上包括三个方面：

（"）构建大容量的组合文库；（$）特定生物活性的高

通量筛选方法；（%）活性成分的分析鉴定。构建适合

的大容量生物大分子变异体组合文库是进行分子进

化研究的关键，我们根据淋巴毒素与 &’()** 受体

结合复合物的晶体衍射结构，结合其它 +& 突变研

究资料选择了参与受体 $ 个接触面的三个氨基酸位

点进行组合随机突变，希望构建出具有较大库容、良

好随机性和多样性、能对 +& 的生物活性产生各种

影响的突变体，以便实施有效的分子进化研究。

国内外对 +& 的结构与功能研究主要通过对其

的氨基酸序列缺失或定点突变改造［$，""，"$］实现，国外

有对 +& 及其它生物活性大分子单个氨基酸位点及

连续的多个氨基酸位点进行随机突变的研究，但未

见对不连续的多个氨基酸进行随机突变组合文库构

建的报道。构建多个不连续的氨基酸突变组合文库

的优势首先在于能迅速扩大突变体的数量（构建 ,
个氨基酸突变产生的多样性为 $#,），达到高通量的

生物进化筛选获得高性能的新一代候选药物的要

求；其次，多个位置的相互影响能产生更多结构和活

性差异更大的突变体；此外，在 +& 与 &’()** 受体

复合物的晶体衍射结构研究基础上，选择参与受体

结合的特定氨基酸进行定点的随机突变，能较完整

地保留 +& 的基本结构，增加了获得定向进化分子

的有效性，避免了连续多个氨基酸位点突变对分子

结构产生过大的影响。由于构建不连续的多个氨基

酸突变组合文库在基因操作技术上存在较大的难

度，我们通过 -.) 反应条件的控制和组合突变体库

连接策略的精密设计，经过多次改进和反复实验，在

国内外首次将 +& 分子参与受体 $ 个接触面的三个

氨基酸进行随机突变组合获得成功。

我们所构建的 /0+& 随机点突变组合文库转化

数为 "1* 2 "#*，而随机核苷酸 ’’3（’ 4 56&6.67，3
4 76.）所形成的 %$ 种密码子构成的三个氨基酸随

机突变可产生 %1% 2 "#8 种可能的核苷酸序列，该变

异体库的容量达到了理论值的 81* 倍，完全能包含

所有的三点随机突变组合。测序分析随机点突变组

合文库的随机性显示：（"）在核苷酸水平上（表 $）：%
个突变氨基酸的 ! 个核苷酸点中，有 9 个 ’ 突变均

包含了 5、&、.、7 8 种核苷酸，突变频率范围为理论

值的 %$: ; $#<:；另 % 个 3 突变包含了 .、7 两种

核苷酸，突变频率范围为理论值的 9#: ; "8#:。

虽然每种核苷酸在不同点上的突变频率与理论值存

在一定偏差，但这种偏差主要是由于测序样品数不

足所引起的，将各点进行平均后的核苷酸的突变频

率范围则为理论值的 <8: ; "$":，显示出良好的

随机突变模式。（$）在氨基酸水平上（表 %）：每个氨

基酸位置上都可突变产生 $# 种氨基酸，每种氨基酸

在这三个位置上的突变频率范围为理论值的 #: ;
8%<:，变化范围较大是由测序样品不足以及氨基酸

密码子的兼并性所致。虽然每个突变位置中未能出

现所有 $# 种氨基酸，但是每种氨基酸至少在三个突

变位置中出现一次以上，且以三个突变位置综合计

算，各氨基酸平均突变频率范围为理论值的 $": ;
$$!:。由于使用 ’’3 密码子进行突变，理论上仅

有三种氨基酸出现频率，分别为 81= 次、%1" 次和

"19 次，若将 *# 个样品所有三个突变位置合并统

计，应出现 81= 次的氨基酸实际出现频率为 81**；应

出现 %1" 次的氨基酸实际出现频率为 %1%%；应出现

"19 次的氨基酸实际出现频率为 "1*8，可见氨基酸

的变化是随机的。对上述结果的分析表明该组合文

库在核苷酸和氨基酸的一级结构上都具备了良好的

随机性和多样性。另对文库中 %# 个随机样品的生

物学活性测定结果显示，无活性（其中包括活性极低

的样品）、低活性和高活性样品分别占 =#:、$%1%:
和 91=:，其中 "* > 和 $* > 样品的活性分别为野生型

/0+& 的 $ ; 8 倍，证实在该文库中包含生物学活性有

巨大差异的各种突变体，显示出生物学活性的多样

性。

本实验室已将该文库展示于丝状噬菌体表面，

正通过体外受体亲和筛选的手段，研究 +& 的结构

与功能，并已初步获得多个活性大幅度提高的样品，

相应结果将后续报道。
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