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噬菌体展示技术筛选抗轮状病毒多肽的试验研究
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摘 要 从噬菌体随机展示十五肽文库筛选出 U个与轮状病毒粒子特异性结合多肽。经空斑减少抑制实验和 +DD法分析表
明其中 "个多肽对病毒感染培养细胞具有抑制作用，其中序列为 VW*XYQYYD*D.*QX的 >肽具有显著抑制作用，抑制效果达
Z"[，另外 !个多肽 9和 \抑制效果分别为 U#[与 %#[。经过多肽序列分析发现这 "个十五肽具有 !个保守序列，分别是第
!至 =个氨基酸残基 W*XYQYY和第 7! ] 7%个氨基酸残基 *YX。胰蛋白酶水解位点分析表明 >肽无裂解位点，而 9肽和 \肽则
分别具有 "个和 U个潜在水解位点。抑制病毒感染液中胰蛋白酶活性，发现 9，\两肽也能显著地抑制病毒离体感染。说明
所筛选的多肽 !个保守序列的完整对抗病毒感染起着重要作用。>肽有望成为一种治疗轮状病毒感染的口服药物。
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人轮状病毒（CB4,@ .’;,216B?）属于呼肠孤病毒
科轮状病毒属，%岁以下的婴幼儿几乎全被感染过。

全球范围内因急性肠胃炎而住院的儿童中，有 "%[
] %![的患者由轮状病毒感染引起。在发展中国



家，估计每年有 !亿 "千 #百万小儿患轮状病毒腹
泻，其中有 !$%% 万表现为中重度患者，并且导致其
中 $&万例因为严重脱水、电解质紊乱而死亡［!，"］。
在我国，有 ’!( ) *%(左右的婴幼儿腹泻由轮状病
毒感染所致，且由于轮状病毒在自然环境中较稳定，

不容易自行失活，容易在幼儿园和学校、儿童医院等

通过粪+口途径传播［,］。目前，国内外均无针对轮状
病毒感染的特效药物，治疗上只能采取对症治疗法，

需 !%天左右时间才能痊愈。美国食品和药物管理
委员会（-./）曾经在 !00$年 $ 月批准了一种猴+人
轮状病毒基因重配口服四价疫苗，但由于其具有引

起发烧、产生肠套叠现象的风险而于 !’个月后退出
市场［’，#］。有效疫苗的缺少和特效药物的缺乏使得

防治婴幼儿轮状病毒腹泻正成为世界卫生组织

（123）优先解决的重大疾病之一。在尽快开展有
效疫苗研究的同时，快速筛选特异性抗轮状病毒的

药物正成为未来防治婴幼儿腹泻的主要手段之一。

噬菌体展示技术是 0%年代发展起来的一种体
外筛选技术，它通过将外源基因克隆到噬菌体外壳

蛋白 45666或 4666的 7+端从而将该基因融合表达并
展示在噬菌体表面［*］。用抗原去淘洗抗体或随机多

肽构成的噬菌体展示文库，根据抗原+抗体反应原
理，可以将与抗原紧密结合的抗体或多肽片段筛选

出来［&］。多肽在药物筛选过程中扮演着举足轻重的

角色，主要因为它能有效地结合到靶蛋白的活性位

点或具有生物学功能的相关位点，同时多肽的分子

量小，达到肠胃后不易被降解且容易吸收，几乎不会

受到破坏［$］。因此噬菌体展示系统的高通量筛选，

完全有可能筛选出多个针对不同抗原表位的多肽。

而这些特异性抗轮状病毒的多肽有望联合起来单独

做成口服制剂或者补加到口服补液盐（389）中用于
临床防治轮状病毒腹泻，或者通过添加到儿童食品

和饮料中做成抗病毒腹泻的保健品。

! 材料与方法
!"! 病毒与细胞

/组轮状病毒株由广州市儿童医院中心实验室
提供，:/!%’ 细胞购自武汉大学保藏中心。:/!%’
细胞使用补加 !%%!;<=>的双抗（青霉素和链霉素）
与 !%( -?9 的 :@: 液体培养基（A6?B3）于 ,&C、
#( B3" 中培养。

!"# 病毒的感染、收获与毒力测定
以终浓度 #!;<=>的胰酶处理病毒感染液 !D以

活化病毒粒子，按病毒感染复数为 %E#（=FG H %E#）剂

量接种对数生长期 :/!%’ 单层细胞。吸附 0%=GI
后，补加含 %E#!;<=>胰酶的新鲜培养基，’$ ) &"D后
（$%( ) 0%(细胞病变），离心收集细胞，反复冻融 ,
次，离心去细胞碎片，收集病毒上清备用。病毒毒力

测定按常规中性红染色空斑计数法进行。

!"$ 病毒纯化
收获接种感染病毒 &"D后的 :/!%’细胞，重悬

于 %E!=FJ<> K?9中，反复冻融数次使细胞破裂释放
出病毒粒子。*%%%L<=GI离心 !%=GI，去细胞碎片，保
留上清。上清中加入 !<’ 体积的 "$(的 K@A$%%%+
7MBJ溶液（用 #E0"#( 7MBJ 溶液将 K@A$%%% 配成
"$(的 K@A$%%%+7MBJ 溶液）使 K@A$%%% 终浓度达
&(，7MBJ终浓度 "E"(。将溶液至 ’C冰箱中搅拌
处理 !$D（用磁力搅拌子）以聚合与沉降病毒粒子。
$%%%;离心 ,%=GI，将沉淀溶于适量 %E!=FJ<> K?9+
BM，（"==FJ<> BMBJ" 溶于 %E!=FJ<> K?9），使溶液呈透
明状。重悬溶液置于 ,#(的蔗糖垫上（用 %E!=FJ<>
K?9+BM配置），$,%%%;离心 ,D，去上清，取病毒沉淀。
适量 K?9溶解沉淀，取 ! ) "=>加入到配置好的蔗
糖连续梯度溶液离心管中（由 **(、,#(、"%(不同
浓度的蔗糖，小心注入到离心管中配置好，过夜后即

可形成连续梯度），$%%%%;，水平离心 ’ ) *D。从离心
管中小心取出病毒带，!% 倍 K?9 重悬收集病毒带，
’C过夜透析，去蔗糖成分，并使用固体 K@A$%%%浓
缩病毒样品，取样进行电镜观察，确定病毒的纯度和

完整度。病毒适当稀释后，测 !""$%和 !""*%计算病

毒的浓度，在波长 "$%I=和 "*%I=处测病毒蛋白的
光密度值，按 1MLNOL;+BDLGPQMGI法计算 R蛋白质浓度
（=;<=>）H !E’# S !""$% T %E&’ S !""*%。

!"% 噬菌体随机十五肽展示文库的淘洗
噬菌体随机十五肽展示文库以及敏感宿主菌

U0!<UMINJOV 由 AKW 9=GQD 教授惠赠，辅助噬菌体
:!,U3&本室保存［0］。文库拯救、淘洗以及筛选过
程基本参考文献［0］进行。其简要流程如下：用纯化
的轮状病毒（85）溶液 #=>（#%!;<=>，K?9稀释）包被
免疫管（7OIX，=MYGPFLN，’C过夜），K?9 洗 " 次后
K?9:（K?9 中含 #(的脱脂奶粉）于 ,&C封闭 !D。
去封闭液，K?9洗 ! 次后加入 ’C储存的约 !%!! 4ZO
噬菌体十五肽展示文库，用 K?9 补充至总体积约
’E#=>，,&C结合 "D。接着用 K?9[（含 %E#( [\VVI
"%的 K?9）和 K?9各洗 "%次，以洗去没有结合上的
噬菌体颗粒。将结合至免疫管的噬菌体用 %E#=>
酸性缓冲液（%E"=FJ<> ;J]XGIV+2BJ NOZZVL 42"E"）洗脱
下来，用等体积碱性缓冲液（%E#=> !=FJ<> [LGP+2BJ，

’%’ #$%&’(’ )*+,&-. */ 0%*1’2$&*.*34 生物工程学报 "%%&，5FJE",，7FE,



!" #$%）中和。洗脱下来的噬菌体文库感染大肠杆
菌 !"#$%&’#$’( #)*’ &#%（+,’(( ) ($*），+*(,-./0，123培
养 %4。离心沉淀菌体，适量培养基重悬并涂布 %(
个!) %25. 的平板，123倒置培养过夜。用 %(.6
789培养基将菌落全部刮下来，按 %.6-管加甘油储
存在 : 2(3备用或者取 %管直接进行下一轮淘洗。
此后几轮筛库，步骤同第一轮淘选，但包被的病毒浓

度递减，第二轮 +*";-.6，第三轮 %(";-.6。当得率
（洗脱后的噬菌体数-参加淘洗的噬菌体数）不再增
加，停止淘洗，保留最后一轮筛选的单菌落进行特异

性结合筛选。

!"# 噬菌体文库的拯救
在 %(.6的 789 培养基中加入甘油储存的文

库，123，+*(,-./0恒温培养 %4,。加入 < = %(%( !>?的
辅助噬菌体 @%1A(2，123，+*(,-./0 继续恒温培养
培养 %4。%((( = ;离心 %(./0沉淀菌体，小心弃去上
清。将沉淀用 %(.6 789培养基轻轻重悬，123，+*(
,-./0恒温培养过夜。%((( = ;离心 +(./0沉淀菌体，
上清加入 +.6的 BCD-7EFG（+(H BCDIJ(((-+$*.KG-6
7EFG），充分混合后，置于冰上 1( L ’(./0，%(((( = ;、
<3离心 +(./0。弃上清，倒置离心管使其自然干
燥。加入 %(.6 BMN溶解并用 ($<*".的滤膜过滤，
<3保存备用，或直接用于下一轮的淘洗。
!"$ %&’()、*+)测序和多肽合成
经过几轮淘洗并使噬菌体达到饱和后（淘洗后

噬菌体文库滴度不再升高），挑选最后一轮平板上的

菌落进行培养和噬菌体拯救，并经 C6ONP测定其与
QR结合的特异性。在 #’孔细菌培养板中每孔加入
+(("6 789培养基，并从最后一次淘洗的文库菌落
中随机挑取单克隆至 #’ 孔细菌培养板，123、*(
,-./0培养过夜。用 N/;.E 离心机（酶标转头）%(((
,-./0离心 %*./0。弃上清，每孔加入 %(("6 含
@%1A(2（%(#BST）789，123、*(,-./0 继续培养 %4。
%(((,-./0，%(./0沉淀菌体，弃上清，加 +(("6 789培
养基重悬，123，*(,-./0恒温培养过夜。%(((,-./0，
+(./0沉淀菌体，上清中含有噬菌体颗粒可直接用
于 C6ONP。

+(("6 QR（($%"; -"6）溶液-孔于 <3包被 #’ 孔
酶标板 <4，BMN洗板 1次后 +(("6 BMN@封闭 %4。洗
板 1次，每孔加 %(("6上述 #’孔培养板中的噬菌体
上清和 %(("6 BNM@结合 %4。洗涤后每孔加入以封
闭液 BMN@ % U *((( 稀释的辣根过氧化物酶标记的
@%1 噬菌体抗体（"QBI@%1 E0V/WKXY，B4E,.E5/E）
%(("6，123静置 %4。此后洗涤，显色，终止按常规

方法进行。最后于 MOZIQP[ 酶标仪读取 <(*0. 处
+, 值。以 MNP无片段插入的空载体噬菌体为阴性
对照。选取 +, 值 \ ($* 的阳性菌落扩增、甘油保
种并委托北京奥科生物有限公司测序。分析测序结

果，翻译成相应的十五肽，委托上海联合基因公司

合成。

!", 空斑抑制中和试验（-./012 324156789 92163/.7:
;/6789 62<6，=>+?）
预先接种细胞于 ’孔板中，待单层细胞贴壁铺

满到 J(H左右。将上述合成的十五肽以不同的浓
度与活化的轮状病毒混合，以 @ZO ) ($((%感染 ’孔
板中培养的细胞。%4后弃感染液，基础培养基洗 1
次，洗去游离的病毒粒子。加入 %.6 <+3含 ($2*H
低熔点琼脂糖的完全培养基覆盖单层细胞，室温下

放置 1(./0，待琼脂糖凝固后，滴加少许完全培养基
覆盖，放 123培养。2+4后，加 ($%H的中性红染色
($* L %4，用 BMN轻洗，由于中性红只染活细胞，不染
死细胞，这样就可在红色的背景下计算白色的空斑

数。分别以病毒感染液以及 MNP 与病毒混合液作
为阳性与阴性对照。

!"@ A??法检测细胞存活率
#’孔板内接种 %(* 细胞，待细胞完全贴壁后，

将合成的多肽按一定量与活化的轮状病毒混和液按

.K/ ) %接种细胞。<J4 后将上述 #’ 孔板中的细胞
每孔加入 %("6 @]]（*.;-.6），继续培育细胞 <4；在
每孔加入 @]] 溶解液（底物成分为 +(H N[N-*(H
[@S）%(("6，继续培育细胞 <4，用丙酮终止反应，在
M/K,EX酶标仪上读取 *2(0.的 +, 值。测定时设置
不加细胞的空白对照孔（培养基）。按以下公式计算

细胞的存活率：细胞存活率H )样品 +,*2(平均值-
空白对照 +,*2(平均值 = %((H。该方法的基本原理
是活细线粒体脱氢酶能将 @]]盐还原成蓝紫色的
甲瓒颗粒，以颗粒溶解后呈现的颜色深浅反映细胞

活性。因此，按颜色的深浅能判定存活细胞的数量，

从而评价多肽对病毒抑制的能力。

B 结果
B"! 轮状病毒的纯化与鉴定
在噬菌体展示系统筛选目的结合物过程中，用

于淘洗的目标蛋白是否纯净是能否获得特定结合多

肽的基础。因此本研究采用简单而有效的方法来纯

化轮状病毒，在获得纯净病毒同时尽量保持其完整

的结构。使用 BCDI7EFG方法能够有效沉降大的病
毒颗粒，可以去除大部分可溶性细胞杂蛋白。重溶

*(<姚 宁等：噬菌体展示技术筛选抗轮状病毒多肽的试验研究



后经过蔗糖垫进行病毒粒子浓缩，既可去除伴随病

毒粒子沉降的大分子蛋白，进一步富集了病毒粒子，

而蔗糖垫可有效保护病毒粒子免受超速离心力的破

坏。此后经过密度梯度离心分离病毒带和透析除

糖，已经能获得很纯净且完整的病毒颗粒。而电子

显微观察表明所获得的病毒基本无其他杂质污染，

可直接用于抗轮状病毒多肽的筛选。使用空斑法将

此纯化的轮状病毒进行毒力测定，发现每 !""!#病
毒滴度约为 !"$，比理论值 !"% 几乎少了一个数量级
别，说明病毒经过数级离心等过程，部分失去了感染

力，但是由于病毒粒子结构完整，并不影响下面的淘

选质量。

!"! 与 #$特异性结合十五肽的淘选
为了从噬菌体十五肽展示文库中筛选出与 &’

特异性结合的多肽，十五肽展示文库在辅助噬菌体

(!)*"+的辅助感染下转变成噬菌体形式的文库，并
以完整病毒粒子为固相靶抗原，对十五肽展示文库

进行筛选。筛选得到的噬菌体再重新感染大肠杆菌

! , "#$%，构成二级文库再进行下一轮筛选。在整个
淘洗过程中，每次都对淘洗后的次级文库进行滴定，

计算其菌落形成单位（-./.0123.4560# 70689，-37）。经
四轮淘洗后发现，第一轮筛选后得到的二级文库容

量约为 !,: ; !"<，经过第二轮筛选后，噬菌体进一步
富集，容量达到 =,+ ; !"=，富集比达到 <<，第三轮时
已经增加不多，为 >,$ ; !"=，富集比为 !!"，但是与第
:轮相比较的话，富集比为 :（!!"?<< @ :），无显著增
加。说明噬菌体的富集已经达到饱和状态，而得率

也相差不大，没必要继续进行筛选（表 !）。淘选过
程中逐步减少靶蛋白的量以提高淘选效果，第一轮

靶蛋白为 =!#?孔，第二轮为 :,<!#?孔，第三轮为
!!#?孔，这样有利于淘选到高亲和力的结合肽。

表 % 淘洗过程中噬菌体的选择性富集
&’()* % +*)*,-*. */01,23*/- 45 62’7*8 (9 (146’//1/7

&.70A ! &.70A : &.70A )
BCD#E9 /.DAEA（-37） : ; !"!! ) ; !"!! > ; !"!!

BCD#E9 E/78EA（-37） !,: ; !"< =,+ ; !"= >,$ ; !"=

&.8DF6479（!#） = :,< !
DG6E/A?!#（H） ! ; !" I < <,< ; !" I > !,! ; !" I )

JK046-C5E08 4D8E ! << !!"
D：G6E/A?!# @（LCD#E9 E/78EA? LCD#E9 /.DAEA）; !""H?!#；
J：K046-C5E08 4D8E：G6E/A! @ !（4.70A !’9 16E/A 8. JE !），G6E/A:?G6E/A!，
G6E/A)?G6E/A! M

!": 噬菌体展示多肽与 #$的体外特异性结合
在最后一轮筛选结束后，随机挑取 !%" 个单克

隆进行 KNOPQ实验，检测噬菌体展示多肽与 &’结
合的特异性。在这 !%" 个克隆中，经过第一次

KNOPQ共筛选出 :%个阳性克隆。在对这 :%个阳性
克隆进一步 KNOPQ验证以后，挑选 !"个强阳性克隆
进行下一步实验。图 !显示这 !"个克隆中，展示多
肽 :号和 $号在 >"<05处显示出最强的吸收值，均
大于 ",$%"。其他 $ 个克隆在 >"<05 的 &’ 值在
",==和 ",$= 之间，而阴性对照小牛血清白蛋白
（RPQ）的 &’>"<仅为 ","+%。

图 ! 各样品在 >"<05的 KNOPQ测定值
S6#M! KNOPQ D99D1 60 >"<05

! T !"：075JE49 .3 9E/E-8EA -./.01；!!：0E#D86FE -.084./ RPQ；!:：

EU84D-89 .3 LCD#E -D446E4 V68C.78 D01 609E48 34D#5E08 M KFE41 9D5L/E 69

5ED974EA 8C4EE 865E9 60 >"<05，EFE41 &’ FD/7E 60 8CE 36#74E 69 8CE

DFE4D#EM

!"; 特异性多肽的序列分析
将 !" 个特异性强的克隆提取噬菌体质粒

（LCD#E56A），进行核苷酸序列测定，并推导出相应的
氨基酸序列。各多肽的核苷酸序列和推导的氨基酸

序列见表 :。其中 !、< 号的氨基酸序列一致，命名
为 Q肽，*PWBOXOOYW&&WOB；:、%号氨基酸序列一致，
命名为 R肽，*PWBOXOO*W&&WOB；)、+、!"号的氨基酸
序列一致，命名为 Z肽，YPWBOXOO[W[&WXB。=、$ 号
氨基酸序列一致，命名为 \ 肽，PB*[[YBBWXOXPOB。
表 :结果显示，前三种多肽具有较高的同源性，有 :
个区域一致，分别是第 :至 $个氨基酸残基 PWBOXOO
和第 !: T !<个氨基酸残基 WOB（相同氨基酸用下划
线表示）。推测可能这 :个保守与和轮状病毒颗粒
结合过程中具有重要作用。网上 R/D98比对结果表
明这 :个保守基序均没有发现其同源序列，说明其
是一类新的多肽。\肽与前面 ) 个多肽序列不同，
也没有相应的保守序列，推测其与 &’结合部位不
同于前者。

表 ! 不同特异性多肽的氨基酸序列分析
&’()* ! <31/4 ’,1. 8*=>*/,* ’/’)9818

45 %? 86*,151,’))9 6*6-1.*8

W75JE4 .3 LEL86AE9 PE]7E0-E
B78D86FE 841L960

/1969 968E9
!，<，（Q） * PWBOXOOY W&& WOB *P，&&，&W，)
:，%（R） * PWBOXOO* W&& WOB *P，*W，&&，&W，>

)，+，!"（Z） Y PWBOXOO[ W[N WOB "
=，$（\） PB*[[YBBWXOXPXB *[，!
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!"# 特异性多肽的抗病毒活性
上述研究表明，多肽 !、"、#，$ 能特异性地与

%&的特定位点结合，经分析其中 !，"，#这 ’ 个多
肽具有 (个保守序列，而 $肽和上述 ’个多肽几乎
没有多少同源性。推测前 ’个肽和 $肽与 %&的结
合位点并不一致，抗病毒效果也有显著差异。为确

定结合到 %&上的这些多肽是否能抑制轮状病毒的
感染，首先按照所测定的序列进行多肽合成，使用空

斑减少中和实验和 )**法两种方法来检测多肽对
病毒的抑制作用。通过病毒与多肽感染细胞后，导

致空斑数减少以及活细胞数比例的增加来进行各多

肽中和病毒能力的评价。

图 ( 空斑减少中和实验
+,-.( /01234 546378,9: :438510,;18,9: 84<8

在空斑抑制实验中，以 =9, > ?@??A 进行感染，
很容易在 B孔板进行空斑计数（空斑数在 A?? 个以
内）。图 (可见，多肽 $与 %&的体外结合能力最强
（!"C?D E ?@FD），而空斑抑制结果表明其对 %&没有
明显的抑制作用，推测其与 %&的结合位点为感染
非关键部位，同时序列分析结果表明该多肽完全不

同于其它 ’种多肽。而多肽 #对病毒的抑制能力最
强，当多肽浓度为 C??:=90G孔时，病毒所形成的空斑
数仅为 B个，而当没有任何多肽作用时，病毒所形成
的空斑数为 H?个左右，可见由于多肽 #与病毒结合
后，抑制效果为 H’I，有效地抑制了病毒对细胞的
感染。另外 (个多肽 ! 和 "在不同浓度下对病毒
也有一定的抑制作用，当使用 C?? J F??:=90 时，分
别使得病毒空斑数目下降到 DC 个和 CD 个，但效果
明显不如多肽 #，抑制效果仅为 C?I与 D?I。由于
!、"、#这 ’种多肽具有较大的同源性，并且有 (个
相同的保守区，从理论上推测其对病毒的抑制作用

应该相同。经过进一步研究分析，发现 ’种多肽具
有的胰蛋白酶水解位点数目不一致，!肽多达 C 个
潜在的水解位点，"肽具有 ’个潜在位点，而 #肽没
有相应水解位点。由于轮状病毒感染离体细胞必须

通过胰酶部分裂解病毒的衣壳蛋白后才能有效感

染，因此推测 !肽和 "肽被活化的病毒感染液中的
胰酶所降解，从而造成对其抗病毒活性的降低。而

#肽因为不含水解位点，在活化的病毒感染液体中
保持完整，因此能够起到抑制病毒的作用。

)**法测定多肽对病毒的抑制效率的结果表
明（表 ’），在使用相同病毒感染量情况下（=9, > A），
(CK后含 C??:=90多肽 #的病毒感染液接种的细胞
存活率为 H’I，而含多肽 !和 "的病毒感染液接种
后细胞存活率仅分别为 C(I和 ’BI，含多肽 $的病
毒感染液接种细胞后细胞存活率仅为 A(I，几乎对
病毒感染没有抑制作用。由以上结果可以推断，多

肽 #能够有效地干扰轮状病毒的感染过程，从而达
到较好的抗病毒效果，这和空斑分析结果一致。

表 $ %&&法分析多肽抗轮状病毒效果
&’()* $ +,-./01-’2.034 *55*6- 15 -7* 8*8-.9*4 (: %&& ’44’:

L01:M ! N %& " N %& # N %& $ N %& %&
!"DO? ?@HA ?@’H ?@’’ ?@FD ?@AA ?@?O

P,Q1L,0,8RGI A?? C( ’B H’ A( F

!"; 胰酶对病毒活性的影响
经分析，多肽 !、"中含有多个胰酶水解位点，

为了排除病毒感染液中胰酶被多肽 ! 和 "消耗而
造成活化病毒酶量不够，在保持多肽浓度不变的情

况下（C??:=90），将胰酶用量加大到 C 倍，重新进行
空斑分析，结果空斑数依然仅下降到 DD 和 CF 个，其
抑制病毒效果略有下降，推测与胰酶对多肽的充分

降解有关。同样的多肽 #则能将病毒空斑数抑制
到 B个。
为了进一步验证是否胰酶影响了多肽 ! 和 "

的活性，首先将病毒液用胰酶活化后，加入 (倍过量
胰蛋白酶特异性抑制剂（*5S<,: T:K,L,895 U9RL41:，
)45M公司）抑制其活性。这种无胰酶活性的活化病
毒再与 C??:=90的合成多肽混合使用，以 =9, > A接
种细胞，使用 )**法分析细胞存活率，结果发现，!
肽和 "肽均能有效地抑制病毒，细胞存活分别达到
H?I和 FFI，几乎和 #肽无显著差异（表 C）。这里
不使用空斑抑制分析的原因在于没有胰酶的情况下

很难形成清晰的空斑，给计数造成困难。)**法结
果表明病毒感染液中胰酶影响了 !与 "肽的抗病
毒活性，在移去胰酶后，其中和病毒效果得到加强。

这是由于 !肽和 "肽含有几个胰酶水解位点，在胰
酶的作用下，多肽被水解，造成 (个保守区的裂解，
从而无法有效地抑制病毒。而 #肽无水解位点，不
被胰酶消化，(个保守区保持完整，能够达到有效抑
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制病毒的效果。而在前面实验结果中，因为活化轮

状病毒所使用胰酶浓度较低，会有部分 !肽或者 "
肽没有完全裂解，保留了 #个保守区，因此依然能部
分抑制病毒。

表 ! "##法分析多肽对去胰酶轮状
病毒（$%&）活性的影响

#’()* ! +,-./01234- $%（$%&）’5/464/4*3 ’77*5/*8
(1 /9* : 2*2848*3 (1 "## ’33’1

"$%&’ ! ( )*+ " ( )*+ , ( )*+ )*+

!"-./ /012 /03# /03/ /03- /0/-

456%75$589:; 2// 1/ 33 1< -

: 讨论
多肽有效地结合到靶蛋白的活性位点或具有生

物学功能的相关位点而在药物筛选过程中担任重要

角色。就病毒而言，主要是由所有的囊膜蛋白和其

它结构蛋白构成特定的病毒形态后，通过结合细胞

表面受体进入细胞内，这一复杂的特征与病毒感染

的启动密切相关，也为我们寻找有效的药物作用靶

标提供了有价值的信息。噬菌体多肽展示系统的应

用，为发现和研究抗病毒药物提供了一个有效的平

台。=9>?& 等从噬菌体六肽展示文库中筛选到一个
短肽，它能有效地阻断乙肝病毒囊膜蛋白和核心抗

原蛋白的相互作用，通过改变病毒的形态而抑制病

毒的感染［2/］。@?&A 等研究者从噬菌体六肽展示文
库中筛选到一个多肽，它能通过干扰!型腺病毒的
五邻体衣壳粒与其纤维结构域的相互作用而阻断病

毒的进攻［22］。

本研究从噬菌体十五肽展示文库中筛选出来 <
个同源多肽，序列分析表明这 <个多肽具有 #个相
同的保守序列，这 # 个序列可能在结合到 )*关键
蛋白的活性位点中起了重要作用。体外感染分析结

果表明，只有 ,肽能够有效抑制病毒的感染，而 !
肽和 "肽的抗病毒效果不如 ,肽，虽然其保守序列
一样。由于在轮状病毒感染离体细胞需要使用胰酶

活化，有可能胰酶干扰了多肽 !和 "的活性。通过
对 <种多肽序列的胰酶水解位点分析发现，!肽具
有 B个潜在位点，"肽具有 <个，而 ,肽没有潜在水
解位点。为了排除胰酶影响，将病毒活化后再去掉

胰酶，结果发现 !肽、"肽和 ,肽一样，也能有效地
抑制病毒感染。以上结果表明，所筛选到的 <种特
异性多肽的抗病毒活性与 #个保守序列的完整性极
为相关。而多肽 ,因为不含胰酶水解位点，非常适

用于制备口服制剂。

本实验主要通过空斑形成减少法和 CDD 法 #
种方法对病毒抑制效果进行观察，两种结果相互印

证和支持，这也是使用离体培养细胞评价药物抗病

毒效果的通用方法。在无法获得清晰空斑或者没有

可传代敏感细胞系的情况下，使用 CDD法评价抗病
毒效果也是一种方便有效的方法。虽然获得了特异

性较强的多肽 ,，依然需要进一步通过小鼠体内试
验从活体水平证明是否能在体内真正抑制病毒感

染。由于合成多肽价格昂贵，下一步需要使用串联

表达等方法在细菌中进行发酵表达和纯化，为制备

抗轮状病毒口服制剂打下基础。
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