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摘 要 水蛭素是凝血酶强有力的天然抑制剂。通过改造噬菌质粒并构建水蛭素表达载体

+,-./-0#1$)234，使水蛭素基因通过接头与噬菌体5&!的6+!（&"(!7%’）基因片段融合。

表达产物在6+$信号肽的引导下到达大肠杆菌周质，在辅助噬菌体5&!89(的帮助下组装

到丝状噬菌体外壳上。展示在噬菌体表面的水蛭素仍然具有与凝血酶结合并抑制酶活性的

作用，说明展示的水蛭素保持了正确的空间构象和生物学活性。水蛭素在噬菌体表面的功成

展示为进一步开展其实验定向进化以及结构与功能关系的研究打下基础。
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噬菌体表面展示是一种新的生物技术，它使表达的外源蛋白或多肽以融合蛋白的形

式展现在噬菌体表面，并可保持相对独立的空间构象和生物活性。大肠杆菌丝状噬菌体

5&!的主要外壳蛋白6+$和少数外壳蛋白6+!分别以,端附着在噬菌体颗粒上，而其.
端则暴露在外。因此，外源蛋白或多肽可以与6+$或6+!蛋白的.端融合，经信号肽引

导至周质并组装到噬菌体颗粒上［&!7］。6+!蛋白因其序列中含有;111或;1111的重

复而具有空间结构的灵活性，因此更适于在.端展现大的多肽链而不影响其空间结构。

6+!位于丝状噬菌体尾端，具有识别和吸附大肠杆菌性菌毛的功能，为解决6+!融合蛋白

没有侵染力这一问题，可引入双拷贝6+!基因，其中一个拷贝融合有外源基因，另一个拷

贝为野生型，在噬菌体颗粒组装时，二者竞争结合，平均不超过&%<的噬菌体颗粒外壳有

一个融合的外源蛋白，其余几个拷贝为野生6+!蛋白［#，’］。利用这一展示系统，可以从多

肽库中通过特定配体选择得到与之相结合的多肽，实现特定功能多肽分子的快速选

择［(］。如果构建一个蛋白质突变体库，通过多轮诱变、扩增和选择就能实现蛋白质的定

向进化［$，"］。

我们采用噬菌质粒+,-./-0#=展示系统，将水蛭素基因重组到6+$信号肽序列与

6+!（&"(!7%’）基因片段之间，通过6+$信号肽将融合蛋白引导至周质，使之参与噬菌体

5&!的组装而在其表面展示。水蛭素重组噬菌体仍可检测到抑制凝血酶的活性，为进一

步从水蛭素突变体库中选择改进性能的分子并研究其结构与功能的关系提供了有力的手

段。
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! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 质粒与菌株：含!"#$信号肽的$%质粒，含水蛭素基因的$%&’()质粒由本实

验室提供。噬菌质粒#*$+,$-.为/01)"12(1公司产品。辅助噬菌体34%5!6，大肠杆

菌,74由本实验室保存。

!"!"# 主要试剂：,89+$连接酶，银染测序试剂盒为/):";<1公司产品；凝血酶底物

*0):"=>",’购自-:;0)(?<;)31??0;("公司。,1@#ABCDD为上海生工公司产品，寡聚核

苷酸引物由上海生工公司合成。

!"# 方法

!"#"! #*$+,$-.7E&’()的构建：为在展示载体#*$+,$-.噬菌质粒中引入多克隆

位点，将该噬菌质粒经!"#FDDD酶切补平再用$%&’D酶切，得到大片段，使其与$%质

粒［4G］的’(%D酶切补平再用$%&’D酶切的小片段连接，’(%D位点得到恢复。所获得含

!"#$信号肽及多克隆位点的展示载体#*$+,$-.H，用’(%D／$%&’D双酶切鉴定。

#*$+,$-.H经’(%D／$%&’D酶切得到大片段。以 34%"#4E为模板，.I引物7*,*&
,$7$,$$,77$$$*,,**,*$,和%I引物$7*7$$7*,,$7*$,*77$$*7$777,
经/*J扩增得到<#E信号肽序列，并在%I端通过简并密码子突变引入!"#FDDD位点，.I端引

入’(%D位点。以$%&’()为模板，.I引物,7*,$$7*,,*7*,$,,$*,,$*$*,7$,
,7,和%I引物*7*77$,**7$7**$**$**,,7,$$$,$,,*,,*,77经/*J扩增

得到水蛭素基因，.I端引入!"#FDDD位点，%I引入777K连接区和$%&’D位点。以上片

段经两端酶切并连接得到重组噬菌质粒#*$+,$-.7E&’()，它含<#E信号肽和水蛭素基

因、接头及<#%蛋白4L6!8GM基因片段（见图4）。用’(%D／$%&’D双酶切和/*J银染

测序进行鉴定。

!"#"# 水蛭素&<#%（4L6!8GM）融合蛋白的制备与鉴定：重组噬菌质粒在大肠杆菌,74
中培养，4"N培养液4GGGG)／"(?离心O"(?，收集菌体，重悬于4GG"N的周质提取液

（4"<／"N溶菌酶，OGP蔗糖，4"":A／NQ9,$（#’ERG），%G"":A／N,)(C&*A（#’ERG）），冰上

放置4G"(?。4GGGG)／"(?离心."(?，上清为周质蛋白混合液，可直接测定其抑制凝血酶

活性［44］及进行电泳分析。

将两份周质样品与加样液等体积混合于%6S保温%G"(?，采用.H／2"的电压降进行

聚丙烯酰胺凝胶电泳。一份样品凝胶进行银染，显示周质蛋白组分与分子量标准，另一份

转移至硝酸纤维素膜，与生物素标记的凝血酶杂交显色。

!"#"$ 水蛭素重组噬菌体的制备与鉴定：重组噬菌质粒在大肠杆菌,74中培养，经辅

助噬菌体34%5!6包装成噬菌体颗粒［L］，经O次/Q7沉淀，纯化浓缩至4G482TB／"N左

右。取4G4G2TB噬菌体点样于硝酸纤维素膜上，与生物素标记的凝血酶杂交显色。

!"#"% 水蛭素、水蛭素&<#%（4L6!8GM）融合蛋白与水蛭素重组噬菌体抑制凝血酶活性的

测定：分别取不同体积载体#*$+,$-.H与重组噬菌质粒#*$+,$-.7E&’()的周质

蛋白以及重组噬菌体（4G482TB／"N），测定其抑制凝血酶的活性，以)8G.表示，参考标准水

蛭素的抑制曲线，换算出抗凝血酶单位（$,U），并可推导出每个噬菌体上水蛭素的近似
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图! 噬菌质粒"#$%&$’()*+,-.的构建

/-01! #2345.675-2328"9:0;<-="#$%&$’()*+,-.

拷贝数。

! 结果与讨论

!"# 水蛭素展示载体的构建

原展示载体"#$%&$’(用于构建抗体库，其信号肽与外源基因插入位点之间有多

余的序列，因其可能影响水蛭素的空间构象，所以我们加以改造，构建含0"*信号肽的重

组噬菌质粒（图!）。

在信号肽序列的尾部引入酶切位点!"#=>>>，使外源基因可以与信号肽序列正确连

接并不含多余氨基酸序列。不仅如此，我们将0"?蛋白的!!!@A片段去掉，只保留了

!@B!CDA区域，而!@B位恰好有一个$%&,>位点。这样构建的载体可方便地插入外源

基因（图E）。

!"! 重组噬菌质粒$%&’(&)*+,-./0的鉴定

!"!"# F#G反应分别扩增0"*信号肽基因片段、水蛭素基因及两者的重组片段（图?），

它们分别为@?H"，EE@H"和?D*H"，与预期结果一致。

!"!"! $%&,>／!"#=>>>双 酶 切 鉴 定 重 组 噬 菌 质 粒 "#$%&$’()*+,-.。 载 体
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图! "#$%&$’()*+,-.的局部/%$序列

0-12! 3456789-4.6".6:6;989-<;<=956/%$=.8176;96;4<>-;1956
5-.?>-;+1"@=?:-<;".<96-;

"#$%&$’(A切出BB!C"片段，重组质粒"#$%&$’()*+,-.切出@DBC"片段，其中包含

1"*信号肽序列和水蛭素基因（实验结果未列出）。

!"!"# "#$%&$’()*+,-.用银染测序，结果与预期一致，水蛭素基因与1"*信号肽，以

及与1"@（BEF!GDH）片段均连接正确。

图@ I#J产物的电泳分析

0-12@ I$)K8;8LM:-:<=I#J".<>?49:
B2I#J87"L-=-6>1"*:-1;8L"6"9->6／,-.

!2")KNFO=（P）／,86QQQ

@2I#J87"L-=-6>1R*:-1;8L:6R?6;46

G2I#J87"L-=-6>5-.?>-;16;6

图G 融合蛋白的电泳与酶标定位分析

0-12G I$)K8;>’L<99-;18;8LM:-:<=,-.+1"@（BEF!GDH）

=?:-<;".<96-;S-95C-<9-;+95.<7C-;
82’L<99-;18;8LM:-:；C23-LT6.:98-;-;1
B，G2"#$%&$’(A；@2N<L64?L8.:98;>8.>

!，(2"#$%&$’()*+,-.
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!"# 水蛭素$%&#融合蛋白及水蛭素重组噬菌体的鉴定

!"#"’ 酶标定位测定融合蛋白的分子量

生物素标记的凝血酶检测出水蛭素与!"#（$%&!’()）融合蛋白的条带位置对应于分

子量标准#(*+左右（图’），与二者分子量的加和基本一致。

图, 水蛭素重组噬菌体标点杂交分析

-.!/, +0123011.4!545367.708
9.:;<.4="95!>?.192.01.4=19:0@2.4
$/A95!>?.19"BCDECF,GH=I.:

J/A95!>?.19"BCFECF,K

!"#"! 重组噬菌体的检测

水蛭素重组噬菌体与生物素标记的凝血酶结

合而呈阳性结果（图,），表明噬菌体表面展示的水

蛭素与凝血酶仍有相互作用。

!"( 水蛭素$%&#融合蛋白及水蛭素重组噬菌体的

抑制凝血酶活性测定

分别测定"BCDECF,K，"BCDECF,GH=I.:
在大肠杆菌EG$中表达的周质及噬菌体上清抑制

凝血酶的活性（表$，J）。

周质中的融合蛋白对凝血酶的抑制作用随融

合蛋白的增加而增强并趋于平衡，结果换算，$@L
培养液的周质抑制活性约为JM,CEN。

图) 水蛭素融合蛋白与重组噬菌体

对凝血酶的抑制曲线

-.!/) O49.2.1.04P;:Q>0819:0@2.4
$/!"#$!"#（$%&=’()）

J/9.:;<.4"95!>

表’ 周质蛋白抑制凝血酶活性比较

)*+,-’ ./0102345+1/*601710849&-31&,*:516&340-1/

%7（"L） ( $( J( #( ’( ,(

&’(,（,GH=I.:） (M’)’ (M#%# (MJ%, (MJ,) (MJ’# (MJJ$

&’(,（,K） (M’&& (M,#$ (M,J’ (M,J& (M,#) (M,J&

#&’(, (M($# (M$#H (MJJ% (MJ&$ (MJ%# (M#()

注：#&’(,R&’(,（,GH=I.:）S&’(,（,K），,GH=I.:代表重 组 噬 菌 质 粒"BCDECF,GH=I.:，,K代 表 噬 菌 质 粒

"BCDECF,K。

表! 噬菌体抑制凝血酶活性比较

)*+,-! ./0102345+1/*601710849;13<=1/&2*%-

E.1>:（P8;） $T$($J JT$($J #/,T$($J

&’(,（,GH=I.:） (M’(H (M#)$ (M#H’
&’(,（,K） (/,J, (/,J, (/)$J
#&’(, (/$$& (/$)’ (/JJH

!"> 讨论

水蛭素的D端$!’H肽段由#对二硫键形成

紧密的结构，B端,,!),肽段为伸展的富含酸性

氨基酸肽段，二者通过’%!,’连接区连接，它们分

别与凝血酶的非极性结合位点，催化位点和阴离子

结合位点结合，形成紧密的复合物。水蛭素的D端

#个氨基酸对其与凝血酶的结合起着重要作用，因

而在构建"BCDECF,GH=I.:时，选择!"H的信号
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肽，一方面考虑到它可能有利于融合蛋白的组装，另一方面在信号肽的尾部通过简并密码

子突变产生!"#$%%%酶切位点，使外源基因与信号肽基因重组而无多余的核苷酸。水蛭

素的&端为伸展构象，与’()的连接区为柔性***+，因而融合蛋白中的水蛭素部分可以

保持相对独立的空间构象，从而维持了对凝血酶的抑制活性。周质中的融合蛋白对凝血

酶的抑制曲线（图,）显示，抑制作用随融合蛋白的增加而增强并趋于平衡，重组噬菌体对

凝血酶的抑制作用也随噬菌体量的增加而增强。这些结果表明，以融合蛋白形成在噬菌

体表面展示的水蛭素仍然维持其相对独立的构象与抑制凝血酶的活性。

水蛭素在噬菌体表面的成功展示为进一步开展其实验定向进化和结构与功能关系的

研究打下基础，也为其它蛋白在噬菌体表面的展示提供了方便的载体。
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