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P-糖蛋白结合肽的筛选及合成肽鉴定 

王祥卫，张远宁，叶 钢，周 锋 (第三军医大学新桥医院泌尿外科，重庆400037) 

[摘 要] 目的 筛选人膀胱癌P一糖蛋白特异性结合肽并合成鉴定。方法 利用表达获得的P-糖蛋白胞外段融合蛋白为靶 

蛋白，采用酶联板法筛选噬菌体随机 12肽库，化学合成该特异性肽序列，免疫细胞化学方法进行鉴定。结果 从噬菌体随机肽库 

中筛选获得了与P一糖蛋白特异性结合的噬菌体阳性克隆，测序获得特异性结合肽序列。免疫细胞化学结果显示特异性合成肽可与 

耐药细胞 BIU一87／ADM结合 ，而与敏感细胞‘BIU-87不结合。结论 筛选获得的结合肽具有一定的亲和力，可与特定的肿瘤细胞结 

合，表现出一定的肿瘤特异性；P一糖蛋白结合肽的筛选，为人膀胱癌多药耐药的靶向治疗结论提供实验依据。 
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Screening and synthesis of specific peptide to P-glycoprotein 

WANG Xiang—wei，ZHANG Yuan—ning，YE Gang，ZHOU Feng(Department of Urology，Xinqiao Hospital，Third Military Medi 

cal University，Chongqing 400037，China) 

Abstract：Objective To screen and identify peptide specific to P—glycoprotein．Methods The fused P—glycoprotein was used as tar— 

get to biospan its binding peptide with enzyme—linked plate assay in phage random 12 peptide library，synthesis of peptide specific to P-glyco— 

protein and immunocytochemical staining in BIU一87／ADM and BIU一87 cells was done to identify the posive phage clones．Results Peptide 

specific binding to P—glycoprotein was acquired after biospanning．The inserted sequence of the peptide was identified by sequencing analy— 

ses．Immunocytochemical staining results revealed that the binding only occurred in MDR cells BIU一87／ADM．not in sensitive cells BIU一87． 

Conclusion It indicates that this kind of binding exerts its affinity and specificity to MDR cells．The biospanning of peptide provides a base 

for the targeted reversal of multidrug resistance in human bladder cancer． 
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P一糖蛋白广泛表达于膀胱癌耐药细胞表面，将细 

胞内的化疗药物泵出细胞外，导致肿瘤细胞出现多药 

耐药性(MDR) I-2]。肿瘤细胞多药耐药的靶向逆转的 

关键，是寻找特异性的靶向性载体。近年来，噬菌体随 

机肽库技术 的发展为筛选肽类小分子导向工具提 

供了机会。噬菌体随机肽库容量极大，易于筛选和扩 

增。通过亲和筛选，可以得到具有较高特异性和亲和 

力的理想目的肽段。我们利用表达获得的 GST—Pgp融 

合蛋白 J，筛选噬菌体随机 12肽库，获得特异性结合 

肽，化学合成该肽序列，进行了鉴定。报告如下。 

1 材料与方法 

1．1 试剂 

Ph．D．一12 肽库(New England Biolabs)为展示在噬菌体 P 

Ⅲ蛋白 N端的 12肽库，由北京军事医学科学院肿瘤分子生物 

室张立新博士惠赠。一96 g111测序引物：5’一CCC TCA TAG 1TI1A 
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GCG TAA CG一3’，由大连 TaKaRa公司合成。HRP／AntiM13单 

抗为 amercham pharmacia biotech产品；GST—Pgp融合蛋 白由本 

室制备；免疫组化试剂盒为 DAKO产品；其它试剂均为国产分 

析纯或化学纯。Bio—NP一12肽由上海生工合成。 

1．2 方 法 

人膀胱癌移行上皮细胞系 BIU一87由北京大学泌尿外科研 

究所惠赠。耐药细胞系 BIU一87／ADM 由我科建立。参照肽库 

说明，将待测噬菌体按梯度稀释测定滴度。噬菌体滴度 =蓝斑 

数 ×稀释度×10 (pfu／mL)。采用酶联板法 ，进行4轮筛选。 

最后一轮筛选中，TBST中 Tween-20的浓度提高到 0．5％(V／ 

V)。挑取单个第4轮洗脱液测定滴度后的蓝斑，进行扩增。将 

GST—Pgp、GST包被拆酶标板过夜，分别依次加入一抗(噬菌体) 

和二抗(HRP／抗M13噬菌体单抗)，最后显色，测定OD 。测 

序模板的快速纯化参照肽库说明进行。沉淀重悬于 30t．d TE， 

送测序。根据测序结果 ，人工合成生物素标记的P一糖蛋白结合 

12肽(Bio—NP一12)：NDGLLFTWQPSP(上海生工)。培养的肿瘤 

细胞 BIU一87／ADM和 BIU一87多聚甲醛室温固定20 min，4℃保 

存 ；按试剂盒说明，加入 Bio—NP一12，最后加亲和素一生物素一辣 

根过氧化物酶试剂，蒸馏水终止显色。脱水，透明，树胶封片。 

2 结果 

经4轮淘洗，噬菌体克隆获得有效的富集，第4轮的洗脱 

液滴度达到8．6×10 pfu／mL，与第 1轮相比(8×10 pfu／mL)， 
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来自于将水分子从靶分子的沟槽中取代出来，这些 

沟槽主要存在于受体与配体的结合位点或活性部 

位 。③亲和筛选中回收的噬菌体均是与筛选配基 

结合牢固且能耐受漂洗过程的噬菌体。因此，通过筛 

选所获得的结合肽具有一定的特异性和亲和力。 

筛选出的结合肽种类较少，可能的原因是：①由于 

P-糖蛋白胞外段分子较小，其蛋白序列中的免疫活性 

表位可能较少；②随筛选轮次的增加，使筛选到序列完 

全一致的肽的几率增加；③所用肽库经过几次扩增，可 

能使其中的某些序列丢失。 

亲和筛选中，即使经过多轮筛选，也不能排除非特 

异性噬菌体克隆的存在，因而进一步挑取单个克隆，确 

定它与筛选配基的特异性吸附是实验必不可少的步 

骤。通常采用的确定 阳性克隆的方法有：micropan 

ning、ELISA、噬斑分析及膜印实验等  ̈；其中，ELISA 

能半定量测定筛选配基与噬菌体克隆问的结合常数， 

是最为常用的方法。实验中，我们应用该方法筛选阳 

性克隆，采用不含 P一糖蛋白的 GST蛋白作为对照，以 

GST—Pgp A 铀／GST A45o>2．5作为阳性结果判定标准， 

避免了由于噬菌体用量过大所可能造成的假阳性，所 

获得的实验结果较为可靠。本研究 Bio—NP．12肽免疫 

细胞化学分析结果表明，筛选获得的结合肽具有一定 

的亲和力，可与特定的肿瘤细胞结合，表现出一定的肿 

瘤特异性。 

P 糖蛋白特异性结合肽的筛选，为人膀胱癌多药 

耐药的靶向逆转研究提供了导向载体。可以利用该合 

成短肽，联接化疗敏感药物或毒素，进行膀胱灌注给 

药，这样在获得治疗效果的同时，可避免对正常膀胱粘 

膜细胞的损伤。另外，通过构建重组 P-糖蛋白结合肽 

免疫毒素，能更有效的应用于多药耐药的靶向逆转。 
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