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酵母双杂交随机肽库的设计及构建
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　　提　要:目的　构建一个含 16 个氨基酸的酵母双杂交随机肽库。方法　设计合成编码 16 肽的随机 DNA片段 , PCR

扩增随机 DNA 片段 ,经限制性内切酶 BamH Ⅰ和 EcoR Ⅰ酶切后克隆入酵母表达质粒 pGADT7 GH , 构建酵母双杂交随机

肽库质粒 pGADT7 GH-RP并检验其库容。结果　扩增获得编码 16 肽的随机 DNA 片段 , 并成功将随机 DNA片段克隆入酵

母表达质粒 pGADT7 GH ,与 GAL4AD形成融合蛋白 , 其库容为 1.28×107 。结论　成功地构建了酵母双杂交随机肽库。
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　　Abstract:Objective　To construct a peptide library composed of 16 random amino acids with yeast two hybrid

system.Methods　Random oligonucleotides encoded with 16 peptides were designed and artificially synthesized ,

and were amplified by PCR.The amplified products after being digested with BamHⅠ and EcoRⅠ were cloned into

plasmid pGADT7GH to construct the library plasmids pGADT7GH-RP.Results　The random oligonucleotides en-

coded with 16 peptides were obtained and inserted into pGADT7GH , and became fusion protein with GAL4AD.Con-
clusion　The random peptide library with 1.28×107 different recombinant clones has been successfully constructed.

　　Key words:random peptide library;yeast two hybrid system;pGADT7 GH

　　酵母双杂交系统是一个用于探测蛋白-蛋白间相

互作用的杂交系统。本系统既可用于与已知靶蛋白相
互作用的新型蛋白编码基因的文库筛选 ,也可用于检

测两个已知蛋白间的相互作用 。酵母双杂交随机肽库
技术是以随机肽库为筛选对象的酵母双杂交筛选系

统 ,其可应用于开发新型多肽药物和诊断试剂及研究
蛋白质结构与功能[ 1 , 2] 。酵母双杂交分析系统是基于

这样的原理 ,即很多真核转录活化因子是由两个物理

上分开 、功能上独立的结构域组成 ,即 DNA 结合域

(DNA-BD)和转录活化域(AD)。前者可识别靶基因启

动子内特异的核苷酸序列(UAS),并与之结合 ,而后者
则激活下游靶基因的转录 。采用分子生物学技术将两
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个结构域分开而又在同一宿主细胞中表达 ,则不能激

活应答基因转录 。如果将两种可发生相互作用的蛋白

分别与这两个结构域融合 ,并在酵母中一起表达 ,则可

启动报告基因(Lac Z 和His3)转录和表达 ,使得蛋白相

互作用的表型可以通过报告基因的表达而被检测[ 3] 。

本实验室为了筛选靶向NF-κB的抗炎多肽。首先拟以

酵母双杂交载体 pGADT7 GH 为载体构建 16肽的随机

肽库 pGADT7GH-RP。

1　材料与方法

1.1　菌株和质粒
　　 E.coli HB101supE44 , hsdS20(rB-mB-), recA13 , ara 14 ,

proA2 , lacY1 , galK2 , rpsL20 , xyl-5 ,mtl-1 , leuB6 , thi-1 由第三军医

大学基础医学部分子遗传教研室保存。

1.2　主要试剂
　　限制性内切酶 BamHⅠ和 EcoRⅠ , T4 连接酶 , Taq 酶均购

自Takara 公司。小分子量核酸标准购自 Promega 公司 , 片段大

小依次为:501/ 498 , 404 , 331 , 242 , 190 , 147 , 111/110和 73。

1.3　编码 16 肽的随机 DNA 片段的合成 、扩增及

PAGE纯化

　　编码 16 肽的随机 DNA 片段 5′CTAGTGGATCCC(NNK)
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16TAAGAATTCGGCCGC-3′, 由上海生物有限公司合成 , PAGE 纯

化。N代表 A、T、G 、C 4 种脱氧核苷 , K代表 G、T 2种脱氧核苷。

16 肽上下两侧的序列中分别包含有 BamHⅠ 和 EcoRⅠ限制性

酶切位点。于 BamHⅠ限制性酶切位点之后加一个 C , 使得随

机16肽的读码框与载体 GAL4AD 的读码框一致。为了终止随

机 16肽的翻译 , 于随机 16肽之后设计 TAA终止密码子。为了

扩增 16肽的随机 DNA片段 , 另外设计了一条与随机 DNA片段

3′互补的引物 5′-GCGGCCGAATTCTT-3′,由上海生物有限公司合

成 , PAGE 纯化。扩增随机 16肽 DNA片断方法:将随机 DNA 片

段和引物各 6 nmol加入含 200 μmol/ L dNTP的反应缓冲液[ 10

mmol/ L Tris-HCl(pH 8.0), 50 mmol/L KCl , 0.1% TritonX-100 , 2

mmol/ L MgCl2](总体积 100 μl), 95 ℃加热 10 min 后加 20 U Taq

酶 , 95 ℃变性 30 s , 45 ℃退火 30 s , 72 ℃延伸 10 min , 30 个循环。

扩增产物 PAGE 纯化参照文献[ 4] 。

1.4　随机 16肽库酵母双杂交载体的构建

1.4.1　随机 DNA 片断酶切与连接　　延伸的随机片断经

BamHI 和 EcoRI 双酶切后 PAGE 纯化 , 与同样酶切回 收

pGADT7GH按摩尔比 1∶1 混合 ,经 T4连接酶 16 ℃连接 16 h(总

体积 100μl), 后经酚/氯仿抽提 、无水乙醇沉淀 ,重溶于 10μl TE

缓冲液。

1.4.2　连接产物的电转化及库容检验　　10μl连接产物电转

化 100μl预冷的电转化感受态菌 , 转化后的细胞加 2 ml LB 培

养液 , 37 ℃培养 1 h , 取 1 μl进行梯度稀释后 , 涂布于含有 100

μg/ml氨苄青霉素的平板 , 检查随机肽库的库容。其余 LB培养

物以 100μl/平板(150 mm)将菌液涂布于含有 100 μg/ ml氨苄青

霉素的平板 ,过夜培养。用 LB将平版上所有菌落洗脱下来 , 加

入 250 ml/ L甘油 , -70 ℃保存。另外随机挑取一个菌落 ,扩增

培养 ,抽提质粒并以 T7引物进行测序。

2　结果

2.1　编码 16肽的随机 DNA片段的扩增及克隆
　　随机 DNA 片段的扩增及克隆原理见图 1 ,两条寡核苷酸单

链在 Taq 酶作用下互补延伸成双链 , 采用 8%聚丙稀酰氨凝胶

电泳 , 可见扩增片段位于 75 bp 左右 , 大小与实际相符(图 2)。

经PAGE切胶回收 75 bp 的扩增片段 , BamHⅠ和 EcoRⅠ双酶切

后回收片段 ,并将酶切片段插入 pGADT7 GH 载体。

　　5′-CTAGTGGATCCC(NNK)16TAAGAATTCGGCCGC-3′

　　　　　　　　　 　→ 3′-TTCTTAAGCCGGCG-5′

　　　　　　　　　　　↑Taq

　　5′-CTAGTGGATCCC(NNK)16 TAAGAATTCGGCCGC-3′

　　3′-GATCACCTAGGG(NNK)16 ATTCTTAAGCCGGCG-5′

　　　　　　　　　　　↑BamHⅠ +EcoRⅠ

　　5′-CTAGTGGATCCC(NNK)16 TAAGAATTCGGCCGC-3′

　　3′-GATCACCTAGGG(NNK)16 ATTCTTAAGCCGGCG-5′

　　N=C ,G , A , T;K=G , T

图 1　随机片段的扩增及扩增产物的酶切

Fig 1　Amplification of the amplified products of the random

DNA fragment

1:Molecular weight markers;2:Amplified products

图 2　扩增片段 8%聚丙稀酰氨凝胶电泳

Fig 2　Gel electrophoresis of the amplified products with 8%

polyacrylamide

2.2　酵母双杂交随机肽库的库容检验
　　连接产物电转化感受态菌 HB101 后 , 37 ℃培养 1 h , 取 1 μl

培养液梯度稀释后 , 涂布于氨苄青霉素的平板 , 根据菌落数可

推算随机肽库的库容为 1.28×107 。而同样浓度的载体 DNA 自

连形成的菌落为 1×102。

2.3　肽库质粒的随机测序结果
　　随机挑选的 1个菌落 , 经扩增后提取质粒 DNA 进行测序。

测序结果与设计相符 ,随机 16 肽与 GAL4AD形成融合蛋白 , 于

随机 16肽之后出现一个终止密码子TAA。

3　讨论

　　酵母双杂交随机肽库是酵母双杂交肽库筛选技术

的重要组成部分 ,通过将随机 DNA片断与GAL4AD融

合构建酵母表达载体 ,而构成了一个可筛选 、扩增的肽

库。与其它筛选体系如噬菌体随机多肽库 、噬菌体抗

体库 、质粒肽库和核糖体展示肽库相比 , 具有以下优

点
[ 5]
:①酵母双杂交随机肽库不需要纯化靶蛋白;②具

有很高的灵敏度 ,能检测微弱而短暂的相互作用;③由

于酵母细胞属真核细胞 ,与原核细胞相比 ,其更接近哺

乳细胞的生理状态 ,更能保持靶蛋白的天然构象和功

能;④酵母双杂交系统的筛选发生于酵母细胞内 ,对胞

内蛋白而言 ,应用此系统更能保持靶蛋白的天然构象

和功能 ,如此筛选获得的多肽具有生物活性的可能性

更大。此技术已逐渐被应用于筛选新型的肽类药物 、

诊断试剂和功能多肽 。

　　酵母双杂交随机肽库的构建是肽库技术的一个重

要部分。本实验首先设计合成一条可编码 16个氨基

酸的随机寡核苷酸链 ,后设计一条与寡核苷酸链 3′互

补的引物链 ,通过 Taq酶扩增延伸两条合成的寡核苷

酸链 ,获得随机编码 16个氨基酸的核苷酸链。将编码

区设计成NNK(N为 G 、C 、A 、T),如 K为 G 、C 、A 、T ,密
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码子总数为 64个 ,其中 2个氨基酸各有 1个密码子 , 9

种氨基酸各有 2 个密码子 , 1种氨基酸各有 3个密码

子 ,5种氨基酸各有 4个密码子 ,3种氨基酸各有 6个

密码子 ,而终止密码子有 3个(TAG 、TAA 、TGA)。为了

减少终止密码子的出现 ,也可设计 K 为 G 、C 、T ,密码

子总数为 48个 ,其中5个氨基酸各有 1个密码子 ,7种

氨基酸各有2个密码子 ,5种氨基酸各有3个密码子 ,2

种氨基酸各有 4 个密码子 , 1种氨基酸各有 5个密码

子 ,而终止密码子有 1个(TAG)。但值得注意的是 ,按

这两种方案进行设计 ,结果将导致 20种氨基酸出现频

数有明显的差异(0.104/0.021), 氨基酸分布极不均

衡 ,密码子最多的为 5 、6个 ,最少的则为 1个。而本实

验将K设计为 G 和 T ,如此设计密码子总数仅为 32

个 ,其中 12个氨基酸各有一个密码子 , 5种氨基酸各

有2个密码子 ,3种氨基酸各有 3个密码子 ,这样可使

氨基酸分布较均衡 ,氨基酸出现频数的差异较小 ,同时

终止密码子只有一个(TAG),且此终止密码子可被宿

主菌的琥珀酸突变抑制 ,这样就克服了由于终止密码

子的出现而使融合蛋白不能完全表达的现象 。

　　库容是衡量随机肽库主要指标 ,理论上设计的编

码区将具有约 1×1029种核酸序列 , 1×1021种多肽序

列 ,而构建的随机肽库的库容为 1.28×107 ,其库容小

于理论值的原因主要来源于转化方法的限制 ,目前建

库采用转化效率最高的电转化方法 ,最高达到 109 ～

1010/μg 。这样的库容及复杂度在理论上包括 5 ～ 7个

氨基酸长度的肽的所有可能的排列顺序 。更长的肽库

都将是不完全的 ,然而这并不影响它的应用 。一方面

由于不完整的大库中包括一系列框架移动的完整的小

库。另一方面 ,对于大多数蛋白质相互作用界面 ,仅 3

～ 5个关键残基已能够保证充分的作用稳定性 ,而库

中可能出现这一系列的克隆的几率很大 。而且肽段越

长 ,越有利于发现有亲和作用的表位序列 ,特别对那些

关键氨基酸并不是连续的靶分子的结合表位的筛选。

本实验的完成为进行酵母双杂交随机肽库筛选靶蛋白

相互作用多肽奠定了基础 。
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2　结果

　　例 1于+18 d 粒系植入 , +33 d 血小板植入。例 2 于+13

d 粒系植入 , +35 d血小板植入。细胞因子的应用可以加速造

血重建 , 例 1于+30 d DNA 指纹图示骨髓全部为供者型 , 移植

后2 个月外周血T 细胞亚群恢复正常。随访10 个月 , 患者各项

检查正常 ,未发生急 、慢性GVHD。例 2 于+33 d 外周血性染色

体分析证明为供者型 ,于+7 d ,发生急性Ⅱ度 GVHD , 用激素后

控制 ,无并发症。

3　讨论

　　儿童全身照射(TBI)后 , 生长激素的分泌受到限制 , 且对性

发育及生殖功能有重要影响。 BU/CY 方案具有较强的抗白血

病及免疫抑制作用 , 对于 20 岁以下的白血病患者具有较高的

植入率及较低的复发率 ,尤其对于急性髓性白血病及慢粒患者

效果较好[ 2] ,文献[ 3] 报道儿童白血病移植后的相关病死率增

加。2 例患儿预处理时经给予美那斯 、强迫利尿及保肝治疗后 ,

均无出血性膀胱炎及肝动脉血管闭塞症(VOD)等并发症 ,且移

植后植入时间早 ,至今无病生存 , 提示 BU/CY 方案对儿童白血

病安全有效。

　　目前在造血干细胞移植的预处理方案中 , 常规使用放疗 、

化疗。我们在常规化疗预处理前 ,用物理方法按留取患儿含有

肿瘤细胞骨髓 ,确能起到减少肿瘤负荷作用。同时使患儿骨髓

细胞龛腾空 ,以利造血干细胞的植入 。并且不用放疗 , 避免对

患儿骨髓的抑制作用 , 以促进移植成功 , 减少复发。该方案可

取代常规预处理方案 ,但作为新的去髓预处理方案在临床中应

用 ,需要进一步积累临床资料。

　　关键词:造血干细胞移植;白血病;儿童
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