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　　提　要　目的: 拟将噬菌粒 pCOM B3改建为更为稳定、高拷贝且易于操作的噬菌体随机肽库载体。 方

法: 对常用噬菌体抗体库呈现载体 pCOM B3序列进行点矩阵作图分析 ( Dot-Plo t分析 ) ,切除其中重复区 ,

纠正其多代培养后自删除特性。原克隆位点 63bp的填充序列增加到 1 435 bp以便于酶切鉴定和电泳回收。

结果: 构建了命名为 pTM B2的噬菌粒载体。 结论: p TM B2的噬菌粒载体更为稳定且易于操作。

　　关键词　噬菌粒随机肽库 ; pCOM B3; Dot-Plo t分析

　　中图法分类号　 R373. 9; R394-3

　　噬菌体显示库技术是通过在丝状噬菌体表面呈现

多样化的多肽 ,经过筛选获得与特定配基结合的肽类

的一种新兴技术。 此技术已广泛用于新药开发和蛋白

质结构与功能等研究领域
[1～ 3 ]
。 pCOM B3是 Ba rbas

等
[4 ]
于 1991年构建的噬菌体抗体库显示载体 ,其含有

Am p
R基因和丝状噬菌体小衣壳蛋白 geneⅢ C末端

序列 ,具有高拷贝数 (> 200拷贝 /细胞 )且易于操作。

但此噬菌粒多代培养后易出现外源 DN A片段和载体

600～ 800 bp的自删除
[5, 6 ] ,并且其填充序列较短不便

于证实限制性内切酶酶切结果和电泳回收。本研究采

用 Do t-Plot方法分析 pCOMB3序列
[7, 8 ]

,推测其自删

除突变机制 ,并对 pCOM B3进行相应地改造 ,为进一

步构建丝状噬菌体随机肽库奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　菌株和质粒
　　 Esche richia co li XL l-Blue [ F′pro AB, lacIq Z M 15, Tn19

( tetr ) ]和 pCOM B3分别由本校微生物教研室万泽生博士和本

校免疫教研室王喜良博士惠赠。

1. 2　主要试剂
　　 Xba I、 EcoRI和 HindⅢ购于华美生物工程公司 , Nhe I购与

New Eng land Biolabs 公 司 , T4 连 接 酶 购 于 Boeh rinoer

M annheim公司。λ-DN A /HindⅢ + EcoRI核酶分子量标准构自

华美公司 ( DNA片段大小依此为: 21 226, 5 148, 4 973, 4 268,

3 530, 2 027, 1 904, 1 584, 1 375, 947, 831和 564 bp ) ,小分子

量核酶分子量标准购自复华公司 ( DNA片段大小依此为:

501 /498, 404, 331, 242, 190, 147和 111 /110 bp)。 DNA操作参

照文献和公司产品指导进行 [9]。

1. 3　多代培养自删除突变检测
　　构建的 p TM B2噬菌粒转化细菌后 ,挑单菌落接种培养

( LB培养基 , 37℃ , 16 h) ,稀释后涂布平板 (含氨苄青霉素 ) ,随

机选取 20个克隆抽提 DN A, HindⅢ和 EcoRI酶切鉴定是否出

现外源片段的自删除突变。 重复培养、随机选取和酶切鉴定 20

代。 将带有 862 bp xho2+ spe2外源片段的 PCOM B3作为对

照 ,同上鉴定外源片段的自删除突变。

1. 4　 Do t-Plo t序列分析软件

　 　 M icroso ft AN THEPROT V2. 9 g 由 Gilbe rt Deleage

( France)开发 ,通过匿名 FTP下载。

2　结果

2. 1　 Microso f t AN THEPRO T V2. 9 g分析结果

　　利用 AN THEPROT V 2. 9 g 的 Do t-Plo t分析模块对

pCOM B3和 pTM B1全序列进行点矩阵作图分析。采用单位矩

阵打分 ,即相同为 1,不相同为 0。 采用窗口过滤技术减弱背景

噪音 ,窗值设为 11,阈值设为 9,超过阈值的窗口在其中间核苷

酸位置打点 ,结果见图 1。 图 1A中横坐标和纵坐标均为

pCOM B3,图 1B中横坐标和纵坐标均为 p TM B1.我们发现

pCOM B3中有两对序列相同的重复区域: 一个 82 bp( nt 24～

105 和 1037～ 1118) ,一个 148 bp ( nt 871～ 1017和 3809～

3952) ,图中以与对角线平行斜线示之 ,而构建的 pTM B1无明

显的重复序列。

图 1　点矩阵作图分析
A: pCOM B3序列　 B: pTM B1序列

Fig 1　 The Dot-Plot analysis

A: pCOM B3　 B: pTM B1
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2. 2　 pTM B2的构建
　　 Nhel和 Xba I分别位于 pCOM B3的 859 bp和 1 131 bp,故

双酶切噬菌粒可切下长约 272 bp的 DN A片段。低熔点琼脂糖

法回收 pCOM B3剩余片段 ,由于 Xba I、 NheI酶切后产生互补

的粘性末端 ,自连即得称之为 p TM B1的噬菌粒 ,其 Xba I、 NheI

酶切位点消失 ,可采用 Xba I和 Nhe I酶切鉴定重组子。 将 λ噬

菌体 1 375 bp的 HindⅢ 、 EcoRI酶切片段定向克隆进 pTM B1

的克隆位点 ,增加其填充序列的长度 ,所得噬菌粒称之为

p TM B2,见图 2、 3。

图 2　噬菌粒 pTMB2的构建

Fig 2　 Construction of plasmid pTMB2

图 3　噬菌粒 pTMB2的酶切鉴定

1: 核酸分子量标准 λ HindⅢ , EcoRI 2: pTM B2

EcoRI, HindⅢ 双酶切 3: pTM B2 HindⅢ 单酶切 4:

p TM B1 HindⅢ 单酶切 5: pCOM B3 NheI, XbeI双酶

切 6: pCOM B3 HindⅢ 单酶切 7:复华公司小片段核

酸分子量标准

Fig 3　 Restriction analysis of phagmid pTMB2

Lane l: λDN A cleaved with HindⅢ and EcoR I as the

mo lecula r w eight ma rker; Lane 2: p TM B2 dig ested

with EcoRI and HindⅢ ; Lane 3: p TM B2 dig ested

with HindⅢ ; Lane 4: p TM B1 dig ested with HindⅢ ;

Lane 5: pCOM B3 dig ested with Nhe I and XbaI; Lane

6: pCOM B3 dig ested HindⅢ ; Lane 7: M o lecula r

w eigh t marker from Co rp Fu Hua

2. 3　多代培养自删除突变的检测
　　 pTM B2经 20代培养 ,每代随机挑选 20个菌落检测 , 400

个菌落中均未发现自删除突变。 而作为对照含有 λ噬菌体

1 375 bp HindⅢ 、 EcoR I酶切片段的 pCOM B3经五代培养后 ,

即在 20随机挑选的菌落中发现有两个菌落出现自删除突变。

3　讨论

　　随机丝状噬菌体肽库的构建首先需要合适的载

体 ,现常用的以小衣壳蛋白为目标的载体系统有两种 ,

一种是直接在丝状噬菌体 geneⅢ序列引入克隆位点 ,

另一种则是在利用噬菌粒表达肽与 geneⅢ蛋白 C末

端的融合蛋白。前者虽然较易于操作 ,但却存在不能引

入较长的多肽和感染率下降等缺点。 故为了下一步构

建 20肽的随机肽库 ,我们选择噬菌粒 pCOM B3。

pCOM B3是 Barbas等
[4 ]于 1991年构建的噬菌体抗体

库呈现载体。为同时表达抗体的轻链和重链 , pCOM B3

拥有两个 lacZ的启动子和引导序列 pel B ,见图 3。近

年在 pCOM B3构建的抗体库筛选中 ,常有报道此噬菌

粒多代 ( 3～ 5代 )培养后易出现外源 DN A片段和载体

600～ 800 bp的自删除突变 [ 5, 6]。采用 AN THEPRO T

V 2. 9 g的 Dot-Plo t分析模块对 pCOM B3全序列进行

点矩阵作图分析 ,发现 pCOM B3中有两对序列相同的

重复区域:一个 82 bp( nt24～ 105和 nt1 037～ 1 118) ,

一个 148 bp( nt871～ 1 017和 nt3 809～ 3 952)。我们

认为上经重复区的存在与噬菌粒 pCOM B3在复制中

发生遗传重组有关 ,导致其出现自删除突变。 Xba I和

Nhe I双酶切切除 272 bp片段 ( nt859～ 1 131) ,其中包

含 2个重复区 ( nt871～ 1 017, nt1 037～ 1 118) ,见图

2,多代培养自删除突变的检测显示所得噬菌粒

pTM B2更为稳定。 为便于证实限制性内切酶酶切结

果和电泳回收 ,我们将 λ噬菌体 1375 bp的 HindⅢ 、

EcoRI酶切片段定向克隆进 pTM B1的克隆位点 ,增

加其填充序列的长度。这样我们就得到较 pCOM B3更

为稳定且易于操作的噬菌体随机肽库载体 p TM B2,进

一步构建丝状噬菌体随机肽库奠定了基础。
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Establishment of a stable and easily manipulated vector for macrophage

random peptide l ibrary
Wan Ying , Dai Jiaping , W ang Yan ( Depa rtment o f M olecular Bio lo g y, Third M ilitar y M edical Univ er sity , Chongqing ,

400038)

　　 Abstract　Objecti ve: T o modify a com bina tional librar y display vecto r, pCOM B3 and to pr ovide a sta-

ble, easily manipulated and highly copied vec to r fo r th e display of a r andom peptide librar y. Methods: Ac-

co rding to Do t-Plot analy sis o f pCOM B3 nucleic acid sequences, the phagmid pCOM B3 w as modified to elimi-

na te the propensity of accumula ted deletions in the region of cloning site. Furthermo re, a 1375 bp DN A frag-

ment f rom phage was cloned in the small 63 bp stuffer a t th e cloning site. Results: A 5129 vecto r named

pTM B2 was produced. Conclusion: p TM B2 ho lds the appropriate char acteristics fo r random peptide phage

display w ith improved stability and ease of manipula tion.

　　 Key words　 phage random peptide libr ary; pCOM B3; Do t-Plo t analysis
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溃疡 ,其中一个溃疡愈合 ,另一个溃疡缩小 > 1 /2者为有效。 溃

疡缩小 < 1 /2或无变化者为无效。

2　结果

2. 1　临床疗效
　　胃镜复查 60 mg组 10例中 ,治疗前后无腹痛 1例 ,显效 9

例 ( 90% ) ,胃镜复查 30 mg组 10例中 ,显效 9例 ( 90% ) ,有效 1

例 ( 10% ) ,非胃镜复查组 31例中 ,显效 21例 ( 67. 7% ) ,有效 8

例 ( 25. 8% ) ,无效 2例 ( 6. 5% )。 3组患者治疗前后消化道症状

缓解各组内比较差异显著 ( P < 0. 01) ,各组间差异不显著 ( P

> 0. 05)。

2. 2　溃疡愈合情况
　　胃镜复查 60 mg组溃疡痊愈 5例 ,显效 5例。胃镜复查 30

mg组溃疡痊愈 5例 ,显效 2例 ,有效 1例 ,无效 2例。两组间愈

合率及总有效率相比差异不显著。

2. 3　药物副反应
　　 51例中药物副反应 14例 ( 27. 5% )。 症状轻微 ,依次为口

干、头晕、失眠、稀便、便秘。

3　讨论

　　消化性溃疡为临床常见病症之一。 其治疗以抗酸抑酸、抑

制蛋白酶的分泌和抗幽门螺杆菌感染治疗为主 [1, 2] ,且复发率

较高。 欣洛维是从乳猪胸腺中提取的一组蛋白类活性物质 ,是

一种新型的治疗溃疡药物。 实验研究表明 ,它能通过营养局部

受损粘膜 ,促进表皮细胞、成纤维细胞的修复和 DNA合成而使

溃疡愈合。

　　本组四周疗法治疗十二指肠溃疡 51例 ,其中胃镜复查 60

mg组和 30 mg组各 10例 ,溃疡愈合率和有效率分别为 100% 、

70%和 100% 、 80%。非胃镜复查 30 mg组 31例 ,每组内治疗前

后疼痛缓解积分非常显著 , 3组腹痛缓解率分别为 90% 、 90%

和 77. 4%。 甲、乙两组疼痛缓解率相同 ,但均较丙组高 ,可能与

甲、乙两组病例少有关。

　　本组 51例中 ,药物副反应 14例 ( 27. 5% ) ,有口干、头晕、

乏力、失眠、稀便和便秘 ,患者症状轻微均可耐受。

　　从本组资料表明 ,欣洛维治疗十二指肠溃疡疗效较好 ,值

得推广应用。

　　关键词　欣洛维 ;十二指肠溃疡 ;疗效分析

　　中图法分类号　 R573. 1
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