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摘 要 从随机噬菌体九肽表位库中筛选出抑制草鱼出血病病毒(Gr擗 Carp Hemorrhage Virus， 

GCHVe ，)感染的多肽分子。采用完整、生物索化的草鱼出血病病毒颗粒作为受体，与以融合蛋白 

形式在丝状噬菌体 ]~sE5的外壳蛋白Ⅲ的 N一端表达的随机九肽库作用。经三轮体外亲和筛选 

(Biopanning)及 ELISA法捡测后，从肽库中筛选出 l6个与病毒高亲和力结合的噬菌体克隆．其中 

六个阳性 克隆能有效地抑制病毒在 CIK细胞中的复制，并使病毒的半数组织培 养感染剂量 

(TCID~)下降五个数量级。表明噬菌体肽库技术完垒能够应用于抗病毒研究，为研制抗病毒短肽 

制剂打基础。＼ 
1 
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长期以来．人们试图筛选出像抗生素那样有效的抗病毒制剂，但迄今收效甚少。根据蛋白 

质之间相互作用特异性和亲合力主要决定于局部肽段中的少数几个关键残基；而含有关键残 

基的短肽能够模拟蛋白质上的决定簇，主导蛋白质之间的识别和相互作用。近年来，国外学者 

采用化学合成法或基因工程法构建随机肽库，研究蛋白质之间的分子识别、酶与底物的结合、 

抗原与抗体的相互作用，并使之成为一门新的快速有效、潜力巨大的技术，广泛应用于与分子 

识别有关的领域_l J，如：抗生素筛选_2j、酶抑制剂筛选_3j、小分子药物设计Hj、重组疫苗设 

计【 ， )及病毒高亲和力的抗体[ ]、肿瘤治疗[’ 及免疫治疗[ 】，由于肽库技术具有如此重要的 

理论价值和应用前景，作为一项具有极大潜力的抗病毒新策略．越来越受到重视，但在我国尚 

属空白。本文报道了从随机肽库中筛选出与草鱼出血病病毒颗粒特异性结合的短肽分子，并 

能有效地中和病毒、阻止病毒感染。这一新的途径提示了应用肽库技术在体外筛选抗病毒制 

剂的可能性，并为高效抗病毒短肽制剂的设计打下基础。 ’ 

材料与方法 

I 病毒 草鱼出血病病~(GCHV8， )来源于湖南省邵阳地区，属于呼肠孤病毒科的新成员⋯ 。由本实验 

室提供。 
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2 病毒的增殖、提取及纯此 本实验采用草鱼肾组织细胞(ClK)it3]，体外细胞培养按本实验室方洼进行 

病毒的提取与纯化参9已文献“ 。经差速离心，氧化铯不连续梯度离心(30％、40％、50％、60％．W／V；13 000 

g．10℃，4 h)收集病毒区带(病毒颗粒的沉降系数为 1．38 g／m1 )，经 TM 液(100mmol／L Tris-HCI pH8 0，10 

mmol／L MgCI2)透析后，获得纯化的病毒颗粒样品。 

3 病毒样品的电镜观察及定量测定 纯化的病毒制备用2％磷钨酸fPTA，pH 6 9)负染，在JEM．IOOC型电 

子显微镜下观察完整病毒颗粒的形态．见图 1 用分光光度计(Sh[madzu，UV．3oo)分别在光波 260 nm和 280 

nm处的光密度值测病毒样品，按公式_1 计算出病毒蛋白质的含量。 

4 GCItV自73的生物素标记 参照文献[17]进行，操作步骤如下：在硅化的离心管中，加入 19．6 I_病毒悬液 

(约含病毒 3 72 g)与 4 4 IJ 1 mo[／1 NaHCo3(pH8～8)充分混合 ；立刻加入 2 mL 2 mmol／L NaAC(pH6 0) 

(含 NHS-I．C-Biodn 0．5mg／mL)，室温静置 2 h；加入 500 L 1 mol／L ethanolamine(pH 9．0)，室温下再静置 2 

h；加A 20 I 50m mL dialysed BSA及 1 mL1×TBS充分混 匀．总体积为 3 5 mLi然后在超滤膜(30．kda 

Centr[con ultraffiter)上浓缩．先后用 1×TBS及 TBS／azid各洗涤一次，终体积为 160 L。浓缩后．生物素化病 

毒的终浓度为85．75~g／mI 。 

5 喵菌体及菌株 丝状单链 DNA噬苗体 f1．JSE5(Td)为载体构建随机噬菌体多肽库，大肠杆菌 K91(K )为 

受体菌。 

6 随机肽库体外亲和筛选 随机噬苗体多肽的构建参照 』K Scott、G P Smith的方法进行 ，本实验所采 

用的随机噬菌体九肽表位肽库承蒙李传昭博士掏建并提供【：L 。我们采用三次体外生物淘金方法 (Biopan． 

ning)来纯化噬菌体，以获得高结合力的噬菌体克隆。步骤参见文献[20，21]。1 GCHVs73颗粒生物素化预处 

理；2．第一。二。三次体外生物淘金亲和筛选，逐步降低病毒的量，蹦获得高结合力的噬菌体 ；3．酸洗脱；4．转化 

大肠杆菌K91)。扩增噬菌体克隆；5．噬苗体克隆的分离与纯化，采用 PEG沉淀法沉淀两次m】。 

7 ELISA法鉴定高结台力的喵菌体克睦 1．在 I．B平板(含 Tc 40 mL，Kan50 bsg／mL)上，用无菌牙茬挑选 

经过三轮筛选后噬菌体转化的单个苗落，转至含 3ml I．B(Tc 40~g／mI ；Kan 100 mE)的试管中 37℃条 

件下摇床培养24 h；2．将 1．5ml 培养液倒入 1．5mL离心管中，离心 1rain，将上清液 1 2ml 移至另一离心 

管中；3加入 16％(v／v)的 PEG／NaCI，充分混匀，4℃静置过夜。4离心(12 000 r／min，10min)．去上清 重 

复一次直至完全除去上清液 ；5将沉淀溶解于 1 mLTBS中，待其完全溶解后，离心(1 rain)，除去不溶物；6 

吸取上清液 1mL，并移至另一离心管中，加入 16％(v／v)的 PEG／NaCI．充分混匀后，4℃静置过夜；7离心 

(I2 000 r／min．10 rain)．吸出上清液，得到噬菌体沉淀；8将沉淀完全溶解于 110止 0．15 md／L NaCI，离心 

(12 000 r／min，1min)；9取上清液移至另一离心管中，加入 10％(v／V)lmol／L醋酸 12 2 L，冰浴 10rain，离 

心(12 000 r／rain．10rain)；l0．沉淀溶解于 400 I IxTBS，4℃放置，终浓度为 5x10“partic】es／mI )，准备下一 

步 ELISA宴验 ；11在 96孔 Costar板上，每孔中加入90 I 纯化的噬苗体颗粒(5×10̈particles)及 l0 I 包被 

液(10×)。4℃放置过夜；12．将Co．~tar板各孔，用 TBS／Tween(0 1％)冲洗三次，TBs冲洗一次；13各孔中加 

入现配的封闭液 350 l ，37℃放置 2 h。用 TBS／Tween(0 1％)冲洗 三次．TBS冲洗一次；14．各 L加入 1130 

nL稀释的BIoGCHV(5 vg／mI )。4℃放置过夜；15．再用 TBS／Tween(0 1％)冲洗三次，TBS冲洗一次 加入 

100 1 亲和索．过氧化物酶混合物。37℃放置 2 h；16用 TBS／Tween(0 1％)冲洗 Cestar板各孔三次，TBS冲 

洗一次；17．各 L加入现配的 100 I ABTS显色液；l8．室温暗处放置 1 h，阳性克隆 L显蓝色，用酶联检测仪 

测定 A41 n及 s值。 

8 阳性噬蕾体克睦抗病毒复制能力的测定 实验分组见表 1，实验步骤如下 ：在基率铺满 CIK细胞的 96孔 

Coster培养板各孔中，加入 6 L上述实验组的噬菌体。28℃水浴中保温 30 rain(保证病毒与特异性配体的结 

合)。吸出C。s[aT板各孔中的 l0％MEM培养基 加入各组不同稀释度的病毒及噬苗体．并在室温下吸附 3O 

mIn 分别吸收各孔中的病毒及噬苗体克隆。各孔用无血清的 MEM(pH7 0)洗涤一遍后，加入2％MEM细 

胞维持液．0 2 m11~L 28℃，培养，定时观察．48 h后检测结果，并按 Reed and Munch公式计算各组的 

TCID50 。 
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衰 1 抗病毒试验分组 

Tahh 1 The dKfer~t groups of antbviri]test 

注：本实验嚆茸体每孔6 gl，相当于三轮筛选后做 ELISA时噬菌体的量．4～5×10”嚆茸体颗粒／孔。各稀释度接种 6孔 

Note：The dose of phagesin awellis 6gl，thatis equal m d ofEL1SAtest，4一s×10 。phag曲 pan Ies，wd1 Every ntf lⅢ 

h e 6 weUs． 

结 果 

我们用氯化铯梯度离心纯化的草鱼出血病病毒颗粒作为受体，使噬菌体表面展示的随机 

序列短肽与生物素标记的病毒颗粒在体外结合，经过三轮亲和筛选，检测噬菌体每一轮回收 

率，并不断地降低与噬菌体结合的病毒浓度，以获得高亲和力的噬菌体克隆。表 2表明：在病 

毒量不断下降的同时，每一轮噬菌体的回收率(0．22％、L10％、2 5％)却在逐步上升，结果说 

明每轮筛选所获得的特异性噬菌体在不断地富集。三轮亲和筛选后，在 96孔 costar板上用酶 

联免疫方法(EusA)反复测定噬菌体与病毒颗粒的结合能力，最终从随机噬菌体九肽库中筛 

选出 16个与病毒颗粒稳定、高度亲和结合的特异性噬菌体克隆，结果如图 1及表 3。 

表 2 每一轮筛进中病毒加人量夏噬菌俸回收牢 

Tahte 2 The added dose GCI-W ~T3 in】st．2nd．3rd round and the pan k  

yield ratio of phase after 1st．2nd．3rd r— dof hiopanning 

注：原始随机噬信体九肽库的浓度；1×10 particMs]mL 

Note The origin al lib~ory concentration：I×lO [mrtie]es／m] 

在体外培养草鱼肾组织细胞(CIK cells)，繁殖病毒，用终点法测定草鱼出血病病毒的半数 

组织培养感染剂量(TCID50)。筛选出来的噬菌体克隆中有六个阳性克隆能使病毒的 TCIDso 

下降至少 5个数量级，见表 3。从表中我们不难发现，与病毒结合力最高的噬菌体克隆并非就 

是我们期望的阳性克隆，关键在于噬菌体展示的多肽结合在 GCHV8 颗粒表面的什么部位， 

该部位是否与 GCHVs 的侵染及复制功能有关。我们需要的是既能与 GCHV873高度结合，又 

能抑制 GCHv盯3增殖的阳性克隆。 
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图 1 草鱼出血病病毒的负染电镜 观察(1f】I)000 ) 

F／g 1 Electron micmgmphs of negative sta／ne of GCHVs7 (1f】(1 000×) 

衰 3 三轮筛选后啦茁体克隆 E1 ISA检剽及抗病毒实驻结果 

Table 3 Tile O and TCIDs~of different groups 

洼：#一筛选得到的克隆编号 *一亲和力高．且抗病毒性强的田性克隆 

Note：# 一The number of口∞n e clones * 一The cl∞  with high affin／ty and strong anti-vlm[ability 
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讨 论 

在抗动物病毒 研究中．抗双链 RNA病毒 的基因工程研 究甚少，草 鱼 出血病病 毒 

((342H )至今仍冠以“中国特产病毒”的称号．为呼肠孤病毒科之新属、新种．国外尚无草鱼 

出血病的研究报道。因此，研究以其为代表的双链 RNA病毒有特殊的意义。 

随机肽库技术是国际上近年发展的一项潜力极大的新技术，逐步地用于与分子识别有关 

的领域．为小分子药物设计、重组疫苗设计、抗病毒制剂筛选带来希望。虽然该技术在筛选抗 

病毒短肽分子方面的研究刚刚起步．但是它作为一项抗病毒新策略越来越受到重视．在我国尚 

未见报道。Dyson，M R和Murray，K．(1995) 等曾经 纯化的乙肝病毒HBcAg为受体，从 

噬菌体 fUSE六肽库中获得能抑制该病毒装配的特异性六肽，提示了用肽库技术抗病毒的可 

能性。Thompson，J．等(1996) ]用该技术获得抗 HIV第三高变区的高亲和力的特异性短肽。 

但是上述研究均投有采用纯化的完整病毒颗粒去筛选抗病毒的多肽，目前，也没有文献报道用 

完整的病毒颗粒去筛选抗病毒的短肽。本研究设计方案与以往的肽库筛选实验不同．我们采 

用生物素化完整的 GCHVs 病毒颗粒来筛选噬菌体库．获得针对该病毒颗粒表面生物活性单 

位的高亲和力多肽。与其它方法相 比，其创新之处是：(1)用纯化的完整 GCHVm作为受体． 

筛选能抑制该病毒复制的特异性短肽，既不需要了解详细的病毒的核酸及蛋白质结构，也不需 

要分离、纯化病毒某一抗原 只要选出的短肽能与病毒感染相关的重要靶位点结合．就能起到 

阻断病毒侵染细胞的效果．达到抑制(X2HV 在细胞中复制的目的；(2)与以往用病毒单一抗 

原分子筛选出的多肽比较，用完整的草鱼出血病病毒颗粒筛选出的多肽能够更广泛地封闭病 

毒表面的活性位点，更好地抑制病毒复制；(3)由于抗病毒的多肽表达在噬菌体表面．而不是来 

源于动物血清或异体血清．且分子量小．故不会引起受体的免疫应答。 

这些多肽的作用机理同抗体与病毒中和反应相类似，当某一多肽与该病毒颗粒结合后．不 

仅能摸拟病毒的抗体．封闭病毒表面抗原决定簇，还可能改变病毒表面蛋白质的结构，阻止某 

些蛋白质在病毒感染过程中发挥作用。与其他抗病毒策略如核酶和反义 RNA等技术相比 

较．本实验采用随机肽库技术来筛选抗病毒短肽，不需要了解病毒的核酸及蛋白质结构，从肽 

库中筛选出的特异性短肽能直接与病毒感染相关的靶位点结合．抑制该病毒在 CIK细胞中的 

增殖。因此，用肽库技术筛选 抗 GCHv 3复制的多肽具有重要的理论价值和广泛的应用前 

景。 

实验结果揭示，肽库技术完全能够应用于抗病毒方面的研究。本实验不仅获得了抑制 

(X；HVs73复制的特异性短肽，并在此基础上，为研制高效抗病毒感染的短肽制剂及小分子抗病 

毒药物的设计奠定基础。 
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The Screen of Inhibitors of Grass Carp Hemorrhage Virus 

from a Phage Displayed Random Peptide Library 

Wang Bing Ke Lihua Jiang Hung Tien poz Li ChuanzhaJ 

(WuhanInslitute Virology，ChineseAcademy Sciences． Ⅱ̂ 430071) 

(Institute of Microbiology．Chinese Academy of Sciences Beijing 100080) 

Abstract Screening inhibitors of GCH 73(Grass Carp Hemorrhage Virus)to inhibit its replica— 

tion in CIK cells in vitro，the biotinylated intact virion of GCHV was used to react on a random 

sequenced peptide library of 9 amino acids fused O12 protein／／／of filamentous phage fUSE5．After 

3 rounds of affinity selection，imrouno—screening and ELISA，16 positive clones were selected using 

CsCI gradient purified·virus particles，6 of them inhibited the replication of GCHV in CIK cells in 

vitro and decreased the TCIDs0 of GCHV from 10—10 to 10一
． These findings open possibility of 

identifying virus proteins or epitopes as targets for antiviral agents． 

Key words Random peptide fibrary，Biopanning in vitro，Grass Carp Hemorrhage Virus，Antivi— 

ral peptides 
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