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摘 要 将草鱼出血病病毒(GCH 73)颗粒与随机噬菌体九肽库在体外作用，三轮啼选后，从 300 

个转化的单菌落中获得 l6个与病毒高亲和力的噬菌体克隆。接着经过抗病毒试验 获得 6个能强 

烈抑制病毒复制的阳性噬菌体克隆．能使病毒TCIDs 下降 5个数量级。通过对阳性噬茁体克隆随 

机插入区域的核苷酸序列分析．推导出多肽的氨基酸序列。发现 6个能强烈抑制病毒复制的阳性 

克隆中多肽的氨基酸序列完全一致(NH2一Leu—Trp—V~-Gly-Gly—Gly—Axg—Asn—Ala)，该结果提示多肤 

的抗病毒能力与多肽特异性氨基酸组成及结构有关。因此，抑制 GCH ，复制特异性多肽的氨基 

酸序列的确定及结构分析，不仅为人工合成抗草鱼出血病病毒的多肽奠定了基础，同时也为抗病 

毒多肽制剂的研制提供了依据。 

关键词 堑重要些-茔盟j±堑，茔鱼些 堑 耋 

目前粗制的草鱼出血病病毒疫苗效果不稳定．而普通细胞疫苗又存在潜在的危险性。因 

此，探索一条新的、安全可靠的抗病毒途径十分必要。随机肽库技术是近年国际上出现的一项 

具有极大潜力的崭新技术，用来发现有价值的配体以及指导药物的开发 。它的最大优势在 

于氨基酸的化学多样性造成肽库中氨基酸序列种类的庞大，这些肽能够通过单抗／多抗、受体、 

酶或其它的靶分子筛选出来。通过肽库筛选技术有可能筛选到既能与病毒紧密结合，又能抑 

制病毒复制的特异性多肽．像抗生素那样有效地抗病毒感染。近年来肽库技术作为一项抗病 

毒新策略，开始应用于抗病毒方面的研究，在高亲和力病毒抗体的筛选及重组疫苗的设计等方 

面已取得一些可喜的成果 1，为人工合成抗病毒多肽制剂提供了指导和帮助。 

材料与方法 

1 试剂及仪器 TTDNA聚合酶序列分析试剂盒购自Pharmacia Biot~eh公司(T7,~quencin8T Kit)。分子生 

物学试剂、生化试剂及化学药品分别购自Phannacia、Promega、Gibcc-RBL等公司．同位素 扎P dCTP购 自杜 

邦公司，序列分析仪为 Bio-Rad公司产品。 

2 病毒 草鱼出血病病毒 GCHV ．由中国科学院武汉病毒研究所等单位分离并鉴定，属于呼脯弧病毒科 

的新成员 。 

3 菌株 大脑杆菌 K一91是 K一38的衍生物( )，为高频重组一C~val[i．其基因型为 t 。 

收稿日期}1997 10—31．恪回日期：1998—03—19 

车文获SCBA第七届国际学术大会(加拿大，多伦多．1997)资助．在专题会上宣读过 
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4 随机噬菌体九肽库 肽库的构建方法参见文献[7]， flJSE5为载体构建随机九肽噬苗体表位库，在 

fUSE5衣壳蛋白Ⅲ的 N端编码区具有 Sill的两个酶切位点，切割后产生的单链末端既彼此不互补．又不自我 

互补。两个位点之间的置换片段被酶切移去后，线性载体 DNA片段不能白连。因此，只有当同源末端的 出一 

DNA外源片段插入后才能环化 电击转化后．在 MCI~I中扩增，构建起原始的九肽库．参见文献[8]。图 1 

显示了随机噬菌体九酞库的重组噬菌体棱酸框架结构中外源寡核苷酸插入位点及引韧区的设计。 

5一TATTCTCACTCGGCCGACGGGGCT (NNK)9GGGGCCGCT GGGGccGAA ACTGTTGAA一3 

3

㈠

- A

⋯TAA 帆 兰= ] 一 (一)D A 1 ． ． 】I 
5’— TGA ATT TTC TGT ATG AGG TTT "I'GC TAA ACA ACT  TTC 

重组的融合衣壳蛋白Ⅲ的氪基酸序列 

Recombinant pⅢ 

NH2一Y S H S A D G A X9 G A A G A E T V E 

图 1 重组噬苗体 的棱酸框架结构中补饵寡棱苷酸插^位点及 f物区的设计
．

fUSE5 

Fig．1 D~ign of the foreign i~ert sites and primer region in recombinant rffsE5 genome 

注：(1)M 为等摩尔的 A和 c；N为等摩尔冉勺G、A、T和 C；K为等摩尔的G和 T，故 NNK就代表了弛 种三联密码的等量混 

合物．可以编码所有 种氨基酸和琥珀型终止子 

(2)肽库的棱苷酸陡机序列种类可达到 l0 

N毗e：(1)N Statldsfora兀equalmixture ofG，A，T aad C K s【aadsfor卸 equalmixture ofG andT ThusNNK repre~Amts⋯ e 

qual mixt~e of 32 triplets．including ccdons for l 20⋯ acids along with the m he r stop eodon 

(2)42-bpfrngm~t⋯ equalmixture of 32 (～10 )differ~m nucl~tlde s qu⋯  

5 阳性噬苗体克隆再转化大肠杆菌 K91 取 一20℃甘油保存的 K91细胞 50 L．加到 3mL LB培养基(Kan 

100~g／mL)。37℃，振荡培养过夜．使 K91细胞活化。取 150 L_过夜培养的 K91细咆，加到 1nmLTB液 

(1 2％蛋白胨，2 4％酵母，0．4％甘油 v V，0．17mol／LKH2P04，0．70mollLK2HP04)中，摇床快速振荡培养， 

180 r／mln，37℃，2--3 h。培养液 l0倍稀释后，测 OD6o0为0 2。取 100 L阳性噬菌体克隆与200,uL上述 

K91细胞混合．室温下静置 30mim。将 300 I 混合渣加到预热的 20mL的 LB培养基中(Te 0 2 g／mL．Kan 

50~g／mL)。在摇床上 37℃尉烈振荡培养 1 h。取 120 uL10倍等比倒稀释后，椽 LB平板(古 Tc 40雌／mL， 

Kan 50 g／mL)。放置 37℃，培养过夜。稀释比例从 1Oq到 10 。。其余大量细胞液中添加n 至20 ／mL， 

37℃．继续摇床培养过夜，扩增噬菌体。 

6 噬菌体克隆的纯化爰 ssDNA横板的提取 用无菌牙签挑选在抗生素平板(Te 40 ／mL．Kan50 g／mL)上 

转化的 K91重组单菌落．移至3mL LB培养基(含 Te 40 mL，Kan100／~g／mL)．37℃，24 h摇床培养。然 

后，将 1 5mL培养浈倒入 l 5mL离心管中，离心 1mln，将上清液 1．2mL移至另一离心管中，井加入 16％ 

(v／v)的 PEG／NaCI，充分混匀．4℃静置过夜 12000 r／rain离心，10 rain，去掉上清液。将沉淀溶解于 1 mL 

TBS中．待其完全溶解后，离心 1rain，除掉不溶物。吸取上清波 1mL．井移至另一离心管中，加入 16％(v／V) 

的 PEG／NaCI．充分混匀后，4℃静置过夜。12000 r／rain离心．10min．吸出上清液．得到噬菌体沉淀 接着，将 

噬菌体沉淀直接溶解于 200 mL TBS中．(5×10“噬菌体颗粒／ L)，先后用等体积的苯酚、酚／氯仿、氯仿抽提 
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后，加入10％体积的 3mol／L醋酸钠(pH 6 0)及两倍体积预冷的乙醇，混匀。放入渡氨灌中冷冻(10min) 

15000 r／rain．离心 30rain沉淀 ssDNA，用 70％(V／V)乙醇小心洗涤 DNA，真空干燥后．作为测序的模板。 

7 剽序方法 参照药盒说明书及常规测序分析，同位素为 a一 P dCTP。 

结果与讨论 

一

个含有 10 以上特定长度的不同氨基酸顺序的肽库技术的发展．为许多存在于生物过 

程中分子间相互作用特性的研究提供了极为有效的方法。我们利用肽库这个特性，肽库技术 

用于抗病毒的研究并取得了初步的结果。 

经过三轮体外亲和筛选后获得十六个与病毒高亲和力的噬菌体克隆，在细胞水平进行抗 

病毒试验，测定病毒的 TCIDso．获得 6个能够强烈抑制病毒复制的阳性噬苗体克隆。核苷酸 

序列测定结果如表 1所示。我们意外地发现这 6个能强烈抑制病毒复测的阳性克隆中多肽的 

核苷酸序列完全一致，表明它们实际上就是一种高亲和力特异性结合多肽。根据肽库构建设 

计，通过图2中的推导路线，由(一)DNA到(+)DNA及 mRNA，推导出该多肽的氨基酸序列 

能强烈抑制病毒复制的阳性克隆中的 6个多肽的氨基酸序列完全一致(NH2一Leu-Trp-Val— 

Gly·Gly—Gly—Arg-Asn．A】a)，说明多肽抗病毒的能力与多肽特异性氨基酸组成及结构有关。这 

9个氨基酸以疏水的脂肪族为主，共有 6个脂肪族氨基酸(Leu，Val，Gly，Gly，Gly，Ala)，其余为 

芳香族氨基酸(Trp)、碱性氨基酸(Arg)和酸性氨基酸各(Asn)各一个。该序列中间是三个连 

续的甘氨酸，其左右两侧分别为芳香族氨基酸及碱性氨基酸和酸性氨基酸．序列两头均是脂肪 

族氨基酸，没有二硫键存在，随机区域由一小段伸展的非限制性残基组成，没有构象的限制，具 

有高度的灵活性，随机多肽均呈线性，在溶液中为自由梅象状态，且熵值较低。该序列的 N端 

开头由一个疏水的亮氨酸组成，接着是芳香基团色氨酸，而后者类似与糖分子基团性质，可形 

成环状。多肽中间的关键残基为 3个连续的甘氨酸，这不是偶然的，它作为重要的结构可能在 

芳香族侧链的空间构象中起着关键作用，使得这些短肽能模拟糖分子的分支结构特征及功能． 

疏水残基的存在使肽段之间具有一定潜力形成疏水键．增加了结构的稳定性。该结构中氨基 

酸序列排列方式与Steven．E和 CwirLa S．E．等筛选发现特异性多肽序列框架相似 9，中间数 

个甘氨酸，两侧为芳香族氨基酸，他们使用‘fAFF1为载体构建了一个六肽库。从 3×10 的库 

中筛选出 51个与单抗 3一E7高度结合的六肽，而 3．E7是 B内啡肽的 N端序列(Tyr-Gly．G1y- 

Phe)的特异性单抗。筛选出的 51个噬菌体克隆中六肽的 N端第一个残基与 8内啡肽的 N端 

序列一样均是 Tyr，其中有48个克隆的第二个残基与 B内啡肽的N端序列一样也是 Gly，在进 

行亲和力比较时发现头 1—2个氨基酸序列在肽段之间或蛋白质之间的结合中起着关键作用。 

多肽与靶分子的结合具有特异性，多肽与草鱼出血病病毒颗粒紧密结合并抑制病毒的复 

制，其原理就象抗体病毒中和反应：当某一短肽与病毒颗粒结合后，不仅能模拟病毒的抗体， 

封闭病毒表面的抗原决定簇．还可能改变病毒表面蛋白质的结构，使得这些蛋白质在病毒感染 

过程中不能发挥作用。我们采用生物素化完整的 GCI-IV病毒颗粒，从噬菌体库中筛选并获得 

针对病毒表面生物活性单位的高亲和力短肽，达到了抑制 GCI-IV在细胞中复制的目的。抗草 

鱼出血病病毒的多肽氨基酸结构的确定，为以后合成人工抗病毒多肽提供了必要的前提。 
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衰 1 多肚的基因镰码庠列【一lDNA的确定 

Tab 1 The identification of 【一lDNA seq~ ce of peptides 

注 从 x瞳片上可 直接读出阳性克隆的棱昔酸序列，中间盘j有底线的部分是插^耻的编码序列．其余是噬菌悼基固组本身 

的棱苷酸序列。 

Note：Reading directry six cl加葛 (一)DNA sequence~{ram X—film．which have higher affinity．Stt'dltlger anti·viral~lbility The 

parts underlined rⅡean(一)DNA s q⋯ of i~ rts，the others are the gettc~me of pm 

1(一)DNA 

3 CTG COc CGA GAC ACC CAA COc CcA CCC GccTTA CGA CCC CGG CGA 5 

2(+)DNA 

5 GAC GGG GCT CTG TGG GTT GGG GGT GGG cGG AAT G( ’GGG GCC GCT3 

3 rflRNA l 

圉2 阳性克隆的氨基酸序列的推导 

Fig 2 The deduction of the amino acid seq~ ce of positive peptlde 

注：从 x胶片上直接读出重组的 p硼的(～)DNA序列．由此可以推导出外源多耻的氨基酸序列。 

Note：Tkrough the idetttitle*tic~a。f the工e∞m na呲 phage／r．rsE5 sequen~ (一)DNA seq 眦 of peptidt*from x—film had got· 

ten．then deduced(+)DNA,RNA mad amino add sequ~ce of positive clones．Th e parts underlined Etl'~amino acid 0f posi— 

tire clones 

● ● ● 。 ● ● ， ●

+  
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试验已经证实在大多数情况下，含有关键残基的多肽能模拟功能型蛋白质表面的决定簇， 

而且开头的几个残基对与多肽之问的结合起着关键作用。Hoess，R．等l10]在筛选能与糖分子 

特异性抗体 B3结合的多肽时发现能模拟功能性糖分子的多肽，他们对非限制性噬菌体八肽 

库及台硫键的限制性六肽库进行筛选．三轮筛选后经 ELISA法检测得到 l0个克隆．序列分析 

后发现 1O个克隆的氨基酸序列完全一样，编码八肽 APWLYGPA。进一步实验发现根据相应 

的氨基酸序列人工合成的八融也能与 B3紧密结合。因此以完整的病毒颗粒作为受体，应用 

随机肽库来筛选抗病毒的多肽．不需要了解病毒的蛋白质结构、基因组结构及复杂的病毒感染 

过程．而只要选出的特异性短肽能与病毒感染相关的重要靶位点结合，就达到了阻断病毒侵染 

细胞的效果。因此，比用核酶、反义 RNA技术简单，后者在用于抗病毒研究时，需要了解病毒 

基因结构。肽库技术筛选出的与完整病毒颗粒特异结合的短肽．能有效地阻止病毒感染而不 

影响宿主细胞生长。抗 GCHV复制的多肽的氨基酸序列的确定．为人工合成抗病毒多肽奠定 

了基础．也为抗病毒多肽制剂的研制提供了依据。我们将进一步研究特异性多肽在病毒颗粒 

表面的结合位点，推{鲥结合位点与草鱼出血病病毒的 l1个结构蛋白片段的相关性，同时通过 

病毒体外转录试验，观察抗病毒多肽对草鱼出血病病毒的转录酶的影响。 
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Constructural Analysis of Antiviral Peptide t0 

Grass Carp Hemorrhage Virus 

W ang Bing‘ Ke Lihua Tien po2 

(Wuhan Institute0，Virology．ChineseAcademy ofSciences．Wufmn 430071) 

(Institute of Microbiology，Chinese Academy 0，Sciences BeOing lO00SO) 

Abstract Through the reaction between GCHVs73(Grass Carp Hemorrhage Virus)particles and 

random peptide library displayed on phage in vitro，after 3 rounds of affinity selection 16 phage 

clones from 300 clones have been got，which have high affinity with GCHV．Six of sixteen clones 

Could inhibit the replication of GCHV in CIK in vitro and decrease the TCID n tO half of index． 

The DNA sequence of phage clones and  deduced sequence of amino acid of the inserted foreign 

fragments were analysed．The results show that the sequences of six clones are identica1．The de— 

duced sequence of amino acid is NH2一Leu-Trp—Val—Gly—Gly·Gly—Arg—Asn-Ala． It indicates that 

the ability of anti—GCHV is certainly related to specific structural information and amino acid se． 

quence of peptides．The detetvaination of antivira[peptide offers a fundamental practical advance 

in the synthesis of the anti~rN peptides and  provides a way of generating noval antiviral agen~． 

Key words Antiviral peptides ，Conatructural analysis，Grass carp hemorrhage virus 
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