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● 基础研究 ●

人髓系细胞触发受体一1模拟多肽的筛选和鉴定

杨其霖 黄红川 张彦峰何为群 刘晓青 黎毅敏

【摘要】 目的 寻找能特异性与人髓系细胞触发受体一1(TREM-1)蛋白结合并抑制其传导通路的多肽。方法

克隆、表达和纯化TREM-1功能区蛋白，并以之为诱饵蛋白，筛选随机噬菌体展示肽库。经过4轮生物淘洗，通过

ELISA方法和单核细胞ELISA方法分析噬菌体克隆与TREM-1蛋白的亲和力。化学合成模拟多肽，检测其对盲肠

结扎穿刺(CLP)d、鼠的治疗效果。结果成功找到5种噬菌体克隆，ELISA法和细胞ELISA均阳性。应用化学方

法合成的模拟多肽HYGMTHPNTMSH能降低CLP小鼠的死亡率。结论 模拟多肽HYGMTHPNTMsH对脓

毒症小鼠有保护作用。

【关键词】髓系细胞触发受体一1；模拟多肽}筛选随机噬菌体展示肽库
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[Abstract]Objective To find mimetic peptides which bind specifically with triggering receptor expressed on

myeloid cells一1(TREM一1)and inhibit the TREM-1 pathway．Methods The functioning region of TREM-1 protein

was cloned。expressed and purified．With the recombinant protein of TREM一1 as the target molecule，the mimetic

peptides were screened from arandom phage display peptide library．Four rounds of biopanning were carried Out，and

enzyme linked immunosorbent assay(ELISA)and monocyte cell ELISA were used tO evaluate the binding between the

phage clone and TREM一1．Then．chemical synthesis of the mimetic peptide was carried out，and its therapeutic effect

on cecal ligation and puncture(CLP)in mice was investigated．Results Five phage clones from the fourth round of

biopanning were selected at random，all of them were positive in sandwich ELISA and monocyte cell ELISA．Admin—

istration of the chemically synthesized mimetic peptide HYGMTHPNTMSH reduced the mortality of CLP mice．Con-

clusion Mimetic peptide HYGMTHPNTMSH can protect the mice wtih sepsis from death．

[Key words]triggering receptor expressed on myeloid cells一1；mimetic peptide I screening random phage display

peptide library

脓毒症(sepsis)是非心血管疾病危重症患者最

重要的死亡原因之一。但脓毒症的发病机制以及病

理过程目前尚未明确[1]。Bouchon等心1于2000年

发现的髓系细胞触发受体一1(triggering receptor ex—

pressed on myeloid cells一1，TREM-1)为这方面的研

究开拓了一个新的视野。TREM一1属于免疫球蛋
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白超家族成员，选择性地表达于中性粒细胞、巨噬细

胞和成熟的单核细胞表面，其通路在炎症的发生、发

展中起着重要的作用，而过度激活则可以引起脓毒

症的发生[2’s3。本研究从临床肺部感染患者的外周

白细胞中获得TREM一1功能区的cDNA分子，构建

重组质粒，在大肠杆菌中可溶性表达及纯化。以重

组的TREM一1功能区分子为靶蛋白，对随机噬菌体

12肽库进行筛选，以期得到能够和TREM一1特异

性结合并抑制其传导通路的模拟多肽，并以此为基

础进行脓毒症发病机制和药物开发研究。

1材料与方法

1．1 材料 收集肺部感染患者外周血2 ml，
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EDTA抗凝处理，加入8ml红细胞裂解液，室温作用

10min，3000r／min离心3rain，取沉淀，计数备用。

Trizol试剂(Invitrogen公司)、逆转录酶(Promega

公司)、镍柱(Novagen公司)、RT—PCR System

(TaKaRa公司)、PCR Markers(TaKaRa公司)、

随机噬菌体展示文库(NEB公司)、多肽合成(广州

华拓公司)、质粒PET-28a，大肠杆菌BL21(本室保

存)等。昆明小鼠购自南方医科大学动物试验中心。

1．2 RNA提取和RT—PCR 以Trizol提取外周

血白细胞的总RNA，并进行逆转录反应。根据

Genbank中Bounchon等提交的序列与PCR引物

设计的基本原则，结合原核载体PET一28a的酶切位

点，设计扩增对应TREM一1蛋白第187～386位的

羧基端蛋白，上游引入BamH I酶切位点，下游引入

XholI酶切位点。上游引物为Primerl：5'-CCG—

GATCCGAACTCCGAGCTGCAAC-3，。上游引物

为Primer2：5，一GGCTCGAGAGAATTCTCATT—

GGAGC一3。PCR反应条件为：94℃5min预变性，

94℃30s、54℃30s、72℃40s，30循环，72℃5min充

分延伸，反应结束，取PCR产物行1％琼脂糖电泳。

1．3克隆及鉴定将琼脂糖电泳的目的条带进行

回收纯化，产物行BamH I和Xhol I双酶切，酶切

片段回收后和PET一28a片段按5：1摩尔比混合，

加人T4连接酶和连接缓冲液于室温连接过夜，连

接产物转化感受态细菌DH5a转化后进行质粒扩

增，质粒小量制备，限制性内切酶酶切及鉴定重组克

隆质粒，送公司测序。将测序正确的重组质粒转化

到大肠杆菌BL21中。

1．4 重组蛋白TREM-1功能区的诱导表达和纯

化挑取含重组质粒PET一28a—TREM一1的大肠杆

菌BL21，接种于含卡那霉素的LB培养基，37℃扩

增细菌12h，1：200稀释菌液，继续培养至吸光度

(A)=O．6，加入异丙基一p—D-硫代半乳糖苷使其终浓

度为100mmol／L，并于15℃下诱导8h。离心，沉淀

重悬，加入溶菌酶，超声破碎菌体，离心，取上清与镍

柱冰上混匀30rain，离心弃上清，把镍柱填充入层析

柱中，洗柱2次后，用含咪唑的洗脱液洗脱目的蛋

白。SDS-PAGE分析纯化结果。

1．5特异性结合噬茵体的生物淘选按照NEB随

机噬菌体展示肽库说明书进行4次噬菌体生物淘

洗。并且将第4次淘洗产物进行铺板，挑取10个单

克隆。

1．6 ELISA鉴定特异性结合的阳性噬茵体克隆

以100mg／L的TREM一1融合蛋白200p1包被96孔

酶标板，4"C孵育过夜。磷酸缓冲溶液+吐温一20

(PBST)洗板3次，5％脱脂奶粉37℃封闭lh。

PBST洗板3次后加入PBST稀释到1010的噬菌

体，37℃保温lh。PBST洗涤6次，加入辣根过氧

化物酶标记的抗M13单克隆抗体，37℃反应lh。

PBST洗涤6次。加入四甲基联苯胺(TMB)显色，

磷酸终止反应，测定490rim波长吸光度(At。。。)。

用野生噬菌体作为阴性对照。牛血清白蛋白(BSA)

为空白对照。以检测噬菌体A值(S)与阴性对照A

值(N)的比值(S／N)≥2．1判断为阳性。

1．7 细胞ELISA鉴定阳性噬茵体克隆取健康成

年人外周血20ml，淋巴细胞分离液分离外周单个核

细胞，以1640培养基稀释到细胞数为108／ml，取每

孔200p1加入96孔细胞培养板，37℃，5％CO：培

养2h，弃上清，利用单核细胞贴壁的特性去除淋巴

细胞并洗涤3次。加封阻液作用1h。加入稀释到

1010的噬菌体，37℃，5％CO：培养箱中作用1h。

PBST洗涤5次，4％甲醛固定15rain，洗涤后加入辣

根过氧化物酶标记的抗M13噬菌体单克隆抗体，

37℃作用lh。PBST洗涤6次。加入TMB显色，

磷酸终止反应，测定A枷。。。加BSA为空白对照，

以排除非特异性吸附的影响，加入野生噬菌体为阴

性对照。以待测噬菌体A值(S)与阴性对照A值

(N)的比值(S／N)≥2．1判断为阳性。

1．8阳性克隆对活化单核细胞炎症因子释放的抑

制作用 按上述方法分离单核细胞，在其培养基中

加入lmg／L脂多糖，37℃，5％CO。培养箱中培养

24h，用野生噬菌体包被作为阴性对照，BSA作空白

对照。按照ELISA试剂盒说明检测上清中肿瘤坏

死因子一a(TNF—a)和单核细胞趋化蛋白一1(mono—

cyle chemoattactant protein-1，MCP一1)的含量。

1．9动物模型和分组选用昆明种小鼠30只，雌

雄各半，体质量18～229。随机分为盲肠结扎穿孔

组(cecal ligation and puncture，CLP组)，治疗组和

假手术组各10只。CLP组小鼠经1％戊巴比妥麻

醉后，经下腹部正中切口，取出盲肠，在其根部结扎

并以21号针头对穿两孔，挤出肠内容物少许，然后

放回盲肠，缝合腹壁后2h皮下注射生理盐水

0．6ml。治疗组操作与CLP相同，缝合腹壁后2h予

以生理盐水溶解的0．059／L HYGMTHPNTMSH

多肽0．6ml皮下注射。假手术组仅找出盲肠不作

穿孔，其他操作同CLP组。

1．10统计学方法 采用Fisher确切概率法进行

统计，以P<0．05为差异有统计学意义。
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2 结 果

2．1 总RNA的提取从肺部感染患者外周血白

细胞中提取的总RNA可看到明显的28S、18S、5S

条带(图1)。

1：DNA Marker，2：BamHI和Xhou双酶切PEF28a-’I'REM-1

图3 PET28a-TREM-1的酶切鉴定

解上清中，利用镍柱通过金属螯合亲和层析进行纯

化，从大肠杆菌菌体的裂菌液上清中纯化出了可溶

形式的6-his融合TREM一1功能区蛋白。纯化的融

图1总RNA的琼脂糖凝胶电泳 合蛋白透析除去嘧啶，应用Bradford法定量分析表

2．2 RT-PCR 以肺部感染患者外周血白细胞总 明表达水平约为29／L，总共回收纯化融合蛋白约

cDNA为模板，上下游引物进行RT—PCR，产物经40rag(图4)。

琼脂糖凝胶电泳可见有约408bp特异性条带出现，

与理论值一致(图2)。

1：DNA Marker，2：‘I。REM一1 408bp

图2 TREM-I功能区的RT-PCR电泳分析

2．3 PET28a—TREM一1的酶切鉴定与测序分析

PET28a—TREM一1经BarnH工和XhoI I双酶切后

得到片段与预期片段一致(图3)。PET28a-

TREM一1送公司测序。得到长度为399bp序列，序

列用BLAST软件分析比较发现与已知GeneBank

TREM—l序列一致(图3)。

2．4 TREM一1功能区蛋白的表达，纯化和鉴定

重组质粒PET—TREM—l经IPTG诱导后于21ku处

产生一条明显条带，部分以可溶形式存在于菌体裂

1：诱导前，2：诱导后，3：大肠杆菌裂解后上清，4：大肠杆菌裂

解后沉淀，5：过柱液体，6：洗柱液，7：纯化蛋白，8：Marker

(14．3ku处为溶菌酶)

图4重组质粒PET-TREM-I经IPTG诱导后蛋白的表达

纯化SDS-PAGE电泳图

2．5 筛选随机噬茵体肽库在4轮筛选中，保持包

被的TREM一1蛋白浓度及投入噬菌体的量恒定。

结果显示产率逐轮提高，第4轮的产率是第1轮的

142倍。与TREM-1特异结合的噬菌体得到了明

显富集(表1)。

表1从噬菌体12肽库中筛选TREM-I特异性结合短肽
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的潜在靶分子。

TREM一1属于免疫球蛋白家族的跨膜受体，接

受外来信号而被激活，激活后可通过多种信号传导

途径如Lyn，AKT，Jak2途径引起炎症因子的释

放[4]。TREM-1的主要功能区位于N端由二硫键

构成的“V”型免疫球蛋白类似结构中[5一]。本研究

利用分子生物学方法，克隆并在大肠杆菌中表达了

其功能区，虽然由PET--28a载体表达蛋白上会添加

6个组氨酸标签，但对其生物学功能的影响极小[7]。

因此，本研究以此为诱饵蛋白，利用随机噬菌体展示

肽库技术，筛选出与TREM一1蛋白高亲和力的模拟

短肽，阻断其蛋白信号传导通路。

随机噬菌体表面展示技术是一种非常有效的多

肽筛选技术，即将外源多肽的基因克隆到噬菌体基

因组中，与噬菌体外膜蛋白融合表达，展示在噬菌体

颗粒的表面。由于外源蛋白或多肽的基因型和表型

统一在同一噬菌体颗粒内，通过表型筛选就可以获

得它的编码基因[8’9]。

脓毒症以炎症细胞特别是单核细胞的活化为起

点，在各种炎症细胞的不断激活和各种炎症因子的

大量释放中不断进展并加重，而TREM-1在这种级

联放大机制中发挥了重要作用[2矗]。临床总结表

明。外周血sTREM一1(可溶性TREM-1，能够竞争性

与TREM-1的天然配体结合而不产生生物学活性)

水平增高和脓毒症患者生存率呈正相关[1⋯。在动

物内毒素模型中，注射mTREM一1／Fc融合蛋白或

者使用SiRNA沉默TREM一1的表达均能抑制

TREM-1传导通路，从而减少炎症因子的释放并提

高实验动物的生存率[J1’12]。

本研究显示，多肽HYGMTHPNTMSH能在

体外直接、特异地与单核细胞高效结合，并阻断

TREM一1蛋白与其天然配体的相互作用，抑制其通

路的激活，减少炎症因子的释放、减轻炎症反应。细

胞因子ELISA结果也显示该多肽能在一定程度上

抑制TNF-．Q和MCP一1的释放。在动物实验中，笔

者采用化学方法合成了多肽HYGMTHPNTMSH，

发现其能显著减少CLP小鼠48h的死亡率。笔者

计划进一步验证该多肽分子对脓毒症的治疗作用，

并继续检测其他筛选出的噬菌体多肽的生物学

活性。
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