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摘要: 内切葡聚糖酶 ( endog lucana ses)是光肩星天牛幼虫肠道的主要纤维素消化酶。本研究以光肩星天牛内

切葡聚糖酶的同工酶 AgEG2为靶分子, 从随机多肽噬菌体展示库中筛选与 AgEG2有亲和活性的短肽, 通过 3

轮筛选 , 短肽序列 TPHRSPL出现频率为 33. 7% , 而且展示该短肽的噬菌体均对 AgEG2有很高的结合能力。

进一步合成短肽 TPHRSPL, 并对肠道纤维素酶提取液进行了 W este rn分析 , 结果表明该短肽能特异结合内切

葡聚糖酶的同工酶 A gEG1 和 AgEG2, 而与粗酶液中其它蛋白组分均无结合特性。表明筛选获得的短肽

TPHRSPL对光肩星天牛内切葡聚糖酶具有特异结合亲和性。该短肽为研究光肩星天牛纤维素酶的特性及开

发天牛的生物防治制剂奠定了基础。
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Abstract: Endog lucanases are them ain cellulolytic enzym es in the gut ofAnop lophora glabrip ennis. In this study, random

pept ide phage display technology was em ployed to screen peptides that bound the AgEG2, a m em ber of endog lucanase

isozymes. Phage clones display ing peptide TPHRSPL accounted for 33. 7% of the selected phage population after three

rounds of screening, and showed higher phage recovery than the other clones in the binding assay. Peptide TPHRSPL was

chem ically synthesized and tested for its binding activ ity to AgEG2. The synthetic peptide exhib ited high binding specif ic ity

for AgEG1 and AgEG2. Th is ind icated that pept ide TPHRSPL had the affin ity to the endog lucanase ofA. glabrip enni,

wh ich could be used to study the biologica l ro le of the enzym e in the gut, and had the potent ial to be developed into b iolog

ical contro l agents ofA. glabrip enni.

K ey words: Anop lophora glabripennis; endog lucanases; random peptides phage d isplay library; b ind ing pept ides;

affinity
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光肩星天牛 (Anop lophora glabrip ennis (Motsch. ) )

广泛分布于我国 24个省市自治区, 危害杨 ( Popu

lus)、柳 ( Salix )、榆 (Ulmus)、槭 (A cer )、槐 ( Sophora)、

桑 (M orus)等多种林木, 是我国杨树最重要的蛀干害

虫
[ 1]
。天牛幼虫钻蛀树干隐蔽危害, 世代长且不整

齐,天敌种类少, 因而控制难度极大, 常规的防治方

法很难奏效
[ 2]
。我国  三北 !防护林生态工程, 许多

以杨树为主的林分由于光肩星天牛的猖獗危害, 造

成大量树木被迫砍伐,甚至整个林分被毁灭,给我国

的杨树人工林带来严重威胁
[ 3]
。

纤维素酶是天牛幼虫肠道的主要消化酶类, 是

研究天牛的生物学特性及开发抗天牛生物制剂的靶

标之一。作者对光肩星天牛幼虫肠道内的纤维素酶

体系进行研究表明, 光肩星天牛幼虫肠道内具有完

整的纤维素酶体系, 其中内切 1, 4葡聚糖酶活性

最高, 且具有广泛适宜的 pH 值和温度范围及较高

的热稳定性等特性。通过酶活性化学显色反应, 分

离出内切 1, 4葡聚糖酶的两种同工酶, 分别命名

为 A gEG1( 26kD )和 A gEG2( 39kD)
[ 4]
。借鉴蛋白酶

抑制剂在害虫控制方面的成功经验, 开发天牛纤维

素酶的专性抑制剂或提高天牛杀虫剂的效果是一个

重要策略。但目前对天牛纤维素酶的研究主要集中

在纤维素酶的来源、组成及其特性等方面
[ 5~ 9]
。仅

吴明等
[ 10]
报道了 Cu

2+
对松墨天牛 (Monochamus al

ternatusH ope)纤维素酶的抑制作用。

近年来, 噬菌体展示技术 ( phage disp lay )的

迅速发展 ,已成为分子间相互作用研究的有力工

具, 也为筛选生物活性肽、蛋白质、受体以及开发

新型药物建立了新的方法
[ 11 ~ 16]

。运用噬菌体展

示技术筛选出天牛纤维素酶的结合短肽, 可为天

牛纤维素酶的生物学特性研究及其抑制剂、杀虫

剂的开发提供基础。

本研究首次利用噬菌体展示技术进行了天牛

纤维素酶结合短肽筛选的尝试。以 A gEG 2作为

靶分子对随机七肽噬菌体库进行筛选, 获得特异

结合光肩星天牛内切葡聚糖酶的短肽序列, 并对

其结合特性进行了研究。本文还对该短肽用于

天牛纤维素酶特性的研究及其抑制剂的开发前

景进行了讨论。

1 材料和方法

1. 1 噬菌体展示库

随机七肽噬菌体展示库 Ph D 7
Tm
试剂盒购自

N ew Eng land B io labs(NEB ). 该噬菌体展示库以 M13

噬菌体为载体, 将编码随机 7肽的 DNA序列插入

M13噬菌体的 p∀基因,外源随机 7肽展示于外壳蛋

白 P ∀的 N 端。文库容量为 2 # 10
12

Pfu ( plaque

form ing unit)。

1. 2 光肩星天牛幼虫

光肩星天牛幼虫采自天津地区的杨树被害木,

室内采用柳树 ( Salix sp. )和糖槭 (A cer saccharum

M arsh. )等枝条人工饲养, 备用。挑选生长健康、3

龄以上的幼虫作为实验材料。

1. 3 AgEG2的分离和纯化

按照作者介绍的方法进行 AgEG2的分离纯

化
[ 4]
。从非变性聚丙烯酰胺凝胶的相应 AgEG2位

置切取胶块, 加适量 0. 1 mo l∃ L
- 1

NaHCO3 ( pH 值

8. 6) 溶液洗脱 3次, 每次 30 m in, 最终酶液浓度稀

释到 100 g∃ mL
- 1
备用。回收酶液进行 SDS PAGE

( 12% )分析检验其纯度, 并用蛋白分子量标准估计

分子量。同时制备筛选过程中的对照洗脱液: 进行

AgEG2分离纯化时,留出两个泳道不加样, 电泳后切

取与酶带相同大小的空白凝胶, 用 0. 1 mo l∃ L
- 1

N aHCO 3洗脱,方法同酶液的制备。

1. 4 噬菌体展示库的筛选

以 AgEG2作为靶分子对随机七肽噬菌体展示

库进行淘选, 筛选程序参照试剂盒说明书进行, 略有

改动。将 150 L A gEG2的 NaHCO3溶液加入酶标

板微孔中, 4 % 包被过夜, 同时包被空白胶的 N aH

CO 3洗脱液作为对照。倒掉包被液, 微孔中加满封

闭液 ( 0. 1 mo l∃ L
- 1

N aHCO3, 5 mg∃ mL
- 1

BSA,

0 02% NaN3 ), 4 % 孵育至少 1 h。采用酶液洗脱方

法制备空白聚丙烯酰胺凝胶的 TBS ( 50 mmo l∃ L
- 1

T risHC l ( pH值 7. 5) , 150 mmol∃ L
- 1

N aC l)洗脱

液。取该洗脱液 100 L稀释 10 L噬菌体原库 (约

2 # 10
11
Pfu) ,并在 4 % 孵育 2 h, 以吸附原肽库中与

聚丙烯酰胺凝胶洗脱液特异结合的噬菌体。倒掉酶

标板中的封闭液, 用 TBST( TBS+ 0. 1% Tween 20)洗

6次后,加入上述与聚丙烯酰胺凝胶洗脱液吸附过

的噬菌体七肽库, 4 % 缓慢振荡 4 h, 用 TBST洗 10

次,特异结合的噬菌体用 100 L 洗脱缓冲液 ( 0 2

mo l∃ L
- 1

G lyc ineHC ,l pH值 2. 2, 1 mg∃ mL
- 1

BSA)

洗脱 3次, 每次 10 m in, 洗脱液立即用 1 mol∃ L
- 1

T risHC l缓冲液 ( pH值 9. 1) 中和。取少许洗脱液

(约 1 L)感染大肠杆菌 (E scherich ia coli ( M igula)

Caste llani and Chelm ers ) ER2738测定噬菌体效价,
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以噬菌斑形成单位 ( P fu)表示, 其余噬菌体通过感染

宿主菌扩增后进入下一轮筛选。重复以上筛选程序

2轮, 从第二轮开始将 TBST中的吐温浓度增加为

0 5%。测定每轮筛选获得的噬菌斑数 (产出量 )以

计算噬菌体的回收比。噬菌体的回收比 =噬菌体的

产出量 /噬菌体的投入量。噬菌体的扩增、纯化和定

量按照试剂盒的使用手册进行。

1. 5 多肽序列分析

随机挑取第 3轮筛选获得的噬菌体克隆, 按照

试剂盒介绍的方法制备 DNA测序模板。用 310型

DNA自动测序仪 (美国 ABI)进行了 DNA序列分析。

推导展示短肽的氨基酸序列。

1. 6 单克隆噬菌体与 AgEG2结合活性测定

以上噬菌体单克隆分别进行扩增后, 按照上

述筛选方法测定与 A gEG2的结合能力。 10
11
P fu

新扩增的单克隆噬菌体加入包被 AgEG2的酶标

板中, 按筛选程序进行结合和洗涤, 洗涤条件同

第三轮筛选。测定洗脱液中噬菌体效价 (噬菌体

的产出量 )。每个噬菌体克隆设三个重复, 以相

同投入量的随机七肽噬菌体展示库作为对照。

计算噬菌体的回收比。

1. 7 合成短肽与 AgEG2的结合分析

由赛百胜公司合成上述短肽 TPHRSPL(命名为

P2) ,并在短肽 N 端标记生物素 ( b iotin)以便于检

测.短肽用去离子灭菌水溶解后于 - 20 % 分装保

存。按梁国栋报道的方法
[ 17]

, 以短肽 P2作为探针

与光肩星天牛幼虫的纤维素酶提取液进行W estern

分析, 检测该短肽的结合特性。光肩星天牛幼虫粗

酶液进行非变性 PAGE ( 12% )分离后, 立即将酶带

电转印到尼龙膜 (H ybondN + , Amershan pharmacia

产品 )上,为保持酶的活性, 缓冲液中不加甲醇,转印

条件为: 恒流 100 mA, 1 h。转移结束后取出尼龙

膜,用 TBS漂洗 1~ 5m in。用 10mL以 TBS 10倍稀

释的封闭液 & (购自 Roche公司 )于室温封闭 1 h, 用

TBS漂洗 2~ 5m in后,加入用 10 mL封闭液稀释的

P2探针 ( 1 g∃ mL
- 1
) , 4 % 缓慢振荡 2 h。用 TBS

洗膜并用碱性磷酸酶缓冲液 ( 100mmo l∃ L
- 1

N aC ,l

100mmo l∃ L
- 1
T ris, 5 mmo l∃ L

- 1
MgC l2, pH 值 9 5)

平衡后,将膜放入用封闭液按 1∋5 000稀释的链霉

素标记的碱性磷酸酶溶液 ( SP AP, Promega), 室温缓

慢振荡 1 h后,用适量 BC IP /NBT ( Roche)溶液于黑

暗中进行显色反应, 直到出现清晰的条带为止。用

无菌水冲洗后进行拍照、保存。

2 结果

2. 1 AgEG2的分离和纯化

从非变性聚丙烯酰胺凝胶中洗脱回收的 AgEG2

酶液,以羧甲基纤维素作为底物进行酶活性测定, 仍

保持内切葡聚糖酶活性, 且分离的酶液在 SDS

PAGE分析中呈单一酶带, 经蛋白分子量标准估计

分子量约为 39 kD (图 1)。以此分离纯化的酶液作

为靶分子,进行噬菌体随机多肽库的筛选。

图 1 SDS PAGE分析纯化的 AgEG2( A: AgEG2, M:蛋白分子量标准,

从上到下分别为 97KD、66KD、45KD、30KD、20. 1KD和 14. 4KD)

2. 2 噬菌体展示库的淘选

从随机七肽噬菌体展示库中取 2 # 10
11
Pfu噬菌

体 (约包含 2. 8 # 10
9
不同短肽的噬菌体克隆 )进行

筛选,并采取空白胶预吸附的方法去除噬菌体肽库

中与聚丙烯酰胺结合的噬菌体。从表 1可见, 三轮

筛选中噬菌体回收比不断增高, 由第 1轮的 6. 5 #

10
- 6
升至第三轮的 3. 9 # 10

- 3
,升高了 600倍, 表明

筛选的富集效果是显著的, 有专一结合的噬菌体存

在。而对照每轮筛选的噬菌体回收比保持在 10
- 5
~

10
- 6
左右, 说明没有噬菌体富集现象。

表 1 每轮筛选的噬菌体的回收比

轮数 靶分子 投入量 / Pfu 产出量 / Pfu 回收比

&
AgEG2

对照 ( CK )

2 # 1011

2 # 1011

1. 3 # 104

1. 0 # 104

6. 5# 10- 6

5. 0# 10- 6

(
AgEG2

对照 ( CK )

2 # 1011

2 # 1011

8. 2 # 105

2. 0 # 104

4. 1# 10- 4

1. 0# 10- 5

∀
AgEG2

对照 ( CK )

2 # 1011

2 # 1011

7. 8 # 106

1. 2 # 104

3. 9# 10- 3

6. 0# 10- 6

2. 3 结合短肽的序列分析

从第三轮筛选的洗脱液中随机挑取了 11个噬菌
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体单克隆 ( b1~ b11),分别进行扩增后,对每个单克隆

进行 DNA序列测定。根据试剂盒使用说明书提供的

外源序列插入位点, 从噬菌体 DNA序列中查找出随

机七肽的基因序列, 推导出七肽的氨基酸序列 (表

2)。b3、b6、b8和 b9四个噬菌体克隆含有完全相同的

短肽 TPHRSPL序列,出现频率为 36%,此外, b5也包

含 PHR同源序列。以上结果表明经过 3轮筛选, 特

异结合的克隆得到了富集。从表 2还可看出, b6克隆

所插入的外源基因序列与 b3、b8和 b9不同,但它们

表达相同的短肽序列,表明结合作用取决于短肽的氨

基酸序列而不依赖于噬菌体本身。

表 2 短肽的 DNA序列和氨基酸序列

克隆 DNA序列 氨基酸序列

b1 5 'CATTTGCTTATTCCTCATCCT 3 ' H LLI PHP

b2 5 'GCTTTGGCTCAGAAGGGTCTT 3 ' ALAQKGL

b3 5 'ACTCCGCATCGTTCTCCTCTG 3 ' TPHRSPL

b4 5 'CCGAGTCATCTTCATCTTTAT 3 ' PSHLHLY

b5 5 'AGTTATGATCCTCCTCATCGT 3 ' SYDPPHR

b6 5 'ACTCCTCATCGGTCTCCTCTT 3 ' TPHRSPL

b7 5 'ACTGCTAATACGCATAGGACT 3 ' TANTHRT

b8 5 'ACTCCGCATCGTTCTCCTCTG 3 ' TPHRSPL

b9 5 'ACTCCGCATCGTTCTCCTCTG 3 ' TPHRSPL

b10 5 'TGGATGGCTTTTCAGAATACG 3 ' WMAFQNT

b11 5 'CTTCATTTGCCGACTCCTGCG 3 ' LH LPTPA

2. 4 筛选出的噬菌体与 AgEG2的亲和力分析

上述挑取的 11个克隆 ( b1~ b11)进行扩增后分

别与靶分子进行结合筛选, 检测富集噬菌体与靶分

子的结合能力, 以相同投入量的噬菌体肽库作为对

照,结果如图 2。 b3、b6、b8和 b9克隆的回收比为 4

~ 6 #10- 2
, 而其余克隆及对照的噬菌体回收比约

10
- 4
~ 10

- 6
, 前者是后者的 400~ 40 000倍, 表明富

集的噬菌体克隆与 AgEG2的亲和力显著高于其它

克隆。

b1~ b11为噬菌体克隆, CK为未筛选的噬菌体肽库。

结果为 3次实验的平均值 (示标准差 )

图 2 筛选出的噬菌体克隆对 A gEG2的结合回收比

2. 5 P2与内切葡聚糖酶的结合作用

为进一步验证短肽 P2的结合特性, 合成了该短

肽序列并进行了 Western分析 (图 3)。从图 3 B可

以看出,短肽 P2仅与尼龙膜上的 AgEG1和 AgEG2

两条蛋白带有结合作用, 而对纤维素酶提取液中的

的其它蛋白组分没有吸附作用, 表明短肽对光肩星

天牛的内切葡聚糖酶有特异结合作用。由图 3A可

见, 光肩星天牛粗酶液中 AgEG1的含量大于

AgEG2,而图 3 B中, 短肽 P2对 AgEG1的杂交信号

反而比 AgEG2弱,表明该短肽与 AgEG2的结合能力

比对 AgEG1的结合能力更强。

A: 光肩星天牛幼虫纤维素酶粗酶液 native PAGE;

B: 短肽 P2作为探针与纤维素酶提取液印迹膜进行 W estern分析

图 3 合成肽 ( P2)与内切葡聚糖酶的特异结合作用

3 讨论

本研究利用噬菌体展示技术进行了筛选天牛纤

维素酶特异结合活性短肽的尝试。由于对天牛内切

葡聚糖酶的结构特性缺乏了解, 因此研究选用了库

容量较大的随机七肽噬菌体库。

纤维素酶是由多种组分构成的复合酶系
[ 18]

, 组

成复杂,因此纯化困难,通常的蛋白纯化方法易导致

酶分子的天然构象发生改变而失去活性。本研究以

非变性聚丙烯酰胺凝胶中洗脱回收的内切葡聚糖酶

作为靶分子, 既简便易行,又能很好地保持其原来的

构型和酶活性。但酶液中残留的大量聚丙烯酰胺凝

胶短链分子会吸附肽库中与其特异结合的噬菌体,

造成了前期筛选所获的富集噬菌体, 经检测均对聚

丙烯酰胺特异结合, 而与酶无结合作用。为避免酶

液中短链聚丙烯酰胺分子影响筛选结果, 对筛选程

序进行了改进, 将噬菌体展示原库以及每轮筛选的
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噬菌体首先与空白聚丙烯酰胺凝胶的洗脱液吸附,

以去除噬菌体展示库中与聚丙烯酰胺分子特异结合

的噬菌体,然后再与靶分子进行吸附,确保所筛选出

的结合序列是酶分子的特异结合序列。每轮筛选的

噬菌体回收比、最后一轮筛选的单克隆噬菌体结合

力分析均表明, 改进的筛选方法能成功去除噬菌体

库中与聚丙烯酰胺分子特异结合的噬菌体克隆, 所

筛选出的富集噬菌体是通过与酶分子的特异结合而

获得,这证明以上改进是有效的,与靶分子特异结合

的噬菌体得到了有效富集。

为证明所获短肽 TPHRSPL可特异结合光肩星

天牛内切葡聚糖酶, 合成了短肽 P2。通过 W estern

分析, 发现 P2不但结合 AgEG2, 而且和 AgEG1也有

亲和结合作用, 而对粗酶液中的其它酶和蛋白却没

有结合作用。这证明了该短肽本身对内切葡聚糖酶

有较强的结合作用,同时也表明 AgEG1和 AgEG2为

同工酶甚至为同位酶,它们可能会有较高的氨基酸

序列同源性及类似的结构。许多研究表明, 同一物

种的内切葡聚糖酶同工酶往往有高度的序列同源

性,例如马铃薯线虫 G lobodera rostochiensis (W ollen

w eber)的两个内切葡聚糖酶同工酶 G rEG1和 GrEG2

的分子量分别为 49. 7KD和 42KD, 而其 cDNA在 5 '

端有 95%的同源性
[ 19]
。同样, 黄胸散白蚁 R eticuli

term es sp era tus( Ko lbe)的两个内切葡聚糖酶同工酶

RsEG1和 R sEG2的氨基酸序列有 98% 的同源

性
[ 20]
。

初步测定了 P2与 AgEG1和 AgEG2结合后对其

活性的影响,结果酶活性没有明显的改变。原因可

能是短肽与酶分子的结合位点不是其活性作用的关

键部位,不至于影响其催化功能。虽然对酶活性没

有明显抑制作用,但这些与 AgEG1和 AgEG2特异结

合的短肽同样具研究和运用前景: ( 1)短肽可作为

标记, 研究天牛内切葡聚糖酶的诱导效应及在肠道

的分布特性,从而揭示天牛的消化和食性的机理, 为

开发天牛消化酶抑制剂奠定生物学基础; ( 2)短肽

可作为  向导 !, 与能抑制纤维素酶活性的物质相
连,使之更有效地找到靶部位, 增强对酶的抑制作

用,或结合能杀天牛的毒蛋白
[ 21]

, 避免由于天牛食

性强、食物滞留时间短而造成毒蛋白在肠道中发挥

作用不充分; ( 3)短肽与其它大分子物质相连, 与纤

维素酶分子结合后形成物理障碍, 影响纤维素酶的

催化活性。因此特异结合短肽的获得为开发杀天牛

生物制剂或增加其杀虫效果奠定了基础。
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