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噬菌体展示肽库筛选ＶＰＡＣ１高亲和力结合多肽
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　　［摘要］　目的　通过噬菌体展示肽库技术筛选 ＶＰＡＣ１高亲和力结合十二肽配体，并进行特异性和亲和力鉴定。
方法　 建立稳定表达ＶＰＡＣ１的真核细胞系；利用噬菌体肽库展示技术进行全细胞差减筛选，随机挑取４０个噬菌体克隆
进行测序，初步鉴定确定阳性克隆，明确外源十二肽序列，固相合成该十二肽；利用体外竞争结合ＥＬＩＳＡ及流式细胞分析，
鉴定目标多肽与ＶＰＡＣ１受体结合的特异性及亲和力。结果　 成功构建稳定表达 ＶＰＡＣ１细胞系；经过４轮差减筛选，回
收噬菌体逐轮得到富集，随机挑取４０个克隆测序，共得到１５条序列不同的多肽，经ＥＬＩＳＡ鉴定有７个克隆与细胞有特异
性高结合能力；阳性噬菌体克隆与细胞结合通过多肽ＶＰ１介导；ＶＰ１能特异高亲和地与ＶＰＡＣ１受体结合。结论　 通过噬
菌体展示肽库技术成功筛选得到与ＶＰＡＣ１高亲和力特异结合十二肽。
　　［关键词］　 ＶＰＡＣ１；稳定转染；噬菌体展示肽库；十二肽；分子探针
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　　血管活性肠肽受体（ｖａｓｏａｃｔｉｖｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＶＩＰＲ）属于７次跨膜 Ｇ蛋白偶联受体家族，
整个受体包括３个部分：Ｎ末端胞外域，含１个疏水的
Ｎ端信号肽以及ＶＩＰ结合位点；跨膜域，含７个疏水的

跨膜片段；Ｃ末端胞浆域，与信号转导相关。目前发现
血管活性肠肽受体有 ３种亚型：ＶＰＡＣ１、ＶＰＡＣ２和
ＰＡＣ１，在人体组织中，内源性 ＶＩＰ主要通过与 ＶＰＡＣ１
和ＶＰＡＣ２受体亚型结合发挥生物效应［１］，并且ＶＩＰ能
够诱导ＶＰＡＣ１的内化和核定位，通过信号转导调节肿
瘤相关因子ＶＥＧＦ和 ＥＧＦＲ等基因的表达，从而促进
肿瘤生长进展［２－３］。研究证实，ＶＰＡＣ１在结直肠癌等
多种肿瘤细胞及其转移灶中呈高水平表达，而 ＶＰＡＣ２
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仅表达于良性平滑肌瘤等少数肿瘤，并且ＶＰＡＣ１与天
然配体ＶＩＰ的结合亲和力是ＶＰＡＣ２的２０倍［４］。

　　目前，结直肠癌 ＶＩＰＲ分子显像常用的分子探针
主要为ＶＩＰ或ＶＩＰ类似物［５－７］，缺乏对ＶＰＡＣ１的高选
择性，同时存在一定的促肿瘤增殖的风险。随着体外

分子展示技术的发展，为寻找和发现与ＶＰＡＣ１高选择
性及高亲和力结合的多肽配体奠定了基础。针对筛选

得到的目标多肽，利用适合显像或治疗的核素标记，在

结直肠癌的分子影像诊断和靶向内照射治疗中有重要

应用价值。本研究以稳定表达 ＶＰＡＣ１的 ＣＨＯＫ１细
胞为靶细胞，利用噬菌体肽库展示技术筛选得到与

ＶＰＡＣ１高亲和力结合的十二肽配体，为其后续放射性
核素标记的ＶＰＡＣ１阳性肿瘤分子显像及靶向内照射
治疗奠定基础。

１　材料与方法

１．１　主要材料与试剂
　　噬菌体随机十二肽库试剂盒（包括噬菌体随机十二肽库，
肽库滴度２×１０１３ｐｆｕ／ｍＬ，复杂度２．８×１０９，Ｅ．ｃｏｌｉＥＲ２７３８宿主
菌以及９６ｇⅢ测序引物）购自ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司；中国仓
鼠卵巢细胞亚株 ＣＨＯＫ１购自中科院上海细胞库；Ｇ４１８购自
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；抗ＶＰＡＣ１单克隆抗体购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ公司；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ试剂盒购自 ＴａＫａＲａ公
司；ＦＩＴＣ标记山羊抗兔 ＩｇＧ购自中杉金桥公司；Ｘｇａｌ购自
Ａｍｒｅｓｃｏ；ＩＰＴＧ购自Ｍｅｒｃｋ公司；蛋白酶抑制剂购自 ＲＯＣＨＥ公
司；ＨＲＰ抗Ｍ１３单克隆抗体购自ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公司；细胞培养
基、胎牛血清及胰酶等购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；ＴＭＢ底物显色试剂
盒购自康为世纪公司。

１．２　方法
１．２．１　构建稳定表达 ＶＰＡＣ１的 ＣＨＯＫ１细胞　　用１０％胎
牛血清的ＤＭＥＭ高糖培养基将 ＣＨＯＫ１细胞置３７℃，５％ＣＯ２
孵箱常规培养，待细胞生长融合至８５％左右，接种９６孔板，次
日，加不同浓度梯度的Ｇ４１８筛选培养基，观察两周，确定 Ｇ４１８
最佳筛选浓度。将真核重组表达质粒载体 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／
ＶＰＡＣ１进行酶切线性化，回收纯化，按转染试剂盒说明转染
ＣＨＯＫ１细胞（２４孔板，２×１０５／孔）。转染第３天在培养基中
加入７００μｇ／ｍＬＧ４１８筛选１周，每３天更换１次培养液，１周
后用胰酶将单独的细胞群消化收集到新的２４孔板培养，继续
用７００μｇ／ｍＬＧ４１８筛选１周，挑选生长良好的细胞克隆继续
在２００μｇ／ｍＬＧ４１８培养基中维持培养约１个月。
１．２．２　稳定表达 ＶＰＡＣ１细胞的鉴定　　取挑选出的生长良
好的细胞株扩大培养，按照ＲＮＡ抽提试剂盒说明提取总ＲＮＡ，
按ＴａＫａＲａＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ试剂盒说明进行反转录，
根据设计的特异性引物检测目的基因ＶＰＡＣ１的表达。取待测
细胞爬片，固定封闭后，加入兔抗人ＶＰＡＣ１单抗４℃孵育过夜，
次日滴加二抗ＦＩＴＣ标记山羊抗兔ＩｇＧ，ＤＡＰＩ衬染核，封片观察
目的蛋白ＶＰＡＣ１表达。
１．２．３　噬菌体随机十二肽库的全细胞差减筛选　　培养
ＣＨＯＫ１／ＶＰＡＣ１及 ＣＨＯＫ１细胞生长汇合至 ８５％左右，用含

１％ＢＳＡ的无血清培养基培养１～２ｈ，ＰＢＳ洗涤１次，以０．２５％
胰酶消化 ＣＨＯＫ１细胞，１０００ｒ／ｍｉｎ离心去上清后用 ３ｍＬ
ＰＢＳＢＳＡ重悬封闭１５ｍｉｎ，并计数细胞约１×１０７，同时取１０μＬ
噬菌体十二肽库（滴度约２．０×１０１１ｐｆｕ）同样用 ＰＢＳＢＳＡ封闭
１５ｍｉｎ，加入５００μＬ蛋白酶抑制剂于细胞封闭悬液混匀，于
３７℃ 缓慢震荡孵育１．５ｈ；孵育结束前适时消化阳性ＣＨＯＫ１／
ＶＰＡＣ１细胞并用同样条件封闭，计数阳性细胞约１０６～１０７，将
上述阴性细胞孵育液１５００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ；上清加入已封闭
好的阳性 ＣＨＯＫ１／ＶＰＡＣ１细胞，４℃缓慢震荡孵育 １ｈ，
１５００ｒ／ｍｉｎ离心 ２ｍｉｎ，细胞沉淀用 ２ｍＬ０．１％ＴＢＳＴ洗涤
２次，３ｍｉｎ／次，最后用ＰＢＳＢＳＡ洗涤１次去除ＴＢＳＴ；细胞结合
的噬菌体用２．０ｍＬ酸洗脱缓冲液（０．２ｍｏｌ／ＬＧｌｙｃｉｎｅＨＣｌ，ｐＨ
２２，１．０ｍｇ／ｍＬＢＳＡ）冰上洗脱８ｍｉｎ，立即用３００μＬ中和缓冲
液（１．０ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ９．１）中和，１５００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，
小心收集上清中和洗脱液并准确计量；细胞沉淀用细胞裂解缓

冲液（０．１％Ｔｒｉｔｏｎ２．０ｍＬ，５００μＬ蛋白酶抑制剂）室温裂解细
胞３０ｍｉｎ，并准确计量细胞裂解液体积，收集内化进入细胞的
噬菌体；分别取１０μＬ中和洗脱液及细胞裂解液测滴度，剩余
用作扩增，测滴度，分别取１．０×１０１１ｐｆｕ的中和及裂解扩增噬
菌体共同混合投入到下一轮筛选，重复进行四轮筛选，ＴＢＳＴ浓
度逐轮增加至０．５％，洗涤时间增至５ｍｉｎ／次，洗涤次数增至７
次，阴性细胞孵育时间逐轮增至２ｈ，阳性细胞孵育时间逐轮减
至３０ｍｉｎ，其余条件同第一轮筛选。各轮筛选得到的回收噬菌
体及扩增液均铺制ＬＢ／ＩＰＴＧ／Ｘｇａｌ平板利用蓝斑形成实验测定
滴度，并计算每轮回收率。经过第４轮筛选后，将回收得到的细
胞结合及内化的噬菌体稀释合适的滴度铺制ＬＢ／ＩＰＴＧ／Ｘｇａｌ平
板，３７℃培养过夜后，分别随机挑取２０个分隔良好的蓝斑，扩增
纯化，加入５０％甘油保存于－２０℃，待后续测序及相关鉴定用。
１．２．４　噬菌体克隆 ＤＮＡ提取及测序　　按噬菌体单链 ＤＮＡ
提取试剂盒操作说明扩增噬菌体克隆及提取纯化 ＤＮＡ，用９６ｇ
Ⅲ测序引物５′ＣＣＣＴＣＡＴＡＧＴＴＡＧＣＧＴＡＡＣＧ３′送华大基因
进行全自动测序分析，根据 ＤＮＡ序列推导相应的氨基酸序列
并进行同源性分析。

１．２．５　ＥＬＩＳＡ初步鉴定阳性克隆　　同时接种 ＣＨＯＫ１／
ＶＰＡＣ１及ＣＨＯＫ１细胞于９６孔板，１．０×１０５个／孔，培养至细胞
贴壁长满单层，ＰＢＳ洗涤 ２遍，用 ５０μＬ０．２５％戊二醛固定
１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，加入３％过氧化氢１００μＬ／孔，阻断内源
性过氧化物酶活性；ＰＢＳ洗涤３次，加入２００μＬ／孔１％ ＢＳＡ封
闭３０ｍｉｎ，将需鉴定的噬菌体克隆分别取１×１０１０ｐｆｕ加入到阳性
和阴性细胞孔，３７℃孵育２ｈ，０．０５％ ＰＢＳＴ洗涤５ｍｉｎ×３次，加
ＨＲＰ抗Ｍ１３单克隆抗体（１∶５０００稀释）３７℃孵育１ｈ，０．０５％
ＰＢＳＴ洗涤５ｍｉｎ×３次；加入ＴＭＢ显色３０ｍｉｎ，２ｍｏｌ／Ｌ硫酸终
止反应，测定４５０ｎｍ波长处光密度值［Ｄ（４５０）］，同时设置无关
噬菌体及空白对照，每个克隆设置两个复孔，独立重复测定３次，
计算平均Ｄ（４５０）值及结合特异性（Ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ），Ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ的计
算公式为：ＯＤＳ１ＯＤＣ１／ＯＤＳ２ＯＤＣ２，其中ＯＤＳ１和ＯＤＣ１分别代
表待测噬菌体克隆和无关噬菌体加入阳性 ＣＨＯＫ１／ＶＰＡＣ１细
胞所得Ｄ（４５０）值，ＯＤＳ２和ＯＤＣ２分别代表待测噬菌体克隆和无
关噬菌体加入阴性ＣＨＯＫ１细胞所得Ｄ（４５０）值。
１．２．６　多肽的固相合成　　目标多肽及 ＦＩＴＣ偶联的多肽委
托上海强耀生物科技有限公司采用固相法合成，经 ＨＰＬＣ纯化
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和质谱分析鉴定。

１．２．７　目标多肽与噬菌体克隆竞争结合实验　　接种 ＣＨＯ
Ｋ１／ＶＰＡＣ１细胞于９６孔板，１．０×１０５个／孔，培养至细胞贴壁长
满单层，去掉培养液，ＰＢＳ洗涤２次，０．２５％戊二醛固定１５ｍｉｎ，
ＰＢＳ洗涤３次，加入３％过氧化氢１００μＬ／孔３７℃孵育３０ｍｉｎ，
ＰＢＳ洗涤３次，加入２００μＬ／孔１％ＢＳＡ封闭３０ｍｉｎ；其后加入不
同浓度梯度的合成目标多肽０、０．０００１、０．００１、０．０１、０．１、１、１０、
１００μｇ／ｍＬ于各对应孔，再加入约１×１０１０ｐｆｕ的含相同插入多肽
序列的噬菌体克隆３７℃孵育２ｈ，加 ＨＲＰ抗 Ｍ１３单克隆抗体
（１∶５０００稀释）３７℃孵育１ｈ，加入 ＴＭＢ显色３０ｍｉｎ，２ｍｏｌ／Ｌ
硫酸终止反应，测定４５０ｎｍ波长处光密度值［Ｄ（４５０）］，同时
设置无关噬菌体及空白对照，每个多肽浓度设置２个复孔，独
立重复３次实验，观察不同浓度多肽对阳性噬菌体克隆与细胞
结合的抑制情况，抑制率＝［零浓度对照组Ｄ（４５０）值－实验浓
度组Ｄ（４５０）值］／零浓度对照组Ｄ（４５０）值×１００％。
１．２．８　目标多肽与ＶＰＡＣ１受体结合特异性鉴定　　通过竞争
抑制ＥＬＩＳＡ和流式细胞分析来鉴定目标多肽与 ＶＰＡＣ１受体结
合的特异性，竞争抑制ＥＬＩＳＡ实验步骤同上，１％ＢＳＡ封闭后，加
入不同浓度梯度的ＶＩＰ０、０．００１、０．０１、０．１、１、１０、１００μｇ／ｍＬ于
各对应孔，其余步骤同上，同时设置无关噬菌体及空白对照，每

个多肽浓度设置２个复孔，独立重复３次实验，按上述方法计
算抑制率，观察不同浓度ＶＩＰ对目标多肽与细胞结合的抑制情
况。用０．２５％胰酶消化 ＣＨＯＫ１／ＶＰＡＣ１细胞，ＰＢＳ洗涤２次，
用２％ＰＢＳＢＳＡ封闭３０ｍｉｎ，离心，用 ＰＢＳ重悬细胞，调整细胞
浓度为２×１０６个／ｍＬ，分别取１ｍＬ细胞悬液于５ｍＬ离心管，加
入终浓度为５０μｍｏｌ／ＬＶＩＰ与细胞室温孵育３０ｍｉｎ，加入ＦＩＴＣ
偶联目标多肽，室温孵育１ｈ，ＰＢＳ洗涤２次，用３００μＬＰＢＳ重
悬细胞，上流式细胞仪检测，以ＰＢＳ和无关多肽作为对照。
１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１７．０软件，采用 ｔ检验和 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ符号秩检验
比较不同噬菌体克隆实验组与对照组差异。

２　结果

２．１　ＶＰＡＣ１在ＣＨＯＫ１细胞的稳定表达
２．１．１　逆转录ＰＣＲ结果　　挑取稳定生长的细胞克隆，扩大
培养，提取总ＲＮＡ，反转录之后以ＶＰＡＣ１目的基因设计的特异
引物进行ＰＣＲ，结果显示，阳性细胞出现特异性目的条带，表明
目的基因ＶＰＡＣ１在ＣＨＯＫ１细胞稳定表达（图１）。
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Ｍ：标准；１、２：阳性转染细胞；３：非转染细胞；４、５：ＧＡＰＤＨ
图１　ＲＴＰＣＲ检测目的基因ＶＰＡＣ１表达

２．１．２　免疫荧光结果　　免疫荧光结果显示在阳性细胞膜膜
和胞质内有较强的荧光信号（图２Ａ、Ｂ），表明有大量目的蛋白
ＶＰＡＣ１表达，而对照未转染的ＣＨＯＫ１细胞未检测到目的蛋白的
表达（图２Ｃ、Ｄ），说明ＶＰＡＣ１已在转染后的阳性细胞稳定表达。
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Ａ：转染组；Ｂ：转染组融合图像；Ｃ：对照组；Ｄ：对照组融合图像
图２　免疫荧光检测ＶＰＡＣ１的表达　（×２００）

２．２　噬菌体随机十二肽库的全细胞差减筛选
　　经过４轮筛选可见回收噬菌体滴度及回收率明显增加，细
胞结合及内化噬菌体均得到显著的富集，而吸附细胞 ＣＨＯＫ１
所结合噬菌体保持低水平并有所下降（图３）。随着筛选轮次
增加，阳性细胞结合噬菌体回收率从第１轮２．９７８×１０－６增加
到第４轮１．５３８×１０－３，增加了约５１６．５倍，回收噬菌体得到了
明显富集。
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Ｍｐ：膜结合噬菌体；ＩＮｐ：细胞内化噬菌体；ＣＨＯＫ１：与 ＣＨＯＫ１细
胞结合的噬菌体；回收噬菌体滴度通过ＬＢ／ＩＰＴＧ／Ｘｇａｌ板蓝斑形成
实验测得

图３　噬菌体回收富集曲线

２．３　噬菌体ＤＮＡ测序分析
　　随机挑取４０个分隔良好的蓝色噬菌斑，其中膜结合和细
胞内化各取２０个，分别将其命名编号为 Ｍｐ１２０和 ＩＮｐ２１４０，

２１
第３５卷第１期
２０１３年１月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１
Ｊａｎ．１５　２０１３



扩增提取ＤＮＡ并测序。４０个噬菌体克隆经过测序归类后，一
共得到１５条不同的多肽序列，分别将多肽命名为ＶＰ１～ＶＰ１５，
其中ＶＰ１在全部克隆中重复次数最多达到１２次。
２．４　噬菌体克隆的ＥＬＩＳＡ鉴定
　　对得到的１５个噬菌体克隆用全细胞ＥＬＩＳＡ测定其与阳性
细胞的结合能力，进一步排除假阳性克隆和与细胞结合差异不

明显的克隆。除８、９、１５号及对照在两种细胞 Ｄ（４５０）值无明
显差异外，其余克隆在阳性细胞和阴性细胞间结合 Ｄ（４５０）值
均有差异性（图４），并且通过结合特异性公式计算得到 Ｓｅｌｅｃ
ｔｉｖｉｔｙ大于２．０的克隆有１、２、３、６、１２、１３、１４号，可以认为这部
分克隆在两种细胞间有差异性结合，其中１号克隆结合特异性
最大达到４．８５，因此挑选１号克隆为阳性克隆做进一步鉴定。
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１～１５：噬菌体克隆；ＵＲｐｈｓ：无关噬菌体对照（随机从噬菌体肽库中
挑取的噬菌体克隆）；ＰＢＳ：空白对照组　ａ：Ｐ＜０．０５，与 ＣＨＯＫ１细
胞比较

图４　细胞ＥＬＩＳＡ鉴定噬菌体克隆与细胞结合能力

２．５　目标多肽与噬菌体克隆的竞争结合分析
　　多肽竞争抑制实验结果显示，当用目标多肽ＶＰ１与细胞预
孵育后，噬菌体与细胞的结合受到抑制，随着多肽浓度的增加，

噬菌体与细胞结合的Ｄ（４５０）值逐渐降低，抑制率呈浓度依赖
性。当多肽浓度超过 ０．０００１μｇ／ｍＬ时，抑制率有明显的增
加，其中ＩＣ５０约为０．０１８５μｇ／ｍＬ（０．０１３２μｍｏｌ／Ｌ），而无关对
照多肽对阳性克隆与细胞的结合没有明显抑制作用（图５）。
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图５　目标多肽ＶＰ１与阳性噬菌体克隆的竞争结合曲线分析

２．６　阳性克隆与ＶＰＡＣ１受体结合特异性
　　为证实 ＶＰ１与细胞结合是 ＶＰＡＣ１受体特异性的，用
ＶＰＡＣ１天然配体ＶＩＰ与阳性克隆竞争结合ＣＨＯＫ１／ＶＰＡＣ１，结
果表明，随着ＶＩＰ浓度的增加，噬菌体与细胞结合的Ｄ（４５０）值
逐渐下降，抑制率逐渐增高，呈浓度依赖性，多肽浓度为 ０、
０００１、００１、０．１、１、１０、１００μｇ／ｍＬ的抑制率分别为 ０％、
１７２２％、２８７０％、４１．４７％、４７．２８％、４９．４９％、５３．３２％。其中
ＩＣ５０约为９０８８４μｇ／ｍＬ（２．７３２７μｍｏｌ／Ｌ）。流式细胞检测结
果显示，空白对照调零为１．５％，ＦＩＴＣＶＰ１与细胞孵育后，荧光
标记的阳性细胞数百分比为９０．３％，表明多肽 ＶＰ１与 ＣＨＯ
Ｋ１／ＶＰＡＣ１细胞有较强的特异结合能力；加入 ＶＩＰ后，荧光标
记阳性细胞数百分比为１１．７％，荧光强度明显减弱，而无关对
照多肽组荧光强度无明显变化，表明 ＶＩＰ能够竞争抑制 ＦＩＴＣ
ＶＰ１与细胞结合，也说明ＶＰ１能与ＶＰＡＣ１受体特异性结合。

３　讨论

　　目前全球结直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）的病死
率已升至恶性肿瘤的第３位［８］，并且原发灶根治切除后

局部复发或转移的发生率高达４０％，使得结直肠癌的早
期诊断和治疗具有重要意义。研究［９］表明，肿瘤细胞常

高表达特定的细胞表面分子，如肿瘤细胞相关抗原或肿

瘤细胞特异抗原等，而其在正常组织细胞中表达相对缺

乏，使得这类肿瘤相关分子标志成为肿瘤诊断或靶向投

递治疗药物的潜在靶点，而靶向肿瘤特异靶点的结合配

体在肿瘤早期诊断和治疗中发挥着重要作用。

　　ＶＰＡＣ１作为血管活性肠肽受体主要的一种亚型，
在调节ＶＩＰ生理功能及介导ＶＩＰ调节肿瘤增殖分化和
促肿瘤生长进展中发挥着重要的作用［１－３］，同时ＶＰＡＣ１
在结直肠癌等肿瘤细胞及其转移灶中高水平表达，而在

正常组织细胞表达水平较低，并且肿瘤细胞ＶＰＡＣ１的
结合位点是正常组织细胞的２２．５～５７．９倍［１０］，同时正

常胃肠道比其他组织器官具有相对较低水平的ＶＰＡＣ１
表达，使得ＶＰＡＣ１成为潜在的ＣＲＣ分子影像诊断和靶
向治疗的理想靶标。目前，噬菌体肽库展示技术较为成

熟且应用广泛，可用于筛选几乎任何靶分子的亲和多

肽。由于噬菌体肽库展示技术具有库容量大、体积小、

筛选方法简便有效、筛选周期短，将表型特征与基因型

相关联，使筛选更具有特异性、高效性和可操作性等优

点，已成功用于筛选针对不同肿瘤细胞如肾癌、前列腺

癌和肿瘤干细胞等的特异性结合多肽［１１－１３］。

　　由于以纯化的蛋白分子作为筛选靶标可能在包被
靶分子过程破坏靶分子的天然结构和构象，使得筛选

得到的多肽能与纯化蛋白靶标结合而与天然的细胞表

面靶分子结合欠佳，极大地降低了筛选的有效性和成

功率［１１］。因此，本研究利用稳定转染ＶＰＡＣ１的ＣＨＯ
Ｋ１细胞作为筛选靶细胞，同时为减少ＣＨＯＫ１细胞表
面其他成分对噬菌体肽库的非特异结合，在每一轮筛
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选前，以 ＣＨＯＫ１细胞作为吸附细胞，去除与 ＣＨＯＫ１
细胞结合的噬菌体，再以未结合噬菌体与 ＣＨＯＫ１／
ＶＰＡＣ１细胞筛选。逐轮增加筛选压力，以提高筛选得
到更高亲和力克隆的概率，保持噬菌体投入量，噬菌体

回收率逐轮提高，表明阳性噬菌体克隆得到有效富集

（图３）。在筛选过程中，为尽量去除非特异性结合，将
噬菌体与吸附细胞结合孵育温度置于３７℃，以尽可能
去除与吸附细胞结合及内吞的噬菌体。而在随后与

ＣＨＯＫ１／ＶＰＡＣ１细胞筛选时，保持筛选温度为４℃，
同时回收洗脱细胞膜结合噬菌体及细胞裂解液中噬菌

体，分别扩增后混合投入下一轮筛选，避免漏筛与细胞

结合能力强而内化入细胞的噬菌体。从筛选结果可见

阳性克隆在膜结合和内化两部分均占相当比例，进一

步证实该筛选策略的有效性。这是较之前其他筛选方

法基础上的改进和创新［１４－１６］。

　　经过４轮筛选，膜结合和内化各挑取２０个克隆做
进一步鉴定，细胞ＥＬＩＳＡ结合分析排除假阳性克隆，发
现克隆ＶＰ１与细胞结合特异性最强，所以选择该克隆做
进一步的后续鉴定。为证实该阳性克隆与细胞结合是

通过其插入外源多肽介导的，本研究合成了目标多肽

ＶＰ１，与阳性噬菌体克隆进行竞争结合实验分析，发现合
成的ＶＰ１多肽能以浓度依赖方式竞争抑制阳性克隆与
细胞结合（图５），表明阳性噬菌体克隆与细胞结合是经
多肽ＶＰ１介导的。此外，利用ＶＰＡＣ１天然配体ＶＩＰ与
阳性噬菌体克隆的竞争结合及流式细胞分析发现，ＶＩＰ
也以浓度依赖方式抑制阳性噬菌体克隆与细胞结合，表

明ＶＩＰ能竞争抑制 ＶＰ１与 ＣＨＯＫ１／ＶＰＡＣ１细胞的结
合，进一步证实 ＶＰ１与细胞结合经 ＶＰＡＣ１介导，是
ＶＰＡＣ１的特异性配体。本研究结果还显示，目标多肽
ＶＰ１和ＶＩＰ竞争抑制噬菌体阳性克隆与细胞结合的
ＩＣ５０不同，分别约为００１３２μｍｏｌ／Ｌ与２．７３２７μｍｏｌ／Ｌ，
表明ＶＰ１具有较ＶＩＰ更高的结合亲和力。
　　综上所述，本研究通过对特定靶标ＶＰＡＣ１的全细
胞水平筛选，有效地避免了重组纯化蛋白靶标空间结

构容易破坏的不足，同时针对ＶＰＡＣ１的特异性筛选较
肿瘤细胞的广泛筛选更具针对性，更容易明确筛选得

到多肽的结合靶点。经过４轮严格筛选和后续鉴定，
初步证实获得的目标十二肽 ＶＰ１与 ＶＰＡＣ１能特异高
亲和力的结合。经数据库同源比对分析，发现该十二

肽为一全新多肽，有望成为靶向ＶＰＡＣ１的配体用于分
子显像或传递化疗药物等。后续将进一步对该十二肽

与受体结合进行生物信息学分析，明确多肽与受体结

合的结构基础，对该多肽进一步改造以探讨该十二肽

是否可以用于抗肿瘤药物载体或作为抑制肿瘤生长和

转移的拮抗多肽。目前，正在进行放射性核素９９Ｔｃｍ标
记该十二肽配体，鉴定标记物理化性质，进一步对其进

行健康动物及荷瘤动物示踪动力学及显像研究。
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