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#摘要$

!

目的
!

筛选和鉴定重组青霉素结合蛋白
$0

"

>Z>$0

#转肽酶区蛋白的核酸适配体$方法
!

利用指数富集的配体系统

进化技术"

[-X-a

#!以重组
>Z>$0

转肽酶区蛋白为靶标!从单链
?AI

文库中筛选能与之特异性结合的核酸适配体$筛选产物克

隆测序后!对其进行结构分析和特性鉴定$结果
!

经过
!!

轮筛选!单链
?AI

文库与靶标蛋白的亲和力趋向稳定!将第
#

%

!2

轮筛

选产物克隆测序!对获得的
;2

个适配体进行分析!一级结构分析显示
;2

个适配体并无共同的保守序列!二级结构预测分析表明!

其可分为
)

个家族$其中
!)

号适配体与重组
>Z>$0

蛋白亲和力最高!并能与之特异性结合$结论
!

利用
[-X-a

技术成功筛选

出特异性结合重组
>Z>$0

转肽酶区蛋白的核酸适配体!为探索耐甲氧西林金黄色葡萄球菌感染的诊疗新途径奠定基础$
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耐甲氧西林金黄色葡萄球菌!

EH[I

"的耐药机制是

E'5I

基因编码产生了对
$

.

内酰胺类抗生素亲合性极低的膜

蛋白.青 霉 素 结 合 蛋 白
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!
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>Z>$0

"所致%目前#

EH[I

院内外感染均严重#有效药物不

多#院内感染病死率极高#探索有效控制
EH[I

感染的新策略

迫在眉睫%近年出现的核酸适配体为根本改变目前的抗菌治

疗窘境展示了一个全新的研究领域#课题组前期制备的重组

>Z>$0

转肽酶区蛋白)

!.$

*为本实验提供了一个极佳的抗菌靶点

和研究优势%本研究以此重组蛋白为靶分子#利用指数富集的

配体系统进化技术!

[-X-a

"筛选针对
EH[I>Z>$0

的核酸适

配体#为探索
EH[I

感染的诊疗新途径奠定基础%
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材料与方法

?4?

!

材料
!

重组
>Z>$0

转肽酶区蛋白为本课题组制备及保

存%

99?AI

文库及引物)

)

*

&随机单链
?AI

文库
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#下游引物!
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'上游标记引物!

>)

"&

,g.?1

O

!地高辛"
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#下游标记引物!
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,g.Z16L1:

!生

物素"
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!上述文库和引

物皆为上海英骏公司合成"%
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购自广州捷倍斯公

司%抗地高辛抗体购自
0̂5U96:

公司%链酶亲和素磁珠#双排

磁力架购自
B:J1LP6

O

':

公司%

EH[I>Z>$0

乳胶凝集试剂盒

为
Z16/'P1'KW

公司产品%酶标反应板购自
<6P:1:

O

公司%硝

酸纤维素膜!

A<

"购自
ZB=.HI?

公司%氯金酸为
[1

O

/0

公司

产品%其余试剂均为分析纯%
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方法
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核酸适配体的筛选)
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"将纯化的重组
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重庆医学
$2!+

年
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月第
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卷第
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期

'

基金项目&广州市医药卫生科技项目!
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"#主管技师#硕士#主要从事临床检验工作%
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蛋白包被于
"+

孔板上!包被液为
242,/6(

(

XA0@.

<=)

#

Q

@"4+

的缓冲液"#

;h

包被过夜#同时设立空白对照孔'

次日洗板后#用
)\

牛血清清蛋白!

Z[I

"封闭
$M

%!

$

"随机单

链
?AI

文库用结合缓冲液!

[@<E`

液&
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"调至合适浓度#在
",h

条件下变性
,

/1:

#

;h

冷却
,/1:

#室温
,/1:

备用%!

)

"将
99?AI

同结合

缓冲液与经
)\Z[I

封闭的空白对照孔
)*h

结合
;2/1:

#反

筛去除与
Z[I

结合的
99?AI

%!

;

"将上清液转移到重组

>Z>$0

蛋白包被孔中
)* h

结合
;2/1:

'然后用洗涤缓冲液

!

[@<E`

液
D242,\&T'':$2

"洗
+

次#洗去未结合的
99?.

AI

'!

,

"再加洗脱缓冲液!

$2//6(

(

X&P19.@<(

#

;/6(

(

X

异硫

氰酸胍#

!//6(

(

X?&&

#

Q

@#4)

"于
#2h

作用
!2/1:

#洗脱下

与重组
>Z>$0

蛋白结合的
99?AI

#经
?AI

纯化试剂盒回收

后#去除杂质溶解于
,2

&

X&-

缓冲液中%

?4@4@

!

><H

条件优化和单链
?AI

的制备
!

以溶于
&-

中的

99?AI

为模板#用上游引物和生物素下游引物进行
><H

扩

增#在第
*

$

!2

$

!,

$

$2

$

$)

$

$,

个循环处分别取样#

)\

琼脂糖凝

胶电泳找出最适循环数%以
99?AI

为模板#用上游引物!

>!

"

和生物素下游引物!

>$

"按最适合条件扩增#扩增的
79?AI

产

物经纯化后#与链酶亲和素磁珠结合#后用
24!,/6(

(

X

的

A0=@

使
79?AI

变性解链#生物素标记的链与链酶亲和素结

合留在磁珠上#不带生物素的链解离下来#经乙醇沉淀后#溶于

&-

中#测定吸光度!

:

"值#作为次级
99?AI

文库%重复上述

步骤#经过
+

#

!!

轮筛选后#测定每轮所得文库与
>Z>$0

的亲

和力#当亲和力趋于饱和时#停止筛选%

?4@4A

!

文库与
>Z>$0

亲和力测定)

).;

*

!

!

!

"将各轮轮筛选所

得的次级
99?AI

用地高辛标记的上游引物!

>)

"和生物素标

记的下游引物!

>;

"进行
><H

扩增#扩增出的
79?AI

除非文库

链标记生物素以外#文库链也标记上了地高辛#

79?AI

经

?AI

纯化试剂盒纯化后#利用亲和素磁珠级磁力架分离出地

高辛标记的文库链%为提高目的
?AI

的产量#减少非特异性

条带产生#每轮筛选后均需优化由
99?AI

扩增产生
79?AI

的循环数%!

$

"以重组
>Z>$0

蛋白包被
"+

孔板上#同时设置

空白对照孔包被孔#

)\ Z[I

封闭洗板后#加入地高辛标记的

文库链孵育洗板#再加入碱性磷酸酶标记的地高辛抗体!经滴

定后的稀释度为
!i!2222

"

$22

&

X

#

)*h

孵育
;2/1:

#

>Z[.&

洗板
)

次#最后
!

遍用
77@

$

=

洗#二乙醇氨!

?-I

"缓冲液平衡

,/1:

#弃去孔内液体排干后#加入
$22

&

X!/

O

(

/X

的
>A>>

#

)2h;,/1:

显色#终止反应后于酶标仪内测定
:

;,2

%

?4@4B

!

克隆与测序及适配体结构分析
!

经
#

$

!2

轮筛选得到

的
99?AI

#经
><H

扩增成
79?AI

#回收纯化后连
Q

E?!".&

载

体#转化后各挑选
$2

个克隆进行菌落
><H

的鉴定#将鉴定成

功的菌落送北京鼎国生物有限公司测序%根据测序结果#运用

?AIEIA

和
/N6(7

!

MLL

Q
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/N6(74P:040(R0:

S

4'7K

(

3

]

/N6(7

(

?AI.G6(71:

O

.G6P/

"#!

!,2 //6(

(

X A0

D

#

! //6(

(

X

E

O

$D

"对测序结果进行结构分析)

,

*

%

?4@4C

!

适配体亲和力测定
!

抽取适配体中能级较低及结构稳

定的
+

个含有相应适配体序列的质粒#以此为模板#按
!4$4)

的方法扩增及分离出地高辛标记的文库链后#并测定其亲

和力%

?4@4D

!

斑点胶体金渗滤法检测适配体与
>Z>$0

结合特异

性)

+.*

*

!

将亲和力最高的适配体送公司合成#按文献的方法标

记于胶体金上&!

!

"超纯水溶解氯化金使其终浓度为
242!\

#

加热煮沸
)/1:

#后每
!22

毫升加入
!/X!\

枸橼酸钠溶液#

迅速混匀#继续煮沸
+/1:

#冷却#过滤备用'!

$

"取
,/X

胶体

金颗粒加入
#22:/6(

适配子混匀#静置后用
$\ Z[I

封闭多

余的位点#并稳定体系#

; h

冰箱放置过夜%第
$

天取出#

!,

222P

(

/1:

离心
!M

#吸弃上清液#以
,22

&

X>Z[&

重悬#

;h

贮

存至使用'!

)

"

A<

用蒸馏水浸泡
$2/1:

#室温自然晾干%将重

组
>Z>$0

$大肠杆菌菌体蛋白提取液$

EH[I

菌体蛋白提取液

及甲氧西林金黄色葡萄球菌!

E[[I

"菌体蛋白提取液!用

>Z>$0

乳胶凝集商品试剂盒提取"及
Z[I

分别点在
A<

膜上#

同时设置空白对照#室温自然晾干#用
!\ Z[I

封闭#再用

>Z[

洗涤干燥后密闭保存于
;h

%将制备好的抗原膜片置于

滤板内#渗干液体后#每孔加入
,2

&

X

步骤!

$

"制备的金标适配

体#再用
!22

&

X>Z[&

洗涤
)

遍#观察有无红色斑点出现%

@

!

结
!!

果

@4?

!

><H

扩增条件优化
!

以第
!

轮筛选纯化的
99?AI

为模

板#用上游引物和生物素标记的下游引物进行
><H

扩增#不同

循环数下产生
79?AI

电泳结果!图
!

"#在
><H

循环数为
!2

时可见
#,R

Q

文库条带#随着
><H

循环数增加#产物量逐渐增

加!泳道
)

$

;

"#但是到循环数为
$)

时#在文库条带上方出现了

非特异条带!泳道
,

$

+

"#即在循环数为
$2

!泳道
;

"时的
><H

产

物为后续实验所用%

!!

E

&

?AI E0PU'P

'

!

&

*

循环'

$

&

!2

循环'

)

&

!,

循环'

;

&

$2

循环'

,

&

$)

循环'

+

&

$,

循环%

图
!

!!

99?AI

到
79?AI><H

循环数的摸索

@4@

!

>Z>$0

核酸适配体的筛选及亲和力测定
!

为了获得亲和

力较高的核酸适配体#在筛选过程中逐步减少
Z>$0

蛋白量和

99?AI

文库量#并逐渐增加
LHAI

的浓度#整个筛选过程中

99?AI

文库及
>Z>$0

投入量#一共进行了
!!

轮筛选!表
!

"%

前
#

轮中#文库的亲和力随着筛选轮数依次升高#表明文库在

慢慢富集%第
"

轮筛选#

>Z>$0

的投入量减少时文库亲和力有

所降低#而第
!2

轮文库的亲和力升高但是与第
#

轮的差别不

大#第
!!

轮文库的亲和力又下降#表明文库的富集已完成%选

取亲和力最高且相差不大的第
#

轮和第
!2

轮的文库进行了克

隆和测序%各轮筛选文库与重组
>Z>$0

亲和力#见图
$

%

@4A

!

适配体结构分析
!

取
#

$

!2

轮筛选产物进行克隆测序#并

+#)$
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$2!+

年
+

月第
;,

卷第
!*
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用
?AIEIA

软件对测序结果进行比对分析#

;2

个适配体序

列中并无共同保守序列%用
/N6(7

分析适配体的二级结构#多

为含
!

个或多个茎环结构#可分为
)

个家族#其预测的二级结

构见图
)

%

表
!

!!

各轮筛选的
99?AI

用量及
>Z>$0

包被量

筛选轮数
>Z>$0

包被量

!

:

O

"

文库含量

!

Q

/6(

"

LHAI

浓度

!

/

O

(

X

"

! ,22 !222 2422

$ ;22 #22 24!,

) )22 #22 24$2

; $22 +22 24,2

, !+2 ,22 24#2

+ !22 )22 !422

* #2 $22 !422

# #2 $22 !422

" ,2 !22 !422

!2 ,2 !22 !422

!! ,2 !22 !422

图
$

!!

各轮筛选文库与重组
>Z>$0

亲和力

!!

I

&适配体
!

#

+

'

Z

&适配体
$

#

!)

'

<

&适配体
)

#

;

%

图
)

!!

适配体二级结构预测图

@4B

!

适配体亲和力测定
!

从
)

个家族中选取能级较低结构较

稳定的
+

个适配体进行亲和力测定#发现家族
$

中的
!)

号适

配体与
>Z>$0

亲和力最高#见图
;

%

图
;

!!

不同适配体亲和力直方图

@4C

!

适配体特异性测定
!

分别将
Z[I

$

E[[I

菌体蛋白裂解

液$重组
>Z>$0

蛋白$

EH[I

菌体蛋白裂解液点在
A<

膜上#

Z[I

封闭后滴加金标记的适配体#可以快速清晰地看见重组

>Z>$0

及
EH[I

菌体蛋白裂解液点样的膜上出现红色斑点#

而其
E[[I

菌体蛋白提取液膜上没有红色斑点出现#表明
!)

号适配体不仅能特异性的与重组
>Z>$0

相结合#还能与
EH.

[I

菌体中的天然
>Z>$0

蛋白特异性结合#见图
,

%

!!

!

&

Z[I

'

$

&

E[[I

菌体蛋白裂解液'

)

&重组
>Z>$0

蛋白'

;

&

EH[I

菌体蛋白裂解液%

图
,

!!

适配体的特异性分析

A

!

讨
!!

论

!!

[-X-a

是近十几年兴起并迅速得到发展的高通量生物文

库筛选技术)

#

*

%应用大容量的随机寡核苷酸文库#结合
><H

体外扩增技术#以指数级富集与靶分子特异结合的寡核苷酸配

基#被称为适配体)

"

*

%适配体不仅可取代抗体用于临床诊断和

检测#而且由于核酸适配体与蛋白特异性结合后往往能抑制蛋

白的功能#可用于直接干扰疾病的发生$发展过程#而且它缺乏

免疫原性#体内渗透力强#因此又可作为一种很有发展前途的

药物分子用于疾病的治疗%迄今筛选到的
@BC

$

@<C

$多种肿

瘤及肿瘤相关因子$凝血酶$弹性蛋白酶$茶碱的适配体已在临

床检测和治疗中展示了良好的应用前景)

!2.!$

*

%

EH[I

的主要耐药机制是
E'5I

基因编码低亲和力蛋白

>Z>$0

所致#

>Z>$0

对
$

.

内酰胺类抗生素亲和力很低因而很少

或不被该类抗生素结合#当
$

.

内酰胺类抗生素破坏高亲和力

>Z>9

时#

>Z>$0

的存在仍能维持细菌的生长和繁殖#表现出耐

药性%

>Z>$0

约含有
++#

个氨基酸#相对分子质量为
*#j!2

)

#

由
A.

末端跨膜区$非青霉素结合区和转肽酶区
)

个部分组成#

其中转肽酶区内含低亲和力的
$

.

内酰胺类抗生素作用位点#是

>Z>$0

行使其主要功能即转肽酶功能的区域)

!

*

%

本研究以重组
>Z>$0

转肽酶区蛋白为靶蛋白#筛选与之

特异性结合的适配体%由于整个文库链较短#只有
#,R

Q

#

><H

循环数过多很容易产生非特异性条带#为提高筛选的有效性#

本文在每一轮的筛选过程中#都对
><H

循环数进行优化#在

><H

过程中#进行一定的循环后就要取出部分
><H

产物进行

琼脂糖凝胶电泳#以确定正确的
><H

循环数%

利用
/N6(7

模拟适配体的二级结构显示#适配体的结构以

茎环和口袋为主#提示二者可能是适配体与
>Z>$0

蛋白结合

的结构基础%本研究按照其结构#将
;2

个适配体分为
)

个组#

每组具有共同的结构特征#它们可能与靶蛋白的不同表位相结

合%对
+

个代表性的适配体进行亲和力测试#结果显示第
$

组

的
!)

号适配体与靶蛋白的亲和力最高#提示大口袋小茎环结

构的适配体与
>>Z$0

蛋白的结合最紧密%

笔者采用了斑点渗滤法检测适配体的特异性#不需特殊的

仪器设备#而且操作简便$快速%

EH[I

$

E[[I

细胞膜含有

>Z>!

$

>Z>$

$

>Z>)

和
>Z>;

#以及其他一些杂蛋白#经
>Z>$0

*#)$
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乳胶凝集商品试剂盒提取液提取后点样与
A<

膜上#胶体金标

记的适配体能与
EH[I

菌体蛋白提取液发生反应而不与

E[[I

菌体蛋白反应#表明
!)

号适配体不仅能特异性识别重

组
>Z>$0

蛋白#还可以识别
EH[I

菌体中的天然
>Z>$0

蛋白%

综上所述#本实验获得了高亲和力$高特异性的重组

>Z>$0

转肽酶区蛋白核酸适配体#为探索
EH[I

感染的诊疗

新途径奠定基础%
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