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雷公藤内酯醇靶蛋白的筛选及其结合的初步验证
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摘 要 采用噬菌体展示肽库技术筛选雷公藤内酯醇的靶蛋白，得到了一个肽段，并通过酶联免疫吸附

( ELISA) 和免疫共沉淀验证了该片段对雷公藤内酯醇的结合特异性。用 Basic Local Alignment Search Tool
( BLAST) 进行序列对比后，找到了 77 个匹配序列，其中最为匹配的序列是人类类固醇生成因子-1( hSF-1) ，因

此 hSF-1 可能是雷公藤内酯醇的一个潜在受体。在大肠杆菌中表达纯化了 hSF-1 的配体结合域( LBD) ，荧光

光谱实验表明雷公藤内酯醇对 hSF-1-LBD 有荧光淬灭作用、等温滴定量热( ITC) 实验表明雷公藤内酯醇与

hSF-1-LBD 发生焓驱动的特异性结合，表面等离子体共振( SPR) 实验表明雷公藤内酯醇可以与 hSF-1-LBD 剂

量依赖性结合，这些都证实了 hSF-1 与雷公藤内酯醇存在特异性相互作用。
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1 引 言

雷公藤内酯醇是从中草药雷公藤( Tripterygium wilfordii Hook F． ) 根中提取的一种二萜内酯活性化

合物。雷公藤用于治疗类风湿性关节炎、发烧、水肿以及各种痈肿( carbuncles) ［1］。美国国家卫生研究

院资助的一项临床试验证实，雷公藤对于治疗类风湿性关节炎具有显著疗效
［2，3］。雷公藤内酯醇具有

多种生物活性，包括强力的抗炎及免疫抑制活性，有效的抗增殖及其抗癌作用等
［4，5］。陆静等

［6］
采用高

效液相色谱发分离雷公藤内酯醇的相关衍生物，探索了该药物的稳定性和可能的降解机理。有研究表

明，雷公藤内酯醇可以诱导细胞凋亡，但具体是通过膜受体途径还是线粒体途径起作用
［7 ～ 9］

以及雷公藤

内酯醇诱导细胞凋亡是否依赖于 p53 都尚有争议
［10，11］。目前对雷公藤内酯醇作用机理的研究主要集

中在雷公藤内酯醇的作用结果上，缺少对雷公藤内酯醇靶蛋白的确定和作用途径等核心问题的研

究
［12］。虽然 Leuenroth 等曾找到一些雷公藤内酯醇可能的结合蛋白，但是尚缺乏直接的结合数据和深

入的研究
［13 ～ 15］。以往的研究显示，雷公藤内酯醇对多种生物学途径、多种生物分子都有影响，因此雷公

藤内酯醇可能存在多个作用靶点，筛选雷公藤内酯醇的靶蛋白，对深入了解其作用机制、阐明其作用途

径，是十分必要的。
雷公藤内酯醇很难被直接标记和检测，迄今没有雷公藤内酯醇的特异性抗体，而用［3H］标记雷公

藤内酯醇又非常复杂
［13］。噬菌体肽库展示技术是筛选生物分子多肽配体的一种有用工具，已经成功用

于筛选小分子化合物、蛋白质甚至细胞的多肽配体
［16 ～ 18］，因此用噬菌体肽库展示技术筛选雷公藤内酯

醇的多肽配体确定其可能的靶蛋白，可能是一种有效的途径。
雷公藤内酯醇不含游离氨基或羧基，不能直接包被到多孔板上。用琥珀酸酐修饰雷公藤内酯醇，并

将它与卵清蛋白偶联，命名为 Tri-OVA［19］。由于增加了游离的羧基，Tri-OVA 可以很容易地包被到多孔

板上，成为雷公藤内酯醇配体筛选及检测的理想的起始材料。本研究采用两种噬菌体展示肽库( 线性

7 肽库和环 7 肽库) 筛选雷公藤内酯醇多肽配体，最终从环 7 肽库中富集到一组七肽序列。ELISA 和免

疫沉淀检测均证明，出现频率最高的七肽序列的噬菌体克隆( C7C-1) 与雷公藤内酯醇亲和力最高。用

Basic Local Alignment Search Tool ( BLAST) 进行序列比对后，确定其中得分较高的人类固醇生成因子 1
( Human steroidogenic factor-1，hSF-1) 为雷公藤内酯醇可能的靶蛋白之一。在大肠杆菌中表达并纯化了
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hSF-1 的配体结合结构域( LBD) ，通过荧光光谱实验、等温滴定量热 ( ITC) 实验和表面等离子体共振

( SPR) 实验验证了 hSF-1 与雷公藤内酯醇的特异性结合，证明雷公藤内酯醇在体外可以与 hSF-1 特异

性结合，但这种结合较弱。鉴于雷公藤内酯醇生物学效应的多样性和广泛性，推测雷公藤内酯醇可能存

在多个生物学靶点和其它特异性受体，需要进一步的筛选和研究。

2 实验部分

2． 1 肽库及宿主菌

噬菌体随机环 7 肽库( Ph． D． -C7C，美国 New England BioLabs 公司) 由南京大学沈萍萍馈赠。肽库利用

大肠杆菌丝状噬菌体 M13 构建，随机肽库融合在次要衣壳蛋白 pⅢ的 N 端，在大肠杆菌 ER2738 菌株中维

持和扩增。噬菌体的多样性为 1． 2 ×109
个转化子，滴度为 2 × 1011 pfu /!L，滴度测定按照说明书操作。

2． 2 Tri-OVA 的包被

雷公藤内酯醇购自美国 Sigma 公司。雷公藤内酯醇的修饰，及其与卵清蛋白( OVA) 的偶联参见文

献［19］。用包被缓冲液( 0． 1 mol /L NaHCO3，pH 8． 6) 将偶联产物 Tri-OVA 配成 5 g /L，100 !L /孔; 微孔

板用保鲜膜覆盖后放入增湿容器，4 ℃ 过夜。TBST ( 20 mmol /L Tris-HCl，150 mmol /L NaCl，0． 05%
Tween 20，pH 7． 5) 洗涤 3 次，拍干; 对照孔用相同浓度的 OVA 包被。用5 g /L BSA 的包被液封闭，200 !
L /孔，37 ℃湿盒中作用 3 h，TBST 洗涤 3 次，拍干。
2． 3 噬菌体环 7 肽库的筛选

10 !L 原始肽库( 1 × 1011 pfu /!L) 用 90 !L TBS 稀释后加入对照孔中，室温孵育 30 min，以去除与

OVA 或者平板结合的噬菌体，上清转移到包被 Tri-OVA 的孔中。孵育 1 h 后弃上清液，TBST 洗涤

10 次。加入 100 !L 含 0． 1% BSA 的 0． 2 mol /L Gly-HCl 缓冲液( pH 2． 2) 洗脱结合噬菌体，室温孵育 10
min 后加入 15 !L 1 mol /L Tris-HCl 缓冲液( pH 9． 1) 中和洗脱液。收集后即为第一轮洗脱噬菌体( Out-
put phage) 。按照说明书测定噬菌体滴度并进行扩增。

后继筛选过程按上述步骤进行，但 TBST 中的 Tween 20 浓度增加至 0． 5%，洗涤次数增加至 20 次。
第四轮、第五轮分别随机挑取 20 和 40 个克隆进行 DNA 测序。
2． 4 检测克隆对雷公藤内酯醇的亲和力

2． 4． 1 ELISA 方法 如上所述制备 Trip-OVA 包被孔和对照孔，每孔加入 2 × 1011 pfu 的噬菌体克隆，

室温孵育 2 h。TBS-0． 5% Tween20 洗板 6 次。然后每孔加入 100 !L 1: 1000 稀释的 HRP-anti-M13 抗体，

室温孵育 1 h。TBST 洗板 6 次。加入 200 !L 的底物液 ABTS( 含 2，2'-Azino-bis( 3-ethylbenz-thiazoline-6-
sulfonic acid) 的柠檬酸缓冲液，pH 4． 0，30% H2O2 ) ，室温孵育 30 min 后用酶标仪检测 410 nm 的 OD 值。
2． 4． 2 免疫沉淀法 雷公藤内酯醇抗血清( 本实验室制备) 与 Protein G-琼脂糖 4℃孵育过夜。同时将

筛选到的噬菌体克隆( 5 × 1010 pfu) 与 2 !g Trip-OVA 在 4 ℃孵育过夜。相同数量的噬菌体克隆与 2 !g
OVA 孵育 12 h 后作为阴性对照。将抗血清和 Protein G-琼脂糖的混合物( 总体积 40 !L) 分别加到噬菌

体和雷公藤内酯醇的混合物管及阴性对照管中，4 ℃旋转混匀 5 h。按如下方法洗 10 次: 加 750 !L TBS-
0． 1% Tween 20，温和混匀，4 ℃ 500 r /min 离心 5 min，弃上清液，沉淀重悬并再次洗涤。最终沉淀重悬

于 100 !L TBS-0． 1% Tween 20 中并检测其噬菌体滴度。
2． 5 hSF-1 配体结合域(LBD)的克隆构建和表达纯化

根据 Gene Bank 中人 SF-1 的基因序列 ( NM-004959 ) ，设计引物扩增 hSF-1 的配体结合结构域

( G220-T461) ，引物序列如下:

上游引物: 5'-GGAATTCCATATGGGGCCCAACGTGCCTGAGCT-3';
下游引物: 5'-AAACTCGAGTCAAGTCTGCTTGGCTTGCAGCATTTC -3';
Trizol 法提取人肾上腺组织( 江苏省中医院馈赠) 的总 RNA，以逆转录后的 cDNA 为模板 PCR 扩增

hSF-1-LBD 片段，连接到 pET28a 载体( Invitrogen) 构建重组质粒 pET28a-hSF-1-LBD。重组质粒转化表

达宿主菌 BL21 Star，3 mL 过夜菌转接至 400 mL LB 中，37 ℃ 培养至 OD600 = 0． 3，加入 750 !mol /L
IPTG，20 ℃培养 14 h。离心收集菌体，20 mL PBS 重悬，超声后 12000 r /min 离心 15 min，上清液过 Ni2 +
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柱。以含 50 mmol /L 咪唑的 PBS 洗去杂蛋白，含 250 mmol /L 咪唑的 PBS 洗脱目的蛋白，12% SDS-
PAGE 检测蛋白纯度。
2． 6 验证雷公藤内酯醇与 hSF-1-LBD 的结合的实验

2． 6． 1 荧光光谱方法 用磷酸盐缓冲液( pH 7． 0) 溶解蛋白和雷公藤内酯醇，蛋白浓度为 50 mg /L，配

制雷公藤内酯醇成与蛋白的摩尔比分别为 0． 5，1，2，5 和 10 的溶液。先加入 200 !L 蛋白于石英比色

皿中，再加入 12 !L 不同浓度的雷公藤内酯醇，室温放置 15 min 后用荧光分光光度计( F7000，日本日立

公司) 检测，激发波长 280 nm，记录 290 ～ 450 nm 的发射谱。发射与激发狭缝宽度为 2． 5 nm，扫描速度

为60 nm /min，记录 hSF-1-LBD 与雷公藤内酯醇相互作用的同步荧光光谱。每个数据点测量 3 次，并扣

除背景，作荧光校正。
2． 6． 2 等温滴定量热(ITC)方法 用 Microcal iTC200 等温滴定量热仪( 美国 Microcal 公司) 检测 hSF-
1-LBD 与雷公藤内酯醇的结合。雷公藤内酯醇用 PBS 稀释至 0． 4 g /L，DMSO 的终浓度为 8%。hSF-1-
LBD 蛋白用 PBS 稀释至 1． 8 g /L，加入 8% DMSO。60 !L 雷公藤内酯醇溶液加入注射器，200 !L 蛋白加

入样品池。25 ℃恒温，注射器转速为 1000 r /min，起始注射 0． 5 !L，随后以 120 s 的时间间隔注射 19
次，每次 20 !L。用 ITC200 自带的 Origin7 软件进行数据分析。

3 结果与讨论

3． 1 与雷公藤内酯醇特异性结合的多肽克隆的筛选

洗脱的噬菌体滴度除以加入的噬菌体滴度即为回收率，从表 1 可见，从第 1 轮到第 4 轮，回收率从

2． 5 × 10"9上升到了 3． 0 × 10"7。而第 5 轮的回收率比第 4 轮只有轻微增加，表明 5 轮检测后，结合雷公

藤内酯醇的噬菌体得到了有效富集。
3． 2 对筛选到的噬菌体克隆进行 DNA 测序

随机选取第 4 轮筛选到的 20 个克隆测序，其中有 3 个具有相同的七肽序列: SKAYPHS。随机选取

第 5 轮筛选到的 40 个克隆进行测序，得到 4 种重复序列，其中包括第 4 轮得到的重复序列 SKAYPHS，

并且重复率最高( 7 /40) ，结果见表 2。

表 1 每一轮的噬菌体回收率
Table 1 Recovery of phage in rounds of panning C7 library

轮数
Rounds

加入噬菌体
Iutput phage

( pfu)

洗脱噬菌体
Output phage

( pfu)

回收率
Recovery

1 2． 0 × 1011 5 × 102 2． 5 × 10"9

2 2． 0 × 1011 3 × 103 1． 5 × 10"8

3 1． 2 × 1011 7 × 103 5． 8 × 10"8

4 1． 8 × 1011 5． 2 × 102 2． 9 × 10"9

5 5． 0 × 1010 1． 5 × 104 3． 0 × 10"7

表 2 第 5 轮筛选得到的重复的多肽序列
Table 2 Repeated peptide sequences of round 5

克隆编号
Clone number

多肽序列
Peptide sequences

重复次数
Repeated times

C7C-1 SKAYPHS 7

C7C-2 TGHQMLS 2

C7C-3 SQIAPAT 2

C7C-4 QPAQSWS 2

3． 3 克隆 C7C-1 对雷公藤内酯醇的亲和力

3． 3． 1 ELISA 检测筛选结果 ELISA 检测结果如图 1 所示，克隆 C7C-1 亲和力最高，与 SKAYPHS 序

列出现频率最高一致。Tri-OVA 包被孔的 OD 值是 OVA 包被孔的 7 倍，而在阴性对照中两个孔的 OD
值相近。图中数据均为 3 次检测结果的平均值。
3． 3． 2 免疫沉淀法检测结果 结果如图 2 所示，C7C-1 对雷公藤内酯醇亲和力最高，与 ELISA 结果一

致。C7C-1 对 Tri-OVA 的结合是 OVA 对照的 22． 8 倍，表明免疫沉淀法相比 ELISA 具有更高的敏感性。
图中数据为 3 次检测结果的平均值。
3． 4 C7C-1 克隆序列比对

对筛选到的重复频率最高的七肽序列 SKAYPHS 用 BLAST 对 NCBI 数据库进行搜索后，得到了

77 个蛋白序列。综合考虑，确定其中得分较高的人类固醇生成因子 1( hSF-1) 为雷公藤内酯醇可能的靶

蛋白之一。
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图 1 筛选多肽克隆亲和力的 ELISA 检测结果

Fig． 1 Detection of selected phage clones by ELISA

图 2 筛选多肽克隆亲和力的免疫共沉淀检测结果

Fig． 2 Detection of selected phage clones by immunopre-
cipitation assay

图 3 hSF-1-LBD 序列 PCR 产物凝胶电

泳图

Fig． 3 Gel electrophoresis diagram of
hSF-1-LBD PCR products
M． DNA 分子量标准( DNA marker) ; 1． 扩增

产物( PCR products) 。

3． 5 hSF-1 配体结合域(LBD)的克隆构建和表达纯化

根据 NCBI 中 hSF-1 基因的保守序列设计引物，以人肾上腺

组织的 cDNA 为模板，PCR 扩增获得了大小为 751 bp 的目的条带

( 图 3) 。
构建的重组质粒 pET28a-hSF-1-LBD 经测序验证后，在大肠

杆菌中诱导表达，SDS-PAGE 结果如图 4 所示，诱导后得到了目的

蛋白。经 Ni2 +
柱纯化，纯度约为 97． 3%。

3． 6 验证雷公藤内酯醇与 hSF-1-LBD 的结合

3． 6． 1 荧 光 光 谱 方 法 荧 光 光 谱 检 测 结 果 ( 图 5 ) 显 示，在

280 nm 激发波长下，hSF-1-LBD 在 330 nm 处有较强的荧光发射

峰。随着雷公藤内酯醇浓度的增加，hSF-1-LBD 的内源荧光强度

在 330 nm 附近有规律地降低，说明雷公藤内酯醇对 hSF-1-LBD
的荧光有猝灭现象。激发波长 280 nm 时色氨酸最大荧光发射峰

为 330 nm，而复合体系在 330 nm 处荧光强度显著降低，表明雷公

图 4 hSF-1-LBD 的表达纯化的 SDS-PAGE 电泳图

Fig． 4 SDS-PAGE diagram of hSF-1-LBD expression and
purification
1． 超声后的沉淀( Precipitate after sonication) ; 2． 超声后的上

清液( Supernatant after sonication) ; 3． 蛋白分子量标准( Protein

marker) ; 4，5． 穿透组分 ( Penetration) ; 6． 50 mmol /L 咪唑洗

脱液( Elution by 50 mmol /L imidazole) ; 7． 250 mmol /L 咪唑洗

脱液( Elution by 250 mmol /L imidazole) ; 箭头标注为目的蛋白

( Arrow indicates the target protein) 。

图 5 雷公藤内酯醇对 hSF-1-LBD 荧光光谱的影响

Fig． 5 Influence of triptolide on hSF-1-LBD fluorescence
spectrum by triptolide
a． 25 mg /L hsf-1-LBD 蛋白( hsf-1-LBD protein) ; b ～ f． 蛋白与

雷公藤内酯醇的摩尔比分别为 1∶ 0． 5，1∶ 1，1∶ 5，1∶ 10，1∶

20( Mol ratio of protein and triptolide: 1∶ 0． 5，1∶ 1，1∶ 5，1∶ 10，

1∶ 20) 。
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藤内酯醇与 hSF-1-LBD 结合时接近色氨酸。测定雷公藤内酯醇溶液在激发波长 280 nm 处无荧光，因此

可忽略内滤光效应。滴定过程中，加入雷公藤内酯醇的累加体积远小于蛋白溶液体积，可忽略稀释效应

对蛋白荧光强度的影响。根据图 5 中的数据，由 Stern-Volmer 方程: F0 /F = 1 + KSV［Q］= 1 + Kqτ0［Q ］，

计算得到雷公藤内酯醇对 hSF-1-LBD 的荧光猝灭速率常数 Kq 约为 2． 0 × 1012 L / ( mol·s) ，远大于各类

猝灭剂对生物大分子的最大扩散碰撞猝灭速率常数 2． 0 × 1010 L / ( mol·s) 。说明雷公藤内酯醇对于

hSF-1-LBD 的荧光猝灭是由于二者形成了复合物而引起的静态猝灭。
3． 6． 2 ITC 方法 ITC 实验结果( 图 6) 表明，雷公藤内酯醇与 hSF-1-LBD 反应的热动力学参数 ΔH 为

"507． 2 cal /mol，ΔS 为 18． 2 cal / ( mol·deg) ，反映了 hSF-1-LBD 与雷公藤内酯醇发生了焓驱动的特异性

相互作用，这种相互作用符合单位点结合模式。但平衡常数( SD = 2． 24 × 104 mol"1 ) 较小，表明二者的结

合作用比较弱。本研究采用表面等离子体共振( SPR) 方法的结果显示，雷公藤内酯醇流经偶联 hSF-1-
LBD 的芯片后，芯片表面的 RU 值升高，证实了雷公藤内酯醇与 hSF-1-LBD 蛋白发生了结合，并呈剂量

图 6 ITC 验证雷公藤内酯醇与 hSF-1-LBD 相互作用

Fig． 6 Isothermal titration calorimetry ( ITC ) experi-
ments for interactions of triptolide with hSF-1-LBD

依赖性芯片。
3． 7 雷公藤酯醇厚的生物学效应

雷公藤内酯醇具有多种明确的生物学效应，而

且前期的构效关系研究显示雷公藤内酯醇的不同生

物学效应可能依赖于不同的功能基团，因此可以认

为雷公藤内酯醇可能存在多种不同的靶蛋白，不同

的生物学效应与不同的靶蛋白及不同的作用途径之

间存在对应关系。这种对应关系将有助于指导药物

分子的修饰和改造，开发高效低毒、特异性针对某一

条作用途径起作用的药物分子。
通过噬菌体表面展示肽库技术筛选到与雷公藤

内酯醇特异性结合的氨基酸序列，并通过序列比对

确定 hSF-1 可能是雷公藤内酯醇的靶蛋白之一。实

验证明，雷公藤内酯醇与 hSF-1 的配体结合结构域

( LBD) 存在特异性的相互作用，虽然这种作用力比

较弱，但是属于直接的相互作用。当然体外研究不

能代表在细胞内的真实情况，还需要在细胞水平上

进一步验证 hSF-1 与雷公藤内酯醇的特异性作用。
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Selection of Triptolide Ligands from a Random Phage Display
Library and Primary Verification of Their Combination

YANG Xu-Guang1，XU Xiao-Yu1，LI Jia-Huang1，YAO Qi-Zheng2，

ZHU Tong-Yang1，HUA Zi-Chun1，ZHENG Wei-Juan* 1

1 ( State Key Laboratory of Pharmaceutical Biotechnology，

School of Life Science，Nanjing University，Nanjing 210093，China)
2 ( School of Pharmacy，China Phamaceutical University，Nanjing 210009，China)

Abstract Triptolide is an extract from the Chinese herb Tripterygium wilfordii Hook f． We screened out a
peptide from a C7 phage display library and presumed it was a potential peptide ligand for triptolide． The spe-
cificity of the selected clone for triptolide was confirmed by ELISA and immunoprecipitation． After DNA se-
quencing，a BLAST search was carried out and 77 matching sequences was retrieved． The most promising can-
didate is human steroidogenic factor-1 ( hSF-1) ，a member of the nuclear receptor family that controls the syn-
thesis of steroid hormones by regulating steroidogenic enzyme genes． We purified the ligand binding domain
( LBD) of hSF-1 and then used it for further experiments． Fluorescence spectrum experiments showed that
triptolide could cause fluorescence quenching of hSF-1-LBD，isothermal titration calorimetric( ITC) measure-
ments showed a enthalpy-driven interaction between triptolide and hSF-1-LBD，and a dose-dependent interac-
tion between them was observed by surface plasmon resonance( SPR) ． All these results confirmed the specific
interaction between hSF-1 and triptolide．
Keywords Triptolide; Human steroidogenic factor-1; Phage display; Fluorescence spectrum; Isothermal ti-
tration calorimetry; Surface plasmon resonance
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