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� � [摘要 ] � 目的 � 研究与 CC趋化因子受体 5( CC chem ok ine recepto r 5, CCR5)第一、二膜外襻特异结合的模拟肽, 对二甲苯致小

鼠耳肿胀抑制作用。方法� 用噬菌体随机 7肽库筛选与 CCR5特异结合的多肽序列,建立二甲苯致小鼠耳肿胀模型;合成 4段氨基

酸序列分别为 STFTTTL( SL)、TP ITQLL ( TL)、SLPLPKP ( SP )、QTSSAAL (QL )的 CCR5模拟肽,将 4段短肽分别腹腔内注射至耳肿胀

模型小鼠,以阿司匹林为抗炎药效学实验的阳性对照药。分别通过称重小鼠左、右耳片和将小鼠耳片 HE染色的方法, 观察 4段

CCR5模拟肽对二甲苯致小鼠耳肿胀模型小鼠的抗炎活性。结果 � 左、右耳片通过称重, HE染色后,发现 4段 CCR5模拟肽均能显著

抑制二甲苯致小鼠耳肿胀模型小鼠耳朵水肿、充血和炎性细胞的浸润。抑制率分别为 53�4%、47. 3%、31. 3%、25. 2%,效果显著 (P <

0. 05)。结论� 合成的 4段 CCR5模拟肽具有对二甲苯致耳肿胀模型小鼠明显的抑制作用,提示 CCR5可能在二甲苯致耳肿胀模型小

鼠的发病进程中发挥着重要的作用。

[关键词 ] � CC趋化因子受体 5;模拟肽;耳肿胀

[中图分类号 ] � R965� � � [文献标志码 ] � A� � � [文章编号 ]� 1006- 0111( 2010) 01- 0107- 05

Study on inhibition ofm im ic peptides binding specifically w ith the first and second

extra�cellular domain ofCC chemokine receptor 5 onm ice ear engorgement induced

by dimethyl benzene
ZHENG Hu i�m in1, 2, GUO Bao�yu1 ( 1. Department of B iochem ical Pharmacy, Schoo l of Pharm acy, Second M ilitary Medica l University,

Shanghai 200433, China; 2. Departm ent of Pharmacy, Shanghai GeneralH ospital of A rm Po lice Fo rces, Shangha i 201103, Ch ina)

[Abstract] � Objective� To study the inhib ition o fm mi ic peptides bind ing spec ificallyw ith the first and second ex tra�cellular doma in

o f the CC chemokine recepto r5( CCR5) on m ice ear engorgem ent induced by dmi ethy lbenzene. Methods� Phage display peptide libraryw as

used to screen peptide sequence bonding specifica lly w ith CCR5, then them odel of m ice ear engorgem ent was establish, and the four m mi ic

peptides whose am ino acid sequence are respectively STFTTTL ( SL )、TPITQLL ( TL )、SLPLPKP ( SP )、QTSSAAL (QL ) was synthesized, and

the four peptides was injected into abdom inal cav ity of the ear engorgem entmode lm ice, take asp ir in as the positive contro l of anti�inflamm a�

tory pharmacodynam ics expermi ent. The left and the rightm ice ear tissuewere obtained and we ighted、HE stained, the four peptidesw as in�

vestigated the anti- inflamm atory activ ity tom ice ear engorgement induced by dmi ethyl benzene. Results� A fter the left and the r ight m ice

ear tissue werew eighted and HE stained, we find the four CCR5mmi ic peptides had suppressed significantly m ice ear engorgem ent induced

by d mi ethy l benzene、hydrops and infiltrating of the inflamm ato ry ce lls. The inh ibition ratio is respectively 53. 4%、47. 3%、31. 3%、25. 2%

that effect is sign ificant (P < 0. 05). Conclusion� All o f the four short peptides respectively take the ev ident suppressing ro le on m ice ear

engorgem ent induced by dmi e thy l benzene. Thus this study ind icated CCR5may play a mi portant ro le in the course ofm ice ear engorgement

induced by dmi ethyl benzene.

[Key words]� CCR5; m mi ic peptide; m ce ear engorgement

� � CC趋化因子及其受体是一种超基因蛋白家族,参

与细胞的免疫调节和炎症过程
[ 1]
。近年来研究发现,

趋化因子及其受体对淋巴细胞趋化到其炎症部位起着

关键作用。此外,趋化因子对 CD4细胞亚群有选择作

用。Th1和 Th2细胞表面表达不同种类的趋化因子受

体,并对不同的趋化因子产生反应,如 Th1细胞活化后

主要表达趋化因子受体 CCR5和 CXCR3, Th2细胞活化

后主要表达 CCR3, CCR4和 CCR8。因此,趋化因子受

体可以作为 Th1和 Th2细胞的表面标志
[ 2]
。CCR5是

趋化因子 RANTES( regulated upon activation, normal T

cell expressed and secreted)、M IP�1( macrophage inflam�
matory prote in�1)、M IP�1�的受体的特异性结合位点。
本研究针对探讨 CCR5膜外第一、二环模拟肽对二甲苯

致小鼠耳肿胀的抗炎作用。模拟肽是任意一个被设计

并执行肽功能的化合物,一个生物活性模拟肽具有与

细胞因子、病毒或其它生物分子拮抗、刺激或是调节天

然配体的生理活性的功能。通常情况下模拟肽有两大

来源:一类是对肽进行结构改造,但同时不改变蛋白质
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的本质基础、药效团及其所需要的三维分布。另一个

来源是噬菌体表面展示技术,是将随机多肽文库表达

于噬菌体的表面,并通过亲和筛选的方法找到目的基

因及其表达的肽段。该技术在抗原表位分析、蛋白质

与蛋白质之间相互作用、疫苗的研制和多肽药物的开

发等方面都显示了独特的优势。模拟肽成为近年来研

究拮抗剂的热点, 本实验利用噬菌体展示肽库技术,从

噬菌体 7肽库中,以亲和筛选方法筛选高度亲和 CCR5

第一和第二膜外襻氨基酸序列的特异性结合的模拟短

肽,以此来研究对二甲苯致小鼠耳肿胀的抑制作用。

1� 实验材料

1. 1� 主要材料及试剂 � Ph. D. �7TM (噬菌体表面展示肽

库试剂盒 )购自 B ioLabs公司。与 CCR5第一、二膜外

襻特异结合的氨基酸序列合成模拟肽由上海吉尔生化

公司合成。它们的序列分别为 STFTTTL ( SL )、

TPITQLL (TL)、SLPLPKP ( SP)、QTSSAAL(QL)。阿司

匹林 (阿斯利康制药有限公司,批号: 0810003),二甲苯

(上海试剂一厂 )。

1. 2� 实验动物及分组 � 健康雄性昆明种小鼠 70只

[上海斯莱克实验动物有限公司, 许可证号: SCXK

(沪 ) 2007�0005) ], 小鼠体重 18~ 20 g, 随机分为 7

组,每组 10只。

2� 方法

2. 1� 亲和淘选 � 参照 Ph. D. �7TM噬菌体展示肽库
使用手册进行。筛选过程中各步骤均无菌操作。用

pH 8. 6的 N aHCO3包被液将 ST11、TT11分别稀释

为 100 �g /m ,l加入 96微孔板中, 150 �l/孔, 4� 轻

微震荡,孵育过夜。倒掉每板中的包被液,板倒置在

干净的纸巾上用力拍甩以除去残余溶液。每孔加满

封阻液, 4 � 作用至少 1 h除去封阻液。再用 TBST

( TBS+ 0. 1% Tween�20)缓冲液快速洗板 6次。从

原始库中取出 10 � l与 100 �lTBST混合后,分别加

入 ST11、TT11包被的微孔内, 100 � l/孔, 共 12孔,

室温温和摇动 60m in,倾倒除去未结合的噬菌体,用

TBST缓冲液洗版 10次, 加入非特异性缓冲液 0. 2

M 甘氨酸 ( g lyc ine) ( pH2. 2), 1 mg /m l牛血清白蛋

白 ( BSA )来分离已结合的分子:温和摇动 20m in,收

集洗脱液, 然后加入 180 � l 1M Tris�HC l( pH 9. 1)

中和上述洗脱液
[ 5, 6 ]
。取 1 � l测定洗脱物的滴度。

剩余洗脱物加入 20 m l ER2738培养物中 (菌体应处

于对数前期 ) , 37 � 剧烈摇动培养 4. 5 h, 将扩增培

养物经聚乙二醇 ( PEG ) /N aC l浓缩纯化后进行噬菌

体滴度测定,并进行下一轮淘选。如此进行 3轮淘

选。

2. 2� 噬菌体滴度测定 � 将待测噬菌体进行系列稀

释, 取 10 � l噬菌体与 200 � l对数生长期的 ER2738

菌液混匀,室温放置 5 m in;将上述混合的噬菌体�菌
液与 3 m l顶层琼脂混匀,并加入异丙基硫代半乳糖

苷 ( isopropy lth io���D� galactoside, IPTG)和 ��半乳糖
苷酶的显色底物 ( 5�Bromo�4�ch lo ro�3�indo ly l���D�ga�
lactoside, X�ga l)混匀, 立即铺到 37 � 预热的 LB平

板上,室温放置约 5m in,凝固后放入 37 � 培养箱中

培养过夜,计数蓝色噬菌斑数,乘以稀释倍数, 即得

每 10 �l原液的噬菌体滴度。

2. 3� 噬菌体的浓缩纯化 � 将培养物 4� 、1. 1  10
6

g离心 10 m in, 上清液转入另一离心管中在 4 � 、

1�1  10
6
g离心。将上清的上部 80%转入一新鲜离

心管,加入 1 /6体积的 PEG /N aC ,l让噬菌体 4 � 沉

淀过夜。 4� 、1. 1  10
6
g离心 PEG沉淀 15 m in. 倒

掉上清液,再短暂 4 � 、1. 1  10
6
g离心, 吸去残留

上清液。沉淀物重悬于 1 m lTBS中, 4 � 、1. 1  10
6

g离心 5m in使残余细胞沉淀。上清液转入另一新

鲜微量离心管中,用 1 /6体积的 PEG /N aC l再沉淀。

冰上孵育 60m in, 4 � 、1. 1  10
6
g离心 10m in,弃上

清, 再短暂 4 � 、1. 1  10
6
g离心, 吸去残余上清。

沉淀物重悬于 200 � l TBS, 0. 02% NaN 3中。 4 � 、

1�1  10
6
g离心 1 m in, 沉淀任何残余的不溶物, 上

清即为纯化的噬菌体。第三轮筛选后随机选取 20

个克隆进行如上纯化。用于 ELISA测定。

2. 4� ELISA法鉴定特异短肽的结合活性 � ST11、

TT11分别作为包被抗原: 取 100 �l/m l包被聚乙烯

反应板, 4 � 孵育过夜。加入浓缩纯化的 1~ 20号

噬菌体 ( TBST 1 1000稀释 ), 37 � 反应 1 h, TBST

洗板 6次,加入 HRP标记的抗 M13抗体 (在封阻液

中 1 5 000稀释 ), 37 � 反应 1 h, TBST洗板 6次,

加入显色底物液 ABTS�双氧水 ( H2O2 ) , 37 � 、10

m in, 加入终止液,测 405 nm吸光度。

2. 5� 噬菌体单链 DNA的提取和序列测定 � 参照噬

菌体展示肽库说明书中的方法提取噬菌体单链

DNA, DNA序列测定由上海基康生物公司完成, 根

据插入的 DNA序列得到与 ST11、TT11结合的 7肽

氨基酸序列。

2. 6� 模拟肽注射液的制备及给予小鼠腹腔注射 �
噬菌体表面结合 CCR5多肽氨基酸序列经上海吉尔

生化公司合成后,用 PBS将其稀释成 2. 5mg /m ,l分

别给予注射 SP, QL, SL, TL, 1次 /d,每次 200 �l。

2. 7� 小鼠耳肿胀实验 � 各组分别在致炎前 7 d腹

腔注射给药。对照组给同体积的生理盐水, 阿司匹

林组灌胃给药 7 d,剂量为 0. 47 g /kg。末次给药 1 h

后,立即右耳前后两面涂 100%二甲苯 300 �l /只致
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炎,左耳为对照, 间隔 1 h后将小鼠颈椎脱臼致死,

沿耳廓基线剪下两耳, 用直径为 7 mm的打孔器分

别在左、右耳同一位置打下圆耳片,用电子天平称耳

片重量,立即投入预先配好的固定液中 ( 10%福尔

马林 )。以左右耳重量之差为其肿胀度 ( mg) , 根据

公式计算鼠耳廓肿胀度和肿胀抑制率
[ 3, 4]
。

肿胀抑制率 (% ) =

� � 对照组平均肿胀度 -给药组平均肿胀度
对照组平均肿胀度

各组肿胀度与空白对照组比较, 作组间 t检验。

2. 8� 数据分析 � 实验数据以  x ! s表示, 作 t检验。

3� 结果与分析

3. 1� 亲和筛选与 CCR5特异结合的噬菌体 � 经过 3

轮筛选,噬菌体投入产出比逐渐升高,说明与 CCR5

亲和的噬菌体富集明显 (表 1)。从表 1中可以看出

第 2轮筛选产出率明显提高。

3. 2� 噬菌体阳性克隆的序列测定 � 分别挑选与

CCR5第一、二膜外襻特异结合的 10个阳性克隆提

取单链 DNA,进行 DNA序列测定并推导这些 DNA

序列编码的氨基酸残基, 即为噬菌体的 7肽序列

(表 2)。

表 1� 第一、二膜外襻筛选后噬菌体克隆的富集率

轮数
第一膜外襻

投入量 ( pfu) 回收量 ( p fu ) 回收率

第二膜外襻

投入量 ( pfu) 回收量 ( p fu) 回收率

1 2. 0 1011 3. 3 103 1. 65  10- 8 2. 0  1011 3. 7  103 1. 85  10- 8

2 2. 0 1011 6. 6 105 3. 30  10- 6 2. 0  1011 6. 5  105 3. 25  10- 6

3 2. 0 1011 2. 7 108 1. 35  10- 3 2. 0  1011 2. 4  108 1. 20  10- 3

表 2� 阳性克隆的氨基酸序列

阳性克隆 重复次数 多肽序列

4、12 2 SLPLPKP

5、8、14 3 STFTTTL

9、 1 HQGPWDE

10、13、16、18 4 QTSSAAL

22~ 32 10 TPITQLL

3. 3� 抑肿作用的评价 � 对二甲苯致小鼠耳肿胀的
抑制作用以耳肿胀度、肿胀抑制率进行评价,结果如

表 2所示,发现 CCR5模拟肽各组小鼠因二甲苯所

致的耳急性炎性肿胀的程度均低于空白对照组,抑

制率分别为 53�4%、47. 3%、31. 3%、25. 2%。说明

筛选的与 CCR5特异性结合的模拟肽能显著抑制二

甲苯致小鼠耳肿胀, 提示 CCR5可能在小鼠耳肿胀

进程中发挥着及其重要的作用。

表 3� CCR5模拟肽对二甲苯致小鼠耳肿胀
作用的影响 (  x ! s, n= 10)

组别 动物数 ( n) 肿胀度 (m g) 抑制率 (% )

模型 10 13. 1 ! 2. 6 0

SP 10 6. 1 ! 0. 41) 53. 4

SL 10 6. 9 ! 1. 51) 47. 3

QL 10 9. 8 ! 2. 11) 25. 2

TL 10 9. 0 ! 2. 71) 31. 3

阿司匹林 10 5. 3 ! 4. 11) 59. 5

1) P < 0. 05,与对照组比

由表 3可见,模拟肽 SP、SL组的抗炎疗效,仅次

于阿司匹林的抗炎效果;而模拟肽 TL、QL的抗炎效

果依次降低,但也起到了一定的抗炎疗效。

3. 4� HE染色观察小鼠耳朵病理学改变 � 在 H�E
染色的切片的电镜下可以看到正常小鼠耳朵组织间

隙很窄,有完整的连成一片的窄细的横纹肌纤维组

织, 而经二甲苯致炎的小鼠耳朵组织中有明显的水

肿, 间隙增宽, 横纹肌纤维离散断裂, 血管充血、扩

张, 有慢性炎细胞 (以淋巴细胞、单核细胞为主 )的

浸润,而经口服了阿司匹林的二甲苯致炎鼠耳,可以

看出水肿不明显,横纹肌纤维未断裂,血管扩张也不

明显,只有微量的炎性细胞的浸润。注射了合成七

肽的二甲苯致炎鼠耳,水肿和横纹肌纤维断裂的现

象都较轻,只有微量的炎性细胞的浸润,说明合成七

肽在治疗二甲苯致小鼠耳肿胀过程中表现出了一定

的抗炎效果。

4� 讨论

本研究结果表明, 4段 CCR5短肽片段能模拟

大蛋白的功能,在治疗二甲苯致小鼠耳肿胀过程中

均具有显著的抗炎效果, 其抑制率分别为 53. 4%、

47�3%、31. 3%、25. 2% , 效果显著 ( P < 0. 05)。以

此可以说明与 CCR5竞争结合的模拟肽在治疗二甲

苯致小鼠耳肿胀过程中发挥着重要的作用。

CCR5与其特异性配体 RANTES、M IP�1、M IP�1�
结合后,激活 G蛋白并最终引起细胞内 Ca

2+
浓度上

升机蛋白激酶 C的活化,表现为白细胞的趋化性及

炎症反应等各种生理功能。与 CCR5膜外第一、二

环特异结合的模拟肽可能阻断了 CCR5及其配体的

结合来抑制白细胞向炎症部位的游走,减轻了炎性

细胞对细胞的浸润, 从而减轻了组织的变性和坏
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死
[ 7]
。可见与 CCR5特异性结合的模拟肽参与炎症

早期的渗出和肿胀有明显的拮抗的作用, 具体表现

在经过 4段短肽治疗过的小鼠耳朵与小鼠耳肿胀模

型相比水肿都比较轻,细胞水肿间隙明显变窄,横纹

肌断裂现象不明显,炎细胞数量明显减少,小血管扩

张充血现象也得到了很大的改善。本研究为炎症的

靶向治疗提供了新的候选分子,并为进一步开发及

研制抗炎多肽药物奠定了坚实的实验学基础。本研

究提示与 CCR5膜外第一、二环特异结合的模拟肽

可能模拟了 CCR5配体的结合表位, 以往的研究:

∀趋化因子及其受体被视做抗炎因子的主要靶分

子#在本实验中得到了很好的验证。因此趋化因子

的选择性抑制剂在炎症治疗方面可以作为一种潜在

的治疗炎症的策略
[ 5, 6]
。

图 1� 小鼠耳朵组织的病理检查结果
A�正常对照组; B、C�模拟肽 SP组; D�模拟肽 SL组; E、F�模拟肽 QL组; G�模拟肽 TL组;

H、J�耳肿胀模型组; K、L�阿司匹林组 (其中 K为高倍镜、L为低倍镜 )
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