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摘要    胸苷酸合成酶(thymidylate synthase, TS)是催化生物体内胸苷酸合成所必需的酶, 多年来

一直作为肿瘤化疗的靶点. 研究表明, TS 是一种 RNA 结合蛋白, 可以与其自身 mRNA 的 2 个位

点结合, 使 mRNA 翻译受阻. 本文以 mRNA 体外展示技术进行了由大容量多肽库(>1013)中筛选

胸苷酸合成酶 mRNA 亲和多肽的研究, 对随机库进行了 12 轮循环的选择及扩增. 结果表明, 与
初始库相比, 经选择循环之后, 碱性氨基酸及芳香族的苯丙氨酸含量明显增加, 它们在 TS RNA
与蛋白质的相互作用中扮演着重要角色. 按其理化特性对每一随机位点的氨基酸进行分类, 并与

初始库比较, 发现位点 1, 12, 17 和 18 具有明显的带正电荷的特性, 表明碱性侧链参与了与 RNA
的结合. 二级结构预测表明, 随着筛选的进行, 与 TS mRNA 亲和的多肽显示出明显的螺旋倾向, 
而且形成螺旋的区域富含碱性氨基酸. 凝胶迁移及体外翻译实验证实, 选择循环之后的多肽能够

与 TS mRNA 高度亲和, 并能抑制 TS mRNA 的翻译. 本研究表明 mRNA 体外展示方法得到的亲

和多肽可以用作新的 TS RNA 的翻译抑制剂, 并有可能成为一类新型的抗肿瘤药物.  

关键词    胸苷酸合成酶(thymidylate synthase, TS)  mRNA 体外展示  筛选  亲和多肽 

胸苷酸合成酶是一种叶酸依赖性酶, 能催化生

物体内的 2′-脱氧尿苷-5′-一磷酸(2′-deoxyuridine-5′- 
monophosphate, dUMP)甲基化形成 2′-脱氧胸苷-5′-一
磷酸 (2′-deoxythymidine-5'-monophosphate, dTMP)[1], 
后者进一步在细胞内代谢为脱氧胸苷三磷酸(dTTP), 
dTTP为DNA合成所必需的前体物质. 因这一反应是

细胞内dTMP的唯一来源, 多年来TS一直是肿瘤化学

治疗的重要靶点 [2,3]. 
除具催化活性外, TS还是一种RNA结合蛋白 [4]. 

已鉴定了TS mRNA分子上能够与TS结合的 2 个顺式

作用因子. 一个是mRNA分子 5′端包含起始密码AUG
的 30 核苷酸序列, 另一个为TS编码区 480~550 区间

的70个核苷酸序列 [5]. TS与自身mRNA的相互作用可

使mRNA翻译受阻. 5-氟尿嘧啶(5-fluorouracil, 5-FU)、
叶酸类似物ZD1694(Tomudex)等化疗药物可与TS蛋
白结合, 结合后的复合物不能与TS mRNA作用, 上
述负反馈调控机制丧失, 导致体内TS的表达升高. 这
种翻译自调控模型是肿瘤细胞产生抗药性的重要分

子机制之一 [6].  
mRNA展示技术是一种大容量文库的体外筛选

方法(>1013)[7], 这一方法的基本原理是借助一种蛋白

合成抑制剂嘌呤霉素(puromycin)来形成mRNA-蛋白

质融合体, 从而实现基因表型(RNA)与蛋白表型(多
肽)的结合.  
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本研究建立了mRNA体外展示的筛选方法 [8], 对
肽库产生及筛选步骤进行了分析. 为获得TS mRNA
亲和多肽, 进行了 12 个循环的选择扩增, 对测序结

果进行了分析和结构预测 , 并以凝胶迁移及TS 
mRNA体外翻译抑制实验证实了亲和多肽的功能.  

1  材料与方法 

1.1  主要试剂 

Taq DNA 聚合酶、dNTP、RNA 酶抑制剂、AMV
反转录酶、兔网织红细胞体外翻译试剂盒 (L4960)及
pGEM-Luc 质粒购于 Promega 公司, 胶回收试剂盒是

上海华舜生物工程公司产品 , 体外转录试剂盒

(#1394)、Oligo-(dT)纤维素为 Ambion 公司生产, 生 
物素标记的琼脂糖凝胶为 Invitrogen 生物技术公司产

品, pMD18-T 载体由大连 TakaRa 公司生产, 同位素

α-32P-dCTP是福瑞公司产品, 含TS cDNA全序列的质

粒 pcEHTS 由耶鲁大学 Edward Chu 博士实验室赠予.  

1.2  PCR 扩增 

(1) 编码多肽库的 DNA 库: 由哈佛大学 Hughes
医学协会提供, 其 DNA 序列为 TTC TAA TAC GAC 
TCA CTA TA GGG ACA ATT ACT ATT TAC AAT 
TAC A ATG GAC TAC AAA GAC GAC GAC GAT 
AAG AAG ACT YAC TGZ (XYZ)18 YAC TGG TCA 
GCG AGC TGC CAT CAT CAT CAT CAT CAT CAC 
CGG CTA T(下画线示 T7 启动子; 黑斜体示编码 21
个氨基酸残基的随机区; 黑体示 His-tag 序列).  

(2) DNA 库扩增引物: 上游引物为 5′-TTCTAA- 
TACGACTCACTATAGGGACAATTACTATTTACAAT 
TACA-3′, 下游引物为 5′-ATAGCCGGTGATGATGA- 
TGATGATGATGGC-3′.  

(3) PCR 反应总体积 25 μL, 其中含 10×PCR 缓

冲液 2.5 μL, MgCl2(25 mmol/L) 2.5 μL, dNTP(2.5 
mmol/L) 2 μL, Taq 酶(5 U/ μL) 0.25 μL, 引物(40 
ng/μL) 1 μL, 模板 DNA(即 DNA 库, 50 ng/μL) 1 μL. 
反应条为: 95℃ 预变性 5 min; 95℃ 1 min, 55℃ 1 
min, 72℃ 1.5 min, 25 个循环; 72℃延伸 10 min. 胶
回收纯化 PCR 产物.  

1.3  体外转录 

采用T7 RNA聚合酶, 以上述DNA库为模板, 利
用体外转录试剂盒, 获得 RNA 库. 反应产物以 6%变

性丙烯酰胺胶进行纯化.  

1.4  光交联反应 

(1) 嘌呤霉素寡核苷酸结构 : 5′补骨脂素

(psoralen)-TAGCCGGTG AAA AAA AAA AAA AAA- 
(PEG)2-ACC-嘌呤霉素-3′.  

(2) RNA 与 嘌 呤 霉 素 修 饰 的 DNA 接 头

(puromycin-oligonucleotides linker)连接. 800 μL 连接

体系中含 3 μmol/L 模板 RNA 48 μL, 7.5 μmol/L linker 
60 μL, 100 mmol/L KCl 24 μL, 20 mmol/L 的 Hepes 
(pH 7.5) 16 μL, 1 mmol/L EDTA (pH 8.0) 16 μL,      
1 mmol/L 亚精胺 8 μL. 将 1.5 mL 离心管置于 80℃水

浴 5 min, 室温放置 15 min, 以 365 nm 的紫外照射 15 
min, 乙醇沉淀法回收产物.  

1.5  体外翻译及 mRNA 蛋白质融合体的分离 

将上述连接产物加入 50 μL 兔网织红细胞体外

翻译体系, 30℃温育 1 h. 之后加入 2.5 mol/L KCl 10 
μL, 1 mol/L MgCl2 3 μL, −20℃过夜. 翻译产物与 10
倍体积的结合缓冲液(100 mmol/L Tris-Cl (pH 8.0), 10 
mmol/L EDTA, 1 mol/L NaCl, 0.1% Triton X-100)混匀, 
65℃水浴 3~4 min, 10000 r/min 离心 10 min 取上清, 
加入少量 Oligo-(dT)纤维素(2~4 mg), 室温振摇 1~2 h, 
离心取沉淀, 以稀释 1倍的缓冲液洗涤 2次, 加 50 μL 
ddH2O 室温振摇 1 h 释放融合肽.  

1.6  cDNA/mRNA 蛋白质融合体生成  

通过反转录获得 cDNA/mRNA 蛋白质融合体. 
乙醇沉淀法回收融合产物, 转入 20 μL 反转录体系中, 
其中含下游引物 200 ng , 5×cDNA 合成缓冲液 4 μL, 
dNTP(2.5 mmol/L)4 μL, RNA 酶抑制剂(40 U/μL)1 μL, 
AMV 反转录酶(10 U/μL) 3 μL, 37℃反应 1 h.  

1.7  与固定化 TS30 RNA 结合及亲和肽的分离 

(1) TS30 RNA: 是 TS mRNA 5′上游的顺式因子, 
序列为 5′CCG CCC GCC GCG CCA UGC CUG UGG 
CCG GCU-Bi 3′.  

(2) 将生物素标记的 TS30 RNA(5 μmol/L)固定

于 Streptavidin 琼脂糖凝胶载体上, 25℃振摇 1 h, 然
后在 400 μL 结合缓冲液(10 mmol/L Hepes, pH 7.5, 
0.5 mmol/L EDTA, 100 mmol/L KCl, 1 mmol/L MgCl2,    
1 mmol/L DTT, 0.01% Nonidet P-40, 50 μg/mL 酵母 
tRNA)中洗涤并重悬浮, 加入 20 μL 反转录翻译产物, 
室温振荡 2 h, 离心取沉淀, 100 μL 洗脱液(无酵母
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tRNA)清洗 5~6 遍, 加入 RNA 酶 A(1 mg/mL)、蛋白

酶K (1 mg/mL)各 1 μL, 37℃振荡洗脱 1 h释放结合分

子,  获得的 cDNA产物可用于下一循环的 PCR扩增.  

1.8  PCR 产物的克隆和测序 
将 PCR 扩增产物纯化并克隆到 pMD18-T 载体 

上, 转化 E. coli DH5α, 进行蓝白斑筛选, 随机挑取

阳性转化子由上海英骏生物技术有限公司进行序列

测定.  

1.9  RNA-蛋白结合实验 

(1) 质粒pcEHTS以Hind Ⅲ酶切线性化 , SP6 
RNA聚合酶体外转录, 得到人TS mRNA (TS1-1524)
的全序列 [5].  

(2) RNA- 蛋白结合实验 , 即凝胶迁移实验

(electrophoretic gel mobility shift assay, EMSA)[9]. 将
融合肽以RNA酶消化, 获得的多肽(2 μg)(第 8 轮, 第
12 轮循环筛选多肽)与 32P标记的TS mRNA(2 fmol)室
温孵育 15 min, 反应混合液总体积 30 μL, 包含 10 
mmol/L Hepes (pH 7.4), 40 mmol/L KCl, 3 mmol/L 
MgCl2, 1 μL RNA酶抑制剂, 250 mmol/L 2-巯基乙醇, 
5%甘油. 未标记的酵母tRNA在加入 12 轮循环多肽

前与标记的探针混匀. 反应结束以 4%非变性丙烯酰

胺胶(丙烯酰胺:甲叉丙烯酰胺, 60:1)检测, 放射自显

影观察.  

1.10  TS mRNA 的翻译抑制 

TS mRNA 的翻译抑制使用兔网织红细胞体外翻

译体系. 反应混合液(总体积 20 μL)中包含兔网织红

细胞(14 μL), 氨基酸(0.4 μL), RNA 酶抑制剂(0.4 μL)
及不同剂量(10, 50, 100 ng)的第 12 轮循环的多肽,   
30℃与全长 TS mRNA 孵育 1 h. 翻译产物以 SDS- 
PAGE 胶检测, 放射自显影观察.  

TS mRNA 亲和多肽的筛选过程如图 1 所示.  

2  结果与讨论 

2.1  肽库产生及 TS mRNA 亲和多肽的筛选 

编码多肽库的DNA库是通过 PCR扩增构建的一 

双链 DNA 序列(图 2), 包含编码 21 个氨基酸残基的

随机区. 5′引物具 T7 启动子, 烟草花叶病毒(tobacco 
mosaic virus,  TMV)翻译增强子, 起始密码子; 3′引
物有 His6 tag, 以及嘌呤霉素 linker 的互补序列. 

 

 
图 1  TS mRNA 亲和多肽的筛选过程 

 
DNA 库由 T7 RNA 聚合酶体外转录为 mRNA, 

然后寡核苷酸 linker 通过光交联反应连接到 RNA 的

3′端, linker 具有 Oligo-dA, 2 个聚乙二醇及 dAdCdC-
嘌呤霉素序列. mRNA-linker 复合物经体外翻译, 通
过嘌呤霉素使 mRNA 与其编码产生的多肽连接, 形
成 mRNA-蛋白质融合体. mRNA 展示肽由 Oligo-dT
纤维素纯化, 经反转录产生稳定的 cDNA/mRNA 蛋

白质模板用于之后的扩增. 这样 DNA 库通过体外转

录和翻译形成了包含 1013 不同序列的展示肽库.  
以TS30 RNA作为亲和多肽筛选的靶物质, 它是

人TS mRNA 5′上游的蛋白结合位点, 位于nt 81~110, 
是包含起始密码子的 30 核苷酸序列, 具有稳定的颈

环结构 [5]. mRNA展示库与固定化的TS30 RNA孵育, 
洗去非特异结合的物质 , 然后加酶洗脱得到cDNA, 
作为下一循环的DNA库. 

 
图 2  用于 mRNA 展示的 DNA 库 

5′到 3′, 依次为 T7 启动子, TMV 翻译增强子, 起始密码子, 随机区序列, 6 个 His 的 tag, linker 杂交序列 
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2.2  筛选多肽的序列分析 

经过 12 个循环的选择和扩增, 随机选取第 12 轮

(12th round, R12)及初始库(round zero, R0)的各 30 个

克隆进行测序, 根据 DNA 序列得出肽的序列, 因其

中(XYZ)18为完全随机序列, 故以下仅对这 18 个序列

加以分析.  
将 30 个筛选多肽的每种氨基酸含量与初始库的

含量作一比较(图 3), 可以看出, 初始DNA库中, 还
含有一定比例的终止密码子(Z, 1.7%), 经过选择, 含
终止子的多肽逐渐被筛掉. 选择循环之后碱性氨基

酸含量明显增加, 精氨酸、组氨酸及赖氨酸含量分别

比初始肽库增加了 79%, 70%和 17%, 而且其中 2/3的
序列含有碱性氨基酸对(数据未列出), 与之相对的是

酸性氨基酸中天冬氨酸和谷氨酸的含量分别下降了

27%和 42%. 碱性氨基酸尤其是精氨酸在mRNA与蛋

白质结合中的重要作用多有报道 [10]. Voeller等人 [11]

合成了一系列 17-mer的多肽, 鉴定了人和大肠杆菌

TS蛋白分子上与mRNA结合的区域, 发现 6 个亲和多

肽中有 5 个多肽分子至少含有一个精氨酸残基, 突变

分析表明亲和多肽位点 14和 43中的精氨酸是与人TS 
mRNA结合所必需的. Sidiqi等人 [12]研究了poly (C)结
合蛋白 1 第三KH 区段RNA结合区的结构 , 发现 
RNA结合区的裂隙边缘具碱性侧链, 是极性、带电的. 
他们认为, 碱性侧链为寡核苷酸的停靠提供了静电

引力, 并与寡核苷酸具特异性的相互作用. 这与本研

究结果一致. 与初始肽库相比, 苯丙氨酸的含量增加

了 77%(图 3). 一般认为位于蛋白表面的芳香族残基

能够通过与RNA的疏水作用, 来稳定蛋白与核酸的

复合物 [13]. RBP 16 的RNP1 基元中发现了 2 个苯丙氨  

 
图 3  筛选多肽(R12)氨基酸组份与初始库(R0)的比较 

Z 为终止密码子 

酸, 在RBP 16 与gRNAs的结合中具有重要作用 [14]. 
筛选多肽中碱性氨基酸及芳香族氨基酸的含量增加, 
必然在其与TS mRNA的结合中具有重要作用.  

对筛选多肽的氨基酸序列进行分析, 发现第 12
位的精氨酸占 53%, 18 位组氨酸占 30%, 在第 13 位

很多序列都是甘氨酸(23%), 而位点 1, 7 和 15 分别有

20%的精氨酸、缬氨酸和丝氨酸(图 4).  
 

20% 20% 53% 23%  20%  30%
R V R G  S  H 

1 7 12 13  15  18 

图 4  筛选多肽中具 20%以上某种氨基酸的位点 
 

为明确某一位点是否需要特定的氨基酸侧链 , 
我们根据理化特性将每一位点的氨基酸按极性氨基

酸、非极性氨基酸、碱性氨基酸及酸性氨基酸进行分

类, 并与初始库(R0, 14%碱性, 11%酸性, 38%非极性, 
36%极性氨基酸)进行比较. 氨基酸在位点 1, 3, 7, 12, 
13, 15, 17 和 18 的分布与初始库差别很大(图 5). 在这

些位点, 1 种或 2 种氨基酸支配了某类氨基酸所占的

比例, 说明这些位点需要特定的而不是普通的氨基

酸侧链. 位点3, 7显示了非极性倾向(H>50% ), 而13, 
15 则表现出极性趋势 (P>50% ), 位点 1, 12, 17 和 18
具有明显的带正电荷的特点, 说明了碱性氨基酸在

RNA-蛋白相互作用中的重要性.  

 
图 5  每一随机位点各类氨基酸所占比例 

极性氨基酸(GNQSTCY), 非极性氨基酸(AVLIMFWP), 酸性氨基酸

(DE), 碱性氨基酸(HRK). R0 为初始库的氨基酸分布 

先前的研究表明蛋白质与核酸之间存在特异性

与非特异性的相互作用. 前者为氨基酸侧链与核酸

碱基功能基团之间的相互作用, 而非特异性的作用

通常在核酸与氨基酸糖基及磷酸盐骨架间发生 [15]. 
在我们的研究中, 虽然第 12 轮循环的筛选多肽具有

一些特点, 但是并未找到特异性的序列, 可能在TS 
mRNA与多肽的相互作用中存在着非特异性的因素.  
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2.3  二级结构预测 

为 进 一 步 研 究 筛 选 多 肽 的 特 性 , 利 用

PredictProtein蛋白质结构预测服务器对测得的多肽

序列进行了二级结构预测. 与初始肽库相比, 第 12
轮循环的筛选多肽具有明显的螺旋倾向, 初始库中, 
只有 1/10 的序列具有螺旋结构(>50%的残基折叠形

成螺旋), 第 12 轮时, 这一数值上升到近 1/3, 而且形

成螺旋的区域富含碱性氨基酸(图 6), 可能是筛选多

肽的结构特性影响着库的序列组成. RNA-蛋白相互

作用中, β片层是特定RNA识别的主要结构 [16], α-螺
旋在RNA结合中的作用也有报道 [17]. 应进一步合成

具α-螺旋结构的多肽, 以确定对RNA结合至关重要

的氨基酸残基及多肽-RNA的相互作用特点.  
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图 6  二级结构预测 12 轮循环的筛选多肽中具有明显α-螺
旋结构(>50%残基折叠成螺旋)的肽链(21 个氨基酸残基的

随机区) 
下画线示形成螺旋的残基; 斜体示碱性残基 

 

2.4  体外筛选多肽与 TS mRNA 特异性结合 

随机 DNA 库进行了 12 个循环的选择和扩增, 将
获得的融合多肽以 RNA 酶消化, 降解融合肽上的

RNA. 凝胶迁移分析(图 7)发现, 初始库的多肽与 TS 
mRNA 的结合检测不出, 而第 8 轮和 12 轮筛选后获

得的多肽与同位素标记的 TS mRNA 形成明显的多肽- 
RNA 复合物, 而且随着筛选的进行, 筛选多肽与 TS 
mRNA 的亲和力增加. 为确定 TS mRNA 与多肽结合

的特异性, 反应混合液中加入了高浓度的酵母 tRNA, 
结果表明, 500 ng 酵母 tRNA 的存在不影响筛选多肽

与 TS mRNA 的亲和.  

2.5  筛选多肽对 TS mRNA 体外翻译的抑制作用 

为明确筛选多肽的生物相关性, 进行了体外翻

译实验. 以RNase A消化mRNA-蛋白质融合体, 获得

的 12轮循环多肽加入全长 TS mRNA翻译体系中. 如 

 
图 7  筛选多肽与 TS mRNA 体外结合 

以全长 TS mRNA 作探针进行 EMSA 实验, 样品与 TS mRNA 探针共

孵育, 以 4%非变性丙烯酰胺胶检测. 1: 初始肽; 2: 第 12 轮循环的筛

选多肽; 3: 第 8 轮循环的筛选多肽; 4: 第 12 轮循环的筛选多肽+非特

异性竞争剂酵母 tRNA (500 ng) 
 

图 8 所示, 筛选多肽可以抑制人 TS mRNA 的翻译, 
而且抑制效果具有剂量依赖性, 100 ng 的筛选多肽几

乎使 TS mRNA 的翻译受到完全抑制. 而相同剂量的

BSA 对 TS 翻译没有任何抑制效果. 结果表明筛选多

肽对 TS mRNA 翻译具有特异性的抑制作用.  

 
 

图 8  筛选多肽对 TS mRNA 的翻译抑制 
翻译反应中含兔网织红细胞, 与 TS mRNA (0.4 pmol) 共孵育. 1: 未加

入肽; 2: 加入BSA(0.1 μg); 3: 加入第 12轮循环的筛选多肽 (10 ng); 4: 
12 轮循环的筛选多肽(50 ng); 5: 12 轮循环的筛选多肽(100 ng). 荧光素

酶 mRNA (0.4 pmol) 加入每个反应中共孵育, 作为标准内参. 翻译反

应 30℃孵育 60 min, 蛋白产物以 SDS-PAGE 胶检测, 放射自显影观察  
 

mRNA展示技术作为一种大容量文库的体外筛

选方法, 已应用于由线性肽库 [18]、限制肽库 [19]、抗

体库 [20]中筛选高亲和性的功能肽, 还用于与特异信

号蛋白结合的细胞内多肽 [21]及作为v-abl激酶多肽底

物的小分子药物 [22]的鉴定. 本文以mRNA体外展示

技术进行了TS mRNA亲和肽的筛选研究, 并完成了

12 个循环的选择扩增. 虽然筛选多肽的序列多样, 但
他们具有的一些特性与其他蛋白质的RNA结合区相

类似. 而且选择循环之后的多肽能够与TS mRNA高
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度亲和, 并能抑制TS mRNA翻译, 说明mRNA体外展

示可作为功能肽筛选的有力工具.  
鉴定与 TS mRNA 结合的多肽序列, 对了解 TS

蛋白质与 mRNA 的相互作用规律, 获得多肽类 TS 
RNA 抑制剂, 具有十分重要的意义. 此外这些分子

基础研究可为人类肿瘤的临床治疗提供更加特异及

有效的方法.  
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