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［摘要］　目的：筛选出能影响配体ＴＲＡＩＬ功能的死亡受体ＤＲ５来源的反义多肽。方法：依据蛋白质密码理论，编写可按参

数要求进行氨基酸序列匹配比对的生物学软件，利用该软件对ＴＲＡＩＬ（序列Ⅰ）和ＤＲ５（序列Ⅱ）进行比对，寻找两序列间的反

义同源盒匹配序列。结合蛋白质和配体受体复合物的结构信息，进一步理论筛选相互作用区域，合成可能与ＴＲＡＩＬ作用的

小分子活性肽。采用ＥＬＩＳＡ结合和竞争实验，分析所合成多肽与ＴＲＡＩＬ的结合；在ＴＲＡＩＬ诱导细胞凋亡实验中，分析与死

亡受体竞争结合ＴＲＡＩＬ的程度，观察多肽影响ＴＲＡＩＬ介导细胞凋亡的生物活性。结果：经软件初筛选和理论分析，共合成

１０条多肽。通过ＥＬＩＳＡ结合实验筛选到一条多肽（命名为“ＦＲ１１”），能与ＴＲＡＩＬ发生浓度依赖性的特异结合，并能抑制

ＤＲ５与配体ＴＲＡＩＬ的结合。该多肽与ＴＲＡＩＬ９７～１０３ａａ的匹配率大于５０％，计算机模拟三维结构显示该序列位于ＤＲ５的

胞外区，是与ＴＲＡＩＬ结合的关键区域。细胞学实验表明：ＦＲ１１肽能够抑制ＴＲＡＩＬ介导的ＳＷ１９９０细胞和Ｌ９２９细胞的凋

亡，这种抑制作用呈ＦＲ１１浓度依赖性，而在ＴＲＡＩＬ浓度较低时更为明显，提示能抑制ＴＲＡＩＬ与死亡受体的结合。结论：根

据蛋白质密码理论设计的软件能筛选出影响配体受体相互作用的功能反义多肽；某些多肽能模拟受体与配体发生结合，具有

抑制配体介导的生物活性。
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　　研究表明，由ＤＮＡ模板链编码的有义肽和由
其互补链编码的反义肽之间可能发生特定的相互作

用，并且这种相互作用广泛存在于肽肽、肽蛋白
质、蛋白质蛋白质等多种体系中［１］。进一步研究表
明，这种相互作用的基础在于由有义密码子编码的
有义氨基酸和其对应的反义密码子组成的特定氨基

酸对两两相互作用。在此基础上，Ｍｉｌｌｅｒ于２００２年
提出了蛋白质密码理论，该理论认为：蛋白质相互作
用的信息存储于编码蛋白质的核苷酸序列中，编码
一个蛋白特定片段的反义核苷酸序列是编码另一个

可与之相互作用蛋白特定片段的有义核苷酸序

列［２］。蛋白质密码理论的提出揭示了特定肽或蛋白
体系中氨基酸序列的对应关系，为筛选与特定蛋白
相互作用的小分子活性肽提供了新的思路。目前，
已有研究组编写了相应的生物信息学软件，在Ｆａｓ
配体［３］、Ｃ５ａ过敏毒素［４］等分子中筛选到能与其相

应受体作用的功能反义多肽。

　　ＴＲＡＩＬ是近些年来新发现的肿瘤坏死因子配
体家族中一个重要成员。由于其和受体结合后可特
异性诱导肿瘤细胞凋亡而不影响正常细胞，因此其
在肿瘤治疗方面受到广泛关注［５６］。目前共鉴定了

５个ＴＲＡＩＬ的受体：ＴＲＡＩＬＲⅠ（ＤＲ４）、ＴＲＡＩＬＲ
Ⅱ（ＤＲ５）、ＤｃＲⅠ、ＤｃＲⅡ、ＯＰＧ。其中ＤＲ４、ＤＲ５胞
内含有死亡结构域，与 ＴＲＡＩＬ结合后能向胞内传
递死亡信号，引起细胞凋亡［７］。目前，ＴＲＡＩＬ 分
子［８］及ＴＲＡＩＬＤＲ５复合物的三维晶体结构都已经
清楚［９］。

　　本研究试图根据蛋白质密码理论中有义反义
氨基酸对应关系编写有关生物信息学软件，在死亡
受体ＤＲ５和ＴＲＡＩＬ分子中筛选符合一定匹配条件
的反义多肽序列，并利用有关的结构信息对软件筛
选到的结果进行理论上的初筛；在此基础上合成多
肽，用ＥＬＩＳＡ和细胞生物学检测方法观察多肽与配
体ＴＲＡＩＬ结合情况以及对 ＴＲＡＩＬ诱导细胞凋亡
行为的影响。

１　材料和方法

１．１　多肽的分子设计

１．１．１　软件的开发和性能　根据蛋白质密码理论，
本实验室设计和开发了一种可从任意两条已知氨基

酸序列中找出有一定相关匹配度片段的软件

Ａｎｊｉｕｓｕａｎ。该软件支持直接从网页或其他文档中导
入符合规范格式的氨基酸序列，导入两条序列后，可
在比对参数框中对比对的参数进行任意设定，软件
将按设置参数条件进行比对，在比对过程中可由进

程指示表反映比对进程，比对结束后可在即时窗口
中观察比对结果。

１．１．２　ＴＲＡＩＬ和ＤＲ５来源的氨基酸序列比对　
将ＴＲＡＩＬ来源的氨基酸序列为序列Ⅰ，ＤＲ５来源
的序列为序列Ⅱ为输入，设置４个氨基酸连续匹配
为一个核心匹配区，在两条序列中进行循环往复比
对（比对模式见图１）。第一次比对结束后，将序列

Ⅰ倒置过来，进行反向比对。在软件初始结果中将
满足一定长度范围内（８～１２ａａ）一定匹配条件（匹配
度大于５０％）的序列作为软件比对筛选结果。

图１　Ａｎｊｉｓｕａｎ软件序列比对模式图
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２．１．３　软件比对筛选结果的理论筛选　按下列因
素对软件比对筛选结果进行理论初筛：（１）多肽受体
和配 体 相 互 作 用 的 结 构 因 素，优 先 选 择 位 于

ＴＲＡＩＬＤＲ５相互作用结合位点的氨基酸序列；（２）
选择高匹配率的多肽序列；（３）考虑多肽序列本身的
理化特性。

１．２　多肽合成　在上述软件比对筛选和理论再筛
选的基础上，所有选出的多肽委托上海吉尔生化有
限公司合成，并经 ＨＰＬＣ纯化和质谱分析确认。

１．３　多肽与相应目标蛋白的ＥＬＩＳＡ结合实验　合
成的多肽以５０～１００μｇ／ｍｌ溶于ＰＢＳ，并按照一定
比例进行稀释，以间接包被法包被于ＥＬＩＳＡ结合平
板上。目标蛋白重组人 ＴＲＡＩＬ由本教研室制备。
多肽与ＴＲＡＩＬ结合情况采用间接法［１０］。其中一抗
为兔抗人ＴＲＡＩＬ特异性一抗（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，批
号ｓｃ８３０１），二抗为辣根过氧化物酶标记羊抗兔二
抗（晶美生物公司，批号２１４１５１６），ＴＭＢ底物显色，

４０５ｎｍ比色。

１．４　竞争性ＥＬＩＳＡ实验　将ＤＲ５（晶美生物公司，
批号４５６８５０）固相包被于ＥＬＩＳＡ结合平板（１μｇ／

ｍｌ浓度，每孔５０μｌ），将５０ｎｇ／ｍｌ的ＴＲＡＩＬ与不
同浓度的受试多肽溶液预先进行混合，在３７℃下放
置１ｈ，加入分析平板，浸泡式洗涤法洗去非特异性
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结合的ＴＲＡＩＬ。加入特异性兔抗人ＴＲＡＩＬ抗体，
洗涤，再加入生物素标记的羊抗兔二抗（晶美生物公
司，批号４０１００８），加入辣根过氧化物酶标记的链霉
亲和素（晶美生物公司，批号１８１５２）。观察在施加
不同浓度的受试合成多肽溶液的情况下，多肽和

ＤＲ５与ＴＲＡＩＬ竞争性结合情况。

１．５　细胞凋亡实验　细胞培养：人胰管癌上皮细胞

ＳＷ１９９０、小鼠成纤维细胞Ｌ９２９购自中科院细胞资
源中心，本室冻存。培养条件：ＲＰＭＩ１６４０（Ｇｉｂｃｏ公
司）培养基，含１０％胎牛血清（杭州四季青公司），

３７℃，５％ＣＯ２。

　　将ＴＲＡＩＬ与不同浓度的多肽溶液进行混合，
将生长至对数生长期的ＳＷ１９９０细胞、Ｌ９２９细胞分
别接种于９６孔培养板（ＳＷ１９９０：１．０×１０５／ｍｌ，Ｌ９２９
细胞：１．５×１０５／ｍｌ），每孔１００μｌ。３７℃下培养１８～
２２ｈ。细胞生长密度至孔面积的６０％～７０％。加入
样品 （多 肽 与 ＴＲＡＩＬ 的 混 合 溶 液；对 照 孔 为

ＴＲＡＩＬ），同时加入放线菌素Ｄ（Ｆｌｕｋａ公司）使其终
浓度为１．５μｇ／ｍｌ。继续培养１６～１８ｈ。ＭＴＴ法
测定细胞活力，观察不同浓度的合成多肽溶液对

ＴＲＡＩＬ介导肿瘤细胞凋亡的影响。

１．６　统计学处理　实验结果以珚ｘ±ｓ表示，用ＳＰＳＳ
１３．０统计软件包进行ｔ检验。

２　结　果

２．１　筛选多肽结果和匹配情况　在软件筛选的基
础上，经理论筛选和初步的序列分析，最后选择合成

１０条多肽。其中，在本研究中筛选到的阳性多肽

ＦＲ１１肽匹配片段的长度为１１ａａ，匹配率５５％，与

ＴＲＡＩＬ相关序列的匹配情况如图２所示。

图２　ＤＲ５来源的ＦＲ１１与ＴＲＡＩＬ（２４１～２５１）的

匹配情况示意图

Ｆｉｇ２　ＭａｔｃｈｉｎｇｏｆＤＲ５ｄｅｒｉｖｅｄ

ｐｅｐｔｉｄｅＦＲ１１ｗｉｔｈＴＲＡＩＬ（２４１２５１）

ＳｅｑｕｅｎｃｅⅠ（ｕｐ）ｉｓｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍＴＲＡＩＬ（ａａ：２４１２５１）．ＳｅｑｕｅｎｃｅⅡ

（ｂｅｌｏｗ）ｉｓｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍ ＤＲ５．Ｔｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｌｉｎｋｅｄｂｙｌｉｎｅｓａｒｅ

ｍａｔｃｈｉｎｇｐａｉｒｓ

２．２　ＥＬＩＳＡ 结合实验结果　ＥＬＩＳＡ实验结果显
示，随着平板上ＦＲ１１多肽包被浓度的提高（５０ｎｇ／

ｍｌ、１μｇ／ｍｌ、１０μｇ／ｍｌ），Ｄ４０５增加（０．２６２６６７±
０．２６２５７７、０．６２３ ３３３±０．０７０ ０８８、０．９４５±

０．０５３３２９），说明结合在平板上的ＴＲＡＩＬ增加。表
明ＴＲＡＩＬ能与ＥＬＩＳＡ平板上的ＦＲ１１肽发生浓
度依赖性结合。

２．３　竞争性ＥＬＩＳＡ实验结果　结果显示，随着游
离的ＦＲ１１肽浓度的提高（１、１０、１００μｇ／ｍｌ），结合
孔的Ｄ４０５降低（０．５１６±０．０２４５５６、０．４１９６６±０．０１５
５３５、０．２４９６６７±０．０１８０３７），表明ＴＲＡＩＬ与ＤＲ５
的结合减少。

２．４　细胞学实验结果　实验结果显示，与对照组相
比，３种浓度（１００、１０、１ｎｇ／ｍｌ）ＴＲＡＩＬ条件下，２００

μｇ／ｍｌ浓度的ＦＲ１１对ＳＷ１９９０细胞的抑制率分别
为（２０．０±２．６）％、（３７．０±２．５）％、（６５．０±６．１）％，
对Ｌ９２９细胞的抑制率分别为（２０．０±４．０）％、
（２７．０±３．０）％、（３８．０±４．５）％。当 ＴＲＡＩＬ浓度
为１ｎｇ／ｍｌ时，ＦＲ１１肽组和对照组相比，两者有显
著性差异（Ｐ＜０．０１）；当ＴＲＡＩＬ浓度为１００ｎｇ／ｍｌ
时，ＦＲ１１组与对照组相比，两者有差异（Ｐ＜０．０５）。
说明ＦＲ１１的这种抑制作用在低浓度ＴＲＡＩＬ条件
下更明显。图３显示的是在加样６ｈ，１０ｎｇ／ｍｌ的

ＴＲＡＩＬ浓度下，ＦＲ１１对于ＳＷ１９９０凋亡的抑制效
果。随后固定 ＴＲＡＩＬ的作用浓度为１０ｎｇ／ｍｌ，将
其与不同浓度（１００、２００、５００μｇ／ｍｌ）的ＦＲ１１进行
混合，作用于ＳＷ１９９０细胞。结果发现，与对照组相
比，３种浓度的ＦＲ１１对ＴＲＡＩＬ介导细胞凋亡的抑
制率分别为 （１４．０±４．０）％、（２１．０±５．０）％、
（３１．０±４．０）％，说明随ＦＲ１１浓度增加，其抑制凋
亡的程度也增加。

图３　ＦＲ１１肽对于ＴＲＡＩＬ介导ＳＷ１９９０
细胞凋亡的抑制效果的细胞图片

Ｆｉｇ３　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＳＷ１９９０ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙ
ＴＲＡＩＬｗａｓｉｎｈｉｂｉｔｅｄｂｙＦＲ１１

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：ＴＲＡＩＬ（１０ｎｇ／ｍｌ）；Ｂ：ＴＲＡＩＬ（１０ｎｇ／ｍｌ）ａｎｄＦＲ１１
（２００μｇ／ｍｌ）．Ｔｈｅｐｉｃｔｕｒｅｗｅｒｅｔａｋｅｎａｆｔｅｒｔｈｅｓａｍｐｌｅｗａｓａｄｄｅｄ６ｈｌａｔ

ｅｒ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

３　讨　论

　　小分子活性肽的筛选方法包括基于噬菌体展示
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文库、基于蛋白质结构及结构预测、基于蛋白质酶解
等［１１］。寻找ＴＲＡＩＬ及其受体ＤＲ４、ＤＲ５相关的小
分子活性肽一直以来都是一个研究热点。目前，国
外已有研究组通过合成一系列ＴＲＡＩＬ胞外区来源
的多肽，找到一条八肽能诱导ＪｕｒｋａｔＴ细胞显著凋
亡［１２］。本研究中我们在蛋白质密码理论的基础上
筛选活性多肽，这是筛选新方法的有效尝试。我们
找到了一条ＤＲ５来源的ＦＲ１１肽具有一定的生物
学活性，说明了该方法的可行性。该研究方法可运
用于其他受体配体相互作用系统，为小分子活性肽
的筛选提供了一条新的可能途径。本研究中我们找
到的 ＦＲ１１ 肽 能 够 与 ＴＲＡＩＬ 结 合 并 能 抑 制

ＴＲＡＩＬ介导的细胞凋亡作用。这对于进一步研究

ＴＲＡＩＬ和ＤＲ５分子相互作用机制以及 ＴＲＡＩＬ通
过ＤＲ５分子介导的生物学行为，都有重要的理论和
实践意义。

　　有义反义氨基酸对之间并不是一一对应关系，
一个有义氨基酸往往对应多个反义伙伴。一条有义
肽对应的反义肽可以有很多条。在本研究中我们在
相互作用的受体和配体间寻找符合一定条件的反义

同源盒序列，是因为由配体（或受体）衍生的肽段具
有与相应受体（或配体）发生作用的可能性。并且我
们在软件筛选的基础上，进一步结合了结构因素及
多肽理化性质等信息，并运用了包括ＥＬＩＳＡ、细胞
凋亡实验等生物学检测方法进行筛选。这样一方面
大大降低了多肽合成的数量，减少了筛选的工作量。
另一方面也弥补了单使用蛋白质密码理论筛选带来

的不足。

　　从本研究的结果来看，我们找到的ＦＲ１１肽，从
匹配度上看并不高，与 ＴＲＡＩＬ２４１～２５１匹配率为

５５％。国外有文献报道，在ＦａｓＬ配体中找到的反义
同源盒序列匹配度为７０％［３］。而在本研究中我们
将５０％作为软件筛选条件，这是因为如果匹配条件
设置得过高，可供选择的多肽序列就非常少，无法更
多考虑其他因素。但从结构信息上看，该多肽序列
位于ＤＲ５分子胞外第２个半胱氨酸重复区域。其
上分布有许多直接与 ＴＲＡＩＬ作用的氨基酸残基。
在ＥＬＩＳＡ实验中，随着包被于平板上的ＦＲ１１肽浓
度的提高，ＴＲＡＩＬ结合量增加，说明 ＦＲ１１能与

ＴＲＡＩＬ发生特异性结合，在细胞学实验中，在ＦＲ
１１肽浓度较高（５００μｇ／ｍｌ）而 ＴＲＡＩＬ浓度较低的
条件下，才能有较明显的抑制作用，这可能是由于

ＦＲ１１缺少蛋白的高级结构，因此与天然蛋白ＤＲ５
相比，一方面ＦＲ１１肽与 ＴＲＡＩＬ的结合力要远远

低于ＤＲ５分子，另一方面在细胞培养基中ＦＲ１１也
容易被降解。在下一步的工作中，我们希望对ＦＲ
１１进行修饰，如替换部分氨基酸，以提高其稳定性。
同时，通过更多的筛选，找到作用更强的多肽。
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