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［摘要］　目的：筛选与ＣＣ趋化因子受体５（ＣＣｃｈｅｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ５，ＣＣＲ５）第一、二膜外襻特异结合的模拟肽，并将其应用在

实验性自身免疫性脑脊髓炎的小鼠模型（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ，ＥＡＥ），来观察使用模拟肽后ＥＡＥ模型

小鼠的治疗效果。方法：用噬菌体随机７肽库筛选与ＣＣＲ５特异结合的多肽序列，用ＥＬＩＳＡ鉴定其结合活性并进行ＤＮＡ测

序分析；接着合成与其氨基酸序列一致的模拟肽，腹腔内注射至ＥＡＥ小鼠。取小鼠脊髓组织，通过 ＨＥ染色，观察模拟肽组

和ＥＡＥ对照组小鼠脊髓组织病理学改变。结果：随机挑出２０个噬菌体克隆进行鉴定，ＥＬＩＳＡ分析显示其中１８个克隆与

ＣＣＲ５有较强的结合活性，将其阳性噬菌体克隆进行测序，从中得到重复率极高的４段小分子肽，它们分别为ＳＴＦＴＴＴＬ（ＳＬ）、

ＴＰＩＴＱＬＬ（ＴＬ）、ＳＬＰＬＰＫＰ（ＳＰ）、ＱＴＳＳＡＡＬ（ＱＬ）。对照组ＥＡＥ小鼠的平均临床评分为３分，模拟肽组ＥＡＥ小鼠的平均临

床评分为１分。ＨＥ染色后，经病理分析ＥＡＥ组小鼠的脊髓内有大量的炎症细胞浸润，白质脱髓鞘改变明显。而模拟肽组小

鼠有较少的炎症细胞浸润，且没有白质脱髓鞘改变。４段短肽分别具有抑制、延迟发生ＥＡＥ的作用，其平均抑制率为４３％

（ＥＡＥ组为８３％，两者比较有统计学差异，Ｐ＜０．０５）。结论：筛选的ＣＣＲ５模拟肽具有对ＥＡＥ明显的抑制作用，提示ＣＣＲ５
可能在ＥＡＥ的发病进程中发挥着重要的作用。
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　　ＣＣ趋化因子受体５（ＣＣｃｈｅｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ５，

ＣＣＲ５）是Ｇ蛋白偶联受体，常位于炎症细胞的表面，
为７次跨膜的蛋白，和相应的配体结合后经偶联

ＧＴＰ结合蛋白而发挥生物学效应。ＣＣＲ５基因位于
人染色体３ｐ２１．３上，全长１．９ｋｂ，编码３５２个氨基
酸，呈α螺旋。研究证明阻断ＣＣＲ５可以抑制 ＨＩＶ
感染宿主细胞，ＣＣＲ５是 ＨＩＶ进入巨噬细胞的辅助
受体。因此通过降低或缺失ＣＣＲ５的作用从而抑制

ＨＩＶ的感染将是非常有效的方法。近几年来，越来
越多的人群调查和实验研究结果表明，ＣＣＲ５Δ３２缺
失的个体拥有正常的免疫和炎症反应，并且对 ＨＩＶ
１的感染表现出显著的抵御能力［１］。此外，以ＣＣＲ５
为靶点的 ＨＩＶ受体拮抗剂近年来备受关注，这些拮
抗剂因与ＣＣＲ５的特异性结合作用，从而抑制经由

ＣＣＲ５的 ＨＩＶ感染。

　　小鼠实验性自身免疫性脑脊髓炎（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ，ＥＡＥ）模型是公认的
研究多发性硬化（ｍｕｌｔｉｐｌｅｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＭＳ）的实验动
物模型。早在１９４４年Ｆｅｒｒａｒｏ总结一系列的实验结
果指出，ＥＡＥ和人的脱髓鞘有相似之处。大规模临
床观察发现，在 ＭＳ患者复发期的活动性病变部位
中，ＣＣＲ５及其受体在 ＭＳ的病程中可能起重要作
用。更进一步的研究表明，ＭＳ患者的巨噬细胞主要
表达ＣＣＲ２和ＣＣＲ５，而实质中活化的 Ｔ细胞和胶
质细胞主要表达ＣＸＣ趋化因子受体３（ＣＸＣＲ３）和

ＣＣＲ５。由此可见，ＣＣＲ５、ＣＣＲ２等多种趋化因子受
体参与了炎性细胞的招募和介导［２３］。此外，国外有
报道［４］称ＣＣＲ５Δ３２突变人群的 ＭＳ发病率降低或
发病率延迟。因此，深入研究ＣＣＲ５在 ＭＳ中确切
的作用机制显得尤为重要。

　　噬菌体展示肽库技术是一种用于筛选功能性多
肽的生物技术。利用肽库技术可在不依赖结构信息
的情况下，从大量可能的短肽组合中筛选得到功能
性短肽，直接通过亲和筛选，从随机肽库中获得与靶
蛋白结合的噬菌体克隆，是探寻高亲和力生物活性
配体分子的有力工具。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
结合的短肽，以其作为治疗 ＭＳ的导向分子，成功建
立了合适的ＥＡＥ动物模型，探讨了ＣＣＲ５模拟肽对

ＥＡＥ的疗效。

１　材料和方法

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ＢｉｏＬａｂｓ公司。辣根过氧化物

酶（ＨＲＰ）标记的抗 Ｍ１３噬菌体抗体及其底物２，２′
连氮双（３乙基苯并噻唑６磺酸）［２，２′ａｚｉｎｏｂｉｓ
（３ｅｔｈｙｌｂｅｎｚｔｈｉａｚｏｌｉｎｅ６ｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄ），ＡＢＴＳ］储液

为 Ｐｈａｒｍａｃｉａ 公 司 产 品。免 疫 抗 原 ＭＯＧ３５５５
（ＭＥＶＧＷＹＲＳＰＦＳＲＶＶＨＬＹＲＮＧＫ）由美联（西安）

生物科技有限公司合成，经质谱及 ＨＰＬＣ色谱分析，

纯度＞９５％，完全弗氏佐剂（ＣＦＡ，Ｓｉｇｍａ），与百日咳

毒素（ＰＴ）均购自上海生物制品研究所。ＣＣＲ５第

一、二膜外襻氨基酸序列合成模拟肽由上海吉尔生

化有限公司合成（分别为ＳＴ１１、ＴＴ１１）。

１．２　实验动物及分组　雌性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠６０只，

４～６周龄，体质量１１～１５ｇ（第二军医大学实验动物

中心提供）。按照随机对照的原则将小鼠分为４组：

ＥＡＥ组１０只，正常对照组１０只，ＣＣＲ５第一襻模拟

肽组３０只（模拟肽ＳＰ组１０只，模拟肽 ＱＬ组１０
只，模拟肽ＳＬ组１０只），ＣＣＲ５第二襻模拟肽１０只

（模拟肽ＴＬ组）。

１．３　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

ｐＨ８．６的ＮａＨＣＯ３包被液将ＳＴ１１、ＴＴ１１分别稀释

至浓度为１００μｇ／ｍｌ，加入９６微孔板中，１５０μｌ／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１ｈ。除去封阻液。再

用ＴＢＳＴ［ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液＋０．１％（Ｖ／Ｖ）Ｔｗｅｅｎ

２０］缓冲液快速洗板６次。从原始库中取出１０μｌ与

１００μｌＴＢＳＴ混合后，分别加入ＳＴ１１、ＴＴ１１包被的

微孔内，１００μｌ／孔，共１２孔，室温温和摇动６０ｍｉｎ。

倾倒除去未结合的噬菌体，用ＴＢＳＴ缓冲液洗板１０
次，加入非特异性缓冲液０．２ｍｏｌ／Ｌ 甘氨酸（ｇｌｙ

ｃｉｎｅ，ｐＨ２．２），１ｍｇ／ｍｌ牛血清白蛋白（ＢＳＡ）分离已

结合的分子：温和摇动２０ｍｉｎ，收集洗脱液，然后加

入１８０μｌ１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ９．１）中和上述洗脱

液［５６］。取１μｌ测定洗脱物的滴度。剩余洗脱物加

入２０ｍｌＥＲ２７３８培养物中（菌体应处于对数前期），

３７℃剧烈摇动培养４．５ｈ。将扩增培养物经聚乙二

醇（ＰＥＧ）／ＮａＣｌ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。

１．４　噬菌体滴度测定　将待测噬菌体进行系列稀

释，取１０μｌ噬菌体与２００μｌ对数生长期的ＥＲ２７３８
菌液混匀，室温放置５ｍｉｎ；将上述混合的噬菌体菌
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液与３ｍｌ顶层琼脂混匀，并加入异丙基硫代半乳糖

苷（ｉｓｏｐｒｏｐｙｌｔｈｉｏβＤｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ，ＩＰＴＧ）和β半乳

糖苷酶的显色底物（５ｂｒｏｍｏ４ｃｈｌｏｒｏ３ｉｎｄｏｌｙｌβＤ

ｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ，Ｘｇａｌ）混匀，立即铺到３７℃预热的 ＬＢ
平板上，室温放置约５ｍｉｎ，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１０μｌ原液的噬菌体滴度。

１．５　噬菌体的浓缩纯化　培养物４℃、１．１×１０６×ｇ
离心１０ｍｉｎ。上清液转入另一离心管中再４℃离心

（转速、时间同上）。将上清的上部８０％转入一新鲜

离心管，加入１／６体积的ＰＥＧ／ＮａＣｌ。让噬菌体４℃
沉淀过夜。４℃、１．１×１０６×ｇ 离心，ＰＥＧ 沉淀１５

ｍｉｎ。倒掉上清液，再短暂４℃、１．１×１０６×ｇ离心，

吸去残留上清液。沉淀物重悬于１ｍｌＴＢＳ中，４℃、

１．１×１０６×ｇ离心５ｍｉｎ使残余细胞沉淀。上清转

入另一新鲜微量离心管中，用１／６体积的 ＰＥＧ／

ＮａＣｌ再沉淀。冰上孵育６０ｍｉｎ。４℃、１．１×１０６×ｇ
离心１０ｍｉｎ，弃上清，再短暂４℃、１．１×１０６×ｇ离

心，吸去残余上清。沉淀物重悬于２００μｌＴＢＳ，

０．０２％ ＮａＮ３中。４℃、１．１×１０６×ｇ离心１ｍｉｎ，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［７８］。

１．６　ＥＬＩＳＡ法鉴定特异短肽的结合活性　ＳＴ１１、

ＴＴ１１分别作为包被抗原：取１００μｌ／ｍｌ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（ＴＢＳＴ１１０００稀释），３７℃反应１ｈ，ＴＢＳＴ
洗板６次，加入 ＨＲＰ标记的抗 Ｍ１３抗体（在封阻液

中１５０００稀释），３７℃反应１ｈ，ＴＢＳＴ洗板６次，

加入显色底物液ＡＢＴＳＨ２Ｏ２，３７℃、１０ｍｉｎ，加入终

止液，测４０５ｎｍ光密度。

１．７　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技术有限公司

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。

１．８　ＥＡＥ 的诱导 　 用 ０．０１ ｍｏｌ／Ｌ 的 ＰＢＳ将

ＭＯＧ３５５５稀释成１００μｌ／２５μｌ，再用ＣＦＡ将结核

分枝杆菌稀释成３００μｌ／５０μｌ，加入ＰＢＳ２５μｌ。将

三者用注射器抽打至油包水状态，制成诱导ＥＡＥ的

抗原乳剂。正常对照组用ＰＢＳ作为对照。３组小鼠

分别腹股沟皮下注射相应抗原，１００μｌ／只，记免疫当

天为第０天，于第０、２天给予小鼠腹腔注射百日咳

毒素２００μｌ／只
［９］。

１．９　体质量监测及神经功能评分　自免疫当天开

始，每日称体质量，观察小鼠的摄食情况，并进行神

经功能评分。采用通用的０～５级评分法：０级，不发

病；１级，小鼠尾部张力降低或麻痹；２级，小鼠尾部

麻痹，后肢无力；３级，小鼠后肢瘫痪；４级，小鼠四肢

瘫痪，人为翻身不能复位；５级，濒死状态或发病后死

亡。

１．１０　模拟肽注射液的制备及给予ＥＡＥ模型小鼠

腹腔注射　噬菌体表面结合ＣＣＲ５多肽氨基酸序列

经上海吉尔生化有限公司合成后，用ＰＢＳ将其稀释

成２．５ｍｇ／ｍｌ，自ＥＡＥ组小鼠免疫后第３天，各模拟

肽组分别注射ＳＰ、ＱＬ、ＳＬ、ＴＬ，１次／ｄ，每次２００μｌ。

１．１１　组织取材与病理学检查　在ＥＡＥ小鼠发病

的高峰期，腹腔注射２％的戊巴比妥钠（４０ｍｇ／ｋｇ）

麻醉所有小鼠，在无菌条件下开胸腔，暴露心脏，经

左心室灌注ＰＢＳ至肝脏变白，然后改用４％多聚甲

醛灌注固定，随后立即取出脑和脊髓浸入甲醛中固

定。常规石蜡包埋后制成５μｍ厚的切片，ＨＥ染

色，并在光镜下观察炎性细胞浸润及脱髓鞘改变［１０］。

２　结　果

２．１　亲和筛选与ＣＣＲ５特异结合的噬菌体　经过

三轮筛选，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

以看出第二轮筛选产出率明显提高，ＣＣＲ５膜外第一

襻，第二轮比第一轮高２．０２×１０２ 倍，ＣＣＲ５膜外第

二襻，第二轮比第一轮高１．７１×１０２倍。

２．２　结合噬菌体的ＥＬＩＳＡ 鉴定　从第三轮筛选出

的噬菌体中随机挑选２０个克隆，扩增后进行ＥＬＩＳＡ
检测，结果表明有１８个克隆均为阳性克隆，说明

ＣＣＲ５模拟肽和噬菌体有很好的亲和力，筛选使与

ＣＣＲ５特异性结合的噬菌体得到了有效富集。如图

１Ａ、１Ｂ所示。

２．３　结合克隆的序列分析　分别测定所得到的１８
个与ＣＣＲ５具亲和力的阳性噬菌体克隆的氨基酸序

列，其 中 第 一 膜 外 襻 中 ＳＬＰＬＰＫＰ、ＳＴＦＴＴＴＬ、

ＱＴＳＳＡＡＬ多肽序列分别占了６、６、５个，第二膜外襻

中全部都是ＴＰＩＴＱＬＬ多肽序列。表明特异性克隆得

到了富集。将得到的多肽序列通过ＧｅｎＢａｎｋ进行在

线分析，未发现与已知的蛋白质具有同源性，可能这３
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种多肽是通过模拟ＣＣ趋化因子的表位而与细胞膜表

面的ＣＣＲ５结合，如ＲＡＮＴＥＳ（ｒｅｇｕｌａｔｅｄｏｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

ｎｏｒｍａｌＴｃｅｌｌｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｎｄｓｅｃｒｅｔｅｄ）、ＭＩＰ（ｍａｃｒｏ

ｐｈａｇｅｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎ）１α、ＭＩＰ１β等。

表１　第一、二膜外襻筛选后噬菌体克隆的富集率

Ｔａｂ１　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｓｏｆｔｈｅｆｉｒｓｔａｎｄｓｅｃｏｎｄｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｄｏｍａｉｎｐｈａｇｅｃｌｏｎｅｓｄｕｒｉｎｇｐａｎｎｉｎｇ

Ｒｏｕｎｄ
Ｔｈｅｆｉｒｓｔｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｄｏｍａｉｎ

Ｓｅｌｅｃｔｅｄｐｈａｇｅｓ／
ＴＵ（Ｉｎｐｕｔ）

Ｅｌｕｔｅｄｐｈａｇｅｓ／
ＴＵ（Ｏｕｔｐｕｔ） Ｒａｔｉｏ

Ｔｈｅｓｅｃｏｎｄｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｄｏｍａｉｎ

Ｓｅｌｅｃｔｅｄｐｈａｇｅｓ／
ＴＵ（Ｉｎｐｕｔ）

Ｅｌｕｔｅｄｐｈａｇｅｓ／
ＴＵ（Ｏｕｔｐｕｔ） Ｒａｔｉｏ

１ ２．０×１０１１ ３．４×１０３ １．７０×１０－８ ２．０×１０１１ ３．８×１０３ １．９０×１０－８

２ ２．０×１０１１ ６．９×１０５ ３．４５×１０－６ ２．０×１０１１ ６．５×１０５ ３．２５×１０－６

３ ２．０×１０１１ ２．８×１０８ １．４０×１０－３ ２．０×１０１１ ２．５×１０８ １．２５×１０－３

　ＴＵ：Ｔｒａｎｓｄｕｃｉｎｇｕｎｉｔ

图１　第一（Ａ）、二膜外襻（Ｂ）的结合克隆经ＥＬＩＳＡ鉴定的２０个克隆的光密度值

Ｆｉｇ１　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｆｉｒｓｔ（Ａ）ａｎｄｓｅｃｏｎｄ（Ｂ）ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｄｏｍａｉｎ

ｂｉｎｄｉｎｇｐｈａｇｅｃｌｏｎｅｓａｆｔｅｒｔｈｒｅｅｒｏｕｎｄｓｏｆｓｅｌｅｃｔｉｏｎｂｙＥＬＩＳＡ
ＴＢＳＴ：ＴｒｉｓＨＣｌ＋０．１％ Ｔｗｅｅｎ２０；ＳＴ１１，ＴＴ１１：Ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｐｅｐｔｉｄｅ

２．４　ＥＡＥ组小鼠及ＣＣＲ５模拟肽组小鼠的发病情

况　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠诱导ＥＡＥ后，ＥＡＥ组小鼠自免

疫１３ｄ后开始发病，约在第２５天达到发病高峰，发

病率为８３％，表现为食欲下降，体质量减轻，活动量

减少，精神萎靡。同时，ＥＡＥ组小鼠中枢神经系统

受损症状明显，表现为尾部无力拖垂，步履蹒跚，后

肢瘫痪，行动困难。小鼠以前肢向前爬行时，剑突以

后部分着地，双后肢拖拉在后，足面朝上，病情进一

步发展可表现为四肢瘫痪。ＥＡＥ组小鼠最高临床

评分为４分，临床评分的平均分为３分。且在发病

过程中，其体质量普遍下降，下降的程度与临床评分

具有一致性。与ＥＡＥ小鼠相比ＣＣＲ５模拟肽组小

鼠的状况较好，在ＥＡＥ组小鼠发病时，ＣＣＲ５模拟

肽组小鼠在给药期间与正常对照组相比，无明显变

化，表现为食欲良好，活动正常，体质量正常增加。

仅在给药第１０天后表现为尾巴拖垂，临床评分的平

均分为１分。见图２。

图２　３组小鼠的神经功能评分

Ｆｉｇ２　Ｃｌｉｎｉｃａｌｎｅｒｖｅｆｕｎｃｔｉｏｎｓｃｏｒｅｏｆｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ
ＥＡＥ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ；ＣＣＲ５：ＣＣｃｈｅ

ｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｅｒ５．ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ
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２．５　病理学检查　ＨＥ染色结果显示，正常对照组

小鼠脊髓未见明显异常（图３Ａ）。ＥＡＥ组小鼠脊髓

的实质中有大量的炎症细胞浸润，以淋巴细胞和中

性粒细胞为主，病变主要集中在脊髓腰膨大的白质

区，在白质区可见大小不等的髓鞘脱失区，而且髓鞘

脱失区程度与ＥＡＥ小鼠临床症状的严重程度直接

相关（图３Ｂ、３Ｅ）。而给予ＣＣＲ５模拟肽组小鼠脊髓

的实质中仅有少量的炎症细胞浸润，且没有髓鞘脱

失（图３Ｃ、３Ｄ、３Ｆ）。正常对照组小鼠脊髓未见明显

异常（图３Ａ）。

图３　小鼠脊髓组织的病理检查结果

Ｆｉｇ３　ＰａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｔｉｓｓｕｅｓｏｆＣ５７ＢＬ／６ｍｉｃｅｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（ＨＥ）

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ，Ｅ：ＥＡＥｇｒｏｕｐ；Ｃ，Ｄ，Ｆ：ＣＣＲ５ｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（ＡＤ）；×４００（Ｅ，Ｆ）

２．６　４段肽对小鼠发病率的影响　ＥＡＥ组小鼠的

发病率为８３％，约第２０天时达发病高峰。而ＣＣＲ５
模拟肽组小鼠平均发病率为４３％，并且在注射模拟

肽后约第４０天才达到发病高峰，可见明显延迟了

ＥＡＥ小鼠的发病，说明ＣＣＲ５组小鼠发病率明显低

于ＥＡＥ组小鼠发病率（Ｐ＜０．０５，表２）。

表２　各组小鼠发病率的比较

Ｔａｂ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｔｔａｃｋｒａｔｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｍａｓｓｍ／ｇ Ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｓｃｏｒｅ

Ａｔｔａｃｋ
ｒａｔｅ（％）

ＥＡＥ １０ １４．２５±０．３０△ ３．１±０．９９△ ８３△

ＳＰ １０ １７．３６±０．３７ １．５±０．８５ ４５

ＳＴ １０ １７．４１±０．５２ １．６±０．５４ ４６

ＱＬ １０ １７．２８±０．４６ １．４±０．３７ ４３

ＴＬ １０ １７．８５±０．６５ １．２±０．６５ ４１

Ｃｏｎｔｒｏｌ １０ １９．９２±０．７６ ０ ０

　△Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜０．０５ｖｓＥＡＥｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　ＣＣＲ５是趋化因子受体超家族的重要成员之

一，ＣＣＲ５胞外有４个部分：游离的 Ｎ端，第一、二、

三外襻。趋化因子ＲＡＮＴＥＳ、ＭＩＰ１α、ＭＩＰ１β等主

要是与ＣＣＲ５的胞外部分结合，而且这种结合抑制

了经由ＣＣＲ５的 ＨＩＶ１感染，因此我们的筛选也是

以ＣＣＲ５的膜外部分为靶点［１］。在研究 ＨＩＶ１感

染人体的过程时发现，Ｒ５嗜性的 ＨＩＶ１主要是通

过其膜蛋白ｇｐ１２０与细胞表面的辅助受体ＣＣＲ５的

Ｎ端和膜外第二襻（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｏｐ２，ＥＣＬ２）相

互作用，从而介导 ＨＩＶ１进入细胞内，因而我们也

就以筛选到能与ＣＣＲ５的Ｎ端和第二、三外襻结合

的阳性噬菌体作为目标［１１１２］。小鼠 ＣＣＲ５膜外第

一、二襻分别编码１４和２８个氨基酸，我们将其分别

合成多肽用于噬菌体展示库模拟肽的筛选。



第８期．郑慧敏，等．ＣＣＲ５膜外一、二襻模拟肽的淘选及其对实验性自身免疫性脑脊髓炎小鼠的作用 ·８９７　　 ·

　　本文通过筛选ＣＣＲ５膜外第一、二襻阳性结合

的噬菌体克隆，经过测序纯化后的４段亲和短肽，将

其应用于小鼠ＥＡＥ模型，从而研究其对ＥＡＥ的抑

制作用。实验结果表明，４段短肽分别具有抑制、延

缓发生ＥＡＥ的作用。其平均抑制率为４３％，效果

显著（Ｐ＜０．０５）。以此可以说明与ＣＣＲ５竞争结合

的模拟肽在 ＥＡＥ的发病过程中具有非常重要的

作用。

　　本研究的结果提示：７个氨基酸残基的小肽也

能起到拮抗ＣＣＲ５膜外襻的作用。其机制可能是：

（１）拮抗了膜外第一、二襻的功能；（２）结合后使膜外

第一、二襻的构象发生变化，从而抑制了ＥＡＥ的作

用。

　　有关趋化因子和其受体对 ＭＳ的作用机制和作

用效果有待进一步的评价，本研究探讨的趋化因子

的亲和短肽对ＥＡＥ的作用效果显著，从而为 ＭＳ的

治疗提供了一条新的途径。
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