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摘要：利用Ｃｄ２＋螯合树脂，对噬菌体随机十二肽库进行Ｃｄ２＋结合肽筛选，并将亲和力较强的结合

肽展示在酵母ＥＢＹ１００表面，以期得到耐受和吸附能力具佳的工程菌，为重金属的生物修复提供新

的思路。通过筛选共得到６条不同的Ｃｄ２＋结合肽，其中有２条对Ｃｄ２＋亲和力较强，将其串联展示

于酵母细胞表面。与对照菌相比，酵母工程菌对Ｃｄ２＋、Ｎｉ　２＋的吸附率显著提高。酵母工程菌对

Ｃｄ２＋的吸附率随诱导时间的增加而增加，诱导２４ｈ时最高，达３０．４％，此时酵母工程菌对Ｎｉ　２＋的

吸附率达到３２．９％。
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　　重金属污染是世界普遍存在的环境问题。重金

属不像有机物一样可以被生物降解，只能在环境或

食物链中发生形态及价态的变化和迁移转化。其

中，以Ｃｄ为代表的重金属污染是环境治理的难点

和热点。除常规的物理、化学修复外，包括微生物修

复在内的生物修复技术为Ｃｄ等重金属的污染修复

提供了新的、有效的思路与途径［１－２］。重金属（微）生

物修复具有经济、有效和环境友好等突出优点，是目

前生态环境研究的一个热点，其难点在于获得高亲

和力的重金属结合分子以及对重金属耐受或富集的

目标微生物。对于前者，在自然环境中存在多种天

然的金属结合蛋白（肽），如金属硫蛋白、植物螯合
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素、金属转运蛋白、锌指蛋白、金属蛋白酶等，对多种
（重）金属具有亲和力［３］。对于后者，目前已报道多

种环境微生物对重金属具有较强的耐受或富集作

用，如假单胞菌、芽孢杆菌、硫杆菌、肠杆菌等。

以噬菌体展示为代表的生物文库与展示技术不

仅在文库构建、抗原表位筛选和新受体及天然配体

结构域的识别和鉴定、药物筛选、设计和制备等方面

获得了巨大的成功，而且在金属结合肽的筛选及重

金属微生物修复等领域也有重要的研究价值和作

用［４］。噬菌体展示技术是利用噬菌体的表面蛋白
（主要为ｐⅢ、ｐＶⅢ蛋白）将ＤＮＡ片段或随机序列

通过基因工程的方法融合展示在噬菌体表面，由此

构建成为高分子多样性（达１０１２～１０１３　ｐｆｕ／ｍＬ）的

噬菌体随机展示肽库或展示系统，利用配体亲和力

筛选出所需的结合肽。通过噬菌体文库进行金属结

合肽筛选，国内外已有许多报道，但迄今为止，所报

道的金属结合肽主要是针对 Ｎｉ、Ｚｎ等一般重金属

元素［５－７］，针对Ｃｄ等高毒元素的结合肽筛选则鲜有

报道，用于重金属结合肽展示的微生物工程菌研究

也主要在细菌水平［８－９］，用于酵母菌展示的研究也鲜

有报道。鉴于此，本研究利用噬菌体十二肽库筛选

Ｃｄ２＋结合肽，并将其展示在酵母ＥＢＹ１００表面，以

期得到耐受和吸附能力具佳的工程菌，为重金属污

染的生物修复提供新的思路。

１　材料和方法

１．１　材料

酵母展示质粒 ｐＹＤ１、酵母菌株 ＥＢＹ１００和

Ｎｉ－ＮＴＡ　Ａｇａｒｏｓｅ树脂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，噬菌

体随机十二肽库（１．５×１０１３　ｐｆｕ／ｍＬ）和宿主细菌

ＥＲ２７３８购自Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ公司，原子吸收

分光光度仪购自Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ公司。

１．２　Ｃｄ２＋螯合树脂的制备

吸取５００μＬ的Ｎｉ－ＮＴＡ　Ａｇａｒｏｓｅ树脂，用５００

μＬ　ＴＢＳ［１５０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ 值７．２），１５０

ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ］洗涤树脂２次，加入０．５ｍｏｌ／Ｌ　ＥＤ－
ＴＡ（ｐＨ 值８．０）洗涤 ２ 次，最后用 ０．１％ＴＢＳＴ
（ＴＢＳ，０．１％ Ｔｗｅｅｎ－２０）洗涤３次。加入Ｃｄ２＋处理

过夜，离心，用ＴＢＳ、０　１％的ＴＢＳＴ依次洗涤３次，

分装，４℃保存。

１．３　Ｃｄ２＋结合肽的筛选

取加载Ｃｄ２＋和未加载Ｃｄ２＋的树脂各一离心管
（１ｍＬ），用５００μＬ　ＢＳＡ（１ｍｇ／ｍＬ）１５０ｒ／ｍｉｎ封闭

１ｈ，２　０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｓ，加入５×１０１０　ｐｆｕ／ｍＬ噬

菌体随机十二肽库，１５０ｒ／ｍｉｎ孵育１ｈ，离心，用

０．１％ＴＢＳＴ洗涤５次，最后用０．２ｍｏｌ／Ｌ甘氨酸
（ｐＨ值２．２）洗脱２次，合并２次洗脱液，稀释涂板

测定加载和未加载Ｃｄ２＋的洗脱液滴度，计算Ｐ／Ｎ
值（加载Ｃｄ２＋树脂的洗脱液滴度／未加载Ｃｄ２＋树脂

的洗脱液滴度）。保留１０％洗脱液，扩增其余加载

Ｃｄ２＋树脂的噬菌体洗脱液，测定滴度。同样滴度的

噬菌体（５×１０１０　ｐｆｕ／ｍＬ）用于下一轮筛选，重复筛

选４轮。

１．４　Ｃｄ２＋结合肽对Ｃｄ２＋螯合树脂亲和力的测定

对获得的单克隆噬菌体进行扩增，测定滴度，然

后进行加载Ｃｄ２＋和未加载Ｃｄ２＋树脂的单克隆噬菌

体亲和力测定，用Ｐ／Ｎ值表示。步骤同１．３，加入

同等滴度筛选所得的噬菌体代替原库噬菌体。

１．５　多肽序列的确定及序列比对

制备单克隆噬菌体的ｓｓＤＮＡ，并进行测序（由

上海生工生物工程有限公司完成），按照三联体密码

子原则确定目的多肽序列。然后采用生物信息软件

Ｃｌｕｓｔａｌ　Ｘ对所得序列进行多重比对，分析序列特

征、组成。

１．６　酵母工程菌的构建

根据单克隆噬菌体的Ｃｄ２＋树脂亲和力测定结

果，确定亲和力较高的多肽“ＨＳＲＱＬＭＨＤＭＨ”、

“ＳＰＳＨＰＰＮＬＷＰＨＨ”的串联序列（ＳＰＳＨＰＰＮＬＷ－
ＰＨＨＨＳＲＱＬＭＨＤＭＨＴＫ）作为金属结合肽，用于

酵母工程菌金属结合肽（ＭＢＰ）表面展示。按照三

联体密码子原则，进行ＤＮＡ编码序列设计与合成，

序列末端引入终止密码子ＴＡＡ，两端分别加ＢａｍＨ

Ⅰ和ＢｇｌⅡ粘性末端，序列设计为５′－ＧＡＴＣＣ　ＣＣＧ
ＴＣＴ　ＣＡＣ　ＣＣＧ　ＣＣＡ　ＡＡＴ　ＣＴＧ　ＴＧＧ　ＣＣＡ　ＣＡＣ

ＣＡＴ　ＣＡＣ　ＡＧＴ　ＡＧＡ　ＣＡＧ　ＣＴＧ　ＡＴＧ　ＣＡＣ　ＧＡＴ

ＡＴＧ　ＣＡＴ　ＡＣＡ　ＡＡＧ　ＴＡＡ－３′和５′－ＧＡＴＣＴ　ＴＡ

ＣＴＴ　ＴＧＴ　ＡＴＧ　ＣＡＴ　ＡＴＣ　ＧＴＧ　ＣＡＴ　ＣＡＧ　ＣＴＧ

ＴＣＴ　ＡＣＴ　ＧＴＧ　ＡＴＧ　ＧＴＧ　ＴＧＧ　ＣＣＡ　ＣＡＧ　ＡＴＴ

ＴＧＧ　ＣＧＧ　ＧＴＧ　ＡＧＡ　ＣＧＧＧ－３′，由上海生工生物

工程有限公司合成序列，经序列退火并磷酸化后与

经过ＢａｍＨⅠ酶切去磷酸化的ｐＹＤ１载体连接，依
次转化细菌、扩增并转化酵母ＥＢＹ１００。经限制性

酶切和 ＤＮＡ 测序确定阳性克隆，获得 ｐＹＤ１－
ＭＢＰ－ＥＢＹ１００酵母重组子。

１．７　酵母工程菌对重金属吸附程度的测定

挑取单菌落酵母工程菌和酵母ＥＢＹ１００（对照）
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置于 ＹＰＤ 培养基中，于 ３０ ℃、２００ｒ／ｍｉｎ培养

２４ｈ，５　０００ｒ／ｍｉｎ离心收集菌体，将菌体重悬于含

半乳糖的ＹＰＤ培养基中进行诱导表达。诱导表达

后分为２组，一组加入ＣｄＳＯ４ 溶液，使Ｃｄ２＋的终质量

浓度达１４ｍｇ／ｍＬ，然后分别诱导１２、２４ｈ。另一组加

入同等质量浓度的ＮｉＣｌ２，诱导２４ｈ，然后１０　０００ｒ／ｍｉｎ
离心，获得上清液。以空白培养基为对照，原子吸收

分光光度仪测定Ｃｄ２＋和 Ｎｉ　２＋质量浓度，然后计算

吸附率。

２　结果与分析

２．１　Ｃｄ２＋结合肽的筛选

由图１可以看出，随着筛选轮数的增加，噬菌体

的洗脱滴度及Ｐ／Ｎ值不断增加。经４轮筛选后，噬

菌体有效富集，其滴度达最大，为３．３×１０５　ｐｆｕ／μＬ
（图１Ａ）；噬菌体Ｐ／Ｎ值达最大，为９１２（图１Ｂ）。

Ａ．筛选过程中滴度的变化；Ｂ．筛选过程中Ｐ／Ｎ值的变化

图１　噬菌体在Ｃｄ２＋结合肽筛选过程中的富集

２．２　Ｃｄ２＋结合肽的获得
挑取筛选３轮和４轮的噬菌体，制备ｓｓＤＮＡ，

测序，共获得６条ＤＮＡ编码多肽序列，该６条序列
均不相同，无一致序列存在，序列含有２～４个相对
高比例的组氨酸（表１）。

表１　Ｃｄ２＋结合肽序列

结合肽名称 结合肽序列

Ｋ－３－１ ＨＨＦＰＳＹＲＱＤＨＨＹ

Ｋ－３－３ ＰＳＡＩＡＦＨＮＰＭＤＨ

Ｋ－３－４ ＶＡＦＳＳＷＨＱＮＶＳＨ

Ｋ－４－１ ＬＬＧＨＲＳＦＨＰＳＳＨ

Ｋ－４－２ ＳＰＳＨＰＰＮＬＷＰＨＨ

２．３　Ｃｄ２＋结合肽对Ｃｄ２＋螯合树脂的亲和力

由表２可见，６种噬菌体多肽对Ｃｄ２＋的亲和力
各不相同，其中结合肽 Ｋ－３－２、Ｋ－４－２相对较高，其

Ｐ／Ｎ值分别为６６．６７和２２．２２，故在下一步试验中
作为Ｃｄ２＋结合肽用于酵母工程菌展示重金属吸附
研究。

表２　不同噬菌体结合肽对Ｃｄ２＋螯合树脂的亲和力

参数
结合肽名称

Ｋ－３－１ Ｋ－３－２ Ｋ－３－３ Ｋ－３－４ Ｋ－４－１ Ｋ－４－２

Ｐ／Ｎ值 ２．６７　 ６６．６７　 ２．７０　 １．７７　 １１．９０　 ２２．２２

２．４　酵母工程菌对重金属的吸附作用
由表３可见，将２．３亲和测定中所得亲和力较

高的Ｋ－３－２、Ｋ－４－２串联展示在酵母ＥＢＹ１００细胞表
面，在诱导表达１２、２４ｈ后，酵母工程菌对Ｃｄ２＋吸
附率分别达到２６．３％、３０．４％，分别显著、极显著高
于对照菌，并且随着展示蛋白诱导时间的增加，酵母
工程菌对Ｃｄ２＋吸附能力增强。同样，在诱导表达

２４ｈ后，ｐＹＤ１－ＭＢＰ－ＥＢＹ１００工程菌对Ｎｉ　２＋也呈现
极显著的吸附作用，吸附率达３２．９％（表４）。

表３　 酵母工程菌对Ｃｄ２＋的吸附情况

组别
诱导

时间／ｈ
Ｃｄ２＋吸附
率／％

Ｐ值

ＥＢＹ１００　 １２　 １０．２

２４　 １０．９

ｐＹＤ１－ＭＢＰ－ＥＢＹ１００　 １２　 ２６．３　 ０．０４３　８

２４　 ３０．４　 ０．００１　５

　注：＊代表在差异显著（Ｐ＜０．０５），＊＊代表差异极显著（Ｐ＜０．０１），
下同。

表４　酵母工程菌对Ｎｉ　２＋的吸附情况

组别
诱导

时间／ｈ
Ｎｉ　２＋吸附
率／％

Ｐ值

ＥＢＹ１００　 ２４　 ２０．２

ｐＹＤ１－ＭＢＰ－ＥＢＹ１００　 ２４　 ３２．９　 ０．０００　２

３　结论与讨论

本研究是在本实验室前期 Ｎｉ　２＋等重金属离子
随机肽库筛选的基础上开展的基于噬菌体随机十二

肽库的Ｃｄ２＋结合肽筛选［１０］，噬菌体滴度及Ｐ／Ｎ值
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随着筛选轮数的增加而提高，表明筛选过程中具亲
和力的噬菌体得到有效富集。共获得了６条不同的
多肽序列，其对Ｃｄ２＋树脂的亲和力程度不同。序列
分析表明，无一致序列存在，序列多含组氨酸，但值
得注意的是，与Ｎｉ、Ｃｏ等重金属离子结合肽的筛选
结果稍有差异的是，所得序列中组氨酸相对较少，一
般为２～３个。筛选得到的序列中未发现半胱氨酸，
这可能与噬菌体筛选中半胱氨酸不能稳定存在

有关。
已有研究表明，酵母菌具有强的重金属吸附作

用［１１－１２］，其易于培养，无毒副作用，而且在分子水平
上容易操控，目前已经有许多关于使用酿酒酵母作
为重金属结合肽宿主菌的报道［１２］。本实验室也发
现，马克思克鲁维酵母（Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ　ｍａｒｘｉａｎｕｓ）

ＹＳ－Ｋ１菌株在Ｃｄ等重金属吸附方面具有较强的作
用（数据尚未发表）。
有研究［１３］报道，重组酵母在诱导１２～２４ｈ时

具有最好的表达量。从表３可以看出，在诱导２４ｈ
后，重组酵母对重金属具有较高的吸附率。为了验
证筛选的重金属结合肽是否对其他重金属也有修复

作用，又开展了工程菌对 Ｎｉ　２＋的吸附试验，结果显
示，工程菌对 Ｎｉ　２＋也具有很好的吸附作用，证明所
获得的金属结合肽对Ｃｄ、Ｎｉ重金属具有广谱的吸
附作用，这与Ｎｉ金属筛选结合肽具有多个组氨酸的
特征也相一致。
本研究为Ｃｄ等重金属污染的微生物修复及微

生物—其他生物联合修复提供了一条新的思路与方
法。
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