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EpCAM分子特异结合多肽的筛选和鉴定
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摘要      上皮/内皮细胞分子(EpCAM)是癌干细胞(CSC)重要的表面标记物分子。利用噬菌体

展示肽库进行亲和消减富集生物淘筛(Biopanning), 经过5轮淘筛, 从最后一轮的噬菌体洗脱库中随

机挑选47个克隆扩增, 通过ELISA方法初步确定30个阳性噬菌体克隆并进行测序, 序列分析后获得

5个共有序列克隆群, 随后通过细胞免疫荧光实验验证和鉴定了其CSC靶向结合特异性。经综合分

析, 确定R8噬菌体克隆的EpCAM结合特异性和敏感性最佳, 将其多肽序列命名为ESP1。该EpCAM
靶向肽ESP1未来在癌化疗靶向递送药物研发方面具有潜在使用价值, 可使药物尽可能多地杀伤

CSC, 进而提高疗效, 减少复发。

关键词      上皮/内皮细胞分子; 癌干细胞; 靶向多肽; 癌干细胞靶向化疗药物

The Selection and Characterization of the Peptide Binding to EpCAM
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Abstract       EpCAM (epithelial/endothelial cell adhesion molecule) is an important surface marker of CSC 
(cancer stem cell). After 5 rounds of biopanning, 47 clones were randomly selected from the last round of phage 
eluted library for amplification. Thirty positive phage clones were preliminarily identified by ELISA method, and 
sequentially sequenced. After sequence analysis, 5 consensus sequence groups were concluded. Subsequently, sev-
eral cultured cancer cells were tested and identified by immunofluorescence assay to evaluate its affinity to CSC. 
Based on the molecular and cellular test results, R8 clone presents the best specificity and sensitivity for EpCAM 
binding, and its peptide sequence was named as ESP1. ESP1 is of important potential to be used for the develop-
ment of cancer targeted chemotherapy delivery in future, and such delivery will have CSCs killed as more as pos-
sible that improves the therapy efficacy and reduces recurrence.

Keywords        epithelial/endothelial cell adhesion molecules; cancer stem cells; targeting peptides; targeting 
chemotherapy of cancer stem cells

癌化疗药物缺乏靶向性或者靶向性不足而导致

癌化疗效果不佳是目前癌症临床遇到的主要瓶颈问

题之一[1-6], 特别是癌干细胞(cancer stem cell, CSC)是
导致癌症增生、转移、复发的重要癌细胞群 , 目前

学界共识是化疗应尽可能多地杀灭CSC[7-10]。CSC
具有多种高表达的表面标记分子 , 其中上皮 /内皮细

胞分子 (epithelial/endothelial cell adhesion molecule, 
EpCAM)是CSC细胞表面重要的标志性分子之一, 并
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且可能与癌的侵袭、转移等恶性表型的产生有密切

关系[11-13], 已有多篇权威文献报道了以EpCAM为靶

点的多种肿瘤化疗新药研发尝试策略, 包括以适配

体(aptamer)作为导向元件等[14-15]。但是, 多肽以其分

子量小、无毒、免疫原性低、易合成和高特异性等

优势, 被认为是用于细胞/组织靶向导向元件的最佳

选择[16-19], 而利用肽库淘筛(Biopanning)技术获得分子

或细胞高特异性结合多肽是目前最常用的方法[20-21]。

噬菌体展示肽库(phage displayed peptide library)
的淘筛(Biopanning)技术是一种快速简便的、目前

最常用的细胞或分子靶向多肽的筛选方法, 由美国

NEB(New England Biolabs, Boston, MT)出品的这类肽

库也是目前世界上最被认可的、使用最多的肽库[22-25]。

以此类方法筛选的癌靶向多肽作为靶向分子元件, 
被广泛用于癌症早期分子影像学诊断、靶向纳米生

物材料和靶向抗癌药物递送等研究[26-27]。

1   材料与方法
1.1   主要实验材料

(1) 噬菌体展示肽库: 噬菌体随机十二肽展示文

库(Ph.D-12TM phage display peptide library kit)购自

美国NEB。
(2) 细胞株 :  人胚肾 HEK293细胞株、肝癌

HepG2细胞株、乳腺癌MCF-7细胞株 , 均为本实验

室储存。用含10%胎牛血清(fetal bovine serum, FBS)
的DMEM培养基 , 于37 °C、5% CO2的饱和湿度培

养箱内培养。

(3) DMEM培养基: Gibco公司(New York, NY)。
(4) 宿主菌 : E. coli ER2738购自New England 

Biolabs, 美国。以含50%甘油的菌体培养物形式贮

存于–80 °C冰箱。

(5)  抗体: 鼠抗M13多克隆抗体购自Abcam(ab24229), 
英国; 辣根过氧化物酶(HRP)标记山羊抗鼠多克隆抗

体购自Abcam(ab6789)公司 ; 四甲基联苯胺 (TMB)、
DAPI细胞核染液购自西安沃尔森生物技术有限公

司。

1.2   主要实验方法

1.2.1   肽库消减富集生物淘筛(Biopanning)      复苏

宿主菌ER2738进行细菌培养 , 按照试剂盒Ph.D-12
说明书提供的实验步骤滴定Ph.D-12文库 , 然后以

EpCAM为靶点 , 按照本实验室改良的Biopanning程
序[2,19], 将EpCAM纯化蛋白(100 μg/mL)以及pH8.4的

碳酸氢钠溶液, 以每孔100 μL包被于96孔板, 于4 °C
孵育过夜。为使阳性克隆得到更好的富集, 进行5轮
Biopanning并随机挑选若干噬菌体克隆, 再以ELISA
进一步筛选阳性噬菌体克隆。

1.2.2   酶联免疫实验 (enzyme-linked immunosorbent 
assay, ELISA)      使用常规96孔板法 , 用ELX800全
自动酶联免疫检测仪(BIO-TEK, Los Angeles, CA)进
行检测 , 把EpCAM的D值记为P, BSA的D值记为N。

以P/N的A450比值≥2.1为阳性界定标准 , 比值≤1.5
界定为阴性。

1.2.3   噬菌体克隆测序      将ELISA法筛选的阳性克

隆送苏州金唯智生物科技有限公司进行测序 , 获得

各克隆的十二肽序并通过分析获得共有序列 (con-
sensus sequence)。
1.2.4   EpCAM的网络分析      为进一步确认筛选得

到的阳性噬菌体克隆与EpCAM在细胞水平的靶向

性 , 通过CCLE数据库 (https://portals.broadinstitute.
org/)对EpCAM在多种癌症中的表达情况进行分析 , 
从而选择合适的细胞系进行细胞层面的验证。

1.2.5   细胞免疫荧光法

(1) 细胞爬片。取灭过菌的规格为5 mm×5 mm
的盖玻片 , 将其置于30 mm的培养皿中 , 取处于指数

期且生长状况良好的人胚肾细胞HEK293、乳腺癌

细胞MCF-7以及肝癌细胞HepG2进行传代并计数, 将
5×105个/mL的细胞悬液接种至30 mm的培养皿中, 每
皿加2 mL RPMI-1640完全培养基, 于5% CO2、37 °C
的恒温培养箱中培养24 h。

(2) 阳性噬菌体克隆对细胞表面EpCAM的亲和

力分析。将MCF7细胞、HEK293细胞和HepG2细胞

接种至30 mm细胞培养皿中, 长满单层后用PBS洗涤3
次, 4%多聚甲醛固定30 min, 再次洗涤3次后加入1 mL 
1% BSA, 于37 °C恒温培养箱中封闭30 min。弃封闭液, 
分别加入阳性噬菌体克隆 (1×1012 pfu), 每个克隆1皿 , 
于37 °C恒温培养箱孵育2 h。洗涤后加入鼠抗M13多
克隆抗体 (工作浓度1:1 000), 于4 °C中过夜孵育。次

日以PBS洗涤3次后滴加FITC标记的山羊抗鼠多克

隆抗体(工作浓度1:500), 37 °C避光孵育30 min。PBS
洗涤3次后加入DAPI染液 , 37 °C避光孵育15 min。
PBS再次洗涤后用90%的甘油封片, 于倒置荧光显微

镜下观察拍照。

1.2.6   最佳克隆序列与EpCAM的分子对接 (dock-
ing)      通过SWISS-PDB viewer(v4.1)软件预测最佳
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克隆的肽序空间结构, 然后从PDB主页下载EpCAM
的PDB模板文件, 最后利用AutoDock Vina软件(v4.2)
将EpCAM与最佳克隆的肽序进行分子docking, 从分

子空间构型模拟及 docking参数多角度分析该多肽

序列与EpCAM分子的靶向亲和力。

2   结果
2.1   经过5轮Biopanning, EpCAM靶向克隆明显

富集扩增

噬菌体肽库滴定的结果为1.6×1013 pfu/mL, 首
轮投入10 μL噬菌体 /孔 , 通过5轮“吸附→洗脱→富

集”筛选 , 得到五级洗脱的肽库 , 计算每轮的产出与

投入比 , 结果 (表1和图1)显示了良好的EpCAM靶向

噬菌体的消减富集。

2.2   获得了足够数量的阳性噬菌体克隆

对第5轮筛选的洗脱肽库进行LB/IPTG/Xgal铺

板显色, 并随机挑选了47个克隆进行扩增纯化, 利
用ELISA方法, 按照阳性克隆界定标准共获得了30
个阳性克隆, 对它们进一步的ELISA确认结果如图2
所示。

结果确认了30个阳性克隆与EpCAM的结合力, 
其中R8克隆结合能力最强。对30个阳性克隆及对照

克隆进行测序, 结果分析发现了由23个克隆组成的5
个共有序列群如表2所示。

2.3   阳性克隆及最佳克隆对细胞EpCAM具有敏

感的特异结合特性

2.3.1   网络分析发现EpCAM在常见癌细胞 /组织

表达水平有明显差异      CCLE数据库分析发现

EpCAM在常见癌症的表达情况 : EpCAM在乳腺

癌、肺癌、食管癌、结直肠癌中表达较高, 而在肝癌、

黑色素瘤、胶质瘤、淋巴瘤等癌症中表达较低 (图
3)。

表1   噬菌体库的靶向Biopanning富集结果

Table 1   Enrichment of phage library by targeting Biopanning
筛选次数

Round of Biopanning
加入噬菌体/pfu·mL–1

Input phage /pfu·mL–1

洗脱噬菌体/pfu·mL–1

Output phag /pfu·mL–1

洗脱与投入比

Output/input rate

1st round 1.50×1013 2.00×106 1.25×10–7

2nd round 5.80×1012 1.57×106 2.70×10–7

3rd round 1.56×1012 8.60×106 5.51×10–6

4th round 1.13×1012 1.58×107 1.40×10–5

A: 5轮次级库的滴定结果; B: 五轮筛选优势克隆的富集倍数。

A: titration results of 5 rounds of secondary reservoir; B: enrichment multiples of dominant clones were screened in 5 rounds.
图1   EpCAM靶向多肽的Biopanning效率

Fig.1   The Biopanning efficacy of EpCAM specifically binding peptides
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2.3.2   R8克隆显示了最佳的细胞EpCAM特异性结

合力      EpCAM是CSC细胞表面重要的标志物 , 而
CSC无论是在癌组织还是培养的癌细胞里都是极

少数的 , 上述数据库分析结果显示 , 乳腺癌细胞中

EpCAM表达水平相对较高 (图3)。所以 , 本研究将

EpCAM表达水平较高的乳腺癌细胞MCF-7、Ep-
CAM, 表达水平较低的肝癌细胞HepG2和非癌细胞

HEK293进行了细胞水平的噬菌体克隆结合特异性

和敏感性的筛选鉴定。

在通过ELISA筛选的5个共有序列克隆群中, 每
群选取一个P/N值最高的克隆R8(ESP1)、R5(ESP2)、
R16(ESP3)、R15(ESP4)、R25(ESP5)做细胞免疫荧

光实验, 进一步验证其与EpCAM在细胞水平上的结

合特异性和敏感性, 结果显示, R8克隆(ESP1序列)
与MCF-7细胞中EpCAM表达细胞(CSC细胞)的结合

敏感性强于其他克隆(图4A)。将图4A中各克隆与

MCF-7细胞中EpCAM表达细胞的检测结果局部放

大观察, 结果显示, R8克隆与EpCAM的靶向特异性、

敏感性最强(图4B)。
通过以上鉴定, 确定R8代表的ESP1多肽序列为

最佳EpCAM靶向序列。

2.4   ESP1序列与EpCAM具有良好的分子模拟对

接效应

为了进一步确认最佳克隆序列与EpCAM的亲

和力, 通过Autodock Vina软件对两者的亲和力进行

了Docking模拟测试, 结果显示, ESP1序列与EpCAM
分子在空间构型的多个角度都具有良好的对接效应

(图5)和表3。

3   讨论
癌化疗药物缺乏靶向性或者靶向性不足导致癌

化疗效果不佳是目前癌症临床遇到的主要瓶颈问题

之一[28-29], 而癌干细胞(CSC)是导致癌症增生、转移、

复发的重要癌细胞群, 目前学界共识是化疗应尽可

能地杀灭CSC[14-15]。EpCAM是CSC表面重要的标志

性分子之一, 可能与癌的侵袭、转移等恶性表型的

产生有密切关系, 可以作为CSC的靶向标志物[14-15]。

多肽分子具有低毒、分子量小、低免疫原性、结构

简单、对肿瘤的高渗透性及易于被修饰等特点, 是
被寄以厚望的癌靶向导向元件选择[16-19], 多肽可以与

纳米材料、纳米药物等偶联而赋予其癌细胞/组织靶

向特性从而进行肿瘤的靶向递送和治疗[30-33]。靶向

图2   阳性噬菌体克隆与EpCAM亲和力鉴定

Fig.2   The affinity identification of positive phage clones and EpCAM 
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表2   阳性克隆的多肽共有序列

Table 2   The consensus peptide sequence of positive clones
共有序列名称

Consensus sequence names
噬菌体克隆

Phage clones
多肽序列

Peptide sequence

ESP1 R2,3,6,8,9,10,18,21,26 NTHNRPTSASQS

ESP2 R1,5,7,11,12,17 SHLARPESESLP

ESP3 R16,20,36 GNAHRPNSESKG

ESP4 R15,23,35 DSVPRPASESDT

ESP5 R25,31 VGDTRQVSADEF
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A: EpCAM在多种癌症中的表达; B: EpCAM在四种癌症中的表达。

A: expression of EpCAM in a variety of cancers; B: expression of EpCAM in four types of cancer.
图3   常见癌症EpCAM表达水平数据库分析

Fig.3   The database assay of EpCAM expression in cancers
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多肽还可以被荧光素、同位素等标记而成为特异性

探针, 用于癌症的早期分子影像诊断, 对于“早发现、

早治疗”的癌防治策略具有重要意义[34]。但这些都

取决于特异、敏感的多肽片段的获得。

本研究以EpCAM为Biopanning的靶分子 , 从
NEB12肽库以改良的Biopanning流程进行了5轮消

减富集筛选 , 以ELISA方法从末轮富集库随机挑选

的47个克隆中鉴定了30个阳性克隆(图2), 通过测序

获得了5条共有序列 (ESP1、ESP2、ESP3、ESP4、
ESP5)(表2)。

CSC无论是在癌组织还是培养的癌细胞里都

是极少数, 其标志物EpCAM在各种癌细胞/组织中

的表达水平差异较大, 在乳腺癌细胞/组织中表达

水平较高(图3), 所以本研究选用EpCAM表达水平

较高的乳腺癌细胞MCF-7和表达水平较低的肝癌

细胞HepG2以及非癌细胞HEK293, 通过细胞免疫

荧光实验检测了5个共有序列对乳腺癌细胞CSC细
胞EpCAM的结合特异性和敏感性, 发现ESP1(R8)、
ESP5(R25)序列对EpCAM高表达细胞(CSC细胞)具
有明显的结合特异性和敏感性(图4A), 把5个共有序
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A: 共有序列与CSC细胞EpCAM的靶向性检测; B: 5个共有序列克隆与EpCAM高表达细胞MCF-7的CSC细胞EpCAM的靶向性检测结果的放大

观察。

A: consensus sequence and EpCAM of CSC cells targeting detection; B: amplification of EpCAM targeting detection results of CSC cells with high 
expression of EpCAM MCF-7 and five consensus sequence clones.

图4   靶向EpCAM最佳噬菌体克隆的细胞免疫荧光检测

Fig.4   Immunofluorescence identification of best clone targeting EpCAM
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A: ESP1三维结构PDB模式; B: EpCAM分子空间构型PDB模式; C: ESP1与EpCAM不同空间角度对接结果。

A: ESP1 3D structure PDB mode; B: EpCAM molecular spatial configuration PDB mode; C: EpCAM molecular spatial configuration PDB mode.

图5   ESP1序列与EpCAM分子的docking

Fig.5   ESP1 docking with EpCAM
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列克隆对MCF-7的检测结果进行放大处理的结果

(图4B)显示ESP1(R8)序列的特异性和敏感性明显强

于ESP5(R25), 从而确定其为最佳EpCAM靶向12肽
序列。

以分子空间模拟构型的对接 (docking)对ESP1
与EpCAM的靶向亲和力进行的分析显示, ESP1肽序

列在EpCAM分子不同空间构型角度都对EpCAM具

有良好的靶向结合力(图5)。
以上研究结果充分显示了多肽序列 ESP1的

EpCAM也即CSC的靶向结合特异性和敏感性 , 这些

特点赋予了ESP1在未来新型癌靶向化疗药物研发

方面重要的使用价值, 通过对CSC的靶向杀伤, 有可

能达到改善癌化疗效果、降低癌转移和复发的目标。

4   结论
本文以EpCAM为Biopanning靶分子, 从噬菌体

12肽库筛选、鉴定获得了对CSC细胞EpCAM具有

良好靶向特异性和敏感性的12肽序列ESP1, 细胞水

平的检测和分子空间构型的模拟预测都证实了该多

肽片段对CSC细胞EpCAM具有良好靶向性。该研

究结果为未来高效、低毒、抗复发的新型癌症靶向

化疗药物的研发提供了一个重要的靶向元件选择。
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