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用 suc2信号肽捕获系统筛选小鼠胚胎 cDNA文库基因
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摘要　PCR扩增 11 d小鼠胚胎 cDNA文库插入片段 ,将 0. 5～210 kb的扩增产物插入筛选载体的多

克隆位点 ,转化 suc2基因缺陷酵母宿主菌.然后将约 105 个酵母菌落接种于选择性平板上进行筛

选 ,得到了 182个可在选择性培养基上生长的菌落. PCR扩增显示 ,插入片段大小分布于 011～115

kb之间.对其中 14个阳性菌落的重组子进行序列测定 ,分别代表 6种不同的基因序列 ,与报告基因

都有正确的读框内融合.其中两种基因序列反复被筛到 ,分别命名为 spt1、spt2. spt1 [ gi :27728766 ] ,

可能以非编码 RNA的身份参与蛋白质向细胞外分泌的过程 ,而 spt2编码多个连续的赖氨酸 ,可能

通过非经典途径介导蛋白质的分泌.

关键词　cDNA文库筛选 ,非编码 RNA ,蛋白质分泌

中图分类号　Q785 ;Q789

Screening of cDNA Library from Mouse Fetus

Using suc2 Signal Sequence Trap
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Abstract　The cDNA fragments were amplified from an 11 days2old mouse embryonic cDNA library. And the
015～210 kb products were inserted into the cloning site of a screening vector aimed at secreted peptides. The
generated plasmids were transformed into yeasts with mutated suc2 gene. 182 out of 105 colonies were shown to
be positive after screening using suc2 signal sequence trap system. PCR analysis of all the positive colonies
showed that inserted fragments were among 0. 1～115 kb. Fourteen colonies corresponding to six different
genes showed in frame fusion junction with the reporter gene( suc2) as indicated by sequence analysis. Among
them , two kinds of sequence named spt1 and spt2 were repeatedly obtained. It was suggested that spt1 could
be part of a novel non2coding RNA gene which was involved in protein secretion , and spt2 mediated protein
secretion by a non2classical pathway.
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　　分泌性蛋白和细胞膜表面受体在生物体个体发

育和生理功能的发挥及各种病理过程的演进中起着

重要作用. 1993 年 , Tashiro 等以 IL22 受体作为报告

基因首先建立了信号肽捕获系统 ( signal sequence

trap ,SST) [1 ] .与其它基因克隆系统相比 ,SST的最大

优点是可以快速、大量地克隆真核细胞编码分泌性

蛋白和细胞膜表面受体的基因序列 ,目前用该系统

已经获得了大量编码分泌性蛋白和细胞膜表面受体

的基因[2 ]
.

1996年 , Klein 等[3 ]以酵母 suc2 基因作为报告

基因 ,成功建立 suc2信号肽捕获系统 ( suc22SST) .酵

母 suc2基因编码转化酶 (invertase) ,正常情况下 ,该



酶可被分泌到细胞外 ,催化不能被酵母利用的双糖

如蔗糖和棉子糖 ( raffinose)分解为可以利用的果糖

和葡萄糖. suc22SST筛选的基本原理是 :将待筛选的

cDNA文库插入筛选载体中位于 suc2 基因 (去除了

信号肽编码序列)前的多克隆位点 ,转染入 suc2 基

因缺陷的酵母细胞.若插入 cDNA能够编码信号肽 ,

并且以正确的读框与 suc2基因编码区融合 ,则该酵

母菌落可分泌表达蔗糖酶 ,从而能够在选择培养基

(棉子糖或蔗糖提供碳源)上生长 ,否则就不能生长 ,

由此达到文库筛选的目的 ,本实验室于 2001年成功

的建立了该系统[4 ]
.

本研究用该系统对 11 d小鼠胚胎 cDNA文库进

行筛选 ,从约 105 个酵母菌落中共获得 182 个可在

选择性培养基上生长的菌落. PCR扩增显示 ,插入片

段大小分布于 011～115 kb之间.对其中 14个阳性

菌落的重组子进行序列测定 ,结果显示它们分别代

表 6种不同的基因序列 ,与报告基因都有正确的读

框内融合.其中两种基因序列反复被筛到 ,分别命名

为 spt1、spt2. spt1 [gi :27728766 ] ,可能以非编码 RNA

的形式参与蛋白质向细胞外分泌的过程 ,而 spt2编

码多个连续的赖氨酸 ,可能通过非经典途径介导蛋

白质的分泌.

1　材料和方法

111　细菌、酵母和试剂

　　大肠杆菌 DH5α由本教研室保存 ;酵母菌株

EGY48 % SUC (基因型 : MATα, ura3 , his3 , trp1 ,

LexAop( x6) 2L EU2 , %SUC)由本实验室建立并保存[4 ] ;

酵母培养试剂从 Clontech公司购买 ;其它分子生物

学试剂分别购自大连宝生物工程有限公司、上海华

舜生物有限公司、华美生物工程有限公司、Promega

和 Sigma公司等.

112　文库筛选

　　以插入有 11 d小鼠胚胎 cDNA文库 (Clontech ,

CAT. # : ML50151)的λ噬菌体 DNA为模板 ,PCR扩

增文库 cDNA ,扩增产物用 Sal ⅠΠBgl Ⅱ酶切后插入

筛选载体 p GUC2SB ( Fig. 1) [4 ]的相应位点 ,转化 E.

coli DH5α感受态细胞进行扩增 ,将扩增后的质粒转

化 suc2基因缺陷的酵母细胞 ,于非筛选平板 (gluΠ-

trp - leu)上生长 2～4 d后收取菌落 ,将约 105 个酵

母菌落接种于选择性平板 (rafΠ- trp - leu) ,生长 7 d

后挑取阳性菌落.

113　酵母的转化、质粒提取及插入片段 PCR

质粒的酵母转化按文献 [5 ]用 LiAc 法进行 ;用

玻璃珠法从生长出来的酵母菌落提取质粒 DNA ;

PCR扩增进行插入片段分析.

114　PCR扩增

11411　11 d小鼠胚胎文库插入片段的扩增　

L1 ( 文 库 配 带 正 向 引 物 ) : 5′2
TCCGAGATCTGGACGAGC23′; L2 (文库配带反向引

物) : 5′2TAATACGACTCACTATAGGG23′; R (随机引

物) : 5′2AA AGATCT NNNNNNNN 23′;反应条件 : 94

℃5 min ;94 ℃30 s ,45 ℃60 s ,72 ℃210 min ,30个

循环 ;72 ℃7 min.

11412　阳性克隆插入片段的 PCR扩增　

S1 : 5′2CCTTTTGGCTGGTTTTGCAGCC23′,

S2 : 5′2GAGCGCAACGCAATTAATGTGA23′;反应

条件 :94 ℃5 min ;94 ℃30 s ,55 ℃30 s ,72 ℃210

min ,30个循环 ;72 ℃7 min.

Fig. 1　The screening vector p GUC2SB

The vector was digested with Sal Ⅰand Bgl Ⅱfor cDNA inserts

115　DNA测序和计算机分析

　　DNA序列测定由上海基康生物有限公司完成 ;

序列分析用到的软件有 : DNASTAR V510 , SignalP

V210 ,BLAST等.

2　结果

211　文库 cDNA的扩增

　　分别使用文库提供的插入片段扩增引物对 (L1Π
L2)和文库正向引物Π随机引物对 (L1ΠR)扩增噬菌体

文库中插入的 cDNA片段 ,产物电泳显示 :片段大小

介于 015～210 kb之间 ,而且用 L1ΠR引物对扩增的

产物在约 110 kb处有优势条带出现 (Fig12) .

212　阳性菌落重组质粒插入片段的 PCR分析

　　初次筛选共获得 182个阳性菌落 ,玻璃珠法提

取质粒 DNA ,以 S1 ,S2为引物分别进行扩增 ,结果如
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Fig13显示的两个代表性的扩增结果.

Fig. 2　Amplification of library cDNA inserts

L1ΠL2 and L1ΠR indicate the PCR products amplified from the

cDNA library using corresponding primer pairs(L1ΠL2 and L1ΠR)

1 :L1ΠR ; 2 :L1ΠL2 ; M:λDNAΠHind Ⅲ

Arrow head indicates the dominant amplified products

　　1) 插入片段的大小介于 011～115 kb之间 ;

2) 约有 70 %的插入片段是 70～100 bp左右 (小

片段) ;

3) 约 25 %的插入片段在 300～700 bp 之间 (中

片段) ;

4) 约 5 %的插入片段 > 700 bp (大片段) .

213　部分阳性菌落的序列分析

　　选择其中 14 个阳性菌落进行序列测定 ,结果

(Table 1)表明 :所有插入片段与报告基因都能够形

成正确的读框内融合 ,14个插入片段分别代表 6种

不同的基因片段 ;其中 ,2个插入片段 (5 # ,27 # )不

编码信号肽 ,考虑为假阳性 ;3个插入片段为已知基

因的一部分 ,能够编码典型的信号肽 ;剩下 9个插入

片段代表 2 种不同的序列 ,分别命名为 : spt1 和

spt2 ,它们可能通过各自独特的机制介导蛋白质的

分泌过程 ,具体分析详见 214.

Fig. 3　Representative amplification result of positive colonies

The numbers labeled on the top of the pictures indicate different clones ; M indicates the molecular weight marker :λDNAΠHind Ⅲ

Table 1　Sequence analysis of 14 positive colonies

No. Repeat Length BLAST Signal peptide

40 # 1 421 Cox4 MLASRALSLIGKRAISTSVCLRAHGSVVK

2 # 2 80 Integrin MVDSSTVLIFLLVLGGGQSELDTKITSSG

12 # ( spt2) 4 61 poly A MACFPRKKKKLVQISCSLDKREAEAWGST

8 # ( spt1) 5 697 new MKDISLTGIFRSMIFPLFCTLQLVVRVCMCVQTH

5 # 1 1500※ EST No

27 # 1 651 Hnrpa2b1 No

※ Estimated length , the colony was not sequenced completely. Signal peptides were underlined
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214　对 spt1和 spt2的分析

　　spt1[gi :27728766 ]是 5 个以 8 # 为代表的相同

菌落 ,插入序列全长 697 bp ,经 BLAST分析表明 ,在

非冗余序列库 (non2redundant database)和小鼠表达序

列标签库 (mouse EST database)中没有发现同源的已

知基因和 EST(expressed sequence tag) ,所以 spt1可能

是一个新基因片段.开放阅读框 (open reading frame ,

ORF)分析显示 , spt1 3′端 112 bp与 suc2基因能够形

成正确的读框内融合 ,由这 112 bp 所编码的氨基酸

序列中含有一个典型的信号肽和可能的信号肽酶裂

解位点 ( Fig1 4) ,信号肽 3 个区域的长度分别为 ,N

区 :13个氨基酸 ; H区 :12个氨基酸 ,其中疏水性氨

基酸有 6个 ;C区 :共 5个氨基酸 ,其中有 3 个中性

氨基酸.信号肽酶裂解位点位于第 30～31 位氨基

酸.

Fig. 4　Predicted result of spt1 encoding peptide by SignalP V2. 0

(A) and (C) :Analysis of spt1 and spt2 encoding peptides by NN(neural network) method. The values of the C2score (the red vertical lines for the potential

cleavage site) , S2score (the curves in yellow green color for signal peptide) and Y2score (the blue curves for combined cleavage site score ,) are shown for

each position in the sequences ;

(B) and (D) :Analysis of spt1 and spt2 encoding peptides by HMM( hidden Markov model) method. The red vertical lines (cleavage prob) stand for the

potential cleavage site ; the curves in yellow green color (N2region prob) stand for the possibility of N(N terminus) region ; the blue curves (H2region prob)

stand for the possibility of H(hydrophobic) region ; the purple curves (C2region prob) stand for the possibility of C(C terminus) region. X axis for score , Y

axis for the position of amino acids , the dot lines in cyan and purple color for score = 0. 5

　　spt2是 4个以 12 # 为代表的相似菌落 ,它们最

明显的特点是都含有一段 12～24个连续的碱基 A ,

能够编码多个连续的疏水性赖氨酸 ,虽然对其所编

码的氨基酸进行信号肽预测 ( Fig14) ,其所有评分都

低于阈值 (score = 015) ,但是其氨基酸组成结构与典

型的信号肽十分相似 ,具有典型信号肽的 3个分区

(N区 :10个氨基酸 ; H区 :8 个氨基酸 ,其中疏水性

氨基酸有 4个 ;C区 :共 6个氨基酸 ,其中有 3 个酸

性氨基酸 ,2个碱性氨基酸.信号肽酶裂解位点位于

第 24～25位氨基酸. ) ,而且在实验中作为强阳性菌

落 (菌落长出时间 < 3 d)被反复筛选到 ,所以考虑是

软件预测的假阴性 ,或者是通过非经典的蛋白分泌
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途径起作用 (具体分析见讨论) .

3　讨论

在生物体的整个生命过程中 ,细胞间信息传递

扮演着重要角色 :细胞的生长、迁移、分布、分化 ,组

织的形成 ,个体整体模式的形成 ,以及各种生理功能

的发挥 ,炎症、各种免疫性疾病等病理过程的发生、

发展和转归都依赖细胞间的信息传递.全面系统地

研究细胞间的重要信息传递分子———分泌性蛋白

(包括细胞外蛋白和膜结合蛋白) ,将有助于人们更

精确、清楚地认识生命现象、分析病理过程 ,进而为

新药开发与有效的治疗方案的提出提供线索[4 ]
.

Suc2信号肽捕获系统最初由 Klein 等于 1996 年建

立[3 ] ;1997年 ,Jacobs等对该系统进行了改造 ,将系

统从噬菌体载体转入酵母质粒载体中 ,简化了操作

步骤 ,提高了筛选效率[6 ]
;目前 ,该系统已经成为大

规模筛选分泌性蛋白的有效方法.

本研究共对约 1×105 个酵母克隆进行了筛选 ,

获得了 182个阳性菌落 ,阳性率约 012 % ,远远高于

文献报道 ( < 0101 %) [3 ,6 ]
;另外 ,在进行序列分析的

14个菌落中有 6个菌落不具有典型的信号肽.对这

种现象的分析如下 :

1) 文库插入片段质量较差. 文库来源于

Clontech公司 ,虽然附带的文库质量报告显示文库的

丰度很好 ,而且接近 5′端 ,但是 PCR显示文库有明

显的优势条带出现 ,PCR和序列分析显示获得的菌

落所含插入片段 > 75 %是 3′端非翻译区 ,而且主要

是 poly(A) .由于信号肽是位于蛋白质的 N端 ,所以

筛选应该使用富含 5′序列的文库进行筛选才能够取

得较好的效果.

2) 酵母细胞与哺乳动物细胞在分泌机制上存

在差异.虽然普遍的观点认为 ,大部分的真核生物信

号肽在结构和功能上具有一定的保守性[7 ] ,但由于

不同真核细胞在介导蛋白质分泌机制上并不完全相

同 ,使得一些信号肽只能够在特定的细胞中发挥作

用. Galliciotti 等[8 ]在这方面作了细致的研究 ,研究结

果表明 ,一些信号肽在酵母细胞和哺乳动物细胞中

并不能够完全共用.本研究用酵母系统获得的阳性

克隆中 ,有 6个克隆所编码的氨基酸序列不具有典

型的哺乳动物细胞信号肽组成 ,其原因不排除酵母

细胞与哺乳动物细胞在分泌机制上存在差异的可

能.

3) poly(A)编码的 (Lys) n 构成的前导序列可能

介导新的分泌途径.在筛选得到的约 180个菌落中 ,

经 PCR鉴定发现 ,其中有约一百多个插入片段是大

小相近的小片段 ,据已有的测序结果推测为 poly

(A) ,由于系统的可靠性已经验证[4 ] ,所以这些 poly

(A)编码的氨基酸应该能够介导蛋白质的分泌 ,但

软件预测和氨基酸分析表明 :这些氨基酸排列成的

序列与传统的信号肽并不相符 ,提示这个前导序列

可能通过非经典的分泌途径发挥作用 ,支持这个想

法的依据至少有三点 :a) .统计学分析提示这么多相

同的克隆不应该都是偶然的假阳性 ;b) .蛋白转导现

象提示存在着经典的分泌途径以外的蛋白分泌方

式.蛋白转导结构域 ( protein transduction domain ,

PTD)是一种能够介导蛋白质多肽穿过细胞膜的一

段短肽 ,其机制还不清楚[9 ,10 ]
.在分析了 PTD和筛选

到的由 poly(A)编码的肽段的氨基酸序列后发现 ,二

者的碱基组成有相似点 :二者的碱性氨基酸含量都

较高 ;都有一个碱性氨基酸核 ,由 5个氨基酸连续排

列组成 ( PTD :Arg2Lys2Lys2Arg2Arg ,我们得到的序列 :

Arg2Lys2Lys2Lys2Lys) ,而这个碱性氨基酸核被认为是

PTD介导蛋白转导最重要的部分 ;c) .已有文献报道

poly(Lys)具有蛋白转导功能[11 ] . Spt1是本研究中筛

选到的一个新的 EST ,虽然其 3′端 112 bp 能够编码

一个典型的信号肽 ,但是由于与 suc2基因读框内融

合的序列所使用的起始密码子 (ATG)上游还有 14

个ATG,这提示它不可能作为真正的翻译起始密码

子[12 ] .密码子分析提示 ,它可能是一个非编码 RNA

(non2coding RNA , ncRNA)的一部分 ,对 10种组织的

总 RNA进行 Northern 印迹分析显示 :该序列仅表达

于小鼠卵巢组织 ,全长约 415～510 kb ,推测该序列

可能以 ncRNA的形式参与蛋白质向细胞外的分泌

(结果另文发表) .

致谢 : 感谢本教研室张艳霞在文字处理方面的帮助.
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只杀灭癌细胞而不感染正常细胞的病毒 Sindbis

50年前 ,埃及 Sindbis镇分离到的一种出于蚊的病毒很可能成为抗击癌症的最新武器.根据 2003年 12

月的 Nature Biotechnology 的一篇报道 ,有一种似乎是无害的病毒株居留在癌细胞中并破坏癌细胞.研究者在

搜寻用来开发基因疗法病毒时 ,偶然碰见 Sindbis病毒 ,这是不寻常的医药财富.最初的计划是改变该病毒表

面的蛋白质 ,从而使该病毒能与特异类型的细胞相结合 ,并能在这种细胞中穿梭治疗基因.在研究中 ,研究者

剥脱了 Sindbis病毒株的复制能力.尽管这样 ,研究者注意到该病毒株仍具有能力侵袭与杀灭生长于实验皿

中的许多类型的癌细胞 ,而不需要另外的基因与其他的改变.而且更重要的是 ,该病毒似乎并不感染大多数

正常细胞.研究者说 ,该病毒靠其本身的力量靶向肿瘤细胞 ,而不需要我们给它任何帮助.如果将该病毒注射

到带有肿瘤的动物体内 ,该病毒会找到肿瘤细胞 ,并杀灭肿瘤细胞 ,在很多情况下会全部根除该肿瘤.一年

前 ,研究者报道 ,Sindbis病毒可靶向仓鼠癌性肾细胞.该细胞在小鼠皮下植入.在新的研究中 ,该病毒居留并

杀灭生长于小鼠肺脏与胰脏的仓鼠癌性肾细胞获得成功.该病毒也可杀灭小鼠产生于卵巢或胰腺的癌细胞 ,

甚至可以感染由小鼠原发肿瘤病灶散布或转移的癌细胞. Sindbis病毒可在受感染的人中引起发热、头痛和其

他症状 ,但所有这些病症通常都在一周内消退.研究者所用减毒的 Sindbis病毒株在接受治疗的动物中并不

引起明显的副作用 ,也无证据证明其会在接受治疗的人中引起疾病.研究者猜想 Sindlis病毒偏受癌细胞是因

为癌细胞带有称为层粘连蛋白受体的表面蛋白.正常细胞也含有该受体 ,但其通常被粘连蛋白所占据.相对

照地 ,许多类型的癌细胞过量产生该受体 ,并显然保留该受体的拷贝 ,使过量的受体都能与该病毒相结合.研

究者说 ,尚不清楚该病毒是如何杀灭癌细胞的.生物医学研究者长期以来搜寻用病毒来杀死癌细胞的方法 ,

因为病毒在癌细胞中比在正常细胞中更容易繁殖.由于该项研究中所用的 Sindbis病毒株是不能复制的 ,故

想必该病毒有其他的方式来杀死癌细胞.研究者推测在两年内可能将该病毒试用于癌症病人.有人认为小鼠

癌症模型上的方法不一定能搬用到人身上 ,而且人的免疫反应可能会阻挠重复投药 Sindbis病毒.

(李潇摘译自 J . Travis : Science News ,Vol . 164 ,Decembler 2003 ,p356)
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