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揖摘要铱 目的 利用酵母双杂交方法袁 筛选与弓形虫毒力因子 ROP18相互作用的宿主蛋白遥 方法 RT鄄PCR
扩增弓形虫 RH株速殖子 ROP18基因片段袁 扩增产物经双酶切后插入酵母双杂交诱饵载体 pGBKT7中袁 将重组质粒导
入酵母 AH109 菌株中袁 检测诱饵载体有无毒性和自激活作用袁 利用酵母双杂交系统从人胚胎脑 cDNA文库中筛选与
ROP18相互作用的宿主蛋白遥 结果 构建了诱饵载体 pGBKT7鄄ROP18袁 ROP18具有自激活功能遥 用 ROP1825鄄251aa为诱
饵袁 筛选获得一系列与 ROP18相互作用的宿主蛋白院 DNA损伤特异性结合蛋白 1 渊DDB1冤尧 torsin A相互作用蛋白 1
渊TOR1AIP1冤尧 整联蛋白 茁1 渊integrin茁1冤尧 溶质运载蛋白 3 渊SLC3A2冤尧 酪氨酸硫化转移酶 2 渊TPST2冤尧 Derl样域家族成
员 2 渊DERL2冤 和 OCIA结构域蛋白 1 渊OCIAD1冤遥 结论 通过酵母双杂交技术筛选出与弓形虫毒力因子 ROP18相
互作用的多种宿主蛋白遥
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揖Abstract铱 Objective To screen the host cell proteins that can interact with Toxoplasma gondii ROP18 by

using yeast two 鄄hybrid system. Methods The ROP18 gene fragments were amplified by RT鄄PCR from mRNA
of T. gondii RH strain. The product of RT鄄PCR was digested with double restriction enzyme and was subcloned into the
bait vector pGBKT7. The recombinant plasmid was transferred into yeast AH109 strain. Its toxicity and the autonomous
activating activity were tested. The human fetal brain cDNA library was screened with pGBKT7鄄ROP1825鄄251aa as the bait
plasmid by yeast two鄄hybrid system. Results The bait was constructed and AH109/PGBKT7鄄ROP18 showed an
autonomous activity. The yeast strain AH109/pGBKT7鄄ROP1825鄄251aa line was then mated with the Mate & PlateTM Human
Fetal Brain cDNA library. Using the selection procedures袁 eight novel host cell proteins were obtained院 damage鄄specific
DNA binding protein 1 渊DDB1冤袁 torsin A interacting protein 1 渊TOR1AIP1冤袁 integrin beta 1袁 solute carrier family 3
渊SLC3A2冤袁 tyrosylprotein sulfotransferase 渊TPST2冤袁 OCIA domain containing 1 渊OCIAD1冤袁 Der1鄄like domain family
member 2渊DERL2冤, in addition to Homo sapiens activating transcription factor 6 beta渊ATF6冤. Conclusion Eight novel
host cell proteins have been obtained via yeast two鄄hybrid system, which can interact with TgROP18.
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酵母双杂交筛选与弓形虫毒力因子ROP18
相互作用的宿主蛋白
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弓形虫是一种细胞内寄生虫袁 引起世界范围传播
的人兽共患弓形虫病袁 据估计全球近 1/3人口感染弓
形虫咱1袁2暂袁 弓形虫在人体多为隐性感染袁 通常在免疫
力低下或缺陷的人群袁 如长期化疗的癌症患者尧 器官
移植者和 AIDS 患者中发病遥 孕早期感染弓形虫有
40%的几率导致胎儿感染袁 可致流产尧 早产尧 死胎和
胎儿畸形袁 或影响其出生后的生长发育和智力水平袁
严重影响优生优育咱3袁4暂遥 菌株杂交实验尧 基因组数量特
征分析和转基因弓形虫试验联合证明袁 ROP18可提
高弓形虫的增殖分裂速度袁 并对感染动物有致死作
用袁 是弓形虫的毒力因子咱5鄄8暂袁 因此袁 本研究采用酵母
双杂交法筛选与ROP18相互作用的宿主蛋白袁 对于寻
找有效的靶点和弓形虫病的预防控制具有重要意义遥

材料与方法

1 材料

1.1 弓形虫株尧 质粒来源 刚地弓形虫 RH株速
殖子由中山医科大学陈观今教授惠赠袁 由本室传代尧
保种遥 质粒 pGBKT7和 pGADT7系中国科学技术大学
姚雪彪教授惠赠遥
1.2 主要试剂和仪器 RNA提取试剂盒购自美国
Gibco 公司袁 酵母菌株 AH109尧 酵母培养基 渊YPD冤
和人胚胎 cDNA 文库 渊Y187/pACT2冤 均购自美国
Clontech 公司袁 异亮氨酸 渊isoleucine冤 等 15 种氨基
酸购自美国 Sigma公司袁 大肠埃希菌 渊E. coli冤 质粒
提取试剂盒和 DNA 电泳胶回收试剂盒均购自美国
Axygen公司袁 PCR试剂盒尧 限制性内切酶 BamH玉尧
Pst玉和 Bgl域购自宝生物 渊大连冤 工程有限公司袁 化
学发光检测试剂 渊ECL冤 购自美国 Amersham 公司遥
SD/鄄Trp/鄄Leu/鄄His 是缺乏色氨酸 渊 Trp冤 尧 亮氨酸
渊Leu冤尧 组氨酸 渊His冤尧 腺嘌呤 渊Ade冤 的 SD培养基遥

2 方法

2.1 质粒的构建 根据 ROP18基因全长编码序列
渊GenBank登录号为 AM075204.1冤 设计上游引物和下
游引物 袁 分别为 院 5忆 鄄ATGTTTTCGGTACAGCGGC鄄
CACCTCTT鄄3忆 袁 5忆 鄄TTATTCTGTGTGGAGATGTTCCT鄄
GCTGTTC鄄3忆袁 按照 Trizol试剂盒说明书制备弓形虫
RH 株速殖子总 RNA袁 RT鄄PCR 克隆 ROP18 的 ORF
片段袁 将纯化的 PCR产物克隆至 pGBKT7载体作为
野诱饵冶 质粒袁 同时构建 ROP18去除激酶激活域的缺
失突变体 pGBKT7鄄ROP1825鄄251aa袁 将其克隆至 pGBKT7
载体作为对照 野诱饵冶 质粒用于自激活检测遥 将人胚
胎大脑cDNA文库构建于 pGADT7载体袁 作为 野猎物冶
质粒遥

2.2 酵母双杂交 按美国 Clontech公司酵母双杂
交操作手册进行袁 采用醋酸锂转化法袁 将 AH109单
克隆接种于 50 ml酵母培养基中袁 30 益振荡培养至吸
光度 渊A 600值冤 为 0.4耀0.6袁 收集酵母菌体重悬于 1.5
ml 1伊TE醋酸锂溶液 渊TE/LiAc冤袁 即为酵母感受态细
胞遥 将诱饵质粒 pGBKT7鄄ROP1825鄄251aa加入酵母感受态
细胞中袁 混匀后加入 0.5 mlPEG 醋酸锂溶液 渊PEG/
LiAc冤袁 30 益 200 rpm振荡培养 30 min袁 加入二甲基
亚砜混匀袁 42 益水浴 15 min袁 冰浴 2 min袁 700伊g离
心 5 min袁 收集菌体铺于营养缺陷型选择培养基
渊SD/鄄Trp/鄄Leu/鄄His/Ade冤 上袁 30 益培养至带有诱饵质
粒的酵母克隆长出遥
2.3 蛋白质印迹分析 渊Westerm blotting冤 取转

化过 pGBKT7鄄ROP1825鄄251aa的 AH109菌株的单克隆接种
于 5 ml SD 缺陷培养基 渊SD/鄄Trp/鄄Leu/鄄His冤袁 同时取未
转化的 AH109菌株单克隆接种于 5 ml 酵母培养基作对
照袁 用玻璃珠 渊美国 Sigma公司冤 法提取酵母蛋白袁 蛋
白经 SDS鄄PAGE后袁 转移到 PVDF膜上袁 5%脱脂牛奶
封闭 1 h后袁 与 c鄄myc标签抗体孵育袁 化学发光法显示
结果遥
2.4 人胚胎脑 cDNA文库的筛选 挑取直径 2耀3
mm尧 生 长 状 态 良 好 的 AH109/AH109/pGBKT7鄄
ROP1825鄄251aa菌落接种于 50 ml 酵母培养基袁 扩大培养
后袁 将菌落沉淀与含人胚胎脑 cDNA文库质粒文库的
Y187/pACT2共同接种于 50 ml 2伊含卡那霉素抗性的
酵母蛋白胨右旋葡萄糖腺嘌呤培养基 (YPDA/Kan)袁
30 益 250 r/min温育 20 h袁 倒置显微镜观察二倍体形
成情况袁 将培养物离心重悬于 10 ml 0.5伊酵母蛋白胨
右旋葡萄糖腺嘌呤培养基 (YPDA)袁 按 100 滋l/板将所
有培养物涂于 SD/鄄Trp/鄄Leu/鄄His/Ade袁 30 益倒置培养袁
直至菌落出现遥
2.5 测序与分析 将排除假阳性后的文库质粒袁
采用内切酶 Bgl域进行酶切后袁 1%琼脂糖凝胶电泳袁
根据片段大小等特征进行分类遥 将分类后的文库质
粒袁 以 Primer AD 渊Clontech 公司试剂盒提供冤 为引
物进行测序袁 通过 http院//www.ncbi.nlm.nih.gov对所得
基因序列进行同源性分析遥

结 果

1 ROP18基因扩增和诱饵质粒的酶切验证
PCR扩增弓形虫 RH株 ROP18基因袁 在 1 665 bp

处有单一的 DNA片段袁 与预期大小一致遥 pGBKT7鄄
ROP18 和 pGBKT7鄄ROP1825鄄251aa 经 BamH玉/Pst玉双酶
切后均得到两条大小分别为 1 665 bp和 678 bp的条
带袁 与预期大小一致 渊图 1冤遥
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2 诱饵蛋白 ROP18毒性和自激活检测
自激活实验发现袁 ROP18 全长有自激活活性遥

而将 pGBKT7鄄ROP1825鄄251aa 转入酵母 AH109 中 袁 在
SD/鄄Trp/鄄His固体平板上无法生长袁 说明 C鄄末端蛋白
激酶域是自激活活性必需的 渊图 2A尧 B冤袁 因此将
pGBKT7鄄ROP1825鄄251aa作为诱饵质粒用于酵母双杂交系
统筛选 ROP18的相互作用蛋白遥 ROP18在 C末端有
一蛋白激酶结构域袁 N端有一信号肽袁 实验发现激酶
结构域会引起自激活袁 因此袁 又构建了去除激酶域和
信号肽的质粒 pGBKT7鄄ROP1825 鄄 251aa 用于自激活检
测 渊图2C冤遥

3 融合蛋白的表达

Westerm blotting 分析结果表明 袁 AH109/pG鄄
BKT7鄄ROP1825 鄄 251aa 酵母菌能高度稳定的表达融合蛋
白袁 相对分子质量 渊Mr冤 约为 45 750袁 而阳性对照
AH109/pGBKT7能表达一个约为 Mr 21 000的融合蛋
白袁 而阴性对照则不表达 渊图 3冤遥

4 筛选与弓形虫毒力因子 ROP18相互作用的宿主
蛋白

在接合培养 20 h时袁 倒置显微镜下观察到了三
叶草状二倍体细胞 渊图 4A尧 B冤袁 说明酵母接合培养
成功遥 在 SD/鄄Trp/鄄Leu/鄄His/鄄Ade 平板上共挑取 57个
克隆袁 反复传代 3次并经 茁鄄半乳糖苷酶显色检验后
共获得 27 个克隆袁 应用 E. coli DH10B 扩增并经
Amp 筛选获得 pACT2 文库质粒后袁 再与 pGBKT7鄄
ROP1825鄄251aa共转化 AH109袁 得到阳性克隆 21个遥

利用 NCBI的 BLAST软件分析袁 发现这 21个阳
性克隆中有 8个克隆和已知的基因高度同源袁 其中转
录激活因子 ATF6茁已被发现袁 其他 7个分别为 DNA

bp M 1 2 3

M院 DNA标志物曰 1院 ROP18曰 2院 pGBKT7鄄ROP18 BamH玉/Pst玉酶切
产物曰 3院 pGBKT7鄄ROP1825–251aa BamH玉/Pst玉酶切产物遥
M院 DNA marker曰 1院 ROP18曰 2院 pGBKT7鄄ROP18 digested with BamH玉and
Pst玉曰 3院 pGBKT7鄄ROP1825–251aadigested with BamH玉and Pst玉.

图 1 弓形虫 ROP18基因袁 pGBKT7鄄ROP18和 pGBKT7鄄
ROP1825鄄251aa酶切鉴定结果

Fig. 1 Agarose gel electrophoresis analysis of full鄄length ROP18
RT鄄PCR products of pGBKT7鄄ROP18 and pGBKT7鄄ROP1825鄄251aa

digested with double restriction enzyme

2 000
1 000

750500
250
100

1院 AH109/pGBKT7裂解产物曰 2院 AH109/pGBKT7鄄ROP1825鄄251aa 裂解
产物曰 3院 AH109裂解产物.
1院 AH1 09/pGBKT7 lysate曰 2院 AH109/pGBKT7鄄ROP1825鄄251aa lysate曰
3院 AH109 lysate.

图 3 ROP1825鄄251aa蛋白的表达
Fig. 3 Expression of ROP1825鄄251aa

50 000

20 000

Mr 1 2 3

A院 AH109/pGBKT7鄄ROP18分别在 SD/鄄Trp和 SD/鄄Trp/鄄His培养基上的
生长曰 B院 AH109/pGBKT7鄄ROP1825鄄251aa 分别在 SD/鄄Trp 和 SD/鄄Trp/鄄His
培养基上的生长曰 C院 酵母双杂交中编码诱饵蛋白的 ROP18和其各片
段示意图及自激活活性遥
A院 Growth of AH109/pGBKT7鄄ROP18 on SD/鄄Trp and SD/鄄Trp/鄄His
mediums曰 B院 Growth of AH109/ pGBKT7鄄ROP1825鄄251aa on SD/鄄Trp and
SD/鄄Trp/鄄His mediums曰 C院 Schematic drawing of ROP18 and its dele鄄
tions that encode various bait clones used for yeast two鄄hybrid assays.

图 2 诱饵蛋白 ROP18毒性和自激活检测
Fig. 2 Determination of the autonomous activating activity of

ROP18

ASD/鄄Trp SD/鄄Trp/鄄His

BSD/鄄Trp SD/鄄Trp/鄄His

C

信号肽Signaling peptide

ROP1825鄄251aa

ROP18252鄄554aa

ROP18

激酶结构域Kinase domain
自激活实验Auto鄄activation

+
-
+
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A院 20 h曰 B院 24 h曰 箭头所示为三叶草状的二倍体细胞遥
A院 20 h曰 B院 24 h曰 Arrow shows an example of a typical yeast zygote.

图 4 酵母融合情况
Fig. 4 Yeast fusion situation

A B

寅

寅

寅
寅

寅

寅

蛋白名称Protein name 基因登录号Accession number 克隆数Number of clones 功 能Function description 同源性Homology/%
DNA损伤特异性结合蛋白 1
Homo sapiens damage鄄specific DNA bindingprotein 1 (DDB1) NM_001923 5

参与核酸切除修复通路 (the NER pathway)
启动 DNA修复过程Nucleotide excision repair pathway (the NERpathway) to initiate DNA repair

100

torsin A相互作用蛋白 1
Homo sapiens torsin A interacting protein 1 NM_015602 3 细胞膜黏附和核纤层组装Membrane attachment and assembly of thenuclear lamina 98耀99

整联蛋白 茁1
Homo sapiens integrin袁 beta 1 NM_133376 4

膜受体参与细胞黏附和识别, 在胚胎形成尧
止血尧 组织修复, 免疫反应和转移性肿瘤细
胞的扩散中发挥作用Membrane receptors involved in cell adhe鄄sion and recognition in a variety of process鄄es including embryogenesis袁 hemostasis袁 tis鄄sue repair袁 immune response and metastaticdiffusion of tumor cells

100

溶质运载蛋白 3
Homo sapiens solute carrier family 3(SLC3A2) NM_001013251 2 调节细胞内的钙含量和传输 L鄄型氨基酸Regulation of intracellular calcium levelsand transports L鄄type amino acids 99
酪氨酸硫化转移酶 2
Homo sapiens tyrosylprotein sulfotransferase2(TPST2) NM_003595 2 催化多肽的酸性模体中酪氨酸残基的硫酸化Catalysis of the O 鄄sulfation of tyrosineresidues within acidic motifs of polypeptides 100
Derl 样域家族成员 2
Homo sapiens Der1鄄like domain family,member 2 (DERL2) NM_016041 4

参与错误折叠糖蛋白的内质网相关降解过程Component of endoplasmic reticulum鄄associ鄄ated degradation ( ERAD) for misfolded lu鄄menal glycoproteins
100

OCIA结构域蛋白 1
Homo sapiens OCIA domain containing 1(OCIAD1) NM_001079842 1 参与细胞黏附Potential involvement in cell adhesion 98

激活转录因子 6茁
Homo sapiens activating transcription factor6 beta (ATF6) NT 007592 2

内质网应急中未折叠蛋白反应信号通路的转
录因子A transcription factor in the unfolded proteinresponse(UPR) pathway during ER stress

100

表 1 人胚胎大脑 cDNA文库获得的阳性克隆的 BLAST 分析结果
Table 1 The BLAST results of positive clones obtained from the human fetal brain cDNA library

损伤特异性结合蛋白 1 渊DDB1冤尧 torsin A相互作用
蛋白 1 渊TOR1AIP1冤尧 整联蛋白 茁1 渊integrin茁1冤尧 溶
质运载蛋白 3 渊 SLC3A2冤 尧 酪氨酸硫化转移酶 2
渊TPST2冤尧 Derl 样域家族成员 2 渊DERL2冤 和 OCIA
结构域蛋白 1 渊OCIAD1冤渊表 1冤遥

讨 论

酵母双杂交系统作为研究发现活细胞内蛋白质与

蛋白质相互作用的一种方法袁 近几十年得到广泛应
用遥 其基本原理是两个在结构上分开尧 功能上又相互
独立的结构域袁 如本研究所用的 AD 渊转录激活域冤

和BD 渊DNA结合域冤袁 在同一活细胞内彼此接近袁 激
活下游报告基因的表达咱3暂遥 该技术不仅可应用于发现
新的蛋白和及其新功能袁 还可应用于抗体与抗原袁 以
及药物与蛋白的相互作用遥 将诱饵蛋白与 Gal4蛋白
的一个结构域融合后袁 不能直接用于筛选另一结构域
上表达文库袁 因为袁 如果诱饵蛋白本身对下游的报告
基因有激活作用袁 则在文库筛选时会出现假阳性结
果遥 本研究用含 ROP18全长的重组质粒转化酵母菌袁
观察在 SD/鄄Trp 和 SD/鄄Trp/鄄His 平板上的生长情况袁
发现 ROP18全长具有自激活作用袁 因此袁 要寻找并
去除自激活必需的区域遥 实验发现袁 ROP1825鄄251aa作为
诱饵无自激活活性袁 可利用其在人胚胎脑 cDNA文库
钓取与 ROP18相互作用的蛋白遥
弓形虫在入侵宿主细胞早期袁 虫体内的分泌细胞

器 渊如棒状体和微线体冤 能将相应的蛋白分泌至纳虫
空泡袁 其中棒状体蛋白在虫体入侵和纳虫空泡的形成
和修饰过程中起着重要作用袁 是重要的入侵和毒力作
用因子遥 ROP2家族的 ROP18具有丝氨酸鄄苏氨酸蛋白
激酶结构袁 具有激酶活性袁 是决定毒力的关键分子咱5鄄8暂遥

本实验通过酵母双杂交系统发现 ROP18的一些
新的与宿主相互作用蛋白以及 ATF6茁遥 研究发现
ATF6茁是在内质网应激反应中涉及到的一种转录因
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子袁 在弓形虫感染过程中袁 是 ROP18的一个作用靶
点袁 它的降解受到 ROP18的调控咱9暂遥 筛选结果也证实
了 ROP18和 ATF6茁之间的相互作用遥 DDB1在 DNA
修复中发挥着重要作用咱10暂袁 它能与 DDB2 形成 UV鄄
DDB复合物而参与核算切除修复咱11,12暂袁 它与 ROP18的
相互作用机制尚不清楚袁 可能是修改宿主细胞 DNA
修复途径或细胞转录过程遥 整联蛋白是细胞表面一类
重要的受体袁 具有信号转导和联系细胞外微环境与细
胞内代谢活动的功能袁 从而对细胞生长尧 免疫应答尧
肿瘤发生尧 发展和转移等起着重要的调节作用袁 与
ROP18相互作用可能是参与内皮细胞运动和血管再
生 咱13袁14暂遥 TOR1AIP1 是一种宿主细胞核蛋白 袁 与
ROP18相互作用可能涉及到宿主细胞核组装尧 染色
质和细胞核膜动力咱15袁16暂遥 SLC3A2是一种溶质运载蛋
白家族袁 能编码一种细胞膜跨膜蛋白袁 以二聚体的重
链和几种可能的轻链之一相结合出现袁 重链是通过二
硫键共价结合的袁 因此在调节细胞内钙离子水平和
L鄄型氨基酸的运输发挥着重要作用咱17暂袁 SLC3A2还会
和整合蛋白 茁1相互作用调节人角化细胞对基底膜的
黏附咱18暂遥 ROP18与 TPST2也能发生相互作用袁 TPST2
主要分布于膜片段尧 高尔基体和融入膜等袁 TPST的
作用是将结合于二磷酸腺苷的带负电荷的硫基团袁 转
移给酸性氨基酸附近的酪氨酸羟基 咱19暂遥 DERL2主要
分布在内质网袁 融入内质网膜等袁 对内质网糖蛋白的
错误折叠的降解有一定的作用袁 ROP18与 DERL2的
相互作用可能会有利于维持内质网的稳定 咱20暂遥
OCIAD1对于卵巢癌细胞黏附有很关键的作用袁 因此
推测 ROP18与 OCIAD1的相互作用也参与细胞的黏
附咱21暂袁 但是 ROP18与这些宿主蛋白作用发生的方式
及其生理功能还有待进一步的验证和研究遥
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