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　　摘　要：目的　构建单免疫球蛋白白细胞介素１受体相关蛋白（ＳＩＧＩＲＲ）胞内区酵母双杂交诱饵质粒，并检测其是否存在自

激活作用。方法　聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增人ＳＩＧＩＲＲ胞内区基因片段（４８０～１２３０ｂｐ），并将此基因片段重组入ｐＳｏｓ载体中，

构建诱饵质粒ｐＳｏｓＳＩＧＩＲＲ，经酶切及测序鉴定构建正确后，将重组质粒与对照质粒共转化感受态酵母菌ｃｄｃ２５Ｈ，接种于２５℃

ＳＤ／Ｇｌｕｃｏｓｅ（ＵＬ）和ＳＤ／Ｇａｌａｃｔｏｓｅ（ＵＬ）平板以及３７℃ＳＤ／Ｇｌｕｃｏｓｅ（ＵＬ）和ＳＤ／Ｇａｌａｃｔｏｓｅ（ＵＬ）平板上，连续观察６ｄ酵母菌生

长状况；用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测目的蛋白表达情况。结果　正确构建了人ＳＩＧＩＲＲ胞内区酵母双杂交诱饵质粒ｐＳｏｓＳＩＧＩＲＲ，

ｐＳｏｓＳＩＧＩＲＲ在酵母双杂交系统中无自激活及毒性作用。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，目的蛋白以１７０×１０
３ 的融合蛋白形式表达。

结论　诱饵质粒ｐＳｏｓＳＩＧＩＲＲ可应用于酵母双杂交系统中，为在人肺互补脱氧核糖核酸（ｃＤＮＡ）文库中寻找与ＳＩＧＩＲＲ相互作用

蛋白奠定了重要基础。
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　　单免疫球蛋白白细胞介素１受体相关蛋白（ｓｉｎｇｌｅｉｍｍｕ

ｎｏｇｌｏｂｉｎｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１ｒｅｃｅｐｔｏｒｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＳＩＧＩＲＲ）于

１９９９年由Ｔｈｏｍａｓｓｅｎ等
［１］首次发现并命名，属于 Ｔｏｌｌ样受

体／白细胞介素１受体［Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ／ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１ｒｅｃｅｐ

ｔｏｒ，ＴＬＲ／ＩＬ１Ｒ（ＴＩＲ）］超家族，又被称为 ＴＩＲ８，是 ＴＬＲ／ＩＬ

１Ｒ信号通路的负调控分子
［２］。有研究表明，过表达ＳＩＧＩＲＲ

可抑制核转录因子的转录活性，减轻内毒素（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｈａｒ

ｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导的炎症反应，提高急性肺损伤小鼠模型的生存

率［３５］，但目前ＳＩＧＩＲＲ的负调控机制尚不明了。有研究发现，

ＳＩＧＩＲＲ胞内段ＴＩＲ域是其发挥负性调控作用的关键结构
［６］。

酵母双杂交技术是常用的研究蛋白质间相互作用的遗传学方

法。该技术不仅可用于检测一对功能已知的蛋白质间的相互

作用，还可以通过以已知功能的蛋白质基因筛选双杂交互补脱

氧核糖核酸（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ，ｃＤＮＡ）文

库，用于发现与已知蛋白分子有相互作用的新分子，并推测新

分子可能的功能［７］。本研究克隆人ＳＩＧＩＲＲ（１６１～４１０ａａ，

４８０～１２３０ｂｐ）基因插入酵母双杂交系统ｐＳｏｓ载体中，构建诱

饵质粒ｐＳｏｓＳＩＧＩＲＲ，转化ｃｄｃ２５Ｈ酵母感受态细胞后，并对其

自身激活特性及融合蛋白表达情况进行检测，为下一步筛选与

ＳＩＧＩＲＲ存在相互作用的蛋白质奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料　ＣｙｔｏＴｒａｐＸＲｐｒｅｍａｄｅｌｉｂｒａｒｉｅｓｋｉｔ（包括质粒

ｐＳｏｓ、ｐＭｙｒ、ｐＳｏｓＭＡＦＢ、ｐＭｙｒｌａｍｉｎＣ、ｐＭｙｒＭＡＦＢ 以 及

ｃｄｃ２５Ｈ酵母菌株等）购自美国Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司。ｐＲｅｃｅｉｖｅｒ

ＬＶ１９ＳＩＧＩＲＲ购自广州复能基因公司。ＢａｍＨⅠ，ＫｐｎⅠ，Ｘｈｏ

Ⅰ，ＮｏｔⅠ限制酶、ＤＮＡ聚合酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶等工具酶、

ＤＮＡＭａｒｋｅｒ购自大连 ＴａＫａＲａ公司。ＡｘｙＰｒｅｐ质粒大提试

剂盒及胶回收试剂盒购自杭州爱思进公司。兔抗人Ｓｏｓ多克

隆抗体为美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产品，辣根过氧化物酶标记羊抗

兔ＩｇＧ 为江苏碧云天公司进口分装产品。ＬｉＳＯＲＢ、鲑精
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ＤＮＡ、聚乙二醇（ＰＥＧ）、醋酸锂（ＬｉＯＡｃ）、酸洗玻璃珠购自美国

Ｓｉｇｍａ公司。其他生化试剂均为进口或国产分析纯。

１．２　方法

１．２．１　诱饵质粒ｐＳｏｓＳＩＧＩＲＲ的构建及鉴定　以质粒ｐＲｅ

ｃｅｉｖｅｒＬＶ１９ＳＩＧＩＲＲ为模板，用聚合酶链反应（ＰＣＲ）的方法扩

增出ＳＩＧＩＲＲ胞内区（１６１～４１０ａａ，４８０～１２３０ｂｐ）基因片段。

引物序列上游引物：５′ＡＣＧＧＧＡＴＣＣＧＣＧＡＣＧＧＧＡＡＧＣ

ＴＣＴＡＣＧ ＡＣＧＣＣ３′；下游引物：５′ＧＣＡ ＧＡＣＧＣＧ ＧＣＣ

ＧＣＣＴＡＣＡＴＡＴＣＡＴＣＣＴＴＧＧＡＣＡＣＣ３′，分别在两端引

入酶切位点ＮｏｔⅠ和ＢａｍＨⅠ。反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ、

９４℃变性３０ｓ、５５℃退火４０ｓ、７２℃延伸２ｍｉｎ共３０个循环；

７２℃后延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物５μＬ与６×上样缓冲液１μＬ

混匀上样，进行１％琼脂糖凝胶电泳，胶回收后，用 ＮｏｔⅠ、

ＢａｍＨⅠ双酶切，定向克隆到同样双酶切的ｐＳｏｓ载体，转化

ＤＨ５α感受态菌株，涂布转化菌于含氨苄西林的平板上，３７℃

培养过夜，挑选单克隆扩大培养，提取质粒进行酶切鉴定，酶切

鉴定正确者进一步送ＤＮＡ测序，将含有正确插入目的基因片

段诱饵质粒命名为ｐＳｏｓＳＩＧＩＲＲ。

１．２．２　ｃｄｃ２５Ｈ酵母感受态细胞的制备　从－８０℃取出甘油

冻存的ｃｄｃ２５Ｈ酵母细胞菌株，无菌接种环刮取少许划线于含

腺嘌呤的 ＹＰＤ培养基（ＹＰＤｍｅｄｉｕｍｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄｗｉｔｈａｄｅ

ｎｉｎｅ，ＹＰＡＤ）平板，于２５℃培养４ｄ。挑４～５个单菌落放入

１ｍＬＹＰＡＤ培养基中，高速振荡打散细胞后，培养于５０ｍＬ

ＹＰＡＤ液体培养基中，２５℃，恒温摇床，２４０ｒ／ｍｉｎ，过夜，直至

ＯＤ６００＞１，ＹＰＡＤ液体培养基稀释过夜培养物，调整ＯＤ６００＝

０．２，２５℃，恒温摇床，２４０ｒ／ｍｉｎ，４ｈ，直至ＯＤ６００＝０．８将菌液

于３０００ｒ／ｍｉｎ室温离心５ｍｉｎ，弃上清液；５０ｍＬＬｉＳＯＲＢ重悬细

胞沉淀，室温孵育３０ｍｉｎ后室温３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清

液，加入３００μＬ的ＬｉＳＯＲＢ重悬后再加入６００μＬ鲑精ＤＮＡ混

合物，充分混匀；加入５．４ｍＬ的ＰＥＧ／ＬｉＯＡｃ溶液和５３０μＬ的

二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）到细胞悬液中混匀，按照每份５００μＬ，分装

到无菌的微量离心管中，备用。此感受态现用现制备。

１．２．３　ｃｄｃ２５Ｈ 酵母菌表型及温度回复突变的鉴定　（１）

ｃｄｃ２５Ｈ酵母细胞表型鉴定：取－８０℃冻存的ｃｄｃ２５Ｈ 突变型

酵母细胞，分别划线于ＹＰＤＡ平板及ＳＤ／Ｔｒｐ、ＳＤ／Ｌｅｕ、ＳＤ／

Ｈｉｓ、ＳＤ／Ｕｒａ平板，２５℃下培养至第６ｄ，每天观察酵母细胞

生长状况。直至第６天，若在ＹＰＤＡ平板上生长而在其余ＳＤ

平板中不生长，则说明该酵母细胞的表型正确。（２）ｃｄｃ２５Ｈ酵

母细胞回复突变鉴定：将ｐＳｏｓ和ｐＭｙｒ各２μｇ加入到５００μＬ

的酵母感受态细胞中混匀，取出１００μＬ加入２μＬ１．４ｍｏｌ／Ｌβ
巯基乙醇，混匀室温孵育３０ｍｉｎ，再进行热休克处理（４２℃孵

育２０ｍｉｎ），随后冰浴３ｍｉｎ；室温１４０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｓ，弃上

清液；加入０．５ｍＬ１ｍｏｌ／Ｌ的山梨糖醇重悬，转化混合物均匀

涂布于１５０ｍｍＳＤ／Ｇｌｕｃｏｓｅ（ＵＬ）平板上，３７℃，培养６ｄ，观

察克隆形成状况。

１．２．４　诱饵质粒ｐＳｏｓＳＩＧＩＲＲ自激活活性检测　设置阳性

对照 组 （ｐＳｏｓＭＡＦＢ＋ｐＭｙｒＭＡＦＢ）、阴 性 对 照 组 （ｐＳｏｓ

ＭＡＦＢ＋ｐＭｙｒＬａｍｉｎＣ）、自 激 活 检 测 组 （ｐＳｏｓＳＩＧＩＲＲ＋

ｐＭｙｒ）及定位检测组（ｐＳｏｓＳＩＧＩＲＲ＋ｐＭｙｒＳＢ），每组均狀＝５；

按照上述相同操作方法，将上述各组别共转化入酵母感受态

中，然后分别接种于２５℃ＳＤ／Ｇｌｕｃｏｓｅ（ＵＬ）和ＳＤ／Ｇａｌａｃｔｏｓｅ

（ＵＬ）平板以及 ３７ ℃ ＳＤ／Ｇｌｕｃｏｓｅ（ＵＬ）和 ＳＤ／Ｇａｌａｃｔｏｓｅ

（ＵＬ）平板上，连续观察６ｄ酵母菌生长状况，实验重复３次。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测表达产物　分别设置ｐＳｏｓＳＩＧＩＲＲ

重组载体组及ｐＳｏｓ空载体组，同上操作，分别将诱饵质粒

ｐＳｏｓＳＩＧＩＲＲ及空载体ｐＳｏｓ的ｃｄｃ２５Ｈ 转化菌接种于５ｍＬ

ＳＤ／Ｇｌｕｃｏｓｅ（ＵＬ）培养基中，彻底涡旋，２５℃，２５０ｒ／ｍｉｎ，培养

过夜，转接至５０ｍＬＹＰＤＡ中，再培养４ｈ左右，直到ＯＤ６００＝

０．５，离心收集菌体，沉淀在裂解缓冲液和玻璃珠共同作用下，

抽提酵母菌蛋白，取少量按常规进行十二烷基硫酸钠聚丙烯

酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，依次结合一

抗及二抗后，ＥＣＬ发光液中显色，放入 ＧＢｏｘＨＲ凝胶成像分

析系统中摄像分析。一抗为兔抗人Ｓｏｓ多克隆抗体（１∶５００），

二抗为辣根过氧化物酶标记羊抗兔ＩｇＧ（１∶１０００）。

２　结　　果

２．１　诱饵质粒ｐＳｏｓＳＩＧＩＲＲ的构建及鉴定结果　以ｐＲｅｃｅｉｖ

ｅｒＬＶ１９ＳＩＧＩＲＲ质粒为模板，经ＰＣＲ扩增、凝胶电泳分析，可

以得到约７５０ｂｐ大小的扩增产物，与ＳＩＧＩＲＲ胞内区（４８０～

１２３０ｂｐ）基因片段相符，见图１。ｐＳｏｓＳＩＧＩＲＲ经 ＮｏｔⅠ和

ＢａｍＨⅠ双酶切后电泳鉴定，预期能切出约７５０ｂｐ和１２０００

ｂｐ两条片段，可见１号克隆酶切结果与预期相符，见图２。将

１号克隆进一步测序，结果也证实插入片段与ＳＩＧＩＲＲ胞内区

（４８０～１２３０ｂｐ）基因序列一致。说明此重组质粒ｐＳｏｓＳＩ

ＧＩＲＲ构建成功。

　　Ｍ：ＤＮＡ标记物；１、２：以ｐＲｅｃｅｉｖｅｒＬＶ１９ＳＩＧＩＲＲ为模板；３：阴性

对照。

图１　　ＳＩＧＩＲＲ胞内区基因片段的ＰＣＲ扩增

　　１：重组质粒ｐＳｏｓＳＩＧＩＲＲ；２：平行对照；３、４：空载体ｐＳｏｓ；Ｍ：ＤＮＡ

标记物。

图２　　重组质粒ｐＳｏｓＳＩＧＩＲＲ的酶切鉴定

２．２　ｃｄｃ２５Ｈ酵母菌表型及回复突变鉴定结果　表型鉴定结

果显示，２５℃培养６ｄ后，ｃｄｃ２５Ｈ酵母菌只在 ＹＰＤＡ平板形

成菌落，而其余ＳＤ平板均无克隆出现，与预期相符，说明此

ｃｄｃ２５Ｈ酵母菌表型正确；接种于 ３７ ℃ ＹＰＤＡ 平板上的

ｃｄｃ２５Ｈ突变型酵母菌，培养６ｄ，只有６个克隆形成，远小于３０

个克隆，见图３；而共转化为ｐＳｏｓ和ｐＭｙｒ的酵母感受态细胞，

于３７℃ＳＤ／Ｇｌｕｃｏｓｅ（ＵＬ）平板上，培养６ｄ，无克隆形成，说明
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该酵母菌和酵母感受态细菌均未发生温度敏感性回复突变。

２．３　诱饵质粒转化ｃｄｃ２５Ｈ感受态及自激活检测　结果显示

在２５℃条件下，所有平板上均有克隆形成；３７℃条件下，ＳＤ／

Ｇｌｕｃｏｓｅ（ＵＬ）平板上均无克隆形成，阳性对照组及ｐＳｏｓＳＩ

ＧＩＲＲ＋ｐＭｙｒＳＢ共转化子在３７℃，ＳＤ／Ｇａｌａｃｔｏｓｅ（ＵＬ）平板

上能形成菌落，而阴性对照组及ｐＳｏｓＳＩＧＩＲＲ＋ｐＭｙｒ共转化

子却不能在３７℃，ＳＤ／Ｇａｌａｃｔｏｓｅ（ＵＬ）平板上生长，此结果与

预期结果相符。表明诱饵质粒无自激活宿主菌ｃｄｃ２５Ｈ作用，

且所表达融合的蛋白定位正确，以下为代表性图片，见图４。

２．４　ＳｏｓＳＩＧＩＲＲ融合蛋白的表达　将酵母细胞蛋白提取液，

以抗人Ｓｏｓ的多克隆抗体行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析，结果显示，空

载体ｐＳｏｓ组在１５０×１０
３ 左右位置，可检测到Ｓｏｓ蛋白的表

达，而ｐＳｏｓＳＩＧＩＲＲ重组质粒组在１７０×１０
３ 左右位置，可检测

到ＳｏｓＳＩＧＩＲＲ融合蛋白的表达，与该融合蛋白相对分子质量的

理论预算值相符，说明重组子ｐＳｏｓＳＩＧＩＲＲ在ｃｄｃ２５Ｈ酵母细胞

中，目的基因ＳＩＧＩＲＲ以融合蛋白形式被成功表达，见图５。

图３　　ｃｄｃ２５Ｈ突变型酵母菌回复突变检测

图４　　诱饵质粒ｐＳｏｓＳＩＧＩＲＲ自激活作用的检测结果

　　１：重组质粒ｐＳｏｓＳＩＧＩＲＲ组；２：空载体ｐＳｏｓ组。

图５　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测酵母细胞中融合蛋白的表达

３　讨　　论

酵母双杂交系统由Ｆｉｅｌｄｓ等
［８］于１９８９年首次建立。其基

本原理是基于对真核生物转录调控起始过程的认识。一般而

言，真核细胞生物的特异转录激活因子是由两个或多个相互独

立的结构域构成的，其中ＤＮＡ结合域（ＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ，

ＢＤ）和转录激活域（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎｄｏｍａｉｎ，ＡＤ）是转

录因子发挥功能所必需的。单独的ＢＤ虽能与启动子结合，但

不能激活转录；单独的 ＡＤ由于不能接近启动子，因此亦不能

激活转录。基于这一原理，可将两个待测蛋白分别与这两个结

构域构建成融合蛋白，并共同表达于同一个酵母菌中。与ＢＤ

融合的蛋白称之为“诱饵蛋白”，而与 ＡＤ融合的蛋白称之为

“靶蛋白”。若两个待测蛋白存在相互作用，就会通过待测蛋白

的桥联作用使ＡＤ与ＢＤ重新形成具有活性的转录激活因子，

从而激活相应基因的转录与表达。被激活转录的基因通常称

为报告基因，反之，通过对报告基因表型的测定，可以反过来判

断“诱饵蛋白”与“靶蛋白”之间是否存在相互作用［９］。传统的

酵母双杂交系统，并非对所有蛋白适用，某些发生在核外的蛋

白间相互作用则可能检测不到。即便目前表达质粒中核定位

信号序列的应用，仍然不完全排除某些必须经过内质网等细胞

器进行修饰的蛋白不能进入细胞核内的可能性［１０１１］。

本研究采用的ＣｙｔｏＴｒａｐｙｅａｓｔｔｗｏｈｙｂｒｉｄ体系属于改进

的酵母双杂交系统核外双杂交技术，可以弥补传统系统的不

足［１２１３］。其基本原理是：将诱饵蛋白与Ｓｏｓ蛋白融合，靶蛋白

与酵母细胞膜上 Ｍｙｒ蛋白融合，二者共转化ｃｄｃ２５Ｈ温度敏感

突变型酵母细胞（此突变体因ｃｄｃ２５基因的突变，３７℃时无法

激活Ｒａｓ途径，丧失了３７℃条件下生长的能力）。但当诱饵蛋

白与靶蛋白发生相互作用，则把Ｓｏｓ蛋白带到细胞膜上并激活

Ｒａｓ蛋白，恢复３７ ℃时细胞的生长能力
［１４１５］。ＳＩＧＩＲＲ 是

ＴＬＲ／ＩＬ１Ｒ信号通路中重要的负性调控分子
［１６１７］，能够通过

“俘获”ＴＩＲ信号通路中的关键组分而阻断信号的转导
［１８］，ＳＩ

ＧＩＲＲ胞内区的ＴＩＲ域是其发挥负性调控作用的关键功能结
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构域［２，６］。研究ＳＩＧＩＲＲ的相互作用蛋白，对阐明ＳＩＧＩＲＲ负

调控分子机制具有重要意义。本研究将包含 ＴＩＲ结构域的

ＳＩＧＩＲＲ胞内区（４８０～１２３０ｂｐ）编码序列亚克隆至ＣｙｔｏＴｒａｐ

系统中的诱饵载体ｐＳｏｓ中。经酶切、序列分析鉴定，证实正确

构建了诱饵质粒ｐＳｏｓＳＩＧＩＲＲ。将其与空载体ｐＭｙｒ共转化

感受态酵母菌后，结果证明当ｐＭｙｒ质粒不表达诱饵相互作蛋

白时，ｃｄｃ２５Ｈ温度敏感突变型酵母细胞不能获得在３７℃下

ＳＤ／Ｇａｌａｃｔｏｓｅ（ＵＬ）平板上生长的能力，Ｒａｓ途径未被激活，证

明所构建的诱饵质粒不具有自激活作用；而定位检测组（ｐＳｏｓ

ＳＩＧＩＲＲ＋ｐＭｙｒＳＢ）共转化入感受态酵母菌后，可在３７℃，

ＳＤ／Ｇａｌａｃｔｏｓｅ（ＵＬ）平板上能形成菌落，提示当融合诱饵蛋白

中的Ｓｏｓ与定位于细胞膜上的ＳＢ（ＳｏＳｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ）蛋白结

合后激活了 Ｒａｓ途径，使温度突变型酵母菌ｃｄｃ２５Ｈ 恢复了

３７℃条件下生长的能力，提示融合诱饵蛋白ＳｏｓＳＩＧＩＲＲ表达

后位于酵母菌细胞质中；且从酵母生长状态看，此诱饵质粒对

酵母菌无毒性作用；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转化酵母菌蛋白表达情

况，证明ＳｏｓＳＩＧＩＲＲ融合蛋白可稳定表达。诱饵质粒ｐＳｏｓ

ＳＩＧＩＲＲ的成功构建及其自激活作用检测，为进一步利用

ｐＳｏｓＳＩＧＩＲＲ从人肺ｃＤＮＡ文库中需找出新的与ＳＩＧＩＲＲ相

互作用蛋白、研究ＳＩＧＩＲＲ的调控机制及避免实验中出现假阳

性结果奠定了实验基础。
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