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人肝细胞内戊型肝炎病毒结合蛋白的酵母双杂交筛选

何水珍 ,林亦伟 ,郑子峥 ,吴小成 ,张军 ,夏宁邵
(厦门大学　国家传染病诊断试剂与疫苗工程技术研究中心 ,福建省医学分子病毒学研究中心 ,福建　厦门　361005)

摘要 :为进一步深入研究戊型肝炎病毒 ( HEV)感染机制以及致病机理 ,用酵母双杂交系统从人肝细胞 cDNA文库

中筛选与戊型肝炎病毒衣壳蛋白 E2相互作用的蛋白 ,核酸序列分析及同源性检索表明 ,4个克隆与 E2相互作用 ,

其中一个克隆与 P38IP高度同源 ,细胞免疫共沉淀实验结果显示 :在哺乳动物细胞水平仍能够检测到 E2与 P38IP

片段的特异的相互作用。
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　　戊型肝炎 (戊肝)是由戊型肝炎病毒 ( Hepatitis

E virus ,HEV)引起的、经消化道传播的急性肝炎 ,

主要流行于发展中国家。我国是戊肝的主要流行

区 ,时有暴发或流行的报道[1 , 2 ]。HEV 为大小约

27～34nm的单股正链无包膜的 RNA病毒 ,其基因

组包含 3个开放读码框架 (ORFs) ,其中 ORF2编码

的 660个氨基酸组成病毒衣壳[2 ]。迄今 HEV 的稳

定细胞培养仍未成功 ,使得对 HEV 感染机制以及

致病机理的研究进展缓慢。随着酵母双杂交体系的

广泛应用 ,直接分离细胞内的病毒结合蛋白 ,已成为

研究病毒感染及致病机制的一个重要途径。酵母双

杂交系统由与 DNA 特异结合域 (BD)融合表达的蛋

白 (诱饵蛋白) 、与转录激活域 (AD)融合的蛋白 (靶

蛋白)以及带有报告基因的宿主菌株组成。如果诱

饵蛋白和靶蛋白能相互结合 ,就可使 AD 与 BD 形

成一个完整的转录激活因子并激活报告基因表达。

HEV的主要中和表位区域集中于 ORF2 的 394～

606aa之间[3 - 5 ] ,且重组表达的相应片段 ( E2)能够

很好地再现病毒衣壳外表面的主要结构特征[6 - 9 ] ,

该研究以这一区域片段作为诱饵蛋白 ,从人胚胎肝

细胞文库中筛选与之结合的靶蛋白 ,为进一步深入

研究奠定基础。

材料与方法

1　材料 　酵母双杂交系统 ( MA TCHMA KER Two2Hybrid

System 3)、人肝细胞 pACT2 质粒预转化文库、酵母培养基

(SD、Trp Do Supplement、Leu Do Supplement、YPD)等均购自

Clontech公司。pMD182T载体购自 Ta KaRa 公司。胰蛋白

胨及酵母提取物为 Oxoid公司产品。X2α2gal、Lyticase、蛋白

酶抑制剂 Cocktail 均为 Sigma 公司产品。Anti2HA Epitope

购自 Upstate ,羊抗鼠荧光二抗购自 Molecular Probes。含

HEV ORF2 394～606aa基因片段的质粒 p TO2T72E2为本实

验室构建[10 ] ,大肠杆菌表达的重组蛋白 E2 为本实验室提

供。

2　BD2E2表达载体和 AD2E2表达载体的构建　以 p TO2T72
E2 质粒为模板 ,用 PCR 扩增出 639bp 的 E2 基因片段。

PCR扩增片段与 pMD182T载体连接 ,得到插入 E2 基因的

阳性亚克隆 ;再经 N deⅠ/ EcoRⅠ酶切处理 ,分别接入已处

理好的 p GB KT7 载体和 p GADT7 载体 ,获得表达载体 BD2
E2和 AD2E2 ,并测序证实序列无误。

3　酵母的电转 　酵母的过夜培养物转接至 150ml YPDA/

Kn ,30℃培养至 OD014～016 ,4℃离心收集细胞 ;等体积冷

无菌超纯水重悬 ;4℃离心收集细胞 ;弃上清 ,用一半体积无

菌冷超纯水重悬 ;4℃离心收集细胞 ;弃上清 ,用 80ml 1mol/ L

Sorbital重悬 ,4℃离心收集细胞 ;弃上清 ,1ml 1mol/ L Sorbital

重悬 ;将感受态细胞每 80μl 分装至 4℃预冷的 115ml 管中 ;

每管加入 5μg纯化后的质粒 DNA ,混合物转移至 4℃预冷的

电转杯 ,冰浴 2min ; 115kV , 25μF , 200Ω电击转化 ,加 1ml

1mol/ L Sorbital 重悬 ,混匀 ,玻璃珠涂板 ,每块 10mm 板涂

200μl。

4　酵母外源蛋白的表达及提取 　菌液 300μl 接种至 10ml

相应培养基中 ,30℃中振荡培养至菌液 OD约 113 ,离心收集

细胞 ,超纯水洗 1遍 ,溶解酶 25℃作用 80min ,离心 ,水洗 ;用

含蛋白酶抑制剂 Cocktail的 PBS重悬 , FRENCH PRESH微

量细胞高压匀浆仪在 800～1 000psi的压力下循环 5次破碎

细胞至悬液澄清 ,4℃暂存。

5　诱饵蛋白对酵母生长及接合的影响 　将等量的转有 BD2
E2载体和空载体 p GB KT7的酵母分别接种到相同体积的液

体培养基中 ,比较二者生长速度 ,评价诱饵蛋白对酵母生长
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的影响。将酵母菌株 AH109 [BD2E2 ]与 Y187 [p GADT72T ]

融合 ,涂布 SD/ 2Trp/ X2α2Gal , SD/ 2Leu/ X2α2Gal , SD/ 2Trp/ 2
Leu/ X2α2Gal 等平板 ,计算融合效率并与 AH109 [p GB KT72
53 ]与 Y187[p GADT72T]的融合效率比较 ,评价诱饵蛋白对

酵母结合的影响。

6　诱饵蛋白的自激活检测　挑取 5～10个 AH109[BD2E2 ]

单克隆划线至 SD/ 2Trp/ X2α2Gal , SD/ 2His/ 2Trp/ X2α2Gal ,

SD/ 2Ade/ 2Trp/ X2α2Gal等固体培养板 ,同时将阳性对照菌

株AH109[pCL1 ]及阴性对照菌株 AH109 [BD ]分别在同一

培养板划线 ,30 ℃培养 2～3d ,观察酵母菌落的生长状况。

7　酵母双杂交及阳性克隆的初筛 　挑取一个直径 2～3mm

的 AH109 [ p GB KT72E2 ]新鲜菌落 (两个月以内 ) 至 50ml

SD/ 2Trp液培养。30℃ 250～270r/ min摇床培养 16～24h。

OD超过 018后 ,离心收集细胞 ,重悬于约 5ml的残留液中 ,

细胞浓度 > 109cell/ mL。与 1ml 文库菌株 Y187 [pACT22X]

混合于 2L 锥形瓶中 ,加入 45ml 2 3 YPDA/ Kan ,轻轻摇匀。

30℃低速摇床培养 20～24h ,离心收集细胞 ,用 10ml 015 3
YPDA/ Kan重悬。将融合物以 1 :10 000 ,1 :1 000 ,1 :100 及

1 :10 稀释后 ,各取 100μl 涂布 SD/ 2Leu , SD/ 2Trp 及 SD/ 2
Leu/ 2Trp板用以计算筛选的克隆数和共转化效率。将剩余

融合物各取 200μl 涂布 50 个 150 mm 的 SD/ 2Ade/ 2His/ 2
Leu/ 2Trp 选择培养板上 , 30℃培养 8～21d。挑取直径大于

2mm的菌落再在 SD/ 2Ade/ 2His/ 2Leu/ 2Trp/ X2α2gal选择培养

基上进行第二次筛选。X2α2gal 检测α2半乳糖苷酶活性 ,即

MEL 基因表达 ,显示蓝斑者为阳性克隆。

8　阳性克隆质粒的提取　菌液 300μl接种至 3ml相应培养

基中 ,30℃振荡培养至 OD 约 113 ,8 000g 离心 5min ,弃上

清 ,溶解酶消化酵母细胞壁后 ,按从大肠杆菌中提质粒的方

法提取酵母细胞中的质粒 ,10μl 水溶 ,立即转化大肠杆菌 ,

Amp + LB固体培养基培养 ,挑取阳性克隆 ,培养后提取文库

质粒 ,用于测序及后续的阳性克隆基因的表达。阳性克隆测

序后 ,将其插入的肝细胞 cDNA基因于 GenBank数据库进行

同源搜索。

9　阳性克隆的验证 　通过文库载体上的引物 PCR扩增阳

性克隆中插入的 cDNA片段 ( X) ,将产物连入 pMD182T载

体 ,筛选正插克隆。N de I单酶切下片段 ,连入经 N de I处理

过的 p GB KT7载体中 ,筛选正插克隆 ,获得 BD2X融合载体。

将BD2X电转入 AH109。AH109 [BD2X]与 Y187 [ AD2E2 ]杂

交 ,进一步验证阳性克隆。

10　免疫共沉淀　构建 pcDNA311 ( + )2HA2P38IP重组质粒

并用磷酸钙转染法将质粒转染至 293 细胞。转染 24h后换

液 ,48h 后收集细胞 ,加 1ml 细胞裂解液 ( 20mmol/ L TB

p H714 ,150mmol/ L NaCl ,1mmol/ L EDTA ,1 %Triton X2100 ,

215mmol/ L 焦磷酸钠 , 1mmol/ L β2巯基乙醇 , 2mmol/ L

PMSF) ,4℃放置 5 min ,离心留上清。用 E2 单抗 15B2 与

protein A/ G琼脂糖珠 (Santa Cruz Biotech公司)偶连 ,再将大

肠杆菌表达的重组蛋白 E2 结合至琼脂糖珠上 ,裂解液洗 3

次 ,将处理好的 E2215B22琼脂糖珠与表达 P38IP的 293细胞

裂解液 4℃缓慢颠倒 3h ,使细胞裂解液中的 HA2P38IP能充

分与 E2结合。反应完成后 ,在 4℃以 3 000r/ min离心 3min ,

将琼脂糖珠离心至管底。小心吸去上清 ,琼脂糖珠用 500μl

裂解液洗 3次 ,每次将 Eppendorff管轻轻颠倒约 20次 ,然后

4℃3 000r/ min离心 3min ,吸去上清。最后加 30μl裂解缓冲

液重悬琼脂糖珠 ,加入等量 2 ×上样缓冲液悬浮 ,沸水浴

10min ,SDS - 聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( PA GE) ,转移到硝酸纤

维膜上 ,4 ℃封闭 2h ,一抗为 HA单克隆抗体 ,二抗为荧光标

记的羊抗鼠抗体 ,在 Odyssey 双色荧光扫描仪 (购自 L I -

COR)中检测。

结　　果

1　表达载体 BD2E2和 AD2E2的构建及酵母表达重

组蛋白 BD2E2和 AD2E2的活性鉴定

将 E2 基因正确克隆到载体 p GB KT7 和

p GAD T7中 ,分别获得酵母表达载体 BD2E2 及 AD2
E2。质粒 BD2E2 和 AD2E2 转化 AH109 酵母菌株

后 ,表达并提取酵母菌体总蛋白。在蛋白质免疫印

迹实验 ,抗 HEV单抗 15B2均能在相应的位置检测

到目的蛋白 (图 1) ,证实 BD2E2和 AD2E2都可在酵

母 AH109株中得到表达。以中和单抗 8C11为包被

抗体 ,分别以中和单抗 8C11、8H3 以及线性单抗

16D7为酶标抗体进行 EL ISA 检测 ,BD2E2 和 AD2
E2都有良好活性 ,并可形成二聚体 ,提示酵母中融

合表达的 E2空间构象未发生明显改变 (图 2) [4 ]。

图 1　蛋白免疫印迹检测酵母 AH109

株中表达的 BD2E2和 AD2E2

Figure 1　Analysis of BD2E2 and AD2E2 proteins

in yeast (AH109) cell with Western blot

1. Yeast (AH109) cell transformed with AD ; 2. Yeast (AH109)

cell transformed with AD2E2 ; 3. Yeast (AH109) cell transformed

with BD2E2 ; 4. Yeast (AH109) cell transformed with BD ; 5. E2

protein.
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图 2　BD2E2和 AD2E2对 3种 HEV单克隆

抗体的反应 ( EL ISA)

Figure 2　The immunoreactivity of BD2E2 , AD2E2

with HEV McAbs( EL ISA)

2　E2的表达对酵母细胞影响的检测

表达BD2E2和AD2E2的酵母菌落大小、颜色均

正常 ,在液体培养基中生长速率与空载体对照菌株

一致 ,提示 E2的表达对酵母细胞没有明显的毒性。

将克隆菌落涂布 SD/ 2Trp 和 SD/ 2Trp/ 2Ade培养平

板 ,30℃培养 5d。结果 SD/ 2Trp/ 2Ade 平板上未见

克隆长出 ,而 SD/ 2Trp 平板中的菌落经β2半乳糖苷
酶活性分析 ,24h内未见颜色变化。这些结果表明 ,

BD2E2和 AD2E2本身不具备自身转录激活活性。

上述实验结果表明 ,在酵母中与 BD 或 AD 融

合表达的 E2 仍然维持了较天然的空间构象 ,且无

自发激活功能 ,不影响酵母细胞的生长及接合 ,因此

可用于酵母双杂交的筛选。

3　E2相互作用蛋白的筛选

以 BD2E2为诱饵蛋白对人肝细胞 pACT2 质粒

预转化文库进行筛选 ,经营养缺陷选择及诱导筛选 ,

得到 121个阳性酵母克隆。提取这些酵母质粒转化

大肠杆菌 ,通过抗性选择筛出含 pACT22X的转化

子 ,测序 ,经序列比对分析合并相同的序列得到 15

株阳性克隆。将这 15 个 pACT22X 质粒电转入

Y187酵母菌 ,将 Y187[ AD2X]与 AH109[BD ]杂交 ,

剔除了 5株有反应的假阳性克隆 (有反应提示 AD2

X可能直接和报告基因启动子结合 ,或是直接与 BD

结合) 。

为进一步排除假阳性 ,我们互换诱饵蛋白及靶

蛋白的融合表达标签 ,再次进行双杂交筛选 ,即进行

AH109[BD2X]与 Y187 [ AD2E2 ]的双杂交。经营养

缺陷选择及诱导筛选最终得到 8株阳性克隆。对这

8个克隆的插入片段测序后在 GenBank数据库中进

行序列比对 ,发现有 4个片段没有同源蛋白匹配 ,另

外 4 个片段分别与 P450、p38 IP、DDAH2 以及

TRP13的一个片段同源 (表 1) 。
表 1　筛选出的 4株阳性克隆的序列比对结果

Table 1　BLAST results of four positive clones

Clone

no1

Homologous

protein

GenBank

accession no1
Position

Function of

homologous protein

87 P450 AAH96253 aa387 - 440 Drug metabolism2related en2

zyme

162 TRP13 AAQ18035 aa271 - 391 Transformation2related pro2

tein

175 p38 IP HS171185 aa510 - 733 P38 interaction protein

191 DDAH2 NP039268 aa176 - 285 Dimethylarginine dimethy2

laminohydrolase 2 , relative

with synthesization of NO

4　阳性克隆的体外验证

无论是诱饵蛋白与 DNA结合结构域在酵母中

的融合表达 ,还是文库蛋白与激活结构域在酵母中

的融合表达 ,都有可能因为打破原有酵母细胞内基

因表达的平衡而造成假阳。因此我们通过体外免疫

共沉淀进一步验证二者的相互作用。

由于克隆 162 对应的蛋白目前无功能性报道 ,

克隆 87在翻译框两侧含有部分可读通的内含子序

列 ,因此暂时不作深入验证。将克隆 175 和克隆

191内的 p38 IP 片段和 DDAH2 片段分别转移至

pcDNA311载体 (带有 HA 标签) ,转染 293 细胞。

结果转染 DDAH2 片段的细胞无法正常生长 ,而转

染 p38 IP片段的细胞生长正常。将转染 p38 IP 的

293细胞培养后裂解 ,裂液上清与事先用 E2蛋白和

抗 HEV单抗 15B2耦联好的琼脂糖珠混匀 ,免疫共

沉淀结果如图 3 ,pcDNA3112p38 IP转染细胞内可见

约 36kD的 p38 IP蛋白表达 (第 2道) ,并可与 E2蛋

白发生免疫共沉淀 (第 3 道) ,证实哺乳动物细胞内

表达的 p38 IP蛋白 aa510～573片段能与 E2蛋白相

互结合。
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图 3　E2蛋白与 293细胞内 p38IP的免疫共沉淀

Figure 3　Co2IP of E2 and P38IP

11 293 cell transformed with pcDNA311 ;21 293 cell transformed with pcDNA311 - p38IP ; 31 Co2IP of E2 and 293 cell transformed with pcD2

NA311 - p38IP ;41 Co2IP of E2 and 293 cell transformed with pcDNA311 ;51 Co2IP of PBS and 293 cell transformed with pcDNA311 - p38IP1

HA2p38IP has a molecular weight of 3115kD and the lower band probably is its degraded polypeptide1

讨　　论

HEV为 RNA 病毒 ,本身极易降解 ,天然 HEV

纯病毒很难通过分离得到 ,而且迄今为止还没有成

功的 HEV 细胞培养模型及细胞感染模型 , HEV 在

感染过程中发生的事件至今为止还一无所知。希望

通过对相互作用蛋白的分析可以对 HEV 感染的生

物分子机理有所理解。

此实验研究结果表明 , E2 能较好地再现 HEV

病毒衣壳的表面结构 ,则 HEV 与宿主细胞表面的

相互作用及进入细胞后的一些行为很可能就表现为

E2蛋白与宿主蛋白的相互作用上。我们验证了在

酵母中与 DNA 结合区融合表达的 E2 仍然维持了

类似的构象 ,这样提高了利用它来做诱饵蛋白筛到

有意义蛋白的概率。且该诱饵蛋白无自发激活 ,不

影响酵母细胞的生长及接合 ,因此以 E2 为杂交筛

选的诱饵蛋白是可行的。

为了尽可能减少假阳性 ,我们设置了多组实验

排除了那些直接和报告基因启动子结合 ,以及那些

直接与 DNA 结合结构域结合 ,而使报告基因得以

转录等的假阳性克隆。并且 ,为了排除由于与 结合

结构域融合表达形成特异的空间构象造成的假阳 ,

我们通过互换诱饵蛋白及文库蛋白分别带的融合表

达标签 (结合结构域及激活结构域)再次进行双杂交

筛选。另外 ,无论是诱饵蛋白与 DNA 结合结构域

在酵母中的融合表达 ,还是文库蛋白与激活结构域

在酵母中的融合表达 ,都可能打破原有酵母细胞内

基因表达的平衡而造成假阳性。我们利用免疫共沉

淀在体外进一步验证了在哺乳动物细胞表达水平

P38 IPaa510～733仍然与 E2存在相互作用。

有丝分裂原激活的蛋白激酶 (MAP K)途径是生

物体内最重要的信号转导途径之一 , 参与介导生

长、发育、分裂、分化、死亡以及细胞间的功能同步等

多种细胞过程[11 - 13 ]。p38 蛋白分子是该信号传导

途径的核心成分之一 ,能被多种炎性刺激所激活 ,

并对炎症的发生、发展起重要调控作用。p38 蛋白

的底物多是转录因子 ,最终导致多种炎症因子 (如

IL22 , IL28 , TNF 等)的大量表达。Balasubramanian

等[14 ]曾报道丙型肝炎病毒 ( HCV) 、艾滋病毒 ( HIV)

的膜蛋白 E2、gp120 共刺激 Hep G2 细胞 ,可激活

p38而使 IL28 表达量大大提高 ;临床中 , HCV 和

HIV重叠感染者体内 IL28 的表达量也是大大高于

常人。因此他们提出可能正是这种机制造成了细胞

功能紊乱及炎症的产生。已有研究表明 HEV 的

ORF3激活 MAP K的 ER K途径 ,提供细胞从静止

期向 S期转变的信号 ,有益于病毒在感染细胞中的

复制[10 ]。本研究发现 HEV ORF2能与一个 p38结

合蛋白 (p38 IP) 相互作用 ,可能意味着在细胞内

HEV ORF2激活 MAP K P38途径的可能 ,为进一步

深入研究 HEV 与宿主细胞的相互作用提供了重要

线索。
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Screening of Protein Interacting with HEV by Yeast Two2hybrid from Human

Leucocyte cD NA Library

HE Shui2zhen , L IN Yi2wei , ZHEN G Zi2zheng , WU Xia2cheng , ZHAN G J un , XIA Ning2shao
( National Instit ute of Diagnostics and V accine Development of Inf ectious Disease , Xiamen U niversity , Xiamen 361005 , China)

Abstract :Using yeast two2hybrid system to screen the protein interacting with HEV from human leucocyte cD2
NA library , four clones interacting with apoptin were identified1 One of them was P38 IP (aa5102733) 1 Cell co2
immunoprecipitation showed that E2 could bind to P38 IP in mammalian cells1
Key words : hepatitis E virus ( HEV) ; interactive protein ; yeast2two hybrid
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