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要"目的
!

筛选胎肾上腺
IP!%

文库中与人中性粒细胞多肽"

3!X?-

$成熟肽具有相互作用的蛋白分子%方法
!

通过逆

转录
?

聚合酶链反应"

0A?X60

$成功获得
3!X?-

成熟肽基因!并将其插入酵母表达载体
Q

&TfA/

中构建诱饵质粒!转染酵母细胞

%3),.

!而后经缺陷性培养基上培养并观察
Q

&TfA/?3!X?-

在
%3),.

中的表达情况!检测诱饵载体有无毒性作用和自激活功

能%同时收集胎肾上腺!提取
0!%

!通过自我检测'分析'报告技术"

2S%0A

技术$制备人胎肾上腺
IP!%

文库%并采用
SFDIG?

KF̀C"WCR%

酵母双杂交系统从胎肾上腺
IP!%

文库中筛选与
3!X?-

成熟肽相互作用的蛋白%最后通过
X60

筛选获得阳性克

隆并测序!通过回转实验!谷胱甘肽巯基转移酶沉降技术"

&2A

Q

JHH9:N>

$以及免疫共沉淀实验再次验证二者的相互作用关系%

结果
!

成功构建诱饵质粒
Q

&Tf?A/?3!X?-

以及胎肾上腺
IP!%

文库并在酵母细胞中正确表达!筛选获得
3!X?-

成熟肽相互作

用的蛋白(((促肾上腺皮质激素受体"

%6A3?0

$

$

'钙粘着蛋白关联蛋白
)

"

6A!!T)

$'低密度脂蛋白受体相关蛋白
8

"

W0X8

$'成

对样同源域转录因子
$

"

XVÂ $

$等%最终选定
%6A3?0

作为主要研究对象!且经
&2A

Q

JHH9:N>

以及免疫共沉淀实验获得了证

实二者间具有相互作用的相应的条带%结论
!

从胎肾上腺
IP!%

文库中成功筛选得到
*

防御素
3!X?-

成熟肽相互作用蛋

白(((

%6A3?0

%

关键词"

*

防御素#双杂交系统技术#受体!促肾上腺皮质激素#人
*
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抗菌肽是一类小分子多肽#具有抗肿瘤*微生物和病毒作

用'

)

(

#而人源性防御素$

GJKF>9C#C>(;>(

&则是抗菌肽的重要

家族成员之一)又根据其结构*二硫键位置以及抗菌活性#分

为以下
-

类!

*

*

"

*

+

防御素'

$?+

(

)人源性防御素是一类具有广

泛抗菌谱的阳离子多肽#多表达于吞噬性白细胞以及黏膜表面

的上皮细胞中)其强大的抗菌活性*广泛的抗菌谱以及在多种

器官中的高表达#表明其在天然免疫中占有重要的地位'

)?-

(

)

不同于
"

防御素主要存在于受感染的皮肤*呼吸道以及泌尿生

殖道上皮#人源性
*

防御素除主要存在于正常及感染上皮细

胞'

8

(

)

*

防御素除具有广谱杀灭病原微生物功能外#还具有重

要的免疫调节功能#如促进吞噬细胞的吞噬#激活肥大细胞脱

颗粒#刺激肺上皮细胞释放趋化细胞因子#活化单核细胞分泌

8---

重庆医学
$,))

年
))

月第
+,

卷第
--

期



肿瘤坏死因子
*

$

A!7?

*

&和白细胞介素
)

"

$

VW?)

"

&#调节肾上腺

皮质激素#激活或抑制补体经典途径#促进未成熟树突状细胞

以及
A

细胞的活化和趋化'

<?/

(

)因此
*

防御素被认为是天然

免疫反应中关键的多功能效应分子之一)然而
*

防御素在调

节多种不同类型细胞的生物学功能过程中#其蛋白相互作用分

子及其作用机制目前了解还不十分清楚'

@?.

(

)

酵母双杂交系统$

M

CF(DDN:?G

M

L";9(

M

(DCK

&可直接用于检

测活细胞内的蛋白
?

蛋白之间的相互作用#具有高度敏感性)

随着它的广泛应用#大量重要的蛋白质之间的相互作用及新的

配体被发现'

),?))

(

)酵母双杂交系统现在不仅已广泛应用于筛

选未知蛋白和研究蛋白
?

蛋白之间的相互作用#也用于研究蛋

白与其他分子间的相互作用*蛋白的功能以及进行药物筛选

等'

)$?)8

(

)本实验构建了人中性粒细胞中含有的
*

防御素又称

人中性粒细胞多肽
-

$

GJKF>>CJD":

Q

G;H

Q

C

Q

D;9C-

#

3!X?-

&成

熟肽
IP!%

片段的酵母双杂交诱饵载体和胎肾上腺
IP!%

文

库#以利用酵母双杂交系统杂交技术#鉴定
3!X?-

与其反应的

相关蛋白分子#并通过谷胱甘肽巯基转移酶沉降技术$

&2A

Q

JHH9:N>

&以及免疫共沉淀实验再次验证二者的相互作用关

系#为阐明
3!X?-

发挥免疫调节以及抗微生物作用的分子途

径提供了有益的线索)

?

!

材料与方法

?*?

!

材料
!

表达载体
Q

&Tf?A/

质粒*

Q

&%P?A/

质粒*酵母菌

株
%3),.he)@/

购于
6H:>DCIG

公司%逆转录
?

聚合酶链反应

$

"CBC"(CD"F>(I";

Q

D;:>?

Q

:H

M

KC"F(CIGF;>"CFID;:>

#

0A?X60

&试

剂盒*

A+

连接酶*胶回收试剂盒购于
AF̀F"F

公司%质粒提试剂

盒购于赛百盛公司%

P!%

重组所用的各种限制性内切酶购于

晶美公司%

K0!%

提取试剂盒购于上海华舜公司%

2S%0A

IP!%

文库构建试剂盒#酵母
eXP

培养基#

2P

"

%9C

d

"

A"

Q

d

*

2P

"

3;(

"

A"

Q

d

*

2P

"

WCJ

d

"

A"

Q

d等培养基#以及醋酸锂购于美

国
6H:>DCIG

公司)

?*@

!

方法

?*@*?

!

诱饵质粒
Q

&TfA/?3!X?-

构建
!

3!X?-

引物!根据

XJLSC9

基因库提供的
3!X?-

全长
K0!%

序列$

&C>LF>̀

登

录号为
!X,,+-/,+

&#将序列输入
X";KC"X"CK;C"8

软件#设计

3!X?-

引物)正向序列!

8O?&6&&%%AA6&%6A&6A%A

A&6%&%%A%66?-O

%反向序列!

8O?&%A&%6&%6&6%

&6%&%%A&666%&?-O

)

3W?<,

细胞中总
0!%

的提取按

照
A0VU:H

说明书进行)

0A?X60

操作按
AF̀F"F

的
0A?X60

试剂盒说明书进行#反应所得扩增双链
IP!%

$

9(IP!%

&保存

于
d$,Y

)获得的
X60

产物进行
)*8Z

琼脂糖凝胶电泳分

析)电泳后切下相应位置条带#按
AF̀F"F

的胶回收试剂盒说

明书进行)将回收后的
X60

产物插入
Q

THJC(I";

Q

D?2f?

'

质粒

中#然后将重组质粒
Q

THJC(I";

Q

D?2f?

'

?3!X?-

双酶切后回收

小片断$双酶切和片断回收方法同前&#最后将其与
Q

&TfA/

空质粒经
'I:0

!

和
2FH

!

双酶切后回收大片断连接)酶切测

序鉴定#得到诱饵质粒
Q

&TfA/?3!X?-

)

?*@*@

!

诱饵重组质粒转化酵母菌株
!

用醋酸锂法将转化有诱

饵质粒
Q

&TfA/?3!X?-

以及空质粒
Q

&TfA/

的
%3),.

酵母

菌都分别涂布在
2P

"

A"

Q

d

*

2P

"

%9C

d

"

A"

Q

d

*

2P

"

3;(

"

A"

Q

d

*

2P

"

WCJ

d

"

A"

Q

d等
+

种营养缺陷性培养基上#于
-,Y

孵育
-

$

89

#观察酵母菌落生长情况'

+

(

)同时将这两种酵母菌在
2P

"

A"

Q

d

*

2P

"

%9C

d

"

A"

Q

d

*

2P

"

3;(

"

A"

Q

d

*

2P

"

WCJ

d

"

A"

Q

d 营养

缺陷培养基中培养
)<G

后测定菌液的
1P<,,

值)据此推定

翻译出的融合蛋白有无单独激活报告基因转录的作用及酵母

毒性)

?*@*A

!

胎肾上腺
IP!%

文库构建
!

提取胎肾上腺组织
0!%

#

根据
IP!%

文库构建手册进行胎肾上腺
IP!%

文库构建)然

后将得到的
9(IP!%

使用醋酸锂法转化酵母菌株
e)@/

'

)$

(

#转

移
)

#

W

的共转产物至
)KW

的
eXP%

液体培养基中#制成
)[

),,,

的稀释液#再从此稀释液中取
)

#

W

转移至
)KW

的
eX?

P%

液体培养基中#制成
)[)]),

< 的稀释液#取
$,,

#

W

的
)

]),

< 稀释液均匀涂布于直径
)8,KK

的
2P

"

WCJ

d的平板上#

-,Y

倒置培养至少
$,G

#计数平板菌落)根据参考文献'

)+

(

中的方法计算转化效率)

?*@*B

!

诱饵质粒与文库进行杂交
!

使用醋酸锂法将胎肾上腺

的
9(IP!%

以及质粒
Q

&%PA?"CI

顺序转化到已含有诱饵质

粒
Q

&TfA/?3!X?-

的
%3),.

酵母中#得到
<KW

转化液#取

每
)8,

微升均匀涂布于直径
)8, KK

的
2P

"

3;(

d

"

A"

Q

d

"

%9C

d的平板上$约
+,

块&#

-,Y

倒置培养
-

$

89

'

)+?)/

(

)转移

大于或等于
$ KK

的阳性克隆到
2P

"

3;(

d

"

A"

Q

d

"

%9C

d

"

WCJ

d

#

-,Y

倒置培养
-

$

89

#然后根据酵母在不同缺陷型培

养基上的表型和
"

?

半乳糖苷酶印膜法分析结果鉴定阳性克

隆'

)8

(

)

?*@*C

!

回转验证试验
!

将筛选得到的阳性克隆测序后经

&C>LF>̀

比对同源性后得到的序列结果$

^

&#通过
X60

扩增

后#与载体
Q

&%P"CI

连接后成为载体
?

Q

&%P"CI?̂

#与表达
Q

&?

TfA/?3!X?-

共转化酵母菌株
%3),.

菌株进行回转验证#将

配合产物按
)[),

*

)[),,

*

)[),,,

*

)[),,,,

铺于
?̂

*

?

E

FH

的四缺氨基酸营养培养基上
-,Y

培养
/9

)

?*@*D

!

&2A

Q

JHH9:N>

以及免疫共沉淀实验共同验证

%6A3?0

与
3!X?-

相互作用
!

首先提取
Q

&TfA/?3!X?-

质

粒
P!%

#并将
3!X?-

的开放阅读框亚克隆于
Q

&'̂ +A?)

载体

中#得到
Q

&'̂ +A?)?3!X?-

)然后以正向序列!

8O?&6&&%%

AA6&%6A&6A%AA&6%&%%A%66?-O

%反向序列!

8O?

&%A&%6&%6&6%&6%&%%A&666%&?-O

为引物构建

载体
Q

%6A$?%6A3?0

$<)?+8@

)并将
Q

&'̂ +A?)?3!X?-

重组质

粒转化大肠杆菌
TW$)

#使用终浓度为
)KK:H

"

W

的
VXA&

诱导

表达#细菌收集后使用磷酸二氢盐缓冲液$

XT2

&重悬#超声破

碎细胞#

)+,,,"

"

K;>

离心
)8K;>

收集上清液#上清液与谷胱

甘肽
?

琼脂糖共孵育
)G

后#经
XT2

洗涤
-

次#用
$,KK:H

"

W

的

还原性谷胱甘肽洗脱#洗脱的
&2A?3!X?-

融合蛋白经
2P2?

X%&'

确认相对分子质量)

Q

%6A$?%6A3?0

$<)?+8@

经酶切后线

性化#然后使用
A!A

,

iJ;Ì SF(DC"S;R

进行体外转录和翻

译)将体外转录*翻译反应液与琼脂糖
?

谷胱甘肽*

&2A?3!X?

-

混合#

+ Y

孵育
<,K;>

后#

XT2

洗涤
-

次#然后进行
2P2?

X%&'

电泳#转膜后使用
F>D;?%6A3?0

抗体检测)同时将

Q

&TfA/?3!X?-

经 双 酶 切 后 亚 克 隆 至
Q

6S5?3%

载 体

中000

Q

6S5?3%?3!X?-

#将
Q

%6A$?%6A3?0

$<)?+8@

经双酶切

后亚克隆至
Q

6S5?S

M

I

载体000

Q

6S5?S

M

I?%6A3?0

$<)?+8@

)

采用磷酸钙法分别将二者各
)

#

E

共转染人胚肾
$.-

细胞中)

收集裂解后的上清液#一部分用于蛋白质印迹检测#其余用于

免疫共沉淀实验)将
3%

多抗加入裂解液中#

+Y

孵育
)G

#然

后将
%

"

&

Q

HJ(

琼脂糖加入裂解液中#

+Y

摇动过夜)免疫沉

淀物用
)KW0VX%

缓冲液冲洗
+

次#然后经
2P2?X%&'

电泳#

<---

重庆医学
$,))

年
))

月第
+,

卷第
--

期



转膜后
'6W

发光试剂盒检测)

@

!

结
!!

果

@*?

!

诱饵质粒
Q

&TfA/?3!X?-

转化
%3),.

@*?*?

!

重组诱饵质粒
Q

&TfA/?3!X?-

序列测定与分析
!

构

建的重组诱饵质粒
Q

&TfA/?3!X?-

经测序分析#插入片段其

碱基序列与
3!X?-

成熟肽基因编码序列一致#且插入方向正

确#见插
!

图
)

)

@*?*@

!

诱饵质粒
Q

&TfA/?3!X?-

自激活检测
!

将重组诱饵

质粒
Q

&TfA/?3!X?-

转化
%3),.

分别在
2P

"

A"

Q

d

*

2P

"

%9C

d

"

A"

Q

d

*

2P

"

3;(

d

"

A"

Q

d

*

2P

"

WCJ

d

"

A"

Q

d

+

种营养缺陷培

养基上划板#

-,Y

培养#观察在各种培养基上的生长情况)转

化重组诱饵质粒
Q

&TfA/?3!X?-

的
%3),.

在
2P

"

A"

Q

d

*

2P

"

%9C

d

"

A"

Q

d

*

2P

"

3;(

d

"

A"

Q

d

*

2P

"

WCJ

d

"

A"

Q

d

+

种二缺陷

培养基的生长情况见插
!

图
$

)可见已转入诱饵质粒
Q

&?

TfA/?3!X?-

的
%3),.

酵母菌可在
2P

"

A"

Q

d单缺氨基酸营

养培养基上正常生长#而在二缺氨基酸营养培养基
2P

"

%9C

d

"

A"

Q

d

*

2P

"

3;(

d

"

A"

Q

d

*

2P

"

WCJ

d

"

A"

Q

d未见生长#结果与预期

一致#说明转化后的
%3),.

酵母菌无自激活发生)

@*@

!

胎肾上腺
IP!%

文库的构建

@*@*?

!

胎肾上腺
K0!%

提取
!

胎肾上腺用
A0VU:H

提取后行

)Z

琼脂糖凝胶电泳#总
0!%

富含的
$

条特异带!

$@2"0!%

和
)@2"0!%

以及小片段
82D0!%

带#分光光度测定总
0!%

的
%

$<,

和
%

$@,

可得
%

$<,

"

$@,

&

)*@

#说明所提取
0!%

纯度较高

且未降解)使用
K0!%

抽提试剂盒从胎肾上腺总
0!%

中磁

珠吸附
K0!%

#结果见图
-

#分布范围在
-,,

$

-,,,L

Q

之间#

符合
K0%!

分布的正常范围)

!!

)*K0!%

%

$*SF"̀C"$,,,

)

图
-

!!

胎肾上腺
K0!%

提取

@*@*@

!

胎肾上腺
9(IP!%

的合成及纯化
!

提取的胎肾上腺

K0!%

得到
9(IP!%

#经
)Z

琼脂糖凝胶电泳#扩增产物大小

约为
,*$

$

@*, L̀

#与预期相同)用
2XV!?A'+,,

柱子纯化#可

见纯化后
9(IP!%

与未纯化双链
IP!%

相比长度分布均匀#

可以满足
IP!%

文库构建的要求#见图
+

)

!!

)*SF"̀C"$,,,

%

$*

胎肾上腺
9(IP!%

%

-*

纯化后
9(IP!%

图
+

!!

胎肾上腺
9(IP!%

的合成与纯化

@*@*A

!

胎肾上腺
IP!%

文库转化效率鉴定
!

胎肾上腺
9(IP?

!%

和
Q

&%PA/?0CI

d转化
e)@/

酵母感受态细胞#单菌落计

数#计算转化效率约为
)*/]),

< 转化子"
-

#

EQ

&%PA/

"

0CI

d

#达到了文库构建要求的转化效率$

)*,]),

< 转化子"
-

#

EQ

&%PA/

"

0CI

d

&)按照
)8,

#

W

重悬菌液"
)$,KK

平板将

转化的$胎肾上腺
9(IP!%

和
Q

&%PA/

"

0CI

d

&的
e)@/

酵母

菌涂布于
2P

"

WCJ

d

$约
+,

个平板&#

-,Y

培养#用
7"CCU;>

E

KC?

9;JK

溶解保种#分装后
d@,Y

保存#血球计数板计数保种浓

度为
)*+]),

@

"

KW

$标准为
$]),

/

"

KW

&)

@*B

!

重组诱饵质粒毒性检测
!

挑取重组诱饵质粒
Q

&TfA/?

3!X?-

转化菌
%3),.

单克隆$

$

$

-KK

&接种于
2P

"

A"

Q

d

\

fF!F

液体培养基中#培养
)<G

#检测菌液的
1P

<,,

g,*.

#符合

进一步进行双杂交的要求$

1P

<,,

%

,*@

&)离心重悬于
8KW

2P

"

A"

Q

d液体培养基中#细胞计数板计数细胞密度
g)*-]

),

.

"

KW

#也符合进一步进行双杂交的要求$细胞密度应大于或

等于
)]),

.

"

KW

&)说明重组诱饵质粒
Q

&TfA/?3!X?-

无酵

母毒性#转化重组诱饵质粒的
%3),.

可用于下一步的酵母双

杂交)

@*C

!

阳性酵母菌
HFIj

报告基因表达的
"

?

半乳糖苷酶活性检

测
!

将阳性克隆点样于硝酸纤维滤膜上#液氮冷冻后室温裂

菌#

jLJ##C"

"

?̂

E

FH

溶液浸泡显色)如插
!

图
8

所示#其中有近

$,,

个克隆双杂交
%3),.

显色$图中选取阳性克隆集中拍

摄&#说明在这些双杂交
%3),.

酵母菌内同源重组人胎肾上

腺
IP!%

文库质粒表达蛋白与诱饵蛋白
Q

&TfA/?3!X?-

有

相互作用)

@*D

!

酵母杂交菌落
X60

及测序鉴定
!

将蓝色对应的阳性克

隆再次涂布四缺氨基酸营养培养基平板培养$重复
-

$

+

次&#

挑取新鲜菌落作菌落
X60

#如图
<

所示#

X60

产物凝胶电泳显

示产生
),,

$

)8,,L

Q

片段#大片段分子测序结果经
TW%2A

比对显示为无关蛋白)其余小分子
X60

产物测序并经

TW%2A

比对明确能与
3!X?-

相互作用的蛋白的种类#然后进

行回转试验验证最终的真阳性相互作用克隆)为进一步排除

假阳性#将筛选得到的每个
IP!%

融合质粒分别与
Q

&TfA/?

3!X?-

共转化
%3),.

进行回转验证#经营养缺陷选择及诱导

筛选最终得到
.

种真阳性相互作用克隆)对这
.

种克隆的插

入片段测序后在
&C>TF>̀

数据库中进行序列比对#发现有
8

个片段没有同源蛋白匹配)另外
+

个片段分别与促肾上腺皮

质激素受体$

%6A3?0

&

$

*钙粘着蛋白关联蛋白
)

$

6A!!T)

&*

低密度脂蛋白受体相关蛋白
8

$

W0X8

&*成对样同源域转录因

子
$

$

Q

F;"C9?H;̀CG:KC:9:KF;>D"F>(I";

Q

D;:>#FID:"$

#

XVÂ $

&的

片段同源#见表
)

)其中由于
%6A3?0

片段的同源性最高#且

克隆数重复最多选取了
%6A3?0

作为最终的研究对象)

!!

S

!

SF̀C"

%

)

$

),

!

X60

产物

图
<

!!

部分酵母杂交菌落
X60

鉴定

@*E

!

&2A

Q

JHH9:N>

及免疫共沉淀验证
%6A3?0

与
3!X?)

相互作用
!

经
VXA&

诱导后收集菌液#超声破碎后与谷胱甘

肽
?

琼脂糖共孵育后经
2P2?X%&'

电泳分离#采用考马斯亮蓝

/---
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染色可见相应条带)将该融合蛋白用于后续
&2A

Q

JHH9:N>

结果#然后将得到的翻译表达蛋白
S

M

I?%6A3?0

$<)?+8@

与其共

育后#经
2P2?X%&'

电泳分离条带#然后使用蛋白质印迹检测

可见相应条带#见图
/%

)

胞内免疫共沉淀实验结果显示#当用转染的全细胞裂解液

作
S

M

I

的蛋白质印迹检测时#可见转染
Q

3%?3!X?-

的细胞

有一个内源性的
S

M

I

条带#而转染两个载体的细胞有两个条

带检出#包括内源性的
S

M

I

和外源性
S

M

I?%6A3?0

$<)?+8@

#见

图
/T

#证明
S

M

I?%6A3?0

$<)?+8@

已有产物表达%当用抗
S

M

I

抗

体做免疫沉淀#行抗
3%

抗体蛋白质印迹检测#可检测到相应

3%?3!X?-

表达条带#见图
/6

%当用抗
3%

抗体免疫沉淀时#

行抗
S

M

I

抗体蛋白质印迹检测#可检测清晰的目的条带#见图

/P

)

表
)

!!

阳性克隆与
&C>TF>̀

同源性比对结果

编号 已知的同源序列编码蛋白 位置 克隆数 同源性$

Z

&

) %6A3?0$ FF$<)?+8@ + .<

$ 6A!!T) FF))@?$., ) .-

- W0X8 FF-+@?+<@ ) .,

+ XVÂ $ FF))8?)@, ) @8

!!

%6A3?0

$<)?+8@

的分析#-

d

.表明仅有
A>A

参与反应)

%

!对照%

T

!

+@G

后#整体细胞沉淀物被用于检测内源性和外源性的
S

M

I?

融合蛋

白%

6

!

3%

抗体的免疫共沉淀检测条带%

P

!

S

M

I

抗体的免疫共沉淀检

测条带)

图
/

!!

3!X?-

与
%6A3?0

$<)?+8@

免疫共沉淀实验结果

A

!

讨
!!

论

人源性
*

防御素包括了中性粒细胞多肽的
+

个家族成员

分子#即
3!X)

$

+

#以及肠道上皮细胞的
$

个家族成员分子)

*

防御素被视为机体黏膜炎症反应屏障抵抗病原微生物入侵

早期最主要的分子之一#同时对机体的免疫和炎症反应也具有

许多重要和复杂的调控作用'

)<?)@

(

)近年来研究发现
*

防御素

能够增强某些呼吸道致病菌对上皮细胞的黏附#诱导呼吸道上

皮细胞表达趋化细胞因子#促进呼吸道黏膜的损伤修复'

).

(

)

但是对于其研究多着重于肽分子与细胞相互作用后其效应的

观察#而对于分子与分子之间#比如
3!X?-

与细胞何种蛋白分

子起反应#以及反应后分子间的级联效应还有许多需要进一步

深入研究的地方'

$,?$$

(

)本研究采用的
Q

&TfA/

为
&FH+

酵母

双杂交系统特异的酵母表达质粒#该质粒预置了转录因子的

P!%

结合结构域的序列#通过基因克隆的方法#接入
3!X?-

的阅读框#可得到诱饵重组表达质粒
Q

&TfA/?3!X?-

)

3!X?

-

的基因位于
@

号染色体#有
-

个外显子#其编码的蛋白分子

为防御素前体$

Q

"C

Q

":?9C#C>(;>

&#约
.+

个氨基酸残基组成#经

过细胞内氨肽酶多次剪切后形成
-+

个氨基酸残基的成熟肽#

以发挥其生物学功能#所以本实验选择成熟肽编码基因作为插

入诱饵质粒的目的片段'

$-?$<

(

)

因为重组诱饵质粒表达的诱饵蛋白可能会激活报告基因

A"

Q

以及转入酵母菌后可能影响其生长#所以需要进行自激活

以及毒性鉴定)在单缺氨基酸营养培养基平板
2P

"

A"

Q

d中#

转化的
Q

&TfA/?3!X?-

酵母菌均出现白色菌落#而在二缺氨

基酸营养培养基平板
2P

"

%9C

d

"

A"

Q

d

*

2P

"

3;(

d

"

A"

Q

d

*

2P

"

WCJ

d

"

A"

Q

d中均没有菌落生长#说明重组诱饵质粒
Q

&TfA/

d

3!X?-

表达产物没有自激活效应#而单缺
2P

"

A"

Q

d液体培养

基培养#细胞密度可达
)*-]),

.

"

KW

#说明转化酵母菌在单缺

氨基酸营养培养基生长良好#同时也表明表达的诱饵蛋白也无

酵母菌毒性'

$/

(

)本研究的目的是为了探索防御素分子与胎肾

上腺组织中蛋白相互作用的分子基础#所以采用
2S%0A

技

术构建了胎肾上腺
IP!%

文库#该技术所需
0!%

较少#步骤

简单#易于得到较为富集的全长
9(IP!%

)本研究结果显示#

其库容量达
)*/]),

< 转化子"
-

#

EQ

&%PA/

"

0CI

d

#片段长度

达
-,,

$

-,,,L

Q

#符合文库构建要求)将
Q

&TfA/

d

3!X

d

-

*

人胎肾上腺细胞
9(IP!%

及文库质粒
Q

&%0A/

"

0CI

d顺序转

化酵母菌
%3),.

进行杂交#若有相互作用蛋白将产生阳性克

隆#但表达产物杂交过程中#存在非特异结合容易产生假阳性

克隆)为减少假阳性所带来的鉴定目的分子的困难#需要多次

对所得到的-阳性克隆.进行筛选鉴定)本实验用
"

?

半乳糖苷

酶活性实验以及四缺氨基酸营养缺陷培养进行了双重筛选#杂

交后获得近
.,,

个克隆#经双重筛选后得到
$,,

个候选阳性菌

落#明显减少了假阳性克隆数'

$@

(

)筛选出的阳性克隆株能在

四缺氨基酸营养培养基上反复传代培养)并经回转验证
"

?

半

乳糖苷酶印膜法检测以及免疫共沉淀鉴定相互作用确实存在)

可见酵母双杂交系统构建成功#从而为实验室的后续工作打下

坚实的基础)

本实验对部分候选阳性克隆进行菌落
X60

分析#其中较

大的片段可能含有人胎肾上腺
IP!%

文库中与
3!X?-

成熟

肽相互作用的蛋白分子#对这些候选克隆进一步分析鉴定#筛

选出
+

个与
3!X?-

成熟肽相互作用的特异蛋白分子)本实验

所得阳性克隆通过
X60

测序#并将测序结果在
&C>TF>̀

中比

对以寻找并明确未知的胎肾上腺组织中能与
3!X?-

相互作用

的蛋白)在阳性克隆中通过测序比对发现
%6A3?0$

能与

3!X?-

蛋白相互作用#进一步体外免疫共沉淀实验亦证实二

者能相互作用)目前#已有报道表明防御素具有封闭
%6A3?

0$

的功能#并且在急性感染时能够阻断具有免疫抑制作用的

肾上腺类固醇激素的产生'

$.

(

)所以研究
3!X?-

与
%6A3?0$

的作用很可能是
3!X

在细胞内外转运信号通路中的关键所

在)通过对
3!X?-

与
%6A3?0$

相互作用的进一步研究不仅

有利于阐明防御素发挥免疫调节作用的信号转导通路#还有可

能揭示与防御素相关疾病的发病机制#进而寻找治疗这些疾病

的有效方法)
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