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摘  要: 采用 PCR技术扩增蓖麻毒素 B链基因,并克隆入诱饵载体 pSos中,成功地构建了酵母双杂交诱饵载

体 pSos2RTB。将重组质粒与对照质粒共转化入酵母菌 cdc25H。结果表明:该段基因表达的蛋白对酵母菌

cdc25H 无毒性和无自激活作用,且在酵母细胞中定位正确。
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Construction of Ricin2B( RT2B) Gene Bait Vector and Verification of
Self2Activation in Yeast Double2Hybrid System
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Abstract: The ricin2B gene was cloned into the pSos vector. After being verified by restriction enzyme

digestion analysis, the recombinant bait vector pSos2RTB of yeast double2hybrid system was obtained.

Bait and target plasmids were cotransformed into the cdc25H yeast strain. This result means it was not

toxic to cdc25H and had no self2activation.
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  外源凝集素广泛分布于植物界, 其中多数是

无毒的。但是一些外源凝集素结合到核糖体上便

形成 Ò 型核糖体抑制蛋白,具有极高的毒性, 其中

最具代表性的是蓖麻毒素[122]。蓖麻毒素是由具

有酶活性的 A 链和具有凝集素活性的 B链通过

一个二硫键连接成的异二聚体。有报道指出,蓖

麻毒素A链的活性部分由 5个高度保守的残基组

成, 分别为 Y80、Y123、E177、R180、W211, 通过突

变分析出该5个残基在酶的催化和与核糖体相互

作用过程中起着重要作用[325]。而且A 链是一种

N2糖苷酶, 可以移去 28S rRNA 腺嘌呤残基, 导致

蛋白质的合成终止, 以致细胞死亡。蓖麻毒素 B

链具有凝集素活性, 可与暴露 B21, 4半乳糖苷键

结合,在少数细胞中还能与甘露糖结合,然后通过

内吞作用进入细胞的包涵体、高尔基体、内质网、

胞质溶胶等细胞器, 从而抑制蛋白质的合成,诱导

细胞因子产生, 产生脂质过氧化损伤和细胞凋亡

等一些毒性作用[6]。但到目前为止一些辅助性蛋

白在转运过程中的作用仍不是很明确, 所以为了

更好地阐明其转运机制,寻求互作蛋白已经成为

首要问题。

由于蛋白质与其他生物大分子间的作用依赖

于细胞内环境, 因而对受作用时间及作用力影响

较大的传统生化方法的应用受到一定程度的限
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制,且蛋白 ) 蛋白及蛋白 ) 核酸间作用的研究进

展缓慢。新兴起的双杂交系统应用有效的酵母遗

传学方法分析蛋白间相互作用, 能快速克隆编码

与某一蛋白作用的配体蛋白的基因, 因而得到广

泛应用[7]。本试验所采用的 CytoTrap酵母双杂交

系统,所有的蛋白间相互作用都发生在细胞质中,

所以这个系统可以称作是酵母细胞质双杂交系

统, 此方法可以弥补传统酵母双杂交系统的不

足
[8]
。

本试验克隆了蓖麻毒素 B链基因 (RTB) ,将

其插入酵母双杂交系统诱饵载体 pSos中, 构建成

为 pSos2RTB,为下一步利用酵母双杂交筛选与蓖

麻毒素 B链存在相互作用的蛋白质奠定了基础,

以便于进一步研究蓖麻毒素的转运机制及解毒药

物。

1  材料与方法

111  材料

cdc25H 酵母菌株及质粒 pSos、pSos MAFB、

pMyr laminc、pMyr MAFB均购自 Stratagene 公司,大

肠杆菌 DH5A感受态细胞为军事兽医研究所实验

室保存, pMD218T 载体、DL2000 Marker、DL15000

Marker、Not Ñ 和 Sal Ñ 酶等分子生物学试剂均购

自TaKaRa 公司。

112  诱饵质粒 pSos2RTB的构建

11211  蓖麻毒素 B链基因的克隆  设计 B链上

游含有 Sal Ñ 酶切位点的引物 5c2GTTGTCGACG2

GCTGATGTTTGTATGGATCCTG23c,下游含有 Not Ñ

酶切位点的引物 5c2ATTGCGGCCGCTTATCAAAAT

AATGGTAACCATATT23c, 提取蓖麻种子中基因组

作为模板进行 PCR。反应体系为模板 1 LL,上下

游引物各 1 LL, dNTP 5 LL, EXTaq 015 LL, dH2O

3615 LL, EXTaq Buffer 5 LL。反应条件为 94 e

2 min; 94 e 30 s, 55 e 30 s, 72 e 40 s, 30个循环;

72 e 5 min。PCR 产物即为两端含有相应酶切位

点的 RTB片段。

11212  重组质粒 pMD182T2simple2RTB(即pMD182

T2B)的构建及鉴定  PCR产物经琼脂糖凝胶电泳

后,使用凝胶回收试剂盒回收目的基因,按T载体

试剂盒操作说明与pMD18T2simple 载体连接( Solu2

tio Ñ 5 LL, 回收产物 4 LL, T载体 1 LL, 混匀后

4 e 连接过夜) ,用 CaCl2法转化大肠杆菌 DH5A,使

用氨苄抗性筛选阳性菌落并抽提质粒, 进行双酶

切鉴定。酶切体系为重组质粒 10 LL, Sal Ñ

215 LL, Not Ñ 215 LL,H2Buffer 215 LL, BSA 5 LL,

dH2O 2215 LL, 37 e 水浴 3 h。经双酶切分析证明

连接成功后, 将保留菌种送上海捷瑞生物技术有

限公司进行序列测定。

11213  诱饵重组质粒 pSos2RTB的构建及鉴定  

将重组成功的质粒 pMD182T2B及酵母表达载体

pSos分别经 Not Ñ 和 Sal Ñ 双酶切后, 琼脂糖电泳

回收纯化。按照 Solution Ñ 5 LL,载体 015 LL, 目

的片断 415 LL, 16 e 连接 4 h,然后 4 e 连接过夜。

将连接产物用 CaCl2 法转化大肠杆菌 DH5A,使用

氨苄抗性筛选阳性菌落并扩增、抽提质粒,双酶切

鉴定阳性质粒, 条件同本文/ 112120。将重组质粒

命名为 pSos2RTB,经酶切分析证明连接成功后,送

上海捷瑞生物技术有限公司进行序列测定。

113  cdc25H酵母感受态的制备

¹ 从 - 80 e 取用甘油储存的酵母菌种划线

于YPAD平板上, 22~ 25 e 培养 4 d直至长出单菌

落。用封口膜封好放于 4 e 储存 7 d。

º 挑取 cdc25H酵母平板上的一个较大的新

鲜菌落于装有 1 mL YPAD培养基的小离心管中,

振荡涡旋使细胞团彻底分散。

» 将悬液转移到装有50 mL YPAD的250 mL

锥形瓶中, 室温 220~ 250 r/ min 摇床培养 14~

16 h,直至其 OD600> 1100。

¼ 使用新鲜配制 YPAD培养液,稀释菌液至

OD600= 012, 室温继续振荡培养 3 h。

½ 将YPAD培养液室温下 1 000 r/ min 离心

5 min,弃上清, 再用 50 mL灭菌四馏水重悬沉淀,

在室温下 1 000 r/ min离心 10 min。

¾ 弃去上清液, 用 1 mL TE/LiAc 悬浮沉淀,

室温下 1 000 r/ min 离心 10 min, 吸去上清, 用

250 LLTE/LiAc 悬浮沉淀, 分装即为酵母感受态。

¿ 制备感受态的同时, 当步骤 ¼ 中菌液

OD600> 017时,将 75 LL菌液划线到 YPAD板上,

37 e 孵育, 4~ 6 d后观察该瓶菌液是否存在温度

突变菌株, 如存在突变现象, 则该感受态不可使

用。

114  酵母细胞的转化

利用LioAc转化法[9]向 2 h之内制备好的酵

母感受态中加入诱饵重组质粒 pSos2RTB, 再向该

离心管中加入终浓度 50 Lg/ mL 的变性鲑鱼精

DNA, 再依次加入 30 LL 10 倍 LiAc、30 LL 10 倍
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TE、240 LL 50% PEG3350, 剧烈振荡混匀 10 s, 使

其充分混合。将离心管置于 23 e 下 250 r/ min 摇

动培养45 min。每管中再加入 50 LL DMSO,轻轻

混匀。42 e 热激 15 min, 然后 8 000 r/ min 离心

5 min。弃掉上清, 用 1 mL TE 重悬沉淀, 再次离

心,重悬。从中吸取 200 LL涂到 SD/ glucose( - L)

平板上,置于 23 e 培养 4 d至菌落长出。再挑取

其中生长较大的菌落, 利用载体引物进行菌落

PCR,看其转化是否成功。

1. 5  重组诱饵质粒 ( pSos2RTB) 的自激活作用

和定位检验

为了减少隔代相传而产生假阳性结果, 采用

共转化法和 LioAc 转化法进行 5组试验。第 1组

(自激活阳性对照组) pSosMAFB质粒( 400 ng)和

pMyrMAFB ( 400 ng) , 第 2组 (定位阳性对照组)

pSosMAFB质粒 ( 400 ng)和 pMyrSB ( 400 ng) , 第 3

组 (阴性对照组) pSosMAFB质粒 ( 400 ng)和 pMyr

laminC( 400 ng) ,第 4组 (自激活检验组) pSos2RTB

(400 ng)和 pMyr ( 400 ng) , 第 5组 (定位检验组)

pSos2RTB ( 400 ng) 和 pMyrSB ( 400 ng)。利用

LioAc 转化法[9] , 方法同本文/ 1140, 将转化菌液铺

于 SD/ glucose( - UL)筛选平板上, 于 23 e 培养约

4 d,直至出现菌落。每组各挑取较大的 5 个菌

落,分别重悬于 25 LL灭菌水中,每份重悬菌液各

吸取 1滴 ( 215 LL为 1滴)分别滴于一个 SD/ glu2

cose( - UL)和一个 SD/ galactose( - UL) 平板, 同时

置于 37 e 培养 6 d,直至菌落有继续生长状态。

2  结果与分析

2. 1  重组质粒 pMD182T2RTB的构建及其鉴定

结果

重组质粒 pMD182T2RTB经 Not Ñ 和 Sal Ñ 双

酶切后电泳鉴定,目的片段大小约 786 bp, 与预期

大小相符。测序结果与标准序列 X52908 (Gen2

Bank)中 RTB基因相符合, 表明 pMD182T2RTB构

建成功(图 1)。

2. 2  诱饵重组质粒 pSos2RTB的构建及其鉴定

结果

重组质粒 pSos2RTB经 Sal Ñ 和 Not Ñ 双酶切

后电泳鉴定, 插入片段大小正确(图 2)。用酵母

表达载体 pSos引物进行测序, 结果证实片断为蓖

麻毒素 B链序列,表明诱饵重组质粒 pSos2RTB构

建成功。

M. DL Marker 2000; 1~ 2. pMD 18T2RTB经 Sal Ñ 和 Not Ñ 双

酶切 pMD 18T2RTB digest by Sal Ñ / Not Ñ

图 1  pMD18T2RTB质粒双酶切鉴定结果

Fig. 1. Identifica tion of pMD18T2RTB by restriction en2

zyme dige stion and analysis by electrophore sis

M. DL Marker 2000; 1~ 4. pSos2RTB经 Sal Ñ 和 Not Ñ 双酶切

pSos2RTB digest by Sal Ñ /Not Ñ ; M1. DL Marker10000

图 2 pSos2RTB质粒双酶切鉴定结果

Fig. 2. Identifica tion of pSos2RTB by restriction en2

zyme dige stion and analysis by ele ctrophore sis

2. 3  重组诱饵质粒 ( pSos2RTB)的表达与鉴定

结果

采用 LioAc法将构建成功的诱饵蛋白编码质

粒( pSos2RTB)转化于酵母感受态中, 在 23 e 培养

约 4 d的 SD/glucose ( - L)平板中筛选出假定阳

性克隆。利用酵母表达载体 pSos 引物对选出的

疑似阳性克隆进行酵母菌落 PCR, 快速筛选酵母

转化子,试验重复 3次。在 786 bp处均可见到目

的条带(图 3) , 证明转化成功。

400   吉林农业大学学报  2010年 8月

Journal of Jilin Agricultural University 2010 , August



M. DLMarker 10000; 1.诱饵质粒菌落 PCR 产物 PCR products

of pSos2RTB plasmid

图 3 酵母菌 cdc25H重组诱饵质粒 pSos2RTB的阳

性克隆 PCR扩增产物电泳鉴定

Fig. 3. Electrophore sis analysis of PCR amplifica tion

products of pSos2RTB pla smid in the cdc25H

yea st

2. 4  诱饵质粒的自激活检验和定位检验结果

挑选各转化组于 23 e 培养, 4 d后在 SD/ glu2

cose( - UL) 营养缺陷板上长出白色湿润菌落。分

别用灭菌水重悬所选择的较大菌落, 然后滴到 2

对SD/ glucose ( - UL) 和SD/ galactose ( - UL)营养

缺陷板上。将每组中的 1对 SD/glucose ( - UL)

和 SD/ galactose ( - UL)于 37 e 培养, 另 1 对于

23 e 培养。约 5 d,在 37 e 培养组中,可见到第 1,

2, 5组在 SD/ galactose ( - UL) 营养缺陷板上长出

菌落,而第 3, 4组在 SD/ galactose( - UL) 营养缺

陷板上无菌落长出 (表 1)。表明诱饵质粒无自

激活宿主菌 cdc25H 的作用,且该诱饵质粒表达的

融合蛋白在宿主细胞质中定位正确。

表 1 诱饵自激活情况及定位检验结果

Table 1. Ve rifica tion of Ba it pla smid self2 activa tion for Cyto Trap interaction assays

组别
Group

共转化质粒组合
Cotransformed plasmids

SD/ ( - UL) / 23e

Glucose

SD/ ( - UL) /37 e

Glucose Galactose

1 pSosMAFB和 pMyrMAFB + - +

2 pSosMAFB和 pMyrSB + - +

3 pSosMAFB和 pMyr + - -

4 pSos2RTB和 pMyr + - -

5 pSos2RTB和 pMyrSB + - +

  注: / + 0代表生长良好, / - 0代表不生长

Note: / + 0 represents cells growwell; / - 0represents cells fail to grow

3  讨  论

研究蓖麻毒素的互作蛋白, 将为其毒素转运

路径的确定和药物的研发提供一定的科学依据。

本试验通过酶切和测序鉴定已经成功构建诱饵重

组质粒pSos2RTB。利用 LioAc转化法将重组质粒转

化入 cdc25H 酵母菌中, 可见其能够在 SD/ glucose

(- L) 平板上长出菌落, 而未转化诱饵质粒的

cdc25H 酵母菌在 SD/ glucose( - L)平板上则未见

菌落生长。通过2种载体不同的筛选标志 ( pSos质

粒的筛选标志为- Leu, pMyr 质粒的筛选标志为

- Ura)和 cdc25H 酵母菌自身不能在 Leu(亮氨酸)

和Ura(尿嘧啶)营养缺陷培养基上生长的特性可

以证明诱饵质粒 pSos2RTB编码的诱饵融合蛋白

能够在宿主酵母菌成功表达。为排除使用该方法

所产生假阳性结果, 同时对诱饵质粒的自激活和

定位情况做了重复性验证,结果证明该重组质粒

无自激活和无毒性作用。本试验结果为下一步从

文库筛选蓖麻毒素 B链互作蛋白奠定了基础。
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