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利用膜蛋白酵母双杂交系统构建人尿道上皮细胞 ｃＤＮＡ 文库
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(南华大学病原生物学研究所ꎬ特殊病原体防控湖南省重点实验室ꎬ湖南省子靶标新药研究

协同创新中心ꎬ湖南 衡阳 ４２１００１)

摘　 要:　 利用基于分离的泛素介导的膜蛋白酵母双杂交技术ꎬ构建人永生尿道上皮细胞(ＳＶ￣ＨＵＣ￣１) ｃＤＮＡ
文库ꎮ Ｔｒｉｚｏｌ 法提取人尿道上皮细胞总 ＲＮＡꎬ并分离纯化其 ｍＲＮＡꎻ以 ｍＲＮＡ 为模板ꎬ合成 ｃＤＮＡ 第一链、第二链ꎻ
通过 Ｔ４ ＤＮＡ 聚合酶将 ＤＮＡ 链两端加上 ５′接头ꎻ并将其大于 １ ｋｂｐ 的片段与膜蛋白酵母双杂交载体 ｐＰＲ３￣Ｎ 连接ꎬ
经电转化大肠杆菌感受态细胞ꎬ以构建基于分离的泛素介导的膜蛋白酵母双杂交 ｃＤＮＡ 文库ꎬ并检测文库的库容

量和随机性ꎮ 本研究成功构建了人尿道上皮细胞的基于分离的泛素介导的膜蛋白酵母双杂交 ｃＤＮＡ 文库ꎬ为进一

步研究泌尿生殖道感染病原体与宿主尿道上皮细胞的相互作用奠定了实验基础ꎮ
关键词:　 膜蛋白酵母双杂交ꎻ　 人尿道上皮细胞ꎻ　 ｃＤＮＡ 文库
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　 　 １９８９ 年由 Ｆｉｅｌｄｓ 等最早提出来的酵母双杂交

系统(Ｙｅａｓｔ ｔｗｏ￣ｈｙｂｒｉｄ ｓｙｓｔｅｍ)是用来检测细胞核内

的蛋白之间的相互作用ꎮ 而瑞士 Ｄｕａｌ ｓｙｓｔｅｍｓ

Ｂｉｏｔｅｃｈ ＡＧ 公司开发了一种新的基于分离的泛素介

导的膜蛋白酵母双杂交系统 ( ＤＵＡＬ ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｓｔａｒｔｅｒ ｋｉｔ)ꎬ该系统可以简便、快速、特异地用于检测

膜蛋白之间的相互作用[１￣３]ꎮ
生殖支原体、沙眼衣原体等泌尿生殖道感染病

原体主要通过与宿主细胞膜上相应的受体蛋白相

互作用而感染或侵入宿主细胞[４]ꎮ 当无限传代的

８７４ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＳｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１８ꎬＶｏｌ.４６ꎬＮｏ.５



人永生化尿道上皮细胞系(ＳＶ４０ Ｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄ ｈｕｍａｎ
ｕｒｏｔｈｅｌｉｕｍ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅꎬ ＳＶ￣ＨＵＣ￣１) 传到第 ２０ 代的时

候ꎬ依然可以检测到其标志性的蛋白ꎬ因此ꎬ该细胞

是研究泌尿道组织细胞的理想细胞[５]ꎮ 鉴于目前

国内外尚未见关于泌尿生殖道感染病原体是与人

尿道上皮细胞哪些受体蛋白相互作用ꎬ因而介导其

黏附或侵入细胞的报道ꎬ因此ꎬ本研究拟通过合成

人尿道上皮细胞的 ｃＤＮＡꎬ 利用膜蛋白酵母双杂交

系统构建 ＳＶ￣ＨＵＣ￣１ 细胞的 ｃＤＮＡ 文库ꎬ为下一步

研究泌尿生殖道感染病原体的受体及其与宿主细

胞的相互作用奠定实验基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 主要材料　 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂购自 Ｉｎｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬＯｌｉ￣
ｇｏｔｅｘ ｍＲＮＡ Ｋｉｔｓ 购自于 Ｑｉａｇｅｎ 公司ꎬ１ ｋｂ Ｐｌｕｓ ＤＮＡ
Ｌａｄｄｅｒ 和 ＵｌｔｒａＰｕｒｅ Ａｇａｒｏｓｅ 为上海海科生物公司产

品ꎬＳｕｐｓｃｒｉｐｔ ｄｏｕｂｌｅ ｓｔａｎｄ ｃＤＮＡ Ｋｉｔ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司ꎻ台式高速冷冻离心机( Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５４１７Ｒ) 为

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司产品ꎬＰＣＲ 仪和 ＭｉｃｒｏＰｕｌｓｅｒ 电转化

仪(１６５２１００)为 Ｂｉｏｒａｄ 公司产品ꎮ
１.２　 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取细胞总 ＲＮＡ　 提取细胞总 ＲＮＡꎬ
步骤简述如下:收集培养好的细胞样本ꎬ加入２.０ ｍＬ
Ｔｒｉｚｏｌꎬ室温静置 ５ ｍｉｎꎻ加入 ４ ｍＬ 酚￣氯仿ꎬ１２ ０００ ｇꎬ
４ ℃离心 １０ ｍｉｎꎬ再加入 ４ ｍＬ 异丙醇ꎬ１２ ０００ ｇꎬ４ ℃
离心 １５ ｍｉｎꎬ弃上清后用 ５ ｍＬ ７５％乙醇洗沉淀 ２
次ꎬ并用 ５００ μＬ ＤＥＰＣ 水溶解ꎬ取 １ μＬ 用于 １.０％的

琼脂糖凝胶电泳分析ꎬ其余－８０ ℃保持备用ꎮ
１.３　 ｍＲＮＡ 的分离　 细胞 ｍＲＮＡ 的分离按 Ｏｌｉｇｏｔｅｘ
ｍＲＮＡ Ｋｉｔｓ 的说明书进行ꎬ其步骤简述如下:将总

ＲＮＡ 转移到无 ＲＮＡ 酶的 ＥＰ 管中ꎬ向其中加入经

７０ ℃预热的 ＯＢＢ 缓冲液ꎬ混匀后立即置于 ７０ ℃水

浴 ３ ｍｉｎꎬ然后在 ２０~３０ ℃中放置 １０ ｍｉｎꎬ室温离心

２ ｍｉｎ 后弃上清ꎬ用 ４００ μＬ 的 ＯＷ２ Ｂｕｆｆｅｒ 重悬沉

淀ꎬ混匀后转移到 １.５ ｍＬ 离心柱上经 １４ ０００ ｇ 离心

１ ｍｉｎꎬ转移到一新的离心管后加入 １００ μＬ 的 ＤＥＰＣ
水(７０ ℃预热)ꎬ混匀后 １４ ０００ ｇ 离心 １ ｍｉｎꎬ转移离

心柱(Ｍｉｌｌｐｏｒｅ 公司)至新的 １.５ ｍＬ 离心管中加入

４００ μＬ 的 ＯＷ２ 缓冲液ꎬ离心 １ ｍｉｎ 后重复上一步

骤ꎬ再用水洗脱一次ꎬ合并两次的洗脱液ꎬ加入

６０ μＬ ２ ｍｏｌ / Ｌ 的乙酸钠和 ６００ μＬ 无水乙醇ꎬ混匀

后于－８０ ℃中放置 １５ ｍｉｎꎬ离心 １５ ｍｉｎꎬ用 ７５％乙醇

洗一遍ꎬ再次离心后溶于 ８ μＬ 的 ＤＥＰＣ 水ꎬ取 １ μＬ
电泳检测并测其 ＯＤ 值ꎮ
１.４　 ｃＤＮＡ 的合成　 将 ４.５ μｇ 分离纯化的 ｍＲＮＡ 补

体积至 ２２.５ μＬꎬ加入 ＤＥＰＣ 水 ３ μＬ 和 ２ μＬ ３′ ＲＴ 引

物ꎬ置于 ＰＣＲ 仪上 ７０ ℃处理 ７ ｍｉｎ 后置于冰上ꎻ同时

在另一个无 ＲＮＡ 酶的 ＥＰ 管中加入 １０ μＬ ５×ＲＴ
Ｂｕｆｆｅｒ、５ μＬ 水和 ２.５ μＬ １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ｄＮＴＰｓ 和 ５ μＬ
逆转录酶ꎮ 待引物反应管降至 ４５ ℃时孵育 ２ ｍｉｎꎬ将
其加入上述 ＰＣＲ 反应体系中ꎬ混匀ꎬ置于 ５０ ℃孵育

１ ｈꎬ即生成第一链 ｃＤＮＡꎮ 加入 Ｇｌｙｃｏｇｅｎ (２０ μｇ /
μＬ)、ＮＨ４ＯＡｃ(７.５ ｍｏｌ / Ｌ)和无水酒精于－８０ ℃沉淀ꎬ
１６ ０００ ｇꎬ４ ℃离心 ３０ ｍｉｎꎬ弃上清后加入 ７０％酒精ꎬ离
心后室温干燥并用 ６６ μＬ ＤＥＰＣ 水溶解 ｃＤＮＡꎮ 再通

过 ＤＮＡ 聚合酶合成 ｃＤＮＡ 相应的第二条链ꎬ然后加

入 １６０ μＬ 酚￣异戊醇￣氯仿混合物ꎬ离心 ５ ｍｉｎꎬ用乙醇

沉淀上清ꎬ再用 ３４ μＬ ＤＥＰＣ 水溶解ꎮ
１.５ 　 ｃＤＮＡ 与载体的连接 　 将 ｃＤＮＡ 产物与 Ｔ４
ＤＮＡ 连接酶于 １６ ℃孵育 ２４ ｈꎬ以将 ｃＤＮＡ 末端连接

上 ５′ Ａ 接头ꎬ经 Ｔ４ ＤＮＡ 聚合酶将其补平ꎬ将产物进

行琼脂糖凝胶电泳ꎬ切胶回收大于 １ ｋｂｐ 片段后用

ＤＥＰＣ 水溶解ꎮ 将 ７ μＬ ｃＤＮＡ 与 ３ μＬ 经酶切处理线

性化的 ｐＰＲ３￣Ｎ 载体混合ꎬ加入 ５ μＬ Ｉｎｆｕｓｉｏｎ 重组酶

和 ５ μＬ ＤＥＰＣ 水ꎬ混匀后于 ５０ ℃反应 １ ｈꎬ加入 ２ μＬ
蛋白酶 Ｋ 和 ７８ μＬ 无菌水ꎬ混匀并于－８０ ℃放置 １ ｈꎬ
加入 Ｇｌｙｃｏｇｅｎ (２０ μｇ / μＬ)、ＮＨ４ＯＡｃ(７.５ ｍｏｌ / Ｌ)和
无水酒精于－８０ ℃沉淀ꎬ离心后用乙醇洗涤ꎬ最后用

１０ μＬ ＤＥＰＣ 水重悬 ｃＤＮＡ 沉淀ꎮ
１.６　 电转化大肠杆菌感受态细胞　 将 ２.５ μＬ 重组

产物和 ５０ μＬ 感受态细胞加入－８０ ℃ 预冷的电转

杯ꎬ于电转化仪上电击后迅速加入 １ ｍＬ ＬＢ 培养基ꎬ
将 ４ 份转化后菌液合并后补足培养基到 ５ ｍＬꎬ３７ ℃
震荡培养 １ ｈꎬ将培养物稀释 １０１、１０２、１０３、１０４ 倍ꎬ分
别取 １０ μＬ 涂板ꎮ
１.７　 膜蛋白酵母双杂交文库的质量鉴定　 将 １０ μＬ
转化后细菌原液稀释 １ ０００ 倍后ꎬ取 １０ μＬ 涂布在

含氨苄抗性的 ＬＢ 平板上ꎬ２４ ｈ 后计数ꎬ以鉴定文库

的库容量ꎮ 为了鉴定插入片段的大小ꎬ随机在平板

上挑取 ２４ 个单克隆进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ再进行琼脂糖

凝胶电泳分析ꎮ ＰＣＲ 产物经 ＤＮＡ 测序后进行

ＢＬＡＳＴ 比对以分析其是否为人源性ꎮ

２　 结　 　 果

２.１　 成功提取 ＳＶ￣ＨＵＣ￣１ 细胞的总 ＲＮＡ　 提取了

ＳＶ￣ＨＵＣ￣１ 细胞的总 ＲＮＡꎬ并进行琼脂糖凝胶电泳分

析ꎬ结果如图 １ 所示:所提取的 ＲＮＡ 出现两条清晰的

条带ꎬ无降解ꎬ１８ｓＲＮＡ 条带亮度大约为 ２８ｓＲＮＡ 条带

的亮度的 １ / ２ꎬ这说明提取的 ＳＶ￣ＨＵＣ￣１ 细胞 ＲＮＡ 质
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量较好ꎬ完全满足后续构建文库的需要ꎮ

图 １　 ＳＶ￣ＨＵＣ￣１细胞总 ＲＮＡ 的琼脂糖凝胶电泳

１:Ｔｏｔａｌ ＲＮＡꎻＭ:ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ

２.２　 成功分离 ＳＶ￣ＨＵＣ￣１ 细胞的 ｍＲＮＡ　 用 １.０％
琼脂糖凝胶电泳分析经 Ｏｌｉｇｏｔｅｘ ｍＲＮＡ Ｋｉｔｓ 分离纯

化的 ｍＲＮＡꎬ如图 ２ 所示:ｍＲＮＡ 呈弥散灶分布ꎬ条
带清晰且分布均匀ꎬ说明分离的 ｍＲＮＡ 质量合格ꎮ
根据测定的 ＯＤ 值计算ꎬｍＲＮＡ 的总量约为５.１ μｇꎬ
说明成功分离到 ＳＶ￣ＨＵＣ￣１ 细胞的 ｍＲＮＡꎬ且分离

的量可以满足后续建库需要ꎮ
２.３　 构建的膜蛋白酵母双杂交文库具有较高的库

容　 为了检测文库的库容ꎬ将 １０ μＬ 原始电转化菌

图 ２　 人永生化尿道上皮细胞 ｍＲＮＡ 的分离与纯化

１:ｍＲＮＡꎻＭ:ＤＮＡ 分子质量标准

液稀释 １００ 倍后ꎬ取 １０ μＬ 涂板ꎬ平板上共长出 ２４０
个克隆ꎬ共有 ５ ｍＬ 原始电转化菌液ꎬ因此ꎬ总库容量

为:２４０ / １０×１００×１０００×５＝ １.２×１０７ＣＦＵꎬ说明构建的

文库具有较高的库容ꎮ
２.４　 构建的膜蛋白酵母双杂交文库具有高的重组

率和随机性 　 为进一步鉴定文库的重组率和随机

性ꎬ对随机挑取的 ２４ 个单克隆进行 ＰＣＲ 后经琼脂

糖凝胶电泳分析ꎬ结果如图 ３ 所示:２４ 个克隆均扩

增成功ꎬ其重组率达到了 １００％ꎻ且由图可知ꎬ插入

的片段长度处于 ４００~２ ０００ ｂｐ 之间ꎬ其平均长度约

为 １.２ ｋｂｐ 左右ꎬ说明文库具有较好的随机性[７]ꎮ
ＢＬＡＳＴ 分析表明这些外源插入片段均为人源性ꎮ

图 ３　 ＳＶ￣ＨＵＣ￣１细胞 ｃＤＮＡ 文库随机克隆的 ＰＣＲ 产物琼脂糖凝胶电泳

１~２３:ＰＣＲ 产物ꎻＭ:ＤＮＡ 分子质量标准

３　 讨　 　 论

泌尿系感染通常可导致不孕不育、急慢性非淋

菌性尿道炎[６]、子宫内膜炎等疾病ꎮ 且有相关资料

表明生殖支原体、穿透支原体等泌尿生殖道支原体

与人类免疫缺陷病毒(ＨＩＶ)的感染密切相关[７￣８]ꎮ

因此ꎬ近年来ꎬ泌尿生殖道病原体感染越来越引起

人们的广泛关注ꎮ
病原体感染或侵入宿主细胞依赖于病原体和

宿主胞膜上相应受体蛋白的作用ꎬ因此ꎬ病原体的

组织亲嗜性是由病原体的黏附蛋白和宿主细胞的

受体蛋白的特异结合决定的ꎮ 通过深入研究能与

０８４ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＳｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１８ꎬＶｏｌ.４６ꎬＮｏ.５



病原体特异结合的宿主细胞膜表面的受体ꎬ有助于

了解病原体的致病机制ꎬ并可利用受体模拟分子或

者拮抗分子来阻挡病原体黏附或侵入宿主细胞ꎬ从
而开发出新型药物或者疫苗防治病原体感染ꎮ

免疫共沉淀技术、亲和蛋白组学技术和酵母双

杂交技术等都可用于研究病原体与宿主细胞相应

受体蛋白之间的相互作用ꎮ 其中由 Ｆｉｅｌｄｓ 等在

１９８９ 年提出的酵母双杂交技术是现在研究蛋白质

相互作用的最有效的手段之一[４]ꎬ该方法利用诱饵

和猎物蛋白相互作用的报告基因ꎬ判断特定蛋白之

间有无相互作用[９]ꎮ 由于是在细胞核内融合蛋白

通过相互作用而激活转录ꎬ因此经典的酵母双杂交

系统并不可以用于膜蛋白之间的研究ꎬ而瑞士 Ｄｕａｌ
ｓｙｓｔｅｍｓ Ｂｉｏｔｅｃｈ ＡＧ 公司开发的基于分离的泛素介

导的膜蛋白酵母双杂交系统 ( ＤＵＡＬ ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｓｔａｒｔｅｒ ｋｉｔ)无需核定位信号、且泛素蛋白对具有相互

作用的蛋白的影响很小ꎬ可检测膜蛋白与其它蛋白

之间的相互作用[１０￣１２]ꎮ 因此ꎬ基于分离的泛素介导

的膜蛋白酵母双杂交技术目前已广泛用于寻找病

原菌与宿主细胞受体蛋白的相互作用ꎮ 如 Ｇｒｅｆｅｎ Ｃ
等利用该方法证实肺炎衣原体 ＣＰｊ０７８３ 蛋白能够识

别人 Ｈｕｎｔｉｎｇｔｉｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ１４ 蛋白[１３] 痢疾杆菌的 ＩｐａＣ
蛋白可以与人胶原酶蛋白发生相互作用ꎬ提示胶原

蛋白酶可能是痢疾杆菌的受体作用靶点[１４]ꎮ
为了阐明泌尿生殖道感染病原体与宿主细胞

受体蛋白相互作用的关系及其可能的致病机制ꎬ本
研究利用基于分离的泛素介导的膜蛋白酵母双杂

交系统构建了 ＳＶ￣ＨＵＣ￣１ 的 ｃＤＮＡ 文库ꎮ 在研究

中ꎬ我们使用同源重组的方式将合成的 ｃＤＮＡ 与经

酶切处理线性化的 ｐＰＲ３￣Ｎ 载体进行连接ꎬ由于线

性化的 ＤＮＡ 两端与基因组 ＤＮＡ 的多处序列具有同

源性ꎬ因而后续的重组连接更准确ꎬ该重组方法整

合了其它公司所用连接方法的优点步骤相对简单ꎬ
克服了其连接效率低的缺点ꎬ从而大大提高了文库

质量[１５]ꎬ且方便今后将该文库样本构建到任何其它

载体上ꎮ 本研究中构建的 ｃＤＮＡ 文库的库容达到了

１.２×１０７ꎬ一般而言ꎬ如果文库的平均滴度在 ５×１０６ ~
１×１０７ 之间ꎬ则表明文库的质量较好ꎬ且本研究中构

建的文库具有很高的重组率和随机性ꎬ因此ꎬ本研

究成功构建了基于分离泛素介导的膜蛋白酵母双

杂交系统的 ＳＶ￣ＨＵＣ￣１ ｃＤＮＡ 文库ꎬ为进一步研究泌

尿生殖道感染病原体与宿主细胞的相互作用ꎬ阐明

泌尿生殖道感染病原体感染宿主细胞的致病机制

奠定了实验基础ꎮ 我们在下一步的研究将利用此

文库筛选生殖支原体、沙眼衣原体和淋病奈瑟菌等

常见泌尿生殖道感染病原体的受体蛋白ꎬ以明确这

些病原体与宿主受体蛋白的相互作用、阐明其可能

的致病机制ꎮ
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