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  对虾暴发性流行病是近十年来危害对虾养殖业发展的

重要病害之一, 其主要病原为对虾白斑综合症病毒

( WSSV ) [ 1]。近年来对 W SSV 的研究主要集中在其囊膜蛋

白、黏附蛋白等结构蛋白方面 [ 2]。本实验室经病毒结合分

析 [ 3]和病毒铺覆蛋白印迹技术 ( V irus overlay pro te in blot as-

say, VOPBA )初步研究, 已证实W SSV存在 4种病毒黏附蛋

白 ( VAP) ,其中 VAP1已确定为 WSSV囊膜蛋白 VP37[ 4] ,该

蛋白存在有特征性的细胞结合域 ( RGD )。编码的蛋白包含

281个碱基,与 H uang C, et al1 [ 5]报道的 VP37一致,其序列

分析中有一细胞吸附序列 ( Ce ll a ttachment sequence )基序

RGD ( A rg-G ly-A sp) , RGD一般为细胞外基质蛋白中细胞整

合素 ( In teg rin)家族受体上的识别位点, 在细胞吸附中起作

用 [ 6] , 映证了 VP37的细胞吸附能力。而 WSSV 结构蛋白

VP39缺乏相应的 RGD位点, 但在基因上与 VP37具有同源

性。本文通过扩增 Mp37、Mp39基因, 构建诱饵载体,并检测其

在酵母菌株 AH 109及 Y187中的转录激活作用, 目的是进一

步利用酵母双杂交系统钓取WSSV受体基因的 cDNA。

1 材料与方法

11 1 vp 37和 vp39基因的 PCR扩增  利用 P r im er Prem ier

软件设计引物, 以 NCB I公布的W SSV全序列 ( GenBank Ac-

cession No1AF369029)为运算模板, 分别在正、反向引物的 5c

引入 Nde I、P st I酶切识别序列, 由上海生工生物公司合成。

引物设计结果为: Mp37-Sense: 5c-TTC GGC ATA TGG CGG

TAA ACT TGG AT-3c (下划线为添加的 Nde I酶切位点 ),

Mp37-Antisense: 5c-GAG CCT GCA GTG TCC AAC AAT TTA

AAA AGA AG-3c(下划线为添加的 P st I酶切位点 ); Mp39-

Sense: 5c-TTC GGC ATA TGG CGG TAA ACT TGG AT-3c (下

划线为添加的 Nd e I酶切位点 ) , Mp39-Antisense: 5c-GAG CCT

GCA GTG TCC AAC AAT TTA AAA AGA AG-3c (下划线为添

加的 P st I酶切位点 )。

用 WSSV DNA做 PCR扩增模板, 反应条件以热启动方

式进行, 随后的反应参数为 95bC 1m in, 55bC 1m in, 72bC

1m in; 35个循环。72bC延伸 7m in。

11 2 vp 37和 vp39的定向克隆与鉴定  将 Mp37、Mp39分别做
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Nde I、P st I的双酶切,然后进行产物纯化,把酶切产物与同样

做双酶切的 pGBKT7线性载体连接。连接产物转化 DH 5A

感受态细胞。培养物涂布在 50Lg /mL卡那霉素的 SOB平板

上, 37bC培养约 12) 16h。从平板上随机挑取几个菌落做菌

落 PCR,反应参数为 95bC 1m in, 52bC 1m in, 72bC 1m in; 35个

循环。 72bC延伸 7m in。反应结束后, 每管取5 LL进行 1%琼

脂糖凝胶电泳, 检查有否扩增物。对有插入片段的菌落再次

扩增培养。用 SDS裂解法从培养物中提取质粒 DNA。取质

粒样品做 Nde I、P st I的双酶切鉴定; 分别将 200LL 含 pG-

BKT7-Mp37、pGBKT7-Mp39重组质粒的 DH 5A菌株 ( LB液体

培养基 ),送上海博亚公司测序。

11 3 酵母感受态细胞的制备  感受态细胞制备以前, 挑取

少量 Y187原始菌株冻存物,划线培养于 YPDA平板上, 30bC

倒置培养, 直至菌落出现 ( 0) 3d)。克隆出现以后 , 用 Pa ra-

film膜密封, 4bC下可保存 1个月。挑取一个克隆 ( [ 4周,

直径 2) 3mm )置于 1个 15 mL含 3 mL YPDA液体培养基的

灭菌离心管中, 30bC, 摇床振荡培养 8h; 转移 5 LL培养物于

1个 250 mL含 50 mL YPDA液体培养基的锥形瓶中, 30bC,

230) 250 r /m in, 16) 20h, OD600应达到 01 15) 013;培养物在

室温下, 3000 r /m in离心 5m in, 弃上清, 重悬细胞在 100 mL

YPDA液体培养基中, 30bC, 振荡培养 3) 5h ( OD600 = 01 4)

01 5);培养物在室温下, 3000 r /m in离心 5m in; 弃上清, 重悬

细胞在 60 mL灭菌去离子水中, 培养物在室温下, 3000 r /

m in离心 5 m in;弃上清, 重悬细胞在 3 mL 111 @ TE /L iAc溶

液中, 分装细胞悬液在 2个 115 mL的微量离心管中, 高速离

心 15 m in;弃上清, 重悬细胞在 600 LL 11 1 @ TE /L iA c溶液

中, 即为感受态细胞。

11 4 重组质粒转化酵母感受态细胞  设置 6个灭菌的 Ep-

pendo rf管, 按表 1 加入各组分。详细操作步骤参照 BD

M a tchm akerTM L ibrary Construction& Sc reening K its ( Clontech,

Cat1No1K16015-1)使用手册进行。

表 1 重组质粒转化酵母的组分及对照设置

Tab11 Com pon ents and con trol of recomb inant transform ing in to yeast

E ppendorf管编号 1# 2# 3# 4# 5# 6#

500ng /LL pGBKT7 ( LL) ) ) ) 015 015 )

50ng /LL pGBKT7-Mp 37 ( LL ) 3 3 ) ) ) )

50ng /LL pGBKT7-Mp 39 ( LL ) ) ) 3 3 ) )

10m g/mL H erring T estes C arrier DNA ( LL ) 5 5 5 5 5 5

AH 109感受态细胞 ( LL ) 50 ) 50 ) 50 )

Y187感受态细胞 ( LL) ) 50 ) 50 ) 50

PEG /L iA c溶液 ( LL) 500 500 500 500 500 500

11 5 重组子的自激作用检测  将 114中制备的混合物各取

100LL按 1B10、1B100和 1B1000稀释度分别涂在含 SD /-

T rp /X-A-Gal、SD /-T rp /-H is /X-A-G al、SD /-T rp /-Ade /X-A-Gal

选择培养基的 100 mm 培养皿上, 培养箱中 30bC倒置培养

3) 5d。其中 Y187 ( pGBKT7)平板用以计算转化效率。

11 6 DNA-BD融合蛋白毒性检测  在 11 5的平板上分别挑

取 AH109 ( pGBKT7-Mp37)、Y187 ( pGBKT7-Mp37 )、AH109

( pGBKT7-Mp39)、Y187 ( pGBKT7-Mp39)、Y187 ( pGBKT7)菌

株的较大单克隆 ( 2) 3 mm ), 分别接种于含有 50 mL SD /-

T rp /Kan ( 20 Lg /mL )液体培养基的锥形瓶中; 30bC, 140 r /

m in,过夜培养 ( 16) 24h); 取少量培养物, 用紫外分光光度

计检测 OD600, 通过光密度值的大小判断融合蛋白有无毒性。

2 结  果

21 1 vp 37、vp39基因扩增结果  

由图 1看出, 扩增效果较理想, Mp37、Mp39均与理论产物

大小吻合, 说明引物设计、反应条件合理。

21 2 重组子的酶切鉴定及测序  

pGBKT7-Mp37、pGBKT7-Mp39 酶切后, 小片段分别约

840bp、830bp, 与目标产物大小吻合, 大片段与对照酶切质

粒位置一致 (图 2、图 3), 说明 pGBKT7-Mp37、pGBKT7-Mp39

融合质粒的构建是正确的。另外由测序结果看, 与目标基因

的序列完全一致。

图 1 Mp 37、Mp 39基因的 PCR产物

F ig11  Agarose gel electrophores is of PCR products from Mp37

      and Mp39

Lane M: DNA 2000M arker; Lane 1: Mp37 gen e; Lane 2: Mp 39 gene
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21 3 Y187( pGBKT7) 平板的转化效率  

以 1B1000稀释板为计算依据, 计算的转化效率为 8 @

105 c lonies/Lg DNA, 符合实验要求。

21 4 DNA-BD融合蛋白的自激作用检测  

AH109 ( pGBKT7-Mp37)在 SD /-T rp/X-A-Ga l、SD /-T rp /-

H is /X-A-Gal、SD /-T rp /-Ade /X-A-Ga l上生长, 菌落大小在

3mm左右, 在培养基上实际呈蓝色 (图 4), 表明有较强烈的

自激作用。Y187 ( pGBKT7-Mp39)在 SD /-T rp /X-A-Gal、SD /-

T rp /-H is /X-A-G al、SD /-T rp/-Ade /X-A-Ga l培养基上表现正

常, 无自激作用。AH 109 ( L ibra ry)在 SD /-T rp /X-A-Ga l、SD /-

T rp /-H is /X-A-G al、SD /-T rp /-Ade /X-A-Ga l培养基也无生长,

说明文库中的 cDNA插入片段表达产物无结合域功能, 可用

于双杂交系统。另外, 对照菌株 Y187 ( pGBKT7-53)、Y187

( pGBKT7-Lam )、Y187 ( pGBKT7)在平板上的表型正常, 符

合实验要求。

图 4 AH 109 ( pGBKT7-VP37)菌株在 SD /-Trp /-H is /-Ade /X-A-Gal

        的培养结果

Fig14 Cu lture of AH 109 ( pGBKT7-VP37 ) on SD /-T rp /-H is /-Ade /

        X-A-Galm ed ium

215 DNA-BD融合蛋白的毒性检测  

经紫外分光光度计检测 OD600均大于 01 8, 符合实验要

求,表明 Mp37、Mp39的 DNA-BD融合蛋白在 AH 109、Y187中

能大量表达,均不呈现毒性作用。

3 讨  论

病毒蛋白铺覆技术研究结果表明, VP37具有体外实验

条件下与宿主细胞膜结合的活性, 这提示 VP37在W SSV感

染宿主的过程中可能起一定的作用, 找到与 VP37相互作用

蛋白,进而为定位 WSSV的受体以及确定防控WSSV引发的

对虾暴发性流行病对策奠定基础。

酵母双杂交是一种灵敏度高的研究蛋白相互作用的技

术,但假阳性是一个较突出的问题 [7]。靶基因的自身激活

作用就是造成假阳性结果的重要原因 [ 8, 9]。在应用双杂交

系统研究蛋白与蛋白相互作用, 尤其是筛选 cDNA文库之

前,首先要排除诱饵融合蛋白的自激活功能, 否则假阳性结

果会大大增加。

由本实验结果看, Mp37将 H is3、Ade2、MEL1三个报告基

因全部激活, 说明有较强烈自激活作用, AH 109 ( pGBKT7-

Mp37)表达的融合蛋白应该有转录激活域。我们没有使用

LacZ (A半乳糖苷酶 )报告基因, 因为 LacZ发挥作用的最适

pH为中性,而酵母的最适生长 pH为酸性。另外, L acZ、MEL

(B半乳糖苷酶 )属于显色性报告基因, 颜色变化受菌落密

度、显色底物的浓度及均匀程度等的影响, 不好判断相互作

用蛋白的结合强弱,只适合于同其他营养缺陷型报告基因配

合使用。

根据可能出现的假阳性结果, 有几种办法可消除假阳性

的干扰:一、如果融合菌株只在 SD /-H is培养基有少量生长,
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可通过在培养基中加入 3-AT ( 3-氨基三唑 )来降低或消除背

景; 二、如果在 SD /-H is、SD /-Ade均生长,可以利用定点突变

或基因重组的方式, 删除诱饵蛋白基因内部的激活域,然后

重新检测改造后基因的转录活性,或尝试用弱的启动子 [10]。

但是, 删除操作也可能消除相互作用蛋白的结构域; 三、可以

调换载体, 比如把 Mp37基因与 DNA-BD结合, 文库的构建采

用含 AD的质粒,但这样做比较麻烦的是, Mp37扩增引物以

及与 pGADT7的连接方式都要改变, 文库的构建方式也要调

整; 四、试用不同的双杂交系统。目前根据酵母双杂交系统

诱饵蛋白表达载体中融合蛋白的不同,酵母双杂交系统主要

分为 LexA系统和 Gal4系统,而选用不同的融合蛋白诱饵表

达载体与构建的重组诱饵蛋白的子激活作用有关。例如, 分

化抑制因子 ID1重组入 Ga l4系统的诱饵表达载体后, 将导

致自激活的发生 [110] , 而重组入 LexA系统就不发生自激活

作用 [ 12]。

本实验确证了 Mp37在酵母双杂交系统中有自激活作

用, 而 Mp39无自激活作用, 这为我们应用 Mp37、Mp39筛选

cDNA文库奠定了初步基础。下一步的工作是对 Mp37进行

改造, 消除其自激活作用。然后利用酵母双杂交系统筛选与

Mp37、Mp39有相互作用的蛋白。
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