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志贺氏菌引起的细菌性痢疾为一种全球性的肠道传染病。据估计，全世界每年感染的人数超过两

亿，由该病引起的死亡人数有 %3万左右［0］。该菌的致病性是由体内含有 #"$ HC的毒性大质粒决定的，
而大质粒上一个 "0HC的片段所编码的侵袭质粒抗原（I,J7K=’, L(7K<=M 7,E=?-,，IL7）是致病所必需的［#，"］。
近年来，国内外有关学者在原核生物中对 !"#$基因克隆及功能进行了较广泛的研究［!，3］，但在酵母细胞
中这方面的研究未见报导。从志贺痢疾杆菌中克隆了 !"#$ 基因，并在酵母细胞中得到了融合表达，为
将 IL7N应用于双杂交系统研究其在侵袭过程中的分子机制打下了基础。

! 材料和方法

!"!菌株和质粒
研究所用菌株和质粒见表 0。

表 ! 菌株和质粒

菌株或质粒 遗传型及性状 来源
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!"# 菌株培养
痢疾杆菌 #!3D4先在含 $)$#3_刚果红的 4TG（4Q@LE=KB7K- K’@ 7?7Q）平皿上划线培养，挑取红色菌落

接种于 4TN（4Q@LE=KB7K- K’@ CQ’E>）培养基在 "D‘摇床培养。S/3!用 ZN培养基培养、酵母菌 G/0$1 用

a]GS培养基培养、G/0$1转化后用 TS5:4QL培养基筛选培养。抗生素工作浓度：卡那霉素（\7,）3$#?5Z，
萘啶酮酸（.7(）!$#?5Z。

!"$ 工具酶及化学试剂
限制性内切酶，4! S.G连接酶、1#2 S.G 聚合酶、]XV片段回收试剂盒为 47\7V7公司产品；质粒提



取试剂盒为 !"#$%&’公司产品。()*+(单克隆抗体、,!-和 .-/)0"1培养基购自 23#45%(6公司。
!"# !"#$基因的扩增
取 78!9培养过夜的痢疾杆菌，离心弃上清后加等体积去离子水，沸水煮 :8$;4后离心，取菌裂解液

的上清 <!9为 !2=模板，反应体系中加入 <>7$$#3/9的 ?@0! A!9，:8 B !2=缓冲液 :8!9，<8!$#3/9的引物
!:、!< 各 :!9，补水至 :88!9。反应条件为：C7D E$;4后，按下列参数循环 F8次，C7D变性 F8G，7<D退火

F8G，H<D延伸 C8G，最后 H<D延伸 H$;4。
!"$ 重组质粒的构建
回收 !2=扩增片段经 !"#I和 $%&I双酶切后，再与质粒 1JKL0H经 !"#I和 $%&I双酶切的产物在 :MD

连接过夜。连接产物转化大肠杆菌 -N7"，提取重组质粒酶切鉴定。
!"% 序列测定
取酶切鉴定正确的重组质粒进行测序，由上海博亚生物工程有限公司完成。

!"& 酵母细胞的转化
按文献［M］用醋酸锂法将 1JKL0);1’K转化酵母 ON:8C细胞，铺 .-/)0"1平板筛选。

!"’ 酵母蛋白的提取
挑取 <$$P F$$大小的菌落过夜培养后，按 23#45%(6公司提供的操作说明，用尿素/.-.法提取酵母

蛋白质。

!"( )*)+,-./和0123145 6783395:分析
按文献［H］对表达产物进行 .-.)!OJQ和 R%G5%"4 S3#55;4&分析。由于 1JKL0H质粒在表达与 JO9E的

融合蛋白中含有 ()*+(标签，所以在 R%G5%"4 S3#55;4&分析时可用 ()*+(单克隆抗体检测所表达的融合蛋
白。

; 结果

;"! !"#$基因的 ,<=扩增结果
根据 J%4K’4T中的 ’()*基因序列，设计以下引物：
!:：7U)2O0 J22 O0J J00 O0J 2O0 OO0 J0O OJ2 O22)FU
!<：7U)OO2 0J2 OJ0 2OO J2O J0O J00 0J0 0J)FU
!:的 7U端加入了限制性内切酶 !"#I的识别位点，!<的 7U端加入了限制性内切酶 $%&I识别位点，可

使 !2=扩增片段插入到 1JKL0H表达载体的相应酶切位点中，并保证 ’()* 基因与 JO9E的 -@O结合结
构域融合后阅读框架正确。

;"; >.?@A+9>B?重组质粒的构建
’()*基因的 !2=扩增片段经 !"#I 和 $%&I双酶切，与表达载体 1JKL0H经 !"#I 和 $%&I双酶切后进

行连接，并转化大肠杆菌 -N7"，将该重组质粒命名为 1JKL0);1’K（见图 :）；提取转化子的质粒，经 !"#I
和 $%&I双酶切进行鉴定，能切出约为 :>HTS的 ’()*基因片段和 H> FTS载体片段。实验结果与预期所能
得到的片段大小相符，表明克隆 ’()*基因成功（见图 <）。
;"C 序列分析
对 1JKL0);1’K重组质粒进行序列分析，结果表明本实验克隆的 ’()* 基因所编码的氨基酸与文献

［A］报道一致。
;"# >.?@A+9>B? 转化酵母 -D!E(株

ON:8C株为色氨酸营养缺陷型，成功转化的 ON:8C 才可在缺少色氨酸的培养基上生长。培养
F P 7?，挑取一菌落用 !2=方法扩增 ’()*基因，得到约 :>HTS的条带（结果未显示），表明重组质粒转化酵
母细胞成功。
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图 ! 表达载体 "#$%&’(")$质粒图谱

图 * "#$%&’(")$重组质粒的酶切鉴定

!" #$% &’()*(；+" ,-./012,’. 3 !"#4 3 $%&4；

5" ,-./06 3 !"#4 3 $%&4；7" ,-./06"

图 + 表达产物的,-./-01
免疫印迹分析

!8 未转化的 %9!:;；

+8,-./012,’.转化的 %9!:;；

58,-./06转化的 %9!:;"

*23 表达产物的 454’67#8和,-./-01免疫印迹分析
提取未转化、转化 ,-./06和 ,-./012,’.质粒的 %9!:; 酵母蛋白

质，进行 <#<1=%->和 ?*@A*(B免疫印迹分析。结果显示 ,-./06空质
粒转化的酵母细胞表达出一约 +:)#的条带，其为融合 C1DEC标签的
-%F7转录激活因子 #$%结合结构域蛋白；,-./012,’.重组质粒转化
的酵母细胞表达出一更大分子量的蛋白条带，其应为带有 C1DEC标签
的 -%F7转录激活因子 #$%结合结构域和 4,’.融合蛋白；%9!:;酵母
细胞则没有表达条带（见图 5）。

+ 讨论

4,’.在志贺氏菌的致病过程中起着非常重要作用［;］。为了寻找
宿主细胞中与 4,’.相互作用蛋白分子，我们从志贺痢疾杆菌中克隆
了 ’()*基因。将其克隆到双杂交系统中的诱饵融合表达载体,-./06
上得到重组质粒。测序结果表明克隆到的 ’()* 基因虽与文献报道的

核苷酸序列略有不同，但所编码的氨基酸却相同，符合后续实验要求。重组质粒转化 %9!:;酵母细胞后
经 <#<1=%->和 ?*@A*(B GHIAA2BJ检测，得到了与 -%F7 #$% 结合结构域的融合表达。但在提取蛋白的过
程中，由于酵母细胞中含有较多的内源性蛋白酶，要适时地添加蛋白酶抑制剂，降低对目的蛋白的降解。

而且，重组质粒转化酵母细胞后应该用<#K10(,培养基筛选和培养，但在该培养基中蛋白表达量较低，很
难检测到目的蛋白。为此，我们改用 L=%#丰富培养基培养转化的酵母细胞，使蛋白表达水平有所提
高。本工作为进一步应用酵母双杂交系统筛选 4,’.的相互作用蛋白，了解 4,’.在致病过程中的分子机
制奠定了基础。

参 考 文 献

［ !］ F2BM*(G*(J % %，=’H 0" <A(’A(*J2*@ NI( M*O*HI,&*BA IN ,IA*BA2’H C’BM2M’A* +,’-.//) O’CC2B*" 0)""’1.，!;;5，!!：!PQ R !6;"
［ +］ D’S(*HH2 % 0，.’SM(E .，M’9’SA*O2HH* 9，.& )/ " THIB2BJ IN ,H’@&2M #$% @*US*BC* 2BOIHO*M 2B 2BO’@2IB IN 9*F’ C*HH@ GE

+,’-.//) 2/.31.4’ " 512."& 56671，!;QV，9:：!P7 R !6!"
［ 5］ <’@’)’W’ T，/’&’A’ /，<’)’2 0，.& )/ " X2(SH*BC*1’@@I@2’A*M J*B*A2C (*J2IB@ CI&,(2@2BJ 5! )2HIG’@*@ IN AY* +5:1)2HIG’@*

,H’@&2M 2B +,’-.//) 2/.31.4’ +’" 8 *)"&.4’#/，!;;Q，!;<：+7Q: R +7Q7"
［ 7］ -S2CYIB %，9*(@Y #，<&2AY D Z，.& )/ " <A(SCAS(*1NSBCA2IB ’B’HE@2@ IN AY* +,’-.//) O2(SH*BC* N’CAI( 4,’." 8 *)"&.4’#/，

:+7 微 生 物 学 报 75 卷



!""#，!"#（$）：#!%& ’ #!(% )
［ *］ +,-.,/0 1 2，34567 8 9，3:5;<:56 3 =，!" #$ ) >?@/,/0，4AB54CC,@/，:/D :EE,/,6F B<5,E,-:6,@/ @E 54-@GH,/:/6 %&’(!$$# )$!*+!,’

,/I:C,@/ B?:CG,D :/6,04/C JB:K :/D JB:>) -,."!’+ /*0, -1,’)，#&&%，"（$）：$"# ’ $"L)
［ %］ M,467 N，84:/ 9，1@@DC O 9，!" #$ ) JGB5@I4D G46P@D E@5 P,0P 4EE,-,4/-F 65:/CE@5G:6,@/ @E ,/6:-6 F4:C6 -4??C) 213$ 43’5 6!7，

#&&!，$%：#$!*)
［ (］ Q:GH5@@. 8，R5,6C-P = R，3:/,:6,C S) 3@?4-<?:5 -?@/,/0：: ?:H@5:6@5F G:/<:? ) !/D 4D) T4U V@5.：>@?D QB5,/0 W:H45 +54CC，

#&L& )
［ L］ X4/.:?4C:/ 3 3，K<FCC4 8 3，Y@B4-.@ N 8) >P:5:-645,7:6,@/ @E ,/I:C,@/ B?:CG,D :/6,04/ 04/4C（,B:K>N）E5@G %&’(!$$#

)$!*+!,’ ) -,.3 2#"$ 43#5 %3’ 8%4，#&LL，"&：&Z#( ’ &Z!# )
［ &］ >P4/ V，QG,6P 3 O，SP,5<G:?:, Y，!" #$ ) 9 H:-645,:? ,/I:C,/ ,/D<-4C G:-5@BP:04 :B@B6@C,C HF D,54-6?F H,/D,/0 J>=) /9:;

<，#&&%，!&：ZL*Z ’ ZL%" )

’()*+*, )- !"#$ ./*/ -0)1 %&!’())# *)(+,(-! 2*3 +45 6780/55+)*
+* 9/254 ’/((

V:@ [,:@! 1:/0 W4/0?,:/0# V:/ [,:@F<# V:/0 K@?</! W<:/0 2,<F<#!
（# =+7"’"1"! .) :’."!3&+.$.(>，43#5!?> .) 9’$’"#,> 9!5’3#$ %3’!+3!7，:!’@’+( #"""(#，A&’+#）

（! A.$$!(! .) B’)! %3’!+3!7，%&#+*’ 2.,?#$ 8+’C!,7’">，D’’#+ (#""%!，A&’+#）

:;5402<4： ’0#: 04/4 :GB?,E,4D E5@G % ) )$!*+!,’ !: HF +>O U:C -?@/4D ,/6@ BMKYS( I4-6@5
（T:G4D BMKYS\,B:K）:/D C4;<4/-,/0 ,/D,-:64D 6P:6 6P4 :G,/@ 4/-@D4D HF 6P4 -?@/4D 04/4 U:C 6P4
C:G4 :C 6P4 54B@564D；SP4 54-@GH,/:6,@/ B?:CG,D BMKYS\,B:K U:C 65:/CE@5G4D ,/6@ 6P4 F4:C6 C65:,/
9W#"&，,/ UP,-P 6P4 E<C,@/ 4AB54CC,@/ @E JB:K U:C :/:?F74D U,6P QNQ\+9M= :/D 14C645/ H?@66,/0 )
SP,C B5@I,D4D 6P4 H:C,C E@5 C-544/,/0 6P4 ,/645:-6,/0 B5@64,/ U,6P JB:K HF 6U@ PFH5,D CFC64G :/D </\
D45C6:/D,/0 6P4 E</-6,@/ @E JB:K ,/ 6P4 B:6P@04/4C,C @E % ) )$!*+!,’ E<56P45 )
=/> ?)035：%&’($$# )$!*+!,’，’0#: 04/4，=AB54CC,@/

R@</D:6,@/ ,64G：>:B,6:?“!$L”Y4F J//@I:6,@/ +5@]4-6（W"#"!#"Z%"##&）；>P,/4C4 T:6,@/:? +5@05:GC E@5 R</D:G4/6:? O4C4:5-P

:/D N4I4?@BG4/6（M#&&&"*$#"Z）
!>@554CB@/D,/0 :<6P@5 ) S4?^R:A：L%\#"\LZL!#"$$；=\G:,?：P<:/0?F_/,-) HG, ) :-) -/

O4-4,I4D D:64："L\Z"\!""!

#!$Z 期 姚 潇等：福氏志贺菌 ’0#:基因的克隆及其在酵母细胞中的表达




