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摘要:【目的】为了探索嗜肺军团菌类真核效应蛋白 LegK3 的功能，并进一步筛选得到其在宿主细胞内的
作用靶点，我们利用酿酒酵母作为替代模型研究 LegK3 对宿主细胞的毒力效应，并针对其作用途径进行
了初步分析。【方法】设计引物完整扩增 LegK3、RalF、LidA 的 ORF，其中已知效应蛋白 RalF、LidA 基因作
为对照实验组;扩增片段与酵母表达载体 pESC-HK 连接构建成重组载体，转化酿酒酵母菌株 W303-1A，
使用含 2%半乳糖的选择培养基进行诱导培养，分别观察酵母细胞的生长抑制和 CPY 延迟情况;提取诱
导前、后的酵母菌体总蛋白用 c-myc 抗体检测效应蛋白的表达情况;用 anti-PGK、anti-CPY 抗体检测酿酒
酵母 CPY 的延迟情况。【结果】表达 LegK3 的酵母菌株出现了生长抑制的现象，并且 CPY 的成熟受到延
迟影响。【结论】LegK3 的异源表达能够抑制酿酒酵母的生长并延迟其囊泡蛋白 CPY 的成熟，推测 LegK3
可能通过作用于小泡运输途径来抑制真核宿主细胞的生长和分裂，以维持适合嗜肺军团菌繁殖的稳定胞
内环境。
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嗜肺军团菌( Legionella pneumophila)是引起严
重肺炎———军团病和庞蒂亚克热的革兰氏阴性胞内
条件致病菌［1 － 2］。该菌广泛地生活在水生环境中或
寄生在原生动物体内，当人体吸入含菌的气溶胶后，
该菌能在肺泡巨噬细胞中增殖进而导致疾病的产
生［3 － 4］。嗜肺军团菌成功进行胞内增殖的关键在于
通过 IVB 型 分 泌 系 统 分 泌 大 量 的 效 应 蛋 白

( effector)到宿主细胞内，使其躲避宿主细胞早期溶
酶体途径的伤害［5］，操纵宿主细胞的小泡运输途
径，募集内质网小泡、线粒体和核糖体等细胞器修饰
LCV(Legionella Containing Vacuole，简称 LCV)［6 － 8］，
控制宿主的存活与凋亡［9 － 11］以及帮助该菌裂解宿
主并逃逸［12］。在嗜肺军团菌的众多效应蛋白中，比
较有代表性的有 RalF 和 LidA。RalF 具有与 Arf1
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( ADP ribosylation factor 1 ) 的 GEF ( guanine
nucleotide exchange factor)中的 Sec7 结构域同源的
结构域，它能够伪装成 Arf1 的 GEF，激活 Arf1 并将
其募集到嗜肺军团菌的 LCV 上，从而达到利用 Arf1
募集高尔基体及内质网小泡来修饰 LCV 的目
的［13 － 14］。LidA 则能与小泡运输途径中另一个重要
蛋白家族 Rab 发生相互作用，通过亲和作用将 Rab
募集到 LCV 表面，进而募集运输小泡来修饰和伪装
LCV 以达到躲避溶酶体途径的目的［15 － 17］。值得一
提的是，军团菌分泌的许多效应蛋白含有真核生物
蛋白 的 结 构 域，这 些 蛋 白 称 为 类 真 核 蛋 白
( eukaryotic-like proteins)，类真核效应蛋白使得军团
菌在真核宿主体内增殖变得更加容易。然而由于效
应蛋白普遍具有功能上的冗余性，往往单个蛋白的
缺失并不能对细菌造成明显的影响，因此，对这些蛋
白各自的具体功能目前还知之甚少。LegK3 属于嗜
肺军团菌类真核效应蛋白中五个丝氨酸 /苏氨酸蛋
白激酶的一员，由基因 lpg2556 所编码。目前对
LegK3 的了解仅限于它所具有的激酶活性，以及能
够通过 IVB 型分泌系统分泌到宿主细胞内这一效
应蛋白特性［18］，深层次的功能尚未被探究。

酿酒酵母( Saccharomyces cerevisiae)是一种单细
胞真核生物，具有易于在实验室培养、遗传背景清
晰、基因操作技术成熟的特点，并且全基因序列已测
序完成，作为研究真核细胞途径的模式生物已有超
过 50 年的历史。在基因转录、翻译、细胞信号传导、
细胞骨架的动态平衡、小泡运输等途径上，酿酒酵母
与高等真核生物之间是保守的［19］，因此研究效应蛋
白对酵母的作用及生理途径的影响将为理清嗜肺军
团菌效应蛋白功能和致病机理提供重要的线索。本
文通过研究异源表达 LegK3 对酿酒酵母的影响，判
断其针对宿主细胞的作用途径或机制，为后续的深

入研究打下基础。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株:大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α:基
因型 supE44 ΔlacU169(φ80lacZΔM15) hsdR17 recA1
endA1 gyrA96 thi-relA1，中山大学微生物遗传学实验
室保存;酿酒酵母 W303-1A 菌株: 基因型 MATa
ade2-1 can1-100 his3-11，15 Leu2-3，112 trp1-1 ura3-
1，中山大学微生物遗传学实验室保存;嗜肺军团菌
Lp02 菌株:血清 1 型费城株，基因型 rpsL，HsdR －，
Thy －，由北京生命科学研究所邵峰博士馈赠。
1. 1. 2 质粒:pESC-HK:由 pESC-His ( Strategene 公
司)经中山大学微生物遗传学实验室陆敢重新构建
后将氨苄青霉素抗性改为卡那霉素抗性并保存。
1. 1. 3 主要工具酶、试剂及培养基:限制性内切酶、
T4 DNA 连接酶购自 New England Biolabs 公司，Taq
及 pfu 酶购自 TOYOBO 公司，DNA 快速回收试剂盒
购自 Omega 公司，用于蛋白电泳的 5x loading buffer
购自 Fermentas 公司，anti-myc 抗体及辣根过氧化物
酶标记的羊抗鼠 IgG 购自 Proteintech 公司，anti-
PGK、anti-CPY 购自 Invitrogen 公司。酵母培养基的
营养组分购自 Sigma 公司。主要培养基为 LB 培养
基、YPD 培养基、CSM-His 缺陷型培养基。
1. 2 效应蛋白表达载体的构建

根据嗜肺军团菌效应蛋白 LegK3、RalF 和 LidA
的 ORF 序列，分别设计完整扩增序列的上下游引物
P1、P2 ( LegK3)、P3、P4 (RalF)和 P5、P6 ( LidA)，采
用 BamHI 和 SalI 作为限制性内切酶，质粒 pESC-
HK 中自带的 myc 片段将作为效应蛋白表达的检测
片段。引物序列如下表:

表 1． 本文实验所用的引物
Table 1． Primers used in this study

primer sequence(5'→3') size / bp restriction enzyme

P1 CGCGGATCCGATGTTTGATAGAAATATAAAAGAAATA 37 BamHI

P2 ACGCGTCGACTAATTCAAAGCCTGAAT 27 SalI

P3 CGCGGATCCGATGCATCCAGAAATTGAAAA 30 BamHI

P4 ACGCGTCGACAAATTTTAATTGTCTACCTTTTTC 34 SalI

P5 CGCGGATCCGATGGCAAAAGATAACAAATCA 31 BamHI

P6 ACGCGTCGACTGATGTCTTGAATGGAGATAAA 32 SalI
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以嗜肺军团菌 L． pneumophila Lp02 的基因组
DNA 作为模板扩增 3 个效应蛋白的 ORF，反应条件
为:94℃ 2 min;94℃ 15 s，55℃ － 60℃ 30 s，68℃
75 － 140 s，30 个循环;68℃ 10 min。通过 1. 0 % 的
琼脂糖凝胶电泳鉴定 PCR 产物。将 PCR 扩增产物
经 DNA 凝胶回收试剂盒纯化回收后，用 BamHI 和
SalI 双酶切并再次回收，然后与同样经过 BamHI 和
SalI 双酶切并回收的 pESC-HK 质粒片段经 T4 DNA
酶连接，连接产物转化大肠杆菌 DH5α 感受态细胞，
挑取少量单菌落进行菌落 PCR 鉴定，鉴定为阳性的
克隆子送至 Invitrogen 公司进行测序。测序正确的
阳性克隆提取重组质粒保存备用。
1. 3 酿酒酵母生长抑制

按已有的实验方法［20］，将插入了效应蛋白 ORF
的重组质粒以及 pESC-HK 质粒空载体转化酿酒酵
母菌株 W303-1A。将转化子接种于 5 mL CSM-His
(2%葡萄糖)液体培养基，30℃ 250 r /min 培养 24
h。将培养液以 1:20 扩大培养到 30 mL 的 CSM-His
(2%棉子糖 + 0. 1% 葡萄糖)液体培养基中，30℃、
250 r /min 培养 12 h。取其中 15 mL 酵母培养液收
集菌体提取总蛋白，剩下的 15 mL 培养液离心收集
菌体，弃上清，用无菌 PBS 清洗菌体 2 次，加入
15 mL CSM-His(2%半乳糖)液体培养基重悬菌体，
30℃ 250 r /min 诱导培养 6 h。6 h 后测定 OD600，将
各菌株的诱导培养菌液用无菌 ddH2O 同时稀释到
OD6 00 = 1. 0，再按 100、10 － 1、10 － 2和 10 － 3的梯度进行
稀释。取上述 4 个梯度的稀释菌液分别在 3 块
CSM-His(2%葡萄糖)和 CSM-His(2%半乳糖)平板
上进行点板，每个梯度的稀释菌液点 4 μL，剩下的
菌体离心收集提取总蛋白。将平板分别置于 25℃，
30℃和 35℃ 进行培养，每个温度放置点板后的
CSM-His(2%葡萄糖)和 CSM-His(2%半乳糖)平板
各一块，3 － 4 d 之后对结果进行拍照。
1. 4 效应蛋白表达的鉴定与酿酒酵母羧肽酶 Y
(CPY)成熟途径抑制
1. 4. 1 效应蛋白表达的 Western blot 鉴定:分别收
集经过诱导表达及未诱导的酵母细胞，3500 × g 离
心 5 min，弃上清，用 4℃预冷的无菌 PBS 清洗菌体 2
次，再加入 1 mL 重悬菌体。将菌液转移到预先称重
的 1. 5 mL 离心管中，10000 × g 室温离心 1 min，弃
上清，再次称重。称重后计算菌体的重量(按湿重
1 g ≈ 1 mL)，加入适量 0. 1 mol /L 氢氧化钠溶液重

悬菌体，室温静置 20 min。静置后 10000 × g 室温离
心 1 min，弃上清，按每 2. 3 mg 湿重菌体加入 50 μL
的比例加入适量 5 × loading buffer 重悬菌体，沸水浴
10 min 后 12000 × g 离心 5 min，吸取上清液即为酵
母菌体的总蛋白。将总蛋白于 10% 的分离胶中进
行 SDS-PAGE 凝胶电泳。电转印至硝酸纤维素膜，
用含 5%脱脂奶粉的 TBST 封闭过夜，TBST 洗涤 3
次，与 anti-myc 单克隆抗体(用 TBST 作 1∶ 1000 倍稀
释)室温作用 2 h，TBST 洗涤 3 次，与辣根过氧化物
酶标记的羊抗鼠 IgG(用 TBST 作 1∶ 5000 倍稀释)室
温作用 1 h，TBST 洗涤 3 次，将膜置于化学发光印迹
系统上显色并观察。
1. 4. 2 酿酒酵母羧肽酶 Y 成熟途径抑制实验:将
上一步骤中提取的各个酵母表达菌株的菌体总蛋白
以相同体积上样量进行 SDS-PAGE 凝胶电泳，以内
参抗体 anti-PGK 进行 Western Blot 分析。得到的
PGK 条带用 Image J 软件进行扫描分析，计算出条
带之间的量差关系，调整各样品的上样体积至 PGK
内含量一致，再用抗体 anti-PGK 及 anti-CPY 分别进
行 Western blot 分析，显色并观察结果。

2 结果

2. 1 效应蛋白的酵母表达菌株的构建
以嗜肺军团菌 Lp02 的基因组 DNA 作为模板进

行 PCR 扩增得到 LegK3、RalF 和 LidA 编码基因的
ORF 片段。经过限制性内切酶酶切、T4 DNA 连接
酶连接、转化大肠杆菌 DH5α、菌落 PCR 鉴定、阳性
转化子测序等步骤之后，将构建成功的重组载体以
及质粒空载体分别转化酿酒酵母菌株 W303-1A。
通过 PCR 鉴定分别挑选含有重组载体和空载体的
酵母转化子，完成表达菌株和空白表达对照的构建。
2. 2 效应蛋白表达的鉴定

将点板实验前收集的未经诱导及诱导 6 h 后的
酵母菌体收集提取总蛋白，利用 pESC-HK 载体上带
有的 c-myc 标签进行 Western blot 分析效应蛋白在
酵母菌株中的表达情况。结果如图 1 所示，未经诱
导的酵母菌体总蛋白均未能检测到效应蛋白的表
达，而经过 2%半乳糖为碳源诱导 6 h 后的酵母菌体
总蛋白能在约 54、44 和 85 kDa 处检测到条带，分别
与 LegK3、Ralf、LidA 的预期大小一致，表明经过诱
导后效应蛋白在酵母菌株内顺利表达。
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图 1． Western blot 分析效应蛋白在酿酒酵母中的表达

情况
Figure 1． Expression analysis of effectors in S． cerevesiae by Western

blot． Lane 1，LegK3 uninduced; lane 2，Legk3 induced; lane 3，

LidA uninduced; lane 4，RalF uninduced; lane 5，LidA induced;

lane 6，RalF induced．

2. 3 LegK3 对酿酒酵母的生长抑制

图 2． 效应蛋白表达对酿酒酵母的生长抑制情况
Figure 2． Growth defect of S． cerevesiae induced by expression of L．

pneumophila effectors． Each yeast strain was prepared as ten-fold

serial dilution and spotted onto selective plates containing 2%

glucose or 2% galactose．

分别将含有空载体及 LegK3、RalF 表达载体的
酵母菌体调整浓度到 OD6 00 = 1. 0，按 100、10 － 1、

10 － 2、10 － 3的梯度进行稀释后在 CSM-His(2% 葡萄
糖)和 CSM-His(2%半乳糖)平板上进行点板，其中
CSM-His(2%半乳糖)作为诱导表达平板。点板结
果显示两种平板上空载体对照菌落的生长情况基本
保持一致，未出现生长抑制的情况。正对照 RalF 表
现出很强烈的抑制作用，在 25℃、30℃、35℃ 3 个温
度梯度下酿酒酵母菌体均无法正常生长。而表达
LegK3 的菌体在 3 个温度梯度下同样表现出较强的
生长抑制情况，其中 35℃下抑制作用最为明显(图
2)。点板结果表明 LegK3 的表达能引起酿酒酵母
较强的生长抑制情况，对酿酒酵母的生长存在毒力

作用。
2. 4 酿酒酵母 CPY 成熟途径抑制实验

CPY 是酵母细胞内囊泡上的一个组成蛋白。
囊泡属于分泌蛋白，其前体经过内质网合成后运送
到高尔基体进行翻译后修饰才能成为成熟的囊泡而
被分泌到胞浆环境。在翻译后修饰的过程中 CPY
的前体从内质网到高尔基体最后变为成熟蛋白的 3
个状态下其分子大小会发生变化，从 67kDa 到
69kDa 再到最终的 61kDa。若效应蛋白表达后对酵
母的小泡运输途径有影响，则会体现在 CPY 从前体
到成熟体的成熟时间上出现延迟，可通过 Western
blot 进行判断。分别将含有空载体及 LegK3、LidA
表达载体的酵母菌体在 CSM-His(2%半乳糖)液体
培养基中诱导 6 h，收集诱导及未诱导的酵母菌体提
取 总 蛋 白 以 用 抗 体 anti-PGK 及 anti-CPY
( Invitrogen)分别进行 Western blot 检测，其中 PGK
作为内参。Western blot 结果显示表达了 LegK3 及
正对照 LidA 的菌株的 CPY 出现了分子量稍大
(67kDa)的前体( p)及分子量稍小(61kDa)的成熟
体(m)两种条带，而空载体菌株则只有 61kDa 的成
熟体条带(图 3)。实验结果表明 LegK3 的表达对酿
酒酵母囊泡蛋白 CPY 的成熟存在延迟作用，即
LegK3 作用于酿酒酵母的小泡运输途径。

图 3． 效应蛋白表达对酿酒酵母 CPY 的影响
Figure 3． Influence of effector expression on CPY in S．

cerevesiae． p: precursor of CPY; m: mature CPY．

3 讨论

由于真核生物的胞内生理途径在模式上具备高
度保守性，因此以酿酒酵母作为替代宿主模型并在
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其中异源表达细菌效应蛋白是筛选、研究效应蛋白
功能及作用途径的常用方法。如 Heidtman 等利用
酿酒酵母的胞内异源表达从嗜肺军团菌 127 个效应
蛋白中筛选到 21 个影响小泡运输途径的蛋白［21］。
Campodonico 等则利用酿酒酵母作为替代宿主发现
了嗜肺军团菌效应蛋白 Ralf 具有 GEF 的功能以及
与 Arf 家族的关系［14］。嗜肺军团菌作为胞内条件
致病菌，影响并控制宿主的分泌途径是其效应蛋白
的主要功能之一。在酵母细胞中，内质网和高尔基
体之间的小泡运输过程是胞内分泌途径的重要环
节，其中 COPII 小泡负责完成内质网到高尔基体的
顺向运输。新合成的蛋白质开始分泌时，具有 GEF
功能的 Sec12 催化 Arf-GDP 转换成活化状态 Arf-
GTP，后者插入内质网膜，在 Sec16 的承托下与
Sec23 /24、Sec13 /31 以及货物蛋白(Cargo)组装成预
出芽复合物 ( pre-budding complex ) 并出芽形成
COPII 小 泡，最 后 具 有 GAP ( GTPase-activating
protein)功能的 Sec23 催化 GTP 水解，Arf-GTP 重新
转换成 Arf-GDP 并脱离 COPII，完成出芽过程。
COPII 由微管输送到高尔基体，通过自身的 v-
SNARE ( vesicle-soluble N-ethylmaleimide-sensitive
protein receptor) 与高尔基体上特异性的 t-SNARE
( target-SNARE)识别结合，最终完成了内质网到高
尔基体的小泡运输过程［22 － 26］。本文中实验结果表
明，LegK3 的异源表达抑制了酿酒酵母的生长，并使
其 CPY 前体出现富集现象。结合小泡运输的具体
过程，上述结果提示我们 LegK3 的表达可能抑制了
酿酒酵母的 COPII 途径，相应地，被分泌到真核宿主
细胞中的 LegK3 也很可能是作用于此途径。

此外，在真核细胞小泡运输途径中，以 p38 为代
表的 MAPK (mitogen-activated protein kinases)蛋白
激酶家族发挥了重要的调控作用。如 Wang 等将
HeLa 细胞同步化在 G2 /M 期并通过抑制 Sec13 /31
的组装来抑制 COPII 的形成，但失活 p38 MAPK 后
发现 Sec13 /31 的组装及 COPII 的形成均得到了恢
复，表明 p38 MAPK 对 COPII 途径具有负调控作
用［27］。而 Blagoveshchenskaya 等则发现 p38 MAPK
使高尔基体上的磷脂酶 SAC1 解聚并通过 COPI 小
泡运输回到内质网，从而释放了高尔基体的分泌功
能［28］。本实验室前期对 LegK3 的生物信息学分析
显示 LegK3 的结构域和 p38 MAPK 具有较高的相似
性［29］，结合文中 LegK3 延迟 CPY 成熟这一结果，我

们推测 LegK3 可能具有与 p38 MAPK 相似的针对
COPII 途径的抑制作用。而基于 LegK3 在嗜肺军团
菌指数生长后期大量表达这一事实［30］，我们进一步
推测 LegK3 主要在胞内增殖后期发挥作用，通过作
用于 p38 MAPK 相关的功能途径来抑制宿主细胞的
生长和分裂，以维持相对稳定的胞内环境并最终保
障增殖过程的顺利完成。然而 p38 MAPK 又广泛参
与到小泡蛋白装配、信号识别以及微管运输等调控
过程［31］，因此 LegK3 的详细作用机制还需进一步的
研究。综上所述，本文的研究结果为 LegK3 的功能
研究指明了方向，今后如能进一步确定其作用机制
和靶标，对于嗜肺军团菌这一大类类真核激酶效应
蛋白的研究，无疑都将起到推动作用。
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Legionella pneumophila eukaryotic-like effector LegK3
inhibits growth of Saccharomyces cerevisiae and modulates
its vesicle trafficking pathway

Jiaming Wang 1，2，Xianghui Li 2，3，Aifeng Chen 1，Yongjun Lu 2*

1 Guangdong Institute of Microbiology，State Key Laboratory of Applied Microbiology，South China (The Ministry-Province
Joint Development)，Guangzhou 510070，Guangdong Province，China
2 School of Life Sciences and Biomedical Center，Sun Yat-sen University，Guangzhou 510275，Guangdong Province，
China
3 Jiangsu Information Institute of Science and Technology，Nanjing 210042，Jiangsu Province，China

Abstract:［Objective］ To study biochemical functions of the Legionella pneumophila eukaryotic-like effector protein
LegK3，the budding yeast Saccharomyces cerevisiae was used as an alternative host in which growth defect induced by the
ectopic expression of LegK3 was assessed． ［Methods］ Using genomic DNA of the L． pneumophila strain Lp02 as
template，we respectively amplified and inserted the ORF sequences of legK3，ralF or lidA into the plasmid pESC-HK to
yield the ectopic-expression plasmids． Then，the recombination plasmids were transformed into the yeast strain W301-1A．
With 2% -galactose induction，growth defect and carboxypeptidase Y (CPY) delay were determined simultaneously． In
parallel，total yeast proteins before or after induction were extracted and subjected to Immunoblot assay． For detecting the
expression of effector proteins or determining CPY delay，anti-c-myc or anti-PGK / anti-CPY antibodies were utilized
respectively． ［Results］ The expression of LegK3 resulted in visible growth defect in yeast cells，together with obvious
retard in CPY processing． ［Conclusion］ L． pneumophila eukaryotic-like effector LegK3 might target and interfere with
the vesicle-trafficking pathways，thereby to inhibit the growth and division of host cells．
Keywords: Legionella pneumophila，effector，LegK3，Saccharomyces cerevisiae
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