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糖皮质激素受体结合域诱饵表达载体的构建及鉴定

郝* 坡!，刘北忠!，欧阳峰&，王东生!，刘* 畅!，钟* 梁!，金丹婷!，王* 翀! * * （ !重庆医科大学医学检验系临床生物化

学教研室，临床检验诊断学省部共建教育部重点实验室，重庆 %"""!)；&广东省人民医院皮肤性病科实验室，广州 $!""""）

* * 摘* 要：目的* 构建糖皮质激素受体（ +,-././012./23 04.451/0，67）结合域的诱饵表达载体。方法 * 78#9:7 扩增
67结合域，克隆入 5;<!’#8，测序正确后，再亚克隆入诱饵载体 56=>8? 中，再把构建好的诱饵载体 56=>8?#67 转化
到酵母 @A!"B 细胞中，并用C4D140E F,/1分析诱饵蛋白的表达情况，同时检测诱饵蛋白的毒性和自激活作用。结果* 成功
扩增了 67结合域，并分别成功克隆到 5;<!’#8和 56=>8? 中，测序结果正确。诱饵载体成功转化到酵母 @A!"B 细胞中，
无毒性和自激活作用，C4D140E F,/1分析结果也证实了酵母细胞高表达诱饵蛋白。结论* 成功构建了 67结合域的酵母诱
饵表达载体。
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* * 糖皮质激素（ +,-././012./D140/23，6:）的生物学效
应的发挥取决于靶细胞上的糖皮质激素受体（ +,-#
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././012./23 04.451/0，67）的介导。67 主要存在于细胞
质中，是激素核受体的重要成员，也是一种重要的核转

录因子，67基因片段由转录调节域、<O@结合域及激
素结合域组成。在富含丝#精氨酸蛋白 5("（]402E4 #Q0#
+2E2E4 02.M 50/142E 5("，]75(".）的参与下，67前T7O@
的不同剪接体形成糖皮质激素受体 ! 亚单位（67!）
和 "亚单位（67"）& 种亚型［!］。67可分为 ( 个区：氨
基末端激活功能域（@P#!）、<O@结合域与羧基端配体
结合域（ ,2+QE3 F2E32E+ 3/TQ2E，I=<）。I=<不但与 6:
结合，而且也参与了 67 核移位及与其他转录因子的
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相互作用［$］。本研究通过构建 %& 受体的 ’() 诱饵
表达载体，使其在酵母细胞中表达相应蛋白，从而通过

%&与 %*的结合，利用小分子配体酵母三杂交技术来
筛选与杂合小分子配体相互作用的靶蛋白，旨在为建

立小分子配体酵母三杂交系统奠定基础。

!" 材料与方法

+# +" 材料
" " ,-.$ 细胞与 )/-! 细胞由本室保存；质粒小抽试剂盒、
0*&产物纯化试剂盒、胶回收试剂盒购自上海华舜；12)+345
载体、构建载体所需要的各种内切酶、56 )78 连接酶、!"# 酶、
逆转录酶、各种 0*&试剂和部分 )78 标准购自 59,9&9 公司；
总 &78提取试剂盒、部分 )78标准购自上海生工；胎牛血清、
+.6: 培养基购自 /;*<=>?公司；胰蛋白胨、酵母提取物、葡糖糖
购自 @ABC? 公司；1%(,5D4() 克隆载体、8/+:E 酵母菌株、F)
基础培养基、各种缺陷培养基、G4!4H9<等购自 *<=>I?JK公司；硫
酸腺嘌呤、0L%、5L、’B8*、玻璃珠、蛋白酶抑制剂 0?1MI9IB> 8、
’?N1?1IB>、(?>O9PBCB>?、81Q=IB>B> 与 02FR 均购自 FBHP9 公司；
)78结合域（()）单克隆抗体购自 *<=>I?JK 公司；/&04羊抗鼠
多克隆抗体购自 F9>I9 *QNO公司；化学发光试剂盒购自 SB9H?>?
公司；预染蛋白标准购自赛百胜公司；所需引物交上海生工生

物技术公司合成。

+# $" 方法
+# $# +" 诱饵载体 1%(,5D4%&的构建［!］

+# $# +# +" &540*&扩增 %&结合功能片段" " 首先在 %?>(9>T
中找到 %&（登录号为 G:!$$-）的 P&78 序列，全长 6 D33 U1，
其开放阅读框架为 $ !!6 U1，进一步分析它的结构发现其中
’()区域在与配体结合中发挥重要作用，应该是其功能域。通
过培养 ,-.$ 细胞、提取总 &78后，进行 &540*&，&540*&的引
物设计为：上游 -V485%%85***88*55%%8%%85*85%4!V；下
游 -V4%%%5*%8*%85555*88**8*55*84!V，其中在上游引物
-V端加入 $"%/"酶切位点，下游引物 -V端加入 &"’"酶切位
点。采用宝生物公司二步法进行 &540*&。逆转录：首先 !: W
保温 +: PB>，然后 6$ W !: PB> ，最后 EE W - PB> 灭活逆转录
酶活性。0*&反应体系：+: X UNYY?Q - #<，C750 2BAINQ?（各 $# -
PP=< Z ’）6 #<，上下游引物（ +: 1P=< Z #<）各 $ #<，Q!"# 酶
:# - #<，CC/$ @ 补充到 -: #<。0*& 扩增参数：预变性 E6 W
- PB>，E6 W !: M、-. W !: M 、D$ W 6- M，!- 个循环，最后 D$ W
延伸+: PB>。用 $[琼脂糖凝胶电泳对 0*&产物进行分析。
+# $# +# $" 重组载体 12)+3454%&的构建和转化" " 0*& 产物
纯化后，然后与 12)+345 在 +. W过夜连接，连接产物转化
)/-!感受态细胞，将转化后的 )/-!铺到涂有 .: #< $[ G4H9<
和 -: #< $:[ \05% 的氨苄青霉素平板，进行蓝白斑筛选。
!D W $6 K后挑取阳性克隆进行摇菌，提取质粒进行酶切和
0*&鉴定，阳性克隆进行测序。
+# $# +# !" 重组载体 1%(,5D4%&的构建和转化 )/-!" " 转化
1%(,5D 到 )/-! 中，然后铺平板 ’(（卡那霉素，-: #H Z P<），
!D W $6 K后挑取单个菌落进行摇菌，!D W $-: Q Z PB>摇 +$ ]

+. K后提取质粒。紫外分光光度计测质粒浓度后用 $"%/"和
&"’"对 1%(,5D 进行双酶切，同时对重组质粒 12)+3454%&进
行双酶切，!D W酶切 6 K 后，取 - #< 进行 $[琼脂糖凝胶电泳
分析酶切结果，并将剩余酶切产物全部电泳进行胶回收，回收

产物测浓度后按比例进行连接。+. W过夜后，将连接好的重
组质粒转化 )/-!感受态细胞。提取质粒 1%(,5D4%&，对重组
质粒进行酶切分析和 0*&鉴定。
+# $# +# 6" 重组载体 1%(,5D4%& 转化酵母 8/+:E 菌株及鉴定
" " 酵母感受态细胞制备和转化均参考28*/28,L& 5^=4K;4
UQBC M;MI?P! _M?Q 29>N9< 和 ‘?9MI 0Q=I=J=<M /9>CU==T（ *<=>4
I?JK）。先用 5L Z ’B8*方法制备酵母 8/+:E 感受态细胞，然后
用 0L% Z ’B8*法将 1%(,5D4%&转化到酵母 8/+:E 感受态细胞
中。将转化有 1%(,5D4%& 的感受态细胞铺 F) Z 45Q1 平板，
!: W培养 ! ] - C，挑取 +- 个直径在 $ ] ! PP大小的菌落做菌
落 0*&，同时作阴性对照，验证载体 1%(,5D4%&是否已转化到
8/+:E 细胞中。
+# $# $" a?MI?Q> U<=I分析诱饵质粒 1%(,5D4%& 的蛋白表达情
况" " 参照 ‘?9MI 0Q=I=J=<M /9>CU==T（*<=>I?JK）中酵母蛋白提
取部分来提取诱饵蛋白，然后将提取到的蛋白进行 F)F408%L
电泳，同时加预染的蛋白标准来标示目的蛋白的位置，电泳结

束后，通过和预染蛋白标准进行比较，在相应的位置切胶，

+:: S转膜 + K，-[脱脂奶粉封闭过夜，封闭后用 )78 结合域
单克隆抗体在 !D W孵育 $ K，接着用 /&0 标记的羊抗鼠抗体
在 !D W孵育 + K，最后加入底物和显色剂，利用化学发光的方
法来检测目的蛋白。

+# $# !" 诱饵蛋白的毒性、渗漏和自激活的检测 " " 将转化有
质粒 1%(,5D4%&的 8/+:E 菌落与转化有空质粒 1%(,5D 的
8/+:E 菌落分别接种于 -: P< 的 F) Z 45Q1 Z T9> 液体培养基中，
!: W 培养 $6 K，用 D$$ 分光光度计检测 (（.::）值。通过比较
两者的 (（.::）值来判断诱饵蛋白是否具有毒性作用。同时将
转化有质粒 1%(,5D4%&的 8/+:E 菌液铺于 F) Z 45Q1、F) Z 45Q1 Z
G4!4H9<、F) Z 45Q1 Z 4/BM Z G4!4H9<平板中，!: W培养 ! ] - C 后观
察平板的生长情况，检测诱饵蛋白的毒性、渗漏和有无自激活

作用。

#" 结果

$# +" %&结合功能域的 0*&扩增结果
" " 我们成功扩增了 %&的结合功能区，所扩增的条带大小和
预期一致，结果见图 +。

! " #

" $$$ %&!
’$$ %&! "’() %&

2：标准；+，$：%&结合功能区片段
图 !" $%结合域 &’%产物的琼脂糖凝胶电泳图
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!" !# 重组载体 $%&’()*)+,的双酶切鉴定
# # 重组 $%&’()*)+,载体经 !"#-!和 $"%!双酶切可切出
./’ 0$和 ! 122 0$的 ! 个预期大小片段。将酶切鉴定阳性的
重组质粒作为 34,模板，进行扩增，能扩增出 ./5 0$的目的基
因片段。见图 !。对重组载体 $%&’()*)+, 进行测序，采用
&67898:软件分析，结果显示：所克隆的基因片段无碱基错配现
象，结果完全符合。

!"# $%!

& ’ ( ) " ! *
"’ *++ $%

"!"& $%

’ ; <：阳性克隆 34,结果；/ ; 1：阳性克隆双酶切 !"#-!=$"%!；

%：标准

图 !" 重组质粒 #$%&’()(*+的 ,-+及双酶切鉴定

!" <# 重组载体 $+>?*5)+,双酶切分析和 34,鉴定
# # 经 !"#-!和 $"%!双酶切可切出 ./’、5 <22 0$ ! 个预期
大小的片段。见图 <。将酶切鉴定阳性的重组质粒作为 34,
模板，进行 34,扩增，能扩增出 ./5 0$ 的目的基因片段，电泳
结果见图 /。

!" " # !#

!$ %&& ’(
!# &&& ’(

!$)& ’(
!)&& ’(

) &&& ’("
# &&& ’("
" &&& ’("

’：$+>?*5)+,；!：$+>?*5)+,双酶切 !"#-!=$"%!；%’，%!：标准

图 ." #*/0)1(*+双酶切鉴定

! " #

" $$$ %&!
’$$ %&! "’() %&

’，!：34,片段；%：标准

图 2" 重组质粒 #*/0)1(*+ ,-+鉴定

!" / # 诱饵质粒 $+>?*5)+, 转化酵母细胞的菌落
34,鉴定

# # 菌落 34,结果表明，诱饵质粒 $+>?*5)+, 已成功转化到

酵母 7-’2@ 细胞中（图 .）。

!" .# 诱饵质粒 $+?>*5)+,融合蛋白的表达情况分析
# # 通过 AB8:BCD 0EF:分析，诱饵质粒 $+?>*5)+, 融合蛋白的

表达情况见图 1。我们可见条带相对分子质量为 /! G ’2<，与预

期结果相一致，说明诱饵质粒在 7-’2@ 酵母细胞中已成功表
达，可用于下一步的实验。

! " # $ % & ’ ( ) * "+ """# "$ "%"&"’

" +++ ,-!
&++ ,-! "&%( ,-

’ ; ’.：’. 个菌落的 34,产物；’1：阴性对照；%：标准

图 3" 诱饵质粒 #*/0)1(*+转化酵母细胞后的菌落 ,-+分析

! "

!#"$!%&

’，!：诱饵质粒 $+?>*5)+,表达的融合蛋白

图 4" 诱饵蛋白表达的567869: ;<=8分析

!" 1# 诱饵蛋白的毒性、渗漏和自激活检测结果
# # 将转化有重组载体 $+>?*5)+, 的 7-’2@ 克隆与转化有
空 $+>?*5 的 7-’2@ 克隆分别接种于 .2 HE的 I& J )*C$ J KLD液
体培养基，<2 M培养 !/ N，用 5!! 分光光度计检测 &（122）值。
发现两者 &（122）值接近：转入空载体 7-’2@ 的 &（122）为
2O (/.，转入重组载体 $+>?*5 的 7-’2@ 的 &（122）为 2" (!<。
根据 4EFD:BPN的操作说明书，吸光度值大于 2" ( 认为重组质粒
没有毒性作用。将已转化好诱饵质粒 $+>?*5)+, 的 7-’2@ 细
胞接种于 I& J )*C$、I& J )*C$ J Q)")RLE 和 I& J )*C$ J )-98 J Q)")RLE 的
固体培养基上，<2 M培养 < S，观察结果，我们发现仅在 I& J )*C$
和 I& J )*C$ J Q)")RLE平板上长有菌落，菌落数大致相等，菌落形
态基本一致，认为重组的 $+>?*5)+,对酵母细胞无毒性作用。
在 I& J )*C$ J )-98 J Q)")RLE平板上没有菌落生长，认为重组质粒
$+>?*5)+,无渗漏现象。同时 I& J )*C$ J Q)")RLE平板中没有出
现蓝色菌落，说明重组质粒 $+>?*5)+,没有自激活作用。

." 讨论

# # 蛋白与蛋白的相互作用是许多生命现象的基础。
酵母双杂交系统（ TBL8: :UF)NT0C9S 8T8:BH）是 ’@(@ 年
V9BES8和 IFDR［<］建立的，是近年来新发展起来的一种
研究真核细胞中蛋白)蛋白相互作用的一种有效的基
因分析方法。它是以酿酒酵母（ $’ ()*)+,-,")）为宿主
细胞。酵母的遗传能力及易操作性使得它可以低成

本、高通量地评估蛋白与蛋白的相互作用。因此，酵母

双杂交已成为探索活细胞内蛋白质相互作用最常用和

最有力的工具。

# # 传统酵母双杂交技术因其固有的局限性，不能检
测蛋白质与非蛋白质物质的相互作用。酵母三杂交技

术是在酵母双杂交技术基础上发展起来的一种筛选靶

蛋白的新技术［/］。其基本原理就是通过转录因子 ! 个
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第 ! 期" 郝" 坡，等#糖皮质激素受体结合域诱饵表达载体的构建及鉴定"

部分 $%& 结合域（简称 ’$）和转录激活域（简称
&$），借助小分子杂合配体（&(’）与诱饵蛋白和靶蛋
白特异的结合而重新组成具有转录活性的完整转录因

子，从而启动报告基因的表达。)*+, 等［-］利用酵母三
杂交技术筛选与 .%&调节蛋白酿酒酵母 /01 蛋白即
23453蛋白相互作用的 6.%&，共筛选到 78 种不同的
6.%& 分子，同样利用逆三杂交技术验证了每种
6.%&分子都和 23453 蛋白发生相互作用。因此，本
研究就是构建酵母三杂交技术中的诱饵表达载体，通

过小分子配体和诱饵蛋白的作用，来筛选能与小分子

配体发生作用的靶蛋白。

" " 9: 是一种脂溶性小分子化合物，容易穿过细胞
膜、核膜，与核内 9.结合，启动靶基因转录。同时 9:
易与其他小分子化合物形成小分子配体，国外已经用

此类似方法用于酵母三杂交系统［;］。9. 属细胞内核
受体超家族中的一员，是一种配基依赖型转录因子。

9. 几乎在机体的所有有核细胞中表达，在很多生理
以及病理过程中发挥重要作用，包括维持内环境的稳

定、细胞分化、糖的吸收、脂质代谢、抗应激、调节神经

系统的功能等。另外，9: 的抗炎、抗自身免疫和抗肿
瘤的作用也是由 9.介导的。因此，9.也是重要的免
疫系统调节因子。通过调节 9.，可以对机体和细胞
的生理、病理状态产生重要影响［< = 78］。

" " 我们通过 9*>’+>? 未检索出酵母细胞有 9. 基
因，因此可以构建 9. 结合域功能片段的诱饵表达载
体，从而通过酵母三杂交技术筛选与小分子配体相互

作用的靶蛋白。我们通过 .@(/:. 方法扩增了 9. 结
合域功能片段，并通过和 32$7A(@ 连接成 32$7A(@(
9.重组载体，对重组载体进行酶切、测序和比对，证
实了 9.已经被正确地克隆入 32$7A(@ 中。我们进
一步又构建了酵母诱饵表达载体 39’B@<(9.，酶切和
/:. 结果都证明重组载体 39’B@<(9. 已经构建成
功。将诱饵载体成功转化到酵母 &C78D 细胞中，在
)$ E (@F3的平板上生长良好，说明诱饵载体对 &C78D
细胞无细胞毒性作用。和其他蛋白表达系统一样，酵

母杂交系统表达也存在一定的不确定性，其主要一个

原因是诱饵蛋白对于报告基因的自激活作用。为了检

测诱饵蛋白有无自激活作用，我们把转化有重组载体

39’B@<(9.的 &C78D 细胞，铺到 )$ E (@F3 E G(!(H+I 的
平板上，发现有菌落生长，但是并没有蓝色的菌落出

现，这说明诱饵蛋白并没有自激活作用，不能激活报告

基因的表达，可以用于下一步的筛选实验。另外，我们

还要检测诱饵蛋白的渗漏，转化有诱饵载体的酵母细

胞不应该在 )$ E (@F3 E (CJ5 的平板上生长，一旦有生长
就说明诱饵蛋白有渗漏现象，这种现象可以被 !(&@抑
制，!(&@是 CJ5! 蛋白的竞争性抑制剂，可以抑制 CJ5!
蛋白的表达。我们同样把转化有诱饵载体的酵母细胞

铺于 )$ E (@F3 E (CJ5 E G(!(H+I 的平板上，发现没有细菌
生长，说明我们构建的诱饵载体没有渗漏现象。载体

39’B@< 上有 ’$（$%&结合域），我们通过 ’$区和目
的基因 9.连接起来，共同表达 ’$ 融合蛋白，其相对
分子质量大约为 KL M 78!，通过 N*54*F> OIP4 分析证实
’$融合蛋白在酵母细胞中高表达，表明酵母诱饵表达
载体 39’B@<(9.可以用于酵母交配实验。
" " 综上所述，我们已成功构建了 9. 结合域诱饵载
体。9.结合域诱饵表达载体的成功构建，为进一步
建立酵母三杂交系统，用于在活细胞内筛选与小分子

配体相互作用的靶蛋白奠定了基础。
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