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　　［摘要］　目的　分析沙眼衣原体隐匿质粒编码蛋白的相互作用。方法 　采用基因克隆的方法将
沙眼衣原体质粒基因ｐｇｐ１～４及ｐｇｐ８分别克隆到ｐＲＡＣ和ｐＲＢＲ上，通过转录激活细菌双杂交系统分
析蛋白相互作用。结果　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示 Ｐｇｐ１、Ｐｇｐ３与大肠杆菌 ＲｐｏＡ氨基末端功能区
（αＮＴＤ）融合蛋白及Ｐｇｐ１、Ｐｇｐ３、Ｐｇｐ４与ＤＮＡ结合蛋白 λＣＩ融合蛋白，能在大肠杆菌中表达。在报告
菌株中，共表达与αＮＴＤ融合的Ｐｇｐ３蛋白（αＰｇｐ３）及与λＣＩ融合的Ｐｇｐ３蛋白（ＣＩＰｇｐ３），导致报告基
因产物β半乳糖苷酶的活性升高。而余无明显变化。结论　 ｐｇｐ３编码的Ｐｇｐ３能与自身相互作用。
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　　沙眼衣原体（Ｃｈｌａｍｙｄｉａｔｒａｃｈｏｍａｔｉｓ）是一种胞内
专性寄生革兰氏阴性菌，１９５７年由我国汤非凡教授等
首次分离出［１－２］。沙眼衣原体血清型 ＤＫ引起最常
见的性传播性疾病，生殖道感染后可引起盆腔炎、不孕

不育、附睾炎等疾病，还可能会增加 ＨＩＶ病毒的传播
及宫颈癌的发病率，经围生期传播，可引起新生儿结合

膜炎及婴儿肺炎，故严重危害妇女、性伴侣及子女的健

康［３－５］。尽管许多国家已经加大对沙眼衣原体的控制

力度，其发病率仍逐年增高：２０１２年，ＷＨＯ报道每年
新增病例为１．０５７亿，已经成为困扰许多国家的一大
社会健康问题［６］。因此，为了降低沙眼衣原体带来的

巨大社会及医疗负担，有必要对其致病因子及机制进

一步研究。

　　沙眼衣原体菌株有一个约１００万碱基对的基因
组［７］，编码约９００个开放阅读框（ＯＲＦｓ）和约７．５ｋｂ
的隐蔽性质粒［８］。质粒编码 Ｐｇｐ１～Ｐｇｐ８八个功能不
明的蛋白以及一个非编码小 ＲＮＡ（ｎｓＲＮＡ）。由于临
床分离的自然无质粒株非常少见，且有质粒菌株在体

外实验和动物模型中，显出与无质粒株明显不同的毒

力和感染后果，提示此质粒与衣原体的致病性密切相

关［９］。研究表明：Ｐｇｐ３可分泌至宿主胞浆、且为外膜
复合体的组成成分，是衣原体感染的人和动物抗体识

别的主要抗原，可能通过自身或与隐匿质粒上其他蛋

白相互作用，影响沙眼衣原体的致病性［１０－１２］。此外，

Ｐｇｐ４是潜在的转录调控蛋白，参与衣原体糖原代
谢［１３］。敲除沙眼衣原体ｐｇｐ３，可导致ｐｇｐ４高表达；而

敲除 ｐｇｐ４，则引起 ｐｇｐ３低表达［１０］。这些研究提示

Ｐｇｐ３的存在会影响Ｐｇｐ４的表达，反之亦然。因而，质
粒编码的蛋白的相互作用可能在维持衣原体的毒力基

因的表达中起重要作用。本研究通过分析沙眼衣原体

隐匿质粒编码蛋白的相互作用，为进一步研究沙眼衣

原体的致病机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　菌株和质粒
　　Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α由本室保存。细菌双杂交系统（Ｂａｃ
ｔｅｒｉａｌｔｗｏｈｙｂｒｉｄ，Ｂ２Ｈ）由美国哈佛大学ＡｎｎＨｏｃｈｓｃｈｉｌｄ
教授惠赠［１４］。本实验使用的质粒，包括 ｐＲＡＣλＣＩβ
ｆｌａｐ、ｐＲＡＣ６６３、ｐＲＢＲ、ｐＲＢＲσ２８等分别为对 ｐＲＡＣλＣＩ
质粒和ｐＲＢＲα质粒的多克隆位点进行改造、克隆后
而成［１５］。

１．２　主要试剂
　　限制性内切酶、ＰｈｕｓｉｏｎＨｉｇｈＦｉｄｅｌｉｔｙＤＮＡＰｏｌｙ
ｍｅｒａｓｅ购自美国 ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ．；ＤＮＡｍａｒｋｅｒ、
Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ｄＮＴＰｓ购自ＴａＫａＲａ公司；质粒提取试
剂盒、胶回收试剂盒 均购自美国Ｚｙｍｏ公司；氨苄青霉
素（Ａｍｐ）、卡拉霉素（Ｋａｎ）、氯霉素（Ｃａｍ）、ＩＰＴＧ、鼠抗
αＮＴＤ及 αλＣＩ等购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；β巯基乙醇
购自北京鼎国生物工程公司。

１．３　引物设计及合成
　　根据 ＧｅｎＢａｎｋ中登陆的 ＣＤＳ２６（ＮＣ００１３７２．１）
序列设计引物（表１）。引物由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（上海）贸易
有限公司合成。

表１　引物序列及酶切位点

引物 序列　　　 备注　　　

ｐｇｐ８ 上游：５′ＡＴＴＣＣＡＡＣＡＴＴＧＣＧＧＣＣＧＣＣＡＴＧＧＧＴＡＡＡＧＧＧＡＴＴＴＴＡＴＣＴＴＴＧＣＡＧＣ３′ 下划线部分为ＮｏｔⅠ酶切位点

下游：５′ＴＡＴＡＣＴＡＧＴＴＴＡＴＴＧＴＡＣＡＡＴＡＴＴＡＡＡＣＴＡＧＴＣＴＣＴＡＴＡ３′ 下划线部位为ＳｐｅⅠ酶切位点

ｐｇｐ１ 上游：５′ＡＴＴＣＣＴＡＡＣＡＴＴＧＣＧＧＣＣＧＣＣＡＴＧＧＡＡＡＣＴＣＧＴＴＣＣＧＡＡＡＴＡＧＡＡＡＡＴＣＧ３′ 下划线部分为ＮｏｔⅠ酶切位点

下游５′ＴＡＴＧＧＡＴＣＣＡＣＴＡＧＴＴＴＡＣＣＡＴＡＣＴＴＴＴＴＴＡＡＴＡＧＣＧＧＡＧＡＡＴＴＴＡＣＴＡＡ３′ 下划线部位为ＳｐｅⅠ酶切位点

ｐｇｐ２ 上游：５′ＡＴＴＣＣＴＡＡＣＡＴＴＧＣＧＧＣＣＧＣＣＡＴＧＧＴＡＡＡＴＴＡＴＡＧＴＡＡＣＴＧＣＣＡＣＴＴＣＡＴＣＡＡＡ３′ 下划线部分为ＮｏｔⅠ酶切位点

下游：５′ＧＡＴＡＣＴＡＧＴＴＴＡＡＴＴＡＡＴＡＧＡＴＴＣＴＴＧＴＴＣＣＡＴＴＴＧＴＴＣＴＴＡＧＡＴＴＴＣＴ３′ 下划线部位为ＳｐｅⅠ酶切位点

ｐｇｐ３ 上游：５′ＡＴＴＣＣＴＡＡＣＡＴＴＧＣＧＧＣＣＧＣＣＡＴＧＧＧＡＡＡＴＴＣＴＧＧＴＴＴＴＴＡＴＴＴＧＴＡＴＡＡＣＡＣＴ３′ 下划线部分为ＮｏｔⅠ酶切位点

下游：５′ＴＡＴＧＧＡＴＣＣＡＣＴＡＧＴＴＴＡＡＧＣＧＴＴＴＧＴＴＴＧＡＧＧＴＡＴＴＡＣＴＴＣＣＡ３′ 下划线部位为ＳｐｅⅠ、ＢａｍＨⅠ酶切位点

ｐｇｐ４ 上游：５′ＡＴＴＣＣＴＡＡＣＡＴＴＧＣＧＧＣＣＧＣＣＡＴＧＧＡＡＡＡＴＡＡＡＡＧＡＡＡＡＧＴＧＡＧＧＧＡＣＧＡ３′ 下划线部分为ＮｏｔⅠ酶切位点

下游：５′ＴＡＴＧＧＡＴＣＣＡＣＴＡＧＴＴＴＡＴＴＣＡＧＣＣＴＴＧＧＡＡＡＡＣＡＴＧＴＣＴＴＴＴＣＴＡ３′ 下划线部位为ＳｐｅⅠ、ＢａｍＨⅠ酶切位点

ｐＲＢＲＡｌｐｈａ 上游：５′ＡＧＣＧＧＡＴＡＡＣＡＡＴＴＴＣＡＣＡＣＡＧ３′ 　　　　　　　－

ｐＲＢＲ 上游：５′ＴＧＧＣＴＧＡＡＣＡＡＣＴＧＧＡＡＧＣＴ３′ 　　　　　　　－

下游：５′ＡＴＴＣＧＴＣＧＣＣＣＧＣＣＡＴＡＡ３′ 　　　　　　　－

ｐＲＡＣＬａｍｄａ 上游：５′ＣＡＣＴＣＡＴＴＡＧＧＣＡＣＣＣＣＡＧＧ３′ 　　　　　　　－

ｐＲＡＣ 上游：５′ＴＣＣＧＴＴＧＴＧＧＧＧＡＡＡＧＴＴＡＴＣ３′ 　　　　　　　－

下游：５′ＣＣＣＡＴＣＧＧＴＣＧＴＣＧＴＡＧＧ３′ 　　　　　　　－
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１．４　重组质粒的构建
　　目的基因（ｐｇｐ１～４及ｐｇｐ８）的扩增：以质粒ｐＧＦＰ：
ＳＷ２（由ＳｏｕｔｈａｍｐｔｏｎＧｅｎｅｒａｌＨｏｓｐｉｔａｌＩａｎＮ．Ｃｌａｒｋｅ教
授惠赠）为模板，ｐｇｐ１～４Ｆ、ｐｇｐ８Ｆ及ｐｇｐ１～ｐｇｐ４Ｒ、
ｐｇｐ８Ｒ为引物，使用 ＨｉｇｈＦｉｄｅｌｉｔｙＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ扩
增。ＰＣＲ反应条件为 ９４℃，１ｍｉｎ；（９８℃，３０ｓ；
６８℃，５ｍｉｎ，）共３０个循环 ；７２℃，１０ｍｉｎ。产物经
１％琼脂糖凝胶证实。ｐｇｐ１～４及 ｐｇｐ８ＤＮＡ片段经
ＳｐｅⅠ、ＮｏｔⅠ双酶切，琼脂糖凝胶电泳、鉴定，胶回收，
克隆到相应酶切的载体 ｐＲＡＣ和 ｐＲＢＲ；同样方法将
ＢａｍＨⅠ、ＮｏｔⅠ双酶切的 ｐｇｐ３、ｐｇｐ４ＤＮＡ片段克隆到
ｐＲＡＣ和ｐＲＢＲ。重组质粒转化入 ＤＨ５α大肠杆菌中，
提取质粒酶切验证及插入片段测序，将鉴定正确的质粒

命名为 ｐＲＡＣｐｇｐ１、ｐＲＡＣｐｇｐ２、ｐＲＡＣｐｇｐ３、ｐＲＡＣｐｇｐ４、
ｐＲＡＣｐｇｐ８，ｐＲＢＲｐｇｐ１、ｐＲＢＲｐｇｐ２、ｐＲＢＲｐｇｐ３、ｐＲＢＲｐｇｐ４
及ｐＲＢＲｐｇｐ８。
１．５　融合蛋白的表达
　　细菌裂解液经１０％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳分离，电
转至ＰＶＤＦ膜上，以鼠抗 ＩｇＧαＮＴＤ及兔抗 ＩｇＧλＣＩ单
克隆抗体作为一抗，羊抗鼠及羊抗兔作为二抗，进行

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证。
１．６　细菌双杂交分析
　　实验方法参照文献［１６］，基本原理为大肠杆菌
中，转录激活因子由 αＮＴＤ与 λＣＩ组成，只有二者结
合才能发挥转录激活功能。利用这一特性，将外源蛋

白分别与这两结构域融合，形成蛋白表达载体。如果

有蛋白相互作用，可形成一个完整的转录激活因子，并

激活相应的下游报告基因表达。将重组质粒ｐＲＢＲ及
ｐＲＡＣ共转化到ＫＳ１报告菌株中。以空质粒 ｐＲＡＣ转
化ｐＲＢＲσ２８／ＫＳ１细菌为阴性对照，以 ｐＲＡＣλＣＩβｆｌａｐ
转化ｐＲＢＲＬ２８／ＫＳ１细菌［１５］为阳性对照。挑取单克隆

培养至Ｄ（６００）＝０．３，均分成３管，分别加入 ＩＰＴＧ０、
５、２０μｍｏｌ／Ｌ，继续培养１ｈ后，离心，收集菌体，检测
β半乳糖苷酶（ＬａｃＺ）活性。在９６孔板内用酶标仪测
定Ｄ（６００）、Ｄ（５５０）与 Ｄ（４２０）的值。利用公式计算
ＬａｃＺ活性值：ＭｉｌｌｅｒＵｎｉｔｓ＝１０００×［Ｄ（４２０）－１．７５×
Ｄ（５５０）］／［Ｔ×Ｖ×Ｄ（６００）］。
１．７　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件行单因素方差分析。

２　结果

２．１　目的基因扩增产物的鉴定
　　ｐｇｐ８及ｐｇｐ１～４基因的ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝
胶电泳分析，分别可见约 １０００、１４００、１０００、８００、
３００ｂｐ的特异片段，大小与预期相符（图１）。
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Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２００；１：ｐｇｐ８基因扩增产物；２：ｐｇｐ１基因
扩增产物；３：ｐｇｐ２基因扩增产物；４：ｐｇｐ３基因扩增产物；
５：ｐｇｐ４基因扩增产物
图１　琼脂糖凝胶电泳分析ｐｇｐ８、ｐｇｐ１～４基因ＰＣＲ产物

２．２　重组质粒的鉴定
　　琼脂糖凝胶电泳分析显示，重组质粒 ｐＲＢＲｐｇｐ１、
ｐＲＢＲｐｇｐ２、 ｐＲＢＲｐｇｐ８， ｐＲＡＣｐｇｐ１、 ｐＲＡＣｐｇｐ２、
ｐＲＡＣｐｇｐ３、ｐＲＡＣｐｇｐ４、ｐＲＡＣｐｇｐ８经ＳｐｅⅠ／ＮｏｔⅠ双酶
切产物，以及ｐＲＢＲｐｇｐ３、ｐＲＢＲｐｇｐ４经ＢａｍＨⅠ／ＮｏｔⅠ
双酶切的产物，为约１４００、１０００、８００ｂｐ及３００、１０００ｂｐ
的目的基因片段，大小与预期相符（图２）。ＤＮＡ测序
结果证实 ｐＲＡＣｐｇｐ１～３、ｐＲＡＣｐｇｐ８、ｐＲＢＲｐｇｐ１～４、
ｐＲＢＲｐｇｐ８为正确的重组质粒，ｐＲＡＣｐｇｐ４以不完全酶
切的ＮｏｔⅠ（ＧＧＧＣＣＧＣＣ）插入２个ｐｇｐ４。
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Ｍ１：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２００；Ｍ２：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ１００００；３：阴性
对照（未酶切质粒）；７：阳性对照［ｐＲＡＣ６６３（ＳｐｅⅠ／ＮｏｔⅠ
双酶切）］；１、２、４～６、８～１０：质粒的双酶切（ＳｐｅⅠ／ＮｏｔⅠ）
产物；１１、１２：质粒的双酶切（ＢａｍＨⅠ／ＮｏｔⅠ）产物；
１：ｐＲＡＣｐｇｐ８；２：ｐＲＢＲｐｇｐ８；５：ｐＲＡＣｐｇｐ１；６：ｐＲＢＲｐｇｐ１；
８：ｐＲＡＣｐｇｐ２；９：ｐＲＢＲｐｇｐ２；１０：ｐＲＡＣｐｇｐ３；１２：ｐＲＢＲｐｇｐ３；
１１：ｐＲＡＣｐｇｐ４；４：ｐＲＢＲｐｇｐ４

图２　重组质粒的双酶切鉴定

２．３　融合蛋白在大肠杆菌中的表达
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：Ｐｇｐ１、Ｐｇｐ３与大肠杆
菌ＲｐｏＡ氨基末端功能区（αＮＴＤ）融合蛋白及 Ｐｇｐ１、
Ｐｇｐ３、Ｐｇｐ４与 ＤＮＡ结合蛋白 ＣＩ融合蛋白，能在大肠
杆菌中表达（图３）。
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Ａ：αＰｇｐｓ　１：αＰｇｐ８；２：αＰｇｐ１；３：αＰｇｐ２；４：αＰｇｐ３；
５：αＰｇｐ４；６：阴性对照；７：阳性对照
Ｂ：ＣＩＰｇｐｓ　１：阴性对照；２：阳性对照；３、４：ＣＩＰｇｐ１；
５：ＣＩＰｇｐ２；６：ＣＩＰｇｐ３；７：ＣＩＰｇｐ４；８：ＣＩＰｇｐ８

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测相互作用蛋白表达

２．４　相互作用蛋白的检测
　　在报告菌株中，共表达 αＮＴＤ融合的 Ｐｇｐ３蛋白
（αＰｇｐ３）及 λＣＩ融合的 Ｐｇｐ３蛋白（ＣＩＰｇｐ３），导致报
告基因产物 β半乳糖苷酶的活性升高（Ｐ＜００１，图
４），且随 ＩＰＴＧ浓度增高而增高，与阳性对照菌株（共
表达ｐＲＡＣλＣＩβｆｌａｐ）和 ｐＲＢＲＬ２８／ＫＳ１相仿，阴性对
照ｐＲＡＣ／ｐＲＢＲσ２８／ＫＳ１的ＬａｃＺ活性基本不升高。而
余无明显变化。
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ａ：Ｐ＜００１，与ＩＰＴＧ０μｍｏｌ／Ｌ比较
Ａ：αＰｇｐｓ相互作用蛋白的分析　１：ＣＩβｆｌａｐ／ασ２８；
２：ＣＩ／ασ２８；３：αＰｇｐ３／ＣＩＰｇｐ１；４：αＰｇｐ３／ＣＩＰｇｐ３；５：α
Ｐｇｐ３／ＣＩＰｇｐ４；６：αＰｇｐ１／ＣＩＰｇｐ１；７：αＰｇｐ１／ＣＩＰｇｐ３；
８：αＰｇｐ１／ＣＩＰｇｐ４
Ｂ：ＣＩＰｇｐｓ相互作用蛋白的分析　１：ＣＩβｆｌａｐ／ασ２８；
２：ＣＩ／ασ２８；３：ＣＩＰｇｐ３／αＰｇｐ１；４：ＣＩＰｇｐ３／αＰｇｐ３；５：ＣＩ
Ｐｇｐ３／αＰｇｐ４；６：ＣＩＰｇｐ１／αＰｇｐ１； ７：ＣＩＰｇｐ１／αＰｇｐ３；
８：ＣＩＰｇｐ４／αＰｇｐ１；９：ＣＩＰｇｐ４／αＰｇｐ３

图４　Ｂ２Ｈ分析相互作用蛋白

３　讨论

　　几乎所有沙眼衣原体菌株均有一个大小为７．５Ｋｂ
的隐秘性质粒，既往研究提示此隐匿质粒可能与沙眼

衣原体的致病性密切相关［９－１０］。本研究中，我们成功

地运用转录激活为基础的细菌双杂交的方法，分析沙

眼衣原体隐匿质粒上相互作用的蛋白。首先检测了融

合蛋白的表达，然后通过细菌双杂交对可能有质粒编

码的蛋白蛋白相互作用进行检测。结果表明：沙眼衣
原体隐匿质粒上 Ｐｇｐ３可以和自身相互作用。此结果
与Ｇｏｎｇ等发现Ｐｇｐ３是一个三聚体结构相符合。Ｐｇｐ３
通过６位的苯丙氨酸与２３４位的络氨酸之间相互作
用［１７］。我们的结果不支持Ｐｇｐ３与Ｐｇｐ１、Ｐｇｐ３与 Ｐｇｐ４
及Ｐｇｐ１与 Ｐｇｐ４蛋白的相互作用。尽管，ＤＮＡ测序证
实ｐＲＡＣｐｇｐ８含有正确重组的ＣＩｐｇｐ８基因，但 Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ未能检测出大肠菌表达融合ＣＩＰｇｐ８蛋白。有
可能ＣＩＰｇｐ８ｐ２融合蛋白表达低或不稳定。衣原体染
色体有较高ＡＴ含量（５７％），其密码子使用与大肠杆
菌（ＡＴ５０％）有所不同。进一步优化密码子使用，有
可能会改善衣原体基因产物在大肠菌的表达。

　　目前，研究蛋白质相互作用的方法众多，细菌双杂
交技术由于细菌的生长速度快、转化效率高等优点而

广泛应用于生物学的各个领域，有较大的优越

性［１８－１９］：细菌生长快、进行基因操作技术成熟、方便

等。但该系统在运用中也有一定的局限性：假阳性率

较高，筛选到的蛋白必须通过其他生物学的方法验证；

存在假阴性率，细菌缺少蛋白质翻译后加工修饰，筛选

时可能会损失一部分相互作用蛋白质的信息。

　　综上所述，本研究通过对沙眼衣原体隐匿质粒编
码蛋白的相互作用进行分析，证实Ｐｇｐ３可以和自身相
互作用，为进一步研究沙眼衣原体的致病机制奠定基

础。对于本研究未检测出有相互作用的蛋白，需优化

实验方案，如优化密码子使用，加大筛选降低细菌双杂

交的假阳性率及假阴性率等，进一步从转录水平及翻

译后修饰更好地了解病原体的致病机理。

志谢　感谢第三军医大学微生物教研室饶贤才教授在本课题的设计、

实施中予以大力帮助
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