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人 HL一60细胞 GRot—LBD诱饵表达载体的构建和鉴定 

钟 梁，郝 坡，刘北忠，王东生，刘 畅，金丹婷，王 种，王春光 

(重庆医科大学临床检验诊断学省部共建教育部重点实验室，重庆 400016) 

I摘 要】目的：构建糖皮质激素(Glucocorticoid，GC)受体 配体结合域(GR —LBD)的诱饵表达载体，为小分子配体酵母三杂 

交系统的建立奠定基础。方法：RT—PCR扩增 HL一60细胞的 GR —LBD，克隆入诱饵载体 pGBKT7中，测序正确后，再把构建好 

的诱饵载体pGBKT7一GR —LBD转化到酵母AH109细胞中，提取酵母蛋白，并用Western blot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 GR —LBD，并成功亚克隆到 pGBKT7中，测序结果正确。诱饵载体成功 

转化到酵母 AH109细胞中，无毒性和 自激活作用 ，Western blot分析也证实了酵母细胞高表达诱饵蛋白。结论：成功构建了 

GR —LBD酵母诱饵表达载体，为建立小分子配体酵母三杂交系统奠定了基础。 
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Construction and identification of the bait expression vector of G R 0【一LBD 

Of human HL-60 celI 

ZHoNG Liang。et al 

(Key Laboratory of Laboratory Medical Diagnostics，Ministry of Education，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To construct the bait expression plasmid pGBKT7-GR -LBD of glucocorticoid receptor 1 igand binding 

domain in order to lay the foundation for constructing small molecule ligand yeast three-hybrid system．Methods：A fragment of 

GR -LBD of human HL-60 cell was amplified by RT-PCR．and then was subcloned into the bait expression vector pGBKT7． 

After verified by sequencing．the bait vector pGBKT7一GR -LBD was transfected into AH109 yeast cells．And the expression 

of the bait protein was analyzed by Western-blotting． Toxicity and self-activation of the bait protein were detected 

simultaneously．Results：GR —LBD was amplified and cloned into pGBKT7 successfully．The bait vector was transformed into 

AH109 yeast cells successfully， and no toxicity and self-activation were found． The expression of the bait protein was 

confirm ed by western blot．Conclusion：The bait expression vector pGBKT7-GR -LBD Was constructed successfully．which lays 

the foundation for constructing small molecule ligand yeast three-hybrid system． 

【Key words】Human HL一60 cell；GR binding domain；Bait vector；Bait protein 

GC是具有抗炎和免疫抑制作用的甾体激素， 

在控制某些慢性炎症和免疫性疾病方面具有较好 

疗效。GC是通过与其受体作用来发挥其生物活性。 

糖皮质激素受体(Glucocorticoid receptor，GR)是激 

素核受体家族中的一个主要成员，同时也是一种重 

要的核转录因子。它与配基结合后，由胞浆进入胞 
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核，从而发挥它的转录调控作用。GR基因片断由转 

录调节域、DNA结合域及激素结合域组成。在富含 

丝 一精氨酸蛋白p30(Serine—arginine rich protein 

p30，SRp30c)的参与下，GR前 mRNA的不同剪接体 

形成糖皮质激素受体 oL亚单位(GR仅)和 8亚单 

位(GR p)2种亚型Ⅲ。GR仅是经典的糖皮质激素的 

配体结合蛋白，与激素结合后调节糖皮质激素应答 

基因的表达，而 GR p不能结合糖皮质激素，也没有 

转录激活作用。GR仅可分为3个区：氨基末端激活 

功能域 (AF一1)、DNA结合域与羧基端配体结合域 

(Ligand binding domain，LBD)。LBD不但与 GC结 

合，而且也参与了GR核移位及与其他转录因子的 
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相互作用l 2_。本研究就是通过构建 GR受体的 LBD 

的诱饵表达载体，使其在酵母细胞中表达相应蛋 

白，从而通过糖皮质激素受体与糖皮质激素的结 

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。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

HL一60细胞与 DH5 0l细胞由本室保存；质粒小抽试剂 

盒 、PCR产物纯化试剂盒 、胶回收试剂盒购 自上海华舜 ； 

PrimeScriptTM l st Strand CDNA Synthesis Kit、构建载体所需 

要的 rr4连接酶、Taq酶、各种 PCR试剂和 DNA Marker购自 

Takara公司；限制性内切酶购 自Promega公司 ；Trizol购 自 

invitrogen；胎牛血清、1640培养基购自Hyclone公司；胰蛋白 

胨、酵母提取物、葡糖糖购 自Oxide公司；pGBKT7一BD克隆 

载体、AH109酵母菌株 、SD基础培养基 、各种缺陷培养基 、 

X一0l—gal等购自Clontech公司；硫酸腺嘌呤、PEG、TE、LiAC、 

玻璃珠、蛋白酶抑制剂 Pepstatin A、Leupeptin、Benzamidine、 

Aprotinin与 PMSF均购自Sigma公司；DNA结合域(BD)单克 

隆抗体购 自Clontech公司；HRP一羊抗 鼠多克 隆抗体购 自 

Santa Cruz公司；化学发光试剂盒购自Viagene公司；预染蛋白 

Marker购 自赛百胜公司 ；所需引物交上海生工生物技术公 

司合成。 

1．2 方法 

l-2．1 诱饵载体 pGBKT7一GR—LBD的构建 

1．2．1．1 RT—PCR扩增糖皮质激素受体(GR 01)结合功能片 

断 首先在 GeneBank中找到GR 0l的mRNA序列，全长4 788 

个 bp，其 ORF为 2 334个 bp，进一步分析它的结构发现其 

中LBD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 HL一60细胞 、提取总 RNA后，进行 RT—PCR， 

RT—PCR的引物设计如下 ： 

上游弓I物 ：5’一CATGCCATGGTTACCACAACTCACCCCT 

AC一3’； 

下游引物 ：5’一CGCGGATCCCGAC ITlTC ITlTAAGGCAAC 

C一3’； 

其中在上游引物 5’端加了Nco I酶切位点 ，下游引物 

5’端加了BamH I酶切位点。逆转录反应参照宝生物 Prime— 

ScriptTM 1st Strand cDNA Synthesis Kit说 明书 ：首先 70℃保 

温 10min，然后 42℃ 60rain，最后 70℃ 15min。PCR反应体 

系：10 X buffer 2 l，dNTP Mixture(各 2．5mmol／L)2 l，Mg2+ 

2 l，上下游 引物 (1OpmoVIx1)各 l l，cDNA 2 l，rTaq酶 

n3 l,ddH2O补充到 20 l。PCR扩增参数：预变l生94℃ 5min， 

94℃ 30s、58℃ 30s、72℃ lmin，35个循环，最后 72℃延伸 

10min。用 2％的琼脂糖凝胶电泳对 PCR产物进行分析。 

1．2．1_2 重组载体 pGBKT7一GR 0l—LBD的构建和鉴定 转 

化 pGBKT7到DH5 0l中，然后铺板 LB(卡那霉素，50 g／m1)， 

37℃ 24h后挑取单个菌落进行摇菌，37℃ 250r／min摇 12-16h 

后提质粒。紫外分光光度计测浓度后用Nco I和BamHI对 

pGBKT7进行双酶切 ，同时对 GR 0l—LBD扩增产物进行双酶 

切，37℃酶切 4h后，取 5 l进行 2％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。16~C过夜后 ，将连接好的重组质 

粒转化 DH5 0l感受态细胞。37℃孵育 18-24h后，挑取直径 

在2-3mm的菌落进行菌落 PCR，同时加阴性对照。对PCR 

阳性的菌落进行摇菌、提取质粒，然后进行酶切分析。酶切分 

析正确后 ，送阳性质粒去测序。 

1．2．1．3 重组载体 pGBKT7一GR 0l—LBD转化酵母 AH109菌 

株及鉴定 酵母感受态细胞制备和转化均参考 MACHMAK— 

ER Two—hybrid system 3 User Manual和 Yeast Protocols 

Handbook(Clontech)。简述如下，先用 TE／LiAC方法制备酵母 

AH109感受态细胞，然后用 PEG／LiAC法将 pGBKT7一GR 0l— 

LBD转化到酵母 AH109感受 态细胞 中。将转化有 pG— 

BKT7一GR 0l—LBD的感受态细胞铺 SD／一Tip平板，30℃培养 

3～5d，挑取直径在 2-3mm大小的菌落做菌落 PCR来验证载 

体 pGBKT7一GR 0l—LBD是否已转化进 AH109细胞中。 

1．2．2 Western blot分析诱饵质粒 pGBKT7一GR Ot—LBD的蛋 

白表达情况 参照 Yeast Protocols Handbook(Clontech)中酵 

母蛋白提取部分来提取诱饵蛋白。然后将提到的蛋白进行 

SDS—PAGE电泳，同时加预染的蛋白 marker来标示 目的蛋白 

的位置，电泳结束后 ，通过和预染蛋 白mal'ker进行比较，在 

相应的位置切胶，100V转膜 lh，5％脱脂奶粉封闭过夜，封闭 

后用 DNA结合域单克隆抗体在 37℃孵育 2h，接着用 HRP 

标记的羊抗鼠抗体在 37℃孵育 lh，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。 

1．2．3 诱饵蛋白的毒性 、渗漏和自激活的检测 将转化有质 

粒 pGBKT7一GR 0l—LBD的 AH109菌落与转化有空质粒 pG— 

BKT7的 AH109菌落分别接种于 50ml的 SD／一Tip／kan液体 

培养基，30℃培养 24h，用 722分光光度计检测 A 值。通过 

比较两者的A值来判断诱饵蛋白是否具有毒性作用。同时将 

转化有质粒 pGBKT7一GR 0l—LBD的 AH109菌液铺 SD／-Tip， 

SD／-Tip／X一0l—gal，SD／一Tip／一His／X一0l—gal，30℃培养 3～5d后 

观察平板的生长情况来检测诱饵蛋白的毒性 、渗漏和有无自 

激活作用。 

2 结 果 

2．1 GRot—LBD的PCR扩增与电泳分析 

成功扩增了 GR Ot—LBD，所扩增的条带大小和 

预期一致，结果见图 1。 

2．2 重组载体 pGBKT7一GRot—LBD的 PCR鉴定和 

双酶切分析 

从转化了重组载体 pGBKT7一GR—LBD的LB平 
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1 500bp-* 

800bp-* 

500bp—  

lOObp—+ 

M．分子量标准；1～2．PCR产物 

图 1 GR 一LBD扩增产物的琼脂糖凝胶电泳 

板上挑取 9个菌落进行菌落 PCR (条件和体系如 

前)，仅编号为 3的菌落是阳性，结果见图 2。然后提 

取菌落 3的质粒 ，并进行酶切分析 ，酶切结果见图 

3。酶切分析正确后，送阳性质粒测序，测序结果见 

图 4。 

2．3诱饵质粒pGBKT7一GRot—LBD转化酵母 AH109 

细胞的菌落PCR鉴定 

酵母 菌落 PCR结果表 明诱饵 质粒 pG— 

BKT7一GR 一LBD已成功转化到酵母 AH109细胞 

中，见图5。 

2．4 诱饵质粒 DGKBT7一GRot—LBD融合蛋白的表 

达情况分析 

通过 Western blot分析 ，诱饵质粒 pGKBT7一 

GR 一LBD融合蛋白的表达情况，见图 6。可见，条 

1 500bp--* 

800bp-* 

500bp— 

lOObp-* 

M．分子量标准；(一)．阴性对照；1-9．菌落 

图2 重组载体 pGBKT7一GR 一LBD的菌落 PCR分析 

2 500bp-* 

1 O00bp--+ 

750bp一 

500bp-* 

200bp--+ 

100bp— 

M．分子量标准；1．pGBKTT-GR 一LBD质粒双酶切产物； 

2．pGBKT7一GR 一LBD质粒 

图3 pGBKT7一GR 一LBD双酶f~(Nco I &BamItI)图谱 

1 500bp--* 

500bp一 

100bp--* 

*--817bp 

M．分子量标准 ；(+)．阳性对照；(一)．阴性对照；1—10．菌落 

PCR产物 

图5 诱饵质粒 pGBKT7一GR 一LBD转化酵母 AH 109细胞 

后的菌落 PCR分析 

带大小约在48ku左右，与预期结果相一致 ，说明诱 

饵质粒在 AH109酵母细胞中已成功表达，可用于下 
一 步的试验。 

2．5 诱饵蛋白的毒性、渗漏和自激活检测 

将转化 有重组 载体 pGBKT7一GR 一LBD的 

AH109克隆与转化有空 pGBKT7的AH109克隆分 

别接种于 50ml的 SD／一Trp／kan液体培养基 ，30℃培 

养24h，用 722分光光度计检测A鲫值。发现两者 

A鲫值接近：转入空载体AH109的A鲫为0．878，转 

图4 重组载体 pGBKT7一GR LBD的部分测序结果 
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—

1 ～ 2 ． 畴饵 质 牝 p G K B T 7 一 ( ：I{ o 【
一 L B D 丧 达 的 融合 货 白

图 6 诱 饵 蛋 白表 达 的 W ㈣ t 一 1 B I【) t 分 析

入 毫 组 载 体 p G B K T 7 的 A H l 0 9 的 A ㈣ 为 0 ． 8 1 7 ， 根

据 C l o n t 川 h 的 操 作 说 nJ J - t5 ， A 值 大 于 () ． 8 认 为 重 组

质 粒 没 有 毒 性 作 用 ． 将 已 转 化 好 诱 饵 质 粒 p G —

B K T 7 一 G R d
— I , B D 的 A H 10 9 细胞 接 种 于 的 S D ／一 T r p 、

S D ／一

‘

F r p ／X — d —

g a l (* 11 S D ／一 T r i )／一 H i s ／x — O L —

g a l 的 l古f 体

培 养 皋 上 ， 3 0
0

c {f ~l 首 培 养 3 t 1 ， 观 察结 果 ， 发 现 仅在

S D ／一 rr l
-

P 和I S D ／～

‘

I
'

r p ／X 一 0 L —

g a l 平 板 上 长 有 菌 落 ， 茵

落 数 人 致 相 等 ， 菌 落 形 态 基 本 一 致 ， 认 为 重 组 N
~

,J p C

B K T 7 一 G R ( Y — L B D 对 酵 母 细 胞 兀 毒性 作用 。 在 S D ／一

T r p ／一 H i s ／X — d —

g a I 平 板 上 没 有 菌落 生 长 ， 认 为重 组

质 粒 p G B K
‘

F 7 一 G R d
— L B D 无 渗 漏 现 象 。 l刊时 S D ／一

‘

l
'

r p ／X — d —

g a l 平 扳 巾 没 有 m 现 监 色 菌落 ， 说 明 重

组 质 粒 p G B K T 7 一 ( ；R d
— L B D 没 有 A 激 活 作 用 ( 见

图 7 ) 一

3 讨 论

蛋 白 与蛋 白 的 相 互 作 用 是 许 多 生 命 现 象 的 基

础 一 酵 母 双 杂 交 系 统 ( Y e a s t t w o — h y b r i d s y s t e m ) 是

19 8 9 年 F i e l d s 币fi S o n g 等川人 建 立 的 ， 是 近 年 来 新 发

展 起 来 的 � 种 研 究 真 核 细 胞 中蛋 l，_i 一 蛋 白 卡R互 作

用 的 一 种 有 效 的 基 闪 分析方 法 。 它 是 以 酿 酒 酵 母 ( S ．

e e r e v i s i a e ) 为宿 主 细 胞 ， 酵 母 的 遗传 能 力及 易操 作 性

使得 它 u r 以 低 成 本高通 量 地 评 f+ 蛋 白相 互 作 刚 。 ⋯

此 ， 酵 母 双 杂 交 成 为 探 索 活 细 胞 内 蛋 白质 相 ，1 ：作 I fJ

最 常 片j 和 最 有 力 的 T 具 。

传统 酵 母 双 杂 交技 术 『六]其 『古I仃 的 局 15艮性 ， 不 能

检 测 篮 h 质 与 非 蛋 白质 物 质 的 相 互 作 朋 。、 酵 母 i 杂

交 技 术⋯ 是 存 酵 母 双 杂 交技 术 基 础 上 发 展 起 来 的 一

种 筛 选 靶 蛋 I
’

I 的新 技 术 。 其 基 本 原 理 就 是 通 过 转 求

【大J 予 2 个 部 分 D N A 结 合 域 ( 简 称 B D ) 和 转 录 激 活

域 ( 简称 A D ) 借 目』J小 分 子 杂 合 叭 体 ( A — B )
‘
j 诱 饵 蛋

白干̈ 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 闪 的 表 达 。j S e a )

D 等吲利 川 酵 母 ■ 杂 交技 术筛选 与 R N A 渊 节 蛋 r l s ．

c e r e v i s i a e P U F 蛋 白 即 M p t s p 蛋 白 相 互 作 用 的 m R —

N A ， 共 筛 选 到 10 种 ／f i 州 m R N A 分 子 ， 同样 利 川 逆

_‘杂 交 技 术 验 证 了 每 种 m R N A 分 子 部 和1 M p t s p 篮

白发 乍 相 互 作 用 。 L大J 此 ， 本 研 究 就 是 构 建 酵 母 了 杂

交 技 术 巾 的 诱 饵 表 达 载 体 ， 通 过 小 分 子酣 体 和 诱 饵

蛋 F1 的作 用 ， 来 筛选 能 与 小 分 子 配 体 发 生 作 用 的 靶

蛋 白 。

糖 皮 质 激 素 是 一 种 脂 溶性 小 分 子 化 合物 ， 弈 幼

穿 过 细 胞 膜 、 核 膜 ， 与 核 内 G R 结 合 ， 启 动 靶 荩 【11转

录 。 同时糖 皮质 激 素易与其 他 小 分 子 化 合物 形 成小

分 子 配 体 ， 国 外 已 经 用 此 类 似 方 法 川 J
：

酵 母 i 杂

交 系 统 m I
。 G R 属 细 胞 内核 受 体 超 家 族 中 的 一 员 ， 足

一 种 配 基 依 赖 型 转 录 冈 子l7 _
。 G R 几 乎在 机 体 的 所 囱

‘

有 核 细 胞 中表 达 ， 仵 很 多 生 理 以 及 病 珲 过 程
- M

II| 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 、 洲 仙神 经 系统 的 功 能 等

另 外 ， 糖 皮 质 激 素 的 抗 炎 、 抗 自 身免 疫 和 抗 肿 瘤 的

作用 也 是 由 G R 介导 的 。 测 此 ， G R 也 足 重 要 的 免疫

系 统 渊 节 凶 子 。 、 通 过 调 节 G R ， 可 以 对 机 体 和 细 胞 的

生 理 、 病 理 状 态 产 生 重 要 影 响 18
, q I

。

我 们 通 过 G e n e B a n k 未 愉 索 }{J 酵 母 细 胞 行 ( ：R

图 7 诱 饵 载 体 p ( ；B K
’

F7 一 G R a — I , B D ：~ S D ／一 ．r rP 、 S D ／一 T r p ／X — O L —

g a l 、 S D ／一 |r r p ／一 H i s ／X — d —

g a l 平 板 上 的生 长 情 况
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基因，因此可以构建 GRor．一LBD功能片断的诱饵表 

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 RT—PCR方法扩增 

了GR ot—LBD功能片断，并通过对重组载体进行酶 

切、测序和比对，证实了 GRot—LBD已经被正确的 

克隆人 pGBKT7中，表明重组载体 pGBKT7一GR ot— 

LBD 已经构建成功。将诱饵载体成功转化到酵母 

AH109细胞中，在 SD／一Trp的平板上生长 良好，说 

明诱饵载体对AH109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 pGBKT7一GR ot—LBD 

的AH109细胞 ，铺到 SD／-Trp／X—ot—gal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，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 SD／一Trio／一His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 3一AT 

抑制，3一AT是 His3蛋白的竞争性抑制剂，可以抑制 

His3蛋白的表达。我们同样把转化有诱饵载体的酵 

母细胞铺于 SD／一Trp／-His／X—ot—gal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 pGBKT7上有 BD(DNA结合域)，我们通过 

BD区和目的基因 GR连接起来，共同表达 BD融合 

蛋白，其分子量大约为48ku左右，通过Western blot 

分析证实 BD融合蛋白在酵母细胞中高表达，表明 

酵母诱饵表达载体 pGBKT7一GR ot—LBD可以用于 

酵母交配实验。 

上述实验表明，本实验已成功构建了pGBKT7一 

GR ot—LBD诱饵表达载体。pGBKT7一GR a—LBD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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