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利用酵母双杂交技术筛选与转录因子HOXAl l相互作用蛋白 
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【摘 要】目的：利用酵母双杂交技术从均一化的人肾透明细胞腺癌 cDNA文库中筛选与转录因子 HOXA1l相互作用的蛋白。 

方法：培养人肾透明细胞腺癌细胞，提取 RNA，采用SMART技术制备均一化的人肾透明细胞腺癌cDNA文库。同时，聚合酶链 

反应扩增人HOXA11基因片段(1 846 bp)，将此基因片段重组入pGBKT7载体，构建诱饵质粒pGBKT7一HOXA11，经酶切和测 

序验证质粒构建正确。将诱饵质粒转化酵母菌AH109，检测其有无毒性与自激活作用。随后，利用酵母双杂交系统从cDNA文 

库中筛选与HOXA11相互作用的蛋白。对筛选到的阳性克隆进行回转验证以及测序分析。结果：成功构建了人肾透明细胞腺癌 

cDNA文库和pGBKT7一HOXA1 1诱饵质粒。在AH109酵母细胞中，该质粒无毒性、无自激活作用。酵母双杂交筛选获得了5个 

与HOXA11相互作用阳性克隆。结论：获得人肾透明细胞腺癌细胞中与HOXA11相互作用蛋白，为进一步研究HOXA11在个 

体发育以及癌症发生发展中的作用机制奠定了基础。 

【关键词】HOXA11；SMART技术；酵母双杂交 

【中图分类号]R737．1 【文献标志码】A 【收稿日期]2015—06—23 

Screening of proteins interacting with HOXA1 1 by yeast two-hybrid system 
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( ．Teaching and Research Section of Cell Biology and Genetics，School ofBasic Medical Sciences，Chongqing 
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【Abstract]Objective：To screen proteins binding with HOXA1 1 from human renal clear cell adenocarcinoma cDNA library by yeast 

two-hybrid system．M ethods：The RNA of human renal clear cell adenocarcinoma cell was obtained and then transformed into cDNA 

library using SMART technology．Simultaneously，the cDNA fragments of HOXA11(1-846 bp)were amplified by polymerase chain 

reaction and constructed into pGBKT7 vector as the bait plasmid．The bait plasmid was transferred into yeast AH109 strain．Its toxicity 

and autoactivation were tested．Subsequently，the cDNA library was screened with pGBKT7-HOXA1 1 as bait plasmid by yeast two- 

hybrid system．Finally，the positive clones were sequenced and further analyzed．Results：Human renal clear cell adenocarcinoma cDNA 

library and bait plasmid pGBKT7-HOXA1 1 were constructed successfully．The bait plasmid has no toxicity or autoactivation in AH109． 

Five positive clones were obtained and validated．Conclusion：Proteins deduced to interact with HOXA1 1 are identified through yeast 

two-hybrid screening．These resuhs help to elucidate the possible roles of HOXA1 1 in carcinogenesis an d development． 
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HOX基因编码一类进化上高度保守的转录因 

子，几乎存在于所有的后生动物中，在各个物种中 
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已有 300多个 HOX基因被鉴定_11。人类基因组含有 

39个 HOX基因，分别位于 HOXA、HOXB、HOXC和 

HOXD等四个基因丛，每个基因丛含9～12个基因。 

HOX基因都含有 183 bp的homeobox序列，编码 61 

个氨基酸残基的同源异形结构域(homeodomain， 

HD)，HD可以识别和结合1TrAT或TAAT序列调控 

下游基因的表达[2-3]。 

HOXA1 1位于HOXA基因丛。在发育过程中， 

HOXA1 1基因缺失导致子宫发育缺陷，其突变会影 

响骨形态发生与造血干细胞增殖、分化 。近年来 
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研究还发现 HOXA1l基因启动子在子宫内膜癌、肺 

癌、胃癌、卵巢癌、恶性胶质瘤等肿瘤中均发生超甲 

基化，引起其表达水平明显低于正常组织，提示HOX— 

A11与癌症的发生发展密切相关[6-10】。但 目前对 

HOXA1 1如何发挥其转录调控功能还知之甚少。本 

研究利用酵母双杂交技术鉴定 HOXA1 l相互作用 

蛋白为研究其在个体发育以及癌症发生发展中的 

作用机制奠定了基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 细菌、质粒和细胞 感受态细胞 E．coli DH5c~和E．coli 

Electro-cell、酵母AH109和Y187菌株、质粒pGBKT7、pGADT7 

和 pGADT7一SfiI、293F1"和786一O细胞均由本实验室保存。 

1．1．2 试剂 DMEM培养基及胎牛血清购自Hyclone公司： 

Trizol购 自Invitrogen公司；TIANprep yeast plasmids DNA kit 

和 TIANprep yeast plasmids DNA kit购 自TIANGEN公司 ； 

NucleoBond Xtra Maxi EF Kit购自MACHEREY—NAGEL公司： 

Trimmer—Direct eDNA Normalization Kit购 自Evrogen公司； 

QIAquick PCR Purification Kit购自QIAGEN公司：T4 DNA连 

接酶、限制性内切酶Nde I、s I、 I、PrimeSTAR DNA聚合 

酶、DNA Marker、PrimeSeript RT reagent Kit、CreatorTM SMARTTM 

eDNA Library Construction Kit、CHROMA SPINTM+，I’E-400 

columns、酵母 YPDA培养基、SD／-Leu—Trp、SD／-Leu—Trp—His、 

SD／一Leu—Trp—His、SD／一Leu／一Trp／一His／一Ade培养基均购 自宝 

生物公司。引物合成以及 DNA测序由上海英骏生物技术有 

限公司完成。 

1．2 方法 

1．2．1 人肾透明细胞腺癌酵母双杂交eDNA文库构建 

1．2．1．1 全长 cDNA合成 培养人肾透明细胞腺癌细胞 786一 

O，按 Trizol试剂操作说明书提取总 RNA。以 1 Ixg总RNA为 

模板按照 CreatorTM SMARTrM eDNA Library Construction Kit 

说明书以SMART IV Oligo-nucleotide和 CDS 111／3’PCR Primer 

合成 eDNA第一链。然后以cDNA第一链为模板，以5’PCR 

Primer和 CDS$／3’PCR Primer为引物通过 LD—PCR(1ong 

distance PCR)合成双链eDNA。引物序列如表 1所示，反应条 

件为 ：95℃预变性 20 S；95 oC变性 5 S，68 oC退火 6 min，20 

个循环。 

1．2．1．2 全长 eDNA的均一化 采用 QIAquick PCR Purifi— 

cation Kit纯化上述双链 eDNA产物，用 Mini—Q水将 eDNA最 

终浓度调整为 100 ng／pJ。参照 Trimmer-Direct eDNA Normal— 

ization Kit说明书对 eDNA进行均一化处理 ．取 10 ixl eDNA． 

加入4 ixl 4×杂交缓冲液、2 l Mini—Q水，混匀后等分至 

4管。98℃温浴2 min，68 oC温浴5 h，每管分别加入5 1 68℃ 

预热 DSN(duplex—specific nuclease)master buffer，然后加入 

经梯度稀释的 DSN处理液，68 C温浴 25 min。最后每管加入 

10 l终止液终止反应。对经 DSN处理的eDNA进行 2次扩 

增。第 1次扩增反应体系为：eDNA 1 Ixl、10 X Advantage 2 

PCR缓冲液5 l、50×dNTP Mix l l、5’PCR Primer 1．5 l、 

50 x Advantage 2 Polymerase Mix 1 Ixl、40．5 1 Mini-Q水。反 

应条件为：95℃预变眭1 min；95 oC变性 15 s，66℃退火 20 S， 

72 oC延伸 3 min，7个循环。反应结束后，取 5 l产物用琼脂 

糖凝胶电泳检测均一化效果。取 2 Ixl上述扩增产物，利用引 

物 Evrogen PCR primer M2进行第 2次扩增。反应条件为 ： 

95℃预变性 1 min；95 oC变性 15 S，64℃退火 20 s，72 oC 

延伸 3 min，12个循环。 

1．2．1．3 均一化 cDNA文库构建与鉴定 采用 QIAquick 

PCR Purification Kit纯化上述均一化 cDNA。用 靳 I酶切处 

理。采用 CHROMA SPINTM+TE一400 columns分级分离酶切 

产物，去除400 bp以下小片段。处理后的 eDNA在 16℃条件 

下与pGADT7一sfi I载体连接过夜，取 0．5 Ixl连接产物。电转 

化感受态细胞 E．coli Electro—cell。用 1 ml LB培养基在 37℃、 

220 r／min条件下培养 1 ho取 10 1菌液稀释后涂氨苄青霉素 

平板，计算文库库容。随机挑取 16个克隆，利用引物pGADT7一 

F和 pGADT7一R进行菌落 PCR鉴定 ，电泳检测插入片段大 

小并估算重组率。随机挑取 96个克隆进行测序检测 ，估算冗 

余率。 

1．2．1．4 酵母 eDNA文库构建 根据文库库容在 LB平板上 

扩增文库。收集扩增后的文库菌液，采用 NucleoBond Xtra 

Maxi EF Kit抽提质粒，具体操作按说明书进行。取 5 g质 

粒转化酵母Y187菌株，涂布SD／一Leu固体培养基平板。用 

100 ml YPDA液体培养基收集平板上所有的菌体，即得到扩 

表 1 酵母 cDNA文库构建所用到的引物 

Tab．1 Pdmers used for construction of cDNA library 

引物名称 引物序列 

SMART IV Oligo—nucleotide 

CDSⅢ，3’PCR Primer 

5’PCR reeF 

Ewo~nPCR primerM2 

pGADT7-F 

pGADT7一R 

5’一AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCATrACGGCCGGG一3 

5’一ATI'CTAGAGGCCGAGGCGGCCGACATG-d(T)~lN-3’ 

5’一AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT一3’ 

5’一AAGCAGTGGTATCAACGCAG一3’ 

5’一GGAGTACCCATACGACGTACC一3’ 

5’—TATCTACG册 CATCTGCAGC一3’ 
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个与 HOXA1 1相互作用蛋白是 ATAD5。ATAD5是 

酵母 Elgl的人类同源蛋白，Elgl是调控 DNA复制、 

DNA重组、端粒长度和维持基因组稳定性的重要因 

子 朔。在细胞中，ATAD5可募集泛素特异蛋白酶 1 

(USP1)及其相关因子UAF1调控增殖细胞核抗原 

的去泛素化口81。ATAD5功能缺陷会降低 DNA复制 

率，延迟细胞周期进程【 91。此外，Atad5基因杂合缺 

失小鼠表现出高度的基因组不稳定性，90％的小鼠 

罹患肉瘤癌、基底细胞癌或腺癌[201。HOXA1 1可能与 

ATAD5作用参与调控细胞周期进程以及维持基因 

组的稳定。 

USP1 1是泛素水解酶家族成员之一。能将泛素 

分子特异性地从靶蛋白上水解下来，起到去泛素化 

的作用，对蛋白降解进行反向调节。研究表明， 

USP11通过对 BRCA2进行去泛素化 。参与 DNA损 

伤修复[21J。此外，USP1 1可通过调控IKBa的泛素化 

水平，参与NF—KB信号通路[221。本研究通过酵母双 

杂交筛选及回转验证确定 USP1 1和HOXA1 1存在 

着相互作用，说明在细胞内 USP1 1可能对 HOXA1 1 

进行去泛素化，增强 HOXA11的稳定性，参与调控 

许多重要的生物进程。 

酵母细胞是简单的真核细胞，其蛋白质加工、 

修饰类型及程度与哺乳动物的相应过程有一定差 

异，因此酵母双杂交的结果仅仅是提示相互作用的 

可能性。后期将利用 c0一IP、Pull—down的方法对 

HOXA11与 ATAD5和 USP11的相互作用进行验 

证，确定 HOXA1 1是否通过与它们相互作用参与调 

控个体发育以及癌症发生发展过程。 
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