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摘　要：为研究牛分枝杆菌抑制肿瘤坏死因子介导的细胞凋亡来逃避宿主免疫反应的机制，本试验采用酵母双杂

交系统在牛分枝杆菌中筛选可与肿瘤坏死因子受体１相关死亡域蛋白（ＴＲＡＤＤ）相互作用的蛋白。通过限制性内

切酶Ｓａｕ３ＡⅠ部分消化牛分枝杆菌基因组，回收片段随机插入ｐＧＡＤＴ７载体中，转化大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞，

构建牛分枝杆菌基因组文库。ＰＣＲ扩 增 人ｔｒａｄｄ基 因，将 扩 增 产 物 克 隆 于ｐＧＢＫＴ７载 体 上，构 建 重 组 诱 饵 质 粒

ｐＧＢＫＴ７－ｔｒａｄｄ，转化酵母菌Ｙ２ＨＧｏｌｄ。用诱饵质粒ｐＧＢＫＴ７－ｔｒａｄｄ对牛分枝杆菌基因组 文 库 进 行 筛 选，以 获 得 与

ＴＲＡＤＤ互作的阳性候选克隆；提取阳性候选克隆中的质粒，经测序和同源性 比 对 分 析，获 得 与ＴＲＡＤＤ互 作 的 牛

分枝杆菌蛋白的生物学信息。结果显示，构建的文库滴度为２×１０６　ＣＦＵ，平均插入片段在１．５ｋｂ左 右，文 库 重 组

率＞９５％。经 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ验证，诱饵质粒ｐＧＢＫＴ７－ｔｒａｄｄ可在酵母菌中表达诱饵蛋白ＴＲＡＤＤ，且ＴＲＡＤＤ的

表达对酵母菌无毒性，不会在酵母菌中自激活。应 用 酵 母 双 杂 交 系 统 初 步 筛 选 出２０个 与ＴＲＡＤＤ互 作 的 阳 性 克

隆，经复筛、测序和ＢＬＡＳＴ对比，最终发现７个基因序列。本研究应用酵母双杂交技术成功筛选到７个与ＴＲＡＤＤ
互作的牛分枝杆菌蛋白，为进一步研究牛分枝杆菌对细胞凋亡的抑制机制提供线索。
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　　牛分枝杆菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｂｏｖｉｓ）是一种重要

的人畜共患病原，其感染宿主谱广泛，不但严重影响

动物健康和养牛业的发展［１］，也是较常见的人结核

病的病原，威胁食品安全与人类健康［２］。在 感 染 的

肺脏中，巨噬细胞的凋亡可控制早期分枝杆菌的生

长，并通过树突状细胞（ＤＣ）的抗原递呈引发获得性

Ｔ细胞反应。大量研究证实，分枝杆菌具有抑制细

胞凋亡 的 能 力，且 这 种 能 力 与 细 菌 毒 力 呈 正 相 关

性［３］，强毒结核分枝杆菌（Ｈ３７Ｒｖ）和牛分枝杆菌感

染主要导致细胞坏死［３－４］，而弱毒的卡介苗分枝杆菌

ＢＣＧ和 Ｈ３７Ｒａ则 主 要 引 发 细 胞 凋 亡［５］。研 究 表

明，结核分枝杆菌可通过肿瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒ　ｎｅｃ－
ｒｏｓｉｓ　ｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ）死亡信号通路来调控细胞凋亡。

通常，ＴＮＦ通过激活肿瘤坏死因子受体（ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ　ｆａｃｔｏｒ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＮＦＲ）传 递 死 亡 信 号，但

结核分枝杆菌是如何调控ＴＮＦ通路的信号机制尚

不清楚。目 前 研 究 发 现，大 肠 杆 菌 毒 力 因 子 ＮｌｅＢ
可抑制 ＴＮＦ介 导 的 细 胞 凋 亡。ＮｌｅＢ蛋 白 的 Ｎ端

含有乙酰 氨 基 葡 萄 糖 转 移 酶，该 酶 可 作 用 于 ＴＮＦ
信号通路上的重要蛋白———ＴＮＦＲ１相关死亡 域 蛋

白（ＴＮＦＲ１－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｄｅａｔｈ　ｄｏｍａｉｎ，ＴＲＡＤＤ）的死

亡结构域的精氨酸（Ａｒｇ２３５），使死亡结构域（ｄｅａｔｈ
ｄｏｍａｉｎ，ＤＤ）糖 基 化 而 不 能 与 ＴＮＦＲ１和 ＦＡＤＤ
（ｆａｓ－ａｓｓｏｃｉａｔｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｗｉｔｈ　ａ　ｎｏｖｅｌ　ｄｅａｔｈ　ｄｏｍａｉｎ）
寡聚化形成凋亡诱导复合物［６］。鉴于有毒力的分枝

杆菌同样可 抑 制 ＴＮＦ死 亡 信 号 通 路，那 么 牛 分 枝

杆菌上 是 否 存 在 与 ＮｌｅＢ功 能 相 似 的 毒 力 蛋 白，通

过作用于ＴＲＡＤＤ上来抑制细胞凋亡，目前尚不明

确。鉴 于 此，本 研 究 运 用 酵 母 双 杂 交 技 术，以

ＴＲＡＤＤ蛋白为诱饵，筛选牛分枝杆菌基因组文库，
寻找可与上述蛋白互作的牛分枝杆菌蛋白，以期为

进一步研究筛选所得蛋白对ＴＮＦ死亡信号通路的

调控作用提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　菌株和质粒

大肠 杆 菌 ＤＨ５α感 受 态 细 胞、酵 母 菌 Ｙ２Ｈ－

Ｇｏｌｄ和Ｙ１８７、人２９３Ｔ细 胞ｃＤＮＡ均 由 本 实 验 室

保存。牛分枝杆菌基因组由中国农业大学国家动物

海绵状脑病实验室馈赠。质粒ｐＧＡＤＴ７、ｐＧＢＫＴ７、

ｐＧＢＫＴ７－５３、ｐＧＢＫＴ７－Ｌａｍ均购自Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司。

１．２　主要试剂

ＳＤ肉 汤 培 养 基、ＳＤ 固 体 培 养 基、Ｔｒｐ／Ｌｅｕ／

Ｈｉｓ／Ａｄｅ等单缺、双 缺 和 四 缺 等 添 加 剂、金 担 子 素

等均购自Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公 司。ＤＮＡ纯 化 试 剂 盒、质 粒

提取试剂盒均购自天根生化科技（北京）有限公司；

ＫＯＤ－Ｐｌｕｓ－Ｎｅｏ高保真酶、Ｔａｑ酶均购自ＴＯＹＯＢＯ公

司；ＤＮＡ连 接 酶、限 制 性 内 切 酶Ｓａｕ３ＡⅠ、ＢａｍＨⅠ、

ＥｃｏＲⅠ均购自ＮＥＢ公司。Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＤＮＡ
Ｌａｄｄｅｒ、Ｐｒｅｓｔａｉｎｅｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｌａｄｄｅｒ均 购 自ＴａＫａＲａ
公司；ｃ－Ｍｙｃ标签抗体、羊抗鼠ＩｇＧ抗体均购自北京

康为世纪生物科技有限公司。

１．３　牛分枝杆菌基因组文库的构建

用限制性 内 切 酶Ｓａｕ３ＡⅠ部 分 消 化 牛 分 枝 杆

菌基因组ＤＮＡ，通过凝胶电泳回收１．５～５ｋｂ之间

的切割片段；用限制性内切酶ＢａｍＨⅠ对ｐＧＡＤＴ７
质粒进行酶切，酶切后用去磷酸化酶对载体进行去

磷酸化，然后将ＤＮＡ片段与载体进行连接反应，转

化大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞。利用载体上、下游

引物，随机挑选２０个菌落进行ＰＣＲ验证，确定连接

效率。待确定 文 库 滴 度 符 合 筛 选 要 求 后，用ＰＥＧ／

ＬｉＡｃ转 化 法 将 文 库 质 粒 转 化 到 酵 母 菌 Ｙ１８７中，

ＳＤ／－Ｌｅｕ平板上３０℃培养３～５ｄ。

１．４　含有ｔｒａｄｄ基因的诱饵质粒的构建

１．４．１　目的片段扩增　　根据ＧｅｎＢａｎｋ发布的人

ｔｒａｄｄ基 因 序 列（登 录 号：ＮＭ＿００３７８９．３），利 用

Ｖｅｃｔｏｒ　ＮＴＩ设计１对引物，送至苏州金唯智生物技

术有限公司合成。引物序列为：上游引物：５′－ＣＡＴ－
ＧＧＡＧＧＣＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＣＡＧＣＴＧＧＧＣＡＡＡＡ－
ＴＧＧＧＣＡＣ－３′；下 游 引 物：５′－ＧＣＡＧＧＴＣＧＡＣＧ－
ＧＡＴＣＣＣＴＡＧＧＣＣＡＧＧＣＣＧＣＣＡＴＴＧ－ＧＧＡＴ－３′。
使用 高 保 真 酶 ＫＯＤ－Ｐｌｕｓ－Ｎｅｏ扩 增ｔｒａｄｄ 基 因 片

段，ＰＣＲ 扩 增 体 系 ５０μＬ：１０×ＫＯＤ　Ｐｌｕｓ　Ｂｕｆｆｅｒ
５μＬ，２ｍｍｏｌ／Ｌ　ｄＮＴＰｓ　５μＬ，２５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＭｇＳＯ４

９１０３
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３μＬ，上、下游引物各１．５μＬ，人２９３Ｔ细胞ｃＤＮＡ
１μＬ，ＤＭＳＯ　１μＬ，ＫＯＤ－Ｐｌｕｓ－Ｎｅｏ　１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ
３１μＬ。ＰＣＲ扩增条件：９４℃预变性２ｍｉｎ；９８℃变

性１０ｓ，６０℃退火３０ｓ，６８℃延伸４５ｓ，共３５个循

环；６８ ℃延 伸 ７ ｍｉｎ；１２ ℃结 束。ＰＣＲ 产 物 经

１．０％琼脂糖凝胶电泳鉴定。

１．４．２　重组质粒ｐＧＢＫＴ７－ｔｒａｄｄ的构建　　使用

限制性内切 酶ＢａｍＨ Ⅰ和ＥｃｏＲ Ⅰ分 别 酶 切 目 的

片段和质粒ｐＧＢＫＴ７，反应体系５０μＬ：基因片段或

质粒５μＬ，１０×Ｃｕｔ　ｓｍａｒｔ　Ｂｕｆｆｅｒ　５μＬ，ＢａｍＨ Ⅰ和

ＥｃｏＲⅠ各０．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ　３９μＬ。３７℃水浴中酶

切４ｈ后纯化回收。用Ｔ４ＤＮＡ连接酶于１６℃金

属浴中反应１ｈ，然 后 转 化 大 肠 杆 菌ＤＨ５α感 受 态

细胞，涂板过夜培养。挑取单 个 克 隆，菌 落ＰＣＲ筛

选阳性克隆。挑选到的阳性克隆扩大培养后，提取

质粒送至测序公司测序。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测诱饵蛋白ＴＲＡＤＤ在 酵

母细胞中的表达

挑取新鲜的直径为１～２ｍｍ的 酵 母 菌 落 接 种

于５ｍＬ　ＳＤ／－Ｔｒｐ液 体 培 养 基 中，在 恒 温 摇 床 中

３０℃、２５０ｒ／ｍｉｎ过夜培养１６～１８ｈ。培养液全部

转接入５０ｍＬ　ＹＰＤＡ培 养 液 中，３０℃、２５０ｒ／ｍｉｎ
振荡培养，至菌液Ｄ６００ｎｍ值处于０．４～０．６之间。迅

速将培养液收集于预冷的含有２５ｍＬ冰 的５０ｍＬ
离心管中，４℃、１　０００ｒ／ｍｉｎ离 心５ｍｉｎ，弃 掉 上 清

液，使用Ｕｒｅａ／ＳＤＳ法 提 取 酵 母 菌 蛋 白。将 蛋 白 样

品上样 进 行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ，电 转 入ＰＶＤＦ膜 后，用 小

鼠抗 ｍｙｃ单 克 隆 抗 体 进 行 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ，以 检

测ＴＲＡＤＤ蛋白的表达情况。

１．６　诱 饵 质 粒ｐＧＢＫＴ７－ｔｒａｄｄ对 酵 母 的 毒 性 及 自

激活检测

１．６．１　毒性 检 测　　复 苏 酵 母 菌 Ｙ２ＨＧｏｌｄ，并 用

ＰＥＧ／ＬｉＡｃ法 制 备 酵 母 感 受 态。分 别 将 诱 饵 质 粒

ｐＧＢＫＴ７－ｔｒａｄｄ和ｐＧＢＫＴ７转 化 酵 母 感 受 态 细 胞

Ｙ２ＨＧｏｌｄ，各 取１００μＬ菌 液 分 别 涂 于ＳＤ／－Ｔｒｐ固

体培养板，置于３０℃恒温箱倒置培养３～５ｄ后，对
比转入不同质粒平板上酵母菌菌落生长的数量、形

态、大小等差异。

１．６．２　自 激 活 检 测　　将 上 述 已 转 化 诱 饵 质 粒

ｐＧＢＫＴ７－ｔｒａｄｄ的剩余酵母菌液各取１００μＬ，分 别

涂于ＳＤ／－Ｔｒｐ（ＳＤＯ）、ＳＤ／－Ｔｒｐ／Ｘ－ａ－ｇａｌ（ＳＤＯ／Ｘ）和

ＳＤ／－Ｔｒｐ／Ｘ－／Ｘ－ａ－ｇａｌ／ＡｂＡ（ＳＤＯ／Ｘ／Ａ）固 体 培 养

板上。并 以 质 粒 ｐＧＢＫＴ７－５３ 作 为 阳 性 对 照 和

ｐＧＢＫＴ７－Ｌａｍ作 为 阴 性 对 照，转 化 酵 母 感 受 态 细

胞，并涂布于ＳＤＯ／Ｘ固体培养板上。３０℃恒温培

养箱倒置培养３～５ｄ后，对比上述平板上酵母菌的

生长形态、数量、大小、颜色等差异，以确定是否存在

自激活现象。

１．７　运 用 酵 母 双 杂 交 技 术 筛 选 牛 分 枝 杆 菌 上 与

ＴＲＡＤＤ互作的蛋白

挑取一个２～３ｍｍ的含有 诱 饵 质 粒 的 酵 母 菌

菌落，转接到５０ｍＬ　ＳＤ／Ｔｒｐ溶液，３０℃培养１６～
２０ｈ至Ｄ６００ｎｍ值到０．８。１　０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ收

集菌体，用４～５ｍＬ　ＳＤ／Ｔｒｐ溶液重悬，所制备的菌

液悬液与１ｍＬ牛分枝杆菌基因组菌液共同转接于

含有Ｋａｎａ的２×ＹＰＤＡ中，３０℃、３０～５０ｒ／ｍｉｎ低

速培养２０～２４ｈ。２０ｈ后显微镜观察，若观察到类

似米老 鼠 头 像 或 三 叶 草 图 案，则１　０００ｒ／ｍｉｎ离 心

１０ｍｉｎ，弃上 清，用０．５×ＹＰＤＡ重 悬。每２００μＬ
菌液涂于ＤＤＯ／Ｘ／Ａ，３０℃培养箱中培养３～５ｄ后

标记ＤＤＯ／Ｘ／Ａ蓝 色 克 隆。挑 取 阳 性 克 隆 划 线 接

种在筛选更严紧培养ＳＤ／－Ｔｒｐ／－Ｌｅｕ／－Ｈｉｓ／－Ａｄｅ／Ｘ－
ｒｐ／－ＬｅＡｂＡ（ＱＤＯ／Ｘ）平板上，３０℃培养３～５ｄ。

１．８　阳性候选克隆的初步分析

培养阳性候选克隆，使用酵母菌质粒提取试剂

盒提取酵母 菌 中 质 粒。将 所 获 得 的ｐＧＡＤＴ７－Ｘ质

粒分别 和ｐＧＢＫＴ７－ｔｒａｄｄ及 空 载 体ｐＧＢＫＴ７两 两

组队 转 染 到 酵 母 菌 Ｙ２ＨＧｏｌｄ中，菌 液 分 别 涂 于

ＤＤＯ／Ｘ和ＤＤＯ／Ｘ／Ａ的平板中，３０℃培养３～５ｄ
后，观察菌落颜色及生长情况，以排除所筛选到的牛

分枝杆菌基因本身可与报告基因的启动子直接作用

而造成假阳性的可能。复筛后的质粒送至苏州金唯

智生物技术有限公司测序，分析插入片段的生物学

信息。

２　结　果

２．１　牛分枝杆菌基因组文库的构建

用限制性 内 切 酶Ｓａｕ３ＡⅠ切 割 牛 分 枝 杆 菌 基

因组ＤＮＡ（图１），克隆到ｐＧＢＫＴ７载体上，转化大

肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞，经涂板检测，文库容量为

２×１０６　ＣＦＵ。随 机 挑 取２４个 克 隆，摇 菌，抽 提 质

粒，用载体引物进行ＰＣＲ扩增，电泳检测，文库平均

插入片段在１．５ｋｂ左右（图２），克隆阳性率＞９５％，
覆盖基因组倍数约为１００倍，可满足后续试验的要求。
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　１１期 何　萍等：利用酵母双杂交系统筛选ＴＲＡＤＤ的互作牛分枝杆菌蛋白

Ｍ，１ｋｂ　ＤＮＡ　Ｌａｄｄｅｒ；１～３，１ＵＳａｕ３ＡⅠ分 别 酶 切１、２
和３ｈ；４～６，０．１ＵＳａｕ３ＡⅠ分 别 酶 切１、２和３ｈ；７～
１０，０．０１ＵＳａｕ３ＡⅠ分别酶切１、２、３和４ｈ

Ｍ，１ｋｂ　ＤＮＡ　Ｌａｄｄｅｒ；１－３，Ｇｅｎｏｍｅ　ＤＮＡ　ｄｉｇｅｓｔｅｄ　ｂｙ　１Ｕ

Ｓａｕ３ＡⅠｆｏｒ　１，２ａｎｄ　３ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；４－６，Ｇｅｎｏｍｅ　ＤＮＡ

ｄｉｇｅｓｔｅｄ　ｂｙ　０．１ＵＳａｕ３ＡⅠｆｏｒ　１，２ａｎｄ　３ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅ－
ｌｙ；７－１０，Ｇｅｎｏｍｅ　ＤＮＡ　ｄｉｇｅｓｔｅｄ　ｂｙ　０．０１ＵＳａｕ３ＡⅠｆｏｒ

１，２，３ａｎｄ　４ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
图１　Ｓａｕ３ＡⅠ酶切牛分支杆菌基因组ＤＮＡ条件优化

Ｆｉｇ．１　Ｏｐｔｉｍａｌ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｓａｕ３ＡⅠ ｄｉｇｅｓｔｉｎｇ　ｔｈｅ　ｇｅ－
ｎｏｍｅ　ＤＮＡ　ｏｆ　Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｂｏｖｉｓ

Ｍ，Ｄ１５０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１～１２，随机挑选的文库质粒

Ｍ，Ｄ１５０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１－１２，Ｒａｎｄｏｍｌｙ　ｓｅｌｅｃｔｅｄ　ｐｌａｓ－
ｍｉｄｓ
图２　随机挑选文库质粒的ＰＣＲ验证

Ｆｉｇ．２　Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｇｅｎｏｍｅ　ｌｉｂｒａｒｙ　ｂｙ　ＰＣＲ

２．２　含有ｔｒａｄｄ基因的诱饵质粒的构建

利用特异性 引 物，以 人２９３Ｔ细 胞ｃＤＮＡ为 模

板，ＰＣＲ扩增目的条带，扩增出大小９３９ｂｐ的目的

条带。ＰＣＲ扩 增 产 物 和 质 粒ｐＧＢＫＴ７经 酶 切、连

接后，转化大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞，涂于含有氨

苄的ＬＢ固体平板上。挑选单个克 隆，经 菌 落ＰＣＲ
验证，发现６个阳性克隆（图３）。将阳性克隆扩增，
提取质粒送测序，测序结果与已公布的基因序列一

致，说明诱饵质粒ｐＧＢＫＴ７－ｔｒａｄｄ构建成功。

Ｍ，Ｄ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１～６，候选克隆；７，阴性对照

Ｍ，Ｄ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１－６，Ｃａｎｄｉｄａｔｅ　ｃｏｌｏｎｉｅｓ；７，Ｎｅｇａ－
ｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ
图３　菌落ＰＣＲ鉴定阳性克隆

Ｆｉｇ．３　Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｃｏｌｏｎｉｅｓ　ｂｙ　ｃｏｌｏｎｙ　ＰＣＲ

２．３　诱饵蛋白ＴＲＡＤＤ在酵母菌种的表达情况

将诱饵 质 粒ｐＧＢＫＴ７－ｔｒａｄｄ及 阳 性 对 照 质 粒

ｐＧＢＫＴ７－５３和空载质粒ｐＧＢＫＴ７分别转化酵母细

胞，扩大培养后提 取 酵 母 蛋 白，经 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ
检测发 现 ＴＲＡＤＤ可 在 酵 母 菌 中 表 达（图４），在

５５ｋｕ处有 明 显 的 条 带。阳 性 对 照ｐＧＢＫＴ７－５３在

酵母菌中表达大小为５７ｋｕ的蛋白。

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ检 测ＴＲＡＤＤ在 酵 母 菌 中 的 表 达

情况

Ｆｉｇ．４　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ＴＲＡＤＤ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ

ｙｅａｓｔ

２．４　诱饵蛋白ＴＲＡＤＤ对酵母菌的毒性检测

分别 将 诱 饵 质 粒ｐＧＢＫＴ７－ｔｒａｄｄ和 空 载ｐＧ－
ＢＫＴ７转化酵 母 感 受 态 细 胞 Ｙ２ＨＧｏｌｄ中，涂 布 于

ＳＤ／－Ｔｒｐ固体培养板上，２个平板上均有形态、大小

相似的白色菌落（图５Ａ和５Ｂ），数量上的差异可能

与质粒的转化率有关。表明诱饵质粒对酵母无毒性

影响。

２．５　诱饵蛋白ＴＲＡＤＤ在酵母菌中的自激活检测

含有ｐＧＢＫＴ７－ｔｒａｄｄ的酵母菌可在ＳＤＯ／Ｘ（图

６Ａ）平 板 上 长 出 大 小、形 态 相 似 的 白 色 菌 落，而 在

ＳＤＯ／Ｘ／ＡｂＡ（图６Ｂ）的平板上没有菌落生长，阳性

１２０３



中　国　畜　牧　兽　医 ４５卷　

对照（图６Ｃ）长出蓝色菌落，阴性对照（图６Ｄ）无菌落

生长。表明诱饵质粒在酵母菌中没有自激活活性。

２．６　运用酵母双杂交筛选与ＴＲＡＤＤ互作的 阳 性

克隆

将牛分枝杆菌基因组文库与诱饵质粒混合后进

行酵母杂 交 转 化，２０ｈ后 取 杂 交 菌 液 滴 于 载 玻 片

上，显微镜下观察可见类似于米老鼠头像或三叶草

形状的融合 细 胞（图７），表 明 杂 交 成 功。杂 交 成 功

的菌液经离心后涂于ＤＤＯ／Ｘ／Ａ平 板 上，培 养３～
５ｄ。结果显示，ＤＤＯ／Ｘ／Ａ平板上出现了２７个大小

不同的蓝色阳性候选克隆（图８）。得到的候选克隆

在 更 严 格 的 缺 陷 筛 选 平 板 ＳＤ／－Ｔｒｐ／－Ｌｅｕ／－Ｈｉｓ／

－Ａｄｅ／Ｘ－α－ｇａｌ／ＡｂＡ（ＱＤＯ／Ｘ／Ａ）上 培 养 得 到２０个

蓝色克隆。

Ａ，含有ｐＧＢＫＴ７－ｔｒａｄｄ的酵母菌Ｙ２ＨＧｏｌｄ；Ｂ，含 有ｐＧ－
ＢＫＴ７的酵母菌Ｙ２ＨＧｏｌｄ

Ａ，Ｙ２ＨＧｏｌｄ　ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｐＧＢＫＴ７－ｔｒａｄｄ；Ｂ，Ｙ２ＨＧｏｌｄ

ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｐＧＢＫＴ７
图５　诱饵蛋白ＴＲＡＤＤ对酵母的毒性检测

Ｆｉｇ．５　Ｔｏｘｉｃｉｔｙ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ＴＲＡＤＤ　ｉｎ　ｙｅａｓｔ

Ａ、Ｂ，酵母菌Ｙ２ＨＧｏｌｄ／ｐＧＢＫＴ７－ｔｒａｄｄ分别凃于ＳＤＯ／Ｘ（Ａ）和ＳＤＯ／Ｘ／Ａ（Ｂ）平板上；Ｃ，阳性对照；Ｄ，阴性对照

Ａ　ａｎｄ　Ｂ，Ｙ２ＨＧｏｌｄ／ｐＧＢＫＴ７－ｔｒａｄｄ　ｗｅｒｅ　ｐｌａｔｅｄ　ｏｎ　ＳＤＯ／Ｘ（Ａ）ａｎｄ　ＳＤＯ／Ｘ／Ａ（Ｂ），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｃ，Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ；

Ｄ，Ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ
图６　诱饵蛋白ＴＲＡＤＤ自激活的检测

Ｆｉｇ．６　Ａｕｔｏａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ＴＲＡＤＤ　ｉｎ　ｙｅａｓｔ

图７　酵母双杂交中的接合子（４００×）

Ｆｉｇ．７　Ｔｙｐｉｃａｌ　ｙｅａｓｔ　ｚｙｇｏｔｅ　ｄｕｒｉｎｇ　ｙｅａｓｔ　ｔｗｏ－ｈｙｂｒｉｄ　ｓｙｓ－
ｔｅｍ（４００×）

２．７　阳性候选克隆的初步分析

将所获得阳性克隆质粒和和ｐＧＢＫＴ７－ｔｒａｄｄ及

空载体ｐＧＢＫＴ７两两组队转染到酵母菌Ｙ２ＨＧｏｌｄ
中，菌液分别涂于ＤＤＯ／Ｘ和ＤＤＯ／Ｘ／Ａ的平板中，
进行回返验证。７个候选基因与ｐＧＢＫＴ７－ｔｒａｄｄ同

时转染可在ＤＤＯ／Ｘ和ＤＤＯ／Ｘ／Ａ平板上长出蓝色

菌落，与空载ｐＧＢＫＴ７的互转在ＤＤＯ／Ｘ的菌落为

白色，而在ＤＤＯ／Ｘ／Ａ平板上不生长，这说明７个蛋

白均与ＴＲＡＤＤ蛋白互相作用。将阳性质粒送至测

序公司测序，所得基因序列与牛分枝杆菌基因组经

ＢＬＡＳＴ比 对，共 获 得７个 基 因：Ｍｂ０５５７、Ｍｂ０９０２ｃ、

Ｍｂ１２０５ｃ、Ｍｂ２６８５、Ｍｂ３２９５、Ｍｂ３５８３和Ｍｂ３７８７ｃ。
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图８　酵母双杂交系统筛选与ＴＲＡＤＤ互作的阳性候选克隆

Ｆｉｇ．８　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　ｏｆ　ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｃａｎｄｉｄａｔｅ　ｃｏｌｏｎｉｅｓ　ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ　ｗｉｔｈ　ＴＲＡＤＤ　ｂｙ　ｙｅａｓｔ　ｔｗｏ－ｈｙｂｒｉｄ　ｓｙｓｔｅｍ

３　讨　论
在早期感染中，细胞凋亡不仅可控制分枝杆菌

在巨噬细胞中的 扩 散，而 且 还 可 促 进ＤＣ细 胞 递 呈

抗原来激活Ｔ、Ｂ淋巴细胞免疫。与 Ｈ３７Ｒｖ相比，

ＢＣＧ和 Ｈ３７Ｒａ可 诱 导 高 水 平 的 细 胞 凋 亡，激 活 更

强烈的Ｔ细 胞 反 应，从 而 增 强 机 体 对 感 染 的 控 制。

Ｒｉｅｎｄｅａｕ等［７］研究发现，Ｈ３７Ｒａ和ＢＣＧ诱导的细胞

凋亡依赖于内源性的肿瘤坏死因子。尽管结核分枝

杆菌Ｈ３７Ｒｖ和Ｈ３７Ｒａ均可导致巨噬细胞产生大量的

ＴＮＦ，但Ｈ３７Ｒａ可诱发高水平的细胞凋亡［８］。这说

明分枝杆菌通过ＴＮＦ死亡信号通路调控细胞凋亡。

ＴＲＡＤＤ是ＴＮＦ介 导 的 细 胞 凋 亡 通 路 上 的 一

种重要的衔接蛋白。当ＴＮＦ与细胞膜上的受体蛋

白ＴＮＦＲ１结 合 后，可 诱 导 ＴＮＦＲ１三 聚 体 化［９］。

ＴＮＦＲ１位于胞浆内的死亡结 构 域ＤＤ与 衔 接 蛋 白

分子ＴＲＡＤＤ和 接 头 蛋 白ＦＡＤＤ上 的ＤＤ结 合 形

成凋亡诱导 复 合 物。然 后ＦＡＤＤ上 死 亡 效 应 结 构

域（ｄｅａｔｈ　ｅｆｆｅｃｔｏｒ　ｄｏｍａｉｎ，ＤＥＤ）与Ｃａｓｐａｓｅ－８前 体

的ＤＥＤ相互交联，募集Ｃａｓｐａｓｅ－８前体进行自我活

化，从 而 启 动 凋 亡 的 发 生［１０］。除 此 之 外，ＴＲＡＤＤ
还可招募细胞质中的ＴＮＦＲ相关因子和丝／苏氨酸

蛋白激酶，并 与 之 结 合 以 激 活 ＮＦ－κＢ的 活 化，移 位

至核内介导 基 因 表 达［１１］。病 原 微 生 物 可 通 过 直 接

作用于 ＴＲＡＤＤ或 ｍｉｃｏＲＮＡ等 途 径 来 调 控 ＴＮＦ
介导的细胞凋亡或 ＮＦ－κＢ的活化［１２］。而在肿瘤的

研究中发现 某 些 药 物 可 通 过 作 用 于 ＴＲＡＤＤ来 调

控肿瘤细胞的增殖［１３］，且ＴＲＡＤＤ可作为某些肿瘤

的标记物［１４］。在结核分枝杆菌感染中，活动性结核

病患者的外周血单核细胞中参与外源性细胞凋亡的

基 因 表 达 均 降 低，这 些 基 因 包 括 ＴＮＦ、ＴＮＦＲ１、

ＴＲＡＤＤ、Ｆａｓ、ＦａｓＲ和ｃａｓｐａｓｅ－８［１５］。
本研究经酵母双杂交系统从牛分枝杆菌基因组

文库中筛选到７个可与ＴＲＡＤＤ互相作用的候选基

因，但 其 具 体 功 能 均 不 清 楚。其 中，Ｍｂ０９０２ｃ和

Ｍｂ１２０５ｃ基因分别编码牛分枝杆菌ＰＰＥ１３和ＰＥ１２
蛋白，这两 个 蛋 白 均 属 于ＰＥ／ＰＰＥ家 族。ＰＥ／ＰＰＥ
家族蛋白因氨基末端附近分别存在保守的Ｐｒｏ－Ｇｌｕ
（ＰＥ）和Ｐｒｏ－Ｐｒｏ－Ｇｌｕ（ＰＰＥ）基序而得名［１６］。目前认

为，该家族成员是分枝杆菌潜在的毒力因子，与逃避

宿主免疫系统相关［１７－１９］，可影响巨噬细胞免疫应答、
细胞死亡和细胞因子的分泌。如ＰＥ＿ＰＧＲＳ３０［２０］和

ＰＥ＿ＰＧＲＳ６２［２１］可抑制巨噬细胞中吞噬溶酶体的成

熟，ＰＥ５和ＰＥ１５［２２］可 抑 制 具 有 杀 菌 作 用 的 ＮＯ的

产 生。据 报 道，与 野 生 株 相 比，结 核 分 枝 杆 菌

Ｈ３７Ｒｖ的ＰＰＥ１３突变株在巨噬细胞中的存活数量

明显 减 少［２３］，但 具 体 机 制 尚 不 清 楚。因 此，推 测

ＰＰＥ１３或ＰＥ１２极可能通过 参 与 调 控ＴＮＦ介 导 的

细胞凋亡来促进分枝杆菌在宿主细胞中的存活，尚

需进一步试验验证。

４　结　论
本研究成功构建牛分枝杆菌基因组文库和诱饵

质粒ｐＧＢＫＴ７－ｔｒａｄｄ，通 过 酵 母 双 杂 交 系 统 筛 选 到

了ＴＲＡＤＤ互作的牛分枝杆菌候选蛋白，为后续研

究牛分枝杆 菌 通 过 ＴＲＡＤＤ对 细 胞 凋 亡 的 抑 制 机

制提供了参考数据，为牛分枝杆菌感染机制及抗分

枝杆菌药物靶点的研究奠定基础。
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