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Abstract
AIM: To screen candidate hepatocyte binding 
proteins interacting with the surface antigen 

protein (SHBs) of hepatitis B virus.

METHODS: Polymerase chain reaction (PCR) 
was used to amplify SHBs gene. The target gene 
of SHBs was cloned into the yeast expression 
plasmid pDEST32 to construct bait plasmid 
pDEST32-SHBs. Western blot was employed to 
test SHBs expression after pDEST32-SHBs was 
transformed into the yeast cell MaV203 by Liac-
mediated method. Both pDEST32-SHBs and pD-
EST22-cDNA were contemporarily transformed 
into MaV203 cells to screen the binding protein 
of SHBs. MaV203 cells were plated on synthetic 
dropout nutrient media (SC/-Trp-Leu-His-Ura) 
and X-gal containing media for selection and 
screening. After that, the prey plasmids from true 
positive colonies were extracted and sequenced. 
The partial cDNA sequences in prey plasmids 
were analyzed by bioinformatics software.

RESULTS: The yeast expression vector pD-
EST32-SHBs was successfully constructed. After 
screening, 3 pieces of cDNA in prey plasmids 
from true positive blue colonies were sequenced. 
The cDNA sequences were alpha-2-macroglobu-
lin, tubulin alpha 1a and ribosomal protein L3.

CONCLUSION: Yeast-two hybrid method is 
successfully used for screening out alpha-2-mac-
roglobulin, tubulin alpha 1a and ribosomal pro-
tein L3 as candidate binding proteins of SHBs.

Key Words: Hepatitis B virus; Yeast-two hybrid 
technique; Surface antigen protein; Binding pro-
tein; Polymerase chain reaction   
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摘要
目的: 自肝细胞cDNA文库中筛选与HBV主蛋
白(SHBs)相互作用的蛋白基因, 探讨主蛋白的
生物学功能.

方法: 利用PCR扩增S主蛋白基因, 定向克隆

®

■背景资料
近年来, 酵母双杂
交技术被成功的
引进于蛋白-蛋白
相互作用领域. 本
研究以SHBs为研
究靶蛋白, 利用酵
母双杂交技术寻
找其与肝细胞相
互作用的蛋白, 这
对于明确HBV致
病机制、进入细
胞机制具有着重
要意义.

■同行评议者
王凯, 教授, 山东
大学齐鲁医院肝
病科
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技术将靶基因克隆到pDEST32构建出S主蛋
白的诱饵质粒; Western blot方法验证转化诱
饵质粒的酵母细胞表达SHBs; 将诱饵质粒与
人肝cDNA文库猎物质粒共同转化MaV203酵
母细胞, 在营养缺陷型培养基和X-gal上进行
三重筛选阳性菌落, 提取阳性酵母菌落的猎物
质粒进行DNA测序; 利用核苷酸数据库及生
物信息学技术, 对于筛选结果进行分析.  

结果: 构建S主蛋白及肝文库酵母细胞表达载
体, 进行酵母双杂交系统筛选人肝细胞cDNA
文库, 筛选出既能在缺陷培养基也能在X-gal的
检测下变成蓝色的真阳性菌落3个, 分别为核
糖体蛋白L3、微管蛋白α-1a和α-2巨球蛋白.

结论: 用酵母双杂交技术筛选出3个与SHBs相
互作用的肝细胞结合蛋白编码基因, 提示SHBs
可能参与到肝细胞内部的多种生物学反应.

关键词: 乙型肝炎病毒; 酵母双杂交技术; 主蛋白; 

结合蛋白; 聚合酶链式反应
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0  引言

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)是引起

病毒性肝炎、肝硬化和肝细胞癌(hepatic cel l 
carcinoma, HCC)的重要病因[1-3]. 针对HBV基

因组的研究认为H B V S区通过3个启始密码

子(AT G)被人为的分为3个结构区, 前-S1, 前
-S2和S区, 编码3种长度的包膜蛋白, 即大蛋白

(LHBs)、中蛋白(MHBs)和主蛋白(SHBs). 我们

早期的研究认为中国HBV流行株还可能存在另

一启始密码子[4], 该密码子可以同框(in frame)与
下游LHBs表达. 目前研究认为SHBs为3种包膜

蛋白中含量最多的一种, 与 HBV的感染密切相

关[5-7], 但其具体的作用机制尚未明确. 本研究以

SHBs为研究靶蛋白, 利用酵母双杂交技术寻找

其与肝细胞相互作用的蛋白, 这对于明确HBV
致病机制、进入细胞机制具有着重要意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 Proquest2酵母双杂交系统、人肝细胞

cDNA文库(货号10422-020)、酵母细胞感受态、

醋酸锂、X-a-半乳糖苷酶(Gal)、酵母细胞质粒

提取试剂盒等均购自Invitrogen公司.  酵母YPAD
培养基、不含氨基酸的酵母氮碱基等购自Oxoid

公司, 各种氨基酸及质粒提取试剂盒均购自北京

博大泰克公司; 大肠埃希菌(DH5a)本实验室保存.
1.2 方法 
1.2.1 诱饵质粒载体的构建以及靶基因表达的验
证: 利用多聚酶链反应(PCR)法扩增靶基因, 根
据HBV中国流行病毒株基因序列, 设计上游引

物: 5'-ATGGTCGACAACATGGAGAACACAA
CATCAG-3', 下游引物5'-GTGCGGCCGCTAGG
TTCTAATGTATACCCAAAGAC-3', 上游引物画

线部分为SalⅠ内切酶位点, 下游引物画线部分

为NotⅠ内切酶位点; PCR扩增HBV S主蛋白编

码基因; PCR条件: 94℃ 3 min, 94℃ 30 s, 58℃ 
30 s, 72℃ 30 s, 72℃ 7 min, 35个循环; PCR产物

经NotⅠ/Sa lⅠ双酶切后连接入酵母表达载体

pDEST32中构建诱饵质粒, 经酶切及PCR鉴定

后, DNA测序验证, 命名为: pDEST32-SHBs. 将
重组质粒在大肠埃希菌中扩增, 提取诱饵质粒. 
按说明书步骤, 将诱饵质粒pDEST32-SHBs转化

入MaV203. 在缺亮氨酸培养基上培养2 d后, 挑
取培养阳性克隆, 用缺亮氨酸营养培养液培养, 
酵母裂解液裂解MaV203后, 保留上清备用.

Western blot方法验证靶基因的表达: 将样

品及阴性对照的酵母裂解液加入上样缓冲液后

煮沸5 min, 分别经120 g/L SDS-PAGE胶电泳, 积
层胶60 V, 30 min; 分离胶80 V, 90 min. 60 V电转

100 min将胶上的蛋白质电转移到PVDF膜. 5%
脱脂牛奶封闭1 h, 然后加入抗-HBs鼠mAb, 室温

孵育2 h, 用TBST在室温下脱色摇床上洗脱3次, 
每次10 min; 再与1∶1000羊抗鼠二抗室温孵育2 
h, 用TBST在室温下脱色摇床上洗脱3次, 增强化

学发光法进行放射自显影.
1.2.2 酵母双杂交筛选: 首先大量扩增猎物载

体, 按照文库扩增手册操作滴定肝细胞文库原

液, 使其浓度达到9×1012 cfu/L, 以大量质粒提

取试剂盒提取猎物质粒. 按照Invi t rogen公司

Proquest2酵母双杂交操作指南, 醋酸锂法将诱

饵质粒pDEST32-SHBs与肝细胞文库(克隆在

pDEST22中)共同转化酵母MaV203, 之后将酵

母细胞涂布在SC-leu/-trp以及SC-leu/-trp/-his+ 25 
mM 3AT培养基上(3AT终浓度筛检试验将另文

报道). 将生长在SC-leu/-trp/-his+3AT的阳性克隆

划线到SC-leu/-trp/-ura的培养基上, 最后将阳性

菌落接种于YPAD培养皿影印于硝酸纤维素膜

用液氮裂解后置于含X-gal的Z-buffer反应体系

上检查a-半乳糖苷酶活性, 变成蓝色的为真阳

性菌落.

■研发前沿
SHBs为3种包膜
蛋白中含量最多
的一种与HBV的
感染密切相关, 但
其具体机制尚未
明确.
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1.2.3 候选结合蛋白基因的克隆化与分析: 挑取

真正的阳性集落按照Invitrogen公司酵母细胞

提取试剂盒提供的操作指南提取酵母质粒. 提
取的质粒后验证后, 利用Invitrogen公司提供的

pDEST22质粒上, 插入文库序列两端的引物进

行PCR扩增验证, 上游引物5'-TCGATGATGAA 
GATACCCCACC-3', 下游引物5'-CTCGACGT
CTTACTTACTTAGC-3'; PCR条件: 94℃ 3 min, 
94℃ 30 s, 58℃ 50 s, 72℃ 80 s, 72℃ 7 min经35
个循环. 靶片段长度约为1200 bp; PCR产物经纯

化后送生物公司进行DNA测序. 阳性克隆DNA测

序结果提交GenBank比对, 进行生物信息学分析.

2  结果

2.1 诱饵质粒构建的验证 HBV S基因为本实验

室克隆并测序, GenBank号为: EU075334, C2亚
基因型. 将全S基因克隆到pDEST32中构建诱饵

质粒pDEST32-SHBs, Western blot法验证诱饵质粒

pDEST32-SHBs转化酵母后靶蛋白的表达(图1).
2.2 SHBs酵母双杂交结果 按照Invitrogen公司

Proquest2酵母双杂交操作指南方法, 我们将构

建并验证过的诱饵质粒pDEST32-SHBs与肝细

胞文库(克隆在pDEST22中)共转化酵母MaV203, 
之后利用不同缺陷培养基来筛选阳性克隆, 最
后筛选出的阳性克隆可以表达H i s+、U r a+、

LacZ报告基因(图2).
2.3 SHBs的结合蛋白基因的克隆化与分析结果 
利用Invitrogen公司提供的肝细胞文库载体pD-
EST22引物扩增结合蛋白基因片段, 利用PCR方
法验证并克隆酵母双杂交阳性克隆内猎物质粒

携带的cDNA片段(图3).
我们共挑选13个阳性克隆测序, 测序结果与

GenBank数据库进行初步比较, 获得3个SHBs候
选结合蛋白的基因序列见表1.

3  讨论

HBV慢性感染以及感染后导致肝硬化、原发性

肝癌的机制一直不明确, 目前研究认为HBV通

过其病毒蛋白调节癌基因/抑癌基因的表达、诱

导/对抗细胞凋亡、阻断细胞DNA损伤修复等方

式导致病情演进[8-11]. 在上述过程中, 除X基因、

截短型中蛋白具有的反式激活作用外, HBV干

预肝细胞功能的方式也可能是通过蛋白-蛋白相

互作用完成的[12-16]. 近年来, 酵母双杂交技术被

成功的引进于蛋白-蛋白相互作用领域, 国内成

军 et al探讨多种形态的表面抗原可能的结合蛋

白, 本研究着重探讨SHBs候选结合蛋白[17-20]. 
我们应用Proquest酵母双杂交系统对SHBs

进行了结合蛋白的筛选, 该系统的优点是假阳

性率低, 按照该系统, 将我们构建的诱饵质粒

pDEST32-SHBs与携带人肝cDNA文库的猎物

质粒共同转化酵母细胞, 只有表达His+、Ura+、

LacZ报告基因的阳性克隆才被纳入进一步研究. 
通过该系统, 我们筛选出肝细胞文库中与SHBs
相互作用蛋白, 共获得13个阳性克隆, 经过测序

分析及与GenBank数据库进行比较, 其中3个阳

性克隆测序结果为已知蛋白基因, 分别为核糖

体蛋白L3、微管蛋白α-1a、α-2巨球蛋白. α-2巨
球蛋白是具有多种生物活性的糖蛋白[21-22], 由肝

脏、淋巴细胞、单核细胞等合成, 为免疫调节

■创新盘点
本研究经过严格
的酵母双杂交筛
选 ,  通过对阳性
克隆的测序 ,  初
步提示核糖体蛋
白L3、微管蛋白
α-1a、α-2巨球蛋
白部分或全基因
编码产物可能与
HBV主蛋白相互
作用.

表  1  酵母双杂交法获得HBV全S基因的候选结合蛋白

     
                                       GenBank      长度(aa)        结合域

核糖体蛋白L3 	 NP_919369       449         217-414

微管蛋白α-1a 	 EAW60313       429             2-229

α-2巨球蛋白	 AAA51552        643         304-558

+		     -

anti-HBs

图  1  pDEST32-SHBs转化MaV203后Wester blot的结果. +: 
pDEST32-SHBs转化MaV203蛋白电泳; -: pDEST32转化

MaV203蛋白电泳结果.

A B C D

S主

SC-Leu-Trp
3AT 25 mM

BDS主

SC-Leu-Trp-Ura

S主
1S

2S 3S

4S 5S
6S 7S

8S 9S 10S 11S

12S 13S
14S

图  2  报告基因表达的结果. A: 检测转化效率; B: 表达His+报告基因; C: 表达Ura+报告基因; D: 表达LacZ报告基因.
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性蛋白, 属于正常血清中免疫反应抑制因子, 在
体外能调节淋巴细胞对各种致有丝分裂原刺激

和抗原性刺激反应, α-2巨球蛋白还能显著抑制

自然杀伤细胞(natural killer cell, NK)和抗体依

赖性细胞毒素细胞(antibody dependent cellular 
toxin cell, ADCC)活性. 目前已经观察到临床上

慢性活动性肝炎和肝硬化患者α-2巨球蛋白血浓

度升高, 在病情迁延时α-2巨球蛋白升高可作为

急性肝炎演变为慢性的有用指标[23-26]. 这一发现

为HBV感染致肝损伤机制的研究开辟了新的思

路. α-2巨球蛋白全长643 aa, S主蛋白可与该蛋

白的304-558 aa相互作用, 相互作用区域位于α-2
巨球蛋白的下游. 另一个筛选出的SHBs候选结

合蛋白核糖体蛋白L3是肽基转移酶中心, 能促

进病毒在细胞中的繁殖[27-29], 核糖体蛋白L3编码

449 aa, 可能与SHBs的结合区域位于217-414 aa. 
筛选出的第三个结合蛋白为微管蛋白α-1a, 是一

种细胞结构蛋白, 编码429 aa, 能调节微小管激

活及细胞的分裂有关[30-31], 可能的与SHBs结合

的区域位于微管蛋白α-1a的羧基端2-229 aa处. 
总之, 我们自肝cDNA文库中应用酵母双杂

交方法筛选出3种可能与SHBs结合的蛋白基因, 
研究结果提示SHBs可能与上述蛋白相互作用, 
可能通过干扰上述蛋白的功能导致HBV感染的

持续化, 甚至影响到肝细胞功能, 其具体的作用

机制是下一步研究的重点. 这些候选结合蛋白

与靶蛋白结合的可靠性需要进一步通过反向酵

母双杂交、哺乳细胞双杂交、免疫共沉淀等方

法研究证实.
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■同行评价
本研究选题明确, 
设计思路清晰合
理 ,  方法简单可
靠, 具有一定的可
读性.
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世界华人消化杂志正文要求 

本刊讯 本刊正文标题层次为 0引言; 1 材料和方法, 1.1 材料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号一律左

顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1格接正文. 以下逐条陈述: (1)引言 应包括该研究的目的和该研究与其他

相关研究的关系. (2)材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详

细描述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描述改进之处即可. 

(3)结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 在结果中应避免讨论. (4)讨论 要简明, 应集中对所得的结果做

出解释而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾. 图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有足够具有自明

性的信息, 使读者不查阅正文即可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 表内非公知通用缩写应在表注中

说明, 表格一律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使其容易

被读者理解, 所有的图应在正文中该出现的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑白图、线条图, 统一用一

个注解分别叙述. 如: 图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: …; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图

可按●、○、■、□、▲、△顺序使用标准的符号. 统计学显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05不注). 如同一表

中另有一套P值, 则cP <0.05, dP <0.01; 第3套为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明何种检验及其具体数字, 如P <0.01, t  = 

4.56 vs  对照组等, 注在表的左下方. 表内采用阿拉伯数字, 共同的计量单位符号应注在表的右上方, 表内个位

数、小数点、±、-应上下对齐.“空白”表示无此项或未测, “-”代表阴性未发现, 不能用同左、同上等. 

表图勿与正文内容重复. 表图的标目尽量用t /min, c /(mol/L), p /kPa, V /mL, t /℃表达. 黑白图请附黑白照片, 并

考入磁盘内; 彩色图请提供冲洗的彩色照片, 请不要提供计算机打印的照片. 彩色图片大小7.5 cm×4.5 cm, 

必须使用双面胶条黏 贴在正文内, 不能使用浆糊黏贴. (5)致谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐. 
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