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Abstract
AIM: To screen proteins that interact with hepa-
titis C virus (HCV) E2 protein from a human 
pancreas cDNA library.

METHODS: A human pancreas cDNA library 
was amplified, purified and identified, and the 
purified library plasmid was transformed into 
yeast strain Y187. Bait plasmid pGBKT7-E2 
was transformed into yeast strain AH109 and 
selected on SD/-Trp medium. Transformed 
AH109 clones were then mated with Y187 strain 
containing the library plasmid. The resulting 
diploid yeast cells were plated on SD/-Trp/-
Leu/-His/-Ade medium with or without X-α-

gal for selection. The plasmids in diploid yeast 
cells were prepared and electrotransformed into 
E.coli DH5α. The plasmids in DH5α were pre-
pared, sequenced, and blasted against GenBank.

RESULTS: A human pancreas cDNA library 
was constructed successfully. The bait plasmid 
(pGBKT7-HCV E2) was transformed into AH109 
yeast cells successfully. Eight proteins interact-
ing with HCV E2 were identified, including chy-
motrypsinogen B1, trypsinogen, carboxyl ester 
lipase, CDK5, carboxypeptidase, human v-Ki-
ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homo-
log, elastase 3A, and colipase.

CONCLUSION: Eight pancreatic proteins that 
interact with HCV E2 have been screened from a 
human pancreas cDNA library.
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摘要
目的: 筛选人胰腺细胞cDNA文库中与HCV包
膜糖蛋白E2相互作用的结合蛋白的编码基因. 

方法: 扩增人胰腺细胞cDNA文库进行纯化鉴
定, 并将文库质粒转化酵母菌株Y187. 诱饵质
粒pGBKT7-E2转化酵母菌株AH109, 在色氨
酸缺陷型培养基(SD/-Trp)上筛选阳性菌落. 应
用酵母双杂交系统3将阳性重组AH109菌株
与重组酵母菌株Y187进行配合, 在4缺培养基
(SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade)和铺有X-α-gal的4缺
培养基上进行筛选, 提取蓝色酵母菌落质粒, 
电转化大肠埃希菌DH5α后再提取质粒测序. 
测序结果进行序列比对. 

结果: 成功构建人胰腺cDNA文库以及pGB-
KT7-HCV E2重组质粒, 筛选出8种与HCV E2
蛋白相结合的蛋白基因, 分别为: 胰凝乳蛋

®

■背景资料
随着人们生活水
平的提高, 代谢性
疾病对人类危害
日 益 加 大 ,  其 中
代谢综合征(MS)
为 主 要 表 现 之
一. MS与肥胖、2
型糖尿病、高脂
血症、心血管系
统疾病以及结肠
癌、肾癌、胰腺
癌和肝细胞癌等
有关, 以中心性肥
胖和胰岛素抵抗
为重要致病因素, 
主要病理生理基
础是胰岛素抵抗. 

■同行评议者
吴君 ,  主任医师 , 
贵阳医学院附属
医院感染科; 党双
锁, 教授, 西安交
通大学第二医院
感染科
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白酶原B1前体、胰蛋白酶原、胆盐刺激酯
酶、CDK5、羧肽酶B1、人类v-Ki-ras2、鼠
Kirsten肉瘤、弹性蛋白酶3A及辅脂肪酶.

结论: 筛选出的与HCV E2蛋白结合的人胰腺
细胞蛋白基因中, 部分与2型糖尿病、肝脏脂
肪变性密切相关.
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0  引言

随着人们生活水平的提高 ,  代谢性疾病对人

类危害日益加大, 其中代谢综合征(metabol ic 
syndrome, MS)为主要表现之一. MS与肥胖、

2型糖尿病、高脂血症、心血管系统疾病以及

结肠癌、肾癌、胰腺癌和肝细胞癌等有关, 以
中心性肥胖和胰岛素抵抗(insulin resistance, IR)
为重要致病因素, 主要病理生理基础是IR. 有
相关研究报道, 丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, 
HCV)感染与糖尿病、移植后糖尿病、地中海

贫血患者伴发的糖尿病或糖代谢异常均有相

关性[1]. 而且, 肝脂肪变的存在与慢性丙型肝炎

(chronic hepatitis C, CHC)的疾病进展有关[2]. 另
外, Mason等[3]指出HCV感染与糖尿病(diabetes 
mellitus, DM)密切相关. HCV包膜糖蛋白E2是一

种多功能蛋白质, 与HCV感染的慢性化和抗病

毒免疫关系密切. 因此我们应用酵母双杂交技

术筛选人胰腺细胞cDNA文库中的HCV E2结合

蛋白基因, 为研究HCV慢性感染与MS、IR之间

的相关性及其作用机制, 以及进而影响糖、脂

类代谢的分子生物学机制提供了重要信息.

1  材料和方法

1.1 材料 YPDA SD/-Trp、SD/-Leu、SD/-Trp/-
Leu、SD/-Trp/-Leu/-His以及SD/-Trp/-Leu/-His/-
Ade培养基均购自美国Clontech公司. 酵母双杂

交系统3试剂盒: 其中包括人胰腺细胞cDNA文

库、pGADT7-AD克隆载体、pGBKT7-BD克隆

载体、pGADT7-T对照质粒、pGBKT7-53对照

质粒、酵母菌株AH109、酵母菌株Y187, 购自

美国Clontech公司. 引物合成由北京奥科生物技

术公司完成.

1.2 方法 
1.2.1 酵母胰腺细胞cDNA文库的构建: 按试剂

盒说明书对文库进行扩增, 纯化文库质粒后转

化大肠埃希菌DH5α感受态细胞, 随机挑取6个
单克隆提取质粒, Eco RⅠ、XhoⅠ双酶切鉴定

cDNA文库的多样性. 然后将该文库转化酵母

菌株Y187, 制备酵母胰腺细胞cDNA文库. 提取

新鲜生长的Y187酵母菌落(直径>2 mm)接种于

150 mL YPDA液体培养基中, 30 ℃振摇培养至

A 600>1.5时, 把该培养物转摇至850 mL YPDA液

体培养基中, 30℃振摇培养至A 600 = 0.4-0.6. 以
醋酸锂法将胰腺细胞cDNA文库质粒(0.25 mg)
转化入酵母菌株Y187进行文库转化, 然后将转

化物铺SD/-Leu板50块, 30 ℃倒置温育7 d. 同
时将转化产物按1∶10、1∶1×102、1∶1×
104、1∶1×106和1∶1×108分别铺于SD/-Leu
培养基上检验转化效率. 同时将pGADT7-AD和

pGADT7-T对照质粒转化酵母菌株Y187. 
1.2.2 诱饵质粒转化酵母菌株及鉴定: HCV E2蛋
白的酵母表达载体pGBKT7-HCV E2由北京地

坛医院传染病研究所构建, 醋酸锂法转入酵母

菌株AH109. 转化后铺板于SD/-Trp固体培养基

进行筛选, 对直径>2 mm的菌落随机挑取进行菌

落PCR鉴定. 同时将pGBKT7-BD和pGBKT7-53
对照质粒转化酵母菌株AH109. 
1.2.3 pGBKT7-HCV E2质粒转化的酵母菌株

AH109与胰腺细胞cDNA文库质粒转化的酵母

菌株Y187的配合: 挑取新鲜生长的经菌落PCR
鉴定正确的AH109酵母菌落(直径>2 mm), 接
种于SD/-Trp液体培养基中, 30℃振摇至A 600 = 
0.8-1.0. 重悬于50 mL 2×YPDA培养基中, 与
4 mL含胰腺细胞cDNA文库的酵母细胞于摇床

中30 ℃ 45 r/min(离心半径为5 mm)振摇培养

配合24 h. 观察到三叶草状的二倍体细胞后, 将
其重悬于10 mL 0.25×YPDA培养基中, 然后

铺SD/-Trp/-Leu/-His平板和SD/-Trp/-Leu/-His/-
Ade平板各25块, 置30℃温箱培养. 同时将配合

产物按1∶10、1∶1×102和1∶1×103分别铺

于SD/-Trp/-Leu、SD/-Trp、SD/-Leu培养基上

检验配合效率. 生长16 d后把直径>2 mm的菌

落划线于铺有X-α-gal的SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade
培养基上, 在此培养基上生长且变成蓝色的为

阳性菌落. 同时设立阳性对照和阴性对照, 阳
性对照为pGADT7-T质粒转化的酵母菌株Y187
与pGBKT7-53质粒转化的酵母菌株AH109配
合; 阴性对照为pGBKT7-BD质粒转化的酵母菌

■相关报道
王琳等运用酵母
双杂交技术证实
HCV核心蛋白可
与肝细胞中的载
脂蛋白Apo-A1结
合, 他们的结合可
能会影响Apo-A1
的结构及其脂质
转运的功能, 进而
影响脂类的代谢
过程.

■创新盘点
本文应用经典的
验证蛋白质-蛋白
质相互作用的酵
母双杂交方法, 在
胰腺细胞cDNA文
库中筛选出HCV 
E2结合蛋白, 为研
究慢性丙型肝炎
患者出现糖、脂
代谢异常及伴发
代谢性疾病的机
制提供了研究依
据和方向.
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株AH109与胰腺细胞文库质粒转化的酵母菌株

Y187配合、pGBKT7-HCV E2质粒转化的酵母

菌株AH109、胰腺细胞cDNA文库质粒转化的

酵母菌株Y187. 
1.2.4 阳性质粒的分析: 于SD/-Trp/-Leu/-His/-
A d e固体培养基上挑取阳性菌落 ,  于摇床中

30 ℃, 250 r/min(离心半径为5 mm)振摇5 d后用

酸化玻璃珠法提取酵母质粒. 电穿孔法将提取

的质粒转化大肠埃希菌, 并于含氨苄西林的LB
平板上培养, 所获得菌落质粒用BglⅡ酶切鉴定

后测序, 测序结果与基因库中的序列进行比对

分析. 

2  结果

2.1 酵母胰腺细胞cDNA文库的成功构建及鉴定 
待转化的胰腺cDNA文库滴度在5×107 CFU/mL
左右, 纯化后的质粒DNA浓度约为0.32 g/L. 随
机挑取文库菌落, 提取质粒, 用BglⅡ酶切鉴定胰

腺细胞cDNA文库的多样性, 结果显示插入片段

大小不一, 说明文库具有良好的多样性, 见图1. 
胰腺细胞cDNA文库转化酵母菌株Y187后, 检验

转化效率, 确定其滴度>1×106 CFU/mL, 确定胰

腺细胞cDNA文库转化成功.
2.2 pGBKT7-HCV E2质粒转化AH109酵母菌株 
用醋酸锂法转化酵母细胞后在缺陷型SD-Trp培
养基上筛选生长. 培养4 d后, 挑取菌落进行PCR
扩增HCV E2基因, 结果显示转化成功(图2).
2.3 酵母双杂交系统3筛选与HCV E2结合的胰

腺蛋白 配合时观察到的三叶草状二倍体酵母细

胞, 见图3. 
2.4 筛选出的胰腺细胞cDNA文库质粒测序与同

源性分析 初步结果共筛选出13个阳性克隆, 其
测序结果与基因库进行同源序列比对分析, 发

现HCV E2蛋白与8种人类基因表达蛋白可能存

在相互作用, 见表1. 阴性对照无酵母菌落生长, 
阳性对照可见酵母菌落生长.

3  讨论

自1989年HCV发现以来, 人们研究发现HCV感

染不仅导致肝损害, 并与肝外组织损害表现密

切相关, 其中一个最主要的表现就是代谢性疾

病. 1992年, Thomssen等[4]就发现含有HCV RNA
的病毒颗粒密度显著异常, 且与血清中β脂蛋白

有关, 1995年人们[5]注意到慢性丙型肝炎患者肝

活检标本脂肪变性是其一大特征, 从而意识到

HCV可能干扰了肝脏的脂肪代谢. 近年来国内

外研究证实慢性丙型肝炎发病机制之一是肝脏

脂肪变性, 提示其是一种代谢性疾病, 丙型肝炎

病毒与MS密切相关, 肝脏脂肪变性及IR可能是

表  1  阳性克隆测序后Blast比对结果

     
序号

已知的同源序列编码

蛋白基因
相同克隆数(n ) 同源性(%)

1 胰凝乳蛋白酶原B1前体           2     100

2 胰蛋白酶原           3     100

3 胆盐刺激酯酶           2       99

4 CDK5           2       99

5 羧肽酶B1           1       99

6 人类v-Ki-ras2鼠

Kirsten肉瘤

          1       98

7 弹性蛋白酶3A           1       98

8 辅脂肪酶           1     100

M        1         2       3         4        5

图  1  部分文库质粒鉴定结果. M: DNA Marker; 1-5: 部分

文库质粒BglⅡ酶切鉴定.

    M                 1

831 bp

图  2  pGBKT7-HCV E2质粒转化AH109酵母菌株后菌落PCR
的鉴定结果. M: DNA Marker; 1: pGBKT7-HCV E2质粒转

化AH109酵母菌株后单克隆菌株PCR扩增结果.

图  3  三叶草状二倍体酵母细胞图. 胰腺细胞cDNA文库转

化的酵母菌株Y187与pGBKT7-HCV E2质粒转化的AH109

酵母菌株共同培养16 h后, 用显微镜(×40)观察培养液可见

配合生成的三叶草状二倍体酵母细胞(箭头指示).

■应用要点
HCV E2可能与胰
腺细胞中的蛋白
结合后进一步导
致IR和糖、脂代
谢异常, 最终发展
为2型糖尿病、脂
肪肝和MS等代谢
性疾病.
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HCV致MS的中心环节[6]. 2型糖尿病和脂肪肝

是MS的部分表现, 且大都存在IR, IR使胰岛B细
胞代偿性增加, 胰岛素分泌并促使胰岛B细胞功

能逐步衰退, 导致糖耐量异常和2型糖尿病, 而
糖、脂代谢异常也会加重IR, 三者之间关系密

切、互为因果、也可能相互促进, 其中IR可能是

中心环节, 提示慢性丙型肝炎也是一种代谢性疾

病[7]. 因此IR被广泛认为是MS发病的核心, 与糖

代谢、脂代谢、高血压、肥胖等密切相关. 由
此, 我们认为HCV慢性感染可能与MS密切相关. 

目前, HCV感染引起的肝脏脂肪变的分子

生物学机制尚无定论, 但是推测HCV的结构蛋

白和非结构蛋白对于肝脏细胞脂类代谢的干

扰, 甚至是HCV RNA与肝细胞脂类代谢物质的

结合, 可能是肝脏脂肪变形成的主要原因[8,9]. 王
琳等[10]运用酵母双杂交技术证实HCV核心蛋白

可与肝细胞中的载脂蛋白Apo-A1结合, 他们的

结合可能会影响Apo-A1的结构及其脂质转运的

功能, 进而影响脂类的代谢过程. 通过对重组的

E1/E2包膜蛋白与低密度脂蛋白、极低密度脂

蛋白和高密度脂蛋白结合的分子特性进行的研

究, 认为HCV进入血液后与脂滴结合形成复合

物, 通过低密度脂蛋白受体进入肝脏, 进行复制, 
其产物与肝细胞中合成的载脂蛋白相互作用影

响脂肪代谢, 形成脂肪肝等表现[11,12]. 
酵母双杂交系统是近年来新发展的分析蛋

白-蛋白、蛋白-DNA、蛋白-RNA相互作用的一

种有效的基因分析方法, 为研究蛋白在体内生

理情况下的相互作用提供了一种新的遗传学方

法. 酵母双杂交系统3有3个表达基因进行筛选

及作为严格的对照, 且在增加报告基因的基础

上, 利用α型和α型酵母配合形成的二倍体细胞

内, 诱饵质粒与文库质粒所表达的蛋白质可相

互作用的原理, 解决了共转染两种质粒所带来

的低效率问题, 并将真阳性率提高至95%以上, 
而假阳性率在5%以下, 增大了结果的可靠性. 我
们选择以HCV E2作为酵母双杂交的诱饵蛋白, 
从人胰腺细胞cDNA文库中筛选与其相互作用

的蛋白基因, 寻找其中与糖、脂代谢相关的蛋

白基因, 为相关的机制研究奠定基础. 
本实验将胰腺细胞cDNA文库质粒扩增后

成功转化酵母菌株Y187, 构建成功酵母胰腺细

胞cDNA文库, 以备进一步更广泛的酵母双杂交

筛选工作使用. 成功构建pGBKT7-HCV E2诱饵

质粒, 在酵母菌株AH109中表达HCV E2蛋白, 并
进一步与前述构建好的酵母胰腺细胞cDNA文

库进行配合, 筛选出可能与HCV E2蛋白存在相

互作用的已知胰腺细胞蛋白基因8种. 这些蛋白

以参与三大物质消化、吸收的酶类为主, 其中

参与糖、脂代谢的酶主要有胰蛋白酶(原)、胆

盐刺激酯酶、弹性蛋白酶和辅脂肪酶. 有研究

发现, 弹性酶可抑制大白鼠和小白鼠自发性糖

尿病, 抑制试验性肝纤维化、增强脂肪肝时的

肝脏脂肪分解. 其作为药物主要可用于防治动

脉硬化症、高脂血症、高血压、糖尿病和脂肪

肝等[13-17]. 另外实验发现, 胰凝乳蛋白酶原B1前
体是胰凝乳蛋白酶的前体, 在小肠受到胰蛋白

酶的分解, 转变成具有活性的胰凝乳蛋白酶, 主
要分解多肽链中的芳香族氨基酸; 羧肽酶B主要

分解碱性氨基酸, 其活性与锌有关. 同时还发现, 
人类v-Ki-ras2鼠Kirsten肉瘤病毒致癌基因同源

物蛋白也可以与HCV NS3蛋白相互作用, 他在

人类正常组织的增殖、分化和衰亡中有着非常

重要的作用. 有研究表明, HCV可在胰腺细胞中

复制, HCV E2在胰腺细胞中与前述这些蛋白结

合后可能会影响他们的结构和功能, 从而影响

糖、脂代谢过程. 
我们此次应用经典的验证蛋白质-蛋白质相

互作用的酵母双杂交方法, 在胰腺细胞cDNA文

库中筛选出HCV E2结合蛋白, 为研究慢性丙型

肝炎患者出现糖、脂代谢异常及伴发代谢性疾

病的机制提供了研究依据和方向. 根据本研究结

果, 我们推测HCV E2可能与胰腺细胞中的蛋白

结合后进一步导致IR和糖、脂代谢异常, 最终发

展为2型糖尿病、脂肪肝和MS等代谢性疾病. 
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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

拷入光盘内; 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, 

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

■同行评价
本文方法可信, 结
果可靠, 为研究慢
性丙型肝炎患者
出现糖、脂代谢
异常及伴发代谢
性疾病的机制奠
定了研究基础.


