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细菌双杂交验证古菌 UDG与 TRX相互作用的研究

张 璐，张 闻，陈元晓

（昆明医科大学细胞生物学与医学遗传学系，云南昆明 650500）

［摘要］目的 验证别府硫化叶菌（ ） DNA 碱基切除修复中重要的酶－尿嘧啶

-DNA糖基化酶（uracil - DNA glycosylase， StoUDG）与硫氧还蛋白（thioredoxin， StoTRX）之间的相互作用，方

法 将 StoUDG和 StoTRX的基因分别克隆到细菌双杂交载体上，共转化至报告菌株，从筛选平板上检测 StoUDG

和 StoTRX相互作用的强弱．结果（1） pBT-TRX与 pTRG-UDG等细菌双杂交质粒共转化至报告菌株，可使报告

菌株在含氯霉素、四环素和卡那霉素的 LB平板上生长；（2）含 pBT-TRX与 pTRG-UDG质粒的细菌双杂交报告

菌株可在筛选平板上缓慢生长，且不发生自激活．结论 StoUDG与 StoTRX存在较弱的相互作用，提示 StoTRX

参与依赖于 StoUDG的 DNA碱基切除修复过程，
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Interaction between Uracil-DNA Glycosylase and Thioredoxin
in Archaeon Using Bacterial Two-hybrid System
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［Abstract］ Objective To investigate the protein-protein interaction（PPI） between an important DNA

base excision repair enzyme uracil-DNA glycosylase（StoUDG） and thioredoxin（StoTRX） in hyperthermophilic

archaeon . Methods The bacterial two-hybrid reporter strain was co-transformed by pBT

recombined with StoUDG gene and pTRG recombined with StoTRX gene. The strength of PPI was detected by

observing the bacterial colony in selective plating medium．Results（1） The co-transformation of bacterial

two-hybrid plasmids enabled reporter strain to resistant to chloramphenicol，tetracycline and kanamycin. （2） The

reporter strain which contained pBT-TRX and pTRG-UDG plasmids grew slowly in selective plating medium without

self-activation. Conclusion The results showed a weak interaction between StoUDG and StoTRX，which indicated

that StoTRX played a role in UDG-dependent DNA base excision repair.
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自 1998年 Dove SL和 Hochschild A在 中

成功 地 建 立 了 细 菌 双 杂 交 系 统 （bacterial

two-hybrid system，B2HS） 以来 [1]，该系统成为目

前应用于体内研究蛋白质之间相互作用的有力工

具．由于其研究周期短，操作简便，从而大大节省

了筛选和验证相互作用蛋白的时间，在构建病原菌

蛋白互作网络[2]、验证 DNA复制相关蛋白互作[3]等

方面发挥重要的作用.

古菌作为一个特殊的生命形式，在生理和遗传

学特性上不同于真核生物和真细菌，但在进化上更

接近于真核生物．古菌 DNA复制不但与真核生物

有着惊人的相似之处，而且反映了真核复制的核心

内容 [4]．生活在地热温泉中的嗜酸嗜热古菌－

是极端嗜热古菌的典型代表．由于生活在
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抗生素名称 英文缩写 溶剂 贮存浓度（mg/mL） 使用浓度（滋g/mL）

卡那霉素 Kan ddH2O 30 30

氯霉素 Chlo 无水乙醇 34 34

四环素 Tet 50%乙醇 12.5 12.5
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高温恶劣的环境下，极端嗜热古菌中存在一套高

效的 DNA损伤修复机制，以保证其遗传物质的稳

定性．因此，对极端嗜热古菌 DNA复制修复相关

蛋白的研究，为阐明高等真核生物复杂的 DNA复

制及修复机制提供重要线索[5]，也为癌症等人类疾

病的发病机理提供理论支持.

尿嘧啶 -DNA 糖基化酶 （UDG） 是保守的
DNA碱基切除修复酶[6]．在高温环境下，由于胞嘧

啶（C） 和脱氧胞苷三磷酸 （dCTP） 的脱氨基作

用，将尿嘧啶 （U） 错误掺入到 DNA 分子中，

UDG通过水解 DNA中的 U与脱氧核糖间的 N-糖

苷键，移除 U，从而完成碱基切除修复的第一步[7-9]．

在火球菌属 中，增殖细胞核抗

原（PCNA）可以刺激 UDG的活性[10]．在分枝杆菌

属 和

中，单链结合蛋白 （SSB） 可与 UDG

发生相互作用，并刺激 UDG的活性 [11]．然而，噬

菌体φ29中的 p56 蛋白可以抑制其宿主

的 UDG 活性 [12]．结构分析表明 StoUDG 属

于 4型 UDG酶家族[13]．其结构中有 12个铁硫簇结

合位点，因此笔者推测 UDG的酶学特性有可能还

受生物体内一些氧化还原系统的调控[14]．笔者采用

细菌双杂交系统，对 中的尿嘧啶 -DNA

糖基化酶（StoUDG）与硫氧还蛋白（StoTRX）之

间的相互作用进行了初步的研究.

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌株 细菌双杂交报告菌株 XL1-Blue

Reporter Strain购自 Stratagene公司.

1.1.2 质粒 本实验用于细菌双杂交研究相互作

用的重组质粒见表 1[15].

1.1.3 主要试剂 细菌双杂交系统试剂盒购自

Stratagene公司，Tryptone、Yeast Extract、抗生素、

Nacl购于 Sigma及国药集团.

1.1.4 抗生素和培养基 本实验用到的抗生素，

其英文缩写、配置方法、贮存和使用浓度见表 2[15].
培养基：保存平板：LB平板（Kanr +Tetr＋Chlor）；

细 菌 双 杂 交 筛 选 平 板 ： 按 BacterioMatch II

Two-Hybrid System Library Construction Kit说明书配

置.

表 1 细菌双杂交实验的质粒

Tab. 1 Plasmids of bacterial two-hybrid system

质 粒 来源

pBT Stratagene公司

pTRG Stratagene公司

pBT-LGF2 Stratagene公司

pTRG-Gal11p Stratagene公司

pBT-TRX 华中农业大学保存

pTRG-UDG 华中农业大学保存

酶切位点、用途 抗性

细菌双杂交 bait质粒 氯霉素抗性（Chlor）

细菌双杂交 target质粒 四环素抗性（Tetr）

细菌双杂交重组质粒阳性对照 氯霉素抗性（Chlor）

细菌双杂交重组质粒阳性对照 四环素抗性（Tetr）

NotI+XhoI重组质粒 氯霉素抗性（Chlor）

NotI+XhoI重组质粒 四环素抗性（Tetr）

表 2 供试抗生素

Tab. 2 Antibiotics used in this study

1.2 方法

1.2.1 共转化子验证 制备 XL1-Blue Reporter

Strain 感受态细胞，将 5 对细菌双杂交质粒：

pBT-TRX/pTRG-UDG、pBT-TRX/pTRG（自激活对

照）、 pBT /pTRG-UDG（自 激 活 对 照）、

pBT-LGF2/pTRG-Gal11p（阳性对照，CK+）、 pBT

/pTRG（阴性对照， CK-）分别共转化至感受态细

胞中，培养后挑取单克隆，液体培养后点板（保存

平板），倒置，37℃恒温培养 12 h后观察.

1.2.2 互作蛋白的细菌双杂交验证 将共转化子

液体培养后点板（细菌双杂交筛选平板），倒置，

30℃恒温培养 12 h后观察，对照保存平板，按照



图 3 细菌双杂交验证 StoUDG 与 StoTRX 相互作用情况

（48 h）

Fig. 3 Bacterial two-hybrid assays for the physical

interations between StoUDG and StoTRX (48

h)

点种的对应位置查看并记录菌落生长情况，主要包

括菌落有无生长以及相对生长趋势．继续将平板置

于 30℃恒温培养箱中，每隔 4 h观察 1次并记录
筛选平板菌落生长情况，进行图片采集，培养至

48 h结束.

2 结果

2.1 细菌双杂交质粒共转化情况

在保存平板上，观察到共转化后的 5株报告菌

株皆有菌落生成（见图 1），表明：pBT－TRX/pT-

RG-UDG、pBT-TRX/pTRG（自激活对照）、pBT

/pTRG-UDG（自激活对照）、pBT－LGF2/pTRG－
Gal11p（阳性对照，CK+）、 pBT /pTRG（阴性对

照， CK-） 5对细菌双杂交质粒成功转化进入报告

菌株，使得该菌株除自身具有的 Kanr外，又增加

了 Tetr、Chlor 2种抗性.

2.2 细菌双杂交报告菌株在筛选平板上的生长情

况

在细菌双杂交筛选平板上，阳性对照和含

pBT-TRX/pTRG-UDG质粒的报告菌株在 36 h后有

菌落生成（见图 2） ．至培养终止 （48 h），含

pBT-TRX/pTRG-UDG质粒的报告菌株生长较为缓

慢，且阴性对照和自激活对照皆无菌落生长（见图

3） .其表明：在无自激活干扰的前提下，含

StoUDG与 StoTRX基因的重组质粒在细菌双杂交报

告菌株中融合表达并发生相互作用，从而启动下游

报告基因表达，使报告菌株在筛选平板上生长.

图 1 细菌双杂交质粒共转化情况

Fig. 1 The co-transformation of bacterial two-hybrid

plasmids

图 2 细菌双杂交验证 StoUDG 与 StoTRX相互作用情况
（36 h）

Fig. 2 Bacterial two-hybrid assays for the physical
interations between StoUDG and StoTRX (36
h)

3 讨论

StoTRX是 TRXⅠ家族的成员，TRXⅠ是一类

古老的小分子蛋白（约 12κD），普遍存在于各种

生物的细胞中[16]．细胞内的氧化还原状态在细胞的

不同时期存在差异，增殖的细胞与分化的细胞相

比，更需要在还原状态下行使其功能，因此，TRX

对于细胞内氧化还原状态的维持起着非常重要的

作用．TRX通过还原靶蛋白上处于活性部位的二

硫键来调节靶蛋白的活性，它可以影响酶的活性，

7第 6期 张 璐，等．细菌双杂交验证古菌 UDG与 TRX相互作用的研究

pBT-TRX/pTRG-UDG

CK+

CK-

pBT-TRX/pTRG

pBT/pTRG-UDG

阳性对照

阴性对照

CK+

CK-

pBT-TRX/pTRG

pBT/pTRG-UDG

阳性对照

阴性对照

pBT-TRX/pTRG-UDG

CK+

CK-

pBT-TRX/pTRG

pBT/pTRG-UDG

阳性对照

阴性对照



调节转录因子与 DNA的结合能力，同时在细胞对

抗氧化压力时也起着重要的作用.

在人体中，UDG是肺癌、食管癌等肿瘤组织

中的重要标志物之一[17]，成为肿瘤发生及预后的指

标．在 T 细胞白血病、肝癌和宫颈癌的组织中，

检测到 TRX的高水平表达，并且 TRX通过与抑癌

因子 p53相互作用，调节 p53介导的 DNA修复[18]，

本研究发现，StoTRX与 StoUDG之间存在较弱的

蛋白质相互作用，推测 StoTRX可能敏锐地影响着

StoUDG与 DNA的结合活力，并调节其在 DNA碱

基切除修复时的活性．StoTRX参与依赖于 StoUDG

的 DNA碱基切除修复过程，该过程很有可能与电

子传递链偶联，当然，这还需要后续的体内和体

外蛋白质互作实验来证明，在模式古菌中 StoUDG

和 StoTRX相互作用的首次提出和进一步探究，必

将为癌症和细胞衰老等人类疾病的发病机制和防

治提供重要的理论基础.

（致谢：本实验在华中农业大学农业微生物国

家重点实验室完成，感谢何正国教授为本实验提

供质粒和菌株.）
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