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番木瓜 eIF4E和 eIFi so4E酵母双杂交诱饵
表达载体的构建及自激活检测

吴金燕1，2，言　普2，沈文涛2，周　鹏1，2

（1． 海南大学 农学院，海南 海口 570228；
2．中国热带农业科学院 热带生物技术研究所，农业部热带作物生物技术重点开放实验室，海南 海口 571101）

摘　要：通过 RT-PCR 获得番木瓜 eIF4E 和 eIFiso4E 基因的编码区，将其分别克隆到 pBD-GAL4 载体中，构
建酵母双杂交系统的诱饵载体 pBD-GAL4-eIF4E，pBD-GAL4-eIFiso4E。 测序正确后，将重组质粒导入 YRG-2
酵母菌株，检测其表达产物对酵母细胞有无毒性及对报告基因有无激活作用。 结果表明，获得了正确的番木
瓜 eIF4E，eIFiso4E 基因编码区，并成功克隆到 pBD-GAL4 诱饵载体中，且转化有诱饵载体的 YRG-2 在
SD ／ -Trp营养缺陷平板上生长良好，在 SD ／ -His-Trp 营养缺陷平板上不能生长，说明表达产物对酵母细胞无毒
性，对报告基因也无自激活作用，这为下一步利用酵母双杂交系统检测番木瓜 eIF4E，eIFiso4E 蛋白与病毒的
相互作用奠定了基础。
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在植物中，真核翻译起始因子 eIF4E（eukaryotic translation initiation factor 4E）家族成员包括 eIF4E 及
其异构体 eIFiso4E。 研究结果表明，eIF4E和 eIFiso4E在植物与多种病毒互作中起重要作用。 病毒侵染寄
主植物并在植物体内进行自我复制和增殖需要借助寄主自身蛋白质合成机理［1 － 3］ 。 因此，通过鉴定病毒
必需的寄主蛋白并以其为靶点阻断它与病毒之间的互作，就有望控制病毒的侵染［4］ 。 番木瓜环斑病毒
（Papaya ringspot virus，PRSV）病一直是番木瓜（Carica papaya L． ）种植业的毁灭性病害，发病率可高达 90
％以上，使得番木瓜产业的发展受到极大限制 ［5］ 。 PRSV是马铃薯 Y病毒属（Potyviruses）的成员之一，已
有研究发现，在多种马铃薯 Y病毒属病毒侵染植物过程中，病毒基因组连接蛋白（viral genome-linked pro-
tein，VPg）与植物真核起始因子 eIF4E 或 eIFiso4E 之间的互作起关键作用［6 － 9］ 。 因此，研究番木瓜 eIF4E
家族与 PRSV的互作情况，对寻找抗 PRSV 新靶点具有重要意义。 酵母双杂交技术（yeast two-hybrid sys-
tem，YTHS）是一种研究蛋白质相互作用的方法，该技术在研究已知蛋白间的互作以及筛选与诱饵蛋白互
作的未知蛋白有着重要作用和广泛应用［10］ 。 本研究以番木瓜 eIF4E与 eIFiso4E为诱饵蛋白，构建诱饵载
体 pBD-GAL4-eIF4E和 pBD-GAL4-eIFiso4E，转化 YRG-2 酵母菌株后进行毒性和自激活检测，为利用酵母
双杂交系统研究番木瓜 eIF4E和 eIFiso4E与病毒的相互作用奠定基础。
1　材料与方法

1． 1　材料
1． 1． 1　主要试剂　 限制性内切酶 PstⅠ，SalⅠ，Taq 聚合酶，T4 DNA 连接酶等工具酶、T 载体、DNA 标准



分子质量 Marker、反转录试剂盒等均购自大连 Takara 公司，Trizol 购自 invitrogen，质粒提取试剂盒购自
Qiagen公司，DNA胶回收试剂盒购自上海生工生物工程技术服务有限公司，酵母用培养基（SD，YPAD）成
分分别购自 Sigma，BD和上海生工生物工程技术服务有限公司，其他试剂均为国产分析纯。
1． 1． 2　菌株及质粒　大肠杆菌 DH5α，本实验室保存。 大肠杆菌 XL1-Blue，酵母菌株（YRG-2），表达载体
pBD-GAL4 均购自 Stratagene公司。
1． 2　方法
1． 2． 1　引物设计　根据 GenBank已登录的番木瓜 eIF4E（登录号 FJ644949）、eIFiso4E（登录号 FJ595992）
基因的编码区序列，结合酵母表达载体 pBD-GAL4 的阅读框、多克隆位点，设计引物序列（上海生工生物
工程技术服务有限公司合成）如下：

1）eIF4E
F1：5′-TA GTCGAC TCATGGTAGTAGAAGGAACCC- 3′

PstⅠ
R1：5′-GC CTGCAG TCATACCGAGTAGCGATTCTT- 3′

SalⅠ
2）eIFiso4E

F2：5′-TA GTCGAC TCATGGCGAGTGAGGTAGCG- 3′
PstⅠ

R2：5′-GC CTGCAG TCGAGGTTACACATTGTATC- 3′
SalⅠ

1． 2． 2　总 RNA提取和 cDNA合成　以番木瓜叶片为材料，采用常规 Trizol法提取总 RNA，采用 Takara公
司反转录试剂盒 TaKaRa RNA PCR Kit（AMV）Ver． 3． 0 进行 cDNA合成。
1． 2． 3　PCR扩增　用上述引物和 cDNA模板分别扩增番木瓜 eIF4E 和 eIFiso4E 基因的编码区。 PCR 反
应程序均为：94 ℃预变性 3 min，94 ℃变性 30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 45 s，30 个循环，72 ℃延伸
7 min。 产物回收后与 T载体连接，并进行克隆和测序。
1． 2． 4　诱饵载体构建　测序正确后，用限制性内切酶 PstⅠ，SalⅠ对含目的基因的 T载体和 pBDGAL4 进
行酶切，回收基因片段和表达载体片段。 用 T4 连接酶将回收的基因片段和表达载体片段建立连接反应，
16 ℃过夜。 次日，连接产物转化 XL1-Blue感受态细胞，37 ℃过夜静置培养。 挑取单菌落小量抽提质粒并
酶切鉴定，样本送英骏生物公司测序。
1． 2． 5　重组质粒转化酵母菌株　酵母感受态细胞的制备采用醋酸锂转化法，转化酵母感受态细胞按照
Stratagene公司说明书进行。 即将构建好的诱饵载体、鲑鱼精 DNA 和酵母感受态细胞混合，加入 0． 7 mL
的 PEG ／ LiAc溶液振荡混匀。 30 ℃振荡培养 30 min，加入 0． 07 mL的 DMSO混匀，在 42 ℃水浴 15 min，冰
浴 10 min，离心，弃上清，以 1． 5 mL 1 × TE重悬细胞，铺于 SD ／ -Trp平板，然后将平板于 30 ℃培养，直至带
有诱饵载体的酵母克隆长出。
1． 2． 6　自身激活作用检测　用无菌牙签随机挑取酵母菌单个克隆，分别划线于 SD ／ -Trp，SD ／ -His-Trp 平
板上，于 30 ℃培养，观察酵母菌的生长情况。 以转化了 pBD-WT的 YRG-2 作阴性对照，转化了 pGAL4 的
YRG-2 作阳性对照，采用 β-半乳糖苷酶印膜法检测诱饵载体 pBD-GAL4-eIF4E 和 pBD-GAL4-eIFiso4E 中
LacZ报告基因的表达情况。 用无菌牙签随机挑取酵母单个克隆，点样于滤纸上，将带有酵母克隆的滤纸
在液氮中迅速冷冻 10 s，再置于室温裂解菌体，这样反复冻融 2 ～ 3 次后，将点有菌体的滤纸面朝上，放在
另一张同样大小浸有 Z buffer ／ X-gal的滤纸上，去气泡，于 30 ℃孵育 8 h，观察颜色变化，判定试验结果。
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2　结果与分析

2． 1　番木瓜 eIF4E和 eIFiso4E基因编码区的 PCR扩增　根据 GenBank 已登录的番木瓜 eIF4E和 eIFi-
so4E基因序列，以反转录获得的番木瓜 cDNA为模板，用所设计的引物分别扩增出的 DNA 片段约 650 bp
和 750 bp（见图 1），片段经电泳回收后进行克隆转化，通过酶切鉴定和克隆载体测序分析，碱基序列与
GenBank 登录的完全一致，说明已克隆获得 eIF4E和 eIFiso4E基因的编码区。

1． eIFiso4E 基因；2． eIF4E 基因；
3． 阴性对照；M． DL 2 000 Marker

图 1　PCR 扩增 eIFiso4E 和 eIF4E 基因

M1． DL 2 000 Marker；1． pBD-GAL4cam-eIFiso4E；
2． pBD-GAL4cam-eIF4E；M2． DL 15 000 Marker
图 2　诱饵蛋白表达载体的双酶切鉴定

2． 2　诱饵蛋白载体的构建　将在克隆载体上测序正确的 eIF4E，eIFiso4E 片段与相同酶切线性化的酵母
双杂交诱饵载体 pBD-GAL4 连接，构建与 pBD-GAL4 融合表达的载体 pBD-GAL4-eIF4E，pBD-GAL4-eIFi-
so4E，并转化大肠杆菌 XL1-Blue。 将得到的阳性克隆用 pBD-GAL4 载体测序引物进行 PCR 鉴定，并提取
质粒纯化酶切后（见图 2），由英骏公司测序，测序结果与 pBD-GAL4 载体多克隆位点和 eIF4E，eIFiso4E 序
列进行比对后证明融合区域的读码框正确，并有正确的方向，诱饵载体 pBD-GAL4-eIF4E和 pBD-GAL4-eI-
Fiso4E构建正确。
2． 3　诱饵载体的转化及自激活鉴定　将 pBD-GAL4-eIF4E，pBD-GAL4-eIFiso4E 质粒用 LiAc 法转化酵母
双杂交报告菌株 YRG-2 后涂布于 SD ／ -Trp，SD ／ -His-Trp平板上，结果菌落在 SD ／ -Trp 平板上生长，说明表
达蛋白对酵母菌无毒害作用，而在 SD ／ -His-Trp 平板上菌落不能生长，说明诱饵蛋白不具有单独激活 His
报告基因的能力（见图 3）。 阳性克隆经过酵母菌落 PCR鉴定，证明 pBD-GAL4-eIF4E，pBD-GAL4-eIFiso4E
诱饵载体已经成功转化到 YRG-2。 为了排除这 2 个融合蛋白具有单独激活 LacZ 报告基因的能力，将
SD ／ -Trp平板上长出菌落再次划线接种于 SD-Trp平板上，以转化了 pBD-WT的 YRG- 2 作阴性对照，以转
化了 pGAL4 的 YRG-2 作阳性对照，30 ℃，孵育 5 ～ 7 d。 由于 pGAL4 质粒含有野生型全长 GAL4 基因，可
以激活下游 Lac 启动，使 β-半乳糖苷酶含量增加，分解底物 x-gal，而使滤纸变蓝色。 结果显示（图 4），转
化了 pGAL4 的 YRG-2 通过 β －半乳糖苷酶活性检测，菌落变蓝，转化了 eIF4E，eIFiso4E 诱饵载体的 YRG-
2 菌落不变蓝，从而证明 pBD-GAL4-eIF4E，pBD-GAL4-eIFiso4E 融合蛋白本身不具有激活 LacZ 报告基因
的能力，可以用于下一步的筛选。
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1，3 为 eIF4E；2，4 为 eIFiso4E
图 3　转化酵母毒性及自激活检测

1． 阴性对照；2． eIF4E；3． 阳性对照；4． eIFiso4E
图 4　β-gal活性检测

3　讨　论

真核翻译起始因子在真核蛋白质翻译过程中起着重要作用。 研究表明，eIF4E 及其异构体 eIFiso4E
在植物与马铃薯 Y病毒属（Potyvirus）病毒互作中发挥极其关键的作用。 酵母双杂交分析显示拟南芥中
eIF4E和 eIFiso4E能与烟草花叶病毒（TEV）和芜青花叶病毒（TuMV）的 VPg 相互作用；最新发现辣椒中
eIF4E和 eIFiso4E均与辣椒叶脉斑驳病毒（ChiVMV）的 VPg 相互作用［11］ 。 病毒依赖寄主因子才能生存，
如果寄主缺乏对病毒致病必需的因子，病毒就不能侵染，从而寄主植物具有抗性。 因此，寻找参与病毒致
病的寄主因子，是进行植物抗病研究的一个有效途径。 本研究中番木瓜 eIF4E 和 eIFiso4E 的酵母双杂交
诱饵载体的构建，为验证其与病毒的互作打下了基础。

酵母双杂交系统是建立在细胞内从基因水平研究蛋白质间相互作用的遗传学方法。 在构建酵母诱
饵表达载体时，由于某些蛋白的表达可能对酵母菌株产生毒害作用，使酵母细胞不能在选择培养基上生
长，还有一些蛋白本身可能就是一个转录激活因子，另外一些蛋白含有酸性氨基酸区域或者能够与酵母
宿主转录激活因子结合，这些蛋白能够直接激活报告基因的表达［12 － 13］ 。 因此，在筛选前还需要验证诱饵
载体的自激活与毒性作用，用以排除假阳性和假阴性的相互作用。 本实验通过 His 和 Trp 二重营养缺陷
平板检测无菌落生长，采用 β －半乳糖苷酶印膜法检测诱饵载体，菌落不变蓝，表明 eIF4E 和 eIFiso4E 诱
饵载体转化酵母菌株时无毒性且不能自激活 YTHS 系统的报告基因 LacZ和 His。 因此，研究中构建的诱
饵融合蛋白表达载体符合本实验的需要，解决了试验中的关键问题，可以进行其相互作用蛋白的验证和
筛选，为下一步实验奠定了基础。
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Construction and Autoactivation Identification of Bait Vector Containing
Papaya eIF4E and eIFiso4E Gene in Yeast Two Hybrid System

WU Jin-yan1，2，YAN Pu2，SHEN Wen-tao2，ZHOU Peng1，2
（1 School of Agriculture，Hainan University，Haikou 570228，China；2． Key Laboratory of Tropical Crop Biotechnology，

Ministry of Agriculture，Institute of Tropical Bioscience Biotechnology，CATAS，Haikou 571101，China）

Abstract： The coding regions of papaya eIF4E and eIFiso4E were amplified by RT-PCR and then fused with
pBD-GAL4 vector． After confirmation with sequence analysis，the plasmid was transformed into the yeast cell，
YRG-2，and the toxicity and transcriptional autoactivation of expressed protein were tested． The results indicated
that the coding regions were successfully amplified and subcloned into pBD-GAL4，and the YRG-2 transformed
with bait plasmids grew well on SD ／ trp plate but not on SD ／ -his-trp． These data showed that the bait vectors，
pBD-GAL4-eIF4E and pBD-GAL4-eIFiso4E，were expressed correctly without toxicity，and could not autoacti-
vate the transcription of reporter gene alone in yeast two hybrid systems，and could be used for analyzing the in-
teraction between papaya eIF4E，eIFiso4E protein and virus．
Key words：papaya；eIF4E；eIFiso4E；yeast two-hybrid；activation identification
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