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嗜吞噬无形体Msp2蛋白与宿主互作靶蛋白筛选及生物信息分析 *
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摘要 目的：筛选与嗜吞噬无形体Msp2蛋白互作的 THP-1细胞靶蛋白，有助于理解病原体侵袭宿主的分子机理。方法：PCR获得

无形体 msp2基因克隆到 pGBKT7载体上构建诱饵质粒并转化酵母菌株 Y2HGold，营养缺陷培养基及蓝白斑实验验证诱饵质粒

是否有自激活、毒性；抽提 THP-1总 RNA，经反转录、Long-distance PCR、同源重组等构建到 pGADT7-Rec载体上并转化酵母菌

株 Y187，鉴定 cDNA文库质量；酵母双杂交筛选与无形体Msp2互作的宿主细胞靶蛋白，生物信息学分析蛋白互作可能导致的信

号通路变化。结果：成功构建诱饵质粒；cDNA文库容量达 4× 106克隆，插入片段大小 100-3000 bp，且无污染；酵母双杂交获得宿

主靶蛋白 7个，分别是 NADH脱氢酶(泛醌)1琢亚体 13(NDUFA13)、锌指蛋白 36, C3H样 2(ZFP36L2)、核糖体蛋白 11(RPL11)、前

胸腺素 琢(PTMA)、C19orf10、组织蛋白酶 G(CTSG)、核糖体蛋白 S25(RPS25)；生物信息学分析，互作的宿主靶蛋白主要参与细胞增

殖、细胞凋亡、溶酶体成熟及其它一些信号通路等生物学过程。结论：应用酵母双杂交系统初步筛选出与嗜吞噬细胞无形体表面

蛋白Msp2互作的宿主细胞靶蛋白,并利用生物信息学初步分析了其参与的生物学过程，为进一步研究病原菌胞内生存分子机制

奠定了基础。
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Screening and Bioinformatic Analysis of THP-1 Target Protein(s) Interacted
with Msp2 of *

To screen target proteins from THP-1 interation with Msp2 protein from , and

contribute to understanding pathogenic molecular mechanism. Bait msp2 cloned into vector pGBKT7 was transfomated into

yeast Y2HGold, and tested bait for autoactivation and toxicity. Generating cDNA library with SMARTTM technology were constructed

into vector pGADT7-Rec by homologous recombination, which was transfomated into yeast Y187, and assessed the library. To screen

targets from THP-1 interation with protein Msp2 by yeast two-hybrid system (YTH). Biology processes of

THP-1 targets were analysised by bioinformatics. Bait were successfully constructed, content of cDNA library were 4× 106

clones, inserts size of the library were 100-3000bp. Seven proteins interaction with Msp2 protein included Homo sapiens NADH dehy-

drogenase (ubiquinone)1 alpha subcomplex 13 (NDUFA13), Homo sapiens ZFP36 ring finger protein-like 2 (ZFP36L2), Homo sapiens

ribosomal protein L11 (RPL11), Homo sapiens prothymosin, alpha (PTMA), Homo sapiens chromosome 19 open reading frame 10

(C19orf10), Homo sapiens cathepsin G (CTSG), Homo sapiens ribosomal protein S25 (RPS25). According to bioinformatic analysis, the

targets interaction with Msp2 participated in biological processes including cell proliferation, apoptosis, lysosomes mature, and some sig-

nal pathways etc. Some host proteins which may interact with Msp2 have been screened out by YTH,

the screened proteins may participate in biological processes by bioinformatics. These results provids important basis for further investi-

gating intracellular pathogen survival mechanism.

; Msp2; Yeast two-hybrid; THP-1; Bioinformatic analysis

*基金项目：石河子大学科研项目（Nos. 2014ZRKXYQ02, RCZX201402, CZ0203）；

国家重点基础研究发展项目（973计划）（2010CB530200（2010CB530206））

作者简介：郑炜（1989-），硕士研究生，主要研究方向：免疫遗传与抗病机理，E-mail: ZHENGWEI890801@shzu.edu.cn

△ 通讯作者：王勇（1981-），主要研究方向：免疫遗传与抗病机理，E-mail: yongwang@shzu.edu.cn，电话：0993-2057971

（收稿日期：2018-12-22 接受日期：2019-01-17）

前言
人粒细胞无形体病 (HGA) 是由嗜吞噬细胞无形体(

)感染引起的一种蜱传人兽共患病[1]。嗜吞噬细
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胞无形体进化出多种适应宿主细胞环境的机制，如在白细胞

(如粒细胞、单核细胞)中形成包涵体、下调氧化反应和 /或炎症

反应、扰乱破坏宿主细胞调亡和 /或自噬，从而有利于胞内生

存[2,3]。嗜吞噬细胞无形体感染常导致宿主细胞多种生物过程发

生改变如细胞分化与增殖、免疫应答、溶酶体融合、信号转导

等[4,5]，然而，嗜吞噬细胞无形体侵染宿主细胞的分子致病机制

仍待深入研究。

研究报道，嗜吞噬细胞无形体 Msp2蛋白作为病原毒力因

子，在调控病原入侵、胞内生存增殖以及宿主细胞生物过程等

方面起重要作用[6-9]。嗜吞噬细胞无形体表面蛋白 Msp2(也称

P44)具有许多同系物，可以通过基因转换机制进行基因重组，

进而发生遗传信息转换，导致 Msp2抗原变异[3,6,10]。Msp2可以

作为一种粘附素促使嗜吞噬细胞无形体黏附到宿主细胞表

面[11]。另外，不同嗜吞噬细胞无形体分离株的Msp2结构也存在

差异，这可能跟病原适应不同宿主细胞恶劣环境有关[12,13]。

为了解中国人源嗜吞噬细胞无形体分离株分子致病机理，

本研究利用酵母双杂交技术鉴定出与 Msp2蛋白互作的宿主

细胞靶蛋白，并分析了这些宿主细胞靶蛋白在病原感染过程中

可能发挥的调控作用，为深入了解嗜吞噬细胞无形体致病机理

奠定了基础。

1 材料与方法

1.1 菌株

2009年 -2010年间于中国山东莱州湾地区无形体病人分

离到的 2 株人源致病菌（LZ-HGA-agent-3 and LZ-HGA-a-

gent-4），以及从长角血蜱（H. longicornis）分离到的 1株蜱源无

形体分离株（LZ-HGA-agent-T1），3株中国无形体分离株通过

HL60细胞培养并由本室保藏[14,15]。

1.2 引物设计与合成

根据 NCBI网站（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/）上公布的嗜

吞噬细胞无形体 webster株 mps2基因（AY164491）序列，使用

Primer Premier 5.0软件设计一对特异性引物，上游引物加上

NdeⅠ、下游引物加 BamHⅠ位点，引物合成交由北京擎科新业

生物技术有限公司完成。

1.3 目的基因 PCR扩增、测序及分析

使用 DNeasy Blood & Tissue kit (QIAGEN) 试剂盒提取 3

株中国嗜吞噬细胞无形体分离株基因组 DNA(gDNA)做模板，

操作步骤按照 DNeasy Blood & Tissue Handbook (QIAGEN)说

明进行。使用上游引物 msp2-F：CATATGGCTGAAGTGAG-

GAGACGAAGA（下划线序列为 Nde I 位点），下游引物
msp2-R：GGATCCAATAGGAACGGTCACGGAGT（下划线序

列为 BamH I位点）PCR扩增 msp2基因序列，产物预期大小约

1492 bp；msp2基因分子克隆过程参考文献[14]，最后将阳性重组

质粒 pEASY-msp2送北京擎科新业生物技术有限公司测序。将

测序的 msp2基因序列输入到 NCBI网站（http://www.ncbi.nlm.

nih.gov/）的 nucleotide blast 模块中进行比对分析。采用

DNASTAR Lasergene v7.1.0 软件中的 EditSeq程序编辑 msp2

核酸及其氨基酸序列、利用 MegAlign对 msp2核酸及氨基酸

序列与嗜吞噬细胞无形体 webster株 mps2基因（AY164491）序

列进行比对分析。基因 msp2的 GenBank登录号、在线软件和 /

或程序对Msp2蛋白结构进行分析，具体信息参考文献[14]。

1.4 诱饵载体构建及其自激活、毒性检测

空载体 pGBKT7 DNA-BD、重组质粒 pEASY-msp2经过

NdeⅠ/BamHⅠ（NEB）双酶切后，回收的 pGBKT7大片段、

msp2进行连接并转化大肠杆菌 Trans1-T1感受态细胞，最后涂

布 LB/Kan+平板，37℃倒置过夜培养。经 PCR、酶切及测序分

析鉴定阳性重组质粒 pGBKT7-msp2转化酵母菌 Y2HGold感

受态细胞，步骤参考 YeastmakerTM Yeast Transformation System

2（Clontech）说明书。酵母转化子涂布于 SD/-Trp/Kan+平板培

养后经 PCR 及测序方鉴定阳性重组质粒。酿酒酵母转化子

Y2HGold（pGBKT7-msp2）涂布 SD/-Trp、SD/-Trp/X-琢-Gal平板
30℃培养 4-5天，观察菌落生长及颜色等判断是否有自激活作

用；从 SD/-Trp平板上挑选最大菌落接种到 SD/-Trp/Kan+液体

培养基，30℃，250转 /分钟，震荡培养（16-24小时），测量菌液

OD值，进行毒性检测。以 Y2HGold（pGBKT7 DNA-BD）为试验

对照。

1.5 人单核细胞白血病细胞(THP-1)cDNA文库的构建及分析

用 RNeasy Mini Kit（QIAGEN）抽提 THP-1 细胞总 RNA，

测定总 RNA纯度及浓度。利用 Clontech公司Make Your Own

"Mate & Plate" Library System进行 cDNA 合成及纯化。根据

YeastmakerTM Yeast Transformation System 2 说明书进行

pGADT7-Rec和 cDNA共转化酵母菌株 Y187，酵母转化液涂

布 SD/-Leu平板；同时转化 pGADT7-Rec、pGADT7-Rec+SV40

large T 至 Y187 做为阴、阳性对照，对照转化酵母菌涂布

SD/-Leu 平板；所有转化酵母菌于 30 ℃培养 3-5 天。收集

SD/-Leu平板上 Y187酵母转化子，-70℃冻存 cDNA文库。取

适量 Y187（pGADT7-cDNA）冻存液涂布 SD/-Leu平板培养并

观察是否有杂菌生长。Y187（pGADT7-cDNA）冻存液按 10-2，

10-3，10-4 比例稀释后分别涂布于 SD/-Leu 平板培养并计算

SD/-Leu板上菌落数及库容量。提取 Y187（pGADT7-cDNA）冻

存液酵母质粒 pGADT7-cDNA并转化 Trans1T1感受态细胞，并

进行菌液 PCR扩增、电泳分析，评估 cDNA文库插入片段长度。

1.6 Msp2蛋白与 THP-1细胞靶蛋白互作鉴定与分析

构 建 好 的 Y2HGold （pGBKT7-msp2） 与 Y187

（pGADT7-cDNA）文库进行酵母双杂交实验，同时分别进行

Y2HGold（pGBKT7-53）与 Y187（pGADT7-T）杂交、Y2HGold

（pGBKT7-Lam）与 Y187（pGADT7-T）杂交做阳、阴性对照实

验，操作按 Matchmaker Gold Yeast Two-Hybrid System（Clon-

tech）说明书进行。酵母菌液涂布于 SD/-Leu/-Trp（DDO）、

SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp （QDO）、SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp/X-琢-
Gal（QDO/X）营养缺陷培养基筛选阳性菌落，然后经 PCR 扩

增、基因片段测序、生物信息学分析等确定捕获靶蛋白的生物

信息。

2 结果

2.1 msp2 PCR扩增及序列生物信息分析结果

LZ-HGA-Agent msp2基因扩增及序列

分析、Msp2蛋白质结构及表位预测信息见参考文献[14]。

2.2 酵母转化子 Y2HGold（pGBKT7-msp2）自激活、毒性检测

涂布Y2HGold（pGBKT7-msp2）的 SD/-Trp、SD/-Trp/X-琢-Gal
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营养缺陷型培养基平板上均长出酵母菌落且菌落直径大于 2

mm，而 SD/-Trp/X-琢-Gal营养缺陷型培养基平板上的酵母菌落
未变蓝。这说明酵母转化子 Y2HGold（pGBKT7-msp2）无自激

活现象。

培养 24 小时后的酵母转化子 Y2HGold（pGBKT7-msp2）

菌液的 OD值均大于 1.0（判断标准 OD > 0.8为无毒性），酵母

转化子 Y2HGold（pGBKT7-msp2）生长情况与 Y2HGold（pG-

BKT7 DNA-BD 空载体）基本一致。这说明酵母转化子

Y2HGold（pGBKT7-msp2）也无毒性。

2.3 THP-1 cDNA文库评价

2.3.1 Y187（pGADT7-cDNA）文库克隆数、转化效率及污染检

测 150 滋L菌液（稀释倍数 10-2）涂布 SD/-Leu平板，平均每

个平板克隆数为 400，则 15 mL重悬液克隆数(库容量)=(400÷

0.15)× 100× 15=4× 106 克隆，达到建库要求。转化效率 =

(400× 15)÷ (0.15× 3.94)× 100=1.02× 106 cfu/滋g。涂布 Y187

（pGADT7-cDNA）冻存液的 SD/-Leu平板上没有出现污染物，

说明文库未被杂菌污染。

2.3.2 cDNA文库插入片段评价 共挑取 51个单菌 PCR扩

增证实 cDNA文库插入片段在 100-3000 bp之间，片段集中于

500-2000bp间，由菌落 PCR推算得知重组率为 95.6%。（见图1）

2.4 酵母双杂交实验及分析

Y2HGold（pGBKT7-msp2）与 Y187（pGADT7-cDNA）进行

酵母双杂交后涂布于 QDO营养缺陷培养基平板上，经培养平

板上长出酵母单菌落。将这些单菌落转移至 QDO/X营养缺陷

培养基平板上，部分酵母菌落变蓝。（见图 2）。

2.5 Msp2蛋白与 THP-1细胞互作潜蛋白鉴定与分析

与Msp2蛋白互作的捕获蛋白基因 PCR产物序列测序分

析，捕获蛋白基因序列输入到 Nucleotide BLAST 中 Blastn

（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi） 进行比对分析，EBI

Search(http://www.ebi.ac.uk/ebisearch/overview.ebi/about)进行蛋

白分析等，综合分析结果最终获得 7个阳性捕获靶蛋白。（见表1）。

图 1 PCR鉴定 cDNA文库插入片段大小

Fig.1 PCR analysis of cDNA inserts size

M: DNAMarker 5000; 1-45: cDNA inserts; 46: Negative control

图 2 Y2HGold(pGBKT7-msp2)与 Y187(pGADT7-cDNA)杂交结果

Fig.2 The result of mating Y2HGold(pGBKT7-msp2) with Y187

(pGADT7-cDNA) mating

表 1 THP-1细胞捕获靶蛋白及其生物信息分析

Table 1 Bioinformatic analysis of THP-1 target proteins interation with Msp2 protein

靶蛋白名称
亚细胞定位分析 GO分析

分子功能 细胞组分 生物学过程

NADH脱氢酶(泛醌)1琢亚
基 13(NDUFA13)

线粒体内膜
NADH脱氢酶(泛醌)活性;

ATP结合性
线粒体膜;胞质;细胞核等

细胞凋亡;呼吸链;电子传

递;细胞生长调控;活性氧簇

代谢等

锌指蛋白 36, C3H样 2

(ZFP36L2)
胞质、细胞核

DNA/RNA结合;金属离子

结合;转录因子
胞质;胞液;细胞核等

细胞增殖调控;胞内应答;造

血作用;mRNA稳态调控等

核糖体蛋白 L11 (RPL11) 胞质、细胞核
RNA/rRNA结合;核糖体组

分

胞质;胞浆;核糖体大亚基

等

蛋白质定位 /靶向 /降解作

用;核糖体亚基生物合成;翻

译作用等

前胸腺素琢(PTMA) 细胞核
激活转录因子结合作用；

组蛋白结合
胞液;核质;细胞核等 组蛋白改变;转录过程

骨髓源生长因子

（C19orf10）

分泌、内质网 -高尔基体中

间体
-

内质网 -高尔基体中间体;

内质网腔;胞外分泌体等

血管再生;细胞凋亡及一些

信号通路调控等

组织蛋白酶 G(CTSG) 细胞表面
肝素结合;肽酶活性;肽链

内切酶活性

细胞表面;胞质应激颗粒;

胞外分泌体等

血管紧张素成熟;抗菌体液

反应;免疫应答;蛋白加工修

饰;中性粒细胞脱粒等

核糖体蛋白 S25(RPS25) 胞质、细胞核 RNA结合
胞液;小核糖体亚单位;核

质;核仁;细胞核等

mRNA分解过程; rRNA加

工过程;翻译过程等
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3 讨论

人粒细胞无形体病(HGA)的临床和实验室表现有发烧、头

和肌肉有疼痛感、白血球和血小板数量下降、血清氨基转移酶

活力上升等[1]，常使用强力霉素治疗该病。在欧洲、美洲、亚洲等

国家和地区，HGA病例、细菌血清或核酸检测阳性数量一直在

增加，且存在一定的死亡率[16]。美国中西部地区 HGA病例死亡

率约 0.7%，该病死亡率升高与患者的高龄、免疫力低、延迟治

疗有关[17]，在中国，该病是新发传染病，死亡率有待调查统计。

2006年我国安徽省某县首次发现了人粒细胞无形体病病例，

也是首次人粒细胞无形体病院内传播感染病例 [16]。同期在新

疆、内蒙古和黑龙江等地的全沟硬蜱中检测到了嗜吞噬无形体

核酸。张丽娟等开展的实验室回顾性调查，发现山东省沂源地

区人群中，嗜吞噬无形体 IgG抗体阳性率高达 26.7%[18]，对天津

市 8区县的农民、牧民和兽医等人群进行血清流行病学调查，

结果显示该地区无形体血清抗体阳性率为 8.8%[19]。通过对媒介

蜱及宿主动物的监测，发现媒介蜱和啮齿动物携带无形体病原

的现象在我国很多地区已经相当普遍[20]。

嗜吞噬细胞无形体（A. phagocytophilum, APH）通过扰乱破

坏人或动物机体免疫防御细胞（如人粒细胞和单核细胞）可能

导致人类疾病发生[2]。尽管宿主免疫细胞可通过多种机制如活

性氧产生、抗菌肽和酶的分泌等机制作用并清除病原菌[21,22]，但

APH依然能在这些细胞中生存繁殖，其分子致病机理仍待深

入研究。因此，本研究选用中国人源 APH分离株 LZ-HGA-A-

gent毒力蛋白Msp2和人单核细胞 THP-1为研究对象，利用酵

母双杂交技术筛选到与 Msp2毒力蛋白互作的 THP-1细胞的

靶蛋白，这些靶蛋白主要与宿主细胞的生长分化、细胞凋亡、溶

酶体融合、核酸转录、蛋白翻译等若干生物过程有关（见表 1）。

下面就部分靶蛋白功能进行分析讨论。

NADH脱氢酶(泛醌)1琢亚基 13(NDUFA13)是呼吸链复合

物 I结构、组装、活性以及维持线粒体膜电势必不可少的一个

亚单位。NDUFA13突变致使患者肌纤维细胞中复合物 I活性

下降约 40%，骨骼肌细胞中减少 7% ~ 14%[23]。He和 Cao[24]研

究发现，NDUFA13在细胞生长调控、细胞凋亡和一些信号通路

中起作用。Hu[25]等研究发现，在细胞中适当降低 NDUFA13的

表达水平，细胞凋亡标志物 caspase-3和 caspase-9下调而凋亡

标志物 caspase-8未下调；同时还引起胞质内 H2O2局部生成

量增加，由此生成的活性氧簇（ROS）可以作第二信使，促使

STAT3二聚体形成，最终激活胞内抗凋亡信号通路，抑制超氧

化物的大量产生。

一些研究显示，核糖体蛋白 L11 (RPL11)受到影响，会阻碍

核糖体 60S亚基和 40S亚基的合成，进而阻碍核糖体生物合

成，诱发 "核糖体胁迫（ribosomal stress）"或者 "核仁胁迫（nu-

cleolar stress）"现象。核糖体 60S大亚基合成受阻，大量游离的

RPL11蛋白从细胞核中释放到细胞质，而核糖体 40S小亚基合

成受阻，RPL11 蛋白表达上调或者 RPL11 蛋白编码基因的

mRNA转录水平上调，大量游离的 RPL11蛋白存在于细胞质

中，从而诱导激活 p53信号途径，抑制细胞凋亡，调控细胞生长

繁殖[26,27]。

前胸腺素 琢(PTMA)是一个多肽，主要功能是在细胞核中

调节细胞周期，促进细胞增殖，在胞外主要起免疫调节作用，例

如促使细胞释放细胞因子 TNF琢和 IL-2，促进 CD4+T 细胞、

CD8+T和 NK细胞的产生，增强淋巴细胞、中性粒细胞和成熟

树突细胞功能[28]。RNAi干扰前胸腺素 琢(PTMA)表达可激活细

胞凋亡[29]。

人组织蛋白酶 G（CTSG）属于肽酶 S1蛋白家族成员，于中

性多形核白细胞中发现。该蛋白与胰凝乳蛋白酶 C（chy-

motrypsin C）有特异相似性，可能参与杀伤、消化细菌、结缔组

织重构等生物过程。有研究表明，中性粒细胞产生的人组织蛋

白酶 G（CTSG）可释放到宿主细胞外，结合到整合素（Integrins，

细胞膜上的一种蛋白）上，阻碍整合素重排[30]。整合素重排可以

将细胞外信号传递到细胞内，改变细胞的功能如促使细胞释放

炎性因子，引起机体的免疫和炎性反应。嗜吞噬细胞无形体进

入胞内以包涵体的形式存在，研究发现无形体可以阻断包涵体

与胞内溶酶体的融合，但具体的分子机制不清楚[3]。该实验结果

暗示 CTSG可能是溶酶体中的一种酸性水解酶，在包涵体与溶

酶体融合过程中起阻断作用。Msp2与 CTSG蛋白互作可能使

该酸性水解酶 CTSG运输定位发生错误，致使溶酶体无法正常

成熟，阻断了 APH包涵体与溶酶体的融合，故宿主细胞无法清

除病原，这可能是病原菌胞内寄生的分子致病机制之一。

人锌指蛋白 36, C3H 样 2 （zinc finger protein 36,C3H

type-like 2; ZFP36L2）基因是早期应答基因 TIS11家族成员。该

家族成员可以被佛波酯（TPA）、多肽有丝分裂原（EGF）等多种

激动剂诱导。ZFP36L2是一个假定的蛋白转录因子，可能在调

控细胞生长因子应答方面起作用。HGA患者后期有贫血临床

症状，其发生原因不明。Zhang等[31]研究发现，糖皮质激素（主成

分是皮质醇）刺激红细胞并促使其 ZFP36L2蛋白转录因子表

达量增加，ZFP36L2可以结合到早期祖红细胞的 mRNA上，促

使早期祖红细胞更多地向后期祖红细胞，后期祖红细胞可大量

形成红细胞。虽然嗜吞噬无形体可以感染红细胞，但具体分子

机制仍待深入研究。本研究发现，中国 APH分离株Msp2与

ZFP36L2结合，致使 ZFP36L2不能与早期祖红细胞的 mRNA

结合，阻碍红细胞增殖，这可能是引起 HGA病人感染后期贫血

症发生的原因之一。

综合上述研究结果以及本实验结果，据此分析，中国 APH

分离株蛋白 Msp2 与 NDUFA13、RPL11、PTMA 发生作用，可

能影响了宿主细胞的生长增殖、细胞凋亡及其它一些信号通路

等过程，从而导致病原逃逸宿主细胞的杀伤作用。总之，本研究

从病原菌蛋白 -宿主蛋白互作角度出发，对病原菌的分子致病

机理、无形体病病因发生以及临床表现的可能影响进行了分析

探讨。鉴于酵母双杂交技术的局限性，目前本研究团队正在进

一步验证Msp2与靶蛋白互作，研究蛋白 -蛋白互作对信号通

路的影响，进而为揭示 HGA发病机理 /病原分子致病机理提

供科学数据。
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