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十二指肠贾第虫Rab11互作蛋白的筛选*

高梦遥,赵志腾,李璐,张西臣,王晓岑,李新,张楠,宫鹏涛**

(吉林大学动物医学学院,吉林长春
 

130062)

【摘要】 目的 Rab11属于Rab小分子GTP酶家族,主要参与贾第虫外泌体样囊泡的产生。研究贾第虫囊泡运输中的

分子机制,探寻贾第虫Rab11蛋白的互作蛋白至关重要。 方法 通过分子克隆技术构建含 His标签的原核表达质粒

pET-32a-Rab11,经诱导表达和纯化,获得Rab11融合蛋白(rGdRab11)。用该蛋白免疫小鼠,制备抗血清,以此为抗体采

用免疫荧光法观察Rab11蛋白的亚细胞定位。应用 His-pull
 

down联合质谱技术筛选贾第虫全虫蛋白中与Rab11蛋白

互作的候选蛋白,并在GiardiaDB数据库和Revigo中对筛选的候选蛋白进行生物信息学分析。 结果 成功表达和纯

化出Rab11融合蛋白,并制备鼠源抗Rab11多克隆抗体。免疫荧光法观察Rab11蛋白定位于贾第虫滋养体细胞膜区域

和细胞质中。共筛选出528个与Rab11特异性结合的候选互作蛋白,其中蛋白质评分大于20分的候选互作蛋白有517
个,包括124个未知蛋白,393个已知蛋白。GO分析上述蛋白涉及组蛋白修饰、组蛋白单泛素化、代谢过程、建立或维持

细胞骨架极性以及内吞等多种生物进程。 结论 成功表达和纯化出Rab11融合蛋白,并制备了鼠抗Rab11多克隆抗

体。筛选出贾第虫中与Rab11互作的候选蛋白528个,为研究贾第虫Rab11的分子机制奠定了理论基础。
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【Abstract】 Objective Rab11,as
 

a
 

small
 

GTPase,belongs
 

to
 

the
 

Rab
 

family,which
 

is
 

mainly
 

involved
 

in
 

exosome-like
 

vesicles
 

production
 

in
 

Giardia
 

duodenalis
 

(G.
 

duodenalis).
 

It
 

is
 

crucial
 

to
 

explore
 

the
 

molecular
 

mechanism
 

involved
 

in
 

G.
 

duodenalis
 

extracellular
 

vesicles
 

trafficking
 

and
 

to
 

probe
 

the
 

Rab11
 

interaction
 

proteins
 

in
 

G.
 

duodenalis. Methods
 A

 

prokaryotic
 

expression
 

plasmid
 

pET-32a-Rab11
 

containing
 

His-tag
 

was
 

constructed
 

by
 

molecular
 

cloning,and
 

Rab11
 

fusion
 

protein
 

(rGdRab11)
 

was
 

obtained
 

after
 

protein
 

induction,expression
 

and
 

purification.
 

Mice
 

were
 

immunized
 

and
 

polyclonal
 

antibodies
 

were
 

prepared.
 

The
 

subcellular
 

localization
 

of
 

Rab11
 

protein
 

was
 

observed
 

by
 

immunofluorescence.
 

His-pull
 

down
 

combined
 

mass
 

spectrometry
 

was
 

used
 

to
 

screen
 

candidate
 

proteins
 

in
 

G.
 

duodenalis
 

total
 

proteins
 

which
 

interacted
 

with
 

Rab11,and
 

the
 

screened
 

candidate
 

proteins
 

were
 

analyzed
 

bioinformatically
 

in
 

GiardiaDB
 

and
 

Revigo. 
Results rGdRab11

 

was
 

successfully
 

expressed
 

and
 

purified,and
 

the
 

murine
 

anti-Rab11
 

polyclonal
 

antibody
 

was
 

prepared.
 

Rab11
 

was
 

localized
 

in
 

membrane
 

regions
 

and
 

cytoplasm
 

of
 

Giardia
 

trophozoite
 

by
 

immunofluorescence
 

observation.
 

A
 

total
 

of
 

528
 

candidate
 

proteins
 

interacting
 

with
 

Rab11
 

were
 

screened,among
 

which
 

517
 

candidate
 

interaction
 

proteins
 

with
 

protein
 

score
 

greater
 

than
 

20
 

points,including
 

124
 

unknown
 

proteins
 

and
 

393
 

known
 

proteins.
 

GO
 

analysis
 

of
 

the
 

above
 

proteins
 

involved
 

multiple
 

biological
 

processes,such
 

as
 

histone
 

modification
 

and
 

ubiquitination,metabolic
 

process,

establishment
 

or
 

maintenance
 

of
 

cytoskeleton
 

polarity,endocytosis,etc. Conclusion We
 

expressed
 

and
 

purified
 

Rab11
 

fusion
 

protein
 

successfully,and
 

a
 

murine
 

anti-Rab11
 

polyclonal
 

antibody
 

was
 

prepared.
 

528
 

candidate
 

proteins
 

that
 

interact
 

with
 

Rab11
 

in
 

G.
 

duodenalis
 

were
 

screened,which
 

lays
 

a
 

theoretical
 

foundation
 

for
 

the
 

study
 

of
 

the
 

molecular
 

mechanism
 

of
 

Rab11
 

in
 

G.
 

duodenalis.
【Key

 

words】 Giardia
 

duodenalis;rGdRab11;His-pull
 

down;LC-MS/MS;interacting
 

proteins

***十二指肠贾第虫(Giardia
 

duodenalis)简称贾第

虫,是一种危害严重的寄生性人兽共患原虫[1-2]。贾第

虫的生命周期主要包括迅速增殖的滋养体和抵抗环境

变化的包囊。宿主主要因摄取了十二指肠贾第虫包囊

污染的水或食物而被感染。经胃酸处理脱囊形成的滋

养体附着在十二指肠上皮细胞上,可引起以恶心、呕

·52·
中 国 病 原 生 物 学 杂 志

Journal
 

of
  

Pathogen
 

Biology 
2024年1月 第19卷第1期

Jan.2024, Vol.19,No.1

*

**

【基金项目】  吉 林 省 科 技 发 展 计 划 项 目 (No.
 

20220508047RC,20220508101RC);国家重点研发计划资助项目

(No.
 

2022YFE0114500)。

【通讯作者】 宫鹏涛,E-mail:gongpt@jlu.edu.cn
【作者简介】 高梦遥(1999-,女,吉林通化人,硕士,主要研究

方向:预防兽医学。E-mail:2788847095@qq.com



吐、腹痛、水样腹泻,体重减轻以及婴幼儿发育迟缓等

症状为主的贾第虫病(Giardiasis)[3-4],是全球常见的

腹泻疾病之一,在发展中国家,有着非常高的人群感染

率和发病率[5]。此外,贾第虫是处在原核生物和真核

生物之间的低等真核生物,被誉为“生物活化石”,同时

也是一种研究真核生物的重要的“模式生物”[6]。
胞外囊泡是细胞间物质传递的载体,囊泡运输对

细胞功能和生物体的正常发育至关重要。研究发现,
贾第虫分泌的胞外囊泡携带多种贾第虫相关蛋白,参
与宿主细胞免疫反应,以及细胞杀伤、转运等过程[7]。
此外,贾第虫的胞外囊泡能调节树突状细胞,使其参与

发病过程[7-8]。在这些过程中,Ras样GTP酶超家族

中的Rab蛋白起关键作用,如与囊泡运输、跨膜信号

转导和细胞骨架重排等一系列生物学过程[9
 

-10]。Rab
基因在进化过程中相对保守,在哺乳动物细胞中大约

鉴定出70种Rab蛋白,在果蝇中已发现33种[11],在
秀丽隐杆线虫中有29种。在贾第虫已预测出3个

Rab蛋白,分别 为 Rab1、Rab2和 Rab11[12-13],其 中

Rab11参与贾第虫中腔内囊泡(intraluminal
 

vesicles)
生物发生和外泌体样囊泡(exosome-like

 

vesicles)的
生产[14]。

多项研究表明 Rab11是外泌体释放所必需的。
在人类细胞中,Rab11参与胞外囊泡与质膜连接和外

泌体的释放[15]。在秀丽隐杆线虫,Rab11和转运蛋白

所需的内体分选复合物在TAT-5胚胎的质膜处富集,
为胞外囊泡生产所必需。在果蝇,Rab11有助于外泌

体的产生[16-18]。然而对于贾第虫Rab11协调囊泡运

输的机制及其所需的不同分子成分尚不十分清楚。本

研究旨在通过筛选 Rab11相关蛋白,为进一步探究

Rab蛋白及其互作蛋白在贾第虫囊泡运输中的作用奠

定基础。

材料与方法

1 材料

1.1 虫株、菌株、细胞株、质粒及实验动物 十二指肠

贾第虫 WB株,HEK293T细胞及原核表达载体pET-
32a均由吉林大学动物医学学院保存;感受态大肠埃

希菌DH5α和BL21(DE3)购自北京康为世纪生物有

限公司。BALB/c小鼠购自辽宁长生生物技术股份有

限公司。

1.2 主要试剂 Taq酶,限制性内切酶EcoRⅠ、Kpn
Ⅰ、HindШ、XbaⅠ、ClaⅠ,以及DL2000

 

DNA
 

Marker
和DL10000

 

DNA
 

Marker均购自北京宝日医生物技

术有限公司;无缝克隆酶和预染蛋白 Marker购自武

汉赛维尔生物科技有限公司;PCR产物纯化试剂盒购

自生工生物工程(上海)股份有限公司;质粒小提试剂

盒和琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒购自天根生化科技

(北京)有限公司;Ni-Agarose,His
 

Resin和蛋白5×
Loading

 

buffer购自北京康为世纪生物有限公司。

2 方法

2.1 贾第虫的培养及cDNA提取 从-80
 

℃冰箱中

取出贾第虫 WB虫株,置于37
 

℃水浴锅快速融解,在
超净台中将贾第虫滋养体转接于盛有改良TYI-S-33
培养液的培养管中,于37

 

℃恒温培养箱培养24~48
 

h,显微镜下观察虫体生长状态。若虫体贴壁生长状

态良好,生长至对数生长期即可进行传代培养。
将生长状态良好的贾第虫滋养体进行纯化,采用

Trizol法提取贾第虫总RNA并反转录为cDNA,于-
40

 

℃保存。

2.2 Rab11基 因 克 隆 及 原 核 表 达 载 体 构 建 根据

GenBank 中 登 录 的 贾 第 虫 Rab11 基 因 序 列

(GenBank:AF460175),运用SnapGene软件设计特异

性引 物。上 游 引 物 序 列:5'-GCTGATATCGGATC
 

CGAATTCATGACTGACGCGTACGACCAT-3'(下
划线部分为 EcoRⅠ酶切位点),下游引物序列:5'-
CTCGAGTGCGGCCGCAAGCTTGCAACGCTTCT

 

TTTGCTTAGTCT-3'(下划线部分为 HindШ 酶切位

点)。引 物 由 库 美 生 物 有 限 公 司 合 成。以 贾 第 虫

cDNA为模板,PCR扩增 Rab11基因序列。反应体

系:98
 

℃
 

2
 

min;98
 

℃
 

10
 

s,55
 

℃
 

5
 

s,72
 

℃
 

1
 

min,共

30个循环;72
 

℃
 

10
 

min。PCR产物置-20
 

℃保存。
使用限制性内切酶EcoRⅠ和 HindШ 对原核表达载

体pET-32a进行双酶切,酶切产物保存于-20
 

℃备用。
通过同源重组方式将目的基因片段与线性化载体进行

连接。将连接产物转化至感受态DH5α中,转化菌均

匀涂布于含氨苄青霉素的固体LB培养板上,倒置于

37
 

℃培养箱培养12
 

h。挑取单克隆菌落并扩大培养,
提取重组质粒pET-32a-Rab11,经EcoRⅠ和 HindШ
双酶切鉴定后委托库美生物有限公司测序。

2.3 rGdRab11蛋白的诱 导 表 达 及 纯 化 将pET-
32a-Rab11重组质粒转化至BL21感受态细胞,培养后

挑取单克隆菌落至300
 

mL
 

LB液体培养基中于37
 

℃、160
 

r/min摇床培养至菌液A600 值为0.6时加入

终浓度1
 

mmol/L异丙基硫代半乳糖苷(IPTG),37
 

℃、160
 

r/min诱导表达6
 

h。离心收集菌体,加入20
 

mL
 

1×PBS,超声破碎,离心取上清,沉淀用20
 

mL
 

1
×PBS重悬,采用SDS-PAGE检测蛋白表达情况。试

验以pET-32a空载体作为对照。
取2

 

mL
 

Ni-Agarose填料装入10
 

mL层析柱,用

5倍柱体积ddH2O 洗涤填料,5倍柱体积 Binding
 

buffer平衡层析柱。将蛋白溶液加入层析柱并控制流

速,结合目的蛋白,随后用5倍柱体积Binding
 

buffer
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洗涤以除去杂蛋白,用5
 

mL洗脱液洗脱目的蛋白,采
用SDS-PAGE分析蛋白纯化情况。

2.4 鼠抗 Rab11多克隆抗体血清的制备 纯化的

rGdRab11与弗式完全佐剂按1∶1的比例乳化后皮

下注射BALB/c小鼠,蛋白剂量为100~200
 

μg/只。
分别于首次免疫后第二周和第三周进行加强免疫,免
疫剂量均为首次免疫的一半。未次免疫后7

 

d眼球采

血,分离血清,采用间接ELISA测定血清抗体效价。

2.5 Rab11在贾第虫体内的定位 将贾第虫滋养体

悬液滴加于经多聚赖氨酸处理的细胞爬片上,37
 

℃静

置20
 

min;加入4%多聚甲醛,室温固定20
 

min,PBS
清洗3次;加 入0.25%Triton-X-100透 化 处 理15

 

min,吸弃多余液体,PBS清洗3次,3%BSA室温封闭

2
 

h;加入用PBST作1∶100稀释的鼠抗Rab11多克

隆抗体血清,4
 

℃下孵育过夜,PBS清洗3次;加入鼠

源荧光二抗(1∶100),室温孵育1
 

h,PBS清洗3次后

滴加抗荧光淬灭封片剂,倒置共聚焦激光扫描显微镜

(型号LSM700显微镜;Carl
 

Zeiss
 

AG)下观察Rab11
在贾第虫滋养体中的定位情况。

2.6 His-pull
 

down筛选rGdRab11的互作蛋白 将

生长状态良好的贾第虫冰浴后3
 

000
 

g离心10
 

min,
弃去培养基,PBS清洗沉淀3次。在沉淀中加入含

1%蛋白酶抑制剂的RIPA裂解液,提取贾第虫总蛋

白,分别与结合pET-32a或rGdRab11蛋白的 His-
Tag蛋白纯化磁珠共孵育12

 

h(融合蛋白已亲和固化

在 Mag-Beads
 

His-Tag
 

Protein
 

Purification),然后用

TBST对 共 孵 育 过 的 Mag-Beads
 

His-Tag
 

Protein
 

Purification进行清洗,再用TBST进行洗脱,收集蛋

白溶液,采用SDS-PAGE电泳检测洗脱蛋白,分别用

0.25%考马斯亮蓝G-250和银染试剂盒染色后进行

分析。试验设pET-32a对照组。

2.7 LC-MS/MS 分 析  向 pull
 

down 获 得 的

rGdRab11互作蛋白(rGdRab11
 

IPs)与 His-Tag互作

蛋白(His
 

IPs)中加入胰蛋白酶进行酶解,使还原烷基

化后暴露出酶切位点的蛋白消化成肽段,然后使用

LC-MS/MS(nanoLC-QE)进行质谱分析,使用 Mascot
等质 谱 匹 配 软 件 分 析 LC-MS/MS 数 据,获 得 与

rGdRab11相结合的候选蛋白质的信息。通过 Mascot
软件在UniProtKB/Swiss-Prot数据库(http://www.
Uniprot.org, UniProt

 

Knowledgebase) 中 对

rGdRab11蛋白进行肽段指纹图谱蛋白的检索。

2.8 生物信息学分析 从检索的rGdRab11
 

IPs和

His
 

IPs中 挑 选 差 异 化 的 蛋 白,对 差 异 蛋 白 进 行

uniprotID到 GeneID 的 转 换。获 取 的 差 异 基 因 在

GiardiaDB(https://giardiadb.org/giardiadb/app)数
据库中进行比对分析,即可对差异蛋白做 GO注释。

在Revigo上作进一步分析,通过对GO项的P 值进

行关联分析,并剔除冗余的GO术语,与uniprot数据

库进行比对得出更精简的GO功能富集。

结 果

1 贾第虫Rab11基因原核表达质粒的构建及鉴定

Rab11基因PCR产物经1%琼脂糖凝胶电泳分

析,大小为651
 

bp,与预期一致(图1)。将目的基因片

段与线性化载体进行连接,构建重组质粒pET-32a-
Rab11,经EcoRⅠ和HindШ 双酶切鉴定,插入目的片

段与预期Rab11大小(651
 

bp)一致(图2)。重组质粒

测序后进行比对分析,与Rab11基因序列一致,pET-
32a-Rab11构建正确。

M DNA标志物(DL2000) 1,2 Rab11基因PCR产物
图

 

1 Rab11基因
 

PCR
 

扩增产物1%琼脂糖凝胶电泳分析

M DNA
 

Marker
 

DL2000 1,2 PCR
 

amplification
 

product
 

of
 

Rab11
Fig.1 PCR

 

amplification
 

of
 

Rab11

  M DNA
 

标志物(DL2000) 1 pET-32a-Rab11 2 pET-32a-
Rab11双酶切

图
 

2 pET-32a-Rab11原核表达载体双酶切鉴定

M DNA
 

Marker
 

DL2000 1 Undigested
 

plasmids 2 Double
 

enzyme
 

digestion
 

of
 

pET-32a-Rab11
 

vector
Fig.2 Double

 

enzyme
 

digestion
 

of
 

pET-32a-Rab11
 

vector

2 rGdRab11蛋白的诱导表达及纯化

将pET-32a-Rab11转化宿主菌后用IPTG进行

诱导,采用SDS-PAGE检测表达产物,结果显示重组

蛋白分子质量为43
 

ku(图3A),与预期一致,且菌液

的上清和沉淀中均有存在,以上清中含量较高。
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  A rGdRab11蛋白表达形式的鉴定 M 蛋白分子质量标准 1
 诱导空载体菌液 2 未诱导空载体菌液 3 诱导重组菌全菌液 
4 诱导后重组菌裂解上清 5 诱导后重组菌裂解沉淀 B 镍柱纯
化rGdRab11的

 

SDS-PAGE分析 M 蛋白分子质量标准 1 流穿
液 2 洗涤液 3 洗脱液 C 纯化pET-32a的SDS-PAGE分析 
M 蛋白分子质量标准 1 流穿液 2

 

洗涤液 3 洗脱液
图

 

3 贾第虫Rab11蛋白的表达和纯化

A Identification
 

of
 

rGdRab11
 

protein
 

expression
 

forms M Pre-
stained

 

protein
 

Marker 1 Induced
 

empty
 

vector
 

bacterial
 

solution 2
 Uninduced

 

bacterial
 

fluids 3 Induction
 

of
 

rGdRab11
 

bacterial
 

solution 4 Supernatant
 

ultrasound
 

after
 

rGdRab11
 

induction 5 
Sediment

 

ultrasound
 

after
 

rGdRab11
 

induction B Purified
 

rGdRab11
 

SDS-PAGE
 

analysis M Pre-stained
 

protein
 

Marker 1 Flow-
through

 

fluid 2 Washing
 

liquid 3 Elution
 

fluid
 

C.
 

Purification
 

of
 

pET-32a M Pre-stained
 

protein
 

Marker 1 Flow-through
 

fluid 2
 Washing

 

liquid 3 Elution
 

fluid
Fig.3 Expression

 

and
 

purification
 

of
 

Rab11
 

from
 

G.
 

duodenalis

表达 产 物 经 His-Tagged
 

Protein
 

Kit(Soluble
 

Protein)纯化后得到单一电泳条带的rGdRab11蛋白

(图3B)。表明成功纯化出贾第虫rGdRab11蛋白。
制备的His重组蛋白分子质量为19

 

ku(图3C)。

3 Rab11在贾第虫体内的定位

以鼠抗Rab11多克隆血清为抗体进行免疫荧光

试验,在倒置共聚焦激光扫描显微镜下可见贾第虫滋

养体含有两个细胞核。Rab11主要富集于贾第虫滋养

体细胞膜区域和细胞质中(图4)。

A Rab11在贾第虫体内的定位 B 阴性对照
图

 

4 免疫荧光法检测Rab11在贾第虫体内的定位

A Subcellular
 

localization
 

of
 

Rab11
 

in
 

G.
 

duodenalis B Negative
 

control.
Fig.4 Subcellular

 

localization
 

of
 

Rab11
 

in
 

G.
 

duodenalis
by

 

immunofluorescence

4 His-pull
 

down联合质谱筛选rGdRab11的互作蛋

白

pull
 

down的蛋白沉淀复合物经SDS-PAGE电泳

后进行银染和考马斯亮蓝染色,结果如图5和图6。
与对照组相比,实验组在14~100

 

ku范围内存在大小

不等的蛋白,且主要集中在30~60
 

ku处。

  M 蛋白分子质量标准 1 pET-32a与全虫蛋白共孵育 2 
pET-32a-Rab11与全虫蛋白共孵育

图
 

5 pET-32a-Rab11和pET-32a
 

SDS-PAGE银染分析

M Pre-stained
 

protein
 

Marker 1 Co-incubation
 

of
 

pET-32a
 

and
 

G.
 

duodenalis
 

total
 

proteins 2 Co-incubation
 

of
 

pET-32a-Rab11
 

and
 

G.
 

duodenalis
 

total
 

proteins
Fig.5 SDS-PAGE

 

silver
 

stain
 

analysis
 

of
 

pET-32a-Rab11
and

 

pET-32a

  M 蛋白分子质量标准 1 pET-32a与全虫蛋白共孵育 2 
pET-32a-Rab11与全虫蛋白共孵育

图
 

6 与全虫蛋白共孵育pET-32a-Rab11、pET-32a的

SDS-PAGE考马斯亮蓝染色分析

M Pre-stained
 

protein
 

Marker 1 Co-incubation
 

of
 

pET-32a
 

and
 

G.
 

duodenalis
 

total
 

proteins 2 Co-incubation
 

of
 

pET-32a-Rab11
 

and
 

G.
 

duodenalis
 

total
 

proteins
Fig.6 SDS-PAGE

 

Coomassie
 

Blue
 

Staining
 

analysis
of

 

pET-32a-Rab11
 

and
 

pET-32a

5 贾第虫Rab11互作蛋白的LC-MS/MS分析

经质 谱 分 析,实 验 组 中 共 检 测 到 1
 

225 个

rGdRab11互作 蛋 白,对 照 组 中 共 检 测 到1
 

470个

pET-32a互作蛋白。将对照组与实验组中都检测到的

蛋白从实验组数据中删除,去除背景,得到528个可能

与rGdRab11互作的候选蛋白(图7)。

6 贾第虫Rab11的互作蛋白功能分析

根据质谱结果,有528个可能与rGdRab11互作

的候选蛋白,其中蛋白质评分大于20分的有517个,
包括124个未知蛋白和393个已知蛋白。对393个已
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知蛋白进行GO功能分类分析,Level
 

2级别GO功能

富集词条总计43个,其中生物学过程15个,占总数

46.8%;分子功能12个,占总数37.5%;细胞组成部

分5个,占总数15.7%(图8)。在Revigo上作进一步

分析,发现在生物过程中这些差异蛋白大致与五大功

能相关,包括建立或者维持细胞极性、内吞作用、组蛋

白修饰、建立或者维持微管细胞骨架极性和含氨基葡

萄糖化合物代谢过程。在细胞组分中主要与组蛋白甲

基转移复合物和质膜区域相关。在分子功能上主要与

核糖体大亚基结合、微管加末端结合、赖氨酸t-RNA
连接酶活性、脂肪酶活性和硫胺素二磷酸激酶活性相

关(图9)。GO分析显示,贾第虫Rab11可能通过与

多种蛋白质相互作用参与上述多种生物学过程。

注:绿色为
 

pET-32a互作蛋白;黄色为rGdRab11互作蛋白。
图

 

7 韦恩图分析pET-32a和rGdRab11互作蛋白的差异分析

Notes:“Green”
 

pET-32a
 

interacting
 

proteins;“yellow”
 

rGdRab11
 

interacting
 

proteins.
Fig.7 Venn

 

Diagram
 

analysis
 

of
 

the
 

pET-32a
 

and
 

rGdRab11
interacting

 

proteins

图
 

8 rGdRab11互作蛋白GO功能富集

Fig.8 GO
 

function
 

enrichment
 

of
 

rGdRab11
 

interacting
 

proteins

图
 

9 rGdRab11互作蛋白气泡图

Fig.9 Bubble
 

chart
 

of
 

rGdRab11
 

interacting
 

proteins

根据prot_hit_num即质谱过程中每个蛋白检测

到的肽段数对所有pull-down结果蛋白进行排序,得
到5个检测丰度较高的蛋白(表1)。GiardiaDB数据

库中的功能注释表明,丰度最高的蛋白是丙酮酸磷酸

二激酶(Pyruvate,phosphate
 

dikinase),它具有 ATP
结合、催化活性、激酶活性、金属离子结合、丙酮酸磷酸

二激酶活性、转移酶活性等功能,也参与磷酸化及丙酮

酸代谢过程。第二个是Tr型G结构域蛋白Tr-type
(G

 

domain-containing
 

protein),该蛋白是能与鸟苷二

磷酸结合、具有GTP水解酶活性的一类信号传导蛋

白。第三 个 是 CoA_binding 结 构 域 蛋 白 (CoA_

binding
 

domain-containing
 

protein),具有 ATP结合

和连接 酶 活 性;第 四 个 是 LSU 核 糖 体 蛋 白(LSU
 

ribosomal
 

protein
 

L4/L1
 

family
 

protein),作为核糖体

的结构成分,在细胞内蛋白质生物合成中发挥重要作

用;第五个是锚蛋白(Ankyrin,ANK)重复序列,为最

常见的保守蛋白结构域之一,可充当蛋白质相互作用

的支架,并在多种细胞学和生物学过程中发挥关键作

用,例如细胞间信号转导、转录和细胞周期调控等。此

外,还筛选到3个跨膜转运相关蛋白,2个磷脂转运相

关蛋白以及4个与分泌途径相关的蛋白(表1)。

讨 论

Rab蛋白调控囊泡运输的过程是复杂且多层次

的。与其他小GTP酶相同,Rab蛋白可以在不活跃的

GDP结合形式和活跃的 GTP结合形式之间进行转

换,这有助于驱动相互作用的蛋白质解码的可逆构象

变化[19]。鸟嘌呤核苷酸交换因子(GEF)和GTP酶激

活蛋白(GAP)通过调节GTP/GDP交换和内在GTP
酶活性来调节其功能[20]。在 GTP结合形式下,Rab
蛋白与不同的蛋白复合物相互作用,促进运输囊泡到

达不同的受体膜上。Rab蛋白通常在功能上相互连

接,以调节细胞内隔室间的物质流动[21]。效应器、

GEF和GAP可以混杂结合,并在不同的Rab蛋白之

间共享。其中一些效应器、GEF以及GAP通过相同

的结合部位与Rab蛋白结合,另一些也可通过不同的

结合域与不同的Rab蛋白结合。例如,Rabaptin-5是

第一个被证明通过不同的结合位点与不同的Rab蛋

白结合的效应器,从而将物质进入早期内体连接到再
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循环[22]。

表
 

1 His-pull
 

down筛选的rGdRab11互作蛋白
Table

 

1 rGdRab11
 

interacting
 

proteins
 

screened
 

by
 

His-pull
 

down

项目
Item

蛋白编号
Protein

 

No.

蛋白分子
质量(ku)
Protein

 

mass

蛋白注释
Protein

 

annotation

肽段得分
Peptide
score

高丰度
蛋白

V6THZ0
 

98.822 Pyruvate,phosphate
 

dikinase
丙酮酸、磷酸二激酶 4951

V6TBX0 100.332 Tr-type
 

G
 

domain-containing
 

protein
Tr型G结构域蛋白 1080

V6THC3 100.551 CoA_binding
 

domain-containing
 

protein
酰基CoA结合蛋白 947

V6TH18 35.280 LSU
 

ribosomal
 

protein
LSU核糖体蛋白 596

A8B440 88.068 ANK
锚蛋白 554

跨膜转运

DHA2_3470 126.001
ABC

 

transporter
 

domain-containing
 

protein
ABC转运蛋白结构域

116

GLP15_3377 119.987
ABC

 

transporter
 

domain-containing
 

protein
ABC转运蛋白结构域

39

GL50581_3254 123.176 MRP-like
 

ABC
 

transporter
MRP样 ABC转运蛋白 33

磷脂转运

GL50581_3968 41.153
Phosphatidylinositol

 

transfer
 

protein
 

alpha
 

isoform
磷脂酰肌醇转移蛋白α亚型

157

QR46_0666 244.987
Phosphoinositide-3-kinase/

 

catalytic/
 

alpha
 

polypeptide
磷酸肌醇-3-激酶/催化/α多肽

62

分泌途径

QR46_4582 54.554 Sec61
 

alpha
 

subunit
Sec61α亚基 43

GMRT_15591 233.352 Sec7
 

family
 

protein
Sec7家族蛋白 34

GLP15_5017 239.678 Sec7
 

domain-containing
 

protein
含Sec7结构域的蛋白 25

GMRT_13424 66.875 Vacuolar
 

protein
 

sorting
 

26
囊泡蛋白分选26 33

研究发现,Rab蛋白除了参与内吞再循环,还与胞

质分裂、代谢作用、吞噬作用、病毒侵染以及信号传递

等细胞内重要的生命活动有关,一些研究表明Rab蛋

白及其效应因子的突变和缺失还与多种疾病的发生密

切相关。在寄生虫中,Rab11同样有上述Rab蛋白功

能。在秀丽隐杆线虫,Rab11被募集至分裂沟并在胞

质分裂中发挥重要作用[23]。在阿米巴原虫,Rab11可

能参与铁和血清饥饿诱导阿米巴形成包囊这一过程。
在贾第虫,Rab11和肌动蛋白细胞骨架参与贾第虫成

囊,引导特定囊泡到达囊壁[24]。此外,贾第虫Rab11
还参与贾第虫中腔内囊泡生物发生和外泌体样囊泡的

生产。然而关于贾第虫Rab11在发挥其功能过程中

的分子机制尚不十分清楚,Rab11相关的分子机制仍

是研究的重点。
本研究同源克隆了贾第虫Rab11基因并在体外

原核表达了rGdRab11融合蛋白。原核表达的原理是

指通过基因克隆技术,将外源目的基因,通过构建表达

载体并导入表达菌株,使其在特定的原核生物内表达。
其优点在于能够短时间获得基因表达产物,操作简便,
价格 低 廉。但 其 缺 乏 转 录 后 加 工 系 统,只 能 表 达

cDNA,且表达的蛋白未经过修饰,往往不具有天然活

性。本研究制备的rGdRab11蛋白是否具有天然活性

尚不确定。蛋白质作为生命活动的执行者,其功能往

往体现在与其他蛋白质的相互作用中,蛋白质之间的

互作网络对调控细胞及其信号具有重要意义。本研究

通过His-pull
 

down与质谱技术鉴定了贾第虫中与

Rab11可能互作的蛋白。His-pull
 

down技术是一种

广泛应用于研究蛋白质互作的方法,其中基于体外相

互作用的洗脱技术具有简单易行、操作方便、特异性

强、减少假阳性率等特点。该方法联合 LC-MS/MS
可以更好地捕获瞬时或弱蛋白质间的相互作用,并实

现高通量。
通过对筛选出的蛋白进行GO功能分析,发现这

些互作蛋白涉及组蛋白修饰、组蛋白单泛素化、代谢过

程、内吞作用等多种生物进程。尽管目前对贾第虫

Rab11蛋白的研究主要集中在囊泡转运上,GO分析

展现出和以往认知不同的结果,Rab11可能和在哺乳

动物体内一样在贾第虫中具有更多的功能,包括在一

项对于贾第虫甲硝唑耐药性的蛋白质组学分析中发现

耐药虫株Rab11有着更低的表达水平[25]。本研究筛

选到的3个ABC转运蛋白具有多种功能,属于分布极

为广泛的膜蛋白家族,已被证明是恶性疟原虫多效性

耐药的决定因素,并在疟原虫的脂质代谢中发挥作

用[26-27],两者之间是否有联系有待进一步研究。此外,
本研究筛选到两个磷脂转运相关蛋白。研究表明在秀

丽隐杆线虫中 Rab11与 香 叶 基 香 叶 基 结 合,影 响

NHR-49的核质分布和转录活性。它们的动态相互作

用使细胞能够感知由于脂质耗竭而产生的代谢需求,
并通过增加营养吸收和脂质代谢来做出反应[28]。因

此猜测贾第虫Rab11在脂质代谢中是否也发挥类似

的作用。筛选出的其他潜在互作蛋白是否在贾第虫中

与Rab11一起参与囊泡运输等相关进程有待进一步

实验验证。本研究使用的 His-pull
 

down是一种筛选

互作蛋白质的体外试验技术,但是体内蛋白互作要比

体外蛋白互作更加复杂。体外蛋白互作无法模拟细胞

内天然的互作环境,需要通过免疫共沉淀技术或双分

子荧光互补实验进行验证。
本研究成功表达和纯化出Rab11融合蛋白,并制

备了鼠抗 Rab11多克隆抗体。筛选出贾第虫中528
个与Rab11互作的候选蛋白,为进一步探寻贾第虫

Rab11的分子机制和生物学功能奠定了基础。
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