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摘要：早先认为酵母体内的TRAPP（蛋白转运颗粒）复合体存在TRAPPI和TRAPPII两种不同的形态，并将Trs85和Trs33归类为TRAPPI复合体的亚基，但后来的研究发现Trs33属于TRAPPII复合体的亚基。为了澄清Trs85在TRAPP复合体中的归属，本文通过采用酵母双杂交的方法检测Trs85与TRAPP复合体中其它亚基之间可能存在的蛋白互作来进行初步鉴定。实验结果显示Trs85选择性与TRAPPI亚基互作而与TRAPPII亚基不发生互作，说明Trs85不属于TRAPPII亚基而与TRAPPI亚基发生紧密联系。我们的结果与最近所报道的Trs85通过与TRAPPI亚基互作构成新的TRAPPIII复合体后通过小G蛋白Ypt1而不是Ypt31/32调控细胞自噬与囊泡运输的结论一致。
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Interactions between Trs85 and other TRAPP complex subunits
ZOU Shenshen, YANG Shu, MIN Gaoyi, LIANG Yongheng
(College of Life Sciences, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095)
Abstract: TRAPP (Transport Protein Particle) complex was reported as a multi-subunit complex existing in two subcomplexes, TRAPPI and TRAPPII. Trs33 and Trs85 were categorized to TRAPPI subunits although Trs33 was later found to be more like a TRAPPII subunit. In order to clarify whether Trs85 belongs to TRAPPI or TRAPPII, we examined the possible interactions between Trs85 and other TRAPP complex subunits by yeast two hybrid assay. Our results showed that Trs85 selectively interacts with TRAPPI subunits, but not with TRAPPII subunits. These results indicate that Trs85 does not belong to TRAPPII complex, but closely associates with TRAPPI complex. Our findings are consistent with the recent reports of Trs85 together with TRAPPI subunits to form new TRAPPIII complex which regulates autophagy and vesicle transport through Ypt1, but not Ypt31/32.
Key words: Cell biology; TRAPP complex; yeast two hybrid, protein interaction
0 引言
在酵母菌中，Ypt/Rab类小G蛋白在其上游调节因子鸟嘌呤核苷酸交换因子 (guanine nucleotide exchanger factor，GEF）的作用下由与GDP结合的非活性形式转换为与GTP结合的活性形式，从而发挥它的生物学功能1-3


[ ADDIN EN.CITE ]
，其中小G蛋白Ypt1和Ypt31/32通过上述的活性转变过程分别调控囊泡进出高尔基体的运输4[]
。在酵母菌中有一类称为TRAPP(蛋白转运颗粒)的复合体，包含TRAPP I和TRAPP II两种形态5


[ ADDIN EN.CITE , 6]
。Bet3、Bet5、Trs20、Trs23、Trs31、Trs33和Trs85在早期文献中均归类为TRAPPI亚基，在TRAPPI的基础上加上Trs130、Trs120、Trs65则成为TRAPPII。这些亚基中Trs65、Trs33和Trs85均属于非必需亚基6-8


[ ADDIN EN.CITE ]
。其中TRAPP I复合体作为Ypt1的GEF，主要参与内质网到早期高尔基体的分泌运输；TRAPP II复合体则作为Ypt31/32的GEF，主要参与囊泡离开后期高尔基体的运输9-11
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，但对TRAPP II复合体是Ypt31/32的GEF这一结论还一直存在争议12[]
。近来的研究显示Trs33与Trs65功能类似，均作用于Ypt31/32而不作用于Ypt113[]
，这些遗传学证据表明Trs33亚基应属于TRAPP II复合体专一性亚基。之后又有研究显示Trs85缺失与Trs65或Trs33缺失所产生的囊泡运输缺陷表型相似14[]
，这促使了对Trs85是否也属于TRAPP II复合体专一性亚基的探讨。如果Trs85属于TRAPPI复合体，我们预期它会和一些TRAPPI复合体专一性亚基发生互作，反之，如果Trs85不属于TRAPPI复合体，而属于TRAPPII复合体，我们预期它会和一些TRAPPII复合体专一性亚基发生互作。因此，我们通过酵母双杂交的方式来检测Trs85与TRAPP复合体中其它亚基之间可能存在的蛋白互作。
1 材料和方法
1.1 材料
1.1.1 菌株及质粒
本文所用酵母菌株详见表1、酵母双杂交载体pACT2及pGBDU-C2由美国伊利诺伊州立大学Nava Segev实验室提供，DH5ɑ为本实验室保存，引物合成和测序由Invitrogen公司完成。
表1本研究所用的酿酒酵母菌株

Table 1. S. cerevisiae strains used in this study

	菌株

Strain
	基因型

Genotype
	来源

Source

	YLY10
	PJ69-4 MAT a, trp-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4Δ, gal80Δ, gal2,ade2, lys2
	15[]


	YLY11
	PJ69-4 MAT α, trp-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4Δ, gal80Δ, gal2, ade2, lys2
	15[]


	YLY12
	pACT2 in PJ69-4 MAT a
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	YLY724
	pACT2-TRS130 in PJ69-4 MAT a
	
 ADDIN EN.CITE 
[11]


	YLY785
	pACT2-TRS120 in PJ69-4 MAT a
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	YLY786
	pACT2-TRS65 in PJ69-4 MAT a
	13[]


	YLY864
	pACT2-TRS23 in PJ69-4 MAT a
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	YLY869
	pACT2-BET5 in PJ69-4 MAT a
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	YLY887
	pACT2-BET3 in PJ69-4 MAT a
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	YLY888
	pACT2-TRS31 in PJ69-4 MAT a
	13[]


	YLY973
	pACT2-TRS20 in PJ69-4 MAT a
	13[]


	YLY974
	pACT2-TRS33 in PJ69-4 MAT a
	13[]


	YLY2033
	pACT2-TRS85 in PJ69-4 MAT a
	本研究

	YLY861
	pGBDU-C2 in PJ69-4 MAT α
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	YLY865
	pGBDU-C2-TRS23 in PJ69-4 MAT α
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	YLY867
	pGBDU-C2-TRS120 in PJ69-4 MAT α
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	YLY871
	pGBDU-C2-BET5 in PJ69-4 MAT α
	13[]


	YLY891
	pGBDU-C2-BET3 in PJ69-4 MAT α
	13[]


	YLY893
	pGBDU-C2-TRS31 in PJ69-4 MAT α
	13[]


	YLY976
	pGBDU-C2-TRS20 in PJ69-4 MAT α
	13[]


	YLY977
	pGBDU-C2-TRS33 in PJ69-4 MAT α
	13[]


	YLY995
	pGBDU-C2-TRS130 in PJ69-4 MAT α
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	YLY2035
	pGBDU-C2-TRS85 in PJ69-4 MAT α
	本研究


1.1.2 主要试剂

质粒小批量提取试剂盒为碧云天公司产品；DNA片段纯化试剂盒，rTaq聚合酶，PrimerSTAR聚合酶，T4连接酶，限制性内切酶Sma I，Sal I，Xho I以及DNA Marker，PCR，酶切酶连反应用试剂均为Takara（大连宝生物工程）公司产品；所有化学药品除特殊说明外，均来自Amersco。
2 方法

2.1.1 酵母双杂交质粒的构建及纯化  

将TRS85的ORF序列通过Sma I、Xho I和Sma I、Sal I两对限制性内切酶分别克隆至酵母双杂交载体pACT2和pGBD-U-C2中；采用电击法将所构建质粒转化到感受态大肠杆菌；经菌落PCR验证阳性克隆后，用质粒小批量提取试剂盒按厂家说明提取并纯化质粒。质粒经测序验证后用于下述实验。
2.1.2 酵母双杂交检测蛋白互作

采用酸酸锂法16[]
将同源重组至pACT2载体上的质粒转化入酵母PJ69-4 MAT a菌中，同时将同源重组至pGBDU-C2载体上的质粒转化入酵母PJ69-4 MAT α菌中。含有不同质粒的单倍体酵母参照文献17[]
所介绍的方法进行蛋白互作检测，可简单描述为在YPD平板上分别杂交带有目的待测蛋白的酵母单倍体，26℃过夜培养，后影印至SD-Ura-Leu-His（用于初步观测结果）和SD-Ura-Leu平板上筛选酵母二倍体，26 ˚C过夜培养。将杂交好的二倍体菌体挑至液体SD-Ura-Leu中过夜26 ˚C旋转培养。而后按照一定顺序加样于96孔板中，并且按照10倍，100倍比例稀释，使用点样器分别将样品点于SD-Ura-Leu-His，SD-Ura-Leu, YEPG等平板上，30 ˚C倒置培养3-5天，期间每隔一天观察拍照一次。
3 结果与分析
3.1.1 酵母双杂交质粒pACT2-TRS85和pGBDU-C2-TRS85的构建
Trs85亚基最早是被鉴定为在酵母产生孢子的过程中发挥作用的一种蛋白，当时被命名为Gsg1（general speculation gene），随后又被证明是酵母菌中TRAPP复合体的一个非必要亚基，基因全长为2097 bp。本文工作选取酵母BY4741菌株的DNA为模版，将TRS85的ORF序列克隆到酵母双杂交载体pACT2和pGBDU-C2中，对连接产物进行电泳检测。结果表明在只含有双酶切的载体DNA的样品Va或Vb中，加入T4连接酶后，两个载体相连形成更大的条带；在只含有双酶切的目的基因的样品D中，加入T4连接酶后，形成梯状的条带；而在有双酶切的载体DNA和目的基因的样品中，加入T4连接酶后，与前二者相比电泳图中会多出其它条带（箭头所指处），意味着目的基因与线性化载体发生了连接（图1）。酶连混合物经电转化、菌落PCR检测阳性克隆、质粒提取与纯化及质粒测序等步骤，表明TRS85已成功构建到所使用的酵母双杂交载体中。

[image: image2]
图1  琼脂糖电泳检测TRS85分别克隆到酵母双杂交载体pACT2和pGBDU-C2过程中酶切酶连效果
Fig. 1  Agarose gel for detecting the efficiency of restriction enzyme digestion and ligase ligation during cloning TRS85 into yeast two hybrid vectors pACT2 and pGBDU-C2

用Sma I和Xho I酶切载体pACT2，Sma I和Sal I酶切载体pGBDU-C2。以基因组DNA为模版，扩增TRS85全长序列，并通过Sma I和Xho I酶切PCR产物。通过T4连接酶对不同的双酶切DNA产物进行连接，同时以不加T4连接酶为对照。箭头所指处为酶连后产生的额外条带。
3.1.2 Trs85与TRAPPI复合体各亚基互作

为了验证Trs85与TRAPPI复合体各亚基之间是否存在着物理互作关系，本研究将克隆好的pACT2-TRS85质粒转入酵母菌PJ6-94 MAT a菌中。Trs120是TRAPPII复合体专一性亚基，它与TRAPPI复合体亚基之间存在着物理互作关系7[]
，本实验用pACT2-Trs120作为实验的阳性对照，空载体pACT2为阴性对照。利用酵母双杂交系统，将表达含有GAL4基因转录因子AD域（activation domain）的pACT2、pACT2-Trs85和pACT2-Trs120的PJ6-94 MAT a菌分别与表达含有GAL4基因转录因子BD域（DNA-binding domain）的pGBDU-C2、pGBDU-C2-Trs23、pGBDU-C2-Trs31、pGBDU-C2-Trs20、pGBDU-C2-Bet3和pGBDU-C2-Bet5的PJ6-94 MAT α菌杂交，点样于选择性固体培养基SD-Ura-Leu和SD-Ura-Leu-His上，检测Trs85与TRAPPI复合体的互作。结果显示在含有pACT2-Trs120与克隆有TRAPPI复合体各亚基的pGBDU-C2质粒的菌株，可以在选择性固体培养基SD-Ura-Leu-His上生长，说明Trs120与TRAPPI各亚基之间存在互作；而含有pACT2-Trs85与克隆有TRAPPI复合体各亚基的pGBDU-C2质粒的菌株，同样在SD-Ura-Leu-His的选择性固体培养基上能够生长（图2），说明Trs85亚基也与TRAPPI复合体各亚基之间存在互作。这与之前认为的Trs85是TRAPPI复合体亚基的结果相一致，同时暗示着Trs85可能通过影响TRAPPI复合体功能在生物体内发挥作用。

[image: image3] 

图2  Trs85与TRAPPI复合体亚基互作
Fig. 2  Trs85 interacts with TRAPPI complex subunits.
3.1.3 Trs85不与TRAPPII复合体各亚基互作

前文提到Trs85与TRAPPII复合体专一性亚基Trs33和Trs65分别缺失时在囊泡运输中的缺陷表型相似，推测Trs85有可能属于TRAPPII专一性亚基。酵母双杂交显示作为TRAPPII专一性亚基的Trs120可以与TRAPPI及TRAPPII共有亚基发生互作，且各TRAPPII专一性亚基之间都存在着相互物理互作关系（图2及
 ADDIN EN.CITE 
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）。图2结果已显示Trs85可以TRAPPI复合体亚基互作，我们进一步检测Trs85是否与TRAPPII复合体专一性亚基之间存在蛋白互作关系，来判断Trs85是否属于TRAPPII复合体。由于Trs120亚基与其它TRAPPII专一性亚基之间存在物理互作
 ADDIN EN.CITE 
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，该实验中以pGBDU-C2-Trs120与克隆到pACT2上的其它TRAPPII专一性亚基之间的互作来说明所使用的TRAPPII专一性亚基的蛋白互作正常。在预实验中我们发现pACT2-Trs33与pGBDU-C2-Trs120和Trs85的互作均较弱，增加与Trs33具有较强互作的Trs23作为对照，用以说明所使用的pACT2-Trs33具有正常的蛋白互作。在考虑到Trs85可能与TRAPPII专一性亚基不发生互作的情况，实验中采用可以与Trs85发生互作的pACT2-Trs31用于显示所使用的pGBDU-C2-Trs85是有功能的。依照惯例，采用空载的pGBDU-C2和pACT2作为阴性对照。通过设置如上的对照实验，将分别含有pGBDU-C2、pGBDU-C2-Trs23、pGBDU-C2-Trs120和pGBDU-C2-Trs85的PJ6-94 MAT α菌与分别含有pACT2、pACT2-Trs65、pACT2-Trs130、pACT2-Trs120、pACT2-Trs33和pACT2-Trs31的PJ6-94 MAT a菌杂交，点样于选择性培养基上来检测Trs85与TRAPPII复合体专一性亚基之间是否存在互作。结果显示Trs120作为TRAPPII复合体专一性亚基与TRAPPII主要亚基Trs65、Trs130、Trs120之间存在着强烈的物理互作，但Trs85亚基与这三个TRAPPII复合体专一性亚基之间不存在互作，而与Trs31之间存在互作，说明Trs85与TRAPPII亚基不互作不是因为Trs85没有功能（图3）。至于Trs120和Trs85与Trs33存在微弱互作的原因不清楚。基于以上两部分的酵母双杂交实验结果，可以得出结论：Trs85选择性与TRAPPI复合体亚基互作而与主要TRAPPII复合体亚基不发生互作，这与之前报道的Trs85是TRAPPI复合体亚基的结果相一致，同时暗示着Trs85可能通过影响TRAPPI复合体功能在生物体内发挥作用，而与TRAPPII复合体之间可能没有直接关联。

[image: image4]
图3  Trs85不与TRAPPII亚基Trs65、Trs130和Trs120互作
Fig. 3  Trs85 does not interact with TRAPPII subunits Trs65, Trs130 and Trs120

4 讨论
高尔基体在真核生物细胞内的囊泡运输过程中有着很重要的作用。蛋白质的分选，质膜上蛋白质的循环，内含体蛋白质的回收等都受到高尔基体的调控。而这些调控过程是在一系列相关蛋白因子的参与控制下进行的，其中TRAPP复合体在高尔基体参与的囊泡运输中起到非常重要的作用。本研究开始之前，TRAPP复合体的一个非必需亚基Trs85在囊泡运输与细胞自噬中的作用均有报道
 ADDIN EN.CITE 
[14, 18, 19]
，但Trs85在TRAPP复合体中的地位没有确切的结论。本研究通过酵母双杂交实验探讨了Trs85与其它TRAPP复合体亚基之间可能存在的蛋白互作。结果表明Trs85与TRAPPI的5个亚基之间（Bet3, Bet5, Trs20, Trs31, Trs23）均有很强的互作，在SD-Ura-Leu-His平板上经过两天生长，在原浓度菌液稀释100倍的情况下也可长出菌落（图2）。与此相反的是，Trs85蛋白与TRAPPII的3个主要特异性亚基（Trs120，Trs130，Trs65）之间没有互作，在SD-Ura-Leu-His平板上的生长情况与阴性对照（pGBDU-C2）相似（图3）。该结果初步显示Trs85在分类上更倾向属于TRAPPI复合体，不属于TRAPPII复合体。
近年来有研究将Trs85与其它TRAPPI复合体亚基所组成的复合体命名为TRAPPIII复合体，而将不含Trs85的原TRAPPI复合体定义为新TRAPPI复合体，并报道了Trs85介导TRAPPIII复合体定位于细胞自噬装配起始位点（PAS），介导细胞自噬过程
 ADDIN EN.CITE 
[20]
。本实验室的最新研究也表明，Trs85缺失影响TRAPPIII复合体作为小G蛋白Ypt1的GEF活性，从而导致内质网到顺式高尔基体的囊泡运输受阻
 ADDIN EN.CITE 
[21]
。以上这些研究结果与本文中所报道的Trs85与TRAPPI复合体亚基互作的实验结果是一致的。我们推断在酵母细胞中，Trs85通过与TRAPPI复合体各亚基间的互作，所形成的TRAPPIII复合体通过作用于小G蛋白Ypt1，从而介导细胞自噬与囊泡运输过程。
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