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摘 要 [.:H#$ 是近几年新发现的 :D< 作用底物，@#P"P" 结合蛋白。为确定 [.:H#$ 与 @#P"P" 蛋白 % 种亚基间相互作用关系，

利用 E></C>- 方法构建用于酵母双杂交系统的诱饵质粒 ;JXP[.:H#$ 及转录激活质粒 ;+XP[.:H#$，将 [.:H#$ 和 @#P"P" 各亚型

质粒分别作为诱饵蛋白质粒及转录激活质粒共转化酵母细胞 JXY#M，通过氨基酸营养缺陷生长实验及!P半乳糖苷酶显色反应

分析两种蛋白相互作用程度。酶切鉴定证实成功地构建了 ;JXP[.:H#$ 和 ;+XP[.:H#$ 质粒，酵母双杂交实验结果显示

[.:H#$ 可以和 @#P"P" 亚型 <>,，6/<>，\/<> 及 /;B1(’F 相结合，/;B1(’F 较强，6/<> 和 \/<> 次之，<>, 较弱。此结果将为深入研究

[.:H#$ 与 @#P"P" 蛋白生物学功能及发现药物靶标奠定基础。
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[T"LP:D< ;><?C>- 被证实为控制细胞生长、存

活、繁殖与凋亡的细胞信号转导通路，该通路发生障

碍将导致细胞病变甚至肿瘤的发生［@］。因此，与该

信号通路相关的因子已成为研制抗癌药物的新靶

点。

!$$" 年 X7>0/ [>7D 等人在利用 @#P"P" 蛋白及



!"# 抗体筛选 !"# 作用底物时发现了一种新的由胰

岛素诱导出来的 !"# 作用底物 $%!&’(：$)*+,-./),01/
!"# &234#5#.，’("6 的 7’/8/8 结合蛋白［9］，该蛋白在

人体内各组织均有表达，尤其在心脏及肝脏内的表

达量最高。9((’ 年 !#4241, 等人首次利用小鼠脑中

风模型对 $%!&’( 的功能进行了研究，他们发现加

入 :;< 后引起的 $%!&’( 磷酸化及其与 !"#、7’/8/8
的 相 互 作 用 在 由 #<=> （ #)5-4,.-# ?*05+ 0.).3)5+
,401.@,5）引起的凋亡性神经细胞死亡恢复中起着重

要作用；9((A 年黄蓓等发现 $%!&’( 在乳腺癌及肺

癌早期发生中的表达量增加［’］；9((B 年 CD ED F55)
等人证实 $%!&’( 为 @GH% 结合蛋白，在 $>8I/!"#/
@GH% J5#1K5L 中，$%!&’( 与 7’/8/8 间的相互作用

可能对细胞增殖起重要的调控作用［A］。

7’/8/8 蛋白是 7MNB 年首次在牛脑细胞中发现

的一种酸性的、可溶性的二聚体蛋白，根据它们在凝

胶中的迁移率命名为 7’/8/8，其大小约为 98 O 9P"6。

该分子伴侣可以和 N( 多种蛋白相互作用并在所有

真核细胞内均有表达，它们参与了真核细胞中的蛋

白激酶介导的信号传导通路，在基因转录、细胞周期

调控、前体蛋白运输中起着十分重要的作用［N］。

7’/8/8 蛋 白 在 哺 乳 动 物 中 有 七 个 亚 型：3.#5、
Q5@@5、.J4,+*-、R.#5、4,Q@5、.#5（!"#$%&’），该蛋白

以稳定的同源S异源二聚体形式聚集在一起，能同

时结合两个配体。所有 7’/8/8 的三级结构都极其相

似，哺乳动物 7’/8/8 蛋白是由两个单体连接形成的

杯状二聚体结构，每个单体由 M 个(螺旋（(! O(>）
组成，反向平行排列成 T 型结构，彼此间被一短环

间隔［B］。.#5，#52，4,Q@5 的晶体结构分析［P，M］表明 7’/
8/8 的亚型间虽具有高度的相似性，但各个亚型的

磷酸化肽段结合凹槽边缘的氨基酸存在差异［7(］，

7’/8/8 不同亚型之间存在着相似重叠的结合专一

性，因此其结合蛋白质的能力存在着差异［77］。

作为 7’/8/8 结合蛋白的 $%!&’(，它与 7’/8/8
蛋白的 B 种亚型的作用规律还不清楚。本实验拟选

用 JU;’/A 和 JC;9(9 作为 $%!&’( 与 7’/8/8 基因载

体，通过 Q5#.K5L 方法构建用于酵母双杂交系统的

$%!&’( 及 7’/8/8 各亚型质粒，检测二者相互作用

关系，为深入研究 $%!&’( 与 7’/8/8 的生物学功能

及发现药物靶标奠定基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 质粒和菌种：用于酵母双杂交的常用菌种

和质粒：酵母细胞 &D !"#"$%&%’" C;V’P（W!G(，G)J7，

F,48，X)58，T.Y!*J/TCX9）、质粒 J&F7P/8’（T.Y!*J，

;!TJ)*，X)5，!J)）、J6*-)9(7、JU;’/A（;5+J)*，G)J7，

!6F#.)，!J)）、JC;9(9（T.Y!，!6FJ)*，F,48，!J) ）均

购自 >-Z,#)*Q.- 公司，()$)及 *+’)为 $)*@.Q5 公

司产品。

人黑 色 素 细 胞 瘤（F*@* 45J,.-4，@.+5-*@5 0.++
+,-.）$%!&’( 全 长 06:! 序 列 定 购 于 !G== 公 司

（W;=9PNA，序号 9MPPN’P）。

JC;/7’/8/8 七 种 亚 型 质 粒 组：JC;/R.#5，JC;/
3.#5， JC;/Q5@@5， JC;/4,Q@5， JC;/#52， JC;/.#5，
JC;/.J4,+*-；JU;/7’/8/8 七种亚型质粒组：JU;/R.#5，
JU;/3.#5，JU;/Q5@@5，JU;/4,Q@@5，JU;/#52，JU;/.#5，
JU;/.J4,+*-；与 7’/8/8 相 互 作 用 的 阳 性 对 照 质 粒

JC;/!&I7［79］；阴性对照质粒 JC;9(9，JU;’/A，JU;/
R.#5/I’MC（点突变），均由美国 C@*)L 大学药理学系

傅海安教授惠赠［78］。

大肠杆菌 6FA(由安徽农业大学生命科学学院

朱苏文副教授惠赠。

!"!"# 培养基和添加剂：细菌培养基酵母抽提物，

胰蛋白胨为 HY*,[ 公司产品，无氨基酵母氮源购自

北京 经 科 宏 达 生 物 有 限 公 司，\/Q5+ 购 自 %.4.501
$)*[20#4 >-#.)-5#,*-5+ =*)JD X&!，聚乙二醇 ’((( 购自

中国医药（集团）上海化学试剂公司，:，:/二甲基甲

酰胺（6W<）上海振兴化工一厂产品，T,!0（醋酸锂）

购自上海国药集团化学试剂有限公司，各种氨基酸

及糖类均购自中科院上海生化研究所，质粒抽提试

剂盒 CD ]D :D !D J+54@,[ W,-, I,# > 购于 H@.Q5 公司

（XD &D!）

!"# 方法

!"#"! $%!&’( 质粒的构建：以人黑色素细胞瘤细

胞全长 06:! 为模板，上游序列的 5##^ 引物为 A_/
QQQQ 505 5Q# ##Q #50 555 555 Q05 QQ0 ##5 5#Q Q0Q #0Q QQQ 0Q0
0Q /8_，下游序列的 5##^ 引物为 A_/ QQQ Q50 050 ### Q#5
055 Q55 5Q0 #QQ Q#0 #05 5#5 ### 00Q 0## 05Q /8_。采用 $=%
方法 扩 增 (,-*’( 基 因 的 =6& 序 列，获 得 ’..//
(,-*’( 基因片段，将其与 J6*-)9(7 通过 ^$ 反应构

建含有 $%!&’( 的穿梭载体质粒 J6*-)9(7/$%!&’(
（J^;’），转化 0 D !12% 6FA(，阳性克隆进行酶切和测

序鉴定，然后通过 T% 反应再将 $%!&’( 克隆到表达

载体，构 建 了 诱 饵 蛋 白 质 粒 JC;/$%!&’(（J^F89，

F,48）和转录活性质粒 JU;/$%!&’(（J^F87，G)J7）（按

照 >-Z,#)*Q.- 公司的操作手册），这两种表达质粒分

别用 *+’)及 ()$)酶切鉴定。

8AN刘康武等：$%!&’( 与 7’/8/8 蛋白各亚型相互作用的酵母双杂交系统检测



!"#"# 酵母双杂交质粒转化：先将含有 !"#$ 的报

告基因质粒 %&’()*+, 转入酵母细胞 -./,)，阳性克

隆可 在 .012*34" 培 养 基 上 生 长，待 菌 液 生 长 至

!"566 7 685 时，离心收集菌体于 -9 管中，加入 :6!!
!;<# 溶液制成感受态细胞。

采用 9-.*!;<# 方法，将鲑鱼精 =><（?!@）、诱饵

质粒（68:!@）、转 录 激 活 质 粒（68:!@）混 合 后 加 入

9-.,6662!;<# 溶 液，+6A 孵 育 +6B;C，再 加 入 ?6!!
(BD02! =EE，,?A热休克 (6 B;C，室温静置 ?F，无菌

水洗涤 + 次，离心后的菌体重悬于 :6!! 的无菌水

中，涂布于 .012*34"*E4%*’;G 平板上，+6A 培养 + H
:I，检查菌落的生长情况。

.012*34"*E4%*’;G 平 板 (66B! 配 方：［*34"*E4%*
’;G］氨基酸混合物 68?@，/>J 68(,,@、硫酸铵 68:@、
琼脂粉 (8)@、双蒸水 K:B!，,6L 葡萄糖溶液 :B!。

!"#"$ 酵母转化显色反应：取酵母转化子菌落划

线于 M*@"0 板上，+6A培养 (:F 后间隔时间观察菌落

是否显蓝色，并记下开始显色的时间，时间的长短与

作用强弱成正相关。

M*@"0 固体培养基 (66B! 的配方：/>J 68(N@，硫

酸铵 68:@，琼脂粉 ?86@，［*34"*E4%*’;G］缺陷型氨基

酸混合物 68?@；+855@ 磷酸二氢钾，N8:@ 磷酸氢二

钾，(66B! 双蒸水，,6L 半乳糖 :B!，?6L 棉子糖

:B!，M*@"0 68?B!（?6B@2B! 溶于 >，>*二甲基甲酰

胺）。

# 结果与分析

诱饵 9O<&,6 基因及转录激活 (,*+*+ 各亚型基

因 已 分 别 构 建 于 !PQ< R1G;DC %0"GB;I %-.?6? 及

!;S4"4T %0"GB;I %U.,*: 载体，当它们共转化酵母细胞

-./,)2%&’()*+, 时，可以在 .012*34"*E4%*’;G 平板上

生长。如果诱饵蛋白 9O<&,6 及猎物蛋白 (,*+*+ 相

互作用便可启动 %&’()*+, 质粒中 !"#$ 报告基因的

表达，从而使其底物 ."0"#VDGP（包含在 M*@"0 培养基

中）显蓝色。

用于酵母双杂交的 %-.*9O<&,6 及 %U.*9O<&,6
表达质粒通过 @"VPW"T VP#FCD0D@T 构建而成，9O<&,6
质粒构建流程图如图 ( 所示。

#"! %&&’()*+,-. 基因的 )/* 扩增

从含有 9O<&,6 全序列的质粒 X.Y*?)5: 中利

用 "VVJ 引物扩增出了 "VVJ*9O<&,6*9YO 基因产物，如

图 ? 所示。9O<&,6*ZO[ 为 NN(S%，"VVJ( 加 "VVJ? 约

56S%，共计 )+(S%。电泳图上的条带与预期值大小

一致。

图 ( 9O<&,6 质粒构建流程图

[;@\ ( [0DW#F"4V DR #DCGV41#V;DC DR 4P#DBS;C"CV
9O<&,6 PQ%4PGG;DC ]P#VD4

图 ? "VVJ*9O<&,6 9YO 扩增

[;@\ ? -0P#V4D%FD4PG;G DR "VVJ*9O<&,6 9YO %4DI1#V
X：=>< B"4^P4；(：9YO %4DI1#V \

#"# )*+,-. 质粒的构建及鉴定

将 "VVJ*9O<&,6 的 9YO 产物和 %=DC4?6( 载体通

过 J9 反 应 构 建 含 有 9O<&,6 基 因 的 穿 梭 载 体

%=DC4?6(* 9O<&,6 质粒，阳性克隆进行酶切和测序

鉴定，然后通过 !O 反应再将 9O<&,6 转移到表达载

体，构 建 了 在 酵 母 中 表 达 的 质 粒 %U.*9O<&,6 和

%-.*9O<&,6，如图 + 所示。

挑选阳性克隆进行酶切鉴定（图 , 所示）：%U.*
9O<&,6 用 #$%"单酶切，鉴定时应出现 :):6S% 及

(,+:S% 二条带；%-.*9O<&,6 用 &’("单酶切，鉴

定时应出现 :,:+S%、,)5+S% 及 5)5S% 三条带。电泳

结果显示：I(、I?、I: 为 %U.*9O<&,6 的正确克隆，P+、

P,、P: 为 %-.*9O<&,6 的正确克隆。

#"$ )*+,-. 与 !-($($ 各亚型酵母双杂交分析

#"$"! %-.*9O<&,6 与 %U.*(,*+*+ 各亚型相互作用

分析：设 诱 饵 质 粒 %-.*9O<&,6 与 转 录 激 活 质 粒

%U.*(,*+*+ 各亚型为实验组，%-.*<G^( 与 %U.*_PV"
为阳性对照，%-.*<G^( 与 %U.*_PV"*‘,K-（点突变型）

为阴性对照，%-.*9O<&,6 与 %U.,*: 为空白对照，

将成对的质粒共 (6 组分别共转染 -./,)2%&’()*+,，

,:5 )*+,-.- /0$1,(2 03 4+05-6*,02078 生物工程学报 ?66N，aD08?+，>D8,



图 ! 表达载体 "#$%&’()*+ 和 ",$%&’()*+ 质粒的构建

-./0 ! 123456785.23 29 6:82;<.3=35 :>"6:44.23 ?:8526 ",$%&’()*+ =3@ "#$%&’()*+

图 * "#$%&’()*+ 和 ",$%&’()*+ 质粒的酶切电泳鉴定图

-./0 * ’:456.85.23 "=55:63 29 6:82;<.3=35 ?:8526
"#$%&’()*+ =3@ ",$%&’()*+

@A%@B："#$%&’()*+ @./:45:@ C.5D !"#!；

:A%:B：",$%&’()*+ @./:45:@ C.5D $%&! 0

涂布于［$E7F%G6=%H6"%I.4］固体培养基上，挑出阳性

克隆接种于 J%/=E 板上显色，结果如图 B 及表 A 所

示。 ",$%&’()*+ 与 "#$%A*%!%! 亚 型 5=7、<:5=、
:;"4.E23、K:5= 可以结合且在 J%/=E 板上显色，:"4.E23
作用较强，<:5= 及 K:5= 次之，5=7 较弱。

表 ! 用酵母双杂交系统检测 "#$%&’()*+ 与 ",$%!*%-%- 各亚型的相互作用

./012 ! .32 45627/86495 026:225 "#$%&’()*+ /5; ",$%!*%-%-<= 4=9>97?= ;262862; 0@ @2/=6 6:9%3@074; =@=62?
HL": 29
/627"4

M20 ",$ "#$
1E23:4

（%H6"%I.4%G6=）
J%/=E =85.?.5L

)5=65 5.;: 29
<E7: 82E26FD

&24.5.?: A ",$%(4NA "#$%K:5= AO! P AQRO+
M:/=5.?: O ",$%(4NA "#$%K:5=S*T, AAQ %
,;"5L ! ",$%&’()*+ "#$%*%B Q* %
,>":6.;:35 * ",$%&’()*+ "#$%<:5= UA P P ATROB
,>":6.;:35 B ",$%&’()*+ "#$%K:5= QB P P O+RO+
,>":6.;:35 V ",$%&’()*+ "#$%/=;;= U! %
,>":6.;:35 Q ",$%&’()*+ "#$%4./;= TB %
,>":6.;:35 U ",$%&’()*+ "#$%5=7 VT P OARO+
,>":6.;:35 T ",$%&’()*+ "#$%:5= VQ %
,>":6.;:35 A+ ",$%&’()*+ "#$%:"4.E23 Q! P P P AUR++

AB-BA "#$%&’()*+ 与 ",$%A*%!%! 各亚型相互作用

分析：为进一步验证表 A 的结果，设转录激活质粒

图 B &’()*+ 和 A*%!%! 亚型相互作用在 >%/=E 板上

显色反应

-./0 B J%/=E 82E26 =44=L 29 .35:6=85.23 <:5C::3 &’()*+
=3@ A*%!%! .42926;4

A：",$%(4NA P "#$%K:5=；O：",$%(4NA P "#$%K:5=%S*T,；

!：",$% &’()*+ P "#$%*%B；*：",$%&’()*+ P "#$%<:5=；
B：",$%&’()*+ P "#$%K:5=；V：",$% &’()*+ P "#$%/=;;=；
Q：",$%&’()*+ P " #$%4./;=；U：",$%&’()*+ P "#$%5=7；

T：",$%&’()*+ P "#$%:5=；A+：",$%&’()*+ P "#$%:"4.E230

"#$%&’()*+ 与诱饵质粒 ",$%A*%!%! 各亚型为实验

组，",$%O+O 与 "#$%&’()*+ 为空白对照，阳性与阴

性对照不变，也得到了类似的结果（表 O），且在 >%/=E
板上显色反应结果与图 B 相似。
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表 ! 用酵母双杂交系统检测 "#$%&’()*+ 与 ",$%-*%.%. 各亚型的相互作用
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@%*595:$ A #-.3B*CA #/.3D$97 AEF G AHIJE
+$’795:$ J #-.3B*CA #/.3D$973KLF- FM 3
-<#9" N #/.3@OB;LE #-.JEJ AAH 3
-P#$(5<$29 L #/.3@OB;LE #-.3Q$97 AEM G G AFINE
-P#$(5<$29 R #/.3@OB;LE #-.3D$97 FL G G ASIJE
-P#$(5<$29 H #/.3@OB;LE #-.3’7<<7 HS 3
-P#$(5<$29 M #/.3@OB;LE #-.3*5’<7 SL 3
-P#$(5<$29 S #/.3@OB;LE #-.397) FR G JAILE
-P#$(5<$29 F #/.3@OB;LE #-.3$97 MS 3
-P#$(5<$29 AE #/.3@OB;LE #-.3$#*51%2 AEN G G G AMIEE

. 讨论

@OB;LE 因 富 含 脯 氨 酸 的 结 构 可 以 与 许 多 含

;4N 或 TT 结构域的蛋白相互作用，这些被修饰后

的蛋白分子具有多种不同的功能［J］。BC9 和 AL3N3N
蛋白参与了细胞存活、细胞生长、细胞分化、细胞新

陈代谢及转录翻译等过程的调节活动，并在细胞凋

亡及转化抗肿瘤等方面起着重要的作用［A］。作为

BC9 的作用底物和 AL3N3N 结合蛋白的 @OB;LE 有可

能成为多种疾病的靶标蛋白。

酵母双杂交系统自建立以来已经成为分析蛋白

质相互作用的强有力的方法之一。由于该方法的不

断完善，如今它不但可用来在体内检验蛋白质间的

相互作用，而且还能用来发现新的作用蛋白质，对

蛋白质之间微弱的、瞬间的作用也能够通过报告基

因的表达产物敏感地检测到，它是一种具有很高灵

敏度的研究蛋白质之间关系的技术［AL］。

本实验成功地通过 ’79$U7" 方法构建了在酵母

细胞中表达的 @OB;LE 质粒，并通过双杂交系统对

@OB;LE 及 AL3N3N 的作用关系进行了检测。检测的

结果 表 明 @OB;LE 和 AL3N3N 的 亚 型 97)、 Q$97、
$<#*51%2、D$97 可以结合，且与 $#%*51%2 作用较强，Q$97
及 D$97 次之，97) 较弱。@OB;LE 和 AL3N3N 相互作用

关系及作用位点的研究将会为进一步研究 @OB;LE
在细胞生命活动中的功能奠定基础。

致 谢 感谢美国 -<%(" 大学医学院药理学系傅海

安教授提供 AL3N3N 各亚型质粒及 .7:52 @%(9$( 博士
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