
基金项目：国家自然科学基金项目（!"# $%$&%&’(）；湖南省教育

厅资助（!"#%)*()$）

作者单位：)+,%%, 衡阳，南华大学生物学与分子生物学教研室

（何淑雅、肖卫纯、李洁、李斌元、孙春莉、闵凌峰）；!-,%$,)，纽约州立

人类发育不全研究所（./0!1 !234567）
通讯作者：何淑雅（89:2;<：=>?@5+%%%A@"7:2;< # *":）

·论著·

酵母双杂交系统筛选 BC!DE 相互作用蛋白

何淑雅 肖卫纯 李洁 李斌元 孙春莉 闵凌峰 ./0!1 !234567

【摘要】 目的 应用酵母双杂交系统筛选 BC!DE 相互作用蛋白质，通过对相互作用蛋白质的筛选

及研究，探讨 !"#D 的功能，为 !"#D 和 !BC= 疾病群的发病机制研究提供线索，并为疾病的蛋白质相互

作用网络提供资料。方法 应用酵母双杂交技术，以 FC5GH9!"#D 为诱饵质粒筛选人胎脑 *I!H 文库，得

到 C5JK C2*.K 阳性克隆，进一步进行验证，并对验证后的阳性克隆的外源性片段进行测序及同源性分

析。结果 从人胎脑 *I!H 文库中筛选得到 L% 个 C5JK C2*.K 阳性克隆；将获得的具有外源性片段的文

库质粒与诱饵质粒一对一重新转入酵母体内对相互作用进行验证，共获得阳性克隆 ++ 个；对验证后阳

性克隆测序并进行同源性分析，共获得不同的候选基因序列 ( 个。结论 应用酵母双杂交系统，共筛选

得到 ( 个不同的基因，其编码蛋白与 BC!DE 有相互作用，可能与 !BC= 发病机制相关。
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神经元蜡样脂褐质沉积症（35J6"32< *56";N <;F"9
OJ=*;3"=5=，!BC=）是一组儿童常见的进行性神经元变

性疾病群，多为常染色体隐性遗传。此疾病群的主

要临床症状包括快速的视力恶化、癫痫发作、进行性

智力障碍、运动失调和行为变化［,］。从婴儿至成人

均可 发 病，其 中，新 生 儿 发 病 率 可 高 达 ,X,+ (%%。

!BC=主要组织细胞病变特征为溶酶体内脂质沉积，

最后导致以神经细胞和视网膜细胞为主的细胞凋亡。

目前认为 !BC= 至少可分为 ,% 种疾病亚型，各

亚型由不同基因突变引起，但不同亚型之间却具有

相似的临床表现及病理改变［+］。其致病相关基因包

括 !"#, Y ,%。研究者们已经克隆出其中的 L 个基

因（!"#,、+、$、(、L、D）［$ Y D］，但是这些已知基因及其

编码蛋白与其发病机制之间的关系并不清楚。有研

究者 们 已 经 发 现 了 各 亚 型 分 子 水 平 上 的 联

系［+，’ Y ,,］；根据这些研究结果，有研究者推测这些疾

病相关基因编码蛋白可能直接或间接通过蛋白质相

互作用形成蛋白质相互作用网络，最后通过共同的

通路导致线粒体 HME 酶亚基 B 降解受阻［,+］，导致疾

病亚型相似的病理改变和疾病的发生。!"#D 编码

区全长 DL,4F，其 Z+)1 突变可引起 !BC= 第!型，即
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进行性癫痫伴智力障碍。编码蛋白 !"#$% 是跨膜

蛋白，长 &$’ 个氨基酸，位于内质网中［()］，目前没有

发现有关 !"#$% 功能研究的报道。本研究通过对

!"#$ 编码蛋白相互作用蛋白的筛选及其功能研

究，不 但 可 以 初 步 了 解 !"#$ 的 功 能，还 可 以 为

#!"* 发病机制蛋白质网络图谱研究提供新的依据。

! 材料

酵母双杂交系统，酵母 +, 培养基，+,-./01 培养

基，+,-.203，+,-.203-.45*，+,-.203-.45*-./01，+,-.
203-.45*-./01-."67 培养基，8.!.半乳糖苷酶（93:）等购

自 !:;<=6>? 公司；半乳糖（@3:），棉子糖（A3B），醋酸锂

等购自 +59C3 公司；DEF@G# %:3*C5H I693 J5= 购自

DEF@G# 公 司；K>$ 大 肠 杆 菌，G@LM$（1$;1."3>N），

!"#$ 编码序列由美国纽约州立发育不全研究所

N?;<9 博士惠赠，其他化学试剂均购自国内。测序

公司为华大基因。

" 方法

&O( 常规分子生物学方法：人胎脑文库扩增及质

粒 ,#F 的提取，醋酸锂法转化酵母细胞，酵母 ,#F
的提取均按照 !"P#/G!4 公司酵母双杂交系统说

明书进行。鲑精 ,#F 的制备（>300560 ,#F），电转化

细胞的制备及酵母质粒的电转化按照分子克隆（第

) 版）。

&O& 诱 饵 质 粒 的 构 建 及 毒 性 和 自 激 活 性 检 测：

!"#$ 酵母表达载体 1"6QF.!"#$ 构建后，将 1"6QF.
!"#$ 重 组 体 转 化 G@LM$（1$;1."3>N），将 转 化 子

G@LM$.1"6QF.!"#$ 铺 皿 于 +,-.45*-.203，+,-.45*-.
203-8.93: 培养基上检测 !"#$ 是否有毒性及自激活

性。用空载体 1"6QF 以及 G@LM$.1"6QF.%;*（阳性）

作为阴性及阳性对照。

&O) 文库扩增，质粒抽提：根据滴度和独立克隆数

计算所需文库原始菌液体积和铺皿个数。液体培养

液（FC1R ）稀释文库原始菌液，铺于 (ST CC 的 "U 皿

（FC1R ），共铺皿 $T 个（文库独立克隆数为 & V (T’，

而滴度为 ’ V (T’）。)WX过夜培养，每皿加 "U 培养

液 SC"，刮下菌落，收集于锥形瓶中。用 DEF#@G#
%:3*C5H I693 J5= 抽提质粒，置 Y &TX保存待用。

&OM 文 库 转 化 与 筛 选：制 备 酵 母 菌（已 经 转 化

1"6QF.!"#$ 表达质粒）感受态，醋酸锂法转入文库

质粒，铺于 +,-.203-.45*-./01，培养 M Z ’ H、刮取菌液

铺于 +,-.203-.45*-./01-."67-A3B-@3:，培养 M Z ’ H，8.
93: 滤膜分析克隆变为蓝色者为候选阳性克隆。

&OS 阳性克隆质粒的分离：抽提变蓝色酵母克隆

质粒，转化至大肠杆菌 K>$ 中，在 I[-FC1R - Y /01 培

养基上筛选分离得到靶质粒。

&O’ 阳性克隆的鉴定，测序分析：按以上方法将获

得的候选阳性质粒一对一与诱饵质粒 1"6QF.!"#$
重新共转化 G@LM$ 酵母菌，8.93: 滤膜分析。初步

验证其相互作用，去除假阳性。将再次变蓝色者送

测序，在 @6<U3<K 中作同源序列分析。

# 结果

)O( 毒性检测：与转化有空载体 1"6QF 的 G@LM$
酵母比较，转化有 1"6QF.!"#$ 的 G@LM$ 酵母生长

速度没有发生变化，证明 !"#$ 对 G@LM$ 酵母细胞

无毒性作用。

)O& 自激活性检测：G@LM$.1"6QF.!"#$ 酵母转化

子在 +,-.45*-.2*3-8.93: 培养基上生长为白色，而对

照转 化 子 G@LM$.1"6QF.%;* 变 蓝 色，说 明 1"6QF.
!"#$ 无自激活性。

)O) 筛选结果：得到在 +,-.203-.45*./01-."67-A3B-
@3: 培养基上能生长，用 8.93: 滤膜分析能变成蓝色

的候选阳性克隆 ’T 个（见图 (）。

)OM 重新验证：将获得的候选阳性质粒一对一与诱

饵质粒 1"6QF.!"#$ 重新共转化 G@LM$ 酵母菌后，

8.93: 滤膜分析，再次变蓝色认为是阳性克隆，共得

到表达 "3>NR ，"67R 阳性克隆 &T 个（见图 &）。

图 ( 8.93: 滤膜分析得到蓝色阳性克隆（部分）

$%& \( ’()* +,-%.%/* 0(,1*- 23 4.&5( 6%(.*7 8*82751* 515(3-%-（+57.）

图 & 蓝色阳性克隆与诱饵质粒（一对一）重转酵母后

8.93: 滤膜分析

$%& \& 4.&5( 6%(.*7 8*82751* 515(3-%- 56.*7 2()* +,-%.%/* 0(,1*-

0,.751-6,78*9 :%.; 25%. +(5-8%9-
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表 ! 同源性分析结果统计

!"#$% ! &’"’()’(*) +, -%).$’) #/ 0+1+$+2/ "3"$/)()

基因名称 同源性 编码蛋白名称 编号

!"! !""# $%&’ ()*+,-.(/01( 1232/45 ! 6，7，88，86，89，:8

#$6 !""# ;(50<<-5)4-/(4/ 6 9，=，!>，8"

%&’& 10?4(/1 @,A!B<4A( ?,-5(4/ ;C$% !""# )’@,A! 6>

()*+ !""# @*154/ 6=

!"D 7=# $%&’ ()*+,-.(/01( 1232/45 D !6，8>，87，6"，6!，68，66，:"

6ED 测序结果：将阳性克隆质粒送测序，进行同源

性分析，得到 D 个编码 FG$>H 相互作用蛋白的基

因。

4 讨论

自 I4(<+1 和 J-/. 创立了酵母双杂交系统以来，

该技术便在诸多领域得到了广泛的应用，韩亮等［!:］

利用 K%G: 酵母双杂交系统，以 L/5 受体 GCH9 的胞

内区为诱饵蛋白，筛选小鼠 !!D+ 胚胎 M&$% 文库，

发现了 ! 个新的 GCH9 相互作用蛋白：黑色素瘤相关

抗原 N%%O!?!D；张怡等用酵母双杂交系统筛选得

到 )J$ID 的作用蛋白 )J［!D］。实践证明，酵母双杂交

技术是筛选、鉴定相互作用蛋白的一个非常有效的

手段。

本实验通过酵母双杂交系统得到 D 个不同的相

互作用蛋白的编码基因。$&! 和 $&D 编码蛋白为

还原型辅酶!尼克酰胺腺嘌呤二核苷酸脱氢酶辅酶

（$%&’）亚基 ! 和 D，人体内的主要作用是作为呼吸

链的脱氢酶辅酶。线粒体内的 $%&’ 参与 $%&’ 氧

化呼吸链，体内多种代谢物（如苹果酸、乳酸、丙酮

酸、异柠檬酸等）在相应脱氢酶的催化下，脱下的氢

都通过此条呼吸链传递给氧生成水，伴随产生大量

的 %OH，供应机体需要。体内的 %OH 生成减少或缺

失，细胞可能因缺乏供能而凋亡。#$6 编码蛋白

NO6 为 #$ 基因家族的一个脑特异性（3,04/B1?(M4P4M）
成员，为一种神经元生长抑制因子，能抑制小鼠大脑

萃取物中神经元细胞的存活。NO6 还是一种金属结

合蛋白，能与 Q/8 R 、F28 R 等结合，主要是维持锌在神

经元内的平衡，锌是许多大脑功能的调节因子；当细

胞锌缺乏时，NO6 的基本表达抑制其生长。

FG$>H 突变导致 $FG> 发病过程中，FG$>H 与

$&! 和 $&D 不能相互作用，进而导致 $%&’ 功能障

碍，细胞不能产生足够的能量，最后可能引起需要能

量较多的神经细胞及其视网膜细胞的能量供应不足

而致凋亡。这就可以解释脂质沉积发生在体内多种

细胞，为什么仅导致大脑皮层及视网膜为主的神经

细胞脱失。FG$>H 与 NO6 相互作用，能抑制 $O6 神

经元生长抑制因子的功能而表现出金属结合蛋白的

功能。当 ,+!> 突变时，FG$>H 与 NO6 不能相互作

用，导致 NO6 表现神经元生长抑制因子的功能，神

经元细胞的生长抑制，神经细胞脱失，而金属结合蛋

白的功能下降或消失，与 Q/8 R 的结合障碍，最后引

起大脑功能受抑制，引起智力障碍。

而其他亚型可能通过蛋白质相互作用网络，最

后引起 FG$>H 功能障碍，最后导致相似的症状。因

此，在不同的 $FG1 发病中，不同的致病基因产生相

似的临床表现和病理特征。
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