
重庆医科大学学报 2008年第33卷第2期 (Journal of Chongqing Medical University 2008．Vo1．33 No．2) 一 1 33 一  

论 著 文章编号：0253—3626(2008)02—01 33—03 

酵母双杂交 RRS筛选系统对已知蛋白问相互作用的验证 

王 琪，张 静，田 杰，张 晖 

(重庆医科大学附属儿童医院心血管内科，重庆 400014) 

【摘 要】目的：通过一对已知蛋白Pak和Chp问的相互作用介绍酵母双杂交 RRS筛选系统，以期将此系统更广泛的用于蛋白 

问相互作用的研究。方法：挑选酵母温度缺陷株 cdc25—2的低回复突变单克隆，醋酸锂法制备酵母感受态细胞。重组质粒 

Met425一Myc—Ras—Pak单独转化酵母，排除诱饵蛋白的自激活作用。将两重组质粒 Met425一Myc-Ras-Pak和 ura—M—chpAc共转 

化酵母，设置不同质粒组合和不同培养基平板作为对照，观察酵母在 36℃的生长情况。结果：制备感受态的 cdc25—2细胞无回 

复突变发生。质粒 Met425一Myc—Ras—Pak转化酵母后对细胞既无毒性也无自激活作用。只有当能够表达两已知蛋白的重组质粒 

共转化酵母，并且在适合它们表达的培养基上，cdc25—2细胞才能够在 36℃生长。结论：(1)RRS筛选系统正确验证了 Pak和 

Chp问的相互作用，可将其用于其它已知蛋白问相互作用的研究。(2)可以利用某已知蛋白构建诱饵 ，通过 RRS筛选系统去寻 

找与已知蛋白相互作用的未知蛋白。 
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Testing interaction between two know proteins by ras recruitment system 

WANG p ，etⅡf 

(Department of Cardiovascular，￡k Children’s Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：Introduce yeast two—hybrid system RRS screening system through interaction between two known proteins， 

Pak and Chp，in order to apply this system on research of the interaction between other proteins．Methods：Select the yeast 

strain cdc25—2 for single clone that displays low reversion rate， and prepare the competences of the yeast by LiAc．Only 

transform the plasmid Met425-Myc—Ras-Pak into the yeast to eliminate its self-activation． Co-transform  the plasmids 

Met425-Myc-Ras—Pak an d Ura-M-ChpAc into the yeast，set up some controls， observe their growth on different mediums at 

36℃ ．Results：The cdc25—2 cells which are used to prepare competences have no reversion．After the transform ation of the 

plasmid Met425-Myc—Ras—Pak into the yeast，there is neither toxicity nor self-activation．Only when the two plasmids which 

Can express the two corresponding known proteins are co—tran sform ed，and only on the medium suitable for their expression，the 

cdc25—2 cells Can grow at 36℃．Conclusion：(1)The RRS screening system verifies the interaction between Pak and Chp 

correctly．So it can be used for research of the interaction between other known proteins．(2)We can construct a bait of an 

known protein，then use the RRS screening system to look for the interacted proteins． 

【Key words】Yeast two—hybrid system；Ras recruitment system；Interaction between porteins 

酵母双杂交技术由Fields等【l1于 1989年首先应 

用。经典的酵母双杂交系统所研究的蛋白质间相互 

作用都是在细胞核内完成的，这对于许多细胞膜蛋 

白来说是不合适的。近年来，由Aronheim等翻建立的 

sos募集系统(SRS)，以及由Broder等131将其改进发 

展为的 Ras恢复系统(RRS)，能够将蛋白质间相互 

作者介绍：王 琪(1980一 )，女，硕士， 

研究方向：轮状病毒分子致病机制。 

基金项目：国家自然科学基金资助项 目(30300299)。 

作用的研究定位在膜上 ，从而克服了传统酵母双杂 

交技术的一些局限性。 

在本研究中，我们利用了一对已知蛋白：p21活 

化蛋白激酶(Pak)和GTP酶同系物(Chp)14]~E酵母细 

胞内发生的相互作用来介绍 RRS筛选系统，以期将 

此筛选系统用于其他未知蛋白相互作用的研究以 

及相互作用蛋白的钓取。 

1 材料与方法 
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I ． 1 材 料

1 ． 1 ． 1 质牲 截体 M e t 4 2 5 一 M y {
、

一 R ㈣ ；质粒 载体 u r a
- M — A 【J 1) l , y A ：

虹[~ 4 J
-

P a k 蛋 白基 ㈧ 、 I{ a s 蛋 n 埚 吲 干̈ M y {
� 表位 标 签 的 重 组

质 粒 M e t 4 2 5 一 M y c — R a s
— P a k ；克 隆 有 C h p 蛋 白基 N 币̈ 膜 定 位

信 号 可 蔻 酰 化 基 因 的 重 组 质 粒 U r a
— M — C I、I ，斯 均 由 以 色 列

A r
’

{ m h e i m 教授 惠 赠 ，

1 ． 1 ． 2 酵 母 温 度 缺 陷 侏 r 小 2 5 — 2 南 以 色 列 A r n n h e _『11 教 授 惠

峭

1 ． J ． 3 酵 母 氰源 、 琼 脂 糖 粉 购 f t D i fi m 公 一J ；半 乳 糖 、 蜜 i 糖 、

山 梨 牿 醇 、 蚌 精 D N A 、 5 0 ％ P E G 。 ，、 _ 二甲 基 业 砜 ( D M S O ) 及 氮

坫 酸 购 口 S i g m a 公 刮 ；笥葡 糖 、 硫 酸 钱 、 醋 酸 锂 、 甘 _『Ifl均 为 同

产 分 析 纯

1 ． I ． 4 仪 器 禽有 水 托 精 的 培 养箱 、 恒 黼 摇 床 、 离 心 机 、 紫 外

分 )匕光度 仪 等

1 ． 2 方 法

1 ． 2 ． 1 挑 选 酵 母 温 度 缺 陷 株 低 【11] 复突 变 克 隆 “ {c
- 2 5 — 2 细 胞

生 长 于 Y P D 半 舨 上 以 僻 到 甲 克 隆 ， 从 半 板 上 挑 取 8 个 单 兜

隆 ， 2 4 气：过 夜 牛 K 后 复 制 f 2 块 Y P D 板 上 ， 1 块 板 孵 育 于

2 4
~

C ， 乃 1 块 板孵 台丁 3 6 ％ ， 选择 具 有 低 ln] 复突 变 卒的 兜降 。

1 ． 2 ． 2 制 备酵 母 细 胞 感 受 态 将 选 取 的低 ⋯ 复 突 变 觅 降 置

J
：

6 0 re l Y P I) 液 体 l f l 2 4
~

( 2 过 夜 培 养 至 O D 6 0 0 为 () ． 3 。 取

10 () 斗 l 过 使 培 养液 涂 布 Y P D 平板 ， 卣接 在 3 6 ％ 9g - 育 ；其余过

仪 培 养 液 采 用 酣 峻 弹 法 川 制 备 感 受 态 细 胞 并 分 装 为 每 符

2 0 0 IX 1

1 ． 2 ． 3 重 组 质粒 M e t 4 2 5 一 M y c — R a s
— P a k 转 化 酵 付及 自激 活 实

验 取 2 管 感 受 态 细 胞 ， 各 2 0 0 t+ L l ， 分 刖 力11人 0 ． 1 m g 鲑 精

I ) N A 、 l p g 重 组 质 粒 ， 混 匀 后 nU入 8 0 0 ¨ l 5 0 ％ P E G ㈣ 、 1 0 0 ¨ l

醋 酸 {=}}i ， 剧 烈 混 匀 后 审 湍 震 荡孵 育 3 0 m l n ．． 加 入 1 0 0 IX 11) M S O

温 和 颤 倒 数 次 ， 4 2 ％ 热休 克 10 m i n ， 屯 即 冰浴 3 ra i n √ 队速 旋 转

卉 太 I i 清 ， 将 细 胞 重 悬 于 12 0 tx l 的 1 m o I／I 。 Ll I 梨 糖 醇 ， 涂 部

G l u — l e u
—

n m l 平 板 分 别 于 2 4
~

C 干̈ 3 6
‘

Y：孵 育。

1 ． 2 ． 4 不 川质粒 组 合 共 转 化 酵 母 ， 存 小 同培 养 基 上 生 长 取

4 管感 受 态细 胞 ， 各 2 0 0 LL l ， 分 别标 汴 为 1 、 2 、 3 、 4 号 。 将 小 同

的 质 牲组 合按 I：述 方 法 共 转 化 酵母 ， HlJ ： I 号加 入 0 ． 1 m g 衅 精

1) N A 、
0 ． 5 斗 g 重 组 质 粒 M e t 4 2 5 一 M y (

-
一 R a s

— P a k 、 0 ． 5 肛 g 乖 组 质

粒 I l r a
— M — C h p A ~

�

；2 号 加 入 0 ． 1 m g 舛 特 D N A 、 0 ． 5 ¨ g 重 组 质

粒 M e l 4 2 5 一 M y c
— R a s

一 }Ja k 、 () ． 5 ¨ g 质 粒 U r a — M 一 △ p 0 1． y A ；3 寸

JJfl 人 0 ． 1 m g 鲑 精 D N A 、 0 ． 5 斗 g 质 粒 M e t 4 2 5 一 M y {
一 R a s 、 0 ． 5 ¨ g

匝 绀 质 粒 ⋯ a
— M — C h p A c ；4 �

_

v

，

1

加 入 0 ． 1 ⋯ g 鲱 精 D N A 、 0 ． 5 斗 g

喷粒 M e t 4 2 5 一 M y +
一 R a s 、 0 ． 5 斗 g 质粒 [ J r a

— M — A p o I ． y A 。。 将 上 述

4 种 转 化 休 系各 1 2 0 ¨ l 涂 布 ( ㈨ 一 l ㈨
一 fi l e | 平 板 f 2 4 ％ 孵 育 ；

5 d 后 将 长 }n 的 兜 隆 各选 取 6 个 涂 斫j 新 鲜 的 G l u
— l e u

—

re e l 平

板 J
：

2 4 ℃ 冉 牛 长 2 t 1 ； 将 以 卜 2 4 个 克 隆 分 别 复 制 于

f ；a l 一 ]e u -

u r a
-

t n e t 甲板 、 G I ” l e n —

m e J 半 板 、 G a l —

u r a — l e u 甲板 和

Y I ' D T - 饭 ， 下 3 6 ％ 孵 育 。

2 结 果

c d c 2 5 — 2 细 胞 的 单 克 隆 存 2 4 1 ：}I、J
‘ ’Ii 长 叫J 显 ， 仵

3 6
0

C 时 不 生 K 或 者 接 近 不 乍 长 ( 罔 1 ) 。 选 l f又2 4 弋：

，E K 而 3 6 ％ ／f i 生 长 的 1 个 单 克 隆 米 制 备 酵 母 感 受

态 细 胞 。

图 1 左 侧 为 “ l c
� 2 5 — 2 细 胞 在 2 4 气： Y I}

1) 平 板 上 的 生 长 情 况

右 侧 为 相 对 应 克 隆 复 制 在 3 6 1 ：的 生 长 情 况

1 【)(】̈ l 过 仪 培 养 液 涂 布 Y P D 平 饭 后 仃 3 6
~

C 乍

K 3 c1 ，

、

r }反 I：未 见 兜隆 。 说 明 制 箭感 受 态 的 酵 坶 细

胞 术 发乍 同 复 突 变 。、

选 川 适 合 重 组【质粒 M e t 4 2 5 一 M y (
⋯ R a s P { I k 太达

的 (：l u — l e u
— re e l 平 板 来 进 行 诱 饵 蛋 }，_1的 白激 活 实

验 。 若诱 饵 蛋 I
’

¨寸r d t , 2 5 — 2 细 胞 行 白激 活 作 』lf{ ， JJl5

3 6 ％ 就 会 有蔺 落 生 K ；反 之 ， 符 诱饵 蛋 r I 对 e d r
� 2 5 — 2

细 胞 无 白激 活 作 娟 ， l刀15 3 6 ℃ 不 应 陔有 闲落 ，卜长 。 文

验 结 果 表 叫 ， 重 组 质 粒 M e t 4 2 5 一 M y +⋯ R a s P a k 转 化

酵 母 后 ， 在 2 4 ％ G l u
— l e u

—

I I l { ~l 平 板 一 卜长 良好 ， IOi 侄

3 6 ％ G l u
— l e u

—

m e t 平 板 上 没 有 1 个 克 隆 ’J j K ， 说 叫 其

表 达 的诱 饵 蛋 I
’

I 对 c d c 2 5 — 2 细 胞 并 无 毒 性 ， Ⅱ土兀 白

激 活 作 刚 ，
n J．以 进 行 下 一 步 相 z T?作 川 的检 验 。

不 同质粒 组 合共 转 化 酵 付 细 胞 后 ， 复 制 住 3 6 ％

不 同 的 培 养平 }反上 生 长 3 r I 的情 况 ㈨ 表 1 及 罔 2 所

7 K 。

表 1 及 罔 2 均 说 明 ， 只 有 j 匕转 化 了 疃 _fl 【质 粒

M e t 4 2 5 一 M y c — R a s
— P a k 干Ⅱ I l n l

— M — C h p A {
。

， 并 且 n i 迪

表 l 不 同质 粒 组 合 在 3 6 cI =̈不 同培 养基 上 的 生 长 情 况

( ：±I l — l e u
—

I J l
-

t t — t3 1 e l

( ；l u
— l e u

—

r n e l

G a l —

I l I a
— l e t l

Y l
’l 】

生 长

小 ，l i K

彳i 牛 长

／『i 生 K

／f；q ! K

小 小 K

小 乍 K

小 生 K

不 生 k

不 ，¨ 乇

小尘 K

不 生 K

不 乍 长

小 生 长

小 生 长

不 生 长
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1 3 5
一

图 2 左 上 为 ( ：；i I — l e u Ⅷ r a
—

m e t 平 板 ；右 上 为 G 1Lr l ㈨
一 m e t 平

板 ；左 下 为 G a l 一 12 1
�

a
— l e u 平 板 ；右 下 为 Y P D 平 板 。 每块 平 板 又

分 为 左 上 、 右 上 、 左 下 、 右 下 4 格 ， 其 内依 次 为 l 、 2 、 3 、 4 号 质

粒 组 合 转化 子 。

合 两 者 表 达 的 培 养 基 上 ， 酵 +牛细 胞 才 能 存 3 6 ℃ 乍

长 一 其余质 粒 组 合 及 培 养 基 类 型 均 未 见 到 酵 母菌落

生 长 ：

3 讨 论

酵 母 舣 杂 交 技 术 是 一 种 常 用 的 研 究 蛋 白 质 Lj

蛋 白质 相 互 作 川 的方 法 。 传统 的酵母 双 杂 交 是 基 于

对 真核 生 物转 录 激 活 凶 子 的 功 能 的 认识 ， 这 使得 蛋

}
’

1质 问 的 相 瓦 作 川 必 须 发 生 住 细 胞 核 内 ， 从 而 限 制

J
’

大 量 细 胞 膜 l卡Il细 胞 质 蛋 白功 能 的研 究 。 A r o n h e i m

等 人 建 立 的 S R S ， 取 代 r 传统 的转 录激 活 机 制 ， 大 大

拓 展 了 酵 母 双 杂 交 技 术 的 应 用 范 旧 ．． 其 原 理 如 下 ：

在 酵 母 温 度 缺 陷 株 c d c 2 5 — 2 L}J ， 其 C d c 2 5 蛋 白丧 失

了 鸟苷 酸 交 换 因 子 ( G E F ) 的 功 能 ， 小 能 促使 R a s 蛋

白的 G D P 转换 为 G T P ， 因此 这 种酵 母 株 只 能 在 2 4 ～

2 5 ℃ 生 长 ， 存 3 6 ℃ 却兀 法 生 长 。 如果 引 入 G E F ( S o s

蛋 白 )并使 之 定 位 丁 酵士士细胞膜 上 ， 它 可 以 替代 C d c 2 5

蛋 l
’

』的 功 能 ， 使得 酵 母 细 胞 在 3 6 1 ：存 活 和 增 殖 ， ． 这

样 ， 可 以 将 蛋 I
’

l X 与‰ s 蛋 白融 合构成诱 饵 蛋 白 ， 蛋

白 Y Lj 膜 定 位 信号 豆 蔻 酰 基 融 合构 成 猎物 蛋 白 ， 如

果 x 和 Y 发 生 了 卡几互 作州 ， 则 S o s 蛋 白被 带 到膜上 ，

酵 母 能 够 住 3 6 ℃ 牛 K 。 如 K o 等⋯利 用 S R S 筛 选 到

_r 与 甲状 腺素受 体 B — l 相 厅作 J 1] 的 L}I状 腺 素 受 休

结 合蛋 白 T R B P ；S h a m a y 等I’

喇 用 该 系统 筛选 到 了 Lj

H B V 的 x 堡 白作 用 的两 个 蛋 r 1质 。

虽 然 S R S 有 很 多 优 点 ， 但 是 它 也 存 住 一 些 局

限 一 例 如 在 文 库 筛 选 时 口『能 会 m 现 较 多 的 似 阳 性 ；

另 外 ， S o s 蛋 I
’

I 的 分 子 较 大 ， 成 川 时 【，J
‘

能 自
‘

一 些 局

限 。 针 对 这 一 点 ， B r o d e r 等 根 据 S R S 的 原 理 没计 了

R R S ， 直 接 将 哺 乳 动 物 的 R a s
一 ( 川 P

‘
j 蛋 }，1 x 融 合 ，

通 过 X 与 Y 的 相 互 作 』{ ] ， 将 R a s — G T P 带 刮 酵 母 细

胞 膜 上 ， 从 而 激 活 R a s 信号 途 径 ， 使 酵 母 在 3 6
~

C 生

K 。 ， 尽 管 如 此 ， R R S 仍 然 ／f i 能 完 全 避 免 哺 乳 动 物

e D N A 义库 筛选 时 的 似 附 阵 。

r I! 本 研 究 I {1
， P a k 蛋 I

’

I 编 伊5 毖 I夫1 苑 降 住 表 达

R a s 蛋 白的载 体 M e t 4 2 5 一 M y {
，

一 R a s f ：， 其 表达 的 融 合

蛋 I
’

I 即 为诱 饵 蛋 白 ；C h p 篮 }
’

t 编 码 聚 IX l 克 隆 在 表

达 瓦 蔻 酰 慕 的载体 I J r a
— M 一 △ 『m I ．y A I：， 构 成 猎物 蛋

白 。 rfl 于 c d c 2 5 — 2 细胞 有 一 定 的 ⋯13 复 突 变 卒 ， I~ IJ _
[E ，

通 过 同 时 在 2 4 c【：和 3 6
~

C 培 养 同 一 兜隆米 挑 选 2 4 1 ：

生 K 而 3 6
~

C 不 牛 长 的低 同 复 突 变 兜降 ， 川 于 制 备酵

母 细 胞 感 受 态 ；同 时 ， 川 c d (
， 2 5 — 2 细 胞 过 仪 培 养 液 亿

3 6
~

C h 接 孵 育 ， IIf 次 证 明 制 备感 受 念 的 c d c 2 5 — 2 细

胞 术 发 生 ⋯ 复 突 变 。． 如果 诱 饵 蛋 ㈠未经 $ tI? t2作 川 就

直接激 活 r 酵 母 住 3 6
~

C 的i I-
． 长 ， JJl5么 化 验 证 过 程 巾

就 会 1̈现 似 阳 性 结 果 ， 冈 此 诱饵 蛋 白 的 白激 活 实 验

是 必 须 且 甭 要 的 。 存 转 化 酵 母 f1、f ， 我 f『J4 i 仪 共 转 化

J
’

两 种 重 绀 质 粒 ， 同时 也 转 化 J
’

再组 质 粒 与 空 质 粒

载 体 的 组 合 或 者 两 种 牵 质 粒 城 体 的 组 合 以 作 为 刈
‘

照 。 埘 丁 质 粒 M e t 4 2 5 一 M y c — R a s ⋯ 青 ， 其 『{身编 码 庇

氨 酸 ， 但 蛋 氨 酸 的存 仵 会抑制 其 表 达 ；⋯ 此 ， 半细 胞

生 K 丁 一 种 缺 乏 赁 氨 酸 的 介 质 ¨ 寸涝 导 J
’

其 表 达 。
、

对 于 质 粒 I J r a
— M — A p o L y A 而 占 ， 其 自身 编 码 脲 嘧

啶 ， 含仃 半 乳 特 的 介 质 l IJ
‘

诱 导其 表 达 ， 而 葡 萄 糖 的

存 住 却 会抑 制 其 表 达 。， 由此 lJJ
一

知 ， 为 了诱 饵 货 白 和

猎 物 篮 白同时 表达 ， 细 胞 必 ~Nfl -
． K 丁 缺 乏 赁 氨 酸 的

半 乳 糖 介 顷 I：， 如 G a l — l e u
—

H r a
一 11 1 ~ [ 培 养 基 ， 其 他 种

类 介 质 均 小
-

z

H

~

匕
i5

保 证 2 个 融 合 蛋 l
’

I 的 同 时 表 达 。
．

． 因

此 ， 只 自
‘

、』，下 面 这 种 情 况 发 ，㈨ 寸： 即 2 个 融 合 蛋 白

住 酵 母 细 胞 内能 够 表 达 并 Ⅱ 发 乍 r 卡廿_ ?作 J 1J ， R a s

蛋 }
’

1 才 能 被 斜} 到 细 胞 膜 }i ， R a s 信 号 途 径 才 能 被 激

活 ， 酵 雌 仵 3 6
~

C 才能够 仃 活 干̈ ，Ii 长 。 在 小研 究 【}J ， 2

个 已 知 蛋 白 的 相 互 作 州 得 刮 了 R R S 筛 选 系 统 的 一

确 验 证 ；厂人1此 ， 可 以 应 用 陔 系 统 来 研 究 其 它 已 知 蛋

白之 问 的 卡甘竹：作 用 ， 也 可 以 利 J Ij 1 个 L 知 生 白 的 表

达 质 粒 作 为 诱 饵 通 过 陔 系 统 从 ．-．D N A 表 达 义 库 巾

钓 收 相 互 作 用 的 蛋 l
’

l 质 。
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PHB／PEO导管的表面既达到了为神经生长提供支 

架的作用，又构建了一个有利于神经再生的内环 

境。本次研究中，电镜和组织学结果显示 PHB／PEO 

导管复合神经生长因子可显著促进神经纤维和神 

经髓鞘再生，其疗效与 自体神经移植效果相近，显 

著优于异体神经移植和 PHB／PEO移植。SFI和神经 

传导速度等反映神经功能的检测指标显示 ． 

PHB／PEO导管复合神经生长因子可显著促进坐骨 

神经电生理功能恢复，改善运动功能，其改善程度 

与 自体 神经移 植相 似 ，优于 异体 神经 移植 和 

PHB／PEO移植。其它也有研究证明生物导管复合生 

物分子治疗，较单独使用生物导管更能促进神经再 

生，疗效较对照组高 98％【t0]。 

综上所述，PHB／PEO导管复合神经生长因子可 

显著促进大鼠坐骨神经损伤后神经纤维的解剖结 

构和神经功能的恢复 ，疗效与 自体神经移植相 

似。我们认为下一步如果能够对该材料在生物相容 

性和生物降解率进行深入的研究，该材料在替代自 

体神经移植方面具有一定的潜力。 
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