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酵母双杂交系统筛选 Mpsl相互作用蛋白 

施 琼 I·2翁亚光 

(1重庆医科大学临床检验诊断学实验室，2基础医学院核医学教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：对前期筛 的与 Mps1可能有相互作用的两种蛋白用酵母双杂交回转 ，验证与 Mpsl有相互作用的蛋白，为染色 

体分离机制研究提供线索 ，并为蛋门质相互作用网络提供资料：方法：应用酵母双杂交技术，将前期以 pDBLeu—Mps1为诱饵质 

粒筛选成人肝脏 cDNA文库，得到的 Leu+Lar，Z+阳性克隆进一步回转酵母进行验证，即将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：并对验证后的阳性克隆的外源片段进行测序及同源性分析 结果：用同源性分析，从人胚胎 

cDNA文库筛选到的与 Mps1有相互作用的两个蛋白在酵母双杂交回转实验中仅有一个为阳性，另一个相互作用为阴性。结论： 

应用酵母双杂交系统从人胚胎 eDNA文库中筛选并初步验证了 Mps1有相互作用的蛋白，为 Mps1蛋白的功能研究奠定了基 

础 。 
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Screening interactive proteins Mpsl by yeast two hybride system 

SHI Qiong，et ol 

(Laboratory of Clinical Diagnostics，Chongqing Medico]Universit)) 

【Abstract】oOjeetive．．To screen and identify the intera<·tire proteins of Mps l and provide clues for the studies on Mps 1 function on the 

chromosome segregation．Methods：The human emb~onic eDNA library was s(’reened with pDBLeu-Mpsl as bait plasmid hy yeast 

two—hybrid system．And two u+and LacZ+positive>,east clones were obtained．which were contransformed to the MaV203 along with 

pDBLeu—Mps 1 plasmid one to one by yeast simultaneous contransformation sn as to identify the protein interactions again．The inserted 

fragments of identiyied positive clones were sequen<、e and analyzed with BEAST in NCBI．Results：Only one positive clone identified one 

to one yeast simultaneous cotransformation，and the other was negative．The positive clone fragment was MAD 1 protein by BEAST analysis 

in NCBI．Conclusion：To screen and initially identih
．

,the interactive protein of．Mpsl this research is a foundation for the study on the 

founetions ofMps1． 

【Key word】Yeast two—hybrid system；Mps 1；Protein interaction 

染色体不稳定(CIN)导致染色体数 目异常(非 

整倍体 )是肿瘤细胞的一个标志，约 50％15周前的 

自然流产也都是由非整倍体引起的，但是染色体不 

稳定的机制与分子基础还不是很清楚。近来研究显 

示 Spindle checkpoint是细胞分裂的一个重要调控 

机制，当这一机制功能发生异常时会导致非整倍体 

细胞形成。hMpsl在 spindle checkpoint机制中起重 

要的作用，它是一个上游调控蛋白，研究它的作用 

底物及其与其它蛋 白的相互作用对于研究整个 

spindle checkpoint蛋白质作用 网络具有重要的意 

义。目前对 Mpsl在染色体分离机制中的作用还很 
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主要研 究方向 ：细胞周期和染色体分离 

不清楚，本研究通过对 Mpsl编码蛋白相互作用蛋 

白的筛选不但可为其功能研究奠定基础，还可以为 

染色体分离机制蛋白质网络图谱研究提供新的依 

据 

1 材料与方法 

1．1 材料  

酵母 双杂交系统为 ProQuestTM Two—Hybrid System，购 

自life technologies公司。该系统的酵母菌株是 MaV203。诱饵 

质粒载体是 pDBLeu，猎物质粒载体是 pPC86。X一 一半乳糖 

苷酶(ga1)购 自Clontech公司：半乳糖 、醋酸锂等购 自sigma 

公司： 

酵母抽提物(yeast extract) 胃蛋白胨(peptone)均购自 
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2 结 果 

2I 措物 自淑 活掎测 

1㈣雌pllBI川l+100rig 【：86～Y质 组曲舴母 

转化 于丘 s(：／-Leu／-'rn／一IIl I l,a I)q缺 半扳 

30 T 培非 72h后正菌蒋l乇fI1；ⅡX一 l仆柳．48h 

fJ5为rl色．而对照转化 r A，【{(．均变临，|兑叫卅物 

质柑 l，i1I R̂一、兜 门浒《活· 

将莉蹦‘其骑状搿的 1、候一点幢托 州 诱饵 

h矗牲 ”DBLe I i 1碴稿 转化 !【11 母菌 ．其中 

一 个转化千 SC／～I ll，一1n，_llis／一【ll1，凹缺平板 卜 

I』复制清际后．311I 培养72h长⋯『铒落： 冉 gal 

滤帷舒折时．鹰菌蒋JL乎 J划j1f{A转化子删州尘监． 

幔 说⋯_Mi,s】‘ I宣卅物川能仃 韫的棚_『怍 

而易 个转化千 ，一I㈨f 7 』 ，I m 铋 

， 扳上经廿复制清际 ．30I．培挥 72h米托 i1蔺落： 

阿x ，I滤膜分 ～ 

1 3 测序 砭 BL～ T争析 

将叫转川生叱降送删咿．n (．1jI 用 BI ̂ST 

世{ 同i酶 分{=_二，僻判。 Ⅵ1 1 f『̈I n：川蛋r'ff．j 

凼址 MAI}I 

囤2 候选质粒与诱饵质粒f一对一I重转酵母 481t后 ／ 

l ，I ，一tt[ ，UnL平板上菌落 
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豳 候选质粒与诱饵质粒c一对一l重转酵母4811后 、 

摅膜分析 

蛋 自 晴问 互 用 及噩 h质n勺碲磺 化 坩f究 址 

当前研究n勺一 热点 庄所竹生命洒勒 蛋I 】匝 

之问 的 瓦 fi~KJ是必 不可 少的 ，E是细 0包进 {r 

代 勒的毕砌 蛋【 I质fI勺午几 作J=}j能J 生计多教 

直．丁 蚩 厩 作用的方式 作 程度、作川结 

粜．将 fi1J J’生匕『匝功能的分析 生 甏育的探索 

疑难情理的研究 ．千f教药物的』r发等众多M题的觯 

班 lE提示蟹I I匝间相互作用的关系建立相互 

用是录晌网 圈已成为匿lI【质 【 中研究的热点 

sI，in II kp⋯l1t rh一 蛋广1艟同料构成．研 

究 ：}童 的 比较 透 彻 一 的是 M l_】M---12．m 13 

f Bihi{1)．HBuli1．BulG l̈_II"vl【)-I f、u．21102：I；lev,一 

lai rd l J．2nn 讣还有l：ENP-E． ⋯n-II复台物 

(AI J -n· H．1NCENI’ ⋯、Ï l1 1 APC／C (H” 1『 l1目 

Ii[~~rn~lllII ch,mld~ ／̈、I iltll~)-l rI r2()．、_1．80／H I等 

置rI咀多 谜 一饥制 窜要的作 圳 

n，rl Et I匝过 讨蟾蜍 的 究 发 舰用 篼疫 E竭 

㈣ t，d m)打法牦竭柴 个蚩门． 它篮n 

小能与着丝- 牯丹．井 此水确定符种蛋闩在这条 

通路里所处的忙置．他仃_的肼究表l1月 AI mn n复 

合物址j 最 游的位 ，用龟疫耗竭的方浊去掉 

～ll ⅥII复芒}物 (t荽 是 R刊[NCI']NPj 

Ⅵ ．‰【'I和 CENP E小 能 与 若丝 J r结 合 

x sI．、Rlll I和(；ENP E之州俘 相互依赖的关 

系．在哺乳动物细胞中研究发现hM L与若丝 的 

结 台 砰依 赖 于 量 ． ’0蒋掉 』 董 

II I／Nt RO⋯N R《 r'Y物 仃咒(v· -}M 1．这说叫 

然 ⋯̈II k ⋯【I 物』韭化址程中县确 定 

均f 1 rrl f磬 的蚩 I -结构 功能L J正是存 

在一定革 、存蛋I I质{_】J 』Hh-而没 研 j丕很 

少 符 I 蛋I 1睫l 晌 』互作川迁 址很清楚 ．rq此 

自必耍时蟹门卡兀 Ln 川进f r·个系缝们们f究 与前 

的研饨 是以寄螳 作由这 蚩闩砸作用的 

台．所有壑 1'I Hf的蚩门站台于肯丝点 lI_这 r卒 

川悝高 『‘曲扎 fI利 J 各1、置n扪 怍川 共同完 

成 il̈l】l t nn ẗit的1瓶控1 能 

日前刘 Ml I n0功能研 丧l】Jj 过J堑茬逃晌能 

1起 抱周 睁 ⅡJ健在擞，】纺诬悼删坏的条件 

下u土稚澈话 Tl1”t ， l kl ml 刈蟾蜍进{r 究锰 

现． 一 t biltl L制 _J_ 1 T怍川的世广．硬 珞 

X'vll· I处十较 J嘴 的删{ ： 韫："钋．f'+IPSI能够。J 

着甜 I垃管连接．丝暗1 MI， I征 t kpl̈⋯机 

制 -J能是 1 感受 没有傲忤 若 连接 

时候．由"qPS】瀚活 F游的 Fl产生 制 划阡 

蚺的 号 MI， I的氯蛙端 【I一 0s】能 荇丝 

H— I／NdcS(I 1t2结 ，J 筏基端f 5IR～786⋯ 雕化 

结构域徙 f地管结合 玎舭管能 ”ⅥF· l的撒旆 

活性．当Ml l j做僻结合 瀚嗨活性能增加4 

倩左右《VnI k M悯 此 岜是 1、滞 的‘分了膳受 

’ 皿 l』它r曲曼莆 t 做管的洼接状态而把物 

衍号转 化勾牛化情 I面 j f,ltzann 一 

Et a1的窭嗡 是 M 1 这最f 号传递面路 

里 处 较 l 游的 位 I啦 Mp l pi．d1．tl t kj⋯inI 

竹号传递通路一Ii的作丌1硅f_] 再 帅 

一 Fie[,k 刨 、，丁雕 敢朵 炎系统以来 ． 

I到 术恒住请多锄域僻刮了r汪的也用 实践I止lIJj． 

哮母积杂交挫术址啼 鉴定扪 作坪i蛋一的 

Jl 常育败的手段 水 宠以Mml 礴饵．I,i／川夫规 

模酵母 杂交技术在几rjf{JJf,~一『I、A文库ili状得的『州 

个阳 克隆 I转酵母细慨验证，J H- tim秆【Ldtz 

报告基 f舞i州．撮后i【I- 仪 巾 一1、为"性 

个为假mIm．外将⋯陛瓶粒进fls．4序 Jfl l{LAs I’分 

r匈MAD1基阳， 步 叫 Ma rl_ j Ml sI仔在柑 

作刖 世浚结 l五惴《在下 的免硅』￡讥淀和 

I：州 曩聆巾 确 l珏寅验结 粜为肼兜 "vlll’1柱 

染色怵j 离机制q 的n用照定 1 坫砌．为研究Ib整 

倍f奉 痈的发 j一和活疗打灯变验和 沦基础 

f 讯作 ：苒m圯．_般艟 博÷±导师 ’ (T转荨8R8 J 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


一 888 一  重庆医科大学学报 2606年第31卷第6期 (Journal of Chongqing Medical University 2606，Vol，31 No．6) 

素性诸多的不良反应 ，和 PYM的有发热、厌食恶心 

等不适症状。将 TAA和 PYM联合使用，不仅可使两 

种药物发生协同增效作用，而且可以通过减少各药 

物的用药量，而使其副作用减少。本组随访数据没 

有出现发热、厌食、恶心等不适症状。由于 TAA是 

混悬液 ，其药物颗粒不能通过毛细血管 ，不能进入 

血液循环 ，以免发生微血管痉挛、栓塞，造成过敏性 

休克或组织缺血坏死。本组病例中 1例过敏性休克 

估计与此有关，经过积极的抗休克治疗 ，患儿完全 

恢复。 

国内郑勤田应用 PYM局部注射治疗小儿血管 

瘤首获成功后【5】，很多报道是注射一次未能消退者 

每隔 7天重复 1次 ，间隔时问太短，我们在此基础 

上加用 TAA，并延长了注射间隔时间，可以使药物 

总量至少减半，副作用亦随之减少。 

Chiller观察到血管瘤出生时出现，好发于头面 

部 ，在开始 6个月中，增长非常迅速，此后 ，增长速 

度逐渐减慢，到 1岁左右，开始进入消退期[61。本组 

病例中，6月以下患儿占 82％，此时是血管瘤病变 

发展迅速的增值期，对患儿的容貌美观及家长心理 

影响大，就诊率较高，同时也是血管瘤治疗的最佳 

时机。由于血管瘤的病理演变包括几个不同时期， 

每一时期在组织学上和临床上都表现不同。我们采 

用联合用药方式的目的，旨在最大限度地充分发挥 

皮质类固醇可能竞争性结合血管瘤内皮细胞膜受 

体，抑制血管瘤细胞的快速增值及 PYM抑制血管 

瘤细胞的DNA的合成，影响细胞代谢的相互协同 

作用，克服彼此间单独用药时的局限性 ，降低皮质 

类固醇及 PYM的副作用，减少药物用量，提高治疗 

效率，对婴幼儿应该是一种更安全的治疗方法 ，较 

单一用药亦更可靠，取得了良好的治疗效果。 
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