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应用酵母双杂交系统筛选与 !"#$（%&%’&()）相互作用的蛋白质
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摘 要 FGHI（F’>>4.E<’> E’ GHH ,>J IKLHMN*H）是最近发现的细胞蛋白，能激活 GHH 和 IKLHMN*H。应用酵母双杂交

系统，将 FGHI（!7!07O1）插入载体 BKI#0! 作为诱铒，筛选人 P4Q, 细胞 +K3FP+KH:R .S*K 文库，以期为阐明 *8!2
及 N*H 活性调控的分子机理提供新的线索。筛选得到 6 个阳性 KSM文库质粒，并用酵母双杂交实验验证了阳性

KSM文库质粒与 FGHI 的相互作用。将阳性 KSM文库质粒测序并对测序结果做 2QKI3 分析，发现它们分别是 RGH:*
.S*K 1O%%1$8$%，LQKF5，FS#O2L（I<T,0!），FSF7Q，I>R*L U;2，S&Q#。FGHI 能与这些功能各异的蛋白质相互作用，

表明 FGHI 在细胞的多种生理活动中发挥作用。

关键词 FGHI，P4Q, .S*K 文库，蛋白质相互作用，*80!2
中图分类号 VO! 文献标识码 K 文章编号 !$$$0%$6!（#$$%）$#0$!"$0$7

*80!2（*C.(4,- W,.E’-!2）是一类具有重要生理

功能的转录因子。因其能调节许多细胞基因的表达

而在细胞的炎症反应、免疫反应、细胞增殖、细胞凋

亡等生理活动中发挥重要作用。通常情况下，*80!2
与其抑制蛋白 G!2（G>/<D<E’- ’W!2）结合而在细胞质内

以无活性的形式存在。由于各种因素，如 3*8"（3C0
;’- >4.-’U<U W,.E’-"）、GQ0!（G>E4-(4CX<>0!）、病毒、细菌

等因子的刺激，G!2 由 G!2 激酶（G!2 X<>,U4，GHH）催

化发生磷酸化而迅速被蛋白酶体降解，释放 *80!2。

*80!2 随即转位至核内，激活相关基因的转录［!］。

*80!2 活性调控的核心是 GHH 活性的调控，多种胞

外信号，如 3*8"、GQ0!，经过不同的上游分子的转导

后，会聚于 GHH，并最终激活 *80!2。*80!2 能被人

类免疫缺陷病毒 ! 型、人类 3 细胞病毒 ! 型、乙型肝

炎病毒、丙型肝炎病毒、:2 病毒以及流感病毒等激

活［#］，研究 *80!2 活性调控对于阐明这些病毒与宿

主细胞的相互关系具有重要意义。

FGHI 是最近发现的由 7O1 个氨基酸编码的细

胞蛋白，在多种组织中均有表达。细胞水平的实验

表明，在过表达的情况下，它能激活 GHH 和 IKLHM
N*H［%，1］。FGHI 的发现拓展了 *80!2 和 IKLHMN*H 信

号通路相关的蛋白质网络，但对于它与哪些蛋白相

关以及它如何与其它蛋白相互作用而发挥其生理功

能，目前知之甚少。

酵母双杂交系统作为研究蛋白质相互作用的一

种新技术，已被广泛应用于生物学研究的诸多领域。

通过酵母双杂交系统筛选得到与已知蛋白质相互作

用的蛋白质，它们往往功能上密切相关，共同参与到

细胞的生理或病理过程。获得蛋白质相互作用的信

息，可以为我们理解细胞及机体生理活动的分子机

理提供线索［%］。

我们以缺失 * 端的 FGHI 为诱饵，应用酵母双

杂交系统筛选人 P4Q, 细胞 .S*K 文库，以期为阐明

FGHI 的功能提供一些线索。

% 材料和方法

%*% 菌种、质粒及文库

大肠杆菌（ 3 ) 0(,#）SP7"、P2!$! 均为本室保

存。酵母菌 4+00"+*(520%& 0%*%6#&#+% KP!$"（ 789+，

/*:;<=>;， ,%)?<@，;;?，)*+@<A?，"#&@<?>>，1+,B!，

1+,C>!，DE4?：：F8D;G84<F8D;9898<HI4@，F8D?G84<
F8D?9898<8J3?， GK8@ ：：73D;G84<73D; 9898<



!"#$，%&’(）菌种由中国医学科学院基础所张晓东

博 士 惠 赠。 包 含 !"#$%&（ )*’+ ’(",)’，-./(，

"*!+）及其它相关试剂的酵母双杂交系统试剂盒及

人 ,-./ 细胞 0"12,0"345 6’(" 文库（将 6’(" 插

入 !7"’ 7,（)*’+ "’，’&01，"*!+）"’ 下游）购自

289:;-6< 公司。!"#$%&=2>3# 由本室构建，人 2>3#
6’(" 克隆自子宫 6’(" 文库。限制酶购自 1/3/5/
公司，连接酶购自 >:?@;+9A-: 公司，!BC 酶购自上海生

工公司。D%!%A/8 及 D%"%A/8 购自 289:;-6< 公司。各

种氨基酸购自 #@A*/ 公司。

!"# $%&#’!()*+&（!,!’,-.）的构建

应用 !BC 酶进行 E25 反应，以 !"#$%&=2>3# 为模

板。上游引物为 FG%277""1127"2"217722"17"%
212%HG，下游引物为 FG%2777"12212"2""777""2%
2"2217""%HG。分别在上游引物和下游引物上引入

&#25 #及 3"4, #切点。将 E25 产物 2>3#（&F&%
FIJ）经 &#25 #和 3"4, #消化，回收后与经同样

条件消化的 !"#$%& 载体连接，并使 2>3# 阅读框与

)’ 同框。测序验证。

!"/ 酵母感受态的制备、小量转化和大规模文库转化

参照 289:;-6< 公司提供的酵母双杂交系统说明书。

!". 人 0123 细胞 4%5)04%+67 89:% 文库的

扩增

参照 289:;-6< 公 司 说 明 书。用 K>"74( 公 司

1@!$FLL 柱提取 "’=文库质粒。

!", 以 $%&#’!()*+& 为 诱 铒 筛 选 人 0123 细 胞

4%5)04%+67 89:% 文库

每次铺皿 FL 个，并测定转化效率和转化克隆数

以确 保 筛 选 文 库 的 规 模。将 转 化 子 铺 #’（%.-C=%
1+!=%,@M=%"N-= O D%!%A/8）平皿，HLP2 培养 J Q FN 后，

选取变蓝的克隆并划线至新的 #’（%.-C=%1+!= O D%!%
A/8）平皿，HLR培养 J Q FN 后再选取变蓝的克隆画

线。反复 H 次后再划线至 #’（%.-C=%1+!=%,@M=%"N-= O
D%!%A/8）平皿，选取仍能变蓝的克隆进行下一步实

验。

!"; %9’文库质粒的回收及分析

按 289:;-6< 公司的说明书回收酵母中的 "’%文
库质粒，并转化大肠杆菌 ,)&L&。按常规方法从细

菌中提取 "’%文库质粒。用 "’ 载体外源片段插入

位点两侧的通用引物扩增插入片段，用 5"6$分析

E25 产物。

!"- $%&#’!()*+& 诱铒质粒与 %9’文库质粒的特

异性双杂交检测

将 !"#$%&=2>3# 与所获得的 "’%文库质粒共转

化酵母细胞，检测 8/6S 报告基因活性。

!"< 阳性 %9’文库质粒的序列分析

对阳性 "’%文库质粒采用 "’ 通用引物测序，将

所得序列信息在 (2)> 网站做 )."#1 分析。

# 结 果

#"! $%&#’!()*+&（!,!’,-.）诱铒的构建

通过预实验，我们发现用 !"#$%&=2>3# 单独转

化酵母细胞就能够激活报告基因的表达，故 2>3# 的

全序列 不 宜 用 作 筛 库 的 诱 铒。为 此 我 们 构 建 了

!"#$%&=2>3#（&%J$L）、!"#$%&=2>3#（&F&%FIJ）两个缺

失突变体并在酵母细胞中检测其激活报告基因的能

力，发现 !"#$%&=2>3#（&F&%FIJ）不能激活报告基因的

表达，因此可以作为筛库的诱铒。经测序及酶切鉴

定，!"#$%&=2>3#（&F&%FIJ）的大小及插入位点正确，

并与 )’ 同框（图 &）。

图 & !"#$%&=2>3#（&F&%FIJ）测序图

T@AU& #-VC-:6@:A 9B !8/M*@N !"#$%&=2>3#（&F&%FIJ）

1<- WC:6;@9: X-;Y--: 2>3#（&F&%FIJ）/:N )’ @M M<9Y:U ": &#25#M@;-
（!9M@;@9:M Z$%ZI）8@-M @**-N@/;-8[ C!M;+-/* 9B 2>3#（&F&%FIJ），Y<@6<

BCM-M @: B+/*- ;9 )’

#"# 文库转化及转化子筛选

我们用 &FL** \ &FL 个平皿扩增了 ] \ &LZ 个克

隆，并 提 取 "’=文 库 质 粒 用 于 转 化 酵 母。!"#$%&=
2>3#（&F&%FIJ）与 "’=文库质粒共转化酵母菌 ",&L]
后，铺皿 FL 个，经计算，共筛转化子 H \ &LZ 个。培

养 J Q FN 后，得到变蓝的克隆 JZ 个。经过 J 轮划线

分离后，有 &H 个克隆能够变蓝，初步确定为阳性克

隆。从阳性克隆中回收 "’=文库质粒，经 E25 扩增

均能得到外源片段（图 $），为了消除重复的质粒，用

5"6 $消化 E25 产物，我们发现 F 与 &L 酶切指纹相

同（图 H），应为相同的质粒。测序结果也表明它们

为相同的质粒。

#"/ $%&#’!()*+&（!,!’,-.）与 %9(文库质粒相互作

用的检测

用 !"#$%&=2>3#（&F&%FIJ）与筛选出的 "’=文库

质粒共转化酵母细胞，检测报告基因的活性。与此

同时，检测 "’=文库质粒的自激活活性以及与 !"#$%
& 共转化的激活活性。结果表明，所有检测的 "’=
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文库质粒单独转化酵母时不能激活报告基因的活

性，而与 !"#$%&’()*#（&+&%+,-）共转化都能激活报告

基因的活性。但是，其中 .、+、&/、&& 质粒与空的 01
载体 !"#$%& 共转化酵母时即能激活报告基因的活

性。这表明它们是假阳性质粒，而 &、$、-、2、,、3、4、

&$、&. 是阳性质粒（表 &）。

图 $ 5(6 鉴定 "1’文库质粒的插入片段

789:$ ;<= 8>?=@A? 8> A<= "1’B8C@D@E
!BD?F8G? H=@= =IDF8>=G CE 5(6

J: JKB=LMBD@ FD@N=@ 1O$///；& P &.: 18QQ=@=>A ?DF!B=?

图 . "1’文库质粒插入片段指纹图（!"# !酶切）

789:. ;<= Q8>9=@!@8>A? KQ 8>?=@A? 8> A<= "1’B8C@D@E
!BD?F8G?（G89=?A=G CE !"# !）

J: JKB=LMBD@ FD@N=@ 1O$///；& P &.: 18QQ=@=>A ?DF!B=?: ;<= FD! 8>G8%

LDA=? A<DA RK: + D>G RK: &/ D@= 8G=>A8LDB

!"# 阳性 $%&文库质粒的测序和分析

对阳性 "1’文库质粒测序并做 0O"#; 分析结果

表明，我们筛选得到的与 ()*#（&+&%+,-）相互作用的

蛋白质有 6)*SR L1R" -,..-/7/.，5O"(3，(1$,05
（#8TD%&），(1(+O，#>6R5 ?F0，1UO$ 等（表 $）。

表 ’ 用酵母双杂交检测 $%&文库质粒与 ($)!*’&+,-)（’.’*./#）的相互作用

01234 ’ 054 678491:86;7 ;< ($)!*’&+,-)（’.’*./#）17= $%&362919> (31?@6=? =4849@674= 2> >41?8 8A;*5>296=

"1’B8C@D@E !BD?F8G? RK: "1’B8C@D@E !BD?F8G?
?=BQ%DLA8TDA8K> LK>A@KB

"1’B8C@D@E !BD?F8G?
LKA@D>%QK@F=G H8A< !"#$%&

"1’B8C@D@E !BD?F8G? LKA@D>%QK@F=G
H8A< !"#$%&’()*#（&+&%+,-）

& V V W

$ V V W

. V W W

- V V W

+ V W W

2 V V W

, V V W

3 V V W

4 V V W

&/ V W W

&& V W W

&$ V V W

&. V V W

表 ! BC$)0 结果

01234 ! D4?E38 ;< BC$)0

"1’B8C@D@E !BD?F8G? RK: X=>0D>N RK: RDF= KQ ?=YM=>L= 7M>LA8K> ZKFKBK9KM? @=98K> )G=>A8AE’[

& 0(/&..&& 6)*SR L1R" -,..-/7/. \>N>KH> +,, V 443 &//

- RJ%/&22&4 5O"(3 \>N>KH> &.4 V +,. &//

2 RJ%//&$+. (1(+O (=BB LELB= @=9MBDA8K>，!@=%F6R" ?!B8L8>9 &3-. V $./& &//

, J.-/3& #>6R5 ?F0 5@=%F6R" ?!B8L8>9 .&/ V ,2& &//

3 RJ%//2-$, (1$,05（#8TD%&）
)><8C8A? 0(O%]O%F=G8DA=G !@KA=LA8K> D9D8>?A

\U @DG8DA8K>%8>GML=G D!K!AK?8?
.$ V -,3 &//

4 0(/&-3-- 1UO$ \>N>KH> &&+4 V &,$. 44
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! 讨 论

我们以 !"#$%&’()*#（&+&%+,-）为诱铒，应用酵母

双杂 交 系 统 筛 选 人 ./01 234" 文 库 得 到 了 能 与

()*# 相互作用的 5 种蛋白质，并在酵母细胞中初步

验证了它们的相互作用。其中 (3$,67（#891%&），

(3(+0，#:;47 <=6 已有文献报道其功能，另外 > 种

则为 功 能 未 知 的 蛋 白 质。(3$,67（#891%&）能 与

6(0%?0 结 合，并 抑 制 6(0%?0 的 功 能。 另 外，

(3$,67（#891%&）能 调 控 @ 细 胞 的 内 环 境 稳 定［+］。

(3(+0 是 =;4" 前体剪接产物形成必需的多蛋白质

复合物的核心组分。在过表达的条件下可以缩短细

胞周期的 A$ 期，缺失 4 端激活结构域的 (3(+0 突

变体 则 通 过 延 滞 细 胞 进 入 有 丝 分 裂 而 影 响 A$
期。［5］。#:;47 <=6 则在 =;4" 前体的剪接中发挥

作用［,］。与 ()*# 相互作用的蛋白质涉及细胞生理

活动的多个方面，这可能暗示 ()*# 的重要生理作

用。有趣的是，()*# 既能与具有抗凋亡作用的蛋白

质（如 )**）作用，又能与促进细胞死亡的蛋白质（如

(3$,67）作用，是否意味着它参与了细胞生存或死

亡的平衡调控。这有待研究。

已有的研究表明，()*# 能与 )** 的 > 个亚基相

互作用［>］，在我们的实验中，却没有筛选得到编码

)**> 个亚基的克隆。这可能有两个原因：一方面，

我们采用了缺失 4 端的 ()*# 作为诱铒蛋白质，也

许 ()*# 与 )**> 个亚基作用的功能区恰好在此区

域，因而不能筛得编码 )** 各亚基的克隆；另一方

面，为了减少假阳性克隆的出现，我们采用了高严谨

性（.8BC%<DE8:B/:2F）筛选策略，这可能会导致一部分

与 ()*# 作用较弱的克隆不能筛出。

"#$#"#%&#’（参考文献）
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;/2/89/X：&Q%>&%$QQ$

@C8< VJET V1< <L!!JED/X MF AE1:D OEJ= 41D8J:1K 41DLE1K #28/:2/ PJL:X1D8J: JO (C8:1（4#P(）（4JI >QQ$ZQQ&）I

! (JEE/<!J:X8:B 1LDCJE I @/K：[5%&Q%5>+&Z5++；P1^：[5%&Q%5>+&Z5++；Y%=18K：‘C1:B‘Na!LMK82> I MD1I :/D I 2:

’./001213 45 %06 7218213 9:/;10/< 45 &=>’ 62;? @0:<; A64B?CD/28 ’C<;0E

.\"4A ALJ%S8:& b."4A bC8%c8:B&! H"_ 08%.J:B& (.Y4 "8%SL:& ?\ (CL:%?81J&

b.\ .J:B%S81:& (.") H8:B%#CL1:B& H"4 ?8:%;L8& S)4 3J:B%H1:&，$

&（6/0/% <%= >0?)20/)2= )@ 9)*%3#*02 A-2)*)B= 0"5 C%"%/-3 8"B-"%%2-"B，’"./-/#/% )@ A-2)*)B=，

,D-"%.% !305%(= )@ 12%&%"/-&% 9%5-3-"%，:%-E-"B &QQQ+$，,D-"0）

$（F%G02/(%"/ )@ :-)3D%(-./2=，HD% 7"-&%2.-/= )@ I)"B <)"B，I)"B <)"B，,D-"0）

FD<;/:.; @C/ 4P%!6 DE1:<2E8!D8J: O12DJE !K1F< 8=!JED1:D E/BLK1DJEF EJK/< 8: 8:OK1==1D8J:，1!J!DJ<8<，8==L:/ 1:X <DE/<< E/%
<!J:</< I )!6 T8:1</（)**）2J=!J</X JO DVJ 21D1KFD82 <LML:8D< 1:X 1 E/BLK1DJE <LML:8D，12D< 1< 1 T/F 2J=!J:/:D JO 4P%!6 12D891%
D8J: !1DCV1F DCEJLBC !CJ<!CJEFK1D8J: JO )!6，DC/ 8:C8M8DJE JO 4P%!6I ()*#（2J::/2D8J: DJ )** 1:X #"7*），1 :/VKF 8X/:D8O8/X
2/KKLK1E !EJD/8:，8< 8:9JK9/X 8: 4P%!6 1:X S4* 12D891D8J:I "KDCJLBC 8D C1< M//: T:JV: DC1D ()*# 8:D/E12D< V8DC )** 2J=!K/^，

1:X 12D891D/< MJDC )** 1:X #"7* VC/: J9/E/^!E/<</X；DC/ L:X/EK8:B =/2C1:8<=< 1E/ !JJEKF L:X/E<DJJXI @J M/DD/E L:X/E<D1:X

>Z&$ 期 黄国锦等：应用酵母双杂交系统筛选与 ()*#（&+&%+,-）相互作用的蛋白质



!"# $"%&’()(*’+,) -()#& (. /012，3# ",4# &+-##5#6 "78,5 9#:, ;<=/9;<1>? +@A< )’B-,-% .(- 5#3 B’56’5* $,-!5#-& (. /012
B% 7&’5* !"# %#,&! !3(C"%B-’6 &%&!#8 3’!" !-75+,!#6 /012（DEDCEFG）,& !"# B,’! H ="# %#,&! &!-,’5 <9DIJ 3,& &#K7#5!’,))% !-,5&C
.(-8#6 3’!" !"# B,’! $),&8’6 ,56 !"# )’B-,-% H ="# !-,5&.(-8,5!& 3#-# &+-##5#6 (5 2@（C:#7LC=-$LC9’&LC<6#L M NC!C*,)）&#)#+!’4#
$),!#&H O(&’!’4# +)(5#& 3#-# -#&!-#,P#6 (5 2@（C:#7LC=-$ L M NC!C*,)）$),!#& !"-## !’8#& !( ,))(3 )(&& (. &(8# (. !"# <@L)’B-,-%
$),&8’6& 3"’)# 8,’5!,’5’5* &#)#+!’4# $-#&&7-# (5 B(!" !"# @A<CQ@ ,56 <@ 4#+!(-& H <.!#- R &+-##5’5*& (5 2@（C:#7LC=-$ L M NC

!C*,)），!"# $(&’!’4# +)(5#& 3#-# .7-!"#- 4#-’.’#6 (5 2@（C:#7LC=-$LC9’&LC<6#L M NC!C*,)）$),!#& H ="# ’5&#-!& ’5 <@L)’B-,-% $),&C
8’6& 3#-# ,8$)’.’#6 B% O/? ,56 O/? $-(67+!& 3#-# +",-,+!#-’S#6 B% !"#" 6’*#&!’(5 !( #)’8’5,!# !"# 67$)’+,!#& H <.!#- &+-##5C
’5* ’5 &#)#+!’4# $),!#&，!"# $(&’!’4# <@L)’B-,-% $),&8’6& 3#-# -#&+7#6 4’, !-,5&.(-8,!’(5 (. $ H %&’( 9QDID ,56 !"# ’5!#-,+!’(5& (.
/012（DEDCEFG）3’!" $(&’!’4# <@L)’B-,-% $),&8’6& 3#-# .7-!"#- ,&&#&&#6 B% %#,&! !3(C"%B-’6 ,5,)%&’& H T’5,))%，!"# @A< &#C
K7#5+#& (. !"# $(&’!’4# <@L)’B-,-% $),&8’6& 3#-# 6#!#-8’5#6 ,56 Q:<2= ,5,)%&’& ,*,’5&! !"# 6,!,B,&#& 3,& $#-.(-8#6H ="#
Q:<2= -#&7)!& ’56’+,!# !",! !"# ’5&#-!& ’5 !"# $(&’!’4# $),&8’6& #5+(6# ?01>A +@A< GFRRGITIR，O:</U，/@VFQO（2’4,CD），

/@/E:，25?AO &8Q，,56 @W:VX /@/E: ’& , P#% +(8$(5#5! (. !"# 87)!’C$-(!#’5 +(8$)#Y #&&#5!’,) .(- !"# .(-8,!’(5 (. $-#C8?C
A< &$)’+’5* $-(67+! ,56 ’& 5(! -#K7’-#6 .(- &$)’+#(&(8# ,&&#8B)% H < -()# .(- /@/E: ’5 !"# +#)) 6’4’&’(5 +%+)# ",& B##5 $-#+’(7&
&7**#&!#6 ,& ’!& (4#-#Y$-#&&’(5 (. !"’& $-(!#’5 ’5 8,88,)’,5 +#))& )#,6& !( , &"(-!#5’5* ZV $",&# (. !"# +#)) +%+)#，,56 , 5#*,C
!’4#C6(8’5,5! 87!,5! (. /@/E: ),+P’5* !"# AC!#-8’5,) ,+!’4,!’(5 6(8,’5 6#),%& !"# ZV $",&# +#))’& #5!-% ’5!( !"# 8’!(&’& H 0! ",&
B##5 -#$(-!#6 !",! 25?AO &8Q $,-!’+’$,!#& ’5 $-#C8?A< &$)’+’5* ,56 /@VFQO（2’4,CD）B’56& !( ,56 ’5"’B’!& Q/:CN:C8#6’,!#6
$-(!#+!’(5 ,*,’5&! [W -,6’,!’(5C’567+#6 ,$($!(&’& ,56 -#*7),!#& = +#)) "(8#(&!,&’& H ="# .75+!’(5& (. ?01>A +@A< GFRRGITIR，

O:</U ,56 @W:V ,-# 75P5(35H 0! ",& B##5 &7**#&!#6 !",! /012 .75+!’(5& ,& , +-’!’+,) +(8$(5#5! .(- +-(&&C!,)P B#!3##5 ATC#Q
,56 \A1 &’*5,)’5* $,!"3,%&H 011 &7B75’!&，3"’+" ",4# B##5 6#8(5&!-,!#6 !( ’5!#-,+! 3’!" /012，3#-# 5(! &"(35 7$ ’5 !"’& #YC
$#-’8#5! H ]# &$#+7),!# !",! !"# !-75+,!#6 /012（DEDCEFG）B,’! 8,% 5(! +(5!,’5 !"# B’56’5* 6(8,’5 !",! 8#6’,!#& !"# ’5!#-,+!’(5
(. 011 &7B75’!& 3’!" /012H =,P#5 !(*#!"#-，!"# ,B(4# -#&7)!& &7**#&! !",! /012 8,% $),% , -()# ’5 +#)) -#*7),!’(5 !"-(7*" ’5!#-C
,+!’5* 3’!" 4,-’(7& +#))7),- $-(!#’5& H T7-!"#- ’54#&!’*,!’(5& ,-# -#K7’-#6 !( +",-,+!#-’S# !"#&# ’5!#-,+!’(5& H

!"# $%&’( /012，9#:, +@A< )’B-,-%，%#,&! !3(C"%B-’6 &+-##5’5*，O-(!#’5C$-(!#’5 ’5!#-,+!’(5，ATC#
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
""""

""""

#

##

#

Q

广告

最新的 6A=O！最方便的 6A=O！

广州因赛生物科技公司位于环境优美的广州经济技术开发区，是一家以基因工程为手段，以酶工程技

术为核心的技术性企业 ，公司的研发中心设在广州留学人员创业园。开发中心生产的三磷酸脱氧核苷

（6A=O），具有纯度高、扩增效果好、稳定性强的特点。我们可根据用户需要，随时接单、即时生产，保证新鲜

出炉！特殊比例的 6A=O 可特殊定做，满足不同客户的不同需求！欢迎您使用，也欢迎试剂经销商代理我们

的产品。

联系电话：IVI ^ UVVVVJRI 传真：IVI ^ UVVVGUVI
通信地址：广州经济开发区宝石路 DD 号 邮编：EDIFRI
"!!$：LL333H #5S%8#H +(8H +5 >C8,’)：VD#5B_VD+5H +(8
联系人：张克勤 杨 威

GJD 生 物 工 程 学 报 DJ 卷
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重组大肠杆菌合成聚（!*巯基丙酸）和

聚（!*羟基丁酸*!*巯基丙酸）的研究

刘双江7，>! C)-. GS%M#5!3#0’,&2> P,#R.-(#0 A%#)-ES$2#,>
7（中国科学院微生物研究所，北京 7VVV<V）

>（U-’%)%*%# &" O)$0&E)&,&/4，X-)3#0’)%4 &" O*#-’%#0，O*#-’%#0 L<7L8，Z#0+.-4）

摘 要 利用 2&%50#-6-"( /,*0%:"0’&-,"( 的丁酸激酶基因（ :"?）和磷酸转丁酰基酶基因（ .0:），以及 @3-%,/.5/ .A*88-B--
的 \NP 合成酶基因，设计了一条能够合成多种聚羟基烷酸的代谢途径，用构建的质粒转化大肠杆菌，获得了重组大

肠杆菌菌株。前期的研究表明，在合适的前体物条件下，该重组大肠杆菌能够合成包括聚羟基丁酸、聚（羟基丁酸5
戊酸）等多种生物聚酯［G)* .-( A%#)-ES$2#,，P11,6 !-3)0&-6 O)$0&E)&, 6 ::：9=859L=］。利用该重组大肠杆菌，通过生物

催化作用合成了 =5巯基丙酸的同型共聚酯，同时利用该重组大肠杆菌还获得了含 =5巯基丙酸单体的多种异型共聚

物。实验首先研究了 =5巯基丙酸对大肠杆菌生长的影响，在此基础上优化了培养过程中添加 =5巯基丙酸的时机和

浓度，结果表明，在实验的条件下，细胞合成聚（=5巯基丙酸）可达 :‘9a（占细胞干重），合成聚（=5羟基丁酸—=5巯基

丙酸）（分子中 =5巯基丙酸：=5羟基丁酸 b =：7）可达 >L‘=a。实验进一步研究了同时或分别表达以上 = 个基因的重

组大肠杆菌合成聚合物的能力，结果表明只有当 = 个基因同时表达时才能合成聚合物，说明 = 个基因对合成过程

是必须的，从而表明了合成途径是按照设计的路线进行的。还通过 Z?YOA、Z\?、UW 等手段对合成的化合物进行了

定性的研究。聚（=5巯基丙酸）或聚（=5羟基丁酸5=5巯基丙酸）等聚酯属于一类新型生物聚合物，它在分子骨架中含

有硫酯键，不同于聚羟基烷酸酯的氧酯键，从而具有显著不同的物理、化学、光学等性质和具有重要的潜在应用价

值。
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