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  "摘要# 大肠杆菌双杂交系统和基因定点诱变技术已经成为疾病分子遗传学研究的重要技术手段: 该
文就近年来出现的大肠杆菌双杂交系统联合DNA定点诱变技术作一简要综述:
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Thenewtoolofmoleculargeneticsresearch: bacterialtwo-hybridsystemcombinedwithDNAsite-directed
mutagenesistechnigues LUWen-sheng, CHENCHua.departmentofEndocrinology, thePeople,sHospitalof
Cuangxizhuang Autonomouslegion, Nanning 530021, China
  [Abstract] Bacteriaitwo-hybrid systemand DNAsite-directed mutagenesistechniguehavebecomeimportant
technicaimeansofdiseasemoiecuiargeneticsresearch.In thispaper, theunited technigueofbacteriaitwo-hybrid
systemand DNAsite-directed mutagenesistechniguein recentyearswasbriefiyreviewed.
  [Key words] Bacteriaitwo-hybrid system; DNAsite-directed mutagenesistechnigue; Moiecuiargenetics

  大肠杆菌双杂交系统是继酵母真核双杂交系统
之后,发明的新一代原核双杂交系统,其魅力在于不
仅能够精确测定两个已知蛋白质间的相互作

用[1,2] ,亦可通过对 cDNA文库的扫描发现新物
质[3 ~5] : DNA定点诱变技术是依据基因多态性形
成人工突变体,与大肠杆菌双杂交系统联合应用,利

用大肠杆菌易于培养 繁殖迅速的优势,能够短时间
内快速定量检测基因定点诱变所形成的突变体与其

生物学配体或特定蛋白质间相互作用力的微弱变

化,该联合技术近年来在疾病分子遗传学领域得以
快速推广与应用[6,7] :
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1 大肠杆菌双杂交系统
2001 年美国 Stratagene公司发明的 大肠杆菌

双杂交系统  8 与 酵母双杂交 相比具有明显优
势  1 大肠杆菌生命力强 易于培养  2 感受态制
备简单 易于转化  3 实验周期短 工作效率高 
 4 报告菌株经过特殊改造 灵敏度高 能够发现单
碱基突变引起的微弱作用力变化 
1.1 基本原理 9  双杂交系统基于如下理论依
据 转录起始需要反式转录激活因子参与 而该因子
由两个结构上可以分开 功能上相互独立的结构域
DNA结合域 pBT 和转录激活域 pTRG 组成 两
个结构域分别具有功能 且单独不能激活转录 只有
当两个结构域在空间上较为接近时 才能呈现完整
的转录活性而启动下游基因转录 假设两个目标蛋
白为蛋白 1 和蛋白 2 则蛋白 1 外显子与 pBT连接
构成诱饵质粒 蛋白 2 外显子与 pTRG连接组成靶
质粒 诱饵质粒和靶质粒共转化大肠杆菌分别表达
诱饵蛋白 含蛋白 1 和靶蛋白 含蛋白 2  当蛋白 1
和蛋白 2 发生相互作用时 pBT和 pTRG空间位置
相互接近 激活 LacZ启动子 促进下游报告基因表
达以判定是否发生蛋白质相互作用 见图 1  

图 1 大肠杆菌双杂交系统示意图

1.2 结果判定 10  经人工改造后 诱饵质粒空载
体 pBT带有氯霉素抗性 靶质粒空载体 pTRG带有
四环素抗性 大肠杆菌报告株带有卡那霉素抗性同
时含有组氨酸基因 HIS3 外显子可以表达组氨酸 
在缺乏必需氨基酸组氨酸培养基中能够存活 当诱
饵质粒和靶质粒共转化大肠杆菌报告株后 当诱饵
蛋白和靶蛋白发生相互作用时 即可启动下游氨苄
青霉素和LacZ基因的转录 见图 1  报告株表达氨
苄青霉素抗性标签和 %半乳糖苷酶 鉴于此 凡能
在氯霉素 四环素 卡那霉素和氨苄青霉素四抗性且
组氨酸单缺培养基中存活的单克隆菌落同时表现为

蓝斑者即可证明蛋白质之间存在相互作用 经蓝斑
筛选和 %半乳糖苷酶活性检测可以定性 定量了解
蛋白质的相互作用 需要注意的是诱饵质粒和靶质
粒空载体转化大肠杆菌报告株后所表达的蛋白质是

否对报告株具有毒性或是否能够单独促发报告基因

表达将直接影响结果的判定 因而共转化前需进行
空载体毒性和自激活实验 只有当两质粒空载体均
对报告株无毒性或单独转化无自激活作用时才能进

行下一步共转化实验 
2 DNA定点诱变技术"11#

定点诱变技术是研究蛋白质结构和功能之间复

杂关系的常用手段 也是人工形成基因多态性的有
力工具 美国 Stratagene公司快速定点诱变试剂盒具
有以下特点  1 聚合反应在公认的高保真聚合酶
 黄金标准 -Stratagene(Pfu 聚合酶催化下完成 可
有效避免碱基错配  2 巧妙利用来源于大肠杆菌的
模板质粒甲基化Gm6ATC序列 通过DpnI内切酶切
割模板质粒 突变质粒得以保留 使得操作简单有效 
2.1 基本原理 12  以双链DNA为模板 以目标基
因突变位点为中心设计一对互补的定点诱变引物 
在高保真酶催化下经传统多聚酶链式反应 PCR 可
以获取大量带有突变位点的双链 DNA 由于模板
质粒是经大肠杆菌 带 dam+基因型 扩增而来 其
GATC序列可被大肠杆菌 dam +甲基化变成
Gm6ATC 而此序列可被DpnI内切酶识别切割 而经
PCR扩增形成的带突变位点的质粒 其 GATC序列
并没有甲基化而不被切开 依此原理模板质粒可被
切碎 在随后转化中即可得到大量突变质粒单克隆
 见图 2  

图 2 定点诱变原理示意图
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2.2 突变引物设计要求 13] 上下游引物横跨突变
位点,以突变位点为中心对称设计引物(见图 3>,长
度以 25 ~45 bp为宜,要求上下游引物碱基互补,GC
含量 40%左右,引物末端以G或C结尾O
3 大肠杆菌双杂交与DNA定点诱变联合技术
3.1 联合技术的优势 DNA定点诱变技术已成为
基因功能研究的常用手段,将双杂交和定点诱变相
结合的技术是研究蛋白质结构与功能关系的重要技

术策略之一 14] O 通过群体遗传学研究得到的相关
基因热区变异,借助定点诱变技术构建其相应的突
变体,进而经过双杂交技术观察各个突变体与目的
蛋白的相互作用,以明确基因突变是否造成功能改

变O 近年来,随着大肠杆菌双杂交系统日臻完善,灵
敏度进一步提高,单碱基改变的微弱影响也可以给
予定量检测 15] O
3.2 联合技术的关键实验步骤
3.2.1 目标基因及其生物学配体 TA克隆 16] 首
先设计带有限制性内切酶 ECORI~Bam~I双酶切位
点的引物,经逆转录 PCR(RT-PCR>从相关组织总
RNA中克隆目标基因及其生物学配体,通过割胶纯
化PCR产物后与TA质粒连接构建携带有 ECORI~
Bam~I双酶切位点的重组 TA质粒(见图 4>,经转
化感受态大肠杆菌,扩增后得到TA克隆质粒O

图 3 定点诱变引物设计示意图 图 4 诱饵质粒和靶质粒构建策略

3.2.2 目标基因定点诱变 17] 定点诱变反应直接
在目标基因重组 TA克隆载体上进行,在一对中间
包含有突变碱基的互补引物引导下,经高保真聚合
酶PCR合成突变质粒(见图 3>O DpnI内切酶识别
模板链Gm6ATC序列,酶切反应切碎模板链(见图
2>O 酶切反应产物纯化后转化感受态大肠杆菌,扩
增后抽提质粒得到目标基因突变体 TA克隆质粒,
经含有X-GaI的氨苄抗性 LB平板筛选白色菌落即
为诱变成功的单克隆O
3.2.3 诱饵质粒与靶质粒的构建 诱饵载体 pBT~
靶载体 pTRG~目标基因 TA克隆质粒~目标基因突
变体TA克隆质粒以及目标基因生物学配体 TA克
隆质粒分别经ECORI~Bam~I双酶切,pBT与目标基
因或其突变体连接得到诱饵质粒;pTRG与目标基

因生物学配体连接构建成靶质粒O 诱饵质粒和靶质
粒分别转化感受态大肠杆菌扩增O 以目标基因
PGC-1a结构域 (PGC-1a-ID> 与其生物学配体
MEF2C结构域(MEF2C-ID>为例以图 4 说明诱饵质
粒与靶质粒的构建策略 18] O
3.2.4 大肠杆菌双杂交 19] 将诱饵质粒和靶质粒
共转化大肠杆菌报告株,通过预加有X-GaI的LB琼
脂糖平板(具有氨苄青霉素~四环素~氯霉素~卡那
霉素抗性>筛选蓝色菌落,并通过 %-半乳糖苷酶活
性检测,定性定量分析各突变体与其生物学配体间
结合力的变化O 以目标基因 PGC-1a结构域(PGC-
1a-ID>与其生物学配体MEF2C结构域(MEF2C-ID>
为例说明大肠杆菌双杂交实验流程 18] (见图 5>O
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图 5 大肠杆菌联合基因定点诱变技术示意图

  结语
大肠杆菌双杂交系统联合 DNA定点诱变技术

是首先通过定点诱变技术改造目的基因编码区以在

体外精确模拟DNA单碱基变异形成人工突变蛋白,
进而借助大肠杆菌双杂交系统研究突变蛋白质结构

与功能关系的定量检测技术,近年来已经成为分子
遗传学研究的重要策略O 许多老年性疾病诸如糖尿
病~心脑血管疾病等均与遗传关系密切,寻找群体遗
传学结论的分子遗传学证据应该是疾病遗传学发展

的方向,大肠杆菌双杂交联合DNA定点诱变技术正
好契合了这一发展趋势O
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