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摘要  酵母三杂交系统是新近发展起来的一个分析 RNA 结合蛋白的有力工具, 然而在利用该系

统筛库过程中, 常会遇到大量假阳性克隆. 将克隆颜色鉴定与 5-氟乳清酸负性筛选相结合, 运用

到酵母三杂交系统的筛库过程中, 极大地提高了筛库的效率和对假阳性克隆的鉴别, 并已实现了

对重要的 RNA 结合蛋白的筛选. 这一改进将大大方便该系统在分析 RNA 与蛋白的相互作用中

的运用.
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RNA-蛋白的相互作用在细胞生命活动中非常重要. 酵母三杂交系统是新近发展起来的研

究 RNA-蛋白作用的一个强有力的工具 [1], 它由酵母双杂交系统演化而来 , 其原理为利用

RNA(诱饵)与 cDNA库中 cDNA编码的RNA结合蛋白的相互作用恢复GAL4转录因子功能, 使

报告基因(His, LacZ)表达 , 改变酵母的宏观

表型(图 1). 三杂交系统创立以来, 已成功运

用到 RNA-蛋白相互作用的分析 [1~3], 并筛选

到一些重要的 RNA 结合蛋白[4~6]. 然而在利

用三杂交系统筛库过程中 , 常会得到大量的

假阳性克隆( 90%), 有时甚至多到使系统无

法工作( 1  000︰1). 这种假阳性克隆主要为

RNA 非依赖性克隆, 其产生的主要原因是与

Gal4 转录激活结构域融合的外源蛋白能与

LexA-MS2 衣壳融合蛋白直接作用 , 而不通

过 RNA诱饵这个中间桥梁, 恢复 GAL4 的转

录功能.

为了排除假阳性克隆对筛选的干扰, Zhang等人[5]设计了一种颜色鉴定来提高筛选专一性,

其原理是: 在最初的三杂交系统中的 RNA 质粒(含 Ura3 标记)中引入 ADE2 基因. 三杂交所

用的酵母菌株 L40 coat 为 ADE2 缺陷型, 通常其集落在生长后期显红色, 但转入改进的 RNA

质粒(含 ADE2 基因)后就显野生型的白色. 在最后的筛选培养基中如果只对报告基因(His)和库

质粒(Leu)筛选, 而不对 RNA 质粒(Ura)筛选, RNA 非依赖性的假阳性克隆就会由于不受选择

压力而自发丢失 RNA质粒, 使菌落变红或是出现红色丝线; 另外, RNA 依赖的阳性克隆则将

保留质粒而使集落呈现纯白色. 利用这种方法能很快地用肉眼鉴别出RNA依赖的克隆和RNA

非依赖的克隆. 然而, 实验发现, 即使在纯白的克隆中, RNA依赖的真阳性克隆也只占很少一

部分(小于 10%), 这主要是因为 2 µm型的 RNA质粒的自发丢失率很小(小于 0.01%)[7].

在如何提高对假阳性克隆的鉴别率的问题上, Park等人[8]采取了另一种策略, 即用含有 5-

图 1  酵母三杂交系统示意图(由 SenGupta原图[1]

改画)
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氟乳清酸(5-fluoroorotic acid, 5FOA)的培养基对筛库过程中形成的原始克隆进行负筛(Park 等

人此处采用的 RNA 质粒为不含颜色标记 ADE 的最初 RNA 质粒). RNA 依赖性的阳性克隆由

于含有 Ura3 基因而不能在含有 5-氟乳清酸的平板上生长, 因为野生型的 Ura3 基因能将 5-氟

乳清酸代谢为有毒的 5-氟脱氧尿苷[9]; RNA非依赖性的假阳性克隆则会由于 RNA质粒的丢失

而能在含有 5-氟乳清酸的培养基上生长. 采用这种方法虽然较大地提高了对假阳性克隆的鉴

定率, 但需要对筛库过程中产生的数目庞大( 500)的所有原始阳性克隆进行处理, 因而也比

较繁琐.

我们在用三杂交系统分离人白介素 6 核转录因子 3 非翻译区(NF-IL6 3 UTR)RNA 结合

蛋白基因的工作中, 同时应用上述两种方法, 即用带有 ADE2的 RNA质粒构建诱饵, 先对 His

和 Leu 筛选(克隆颜色鉴定), 再只对纯白的克隆进行 5-氟乳清酸负筛, 这两种方法的结合极

大地提高了三杂交系统的筛库效率和对假阳性克隆的鉴别率 , 并已分离到符合筛选中真阳性

克隆所有标准的 cDNA 克隆(将另文发表). 这一改进为三杂交系统的进一步推广使用创造了

条件.

1  材料与方法

(1) 材料.  三杂交系统的 p A/MS2-1, p A/MS2-2, p A/IRE-MS2, pAD-IRP 质粒及菌

种 L-40 coat [MATα, ura3-52, leu2-3112, his3∆200, trp1∆1:TRP1, ade2, LYS2 (lexAop)-His3,

ura3 (lexAop)-LacZ]由 Wisconsin 大学的 Wickens 教授惠赠[1,5]. 人正常肝细胞双杂交 cDNA

库由中国科学院上海生命科学研究院生物化学与细胞生物学研究所汪垣教授惠赠. 酵母双杂

交基因组库 Y2HL-C1, Y2HL-C2, Y2HL-C3[10]由Wisconsin大学的 James博士惠赠. Yeast nitrogen

base购自 Difco. 3-氨基-1, 2, 4-三唑(3-AT)购自 Sigma. 5-氟乳清酸购自 Gibco/BRL.

(2) 方法.  ( ) 三杂交系统的 RNA 诱饵的构建: 以 5 -AGACCCGGGAAGAAGAAA-

CGTCTATG-3 , 5 -AATCCCGGGACTTCGAAACCGGCCCGC-3 为引物, 从 pSP64/0.28[11]上

PCR 扩增 82 bp的 NF-IL6 3 UTR的 D1片段, Sma 切平后克隆到 p A/MS2-2 的 Sma 位

点, 称为 pIIIA/D1-MS2. ( ) 用 RNA诱饵对库进行筛选: 按 LiAc/PEG[12]方法将 p A/D1-MS2

转入 L-40 coat菌中, 在 SD-Ura(SD: synthetic, minimal medium, 合成最低培养基)[12]平板上挑

选转化的克隆, 然后再将 200 µg 的库质粒(人肝细胞 cDNA 库或酵母基因组库)转入已含有

RNA 诱饵的 L-40 coat 克隆中(约相当于对 2 106 个克隆进行筛选), 在 SD-Leu, His/3AT(5

mmol/L)平板上筛选 His+的克隆, 而不对 RNA质粒进行筛选. 30 培养 1周后, 挑选白色克隆

备份到新的 SD-Leu, His平板. ( ) 5-氟乳清酸负性筛选: 将 SD-Leu, His/3AT 板上纯白的 his+

原始克隆分别备份到两块新的 SD-Leu, His平板和一块 SD-Leu, His/3AT/5FOA(0.1%)板上. 30

培养 2~3 d. ( ) RNA质粒的丢失实验: SD-Leu, His/3AT板上的 his+克隆先在 SD-Leu板上

划线, 30 生长 2~3 d, 再挑单克隆在 SD-Leu/5FOA板上划线. 30 生长 2~3 d长出的克隆即

不含有 RNA质粒. ( ) β-半乳糖苷酶活力测定按文献[13]进行.

2  结果与讨论

我们首先检查了克隆颜色鉴定和 5-氟乳清酸负性筛选对于 RNA 依赖的真阳性对照克隆

(铁应答元件与铁调节蛋白的作用 即 iron response element, IRE and iron regulatory protein,
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IRP)[1]的作用(图 2(a)), 在 SD-Leu, His/3AT

板上, 对照克隆由于存在对于 RNA 质粒的

筛选压力, 所以其克隆颜色为纯白色, 而假

阳性克隆由于培养基中不对 RNA 质粒进

行筛选, RNA 质粒会自发丢失 , 从而使克

隆呈现出红色或者在白色克隆中出现红色

丝线. 在 SD-Leu, His/3AT/5FOA 板上进行

负性筛选(图 2(b)), 对照克隆由于含有 RNA

质粒而不能在含有 5-氟乳清酸的平板上生

存, 假阳性菌体由于 RNA 质粒自发丢失而能在含有 5-氟乳清酸的平板上形成集落. 然后将这

种克隆颜色鉴定与 5-氟乳清酸负性筛选结合到实际的 RNA 结合蛋白的库筛选中, 以 NF-IL6

3 UTR RNA诱饵对人肝 cDNA库进行筛选, 将筛库过程中的 his+原始克隆同时接种到 SD-Leu,

His/3AT板 (颜色鉴定 ), SD-Leu, His/3AT/5FOA板 (5-氟乳清酸负性筛选 )及另一块 SD-Leu,

His/3AT板(对另一报告基因β-半乳糖甘酶活力的检测)上, 2~3 d后对比 3块板的结果. RNA依

赖的阳性克隆必须同时满足: SD-Leu, His/3AT 板的颜色鉴定为纯白色; SD-Leu, His/3AT/5FOA

板的负性筛选不能生长; 同时另一报告基因β-半乳糖苷酶检测变蓝. 在实验过程中, 只有一个

克隆(克隆 14)同时满足这 3 个要求(图略), 随后对该克隆进行 RNA 丢失实验, 发现丢失 RNA

质粒的第 14号克隆不能在 his缺陷板上生长, 再次转入 RNA质粒后又重新恢复了 his缺陷板

生长的能力, 说明这是一个真正的 RNA 依赖的阳性克隆. 将这种方法运用到对酵母基因组库

Y2HL的筛选中, 同样以 NF-IL6 3 UTR RNA为诱饵, 从该库中筛选 RNA结合蛋白. 通过颜

色鉴定, 5-氟乳清酸负性筛选, 得到了 7 个克隆, 经 RNA 丢失实验和诱饵再转入实验鉴定后,

其中的 5 个为真正的 RNA 依赖的阳性克隆. 由此可见, 通过颜色鉴定和 5-氟乳清酸负性筛选

鉴定出的 RNA 依赖的阳性克隆率为 70%以上. 颜色鉴定结合 5 氟乳清酸负性筛选法筛库的

数据如表 1所示.

表 1  对比 3种不同的方法筛库的结果

颜色鉴定结合 5FOA负筛 只用颜色鉴定 只用 5FOA负筛

人肝库 酵母库 人肝库 酵母库 人肝库 酵母库

筛库过程中形成的最初原始克隆数 约 500 约 800 约 500 约 800 约 500 约 800

经过复筛后需要分析的克隆数 1 7 36 73 500 800

最终鉴定为 RNA依赖的阳性克隆数 1 5 1* 5* 1* 5*

鉴别率 100% 71% 2.7% 6.8% 0.2% 0.6%

人肝库 = 人正常肝细胞 cDNA库; 酵母库 = 酵母 Y2HL基因组库. *表示推测的结果, 即根据颜色鉴定结合 5-氟乳

清酸负筛鉴定出的最后真阳性克隆数的估计值. 由于 5-氟乳清酸和颜色鉴定这两种方法均不会漏筛掉 RNA 依赖的阳性克隆,

因此该结果应与实际的最终真阳性克隆数相符

由表 1 可以看出, 采用克隆颜色鉴定与 5-氟乳清酸负性筛选相结合的方法, 大大地提高

了三杂交系统筛库的效率. 以人肝 cDNA 库筛选为例, 如果只采用颜色筛选, 则要对 36 个纯

白克隆进行鉴定, 而这 36 个克隆中只有 1 个是 RNA 依赖的真阳性克隆, 这是一个十分繁琐

的过程 . 如果只采用 5-氟乳清酸负性筛选, 即用不含 ADE2 基因的三杂交原始 RNA 质粒

图 2  克隆颜色鉴定和 5FOA负筛这两种筛选方法对

于真阳性克隆和假阳性克隆的作用
(a) RNA依赖真阳性克隆与假阳性克隆在不对 RNA质粒选择的

SD-Leu, His/3AT板上呈现不同颜色; (b) 5FOA负筛对于 RNA依

赖真阳性克隆与假阳性克隆的不同作用
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pIII/MS2 作为 RNA 诱饵质粒, 则要对整个筛库过程中出现的所有 his+克隆(约 500 个)进行分

析, 这也是繁琐的. 如果这两种方法都不采用, 而是像双杂交系统一样逐个分析克隆, 要从这

么多    ( 99%)的假阳性克隆中分析到真正 RNA 依赖的克隆是不可能的. 由此可见采用克

隆颜色鉴定与 5 氟乳清酸负性筛选相结合的方法, 极大地提高了三杂交系统筛库的效率, 这

一改进将大大推动三杂交系统在筛选新的 RNA结合蛋白中的运用.

根据筛选 NF-IL6 3 UTR 结合蛋白实验的经验, 我们推荐的一个三杂交系统筛库的流程

是: 以含 ADE2 标志的 RNA 质粒构建 RNA 诱饵, 转入酵母后, 在筛库过程中不对 RNA 质粒

的 Ura 标记进行筛选 , 而只对库质粒的标记 Leu 和报告基因 His 进行筛选 , 挑选 SD-

Leu/His/3AT 平板上长出的原始纯白克隆, 测定其β-半乳糖苷酶活力并进行 FOA 负筛, 对通

过这两项检测的克隆进行进一步的 RNA丢失和 RNA诱饵再转入实验以确定其 RNA依赖性.
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