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大规模酵母双杂交技术研究蛋白质相互作用的应用 

吴志豪, 王 建, 贺福初 
(军事医学科学院放射与辐射医学研究所, 北京 100850) 

摘  要: 简介了酵母双杂交技术原理, 总结了酵母双杂交技术大规模筛选蛋白质相互作用的基础、应用及存在的问

题。因为大规模酵母双杂交技术结果有大量假阳性及假阴性问题, 因此, 有条件情况下有必要同时开展其他方法的

大规模蛋白相互作用研究, 以构建规模更大可信度更高的蛋白质相互作用网络图。 
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The Application of Large-scale Yeast Two-hybrid to Study  
Protein — Protein Interaction 

WU Zhi-Hao, WANG Jian, HE Fu-Chu 
(Beijing Institute of Radiation Medicine,Beijing 100850, China) 

Abstract: The principle of yeast two-hybrid were summarized, the basis for large scale yeast two-hybrid screening of 
protein-protein interaction was given and the main application of yeast two-hybrid in large scale screening of 
protein-protein interaction was presented. The problems of large scale yeast two-hybrid screening of protein-protein 
interaction were also discussed. Because there were a lot of false positives and false negatives in the result of 
protein-protein interaction obtained by large-scale yeast two-hybrid screening, the employment of other methods to 
study protein-protein interaction in large scale in parallel was proposed if possible. 
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人类基因组计划的完成, 测序了许多模式生物基

因组和人类自身基因组, 产生了大量的预测的开放

阅读框(open reading frame, ORF); 人类基因组计划

还促进了测序技术的发展, 使被测序的生物越来越

多, 产生更多的预测 ORF。但是, 大多数预测 ORF
的功能尚不清楚, 研究和注释这些 ORF 的功能也就

成了基因组测序后重要而紧迫的任务。 
研究基因功能的方法很多, 有传统的由表型到基

因的方法, 也有反向生物学的由基因序列到功能的

方法, 其中酵母双杂交技术是研究基因功能的一种

重要方法。基因的功能由其编码的蛋白质来体现, 蛋
白质是基因功能的执行者, 而蛋白质功能的发挥是

通过蛋白质—小分子底物、蛋白质—核酸和蛋白质

—蛋白质之间相互作用而实现的, 所以, 通过研究

已知功能蛋白质和未知功能蛋白质是否相互作用 , 
可有助于了解未知蛋白的功能。酵母双杂交技术就

是基于研究蛋白质是否相互作用而建立的, 该技术

建立十多年来, 已广泛用于研究蛋白－蛋白的相互
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作用, 并向大规模、自动化、高通量方向成熟, 近几

年用于研究了一些模式生物的几乎全部 ORF 之间的

相互作用, 为大规模研究蛋白－蛋白相互作用以了

解更多蛋白质的生物学作用和细胞的复杂分子系统

提供了范例。 

1  酵母双杂交技术原理 
1989 年, Fields S等[1]报道了一种检测蛋白－蛋

白相互作用的遗传方法－酵母双杂交技术, 它是利

用转录激活因子GAL4 的特性建立的。GAL4 由两个

结构域组成, 一个是N端的DNA结合域(DNA binding 
domain, DBD),一个是C端的转录激活域(active do-
main, AD), 二者可以从核酸一级结构上分开而独立

表达出有功能的结构域; 当二者在物理空间上靠近

时可再现完整的转录因子活性, 和自然表达转录激

活因子GAL4 一样, 可结合其顺式元件UASG并激活

下游的半乳糖苷酶基因转录。因此, 用目的蛋白X的

核酸序列同DBD的核酸序列融合表达DBD-X, 用目

的蛋白Y的核酸序列同AD的核酸序列融合表达AD-Y, 
如果X和Y相互作用, 则使DBD和AD两结构域在物理

空间上靠近, 而重显完整的转录激活因子功能, 激活

其下游基因表达。因此,检测GAL4 调控的半乳糖苷酶

的活性就可判断X、Y是否相互作用。  
从上可见, 酵母双杂交技术研究蛋白质相互作

用是细胞内实验, 即不需提纯蛋白来研究蛋白的相

互作用, 消除了提纯过程引起的蛋白变性, 因而研

究的是有生物活性的蛋白－蛋白相互作用, 反映体

内的真实作用情况。因此, 受到了许多科学工作者的

关注和应用, 促进了其应用于大规模蛋白－蛋白相

互作用的研究。  

2  大规模酵母双杂交技术的发展基础 

大规模双杂交技术的发展与许多因素有关, 其
中一些技术的发展和应用为酵母双杂交技术向大规

模、自动化方向发展打下了基础。 

2.1  表达文库构建技术 

表达文库构建技术出现较酵母双杂交技术早 , 
到酵母双杂交技术出现时表达文库构建技术已基本

成熟, 因此, 把表达文库应用于酵母双杂交筛选蛋

白质相互作用得到了研究——单个诱饵对猎物 cDNA
文库/基因组文库筛选蛋白相互作用、或诱饵文库

(cDNA 文库/基因组文库)对猎物文库(cDNA 文库/基
因组文库)筛选蛋白相互作用, 结果大大提高了相互

作用蛋白的筛选效率和规模, 促进了酵母双杂交技

术研究蛋白质相互作用向大规模方向发展。 

2.2  Gateway 克隆技术 

Gateway 克隆技术是利用λ噬菌体 DNA 自然条

件下可与其宿主大肠杆菌DNA发生位点特异性重组

整合和可逆切割分离这一机制并加以改进创建的。

相对酶切构建载体来说, 该技术具有需时短、操作简

单、易于各实验室交流的特点, 即只需通过简单、高

效的 BP 和 LR 反应就可实现把 PCR 产物定向转入克

隆质粒和表达质粒, 实现 PCR 产物在各种质粒间的

转移。另外, 这一技术得到了一些大生物公司的重视, 
不但有 BP Clonase、LR Clonase 和各种构建好的质粒

载体出售, 还有利用该技术建好的各种全长 ORF 克

隆、全长 cDNA 文库等供选购, 直接购买应用可简化

准备工作。 

2.3  PCR 技术和测序技术 

PCR 技术和测序技术已经实现大规模和自动化, 
因此, 使诱饵对文库的筛选或文库对文库的筛选的

阳性克隆测序和鉴定变得容易、快速; 另外, 两项技

术的发展使全基因组测序成为现实, 产生了许多物

种的基因组序列及预测的 ORF, 因此, 使人们对一

种生物的所有预测 ORF 所编码蛋白进行大规模相互

作用研究成为可能。 

2.4  酵母交配技术 

酵母单倍体菌株有两种相反的交配型, 可交配

形成二倍体酵母, 因此, 可把 DBD-X 转化入一种单

倍体 , AD-Y 转化入另一种单倍体 , 然后把分别含

DBD-X、AD-Y 的两种单倍体共接种到液体培养基培

养、交配后再接种到二缺板上培养 , 这样只有含

DBD-X 和 AD-Y 的二倍体菌株生长, 然后作表型鉴

定判断 X、Y 有无相互作用。显而易见, 这个过程相

对顺序转化或共转化来说, 不但显得简单、高效, 而
且易于大规模和自动化。 

另外, 适合阵列筛选的配套仪器已经出现, 如
HiGro 摇床、Beckman 自动加样工作站、Genetix 公

司 MegaMate 装置等, 使大规模酵母双杂交技术变成

现实。 
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3  大规模酵母双杂交技术的应用及 
筛选方式 
随着技术的发展、进步和基因组测序的实现, 酵

母双杂交技术用于大规模研究蛋白－蛋白相互作用

的报道逐渐增多, 研究了从简单到复杂物种的蛋白

质相互作用, 结果获得了大量宝贵的相互作用数据, 
建立了一些物种的相互作用网络, 再现和拓展了许

多生物通路规律, 揭示了许多未知蛋白的功能和已

知蛋白的新功能。 

3.1  研究病毒基因组的蛋白质连锁图谱 

T7 噬菌体(Enterobacteria phage T7)基因组相对

较小, 是酵母双杂交技术在全基因组水平上研究蛋

白—蛋白相互作用的第一个物种, 通过其基因组文

库对其基因组随机文库方式筛选得到 25 个相互作用, 
其中 4 个是以前未曾报道的[2]。 

3.2  研究蛋白质功能复合体 

Fromont-Racine M等[3]以 60 多个酵母ORF作诱

饵对随机酵母基因组文库筛选相互作用蛋白, 构建

了酵母mRNA剪接体蛋白的相互作用网络 ; 另外 , 
Flores A等[4]以 17 个ORF作诱饵对随机酵母基因组

文库筛选, 研究了RNA聚合酶Ⅲ的蛋白质相互作用, 
推测RNA聚合酶Ⅲ的功能起始前复合体模型。 

3.3  研究与特定器官或功能发育有关的蛋白质相互

作用图谱 

Walhout A J等[5]选择外阴发育有关的 27 个蛋白

分别筛选线虫cDNA文库, 筛选出的相互作用既有已

知的白质相互作用也有新的蛋白质相互作用, 包括

约 100 个未知功能蛋白质相互作用。在酵母细胞极

性发育有关的蛋白质的研究中, Drees B L等[6]从肌

动蛋白、分泌泡、细胞骨架、Rho型GTP酶蛋白中选

择 68 个做诱饵, 对含约 90%酵母的ORF阵列筛选, 
检测到 191 对相互作用, 其中 128 对是以前未曾报道

过的, 44 对与细胞极性发育有关; 与极性有关的 44
对相互作用蛋白中, 有 20 个未知功能蛋白。 

3.4  研究细菌基因组的蛋白质相互作用图谱 

Rain J C等[7]建立了 261 个ORF-BD克隆, 用幽

门螺旋杆菌(Helicobacter pylori)基因组的 26 695 个 
随机片段建立了融合激活域文库, 经自激活检测和 

筛选培养条件摸索后, 用 ORF-BD分别筛库, 结果得

13 962 个克隆, 测序 13 296 个, 分析猎物片段, 鉴定

SID(selected interaction domain), 得到 2680SID, 其
中 1 100 不在幽门螺旋杆菌的 ORF 编码区内而弃掉, 
剩下 1280SID, 平均每个蛋白质筛到 3.36 个作用伴

侣 , 在此基础上 , 作者对相互作用进行打分 (PIM 
biological score), 构建蛋白相互作用图谱, 并深入分

析通路、鉴定蛋白复合体。 

3.5  研究模式生物酿酒酵母(Saccharomyces sere-
visiae)基因组的蛋白质相互作用图谱 

(1) Uetz P等[8]用 192 个酵母ORF与Gal4-DBD融

合表达做诱饵, 酵母的 6 000 个ORF(几乎酵母的全

部ORF)与Gal4-AD融合表达做猎物, 分别转化两种

相反交配型的单倍体菌株, 把后者制成阵列, 与含

DBD-X菌株一一对应交配形成二倍体, 筛选相互作

用, 得到 87 个蛋白质的 281 对相互作用。 
(2) Uetz P等[8]还用酵母的 5 341 个ORF与Gal4- 

DBD构建诱饵, 6 000 个酵母ORF与Gal4-AD构建猎

物, 诱饵和猎物分别转化相反交配型的菌株, 然后

集合猎物菌株成库, 用诱饵菌株分别对库筛选, 交
配形成二倍体, 筛选相互作用。结果得 817 个蛋白的

691 对相互作用, 88 对是已知报道过的。 

 

(3) Ito T等[9]构建了含酵母约 92%ORF的Gal4- 
DBD-ORF的诱饵载体(pGBK-RC)和Gal4-AD-ORF的
猎物载体(pGAD-RC), 分别转化入 菌

株, 然后分别集合诱饵和猎物成亚库, 即每 96 个诱

饵或猎物集合成一亚库, 各得 60 个亚库。然后诱饵

亚库对猎物亚库一一相互作用, 产生二倍体, 筛选

相互作用。初始筛选的 430 次亚库交配(约占全部所

选ORF相互作用的 10%)产生 866 个克隆, 得到 175
对相互作用, 其中 12 对是已知的相互作用, 163 对是

未报道过的。 

MATα和MAT a

(4) Ito T等[10]把所构全部亚库相互作用后, 共检

测到 3 278 个蛋白的 4 549 对相互作用, 其中 841 对

相互作用被检测到 3次以上, 105对是已知报道过的。 

3.6  研究模式生物线虫(Caenorhabditis elegan)的蛋

白质相互作用图谱 

Li S等[11]用Gateway克隆技术建立的 1 873 个线

虫O R F作诱饵筛选线虫的A D - w r m c D N A库和

AD-ORFeome1.0 库,阳性克隆测序, 共得约 16 000 个 
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相互作用序列标签(IST,Interaction sequence tag)。然

后作者建立相互作用标准和对相互作用分型, 结果

得 4 027 对不同的相互作用, 包括对 AD-wrmcDNA
库筛选得到的 2 783 对和对 AD-ORFeome1.0 库筛选

得到的 1 505 对, 其中, 有 239 对相互作用二者均有; 
为了验证所得相互作用数据的可靠性, 作者选取酵

母双杂交方法筛选所得的部分相互作用作亲和纯化

方法验证, 并进一步收集已知相互作用数据和转录

组数据, 结合起来作深入分析。 

3.7  研究模式生物果蝇(Drosophila melanogaster)的
蛋白质相互作用图谱 

用果蝇的 10 623个预测转录本作诱饵, 对cDNA
文库筛选, 得 7 048 个蛋白的 20 405 对相互作用, 作
者进一步开发蛋白质相互作用可信度计算方法来对

这些相互作用分析处理, 提炼出更高可信度的相互

作用图谱, 包括 4 679 个蛋白质的 4 780 对相互作用
[12]; 该相互作用网络再现了许多已知通路, 也拓展

了原有通路, 发现了通路的新成分。 

3.8  研究人(Homo sapiens)的蛋白质相互作用网络 

Stelzl U等[13]主要用胎脑文库克隆构建了 4 456
个诱饵和 5 632 个猎物, 把 8 个不同诱饵编号并分配

集合成小库, 分别同 5 632 个猎物矩阵交配, 显阳性

结果的猎物再同 8 个猎物的每一个交配, 鉴定阳性

克隆, 结果得到 1 705 个蛋白质的 3 186 对相互作用

所构成的巨大相互作用网络, 其中包扩 195 个疾病

蛋白和 342 个未知蛋白。另外, 在选取酵母双杂交方

法筛选所得的部分蛋白相互作用对作膜亲和共纯化

法验证后, 作者进一步建立了 6 个标准的打分系统

来分析酵母双杂交筛选所得结果, 最后得到一包括

402个蛋白质的 911个相互作用对的可信度更高的相

互作用网络, 该网络也具有大规模酵母双杂交方法

所构建的酵母、线虫、果蝇的蛋白相互作用网络特

征——无尺度、小世界、分级结构。几乎同时, 另一

工作组用人 8 100 个ORF(对应 7 200 个基因)作猎物

和诱饵, 把诱饵编号并分配集合成 45 个小库(每个小

库含 118 个基因), 每个诱饵对小库交配, 筛选阳性

克隆, 部分测序鉴定猎物, 结果得到 2 800 个相互作

用的网络, 然后也选取部分相互作用作亲和纯化验

证, 并进一步评估所得相互作用的真实性和分析该

网络与疾病蛋白的联系[14]。 

4  几种不同的筛选法 
从上可知, 大规模酵母双杂交技术已用于研究了

从病毒到人的蛋白质相互作用研究,  但从大规模酵母

双杂交筛选方式来看, 却采用了几种不同的方式。 

4.1  文库筛选法 

一般用相对较少的已知或未知诱饵去筛选相对

较大猎物库, 也可以在诱饵筛选出阳性猎物后, 再
以猎物为诱饵筛库, 如此循环, 不断扩大谱图。诱饵

可以一个或数个至数千个, 可以是ORF、全长cDNA
或它们的片段(含结构域); 猎物库一般很大, 可以是

众多ORF集合成的库 , 也可以是全长 cDNA库或

cDNA片段库, 或随机基因组片段库。文库筛选法优

点是可以得到相互作用的结构域信息和降低假阴性

率, 但同时也可能提高假阳性率[15]。 

4.2  阵列筛选法 

(1) 一对一阵列法。 
所有含不同 DBD-X 的菌株和所有含不同 AD-Y

的菌株一一对应筛选。这种筛选方法工作量大, 但阳

性克隆可从阵列位置推出序列信息而不需测序, 可
自动化, 且理论上检测出蛋白质所有相互作用的可

能性大。 
(2) 高通量阵列法。 
把所有不同 ORF-AD 集合成库, 然后与排成阵

列的不同 DBD-X 作用的筛选方法, 其实质是诱饵数

量较大情况下的阵列化文库筛选。优点是有较高通

量, 但需测序鉴定阳性克隆。  
(3) 亚库对亚库法(pool-to-pool)。 
把总数较大的 DBD-X 和 AD-Y 的成员分别编号

并分组, 每组含一定数量的成员, 然后集合每组成

员形成亚库(pool), 再用猎物亚库对诱饵亚库一一作

用, 筛选阳性克隆。此法在酵母基因组的 ORF 筛选

中比高通量阵列法还高通量, 但对阳性克隆的猎物

和诱饵都需测序鉴定。 

4.3  两步法 

结合文库筛选和阵列筛选, 发挥二者优势。先以

单个猎物对诱饵亚库筛选, 然后把阳性克隆对应的

猎物再同其作用的诱饵亚库的诱饵一对一作用以筛

选阳性克隆。Stelzl U等[13]对胎脑蛋白相互作用研究

采用此法。优点相当于验证一次表型, 同时不需测序, 
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减少了工作量、耗材和费用[16]。 

5  大规模酵母双杂交技术的局限性 
酵母双杂交筛系统虽因其优点而广泛用于研究

蛋白质相互作用, 但也有其自身固有的缺点, 如实

验设计、结果处理和分析时都要考虑的假阳性和假

阴性问题。 

5.1  假阴性产生的原因 

(1) 有些蛋白由于细胞定位特性可致假阴性结

果, 如细胞内定位不在细胞核的蛋白, 尤其定位细

胞膜和通过分泌泡分泌到细胞外的蛋白, 难以检测。 
(2) 蛋白未能正确修饰和折叠。融合表达可能会

影响蛋白修饰和折叠, 尤其在酵母双杂交系统中研

究异源蛋白相互作用时, 蛋白不一定能正确修饰和

折叠。另外, 还可能水解异源蛋白。 
(3) 有的蛋白对酵母菌株有毒性或抑制菌株生

长。 

5.2  假阳性产生的原因  

(1) DBD-X 有自激活作用。 
(2) 有一些AD-Y融合蛋白中的Y可能结合DBD

或启动子或启动子附近序列或蛋白并能激活转录。 
(3) DBD-X 和 AD-Y不是通过 DBD-X—Y-AD直

接激活转录, 而是通过第 3 种蛋白或多蛋白的复合

体把 X、Y 募集到一起, 激活转录。 
(4) 非特异 DBD-X—Y-AD 相互作用, 因为有的

蛋白表面具有成簇的疏水氨基酸或其他可引起 X、Y
非特异作用的结构。 

(5) 有的蛋白不激活转录 , 但可以改变酵母生

长活性、通透性、生长速率来使 LacZ 检测呈现阳性。 
(6) 酵母菌株的一些适应性改变可导致无相互

作用的菌株在营养缺陷选择培养基上生长。 
大规模酵母双杂交筛选蛋白相质互作用同样存

在假阳性和假阴性问题, 甚至更严重和复杂。在Uetz 
P等[8]研究酵母蛋白质相互作用图谱的实验中, 高通

量阵列筛选法(大规模)所得的 817个相互作用只有 12
个是一对一阵列(相对小规模)筛选的相互作用, 说明

大规模筛选会增加假阴性。假阴性率可评估, 一般选

择明确有相互作用的蛋白做诱饵和猎物来通过该系

统筛选确定。上述的两组酵母大规模筛选, 高达 90%
的已知蛋白相互作用未能检测到。Li S等[11]的线虫大

规模筛选数据, 对已知蛋白相互作用的覆盖度也只

约 10%。假阳性同样会随筛选规模的增大而增加, 尤
其文库筛选法中, 随机产生的cDNA片段转入DBD载

体后, 作自激活检测, 结果有高达 10%的有自激活作

用, 文库筛选法还有可能筛选到实际中无相互作用

甚至无生物学意义的肽段。一般, 假阳性率难以评估, 
现在主要是通过随机选取酵母双杂交筛到的部分相

互作用, 作另一亲和纯化方法验证来评估。 
另外, 大规模酵母双杂交筛选蛋白质相互作用

还存在结果重复性低的问题。Uetz P等[8]对酵母基因

组ORF相互作用大规模筛选得相互作用 692 对, Ito T
等大规模筛选得 841 对, 但两个实验共有的相互作

用仅为 141 对, 一致性不高。两篇大规模研究人蛋白

相互作用结果的一致性更低, 共有的相互作用只有

25 对。 

6  结  语 
酵母双杂交技术因具有操作相对简单, 不需提

纯蛋白, 属于体内实验等优点, 被广泛地用于蛋白

质相互作用研究, 迄今为止, 是用于大规模研究蛋

白质相互作用最多的方法。虽然, 酵母双杂交实现了

大规模筛选, 有了自动工作站, 但整个流程自动化

程度还不高, 还需要大量的人力辅助, 因此, 探索和

改进大规模酵母双杂交自动化筛选过程的研究仍在

进行[16,17]。另外, 酵母双杂交技术大规模筛选的结果

存在假阴性和假阳性高及重复性低的问题。为此, 人
们从实验规程到系统改进和结果处理等多方面考虑

过: 如诱饵需经自激活检验来决定, 无自激活的才

可作为诱饵筛库; 发展了一些新的酵母双杂交系统, 
如分离泛素系统、SOS招募系统等; 选取酵母双杂交

筛选所得的部分相互作用作亲和纯化验证以评估所

所得全部互作用的可靠性; 收集已有的蛋白相互作

用来验证结果。但这些只一定程度解决了问题, 所以, 
有条件的话应同时开展其他方法的大规模蛋白相互

作用研究或验证, 如大规模CO-IP、TAP、共定位实

验、哺乳动物双杂交系统实验, 这样, 有利于验证和

拓展相互作用结果而构建规模更大可信度更高的相

互作用网络图, 最终使我们更好地了解细胞复杂分

子系统的联系特征和工作机制。 
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