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摘  要 : 解析蛋白质之间的相互作用，对理解调控和代谢等生物学过程具有重要意义。其中基于互补腺苷酸

环化酶功能的细菌双杂交系统是一种研究蛋白质之间相互作用的有效手段。本文在利用该系统时发现存在假阳

性高的缺陷。进一步报告基因活性分析表明产生假阳性的原因是不同克隆的生理状态影响了 LacZ 的输出，即

lacZ 启动子除了受 cAMP 信号分子的控制，还受到其他调控蛋白的直接或间接的调控。为了降低生理因素对

报告基因的影响，我们向该系统引入用多拷贝 lacZ 启动子控制的 gfp 报告基因。这不仅通过增加 lacZ 启动子

的数量，弱化了生理因素的影响；还实现了第二个报告基因 gfp 与 lacZ 同时报告蛋白质之间的相互作用情况，

提高了输出的准确性。系统的实验验证表明，我们改进的细菌双杂交系统的灵敏性确实得到大幅提高。 
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The modified bacterial two-hybrid system 
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Abstract:  Bacterial two-hybrid system is a newly developed method for studying protein-protein interactions. However, 
in our studies of the interaction of regulatory proteins in Streptomyces, it was found that the bacterial two-hybrid system is 
not sensitive enough by the blue-and-white selection on X-gal plate. To overcome this drawback, the reason of false 
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positive clone was firstly determined, which was the disturbance of other direct or indirect regulation on lacZ promoter. 
Then the disturbance was diluted by introducing multicopy lacZ promoter, which drive another reporter gene gfp. By such 
design, the sensitivity of the modified bacterial two-hybrid system was significantly inproved and the two different 
reporters also help to decrease the rate of the false positive clones. Further the evaluation of the modified bacterial 
two-hybrid system indicated that the sensitivity was significantly improved. 

Keywords:  bacterial two-hybrid system, sensitivity, protein-protein interactions, improvement 

基于腺苷酸环化酶的细菌双杂交系统利用

了百日咳博代杆菌 Bordetella pertussis中 cya基

因编码的钙调蛋白  (CaM) 依赖性腺苷酸环化

酶激活区可以分成 T18 和 T25 两个相对独立的

功能片段 [1]的特点，当这两种片段在大肠杆菌

BTH101 (cya–) 中作为两个独立的实体表达时，

它们不能彼此识别与作用，因此不能互补大肠

杆菌 BTH101 的 cya–缺陷型性状，表现为 β-半

乳糖苷酶活性很低，生长在涂有 X-gal的平板上

的菌落呈白色。若这两个功能区分别与一对可

相互作用的蛋白质融合表达，它们可形成有功

能的腺苷酸环化酶，互补大肠杆菌 BTH101 的

cya–缺陷型，使菌株的 β-半乳糖苷酶活性上升，

生长在涂有 X-gal 的平板上的菌落显蓝色[2-3]。

因此可以方便地应用该双杂交系统，通过蓝白

斑筛选来高效地鉴定蛋白质间的相互作用[4-7]。 

与酵母双杂交系统[8]相比，细菌双杂交系统

具有一些优点 [3]：大肠杆菌比酵母菌生长繁殖

快、转化效率高、遗传操作方便，可进行快速

高通量的研究[2]；适用范围广，可用于研究膜蛋

白的相互作用[9]等，细菌双杂交系统被广泛应用

于功能基因组学的研究[10]。但是，在使用过程

中我们发现，细菌双杂交系统和酵母双杂交系

统都具有检测灵敏度不高，从而导致假阳性和

假阴性高发的缺陷。因此，提高细菌双杂交系

统的检测灵敏度，有助于该方法更广泛地应用

于研究细菌的蛋白质间的相互作用。 

链霉菌能够产生丰富的次级代谢产物[11]，

目前临床上应用的抗生素约 2/3由该属产生，因

此链霉菌被称为药物合成的天然工厂[12]。对链

霉菌的基础及应用研究目前已深入展开，相对

于其他原核生物，链霉菌具有较大的基因组和较复

杂的调控系统 (约 8 M基因组，编码约 8 000多个

基因，以及多达 12%的基因编码调控蛋白)[13-18]。

近期研究表明，调控蛋白之间的相互作用形成的

异源二聚体在调控过程中发挥着重要作用[19]。因

此，研究链霉菌体内相互作用的蛋白显得尤为

重要。我们希望采用基于腺苷酸环化酶的细菌

双杂交技术来筛选链霉菌已知靶蛋白的调控蛋

白，但是在研究过程中发现此方法的检测灵敏

度较低，假阳性高发。为了使细菌双杂交系统

能够更精确地用于筛找相互作用的蛋白质，本

文以探究该细菌双杂交系统灵敏度低的原因为

切入点，进而根据具体原因采取相应策略，改

进了此细菌双杂交系统的灵敏度，为研究链霉

菌及其他细菌蛋白质之间的相互作用提供更好

的方法支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌种与质粒 

大肠杆菌 Escherichia coli JM109，E. coli 
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BTH101 (cya–)[3]菌株和质粒 pIJ8660[20]为本实

验室保存；质粒 pKT25linker、pUT18Clinker、

pT25-zip 和 pT18-zip 由法国国家科学研究院

Emmanuelle Bouveret惠赠[3]；质粒 pKT25-scbR、

pTW1、pTW2、pTW1-1、pTW1-2、pTW1-3、

pTW1-4、pTW1-5和 pTW1-6为本实验室构建。 

1.1.2  试剂和酶 

本研究所用 Phusion DNA 聚合酶，KOD 

plus DNA聚合酶，2×Taq mix和 Taq DNA 连接

酶均购自 Biolink；dNTPs 购自 TaKaRa 公司；

高纯质粒小量快速提取试剂盒和胶回收试剂盒

购自北京博迈德生物技术有限公司；引物在上

海英骏生物技术有限公司合成。 

1.1.3  主要仪器 

超 低 温 冰 箱  (DW-86L626) ， 酶 标 仪 

(Synergy H4 Hybrid Reader)，台式离心机 

(Sorvall legend RT+ centrifuge)，PCR仪 (DNA 

Engine Peltier Thermo Cycler)。 

1.1.4  引物 

本研究所用引物见表 1。 

1.2  方法 
1.2.1  质粒的构建 

构建质粒 pKT25-scbR：以天蓝色链霉菌 

Streptomyces coelicolor 基因组为模板，用表 1

中的引物 pKT25-scbR-F/R扩增基因 scbR片段，

以质粒 pT25zip 为模板，用表 1 中 pKT-F/R 引

物扩增 pKT25 骨架片段，扩增出的基因片段经

过琼脂糖凝胶电泳分析后，用胶回收试剂盒回

收 DNA片段，两个片段 Gibson组装连接[21]。 

构建质粒 pTW1：分别以质粒 pT25-zip 和

pT18-zip 为模板，用表 1 中引物 pTW1-18-F/R

和 pTW1-F/R扩增基因片段 T18，以及 pTW1-25

骨架，两个片段 Gibson组装连接[21]。 

构建质粒 pTW2：以 pIJ8660为模板，用表 1

中引物 pTW2-gfp-F/R扩增 gfp片段，以 E. coli 

BTH101 为模板用表 1 中引物 pLac-F/R 扩增

LacZ启动子序列，同时以 pUT18Clinker为模板，

用引物 pTW2-F/R扩增 pTW2骨架，3个扩增片

段用 Gibson法组装成质粒[21]。 

构 建 质 粒 pTW1-1 ： 用 表 1 中 引 物

pTW1-1-18-F/R 和 pTW1-1-F/R，分别以质粒

pT18-zip和 pT25-zip为模板进行 PCR反应，将

产物用 Gibson体系组装[21]。 

构建质粒 pTW1-2：以 pT18-zip 为模板，

pTW1-2-18-F/R 为引物，PCR 扩增出 T18 基因

序列，以 pT25-zip质粒为模板，用 pTW1-2-F/R

引物扩增 pTW1-2 质粒骨架，Gibson 组装构建

质粒[21]。 

构建质粒 pTW1-3：以质粒 pKT25-scbR 为

模板，用表 1中引物 pTW1-3ScbR-F/R进行 PCR

扩增，得 ScbR基因片段，以质粒 pTW1-2为模

板，用表 1中 pTW1-3-F/R引物进行 PCR，得到

pTW2-3骨架片段，Gibson连接两个片段[21]。 

构建质粒 pTW1-4；以天蓝色链霉菌基因组

为模板，分别以表 1 中 pTW1-4bldM-F/R 和

pTW1-4whiI-F/R为引物扩增 DNA片段 bldM和

whiI，以 pT18-zip 质粒为模板，引物用表 1 中

的 pTW1-4-18-F/R，扩增 T18 片段；以质粒

pTW1-1 为模板，以表 1中的 pTW1-4-F/R为引

物，扩增 pTW1-4 的线性 DNA 序列，将 4 个

DNA片段 Gibson组装[21]，构建质粒。 

构建质粒 pTW1-5：以天蓝色链霉菌基因组

为模板，以表 1中 pTW1-5bldm-F/R为引物扩增

DNA片段 bldM，以质粒 pTW1-3为模板，用表 1

中引物 pTW1-5-F/R，扩增 pTW1-5 线性片段，

两片段 Gibson组装构建环状质粒[21]。 
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表 1  本研究所用引物 
Table 1   Primers used in this study 

Primer name Primer sequence (5ʹ–3ʹ) 
pKT25-scbR-F AGGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCTATGGCCAAGCAGGACCGGGCGATC 
pKT25-scbR-R ACGGCCAGTGAATTCTTACTTACTTAGGTACCCCTCAGTCCTTCCCGGTCGGTG 
pKT-F TCGCGGCCGAACTGGCACCGACCGGGAAGGACTGAGGGGTACCTAAGTAAGTAAG 
pKT-R TGCCGCGTGCGGATCGCCCGGTCCTGCTTGGCCATAGGTACCCGGGGATCCTCTAG 
pTW1-18-F AGGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCTTTTACACTTTATGCTTCCGGCTC 
pTW2-18-R ACGGCCAGTGAATTCTTACTTACTTAGGTACCCCCGGGGATCCTCTAGAGTCGAC 
pTW1-F ACGCCACTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGGGTACCTAAGTAAGTAAG 
pTW1-R ACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAAGGTACCCGGGGATCCTCTAGAG 
Gfp-F AGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAACTATCATTTGTACAGTTCATCC 
Gfp-R  TCGCTCACATTTAATGTTGATGAAAGCTGGCTATGATAATTCTAAGTAGCTGAC 
pLac-F   TCCTCATCCTGTCTCTTGTCAGCTACTTAGAATTATCATAGCCAGCTTTCATCAAC 
pLac-R   ACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCTCGGTAGTGGGATACGAC 
pTW2-F   AGCTGTCTTCGGTATCGTCGTATCCCACTACCGAGCGAGCGGTATCAGCTCACTC 
pTW2-R   TCACGCATGGTATGGATGAACTGTACAAATGATAGTTAAGCCAGCCCCGACAC 
pTW1-1-18-F AGTTGCGCGCCTGAAAAAACTGGTGGGTGAACGTTTTACACTTTATGCTTCCGGCTC 
pTW1-1-18-R ACGACGGCCAGTGAATTCTTACTTACTTAGGTACCCCGAATTCCCACGTTCACCCA 
pTW1-1-F TGAAAAAACTGGTGGGTGAACGTGGGAATTCGGGGTACCTAAGTAAGTAAG 
pTW1-1-R ACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAACGTTCACCCACCAGTTTTTTC 
pTW1-2-18-F AGTTGCGCGCCTGAAAAAACTGGTGGGTGAACGTTTTACACTTTATGCTTCCGGCTC 
pTW1-2-18-R ACGGCCAGTGAATTCTTACTTACTTAGGTACCCCCGGGGATCCTCTAGAGTCGAC 
pTW1-2-F TGGAACGCCACTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGGGTACCTAAGTAAGTAAG
pTW1-2-R ACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAACGTTCACCCACCAGTTTTTTC 
pTW1-3ScbR-F TGCAGGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCTATGGCCAAGCAGGACCG 
pTW1-3ScbR-R ACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAATCAGTCCTTCCCGGTCGGTG 
pTW1-3-F TCGCGGCCGAACTGGCACCGACCGGGAAGGACTGATTTACACTTTATGCTTCC 
pTW1-3-R TCTGCCGCGTGCGGATCGCCCGGTCCTGCTTGGCCATAGGTACCCGGGGATCCTCTAG
pTW1-5bldm-F TGCAGGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCTGTGTCCGTTCTCCTCGAGCAG 
pTW1-5bldm-R ACGGCCAGTGAATTCTTACTTACTTAGGTACCCCTCAGTGGATGATGCCCGTG 
pTW1-5-F TCGCGGTGGCCCTGCGCACGGGCATCATCCACTGAGGGGTACCTAAGTAAGTAAG 
pTW1-5-R AGGCTTGCAGGCTGCTCGAGGAGAACGGACACAGGTACCCGGGGATCCTCTAG 
pTW1-6whiI-F CTGCAGGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCTGTGGCAGCACCGCAGAACTAC 
pTW1-6whiI-R ACGGCCAGTGAATTCTTACTTACTTAGGTACCCCTCACTTCAGGAAGTCCGGCAC 
pTW1-6-F AGGAACTGGACGTGCCGGACTTCCTGAAGTGAGGGGTACCTAAGTAAGTAAG 
pTW1-6-R TGATGACTGCGAGGTAGTTCTGCGGTGCTGCCACAGGTACCCGGGGATCCTCTAG 
pTW1-4bldM-F TGCAGGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCTGTGTCCGTTCTCCTCGAGCAG 
pTW1-4bldM-R AGTGAATTCTTACTTACTTAGGTACCCCTCAGTGGATGATGCCCGTGCGCAG 
pTW1-4whiI-F AACGCCACTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGTGGCAGCACCGCAGAACTAC 
pTW1-4whiI-R TGAGAGTGCACCATATTACTTAGTTATATCGATTCACTTCAGGAAGTCCGGCAC 
pTW1-4-F TCGCGGTGGCCCTGCGCACGGGCATCATCCACTGAGGGGTACCTAAGTAAGTAAG 
pTW1-4-R ACTGCGAGGTAGTTCTGCGGTGCTGCCACCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTG 
pTW1-4-18-F TCGCGGTGGCCCTGCGCACGGGCATCATCCACTGAGGGGTACCTAAGTAAGTAAG 
pTW1-4-18-R TGATGACTGCGAGGTAGTTCTGCGGTGCTGCCACCGGGGATCCTCTAGAGTCGAC 
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构建质粒 pTW1-6：以天蓝色链霉菌基因组

为模板，以表 1中 pTW1-6whiI-F/R为引物扩增

DNA片段 whiI，以质粒 pTW1-3为模板，用表 1

中引物 pTW1-6-F/R，扩增 pTW1-6 线性片段，

两片段 Gibson组装构建环状质粒[21]。上述质粒

的具体构建方法参考文献[22]。 

1.2.2  细菌双杂交系统假阳性评价方法 

将天蓝色链霉菌中的重要调控蛋白 ScbR的

编码基因与细菌双杂交系统中的 T25 片段融合

构建成质粒 pKT25-ScbR，转化质粒 pKT25-ScbR

与质粒 pUT18Clinker 入 BTH101 菌中 (实验组

同时作为阴性对照 )，并设置阳性对照  (质粒

pT25-zip 和 pT18-zip 同时转化入 BTH101)、阴

性对照 1 (pKT25linker和 pUT18Clinker质粒同

时转化入 BTH101) 和阴性对照 2 (质粒 pT25-zip

和 pUT18Clinker同时转化入 BTH101)，经过转

化获得外源质粒的菌被涂布于含有合适抗生素

的 LB平板上 (含 0.5 mmol/L IPTG和 40 μg/mL 

X-gal)，30 ℃培养 48 h 后，观察 LB-X-gal平板

上菌落的显色反应。 

1.2.3  细菌双杂交系统酶活检测方法 

β-半乳糖苷酶酶活测定方法参考 Battesti等

的方法[3]。 

1.2.4  细菌双杂交系统的改进策略 

将构建的质粒 pTW1-2 和 pWT2 同时转入

E. coli BTH101菌中，作为阴性对照 1，阴性对

照 2为含有外源质粒 pTW1-3和 pWT2的 E. coli 

BTH101菌，获得质粒 pTW1-1和 pTW2的 E. coli 

BTH101菌作为阳性对照组，通过和假阳性评价

方法中一样的操作步骤，观察各个 LB-X-gal平

板上菌落的显色情况，并分析 β-半乳糖苷酶的

活性，同时，从每个平板上挑取单菌落接入液

体 LB培养基中培养 24 h，再从每种培养液中取

出 200 μL (共取 4次) 置于 96微孔板中，用酶

标仪 (激发光为 488 nm，发射光为 529 nm) 检

测蛋白 GFP的荧光值[23]。 

1.2.5  改进的细菌双杂交系统的验证方法 

用天蓝色链霉菌蛋白 BldM或 WhiI的编码

基因分别与 T18 和 T25 融合构建质粒 pTW1-5

或 pTW1-6，把基因 bldM和 whiI共同插入 pTW1

质粒与 T25 和 T18 融合构建 pTW1-4 质粒，然

后将质粒 pTW1、pTW1-4、pTW1-5、pTW1-6

分别与质粒 pTW2 共同转化入 E. coli BTH101 

(其中共同转入质粒 pTW2 和 pTW1-4 的一组为

阳性对照，其余组合为阴性对照)，按照与上步

方法一样的操作，观察 LB-X-gal平板上菌落的

显色情况，分析酶活，同时用酶标仪检测报告

基因 gfp的荧光值。 

2  结果与分析 

2.1  细菌双杂交系统的灵敏度分析 
在基于腺苷酸环化酶的细菌双杂交系统

中，质粒 pKT25linker 和 pUT18Clinker 分别含

有腺苷酸环化酶激活区的 T25 和 T18 两个相对

独立的功能片段；质粒 pT25-zip和 pT18-zip含有

能相互作用的 zip基序 (Leucine zipper motif)[24]，

用于表达融合蛋白 T25-zip 和 T18-zip。通过两

个 zip之间的互作，可以重建腺苷酸环化酶的活

性 [3]。为了筛找能与天蓝色链霉菌调控蛋白

ScbR 互 作 的 调 控 蛋 白 ， 我 们 构 建 质 粒

pKT25-ScbR，希望通过该细菌双杂交技术筛选

与其相互作用的蛋白。 

首先对该细菌双杂交系统的灵敏性进行评

鉴，结果表明，阳性对照 E.  co l i  BTH101 

(pT25-zip+pT18-zip) 的菌落能够在 X-gal 平板

上显蓝色 (图 1A)，阴性对照 E. coli BTH101  
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图 1  蓝白斑评价细菌双杂交系统的灵敏性 
Fig. 1  The phenotype of different clones. (A) The phenotype of E. coli BTH101 (pT25-zip+pT18-zip). (B) The 
phenotype of E. coli BTH101 (pKT25linker+pUT18Clinker). (C) The phenotype of E. coli BTH101 (pKT25-scbR+ 
pUT18Clinker). (D) The phenotype of E. coli BTH101 (pT25-zip + pUT18Clinker). The transformants were spreaded 
on plates with 0.5 mmol/L IPTG and 40 µg/mL X-gal.  
 
(pKT25linker+pUT18Clinker) 的菌落在 X-gal平

板上没有显蓝色 (图 1B)；然而随着培养时间的

延长，阴性对照 1的克隆也会逐渐显蓝色 (结果

未展示)。而另外两组阴性对照 E. coli BTH101 

(pKT25-scbR+pUT18Clinker) 和 E. coli BTH101 

(pT25-zip+pUT18Clinker) 在 X-gal 平板上有部

分克隆却显示为蓝色 (图 1C 和 1D)，这些结果

表明该细菌双杂交系统的 LacZ 报告输出不灵

敏，单纯的靠显色反应分辨阳性克隆存在一定

的假阳性。 

2.2  LacZ 酶活分析 
为了分析该细菌双杂交系统依靠蓝白斑显

色反应鉴定阳性克隆不灵敏的原因，随机挑取以

上克隆，进一步对 LacZ活性进行定量分析，结果

表明阴性对照 E. coli BTH101 (pKT25-scbR+ 

pUT18Clinker) 和阴性对照 E. coli BTH101 

(pT25-zip+pUT18Clinker) 不同的克隆之间有较

大的酶活差异，而阳性对照 E. coli BTH101 

(pT25-z ip+pT18-z ip )  和阴性对照 E.  co l i 

BTH101 (pKT25linker+pUT18Clinker) 的酶活

相对比较稳定 (图 2)。这表明该细菌双杂交系

统灵敏度低的原因确实是由于不同克隆间 LacZ

酶活有较大差异造成的。阳性克隆中，lacZ 基

因的表达响应的是腺苷酸环化酶产生的 cAMP

信号，而在假阳性克隆中，由于存在非特异性

相互作用，存在 cAMP 和除 cAMP 信号之外的 
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图 2  细菌双杂交系统 LacZ 输出的灵敏性分析 
Fig. 2  The sensitivity of LacZ assay of bacterial 
two-hybrid system. The box-plot indicates the range of 
LacZ activities of random picked clones from selection 
plates. Box and Whisker plots provide a simple 
description of a distribution of values by depicting the 
25 th and the 75 th percentile values as the bottom and 
top of a box, respectively. The median is depicted as a 
line across the box. The values are x s± from three 
independent experiments. 
 
其他生理因素对 lacZ 表达的影响，如在该系统

中，除了 cAMP和激活蛋白 CAP结合后激活了

lacZ 基因的启动子[3]，lacZ 启动子还受到 LacI

等其他调控蛋白的直接或间接调控，所以不同

克隆的生理状态也可能会影响 lacZ的表达。 

2.3  细菌双杂交系统的改进 
在该细菌双杂交系统中，蛋白质之间相互

作用产生的 cAMP信号为控制 LacZ输出的主效

信号，而其他的生理因素为非主效信号。因此

为了提高该系统的灵敏度，应该降低本底 cAMP

信号 (非特异性相互作用产生 cAMP 信号) 和

非主效的生理因素对该系统的影响。我们通过

增加 lacZ启动子的数量来缓冲本底 cAMP信号

和非主效的生理因素的影响，同时，为了提高

双杂交系统的报告基因输出的灵敏性，降低假

阳性发生的概率，采用了第二个报告基因 gfp。

改进后的双杂交系统，含有用 lacZ 启动子控制

的 gfp 报告基因的低拷贝质粒 pWT2 (图 3A)，

因此该系统兼具蓝白斑高效筛选和 GFP 高效定

量的双重优势。 

实验结果表明，阴性对照 E. coli BTH101 

(pTW1-2+pWT2) 和 E. coli BTH101 (pTW1-3+ 

pWT2) 的检测结果都明显低于阳性对照 E. coli 

BTH101 (pTW1-1+pWT2) (图 3B和 3C)。同时，

GFP作为报告输出的灵敏性明显好于 LacZ。这

可能是因为 gfp在游离质粒上拥有多个拷贝，测

得的 GFP结果为多个 lacZ启动子的综合效应，

显著抵消了非特异信号和生理扰动；而 lacZ 只

在基因组上存在一个拷贝，所以报告输出的结

果的相对差异略大于 GFP。总之，无论用 LacZ

活性分析还是 GFP 荧光强度分析，改进的细菌

双杂交系统的灵敏性确实得到了明显的改善。 

2.4  改进的细菌双杂交系统的验证   
Mark J. Buttner 课题组最近报道天蓝色链

霉菌的 BldM和WhiI蛋白之间存在相互作用[19]。

为了验证改进的双杂交系统的灵敏性，分别将

BldM 或 WhiI 与 T25 融合构建质粒 pTW1-5 或

pTW1-6 (图 3A)，以及把 BldM、WhiI分别插入

pTW1 质粒，与 T25 和 T18 融合构建 pTW1-4

质粒 (图 3A)。然后测试双杂交系统对它们的响

应，结果如图 4 所示，表明改进后的双杂交系

统测试的 BldM和 WhiI相互作用的结果与结果

3 中 Zip 相互作用的结果相似：无论 GFP 还是

LacZ 输出的阳性结果都显著高于各个阴性对

照。因此，改进后的细菌双杂交系统具有更灵

敏的报告输出，能够明显降低假阳性的发生。 
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图 3  改进的细菌双杂交系统 
Fig. 3  The improved bacterial two-hybrid system. (A) The plasmids of the improved bacterial two-hybrid system. 
(B) The evaluation of the GFP output of the improved bacterial two-hybrid system. (C) The evaluation of the LacZ 
output the improved bacterial two-hybrid system. The values are x s± from three independent experiments. 
 

 
 

图 4  改进的细菌双杂交系统的验证 
Fig. 4  The verification assays of the GFP and LacZ output of the improved bacterial two-hybrid system. Green 
fluorescence and LacZ activity of different strains was measured after incubation in LB medium for 24 h. The values 
are x s± from three independent experiments. 
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3  讨论 

蛋白质之间的相互作用具有重要的生物学

意义，基于腺苷酸环化酶功能互补的细菌双杂

交系统在鉴定原核生物蛋白之间相互作用中具

有无可比拟的优势[25]。但是也存在灵敏度不高

等问题[26]。本工作中，发现该系统灵敏度不高

的原因是本底 cAMP 信号及其他内源调控系统

对 lacZ 启动子的扰动造成的。针对这一发现，

本工作创造性地采用了增加 lacZ 启动子的拷贝

数来缓冲这些内源生理扰动的策略，并收到良

好的效果；同时为了更精确地检测细菌双杂交

系统的报告输出，本工作采用了 gfp 和 lacZ 双

报告基因的策略，LacZ 可以在平板上定性地高

效筛选，GFP 可以在液体培养中精确定量，同

时检测两个不同的报告输出将大大降低假阳性

的发生。 

测试改进的细菌双杂交系统时发现，GFP

输出相对于 LacZ输出更为灵敏，这可能是由于

gfp在质粒上，表现出多拷贝的累加效应，在一

定程度上缓冲了本底 cAMP 信号和其他非主效

生理因素的影响。另外，在利用改进的细菌双

杂交系统时，首先初步用蓝白斑定性筛选，然

后用 GFP 强度进行精确定量分析，将会收到更

为理想的效果。总之，本研究改进的细菌双杂交

系统的灵敏性得到了显著提高，有助于利用其更

精确地研究原核生物蛋白质之间的相互作用。 
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