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研究背景 

1、依赖于酪氨酸残基磷酸化的信号转导网络，
在细胞信号转导网络中占有举足轻重的地位，
对其研究有着深刻的意义。 

 

 

2、高通量酵母双杂交技术的出现，为实现大
规模的蛋白互作验证，提供了基础。 
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酵母双杂交操作的实现 

原理介绍 

系统性能验证 

bait 选取 

相应载体的构建 

高通量的阵列酵母双杂交操作 

结果重复性对比验
证 



酵母双杂交技术原理 



本实验分子互作模型 



系统功能验证 

IRS1(insulin receptor substrate 1)，也称IRS-1，是胰岛素受体
(insulin receptor)激酶的主要底物。IRS1含有多个酪氨酸磷酸化
位点，这些位点磷酸化后可以结合含有SH2结构域的蛋白，如
PI3-K和GRB2等，从而介导胰岛素诱导的代谢和促生长信号 

FYN：Tyrosine-protein kinase Fyn 

PIK3R3(PI3K, regulatory subunit 3) 

pan-pY 4G10 antibody:检测酪氨酸残基磷酸化的抗体。可检测
酪氨酸激酶表达量。 



系统功能验证-激酶活性 



bait 的选取-192bait 

(The results obtained with the IRS1 and 
PID families of PTB domain-containing 
proteins are presented aside as insets.) 

Due to structural differences, PTB domains are 

divided into three groups represented by 

phosphotyrosine-dependent IRS-like, 

phosphotyrosine-dependent Shc-like, and 

phosphotyrosine- independent Dab-like PTBs. 

The last two PTBs have been named as 

phosphotyrosine interaction domain (PID or PI 

domain). PID domain has an average length of 

about 160 amino acids 
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Y2H验证的bait-kinase对应关系 



蛋白互作网络 



luciferase-免疫共沉淀实验 

重复率
50% 



TSPAN2 with PI3K、
GRB2 

 



1、主要结论或创新点 

本文基于高通量Y2H技术对酪氨酸激酶介导蛋白信号互作网络进行了

初步的探索。创新点：高通量酵母双杂交技术对细胞信号转导网络进
行分析，为构建细胞系统及各种大分子之间的作用及相互作用机制的
建立提供了重要的方向和依据。 

2、个人启发 

一、试验设计的严密性； 

二、从新技术（高通Y2H）的应用,对实现系统性的分析蛋白互作关系

提供了可能可以看出：对生命科学研究的推进，技术的革新和进步是
关键的手段，一个合格的科学家不仅需要具有高标准的理论知识基础，
更要关注一些科学研究的新方法手段。 

3、此研究的改进点 

一、该实验数据的可靠性，被酵母双杂交的局限性所限制，对实现单
方向的系统生物模型的三维模型（空间网络）、四维模型（引入时间
坐标）的构建缺乏可靠性、可行性。 

二、本实验基于网络的构建，从而给研究具体蛋白的互作机制提供了
有力的参考，但并未进一步实施，从而实现科研的应用价值。可对具
体的功能机制可以基于目前的分析，对感兴趣的互作蛋白信号进行深
入的功能揭示，产生具体的应用价值。 



Thanks for listening 


