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CrY2H-seq:一种大规模、多复用的深度覆盖互作网络绘制
试验方法 

CrY2H-seq:a massively multiplexed assay for deep-coverage interactome mapping 



• 酵母转录因子GAL4 

• N端DNA结合域（BD），
C端的转录激活域（AD） 

• 结合上游激活序列
（UAS），启动下游报
告基因表达 

• BD-X的融合蛋白称为
Bait，AD-Y的融合蛋白
称为Prey 

Y2H:酵母双杂交技术 

图片来源：百度百科 



自激活现象 
self-activating 

 

特点： 

    一般指TFs结合BD，激活下游报告基因 

    蛋白互作中的假阳性（false positive） 

    普通Y2H难剔除 



Cre-LoxP重组酶系统 

• 介导2个LoxP位点间的特异性重组 

• LoxP位点：2个13bp的反向重复序列和8bp中间序列组成 

• 特点： 

      两个 LoxP位点位于一条DNA链且方向相同，cre重组酶切除中
间序列 

      两个 LoxP位点位于一条DNA链但方向相反，cre重组酶介导中
间序列倒位 

      两个LoxP位点位于两条DNA链或染色体上，cre重组酶介导两条
链的DNA交换或染色体易位 



摘
要 



研究目的 

• 通过CrY2H-seq方法研究拟南芥转录因子的相互作用，并验证该
方法的可行性与先进性 



研究材料 

• 通过基因克隆构建的1956个拟南芥转录因子文库 

研究方法 

CrY2H-seq、HT-Y2H、wNAPPA等 



研究结果与分析 

构建了CrY2H-seq方法所需
菌株与质粒载体 



CrY2H-seq技术与目前多复用Y2H技术的区别比较 

 

• 第一：cr方法检测需要两个报告基因（GAL1：HIS3、cre）平行
激活； 

• 第二：cr利用互作蛋白编码序列自身形成胞内的DNA识别子。 





拟南芥转录因子ORF组的深度互作筛选 

• 将1956个拟南芥TFs载入到CrY2H-seq
流程，对最终的诱饵（BD）和猎物
（AD）库，分别包括1877和1933个
独特的酵母克隆进行了十组全面筛选。 

• 对每组筛选进行了质粒的多模板PCR
扩增后，我们随机修剪PCR产物至大
约300bp，生成标准的以Illumina为基
础的DNA序列文库 



AtTFIN-1互作反应 

• 评价样品灵敏度 

• 评价重复性 

• 评价实验灵敏度 

• CrY2H-seq比较高通量Y2H（HT-Y2H） 

• 评价AtTFIN-1相互作用的生物相关性 



AtTFNIN-1扩展的家族特异性互作模块 

• ‘优先’家族间及家族内的互作 
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该研究流程图 



讨论 

• 优点：独到的利用了Cre重组酶开发的系统，将AD与BD ORF融合
到同一载体，然后利用测序的手段检测融合因子，进一步检测互
作效应，减少了自激活的影响。 

• 启发：在解决相应问题过程中，可以多在理论上找到解决办法，
如：此研究在理论上用重组酶融合转录因子，减少自激活，构建
了拟南芥的转录因子互作文库。 

• 改进点：虽然此研究结果明确显示了自激活现象的减少，但缺乏
理论和具体数据的支持，并且该方法虽然巧妙，但在实际操作过
程中与普通Y2H同样操作繁琐，这是需要改进的地方。 



The End 谢谢！ 
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