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摘 要：采用 TRIzol 法提取绵羊卵巢组织总 RNA，运用 RT–PCR 技术扩增绵羊微管解聚蛋白基因(STMN1)的编

码区序列；通过同源重组技术构建重组诱饵表达载体 pGBKT7–STMN1，鉴定该诱饵蛋白在酵母双杂交系统中的

自激活活性、细胞毒性和表达情况；利用诱饵质粒 pGBKT7–STMN1 从绵羊卵巢组织细胞的酵母双杂交 cDNA 文

库筛选互作的宿主蛋白。结果显示：成功构建重组诱饵质粒 pGBKT7–STMN1，并对酵母细胞无自激活活性和细

胞毒性作用，且能在酵母细胞中正常表达；筛选获得 12 个与 STMN1 相互作用的克隆，经测序比对分析和点对点

验证，得到 CREB 和 FOXM1 共 2 个互作的宿主蛋白，这 2 个蛋白可能参与调控细胞的增殖、周期、凋亡等过程。 
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Abstract: The total RNA was extracted from sheep ovarian tissue by TRIzol method, and the coding region sequence of 
STMN1 gene was amplified by RT-PCR. The recombinant bait expression vector pGBKT7-STMN1 was constructed by 
homologous recombination technology, and the self-activation activity, cytotoxicity and expression of the bait protein in 
yeast two-hybrid system were determined. Screening of the interacting host proteins was performed from the yeast 
two-hybrid cDNA library of sheep ovarian tissue cells with the bait plasmid pGBKT7-STMN1. The results showed that 
the plasmid pGBKT7-STMN1 was successfully constructed in the study, and had no self-activation activity and 
cytotoxicity to yeast cells, and could be normally expressed in yeast cells. Totally, 12 clones interacting with STMN1 
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were screened out, and the sequencing analysis and point-to-point revealed the two interacting proteins, CREB and 
FOXM1, which may be involved in the regulation of cell proliferation, cycle and apoptosis. 

Keywords: sheep; stathmin(STMN1); bait plasmid; cDNA library; yeast two-hybrid; interacting protein 

 

中国农业部印发的《全国草食畜牧业规划

(2016—2020 年)》[1]和《全国节粮型畜牧业发展规

划(2011—2020 年)》明确提出，提高母羊繁殖力将

作为中国养羊业发展模式成功转型和可持续发展

的重大战略问题。发掘提高绵羊繁殖力及产羔性能

的相关基因并探究其作用机制，对于提高绵羊繁殖

力具有重要指导意义。 
微管解聚蛋白(STMN1)也称作 Stathmin1、p17、

p18、p19 或 op18，是一种普遍存在的胞质磷蛋白，

在蛋白的 C 端高度保守且具有 Stathmin 样结构域，

含有 4 个外显子区，编码 149 个氨基酸，相对分子

质量为 1.9×104，该蛋白能促进微管的形成和微管解

聚活性，是近年来研究较多的蛋白之一[2–3]。SOBEL

等[4]发现，STMN1 是调控细胞增殖的主要调节因子，

通过与细胞内多种蛋白质相互作用，可调控细胞周

期、分化、凋亡和细胞内信号转导等细胞生命过程[5]。

DOU 等 [6]研究发现，在小鼠卵巢颗粒细胞中，

STMN1 通过调控 STAR 基因的上调表达来促进孕激

素的产生。LI 等[7]研究显示，microRNA–193b 通过

靶向 STMN1 调控人卵巢癌细胞生长，还发现

STMN1 是 miRNA–193b 的直接靶点，miRNA–193b
的上调显著降低了卵巢癌细胞中 STMN1 的表达，且

在人卵巢癌中起到了抑制细胞增殖、诱导细胞凋亡

的抑癌作用。CASADEI 等 [8]研究发现，过表达

STMN1 能够使 C2C12 细胞在分化早期促使细胞分

化。STMN1 可与 MAPK3、CDK1、AURKB 等多条

细胞内信号通路中的多种蛋白相互作用[9–11]。近年

来，在哺乳动物猪、牛、绵羊的研究中发现，STMN1
均可参与动物的生长发育过程[12]，具有重要调控作

用。但截至目前，对 STMN1 基因在绵羊繁殖功能中

的研究还不完善，在绵羊繁殖调控及卵泡发育中的

作用研究尚少见报道。 
目前，用于研究蛋白之间的相互作用的方法主

要有以下几种：酵母双杂交体系[13–14]、免疫共沉淀、

噬菌体展示技术、Pull–down 技术、荧光共振能量

转移法等。酵母双杂交系统主要用于检测已知蛋白

之间的互作关系，也可筛选与已知蛋白相互作用的

未知蛋白，对深入研究蛋白的功能和解析其作用机

制有重要意义[15–17]。该技术高通量、高灵敏度，在

植物和动物互作蛋白研究中被广泛应用[18–19]。笔者

前期使用 Clontech 公司 Mate＆PlateTM 文库构建系

统构建了绵羊卵巢组织酵母双杂交 cDNA 文库[20]，

为后期筛选与绵羊卵泡发育相关的蛋白提供了试

验基础。 
本研究中，以绵羊 STMN1 为诱饵，采用酵母

双杂交技术，从前期构建的文库中筛选与诱饵质粒

互作的宿主靶蛋白，以期明确 STMN1 在绵羊卵泡

发育过程中的生物学功能及在蛋白互作中的作用，

为后续阐明 STMN1 在绵羊卵泡发育中的调控机制

提供依据。 

1 材料和方法 

1.1 供试样本和菌株 

大肠埃希菌 DH5α 感受态细胞、酵母表达载体

pGADT7 和 pGBKT7、酵母菌株 Y187 和 Y2HGold
均由郑州师范学院分子生物学实验室保存；绵羊卵

巢组织由河北省唐县屠宰场采集后运回河北农业

大学胚胎中心实验室保存。 

1.2 主要试剂 

SD/–Trp 液体/固体培养基、Aureobasidin A、

DDO/QDO 补充物、X–α–gal 均购自宝日医生物技术

有限公司；DNA Marker、LB 固体/液体培养基、

EasyPfu DNA 聚合酶、反转录试剂盒、酵母质粒提

取试剂盒和酵母感受态细胞(Y2HGold)均购自北京

全式金生物技术有限公司；卡那霉素、Green Taq Mix
聚合酶、同源重组试剂盒(ClonExpress®Ultra One 
Step Cloning)均购自南京诺唯赞生物科技股份有限

公司。 

1.3 引物设计 

依 据 NCBI 在 线 获 取 绵 羊 STMN1 基 因

(GenBank 登录号为 XM_015093679.2)的编码序列，

根据多克隆位点选择 EcoRⅠ和 BamHⅠ为酶切位

点，运用 Primer Premier 5.0 设计扩增 STMN1 基因
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编码区的上、下游扩增引物：pGBKT7–STMN1–PF，

5'–GCCATGGAGGCCGAATTCATGGCTTCTTCTG
ATATCC–3'(下划线部分为 EcoRⅠ的酶切位点)；

pGBKT7–STMN1–PR，5'–AGGTCGACGGATCCCC 
GGTTAGTCGGCTTCAGTCTCA–3'(下划线部分为

BamHⅠ的酶切位点)。引物由生工生物工程(上海)
股份有限公司合成。 

1.4 总 RNA 提取及反转录 

以经 TRIzol 法提取的绵羊卵巢组织细胞总

RNA 为模板，按照反转录试剂盒中的体系设置反应

组 分 (5 μL RNA ， 1 μL Anchored Oligo(dT)18 

Primer(0.5 μg/μL)，1 μL TransScript RT/RI Enzyme 
Mix，1 μL gDNA Remover，10 μL 2×TS Reaction 
Mix，2 μL RNase–free Water，共 20 μL)，进行 PCR
扩增。PCR 程序：42 ℃反应 15 min，85 ℃灭活 5 s，

失活后冰上孵育 2 min。cDNA 产物保存于–20 ℃，

备用。 

1.5 重组诱饵质粒 pGBKT7–STMN1 的构建及鉴定 

以反转录的 cDNA 为模板，扩增 STMN1 基因

的片段。反应体系(20 μL)：cDNA 模板 1 μL，

pGBKT7–STMN1–PF 和 pGBKT7–STMN1–PR 各 1 
μL，2.5 mmol/L dNTP 2 μL，5×Pfu Buffer 4 μL，Pfu
酶 1 μL，ddH2O 10 μL。反应条件：95 ℃预变性 5 
min；95 ℃变性 15 s，58 ℃退火 15 s，72 ℃延伸 30 
s，30 个循环；72 ℃延伸 10 min。吸取 2 μg 的

pGBKT7 载体，加入 BamHⅠ和 EcoRⅠ进行双酶切，

37 ℃酶切 2 h，1%琼脂糖凝胶电泳后进行胶回收；

按照同源重组试剂盒说明书，将回收片段和线性化

载体 pGBKT7 按照一定比例加入到无菌的 PCR 管

内，37 ℃连接 30 min，通过热激法(42 ℃，90 s)转
化至大肠埃希菌 DH5α 感受态细胞，涂板后 37 ℃
培养过夜。挑取单个菌落，用鉴定引物进行 PCR 菌

落鉴定并测序，运用 MegAlign 分析比对序列，挑

取序列正确的克隆提取质粒。 

1.6 pGBKT7–STMN1 诱饵质粒的自激活活性及

细胞毒性检测 

参照文献[17]的方法将 1.5 中测序正确的酵母

质 粒 转 化 至 Y2HGold 感 受 态 细 胞 中 ， 并 检 测

pGBKT7–STMN1 对 Y2HGold 报告基因的自激活活

性。同时，取 100 μL 重组诱饵 pGBKT7–STMN1

和空载体 pGBKT7 涂布于 SD/–Trp 营养缺陷型固体

培养基上，30 ℃培养箱静置培养 3~5 d 后，挑取单

菌落接种至 SD/–Trp(50 μg/mL Kan)液体培养基中，

于 30 ℃下 230 r/min 振荡培养 16、18、22、24 h 时，

用分光光度计测定其 OD600 nm 值，判断重组诱饵质

粒 pGBKT7–STMN1 对 Y2HGold 酵母细胞有无毒

性作用。 

1.7 STMN1 诱饵蛋白检测 

参照文献[17]的方法检测 STMN1 诱饵蛋白。

其中，选择 anti–c–Myc 鼠单克隆抗体(1∶4000)为
一抗进行孵育。 

1.8 STMN1 互作蛋白的筛选 

挑取单菌落接种至 50 mL SD/–Trp 液体培养基

中，于 30 ℃下 230 r/min 振荡培养 20 h 后收集菌体，

加入 5 mL SD/Trp 液体培养基重悬菌体；取–80 ℃
保存的已构建的绵羊卵巢组织酵母双杂交 cDNA 文

库菌株 1 mL，将两者混合加入灭菌的 2 L 培养瓶，

加入 2×YPDA 液体培养基 45 mL，于 30 ℃下 50 
r/min 振荡培养 20 h 进行杂交，镜检是否出现接合

子；然后加入 0.5×YPDA 液体培养基收集菌体，将

培养物涂于 DDO/X/A(二缺)培养基上，于 30 ℃下

培养 3~5 d 后，挑取培养板上的蓝色克隆划线至

QDO/X/A(四缺)固体培养基上，再于 30 ℃下培养

3~5 d。 

1.9 阳性克隆的筛选 

按照酵母质粒提取试剂盒说明书提取 1.8 中

QDO/X/A(四缺)固体培养基上显蓝色的酵母菌质

粒，测定浓度后进行标记。以 1 μL 质粒为模板，进

行 PCR 扩增，PCR 扩增体系与程序同 1.4，其中上、

下游引物用 pGADT7 通用引物。1%琼脂糖凝胶

DNA 电泳检测 PCR 扩增产物后送测序；根据测序

结果，利用 NCBI 在线网站与绵羊基因组数据库比

对分析。 

1.10 STMN1 与筛选宿主蛋白的一对一互作验证 

挑选含正确开放阅读框的编码序列，采用分子克

隆技术构建至 pGADT7 载体，将 1.9 中提取的酵母质

粒与 pGBKT7–STMN1 诱饵质粒共转化至 Y2HGold
感受态细胞，同时以 pGBKT7 空质粒作为对照，转化、

稀释后涂布于 QDO/X/A(四缺)固体培养基上，于 30 
℃下培养 3~5 d，观察酵母菌生长情况。 
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2 结果与分析 

2.1 诱饵质粒 pGBKT7–STMN1 的构建及鉴定结果 

以 cDNA 为模板，PCR 扩增后采用 1%琼脂糖

凝胶电泳检测，结果显示，在预期片段大小(487 bp)
处有一特异性条带(图 1)。连接转化后挑取的 6 个单

菌落进行 PCR 鉴定后显示，6 个克隆 PCR 扩增条

带一致(图 2)。测序比对分析显示，扩增的 STMN1 

 
M Trans2K Plus DNA Marker；1 STMN1 片段。 

图1 绵羊STMN1基因的PCR扩增产物 
Fig.1 PCR amplification products of sheep STMN1 gene   

 
M Trans2K Plus DNA Marker；1~6 pGBKT7–STMN1 单克隆。 

图2 pGBKT7–STMN1克隆转化DH5α的菌落PCR
扩增条带 

Fig.2 PCR amplification band of pGBKT7-STMN1 clones from 

Escherichia coli DH5α  

基因编码序列与 GeneBank 中下载序列同源性一

致，表明重组诱饵质粒 pGBKT7–STMN1 构建成功。 

2.2 诱饵质粒 pGBKT7–STMN1 转化至 Y2HGold
感受态细胞的结果 

将质粒转化至酵母感受态细胞后，挑取的 8 个克

隆的 PCR 产物条带均约 780 bp(图 3)，表明 pGBKT7– 
STMN1 诱饵质粒已成功转化至 Y2HGold 菌。 

 
M Trans2K Plus DNA Marker；1~8 pGBKT7–STMN1 单克隆。 

图3 pGBKT7–STMN1转化至Y2HGold酵母菌中

的PCR鉴定结果 
Fig.3 PCR identification result of pGBKT7-STMN1 transformed 

into Y2HGold yeast strain 

2.3 诱饵质粒 pGBKT7–STMN1 自激活的活性及

细胞毒性 

转化诱饵质粒后，在 SD/–Trp 营养缺陷型固体

培养基上长出酵母单菌落(图 4–a)，在 SD/–Trp/X–α– 
Gal 营养缺陷型固体培养基上长出蓝色酵母单菌落

(图 4–b)，而在 SD/–Trp/X–α–Gal/AbA 营养缺陷型

固体培养基上没有菌落生长(图 4–c)，说明诱饵重组

质粒 pGBKT7–STMN1 对 Y2HGold 酵母宿主菌无

自激活活性。 

 

a SD/–Trp 固体培养基；b SD/–Trp/X–α–Gal 固体培养基；c SD/–Trp/X–α–Gal/AbA 固体培养基。 

图4 pGBKT7–STMN1对Y2HGold酵母菌自激活活性的检测结果 
Fig.4 Detection of self-activity of pGBKT7-STMN1 in Y2HGold yeast strain  
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在 SD/–Trp 营养缺陷型固体培养基上培养 3~5 
d 后，重组 pGBKT7–STMN1(图 5–a)与空载体

pGBKT7 的酵母菌落(图 5–b)大小和形态相近。从图

6 可知，随培养时间的增加，酵母菌的生长状态呈

上升趋势，表明 pGBKT7–STMN1 诱饵质粒对

Y2HGold 酵母没有细胞毒性作用。 

 
a 诱饵质粒 pGBKT7–STMN1；b 空载体 pGBKT7。 

图5 诱饵质粒pGBKT7–STMN1和空载体pGBKT7质
粒转化后在SD/–Trp培养基上的生长情况 

Fig.5 The growth of bait plasmid PGBKT7-STMN1 and pGBKT7 

after transformation on SD/-Trp medium  
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图6 pGBKT7–Y2HGold和pGBKT7–STMN1–Y2HGold
酵母菌的生长趋势 

Fig.6 Growth rate of pGBKT7-Y2HGold and pGBKT7-STMN1- 

Y2HGold  

2.4 STMN1 诱饵蛋白表达的检测结果 

转化重组诱饵载体 pGBKT7–STMN1 后，经蛋

白质印记法检测，显示在 NC 膜上有 1 条 4.0×104

的特异性条带，与预期一致(图 7)，说明 STMN1 诱

饵蛋白在酵母细胞中成功表达。 
 

 
M PageRulerTM Prestained Protein Ladder；1 pGBKT7–STMN1 诱

饵蛋白。 

图7 STMN1诱饵蛋白的蛋白质印记法表达检测结果 
Fig.7 Western-blot detection result of STMN1 bait protein  

2.5 STMN1 互作蛋白的筛选结果 

培养后共得到 12 个单菌落，分别提取 12 个酵

母克隆的质粒后转化大肠杆菌 DH5α，测序分析后，

通过 Blast 分析淘汰重复和未知序列，最终获得 4

个蛋白(表 1)。 

表1 酵母双杂交筛选出的与STMN1互作的蛋白及其功能注释 
Table 1 Proteins interacting with STMN1 screened by the yeast two-hybrid and their functional annotation 

序号 蛋白 基因序列号 蛋白描述 蛋白功能 

1 CREB XM_027961580.1 环磷腺苷效应元件结合蛋白 作为调节基因转录的蛋白，在多条细胞信号转导通路中参

与细胞的增殖、分化、凋亡等过程 
2 CDK1 XM_004010698.4 周期蛋白依赖性激酶 作为细胞周期调控中的重要因子之一，与周期蛋白 cyclin

协同作用，发挥生物学功能作用 
3 STAT3 XM_015098787.2 信号转导因子及转录活化因子 3 参与细胞信号转导作用，主要起调控基因转录的作用。

4 FOXM1 XM_015094994.2 叉头框转录因子 M1 可调控细胞周期蛋白的表达，激活与靶细胞转移的相关基

因表达，是细胞中重要的转录调控因子 
 

2.6 STMN1 与筛选宿主蛋白互作的验证结果 

在 QDO/X/A 固体培养中有 2 种蛋白(CREB 和 

 

FOXM1)显蓝色，2 种(CDK1 和 STAT3)显白色，表

明蛋白 CREB 和 FOXM1 可与诱饵质粒 pGBKT7– 
STMN1 进行互作(图 8)。 
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pGBKT7–p53+pGADT7–T 为阳性对照；pGBKT7–Lam+pGADT7–T 为阴性对照；1~4 分别为 CREB、FOXM1、CDK1、STAT3。 

图8 诱饵质粒STMN1与宿主蛋白酵母点对点验证结果 
Fig.8 Point-to-point yeast-two-hybrid confirmation between bait plasmid STMN1 and host protein  

3 结论与讨论 

STMN1 作为 1 种在胞浆中广泛表达的微管蛋

白，具有高度保守的基因，编码 1 个能够发挥调节

功能的蛋白分子，既可促进微管的形成，也可促进

微管的解离，通过参与到各种细胞信号通路中，进

而调控细胞增殖、分化及周期等[21]。有研究[6]报道，

在啮齿类动物的脑垂体及胰岛素瘤的激素分泌调

节中，STMN1 发挥着重要作用，通过 TGF–a 参与

神经生长因子诱导的颗粒细胞凋亡过程，促进类固

醇合成酶的表达，进而促进激素分泌细胞合成孕

酮、睾酮及雌二醇的能力。为深入分析研究 STMN1
的生物学功能以及在绵羊繁殖调控信号通路中的

具体分子机制，本研究中，选择酵母双杂交技术来

筛选与 STMN1 蛋白产生相互作用的宿主蛋白。 
本研究中，先构建符合酵母双杂交筛选特性的

pGBKT7–STMN1 诱饵质粒，转化至酵母感受态细

胞后，检测质粒在细胞中的表达情况及是否对酵母

细胞的报告基因有自激活活性和细胞毒性，结果证

明该试验方案可行。利用已构建的绵羊卵巢酵母双

杂交 cDNA 文库筛选与 STMN1 相互作用的蛋白，

该文库含有 3×108 个重组子的绵羊卵巢组织 cDNA
文库，插入片段长度多数为 500～2000 bp，重组率

达 96%，能有效利用此文库筛选出与诱饵蛋白相互

作用的所有克隆[20]。为了降低假阳性克隆，将经过

缺陷性培养基筛选后的克隆，采用酵母一对一互作

的方法再次验证 STMN1 与已筛选互作蛋白之间在

酵母内的关系，结果显示 CREB 和 FOXM1 这 2 个

蛋白可能与 STMN1 蛋白存在互作关系。 
CREB 是碱性亮氨酸拉链(bZIP)超家族中磷酸

化激活转录因子之一，作为真核生物细胞核内重要

的调控因子，该家族蛋白能够与 HCF1、树突细胞

特异性跨膜蛋白相互作用，调控细胞的增殖和分化

过程；也可参与调控 cAMP/PKA 细胞信号通路的重

要结合蛋白，在调控基因转录、细胞生长发育等方

面具有重要作用[22]。 
FOXM1 是 1 种典型的增殖相关转录因子，拥

有超过 55 个成员的大型 FOX 家族，为 1 种可参与

调控细胞周期、细胞增殖及细胞凋亡等多种重要的

生物学过程的蛋白质。通过参与调控细胞周期相关

的多个基因的转录，从而控制细胞中的 DNA 复制

和有丝分裂，继而调控细胞相关功能蛋白的表达，

FOXM1 被证明可调节胚胎发生、器官损伤再生和

致癌作用[23]。CHEN 等[24]研究显示，FOXM1 对人

类胚胎干细胞的增殖至关重要，并通过转录调节细

胞周期蛋白 B1(CCNB1)和细胞周期蛋白依赖性激

酶 1(CDK1)来保护它们免受氧化应激。除了对靶基

因的转录调节外，FOXM1 还与蛋白(如 Npm1、

Rnf168、Melk 和 β(β)–连环蛋白)直接相互作用。 
鉴于此，在后续研究中可将筛选的 2 个靶蛋白

利用 CO–IP、免疫共沉淀等方法从细胞层面验证其

与 STMN1 的互作关系，也可将其作为不同信号转

导通路中对细胞功能产生影响的上、下游信号分

子，从多方面阐明 STMN1 参与卵泡发育过程中的

具体功能及作用机制。 
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