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　　摘要：酵母双杂交是常用的蛋白－蛋白检测技术。以水稻受精５ｄ的幼嫩种子为材料，构建了适用于水稻种子发
育相关蛋白的互作蛋白酵母双杂交筛选平台，ｃＤＮＡ文库容量达到１．１×１０６，平均插入大小约为７５０ｂｐ，开发了改良
的酵母菌落ＰＣＲ方法，用于文库插入片段的扩增，大大提高了筛选效率。ＮＡＣ是植物特有的一类转录因子，在植物发
育、抗逆等多个方面发挥着重要功能。ＲＴ－ＰＣＲ结果显示，ＮＡＣ家族成员 ＯＮＡＣ０２３在种子中特异表达，可能调控种
子早期发育。以ＯＮＡＣ０２３为诱饵，成功地筛选到２１个互作蛋白候选基因，其中包含１个ＤＮＡｌｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，推测其
可能是ＯＮＡＣ０２３蛋白复合物的成员。
　　关键词：水稻；酵母双杂交；种子发育；ＮＡＣ
　　中图分类号：Ｓ５１１．０３５．１　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１４）０９－００１６－０４

收稿日期：２０１４－０５－０７
基金项目：国家科技支撑计划（编号：２０１２ＢＡＤ１９Ｂ０３）；国家转基因生
物新品种培育专项（编号：２０１１ＺＸ０８０１０－００５）；中国农业科学院
科技创新工程。

作者简介：唐立群（１９８７—），女，湖南东安人，硕士，从事水稻基因功
能研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉｑｕｎｔａｎｇ２０１３＠１２６．ｃｏｍ。

通信作者：候雨萱，博士，助理研究员，从事水稻基因功能研究。

Ｅ－ｍａｉｌ：ｈｏｕｙｕｘｕａｎ＠ｃａａｓ．ｃｎ。

　　真核生物中的大部分蛋白都是以复合物的形式存在并工
作。一些蛋白在不同的生长发育时期通过与不同的蛋白互

作，形成蛋白复合物来行使不同的生物学功能，从而保证生物

体高效运行。研究蛋白 －蛋白之间的互作，进而找出功能蛋
白复合物的其他成员，一直是生物学研究的重要内容。目前，

常用的研究蛋白－蛋白互作的方法有酵母双杂交、免疫共沉
淀、ＧＳＴｐｕｌｌ－ｄｏｗｎ、双分子荧光互补等技术，其中以酵母双
杂交方法应用最为广泛。酵母双杂交技术最早于１９８９年由
Ｆｉｅｌｄｓ提出，其基本原理是酵母转录因子ＧＡＬ４具有ＢＤ、ＡＤ２
个结构域，ＢＤ与ＡＤ单独作用并不能激活转录反应，但当二
者在空间上充分接近时，则呈现完整的 ＧＡＬ４转录因子活性
并可激活ＵＡＳ下游启动子，使启动子下游基因得到转录。因
此，将要检测互作的２个蛋白分别与 ＢＤ、ＡＤ融合表达，当这
２个蛋白存在互作时，ＢＤ才能与 ＡＤ在空间上靠近，进而激
活下游报告筛选基因的表达。相比其他蛋白互作检测技术，

酵母双杂交具有众多优点：快速高效，无需提取或纯化目标蛋

白质；在酵母活体内进行，一定程度上代表了真核生物细胞的

活体状态；检测的结果可以是基因表达产物的积累效应，因而

可检测存在于蛋白质之间的微弱或暂时的相互作用。此外，

通过构建所需组织器官的酵母双杂交筛选文库，研究人员可

以一次性筛选多个与“诱饵”互作的蛋白 。目前，已有大量的

商业化酵母双杂交系统试剂盒可供选择，其中 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司
最新的ＭａｋｅＹｏｕｒＯｗｎ“Ｍａｔｅ＆ＰｌａｔｅＴＭ”ＬｉｂｒａｒｙＳｙｓｔｅｍ因具
有高效、简单、易操作的特点而被广泛使用。这一体系运用该

公司特有的ＳＭＡＲＴｃＤＮＡ合成技术在合成的 ｃＤＮＡ两端添
加重组位点接头，然后将合成的 ｃＤＮＡ与线性化的载体共转
化到酵母菌株Ｙ１８７中完成体内重组，得到酵母双杂交 ｃＤＮＡ
文库。该体系的另一个特点是利用酵母不同菌株的交配

（ｍａｔｉｎｇ）技术来筛选文库，操作简单易行。Ｋａｎｎｅｇａｎｔｉ等在研
究水稻基因家族与胁迫相关的蛋白基因 ＯｓｉＳＡＰ８功能时，发
现其功能由Ａ２０、ＡＮ１这２个锌指域相互作用而对水稻生理
功能进行调控［１］。Ｍｅｎｋｅ等运用酵母双杂法研究烟草转录因
子ＷＲＫＹ１功能，结果表明，其与烟草 ＨＲ－ｌｉｋｅ细胞的死亡
密切相关［２］。崔红军等在研究玉米的根部基因功能时也提

及了这一技术［３］。转录因子是一群能与基因５′端上游特定
序列专一性结合，从而保证目的基因以特定的强度在特定的

时间与空间表达的蛋白质分子。转录因子依据结构域的保守

性可区分为数百个不同的家族，在生物体的生长发育过程中

起着重要的调控作用。ＮＡＭ、ＡＴＡＦ、ＣＵＣ（ＮＡＣ）类转录因子
是一类植物特有的家族，其所有成员在Ｎ端都含有１个保守
的ＤＮＡ结合结构域，在 Ｃ端则各不相同［４－７］。目前，关于

ＮＡＣ转录因子的功能研究已有大量报道［８－９］。Ｚｈｕ等研究发
现，番茄的ＳＩＮＡＣ４调控果实的成熟及类胡萝卜素的沉积［１０］。

Ｈｕ等发现，ＳＮＡＣ１可以通过调控水稻保卫细胞的闭合来提
高植株的耐旱性，可能是干旱反应的关键调控因子［１１］。过量

表达ＳＮＡＣ１还能提升小麦、棉花的抗逆性［１２］。水稻是我国

主要的粮食作物，开展水稻基因功能研究，了解水稻内部各个

基因、基因与外界的互作关系，对于保障国家粮食安全意义重

大。本研究利用改良的种子 ＲＮＡ提取方法得到高质量的总
ＲＮＡ，采用 ＭａｋｅＹｏｕｒＯｗｎ“Ｍａｔｅ＆ＰｌａｔｅＴＭ”ＬｉｂｒａｒｙＳｙｓｔｅｍ
建立来源于水稻种子的酵母双杂交体系，成功筛选到１个种
子中特异表达的ＮＡＣ转录因子ＯＮＡＣ０２３的互作蛋白。

１　材料与方法

１．１　材料
水稻品种日本晴种植于中国水稻研究所试验田，取受精
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５ｄ的种子作为材料。酵母菌株 Ｙ１８７与 Ｙ２ＨＧｏｌｄ以及载体
ｐＧＢＫＴ７、ｐＧＡＤＴ７－Ｒｅｃ、ＭａｋｅＹｏｕｒＯｗｎ“Ｍａｔｅ＆ＰｌａｔｅＴＭ”
ＬｉｂｒａｒｙＳｙｓｔｅｍ、ＹｅａｓｔｍａｋｅｒＴＭ ＹｅａｓｔＴｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ２均
购自Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司。ＲＮＡ提取试剂Ｔｒｉｚｏｌ购自上海鼎国生物
技术有限公司。

１．２　ＲＮＡ的提取和反转录
取自然受精 ５ｄ的种子，采用 ＳＤＳ－Ｔｒｉｚｏｌ法抽提总

ＲＮＡ，简要步骤如下：将２００ｍｇ种子材料置于１．５ｍＬ离心管
中，加３００μＬＳＤＳＲＮＡｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ（５０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ值为
８．０Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，１５０ｍｍｏｌ／ＬＬｉＣｌ，５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１％ ＳＤＳ），
用塑料研磨棒磨成匀浆后，加入等体积苯酚 ∶氯仿（１∶１）混
合液抽提，取上清加入１ｍＬＴｒｉｚｏｌ抽提 ＲＮＡ。总 ＲＮＡ样品
用 ２μＬＤＮＡａｓｅＩ（宝生物大连工程有限公司）３７℃处理
３０ｍｉｎ后热灭活。用ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００分光光度计测量ＲＮＡ的
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ、Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值及浓度，电泳检测ＲＮＡ的质量。
ＲＴ－ＰＣＲ所用ｃＤＮＡ的反转录方法参照 ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅｑＰＣＲ
ＲＴ的试剂盒说明书［东洋纺（上海）生物科技有限公司］。
１．３　酵母双杂交ｃＤＮＡ文库的构建

取２μｇＲＮＡ为模板，参照 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ试剂盒的要求，反转
录成双链 ｃＤＮＡ，ＬＤ－ＰＣＲ扩增双链 ｃＤＮＡ，并用 ＣＨＲＯ
ＭＡＳＰＩＮＴＭＴＥ－４００Ｃｏｌｕｍｎ纯化，去除小于４００ｂｐ的片段。
将５μｇｃＤＮＡ与 ３μｇｐＧＡＤＴ７ｒｅｃ载体参照 ＹｅａｓｔｍａｋｅｒＴＭ

ＹｅａｓｔＴｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ２试剂盒的要求转入酵母Ｙ１８７菌
株中。经ＳＤ／－Ｌｅｕ平皿筛选获得阳性转化子，再用 ｆｒｅｅｚｉｎｇ
ｍｅｄｉｕｍ收集菌体，得到 ｆｒｅｅｚｉｎｇｍｅｄｉｕｍ酵母悬浮液，将文库
的悬浮液分装在２ｍＬ无菌离心管中，置于 －８０℃冰箱中长
期保存。

１．４　文库插入片段检测
在上述ＳＤ／－Ｌｅｕ平板上随机挑取３０个单菌落，再用ＹＰ

ＤＡ液体培养基扩大培养，最后采用改良的酵母菌落 ＰＣＲ方
法检测插入片段的大小分布，具体步骤如下：取２００μＬ酵母
培养液，离心收集菌体后加入４５μＬｓｏｒｂｉｔｏｌｂｕｆｆｅｒ及 ５μＬ
Ｚｙｍｏｌｙａｓｅ（上海索莱宝生物科技有限公司），悬浮菌体后
３７℃ 处理２ｈ，然后加入１５０μＬ去离子水稀释，９５℃处理
２０ｍｉｎ，再置于冰上冷却５ｍｉｎ，取１μＬ产物作为模板，用引
物ＰＧＡＤｆ、ＰＧＡＤｒ进行ＰＣＲ扩增，检测文库插入片段的大小
（引物序列分别为 ＰＧＡＤｆ：５′－ＣＴＡＴＴＣＧＡＴＧＡＴＧＡＡＧＡＴＡＣ
ＣＣＣＡＣＣＡＡＡＣＣＣ－３′；ＰＧＡＤｒ：５′－ＧＴＧＡＡＣＴＴＧＣＧＧＧＧＴＴＴ
ＴＴＣＡＧＴＡＴＣＴＡＣＧＡＴ－３′），反应体系为：１×ＫＯＤＦｘｂｕｆｆｅｒ，
０５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ２．５μＬ，正反引物各０．１μｍｏｌ／Ｌ，ＫＯＤＦｘ
ｅｎｚｙｍｅ２Ｕ，去离子水补足总体积至 ５０μＬ。扩增条件为：
９５℃ 预变性５ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５５℃退火４５ｓ，６８℃延
伸３ｍｉｎ，扩增３５个循环；６８℃延伸５ｍｉｎ。反应结束后，用
１％琼脂糖凝胶电泳检测。
１．５　ＯＮＡＣ０２３／ｐＧＢＫＴ７载体的构建及酵母转化

以水稻种子 ｃＤＮＡ为模板，用 ＹＯＮＡＣ０２３ｆ、ＹＯＮＡＣ０２３ｒ
引物扩增出ＯＮＡＣ０２３的７５９ｂｐ完整编码序列（ＹＯＮＡＣ０２３ｆ：
５′－ＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＣＧＡＴＧＡＣＡＣＣＧＣＡＧＣＴ－３′；ＹＯＮＡＣ０２
３ｒ：５′－ＣＧＧＧＡＴＣＣＣＴＡＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＴＴＴＣＴＴＴ－３′），ＰＣＲ产
物纯化后经ＥｃｏＲⅠ、ＢａｍＨⅠ双酶切，连接克隆到ｐＧＢＫＴ７载
体上。将测序验证后的载体质粒按ＹｅａｓｔｍａｋｅｒＴＭ ＹｅａｓｔＴｒａｎｓ

ｆｏｒｍａｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ２试剂盒的要求转入到酵母 Ｙ２ＨＧｏｌｄ菌株
中，经ＳＤ／－Ｔｒｐ筛选，采用“１．４”中所述酵母菌落 ＰＣＲ方法
验证阳性克隆。

１．６　酵母双杂交文库的筛选和互作蛋白基因的测定
参照Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司ＭａｔｃｈｍａｋｅｒＴＭＧｏｌｄＹｅａｓｔＴｗｏ－Ｈｙｂｒｉｄ

Ｓｙｓｔｅｍ的说明书完成文库和诱饵蛋白 ＯＮＡＣ０２３／ｐＧＢＫＴ７的
交配，酵母杂合子悬浮在 １０ｍＬ０．５×ＹＰＤＡ培养基中，取
１μＬ悬浮液稀释后涂在ＳＤ／－Ｌｅｕ／－Ｔｒｐ培养基中用于计算
筛选效率，其余杂合子酵母菌全部涂在含２５０ｎｇ／ｍＬＡｂａ的
ＳＤ／－Ｌｅｕ／－Ｔｒｐ培养基上，对于初筛得到的阳性克隆重新转
移到 含 ２５０ｎｇ／ｍＬＡｂａ及 ４０μｇ／ｍＬｘ－α－Ｇａｌ的
ＳＤ／－Ｌｅｕ／－Ｔｒｐ／－Ｈｉｓ／－Ａｄｅ／培养基上进一步筛选，能在
４ｄ内长出并显蓝色的单菌落即为互作的阳性克隆。采用
“１．４”所述的酵母菌落 ＰＣＲ方法扩增出互作蛋白的基因序
列，纯化后用Ｔ７引物测序即可得到基因序列。

２　结果与分析

２．１　来源于水稻种子ｃＤＮＡ文库的构建
采用ＳＤＳ－Ｔｒｉｚｏｌ抽提受精５ｄ的水稻种子总ＲＮＡ，此法

能有效去除淀粉、储藏蛋白等杂质，提高抽提 ＲＮＡ的质量。
由 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ ＝１．８６、Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ ＝１．９１可知，抽提的
ＲＮＡ质量较好，没有产生降解以及多聚糖的污染。图１是总
ＲＮＡ样品的琼脂糖凝胶电泳，可见水稻种子的３条带比较清
晰，没有出现扩散、拖尾等降解情况，且２８Ｓ条带明显比１８Ｓ
条带亮，进一步确定ＲＮＡ质量适合文库的反转录要求。水稻
种子总ＲＮＡ反转录为单链 ｃＤＮＡ，再以单链 ｃＤＮＡ为模板合
成双链ｃＤＮＡ，再将此ｃＤＮＡ过ＣｈｒｏｍａｓｐｉｎＴＥ－４００Ｃｏｌｕｍｎ柱
子纯化，除去杂质、小片段ｃＤＮＡ。由图２可知，纯化前 ｃＤＮＡ
的一些小片段已被有效去除。将纯化后的双链ｃＤＮＡ与载体
ｐＧＡＤＴ７－Ｒｅｃ共转化到酵母感受态细胞中完成体内同源重
组。将 １μＬ转化子分别稀释 １０、１００、１０００倍并涂在
ＳＤ／－Ｌｅｕ平皿上，统计平板培养基上的酵母菌落数量（图
３），结果表明，文库的容量为１．１×１０６库的容量，转化结果较
理想，可以满足下一步酵母双杂筛选的需要。为了检测文库

插入片段的大小及重复性，笔者随机挑取３０个文库转化子，
通过酵母菌落ＰＣＲ反应检测文库插入片段大小。电泳结果
显示，插入片段平均大小约７５０ｂｐ（图４）。

２．２　ＯＮＡＣ０２３是一个种子特异表达转录因子
通过对水稻１４０个ＮＡＣ基因家族成员的公共表达谱数
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据进行分析，笔者发现了 １个种子特异表达转录因子
ＯＮＡＣ０２３（图 ５）位 于 水 稻 ２号 染 色 体 上，基 因 座
ＬＯＣ＿Ｏｓ０２ｇ１２３１０包含 ２个外显子、１个内含子，ＣＤＳ全长
７５９ｂｐ。ＮＣＢＩ上的ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｄｏｍａｉｎ检索显示，１２～１４３位氨
基酸是一个保守的 ＮＡＭ结构域。为了验证 ＯＮＡＣ０２３的种
子特异表达模式，笔者分别以愈伤、根、茎、叶、叶鞘、幼穗、受

精３ｄ种子、受精７ｄ种子、受精１５ｄ种子的ｃＤＮＡ为模板，进
行 ＲＴ－ＰＣＲ扩增检测其时空表达模式。如图 ６所示，
ＯＮＡＣ０２３仅在种子中表达，其中在受精３ｄ时表达量最高，
在受精１５ｄ的种子中最为微弱，在其他组织中并没有检测到
扩增信号。因此笔者认为，ＯＮＡＣ０２３是一个种子特异表达的
ＮＡＣ类转录因子，这样的表达模式也暗示着 ＯＮＡＣ０２３可能
在种子发育的早期行使重要功能。

２．３　ＯＮＡＣ０２３互作蛋白的筛选
为了验证ＯＮＡＣ０２３是否存在自激活，将构建好的 ＢＤ－

ＯＮＡＣ０２３与ｐＧＡＤＴ７空载体转化到 Ｙ２ＨＧｏｌｄ菌株中。结果
显示，ＢＤ－ＯＮＡＣ０２３与ｐＧＡＤＴ７成功共转化的菌落并不能在
含有Ａｂａ（２５０ｎｇ／ｍＬ）的 ＱＤＯ培养基上存活，表面 ＯＮＡＣ０２３
不存在自激活特性。采用酵母交配（ｍａｔｉｎｇ）的筛选策略，笔
者将表达ＢＤ－ＯＮＡＣ０２３诱饵蛋白的Ｙ２ＨＧｏｌｄ菌株以及包含
种子ｃＤＮＡ文库的Ｙ１８７菌株混合培养２４ｈ，再将酵母杂合子
均匀涂布在ＳＤ／－Ｌｅｕ／－Ｔｒｐ／Ａｂａ（２５０ｎｇ／ｍＬ）平皿上，进行
第１轮初筛选，初筛选共得到９７个阳性单菌落。为验证初步
筛选 结 果，每 个 阳 性 单 菌 落 被 挑 到 更 高 筛 选 压 的

ＳＤ／－Ｌｅｕ／－Ｔｒｐ／－Ｈｉｓ／－Ａｄｅ／Ａｂａ（２５０ｎｇ／ｍＬ）／Ｘ－α－Ｇａｌ
平皿上进行筛选，能够在２ｄ内长出显蓝色的菌落即被认为
是与ＯＮＡＣ０２３互作的阳性克隆，生长速度与蓝色深浅则作为
互作强度的判断依据。第２轮高压筛选排除６１个假阳性克
隆（图７）。为了得到这些互作蛋白的基因序列，笔者采用酵
母菌落ＰＣＲ方法扩增出 ｃＤＮＡ片段。扩增带型一致的克隆
被认为是同一基因，只挑选其中１个，将 ＰＣＲ产物纯化后进
行测序。经Ｂｌａｓｔ序列比对，最终筛选到２１个与ＯＮＡＣ０２３互
作的蛋白基因，具体基因ＩＤ及功能注释如表１所示。这些互
作的蛋白包括储藏蛋白质如谷蛋白、Ｃｕｐｉｎ蛋白，具有分子伴
侣功能的异构酶 ｐｅｐｔｉｄｙｌ－ｐｒｏｌｙｌｃｉｓ－ｔｒａｎｓｉｓｏｍｅｒｓａｅ以及一
些与代谢相关的酶类，如烯醇酶Ｅｎｏｌａｓｅ、乙醇脱氢酶等。

３　结论与讨论

高质量的ＲＮＡ是构建ｃＤＮＡ文库的第一步，直接影响文
库构建的质量。因发育的种子中含有大量的淀粉及储藏蛋白

质，采用常规的Ｔｒｉｚｏｌ法分离得到的ＲＮＡ往往含有大量的多
糖及蛋白成分，多糖与 ＲＮＡ被乙醇共沉淀后影响 ＲＮＡ的溶
解及后续的克隆操作。本研究采用改良的ＳＤＳ－Ｔｒｉｚｏｌ法，利
用ＳＤＳ和酚仿混合物多次抽提，去除大量的淀粉、蛋白污染，
然后再沿用传统的 Ｔｒｉｚｏｌ法提取得到纯净的 ＲＮＡ，可以用于
各种分子克隆操作。作为广泛使用的蛋白－蛋白互作研究方
法，酵母双杂交是一项常规性的操作［１３－１４］。本研究在商业化
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表１　ＯＮＡＣ０２３互作蛋白基因列表

ＩＤ ＴＩＧＲＩＤ 功能注释

Ｓ０６ ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ１４４５０ ｅｎｏｌａｓｅ
Ｓ１１ ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ１９３８０ ｃａｌｖｉｎｃｙｃｌｅＣＰ１２
Ｓ１６ ＬＯＣ＿Ｏｓ０８ｇ０４６９０ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
Ｓ２０ ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ１４５３０ Ｓ１０／Ｓ２０ｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎ
Ｓ２１ ＬＯＣ＿Ｏｓ０６ｇ３７０８０ Ｌ－ａｓｃｏｒｂａｔｅｏｘｉｄａｓｅｐｒｅｃｕｓｏｒ
Ｓ２４ ＬＯＣ＿Ｏｓ０７ｇ０１６２０ ｄｉｒｉｇｅｎｔ

Ｓ２６ ＬＯＣ＿Ｏｓ０６ｇ１０６６０ ｌｙｓＭｄｏｍａｉｎ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＧＰＩ－ａｎｃｈｏｒｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ１ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ

Ｓ３０ ＬＯＣ＿Ｏｓ０１ｇ５５６３０ ｇｌｕｔｅｌｉｎ
Ｓ３３ ＬＯＣ＿Ｏｓ０８ｇ０３６４０ ６０ＳａｃｉｄｉｃｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＰＯ
Ｓ４２ ＬＯＣ＿Ｏｓ０２ｇ５２２９０ ｐｅｐｔｉｄｙｌ－ｐｒｏｌｙｌｃｉｓ－ｔｒａｎｓｉｓｏｍｅｒｓａｅ
Ｓ４７ ＬＯＣ＿Ｏｓ０５ｇ０１０５０ ＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ
Ｓ４９ ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ４１１３０ ｖａｃｕｏｌａｒｐｒｏｔｅｉｎｓｏｒｔｉｎｇａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ２６
Ｓ５５ ＬＯＣ＿Ｏｓ０７ｇ０９０６０ ａｌｄｅｈｙｄｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ
Ｓ５６ ＬＯＣ＿Ｏｓ１０ｇ２６０６０ ｇｌｕｔｅｌｉｎ
Ｓ６０ ＬＯＣ＿Ｏｓ０４ｇ３５３００ ＳＬＬｌ
Ｓ６６ ＬＯＣ＿Ｏｓ０１ｇ１９８４０ ６０Ｓｒｉｂｏｓｏｍａｌ
Ｓ７０ ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ２５３５０ ＬＴＰＬ３６ｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
Ｓ８３ ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ４６７７０ ＲＮＡｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｍｏｔｉｙ
Ｓ８４ ＬＯＣ＿Ｏｓ０２ｇ３８９２０ ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｌｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ
Ｓ８８ ＬＯＣ＿Ｏｓ０ｌｇ５５６９０ ｇｌｕｔｅｌｉｎ
Ｓ９６ ＬＯＣ＿Ｏｓ０４ｇ３６７６０ ｅｎｚｙｍｅｏｆｔｈｅｃｕｐｉｎｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ

试剂盒的基础上，对操作程序进行了优化。对于阳性克隆的

基因序列进行测定，商品化试剂盒推荐的是从阳性杂合子菌

落中提取质粒，然而因其拷贝数低、酵母破壁困难等因素，从

酵母中一般只能得到微量的质粒，无法满足测序所需。因此，

要将酵母中提取到的质粒重新转化到大肠杆菌中繁殖，以期

得到测序所需的模板量，这一操作流程需要４～５ｄ，费时费
力。本研究重新设计了特异的载体多克隆位点两段的引物序

列，利用改良的酵母菌落 ＰＣＲ方法，以阳性克隆的酵母菌落
为模板，直接扩增出基因序列，ＰＣＲ产物纯化后直接用 Ｔ７引
物测序即可，一般在１２ｈ内可以完成全部扩增及纯化流程，
大大提高了效率。在酵母菌落ＰＣＲ操作过程中，发现某些传
统的酵母破壁方法如沸水加热破壁、ＳＤＳ破壁以及单纯的破
壁酶都不具备良好的重复性。破壁酶结合加热破壁可以有效

破除酵母细胞壁，确保质粒释放到溶液中。本研究还将破壁

后的反应液稀释数倍以减少酵母破壁后一些次生代谢物的影

响。ＲＴ－ＰＣＲ结果显示，ＯＮＡＣ０２３在种子中特异表达，且在
种子发育的早期表达量要高于后期。通过对水稻早期种子的

ｃＤＮＡ酵母双杂交文库进行筛选，本研究寻找到２１个可能与
ＯＮＡＣ０２３互作的蛋白，包括储藏蛋白质如谷蛋白、Ｃｕｐｉｎ蛋
白，分子伴侣以及一些与代谢相关的酶类，其中 １个 ＤＮＡ
ｂｉｎｄｉｎｇ蛋白（ＬＯＣ＿Ｏｓ０５ｇ０１０５０）与 ＯＮＡＣ０２３有强烈互作。
ＬＯＣ＿Ｏｓ０５ｇ０１０５０编码１个含有 １３５个氨基酸的蛋白，其中
４６～１０６位氨基酸是一个保守的ＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇ结构域，可能具
有转录因子的特性。已有大量报道显示，转录因子一般都是

通过与多个蛋白形成复合物来启动下游基因的转录，如

ＮＦ－Ｙ类转录因子就是与其他２个转录因子以异源三聚体
复合物的形态工作［１５］。因此，我们推测 ＬＯＣ＿Ｏｓ０５ｇ０１０５０可
能是ＯＮＡＣ０２３蛋白复合物的成员。公共表达谱数据库检索
发现，ＬＯＣ＿Ｏｓ０５ｇ０１０５０是一个组成型表达的基因，其功能尚
无报道。本研究结果为研究 ＯＮＡＣ０２３在种子发育中的功能
奠定了坚实的基础，尤其是具有转录因子特性的ＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇ
蛋白ＬＯＣ＿Ｏｓ０５ｇ０１０５０将是研究的重点。但考虑到酵母双杂
交结果存在假阳性的缺点，仍需要其他独立的蛋白 －蛋白互
作技术，如免疫共沉淀或ＧＳＴｐｕｌｌｄｏｗｎ等来进一步验证这些
互作结果。
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外源 Ｈ２Ｏ２影响山黧豆初生根蛋白表达研究
蒋景龙１，李　丽１，王崇英２

（１．陕西理工学院生物科学与工程学院，陕西汉中７２３００１；２．兰州大学生命科学学院，甘肃兰州７３００００）

　　摘要：以山黧豆（ＬａｔｈｙｒｕｓｓａｔｉｖｕｓＬ．）幼苗为试验材料，施加Ｈ２Ｏ２处理山黧豆初生根，然后检测初生根中 Ｈ２Ｏ２含

量变化，并采用双向电泳与质谱鉴定技术，对初生根中蛋白质表达的变化进行分析。结果显示：施加 Ｈ２Ｏ２处理引起

了内源Ｈ２Ｏ２水平的产生与积累；利用双向电泳技术，共获得了８５０～９００个蛋白质点，并检测到７０个蛋白质表现出显

著的差异表达，其中４３个蛋白发生上调，２１个蛋白发生下调，新出现６个蛋白。对１５个蛋白点 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ／
ＭＳ质谱鉴定结果表明，呼吸代谢、蛋白折叠、信号转导及细胞防御等方面的蛋白参与了山黧豆初生根对Ｈ２Ｏ２的应答

反应。这些蛋白的发现将有助于进一步揭示根对氧化胁迫的应答及Ｈ２Ｏ２作用机制。

　　关键词：山黧豆；过氧化氢；初生根；双向电泳；质谱鉴定
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作者简介：蒋景龙（１９８０—），男，山东枣庄人，博士，讲师，主要从事信
号分子 Ｈ２Ｏ２对植物生长发育及抗逆性影响研究。Ｅ－ｍａｉｌ：

ｊｉａｎｇｊｉｎｇｌｏｎｇ５１１＠１６３．ｃｏｍ。

　　过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）是生物体内各种生理代谢的副产物，可
以通过有氧代谢过程（如线粒体的呼吸、叶绿体的光合作用

和过氧化物酶体）不断产生，也是活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅ
ｃｉｅｓ，ＲＯＳ）中最稳定的一种，一直被认为是对细胞产生毒性的
代谢物，在过去的１０年里引起了极大的关注［１］。当植物遭受

各种各样的环境胁迫（如干旱、缺氧、高温、低温等）及生物胁

迫（如细菌侵入）时，Ｈ２Ｏ２含量迅速升高，胁迫较为严重时，
产生的过量Ｈ２Ｏ２会对细胞产生毒害作用，如引起细胞膜脂
的过氧化、蛋白质及核酸的降解、细胞凋亡甚至死亡［２］。然

而，随着研究的逐渐深入，人们发现Ｈ２Ｏ２与其他的ＲＯＳ分子
如超氧阴离子（Ｏ－２·）、过羟基自由基（ＨＯ２·）、单线态的氧
（１Ｏ２）或羟自由基（·ＯＨ）不同，Ｈ２Ｏ２属于非激发态的 ＲＯＳ，
半衰期很长，并且不携带电荷［３］，因此在生物体内 Ｈ２Ｏ２可以
作为一种稳定的信号分子，在很多信号转导过程中扮演重要

角色，如诱导气孔关闭，参与根的向地性生长、侧根的发育、细

胞壁木质化、细胞程序性死亡以及花粉管和柱头相互作用

等［４］，成为了当今细胞与分子生物学研究的热点。

Ｊｏｏ等的研究表明，Ｈ２Ｏ２参与了植物根的向地性生长过
程，且Ｈ２Ｏ２可能是生长素调节信号途径的下游元件

［５］。Ｌｉ
等研究发现，Ｈ２Ｏ２与生长素相互作用能够诱导黄瓜、绿豆的
不定根生长［６－７］。Ｉｓｈｉｂａｓｈｉ等用 Ｈ２Ｏ２喷施大豆叶片后发现
外源Ｈ２Ｏ２引起了叶片气孔的快速关闭，防止水分过度蒸发，
并诱导了可溶性糖的合成，增强了渗透调节能力，从而提高了

大豆的干旱抗性［８］。

近几年，越来越多的研究者开始选择通过施加外源Ｈ２Ｏ２
的方法来研究它对植物生长发育的影响。Ｗａｎ等用外源
Ｈ２Ｏ２处理水培１２ｄ苗龄的水稻６ｈ，然后分析水稻叶片生理
生化反应，并采用蛋白质组学方法研究水稻叶片对 Ｈ２Ｏ２处
理引起的蛋白质水平变化，结果发现了１４４个差异表达的蛋
白；对其中１２９个差异表达蛋白进行质谱鉴定，结果表明细胞
防御、氧化还原、信号转导、蛋白合成与降解、光合、呼吸与糖类

和能量代谢方面的蛋白参与了水稻叶片对 Ｈ２Ｏ２的应答
［９］。

然而，外源Ｈ２Ｏ２处理水培植物的过程中首先受到氧化胁迫
和发生防御变化的应该是根部。因此，本试验采用双向电泳

和质谱分析相结合的蛋白质组学方法，研究幼苗期山黧豆的

初生根在外源Ｈ２Ｏ２处理过程中蛋白质表达的变化，为揭示
Ｈ２Ｏ２的作用机制及初生根对Ｈ２Ｏ２的应答反应奠定基础。

１　材料与方法

１．１　植物材料
挑选籽粒饱满、无损坏的山黧豆种子，用自来水冲洗 ３
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