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（黑龙江省农业科学院经济作物研究所，黑龙江哈尔滨１５００８６）

　　摘要：ＣｓＢＬＨ７与ＣｓＫＮＡＴ４分别属于ＢＥＬＬ类蛋白与ＫＮＯＸ类蛋白，可能与植物器官形态建成密切相关，但目前
几乎没有关于ＣｓＢＬＨ７与ＣｓＫＮＡＴ４蛋白互作的深入研究报道。采用酵母双杂交初步确定 ＣｓＢＬＨ７与 ＣｓＫＮＡＴ４能够
在细胞体内互作，形成ＢＬＨ７－ＫＮＡＴ４蛋白复合物。双分子荧光互补（ＢｉＦＣ）进一步确定了这种互作关系。原生质体
瞬时转染试验结果表明，ＣｓＢＬＨ７与 ＣｓＫＮＡＴ４分别为转录抑制因子与转录激活因子。同时，针对３５Ｓ：ＣｓＢＬＨ７、３５Ｓ：
ＣｓＫＮＡＴ４材料的形态分析结果表明，下胚轴细胞长度分别缩短与伸长，这与它们的转录活性相适应。再者，３５Ｓ：
ＣｓＢＬＨ７、３５Ｓ：ＣｓＫＮＡＴ４遗传材料的赤霉素合成酶基因分别下调与上调。研究结果表明，ＢＬＨ７－ＫＮＡＴ４可能是通过调
节赤霉素合成来调控下胚轴细胞长度，对揭示ＣｓＢＬＨ７和ＣｓＫＮＡＴ４调控植物形态建成分子机理具有重要意义。
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主要从事麻类分子育种研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｌｇ８６＠ａｌｉｙｕｎ．ｃｏｍ。

　　ＢＥＬＬ类蛋白几乎存在于所有植物当中［１］，大

麻中目前发现有１３个 ＢＥＬＬ蛋白［２］。现有研究揭

示，ＢＬＨ１能够调节植株花基形态，在生殖生长与营

养生长的转换节点可能发挥重要负调控功能；在拟

南芥中 ＢＬＨ３和 ＢＬＨ６的转录活性相反，同时还可
能参与调节植株叶片的形态与花期［３］。

ＫＮＯＸ家族作为 ＴＡＬＥ蛋白的一个亚类，也能
够从多方面参与对植物形态建成的调控。不同物

种的同源ＢＥＬＬ和ＫＮＯＸ蛋白可能存在不同的蛋白
互作关系［４－５］。研究的前期工作基础初步表明，

ＣｓＢＬＨ７可能与ＣｓＫＮＯＸｓ家族部分成员之间存在蛋
白互作关系。对比大麻的全基因组测序数据，在大
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麻中发现６个ＫＮＯＸ蛋白和１３个ＢＥＬＬ蛋白，因此
确定它们之间的互作关系、调节方式，对解析大麻

器官形态发生的机制是十分必要的，将是揭示

ＣｓＢＬＨ７调控基因表达分子机理的基础与关键。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本研究中植物材料为工业大麻新品种龙大麻４

号，由黑龙江省农业科学院经济作物研究所选育。

龙大麻４号的ＴＨＣ（四氢大麻酚）含量低于千分之
一，为高产高纤型工业大麻品种。

１．２　酵母双杂交相关质粒构建与测试蛋白 －蛋白
互作

采用ＰＣＲ方法通过对大麻 ｃＤＮＡ进行克隆获
取ＢＬＨ７和 ＫＮＡＴ４的开放读码框片段。在酵母细
胞中，转入 ＢＬＨ７的同源异型结构域蛋白片段与
Ｂｅｌｌ－ｌｉｋｅ片段，在 ｐｖｇＤＴ３中插入 ＢＬＨ７与 ＢＬＨ１０
的ｃＤＮＡ。在缺乏 Ｔｒｐ及缺乏 Ｌｅｕ的培养基中筛选
酵母细胞，以测试其蛋白互作关系，在缺少 Ａｄｅ与
Ｌｅｕ，以及无Ｔｒｐ、无Ｈｉｓ的培养基中培养筛选后的株
系。使用阴性对照Ｐｇａｔｄ７ＳＶ（４０）和Ｐｇｂｋｔ（７）Ｌａｍ，
阳性对照是Ｐｇａｔｄ７ＳＶ（４０）与Ｐｇｂｋｔ（７）ｐ５３。
１．３　采用双分子荧光互补技术（ＢｉＦＣ）测试蛋白 －
蛋白互作

通过 ３５Ｓ启动子的调控，黄色荧光蛋白的两
端［４］分别连接ＢＬＨ蛋白与 ＫＮＯＸ蛋白形成融合蛋
白，即 Ｃ－ＫＮＡＴ４与 Ｎ－ＢＬＨ７。扩增完成后，在
ｐＳＡＴ６－ｎＥＹＦＰ－Ｎ１中亚克隆 ＫＮＡＴ４－ＹＦＰＣ、
ＫＮＡＴ３－ＹＦＰＣ，在 ｐＳＡＴ６－ｃＥＹＦＰＮ１中亚克隆
ＢＬＨ７－ＹＦＰＮ、ＢＬＨ１０－ＹＦＰＮ，参考 Ｙｏｏ等聚乙二
醇转染拟南芥原生质体的试验方法［４］展开试验，于

Ｌｅｉｃａ２ＰＳＳＳＣ激光共聚焦显微镜下观察荧光成像
情况。

１．４　原生质体瞬时转染试验
在ｐＵＣ１９质粒中构建３５Ｓ：ＧＤ－ＯＩＰｓ，用于质

粒提取和扩增。反式强激活作用因子Ｌｄ－Ｖｐ１６，以
及报告基因２ＬｅｘＡ－２Ｇａｌ４：Ｇｕｓ和２Ｇａｌ４：Ｇｕｓ也在
本试验中应用。本试验采用无内毒素转染级质粒

试剂盒（Ａｂｃａｍ）进行报告质粒和效应因子的分析，至
少重复进行３次生物学试验和设置２次技术性重复，
数据分析处理采用 ｔ检验。研究采用 Ｇａｌ４ＤＮＡ－
ｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ和 ＬｅｘＡＤＮＡ－ｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ，对应
ＧＤ－ＯＩＰｓ与 ＶＰ１６，其可靠性已被反复证实，例如

ＡＵＸ／ＩＡＡ蛋白［６］、ＯＦＰ４蛋白［７］。

２　结果与分析

２．１　酵母双杂交测试 ＣｓＢＬＨ７与 ＣｓＫＮＡＴ４之间的
蛋白互作

通过酵母双杂交试验测试 ＣｓＢＬＨ７与 ＫＮＡＴ４
在体内的相互作用，ＣｓＢＬＨ７与转录蛋白因子的结
合域连接组成融合蛋白，ＫＮＡＴ４与转录激活域形成
融合蛋白。为排除目标蛋白可能的自激活活性，测

试结合域蛋白－Ｏｉｐｓ与激活域蛋白 －Ｅｍｐｔｙ蛋白互
作。试验结果表明，ＣｓＢＬＨ７、ＫＮＡＴ４均无自激活活
性，ＣｓＢＬＨ７与 ＣｓＫＮＡＴ４在体内存在蛋白互作关
系，形成 ＢＬＨ７－ＫＮＡＴ４蛋白复合物。ＣｓＢＬＨ７与
ＣｓＫＮＡＴ４酵母双杂交（图 １）。在缺乏 Ｌｅｕ与缺乏
Ｔｒｐ的培养基质中，Ｙｅａｓｔ－ｃｅｌｌ首先被选择，在缺
Ｌｅｕ、缺Ｔｒｐ、无Ｈｉｓ与无Ａｄｅ的培养基质中培养５～
６ｄ，完成ＢＬＨ－ＫＮＯＸ蛋白－蛋白互作测试。
２．２　双分子荧光互补（ＢｔＦＣ）研究ＢＬＨ７与 ＫＮＡＴ４
蛋白互作

　　由于酵母双杂交技术上的局限性，为进一步证
实ＢＬＨ７与ＫＮＡＴ４在细胞体内的蛋白互作，采用双
分子荧光互补方法进行测试。试验采用拟南芥叶

肉原生质体，共转染 ＹＦＰＣ－ＣｓＫＮＡＴ４与 ＹＦＰＮ－
ＣｓＢＬＨ７，试验体系采用 ＲＡＣＫ１－Ｃ－ＥＹＦＰ作为阴
性对照。ＢｉＦＣ试验结果显示，ＢＬＨ７与ＫＮＡＴ４蛋白
互作发生在细胞核中（图２）。
２．３　ＢＬＨ７与ＫＮＡＴ４转录活性测试

从原生质体瞬时转染效应因子相对表达量可

知，图中 ＧＤ－ＢＬＨ７的 ＧＵＳ相对表达量明显降低
（图３），ＧＤ－ＫＮＡＴ４的 ＧＵＳ相对表达量明显上调
（图３、图４），由此可知 ＣｓＢＬＨ７为转录抑制因子，
ＣｓＫＮＡＴ４为激活因子，且 ＣｓＢＬＨ７能够与 ＣｓＫＮＡＴ４
互作，并能够抑制ＣｓＫＮＡＴ４的转录激活活性（图５）。
２．４　ＣｓＢＬＨ７－ＣｓＫＮＡＴ４调节下胚轴细胞的伸长

在过去针对ＢＥＬＬ与ＫＮＯＸ类蛋白研究的结果
表明，二者能够调节植株的形态发育，包括叶片的

形状、茎的长度、花基发育等。对比野生型（Ｃｏｌ），
３５Ｓ：ＣｓＢＬＨ７下胚轴长度与下胚轴细胞长度明显缩
短，３５Ｓ：ＣｓＫＮＡＴ４下胚轴长度明显伸长（图６、图７）。
　　在水稻、拟南芥等植物中过去关于 ＢＥＬＬ与
ＫＮＯＸ蛋白的研究曾报道，ＢＥＬＬ－ＫＮＯＸ通过调控
赤霉素合成酶基因来调节茎与细胞的伸长。为进

一步探究ＣｓＢＬＨ７－ＣｓＫＮＡＴ４调节胚轴与茎细胞长
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度的机制，对不同遗传背景材料的赤霉素合成酶基

因做荧光定量分析。结果表明，３５Ｓ：ＣｓＢＬＨ７中
ＣｓＧＡ２０ｏｘ１表 达 量 均 降 低，３５Ｓ：ＣｓＫＮＡＴ４中
ＣｓＧＡ２０ｏｘ１表达量上升（图８）。

３　讨论

研究采用酵母双杂交初步确定，ＣｓＢＬＨ７与

ＣｓＫＮＡＴ４能够在细胞体内互作，形成 ＢＬＨ７－
ＫＮＡＴ４蛋白复合物，双分子荧光互补（ＢｉＦＣ）进一步
证实了这种蛋白互作。以拟南芥原生质体为材料，

为确定转录蛋白的作用开展瞬时转染，通过酶标仪

以ＧＵＳ基因相对表达量，确定 ＣｓＢＬＨ７为转录抑制
因子，３５Ｓ：ＣｓＫＮＡＴ４为转录激活因子。材料 ３５Ｓ：
ＣｓＢＬＨ７下胚轴与细胞长度降低，材料３５Ｓ：ＣｓＫＮＡＴ４
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下胚轴与细胞长度增加。ＢＬＨ７与 ＫＮＡＴ４互作形

成ＢＬＨ７－ＫＮＡＴ４蛋白复合物，ＢＬＨ７能够抑制茎与
胚轴细胞的伸长，ＫＮＡＴ４能够促进茎与胚轴细胞的
发育，这与 ＢＬＨ７作为一个转录抑制因子，ＫＮＡＴ４
作为一个转录激活因子的遗传特性相适应。结合

不同材料ＣｓＧＡ２０ｏｘ１的表达量，在 ＢＬＨ７与 ＫＮＡＴ４
蛋白互作基础上，暗示 ＢＬＨ７－ＫＮＡＴ４可能是通过
调节赤霉素合成来调控下胚轴与茎细胞长度，从而

影响下胚轴的发育。

同时，在过去的报道中，ＯＦＰ等其他转录蛋白
可能与ＢＥＬＬ－ＫＮＯＸ蛋白复合物发生互作来发挥
调控作用，形成 ＯＦＰ－ＢＥＬＬ－ＫＮＯＸ复合蛋
白［８－９］，本研究中ＫＮＡＴ４与 ＢＬＨ７的蛋白 －蛋白互
作，也可能并不是直接形成的，并不能排除是通过

其他蛋白间接形成的互作，这需要通过体外蛋白互

作试验进一步来确定。
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