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型锌指结构蛋白
829:;

参与调控水稻
7$68& 4&5-3&

侧根的生长发育! 但其相关互作蛋白及调控机制未

知% 以水稻 &日本晴' &

<,==+3>?@A

' 为试验材料! 克隆了
7491:

基因! 利用
;<"=B

和
>&'B

酶切位点构建酵母双

杂交钓饵表达载体
=CDEF$G7491:

! 验证该表达载体对酵母菌株
H!7

无毒性及报告基因自激活现象( 采用酵母双

杂交技术! 从已构建的水稻
IJ<K

文库中筛选到
#

个阳性互作蛋白! 经美国国家生物技术信息中心数据库"

<6DB

)

同源性比对! 鉴定为含有
F!I+L=MAN =+MO=A=P,*A #

"

F6;!#

)结构域的分子伴侣蛋白第
$

个亚基"

82&%Q&%)$$&&

)! 命名

为
IR?=A@+3,3 I+3P?,3,3Q F6;!# AP? 2S>S3,P

"

66F!AP?

)! 进而通过酵母一对一回复验证该互作蛋白% 基于
66F!AP?

亚基

与
829:;

蛋白互作! 推测分子伴侣蛋白亚基
66F!AP?

可能参与调控水稻侧根的生长发育% 图
'
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水稻
!"#$% &%'()%

是世界上重要的禾本科
$%&'()*&*

粮食作物之一! 据估计" 到
+,!,

年" 禾本科作

物的产量至少需要提高
",-

才能满足人口增长所带来的粮食需求#

.

$

! 生长发育良好的水稻根系不仅使植

株适应不利的生长环境" 而且还能提高植株对水分和营养的利用率#

+

$

" 从而保证结实率和产量! 水稻的

种子根只在植株发育初期起作用" 随后的整个生育期主要通过发育更为完善和发达的侧根和冠根维持生

长发育! 因此" 发掘和鉴定调控水稻侧根和根冠生长发育的蛋白对水稻根系遗传发育及分子调控机制研

究显得尤为重要! 目前" 在水稻根系发育研究中已获得了一些突变体表型及其调控侧根和冠根发育的关

键基因" 这些基因的功能缺失突变能特异地影响根系的生长发育和形态建成#

!!/

$

! 水稻侧根通过中柱鞘

和内皮层细胞不断分裂而形成#

#

$

! 已有研究表明% 真核生物中含锌指结构域蛋白能特异结合
012

"

312

和蛋白质" 从而参与调控真核生物细胞的发育和凋亡过程及相关信号传导途径#

4!5

$

! 拟南芥
*"%+(,-.&(&

'/%0(%1% 6.".(

亚族中
$78

"

$78+

"

9:;5

和
9:;/

蛋白受赤霉素和细胞分裂素诱导" 参与调控表皮毛的生

长发育及相关信号传导途径#

<!.+

$

& 而
6."+(

亚族中的
9&=#

被证实参与调控种子根的生长发育和磷酸盐的

吸收#

.!

$

! 最近" 水稻中已鉴定出
.5<

个含
6

+

>

+

型锌指结构蛋白" 其中至少
+#

个蛋白响应不同的生物胁

迫和非生物胁迫#

."

$

! 这些研究结果预示着含锌指结构域的蛋白在水稻生长发育过程中起着重要的调节作

用! 在前期研究中" 我们已鉴定到
.

个水稻调控侧根生长发育的
6

+

>6

型锌指结构蛋白! 本研究拟利用

酵母双杂交技术筛选鉴定与该蛋白互作的调控蛋白" 以期为水稻根系生长发育分子机制的解析奠定工作

基础!

.

材料与方法

!"!

钓饵表达载体构建

根据酵母表达载体
?$@AB4

多克隆位点及水稻锌指结构蛋白基因'

!&234

(表达序列设计引物" 正

向%

/#"6$$22BB62B$$622$$$226622$B66"!#

)下划线为
56-77

酶切位点(" 反向%

/#"26$6$B6"

$266B2222B$66B$$6B66B22"!#

)下划线为
8%07

酶切位点(! 以本实验室保存的水稻品种 *日本晴+

*

1(??C)D&%*

+ 幼苗为试验材料" 对幼苗
E012

进行聚合酶链式反应)

;63

(扩增" 反应体系和扩增程序参

照文献#

./

$稍作修改, 目的基因经双酶切回收后连接至酵母表达载体
?$@AB4

并转化大肠埃希菌
5&!

6/9"(6/(% 6-0( 0>/!

" 重组酵母表达载体
?$@AB4F!&2:4

双酶切验证后进行单克隆测序!

!"#

钓饵载体毒性和自激活分析

按
G*&H='&I*%

$%

G*&H= B%&)HJC%'&=(C) 8KH=*' +

小量法转化酵母表达载体
?$@AB4

和酵母钓饵表达载

体
?$@AB4L!&2:4

至
/, "M

酵母菌株
G+>

感受态细胞" 分别稀释转化菌液至
.N.,

和
.N.,,

" 取
.,, "M

酵母表达载体
?$@AB4

转化液涂布于
80N"B%?

& 同时" 取
.,, "M

酵母钓饵表达载体
?$@AB4L!&2:4

转

化液涂布于
80N"B%?

)

80O

("

80N"B%?NP"!"$&Q

)

80ONP

(和
80N"B%?NP"!"$&QN2D2

)

80ONPN2

(固体培养基"

!,

&

培养
!R/ S

" 对比
?$@AB4

和
?$@AB4L!&;<4+

两者转化后酵母单克隆大小" 观察统计结果" 检测钓

饵载体是否对酵母菌株有毒性及是否对报告基因存在自激活现象!

!"$ %&'(

文库筛选

按
G*&H='&I*%

$%

G*&H= B%&)HJC%'&=(C) 8KH=*' +

共转化水稻幼苗
E012

文库和酵母钓饵表达载体
?$"

@AB4L!&2:4

至
#,, "M

酵母菌株
G+>

感受态细胞" 所有转化菌液全部涂布于
80N"M*TN"B%?NP"!"$&QN2D2

)

00ONPN2

(固体培养基"

!, &

培养
!R/ S

" 挑选蓝色单克隆接种至
80N"M*TN"B%?N">(HN2S*NP"!"$&QN2D2

)

U0ONPN2

(固体培养基"

!, &

培养
!R/ S

" 将蓝色克隆菌株划线至
80N"M*TN"B%?NNP"!"$&Q

)

00ONP

(固体培

养基" 重复
+R!

次" 分离阳性互作蛋白!

!")

互作蛋白的分离和回复验证

挑取上述
00ONP

固体培养基中分离出来的蓝色单克隆" 用酵母质粒提取试剂盒)

*&HK K*&H= ?Q&H'(S

(HCQ&=(C) I(=

( 提取钓饵与互作蛋白表达质粒" 转化大肠杆菌
0>/!

感受态细胞" 涂布于含有氨苄青霉素的

M@

固体培养基"

!4 &

过夜培养" 挑选单克隆提取质粒" 送生物公司测序! 将分离的互作蛋白表达质粒"

与
?$@AB4

或
?$@AB4L!&2:4

分别共转化酵母菌株
G+>

" 取
.,, "M

转化菌液涂布于
00ONP

和
U0ONPN

2

固体培养基中"

!, &

培养
! S

" 回复验证阳性互作蛋白!

郑秀文等% 水稻
OH9:;

互作蛋白的筛选与鉴定 .,+/
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结果与分析

!"#

含
!"#$%

基因的钓饵载体获得

&'(

扩增
!"&$%

基因获得大小为
)!) *+

的目的片段!图
,-

"# 与预期条带相符$ 利用
'()*.

和
+,-.

酶切位点酶切酵母表达载体
+/012$

及目的基因
."&$/

!图
#0

"#

23

连接酶连接后转化大肠埃希菌

456!

# 提取重组表达载体后进行双酶切验证!图
,'

"# 阳性克隆送生物公司测序验证%

!"!

钓饵表达载体毒性及自激活分析

酵母表达载体
+/012$

和钓饵载体
+/012$7."&$/

转化酵母菌株
8!5

感受态细胞# 分别涂布于

94:

#

94:;<

和
94:;<;-

固体培养基#

=% !

培养
=>6 ?

% 结果显示&

94:

培养基中# 含有
+/012$

与

+/012$7."&$/

载体的酵母菌株单克隆大小相近!图
!-

和
!0

"# 表明含有
."&$/

基因的钓饵表达载体

对酵母菌株的生长没有毒性作用$ 同时# 含有
+/012$7."&$/

载体的酵母菌株在
94:;<

固体培养基中

呈白色!图
!'

"# 且在
94:;<;-

固体培养基中不能生长!图
!4

"# 表明
+/012$7."&$/

载体在酵母菌株

8!5

中无自激活现象# 适合互作蛋白的文库筛选%

图
#

含
."&$/

基因的酵母表达载体构建

@ABCDE # 'FGHIDCJIAFG FK *LAI MEJIFD NOAJO JFGILAGAGB ."&$/

图
! ."&$/

基因对酵母菌株
8!5

的毒性及

自激活验证

@ABCDE ! 2EHIAGB *LAI MEJIFD NOAJO JFGILAGE? ."&$/ KFD

IFPAJAIQ LG? LCIFLJIAMLIAFG

!"$

互作蛋白的筛选与分离

将
+/012$7."&$/

载体与水稻
J4R-

文库共转化酵母菌株
8!5

感受态细胞# 涂布于
44:;<;-

固体

培养基进行筛选$ 挑选候选阳性单克隆进一步接种至
S4:;<;-

固体培养基进行筛选% 将候选阳性单克

隆!

)=

号和
)$

号"转接至
44:;<

固体培养基
!>=

次# 筛选分离出蓝色!箭头所示"阳性单克隆!图
=

"%

图
=

候选互作蛋白!

)=

号和
)$

号"在
44:;<

固体培养基中的筛选

@ABCDE = 9EBDEBLIAFG FK JLG?A?LIE +FHAIAME AGIEDLJIFDH

!

*TCE

"

KDFU GFG"AGIEDLJIFDH

!

NOAIE

"

箭头所示为筛选出的阳性单克隆

,%!V
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互作蛋白的分离和回复验证

利用酵母质粒提取试剂盒提取
$$%&'

固体培养基中蓝色单克隆表达质粒! 将分离互作蛋白表达载

体
()*$+,-.!

"

*$!.!

#和
()*$+,-.,

"

*$!.,

#分别与
()/0+,

"

/$

#或
()/0+,-!"#$%

"

/$!123

#共转化

酵母菌株
456

$ 涂布于
$$%&'

和
7$%&'&*

固体培养基进行筛选! 结果显示$

/$!123&*$!.!

和
.,

以及

/$&*$!.!

和
.,

共转化后$ 酵母
456

均能在
$$%&'

固体培养基中生长% 但是只有
/$!123&*$!.,

共转

化后酵母
456

能在
7$%&'&*

固体培养基中生长且呈蓝色"图
"

#$ 表明
.,

号筛选蛋白可能为阳性互作蛋

白! 进一步对
.,

号互作蛋白的文库表达载体进行测序和同源性比对$ 鉴定为含有
+!89:(;<= (9;>(<(?@A<

B

"

+C3!B

#结构域的分子伴侣蛋白第
,

个亚基"

D%C"!"B.E!

#$ 命名为
8FG(<H9I@I 89I?G@I@IJ +C3!B <?G KLM!

LI@?

"

CC+!<?G

#% 该基因
:NO*

全长为
5 B5! M(

$ 编码
P#Q

个氨基酸!

图
"

酵母双杂交回复验证

2@JLH< " C9IR@H:G?@9I 9R (9K@?@S< @I?<HG8?@9I M> ><KG? ?T9!F>MH@A

!

"

#QQ

#

() () ()

!

讨论

锌指结构蛋白是一类含有指状结构域的基因表达调控蛋白$ 依据蛋白结构中半胱氨酸和组氨酸残基

的数目和顺序可以将锌指结构分为
C

5

6

5

$

C

5

6C

和
C

5

C

5

等类型! 在真核生物中$

C

5

6

5

型锌指结构蛋白的

类型最多$ 研究也较为深入! 水稻基因组中存在
B.E

个编码含有
7*D))6

保守结构域的
C

5

6

5

型锌指结

构转录因子$ 其中有
B.

个基因是调控水稻穗发育$

B5

个是种子特异表达基因&

B#

'

% 另外$ 含有
C

5

6

5

型锌

指结构的水稻蛋白
123!#

被证实参与脱落酸诱导的抗氧化防御机制 &

B,

'

! 这些结果都表明( 锌指结构蛋

白广泛参与调控水稻的生长发育及生理生化途径!

本研究以调控水稻侧根生长发育的
CC6C

型锌指结构蛋白为钓饵$ 通过酵母双杂交技术从水稻
8$!

O*

文库中筛选获得
5

个互作蛋白% 酵母双杂交一对一回复验证显示
/$&*$!.,

共转化酵母在
7$%

培养

基中不能生长$ 但
/$!123&*$!.,

能在
7$%

培养基中生长且呈蓝色"图
"

#$ 表明
.,

号蛋白为阳性互作

蛋白! 另外$

/$&*$!.!

在
7$%

培养基中呈白色$ 但
/$!123&*$!.!

共转化酵母在
7$%

培养基上不能

生长$ 因此$

.!

号筛选蛋白为假阳性!

含有
+C3!B

结构域的分子伴侣蛋白已被证实在真核生物细胞中参与蛋白的折叠与复性&

B.

'

! 该蛋白至

少由
.

个不同功能亚基组成$ 各个亚基同源性仅为
!QU

% 同时$ 各个蛋白亚基也含有相对保守的结构

域$ 可能与
*+3

酶活性相关&

BE

'

! 本研究筛选到的编码
CC+

蛋白的第
,

个亚基与
C

5

6C

型锌指结构蛋白

存在互作$ 推测它可能参与锌指结构蛋白的折叠与形成$ 从而调控水稻根系的生长发育$ 其相关生物学

功能需要通过反向遗传学进一步研究!

郑秀文等( 水稻
%K123

互作蛋白的筛选与鉴定 BQ5,
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