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大豆 ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ 互作蛋白的筛选及鉴定
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摘　 要:大豆 ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ 蛋白是一个核转录因子 Ｙ(ＮＦ￣Ｙ)ꎬ在干旱和高盐响应过程中均发挥重要作用ꎮ 为研究其抗

旱和耐盐的作用机理ꎬ寻找 ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ 的互作蛋白ꎬ构建 ｐＧＢＫＴ７￣ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ 诱饵载体ꎬ采用酵母双杂交筛选大豆

酵母文库ꎬ并进行 Ｘ￣α￣ｇａｌ 染色验证ꎮ 结果显示:酵母双杂交获得 ８５ 个阳性克隆ꎬ测序分析后得到 ３６ 个候选的互作蛋

白ꎮ 功能预测显示互作蛋白主要参与生长发育、胁迫响应、能量代谢、转录调控和信号转导等生物过程ꎮ 选择

ＧｍＵＶＲ８、ＧｍＣＭＬ４１、ＧｍＦｂｏｘ１３ 和 ＧｍＦＢＡ 与诱饵 ｐＧＢＫＴ７￣ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ 进行一对一验证ꎬ只有 ＧｍＦＢＡ 能与 ＧｍＮＦ￣
ＹＡ１３ 发生相互作用ꎬ预示 ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ 功能的发挥需要 ＧｍＦＢＡ 的参与ꎮ 该结果可为 ＮＦ￣ＹＡ 抗逆分子网络的研究提

供基础ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｓｏｙｂｅａｎ(Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ) ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓ ａ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ Ｙ(ＮＦ￣Ｙ) ｔｈａｔ ｐｌａｙｓ ａ ｃｒｕｃｉａｌ ｒｏｌｅ ｉｎ
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ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ꎬ ａ ｐＧＢＫＴ７￣ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ ｂａｉｔ ｖｅｃｔｏｒ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ. Ｔｈｅ ｓｏｙｂｅａｎ ｙｅａｓｔ ｌｉｂｒａｒｙ ｗａｓ
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ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｒｅ ｍａｉｎｌｙ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓꎬ ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ. ＧｍＵＶＲ８ꎬ ＧｍＣＭＬ４１ꎬ ＧｍＦｂｏｘ１３ꎬ ａｎｄ ＧｍＦＢＡ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ｏｎｅ￣ｏｎ￣ｏｎｅ
ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂａｉｔ ｖｅｃｔｏｒ ｐＧＢＫＴ７￣ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｏｎｌｙ ＧｍＦＢＡ ｃｏｕｌｄ ｉｎｔｅｒａｃｔ ｗｉｔｈ ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ꎬ
ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ ｒｅｑｕｉｒｅｓ ｔｈｅ ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ＧｍＦＢＡ. Ｔｈｅｓｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｌａｙ ｔｈｅ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ
ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｔｈｅ ＮＦ￣ＹＡ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｎｅｔｗｏｒｋ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒꎻ ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ꎻ ｙｅａｓｔ ｔｗｏ￣ｈｙｂｒｉｄꎻ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ

　 　 核转录因子 Ｙ(Ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｆａｃｔｏｒ￣Ｙꎬ
ＮＦ￣Ｙ)是广泛存在于不同生物中的一类转录复合

物ꎬ通常由 ＮＦ￣ＹＡ、ＮＦ￣ＹＢ 和 ＮＦ￣ＹＣ ３ 种亚基通过

有序组装形成ꎬ一般以异源二聚体、三聚体形式或

与其他调控因子相互作用ꎬ以结合于顺式作用元件

ＣＣＡＡＴ￣ｂｏｘ 从而激活或抑制下游基因的表达[１￣３]ꎮ
研究发现ꎬ单个的 ＮＦ￣ＹＡ、ＮＦ￣ＹＢ 或 ＮＦ￣ＹＣ 亚基广

泛参与根系发育、胁迫响应、ＡＢＡ 信号转导、开花、
果实成熟等进程中[４￣９]ꎮ 大豆中ꎬＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ 可以

与 ＧｍＳＡＬＴ３、ＧｍＭＹＢ８４、ＧｍＮＣＥＤ３ 和 ＧｍＲｂｏｈＢ 的

启动子结合ꎬ调节其在体内的表达丰度ꎬ增强转基

因大豆植株的耐盐性和耐旱性[１０]ꎻ过表达 ＧｍＮＦ￣
ＹＡ５ 可以通过 ＡＢＡ 依赖和非 ＡＢＡ 依赖的途径减少

气孔开度和叶片水分流失提高大豆的抗旱性[１１]ꎻ在

盐胁迫下ꎬＧｍＮＦ￣ＹＡ 可以加速 ＧｍＨＤＡ１３ 积累并竞

争与 ＧｍＦＶＥ 的相互作用ꎬ导致组蛋白乙酰化的抑

制和维持ꎬ最终赋予大豆植株耐盐性[１２]ꎮ
在哺乳动物和酵母中ꎬ每类 ＮＦ￣Ｙ 亚基由 １ 个

单基因编码ꎬ然而在高等植物中ꎬ同一类 ＮＦ￣Ｙ 亚基

往往由 １ 个基因家族编码ꎬ不同的 ＮＦ￣Ｙ 蛋白还存

在不同的互作蛋白ꎬ导致植物体内可能形成多种形

式的 ＮＦ￣Ｙ 复合物[１３￣１４]ꎮ 最近对于 ＮＦ￣Ｙ 三聚体的

研究也陆续报道ꎮ Ｚｈｏｕ 等[１５] 发现柑橘(Ｃｉｔｒｕｓ)中

ＣｉＮＦ￣ＹＡ１ 受干旱和低温诱导表达ꎬ通过形成 ＣｉＮＦ￣
ＹＡ１ / ＣｉＮＦ￣ＹＢ２ / ＣｉＮＦ￣ＹＣ２ 转录复合体直接结合到

ＦＴ 启动子中的 ＣＣＡＡＴ￣ｂｏｘ 元件进而激活其转录ꎬ
促进柑橘迅速进入“干旱逃逸”进而间接诱导开花ꎮ
在大豆中ꎬ ＧｍＮＦ￣ＹＣ１４ 与 ＧｍＮＦ￣ＹＡ１６ 和 ＧｍＮＦ￣
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ＹＢ２ 形成异源三聚体ꎬ激活 ＧｍＰＹＲ１ 介导的脱落酸

(ＡＢＡ)信号通路ꎬ以调节大豆的胁迫耐受性ꎬ且过

表达 ＧｍＮＦ￣ＹＣ１４ 或 ＧｍＰＹＲ１ 可以提高单株产量、
籽粒丰满度和茎基周长ꎬ从而提高了大豆植株对干

旱条件的适应能力[１６]ꎮ
大豆是世界范围内重要的油料作物ꎬ其生产受

到盐胁迫和干旱胁迫的限制ꎮ 通过生物学手段筛

选 ＮＦ￣Ｙ 的互作蛋白ꎬ探究 ＮＦ￣Ｙ 转录复合体的组

成ꎬ对于植物抗逆分子网络的研究及大豆抗逆品种

的培育具有重要意义ꎮ 前期试验发现大豆中的

ＮＦ￣ＹＡ 基因 ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ 受到盐、干旱、ＡＢＡ 和过氧

化氢的强烈诱导[１７] ꎬ为了探究大豆 ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ 响

应盐和干旱等胁迫的分子机制ꎬ克隆了 ＧｍＮＦ￣
ＹＡ１３ 基因并使用酵母双杂交筛选大豆 ｃＤＮＡ 文

库ꎬ筛选与 ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ 互作的蛋白质并进行酵母

回转验证ꎬ旨在为 ＮＦ￣ＹＡ 抗逆分子网络的研究提

供基础ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 材料

供试大豆品种为 Ｗｉｌｌｉａｍｓ ８２ꎮ ＤＨ５α 大肠杆菌

菌株、ＡＨ１０９ 酵母菌株、ｐＧＢＫＴ７ 和 ｐＧＡＤＴ７ 酵母表

达载体均为实验室保存ꎮ 酵母培养基购自泛基诺

公司ꎬＦｒｏｚｅｎ￣ＥＺ 酵母转化试剂盒为 ＺＹＭＯ 公司产

品ꎮ 反转录试剂盒、ＤＮＡ 纯化回收试剂盒ꎬ质粒提

取试剂盒为天根生物公司产品ꎮ 其他试剂(高保真

Ｐｒｉｍｅｒ ＳＴＡＲＴ 聚合酶ꎬＴ４ ＤＮＡ 连接酶ꎬ限制性内切

酶 ＥｃｏＲⅠ、ＰｓｔⅠ等)购自 Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ 生物公司ꎮ 引物

合成和 ＤＮＡ 测序由生工生物(上海)完成ꎮ
１. ２　 总 ＲＮＡ 提取与反转录

大豆水培 １４ ｄ 后使用 Ｔｒｉｚｏｌ 法[１７] 提取叶片总

ＲＮＡꎬ使用 Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ 超微量核酸蛋白浓度测定

仪 ＮａｎｏＤｒｏｐ ＯＮＣＥ 分析总 ＲＮＡ 浓度和纯度ꎬ进一

步采用 １％琼脂糖凝胶电泳检测总 ＲＮＡ 质量ꎬ选择

满足后续实验需求的 ＲＮＡꎬ使用天根生物公司的反

转录试剂盒进行反转录得到大豆 ｃＤＮＡꎮ
１. ３　 诱饵载体的构建

根据 ＮＣＢＩ 数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ.
ｇｏｖ / )中 ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３(登录号:ＮＭ＿００１２５５８８４. ３)的
ＣＤＳ 序列ꎬ使用 Ｐｒｉｍｅｒ ５. ０ 软件设计特异性引物

ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３￣Ｆ 和ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３￣Ｒ(表１)ꎮ 以大豆叶片

ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ反应体系为 １０ × Ｂｕｆｆｅｒ
(含Ｍｇ２ ＋ )２. ５ μＬ、２. ５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ －１ ｄＮＴＰｓ ２. ０ μＬ、上下

游 引物各 ２. ０ μＬ、 ｃＤＮＡ 模板 １. ０ μＬ、 Ｔａｑ 酶

０. ５ μＬ、最后加入超纯水至总体积为 ２５ μＬꎮ ＰＣＲ
反应条件为:９８ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９８ ℃ ３０ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ
７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ循环 ３５ 次ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ 使用天根公

司的产物纯化回收试剂盒纯化回收 ＰＣＲ 扩增产物ꎬ
得到 ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ 目的片段ꎮ 利用 Ｔ４ 连接酶连接

经 ＥｃｏＲⅠ和 ＰｓｔⅠ双酶切后的目的基因片段和

ｐＧＢＫＴ７ 载体片段并转化大肠杆菌 ＤＨ５αꎬ涂布于含

有 ５０ μｇ􀅰ｍＬ － １卡那霉素的 ＬＢ 固体平板上ꎬ挑取单

克隆并扩大培养ꎬ经菌液 ＰＣＲ 鉴定和测序分析筛选

获得诱饵载体 ｐＧＢＫＴ７￣ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ꎮ

表 １　 供试引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｔｅｓｔ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列(５′→３′)

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′)

ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３￣Ｆ ＴＡＡＧＡＡＴＴＣＡＴＧＣＣＧＧＧＧＡＡＡＧＣＴＧＡＣＡＣ

ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３￣Ｒ ＴＡＡＣＴＧＣＡＧＴＣＡＴＴＴＧＡＡＡＧＣＣＣＣＡＴＴＡＴＴＡＧ

ＧｍＵＶＲ８￣Ｆ ＣＣＣＡＴＣＧＡＴＡＣＡＴＧＧＣＣＡＴＧＡ ＡＴＡＡＴＧＧＣＧ

ＧｍＵＶＲ８￣Ｒ ＡＧＧＧＡＴＣＣＴＣＡＡＧＴＧＴＧＧＧＡＣＴＣＧＧＣ

ＧｍＣＭＬ４１￣Ｆ ＣＴＣＡＴＣＧＡＴＡＣＡＴＧＧＣＴＡＧＣＧＡＧＡＧＡＡＴＴＣＴＣＡＡＧ

ＧｍＣＭＬ４１￣Ｒ ＡＣＧＡＧＣＴＣＴＣＡＴＴＴＧＧＴＡＡＡＡＣＴＣＡＴＣＧＡＡＡＴＣ

ＧｍＷＲＫＹ５２￣Ｆ ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＣＡＴＣＡＣＣＧＴＡＧＡＴＴＣＡＧＣ

ＧｍＷＲＫＹ５２￣Ｒ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＴＣＣＴＧＴＧＡＴＧＣＣＧＣＣ

ＧｍＦｂｏｘ１３￣Ｆ ＣＣＣＡＴＣＧＡＴＴＧＡＴＧＧＡＡＣＡＴＡＧＴＴＴＧＡＡＡＡＧＡＡＡＧＴＣＴ

ＧｍＦｂｏｘ１３￣Ｒ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＣＡＴＡＣＡＧＡＡＧＣＣＴＣＴＡＴＣＣＴＴＧＧ

ＧｍＦＢＡ￣Ｆ ＧＧＧＴＴＴＣＡＴＡＴＧＡＴＧＧＣＣＴＣＴＧＣＡＴＣＡＧＣＡＴ

ＧｍＦＢＡ￣Ｒ ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＴＴＡＧＴＡＧＧＡＧＴＡＧＣＣＴＴＴＧＡＣＧ
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１. ４　 共转化酵母感受态细胞及阳性克隆的鉴定与

分析

　 　 使用 Ｆｒｏｚｅｎ￣ＥＺ 酵母转化试剂盒制备 ＡＨ１０９ 酵

母感受态细胞ꎬ将 ｐＧＢＫＴ７￣ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ 重组质粒和

大豆文库(生长 ２０ ｄ 大豆栽培品种Ｗｉｌｌｉａｍｓ ８２ 整株

经 ２０％ ＰＥＧ 处理 １２ ｈ 的酵母文库)质粒共转化

ＡＨ１０９ 酵母细胞ꎬ挑取 ＳＤ / ￣Ｔｒｐ / ￣Ｌｅｕ 缺陷型培养基

上长出来的单菌落于 ｄｄＨ２Ｏ 中并测量 ＯＤ６００的吸光

值ꎬ用 ｄｄＨ２Ｏ 稀释至 ＯＤ６００ 值为 ０. １ 时ꎬ吸取 ５ μＬ

接种在含有 ４０ μｇ􀅰ｍＬ － １ Ｘ￣α￣ｇａｌ 的 ＳＤ / ￣Ｔｒｐ / ￣Ｌｅｕ /
￣Ｈｉｓ / ￣Ａｄｅ 缺陷型培养基上进行显色反应ꎬ倒置于

３０ ℃恒温培养箱中ꎬ培养 ２ ~ ４ ｄ 后观察酵母细胞

生长及显色情况ꎬ筛选蓝色阳性单克隆ꎮ
挑取适量阳性酵母菌落加入酵母裂解液中ꎬ于

ＰＣＲ 仪中 ９８ ℃反应 ２０ ｍｉｎ 后ꎬ取混合液作为模板

进行 ＰＣＲ 检测ꎬ选取插入片段大于 ７５０ ｂｐ 的菌液

ＰＣＲ 产物送至生工生物(上海)测序ꎬ测序结果经

ＤＮＡＭＡＮ 进行多序列比对后在 ＮＣＢＩ 数据库进行同

源性分析ꎬ并在大豆数据库( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｓｏｙｂａｓｅ.
ｏｒｇ / )中进行功能预测ꎮ

从中挑选与胁迫相关的蛋白作为候选蛋白ꎬ根
据其 ＣＤＳ 序列设计特异性引物(表 １)ꎬ以大豆叶片

ｃＤＮＡ 为模板扩增目的基因片段ꎬ并将其连接到

ｐＧＡＤＴ７ 载体上ꎮ 将构建好的重组载体质粒与

ｐＧＢＫＴ７￣ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ 质粒共转化 ＡＨ１０９ 酵母细胞ꎬ
观察酵母细胞在不同营养缺陷型培养基上的生长

及显色情况ꎮ

２　 结果与分析

２. １　 ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ 诱饵载体的构建

将扩增得到的 ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ 目的片段(图 １Ａ)经
ＥｃｏＲⅠ和 ＰｓｔⅠ双酶切后ꎬ使用 Ｔ４连接酶将其与线

性化 ｐＧＢＫＴ７ 载体连接得到重组质粒ꎬ转化大肠杆

菌感受态细胞ꎬ经菌液 ＰＣＲ 检测(图 １Ｂ)及测序分

析ꎬ获得含有 ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ 基因的重组载体 ｐＧＢＫＴ７￣
ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ꎮ 实验室前期研究结果表明 ｐＧＢＫＴ７￣
ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ 无自激活现象ꎬ可以用于酵母双杂交文

库筛选ꎮ
２. ２　 ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ 互作蛋白的筛选与测序分析

将重组载体 ｐＧＢＫＴ７￣ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ 诱饵质粒和

大豆文库质粒混合后共转化酵母感受态细胞ꎬ涂布

于营 养 缺 陷 型 ＳＤ / ￣Ｔｒｐ / ￣Ｌｅｕ 与 ＳＤ / ￣Ｌｅｕ / ￣Ｔｒｐ /
￣Ｈｉｓ / ￣Ａｄｅ 和 ＳＤ / ￣Ｔｒｐ / ￣Ｌｅｕ / ￣Ｈｉｓ / ￣Ａｄｅ / Ｘ￣α￣ｇａｌ 缺陷

型选择培养基上进行筛选ꎬ共得到出 ８５ 个阳性克隆

(图 ２)ꎮ 使用 ｐＧＡＤＴ７ 载体的通用引物对显蓝的酵

母单克隆进行 ＰＣＲ 检测分析的结果显示ꎬ基因的片

段大小各不相同ꎬ大部分集中在 １ ０００ ｂｐ 左右

(图 ３)ꎮ对扩增条带单一ꎬ大小在 ７５０ ｂｐ 以上的

ＰＣＲ 产物进行测序分析ꎬ 利用 ＮＣＢＩ 数据库的

ＢＬＡＳＴ 工具比对分析测序结果ꎬ最后得到 ３６ 个可

能与 ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ 互作的蛋白(表 ２)ꎮ 功能预测结

果显示筛选出的互作蛋白参与生长发育、胁迫响

应、能量代谢、离子运输、转录调控和信号转导等生

物过程ꎮ

　 　 注:Ａ. ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ 基因克隆ꎻ Ｂ. 菌液 ＰＣＲ 检测ꎻ Ｍ. ２Ｋ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ １ ~ ６. 目的条带ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ａ. ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｅꎻ Ｂ. ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎻ Ｍ. ２Ｋ ＤＮＡ

Ｍａｒｋｅｒꎻ １￣６. Ｔａｒｇｅｔ ｂａｎｄ.

图 １　 ｐＧＢＫＴ７￣ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ 载体构建

Ｆｉｇ. １　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐＧＢＫＴ７￣ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ ｖｅｃｔｏｒ
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图 ２　 酵母双杂交结果

Ｆｉｇ. ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｙｅａｓｔ ｔｗｏ￣ｈｙｂｒｉｄ

　 　 注: Ｍ. ２Ｋ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ ＋ . 阳性对照ꎻ １ ~ ３６. 目的条带ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｍ. ２Ｋ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ ＋ . Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ １￣３６. Ｔａｒｇｅｔ ｂａｎｄ.

图 ３　 阳性克隆 ＰＣＲ 检测

Ｆｉｇ. ３　 ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｅｓ

表 ２　 酵母双杂交筛选的互作蛋白及其功能推测

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｂｙ ｙｅａｓｔ ｔｗｏ￣ｈｙｂｒｉｄ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｓｐｅｃｕｌａｔｉｏｎｓ

编号

Ｎｏ.

基因座

Ｇｅｎｅ ｌｏｃｕｓ

基因描述

Ｇｅｎｅ ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

功能预测

Ｓｐｅｃｕｌａｔｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

１ Ｇｌｙｍａ. １９Ｇ２２０２００ Ｓ￣腺苷甲硫氨酸合酶 １

Ａｄｅｎｏｓｙｌｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ １

氨基酸的生物合成ꎬ乙烯生物合成

Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓꎬ ｅｔｈｙｌｅｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

２ Ｇｌｙｍａ. ０２Ｇ１４２７００ ＯＳＢ２ 蛋白

Ｐｒｏｔｅｉｎ ＯＳＢ２

细胞成分发生ꎬ免疫系统过程ꎬ防御反应的调节

Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｃｃｕｒꎬ ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ

ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｅｆｅｎｓｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ

３ Ｇｌｙｍａ. ０６Ｇ１７２６００ 甘油醛￣３￣脱氢酶 Ｃ 亚基

Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ￣３￣ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ Ｃ ｓｕｂｕｎｉｔ

光合作用ꎬ糖异生ꎬ糖酵解

Ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓꎬ ｇｌｕｃｏｎｅｏｇｅｎｅｓｉｓꎬ ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ

４ Ｇｌｙｍａ. ２０Ｇ１２９３００ 碳水化合物酯酶 Ａｔ４ｇ３４２１５

Ｐｒｏｂａｂｌｅ ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｅｓｔｅｒａｓｅ Ａｔ４ｇ３４２１５

水解酶活性

Ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

５ Ｇｌｙｍａ. ０２Ｇ２５０７００ 紫外线 ｂ 受体 ＵＶＲ８

Ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ￣Ｂ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ＵＶＲ８

细胞对冷冻的反应ꎬ木质素生物合成

Ｃｅｌｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｆｒｅｅｚｉｎｇꎬ ｌｉｇｎｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

６ Ｇｌｙｍａ. ０６Ｇ０５６３００ 铜转运 ＨＭＡ８ Ｐ￣ＡＴＰ 酶

Ｃｏｐｐｅｒ￣ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｎｇ ＨＭＡ８ Ｐ￣ＡＴＰａｓｅ

铜离子运输

Ｃｏｐｐｅｒ ｉｏｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ

７ Ｇｌｙｍａ. １１Ｇ１１１４００ 果糖￣二磷酸醛缩酶 １

Ｆｒｕｃｔｏｓｅ￣ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ ａｌｄｏｌａｓｅ １

对脱落酸的反应ꎬ果糖 １ꎬ６￣二磷酸代谢过程ꎬ糖异生

Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄꎬ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｏｆ ｆｒｕｃｔｏｓｅ １ꎬ ６￣

ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬ ｇｌｕｃｏｎｅｏｇｅｎｅｓｉｓ

８ Ｇｌｙｍａ. ０９Ｇ２１８５００ ＡＰ￣４ 复合物 ε 亚基

ＡＰ￣４ ｃｏｍｐｌｅｘ ｓｕｂｕｎｉｔ ｅｐｓｉｌｏｎ

生殖芽系统发育

Ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ ｏｆ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｂｕｄｓ

９ Ｇｌｙｍａ. ０９Ｇ００４４００ 腺苷 ５′￣磷酸硫酸盐还原酶

Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ５′￣ｐｈｏｓｐｈｏｓｕｌｆａｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ

硫酸盐同化、还原

Ｓｕｌｆａｔｅ ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ
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表 ２ (续)

编号

Ｎｏ.
基因座

Ｇｅｎｅ ｌｏｃｕｓ
基因描述

Ｇｅｎｅ ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
功能预测

Ｓｐｅｃｕｌａｔｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

１０
Ｇｌｙｍａ. １３Ｇ２８９６００

ＤｎａＪ 和 ４Ｆｅ￣４Ｓ 双聚结构域含蛋白

ＤｎａＪ ａｎｄ ４Ｆｅ￣４Ｓ ｄｉｃｌｕｓｔｅｒ ｄｏｍａｉｎ￣
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ

细胞分解过程ꎬ细胞对光刺激的反应

Ｃｅｌｌ ｂｒｅａｋｄｏｗｎ ｐｒｏｃｅｓｓꎬ ｃｅｌｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｌｉｇｈｔ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ

１１ Ｇｌｙｍａ. ０６Ｇ１７６９００ 伸长因子 Ｔｕ
Ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ Ｔｕ

叶绿体组织、叶片发育

Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎꎬ ｌｅａｆ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

１２ Ｇｌｙｍａ. １６Ｇ１４２５００ ＥＦ￣手钙结合家族蛋白

ＥＦ ｈａｎｄ ｃａｌｃｉｕｍ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎ
对茉莉酸的反应ꎬ对缺水的反应

Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｊａｓｍｏｎｉｃ ａｃｉｄꎬ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｌａｃｋ ｏｆ ｗａｔｅｒ

１３ Ｇｌｙｍａ. ０８Ｇ１９７５００ ｅｌｆ３ 样蛋白 ２
ｅｌｆ３￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ２

昼夜节律ꎬ调节花的发育ꎬ调节气孔运动ꎬ对脱落酸的反应ꎬ对冷

的反应ꎬＤＮＡ 结合转录因子活性ꎬ蛋白质结合

Ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｒｈｙｔｈｍｓꎬ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｆｌｏｗｅｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｓｔｏｍａｔａｌ
ｍｏｖｅｍｅｎｔꎬ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄꎬ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｃｏｌｄꎬ ＤＮＡ￣ｂｉｎｄｉｎｇ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ

１４ Ｇｌｙｍａ. １３Ｇ２０２２００
类胡萝卜素 ９ꎬ１０￣裂解双加氧酶

Ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ ９ꎬ１０￣ｃｌｅａｖａｇｅ ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ
胡萝卜素分解过程ꎬ缺水反应ꎬ叶黄素分解过程

Ｃａｒｏｔｅｎｅ ｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓꎬ ｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬ ｌｕｔｅｉｎ
ｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ

１５ Ｇｌｙｍａ. ０５Ｇ００７１００ 叶绿体碳酸酐酶

Ｃａｒｂｏｎｉｃ ａｎｈｙｄｒａｓｅ
气孔发育的负调节ꎬ气孔运动的调节ꎬ对寒冷的反应

Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｏｍａｔａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｏｍａｔａｌ
ｍｏｖｅｍｅｎｔꎬ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｃｏｌｄ

１６ Ｇｌｙｍａ. １８Ｇ０３６４００ 核酮糖二磷酸羧化酶 / 加氧酶激活酶

Ｒｉｂｕｌｏｓｅ ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ /
ｏｘｙｇｅｎａｓｅ ａｃｔｉｖａｓｅ

气孔发育的负调节ꎬ气孔运动的调节ꎬ对寒冷的反应

Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｏｍａｔａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｏｍａｔａｌ
ｍｏｖｅｍｅｎｔꎬ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｃｏｌｄ

１７ Ｇｌｙｍａ. ０２Ｇ１０４６００ ＵＤＰ￣葡萄糖基转移酶 ７３Ｂ２
ＵＤＰ￣ｇｌｕｃｏｓｙｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ７３Ｂ２

细胞对缺氧的反应ꎬ对其他有机体的反应

Ｃｅｌｌｓ ｒｅｓｐｏｎｄ ｔｏ ｈｙｐｏｘｉａꎬ ｒｅｓｐｏｎｄ ｔｏ ｏｔｈｅｒ ｏｒｇａｎｉｓｍｓ

１８ Ｇｌｙｍａ. ０７Ｇ１０８１００ 泛素羧基末端水解酶

Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｃａｒｂｏｘｙ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ
第二类内含子剪接ꎬ光合作用

Ｔｙｐｅ ＩＩ ｉｎｔｒｏｎ ｓｐｌｉｃｉｎｇꎬ ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

１９ Ｇｌｙｍａ. １３Ｇ２８９４００ 转录因子 ＷＲＫＹ５２
ＷＲＫＹ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ５２

茉莉酸介导的信号通路ꎬ有机酸生物合成过程ꎬ植物表皮发育ꎬ
缺水反应ꎬ伤害反应ꎬ根系发育

Ｊａｓｍｏｎａｔｅ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙꎬ ｏｒｇａｎｉｃ ａｃｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
ｐｒｏｃｅｓｓꎬ ｐｌａｎｔ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅꎬ ｉｎｊｕｒｙ
ｒｅｓｐｏｎｓｅꎬ ｒｏｏｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

２０ Ｇｌｙｍａ. ２０Ｇ１４９９００ 表皮模式因子￣ｌｉｋｅ 蛋白 ５
ＥＰＩＤＥＲＭＡＬ ＰＡＴＴＥＲＮＩＮＧ ＦＡＣＴＯＲ￣

ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ５

保卫细胞分化、气孔复合发育

Ｇｕａｒｄ ｃｅｌｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｔｏｍａｔａｌ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

２１ Ｇｌｙｍａ. １４Ｇ１０５８００ Ｆ￣ｂｏｘ 蛋白 １３
Ｆｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ １３

泛素依赖的蛋白质分解过程

Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｒｅａｋｄｏｗｎ

２２ Ｇｌｙｍａ. ０３Ｇ０１４６００ ＮＡＤ 依赖性苹果酸酶 ２
ＮＡＤ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｌｉｃ ｅｎｚｙｍｅ ２

苹果酸代谢过程

Ｍａｌａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｐｒｏｃｅｓｓ

２３ Ｇｌｙｍａ. １６Ｇ０９２２００ 磷酸肌醇激酶

Ｉｎｏｓｉｔｏｌ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｋｉｎａｓｅ
肌醇磷酸化ꎬ肌醇六磷酸生物合成工艺

Ｉｎｏｓｉｔｏｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎꎬ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｉｎｏｓｉｔｏｌ ｈｅｘａｐｈｏｓｐｈａｔｅ

２４ Ｇｌｙｍａ. １２Ｇ１６９６００ 铁氧还蛋白￣Ａ
Ｆｅｒｒｅｄｏｘｉｎ￣Ａ

光合适应ꎬ光合电子传递链ꎬ对光刺激的响应

Ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ａｄａｐｔａｔｉｏｎꎬ ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｃｈａｉｎꎬ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｌｉｇｈｔ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ

２５ Ｇｌｙｍａ. １１Ｇ１１１１００ 果糖￣二磷酸醛缩酶 １
Ｆｒｕｃｔｏｓｅ￣ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ ａｌｄｏｌａｓｅ １

戊糖￣磷酸盐分流ꎬ对脱落酸的反应

Ｐｅｎｔｏｓｅ￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｈｕｎｔꎬ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ

２６ Ｇｌｙｍａ. ０９Ｇ２７３５００ 甘露聚糖内嵌酶 １ꎬ４￣甘露糖苷酶

Ｍａｎｎａｎ ｅｎｄｏ￣１ꎬ４￣ｂｅｔａ￣ｍａｎｎｏｓｉｄａｓｅ
种子萌发

Ｓｅｅｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
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表 ２ (续)

编号

Ｎｏ.
基因座

Ｇｅｎｅ ｌｏｃｕｓ
基因描述

Ｇｅｎｅ ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
功能预测

Ｓｐｅｃｕｌａｔｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

２７ Ｇｌｙｍａ. １４Ｇ１８２１００
ＮＡＤＰＨ:Ｐ４５０ 还原酶

ＮＡＤＰＨ:Ｐ４５０ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ
苯丙烷类化合物的代谢过程ꎬ对氧化应激的反应

Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｏｆ ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐａｎｏｉｄｓ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ
２８ Ｇｌｙｍａ. ０６Ｇ２４２９００ ３ 型金属硫蛋白 ＭＴ３

Ｔｙｐｅ ３ ｍｅｔａｌｌｏｔｈｉｏｎｅｉｎ ＭＴ３
细胞内铜离子稳态ꎬ激素介导的信号通路ꎬ对细胞分裂素的反应

Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｐｐｅｒ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓꎬ ｈｏｒｍｏｎｅ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙꎬ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｃｙｔｏｋｉｎｉｎｓ

２９ Ｇｌｙｍａ. １９Ｇ０９１４００ 核糖核苷￣二磷酸还原酶小链

Ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ￣ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ
ｓｍａｌｌ ｃｈａｉｎ

ＤＮＡ 修复ꎬＤＮＡ 复制ꎬ多细胞生物发育ꎬ程序性细胞死亡ꎬ细胞

周期调控

ＤＮＡ ｒｅｐａｉｒꎬ ＤＮＡ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎꎬｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕｌａｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ
ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈꎬ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

３０ Ｇｌｙｍａ. ０８Ｇ１１６９００ 可能的巯基蛋白酶￣ｌｉｋｅ
Ｐｒｏｂａｂｌｅ ｔｈｉｏｌ ｐｒｏｔｅａｓｅ￣ｌｉｋｅ

细胞分化ꎬ植物表皮的发育ꎬ蛋白质对细胞器的定位ꎬ根的形态

发生ꎬ信号转导

Ｃｅｌｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎꎬ ｐｌａｎｔ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｔｏ ｏｒｇａｎｅｌｌｅｓꎬ ｒｏｏｔ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｓｉｓꎬ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ

３１ Ｇｌｙｍａ. ０２Ｇ０６９２００ 蛋白开花位点 Ｔ￣ｌｉｋｅ
Ｐｒｏｔｅｉｎ ＦＬＯＷＥＲＩＮＧ ＬＯＣＵＳ Ｔ￣ｌｉｋｅ

程序性细胞死亡ꎬ参与细胞发育

Ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈꎬ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｃｅｌｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

３２ Ｇｌｙｍａ. １４Ｇ０２１８００ ＧＤＰ￣Ｌ￣半乳糖磷酸化酶 １￣ｌｉｋｅ
ＧＤＰ￣Ｌ￣ｇａｌａｃｔｏｓｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｓｅ １￣ｌｉｋｅ

Ｌ￣抗坏血酸生物合成与代谢过程ꎬ热反应ꎬ茉莉酸反应

Ｌ￣ａｓｃｏｒｂｉｃ ａｃｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓꎬ ｔｈｅｒｍａｌ
ｒｅａｃｔｉｏｎꎬ ｊａｓｍｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｒｅａｃｔｉｏｎ

３３ Ｇｌｙｍａ. ０６Ｇ３１３２００ Ｕ１１ / Ｕ１２ 小核核糖核蛋白

Ｕ１１ / Ｕ１２ ｓｍａｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ
ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏ ｐｒｏｔｅｉｎ

发育过程ꎬｍＲＮＡ 剪接ꎬ调节细胞分裂

Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓꎬ ｍＲＮＡ ｓｐｌｉｃｉｎｇꎬ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｄｉｖｉｓｉｏｎ

３４ Ｇｌｙｍａ. ０４Ｇ０１５９００ 甘油醛￣３￣磷酸脱氢酶 Ｂ
Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ￣３￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ

ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ Ｂꎬ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｉｃ￣ｌｉｋｅ

还原性戊糖￣磷酸循环ꎬ对冷的反应ꎬ对光刺激的反应

Ｔｈｅ ｒｅｄｕｃｅｄ ｐｅｎｔｏｓｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｃｙｃｌｅꎬ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｃｏｌｄꎬ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ
ｌｉｇｈｔ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ

３５ Ｇｌｙｍａ. １１Ｇ１９４６００ 含重金属相关结构域的蛋白

Ｈｅａｖｙ￣ｍｅｔａｌ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｄｏｍａｉｎ￣
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ

花发育的负调控

Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｌｏｗｅｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

３６ Ｇｌｙｍａ. ０７Ｇ１６８５００ １￣氨基环丙烷￣１￣羧酸氧化酶同源物 ４
Ａｍｉｎｏｃｙｃｌｏｐｒｏｐａｎｅ￣１￣ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ

ｏｘｉｄａｓｅ ｈｏｍｏｌｏｇ ４

细胞对水杨酸刺激的反应ꎬ对信号转导的反应

Ｃｅｌｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎꎬ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ
ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ

２. ３　 ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ 互作蛋白回转验证

将 ＧｍＵＶＲ８、ＧｍＣＭＬ４１、ＧｍＦｂｏｘ１３ 和 ＧｍＦＢＡ
的全长 ＣＤＳ 分别与 ｐＧＡＤＴ７ 连接ꎬ获得重组载体ꎬ
且 与 ｐＧＢＫＴ７￣ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ 分 别 共 转 化 酵 母 菌

ＡＨ１０９ꎮ 结果显示ꎬ在 ＳＤ / ￣Ｌｅｕ / ￣Ｔｒｐ / ￣Ｈｉｓ / ￣Ａｄｅ 和

ＳＤ/ ￣Ｌｅｕ / ￣Ｔｒｐ / ￣Ｈｉｓ / ￣Ａｄｅ / Ｘ￣α￣ｇａｌ 培养基上ꎬ除转化

ＧｍＦＢＡ 质粒外ꎬ其余均不能正常生长(图 ４)ꎬ说明只有

ＧｍＦＢＡ 与 ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ 存在蛋白水平的相互作用ꎮ

　 　 注: Ａ. ＳＤ / ￣Ｌｅｕ / ￣Ｔｒｐ 培养基ꎻ Ｂ. ＳＤ / ￣Ｌｅｕ / ￣Ｔｒｐ / ￣Ｈｉｓ / ￣Ａｄｅ 培养基ꎻ Ｃ. ＳＤ / ￣Ｌｅｕ / ￣

Ｔｒｐ / ￣Ｈｉｓ / ￣Ａｄｅ / Ｘ￣α￣ｇａｌ 培养基ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ａ. ＳＤ / ￣Ｌｅｕ / ￣Ｔｒｐ ｍｅｄｉｕｍꎻ Ｂ. ＳＤ / ￣Ｌｅｕ / ￣Ｔｒｐ / ￣Ｈｉｓ / ￣Ａｄｅ ｍｅｄｉｕｍꎻ Ｃ. ＳＤ / ￣Ｌｅｕ / ￣

Ｔｒｐ / ￣Ｈｉｓ / ￣Ａｄｅ / Ｘ￣α￣ｇａｌ ｍｅｄｉｕｍ.

图 ４　 酵母双杂交验证结果

Ｆｉｇ. ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｙｅａｓｔ ｔｗｏ￣ｈｙｂｒｉｄ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ
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３　 讨论

栽培大豆属于甜土植物ꎬ生长过程中需水量较

高ꎬ由于根系不发达且叶片蒸腾系数高ꎬ极易受到

干旱、盐碱等非生物胁迫的影响[１８￣１９]ꎮ ＮＦ￣Ｙ 可以

降低干旱、盐等胁迫对大豆的伤害ꎬ还能增加胁迫

条件下大豆的产量和品质ꎬ但其作用机制还有待深

入研究[２０￣２２]ꎮ 本研究筛选到 ３６ 个可能与 ＧｍＮＦ￣
ＹＡ１３ 相互作用的蛋白质ꎬ包含 ＷＲＫＹ５２、Ｆｂｏｘ１３ 等

调节蛋白ꎮ 已有研究发现 ＷＲＫＹ 蛋白和 Ｆｂｏｘ 蛋白

均参与植物逆境响应ꎬ如在盐和干旱胁迫条件下

ＧｍＷＲＫＹ１２ 表达量升高ꎬ增强了大豆植株的耐旱性

和耐盐性[２３]ꎻＧｍＦＢＸ１７６ 可以通过 ＡＢＡ 介导的信

号途径负调控植物的耐旱性和耐盐性[２４]ꎮ 此外ꎬ互
作蛋白中还包含 ２１ 种酶ꎬ包括 ｓ￣腺苷甲硫氨酸合

酶、甘 油 醛 脱 氢 酶、 碳 水 化 合 物 酯 酶、 铜 转 运

ＨＭＡ８Ｐ￣ＡＴＰ 酶、果糖 １ꎬ ６￣二磷酸醛缩酶、叶绿体碳

酸酐酶等ꎬ多与生长发育、胁迫响应和信号转导相

关ꎬ表明 ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ 应在大豆生长发育和胁迫响

应过程中发挥重要功能ꎮ
果糖 １ꎬ ６￣二磷酸醛缩酶广泛存在于植物体内ꎬ

参与糖酵解、糖异生、磷酸戊糖途径及光合作用中

的卡尔文循环ꎮ 该酶能够响应多种胁迫ꎬ促进果糖

１ꎬ ６￣二磷酸的可逆性裂解ꎬ并参与细胞的内吞和膜

泡运输ꎬ同时还参与非生物胁迫应答过程[２５]ꎮ Ｃａｉ
等[２６] 发 现ꎬ 低 温 胁 迫 会 使 番 茄 ( Ｓｏｌａｎｕｍ
ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ)幼苗中 ＦＢＡ 的表达量及酶活性发生显

著变化ꎬ抑制 ＳｌＦＢＡ７ 的表达后ꎬ转基因番茄植株的

净光合速率、核酮糖￣１ꎬ ５￣二磷酸和可溶性糖含量、
茎粗、干重和种子大小都有所下降ꎬ体内超氧阴离

子(Ｏ２￣)和过氧化氢(Ｈ２Ｏ２)水平升高ꎬ这些结果说

明了 ＳｌＦＢＡ７ 在调节番茄幼苗生长和耐冷性方面的

重 要 作 用ꎮ Ｆａｎ 等[２７] 发 现 马 齿 苋 ( Ｓｅｓｕｖｉｕｍ
ｐｏｒｔｕｌａｃａｓｔｒｕｍ)中 ＳｐＦＢＡ 在根中高表达且受到海水、
ＮａＣｌ、ＡＢＡ 和 ＰＥＧ 等非生物胁迫的诱导ꎬ过表达重

组 ＳｐＦＢＡ 使转基因大肠杆菌耐盐能力增强ꎮ 这些

结果表明ꎬＳｐＦＢＡ 在应对盐胁迫及相关的非生物刺

激ꎬ提高马齿苋在高盐和干旱条件下的生存能力方

面发挥着重要作用ꎮ ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ 与 ＧｍＦＢＡ 的互

作也暗示了 ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ 功能的多样性ꎮ
酵母双杂交作为经典的蛋白互作实验ꎬ自 １９８９

年被 Ｆｉｅｌｄｓ 等[２８]报道以来ꎬ广泛应用在大豆[２９]、水
稻[３０]、草莓[３１]等作物研究中ꎬ取得了十分丰硕的成

果ꎬ但因假阳性较高也存在一些局限性ꎮ 李涵哲[３２]

在使用酵母双杂交筛选到大豆 ＧｍＮＦ￣ＹＢ１ 的互作

蛋白后ꎬ又使用了凝胶阻滞实验(ＥＭＳＡ)对蛋白间

的互作关系进行了验证ꎻ范延艮等[３３] 使用酵母双杂

交筛选到茶树 ＣｓＨＩＰＰ２６. １ 的互作蛋白后ꎬ进一步

通过体外 ｐｕｌｌ￣ｄｏｗｎ 实验和体内双分子荧光互补实

验(ＢｉＦＣ)确定了 ＣｓＨＩＰＰ２６. １ 与 ＣｓＰＩＦ４. ２ 的互作

关系ꎮ 本研究选取了 ４ 个蛋白进行酵母回转验证ꎬ
结果显示只有 ＧｍＦＢＡ 能与 ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ 互作ꎬ后续

仍需补充 ｐｕｌｌ￣ｄｏｗｎ 或双分子荧光互补等实验进一

步对蛋白之间的互作关系进行验证ꎮ

４　 结论

本研究克隆了 ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ 基因并构建了其酵

母诱饵载体 ｐＧＢＫＴ７￣ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ꎬ利用前期构建的

大豆 ｃＤＮＡ 文库筛选到 ３６ 个 ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ 的候选互

作蛋白ꎬ候选蛋白大多参与生长发育、胁迫响应、能
量代谢、离子转运、转录调控和信号转导等过程ꎮ
通过酵母回转试验进一步验证了 ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ 与

ＧｍＦＢＡ 的互作ꎬ暗示大豆 ＧｍＮＦ￣ＹＡ１３ 功能的发挥

可能需要 ＧｍＦＢＡ 蛋白的参与ꎮ
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选与验证 [ Ｊ] . 中国农业科学ꎬ ２０２２ꎬ ５５ (８ ): １６３０￣１６４１.
( ＦＡＮ Ｙ Ｇꎬ ＷＡＮＧ Ｙꎬ ＬＩＵ Ｆ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆ ＣｓＨＩＰＰ２６. １ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｅａ ｐｌａｎｔ [ Ｊ ] . Ｓｃｉｅｎｔｉａ
Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａ Ｓｉｎｉｃａꎬ ２０２２ꎬ ５５(８): １６３０￣１６４１. )


