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大豆类钙调磷酸酶 Ｂ 亚基 ＧｍＣＢＬ１
互作候选蛋白的筛选
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　 　 摘要：Ｃａ２ ＋ 是非生物胁迫信号转导途径中的重要信号分子，植物类钙调磷酸酶 Ｂ 亚基蛋白（ＣＢＬ，ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ Ｂ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎｓ）是一类重要的钙信号受体蛋白，主要通过与其他蛋白的特异结合传递信号，使植物形成对非生物胁迫的响应。 本实验室

已经获得大豆 ＧｍＣＢＬ１ 基因，功能鉴定显示 ＧｍＣＢＬ１ 增强了转基因拟南芥对非生物胁迫的耐性。 为了进一步研究 ＧｍＣＢＬ１ 的

作用机理，本研究构建诱饵载体 ｐＧＢＫＴ７：：ＧｍＣＢＬ１，利用酵母双杂交技术筛选大豆 ＧｍＣＢＬ１ 的互作蛋白。 通过对筛选获得的

１０６ 个蛋白基因测序和 Ｂｌａｓｔ 比对分析，并根据其可能的生理功能对这些候选蛋白归类，整理得到 ４ 类蛋白：能量代谢相关蛋

白、修饰蛋白、防御蛋白、钙信号转导相关蛋白。 筛选得到候选蛋白的功能预测初步表明，大豆 ＧｍＣＢＬ１ 参与多条信号途径，为
进一步研究探索大豆 ＣＢＬ 介导的抗逆信号转导途径奠定了基础。
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土壤盐渍化、干旱、低温主要通过渗透胁迫和离

子胁迫导致植物代谢失调和营养缺乏，已成为制约

作物生长发育的主要因素［１⁃３］。 植物从感知胁迫信

号到产生适应性生理反应，形成了一个复杂的信号

转导网络［４］。 当植物受到胁迫刺激时，Ｃａ２ ＋ 作为信

号转导途径中的第二信使，与钙信号受体结合而传

递信号，引起特定胁迫相关基因的表达［５］。 类钙调

磷酸酶 Ｂ 亚基蛋白 （ ＣＢＬ， ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ Ｂ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎｓ）是一类重要的钙信号受体蛋白，ＣＢＬ 并不具有

激活结构域，主要通过与下游一类蛋白激酶（ＣＩＰＫ，
ＣＢＬ⁃ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ）或其他蛋白的特异

结合才能传递信号，使植物形成对非生物胁迫较强

的响应，从而将胁迫信号传递到下游［６⁃７，９］。 因此研

究植物中 ＣＢＬ 的抗逆分子机制，对于减弱植物的胁

迫伤害有重要的意义。
ＣＢＬ 作为 Ｃａ２ ＋ 信号受体蛋白，具有与 Ｃａ２ ＋ 结合

的 ＥＦ 手型结构域。 但不同 ＣＢＬ 的 ＥＦ 手型结构数

目不同，并且这些手型结构域并不十分保守［８］。 已

经在拟南芥中发现 １０ 个 ＣＢＬ 家族成员，研究表明

拟南芥 ＡｔＣＢＬ 能够被多种外界刺激如低温、干旱、低
钾离子浓度和高盐所诱导而感知钙信号［１０］。 拟南

芥 ＣＢＬ１ 和 ＣＢＬ５ 的过表达提高了植株的抗渗透胁

迫能力［１１⁃１２］。 ＡｔＣＢＬ２ 和 ＡｔＣＢＬ９ 突变体 ｃｂｌ２ 和 ｃｂｌ９
在种子萌发阶段对 ＡＢＡ 敏感［１３⁃１４］。 其他物种 ＣＢＬ
的功能也有所报道，如从水稻中克隆获得 １０ 个

ＣＢＬ，其中 ＯｓＣＢＬ１、ＯｓＣＢＬ３ 和 ＯｓＣＢＬ５ 参与各种胁

迫响应［１５］。 杨树 ＣＢＬ１０ 的 ２ 个同源基因 ＰｔＣＢＬ１０Ａ
和 ＰｔＣＢＬ１０Ｂ 的表达增强了苗期盐害的耐受能

力［１６］。 因此 ＣＢＬ 在植物的抗逆反应中可能起着重

要作用。
本实验室已经获得大豆 ＧｍＣＢＬ１ 基因，功能鉴

定显示 ＧｍＣＢＬ１ 增强了转基因拟南芥对非生物胁迫

的耐性［１７］。 为了进一步研究 ＧｍＣＢＬ１ 的作用机理，
本研究拟以大豆 ＧｍＣＢＬ１ 为诱饵，采用酵母双杂交

实验技术筛选鉴定与 ＧｍＣＢＬ１ 互作的蛋白，为阐明

ＣＢＬ 提高植物抗逆分子机制提供实验基础。

１　 材料与方法

１ １　 植物材料和试剂

将铁丰 ８ 号大豆种子播种于沙壤土中，２５ ℃生

长约 １５ ｄ，至第 １ 对真叶完全展开时，将幼苗取出用

蒸馏水冲洗干净，置于干净的滤纸上干旱处理 ２ ｈ，
立即用锡箔纸包住液氮速冻， － ８０ ℃保存备用。 铁

丰 ８ 号种子由中国农业科学院作物科学研究所邱丽

娟研究员提供。
Ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒、质粒小提取试剂盒、普通琼脂糖

凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒、酵母质粒小提试剂盒均购自

天根公司；酵母转化试剂盒、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｒｅａ⁃
ｇｅｎｔ Ｋｉｔ 反转录试剂盒、限制性内切酶、ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ®

ＨＳ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 和 Ｉｎ⁃Ｆｕｓｉｏｎ® ＨＤ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 均
购 自 Ｔａｋａｒａ 公 司； ｐＥＡＳＹ⁃Ｂｌｕｎｔ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 和

Ｔｒａｎｓ１０ Ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ Ｃｅｌｌ 购自 ＴｒａｎｓＧｅｎ 公司。
１ ２　 大豆总 ＲＮＡ 的提取和 ｃＤＮＡ 文库构建

采用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒提取大豆幼苗总 ＲＮＡ，用
１ ２％琼脂糖凝胶检测 ＲＮＡ 质量，将达到要求的

ＲＮＡ 用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ 反转录试剂盒

合成第一链 ｃＤＮＡ。 利用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增获得双链

ｃＤＮＡ，并克隆到载体 ｐＧＡＤＴ７ 中，分析 ｃＤＮＡ 的插

入片段，扩增得到大豆幼苗旱处理 ｃＤＮＡ 文库

（ＴａＫａＲａ 公司）。
１ ３　 诱饵载体的构建

根据 ＧｍＣＢＬ１ 已知基因序列，设计特异引物，以
大豆 ｃＤＮＡ 为模板，利用 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ®ＨＳ ＤＮＡ Ｐｏｌｙ⁃
ｍｅｒａｓｅ 进行 ＰＣＲ 扩增，将扩增产物纯化后连接到

ｐＥＡＳＹ⁃Ｂｌｕｎｔ。 选择 ＥｃｏＲＩ 酶切位点，单酶切质粒

ｐＧＢＫＴ７， 在 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｉｏｉｎｆｏ． ｃｌｏｎｔｅｃｈ． ｃｏｍ ／ ｉｎｆｕｓｉｏｎ ／
ｃｏｎｖｅｒｔＰｃｒＰｒｉｍｅｒｓＩｎｉｔ． ｄｏ 网站设计引物，从连有诱饵

基因的 ｐＥＡＳＹ⁃Ｂｌｕｎｔ 上扩增目的片段，二者纯化后，
采用 Ｉｎ⁃Ｆｕｓｉｏｎ® ＨＤ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 将 ＧｍＣＢＬ１ 基因构

建到质粒 ｐＧＢＫＴ７ 上，将测序正确的克隆提取质粒。
１ ４　 诱饵载体的自激活验证

将 ｐＧＡＤＴ７ ＋ ｐＧＢＫＴ７、 ｐＧＡＤＴ７ ＋ ｐＧＢＫＴ７：：
ＧｍＣＢＬ１、ｐＧＡＤＴ７ ＋ ｐＧＢＫＴ７：：ＧＡＬ４ 分别共转入酵

母菌株 ＡＨ１０９ 中，划线于 ＳＤ ／ ⁃Ｔｒｐ ／ ⁃Ｌｅｕ、ＳＤ ／ ⁃Ｔｒｐ ／ ⁃
Ｌｅｕ ／ ⁃Ａｄｅ ／ ⁃Ｈｉｓ 缺陷培养平板，３０ ℃倒置培养 ２ ～
５ ｄ，观察各平板菌落生长情况，验证 ｐＧＢＫＴ７：：Ｇｍ⁃
ＣＢＬ１ 是否具有自激活活性。
１ ５　 诱饵质粒与文库质粒的酵母共转和阳性筛选

采用酵母双杂交系统说明书（ＭＡＴＣＨＭＡＫ２ ＥＲ
ｐＬｅｘＡ Ｔｗｏ⁃Ｈｙｂｒｉｄ Ｕｓｅｒ Ｍａｎｕａｌ 和 Ｙｅａｓｔ Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ

０６３
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Ｈａｎｄｂｏｏｋ）和酵母转化试剂盒制备 ＡＨ１０９ 感受态细

胞，将 ｐＧＡＤＴ７ ＋ ｐＧＢＫＴ７、ｐＧＡＤＴ７ ＋ ｐＧＢＫＴ７：：Ｇｍ⁃
ＣＢＬ、ｐＧＢＫＴ７：：ＧｍＣＢＬ 质粒 ＋大豆文库质粒分别混

合转入酵母细胞 ＡＨ１０９，分别涂布在 ＳＤ ／ ⁃Ｔｒｐ ／ ⁃Ｌｅｕ
和 ＳＤ ／ ⁃Ｔｒｐ ／ ⁃Ｌｅｕ ／ ⁃Ｈｉｓ ／ ⁃Ａｄｅ 平板上，待酵母单克隆

生长至直径约 ２ ～ ３ ｍｍ 时，挑取单克隆置于液体培

养基中培养 １ ～ ２ ｄ 后，取 １ μＬ 点在 ＳＤ ／ ⁃Ｔｒｐ ／ ⁃Ｌｅｕ ／
⁃Ｈｉｓ ／ ⁃Ａｄｅ ／ ｘ⁃ｇａｌ 平板上，进行蓝白斑筛选。 利用酵

母质粒小提试剂盒提取蓝色克隆的酵母质粒。
１ ６　 酵母阳性克隆的 ＰＣＲ 鉴定、测序及序列比对

分析

将阳性克隆质粒进行 ＰＣＲ 检测（上游引物 ５′⁃
ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧ⁃３′；下游引物 ５′⁃ＡＧ⁃
ＡＴＧＧＴＧＣＡＣＧＡＴＧＣＡＣＡＧ⁃３′）。 统计检测结果后

将插入片段大小在 ５００ ｂｐ 以上的酵母单克隆质粒

转化到大肠杆菌中，送到北京奥科生物公司测序。
通过 ＤＮＡＭＡＮ 软件、ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｌａｓ ｔ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ．
ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ． ｃｇｉ）和 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ Ｗｍ８２． ａ２． ｖ１（ｈｔ⁃
ｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ． ｏｒｇ ／ ｓｅａｒｃｈ． ｐｈｐ？ ｓｈｏｗ ＝ ｂｌ
ａｓｔ＆ｏｒｇ ＝ Ｏｒｇ＿Ｇｍａｘ＿Ｗｍ８２． ａ２． ｖ１）网站对测序结果

进行比对分析整理。

２　 结果与分析

２ １　 诱饵载体的构建

根据已知基因序列设计特异引物，以大豆 ｃＤＮＡ
为模板，ＰＣＲ 扩增获得 ＧｍＣＢＬ１ 序列，得到一条与已知

片段大小相符的单一条带，大小约 １１００ ｂｐ（图 １），切胶

回收后连接到 ｐＥＡＳＹ⁃Ｂｌｕｎｔ 载体。 利用 ＥｃｏＲＩ 单酶切

质粒 ｐＧＢＫＴ７（图 ２）。 采用 Ｉｎ⁃Ｆｕｓｉｏｎ® ＨＤ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ
将 ＧｍＣＢＬ１ 基因构建到质粒 ｐＧＢＫＴ７ 上，命名为 ｐＧ⁃
ＢＫＴ７：：ＧｍＣＢＬ１。 提取 ｐＧＢＫＴ７：：ＧｍＣＢＬ１ 重组质粒，
浓度达到 １０００ ｎｇ ／ μＬ，Ａ ２６０ ／ ２８０ ＝１ ９。

Ｍ：ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ，１：ＧｍＣＢＬ１

图 １　 ＧｍＣＢＬ１ 基因的扩增

Ｆｉｇ． １　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＧｍＣＢＬ１ ｇｅｎｅ

1    M     2   3

Ｍ：ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ；１：ＰＣＲ 扩增结果；
２：重组质粒 ｐＧＢＫＴ７：：ＧｍＣＢＬ１；３：ＥｃｏＲＩ 单酶切鉴定

Ｍ：ＤＬ２０００，１：ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ，
２：Ｒｅｃｏｍｂｉｎｅｄ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＧＢＫＴ７：：ＧｍＣＢＬ１，

３：Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂｙ ＥｃｏＲＩ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

图 ２　 质粒 ｐＧＢＫＴ７：：ＧｍＣＢＬ１ 的构建及 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＧＢＫＴ７：：ＧｍＣＢＬ１

２ ２　 诱饵基因的自激活验证

将 ｐＧＡＤＴ７ ＋ ｐＧＢＫＴ７、ｐＧＡＤＴ７ ＋ ｐＧＢＫＴ７：：Ｇｍ⁃
ＣＢＬ１、ｐＧＡＤＴ７ ＋ ｐＧＢＫＴ７：：ＧＡＬ４ 分别共转入酵母菌

株 ＡＨ１０９ 中，各涂布于 ＳＤ ／ ⁃Ｔｒｐ ／ ⁃Ｌｅｕ （二缺）、ＳＤ ／
⁃Ｔｒｐ ／ ⁃Ｌｅｕ ／ ⁃Ａｄｅ ／ ⁃Ｈｉｓ（四缺）缺陷培养平板上，３０ ℃
倒置培养 ４ ｄ。 结果酵母菌在二缺平板上生长，说明

共转化成功，涂布转 ｐＧＡＤＴ７ ＋ ｐＧＢＫＴ７ 的酵母菌作

为阴性对照在四缺平板上未生长，ｐＧＡＤＴ７ ＋ ｐＧＢＫＴ７：：
ＧＡＬ４ 作为阳性对照在四缺板上生长，转 ｐＧＢＫＴ７：：Ｇｍ⁃
ＣＢＬ１ 的酵母菌在四缺平板上未出现菌落，说明 ｐＧ⁃
ＢＫＴ７：：ＧｍＣＢＬ１ 在酵母菌株 ＡＨ１０９ 中无自激活活性，
可以用作诱饵载体直接筛大豆 ｃＤＮＡ 文库。

１：ｐＧＡＤＴ７ ＋ ｐＧＢＫＴ７；２：ｐＧＡＤＴ７ ＋ ｐＧＢＫＴ７：：ＧｍＣＢＬ１；
３：ｐＧＡＤＴ７ ＋ ｐＧＢＫＴ７：：ＧＡＬ４

图 ３　 ＧｍＣＢＬ１ 的自激活验证

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｓｓａｙｓ ｏｆ ＧｍＣＢＬ１

２ ３　 阳性克隆的筛选和鉴定

将诱 饵 质 粒 ｐＧＢＫＴ７：： ＧｍＣＢＬ１、 文 库 质 粒

ｐＧＡＤＴ７：：ｃＤＮＡ 共转化酵母 ＡＨ１０９，涂布于 ＳＤ ／
⁃Ｔｒｐ ／ ⁃Ｌｅｕ ／ ⁃Ｈｉｓ ／ ⁃Ａｄｅ 营养缺陷型平板，３０ ℃倒置培

养 ４ ｄ。 挑取直径大约 ２ ｍｍ 以上的菌落，初步选择

得到 ２１６ 个候选克隆。 吸取候选克隆菌液 １ μＬ，按
顺序点在 ＳＤ ／ ⁃Ａｄｅ ／ ⁃Ｈｉｓ ／ ⁃Ｌｅｕ ／ ⁃Ｔｒｐ ／ Ｘ⁃α⁃ｇａｌ 平板上，
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３０ ℃避光培养 １２ ｈ，开始观察，统计显蓝克隆，得到

１２０ 个显蓝克隆。 按对应编号提取显蓝克隆的质

粒，采用 ｐＧＡＤＴ７ 通用引物 Ｔ７ 和 ３′ＡＤ 将显蓝克隆

质粒进行 ＰＣＲ 鉴定，将鉴定条带大于 ５００ ｂｐ 的 ＰＣＲ
反应液送去测序，共有 １０６ 个。
２ ４　 候选克隆的序列比对分析

测序结果通过 ＤＮＡＭＡＮ 软件、ＮＣＢＩ 和 Ｇｌｙｃｉｎｅ
ｍａｘ Ｗｍ８２ ａ２ ｖ１ （ Ｓｏｙｂｅａｎ） 网站进行 ＢＬＡＳＴＮ 和

ＢＬＡＳＴＸ 比对分析整理后，得到大豆 ＧｍＣＢＬ１ 类钙

调磷酸酶互作候选蛋白，预测生理功能发现候选蛋

白主要包括参与能量代谢、蛋白修饰、防御和信号转

导（表 １）。

Ａ：筛库得到的克隆；
Ｂ：在 ＳＤ ／ ⁃Ａｄｅ ／ ⁃Ｈｉｓ ／ ⁃Ｌｅｕ ／ ⁃Ｔｒｐ ／ Ｘ⁃α⁃ｇａｌ 平板上鉴定阳性克隆

Ａ：Ｃｌｏｎｅｓ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｃＤＮＡ ｌｉｂｒａｒｙ，
Ｂ：Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｅｓ ｔｅｓｔｅｄ ｏｎ ＳＤ／ ⁃Ａｄｅ ／ ⁃Ｈｉｓ ／ ⁃Ｌｅｕ ／ ⁃Ｔｒｐ ／ Ｘ⁃α⁃ｇａｌ ｐｌａｔｅｓ

图 ４　 ＧｍＣＢＬ１ 互作蛋白的筛选

Ｆｉｇ． ４　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ＧｍＣＢＬ１⁃ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

表 １　 候选蛋白的 ＢＬＡＳＴ 分析结果及功能预测

Ｔａｂｌｅ １　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｐａｒｔｉａｌ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

编码蛋白

Ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ

生理功能预测

Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

能量代谢相关蛋白 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
　 　 细胞色素 Ｐ４５０ Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ 参与内源性物质和外源性物质的代谢

　 　 电子传递黄素蛋白 Ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｆｌａｖｏｐｒｏｔｅｉｎ 作为脱氢酶特定的电子受体，参与脂肪酸的氧化

　 　 核酮糖⁃１，５⁃二磷酸羧化酶 Ｒｉｂｕｌｏｓｅ ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ 参与催化光合作用中卡尔文循环里第一个主要的碳固定反应

修饰蛋白 Ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
　 　 ＤＮＡ 甲基化酶 Ｃ⁃５ｃｙｔｏｓｉｎｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｓｅ 调节参与植物花和叶片的发育、油菜素内酯信号转导途径等方面基因表达

　 　 小热激蛋白Ｈｓｐ２０ ／ ａｌｐｈａ ｃｒｙｓｔａｌｌｉｎ ｆａｍｉｌｙ 参与蛋白质翻译后修饰，促进蛋白质折叠为天然空间构象

　 　 类泛素蛋白 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ 参与蛋白泛素化降解途径和 ＤＮＡ 损伤修复

防御蛋白 Ｄｅｆｅｎｓｅ ／ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ｐｒｏｔｅｉｎ
　 　 过氧化物酶 Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ 与呼吸作用、光合作用及生长素的氧化等有关系，作为组织老化的一种生理指标

　 　 硒结合蛋白 ＳＢＰ５６ 参与蛋白运输，与硒结合，控制目标蛋白的氧化还原状态

　 　 抗坏血酸盐氧化还原酶家族 Ａｓｃｏｒｂａｔｅ ｆａｍｉｌｙ ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅｓ 响应植物非生物逆境胁迫的重要作用

钙信号转导相关蛋白 Ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ
　 　 Ｃ２ 结构域蛋白 Ｃ２ ｄｏｍａｉｎ Ｃａ２ ＋ ／ 磷脂基序，存在于许多参与信号转导和质膜运输的蛋白中

　 　 与 ＣＢＬ 相互作用的丝氨酸 ／ 苏氨酸蛋白激酶

　 　 ＣＢＬ⁃Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｓｅｒｉｎｅ ／ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ
参与 Ｃａ２ ＋ 结合和钙信号转导

　 　 ＩＱ 钙调素结合蛋白 ＩＱ ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｏｔｉｆ 因细胞质溶质中的 Ｃａ２ ＋ 浓度不同而得以与不同的蛋白相互作用，调节细胞的活动

３　 讨论

酵母双杂交系统自 １９８９ 年被提出以来［１８］，已
经得到愈来愈广泛的应用。 整个过程只对核酸进行

操作，不需要分离纯化蛋白质，易于操作，这种方法

对进行高通量的蛋白质筛选和研究蛋白质之间的相

互作用提供了一个强有力的技术平台，对蛋白质组

中特定蛋白质相互作用关系网络的认识发挥了重要

的作用［１９］。 本研究以大豆类钙调磷酸酶 Ｂ 亚基 Ｇｍ⁃
ＣＢＬ１ 为诱饵，利用酵母双杂交实验技术，筛选大豆干

旱诱导 ｃＤＮＡ 文库，获得 ＧｍＣＢＬ１ 的候选互作蛋白，
对这些候选蛋白功能进行预测分析，为进一步探索大

豆 ＣＢＬ 介导的抗逆信号途径打下基础。 但酵母双杂

交系统也存在一定的假阳性和假阴性，还需后续试验

验证 ＧｍＣＢＬ１ 与感兴趣的候选蛋白之间的互作。
ＧｍＣＢＬ１ 具有结合钙离子的 ＥＦ 手型结构域，作

为一类重要的钙离子结合蛋白能够感受并传递钙信

号［８］。 前人研究显示在植物中 ＣＢＬ 受多种胁迫条

件诱导，并参与调节多种抗逆反应。 拟南芥 ＣＢＬ５
在干旱和盐反应中作为一个正向调控因子［２０］。 番

茄 ＳｌＣＢＬ 的表达受高盐、干旱和冷害调控［２１］。 拟南

芥中异源过表达玉米 ＺｍＣＢＬ４ 提高了耐盐性［２２］。
转 ＯｓＣＢＬ８ 水稻幼苗时期更加耐盐［２３］。 本实验室从

旱盐诱导的大豆 ｃＤＮＡ 文库中克隆出一个与拟南芥

ＡｔＣＢＬ１ 基因同源的大豆 ＧｍＣＢＬ１，研究表明参与调

控渗透胁迫和光依赖的下胚轴发育［１７］。
ＣＢＬ 参与的信号传导途径目前研究比较清楚

的是 ＣＢＬ⁃ＣＩＰＫ 信号通路，ＣＢＬ⁃ＣＩＰＫ 是一个重要的

２６３
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钙信号通路，拟南芥中 ＣＢＬ⁃ＣＩＰＫ 研究的比较清

楚［９］，但研究表明并不是所有 ＡｔＣＢＬ 成员都将

ＣＩＰＫｓ 作为目标，一个 ＣＢＬ 可以和多个 ＣＩＰＫ 相互

作用，同一个 ＣＩＰＫ 可以和多个 ＣＢＬ 互作，这预示着

ＣＢＬ⁃ＣＩＰＫ 信号通路是个复杂的过程，可能针对不同

的蛋白质特异性结合其他蛋白激酶或其他蛋白［２４］。
关于大豆 ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 的研究还未见报道，因此，筛
选 ＧｍＣＢＬ１ 的互作蛋白对于解析大豆 ＣＢＬ 信号转

导途径及抗逆机理具有重要作用。
本试验筛选到与 ＧｍＣＢＬ１ 互作的候选蛋白中，

包括能量代谢的相关蛋白、修饰蛋白、防御蛋白和与

钙信号转导相关的蛋白。 其中硒结合蛋白 ＳＢＰ５６
与金属离子的解毒过程相关，对这些蛋白的生物功

能预测说明 ＧｍＣＢＬ１ 可能通过多种途径调控植物

抗逆和生长发育。 ＧｍＣＢＬ１ 互作候选蛋白 ＣＩＰＫ 是

一类与 ＣＢＬ 特异结合的丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶，
ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 特定结构互作后，使 ＣＩＰＫ 转化为激活

形式，将信号向下游传递，促进逆境蛋白的表达，调
控植物中胁迫信号的转导，是细胞信号转导途径中

的一个重要组分。 据报道， 水稻 ＯｓＣＩＰＫ０３、 Ｏｓ⁃
ＣＩＰＫ１２ 和 ＯｓＣＩＰＫ１５ 的过表达分别提高了转基因水

稻的抗冷性、抗寒性和耐盐性［２５⁃２７］。 综合本研究结

果，大豆ＧｍＣＢＬ１ 可能参与 ＣＩＰＫ 的信号转导途径，当
外界刺激产生时，ＧｍＣＢＬ１ 会接收 Ｃａ２ ＋ 的信号而激活

ＣＩＰＫ，调控下游基因的表达。 本研究为阐明 ＣＢＬ 提

高植物抗逆分子机制提供了实验基础和理论依据。

４　 结论

本试验构建了大豆干旱诱导 ｃＤＮＡ 文库和诱饵

载体，应用酵母双杂交的方法，筛选类钙调磷酸酶 Ｂ
亚基 ＧｍＣＢＬ１ 的互作蛋白，这些候选蛋白包括能量代

谢的相关蛋白、修饰蛋白、防御蛋白和与钙信号转导

相关的蛋白，对候选蛋白功能预测表明可能参与抗逆

和防御、信号转导、生长发育等过程，推测 ＧｍＣＢＬ１ 在

调节抗逆反应和植物信号转导中起重要作用。
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