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紫云英类受体蛋白激酶 Nip43 靶蛋白的
筛选与初步鉴定

叶竞阳　王建云　熊小波　陈大松　谢福莉　李友国

华中农业大学农业微生物学国家重点实验室,武汉４３００７０

摘要　以紫云英类受体蛋白激酶 Nip４３的SＧTKs结构域构建诱饵载体,通过酵母双杂交技术,筛选获得１７
个候选的阳性克隆.经过测序分析和Blast比对,最终确定了１个互作蛋白EPN.EPN蛋白是网格蛋白聚合反

应中的配体蛋白,可调控网格蛋白的聚合反应.通过实验验证显示,靶蛋白EPN与 Nip４３蛋白互作最强的区域

为ENTH/ANTH 结构域.RealＧtimeqPCR检测表明,epn基因参与了根瘤菌早期结瘤过程.
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　　华癸中慢生根瘤菌７６５３R 是我国特有的根瘤

菌共生固氮资源,它通过一系列复杂的分子对话与

紫云英形成专一性强的共生固氮体系[１Ｇ２].华癸中

慢生根瘤菌７６５３R 在侵入线阶段是如何逃逸植物

防御反应、最终形成根瘤原基,一直不为人们所了

解.通过对７６５３R基因组的测序分析显示,７６５３R
可通过Ⅲ型分泌系统(TTSS)分泌一种效应蛋白

NopP.Ⅲ型分泌系统是微生物为适应在宿主细胞

内生存和繁殖而形成的一种特殊机制[３].Ⅲ型分泌

系统分泌的效应蛋白进入真核生物细胞可产生２种

效果:一部分效应蛋白可以干扰宿主信号转导途径,
使宿主细胞免疫紊乱或细胞骨架重排,便于细菌侵

入;另一部分效应蛋白则是非致病蛋白,可帮助细菌

适应宿主细胞的胞内环境.
笔者所在实验室前期工作中以 NopP蛋白为诱

饵,钓取并分离获得了与 NopP互作的紫云英受体

激酶基因nip４３,编码一个类受体蛋白激酶 Nip４３,
分子质量为９６ku.将其氨基酸序列上传 Pfam 数

据库中分析,Nip４３属于 BＧlectin结构域型受体蛋

白激酶;同源性分析结果表明,其与苜蓿中的同源蛋

白相似度最高.
笔者根据文献[４]推断紫云英 Nip４３蛋白在侵

入线形成阶段识别根瘤菌效应蛋白 NopP,传递下

调植物防御反应的信号,使根瘤菌逃逸植物防御反

应,进而导致共生体的形成.本研究利用酵母双杂

交技术,筛选鉴定与 Nip４３互作的靶蛋白 EPN,构
建EPN蛋白的结构域截短突变体,确定２个蛋白互

作关键结构域,通过RealＧtimeqPCR检测epn 基因

是否参与根瘤菌早期结瘤和信号转导过程,旨在为

探明受体蛋白激酶 Nip４３的下游蛋白信号传递通

路提供科学依据.

1　材料与方法

1.1　菌株和质粒

酵母双杂交所用酵母菌株 Y１８７、AH１０９及诱

饵质粒pGBKT７均来源于 Clontech公司.用于大

肠杆菌质粒转化的菌株DH５α和华癸中慢生根瘤菌

７６５３R均为笔者所在实验室保存的菌株.
1.2　主要仪器和试剂

PCR仪(BioＧRad)、实验相关的酶及 DNA 分子

质量标准均为 TaKaRa公司产品,RACE试剂盒购

于Clontech公司,SYBERGreen试剂为 Roche公

司产品.
1.3　诱饵质粒的构建

根据nip４３基因的信息,设计引物:上游５′ＧGGAATＧ
TCCATATGAATTTCAAGACTCTAATTGG ;下 游 ５′Ｇ
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C GGGATCCC TACAAAGATTCAATGCTAGG
(下划线为酶切位点 NdeⅠ和BamHⅠ).以紫云

英cDNA为模板进行PCR扩增:９４℃５min;９４℃
３０s,５℃３０s,７２℃１min,循环３０次;７２℃ 延伸

１０min.将回收的PCR产物和pGBKT７载体经过

双酶切和酶连,最终转化入大肠杆菌 DH５α.对大

肠杆菌转化子进行测序分析及双酶切验证,最终确

定重组质粒的正确性.
1.4　紫云英 cDNA 文库的筛选

将诱饵质粒pGBKT７Ｇnip４３ＧC转化到酵母菌株

Y１８７中,在筛选文库前还应确认诱饵质粒的自激

活活性和毒性.将转化子划线于 SD/ＧTrp/XＧgal、

SD/ＧTrpＧLeu及 SD/ＧTrpＧLeuＧHisＧAde平 板 上 培

养,３０℃ 培养２~４d后,观察菌落的生长状况及显

蓝情况.若诱饵 BDＧ融合蛋白没有激活作用,则酵

母菌落为白色且在SD/ＧTrpＧLeu及SD/ＧTrpＧLeuＧ
HisＧAde平板上也不会生长.挑取 SD/ＧTrp平板

上直径大于２mm 的白色单菌落接种于 SD/ＧTrp
培养基中,震荡培养２４h,观测培养液的D６００是否

大于０．８,以确定诱饵质粒是否具有毒性.将检测无

自激活活性与自毒性的诱饵质粒与１．５mL的文库

菌株 AH１０９混合于５０mL的２×YPDA培养基中,
在３０℃、５０r/min的摇床中培养２４h,涂布于直径

２００mm 的SD/ＧTrpＧLeuＧHisＧAde平板上筛选阳性

克隆.
1.5　阳性克隆的鉴定

挑取可以在筛选培养基SD/ＧTrpＧLeuＧHisＧAde
平板上生长的阳性克隆,接种到SD/ＧTrpＧLeuＧHisＧ
Ade＋XＧgal平板上,３０℃避光培养２~３d,挑选显

蓝色的阳性克隆进一步验证.通过菌落 PCR排除

有空载体及多个插入片段的阳性克隆.将筛选得到

的阳性克隆经过回转验证,点对点杂交等实验再次

排除阳性克隆假阳性的可能.将复筛确定的阳性克

隆进行测序,测序结果通过Blast进行分析比对.
1.6　蛋白互作关键结构域的确定

根据RACE试剂盒的操作手册设计一段特异

性引物扩增得到了epn 基因的全长.根据epn 基

因的全长信息设计截短突变体的引物,构建２个缺

失突变体epnＧ１和epnＧ２.将带有epnＧ１和epnＧ２
片段的质粒 pGADT７分别与诱饵质粒 pGBKT７Ｇ
nip４３ＧC进行点对点杂交,按一定浓度点种于SD/Ｇ
TrpＧLeu和SD/ＧTrpＧLeuＧHisＧAde＋XＧgal平板上,

３０℃避光培养２~３d,观察菌落生长与变蓝的情

况.通过 ONPG法测定βＧ半乳糖苷酶活性来确定

蛋白互作的关键结构域.
1.7　 epn 基因表达量的测定

分别抽提接种M．huakuii７６５３R(Nod＋ Fix＋ )
和未接菌的紫云英根、茎、叶部组织的RNA;分别抽

提接种 M．huakuii７６５３R(Nod＋ Fix＋ )的紫云英

６、１２、１８h,１、３、６、９、１２d时间点根部组织的 RNA
纯化并测定浓度.在反转录时,通过改变各样品的

体积使各样品的RNA总浓度一致.将反转录产物

按上游引物０．５μL、下游引物０．５μL、模板２．０μL、

ddH２O７．０μL,SYBRGreenMarster(Rox)１０．０μL
的比例 配 成 ２０μL 的 反 应 体 系,进 行 RealＧtime
qPCR:９５℃ １０min;９５℃１５s;６０℃２０s;７２℃
２０s;７２ ℃１０ min,４０ 个 循 环.采 用 相 对 定 量

２－△△Ct法,得到Ct值.

2　结果与分析

2.1　诱饵质粒 pGBKT7Ｇnip43ＧC 的构建

根据nip４３的序列信息设计nip４３激酶结构域

的引物,通过PCR技术扩增获得了nip４３激酶结构

域的９８７bp片段,由于该基因片段位于nip４３基因

的C端,故在本文中将该基因片段称为nip４３ＧC.
将nip４３ＧC 片段通过NdeⅠ和BamHⅠ双酶切后,
用T４连接酶连接到同样经过双酶切的pGBKT７载

体上,转入大肠杆菌 DH１０B中,菌落PCR验证,抽
提质粒,双酶切验证质粒的正确性(图１),测序.

　１:pGBKT７Ｇnip４３ＧC双酶切片段:pGBKT７载体７．３kb,nip４３Ｇ
C 片 段 ９８７bp DoubleenzymefragmentsofvectorpGBKT７Ｇ
nip４３ＧC:７．３kbofvectorpGBKT７,９８７bpofvectornip４３ＧC;

M:Marker１２．
图１　诱饵质粒pGBKT７Ｇnip４３ＧC的构建

Fig．１　ConstructionofbaitplasmidpGBKT７Ｇnip４３ＧC
2.2　诱饵质粒 pGBKT7Ｇnip43ＧC 自激活活性和毒

性的检测

　　将带有pGBKT７Ｇnip４３ＧC 诱饵质粒的酵母菌

０５
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Y１８７划线于 SD/ＧTrp＋XＧgal、SD/ＧTrpＧLeu 及

SD/ＧTrpＧLeuＧHisＧAde平板上培养.酵母菌无法在

SD/ＧTrpＧLeu及 SD/ＧTrpＧLeuＧHisＧAde平 板 上 生

长,且在SD/ＧTrp＋XＧgal平板及滤纸影印都不变

蓝 ,说明诱饵载体没有自激活活性(图２).在毒性

　CK＋:正对照;CK－:负对照;pGBKT７Ｇnip４３ＧC为重组质粒

CK＋:Positivecontrol;CKＧ:Negativecontrol;pGBKT７Ｇnip４３ＧC

isrecombinantplasmid．

图２　pGBKT７Ｇnip４３ＧC/Y１８７平板影印法自激活性检测

Fig．２　TestingtheBDＧnip４３ＧCbaitfor
autoＧtranscriptionalactivation

检测中,菌液２４h后培养液的D６００值为３．４６６,明显

大于０．８,说明诱饵载体没有自激活活性和自毒性.
2.3　阳性克隆的筛选与验证

经过与紫云英cDNA 文库的杂交,从筛选平板

SD/ＧTrpＧLeuＧHisＧAde上获得了１３６个初始克隆.
挑取平板上大于２mm 的单菌落划线到SD/ＧLeuＧ
TrpＧHisＧAde＋XＧgal平板上,通过检测报告基因

lacZ 的表达进行复筛.在４８h内变蓝的菌落初步

确定为阳性克隆,总共有１７个.挑取１７个阳性克

隆为模板、AD通用引物为引物进行菌落PCR,PCR
产物进行０．８％的琼脂糖凝胶电泳,检测筛选克隆是

否有空载体及插入片段的大小(图３).
2.4　阳性克隆插入片段的序列分析

对这１７个阳性克隆的测序结果进行 Blast分

析(表１),可将阳性克隆分为２类:一类是带有ENＧ
TH/ANTH 结构域的网格蛋白聚合反应配体蛋白

EPN;另 一 类 是 植 物 抗 逆 结 构 域 LEA１４.由 于

EPN蛋白定位于细胞膜,除了参与了网格蛋白的聚

合反应,还参与细胞信号转导和肌动蛋白的调节过

程.因此,本文着重于EPN蛋白的研究.

A１ＧB８:阳性克隆菌落PCR产物的片段 FragmentsofPCRproductsofpositiveclones;M:Marker１２．

图３　阳性克隆的菌落PCR鉴定

Fig．３　CheckthepositivecoloniesbyPCR
表１　Nip４３诱饵筛选紫云英ADＧcDNA文库阳性克隆测序及对比结果

Table１　TheresultsofpositiveclonesaftersequencingandBlast

编号 Code 名称 Name 数量 Number 同源基因/蛋白 Homologousgene(protein)

A１,A８,A９,B１,B２
脱水保护蛋白

Desiccationprotectantprotein
５

大豆(Glycinemax)脱水保护蛋白 Lea１４Desiccation
protectantproteinLea１４homolog

A２,A３,A４,A５,
A７,B３,B４,B６

衔接蛋白 Epsin ８
苜蓿(Medicagotruncatula)衔接蛋白 EpsinNＧterminal
homology(ENTH)domaincontainingprotein

2.5　 EPN 蛋白与 Nip43 蛋白关键互作结构域的

确定

　　根据epn 基因的全长信息设计截短突变体的

引物,构建２个缺失突变体epnＧ１(１~７２０bp)和

epnＧ２(７２１~１４７９bp).将经过自激活和毒性检测

的带有epnＧ１、epnＧ２全长的质粒pGADT７,分别与

诱饵质粒pGBKT７Ｇnip４３ＧC进行“点对点”杂交,点

种于 SD/ＧTrpＧLeu 和 SD/ＧTrpＧLeuＧHisＧAde＋XＧ
gal平板上,３０℃避光培养２~３d,观察菌落,发现

质粒在二缺平板上都能生长,但只有带全长和epnＧ１
片段的质粒能在四缺平板上生长.通过 ONPG 法

测定βＧ半乳糖苷酶活性,确定了蛋白互作的关键结

构域为 EPN 蛋白的 N 端,即 ENTH/ANTH 结构

域(图４).

１５
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图４　Nip４３与EPN在酵母细胞中相互作用

Fig．４　InteractionofNip４３withEPNintheyeast
2.6　 epn 基因的时空表达分析

在紫云英接种根瘤菌第６天时,分别收取接种

根瘤菌的植株的根、茎、叶组织和未接种根瘤菌的植

株的根、茎、叶 组 织,抽 提 RNA 并 反 转 录 得 到

cDNA,分别扩增紫云英actin 确定cDNA质量.之

后,利用RealＧtimePCR定量分析epn 的组织表达特

异性(图５).结果显示,epn 基因在紫云英中呈组织

型表达,但在接种根中的表达量是其他组织的表达量

的５倍,这说明epn 基因参与了根瘤菌早期结瘤过

程,为Nip４３与EPN蛋白互作在空间上提供了证据.

　IR,IS,IL分别为接种根瘤菌７６５３R 植株的根茎叶;UR,US,

UL分别为未接种根瘤菌７６５３R 植株的根茎叶.IR,IS,ILshow

root,stem and leafinoculated with Mesorhizobium huakuii

７６５３R;UR,US,ULshowroot,stemandleafunＧinoculatedwith

Mesorhizobiumhuakuii７６５３R．

图５　epn基因在植物组织中的表达

Fig．５　Expressionofepninplanttissue

　　选择６、１２、１８h、１、３、６、９、１２d共８个时间点

的紫云英感染根部组织的 RNA 样品,经过 RealＧ
timePCR检测分析(图６)可以看出,在１２d中,epn
在感染根部的表达呈倒 U 形变化,在第６天的表达

量达到最高峰.通过与前期发现的nip４３ 基因时

序表达结果(nip４３ 表达最高峰在第７天)比较发

现,epn 和nip４３的表达高峰时期及动态特征高度

吻合.综上,epn 确实参与了早期根瘤形成阶段的

信号转导过程,且２个基因的表达在时间上也呈现相

关性,为Nip４３与EPN的互作在时间上提供了证据.

图６　epn 基因在感染根部不同时期的表达水平

Fig．６　Expressionlevelofepngenein
inoculatedrootatdifferentstage

3　讨　论

Nip４３蛋白属于类受体蛋白激酶,其 BＧlectin
结构域参与调节细胞与细胞、宿主和病原之间的互

作及免疫反应[５],在植物中呈组成型表达.通过对

拟南芥中 Nip４３同源蛋白的研究发现BＧlectin结构

域参与糖信号的识别和传递.在豆科植物与根瘤菌

早期共生信息交流中涉及到多糖物质的识别和反

应,如结瘤因子和表面多糖[６].表面多糖主要包括

胞外多糖、脂多糖、荚膜多糖及其小分子衍生物等,
这类多糖物质都在信号传递方面起作用,并且有助

于细菌侵入[７].

EPN蛋白含有一个ENTH/ANTH 结构域,含
有该结构域的蛋白大都可与磷脂酰肌醇(Ptdlns(４,

５)P２)特异性结合,使细胞膜产生极大程度的弯曲

２５



　第３期 叶竞阳 等:紫云英类受体蛋白激酶 Nip４３靶蛋白的筛选与初步鉴定 　

和液泡化,在胞吞作用的过程中作为网格蛋白组装

蛋白的配体蛋白发挥作用[８].EPN 蛋白可能作为

一种荷载特异性配体蛋白(cargoＧspecificadaptor)
参与网格蛋白介导的病原微生物的入侵.Chen
等[９]通过随机光学显微重建法(STORM)发现EPN
的人体同源蛋白epsin１会在流感病毒的细胞膜结

合位点附近聚集,通过epsin１基因敲除实验证明,
流感病毒无法通过网格蛋白介导的内吞作用侵入缺

乏epsin１的细胞.
紫云英EPN蛋白的表达量在接种根瘤菌后明

显上升,说明EPN蛋白的表达是受根瘤菌诱导的.
而EPN与 Nip４３蛋白在感染的根中的表达量同时

在接种根瘤菌后的第６天达到最高峰,说明EPN蛋

白参与了 NopP蛋白对于植物防御反应调节的信号

通路.同时接种根瘤菌的第６天也是侵染线形成的

时间点.侵染线是根毛细胞的细胞膜内陷,细胞壁

物质沉积在内陷的质膜处,形成一种管状结构[１０].
在侵入线末端,根瘤菌以胞吞作用的形式进入宿主

植物 的 皮 层 细 胞[１１].本 研 究 只 是 初 步 鉴 定 了

Nip４３蛋白与EPN蛋白在体外的相互作用,其具体

的分子机制还有待进一步的研究.
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ScreeningandidentificationoftheinteractingproteinwithaRLKs
proteinNip４３inAstragalussinicus

YEJingyang　WANGJianyun　XIONGXiaobo　CHENDasong　XIEFuli　LIYouguo

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgricultural
University,Wuhan４３００７０,China

Abstract　TheSＧTKsdomainofAstragalussinicusgenenip４３wasclonedintopGBKT７andused
asabaitplasmid．１７originalpositivecandidatecloneswereobtainedwithyeasttwoＧhybridscreening
method．OnepositivecloneencodinganEPNproteinoutofimportancewasidentifiedthroughsequencing
thecDNAinserts．EPNisanadaptorinthepolymerizationofclathrins．Thecriticalinteractiondomainof
EPNwithNip４３wasdeterminedasENTH/ANTHdomain．ResultsofrealＧtimeqPCRshowedthatepn
genewasinvolvedintheearlyprocessofrootnodulation．

Keywords　Astragalussinicus;symbioticnitrogenfixation;yeasttwoＧhybrid;Nip４３;EPN;proＧ
teinＧproteininteractions
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