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百脉根起始结瘤相关转录因子间相互作用的鉴定
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摘要　以模式豆科植物百脉根为材料,利用酵母双杂交和双分子荧光互补(bimolecularfluorescencecomＧ

plementation,BiFC)技术,研究调控起始结瘤基因表达的转录因子IPN２、NSP２、CYCLOPS、DELLA 间的相互

作用.结果显示,百脉根IPN２与 DELLA、NSP２与 DELLA、CYCLOPS与 DELLA均有相互作用.表明IPN２、

DELLA可能参与并形成一个大的蛋白复合物,网络调控豆科植物起始结瘤基因的时空表达.
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　　豆科植物与根瘤菌之间共生关系的建立是一个

复杂的相互作用过程[１Ｇ３],豆科植物响应来自根瘤菌

及周围环境的信号进而促进细菌的侵染和起始结

瘤,在这个过程中转录因子扮演着重要角色.在豆

科植物中起始结瘤 NIN(noduleinception)转录因

子位于共生信号途径末端,是控制结瘤的关键元

件[４Ｇ５].然而,NIN 基因的表达受到多个转录因子

的 调 控;如:NSP１/NSP２ (nodulation signaling
pathway)、CYCLOPS、IPN２、DELLA 等,其 中

NSP１、IPN２、CYCLOPS可直接与 NIN 启动子结

合,NSP２、DELLA 则与它们互作而形成复合物调

控NIN 的表达[６Ｇ７].已有的研究表明,在豆科植物

共生 信 号 途 径 中,钙 和 钙 调 素 依 赖 性 蛋 白 激 酶

(CCaMK)是一个核心元件,具有解码钙离子信号的

功能[８].转录因子CYCLOPS与CCaMK形成复合

物并被磷酸化后调节 NIN 的表达.GRAS家族类

转录因子 NSP１和 NSP２受结瘤因子诱导表达并形

成复合物,为起始结瘤基因表达所必需[９].有趣的

是,CYCLOPS 激 活 NIN 的 表 达 不 需 要 NSP１Ｇ
NSP２复合物,但是 CYCLOPS诱导根瘤发育则需

要 NSPs[１０].因此,NSP１ＧNSP２ 的调节功能是与

CCaMKＧCYCLOPS的作用有关,或两种蛋白复合

物在根瘤共生中独立发挥作用还有待研究.最近在

苜蓿中研究发现,作为赤霉素(GA)信号途径中的一

个转录抑制子,DELLA 分别能与 NSP１/NSP２ 和

CCaMK/IPD３(IPD３是 CYCLOPS同源物)形成复

合物,具有调节根瘤和丛枝菌根形成的功能[７].
笔者所在研究室于百脉根中分离到的IPN２则

属于 MYB类转录因子,在共生过程中能与 NSP１/

NSP２形成复合物并具有结合 NIN 启动子的功

能[１１Ｇ１２].然而,在百脉根中,NSP２分别与IPN２和

NSP１相互作用,IPN２和 NSP１都能直接作用于

NIN 启动子,但其多个转录因子协同调控机制还

不清楚.本研究以百脉根为材料,利用酵母双杂交

和双分子荧光互补(bimolecularfluorescencecomＧ
plementation,BiFC)技术,初步探讨上述几个转录

因子间的蛋白互作关系,旨在为进一步揭示 NIN
基因复杂的转录调控机制提供科学依据.

1　材料与方法

1.1　菌株与质粒

酵 母 (Sacccharomycescereviaiae)AH１０９、

Y１８７ 菌 株,质 粒 pGBKT７、pGAＧDT７、pGADT７Ｇ
SV４０、pGBKT７Ｇ５３、pGBKT７ＧLam 购 自 Clontech
公司.pCAMBIA１３０１植物表达载体来源于 CamＧ
biaLabs公司,E．coliDH１０B 菌株购于Invitrogen
公 司.烟草(Nicotianabenthamiana)种子、农杆菌

(Agrobacteriumtumefaciens)EHA１０５菌株来自华

中农业大学农业微生物学国家重点实验室.
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1.2　主要试剂

限制性内切酶、T４DNA 连接酶,质粒提取、胶
回收试剂盒等分子生物学试剂均购自 TaKaRa公

司,PCR所用引物由上海生工生物工程有限公司提

供,测序由北京奥科生物公司完成.
1.3　酵母双杂交技术检测蛋白间的相互作用

利用PEG/LiAc转化法,将构建于pGADT７靶

载体上的质粒转化酵母 AH１０９菌株,构建于pGＧ
BKT７诱饵载体的质粒转化酵母 Y１８７菌株,并分

别涂布 SD/－Leu和 SD/－Trp营养缺陷型培养

基.将验证正确的诱饵质粒和靶质粒按不同的组合

挑取菌落于 １ mL２ ×YPDA 液体培 养 基,１００
r/min、３０℃培养２０~２４h 进行有性杂交,之后将

培养 物 涂 布 SD/－ Leu－ Trp 二 缺 培 养 基 和

SD/－Leu－Trp－His－Ade四缺培养基,根据酵

母菌株在二缺和四缺培养基上的生长情况来判断２
个蛋白之间是否存在相互作用.
1.4　BiFC 技术检测蛋白间的相互作用

将目的基因构建到pCAMBIA１３０１载体上,分
别与黄色荧光蛋白YFP的NＧ端或CＧ端形成融合蛋

白,得到BiFC载体.验证正确的质粒电转化导入

农杆菌EHA１０５,鉴定并于－８０℃保存.根据需要

按不同的组合共注射烟草叶片,通过观察有否黄色

荧光产生来判断２个蛋白间是否存在相互作用[１３].
具体方法如下:注射前３~４d挑取保存的菌株划线

于含有相应抗生素的平板上,２８℃培养.挑取单菌

落于５mLLB加相应抗生素的液体培养基中,２８℃
培养１６~２４h.按０．５％的量将过夜培养物转接于

LBＧMES(１０mmol/L,pH６．０)液体培养基中,并加

入相应抗性抗生素和 As(乙酰丁香酮),２８℃培养

１２~１６h.离心,去上清,用缓冲液悬浮(１０mmol/L
MgCl２,１０ mmol/L MES,２００ μmol/L As)调 整

OD６００,室温静置２~３h.将农杆菌等比例混合,选
取２~３片叶片注射,２~３d后剪下注射叶片部位,
制片,激光共聚焦扫描显微镜观察.

2　结果与分析

2.1　百脉根 DELLA 基因克隆及相关蛋白互作载体

的构建

　　在百脉根基因组上存在３个LjDELLA 基因,
分 别 被 命 名 为 LjDELLA１、LjDELLA２ 和

LjDELLA３[１４].笔者所在研究室在前期工作中已

克隆LjDELLA２并构建到 pGADT７质粒上.本

研究克隆出LjDELLA１和 LjDELLA３并分别构

建 pGADT７ＧLjDELLA１和 pGADT７ＧLjDELLA３
载体.由于百脉根 LjIPN２在诱饵载体 pGBKT７
上,在酵母中具有自激活活性,故将IPN２蛋白截短

为IPN２(１~１７８aa)和IPN２(１０６~３５８aa)２段,分
别构建成酵母表达载体 pGBKT７ＧLjIPN２１Ｇ１７８ 和

pGBKT７ＧLjIPN２１０６Ｇ３５８.所构建的载体均经过酶切

验 证 (图 １A). 同 时,也 分 别 将 LjDELLA１、

LjDELLA３构建到pCAMBIA１３０１载体上,分别

　A．酵母表达载体的酶切验证.泳道１、３、４分别是pGBKT７ＧLjIPN２１Ｇ１７８、pGADT７ＧLjDELLA１、pGADT７ＧLjDELLA３的 EcoRⅠ和

SalⅠ双酶切结果;泳道２:pGBKT７ＧLjIPN２１０６Ｇ３５８的 NdeⅠ和SalⅠ双酶切结果;M:DL２０００DNA marker.B．BiFC载体的酶切验证.

泳 道 １~４ 分 别 是 pCAMBIA１３０１ＧeYFPNＧLjDELLA１、pCAMBIA１３０１ＧeYFPCＧLjDELLA１、pCAMBIA１３０１ＧeYFPNＧLjDELLA３、

pCAMBIA１３０１ＧeYFPCＧLjDELLA３的 KpnⅠ和SalⅠ双酶切结果;M:１kbDNAmarker.A．Digestionofyeastexpressionplasmid．Lane

１,３,４:pGBKT７ＧLjIPN２１Ｇ１７８,pGADT７ＧLjDELLA１,pGADT７ＧLjDELLA３ digested with EcoRⅠandSalⅠ;Lane２:pGBKT７Ｇ

LjIPN２１０６Ｇ３５８digestedwithNdeⅠandSalⅠ;M:DL２０００DNAmarker．B．DigestionofBiFCplasmid,Lane１Ｇ４:pCAMBIA１３０１ＧeYFPNＧ

LjDELLA１,pCAMBIA１３０１ＧeYFPCＧLjDELLA１,pCAMBIA１３０１ＧeYFPNＧLjDELLA３,pCAMBIA１３０１ＧeYFPCＧLjDELLA３digestedwith

KpnⅠandSalⅠ;M:１kbDNAmarker．

图１　酵母表达载体和BiFC载体的验证

Fig．１　IdentificationofplasmidinyeastexpressionandBiFCsystem

１１
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与 NＧ端eYFPN和CＧ端eYFPC形成融合蛋白,得到４
个 BiFC 载 体,即:pCAMBIA１３０１ＧeYFPNＧDELＧ
LA１、pCAMBIA１３０１ＧeYFPCＧDELLA１、pCAMＧ
BIA１３０１ＧeYFPNＧLjDELLA３ 和 pCAMBIA１３０１Ｇ
eYFPCＧLjDELLA３,并通过酶切(图１B)和测序进

行验证.
2.2　百脉根 IPN2 和 DELLAs 的相互作用

为了确定百脉根中IPN２是否与DELLAs相互

作用,分别将含有IPN２１Ｇ１７８和IPN２１０６Ｇ３５８的pGBKT７
载体导入酵母菌株 Y１８７;分别将含有 DELLA１、

DELLA２、DELLA３的pGADT７载体导入酵母菌株

AH１０９,经两菌株有性杂交后,在选择性培养基上

观察菌落生长.结果显示,含IPN２１Ｇ１７８和IPN２１０６Ｇ３５８

菌株与含有 DELLA１、DELLA２、DELLA３菌株杂

交后,在SD/－Trp－Leu－His－Ade的平板上都

不能生 长,说 明 IPN２ 的 NＧ端 或 CＧ端 都 不 能 与

DELLAs相互作用(图２A).利用BiFC系统,选取

DELLA１、DELLA３分别与IPN２共注射烟草叶片,
在烟草表皮叶肉细胞核中均可观察到较强荧光(图

２B),说明全长的IPN２能与 DELLAs相互作用.
在酵母双杂交和 BiFC中出现不同结果,一方面可

能在酵母中表达的蛋白缺乏正确构象或需要其他植

　A．在酵母中检测 DELLAs与IPN２１Ｇ１７８及IPN２１０６Ｇ３５８间的相互作用.将含有 DELLA１、DELLA２、DELLA３靶质粒的菌株分别和含有

IPN２１Ｇ１７８、IPN２１０６Ｇ３５８诱饵质粒的菌株通过有性交配得到二倍体酵母并涂布于SD/－Trp－Leu和 SD/－Trp－Leu－His－Ade的培养

基上生长.p５３/SV４０和Lam/SV４０组合分别作为阳性对照和阴性对照.B．在烟草叶片表皮细胞中通过BiFC技术检测蛋白质间的相

互作用.将 DELLA１ＧeYFPC,DELLA３ＧeYFPC分别和IPN２ＧeYFPN共注射烟草叶片可以观察到 YFP荧光.标尺为１００μm.A．InterＧ

actionsbetweenDELLAsandIPN２１Ｇ１７８orIPN２１０６Ｇ３５８weredetectedinyeast．Amongthem,DELLA１to３werefusedtopGADT７astarＧ

getplasmid,andIPN２１Ｇ１７８,IPN２１０６Ｇ３５８werefusedtopGBKT７asbaitplasmid．ThebaitplasmidinY１８７strain,thetargetplasmidinthe

AH１０９strain,thediploidyeastobtainedbysexuallymatinggrewonmediawithSD/－Trp－LeuandSD/－TrpＧLeu－His－Ade．The

combinationofp５３/SV４０andLam/SV４０wereusedaspositivecontrolandnegativecontrol．B．DetectionofproteinＧproteininteractions

inN．benthamianaleafepidermalcellsbyBiFC．YFPfluorescenceofleavescoＧtransformedwithDELLA１,DELLA３ＧeYFPCandIPN２Ｇ

eYFPN．Scalebars＝１００μm．

图２　IPN２和 DELLAs的相互作用

Fig．２　InteractionsbetweenIPN２andDELLAs

２１
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物蛋白的参与;另一方面IPN２和 DELLAs的互作

需要具有功能的全长蛋白.
2.3　百脉根 NSP2 和 DELLAs 的相互作用

在苜蓿中,DELLA作为转录因子能够与 NSP２
互作并调控根瘤和丛枝菌根的形成[７].为了验证豆

科植物中是否都存在同样的作用机制,利用酵母双

杂交和BiFC技术,探讨百脉根中 DELLA 与 NSP２
间互作关系.结果显示,百脉根 NSP２与 DELLAs
在酵母 GAL４ 系统中都可以相互作用(图 ３A).

BiFC结果显示,DELLA１、DELLA２、DELLA３分别

和 NSP２共转化烟草叶片后,都可以在烟草表皮叶

肉 细胞核中观察到荧光(图３B),说明其相互作用

　A．在酵母中检测 DELLAs与 NSP２间的相互作用.将含有 DELLA１、DELLA２、DELLA３靶质粒的菌株分别与含有 NSP２诱饵质粒

的菌株通过有性交配得到二倍体酵母并涂布于SD/－Trp－Leu和SD/－Trp－Leu－His－Ade的培养基上生长.p５３/SV４０和Lam/

SV４０组合分别作为阳性对照和阴性对照.B．在烟草叶片表皮细胞中通过BiFC技术检测蛋白质间的相互作用.将 DELLA１ＧeYFPC,

DELLA２ＧeYFPC,DELLA３ＧeYFPC分别与 NSP２ＧeYFPN共注射烟草叶片可以观察到 YFP荧光.标尺为１００μm.A．InteractionsbeＧ

tweenDELLAsandNSP２weredetectedinyeast．Amongthem,DELLA１toDELLA３werefusedtopGADT７astargetplasmid,and

NSP２wasfusedtopGBKT７asbaitplasmid．ThebaitplasmidinY１８７strain,thetargetplasmidintheAH１０９strain,thediploidyeast

obtainedbysexuallymatinggrewonmediawithSD/－Trp－LeuandSD/－Trp－Leu－His－Ade．Thecombinationofp５３/SV４０and

Lam/SV４０wereusedaspositivecontrolandnegativecontrol．B．DetectionofproteinＧproteininteractionsinN．benthamianaleafepidermal

cellsbyBiFC．YFPfluorescenceofleavescoＧtransformedwithNSP２ＧeYFPNandDELLA１ＧeYFPC,DELLA２ＧeYFPCorDELLA３ＧeYFPC．Scale

bars＝１００μm．

图３　DELLAs和NSP２间的相互作用

Fig．３　InteractionsbetweenNSP２andDELLAs

３１
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发生在细胞核中.上述结果表明在百脉根中 DELＧ
LAs与NSP２间的互作可能形成蛋白复合体调控共

生过程,其结果与苜蓿中[７]是一致的.
2.4　百脉根 CYCLOPS 和 DELLAs 间的相互作用

百脉根CYCLOPS是发现的第１个CCaMK磷

酸化靶蛋白,该基因突变导致根瘤菌侵染线受阻使

细菌聚 集 于 “牧 羊 拐”根 毛 顶 部 呈 “独 眼 龙 (cyＧ
clops)”状而得名[５,１５].在苜蓿中,CYCLOPS同源

物IPD３能与DELLAs互作而形成CCaMK/IPD３/

DELLA复合物[７].为了验证百脉根 CYCLOPS和

DELLA间的互作,选取与苜蓿 MtDELLA２同源性

最高的百脉根 DELLA２进行酵母双杂交实验.结

果显 示,分 别 含 ２ 个 蛋 白 的 菌 株 杂 交 后 可 以 在

SD/－Trp－Leu－His－Ade的平板上生长,而单

独的DELLA２则不能生长(图４A).同时,BiFC结

果也显示,当 CYCLOPS分别和 DELLA１、DELLA２
共注射烟草叶片时,在烟草表皮叶肉细胞核中均可观

察到荧光(图４B),说明百脉根 CYCLOPS可以与

DELLA相互作用.其结果与在苜蓿中所得结果一

致,表明这种互作关系在豆科植物中具有保守性.

　A．在酵母中检测CYCLOPS与 DELLA２的相互作用.将含有 CYCLOPS靶质粒的菌株分别和含有 DELLA２诱饵质粒的菌株通过

有性交配得到二倍体酵母并涂布于SD/－Trp－Leu和 SD/－Trp－Leu－His－Ade的培养基上生长.p５３/SV４０和 Lam/SV４０组合

分别作为阳性对照和阴性对照.B．在烟草叶片表皮细胞中通过 BiFC技术检测蛋白质间的相互作用.将 DELLA１ＧeYFPN,DELLA２Ｇ

eYFPN分别和CYCLOPSＧeYFPC共注射烟草叶片可以观察到 YFP荧光.标尺为１００μm.A．TheinteractionbetweenCYCLOPSand

DELLA２wasdetectedinyeast．DELLA２wasfusedtopGADT７asatargetplasmid,andCYCLOPSwasfusedtopGBKT７asabait

plasmid．ThebaitplasmidinY１８７strain,thetargetplasmidintheAH１０９strain,thediploidyeastobtainedbysexuallymatinggrewon

mediawithSD/－Trp－LeuandSD/－Trp－Leu－His－Ade．Thecombinationofp５３/SV４０andLam/SV４０wereusedaspositiveconＧ

trolandnegativecontrol．B．DetectionofproteinＧproteininteractionsinN．benthamianaleafepidermalcellsbyBiFC．YFPfluorescence

ofleavescoＧtransformedwithDELLA１ＧeYFPN,DELLA２ＧeYFPNandCYCLOPSＧeYFPC．Scalebars＝１００μm．

图４　CYCLOPS和 DELLAs的相互作用

Fig．４　InteractionsbetweenCYCLOPSandDELLAs

3　讨　论

豆科植物和根瘤菌形成共生体,共生体形成的

过程需要一系列的信号组分调控,其中转录因子在

早期共生信号下游起着很重要的调控作用.鉴定多

个转录因子间的相互作用是解析关键共生基因表达

调控机制的先决条件.本研究利用酵母双杂交和

BiFC系统,研究百脉根调控起始结瘤基因 NIN 表

达的转录因子间的相互作用.在这些转录因子中,

NSP２、NSP１、CYCLOPS可能直接参与豆科植物的

共生过程,其基因突变都导致植株丧失结瘤能力或

根瘤菌侵入受阻;DELLA 在植物激素 GA 信号途

径中与PIF３、PIF４等转录因子互作,抑制其转录活

性[１６].而在豆科植物苜蓿中,发现它能与 NSP２和

CYCLOPS互作,参与调控根瘤和丛枝菌根共生;

MYB家族蛋白参与调控多种生物学过程,如胁迫

反应、生长发育、分化、防御反应等[１７Ｇ１９].在百脉根

中,IPN２是 APL的同源蛋白,可直接结合 NIN 启

动子并与 NSP２互作调控根瘤发育.本研究结果显

示,百脉根IPN２与DELLA、NSP２与DELLA、CYＧ
CLOPS与 DELLA 均 有 相 互 作 用,表 明 IPN２、

DELLA可能参与并形成一个大的蛋白复合物,网
络调控豆科植物起始结瘤基因的时空表达.具体的

转录调控机制有待于进一步深入的研究.
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Identificationofinteractionbetweentranscriptionfactorsinvolved
ininitiationofnodulationinLotusjaponicus

FANYuqian　XIAOAifang　ZHANGZhongming

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology/CollegeofLifeScience& Technology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　YeasttwoＧhybridassayandbimolecularfluorescencecomplementationassay(BiFC)were
performedtoidentifytheinteractionofthesetranscriptionfactorsIPN２,NSP２,CYCLOPS,andDELLA
involvedinregulatingtheexpressionofthesymbioticgeneduringnodulationinthemodellegumeLotus
japonicus．TheresultsshowedthatLotusDELLAinteractedwithIPN２,NSP２,andCYCLOPS,indicaＧ
tingthatIPN２andDELLAmayformalargeproteincomplextoregulatethespatialＧtemporalexpression
ofthenoduleinceptiongeneinlegumes．

Keywords　Lotusjaponicus;transcriptionfactor;noduleinception(NIN);yeasttwoＧhybrid;biＧ
molecularfluorescencecomplementation(BiFC)
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