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拟南芥 AtGRP 7 基因诱饵载体的构建
及酵母双杂的初筛

刘长仁，刘 伟，翟金玲，訾 亮，黄 惜
( 热带生物资源教育部重点实验室 /生物科学技术研究所; 海南大学 农学院，海南 海口 570228)

摘 要: AtGRP7 基因是拟南芥的一个从动振荡器基因，目前其生理功能知之甚少。为了更好地研究与

AtGRP7基因的互作蛋白，笔者利用 PCR 技术从携带 AtGRP7 基因序列的质粒中扩增该基因的编码序列，然后

将目标序列插入 pGBKT7 载体的 NcoⅠ和 PstⅠ 2 个酶切位点之间，构成酵母双杂体系的诱饵载体。酶切和

测序结果表明，构建的载体目标基因序列和阅读框是正确的。之后，将该载体转入感受态酵母 Y2H Gold 菌

株中，并检测其表达物对报告基因的激活情况。AtGRP7 酵母转化菌在 SD / － Trp 平板上长势良好; 在 SD / －

Trp / － Ade 平板上长势较弱; 在 SD / － Trp / － His 和 SD / － Trp / － Ade / － His 平板上则没有生长。这说明 His

合成相关基因没有被转录和翻译，AtGRP7 基因在该酵母双杂体系中没有自转录激活。笔者在酵母双杂的初

步筛选中，还获得几个可能与 AtGRP7 互作的基因。
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生物节律( 也称生物钟) 使生物体的生理生化过程更好地适应环境的变化，从而提高其生存概率［1］。
在植物基因组中，大约有 10%的功能基因受到生物节律的调控。参与生物节律调控的基因又分为中央振

荡器( central oscillator) 和从动振荡器( slave oscillator) ［2］。从动振荡器基因的表达受到中央振荡器基因的

控制，但从动振荡器又能调控下游基因的表达和节律变化［3］。AtGRP7 蛋白是拟南芥的一个富含甘氨酸

的 RNA 结合蛋白，其表达受到自我反馈调控，并参与局部的生物节律的控制，是一个从动振荡器基

因［4 － 5］。Fu Z O 等的研究结果表明，植物假单胞菌病原菌( Pseudomonas syringae pv． tomato DC3000) 分泌

的Ⅲ型效应因子 HopU1 能使植物体 GRP 蛋白的 RNA 识别基序发生 ADP 核糖基化，使 GRP 蛋白丧失结

合 RNA 的能力，致使 GRP 蛋白无法激活下游相关基因引起植物免疫应答反应，这表明 AtGRP 蛋白与植

物免疫应答的激活有关［6］。此外，还有研究表明，AtGRP 与拟南芥的冷胁迫应答及花期的过渡有关［7 － 8］。
AtGRP7 基因是首个在拟南芥上发现的从动振荡器基因，其转录水平在傍晚时段达到最高，之后逐渐下降，

形成以 24 h 为周期的振荡［4 － 5］。AtGRP7 的表达节律一方面受到 CCA1 和 Toc1 等中央振荡器基因的调

控，另一方面又受到自我反馈调控［9］。目前的研究表明，AtGRP7 基因参与植物的免疫应答反应［6］和

ABA 信号途径相关的非生物胁迫［10 － 11］以及花期的调控等生理过程［7 － 8］。但 AtGRP7 的分子作用机理至

今依然是个谜，与之发生相互作用的蛋白还未被鉴定，所以鉴定与之互作的蛋白是解答这个学术问题的

关键。但到目前为止，与 AtGRP7 发生相互作用的蛋白还未被鉴定，与之相关的发生机理尚不清楚。笔者

利用酵母双杂交技术已筛选出几个可能与 AtGRP7 发生相互作用的蛋白基因，结果报道如下:
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1 材料与方法

1． 1 材料 酵母菌株 Y187、Y2H Gold 及酵母双杂诱饵载体 pGBKT7 均购自 Clontech 公司; Taq DNA 聚

合酶购自天根生化科技有限公司; 快速限制性内切酶购自 Fermentas 公司; T4 DNA 连接酶购自 NEB 公司;

质粒 DNA 小量提取试剂盒与凝胶回收试剂盒购自 AxyGen 公司; 其他常规试剂及生化试剂均为国产超纯

和分析纯。
1． 2 方法

1． 2． 1 AtGRP7 基因诱饵载体的构建 根据拟南芥 AtGRP7 基因的序列，设计出分别带有 NcoⅠ和 PstⅠ
酶切位点的引物 P1 ( TTCCATGGCGTCCGGTGATGTTGAGT ) 和 P2 ( CCCTGCAGTTACCATCCTCCACCAC-
CACC) ，并利用实验室保存的携带 AtGRP7 基因序列的质粒为模板进行 PCR 扩增，反应条件: 94 ℃ 3 min，

94 ℃ 45 s，56 ℃ 45 s，72 ℃ 1 min，循环数为 35; 72 ℃ 5 min。PCR 产物经 w = 1%的琼脂糖凝胶电泳检测

后，切胶回收，再次电泳检测后连接 pMD-20T 载体，转化大肠杆菌 DH5α。用 NcoⅠ和 PstⅠ分别对 pMD-
20T-AtGRP7 和 pGBKT7 载体进行酶切，经琼脂糖凝胶电泳检测后切胶回收目的片段，然后用 T4-DNA 连

接酶将酶切后的 AtGRP7 和 pGBKT7 回收片段连接起来，转化大肠杆菌 DH5α。转化后进行质粒提取，然

后将构建好的 AtGRP7-pGBKT7 载体再次进行 NcoⅠ和 PstⅠ双酶切检测，然后送华大公司测序。
1． 2． 2 Y2H Gold 酵母感受态转化及自转录激活检验 Y2H Gold 酵母感受态转化步骤: 1 ) 取经 － 80 ℃
w = 25 %的甘油保存的 Y2 HGold 菌种，并将其划线于 YPDA 平板上，30 ℃培养 2 ～ 3 d。从划线的 YPDA
平板上挑取直径为 2 ～ 3 mm 的酵母菌落接种于 5 mL 的 YPDA 液体培养基中，30 ℃ 220 r·min －1振荡培

养 8 ～ 12 h。2) 取 5 μL 上述振荡培养后的菌液接种于预装在 250 mL 三角瓶中 50 mL 的 YPDA 液体培养

基中，30 ℃ 220 r·min －1振荡培养 16 ～ 20 h，直至 OD600 = 0． 15 ～ 0． 3。3) 将步骤 2) 中的菌液进行离心( 1
000 r·min －1 ) 5 min，弃上清，将沉淀重悬于 100 mL 的 YPDA 液体培养基中，继续进行 30 ℃ 220 r·min －1

振荡培养 3 ～ 5 h，直至 OD600 = 0． 4 ～ 0． 5。4) 将步骤 3) 的 100 mL 的 YPDA 液体培养基倒入 2 个 50 mL 无

菌的离心管中，室温( 26 ℃ ) 1 000 r·min －1离心 5 min，弃上清，用 30 mL 的 ddH2O 重新悬浮并洗涤菌体。
5) 将经 ddH2O 重新悬浮并洗涤的菌体在室温( 26 ℃ ) 下，1 000 r·min －1离心 5 min，弃上清，留下酵母细

胞。6) 用 1 mL 的 0． 1 mol·L －1 LiAc 重新悬浮酵母细胞，并将菌体转移至 1． 5 mL 离心管中，高速离心

( 14 000 r·min －1 ) 15 s，弃上清，留下酵母细胞。7) 用 600 μL 的 0． 1 mol·L －1 LiAc 重新悬浮酵母细胞，

振荡细胞悬浮液，取 50 μL 细胞悬浮液加到标记的 1． 5 mL 离心管中，同上离心沉淀细胞，用微量取样器除

去 LiAc。8) 将 1 mL 单链载体 DNA 样品煮沸 5 min，迅速在冰水中冷却，备用。9) 往标记的离心管中加入

240 μL( ρ( PEG) = 500 g·L －1，36 μL 1． 0 mol·L －1 LiAc，25 μL，步骤 8) 的单链载体 DNA( 2． 0 g·L －1 ) ，

50 μL 水和 AtGRP7 － pGBKT7 载体质粒( 0． 1 ～ 10 μg) 。剧烈振荡反应管直到细胞混合液完全混匀，置

30 ℃下温育 30 min，42 ℃水浴中热激 20 ～ 25 min，以 6 000 ～ 8 000 r·min －1离心 15 s，用微量移液枪除去

上清，吸 0． 2 ～ 1. 0 mL 无菌水加到反应管中，用移液枪上下轻轻抽提的方式悬浮沉淀。10) 最后用 200 μL
转化混合液涂布于 SD / － Trp 选择平板，待 2 ～ 3 d 后，做菌落 PCR 检测，挑取经菌落 PCR 验证过的菌落置

于 SD / － Trp 液体培养基中培养 2 ～ 3 d 后，用 w = 25%的甘油保菌，－ 80 ℃保存。
取 1 mL 经 PCR 验证后的转化酵母菌液接种于 SD / － Trp 的液体培养基中，培养 2 ～ 3 d 后再分别接

种到 SD / － Trp，SD / － Trp / － Ade，SD / － Trp / － His，SD / － Trp / － Leu / － His 营养缺陷培养基上，在 30 ℃
下培养 3 ～ 7 d，观察在不同缺陷型培养基上的生长情况。酵母双杂参照 Clontech 操作手册( PT4084 － 1)

进行。

2 结 果

2． 1 AtGRP 7 基因的克隆和诱饵载体的构建 利用引物 P1 和 P2，以携带 AtGRP7 基因序列的质粒为模

板进行 PCR 扩增，得到的 PCR 产物经 w = 1%的琼脂糖凝胶电泳检测，发现扩增的条带略微大于 500 bp，

与预测的 510 bp 大小一致( 见图 1A) 。PCR 产物经切胶回收和再次电泳检测，连接 pMD-20T 载体，转化

大肠杆菌 DH5α，经 PCR 检测证实其扩增片段大小一致( 见图 1B) 。提取质粒，用 NcoⅠ和 PstⅠ进行双酶
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切，再利用琼脂糖凝胶电泳检测并切胶回收 AtGRP7 目的片段，然后用 T4-DNA 连接酶将酶切后的 AtGRP7
和 pGBKT7 连接起来，转化大肠杆菌 DH5α，提取质粒后再用 NcoⅠ和 PstⅠ双酶切检测，得到的酶切结果

符合预期的片段大小( 见图 1C) 。构建的载体经测序分析，确定其序列及阅读框是正确的( 测序结果未列

出) 。

图 1 AtGRP7 酵母转化诱饵载体的构建

A． AtGRP7 基因的 PCR 产物; B． pGBKT7-AtGRP7 载体菌液 PCR 检测; C． pGBKT7-AtGRP7 载体的双酶切检测; M:

DL2000; m: 申能博彩生物 perfect 1Kb Ladder; 在图 1A 中，1 ～ 2 是 AtGRP7 基因的 PCR 产物; 在图 1B 中，1 ～ 2 是 pGBKT7 －
AtGRP7 载体菌液 PCR 产物; 在图 1C 中，1 是未酶切的 pGBKT7-AtGRP7 质粒载体，2 是 pGBKT7-AtGRP7 质粒用 NcoⅠ和 Pst
Ⅰ双酶切后的产物。

图 2 AtGRP7 酵母转化菌落 PCR 检测

M: AL2000; 1: 阳性对照; 2 ～ 5: AtGRP7 酵母转化后菌落 PCR 产物。

2． 2 诱饵载体自激活检验及酵母双杂 将 pGBKT7-AtGRP7 诱饵载体转化 Y2H Gold 酵母后，进行菌落

PCR 检测。如图 2 所示，以转化后酵母菌落为模板的 PCR 产物与以 pGBKT7-AtGRP7 载体质粒为模板的

PCR 阳性对照大小一致，约为 510 bp，这表明目标载体成功转化 Y2H Gold 酵母感受态。
pGBKT7 － AtGRP7 诱饵载体酵母双杂结果( 见图 3) 表明，酵母转化菌利用诱饵载体携带合成 Trp 基

因，在 SD / － Trp 平板上长势良好，这说明 AtGRP7 基因的表达对宿主菌没有明显毒性。酵母转化菌在缺

少腺嘌呤和 Trp 的 SD / － Trp / － Ade 缺失平板上，长势较差; 在缺少组氨酸和 Trp 的 SD / － Trp / － His 平板

上和 SD / － Trp / － Ade / － His 三缺平板培养基上，几乎停止生长，这说明与组氨酸合成的基因的转录没有

被 AtGRP7 基因激活，因此，该诱饵载体转化菌可用于酵母双杂筛选。由于酵母双杂系统的 pGADT7-Rec
载体携带 Leu 合成相关基因，因此，可以选择 SD / － Trp / － His / － Leu( 三缺) 和 SD / － Trp / － Ade / － His /
－ Leu( 四缺) 作为筛选培养基，用于 AtGRP7 基因互作蛋白的筛选( 见图 3A) 。经过酵母双杂实验，笔者已

经筛选出几个与 AtGRP7 发生相互作用的蛋白基因( 见图 3B) 。它们的测序结果显示，一个是编码核糖体

蛋白的基因( A1) ，一个是编码类似碳水化合物结合蛋白的基因( A4) ，还有一个是编码假定的木酮糖激酶

的基因( A5) ，其他几个为功能未知的基因( A2，A3 和 B15，C30 ) ，这些功能未知的基因的序列分析及其

AtGRP7 的互作和功能还有待进一步研究。
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A B
图 3 pGBKT7 － AtGRP7 诱饵载体酵母双杂结果

A: 诱饵载体自激活检验，1． SD / － Trp / － Ade 平板，2． SD / － Trp 平板，3． SD / － Trp / － His 平板，4． SD / －
Trp / － Ade / － His 平板; B: 酵母双杂筛选结果，平板为 SD / － Trp / － Ade / － His / － Leu，加 AbA 和 α － gal，
CK + 为 pGADT7 － T + pGBKT7 － 53，CK － 为 pGADT7 － T + pGBKT7 － λ。

3 讨 论

酵母双杂交技术是一种研究真核生物细胞内蛋白互作的重要手段。酵母双杂交技术虽然经过不断

的改进和完善，但假阴性和假阳性是其局限性之一。假阴性是指酵母中诱饵蛋白和猎物蛋白本来能发生

互作，但由于融合蛋白间的空间位阻阻碍了蛋白间的物理互作，或者表达的融合蛋白不稳定，或者融合蛋

白互作不是定位与细胞核、诱饵蛋白和猎物蛋白不正确的翻译后修饰，或者诱饵蛋白与目标蛋白的正确

折叠需要其他非酵母因子等原因，造成诱饵蛋白和猎物蛋白不能互作的情况。假阳性有 2 类，一类是指

诱饵蛋白或猎物蛋白没有互作，或筛选的酵母菌落发生突变，就能单独激活报告基因，这类假阳性可以通

过自激活实验，使用多个报告基因，或重复实验等来加以避免; 还有一类假阳性是指诱饵蛋白和目标蛋白

确实在酵母细胞中发生了真实的互作，但它们在本体生物中，由于处于不同的亚细胞结构或细胞的不同

生长时期而永远不会发生互作的现象，同源蛋白假阳性互作就属于这一类。本实验使用的 Clontech 的

MatchmakerTM Gold 双杂系统携带 6 个筛选基因( MEL1，HIS3，AUR1-C，LEU2，ADE2 和 TRP) ，用于不同阶

段的筛选。另外还有 lacZ，用不同的启动子表达位于酵母 2 个染色体的报告基因，可明显减少假阳性。此

外，酵母感受态的制备不同于大肠杆菌 DH5α 感受态的制备，在制备 DH5α 感受态时，液体摇菌 OD 值最

后在 0． 3 ～ 0． 4 之间，浓度大于 0． 4 时，DH5α 感受态的转化效率会大大下降，而酵母感受态的制备则不

然，菌浓度可以比参考的 OD 值更大些，且转化效率更高。值得注意的是，在制备酵母感受态时，酵母菌在

YPDA 固体平板上培养不宜超过 2 d。笔者在本实验中发现，酵母菌在 YPDA 固体平板上培养 36 h 最佳，

超过 2 d 的酵母菌落会变微红，制得的感受态效率大大下降。其原因可能是，酵母在 YPDA 固体平板上培

养超过 2 d 后，其酵母细胞老化，酵母细胞壁变厚，使得外源 DNA 不容易进入酵母细胞。
通过酵母双杂实验，笔者筛选得到几个可能与 AtGRP7 发生相互作用的蛋白基因，并发现其中 1 个编

码核糖体蛋白的基因可能参与 mRNA 的编辑剪切; 另外 2 个分别编码类似碳水化合物结合蛋白的基因和

木酮糖激酶的基因，可能参与糖类及细胞壁代谢; 还有几个功能未知的基因，这些基因的序列分析及其与

AtGRP7 的互作和功能还有待进一步鉴定。
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Construction and Autoactivation Test of a Bait Vector
of AtGRP7 for Two-hybrid System

LIU Chang-ren，LIU Wei，ZHAI Jin-ling，ZI Liang，HUANG Xi
( Key Laboratory of Tropical Biological Resources of Ministry of Education / Institute of Bio-Science and Biotechnology，

College of Agronomy，Hainan University，Haikou 570228，China)

Abstract: AtGRP7 is one of slave oscillator of Arabidopsis thaliana，but its physiological role is so far less
known． In order to screen the AtGRP7 interacted proteins，the CDS sequence of AtGRP7 was first amplified using
PCR and inserted into pGBKT7 vector between the clone site NcoⅠ and PstⅠ to construct the bait vector for
yeast two-hybrid ( Y2H) system． Restricted digestion and sequencing result showed that the AtGRP7 sequence
was inserted into pGBKT7 vector in correct reading frame． Furthermore，the bait vector was transformed into
Y2H Gold yeast strain to test the autoactivation and toxicity． The transformed yeast grew very well on SD /-Trp
plate，but weakly on SD /-Trp /-Ade plate． No yeasts grew on SD /-Trp /-His and SD /-Trp /-Ade /-His plates，
suggesting that histidine synthase gene was not transcribed and translated． This indicated that AtGRP7 was not
autoactivated in the Y2H system．
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