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ＴｃＬｒ１９ＰＲ　１、ＴｃＬｒ１９ＰＲ　２和ＴａＬｒ　１９ＴＬＰ　１的酵母
双杂交诱饵载体的构建及鉴定
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摘要：在前期研究的基础上，将成功克隆得到３ 个病程相关蛋白ＰＲ１、ＰＲ２ 和ＰＲ５ 的序列，分别命名为

ＴｃＬｒ１９ＰＲ１、ＴｃＬｒ１９ＰＲ２和ＴａＬｒ１９ＴＬＰ１。将这３个基因分别连接到酵母双杂交诱饵载体ｐＧＢＫＴ－７上，并转

化到感受态菌株Ｙ２ＨＧｏｌｄ中，检测其毒性和自激活性。结果显示，成功构建了包含目的基因的诱饵重组载体

ｐＧＢＫＴ－７－ＴｃＬｒ１９ＰＲ１、ｐＧＢＫＴ－７－ＴｃＬｒ１９ＰＲ２和ｐＧＢＫＴ－７－ＴａＬｒ１９ＴＬＰ１；将转化产物涂布于ＳＤ／－Ｔｒｐ／Ｘ平板

上，生长良好，并出现阳性克隆；毒性检测中，将３个诱饵重组载体与空载体在ＳＤ／－Ｔｒｐ液体培养基中的生长情

况进行对比，发现诱饵无毒性；自激活检测试验中，重组载体无法在二缺、三缺和四缺培养基中正常生长，证明

诱饵无自激活性。因此，本研究成功构建的３个诱饵重组载体可用于３个ＰＲ蛋白互作蛋白的筛选，为进一步

研究其在小麦与叶锈菌互作中的分子机理奠定基础。
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　　酵母双杂交技术是Ｆｉｅｌｄｓ等在１９８９年研究

真核基因转录调控时提出并初步建立的［１］。这

是利用遗传学方法在酵母真核细胞内研究蛋白

之间互作的非常有效的一种分子生物学技术［２］，

是研究蛋白互作的较为简单、灵敏、高效的方法

之一。目前，利用酵母双杂交技术来寻找互作蛋

白的方法愈见成熟。牛吉山等人［３］用该方法从

ｃＤＮＡ文库中筛选出一个小麦类甜蛋白的全长

ｃＤＮＡ，并证明有一定的抗白粉的特性。Ｏｋｉｎａｋａ

Ｙ等人［４］通过双杂交系统筛选大豆ｃＤＮＡ文库，

得到２个同源性具有９７％的蛋白，Ｐ４２－１和Ｐ４２－

２，证明Ｐ４２－２是Ｐ３４Ｓｙｒｉｎｇｏｌｉｄｅ受体第２信使的

主要成员之一。邹华文等人［５］通过研究玉米Ｐｔｏ

蛋白与Ｐｔｉｌ蛋白间的相互作用，从而得知只有当

Ｚｍｐｔｏ和Ｚｍｐｔｉｌ互作时才可激活报告基因。

以往的研究中发现，病程相关蛋白（Ｐａｔｈｏ－

ｇｅｎｅｓｉｓ－Ｒｅｌａｔｅｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＰＲｓ）ＰＲ１家族有防御真

菌的能力，也是病原物诱导的系统获得性抗性防

御信号获得的标志。但其他作用机理还未清

楚［６－７］。ＰＲ２蛋白家族可以编码β－１，３－葡聚糖酶、

水解酶等，且只有定位于液泡中的碱性蛋白才可

作为分解真菌细胞壁的工具［６，８］。ＰＲ５蛋白可降

解真菌细胞壁，具有抗真菌侵染的能力及激活植

物防卫反应信号途径的作用［９］。本研究前期，王

珅［１０］、高琳［１１］等人利用 ＲＴ－ＰＣＲ和ｃＤＮＡ 末端

快速扩增技术分别从抗叶锈病近等基因系材料

ＴｃＬｒ１９ 中获得了病程相关蛋白ＰＲ１、ＰＲ２、ＰＲ５
的基因序列，依次命名ＴｃＬｒ１９ＰＲ１、ＴｃＬｒ１９ＰＲ２
和ＴａＬｒ１９ＴＬＰ１。本研究拟构建３个ＰＲ蛋白酵

母双杂交诱饵载体，进行毒性检测和自激活测

试，为筛选互作蛋白、进一步诠释ＰＲ蛋白参与小

麦与叶锈菌互作的分子机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料

试验植物材料为回交６代小麦抗叶锈病近等基

因系 ＴｃＬｒ１９，小 麦 叶 锈 菌 菌 株 为 ０７－１０－４２１－３

（ＦＨＪＴ），与ＴｃＬｒ１９ 为非亲和互作，侵染型为“；”，

Ｙ２ＨＧｏｌｄ酵母菌株。

１．２　主要试剂

Ｘ－α－ｇａｌ、ＡｂＡ、ＳＤ／－Ｔｒｐ　ＤＯ　Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ、ＳＤ／－
Ｔｒｐ／－ｌｅｕ　ＤＯ　Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ、ＳＤ／－Ｈｉｓ／－ｌｅｕ／－Ｔｒｐ　ＤＯ
Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ、ＳＤ／－Ａｄｅ／－Ｈｉｓ／－ｌｅｕ／－Ｔｒｐ　ＤＯ　Ｓｕｐｐｌｅ－
ｍｅｎｔ、酵母转化试剂盒均购自 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ 公司；

ＴａＫａＲａ　ＭｉｎｉＢＥＳＴ　Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　ＲＮＡ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ
试剂盒、凝胶回收试剂盒、反转录酶、ＲＮＡ 酶抑制
剂、ＯｌｉｇｄＴ、ＢａｍＨ　Ｉ和 ＥｃｏＲ　Ｉ限制性内切酶、

ｐＭＤ１９－Ｔ载体均购自ＴａＫａＲａ公司；小型质粒提取
试剂盒购自北京天根生化科技公司。

１．３　试验方法

１．３．１　小麦ＲＮＡ的提取及ｃＤＮＡ的获得　将叶锈
菌接种于一心一叶期的小麦Ｔｃ　Ｌｒ１９上，接菌后分别
取０、１２，２４，３６，４８，７２，９６ｈ的叶片０．１ｇ，迅速置于液
氮中－８０℃保存备用。参考ＴａＫａＲａ　ＭｉｎｉＢＥＳＴ　Ｕｎｉ－
ｖｅｒｓａｌ　ＲＮＡ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ说明书提取总ＲＮＡ，检测

ＯＤ２６０／２８０和ＯＤ２６０／２３０值；并使用ＴａＫａＲａ公司的反转录
酶等制剂合成ｃＤＮＡ第一链。

１．３．２　Ｂａｉｔ重组载体的构建　以不同时间点ｃＤ－
ＮＡ等量混合为模板扩增ＴｃＬｒ１９ＰＲ１、ＴｃＬｒ１９ＰＲ２
和ＴａＬｒ１９ＴＬＰ１的目的片段，引物序列如表１。在
序列中添加ＢａｍＨ　Ｉ和ＥｃｏＲ　Ｉ的酶切位点，将扩增
到的３个基因的片段与载体ｐＧＢＫＴ－７双酶切，利
用凝胶回收试剂盒回收酶切产物，连接过夜处理后
转化至Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＨ５α中，然后测序。

８４
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表１　ＰＣＲ引物的序列
Ｔａｂｌｅ　１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｐｒｉｍｅｒｓ　ｆｏｒ　ＰＣＲ

引物名

Ｐｒｉｍｅｒ
序列（５′－３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′－３′）

ＴｃＬｒ１９ＰＲ１（Ｆ）
ＣＡＴＧＧＡＧＧＣＣ　ＧＡＡＴＴＣＣＡＧＡＡＣＴＣＧＣ－
ＣＴＣＡＧＧＡＣＴＡＣＣＴＣＴＣＡＣ

ＴｃＬｒ１９ＰＲ１（Ｒ）
ＧＣＡＧＧＴＣＧＡＣ　ＧＧＡＴＣＣＧＴＡＴＧＧＴＴＴＣ－
ＴＧＴＣＣＡＡＴＧＡＴＡＴＴＣＣＣＧ

ＴｃＬｒ１９ＰＲ２（Ｆ）
ＣＡＴＧＧＡＧＧＣＣ　ＧＡＡＴＴＣ　ＡＴＣＧＧＧＧＴＧＴ－
ＧＣＴＡＣＧＧＣＡＴＧＡＧＣＧＣ

ＴｃＬｒ１９ＰＲ２（Ｒ）
ＣＡＧＧＴＣＧＡＣ　ＧＧＡＴＣＣ　ＧＡＡＧＣＴＧＡＴ－
ＧＧＧ－
ＧＴＡＧＡＣＧＴＧＣＴＧ

ＴａＬｒ１９ＴＬＰ１（Ｆ）
ＣＡＴＧＧＡＧＧＣＣ　ＧＡＡＴＴＣ　ＧＣＣＡＣＣＴＴＣ－
ＴＡＣ－
ＡＴＣＡＡＧＡＡＣＡＡＣＴＧＣ

ＴａＬｒ１９ＴＬＰ１（Ｒ）
ＧＣＡＧＧＴＣＧＡＣ　ＧＧＡＴＣＣＴＣＡＴＧＧＡＣＡＧ－
ＡＡＧＧＴＧＡＴＣＴＧＧＴＡＧ

注：划线部分为酶切位点．

１．３．３　酵母菌株 Ｙ２ＨＧｏｌｄ的转化　按Ｃｌｏｎｔｅｃｈ
公司酵母转化说明书进行转化操作，醋酸锂法制备
酵母菌株Ｙ２ＨＧｏｌｄ的感受态细胞［１２］，将构建好的

ｐＧＢＫＴ－７－ＴｃＬｒ１９ＰＲ１、ｐＧＢＫＴ－７－ＴｃＬｒ１９ＰＲ２、ｐＧ－
ＢＫＴ－７－ＴａＬｒ１９ＴＬＰ１以及空载ｐＧＢＫＴ－７分别转化
于其中，将转化产物涂布于ＳＤ／－Ｔｒｐ平板上，３０℃
倒置培养３～５ｄ，直到单菌落出现。

１．３．４　Ｂａｉｔ毒性检测　３～５ｄ后观察在ＳＤ／－Ｔｒｐ
平板上菌落形态和大小，挑培养基中ｐＧＢＫＴ－７－
ＴｃＬｒ１９ＰＲ１、 ｐＧＢＫＴ－７－ＴｃＬｒ１９ＰＲ２、 ｐＧＢＫＴ－７－
ＴａＬｒ１９ＴＬＰ１以及空载ｐＧＢＫＴ－７的较大的单克隆
于５０ｍＬ的液体ＳＤ／－Ｔｒｐ中，３０℃，２５０ｒ／ｍｉｎ振
荡培养，记录０～３０ｈ的 ＯＤ６００值（每５ｈ检测１
次）。对比Ｂａｉｔ与空载的生长速率。

１．３．５　Ｂａｉｔ的自激活检测　毒性检测验证重组载
体对酵母菌株 Ｙ２ＨＧｏｌｄ无毒性后，进行自激活检
测，挑ＳＤ／－Ｔｒｐ平板上生长良好的较大的单克隆于

ＳＤ／－Ｔｒｐ／Ｘ、ＳＤ／－Ｔｒｐ／－ｌｅｕ、ＳＤ／－Ｈｉｓ／－Ｔｒｐ／－ｌｅｕ、

ＳＤ／－Ａｄｅ／－Ｈｉｓ／－Ｔｒｐ／－ｌｅｕ平板上，３０℃培养３～５ｄ，

观察菌落的生长情况。

２　结果与分析

２．１　Ｂａｉｔ的构建
将不同时间点反转录的ＴｃＬｒ１９ｃＤＮＡ等量混

合，以其为模板，利用表１中设计的引物分别进行３
个 基 因 的 扩 增，结 果 显 示，ＴｃＬｒ１９ＰＲ１、

ＴｃＬｒ１９ＰＲ２、ＴａＬｒ１９ＴＬＰ１的目的基因扩增片段分

别在４６６，１０００和５１６ｂｐ，与本实验室前期克隆基因
的目的片段大小一致（图１）。

Ｍ：ＤＬ２０００；１：ＴａＬｒ１９ＴＬＰ１；２：ＴｃＬｒ１９ＰＲ２；３：ＴｃＬｒ１９ＰＲ１．
图１　３个基因的扩增图

Ｆｉｇ．１　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｒｅｅ　ｇｅｎｅｓ

　　将ＢａｍＨ　Ｉ和ＥｃｏＲ　Ｉ双酶切后的载体ｐＧＢＫＴ－７
和目的片段连接过夜，转化到Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＨ５α中。使用
天根公司质粒提取试剂盒提取质粒后，进行双酶切验
证。结果显示，在５１６，１０００和４６６ｂｐ的位置均出现
了对应的目的条带，测序结果也表明插入片段序列正
确，证明重组载体构建成功（图２）。

Ｍ：ＤＬ２０００；１：ＴａＬｒ１９ＴＬＰ１－ｐＧＢＫＴ－７；

２：ＴｃＬｒ１９ＰＲ２－ｐＧＢＫＴ－７；３：ＴｃＬｒ１９ＰＲ１－ｐＧＢＫＴ－７．

图２　重组载体ＢａｍＨＩ　ａｎｄ　ＥｃｏＲＩ酶切鉴定

Ｆｉｇ．２　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｖｅｃｔｏｒ　ｄｉｇｅｓｔｅｄ　ｂｙ　ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ

ｅｎｚｙｍｅｓ　ＢａｍＨＩ　ａｎｄ　ＥｃｏＲＩ

２．２　毒性检测
将涂布了重组诱饵载体以及空载的转化菌株的

平皿置于３０℃培养箱中培养３ｄ，观察其长势，发现

在ＳＤ／－Ｔｒｐ平板上均生长良好，菌落长满平皿
（图３）。挑取平皿上直径为２～３ｍｍ 的单克隆于

ＳＤ／－Ｔｒｐ液体培养基中，同时设空载体的菌株做为

对照，每隔５ｈ检测１次 ＯＤ６００值，绘制折线图

９４
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（ＴｃＬｒ１９ＰＲ１、ＴｃＬｒ１９ＰＲ２、ＴａＬｒ１９ＴＬＰ１ 简写为

ＰＲ１、ＰＲ２、ＰＲ５）。结果显示，三组重组载体的菌株

与对照在液体培养基中生长情况相似，证明Ｂａｉｔ对

酵母菌株Ｙ２ＨＧｏｌｄ无毒性（图４），可进一步进行自

激活检测。

Ａ：ＡＢＣＤ分别为ＴｃＬｒ１９ＰＲ１；Ｂ：ＴｃＬｒ１９ＰＲ２；

Ｃ：ＴａＬｒ１９ＴＬＰ１；Ｄ：空载对照

图３　毒性检测４组转化产物在ＳＤ／－Ｔｒｐ上的长势

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　ｙｅａｓｔ　ｇｒｏｗｔｈ　ｏｎ　ＳＤ／－Ｔｒｐ　ｍｅｄｉｕｍ　ｆｏｒ　ｔｅｓｔ　ｏｆ　ｔｏｘｉｃｉｔｙ

时间／ｈ　Ｔｉｍｅ

图４　酵母菌在ＳＤ／－Ｔｒｐ液体培养基中的生长情况

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅ　ｇｒｏｗｔｈ　ｏｆ　ｙｅａｓｔ　ｃｅｌｌｓ　ｃｕｌｔｕｒｅｄ　ｉｎ　ＳＤ／－Ｔｒｐ　ｌｉｑｕｉｄ　ｍｅｄｉｕｍ

２．３　自激活检测
将重组诱饵载体菌株分别涂布于ＳＤ／－Ｔｒｐ／

Ｘ、ＳＤ／－Ｔｒｐ／－ｌｅｕ、ＳＤ／－Ｈｉｓ／－Ｔｒｐ／－ｌｅｕ、ＳＤ／－Ａｄｅ／－

Ｈｉｓ／－Ｔｒｐ／－ｌｅｕ上，结果显示，三组转化菌株ｐＧ－

ＢＫＴ－７－ＴｃＬｒ１９ＰＲ１、ｐＧＢＫＴ－７－ＴｃＬｒ１９ＰＲ２、ｐＧ－

ＢＫＴ－７－ＴａＬｒ１９ＴＬＰ１在 ＳＤ／－Ｔｒｐ平板上均能正

常生长；在ＳＤ／－Ｔｒｐ／Ｘ平板上出现有蓝色菌斑的

阳性克隆；在二、三、四缺培养基中无转化菌斑生

长。表明Ｂａｉｔ自身无法激活报告基因 Ｈｉｓ和 Ａｄｅ
的表达，三组重组质粒在菌株 Ｙ２ＨＧｏｌｄ中无自

激活活性（图５）。

Ａ　Ｂ　Ｃ分别为：ＴｃＬｒ１９ＰＲ１，ＴｃＬｒ１９ＰＲ２，ＴａＬｒ１９ＴＬＰ１在不同培养
基中的生长情况，培养基从上到下分别是：ＳＤ／－Ｔｒｐ／Ｘ、ＳＤ／－Ｔｒｐ／
－ｌｅｕ、ＳＤ／－Ｈｉｓ／－Ｔｒｐ／－ｌｅｕ、ＳＤ／－Ａｄｅ／－Ｈｉｓ／－Ｔｒｐ／－ｌｅｕ．

图５　重组诱饵载体的自激活检测图
Ｆｉｇ．５　Ｓｅｌｆ－ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｔｈｒｅｅ　ｂａｉｔ　ｖｅｃｔｏｒｓ

３　讨论与结论

酵母双杂交（Ｙ２Ｈ）系统是最成功的可检测和
分析到蛋白互作的方法之一。Ｙ２Ｈ 可应用于大规
模全基因组或蛋白质组的检测［１３］。在酵母双杂交
技术研究病程相关蛋白的研究中，Ｚｈｏｕ　Ｊ等人［１４］发
现在水杨酸（ＳＡ）信号转导途径中 ＮＰＲ１是重要的
组成部分，可诱发防卫基因的表达，如病程相关蛋白

ＰＲ１基因的表达，研究证明ＰＲ１ 基因的表达使得

ＴＧＡ家族中的转录因子与ＳＡ途径中的 ＮＰＲ１互
作。Ｓ　Ｚ等人［１５］利用该方法发现ＰＲ１ 参与系统获
得性抗性反应，水杨酸途径可控制ＰＲ１ 基因的诱
导。ＮＰＲ１与两蛋白家族的成员ＴＧＡ转录因子和

Ｎｉｍｉｎ互作，研究数据显示，在烟草中ＳＡＲ的早期

ＮＩＭＩＮ２蛋白控制ＰＲ１基因的表达。
在小麦与叶锈菌互作的研究中，张立峰［１６］利用

酵母双杂交的方法构建了小麦Ｔｃ　Ｌｒ１９与叶锈菌互作
早期 的 酵 母 双 杂 交 ｃＤＮＡ 文 库。王 悦 琳［１７］以

ＴａＣａＭ４－１为诱饵进行酵母双杂交试验，在受叶锈菌
侵染的小麦叶片ｃＤＮＡ文库中筛选出７个ＣａＭ结合
蛋白阳性克隆基因。闫超［１８］将ＴａＣＰＫ２激酶区构建
诱饵载体，与酵母双杂交文库 Ｍａｔｉｎｇ互作，筛选与

ＴａＣＰＫ２相互作用的蛋白，得到３个阳性克隆。在前
期研究的基础上，成功获得了病程相关蛋白基因

ＴｃＬｒ　１９ＰＲ１、ＴｃＬｒ　１９ＰＲ２ 和 ＴａＬｒ　１９ＴＬＰ１。本研究
中，进一步将３个目的基因的片段连接到载体ｐＧ－
ＢＫＴ－７上，按照Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司的转化手册，完成酵母
菌Ｙ２ＨＧｏｌｄ的制备，并将目的基因转至感受态

Ｙ２ＨＧｏｌｄ菌株中，对其进行毒性及自激活检测。在
毒性检测中，通过对比菌斑的大小，发现Ｂａｉｔ的菌斑
生长大小与空载对比不明显，通过在ＳＤ／－Ｔｒｐ液体培
养基中菌株生长速率对比，发现三组重组载体ｐＧ－
ＢＫＴ－７－ＴｃＬｒ　１９ＰＲ１、ｐＧＢＫＴ－７－ＴｃＬｒ　１９ＰＲ２、ｐＧＢＫＴ－７－

０５
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ＴａＬｒ　１９ＴＬＰ１与对照在液体培养基中生长情况相似，

判断Ｂａｉｔ无毒［１９］。自激活性检测发现，Ｂａｉｔ只能在

ＳＤ／－Ｔｒｐ（一缺）培养基中生长，在ＳＤ／－Ｔｒｐ／Ｘ上出现
阳性克隆，在二缺、三缺、四缺平板上不生长，证明

Ｂａｉｔ无自激活性［１９－２０］。今后的试验中，将利用这３个

Ｂａｉｔ载体筛选小麦的Ｙ２Ｈ文库，钓取互作蛋白，并明
确其在小麦和叶锈菌互作中的功能。
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