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摘　 要: 次生乳管是天然橡胶合成和贮存的场所ꎬ是由橡胶树树干树皮中维管形成层细胞分裂分化而来ꎮ
次生乳管的数量与天然橡胶产量直接相关ꎬ而这些乳管的数量取决于形成层分化次生乳管的频率(乳管分

化能力)ꎬ是橡胶树产量育种的主要指标ꎮ 前期研究中ꎬ我们发现组蛋白去乙酰化酶(ＨＤＡ)抑制剂曲古抑

菌素 Ａ(ＴＳＡ)能诱导橡胶树乳管分化且组蛋白去乙酰化酶基因(ＨｂＨＤＡ６)能够参与橡胶树乳管分化调控ꎮ
由于组蛋白乙酰化修饰调控橡胶树次生乳管分化的分子机制尚未阐明ꎬ因此该文使用冠菌素(ＣＯＲ)诱导橡

胶树形成层分化产生次生乳管的实验系统ꎬ以分离形成层组织为材料ꎬ构建酵母双杂交 ｃＤＮＡ 文库ꎬ以
ＨｂＨＤＡ６ 基因为诱饵来筛选酵母双杂交文库ꎬ确定与 ＨｂＨＤＡ６ 相互作用的蛋白ꎮ 结果表明:( １) 利用

Ｇａｔｅｗａｙ 技术构建的均一化 ＣＯＲ 诱导橡胶树形成层组织的酵母双杂交 ｃＤＮＡ 文库ꎬ初级文库的容量为 ６.３４×
１０６ ＣＦＵ􀅰ｍＬ￣１ꎬ总单克隆数为 １.２７×１０７ꎬ文库重组率为 １００％ꎻ次级文库的容量为 ７.７２×１０６ ＣＦＵ􀅰ｍＬ￣１ꎬ总单

克隆数为 １.５４×１０７ꎬ文库重组率为 １００％ꎮ 初级文库和次级文库的插入片段平均长度分别为 １.１ ｋｂ 和 １.２
ｋｂꎮ (２)成功构建了筛选 ＨｂＨＤＡ６ 互作蛋白的 ｐＧＢＫＴ７￣ＨｂＨＤＡ６ 诱饵载体ꎬ并确认无自激活活性ꎮ (３)使

用该诱饵载体对构建的酵母双杂交 ｃＤＮＡ 文库进行筛选ꎬ并通过 ＮＣＢＩ＿ＢＬＡＳＴ 比对和去除重复以后ꎬ获得

了 ２２ 个与 ＨｂＨＤＡ６ 发生互作的蛋白ꎬ包括 ＣＬＰ１、ＥＲＦ３、ＥＲＦ４、ＨＳＰ８２、ＬＡＲＰ６ａ、ＡＰＴ５、ＰＰ２Ａ、ＦＢＡ６ 等ꎮ 该

研究成果为解析组蛋白乙酰化修饰调控橡胶树次生乳管分化的分子机制提供了理论基础ꎬ为转基因改良橡

胶树的产胶潜力提供了候选基因ꎬ为高性能天然橡胶遗传改良育种提供了新线索ꎮ
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ｌａｔｉｃｉｆｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｕｂｂｅｒ ｔｒｅｅꎬ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｕｂｂｅｒ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ
ｍｏｄｉｆｉｅｄ ａｎｄ ａ ｎｅｗ ｃｌｕｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ａｎｄ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｏｆ ｈｉｇｈ￣ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ＮＲ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｈｅｖｅａ ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓꎬ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｌａｔｉｃｉｆｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎꎬ ｖａｓｃｕｌａｒ ｃａｍｂｉｕｍꎬ ｙｅａｓｔ ｔｗｏ￣ｈｙｂｒｉｄꎬ ＨｂＨＤＡ６

　 　 天然橡胶是关系国民生计的重要工业原料和

战略物资ꎬ世界所需的天然橡胶主要来自巴西橡胶

树(Ｈｅｖｅａ ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ)(田维敏等ꎬ２０１５)ꎮ 橡胶树树

干树皮中的次生乳管是天然橡胶合成和贮存的主

要场所ꎬ是由维管形成层纺锤状原始细胞分化而来

( Ｇｏｍｅｚꎬ １９８２ꎻ Ｈａｏ ＆ Ｗｕꎬ ２０００ꎻ Ｃｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２３)ꎮ 随着形成层分化的次生乳管不断向外推

移ꎬ要经过幼嫩—成熟—衰老—死亡ꎬ为维持产胶

部位的乳管数量ꎬ需要形成层不断分化出新的次生

乳管ꎮ 这些次生乳管的数量与天然橡胶产量直接

相关ꎬ次生乳管数量取决于维管形成层分化次生乳

管的频率(即次生乳管分化能力)ꎬ是橡胶树产量育

种的主要指标(田维敏等ꎬ２０１５ꎻ Ｃｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２３)ꎮ
前期研究中ꎬ我们团队发现外施茉莉酸( ｊａｓｍｏｎｉｃꎬ
ＪＡ)及其前体亚麻酸(ｌｉｎｏｌｅｎｉｃ ａｃｉｄꎬＬＡ)能诱导形成

层细胞分化成次生乳管(Ｈａｏ ＆ Ｗｕꎬ ２０００ꎻ 刘惠芳

等ꎬ２００１ꎻ Ｔｉａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００３)ꎻ我们后续又发现与 ＪＡ
的活性形式 ＪＡ￣Ｉｌｅ 结构相似的冠菌素( ｃｏｒｏｎａｔｉｎｅꎬ
ＣＯＲ)(Ｉｃｈｉｈａｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９７７)ꎬ在诱导橡胶树次生乳

管分化的效应方面比茉莉酸甲酯(ｍｅｔｈｙｌ ｊａｓｍｏｎａｔｅꎬ
ＭｅＪＡ)更好(张世鑫等ꎬ２０１１ꎻＺｈａｎｇ ＆ Ｔｉａｎꎬ ２０１５)ꎬ
并建立了一种稳定的 ＣＯＲ 诱导橡胶树萌条次生乳

管分化的实验系统(Ｚｈａｎｇ ＆ Ｔｉａｎꎬ ２０１５ꎻ Ｚｈａｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１５ꎬ ２０１６ꎻ Ｗｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ꎬ ２０２３ꎻ 张世鑫等ꎬ
２０１８)ꎮ 最近ꎬ我们发现组蛋白去乙酰化酶(ｈｉｓｔｏｎｅ
ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅꎬ ＨＤＡ) 的 抑 制 剂———曲 古 抑 菌 素 Ａ
(ｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎ ＡꎬＴＳＡ)也能诱导橡胶树次生乳管分化

(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎬ使用 ＣＯＲ 处理能够显著提高

形成层区的组蛋白乙酰化程度且 ＨＤＡ 活性和含量

也受影响ꎮ 基于这些工作基础ꎬ以及组蛋白乙酰化

６４２ 广　 西　 植　 物 ４４ 卷



修饰作为基因转录调控的重要方式ꎬ我们推测 ＪＡ 诱

导橡胶树次生乳管分化ꎬ可能是通过组蛋白乙酰化

修饰调控橡胶树次生乳管分化相关基因的转录而

实现的ꎮ
酵母双杂交技术( ｙｅａｓｔ ｔｗｏ￣ｈｙｂｒｉｄ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ)

是研究蛋白质相互作用的经典技术之一ꎬ是由

Ｆｉｅｌｄｓ 和 Ｓｏｎｇ 等人在研究真核生物基因转录调控

中提出并初步建立的(Ｆｉｅｌｄｓꎬ １９９３)ꎮ 随着分子生

物学的发展ꎬ在酵母双杂交的基础上又建立了酵

母单杂交、膜体系酵母双杂交、酵母三杂交等多项

技术ꎬ用于蛋白－蛋白、蛋白－ＤＮＡ / ＲＮＡ /配体之间

相互作用的研究ꎬ在功能基因组学和互作组学研

究中发挥重要作用ꎮ 利用酵母双杂交系统能够快

速、直接分析已知蛋白之间的相互作用ꎬ并能寻

找、分离与已知蛋白相互作用的配体ꎬ在研究抗原

和抗体相互作用、发现新的蛋白质和发现蛋白质

的新功能、筛选药物作用位点及药物对蛋白互作

影响、建立基因组蛋白连锁图等方面应用广泛ꎮ
与 Ｐｕｌｌ ｄｏｗｎ 技术、凝胶阻滞技术 ( ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ
ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｓｈｉｆｔ ａｓｓａｙꎬ ＥＭＳＡ)和表面等离子体共振技

术(ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌａｓｍｏｎ ｒｅｓｏｎａｎｃｅꎬ ＳＰＲ)等体外的蛋白

质相互作用的研究技术相比ꎬ酵母双杂交技术能

够更好地模拟细胞内的环境ꎬ可以更真实地反映

蛋白质之间的相互作用情况 ( Ｐｈｉｚｉｃｋｙ ＆ Ｆｉｅｌｄｓꎬ
１９９５)ꎮ 酵母双杂交系统的建立是基于对真核生

物转录调控过程的认识ꎬ真核生物中基因转录需

要反式转录激活因子的参与ꎬ真核生物的转录激

活因子含有两个不同的结构域ꎬ即 ＤＮＡ 结合结构

域(ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎꎬＢＤ)和 ＤＮＡ 转录激活结构域

(ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｄｏｍａｉｎꎬＡＤ)ꎬ这两个结构域能够独立分

开且功能相互不影响ꎮ ＢＤ 和 ＡＤ 分别单独起作用

时ꎬ是不能激活转录反应的ꎬ只有当 ＢＤ 和 ＡＤ 两

者在空间上充分接近时ꎬ才能发挥完整的转录激

活因子活性ꎬ促使下游基因的转录ꎮ 酵母双杂交

技术的这种特点使其成为了鉴定与已知蛋白发生

相互作用的未知蛋白质的常用实验技术ꎬ并且在

解析蛋白与蛋白间的分子调控网络中起着重要作

用(Ｐａｉａｎｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ
酵母双杂交 ｃＤＮＡ 文库构建技术在橡胶树分

子生物学研究中也有广泛的应用ꎬ如巴西橡胶树

胶乳酵母双杂交 ｃＤＮＡ 表 达 文 库 (杨 子 平 等ꎬ
２０１３)、巴西橡胶树胶乳均一化酵母双杂交 ｃＤＮＡ
文库(余海洋等ꎬ２０１６)、橡胶叶片和胶乳的 ｃＤＮＡ

文库(欧阳沫等ꎬ２０１６)、巴西橡胶树地上部地下部

均一化酵母双杂交 ｃＤＮＡ 文库(陈洪举等ꎬ２０１７)、
橡胶树未开割树和开割树胶乳的酵母双杂交

ｃＤＮＡ 文库(晁金泉等ꎬ２０２１)、橡胶树膜系统酵母

双杂交 ｃＤＮＡ 文库(聂智毅等ꎬ２０２２)等ꎮ 由于组

蛋白乙酰化修饰调控橡胶树乳管分化的分子机制

尚未阐明ꎬ而酵母双杂交文库构建和文库筛选能

够获得大量的蛋白质相互作用信息ꎬ因此使用该

技术构建橡胶树次生乳管分化分子调控网络具有

显著的优势ꎮ 本文使用冠菌素(ＣＯＲ)诱导橡胶树

形成层分化次生乳管的实验系统ꎬ以分离形成层

组织 为 材 料ꎬ构 建 酵 母 双 杂 交 ｃＤＮＡ 文 库ꎬ 以

ＨｂＨＤＡ６ 基因为诱饵来筛选酵母双杂交文库ꎬ筛选

与 ＨｂＨＤＡ６ 相互作用的蛋白ꎮ 旨在通过酵母双杂

交技术筛选出组蛋白乙酰化修饰调控橡胶树次生

乳管分化的基因或转录因子ꎬ为解析橡胶树次生

乳管分化的分子调控网络提供理论基础ꎬ为转基

因改良橡胶树的产胶潜力提供候选基因ꎬ为高性

能天然橡胶遗传改良育种提供新线索ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

植物材料为巴西橡胶树无性系热研 ７￣３３￣９７
的一年生萌条ꎬ种植在中国热带农业科学院橡胶

研究所的五队增殖苗圃内ꎬ这些萌条每年都经过

锯杆ꎬ并通过基部的潜伏芽重新生长新的萌条ꎬ并
在一年内生长 ５ ~ ６ 个伸长单位 ( ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ ｕｎｉｔꎬ
ＥＵ)(张世鑫等ꎬ２０１１)ꎮ

主要试剂和耗材:ＲＮＡｐｒｅｐ Ｐｕｒｅ 多糖多酚植物

总 ＲＮＡ 提取试剂盒(ＤＰ４４１)、琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回

收试剂盒(ＤＰ２０４)、质粒小提试剂盒(ＤＰ１０３)、酵母

质粒提取试剂盒(ＤＰ１１２) [购于天根生化科技(北
京)有限公司]ꎻｍＲＮＡ 分离及 ｃＤＮＡ 建库使用的试

剂ꎬ 即 ＦａｓｔＴｒａｃｋ® ＭＡＧ ｍＲＮＡ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ
(Ｋ１５８００２)、 ＬＲ ＣｌｏｎａｓｅＴＭ Ⅱ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ ( １１７９１￣
０２０ )、 ＵｌｔｒａＰｕｒｅＴＭ Ｐｈｅｎｏｌ ∶ Ｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍ ∶ Ｉｓｏａｍｙｌ
Ａｌｃｏｈｏｌ ( ２５ ∶ ２４ ∶ １ꎬ Ｖ / Ｖ / Ｖ) ( １５５９３￣０３１)、５ Ｍ
Ａｍｍｏｎｉｕｍ Ａｃｅｔａｔｅ ( ＡＭ９０７０Ｇ)、 ＰｕｒｅＬｉｎｋ® ＨｉＰｕｒｅ
Ｐｌａｓｍｉｄ Ｆｉｌｔｅｒ Ｍｉｄｉｐｒｅｐ Ｋｉｔ ( Ｋ２１００￣１５ )、
ＥｌｅｃｔｒｏＭＡＸＴＭ ＤＨ１０ＢＴＭ Ｔ１ Ｐｈａｇｅ Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｃｅｌｌｓ
(１２０３３￣０１５)ꎬ以上均购于赛默飞世尔科技(中国)
有限公司ꎻＣａｒｒｉｅｒ ＤＮＡ、培养基 ＹＰＤＡ、培养基 ＹＰＤ

７４２２ 期 张世鑫等: 橡胶树形成层组织的酵母双杂交 ｃＤＮＡ 文库构建及 ＨｂＨＤＡ６ 互作蛋白筛选



ｐｌｕｓ、ＳＤ / Ｔｒｐ、ＳＤ / Ｌｅｕ、ＳＤ / Ｈｉｓ / Ｌｅｕ / Ｔｒｐ (ＴＤＯ)、ＳＤ /
Ａｄｅ / Ｈｉｓ / Ｌｅｕ / Ｔｒｐ (ＱＤＯ)、Ａｕｒｅｏｂａｓｉｄｉｎ Ａ、Ｘ￣α￣Ｇａｌ
均 购 自 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ 公 司ꎻ ＦａｓｔＰｆｕ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
(ＡＰ２２１￣０１)购于北京全式金生物技术股份有限公

司ꎻ冠菌素( ｃｏｒｏｎａｔｉｎｅꎬ ＣＯＲ)、ＤＭＳＯ、乙酰丁香酮

(ａｃｅｔｏｓｙｒｉｎｇｏｎｅ)、ＭＥＳ、ＭｇＣｌ２、ＰＥＧ、ＴＥ、ＬｉＡｃ 等试剂

均购于 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ其他试剂均为国产分析纯ꎬ枪头

和离心管均为 Ａｘｙｇｅｎ 公司产品ꎮ
１.２ 冠菌素(ＣＯＲ)处理植物材料

选取一年生橡胶树萌条的第三伸长单位

(ＥＵ３)ꎬ节间长且健壮的树干作为实验材料ꎬ在
ＥＵ３ 树干中部ꎬ使用单面刀片刮去面积为 ２ ｃｍ ×
４ ｃｍ的茎表皮及部分皮层ꎬ用面积略大的灭菌无

尘纸包裹处理部位ꎬ施加含有 ６ μｇ􀅰ｍＬ￣１的 ＣＯＲ
溶液ꎬ用塑料封口膜缠绕并密封包裹ꎮ 处理时间

分别为 ０.５ ｈ、１ ｈ、２ ｈ、４ ｈ、８ ｈ、１ ｄ、２ ｄ 和 ３ ｄꎮ 然

后拆去塑料封口膜和无尘纸ꎬ切取处理部位的树

皮(带部分木质部)ꎬ并立即分割成小块ꎬ置于 ２
ｍＬ 离心管中ꎬ液氮速冻ꎮ 每个时间点的形成层区

样品取自 ５ 株橡胶树萌条进行混合ꎬ并且每个时

间点进行 ３ 组生物学重复ꎬ即每个时间点的共计

处理 １５ 株橡胶树萌条ꎮ
１.３ 总 ＲＮＡ 提取及 ｍＲＮＡ 的纯化

使用冰冻切片弦切的方法收集橡胶树树皮的

形成层区组织ꎬ使用 ＲＮＡｐｒｅｐ Ｐｕｒｅ 多糖多酚植物

总 ＲＮＡ 提取试剂盒(天根ꎬＤＰ４４１)提取总 ＲＮＡꎮ
通过微量紫外分光光度计测定 ＲＮＡ 浓度和纯度ꎬ
使用 １％琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ 完整性后ꎬ合
格的总 ＲＮＡ 样品于－８０ ℃冰箱中保存备用ꎮ 将得

到的不同时间段 ＣＯＲ 处理的形成层区组织总

ＲＮＡ 进行等量混合ꎬ利用磁珠法 ＦａｓｔＴｒａｃｋ® ＭＡＧ
ｍＲＮＡ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ ( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬ Ｋ１５８０９６ ) 对 总

ＲＮＡ 中的 ｍＲＮＡ 进行分离纯化ꎬ将 ｍＲＮＡ 进行等

量混合后ꎬ用于后续的酵母双杂交文库构建ꎮ
１.４ 酵母双杂交文库的构建

用 Ｇａｔｅｗａｙ 重 组 技 术ꎬ 使 用 ＣｌｏｎｅＭｉｎｅｒＴＭ Ⅱ
ｃＤＮＡ 文库构建试剂盒能够快速构建 ｃＤＮＡ 文库ꎮ
操作流程:将分离纯化并等量混合后的 ｍＲＮＡ 为

模板进行反转录ꎬ先合成 ｃＤＮＡ 第一链后合成

ｃＤＮＡ 双链ꎬ再将得到的双链 ｃＤＮＡ 进行分级分离

并收集ꎮ 使用 ＬＲ ＣｌｏｎａｓｅＴＭⅡ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ 进行 ＢＰ
重组 反 应ꎻ 使 用 ＢＴＸ 指 数 衰 减 波 电 穿 孔 仪

ＥＣＭ６３０ 进 行 电 转 化 到 大 肠 杆 菌 ＥｌｅｃｔｒｏＭＡＸ

ＤＨ１０Ｂ 感受态细胞中ꎮ 将电转化后的菌液ꎬ在摇

床里 ３７ ℃、２２０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１活化培养 １ ｈꎮ 培养结束

后ꎬ取一部分菌液涂布平板进行初级文库容量、重
组率和插入片段长度的鉴定ꎮ 剩余的菌液加入甘

油ꎬ至终浓度 ２０％ꎬ于－８０ ℃保存ꎬ即得到 ＣＯＲ 诱

导橡胶树形成层组织的 ｃＤＮＡ 初级文库菌液ꎮ
将上一步骤中验证合格的 ｃＤＮＡ 初级文库ꎬ使

用 ＰｕｒｅＬｉｎｋ® ＨｉＰｕｒｅ Ｐｌａｓｍｉｄ Ｆｉｌｔｅｒ Ｍｉｄｉｐｒｅｐ Ｋｉｔ
(Ｌｉｆｅꎬ Ｋ２１００￣１５)提取文库质粒ꎮ 将得到的初级

文库质粒ꎬ稀释到 ３００ ｎｇ􀅰μＬ￣１ꎬ使用 ＬＲ ＣｌｏｎａｓｅＴＭ

Ⅱ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ 进行文库质粒重组ꎬ并提取重组产

物后使用 ＢＴＸ 指数衰减波电穿孔仪 ＥＣＭ６３０ 将重

组产物转化到大肠杆菌 ＥｌｅｃｔｒｏＭＡＸ ＤＨ１０Ｂ 感受

态细胞中ꎬ然后进行培养ꎬ条件同上ꎮ 取转化后的

１０ μＬ 菌液稀释 １ ０００ 倍ꎬ再取 ５０ μＬ 稀释后的菌

液ꎬ涂布 ＬＢ 平板(含链霉素抗性)ꎬ３７ ℃ 培养过

夜ꎮ 进行次级文库容量、重组率和插入片段长度

的鉴定ꎮ 剩余的菌液加入甘油ꎬ至终浓度 ２０％ꎬ于
－８０ ℃保存ꎬ即得到 ＣＯＲ 诱导橡胶树形成层组织

的 ｃＤＮＡ 次级文库菌液ꎮ 文库的细菌菌落总数

(ＣＦＵ)计算方法如下:
ＣＦＵ 浓度(ＣＦＵ􀅰ｍＬ￣１)＝ 平板上的克隆数 / ５０

μＬ× １ ０００ 倍×１ ０００ μＬꎻ
文库总 ＣＦＵ＝ＣＦＵ 浓度×文库菌液总体积(ｍＬ)ꎮ

１.５ ＨｂＨＤＡ６ 诱饵质粒构建、鉴定及自激活检测

ＨｂＨＤＡ６ 诱饵质粒构建时ꎬ先对含有目的基因

ＨｂＨＤＡ６ 的载体进行 ＰＣＲ 扩增后ꎬ进行 Ｓｆｉ Ｉ 酶切ꎬ
获得目的基因 ＨｂＨＤＡ６ 的克隆片段ꎮ 使用 Ｓｆｉ Ｉ 酶
切ꎬ 获 得 线 性 化 的 酵 母 双 杂 交 诱 饵 载 体

(ｐＧＢＫＴ７)ꎬ再将目的基因 ＨｂＨＤＡ６ 的克隆片段连

接到线性化的诱饵载体(ｐＧＢＫＴ７)上ꎮ
具体操作如下:根据 ＨｂＨＤＡ６ 基因的 ｃＤＮＡ 序

列ꎬ设计引物时分别在其两端添加 Ｓｆｉ Ｉ 的酶切位

点序列ꎬ用于扩增 ＨｂＨＤＡ６ 基因的 ｃＤＮＡ 片段ꎮ 引

物序列为 ＨｂＨＤＡ６￣Ｆ(５′￣ａａｇｇｃｃａｔｔａｃｇｇｃｃＡＴＧＧＧＣＧ
ＡＣＡＣＡＡＣＣＧＧＴＧＧＴ￣３′)和 ＨｂＨＤＡ６￣Ｒ(５′￣ｃｃｇｇｃｃｇａ
ｇｇｃｇｇｃｃＴＣＡＡＧＡＡＣＧＣＧＧＡＴＧＣＴＣＴＴＣＴＣＴＣＴ￣３′)ꎮ
并按照 ＦａｓｔＰｆｕ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ (ＡＰ２２１￣０１)高保

真酶体系进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ使用 Ｓｆｉ Ｉ 进行 ＨｂＨＤＡ６
扩增片段的酶切和 ｐＧＢＫＴ７ 载体的线性化ꎮ 使用

Ａｘｙｇｅｎ 胶回收试剂盒进行酶切产物回收ꎮ 将回收

的酶切产物ꎬ连接转化到大肠杆菌 Ｔｏｐ１０ 中ꎬ在
３７ ℃条件下恒温培养过夜ꎮ 从上述连接体系转化

８４２ 广　 西　 植　 物 ４４ 卷



平板(含链霉素抗性)上随机挑取 ４ 个大肠杆菌转

化子接种于 ＬＢ 液体培养基ꎬ３７ ℃、２２０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１条

件下振荡培养 １６ ｈ 后ꎬ用 ｐＧＢＫＴ７ 载体的通用引

物 ｐＧＢＫＴ７￣Ｆ ( ５′￣ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣ￣
３′)和 ｐＧＢＫＴ７￣Ｒ(５′￣ＴＡＡＧＡＧＴＣＡＣＴＴＴＡＡＡＡＴＴＴ
ＧＴＡＴ￣３′)ꎬ进行 ＰＣＲ 扩增验证ꎬ并使用 １％琼脂糖

凝胶电泳进行 ＰＣＲ 扩增产物的检测ꎬ对扩增得到

阳性条带的克隆ꎬ进行质粒抽提(Ａｘｙｇｅｎ 质粒小量

抽提试剂盒)和测序ꎮ 插入片段测序结果在比对

确认正确后ꎬ进行后续实验ꎮ 按照表 １ 构建不同

质粒和涂布不同类型的平板ꎬ将各种质粒转入酵

母受体菌株 ＡＨ１０９ 中ꎬ观察并检测结果ꎮ

表 １　 构建酵母双杂交文库所需的载体
Ｔａｂｌｅ １　 Ｖｅｃｔｏｒｓ ｆｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇ ｙｅａｓｔ ｔｗｏ￣ｈｙｂｒｉｄ ｌｉｂｒａｒｙ

反应
Ｒｅａｃｔｉｏｎ

ＡＤ 载体
ＡＤ ｖｅｃｔｏｒ

ＢＤ 载体
ＢＤ ｖｅｃｔｏｒ

涂板种类
Ｃｏａｔｅｄ ｐｌａｔｅ ｔｙｐｅ

备注
Ｎｏｔｅ

１ ｐＧＡＤＴ７￣ｌａｒｇｅＴ ｐＧＢＫＴ７￣ｐ５３ ＳＤ￣Ｔｒｐ￣Ｌｅｕ 阳性对照 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

２ ｐＧＡＤＴ７￣ｌａｒｇｅＴ ｐＧＢＫＴ７￣ｌａｍｉｎＣ ＳＤ￣Ｔｒｐ￣Ｌｅｕ 阴性对照 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

３ ｐＧＡＤＴ７ ｐＧＢＫＴ７￣ＨｂＨＤＡ６ ＳＤ￣Ｔｒｐ￣Ｌｅｕ 自激活检测 Ｓｅｌｆ￣ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

４ — ｐＧＢＫＴ７￣ＨｂＨＤＡ６ ＳＤ￣Ｔｒｐ 筛库备用 Ｌｉｂｒａｒｙ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｂａｃｋｕｐ

　 　 从 ｐＧＡＤＴ７＋ｐＧＢＫＴ７￣ＨｂＨＤＡ６ 共转化 ＡＨ１０９
长出的酵母转化子中ꎬ随机挑取了 ６ 个菌落ꎬ进行自

激活检测ꎬ包括对 ＨＩＳ３、ＡＤＥ２ 和 ＭＥＬ１ 共 ３ 个报告

基因的检测ꎮ 对 ＨＩＳ３、ＡＤＥ２ 和 ＭＥＬ１ 报告基因的

检测采用点板培养的方法ꎮ 将转化子点板于 ＳＤ￣
ＴＬ＋Ｘ￣α￣Ｇａｌ 和 ＳＤ￣ＴＬＨＡ 平板ꎬ３０ ℃恒温培养 ４ ｄꎬ
观察其生长状态ꎮ 在预先配制好的 ＳＤ￣ＴＬＨＡ 板上

各涂布 ２００ μＬ Ｘ￣α￣Ｇａｌ 溶液ꎬ待 Ｘ￣α￣Ｇａｌ 溶液被平

板培养基完全吸收后ꎬ将转化子菌液进行点板并

培养ꎮ
１.６ ｐＧＢＫＴ７￣ＨｂＨＤＡ６ 诱饵质粒筛选酵母文库

用含有测序正确 ｐＧＢＫＴ７￣ＨｂＨＤＡ６ 诱饵质粒

的 ＡＨ１０９ 酵母转化子作为受体菌来制备酵母感受

态细胞ꎮ 将 ＣＯＲ 处理橡胶树形成层组织的 ｃＤＮＡ
初级文库质粒转入酵母感受态细胞中ꎬ并将其涂

在 ＳＤ￣Ｔｒｐ￣Ｌｅｕ￣Ｈｉｓ＋５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ３ＡＴ 平板上并倒置

培养ꎮ 从 ＳＤ￣Ｔｒｐ 平板挑取单克隆菌斑ꎬ接种在

ＳＤ￣Ｔｒｐ 液体培养基中ꎬ在 ３０ ℃、２２０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１条件

下振荡培养 １８ ｈꎬ再转接到 ＹＰＤＡ 培养基中培养ꎬ
使用紫外分光光度计ꎬ测定菌液测定初始浓度为

ＯＤ６００ ＝ ０.２ꎻ在 ３０ ℃、２２０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１条件下振荡培养

４ ~ ５ ｈꎬ中途使用紫外分光光度计测定菌液的浓

度ꎬ当菌液浓度达到 ＯＤ６００ ＝ ０.６ 即停止培养ꎮ 将菌

液离心并弃上清ꎬ重悬菌体ꎮ 按照加入试剂的体

积从大到小ꎬ依次加入 ９.６ ｍＬ 的 ５０％ ＰＥＧ３３５０ꎬ
１.４４ ｍＬ 的 １ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＬｉＡｃꎬ３００ μＬ 的 ｓｓＤＮＡ (１０
ｍｇ􀅰ｍＬ￣１) ꎬ以及 ２５ μｇ 的文库质粒 ＤＮＡꎬ并混匀

体系ꎮ 在 ３０ ℃ 条件下水浴孵育 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ在

４２ ℃条件下水浴热激 ２５ ｍｉｎꎬ在 ３０ ℃条件下水浴

复苏 １ ｈꎬ将复苏后的菌液离心并重悬菌体ꎮ 从重

悬菌液中取 ２０ μＬ 酵母培养物经梯度稀释后ꎬ分
别涂在 ３ 块 ＳＤ￣ＴＬ 平板上ꎬ用于酵母文库的转化

效率检测ꎮ 剩余的酵母培养物涂在 ＳＤ￣ＴＬＨ ＋ ５
ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ３ＡＴ 平板上ꎬ每块平板涂 ２００ μＬꎬ共涂

４０ 块平板ꎮ 在 ３０ ℃条件下恒温倒置培养 ３ ~ ４ ｄꎬ
观察并记录转化结果ꎬ分析转化效率ꎮ
１.７ 阳性克隆鉴定和测序分析

在 ｐＧＢＫＴ７￣ＨｂＨＤＡ６ 诱饵质粒筛选酵母双杂

交文库的平板中ꎬ挑取阳性克隆的单菌落ꎬ转接到

ＳＤ￣ＴＬ 缺陷型培养基平板中ꎬ在 ３０ ℃条件下恒温

倒置培养 ２ ~ ３ ｄꎮ 将在 ＳＤ￣ＴＬ 缺陷型培养基平板

上长出的初始阳性克隆转化子分别用无菌水稀释

后ꎬ接种到 ＳＤ￣ＴＬ 和 ＳＤ￣ＴＬＨＡ＋Ｘ￣α￣Ｇａｌ 缺陷平板

上ꎬ进行 ＨＩＳ３、ＡＤＥ２ 和 ＭＥＬ１ 报告基因的检测ꎬ在
３０ ℃条件下恒温培养 ３ ~ ４ ｄꎮ

对 ＨＩＳ３、ＡＤＥ２ 和 ＭＥＬ１ 报告基因进行检测ꎬ
显示结果为阳性对照在 ＳＤ￣ＴＬ 和 ＳＤ￣ＴＬＨＡ＋Ｘ￣α￣
Ｇａｌ 缺陷型培养基平板上都能正常生长ꎬ并且 ＳＤ￣
ＴＬＨＡ＋Ｘ￣α￣Ｇａｌ 缺陷型培养基平板上的菌落呈现

蓝色ꎻ阴性对照由于不会激活 ＨＩＳ３ 和 ＡＤＥ２ 报告

基因ꎬ虽然在 ＳＤ￣ＴＬ 缺陷型培养基平板上可以正

常生长ꎬ但菌落不呈现蓝色ꎬ而在缺少 Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ 和

Ａｄｅｎｉｎｅ 这两种成分的 ＳＤ￣ＴＬＨＡ＋Ｘ￣α￣Ｇａｌ 缺陷型

培养基平板上不能生长ꎮ 因此ꎬ初始阳性克隆能

９４２２ 期 张世鑫等: 橡胶树形成层组织的酵母双杂交 ｃＤＮＡ 文库构建及 ＨｂＨＤＡ６ 互作蛋白筛选



在 ＳＤ￣ＴＬＨＡ＋Ｘ￣α￣Ｇａｌ 缺陷型培养基平板上生长并

使菌落呈现蓝色ꎬ表明同时激活了 ＨＩＳ３、ＡＤＥ２ 和

ＭＥＬ１ ３ 个报告基因ꎮ
为了鉴定筛选到的阳性克隆的基因信息ꎬ将

上述阳性克隆的菌株ꎬ分别接种于 ＳＤ￣ＴＬ 缺陷型

液体培养基中ꎬ在 ３０ ℃、２２０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１条件下振荡

培养 １６ ｈꎮ 使用酵母质粒提取试剂盒[天根生化

科技(北京)有限公司ꎬＤＰ１１２]提取并纯化出酵母

质粒ꎮ 将提取纯化好的酵母质粒转化到大肠杆菌

Ｔｏｐ１０ 感受态细胞中进行扩增ꎬ在 ３７ ℃、２２０ ｒ􀅰
ｍｉｎ￣１条件下振荡培养 １６ ｈꎬ使用大肠杆菌质粒小

提试 剂 盒 [ 天 根 生 化 科 技 ( 北 京 ) 有 限 公 司ꎬ
ＤＰ１０３]提取大肠杆菌质粒后并送样至生工生物工

程(上海)股份有限公司进行 ＤＮＡ 测序ꎮ 将 ＤＮＡ
测序结果与 ＮＣＢＩ＿ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中的序列进行

ＢＬＡＳＴ 比对分析ꎬ获得与 ＨｂＨＤＡ６ 发生相互作用

的基因信息ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 橡胶树树皮的形成层区组织分离、总 ＲＮＡ 提

取和 ｍＲＮＡ 分离纯化

使用冰冻切片弦切的方法分离 ＣＯＲ 处理的一

年生橡胶树萌条树皮形成层区组织(图 １:Ａ)ꎬ通
过光学显微镜观察ꎬ发现冰冻切片得到橡胶树树

皮的形成层组织没有杂质ꎬ并且绝大多数形成层

区细胞呈长梭形且排列致密ꎬ几乎没有其他类型

的细胞(图 １:Ｂ)ꎮ
利用 ＲＮＡｐｒｅｐ Ｐｕｒｅ 多糖多酚植物总 ＲＮＡ 提

取试剂盒(ＤＰ４４１)提取的形成层组织的总 ＲＮＡꎬ
使用 Ｔｈｅｒｍｏ ＮａｎｏＤｒｏｐ２ ０００ 微量紫外分光光度计

测定 ＲＮＡ 浓度和纯度ꎬ发现总 ＲＮＡ 的浓度较高ꎬ
平均为 １ ６４２.９８ ｎｇ􀅰μＬ￣１ꎬＡ２６０ / Ａ２８０ 的平均值

为 ２.１１ꎬＡ２６０ / Ａ２３０ 的平均值为 ２.１３ꎻ经 １％琼脂

糖凝胶电泳检测ꎬ结果显示 ２８Ｓ ｒＲＮＡ 和 １８Ｓ ｒＲＮＡ
条带清晰ꎬ两个条带的亮度比值约为 ２ ∶ １ꎬ说明提

取的总 ＲＮＡ 没有降解(图 １:Ｃ)ꎮ 本实验中提取

的 ＣＯＲ 不同时间段处理橡胶树形成层组织的总

ＲＮＡ 质量较好ꎬ可用于后续的实验ꎮ
将 ８ 个时间点的 ＣＯＲ 处理形成层区组织总

ＲＮＡ 进行等量混合后ꎬ利用磁珠法 ＦａｓｔＴｒａｃｋ®

ＭＡＧ ｍＲＮＡ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ ( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬ Ｋ１５８０９６) 对

总 ＲＮＡ 中的 ｍＲＮＡ 进行分离纯化ꎬ得到的 ｍＲＮＡ

经 １％琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ结果显示分化纯化的

ｍＲＮＡ 呈弥散的条带且均匀分布(图 １:Ｄ)ꎬ表明

分离纯化得到的 ｍＲＮＡ 质量较好ꎬ可用于后续的

实验ꎮ
２.２ ｃＤＮＡ 初级文库和次级文库的构建和鉴定

将 ＣＯＲ 处理橡胶树形成层区组织的 ｃＤＮＡ 初

级文库菌液涂板并培养后(图 ２:Ａ)ꎬ进行 ｃＤＮＡ
初级文库容量、重组率和插入片段长度的鉴定ꎮ
结果表明ꎬｃＤＮＡ 初级文库转化平板的容量(平板

稀释度为 １ ∶ １ ０００) ＝ ３１７ / ５０ μＬ× １ ０００ × １ ０００
μＬ＝ ６.３４×１０６ ＣＦＵ􀅰ｍＬ￣１ꎬ高于文库构建的实验要

求 １×１０６ ＣＦＵ􀅰ｍＬ￣１ꎻ总克隆数为 ６.３４×１０６ＣＦＵ􀅰
ｍＬ￣１×２ ｍＬ≈１.２７×１０７ꎬ也高于文库构建标准 １ ×
１０７ꎮ 并对 ｃＤＮＡ 初级文库的菌斑进行检测ꎬ随机

调取 ２４ 个菌斑进行 ＰＣＲ 鉴定ꎬ发现插入效率为

１００％ꎬ插入片段长度分布于 ０.６ ~ １.２ ｋｂ 之间ꎬ平
均插入片段长度为 １.１ ｋｂ(图 ２:Ｃ)ꎮ

将 ＣＯＲ 处理橡胶树形成层区组织的 ｃＤＮＡ 次

级文库菌液涂板并培养后(图 ２:Ｂ)ꎬ进行 ｃＤＮＡ 次

级文库容量、重组率和插入片段长度的鉴定ꎮ 结

果表明ꎬｃＤＮＡ 次级文库转化平板的容量(平板稀

释度 １ ∶ １ ０００) ＝ ３８６ / ５０ μＬ×１ ０００ × １ ０００ μＬ ＝
７.７２×１０６ＣＦＵ􀅰ｍＬ￣１ꎬ高于文库构建的实验要求 １×
１０６ ＣＦＵ􀅰ｍＬ￣１ꎻ总克隆数为 ７.７２×１０６ ＣＦＵ􀅰ｍＬ￣１×
２ ｍＬ≈１.５４×１０７ꎬ也高于文库构建标准 １×１０７ꎮ 并

ｃＤＮＡ 次级文库的菌斑进行检测ꎬ随机挑取 ２４ 个

克隆进行菌落 ＰＣＲ 鉴定ꎬ发现插入效率为 １００％ꎬ
插入片段长度分布于 １.０ ~ １.６ ｋｂ 之间ꎬ平均插入

片段长度为 １.２ ｋｂ(图 ２:Ｄ)ꎮ
综上所述ꎬ本研究构建的 ＣＯＲ 处理橡胶树萌

条树皮形成层区组织的酵母双杂交 ｃＤＮＡ 文库质

量较好ꎬ可用于后续的 ＨｂＨＤＡ６ 互作蛋白的筛选

和鉴定实验ꎮ
２.３ ＨｂＨＤＡ６ 诱饵质粒构建、鉴定及自激活检测

将含有 ＨｂＨＤＡ６ 基因的载体进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ
获得了约 １.７ ｋｂ 的条带(图 ３:Ａ)ꎬ经过与目的基

因的 ＤＮＡ 序列进行测序比对ꎬ显示为 ＨｂＨＤＡ６ 的

编码框ꎮ 经过 Ｓｆｉ Ｉ 酶切ꎬ获得该目的基因 ＨｂＨＤＡ６
的克隆片段ꎬ并与 Ｓｆｉ Ｉ 酶切的线性化酵母双杂交

诱饵载体质粒 ｐＧＢＫＴ７ 载体进行连接ꎬ获得酵母双

杂交诱饵质粒 ｐＧＢＫＴ７￣ＨｂＨＤＡ６ꎮ 经过菌落 ＰＣＲ
检测ꎬ发现条带大小均为 １.７ ｋｂ(图 ３:Ｂ)ꎬ并且测

序结果显示目的基因的 ＤＮＡ 序列比对正确ꎬ可进

０５２ 广　 西　 植　 物 ４４ 卷



Ａ. 利用冰冻切片技术分离的形成层组织样品ꎻ Ｂ. ＣＯＲ 处
理 １ ｈ 的橡胶树树皮形成层组织的弦切面图ꎻ Ｃ. 提取的形
成层组织总 ＲＮＡ 的电泳图ꎻ Ｄ. 利用磁珠法分离纯化
ｍＲＮＡ 的电泳图ꎮ
Ａ. Ｔｈｅ ｃａｍｂｉｕｍ ｔｉｓｓｕｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｂｙ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ｓｅｃｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅꎻ
Ｂ. Ｔｈｅ ｔａｎｇｅｎｔｉａｌ ｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｍｂｉｕｍ ｔｉｓｓｕｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｂｙ ＣＯＲ ｆｏｒ
１ ｈꎻ Ｃ. Ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ
ｃａｍｂｉｕｍ ｔｉｓｓｕｅꎻ Ｄ. Ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｍＲＮＡ ｉｓ ｐｕｒｉｆｉｅｄ
ｂｙ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｂｅａｄ ｍｅｔｈｏｄ.

图 １　 橡胶树萌条树皮形成层组织分离、
总 ＲＮＡ 提取和 ｍＲＮＡ 纯化

Ｆｉｇ. １　 Ｃａｍｂｉｕｍ ｔｉｓｓｕｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎꎬ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎꎬ
ａｎｄ ｍＲＮＡ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｕｂｂｅｒ ｓｈｏｒｔ ｂａｒｋｓ

行后续的诱饵质粒的自激活检测实验ꎮ
通过自激活检测实验发现对照菌株在 ＳＤ￣ＴＬ

缺陷型平板上都能正常生长ꎬ而仅有阳性对照

ｐＧＡＤＴ７￣ＬａｒｇｅＴ / ｐＧＢＫＴ７￣ｐ５３ 可在 ＳＤ￣ＴＬＨＡ＋Ｘ￣α￣
Ｇａｌ 缺陷平板生长ꎮ 然而ꎬ在含有目的基因的

ｐＧＡＤＴ７＋ｐＧＢＫＴ７￣ＨＤＡ６ 转化子中随机挑选的 ６
个菌落在 ＳＤ￣ＴＬＨＡ＋Ｘ￣α￣Ｇａｌ 缺陷平板上均不能生

长ꎬ 生 长 状 态 同 阴 性 对 照 ｐＧＡＤＴ７￣ＬａｒｇｅＴ /
ｐＧＢＫＴ７￣ＬａｍｉｎＣ 一样ꎬＭＥＬ１ 检测中结果也与阴性

对照相同ꎬ因此不存在自激活(图 ３:Ｃ)ꎮ
将 ＣＯＲ 处理橡胶树萌条树皮形成层区组织的

酵母双杂交 ｃＤＮＡ 文库质粒转入ꎬ用含有正确

ｐＧＢＫＴ７￣ＨＤＡ６ 诱饵质粒的 ＡＨ１０９ 酵母转化子作

为受体菌来制备感受态细胞ꎬ从中取 ２０ μＬ 酵母

培养物经梯度稀释后ꎬ分别涂 ３ 块 ＳＤ￣ＴＬ 平板来

Ａ 和 Ｂ 分别为 ｃＤＮＡ 初级文库和次级文库的稀释液在 ＳＤ / ￣
Ｌｅｕ 平板上生长情况ꎻ Ｃ 和 Ｄ 分别为 ｃＤＮＡ 初级文库和次
级文库插入片段的 ＰＣＲ 检测电泳图ꎻ Ｍ 为 ＤＮＡ Ｍａｋｅｒꎮ
Ａ ａｎｄ Ｂ ａｒｅ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｃＤＮＡ ｌｉｂｒａｒｙ ａｎｄ
ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｃＤＮＡ ｌｉｂｒａｒｙ ｏｎ ＳＤ / ￣Ｌｅｕ ｐｌａｔｅꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ Ｃ ａｎｄ Ｄ
ａｒｅ ｔｈｅ ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｉｎ
ｐｒｉｍａｒｙ ｃＤＮＡ ｌｉｂｒａｒｙ ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｃＤＮＡ ｌｉｂｒａｒｙꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ
Ｍ ｉｓ ｔｈｅ ＤＮＡ Ｍａｋｅｒ.

图 ２　 ｃＤＮＡ 初级文库、次级文库的平板生长情况
和插入片段的 ＰＣＲ 检测图

Ｆｉｇ. ２　 Ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｃＤＮＡ ｐｒｉｍａｒｙ ｌｉｂｒａｒｙꎬ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
ｌｉｂｒａｒｙ ａｎｄ ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｄｉａｇｒａｍｓ ｏｆ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ

检测文库转化效率(图 ３:Ｄ)ꎮ 对平板的菌斑进行

计数ꎬ结果显示 ＨｂＨＤＡ６ 基因筛选文库的转化子总

数为 (３ ９７８ / ２０＋２ ０３８ / ２＋２８６ / ０.２) ×１ / ３×８ ０００≈
７.０６×１０６ꎬ转化效率为 ７.０６×１０６ / ２５􀅰μｇ￣１≈２.８２×
１０５􀅰μｇ￣１ꎮ

ＨＩＳ３、ＡＤＥ２ 和 ＭＥＬ１ 报告基因的检测结果显

示ꎬ阳性对照在 ＳＤ￣ＴＬ＋Ｘ￣α￣Ｇａｌ 和 ＳＤ￣ＴＬＨＡ 缺陷

型培养基上都能正常生长ꎬ并使菌落呈蓝色ꎬ而阴

性对照由于不会激活 ＨＩＳ３ 和 ＡＤＥ２ 报告基因ꎬ在
ＳＤ￣ＴＬ 缺陷型培养基上可以正常生长但菌落不显

蓝色ꎬ而在缺少 Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ 和 Ａｄｅｎｉｎｅ 这两种成分的

ＳＤ￣ＴＬＨＡ 培养基平板上不能生长ꎮ 因此ꎬ本文获

得的 ２４ 个初始阳性克隆ꎬ能在 ＳＤ￣ＴＬＨＡ 生长并使

菌落显蓝色ꎬ表明同时都激活了 ＨＩＳ３、ＡＤＥ２ 和

ＭＥＬ１ 报告基因(图 ３:Ｅ)ꎮ

１５２２ 期 张世鑫等: 橡胶树形成层组织的酵母双杂交 ｃＤＮＡ 文库构建及 ＨｂＨＤＡ６ 互作蛋白筛选



Ａ 和 Ｂ 分别为 ＨｂＨＤＡ６ 的 ＰＣＲ 扩增和连接诱饵质粒后的电泳图ꎻ Ｃ 为 ＨｂＨＤＡ６ 诱饵质粒自激活检测结果ꎻ Ｄ 为 ＨｂＨＤＡ６ 基因筛
选的文库转化效率分析图ꎻ Ｅ 为酵母文库筛选得到的阳性克隆检测图ꎮ
Ａ ａｎｄ Ｂ ａｒｅ ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＨｂＨＤＡ６ ａｎｄ ｉｔｓ ｂａｉｔ ｐｌａｓｍｉｄꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ Ｃ ｉｓ ｔｈｅ ｓｅｌｆ￣ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＨｂＨＤＡ６ ｂａｉｔ ｐｌａｓｍｉｄꎻ Ｄ ｉｓ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｂｒａｒｙ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｆｏｒ ＨｂＨＤＡ６ꎻ Ｅ ｉｓ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｅ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｄｉａｇｒａｍ ｉｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｏｒ ｙｅａｓｔ ｌｉｂｒａｒｙ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ.

图 ３　 ＨｂＨＤＡ６ 诱饵质粒构建、鉴定及自激活检测图
Ｆｉｇ. ３　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎꎬ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｓｅｌｆ￣ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｄｉａｇｒａｍｓ ｏｆ ＨｂＨＤＡ６ ｂａｉｔ ｐｌａｓｍｉｄ

２５２ 广　 西　 植　 物 ４４ 卷



２.４ 阳性克隆鉴定和互作蛋白分析

为了鉴定 ｐＧＢＫＴ７￣ＨＤＡ６ 诱饵质粒筛选到的

阳性克隆基因信息ꎬ将以上阳性克隆菌株分别接

入 ＳＤ￣ＴＬ 液体培养基中振荡培养过夜并提取纯化

酵母质粒ꎬ再将抽提得到的酵母质粒转化到大肠

杆菌 Ｔｏｐ１０ 新鲜感受态细胞中进行扩增ꎬ将含有

阳性克隆的 Ｔｏｐ１０ 转化子转接 ＬＢ 液体培养基中

扩增后抽提大肠杆菌质粒ꎬ进行 ＤＮＡ 测序分析ꎬ
并与 ＮＣＢＩ＿ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中的序列进行 ＢＬＡＳＴ
比对分析ꎮ ＢＬＡＳＴ 比对结果(表 ２)显示ꎬ筛选到

与 ＨｂＨＤＡ６ 基因相互作用的阳性克隆质粒 ＤＮＡꎬ
去除重复外ꎬ分别属于 ２２ 种蛋白编码基因ꎮ

根 据 ＵｎｉＰｒｏｔ 的 蛋 白 信 息 预 测ꎬ 可 将 与

ＨｂＨＤＡ６ 互作的 ２２ 种蛋白分为氧化还原酶、水解

酶、蛋白 / ＤＮＡ / ＲＮＡ 结合、运输、异构酶、染色质调

节剂和糖蛋白 ７ 个类别ꎬ其中水解酶、氧化还原

酶、蛋白 / ＤＮＡ / ＲＮＡ 结合 ３ 个类别的蛋白较多ꎮ
根据亚细胞定位的结果显示这 ２２ 种蛋白在细胞

各个部位都有分布ꎬ其中亚细胞定位在细胞膜、叶
绿体、线粒体和细胞核 ４ 个类别的蛋白相对较多ꎮ

３　 讨论与结论

从动植物组织或细胞中提取的总 ＲＮＡ 和纯化

的 ｍＲＮＡ 是构建酵母双杂交 ｃＤＮＡ 文库的起始材

料ꎬ能够获得高质量的总 ＲＮＡ 和 ｍＲＮＡ 是构建高

质量酵母双杂交 ｃＤＮＡ 文库的前提 ( Ｇａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１４)ꎮ 本研究中的橡胶树树皮的维管形成层组

织是夹在韧皮部和木质部之间ꎬ为几层至十几层

形成层纺锤状细胞组成且排列精密ꎬ较难获取到

完整且纯净的形成层组织ꎮ 前期研究中ꎬ我们发

现橡胶树萌条形成层细胞层数有明显规律ꎬ在海

南岛每年春季新梢生长期(３—４ 月)ꎬ树干的形成

层区开始分裂分化活动ꎬ此时形成层的细胞层数

最少(约 ４ 层) (Ｗｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００２)ꎬ而 ７—８ 月正值

高温高湿环境ꎬ利于橡胶树萌条生长和维管形成

层细胞分裂活动ꎬ此时形成层的细胞层数量多

(１０ ~ １１ 层) (张世鑫等ꎬ２０１１)ꎮ 本文在 ７—８ 月

时ꎬ采集萌条 ＥＵ３ 的节间树皮样品ꎬ此时的形成层

细胞量多且 ＥＵ３ 的次生韧皮部未分化出次生乳

管ꎬ能够获得量多且纯净的形成层区组织ꎮ 使用

冰冻切片弦切获取形成层区组织ꎬ光学镜检发现

冰冻切片得到橡胶树树皮的形成层区组织没有杂

质ꎬ绝大多数形成层区细胞呈长梭形且排列紧密ꎮ
因此ꎬ从有限的组织材料中ꎬ也能提取出含量较

高、质量较好总 ＲＮＡꎮ 后续使用成熟的磁珠法技

术分离纯化 ｍＲＮＡꎬ获得的 ｍＲＮＡ 捕获率和成功

率都很高(Ａｌｂｒｅｔｓｒｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９０)ꎬ保证了后续构

建酵母双杂交 ｃＤＮＡ 文库研究所需的高质量总

ＲＮＡ 和 ｍＲＮＡꎮ 使用 ｍＲＮＡ 反转录合成 ｃＤＮＡꎬ在
均一化前后都进行一轮 ＬＤ￣ＰＣＲꎬ这样通过两轮的

ＬＤ￣ＰＣＲ 放大ꎬ不但能够保证在起始总 ＲＮＡ 较少

的情况下纯化收集到足够量的 ｃＤＮＡ 用于文库构

建ꎬ而且能够使低丰度的基因得到增加ꎬ相应地提

高了筛库筛到低丰度基因的概率 (杨子平等ꎬ
２０１３ꎻ余海洋等ꎬ２０１６)ꎮ

对酵母双杂交 ｃＤＮＡ 文库质量评判主要从 ３
个重要的数据来分析ꎬ分别为酵母双杂交文库的

单克隆数、重组率和插入片段长度ꎮ 酵母双杂交

文库的单克隆数代表了构建的 ｃＤＮＡ 文库完整性

和覆盖度ꎬ插入片段的长度代表了 ｃＤＮＡ 文库包含

基因的完整性( Ｖａｎ ＆ Ｂｅｙａｅｒｔꎬ １９９６)ꎮ ｃＤＮＡ 文

库的单克隆是保证 ｃＤＮＡ 文库完整性和覆盖度的

一个重要指标ꎬ文库单克隆数大于 １×１０６是文库筛

选所必须的(李可琪等ꎬ２０１６)ꎮ 一方面ꎬ本文中利

用 ＧａｔｅｗａｙＴＭ技术构建了茉莉酸诱导橡胶树次生乳

管分化形成层组织的均一化酵母双杂交 ｃＤＮＡ 文

库ꎬ初级文库容量为 ６.３４×１０６ ＣＦＵ􀅰ｍＬ￣１ꎬ总单克

隆数为 １. ２７ × １０７ꎬ次级文库的容量为 ７. ７２ × １０６

ＣＦＵ􀅰ｍＬ￣１ꎬ总单克隆数为 １.５４×１０７ꎬ文库重组率

均为 １００％ꎬ这些数值均要高于酵母双杂交 ｃＤＮＡ
文库构建的基本要求ꎮ 另一方面ꎬ构建的酵母双

杂交 ｃＤＮＡ 初级文库和次级文库的插入片段平均

长度分别为 １.１ ｋｂ 和 １.２ ｋｂꎬ这个数值是接近于本

文使用的橡胶树热研 ７￣３３￣９７ 基因组序列中公布

的 ＣＤＳ 平均长度(Ｔａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ 由此可见ꎬ
本文构建的 ＣＯＲ 处理橡胶树萌条树皮形成层组织

的酵母双杂交文库的单克隆数、重组率和插入片

段长度均达到较高水平ꎬ满足酵母双杂交文库筛

选的工作ꎮ
前期研究中ꎬ本团队最早发现外施茉莉酸

(ＪＡ)及其前体亚麻酸( ＬＡ)能诱导形成层细胞分

化次生乳管(Ｈａｏ ＆ Ｗｕꎬ ２０００ꎻＴｉａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００３)ꎬ
与茉莉酸的活性形式 ＪＡ￣Ｉｌｅ 结构相似的 ＣＯＲ 可以

与 ＣＯＩ１ 受体结合ꎬ激活 ＪＡ 信号途径(Ｋａｔｓｉｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００８)ꎬ其诱导橡胶树乳管分化的效应比 ＭｅＪＡ 更

３５２２ 期 张世鑫等: 橡胶树形成层组织的酵母双杂交 ｃＤＮＡ 文库构建及 ＨｂＨＤＡ６ 互作蛋白筛选



表 ２　 与 ＨｂＨＤＡ６ 互作的蛋白信息
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＨｂＨＤＡ６

编号
Ｎｏ.

蛋白质描述
Ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

ｃＤＮＡ 长度
ｃＤＮＡ ｌｅｎｇｔｈ

(ｂｐ)

得分
Ｓｃｏｒｅ

覆盖度
Ｑｕｅｒｙ ｃｏｖｅｒ

(％)

Ｅ 值
Ｅ ｖａｌｕｅ

分子功能
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

亚细胞定位
Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ
ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

１ ３￣ｈｙｄｒｏｘｙｉｓｏｂｕｔｙｒａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ￣ｌｉｋｅ １

１ ００３ １ ７０９ ９９ ０ 氧化还原酶
Ｏｘｉｄｏｒｄｅｕｃｔａｓｅ

线粒体
Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ

２ ＤＮＡ Ｊ ｐｒｏｔｅｉｎ １ ０３５ １ ６３７ ９７ ０ 蛋白结合
Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ

细胞质、细胞膜
Ｃｙｔｏｐｌａｓｍꎬ ｃｙｔｏｍｅｍｂｒａｎｅ

３ Ｓｕｂｔｉｌｉｓｉｎ￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ ＳＢＴ１.５ １ ０２６ １ ７１１ ９６ ０ 水解酶
Ｈｙｄｒｏｌａｓｅ

胞外区、细胞膜
Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｉｏｎꎬ

ｃｙｔｏｍｅｍｂｒａｎｅ

４ ６￣ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｕｃｏｎｏｌａｃｔｏｎａｓｅ １ ９７５ １ ５４８ ８５ ０ 水解酶
Ｈｙｄｒｏｌａｓｅ

叶绿体
Ｃｈｌｏｒｐｌａｓｔ

５ ＴＯＲＴＩＦＯＬＩＡ１￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ ９９１ １ ７２４ ９９ ０ 微管结合
Ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ ｂｉｎｄｉｎｇ

微管
Ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ

６ Ｆｒｕｃｔｏｓｅ￣ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ａｌｄｏｌａｓｅ ６

９９５ １ ７８３ １００ ０ 肌动蛋白结合
Ａｃｔｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ

细胞质、细胞膜
Ｃｙｔｏｐｌａｓｍꎬ ｃｙｔｏｍｅｍｂｒａｎｅ

７ꎬ２５ Ｃｈｉｔｉｎａｓｅ￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ２ ９８８ １ ７３５ ９９ ０ 水解酶
Ｈｙｄｒｏｌａｓｅ

质外体、高尔基体
Ａｐｏｐｌａｓｔꎬ Ｇｏｌｇｉ ａｐｐａｒｔｕｓ

９ Ｔｒａｆｆｉｃｋｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐａｒｔｉｃｌｅ
ｃｏｍｐｌｅｘ Ⅱ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｕｂｕｎｉｔ
１３０ ｈｏｍｏｌｏｇ

９８３ １ ７２４ ９８ ０ 运输
Ｔｒａｎｓｐｏｒｔ

胞质溶胶
Ｃｙｔｏｓｏｌ

１１ Ｇｌｙｃｉｎｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ
(ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｔｉｎｇ)

１ ０１０ １ ８１０ ９９ ０ 氧化还原酶
Ｏｘｉｄｏｒｄｅｕｃｔａｓｅ

线粒体、叶绿体
Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎꎬ ｃｈｌｏｒｐｌａｓｔ

１２ Ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｉｓｕｌｆｉｄｅ￣ｉｓｏｍｅｒａｓｅ
ＳＣＯ２￣ｌｉｋｅ

１ ０２８ １ ５０６ ７９ ０ 异构酶
Ｉｏｓｍｅｒａｓｅ

叶绿体
Ｃｈｌｏｒｐｌａｓｔ

１３ Ｃｙｃｌａｓｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １￣ｌｉｋｅ １ ０３５ １ ６３７ ９０ ０ 肌动蛋白结合
Ａｃｔｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ

细胞质
Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ

１５ ＷＤ￣４０ ｒｅｐｅａｔ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ
ＭＳＩ４￣ｌｉｋｅ

５６９ １ ０４２ ９９ ０ 染色质调节剂
Ｃｈｒｏｍａｔｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ

胞质溶胶、线粒体、核
Ｃｙｔｏｓｏｌꎬ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎꎬ

ｎｕｃｌｅｕｓ

１７ Ａｓｐａｒｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ￣ｌｉｋｅ ９７７ １ ６６１ ９５ ０ 水解酶
Ｈｙｄｒｏｌａｓｅ

细胞膜
Ｃｙｔｏｍｅｍｂｒａｎｅ

１８ Ｆａｓｃｉｃｌｉｎ￣ｌｉｋｅ ａｒａｂｉｎｏｇａｌａｃｔａｎ
ｐｒｏｔｅｉｎ ２

１ ０４５ １ ３１４ ９０ ０ 糖蛋白
Ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ

细胞膜
Ｃｙｔｏｍｅｍｂｒａｎｅ

１９ ＵＢＰ１￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ２Ｂ￣ｌｉｋｅ ９９３ １ ７３５ ９９ ０ ＲＮＡ 结合
ＲＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ

核
Ｎｕｃｌｅｕｓ

２０ꎬ２９ Ｎｏｎ￣ｃｌａｓｓｉｃａｌ ａｒａｂｉｎｏｇａｌａｃｔａｎ
ｐｒｏｔｅｉｎ ３１￣ｌｉｋｅ

１ ０２２ １ ６９２ ９２ ０ ＲＮＡ 结合
ＲＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ

细胞壁、细胞膜
Ｃｙｔｏｄｅｒｍꎬ ｃｙｔｏｍｅｍｂｒａｎｅ

２２ Ｃａｔａｌａｓｅ ｉｓｏｚｙｍｅ ２ １ ０３５ １ ８４２ ９７ ０ 氧化还原酶
Ｏｘｉｄｏｒｄｅｕｃｔａｓｅ

细胞质
Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ

２３ Ｓｅｒｉｎｅ / ａｒｇｉｎｉｎｅ￣ｒｉｃｈ ｓｐｌｉｃｉｎｇ
ｆａｃｔｏｒ ＳＲ４５ａ￣ｌｉｋｅ

１ ０３３ ８３１ ４７ ５ｅ￣１４９ ＲＮＡ 结合
ＲＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ

剪接体复合体
Ｓｐｌｉｃｅｏｓｏｍｅ ｃｏｍｐｌｅｘ

２４ Ｓｕｂｔｉｌｉｓｉｎ￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ ＳＢＴ１.６ ８９７ １ ４１３ ８５ ０ 水解酶
Ｈｙｄｒｏｌａｓｅ

细胞膜
Ｃｙｔｏｍｅｍｂｒａｎｅ

２６ Ｉｓｏａｓｐａｒｔｙｌ ｐｅｐｔｉｄａｓｅ /
Ｌ￣ａｓｐａｒａｇｉｎａｓｅ ２

１ ０５２ １ ６９２ ９２ ０ 水解酶
Ｈｙｄｒｏｌａｓｅ

细胞质
Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ

２７ Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｉｎｎｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｐｒｏｔｅａｓｅ ｓｕｂｕｎｉｔ ２

５８８ １ ０７４ ９９ ０ 水解酶
Ｈｙｄｒｏｌａｓｅ

叶绿体、线粒体、核
Ｃｈｌｏｒｐｌａｓｔꎬ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎꎬ

ｎｕｃｌｅｕｓ

２８ Ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ＣＣＣＨ ｄｏｍａｉｎ￣
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３

７３４ １ ２５６ ９２ ０ ＤＮＡ / ＲＮＡ 结合
ＤＮＡ / ＲＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ

核
Ｎｕｃｌｅｕｓ

４５２ 广　 西　 植　 物 ４４ 卷



好(张世鑫等ꎬ２０１１)ꎮ 据此ꎬ我们建立了一种稳定

的 ＣＯＲ 诱导橡胶树萌条次生乳管分化的实验系

统ꎬ在 ＣＯＲ 处理后的 ５ ｄ 内可以观察到诱导形成

的次生乳管 ( Ｚｈａｎｇ ＆ Ｔｉａｎꎬ ２０１５ꎻ Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１５ꎬ ２０１６ꎻＷｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ꎬ ２０２３ꎻ张世鑫等ꎬ
２０１８)ꎮ 近期我们发现组蛋白去乙酰化酶(ＨＤＡ)
的抑制剂———曲古抑菌素 Ａ(ＴＳＡ)不但能够诱导

橡胶树次生乳管分化( Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎬ而且

ＣＯＲ 处理能够显著提高形成层区的组蛋白乙酰化

程度和 ＨＤＡ 活性ꎬ尤其是 ＨＤＡ６ 的含量和基因表

达都受 ＣＯＲ 的影响(未发表资料)ꎮ 基于这些工

作基础以及组蛋白乙酰化修饰作为基因表达调控

的重要方式ꎬ本文构建了 ＣＯＲ 处理橡胶树萌条树

皮形 成 层 组 织 的 酵 母 双 杂 交 文 库ꎬ 并 通 过

ＨｂＨＤＡ６ 诱饵载体进行酵母双杂交文库筛选ꎬ共
筛选到与 ＨｂＨＤＡ６ 基因相互作用的 ２２ 种蛋白ꎮ 根

据 ＵｎｉＰｒｏｔ 的蛋白信息预测ꎬ这些蛋白可分为氧化

还原酶、水解酶、蛋白 / ＤＮＡ / ＲＮＡ 结合、运输、异构

酶、染色质调节剂和糖蛋白 ７ 个类别ꎬ其中水解

酶、氧化还原酶、蛋白 / ＤＮＡ / ＲＮＡ 结合 ３ 种类别的

蛋白较多ꎮ 亚细胞定位结果ꎬ显示主要集中在细

胞膜、叶绿体、线粒体和细胞核等ꎮ 下一步ꎬ我们

将对 ＨｂＨＤＡ６ 与这 ２２ 个互作蛋白进行点对点酵

母双杂交验证ꎬ解析这些蛋白的相互作用ꎬ为后续

筛选组蛋白乙酰化修饰调控橡胶树次生乳管分化

的靶标蛋白奠定基础ꎬ为构建橡胶树次生乳管分

化的分子调控网络提供理论依据ꎮ
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Ｂｒｅｅｄꎬ １９(２４): ８１５１－８１５９. [晁金泉ꎬ 赵一杰ꎬ 吴绍华ꎬ
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