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摘　 要： 水稻异源三聚体 Ｇ 蛋白系统中的非典型 γ 亚基 ＧＳ３，是一个控制籽粒大小的主效数量效应基因座，
在调节籽粒大小中发挥负调控因子的功能。 ＢｉｏＩＤ （ ｐｒｏｘｉｍｉｔｙ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｂｉｏｔｉｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ） 为邻近蛋白标

记技术，其工作原理是生物素连接酶能使其周围的蛋白带上生物素，同时生物素又能和链霉亲和素紧密结

合，所以能够利用链霉亲和素偶联的磁珠富集目标蛋白。 该技术具有灵敏、高效和周期短等特点，为筛选互

作蛋白提供了新方法。 为了解析 ＧＳ３ 的蛋白调控网络，该研究以水稻原生质体为材料，采用 ＢｉｏＩＤ 技术对

ＧＳ３ 在水稻中的互作蛋白进行了筛选。 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 结果表明：融合蛋白 ＢｉｒＡＧ⁃ＧＳ３ 在原生质体中成功表达

并生物素化 ＧＳ３ 邻近蛋白。 使用链霉亲和素磁珠富集生物素化后的蛋白，并进行蛋白质谱测序，获得了与

ＧＳ３ 邻近的可能存在直接或间接互作的蛋白。 将获得的蛋白进行功能富集与注释，并构建蛋白－蛋白互作

网络。 对部分蛋白进行了 ＢｉＦＣ 验证，发现 ＧＳ３ 可能与 ＩＣＬ、ＰＰＤＫ、ＲＰＮ７ 和 ＲＨ１５ 发生相互作用，涉及能量

代谢的调节、种子淀粉物质的储存、泛素－蛋白酶体系统以及凋亡途径等生物过程。
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　 　 在动植物中，异源三聚体 Ｇ 蛋白由 α、β 和 γ
三个亚基组成，是非常重要的信号调节因子。 在

植物中，异源三聚体 Ｇ 蛋白的信号通路在生长发

育与抗逆生理中起着不可替代的作用（ Ｓｔａｔｅｃｚｎｙ ｅｔ
ａｌ， ２０１６）。 相比哺乳动物异源三聚体 Ｇ 蛋白信号

网络，植物异源三聚体 Ｇ 蛋白家族成员的数量、结
构，以及其上游受体，下游效应蛋白的成员组成，
乃至整个 Ｇ 蛋白的循环机制都表现出非典型性

（Ｔｒｕｓｏｖ ＆ Ｂｏｔｅｌｌａ， ２０１６）。 在植物中还没有统一

的异源三聚体 Ｇ 蛋白网络模型，如在拟南芥中发

现了一个类似哺乳动物的 ７ 次跨膜受体类似蛋白

ＡｔＲＧＳ，但在水稻中没有找到 ７ 次跨膜同源受体蛋

白。 令人意外的是，水稻中发现了一个 １１ 次跨膜

受体 ＣＯＬＤ１，与异源三聚体 Ｇ 一起调节 Ｃａ２＋通道，
抵御严寒（ Ｓｔａｔｅｃｚｎｙ ｅｔ ａｌ， ２０１６）。 最新观点认为

受体类激酶在 Ｇ 蛋白信号网络中起首要作用

（Ｃｈｏｕｄｈｕｒｙ ＆ Ｐａｎｄｅｙ， ２０１６）。
异源三聚体 Ｇ 蛋白中的非典型 γ 亚基 ＧＳ３ 在

水稻谷粒大小调节中起着重要作用，在水稻增产

方面展现巨大的潜力。 非典型的 γ 亚基由 Ｎ 端一

个保守的 γ 类结构域、预测的跨膜域和 Ｃ 端半胱

氨酸富集结构域组成（ Ｂｏｔｅｌｌａ， ２０１２）。 ＧＳ３ 的 γ
类结构域负调节谷粒大小，而其 Ｃ 端的尾部又反

过来抑制 Ｎ 端的功能。 这导致 ＧＳ３ 蛋白的头尾出

现了功能上的“博弈”。 ＧＳ３ 头部功能越强，对谷

粒长度抑制越明显。 当 ＧＳ３ 的 γ 类结构域突变或

者缺失，不能与 β 亚基形成二聚体发挥作用，谷粒

最长；完整的 ＧＳ３ 蛋白尾部抑制 γ 类结构域的负

调控功能，减弱基因效应，粒长中等；当只有 γ 类

结构域，基因所起的抑制效应最强，粒长最短（Ｍａｏ
ｅｔ ａｌ， ２０１０）。

ＢｉｏＩＤ（ ｐｒｏｘｉｍｉｔｙ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｂｉｏｔｉｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ）

为邻近蛋白标记技术，该方法可以将物理空间上靠

近诱饵蛋白附近的蛋白标记上生物素，用以作为蛋

白质互作的证据。 该技术的核心功能组件是生物

素连接酶。 在大肠杆菌中，生物素连接酶 ＢｉｒＡ 识别

的底物具有特异性，其作用的蛋白包含一段特定的

氨基酸序列，并将其生物素化。 如果将 ＢｉｒＡ 的 １１８
位进行突变（Ｒ１１８Ｇ， ＢｉｒＡ∗），会极大降低其识别

底物的特异性，其作用的蛋白不需要带有特定的氨

基酸也能被生物素化 （ Ｋｗｏｎ ＆ Ｂｅｃｋｅｔｔ， ２０００）。
ＢｉｏＩＤ 最早应用于哺乳动物细胞中 （ Ｒｏｕｘ ｅｔ ａｌ，
２０１２）。 除了应用于动物细胞中，ＢｉｏＩＤ 技术也可用

于单细胞生物中，如布氏锥充（Ｔｒｙｐａｎｏｓｏｍａ ｂｒｕｃｅｉ）、
刚地弓形虫（Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ ｇｏｎｄｉｉ）、盘基网柄菌（Ｄｉｃｔｙ⁃
ｏｓｔｅｌｉｕｍ ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）。 此外，ＢｉｏＩＤ 技术还可用于宿

主－病原体系统的研究中，如 ＨＩＶ⁃１ 互作蛋白的研

究（Ｖａｒｎａｉｔｅ ＆ Ｍａｃｎｅｉｌｌ， ２０１６）。 本实验室以水稻原

生质体为材料，通过研究影响 ＢｉｏＩＤ 在植物中应用

的多种因素，建立了适合在水稻中使用 ＢｉｏＩＤ 系统

（Ｌｉｎ ｅｔ ａｌ， ２０１７）。
ＢｉｏＩＤ 技术的操作主要包括以下流程：（１）构

建带有融合蛋白 ＢｉｒＡＧ 的目的蛋白表达载体，并
转化植物原生质体，瞬时表达融合 ＢｉｒＡＧ 的目的

蛋白。 （２）在有生物素的条件下进行孵育，使目的

蛋白邻近的其他蛋白被生物素化。 （３）提取原生

质体总蛋白与链霉亲和素磁珠进行共孵育，被生

物素化的蛋白即可吸附在磁珠上。 （４）通过清洗、
洗脱 等 步 骤 获 得 富 集 的 生 物 素 化 蛋 白， 利 用

ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 以及质谱分析的方法，可以对被生物

素化的蛋白进行鉴定（ Ｌｉｎ ｅｔ ａｌ， ２０１７）。 Ｖａｒｎａｉｔｅ
＆ Ｍａｃｎｅｉｌｌ（２０１６）研究认为，在诱饵蛋白附近 １０
ｎｍ 范围内的蛋白，包括直接、间接相互作用的都

会被生物素化而被鉴定出来。
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ＧＳ３ 调控种子大小的功能已经非常明确，但是

关于 ＧＳ３ 调控机制的研究比较少见。 本研究采用

ＢｉｏＩＤ 方法，一种不同于现有的酵母双杂交的方

式，筛选 ＧＳ３ 互作蛋白，为 ＧＳ３ 相关调控网络的研

究提供新的思路。

１　 材料与方法

１．１ 材料

水稻“中花 １１” （Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ） 由本实验室保

存。 ＫＯＤ ＦＸ 聚合酶购自东洋纺（上海）生物科技

有限公司。 限制性内切酶和 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶购自

大连 ＴａＫａＲａ 生物有限公司。 质粒抽提试剂盒为

Ａｘｙｇｅｎ 公司产品。 大肠杆菌感受态菌株 ＪＭ１０９ 为

本实验室保存。 ＢｉｏＩＤ 载体由本实验室保存（ Ｌｉｎ
ｅｔ ａｌ， ２０１７）。 引物合成由上海生工生物技术有限

公司完成。 所用链霉亲和素磁珠由 Ｓｏｌｕｌｉｎｋ 公司

提供。 抗 ＢｉｒＡ 兔源多抗为 ＬｉｆｅＳｐａｎ ＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅｓ 公

司生产。 二抗为辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔

抗体，由 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司生产。 ＲＩＰＡ 强蛋白提取

液、辣根过氧化物酶标记的链霉亲和素为碧云天

公司生产。 测序由北京睿博兴科生物技术有限公

司完成。 蛋白质谱测序由深圳市微纳菲生物技术

有限公司进行。
１．２ 方法

１．２．１ 构建水稻 ＧＳ３ ＢｉｏＩＤ 载体 　 提取水稻 ＲＮＡ
并反转录成 ｃＤＮＡ，运用 ＰＣＲ 技术对 ＧＳ３ ＣＤＳ 进

行扩 增。 所 用 引 物 为 ＧＳ － Ｆ： ＧＡＡＧＡＴＣＴＡＴＧ⁃
ＧＣＡＡＴＧＧＣＧＧＣＧＧＣＧＣＣＣＣＧＧＣＣ；ＧＳ － Ｒ： ＧＧＡＣ⁃
ＴＡＧＴＴＣＡＣＡＡＧＣＡＧＧＧＧＧＧＧＣＡＧＣＡＡＣＧＡＧＧＧＡＣ。
下划线标记的序列为引入的 ＢｇｌⅡ和 ＳｐｅⅠ的酶切

位点。 退火温度为 ６０ ℃，延伸 １ ｍｉｎ，３５ 个循环，
回收 ＰＣＲ 产物，进行酶切与纯化。

ＢｉｏＩＤ 的载体如图 １ 所示，用 ＢａｍＨⅠ和 ＳｐｅⅠ
进行双酶切，变性，并与获得的 ＧＳ３ 纯化进行连

接，转化大肠杆菌，提取阳性菌株质粒，测序。
１．２．２ 水稻原生质体的转化 　 原生质体的转化参

照 Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ（２０１４）的方法，首先将 ｐＵｂｉ∷ＢｉｒＡＧ∷
ＧＳ３ 转化进 ４００ μＬ 水稻原生质体中（原生质体浓

度约为 ２×１０６个·Ｌ⁃１），然后转入 ｐＵｂｉ∷ＢｉｒＡＧ 作

为阳性对照，最后在培养液中加入外源生物素（终
浓度为 ５０ μｍｏｌ·Ｌ⁃１）培养 ２４ ｈ。 同理，再转化一

组 ｐＵｂｉ∷ＢｉｒＡＧ∷ＧＳ３，以不加入生物素一组为阴

性对照。
１．２．３ 蛋白质的提取与鉴定　 （１）原生质体培养 ２４
ｈ 后，用３ ０００ ｒ·ｍｉｎ⁃１，３ ｍｉｎ 收集原生质体；用 ０．６
ｍｏｌ·Ｌ⁃１ 甘露醇洗涤原生质体，再次收集原生质

体；加入 ７００ ｍＬ ＲＩＰＡ 强蛋白提取液，剧烈震荡，
１３ ０００ ｒ·ｍｉｎ⁃１在 ４ ℃ 下离心 ２０ ｍｉｎ，取上清，于
－２０ ℃储存备用。 （ ２） 取 １５ μＬ 的蛋白样品在

１２％ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 上分离后，用湿法转膜法将分离的

蛋白转至 ＰＶＤＦ 膜上。 电转完毕后，使用抗 ＢｉｒＡ
兔源多抗做一抗，辣根过氧化物酶标记山羊抗兔

抗体作为二抗，进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 进行分析，观察

ＢｉｒＡＧ 蛋白表达结果。 同理，用辣根过氧化物酶标

记的链霉亲和素作为抗体，检测标记上生物素的

蛋白。
１．２．４ 生物素化蛋白质的富集 　 （ １）磁珠处理：涡
旋震荡原始磁珠瓶 １ ｍｉｎ，利于成团的磁珠分散；
取 ２０ μＬ 磁珠于 ＥＰ 管中；磁力架上放置 ２ ｍｉｎ，去
上清；加入 ＲＩＰＡ 强 １ ｍＬ，震荡分散磁珠，室温摇

摆 ５ ｍｉｎ；重复以上清洗步骤 ２ 次；磁珠与蛋白样

品孵育 ４ ℃过夜；２％ ＳＤＳ 清洗 １ 次，ＲＩＰＡ 清洗 ２
次磁珠，将磁珠样品悬浮在 ＰＢＳ 缓冲液，送往公司

进行蛋白质谱测序。 （ ２） 蛋白质谱测序：参照

Ｗｉｓｎｉｅｗｓｋｉ ｅｔ ａｌ（２００９）的方法，采用胰蛋白酶处理

富集生物素化蛋白的磁珠，将其制成多肽溶液进

行 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析（质谱仪型号为 Ｔｒｉｐｌｅ ＴＯＦ ５６００
ＬＣＭＳ（ＡＢ ＳＣＩＥＸ））。 采用 Ｍａｘｑｕａｎｔ 软件进行数

据加工处理和检索分析，数据库为 Ｕｎｉｐｒｏｔ 下物种

为 Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ ｓｕｂｓｐ． ｊａｐｏｎｉｃａ 蛋白数据库。 检索

参数设置如下：半胱氨酸烷基化为碘乙酰胺、可变

修饰为甲硫氨酸氧化和蛋白 Ｎ 端乙酰化、胰蛋白

酶酶解，二级质谱匹配容差为０．００４％，多肽假阳性

率控制为 １％ ＦＤＲ，蛋白假阳性率控制为 １％。
１．２．５ ＢｉＦＣ 验证互作蛋白 　 挑选相关的功能基因

进行克隆，构建 ＢｉＦＣ 载体。 进行原生质体转化，
１２ ｈ 后于 ＬＳＭ ８００ 激光共聚焦显微镜下观察荧

光。 所 用 载 体 为 ｐＳＡＴ６⁃ｃＥＹＦＰ⁃Ｃ１⁃Ｂ⁃（ ３１０８ ）
和ｐＳＡＴ６⁃ｎＥＹＦＰ⁃Ｃ１⁃（Ｅ２８８４）。所用到的引物如下
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表 １　 蛋白质谱结果
Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

名称
Ｎａｍｅ

ＵｎｉＰｒｏｔ 登录号
ＵｎｉＰｒｏｔ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ

结构分子活性
Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

Ｑ６７Ｗ５１Ｑ９ＺＳＴ０Ｑ７ＸＶＺ０Ｐ０Ｃ４４３Ｑ６ＹＳＸ０
Ｑ８４ＭＱ４Ｑ６Ｚ３８２Ｂ７Ｆ８４５Ｑ６０Ｅ５９Ｑ１０ＭＳ５ Ｐ０Ｃ４４６Ｑ６Ｋ８５３

ＧＴＰ ／ ＡＴＰ 结合
ＧＴＰ ／ ＡＴＰ ｂｉｎｄｉｎｇ

Ｑ６ＹＷ２７ Ｑ０ＪＬＳ６ （ＲＨＤ３） Ｑ０ＤＸＲ０Ｑ６ＡＴＲ５Ｑ１０ＰＢ３
Ｑ９ＳＤＫ４Ｐ４０３９３Ｑ６５４Ｕ５Ｑ４０７２３

嘌呤核糖核苷三磷酸绑定
Ｐｕｒｉｎｅ ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｉｎｄｉｎｇ

Ｑ５３ＲＪ５ Ｑ７５ＨＪ３ Ｑ８４ＺＢ２ Ｑ５ＪＫ８４（ＲＨ１５） Ｑ８ＬＱ６８

Ｑ７５ＨＴ８ Ｑ７ＸＰＹ２ Ｑ９ＺＴＳ１ Ｑ６ＡＶＡ８（ＰＰＤＫ１） Ｑ５３ＲＭ０
Ｑ６Ｋ４Ｑ０

小分子结合
Ｓｍａｌｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｂｉｎｄｉｎｇ

Ｑ６ＡＶ３４ Ｑ７Ｆ２Ｘ８ Ｐ０Ｃ５０３ Ｑ０Ｊ６Ａ９

阴离子结合
Ａｎｉｏｎ ｂｉｎｄｉｎｇ

Ｑ６ＺＣＦ０Ｑ６７ＶＺ１

氧化还原酶
Ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

Ｑ５ＺＥＤ１Ｐ０４３４Ｂ０４．３５⁃１
Ｑ１０ＬＨ０

谷氨酸合成酶活性
Ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

Ｑ６９ＲＪ０

环孢菌素
Ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎ Ａ ｂｉｎｄｉｎｇ

Ｑ６５１Ｂ０

镁－原卟啉 ＩＸ 单酯环化酶活性
Ｍａｇｎｅｓｉｕｍ⁃ｐｒｏｔｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎ ＩＸ ｍｏｎｏｍｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒｃｙｃｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

Ｑ９ＳＤＪ２

变构酶活性
Ｅｐｉｍｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

Ｑ６ＥＰＱ１

叶绿素Ⅱ结合
Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｂｉｎｄｉｎｇ

Ｐ０Ｃ３５５Ｑ８４ＰＢ５

异柠檬酸裂解酶活性
Ｉｓｏｃｉｔｒａｔｅ ｌｙａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

Ｑ６Ｚ６Ｍ４（ ＩＣＬ）

异构酶活性
Ｉｓｏｍｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

Ｑ５Ｚ９Ｈ９

电子转运载体
Ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ

Ｐ０Ｃ３１９

磷酸丙酮酸水合酶
Ｐｈｏｓｐｈｏｐｙｒｕｖａｔｅ ｈｙｄｒａｔａｓｅ

Ｑ４２９７１

离子结合 Ｉｏｎ ｂｉｎｄｉｎｇ Ｑ６ＺＨ８４ Ｑ６ＡＴ２６ Ｑ７ＸＶ８６ Ｑ６Ｋ６６９

核酮糖－二磷酸羧化酶
ｒｉｂｕｌｏｓｅ⁃ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

Ｑ６７ＩＵ５

结合 Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｑ５Ｗ６Ｊ３ Ｑ０ＪＬ４４ ＳＧＴ１ Ｑ６５７Ｃ０

其他分子功能
Ｏｔｈｅｒ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

Ｑ１０ＱＷ１Ｑ０ＩＰＬ３ Ｑ９ＬＧＱ６

未知
Ｕｎｋｎｏｗｎ

Ａ０Ａ０Ｎ７ＫＬ３７ Ａ０Ａ０Ｐ０Ｗ２Ｒ２ Ｐ０Ｃ５０９ Ｑ６ＥＴＤ９ Ａ０Ａ０Ｐ０ＸＣ８７ Ｑ５ＶＳ７９
Ａ０Ａ０Ｐ０ＶＬＴ９ Ａ０Ａ０Ｎ７ＫＪＰ５ Ａ０Ａ０Ｎ７ＫＫＮ１ Ａ０Ａ０Ｐ０ＸＸ９５ Ａ０Ａ０Ｐ０Ｗ７Ｋ８
Ａ０Ａ０Ｐ０ＸＢＭ６ Ｐ５５８５７ Ａ０Ａ０Ｐ０Ｗ３９９ Ａ０Ａ０Ｐ０ＷＪＱ６ Ｑ６Ｈ６６０ Ｑ９４Ｄ８１
Ａ０Ａ０Ｐ０ＶＷＷ１ Ｑ６５８Ｉ５ Ｑ８４ＳＺ１ Ａ０Ａ０Ｐ０ＸＷＡ７ Ａ０Ａ０Ｐ０ＶＵＭ８ Ａ０Ａ０Ｎ７ＫＬＳ７
Ｃ６Ｌ６８６ Ａ０Ａ０Ｐ０Ｗ２Ｐ０Ａ０Ａ０Ｐ０Ｗ２Ｐ０ Ｑ９ＦＴＹ４ Ｐ０４３６Ｅ０４． １９ Ａ０Ａ０Ｐ０ＶＲＱ０
Ａ０Ａ０Ｐ０ＶＲＱ０ Ｑ６Ｚ４Ｆ３ ＯＳＪＮＢｂ００８４Ｌ０７． １１ Ａ０Ａ０Ｎ７ＫＫＢ７ Ａ０Ａ０Ｎ７ＫＫＢ７
Ａ０Ａ０Ｎ７ＫＭＳ０Ａ０Ａ０Ｎ７ＫＭＳ０ Ａ０Ａ０Ｐ０ＹＡＡ５ Ａ０Ａ０Ｐ０ＹＡＡ５ Ｑ６Ｚ９０１Ｐ０５０１Ｇ０４．４
Ｑ８Ｗ４２５（ＲＰＮ７） Ｑ６Ｋ６Ｇ８Ｐ０４８７Ｈ０５． ３９ Ｑ８４Ｒ３２ ＯＳＪＮＢｂ００１６Ｈ１２． １９
Ａ０Ａ０Ｐ０ＶＵＮ０Ａ０Ａ０Ｐ０ＶＵＮ０ Ｑ８Ｈ０８０ＯＳＪＮＢｂ００５０Ｎ０２． １１ Ａ０Ａ０Ｐ０Ｙ３４４
Ａ０Ａ０Ｐ０Ｙ３４４ Ａ０Ａ０Ｐ０ＶＶＸ９Ａ０Ａ０Ｐ０ＶＶＸ９

　 注： 用于 ＢｉＦＣ 实验的 ５ 个蛋白编号已经备注，并用方框标记。
　 Ｎｏｔｅ： Ｕｎｉｐｒｏｔ ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｆｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｏｒ ＢｉＦＣ ａｒｅ ｆｒａｍｅｄ ａｎｄ ｎｏｔｅｄ．
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图 １　 ｐＵｂｉ∷ＢｉｒＡＧ 载体图谱

Ｆｉｇ． １　 Ｐｈｙｓｉｃａｌ ｍａｐ ｏｆ ｐＵｂｉ∷ＢｉｒＡＧ ｖｅｃｔｏｒ

（下划线标出酶切位点，并标注对应的内切酶）：
ＩＣＬ⁃Ｆ　 ＧＡＡＧＡＴＣＴＡＴＧＴＣＧＴＣＧＣＣＧＴＴＣＴＣＣＧＴＧＣＣ⁃
ＡＴＣＴ（ＢｇｌⅡ）； ＩＣＬ⁃Ｒ　 ＣＧＧＡＡＴＴＣＣＡＴＣＣＴＧＧＡＴＴＴ⁃
ＧＧＣＡＡＧＡＡＣＡＴＧＧＣＴ（ＥｃｏＲⅠ）；ＰＰＤＫ１⁃Ｆ 　 ＧＡＡＧ⁃
ＡＴＣＴＡＴＧＣＣＧＴＣＧＧＴＴＴＣＧＡＧＧＧＣＣＧＴＧＴＧＣ （ Ｂｇｌ
Ⅱ）；ＰＰＤＫ１⁃Ｒ　 ＧＣＴＣＴＡＧＡＧＡＧＧＡＧＣＡＣＣＴＧＡＧＣＴＧ⁃
ＣＡ⁃ＧＣＴＡＧＣＣＴ（ＸｂａⅠ）；ＲＰＮ７⁃Ｆ 　 ＧＡＡＧＡＴＣＴＡＴＧ⁃
ＧＡＣＧＧＣＧＧＣＧＴＡＧＧＣＧＡＧＧＡＡＧＧＧ（ＢｇｌⅡ）；ＲＰＮ７⁃Ｒ
　 ＣＧＧＡＡＴＴＣＣＡＧＧＴＣＡＡＴＧＡＣＴＣＧＴＧＡＴＡＧＣＴＴＣＴＧ
（ＥｃｏＲⅠ）；ＲＨＤ３⁃Ｆ　 ＧＡＡＧＡＴＣＴＡＴＧＧＡＣＧＣＣＴＧＴＴＴ⁃
ＴＴＣＡＡＣＡＣＡＧＣＴＴ（Ｂｇｌ Ⅱ）；ＲＨＤ３⁃Ｒ 　 ＣＧＧＡＡＴＴＣ⁃
ＧＴＧＴＧＣＡＡＴＣＧＧＧＣＴＴＧＡＡＴＡＴＴＣＧＧＧＴ （ ＥｃｏＲ Ⅰ）；
ＲＨ１５⁃Ｆ 　 ＣＧＡＧＣＴＣＡＡＡＡＴＧＧＧＣＧＡＡＧＣＴＧＡＧＧＴＣ⁃
ＡＡＧＧＡＣＡＡＣ（Ｓｃａ Ｉ）； ＲＨ１５⁃Ｒ　 ＧＣＡＧＴＡＣＴＣＧＡＡＧ⁃
ＧＣＡＴＡＴＡＴＧＴＣＧＡＡＧＴＡＴＣＡＡＴ（ＸｂａⅠ）。

２　 结果与分析

２．１ ＢｉｒＡＧ⁃ＧＳ３ 蛋白在水稻原生质体中的蛋白质

表达

将 ｐＵｂｉ∷ＢｉｒＡＧ 质粒转化进原生质体中，加入

生物素进行培养，作为阳性对照；将 ｐＵｂｉ∷ＢｉｒＡＧ∷
ＧＳ３ 质粒转化两份原生质体，一份添加生物素，一份

不添加，分别作为实验组和阴性对照组。 孵育 ２４ ｈ
后，提取原生质体总蛋白，使用兔抗 ＢｉｒＡ 多克隆抗

体为一抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 检测，其中 ＢｉｒＡＧ 预测大

小为 ３５．２９ ｋＤａ，ＢｉｒＡＧ⁃ＧＳ３ 融合蛋白预测大小约为

５９．６２ ｋＤａ，与实验结果相符。 实验结果如图 ２ 所

示，表明 ＢｉｒＡＧ⁃ＧＳ３ 融合蛋白成功表达。
２．２ ＧＳ３ 邻近蛋白在水稻原生质体中的生物素化

情况

取三组蛋白样品，以辣根过氧化物酶标记链霉

亲和素进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 检测（图 ３）。 图 ３ 结果显

示，阳性对照的 ＢｉｒＡＧ 组出现多条条带，表示其能够

生物素化多种水稻中的蛋白。 ＢｉｒＡＧ⁃ＧＳ３ 在没有添

加生物素的情况下，只出现一条条带，该条带为水

稻内源生物素化的蛋白。 说明在没有添加生物素

的培养液中，ＢｉｒＡＧ⁃ＧＳ３ 蛋白成功表达但是没有对

周围蛋白进行生物素化。 ＢｉｒＡＧ⁃ＧＳ３ 在添加生物素

的培养液中，条带数增加，并且出现了特有的条带，
说明 ＢｉｒＡＧ⁃ＧＳ３ 可以使得邻近蛋白的生物素化。 这

表明 ＢｉｒＡＧ⁃ＧＳ３ 融合蛋白成功生物素化直接或间

接相互作用的蛋白。
２．３ ＧＳ３ 邻近蛋白的质谱鉴定结果

各组的生物素化蛋白经过磁珠富集后进行，经
过酶切等后续处理，然后进行 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析。 质

谱采集到的原始 ｗｉｆｆ 图谱文件，采用 Ｍａｘｑｕａｎｔ 软件

进行数据加工处理和检索分析，将获得的蛋白制成

韦恩图（图 ４）。 经过 ＢｉｒＡＧ 组和 ＧＳ３（－）组的过滤，
我们发现实验组 ＧＳ３（ ＋）特有的蛋白有 １０１ 个，将
这 些 蛋 白 导 入 网 站 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｂｉ． ａｃ． ｕｋ ／
ＱｕｉｃｋＧＯ，进行基因本体注释（图 ５）。 图 ５ 结果显
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注： 原生质体转化后，在含有生物素（＋）或不含生物素（－）
培养液孵育后，使用 Ａｎｔｉ⁃ＢｉｒＡ 抗体对其总蛋白进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ，检测 ＢｉｒＡＧ 是否表达成功。 考马斯

亮蓝 Ｇ⁃２５０ 染色用于蛋白载样量监测。
Ｎｏｔｅ： Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｒｉｃｅ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢｉｒＡＧ ａｎｄ ＢｉｒＡＧ⁃ＧＳ３， ｗｉｔｈ ｏｒ ｗｉｔｈｏｕｔ ｂｉｏｔｉｎ ｉｎ
ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ． Ａｎｔｉ⁃ＢｉｒＡ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ

ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＢｉｒＡＧ． Ｃｏｏｍａｓｓｉｅ Ｂｒｉｌｌｉａｎｔ Ｂｌｕｅ Ｇ⁃２５０ ｓｔａｉｎｉｎｇ
ｗａｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｌｏａｄｉｎｇ ａｍｏｕｎｔ．

图 ２　 ＢｉｒＡＧ 和 ＢｉｒＡＧ⁃ＧＳ３ 在原生
质体中的蛋白表达情况

Ｆｉｇ． ２　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＢｉｒＡＧ
ａｎｄ ＢｉｒＡＧ⁃ＧＳ３ ｉｎ ｒｉｃｅ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ

示，ＧＳ３ 邻近蛋白参与多个生物学功能，如多种氮类

化合物、氨基酸和多肽等的代谢过程。 细胞组分方

面，ＧＳ３ 邻近蛋白主要集中在细胞质中，在叶绿体中

也有富集。 分子功能方面，ＧＳ３ 相关蛋白主要有结

构分子活性，同时依赖小分子来调节功能，例如结

合各类核苷酸、阴离子等。 按照其分子功能，将得

到的蛋白进行分类，如表 １ 所示。 将这些蛋白导入

ＳＴＲＩＮＧ 网站 （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ．ｏｒｇ，互作蛋白 ／基因

检索工具），构建 ＧＳ３ 邻近蛋白质互作网络（图 ６）。
这表明 ＧＳ３ 邻近的蛋白之间也存在许多实验证明

的或者计算机预测的相互作用。 同时可以看出 ＧＳ３

注： 原生质体转化后，在含有生物素（＋）或不含生物素（－）
培养液孵育后，使用链霉亲和素－ＨＲＰ 对其总蛋白进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ，检测生物素化蛋白情况。 考马斯亮蓝

Ｇ⁃２５０ 染色用于蛋白载样量监测。
Ｎｏｔｅ： Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｒｉｃｅ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢｉｒＡＧ ａｎｄ ＢｉｒＡＧ⁃ＧＳ３， ｗｉｔｈ ｏｒ ｗｉｔｈｏｕｔ ｂｉｏｔｉｎ ｉｎ

ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ． Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ⁃ＨＲＰ ａｎｔｉｂｏｄｙ
ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｔｉｎｙｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｒｉｃｅ．
Ｃｏｏｍａｓｓｉｅ Ｂｒｉｌｌｉａｎｔ Ｂｌｕｅ Ｇ⁃２５０ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ

ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｌｏａｄｉｎｇ ａｍｏｕｎｔ．

图 ３　 ＢｉｒＡＧ 和 ＢｉｒＡＧ⁃ＧＳ３ 融合蛋白在原生
质体中的生物素化情况

Ｆｉｇ． ３　 Ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂｉｏｔｉｎｙｌａｔｅｄ ｂｙ ＢｉｒＡＧ
ａｎｄ ＢｉｒＡＧ⁃ＧＳ３ ｉｎ ｒｉｃｅ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ

邻近蛋白在核糖体、卟啉和叶绿素代谢，脂肪酸伸

长，乙醛酸和二羧酸代谢，光合作用等途径发生

富集。
２．４ ＧＳ３ 与其邻近蛋白互作的检测

挑选了 ＩＣＬ（ Ｉｓｏｃｉｔｒａｔｅ ｌｙａｓｅ， 异柠檬酸盐裂解

酶）、ＰＰＤＫ１ （Ｐｙｒｕｖａｔｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｉｋｉｎａｓｅ １，丙酮酸

磷酸双激酶）、ＲＰＮ７（２６Ｓ 蛋白酶体的非 ＡＴＰ 酶的

调节亚基 ６， ２６Ｓ ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ ｎｏｎ⁃ＡＴＰａｓｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｓｕｂｕｎｉｔ ６）、 ＲＨ１５ （ ＤＥＡＤ⁃ｂｏｘ ＡＴＰ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ＲＮＡ
ｈｅｌｉｃａｓｅ １５，ＤＥＡＤ 盒 ＡＴＰ 依赖的 ＲＮＡ 解旋酶 １５）
和 ＲＨＤ３ （ＲＯＯＴ ＨＡＩＲ ＤＥＦＥＣＴＩＶＥ ３， 根毛缺陷蛋

６７７ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



图 ４　 质谱鉴定蛋白韦恩图
Ｆｉｇ． ４　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ

ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＭＳ

白 ３），通过双分子荧光互补技术，对过滤后的蛋白

进行互作验证。 ５ 个蛋白编号在表 ２ 中已经备注，
并用方框标记。 扩增这 ５ 个基因的 ＣＤＳ，并构建

ＢｉＦＣ 表 达 载 体。 ＢｉＦＣ 结 果 如 图 ７ 所 示， ＩＣＬ、
ＰＰＤＫ、ＲＰＮ７ 和 ＲＨ１５ 与 ＧＳ３ 蛋白发生互作。

３　 讨论与结论

通过 ＢｉｏＩＤ 成功得到了 １０１ 个候选蛋白，本研

究挑选了 ５ 个进行 ＢｉＦＣ 初步验证，鉴定到 ４ 个可

能与 ＧＳ３ 互作的蛋白，分别为 ＩＣＬ、ＰＰＤＫ、ＲＰＮ７
和 ＲＨ１５，这些蛋白涉及多个植物生长生理过程。
作为一种快速筛选可能的互作蛋白的方法，ＢｉｏＩＤ
不同于酵母双杂交，它可以在细胞中检测到临近

蛋白，也可以检测瞬时或弱结合蛋白。

注： １． 有机氮化合物生物合成过程； ２． 有机氮化合物代谢过程； ３． 翻译； ４． 小分子代谢过程； ５． 肽生物合成过程； ６． 肽代谢过程；
７． 酰胺生物合成过程； ８． 光合作用； ９． 细胞生物合成过程； １０． 细胞酰胺代谢过程； １１． 胞质部分； １２． 胞浆； １３． 质体；

１４． 叶绿体； １５． 核糖体； １６． 细胞内； １７． 细胞内部分； １８． 细胞器； １９． 胞内部分； ２０． 大的核糖体亚基； ２１． 结构分子活性；
２２． 核糖体的结构组成； ２３． ＧＴＰ 结合； ２４． 鸟核糖核苷结合； ２５． 鸟苷酸结合； ２６． 嘌呤核糖核苷三磷酸结合；

２７． ｒＲＮＡ 结合； ２８． ＧＴＰ 酶活性； ２９． 小分子结合； ３０． 阴离子结合。
Ｎｏｔｅ： １． Ｏｒｇａｎｏｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ； ２． Ｏｒｇａｎｏｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｒｏｃｅｓｓ； ３． Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ； ４． Ｓｍａｌｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ

ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ； ５． Ｐｅｐｔｉｄｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ； ６． Ｐｅｐｔｉｄｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ； ７． Ａｍｉｄｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ； ８． Ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ；
９． Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ； １０． Ｃｅｌｌｕａｒ ａｍｉｄｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ； １１． Ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｐａｒｔ； １２． Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ； １３． Ｐｌａｓｔｉｄ； １４． Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ；

１５． Ｒｉｂｏｓｏｍｅ； １６． Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕａｒ； １７． Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕａｒ ｏｒｇａｎｅｌｌｅ； １８． Ｏｒｇａｎｅｌｌｅ； １９． Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｐａｒｔ； ２０． Ｌａｒｇｅ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｓｕｂｕｎｉｔ；
２１． Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ； ２２． Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔ ｏｆ ｒｉｂｏｓｏｍｅ； ２３． ＧＴＰ ｂｉｎｄｉｎｇ； ２４． Ｇｕａｎｙｌ ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ｂｉｎｄｉｎｇ； ２５． Ｇｕａｎｙｌ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｂｉｎｄｉｎｇ； ２６． Ｐｕｒｉｎｅ ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｉｎｄｉｎｇ； ２７． ｒＲＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ；
２８． ＧＴＰａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ； ２９． Ｓｍａｌｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｂｉｎｄｉｎｇ； ３０． Ａｎｉｏｎ ｂｉｎｄｉｎｇ．

图 ５　 基因本体富集
Ｆｉｇ． ５　 Ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ
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注： 圆圈代表基因 ／ 蛋白，方框代表 ＫＥＧＧ 通路或者生物过程。 颜色由黄色到蓝色逐渐加深，颜色越深，代表 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ 值越大。
Ｎｏｔｅ： Ｃｉｒｃｌｅ ｎｏｄｅｓ ｆｏｒ ｇｅｎｅｓ ／ ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ｒｅｃｔａｎｇｌｅ ｆｏｒ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｏｒ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ． Ｐａｔｈｗａｙ ｉｓ ｃｏｌｏｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｃｏｌｏｒ ｆｒｏｍ ｙｅｌｌｏｗ ｔｏ
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图 ６　 蛋白－蛋白互作网络
Ｆｉｇ． ６　 Ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｇｒａｐｈ

图 ７　 ＢｉＦＣ 验证 ５ 个新鉴定的与 ＧＳ３ 互作的蛋白
Ｆｉｇ． ７　 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ＢｉＦＣ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｆｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

ｐｒｏｘｉｍａｌ ｔｏ ＧＳ３ ｉｎ ｒｉｃｅ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ

　 　 ＩＣＬ 和 ＭＳ（苹果酸合酶，Ｍａｌａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ）是乙

醛酸循环中起关键作用的限速酶。 油料种子通过

乙醛酸循环，将脂肪转化为糖，这对种子的萌发、
萌发后的生长有着重要的意义。 水稻种子的主要

成分是淀粉，所以水稻种子的乙醛酸循环可能参

与其他生理反应。 在缺氧环境下，植物的呼吸作

用受到抑制或阻碍，于是通过乙醇发酵途径产生

ＮＡＤ＋。 乙醇发酵途径能产生许多毒性物质，例如

乙醛。 正常有生长情况下，ＩＣＬ 和 ＭＳ 几乎检测不

到，而在水淹条件下迅速上升（ Ｌｕ ｅｔ ａｌ， ２００５）。
该结果预示 ＧＳ３ 可能参与逆境生理。

ＰＰＤＫ１ 催化丙酮酸和 ＰＥＰ （ Ｐｈｏｓｐｈｏｅｎｏｌｐｙｒｕ⁃
ｖａｔｅ，磷酸烯醇式丙酮酸）之间的可逆反应。 其中，
丙酮酸为氨基酸和脂肪酸的合成提供碳骨架。 ＰＥＰ
经过羧化反应后形成 ＯＡＡ（α 酮戊二酸）进入三羧

酸循环，能进入糖异生途径。 此外，ＰＥＰ 也能与 ４－

８７７ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



磷酸赤藓糖反应形成莽草酸，莽草酸参与木质素、
生物碱合成，同时也是次生代谢中的重要物种。 水

稻中，ＰＰＤＫ１ 基因在叶肉细胞中表达量不高，但在

籽粒中却大量表达（Ｋａｎｇ ｅｔ ａｌ， ２００５）。 Ｃｈａｓｔａｉｎ ｅｔ
ａｌ（２００６）研究指出，ＰＰＤＫ１ 是在水稻种子发育过程

中而不是在种子发育成熟后发挥功能，其主要通过

磷酸化来调控其活性，同时蛋白质降解途径也参与

其中。 ＰＰＤＫ１ 的表达量或者活性降低，会导致籽粒

垩白度增加，粒重减轻（Ｋａｎｇ ｅｔ ａｌ， ２００５； Ｗａｎｇ ｅｔ
ａｌ， ２０１５）。 Ｌａｐｐｅ ｅｔ ａｌ（２０１８）研究发现，在玉米中

ＰＰＤＫ１ 基因通过调控糖酵解通路，影响胚乳的品

质。 由此可推测，ＧＳ３ 参与调控胚乳糖代谢途径。
依赖 ＡＴＰ 提供的能量，ＤＥＡＤ⁃ｂｏｘ ＲＮＡ 解旋

酶（ＲＮＡ ｈｅｌｉｃａｓｅｓ，ＲＨｓ）几乎参与 ＲＮＡ 转录到衰

变的所有生物过程，在植物的生长发育、抗逆反应

中起重要作用（Ｌｉｎｄｅｒ ＆ Ｆｕｌｌｅｒ⁃Ｐａｃｅ， ２０１５）。 在水

稻中，凋亡抑蛋白 ５（Ａｐｏｐｔｏｓ ｉｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒ５，ＡＰＩ５）与

ＡＩＰ１ （ ＡＰＩ５⁃ＩＮＴＥＲＡＣＴＩＮＧ ＰＲＯＴＥＩＮ１ ） 和 ＡＩＰ２
（ＡＰＩ５⁃ＩＮＴＥＲＡＣＴＩＮＧ ＰＲＯＴＥＩＮ２） 形成一个转录

复合物，诱导半胱氨酸蛋白酶 １（ Ｃｙｓｔｅｉｎｅ Ｐｒｏｔｅａｓｅ
１，ＣＰ１）的表达。 “ＡＰＩ５⁃ＡＩＰ１ ／ ２⁃ＣＰ１”调控水稻绒

毡层 降 解 过 程 中 的 细 胞 凋 亡 进 程 （ Ｌｉ ｅｔ ａｌ，
２０１１）。 其中，ＡＩＰ１ 与 ＡＩＰ２ 实质上是 ＡＴＰ 依赖的

ＤＥＡＤ⁃ｂｏｘ ＲＮＡ 解旋酶成员，分别为 ＯｓＲＨ５６ 与

ＯｓＲＨ１５。 在拟南芥中，三聚体 Ｇ 蛋白的 β 亚基下

游信号网络中，发现包括 ＤＥＡＤ⁃ｂｏｘ 蛋白在内的

ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 解旋酶参与其中（Ｋｈａｔｒｉ ｅｔ ａｌ， ２０１７）。
在水稻中，Ｇα 亚基参与了 ＧＡ 通路，其突变体 ｄｌ
发生矮化，而 ＯｓＲＨ２ 和 ＯｓＲＨ３４ 双突变体表现出

了类似的表型，这暗示 ＤＥＡＤ⁃ｂｏｘ 解旋酶可能参与

了 Ｇ 蛋白介导的 ＧＡ 信号通路 （ Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ，
２０１６）。 因此， 我们猜想 ＡＩＰ２ 也有可能参与到

ＧＳ３ 下游网络调控。
泛素－蛋白酶体降解系统（ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ⁃ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ

ｓｙｓｔｅｍ，ＵＰＳ）选择性地降解蛋白质，维持类蛋白质

的平衡，由此参与到植物的生长发育与抗逆生理

中。 ２６Ｓ 蛋白酶体由 １ 个 ２０Ｓ 核心颗粒（ＣＰ）和 ２
个 １９Ｓ 调节颗粒（ＲＰ）组成。 ＲＰＮ７ 是构成 １９Ｓ 颗

粒装配的必要亚基，作为盖子的组成部分（Ｃｏｌｌｉｎｓ
＆ Ｇｏｌｄｂｅｒｇ， ２０１７）。 在 Ｇ 蛋白信号网络中，可以

发现 ２６Ｓ 蛋白酶体参与其中。 ＸＬＧ２ 直接与 ＦＬＳ２
和 ＢＩＫ１ 相互作用，它与 ＡＧＢ１ 和 ＡＧＧ１ ／ ２ 的功能

一起减弱蛋白酶介导的对 ＢＩＫ１ 的降解，使其达到

最佳的免疫激活（ Ｌｉａｎｇ ｅｔ ａｌ， ２０１６）。 由此推测，
ＧＳ３ 可能可以参与到泛素－蛋白酶体降解系统，进
而 传 递 信 号。 在 酿 酒 酵 母 （ Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ
ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）中，发现泛素连接酶 ＳＣＦＵｃｃ１作为代谢开

关，调节乙醛酸循环（Ｎａｋａｔｓｕｋａｓａ ｅｔ ａｌ， ２０１５）。 结

合 ＰＰＤＫ１ 与 ＩＣＬ 生物学功能，猜测 ＧＳ３ 直接参与

糖酵解、ＴＣＡ 与乙醛酸循环的调节。
本研究通过 ＢｉｏＩＤ 技术，成功捕获了 ＧＳ３ 的邻

近蛋白，并构建了这些蛋白的互作网络。 ＢｉＦＣ 结

果表明在选取的 ５ 个 ＧＳ３ 邻近蛋白中，有 ４ 个蛋

白与之互作，分别为 ＩＣＬ、ＰＰＤＫ、ＲＰＮ７ 和 ＲＨ１５，
涉及能量代谢的调节、种子淀粉物质的储存、泛素

－蛋白酶体系统以及凋亡途径等生物过程，为构建

植物异源三聚体 Ｇ 蛋白网路提供了线索，也为水

稻的增产提供了新思路。 由于本研究实验系统采

用的是水稻叶肉原生质体，捕获的蛋白可能具有

局限性。 我们正在探索以整株转基因植物为材料

进行 ＢｉｏＩＤ 技术，以便能在不同的组织、细胞类型

中更全面地筛选目标蛋白的互作蛋白。
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