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摘要　大丽轮枝菌是引起棉花、马铃薯等重要作物黄萎病的土传病原真菌，其分泌的胞外蛋白是侵染寄主的重要毒

力因子，因此研究胞外蛋白与寄主的相互作用具有重要意义。本研究旨在构建高效的棉花酵母双杂交ｃＤＮＡ文

库，并通过已知大丽轮枝菌效应子ＶＣＲ１互作蛋白的筛选来评价构建文库的质量。分别采用大丽轮枝菌及茉莉酸

甲酯、水杨酸和乙烯处理海岛棉‘海７１２４’以诱导其抗病基因表达，混合ＲＮＡ样品构建酵母双杂交ｃＤＮＡ文库，文

库滴度达１．１８×１０８ｃｆｕ／ｍＬ，检测重组率１００％，插入片段在３００～２０００ｂｐ之间。以效应子ＶＣＲ１为诱饵筛选获

得２７个潜在互作蛋白，并进一步确证了１个与ＶＣＲ１互作的靶标蛋白。本研究构建的酵母双杂交文库将为筛选与

大丽轮枝菌效应子互作的蛋白及后续互作机理研究提供重要的研究基础。
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４７卷第２期 许艳等：大丽轮枝菌及激素处理后棉花酵母双杂交文库的构建

　　黄萎病是由大丽轮枝菌犞犲狉狋犻犮犻犾犾犻狌犿犱犪犺犾犻犪犲

引起的世界性真菌病害，每年造成棉花、马铃薯、蔬

菜等农作物损失数十亿美元，严重威胁农业生产安

全［１４］。感染黄萎病的植物通常表现出叶片萎蔫、黄

化、卷曲或坏死症状，维管束变褐，并随着病程进展

最终枯萎死亡［５６］。

大丽轮枝菌分泌大量具有毒力的胞外蛋白是成

功侵染寄主的重要策略之一，如其分泌的细胞壁降

解酶类在侵染寄主过程中通常参与降解细胞壁的作

用，表现为毒力功能［７８］。另外一类分泌蛋白则参与

了病原与寄主互作过程，如大丽轮枝菌的无毒因子

Ａｖｅ１能够被番茄的抗性蛋白Ｖｅ１识别而诱导寄主

免疫反应［９１０］；大丽轮枝菌中小分子量的富含半胱

氨酸蛋白 ＶｄＳＣＰ４１能与寄主植物的转录因子

ＣＢＰ６０ｇ互作而激发免疫反应
［１１］。此外，通过在模

式植物烟草中瞬时表达大丽轮枝菌分泌的胞外蛋白，

还筛选出了多个参与寄主互作的毒力因子，如糖苷水

解酶ＶｄＥＧ１和ＶｄＥＧ３
［１２］、角质酶ＶｄＣＵＴ１１

［１３］、小

分子量富含半胱氨酸蛋白ＶｄＳＣＰ７
［１４］、坏死和乙烯诱

导蛋白ＮＬＰｓ
［１５１６］。目前，多个参与病原与寄主互作

的效应蛋白已经被鉴定并确定了其在侵染过程中的

毒力功能，但其是如何识别寄主或被寄主识别并发

挥作用的机制仍不清楚。

酵母双杂交系统（ｙｅａｓｔｔｗｏｈｙｂｒｉｄｓｙｓｔｅｍ，

Ｙ２Ｈ）是研究蛋白相互作用的常用方法之一，最早

在１９８９年由Ｆｉｅｌｄｓ和Ｓｏｎｇ提出，其原理是利用真

核生物转录因子的ＤＮＡ结合结构域ＢＤ和ＤＮＡ

转录激活结构域ＡＤ，如 ＧＡＬ４和 ＧＣＮ４等，将

２个待研究的蛋白分别与ＢＤ和ＡＤ结构域连接并

共同导入酵母菌中，若２个蛋白相互作用则转录因

子的ＢＤ和ＡＤ结构域相互靠近，即可以转录激活

下游报告基因的表达来检测这种相互作用的发

生［１７］。除应用于２个已知蛋白间的相互作用的检

测外，酵母双杂交体系也广泛应用于与已知蛋白具

有潜在相互作用的蛋白筛选。但这一技术在大丽

轮枝菌效应子与寄主植物相互作用的研究中很少

报道，因此，在明确参与大丽轮枝菌与寄主互作效

应子的前提下，通过构建植物寄主酵母双杂交文库

并筛选与病原效应子互作的靶标蛋白，对揭示大丽

轮枝菌侵染寄主过程的致病分子机理具有重要

意义。

本研究以大丽轮枝菌及激素处理的棉花为材

料，构建了用于大丽轮枝菌效应子互作蛋白筛选的

酵母双杂交文库，并对文库的质量进行评估；以实验

室筛选的具有诱导细胞坏死且定位于植物细胞核的

效应子ＶＣＲ１（未发表）为例，通过互作蛋白筛选、基

因功能分析和验证进一步评价了构建的酵母双杂交

文库的应用价值。本研究建立的棉花酵母双杂交

ｃＤＮＡ文库将为大丽轮枝菌效应子互作蛋白的筛选

鉴定及深入研究病原与寄主互作分子机制的研究提

供有力支撑。

１　材料与方法

１．１　试验材料

植物材料：海岛棉‘海７１２４’犌狅狊狊狔狆犻狌犿犫犪狉犫犪

犱犲狀狊犲‘Ｈａｉ７１２４’，生长条件为Ｌ∥Ｄ＝１４ｈ∥１０ｈ，

温度２８℃。

菌株：落叶型强致病力大丽轮枝菌Ｖｄ９９１、酵母

菌株Ｙ１８７和Ｙ２Ｈ均由本实验室保存，大肠杆菌感

受态细胞Ｔｒａｎｓ１Ｔ１购自北京全式金生物技术有限

公司。

质粒：酵母双杂交所用的诱饵质粒ｐＧＢＫＴ７、

文库 质 粒 ｐＧＡＤＴ７、对 照 质 粒 ｐＧＢＫＴ７Ｌａｍ、

ｐＧＢＫＴ７５３和ｐＧＡＤＴ７Ｔ购自美国赛默飞公司。

１．２　试验方法

１．２．１　海岛棉样品处理及ＲＮＡ提取

大丽轮枝菌于马铃薯葡萄糖琼脂（ｐｏｔａｔｏＤｅｘ

ｔｒｏｓｅａｇａｒ，ＰＤＡ）培养基２５℃条件下培养７ｄ，无菌

水收集孢子并制备成２×１０７ 个／ｍＬ孢子悬浮液。

取２０株２周龄海岛棉幼苗（２片真叶完全展平）浸

泡于５０ｍＬ上述孢子悬浮液，３０ｍｉｎ后移栽回含有

灭菌土的营养钵，处理后分别于１２、２４、４８、９６ｈ和

１４４ｈ取根部样品液氮速冻，－８０℃保存。制备

１０ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸（ｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄ，ＳＡ）、５ｍｍｏｌ／Ｌ

乙烯利溶液（ｅｔｈｅｐｈｏｎ，ＥＴ）和１００μｍｏｌ／Ｌ茉莉酸

甲酯（ｍｅｔｈｙｌｊａｓｍｏｎａｔｅ，ＭｅＪＡ），其中乙烯利用水

溶，水杨酸和茉莉酸甲酯用乙醇促溶后用水稀释到

目标浓度［１８］，３种激素分别喷施于２０株上述海岛棉

幼苗，进行单独处理，处理后于２、６、１２、２４、４８ｈ和

７２ｈ后取叶片迅速置于液氮中速冻，－８０℃保存。

ＲＮＡ提取使用ＥＡＳＹｓｐｉｎ植物ＲＮＡ快速提取试剂

盒（北京原平皓生物技术有限公司），通过１．０％琼

·７４·
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脂糖电泳检测提取 ＲＮＡ 的完整性，使用 Ｎａｎｏ

Ｄｒｏｐ２０００检测提取ＲＮＡ的质量与浓度。

１．２．２　 酵母双杂交ｃＤＮＡ文库构建

根据检测浓度将大丽轮枝菌和激素处理的所

有植株ＲＮＡ样品等量混合，利用ＳＭＡＲＴＴＭｃＤＮＡ

文库构建试剂盒（美国赛默飞公司）构建酵母双杂

交ｃＤＮＡ文库。以上述２μＬ的ＲＮＡ为模板合成

第１条ｃＤＮＡ链，然后通过ＬＤＰＣＲ扩增ｃＤＮＡ得

到第２条链，并利用柱层析剔除２５０ｂｐ以下的双

链ｃＤＮＡ。利用ＰＥＧ／ＬｉＡｃ法将所得ｃＤＮＡ产物和

６μＬ的ｐＧＡＤＴ７Ｒｅｃ线性质粒共转入Ｙ１８７酵母

感受态细胞内，用１５ｍＬ的ＮａＣｌ溶液（０．９％）重悬

菌体并涂布于缺少亮氨酸（Ｌｅｕ）的酵母培养基（ｓｙｎ

ｔｈｅｔｉｃｄｒｏｐｏｕｔｎｕｔｒｉｅｎｔｍｅｄｉｕｍ，ＳＤ）ＳＤ／Ｌｅｕ培养

基，３０℃倒置培养３～４ｄ后收集菌体，得到的酵母

细胞即为处理样品的酵母双杂交ｃＤＮＡ文库，按

１．０ｍＬ／管分装于１．５ｍＬ离心管中，液氮速冻存于

－８０℃备用。

１．２．３　ｃＤＮＡ文库转化效率及滴度检测

从上述重悬菌液吸取１００μＬ并用０．９％ ＮａＣｌ

１０倍梯度稀释至１０－４，涂布于ＳＤ／Ｌｅｕ培养基后于

３０℃条件下倒置培养３～４ｄ，通过单菌落数计算转

化效率。将无菌水收集的菌体稀释至１０－１、１０－２、

１０－３和１０－４，分别吸取５０μＬ涂布于ＳＤ／Ｌｅｕ培养

基上，３０℃倒置培养３ｄ，根据单菌落数计算文库

滴度。

１．２．４　ｃＤＮＡ文库平均插入片段大小及重组率分析

在ＳＤ／Ｌｅｕ平板上随机挑取２３个单菌落，使用

上游引物（５′ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣ

３′）和下游引物（５′ＡＧＡＴＧＧＴＧＣＡＣＧＡＴＧＣＡ

ＣＡＧ３′）进行菌落ＰＣＲ扩增。扩增条件：９５℃预变

性３ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸

２ｍｉｎ，扩增３４个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。扩增产物

使用１．０％的琼脂糖凝胶电泳检测，依据扩增产物

片段大小计算ｃＤＮＡ文库的平均插入片段大小，阳

性克隆比率以及ｃＤＮＡ文库的重组率。

１．２．５　诱饵载体构建

以实验室筛选的定位于寄主植物细胞核、引

起细胞坏死的大丽轮枝菌效应蛋白ＶＣＲ１（未发

表）为研究对象，构建诱饵载体并开展酵母双杂

交文库的筛选。利用带犈犮狅ＲＩ酶切位点的特异

性引物（上游引物：５′ＣＡＴＡＴＧＧＣＣＡＴＧＧＡＧＧＣ

ＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＣＡＣＣＡＧＴＣＣＣＧＧＣＴ３′；下 游

引物：５′ＡＧＧＴＣＧＡＣＧＧＡＴＣＣＣＣＧＧＧＡＡＴＴＣＧ

ＣＡＴＧＴＧＴＴＧＡＧＣＡＴＧＣＴ３′）对犞犆犚１基因进行

ＰＣＲ扩增，犈犮狅ＲＩ对诱饵表达载体ｐＧＢＫＴ７酶切

消化，再通过ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓＩＩＯｎｅＳｔｅｐＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ

（诺唯赞，南京）将犞犆犚１基因片段连接到ｐＧＢＫＴ７

上；获得重组质粒ｐＧＢＫＴ７犞犆犚１转入Ｔｒａｎｓ１Ｔ１

大肠杆菌感受态细胞，使用ｐＧＢＫＴ７载体通用引物

（上游引物：５′ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣ

３′；下游引物：５′ＴＡＡＧＡＧＴＣＡＣＴＴＴＡＡＡＡＴＴＴ

ＧＴＡＴ３′）进行ＰＣＲ扩增验证。

１．２．６　重组诱饵载体自激活及毒性检测

将上述构建的诱饵载体ｐＧＢＫＴ７犞犆犚１及

ｐＧＢＫＴ７质粒分别转入Ｙ２Ｈ酵母感受态细胞，涂布

于ＳＤ／Ｔｒｐ、ＳＤ／ＴｒｐＨｉｓ和ＳＤ／ＴｒｐＨｉｓＡｄｅ培

养基，通过转化后酵母细胞在上述培养基上的生长

情况检测ＶＣＲ１的自激活性。将上述转化体系涂布

ＳＤ／Ｔｒｐ和酵母膏胨葡萄糖琼脂（ＹＰＤＡ）培养基，

通过观察其在平板上生长情况鉴定ＶＣＲ１对酵母是

否具有毒性。

１．２．７　 酵母双杂交文库的筛选

酵母文库筛选：上述携带有诱饵载体的菌株于

３０ｍＬＳＤ／Ｔｒｐ液体培养基中扩大培养，离心收集

菌体并用５ｍＬ的ＳＤ／Ｔｒｐ液体培养基重悬，随后

与构建的酵母双杂交文库混匀，并于４５ｍＬ的２×

ＹＰＤＡ培养基（卡那霉素，５０μＬ／Ｌ）中混匀融合培

养，３０℃、４５ｒ／ｍｉｎ振荡培养２０ｈ。待观察到有合子

出现后继续培养４ｈ，典型的合子呈现三耳突状，分

别代表两个母细胞和一个子细胞。之后收集菌体，

用０．５×ＹＰＤＡ（卡那霉素，５０μＬ／Ｌ）培养液重悬菌

体２次，最后定容至１０ｍＬ。将上述重悬的酵母细

胞涂布于直径１５ｃｍ的ＳＤ／ＴｒｐＬｅｕＨｉｓ（ＴＤＯ）培

养基上，每个涂布２００μＬ，共５０个平板，３０℃倒置培

养３～５ｄ。将ＴＤＯ培养基上长势较好的阳性克隆

转接到ＳＤ／ＴｒｐＬｅｕＨｉｓＡｄｅ（ＱＤＯ）培养基上，

３０℃倒置培养观察其生长情况。

结合效率测定：取上述重悬的酵母菌体１００μＬ，

按１０倍梯度稀释至１０－４后每个梯度都分别涂布于

ＳＤ／Ｔｒｐ、ＳＤ／Ｌｅｕ、ＳＤ／ＴｒｐＬｅｕ（ＤＤＯ）培养基平

板上，每种培养基涂５个平板，３０℃倒置培养３～
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５ｄ。待长出菌落后，统计二倍体、文库和诱饵克隆

数，在相同稀释倍数的前提下，计算结合效率。结合

效率＝二倍体克隆数／文库或诱饵克隆数×１００％。

潜在互作转化子测序：挑取在ＳＤ／ＴｒｐＬｅｕ

ＨｉｓＡｄｅ培养基上正常生长的酵母细胞，于ＳＤ／

ＴｒｐＬｅｕＨｉｓＡｄｅ液体培养基进行扩大培养，利用

ｐＧＡＤＴ７载体通用引物（上游引物：５′ＴＡＡＴＡＣ

ＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣ３′；下游引物：５′ＡＧＡＴ

ＧＧＴＧＣＡＣＧＡＴＧＣＡＣＡＧ３′）扩增转化子的ｃＤＮＡ

插入片段并测序分析。

１．２．８　潜在互作蛋白基本特性分析

对上述获得的潜在互作转化子序列进行初步生

物信息学分析：通过ＮＣＢＩ数据的ＢｌａｓｔＰ比对推测

潜在互作蛋白的编码序列；利用ＳＭＡＲＴ（ｈｔｔｐ：∥

ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／ｓｍａｒｔ／ｓｅｔ＿ｍｏｄｅ．ｃｇｉ？

ＮＯＲＭＡＬ＝１）预测编码蛋白的保守结构域；采用

ＷｏＬＦＰＳＯＲＴ（ｈｔｔｐｓ：∥ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ．ｈｇｃ．ｊｐ／）预测编

码蛋白的亚细胞定位；通过ＳｉｇｎａｌＰ４．１（ｈｔｔｐ：∥

ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ４．１／）预测编码

蛋白是否具有信号肽序列特征。

１．２．９　互作蛋白验证

对筛选的阳性克隆与本研究的大丽轮枝菌效

应蛋白ＶＣＲ１进行验证：随机选取５个可能定位于

细胞核的潜在互作基因，合成全长ｃＤＮＡ序列并构

建于ｐＧＡＤＴ７载体上，将其分别与诱饵载体

ｐＧＢＫＴ７犞犆犚１共转化至 Ｙ２Ｈ酵母感受态细胞

中，以ｐＧＡＤＴ７Ｔ和ｐＧＢＫＴ７５３、ｐＧＡＤＴ７Ｔ和

ｐＧＢＫＴ７Ｌａｍ分别作为阳性和阴性对照，涂布ＳＤ／

ＴｒｐＬｅｕ（ＤＤＯ）培养基，３０℃倒置培养３～５ｄ。观

察ＳＤ／ＴｒｐＬｅｕ培养基上酵母的生长情况，将阳性

克隆转接到ＳＤ／ＴｒｐＬｅｕＨｉｓＡｄｅ（ＱＤＯ）和ＳＤ／

ＴｒｐＬｅｕＨｉｓＡｄｅ／Ｘαｇａｌ（ＱＤＯ／Ｘ）培养基上，３０℃

倒置培养５～７ｄ后观察生长和显色情况，验证筛选

的基因与靶标效应蛋白的互作情况。

２　结果与分析

２．１　构建酵母双杂交文库的样品处理及犚犖犃提取

‘海７１２４’是抗黄萎病棉花品种，落叶型强致

病力大丽轮枝菌Ｖｄ９９１侵染５～６ｄ后病原仍停留

在皮层，病原菌无法繁殖扩展［１９］；同时，激素ＳＡ、

ＥＴ和ＭｅＪＡ处理下可诱导植物抗病相关基因表

达［２０］。为构建有效的抗病相关基因诱导表达文

库，本研究收集了大丽轮枝菌Ｖｄ９９１侵染以及激

素ＳＡ、ＥＴ和ＭｅＪＡ处理的‘海７１２４’样品，并提取

了所有样品的总ＲＮＡ，１．０％琼脂糖凝胶电泳检测

结果表明２８Ｓ及１８Ｓ条带清晰，完整性好。依据紫

外吸收光谱检测发现上述提取的 ＲＮＡ样品的

ＯＤ２６０／ＯＤ２８０在１．９７～２．０２之间，浓度在５００．４～

２０８６．４ｎｇ／μＬ（图１），表明ＲＮＡ质量较好，可以

用于文库构建。

图１　海岛棉酵母双杂交文库样品的总犚犖犃提取

犉犻犵．１　犜狅狋犪犾犚犖犃犲狓狋狉犪犮狋犻狅狀狅犳狊犪犿狆犾犲狊犳狅狉狋犺犲狊犲犪犾犪狀犱犮狅狋狋狅狀狔犲犪狊狋狋狑狅犺狔犫狉犻犱犾犻犫狉犪狉狔

　
２．２　海岛棉酵母双杂交犮犇犖犃文库构建及评价

上述４组处理样品（大丽轮枝菌侵染及３种激

素处理）的总ＲＮＡ等量混合，反转录合成ｃＤＮＡ第

一链，使用此ｃＤＮＡ合成双链ｃＤＮＡ（图２ａ）并利用

柱层析剔除２５０ｂｐ以下的双链ｃＤＮＡ（ｄｓｃＤＮＡ）。

将获得的 ｄｓｃＤＮＡ 与酵母双杂交文库载体

ｐＧＡＤＴ７获得共转化Ｙ１８７酵母菌株进行同源重

组，最终获得海岛棉在上述４种处理条件下的酵母
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双杂交文库。用ＳＤ／Ｌｅｕ培养基收集ｃＤＮＡ文库

的菌体，得到约１３０ｍＬ菌悬液并分装于１．５ｍＬ离

心管，－８０℃冻存备用。

文库转化完成后，通过梯度稀释涂布ＳＤ／Ｌｅｕ

培养基对酵母文库的转化效率和滴度进行检测。通

过统计，稀释至１０－４平板平均菌落数为５９０个（图

２ｂ），计算得酵母文库的转化效率为５．９×１０７／３μｇ

ｐＧＡＤＴ７ＶＣＲ１，高于１×１０６／３μｇｐＧＡＤＴ７Ｒｅｃ

的试验要求，并且文库滴度达到１．１８×１０８ｃｆｕ／ｍＬ，

同样高于１×１０７ｃｆｕ／ｍＬ的文库构建标准。为验证

本研究酵母文库插入片段情况，从上述计算转化效

率的平板中随机挑取２３个菌落进行ＰＣＲ扩增，结

果显示，挑取的克隆菌落均可扩增出插入片段，重组

率达１００％，并且扩增片段大小分布在３００～

２０００ｂｐ之间（图２ｃ）。综上结果说明，本研究构建

的大丽轮枝菌及激素处理下棉花酵母双杂交ｃＤＮＡ

文库质量良好，可用于后续大丽轮枝菌效应蛋白的

筛选鉴定。

图２　棉花酵母双杂交文库构建及质量评价

犉犻犵．２　犆狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀犪狀犱犲狏犪犾狌犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲狔犲犪狊狋狋狑狅犺狔犫狉犻犱犮犇犖犃犾犻犫狉犪狉狔

　
２．３　大丽轮枝菌效应蛋白犞犆犚１诱饵载体构建

使用ｐＧＢＫＴ７通用引物对连接转化后平板上

的阳性克隆进行分子鉴定，并以空载体为对照。结

果显示，构建的诱饵载体扩增出的条带与空载体扩

增出的条带差值大小与 ＶＣＲ１片段大小相近，约

５８０ｂｐ，进一步提取构建好的诱饵载体质粒，用

犈犮狅ＲＩ内切酶进行酶切验证，并进行测序，结果与

预期一致，表明大丽轮枝菌犞犆犚１基因成功整合到

诱饵载体ｐＧＢＫＴ７（ｐＧＢＫＴ７犞犆犚１）（图３ａ，３ｂ）。

为验证ＶＣＲ１的自激活性，将ｐＧＢＫＴ７犞犆犚１转化

至Ｙ２Ｈ酵母并涂布于相应培养基上，结果显示转化

ｐＧＢＫＴ７犞犆犚１诱饵载体与ｐＧＢＫＴ７载体的酵母

在ＳＤ／Ｔｒｐ培养基上正常生长，在ＳＤ／ＴｒｐＨｉｓ和

ＳＤ／ＴｒｐＨｉｓＡｄｅ培养基上不生长（图３ｃ），表明

犞犆犚１基因在酵母菌株中没有自激活性。同时，含

有ｐＧＢＫＴ７犞犆犚１诱饵载体和ｐＧＢＫＴ７载体的酵

母菌株在ＹＰＤＡ培养基上生长一致（图３ｄ），表明

ＶＣＲ１对Ｙ２Ｈ酵母菌株没有毒性。因此，大丽轮枝

菌ＶＣＲ１可以用于下一步与酵母双杂交文库互作蛋

白的筛选。
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图３　大丽轮枝菌效应蛋白犞犆犚１的诱饵载体构建

犉犻犵．３　犆狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀狅犳犪犫犪犻狋狏犲犮狋狅狉狅犳狋犺犲犞犲狉狋犻犮犻犾犾犻狌犿犱犪犺犾犻犪犲犲犳犳犲犮狋狅狉犞犆犚１

　
２．４　大丽轮枝菌效应蛋白犞犆犚１的候选互作蛋白

筛选

　　使用上述诱饵载体ｐＧＢＫＴ７犞犆犚１筛选文库，

经统计ＳＤ／Ｌｅｕ培养基上稀释１００倍的菌落数为

４１５个，１０００倍的４８个，ＳＤ／ＴｒｐＬｅｕ培养基上稀

释１０倍的菌落数为５５个，１００倍的１０个，计算得出

酵母双杂交结合效率约为１．３３％（图４ａ）。进一步

从ＳＤ／ＴｒｐＬｅｕＨｉｓ培养基上筛选出生长正常的克

隆４８０个接种于ＳＤ／ＴｒｐＬｅｕＨｉｓＡｄｅ培养基上二

次筛选，最终获得生长正常的克隆４２２个，使用

ｐＧＡＤＴ７通用引物对４２２个克隆进行ＰＣＲ鉴定，获

得插入片段大于５００ｂｐ的克隆２０１个（图４ｂ）。

图４　大丽轮枝菌效应蛋白犞犆犚１的候选互作蛋白筛选

犉犻犵．４　犛犮狉犲犲狀犻狀犵狋犺犲犮犪狀犱犻犱犪狋犲犻狀狋犲狉犪犮狋犻狅狀狆狉狅狋犲犻狀狊狅犳狋犺犲犞犲狉狋犻犮犻犾犾犻狌犿犱犪犺犾犻犪犲犲犳犳犲犮狋狅狉犞犆犚１
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２．５　大丽轮枝菌效应蛋白犞犆犚１的候选互作蛋白

验证

　　根据上述克隆测序结果分析发现，本研究共筛

选到了与大丽轮枝菌效应蛋白ＶＣＲ１潜在互作的蛋

白２７个（表１）。通过序列比对与功能注释表明，其

中１８个为假定蛋白（功能未知）。结果显示，效应蛋

白ＶＣＲ１与其中４个潜在互作蛋白（ＶＣＲ１ＩＰ００１、

ＶＣＲ１ＩＰ００５、ＶＣＲ１ＩＰ００９和ＶＣＲ１ＩＰ０２７）与阴性

对照（ｐＧＡＤＴ７Ｔ＋ｐＧＢＫＴ７Ｌａｍ）仅在ＳＤ／Ｔｒｐ

Ｌｅｕ培养基上正常生长，在ＳＤ／ＴｒｐＬｅｕＨｉｓＡｄｅ

和ＳＤ／ＴｒｐＬｅｕＨｉｓＡｄｅ／Ｘαｇａｌ培养基上皆不生

长；而效应蛋白ＶＣＲ１和ＶＣＲ１ＩＰ００３与阳性对照

（ｐＧＡＤＴ７Ｔ＋ｐＧＢＫＴ７５３），在 ＳＤ／ＴｒｐＬｅｕ、

ＳＤ／ＴｒｐＬｅｕＨｉｓＡｄｅ 和 ＳＤ／ＴｒｐＬｅｕＨｉｓＡｄｅ／

Ｘαｇａｌ培养基上均能够正常生长，表明ＶＣＲ１可以

与ＶＣＲ１ＩＰ００３互作（图５）。

表１　大丽轮枝菌效应蛋白犞犆犚１的候选互作蛋白１
）

犜犪犫犾犲１　犜犺犲犮犪狀犱犻犱犪狋犲犻狀狋犲狉犪犮狋犻狅狀狆狉狅狋犲犻狀狊狅犳狋犺犲犞犆犚１犲犳犳犲犮狋狅狉犻狀犞犲狉狋犻犮犻犾犾犻狌犿犱犪犺犾犻犪犲

基因编号

Ｇｅｎｅｃｏｄｅ

克隆数／个

Ｎｕｍｂｅｒ

ｏｆｃｌｏｎｅｓ

功能

Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

亚细胞定位

Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

长度／ｂｐ

Ｌｅｎｇｔｈ

跨膜结构域

Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ

ｄｏｍａｉｎ

信号肽

Ｓｉｇｎａｌ

ｐｅｐｔｉｄｅ

ＶＣＲ１ＩＰ００１ ７ 假定蛋白 ｎｕｃｌ：７，ｃｙｔｏ：３，ｃｈｌｏ：１，ｍｉｔｏ：１ ７６８ ０ Ｎ

ＶＣＲ１ＩＰ００２ ７ 假定蛋白 ｎｕｃｌ：４，ｃｙｔｏ：４，ｐｌａｓ：３，ｃｈｌｏ：２ ３５４ ０ Ｎ

ＶＣＲ１ＩＰ００３ ５ 假定蛋白 ｍｉｔｏ：７，ｎｕｃｌ：４，ｃｈｌｏ：３ ８９１ ０ Ｎ

ＶＣＲ１ＩＰ００４ ４ 假定蛋白 ｅｘｔｒ：７，ｃｙｔｏ：５，ｃｈｌｏ：２ １８９ ０ Ｎ

ＶＣＲ１ＩＰ００５ ３ 假定蛋白 ｎｕｃｌ：１３，ｅｘｔｒ：１ ７２０ ０ Ｎ

ＶＣＲ１ＩＰ００６ ２ 假定蛋白 ｃｙｔｏ：１０，ｎｕｃｌ：３，ｐｌａｓ：１ ５２８ ０ Ｎ

ＶＣＲ１ＩＰ００７ ２ 假定蛋白 ｃｈｌｏ：１４ ４３８ ０ Ｎ

ＶＣＲ１ＩＰ００８ ２ 假定蛋白 ｎｕｃｌ：６，ｃｈｌｏ：５，ｍｉｔｏ：２，ｃｙｔｏ：１ ４７７ ０ Ｎ

ＶＣＲ１ＩＰ００９ ２ 泛素结构域 ｃｙｔｏ：９，ｃｙｔｏ＿ｎｕｃｌ：８，ｎｕｃｌ：３，ｃｈｌｏ：１ １２９９ ０ Ｎ

ＶＣＲ１ＩＰ０１０ ２ 假定蛋白 Ｅ．Ｒ．：４．５，Ｅ．Ｒ．＿ｐｌａｓ：３．５，ｎｕｃｌ：３，ｃｙｔｏ：２ １７８５ ０ Ｎ

ＶＣＲ１ＩＰ０１１ １ 假定蛋白 ｃｈｌｏ：９，ｎｕｃｌ：４，ｍｉｔｏ：１ １３３２ ０ Ｎ

ＶＣＲ１ＩＰ０１２ １ 假定蛋白 ｅｘｔｒ：７，ｃｙｔｏ：６，ｇｏｌｇ：１ ３００ ０ Ｎ

ＶＣＲ１ＩＰ０１３ １ 假定蛋白 ｍｉｔｏ：１１，ｃｈｌｏ：３ ４２９ ０ Ｎ

ＶＣＲ１ＩＰ０１４ １ 假定蛋白 ｅｘｔｒ：７，ｃｙｔｏ：６，ｃｈｌｏ：１ ５０１ ０ Ｎ

ＶＣＲ１ＩＰ０１５ １ 假定蛋白 ｃｈｌｏ：９，ｍｉｔｏ：４，ｎｕｃｌ：１ ９２１ ０ Ｎ

ＶＣＲ１ＩＰ０１６ １ 卷曲螺旋区域 ｐｅｒｏ：１３，ｃｙｔｏ：１ １７６１ ０ Ｎ

ＶＣＲ１ＩＰ０１７ １ ＷＤ４０结构域 ｃｈｌｏ：１１，ｖａｃｕ：２，ｎｕｃｌ：１ １５６６ ０ Ｎ

ＶＣＲ１ＩＰ０１８ １ 假定蛋白 ｐｌａｓ：８．５，ｃｙｔｏ＿ｐｌａｓ：５，Ｅ．Ｒ．：４，ｇｏｌｇ：１ １４６１ ０ Ｎ

ＶＣＲ１ＩＰ０１９ １ ＭＩＦ４Ｇ结构域 ｃｙｔｏ：１１，ｃｈｌｏ：１，ｃｙｓｋ：１，ｇｏｌｇ：１ １２３６ ０ Ｎ

ＶＣＲ１ＩＰ０２０ １ 跨膜结构域 ｐｌａｓ：８，Ｅ．Ｒ．：３，ｃｈｌｏ：２，ｎｕｃｌ：１ ２２０８ １ Ｎ

ＶＣＲ１ＩＰ０２１ １ 锚蛋白结构域／ＳＴＹＫｃ结构域 ｃｙｔｏ：６，ｎｕｃｌ：４，ｍｉｔｏ：２，ｐｌａｓ：１ １４２５ ０ Ｎ

ＶＣＲ１ＩＰ０２２ １ 假定蛋白 ｃｈｌｏ：１１，ｎｕｃｌ：２，ｐｌａｓ：１ １３５６ ０ Ｎ

ＶＣＲ１ＩＰ０２３ １ 螺旋 ｎｕｃｌ：６，ｃｙｔｏ：４，ｃｙｓｋ：３，ｐｅｒｏ：１ ９９３ ０ Ｎ

ＶＣＲ１ＩＰ０２４ １ 假定蛋白 ｎｕｃｌ：５，ｃｈｌｏ：２，ｃｙｔｏ：２，ｍｉｔｏ：２ ２１３０ ０ Ｎ

ＶＣＲ１ＩＰ０２５ １ 假定蛋白 ｃｈｌｏ：１４ １６２０ ０ Ｙ

ＶＣＲ１ＩＰ０２６ １ 跨膜结构域／ＳａｐＢ结构域 ｃｈｌｏ：８，ｖａｃｕ：４，ｅｘｔｒ：２ １５４５ １ Ｙ

ＶＣＲ１ＩＰ０２７ １ 跨膜结构域／Ａｍｂ结构域 ｎｕｃｌ：１２，ｅｘｔｒ：２ １３６５ １ Ｙ

　１）ｎｕｃｌ：细胞核；ｃｙｔｏ：细胞质；ｃｈｌｏ：叶绿体；ｍｉｔｏ：线粒体；ｐｌａｓ：细胞膜；ｅｘｔｒ：胞外；ＥＲ：内质网；ｇｏｌｇ：高尔基体；ｐｅｒｏ：过氧化物酶；

ｖａｃｕ：液泡；ｃｙｓｋ：细胞骨架。跨膜结构域中０表示没有跨膜结构域；１表示含有１个跨膜结构域。信号肽中Ｙ表示含有信号肽；Ｎ表示

没有信号肽。

ｎｕｃｌ：Ｎｕｃｌｅｕｓ；ｃｙｔｏ：Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ；ｃｈｌｏ：Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ；ｍｉｔｏ：Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ；ｐｌａｓ：Ｐｌａｓｍａｍｅｍｂｒａｎｅ；ｅｘｔｒ：Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ；ＥＲ：Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ

ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ；ｇｏｌｇ：Ｇｏｌｇｉａｐｐａｒａｔｕｓ；ｐｅｒｏ：Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ；ｖａｃｕ：Ｖａｃｕｏｌｅ；ｃｙｓｋ：Ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ．０ｉｎｄｉｃａｔｅｓｎｏｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｄｏｍａｉｎ，ｗｈｉｌｅ１

ｉｎｄｉｃａｔｅｓｏｎｅｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｄｏｍａｉｎ．Ｙｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｒｅｉｓｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ，Ｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｎｏｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ．
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图５　酵母双杂交回转验证大丽轮枝菌效应蛋白

犞犆犚１的互作蛋白

犉犻犵．５　犞犪犾犻犱犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犮犪狀犱犻犱犪狋犲犻狀狋犲狉犪犮狋犻狅狀狆狉狅狋犲犻狀狊狑犻狋犺

狋犺犲犞犲狉狋犻犮犻犾犾犻狌犿犱犪犺犾犻犪犲犲犳犳犲犮狋狅狉犞犆犚１犫狔狌狊犻狀犵

狋犺犲狔犲犪狊狋狋狑狅犺狔犫狉犻犱狊狔狊狋犲犿

　

３　讨论

植物在病原菌侵染时会诱导抗性基因表达来抵

御病原菌的侵染［２１２３］。此外，植物激素也可以作为

免疫信号分子激活防御反应，如茉莉酸、水杨酸、乙

烯等［２０］。水杨酸能够激活针对活体、半活体营养寄

生物的抗性防卫反应［２４］；茉莉酸能够与乙烯协同发

挥作用，激活对死体营养病原菌的防御反应［２５２６］。

定位于细胞膜上的棉花枯草杆菌酶（ｓｕｂｔｉｌａｓｅ）

犌犫犛犅犜１同时受大丽轮枝菌、茉莉酸和乙烯诱导，并

进入细胞质中发挥功能［２７］。因此，参与病原与寄主

互作的基因往往在病原侵染、激素处理条件下被大

量诱导表达。海岛棉对黄萎病具有较高的抗性，部

分品种对黄萎病菌免疫，与陆地棉相比，更适用于筛

选抗病基因；‘海７１２４’是抗病基因鉴定与功能研究

的常用材料［２８３０］。因此，本研究综合采用大丽轮枝

菌侵染、激素处理等条件诱导‘海７１２４’抗病相关基

因表达，对处理的样品提取ＲＮＡ并混合构建酵母

双杂文库。本研究所构建的文库可以覆盖多种诱导

条件下的抗病相关基因，文库抗性相关基因种类和

丰度优于单一处理条件下构建的酵母双杂交文库，

从而提高了筛选到与大丽轮枝菌效应子互作蛋白的

概率。应用本研究构建的酵母文库，成功筛选到诱

饵蛋白ＶＣＲ１的２７个潜在互作蛋白。

高质量ｃＤＮＡ文库构建是利用酵母双杂交筛选

互作蛋白的关键，酵母文库的好坏直接影响互作蛋

白的筛选效率。良好的酵母文库需要有较高的转化

效率（＞１×１０６／３μｇｐＧＡＤＴ７Ｒｅｃ）、重组率、较长的

插入片段以及足够的文库滴度（＞１×１０７ｃｆｕ／ｍＬ）。

有研究报道利用水稻构建的酵母双杂交文库，转化

效率达到６．６５×１０６／３μｇｐＧＡＤＴ７Ｒｅｃ，重组率为

１００％
［３１］。经质量检测，本研究构建酵母文库转化

效率为５．９×１０７／３μｇｐＧＡＤＴ７ＶＣＲ１，连接片段检

测重组率为１００％，且插入片段分布在３００～

２０００ｂｐ；此外，本研究构建的酵母双杂交ｃＤＮＡ文

库滴度为１．１８×１０８ｃｆｕ／ｍＬ，约为标准量的１０倍。

综上结果，本研究利用大丽轮枝菌及激素处理下的

混合样品，成功建立了高效的酵母双杂交ｃＤＮＡ文

库，这为后续筛选与大丽轮枝菌效应子互作的靶标

蛋白提供了重要的材料基础。

酵母双杂交系统是在真核酵母细胞内研究蛋白

之间相互作用的一种方法，此方法灵敏度高，应用广

泛。本研究应用酵母双杂交技术成功筛选到２７个

与ＶＣＲ１潜在互作的蛋白，这表明构建的酵母双杂

交文库具有较好的筛选效果。利用棉花测序的基因

组信息，分析获得对应基因的全长序列并进行功能

预测，发现鉴定的２７个潜在互作蛋白中，１８个为未

知蛋白，其功能尚不明确；其中２４个蛋白质均无信

·３５·
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号肽。１６个潜在互作蛋白预测定位于细胞核，与效

应子ＶＣＲ１在寄主植物的亚细胞定位（细胞核）相

同，具有很高的可信度。随机选取５个定位于细胞

核的潜在互作蛋白进行回转验证，确证了与效应子

ＶＣＲ１互作的候选蛋白（ＶＣＲ１ＩＰ００３）。上述结果

一定程度上客观反映了酵母双杂交技术自身存在假

阳性高的局限性，但也说明本研究构建的酵母双杂

交文库可以有效应用于病原与寄主互作蛋白的

筛选。

综上，本试验成功构建了海岛棉‘海７１２４’在大

丽轮枝菌侵染和激素处理下的酵母双杂交ｃＤＮＡ文

库，文库具有较高的转化效率和重组效率，并通过大

丽轮枝菌效应子ＶＣＲ１互作蛋白的筛选系统评价了

构建的棉花酵母双杂交文库，为后续筛选与大丽轮

枝菌胞外蛋白（效应子）互作的靶标蛋白及其互作机

理研究奠定了基础。
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