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摘　 要: 利用酵母双杂交方法和双分子荧光互补技术(ＢｉＦＣ)研究了茶树(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ (Ｌ.) Ｏ. Ｋｕｎｔｚｅ)花发育

ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 的 Ｂ 类转录因子 ＣｓＧＬＯ１、 ＣｓＧＬＯ２ 与 Ｃ 类转录因子 ＣｓＡＧ 间的互作关系及其可能发生互作的亚细胞

定位ꎮ 通过构建 ５ 个酵母表达载体ꎬ 利用酵母单杂交实验检测了 ３ 个蛋白的转录激活活性ꎬ 并通过酵母双杂交实

验分析了蛋白间的互作关系ꎮ 结果显示ꎬ ３ 个蛋白均无转录激活活性ꎬ 且两两之间可发生相互作用ꎮ 进一步构建 ６
个 ＢｉＦＣ 表达载体ꎬ 采用压力注射法瞬时浸染烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ Ｌ. )叶表皮细胞ꎬ 并利用激光共聚焦显

微镜观察荧光信号ꎬ 结果表明茶树 Ｂ 类 ＣｓＧＬＯ 与 Ｃ 类 ＣｓＡＧ 蛋白可在植物活细胞内形成同源和异源二聚体ꎬ 并

具有在细胞质中发生互作的特定模式ꎮ 本研究可为利用分子生物学技术抑制茶树“花果同现”现象提供理论依据ꎮ
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　 　 茶树(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ (Ｌ.) Ｏ. Ｋｕｎｔｚｅ)属山

茶科(Ｔｈｅａｃｅａｅ)山茶属(Ｃａｍｅｌｌｉａ)ꎬ 是我国乃至

全世界重要的叶用经济植物ꎮ 茶树具有山茶属植物

特有的“花果同现”特征ꎬ 即从花芽分化到种子成

熟ꎬ 花果在植株上生长时间长达 １５ ~ １６ 个月[１]ꎮ
这种全年持续的生殖生长必然与叶片的营养生长产

生竞争[２]ꎬ 因此ꎬ 对决定茶树花性别分化、 花器

官发育的 Ｂ 类和 Ｃ 类 ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ 基因进行分子机

理研究ꎬ 可为从生殖器官分化的源头抑制茶树“花
果同现”现象提供理论基础ꎮ

研究发现ꎬ 模式植物拟南芥 ( Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ Ｌ. )花发育的 Ｂ 类和 Ｃ 类基因功能较为保

守ꎬ 其中 Ｂ 类基因 ＧＬＯ(ＧＬＯＢＯＳＡ) / ＰＩ(ＰＩＳＴＩＬ￣
ＬＡＴＡ) ￣ｌｉｋｅ 是 决 定 花 瓣 和 雄 蕊 分 化 的 特 征 基

因[３－７]ꎮ 拟南芥 Ｂ 类基因的缺失可导致花瓣和雄蕊

同源异型转变为萼片和心皮[８]ꎻ 而该类基因的异

位表达ꎬ 则可使萼片转化为花瓣ꎬ 心皮转化为雄

蕊[９]ꎮ 拟南芥 Ｃ 类基因 ＡＧ(ＡＧＡＭＯＵＳ)可在雄

蕊和心皮原基中特异表达ꎬ 以调节雄蕊、 心皮和胚

珠的正常发育[３ꎬ４ꎬ９ꎬ１０]ꎬ 而 ａｇａｍｏｕｓ 突变体则表现

出花分生组织终止延迟、 雄蕊转变为花瓣、 重瓣花

形成以及心皮转变为萼片等性状[７ꎬ１０]ꎮ
随着花发育遗传学研究的深入ꎬ 已发现拟南芥

Ｅ 类基因 ＳＥＰ(ＳＥＰＡＬＬＡＴＡ)是花器官发育的关键

因子[１１－１３]ꎮ Ｅ 类蛋白与 ＡＢＣ 类转录因子形成四聚

体复合物ꎬ 共同调控和诱导花器官的形成ꎬ 并建立

了“四聚体模型”ꎬ 即 ＡＢＣ 和 Ｅ 类蛋白形成 ２ 个同

源或异源二聚体ꎬ 再特异结合到靶基因启动子区的

２ 个 ＣａｒＧ(５′￣ＣＣＡ / ＴＧＧ￣３′)元件上ꎬ ２ 个二聚体的

Ｃ 末端结合形成四聚体ꎬ 进而调控靶基因的表达ꎬ
控制花器官形成ꎮ 因此ꎬ 研究茶树 Ｂ 类和 Ｃ 类蛋白

二聚体的组合形式ꎬ 定位其在细胞中的互作位置ꎬ
对揭示茶树花器官的形成和性别分化具有重要意义ꎮ

双分子荧光互补技术 ＢｉＦＣ(Ｂｉｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｌｕｏ￣
ｒｅｓｃｅｎｃｅ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ)是一项在最接近活细

胞生理条件下观察目标蛋白互作的技术ꎬ 该技术可

直观地在植物活体细胞内分析蛋白间的互作关系并

定位互作位点[１４]ꎮ 因此ꎬ 本研究在前期克隆获得茶

树花发育 Ｂ 类基因 ＣｓＧＬＯ１(序列号: ＫＪ６３０５６８)、

ＣｓＧＬＯ２(序列号: ＫＪ６３０５６９)和 Ｃ 类基因 ＣｓＡＧ
(序列号: ＫＪ６３０５６６)的基础上[１５ꎬ１６]ꎬ 利用酵母双

杂交方法和 ＢｉＦＣ 技术揭示 ＣｓＧＬＯ１、 ＣｓＧＬＯ２ 和

ＣｓＡＧ 蛋白在植物活细胞中的互作模式ꎬ 并推测其

在茶树花器官分化中可能的作用机制ꎬ 以期为深入

研究茶树雌雄蕊分化及果实发育的分子调控机理提

供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

本研究使用的 ＢｉＦＣ 载体 ｐＳＰＹＮＥ 和 ｐＳＰＹＣＥ
由西北农林科技大学杨亚州老师惠赠ꎻ 植物材料本

氏烟草、 酵母杂交载体(ｐＧＢＫＴ７￣５３、 ｐＧＡＤＴ７￣Ｔ、
ｐＧＢＫＴ７￣ｌａｍ、 ｐＧＢＫＴ７ 和 ｐＧＡＤＴ７)以及菌株(酵
母菌 ＡＨ１０９ 和农杆菌 ＧＶ３１０１)均为本实验室保存ꎮ
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 酵母双杂交载体构建

　 　 (１)诱饵载体的构建

根据茶树 ＣｓＧＬＯ１、 ＣｓＧＬＯ２ 和 ＣｓＡＧ 基因

的 ＯＲＦ 序列设计引物(表 １)ꎬ 在 ５′端引入酶切位

点 ＮｃｏⅠ和 ＢａｍＨⅠꎬ 并在上游引物的酶切位点后

添加保护碱基 ＡＧꎬ 下游引物酶切位点后不添加终

止密码子ꎮ 以连接 ＣｓＧＬＯ１、 ＣｓＧＬＯ２ 和 ＣｓＡＧ
基因的 ｐＧＥＭ￣Ｔ 质粒为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ 反应

程序为: ９４℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ ９４℃变性 ３０ ｓꎬ ５５℃
退火 ３０ ｓꎬ ７２℃延伸 １ ｍｉｎꎬ 共 ３５ 个循环ꎻ 最后

７２℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 扩增产物经电泳检测后ꎬ 回收

目的片段ꎬ 连接至 ｐＭＤ￣１９Ｔ 载体ꎮ 亚克隆经测序

验证后提取重组质粒ꎬ 然后采用内切酶 ＮｃｏⅠ和

ＢａｍＨⅠ对重组质粒和载体 ｐＧＢＫＴ７ 进行双酶切ꎬ
回收目的片段ꎬ 连接产物转化大肠杆菌 ＤＨ５αꎬ 次

日提取质粒ꎬ 再次采用 ＮｃｏⅠ和 ＢａｍＨⅠ进行双酶

切检测ꎬ 同时送测序ꎬ 若测序结果比对成功ꎬ 即酵

母双杂交诱饵载体构建完成ꎮ
　 　 (２)捕获载体的构建

在引物 ５′端直接引入酶切位点 Ｅｃｏ ＲⅠ和

Ｂａｍ ＨⅠꎬ 上游引物无需添加保护碱基ꎬ 下游引物

酶切位点后添加终止密码子 ＴＡＧ(表 １)ꎮ 采用内

切酶 ＥｃｏＲⅠ和 ＢａｍＨⅠ酶切重组质粒ꎮ 其它实验
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步骤同 １􀆰 ２􀆰 １(１)ꎬ 完成捕获载体的构建ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 转录激活活性及蛋白间相互作用分析

采用酵母单杂交技术分析各蛋白的转录激活活

性[１７]ꎮ 采用酵母双杂交技术分析蛋白间的相互作用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＢｉＦＣ 表达载体构建

根据茶树 ＣｓＧＬＯ１、 ＣｓＧＬＯ２ 和 ＣｓＡＧ 基因的

ＯＲＦ 序列设计引物ꎬ 在 ５′端引入酶切位点 ＢａｍＨⅠ
和 ＫｐｎⅠꎮ 根据 ＢｉＦＣ 载体结构[１４]ꎬ ｐＳＰＹＮＥ 载体

中的 ｅＹＦＰｎ１７３序列位于多克隆位点(ＭＣＳ)上游ꎬ 故

无需 去 除 终 止 密 码 子ꎻ 而 ｐＳＰＹＣＥ 载 体 中 的

ｅＹＦＰｃ１５５ 序列位于ＭＣＳ 下游ꎬ 故去除插入片段 ３′端
的终止密码子(表 １)ꎮ 其它实验步骤同 １􀆰 ２􀆰 １(１)ꎮ
将构建正确的重组载体命名为: ｐＳＰＹＮＥ￣ＣｓＧＬＯ１、
ｐＳＰＹＣＥ￣ＣｓＧＬＯ１、 ｐＳＰＹＮＥ￣ＣｓＧＬＯ２、 ｐＳＰＹＣＥ￣
ＣｓＧＬＯ２、 ｐＳＰＹＮＥ￣ＣｓＡＧ 和 ｐＳＰＹＣＥ￣ＣｓＡＧꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＢｉＦＣ 表达载体转化农杆菌 ＧＶ３１０１

用 冻 融 法 将 ＢｉＦＣ 重 组 质 粒 转 化 农 杆 菌

ＧＶ３１０１ꎬ 挑取单菌落进行 ＰＣＲ 检测ꎬ 反应程序

为: ９４℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ ９４℃变性 ３０ ｓꎬ ５５℃退火

３０ ｓꎬ ７２℃延伸 １ ｍｉｎꎬ 共 ３５ 个循环ꎻ 最后 ７２℃
延伸 １０ ｍｉｎꎮ 保存阳性菌落ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 重组质粒瞬时浸染烟草叶表皮细胞及激光

共聚焦显微镜观察

重组质粒参照 Ｗａａｄｔ 等[１８] 的方法瞬时浸染烟

草叶表皮细胞ꎮ 利用激光共聚焦显微镜(Ｌｅｉｃａ)观
察烟草叶表皮细胞中黄色荧光信号ꎬ 激发波长设为

５１４ ｎｍꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 酵母双杂交载体构建

诱饵载体(图 １: Ａ)和捕获载体(图 １: Ｂ)进行

双酶切后均可产生预期目的条带ꎬ 进一步测序证明

酵母双杂交载体构建成功ꎮ
２􀆰 ２　 蛋白 ＣｓＧＬＯ１、 ＣｓＧＬＯ２ 和 ＣｓＡＧ 的转录激

活活性分析

将诱饵载体 ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＧＬＯ１、 ｐＧＢＫＴ７￣

表 １　 引物序列信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′－３′)

产物长度
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ(ｂｐ)

诱饵载体引物

ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＧＬＯ１￣Ｆ ＣＣＡＴＧＧＡＧＡＴＧＧＧＧＡＧＡＧＧＡＡＡＧＡＴＡＧ
ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＧＬＯ１￣Ｒ ＧＧＡＴＣＣＣＡＡＴＴＣＴＣＴＣＴＴＧＣＡＡＡＴＴＴＧＧＣ

ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＧＬＯ２￣Ｆ ＣＣＡＴＧＧＡＧＡＴＧＧＧＧＡＧＡＧＧＡＡＡＧＡＴＡＧ
ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＧＬＯ２￣Ｒ ＧＧＡＴＣＣＣＡＡＴＴＣＴＣＴＣＡＴＧＣＡＡＡＴＴＴＧＧＣ

ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＡＧ￣Ｆ ＧＧＡＴＣＣＣＡＡＴＴＣＴＣＴＣＡＴＧＣＡＡＡＴＴＴＧＧＣ
ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＡＧ￣Ｒ ＧＧＡＴＣＣＣＴＡＣＡＡＧＣＴＧＡＡＧＧＧＣＡＧＴＴＴ

６３９

７５０

６４２

捕获载体引物

ｐＧＡＤＴ７￣ＣｓＧＬＯ１￣Ｆ ＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＧＧＡＧＡＧＧＡＡＡＧＡＴＡＧＡＧＡ
ｐＧＡＤＴ７￣ＣｓＧＬＯ１￣Ｒ ＧＧＡＴＣＣＣＴＡＡＡＴＴＣＴＣＴＣＴＴＧＣＡＡＡＴＴＴＧ

ｐＧＡＤＴ７￣ＣｓＧＬＯ２￣Ｆ ＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＧＧＡＧＡＧＧＡＡＡＧＡＴＡＧＡＧＡ
ｐＧＡＤＴ７￣ＣｓＧＬＯ２￣Ｒ ＧＧＡＴＣＣＣＴＡＡＡＴＴＣＴＣＴＣＡＴＧＣＡＡＡＴＴＴＧ

６４２

６３９

ＢｉＦＣ 载体引物

ｐＳＰＹＮＥ￣ＣｓＧＬＯ１￣Ｆ ＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＧＧＡＧＡＧＧＡＡＡＧＡＴＡ
ｐＳＰＹＮＥ￣ＣｓＧＬＯ１￣Ｒ ＧＧＴＡＣＣＡＧＣＡＡＣＣＡＡＡＴＴＡＡＣＣＣＡＴ

ｐＳＰＹＣＥ￣ＣｓＧＬＯ１￣Ｆ ＧＧＡＴＣＣＡＧＡＧＡＧＡＡＡＴＧＧＧＧＡＧＡＧ
ｐＳＰＹＣＥ￣ＣｓＧＬＯ１￣Ｒ ＧＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＴＣＴＣＴＴＧＣＡＡＡＴＴＴＧ

ｐＳＰＹＮＥ￣ＣｓＧＬＯ２￣Ｆ ＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＧＧＡＧＡＧＧＡＡＡＧＡＴＡ
ｐＳＰＹＮＥ￣ＣｓＧＬＯ２￣Ｒ ＧＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＴＣＴＣＡＴＧＣＡＡＡＴＴＴＧ

ｐＳＰＹＣＥ￣ＣｓＧＬＯ２￣Ｆ ＧＧＡＴＣＣＡＧＴＧＡＧＡＧＡＴＧＧＧＧＡＧＡＧ
ｐＳＰＹＣＥ￣ＣｓＧＬＯ２￣Ｒ ＧＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＴＣＴＣＡＴＧＣＡＡＡＴＴＴＧ

ｐＳＰＹＮＥ￣ＣｓＡＧ￣Ｆ ＧＧＡＴＣＣＡＴＧＴＣＧＴＡＴＣＴＧＡＡＴＣＡＡＴＣ
ｐＳＰＹＮＥ￣ＣｓＡＧ￣Ｒ ＧＧＴＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＣＴＴＴＧＡＧＣＡＴＡ

ｐＳＰＹＣＥ￣ＣｓＡＧ￣Ｆ ＧＧＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＣＣＴＴＴＧＡＧＣＡＴＡ
ｐＳＰＹＣＥ￣ＣｓＡＧ￣Ｒ ＧＧＴＡＣＣＴＡＣＡＡＧＣＴＧＡＡＧＧＧＣＡＧＴ

６９６

６４７

６８０

６４４

７８４

７５４

　 　 注: 下划线表示酶切位点ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｒｅ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｓｉｔｅｓ.
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ＣｓＧＬＯ２、 ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＡＧ 和阳性对照 ｐＧＢＫＴ７￣
５３＋ｐＧＡＤＴ７￣Ｔ、 阴性对照 ｐＧＢＫＴ７ 依次转化酵母

菌 ＡＨ１０９ ( 图 ２: Ｃ )ꎬ 并 分 别 在 完 全 培 养 基

(ＹＰＤＡ)(图 ２: Ａ)和营养缺陷型培养基(图 ２: Ｂ)
上进行培养ꎮ 结果显示ꎬ 各实验组在完全培养基上

生长良好ꎻ 在营养缺陷型培养基上ꎬ 除阳性对照生

长良好外ꎬ 阴性对照和实验组均不能存活ꎬ 实验表

明蛋白 ＣｓＧＬＯ１、 ＣｓＧＬＯ２ 和 ＣｓＡＧ 不具备单独

的转录激活活性ꎮ
２􀆰 ３　 酵母双杂交检测蛋白 ＣｓＧＬＯ１、 ＣｓＧＬＯ２ 和

ＣｓＡＧ 的互作

将蛋白 ＣｓＧＬＯ１、 ＣｓＧＬＯ２ 和 ＣｓＡＧ 的诱饵载

体和捕获载体组成如下实验组: ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＡＧ ＋
ｐＧＡＤＴ７￣ＣｓＧＬＯ２、 ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＡＧ ＋ ｐＧＡＤＴ７￣
ＣｓＧＬＯ１、 ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＧＬＯ２ ＋ ｐＧＡＤＴ７￣ＣｓＧＬＯ１、
ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＧＬＯ１ ＋ ｐＧＡＤＴ７￣ＣｓＧＬＯ２ꎻ 对照组

为: 阳性对照 ｐＧＢＫＴ７￣５３ ＋ ｐＧＡＤＴ７￣Ｔ 和阴性对

照 ｐＧＢＫＴ７￣ｌａｍ ＋ ｐＧＡＤＴ７￣Ｔꎮ 将上述组合依次共

转化酵母菌 ＡＨ１０９(图 ３: Ｃ)ꎬ 并分别在完全培养

基(图 ３: Ａ)和营养缺陷型培养基(图 ３: Ｂ)上进

行培养ꎮ 结果显示ꎬ 各实验组在完全培养基上生长

M M1 2 3

2000
1000
750

1000

M 4 5

2000

750

A B
bp bp

１: ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＧＬＯ１ꎻ ２: ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＧＬＯ２ꎻ ３: ｐＧＢＫＴ７￣
ＣｓＡＧꎻ ４: ｐＧＡＤＴ７￣ＣｓＧＬＯ１ꎻ ５: ｐＧＡＤＴ７￣ＣｓＧＬＯ２.

图 １　 诱饵载体和捕获载体的双酶切验证
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｉｔ ａｎｄ ｐｒｅｙ ｖｅｃｔｏｒｓ

良好ꎬ 而在营养基缺陷型培养基上ꎬ 除阴性对照无

法存活外ꎬ 阳性对照和各实验组均生长良好ꎬ 表明

ＣｓＧＬＯ１、 ＣｓＧＬＯ２ 和 ＣｓＡＧ 蛋白之间在特定区域

表达均可形成二聚体蛋白复合物ꎮ
２􀆰 ４　 ＢｉＦＣ 表达载体的构建

以 重 组 质 粒 ｐＳＰＹＮＥ￣ＣｓＧＬＯ１、 ｐＳＰＹＮＥ￣
ＣｓＧＬＯ２、 ｐＳＰＹＮＥ￣ＣｓＡＧ、 ｐＳＰＹＣＥ￣ＣｓＧＬＯ１、
ｐＳＰＹＣＥ￣ＣｓＧＬＯ２ 和 ｐＳＰＹＣＥ￣ＣｓＡＧ 为模板进行

ＰＣＲ 扩增ꎬ 实验结果表明ꎬ 每个重组质粒的扩增

产物长度与预测片段大小一致(图 ４)ꎬ 测序结果

进一步证明目的基因已插入载体 ｐＳＰＹＮＥ 和

ｐＳＰＹＣＥ 的正确位置ꎬ 表明重组载体构建成功ꎮ
２􀆰 ５　 ＢｉＦＣ 检测茶树 ＣｓＧＬＯ１、 ＣｓＧＬＯ２和 ＣｓＡＧ
蛋白间的互作关系

将蛋白 ＣｓＧＬＯ１、 ＣｓＧＬＯ２ 和 ＣｓＡＧ 的互作方

式设置为 ６ 个实验组ꎬ 分别是: ｐＳＰＹＮＥ￣ＣｓＧＬＯ１和
ｐＳＰＹＣＥ￣ＣｓＧＬＯ１、 ｐＳＰＹＮＥ￣ＣｓＧＬＯ２ 和 ｐＳＰＹＣＥ￣
ＣｓＧＬＯ２、 ｐＳＰＹＮＥ￣ＣｓＡＧ和ｐＳＰＹＣＥ￣ＣｓＡＧ、 ｐＳＰＹＮＥ￣
ＣｓＧＬＯ１ 和 ｐＳＰＹＣＥ￣ＣｓＡＧ、 ｐＳＰＹＮＥ￣ＣｓＧＬＯ２
和 ｐＳＰＹＣＥ￣ＣｓＡＧ、 ｐＳＰＹＮＥ￣ＣｓＧＬＯ１ 和 ｐＳＰＹＣＥ￣
ＣｓＧＬＯ２ꎮ 采用压力注射法瞬时浸染烟草叶表皮细

胞ꎬ 并注射空载体 ｐＳＰＹＮＥ 和 ｐＳＰＹＣＥ 作为阴性

对照ꎮ
研究结果发现ꎬ 瞬时转化阴性对照的烟草细胞

无黄色荧光信号(图 ５: Ｄ)ꎬ 而实验组的烟草细胞

质均能检测到均匀的黄色荧光(图 ５: Ａ ~ Ｃ)ꎬ 表

明茶树蛋白 ＣｓＧＬＯ１、 ＣｓＧＬＯ２ 和 ＣｓＡＧ 在细胞

质中可发生互作形成同源二聚体ꎮ
在异源二聚体的互作研究中ꎬ 转化阴性对照

的烟草细胞未检测到黄色荧光信号(图 ６: Ｄ)ꎬ
而实验组在烟草细胞质中检测到明亮的黄色荧光

A B C

YPDA SD/-His/-Ade

pGBKT7-53+
pGAD-T

pGBKT7

pGBKT7-CsGLO1

pGBKT7-CsGLO2 pGBKT7-CsAG

Ａ: 完全培养基ꎻ Ｂ: 营养缺陷型培养基ꎻ Ｃ: 转化酵母菌示意图ꎮ
Ａ: ＹＰＤＡꎻ Ｂ: ＳＤ / ￣Ｈｉｓ / ￣Ａｄｅꎻ Ｃ: Ａ ｓｋｅｔｃｈ ｐａｎｅｌ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｅａｃｈ ｓｔｒａｉｎ.

图 ２　 转录激活活性分析
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ

２８ 植 物 科 学 学 报 第 ３５ 卷　



A B

pGBKT7-CsGLO2+
pGADT7-CsGLO1

C

YPDA SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade
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图 ３　 酵母双杂交实验
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｙｅａｓｔ ｔｗｏ￣ｈｙｂｒｉｄ ａｓｓａｙｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＣｓＧＬＯ１ꎬ ＣｓＧＬＯ２ ａｎｄ ＣｓＡＧ
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１ ~ ６ 依 次 为 重 组 载 体 ｐＳＰＹＮＥ￣ＣｓＧＬＯ１、 ｐＳＰＹＮＥ￣
ＣｓＧＬＯ２、 ｐＳＰＹＮＥ￣ＣｓＡＧ、 ｐＳＰＹＣＥ￣ＣｓＧＬＯ１、 ｐＳＰＹＣＥ￣
ＣｓＧＬＯ２ 和 ｐＳＰＹＣＥ￣ＣｓＡＧꎮ
１－ ６ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｅｃｔｏｒｓ ｐＳＰＹＮＥ￣ＣｓＧＬＯ１ꎬ ｐＳＰＹＮＥ￣
ＣｓＧＬＯ２ꎬ ｐＳＰＹＮＥ￣ＣｓＡＧꎬ ｐＳＰＹＣＥ￣ＣｓＧＬＯ１ꎬ ｐＳＰＹＣＥ￣
ＣｓＧＬＯ２ ａｎｄ ｐＳＰＹＣＥ￣ＣｓＡＧ.

图 ４　 用于 ＢｉＦＣ互作检测的重组质粒 ＰＣＲ验证
Ｆｉｇ􀆰 ４　 ＰＣＲ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

ｐｌａｓｍｉｄ ｕｓｅｄ ｉｎ ＢｉＦＣ

(图 ６: Ａ~ Ｃ)ꎬ 因此ꎬ 可以推断 ＣｓＧＬＯ１￣ＣｓＡＧ、
ＣｓＧＬＯ２￣ＣｓＡＧ 和 ＣｓＧＬＯ１￣ＣｓＧＬＯ２ 蛋白主要在

细胞质中发生互作并形成异源二聚体ꎮ

３　 讨论

开花植物中不同类型的花器官ꎬ 如: 萼片、 花

瓣、 雄蕊和雌蕊都是由花器官特征基因决定的ꎬ 而

这些基因产物即转录因子是以一种组合的方式形成

蛋白复合物来发挥其功能ꎬ 从而决定花分生组织分

化为不同的花器官ꎮ 因此ꎬ 确定这类转录因子的互

作模式是功能基因组学研究的重要组成部分[１９]ꎮ
“四聚体模型”指出ꎬ 拟南芥中的 Ｂ 类和 Ｃ 类基因

编码 ＭＩＫＣ 型转录因子ꎬ 可以形成 ＡＰ３￣ＰＩ 和 ＡＧ￣
ＳＥＰ 等异源二聚体蛋白复合物ꎬ 进而与其它二聚

体通过 Ｃ 末端结合形成四聚体绑定在靶基因上游ꎬ
以调控靶基因的表达[１３]ꎮ

　 　 作为花器官特征决定基因ꎬ 前期亚细胞定位结

果显示ꎬ 茶树 ＣｓＧＬＯ１、 ＣｓＧＬＯ２ 和 ＣｓＡＧ 蛋白

均为核定位蛋白[１５]ꎮ 本研究发现这 ３ 个转录因子

均不具备转录激活活性ꎬ 因此可能需要形成二聚体

或四聚体蛋白复合物ꎬ 才能调控下游靶基因的转录

和表达ꎮ 拟南芥 ＰＩ 和 ＡＧ 蛋白也具有相似的转录激

活活性ꎬ 而拟南芥 ＭＡＤＳ 蛋白家族中有核小体重组

因子及共上调和共下调因子ꎬ 它们可能与其它转录

因子(如 ＳＥＰ３ 和 ＡＰ１)结合ꎬ 协同控制转录激活和

抑制ꎬ 参与第二、 第三轮花器官的生长发育[２０]ꎮ
本研究 ＢｉＦＣ 检测结果进一步解析了茶树花发

育转录因子 ＣｓＧＬＯ１、 ＣｓＧＬＯ２ 和 ＣｓＡＧ 在活细

胞中的互作模式ꎮ 与酵母双杂交实验结果一致ꎬ 这

３ 个转录因子都具备相互结合形成蛋白二聚体复合

物的能力ꎬ 且所有同源和异源二聚体均定位于细胞

质中ꎮ 但也有研究得出了不同的结论ꎬ 如洋酸浆

(Ｐｈｙｓａｌｉｓ ｐｕｂｅｓｃｅｎｓ Ｌ.)中 Ｂ 类转录因子 ＰＦＧＬＯ１
不具备单独的核定位能力ꎬ 必须与 ＰＦＤＥＦ 和

ＰＦＡＧ 结合后共定位至细胞核中ꎬ 而 ＰＦＧＬＯ２ 具

备单独的核定位能力ꎬ 其同源二聚体定位在细

胞质中ꎬ 但未能与 ＰＦＧＬＯ１ 和 ＰＦＡＧ 形成可检测

到的异源二聚体[２１ꎬ２２]ꎮ 此外ꎬ 西红柿 (Ｓｏｌａｎｕｍ
ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ Ｌ.)的 ＳＩＧＬＯ１、 ＳＩＧＬＯ２ 和 ＴＡＧ１ 蛋

白之间、 本氏烟草的 ＮｂＧＬＯ１ 和 ＮｂＧＬＯ２ 蛋白之

间以及雪山茶(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｊａｐｏｎｉｃａ ｓｕｂｓｐ. ｒｕｓｔｉｃａｎａ
Ｌ.)的 ＧＬＯ１ 和 ＧＬＯ２ 蛋白之间也表现出不同的互

作模式[２３－２５]ꎮ 可见ꎬ 不同植物 Ｂ 类和 Ｃ 类转录因

子的核定位能力及蛋白互作方式也可能各不相同ꎬ
由此进一步说明茶树 Ｂ 类和 Ｃ 类蛋白间的互作模

式具有种属特异性ꎬ 而蛋白 ＣｓＧＬＯ１ 和 ＣｓＧＬＯ２
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Ａ: ｐＳＰＹＮＥ￣ＣｓＧＬＯ１ ａｎｄ ｐＳＰＹＣＥ￣ＣｓＧＬＯ１ꎻ Ｂ: ｐＳＰＹＮＥ￣ＣｓＧＬＯ２ ａｎｄ ｐＳＰＹＣＥ￣ＣｓＧＬＯ２ꎻ Ｃ: ｐＳＰＹＮＥ￣ＣｓＡＧ ａｎｄ
ｐＳＰＹＣＥ￣ＣｓＡＧꎻ Ｄ: ｐＳＰＹＮＥ ａｎｄ ｐＳＰＹＣＥ.

图 ５　 茶树 ＣｓＧＬＯ１、 ＣｓＧＬＯ２ 与 ＣｓＡＧ 蛋白在烟草叶表皮细胞中同源互作的 ＢｉＦＣ检测
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ａｍｏｎｇ ＣｓＧＬＯ１ꎬ ＣｓＧＬＯ２ ａｎｄ ＣｓＡＧ ｉｎ Ｎ. ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ

ｌｅａｆ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ

均可与 ＣｓＡＧ 相互作用ꎬ 一定程度上表明 ＣｓＧＬＯ１
和 ＣｓＧＬＯ２ 转录因子的功能具有相似性ꎮ

研究发现ꎬ 拟南芥中单独定位于细胞质的

ＡＰ３ 和 ＰＩ 转录因子ꎬ 在细胞质中形成二聚体复合

物后暴露出共定位信号是其进入细胞核调控靶基因

表达的必要条件[２６]ꎮ 在其它 ｎｏｎ￣ＭＡＤＳ 蛋白的帮

助下ꎬ 同源或异源二聚体结合到靶基因启动子区ꎬ
从而调控靶基因的转录[２７ꎬ２８]ꎮ 本研究中茶树

ＣｓＧＬＯ１、 ＣｓＧＬＯ２ 和 ＣｓＡＧ 转录因子均有核定位

能力ꎬ 且二聚体定位于细胞质ꎬ 因此可以推测ꎬ 这

３ 个转录因子在细胞质中形成二聚体复合物ꎬ 然后

运输到细胞核并结合到靶基因启动子区以调控靶基

因的表达ꎬ 最终指导花器官形成ꎮ 茶树 ＣｓＧＬＯ１
和 ＣｓＧＬＯ２ 蛋白独特的定位能力和互作模式ꎬ 反

映了其在花发育中具有关键作用ꎬ 如可能通过形成

ＣｓＧＬＯ１￣ＣｓＧＬＯ２ 二聚体作为一个功能单位共同

调 控 第 二 轮 花 瓣 和 第 三 轮 雄 蕊 的 发 育ꎻ 而

ＣｓＧＬＯ１￣ＣｓＡＧ 和 ＣｓＧＬＯ２￣ＣｓＡＧ 二聚体的形成

不仅说明花瓣和雄蕊的发育机制可能取决于 ＣｓＡＧ
蛋白的表达特性ꎬ 还反映出 ＣｓＧＬＯ１ 和 ＣｓＧＬＯ２ 蛋
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Ａ: ｐＳＰＹＮＥ￣ＣｓＧＬＯ１ ａｎｄ ｐＳＰＹＣＥ￣ＣｓＡＧꎻ Ｂ: ｐＳＰＹＮＥ￣ＣｓＧＬＯ２ ａｎｄ ｐＳＰＹＣＥ￣ＣｓＡＧꎻ Ｃ: ｐＳＰＹＮＥ￣ＣｓＧＬＯ１ ａｎｄ
ｐＳＰＹＣＥ￣ＣｓＧＬＯ２ꎻ Ｄ: ｐＳＰＹＮＥ ａｎｄ ｐＳＰＹＣＥ.

图 ６　 茶树 ＣｓＧＬＯ１、 ＣｓＧＬＯ２ 与 ＣｓＡＧ 蛋白在烟草叶表皮细胞中异源互作的 ＢｉＦＣ检测
Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｙ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ａｍｏｎｇ ＣｓＧＬＯ１ꎬ ＣｓＧＬＯ２ ａｎｄ ＣｓＡＧ ｉｎ Ｎ. ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ

ｌｅａｆ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ

白间具有相似的功能ꎮ 因此ꎬ 研究茶树 ＭＡＤＳ￣ｂｏｘ
蛋白间的互作模式可为进一步阐明茶树花发育分子

调控模型提供理论依据ꎮ
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