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摘 要 为了阐明
 

ZmPRR73 基因的生物学功能,构建诱饵表达载体pGBKT7-ZmPRR73,利用酵母双杂交技

术,从长日照光照环境诱导的热带玉米自交系的cDNA文库中筛选与ZmPRR73互作的蛋白。结果显示:构
建的诱饵载体pGBKT7-ZmPRR73对酵母菌株无毒性,且对报告基因无自激活活性,共鉴定出12个与Zm-
PRR73互作的候选蛋白。生物信息学分析表明,这些候选互作蛋白的功能涉及植物的转录调控、离子跨膜转

运的调节、信号转导、电子传递链等多个方面,推测ZmPRR73蛋白与以上蛋白互作参与多个信号转导和代谢

途径,研究结果补充和完善了ZmPRR73蛋白参与的调控途径,为进一步研究生物钟核心元件ZmPRR73的

分子功能提供了新的分子证据。
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  生物钟(Circadian
 

clock)是生命体对地球一

年四季的季节变化和一天内24
 

h昼夜节律的长

期适应而演化产生的一种复杂的内在计时器。生

物钟可以帮助生命体感知并响应周围环境的周期

性变化,从而调控生物体的新陈代谢、生长发育和

增加对逆境胁迫环境的适应性[1-4]。PRRs(pseu-
do-response

 

regulators)家族蛋白基因是生物钟

中央振荡器的重要组成部分,与两个编码 MYB
蛋白的基因LHY(late

 

elongated
 

hypocoty1)和

CCA1(circadian
 

clock
 

associated
 

1)一起组成转

录翻译反馈环,三者在转录和翻译水平的昼夜周

期性变化维持了生物节律钟的昼夜节律[5-7]。
目前关于PRRs蛋白的研究主要集中LHY、

CCA1
 

和PRRs的转录反馈抑制调控环上,着重

于上游基因结合在下游基因的启动子上抑制其表

达,通过ChIP-Seq技术和转录组分析,科学家对

拟南芥PRR9、PRR7、PRR5和 TOC1转录因子

的结合区域进行研究,结果表明PRRs家族转录

因子直接调控植物的生长、光信号传导、非生物胁

迫和光周期调控开花途径[8-11]。研究显示LHY、

CCA1
 

和PRRs的相互抑制调控不是上游基因直

接结合在下游基因的启动子上,而是与其他基因

互作,形成复合体后结合在后者的启动子上抑制

其表 达,例 如,TOC1
 

与 TCP21(TEOSINTE
 

BRANCHED1-CYCLOIDEA-PCF21)互 作 来 抑

制CCA1的表达[12]。PRR9、PRR7和PRR5蛋

白能 通 过 其 EAR(ERF-associated
 

amphiphilic
 

repression)结构域与 TOPLESS和 HDA6(his-
tone

 

deacetylase
 

6)形 成 一 个 复 合 体,结 合 到

CCA1和 LHY 的启动子上从而抑制 CCA1和

LHY的转录,调节生物钟周期[13]。因此筛选生

物钟基因PRRs的互作蛋白,对研究这些基因的

反馈调控机制具有非常重要的意义。
与拟南芥和水稻中各存在5个PRR基因家

族成员不同的是,玉米中共鉴定到9个ZmPRR
基 因 (

  

ZmPRR1-1、
 

ZmPRR1-2、
 

ZmPRR37-1、
 

ZmPRR37-2、
 

ZmPRR73、
 

ZmPRR59-1、
 

Zm-
PRR59-2、

 

ZmPRR95-1 和
 

ZmPRR95-2),除
 

Zm-
PRR73 外,这些基因中分别有两个与拟南芥At-
PRR 或 水 稻 OsPRR 基 因 家 族 成 员 高 度 同

源[14-15]。河南科技大学玉米分子育种课题组前期

对调控玉米开花时间和光周期敏感性的主效

QTL
  

qDPS9 进行了精细定位,并克隆了候选基

因
 

ZmPRR73,生物信息学分析表明
 

ZmPRR73 基



因编码的蛋白属于伪应答调节蛋白PRRs家族成

员,与拟南芥
 

AtPRR7 基因同源性最高[16]。研究

表明
 

PRR7 及其同源基因在拟南芥、水稻、高粱、
小麦、大麦等植物的开花时间的光周期调控中发

挥重要作用[17-19]。近期研究表明PRRs家族不但

在生物钟节律中起关键作用,在植物应对寒冷、干
旱、氧化应激、病原体攻击等生物钟基因在胁迫响

应 调 节 中 也 起 着 非 常 重 要 的 作 用[20-23]。
   

ZmPRR73 基因作为玉米生物钟中央振荡器的重

要组成部分,在玉米开花时间调控中的分子功能

和参与玉米逆境胁迫响应的分子机制尚未见
 

 

报道。
 

酵母双杂交技术是一种检测细胞内蛋白间互

作的技术,不仅可以检测到蛋白之间稳定的相互

作用,也能够敏感地检测到蛋白质之间微弱或短

暂的相互作用,成为目前高通量筛选互作蛋白的

最常用的方法。许多研究者构建酵母双杂交cD-
NA文库,利用酵母双杂交技术筛选到很多非常

重要的与诱饵蛋白相互作用的蛋白[24-26]。本研究

旨在从长日照处理的热带玉米自交系的cDNA
文库中初步筛选与ZmPRR73互作的蛋白,进一

步揭示
 

ZmPRR73 基因在玉米光周期反应和环境

胁迫应答中的调控机制及生物学通路。

1 材料与方法

1.1 试验材料

长日照诱导热带玉米自交系CML288的酵

母双杂交cDNA文库和携带目的基因
 

ZmPRR73
的PMD19T-ZmPRR73质粒由河南科技大学玉

米分子育种课题组构建并保存。质粒提取试剂盒

和酵母质粒提取试剂盒购自 OMEGA公司。酵

母菌株 Y2H
 

Gold、酵母双杂交载体pGBKT7-
53、pGBKT7-Lam、pGADT7-T、pGBKT7等购自

上海欧易公司。Infusion连接酶和限制性内切酶

购自TaKaRa公司。酵母缺陷型培养基和 X-α-
Gal等购自北京酷来搏科技有限公司。

1.2 诱饵载体pGBKT7-ZmPRR73的构建

根据
 

ZmPRR73 基因和pGBKT7载体序列

设计带酶切位点的特异性引物(
 

ZmPRR73-in-F:
CATGGAGGCCGAATTCATGGGCAGTGCT-
TGCCAAGCTGGC;

 

ZmPRR73-in-R:GCAG-
GTCGACGGATCCTCATCTTTCTGAACCTT-
GCGCTGT)。以PMD19T-ZmPRR73质粒为模

板使用高保真酶进行PCR
 

扩增,回收、纯化并鉴

定目的片段;同时使用限制性内切酶EcoRⅠ和

BamHⅠ对pGBKT7载体进行双酶切,胶回收并

纯化线性化后的载体;然后按照Infusion试剂盒

的方法,利用同源重组技术将
 

ZmPRR73 基因

CDS序列插入到pGBKT7载体的酶切位点EcoR
Ⅰ和BamHⅠ之间,构建诱饵载体pGBKT7-Zm-
PRR73。

1.3 诱饵载体pGBKT7-ZmPRR73毒性及自激

活检测

把pGBKT7-53+pGADT7-T 作 为 阳 性 对

照,pGBKT7-Lam+pGADT7-T作为阴性对照,
 

pGBKT7-ZmPRR73+pGADT7作为自激活检测

组,将对照组与自激活检测组载体分别转化酵母

Y2HGold感受态细胞。分别挑取阳性单克隆接

种到SD/-Leu/-Trp/X-α-Gal和SD/-Leu/-Trp/-
His/-Ade/

 

X-α-Gal
 

/AbA营养缺陷型培养基上,

30
  

℃恒温培养3~5
 

d,观察酵母菌落生长情况。

1.4 酵母双杂交文库筛选及阳性克隆的鉴定

制备新鲜的酵母感受态细胞,将诱饵质粒

pGBKT7-ZmPRR73与pGADT7-cDNA 文库质

粒共转化Y2H
 

Gold酵母感受态细胞。将转化产

物均匀涂布于SD/-Leu/-Trp/-His/
 

X-α-Gal固

体培养基上进行初筛,挑选蓝色阳性单克隆菌,接
种 到 SD/-Leu/-Trp/-His/-Ade/X-α-Gal/AbA
培养基上进行高严谨度筛选。30

 

℃恒温培养3~
5

 

d,菌落生长至约2~3
 

mm,挑选蓝色阳性克隆

单菌 落 接 种 于 SD/-Leu/-Trp液 体 培 养 基 中,
 

 

30
  

℃培养16~18
 

h。菌液PCR
 

验证,对阳性菌

液提取酵母质粒,用热激法转入大肠杆菌DH5α
感受态中,送阳性菌液至上海生工测序。

1.5 互作蛋白的点对点验证

将 构 建 好 的 pGBKT7-ZmPRR73 质 粒 与

pGADT7-候选互作蛋白质粒,共转于 Y2H
 

Gold
酵母感受态细胞,涂布于SD/-Leu/-Trp/-His平

板中,培养3~5
 

d。挑取单菌落在YPDA
 

液体培

养基中30
 

℃恒温培养至菌液OD600 约为0.8时,
将菌液分别稀释10倍、100倍、1

 

000倍、
  

10
 

000
倍,各取5

 

μL点样在SD/-Leu/-Trp培养基和

SD/-Leu/-Trp/-His/-Ade/X-α-gal/AbA 培养 基

上,30
 

℃倒置培养3~5
 

d,观察共转酵母质粒的

生长情况。以pGBKT7-53+pGADT7-T为阳性对

照,
 

pGBKT7-lam+pGADT7
 

和pGBKT7-ZmPRR73+
pGADT7为阴性对照,平行重复3次。
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2 结果与分析

2.1 诱饵载体pGBKT7-ZmPRR73的构建

前期从热带玉米自交系CML288中克隆到
 

ZmPRR73 基因的CDS序列,片段大小为2
 

298
 

bp(图1-A),以 PMD19T-ZmPRR73
 

质粒为模

板,用引物ZmPRR73-in-F
 

/
 

ZmPRR73-in-R
 

使

用高保真酶进行PCR
 

扩增目的片段并验证,片段

大小和测序结果与目的基因完全一致(图1-A)。
在此基础上,利用同源重组的方法将目的片段
 

ZmPRR73 与线性化的pGBKT7载体进行连接。
连接产物转化到大肠杆菌DH5α感受态中,挑取

单克 隆 菌 落 做 菌 液 PCR,测 序 结 果 显 示
 

Zm-
PRR73 已插入到序列的正确位置,重组载体读码框

正确,无移码突变,说明目的基因与载体融合,pG-
BKT7-ZmPRR73诱饵载体构建成功(图1-B)。

  Marker
 

1.500
 

bp
 

DNA分子量标准;Marker
 

2.KB分子量标准;1.
 

ZmPRR73 基因的PCR扩增;2.诱饵载体pGBKT7-ZmPRR73;
 

 

3.诱饵载体的双酶切(EcoRⅠ
  

and
 

NotⅠ)

Marker
 

1.500
 

bp
 

DNA
 

ladder;Marker
 

2.KB
 

Ladder;
 

1.PCR
 

amplification
 

of
  

ZmPRR73;2.Bait
 

vector
 

pGBKT7-ZmPRR73;
 

3.Bait
 

vector
 

pGBKT7-ZmPRR73
 

digested
 

by
 

EcoRⅠ
 

and
 

NotⅠ

图1 ZmPRR73基因的PCR扩增(A)和
 

pGBKT7-ZmPRR73诱饵表达载体的双酶切验证(B)

Fig.1 PCR
 

amplification
 

of
 

ZmPRR73(A)
 

and
 

bait
 

vector
 

pGBKT7-ZmPRR73
 

digested
 

by
 

Eco
 

RⅠ
 

and
 

NotⅠ(B)

2.2 诱饵载体毒性及自激活分析

将阳性对照pGBKT7-53/pGADT7-T、阴性

对 照 pGBKT7-Lam/pGADT7-T 和 pGBKT7-
ZmPRR73/pGADT7分别转化 Y2H

 

Gold酵母

感受态细胞,分别涂布在SD/-Leu/-Trp/X-α-Gal
和 SD/-Leu/-Trp/-His/-Ade/X-α-Gal/AbA 培

养基上培养,在30
  

℃条件下培养3~5
 

d。结果显

示阳 性 对 照 pGBKT7-53/pGADT7-T 在 SD/-
Leu/-Trp/X-α-Gal培养基上有克隆生长且变蓝,
阴性对照pGBKT7-Lam/pGADT7-T 和诱饵载

体 pGBKT7-ZmPRR73/pGADT7 在 SD/-Leu/-
Trp/X-α-Gal培养基上有白色克隆生长,但不变

蓝,说明pGBKT7-ZmPRR73质粒成功转入酵母

菌株中,且诱饵载体pGBKT7-ZmPRR73对宿主

酵母菌无毒性(图2)。
阳性对照pGBKT7-53/pGADT7-T在SD/-

Leu/-Trp/-His/-Ade/X-α-gal/AbA
 

培养基上蓝

色克隆生长,阴性对照pGBKT7-Lam/pGADT7-
T和诱饵载体pGBKT7-ZmPRR73/pGADT7在

SD/-Leu/-Trp/-His/-Ade/X-α-gal/AbA 培养 基

上无克隆生长,说明pGBKT7-ZmPRR73不存在

自激活现象(图2)。综上所述,诱饵载体pG-
BKT7-ZmPRR73在和空AD质粒pGADT7共转

时,在Y2H
 

Gold酵母菌株中没有自激活活性,可
用于后续筛库实验。

2.3 互作蛋白的筛选与分离

以pGBKT7-ZmPRR73为诱饵蛋白,与热带

玉米自交系CML288的叶片和根组织等量混合

构建的cDNA 文库共同转化酵母感受态细胞

Y2H
 

Gold,涂布到三缺培养基SD/-Leu/-Trp/-
His/X-α-Gal上进行初筛,挑取直径大于2

 

mm
且生长健康的蓝色克隆,接种到四缺培养基SD/-
Leu/-Trp/-His/-Ade/X-α-Gal/AbA上进行高严

谨度筛选。结果显示,在SD/-Leu/-Trp/-His/X-
α-Gal缺陷培养基筛选平板上共有44个克隆生长

变蓝,再 次 转 到 四 缺 培 养 基 SD/-Leu/-Trp/-
His/-Ade/X-α-Gal/AbA筛选平板上复筛后,共
获得18个候选阳性克隆(图3)。对阳性克隆菌

落提取酵母质粒,并转化入大肠杆菌DH5α感受

态细胞,再次培养后送大肠杆菌阳性菌液至上海

生工测序,测序结果显示除去重复序列后最终确

定有12个互作阳性克隆。
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图2 诱饵载体pGBKT7-ZmPRR73的毒性检测和自激活检测

Fig.2 Detection
 

of
 

toxicity
 

and
 

self-activation
 

of
 

bait
 

vector
 

pGBKT7-ZmPRR73

图3 SD/-Leu/-Trp/-His/-Ade/X-α-gal/AbA
培养基上筛选到的阳性克隆

Fig.3 Positive
 

clones
 

screened
 

on
 

SD/-Leu/-Trp/-
His/-Ade/X-α-gal/AbA

 

medium

2.4 互作蛋白的测序及比对分析

测序结果显示除去重复序列后最终确定有

12个互作阳性克隆。生物信息学分析表明这些

基因功能涉及植物的转录调控、离子跨膜转运的

调节、信号转导、电子传递链等多个方面(表1)。
值得注意的是,第2号蛋白编码S-腺苷甲硫氨酸

合成酶,具有甲硫氨酸腺苷转移酶活性,可能参与

S-腺苷甲硫氨酸生物合成过程[27-28]。第3号蛋白

编码拟南芥铁氧还蛋白Ferredoxin5(Fd5)的同源

基因,具有电子转移活性和金属离子结合功能,可
能参与电子传递链,对植物的生长发育至关重

要[29]。第11号蛋白编码拟南芥AP2/EREBP类

转录因子EREB17的同源基因,可能参与下游基

因的转录调控,在植物的生长发育的信号转导中

发挥重要的作用[30]。互作蛋白中还有4个未知

蛋白,其可能的功能仍需进一步探究。
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表1 酵母双杂交文库筛选获得的ZmPRR73互作蛋白及其功能推测

Table
 

1 Interacting
 

proteins
 

of
 

ZmPRR73
 

screened
 

by
 

yeast
 

two-hybrid
 

system
 

and
 

their
 

putative
 

function
编号
No.

基因ID
Gene

 

ID
长度/bp
Length

分子功能
Molecular

 

function
细胞定位

Cellular
 

localization
生物过程

Biological
 

process
1 Zm00001eb210500 1

 

255 电压门阳离子通道活性 叶绿体外膜 离子跨膜转运的调节

Voltage-gated
 

cation
 

channel
 

activity Chloroplast
 

outer
 

mem-
brane

Regulation
 

of
 

ion
 

transmem-
brane

 

transport
孔蛋白活性 黄化叶绿体膜
 

Porin
 

activity Etioplast
 

membrane

孔复合体

Part
 

of
 

pore
 

complex

2 Zm00001eb354640 2
 

015 Atp结合 细胞质 S-腺苷甲硫氨酸生物合成过程

Atp
 

binding Cytoplasm S-adenosylmethionine
 

biosyn-
thetic

 

process
甲硫氨酸腺苷转移酶活性 单碳代谢过程

Methionine
 

adenosyltransferase
 

activity One-carbon
 

metabolic
 

process

转移酶活性

Transferase
 

activity

核苷酸结合

Nucleotide
 

binding

金属离子结合

Metal
 

ion
 

binding

3 Zm00001eb260150 794 [2fe-2s]铁硫簇结合 叶绿体 电子传递链

2
 

iron,2
 

sulfur
 

cluster
 

binding Chloroplast Electron
 

transport
 

chain

电子转移活性

Electron
 

transfer
 

activity

金属离子结合

Metal
 

ion
 

binding

4 Zm00001eb168930 1
 

001 金属离子结合 未知 未知

Metal
 

ion
 

binding Unknown Unknown

5 Zm00001eb251540 2
 

024 跨膜转运活性 膜 跨膜运输

Transmembrane
 

transporter
 

activity Membrane Transmembrane
 

transport

6 Zm00001eb060550 828 Rna结合 核糖体 转译

Rna
 

binding Ribosome Translation

核糖体的结构成分

Structural
 

constituent
 

of
 

ribosome

7 Zm00001eb292990 1
 

281 未知 未知 未知

Unknown Unknown Unknown

8 Zm00001eb434490 1
 

504 未知 未知 未知

Unknown Unknown Unknown

9 Zm00001eb296320 708 未知 未知 未知

Unknown Unknown Unknown

10 Zm00001eb335790 1
 

126 甲基转移酶活性 膜 果胶代谢过程

Methyltransferase
 

activity Membrane Pectin
 

metabolic
 

process

线粒体基质

Mitochondrial
 

matrix

11 Zm00001eb194220 1
 

814 Dna结合 细胞核 转录调控,dna模板化

Dna
 

binding Nucleus Regulation
 

of
 

transcription,dna-
templated

Dna结合转录因子活性

Dna-binding
 

transcription
 

factor
 

activi-
ty

12 Zm00001eb035450 1
 

228 未知 未知 未知

Unknown Unknown Unknown

2.5 互作蛋白的点对点验证

为进一步验证ZmPRR73与筛选得到的蛋白

之间 存 在 的 互 作 关 系,从 中 选 取 1 号 蛋 白

Zm00001eb210500和2号蛋白Zm00001eb354640的

cDNA
 

插入序列转化含有pGBKT7
 

或pGBKT7-
ZmPRR73转化子的酵母感受态中,进行点对点

验 证 (图 4)。 阴 性 对 照 pGBKT7-Lam +
pGADT7-T、阳性对照pGBKT7-53+pGADT7-
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T、空载对照pGBKT7-ZmPRR73+pGADT7以及

pGBKT7-ZmPRR73+pGADT7-Zm00001eb210500和

pGBKT7-ZmPRR73+pGADT7-Zm00001eb354640均

能在SD/-Leu/-Trp培养基上正常生长。在SD/-
Leu/-Trp/-His/-Ade/X-α-Gal/AbA 培 养 基 上,
只有阳性对照pGBKT7-53+pGADT7-T和pG-
BKT7-ZmPRR73+pGADT7-Zm00001eb210500

以及pGBKT7-ZmPRR73+pGADT7-Zm00001-
 

eb354640能正常生长且显现蓝色,而阴性对照

pGBKT7-Lam+pGADT7-T 和 空 载 对 照 pG-
BKT7-ZmPRR73+pGADT7均未见菌斑,表明

Zm00001eb210500蛋白和Zm00001eb354640蛋

白与ZmPRR73在酵母体内均能够发生相互作

用,排除了假阳性的干扰。

  A.与1号蛋白Zm00001eb210500的点对点验证;B.与2号蛋白Zm00001eb354640的点对点验证

A.Interaction
 

validation
 

of
 

ZmPRR73
  

and
 

No.1(Zm00001eb210500);B.Interaction
 

validation
 

of
 

ZmPRR73
  

and
 

No.2
(Zm00001eb354640)

图4 ZmPRR73与部分候选互作蛋白点对点验证

Fig.4 Interaction
 

validation
 

of
 

ZmPRR73
 

and
 

partial
 

candidate
 

proteins

3 讨
  

论

挖掘
 

ZmPRR73 基因的互作蛋白是解析其功

能及分子通路的关键。目前有关植物蛋白质互作

的研究方法有很多,包括酵母双杂交系统(Yeast
 

two-hybrid
 

system,Y2H)、免疫共沉淀(Co-Im-
munoprecipitation,Co-IP)、双分子荧光互补技术

(Bimolecular
 

Fluorescence
 

Complementation,

BiFC)、pull-down技术、荧光共振能量转移技术

(Fluorescence
 

Resonance
 

Energy
 

Transfer,

FRET)、蛋白质芯片技术(Protein
 

chip)、亲和纯

化-质谱技术(AP-MS)和邻近标记技术(Proximi-
ty

 

labeling)等[31]。其中酵母双杂交技术是一种

简单易行、高通量、高灵敏度的检测细胞内蛋白质
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相互作用的技术,不论是对蛋白质之间稳定的相

互作用还是微弱而短暂的相互作用均能够敏感地

检测到。通过构建不同处理条件下的酵母双杂交

文库,将目的基因作为诱饵,利用酵母双杂交技术

筛选与诱饵相互作用的蛋白,找到基因之间的联

系,构建蛋白质互作网络,建立蛋白连锁图,已经

成为解析重要基因的分子功能及信号传导、代谢

途径、分子通路的最常用的方法。本研究利用酵

母双杂交技术挖掘出了
 

ZmPRR73 基因的一些重

要的互作蛋白,为进一步解析
 

ZmPRR73 基因的

功能及作用机制和调控网络奠定了基础。鉴于酵

母双杂交系统可能存在假阳性问题,需要继续用

双分子荧光互补试验对互作蛋白进行逐一验证,
并通过互作蛋白之间的相互作用研究

 

ZmPRR73
基因的调控机制和生物学通路。

本研究中筛选到12个与ZmPRR73相互作

用的候选蛋白,包括外包膜孔蛋白24A、S-腺苷甲

硫蛋氨酸合成酶1、铁氧还蛋白5、富半胱氨酸/组

氨酸C1结构域家族蛋白、PTR
 

家族蛋白、核糖体

蛋白、LBD 转录因子、BTB/POZ结 构 域 蛋 白、

DUF3143家族蛋白、AP2/EREBP类转录因子

17、DUF1997家族蛋白等。其中筛选到的2号基

因(
 

Zm00001eb354640)编码S-腺苷甲硫氨酸合

成酶(
 

ZmSAMS1),是植物代谢过程中的一个关

键酶,它催化ATP和L-甲硫氨酸反应生成S-腺
苷甲硫氨酸,在干旱、高温、低温、盐和ABA等逆

境胁迫环境下调节相关基因的表达以适应环境的

变化,对植物的适应性具有重要意义[27-28]。本研

究筛选鉴定到ZmSAMS1蛋白与生物钟中央振

荡器核心元件ZmPRR73蛋白存在直接互作,表
明S-腺苷甲硫氨酸合成酶不但参与了干旱、高
温、低温、盐和 ABA等逆境胁迫响应,而且还与

玉米的光周期反应有关。生物信息学分析显示玉

米S-腺苷甲硫氨酸合成酶基因
  

ZmSAMS1 的启

动 子 区 域 包 含 包 括 G-Box、AAGAA-motif、

ATCC-motif、Box
 

4,Box-W1、GATA-motif、
 

 

I-box,chs-CMA2bGA-motif、GAG-motif、circa-
dian等重要的光应答元件,表明ZmSAMS 基因

的表达可能受光周期反应的调控[28]。具体生物

钟基因
 

ZmPRR73 如何影响S-腺苷甲硫氨酸的合

成,或者S-腺苷甲硫氨酸合成酶
 

ZmSAMS1 如何

参与玉米的生物钟反应,深入研究二者相互作用

的分子机制和生物学功能具有非常重要的意义。
筛选到的3号蛋白与 拟 南 芥 铁 氧 还 蛋 白

Ferredoxin5(Fd5)同源,有研究报道在植物光合

过程中,光合型铁氧还蛋白作为唯一的可溶性电

子受体,可将来自光系统I的电子传输到下游各

种代谢过程,将光能转化为化学能,是光合电子向

叶绿素代谢、碳氮同化、光敏色素合成、脂肪酸合

成等生物学途径分配的中枢元件,对植物的生长

发育至关重要。水稻铁氧还蛋白I突变后会造成

水稻光合电子传递受阻,光合碳同化过程被破坏,
从而引起突变体内源光合产物合成不足,导致突

变体快速褪绿并致死的表型[29]。筛选到的5号

蛋白(Zm00001eb251540)编码植物硝酸盐转运蛋

白NRT1/PTR
 

FAMILY
 

8.3,植物硝酸盐转运

蛋白(Nitrate
 

transporter,NRT)是植物氮素营养

系统的关键生物大分子之一,在吸收和感知外界

硝酸 盐 及 信 号 调 控 方 面 有 着 重 要 的 作 用。

NRT1/PTR
 

FAMILY
 

8.3是二肽转运体,在氮

循环中很活跃的,可以影响信号传导过程和次生

代谢产 物 的 生 产 过 程,干 旱 促 进 NRT1/PTR
 

FAMILY
 

8.3基因的表达,随着干旱程度的增

加,其表达量显著上调[32]。有文献表明硝酸盐转

运蛋白的表达活性受昼夜节律调节[33-34],但是其

相关分子机制迄今未见报道,本研究鉴定到生物

钟元件ZmPRR73蛋白与玉米硝酸盐转运蛋白

Zm00001eb251540存在互作,进一步深入研究二

者的互作机制,将为探索硝酸转运蛋白的昼夜节

律表达的分子机理奠定基础。11号蛋白编码

AP2/EREBP转录因子家族蛋白EREB17,研究

表明AP2-EREBP家族蛋白家族是植物特有的一

类转录因子,广泛参与了植物的细胞分化、激素调

控、病源反应以及生物和非生物胁迫应答反应等

各个生命过程,在植物的生长发育以及逆境胁迫

应答等信号转导中发挥重要的作用[30,35]。以上

这些互作蛋白的发现,表明
  

ZmPRR73 基因除了

维持生物钟节律外,还广泛参与玉米生长发育、逆
境胁迫响应、氮素营养调控、光合电子传递等重要

的生理生化过程。
 

因此在本研究的基础上,进一步开展玉米

ZmPRR73与候选互作蛋白 EREB17、SAMS1、

Protein
 

NRT1/
 

PTR
 

FAMILY
 

8.3和FDX5的

互作关系研究,对深入了解玉米
 

ZmPRR73 基因

的功能及其参与逆境胁迫响应机制有重要意义。
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Screening
 

of
 

Proteins
 

Interacting
 

with
 

ZmPRR73
 

in
 

Maize
 

Using
 

Yeast
 

Two-hybrid
 

System
 

WANG
 

Panpan,WANG
 

Leili,ZHANG
 

Yanling,LIU
 

Qingqing,
DONG

 

Keqing,LI
 

Anran
  

and
 

WANG
 

Cuiling
(Department

 

of
 

Agronomy,Henan
 

University
 

of
 

Science
 

and
 

Technology,Luoyang
   

Henan 47102,China)

Abstract To
 

elucidate
 

its
 

biological
 

function,the
 

bait
 

vector
 

PGBKT7-ZMPRR73
 

was
 

constructed,

and
 

the
 

proteins
 

interacting
 

with
 

ZmPRR73
 

was
 

screened
 

from
 

the
 

yeast
 

cDNA
 

library
 

of
 

a
 

tropical
 

maize
 

inbred
 

line
 

induced
 

by
 

long-day
 

photoperiod
 

treatment,using
 

yeast
 

two-hybrid
 

technique.The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

bait
 

vector
 

pGBKT7-ZmPRR73
 

exhibited
 

no
 

toxicity
 

to
 

yeast
 

strains
 

and
 

did
 

not
 

activate
 

the
 

reporter
 

gene
 

on
 

its
 

own.A
 

total
 

of
 

12
 

candidate
 

proteins
 

that
 

interacted
 

with
 

Zm-
PRR73

 

were
 

identified.Bioinformatics
 

analysis
 

showed
 

that
 

these
 

candidate
 

interacting
 

proteins
 

were
 

involved
 

in
 

various
 

pathways,such
 

as
 

plant
 

transcription
 

regulation,ion
 

transmembrane
 

transport
 

reg-
ulation,signal

 

transduction
 

and
 

electron
 

transport
 

chain.This
 

suggests
 

that
 

ZmPRR73
 

may
 

participate
 

in
 

multiple
 

signal
 

transduction
 

and
 

metabolic
 

pathways
 

by
 

interacting
 

with
 

the
 

identified
 

interaction
 

proteins.The
 

results
 

enhance
 

our
 

understanding
 

of
 

the
 

signal
 

transduction
 

and
 

the
 

regulatory
 

path-
ways

 

associated
 

with
 

ZmPRR73
 

and
 

provide
 

molecular
 

evidence
 

for
 

further
 

investigations
 

into
 

its
 

mo-
lecular

 

function
 

and
 

regulatory
 

mechanism
 

as
 

a
 

core
 

component
 

of
 

circadian
 

clock
 

in
 

maize.
Key

 

words Maize;
 

Yeast
 

two-hybrid
 

system;
  

ZmPRR73;
 

Circadian;
 

Interacting
 

protein
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