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拟南芥钙依赖蛋白激酶ＣＰＫ１２与ｂＺＩＰ转录因子
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摘　要：为分析拟南芥钙依赖蛋白激酶ＣＰＫ１２在不同物种中序列的相似性，并研究ＣＰＫ１２
与ＡＢＡ信号通路的关系，本研究对不同物种ＣＰＫ１２氨基酸序列进行比较，以及通过体内和
体外实验验证ＣＰＫ１２与ＡＢＦ４之间是否存在直接相互作用关系．通过对拟南芥（犃狉犪犫犻犱狅狆狊犻狊
狋犺犪犾犻犪狀犪），油菜（犅狉犪狊狊犻犮犪狀犪狆狌狊）与荠菜（犆犪狆狊犲犾犾犪狉狌犫犲犾犾犪）等物种的同源氨基酸序列进行比
较，获得了它们的亲缘关系．利用酵母双杂交系统，将ＣＰＫ１２与ＡＢＦ４共转酵母后，在四缺型
培养基上能够正常生长，这说明ＣＰＫ１２与ＡＢＦ４在体外有相互作用．同时，利用双分子荧光
互补实验，ＣＰＫ１２与ＡＢＦ４共转烟草后能够在激发光下观察到烟草细胞核中出现明显荧光信
号，这说明ＣＰＫ１２与ＡＢＦ４在植物体内也存在相互作用，为ＣＰＫ１２参与ＡＢＡ信号途径提供
了直接证据．
关键词：钙依赖蛋白激酶１２；ＡＢＡ响应原件结合因子４；氨基酸序列比对；酵母双杂交实验；
双分子荧光互补实验
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ｅｖｉｄｅｎｃｅｔｈａｔＣＰＫ１２ｗａｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅＡＢＡｓｉｇｎａｌｉｎｇ．
犓犲狔狑狅狉犱狊：ＣＰＫ１２；ＡＢＦ４；Ｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄ；Ｙｅａｓｔｔｗｏｈｙｂｒｉｄｓｙｓｔｅｍ；ＢＩＦＣ

１　引　言
Ｃａ２＋作为植物中重要的第二信使，参与植物

的生长发育［１］，各种生物、非生物胁迫［２，３］．植物编
码的Ｃａ２＋传递体包括识别者可以分为钙调蛋白
（Ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎｓ，ＣａＭ），类钙调蛋白（Ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ
ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＣＭＬｓ），钙依赖蛋白激酶（Ｃａ２＋ｄｅ
ｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎＫｉｎａｓｅｓ，ＣＤＰＫｓ），钙调磷酸酶
（ＣａｌｃｉｎｅｕｒｉｎＢｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＣＢＬｓ）和其内源互作
激酶类型（ＣＢＬｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎＫｉｎａｓｅ，
ＣＩＰＫｓ）［４］．这些Ｃａ２＋传递体由多基因家族编码，
在植物体内形成了复杂的内源信号网络［５，６］．其
中，ＣＤＰＫｓ总共含有四个结构域，包括一个氨基端
可变区，一个Ｓｅｒ／Ｔｈｒ激酶结构域，一个自我抑制
的连接节点以及一个钙调类型结构域（ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ
ｌｉｋｅｄｏｍａｉｎ，ＣａＭＬＤ）［４］．不同于ＣＢＬ和ＣＩＰＫ类，
ＣＤＰＫｓ不需要与其他蛋白结合形成复合物即可与
底物发生相互作用，从而使植物在生长发育以及抗
逆胁迫中能够正常的发挥生理功能［７］．

迄今为止发现拟南芥中有３４个成员［８］，分为
４个亚家族．拟南芥ＣＤＰＫｓ成员众多，在一定的基
因同源性背景下不同的ＣＤＰＫｓ具有相似的功能，
其中一些ＣＤＰＫｓ参与到了ＡＢＡ信号通路．如拟
南芥ＣＰＫ３和ＣＰＫ６正调控ＡＢＡ介导的气孔开
闭［９］；ＣＰＫ３２通过正调控ＡＢＡ信号通路参与种子
的萌发［１０］；ＣＰＫ４和ＣＰＫ１１同属ＣＤＰＫｓ亚家族
Ｉ，作为亲缘性最高的两个ＣＤＰＫｓ，在种子的萌发、
发育、气孔开闭和植物对逆境的耐受中均参与
ＡＢＡ信号通路的正调控［１１］．ＣＰＫ１２也属亚家族
Ｉ，虽与ＣＰＫ４、ＣＰＫ１１亲缘性很近［１２］，但在拟南芥
种子萌发和萌发后的生长中负调控ＡＢＡ信号
通路［１３］．

脱落酸（Ａｂｓｃｉｓｉｃａｃｉｄ，ＡＢＡ）作为一种重要的
植物激素，参与植物的胚胎发育、果实成熟、种子休
眠［１４］以及在植物生长中调节胁迫相关基因的表
达［１０］．在对ＡＢＡ的研究中，人们已经绘制出复杂
的ＡＢＡ通路信号网络［１５］．ＡＢＡ信号通路是通过
ＡＢＡ受体（ＰＹＲ／ＰＹＬ／ＲＣＡＲ）识别ＡＢＡ信号开
始的．正常情况下，ＡＢＡ含量极低，ＰＰ２Ｃ与ＳｎＲＫ
结合，ＰＰ２Ｃ处于去磷酸化状态，ＡＢＡ信号通路关
闭；当ＡＢＡ含量升高，ＡＢＡ受体感受信号，ＲＣＡＲ

与ＰＰ２Ｃ结合，释放ＳｎＲＫ２激酶活性并磷酸化下
游ＡＢＡ转录因子ＡＢＦ／ＡＲＥＢ或离子通道，调节
ＡＢＡ应答机制，从而使植物关闭气孔，增强植物对
逆境胁迫的适应［１６］．ＡＢＡ响应原件结合因子（
ＡＢＡｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅＥｌｅｍｅｎｔＢｉｎｄｉｎｇＦａｃｔｏｒｓ，ＡＢＦｓ）
作为含有亮氨酸拉链的转录因子亚家族，调节许多
跟ＡＢＡ相关基因的表达［１０］．因此在对ＡＢＡ信号
通路的研究中，ＡＢＦｓ的变化情况被作为研究目的
基因是否参与该信号通路的重要参考依据．

有研究表明ＣＰＫ１２负调控ＡＢＡ信号通路，
是通过磷酸化相关基因ＡＢＦ１／ＡＢＦ４／ＡＢＩ２实现
的，但是，没有直接的证据证明拟南芥ＣＰＫ１２与
ＡＢＦ１／ＡＢＦ４／ＡＢＩ２有直接的相互作用．本文通过
对ＣＰＫ１２与ＡＢＦ４的酵母双杂交实验以及双分子
荧光互补实验，证明了拟南芥二者在酵母和烟草中
存在直接相互作用，为进一步研究植物抗逆以及
ＡＢＡ信号通路应答奠定了基础．
２　材料与方法
２．１　材　料

大肠杆菌菌株ＤＨ５α、酵母菌株ＡＨ１０９、农杆
菌菌株ＧＶ３１０１以及酵母双杂交使用载体ＰＧ
ＢＫＴ７、ＰＧＡＤＴ７，双分子荧光互补实验使用载体
ＰＳＰＹＮＥ、ＰＳＰＹＣＥ均由本实验室保存．拟南芥哥
伦比亚野生型（ｃｏｌ）种子由本实验室保存．引物合
成及测序由华大基因完成．
２．２　方　法
２．２．１　序列比对及进化树的构建　拟南芥钙依赖
蛋白激酶ＣＰＫ１２蛋白序列下载自ＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓＩｎ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎＲｅｓｏｕｒｃｅＤａｔａｂａｓｅ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｒａ
ｂｉｄｏｐｓｉｓ．ｏｒｇ），其他物种ＣＰＫ１２蛋白序列下载自
ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）．不同物
种蛋白序列对比采用ＤＮＡＭＡＮ，进化树构建采用
Ｍｅｇａ软件．
２．２．２　目的基因的克隆及载体的构建　从野生型
拟南芥中提取总ＲＮＡ，反转为ｃＤＮＡ以后，以此
为模板克隆得到ＣＰＫ１２和ＡＢＦ４编码序列ＤＮＡ
片段．该过程需ＲＮＡ提取试剂和反转录试剂盒均
购自Ｔａｋａｒａ公司，操作流程和质量评估都按照产
品说明书进行．通过同源重组方法构建酵母双杂交
载体ＡＤＣＰＫ１２、ＢＤＡＢＦ４以及双分子荧光互补

２０３１
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载体ｐＳＰＹＮＥＣＰＫ１２、ｐＳＰＹＣＥＡＢＦ４．重组酶购
自Ｖａｚｙｍｅ公司，限制性内切酶购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ
公司．
２．２．３　酵母双杂交实验　酵母双杂交实验参照
Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司酵母双杂交使用手册，共转化ｐＧ
ＢＫＴ７ＡＢＦ４，ｐＧＡＤＴ７ＣＰＫ１２．同时设置阳性对
照ｐＧＡＤＴ７ＣＡＲＫ３ΔＮ，ｐＧＢＫＴ７ＲＣＡＲ１２［１７］以
及阴性对照ｐＧＢＫＴ７，ｐＧＡＤＴ７ＣＰＫ１２和ｐＧ
ＢＫＴ７ＡＢＦ４，ｐＧＡＤＴ７．转化后的酵母涂布于
ＳＤ／ＴｒｐＬｅｕ板上，培养２～３ｄ后挑取单菌落，经
ＰＣＲ鉴定为阳性菌落后接种于ＳＤ／ＴｒｐＬｅｕ液体
培养基中，摇至光密度约为０．６．吸取适量菌液高
速１５ｓ下离心后用生理盐水悬起．再次离心后，按
１０倍，１００倍，１０００倍比例稀释．将稀释后不同浓
度菌液分别滴于ＳＤ／ＴｒｐＬｅｕ，ＳＤ／ＨｉｓＴｒｐＬｅｕ
及ＳＤ／ＡｄｅＨｉｓＴｒｐＬｅｕ固体培养基，培养３～５
ｄ．酵母缺陷型培养基购自北京泛基诺公司．
２．２．４　双分子荧光互补实验　将相应的重组载体
及ＰＳＰＹＮＥ、ＰＳＰＹＣＥ空载分别转入农杆菌
ＧＶ３１０１，挑取阳性克隆于１０ｍＬＹＥＰ液体培养基
（含５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素，２５ｍｇ／Ｌ利福平霉素及５０
ｍｇ／Ｌ庆大霉素）中，于２８℃下，２２０ｒ／ｍｉｎ摇床培
养至光密度值接近１．吸取菌液于１．５ｍＬＥＰ管
中，低速离心１０ｍｉｎ后收菌．弃上清，加入浸染缓
冲液，悬起细菌，并重复离心，收菌．再次弃上清，加
入浸染缓冲液，调整光密度值至０．６～０．８．室温避
光静止２ｈ，按照１∶１比例取重悬液混匀后，注射
烟草叶片背面至注射面积大于１平方厘米．注射后
烟草避光１６ｈ后正常培养，２～３ｄ后剪取注射叶
片检测荧光信号．
３　结果与分析
３．１　不同物种中犆犘犓１２同源基因比对分析

利用ＤＮＡＭＡＮ软件将拟南芥ＣＰＫ１２氨基
酸序列与油菜（犅狉犪狊狊犻犮犪狀犪狆狌狊），荠菜（犆犪狆狊犲犾犾犪
狉狌犫犲犾犾犪），欧洲棉（犌狅狊狊狔狆犻狌犿犪狉犫狅狉犲狌犿），川桑
（犕狅狉狌狊狀狅狋犪犫犻犾犻狊），萝卜（犚犪狆犺犪狀狌狊狊犪狋犻狏狌狊），醉蝶
花（犜犪狉犲狀犪狔犪犺犪狊狊犾犲狉犻犪狀犪），莲藕（犖犲犾狌犿犫狅狀狌犮犻犳
犲狉犪）和胡杨（犘狅狆狌犾狌狊犲狌狆犺狉犪狋犻犮犪）的同源氨序列对
比分析，发现这些物种中ＣＰＫ１２同源氨基酸序列
具有较高的相似度，特别是在蛋白激酶结构域区域
（拟南芥ＣＰＫ１２第２１～２７９位氨基酸）．其中拟南
芥ＣＰＫ１２的氨基酸序列与荠菜的相似度最高，达
９５．５１％，与油菜，萝卜，醉蝶花，莲藕，胡杨，欧洲棉

和川桑中相似度分别达９０．２２％，８６．９４％，
８３．２０％，７７．５８％，７６．２８％，７５．４０％和７４．７６％
（图１Ａ）．将拟南芥（犃狉犪犫犻犱狅狆狊犻狊狋犺犪犾犻犪狀犪）与
（犅狉犪狊狊犻犮犪狀犪狆狌狊），荠菜（犆犪狆狊犲犾犾犪狉狌犫犲犾犾犪），欧洲
棉（犌狅狊狊狔狆犻狌犿犪狉犫狅狉犲狌犿），川桑（犕狅狉狌狊狀狅狋犪犫犻
犾犻狊），萝卜（犚犪狆犺犪狀狌狊狊犪狋犻狏狌狊），醉蝶花（犜犪狉犲狀犪狔犪
犺犪狊狊犾犲狉犻犪狀犪），莲藕（犖犲犾狌犿犫狅狀狌犮犻犳犲狉犪）和胡杨
（犘狅狆狌犾狌狊犲狌狆犺狉犪狋犻犮犪）的同源基因进行进化树分
析，说明了拟南芥ＣＰＫ１２与荠菜的同源基因更为
相似，与参与序列比对的多个物种的同源氨基酸序
列相似度也较高（氨基酸相似度均在７４％以上）
（图１Ｂ）．这为接下来研究不同物种ＣＰＫ１２同源
序列的功能差异提供了理论依据．
３．２　犆犘犓１２与犃犅犉４的酵母双杂交实验

在酵母双杂交实验中，所有共转化的酵母培养
２～３ｄ后，均能在氨基酸营养缺陷型ＳＤ／ＴｒｐＬｅｕ
固体培养基上生长，菌落呈现白色光滑、有丘状隆
起，经菌落ＰＣＲ鉴定均为阳性菌落，说明酵母的共
转是成功的．在ＳＤ／ＡｄｅＨｉｓＴｒｐＬｅｕ固体培养基
上培养３～５ｄ后，正对照ｐＧＡＤＴ７ＣＡＲＫ３△Ｎ，
ｐＧＢＫＴ７ＲＣＡＲ１２能够长起来，阴性对照ｐＧ
ＢＫＴ７，ｐＧＡＤＴ７ＣＰＫ１２和ｐＧＢＫＴ７ＡＢＦ４，
ｐＧＡＤＴ７分别转化的酵母培养基不能长起来，说
明实验体系可信．在ＳＤ／ＡｄｅＨｉｓＴｒｐＬｅｕ固体培
养基上，实验组ｐＧＢＫＴ７ＡＢＦ４，ｐＧＡＤＴ７ＣＰＫ１２
能长起来，说明ＡＢＦ４与ＣＰＫ１２在酵母中存在相
互作用，即ＡＢＦ４与ＣＰＫ１２在体外存在相互作用．
３．３　犆犘犓１２与犃犅犉４的双分子荧光互补实验

双分子共转烟草后，培养烟草注射苗２～３ｄ，
剪取注射孔附近大小约１ｃｍ２的叶片组织，在激光
共聚焦扫描显微镜波长５１５ｎｍ激发光下观察烟
草叶片荧光．正对照ｐＳＰＹＮＥＣＡＲＫ３，ｐＳＰＹＣＥ
ＲＣＡＲ１２［１７］中烟草叶片表皮细胞轮廓出现大面积
黄色荧光，而阴性对照ｐＳＰＹＣＥＡＢＦ４，ＮＥ及
ｐＳＰＹＣＥ，ｐＳＰＹＮＥＣＰＫ１２中未出现荧光，说明实
验体系真实可信．在实验组ＰＳＰＹＮＥＣＰＫ１２，
ＰＳＰＹＣＥＡＢＦ４中，能够观察到细胞核中出现黄色
荧光，说明ＣＰＫ１２和ＡＢＦ４之间在烟草中存在相
互作用，并且相互作用发生的位置在烟草细胞核中
（图３），即ＡＢＦ４与ＣＰＫ１２在体内存在相互作用．
４　讨　论

Ｃａ２＋在植物的生长发育以及应对各种胁迫时
都发挥重要第二信使的功能．ＣＤＰＫｓ是最具代表
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图１　不同物种中ＣＰＫ１２同源基因氨基酸序列对比（Ａ）和进化树分析（Ｂ）
不同物种的ＣＰＫ１２氨基酸序列来自Ｔａｉｒ和ＮＣＢＩ，序列比对由ＤＮＡＭＡＮ完成，而进化树由Ｍｅｇａ构建
Ｆｉｇ．１．Ｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄ（Ａ）ａｎｄｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅ（Ｂ）ｏｆＣＰＫ１２ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｓｐｅｃｉｅｓ

ＴｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＣＰＫ１２ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｐｉｅｃｅｓｗａｓｄｏｗｎｌｏａｄｅｄｆｒｏｍＴａｉｒａｎｄＮＣＢＩ，Ｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｗａｓ
ａｎａｌｙｚｅｄｂｙＤＮＡＭＡＮａｎｄｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂｙＭｅｇａ
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图２　酵母双杂交验证ＣＰＫ１２和ＡＢＦ４之间的相互
作用
ＣＰＫ１２与ＡＢＦ４分别构建到了ＰＧＡＤＴ７和ＰＧＢＫＴ７上

Ｆｉｇ．２．ＴｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆＣＰＫ１２ａｎｄＡＢＦ４ｉｎｙｅａｓｔ
ｔｗｏｈｙｂｒｉｄａｓｓａｙ
ＴｈｅＣＰＫ１２ｗａｓｆｕｓｅｄｗｉｔｈＰＧＡＤＴ７ａｎｄＡＢＦ４ｗａｓ
ｆｕｓｅｄｗｉｔｈＰＧＢＫＴ７

图３　ＢｉＦＣ验证ＣＰＫ１２与ＡＢＦ４体内的相互
作用
照片展示的是激光共聚焦显微镜下ｐＳＰＹＮＥ
ＣＰＫ１２与ｐＳＰＹＣＥＡＢＦ４在烟草叶片表皮细胞
中相互作用的瞬时表达情况

Ｆｉｇ．３．ＴｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＣＰＫ１２ａｎｄ
ＡＢＦ４ｂｙＢｉＦＣ犻狀狏犻狏狅
Ｔｈｅｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓｈｏｗｅｄｔｈｅｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇ
ｃｏｎｆｏｃａｌｉｍａｇｅｓｏｆｔｒａｎｓｉｅｎｔｌｙｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｔｏ
ｂａｃｃｏｅｐｉｄｅｒｍａｌｃｅｌｌｓｃｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐＳＰＹＮＥ
ＣＰＫ１２ａｎｄｐＳＰＹＣＥＡＢＦ４

性的Ｃａ２＋传感器，参与了植物的生长发育以及对
各种逆境胁迫的抵御．近年来，越来越多的ＣＤＰＫｓ
成员被证明了参与ＡＢＡ信号通路，对响应胁迫发
挥着重要的生理功能．在对ＣＤＰＫｓ的研究中，拟
南芥ＣＰＫ４与ＣＰＫ１１突变体表型出对ＡＢＡ不敏
感，而相关过表达株系则表现出对ＡＢＡ敏感，说
明ＣＰＫ４与ＣＰＫ１１对ＡＢＡ信号通路是正调控的
作用［１１］．类似的表型也见于对ＣＰＫ３２的基因研究
中［１０］．除此以外，ＣＰＫ３、ＣＰＫ６对ＡＢＡ信号通路
也是正调控作用［９］．而对拟南芥ＣＰＫ１２的研究发

现，虽然ＣＰＫ４、ＣＰＫ１１、ＣＰＫ１２同属亚家族Ⅰ［１２］，
但ＣＰＫ１２在ＡＢＡ信号通路中正好与ＣＰＫ４、
ＣＰＫ１１的调控作用相反，呈现负调控作用．这些特
殊的结果说明，在拟南芥ＣＤＰＫｓ众多家族成员
中，ＣＰＫ１２作为ＡＢＡ信号转导途径中一个平衡因
子存在．这揭示了在ＡＢＡ信号通路中，一些ＣＤ
ＰＫｓ之间可能会形成调节环，他们分别参与ＡＢＡ
信号通路的正调控与负调控，却又因这种特殊的调
节环而相互协调［１８］．

在对拟南芥ＣＰＫ１２的研究中，研究者发现了
跟ＡＢＡ信号通路的相关的基因ＡＢＦ１、ＡＢＦ４及
ＡＢＩ２能够被ＣＰＫ１２磷酸化，却没有更直接的证
据．我们的研究对ＡＢＦ４和ＣＰＫ１２进行了酵母双
杂交实验以及双分子荧光互补实验，证明了
ＣＰＫ１２与ＡＢＦ４之间确实存在直接的相互作用．
然而从现阶段来看，对拟南芥ＣＰＫ１２在ＡＢＡ信
号通路中是如何响应的机制依旧不够明确．拟南芥
ＣＰＫ１２在ＡＢＡ信号通路中能够磷酸化ＡＢＦ１、
ＡＢＦ４、ＡＢＩ２，与ＡＢＦ４发生直接相互作用，但会不
会与其他ＡＢＡ信号通路基因发生相互作用，影响
下游基因调控及响应依旧有待探索．

在先前研究中，拟南芥ＣＰＫ１２定位在细胞核
和细胞质中［１３］，ＡＢＦ４是转录因子，所以推测二者
发生相互作用的位置在细胞核和细胞质．但与正对
照ｐＳＰＹＮＥＣＡＲＫ３，ｐＳＰＹＣＥＲＣＡＲ１２的强烈荧
光相比，实验组荧光信号较弱，仅在细胞核中出现．
这让我们对接下来的研究做出猜想—拟南芥
ＣＰＫ１２能够在ＡＢＡ信号通路起特异调节的作用，
但与ＡＢＦ４的作用又不是特别强烈，所以拟南芥
ＣＰＫ１２在ＡＢＡ信号通路中的底物还可能更多，这
为我们进一步研究ＣＰＫ１２的功能和它潜在的底物
提供了参考依据．

由于许多ＣＤＰＫｓ参与植物生长发育以及逆
境胁迫响应，因此对拟南芥ＣＰＫ１２的研究丰富了
ＣＤＰＫｓ家族基因功能的研究内容，为该基因家族
在转基因育种中的潜在应用奠定了基础，具有非常
重要的理论意义和应用前景．
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