
摘要

1，3，4-三磷酸肌醇5／6一激酶(简称5／6一激酶)是磷酸肌醇代谢过程中的一种重要的调控

酶。动物细胞中，它具有肌醇激酶和蛋白激酶双重活性，还能进行自身磷酸化，是一个从植

物到人甚至线虫都保守的酶；而且5／6一激酶还是第一个鉴定出的与COP9信号体(简称CSN)

互作的蛋白激酶，但它们互作的生物学意义还不清楚。植物细胞中，仅知道5／6一激酶是一种

广泛存在的肌醇激酶，有关它的功能没有更多的报道。因此．研究5／6一激酶是否具有蛋白激

酶的活性、是否与CSN互作，并参与植物的光形态建成，对揭示5／6一激酶的生物学功能，阐

明植物光形态建成机理等方面具有重要的理论意义。

本文以拟南芥为材料，克隆了5／6一激酶的基因(命名为AtItpk-1)，并进行了原核表达

(His标签)，纯化融合蛋白并制备了多克隆抗体。通过对Atltpk-1在不同光质下的表达分

析，发现它受红光强诱导，说明At[tpk一』可能参与了植物对红光的应答。通过对At[tpk-I

在拟南芥中的定位研究，发现Atltpk-1定位在细胞核中。

为了研究5／6一激酶在拟南芥中的生物学意义，对Atltpk-1的T-DNA插入突变体

atJtpk一』一，和atitpk-]-2进行了筛选和鉴定，并通过转基因技术获得了超表达Atltpk-1

基因的转基因植株。表型分析表明．与野生型相比，atitpk-I突变体表现为红光抑制下胚

轴伸长，超表达植株则表现为红光促进下胚轴伸长。另外，当将Atltpk-1基因转到突变体

atEtpk一卜』中，下胚轴伸长便恢复到与野生型一样。这些结果表明拟南芥5／6一激酶htltpk一1

可能参与了红光下的光形态建成。

利用我们制各的有活性的GST—AtItpk一1融合蛋白。进行了自身磷酸化实验，发现

AtItpk—l具有蛋白激酶的活性。这为进一步解释5／6一激酶在光形态建成中的可能作用提供

了线索。

以fusf／CSNl-3-4为材料，利用Atltpk—I的抗体和CSN4、CSN5的抗体，进行了5／6一

激酶和CSN的免疫麸沉淀实验，结果发现拟南芥的5／6一激酶可以和CSN共沉淀。基于免疫

菇沉淀和Atltpk—l、CSN都是核蛋白的结果，我们认为在拟南芥中存在5／6一激酶和CSN互

作的可能性。

本研究发现了拟南芥的5／6一激酶参与了红光下的光形态建成，这一作用可能是通过与

CSN互作完成的，并且5／6一激酶在光形态建成中的功能可能是通过它的蛋白激酶活性来实现

的。但是．植物的光形态建成是一个菲常复杂的过程．516一激酶参与光形态建成的具体机制

仍需要进一步探讨。
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Abstract

Inositol 1,3，4一trisphosphate 5／6-kinase(5／6一kinase)is a key regulatory enzyme in the process

of the inositol phosphate metabolism．In mammalian cells，the 5／6一kinase exhibits the activity of

both inositol kinase and protein kinase，and is also reported to have the activity of

autophosphorylation．It is conserved from plants to humans and is found even in Entamoeba

histolytica．Moreover，the 5／6一kinase is also the first identified COP9 signalosome(CSN)

一associated kinase in mammalian cells．But the biological function of their association still

remains unclear．In plants．it is only reported that the 5／6-kinase is the ubiquitous inositol kinase．

But there are not nlore reports on the function of this enzyme．So，the works that study if the

5／6-kinase exhibits the activity of protein kinase，and if it associates with CSN and then involves

in plant photomorphogenesis will be significative for opening out the biological function of

5／6-kinase and elucidating the mechanism ofplant photomorphogenesis．

In the research for the dissertation，we cloned the 5／6·kinase geneAtltpk-1 fromArabMopsis．

We also expressed the His-Atltpk-1 protein in E．coli，obtained the purified fusion protein and

prepared the anti-Atltpk-1 antibody．In order to analyze the expression ofAtltpk—J under different

light quMity，RT-PCR and Western blot were performed．The 1results indicated that the expression

ofAtltpk-1 was strongly induced by red light，which suggested thatAtltpk-I may be involved in

the response of plant to red light．In addition,the study of localization showed that Atl自ok-1 is

located in the nucleus inArabidopsis．

In order to study the biological function of 5／6一kinase in Arabidopsis，two T-DNA insertion

mutants ofAtltpk-1，designated(by US)as atitpk—j—J and atitpk-J·2，were screened and identified．

Also，the transgenic plants overexpressingAtltpk-1 were generated by transgenic technology,The

phenotypic results indicated when compared with wild—type plants，the aaq,k-1 mutants exhibit

the phenotype that red light inhibits the elongation of hypocotyls，and the over-expression lines of

Atl印k-1 show the phenotype that red light promotes the elongation of hypocotyls．In addition，

when the AtIlpk-1 gene was transformed into atirpk-1·』mutant，the length of hypocotyls was

restored to that of the wild—type．These results suggested that the 5／6-kinase Atltpk一1 may be

involved in photomorphogenesis under red light inArabidopsis．

Using the active GST-AtItpk一1 fusion protein expressed by ourselves，the

autophosphorylatinu assay was performed．The results showed that Atltpk-1 has protein kinase

activity,which can provide the clues fur interpreting the possible function of 5／6一kinase in the

photomorphogenesis．

The fus6／CSNl-3—4 was used tO do the CO—immunoprecipitation rc0一IP)of 5／6-kinase and

CSN using the anti-Atltpk-1，anti—CSN4，and anti·CSN5 antibodies．The result showed that

5／6一kinase can CO—immunoprecipitated with CSN in Arabidopsis．Based on co-IP and the result

that both Atltpk·1 and CSN were located in the nucleus，we think that it is possible for the

association of 5／6．kinase and CSN in Arabidopsis．

Ⅱ



In oaf research．it was found the 5／6-l【inase may be involved in photomorphogenesis under

red light in Arabidopsis，possibly via interaction with CSN．The role of 5／6-kinase in

photomorphogenesis is possibly based Oil its activity of protein kinase．But the process of plant

photomorphogenesis is very complex and the detailed mechanism for 5／6一kinase involving in

photomorphogenesis still needs to study further．

Key words：Arabidopsis；COP9 signalosome；inositol 13,4·trisphosphate 5／6-kinase；protein

Idnase；red light
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第一章文献综述

1．1磷酸肌醇激酶的研究进展

植物生活在不断变化的环境中，必然会感受外界环境的变化(如光、温度、重力、水分等)，

随之作出相应的生理生化反应来适应环境，从而达到生长发育的目的。外界的刺激一般是通过一

系列的步骤转换成胞内的信使分子，这些信使分子再通过其受体蛋白或蛋白质磷酸化，引起生理

生化反应的启动与放大。植物细胞中的肌醇磷脂信号系统参与了植物细胞代谢、生理过程的许多

方面。

早在20世纪50年代，Hokin等就观察到乙酰胆碱刺激胰脏中肌醇磷脂类的代谢(Ho“n等，

1953)。之后人们发现，某些特殊的磷酸肌醇类化合物与外部信号阔存在着密切的联系。动物细胞

中，肌醇磷脂循环在多种生长因子和激素调节细胞生长的信号转导途径中起核心作用。近年来的

研究发现．植物细胞中也存在一个和动物细胞类似的肌酵磷脂信号转导系统。可见，磷酸肌醇代

谢在动植物细胞中扮演着重要的角色。

1．1．1 1．4．5一三磷酸肌醇3一激酶

磷酸肌醇代谢在生物感受胞外刺激及信号转导中起着重要的作用。在这条代谢途径中，许多

催化可溶性多磷酸肌醇的磷酸化和去磷酸化反应的激酶和磷酸醑酶参与了反应(Hanks and

Ouinn，1991)。这些酶蛋白可以完成各种磷酸肌醇之间的转化，而且其中一些激酶还具有蛋白激

酶的功能，它们通过磷酸化调控～些蛋白质包括转录因子的活性，进而调控下游基因的表达。

l，4．5一三磷酸肌醇3一激酶(即通常所说的肌醇多磷酸激酶．简称Ipk)在动物细胞的信号转

导中起着非常重要的作用，它催化1，4，5-三磷酸肌醇的3一磷酸化，调节着Ins(1，4，5)P，和Ins

(1，3，4，5)P。的水平(Communi等，1995)。Ins(1，4．5)P3是关键的二级信使。它负责局部ca”

的瞬时增加(Berridge and Irvine，1989； Berridge，1997)。有证据表明Ins(1，3，4，5)P‘

本身也可以通过促进ca2+扣押(sequestration)或与InsPs互作促进胞肉cf+库的释放来调节胞内

ca*+浓度(Morris等，1987)。也有证据表明Ins(1，3，4，5)P．是一个直接的二级信使，使胞Ca2+

库释放Ca2+(LUekhoff and Clapham，1992)。各种组织中，特异的Ins(1。3，4，5)P4受体的发现

进一步支持了Ins(1，3，4，5)P．在肌醇磷酸信号途径中的作用(Cullen，1998)。拟南芥的1，4，5一

三磷酸肌醇3一激酶(Atlpk29)是一个33kD的蛋白．它与动物以及酵母的同源性仅有25％，缺少钙调

索的结合位点(Xia等，2003)。拟南芥的重组的AtIpk2B不仅能磷酸化Ins(1，4，5)P3生成Ins

(1．4，5，6)P。，也可以生成Ins(1，3，4，5，6)PB：而且还能磷酸化Ins(I，3，4，5)P4，生成Ins

(1，3，4，5，6)P；：表明该酶为D3tD6位双重特异的磷酸肌酵激酶(Xia等，2003)。
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1．1．2 1，3．4一三磷酸肌醇5／6一激酶

1，3，4一三磷酸肌醇5／6一激酶(以下简称5／6一激酶)是磷酸肌醇代谢过程中的一种重要的酶，

它催化1，3，4-三磷酸肌醇在5或6位磷酸化，生成两种四磷酸肌醇产物：l，3，4，5一四磷酸肌酵(Ins

(1，3，4，5)＆)和l，3，4，6一四磷酸肌醇(Ins(1，3，4，6)n)，在动物中这两种产物的比例为1：

3，在植物中两种产物的比例是3：l：同时，这也是包括植酸(InsPe)在内的多磷酸肌醇形成的第

一步(Wilson and Majerus，1997)。有证据表明，5／6一激酶是一种在动物、植物、甚至线虫中

都比较保守的多功能酶(Field等，2000)，动物中它不仅具有磷酸肌醇激酶活性，而且有蛋白

激酶活性(Wil son等，2001)；但是植物中，目前只有磷酸肌醇激酶活性的报道，没有蛋白激酶

活性的相关报道。另外，5／6一激酶也是一种多功能的肌醇激酶，在线虫(点histo砂tica)中。

Ins(1，3，4)5／6一激酶以Ins(1，3，4)Ps和Ins(1，4．5)Pa作为底物(Field等。2000)。当以Ins

(1，4，5)Ps为底物时，产物只有Ins(1，3，4，5)P·。最近的研究表明，人的5／6-激酶还具有3，4，5，6～

四磷酸肌醇(Ins(3，4，5，6)R)卜激酶的活性，即以Ins(3，4，5，6)P沩底物产生InsP。(Yang等，
2000)。

1997年，Wilson等首次从拟南芥中克隆了1，3，4-三磷酸肌醇5／6一激酶基因，并在大肠杆菌

中表达了融合蛋白，经测定该蛋白具有l，3，4-三磷酸肌醇5／6一激酶活性(Wilson等，1997)。

1998年，PhilliplJy在未成熟大豆中发现了各自独立的1。3．4-Z磷酸肌醇5一激酶和l，3，4-三磷

酸肌醇6一激酶插性(Brian等，1998)。2003年，Shi等在玉米中发现了该酶基因，并发现该基

因的缺失可以降低种子的植酸(InsPs)含量，使玉米可以更好地被动物消化(Shi等，2003)。

同时，陈其军等(2003)又在拟南芥中克隆到一个5／6一激酶类似物基因，命名为At[尼I；对其

进行Blast分析发现：拟南芥中还存在一个5／6一激酶类似物基因，命名为』}』豇幺其中，』}J慰』

疗勺m心A前体具有两种剪切方式，分别生成两种DRNA或相应豹c1)NA，被分别命名为彳H花妇和

AtIrLlb(陈其军等，2003)。

下面综合近年来在哺乳动物等领域的研究资料．就5／6～激酶的生理生化特点概括如下：

1．1．2．1 5／6-激酶具有多样化的肌醇激酶活性

真核细胞中最丰富的可溶性磷酸肌醇是1，3，4，5，6-五磷酸肌醇(InsPs)和六磷酸肌醇

(InsP6)，其生物合成的一条重要途径为：Ins(1。4，5)P，一Ins(1，3，4，5)Pt

—Ins(1，3，4)P3一Ins(1，3，4，6)P·一Ins(1，3，4，5，6)如一InsPs。5／6一激酶能够催化1，3，4～

三磷酸肌醇(Ins(I，3，4)n)产生1。3，4，6-四磷酸肌醇(Ins(1，3，4，6)P．)和1．3，4，5-四磷酸肌

醇(Ins(1，3，4，5)P．)，是更高级形式的肌醇多磷酸盐(包括InsP．异构体、InsPs和InsP。)生物合

成的关键调控酶之一(Verbsky等，2002：Stevenson—Paulik，2002)。最近的研究表明，人的

5／6一激酶还具有3，4，5，6一四磷酸肌醇(Ins(3，4，5，6)^)卜激酶活性(Yang等，2000)，即以

Ins(3，4．5，6)P4为底物产生Ins(1．3，4，5，6)Ps。玉米5／6一激酶同哺乳动物的一样，除具有

Ins(1，3，4)P。5／6一激酶活性外，也有Ins(3，4，5，6)P．卜激酶活性。此外，玉米5／6一激酶还可以

磷酸化Ins(3，5，6)Ps和Ins(1，2，5，6)P一(Shi等，2003)。近年来，各种肌醇多磷酸(包括

Ins(1，3，4)P3(Yang等．1999)、Ins(1，3，4，5)P·(Irvine and Schell，2001)、Ins(1，3，4，6)Pl

(Irvine and SchelI，2001)、Ins(3，4，5，6)P4(Zonia等，2002)、InsP6(Lemtiri-ehlieh等，2000)
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等)的生理生化功能开始得到阐明。

1．1．2．2 5／6-激酶还具有蛋白激酶的活性，能够磷酸化转录因子

小牛脑5／6一激酶能磷酸化参与胁迫反应的转录因子c—Jun和ATF-2，这是肌醇激酶具有蛋白

激酶活性的第一例报告，在此之前有研究表明以磷脂酰肌醇磷酸为底物的几个激酶具有蛋白激酶

的活性(V／ilSOil等，2001)。另外，5／6一激酶还具有自身磷酸化的能力(Sun等，2002)。但是植

物中5／6一激酶是否具有蛋白激酶活性，还没有报道；如果有蛋白激酶活性，其靶分子是什么?这

些都是有待于解决的问题。

1．1．2．3 5／6-激酶与COP9信号体之间存在相互作用的关系

在纯化小牛脑5／6一激酶过程中。发现5／6一激酶与COP9信号体免疫共沉淀，表明细胞内的516一

激酶和COP9信号体存在一种相互作用的关系(Wiison等，2001)。进一步的研究发现，5／6-激

酶与COP9信号体的CSNl亚基结合．在HEK293细胞中超表达5／6一激酶可以提高COP9信号体

的CSN5亚基的含量(Sun等，2002)。COP9信号体最初是美国耶鲁大学的邓兴旺实验室在研究光

形态建成突变体过程中发现的(Wei等，1994)。COP9复合物在哺乳动物和高等植物中是高度保

守的(Wei等。1998)。5／6一激酶可能在哺乳动物中通过和c0P9信号体相互作用参与信号转导过

程。但目前仍不清楚植物的5／6一激酶是否同哺乳动物一样与COP9信号体相互作用。

1．1．2．4 5／6-激酶参与生物对逆境胁迫的反应

原生虫的5／6一激酶基因的表达受热诱导(Verbsky等。2002)，表明原生虫的5／6一激酶参与

了逆境胁迫反应。陈其军等对拟南芥3个5／6一激酶类似物基因在正常和胁迫条件下的表达进行了

Northern blot分析，结果表明，其中的2个基因可能分别以依赖于ABA和不依赖于ABA的方式

参与对逆境胁迫的反应(陈其军等，2003)。在盐处理的盐生植物冰草中也发现5／6-激酶类似物

的存在(在GenBank上的登录号为BE037040)。哺乳动物的5／6一激酶可以磷酸化转录因子c—Jun

和ATF一2，而后者还可被胁迫激活的^lAPK蛋白激酶所磷酸化，称为依赖于2,aC／UAPK的磷酸化途

径。该JNK／MAPK蛋白激酶属于三个MAPKs亚类中的一类，受渗透胁迫、U、，射线和其它的胁迫条

件诱导而激活(Davis，2000：Pearson等，2001)。因此，在哺乳动物中516一激酶和JNK／IdAPK

蛋白激酶共同调控转录因子c—Jun和ATF-2的活性，参与胁迫反应。

1．2植物光受体的研究进展

光是植物和其它一切生物赖以生存的能量来源；同时．光也是最重要的环境因子之一，在植

物发育的整个过程中扮演着重要的角色，它可以作为一种环境信号参与调控植物的整个发育过

程，即从种子萌发、幼苗生长到植物的生殖、衰老和体眠的各个阶段，从基因表达的分子水平到

器官建成，光无所不在地起着信号开关的作用，使植物获得最大的生存和繁衍的优势。

黑暗中生长的双子叶植物的幼苗下胚轴伸长、茎细长柔弱、顶端弯钧不伸直、叶片小且不扩

展、缺乏叫绿素呈白色或黄色，叶绿体发育不正常，许多酶的活性也低；黑暗中生长的单子叶植

物上胚轴或第一节间特别长、叶片卷紧不伸展，这就是所谓的暗形态建成，或称黄化现象。而在

光下生长的植物，下胚轴弯钩伸直、叶片展开、叶绿体发育完善，表现出组织和器官建成等形态

变化，即植物的光形态建成(Pankhauser and Chory，1997；张蜀秋，2003)(图1)。



中国农业大学博士学位论文 第一章文献综述

On u水

暗形态建成 光形态建成

图1拟南芥幼苗在光下和黑暗中生长的表型比较(Wang and Deng．2004)

进化过程中，高等植物发展了一套极其精细的光信号接受系统和信号转导系统，它能对光的

有无、光的波长、强度的变化等作出适当的反应(Fankhauser and Chory。1997)。目前，己知的

植物光受体有三类：光敏色素，接收红光和远红光信号(Butler等，1959；Quail等，1995；

Fankhauser and Chory，1997)；隐花色素或蓝光／紫外光～A受体，接收蓝光和330-390nm的紫外

光(Ahmad and Cashmore，1993；Fankhauser and Chory。1997){紫外光一B受体，接收280—320nm

的紫外光(Fankhauser and Chory，1997)。

1．2．1光敏色素

早在40多年前，美国实验室的科学家就发现了植物中的光信号受体．为第1个发现的光受体分

子，他们把这种含有色素的分子称为光敏色素(Butler等，1959)。这样，一门以研究光对植物的

影响的学科一光形态发生学(photomorphogenesis)，就迅速成为植物生理学的主要分支(章东方

等，2003)。1983年，有两个实验室分离并纯化出光敏色素蛋白；1987年，第1个光敏色素基困得

到报道：1989年，植物中的光敏色素基因得到分离，如从拟南芥中分离出5个光敏色素基因，而

从豌豆中则分离出2个光敏色索基因(Quail等。1995)。植物生物化学和分子遗传学研究的不断

发展，使得人们对植物光敏色素本质的认识也不断地深入。植物光敏色素是对不同波长光反应产

生信号转导的光受体，它可以在无活性和有活性形式之间转换以产生信号转导，使植物发育与光

环境相协调(章东方等，2003)。

在模式植物拟南芥中，编码光敏色素脱辅基酶的基因有5个，它们分别是光敏色素A(phyA)，

光敏色素B(phyB)，光敏色素C(phyc)．光敏色素D(phyD)和光敏色素E(phyE)(不同植物中发现的

光敏色素基因的命名不完全一致)(Smith，2000)。其中，光敏色素A基因编码一个光不稳定的脱

辅基蛋白(PHYA)，它在白化苗中含量相对商一些，当它转变成Pfr形式后便会很快消失掉(ouail

等，1995)。其它四个基因编码的光敏色素蛋白含量则更低，但它们是光稳定的(Fankhauser and

Chory，1997)。不同类型的光敏色素在不同光条件下行使特定的功能，如phyA主要在远红光控制

幼苗下胚轴的伸长生长中起作用；而phyB主要在红光抑制幼蓖下胚轴生长中起作用(Fankhauser

and Chory，1997；张蜀秋．2003)。现在已经从蓝藻、羊齿植物、裸子植物和许多被子植物中分

4
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离鉴定出光敏色素基因和相关蛋白(Pratt，1995)。

光敏色素脱辅基酶蛋白是一个分子量约为120KD的可溶性蛋白(Fankhauser and

Chory，1997)。溶液中，它以二聚体的形式存在，即每个单体有2个明显的结构域，它们中间通过

1个易被蛋白酶降解的铰链区连接(Fankhauser and Chory，1997；章东方等，2003)(图2)。光敏

色素的N一端结构域结合生色团．它的作用是感应接受光：其C一端结构域含有形成二聚体和其它生

物活性所需的位点(Jones and Edgerton，1994；Quail等，1995)。光敏色素分子中，每个单体

通过N一端结构域上的半胱氮酸结合一个生色团：该生色团为线形的四吡略(tetrapyrrole)分子。

它可以与半胱氨酸形成硫酯键(Fankhauser and Chory，1997)。每个光敏色素单体蛋白可以以两

种稳定的形式存在，吸收红光的形式(pr)，是一种没有生物活性或生物活性不明确的形式；和

吸收远红光的形式(pfr)，是一种在生物体内发挥功能的活性形式(Andel等，1996；Fankhauser

and Chory，1997)。pr和pfr两种形式之间的光转化牵涉到四毗咯生色团的可逆异构化作用．异构

化作用使蛋白质发生可逆的构型变化。
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围2 植物光敏色素的结构和相关结构域的功能(章东方等，2003)

光转换反应有不同的中间体，pr和pfr形式之问的平衡在日光照射条件下需要几分钟时间。

pr形式的光敏色素最大吸收光谱为665nm．接近叶绿素的最大吸收光谱(红光)，但pfr形式的光

敏色素吸收光谱的波长则更长，为730nm(远红光)。两种形式的光敏色素吸收光谱重叠，所以

700nm以下的光也能激活光敏色素的这两种形式(Fankhauser and Chory，1997)。日光条件下，

oft形式占全部光敏色素的60％，由于植物体内光合色素对红光豹吸收而使树冠下群体中的pfr形

式的光敏色素可低到仅占全部光敏色素的10％(章东方等，2003)(图3)，使远红光和红光两者之间

的比例下降。植物用光敏色素作为周围的感应器，改变自己的生长、发育，形成避免荫蔽症

(shade—avoidance response)(Smith，1995；Parks等，1996；Robson and Smith，1996)。感应

到低的远红光：红光比率后，避荫植物会表现出伸长生长加快，如果条件允许便将会把叶片伸向

5
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有日光的空间；如果条件不允许，避荫就表现为提早开花和结实，从而增强基因延续的几率

(Fankhauser and Chory，1997)。避荫是从小草到大树的大多数被子植物采取的策略和主要的生

态优势。光敏色素也为植物提供时间信号导致产生生物钟的时相，和其它信号一起确保在生命周

期的合适时刻启动关键的发育步骤(章东方等，2003)。植物内在的24h周期节律(circadian rhythm)

使发育与季节变化同步，例如开花和休眠的光周期调节等。

随着光环境的不断改变，植物对光也会产生不同的生理反应，根据不同反应的光生物学特征，

可将光敏色素参与调节的反应分为低辐照度反应(LFR)、极低辐照度反应(VLFR)和高辐照度

反应(HIR)(Fankhauser and Chory，1997)。其中，低辐照度反应是指1 u mol／m2的光强即可

启动反应，1000umol／m2时达到饱和．通常所指的R／FR诱导的可逆反应即属于这类，这也是光

敏色素介导反应的重要特征；极低辐照度反应是指可以被10一101 u mol／m2的红光或远红光诱导，

但红光反应不能被远红光所逆转(张蜀秋，2003)。高辐照度反应是指需要相对强的连续光照的

反应，激活反应的光强大于10 u mol／m2，达到饱和的光强度比LFR要高100倍；它是波长、辐照强

度和光照时间的综合作用．光照越强、光照时间越长，反应越大：该反应不是R／FR可逆反应，是

连续红光或远红光反应(Fankhauser and Chory，1997；张蜀秋。2003)。

图3光敏色素吸收光谱和日光在开阔地带与树冠下的光谱圈(章东方菩，2003)

1．2．2隐花色素

高等植物的受蓝光调节的反应主要有向光性、抑制幼茎伸长、叶绿体迁移、刺激气孔张开和

6
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调节基因表达：并且蓝光反应在400—500 nIiI区域呈现“三指状”(Fankhauser and Chory，1997；

常立和文国琴，2004)。隐花色素是吸收蓝光(400～500nm)和近紫外光(320～400 nm)而调节植

物形态及新陈代谢变化和向光性反应的一类光敏受体(张蜀秋，2003)。其作用光谱的特征是在

蓝紫光区有3个吸收峰(通常在450nm、420nm和480nm左右)，在近紫外光区有一个峰(通常在

370～380nm)，大于500hm波长的光是无效的，这也是判断隐花色素介导的蓝光、紫外光反应的

实验性标准(叶珍，2003)。不同植物对蓝光效应的作用光谱稍有差异(余淑文和汤章城，1998)。

隐花色素在双子叶植物、单子叶植物、蕨类、藓类和藻类中都存在(Imaizumi等，2000：Ahmad and

Cashmore，1993；Batschauer，1993；Guo等，1998；Imaizumi等，2002：Kanegae and Wada，

1998；Lin and Cashmore，1996；Small等，1995)。多数植物中有多种隐花色素．如拟南芥有

两种隐花色素基因，掰朋和CRY2(Hoffman等．1996；Abroad and Cashmore，1993)；番茄和大麦

都有至少三种隐花色素基因．CRYIa、CRYlb和CRY2(Perrotta等，2000)：蕨类和藓类分别有

五种和至少两种隐花色素基因(Imaizumi等，2000：Imaizumi等，2002：Kanegae and Wada，1998)。

目前．人们己清楚拟南芥隐花色素与光敏色素共同参与了光形态建成。例如，拟南芥隐花色素与

光敏色素共同参与其脱黄化、基因的表达和光周期开花等生理反应，它们分别作为蓝光／UV—A

和红光／远红光的受体(叶珍，2003)．

1．2．3紫外光一B受体介导的紫外光一B反应

紫外光一B反应是细胞吸收280—320Ⅲ波长的紫外光(UV—B)而引起的光形态建成反应，其

最大效应在290—300hm波长范围。uv—B影响植物的许多过程，如光合作用、物质代谢、离子运输

等过程，也能引起植物的叶面积减小、茎伸长抑制、作物产量下降、色素合成等形态变化(张蜀

秋，2003)。但目前对这类反应的光受体的性质还不清楚。一个重要的反应是在一些植物中诱导

类黄酮的生物合成，如高粱花色素苷积累的作用光谱峰在290hm、385nm、650nm，说明光敏色素、

蓝光受体和Uv—B受体都起作用．但除非先经Uv—B光处理后，红光和蓝光才有效(张蜀秋，2003)。

1．3 COP／DET／FUS蛋白及COP9信号体的研究进展

1．3．1 COP／DET／FUS蛋白的研究进展

用遗传筛选的办法鉴定了11个光形态建成的负调控因子(COP／DET／FUS蛋白)和1个正调控因

子(HY5)(Wei and Deng，1996)(图4)。HY5在光敏色素和隐花色素下游发挥作用，它的基因

编码1个bZIP类转录因子(Wang and Deng，2004)，它的活性调控主要在蛋白水平上，需要

COP／DET／FUS蛋白参与(Oyama等．1997：Osterlund等，2000)。COP／DET／FUS蛋白由4个具有

生物活性的实体组成，即coPl、COPIO、DETl和COP9信号体(CSN)。其中，DETl的功能与其它3个

颇为不同，它可能参与了控制染色质重组和基因表达；而其它3组都可能参与了蛋白降解的调控

(Pepper等，1994；Benvenuto等，2002；Schroeder等，2002)。COPl碗自码泛素的E2偶联酶

(Suzuki等，2002)；丽COPl可以作为泛索的E3连接酶，从而使目的蛋白(如HY5．LAFl和BYH)

7
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降解(Wang and Deng，2004)。copl突变体在黑暗中也表现在光下的表型(图4，A)。细胞核中

c0Pl能通过它的c端WD40重复序列直接与州5互作而使得HY5披26S蛋白酶体降解，通过降解HY5和

其它光形态建成的正调控因子．COPl抑制了光形态建成(Ang等，1998；Osterlund等，2000)：

另外，COPl的N端有一个在泛素E3连接酶中保守的指环结构。而且，近来有证据表明COPl可以作

为光受体phyA的E3连接酶而导致它的消除以及随后的phyM言号的终止(Seo等，2004)。

1．3．2 COP9信号体的研究进展

cop／det／fus突变体首先是在拟南芥中发现的，它在植物的光形态建成方面有缺陷，在黑暗

条件下表现为在光下的表型(Chory等，1989；Deng等，1991；Wei and Deng．1992；Misera

等，1994；tgei等，1994；Kwok等，1996)(围5)。而COP9信号体(简称CSN)是由11个基

因中的8个基因的蛋白组成的八亚基复合体，对动植物系统的生化研究表明CSN是高度保守，并

且定位在细胞核中，组成它的八个亚基被分别命名为CSNI-CSN8(Wei and Deng，2003)(表1)。

CSN的分子量为450—550kDa。在～些系统中，除了这个大的复合体外，还有由几个亚基组成

的小的复合体，例如：拟南芥(Karniol等，1999：Serino等，1999；Wang等，2002)或果蝇(Oron

等，2002)中，有--d'部分由CSN4和CSN7组成的250—300klYa的小复合体，它独立于CSNI存在：类

似地．在置pombe的c∞席c∞乃E变体中，有由CSN4和CSN5组成的分子量为300kDa的小复合体
(Mundt等，2002)。而且．在哺乳动物细胞中，有cSN4，CSN5，CSN6，CSN7b和CSN8的定位于细

胞质中的小的复合体(Tomoda等，2002)。但是，目前这些小的CSN复合体的相关功能还不清楚。

A
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瞳4 copl突变体的裹型以及COP／I)ET／FU$蚤自在光形态建成中的推测的作用(Wang and Deng．2004)

A．黑暗下生长的copl突变体幼苗的表型。与光下生长的野生型幼苗相似；B．11个光形态建成的负调控因了

(COP．／DET／F1／S蛋白)的作用，光受体巷受到光信号后传递给COP／DET／FUS蛋白，使这些蛋白失活，进丽启动光形

态建成．
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图5 COWDET／FUS蛋白是拟南芥幼苗进行正确的光形态建成所必需的(Serino and Deng．2003)

a拟南芥cop／det／fu$突变体(cop9一‘bottom)表现的典型的组成型光形态建成，表明它们在这一过程中

起负调控的作用．而光信号在被光受体感受后可以废除这种抑制。

表1 c洲亚基的组成(Wei and Deng，2003)

在CSN复合体中，CSNI在复合体的组合中起着关键的作用(Wei and Deng，2003)。拟南芥

中，csNl的彻底丧失会引起csN8的积累受阻，CSN5从复合体中脱离，以及cSN4和csN7的水平

显著降低(Wang等，2002)。一些研究结果表明：拟南芥的CSN!需要复合体完整以稳定它的积累

(Kwok等，1998；Tsuge等，2001；Wang等，2002)。但是，在瞬时表达系统或工pombe中，CSNI

能够独立于其它亚基而单独积累(Wei and Deng，2003)。

虽然CSN是在植物的光形态建成中发现的，但是它的调控作用远不止这些。由于CSN的纯台

突变体是早期致死的，所以利用其转基因株系(相当于CSN的功能部分丧失突变体)来研究CSN

9
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的调控作用(Peng等，2001a，b；Schwechheimer等，2001)。研究发现，CSN的功能部分丧失突

变体具有从对植物激素的应答改变到形态异常等多个表型(圈6)：幼苗有不同的子叶数(图6

a，b)：成熟植株丧失顶端优势(图6 c，d)；CSN3或CSN4的功能降低导致叶形态的异常，如缺乏

对称性(图6 e)或不正确的叶融合(图6 f){CSNI、cSN3和CSN4的功能降低会引起同源异型

转化(图6 g)和辐射对称的改变(围6 h)。

圄6 CSN的功能部分丧失突变体的表型(Ser no and Oeng，2003)

如上所述的CSN的功能部分丧失突变体含有比野生型更高的泛素化的蛋白(Pertg等，2001a)。

因此，这些材料的一些表型便和泛素介导的蛋白降解过程的缺陷相关联。与这些数据相一致的是，

近来的一些报道表明CSN在泛素E3连接酶的活性调节方面起作用(Azevedo等。2002；Liu等，

2002：schwechheimer等，2001；Schwechheimer等，2002)。在酶的级联反应中，E3连接酶同

El、E2一样，是底物泛素化以致于被26S蛋白酶体降解所必需的(Pickart．2001)。这个级联反

应的组织是分等级的：拟南芥中有2个口基因，36个￡?基因和数量更大的彤基因(Bachmair

等，2001：Gagne等，2002)。每个E3和一个或少数几个E2直接互作，以结合E2的表面为依据，

又可以将E3分为2组：HECT(Homologous to E6-AP carboxyl terminus)结构域的E3和指环

结构域的E3(Pickart，2001)。

酃么．CSN以及前面叙述的COPI、COPIO又是怎样参与光形态建成的呢?遗传学和生化的证

据表明CSN、COPI和COPIO相互作用以诱导光形态建成的正调控因子，如：HY5、HYH和IAFl

等的降解(Holm等，2002；Osterlund等，2000)。另外，有证据表明CSN与26S蛋白酶体的盖

子亚复合体具有相似的结构(Moon等，2004；Seeger等，1998：Uhle等，2003)；而COPl是一

个具有指环结构域的E3连接酶，COPIO为E2偶联酶(Suzuki等，2002)；这样它们参与光形态建

成可以用下图来解释(图7)：

10
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m7 COP／DET／FUS蛋白参与檀物的光形态建成$ahvm．．chhcimcrand Deng，2001)

a：光下，野生型的COPl位于细胞质中，}f1，5正常转录．调节光形态建成的进行；黑暗中．COPI从细胞质中

进入细胞核中，与cSN互作，降解lff5，使得光形态建成不能正常进行．

b：CSn突变体中．无论是在光下还是在黑暗中．COPI部位于细胞质中．不能进到细胞核中，这样就无法与

CSN互作，HY5不被降解，光形态建成正常进行．于是袁现出黑暗和光下相间的表型．

I．4与COP9信号体互作的蛋白激酶的研究进展

与CSN互作的蛋白激酶活性最初是在从血红细胞中纯化CSN复合体时发现的(Seeger等，

1998；Wei and Oeng．2003)。CSN的制备物(preparation)可以磷酸化C—Jun(Ser03 and Ser73)、

IkB a、NF一船前体、p105以及在体外还可以磷酸化肿瘤抑制子p53(Serl49，Thrl50，Thrl55)

(Bech-Otschir等，2001；Seeger等．1998)。这种磷酸化作用并不来自于CSN本身，因为CSN

本身也是磷酸化的对象(Henke等，1999)。另外，这种激酶活性可以被酸性黄所抑制。后来在

纯化小牛脑5／6-激酶过程中，发现5／6一激酶可以与COP9信号体免疫共沉淀．表明细胞内的5／6一激

酶和COP9信号体存在一种相互作用的关系(Wilson等，2001)。并且5／0一激酶展现的底物范围、

特征和与CSN互作的蛋白激酶很相像，也可以被酸性黄所抑制(Sun等，2002)。这些数据表明5／6一
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激酶很可能就是与cSN互作的蛋白激酶之一。5／6一激酶与CSN互作的亚基是CSNI(日PCSN的最大亚

基)(Sun等，2002)。除此以外，蛋白激酶CK2(CK2)和蛋白激酶D(PKD)也披证实与CSN互作，

它们可阻磷酸化c—Jun和p53。CK2结合CSN3和CSN7，PKD则结合cSN3：而且它们都能磷酸化CSN的

亚基，CK2磷酸化CSN2、CSN7，PKD磷酸化CSN7(Uhle等，2003)。另外，还发现了其它的CSN亚基

的互作蛋自(表2)。

表2 c洲亚基的互作蛋白(№i and Deng，2003)

很多证据表明CSN在控制植物发育的许多方面的信号过程起着关键的作用(Peng等，2001a，

b)，这些过程包括对植物激素(如生长素，Schwechheimer等，2001)、环境胁迫以及真菌和病

毒等病原菌(Azevedo等，2002：Liu等，2002)的细胞水平的应答。各种遗传学研究证明CSN

处于多重信号输入和控制细胞分化的特异过程的下游调控级鹾反应的连接点上(Steinbergand

Chamovitz，2004)。CSN在结构上与26S蛋白酶体的盖子和真核细胞的翻译起始因子eIF3相似(Kim

等，2001)，在生化功能上与泛素依赖的蛋白降解相关(Steinbergand Chamovitz，2004)。证据



中国农业大学博士学位论文 第一章文献综述

表明与COP9：互作的蛋白激酶在CSN控制的这些细胞过程中起着重要的作用，例如CSN依赖的磷酸化

调节着泛素依赖的转录因子的降解(gerse等，2004；Steinbergand Chamovitz，2004)。但是，

对于不同的转录因子，CSN依赖的磷酸化的作用却是不同的。下面以c-Jun和p53为例，说明CSN依

赖的磷酸化是怎样调节泛素依赖的转录因子的降解的。

c—Jun是AP一1转录复合体的组分之一，而AP-I转录复合体则是许多细胞因子基因的一个调节

子，它激活后应答环境胁迫、辐射和生长园子(Dunn等，2002)。胁迫下，c—Jun的N端磷酸化(主

要是Ser63 and Ser73)会使它稳定，不被蛋白酶体降解，最终导致AP-I转录活性的增加(Steinberg

and Chamovitz，2004)。而其C端的磷酸化则会下调e—Jun的转录活性。CSN依赖的磷酸化是AP一1

信号的正调控因子，因为它的磷酸化发生在c—Jun的N端(Seeger等，1998)，是稳定c—Jun．使其

不被蛋白酶体降解。而且酸性黄和其它已知的抑制子可以诱导c-Jun在Hela细胞中的降解，这些

抑制子可以抑制与CSNN作的蛋白激酶的活性；这表明激酶活性对于c-Jun的稳定有作用

(Steinberg and Chamovitz，2004)。另外一个例子也可以证明csN依赖的磷酸化调节c—Jun的信

号途径：在Hela细胞中，hCSN2的超表达以及随后增加的CSN水平可以稳定c—Yun和增加AP—l的活

性(Naumann等，1999)。

而CSN依赖的磷酸化是肿瘤抑制子p53的负调控因子，导致它的降解(Sharpless等，2002)。

正常的生长条件下，p53被蛋白酶体连续的降解保持在一个很低的水平；而当细胞遭受胁追时，

p53就会被激活并且稳定下来(Steinberg and Chamovitz，2004)。另外，CSN在结合p53时，会

特异地调节p53的Serl49、Thrl50和Thrl55的磷酸化。突变分析表NThrl55的磷酸化对于p53的稳

定是至关重要的。CSN介导的Thrl55的磷酸化参与了正常条件下p53{氐水平的维持(Beeh—Otschir

等，2001)。

既然与CSN互作的蛋白激酶活性对于不同的转录因子具有相反的作用，而且这两个转录因子

本身处于复杂的调控机制中．那么可以想至tJCSN的功能也是复杂的(Steinbergand Chamovitz，

2004)。而且c—Jun和p53可能是竞争性的结合CSN，进而被与CSN互作的蛋白激酶磷酸化，导致各

自不同的命运。或者稳定下来或者被降解掉(Steinbergand Chamovitz，2004)。这种作用方式

可以用下面的模型来概括(图8)：
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图8 CSN是p53的负调控因子，而是c—Jun的正调控因子(Steinbergand Chamovit2．2004)

该模型表明与CSN互作的蛋白激酶活性通过促进p53的降解而起抑制作用；通过稳定C-Jlln而起

促进作用。A，正常条件下，与CSN互作的蛋白激酶活性处于一个平衡状态；B，在特殊的细胞条

件下，诸如肿瘤细胞或者激酶抑制子酸性黄存在下，蛋白激酶活性就会被抑制，这样它对p53的

抑制作用就得不到发挥，同时诱导了c—Jun的抑制。根据这个模型，蛋白激酶活性豹抑制会导致

细胞程序化死亡的增加(稳定p53)，并且通过降解C—Jun增加了血管发生(angiogenesi s)

(PolImann等，2001)。

1．5总结

综上所述，l，3，4-三磷酸肌醇5／6一激酶是磷酸舰醇代谢过程中的一种重要的酶，它催化

1。3，4一三磷酸肌醇在5或6位的磷酸化，生成两种四磷酸肌醇产物： Ins(1，3，4，5)P．和Ins

(1，3，4，6)P。。动物细胞中．它不仅具有磷酸肌醇激酶活性，而且有蛋白激酶活性，还能进行自

身磷酸化，是一个保守的多功能酶。植物细胞中．仅知道它是～种广泛存在的肌醇激酶，有关5／6一

激酶的功能没有更多的报道。

光是植物生长、发育必不可少的环境因子，光受体是感受光的第一个元件。它与下面的一系

列元件组成了一套极其精细的光信号接受和信号转导系统，使植物表现出光形态建成等特征。光

形态建成是植物生长、发育的重要环节，COP9信号体在植物光形态建成中起着极其重要的调节作

用。而且，除了光形态建成外，CSN还在控制植物发育的其它信号过程中起重要的作用。有证据

表明CSN在结构上与26S蛋白酶体的盖子相似，在生化功能上参与了泛素依赖的蛋白降解。CSN

14
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正是通过这个功能，与COPI、COPIO相互作用参与了植物的光形态建成。实验表明．与CSN互作

的蛋白激酶在CSN控制的许多细胞过程中起着重要的作用，例如CSN依赖的磷酸化调节着泛素依

赖的转录因子的降解。哺乳动物细胞中，1，3，4-三磷酸肌醇5／6一激酶是第一个鉴定出的与CSN

互作的蛋白激酶，它们的互作亚基为CSNl。有证据表明与CSN互作后，5／6一激酶的肌醇激酶活性

受到了很大程度的抑制，表明与CSN互作后行使的激酶活性为蛋白激酶活性。但是。目前还不清

楚它们在动物细胞中互作的生物学意义。

1．6本课题的研究意义

1，3。4-三磷酸肌醇5／6一激酶是磷酸肌醇代谢过程中的一种重要的酶，动物细胞中，它具有肌

醇激酶和蛋白激酶双重活性，还能进行自身磷酸化，是一个保守的多功能酶：植物细胞中，仅知

道它是一种广泛存在的肌醇激酶，有关它的功能没有更多的报道。因此，研究5／6-激酶在植物中

的生物学功能具有重要的意义。

哺乳动物细胞中，5／6一激酶是最早发现的一个与CSN互作的蛋白激酶，它们的互作通过CSNl

完成。由于CSN在控制植物光形态建成等过程中起关键的作用，与CSN互作的蛋白激酶又在CSN控

制的细胞过程中起作用，以及目前植物中还没有与CSN互_作的蛋白激酶的报道，所以研究植物中

的5／6一激酶是否具有蛋白激酶活性、是否与CSN互作，并参与植物的光控生长发育，对揭示5／6一

激酶的生物学功能，阐明植物光形态建成机理等方面具有重要的理论意义。
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第二章拟南芥1，3，4一三磷酸肌醇5／6一激酶基因Atltpk一，的表

达特性和亚细胞定位研究

磷酸肌醇代谢在生物感受胞外刺激及信号转导中起着重要的作用。在这条代谢途径中，许多

催化可溶性多磷酸肌醇的磷酸化和去磷酸化反应的激酶和磷酸酯酶参与了反应(Hanks and

Ouinn，1991)。这些酶蛋白可以完成各种磷酸肌醇之间的转化，其中一些激酶还具有蛋白激酶的

功能，它们通过磷酸化调控一些蛋白质包括转录因子的活性，进而调控下游基因的表达(Hanks and

Quinn，1991)。

1，3，4-三磷酸肌醇5／6一激酶(简称5／6—激酶)是磷酸肌醇代谢过程中的一种重要的酶，它催

化1，3，4-三磷酸肌醇在5或6位磷酸化，生成两种四磷酸肌醇产物，这是包括植酸(InsP。)在内的

多磷酸肌醇形成的第一步(wilson and Majerus，1997)。有证据表明，5／6-激酶是一种在动物、

植物、甚至线虫中都比较保守的多功能酶(Field等，2000)，它不仅能够磷酸化l，3，4一三磷酸

肌醇，还具有3，4，5，6一四磷酸肌醇(Ins(3，4，5，6)n)卜激酶的活性，即以Ins(3，4，5，6)P沩底

物产生InsPs(Yang等，2000)：在线虫(￡Mstolytica)中，Ins(1，3，4)5／6一激酶还可以以

Ins(1，3，4)^和Ins(1．4，5)P。作为底物(Field等，2000)。

植物中5／6一激酶的首次报道是在1997年，Wi lson等从拟南芥中克隆了l，3，4-三磷酸肌醇5／6一

激酶基因，并在大肠杆菌中表达了融合蛋白，经测定该蛋白具有1，3，4-三磷酸肌醇5／6一激酶活性

(wilson等，1997)。1998年，PhilliPPY在未成熟大豆中发现了各自独立的1，3，4一三磷酸肌醇

5一激酶和1，3，4-三磷酸肌醇6一激酶活性(Brian等，1998)2003年，Shi等在玉米中发现了该酶

基因(Shi等．2003)。同时，陈其军等(2003)在拟南芥中克隆到一个5／6一激酶类似物基因，命

名为AtITLl；对其进行Blast分析发现：拟南芥中还存在一个516-激酶类似物基因，命名为AtITL2

(陈其军等，2003)。可见，516一激酶是一种在植物中广泛存在的肌醇激酶。但是，植物中有关

5／6一激酶的功能没有更多的报道。所以，研究拟南芥中516一激酶的生物学功能具有重要的意义。

为了研究5／6一激酶的功能，我们克隆了它的基因．命名为Atltpk-I。并将该基因融合His标

签进行原接表达，制备了多克隆抗体；利用RT-PCH和western blot方法研究了Atltpk一硅不同光
质下的表达特点；用Western blot研究了Atltpk—i蛋白的器官表达模式；构建AtItpk一1--GFP载

体，转入野生型拟南芥，通过融合蛋白的稳定表达观察Atltpk-I在拟南芥中的亚细胞定位。

2．1材料与方法

2．1．1实验材料

2．1．I．1植物材料

野生型拟南芥(生态型为Columbia型)。
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2．1．1．2质粒载体

pGEM—T(Promega)；PESP2、pET一30a、pBll21均为本实验室保存。

2．1．1．3工具酶及分子量标准

各种限制性内切酶、RNase A、Taq DNA聚合酶、T．DNA连接酶购自Promega、Takara、华美、

鼎国、原平皓等生物工程公司。蛋白分子量标准购自欣经科等公司。

2．1．I．4试剂盒

蛋白纯化试剂盒购自QIAGEN．玻璃奶回收试剂盒为天为时代公司产品。

2．1．2常用培养基和溶液的配制

2．1．2．1培养基配制

LB培养基(1升)：蛋白胨log，酵母提取物59．NaCl log，pff7．0(固体培养基每升加159

琼脂粉)，高压灭菌。

Ms培养基(1升)：MS大量元素、微量元素、20 g蔗糖，8 g琼脂，pH5．8。

YEB：牛肉浸膏59，酵母提取物lg，胰蛋白胨59，蔗糖59，MgSO。7H20 0．59，NaOH调pH

至8．0，加水定容至lL。

2．1．2．2溶液的配制

EB储备液(10mg／m1)：Ig EB溶于lOOml水中，4℃避光保存。

RNaseA(10mg／m1)：称取0．19 RNaseA溶于lO ml 10IHM Tris·HCI(pH7．5)，15InM NaCl中，

100"C煮沸15min，冰浴冷却，一20"C保存备用。

氨苄青霉素(Amp)贮液(100mg／m1)：lOOmg Amp溶于Iml 0，414 NaOH中，一20"C保存。

TE：含lOlllII Tris·BCI(pH8．0)，lmM EDTA(pH8．0)，高压灭菌。

5×TBE：Tris549，硼酸27．59．0．5M EDTA(pH8．0)20ml，加水定容至1升。

10×TAE：Tris48．49，冰醋酸11．42ml，0．5M EDTA(pH8，0)20ml，加水定容至1升。

6×DNA Loading Buffer：0．25％溴酚蓝，40％甘油水溶液，4℃保存。

渗入缓冲液：0．5×Ms、0．5 mg／L VBs、0．044叫6-BA、0．03％silwet L一77。

蛋白提取buffer：lOmM Tris HCI，0．02％NaN3，0．001％PMSF。pH8．0。

考马斯亮兰G-250染液：将lOOmg的考马斯亮兰G-250溶于50mi、95％的乙醇中，加入120ml、

85％的磷酸，用水稀释到1L。

2．1．3试剂配制

2．1．3．1质粒DNA的提取

溶液I：50{f15{TriS·Hcl(pH7．5)，lOⅢM Effrh(pff8．0)，高压灭菌。

溶液II：0．2M NaOH，I％SDS，分别配制0．4M NaOH和2％SDS的贮液，使用时以I：I比例混

合。

溶液III：1．32M醋酸钾(pH4．8)，高压灭菌。

2．1．3．2 Hi s标签的原核表达及蛋白纯化
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(1)非变性条件下：

裂解buffer(1L)：

50埘NaB2P0． 6．99 NaB2PO,·H20(娜137．99)

300ram NaCI 17．549 NaCl(姗58．44)

lOmM imidazole 0．689 imidazole(M*68．08)

NaoH调pH为8．0

洗涤buffer(1L)：

50IllhI NaB2PO‘ 6．99 Na№PO··m0(姗137．99)

300口l~1 NaCl 17．549 NaC!(^flr 58．44)

20槲imidazole 1．369 imidazo[e(MW 68．08)

NaOH调pH为8．0

洗脱buffer(1L)：

50Illl【NaB：PO, 6．99 NaB2Po．·Hz0(脚137．99)

300枷NaCI 17．549 NaCl(删58．44)

250rIIM imidazole 17．OOg imidazole(MI『68．08)

NaOH调pH为8．0

(2)变性条件下：

裂懈buffer

buffer A(1L)：

lOOmM NaB2PO, 13．89 NaH2PO．·H20(11w 137．99)

10嘣TriS C1 1．29 Tris base(姗121．1)

6 M GaBCl 5739 guaaidine hydrochliride

NaoH调DlI为8．0

buffer B(1L)：

lOOvJ“NaH2POt 13．89 NaB2PO．·H棚(师137．99)

10mM TriS C1 1．29 Tris base(螂121．1)

8M urea 480，59(删60．06)

NaOH调DH为8．0

洗涤buffer

buffer C(1L)

lOOmM NaB?P04

10ⅡIM Tris Cl

8M urea

13．89 NaH2P仉·H20(州137．99)

1．29 TriS base(姗121．1)

480．59(删60．06)
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HCI调pH为6．3

洗脱buffer

buffer D(1L)：

lOOmH Na}12P04

10mM Tri s Cl

8M urea

HCl调pH为5．9

buffer E(1L)：

100mM Nail2PO‘

10mM Tri S Cl

8M urea

HCl调pH为4．5

13．89 Na也Po。·H20(洲137．99)

1．29 Iris base(胂121．1)

480．59(姗60．06)

13．89 Nail2PO,-IIzO(狮137．99)

1．29 TriS base(MW 121．1)

480．59(Mw 60．06)

2．1．3．3 ELls^法测定抗体的效价

(1)包被缓冲液：0．05M、pil9．6的碳酸盐缓冲液。

(2)抗体稀释液：1L PBS+ImL Tween一20+lg明胶。

(3)洗液：IL PBS+lmL Tween一20。

(4)终止液：0．2M 112SO．。

2．1．3．4 Western bIot

(1)Acr—BiS(z9：1)30％w／v

299 Acr，lg BiS，加入重蒸水定容至100M，过滤．避光4"C保存。

(2)分离胶buffer“×)

1．5mol／L Iris—BCl(pH8．0)0．“(w／v)SDS

45．49 Iris，lOml IO％SDS，浓ttCl约lOm[，调pH至8，8，用重蒸水定容至250ml。 (3)

浓缩胶buffer(4×)

0．5me t／L Iris—HCI(pH6．8)0．4％h／v)SD$

15．159 Iris，lOml IO％SDS．浓HCl约lOml。调pH至6．8，用重蒸水定容至250ml。

(4)上样buffer(2×)

0．25mol／L Tri s—HCt(pH6．8)．4％SDS，20％甘油，痕量溴酚兰

50ml浓缩胶buffer(4×)，49 SDS，20ml甘油，2mg溴酚兰，用重蒸水定容至lOOml。

(5)Tri s一甘氨酸电泳buffer(10×)1000ml

800ml重蒸水加热溶解29 SDS，加入30．29 Tris碱，i449甘氨酸，重蒸水定容至1000mI。

(6)考马斯亮兰染液R250

225ml重蒸水溶解1．259考马斯亮兰R250，225ml甲酵，50ml冰醋酸

(7)转移buffer
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750ml重蒸水溶解3．039 Tris，14．49甘氨酸，200ml甲醇，加水定容至1000ml。

(8)TBS(10×)

750ml重蒸水溶解12，129 Tris，889 NaCl，HCl调节pH至8．0，重蒸水定容至1000ml。

(9)TBST(1×)

lOOml TBS(10×)，0．5ml Tween一20(O．05％v／v)，重蒸水定容至1000mt。

(10)封闭液

0．39 BSA(3％w／v)溶于lOml TBST中。

(11)AP缓冲液(10×)

80ml重蒸水溶解0．599 NaCl，0．1029 MgCl2，1．2129 Tris-HCl，HCl调pH至9．5，重蒸

水定容至100M。

(12)NBT母液

lOml 70％二甲基甲酰胺溶解0．59 NBT。

(13)BCIP母液

lOml 100％二甲基甲酰胺溶解0．59 BCIP。

(14)丽春红染色液

0．19丽春红溶于5ml乙酸，加入重蒸水定容至100m1。

(15)12％SDS—PAGE凝胶电泳分离胶的配制(IOM)：

3．3ml水，4ml 30％丙烯酰胺，2．5ml 1．5M Tris(pit8．8)，0．1ml 10％SDS。0．1ml 10％过

硫酸铵，4ul TEMED。

(16)5％SDS—PAGE凝胶电泳浓缩胶的配制(5m1)

3．4ml水，0．83ml 30％丙烯酰胺溶液，0．63ml lM Tris(plf6．8)．50 ul 10％SDS，50u1

10％过硫酸铵溶液，5 u l TF瑚ED。

2．1．4实验方法

2．1．4．1 RNA的提取与纯化

取200mg约2周龄的野生型幼苗提取总RNA，提取步骤按Gibicol的TRIzol Reagent的产

品说明书进行。之后用无RNase的胰DNaseI消化半小时。80℃灭活lO分钟。

2．1．4．2反转录及pcR扩增

2．1．4．2，1反转录

(1)由工作液浓度计算加入2ugRNh的体积及加入所需水的体积(7．50L-RNA的体积)。

(2)加入oligodT。

(3)取出一80℃下保存的RNA．熔化后离心，按计算体积加入，混匀离心。

(4)永浴锅或PcR仪上68℃变性15分钟，取出后迅速置于冰上冷却，以免形成二级结构。

(5)第4步进行中在一个离心管中加入dNTP、5×RTbuffer、g-MLV、RNhsin，离心混匀，备用。

(6)将第五步中的混液加到4的离心管中，混匀离心。

(7)PCR仪上(水浴锅中)42℃l小时．

(8)95℃变性5分钟．以灭活M—MLV。
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(9)取出置于冰上，之后离心混匀，一20℃保存。

2．1．4．2．2 POR扩增用于PCR扩增的上游引物序列为：5’-C刨TGTCAGATTCAATCCAGGAAAG一3 7。下游引物

序列为5’一AcqGAGcT对rcAGAcATGA丌cTTcTTA6TG一3’(加框的部分为人为引入的如dII和Sacl
酶切位点)。PCR体系如下：

10×PCRbuffer 2．5 ul：dNTPs(10mmol／1)0．5 u1：

Forward primer(10|J mol／1)l ul：Reverse primer(10“mol／1)l u1：

eDNA(products of RT)I u l：50／ii l Tag 0．5 u l：H20 19．5 u l：Total：25p 1．

扩增反应在GeneAmp 9700PCR仪进行，循环程序如下：94"C。30s：55℃，30s：72"C，lmin：

30cycles：72℃，5min。

2．1．4．3扩增产物的回收及克隆

RT—PCR扩增产物从琼脂糖凝胶中的回收、纯化，使用天为时代公司的离心柱法DNA回收纯化

试剂盒。有关方法参见说明书。将回收的扩增产物连到pGEM-T载体上转化大肠杆菌，挑取阳性

克隆，提取质粒．经质粒PCR及酶切鉴定后，送交公司测序。序列正确后再将其克隆到PESPz载

体上，备用。

2．1．4．4质粒的提取

碱裂解法少量提取质粒DNA(参见分子克隆26页)：

(1)将单菌落接种于3ml含相应抗生素的LB培养基中，37℃摇菌过夜。

(2)12，000rpm离心30sec，集蘸。加200pi溶液I(含RNaseA 100 p,g／m1)，振荡悬浮菌体。

(3)200恤i新配制的溶液II，颠倒混匀。

(4)溶液澄清后立即加入预冷的200pi溶液III，混匀后冰上放置5～lOmin。

(5)4℃、12。000 rpm离心15min，取上渚，加0．7倍异丙酵混匀。

(6)12，000rpm离心10 min，70％乙醇洗涤沉淀．抽千后溶于适量水或TE，一20"C保存备用。

2．1．4．5 His标签的原核表达及纯化

2．1．4．5．1诱导表达

(I)取lOrei液体LB培养基，加入相应的抗生索(kan I／i000)，挑取单菌落，37"C摇床过夜。

(2)取过夜的菌液，按1：50的比例，加入到含有相应抗生素的LB培养基中，37"(3继续培养至

OD一为0．5-0。?。

(3)取Iml菌液，准备SDS～PAGE分析用(作为对照)，其余加IPTG诱导(终浓度为ImM)4小时；

取Iml菌液用作SDS—PAGE分析，其余40009离心20分钟。

(4)收集的菌在液氮中速冻，贮存于一20℃，或直接进行下一步裂解。

2．1．4．5．2非变性条件下的裂解纯化

(5)若菌是一20℃贮存的，刚需要在冰上放置15分钟缓缓解冻，之后按2—5ml／g湿重的比例

加入冰冷的裂解buffer，若是直接收集的菌则直接加入相应比例的裂解buffer进行裂解。

(6)在裂解buffer中加入溶菌酶，终浓度为img／ml，冰上放置30分钟。

(7)冰上超声，超声5秒、间隔10秒，共30次，功率为280W。

(8)如果裂解液很粘稠，则加入RNase A(终浓度为loⅡg／m1)和bNase I(终浓度为5儿g／m1)，
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冰上放置10一15分钟。

(9)4"C、100009离心20—30分钟，收集上清，取一部分进行SDS—PAGE分析，其余部分进行下

一步纯化。

(10)取lml 50％的Ni—NTA slurry，加到4ml澄清的裂解液中，4"C摇床上轻摇1小时，以使

二者充分混和。

(11)将上述混和物上柱，封闭下管口以免溶液流出。

(12)待溶液平衡好，打开下管口的开关，收集流出溶液，进行SDS—PAGE分析。

(13)用4mlwash buffer洗涤2次，并收集流出液，进行SDS—PAGE分析。

(14)用0，5ml的elution buffer洗脱4次，收集每次的流出液，这些流出液即为纯化的目的

蛋白。取出一部分进行SDS—PAGE分析。

2．1．4．5．3变性条件下的裂解纯化

(5)按5ml／g湿重的比例加入buffer B，室温下于摇床上轻摇15—60分钟或者用枪尖轻轻吹打

裂解细胞，要避免气泡。

(6)室温、100009离心20一30分钟，收集上清，取出一部分用作SDS—PAGE分析，其余部分进行

下一步纯化。

(7)取lml 50％的Ni—NTA slurry，加到4ml澄清的裂解液中，室温摇床上轻摇15--60分钟，

以使二者充分混和。

(8)将上述混和物上柱．封闭下管口以免溶液流出。

(9)待溶液平衡好，打开下管口的开关．收集流出溶液，进行SDS—PAGE分析。

(10)用4ml buffer C洗涤2次，收集流出液，进行SDS—PAGE分析。

(11)用buffer D洗脱蛋白4次，每次0．5ml，之后再用buffer E洗脱4次，每次0．5ml。收集

每次的流出液，这些流出液即为纯化的目的蛋白。取出一部分进行SDS—PAGE分析。

2．1．4．6多克隆抗体的制鲁

如果纯化的蛋白杂带非常少，则可以直接注射兔子产生多克隆抗体(每只兔子至少2mg蛋白)：

但如果杂带很多的话．则要进行进一步处理，如下：

(1)纯化的蛋白跑SDS-PAGE制备电泳，之后将SDS--gel放入预冷的0．25M KCl、lmM D下T溶液

中，5分钟。

(2)重蒸水洗5分钟。

(3)放入预冷的重蒸水(含lmM DTT)中．1小时。

(4)切下目的条带。

(5)用电洗脱仪洗脱蛋白，或者将切下的胶条装入透析袋，在水平电泳槽中电泳(电泳buffer

可以是TAE，也可以另选)40一60分钟。

(6)将洗脱好的蛋白用紫外法测定蛋白浓度，留一部分用来测定效价，其余的免疫兔子(中科

院遗传所制作)。

2．1．4．7多克隆抗体的纯化及检测

2．1．4．7．1抗体的纯化

(1)跑两板胶，每板上500pL蛋白。
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(2)IOOV转膜，90—120分钟。

(3)丽春红显色后，剪下条带，洗涤干净后用3％的BSA封闭1小时。

(4)PBST洗3遍，放入含有lml血清和3％BSA的IOmlPBST中，于冰上结合3—4小时，并在摇

床上摇动。

(5)闱PBST洗去血清，洗3次，每次lo分钟。

(6)将膜剪碎，放到离心管内，用pH2．5、lOOmM(1次lml)的甘氨酸洗3—4次，每次不超过

2分钟，剧烈摇晃离心管。

(7)洗下的抗体与pH8．0、lM的Tris_Hcl混合至pH介于7—8之间。

(8)加入0．2％的NaN，，用PBS透析抗体。

(9)分装抗体，液氨中速冻后放于一80℃冰箱中保存。

(10)若抗体很稀，用PEG20000浓缩。

2．1．4．7．2抗体效价的测定(ELl5^法)

(1)抗原的包被

将免疫原(留下来的少部分蛋白)按一定比例稀释后(稀释液为包被缓冲液)，包被到酶标

扳上，每孔100儿，设两个重复．将酶标扳放入湿盒(即托盘，内有用水浸湿的滤纸)，4"C冰箱

中放置至少12小时或者37"C温箱中温育2小时。

(2)加抗血清

将酶标板从湿盒中取出，倒掉包被液，加洗液洗3次，每次2001-L，间隔1分钟。之后用毛

巾包裹，用力捧打，使洗液甩干净。

用抗体稀释液将取好的阴、阳性血清按10的倍数稀释，之后加到酶标板中，每孔lOOlJ_L，放

入湿盒，于37℃温箱中温育30分钟。

(3)加酶标二抗

取出酶标板，按上述方法洗板。同样用抗体稀释液将酶标二抗按l：1000稀释．之后加到酶

标板中，每孔1001J_L，放入湿盒，于37℃温箱中温育30分钟。

(4)反应的显色与终止

洗扳，将氢供体(TMB)和底物(过氧化物)1：1混好，每孔加lOOl_LL，显色10—15分钟，

之后加50儿的终止液终止反应。在酶标仪上测定数值，波长为450am。

2．1．4．7．3抗体特异性检测(Western blot)

(1)装好电泳系统，加入电极buffer，上样。10／15孔2mm样品最多上样36／28“l。

(2)稳压200V，至溴酚兰刚刚跑出分离胶，约需1一1．5小时。

(3)卸下胶板，染色，室温染1—2小时，沸水脱色。

(4)剪与胶等大的NC膜，四张滤纸，将NC膜，滤纸和海绵浸入转移buffer中，至少5分钟。

(5)按(一)黑板一海绵一滤纸一胶块一Nc膜～滤纸一海绵一红板(+)装好。除尽气泡。

(6)4"C，IOOV转移1小时。

(7)取出NC膜，浸入lOml封闭液中，37℃卜1．5小时。

(8)倒出封闭液。4℃可保存2周。

(9)按效价加入一抗于lOml TBST中，37"C l小时。倒出一抗，4℃可保存2周，20ml TBST清

洗10分钟3次。
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(10)加入二抗于lOml TBST中，3TC 1小时，倒出二抗，4"C可存2周，20ml TBST洗10分钟3

次。

(11)加入10ral AP buffer，66 u l NBT母液，33 u IBCIP母液，混匀现色2—5分钟至条带出现，

取出Nc膜，置于20ml重蒸水中，终止反应并清洗2—3次。

(12)晾干，保存于保鲜膜中。

2．1．4．8 RT-PCR分析

(1)提取各材料的RNA，用DNA酶I消化混有的DNA，之后反转录。

(2)以B—tubulin基因为内标，其上游引物为：5’一CGTGGATCACAGCAATACAGAGCC一3’，下游引物

为5’_ocTccTGcAcTTccAc订cGTcTTc一3’．通过不同的循环数和模扳量调整扩增效果，最终使得

各材料扩增出的B-tubulin基因的量一样。

(3)使用调整好的模板量和循环数对目的基因At[tpk-1进行扩增，上游引物为

5’-CAGGATCCATGTCAGATTC从TCCAGGAAAG一3’、5’一^CCGAGCTCTCAGACATGATTCTTCTTAGTG一3’ 为

F游引物；比较目的条带的亮度。

2．1．4．9总蛋白的提取、蛋白浓度的测定

2．I．4．9．1总蛋白的提取

(i)取0．Ig植物材料，液氮中磨碎，加入0．2ml蛋白提取buffer，静置5min。

(2)5000转／min，室温下离心lOmin。

(3)取上清，加入等体积上样2×buffer，沸水5min。

2．I．4．9．2蛋白浓度的测定(考马斯亮兰法)

(1)标准曲线的制作：先将BSA配成Img／ml的标准蛋白溶液，然后分别取0、0．Ol、0．02、0，04、

0．06、0．08和0，lml的标准蛋白溶液．不够的加水补充到0．1ml。

(2)样品做一定的稀释后也取0．Iml。

(3)分别往各试管中加入5ml考马斯亮兰G-250染液，每加一管，立即混匀。

(4)加完后显色2-5min，在分光光度计上测定各样品在595nm处的光吸收值A5*。

2．1．4．10 AtItpk-|--GFP载体的构建

(1)将用Bali和SacI酶切的AtItpk-1片段连到T载体上，送去测序。

(2)序列正确后，连接到pBll21上。

(3)进行质粒PCR和酶切鉴定，正确后转化农杆菌。

2．1．4．11农杆菌转化

(1)农杆菌感受态的制备

。挑取农杆菌GV3101单苗落接种至2 mL YEB液体培养基(含Rif 125 u g／mL)中，28"C振荡

培养过夜。

②将过夜培养物5 mL接种于50 mL的YEB液体培养基中，28"(3 200 rpm振荡培养至OD600为

0．5左_右。

③5 000 g．4℃离心5 min，收集菌体。

④于冰上加入lO mL 0．15 M的NaCI溶液悬浮细胞。

⑤5000 g，4"C离心5 min，收集菌体。

@加入l mL预冷的20 mmol／L CaCIz重悬。
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⑦200 u L每管分装。液氮中冻1 min后置于一70℃保存备用。

(2)重组质粒对农杆菌的转化

①取200 u L感受态细胞，加入1 u g表达载体质粒DNA，冰浴30 rain。

②液氮中冻l min。37℃热激5 mi rl。

③加入l mL的YEB液体培养基，28℃振荡培养4 h．10 000 g离心30 s。加入100 uL的

YEB重悬细胞。

④菌液涂布于含100 11 g／mL Kan和125 u g／mE的Rif抗生素的YEB固体选择培养基平板上，

28"C培养过夜。

(3)阳性农杆菌的鉴定

①挑选转化的单菌落接种至2札YEB液体培养基(含抗生素：终浓度为125 ug／mL的Rif，100

ug／mL的Ran)中，28℃振荡培养过夜。

②碱裂解法提质粒，进行PCR和酶切鉴定分别(参见2．2．8和2．2．9)。

2．1．4．12农杆菌介导的拟南芥转化

(1)农杆菌的准备

①接种阳性农杆菌GV3101于10 mL YEB培养基(含100 I_Lg／mL Rif， 100 I^g／mL Ran)中，28

℃200 rpm振荡培养过夜。

②按1：50的比例转接至200虬含有相同抗生素的YEB培养基中扩大培养至00600为1，2-1．6。

③5000 g离心16 min，收集菌体。重悬于渗入缓冲液．调节OD600至0．8。

(2)转化

①将200 mL悬浮阳性农杆菌的渗入缓冲液(infiltration buffer)置于小烧杯中。

②将拟南芥的花盆用纱网或封口膜封住盆口，将花盆倒置于小烧杯口上，使植株浸入渗入缓冲

液中，移入密封容器中，抽真空(50 Kpa)lOmin。

③缓慢放气后取出花盆，侧置于托盘中，盖上塑料薄膜。

④第二天取下塑料薄膜，直立放于托盘中．浇透水。

⑤于温室中继续培养，收获种子(T1)。

2．1．4．13阳性苗的筛选

将T1代种子种在含50“g／ml的kan板上，大约10天后将阳性苗移至土中。2周后取叶片提

取DNA，用35S的引物进行进一步鉴定。步骤如下：

2．1．4．13．1少量法提取DNA

(1)植物材料(根、茎、叶片等)0．4-0．6 g，液氢碾磨，加入DNA提取Bufferl．5-1．6mL，抽

提15 min，可以适当加热。

(2)将抽提液分装于两个eppendorf管中，加入0．5(O．4 mL)倍苯酚(Tris饱和酚)，轻轻混匀，

抽提5—10 min，9 000 g离心10 rain。

(3)吸取上清，加入0．5(O．4 mL)倍氯仿，轻轻混匀。抽提10-15 min，12 000 g离心8 min。

(4)收集上清．加入等体积异丙醇(总体积约为1．5 mL)，混匀，此时可见白色絮状DNA沉淀．

12 000 g，室温下离心15 rain，吸去上清。。

(5)7096乙醇洗涤沉淀一次。

(6)于37"C烘箱烘干沉淀。
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(7)沉淀溶于适量TE，加入RNaseA使终浓度为50 u g／mL，37"C消化30—60 min。

(8)等体积苯酚一氯仿，氯仿各再抽提一次。

(9)上清加入1／10倍体积的3 M NaAc(pll 5．2)和2—2．5倍体积预冷无水乙醇，混匀后于一20

℃放置30 min，12 000 g，4℃离心15 min．弃去上清。

(10)70％乙醇洗涤沉淀一次．干燥后溶于适量TE或水中。

(11)0．7-0．8％琼脂糖凝胶上检测总DNA，剩余DNA样品保存于-20"C备用。

2．1．4．13．2 MR鉴定

体系同上一章，引物为35S引物，上游引物序列为：5’一cAGATGGTTAGAGAGGcTTAcGcAG一3’：

下游引物序列为：5’一AGAGG^AGGGⅫGcG从GGATAG一3’。循环程序如下：94"C，30s：54"C，30s：
72℃，lmin；30cycles；72℃，5min。

2．1．4．t4 confocaI下观察GFP的发光

撕取经PCR鉴定为阳性的2周龄幼苗的下表皮，用毛笔轻轻去掉叶肉细胞，在Zeiss LSM510

confocal下观察融合蛋白的发光情况．同时以转GFP空载体的幼苗作对照。其中，激发光为488nm，

接收505--530 m的信号。

2．2结果与分析

2．2．1拟南芥1，3，4-三磷酸肌醇5／6一激酶基因Atltpk-I的克隆

根据dtftpk-1的登录号(htS916760)从www．Arabidopsis．org徽U eDNA序列(该序列与

基因组序列完全一致，即该基因没有内含子)，设计引物、扩增得到全长(960bp)。其中，为

方便后边使用，引物含有人为；f入的Bagk[I和曲d酶切位点。将PCR产物进行幽魂I和SacI酶

切，连到T载体上，送去测序。序列正确后，将其连到pET一30a载体上作原核表达或PESP2载体

上备用。

2．2．2融合的Hjs—Atltpk—I蛋白的诱导表达及纯化

将测序正确的Atltpk—l序列连到表达载体pET-30a上，转化大肠杆菌．经质粒PcR和酶切

鉴定均正确后，进行原核表达(图2一1)。htItpk一1蛋白含319个氨基酸，分子量为36，2KD。



1 2 3 4 5 6 7 8 9

97KD
66KD

43KD

31KD

AtI中k-1

20KD

14KD

囤2—1 His一^tltpk一1融和蛋白的诱导表达

泳道卜一4为空载体pET-30a的表达．其中．I、2为未加IPTG诱导，3、4为加IPT6诱导4小时；林道5～8

为叭s-AtItpk—l的表达(融和蛋白的分子鼍约为371(3)．5、6未加[PIG诱导，7、8为加IPTG诱导4小时；泳

道9为蛋白}aarker。Atltpk-I蛋白的位置用箭头表示。

将诱导出的融合蛋白His—htItpk—l过Ni柱纯化，分别收集洗脱溶液(图2—2)。由于纯化的

蛋白效果不好，所以在合并含有目的蛋白的溶液后进行浓缩，将浓缩的蛋白再次电泳，从PAGE

胶上切下目的蛋白，用电洗脱仪进行洗脱。洗脱下的蛋白郾为纯的目的蛋白．送与遗传所动物中

心制备多克隆抗体。

97KD
66KD

43KD

31KD

Atltpk．1

20KD

14KD
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

围2--2 His-AtItpk—i融和蛋白豹纯亿

泳道1为诱导表达的蛋白。泳道2--9为撬脱下的目的蛋白，辣道10为蛋白Warker．AtItpk—I蛋白的位置

用箭头表示．

2．2．3 AtItpk-1多克隆抗体的纯化及检测

拿刘抗盘涛后，用ELISA检测其效价(表2--I，图2-3)。
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表2-1 ELls^方法测定抗血清的效价(450rmt)

103 lO‘ 105 106 107 lO。

1 1．83 0．305 0，056 0．033 0．034 0．009

2 1．926 0．293 0．044 0．039 0，02G 0．0n

3 1．823 0．318 0．048 0．036 0．022 0．0t2

注：包艘抗碾的浓度为IOOu glmi．圈中备数值均为扭血清的∞值减击仞蛙血清的00值

抗血清的效价

围2-3抗血清技榆

从上述结果可以看到，抗血清的效价为Io-．岂后按照Olmsted(1981)所述的方法对抗血请

进行纯化．纯化的抗体用Western blot检测其特异性(图2—4)。

Atltpk-I·。一

A B

圈2—4 Western btQt检测抗Atltpk一1舳多克瞳抗体的特异性

图A的一抗为纯化的Atltpk—l抗体(h 1000)，其中^l是野生型拟南芥的总蛋白．^2是预梁蛋白14arker

图8的一抗是阴性血清．Atltpk一1蛋白的位鬻用箭头表示．
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图2～4的结果表明纯化后的抗体特异性很好，可以用来进行下～步的实验。

2．2．4 Atlfpk一，在不同光质下的表达分析

为了研究Atlepk一，在不同光质下的表达特点，我们运用RT-PCR技术和Western blot技术

分别从RNA水平和蛋白水平进{亍分析。结果显示：AtItpk一』基因在RNA和蛋白水平上的表达均受

红光的强诱导．也受白光诱导，但诱导程度与红光相比要弱。我们分析AtItpk-I受白光较弱的

诱导可能是因为白光中有红光的原因。

．4tltpk-1’‘。—’

Tubulin．．．．——

Atltpk-1

dark WL RL

C

瞳2-5不同光质下Atltpk一，基因的寰达分析

A为半定量PCR分析，野生型拟南芥在黑暗(dark)、白光(孔)和纯红光(RL)下的表达情况；幼苗在熙暗中生

长9天，或先在黑暗中生长7天再在白光或红光下诱导2天．B为Westernblot结果，一抗为Mltpk-1的多抗(1：

1000)；C为转膜后立春红盛色曲结果一确认上样量(15“g蛋白／泳道)．,●tltpk一，．Tubalin基区J和Atltpk一1

蛋白的位置用箭头表示．

2．2．5^tItpk-I蛋白的器官表达模式检测

为了研究htltpk—l蛋白的器官表达模式，我们分别提取拟南芥的果荚、花、根、茎、叶以

及全株的总蛋自．用Western blot技术进行检测(圈2—6)。结果表明：Atltpk—l蛋白广泛存

在于所检测的拟南芥各个器官中，是一个遍在蛋白。
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Atltpk-l—，

Si F R St L Se

B

圈2—6^titpk一1置白的器官表达模式分析

其中，A为Western blot结果，一抗为Atltpk—I的多抗(1：1000)；Si、F、R、St、L、Se分别表示果荚、

花、根、茎、叶以及全株．B为转膜后立春红显色的结果，以确认上样量(30 u g蛋Ca／泳道)。nItpk—l蛋白

的位置用箭头表示。

2．2．6 AtItpk-1--GFP融合蛋白在拟南芥保卫细胞中的定位

2．2．6．I AtItpk一1--GFP载体的构建

将序列正确的Atltpk一』片段连接到pBll21上，经质粒PCR和酶切鉴定(图2—7)后．转化

农杆菌。阳性菌斑再进行质粒PCR和酶切鉴定，鉴定正确后用真空渗入法转化拟南芥。

l 2 I 2

A B

固2-7 Atltpk-1--QFP的质粒POR和酶切鉴定

其孛矗为矮粒PCR鉴定，B为酸切鉴定(ktltpk—l片段长960bp)。

2．2．6．2转基因苗的POR检测

Tl代转基因苗先在50u g／ml的kan板上筛选．之后用PCR进行鉴定(图2—8)。引物序列以

35S为模板设计。



中国农业大学博士学位论文 第二章拟南芥I．3，4-三磷酸肌醇5／6一澈酶基因Atlt‘面-／的表达和亚细胞定位
曼鼍皇烹量曼皇曼■曼邑鼍曼曼曼曼曼皇皇皇苎蔓曼曼曼曼!曼曼曼鼍量皇置皇■—量—罾巴皇鼍!曼鼍!量曼量鼍■■皇_II|罾董蔓皇蔓皇鼍舞曼巴鼍量孽鼍

2000

嚣
2帅

图2-8部分Atltpk-1--GFP转化拟南芥檀株的检测结果

其中t泳道l为DNA Marker．泳道2--9为转基因植株PCR扩增结果，4—9为阳性(片段长约750bp)．泳

道lO为未转基因植株PCR扩增结果．

2．2．6．3 AtItpk一1--GFP融合蛋白在拟南芥保卫细胞中的定位

撕取阳性幼苗的下表皮，观察保卫细胞中该融合蛋白的定位情况(图2-9)。从图中可以看出

空的GFP只存在于细胞质中(图2-9，A)，而P、tltpk—l--GFP融台蛋白则主要存在于细胞核中(图

2-9，B)。由此可知，Atltpk—I蛋白定位在细胞梭中．

圈2-9 AtItpk一1的定位

其中A为没有连接AtItpk—l的GFP的定位；B为AtItpk一卜一GFP融合蛋白的定位．

2．3讨论

2．3．1 Atltpk一，基因的表达受红光强诱导，暗示它可能参与了植物对红光的应答

1，3，4-三磷酸肌酵5／6-激酶是磷酸肌醇代谢过程中的一种重要的酶。有证据表明，5／6一激酶

是一种在动物、植物、甚至线虫中部比较保守的多功能酶(Field等，2000)。哺乳动物细胞中，

5／6一激酶具有肌醇激酶和蛋白激酶双重活性：植物中，516一激酶是一种广泛存在的肌醇激酶。但

有关该酶的功能还没有得到阐明。为了研究拟南芥中516一激酶的生物学功能，我们对AtItpk一蔗
因在自光和红光下的表达特性作了分析。结果发现AtItpk-]基因韵表达受红光强诱导，这可能暗

示该基因参与了植物对红光的应答。光是植物生长、发育不可或缺的因子之一，因此研究AtItpk-1

基因在白光和红光中的作用对揭示5／6一激酶在植物中的生物学功能有重要的意义。
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2．3．2 Atltpk一1蛋白是一个广泛存在于拟南芥各个器官中的遍在蛋白

在研究拟南芥5／6一激酶的生物学功能之前，对其在各个器官中的表达进行检测是重要的。我

们运J羽Western blot技术对该蛋白在拟南芥的果荚、花、根、茎、叶以及全株中作了检测，结果

发现Atltpk一1存在于所检测的所有器官中，是～个遍在蛋白。这是否意味着该蛋白在植物中的功

能是广泛存在而且是基本的，通过进一步的功能分析可以得到验证。

2．3．3 AtItpk一1蛋白是一个核蛋白

在做Atltpk—l的定位之前，我们将它的氨基酸序列进行了分析，并没有发现它有核定位信

号。当我们将AtItpk-1融合GFP，检测融合蛋自在保卫细胞中的定位时，发现融合蛋白定位在细

胞核中。由于GFP蛋白只在细胞质中表达，所以融合蛋白的核定位表明AtItpk一1是一个核蛋白。

我们认为没有任何核定位信号的AtItpk一1定位到细胞核中可能是通过它与一个核蛋白互作实现

的。那么鉴定与Atltpk-i互作的核蛋白可能为揭示5／6一激酶在植物中的功能提供线索。
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由于AtItpk—J的表达受红光强诱导，所以我们推测该基因产物可能参与了植物对红光的应

答。为了研究Atltpk一，在红光反应中的功能，我们要来了AtItpk一』的突变体并且制作了该基因

的超表达檀株，准备从基因缺失和超表达两方面来研究AtItpk-1基因在红光下的作用，这对揭

示5／6一激酶在植物中的生物学功能有重要的意义。

3．1材料与方法

3．1．1植物材料

拟南芥：野生型、突变体以及超表达植株(生态型均为Columbia型)。

3．1．2质粒载体

表达载体：真核表达载体pBll21和pCA^_IBIA 1391由本实验室提供。

3．1．3实验所需试剂配制

同上一章。

3．1．4实验方法

3，1，4，1纯合突变体的筛选：提取经kan筛选为阳性的幼苗的DNA，根据!!!：§￡业i4QP§i§：Q!g

上提供的LP、RP和LBal引物．进行PCR扩增．若由LBal和”或RP扩增出目的带，而LP和RP

未扩增出带，则表明该植株为纯合的突变体。

3．1．4．2表型分析

3．1．4．2．1红光处理

(1)将表面灭菌的突变体(atitpk-1—1和atitpk一卜P)、野生型和超表达(Tm Tm T：，)种子种

在同一个MS平板上(MS盐+0，蹦琼脂，不加塘和有机物)。

(2)4℃春化4天．白光下诱导萌发2小时，之后转到不同光质下处理4-5天。

(3)连续的红光处理使用的光辐照度为25 Pmol—s～．参考Moiler等的报道(2003)；平扳水平

放置。

(4)纯的红光由40W的Philips红色荧光灯管加一层滤光片(PG501／3，联邦德国；童哲，1989)

产生。
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(5)第8、9天时，从红光下拿出平板，统计下胚轴长度并照相。

3．1．4．2．2黑暗和白光处理

(1)上述材料的种子表面灭菌．4"C春化4天，白光下诱导萌发2小时．之后转到黑暗下或仍在自

光下生长4—5天。

(2)连续的白光处理使用的光辐照度为30 molⅢ1s～；平板水平放置。

(3)第8、9天时拿出平板，统计下胚轴长度并照相。三种处理的温度均为2l℃。

3．1．4．3互补实验

(1)将序列正确的htttpk—l片段连接到pCAMBIA 1391上，转化其中一个突变体atitpk一，●。

(2)以35S为启动子启动该基因在突变体中的表达。

(3)同时．将没有连接AtItpk—l片段的pCAMBIA 1391也转入突变体atitpk-1—1中作为对照。

(4)Tj代阳性苗用hygromycin和kanamycin双重抗性筛选，同时用35S引物作分子检测。

3．1．4．4 RI—PCR、少量法提取DNA、超表达植株的产生以及Western blot的方法同上一章。

3．2结果与分析

3．2．1突变体插入位点的分析

为了研究AtItpk一』基因的功能，我们从!!塑：g￡曲i4鲤§i§：Q!g上搜索了该基因(At5916760)

的T-oNA插入突变体，发现目前共有4个，均为5’[fir插入突变体(图3一l，A)。于是，我们从

The Salk lnsti tute Genomic Analysis Laboratory(SIGNAL)实验室购买了其中的两个，分别

命名为atitpk一，一j和atitpk一?0(图3-1，B)。

5’

9bp 60bp 3bp

ht5916760 5
7

UTR

A Atltpk一』基因的T-DNA插入突变体示意图

atitpk-I-1

T

ntilpk—i·2

B两个T-DNA插入突变体模式图，其中atil‘肿一J一』和atit肿一』o分别指SALK-029613和

围3—1 Atltpk-!基因的卜DNA插入突变体分析

34



3．2．2纯合突变体的筛选

首先，我们将得到的种子在含50 1t g／Ⅲl的kan板上筛选，之后再利用Ⅲ．arabidopsis．org
上提供的引物进行进一步筛选。

从图3-2可以看出，泳道2、5、1l为纯合突变体，9为野生型，10为杂合体。

2000

10∞
7SO

500

I 2 3 4 5 6 7 8 9 lO Il

图3-2卜DNA插入突变体的部分PCR检测结果

泳道l为DNA Marker，泳道2一11为突变体植株的PCR扩增结果，其中，基因组引物(LP、RP)扩增的片段

长约950bp，Lbal与RP扩增的片段长约750bp．

3．2．3超表达植株的筛选

Tl代转基因苗先在50tl g／ml的kan板上筛选，之后用PCR进行鉴定(图3—3)。引物仍以35S

为模板设计。共得到4个超表达株系，选三个株系进行下一步实验。

2000

15∞
l‘棚
750

500

200

图3-3超表达檀株的检测结果

其中．泳道1为DNA Marker，泳道2--5为转基因植株PcR扩增结果(片段长约750bp)．

3．2．4突变体和超表达植株RNA水平和蛋白水平的检测

两个纯台突变体均为第二代(要来的种子按To代算)。转基因的超表达株系为Ta代，即鉴定

的T。代幼苗收的L以及T3代种子都在50 u g／ml的kan板上筛选，之后进行RNA水平和蛋白水平

的检测(图3—4)。



国3_4采变体和翘表迭擅株的翩^水平和蛋白水平的检测

A为R?-PCR结果，其中，atitpk-l-1和atitpk一』—岔为两个突变体．IT为野生型．T31、T32、T33为三个超

表达株系；B为Western blot结果．一抗为AtItpk一1的多抗(h lOOO)：C为转膜后立春红显色的结果，以确

认上样量(15p g虽白／泳道)．Atltpk一』。Tubulin基因和htItpk—l蛋白的位置用箭头表示。

检测结果表明突变体植株在RNA和蛋白水平上确实没有表达；而超表达植株在RNA和蛋白

水平上有比野生型高的表达。所以，我们就可以利用这些材料作进一步的表型分析。

3．2．5表型分析

将两个T—DNA插入突变体、三个超表达抹系以及努生型分别放入红光、自光或黑路下处理，

5天后发现白光和黑暗处理的三类材料没有明显的差异(图3-5，h、B)；只有在红光下，突变体

的下胚轴才比野生型的短．超表达株系的下胚轴则比野生型的长(图3—5，C)并且统计学分析表

明差异显著(P“¨_fO．00192<0．01，P-““一f0．026204<0．05，PT31=0．006146<0．Ol，

PT3z=O．012969<0，OG．Pm=O．006145(D．01；圈3-G．D)。

这个表型实验表明：与野生型相比，T-DNA插入突变体表现为红光抑制下胚轴伸长，而超表

达植株剿表现为红光促迸下胚轴伸长．
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圈3-5突变体、超表达和野生型的表型分析

^为白光(WL)下三类材料的表现；B为黑暗下三娄材料的表现；C为红光(RL)下三类材料的表现；D为

统计分析的结果(单因素方差分析)．

3．2．6互补实验

为了确证上述表型是由AtItpk-I基因引起的，我们将由35S驱动的Atltok一』基因转到其中

一个突变体ntitpk-I—J中：同时，为了观察表型的变化是否是由转化本身引起的，我们也在

a}jtpk-1一』中转了没有连接AtItpk—j基因的pC^鼢IA 1391空载体(图3—6)。实验表明：当在

红光下分析这些转有Atltpk一』基因的突变体时，短的下胚轴表型便恢复到野生型(图3—6，A)；

而转有pcAMBIA 1391空载体的突变体则表现为原有表型，这说明表型的变化不是由转化本身引

起的，而是因为AtItpk-I基因重新发挥了作用。

另外，我们对材料的背景作了检测，Western blot结果表明Atltpk一』基因在atitpk一卜，

突变体中确实得到了表达，且蛋自表达量与野生型的相当(图3-6，C)；而pCA^mIA 1391空载体

也确实转到了a￡』t时01突变体中(图3-6，E)。

互补实验的结果表明：B￡f龇。叫在红光下的表型是由月tItpk一，基因的缺失引起的。由于
下胚轴是～个衡量植物对光应答水平的重要器官．所以Atltpk一』的突变体和超表达植株在红光

下的表型表明AtItpk-I参与了红光下的光形态建成。
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Atltpk一1⋯
C

E

囝3—6 At／tpk一7的互补

^为四类材羊耳：WT、atitpk-I—J、atitpk-1一，35S：vector和atitpk-1一』355：Atltpk一』在红光下的表型，其

中．atitpk-I一，35S：vPctoT表示在日titpk一1一，突变体中转入由35S驱动的没有Atltpk-I基因的空载体；而

atitpk⋯1 j 35S：AtItpk-1雯日表示在atitpk-l-1突变律中转入由35S驱动的At[tpk-!基因．8为四类材科在红

光下下胚轴长度的统计分析，每个群体统计120棵苗．c为Western blot结果．一抗为Atltpk一1的多抗(1：

1000)：D为转膜后立春红显色的结果，以确认上样量(20Ⅱg蛋白／冰道)．E为PER结果．确认转基因水平，

引物以35S为模板设计．AtItpk-1蛋自的位置用箭头表示．

3．3讨论

光是植物和其它一切生物赖以生存的能量来源，在植物发育过程中扮演重要的角色。植物的

光形态建成是植物生长、发育的必经阶段和重要环节。进化过程中，植物发展了一套极其精细的

光信号接受系统和信号转导系统，能对光的有无、光的波长、强度的变化等作出适当的反应

(Fankhauser andChory，1997)。红光下产生的光信号由光敏色囊接收(Butler等，1959：Quail

等，1995；Fankhauser and Chory，1997)。之后传递给下游的作用因子，如：ELF3、PIF3等，进

而传递给光形态建成的负调控因子ESN：cSN将信号传递给HY5等光形态建成的正调控因子，YdY5

等通过调节下游的调控基因或直接调节光形态建成的功能基因而表现出植物的光形态建成(图

3-7)。

哺乳动物和植物细胞中，1，3，4一三磷酸肌醇5／6一激酶是一个调控磷酸肌醇代谢的酶，迄今，

还没有它参与光形态建成的报道。因而，它是以怎样的方式参与光形态建成的?是通过调节磷酸
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肌醇代谢来参与还是另有其它的方式?以及它参与光形态建成的途径是什么?是以依赖于CSN的

方式还是不依赖于CSN的方式?这些都是有待于进一步探讨的问题。

陆f蛳 嘲jig玳

匝亟固
上匝巫圈
I

Photomorphogenesis

图3—7光敏色素介导的光倍号通路的遗传模型(Wang,and Deng．2004)
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第四章Atftpk一1的自身磷酸化活性分析

既然表型实验表明Atltpk一，参与了红光下的光形态建成，那么它是以怎样的方式参与到光

形态建成中的昵?哺乳动物细胞中，有证据表明一些催化各种磷酸肌酵相互转化的酶蛋白也具有

蛋白激酶的功能，它们通过磷酸化调控一些蛋白质包括转录因子的活性，进而调控下游基因的表

达(Hanks and Quinn，1991)。在小牛脑和人的细胞中，5／6一激酶除了肌醇激酶活性外，还具有

蛋白激酶的活性，能磷酸化转录因子c—Jun、 ^TF一2和p53。这是肌醇激酶具有蛋白激酶活性的

第一例报告(WiIson等，2001)，另外，5／6一激酶还具有自身磷酸化的能力(Sun等，2002)。

我们通过对htltpk—I的氨基酸序列分析，发现这一序列中有很多的磷酸化位南，这就暗示

我们植物中的5／6一激酶可能也具有蛋白激酶的活性。为了回答这一问题，我们表达了有活性的

GST—htltpk—I融合蛋白，通过自身磷酸化实验验证植物中的s／6一激酶是否也具有蛋白激酶的活

性。

4．1材料与方法

4．1．1质粒载体

表达载体：原核表达载体pGEX一4T—I由本实验室提供。

4．，．2实验所需试剂配制

激酶反应buffer：25mM Tris，pH7，5，ImM MgCI 2，ImM EGTA，lmM DTT。

其它溶液的配置同前几章。

4．1．3实验方法

4．1．3．1自身磷酸化分析

蛋白的自身磷酸化分析主要参考Yang等所述的方法(2001)。步骤如下：

(1)将纯化后的GST—htltpk—I融合蛋白(I．5 u g)和12．5 u Ci【Y_32P]ATP在激酶反应buffer

中30。C温育30 min。

(2)用蛋白上样buffer终止反应。

(3)跑SDS—PAGE电泳。

(4)5％的三氯乙酸和1％的焦磷酸钠洗凝胶，直到洗涤溶液中几乎检测不到放射性。

(5)制备干胶。

(6)压片、洗片。
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4．1．3．2载体的构建、蛋白的诱导表达方法同第二章；纯化用Pharmaci a Biotech提供的试剂

盒．方法也同第二章。

4．2结果与分析

4．2．1 AtItpk-1的氨基酸序列分析

首先，我们将AtItpk—l的氨基酸序列提交到http：lien，expasy．org／prosite，分析其蛋白

结构域，结果发现该序列中有7个酪蛋白激酶II的磷酸化位点，5个蛋白激酶c的磷酸化位点，

1个依赖于cAMP和cGMP的蛋白激酶磷酸化位点，1个酪氨酸激酶磷酸化位点。1个N端糖基化位

点，3个N端肉豆蔻酰化位点。

然后，我们再将htItpk一1的氨基酸序列提交到http：／／cn．expasy．org／tools，预测其可能

的磷酸化位点，结果发现有15个磷酸化位点为丝氨酸残基，3个为酪氨酸残基，1个苏氨酸残基。

这些结果暗示htItpk一1有可能是一个蛋白激酶。

4．2．2 GST与GST-At Jtpk-1融合蛋白的自身磷酸化分析

首先，我们构建了GST—AtItpk—l原核表达载体，在大肠杆菌中诱导表达了融合蛋白(同时

表达了GST蛋白作为对照)．并对GST和GST—AtItpk—I融合蛋白进行了纯化。其次，我们利用纯

化后的蛋白作了自身磷酸化分析。

为了准确分析GST—htltpk一1融合蛋白的激酶活性，在进行磷酸化分析的同时．作了上样量

的确认。闰4-i A表明，GST的上样量要比GST-htItpk—l融合蛋白的高．这样就可以排除磷酸化

是由上样量的不同引起的。两个阴性对照分别是GST蛋白(图4-I，B1)和变性条件下纯化的

GST—htItpk一1融合蛋白(圈4一l，B3)。结果表明只有在正常条件下纯化的GST-Atltpk—l融合蛋

白才具有自身磷酸化活性，GST和变性的GST-htltpk一1融合蛋白都没有磷酸化活性，说明重组的

Atltpk一1具有自身磷酸化活性，是一个蛋白激酶。

41
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2 3

A

2 3

B

围4—1 GST_^tItpk-1融合蛋白的自身磷酸化分析

^·GST与GST—Atltpk—l融合蛋白的SDS—P^GE结果．hl，纯化的GST虽白(大约26 KD)；舵，纯化的GST—htItpk_!

融合蛋白(大约62I(D)；A3．蛋白Marker．B，GST与GST—htltpk—l融台蛋白的自身磷酸化结果，Bl，纯化的GsT

蛋白；B2·正常条件下纯化的GST—htltpk一1融合蛋白；B3，变性条件下纯化的GST_^tItpk—l融合蛋白．

4．3讨论

在小牛脑和人的细胞中，5／6一激酶具有蛋白激酶的活性．能磷酸化参与胁迫反应的转录因子

c—Jun和ATF一2(Wilson等，2001)以及肿瘤抑制子p53(Sun等，2002)；另外．5／6-激酶还具

有自身磷酸化的能力(Sun等，2002)。植物中，只有5／6一激酶具有肌醇激酶活性的报道，还没

有该酶具有蛋自激酶活性的报道．通过自身磷酸化实验，我们发现拟南芥的5／6一激酶也具有蛋白

激酶的活性(图4-1)。

哺乳动物细胞中，有证据表明一些催化各种磷酸肌醇相互转化的酶蛋白也具有蛋自激酶的功

能，它们通过磷酸化调控一些蛋白质包括转录因子的活性，进而调控下游基因的表达(Banks and

Quinn，1991)。小牛脑中。当5／6一激酶行使蛋白激酶的功能时，该酶的肌醇激酶活性受到了很大

程度的抑制(Sun等，2002)，说明5／6一激酶的两种激酶活性会相互牵制。也许5／6-激酶的重要

性正是体现在它位于磷酸肌醇信号转导和蛋白激酶活性调节的交叉点上。当5／6一激酶行使肌醇激

酶的功能时。它调控磷酸肌醇信号转导通路，生成的磷酸肌醇作为信使参与生物感受胞外刺激及

信号转导(图4—2)；当5／6一激酶行使蛋白激酶的功能时，它通过磷酸化调控一些蛋白质包括转

录因子的活性，进而调控下游基因的表达。

目前，还没有磷酸肌醇参与植物光形态建成的报道，而且磷酸肌醇参与的信号转导途径与植

物光形态建成是两条颇为不同的信号转导途径，前者通过与受体偶联的G蛋白和PLc发挥作用(图

4—2)，而后者通过CSN和BY5等行使功能(图3—7)。

虽然，我们还没有找到可以被Atltpk—I磷酸化的底物。但是．我们通过自身磷酸化实验证

实了拟南芥5／6-激酶具有蛋白激酶的活性。鉴于磷酸肌薛参与的信号转导途径与植物光形态建成

途径有所不同．我们推测5／6一激酶参与红光下的光形态建成可能是基于它的蛋白激酶活性。进一
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步的研究主要是寻找可以被5／6一激酶磷酸化的底物。

图4-2檀物绷胞肌醇磷精信息传递系统的代酣途径(陈恩学，1996)
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第五章At I tpk-1与COP9信号体的免疫共沉淀分析

表型实验表明拟南芥5／6一激酶Atltpk—l参与了红光下的光形态建成，自身磷酸化实验表明

Atltpk一1具有蛋白激酶的活性，所以我们推测Atltpk一1参与红光下的光形态建成可能是基于它

的蛋白激酶活性。小牛脑和人细胞中的研究表明：6／6一激酶可以与COP9信号体(CSN)免疫共沉

淀，表明细胞内的5／6-激酶和COP9信号体存在一种相互作用的关系(WiIson等，2001)：进一

步的研究还发现它们的互作亚基是最大的皿基CSNI(Sun等，2002)；而且5／6一激酶也是第一个

鉴定出的与CSN互作的蛋白激酶(Steinberg and Chamovitz，2004：Wiison等．2001)。

众所周知，COP9信号体是植物光形态建成的负调控因子，也是光控生长和发育的关键调控因

子(Kang等。2000；Chamovitz等，1996；Wei等，1994)。c∞突变体表现为光抑制下胚轴伸长，

包括红光、远红光、蓝光和自光(Kang等，2000)。另外，当将拟南芥的CSNl亚基的水稻同源基

因、rFUS6在拟南芥中超表达时，超表达植株表现为红光促进下胚轴伸长的表型(Kang等。2000)。

这样， CSN与AtItpk一，在红光下的表型是相似的，这给了我们一个强烈的感觉：Atltpk-1可能

通过与CSN的关系参与红光下的光形态建成。

为了确定Atltpk一1是否也像动物中的那样与CSN存在～种相互作用的关系，我们以

fus6／CYNl-3—4为材料，利用CSN4、CSN5和Atltpk一1的抗体做了Atltpk—l与COP9信号体的免

疫共沉淀。

5．1材料与方法

5．1．1实验材料

5．1．1．1植物材料

拟南芥： fus6亿州fo叫(Wassilewskija生态型，由美国耶鲁大学的魏宁博士提供)。

5．1．I．2试剂和试剂盒

蛋白酶抑制齐町cocktail和免疫共沉淀试剂盒均购自Sigma。

5．1．2实验所需试剂及配制(免疫共沉淀)

(1)裂解buffer；50棚Tris HCI．pH7．4，150mM Nacl，l I口lf BDTA，l％Triton X-100

(2)10x洗涤buffer：0．5M Tris HCI，pH7．4，1．5M NaCl

(3)洗脱buffer：0．iM Glycine．pH3、5

(4)2×样品buffer：125mMTris HCI，pH6．8，4％SDS，20％(v／v)Glycerol，0．004％bromphenol

blue

(5)3×FLAG Peptide
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(6)ANTI—FLAG M2一Agarose Affinity Gel

(7)Amino—terminal FLAG—BAP Fusion Protein

5．1．3实验方法

5．1．3．1阳性苗的筛选

少量法提取DNA后，进行PCR鉴定，引物以FLAG和CSNI的序列设计，上游引物为：

5’-CAAAGACGATG^cGATAAAGCAGAGC一3’；下游引物为：5’一GCAGGTCGACAGTTTAGCAAACGAGATC-3’。

5．1．3．2 co～IP

(I)材料的裂解

①取一定量的植物材料，液氮中磨碎．加入裂解buffer，放置15--30min。

②120009离心lO分钟。

③将上清转移到一个预冷的EP管中。

(2)FLAG融合蛋白的免疫共沉淀

①将ANTI-FLAG M2 Affinity Gel彻底重悬起来，按40Pl／sample的比例取珠子到一个新的EP

管中。

②1000RPM离心5s，为了使珠子沉到管底，在加祥前要放置l--2min，除去上清。

③用0．5ml 1×洗涤buffer洗2次以便彻底除去酒精。

④加入200一10009l的细胞裂解溶液，充分混匀，在摇床上轻摇2h，如果想加大结合，可以延长

至过夜。

⑤1000RPM离心5s，除去上清。

@用0．5mll×洗涤buffer洗3次。

(3)FLAG融合蛋白的洗脱

①加30p12×样品buffer于洗涤过的珠子中。

②煮沸3min。

⑤1000RPM离心5s．将上清转移到新的EP管中，分装后用不同的特异性抗体检测其组成(Western

b】ot)。

5．2结果与分析

5．2．1 fus6／OSNI-3-4材料的鉴定

fus6／CSNI-3-4材料是在CSNI的突变体Eus6中转入一个出35S启动的带有FLAG标签的圆饥

其最终的效果是相当于一个带有FLAG标签的CYNI弱的超表达材料(rang等，2002,2003)。由

于植物的cSNl亚基都是和其它亚基组成CSN复台体，所以当CSNI超表达时整个复合体的水平也

得到了提高。FLAG标签位于CSNl的N端，以FLAG序列为模板设计上游引物，CSNl序列为模扳

设计下游引物，扩增出的片段可以检测带有FLAG标签的阳性苗(图5一1)。
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图5—1部分带有FLAG标签的阳性苗的鉴定

其中，泳道1为DNA Marker．泳道2—6为带有FLAG标签的转基因植株PCR扩增结果(片段长约1．4Kb)．

5．2．2 AtItpk-1与OSN的免疫共沉淀(co-IP)

我们以上述阳性苗为材料，提取总蛋白，用CSN4、CSN5和Atltpk—l的抗体进行了5／6一激酶

和CSN的免疫共沉淀实验。由于CSNl带有FLAG标签，所以当将fus6／CSNl-3-4的总蛋白提取物

过带有FLAG单抗的珠子时．CSNI就会被FLAG的单抗沉淀下来。因为拟南芥中CSNl和其它亚基

形成CSN复合体，所以其它的亚基也会被沉淀下来(图5—2)。

60KD

43KD

A

2 2 3

B

l 2 3 1

C

2 3

D

围5--2 AtItpk-I与GSN的免疫共流淀(co—IP)

图A是SDS—PAGE的结果．Al为虽白Marker，A2为co-IP的阳性对照(一个FLAG—BAP的融合蛋白，分子置

为49，3 KD，在PAGE胶上的大小为45-55 I(D)。图B的一抗是CSN4的抗体(1：1500)，B1是fus6／CSNl-3-4的

总蛋白(CSN4的分子量为46 KD)，B2是被FLAG抗体沉淀下来的组分的I／3，B3是没有加一抗的f|lj性对照．图C

的一抗是CSN5的抗体(1：2000)，cl是fus6／CSNl-3一一的总蛋白(CSN5的分子量为39。6 KD)。C2是被FLAG抗

体沉淀下来的组分的t／3，C3是没有加一抗的阴性对照．图D的～抗是Atltpk～l的抗体(1：1000)，D1是

fus6／CSNI=3—4的总蛋白(AtItpk—I的分子量为36．2 KD)，D2是被FL^G抗体沉淀下来的组分的l／3，D3是没有

加一抗的阴性对照．
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图B和C的结果说明CSN4和CSN5亚基被成功地沉淀下来，而图D则说明AtItpk-1也存在

于沉淀中，表明htltpk一1和CSN能够拭沉淀，进而暗示在拟南芥体内它们可能存在互作的关系。

5．3讨论

5．3．1拟南芥的5／6一激酶可能和CSN互作

众所周知，COP9信号体不仅在植物的光控生长和发育中起关键的调控作用(Kang等，2000：

Chamovitz等。1996：Wei等一1994)，而且在控制植物发育的其它信号过程也起着关键的作用(Peng

等，2001a，b)，如对植物激素(如生长素，Schwechheimer等，2001)、环境胁迫以及真菌和病

毒等病原菌(Azevedo等，2002；Liu等，2002)的细胞水平的应答等。这些CSN介导的细胞过

程对于植物和动物发育的许多方面都是很关键的，说明CSN在细胞中的功能是基本和保守的。CSN

的总的驱基组成与268蛋白酶体的盖子结构相似(G1 ickman等，1998：Wei等，1998：Kang等，

2000)；而且在生化功能上与泛素依赖的蛋白降解相关(Steinbergand Chamovitz，2004)。各

种遗传学研究证明CSN处于多重信号输入和控制细胞分化的特异过程的下游调控级联反应的连接

点上(Steinbergand Chamovitz，2004)。有证据表明与COP9互作的蛋白激酶在CSN控制的这些

细胞过程中起着重要的作用，例如CSN依赖的磷酸化调节着泛素依赖的转录因子的降解(Berse

等，2004；Steinbergand Chamovitz，2004)。哺乳动物细胞中，5／6一激酶是第一个鏊定出的与

COP9互作的蛋白激酶(Steinbergand Chamovitz，2004；Wilson等，2001)。植物中，我们的研

究发现5／6一激酶也具有蛋白激酶的活性；另外，免疫共沉淀实验说明拟南芥的5／6一激酶可能和

CSN互作(图2～4)，这样植物中的5／6-激酶也可能是一个与COP9互作的蛋白激酶。

与免疫共沉淀的结果相一致，拟南芥的5／6一激酶和CSN具有相同的定位模式。即都定位在细

胞核中．这使得它们的互作成为可能。另外．当我们对AtItpk—l进行序列搜索时，并未发现它

有任何的核定位信号，这是拟南芥的5／6-激酶和动物细胞的5／6-激酶在序列上的最大不同，所

以我们推测htltpk—l可能是通过与某一个核蛋白互作而定位在细胞核中的．现在我们认为CSN

就是那个核蛋白复合体，它通过与AtItpk一1的互作使得没有核定位信号的5／6一激酶定位到细胞

核中。

另步}，从不同的水平来检测，发现CSN为一个遍在蛋白，存在于拟南芥的所有器官中(Staub

等，1996：Wei等，1994)。我们的结果表明，拟南芥的516-激酶也是一个遍在蛋白，存在于检

测的所有器官中，这与CSN的器官表达模式相一致；而且蛋白的表达量也与CSN的～致(图5—3)，

这就为5／6一激酶和CSN的互作提供了机会。
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矗

8

C

圈5．3拟南芥的5／6一激酶和c洲的器官裹选模式比较

A，B均引自Staub等(1996)的Figure 4．该图比较了FUS6蛋白和COP9蛋白的器官表达模式，蛋白的卜样量

均为10p g／泳道；C为拟南芥的5／6一激酶AtItpk—l的器官表达模式，蛋白的上样量均为30#g per lane．

5．3．2拟南芥的5／6一激酶可能通过与OSN互作来参与红光下的光形态建成

虽然，动物中已经报道了5／6一激酶和CSN互作，但是至今互作的生物学意义还不清楚。我们

的免疫共沉淀实验表明拟南芥的5／6一激酶可能和CSN互作，进一步的定位实验和器官表达模式的

比较，说明了拟南芥中存在它们互作的可能性。那么，它们互作的生物学意义是什么?研究拟南

芥5／6一激酶和CSN互作并参与植物的光控生长发育及其可能机制，对揭示5／6-激酶的生物学功

能．阐明植物光形态建成机理等方面具有重要的理论意义。

我们的实验表明：红光下，拟南芥5／6一激酶的突变体atitpk-1表现短的下胚轴表型，与野

生型相比， atitpk-i突变体表现红光抑制下胚轴伸长；丽超表达植株表现长的下胚轴表型，说

明Atltpk-1的超表达植株表现为红光促进下胚轴伸长。当将Atltpk-1基因转到其中一个突变体

atitpk一』吖中，短的下胚轴表型便恢复到野生型(图3-6，A)．而且转有pCAMBIA 1391空载体

(对照)的突变体仍表现为原有表型，这说明表型的变化不是由转化本身引起的．而是因为

fltItpk一』基因重新发挥了作用。互补实验表明：红光下，短的下胚轴表型是由Atltpk-1基因引

起的。由于下胚轴是一个衡量植物对光应答水平的重要器官，所以Atltpk-1的突变体和超表达

植株在红光下的表型表明AtItpk一1参与了红光下的光形态建成。

众所周知，csn突变体表现为包括红光在内的光抑制下胚轴伸长的表型(Kang等，2000)。

当将拟南芥的CSNI亚基的水稻同源基因、rFES6在拟南芥中超表达时，红光下。与野生型相比、

转基因植株也表现红光促进下胚轴伸长的表型(Kang等，2000)。由于我们的实验表明AtItpk一1

可能与CSN互作，所以表型的相似性给了我们一个强烈的感觉：AtItpk—l可能通过与CSN互作来

参与红光下的光形态建成。拟南芥中，超表达rFUS6(CSNl亚基的水稻同源基因)时，表现为红
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光促进下胚轴伸长的表型，这与一t[tpk』基因的超表达表型相一致：但当超表达拟南芥csN8基

因COP9时-并不表现与AtItpk-]基因的超表达相似的表型，这个结果暗示拟南芥5／6～激晦参与

红光下的光形态建成可能是通过与CSNl的作用完成的。在动物细胞中．616一澈酶与CSN的互作

亚基就是CSNI(Sun等，2002)。

这里存庄一个问题：既然自光丰也台有红光，为什么AtI‘pk-I的突变体和超表达植株只有

在纯的红光下才有表型，白光下的表型却不明显?我们提供一种可能的解释：COP9信号体是一个

很广谱的光形态建成的调节因子，它的突变体对白光、红光、远红光咀及蓝光均有反应，表现为

光抑制f胚轴仲艮；而5／6激酶的突变体atitpk-i则只对红光有反席(在远红光、蓝光卜均没

表型，结果未附)，表明AtItpk一，可能只在CSN调节的某一特异的信号通路(即红光作用的信号

通路)上起作用。而白光下，光敏色索(phytochromes)和隐花色素(cryptochromes)两种受体

同时超作用，存在信号通路上的冗余，最终导致自光下没有明显的表型。

关于At[t口k一1是怎样与CSN互作、进而参与红光下的光形态建成的，有待于进～步探索。



土曼耋些盎兰兰圭兰竺笙兰 鉴兰

2

3

结论

以拟南芥为材料，利用RT—PER技术克隆了l，3，4一三磷酸肌醇5／6一激酶的基因，命名为

AtItpk一』；将AtItpk一1基因融合His标签进行原核表达，纯化融合蛋白并制备了多克隆抗

体。

对Atltpk-I在不同光质F的表达做了分析，发现它受红光强诱导，说明AtItpk一，可能参与

了植物对红光的应答；构建Atltpk一1--GFP载体，转入野生型拟南芥，通过融合蛋白的稳定

表达观察AtItpk一1在拟南芥中的定位，结果发现Atltpk一』定位在细胞核中。

对突变体atitpk-1一，、atitpk一，-2和超表达AtItpk-1的转基因植株进行表型分析，结果发

现atitpk-1突变体表现为红光抑制下胚轴伸长，超表达植株则表现为红光促进下胚轴伸长

的表型。另外，当将Atftpk一』基因转到突变体atitpk-1一』中，短的下胚轴表型便恢复到与

野生型一样．这些结果表明拟南芥5／6一激酶Atltpk—l可能参与了红光下的光形态建成。

利用在大肠杆菌中诱导表达的有活性的GST～Atltpk一1融合蛋白，进行了自身磷酸化实验，

发现AtItpk一1具有蛋白澈酶的活性。

以fus6／CSNl-3-4为材料，利用Atltpk一1的抗体和CSN4、CSN5的抗体，进行了AtItpk—l

和CSN的免疫共沉淀实验，结果发现拟南芥的5／6一激酶可以和COP9信号体(CSN)共沉淀。

发现了拟南芥5／6-激酶Atltpk一1参与了红光下的光形态建成．这一作用可能是通过与CSN

互作而完成的，并且5／6一激酶在光形态建成中的功能可能是通过它的蛋白激酶活性来实现

的。
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