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摘要: 脱落酸(ABA)在植物的生长发育中起着重要的作用, ABI5是响应ABA信号的关键基因, 研究调控ABI5基因表达的转

录因子对进一步阐述ABA信号转导及调控具有重要意义。本研究中, 将3-AF1、Box I和Sp1三次重复串联后连接到pAbAi
诱饵质粒上, 转化酵母细胞构建诱饵载体, 构建桃(Prunus persica)酵母单杂交cDNA文库, 再共转化诱饵菌株, 经同源重组

筛选PpABI5启动子的上游转录调节因子。构建的cDNA文库库容为1×107 CFU, 插入片段长度平均在1 500 bp左右。酵母单

杂交筛选结果经测序和Blast同源性分析, 获得PpDAM3和PpDAM5两个转录因子。酵母单杂交进一步证实PpDAM3和
PpDAM5能与PpABI5启动子结合。这些研究结果表明, PpDAM3和PpDAM5可能参与调控PpABI5的转录, 并为深入研究

ABA信号转导通路奠定基础。
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植物激素脱落酸(abscisic acid, ABA)在植物的

整个生命周期中起着关键作用, 例如ABA参与种

子的发育, 胚乳中贮藏物质的合成, 种子休眠及抑

制胚胎萌发等方面(于敏等2016; Finkelstein等
2002; Kanno等2010)。在果树芽休眠的调控中, 
ABA被普遍认为是主要的萌发抑制物质和休眠促

进物质(王连荣等2008)。ABA-insensitive 5 (ABI5)
为碱性亮氨酸拉链(bZIP)类型的转录因子, 对ABA
信号转导过程起重要的作用, 在种子休眠和萌发

过程中参与ABA信号通路(赵菲佚等2015; Lopez- 
Molina和Chua 2000; 孙明岳等2016)。拟南芥abi5
突变体能够降低ABA抑制萌发的敏感性及对一些

能被ABA诱导的基因进行负调控。ABI5转录激活

与ABI5的稳定性影响ABI5的累积程度(Brocard等
2002)。ABA响应途径中元件的鉴定与作用机理是

研究ABA信号转导的基础。因此, 研究调控ABI5基
因表达的转录因子十分重要。目前, 已有研究表

明, 拟南芥光信号途径中的FAR-RED-IMPAIRED 
RESPONSE 1 (FAR1)和FAR-RED ELONGATED 
HYPOCOTYL 3 (FHY3)转录因子能够与ABI5启动

子中的FHY3/FAR1-binding site (FBS)元件结合(Tang
等2013), LONG HYPOCOTYL 5 (HY5)也能作为转

录激活因子上调ABI5的表达(Chen等2008)。此外, 
Xu等(2014)发现, B-box 21 (BBX21)不仅能够通过

与HY5结合妨碍HY5与ABI5的互作, 其自身也作为

ABI5的上游转录因子负调控ABI5的表达, 且ABI5
能够直接与其启动子中3个典型的G-box结合来激

活自身表达。酵母单杂交文库是一种常用于分析

和鉴定DNA与蛋白质结合的方法。近年来, 通过

构建酵母单杂交cDNA文库并用诱饵载体筛选出与

之互作的蛋白的报道不断增多。例如, 通过酵母单

杂交技术利用GA20-氧化酶(gibberellin 20-oxidase1, 
GA20ox1)基因启动子筛选拟南芥转录因子库, 获
得转录因子RAP2.4f, 并通过双荧光素酶检测到

RAP2.4f对AtGA20ox1的启动子活性具有抑制作用

(钟曦等2016); 获得木薯细胞壁转化酶基因MeCW-
INV6可能的上游转录因子锌指蛋白、组氨酸蛋白

H1.2、AT-hook核定位蛋白和线粒体受体TOM5 
(郭育强等2016); 利用启动子序列筛选到葡萄糖信

号途径中AtPGR基因的上游转录因子AtSTKL1和
AtSTKL2 (Chung等2016)。本研究在分析ABI5启
动子获得顺势作用元件的基础上, 构建了桃酵母

单杂交cDNA文库, 获得了与ABI5启动子顺式作用

元件结合的上游转录因子, 以期为研究ABI5的调

控机理奠定基础。

材料与方法

1  材料

‘中油4号’油桃[Prunus persica (L.) Batsch cv. 
‘Zhongyousihao’]种植于山东农业大学科技创新园区

园艺实验站, 选取自然休眠期桃花芽为实验材料。
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Plasmid Maxi Kit购自德国Qiagen公司, TRIzol 
Reagent购自美国Invitrogen公司, 1 kb DNA Ladder
和超纯琼脂糖购自上海海科生物技术有限公司, 
Taq DNA聚合酶和10 mmol·L-1 dNTPs购自宝生物

工程有限公司。

2  ABI5基因启动子的序列分析

提取桃树基因组DNA, 在拟南芥数据库上查

找AtABI5的启动子序列。据此设计引物PpABI5-F 
(5′-GAATTCTCAATTGTACTGGAGGCATCTG-3′)
和PpABI5-R (5′-GAGCTCGTTTTCGTGTGGTCT-
GCACTT-3′), 克隆得到PpABI5基因的启动子并测

序。利用启动子在线分析软PlantCARE (http://bio-
informatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/)分
析该启动子的顺式作用元件。

3  诱饵载体的构建

利用PlantCARE (http://bioinformatics.psb.
ugent.be/webtools/plantcare/html/)分析ABI5启动子

的顺式作用元件。最终选取富集光响应作用元件

的启动子区域(5′-TGCACGGCCTGGAACTTT-
GAAATTTGGATAAGAGATATATAATTAGGCTA-
AGAAAAGTGAGAGGGGGCATAGGACCCCCC- 
GGCCTTGTCTCCCTCCCCCCTTGCTTT-3′)进行3
次重复串联作为诱饵序列, 单次序列中含光响应元

件3-AF1 binding site、Box I和Sp1。用限制性内切

酶BstBI酶切pAbAi载体, 使其线性化并带有粘性

末端, 琼脂糖凝胶电泳后切胶回收纯化该片段。

4  酵母诱饵报告子的金担子素(Aureobasidin A, AbA)
抗性筛选

从bait中挑选正常生长的酵母菌落, 用适量0.9% 
NaCl重新悬浮菌液, 调至OD600约0.002 (即大约每

100 μL包含2 000个细胞), 将酵母诱饵报告子菌液

100 μL分别涂布到含0、100、300和500 ng·mL-1 
AbA的SD/-Ura培养基上, 于30°C倒置培养2~3 d, 
观察酵母菌落的生长情况, 确定文库筛选时AbA的

使用浓度。

5  诱饵载体转化酵母Y1HGold
将线性化的质粒转入Y1HGold菌株, 用SD/-Ura

培养基进行筛选。培养3 d后, 挑取3个单菌落, 用
Matchmaker Insert Check PCR Mix 1 (Clontech)做
菌落PCR, 确定阳性菌落。若利用这对引物可以扩

增出一段包含bait序列的约1.4 kb+X的片段, 表明

诱饵质粒成功整合到Y1HGold中。

6  用于构建文库的cDNA合成

采用Trizol法提取1.0 g油桃花芽总RNA。使

用Oligotex mRNA Kit (Qiagen)分离纯化样本的

mRNA。采用酶促法合成cDNA双链, 具体操作如

下: 在0.2 mL RNase free PCR管中加入7 μL mRNA、

1 μL 3′反转录引物(F: 5′-TAATACGACTCACTA- 
TAGGGCGAGCGCCGCCATG-3′; R: 5′-GTGAAC- 
TTGCGGGGTTTTTCAGTATCTACGATT-3′)、1 
μL dNTPs (10 mmol·L-1), 65°C孵育5 min, 立即置于

冰上降至45°C, 孵育2 min, 加入混匀的4 μL 5×反
转录缓冲液、2 μL DTT (0.1 mol·L-1)、5 μL反转录

酶(ABI), 避免产生气泡, 于50°C孵育60 min; 在上

述反应液中加入91 μL DEPC水、30 μL 5×Second 
Strand Buffer、3 μL 10 mmol·L-1 (each) dNTPs、1 
μL大肠杆菌DNA连接酶(10 U·μL-1)、4 μL大肠杆

菌DNA聚合酶I、1 μL大肠杆菌RNA酶H (2 U·μL-1), 
于16°C孵育2 h, 加入2 μL T4 DNA聚合酶, 16°C孵
育5 min, 加入10 μL 0.5 mol·L-1 EDTA (pH 8.0)、
160 μL酚:氯仿:异戊醇(体积比25:24:1)混合液, 充
分混匀30 s, 室温下23 669×g离心5 min, 将上清

液取到新的离心管中 ,  乙醇沉淀 ,  溶于105 μL 
D E P C水中。加5 ′接头 ,  反应体系中含3 4  μ L 
cDNA、5 μL 10×T4连接酶缓冲液、10 μL 5′ 
Adapter (1 μg·μL-1)、1 μL 40 U·μL-1 T4 DNA连接

酶(NEB), 混匀后16°C孵育16~24 h。使用低熔点

琼脂糖电泳cDNA, 切胶回收1 kb以上的条带, 乙醇

沉淀后溶于14 μL水中。

7  酵母单杂交文库构建

(1) cDNA与载体连接。构建重组反应体系含

14 μL cDNA、2 μL pGADT7-Rec2 (300 ng·μL-1)、4 
μL 5×In-Fusion HD Enzyme Premix (Clontech), 混
匀后置于50°C孵育30 min, 于重组反应体系中加入

2 μL的Proteinase K, 37°C孵育15 min, 75°C中10 
min, 补水到100 μL。依次加入1 μL 20 μg·μL-1糖

原、50 μL 7.5 mol·L-1 NH4OAc、375 μL 100%乙醇, 
混合均匀并置于–80°C不少于1 h。于4°C下23 669×g 
离心30 min。去上清, 加入150 μL的70%乙醇, 4°C
下23 669×g离心3 min, 重复此步骤一次, 去尽上清, 
避免触动cDNA沉淀 ,  室温将cDNA晾干5~10 
min。用10 μL的DEPC水重新悬浮cDNA沉淀, 用
枪吸打30~40次。瞬时离心2 s收集cDNA, 立即置

冰上。
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(2)电转化大肠杆菌感受态细胞。将1 mm电

转杯(Bio-Rad)置于–80°C预冷30 min, 在冰上将2 
μL重组产物和50 μL感受态细胞加入电转杯, 置冰

上45 min, 于电转化仪(Bio-Rad)上电击, 电击后迅

速向电转杯中加入LB培养基1 mL, 然后取至新的

15 mL离心管中, 置于37°C下225~250 r·min-1培养

至少1 h, 将培养物稀释10、100、1 000、10 000倍, 
分别取10 μL稀释液涂平板用于计算库容, 剩余培

养物于4°C保存过夜, 或者加入甘油至终浓度20%
存于–80°C。

(3)库容量鉴定。取转化后细菌原液10 μL稀
释100倍后, 从中取出10 μL涂布LB平板(含卡纳抗

性), 第二天计数。库容量(CFU·mL-1)=平板上的克

隆数/10 (μL)×稀释倍数(100倍)×重悬液体积(1× 
103 μL), 文库总库容量(CFU)=库容量(CFU·mL-1)×
文库菌液总体积(mL), 库容量至少应大于106。

8  酵母单杂交筛选

采用LiAc法转化酵母感受态细胞, 菌落PCR
检测阳性克隆。以T7引物(5′-TAATACGACTCAC-
TATAGGGC-3′)进行测序。

实验结果

1  ABI5基因启动子的序列分析

启动子分析表明, PpABI5启动子序列中含有多

个植物的组成型核心启动子顺式作用元件, 如CAAT- 
box和TATA-box; 还含有多种植物激素的响应元件, 
ABRE、AuxRR-core、GARE-motif、CGTCA-motif、
P-box、TGACG-motif; 光响应元件AAAC-motif、
G-box、Sp1、Box I、GT1-motif; 响应环境胁迫的

元件LTR、MBS、TC-rich repeats; 参与分生组织

发育的CAT-box及胚乳表达必需的GARE-motif等
(表1)。

表1  PpABI5启动子的顺式作用元件分析

Table 1  The cis-acting element analysis of PpABI5 promoter

     功能位点                               单序列(5′→3′)                                        生物学功能 出现次数

AAAC-motif CAACAAAAACCT 光响应元件 1
ABRE CACGTG ABA响应元件 3
AT-rich element ATAGAAATCAA AT富集DNA结合蛋白结合位点 2
AuxRR-core GGTCCAT 生长素响应中的顺式作用元件 1
CAAT-box CCAAT/CAAT 启动子和增强子共同作用的顺式作用元件 80
CAT-box GCCACT 分生组织表达相关顺式作用元件 1
G-box CACGTG (ACACGTGT/CACATGG/CACGTG) 光响应顺式作用元件 8
GARE-motif AAACAGA 赤霉素响应元件 4
Skn-1-motif GTCAT 胚乳表达必需的调控元件 5
Sp1 CC(G/A)CCC 光响应元件 1
TATA-box taTATAAAtc/ATTATA/TATATAA –30位置附近核心启动子转录起始位点 60
Box I TTTCAAA 光响应元件 2
LTR CCGAAA 低温响应元件 1
MBS TAACTG 干旱诱导响应元件 3
MRE AACCTAA 光响应中MYB结合位点 1
P-box CCTTTTG 赤霉素响应元件 1
TC-rich repeats ATTTTCTTCA 防御和胁迫下响应元件 1
TGACG-motif TGACG 茉莉酸响应元件 1
Box-W1 TTGACC 真菌诱导响应元件 2
CGTCA-motif CGTCA 茉莉酸响应元件 1

2  诱饵载体的构建

将3次串联重复序列连接到诱饵载体pAbAi
上, 将BstBI线性化的pAbAi-bait转化Y1HGold酵母

菌, 并涂平板培养3 d后, 挑取生长健康的单菌落进

行PCR鉴定。电泳结果显示, 扩增获得一段1.4 kb
片段(图1), 表明诱饵质粒成功转入酵母。

3  AbA抗性筛选结果

AbA抗性测定结果显示, 转化菌株在含有100 
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图1  Y1HGold酵母菌落的PCR鉴定

Fig.1  PCR detection of Y1HGold yeast colony
M: DL 2000 DNA marker; 1~3: PCR扩增产物。

ng·mL-1 AbA的SD/-Ura平板上生长良好, 而在含

有300 ng·mL-1 AbA的SD/-Ura平板上停止生长

(图2), 说明300 ng·mL-1 AbA即可用于酵母单杂交

筛选。

4  酵母单杂交cDNA文库的构建与质量鉴定

由Trizol法提取的桃花芽总RNA, 经琼脂糖凝

胶电泳检测, 结果显示, 总RNA的28S rRNA和18S 
rRNA条带清晰(图3-A), 且28S亮度约为18S的2倍, 
说明总RNA质量较好, 没有发生降解和污染, 可用

于构建cDNA文库。

将cDNA与线性化的pGADT7载体共转化酵

母Y1HGold感受态细胞, 10 μL转化的酵母细胞稀

释100倍后在LB培养基上长出200个克隆, 库容量= 

图2  Y1HGold (pAbAi-bait)的AbA抗性筛选

Fig.2  Resistance screening of Y1HGold (pAbAi-bait) with AbA
A: 含100 ng·mL-1 AbA的SD/-Ura; B: 含300 ng·mL-1 AbA的SD/-Ura; C: 含500 ng·mL-1 AbA的SD/-Ura。

200/10×100×1 000=2×106 CFU·mL-1。共计5 mL的
转化后原始菌液, 总库容量=2×106×5=1×107 CFU, 
大于106, 共转化后, 挑取平板上的单克隆, 经PCR
扩增, 电泳检测PCR产物大小, 结果表明, 插入片段

主要分布于1 000~3 000 bp之间, 呈明亮的弥散状条

带(图3-B), 说明酵母单杂交文库构建成功。

5  PpABI5启动子片段与桃cDNA文库的酵母单杂

交筛选

酵母转化产物在含300 ng·mL-1 AbA的SD/-Leu/ 
-Ura培养基上培养3~5 d, 挑取单克隆进行PCR扩

增, 获得PCR扩增产物大于500 bp的阳性克隆35个
(图4)。对35个克隆PCR产物进行测序, 将测序结

果在NCBI中进行Blast比对分析, 结果显示, 阳性菌

落编码的蛋白有2个为休眠相关的PpDAM3和
PpDAM5转录因子, 可能通过ABA途径调控休眠, 
其余大多为功能未知的蛋白。

6  PpABI5启动子片段与PpDAM3和PpDAM5的互

作验证

对转录因子PpDAM3和PpDAM5与诱饵载体

进行一对一酵母单杂交互作验证, 结果显示, 所有

共转诱饵质粒和AD载体的Y1HGold菌株在二缺培

养基上都长出了克隆, 说明共转化成功; 挑取SD/ 
-Leu/-Ura培养基上的克隆至含有不同浓度AbA的

SD/-Leu/-Ura培养基上, DAM3-AD/pAbAi-bait、
DAM5-AD/pAbAi-bait和阳性对照克隆均可正常

生长, 而对照组克隆则不能生长, 表明PpDAM3和
PpDAM5蛋白与诱饵序列存在潜在的结合关系

(图5)。

讨　　论

ABA在植物的整个生活周期中起着关键作

用。研究ABA响应途径中元件的作用机理是解析
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图4  cDNA文库插入片段的PCR扩增

Fig.4  PCR amplification of cDNA library inserts
M: DL 2000 DNA marker, 条带从上至下分别为2 000、1 000、750、500、200、100 bp; 1~24: PCR扩增产物。

ABA信号转导的基础。本研究中, 采用FullCoV技

术构建桃树cDNA文库, 选取PpABI5启动子上的光

信号作用元件进行串联重复后构建诱饵载体, 从桃

树cDNA文库中筛选与PpABI5结合的上游转录因

子, 结果表明, 从酵母转化产物中筛选获得转录因

子PpDAM3、PpDAM5及其他功能未知的蛋白。

Dormancy-associated MADS-box (DAM)基因

属于MADS-box基因家族的成员, 最早由Bielenberg
等(2008)通过分子标记对EVG位点进行定位和基

因表达情况对比分析获得, 并分离和命名了与休

眠相关的DAM1、DAM2、DAM3、DAM4、DAM5
和DAM6基因。研究表明MADS-box基因主要作用

是调控植物花器官的发育(李元元和王鲁等2010; 曾
英等2001)。Li等(2009)对桃树生长周期内PpDAM
基因表达变化的研究发现, PpDAM3在生长季节表

达水平一直较高, 冬季开始表达量下降, 发芽时期

表达量降至最低 ,  然后上升至较高水平 ,  推测

PpDAM3的表达受低温调控, 随着低温积累量的增

加而表达下调。Yamane等(2011)发现, PpDAM5与
桃的内休眠有关, 在内休眠期间表达量上调, 休眠

图3  总RNA样品(A)和构建的cDNA文库(B)的电泳检测

Fig.3  Electrophoresis of total RNA sample (A) and constructed cDNA library (B)
M: DL 12000 DNA marker; 1~24: PCR扩增产物。



植物生理学报1264

解除期间表达下调。而Jiménez等(2010)研究不同

品种桃芽休眠过程发现, PpDAM3和PpDAM5均在

冬季低温条件下表达下调, 且PpDAM5的表达水平

与发芽率成反比。Leida等(2012)通过抑制性差减

杂交(suppression subtractive hybridization, SSH)方
法鉴定也表明PpDAM5为与桃芽休眠解除相关的

特异基因, PpDAM5负调控桃树的发芽, 且与需冷

量有着很好的相关性(孙艳飞等2013)。我们通过

进一步的酵母单杂交共转验证表明PpDAM3和
PpDAM5蛋白确与PpABI5诱饵序列结合, 因此推

测DAM类转录因子很可能调控PpABI5的转录, 下
一步我们将深入研究桃树中PpDAM转录因子对

PpABI5转录的调控作用, 并对筛选获得的其他功

能未知的蛋白进行进一步的功能鉴定, 以期完善

PpABI5基因的功能解析, 为深入研究ABA信号转

导通路奠定基础。
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Constructing yeast one-hybrid library and screening the potential regulator of 
PpABI5 in peach (Prunus persica)
HUAN Lei, WANG Xu-Xu, CHEN Xiu-Miao, WEN Bin-Bin, TAN Qiu-Ping, CHEN Xiu-De, GAO Dong-Sheng, LI Ling*, FU 
Xi-Ling*

College of Horticulture Science and Engineering, Shandong Agricultural University, State Key Laboratory of Crop Biology, 
Tai’an, Shandong 271018, China

Abstract: Abscisic acid (ABA) plays an important role in plant growth and development. ABI5 is a key 
ABA-responsive gene, so it is important to find the transcription factors that regulate the expression of ABI5 to 
reveal the mechanism underlying ABA signaling. In this study, three copies of 3-AF1 binding site, Box I and 
Sp1 were linked into pAbAi vector to construct bait vector, meanwhile the one-hybrid cDNA library of peach 
(Prunus persica) was built. Then we used the cDNA and pGADT7-Rec vector to co-transform into the bait 
yeast strain to screen upstream transcription factors of the promoter region of PpABI5 gene via homologous re-
combination. The estimated cDNA library storage capacity is almost 1×107 CFU and inserted PCR fragments 
sizes are about 1 500 bp. Several proteins interacting with bait vector are screened out by sequencing analysis 
and by Blast homology analysis, including PpDAM3, PpDAM5 and proteins of unknown function. Yeast 
one-hybrid further confirmed that PpDAM3 and PpDAM5 could bind to the promoter of PpABI5. These results 
indicate that PpDAM3 and PpDAM5 might regulate the transcription of PpABI5 and provide a basis for further 
study of signaling pathway of ABA.
Key words: ABI5; peach; promoter; yeast one-hybrid; transcription factor
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