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摘  要 : 翻译控制肿瘤蛋白 (Translationally controlled tumor protein, TCTP) 广泛存在于真核细胞中，参与调节细

胞分裂、植物生长发育，并介导植物抵御病原物侵染。蔗糖非酵解型蛋白激酶 (SNF1- related protein kinase, SnRK1)
在酵母、动物和植物中非常保守，并参与包括糖代谢和抵抗非生物和生物胁迫在内的一系列生理过程。本实验室

前期工作证明 TaTCTP 响应叶锈菌侵染并参与诱发寄主产生防卫反应。为了深入探讨 TaTCTP 在叶锈菌侵染小麦

诱发的防卫反应中发挥的作用，采用串联亲和纯化 (TAP) 与质谱 (MS) 联用技术，鉴定出 SnRK1 可能为 TaTCTP
潜在互作蛋白。文中对 TCTP 和 SnRK1 的相互作用进行了研究。酵母双杂交结果表明，同时携带 TCTP 和 SnRK1
的酵母可以在 SD/-Leu/-Trp/-His/-Ade (SD/-LWHA, 四缺) 培养基上生长，说明 TCTP 与 SnRK1 在酵母双杂交系

统中可以发生相互作用；通过双分子荧光互补实验，发现 TCTP 与 SnRK1 发生相互作用的荧光信号分布在细胞

质中；进一步用 Co-IP 实验证明 TCTP 和 SnRK1 可以发生相互作用。本研究为深入研究 TaTCTP 在小麦与叶锈菌

互作过程中的作用机制奠定了重要基础，对进一步完善小麦抵御叶锈菌侵染的分子机理具有重要意义。 

关键词 : 翻译控制肿瘤蛋白，蔗糖非酵解型蛋白激酶，酵母双杂交，双分子荧光互补，免疫共沉淀  
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Interaction between wheat translationally controlled tumor 
protein TCTP and SNF1-related protein kinase SnRK1 
Nan Ma, Jinzhu Qiao, Wenqian Tang, Tianjie Sun, Na Liu, Yan Chen, Xingtong Lu, 
Shengfang Han, and Dongmei Wang 
Key Laboratory of Hebei Province for Plant Physiology and Molecular Pathology, College of Life Sciences, Hebei Agricultural University, 
Baoding 071001, Hebei, China 

Abstract:  Translationally controlled tumor proteins (TCTP) and SNF1- related protein kinase (SnRK1) are conserved and 
widely present in eukaryotic cells. TCTP regulates cell division, plant growth and development, and mediates plant resistance 
against pathogen infection. SnRK1 participates in a range of physiological processes including sugar metabolism and 
resistance to abiotic and biotic stresses. Previous work in our laboratory demonstrated that wheat TCTP can respond to 
Puccinia triticina infection and induce host defense responses. In order to further investigate the mechanism of TaTCTP in 
wheat resistance to Puccinia triticina infection, we used TAP (tandem affinity purification) and mass spectrometry to screen 
the potential interactants of TaTCTP. A SNF1- related protein kinase (SnRK1) was identified as a potential interacting protein 
of TaTCTP. The results of yeast two-hybrid assay showed that TCTP could interact with SnRK1 in yeast, and the yeast 
carrying TCTP and SnRK1 could grow on SD/-Leu/-Trp/-His/-Ade (SD/-LWHA) medium. The fluorescence signal of the 
interaction between TCTP and SnRK1 was found to be distributed in the cytoplasm in the Bi-fluorescense complementation 
experiment. Co-IP experiments further showed that TCTP and SnRK1 could interact in plant cells. This study lays an 
important foundation for further studying the mechanism of TaTCTP in the interaction between wheat and Puccinia triticina, 
and it play a great influence on further improving the molecular mechanism of wheat resistant to Puccinia triticina. 

Keywords:  translationally controlled tumor proteins, SNF1- related protein kinase, yeast two hybrid, BiFC, Co-IP 

翻译控制肿瘤蛋白是一类保守且广泛存在于

真核细胞中的蛋白质[1]。自 1981 年从小鼠成纤维

细胞中发现并鉴定以来[2]，TCTP 被认为具有广泛

的生物学功能，包括抑制细胞凋亡[3]、参与组胺

的释放[4]、调控细胞周期与细胞分化[5]、参与修复

DNA 损伤[6]等。在植物中，TCTP 影响细胞的生

长[7]、响应乙烯信号[8]、降低重金属汞诱导的活性

氧 (ROS) 对组织的伤害[9]。此外，有报道指出，

TCTP 响应胡椒黄花叶病毒 PepYMV 的侵染[10]、

小麦白粉菌的侵染[11-12]和小麦叶锈菌的侵染[13]，

说明 TCTP 在植物与病原菌互作过程中可能发挥

重要作用。 

小麦是重要的粮食作物，小麦在其生长周期

常受到多方不利因素的影响，其中，由小麦叶锈

菌 Puccinia triticina 侵染引起的小麦叶锈病是危

害小麦生产的严重病害。已有报道，在小麦抵御

条锈菌侵染的过程中 TCTP 发挥重要作用，采用

病毒诱导的基因沉默 (Virus induced gene silencing, 

VIGS) 技术沉默小麦中的 TCTP，很大程度地降

低了植株对条锈菌的抗性[14]。本课题组前期实验

证明，在由小麦抗叶锈近等基因系 TcLr19 和叶锈菌

生理小种 366 组成的不亲和组合中，TCTP 的转录

水平在测定范围内随接种时间的延长呈现逐渐增

加的趋势，但其在蛋白水平并无明显变化[13]。为

了进一步研究 TCTP 在小麦抵御叶锈菌侵染诱发的

防卫反应过程中的作用机制，完善植物抗病信号转

导网络，本课题组前期借助串联亲和纯化-质谱鉴定 

(TAP-MS) 技术，建立了 TCTP 在小麦-叶锈菌互作

过程中的潜在互作蛋白库，从中发现了一个与

TCTP 潜在互作的蛋白即蔗糖非酵解型蛋白激酶 1 

(SNF1- related protein kinase, SnRK1)。 

SnRK 最先发现于酵母中，由于缺失该基因

的酵母突变体不能够利用无葡萄糖培养基中的甘

油和乙醇等碳源，故该突变体命名为 snf1 (Sucrose 
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non-fermenting 1)[15]。在动物中的 SnRK 被命名为

AMPK (AMP-activated protein kinase)，得名于该

蛋白受细胞内 AMP/ATP 比例的升高而激活[16]。

植物中的 SnRK 分为 3 个亚族 [17]，SnRK2、

SnRK3/CIPK 为植物特有，而 SnRK1 则与酵母

SNF1 和哺乳动物 AMPK 高度同源[18]。SnRK1 通

常在细胞能量不足的情况下被激活，并抑制诸多

生物合成反应以及植物生长[19-23]。SnRK1 被认为

参与生长发育、非生物胁迫应答以及疾病防御在

内的多种生物学进程。例如，拟南芥 SnRK1 可磷

酸化转录因子 bZIP63，改变后者的二聚化状态，

从而通过影响 bZIP63 对下游基因的表达调控而

应答饥饿胁迫[24]。Kim 等报道了一种 SnRK1 家族

的蛋白 AKIN10，可以通过磷酸化乙烯受体 EIN3

而延迟乙烯促进的植物器官衰老[25]。另有报道，

AKIN10 还可以通过磷酸化作用下调 AtMYC2 介

导的盐胁迫耐受能力[26]。小麦 SnRK1 还可以与

TaFROG 相互作用，介导植物对真菌病原禾谷镰

刀菌的抗性[27]。鉴于目前对 TCTP 和 SnRK1 的研

究进展，结合本实验室对 TCTP 在小麦与叶锈菌

互作过程中功能研究的初步结果，本研究借助酵

母双杂交、双分子荧光互补实验和 Co-IP 进一步

验证二者间的相互作用，明确二者发生相互作用

的细胞部位，对进一步研究 TCTP 和 SnRK1 在小

麦与叶锈菌互作过程中的功能，丰富和完善小麦

抗叶锈病机制具有重要意义。 

1  材料与方法 

1.1  植物材料培养 
小麦 Triticum aesetrum 抗叶锈近等基因系

TcLr26 与本生烟草 Nicotiana benthamiana 为本课

题组长期保存。 

小麦种植后，生长至第一片叶完全展开后，

接种小麦叶锈菌生理小种 260，小麦的种植条件

和叶锈菌的接种采用 Qiao 等[28]的方法。本生烟草

在温室中生长 21 d 左右，至 4–5 片叶完全展开时

进行瞬时表达实验，具体种植条件参照 Sparkes

等的方法[29]。 

1.2  实验中所用引物 
本实验所涉及的引物及其名称和用途见表 1。 

 
表 1  引物信息 
Table 1  Primer information 

Primer name Primer sequence (5′−3′) Experiments 
TCTP F ATGCTCGTGTACCAGGACAA Cloning the CDS of TaTCTP 
TCTP R TTAAGCGTAATCTGGAACAT 
SnRK F ATGGACGCAGCAGGCAGAGATGCCA Cloning the CDS of TaSnRK1 
SnRK R TCAAAGGACTCTCAGCTGGGTTAGG 
Y2H-TCTP F GGGAATTCATGCTCGTGTACCAGGACAA TaTCTP Y2H vector construction 
Y2H-TCTP R GGGGATCCTTAAGCGTAATCTGGAACAT 
Y2H-SnRK1 F GGGAATTCATGGACGCAGCAGGCAGAGATGCCA TaSnRK1 Y2H vector construction 
Y2H-SnRK1 R GGGGATCCTCAAAGGACTCTCAGCTGGGTTAGG 
BiFC-TCTP F GGGGATCCATGCTCGTGTACCAGGACAA TaTCTP BiFC vector construction 
BiFC-TCTP R GGCTCGAGTTAAGCGTAATCTGGAACAT 
BiFC-SnRK1 F GGGGATCCATGGACGCAGCAGGCAGAGATGCCA TaSnRK1 BiFC vector construction 
BiFC-SnRK1 R GGCTCGAGTCAAAGGACTCTCAGCTGGGTTAGG 
BV-TCTP F CCATGGATTACAAGGATGACGACGATAAGCTCGT 

GTACCAGGACAAGC 
TaTCTP-Flag plant expression vector construction 

BV-TCTP R GGTCACCTTAGCACTTGACCTCTTTCAGCC 
BV-SnRK1 F CCATGGATGGACGCAGCAGGCAGAGATGCC TaSnRK1-GFP plant expression vector construction
BV-SnRK1 R CCATGGATGATGATGATGATGATGAAGGA 
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1.3  基因克隆 
将叶锈菌生理小种 260 接种于小麦叶片表

面，48 h 后取接种叶片并在液氮中速冻，打碎材

料后提取总 RNA，并将其反转录为 cDNA。采用

引物 TCTP F/R 扩增 TaTCTP 编码区全长 (长度为

507 bp)，利用引物 SnRK1 F/R 扩增 TaSnRK1 的编

码区全长 (长度为 1 503 bp)，并分别连接至克隆

载体 pEASY-T1 上，蓝白斑筛选后，测序由北京

华大基因股份有限公司完成。 

1.4  酵母双杂交载体构建 
为了获得用于构建酵母双杂交载体的 TaTCTP

和 TaSnRK1 开放阅读框序列，分别采用引物 Y2H 

TCTP F/R 和 Y2H SnRK1 F/R 进行扩增。因其酶切

位点与基因之间无保护碱基，这两个基因分别与其

在最终载体中上游的 Active domain 和 Binding 

domain 处于相同的开放阅读框。将扩增产物进行

电泳并切胶回收，采用 EcoRⅠ和 BamHⅠ进行双

酶切后，与同样经双酶切的载体 pGADT7-AD 和

pGBKT7 连接，将其转化大肠杆菌 TOP10 菌株。

对得到的单克隆进行 PCR 鉴定，测序由北京华大

基因股份有限公司完成。在测序时，pGADT7-AD- 

TaTCTP 和 pGADT7-AD-TaSnRK1 使用通用引物

T7 和 3AD，pGBKT7-TaTCTP 和 pGBKT7-TaSnRK1

采用通用引物 T7 和 3BD，所得测序结果可用

DNAMAN 软件进行比对分析。 

1.5  酵母双杂交 
使用 PEG/LiAc 法转化酵母 AH109。实验组

为 pGBKT7-TaTCTP 和 pGADT7-AD-TaSnRK1 共

转化、pGBKT7-TaSnRK1 和 pGADT7-AD-TaTCTP

共转化，以 pGADT7 和 pGBKT7 空载体共转化作

对照。为了检测两个基因的自激活活性，以

pGBKT7-TaTCTP 和 pGBKT7-TaSnRK1 载体分别

与 pGADT7-AD 空载体共转化。将转化后的酵母

分别涂在 SD/-Leu/-Trp (SD/-LW, 二缺)平板培养

基上，放置 28 ℃培养箱中培养 3−4 d。然后挑取

单菌落至 SD/-LW 液体培养基中振荡培养，直至

OD600≈0.5，取 5 μL 菌液并分别滴在 SD/-LW、

SD/-Leu/-Trp/-His (SD/-LWH, 三缺)和 SD/-LWHA

平板培养基上，在 28 ℃培养箱中培养 5 d，相机

拍照后记录结果。 

使用 ONPG 法[30]对酵母的 MEL1 基因活性进

行检测。将灭菌后的滤纸在长出菌落的 SD/-LW

培养基上影印，将滤纸经液氮反复冻融 10 次，置

于干净的培养皿中。在滤纸上滴加含有 20 mg/L 

X-Gal 的 Z-Buffer (16.1 g/L Na2HPO4·7H2O、5.5 g/L 

Na2HPO4·H2O、0.75 g/L KCl、0.246 g/L MgSO4·7H2O)，

避光、30 ℃静置 5 h，拍照记录。 

1.6  双分子荧光互补载体的构建 
为了获得用于构建双分子荧光互补载体的

TaTCTP 和 TaSnRK1 开放阅读框序列，使用引物

BiFC TCTP F/R 和 BiFC SnRK1 F/R 分别进行扩

增，酶切位点与基因之间无保护碱基，使这两个

基因分别与其在最终载体中上游的 NE和 CE处于

相同的开放阅读框。将扩增产物进行电泳后回收，

经 BamHⅠ和 KpnⅠ双酶切后，与同样经双酶切

的载体 pSPYNE 和 pSPYCE 进行连接，转化大肠

杆菌 TOP10 菌株。使用片段扩增用引物分别对连

pSPYNE-TaTCTP 和 pSPYCE-TaTCTP 单克隆进行

PCR 鉴定，测序由北京华大基因股份有限公司完

成，使用 DNAMAN 软件对测序结果进行比对  

分析。 

1.7  双分子荧光互补实验 
采用瞬时表达法，将携带有相互作用蛋白基

因的质粒在烟草叶片中表达 [29]。对分别携带有

pSPYNE-TaTCTP、 pSPYCE-TaTCTP、 pSPYNE- 

TaSnRK1 和 pSPYCE-TaSnRK1 质粒的农杆菌

GV3101 进行单克隆培养，OD600 值约为 0.8 时，

5 000×g 离心 3 min 后富集菌体，所得菌体用无菌
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水洗涤，再用烟草侵染缓冲液 (9.76 g/L MES、

0.76 g/L Na3PO4·12H2O、5 g/L 葡萄糖、0.1 mmol/L 

AS) 重悬菌体。将携带有 pSPYNE 和 pSPYCE 的

农杆菌按照表 2 的组合混合，例如：第 1 组为

pSPYNE 和 pSPYCE-TaTCTP 混合，第 5 组为

pSPYNE-TaTCTP 和 pSPYCE-TaSnRK1 混合，两

种菌液的混合比例为 1∶1，并在烟草叶片下表皮

注射。48 h 后取烟草叶片，使用激光扫描共聚焦

显微镜 (FV1000，奥林巴斯) 在 488 nm 观察并  

照相。 

1.8  Co-IP 植物表达载体的构建 
本研究涉及的免疫共沉淀 (Co-IP) 实验所需

载体均以 pCAMBIA3301 为背景骨架进行构建。

pCAMBIA3301 带有受 CaMV 35S 启动子驱动的

GUS 基因，在 GUS 基因的上下游分别有 NcoⅠ和

BstE Ⅱ酶切位点。以引物 BV-TCTP F/R 扩增

TaTCTP CDS 区全长，并经过 NcoⅠ和 BstE Ⅱ酶

切后连接至 pCAMBIA3301 载体上。使用引物

BV-SnRK1 F/R 对去掉终止密码子的 TaSnRK1 

CDS 区全长进行扩增，以 NcoⅠ酶切，并连接至

载体 pCAMBIA3301-GFP。对连接产物转化大肠

杆菌，以硫酸卡那霉素筛选，经过菌落 PCR 鉴定、

酶切鉴定和测序验证后，可以分别得到受 CaMV 

35S 启动子驱动的 Flag-TaTCTP 基因植物表达载

体和受 CaMV 35S 启动子驱动的 TaSnRK1-GFP 融

合表达载体。 
 

表 2  BiFC 实验所用的农杆菌组合携带的基因 
Table 2  Genes carried by combination of 
Agrobacterium used in BiFC experiment 

# pSPYNE pSPYCE 
1 – TaTCTP 
2 – TaSnRK1 
3 TaTCTP – 
4 TaSnRK1 – 
5 TaTCTP TaSnRK1 
6 TaSnRK1 TaTCTP 

 

1.9  Co-IP 实验 
免疫共沉淀是验证蛋白质相互作用的经典技

术，本实验所用的 Co-IP 方法参考 Mair 等的研究[24]。

将携带 Flag-TCTP 和 SnRK1-GFP (或 GFP) 表达

载体的农杆菌组合注射烟草下表皮，48 h 后取材

并液氮研磨。使用冰上预冷的 RIPA 缓冲液提取总蛋

白，并在蛋白中加入 Anti-Flag Mouse monoclonal 

antibody (稀释度 1∶500) 捕获标签蛋白。在捕获

后的蛋白提取液中加入 Protein A/G agarose，并离

心收集。在 Protein A/G agarose 中加入 2×蛋白上

样缓冲液并煮沸，经 10% SDS-PAGE 分离后，转

膜进行 Western blotting 检测，一抗为 Anti-GFP 

Mouse monoclonal antibody (稀释度 1∶2 000)，使

用 ECL 发光检测抗体分布并以 X 光片成像。 
 

2  结果与分析 

2.1  酵母双杂交载体的构建 
酵母双杂交载体以 pGADT7-AD 和 pGBKT7

为载体骨架，使用酶切-连接法构建。使用引物

Y2H-TCTP F/R 扩增 TaTCTP 编码区全长，使用引

物 Y2H-SnRK1 F/R 扩增 TaSnRK1 编码区全长。

分别和克隆载体连接，后将酶切正确的克隆产物

进行测序鉴定。鉴定正确的克隆产物和表达载体

pGADT7-AD 和 pGBKT7 分别经 EcoRⅠ和 BamHⅠ

双酶切，将基因片段和载体片段回收，并分别进行

连接、转化大肠杆菌。酶切验证结果表明在约为

507 bp 和 1 503 bp 处检测到 DNA 片段 (图 1)，片

段长度与 TaTCTP 和 TaSnRK1 的预期序列长度相

同，表示载体构建成功。 

2.2  双分子荧光互补载体的构建 
双分子荧光互补载体以 pSPYNE 和 pSPYCE

为载体骨架，使用酶切-连接法构建，与酵母双杂交

载体构建的过程类似。使用引物 BiFC-TCTP F/R 扩

增 TaTCTP 编码区全长，使用引物 BiFC-SnRK1 F/R

扩增 TaSnRK1 编码区全长。连接克隆载体后测序 
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图 1  酵母双杂交载体的验证 
Fig. 1  Varification of yeast two-hybrid vectors 
construct. Vectors pGADT7-AD and pGBKT7 for yeast 
two-hybrid were ligated to TaTCTP and TaSnRK1 open 
reading frame sequences, respectively, and the constructs 
were verified by EcoRⅠ and BamHⅠ digestion. The 
arrows indicate TaTCTP or TaSnRK1 coding region 
fragments, “M” indicates DNA molecular weight 
standard, masured with DL 2 000 DNA marker (TaKaRa), 
“+” and “–” representing digested and undigested 
plasmids, respectively. 

 
鉴定。将鉴定正确的克隆与表达载体 pSPYNE 和

pSPYCE 分别经 BamHⅠ和 KpnⅠ双酶切，并分别

连接、转化大肠杆菌。酶切鉴定结果显示，与酶

切前比较分别在约为 507 bp 和 1 503 bp 处检测到

DNA 片段 (图 2)，与 TaTCTP 和 TaSnRK1 的预期

序列长度一致，表示载体构建成功。 

2.3  免疫共沉淀植物表达载体的构建 
C o - I P 实验选择的植物表达载体骨架为

pCAMBIA3301，该载体为典型的植物双元表达载

体，可在转基因植株中表达草胺膦乙酰转移酶

(Phosphinothricin acetyltransferase, PAT)和 GUS。

本实验以 NcoⅠ和 BstE Ⅱ将 GUS 基因切下，并

连接所需的 TaTCTP-Flag 片段，从而使目的片段

受原 GUS 基因上游的 CaMV 35S 启动子调控。此

外，对于连接有 GFP 基因的 pCAMBIA3301-GFP

载体，使用 Nco Ⅰ将载体线性化，并连接 TaSnRK1

基因的开放阅读框，开放阅读框下游的终止密码子

“TGA”被去掉，以实现和下游 GFP 基因的融合表达。

上述两个载体在连接后，分别使用 Nco /Ⅰ BstEⅡ  

 
 
图 2  双分子荧光互补载体的验证 

Fig. 2  Varification of Bimolecular Fluorescence 
Complementary vectors construct. The vectors pSPYNE 
and pSPYCE used in the bimolecular fluorescence 
complementation assay were ligated to TaTCTP and 
TaSnRK1 open reading frame sequences, respectively. 
Constructs were verified by BamHⅠand KpnⅠdigestion. 
The arrows indicate TaTCTP or TaSnRK1 coding region 
fragments, “M” indicates DNA molecular weight 
standard, masured with DL2 000 DNA marker (TaKaRa); 
“+” and “–” representing digested and undigested 
plasmids, respectively. 
 
和 NcoⅠ酶切鉴定。酶切后的 pCAMBIA3301- 

Flag-TaTCTP 和 pCAMBIA3301-TaSnRK1-GFP 均

可以检测出 TaTCTP 和 TaSnRK1 预期分子量大小

的条带 (图 3)，表示载体构建成功。 

2.4  TCTP 与 SnRK1 相互作用的酵母双杂交

检测 
本研究的酵母双杂交使用 GAL4 转录因子

拆分系统，该系统具有 4 个报告基因，分别以

HIS3、ADE2、MEL1 和 AUR1-C 对应组氨酸缺陷

互补、腺嘌呤缺陷互补、α-半乳糖苷酶和金担子

素 A 抗性[31]，本研究检测了前 3 个报告基因的

活性。结果显示 (图 4)，共同转化携带 TaTCTP

和 TaSnRK1 开放阅读框质粒的酵母可以在

SD/-LWH 和 SD/-LWHA 培养基上生长，说明

HIS3 和 ADE2 报告基因被激活。将携带 TaTCTP

和 TaSnRK1 开放阅读框的 pGBKT7 质粒单独转

化酵母，发现酵母不能在 SD/-LWH 和 SD/-LWHA

培养基上生长，说明 TaTCTP 和 TaSnRK1 基因不

具有自激活活性。 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1692 

 
 
图 3  Co-IP 植物表达载体的验证 

Fig. 3  Varification of Co-IP Plant expression vectors 
construct. The vectors pCAMBIA3301 and 
pCAMBIA3301-GFP used in the Co-IP experiment were 
ligated to Flag-TaTCTP and TaSnRK1-GFP open reading 
frame sequences, respectively. Constructs were verified 
by NcoⅠ/BstEⅡor NcoⅠdigestion. The arrows indicate 
Flag-TaTCTP or TaSnRK1-GFP coding region fragments, 
“M” indicates DNA molecular weight standard, masured 
with DL 2 000 DNA marker (TaKaRa); “+” and “–” 
representing digested and undigested plasmids, 
respectively. 

 
将冻融破碎细胞的酵母经 X-α-Gal 显色，结

果显示共同转化携带 TaTCTP 和 TaSnRK1 开放阅

读框质粒的酵母印记为蓝色，说明 MEL1 报告基

因被激活。以上结果说明 TCTP 与 SnRK1 在酵母

中发生了相互作用。 

2.5  TCTP 与 SnRK1 相互作用的双分子荧光

互补实验检测 
将携带 TaTCTP 和 TaSnRK1 开放阅读框序列

的 pSPYNE 和 pSPYCE 载体单独或共同注射烟草

叶片的下表皮细胞，然后在激光扫描共聚焦显微

镜下对转化后的细胞进行观察并成像。结果显示，

单独转化 TaTCTP 或 TaSnRK1 的烟草均不能观察

到荧光，而两个基因共同转化的烟草可以观察到

很强的荧光信号，并且二者发生相互作用产生的

荧光信号主要分布在细胞质中 (图 5)。这一结果

表明，TaTCTP 和 TaSnRK1 可以在植物细胞内发

生相互作用，并且二者的相互作用主要发生在细

胞质中。 

2.6  TCTP 与 SnRK1 相互作用的 Co-IP 检测 
为了检测 TCTP 和 SnRK1 在植物细胞内的互

作情况，本研究以 TCTP 为诱饵蛋白钓取该蛋白

的相互作用蛋白，并使用 Western 杂交检测钓取

的蛋白中是否含有 SnRK1。为了避免烟草中本底

表达的 TCTP 或 SnRK1 同源蛋白对本实验造成干

扰，提高检测的特异性，将二者均与蛋白标签融

合表达，分别产生 Flag-TCTP 和 SnRK1-GFP 融

合蛋白。上述两个融合蛋白为本实验的检测组，

将 Flag-TCTP 和 GFP 混合注射的蛋白样品作为对 
 

 
 
图 4  酵母双杂交检测 TaTCTP 和 TaSnRK1 的相互作用 
Fig. 4  Yeast two-hybrid detection of TaTCTP and TaSnRK1 interaction. The transformed yeasts were cultured in 
SD/-LW, SD/-LWH, SD/-LWHA plate medium, photocopied yeast on the SD/-LW medium with filter paper for ONPG 
detection. 
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图 5  双分子荧光互补实验检测 TaTCTP 和 TaSnRK1
在烟草叶片表皮细胞中的相互作用 
Fig. 5  Detection of TaTCTP and TaSnRK1 interaction 
by bimolecular fluorescence complementarity test. 
Fluorescence, bright field and merged images of tobacco 
lower epidermis injected with pSPYNE and pSPYCE 
vectors was taken under laser scanning confocal 
microscope. Bar=20 μm. 

 
照组，以排除 TCTP 和 GFP 标签发生相互作用的

可能性。在 Input 样品中，可以检测出 Flag-TCTP

和 SnRK1、GFP 的条带，表示 3 种蛋白都存在于

待检测样品中 (图 6)。在 IP 样品中，使用 Flag

抗体钓取的蛋白中可以用 GFP 抗体检测到

SnRK1-GFP 融合蛋白的条带，表示 TCTP 可以与

SnRK1 在植物细胞内相互作用。在对照组中未检

出GFP条带 (图 6)，表示 Flag-TCTP和SnRK1-GFP

的相互作用是特异性的，并非由前者和 GFP 蛋白

标签结合引起。 

 
 
图 6  TaTCTP 和 TaSnRK1 相互作用的 Co-IP 检测 
Fig. 6  Detection of TaTCTP and TaSnRK1 Interaction 
by Co-IP experiment. Anti-Flag antibody were added into 
protein extracts containing either Flag-TCTP/SnRK1-GFP 
or Flag-TCTP/GFP. The unpurified protein extracts were 
examined as “Input” as quality control. Both “IP” group 
and “Input group” were detected using Western blotting 
for the existence of Flag- and GFP-tagged protein. 
Numbers in the left panel indicates molecule weight 
standard. “SnRK1”, “GFP” and “TCTP” in the right 
panel indicate predicted band position of these protein 
with tags. “+” and “–” representing with or without 
specific protein in the total protein extracts. 

3  讨论 

高等植物进化出了多条免疫途径来抵御病

原物的侵染，其中病原菌侵染诱发的超敏性反

应——细胞程序性死亡  (HR-PCD) 是植物抵御

活体寄生真菌病原的主要途径之一[32]。本课题组

前期实验证明，HR-PCD 是小麦抵御叶锈菌侵染

的重要防卫反应[33]。目前已知有多种信号分子参

与调控小麦-叶锈菌互作中 HR-PCD 的发生和扩

展，包括 Ca2+、NO 和 H2O2，且 Ca2+信号位于

H2O2 和 NO 的上游，对 HR-PCD 进程起了决定

性的调控作用[28]。然而，该信号分子通过何种途
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径调控 HR-PCD，目前尚无定论。本课题组前期借

助 EGTA 螯合胞外 Ca2+，并进行转录组分析，以期

发掘 HR-PCD 发生过程中 Ca2+下游的调控基因[34]，

发现 TCTP 在 Ca2+的下游发挥作用。并且，在

小麦近等基因系 TcLr19 与叶锈菌生理小种 366

组成的不亲和组合中，TCTP 在转录水平响应叶

锈菌侵染 [13]。 

为了阐明 TCTP 在叶锈菌侵染小麦诱发的

HR-PCD 过程中的分子机制，本课题组前期借助

TAP-MS 技术对小麦接种叶锈菌后 TCTP 的互作

蛋白进行了鉴定，并对 TCTP 与索马甜类蛋白 

(Thaumatin-like protein, TLP) 间的相互作用进行

了验证[35]，为进一步深入研究 TLP 作为一类重要

的病程相关蛋白成员，在小麦抵御叶锈菌侵染的

防卫反应过程中的作用机制奠定了基础。蛋白质

的磷酸化修饰是细胞信号转导的重要调控方式，

TCTP 也已被认为可参与 HR-PCD 发生的调控过

程[36]。与 TCTP 互作的蛋白激酶很可能是叶锈菌

诱发小麦发生 HR-PCD 的分子调控网络的关键节

点。目前对 SnRK1 的研究表明，它是一个蛋白激

酶复合物，其中  亚基是它的催化亚基，β 和 

亚基是调节亚基[37]，SnRK1 参与植物生长和发育

等诸多生物学过程，尤其对淀粉的降解和合成具

有重要调节作用[38]。另外 SnRK1 也参与调控植物

抵抗病原菌侵染的作用，如 SnRK1 可以作为孤儿

蛋白 TaFROG 的互作因子，共同响应小麦抵御禾

谷镰孢菌的侵染过程[27]。水稻 SnRK1 过表达植株

的正常生长发育受阻，增强了水杨酸和茉莉酸途

径介导的防御反应，并增加了对半活体营养型和

死体营养型病原菌的抵抗力，而该基因的沉默则

增加了对这些病原物的敏感性[39]。马铃薯病毒 Y

的 HC-Pro 组分可以和 StubSNF1 (一种 SnRK1 家

族成员)的调节亚基 StubGAL83 相互作用，并下

调后者的表达，从而瓦解植株抗性，积累更多的

病毒 RNA[40]。因此本研究对 TCTP 与 SnRK1 互

作关系的鉴定可以促进对小麦-叶锈菌互作过程

中 TCTP调控 HR-PCD扩展分子机制的深入研究。

此外，经过与 Perochon 等[27]研究中 SnRK1 序列

进行比对分析，本研究涉及的 SnRK1 为其构成同

源蛋白复合体的  亚基。 

本研究使用了 3 种检测蛋白质相互作用的方

法，即酵母双杂交、双分子荧光互补和免疫共沉

淀。 TaTCTP 定位于细胞核和细胞质中，而

TaSnRK1 定位在细胞质中，并且两者均不含有跨

膜结构，因此适用于 GAL4 转录因子酵母双杂交

系统[41]。本研究在经过酵母双杂交验证二者间存

在物理互作后 (图 4)，又通过双分子荧光互补实

验进一步确证了二者的互作关系，且证明二者的

互作发生在细胞质中 (图 5)。双分子荧光互补实

验也有若干体系，其中常用的有黄色荧光蛋白拆

分系统 (Spilt YFP system) 和荧光素酶拆分系统 

(Spilt luciferase system)[42]。荧光素酶拆分系统适

用于检测蛋白质间发生弱互作的检测，并且可以

从活体水平上进行[43]。黄色荧光蛋白拆分系统则

可以从亚细胞水平进行观察，分析蛋白质发生相

互作用的位置[44]。这对蛋白质相互作用的复合物

功能研究具有重要意义。本研究使用黄色荧光蛋

白拆分系统的 BiFC，发现 TCTP 和 SnRK1 的相

互作用发生在细胞质中，这与我们之前对 TCTP

和 TLP 相互作用研究的结果相似。虽然 TCTP 具

有在细胞核中的定位，但 TCTP 和 SnRK1 的相互

作用并不发生在细胞核中，暗示二者形成的复合

物可能参与叶锈菌侵染小麦诱发的 HR-PCD 过程

中胞质内信号的传递过程。 

在 Co-IP 实验中 Rubisco 大亚基通常可以非

特异性地与抗体结合，在约 51 kDa 的位置产生干

扰信号，用于 IP 的抗体也会混合在样品中，并被

二抗检测到，抗体的重链 (Heavy chain, HC) 会

在约 55 kDa 的位置产生干扰信号。上述两种来源

的干扰会对 SnRK1 的检出造成干扰，后者的预测
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相对分子质量为 57 kDa。因此，本研究在 Co-IP

实验的设计中，将 SnRK1 与 GFP 融合表达，融

合蛋白的预测相对分子质量约为 84 kDa (图 6)，

在避免其他蛋白对结果干扰的同时，利用 GFP 标

签抗体本身的高特异性可以很好地保证检测的灵

敏度。尽管本实验明确了 TCTP 与 SnRK1 的互作

关系，但二者在叶锈菌侵染小麦诱发的 HR-PCD

过程中的具体功能仍不清楚，还需要利用遗传学

手段对二者在细胞信号转导的上下游关系进行研

究，明确二者发生相互作用的具体生理功能，进

而完善小麦响应叶锈菌侵染诱发的 HR-PCD 发生

的分子调控网络。 
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