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摘要 为研究甘蓝花粉管钙感应蛋白CaM 与SRK 相互作用的分子机理及其可能相互作用的区域， 
从自交不亲和甘蓝材料‘E1’中分别克隆得到CaM12 基因450 bp 及S 位点受体激酶（SRK7）基因全长 
序列2 118 bp，并亚克隆得到SRK 胞外域（eSRK）和胞内激酶域（iSRK），构建原核表达载体pGEX-
CaM12、 
pCold-eSRK 和pCold-iSRK，转化E. coli BL21（DE3）进行原核表达，表达产物纯化后进行体外相互作用， 
结果表明CaM12 能够与SRK7 进行相互作用，但作用区域是iSRK7 而不是eSRK7。为进一步验证其相互 
作用，本研究利用酵母双杂交系统，构建pGBKT7-CaM12、pGADT7-eSRK7、pGADT7-iSRK7 和 
pGADT7-SRK7 酵母表达载体，转化相应酵母Y2HGold 和Y187 感受态细胞后未出现自激活和毒性现象， 
相互作用结果与原核表达检测一致。同时将CaM12 的3 个EF-hands 结构域突变体CaM12-2-、CaM12-23- 
和CaM12-234-与iSRK7 分别构建酵母表达载体pGADT7-CAM12-2-、pGADT7-CAM12-23-、pGADT7- 
CAM12-234-，检测其相互作用。结果表明CaM12 EF-hands 突变体CaM12-2-、CaM12-23-和CaM12-
234-
在酵母双杂交系统中均不能与iSRK7 片段发生相互作用，说明CaM12 的EF-hands 结构域突变后失去结 
合Ca2+能力而不能与iSRK7 相互作用。该研究可为自交不亲和机理提供新的参考依据。 
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Abstract： In order to study the molecular mechanism and possible interaction domains between 
pollen tube calmodulin（CaM） protein and S locus receptor kinase（SRK）from Brassica oleracea L. var. 
capitata L. We got the full length sequence of CaM12 with 450 bp and SRK7 gene with 2 118 bp from
self-incompatibility of Brassica oleracea var. capitata E1，respectively，and got extracellular domain of 
SRK（eSRK7） and intracellular kinase domain（iSRK7），then constructed prokaryotic expression vectors of pGEX-CaM12，
pCold-eSRK7 and pCold-iSRK7，transformed into E. coli BL21（DE3）and checked the 
interactions with purified expression products in vitro. The results showed that CaM12 protein and SRK7
could do interaction，and interactive domain is iSRK7 rather than eSRK7. In order to verify their 
interaction furtherly，yeast two-hybrid system was used in this study，we constructed yeast expression 
vectors pGBKT7-CaM12 ， pGADT7-eSRK7 ， pGADT7-iSRK7 and pGADT7-SRK7 ， transformed 
into corresponding Y2HGold and Y187 yeast cells，and made sure that they did not appear the 
self-activation and toxicity. The results was consistent with prokaryotic expression. Simultaneously，we 
constructed yeast expression vectors pGADT7-CAM12-2-，pGADT7-CAM12-23-，pGADT7-CAM12-234- 
and pGBKT7-iSRK7 with CaM12-2-，CaM12-23-，CaM12-234- mutants from three EF-hands of CaM12 
and iSRK7，and tested their interactions. The results showed that all CaM EF-hands mutants CaM12-2-， 
CaM12-23- and CaM12-234- cannot interact with iSRK7 in yeast two-hybrid system. CaM12 protein lost 
the ability to combine Ca2+ and cannot interact with iSRK7 after EF-hands structure domains were
mutated．This study could provide a new reference for the mechanism of self-incompatibility in Brassica 
oleracea. 

Keywords： Brassica oleracea,   CaM12,   SRK7,   prokaryotic expression,   yeast two-hybrid     



  

引用本文:   

许俊强, 孙梓健, 宋 明等 .甘蓝花粉管钙感应蛋白CaM 与SRK 相互作用研究[J]  园艺学报, 2013,V40(12): 2429-2440 

XU Jun-Qiang, SUN Zi-Jian, SONG Ming etc .Studies on the Interactions Between the Pollen Tube Calmodulin（CaM）and SRK from Brassica oleracea var. 
capitata[J]  ACTA HORTICULTURAE SINICA, 2013,V40(12): 2429-2440 
链接本文:  

http://www.ahs.ac.cn//CN/      或     http://www.ahs.ac.cn//CN/Y2013/V40/I12/2429

没有本文参考文献

[1]
李 慧1,2,*，李刚波1,3,*，丛 郁4，常有宏1,2,**，蔺 经1，盛宝龙1.杜梨类钙调磷酸酶B亚基蛋白基因PbCBL2的克隆和功能初探[J]. 园艺学报, 2013,40(8): 

1445-1455

[2] 杨国峰, 沈文涛, 言 普, 黎小瑛, 周 鹏.原核表达的PRSV HC-Pro 基因同源dsRNA 诱导番木瓜抗性的研究[J]. 园艺学报, 2013,40(7): 1269-1277

[3] 邢爱佳1，马小军2,3,*，莫长明1,3，潘丽梅3,4，韦鹏霄1，唐春风3,4，唐 其3,4,*.罗汉果葡萄糖基转移酶基因的克隆及原核表达[J]. 园艺学报, 2013,40(6): 1195-

[4] 王庆彪, 方智远, 杨丽梅, 庄 木, 张扬勇, 刘玉梅, 孙培田, 吕红豪.中国甘蓝育成品种系谱分析[J]. 园艺学报, 2013,40(5): 869-

[5] 施 艳, 王振跃, 袁 媛, 刘珊珊, 孙 虎, 古勤生.瓜类褪绿黄化病毒p22 基因在大肠杆菌中的表达及抗血清的制备[J]. 园艺学报, 2013,40(4): 762-

[6] 汤青林, 丁 宁, 李念祖, 王志敏, 宋 明.芥菜开花负调因子SVP 及FLC 同源互作域筛选和作用强度分析[J]. 园艺学报, 2013,40(4): 675-

[7] 陈 秀, 饶雪琴, 阮小蕾, 刘福秀, 李华平.香蕉线条病毒衣壳蛋白功能域基因的原核表达及抗血清制备[J]. 园艺学报, 2013,40(12): 2401-2408

[8] 汤青林*, 刘智宇, 杨朴丽, 宋 明*, 王志敏.开花负调因子芥菜BjSVP与甘蓝BoFLC的异源互作研究[J]. 园艺学报, 2013,40(12): 2441-2452

[9] 蓝兴国, 李晓屿, 杨 佳, 李玉花.羽衣甘蓝ARC1 蛋白的原核表达、纯化及泛素连接酶活性分析[J]. 园艺学报, 2013,40(12): 2472-2478

[10] 陈新, 梁丽松, 马庆华, 赵天田, 刘庆忠, 王贵禧.平榛脱水素基因的克隆与表达分析[J]. 园艺学报, 2013,40(1): 32-40

[11] 赵芹, 李华平, 谢大森, 何晓明, 张曙光, 罗少波.番木瓜环斑病毒外壳蛋白基因原核表达蛋白的抗血清制备及其检测应用[J]. 园艺学报, 2012,39(8): 1457-

[12] 苏彦宾, 刘玉梅*, 方智远, 杨丽梅, 庄木, 张扬勇, 张小丽, 孙培田.结球甘蓝耐裂球性状遗传分析[J]. 园艺学报, 2012,39(8): 1482-

[13] 孙梓健, 许俊强, 宋明*, 韦静宜, 汤青林, 王志敏, 王小佳.结球甘蓝花粉膜联蛋白基因的克隆及其表达分析[J]. 园艺学报, 2012,39(8): 1567-

[14] 赵荣秋, 胡远, 蒋欣梅, 于锡宏.结球甘蓝春化相关基因BoVIN3 的克隆及其表达分析[J]. 园艺学报, 2012,39(6): 1099-1106

[15] 汤青林, 李念祖, 丁宁, 陈竹睿, 宋明, 王志敏.芥菜开花调控蛋白SVP 与FLC 酵母表达载体的构建及其相互作用研究[J]. 园艺学报, 2012,39(6): 1175-1182

Copyright 2010 by 园艺学报  


