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摘　 要:类钙调磷酸酶 Ｂ 亚基蛋白(ＣＢＬｓ)互作蛋白(ＣＩＰＫｓ) 作为类丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶ꎬ在植物响

应非生物胁迫信号转导中起着重要作用ꎮ 基于前期山葡萄响应低温胁迫转录组测序结果ꎬ发现低温胁

迫引发的早期伤害及感知阶段的激酶基因中涉及 ＣＢＬ￣ＣＩＰＫ 信号通路的 ＶａＣＩＰＫ１８ 表达显著上调ꎮ 为

进一步研究山葡萄 ( Ｖｉｔｉｓ ａｍｕｒｅｎｓｉｓ) ＶａＣＩＰＫ１８ 激酶参与低温胁迫的功能ꎬ采用同源克隆获得了

ＶａＣＩＰＫ１８ 基因ꎬ其开放阅读框为 １ ３２０ ｂｐꎬ编码 ４３９ 个氨基酸ꎮ 基于对 ＶａＣＩＰＫ１８ 蛋白生物信息学分

析ꎬ获取胞外结构域中抗原表位丰富的肽段ꎬ并将其 Ｃ 端调控结构域(２３０ ~ ４３９ ａａ)构建到原核表达载

体 ｐＥＴ２８ａ￣ＳＵＭＯꎮ 将重组表达载体转化至大肠杆菌(Ｅ. ｃｏｌｉ Ｒｏｓｅｔｔａ)中ꎬ经 ０􀆰 ８ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＩＰＴＧ、３７℃诱

导 ４ ｈ 表达出大小为 ４２ ｋＤａ 的包涵体蛋白ꎮ 将重组蛋白作为抗原免疫日本大耳白兔ꎬ获得 ａｎｔｉ￣
ＶａＣＩＰＫ１８ 多克隆抗体ꎬ经检测具有高效价及特异性ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果表明ꎬ该抗体可以与葡萄内源

ＣＩＰＫ１８ 特异性结合ꎬ且在 ５０ ｋＤａ 位置出现与预期一致的条带ꎮ 同时ꎬＣＩＰＫ１８ 在低温胁迫后葡萄叶片

中蛋白表达水平与室温下相一致ꎬ但两种状态下均存在可能的磷酸化与泛素化修饰现象ꎮ 本研究结果

为进一步探究 ＶａＣＩＰＫ１８ 的蛋白定位、表达及其功能奠定了基础ꎮ
关键词:山葡萄ꎻ ＣＩＰＫ１８ 蛋白激酶ꎻ 原核表达ꎻ 多克隆抗体ꎻ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

ＤＯＩ:１０􀆰 １１８６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１００￣８５５１􀆰 ２０２０􀆰 ０７􀆰 １３８７

　 　 葡萄(Ｖｉｔｉｓ ｓｐｐ.)是多年生落叶藤本果树类作物ꎬ
被广泛用于酿酒、鲜食、制汁、制干、制罐ꎮ 据联合国粮

食及 农 业 组 织 ( Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎꎬ
ＦＡＯ)统计ꎬ截至 ２０１６ 年ꎬ我国葡萄栽培面积为 ８４ 万

ｈｍ２ꎬ居世界第 ２ 位ꎻ产量约 １ ５００ 万 ｔꎬ居世界首位ꎮ
目前ꎬ在世界范围内广泛种植的葡萄多数为欧亚种葡

萄(Ｖ. ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌ.)ꎬ其品质优ꎬ但抗逆性普遍较差ꎮ 低

温对葡萄的伤害是葡萄栽培中常遇到的问题ꎬ严重限

制了葡萄的栽培区域ꎮ 我国北方葡萄栽培地区ꎬ如西

北、华北和东北地区均属于埋土防寒栽培区ꎬ由于低

温、空气干燥、多风等气象因子ꎬ导致冻旱时有发生ꎮ
因此ꎬ培育在我国北方地区免埋土即可安全越冬的抗

寒旱优质葡萄新品系是发展高产、优质寒地葡萄的有

效途径ꎬ也是葡萄育种中亟待解决的问题ꎮ
在低温胁迫下ꎬ植物通过信号感知、信号转导、转

录调控等激活在冷胁迫下信号通路相关基因的表达ꎬ
引发相应的生理生化反应ꎬ对冷胁迫做出相关抗逆响

应ꎮ 其中ꎬＣａ２＋作为第二信使感应胁迫信号ꎬ当植物受

到冷胁迫时ꎬ细胞 Ｃａ２＋浓度增大[１]ꎮ Ｃａ２＋信号可通过

激酶的磷酸化作用[２] 或转录因子的调控影响细胞的

生理生化反应[３－４]ꎮ 在高等植物中已发现 ４ 个主要的

钙感受器蛋白家族:钙依赖性蛋白激酶 ( ｃａｌｃｉｕｍ￣
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓꎬ ＣＤＰＫｓ )、 钙 调 素

(ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎｓꎬＣａＭｓ)、类钙调素蛋白 ( ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ￣ｌｉｋｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬＣＭＬｓ)和类钙调磷酸酶 Ｂ 蛋白(ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ Ｂ￣
ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬＣＢＬｓ)ꎬ其中 ＣＢＬｓ 必须与 ＣＩＰＫｓ 互作才
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能完成 Ｃａ２＋的信号转导[５]ꎮ ＣＩＰＫ 蛋白激酶普遍存在

于陆生植物基因组中[５]ꎬ如拟南芥[６]、水稻[７]、高

粱[８－９]、木薯[１０]、白杨[１１]、苹果[１２] 和葡萄[１３] 等ꎮ 研究

表明ꎬＣＢＬ￣ＣＩＰＫ 复合物参与大范围逆境胁迫条件下

的信号转导ꎬ如低温、造伤、干旱和高盐等[１４]ꎮ 然而ꎬ
前期报道多通过目标基因在模式植物中的异源表达研

究其功能ꎬ有关其调控逆境胁迫的具体机制研究较少ꎮ
有关 ＣＩＰＫｓ 参与低温胁迫的研究主要集中在模式

植物 拟 南 芥 与 水 稻 中ꎮ 在 拟 南 芥 ( Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ)中ꎬＡｔＣＩＰＫ３ 受低温诱导表达ꎬ且调控 ＣＢＦ /
ＤＲＥＢ 靶基因如 ＲＤ２９Ａ 和 ＫＩＮ１ / ＫＩＮ２ 的表达[１５]ꎮ
ＡｔＣＩＰＫ７ 通过与负调控因子 ＡｔＣＢＬ１ 相互作用参与植

物对低温刺激的信号转导[１６]ꎮ 水稻 (Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ)
ＯｓＣＩＰＫ３ 受低温胁迫上调表达ꎬ而过表达 ＯｓＣＩＰＫ３ 增

强转基因水稻的抗寒性[１７]ꎮ 小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ)
ＴａＣＩＰＫ１４ 响应低温诱导表达ꎬ在烟草中过量表达

ＴａＣＩＰＫ１４ 增强了转基因植株的抗盐碱和抗寒性[１８]ꎮ
在水稻中过量表达芜菁 (Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ) ＢｒＣＩＰＫ１ 与

ＯｓＣＩＰＫ７ 均能增强低温的耐受性[１９－２０]ꎮ 然而ꎬ有关葡

萄属植物 ＣＩＰＫ 蛋白激酶基因参与低温胁迫响应的调

控机理尚不清楚ꎮ
山葡萄(Ｖｉｔｉｓ ａｍｕｒｅｎｓｉｓ)是葡萄属植物中最抗寒的

一个种ꎬ挖掘野生葡萄种质抗寒基因资源ꎬ开展低温胁

迫应答机制的解析ꎬ是通过分子手段实现栽培葡萄抗

寒性改良的有效途径ꎮ Ｘｕ 等[２１]对中国野生抗寒材料

山葡萄进行转录组测序分析ꎬ发现参与低温胁迫引发

的早期伤害及感知阶段的激酶基因中ꎬ涉及 ＣＢＬ￣ＣＩＰＫ
信号通路的 ７ 个 ＣＩＰＫ 成员(ＣＩＰＫ３、 ＣＩＰＫ １２、ＣＩＰＫ
１３、ＣＩＰＫ １４、ＣＩＰＫ １７、ＣＩＰＫ １８ 与 ＣＩＰＫ１９)ꎬ均参与低

温胁迫诱导ꎬ其中 ＶａＣＩＰＫ１８ 基因受低温胁迫呈明显

上调 表 达ꎮ 本 研 究 通 过 生 物 信 息 学 分 析 获 取

ＶａＣＩＰＫ１８ 胞外结构域中抗原表位丰富的肽段ꎬ利用基

因工程手段将编码该蛋白 Ｃ 端 ２３０ ~ ４３９ ａａ 的基因片

段构建至原核表达载体 ｐＥＴ２８ａ￣ＶａＣＩＰＫ１８２３０－４３９ꎬ并诱

导表达融合蛋白ꎬ免疫实验级大耳白兔制备高效价特

异性抗血清ꎬ 并利用该抗血清分析低温胁迫对

ＶａＣＩＰＫ１８ 在葡萄叶片内的表达量的影响ꎬ旨在为进

一步从蛋白水平解析 ＶａＣＩＰＫ１８ 参与葡萄低温信号转

导中的功能作用奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料与试剂

供试材料为两年生盆栽扦插的山葡萄左山－１(Ｖ.

ａｍｕｒｅｎｓｉｓ ｃｖ. Ｚｕｏｓｈａｎ－１)ꎬ于自然光照条件下温室进

行培养ꎮ ４℃ 低温培养箱 [ ＬＴ￣ＢＩＸ１２０Ｌꎬ立德泰克力

(上海)科学仪器有限公司]处理 ２ ｄ 后采集叶片组

织ꎬ以室温条件下的叶片组织作为对照(ＣＫ)ꎬ液氮速

冻ꎬ置于－８０℃保存备用ꎮ
ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、ｐＭＤ１９￣Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ、ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ􀳏 Ｍａｘ

ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、限制性内切酶、反转录试剂盒、蛋白

定量试剂盒均购自宝日医生物工程(大连)有限公司ꎻ
质粒小提试剂盒、胶回收试剂盒均购自北京天根公司ꎻ
ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ􀳏 Ⅱ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 购自南京诺唯

赞生物科技有限公司ꎻ植物蛋白抽提试剂盒购自上海

生工生物工程有限公司ꎻ辣根过氧化物酶 ＨＲＰ 标记的

羊抗兔抗体购自武汉爱博泰克生物科技有限公司ꎮ 引

物合成和测序由北京奥科生物公司完成ꎮ
１􀆰 ２　 目的基因克隆

以欧洲葡萄 ＶｖＣＩＰＫ１８(ＶＩＴ＿０６ｓ０００９ｇ０１８４０)为参

考序列ꎬ设计特异引物 ＶａＣＩＰＫ１８￣Ｆ (ＡＴＧＡＡＴＣＣＡＣＣＴ
ＡＡＡＧＴＣＡＡＧＣＧＴＣＧ)和 ＶａＣＩＰＫ１８￣Ｒ (ＣＴＧＡＧＧＡＴＧＡ
ＣＡＴＧＣＡＡＧＡＡＡＣＧＡＡＡＴＡＡ)ꎮ 以山葡萄叶片 ｃＤＮＡ 为

模板ꎬ通过 ＰＣＲ 扩增获得目的片段ꎬ建立 ２５ μＬ ＰＣＲ
反应体系: ｄｄＨ２Ｏ ９􀆰 ５ μＬꎬｃＤＮＡ 模板 １ μＬꎬ上下游引

物(１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)各 １ μＬꎬＰｒｉｍＳＴＡＲ Ｍａｘ Ｐｒｅｍｉｘ(２×)
１２􀆰 ５ μＬꎻ离心混匀后ꎬ进行 ＰＣＲ 反应ꎮ ＰＣＲ 反应程

序:９８℃变性 １０ ｓꎬ５５℃退火 １５ ｓꎬ７２℃延伸 １０ ｓꎬ３５ 个

循环ꎬ７２℃ 延伸 １０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物经琼脂糖凝胶电

泳ꎬ胶回收目的片段与 ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体连接ꎬ转化大肠

杆菌(Ｅ.ｃｏｌｉ)Ｔｏｐ１０ꎬ菌液 ＰＣＲ 鉴定后ꎬ阳性克隆送北

京奥科鼎盛生物科技有限公司测序ꎮ
１􀆰 ３　 生物信息学分析

山葡萄 ＶａＣＩＰＫ１８ 基因序列经北京奥科鼎盛生物

科技有限公司测序后ꎬ提交至 ＮＣＢＩ 数据库ꎮ 采用

ＥｘＰＡＳｙ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / )在线分析氨基酸的

理化性质ꎻＭＥＧＡ７􀆰 ０ 软件中的邻接(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ)
法构建蛋白系统进化树ꎮ 运用 ＳＭＡＲＴ: Ｍａｉｎ ｐａｇｅ
(ｈｔｔｐ: / / ｓｍａｒｔ.ｅｍｂｌ￣ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ.ｄｅ / )进行蛋白结构域分

析ꎻ 通 过 ＩＥＤＢ ａｎａｌｙｓｉｓ Ｒｅｓｏｕｒｃｅ ( ｈｔｔｐ: / / ｔｏｏｌｓ.
ｉｍｍｕｎｅｅｐｉｔｏｐｅ.ｏｒｇ / ｍａｉｎ / ) 进行线性表位预测ꎮ 运用

ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ ｖ.２􀆰 ０(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ /
ＴＭＨＭＭ / ) 进行跨膜结构预测ꎮ 通过 ＳｉｇｎａｌＰ ４􀆰 １
Ｓｅｒｖｅｒ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ / )进行

信号肽预测ꎮ
１􀆰 ４　 原核表达载体构建

根据线性表位预测结果ꎬ选择山葡萄 ＶａＣＩＰＫ１８
蛋白 ２３０ ~ ４３９ ａａ 相应的区段ꎬ 设计 特 异 引 物ꎬ
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　 ７ 期 山葡萄 ＶａＣＩＰＫ１８ 原核表达与多克隆抗体制备

ＶａＣＩＰＫ１８￣ＳＵＭＯ￣Ｆ:ＧＡＡＣＡＧＡＴＴＧＧＴＧＧＡＴＣＣＧＡＡＴＴ
ＴＡＣＴＴＧＣＣＣＡＣＣＴＴＧＧＣＴＣＴ 与 ＶａＣＩＰＫ１８￣ＳＵＭＯ￣Ｒ:Ｔ
ＧＣＧＧＣＣＧＣＡＡＧＣＴＴＴＴＴＣＧＴＴＴＣＴＴＧＣＡＴＧＴꎬ以
ＶａＣＩＰＫ１８ 重组克隆质粒为模板ꎬ通过 ＰＣＲ 扩增获得

目的片段ꎮ 同时使用限制性内切酶 ＢａｍＨ Ⅰ/ Ｈｉｎｄ Ⅲ
双酶切原核表达载体 ｐＥＴ２８ａ￣ＳＵＭＯꎬ通过 ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ
􀳏 Ⅱ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ(南京诺唯赞生物科技有限

公司)进行同源重组ꎬ将连接产物转化 Ｅ. ｃｏｌｉ Ｔｏｐ１０ 感

受态细胞ꎬ涂板ꎬ挑取单菌落ꎬ摇菌 １４ ｈ 后ꎬ进行菌液

ＰＣＲ 与酶切鉴定ꎮ 测序正确的质粒命名为 ｐＥＴ２８ａ￣
ＶａＣＩＰＫ１８２３０－４３９ꎮ
１􀆰 ５　 重组蛋白原核表达及可溶性分析

将 ｐＥＴ２８ａ￣ＶａＣＩＰＫ１８２３０－４３９ 重组质粒转化 Ｅ. ｃｏｌｉ
Ｒｏｓｅｔｔａ 菌株ꎬ挑取单菌落接种培养 １２ ｈꎬ进行菌液

ＰＣＲ 鉴定ꎬ正确的菌株用于原核诱导表达ꎮ ３７℃、２００
ｒ􀅰ｍｉｎ－１ 培 养 至 ＯＤ６００ 为 ０􀆰 ６ ~ ０􀆰 ８ 时ꎬ 加 入 ０􀆰 ８
ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１异丙基－β￣ｄ－硫代半乳糖苷( ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ－β￣ｄ￣
ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅꎬＩＰＴＧ)ꎬ诱导 ４ ｈ 后ꎬ取 １ ｍＬ 菌液ꎬ经细

菌裂解液处理 ３０ ｍｉｎ 后离心ꎬ对全菌体蛋白、菌体上

清、裂解上清、裂解后的沉淀以及未诱导重组菌和诱导

的 ｐＥＴ２８ａ 空载体菌ꎬ进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰

胺凝胶电泳( ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)分析ꎬ确定重组蛋白的表达

形式ꎮ
１􀆰 ６　 包涵体蛋白的处理

ＶａＣＩＰＫ１８２３０－４３９重组蛋白以包涵体形式存在ꎬ经大

量诱导表达后ꎬ５ ５００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ２０ ｍｉｎ 收集菌体ꎬ取
５０ ｍＬ 的 １×ＰＢＳ 缓冲液ꎬ重悬菌体ꎬ转入 ５０ ｍＬ 烧杯

中ꎬ并加入 ５０ μＬ β－巯基乙醇ꎮ 冰浴超声破碎细胞ꎬ
９ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎꎬ获得上清液Ⅰ和沉淀ꎻ上清

Ⅰ转移至 ５０ ｍＬ 离心管中ꎬ ４℃ 保存ꎮ 沉淀用 ８
ｍｏｌ􀅰Ｌ－１ 尿素进行二次破菌ꎻ９ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎ
得到上清液Ⅱ和沉淀ꎬ上清液Ⅱ装于 ５０ ｍＬ 离心管中ꎬ
４℃保存ꎮ 沉淀先用去离子水洗涤 ２ 遍ꎬ再加入 ６ ｍＬ
ｄｄＨ２Ｏꎬ悬浮后平均分装到 ４ 个 ２ ｍＬ 的离心管中ꎬ
１２ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１ 离心 ２ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎮ 向管中加入

１􀆰 ５ ｍＬ ８ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１尿素溶解沉淀ꎬ１２ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心

１ ｍｉｎꎬ上清液移入到新的 ２ ｍＬ 离心管中ꎬ采用 ＢＣＡ
法[２２]检测洗脱液中蛋白浓度ꎬ进行 １２％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电

泳鉴定ꎮ
１􀆰 ７　 融合蛋白的抗血清的制备、效价测定

适应性饲养一周后ꎬ将符合免疫要求浓度的

ＶａＣＩＰＫ１８２３０－４３９融合蛋白乳化后ꎬ多点注射 ２ 只实验级

大耳白兔背部皮下ꎬ按照每 ｋｇ 体重 １ ｍｇ 的剂量ꎬ分别

在第 １、第 １２、第 ２６、第 ４０ 天注射一次ꎬ共免疫 ４ 次ꎬ第
４ 次注射 ７ ｄ 后静脉少量采血样ꎬ采用酶联免疫吸附试

验法(ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙꎬＥＬＩＳＡ)测定

抗体效价[２３]ꎬ经检测合格后ꎬ于第 ５２ 天后动脉一次性

采血ꎮ
１􀆰 ８　 免疫亲和层析柱的制备、兔抗血清的纯化与特异

性检测

取 ８ ｍｇ 多肽ꎬ用 ２ ｍＬ 偶联缓冲液(５０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１

Ｔｒｉｓꎬ ５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＥＤＴＡ￣ＮＡꎬ ｐＨ 值 ８􀆰 ５ ) 溶 解ꎻ 将

Ｓｕｌｆｏｌｉｎｋ 偶联凝胶平衡至室温ꎬ取 ２ ｍＬ 加入层析柱

中ꎬ旋转培养 ２ ｈꎮ 将层析柱静置于层析架ꎬ连接恒流

泵ꎬ分别用 ４０ ｍＬ １×ＰＢＳ、３０ ｍＬ １×Ｇｌｙ、３０ ｍＬ １×ＰＢＳ
平衡柱子ꎮ 将获得的兔抗血清加入 １ / ２０ ４ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１

ＮａＣｌ 溶液ꎬ过柱 ２ 次ꎬ然后加入 ４０ ｍＬ 洗脱缓冲液(１×
ＰＢＳꎬ３２０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＮａＣｌ)洗脱ꎬ再加入 １×Ｇｌｙ 收集样

品ꎬ最后向样品中加入过量的 Ｇｌｙ (ｐＨ 值 ２􀆰 ２)洗脱抗

体ꎬ并用 １×ＰＢＳ 平衡ꎮ 将收集的抗体置于透析袋ꎬ混
匀之后取 ３０ μＬ 用于抗体浓度测定ꎬ其余抗体置于 １×
ＰＢＳ 的甘油中透析浓缩过夜ꎬ－２０℃ 保存ꎮ 将不同剂

量重组菌诱导表达的蛋白经 １２％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ并
凝胶湿转至硝酸纤维素膜(ＮＣ)上ꎬ以纯化的兔血清为

一抗(１ ∶１ ０００)ꎬ以荧光标记的山羊抗兔抗体为二抗ꎬ
进行蛋白印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ)检测ꎬ使用 Ａｚｕｒｅ 蛋白成

像 Ｃ４００ 系统(Ａｚｕｒｅ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓꎬ 美国)扫描 ＮＣ 膜ꎬ进
行增 强 化 学 发 光 法 ( ｅｎｈａｎｃｅｄ ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅꎬ
ＥＣＬ)染色ꎬ采用电泳系统对电泳图像分析ꎮ
１􀆰 ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析

将盆栽山葡萄转移至 ４℃处理 ２ ｄꎬ收集的叶片组

织样品为试验组ꎬ以室温条件下的叶片组织作为对照

(ＣＫ)ꎬ于液氮中进行研磨ꎮ 取 ２００ ｍｇ 粉末ꎬ加入 ３００
μＬ 蛋白提取液[１００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ(ｐＨ 值 ６􀆰 ８)、
２％ＳＤＳ、１０％甘油和 ０􀆰 ５％ β－巯基乙醇]ꎬ４℃、１０ ０００
ｒ􀅰ｍｉｎ－１ 离心 １０ ｍｉｎꎬ收集上清液ꎬ进行 １２％ ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 电泳及 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 山葡萄 ＶａＣＩＰＫ１８ 克隆与生物信息学分析

本研究克隆获得的山葡萄左山－１ＶａＣＩＰＫ１８ 基因

序列全长 １ ３２０ ｂｐꎬ编码 ４３９ 个氨基酸ꎮ 蛋白结构域

预测结果表明ꎬ该蛋白激酶包括 ２ 个典型的结构域ꎬ分
别为 Ｎ 端的 Ｓ＿ＴＫｃ 激酶结构域(ｋｉｎａｓｅ ｄｏｍａｉｎ)和 Ｃ
端的调控结构域( ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｄｏｍａｉｎ) (图 １)ꎮ
聚类分析表明ꎬ源于植物中与山葡萄 ＶａＣＩＰＫ１８ 同源
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的蛋白可聚为双子叶植物与单子叶植物两类(其中人

ＨｓＡＭＰＫａｌｐｈａ－２ 蛋白为外群)ꎻＶａＣＩＰＫ１８ 与欧洲葡萄

ＶｖＣＩＰＫ１８ 亲缘关系最近(相似性为 ９９􀆰 ８％)ꎬ并与碧

桃、甜樱桃、大豆与拟南芥聚为一类ꎻ同时发现二穗短

柄草、山羊草、日本稻、高粱与谷子聚集在单子叶植物

类(图 ２)ꎮ 经信号肽预测发现ꎬＶａＣＩＰＫ１８ 信号肽分值

Ｓ 平均值(ｍｅａｎ Ｓ￣ｓｃｏｒｅ)<０􀆰 ５ꎬ表明其不存在信号肽片

段ꎬ不是分泌蛋白ꎮ 跨膜结构域预测表明ꎬＶａＣＩＰＫ１８
不存在跨膜区域ꎮ 线性表位、亲水性、免疫原性和表位

暴露性预测数据表明ꎬＣ 端氨基酸抗原表位、暴露性及

性质优于 Ｎ 端氨基酸区域ꎬ因此ꎬ选择 ２３０ ~ ４３９ ａａ 抗

原区进行抗体制备(图 １)ꎮ

注:Ｓ＿ＴＫｃ:蛋白激酶结构域ꎻＣＩＰＫ＿Ｃ:Ｃ 端的调控结构域ꎻ红色直线:用于原核表达的区段ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｓ＿ＴＫｃ: Ｋｉｎａｓｅ ｄｏｍａｉｎ. ＣＩＰＫ＿Ｃ: Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｄｏｍａｉｎ ａｔ Ｃ ｔｅｒｍｉｎａｌ. Ｒｅｄ ｌｉｎｅ: Ｒｅｇｉｏｎ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.

图 １　 山葡萄 ＶａＣＩＰＫ１８ 蛋白结构域预测

Ｆｉｇ.１　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＶａＣＩＰＫ１８ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｏｍａｉｎ ｆｒｏｍ Ｖ. ａｍｕｒｅｎｓｉｓ

图 ２　 山葡萄 ＣＩＰＫ１８ 与其他植物 ＣＩＰＫ 的系统发育树

Ｆｉｇ.２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＣＩＰＫ１８ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｖ. ａｍｕｒｅｎｓｉｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

２􀆰 ２　 ＶａＣＩＰＫ１８ 原核表达载体构建

以 ｐＭＤ－１９￣Ｔ￣ＶａＣＩＰＫ１８ 质粒为模板ꎬＰＣＲ 扩增

出 ６３０ ｂｐ 的目标片段ꎮ 使用 ＢａｍＨ Ⅰ/ ＨｉｎｄⅢ双酶切

原核表达载体 ｐＥＴ２８ａ￣ＳＵＭＯꎬ通过同源重组获得

ｐＥＴ２８ａ￣ＶａＣＩＰＫ１８２３０－４３９(图 ３)ꎮ 经菌液 ＰＣＲ、双酶切

鉴定为阳性的克隆进行测序ꎬ正确的克隆转化大肠杆

菌 Ｒｏｓｅｔｔａ 菌株ꎮ
２􀆰 ３　 ＶａＣＩＰＫ１８ 激酶融合蛋白原核表达以及可溶性

分析

将含重组表达质粒 ｐＥＴ２８ａ￣ＶａＣＩＰＫ１８２３０－４３９ 的大

肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ 进行小规模培养ꎬ并在 ３７℃条件下ꎬ经
０􀆰 ８ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＩＰＴＧ 诱导 ４ ｈ 后ꎬ离心取菌体裂解液ꎬ
进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳检测ꎮ 结果表明ꎬ空载体与未经

ＩＰＴＧ 诱 导 的 重 组 质 粒 ｐＥＴ２８ａ￣ＶａＣＩＰＫ１８２３０－４３９ 的

Ｒｏｓｅｔｔａ 菌体中均未检测到目标条带ꎬ而经 ＩＰＴＧ 诱导

后的菌体中在 ４２ ｋＤａ 左右处出现目标条带ꎬ同预测的

ＶａＣＩＰＫ１８２３０－４３９肽段分子量 ２４ ｋＤａ 与 Ｈｉｓ￣Ｔ７￣ＳＵＭＯ 分

子量 １８ ｋＤａ 之和大小一致(图 ４)ꎬ表明在 ＩＰＴＧ 诱导

下重组蛋白进行了表达ꎮ
取重组菌株进行扩大培养ꎬ收集菌体经超声波破

碎、离心后ꎬ取上清与沉淀进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 鉴定ꎮ 结果

表明ꎬ重组蛋白主要以不可溶的包涵体形式存在于破

菌沉淀中ꎬ而上清中未检测到重组蛋白条带(图 ５)ꎮ
２􀆰 ４　 抗血清 ＥＬＩＳＡ 检测

将包涵体溶解后经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测ꎬ包涵体蛋白

纯度达到 ９０％ꎬ目标带清晰ꎬ但仍有少量杂带(图 ６￣
Ａ)ꎮ 经 检 测ꎬ 获 得 重 组 蛋 白 包 涵 体 浓 度 为 １０
ｍｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ纯度达到免疫要求ꎮ 免疫大耳兔后ꎬ制备抗
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　 ７ 期 山葡萄 ＶａＣＩＰＫ１８ 原核表达与多克隆抗体制备

图 ３　 融合蛋白原核表达载体 ｐＥＴ２８ａ￣ＳＵＭＯ￣ＶａＣＩＰＫ１８
构建过程示意图

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＥＴ２８ａ￣ＳＵＭＯ￣ＶａＣＩＰＫ１８

注:１:牛血清蛋白ꎻ２: Ｍａｒｋｅｒꎻ３:ｐＥＴ２８ａ￣ＳＵＭＯ 空载体诱导表达ꎻ

４、 ５: ｐＥＴ２８ａ￣ＶａＣＩＰＫ１８２３０－２４９ 未 诱 导 表 达ꎻ ６: ｐＥＴ２８ａ￣

　 　 　 　 　 　 　 ＶａＣＩＰＫ１８２３０－２４９诱导表达ꎮ
Ｎｏｔｅ: １:ＢＳＡ. ２: Ｍａｒｋｅｒ. ３: Ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｅｍｐｔｙ
ｐＥＴ２８ａ￣ＳＵＭＯ ｖｅｃｔｏｒ. ４ ａｎｄ ５: Ｕｎｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ

ｐＥＴ２８ａ￣ＶａＣＩＰＫ１８２３０－２４９ 􀆰 ６: Ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐＥＴ２８ａ￣

　 　 　 　 ＶａＣＩＰＫ１８２３０－２４９ .

图 ４　 ＶａＣＩＰＫ１８２３０－４３９原核蛋白诱导表达

Ｆｉｇ.４　 Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＶａＣＩＰＫ１８２３０－４３９

血清ꎬ通过 ＥＬＩＳＡ 竞争性抑制法检测纯化血清和效

价ꎬ结果显示ꎬ当抗原稀释比例为 ４ Ｋ 和 ５１２ Ｋ 倍时ꎬ
纯化血清抗体效价和零标准 ＯＤ 值为 １􀆰 ９８３ ５ 与

０􀆰 ０４０ ７ꎬ非纯化血清抗体效价 ０􀆰 ０３４ １ꎬ说明被免疫的

兔子产生了抗体ꎬ效价最高可达到 １ ∶５１２ ０００ꎬ其抗血

注:Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１:牛血清蛋白ꎻ２: ｐＥＴ２８ａ 空质粒转化的阴性对

　 　 　 　照ꎻ３~５:包涵体 １０ 倍、５ 倍和 ２ 倍稀释液ꎻ６:上清部分ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｍ: Ｍａｒｋｅｒ. １: ＢＳＡ. ２: Ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｅｍｐｔｙ ｐｌａｓｍｉｄ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＥＴ２８ａ. ３－ ５: Ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｂｏｄｉｅｓ ｏｆ １０ｘꎬ ５ｘ ａｎｄ ２ｘ
　 　 　 　 ｄｉｌｕｅｎｔｓ. ６: Ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ.

图 ５　 ＶａＣＩＰＫ１８２３０－４３９融合蛋白可溶性分析

Ｆｉｇ.５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＶａＣＩＰＫ１８２３０－４３９

ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

清中抗体浓度能满足 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 的效价值(图 ６￣Ｂ)ꎮ
将重组菌诱导表达的不同剂量蛋白经 １２％ ＳＤＳ￣

ＰＡＧＥ 电泳后转膜ꎬ以制备的兔抗血清为一抗ꎬ进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析检测ꎬ１０、５、１、０􀆰 ５ ｎｇ 的抗原均可检

测到 １ 条特异性条带ꎬ且大小与预期结果相符 ( ４２
ｋＤａ)ꎬ表明抗原与 ａｎｔｉ￣ＶａＣＩＰＫ１８ 抗体特异性结合(图
７)ꎮ
２􀆰 ５　 ａｎｔｉ￣ＶａＣＩＰＫ１８ 多克隆抗体的检测

为明确山葡萄 ＶａＣＩＰＫ１８ 参与低温胁迫的表达模

式ꎬ提取山葡萄叶片组织在室温与低温胁迫下的叶片

总蛋白ꎬ进行 １２％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ用制备的 ａｎｔｉ￣
ＶａＣＩＰＫ１８ 抗血清进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析ꎮ 结果表明ꎬ
在室温与低温条件下ꎬ均能杂交出与预期大小一致的

条带(５０ ｋＤａ)ꎻ与室温相比ꎬ低温诱导对 ＶａＣＩＰＫ１８ 蛋

白表达无显著差异ꎮ 除了 ５０ ｋＤａ 的特异条带外ꎬ还发

现在该特异条带上下共 ３ 条弱的条带(图 ８)ꎬ推测可

能与 ＶａＣＩＰＫ１８ 蛋白自磷酸化、蛋白间的磷酸化或泛

素化降解有关[２４－２５]ꎮ

３　 讨论

植物为了适应环境胁迫ꎬ进化出精细的调控机制

进行信号识别与转导ꎬ从而对非生物胁迫做出一系列

的响应ꎬ以缓解对植物生长发育产生的不良影响[２６]ꎮ
ＣＢＬ￣ＣＩＰＫ 系统是陆生植物特有的 Ｃａ２＋介导响应非生

物胁迫的信号转导途径[２７－２８]ꎮ 作为感受器ꎬＣＢＬｓ 识

１９３１
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注:Ａ:ＶａＣＩＰＫ１８２３０－４３９包涵体蛋白溶解后的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测ꎻＭ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１~２:上清部分 １０ 倍稀释液和 ２ 倍稀释液ꎻ３: ０􀆰 ４ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ ＢＳＡꎮ

Ｂ:ＥＬＩＳＡ 竞争抑制法检测 ａｎｔｉ￣ＶａＣＩＰＫ１８２３０－４３９多克隆抗体效价ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ａ: Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＶａＣＩＰＫ１８２３０－４３９ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｎ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｇｅｌ. Ｍ: Ｍａｒｋｅｒ. １－２: Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ １０ｘ ａｎｄ ２ｘ ｄｉｌｕｅｎｔｓ. ３: ０􀆰 ４ ｍｇ􀅰ｍＬ－１

ＢＳＡ. Ｂ: ＥＬＩＳＡ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ａｎｔｉ￣ＶａＣＩＰＫ１８２３０－４３９ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ.

图 ６　 ＶａＣＩＰＫ１８ 蛋白纯化与多克隆抗体制备

Ｆｉｇ.６　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＶａＣＩＰＫ１８

注: １~４ 分别为 １０、５、１、０􀆰 ５ ｎｇ 抗原纯化的

ＶａＣＩＰＫ１８２３０－４３９蛋白ꎮ

Ｎｏｔｅ: １~４: １０ꎬ ５ꎬ １ꎬ ０􀆰 ５ ｎｇ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ＶａＣＩＰＫ１８２３０－４３９

ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ７　 制备的 ａｎｔｉ￣ＶａＣＩＰＫ１８２３０－４３９多克隆

抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析

Ｆｉｇ.７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｎｔｉ￣ＶａＣＩＰＫ１８２３０－４３９

ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ

别并结合 Ｃａ２＋ꎬ激活后的 ＣＢＬｓ 与特异的 ＣＩＰＫｓ 激酶

互作形成复合物[２９]ꎬ该复合物磷酸化其下游靶蛋白ꎬ
如 ＰＰ２Ｃ 磷酸酶[３０]、离子转运蛋白[３１]、转录因子[３２]以

及 ＮＡＤＰＨ 氧化酶 ＲＢＯＨＦ[３３]等ꎬ继而调控植物响应逆

境胁迫ꎮ 然而ꎬ有关葡萄属植物 ＣＢＬ￣ＣＩＰＫ 网络中成

员参与冷胁迫信号转导中的功能尚鲜见报道ꎮ
本研究从抗寒山葡萄种质中克隆获得一个类钙调

素 Ｂ 亚基蛋白的互作蛋白 ＶａＣＩＰＫ１８ꎬ其与已报道的

拟南芥逆境胁迫基因 ＡｔＣＩＰＫ３ 蛋白高度同源ꎬ表明其

可能在低温胁迫中发挥重要的作用ꎮ 为了深入了解

ＶａＣＩＰＫ１８ 在细胞中的功能以及响应逆境过程中的作

用特点ꎬ本研究首先通过生物信息学预测ꎬ综合分析了

注:Ｍ:蛋白 Ｍａｒｋｅｒꎻ１:山葡萄室温 (２５℃) 叶片

蛋白ꎻ２ 和 ３:山葡萄 ４℃低温处理

２ ｄ 后叶片蛋白ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｍ: Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ. １: Ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｌｅａｖｅｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ

ａｔ ２５℃ ｆｒｏｍ Ｖ. ａｍｕｒｅｎｓｉｓ. ２ ａｎｄ ３: Ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓｏｌａｔｅｄ
ｆｒｏｍ ｌｅａｖｅｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ａｔ ４℃ ｆｏｒ ２ ｄ ｆｒｏｍ Ｖ. ａｍｕｒｅｎｓｉｓ.

图 ８　 ａｎｔｉ￣ＶａＣＩＰＫ１８ 在山葡萄叶片中 Ｗｅｓｔｅｒｎ 的检测

Ｆｉｇ.８　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉ￣ＶａＣＩＰＫ１８ ｉｎ Ｖ. ａｍｕｒｅｎｓｉｓ

该蛋白的跨膜区、信号肽、线性表位、亲水性、免疫原性

和表位暴露性数据ꎬ选择该蛋白 ２３０ ~ ４３９ ａａ 区间ꎬ采
取原核表达方法制备了抗血清ꎮ 在原核表达载体构建

中ꎬ考虑到小泛素相关修饰物 ( ｓｍａｌｌ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ￣ｌｉｋｅ
ｍｏｄｉｆｉｅｒ￣１ꎬ ＳＵＭＯ)标签具有抗蛋白水解ꎬ显著增加重

组蛋白表达量以及消化后无氨基酸残留等优势[３４]ꎬ选
择 ｐＥＴ２８ａ￣ＳＵＭＯ 载体进行原核表达ꎮ 本研究结果表

明ꎬ在 ３７℃条件下ꎬ经 ＩＰＴＧ 诱导获得了不溶性的包涵

体蛋白ꎮ 研究表明ꎬ通过原核系统进行重组蛋白的表

达通常会产生天然的可溶性蛋白与非天然的包涵体形

式[３５－３６]ꎮ 推测 ＶａＣＩＰＫ１８２３０－４３９包涵体蛋白的形成ꎬ可
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　 ７ 期 山葡萄 ＶａＣＩＰＫ１８ 原核表达与多克隆抗体制备

能由于该蛋白折叠过程中缺乏所需要的酶和辅助因

子ꎬ或环境不适ꎬ无法形成正确的次级键[３７－３８]ꎮ 由于

包涵体蛋白是非折叠状态的聚集体ꎬ不具有生物学活

性ꎬ但对后续免疫检测反应影响不大ꎮ 因此ꎬ本研究对

重组融合蛋白包涵体 ８ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１尿素与 ６ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１的盐

酸胍溶解包涵体进行变性ꎬ经检测获得了较高纯度的

重组蛋白ꎬ从而用于后续免疫ꎮ 本研究制备的 ａｎｔｉ￣
ＶａＣＩＰＫ１８ 多克隆抗体与菌体总蛋白杂交后ꎬ目标条带

清晰ꎬ 背 景 低ꎻ ＥＬＩＳＡ 检 测 表 明ꎬ 其 效 价 达 到

１ ∶５１２ ０００ꎬ满足抗血清制备要求ꎮ
泛素蛋白酶体系统参与众多蛋白的降解ꎬ对众多

细胞进行调控ꎮ 泛素依赖性蛋白水解酶在植物激素的

形成、感知、信号转导与输出的调节中起着不可或缺的

作用[３９]ꎮ 有研究报道ꎬ拟南芥 ＣＩＰＫ２６ 是 ＡＢＡ 信号通

路中 Ｒｉｎｇ￣ｔｙｐｅ Ｅ３ 泛素连接酶 ＫＥＧ(Ｋｅｅｐ ｏｎ Ｇｏｉｎｇ)的
泛素化底物ꎬＫＥＧ 靶向 ＣＩＰＫ２６ 激酶与下游转录因子

ＡＢＩ５ 的结合[４０]ꎮ 同时ꎬ ＣＩＰＫ２６ 可在体外磷酸化

ＫＥＧꎬ活化的 ＣＩＰＫ２６ 增强了 ＫＥＧ 的降解[４１]ꎮ 也有研

究表明ꎬ未知激酶激活环磷酸化可能是 ＣＩＰＫ 激活的

替代机制ꎬ其独立于与 ＣＢＬ 的互作[４２]ꎮ 本研究在山

葡萄叶片蛋白检测的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析中发现ꎬ除了

与预期大小一致的内源特异条带(５０ ｋＤａ)外ꎬ在 ３０ ~
６０ ｋＤａ 范围内还存在其他条带ꎮ 一种可能是葡萄

ＣＩＰＫ１８ 蛋白的泛素化修饰ꎬ出现了在 ３０ ~ ４５ ｋＤａ 区

间的两条带ꎬ推测可能与 ＶａＣＩＰＫ１８ 作为某种泛素连

接酶的底物被蛋白酶体降解有关ꎻ另一种是 ＣＩＰＫ１８
激酶自身磷酸化或未知蛋白对 ＣＩＰＫ１８ 的磷酸化ꎬ出
现在目标条带上方(５０ ~ ６０ ｋＤａ)的蛋白条带ꎬ这与已

报 道 的 激 酶 ＢＲＩ１[４３－４４]、 ＢＡＫ１[４５]、 激 酶 抑 制 剂

ＢＥＳ１[４６]以及泛素连接酶 ＰＵＢ１３[４７－４８]等蛋白都有磷酸

化现象一致ꎮ ＣＩＰＫ１８ 蛋白是否以二聚体或者多聚体

的形式存在于葡萄中也需要进一步研究ꎮ 在本研究中

的原核表达系统中也发现有类似磷酸化条带的现象ꎬ
进一步表明该蛋白在植物与细菌中具有保守的功能ꎮ
因此ꎬＶａＣＩＰＫ１８ 在植物中所存在的功能形式还需进一

步通过构建敲除株系ꎬ结合质谱分析或泛素化 /磷酸化

抗体孵育研究确定ꎮ

４　 结论

本研究克隆了抗寒山葡萄 ＶａＣＩＰＫ１８ 基因ꎬ经生

物信息学分析ꎬ获取胞外结构域中抗原表位丰富的肽

段ꎬ并将其 Ｃ 端调控结构域 ( ２３０ ~ ４３９ ａａ) 构建到

ｐＥＴ２８ａ￣ＳＵＭＯ 原核表达载体ꎬ在大肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ 中ꎬ

经 ３７℃、０􀆰 ８ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＩＰＴＧ 诱导表达ꎬ获得与预期相

符的 ４２ ｋＤａ 的 重 组 蛋 白ꎬ 经 纯 化 后 获 得 ａｎｔｉ￣
ＶａＣＩＰＫ１８ 多克隆抗体ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果表明ꎬ该抗

体可以特异识别葡萄内源的 ＣＩＰＫ１８ 激酶ꎬ同时发现

该蛋白存在可能的磷酸化与泛素化修饰ꎮ 本研究为进

一步从蛋白水平研究 ＶａＣＩＰＫ１８ 蛋白激酶参与低温胁

迫中的功能提供了依据ꎮ
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Ｃ. Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｕｓｉｎｇ ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ ａｃｉｄ[ Ｊ] . Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ

Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ １９８５ꎬ １５０(１): ７６－８５

[２３]　 Ｇｉｌｌｅｎｉｕｓ Ｐꎬ Ｊａａｔｍａａ Ｅꎬ Ａｓｋｅｌｏｆ Ｐꎬ Ｇｒａｎｓｔｒｏｍ Ｍꎬ Ｔｉｒｕ Ｍ. Ｔｈｅ

ｓｔａｎｄａｒｄｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ｐｅｒｔｕｓｓｉｓ ｔｏｘｉｎ ａｎｄ ａｎｔｉｔｏｘｉｎ ｉｎ

ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｈａｍｓｔｅｒ ｏｖａｒｙ ｃｅｌｌｓ [ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ

Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｓｔａｎｄａｒｄｉｚａｔｉｏｎꎬ １９８５ꎬ １３(１): ６１－６６

[２４]　 Ｙａｓｕｄａ Ｓꎬ Ａｏｙａｍａ Ｓꎬ Ｈａｓｅｇａｗａ Ｙꎬ Ｓａｔｏ Ｔꎬ Ｙａｍａｇｕｃｈｉ Ｊ.

Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ＣＢＬ￣ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｃａｒｂｏｎ / ｎｉｔｒｏｇｅｎ￣

ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｂｙ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｎｇ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｌｉｇａｓｅ ＡＴＬ３１ [ Ｊ] .

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｌａｎｔꎬ ２０１７ꎬ １０(４): ６０５－６１８

[２５]　 Ｌｙｚｅｎｇａ Ｗ Ｊꎬ Ｌｉｕ Ｈꎬ Ｓｃｈｏｆｉｅｌｄ Ａꎬ Ｍｕｉｓｅｈｅｎｎｅｓｓｅｙ Ａꎬ Ｓｔｏｎｅ Ｓ Ｌ.

Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ＣＩＰＫ２６ ｉｎｔｅｒａｃｔｓ ｗｉｔｈ ＫＥＧꎬ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＡＢＡ

ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｎｅｔｗｏｒｋ ａｎｄ ｉｓ ｄｅｇｒａｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ － ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ

ｓｙｓｔｅｍ[Ｊ]. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔａｎｙꎬ ２０１３ꎬ ６４(１０): ２７７９－２７９１

[２６] 　 Ｚｈｕ Ｊ Ｋ. Ｃｅｌｌ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔꎬ ｗａｔｅｒ ａｎｄ ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓｅｓ [ Ｊ] .

Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｏｐｉｎｉｏｎ ｉｎ Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００１ꎬ ４(５): ４０１－４０６

[２７]　 Ｌｉ Ｒ Ｆꎬ Ｚｈａｎｇ Ｊ Ｗꎬ Ｗｅｉ Ｊ Ｈꎬ Ｗａｎｇ Ｈ Ｚꎬ Ｗａｎｇ Ｙ Ｚꎬ Ｍａ Ｒ Ｃ.

Ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ＣＢＬ￣ＣＩＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ

ｐｌａｎｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ [ Ｊ] . Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ:

Ｍａｔｅｒｉａｌｓ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌꎬ ２００９ꎬ １９(６): ６６７－６７６

[２８]　 Ｐａｎｄｅｙ Ｇ Ｋ. Ｅｍｅｒｇｅｎｃｅ ｏｆ ａ ｎｏｖｅｌ ｃａｌｃｉｕｍ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ

ｐｌａｎｔｓ: ＣＢＬ￣ＣＩＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｎｅｔｗｏｒｋ [ Ｊ] . Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ＆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

Ｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｐｌａｎｔｓ ａｎ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ Ｐｌａｎｔ

Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００８ꎬ １４(１ / ２): ５１

[２９] 　 Ｌｕａｎ Ｓꎬ Ｋｕｄｌａ Ｊꎬ Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ￣Ｃｏｎｃｅｐｃｉｏｎ Ｍꎬ Ｙａｌｏｖｓｋｙ Ｓꎬ Ｇｒｕｉｓｓｅｍ

Ｗ. Ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎｓ ａｎｄ ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ Ｂ￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ: Ｃａｌｃｉｕｍ ｓｅｎｓｏｒｓ ｆｏｒ

ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｉｇｎａｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｃｏｕｐｌｉｎｇ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ ２００２ꎬ １４

(Ｓｕｐｐｌ.１): Ｓ３８９￣Ｓ４００

[３０] 　 Ｌａｎ Ｗ Ｚꎬ Ｌｅｅ Ｓ Ｃꎬ Ｃｈｅ Ｙ Ｆꎬ Ｊｉａｎｇ Ｙ Ｑꎬ Ｌｕａｎ Ｓ. Ｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃ

ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡＫＴ１ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｂｙ ｔｈｅ ＣＢＬ￣ＣＩＰＫ￣ＰＰ２ＣＡ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ

[Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｌａｎｔꎬ ２０１１ꎬ ４(３): ５２７－５３６

[３１]　 Ｘｕ Ｊꎬ Ｌｉ Ｈ Ｄꎬ Ｃｈｅｎ Ｌ Ｑꎬ Ｗａｎｇ Ｙꎬ Ｌｉｕ Ｌ Ｌꎬ Ｈｅ Ｌꎬ Ｗｕ Ｗ Ｈ. Ａ

Ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｗｉｔｈ ｔｗｏ ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ Ｂ￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ

ｒｅｇｕｌａｔｅｓ Ｋ＋ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ＡＫＴ１ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ[ Ｊ] . Ｃｅｌｌꎬ ２００６ꎬ １２５

(７): １３４７－１３６０

[３２] 　 Ｓｏｎｇ Ｃ Ｐꎬ Ａｇａｒｗａｌ Ｍꎬ Ｏｈｔａ Ｍꎬ Ｇｕｏ Ｙꎬ Ｈａｌｆｔｅｒ Ｕꎬ Ｗａｎｇ Ｐꎬ Ｚｈｕ Ｊ

Ｋ. Ｒｏｌｅ ｏｆ ａｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ＡＰ２ / ＥＲＥＢＰ￣ｔｙｐｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｐｒｅｓｓｏｒ

ｉｎ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ ２００５ꎬ

１７(８): ２３８４－２３９６

[３３] 　 Ｄｒｅｒｕｐ Ｍ Ｍꎬ Ｓｃｈｌüｃｋｉｎｇ Ｋꎬ Ｈａｓｈｉｍｏｔｏ Ｋꎬ Ｍａｎｉｓｈａｎｋａｒ Ｐꎬ

Ｓｔｅｉｎｈｏｒｓｔ Ｌꎬ Ｋｕｃｈｉｔｓｕ Ｋꎬ Ｋｕｄｌａ Ｒ. Ｔｈｅ Ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ Ｂ￣Ｌｉｋｅ ｃａｌｃｉｕｍ

ｓｅｎｓｏｒｓ ＣＢＬ１ ａｎｄ ＣＢＬ９ ｔｏｇｅｔｈｅｒ ｗｉｔｈ ｔｈｅｉｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ

ＣＩＰＫ２６ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ＮＡＤＰＨ ｏｘｉｄａｓｅ ＲＢＯＨＦ [ Ｊ ] .

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｌａｎｔꎬ ２０１３ꎬ ６(２): ５５９－５６９

[３４]　 Ａｍｅｒ Ｂ Ｒꎬ Ｍａｃｄｏｎａｌｄ Ｒꎬ Ｊａｃｏｂｉｔｚ Ａ Ｗꎬ Ｌｉａｕｗ Ｂꎬ Ｃｌｕｂｂ Ｒ Ｔ.

Ｒａｐｉｄ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｕｎｌａｂｅｌｅｄ ｓｉｌｅｎｔ ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ ｔａｇｓ ｔｏ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｕｓｉｎｇ ａ

４９３１



　 ７ 期 山葡萄 ＶａＣＩＰＫ１８ 原核表达与多克隆抗体制备

ｎｅｗ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ￣ｆｕｓｅｄ ｓｏｒｔａｓｅ ｒｅａｇｅｎｔ [ Ｊ ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ＮＭＲꎬ ２０１６ꎬ ６４(３): １９７－２０５

[３５]　 Ｓøｒｅｎｓｅｎ Ｈ Ｐꎬ Ｍｏｒｔｅｎｓｅｎ Ｋ Ｋ. Ｓｏｌｕｂｌｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ [ Ｊ] . Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｃｅｌｌ

Ｆａｃｔｏｒｉｅｓꎬ ２００５ꎬ ４(１): １

[３６]　 Ａｍｉ Ｄꎬ Ｎａｔａｌｅｌｌｏ Ａꎬ Ｔａｙｌｏｒ Ｇꎬ Ｔｏｎｏｎ Ｇꎬ Ｄｏｇｌｉａ Ｓ Ｍ. Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ

ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｂｏｄｉｅｓ ｂｙ Ｆｏｕｒｉｅｒ ｔｒａｎｓｆｏｒｍ ｉｎｆｒａｒｅｄ

ｍｉｃｒｏｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ[Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｉｍｉｃａ ｅｔ Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａ Ａｃｔａꎬ ２００６ꎬ １７６４

(４): ７９３－７９９

[３７]　 Ｌｉ Ｚ Ｙꎬ Ｌｉｕ Ｃ Ｐꎬ Ｚｈｕ Ｌ Ｑꎬ Ｊｉｎｇ Ｇ Ｚꎬ Ｚｈｏｕ Ｊ Ｍ. Ｔｈｅ ｃｈａｐｅｒｏｎｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｒｉｇｇｅｒ ｆａｃｔｏｒ ｉｓ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｆｒｏｍ ｉｔｓ ｉｓｏｍｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｕｒｉｎｇ

ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｉｔｈ ａｄｅｎｙｌａｔｅ ｋｉｎａｓｅ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ [ Ｊ] . Ｆｅｂｓ

Ｌｅｔｔｅｒｓꎬ ２００１ꎬ ５０６(２): １０８－１１２

[３８]　 Ｌｉｌｉｅ Ｈꎬ Ｓｃｈｗａｒｚ Ｅꎬ Ｒｕｄｏｌｐｈ Ｒ. Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｒｅｆｏｌｄｉｎｇ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｉｎ Ｅ. ｃｏｌｉ[Ｊ] . Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｏｐｉｎｉｏｎ ｉｎ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ １９９８ꎬ ９

(５): ４９７－５０１

[３９]　 Ｌｉｕ Ｈꎬ Ｓｔｏｎｅ Ｓ Ｌ. Ｅ３ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｌｉｇａｓｅｓ ａｎｄ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ

[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｓｉｇｎａｌ ａｎｄ Ｂｅｈａｖｉｏｒꎬ ２０１１ꎬ ６(３): ３４４－３４８

[４０]　 Ｌｙｚｅｎｇａ Ｗ Ｊꎬ Ｌｉｕ Ｈꎬ Ｓｃｈｏｆｉｅｌｄ Ａꎬ Ｍｕｉｓｅ￣Ｈｅｎｎｅｓｓｅｙ Ａꎬ Ｓｔｏｎｅ Ｓ Ｌ.

Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ＣＩＰＫ２６ ｉｎｔｅｒａｃｔｓ ｗｉｔｈ ＫＥＧꎬ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＡＢＡ

ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｎｅｔｗｏｒｋ ａｎｄ ｉｓ ｄｅｇｒａｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ － ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ

ｓｙｓｔｅｍ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔａｎｙꎬ ２０１３ꎬ ６４(１０): ２７７９－

２７９１

[４１]　 Ｌｙｚｅｎｇａ Ｗ Ｊꎬ Ｓｕｌｌｉｖａｎ Ｖꎬ Ｌｉｕ Ｈꎬ Ｓｔｏｎｅ Ｓ Ｌ. Ｔｈｅ Ｋｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ

ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ Ｂ￣ｌｉｋｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ２６ ( ＣＩＰＫ２６ )

ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓ ｉｔｓ ｏｗｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ＡＢＡ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ

ｌｉｇａｓｅꎬ ｋｅｅｐ ｏｎ ｇｏｉｎｇ ( ＫＥＧ) [ Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ

２０１７ꎬ ８: ５０２

[４２]　 Ｇｕｏ Ｇ Ｌꎬ Ｊｏｈｎｓｏｎ Ｄ Ｒꎬ Ｋｌａａｓｓｅｎ Ｃ Ｄ. Ｐｏｓｔｎａｔａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ

ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ ｐｒｅｇｎｅｎｏｌｏｎｅ￣１６ａｌｐｈａ ￣ｃａｒｂｏｎｉｔｒｉｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｏｒｇａｎｉｃ ａｎｉｏｎ￣

ｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｎｇ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ ２ ｉｎ ｒａｔ ｌｉｖｅｒ [ Ｊ] . Ｄｒｕｇ Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ

Ｄｉｓｐｏｓｉｔｉｏｎ ｔｈｅ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｆａｔｅ ｏｆ Ｃｈｅｍｉｃａｌｓꎬ ２００２ꎬ ３０(３): ２８３－

２８８

[４３]　 Ｗａｎｇ Ｚ Ｙꎬ Ｓｅｔｏ Ｈꎬ Ｆｕｊｉｏｋａ Ｓꎬ Ｙｏｓｈｉｄａ Ｓꎬ Ｃｈｏｒｙ Ｊ. ＢＲＩ１ ｉｓ ａ

ｃｒｉｔｉｃａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｆ ａ ｐｌａｓｍａ￣ｍｅｍｂｒａｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆｏｒ ｐｌａｎｔ ｓｔｅｒｏｉｄｓ

[Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅꎬ ２００１ꎬ ４１０(６８２６): ３８０－３８３

[４４]　 Ｋｉｎｏｓｈｉｔａ Ｔꎬ Ｃａñｏ￣Ｄｅｌｇａｄｏ Ａ Ｉꎬ Ｓｅｔｏ Ｈꎬ Ｈｉｒａｎｕｍａ Ｓꎬ Ｆｕｊｉｏｋａ Ｓꎬ

Ｙｏｓｈｉｄａ Ｓꎬ Ｃｈｏｒｙ Ｊ. Ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｆ ｂｒａｓｓｉｎｏｓｔｅｒｏｉｄｓ ｔｏ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ

ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｋｉｎａｓｅ ＢＲＩ１ [ Ｊ ] . Ｎａｔｕｒｅꎬ ２００５ꎬ ４３３

(７０２２): １６７－１７１

[４５]　 Ｃｈｉｎｃｈｉｌｌａ Ｄꎬ Ｚｉｐｆｅｌ Ｃꎬ Ｒｏｂａｔｚｅｋ Ｓꎬ Ｋｅｍｍｅｒｌｉｎｇ Ｂꎬ Ｎüｒｎｂｅｒｇｅｒ Ｔꎬ

Ｊｏｎｅｓ Ｊ Ｄꎬ Ｆｅｌｉｘ Ｇꎬ Ｂｏｌｌｅｒ Ｔ. Ａ ｆｌａｇｅｌｌｉｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｏｍｐｌｅｘ ｏｆ ｔｈｅ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ ＦＬＳ２ ａｎｄ ＢＡＫ１ ｉｎｉｔｉａｔｅｓ ｐｌａｎｔ ｄｅｆｅｎｃｅ[Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅꎬ ２００７ꎬ

４４８(７１５２): ４９７－５００

[４６]　 Ｒｕｓｓｉｎｏｖａ Ｅꎬ Ｂｏｒｓｔ Ｊ Ｗꎬ Ｋｗａａｉｔａａｌ Ｍ. Ｈｅｔｅｒｏｄｉｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ

ｅｎｄｏｃｙｔｏｓｉｓ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｂｒａｓｓｉｎｏｓｔｅｒｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ＢＲＩ１ ａｎｄ

ＡｔＳＥＲＫ３ (ＢＡＫ１) [ Ｊ] . Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ ２００４ꎬ １６(１２): ３２１６－

３２２９

[４７] 　 Ｚｈｏｕ Ｊ Ｇꎬ Ｌｕ Ｄ Ｐꎬ Ｘｕ Ｇ Ｙꎬ Ｆｉｎｌａｙｓｏｎ Ｓ Ａꎬ Ｈｅ Ｐꎬ Ｓｈａｎ Ｌ Ｂ. Ｔｈｅ

ｄｏｍｉｎａｎｔ ｎｅｇａｔｉｖｅ ＡＲＭ ｄｏｍａｉｎ ｕｎｃｏｖｅｒｓ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ

ＰＵＢ１３ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｉｍｍｕｎｉｔｙꎬ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇꎬ ａｎｄ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ [ Ｊ] .

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔａｎｙꎬ ２０１５ꎬ ６６(１１): ３３５３－３３６６

[４８] 　 Ｌｉａｏ Ｄꎬ Ｃａｏ Ｙꎬ Ｓｕｎ Ｘꎬ Ｅｓｐｉｎｏｚａ Ｃꎬ Ｎｇｕｙｅｎ Ｃ Ｔꎬ Ｌｉａｎｇ Ｙꎬ Ｓｔａｃｅｙ.

Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ Ｅ３ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｌｉｇａｓｅ ＰＬＡＮＴ Ｕ￣ＢＯＸ１３ ( ＰＵＢ１３ )

ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｃｈｉｔｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ＬＹＳＩＮ ＭＯＴＩＦ ＲＥＣＥＰＴＯＲ ＫＩＮＡＳＥ５

(ＬＹＫ５) ｐｒｏｔｅｉｎ ａｂｕｎｄａｎｃｅ[Ｊ] . Ｎｅｗ Ｐｈｙｔｏｌｏｇｉｓｔꎬ ２０１７ꎬ ２１４(４):

１６４６

５９３１



Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｎｕｃｌｅａｒ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
２０２０ꎬ３４(７):１３８７~１３９６

Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ Ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ Ａｎｔｉｂｏｄｙ Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ Ｂ￣ｌｉｋｅ Ｐｒｏｔｅｉｎｓ (ＣＢＬｓ) Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ Ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｋｉｎａｓｅｓ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｋｉｎａｓｅ ＶａＣＩＰＫ１８ Ｆｒｏｍ Ｖｉｔｉｓ ａｍｕｒｅｎｓｉｓ

ＷＵ Ｎａｎ１ 　 ＺＨＡＮＧ Ｎｉｎｇｂｏ１ꎬ２ꎬ４ 　 ＺＨＥＮＧ Ｑｉａｏｌｉｎｇ１ 　 ＣＨＥＮ Ｗｅｉｐｉｎｇ５ 　 ＸＵ Ｗｅｉｒｏｎｇ１ꎬ２ꎬ３ꎬ４∗

( １ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｇｒｏｎｏｍｙꎬ Ｎｉｎｇｘｉａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｙｉｎｃｈｕａｎꎬ Ｎｉｎｇｘｉａ　 ７５００２１ꎻ ２Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ Ｇｒａｐｅ ａｎｄ Ｗｉｎｅꎬ
Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎꎬ Ｎｉｎｇｘｉａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｙｉｎｃｈｕａｎꎬ Ｎｉｎｇｘｉａ　 ７５００２１ꎻ ３Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｍｏｄｅｒｎ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｆｏｒ
Ｄｏｍｉｎａｎｔ ａｎｄ Ｓｐｅｃｉａｌ Ｃｒｏｐｓ ｉｎ Ｎｉｎｇｘｉａꎬ Ｙｉｎｃｈｕａｎꎬ Ｎｉｎｇｘｉａ　 ７５００２１ꎻ ４Ｎｉｎｇｘｉａ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ

Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ Ｇｒａｐｅ ａｎｄ Ｗｉｎｅꎬ Ｙｉｎｃｈｕａｎꎬ Ｎｉｎｇｘｉａ　 ７５００２１ꎻ ５Ｎｉｎｇｘｉａ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ
Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｙｉｎｃｈｕａｎꎬ Ｎｉｎｇｘｉａ　 ７５００２１)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ Ｂ￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ (ＣＢＬｓ) ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ (ＣＩＰＫｓ) ａｃｔ ａｓ ａ ｃｌａｓｓ ｏｆ ｓｅｒｉｎｅ / ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｐｌａｙ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ. Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｏｕｒ ｐｒｅｖｉｏｕｓ ＲＮＡ￣ｓｅｑ
ｄａｔａ ｔｈａｔ Ｖｉｔｉｓ ａｍｕｒｅｎｓｉｓ ｒｅｓｐｏｎｄｅｄ ｔｏ ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｓｅｖｅｎ ＣＩＰＫ ｍｅｍｂｅｒｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｔｏ ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｉｎｊｕｒｙ
ａｎｄ ｐｅｒｃｅｐｔｉｏｎ ｐｈａｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ＣＢＬ￣ＣＩＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙꎬ ａｍｏｎｇ ｗｈｉｃｈ ＶａＣＩＰＫ１８ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ. Ｔｏ
ｆｕｒｔｈｅｒ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｋｉｎａｓｅ ｉｎ ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓꎬ ＶａＣＩＰＫ１８ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ｂｙ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｃｌｏｎｉｎｇ. Ｔｈｅ ＯＲＦ ｏｆ
ＶａＣＩＰＫ１８ ｗａｓ １３２０ ｂｐ ｉｎ ｌｅｎｇｔｈꎬ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ４３９ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ. Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＶａＣＩＰＫ１８
ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｔｈｅ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｒｉｃｈ ｉｎ ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｄｏｍａｉｎ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ Ｃ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｄｏｍａｉｎ
(２３０－４３９ ａａ) ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＥＴ２８ａ￣ＳＵＭＯ. Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ
ｗａｓ ｆｕｒｔｈｅｒ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｉｎｔｏ Ｅ. ｃｏｌｉ Ｒｏｓｅｔｔａ ｓｔｒａｉｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｂｏｄｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ４２ ｋＤａ ｗａｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ０􀆰 ８ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＩＰＴＧ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ａｔ ３７℃ ｆｏｒ ４ ｈ. Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ａｎ ａｎｔｉｇｅｎ ｔｏ
ｉｍｍｕｎｉｚｅ ｗｈｉｔｅ ｒａｂｂｉｔｓꎬ ａｎｄ ａｎ ａｎｔｉ￣ＶａＣＩＰＫ１８ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｔｉｔｅｒ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ. Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｂｉｎｄｓ ｔｏ ｇｒａｐｅ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ＣＩＰＫ１８ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｂａｎｄ ｗａｓ ｃｏｉｎｃｉｄｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
５０ ｋＤａ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｓ ｅｘｐｅｃｔｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＣＩＰＫ１８ ｉｎ ｇｒａｐｅ ｌｅａｖｅｓ ｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ
ｔｏ ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓ ｗａｓ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ａｔ ｎｏｒｍａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎꎬ ｂｕｔ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ｂｏｔｈ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ. Ｔｈｅ ｃｕｒｒｅｎｔ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎꎬ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＶａＣＩＰＫ１８.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: Ｖｉｔｉｓ ａｍｕｒｅｎｓｉｓꎬ ＣＩＰＫ１８ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

６９３１




