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摘  要：类钙调磷酸酶 B 亚基蛋白 CBL（calcineurin B-like protein）与其互作蛋白激酶 CIPK

（CBL-interacting protein kinase）组成的 CBL-CIPK 系统，在真核生物钙信号转导及各种胁迫应答途径中

发挥重要作用。采用 SMART 与 LD-PCR 技术构建了山葡萄‘双丰’（Vitis amurensis Rupr. ‘Shuangfeng’）

叶片组织低温胁迫下的均一化酵母双杂交三框 cDNA 文库，库容量分别为 1.7 × 106、1.3 × 106 与 1.9 × 106 

cfu · mL-1，外源基因插入片段长度约为 500 ~ 2 000 bp，重组率为 100%，符合后续双杂交筛选要求。以

本课题组前期鉴定受低温诱导表达、具有核质亚细胞定位的山葡萄 VaCIPK18 全长（VaCIPK18）、激酶结

构域缺失（VaCIPK18△S_TKc）以及 NAF 结构域缺失（VaCIPK18△NAF）为诱饵，进行酵母双杂交筛选，获

得了 17 个候选互作靶蛋白；从中选取并克隆了 7 个参与非生物胁迫的候选互作蛋白进行酵母回转验证，

仅发现 1 个 ABA 信号通路上游信号调节因子 VaPYL9 与 VaCIPK18 有互作关系。通过酵母双杂交和双分

子荧光互补验证，确定了 VaPYL9 可与 VaCIPK18 和 VaCIPK18△NAF 在酵母中物理互作，而在植物拟南芥

原生质体中 VaPYL9 与 VaCIPK18△S_TKc和 VaCIPK18△NAF 互作，但与全长 VaCIPK18 不互作。 
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Abstract：The CBL-CIPK signaling system is comprised of calcineurin B-like protein（CBL）and its 

interacting protein kinases（CIPK），playing critical roles in response to calcium signal transduction and 

various stress responses in eukaryotes. A yeast two-hybrid（Y2H）three-frame cDNA library with the leaves 

of Vitis amurensis Rupr.‘Shuangfeng’under low temperature stress was constructed using SMART 

and LD-PCR techniques. The capacities of three-frame libraries were 1.7 × 106，1.3 × 106 and 1.9 × 106  
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cfu · mL-1，respectively，with the inserted fragment of 500–2 000 bp in length，and 100% recombination 

rate，which could meet with the requirements of yeast two-hybrid screening. A low-temperature-induced 

gene VaCIPK18 that previously identified by our team，which localized at both nucleus and cytoplasm，

was used as a“bait”to obtain three constructs containing the full length cDNA，as well as the two 

truncations of the S_TKc domain（VaCIPK18△S_TKc）and the NAF domain（VaCIPK18△NAF），respectively. 

The result showed that a total of 17 candidate interacting proteins of VaCIPK18 were screened from the 

library，from which 7 previously reported candidate proteins that involved in abiotic stresses were selected 

and cloned for rotated verification in yeast. As a result，one upstream signal regulator of ABA pathway，

VaPYL9 was preliminary confirmed to interact VaCIPK18. Furthermore，Y2H rotation verification and 

bimolecular fluorescence complementation（BiFC）were used to verify the interaction between them. Our 

result demonstrated that VaPYL9 specifically interacts with VaCIPK18 and VaCIPK18△NAF protein in 

yeast，and VaPYL9 could also interact with VaCIPK18△S_TKc and VaCIPK18△NAF protein in plant cells. 

Interestingly，there is no interaction between VaPYL9 and VaCIPK18 in Arabidopsis protoplast.  

Keywords：Vitis amurensis；cold stress；Y2H three-frame cDNA library；VaCIPK18；VaPYL9；

interactive analysis 

 

欧亚种葡萄（Vitis vinifera L.）因品质优良被广泛栽培，但抗逆性普遍较差。中国北方冬季低

于–15 ℃或根际温度低于–5 ℃时，均可导致葡萄栽培生产中根和芽冻伤或冻死，严重影响浆果

品质及产量。因此，发掘葡萄抗寒应答代谢途径中关键基因，解析葡萄冷害发生的调控机理，对于

深入理解低温胁迫应答的作用模式和利用分子育种增强葡萄属植物的抗寒性具有重要意义。 

Ca2+作为第二信使，当植物遭遇低温刺激后钙离子感受器蛋白会感知 Ca2+浓度的变化，从而引

发一系列的理化反应（Xiong et al.，2002；刘涛 等，2020）。类钙调磷酸酶 B 亚基蛋白（CBL）作

为植物中重要的钙离子感受器，能通过与其下游互作的蛋白激酶（CIPK）形成 CBL-CIPK 复合体应

答外界胁迫（沈金秋 等，2014；刘昊 等，2019；吴娟娟 等，2019）。CIPK 是植物特有的激酶家

族，属于 SnRK3（Sucrosenon-fermentation-related kinases 3）亚家族成员（Lyzenga et al.，2013），广

泛参与植物非生物胁迫信号转导。目前，已从拟南芥（Yu et al.，2007）、水稻（陈析丰 等，2010）、

葡萄（Martin et al.，2010）、玉米（Zhao et al.，2009）、甘蔗（黄珑，2016）、小麦（邓小敏，2013）、

烟草（杨尚谕 等，2018）等植物中鉴定出多个 CIPK 家族成员。该蛋白家族由位于 N 端催化激酶域

和 C 末端调节结构域（Li et al.，2012）组成，其中 C 端的 NAF 保守结构基序与其上游的 CBL 蛋白

互作，使 CIPK 发生磷酸化，解除自身活性抑制，进而向下游传递信号，参与多种非生物胁迫响应

（Li et al.，2009）。 

拟南芥（Arabidopsis thaliana）AtCBL4/SOS3 是第 1 个被鉴定出的 CBL 蛋白，其与 AtCIPK24/ 

SOS2 互作形成 SOS2-SOS3 复合体激活其下游 Na+/H+交换器 SOS1 的活性，可将细胞中多余的 Na+

排出，从而调节根系的耐盐性（Liu & Zhu，1997；Qiu et al.，2002）。研究表明，拟南芥 CBL-CIPK

复合物参与众多生物学过程的调控，包括 Na+、K+的平衡（Cheong et al.，2007；Kim et al.，2007），

K+离子通道 AKT2 的活性（Held et al.，2011），气孔开闭（Maierhofer et al.，2014），种子萌发过程

中 ABA 响应（Pandey et al.，2008）与冷胁迫应答（黄聪琳，2011）等。在非模式植物中也有一些

关于 CBL-CIPK 互作组分参与非生物胁迫应答调控的报道。例如，胡杨（Populus euphratica）CBL1

与 CIPK24/25/26 互作调节 Na+/K+的动态平衡（Zhang et al.，2013）。玉米（Zea mays）ZmCIPK16
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可分别与 CBL3/4/5 形成复合物，通过与一些膜定位蛋白相互作用在体内发挥作用（Zhao et al.，

2009）。在葡萄属植物中已有研究表明，在干旱胁迫下 VvCBL1-VvCIPK23 互作可激活 K+内流通道

（Cuéllar et al.，2010），且 VvCBL1-CIPK4-VvKT1.1 和 VvCBL2-CIPK3-VvKT1.2 也参与 K+通道运

输（Cuéllar et al.，2013）。除了能与上游 CBL 互作外，近年来相继报道了 CIPK 与其下游的转录因

子互作参与生物与非生物胁迫。玉米 ZmCIPK21 可与 4 个生长调控因子（Growth-regulating factor， 

GRF）蛋白互作参与调控逆境信号通路（陈勋基，2014）。拟南芥 CIPK26 可与 ABA 信号通路中的

ABI1/2/5 互作（Lyzenga et al.，2013）。然而，目前对于 CIPK 互作的下游蛋白研究较少。因此，发

掘 CIPK 激酶的下游互作蛋白，解析其功能特点，对阐明 CIPK 蛋白水平的调控机制具有重要的理

论意义。 

酵母双杂交系统（Yeast two-hybrid system，Y2H）是 1989 年由 Fields 和 Song 等提出，现被广

泛用于蛋白之间的互作研究。在模式植物中利用该系统鉴定了与 JAZ 家族互作的 MYB21 和 MYB24

蛋白（Song et al.，2011）；发现了与盐超敏感蛋白 SOS2 互作的 SIP1，可通过减少活性氧（ROS）

的累积增强拟南芥的耐盐性（Wang et al.，2018）。此外，在番茄（王洋 等，2019）、水稻（Wang & 

Guo，2018）、玉米（Holtgräwe et al.，2005）、柑橘（肖雪，2017）等植物中该系统也被广泛用于目

标基因互作蛋白的筛选。在葡萄属植物中姚文孔（2017）报道了以泛素连接酶 VpPUB24 蛋白为诱

饵筛选出 VpICE1 和 VpEXO70B1 两个互作蛋白；魏瑾瑜（2015）鉴定了与 F-box SKIP31-like 互作

的胚败育相关的功能蛋白基因。 

山葡萄（Vitis amurensis Rupr.）是葡萄属植物中最抗寒的一个种。笔者课题组在前期研究中从

山葡萄中克隆了 8 个 CBL 与 19 个 CIPK 基因（丁小玲，2017）。基于酵母双杂交确定了 8 个 CBL

与 19 个 CIPK 之间的互作关系，其中成员之一山葡萄丝/苏蛋白激酶 VaCIPK18 亚细胞定位核质，并

与所有 CBL 均互作，表明其是 CBL-CIPK 网络的“信号枢纽”。然而，VaCIPK18 及其互作靶蛋白

参与低温胁迫应答调控的分子机理尚未明晰。本研究中构建了山葡萄低温胁迫诱导的酵母双杂三框

cDNA 文库，利用酵母双杂交技术，分别以 VaCIPK18 全长、激酶结构域缺失（VaCIPK18△S_TKc）与

NAF 结构域缺失（VaCIPK18△NAF）为诱饵，筛选山葡萄低温诱导 cDNA 文库，获得与其互作的候

选靶蛋白并进行初步的功能验证，为进一步探究山葡萄 VaCIPK18 参与抗寒调控机制提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

山葡萄‘双丰’两年生盆栽扦插苗保存于宁夏大学农科实训基地日光温室（38°30'43.44"N；

106°08'19.67"E），自然光照条件下培养，每 2 周浇灌 1 次 1/5MS 液体培养基，并定期修剪。2017 年

10 月，将 12 株长势一致且生长健壮葡萄幼苗置于–2 ℃低温培养箱（LT-BIX120L，上海）中，光

照强度 2 000 lx，16 h 光照/8 h 黑暗。设置 3 个重复，每个重复 3 株，分别于 0、2、4、8 h 取中部

成熟叶片。用液氧速冻后，于–80 ℃冰箱保存备用。 

1.2  山葡萄叶片组织低温诱导酵母双杂交核三框 cDNA 文库构建 

采用植物 RNA 提取试剂盒（Omega，美国）提取总 RNA，按照 SuperScript® III First-Strand Synthesis 

System 试剂盒（Life Technologies）说明书反转录合成第 1 链 cDNA。为构建包含 3 种读码框的初级

cDNA 文库，参照 Advantage 试剂盒说明，应用 LD-PCR 技术将第 1 链 cDNA 扩增为三框双链 cDNA。
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引物为 5′-Primer（Adapter 1）、5′-Primer（Adapter 2）、5′-Primer（Adapter 3），分别与 3′-Primer 组合

（表 1）。产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测后，采用 cDNA Size Fractionation Columns（Invitrogen）进

行 cDNA 片段的分级分离并电泳检测。将 pGADT7 与各框 cDNA（100 ng）连接过夜，分别转至大

肠杆菌（Escherichia coli）感受态细胞 DH5α，加入 5 mL SOC 液体培养基培养过夜。取上述菌液 10 μL

稀释 100 倍后涂布含有 Amp+的 LB 平板培养过夜。随机挑取 24 个单克隆，使用 T7/3’AD 引物进行

菌落 PCR 鉴定。将三框文库剩余转化液分别加 50%甘油保存，即为原始文库。取 50 μL 原始库液涂

布在含 100 mg · L-1 Amp+与 50 mg · L-1 Kan+的 LB 培养基上，37 ℃培养 12 h 后进行文库质粒提取。

将文库质粒转化酵母 Y187 感受态细胞，转化液分别稀释 102 倍、104 倍、105 倍和 106 倍后各取 100 μL

涂布于 100 mmol · L-1 SD/-Leu 缺陷性培养基，30 ℃培养 3 ~ 5 d 后，计算转化效率及库容。将剩余

的悬浮液各取 150 μL 涂布于直径 150 mm SD/-Leu 选择培养基上，30 ℃倒置培养 3 ~ 4 d。4 ℃预冷

培养板 3 ~ 4 h 后，向每个培养板加入 5 mL 预冷的 YPDA 培养基（含 25%甘油），使用无菌玻璃珠

将板中的菌落分离下来，收集于无菌的离心管中，用血球计数板计算细胞密度。剩余文库置于–80 ℃

保存备用。 

1.3  诱饵表达载体的构建 

采用 SMART 软件预测（http://smart.embl-heidelberg.de）CIPK18 蛋白结构域，发现其 N 端包含

激酶结构域（S_TKc），C 端包含调控结构域（NAF）。以 pMD19-T/VaCIPK18 质粒为模板，根据

VaCIPK18 全长序列设计不同结构域缺失片段。设计引物 BD-CIPK18△S_TKc-F/R 和 BD-CIPK18△NAF- 

F/R（表 1），按照 Primer STAR® Max DNA Polymerase（TaKaRa）说明书扩增包含 VaCIPK18 全长及

两个关键结构域缺失的片段 VaCIPK18△S_TKc和 VaCIPK18△NAF，经 in-fusion 克隆至经 BamHⅠ/EcoRⅠ

双酶切的 pGBKT7 线性载体，按 Quick-clone Mix（陕西普涞斯笛生物科技有限公司）说明书进行同

源重组连接，转化 DH5α，并涂布于含 Kan+的 LB 平板筛选。经菌落 PCR 筛选阳性克隆及并送菌液

测序，正确克隆分别命名为 pGBKT7-VaCIPK18、pGBKT7-VaCIPK18△S_TKc及 pGBKT7-VaCIPK18△NAF。 

1.4  诱饵表达载体自激活活性及毒性测定 

采用 PEG/LiAc 法将诱饵载体 pGBKT7-VaCIPK18、pGBKT7-VaCIPK18 △ S_TKc、pGBKT7- 

VaCIPK18△NAF和空载体pGBKT7分别转化至Y2H Gold感受态细胞中，涂布于单缺培养基（SD/-Trp），

30 ℃倒置培养 3 ~ 4 d。挑取大小一致的单克隆接种至 200 μL 0.9% NaCl 溶液中，混匀后调整至

OD600 = 0.3。各取 1 μL 点样于 SD/-Trp/AbA/X-α-Gal 和 SD/-Trp 营养缺陷型培养基，阳性对照为

pGADT7-T 与 pGBKT7-p53 的共转酵母菌株 Y2H Gold，阴性对照为 pGADT7-T 与 pGBKT7-Lam 的

共转酵母菌株 Y2H Gold，根据菌落生长情况确定诱饵蛋白的自激活活性。将转化后的酵母菌分别接

种于50 mL SD/-Trp液体培养基中，30 ℃ 200 r · min-1振荡培养24 h，采用紫外分光法检测菌液OD600

值，确定诱饵载体对细胞是否有毒性。 

1.5  VaCIPK18、VaCIPK18△S_TKc及 VaCIPK18△NAF互作蛋白筛选 

分别将 3 个诱饵载体接种至 100 mL SD/-Trp 的液体培养基中，经 30 ℃ 220 r · min-1 过夜培养

至 OD600 = 0.8，离心后的菌体用 5 mL 2 × YPDA 液体培养基重悬。将上述菌液与 1 mL 文库菌液混

合，用 45 mL 2 × YPDA 液体培养基将混合菌液全部转移至 2 L 三角瓶中，于 30 ℃ 30 r · min-1 振荡

培养 20 ~ 24 h。离心集菌，用 50 mL 0.5 × YPDA 液体培养基重悬沉淀后离心，弃上清液，用 0.9% NaCl

重悬菌液，分别涂布 350 μL 至 SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade 营养缺陷型培养基上，于 30 ℃倒置培养 7 ~ 10 d
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后观察菌落生长情况。将长出的单个菌落挑至 SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade/AbA/X-α-Gal 筛选培养基上，

30 ℃倒置培养 3 ~ 5 d 后，挑取筛选培养基上呈蓝色的菌落接种于 4 mL SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade 液体

培养基；30 ℃ 200 r · min-1 振荡培养 3 ~ 5 d，将振荡浑浊的菌液 12 000 r · min-1 离心 1 min 收集酵

母菌菌体，质粒小提筛选获得的阳性克隆。设计引物 REC-F/R（表 1），进行 PCR 鉴定。取 10 μL PCR

产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测，将 > 500 bp的 PCR产物送至北京奥科鼎盛生物科技有限公司测序，

在 NCBI blastx（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast）进行比对，分析候选蛋白。 

 
表 1 本研究中使用的 PCR 引物  

Table 1  PCR primers used in this study 

引物编号 
Primer No. 

引物序列（5′–3′） 
Primer sequence 

SMARTIII Oligo AAGCAGTGGTATCATCGCAGTTAAGCAATTATGTCCGGG 
CDSIII Primer AAGCTGAGTCGACCGACATGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTVN 
5′-Primer（Adapter 1） ATATGGCCATGGAGGCCGTTAAGCAATTATGTCCGGG 
5′-Primer（Adapter 2） ATATGGCCATGGAGGCCAGTTAAGCAATTATGTCCGGG 
5′-Primer（Adapter 3） ATATGGCCATGGAGGCCAAGTTAAGCAATTATGTCCGGG 
3′-Primer CCGGGGCCATAATGGCCAAGCTGAGTCGACCGACATG 
BD-CIPK18△S_TKc-F TATGGCCATGGAGGCCGAATTCATGAATCCACCTAAAGTCAAGCGTCG 
BD-CIPK18△S_TKc-R GCCGCTGCAGGTCGACGGATCCTTAATCCAAGTTTGCATCTCCTTTCTCCT 
BD-CIPK18△NAF-F TATGGCCATGGAGGCCGAATTCGATGGTAGAAGCTGTATTTAAAGATTCAG 
BD-CIPK18△NAF-R GCCGCTGCAGGTCGACGGATCCTTATTTCGTTTCTTGCATGTCATCC 
BD-PYL9-F TATGGCCATGGAGGCCGAATTCATGGCTTTGGGGGGAATAGACGG 
BD-PYL9-R GCCGCTGCAGGTCGACGGATCCTCAGACTGCATTGGCAGGTTCAACTC 
REC-F GATGATGAAGATACCCCACCAAACCC 
REC-R GGTGCACGATGCACAGTTGAAGTG 
Entry-VaPYL9-F AAAAAAGCAGGCTTTGACTTTATGGCTTTGGGGGGAATAGACGG 
Entry-VaPYL9-R AAAGCTGGGTCTAGAGACTTTCCGACTGCATTGGCAGGTTCAACTCG 
LR-CIPK18-F AGCAGGCTTTGACTTTATGAATCCACCTAAAGTCAAGCGT 
LR-CIPK18-R TGGGTCTAGAGACTTTCCTTTCGTTTCTTGCATGTCATCCTC 

注：5′-Primer（Adapter 1-3）序列 ATATGGCCATGGAGGCC 3′端相差 1 个碱基，允许以 3 种读码框表达蛋白。 

Note：5′-Primer（Adapter 1-3）differ by one nucleotide in length at the back of the ATATGGCCATGGAGGCC to permit expression of ORFs 

in all the 3 possible reading frames. 

 

1.6  回转验证 

随机挑选含正确 ORF 的候选互作蛋白，根据其比对序列设计引物（表 1），克隆至 pGADT7，

并与 pGBKT7-VaCIPK18 共转 Y2H Gold 感受态细胞，涂布于 SD/-Trp/-Leu 营养缺陷型培养基，30 ℃

倒置培养 3 ~ 5 d 后观察菌落生长情况。将单克隆接种至 100 μL 灭菌水中，分别稀释 10、40、100

倍后点样至 SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade/AbA/X-α-Gal 筛选培养基上，30 ℃倒置培养 3 ~ 5 d 后观察菌落

是否变蓝，并针对与其互作的蛋白，分别与 pGBKT7-VaCIPK18△S_TKc 及 pGBKT7-VaCIPK18△NAF共

转酵母验证其互作关系。 

1.7  双分子荧光验证候选蛋白互作关系 

根据 VaCIPK18 和 VaPYL9 序列分别设计不含终止子序列的扩增引物 LR-CIPK18-F/R 和

Entry-VaPYL9-F/R（表 1），经 PCR 扩增后采用 Quick-clone Mix 克隆至经 Ahd Ⅰ（TaKaRa）酶切

的入门克隆载体 pGWC-Fan，形成 pGWC-VaCIPK18、pGWC-VaCIPK18△S_TKc、pGWC-VaCIPK18△NAF

及pGWC-VaPYL9。采用Gateway LR Clonase Ⅱ Enzyme Mix（Invitrogen）分别将前三者与p201-nYFP

重组，将后者与 p201-cYFP 重组，分别形成融合蛋白 VaCIPK18-nYFP、VaCIPK18-nYFP△S_TKc、
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VaCIPK18△NAF-nYFP 和 VaPYL9-cYFP。采用纤维素酶（Cellulase R10）和离析酶（Macerozyme R10）

酶解法分离拟南芥叶肉组织原生质体，通过 PEG 介导法分别将质粒共转化拟南芥原生质体，22 ℃

弱光孵育 18 h 进行瞬时表达，激光共聚焦显微镜观察并拍照。 

2  结果与分析 

2.1  山葡萄低温诱导酵母双杂交核三框 cDNA 文库构建及鉴定 

低温诱导 0、2、4、8 h 的山葡萄叶片组织混合后提取总 RNA，电泳检测表明 5.8S、18S 和 28S

条带清晰（图 1，A），OD280/OD260 值在 1.8 ~ 2.1 之间，表明 RNA 完整性较好，符合建库要求。通

过长距离 PCR（LD-PCR）扩增出三框双链 cDNA（ds cDNA），电泳结果呈现均匀的弥散带，分布

在 100 ~ 4 000 bp 之间（图 1，B）。对各框 cDNA 双链纯化并进行分级分离，结果显示双链 cDNA

大小处于 800 ~ 4 000 bp 之间（图 1，C），表明包含不同大小和丰度的 mRNA 进行了有效地反转录，

符合 cDNA 文库构建要求。 

 

图 1  山葡萄总 RNA 提取（A）、三框 ds cDNA（B）及其纯化后（C）的电泳图 

M：DNA marker DL10000；1 ~ 3：分别表示采用 3 种读码框引物经 LD-PCR 扩增出三框双链 cDNA。 

Fig. 1  Agarose gel electrophoresis of RNA isolated from Vitis amurensis（A），three farm ds cDNA（B） 

and purified three farm ds cDNA（C） 

M：DNA marker DL10000；1–3：Three farm ds cDNA was amplified by LD-PCR using 3 reading frame primers. 

 

经纯化后的双链 cDNA 分别与文库载体 pGADT7 连接后转化 DH5α，并涂布于含 Amp+ LB 平

板上，检测三框文库库容量分别为 1.7 × 106、1.3 × 106 与 1.9 × 106 cfu · mL-1。 
 

 

图 2  PCR 检测 cDNA 文库插入片段（1 ~ 24） 

Fig. 2  PCR identification of inserts in the cDNA library（1–24） 
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从 3 个平板随机挑取 24 个克隆进行文库插入片段鉴定，结果（图 2）表明，扩增产物均有条带

500 ~ 2 000 bp，重组率为 100%。文库转化完成后用 15 mL 0.9% NaCl 重悬菌体，然后分别取转化液

稀释 102、104、105和 106倍后取 100 μL 涂布 100 mm SD/-Leu 缺陷性培养基（图 3），倒置培养 3 ~ 5 d

后，计算文库滴度为 1.75 × 108 cfu · mL-1，符合酵母双杂交筛选要求（滴度 2 × 107 cfu · mL-1）。收

集酵母转化子，用血球计数板计数，细胞密度为 1.72 × 108。 
 

 
图 3  不同稀释度文库的滴度检测 

Fig. 3  Titer detection of different dilution libraries 

 

2.2  VaCIPK18 全长及缺失片段诱饵载体自激活及毒性检测 

根据 SMART 预测的 VaCIPK18 蛋白结构域（图 4，A），分别构建其全长及 5′端与 3′端缺失的

诱饵载体 pGBKT7-VaCIPK18 及 pGBKT7-VaCIPK18△S_TKc 与 pGBKT7-VaCIPK18△NAF。经双酶切、

电泳检测及测序分析，获得的正确的重组质粒，并分别转化酵母 Y2H Gold，通过 Y2H 验证自激活

活性。3 种诱饵载体在 SD/-Trp 上均有酵母菌落生长，但在 SD/-Trp/AbA/X-α-Gal 培养基上仅有阳性

对照（pGADT7-T + pGBKT7-p53）有菌落出现，阴性对照（pGADT7-T + pGBKT7- Lam）和空白对

照（BD）及转化重组质粒的菌株均不能正常生长（图 4，B），表明 3 种重组质粒均已转入酵母细胞，

且均无自激活活性。为进一步确定 3 种诱饵载体是否具有自毒性，将其重组酵母细胞分别接种至

50 mL SD/-Trp 液体培养基中，培养 24 h 后，菌液的 OD600 均大于 0.8，表明上述重组诱饵蛋白的表

达对酵母菌的生长无毒性，均可用于后续文库筛选。 

2.3  文库筛选与候选互作蛋白的鉴定 

将 pGBKT7-VaCIPK18、pGBKT7-VaCIPK18△S_TKc 及 pGBKT7-VaCIPK18△NAF的诱饵酵母单菌落

接种于 SD/-Trp 液体培养基，30 ℃培养 24 h 后集菌，用 2× YPDA 重悬菌落后与 1 mL 山葡萄叶片

低温诱导酵母文库菌液杂交筛选。为了观察诱饵菌株 Y2H Gold 与文库酵母菌株 Y187 是否发生了杂

交作用且形成结合子，在 30 ℃培养 22 h 后取 1 滴混合培养物在 40 倍倒置显微镜下镜检，可观察

到三裂合子结构（三叶草型），说明诱饵菌株 Y2H Gold 与文库酵母菌株 Y187 发生了杂交作用且形

成结合子（图 5）。 

取出菌液，集菌后用 0.9%NaCl 重悬菌液，涂布于 SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade 平板上生长 5 ~ 7 d 后，

挑取直径大于 2 mm 的单克隆，接种于 SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade/AbA/X-α-Gal 筛选培养基上，30 ℃培

养 3 d 后观察有 98 个阳性克隆菌落变蓝。挑取阳性克隆至 SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade 液体培养基，30 ℃

培养 3 ~ 5 d 后提取酵母质粒，用 2× Taq Master Mix（TaKaRa）进行 PCR 检测，结果（图 6）显示

不同克隆插入的片段大小不同，大部分 PCR 扩增结果为 1 条带，但也有结果为 2 条带。 
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图 4  VaCIPK18 蛋白结构图（A）及自激活活性分析（B） 

BD：pGBKT7 空载体作为空白对照；Po：pGADT7-T 和 pGBKT7-p53 互作作为阳性对照（SV-40T 抗原蛋白和小鼠 p53 蛋白之间 

确证相互作用）；Ne：pGADT7-T 和 pGBKT7-Lam 互作作为阴性对照（SV-40T 抗原蛋白 

和人的核纤层蛋白 Lamin 确证不能互作）。 

Fig. 4  Protein structure（A）and auto-activation tests（B）of VaCIPK18，VaCIPK18△S_TKc and VaCIPK18△NAF 

BD：pGBKT7 vector as blank control；Po：pGADT7-T interact with pGBKT7-p53 served as positive control（Confirmed interaction between SV40 

large T-antigen and murine p53）；Ne：pGADT7-T interact with pGBKT7-Lam served as negative control 

（Confirmed non-interaction between SV40 large T-antigen and human Lamin C）. 

 

图 5  酵母双杂交“三叶草”型细胞结构镜检 

Fig. 5  Microscopic examination of yeast two-hybrid cells 
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图 6  PCR 检测文库质粒插入片段大小 

Fig. 6  PCR detection of insert size of library vector 

 

将克隆的单一条带 PCR 产物送至北京奥科鼎盛生物科技有限公司测序，测序结果用 NCBI 的

Blastx 进行序列比对分析，最终确定了 17 个可能与 pGBKT7-VaCIPK18、pGBKT7-VaCIPK18△S_TKc 及

pGBKT7-VaCIPK18△NAF 互作的候选蛋白（表 2）。 
 

表 2  山葡萄 VaCIPK18、VaCIPK18△S_TKc、VaCIPK18△NAF 候选互作蛋白的 BLAST 分析结果 
Table 2  BLAST analysis of candidate proteins interacted with VaCIPK18，VaCIPK18△S_TKc，VaCIPK18△NAF  

respectively in the yeast two-hybrid system 

克隆序号 
Clone No. 

与葡萄属植物比对的同源基因 
Homologous genes compared with Vitis 

E 值 
E-value 

相似度/% 
Identity 

登录号 
Accession 

CIPK18△S_TKc-6 钙依赖性蛋白激酶基因 1 相关衔接因子蛋白 2 
Calcium-Dependent Protein Kinase1 Adaptor Protein 2，CAP2 

3.00E-114 98 XP_010649049.1

CIPK18△S_TKc-7 放氧增强蛋白 1，叶绿体 
Oxygen-evolving enhancer protein 1，chloroplastic，OEE1 

9.00E-177 100 XP_002283699.1

CIPK18△S_TKc-8 剪接因子 SF3a60 同源物 Splicing factor SF3a60 homolog，SF3a60 8.00E-137 97 XP_002268036.2

CIPK18△NAF-9 类钙调磷酸酶 B 蛋白 10 亚型 X1 
Calcineurin B-like protein 10 isoform X1，CBL10 

5.00E-25 97 XP_003631807.1

CIPK18△NAF-15 增强抗病性相关基因 2 ENHANCED DISEASERESI STANCE2 2.00E-43 94 XP_010664779.1

CIPK18△NAF-10 脱落酸受体 PYL9 Abscisic acid receptor PYL9，PYL9 3.00E-71 99 XP_002281200.1

CIPK18△NAF-20 胚胎发育晚期丰富蛋白 Lea14-A 
Late embryo genes is abundant protein Lea14-A，LEA14 

2.00E-74 89 XP_002277223.1

CIPK18-1 水杨酸结合蛋白 2 Salicylic acid-binding protein 2，SABP2 2.00E-107 91 XP_010646594.1

CIPK18-33 ATP 依赖的 Clp 蛋白酶水解亚基 Clp A 同源物 CD4B，叶绿体 
ATP-dependent Clpprotease ATP-binding subunit ClpA homolog CD4B，
chloroplastic，CD4B 

1.00E-139 100 CBI15747.3 

CIPK18-46 类黄酮相关的 R2R3-MYB4a 转录因子 
Flavonoid-related R2R3 MYB4a repressor transcription factor，MYB4a 

4.00E-145 98 NP_001268129.1

CIPK18-60 40S 核糖体蛋白 S2-3S2-3 40S ribosomal protein S2-3S2-3 5.00E-167 100 XP_002283793.1

CIPK18-61 细胞色素 P45094A1 Cytochrome P45094A1 1.00E-120 99 XP_002278009.1

CIPK18-62 3–磷酸甘油醛脱氢酶，细胞质 
Glyceraldehyde-3-phosphatede hydrogenase，cytosolic，GAPDH 

3.00E-91 99 XP_002263145.2

CIPK18-77 类动蛋白 KIN-14C  Kinesin-like protein KIN-14C 6.00E-131 99 XP_002265300.1

CIPK18-83 类铁氧化还原蛋白 Ferredoxin-like protein，FLP 1.00E-58 95 XP_002269617.1

CIPK18-81 FAR1 相关序列 7 FAR1-RELATED SEQUENCE 7-like，FRS7 6.00E-62 96 XP_010660826.1

CIPK18-90 苷酸激酶 5，叶绿体亚型 X2 
Adenylate kinase5，chloroplastic isoform X2，AK5 

5.00E-57 87 XP_019078594.1

 

2.4  酵母回转验证候选蛋白 

为了验证 VaCIPK18 与其潜在候选互作蛋白的互作关系，从 17 个候选蛋白中克隆了 7 个包含完
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整 ORF 的候选互作蛋白基因，并构建至 pGADT7 载体，分别与 VaCIPK18 共转酵母后，均可在

SD/-Trp/-Leu 培养基上正常生长（图 7），但在 SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade/AbA/X-α-Gal 筛选培养基仅有

VaPYL9 和阳性对照（pGADT7-T + pGBKT7-p53）出现蓝色菌落，并且随着稀释倍数变大，蓝色菌

落越少，说明 CIPK18 与 VaPYL9 在酵母中有互作关系。 

 

图 7  酵母双杂交筛选候选互作蛋白回转验证 

Po：pGADT7-T 和 pGBKT7-p53 互作作为阳性对照（SV-40T 抗原蛋白和小鼠 p53 蛋白之间确证相互作用）； 

Ne：pGADT7-T 和 pGBKT7-Lam 互作作为阴性对照（SV-40T 抗原蛋白和人的核纤层蛋白 Lamin 确证不能互作）。 

Fig. 7  Retest of Yeast two-hybrid candidate proteins 

Po：pGADT7-T interact with pGBKT7-p53 served as positive control（Confirmed interaction between SV40 large T-antigen 

and murine p53）；Ne：pGADT7-T interact with pGBKT7-Lam served as negative control（Confirmed non-interaction 

between SV40 large T-antigen and human Lamin C）. 

 

2.5  VaCIPK18 与 VaPYL9 互作鉴定 

为了进一步验证 VaPYL9 与 VaCIPK18 互作关系及互作的结构域，分别将 3 种诱饵载体与

pGADT7-VaPYL9 共转酵母，点样于二缺与四缺验证培养基。结果（图 8）显示，共转酵母在

SD/-Trp/-Leu 培养基上长出白色菌落，说明各个载体均转化至酵母细胞中。含有 pGADT7-VaPYL9/ 

pGBKT7-VaCIPK18 和 pGADT7-VaPYL9/pGBKT7-VaCIPK18△NAF组合的载体在 SD/-Trp/-Leu/-His/- 

Ade/AbA/X-α-Gal 培养基上长出菌落且能够显色，表明 VaPYL9 可与 VaCIPK18 及 VaCIPK18△NAF 在

酵母中互作。 

为了进一步确定 VaCIPK18 与 VaPYL9 在植物体内的互作关系，利用 BiFC 系统验证两者共转化

拟南芥原生质体的相互作用。激光共聚焦结果（图 9）显示，共转化VaPYL9-cYFP + VaCIPK18△NAF-nYFP
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和 VaPYL9-cYFP+VaCIPK18△S_TKc-nYFP 能够在拟南芥原生质体中观察到明显的黄色荧光信号，但

共转化 VaPYL9-cYFP+VaCIPK18-nYFP 未观察到荧光信号，说明 VaPYL9 与 VaCIPK18△NAF、

VaCIPK18△S_TKc 在植物体内互作，但 VaPYL9 与 VaCIPK18 在植物体内不互作。 

图 8  利用酵母双杂交检测 VaCIPK18 与 VaPYL9 的相互作用 

Po：pGADT7-T 和 pGBKT7-p53 互作作为阳性对照（SV-40T 抗原蛋白和小鼠 p53 蛋白之间确证相互作用）；Ne：pGADT7-T 和 

pGBKT7-Lam 互作作为阴性对照（SV-40T 抗原蛋白和人的核纤层蛋白 Lamin 确证不能互作）。 

Fig. 8  Interaction analysis between VaCIPK18 and VaPYL9 in the yeast two-hybrid system  

Po：pGADT7-T interact with pGBKT7-p53 served as positive control（Confirmed interaction between SV40 large T-antigen and murine p53）； 

Ne：pGADT7-T interact with pGBKT7-Lam served as negative control（Confirmed non-interaction  

between SV40 large T-antigen and human Lamin C）. 

图 9  BiFC 检测 VaCIPK18 与 VaPYL9 的相互作用 

Fig. 9  Interaction detection of VaCIPK18 and VaPYL9 by BiFC 
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3  讨论 

蛋白之间的相互作用对于阐明胞内信号转导有重要意义（Waadt et al.，2008）。目前常用的蛋白

互作研究方法包括酵母双杂交（Y2H）、双分子荧光互补技术（BiFC）、GST 融合蛋白沉降技术（GST 

pull down）、免疫共沉淀（Co-IP）及串联亲和纯化（TAP）技术等。这些方法各有优缺点，其中 BiFC

能够较便捷的检测蛋白互作发生的时间、位置和强弱，但表达量过高会引起非特异性（严晶和霍克

克，2006）。Y2H 操作简单方便，但仅适用于能转运到细胞核内的蛋白质且假阳性较高（Braun et al.，

2013），正如本研究中筛选了 98 个单克隆，经测序分析包含 17 个插入片段，但经回转验证后仅确定

了 1个互作蛋白。利用Y2H进行蛋白筛选对新基因发掘及蛋白互作调控网络研究至关重要（Heyninck 

et al.，2004），而高质量均一化酵母 cDNA 文库的构建是互作蛋白筛选的基础，其质量优劣可从库

容量、冗余率和插入片段大小等方面来衡量（李晨 等，2010）。本研究中获得的原始文库的库容分

别为 1.7 × 106 、1.3 × 106 和 1.9 × 106 cfu · mL-1，表明文库具有较高的完整性，对随机挑取的 24 个

单克隆进行 PCR 检测也表明，插入片段均大于 500 bp，重组率为 100%，表明该文库为高质量的均

一化文库。 

在已报道的 CBL-CIPK 信号通路中，一种 CBL 可能与多种 CIPK 相互作用，或者几种 CBL 和

一个 CIPK 相互作用，从而形成不同的复合体参与多种逆境胁迫响应，这一过程中涉及多种靶向相

关胁迫蛋白互作共同参与逆境应答调控（Kim et al.，2000）。本课题组的研究表明，山葡萄中的 19

个 CIPK 基因，除 VaCIPK8 和 VaCIPK14 外，其余 17 个 CIPK 均与 VaCBL01 物理互作（申威 等，

2019），表明 CBL-CIPK 信号网络在葡萄属植物中也具有保守性。然而，在葡萄属植物中参与

CBL-CIPK 网络的其他互作组分的报道较少。 

本研究中以课题组前期从山葡萄中鉴定的一个受低温诱导表达、具有核质定位的 VaCIPK18 为

诱饵，筛选出 17 个候选蛋白；选取并克隆了 7 个与非生物胁迫相关的候选互作蛋白并进行回复验证，

但仅 VaPYL9 与 VaCIPK18 共转酵母后显示有互作关系。为了进一步确定其互作区段，分别进行了

酵母双杂和双分子荧光互补互作验证试验，结果显示在酵母中 VaPYL9 与 VaCIPK18 和 VaCIPK18△

NAF 结构域互作，而在植物体内 VaPYL9 与 VaCIPK18△S_TKc和 VaCIPK18△NAF互作而不与 VaCIPK18

互作。类似现象也在 CIPK26 与 RBOHF 互作关系研究时发现。CIPK26 在酵母中与 RBOHF 的 N 末

端两个 Ca2+结合 EF 手基序结构域互作，而在植物细胞中与 RBOHF 全长互作，从而推测可能是由

于强烈的过度表达会导致蛋白质的错误定位所致，在植物体内的研究也发现在荧光可检测范围内蛋

白荧光在相当低的表达水平也具有相同的定位模式（Drerup et al.，2013）。也有研究指出，BiFC 受

蛋白质表达水平、折叠效率和两者的空间等因素的影响较大，而 Y2H 能够检测到短暂、较弱的相互

作用（Xing et al.，2016）。后续仍需通过免疫共沉淀，GST 融合蛋白沉降技术等方法进一步确定其

互作关系。 

CIPK 的 C 端 NAF 结构域可以与 CIPK 激酶区域结合对激酶活性起到抑制作用，当 NAF 结构域

与 CBL 互作时可解除这种自抑制作用（Albrecht et al.，2001）。邻近 NAF 结构域的 PPI（protein 

phosphatase interaction）结构域能介导 CIPK 与 2C 型蛋白磷酸酶 PP2C（protein phosphatases 2C）特

异结合（Weinl & Kudla，2009），表明激酶与磷酸酶通过拮抗作用调控靶蛋白的活性。为了验证 NAF

结构域是否也影响 VaCIPK18 与下游基因互作，进行了酵母双杂交试验，结果表明在缺失 NAF 结构

域时，VaCIPK18 与 VaPYL9 有互作关系，说明 NAF 结构域不影响 VaCIPK18 与 VaPYL9 互作，但

在缺失 S_TKc 结构域时，VaCIPK18 与 VaPYL9 不互作，表明包含 S_TKc 的 N 末端是其互作关系



郑巧玲，申  威，姚文孔，徐伟荣. 
山葡萄低温诱导酵母双杂三框 cDNA 文库构建和 VaCIPK18 互作蛋白筛选鉴定. 
园艺学报，2020，47 (12)：2301–2316.                                                                                    2313 

 

的关键区域，同时也证明了用不同的缺失结构域筛选互作蛋白的必要性。 

ABA 信号转导是生物和非生物应激反应的交叉点（Lee & Luan，2012）。研究表明，ABA 信号

分子受体过表达可增强作物的生物和非生物胁迫耐受性（Dalal & Chinnusamy，2015）。如源于中国

野生抗旱燕山葡萄（Vitis yeshanensis）ABA 受体蛋白 PYR/PYL/RCAR 家族基因 VyPYL9，在拟南芥

中过表达增强了种子发芽和初生根生长过程中对 ABA 的敏感性，并通过 ABA 信号通路参与葡萄对

干旱胁迫的反应（Liu et al.，2019）。在拟南芥中，过表达 RCAR5 /PYL11 可延迟种子萌发，并分别

通过 ABA 依赖性和 ABA 非依赖性途径诱导种子气孔关闭来响应冷胁迫（Lim & Lee，2019）；RCAR12

和 RCAR13 过表达可诱导冷响应基因 CBFs 表达，从而增强拟南芥的冷胁迫耐受性（Zhang et al.，

2019）。在水稻（Oryza sativa）中，OsPYL10 过表达改善了粳稻的干旱和寒冷胁迫耐受性（Verma et 

al.，2019）。目前尚无葡萄 PYR/PYL/RCAR 家族基因响应冷胁迫的报道。基于上述研究报道，推测

VaPYL9 可能参与低温胁迫响应。本研究结果也表明 VaCIPK18 与 VaPYL9 存在互作关系，但目前为

止尚无葡萄 PYL 与 CIPK 互作的直接证据，推测山葡萄 VaCIPK-VaPYL9 互作模块可能参与冷胁迫

并通过 ABA 依赖性和 ABA 非依赖性途径发挥作用。 

本研究中为进一步探究 CBL-CIPK 信号通路与 ABA 信号通路之间的“交叉”提供了新思路。

后续研究将对 VaCIPK18 与 VaPYL9 互作关系进一步验证，并深入研究其互作参与冷胁迫通路的调

控机制。 
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