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百脉根离子通道蛋白 Pollux 与
翻译延伸因子 EF1A 的相互作用
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摘要 利用酵母双杂交技术,以百脉根离子通道蛋白Pollux胞内结构域为诱饵,从百脉根 AD-cDNA文库

中筛选到与Pollux相互作用的多个阳性克隆,经DNA序列测定及NCBI数据库BLAST分析,其中有6个阳性

克隆编码翻译延伸因子EF1A。进一步在大肠杆菌中表达与纯化Pollux和EF1A融合蛋白,通过Pull-down及

Western杂交证实Pollux胞内结构域与EF1A的C-末端相互作用。
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  百脉根(Lotusjaponicus)是研究根瘤菌与豆科

植物间相互作用的一种模式植物。自2002年以来,
在模式豆科植物百脉根和苜蓿中发现了与根瘤菌结

瘤因子的信号识别、传递及调控根瘤产生的基因,并
建立了根瘤菌和菌根真菌(AM)的共生信号转导途

径的 模 型[1-3]。 在 共 生 信 号 转 导 途 径 中,百 脉 根

Pollux与Castor编码一对同源性较高的离子通道

蛋白,它们突变会导致有根瘤菌存在下却不能结瘤,
其生理生化表型为缺乏由根瘤菌引起的钙离子振荡

(calciumspiking)[4]。进一步的研究结果表明,Pol-
lux与Castor定位在核膜上并形成异源蛋白复合物

而调控核膜周围的离子浓度和电位[5],同时,2个基

因突变也导致AM真菌不能感染,表明它们是内共

生体形成的关键基因[6]。酵母双杂交技术对研究蛋

白质间相互作用具有突出优势,笔者所在研究室运

用该技术鉴定出与Castor相互作用的蛋白,包括钙

调素结合的翻译延伸因子(CaMbindingtranslation
elongationfactor)[7];共 生 信 号 途 径 关 键 基 因

NSP1和NSP2的转录激活和相互作用机制也通

过该技术得以确证[8-9]。本研究以Pollux胞内结构

域为诱饵,分离与其相互作用的EF1A类型的翻译

延伸因子,为深入研究这类离子通道蛋白在豆科植物

共生信号转导过程中的功能和作用机制奠定基础。

1 材料与方法

1.1 菌株与质粒

百脉根LotusjaponicusMG20亚种,酵母菌株

AH109、Y187,大肠杆菌 DH5α、表达菌株 BL21-
RIL,酵母质粒pGBKT7、pGADT7等为华中农业大

学农业微生物学国家重点实验室保存;根瘤菌 Me-
sorhizobiumlotiMAF303099[10]由中国科学院华南

植物园吴国江研究员馈赠。
1.2 主要试剂

限制性核酸内切酶 NdeⅠ、EcoRⅠ等、RT-Kit
等购 自 TaKaRa公 司;Trizol(invitrogen)、X-gal
(sigma)等购自武汉天源生物技术公司;His标签蛋

白抗体为笔者所在实验室制备;PCR引物合成、克
隆子测序服务由北京奥科生物技术公司提供。
1.3 百脉根总 mRNA 的提取

百脉根种子处理详见文献[11]。种子经过表面

消毒后,暗培养4~5d,移栽至经漂洗和高温处理的

沙与蛭石混合的基质中,光照/黑暗(16h/8h),22℃
培养,至真叶长出,接种根瘤菌。提取接种5~8d的

RNA。RNA提取采用Trizol(invitrogen)方法提取。
1.4 RT-PCR 及诱饵质粒的构建

根据NCBI上Pollux序列,合成引物。上游引
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物 含 Nde Ⅰ 位 点 (下 划 线):5′-GGAATTC
CATATGGGTGGTAGCCTTGCTGA-3′;下 游 引

物含 EcoRⅠ 位 点 (下 划 线):5′-GG GAATTC
TCAATCGCCTGAAGCAATTAC-3′。通 过 RT-
PCR,扩 增 得 到 Pollux 膜 内 编 码 区 段 Pollux-C
(312~917aa)。回 收 扩 增 到 的 片 段,连 接 进 入

pMD18-T(简称T)载体。NdeⅠ/EcoRⅠ同时分别

酶切 T-Pollux-C和pGBKT7。回收片段,进行连

接反 应。转 化3.5μL 连 接 体 系 进 入 大 肠 杆 菌

DH5α感受态细胞,限制性酶切和测序鉴定融合正

确的转化子。
1.5 酵母双杂文库的筛选

参照酵母双杂交操作手册(Clontech,PT3024-
1)进行:鉴定正确的诱饵融合质粒BD-Pollux-C,转
化进入酵母Y187感受态细胞,检验没有自激活活

性后,与酵母文库菌进行杂交,28℃低速振荡培养

24h,收集菌体,涂布在选择性培养基SD/-Trp/-
Leu/(简称:SD/-TL)和SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade
(简称:SD/-TLHA)的平板上,培养5~8d。挑取

前5d内生长旺盛的克隆子,在SD/-TLHA+80

μg/mLXgal的平板上划线或点样;提取在SD/-
TLHA+Xgal的平板上显蓝的酵母质粒,回转验

证。PCR检测筛选到文库质粒插入cDNA 片段大

小及一致性。PCR检测用到的上游引物为5′-CTA
TTCGATGATGAAGATACCCCACCAAAC
CC-3′;下游引物为,5′-GTGAACTTGCGGGGT
TTTTCAGTATCTACGATT-3′。测序、回转

验证与PCR片段大小较为一致的克隆子,NCBI网

站Blast,确定阳性克隆。
1.6 Western blotting 印迹转移

分别将EF1A (2个片段简称ED219,ED267)
和 Pollux-C 融 合 到 pET28a 或 pGEX-6p1载 体

EcoRⅠ/NotⅠ位点,重组子转入表达菌株BL21-
RIL,IPTG诱导表达目的蛋白。通过 Ni-琼脂糖凝

胶与 GST-琼 脂 糖 凝 胶 分 离 纯 化 目 的 蛋 白[12]。

Westernblotting方法参照文献[12-13]。相互作用

体系经电泳转入 NC (硝酸纤维素膜)膜上,用含

5%脱脂牛奶的1×TBS-T封闭过夜,1×TBS-T漂

洗完毕,加入His标签融合蛋白免疫试验大白兔产

生的一抗(稀释400倍),孵育2h;经1×TBS-T漂

洗3~5次后,室温将NC膜转入含有1%脱脂牛奶

和适当稀释度二抗的TBS-T溶液中,孵育1h;1×
TBS-T漂洗2次,1×TBS漂洗3次,加入化学发光

检测试剂,化学发光成像仪检测目的信号带。

2 结果与分析

2.1 Pollux 胞内结构域诱饵质粒的构建

离子通道蛋白Pollux由917个氨基酸所组成,
含有4个跨膜结构域(TM:transmembine)和1个

RCK(regulatetheconductanceofK+)结构域,胞
膜内C-末端含有606个氨基酸,其编码的cDNA为

1.821kb(图1A)。根据 NCBI上 Pollux 序列,设
计引物并利用RT-PCT从百脉根中扩增到1.8kb
cDNA片段,首先连接到T-载体上,经序列测定后,
将1.8kb片段克隆到酵母双杂诱饵质粒pGBKT7
的NdeⅠ/EcoRⅠ位点上。然后转化大肠杆菌并酶

切来源于转化子中的质粒。鉴定结果表明,重组质

粒pGBKT7-Pollux-C 和 重 组 T-Pollux-C 都 含 有

1.8kb的DNA片段(图1-B),进一步测序验证pG-
BKT7-Pollux-C融合正确。

 A:Pollux蛋白结构域与1.821kbcDNA编码C-端606个氨基

酸(312-917)示 意 图 Schematicrepresentationoffunctionaldo-
mainsinPolluxandC-terminal606aminoacidresidues(312-917)

wasencodedby1.821kbcDNA;B:NdeⅠ/EcoRⅠ酶切融合质粒

FusionplasmidDNAdigestedwithNdeⅠ/EcoRⅠ;1:1kbDNA
指示标记1kbDNAladdermarker;2:NdeⅠ/EcoRⅠ酶切pG-
BKT7-Pollux-CdigestedwithNdeⅠ/EcoRⅠpGBKT7-Pollux-C;

3:NdeⅠ/EcoRⅠ 酶 切 T-Pollux-C T-Pollux-C digested with

NdeⅠ/EcoRⅠ.

图1 诱饵质粒pGBKT7-Pollux-C的鉴定

Fig.1 Constructionandidentificationofbait

plasmidpGBKT7-Pollux-C
2.2 酵母阳性克隆子的分离和鉴定

将重组诱饵质粒pGBKT7-Pollux-C转化到酵

母菌株Y187中,并与含百脉根cDNA文库的酵母

菌株 AH109进行杂交。在SD/-TLHA培养基上

筛选杂交子,挑取5~8d内生长良好的14个阳性

菌落划线接种到含X-gal的SD/-TLHA平板上进

行验证,并提取靶质粒(pGADT7-cDNA)进行PCR
检测。结果表明:在SD/-TLHA +X-gal平板上划

线的阳 性 克 隆 除3号、12号 外,其 他 可 以 显 蓝

(图2-A);从14个靶质粒中有8个扩增出DNA片
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段,其中2、4、5、9、11、12号片段大小在1.5kb左右

(图2-B)。

DNA序列测定和 NCBI数据库BLAST分析

表明,其中6个阳性克隆的DNA片段都编码翻译

延伸因子1A (EF1A:translationelongationfactor
1A)。

 A:在SD/-TLHA+X-gal培养基上阳性酵母克隆(No.1-14);CK+:阳性对照(pGBKT7-p53/pGADT7-SV40);CK-:阴性对照

(pGBKT7-lam/pGADT7-SV40)Positiveyeastclones(No.1-14)growonSD/-TLHA+X-galplate;CK+:Positivecontrol(pGBKT7-

p53/pGADT7-SV40);CK-:Negativecontrol(pGBKT7-lam/pGADT7-SV40);B:阳性酵母克隆(No.1-14)中抽提质粒进行PCR扩

增;M:1kbDNA标记Plasmidsisolatedfrompositiveyeastcolonies(No.1-14)wereamplifiedwithPCR;M:1kbDNAladdermarker.

图2 酵母阳性克隆的分离和鉴定

Fig.2 Isolationandidentificationofpositiveyeastclones

2.3 酵母双杂交验证 Pollux-C 与 EF1A 蛋白相互

作用

  百脉根基因组数据库Blast分析显示百脉根

EF1A全长cDNA编码447个氨基酸,本研究分离

的阳性克隆子cDNA片段长度不同,其中2号编码

第219~447氨基酸(命名为ED219),9号编码第

267~447氨基酸(命名为ED267),见图3-A。为了

进一步验证Pollux与EF1A间的相互作用,分别将

ED219和ED267重新转化到酵母AH109中,与含

诱饵质粒的 Y187进行杂交并在选择培养基上验

证。结果表明:2个克隆都能够在SD/-TLHA选择

性培养基上生长(图3-B),说明Pollux-C与EF1A-
C具有蛋白间的相互作用。

 A:EF1A与截短片段(ED219andED267)结构示意图 Sche-
maticrepresentationoftheEF1Aanddeletionmutants(ED219
andED267);B:Pollux-C分别与ED219和 ED267进行酵母双杂

交Pollux-CinteractionwithED219andED267inyeast.1:阳性对

照(pGBKT7-p53/pGADT7-SV40)Positivecontrol (pGBKT7-

p53/pGADT7-SV40);2:阴性对照(pGBKT7-Lam/pGADT7-SV40)

Negativecontrol(pGBKT7-Lam/pGADT7-SV40);3:pGBKT7-Pol-
lux-C/pGADT7-ED219;4:pGBKT7-Pollux-C/pGADT7-ED267.
图3 酵母双杂交验证Pollux-C与EF1A蛋白相互作用

Fig.3 ReconfirmationofPollux-CinteractedwithEF1AbyYTH

2.4 Pollux-C 融合蛋白及 EF1A 融合蛋白的表达和

纯化

  将Pollux-CDNA片段克隆到pGEX-6p1质粒

上,构建GST-Pollux-C融合表达载体;分别将全长

EF1AcDNA、截短的ED219和ED267cDNA片段

克隆到pET28a质粒上,构建His融合表达载体,并
分别转化大肠杆菌BL21-RIL菌株。经IPTG诱导

后,融合蛋白 His-EF1A、His-ED219和 His-ED267
都得到表达,其分子质量分别为56、31和26ku。所

表达的蛋白大约一半存在于上清液中,另一部分则

以包涵体形式存在于沉淀中(图4-A),融合蛋白

GST-Pollux-C1(72ku)和GST-Pollux-C2(95ku)则
主要存在于上清液中,呈可溶性蛋白(图4-B)。同

时,通过Ni-His柱和GST-柱分别纯化带标签的融

合蛋白。
2.5 体外 Pollux-C 与 EF1A 蛋白相互作用的鉴定

为了在体外证实2个蛋白间的相互作用,将分

离纯化GST-Pollux-C1融合蛋白绑定在GTS-柱上,
分别与纯化的融合蛋白 His-ED267和 His-ED219
混合,经多次洗涤去掉杂蛋白后,进行SDS-PAGE
电泳 分 离,并 利 用 抗 His-tag抗 体 进 行 Western
blotting检测。结果表明:柱上的GST-Pollux-C1蛋
白能特异结合游离的 His-ED267(图5-4)和 His-
ED219融合蛋白(图5-8),而绑定在 GST-柱上的

GST蛋 白 则 不 能 与 His-ED267(图5-2)和 His-
ED219融合蛋白(图5-6)相互作用;仅 GST-柱与

His-ED267(图5-1)和His-ED219融合蛋白(图5-5)
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 A:His-EF1A/ED219/ED267蛋白表达 His-EF1A/ED219/ED267protein;M:蛋白标记Proteinmarker;1:沉淀中 His-ED267蛋白

His-ED267proteininsediment;2:上清中 His-ED267蛋白 His-ED267proteininsupernatant;3:沉淀中 His-ED219蛋白 His-ED219

proteininsediment;4:上清中His-ED219蛋白His-ED219proteininsupernatant;5:沉淀中His-EF1A蛋白His-EF1Aproteininsedi-
ment;6:上清中His-EF1A蛋白His-EF1Aproteininsupernatant;B:GST-Pollux-C1-2蛋白表达GST-Pollux-C1-2protein;M:蛋白标记

Proteinmarker;1:沉淀中GST-Pollux-C1蛋白GST-Pollux-C1proteininsediment;2:上清中GST-Pollux-C1蛋白GST-Pollux-C1protein

insupernatant;3:沉淀中GST-Pollux-C2蛋白GST-Pollux-C2insediment;4:上清中GST-Pollux-C2蛋白GST-Pollux-C2insupernatant.

图4 融合蛋白的表达(SDS-PAGE)

Fig.4 Expressionoffusionproteins(SDS-PAGE)

 M:蛋白质标记Proteinmarker;1:GST-beads结合 His-ED267
蛋白GST-beadsplusHis-ED267protein;2:GST-beads-GST结合

His-ED267蛋白GST-beads-GSTplusHis-ED267protein;3:His-

ED267蛋白 His-ED267protein;4:GST-beads-GST-Pollux-C1结

合 His-ED267 蛋 白 GST-beads-GST-Pollux-C1plus His-ED267

protein;5:GST-beads结合 His-ED219蛋白GST-beadsplusHis-

ED219protein;6:GST-beads-GST 结 合 His-ED219蛋 白 GST-

beads-GSTplus His-ED219protein;7:His-ED219 蛋 白 His-

ED219protein;8:GST-beads-GST-Pollux-C1结合 His-ED219蛋

白GST-beads-GST-Pollux-C1plusHis-ED219protein.

 白色箭头指示的是GST-Pollux-C1蛋白;A显示的是用考马斯

亮蓝R250染色的SDS-PAGE蛋白胶图;B显示的是同样的蛋白

胶利用抗 His标签的抗体进行免疫杂交的结果。Whitearrows

indicatedGST-Pollux-C1 protein.A showsSDS-PAGEstained

withCoomassieBrilliantBlueR250;Bshowsasimilargelused

forimmunoblotbyanti-His-tagantibody.

图5 SDS-PAGE电泳及 Western-blotting检测

Fig.5 SDS-PAGEelectrophoresisandWestern-blotting
有非特异性结合,但信号明显弱于特异相互作用和

阳性对照(图5-3,7)。

3 讨 论

翻译延伸因子EF1A在GTP酶作用下催化氨

酰-tRNA转位到核糖体,参与蛋白质合成。已有研

究表明,EF1A是一种多功能的蛋白,参与应激信号

转导、细胞骨架调节等[14]。如:嗜肺性军团病杆菌

通过葡萄糖转移酶抑制寄主EF1A活性,引起军团

菌肺炎(legionnaires'disease)[15];在胰腺肿瘤中,翻
译延伸因子呈高量表达,抑制细胞凋亡[16];EF1A
与富含亮氨酸的激酶2(LRRK2:leucine-richrepeat
kinase2)相互作用,削弱激酶活性同时抑制其与微

管结合等[17]。在豆科植物百脉根中,Pollux与Cas-
tor两个离子通道蛋白具有相同的结构特点,都是共

生信号转导的关键调控蛋白,但二者的调控机制有

待于进一步研究。本研究利用体内体外蛋白质相互

作用的方法,证实了离子通道蛋白Pollux的胞膜内

结构域与EF1A的C-末端相互作用。尽管未涉及

到其生物学功能,其研究结果可为深入研究Pollux
调节EF1A的生化机制和揭示豆科植物共生信号的

调控作用奠定基础。
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InteractionbetweenionchannelproteinPolluxandelongation
factor1AoftranslationinLotusjaponicus

DAIGuang-zhong YUANZhao-dong GOUHong-lan
FANGQing ZHUHui ZHANGZhong-ming

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology/CollegeofLifeScience& Technology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract UsingionchannelproteinPollux-CcontainingRCKdomainasabait,14yeastcolonies
werescreenedfromLotusjaponicus AD-cDNAlibrarywithyeasttwo-hybridtechnique.Sixpositive
cloneswerefoundtoencodeelongationfactor1A (EF1A)oftranslationthroughDNAsequencingand
BLASTagainstNCBIdatabase.ThefusiontagproteinofPollux-CandEF1AexpressedinE.coliwere
purified.Theintra-cellulardomainofPolluxinteractedwiththeC-terminusofEF1Awasverifiedby
pull-downandwesternblottinginvitro.Theresultsmightlayafoundationforfurtherresearchesonthe
regulatingmechanismandbiologicalfunctionofEF1Ainsymbiosissignalinginlegume.

Keywords Lotusjaponicus;ionchannelprotein;yeasttwo-hybrid;EF1A
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