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拟南芥酵母双杂交文库构建及ADPG1互作蛋白筛选
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摘要      纤维素酶、半纤维素酶和果胶酶在植物果实发育和成熟过程中起着重要的作用。拟

南芥开裂区多聚半乳糖醛酸酶1(ARABIDOPSIS DEHISCENCE ZONE POLYGALACTURONASE 
1, ADPG1)是拟南芥角果开裂所必需的果胶酶, ADPG1在木质部的异位表达可以诱导拟南芥ccr1突
变体病程相关(pathogenesis-related, PR)基因的表达。但ADPG1是如何促进ccr1释放激发子并诱导

病害防御基因表达的尚不清楚。通过筛选其互作的蛋白, 可进一步探究ADPG1参与ccr1突变体激

发子释放和诱导防御基因PR1表达的作用机制。该文以拟南芥野生型和突变体ccr1为材料, 通过提

取总RNA, 分离mRNA, 合成双链cDNA, 依次构建酵母双杂交初级和次级文库, 构建诱饵载体pGB-
KT7-AtADPG1, 进行自激活检测, 与构建的次级文库共转化酵母感受态细胞, 筛选到1个与ADPG1
相互作用的候选蛋白AtGRP5, 为进一步研究其参与植物诱导防御反应过程奠定了基础。
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Abstract       Cellulase, hemicellulase and pectinase play critical roles in the fruit development and ripening. 
ADPG1 (ARABIDOPSIS DEHISCENCE ZONE POLYGALACTURONASE 1) is an essential pectinase for silique 
dehiscence. In addition, the ectopic expression of ADPG1 in xylem can induce the expression of PR (pathogenesis-
related) gene in Arabidopsis ccr1 mutant. However, the mechanism of how ADPG1 promotes the release of elicitors 
in ccr1 mutant and induces the expression of defense-related gene is still unclear. To explore the role of ADPG1 in-
volving in the release of elicitors and the induction of defense gene PR1 in ccr1 mutants, the interacting proteins with 
ADPG1 were screened. In this paper, the authors extracted the total RNA from wild-type and ccr1 Arabidopsis. Then, 
the extracted RNA was used to isolate mRNA and synthesize double-stranded cDNA. The primary and secondary li-
braries of yeast two-hybrid were constructed successively. The bait vector pGBKT7-AtADPG1 was constructed and 
tested for its self-activation. The pGBKT7- AtADPG1 was co-transformed into yeast competent cells with the second-
ary library, and a candidate protein named AtGRP5 that interacting with ADPG1 was identified. This study provided a 
basis for further study on the involvement of ADPG1 in plant defense response. 
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多聚半乳糖醛酸酶(polygalacturonases, PGs)是
一类广泛存在于植物界中的果胶水解酶, 因其具有

降解果胶的特性, 在多种植物, 如烟草[1]、苜蓿[2]、

芒果[3]、百合[4]、苹果[5-6]、番茄[7-9]、大豆[10]、辣

椒[11]、草莓[12-13]中均有研究。PGs作用于果胶降解

的最后一步, 切割果胶主链并释放低聚半乳糖醛酸

(oligogalacturonides, OGs)[14-15]。根据PGs水解方式

和作用底物的不同, 可将其分为三种类型, 内切多聚

半乳糖醛酸酶(endo-PGs)、外切多聚半乳糖醛酸酶

(exo-PGs)和鼠李糖多聚半乳糖醛酸酶(rhamno-PGs, 
RGs)[16-17]。PGs参与的果胶的降解不仅涉及到了植

物器官的扩增、分离和开裂等过程, 还可以使细胞

壁结构解体, 导致果实软化[18-19]。

开裂区多聚半乳糖醛酸酶 1(ARABIDOPSIS 
DEHISCENCE ZONE POLYGALACTURONASE 1, 
ADPG1)是拟南芥中的一种果胶裂解酶, 归类为PGs
糖苷水解酶家族28[20-21], 其水解类型为endo-PGs, 主
要参与了角果和花药的开裂、脱落过程中的细胞

壁修饰和果胶分解等过程, 其功能缺失突变会导致

结实减少、果实不裂和花粉脱落减少[22]。ADPG1
的表达集中于花药和成熟角果的裂开区(dehiscence 
zone, DZ)[23-24]。对ADPG1进行表达模式分析发现, 
ADPG1首先在角果受精的雌蕊中被检测到, 且其表

达量随着角果发育的过程逐渐增加; 除此之外, 在
开花前的花药中和种子脱落区也有表达[22]。在拟

南芥中, 有1个和ADPG1高度同源的ADPG2基因。

ADPG1和ADPG2已被证明是拟南芥角果开裂所必

需的果胶酶[25], 两者在造成果荚破裂和种子脱落方

面存在部分功能冗余[26]。

除了影响细胞的果胶降解外, AtADPG1还涉及

到植物的防御反应。植物细胞壁是植物细胞抵抗外

界病原体入侵的第一道防线, 其主要由纤维素、半

纤维素、木质素和果胶等组成。对这些成分如木质

素进行修饰, 会改变细胞壁的结构及完整性, 从而释

放果胶衍生的损伤相关分子模式(damage-associated 
molecular pattern, DAMP)信号, 进而诱导植物防御

基因的表达[27]。最新研究表明, AtADPG1在木质素

含量降低的茎中参与潜在防御信号的释放[28]。在

野生型拟南芥的茎中ADPG1并不表达, 但在木质素

含量降低的HCT-RNAi和ccr1突变体的茎中, 检测到

ADPG1的大量表达, 这在HCT-RNAi和ccr1突变体诱

导PR基因表达的过程中起到了不可或缺的作用, 因

此, 植物中PR基因的表达和细胞壁DAMP激发子的释

放与ADPG1在木质部异位表达密切相关[29-31]。

ADPG1作为一个编码果胶裂解酶的基因在花

药和角果开裂时以及改性木质素植物茎中表达, 这
也突出了果胶和木质素在细胞壁完整性中的重要

性, 研究ADPG1蛋白的互作蛋白及其作用机制, 有
助于解释果胶和木质素在构成植物细胞壁防御网络

中的作用。本研究通过构建ADPG1高表达的拟南

芥酵母核文库, 利用酵母双杂交的方法筛选其互作

蛋白, 为解析ADPG1参与细胞壁重塑并诱导防御反

应过程奠定基础。

1   材料和方法
1.1   实验材料与试剂

拟南芥 (Arabidopsis thaliana)野生型为Col-0(Co-
lumbia)生态型 , 拟南芥突变体 ccr1(SALK_123689); 
pGADT7和pGBKT7载体质粒来自本实验室; Clone-
Miner™ II cDNA文库构建试剂盒购自Invitrogen公
司; Oligotex mRNA Midi Kit购自QIAGEN公司; 大
肠杆菌DH5α菌株、反转录试剂盒购自北京全式金

生物技术有限公司; 限制性核酸内切酶购自NEB公
司; 高保真Pfu-DNA聚合酶、多糖多酚植物基因组

DNA提取试剂盒、质粒小提试剂盒、琼脂糖凝胶

DNA回收试剂盒、单片段重组克隆试剂盒均购自天

根生化科技(北京)有限公司; X-α-gal、酵母转化试

剂盒购自上海欧易生物医学科技有限公司; 卡那霉

素(Kan)、氨苄青霉素(Amp)、Trizol试剂、50× TAE
试剂购自北京索莱宝科技有限公司; DL2000 DNA 
Marker购自北京艾德莱生物科技有限公司; 引物合

成、DNA测序由北京擎科生物科技有限公司完成。

1.2   文库的构建

1.2.1   RNA的提取和mRNA的分离      根据ADPG1
在拟南芥不同组织中的表达情况[28], 收集温室生长

4周的野生型拟南芥开花前期、开花期的花及ccr1
突变体的茎及开花期前后的花。用Trizol法提取混

合材料的总RNA, 按照Oligotex mRNA Midi Kit说
明书进行mRNA的分离和纯化, 从中取出10 mL左
右, 用1%琼脂糖凝胶电泳检测, 进行质量评估, 以用

于后续文库建立。

1.2.2   初级文库 (Uncut型 )的构建      参照Clone-
Miner文库构建试剂盒的说明书, 将分离纯化后的

mRNA进行反转录, 依次合成cDNA第一条链和第二
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条链, 将cDNA与三框attB1重组接头连接后对cDNA
进行分级分离及收集, 将收集后的cDNA和pDONR222
载体进行BP重组反应, 产物通过电转化的方法转化

大肠杆菌DH10B感受态细胞。取转化后细菌原液

10 μL, 稀释100倍后, 从中取出50 μL, 再均匀涂布在

LB平板上(含相应抗性Kan), 第2天对平板计数, 进行

库容量鉴定。随机挑取平板上的24个克隆进行菌落

PCR鉴定, 上游引物为M13-F, 下游引物为M13-R(表
1), 反应产物用1%琼脂糖凝胶电泳检测。每毫升文

库库容量(CFU/mL)=平板上的克隆数/50 μL×100倍
×1×103(μL)。文库总库容量 (CFU)=CFU(mL)×文库

菌液总体积(mL); 重组率%=重组成功数量/克隆总数

×100%。

1.2.3   次级文库的构建      检验合格的Uncut文库用

肉汤培养基30 °C过夜振荡培养, 抽提质粒, 测D值并

电泳检测, 质粒与pGADT7-DEST进行LR重组反应, 
电转化大肠杆菌DH10B感受态细胞, 即为次级文库。

对次级文库库容量、重组率和插入片段长度鉴定。

菌落PCR鉴定时上游引物为pGADT7-DEST-F, 下游

引物为pGADT7-DEST-R。从菌液中提取质粒用于

后续酵母双杂交。

1.3   拟南芥ADPG1诱饵载体的构建、毒性和自

激活检测

从TAIR网站上下载拟南芥ADPG1基因序列, 去
掉ADPG1的N-端信号肽序列。以拟南芥突变体ccr1
茎的cDNA为模板, 选择EcoR I和BamH I这2个酶切

位点, 设计同源重组特异性引物: 上游引物为AD-
PG1-F, 下游引物为ADPG1-R, 用高保真酶进行PCR
反应, 扩增ADPG1序列, 回收PCR产物后, 与双酶

切后的pGBKT7载体同源重组连接, 转化大肠杆菌, 
筛选阳性克隆, DNA测序, 获得诱饵载体pGBKT7-
AtADPG1。

挑取酵母Gold菌种划线于YPDA平板上, 按照

步骤制备酵母Y2H感受态细胞, 以质粒pGBKT7-
Lam/pGADT7-T为阴性对照、质粒 pGBKT7-53/
pGADT7-T为阳性对照、质粒pGBKT7为空载对照、

pGBKT7-ADPG1/pGADT7为自激活检测组进行共转

化, 四组均涂布于SD/-Leu/-Trp/X-α-gal(DDO/X)上, 自
激活组另涂布在SD/-Leu/-Trp/-His/X-α-gal(TDO/X)和
SD/-Leu/-Trp/-His/-Ade/X-α-gal/AbA(QDO/X/A)培
养基上, 30 °C恒温培养箱中倒置培养3~4天, 观察结

果。

1.4   酵母双杂交文库筛选

制备新鲜的酵母感受态细胞, 将10 μg pGADT7
文库质粒与5 μg pGBKT7-AtADPG1共转化, 先涂布

于SD/-Trp/-Leu/X-α-Gal/AbA固体培养基, 单克隆长

至大小1~2 mm, 初筛完成, 挑选平板上的蓝色克隆

再次转移到二次筛选培养基SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade/
X-α-Gal/AbA平板上。30 °C培养3~5天, 菌落生长至

2~3 mm, 挑取阳性克隆, 并从中提取酵母质粒, 进行

一对一验证。

2   结果与分析
2.1   总RNA的提取及mRNA的分离

采用Trizol法提取拟南芥野生型和ccr1突变体

特定时期的混合样品RNA, 经琼脂糖凝胶电泳后, 
28s和18s rRNA亮度和宽度约呈现2:1的比例, 条带

清晰, 无拖尾现象, 说明RNA提取质量较好(图1A)。
总RNA经分离和纯化后获得mRNA, 琼脂糖凝胶

电泳检测结果显示分离的mRNA呈弥散性分布, 条
带范围分布广, 长度分布在750~2 200 bp(图1B), 拖
带最亮部分位于1 000~2 000 bp。表明分离纯化的

mRNA质量良好, 利用纯化的mRNA获得双链cDNA, 
进行分级分离并收集, 作为建库起始样品。

表1   本实验所用到的引物序列

Table 1   Primer sequences used in this experiment
引物名称 
Primer name

引物序列(5ʹ→3ʹ) 
Primer sequence (5ʹ→3ʹ) 

M13-F GTA AAA CGA CGG CCA G

M13-R CAG GAA ACA GCT ATG AC

pGADT7-DEST-F TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC GAG CGC CGC CAT G

pGADT7-DEST-R GTG AAC TTG CGG GGT TTT TCA GTA TCT ACG ATT

ADPG1-F CGG AAT TCT TGA GTA GCA ACG TTG ATG ATG GAT

ADPG1-R CGG GAT CCC TTA AGA GCA TTT AGG AGA AAC GGT G
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2.2   初级文库的构建及鉴定

将cDNA与载体pDONR222连接重组后, 转入大

肠杆菌, 将10 μL细菌原液稀释100倍后取50 μL涂布

于LB平板(含Kan)上, 次日计数克隆总数约为1 500
个(图2A), 根据公式计算得到初级文库库容量约为

1.20×107 CFU。随机挑取24个克隆进行菌落PCR鉴定, 
琼脂糖凝胶电泳检测结果(图2B)显示, 存在1个空载, 
重组率为96%, 片段之间大小差异明显, 分布在1 000~ 
2 000 bp, 平均长度大于1 000 bp, 说明文库插入片段

重组率高, 质量较好, 达到初级文库要求, 可用于后

续次级文库的构建。

2.3   次级文库的构建及鉴定

将经验证合格的初级文库菌液30 °C过夜培养, 
进行质粒抽提, 与pGADT7-DEST载体进行LR反应, 重
组产物电转化大肠杆菌DH10B, 得到次级文库菌液。

将10 μL细菌原液稀释100倍后取50 μL, 涂布于LB平

板(含Kan)上, 次日计数克隆总数约为1 300个(图3A), 
根据公式计算得到次级文库库容量约为1.04×107 

CFU。随机挑取24个克隆进行PCR检测, 琼脂糖凝胶

电泳检测结果(图3B)显示, 重组率为100%, 片段大小

不一, 存在明显差异, 说明文库的多态性较好, 条带

基本都大于750 bp, 主要分布在1 000~2 200 bp, 说明

其长片段占比较大, 序列完整性良好。综上所述, 检
测结果表明该文库完整性好、质量高, 可用于后续

文库筛选等试验。

2.4   诱饵载体构建与自激活检测

将切掉信号肽的ADPG1基因扩增后与双酶切

后的pGBKT7用同源重组法连接, 转化大肠杆菌, 挑
阳性克隆测序后, 获得正确质粒。以质粒pGBKT7-
Lam/pGADT7-T、pGBKT7-53/pGADT7-T、pG-
BKT7、pGBKT7-ADPG1/pGADT7分别为阴性对

照、阳性对照、空载对照、自激活检测组共转化到

A: 拟南芥总RNA琼脂糖凝胶电泳, M: DL2000 DNA Marker; 1: 总RNA样品; B: 分离后mRNA琼脂糖凝胶电泳, M: DL2000 DNA Marker; 1: 分离

后的mRNA样品。

A: agarose gel electrophoresis of Arabidopsis total RNA, M: DL2000 DNA Marker; 1: total RNA sample; B: agarose gel electrophoresis of isolated 
mRNA, M: DL2000 DNA Marker; 1: the mRNA sample after separation. 

图1   总RNA的提取及mRNA的分离

Fig.1   Extraction of total RNA and isolation of mRNA

(A) (B)M 1 M

2 000 bp
1 000 bp

500 bp

2 000 bp

1 000 bp
750 bp

250 bp
100 bp

500 bp

1

A: 初级文库库容量鉴定; B: 初级文库重组率鉴定; M: DL2000 DNA Marker; 1~24: 1~24号初级文库克隆菌落PCR扩增产物。

A: capacity determination of primary library; B: identification of primary library recombination rate; M: DL2000 DNA Marker; 1-24: clone colony PCR 
amplification products of primary library 1-24.

图2   初级文库的构建及鉴定

Fig.2   Construction and analysis of primary library

(A) (B) M 2 3 4 5 6 7 8 9 13 14 15 16 17 18 1910 11 12 23 2420 21 221

750 bp
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Y2H酵母感受态细胞中, 四组均涂布于SD/-Leu/-Trp/
X-α-gal(DDO/X)上, 自激活组另涂布在SD/-Leu/-Trp/-
His/X-α-gal(TDO/X)和SD/-Leu/-Trp/-His/-Ade/X-α-gal/
AbA(QDO/X/A)培养基上, 30 °C培养3~4天后, DDO/
X板上四组均有生长, 其中只有阳性对照菌落呈现蓝

色, 其余为白色菌落(图4A~图4D), 说明阳性对照、阴

性对照, 空载对照实验成功, pGBKT7-AtADPG1成功

转入酵母菌株; TDO/X和QDO/X/A板上自激活组均

无生长(图4E和图4F), 说明该诱饵蛋白在Y2H酵母

菌株中无自激活活性, 可进行后续筛选试验。

2.5   ADPG1互作蛋白筛选及验证

将pGBKT7-ADPG1质粒和构建的酵母双杂交

文库质粒共转Y2H酵母感受态细胞, 转化后在SD/-
Leu/-Trp/-His/X-α-Gal平板上稀释 100倍培养 3~5

A: 次级文库库容量鉴定; B: 次级文库重组率鉴定; M: DL2000 DNA Marker; 1~24: 1~24号次级文库克隆菌落PCR扩增产物。

A: capacity determination of secondary library; B: identification of secondary library recombination rate; M: DL2000 DNA Marker; 1-24: clone colony 
PCR amplification products of secondary library 1-24.

图3   次级文库的构建及鉴定

Fig.3   Construction and analysis of secondary library

(A) (B) M 2 3 4 5 6 7 8 9 13 14 15 16 17 18 1910 11 12 23 2420 21 221

750 bp

A: 阳性对照, pGBKT7-53/pGADT7-T, 涂布在DDO/X上; B: 阴性对照, pGBKT7-Lam/pGADT7-T, 涂布在DDO/X上; C: 空载对照, pGBKT7, 涂布

在DDO/X上; D: 自激活实验组, pGBKT7-ADPG1/pGADT7, 涂布在DDO/X上; E: 自激活实验组, pGBKT7-ADPG1/pGADT7, 涂布在TDO/X上; F: 
自激活实验组, pGBKT7-ADPG1/pGADT7, 涂布在QDO/X上。

A: positive control, pGBKT7-53/pGADT7-T, spreads plate of DDO/X; B: negative control, pGBKT7-Lam/pGADT7-T, spreads plate of DDO/X; C: 
empty vector, pGBKT7, spreads plate of DDO/X; D: self-activation test group, pGBKT7-ADPG1/pGADT7, spreads plate of DDO/X; E: self-activation 
test group, pGBKT7-ADPG1/pGADT7, spreads plate of TDO/X; F: self-activation test group, pGBKT7-ADPG1/pGADT7, spreads plate of QDO/X.

图4   诱饵载体自激活检测

Fig.4   Self-activation test of the bait vector 

A B C

D E F
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天, 初筛共获得18个蓝色的酵母克隆(图5A)。挑取

初筛平板上的蓝色阳性克隆转移到SD/-Leu/-Trp/-
His/-Ade/X-α-gal/AbA平板上, 其中有10个蓝色克

隆(图5B)。对10个阳性克隆进行测序, 测序成功后, 
将 10个 pGADT7-互作蛋白与 pGBKT7-ADPG1进
行一对一验证, 转化酵母后在四缺板上培养, 得到

1个阳性克隆, 对其进行梯度稀释(图5C)。
2.6   ADPG1互作的候选蛋白功能分析

对阳性克隆进行基因测序分析, 在TAIR网站进

行BLAST, 比对序列得到1个基因, 名为AtGRP5(表
2)。AtGRP5定位于液泡, 是一种富含甘氨酸的蛋白

质, 过表达AtGRP5的拟南芥花序轴和根均有伸长的

表型, 抑制表达则表型相反, 这表明AtGRP5可能通

过促进细胞伸长参与器官生长过程[32]。

3   讨论与结论
本研究通过收集拟南芥野生型和ccr1突变体中

ADPG1特异表达的组织材料, 提取了总RNA, 构建

了质量合格的酵母核文库。构建诱饵蛋白pGBKT7-
AtADPG1并对其进行毒性和自激活检测, 将酵母文

库质粒与诱饵蛋白质粒共转化酵母感受态细胞, 对
初筛到的蛋白进行一对一验证, 筛选到1个可能与

AtADPG1互相作用的候选蛋白AtGRP5。
植物富含甘氨酸蛋白质(glycine-rich protein, GRP)

A: 初次筛选; B: 二次筛选,“+”表示阳性克隆, “–”表示阴性克隆; C: 候选蛋白一对一验证。

A: initial screening; B: secondary screening, “+” indicates positive clones,“–” indicates negative clones; C: one to one validation of candidate proteins.
图5   AtADPG1互作蛋白的筛选与验证

Fig.5   Screening and verification of AtADPG1 interacting proteins

(A) (B)

(C)

pGADT7-T+pGBKT7-53

×1 ×10−1 ×10−2 ×10−3 ×10−4

pGADT7-T+pGBKT7-Lam

pGADT7-GRP5+pGBKT7-ADPG1

表2   AtGRP5的简介

Table 2   Introduction to AtGRP5 
基因号

Gene ID
蛋白号

Protein ID
蛋白名称

Protein name
功能

Function

AT3G20470.1 NP_188682.1 AtGRP5 (glycine-rich protein 5) Positive regulation of cell growth; positive regu-
lation of organ growth; response to abscisic acid; 
response to flooding
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是广泛存在于植物细胞壁上的一种重要结构蛋白, 
GRPs主要位于植物的维管组织中[33]。GRP基因的

表达具有组织特异性并受发育阶段特异性及多种

环境因素的调控[34]。GRP参与植物发育过程、生

物和非生物胁迫的反应。水稻OsGRP3通过调节干

旱胁迫下ROS相关基因的mRNA稳定性来减少ROS
积累, 从而赋予水稻干旱耐受性[35]。过表达拟南芥

AtGRP7可诱导与水杨酸(salicylic acid, SA)介导的

免疫相关的PR1、PR2和PR5表达, 并增强拟南芥对

Pto(Pseudomonas syringae pv. tomato) DC 3000的抗

性[36]。

本研究筛选到的 ADPG1候选互作蛋白基因

AtGRP5, 编码一种富含甘氨酸的蛋白质, 在未成熟

的种子荚中表达丰富, 茎和叶中次之, 在根或花中

未检测到表达, 其响应脱落酸和水杨酸, 能促进细

胞伸长, 参与调控植物生长和防御反应[37-39]。研究

表明, AtGRP3和细胞质膜定位激酶相关蛋白磷酸酶

(kinase-associated protein phosphatase, KAPP)通过

与拟南芥细胞壁相关蛋白激酶1(cell wall-associated 
kinase 1, WAK1)互作在OG触发的防御基因表达和

生产中的起负调控作用[40]。AtGRP5和AtGRP3同属

拟南芥GRP家族, 我们推测, ADPG1与GRP5相互作

用可能促进了WAK家族蛋白与OG的结合, 诱导了

PR1的表达, 抑制了细胞的伸长, 从而导致了ccr1突
变体植株矮小的表型。

本文所用的酵母双杂交技术(yeast two-hybrid, 
Y2H)是近年来研究蛋白之间相互作用的主要生物

技术之一, 该方法高效快捷、成本低, 多用于研究微

生物、植物和动物中的互作蛋白[41]。但该技术存在

一定的局限性, Y2H验证的互作蛋白定位于细胞核

内, 不适用于验证依赖翻译后加工的蛋白; Y2H还存

在假阳性的问题, 主要是由所研究蛋白的特性而引

起的, 如有些蛋白本身具有激活转录的功能, 有些可

以与其他蛋白形成稳定的复合物, 从而激活转录[42]。

由于Y2H结果存在假阳性的风险, ADPG1与GRP5
的蛋白互作还需进一步验证, 后续可以利用更多的

蛋白互作技术如双分子荧光互补实验(bimolecular 
fluorescence complementation, BIFC)和免疫共沉淀

实验(co-immunoprecipitation, Co-IP)检测互作, GRP5
是否通过与WAK形成复合体从而与ADPG1产生互

作也需要进一步探索。综上所述, 本研究的结果为

进一步探寻拟南芥基因ADPG1的分子作用机制和

生物学功能提供了线索, 为后续研究提供了基础。

—致谢
感谢Richard A. DIXON教授对本论文选题和思

路上的指导, 感谢于可济博士和宋玉双博士在论文

写作和修改中提供的宝贵意见！

参考文献 (References)
[1] LIAO J G, CHEN Z Y, WEI X M, et al. Identification of pollen 

and pistil polygalacturonases in Nicotiana tabacum and their 
function in interspecific stigma compatibility [J]. Plant Reprod, 
2020, 33(3/4): 173-90.

[2] LI J J, SU L T, LÜ A M, et al. MsPG1 alleviated aluminum-
induced inhibition of root growth by decreasing aluminum ac-
cumulation and increasing porosity and extensibility of cell walls 
in alfalfa (Medicago sativa) [J]. Environ Exp Bot, 2020, 175: 
104045.

[3] MITZUKO D C, ANDRES G L V, ADRIAN O L, et al. Genome-
wide identification of mango (Mangifera indica L.) polygalactu-
ronases: expression analysis of family members and total enzyme 
activity during fruit ripening [J]. Front Plant Sci, 2019, 10: 969.

[4] JIN Y C, SSU W S, CHYNG W K, et al. Biochemical character-
ization of a pollen-specific cDNA encoding polygalacturonase in 
Lilium longiflorum [J]. Plant Sci, 2005, 170(3): 433-40.

[5] ATKINSON R G, SUTHERLAND P W, JOHNSTON S L, et al. 
Down-regulation of POLYGALACTURONASE1 alters firmness, 
tensile strength and water loss in apple (Malus x domestica) fruit 
[J]. Plant Biol, 2012, 12: 129.

[6] COSTA F, PEACE C P, STELLA S, et al. QTL dynamics for fruit 
firmness and softening around an ethylene-dependent polyga-
lacturonase gene in apple (Malus x domestica Borkh.) [J]. J Exp 
Bot, 2010, 61(11): 3029-39.

[7] GORGUET B, SCHIPPER D, VAN L A, et al. ps-2, the gene re-
sponsible for functional sterility in tomato, due to non-dehiscent 
anthers, is the result of a mutation in a novel polygalacturonase 
gene [J]. Theor Appl Genet, 2009, 118(6): 1199-209.

[8] JIANG F L, LOPEZ A, JEON S, et al. Disassembly of the fruit 
cell wall by the ripening-associated polygalacturonase and ex-
pansin influences tomato cracking [J]. Hort Res, 2019, 6(1): 17.

[9] KE X B, WANG H S, LI B, et al. Genome-wide identification 
and analysis of polygalacturonase genes in Solanum lycopersi-
cum [J]. Int J Mol Sci, 2018, 19(8): 2290.

[10] WANG F F, SUN X, SHI X Y, et al. A global analysis of the 
polygalacturonase gene family in soybean (Glycine max) [J]. 
PLoS One, 2016, 11(9): e0163012.

[11] KIM S, PARK M, YEOM S, et al. Genome sequence of the hot 
pepper provides insights into the evolution of pungency in Capsi-
cum species [J]. Nat Genet, 2014, 46(3): 270-8.

[12] POSE A, PANIAGUA C, CIFUENTES M, et al. Insights into the 
effects of polygalacturonase FaPG1 gene silencing on pectin ma-
trix disassembly, enhanced tissue integrity, and firmness in ripe 
strawberry fruits [J]. J Exp Bot, 2013, 64(12): 3803-15.

[13] POSE A, ANDREW R K, CANDELAS P, et al. The nanostruc-
tural characterization of strawberry pectins in pectate lyase or 



1055韩雪等: 拟南芥酵母双杂交文库构建及ADPG1互作蛋白筛选

polygalacturonase silenced fruits elucidates their role in softening 
[J]. Carbohydr Polym, 2015, 132: 134-45.

[14] PANIAGUA C, RIC V P, GARCIA G J A, et al. Elucidating the 
role of polygalacturonase genes in strawberry fruit softening [J]. 
J Exp Bot, 2020, 71(22): 7103-17.

[15] YANG Y, ANDERSON A T, CAO J S. Polygalacturonase45 
cleaves pectin and links cell proliferation and morphogenesis to 
leaf curvature in Arabidopsis thaliana [J]. Plant J, 2021, 106(6): 
1493-508.

[16] HOCQ L, PELLOUX J, LEFEBVRE V. Connecting homogalac-
turonan-type pectin remodeling to acid growth [J]. Trends Plant 
Sci, 2017, 22(1): 20-9.

[17] PARK K C, KWON S J, KIM N S. Intron loss mediated struc-
tural dynamics and functional differentiation of the polygalac-
turonase gene family in land plants [J]. Genes Genomics, 2010, 
32(6): 570-7.

[18] GE Y H, ZHANG J H, LI C Y, et al. Trisodium phosphate delays 
softening of jujube fruit by inhibiting cell wall-degrading en-
zyme activities during ambient storage [J]. Sci Hortic, 2020, 262: 
109059.

[19] ZHANG S L, MA M, ZHANG H P, et al. Genome-wide analysis 
of polygalacturonase gene family from pear genome and identifi-
cation of the member involved in pear softening [J]. BMC Plant 
Biol, 2019, 19(1): 587.

[20] YANY Y, YU Y, LLANG Y, et al. A profusion of molecular scis-
sors for pectins: classification, expression, and functions of plant 
polygalacturonases [J]. Front Plant Sci, 2018, 9: 1208. 

[21] ABBOTT A W, BORASTON A B. The structural basis for exo-
polygalacturonase activity in a family 28 glycoside hydrolase [J]. 
J Mol Biol, 2007, 368(5): 1215-22.

[22] SANDER L, CHILD R, ULVSKOV P, et al. Analysis of a de-
hiscence zone endo-polygalacturonase in oilseed rape (Brassica 
napus) and Arabidopsis thaliana: evidence for roles in cell sepa-
ration in dehiscence and abscission zones, and in stylar tissues 
during pollen tube growth [J]. Plant Mol Biol, 2001, 46(4): 469-
79.

[23] GONZA´LEZ-CARRANZA Z H, ELLIOTT K A, ROBERTS J A. 
Expression of polygalacturonases and evidence to support their 
role during cell separation processes in Arabidopsis thaliana [J]. 
Exp Bot, 2007, 58(13): 3719-30.

[24] OGAWA M, KAY P, WILSON S, et al. ARABIDOPSIS DEHIS-
CENCE ZONE POLYGALACTURONASE1 (ADPG1), ADPG2, 
and QUARTET2 are polygalacturonases required for cell separa-
tion during reproductive development in Arabidopsis [J]. Plant 
Cell, 2009, 21(1): 216-33.

[25] HE H J, BAI M, TONG P P, et al. CELLULASE6 and MAN-
NANASE7 affect cell differentiation and silique dehiscence [J]. 
Plant Physiol, 2018, 176(3): 2186-201.

[26] HAHN M G, DARVILL A G, ALBERSHEIM P. Host-pathogen 
interactions: XIX. The endogenous elicitor, a fragment of a plant 
cell wall polysaccharide that elicits phytoalexin accumu-lation in 
soybeans [J]. Plant Physiol, 1981, 68(5): 1161-9.

[27] ROCHE P, DEBELLE F, MAILLET F, et al. Molecular basis 
of symbiotic host specificity in Rhizobium meliloti: nodH and 
nodPQ genes encode the sulfation of lipo-oligosaccharide signals 
[J]. Cell, 1991, 67(6): 1131-43.

[28] LINA G G, LIU C, SARA P A, et al. ARABIDOPSIS DEHIS-
CENCE ZONE POLYGALAC-TURONASE1 (ADPG1) releases 
latent defense signals in stems with reduced lignin content [J]. 
Proc Natl Acad Sci USA. 2020, 117(6): 3281-90. 

[29] LINA G G, LUIS E T, LISA A, et al. Salicylic acid mediates the 
reduced growth of lignin down-regulated plants [J]. Proc Natl 
Acad Sci USA, 2011, 108(51): 20814-9.

[30] DERIKVAND M M, SIERRA J B, POLLET B, et al. Redirection 
of the phenylpropanoid pathway to feruloyl malate in Arabidop-
sis mutants deficient for cinnamoyl-CoA reductase 1 [J]. Planta, 
2008, 227(5): 943-56.

[31] LINA G G, JIKUMARU Y, KAMIYA Y, et al. Selective lignin 
downregulation leads to constitutive defense response expression 
in alfalfa (Medicago sativa L.) [J]. New Phytol, 2011, 190(3): 
627-39.

[32] MANGEON A, MAGIOLI C, MENEZES S A D, et al. AtGRP5, 
a vacuole-located glycine-rich protein involved in cell elongation 
[J]. Planta, 2009, 230(2): 253-65.

[33] RINGLI C, KELLER B, RYSER U. Glycine-rich proteins as 
structural components of plant cell walls [J]. Cell Mol Life Sci, 
2001, 58(10): 1430-41.

[34] 陈万利, 刘宗旨, 李文华. 植物富含甘氨酸蛋白质(GRP)及其基

因研究进展[J]. 东北农业大学学报(CHEN W L, LIU Z Z, LI W 
H. The progress of plant glycine-rich proteins in the plant and the 
gene expression regulation [J]. J Northeast Agric Univ), 2005, 
36(4): 512-9.

[35] SHIM J S, PARK S H, LEE D K, et al. The rice GLYCINE-RICH 
PROTEIN 3 confers drought tolerance by regulating mRNA 
stability of ROS scavenging-related genes [J]. Rice. 2021, 14(1): 
31.

[36] HACKMANN C, KORNELI C, KUTYNIOK M, et al. Salicylic 
acid-dependent and -independent impact of an RNA-binding pro-
tein on plant immunity [J]. Plant Cell Environ, 2014, 37(3): 696-
706.

[37] MANGEON A, MAGIOLI C, MENEZES-SALGUEIRO A D, et 
al. AtGRP5, a vacuole-located glycine-rich protein involved in 
cell elongation [J]. Planta, 2009, 230(2): 253-65.

[38] MANGEON A, MAGIOLI C, TARRE E, et al. The tissue expres-
sion pattern of the AtGRP5 regulatory region is controlled by 
a combination of positive and negative elements [J]. Plant Cell 
Rep, 2010, 29(5): 461-71.

[39] PARK J H, SUH M C, KIM T H, et al. AtGRP5 and AtGRP23, 
induced by the cutin monomer 16-hydroxypalmitic acid in Arabi-
dopsis thaliana [J]. Plant Physiol Biochem, 2008, 46(11): 1015-
28.

[40] GRAMEGNA G, MODESTI V, SAVATIN D V, et al. GRP-3 and 
KAPP, encoding interactors of WAK1, negatively affect defense 
responses induced by oligogalacturonides and local response to 
wounding [J]. J Exp Bot, 2016, 67(6): 1715-29.

[41] 王婷, 葛怀娜, 郭宏. 酵母双杂交技术应用进展[J]. 生物技术进

展(WANG T, GE H N, GUO H. Progress on application of yeast 
two-hybrid technique [J]. Curr Biotechnol), 2015, 5(5): 392-6. 

[42] 郑立双, 李向楠, 孙城涛, 等. 酵母双杂交技术及应用的研究进

展[J]. 中国畜牧兽医(ZHENG S L, LI X N, SUN C T, et al. Re-
search progress on yeast two-hybrid technology and application 
[J]. Zhongguo Xumu Shouyi), 2013, 40(9): 105-9. 


