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铁皮石斛种子 cDNA 酵母文库的构建及 DELLA 互作蛋白筛选
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摘　要： 赤霉素（GA）广泛参与植物生命周期的各种生长过程，DELLA 蛋白作为 GA 信号通路中的抑制子，对

植物的生长发育起抑制作用。铁皮石斛（Dendrobium officinale Kimura et Migo）种子中高表达的 DELLA 家族

基因可能与其种子自然萌发困难有关。为筛选铁皮石斛 DoDELLA 蛋白的互作蛋白，解析 DoDELLA 在种子萌发

过程中的作用机制，本研究利用 Gateway 重组技术构建了铁皮石斛种子 cDNA 文库，采用同源重组的方法构建

DoDELLA4 重组诱饵载体，从 cDNA 文库中筛选 DoDELLA4 的互作蛋白。结果显示，铁皮石斛种子 cDNA 文库

的库容量为 1.20×107 CFU，平均插入片段大于 1 000 bp，重组率 100%。在 SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade 培养基中添

加 20 mmol/L 的 3-AT 可抑制重组诱饵载体 pGBKT7-DoDELLA4 的自激活。从文库中筛选获得了 70 个潜在的互

作蛋白，通过酵母双杂交实验，验证了 DoELIP1、5807、DoTZF、DoUBQ、DoGRPA3 与 DoDELLA4 蛋白存

在互作关系。研究结果为进一步探究 DoDELLA 基因调控铁皮石斛种子萌发的分子机制提供了基础。
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cDNA yeast library construction of Dendrobium officinale Kimura et Migo
seeds and screening and analysis of DELLA interacting proteins

Li Lin，Fu Qiang，Yang Tao，Mo Xiaolian，Chen Xiaolong，Zhao Jiehong，Zou Jie*

 （School of Pharmacy, Guizhou University of Traditional Chinese Medicine, Guiyang 550025, China）

Abstract：Gibberellins  (GAs)  regulate  diverse  growth  processes throughout  the  plant  life  cycle.  DELLA pro-

teins function as key repressors in  the GA signaling pathway,  inhibiting plant  growth and development.  The

high expression of DELLA family genes in Dendrobium officinale Kimura et Migo seeds may be related to their

poor natural germination. To identify interacting proteins of DoDELLA and elucidate its role in seed germina-

tion, a cDNA library was constructed from D. officinale seeds using Gateway recombination technology. A re-

combinant bait vector for DoDELLA4 was generated using homologous recombination and used to screen in-

teracting proteins from the cDNA library. The constructed library exhibited a capacity of 1.20×107 CFU, with an

average insert size exceeding 1 000 bp and a recombination efficiency of 100%. The recombinant bait vector

pGBKT7-DoDELLA4 effectively  suppressed  self-activation  in  SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade  medium  supple-

mented with 20 mmol/L 3-AT. Screening identified 70 potential interacting proteins, and yeast two-hybrid as-

says confirmed interactions between DoDELLA4 and DoELIP1, 5807, DoTZF, DoUBQ, and DoGRPA3. These

findings  establish  a  foundation  for  further  investigation  into  the  molecular  mechanisms  by  which  DoDELLA
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regulates seed germination in D. officinale.

Key words：Dendrobium officinale；Yeast two-hybrid；DoDELLA；Interacting proteins

DELLA 蛋白是植物特异性核蛋白 GRAS 家族

中的一个亚家族，因其 N 端具有高度保守的 DEL-
LA 结构域而命名。不同物种中 DELLA 蛋白的数

量及作用方式不同，目前，已经从拟南芥（Ara-
bidopsis  thaliana (L.)  Heynh.）[1]、 水 稻 （Oryza
sativa L.）[2]、 大 白 菜 （Brassica  rapa L.  ssp.
pekinensis）[3]、 梨 （Pyrus  bretschneideri Reh-
der）[4]、谷子（Setaria italica (L.) Beauv）[5] 等几

十种植物中相继鉴定出 DELLA 蛋白。AtRGL2 是

种子萌发的主要负调节因子[6]。DELLA 和 ABI3、

ABI5 在高温下能相互作用，激活下游基因 SOM-
NUS 的表达，进而抑制种子萌发 [7]。PbDELLA 影

响梨子房的生长发育和种子形成[4]，SiDELLA 在谷

子干种子中的高表达会抑制种子的萌发[5]。DEL-
LA 蛋白的 N 端是赤霉素（Gibberellin，GA）信号

的感应器，当该结构域发生突变时，其对赤霉素

信号的识别能力变弱，导致 DELLA 蛋白的累积，

增强了 DELLA 蛋白对植物生长发育的抑制作用[8]。

赤霉素作为一类作用广泛的植物激素，调节

植物生长的各个阶段，包括打破种子休眠、促进

茎和根的伸长生长、调控花的发育起始、提高抗

逆性等[9-14]。DELLA 蛋白是 GA 信号通路中的负调

控 因 子， GA 通 过 降 解 DELLA 蛋 白 ， 进 而 缓 解

DELLA 引起的生长抑制作用，刺激植物生长[15]。

铁 皮 石 斛（Dendrobium  officinale Kimura  et
Migo）又名黑节草，是中国传统的名贵中药材，

也是一种重要的兰科观赏植物。铁皮石斛的种子

细小，呈粉尘状，且数量庞大，因缺乏足够的营

养物质储备，在自然环境中难以萌发，通常要与

某些真菌共生才能萌发[16]。为了有效保护野生资源，

目前国内铁皮石斛的大规模育苗均采用组织培养

的方法[17]。本实验室前期从铁皮石斛中克隆出 6
个 DELLA 家族基因，其中，DoDELLA1、DoDEL-
LA4 所 编 码 的 蛋 白 质 N 端 结 构 域 发 生 突 变 ， 且

在种子中高表达，可能与铁皮石斛种子的自然

萌发困难有关。本研究通过构建铁皮石斛种子

cDNA 文库，并以 DoDELLA4 为诱饵载体进行互

作蛋白筛选，以期为进一步揭示 DoDELLA 蛋白在

铁皮石斛种子萌发过程的作用奠定基础。 

1　材料与方法
 

1.1　植物材料及取样

铁皮石斛材料取自上海浦东孙桥农业园区铁

皮石斛种植基地，选取雁荡山青杆品系经过人工

授粉后形成的成熟蒴果，于 2023 年 11 月 18 日采

集，清洗后转移至超净台，吸干水分，用镊子夹

紧果柄一端，另一端剪开一小口，轻敲镊子使种

子抖入冻存管，液氮速冻后置于−80 ℃ 冰箱保存

备用。 

1.2　铁皮石斛种子 RNA 的提取及酵母双杂交文库

的构建

采用 CTAB 法提取总 RNA。在 1.5 mL 离心管

中加入 600 μL CTAB 裂解液。种子在液氮中研磨

成粉末，转移到 CTAB 裂解液中，涡旋震荡混匀，

42 ℃ 水浴 90 min；加入 700 μL 预冷的氯仿-异戊

醇混合液，混匀，4 ℃，13 000 r/m，离心 15 min；

转移 600 μL 上清液到新的 1.5 mL 离心管，加入

600  μL  4  mol/L  LiCl 和 300  μL 无 水 乙 醇 ， 放 至

−20 ℃ 冰箱 90 min；然后离心 15 min，弃上清；

在沉淀中加入 700 μL 预冷的 2 mol/L LiCl，离心

15 min，弃上清；75% 乙醇洗涤沉淀；晾干，加

入适量 RNA-酶 free H2O 溶解，电泳检测后于−80 ℃
保存。参考 GenElute™ Direct mRNA Miniprep Kit
 （Sigma-Aldrich， 美 国 ）说 明 书 ， 分 离 mRNA，

1% 琼脂糖凝胶电泳检测后，用于文库构建。

酵母双杂交文库的构建参照 CloneMiner™ Ⅱ
cDNA Library Construction Kit （Invitrogen，美国）

说明书，将 mRNA 进行反转录，合成双链 cDNA，

再 连接 attB1 重 组 接 头 ， 合 成 含 有 接 头 的 双 链

cDNA。通过色谱柱分级法将 cDNA 分级分离并回

收， 进 一 步 利 用 BP Clonase® Ⅱ enzyme mix 进

行 BP 反应并连接 pDONR222 载体，将反应产物

转入大肠杆菌 DH10B 感受态细胞中，得到初级文

库。随机挑取 24 个单克隆，进行 PCR 扩增，电

泳检测重组率及插入片段长度。

利用 EZgene™ Plasmid Midiprep Kit Ⅱ抽 提

初级文库质粒，将得到的质粒利用 LR Clonase Ⅱ
Mix 进行 LR 反应，以及与 pGADT7-DEST 载体的
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连接，连接产物转入大肠杆菌 DH10B 感受态细胞

中，得到次级文库。按照上述方法鉴定库容量、

重组率及插入片段的长度。 

1.3　诱饵载体 pGBKT7-DoDELLA4 的构建

根据 DoDELLA4 基因序列和 pGBKT7 载体序

列，设计带酶切位点的特异性引物，上游引物 pG-
BKT7-DoDELLA4-F 为：5 ′-TCAGAGGAGGACCT
GCATATG-GACGAGAGTTCGTACGGTCAGG-3′，
下 游 引物 pGBKT7-DoDELLA4-R 为 ： 5 ′-CCGCT
GCAGGTCGACGGATCCCTACTCTCGCCG-
GTCAGAACC-3′。利用高保真酶扩增 DoDELLA4
基因的全长序列，胶回收 PCR 产物；提取 pG-
BKT7 载体质粒，在 37 ℃ 条件下使用限制性内切

酶 Nde Ⅰ和 BamH Ⅰ对载体进行双酶切，胶回收

纯化线性化的载体，利用无缝连接酶将上述 PCR
产物与线性化载体在 50 ℃ 条件下连接 5 min，连

接产物转入大肠杆菌感受态，挑取单菌落进行测

序，提取测序正确的 pGBKT7-DoDELLA4 重组质

粒，保存菌株。 

1.4　诱饵载体 pGBKT7-DoDELLA4 毒性及自激活

检测

参照 Yeastmaker™ Yeast Transformation Sy-
stem 2（Takara，日本）制备和转化酵母感受态细

胞。利用 LiAc 转化法，将诱饵载体 pGBKT7-Do-
DELLA4 和空载载体 pGBKT7 分别转入 Y2HGold
酵母感受态，进行毒性检测。转化后的酵母菌液

涂布于 SD/-Trp 平板，30 ℃ 倒置培养 2~3 d，对

比 Y2HGold（pGBKT7-DoDELLA4）和 Y2HGold
 （pGBKT7）在 SD/Trp 缺陷培养基上的生长情况，

判断诱饵载体对酵母是否有毒性。

分 别以 pGBKT7-53+pGADT7-T 和 pGBKT7-
Lam+pGADT7-T 作为阳性对照和阴性对照，pG-
BKT7-DoDELLA4+pGADT7 作 为 自 激 活 检 测 组 ，

将对照组和自激活检测组共转化到 Y2HGold 酵母

感受态，进行自激活检测。转化后的酵母菌液涂

布于 SD/-Trp/-Leu 和 SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade 缺陷

培养基，30 ℃ 倒置培养 3~5 d，观察酵母生长情

况，判断诱饵载体是否存在自激活情况。

若诱饵载体存在自激活性，可在缺陷培养基

中 添 加 适 量的 HIS3 竞 争 性 抑 制 剂 3-AT 进 行 抑

制， 将 含 有 pGBKT7-DoDELLA4+pGADT7 质 粒

的 Y2HGold 酵母菌液分别涂布在含有 5、10、20、

30、 40、 60、 80  mmol/L  3-AT 的 SD/-Trp/-Leu/-
His/-Ade 缺陷培养基上，30 ℃ 倒置培养 3~5 d，

观察酵母生长情况。 

1.5　酵母双杂交文库筛选

取 10  μg 铁 皮 石 斛 种 子 cDNA 文 库 质 粒 与

5 μg 诱饵质粒 pGBKT7-DoDELLA4， LiAc 转化法

转 化至 Y2HGold 酵 母 感 受 态 。 在 SD/-Trp/-Leu/-
His/-Ade/3-AT（20 mmol/L）平板上，30 ℃ 倒置

培养 3~5 d，单克隆长至 1~2 mm 大小，初筛完成。

为了去除假阳性，进行二次筛选，将初筛平板上

的单克隆点到 SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade/X-α-Gal/3-AT
 （20 mmol/L）平板上，30 ℃ 培养 3~5 d，挑取颜

色变蓝的菌落进行 PCR 并测序。 

1.6　互作蛋白的验证

克隆候选互作蛋白基因的 CDS 序列，重新构

建 pGADT7 质粒，将 pGADT7-候选互作蛋白质粒

与诱饵质粒 pGBKT7-DoDELLA4 共转化于 Y2HGold
酵母感受态中，涂布 SD/-Trp/-Leu 缺陷培养基，

30 ℃ 培养 3~5 d，挑取单克隆重悬于 0.9% 的 Na-
Cl 溶 液 中 ， 按 梯 度 稀 释 ， 转 接 到 SD/-Trp/-Leu、

SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade/3-AT 和SD/-Trp/-Leu/-His/-
Ade/X-α-Gal/3-AT 缺 陷 培 养 基 。 30  ℃ 倒 置 培 养

3~5  d， 以 pGBKT7-53+pGADT7-T 为 阳 性 对 照 ，

pGBKT7-Lam+pGADT7-T 为阴性对照，观察酵母

生长及显色情况。 

2　结果与分析
 

2.1　酵母文库的构建及鉴定

采用 CTAB 法提取铁皮石斛种子的总 RNA，

电泳显示总 RNA 的 28S 和 18S 两条主带完整清晰，

没 有 弥 散（图 1： A）。 分 离 纯 化 mRNA（图 1：

B），反转录合成双链 cDNA，电泳检测 cDNA 的

质量较好（图 1：C）。将 cDNA 与 attB1 重组接

头 连 接，BP 重 组 反 应 连 接 pDONR222 载 体 后 ，

转化涂板，获得初级文库，共 1 600 个单克隆，得

到的文库库容量为 1.28×107 CFU（图 1：D），随

机挑取 24 个克隆进行 PCR 扩增，发现插入片段

平 均 长 度 大 于 1 000 bp（图 1：F）， 重 组 率 为

100%，达到初级文库要求。

将初级文库质粒与 pGADT7-DEST 载体进行

LR 反应，转化涂板，获得次级文库，共 1 500 个

单克隆，计算库容量为 1.20×107 CFU（图 1：E），
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随机挑取 24 个克隆进行菌落 PCR 扩增，片段平

均 长 度 大于 1  000  bp（图 1： G）， 重 组 率 为

100%，以上结果表明所构建的 cDNA 文库满足酵

母双杂交筛选条件。 

2.2　诱饵载体 pGBKT7-DoDELLA4 的构建

扩增 DoDELLA4 基因的 CDS 序列，与线性化

的 pGBKT7 载体连接后，转化大肠杆菌感受态。

37 ℃ 倒置培养，挑取 6 个单克隆进行鉴定，结果

显示均为阳性克隆（图 2）。测序结果显示，Do-
DELLA4 基 因 插 入 到 pGBKT7 载 体 的 正 确 位 置 ，

且无移码突变，表明诱饵载体构建成功。 

2.3　诱饵载体毒性及自激活分析

以空载质粒 pGBKT7 为对照，将诱饵载体转

入 Y2HGold 酵母感受态，涂布于 SD/-Trp 平板上，

结果显示，诱饵载体转入 Y2HGold 酵母后，菌落

生长情况与对照一致（图 3：A），表明诱饵载体

对酵母细胞无毒性。

为避免假阳率过高，进一步检测诱饵载体是

否存在自激活现象。将不同质粒组合转入 Y2HGold

酵母菌株，分别涂布于 SD/-Trp/-Leu 和 SD/-Trp/-
Leu/-His/-Ade 平板上，结果显示（图 3：B），阳

性对照在两种平板上均能生长，阴性对照只在 SD/-
Trp/-Leu 平板上生长，说明对照组正常。自激活检

测组 pGBKT7-DoDELLA4+pGADT7 在 SD/-Trp/-
Leu 平板上生长，说明共转化是成功的，同时也能

在 SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade 平板上生长，说明诱饵

载体具有自激活性。

 

28S

A

F M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24GM

M B M C M D E

18S

2 000 bp

1 000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

100 bp

2 000 bp

1 000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

100 bp

A~C：总 RNA、mRNA、cDNA；D、E：初级文库和次级文库；F、G：初级文库和次级文库的插入片段 PCR 检测。M：DNA 分子量
标准。

A-C: Total RNA, mRNA, and double-stranded cDNA; D-E: Primary and secondary library capacity identification; F,G: PCR detection of pri-
mary and secondary library inserts. M: DNA molecular weight marker.

图 1　酵母双杂交文库构建
Fig. 1　Yeast two-hybrid library construction

 

2 000 bp
M 1 2 3 4 5 6 7 8

1 000 bp
750 bp

500 bp

250 bp

100 bp

M：DNA 分 子 量 标 准 ；1： 阳 性 对 照 ；2~7： 阳 性 克 隆 ；8：
阴性对照。

M: DNA molecular weight marker; 1: Positive control; 2-7: Posi-
tive clones; 8: Negative control.

图 2　pGBKT7-DoDELLA4 菌落 PCR 鉴定
Fig. 2　PCR identification of pGBKT7-DoDELLA4 colonies
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为了抑制诱饵载体的自激活性，在 SD/-Trp/-
Leu/-His/-Ade 平板中分别加入不同浓度的 3-AT。

结果发现，浓度为 20 mmol/L 的 3-AT 能够抑制诱

饵载体的自激活现象（图 4）。 

2.4　酵母双杂交筛选候选互作蛋白

将诱饵质粒 pGBKT7-DoDELLA4 与铁皮石斛

cDNA 文库质粒共转化入 Y2HGold 酵母感受态，

涂布于 SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade/3-AT （20 mmol/L）

缺陷培养进行初筛，共获得 70 个克隆（图 5：A），

将这些克隆在 SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade/X-α-Gal/3-AT
 （20 mmol/L）平板上进行复筛，发现 70 个克隆

均能生长且变蓝（图 5：B）。挑取这些单克隆进

行菌落 PCR，部分结果见图 5：C。将阳性克隆进

行测序，测序结果在 NCBI 数据库（https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/）中进行比对后，最终得到 70 个

候选互作蛋白（附表 11））。 
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pGBKT7-DoDELLA4+
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图 3　诱饵载体表达蛋白毒性（A）和自激活（B）检测
Fig. 3　Detection of toxicity (A) and self-activation (B) of expressed proteins in the decoy vector

 

Y2HGold

(SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade)

0 mmol/L 5 mmol/L 10 mmol/L 20 mmol/L

30 mmol/L 40 mmol/L 60 mmol/L 80 mmol/L

图 4　3-AT 最佳抑制浓度的筛选
Fig. 4　Screening of optimal inhibitory concentration of 3-AT

 

1）如需查阅附表内容请登录《植物科学学报》网站（http://www.plantscience.cn）查看本期文章。
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2.5　点对点互作验证

从候选互作蛋白中选取出现频率较高的 7 个

蛋 白 进 行 互 作 验 证， 蛋 白 具 体 信 息 见 表 1。 从

NCBI 数 据 库 中 下 载 编 码 这 些 候 选 互 作 蛋 白 的

CDS 序列，设计特异性引物，扩增目的片段，并

与线性化的 pGADT7 载体进行连接，最终得到 7
个重组猎物载体。

将 诱 饵 载体 pGBKT7-DoDELLA4 和 7 个 猎

物 载 体 分 别 共 转 化到 Y2HGold 酵 母 感 受 态 ， 挑

取 阳 性 克 隆 进 行 点 对 点 互 作 验 证。 结 果 显 示

 （图 6），实验组和对照组均能在 SD/-Trp/-Leu 平

板上正常生长，而在 SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade/3-AT
 （20 mmol/L）平板上，则只有阳性对照和实验组

 （pGADT7-DoELIP1、 pGADT7-5807、 pGADT7-
DoTZF、 pGADT7-DoUBQ、 pGADT7-DoGRPA3）

能 够 正 常 生 长， 且 在 SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade/
X-α-Gal/3-AT 平 板 上 颜 色 变 蓝 。 这 些 结 果 说 明 ，

DoELIP1、 5807、 DoTZF、 DoUBQ、 DoGRPA3
等 5 个 蛋 白 分 别 与 DoDELLA4 蛋 白 存 在 互 作

关系。
 
 

 

A B
+ 4321−
5 109876

11 1615141312

17 2221201918

23 2827262524

29 3433323130

35 4039383736

41 4645444342

47 5251504948

53 5857565554

59 6463626160

65 7069686766

C

SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade/3-AT SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade/X-α-Gal/3-AT

2 000 bp

1 000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

100 bp

M

A：初筛；B：复筛；C：互作蛋白的酵母菌落 PCR 鉴定。+：阳性对照；-：阴性对照；M：DNA 分子量标准。

A: Primary screening; B: Rescreening; C: Yeast colony PCR identification of interacting proteins. +: Positive control; -: Negative control; M:
DNA molecular weight marker.

图 5　cDNA 文库筛选阳性克隆
Fig. 5　cDNA library screening for positive clones

 

表 1　互作蛋白的功能注释
Table 1　Functional annotation of interacting proteins

编号
No.

GenBank 登录号
GenBank Accession Number

基因注释
Gene annotation

基因名
Gene

4 XM_020850203.2 脱水蛋白 DHN4 DoDHN4

6 XM_028692804.1 早期光诱导蛋白 1，叶绿体 DoELIP1

13 XM_020828349.2 油体蛋白 S2-2 DoOLES2-2

14 XM_020837109.2 多聚泛素蛋白 DoUBQ

21 XM_028698338.1 含锌指 CCCH 结构域蛋白 2 DoTZF

27 XM_020849176.2 未表征蛋白 5807

39 XM_020825139.1 富含甘氨酸蛋白 A3 DoGRPA3
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pGBKT7-53+pGADT7-T

pGBKT7-Lam+pGADT7-T

pGBKT7-DoDELLA4+pGADT7-DoELIPI

pGBKT7-DoDELLA4+pGADT7-5807

pGBKT7-DoDELLA4+pGADT7-DoTZF

pGBKT7-DoDELLA4+pGADT7-DoUBQ

pGBKT7-DoDELLA4+pGADT7-DoOLES2-2

pGBKT7-DoDELLA4+pGADT7-DoDHN4

pGBKT7-DoDELLA4+pGADT7-DoGRPA3

SD/-Trp/-Leu SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade/

3-AT

SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade/

X-α-Gal/3-AT

图 6　DoDELLA 互作蛋白的点对点互作验证
Fig. 6　Point-to-point interaction verification of DoDELLA interacting proteins

 
 

3　讨论

铁皮石斛是一种具有景天酸代谢途径（Cras-
sulacean acid metabolism，CAM）的植物，能够

有效抵抗低温、高盐、干旱等非生物胁迫。刘博

婷等[18] 利用 RNA-seq 技术研究了铁皮石斛 DcAI
基因家族在低温胁迫下的表达模式，推测 DcAIs
通过调控基因表达，增加细胞内可溶性多糖的含

量， 从 而 提 高 铁 皮 石 斛 的 低 温 耐 受 性 。 Zhang
等[19] 发现，铁皮石斛可通过减缓生长、积累相容

性溶质以及增加根中过量 Na+的排出来适应盐胁迫。

Huang 等 [20] 则指出，轻度缺水可激活铁皮石斛的

激素信号转导途径，而严重干旱胁迫则会启动类

黄酮生物合成途径。本研究通过 Gateway 重组技

术构建了铁皮石斛种子的 cDNA 文库，并筛选出

与 DoDELLA 蛋白潜在互作的蛋白，为解析 Do-
DELLA 基因的功能及作用机制提供了基础。然而，

酵母双杂交筛库过程中可能存在假阳性问题，需

通过一对一验证以及双分子荧光互补（BiFC）、

免疫共沉淀（Co-IP）、pull-down 等体内外蛋白互

作实验进一步鉴定。

本研究共筛选到 70 个可能与 DoDELLA 相互

作 用 的 候 选 蛋 白， 包 括 肽 基 脯 氨 酰 顺 反 异 构 酶

FKBP12、类脱水蛋白 DHN4、类几丁质酶蛋白 1、

GATA 转录因子 20、叶绿体 DCL 蛋白、以及早期

光诱导蛋白 1（ELIP1）等。早期研究发现，转录

因子 DAG1 的缺失会导致叶绿体蛋白如 ELIP1 和

ELIP2 的失调，进而影响拟南芥种子的萌发。在非

生物胁迫下，单突变体 elip1 种子的萌发率较低，

而 elip2 种子的萌发率较高；DAG1 的缺失则提高

了 elip1 elip2 双突变体种子的萌发率[21]。

另一个候选互作蛋白——多聚泛素蛋白，则

主要参与泛素/26S 蛋白酶体途径中的蛋白质水解，

进而影响植物生长发育的多项生理活动[22]。脱落酸

 （ABA）和 GA 在植物生长发育的多个阶段发挥重

要调控作用，尤其是在调节种子萌发过程中不可

或缺。DELLA 蛋白是 GA 信号通路的抑制子，当

植物接收到 GA 信号时，F-box 蛋白（SLY1）介

导 DELLA 蛋白的泛素化降解，从而解除其对生长

的 抑 制 作 用[23]。 在 种 子 萌 发 过 程 中 ，ABI5 作 为

ABA 信号传导途径的下游组分，其表达也受到泛

素化的调节。RPN10 通过指导特定蛋白质进入
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26S 蛋白酶体进行降解，影响拟南芥的诸多调节过

程。当 RPN10 亚基发生突变时，rpn10-1 突变体

表现出类似过表达 ABI5 的表型，如种子萌发率降

低、生长速度减缓、雄蕊数量减少等，且对 ABA
超敏感。RPN10 的突变影响了 ABI5 基因的转录

水平，导致 ABI5 蛋白的降解受阻[24]。

本 研 究 筛 选 到 的 候 选 蛋 白 包括 XM_028698
338.1 编码的含锌指 CCCH 结构域蛋白 2。研究表

明，拟南芥 AtTZF4、AtTZF5 和 AtTZF6 基因通过

调控对 ABA 和 GA 响应至关重要的基因，从而影

响种子的萌发[25]。CpC3H3 基因可能通过与其他开

花基因互作或影响开花信号途径中的关键因子来

调 控 蜡 梅（Chimonanthus  praecox (L.)  Link）开

花[26]。SOM 编码位于细胞核的 CCCH 型锌指蛋白，

其通过调节 ABA 和 GA 代谢基因的表达影响种子

萌发。SOM 还参与植物色素信号转导途径，调节

PIL5 下游的激素代谢基因 [27]。SOMNUS/AGL67/
EBS 复合物通过表观修饰激活 SOMNUS 表达，抑

制高温胁迫下的种子萌发[28]。水稻中 SOMNUS 的

同源基因 OsZFL1 在干种子中高表达，吸胀后表

达水平迅速下降，推测其与种子萌发及发育相关[29]。

本研究鉴定发现，DoTZF 蛋白与 DoDELLA 蛋白

存在互作。CCCH 型锌指蛋白在植物生长发育调

控中具有重要作用，而 DoTZF 是否参与调控铁皮

石斛种子的萌发尚需进一步研究。

此外，本研究筛选到了 XM_020825139.1 编

码的富含甘氨酸蛋白 A3（GRP）。GRPs（Glycine-
rich proteins）是一类广泛存在于植物体内的蛋白

质，富含高度重复的甘氨酸序列 [30]。在冷胁迫下，

AtGRP2 促进拟南芥种子的萌发[31]；在盐或脱水胁

迫下，AtGR-RBP4 则延缓拟南芥种子的萌发 [32]。

AtRZ-1a 基因通过调控萌发相关基因的表达影响拟

南 芥 种 子 的 萌 发， 在 盐 或 干 旱 胁 迫 下 ， 过 表 达

AtRZ-1a 的拟南芥转基因植株种子萌发迟缓，而敲

除 AtRZ-1a 基因的突变体则表现出更强的萌发和

生长能力[33]。研究者还从中国樱桃（Prunus pseu-
docerasus Lindl.）的转录组数据库中筛选到 3 个

GRP 编 码 基 因 （PpcGRP4、 PpcGRP6、 Ppc-
GRP7）， 其 中 ， 过 表 达 PpcGRP6 和 PpcGRP7
基因均能显著促进拟南芥种子的萌发[34]。

除了上述已注释的蛋白外，本研究还筛选到

1 个 与 DoDELLA 蛋 白 存 在 互 作 的 未 表 征 蛋 白

 （XM_020849176.2），该蛋白在铁皮石斛生长发

育中的具体功能尚不清楚。因此，深入探究 Do-
DELLA 与互作蛋白之间的分子互作机制，对于理

解 DoDELLA 基因的功能及其在铁皮石斛生长调控

中的作用具有重要意义。
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