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水稻突触融合相关蛋白基因(OsKNOLLE)在酵母中的
异源表达及在非生物胁迫中的作用初探 

王飞娟, 朱诚 

中国计量学院生命科学学院, 浙江省生物计量及检验检疫技术重点实验室, 杭州 310018 

摘要: 突触融合相关蛋白属于多功能蛋白家族SNARE(SolubleN-ethylmaleimide-sensitive factor attachment pro-

tein receptor)的亚家族蛋白, 这类家族在植物的许多生理过程中都起着非常重要的作用。为探明水稻突触融合

相关蛋白OsKNOLLE(Syntaxin-related protein KNOLLE)的功能, 文章从“中花 11”水稻根中克隆OsKNOLLE基因

的CDS序列并构建到酵母表达载体pYX212 上, 同时转化酿酒酵母菌株BY4741。通过比较不同酵母转化子在多

种非生物因子胁迫下的表型 , 显示转OsKNOLLE酵母菌比对照菌适应逆境能力更强 , 表明OsKNOLLE与盐、

Cu2+、H2O2、Cd2+、Hg2+胁迫相关, 推测OsKNOLLE在植物对逆境的耐性中发挥重要作用。本研究为OsKNOLLE

基因的研究提供方法支持, 同时明确了其与不同非生物因子的相关性。 

关键词:  水稻; 突触融合相关蛋白; 异源表达; 非生物胁迫; 功能分析 

Heterologous expression of a rice syntaxin-related protein KNOLLE 
gene (OsKNOLLE) in yeast and its functional analysis in the role of 
abiotic stress
WANG Fei-Juan, ZHU Cheng 
Zhejiang Provincial Key Laboratory of Biometrology and Inspection & Quarantine, College of Life Sciences, China Jiliang University, 
Hangzhou 310018, China 

Abstract:  Syntaxin-related protein KNOLLE, a multifunctional protein family belonging to the SNARE superfamily, 
plays an important role in many physiological processes in plants. In order to understand the function of the syntaxin-related 
protein KNOLLE (OsKNOLLE) in rice (Oryza sativa), the CDS sequence of OsKNOLLE gene isolated from a japonica rice 
cultivar “Zhonghua 11” was fused into an expression vector pYX212 and transformed into the S. cerevisiae strain BY4741 
by lithium acetate/single-stranded carrier DNA/polyethylene glycol method. The transformants with OsKNOLLE showed 
better survival abilities than the transformants with the empty vectors based on their phenotypes in responses to different 
abiotic stresses such as salt, Cu , H O , Cd ,2+

2 2
2+  and Hg2+. These data suggests that OsKNOLLE plays a crucial role in re-
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sponses to abiotic stresses. This experimental system sets up a method for studying functions of the OsKNOLLE gene in the 
future and clarifies the relationship between OsKNOLLE and abiotic stresses. 

Keywords: rice; syntaxin-related protein KNOLLE; heteroexpression; abiotic stress; functional analysis 

干旱、高盐和重金属等非生物胁迫是影响植物

生长发育、作物高产和农产品安全的重要限制因子。

植物在受到非生物胁迫时, 通常会通过自身的防御
网络来调控相关基因的表达和代谢途径, 从而产生
一系列保护物质来降低或消除胁迫的伤害[1~3]。细胞

器之间物质和信息交流是真核生物细胞生命活动的

基本保证，囊泡转运是其中的主要方式。突触融合

相关蛋白属于多功能的蛋白家族SNARE的亚家族
蛋白, SNARE在植物的许多生理过程中都起着非常
重要的作用, 如介导囊泡的整合过程和许多信号途
径[4]。已有实验表明, SNARE家族参与生物和非生物
胁迫的响应, 在拟南芥防御白粉病菌上, SNARE蛋
白通过小泡运输相关的机制来实现防御; 水稻受氧
化胁迫时, NPSN11 (Novel plant-specific SNARE)表
达水平提高, 而盐胁迫和渗透胁迫下表达量却大大
降低 [5,6]。又有研究者们推测蕃茄中的NtSyp121 
(Syntaxin-related protein NtSyr1)在调节ABA依赖与
非ABA依赖的胁迫响应途径中，主要调节膜融合结构
的组成部分, 从而调节小泡向质膜的运输[7,8], 也有报
道 v-SNAREs (vesicle SNAREs) 中 的 AtVAMP71/ 
AtVAMP7C在干旱胁迫中起保护作用 , 同时也在
ABA介导的气孔关闭中具重要作用[9]。近年来的研

究发现突触融合蛋白的表达对植物早期响应病原菌

胁迫过程的信号传递和防御反应具有重要意义, 如
Benschop等[10]利用基于质谱的定量磷酸化蛋白质组

学技术 , 发现病原菌的 PAMP(Pathogen-associated 
molecular patterns)分子flg22可以诱导突触融合蛋白
的表达和磷酸化。同时为了方便研究SNARE 蛋白的

表达情况, 相关的抗体制备工作业已开展[11]。本实

验利用筛选获得的水稻耐汞突变体和水稻中花 11野
生型为材料, 通过两者在汞胁迫下水稻根的差异蛋
白质组相关实验, 我们发现OsKNOLLE的表达水平
在汞胁迫与对照相比确实发生了明显的变化, 但关于
此蛋白与非生物因子的胁迫相关研究开展甚少[12]。 

基于我们前期蛋白质组中发现 OsKNOLLE 蛋

白的表达水平在汞胁迫下发生明显变化的现象, 本
实验利用 RT-PCR 技术获得了编码水稻突触融合相
关蛋白的基因(OsKNOLLE)的全长 CDS 序列, 希望
通过在酿酒酵母中的异源表达初探 OsKNOLLE与各
种非生物因子胁迫的相关性, 同时探讨其应用于提
高水稻等植物抵抗不良环境的可能性。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)菌株 BY4741 
(WT MATα; his3△1; leu2△0; met15△0; ura3△0) 
(URA 缺陷型)和表达载体 pYX212 均由浙江大学王
品美博士惠赠, 后者可以弥补酿酒酵母菌株 BY4741
的组氨酸、亮氨酸和甲硫氨酸 3种氨基酸的缺陷, 最
终根据培养基中的尿嘧啶缺陷进行筛选。大肠杆菌

菌株为 DH5α(Escherichia coli DH5α), 由本实验室
保藏。 

1.2  方法 

1.2.1  OsKNOLLE 蛋白的结构序列分析   

蛋白质的转运肽预测、跨膜结构域及亲水/疏水
性的分析利用在线工作 TargetP、ChloroP、TMHMM、
Protscale完成。 

1.2.2  OsKNOLLE 基因的克隆   

以 150 μmol/L氯化汞(HgCl2)处理水稻中花 11 
(Oryza sativa cv.)3 h, 取水稻根 2~3 g在液氮中研磨
充分后, 加入适量Trizol试剂(Invitrogen公司)以提取
水稻根总RNA, RT-PCR参照TaKaRa试剂盒说明操
作。应用Primer Premier 5.0软件设计特异性引物：
F(5′-CGGGATCCATGAACGACCTCATGACCAA, 

下 
划线表示BamHⅠ酶切位点 )和R(5′-CCCAAGCTT 
TCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCGATCTCTTGAA
GCTGG, 下划线表示HindⅢ酶切位点 , 加框的为
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1.2.4  酵母转化及重组子筛选   6-His标签)。PCR反应体系为 25 μL, 包括GC I 2× 
buffer 12.5 μL, 10 mmol/L dNTP 1 μL, 引物各 0.25 μL, 
模板cDNA 2 μL, LA Taq酶 0.25 μL, ddH2O 8.75 μL。
反应条件为：94℃ 5 min; 94℃ 30 s; 65℃(Tm) 45 s; 
72℃ 1 min 20 s, 35次循环; 72℃ 7 min, 4℃保温。 

提取的重组质粒pYX212 OsKNOLLE-6His通过
双酶切(BamHⅠ和HindⅢ)鉴定正确后, 采用醋酸锂
的方法 [12]转化酿酒酵母BY4741, 期间采用两种对
照 (无菌水为阴性对照 , pYX212 空载体为阳性对
照)。转化菌株在 30 ℃条件下培养于添加有组氨酸, 
亮氨酸 , 甲硫氨酸的无氨基氮源培养基 (YNB)后 , 
再通过尿嘧啶的缺失来筛选重组子, 在此基础上再
次提取酵母质粒并进行BamHⅠ与HindⅢ的双酶切来
验证重组子。 

1.2.3  OsKNOLLE 基因的鉴定及表达载体构建   

将回收纯化的 OsKNOLLE-6His 的 PCR 产物与
pMD19 T载体(TaKaRa 公司)相连(4.5 μL PCR产物 
+ 0.5 μL T载体 + 5 μL Solution I), 用热激法将连接
产物转化大肠杆菌 DH5α。挑取阳性克隆, 经 PCR
验证及测序鉴定正确后, 采取碱裂解法提取重组质
粒 (pMD19 OsKNOLLE-6His)。接着对重组质粒和
pYX212质粒分别进行双酶切(BamHⅠ和HindⅢ酶), 
跑电泳回收目的条带, 再用 T4 连接酶将 OsKNOLLE- 
6His 与 pYX212 质粒相连, 获得表达载体 pYX212 
OsKNOLLE-6His。再次转化大肠杆菌 DH5α, 挑取阳
性克隆进行 PCR 验证和测序比较, 提取重组质粒
pYX212 OsKNOLLE-6His。本实验构建 OsKNOLLE- 
6His基因在酵母中的表达载体流程见图 1。 

1.2.5  OsKNOLLE 蛋白在酿酒酵母中的功能分析及

蛋白质表达水平验证   

重组酵母菌株(转有目的基因的实验组与对照
组)单菌落于YNB中，30℃摇床中培养至OD600＝1.0
时, 将其菌液分别稀释 10−4、10−5, 取 5 μL 在含有不
同非生物胁迫因子的YNB固体培养基中 30℃培养数
天, 通过表型来推测其与非生物因子(如高温、盐、 
Cu2+、H2O2、Cd2+、Hg2+胁迫)的相关性, 实验中每 
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图 1  酵母中表达载体构建及转化流程图 
种胁迫分别进行 3 个重复。酵母总蛋白采用凯基酵
母蛋白提取试剂盒来提取, Bradford 法定量后进行
Western blotting验证。 

将等体积的蛋白样品与样品缓冲液混合于

Eppendof管中, 置于 95℃～100℃加热 5 min后, 立
即在冰上 , 随后进行实验或−20℃储存以便再次使
用。SDS-PAGE电泳时蛋白上样量为 50 μg, 胶浓度
为 12.5%, 转膜系统为 Bio-Rad小型Western blotting
转移仪。组氨酸标签抗体为抗 His 标签鼠单克隆抗
体 (1:2000, CW0082, CWBIO) , 同时进行对照实验, 
内参为抗 β-tublin 鼠单克隆抗体 (1:2000, T 5186, 
Sigma), 实验结果采用凯基加强型 ECL 检测试剂盒
进行检测。 

2  结果与分析 

2.1  OsKNOLLE蛋白的结构序列分析 

通过 TargetP 对 OsKNOLLE蛋白的转运肽进行
分析和预测 , 发现其不存在转运肽(数据结果未提
供 ), 为胞浆蛋白。并利用 TMHMM 在线软件对

OsKNOLLE 蛋白的跨膜结构域进行预测分析, 结果
发现其存在一个跨膜结构(图 2A)。因此 OsKNOLLE
蛋白可能在细胞质中合成前体蛋白后进入其他细胞

器, 再经过蛋白质加工后成为成熟蛋白质而发挥作
用。鉴于上述原因, 跨膜结构域的预测对于充分了
解蛋白质功能和其在细胞中的作用位点等具有重要

意义。 
同样, 通过 ProtScale预测OsKNOLLE蛋白氨基

酸序列的亲水/疏水性, 结果与 TMHMM 预测一致, 
该蛋白多肽链中最强疏水值为 4.078, 而最强亲水值
只有−3.244, 整条链有明显的疏水性区域 , 因此具
有跨膜结构域(图 2B)。 

2.2  OsKNOLLE基因的克隆及酵母表达载体的构建 

以水稻 cDNA为模板, 采用特异性引物(具 6个
组氨酸标签)PCR 扩增 OsKNOLLE-6His 基因, 大小
为 954 bp。 

通过酵母质粒的提取和 BamHⅠ酶与 HindⅢ的
双酶切进行验证是否构建成功。测序结果表明

OsKNOLLE 的第 530 个碱基与数据库有所不同, 存
在一个氨基酸的差异, 由谷氨酸变异为甘氨酸(与数

据库中登陆号为 gi|115455187的蛋白相比较)。 

 
 
图 2  OsKNOLLE 蛋白的结构分析 
A: OsKNOLLE蛋白跨膜结构域的预测; B: OsKNOLLE蛋白亲水
/疏水性的预测 , 横坐标为蛋白质氨基酸残基的序号 , 纵坐标为
残基的疏水-亲水特性, 正值表示疏水, 负值表示亲水。 

 

2.3  多种非生物因子胁迫下酵母重组子的表型分析 

采用醋酸锂的方法将重组质粒 p Y X 2 1 2 
OsKNOLLE-6His转入酿酒酵母BY4741, 双酶切验
证重组酵母质粒(酵母中质粒提取量少, 本实验通过
将其转入大肠杆菌DH5α高效复制后再提取相关质
粒),电泳结果中存在目的基因OsKNOLLE和pYX212
质粒DNA, 表明酵母转化实验构建正确(图 3)。比较
分析重组酵母菌于不同非生物因子胁迫下的表型中

(图 4), 发现转有目的基因的重组酵母菌在不同胁迫
下比对照酵母菌(即转空载体)具有更强的生活力 , 
如盐、Cu2+、H2O2、Cd2+、Hg2+胁迫, 特别是Hg2+、
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Cd2+胁迫, 因此推断OsKNOLLE在很多逆境下可保
护生物体免受伤害。同时对重组酵母菌中 

 
 

图 3  重组酵母菌株转化结果的验证 
M：Marker2000; 1：空载体; 2：pYX212-OsKNOLLE。 
 
OsKNOLLE的表达情况进行了分析, 表明 OsKNOLLE
确实在重组酵母中得到了高水平的表达, 如图 5。 

3  讨 论 

生物与非生物胁迫下响应基因或蛋白质的鉴定

是了解植物对特定逆境下的适应机制及分子响应 
机制时最基本和最有利的工具。从已有报道来看 , 
此类研究主要集中在不同条件下植物蛋白表达谱的

研究上, 并发现了许多与基因突变、发育、逆境、
植物与微生物相关的蛋白(或基因), 但是进一步证
明这些蛋白(或基因)的功能和蛋白质-蛋白质相互作
用研究还比较欠缺[14~16]。本研究利用分子克隆技术

扩增水稻OsKNOLLE基因的CDS序列 , 通过在酿酒
酵母中的异源表达对其功能进行分析鉴定。在多种

不同的非生物因子胁迫下, 如盐、Cu2+、H2O2、Cd2+、

Hg2+胁迫下 , 转有OsKNOLLE基因的重组酵母菌比
对照组(转空载体)具有更强的生活力, 推测其对逆
境的抵抗能力更强。 

突触融合相关蛋白是植物体正常生长和维持细

胞内部环境平衡的需要 , 不仅介导囊泡整合过程 , 
而且与许多信号途径密切联系, 在植物的许多生理
过程中都起着非常重要的作用[4,17]。Sokolovsi等[18]研

究发现, 植物SNAREs可通过调节Ca2+信号途径间接

影响ABA信号对K+和Cl-通道的调控作用或通过Ca2+

通道参与其他信号途径。又如 R- SNAREs的
AtVAMP71 家族介导转运囊泡与液泡的融合, 而在
Yehoram等人的盐胁迫实验中证明 , 含H2O2的囊泡

与液泡的融合会对植物造成伤害, 同时植物的囊泡
运输相关调节基因也参与了对非生物胁迫的响应 , 
如AtVAMP71的缺失突变体可以减少这种毒害[19,20]。 

转运肽是指游离于核糖体上合成的蛋白质的 N
端信号 , 此类蛋白质在基质游离核糖体上合成后 , 
可在转运肽的引导下定位到不同细胞器, 并在形成
有功能的空间构象后再发挥具体功能。一般认为跨

膜结构域固着在细胞膜上起“锚定”作用, 是膜内
在蛋白与膜脂相互结合的部分, 由 20个左右的疏水
氨基酸残基组成, 其中主要为 α 螺旋。因此转运肽
和跨膜结构域的预测与分析是正确认识和理解蛋白

质功能和性质的基础。通过对 OsKNOLLE蛋白的结
构分析和预测, 发现其不存在转运肽, 但存在跨膜 

 

 
 

图 4  重组酵母菌在不同逆境条件下的表型分析 
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数字分别表示不同酵母菌：1, 空载体; 2, pYX212-OsKNOLLE; 字母分别表示酵母菌的不同稀释倍数(起始OD600 nm=1.0)：A, 10−4; B, 10−5。 

 
 
图 5  重组酵母菌的蛋白质表达水平分析 
A：重组酵母菌总蛋白表达情况分析; B：酵母菌中OsKNOLLE
蛋白的表达水平验证。1：空载体; 2：pYX212- OsKNOLLE。 

 
结构域。由此推断 OsKNOLLE蛋白在经过翻译后修
饰等蛋白质加工后成为成熟蛋白质, 再进入其它细
胞器发挥作用。 

综上所述, 将OsKNOLLE蛋白作用于减轻非生
物因子胁迫的机理推测如下：(1)OsKNOLLE蛋白可
以维持膜融合的正常结构从而减轻毒害; (2)参与植
物的信号传导和对逆境的防御机制, 或通过调节相
关基因的表达减轻伤害; (3)OsKNOLLE蛋白通过调
节小泡运输, 或通过跨膜进入其它细胞器发挥作用, 
将有毒的代谢产物排出细胞等, 从而减轻植物体受
不利因素的干扰, 在本实验中重组酵母菌在重金属
胁迫下效果最明显, 究其原因可能是其参与Cd2+、

Hg2+的转移和清除的作用, 从而降低毒害。随着研究
的进一步的深入, 如通过水稻转基因工作等, 我们
会更全面的了解这类蛋白在植物生长发育中的作用, 
为阐明植物耐重金属机制、重金属污染治理和植物

修复提供科学依据。  
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•科学新闻• 
 

花粉管导向控制机制的研究取得重要进展 

植物从水生向陆生进化过程中, 精细胞丧失了运动能力, 需要依靠花粉管把它递送到雌配子体--胚囊中与卵子融

合, 完成受精。花粉管导向是一个精确调控的雌-雄配子体细胞相互识别的过程。胚囊释放吸引信号, 花粉管接收信号

后作出定向生长的反应。到目前为止, 吸引信号已经被初步鉴定为一类分泌性质的小肽分子, 但是花粉管对吸引信号的

响应机制还是未知的。中国科学院遗传与发育生物学研究所杨维才研究员带领的研究团队首次发现了一个控制花粉管

响应的因子, 命名为 POD1。POD1 同时控制花粉管响应和早期胚胎形态建成。通过遗传分析, 结合亚细胞定位和转基

因实验、细胞组分超速分离、酵母双杂交和荧光双分子互补等手段, 该团队深入研究了 POD1控制花粉管导向的分子机

理。研究发现, POD1 是一个定位在内质网腔中的蛋白, 并与内质网中参与质量控制的关键因子钙网蛋白 CRT3 相互作

用。并且, POD1控制内质网腔中含有 HDEL定位信号的蛋白在内质网中的滞留。这项工作首次揭示了内质网蛋白在花

粉管响应过程中的关键作用, 并为下一步分离其它控制花粉管响应的因子提供了新的切入点。这一工作表明, 内质网蛋

白在控制植物细胞-细胞间相互作用过程中可能是一个关键的控制节点。 

上述研究结果于 2011年 9月 28日在线发表于国际著名杂志 The Plant Cell。杨维才实验室的助研李红菊为该论文

的第一作者。本研究得到了科技部重大研究计划项目和国家自然科学基金委的资助。 
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