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甘薯 IbSAUR76基因表达特征及互作蛋白筛选
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摘要： 甘薯［Ipomoea batatas （L.） Lam.］易受多种生物和非生物胁迫影响，导致产量和品质下降，因此挖掘抗逆基因并解

析其功能机制，对培育甘薯抗逆新品种、保障产业可持续发展至关重要。SAUR（small auxin up RNA）基因作为生长素信号通路

的关键调控因子，在调控植物生长发育和非生物胁迫响应中具有重要作用。本研究首先克隆了 IbSAUR76基因，通过烟草瞬时

表达发现 IbSAUR76基因编码的蛋白定位于细胞核和细胞膜。组织特异性表达分析显示，IbSAUR76基因在甘薯根、茎、叶、叶

柄和茎尖组织中均有表达，其中在茎尖中的表达量最高；在60 d、75 d、90 d和105 d 块根中均有表达，其中在90 d块根中的达

量最高。IbSAUR76启动子序列分析发现该基因上游区域包含多个逆境和激素响应相关的顺式作用元件。进一步的qRT-PCR

分析显示，IbSAUR76响应干旱和盐胁迫，为了深入探究其在甘薯中的分子机制，构建了 IbSAUR76的诱饵载体，通过mating法

从甘薯 cDNA 酵母文库中筛选获得 27 个与 IbSAUR76 相互作用的候选蛋白，并对其中两个与非生物胁迫相关的互作蛋白

IbERF2及 IbHOS15进行了酵母双杂交回转验证。本研究丰富了对 IbSAUR76基因功能的认识，为深入解析 IbSAUR76在甘薯

中的功能和作用机制提供了理论基础。
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Abstract：Sweetpotato ［Ipomoea batatas （L.） Lam.］ is susceptible to various biotic and abiotic stresses that 

adversely affect its yield and quality. Therefore， identifying stress-responsive genes and elucidating their 
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functional mechanisms are crucial for developing stress-resistant cultivars. As key components of auxin signaling 

pathways， SAUR （small auxin up RNA） genes play pivotal roles in plant growth， development， and stress 

adaptation. In this study， the IbSAUR76 gene was cloned and its encoded protein was demonstrated to localize to 

the nucleus and membrane via transient expression in tobacco. Tissue-specific expression profiling demonstrated 

that IbSAUR76 is ubiquitously expressed in roots， stems， leaves， petioles， and shoot tips （highest in shoot 

tips）， as well as in storage roots at 60， 75， 90， and 105 days post-planting （peak at 90 days）. Analysis of the 

IbSAUR76 promoter sequence revealed the presence of multiple cis-acting elements associated with stress and 

hormone responses in the upstream region of the gene. qRT-PCR analysis demonstrated that IbSAUR76 responds 

to both drought and salt stress treatments. To elucidate the molecular mechanisms underlying its function in 

sweetpotato， the IbSAUR76 bait vector was constructed  for yeast two-hybrid screening against a sweetpotato 

cDNA library using the mating method， leading to the identification of 27 candidate interacting proteins. Two 

interactors IbERF2 and IbERF15， which are known to be associated with abiotic stress responses， were further 

validated through yeast two-hybrid reciprocal verification assays. This study enhances the understanding of the 

IbSAUR76 gene function and provides a theoretical foundation for in-depth dissection of its role and mechanism 

of action in sweetpotato.

Key words： sweetpotato；IbSAUR76；auxin；interacting protein

甘薯［Ipomoea batatas （L.） Lam.］隶属于旋花

科番薯属，是一种广泛种植的一年生蔓生草本植

物［1］。甘薯作为世界上重要的粮食、饲料及工业原

料作物，因具有适应性强、产量高、营养价值高等优

良特性而备受瞩目［2］。甘薯含有丰富的碳水化合

物（淀粉、单糖及膳食纤维）和生物活性物质（胡萝

卜素、花青素与抗坏血酸等）等营养成分［3-4］。在人

类饮食体系中，甘薯不仅是能量与营养的重要来

源，还具有降低血糖、预防心血管疾病及提升机体

免疫等功效［5］。中国作为世界上最大的甘薯生产

国［6］，甘薯产量和品质持续受到土壤盐渍化与干

旱胁迫的严重制约。这一问题在边际土地种植体

系中尤为突出［7］。因此，挖掘甘薯抗逆相关基因

并深入探究其功能与作用机制，对于提升甘薯的

耐盐耐旱性、保障甘薯产业可持续发展具有重要

意义。

生长素（IAA，auxin）是最早被发现的一类植

物激素，在植物生长发育过程中发挥着重要的调

节作用［8］。生长素早期响应基因家族是生长素信

号转导途径中的重要组成部分，包括生长素/吲哚

乙酸基因（Aux/IAA，auxin/indole-3-acetic acid）、酰

基酰胺合成酶基因（GH3，gretchen hagEN 3）和生

长 素 上 调 小 RNA 基 因（SAUR，small auxin up 

RNA）。其中，Aux/IAA 基因家族通过特定结构域

与生长素响应因子（ARFs，auxin response factors）

相互作用，进而抑制 ARFs 激活基因的转录活

性［9］。GH3 基因家族通过编码具有生长素氨基酸

化合成酶活性的 GH3 蛋白，参与维持植物生长素

的动态平衡，并在植物生长素信号途径、光信号途

径及防卫反应中发挥重要作用［10］。SAUR 基因家

族是植物特有的最大的生长素响应因子家族，包

含众多成员，在植物响应生长素信号过程中各自

发挥着不同的功能［11］。

SAUR基因最初由McClure等［12］在大豆下胚轴

中发现，研究证实其表达受生长素诱导调控。在大

多数高等植物中，SAUR基因家族成员众多，且在染

色体相邻位置呈串联重复状态存在，可能与家族基

因复制有关［13］。此外，SAUR基因通常不含内含子，

编码的蛋白质相对分子质量较小，介于 9×10³到 3×

10⁴之间，易于在细胞内扩散和运输，从而快速到达

作用位点发挥生物学功能［14-17］。随着对SAUR基因

家族研究的持续深入，对该家族成员功能的认识也

越发清晰。SAUR基因参与植物生长发育及次级代

谢物的合成。例如，Peng等［18］通过对枇杷SAUR基

因家族进行全基因组鉴定分析，确定了 EjSAUR22

基因与果实大小相关；拟南芥中过表达 SAUR8、

SAUR10和 SAUR16可促使角果增长［19］，而 SAUR50

可通过抑制 2C 型蛋白磷酸酶 D 亚类 1（PP2C-D1，

protein phosphatase 2c d-clade 1）的蛋白磷酸酶活性

进而促进细胞生长［20］；拟南芥中异位表达甜樱桃

PavSAUR55 会导致拟南芥根伸长及花瓣延迟脱

落［21］；OsSAUR39正调控水稻中花青素的积累［22］；龙

眼 DlSAUR63 和 DlSAUR64 通过响应赤霉素（GA3，

gibberellins）、水杨酸（SA，salicylic acid）、茉莉酸甲

1107



植 物 遗 传 资 源 学 报 26 卷

酯（MeJA，methyl jasmonate）等激素信号而在龙眼

体胚发生早期发挥功能［23］。除了在植物生长发育

及次级代谢物合成方面的功能，SAUR基因还在植

物应对干旱、盐等非生物胁迫方面发挥着重要的调

控能力。如拟南芥 AtSAUR32、AtSAUR41 及花生

AhSAUR3/79、AhSAUR30/96 等在干旱、盐胁迫及低

温处理下表现出显著表达变化［24-26］。尽管对 SAUR

基因在许多植物中的功能有一定的了解，但有关

SAUR基因在甘薯中的研究仍鲜有报道。目前，仅

有Mathura等［27］对甘薯基因组进行分析，鉴定出200

条SAUR基因家族成员序列。

本研究聚焦于甘薯中的 IbSAUR76 基因，旨在

通过分析其在甘薯不同组织、不同生长发育阶段及

盐和干旱胁迫下的表达特征，结合启动子克隆分析

和酵母双杂交技术筛选并鉴定与 IbSAUR76互作的

蛋白，为进一步揭示 IbSAUR76 在甘薯逆境响应过

程中的功能和作用机制奠定基础。

1　材料与方法

1.1　试验材料

试验材料为甘薯品种栗子香，种植于山西农业

大学试验田。采集生长 60 d、75 d、90 d 和 105 d 的

栗子香块根，以及生长 90 d 的根、茎、叶、叶柄、茎

尖，每个样品包含3个生物学重复，擦洗干净后进行

液氮速冻，于-80℃冰箱保存，以备后续使用。

1.2　试验方法

1.2.1　IbSAUR76基因的克隆　利用 Trizol 试剂提

取生长90 d栗子香块根的总RNA，随后采用All-In-

One 5× RT MasterMix 反转录试剂盒合成 cDNA

（abm公司），以其为模板扩增 IbSAUR76的开放阅读

框（ORF，open reading frame）序列，引物序列见表1。

PCR反应体系为：cDNA 1 μL，正反向引物各2 μL，2× 

Taq PCR Mix 25 μL，ddH2O 20 μL，共50 μL，Mix购自

赛默飞世尔科技公司。反应条件为 95℃预变性 5 

min；95℃变性30 s，60℃退火30 s，72℃延伸30 s，共

35 个循环；之后 72℃后延伸 5 min。利用 Axygen 

DNA片段纯化试剂盒（苏州康宁生命科学公司）纯

化回收，将其与 pMDTM19-T载体（TAKARA公司）在

16℃下连接 12 h，采用热激法将连接产物转化至

DH5α感受态细胞，通过菌落PCR筛选得到阳性克

隆，提质粒，送生工生物工程公司进行测序验证。

1.2.2　IbSAUR76的亚细胞定位分析　将含有EGFP

的pC1301-IbSAUR76融合表达载体和pC1301-35SN

空载体采用液氮冻融法分别转化到农杆菌GV3101

中，挑取阳性单克隆接种于25 mL含有卡那霉素和

利福平的LB液体培养基中培养至OD600为0.6，接着

用 25 mL 悬浮液（10 mmol/L 氯化镁，10 mmol/L 2-

吗啉乙磺酸和 100 μmol/L 乙酰丁香酮）重悬菌体，

室温静置4 h后注射至生长4周龄的烟草叶片中，先

暗培养 24 h，再正常培养 48 h（光照 16 h/黑暗 8 h）

后，使用激光共聚焦显微镜进行观察。

表1　本研究中引物序列

Table 1　Primer sequences in this study

引物名称

Primer name

IbSAUR76_Sal I_F

IbSAUR76_Xba I_R

IbSAUR76_EcoR I_F

IbSAUR76_Pst Ⅰ_R

IbActin_F

IbActin_R

IbSAUR76_F

IbSAUR76_R

T7_F

3′AD_R

Pro-IbSAUR76-F

Pro-IbSAUR76-R

引物序列（5′-3′）

Primer sequences （5′-3′）

GCGTCGACATGGCTAAAGGAGGGAAG

GCTCTAGAACAGGCGTAAAAATCGA

GGAATTCATGGCTAAAGGAGGGAAG

AACTGCAGACAGGCGTAAAAATCGA

GACTACCATGTTCCCCGGTA

TTGTATGCCACGAGCATCTT

CCCGGTGTACGTGGGAAAGT

CTCGTCCAAGGATTCCGGCT

TAATACGACTCACTATAGGGC

AGATGGTGCACGATGCACAG

TGAGGCGTGCTCTGAAATCT

TGAAGAAATGAGGTTTGAGG

用途

Purpose

基因克隆

诱饵载体构建

内参基因

实时荧光定量

酵母阳性质粒鉴定

启动子克隆
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1.2.3　IbSAUR76在不同生长时期和组织部位的表

达分析　利用 Trizol 试剂分别提取来自 3 株生长

60 d、75 d、90 d 和 105 d 栗子香甘薯苗的块根以及

90 d 茎、叶、叶柄、茎尖组织的总 RNA 并反转录为

cDNA，且所有样本包含3个生物学重复。以 IbActin

为内参基因（引物序列见表 1），通过 qRT-PCR分析

IbSAUR76基因在这些样本中的表达量，体系和程序

参照 BlasTaqTM 2× qPCR MasterMix 试剂盒说明书

（abm公司）。所有试验均进行 3次技术重复，采用

2−ΔΔCt法计算相对表达量。

1.2.4　IbSAUR76 在盐和干旱胁迫下的表达分析　

从田间剪取生长60 d，长度约10 cm的栗子香枝条，

置于 1/2霍格兰营养液中进行培养（25℃/16 h光照

和 22℃/8 h黑暗），培育 2周待生长状态一致，将其

分为两组，一组置于添加 30 % PEG6000的 1/2霍格

兰营养液中，另一组置于含有 200 mmol/L NaCl 的

1/2霍格兰营养液中，分别进行干旱胁迫和盐胁迫处

理。以 0 h为对照，分别在处理后的 1 h、3 h、6 h、12 

h、24 h采集样本，且所有处理均设置3次生物重复。

采集的样本在液氮中速冻备用，提取所有样本的

RNA 并反转录为 cDNA。运用 qRT-PCR 方法分析

IbSAUR76 基因在 PEG 和 NaCl 处理（0 h、1 h、3 h、

6 h、12 h、24 h）下栗子香叶片中的表达模式。所有

试验均进行 3次技术重复，采用 2−ΔΔCt法计算相对表

达量。

1.2.5　IbSAUR76启动子的克隆及分析　IbSAUR76

启动子序列（IbSAUR76基因上游2000 bp的DNA序

列）提取自甘薯参考基因组数据库（https：//sweet 

potato.uga.edu/）。根据所提取序列设计 IbSAUR76

启动子序列的扩增引物（表1），将 IbSAUR76启动子

扩增后的产物纯化、回收后连接至pMD19TM-T载体

（扩增体系和程序参照1.2.1），转化DH5α，提取质粒

后测序。通过PlantCARE（http：//bioinformatics.psb.

ugent.be/webtools/plantcare/html/）分析启动子的顺

式作用元件。

1.2.6　IbSAUR76基因诱饵载体的构建　以1.2.1中

的阳性质粒为模板，用 IbSAUR76_EcoR I_F 和

IbSAUR76_Pst Ⅰ_R为引物进行PCR扩增（引物序列

见表1，体系和程序参照1.2.1）。将PCR回收产物和

空载体 pGBKT7 质粒双酶切后连接转化至 DH5α，

挑取阳性菌落，提取质粒后进行PCR鉴定和EcoR I

和Pst I双酶切重组验证。将pGBKT7-IbSAUR76重

组质粒转入Y2HGold感受态中，培养2~3 d后，挑3~

6 个单克隆，分别接种到 3 mL SD/-Trp 液体培养基

中，30℃、220 r/min过夜培养，选择阳性菌液进行后

续试验。

1.2.7　检测诱饵载体毒性及自激活　将空载体

pGBKT7 与重组质粒 pGBKT7-IbSAUR76 分别转入

Y2HGold 酵母感受态中，涂布于 SD/-Trp 培养基，

30℃倒置培养2~3 d，根据酵母菌落的生长状态分析

诱饵载体是否具有毒性。将组合一（阳性对照：

pGBKT7-53+pGADT7-T）、组 合 二（阴 性 对 照 ：

pGBKT7-Lam+pGADT7-T）和组合三（诱载体饵：

pGBKT7-IbSAUR76+pGADT7）分别转入 Y2HGold

酵母菌株中，涂布 DDO（SD/-Leu-Trp）和 TDO/X

（SD/-His-Leu-Trp+X-α-gal）酵母培养基，30℃倒置

培养2~3 d，通过菌落生长情况判断诱饵蛋白是否具

有自激活活性。

1.2.8　IbSAUR76互作蛋白的筛选、鉴定及功能分

析　将 Y2H［pGBKT7-IbSAUR76］菌株与甘薯酵母

文库菌株共培养，30℃、35 r/min培养24 h，通过显微

镜观察酵母结合子状况。随后将菌液涂布于DDO/

X（SD/-Leu-Trp+X-α-gal）和TDO（SD/-His-Leu-Trp）

培养基，30℃倒置培养 3~7 d。挑取DDO/X培养基

上变蓝和TDO培养基上生长正常的酵母菌落接种

至QDO/X（SD/-His-Leu-Trp-Ade+X-α-gal）培养基上

进行复筛，最终得到的蓝色菌落，即为候选互作蛋

白阳性菌株。

提取复筛所得阳性克隆的酵母质粒，将其转化

至DH5α感受态细胞。挑取单菌落，在含50 mg/mL

氨苄的LB液体培养基中过夜培养，提取质粒，用引

物 T7_F 和 3′AD_R 检测条带大小（引物序列见

表1）。选择有条带的质粒测序，将测序所得序列在

NCBI 网站（https：//blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi？

PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&

LINK_LOC=blasthome）进行比对，获取候选基因

注释。

1.2.9　互作蛋白的回转验证　将筛选得到的质粒

分别与诱饵载体 pGBKT7-IbSAUR76 质粒共转至

Y2HGold 感受态，随后将转化菌液以及阴性、阳性

对照菌液进行10倍、100倍、1000倍梯度稀释后，分

别点板于DDO和QDO/X平板，30℃倒置培养2~3 d

后观察菌落生长状况。

2　结果与分析

2.1　IbSAUR76基因的克隆

PCR 扩增获得 IbSAUR76 基因的 ORF，测序验

证其长度为 408 bp，与预期目标片段大小一致

1109



植 物 遗 传 资 源 学 报 26 卷

（图 1A）。后续通过菌液 PCR 筛选阳性克隆，结果

显示第2、4、5号菌落的泳道中存在符合预期大小的

条带（图1B）。

2.2　IbSAUR76蛋白定位

为了分析 IbSAUR76蛋白的定位情况，将重组

质粒 pC1301-IbSAUR76 和 pC1301-35SN 空载质粒

转化农杆菌后，通过烟草瞬时侵染，在激光共聚焦

显微镜下观察荧光分布情况，结果表明，注射35S∶∶

GFP载体（pC1301-35SN空载体质粒）的烟草细胞内

广泛存在绿色荧光，注射35S∶∶IbSAUR76∶∶GFP载体

（pC1301-IbSAUR76重组质粒）的烟草细胞在细胞核

和细胞膜的位置显示绿色荧光（图2），表明IbSAUR76

蛋白定位在细胞核和细胞膜中。

2.3　IbSAUR76基因在甘薯不同组织及不同发育时

期的表达分析

为解析 IbSAUR76 在甘薯中的功能，首先对其

在甘薯不同组织中的表达进行分析。结果表明，

IbSAUR76基因在甘薯根、茎、叶、叶柄和茎尖中均有

表达，在茎尖中的表达量最高（图 3A），而茎尖是分

生组织最为活跃的区域，预测 IbSAUR76 基因在细

胞分裂过程中发挥作用。此外，本研究分析了

IbSAUR76基因在块根不同发育时期的表达量，发现

其表达量在甘薯块根膨大期（90 d）时达到峰值

（图 3B），推测 IbSAUR76可能通过调控细胞膨压或

者细胞壁松弛来促进细胞膨大与块根形态建成。

2.4　IbSAUR76启动子的克隆及分析

为进一步分析 IbSAUR76基因可能参与的生物

学过程，通过 PCR 扩增获得 IbSAUR76 基因上游约

2000 bp的目标条带（图4），顺式作用元件分析表明，

IbSAUR76启动子中主要包含光信号（如G-box）、激

素（如ABRE）及胁迫响应（如MYB结合位点）等调控

元件（表2），预测IbSAUR76基因可能参与调控甘薯中

激素响应和逆境胁迫应答等生物学过程。
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�bp� �bp�M

A B

1 M 1 2 3 4 5

750
500
400

1000
750

500
400

300
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100

A：IbSAUR76基因ORF序列的扩增，1：IbSAUR76基因的PCR产物；

B：菌液PCR鉴定，1：阳性对照，2~5：IbSAUR76菌液PCR产物；

M：DL1000

A： ORF sequence of the IbSAUR76 gene， 1： PCR product of the 

IbSAUR76 gene； B： PCR identification of the pC1301-IbSAUR76 

bacterial solution， 1： Positive control， 2-5： PCR product of 

IbSAUR76 bacterial solution

图1　IbSAUR76基因的克隆

Fig. 1　Cloning of the IbSAUR76 gene
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图2　IbSAUR76蛋白在烟草中的亚细胞定位

Fig. 2　Subcellular localization of IbSAUR76 protein in tobacco
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表2　IbSAUR76启动子序列的顺式作用元件分析

Table 2　Cis-element in the sequence of IbSAUR76 promoter

WRE3

WUN-motif

STRE

box S

ERE

FP56

TCA-element

TGACG-motif

ABRE

CCACCT

AAATTTCTT

AGGGG

AGCCACC

ATTTCATA

TCCCCATTTTACCCCT

CCATCTTTTT

TGACG

ACGTG

伤口响应元件

损伤响应元件

应激响应元件

响应发育与环境

乙烯响应元件

植物基因调控元件

参与水杨酸反应性的顺式作用元件

参与MeJA响应性的顺式作用调节元件

参与脱落酸反应性的顺式作用元件

1

2

6

1

1

1

2

1

1

元件名

Element

序列

Sequence

功能

Function

数量

Number

A

������
Different tissue sites
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d
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不同小写字母表示在P<0.05水平差异显著；下同

Different lowercase letters indicate significant differences at the P < 0.05 level； The same as below

图3　IbSAUR76在不同组织（A）和不同发育时期（B）的表达分析

Fig. 3　Analysis of the expression properties of IbSAUR76 in different tissues （A） and 

different developmental stages （B） of sweetpotato
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1~3： IbSAUR76启动子的PCR产物， M： DL2000

1-3： PCR product of the IbSAUR76 promoter

图4　IbSAUR76启动子序列的扩增

Fig. 4　Amplification of the promoter sequence of the IbSAUR76
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MRE

Box 4

G-box

MYB

MBS

W box

as-1

MYC

AACCTAA

ATTAAT

CACGTC

TAACCA/TAACTG

CAACTG

TTGACC

TGACG

CATTTG

金属响应元件

参与光响应性的保守DNA模块的一部分

参与光反应性的顺式作用调节元件

MYB转录因子的结合位点

参与干旱诱导的MYB结合位点

WRKY结合位点

TGA结合位点

MYC转录因子结合位点

1

3

1

9

1

2

1

4

表2（续）

元件名

Element

序列

Sequence

功能

Function

数量

Number

2.5　干旱和盐胁迫诱导甘薯 IbSAUR76的表达

为了探究 IbSAUR76基因在甘薯逆境胁迫中的

功能，分析了 IbSAUR76 基因在盐（200 mmol/L 

NaCl）和干旱（30% PEG6000）胁迫下的表达水平。

结果显示，IbSAUR76基因在两种胁迫下的表达量均

显著上调，且在 24 h时达到峰值，分别为对照（0 h）

的5.7倍和34.9倍（图5）。

2.6　IbSAUR76诱饵载体的构建

重组质粒pGBKT7-IbSAUR76经PCR验证显示

条带单一，大小为408 bp（图6A），且双酶切（EcoR I/

Pst I）产物与目的片段大小一致（图 6B），表明诱饵

载体构建成功。之后将诱饵载体转化至 Y2HGold

酵母感受态中，挑选阳性菌株进行后续实验。

2.7　诱饵载体的毒性和自激活检测

为检测诱饵载体的毒性和自激活效应，将

pGBKT7-IbSAUR76 菌株和空载体 pGBKT7 菌株分

别涂布于SD/-Trp平板上培养。结果显示，两个酵母

菌株均能在SD/-Trp平板上正常生长，且菌落大小和

数目无明显差别（图7），说明诱饵载体表达的融合蛋

白对酵母细胞没有毒性。将阳性对照质粒（pGBKT7-

53+pGADT7-T）、阴 性 对 照 质 粒（pGBKT7-Lam+

pGADT7-T）以及诱饵载体（pGBKT7-IbSAUR76+

pGADT7）的酵母菌株分别涂布于DDO和TDO/X酵母

固体培养基。结果显示，转入诱饵载体的酵母菌株在

DDO固体培养基上可以生长，而在TDO/X固体培养基

上不生长，阳性对照在DDO和TDO/X培养基上均能正

常生长且能在 TDO/X 培养基上变蓝，阴性对照在

DDO上正常生长，而在TDO/X上不能生长（图8），表明

（pGBKT7-IbSAUR76+pGADT7）质 粒 成 功 转 入

Y2HGold酵母感受态细胞，且诱饵载体无自激活活性。

2.8　IbSAUR76互作蛋白的筛选及功能注释

将 pGBKT7-IbSAUR76 酵母菌株与甘薯 cDNA

酵母文库菌株共培养，显微镜观察菌液中酵母结合

子的细胞形态。结果显示，大部分酵母结合子细胞

呈现“米奇头”或“三叶草”形状（图 9A）。将上述菌

液涂布于DDO/X、TDO培养基进行初筛，QDO/X培

养基复筛，共获得27个候选基因（图9B）。
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图5　IbSAUR76在盐胁迫（A）和干旱胁迫（B）下的表达分析

Fig. 5　IbSAUR76 expression under salt （A） and drought （B） of sweetpotato
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M 1
A B

2 3 M 1 2 34

A：pGBKT7-IbSAUR76重组质粒的PCR鉴定，1~4：IbSAUR76的PCR产物；B：pGBKT7-IbSAUR76重组质粒的酶切验证，1：pGBKT7-IbSAUR76

重组质粒，2：pGBKT7-IbSAUR76重组质粒双酶切产物，3：IbSAUR76的PCR产物；M：DL1000

A： PCR characterization of the pGBKT7-IbSAUR76 recombinant plasmid， 1-4： PCR product of IbSAUR76； B： Restriction enzyme digestion 

verification of pGBKT7-IbSAUR76 recombinant vector， 1： pGBKT7-IbSAUR76 recombinant plasmid， 2： Double enzyme digestion product of 

pGBKT7-IbSAUR76 recombinant plasmid， 3： PCR product of IbSAUR76

图6　pGBKT7-IbSAUR76诱饵载体的构建

Fig. 6　Construction of the pGBKT7-IbSAUR76 bait vector

1 cm 1 cm

A B

A：pGBKT7-IbSAUR76诱饵菌株涂布的生长情况；B：pGBKT7空载体菌株涂布的生长情况

A： Growth of the coated pGBKT7-IbSAUR76 bait strain； B： Growth of the coated pGBKT7 empty vector strain

图7　pGBKT7-IbSAUR76诱饵载体毒性检测

Fig. 7　Toxicity detection of pGBKT7-IbSAUR76 bait vector

pGBKT7-IbSAUR76+pGADT7

pGBKT7-53+pGADT7-T

pGBKT7-Lam+pGADT7-T

DDO TDO/X

1 cm

阴性对照：pGBKT7-Lam+pGADT7-T；阳性对照：pGBKT7-53+pGADT7-T；诱饵载体：pGBKT7-IbSAUR76+pGADT7

Negative control： pGBKT7-Lam+pGADT7-T； Positive control： pGBKT7-53+pGADT7-T； Bait carrier： pGBKT7-IbSAUR76+pGADT7

图8　pGBKT7-IbSAUR76诱饵载体自激活检测

Fig. 8　Detection of self-activation of the bait vector pGBKT7-IbSAUR76
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提取筛选得到的 27 个互作酵母质粒，转入

DH5α大肠感受态扩增并测序，经NCBI比对后，得

到 27个与植物生长发育、逆境响应、次生代谢以及

细胞基础生命活动相关的蛋白（表3）。

2.9　互作蛋白的酵母双杂交验证

选择与非生物胁迫相关的2个候选蛋白乙烯响

应 因 子（ERF2，ethylene-responsive transcription 

factor 2）和高表达渗透响应基因 15 蛋白（HOS15，

high expression of osmotically responsive gene 15）进

行酵母双杂交回转验证。结果显示，转化后的酵母

细胞在 DDO 培养基上均能生长，说明诱饵和猎物

质粒均成功转入酵母细胞，在TDO/X培养基上，阴

性对照（pGBKT7-Lam+pGADT7-T）不能生长，而分

别转化了含候选基因 IbERF2和 IbHOS15的酵母细

胞均能生长且变蓝（图 10），进一步验证了 IbERF2

和 IbHOS15 两个候选蛋白与 IbSAUR76 的互作

关系。

表3　IbSAUR76部分候选互作蛋白功能注释

Table 3　Functional annotation of partial candidate IbSAUR76-interacting proteins

编号

Number

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

蛋白名称

Protein name

烯醇化酶-1

磷酸-2-脱氢-3-脱氧庚糖酸醛缩酶1

磷酸葡萄糖变位酶

NADH氧化还原酶1β亚复合物亚基9

E3泛素-蛋白连接酶RMA1H1蛋白

含锌指CCCH结构域蛋白55蛋白

钙调蛋白结合蛋白25

光依赖性短下胚轴10样蛋白

金属硫蛋白

乙烯响应因子2

螺旋-环-螺旋4

高表达渗透响应基因15蛋白

SCR1蛋白

泛素-结合酶E2 28酶

锰超氧化物歧化酶

谷氧还蛋白-C9

NADH脱氢酶［泛醌］黄素蛋白2

类囊体膜蛋白 slr0575蛋白

细胞色素c氧化酶亚基5b

蛋白登记号

Protein number

XM_031263895.1

XM_031260192.1

XM_031261241.1

XM_019331359.1

XM_031242048.1

XR_002054885.1

XM_031246399.1

XM_031237619.1

MG001450.1

XM_031258555.1

KU744525.1

XM_031269105.1

XM_031265932.1

XM_031257686.1

L77078.1

XM_031235466.1

XM_031265566.1

XM_031253362.1

XM_031234624.1

功能注释

Function annotations

参与糖酵解途径

参与糖代谢途径

参与糖代谢途径

参与电子传递，维持能量代谢

调控蛋白质降解与信号转导

参与细胞内应激反应

参与钙信号传导及细胞生长、分化、运动

调控植物光形态建成及生长发育

参与重金属解毒、维持微量元素平衡、抗氧化

参与植物生长发育及响应胁迫反应

参与细胞分化及信号通路的过程

调节渗透压保护细胞免受损伤

参与植物生长发育及响应胁迫反应

调控蛋白质稳态

清除超氧阴离子，维持细胞代谢与生存

调控氧化还原反应保护细胞

参与电子链传递，调节细胞内氧化还原平衡

参与膜结构稳定和光合电子传递

参与电子传递为细胞产生能量

20 μm 1 cm

A B

图9　酵母结合子细胞（A）及复筛结果（B）

Fig. 9　Yeast zygote cells （A） and the rescreening result （B）
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3　讨论

甘薯作为一种重要的粮食和经济作物，因适应

性强、营养丰富而在农业生产中占据重要地位。在

长期的自然选择和人工培育过程中，甘薯积累了大

量的抗逆基因，IbBBX24通过激活过氧化物酶基因

IbPRX17的表达来清除活性氧从而增强甘薯对盐和

干旱胁迫的耐受性［7］；IbC3H18 通过调控脱落酸

（ABA，abscisic acid）信号传导、光合作用和离子传输

等途径提高甘薯的抗逆性［28］；在烟草过表达IbMYB330

可 通过提高超氧化物歧化酶（SOD，superoxide 

dismutase）、过氧化物酶（POD，peroxidase）、抗坏血

酸（APX，ascorbate peroxidase）等胁迫相关基因的转

录水平和活性来提高其抗盐和抗旱能力［29］；在拟南

芥中过表达 IbMYB48可通过上调与ABA生物合成、

茉莉酸（JA，jasmonic acid）生物合成等相关基因的

表达来增强其耐盐性和耐旱性［30］，这些抗逆基因的

存在为甘薯在复杂多变的环境中生存和发展提供

了重要的遗传基础，也为进一步开展甘薯的抗逆性

研究以及品种改良提供了关键的基因资源。早期

响应生长素SAUR基因家族大部分成员是植物生长

素信号转导途径的关键调节因子，同时在调控植物

的生长发育及非生物胁迫过程中同样发挥着重要

作用。例如，SAUR15与细胞表面受体样激酶油菜

素内酯不敏感 1（BRI1，brassinosteroid-insensitive 1）

相互作用促进了拟南芥的器官发育［31］，Zhang等［32］

利用 RT-qPCR 分析发现，AcoSAUR12/24/50 在盐和

干旱处理应答中发挥着积极作用。然而，目前有关

甘薯中SAUR基因功能的研究还很少。

本研究以甘薯 IbSAUR76 基因为研究对象，在

分析 IbSAUR76 的组织特异性时发现 IbSAUR76 在

茎尖中含量最高。茎尖作为分生组织最为活跃的

区域，其内生长素含量相对较高，鉴于SAUR基因的

表达通常受生长素诱导而上调，推测在甘薯茎尖分

生组织中，高浓度的生长素可能诱导 IbSAUR76 基

因的表达，从而来满足细胞快速分裂、伸长和分化

pGBKT7-Lam+pGADT7-T

pGBKT7-Lam+pGADT7-T

pGBKT7-IbSAUR76+Q("%5�

pGBKT7-IbSAUR76+IbERF2

pGBKT7-53+pGADT7-T

100 10010�1 10�2 10�3 10�1 10�2 10�3

100 10010�1 10�2 10�3 10�1 10�2 10�3

DDO

A

QDO/X

DDO

B

QDO/X

pGBKT7-IbSAUR76+pGADT7

pGBKT7-IbSAUR76+IbHOS15

pGBKT7-53+pGADT7-T

A：pGBKT7-IbSAUR76与pGADT7-IbERF2质粒的回转验证结果；B：pGBKT7-IbSAUR76与pGADT7-IbHOS15质粒的回转验证结果；阳性对

照：pGBKT7-53+pGADT7-T；阴性对照：pGBKT7-Lam+pGADT7-T、pGBKT7-IbSAUR76+pGADT7

A： Results of rotation verification of pGBKT7-IbSAUR76 and pGADT7-IbERF2 plasmids； B： Results of rotation verification of pGBKT7-

IbSAUR76 and pGADT7-IbHOS15 plasmids； Positive control： pGBKT7-53+pGADT7-T； Negative control： pGBKT7-Lam+pGADT7-T， 

pGBKT7-IbSAUR76+pGADT7

图10　IbSAUR76与 IbERF2和 IbHOS15的酵母双杂交验证

Fig. 10　Yeast two-hybrid validation of IbSAUR76 with IbERF2 and IbHOS15
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的需求。而在不同发育时间的表达分析中发现

IbSAUR76在90 d的甘薯块根中的表达量最高，暗示

其可能在甘薯块根的生长发育、水分养分吸收以及

与土壤环境的相互作用中扮演重要角色。为进一

步探究 IbSAUR76 的功能，克隆并分析了其启动子

序列，发现 IbSAUR76 启动子中包含多个逆境和激

素响应元件，表明 IbSAUR76 可能与甘薯的生长发

育和逆境胁迫响应相关。胁迫试验发现，在

PEG6000 和 NaCl 处理下，IbSAUR76 的表达量均增

加，且均在 24 h达到峰值，表明该基因在甘薯的抗

逆性中发挥一定的作用。进而构建了 IbSAUR76的

诱饵载体并利用mating法从甘薯cDNA酵母文库中

筛选到了 27个与 IbSAUR76相互作用的候选蛋白。

这些互作蛋白涉及植物生长发育、逆境响应及细胞

基础活动等多个方面，进一步丰富了我们对

IbSAUR76基因功能的认识。

特别地，本研究注意到一些已被证实的与植物

抗逆性相关的蛋白，如高表达渗透响应基因15蛋白

（HOS15，high expression of osmotically responsive 

gene 15）、乙 烯 响 应 因 子 2（ERF2，ethylene-

responsive transcription factor 2）、E3泛素-蛋白连接

酶 RMA1H1 蛋 白（Rma1H1，E3 ubiquitin-protein 

ligase RMA1H1）、SCR1（Scarecrow protein 1）、谷氧

还蛋白-C9（GRX-C9，glutaredoxin-C9）和锰超氧化

物 歧 化 酶 （MnSOD， manganese superoxide 

dismutase）等。HOS15在植物中是一个多功能的蛋

白，目前其功能研究主要集中于拟南芥。研究表

明，拟南芥HOS15不仅通过抑制GI（GIGANTEA）基

因表达调控开花时间［33-34］，还参与干旱［35］和低温胁

迫［36］。 然 而 ，截 止 目 前 ，尚 未 见 有 关 甘 薯 中

IbHOS15基因功能的研究。ERF作为一种乙烯响应

因子，已有很多研究报道其参与果实的成熟、衰老

及脱落等发育过程，同时也响应生物和非生物胁

迫［37-40］。有关甘薯 IbERF2的相关研究仅有一项，即

Kim 等［41］从甘薯悬浮培养细胞和脱水处理的纤维

根的表达序列标签（EST，expressed sequence tags）

文库中分离并鉴定了 IbERF1和 IbEFR2基因，它们

响应盐和干旱等胁迫并能激活烟草叶片中防御基

因的表达。Rma1H1通过抑制水通道蛋白的运输和

蛋 白 酶 体 降 解 增 强 拟 南 芥 的 抗 旱 性［42］ 。

SCARECOW、GRX-C9 和 MnSOD 主要通过氧化还

原稳态、清除细胞内活性氧自由基来保护细胞免受

氧 化 损 伤［43-45］。 通 过 回 转 验 证 进 一 步 表 明

IbSAUR76 与 IbERF2 和 IbHOS15 互 作 ，推 断

IbSAUR76 可能通过与这些蛋白的相互作用，直接

或间接参与植物对环境胁迫的响应，但是具体的调

控机制还需要进一步研究。

此外还发现了一些与植物代谢相关的蛋白，如

烯醇化酶-1（ENO1，enolase 1）、核苷二磷酸激酶 1

（NDPK1，nucleoside diphosphate kinase 1）和磷酸葡

萄糖变位酶（PGM，phosphoglucomutase）等，这些蛋

白在糖酵解、莽草酸合成及细胞周期调控等过程中

发挥重要作用［46-48］，特别是PGM作为糖代谢途径的

关键酶，可以间接影响植物对环境胁迫的响应［49］。

综上所述，这些研究结果不仅有助于深入解析

IbSAUR76参与植物生长发育及逆境响应的分子调

控网络与作用机制，还为培育甘薯抗逆新品种提供

了理论基础和基因资源。未来将进一步探讨

IbSAUR76 与这些互作蛋白的具体作用机制，以及

如何利用这些基因资源提高甘薯的抗逆性。同时

也将继续挖掘甘薯中的其他抗逆基因，为甘薯的遗

传改良和抗逆性育种提供新的思路和方法。
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