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摘  要：不定根的诱导是植物无性繁殖成功的关键环节。前期研究表明，生长素极性运输载体基因 MiPIN1 在杧果子叶

切段不定根形成中起着重要作用，但其上游调控机制尚不明确。本研究首先通过 FPNI-PCR 法分离到一段长度为 2112 bp

的 MiPIN1 基因启动子序列，该启动子区域包含光反应、MYB 结合、脱落酸反应、低温响应等多种顺式作用元件。随

后构建 pAbAi-MiPIN1 诱饵载体，并确定其在酵母系统中的自激活抑制浓度为 500 ng/mL AbA。进一步构建杧果子叶切

段不定根形成的酵母 cDNA 文库，并利用酵母单杂交系统筛选到 62 个与 MiPIN1 启动子结合的上游候选蛋白，包括生

长素结合蛋白 ABP19a-like、锌指蛋白 CCCH、myb 308 蛋白、8-羟基香叶醇脱氢酶、叶绿素结合蛋白 LCHII 等。GO

和 KEGG 富集分析显示，这些蛋白主要参与细胞进程、代谢过程、刺激响应、生物调节等生物过程，并涉及次生代谢

物的生物合成、能量代谢、氨基酸代谢、脂类代谢和碳水化合物等新陈代谢途径。本研究为系统解析杧果不定根形成

的分子调控网络奠定基础。 

关键词：杧果；MiPIN1；不定根；酵母单杂交；启动子 

中图分类号：S667.7       文献标志码：A 
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Abstract: The induction of adventitious roots (AR) is a key step for successful clonal propagation in plants. Previous 

studies have shown that the auxin polar transport carrier MiPIN1 plays an important role in AR formation from mango 
cotyledon segments, yet its upstream regulatory mechanisms remain unclear. In this study, a 2 112 bp promoter sequence 

of MiPIN1 isolated using FPNI-PCR. Bioinformatic analysis revealed that the promoter region contained various 
cis-acting elements, including those involved in light response, MYB binding, abscisic acid response, and 

low-temperature stress. A bait vector, pAbAi-MiPIN1, was constructed, and the minimal concentration of Aureobasidin 
A (AbA) required to suppress autoactivation in the yeast system was determined to be 500 ng/mL. Furthermore, a yeast 
cDNA library was constructed from mango cotyledon segments during AR formation. Using the yeast one-hybrid (Y1H) 

system, 62 upstream proteins that potentially bind to the MiPIN1 promoter were identified, including auxin-binding 
protein ABP19a-like, zinc finger protein CCCH, MYB308, 8-hydroxygeraniol dehydrogenase, and chlorophyll a-b 

binding protein LHCII. Gene Ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) enrichment 
analyses indicated that the proteins were mainly involved in biological processes such as cellular processes, metabolism, 

response to stimuli, and biological regulation. They were also enriched in metabolic pathways related to secondary me-
tabolite biosynthesis, energy metabolism, and the metabolism of amino acids, lipids, and carbohydrates. The findings 
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would lay a foundation for unraveling the molecular regulatory network underlying adventitious root formation in 

mango. 

Keywords: mango; MiPIN1; adventitious roots; yeast one-hybrid; promoter 

DOI: 10.3969/j.issn.1000-2561.2026.01.015 

无性繁殖是当前园艺植物商业化规模繁育的

核心方法，全球超过 70%的园艺植物工厂化生产

依赖于外植体生根途径实现再生植株的培育[1]，

因此，不定根的有效诱导已成为无性繁殖成功与

否的关键环节。然而，很多园艺树种尤其是木本

植物，由于其内在生理特性的限制，不定根发生

能力较弱，致使此类材料至今仍难以实现高效的

工厂化无性繁殖[2-4]。因而，深入阐明不定根形成

的分子与生理机制，对推动园艺植物育苗技术的

发展具有重要的理论价值与应用前景。 

植物不定根的形成受到遗传背景、生理状态、

物理环境和化学信号等多种因素的协同调控，目

前普遍认为，生长素在该过程中发挥核心作用[4]。

研究显示，生长素通过极性运输形成局部浓度梯

度，从而激活下游信号通路，调控细胞分化与增

殖，并促进根原基的启动与发育[5-6]。 

生长素极性运输主要由三类转运蛋白家族介

导：输入载体 AUXIN-RESISTANT1 (AUX1) / 

LIKE-AUX1 (LAX)、输出载体 PIN-FORMED (PIN)

以及兼有输入和输出功能的 ATP-binding cassette 

B (ABCB)家族蛋白[7]。其中，PIN 家族蛋白在细

胞膜上的不对称分布为生长素的定向运输提供了

结构基础，对植物形态建成和器官发生具有关键

调控功能[8-9]。多种植物中均已鉴定出 PIN 基因家

族成员，其数量因物种而异  [10]。利用 CRISPR/ 

Cas9 技术敲除水稻（Oryza sativa）OsPIN1b 基因

后，植株芽和主根生长受阻，不定根数量显著减

少，表明该基因在维持体内生长素稳态和不定根

数目方面具有重要作用[11]。除水稻外，PIN 基因

在桃（Prunus persica）、山茶（Camellia sinensis）、
苹果（Malus domestica）、橄榄（Canarium album）

和杧果（Mangifera indica）中均被证实参与不定

根形成过程。桃 PpARF4 可激活 PpPIN1 表达，

促进生长素运输与不定根发生[12]；茶树 CslPIN3
的功能验证表明其影响生长素积累与不定根发

育[13]；苹果 MdFLP 转录因子通过上调 MdPIN3
和 MdPIN10 的表达，显著增加不定根数量[14]；橄

榄 OePIN 基因家族的动态表达谱显示其在 ROS

调节下对外植体生长素的运输和分布产生影响[15]。   

前期研究已证实，生长素输出载体基因 MiPIN1
在杧果子叶切段的不定根形成过程中具有关键作

用，然而其上游调控因子及具体分子机制尚不明

确[16-18]。本研究以粤西 1 号杧果（Mangifera indica 

L. Yuexi 1）子叶为试验材料，克隆 MiPIN1 的启

动子序列，构建酵母单杂交诱饵载体及 cDNA 文

库，并通过酵母单杂交系统筛选与该启动子互作

的上游调控因子，为解析杧果不定根形成的分子

调控网络奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

粤西 1 号杧果果实取自闽南师范大学生科院

植物园（福建漳州），按照 LI 等[16]的方法进行消

毒及不定根诱导。子叶切段长度为 2 cm，平放在

只含 0.7%琼脂的培养基上，置于 28 ℃黑暗条件

下培养。Y1H Gold、DH5α 感受态购自上海唯地

生物技术有限公司；快速质粒小提试剂盒和凝胶

回收试剂盒购自诺唯赞生物科技有限公司，BstB
Ⅰ、BbSⅠ限制性内切酶购自 Biolabs；SacⅠ、Xho
Ⅰ、SmaⅠ、OK Clon DNA Ligation KitⅡ购自湖

南艾科瑞生物工程有限公司；PrimeSTAR® Max 

DNA Polymerase 购自 TaKaRa 公司，SuperScript™ 

Ⅲ和 Advantage 2 Polymerase Mix 购自 Thermo 

Scientific；金担子素 A（AbA）和缺陷型培养基

购自 Coolaber 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  MiPIN1 启动子序列的分离及顺式作用元

件分析  本研究以粤西 1 号杧果嫩叶为材料，采

用 CTAB 法提取 DNA。随后通过 FPNI-PCR 法克

隆启动子序列[19]。根据已获得的 MiPIN1 基因序

列信息设计 3 条特异引物 MiPIN1-SP1~3（表 1）。

以杧果 DNA 为模板，将 9 条简并引物 FPn 分别

与 MiPIN1-SP1 配对，进行第一轮 PCR 扩增；以

此轮产物为模版，使用引物 FSP1 与 MiPIN1-SP2

进行第二轮 PCR；再将第二轮产物稀释 50 倍作为

模板，以 FSP2 和 MiPIN1-SP3 为引物进行第三轮

扩增。对第三轮 PCR 产物中符合预期大小的特异

性条带进行割胶回收并测序。 
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表 1  本研究所用引物 
Tab. 1  Primers used in this study 

引物名称 
Primer name 

引物序列（5-3） 

Primer sequence (5-3) 
用途 

Application 

MiPIN1-SP1 ATAAGCAGAGGAATCCCCATAACCAGAGTG MiPIN1 启动子第一轮克隆 

MiPIN1-SP2 ACGGAAGTTCATGGCGTAAGGATTGTTAGT 

MiPIN1-SP3 ACATACAGAGGAATCACCGCCGTCAAAAC 

MiPIN1-SP4 GAGTCGAGCTTAGACCAACTCATGTT MiPIN1 启动子第二轮克隆 

MiPIN1-SP5 TTTGAAGAATCCGGCCAAAAATGAG 

MiPIN1-SP6 TTAAACCCAAGCAATTTGAGCGACA 

MiPIN1-F TGCGAGTTTTGAGATGGT MiPIN1 启动子全长验证 

MiPIN1-R AAGATGGCGACGAAAC 

pAbAi-MIPIN1-F AAAAGCTTGAATTCGTTCAAACCAGATCAAGGGACC MiPIN1 诱饵载体构建 

pAbAi-MIPIN1-R GAGCACATGCCTCGATTTTTTACAGGATTTTGTTGAAGAT 

pGADT7-F (T7) TAATACGACTCACTATAGGGC 酵母阳性克隆 PCR 及测序 

pGADT7-R (3AD) AGATGGTGCACGATGCACAG 

 
由于首轮 FPNI-PCR 所获启动子序列长度不

足，依据初步测序结果重新设计引物 MiPIN1- 

SP4~6（表 1），并依上述相同流程进行第二轮扩

增。将两轮结果拼接后，最终获得 MiPIN1 基因

上游启动子序列信息，设计特异引物 MiPIN1-F

和 MiPIN1-R 进行验证，其中 MiPIN1-R 位于

MiPIN1 基因开放阅读框（ORF）内。利用 Plantcare

（ https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plan

tcare/html/）在线分析网站对该启动子进行顺式作

用元件预测，并通过 TBtools 软件对预测结果进

行可视化处理。 

1.2.2  杧果 cDNA 文库构建  参照 LI 等[16]的方

法，杧果子叶诱导不定根培养 0、6 h 和 1、4、7、

10 d，在各时间点取子叶切段近轴端 2 mm 厚切面

提取总 RNA，并采用磁珠法对 RNA 进行分离纯

化。以纯化的 mRNA 为模板，使用武汉金开瑞生

物工程有限公司的核蛋白酵母双杂交建库试剂

盒，按说明书流程合成 cDNA。使用同源重组酶

法将经 SmaⅠ酶切线性化的 pGADT7 载体连接至

cDNA，重组产物转化至 DH10B 感受态细胞，构

建大肠杆菌 cDNA 文库。 

取转化后的菌液加入 LB 培养基至 5 mL，

37 ℃震荡培养 2 h 后，加入无菌甘油至终浓度

20%（V/V），混匀后于–80 ℃保存，即获得初级大

肠杆菌 cDNA 文库。为鉴定大肠杆菌 cDNA 文

库的质量，进行如下分析：将菌液进行 104 倍稀

释，取 0.1 mL 涂布于含相应抗生素 LB 平板，培

养后统计菌落数以计算文库滴度。计算公式为：

滴度（cfu/mL）=平均菌落数/0.1 mL×104；同时随

机挑取 20 个单克隆，提取质粒并进行 PCR 扩增，

以检测插入片段长度及文库阳性率。 

将上述大肠杆菌文库质粒大量提取后，转化

至 Y187 酵母感受态细胞，涂布于 SD/-Leu 固体

培养基，30 ℃培养 3 d。将平板于 4 ℃静置 3 h

后，每板加入 5 mL 预冷的保菌培养基，收集转

化子，即获得酵母 cDNA 文库，将其分装后保存

于–80 ℃冰箱。最后对酵母 cDNA 文库进行滴度

检测，将保存的菌液稀释 104 倍，取 0.1 mL 涂布

于 SD/-Leu 平板 30 ℃培养相应时间后统计菌落

数，并按上述公式计算酵母文库滴度。 

1.2.3  诱饵载体的构建及自激活检测  （1）诱饵

载体 pAbAi-MiPIN1 构建。根据 1.2.1 中所分离的

MiPIN1 启动子序列，设计用于连接 pAbAi 载体

的引物（表 1），以杧果 DNA 为模板，使用高保

真 DNA 聚合酶 PrimeSTAR® Max 扩增目标片段，

将扩增产物与经 SacⅠ和 XhoⅠ双酶切的 pAbAi

载体连接，转化至 DH5α 大肠杆菌感受态细胞，

筛选阳性克隆并测序。 

（2）自激活检测。将经 BbSⅠ酶线性化的

PAbAi-MiPIN1 质粒线转化至 Y1H Gold 酵母感受

态细胞，并在 SD/-Ura 平板上筛选阳性克隆，用

于制备 pAbAi-MiPIN1 酵母感受态细胞。为确定

该诱饵菌株的最低 AbA 抑制浓度，首先采用点板

法在 0~500 ng/mL 的 AbA 浓度区间内进行初筛，

以确定有效抑制的大致范围。随后，为模拟高通

量文库筛选的真实条件，将空载 pGADT7 质粒转
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入该诱饵感受态中，分别涂布于 SD/-Leu、SD/- 

Leu/AbA 平板上进行严格验证。最终，根据涂板

后的菌落生长情况，判定其最低抑制浓度。 

1.2.4  酵母单杂交文库筛选  从 SD/-Ura 平板挑

取 Y1H Gold pAbAi-MiPIN1 酵母菌落，制备感受

态细胞，取 25 μg 文库质粒转化 600 μL 上述感受

态细胞，以 pAbAi-p53+pGADT7-p53 为阳性对照，

pAbAi-p53+pGADT7 为阴性对照。将转化产物涂

布于 SD/-Leu/AbA 平板，30 ℃培养 3~4 d 后，挑

取阳性克隆点种至新的 SD/-Leu/AbA 平板进行复

筛。将复筛阳性菌株接种于液体培养基振荡培养

过夜，使用酵母小量抽提试剂盒（金开瑞）抽提

质粒。以所提质粒为模板进行 PCR 扩增，琼脂糖

凝胶电泳检测扩增产物。对扩增处预期条带的样

品送通用引物测序，测序结果通过 NCBI 数据库

进行比对分析。 

2  结果与分析 

2.1  MiPIN1 启动子的分离及顺式作用元件分析 

参照 FPNI-PCR 方法进行扩增，第一轮 PCR

经琼脂糖凝胶电泳分析，在约 1000 bp 处观察到 

特异条带（图 1A，泳道 2）。回收该条带并测序，

得到一段长度为 1106 bp 的序列。基于该序列信

息，进一步设计上游特异引物 MiPIN1-SP4、

MiPIN1-SP5 和 MiPIN1-SP6，进行三轮 PCR 延伸

扩增，选取清晰条带进行割胶回收并测序，得到

一段长度为 1341 bp 的序列（图 1B，泳道 6）。将

2 次所得序列进行拼接，去除 2 个片段之间及与

MiPIN1 ORF 重叠的碱基，最终得到起始密码子

上游一段长度为 2112 bp 的 MiPIN1 启动子序列。

为验证该序列，使用特异性引物 MiPIN1-F、

MiPIN1-R 进行 PCR 扩增，琼脂糖凝胶电泳显示

条带略大于 2000 bp（图 1C）。经测序确认其长度

约为 2268 bp，与 MiPIN1 的 ORF 有 156 bp 重叠，

测序结果和拼接序列一致，表明启动子序列验证

成功。 

由图 1D 可知，MiPIN1 启动子中含有参与光

反应的顺式作用调节元件 Box 4、AE-box、G-box，

参与光反应的 MYB 结合位点 MRE，参与脱落酸

反应的顺式作用元件 ABRE，参与低温响应的顺

式作用元件 LTR、厌氧诱导所必需的调节元件

ARE 等。 
 

 
 

A、B：MiPIN1 启动子序列分离；C：MiPIN1 全长验证；D：MiPIN1 启动子元件分析； 

M1：DL2000 DNA marker，M2：DL5000 DNA marker。 
A and B: Isolation of the MiPIN1 promoter sequence; C: Validation of the full-length MiPIN1 coding sequence;  

D: Analysis of cis-acting elements in the MiPIN1 promoter; M1: DL2000 DNA marker, M2: DL5000 DNA marker。 

图 1  MiPIN1 启动子分离胶图及顺式作用元件分析 
Fig. 1  Electrophoretic analysis of isolated MiPIN1 promoter and its cis-acting elements 

 
2.2  杧果酵母 cDNA 文库构建 

提取杧果子叶切段在不同不定根形成时期的

RNA，经琼脂糖凝胶电泳检测显示 RNA 质量良

好（图 2A）。以纯化的 mRNA 为模板合成双链

cDNA，电泳检测显示其分子量分布均匀，浓度和

纯度数据符合建库要求（图 2B）。将均一化处理

后的双链 cDNA 与经 SmaⅠ酶线性化的 pGADT7

载体通过同源重组酶连接，重组产物转化至 DH10B 
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A：杧果 RNA 提取，1~6 泳道分别为培养 0、6 h 和 1、4、7、10 d；B：双链 cDNA 纯化； 

C：文库鉴定 PCR 产物电泳检测；M1：DL2000 DNA marker，M2：DL5000 DNA marker。 
A: RNA extraction from mango, lanes 1-6 represent 0 h, 6 h, 1 d, 4 d, 7 d, and 10 d of culture, respectively; B: Purification of double-stranded 

cDNA; C: Electrophoretic analysis of library insert PCR products. M1: DL2000 DNA marker, M2: DL5000 DNA marker。 

图 2  杧果 cDNA 文库构建 
Fig. 2  Construction of a cDNA library from mango 

 
大肠杆菌感受态细胞中，成功构建初级 cDNA 文

库，该大肠杆菌文库的滴度为 4.78×107 cfu/mL。

随机挑取克隆进行 PCR 鉴定，结果显示 80%以上

克隆的插入片段长度大于 750 bp（图 2E），文库

阳性率超过 90%。进一步将文库质粒转化至酵母

宿主 Y187 酵母感受态细胞，获得酵母 cDNA 文

库，其滴度为 1.72×107 cfu/mL。 

2.3  诱饵菌株的获得与自激活检测 

将经 BbSⅠ酶线性化的 pAbAi-MiPIN1 诱饵

载体质粒转化 Y1H Gold 酵母感受态细胞，挑取

单克菌落于 SD/-Ura 液体培养基培养，制备诱饵 

感受态细胞。为检验诱饵菌株的自激活特性并确

定筛选浓度，将空载 pGADT7 质粒转入该诱饵菌

株后，并分别涂布于含有 0、500 ng/mL AbA 的

SD/-Leu 平板进行验证。结果显示，转化子在无

AbA 的 SD/-Leu 平板上正常生长，表明诱饵质粒

成功转入且对宿主菌无毒害作用；而在 500 ng/mL 

AbA 的平板上，菌株生长完全抑制（图 3）。鉴于

酵母 cDNA 文库筛选对选择压力的要求更为严

格，最终确定使用 500 ng/mL 的 AbA 浓度进行后

续实验，以确保筛选条件的高度严谨性，从而有

效减少假阳性克隆的干扰。 
 

 
 

A：PAbAi-MiPIN1 质粒酶切，泳道 1 为酶切质粒，泳道 2 为未酶切质粒，M：DL5000 DNA marker；B：AbA 抑制浓度测定。 
A: Restriction enzyme digestion of the pAbAi-MiPIN1 plasmid, lane 1: Digested product, lane 2: Uncut plasmid;  

M: DL5000 DNA marker; B: AbA inhibitory concentration assay. 

图 3  MiPIN1 启动子载体质粒酶切和诱饵自激活检测 
Fig. 3  Digestion of MiPIN1 promoter plasmid and AbA inhibitory concentration determination 
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2.4  文库质粒转化及阳性克隆筛选 

将文库质粒转化至 pAbAi-MiPIN1 诱饵菌株

感受态细胞中，在含有 500 ng/mL AbA 的 SD/-Leu

缺陷平板上进行 2 次筛选，获得阳性克隆，阳性

对照（pAbAi-p53+pGADT7-p53）在该条件下正

常生长，阴性对照（pAbAi-p53+pGADT7）则不

生长，说明激活了报告基因，有互作现象产生（图

4A，图 4B）。提取阳性克隆得到猎物质粒，使用

通用引物 pGADT7-F（T7）和 pGADT7-R（3′AD）

进行 PCR 反应，结果显示插入片段分布在 500~ 

2000 bp 之间，表明猎物质粒携带基因片段大小各

异（图 4C）。将所有符合条件的扩增条带进行测

序，并通过 NCBI 数据库进行比对，最终筛选出

62 个可能与 MiPIN1 启动子互作的蛋白，包括生

长素结合蛋白 ABP19a-like、CCCH 型锌指蛋白、

MYB308、叶绿素 a-b 结合蛋白 LHCII、8-羟基香

叶醇脱氢酶等多个已知功能蛋白，以及 8 个未知

蛋白（表 2）。 
 

 
 

A：SD/-Leu/AbA（500 ng/mL）培养基初筛到的部分克隆；B：SD/-Leu/AbA（500 ng/mL）培养基复筛到的阳性克隆； 

C：部分阳性克隆 PCR 产物电泳检测；M：DL2000 DNA marker。 
A: Clones from the primary screening on SD/-Leu/AbA (500 ng/mL) medium; B: Positive clones from the rescreening on SD/-Leu/AbA  

(500 ng/mL) medium; C: Electrophoretic analysis of PCR products from selected positive clones; M: DL2000 DNA marker. 

图 4  文库质粒转化及阳性克隆筛选 
Fig. 4  Library transformation and screening of positive clones 

 

表 2  酵母单杂交筛库获得与 MiPIN1 启动子结合的蛋白 
Tab. 2  MiPIN1 promoter-binding proteins identified by yeast one-hybrid screening 

编号 
No. 

蛋白注释 
Protein description 

NCBI 登录号 
NCBI accession number

1 生长素结合蛋白 ABP19a LOW QUALITY PROTEIN: auxin-binding protein ABP19a-like XP_044464178.1 

2 锌指 CCCH 结构域蛋白 1 zinc finger CCCH domain-containing protein 1-like XP_044491878.1 

3 myb 308 蛋白 myb-related protein 308  XP_044488236.1 

4 LHCII 1 型叶绿素 a-b 结合蛋白 chlorophyll a-b binding protein of LHCII type 1-like  XP_044497084.1 

5 8-羟基香叶醇脱氢酶 8-hydroxygeraniol dehydrogenase-like  XP_044484784.1 

6 40S 核糖体蛋白 S7 40S ribosomal protein S7  XP_044467396.1 

7 40S 核糖体蛋白 S8 40S ribosomal protein S8-like  XP_044502964.1 

8 40S 核糖体蛋白 S11 40S ribosomal protein S11-like  XP_044471489.1 
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续表 2  酵母单杂交筛库获得与 MiPIN1 启动子结合的蛋白 
Tab. 2  MiPIN1 promoter-binding proteins identified by yeast one-hybrid screening (continued) 

编号 
No. 

蛋白注释 
Protein description 

NCBI 登录号 
NCBI accession number

9 60S 核糖体蛋白 L28-2 60S ribosomal protein L28-2-like  XP_044464275.1 

10 组蛋白 H2B.3 histone H2B.3 XP_044482448.1 

11 导向蛋白 5 dirigent protein 5-like  XP_044476675.1 

12 膜联蛋白 D2 蛋白 annexin D2-like XP_044469169.1 

13 水通道蛋白 TIP1-1 aquaporin TIP1-1 XP_044507616.1 

14 多聚泛素 4 polyubiquitin 4  XP_044495953.1 

15 病程相关蛋白 PR-1  pathogenesis-related protein PR-1-like  XP_044472451.1 

16 通用胁迫蛋白 PHOS32 universal stress protein PHOS32  XP_044473883.1 

17 铁硫簇组装蛋白 1 iron-sulfur cluster assembly protein 1-like  XP_044487686.1 

18 质体热激蛋白 90-5 heat shock protein 90-5, chloroplastic-like  XP_044493783.1 

19 Rac GTP 结合蛋白 5 rac-like GTP-binding protein 5  XP_044490365.1 

20 2S 白蛋白种子贮藏蛋白 2S albumin seed storage protein-like  XP_044463967.1 

21 WD-40 重复结构域蛋白 MSI4 WD-40 repeat-containing protein MSI4  XP_044464485.1 

22 油菜素内酯响应性 RING 蛋白 1 brassinosteroid-responsive RING protein 1-like  XP_044504257.1 

23 染色体结构维持蛋白 1 structural maintenance of chromosomes protein 1  XP_044492940.1 

24 
线粒体含五肽重复序列蛋白  At4g01030  pentatricopeptide repeat-containing protein At4g01030, 
mitochondrial-like  

XP_044494109.1 

25 跨膜 emp24 结构域蛋白 p24delta9 transmembrane emp24 domain-containing protein p24delta9-like  XP_044490171.1 

26 细胞质 60S 核糖体亚基生物发生因子 REI1 同源蛋白 1 cytoplasmic 60S subunit biogenesis factor 
REI1 homolog 1-like  

XP_044463884.1 

27 NTM1 蛋白 9 异构体 X2 protein NTM1-like 9 isoform X2  XP_044477706.1 

28 端粒重复序列结合蛋白 5 异构体 X2 telomere repeat-binding protein 5-like isoform X2  XP_044482755.1 

29 BTB/POZ 和 MATH 结构域蛋白 4 异构体 X1 BTB/POZ and MATH domain-containing protein 4 
isoform X1  

XP_044506223.1 

30 卤酸脱卤酶样水解酶结构域蛋白 At4g01030 异构体 X2 haloacid dehalogenase-like hydrolase do-
main-containing protein At4g39970 isoform X2  

XP_044477222.1 

31 WD40 重复结构域蛋白 HOS15 异构体 X2 WD40 repeat-containing protein HOS15 isoform X2  XP_044470022.1 

32 丝氨酸消旋酶 serine racemase  XP_044476383.1 

33 过氧化物酶 39 peroxidase 39-like  XP_044465711.1 

34 质体 ATP 硫酸化酶 1 ATP sulfurylase 1, chloroplastic-like XP_044487110.1 

35 肉桂酰辅酶 A 还原酶 1 cinnamoyl-CoA reductase 1-like  XP_044510773.1 

36 双功能环氧化物水解酶 2 bifunctional epoxide hydrolase 2-like  XP_044503554.1 

37 谷氨酰胺合成酶根瘤同工酶 glutamine synthetase nodule isozyme  XP_044478717.1 

38 木质素形成相关阴离子过氧化物酶 lignin-forming anionic peroxidase-like XP_044477994.1 

39 质体 ω-3 脂肪酸去饱和酶 omega-3 fatty acid desaturase, chloroplastic-like  XP_044509553.1 

40 3-磷酸莽草酸 1-羧乙烯基转移酶 2 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase 2-like  XP_044503673.1 

41 肽-N(4)-(N-乙酰-β-葡萄糖氨基)天冬酰胺酰胺酶  peptide-N(4)-(N-acetyl-beta-glucosaminyl) aspara-
gine amidase  

XP_044483024.1 

42 胼胝质合成酶 5 异构体 X1 callose synthase 5 isoform X1  XP_044469462.1 

43 溶酶体 β-葡萄糖苷酶异构体 X3 lysosomal beta glucosidase-like isoform X3  XP_044461925.1 

44 丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶 Aurora-1 异构体 X2 serine/threonine-protein kinase Aurora-1 isoform X2  XP_044463381.1 

45 质体甘油醛-3-磷酸脱氢酶 B 异构体 X2 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase B, chloroplastic 
isoform X2  

XP_044474720.1 

46 光系统 I O 亚基 photosystem I subunit O  XP_044505032.1 

47 转录起始因子 IIA 亚基 2 transcription initiation factor IIA subunit 2  XP_044510278.1 

48 DNA 指导的 RNA 聚合酶 II 亚基 4 DNA-directed RNA polymerase II subunit 4  XP_044469091.1 

49 线粒体输入受体 TOM9-2 亚基 mitochondrial import receptor subunit TOM9-2  XP_044491961.1 
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续表 2  酵母单杂交筛库获得与 MiPIN1 启动子结合的蛋白 
Tab. 2  MiPIN1 promoter-binding proteins identified by yeast one-hybrid screening (continued) 

编号 
No. 

蛋白注释 
Protein description 

NCBI 登录号 
NCBI accession number

50 推测的失活贮藏蛋白 9 probable inactive patatin-like protein 9  XP_044480946.1 

51 推测的谷胱甘肽 S-转移酶 probable glutathione S-transferase  XP_044497796.1 

52 推测的肉桂醇脱氢酶 1 probable cinnamyl alcohol dehydrogenase 1  XP_044487696.1 

53 推测的木葡聚糖内转葡糖基酶/水解酶 5 probable xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase protein 5 XP_044501598.1 

54 未表征的 N-乙酰转移酶 p20 uncharacterized N-acetyltransferase p20  XP_044498314.1 

55 未知蛋白 uncharacterized protein  XP_044478945.1 

56 未知蛋白 uncharacterized protein  XP_044461067.1 

57 未知蛋白 uncharacterized protein  XP_044484263.1 

58 未知蛋白 uncharacterized protein  XP_044478860.1 

59 未知蛋白 uncharacterized protein  XP_044484263.1 

60 未知蛋白 uncharacterized protein  XP_044500293.1 

61 未知蛋白 uncharacterized protein  XP_044489575.1 

62 未知蛋白 uncharacterized protein  XP_044494382.1 

 
2.5  候选互作蛋白分析 

对上述 62 个候选互作蛋白进行 GO 功能和

KEGG 通路富集分析。GO 功能分析发现这些蛋

白显著富集于细胞进程、代谢过程、刺激响应、

生物调节等生物过程（图 5A）。KEGG 分析显示， 

候选蛋白主要参与次生代谢物的生物合成、能量

代谢、氨基酸代谢、脂类代谢和碳水化合物等；

此外还涉及遗传信息处理途径，如蛋白质的翻译、

折叠、分类与降解等；同时在信号转导、运输、环

境适应等功能类别中也具有显著代表性（图 5B）。 
 

 
 

A: MiPIN1 启动子结合候选蛋白的 GO 功能分析；B: MiPIN1 启动子结合候选蛋白的 KEGG 富集分析。 
A: Gene Ontology (GO) function analysis of candidate MiPIN1 promoter-binding proteins. B: Kyoto Encyclopedia of Genes  

and Genomes (KEGG) pathway enrichment analysis of candidate MiPIN1 promoter-binding proteins. 

图 5  MiPIN1 启动子结合候选蛋白的 GO 和 KEGG 富集分析 
Fig. 5  GO and KEGG enrichment analyses of candidate proteins binding to MiPIN1 promoter 

 

3  讨论 

不定根发生是植物无性繁殖的核心过程，深

入阐明其调控机制对植物工厂化育苗技术的发展

具有重要应用价值。前期研究表明，粤西 1 号芒

果子叶切段在 0.7%的琼脂培养基上黑暗培养 4

周，不定根只在近轴端切面上形成，且该过程无

需外源激素和其他营养元素的参与，有效排除了

多种外源因子的干扰，从而为不定根发生机制研 

究提供了一个理想的实验体系[16-18]。生理学实验

表明这种不定根形成与生长素极性运输密切相

关[18, 20]，在拟南芥中过表达 MiPIN1 显著提高不

定根数目[18]，表明 MiPIN1 作为生长素极性运输

载体，在该过程中起关键作用，因此解析其上游

调控网络具有重要的理论意义。 

为系统筛选 MiPIN1 的上游调控因子，本研

究构建了杧果子叶不定根发生过程的 cDNA 文
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库，并利用酵母单杂交技术进行筛选。酵母单杂

交技术是一种用于验证蛋白质与 DNA 相互作用

的经典方法，其原理是将目的 DNA 片段作为诱

饵整合至含报告基因的质粒载体中，文库蛋白则

构建到表达 GAL4 AD 的载体中[21]。二者若发生

互作，即可启动报告基因表达，从而依据酵母的

生长状况筛选出潜在的 DNA 结合蛋白。该技术

已被广泛应用于研究植物表达调控中，例如在橡

胶树中鉴定出 HbWRKY1作为 HbMVD1启动子的

调控因子控制天然橡胶的生物合成[22]，以及在草

莓中发现 FaWRKY48 通过调控 FaNCED1 影响果

实成熟[23]。本研究中以 MiPIN1 启动子片段作为

诱饵，与文库中编码转录因子的 cDNA 进行互作

检测，共获得 62 个可能与 MiPIN1 启动子互作的

蛋白，包括生长素结合蛋白 ABP19a-like、CCCH

型锌指蛋白、MYB308、8-羟基香叶醇脱氢酶及叶

绿素 a-b 结合蛋白 LHCII 等。 

在筛选获得的候选因子中，ABP19a-like 属于

生长素结合蛋白家族，该家族成员最早发现于桃

茎尖，可响应光周期并参与发育调控 [24-25] 。

CCCH 型锌指蛋白广泛参与植物发育及激素信号

转导，例如 OsC3H10 增强水稻抗旱性，拟南芥中

H1Z1 影响根形态建成，而 C3H14 则通过 WRKY33
参与抗病反应[26-28]；月季 RcC3H 家族成员在根部

高表达，也表明其在根系发育中可能发挥作用[29]。

MYB 类转录因子在调控根系发育中具有重要作

用，其功能部分通过直接调控 PIN 家族基因的

表达实现。在拟南芥中，FLP（MYB124）与 MYB88

可结合 PIN3 和 PIN7 的启动子，调控根尖重力响

应细胞中 PIN 基因的时空特异性表达，进而影响

根的向地性[30]；苹果 MdFLP 通过激活 MdPIN3
和 MdPIN10 表达促进不定根发生[14]，石榴 PgFLP

则可结合 PgPIN10 启动子并调节不定根重力定

角[31]，表明 MYB 转录因子在 PIN 基因调控方面

功能保守。此外，其他 MYB 成员也广泛参与根

系发育调控，如银腺杨PagMYB180通过ROS/PCD

途径调控不定根发生[32]；大青杨 PuMYB40 响应

低磷信号并依赖生长素途径促进不定根形成[33]。

本研究通过酵母单杂交体系筛选到一个可与

MiPIN1 启动子结合的 MiMYB308 蛋白。基于其

在 PIN 基因调控中的保守功能，并结合生物信息

学分析发现 MiPIN1 启动子区存在 MYB 结合位

点，因此推测 MiMYB308 可能通过直接结合该位

点调控 MiPIN1 的表达。 

综上，本研究系统筛选了 MiPIN1 的上游调

控因子，并初步揭示了以 MiPIN1 为核心的不定

根发生分子网络。后续需通过点对点验证、遗传

转化及功能分析等试验，进一步揭示这些因子在

不定根形成中的具体作用与机制，为完善杧果不

定根发生的调控理论提供依据。 
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