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中国科学
院分子植物科学卓越创新中心研究员赵杨研究组和河南大学教授朱晓红合作在Cell子刊STAR
Protocols发表了题为Screening for Arabidopsis mutants with altered Ca2+ signal response using aequorin-
based Ca2+ reporter
system的研究论文，详细介绍了筛选拟南芥Ca2+

信号缺陷突变体的方法与具体的实验流程。该文章利用两种不同的遗传背景，建立了两套优化的
正向遗传筛选系统，这两种方法均采用基于Aequorin的Ca2+荧光监测。

植物需要整合并响应外部环境信号和内部细胞间信号，调控其生长与发育。信号的传递主要包括
信号输入、感受及传导、信号输出等过程，其中信号输出可分为生化反应、细胞和组织的适应性
反应等。植物受体激酶介导多种信号的感知，其介导的早期的生化反应主要包含激酶级联磷酸化
反应、Ca2+

和ROS信号等。植物如何感知并响应外界和细胞间信号一直是广受关注的科学问题，但迄今只发
现部分环境信号和细胞间信号的受体以及上游信号调控因子。

Ca2+

信号在动植物细胞感知刺激后瞬时产生，称为C
a2+

信号响应（1s内，持续约2-5min），是目前少数可用于遗传筛选的早期细胞刺激信号响应之一。
目前已知多种刺激可以诱导Ca2+

信号，包括环境信号中的渗透、盐、重金属、温度、伤害等，以及多种来源于植物或者病菌的效
应分子，例如H2O2

、ATP、氨基酸、鞭毛蛋白、脂多糖和醌
类等。利用Ca2+

响应作为切
入点，研究人员发现了
多种信号的受体或者上游信号元件，例如，胞
外H2O2

和植物醌类物受体HPCA1/CARD1、脂多糖受体LORE、胞外ATP受体DORN1等。然而，基于Aeq
uorin的Ca2+

荧光监测有灵敏度过低的缺点，导致突变体筛选与基因克隆难度较大，尚未得到广泛应用。
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第一种遗传筛选体系基于AEQsig6
材料，通过喷施Coelenterazine预处理，检测Ca2+

荧光信号响应，该方法适用于子叶Ca2+

信号缺陷突变体的筛选和鉴定。Aequorin的生物光峰值位于叶绿素b最大吸收波长范围。为减少
拟南芥幼
苗中叶绿素的干扰
，研究人员将Aequorin报告系统引入
到具有白化子叶表型的sig6突变体中，得到AEQsig6材料。因此，AEQsig6
具有更强的Ca2+

荧光响应。利用该方法，赵杨研究组发现Ca2+

响应的磷脂结合蛋白OSMO1/BON1作为上游信号元件介导植物整体渗透胁迫应答（Current
Biology，2020）。

第二种遗传筛选体系基于Ubiquitin
启动子驱动表达的Aequorin报告系统（AEQub），利用膜黏着幼苗（Film Adhesive
Seedling）体系，通过Coelenterazine溶液孵
育处理，Ca2+

荧光信号响应
更为均一，差异可比性高，
且该体系可以同时展示幼苗根和叶片Ca2+

信号的响应差异及不同刺激诱导的Ca2+

信号响应特征，适合不同类型的Ca2+

信号响应突变体的筛选和鉴定。AEQub材料由于利用Ubiquitin启动子驱动
Apoaequorin的表达，减弱了基因沉默对Ca2+

信号检测的干扰。利用该方法，已筛选鉴定得到多个Ca2+信号增强或减弱的突变体。

分子植物卓越中心赵杨研究组助理研究员孙姝璟以及河南大学研究助理张晓燕为论文共同第一作
者，赵杨为论文通讯作者。研究工作得到中科院战略性先导科技专项和国家自然科学基金的支持
。
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2666166721002653


 

钙离子信号缺陷突变体筛选流程简图

研究团队单位：分子植物科学卓越创新中心 

更多 科学进展 请访问 https://www.iikx.com/news/progress/

本文版权归原作者所有，请勿用于商业用途，爱科学iikx.com转发

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                                                   3 / 3

http://www.tcpdf.org

