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拟南芥中RING型E3泛素连接酶基因
AtGW2的克隆和功能分析

姜 颖1’2，曹言勇2，路运才1。唐保军2，王利锋2，李会勇2

(1黑龙江大学农作物研究院，哈尔滨150080；2河南省农业科学院粮食作物研究所／

河南省玉米生物学重点实验室，郑州450002)

摘要：水稻RING型E3泛素连接酶基因OsGW2在调控水稻产量性状方面起着十分重要的作用。根据OsGW2的eDNA序

罗Il，通过RT．PCR方法从拟南芥中克隆了一个与OsGW2同源的基因，命名为AtGW2。序列分析表明，该基因编码一个RING—C2

型E3泛素连接酶蛋白，舍有401个氨基酸。通过构建AtGW2 RNA干扰植物表达栽体并转化拟南芥，结果表明，获得的转基因

后代植株的子粒较野生型大，并且转基因拟南芥子粒千粒重高于野生型，这表明AtGW2负调控拟南芥子粒大小及粒重。
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Cloning and Functional Analysis of Arabidopsis thaliana

AtGW2，a RING-type E3 Ubiquitin Ligase Protein
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Abstract：OsGW2(RING type E3 ubiquitin ligase)plays important roles in regulating rice yielding traits．Ac-

cording to the OsGW2 cDNA sequences，the homolog of OsGW2 was isolated from Arabidopsis thaliana by RT-PCR

and designated as AtGW2．The predicted AtGW2 protein has 401 amino acids．and has a RING—type domain．The

grain size and kilo kernels weight of wild-type Arabidopsis plants were lower than those of AtGW2 RNA interference

transgenic plants．These results suggested that AtGW2 negatively regulates the grain size and weight in Arabidopsis．
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泛素蛋白酶体途径是目前已知的所有真核生物

体内具有高度选择性的最为重要的蛋白质降解途

径⋯，泛素化修饰途径涉及泛素激活酶El、结合酶

E2和泛素连接酶E3的一系列反应，其中，泛素连接

酶E3决定靶蛋白的特异性识别，在泛素途径中具

有重要的作用一1。目前发现鉴定的泛素连接酶E3

主要有3大类：HETC结构域家族、RING结构域家

族和U．box蛋白家族旧1。RING结构域家族最典型

的特点是具有环指结构域(ring finger domain)，

RING结构域是此家族具有泛素连接酶作用的重要

因素⋯，RING结构域的氨基酸序列为Cys-X：一Cys—

X(9．39)-Cys—X(I．3)一His—X(2．3)-Cys—X2-Cys-X(4．48)一Cys—X2·

Cys(其中X代表任意的氨基酸)¨j。在拟南芥中，预

测存在500个以上的RING蛋白，然而只有极少数

RING蛋白的生物学功能得到了阐明或预测。

RING型E3泛素连接酶(简称RING E3蛋白)

参与调控拟南芥营养成分吸收信号途径。拟南芥编

码的SIS3(SUGAR—INSENSITIVE 3)在幼苗早期生

长过程中正调控糖信号途径”1。拟南芥的另一个

RING E3蛋白NLA(Nitrogen limitation adaptation)正

调控氮缺乏情况下拟南芥的生长发育∞1。

RING E3蛋白同样也参与调控植物衰老机制。
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在拟南芥中，已鉴定出一种阻止早衰的因子．即

SAULl(SENESCENCE-ASSOCIATED E3 UBIQUITIN—

LIGASE 1)，该因子与甲醛氧化酶互作并介导该酶的

泛酸化降解，进而影响脱落酸的水平，从而延缓拟南

芥的衰老。7’。拟南芥中另一个RING E3蛋白

RHA2a(RING-H2)则正调控脱落酸介导的种子休

眠和幼苗早期生长发育"’。

RING E3蛋白也参与调控逆境胁迫信号途径。

拟南芥中的HOSl基因编码一个有功能的RING—fin．

ger蛋白，在低温处理下转运至核内积累，具有泛索

E3的连接酶(Ubiquitin ligases)活性，催化特定的信

号蛋白水解一o，能够与低温胁迫响应关键因子ICEl

(INDUCER OF CBF(C—repeat(CRT)一binding factors)

EXPRESSION 1)互作，并负调控ICEl介导的低温

胁迫信号途径EIO]。RING E3泛素连接酶RmalHl

和Rmal通过降低水通道蛋白的表达水平来调控拟

南芥的干旱胁迫反应¨¨。在拟南芥中发现

DREB2A．Interacting Proteins(DRIP)，含有一个保守

的N一端C3HC4型RING指区域，在细胞核中，与

DREB2A(The Dehydration—Responsive Element Bind-

ing Protein2A)蛋白相互作用，DRIP可以调解

DREB2A蛋白质泛素化，在早期干旱胁迫下，DRIP

过表达负调控DREB2A基冈的表达¨“。

RING E3泛素连接酶也参与了植物的抗病防卫

反应¨引。在拟南芥中鉴定出2个分别与抗病蛋白

RPMl和RPS2互作的酶，RING E3泛素连接酶

RIN2和RIN3，RIN2和RIN3通过降解调控RPMl

或RPS2介导的过敏性坏死反应信号途径中的某些

关键因子，来影响植物的抗病防卫反应¨“。拟南芥

另一种E3 RING蛋白RREl(Rapid responses to elic—

itor 1)通过调控水杨酸在植物体内的累积来介导植

物免疫反应¨“。NLA除了参与调控拟南芥的氮缺

乏适应信号途径，也与另一个RING蛋白BAHl

(Benzonic acid hypersensitivi 1)一起共同参与调控

拟南芥在受到病原物侵染或苯甲酸诱发的水杨酸累

积和细胞过敏性坏死等植物抗病反应。”。。

在水稻中，Song等¨¨发现了一个新的RING型

E3泛素连接酶是控制水稻粒宽和粒重的主效基因

(命名为OsGW2)，定位细胞质中，并且在不同的组

织中表达。OsGW2基因的功能是通过泛素介导的

蛋白质水解调控细胞分裂，该基因缺失可导致水稻

穗壳宽度增加，并且加速子粒灌浆的速率，引起子粒

宽度、重量和产量增加。

本研究拟在拟南芥中克隆OsGW2的同源基因

AtGW2，并对该基因在调控产量性状方面的功能进

行探讨。

1材料与方法

1．1试验材料

将野生型拟南芥(Arabidopsis thaliana ecotype

Columbia)种子用NaCIO消毒处理5一lOmin，然后

用无菌水洗4—5次。灭菌处理后的种子播种于MS

(Murashige-Skoog)固体培养基(pH 5．8～6．0)上，

4℃春化2—3d，然后置于22℃人工气候箱中，16h

光照／8 h黑暗交替，光照度为4000Ix，空气相对湿度

70％一80％，7d左右将小苗移到装有草炭和蛭石

(按l：1的比例混匀)的花盆中，用保鲜膜封住保

湿，2—3d后揭去保鲜膜，每周用MS液体培养基浇

灌1次，以保证幼苗健壮¨8‘20 J，待拟南芥生长至花

期，获取整株材料，立即用液氮冷冻，一80％保存，供

提取总RNA。

1．2 A掰耽的克隆及分析
根据OsGW2(GenBank登录号，EF447275．1)的氨

基酸序列，在NCBI数据库(http：／／www．ncbi．nlm．

nih．gov／)中进行比对分析，在拟南芥中获得一个与

其同源(相似性为57％)的基因序列，命名为AtGW2。

设计扩增引物(AtGW2ApaF：5’．GGGCCCATGGGTA．

ATAAGTTGGGAAG一3’。 AtGW2SacR： 5’一GAGCTCT-

’I'A7rrGCCAGGTAACTTCA凹rG一3 7)。
用TRIzol固Reagent(Invitrogen)提取拟南芥花期

整株总RNA，并用DNase I(TaKaRa)处理以去除基

因组DNA污染，以纯化后的总RNA为模板，利用

First Strand cDNA Synthesis Kit(TOYOBO)合成第一

条链cDNA，以第一链eDNA为模板，用引物

AtGW2ApaF／AtGW2SaeR进行PCR扩增。回收

PCR产物并与pMDl8-T载体(TaKaRa)连接，连接

产物转化大肠杆菌感受态细胞DH5a，选取部分克

隆PCR、酶切验证正确后测序。

DNAStar(DNASTAR，Inc．)推导AtGW2的氨基

酸序列，在线工具(http：／／smag．embl—heidelberg．

de／)分析蛋白质的功能结构域。利用在线CLUST．

ALW q-．具(http：／／align．genome．jp／)将AtGW2与其

他物种同源eDNA序列进行比对，并生成进化树。

1．3 AtGW2 RNA干扰载体的构建

利用AtGW2的eDNA序列设计AtGW2 RNA干扰

载体的引物。共有两对：AtGW2ihpISalF(5'-CGAGTCGAC

TCCAArI¨ITGTITTCTGTAC·3’)和AtGW2ihpIHindR

(5’．TATAAGCr仃CTCTGCGTCCCTGl]门C．3’)。At．
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对获得的eDNA序列进行生物信息学分析，结果

表明，该基因阅读框全长为1206bp，编码401个氨基

酸(图3)，蛋白质分子量为45kd，理论等电点pI=

5．22。通过蛋白质的结构功能域分析(http：／／smart．

embl．heidelberg．de／)预测发现：在一个含有401个氨

基酸的蛋白质序列中，在59～101位之间为RING区

域，这是起主要功能的区域也是该基因的重要部分，E3

泛素蛋白连接酶活性是RING区域的本质特征，该

RING型E3泛索连接酶的结构为RING—C2。
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图3 AtGW2可读框核苷酸序列及氨基酸序列

Fig．3 The nucleotide and amino acid sequences Of

A蚵W2 open reading frame

AtGW2的eDNA序列与其他物种中的同源cD．

NA序列进行CLUSTALW分析并生成进化树，结果

表明，AtGW2与单子叶植物大麦、水稻、玉米、小麦、

高梁同源eDNA在核苷酸水平上的相似性分别为

73％、57％、65％、57％、56％；与双子叶植物蓖麻、茄

属同源eDNA在核苷酸水平上的相似性分别为

63％、69％(图4)。

2．2 AtGW2 RNA干扰载体的构建

在AtGW2阅读框中的序列选取一小段序列

(520bp)，该序列中含有RING指结构，设计带有酶

切位点的引物。以测序正确的AtGW2全长cDNA为

模板，两次PCR扩增该目的片段并回收PCR产

物，然后分别进行Sal I／Hind lII，Sac I／EcoR I酶

切，酶切产物依次连接到经相同酶切处理的pBS

上，酶切验证正确后构建成中间载体pBSihpAt—

GW2(图5一A)，pBSihpAtGW2经Sal I／Sac I处理

后，切胶回收目的酶切产物，酶切产物连接到经相

同酶切处理的psupercAMBIAl300(+)载体上，进

行酶切鉴定(图5．B)，至此构建成pSuperCAM—

BIAl300(+)ihpAtGW2。具体构建过程如图6

所示。

2．3拟南芥转化及转基因植株分析

2．3．1 AtGW2RNA干扰转基因植株的获得及检测

通过农杆菌介导的方法，获得的T0转基因种子经

Hyg．B在MS培养基上筛选，对经Hyg．B筛选表现

抗性的转基因拟南芥T．植株，提取其叶片基因组总

DNA，通过特异性引物检测Hyg．B抗性基因坳f的

表达，扩增却￡片段长度为336bp，同时以野生型拟

南芥植株和表达载体pSuperCAMBIAl300(+)ih．

pAtGW2作为对照。随机选取11株T．转基因植株

进行检测，如图7所示，3一13泳道检测的转基因植

株株系ih,GW2．7、i如GW2．8、ihpGW2．10、ihpGW2—

16、ihpGW2—22、ihpGW2．25、ihpGW2—33和表达载体

pSuperCAMBIAl300(+)ihpAtGW2均能检测出预期

大小片段，而野生型对照植株中不能扩增出目的片

段(图7)。在坳￡检测为阳性的株系中，随机选取

部分株系通过半定量RT．PCR检测目的基因AfG耽

的mRNA水平，其中株系ihpGW2．7、ihpGW2．8、ih．

pGW2—16中AtGW2的mRNA水平较野生型株系和

PSl300(转化pSuperCAMBIAl300(+)空载体的转

基因株系)有明显降低，而在株系ihpCW2—10、ih—

pGW2—22中变化不明显(图8)。

。。叭烈埘虬m吼龇虬姐m蛳协似Ⅲ蜘m跏吼伽棚坝勿协龇m孤蛳撤哪卿呲锄呈}Ⅻm坝Ⅲ撇啪伽
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本研究从拟南芥中克隆了一个与OsGW2同源

的基因AtGW2，通过http：／／smart．embl-heidelberg．

de／预测该基因的蛋白质结构功能域发现，该基因中

有一个内在的RING指区域(RING—C2)，并带有E3

泛素连接酶活性。

转录后基因沉默(post transcriptional gene silen-

cing，PTGS)是研究植物目标基因生物学功能的一种

非常有效的方法，通过转基因或其他转化方法将目标

基因的自身反向重复序列导入植物细胞，整合到植物

基因组中后，该序列的转录产物会形成双链RNA或

自我互补的发卡状双链RNA(hairpin RNA。hpRNA)，

被植物RNA干扰机制识别后引起目标基因的RNA

干扰，从而干扰靶基因的正常表达口M21。Wesley

等旧列的研究表明，利用编码区序列，400一800nt的双

链RNA长度均可达到稳定和有效的干扰效果，目的

片段被内含子(intron)连接后，在转录过程中更为稳

定，更能有效的被植物RNA干扰机制识别。本研究

利用克隆的AtGW2部分序列构建RNA干扰载体，通

过中间载体pBS在内含子两端加入尾尾相连被内含

子衔接的(intron-spliced hairpin)AtGW2同一段cDNA

序列(ihpAtGW2)，所用的序列长度为520bp。通过检

测部分T。转基因株系中AtGW2的mRNA水平来研

究该基因是否得到有效的沉默，结果发现，AtGW2在

部分转基因株系中的mRNA水平有明显降低；在这些

株系中，该基因的表达被有效的干扰。

本文获得的AtGW2 RNA干扰T．转基因植株子

粒明显大于野生型植株，这初步表明AtGW2可能通

过某种机理负调控子粒的大小。
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