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大豆C3HC4型RING锌指蛋白基因
GmRZFPl克隆与表达分析
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部作物遗传育种重点开放实验室／中国农业科学院作物科学研究所，北京 100081)

摘要：锌指蛋白在调节植物防卫基因表达和抗性反应上起关键作用。目前，对大豆中C3HC4型RING锌指蛋白基因的研

究不多。本研究利用核蛋白筛选系统(NTT)筛选大豆(铁丰8号)干旱处理5h的cDNA文库，获得一个RING锌指蛋白基因。

该基因全长927bp，编码308个氨基酸，舍有C3HCA-type RING锌指结构域，命名为GmRZFPI。系统进化树分析显示，Gm—

RZ，PJ属于C3HC4．type锌指亚家族。Real．time PCR结果表明。GmRZFPl基因受干旱、高盐、高温、低温、乙烯和ABA等胁迫

诱导表达，表明该蛋白涉及多种胁迫相关的信号传导途径。亚细胞定位结果表明，163hGFP-GmRZFPI融合蛋白定位于细胞核

中。本研究结果有助于研究该类基因在大豆逆境应答反应中的作用，阐明大豆抗逆分子机制。
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Isolation and Expression Pattern Assay of a C3HC4-type RING
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WU Xue．chuan91'2，CAO Xin．you2，CHEN Min92，ZHANG Xiao．kel，LIU Yang．na2

XU Zhao．shi2，LI Lian．chen92，MA You．zhi2

(’College ofAgronomy，Northwest A&F Unioe瑚hy，Yangling，Shaanxi 712100；2National Key Facilityfor Crop

Gene Resources and Genetic Improvement／Key Laboratory of Crop Genetws and Breeding of Ministry of Agriculture／

Institute of Crop Sciences，Chinese Academy ofAgricultural Sciences，Beqing 100081)

Abstract：Zinc·finger proteins play a key role in the regulation expression of defense genes and resistance

response of plant．So far，few articles reported C3HC4-type RING zinc—finger protein genes in soybean re·

search．In this study。a RING zinc—finger protein gene was isolated from soybean(Glycine max，Tiefeng 8)cD—

NA library treated by drought stress for 5h using NTT system．This gene contains 927 bp．coding 308 amino

acids，and has a C3HC4-type RING finger domain and named GmRZFPl．Phylogenetic analysis showed that

GmRZFPl belong to C3 HC4一type Zinc-finger subfamily．Real-time PCR results showed that the expression of

GmRZFPl gene was induced by drought，high salt，high temperature，low temperature，ethylene and A BA stres—

ses，suggesting that GmRZFPI might involve in some stresses related signal pathways．Subcellular localization

assay indicated that the 1 63 hGFP-GmRZFPl fusion protein was located in the nucleus of plant．The results

would be useful in the study of functions of this gene family in stress responses of soybean，and clarify molecu—

lar mechanisms of stress resistance in soybean．
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干旱、盐碱、低温等非生物逆境胁迫是影响作物

生长发育和产量的重要限制因子。在长期的进化过

程中高等植物形成了复杂的防御机制，这种防御机

制往往是通过一系列感知和传导逆境信号的分子来

实现的，如锌指蛋白、转录因子和离子通道等⋯。

锌指蛋白在真核生物基因组中十分丰富，根据半胱

氨酸(C)和组氨酸(H)残基的数目和位置，可将锌

指结构分为C2H2、C2C2、C3H2C3、C3HC4(RING—

finger)4个亚类“1。

近年来，越来越多的研究表明，锌指蛋白在

调节植物防卫基因表达和抗性反应上起关键作

用。C2H2型锌指蛋白是锌指蛋白中研究最为清

楚的一类，由两个半胱氨酸和两个组氨酸与Zn2+

形成配位键，进而形成一个包含B发夹和一个q

螺旋的紧密指状结构旧1。植物C2H2型锌指蛋

白的Ⅸ螺旋区一般都有一个QALGGH的高度保

守序列，是植物锌指蛋白所特有的卜o。Kim等¨1

从大豆cDNA文库中分离到了一个冷诱导的锌指

蛋白基因SCOF．J，该基因的编码产物含有两个

典型的C2H2锌指结构，SCOF—J的表达受低温和

ABA特异性诱导，而不受盐胁迫诱导，转基因研

究证实了SCOF．J的过量表达可以增强拟南芥和

烟草的耐冷性。刘萌萌等油1克隆了一个大豆的

C2H2型锌指蛋白转录因子基因GmC2H2，RT．

PCR分析表明，该基因的表达与冷、ABA的胁迫

诱导相关。转拟南芥研究表明，GmC2H2的过量

表达不仅提高了转基因型拟南芥中脯氨酸的含

量，而且在低温胁迫条件下，转基因型拟南芥中

脯氨酸含量在5h有显著增加，且明显高于对照，

说明GmC2112可能对提高植物的抗冷特性有一

定的调节作用，它可能参与冷、ABA等逆境应答。

C2C2型锌指由4个半胱氨酸残基结合一个

zn“，形成手指状结构。在拟南芥和水稻中，

C2C2型锌指蛋白分别占转录因子总数的6．78％

和4．67％o7．81。王丽娟等一1对克隆的水稻

OsLSDl基因的研究显示，该基因具有典型C2C2

型锌指结构域，且在水稻的根、茎和叶中均可表

达，而表达量没有明显差异；Meng等¨钊从水稻

eDNA文库中筛选出一个C3H2C3型的锌指蛋白

基因仉尺，ⅣG．J基因，Northern分析证实该基因受

SA、ABA、JA和ET不同程度的诱导；组织表达分

析表明，该基因在根中强烈表达，在茎和叶中微

弱表达，说明OsRING—J基因可能涉及多种胁迫

应答信号传导途径。Yang等¨¨从沙蒿中分离到

了AdZFPl基因，该基因编码蛋白的C端具有典

型的C3HC4型RING finger结构域，半定量PCR

分析表明，AdZFPl基因受外源ABA的强烈诱

导，同时在一定程度上受高盐、低温和高温的诱

导。目前在植物中对锌指蛋白家族的研究主要

集中在C2H2型，对C3HC4型的研究比较少，尤

其是对大豆中C3HC4型锌指蛋白的研究还未

见报道。

核蛋白在调节植物的发育及抵抗生物和非生物

胁迫中都起着重要的作用，核蛋白筛选系统(NTT)

对核蛋白的筛选效率较高¨“，为了得到核蛋白基

因，本研究利用Nrrr从耐旱大豆品种铁丰8号的

eDNA文库中筛选到了一个抗逆相关的C3HC4型

RING锌指蛋白基因GmRZFPl，并分析了该基因的

系统进化关系，表达特性和亚细胞定位情况，旨在了

解C3HC4型RING锌指蛋白在大豆抗逆中的作用，

为阐明大豆抗逆分子机制及进一步开展作物抗逆遗

传改良提供依据。

1 材料与方法

1．1植物材料及胁迫处理

大豆(Glycine max L．)品种铁丰8号由中国农

业科学院作物科学研究所邱丽娟博士课题组提供。

对生长2周的大豆铁丰8号幼苗进行干旱(放在吸

水纸上)、高盐(200mmol／L)、高温(420C)、低温

(4。C)、乙烯(密闭容器充满乙烯气体)和ABA

(2001山mol／L)等逆境处理，分时间段(Oh、lh、3h、5h、

6h、12h和24h)取样¨“，经液氮速冻后，于一80℃保

存备用。

1．2基因克隆

利用核蛋白筛选系统(N’rr)进行cDNA文库

的筛选¨“。将大豆品种铁丰8号生长2周的幼苗

在滤纸上千旱处理5h，用RNAprep植物总RNA提

取试剂盒(购自北京天根生化科技有限公司)提取

总RNA，按宝生物cDNA Library Construction Kit说

明书构建cDNA文库。用1．2％琼脂糖胶电泳检

测。将纯化的eDNA和NTT的载体连接，转化

E．coli菌株DH5d(参照TIANGEN说明书)，把长

出来的大肠杆菌菌落全部收集起来，提取混合质

粒转化酵母EGY48，涂营养缺陷平板(SD／His．／

Leu．)，30℃培养2—4d，利用N，I-I’筛选核定位蛋

白。从筛选出来的酵母克隆提取酵母质粒，并转

化大肠杆菌，经测序后获得一批克隆，其中一个蛋

白含有C3HC4-type RING finger锌指结构域，将该
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序列与大豆全基因组数据库(WWW．phytozome．net)

比对后获得一个全长cDNA序列，命名GmRZFPl。

1．3 GraRZFPl的系统进化树分析

以GmRZFPl的氨基酸序列作为源序列，经

Blast分析，搜索到具有C3HC4-type RING finger

锌指结构域的基因17个，其中12个来自水稻和

5个来自拟南芥。在NCBI网站中分析每个基因

的RING finger结构域，根据每个基因中的RING

finger结构域的氨基酸序列，用Clustalx和

MEGA4软件构建系统进化树。同时，通过

MEME软件对GmRZFPl和搜索到的17个基因

进行motif预测。

1．4 GmRZFPI基因的表达特性分析

将不同胁迫处理的RNA样品反转录成eDNA，

稀释50倍后用作为Real-time PCR的模板。在Gm—

RZFPI 3’端非编码区设计引物(RT—F：CATTI'C·

CAGTATrCGTGCCCT： RT—R：GTCGTGTATTGTAG—

GATTTGC)，对不同处理的样品进行Real-time PCR，

分析该基因对干旱、高盐、高温、低温、乙烯和ABA

等处理的应答表达情况，以大豆Actin基因做内参对

照(F：ACATT研盯CtrrAGTGGTGGCT；R：CTGTTG—

GAAGGTGCTGAG)。根据RealMasterMix(SYBR

Green)试剂盒(TIANGEN公司，北京)操作说明配制

反应体系，每个样品设3个重复。反应体系含50倍

eDNA 5pl，正、反引物(10l儿mol／L)各0．5pl，2．5×

RealMasterMix／20×SYBR Solution 9 Ixl，ddH，O 5¨l，

总体积为201xl。反应程序为95。C变性2rain，95。C变

性20s，56℃退火3l S，68℃31S，40个循环。在ABI

PRISM7000实时定量PCR仪上进行操作。采用

2也托1算法Ⅲ1分析实验结果，其中AACT=(CT．

Target—CT．Actine)Ti。。。一(CT．Target—cT．Ac·

tin)Time0。CT．Target和CT．Actin分别是目标基因和

内参基因的CT值；Timex和Time0分别指处理的不

同时间点(胁迫处理1h、3h、6h、12h、24h)和对照(胁

迫处理Oh)。

L5 GmRZFPl-163hGFP融合载体构建和洋葱表

皮细胞的亚细胞定位分析

设计带有Sal I和Xba I酶切位点的引物，引物

序列为：(F： GCGTcGACATGGGAGAAGTGGcAG；

R：CGCTCTAGATGTITGTCGTGTATTGTAGG)，用LA

酶扩增获得GmRZFPl基因编码区。得到的PCR产

物连接到载体pMDl8一T上，测序正确的序列，用

Sal I和Xba I酶切后，连接到以相同酶酶切后回收

的163hGFP载体上，获得GmRZFPl—163hGFP融合

基因表达载体。

DNA的金粉包埋按照Biolistie PDS一1000／He

Particle Delivery System的方法¨“。取直径为1．0lxm

的金粉悬液6ld(509／L)，加入61xl的CaCl：

(2．5moL／L)、41xl亚精胺(0．1mol／L)、3斗g的载体质

粒充分混匀，离心，无水乙醇洗涤沉淀，重新悬浮沉淀

于201xl无水乙醇中。采用Bio—Rad PDS21000／He基

因枪进行轰击，可裂膜压力为1．1kPa，洋葱表皮(约

2era×2cm的小块)放在MS培养基中央，至可裂膜距

离为6cm，真空度达到25in／hg后轰击洋葱表皮，转化

后继续培养16—24h，制片，于激光共聚焦显微镜

(Leiea Micro system)下观察细胞中的绿色荧光。

2结果与分析

2．1 GmRZF朋基因的克隆

利用N，I-I'对旱处理5h的大豆(铁丰8号)

eDNA文库进行筛选，得到一个具有C3HC4型锌指

结构域的EST序列。与大豆全基因组数据库比对

后获得其全长eDNA序列，根据此序列设计引物，以

干旱处理5h的铁丰8号的cDNA为模板扩增后，得

到了900bp左右片段。序列分析表明，与大豆全基

因组中序列一致。该片段含有927bp，编码308个

氨基酸(图1)，预测蛋白分子量是35．60kD，等电点

是6．21。将氨基酸序列在NCBI网站(http：／／www．

nebi．nlm．nih．gov)上进行Blast比对，结果显示该序

列包含C3HC4型锌指结构域，命名为GmRZFPl。

GmRZFPl含有zf-CHY和Ring finger两个保守域。

两者都含有许多保守的半胱氨酸和组氨酸，与锌离

子结合形成指状的多肽空间结构。

2．2 GmRZFPl的系统进化树分

从水稻和拟南芥基因组数据库中搜索到具有

RING finger保守域序列的基因17个，利用Clustalx

和MEGA4软件构建系统进化树，结果显示共分成

为3组(图2一A)，与利用MEME软件进行motif预测

结果～致(图2．B)。第1类包括来自水稻的6个锌

指蛋白(包括OsRHC28、OsRHCl0、OsRHC25、Os—

RHC3、OsRHCl8、OsRHC6)，包括保守域1(X，CX—

CX，LX，HX：CX3WX。GX，CX2CXl3’其中x为任意氨

基酸，下标数字代表X数目)和3(保守域3为图1

中显示的zf-CHY保守域)，保守域位于N端；第2

类包括4个水稻的和1个拟南芥的锌指蛋白(包括

AtSHAI、OsRHCl4、OsRHCl9、OsRHC9、OsRHC21)，

该类大部分成员除了包含保守域1和3外，还包含
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i ATGGOAGAAGTOOCAOTAATCvCACTCTOAOCCTCTGCAGTTTOAGTOCAATOACATTAGT

l M O E V A V M H S E P L O F E C N D I S

61 OTGAATATGACTGAOAAOGAAGTGTATCCTCCAGAATCAAATGTGGAGCGCTTACCTGGA

2l V N M T E K E V Y P P E S N V E R L P 0

121 OAAOAATCOAOTCAATCAACAOACCACAAAAATATCAATOACTrOCAAGAOAGAOOATAX

41 E E 8 S Q S T D H K N I N D L O E R O Y

10I

61 M E Y o!g!!!!!!!!!!!!!1

241 GAGA几T丌GATTGCCGCCATFGTCATAATGAGGCAAAAAATGATATCAACATTGATCAG

。。[=============i]-w t o Q

301 AAGCATAOACATGATATTCCACGACACCAAGTCAAACAGGTGATTTGTTCACTTTGTGGG

101 K H R H D I P R H Q V K Q V l C S L C G

361 ACTOAACAAOAGGTTCAGCAAAACTOTATAAA'I'rOTGGTGT丌0TATGGOCAAOTACTTC

12l T E Q E v o Q N c I N c。v c M。K Y F(咖I

●0I

161 C O I C R T 0 O S E N F F H C Y K C 0 C

“l∞jCT^cTc从CTfn℃TG^^^从C^GTC^CCC几_GT01^G从GG^OC^^1noc^TC^％^1。

181 C Y S T L L K N S H P C V E O A M H H D

∞I TOCOC001118九Tr0^dnrn日r兀日^^Tc^^a^^To^r(rrc^CT0”肖r0CC下roT

201 C P V C F E Y L P E S R N D V T V M P C

661 GGACATACAATCCATAAGAOCTOCCTGAATGAAATGAGAGAACATTTCCAGTATTCGTGC

221 G H T I H K S C L N E M R E H F O Y s C

72I CCTCTCTGCTl．GA从TcAGTCTGTaCATOTCAAAGGTTTGOGAGAAATTTOATATAGAG

甜l P L C L K S V C D M S K V W E K F D l E

7Sl A2-FGCTGCTFACACCAATOCCTFGAOCAATATCAAAA]-AAAAT"003mOGATccIuIuo^^o

261 I A A T P M P E Q Y Q N K M V W I L C N

“I GAI'rGTGGTAAAACTrCTCACGTrCAGTTCCATTTrGTOOCTCAAAAOTOTCCOAACTOC

281 D C O K T S H V Q P H F V A Q K C P N C

gel AAATCCTACAATACACOACAAACATOA

圈1 GmRZFPl氨基酸序列及推测的保守域

Fig．1 Amino acid sequence and putative conserved

domains of GmRZFPl

单下划线部分为zf-CHY保守域；双下划线部分

为Ring finger保守域；方框部分为motif3基序

保守域2(RXWX5 LVxVsxLAYFcFLEQLLVx6 AL—

AISLPFXCXLGX：SS，其中X为任意氨基酸，下标数

字代表x数目)，保守域位于C端；GmRZFPl与来

自拟南芥的AtPRTl、AtCOPl、AtRIEl、AtSDIRl和来

自于水稻的OsRHC22、OsRHC29分在第3类，该类

大部分成员只包含保守域3。其中，GmRZFPl与

AtPRTl、AtCOPl亲缘关系最近。

2．3 GmRZ卯J基因的表达特性分析
对生长2周的铁丰8号的幼苗进行干旱、高盐、

高温、低温、乙烯和ABA处理，采用Real．time PCR

方法检测了GmRZFPl基因的表达特性(图3)。发

现干旱胁迫12h时，GmRZFPl基因表达量显著提
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B

A：GmRZFPI与拟南芥和水稻中RING finger锌指蛋白的

系统进化关系。所有成员的基因注册号在每个基因名

称的右侧。B：C3HC4型RING finger蛋白的保守域预测

结果，1、2和3分别代表motifl、motif2和motif3。所有成

员的名称和P值位于图的左侧。标示motif位置的刻度尺

位于图的下方

图2 GmRZFPl系统进化树分析及保守域预测结果

Fig．2 Phylogenetic analysis results and putative

conserved domains of GmRZFPl

高，到24h更高。高盐处理3h时，GmRZFPI基因表

达量最高，然后开始下降，到24h又提高。高温胁迫

1h到6h，表达量与处理时间成正相关，12h有所下

降，到24h时，表达量最高。低温处理时，GmRZFPl

基因表达量与时间成正比，24h表达量最大。乙烯

处理lh时，表达量最高，然后逐渐降低。ABA处理

3h和12h时，表达量较高，整体来说处理各时段与

Oh相比表达量均有所提高。在以上6种处理中，与

0h相比，高温处理的最高表达量达到了220倍以

上；干旱次之，最高表达量达到了近40倍；其他4种

处理最高表达量在5到12倍之间。以上结果显示，

GmRZFPI基因主要受高温和干旱的诱导，同时对高

盐、低温、乙烯和ABA胁迫处理也有所响应。表明

GmRZFPl基因受多种胁迫处理的诱导，可能涉及多

种逆境胁迫信号传导。

2．3 GmRZFPl在洋葱表皮中的亚细胞定位分析

采用基因枪法将绿色荧光蛋白(GFP)基因转化
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O 1 3 6 12 24

干旱处理(h)

O l 3 6 12 24

高温处理(h)

0 1 3 6 12 24

乙烯处理(h)

O l 3 6 12 24

盐处理(h)

O l 3 6 12 24

低温处理(11)

O l 3 6 12 24

脱落酸处理(11)

图3 GmRZFPl基因在大豆中表达特性分析

Fig．3 Expression pattern analysis of GmRZFPl in soybean

到洋葱表皮细胞中，获得高效瞬时表达，绿色荧光蛋

白在475nm蓝光激发下产生509nm的绿色荧光。对

照GFP蛋白无核定位功能，经过核孑L复合物扩散进

入细胞核，因而在细胞核内和细胞质中都可以观察到

GFP的绿色荧光信号(图4·D)，而将GmRZFPl基因

插入到35S启动子和绿色荧光蛋白基因之间形成

GFP／GmRZFPl融合蛋白，仅在核内产生绿色荧光

(图4．A，C)，表明GmRZFPl蛋白定位在细胞核内。

3讨论

锌指蛋白普遍存在于植物中，在调节植物防卫

基因表达和抗性反应上起重要作用，目前已鉴定的

锌指蛋白大多数属于C2H2型¨“。本试验从大豆

中克隆的C3HC4型锌指蛋白基因GmRZFPl还属

首次，系统进化树分析结果显示，C3HC4型锌指蛋

白可分为3组(图2．A)，GmRZFPl分属于第Ⅲ组，

与GmRZFPI进化关系密切的AtPRTl和AtCOPl都

是泛素连接酶，AtPRTl和AtCOPl在泛素降解途径

中起着关键作用¨“”1。因此，推测GmRZFPl可能

也是一种泛素连接酶，在泛素降解途径中可能起着

重要作用。逆境条件下，植物细胞产生大量相同的

次生代谢物质，如活性氧。积累的活性氧会攻击脂

肪、核酸和蛋白质等生物大分子，造成蛋白质的伤

害，产生过多的无功能蛋白，对植物造成共同次生伤

害¨9‘201。植物细胞为了维持正常的代谢稳定性，必

须及时清除这些异常或变性的蛋白质。泛素降解途

径是最重要的、具有高度选择性的蛋白质降解途

径幔“，80％一90％的靶蛋白是通过泛素途径降解

的¨引。而泛素连接酶在该途径中起着关键作用，如

Raab等旧副鉴定了一个新的泛素连接酶基因

SAULl，该基因转化拟南芥后，SAULl蛋白与拟南芥

乙醛酸氧化酶3(AA03)发生作用，将AA03与泛素

结合，通过26蛋白酶体途径降解，从而防止了由

AA03引起的拟南芥过早衰亡现象旧⋯。GmRZFPI

的具体功能有待进一步研究。
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图4 GmRZFPl蛋自在洋葱表皮细胞中的定位分析

Fig．4 Subcellular IoeaHzaflon analysis of GmRZFPl

protein in onion epidermal cells

A：融合蛋白GFP—GmRZFPl在蓝光激发下产生的荧光；B：洋葱表皮

细胞在明场下的形态；C：蓝光激发下产生的荧光照片和明场下照片

叠加后的照片：D：GFP对照

A：In the dark field，green fluorescence of GFP-GmRZFPl fusion protein

excited by blue light；B：The same photograph were taken in the bright

light；C：The photograph in blue light and bright light were stacked；D：

Control with only GFP

与GmRZFPl同一组的水稻C3HC4型RING锌

指蛋白基因OsRHC22，其表达受到ABA、高盐、干旱

和低温的胁迫诱导Ⅲo。与OsRHC22基因相比，Gra—

RZFPl除受ABA、高盐、干旱及低温胁迫诱导表达

外，还受乙烯、高温的诱导；在生物胁迫应答中乙烯

信号途径是重要的信号传递途径[251，GmRZFPl基

因受乙烯诱导表达说明这个基因可能参与了对生物

胁迫的应答反应。在生物胁迫与非生物胁迫信号传

导途径中存在一些交叉点[26 3。GmRZFPI不仅受非

生物胁迫诱导，而且可能参与了生物胁迫信号途径，

因此，GmRZFPl可能作为一个交叉点，在响应多种

胁迫信号途径中发挥了不同作用。目前，C3HC4型

锌指蛋白基因受乙烯的诱导还未见报道，其内在机

理有待进一步研究。

本研究结果表明：从结构上看，GmRZFPl基

因可能编码一种泛素连接酶，在蛋白降解途径中

起关键作用。从表达特征来看，GmRZFPl可能作

为多种信号途径的一个交叉点，除了参与非生物

胁迫响应途径外，还参与生物胁迫响应途径。本

试验有利于进一步研究大豆C3HC4型锌脂蛋白在

抗逆反应中的作用，并为大豆抗逆育种提供优良

的候选基因。
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