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玉米逆境胁迫响应基因ZmbZIP71的克隆与表达分析
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摘要：从玉米抗旱自交系CNl65中克隆得到了与逆境胁迫相关的bZIP(Basic Leucine Zipper Protein)基因ZmbZIP71 o Zm-

bZIP7I基因的开放阅读框为471bp。编码156个氨基酸，相对分子量为17．59 kDa，等电点pI为9．24。ZmbZIP71蛋白包含真核

生物中高度保守的bZIP结构域。ZmbZIP71基因编码区的基因组包括2个外显子和1个内含子。利用实时荧光定量PCR方

法分析ZmbZIP71基因在玉米不同组织中的表达差异厦其在非生物胁迫下的表达模式，结果表明，该基因在玉米的多个组织

和器官中均有表迭，其中在雄穗和雌穗中的表达量较高。另外，该基因受干旱、低温和ABA的胁迫诱导上调表达，受盐胁迫下

调表达。因此推测ZmbZIP71基因可能在玉米的逆境胁迫响应过程中具有重要作用。
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Abstract：A bZIP(Basic Leucine Zipper Protein)gene，ZmbZIP71，was isolated from maize inbred line

CNl65．Sequence analysis showed that ZmbZIP71 included a 471bp open reading frame(ORF)encoding a poly—

peptide of 1 56 amino acids with predicted molecular mass of 17．59 kDa and pI of 9．24．The deduced protein of

ZmbZIP71 was predicted to contain the bZIP structural domain，which was highly conserved in eukaryotes．The ge-

nomic DNA of ZmbZlP71 was composed of two exons and one intron in its coding region．The results of real·time

PCR analysis indicated that ZmbZIP71 was up—regulated by drought，cold(4。C)and ABA，and down·regulated by

NaCI treatment in seedlings．The tissue—specific expression analysis suggested that ZmbZIP71 wag constitutively ex。

pressed in maize different tissues and expressed much higher in tassels and female ear than that in other organs．

These results suggested that ZmbZIP71 might function as an early stress—responsive gene．

Key"words：Maize；bZIP transcription factor；Abiotic stress；Expression profiles

生物胁迫，尤其是干旱、盐渍和低温等严重影响

着植物的生长和发育⋯。植物对非生物胁迫的应

答反应涉及到许多基因和生化分子机制，胁迫相关

基因、蛋白质及代谢物构成了一个复杂的调控网

络旧41。转录调控通过转录因子作为反式作用因子

与相应的顺式作用元件特异结合调控胁迫应答反

应，在植物对生物胁迫的应答中起着承上启下的作

用。转录因子在植物基因组中广泛存在，如拟南芥

(Arabidopsis thaliana L．)基因组中有近5．9％的基

因都用来编码转录因子”1。

碱性亮氨酸拉链(Basic Leucine Zipper，bZIP)转

录因子是真核生物转录因子中分布最广泛、最保守
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的一类蛋白，广泛参与高等植物基因表达的调

控¨‘71。在胁迫条件下，bZIP转录因子可以与ABA

诱导基因的启动子区域的ABRE(ABA—responsive

element)顺式作用元件结合来调节下游靶基因的表

达哺J川。在拟南芥中发现了75个bZIP转录因子，

并根据其结构特点和功能的差异，划分为10个亚

族，不同亚族的bZIP转录因子成员广泛参与种子贮

藏基因的表达、植物的生长发育、光信号转导、病毒

防御、生物和非生物胁迫应答以及ABA的敏感性等

各种信号的表达。其中A亚家族主要参与胁迫应

答和ABA信号途径¨2。。例如，在拟南芥萌发和幼

苗早期阶段，ABl5蛋白的活性受ABA的调控，过表

达ABl5基因能提高转基因拟南芥对ABA的敏感

性¨“。过表达ABF3和ABF4亦能明显提高拟南芥

对ABA的敏感性，增强植株的抗旱性¨“。此外，在

水稻中过表达ABF3同样也可以提高水稻的抗旱

性¨“。在拟南芥中异源表达水稻转录因子ABl5能

增强拟南芥对ABA的敏感性，提高植株对非生物胁

迫的耐受性¨“”1。但是相关研究表明，在bZIP转录

因子的其他的亚家族也发现了一些与胁迫应答相关

的转录因子，例如：AtbZIP24基因位于拟南芥的F

亚家族，在逆境应答胁迫网络中发挥复杂的转录调

控作用¨“。在大豆中发现了131个bZIP转录因

子，并将其分为10个亚家族，而GmbZIP44，GmbZ—

IP62和GmbZIP78分别属于第S、C和G亚家族，在

拟南芥中过表达，均能提高转基因拟南芥对盐和低

温胁迫的耐受性¨⋯。

目前对bZIP转录因子在抗逆性方面的研究主

要集中在拟南芥和水稻中，在玉米中的研究相对较

少。本研究从玉米中克隆了水稻的OsbZIP71基因

的同源基因ZmbZIP71，并对该基因在玉米不同组织

及逆境胁迫下的表达模式进行了初步的探索，为进

一步的功能验证奠定基础。

l材料与方法

1．1植物材料与处理

选取饱满的玉米抗旱自交系CNl65种子，75％

乙醇消毒lrain，再用0．5％次氯酸钠消毒20min，而

后用蒸馏水漂洗5—6次，播种于装有蛭石的盒子

中，每盒3株，于人工气候室中以长日照条件

(28℃，16h光／22℃，8h暗)培养，每3d浇水一次，

待生长至三叶期时对其进行胁迫处理。高盐处理：

将玉米根浸没在200mmol／L NaCI的培养液中；低温

处理：将幼苗置于4。C条件下；渗透胁迫处理：将幼

苗根部浸没于20％PEG6000中；脱落酸处理：用

1000．mol／L ABA喷施玉米叶片。在胁迫处理0、

0．5、1、3、6、9、12和24h时分别取样品的地上部分

和根，经液氮速冻后，存于一80。C用于提取总RNA。

以大田中正常生长的CNl65为材料，采集吐丝

期的根、茎、穗位叶、雄穗、雌穗和花丝，经液氮速冻

后，存于一80℃用于提取总RNA。

1．2 RNA提取及第一链cDNA的合成

用总RNA提取试剂盒(Trizol Reagent，Invitro-

gen)提取索取样品的总RNA，并用DNase I(TaKa—

Ra，大连)纯化。按照M-MLV反转录试剂盒(In-

vitrogen)操作说明书合成第一链cDNA，作为基因扩

增及荧光定量PCR(real．time quantitative PCR，qRT—

PCR)的模板。

1．3 ZmbZIP71的克隆、测序

根据已经报道的水稻OsbZIP71基因序列(Gen—

Bank登录号：NM_001069358)通过BLAST比对(ht—

tp：／／www．ncbi．nlm．nih．gov／blast)分析，确定玉米

的同源序列，并将其命名为ZmbZIP71，据此设计特

异引物，FR：5 7．AAACATCGCCGTCGCCT一3’，RP：5 7-

AAACATCGCCGTCGCcT．3’。PCR程序为94℃预变

性5rain；94℃30s，58℃30s，72℃40s，30个循环；

72℃延伸10min，获得ZmbZIP71基因编码区全长。

PCR产物经1％琼脂糖凝胶电泳检测后，回收目的

条带，与pMDl8-T载体(TaKaRa，大连)连接，转化

大肠杆菌TOPIO后，经菌液PCR选出阳性克隆，进

行序列测定，重复3次。 ·

1．4 ZmbZIP71基因的基因组序列扩增及分析

在ZmbZIP71基因的5’一UTR(Untranslated re-

gions，非编码区)和3 7．UTR设计引物FP：5’-TAAC．

CCGCCTTGTCCAGT一3’和 RP：5’一TATGCCACAGC-

CACCTTC一3’，以玉米自交系CNl65叶片基因组

DNA为模板，进行PCR扩增，程序为94℃预变性

5min；94℃30s，58℃30s，72℃80s，32个循环；72℃

延伸10min，获得ZmbZIP71基因编码区的基因组全

长。PCR产物经1％琼脂糖凝胶电泳检测后，回收

目的条带，与pMDl8-T载体连接，转化大肠杆菌

TOPIO后，经菌液PCR选出阳性克隆，进行序列测

定，重复3次。

1．5生物信息学分析

利用NCBI和MaizeGDB进行序列的查找、比对

和同源性比较；氨基酸一级结构(等电点、分子量)

预测由在线工具ExPASy(http：／／us．expasy．ors／

tools／protparam．html)完成；基因组外显子和内含子
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预测由GSDS在线程序(http：／／gsds．cbi．pku．edu．

cn／index．php?input=seq)完成；应用Clustalxl．83和

DNAMAN进行多序列比对和进化树分析；利用TM—

HMM在线程序(http：／／www．cbs．dtu．dk／serviees／

TargetP／)和WOLFPSORT(http：／／wolfpsort．ors／)完

成亚细胞定位预测；应用NCBI数据库中CDART

(Conserved Domain Architecture Retrieval Tool，ht—

tp：／／www．ncbi．nlm．nih．gov／Strueture／lexington／lex·

ington．cgi?emd=rps)进行保守结构域分析。

1．6实时荧光定量PCR分析

定量RT—PCR分析参照试剂盒说明书(TaKa—

Ra，大连)进行。依据qRT—PCR引物设计要求，使

用Primer premier 5．0设计ZmbZIP71基因的特异

弓I物(qFP： 5’-CTCCGcTTTCTCCTCCTCTC一3’和

qRP：5’一AG们盯GCCTGTGGTGACAAC．3’)，扩增片

段长度为124bp。以玉米GAPDH(glyceraldehyde一

3-phosphate dehydrogenase)为内参基因，所用引物

为FP：5’．CCCTTCATCACCACGGACTAC．3’和RP：

5 7．AACCTTCTTGGCACCACCCT一3’。20斗L PCR扩

增体系含：10斗L 2×SYBR Premix Ex Taq(TaKa·

Ra，大连)，正、反向引物各0．2tLmol／L和模板cD—

NA 50一100 ng。应用qRT—PCR专用96孔板(Ax-

ygen，美国)和高透光率封口膜(Axygen，美国)，荧

光定量PCR仪ABl7300(ABI Prism，美国)进行

qRT-PCR分析，每个样品3次重复。PCR程序为

95℃2min；95℃5s，58℃15S，72℃20s，共40个循

环。按照基因相对表达分析2‘△们2方法分析Zm—

bZIP71基因的相对表达量及其标准差。

2结果与分析

2．1 ZmbZIP71基因cDNA的同源克隆和序列分析

序列分析表明，ZmbZIP71基因(GenBank登录

号：BT067053)的编码区长度为471bp，编码156个

氨基酸，预测编码蛋白的相对分子量为17．59kDa，

等电点pI为9．24。通过对ZmbZIP71基因所编码

的蛋白的保守结构域分析表明，其含有典型的bZIP

结构域(图1)，该蛋白在N端包含碱性结构域、铰链

区和亮氨酸拉链结构域，其中亮氨酸拉链结构域与

铰链区紧密相连。亚细胞结构预测ZmbZIPTl蛋白

定位于细胞核中。
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圈1 ZmbzJP7j基因的编码区序列及编码氨基酸序列

Fig．1 Thecoding region and deduced amino acid sequence of ZmbZIIVI

其中虚线部分代表碱性结构域，白框部分为铰链区，

直线部分为亮氨酸拉链结构，灰色框代表亮氨酸重复序列

The basic region is indicated by dotted line，the hinge regions is presented by rectangle，

the leucine zipper is shown by straight line，and the leucine is emphasi∞d by bluish boxes

2．2 同源性比对和进化树分析

为研究ZmbZIP71蛋白与水稻中所有bZIP蛋白

的亲缘关系，构建了包含89个水稻bZIP蛋白和Zm—

bZlP71蛋白的进化树(图2)，结果表明，ZmbZIP'／1蛋

白与OsbZlPTl亲缘关系最近，相似性达65．4％(图3)。

2．3 Zm6Z伊7J基因组DNA序列的扩增及分析

ZmbZIP7I基因编码区DNA序列在自交系

CNl65中的全长为1050bp(图4)，包括2个外显子

和1个内含子，其外显子长度分别为181bp和

290bp。进一步研究发现ZmbZIP71基因在CNl65

和B73中的序列一致性高达99．9％，二者之间只有

一个碱基的差异(图5)。经MaizeGDB比对分析，

ZmbZIP71基因位于玉米第7染色体Bin 7．02处。

2．4 ZmbZIP71基因启动子的获得和顺式作用元

件的分析

ZmbZIP71基因启动子序列的PCR产物电泳结

果见图6，测序结果表明，扩增片段为2603bp，与预

测序列一致。应用启动子在线预测软件PlantCARE

对ZmbZIP71基因启动子顺式作用元件进行预测，

结果见图1所示，ZmbZIP71基因启动子含有TATA一
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box和CAAT．box等启动子典型元件。同时发现

ZmbZIP71基因启动子存在与低温、高温、厌氧等非

生物逆境胁迫相关顺式作用元件。还有与机械损伤

相关的顺式作用元件，与水杨酸、茉莉酸、赤霉素等

激素应答相关顺式作用元件等。此外，还发现与光

应答、发育等相关顺式作用元件。

P—————————一0．t

图2玉米ZmbZlPTl和水稻OsbZIP蛋白的进化树分析

Fi晷2 Phylogenetic relationship among．the ZmbZlP71 and OsbZIP proteins

墨豳黔懑圈圈弱嚣圃圜圈璺露墨圈鞠萤圜圜；蕊墨圈i。8。5
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圈酲孽墨匿：圈誉雪；群墨戳蘸遗阔：紫露婴通嚣墅圈；蜥153
QAlJij v7L．T-j bEL sRL凡LT工L MH TS 3 PT PA 3^D工G 3S5 10LT QCP

图3玉米ZmbZIP71蛋白与水稻的OsbZlPTl蛋白序列比对分析

Fig．3 Amino acid alignmentbetween maize ZmbZIP71 and rice 0sbZIP71
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图5 自交系B73与CNl65中ZmbZlPTl基因组DNA序列比较

Fig．S Comparison of ZmbZIP71 genomic DNA in maize inbred lines B73 and CNl65
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圈6玉米ZmbZIP71基因启动子扩增结果

Fig．6 PCR products of ZmbZIP71 promoter
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图7 ZmbZIP71基因在玉米不同组织中的表达情况

Ftg．7 Expression analysis of Zm6ZfP7J in

dimrent tissues in maize

1：花丝；2：穗位叶；3：根；4：苇；5：雄穗；6：雌穗。

将花丝中ZmbZIPTI基闲的表达水平作为

其他组织的相对参照，定义为1，误差线以标准偏差SD表示．下同
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2．6 ZmbZIP71基因应答逆境胁迫表达分析

前人研究表明，水稻OsbZIP71基因在幼苗期受

红光和蓝光的诱导上调表达Ⅲ1。本文研究了玉米

ZmbZIP71基因在逆境胁迫下的表达模式。分别用

PEG(聚乙二醇，分子量6000，浓度20％)、低温

(4℃)、盐(200mmol／L)和ABA(1001LLmol／L)处理玉

米自交系CNl65三叶期幼苗，对ZmbZIP71基因在

地上和根的表达模式进行探究。结果如图8所示，

在PEG处理下，ZmbZlP71基因在根中无明显的诱

导表达趋势(上调表达2倍为显著上调表达；下调

表达0．5倍为显著下调表达)，而地上部分在处理

1h后上调2．45±0．71倍，到处理24h表达量最高，

达到对照的5．49±0．93倍。

在低温(4℃)处理条件下，Zmb2护7J基因在地

上部分的表达量无明显的变化趋势，但是在根中出

现明显的上调表达趋势。随着处理时间的延长，在

处理3h后上调达到最高水平，为对照的2．74±

0．14倍。

在NaCI处理下，无论地上部分还是根均表现显

著下调的表达趋势。其中地上部分在处理1h后下

调达到对照的0．04 4-0．001倍；地上部分在处理

0．5h后即出现明显的下调表达，为对照的0．07±

0．01倍。

ZmbZlP71基因在响应外源激素ABA处理时，

地上部分的表达量无显著的变化趋势，但是在根中

表达量有显著的上调表达趋势。至ABA处理6h时

表达量最高，达到对照的4．81±0．17倍。

以上结果表明ZmbZIP71基因在应答干旱胁

迫、ABA和低温胁迫时表现上调表达趋势，而在盐

胁迫处理时表现下调表达趋势。

3 讨论

bZIP转录因子是真核生物中普遍存在的一类

转录因子。该家族的转录因子在植物生长发育和逆

境胁迫响应过程中具有重要作用。本研究从玉米中

成功克隆了一个受逆境胁迫诱导表达的bZIP家族

基因，生物信息学分析结果表明，该基因所编码的蛋

白与水稻中OsbZIP71蛋白序列一致性最高，具有典

型的bZIP结构域，被命名为ZmbZIP71。

ZmbZIP71基因启动子序列中含有低温、高温、

厌氧、机械损伤、水杨酸、茉莉酸、赤霉素与光应答、

发育等相关顺式作用元件。本研究结果显示Zm·

bZIP71基因在PEG、盐、冷和ABA条件下的表达

模式。之前的研究结果显示OsbZIP71基因不受干

堑
焉墨

出

饕

瓣
酲

●地上部分Shoots

；甬．‘．|l壬I．函．．]． 壬I．
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图8 ZmbZIP71基因在不同非生物逆境处理下的表达模式

Fig．8 Expression pattern
of ZmbZIP71 under

different abiotie treatments
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旱、盐和冷等逆境条件诱导表达，但是受特定光的诱

导调控，与黑暗条件相比，OsbZIP71基因不受白光、

远红光条件诱导表达，而受红光和蓝光诱导上调表

达旧⋯。本研究表明，ZmbZIP71基因受干旱、盐和冷

等逆境条件诱导表达。这一结果说明，在不同植物

中，bZIP71基因应答逆境胁迫和外源信号分子时可

能具有不同的表达模式。另外，zm6z，P7J基因是

否受不同光质的诱导表达还需要进一步研究。

ZmbZlP71基因在ABA条件下，在根部表现为

上调表达趋势，因此ZmbZIP71基因可能是通过

ABA依赖性途径发挥调控作用的，在拟南芥、水稻

等植物中的研究结果也证明了bZIP家族的基因所

编码的蛋白通过ABA信号途径参与植物对不同逆

境胁迫的响应旧“。另外，在低温胁迫条件下，Zm．

bZIP71基因在根部表现上调表达趋势；在PEG处理

下，在地上部表现上调表达趋势；在受到盐胁迫后，

地上部分和根部都表现为显著的下调表达趋势。同

时，本研究结果显示bZIP71基因在根、茎、穗位叶、

雄穗、雌穗和花丝中均有表达，但是在雌穗和雄穗中

表达量相对较高。因此bZIP71基因可能不具有明

显的组织表达特异性，但是可能与玉米整个植株的

生长发育和逆境胁迫响应关系密切。

为了更好地研究ZmbZIP71基因的功能，本课

题已经构建了过表达载体，转化了拟南芥和玉米，目

前正在筛选纯合株系，对ZmbZIP71基因在应答逆

境胁迫中的功能及其参与的信号途径和调控网络进

行更加深入的研究。
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