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　 　 摘要：蒙古沙冬青（Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ）是中国西北荒漠区唯一的常绿阔叶灌木，具有很强的抗寒抗旱特性。 利用

ＰＣＲ 方法从该植物克隆到转录因子 ＡｍＤＲＥＢ２Ｃ 的 ｃＤＮＡ 和基因组 ＤＮＡ 的全长编码区，二者均由 １１９１ ｂｐ 组成，无内含子序

列，编码由 ３９６ 个氨基酸残基组成的蛋白，其中含 １ 个 ＡＰ２ 结构域和 １ 个核定位信号。 表达分析显示，ＡｍＤＲＥＢ２Ｃ 的转录受低

温和干旱胁迫的诱导。 此外，将该基因编码区 ｃＤＮＡ 成功构建到植物表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ３３００⁃３５ＳＴ 上，为后续研究其功能奠

定了基础。
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沙冬青属（Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ）植物是中国西北荒

漠区唯一的常绿阔叶灌木，仅有蒙古沙冬青 （ Ａ．
ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ）和新疆沙冬青（Ａ． ｎａｎｕｓ）２ 个种。 由于

长期生长在冬寒夏热和干旱贫瘠的荒漠地带，形成

了很强的抗寒抗旱等抗逆特性，成为挖掘抗逆基因

的好材料［１⁃２］。 抗逆基因可分为功能基因和调节基

因 ２ 大类［３］。 近年来，人们从沙冬青中鉴定出许多

抗逆相关基因，其中多数为功能基因，其编码蛋白主

要在渗透调节、脱水保护和抵抗氧化胁迫等抗逆机

制中发挥功能，而少数为调节基因，其编码蛋白主要

在逆境信号转导和抗逆功能基因的表达调节中起关

键作用［４⁃８］。
研究表明， ＤＲＥＢ （ ｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅ⁃

ｍｅｎｔ ／ ＤＲＥ ｂｉｎｄｉｎｇ）类转录因子在植物响应和抵抗

低温、 干 旱 和 高 盐 等 非 生 物 胁 迫 中 起 重 要 作

用［３，９⁃１１］。 它们属于植物 ＡＰ２ ／ ＥＲＥＢＰ（ＡＰＥＴＡＬＡ２ ／
ｅｔｈｙｌｅｎｅ⁃ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ）转录因子

大家族中的一个亚族，在蛋白一级结构中都含有一



　 ２ 期 郭　 婷等：蒙古沙冬青 ＡｍＤＲＥＢ２Ｃ 基因的克隆及表达分析

个保守的 ＡＰ２ 结构域、核定位信号和转录激活域，
其中 ＡＰ２ 结构域通过与抗逆功能基因启动子区的

ＤＲＥ 或 ＣＲＴ（Ｃ⁃ｒｅｐｅａｔ）顺式作用元件特异性结合而

调节 这 些 基 因 的 表 达， 从 而 增 强 植 物 的 抗 逆

性［１０⁃１１］。 目前已从拟南芥、水稻和大豆等许多种植

物克 隆 到 ＤＲＥＢ 基 因， 可 分 为 ＤＲＥＢ１ ／ ＣＢＦ 和

ＤＲＥＢ２ ２ 种类型［１０］。 拟南芥 ＤＲＥＢ１ｓ ／ ＣＢＦｓ 主要参

与 ＡＢＡ 非依赖的低温应答信号转导途径，并且主要

受 ＩＣＥ１（ ｉｎｄｕｃｅｒ １ ｏｆ ＣＢＦ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ）、ＨＯＳ１ （ ｈｉｇｈ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｏｓｍｏｔｉｃａｌｌｙ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｇｅｎｅ １）和 ＺＡＴ１２
（ｚｉｎｃ⁃ｆｉｎｇｅｒ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｒ １２）等上游调节组

分的调控，进一步激活许多低温应答基因的表达，从
而在植物抵抗寒冷等逆境中起关键作用［９，１１］。 而

ＤＲＥＢ２ 型基因主要在响应和抵抗干旱、高盐和（或）
热胁迫中发挥功能［１０⁃１１］，目前对此类基因的克隆和

研究报道较少。
本课题组在前期利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 技术对蒙古沙冬

青进行了转录组测序和表达谱分析［１２］，获得一个受

寒旱诱导表达的 ＤＲＥＢ２Ｃ 类转录因子的全长 ｃＤＮＡ
序列，命名为 ＡｍＤＲＥＢ２Ｃ。 本研究对该基因进行了

克隆、表达分析和植物表达载体构建，为深入研究其

功能和作用机理奠定了基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

蒙古沙冬青种子由内蒙古自治区巴彦淖尔市磴

口县林业局提供； Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＤＨ５α 菌株和

ｐＣＡＭＢＩＡ３３００⁃３５ＳＴ（ｐ３３００⁃３５ＳＴ）载体由本实验室

保存；ＲＱ１ ＲＮａｓｅ⁃Ｆｒｅｅ ＤＮａｓｅ 和 Ｍ⁃ＭＬＶ 逆转录酶购

自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司；２ × ＳＹＢＲ⁃Ｇｒｅｅｎ Ｉ ＲＴ⁃ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ、ＬＡ Ｔａｑ 酶、ｐＭＤ１９⁃Ｔ 载体和 ＸｂａⅠ、ＳｍａⅠ限制

酶购自 Ｔａｋａｒａ 公司；琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒

购自天根公司。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 基因表达分析 　 所用总 ＲＮＡ 与前期利用

ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ（ＲＮＡ⁃Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）技术进行低温和干旱

胁迫表达谱分析相同［１２］ 。 低温处理是将沙培法培

养 ３ 个月的蒙古沙冬青幼苗放在低温光照培养箱

（ＢＤ⁃ＰＲＸ⁃１０００Ａ； － １０ ～ ５０ ℃）中进行梯度降温

处理（４ ℃ ４ ｈ、２ ℃ １２ ｈ，接着在 ０ ℃、 － ２ ℃、
－ ４ ℃和 － ６ ℃各处理 ２ ｈ），分别在处理 ２ ｈ、８ ｈ
和 ２４ ｈ 将幼苗从沙土盆中小心取出，用预冷的自

来水漂洗干净，在液氮中速冻后保存于 － ７６ ℃。
干旱处理是将同样培养的幼苗从沙土盆中取出，

用水漂洗干净，置于滤纸上于 ２５ ℃ 进行自然干

燥，分别在处理 ２ ｈ、８ ｈ 和 ２４ ｈ 取样冻存。 取处理

前（０ ｈ）幼苗作对照（ＣＫ）。 将这些样品分别用改

进的 Ｔｒｉｚｏｌ 法［１３］ 提取总 ＲＮＡ，然后用 ＲＱ１ ＲＮａｓｅ⁃
Ｆｒｅｅ ＤＮａｓｅ 进行纯化以去除基因组 ＤＮＡ 污染。 取

１􀆰 ５ μｇ 纯 化 的 ＲＮＡ 用 Ｍ⁃ＭＬＶ 逆 转 录 酶 合 成

ｃＤＮＡ 第一链作模板，用 ＡｍＤＲＥＢ２Ｃ 特异性上游

引物 ５′⁃ＣＴＴＣＧＴＣＴＣＣＴＧＧＧＴＴＴＧＴＴＧＴ⁃３′ 和 下 游

引物 ５′⁃ＣＡＧＣＣＴＡＣＡＣＴＴＣＴＧＣＴＣＣＧＣ⁃３′进行 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ（ ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ）反应。 反应体系

（２０ μＬ）， 由 ２ × ＳＹＢＲ⁃Ｇｒｅｅｎ Ｉ ＲＴ⁃ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ １０ μＬ、上下游引物 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 各 ０􀆰 ４ μＬ、
ｃＤＮＡ 模板 １ μＬ（稀释 １０ 倍）和 ｄｄＨ２Ｏ ８􀆰 ２ μＬ 组

成。 反应程序为 ９５ ℃预变性 ３０ ｓ；９５ ℃变性 ５ ｓ，
６０ ℃退火 ２０ ｓ，７２℃延伸 ２０ ｓ，４０ 个循环；９５ ℃变

性 １５ ｓ，６０ ℃退火 １ ｍｉｎ，７２ ℃延伸 １５ ｓ。 反应在

Ｓｔａｔａｇｅｎｅ Ｍｘ３０００ ＰＣＲ 仪上进行。 以蒙古沙冬青

α⁃ｔｕｂｕｌｉｎ 作为内标基因，以处理前（０ ｈ）样品作为

校正样品，用 ２ － △△ＣＴ方法［１４］ 分析基因的相对表达

量。 试验重复 ３ 次，每个 ＰＣＲ 反应重复 ４ 次，ＳＤ
（ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ）以 ｅｒｒｏｒ ｂａｒ 显示。
１􀆰 ２􀆰 ２　 基因克隆与蛋白预测　 用 ＣＴＡＢ 法提取蒙

古沙冬青幼苗基因组 ＤＮＡ。 分别以 ｃＤＮＡ 和基因

组 ＤＮＡ 作模板，用 ＡｍＤＲＥＢ２Ｃ 编码区上游引物 ５′⁃
ＧＴＴＣＴＡＧＡＣＴＴＧＧＡＡＧＧＴＧＧＴＧＣＴＧＡＴ⁃３′ （ 下划线

为 ＸｂａⅠ切点）和下游引物 ５′⁃ＣＣＣＣＧＧＧＡＣＡＴＣＣＡ⁃
ＣＡＴＡＴＣＣＴＴＡＴ⁃３′（下划线为 ＳｍａⅠ切点）进行 ＰＣＲ
扩增。 ＰＣＲ 反应体系由 １０ × ＰＣＲ 缓冲液２􀆰 ５ μＬ、
ｄＮＴＰ 混合液（２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｅａｃｈ）２ μＬ、上下游引物

（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 各 ０􀆰 ５ μＬ、 模板 １ μＬ、 ＬＡ Ｔａｑ 酶

（５ Ｕ ／ μＬ）０􀆰 ２５ μＬ 和 ｄｄＨ２Ｏ １８􀆰 ２５ μＬ 组成，总体

积２５ μＬ。 反应程序为 ９４ ℃ ３ ｍｉｎ；９４ ℃ ３０ ｓ，６５ ℃
４０ ｓ，７２ ℃ １ ｍｉｎ ４０ ｓ，３０ 个循环；７２ ℃ １０ ｍｉｎ；４ ℃
保存。 将扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳并回收目

的片段，然后与 ｐＭＤ１９⁃Ｔ 载体连接，转化大肠杆菌

ＤＨ５α 感受态细胞，经菌落 ＰＣＲ 检测，送阳性克隆

至北京华大基因公司测序。 用 ＤＮＡＭＡＮ 软件分

析蛋白分子量和等电点；在 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐｓｏｒｔ． ｈｇｃ． ｊｐ ／
ｆｏｒｍ． ｈｔｍｌ 网站预测蛋白亚细胞分布；用 Ｃｌｕｓｔａｌ⁃Ｘ
１􀆰 ８３ 和 ＧｅｎｅＤｏｃ 程序进行蛋白多序列比对，均采

用默认参数。
１􀆰 ２􀆰 ３　 植物表达载体构建 　 用碱裂解法从 Ｅ． ｃｏｌｉ
转化菌株提取重组克隆载体 ｐＭＤ１９⁃ＡｍＤＲＥＢ２Ｃ 和

植物表达空载体 ｐ３３００⁃３５ＳＴ 质粒 ＤＮＡ，分别用
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ＸｂａⅠ和ＳｍａⅠ进行双酶切。 将酶切产物进行琼脂

糖凝胶电泳，回收 ＡｍＤＲＥＢ２Ｃ 和表达载体片段，然
后用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶将二者连接（４ ℃，２０ ｈ）。 将连

接产物转化 Ｅ． ｃｏｌｉ ＤＨ５α 感受态细胞，挑取单克隆

进行菌落 ＰＣＲ 检测，将阳性克隆进行质粒 ＤＮＡ 提

取和酶切鉴定。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＡｍＤＲＥＢ２Ｃ 在低温和干旱胁迫下的表达分析

本课题组在前期用 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 技术对蒙古沙冬

青进行了转录组测序和表达谱分析，获得一个受

低温和干旱胁迫诱导的 ＤＲＥＢ２ 型转录因子的全

长 ｃＤＮＡ 序列。 其完整编码框由 １１９１ ｂｐ 组成，推
测编码含 ３９６ 个氨基酸残基的蛋白，通过 ＢＬＡＳＴ
比对与拟南芥和大豆 ＤＲＥＢ２Ｃ 同源性最高（ ｉｄｅｎｔｉ⁃
ｔｉｅｓ 分 别 为 ４６％ 和 ６５％ ）， 故 命 名 其 为 Ａｍ⁃
ＤＲＥＢ２Ｃ。 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 数据显示该基因在正常条件

下有一定量的基础表达，在低温处理 ２ ｈ、８ ｈ 和

２４ ｈ 后其表达量持续上调至对照的 ８􀆰 ６ ～ ２２２􀆰 ９
倍；在干旱处理 ２ ｈ 和 ８ ｈ 后其表达量分别上调至

对照的 ２１􀆰 １ 倍和 ４８􀆰 ５ 倍，在处理 ２４ ｈ 后虽有所

回落但仍为对照的 １２􀆰 １ 倍（图 １）。 本研究利用

ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 方法对此结果进行验证，获得了基本一

致的表达趋势（图 １），表明 ＡｍＤＲＥＢ２Ｃ 受低温和

干旱胁迫的显著诱导，尤其受低温胁迫的诱导较

为持久而强烈。

ＣＫ：对照（０ ｈ）；Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３：低温处理２ ｈ、８ ｈ 和 ２４ ｈ；

Ｄ１、Ｄ２ 和 Ｄ３：干旱处理２ ｈ、８ ｈ 和２４ ｈ

ＣＫ：Ｃｏｎｔｒｏｌ（０ ｈ），Ｃ１，Ｃ２ ａｎｄ Ｃ３：２ ｈ，８ ｈ ａｎｄ ２４ ｈ ａｆｔｅｒ ｃｏｌｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ，

Ｄ１，Ｄ２ ａｎｄ Ｄ３：２ ｈ，８ ｈ ａｎｄ ２４ ｈ ａｆｔｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

图 １　 ＡｍＤＲＥＢ２Ｃ在低温和干旱处理不同时间点的表达变化

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＡｍＤＲＥＢ２Ｃ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｃｏｌｄ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

２􀆰 ２　 ＡｍＤＲＥＢ２Ｃ 基因结构分析

ＡｍＤＲＥＢ２Ｃ 全长 ｃＤＮＡ 序列为 １８５６ ｂｐ，通过欧

米伽软件分析结合同源序列比对，推测其含有

１１９１ ｂｐ 的完整编码框。 为了分析该基因的结构和

生物学功能，首先用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法对其编码框 ｃＤＮＡ
进行了扩增，获得与预期大小一致的扩增片段（图
２）。 将该片段与克隆载体 ｐＭＤ１９⁃Ｔ 连接后转化 Ｅ．
ｃｏｌｉ，经菌落 ＰＣＲ 检测获得了阳性克隆并进行了测

序验证。 本研究相继对 ４ 个批次的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 产物进

行了克隆和序列测定，最终获得一个序列正确的克

隆并用于后续试验。

１：ＲＴ⁃ＰＣＲ 产物；Ｍ：Ｔｒａｎｓ ２Ｋ Ｐｌｕｓ ＤＮＡ Ｍａｋｅｒ
１：ＲＴ⁃ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ，Ｍ：Ｔｒａｎｓ ２Ｋ Ｐｌｕｓ ＤＮＡ Ｍａｋｅｒ

图 ２　 ＡｍＤＲＥＢ２Ｃ 编码区 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增图谱

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＡｍＤＲＥＢ２Ｃ
ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ ｂｙ ＲＴ⁃ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ

以提取自蒙古沙冬青幼苗的基因组 ＤＮＡ 为模

板，用上述 ＲＴ⁃ＰＣＲ 反应同样的引物进行 ＰＣＲ 扩

增，得到一条与 ＲＴ⁃ＰＣＲ 产物大小一致的片段。 将

该片段进行克隆和序列测定，发现其大小和序列与

ｃＤＮＡ 编码区完全相同，由此确定在该基因编码区

内无内含子序列。
２􀆰 ３　 ＡｍＤＲＥＢ２Ｃ 蛋白结构特征分析

已知的 ＤＲＥＢ 蛋白均含有 １ 个保守的 ＡＰ２ 结

构域以及其中的 ２ 个保守氨基酸残基，即第 １４ 位的

缬氨酸（Ｖ）和第 １９ 位的谷氨酸（Ｅ） ［１０⁃１１，１５］，此外在

靠近 Ｎ 端还有 １ 个核定位信号（ＮＬＳ，ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉ⁃
ｚａｔｉｏｎ ｓｉｇｎａｌ） ［１６］。 为了明确 ＡｍＤＲＥＢ２Ｃ 蛋白是否

具有同样的结构特征，在相关网站对其结构域进行

了分析，并与拟南芥、水稻和大豆等植物的 １５ 个已

知 ＤＲＥＢ 蛋白进行了多序列比对。 结果发现，在其

８２ ～ １３９ 位存在 １ 个保守的 ＡＰ２ 结构域，其中第 １４
位和 １９ 位分别为 Ｖ 和 Ｅ；在靠近 Ｎ 端第 １９ ～ ２２ 位

有 １ 个碱性氨基酸区域 ＲＫＲＫ，推测为 ＮＬＳ（图 ３）。
这些结果表明，ＡｍＤＲＥＢ２Ｃ 蛋白具备 ＤＲＥＢ 家族成

员所共有的结构特征。
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黑点（●）：ＮＬＳ；倒三角（▼）：保守氨基酸残基

Ｂｌａｃｋ ｄｏｔｓ（●）：ＮＬＳ，Ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｔｒｉａｎｇｌｅ（▼）：Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ
ＤＲＥＢｓ 在 ＮＣＢＩ 中的接收号：ＧｍＤＲＥＢ２Ａ⁃２：ＡＦＵ３５５６３；ＧｍＤＲＥＢ２Ｃ：ＮＰ＿００１２４０９４２；ＧｍＤＲＥＢ２Ａ⁃１：ＡＦＵ３５５６２；ＣｋＤＲＥＢ２：ＡＧＩ７８２５１；

ＡｔＤＲＥＢ２Ｃ：ＮＰ＿５６５９２９；ＡｔＤＲＥＢ２Ａ：ＡＥＤ９０８７０；ＡｔＤＲＥＢ２Ｂ：ＡＥＥ７４９９４；ＯｓＤＲＥＢ２：ＡＡＮ０２４８７；ＡｔＤＲＥＢ１Ａ：ＢＡＡ３３４３４；ＡｔＤＲＥＢ１Ｃ：ＢＡＡ３３４３６；
ＡｔＤＲＥＢ１Ｂ：ＢＡＡ３３４３５；ＧｍＤＲＥＢ１：ＣＣＦ２３０２０；ＺｍＤＲＥＢ３：ＮＰ＿００１１０５６５１；ＡｔＤＲＥＢ３：ＡＡＸ３８２３２；ＧｍＤＲＥＢ３：ＡＡＺ０３３８８

图 ３　 ＡｍＤＲＥＢ２Ｃ 与其他植物已知 ＤＲＥＢ 蛋白的多序列比对（显示部分序列）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＡｍＤＲＥＢ２Ｃ ｗｉｔｈ ｋｎｏｗｎ ＤＲＥＢ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ（ｓｈｏｗｅｄ ｐａｒｔｉａｌ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ）

２􀆰 ４　 ＡｍＤＲＥＢ２Ｃ 植物表达载体构建

为了验证 ＡｍＤＲＥＢ２Ｃ 在抗逆性中的功能，本研究

构建了其植物表达载体。 首先用限制酶 ＸｂａⅠ和 ＳｍａⅠ
将 ＡｍＤＲＥＢ２Ｃ 编码框 ｃＤＮＡ 从克隆载体 ｐＭＤ１９⁃Ｔ 上

酶切下来，定向连接到植物表达载体 ｐ３３００ 的３５Ｓ 启动

子之后，然后转化 Ｅ． ｃｏｌｉ，经菌落 ＰＣＲ 检测获得阳性克

隆（图 ４Ａ），初步证明表达载体构建成功。 再从阳性克

隆提取质粒 ＤＮＡ 进行酶切鉴定，获得预期大小的目的

片段（图 ４Ｂ），进一步证明表达载体构建成功，可通过

农杆菌介导法转化植物进行功能验证。

Ａ：菌落 ＰＣＲ 检测，Ｍ 为 Ｔｒａｎｓ ２Ｋ Ｐｌｕｓ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ，１ 为 ＰＣＲ 产物；
Ｂ：质粒酶切鉴定，１ 为质粒 ＤＮＡ 酶切产物，

Ｍ 为 ＤＬ１５０００ ＋ ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ
Ａ：Ｃｏｌｏｎｙ ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，Ｍ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ Ｔｒａｎｓ ２Ｋ Ｐｌｕｓ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ，
１ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ，Ｂ：Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｌａｓｍｉｄ，

１ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ⁃ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｐｌａｓｍｉｄ ＤＮＡ，
Ｍ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ＤＬ１５０００ ＋ ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ

图 ４　 ＡｍＤＲＥＢ２Ｃ植物表达载体

菌落 ＰＣＲ检测和质粒酶切鉴定图谱

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＡｍＤＲＥＢ２Ｃ ｐｌａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｖｅｃｔｏｒ ｂｙ ｃｏｌｏｎｙ ＰＣＲ ａｎｄ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

３　 讨论

大量研究表明，植物在遭受干旱、冷冻和高盐等

非生物胁迫时均会发生细胞脱水反应，并伴随出现

许多基因表达量上调，ＤＲＥＢｓ 即为其中最为重要的

一类上调表达基因。 这类基因在结构、表达和功能

方面存在差异，如目前发现所有的 ＤＲＥＢ１ ／ ＣＢＦ 型

基因均无内含子序列，而部分 ＤＲＥＢ２ 型基因，如水

稻 ＯｓＤＲＥＢ２Ｂ 含有内含子并存在可变剪接［１１，１７］；拟
南芥 ＣＢＦ３ ／ ＤＲＥＢ１Ａ 主要受低温胁迫的诱导［１８］，而
水稻 ＯｓＤＲＥＢ２Ａ 则受干旱、高温和高盐胁迫的诱

导［１７］；番茄 ＬｅＣＢＦ１ 受低温诱导表达量迅速增加，而
ＬｅＣＢＦ２ 和 ＬｅＣＢＦ３ 对低温胁迫没有响应［１９］；拟南芥

ＣＢＦ３ ／ ＤＲＥＢ１Ａ 除可显著提高转基因植物的抗寒性

外，还可改善其抗旱和耐盐性［１０⁃１１］，而水稻 Ｏｓ⁃
ＤＲＥＢ２Ｂ 可增强转基因植物的抗旱和耐热性［１７］，拟
南芥 ＤＲＥＢ２Ｃ 则在提高转基因植物的耐热性中起

关键作用［２０］。
本研究首次从蒙古沙冬青中克 隆 到 一 个

ＤＲＥＢ２Ｃ 类基因的 ｃＤＮＡ 和基因组 ＤＮＡ，命名为

ＡｍＤＲＥＢ２Ｃ。 通过序列分析，发现其编码区内不含

内含子，这与大多数已知的 ＤＲＥＢ 基因一致，表明这

类基因在结构上相当保守。 此外，在其编码产物中

含有 ＤＲＥＢ 家族成员所共有的 １ 个 ＡＰ２ 结构域和

核定位信号及 ２ 个保守的氨基酸残基（Ｖ 和 Ｅ），表
明其具备这类蛋白所共有的分子结构基础。 从前期
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利用 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 和本研究通过 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 获得的表达

分析数据来看，均显示 ＡｍＤＲＥＢ２Ｃ 受低温和干旱胁

迫的诱导，尤其在低温胁迫下其诱导表达较为持久

而强烈。 这与其他植物 ＤＲＥＢ２ 型基因主要受干旱

而非低温诱导明显不同［１０⁃１１］ 。 蒙古沙冬青兼具很

强的抗寒和抗旱等抗逆特性，ＡｍＤＲＥＢ２Ｃ 可能在

其抵抗寒冷和干旱等恶劣环境，尤其是冬季严寒

中发挥功能。 本研究成功构建了该基因的植物表

达载体，为后续通过转基因植物验证其功能奠定

了基础。
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