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摘!要!锌指蛋白属于核转录因子家族$在原核生物 与 真 核 生 物 基 因 转 录 调 控 中 发 挥 作 用)分 析 了 耐 盐 锌 指 蛋 白

’/0+-1’基因在苜蓿与拟南芥中的保守 性 后$设 计 了 一 对 引 物)以 胡 杨 水 培 叶 片 为 材 料$从 总F<*中 通 过FDP?7F
分离得到一个锌指蛋白基因$其EG<*长,!#5/)分 析 其 氨 基 酸 序 列 表 明$存 在 一 个 典 型 的76;!+C9;! 锌 指 结 构$

从第$$(位开始有一个富含T的启动子结合位点TDTTTT)由于具有相同功能的转录因子在结构和G<*结合区

的氨基酸序列上具有保守性$因此$从结构分析上可以推测该基因与’/0+-1’在功能上是有一定的相关性)
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!!锌指!+9:EB9:@31$+J;"是识别核酸的一种普遍

性蛋白结构元件$它通过一对半胱氨酸和一对组氨

酸与+:!̂ 络 合$自 我 折 叠 成 一 种 手 指 状 的 蛋 白 结

构)典型的锌 指 结 构 为7!C! 型 锌 指$此 外 还 发 现

有76;!+76;! 型锌指以及C9;+76;) 型结构$包含有

该序列的蛋白质通常属于核转录因子家族$在原核

生物与真核生物基因转录调控中发挥作用)
迄今为止$为<=7>干旱胁迫调控的基因中仅有

很少量的转录因子被确定&’!)’$已经发现的大多数

植物转录 调 控 因 子 属 于 螺 旋P环 或Z3.拉 链 基 序)
矮牵 牛 花N?J’因 子&#’是 存 在 于 植 物 中 的 第 一 个

76;!+C9;! 型锌指蛋白)苜蓿’/0+-1’最早从耐盐苜



蓿细胞中作为盐诱导的转录物被克隆了出来!鉴别

出该EG<*编码 一 个 锌 指 调 控 蛋 白!其 表 现 的 基 因

特性是由于长期耐盐性的增长造成的"苜蓿’/0+-1’
基因编码的富76;序列!包含一个76;# 锌指和另一

个C9;#76;) 结构!这使它成为植物体内一个新型类

型的核酸结合蛋白!并且这个序列是富76;序列家

族中的第一个植物成员!在植物中起转录因子的作

用"’/0+-1’基因 的 超 量 表 达 表 现 为 植 株 的 耐 盐 性

增加!并影响其他基因的调控作用"
胡杨$B3@C/C;*C@8:6<+56D/+>A%长期生长在盐

渍化和干旱的土壤中!对高盐和干旱形成了很强的

适应能 力!是 典 型 的 耐 盐 抗 旱 植 物"我 们 分 析 了

’/0+-1’在苜蓿与拟南芥中的保守序列!设计了一对

引物!从胡杨总F<*中分离出一个编码锌指蛋白的

基因!希望以此为基础研究胡杨丰富的耐盐抗旱基

因资源及其调控机制"

’!材料和方法

?@?!材料

胡杨$B3@C/C;*C@8:6<+56D/+>A%采自于 新 疆 的

二年生 苗!在 室 内 水 培!待 其 枝 条 抽 叶 后!放 入

&_"‘的<=7>溶液中盐处理#%8!取其叶片"

?@A!方法

’I!I’胡杨总F<*提取

采用7D*a法提取"材料经液氮研磨后!加入

($b预 热 的 7D*a提 取 缓 冲 液!充 分 振 荡 混 匀!

($b温育)!$A9:&加 等 体 积 的 酸 酚 充 分 振 荡!离

心&取上清!加等体积的氯仿#异戊醇混匀 离 心"取

上清!加’##体 积’&A0>#Z的Z97>!O!&b沉 淀)
8!#b离 心&!A0>#ZZ97>洗 沉 淀!GN?7水 溶 解&加

入!倍体积的预冷的无水乙醇沉淀!"&‘的乙醇洗

涤!吹干!GN?7水溶解"

’I!I!!?7F引物

根据苜蓿’拟 南 芥’/0+-1’基 因 序 列 设 计 了 正’
反向引物$由上海生工生物工程公司合成%"

’I!I)!基因的分离

以胡杨总F<*为模板!进行FDP?7F扩增"根

据D=K=F=公司的AF<*-3>3E29H3?7FK92试剂盒

说明书进行"扩增片段经琼脂糖凝胶电泳分离后!
用回收试剂盒回收"

’I!I#!基因克隆和测序

将回 收 的 目 的 片 段 与/MG’%PD载 体 连 接!经

蓝白筛选后用碱裂解法提取质粒!以质粒为模板进

行酶切反 应 鉴 定 重 组 质 粒"测 序 由 上 海 博 亚 公 司

完成"!!!!

!!结果与分析

A@?!目的片段扩增

FDP?7F产 物 经 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 分 离!显 示 扩

增条带大小在,#"5/左右!而测序结果表明此条带

大小为,!#5/"

A@A!重组质粒鉴定

经蓝白斑初步筛选后!以质粒为模板进行酶切

鉴定!结果显示酶切片段大小与FDP?7F扩增出的

片段大小 是 一 致 的!说 明 所 鉴 定 的 质 粒 为 重 组 质

粒"

A@B!-CD/序列及预测的氨基酸序列$图’%

A@E!结果分析

!I#I’!测序结果的序列分析

克隆得到的胡 杨 锌 指 蛋 白EG<*长,!#5/!分

析其 氨 基 酸 序 列 表 明!存 在 一 个 典 型 的 76;!#C9;!
锌指 结 构!序 列 为 76;P#)P76;P#"PC9;P#)PC9;!与 苜

蓿’/0+-1’ 编 码 富 76;序 列 76;P#!P76;P#’’!P76;P
76;P#!P76;P##PC9;P#!P76;P#,PC9;P#$P76;P#!P76;
结构($)相比有一定的差异"从第$$(位开始有一个

富含T的 启 动 子 结 合 位 点TDTTTT"’/0+-1’在 体

外以一种序列特异方式结合G<*!其与启动子结合

的G<*一致序列为TDT$T#<%<T(()!由于植物耐盐

性是一种功能耐盐性!而转录因子基因的调控作用

也是与 其 结 构 密 切 相 关 的!相 同 类 型 转 录 因 子 的

G<*结合区的氨基酸序列较为保守!具有相同功能

的转录因子在结构上具有保守性"因此!从结构分

析上可以推测 该 基 因 与’/0+-1’在 功 能 上 是 有 一 定

的相关性的"

!I#I!!测序结果的同源性检索分析!表’"
我们从T3:a=:]库中用a>=;2搜索碱基序列比

较同源性结果显示*与拟南芥’甜菜’小麦’水稻’月

见草有较高的同源性"
对检索结果分析显示*与甜菜的同源性最高!其

次是拟南芥’月见草!与水稻和小麦的同源性较低"
由于锌指蛋白属于转录因子家族!功能相同的转录

因子并不一定是同源的!因此!与耐盐锌指蛋白’/1
0+-1’基因的同源性有一定的差异"
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图?!-CD/序列及氨基酸序列

4%&@?!F9.2,""-"#$.(-CD/1.G,.$-.’$(%*1’H%$#’-%(1.G,.$-.

表?!同源性检索分析

F’<".?!/"%&$H.$*#2-"#$.(2+’&H.$*1%$
6.$I’$J(’*’<’1.

基因序列号

*;;3;;90:<0I

物!种

-/3E9E3;

-E013
!592;"

同源性!‘"

Y43:29293;

X&%$&’I’ 拟南芥’A<86/+6-6 ’&"! "’I)#
*7&&(!!$I) 拟南芥’:6?+73@;+;<86/+6-6 ’&"& "’I!
*?&&&),(I! 甜菜)*<6>C/.6:+;;C?;@ ’&’$ "’I"!
["%&)(I’ 月见草DA?*:<*:+6-6 ,$# ($I)"
*a&"((($I! 水稻D:4E6;6<+>6 "#’ #%I(’
*X$&&!!)I’ 小麦&:+<+5CF6*;<+>CF "&% #%I!%

)!讨!论

各种植物的耐盐性#特别是高等植物#它是一种

功能耐盐性#它需要一系列的整体适应性#是细胞$

组织$系统的协调统一的适应机理%植物的耐盐性

是由位于不同染色体上的多基因控制的#转入一个

或两个抗盐基因对提高高等植物的抗盐性效果不是

显著%而转录因子同时可以调控多个基因的表达#
对研究耐盐植物的信号传导和耐盐机制$提高转基

因植物的抗旱耐盐性都有一定的意义%
胡杨是典型的抗旱耐盐植物#其优良的基因资

源已受到了全世界的广泛关注%胡杨具有较强的抵

抗渗透胁迫的能力#分室渗透调节在胡杨细胞抵御

盐胁迫 过 程 中 起 了 至 关 重 要 的 作 用&"’%在 盐 胁 迫

下#胡杨细胞将大部分盐离子积累在液泡中#这样植

物细胞不但可以避免脱水#而且可以在高浓度的土

壤溶液中吸收水分#同时也提高了其抗旱性%那么#
胡杨在受到盐胁迫时#是通过怎样的途径将外界信

号传递给细胞内部并最终引发了基因的调控$以及

调控胡杨耐盐的主要有哪些基因#目前还未见报道%
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我们克隆到的此基因与拟南芥和甜菜中细胞色素7
氧化酶基因!小麦细胞色素7成熟酶JE亚基基因!
月见草中*a7型血红素转 运 蛋 白 基 因 都 有 一 定 的

同源性"甜菜和月见草都属于耐盐植物#细胞色素

7氧化酶在胞外电子受体存在时"电子 传 递 可 以 活

化质子泵"引起质子运动并诱导膜电位的显著下降

及钾离子吸收"酶释放质子到胞外的同时传递电子

给胞内的氧"产生部分膜电位#膜电位的变化可能

进一步引起膜上多种离子通道活性改变"导致离子

的跨膜流动如 胞 外7=!̂ 内 流#这 在 跨 膜 信 号 转 导

中极为重要"同 时 为 溶 质 的 跨 膜 运 输 提 供 了 能 量$

*a7型血红素转运蛋白也 是 利 用*D?和 血 红 素 的

氧化还原提供能量进行离子转运的#而胡杨进行区

域化作用主 要 由 液 泡 膜 上 质 子 泵!<=^%C^ 逆 向 转

运蛋白和离子通道调控的"这说明此锌指蛋白可能

的调控机制是通过提高与能量代谢有关的酶的基因

表达量来提高胡杨的耐盐性的#并且胡杨细胞在受

到盐胁迫时其线粒体和质体的含量显著增加&%’"这

也说明胡杨通过调节其能量代谢来调节其耐盐能力

是一条很重要的途径#
虽然"克隆到的此胡杨锌指蛋白基因所编码翻

译的多肽功能仍需明确"但是它包含有一个氨基酸

特性的核酸结合蛋白在基因调控中却很重要#现在

还不了解此基因产物在耐盐细胞或植物中发挥的作

用"目前已构建好了工程菌"正在进行烟草的转化以

确定其功能"将进一步报道转基因烟草中耐盐性的

变化以及该基因的表达调控机制#
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