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棉花 234结构域基因（!),-./）的克隆和表达分析

罗 明，肖月华，侯 磊，罗小英，李德谋，裴 炎!

（西南农业大学生物技术中心，重庆 5)),+6）

摘 要：R0U结构域蛋白是一个重要的发育调控因子，参与基因转录、细胞骨架建成和信号传导等许多发育调控过
程。胞质骨架是形成和稳定细胞形态以及传递物质、能量和信息的重要成分。为研究棉花纤维细胞发育过程中胞

质骨架的形成和作用机理，通过棉花纤维 G1L序列整合，从陆地棉徐州 +5(胚珠（含纤维）中扩增并克隆出棉花 R0U
结构域基因的编码区段。该棉花 R0U结构域基因（%,9:;<）长 /5/ #N，包含一个 -,) #N的开放阅读框，推导的氨基
酸序列（+/3个氨基酸）与拟南芥、烟草和向日葵的 R0U结构域蛋白有极高的同源性，而且两个 R0U结构域完整。每
个 R0U结构域具有植物 R0U结构域共有的双锌指结构 C7W(7C7W+, . +37X7W(7C7W(7C7W(7C7W+6 . (57C7W(7X。ML7
JCM和 2>$<D"$?杂交分析表明，该基因（%,9:;<）在陆地棉的根、茎尖、下胚轴、叶片、花蕾、花药、胚珠和不同发育时
期的陆地棉纤维（5EJ;、+(EJ;、+/EJ;）以及海岛棉纤维（+/EJ;）和中棉纤维（+(EJ;）中均有表达，但 %,9:;< 基因在
茎尖、纤维和有纤维的胚珠中表达量更高，因此 %,9:;< 基因应与棉花纤维发育有密切关系。
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!"#（$%&’(( %)$’( *+,’-）结构域蛋白是一种含锌
的蛋白质，因最早发现于线虫的 !"#$%% 基因而得
名［(］。在真核生物中，!"# 结构域蛋白是一个重要
的发育调控因子，参与细胞的许多发育调控过程。

例如：基因转录、细胞骨架建成和信号传导等［.］。动

物细胞中 !"#结构域蛋白 /01（,2)3+%&+’4%,5 6473+%&）
和 #!1（#8),$+ !"# 1473+%&）等蛋白的研究证明它可
作为蛋白质识别的界面而介导蛋白质的相互作

用［- 9 :］，能与斑联蛋白和!’辅肌动蛋白相结合［; 9 <］，
是肌动蛋白胞质骨架形成的必要成分［(=，((］。>?$3@
首次在向日葵花粉中找到植物 !"#结构域蛋白，并
证明与花粉管生长有关［(.］，#8&A+$等发现 B?C!"#(
蛋白介导了肌动蛋白胞质骨架与细胞器膜和囊泡的

结合，并在细胞质流动中具有重要作用［(=］；由于在

大多数细胞类型的细胞核都能检测到向日葵

B?C!"#(蛋白，因此认为植物 !"#蛋白与动物 !"#
蛋白一样也参与了基因转录，其原理可能是通过聚

集和稳定转录复合体而起作用［(-］。D?E?7F?将反义
的烟草 &’!()% 基因转入烟草培养细胞，进一步证明
!"#蛋白参与了基因转录［(G］。
棉纤维是由棉花胚珠外珠被表皮层的单细胞分

化发育而成。在发育过程中，极性生长十分明显，是

研究细胞生长发育，特别是细胞伸长的理想材

料［(H］。近年来的研究表明，胞质骨架在棉纤维细胞

发育进程中具有重要作用［(H，(:］。但胞质骨架影响纤

维细胞发育的分子机理还知之甚少。为了深入研究

胞质骨架在棉花纤维细胞分化和发育中的作用和机

理，我们利用 I+&>?&F中棉花的 JKL信息从棉花中
分离和克隆了一个 !"#结构域蛋白基因（*+!()%），
并对其表达特征进行了分析。

( 材料和方法

! "! 植物材料

陆地棉品种徐州 (G.由中国棉花研究所提供。

! "# 棉花 $%&和 ’%&的提取

棉花基因组 MNO的提取采用本实验室改良的
/LO>法［(;］。棉花组织 0NO的提取用 /LO>法提取
植物组织的总 0NO。取新鲜植物材料液氮下磨成
粉末，加入 :HP预热的 /LO>提取液（.Q /LO>，.Q
1R1，(== **7$S! L4%)’B/$（6BTU=），=UH VS! K6+4*%A+，

.U= *7$S! N?/$，.Q 巯基乙醇）(H *$。:HP水浴 -
*%&，氯仿 W异戊醇（.G W (）抽提 . 次。加 (SG 体积 (=
*7$S! !%/$溶液，GP放置过夜。(= === 46*S*%&，GP
离心 .= *%&，沉淀用 H=="$ KKLJ溶解。酚 W氯仿 W异
戊醇（.H W.G W(）抽提 .次。加 (S(=体积 - *7$S! N?O,
溶液和 .UH 倍体积的无水乙醇沉淀 -= *%& 以上。
(. === 46*S*%&，GP离心 .= *%&，沉淀用 ;=Q的酒精
漂洗 (次，风干。加 .=="$的 MJ1/处理水溶解。

! "( )$%&合成

用 L?F?0?公司的 ,MNO合成试剂盒合成 ,MNO，
除起始 0NO为 .="V总 0NO外，其余操作均按试剂
盒说明书进行。

! "* 植物 +,-结构域基因同源的棉花 ./0片段筛
选

根据 I+&>?&F中提供的 !"#结构域蛋白序列，
通过 N/>"（5336：!EEEX &,Y% X &$*X &%5 X V7ZSY$?)3）的
1473+%& /7&)+4Z?3%7& M7*?%& 程序比较获得相对保守
区域。以此保守序列为探针用 >!OKLN程序对 I+&’
>?&F的棉花 JKL数据库进行电子信息杂交筛选，以
期获得与探针序列同源的棉花 JKL片段。

! "1 )$%&片段的克隆

选取同源性较高的 JKL 片段，通过 MNO KLO0
的 K+[*?&程序将 JKL片段归纳为几个 JKL重叠群，
并对重叠群进行整合和延长。根据其中的 (条整合
JKL序列，设计 1/0扩增引物：!"#’(（H\’/OLOIOL/’
/OIO//LL/LL/LL/LL/’-\）和 !"#’.（ H\’/L/L//I’
LLLILLLIOII/LLLIILO’-\）。以徐州 (G. GM1O 胚
珠（含纤维）的 ,MNO为模板，进行 ,MNO片段扩增。
1/0条件是 <GP预变性 H *%&；随后以 <GP变性 (
*%&，H:P复性 GH )，;.P延伸 (UH *%&，进行 G= 个循
环；最后以 ;.P延伸 H *%&。琼脂糖凝胶电泳扩增产
物并回收目标片段，然后克隆在 1]/*’L载体上，鉴
定后对其进行两端测序。

! "2 全长 )$%&编码蛋白质序列分析

将 *+!()% 全长氨基酸序列与已知的植物中的
同源基因氨基酸序列送往 MM>（̂5336!EEE：AAY_ X
&%V X ?, X _6）进行比较，并用 MNO KLO0分析软件进行
相似性和系统进化分析。
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! "# $%&’($分析

操作程序参照 !"#"$"公司的 $!%&’$试剂盒说
明书进行。

! ") *+,-./01和 2+0-./01杂交分析

()*+,-./ 杂交：棉花基因组 012 用 !"#3!、
$%&$" 4 ’()"、$%&$# 4 *+,5"和 -.+"6 组限
制性内切酶酶切后，按照《分子克隆手册》［78］的方法

进行电泳、转膜和杂交。探针包括 /01234 基因的
编码区域和部分 9:、;:非编码序列，通过随机引物法
标记（;< &%3’!&）。1).+,-./杂交：取棉花不同组织的
总 $12各 6=$>，按照《分子克隆手册》

［78］的方法进

行电泳、转膜和杂交。探针和探针标记与 ()*+,-./
相同。以核糖体 $12溴化乙啶染色作为各组织总
$12上样量对照标准。

< 结果与分析

3 "! 与 456结构域基因同源的棉花 7*%序列的筛
选和整合

保守序列的分析结果显示：?@A结构域蛋白具
有两个比较保守的氨基酸序列，一段序列是

’2B’BC&@D0$EFF$$2?0CFG5&E’H$’2F’BC&?B%
&B0HHEC0BC?D’C50DDC?HB，另 一 段 序 列 是
’2B’BC&@D0$EFF$$2?0CFG5&E’H$’2F’BC&?B%
&B0HHEC0BC?D’C50DDC?HB。用这两段保守序列
在棉花 E(! 数据库中搜索到 77 条同源性较高的
E(!。首先将这些序列归纳为 6个重叠群。再通过
降低同源性阈值，最终将 77个 E(!片段整合为 <个
重叠群，其中一个重叠群包含 7=个 E(!片段，整合
序列延伸至 7=98 IJ，含 7个长的 K$H，起于 <6L位，
止于 878位（图 7）。

3 "3 棉花 !"# 基因的克隆和测序

根据整合序列和可能的 K$H，我们设计了寡核
苷酸引物进行 &’$ 扩增，得到与预期长度吻合的
&’$扩增产物。通过扩增产物的回收、克隆、验证和
两端测序，其序列与整合序列比较一致，长度为 868
IJ。其中包含 7个 9M= IJ的开放阅读框，起于扩增
序列的 769 位，止于 M76 位，编码 78L 个氨基酸（图
7）。取名为 /01234（B-/N"/#登录号：2H66;77M）。

3 "8 $%!"#& 的同源性和系统进化分析

/01234 与向日葵、烟草和拟南芥的 ?@A结构域
基因的相似性比较结果表明，/01234 与向日葵、烟
草和拟南芥中的 ?@A结构域蛋白具有较高的同源
性。/01234 与烟草的 1+G?@A<蛋白的氨基酸同源
性高达 8LOLP，与其他植物 ?@A 蛋白的同源性为
96P Q M7P。不同蛋白区段的序列的保守程度变化
很大（图 <）。1%端区域和两个 ?@A结构域保守性很
高，?@A间区序列的保守性却较低，’%端区域的保守
性更低。

对已有植物 ?@A 结构域蛋白的系统进化关系
分析表明（图 ;），?@A 蛋白首先可以分成 ?@A7 和
?@A<两组，这两组间的同源性较低；在这两组中又
分别分出 &?@A和G?@A两组。棉花的 B,?@A7在系
统进化分析中归于G?@A<组，与烟草的 1+G?@A<和
拟南芥的 2+G?@A<同源性很高。

3 "9 :.456!蛋白结构分析

从图 <可以看出，B,?@A7具有植物 ?@A结构域
的基本结构，首先是一个较短的 1%端（L个氨基酸残
基）；然后是两个含有 9<个氨基酸残基的 ?@A结构
域；其间是含有 9=个氨基酸的 ?@A间区；最后是仅
有 ;=个氨基酸残基的 ’%端区域。两个 ?@A结构域
的氨基酸序列都具有［%’%R<%’%R7M Q 7L%5%R<%’%R<%
’%R<%’%R7S Q <6%’%R<%5%］结构（图 <）。 /01234 与
其他植物 ?@A蛋白一样每个 ?@A结构域的最后一
个锌离子配基是组氨酸（5），而在动物中是 ’TU（半
胱氨酸）（图 <）。而且第二个 ?@A结构域中的第二
个锌指的第二个配基的位置被甘氨酸（BVT）占据，使
得正常的锌指结构%’%R<%’%R7M%’%R<%5%不能形成。
但由于 BVT的前后具有另外两个配基 5和 ’（图 <），
也可以推导出另一个锌指结构［7;］。

3;< 棉花 456结构域基因的 *+,-./01杂交

/01234 基因的 ()*+,-./杂交分析结果（图 6）显
示，!"#3!、$%&$# 4 *+,5"、-.+" ;个酶切泳道
只有 7 条主带，说明 /01234 基因在棉花基因组
012中是单拷贝。由于 /01234 基因编码区内有 7
个 ’()"酶切位点，所以 ’()" 4 $%&$"酶切泳道中
有两个主带。除主带以外，每个泳道还有 7 Q ;条弱
带，表明棉花基因组 012中有与 /01234 基因同源
的其他基因存在。
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图 ! 整合序列、扩增序列和氨基酸序列的排列
整合序列中 ! " #或 $，% " #或 &，’" (或 $，) " $或 &，* " #或 (，+ " (或 &（,-( .&(/），

$.：整合序列，(.：扩增序列，((.：氨基酸序列。

"#$%! &’()*#$+,-+. ’/ .0- 1-23-+&-1 ’/ &’+1-+131，),4*#/#-5 /6)$,-+. )+5 5-53&-5 ),#+’ )&#5%
01 231!41!5! !4654124!：! " # 3* $，% " # 3* &，’" ( 3* $，) " $ 3* &，* " # 3* (，+ " ( 3* &（,-( .&(/），

$.：231!41!5! !4654124!，(.：7’89:;:4< ;*7=’41> !4654124!，((.：7’:13 72:< !4654124!?

7 %8 !"#$%& 基因的 9’6.0-6+杂交和 :;’<=:分
析

提取不同组织和纤维发育不同时期的总 /-(，

以棉花 @//A/@基因［BC］作内标，进行 /&AD$/分析。
结果（图 E）表明，!"#$%& 基因在棉花的根、下胚轴、
叶、花药、徐州 FCB C,D(的胚珠（含纤维）、FB,D(和
FG,D(的纤维中，以及海岛棉 FG,D( 纤维和中棉

GHF 遗 传 学 报 IJ卷



图 ! 植物 "#$结构域蛋白和动物 %&’(蛋白的氨基酸序列排列比较
!"#结构域蛋白分成 $个部分：%&端、两个 !"#结构域、间区和 ’&端进行排列。“!”示锌指配基；

“"”示第二个 !"#结构域的第二个锌指的两个可能配基；“!”示 !"#结构域的第二个锌指的最后一个配基。
)*+,! -.*+/01/2 34 251 "#$ 6307*/ 819:1/;18 34 <.7/2 7/6 7/*07.’8 %&’(

() *+,-.-/+/0 ,)12+3-4)5，/60 -57-8-79+. 7)1+-54 )* /60 23)/0-5（%&/031-5+.，/:) !"# 7)1+-54，42+,03 +57 ’&/031-5+. 30;-)54）+30
+.-;507 402+3+/0.<= (60“!”-57-,+/0 /60 >-5, .-;+574，:6-.0 /60 /:) ?.+,@ /3-+5;.04 1+3@ 29/+/-80 .-;+574 -5 /60 40,)57 >-5, *-5;03 )* /60
40,)57 !"# 7)1+-5 -5 /60 2.+5/ 23)/0-5 +57 /60 )205 /3-+5;.0 1+3@ /60 .+4/ >-5, .-;+574 -5 /60 40,)57 >-5, *-5;03 )* 0803< !"# 7)1+-5=

ABCD期 罗 明等：棉花 !"#结构域基因（!"#$%&）的克隆和表达分析
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图 ! "#$结构域蛋白的系统进化分析
%&’(! )*+,-’./.0&1 2.,30&-/4*&54 6.07../ 0*. 832&-94 5,3/0 "#$ 52-0.&/4 34 7.,, 34 :;)<

图 = 棉花 !"#$%! 基因 >-90*.2/杂交分析图谱
陆地棉基因组 !"#经限制性内切酶酶切，$%&’琼脂糖凝胶

电泳分离。用()*+,-.*标记的探针杂交。/："#$,!，
*0：%&’" 1 ()*2"，03：()*2# 1 +,-/"，!：./,"。

%&’(= ?./-@&1 >-90*.2/ 6,-0 3/3,+4&4 -A !&’’()*+,
"*-’+.+-, BCD 52-6.E 7&0* 0*. 1-E&/’ 2.’&-/ 3/E
5320&3, FG，!G A,3/H&/’ 4.I9./1. -A !"#$%/ 1BCD

456789: !"#（);$<）=>? ,9<5?@5, A?96< @B5 96,9:>@5, C5?@C9:@976
56DE85?F G5H>C>@5, 76 > $%&’ ><>C7?5 <5I，>6, @C>6?J5CC5,
@7 > 6EI76 858KC>65F/："#$,!，*0：%&’" 1 ()*2"，

03：()*2# 1 +,-/"，!：./," F

L)!*#纤维中也有表达。并且在花药和纤维，特别
是 LM!*#（海岛棉和陆地棉）的纤维中表达量相对较
高。"7C@B5C6杂交分析的结果（图 N）表明，01234!
基因在棉花茎尖中表达量最高，在纤维和有纤维的

胚珠中表达量仅次于茎尖，而在无纤维的胚珠（徐州

LO)无绒无絮 $!*#胚珠）和根中表达较少，在叶和
花蕾中表达最少。2.+*-2 和 "7C@B5C6 分析的结果
说明 01234! 基因在棉花各组织中均有表达，但不
同组织的表达水平却有较大的差异，在棉花纤维发

育过程中有较强的表达，进一步证明 01234! 基因

与纤维发育有密切的关系。

图 F 棉花 !"#$%/ 基因在各组织表达的
;J+):;分析

L：根；)：下胚轴；(：花药；O：叶；;：O!*#的胚珠（含纤维）；

N：8>CP5C（2Q-/0）；&：L)!*#纤维；M：LM!*#纤维；

R：中棉 L)!*#纤维；L$：海岛棉 LM!*#纤维；箭头

所示为 01234! 片段和棉花 255+52基因片段
（在本实验中作内标）。

%&’(F KL52.44&-/ -A !"#$%/ ’./. 34 2.8.3,.E 6+
;J+):; 3/3,+4&4 &/ 1-00-/

L：C77@，)：BEH7:7@EI5，(：>6@B5C，O：I5>J，;：O!*#（,>E H7?@ >6@B5?9?）

7SAI5（=9@B J9K5C），N：8>CP5C（2Q-/0），&：L)!*# J9K5C，M：LM!*#

J9K5C，R：0 F ,/6*/78-’& L)!*# J9K5C，L$：0 F 6,/6,97$&7’& LM!*#

J9K5C F .B5 H7?9@976? 7J 01234! JC><856@ >6, 255 JC><856@ >C5

96,9:>@5, KE @B5 >CC7=?F .B5 :7@@76 255 <565 9? C5<>C,5, >?

>6 96@C7+8>CP5C 96 @B5 5TH5C9856@ F

( 讨 论

! (< 棉花 "#$结构域基因的命名

从植物 UVW 结构域蛋白的系统进化关系分析
结果（图 (）可以看出，棉花的 01234! 基因与 :’;
<234= 和 >’<234= 同源性很高，归于 XUVW) 组。
01234! 基因的表达分析结果表明 01234! 在孢子体
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和花粉中都有表达。按照 !"#$%%&’ 等人的研究结
果：()*+, 和 ()*+- 两组在孢子体组织中表达，
.)*+,和 .)*+-两组仅在花粉粒中（至少在向日葵
和烟草中是这样）表达［,/］。棉花 )*+结构域基因似
乎应命名为 !"#$%&’，但在棉花其他的 $%& 基因没
有克隆和分析之前，我们仍保留原名。!"$%&( 基因
的 0&12345’杂交分析表明，在棉花基因组 678中还
存在与 !"$%&( 基因有较高同源性的序列，该序列
有可能就是另一个棉花 )*+结构域蛋白基因。

图 ! 棉花 !"#$%& 基因 "#$%&’$(杂交分析图谱
取棉花根、茎尖、叶、花蕾、徐州 ,9-无绒无絮 :6.8胚珠、徐州

,9-野生型 96.8胚珠（含纤维）、,-6.8纤维和 ,-6.8胚珠的

总 ;78 9:!<，经 ,=的琼脂糖甲基变性电泳分离转膜，

用 0&12345’杂交相同的探针杂交。

,：根；-：茎尖；/：叶；9：花蕾；>：徐州 ,9-无绒无絮 :6.8胚珠；

?：徐州 ,9-野生型 96.8胚珠（含纤维）；@：,-6.8纤维；

A：,-6.8胚珠。溴化乙啶染色的 5;78作为

总 ;78上样量标准。

)*+,! "#$%&’$( -.#% /(/.01*1 #2 %#%/. 3"4 2$#5
6*22’$’(% %*117’1 #2 !’(()*+,- "+.(,/,.- &0-$*6*8’6
%# %&’ $/6*#./-’..’6 9#6*(+ $’+*#( /(6 :/$%*/. ;<，=<

2./(>*(+ 1’?7’(9’ #2 !"#$%( 9@"4
,：5&&2；-：%3&&2 2#B；/："4$C；9：D1E；>：:6.8（E$F B&%2 $’234%#%）

&G1"4 &C H1I3&1,9- J12$’2；?：96.8 &G1"4（K#23 C#D45）；@：,-6.8

C#D45；A：,-6.8 &G1"4L 5;78 %3&K% 234 2&2$" ;78 "&$E#’< M&’25&"

%2$#’4E K#23 423#E#1J D5&J#E4L

= ,A 棉花 BCD蛋白的功能

棉花 )*+结构域基因（!"$%&(）虽然在本文所
检测的组织中均有表达，但在棉纤维的不同时期和

不同品种的棉纤维中表达均高，说明 !"$%&( 是棉
纤维发育所必需的基因。N3)*+, 的氨基酸序列与
其他植物 )*+结构域蛋白一样，与动物的 O;.P+*.
蛋白具有相当数量的相同序列，而且都具有 9个功
能区域。说明植物 $%& 基因可能具有与 O;.相似
的功能。O;.P+*.是肌动蛋白胞质骨架形成的必要
成分［@ Q ,,，-:，-,］。由此推测植物 )*+结构域蛋白也与
肌动蛋白胞质骨架有关，R$"2I证明 S$.)*+,大量聚
集在成熟花粉粒的萌发锥的表层区域，该区域富集

TU肌动蛋白（TU$M2#’）［--］，说明该蛋白参与了花粉管
生长。花粉生长被认为是由肌动蛋白复合体控制

的［-/］。+1’E4"等研究发现 S$()*+,在大多数细胞
类型中与细胞器膜和囊泡的形成有关，认为该蛋白

介导了肌动蛋白胞质骨架与这些结构的结合。并且

在细胞质流动中具有重要作用［,:］。花粉管和棉纤

维都是需要极性伸长的单细胞，其生长过程中不仅

要维持一定的形态，而且需要相应的信息传递和物

质交流。这些过程多少与胞质骨架有关，但棉花

)*+结构域蛋白在纤维发育中的具体作用如何还有
待于进一步研究。

= ,= 棉花纤维中基因表达分析的内标

基因表达分析中的内标是样品 ;78质量和数
量的标志，其特点是它在参与分析的各组织及其不

同发育时期，内标的量比较稳定。常用的内标有肌

动蛋白、组蛋白、核糖体 ;78（,?0或 -A0）以及微管
蛋白等基因。内标的选择与特定的组织有关。许多

研究表明，纤维的这种发育过程与细胞骨架有密切

的关系［,>］。不同微管蛋白在纤维的不同发育时期

表达量明显变化［,>］；肌动蛋白在纤维的不同发育时

期表达量的变化还不十分确定，但由于其与细胞的

极性生长紧密相关［-:］，所以也不宜作为棉花纤维中

基因表达分析的内标。本文中使用棉花 $))
（)41M#’4 ;#M3 ;4B4$2）基因（!"$))U)$）作为内标，是
因为本实验室研究了该基因在棉花各组织及纤维不

同发育时期的表达特征，证明该基因在各组织及纤

维不同发育时期的表达较稳定［-9］。组蛋白和核糖

体 ;78也许是棉花纤维中基因表达分析的理想内
标，但使用时也应当具体研究。
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