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7�摘　要：利用生物信息学和ＲＴ-ＰＣＲ方法从水稻中克隆鉴定了一个新的具有ＴＦⅢＡ型锌指结构的锌指蛋白基因，其开

7�放阅读框为１０９２ｂｐ，编码３６３个氨基酸残基。组织表达谱结果表明，该基因只在水稻幼穗组织中表达，在成株期的根、叶、茎

7�以及花药中不表达，将其命名为 ＯｓＺＰＴ３-１。序列分析表明 ＯｓＺＰＴ３-１具有３个 Ｃ 7�２ 7�Ｈ 7�２ 7�型锌指结构，在氨基酸的 Ｃ端没有典

型的转录抑制区域ＤＬＮ-ｂｏｘ，但ＬＸＬＸＬ的结构仍然表明ＯｓＺＰＴ３-１可能是一个转录抑制因子。对 ＯｓＺＰＴ３-１启动子区域进

7�行预测，结果发现３个 ＭＡＤＳ-ｂｏｘ转录因子识别位点，推测 ＯｓＺＰＴ３-１可能在 ＭＡＤＳ-ｂｏｘ转录因子的调节下，通过抑制下游

基因的表达在水稻穗部器官的生长发育过程中发挥重要的调控作用。
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7�　　锌指蛋白（ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ）是一类具有“手

指状”结构域的转录因子，根据其氨基酸序列中半胱

氨酸（Ｃ）和组氨酸（Ｈ）残基的数目和位置可将锌指

转 录 因 子 分 为 7�Ｃ 7�２ 7�Ｈ 7�２ 7�、Ｃ 7�２ 7�ＨＣ、Ｃ 7�２ 7�Ｃ 7�２ 7�、Ｃ 7�２ 7�ＨＣＣ 7�２ 7�Ｃ 7�２ 7�、

7�Ｃ 7�２ 7�Ｃ 7�２ 7�Ｃ 7�２ 7�Ｃ 7�２ 7�等亚类，其中大部分锌指蛋白属于Ｃ 7�２ 7�Ｈ 7�２

7�型锌指蛋白 7�［１］ 7�。根据锌指蛋白的结构特征或功能

差异，又可以分为 ＷＲＫＹ蛋白、ＧＡＴＡ 蛋白、ＰＨＤ

蛋白、ＤＯＦ蛋白、ＴＦⅢＡ 蛋白等 7�［２］ 7�。ＴＦⅢＡ 家族

是植物中描述较为清楚的Ｃ 7�２ 7�Ｈ 7�２ 7�锌指蛋白，也是除

了 ＷＲＫＹ蛋白之外包含成员最多的 Ｃ 7�２ 7�Ｈ 7�２ 7�锌指蛋

白 7�［１］ 7�。ＴＦⅢＡ型锌指蛋白最早在非洲爪蟾中发现，

7�其锌指区为 ＣＸ 7�２-４ 7�ＣＸ 7�３ 7�ＦＸ 7�５ 7�ＬＸ 7�２ 7�ＨＸ 7�３-５ 7�Ｈ 的结构，其

中的两个Ｃｙｓ和两个 Ｈｉｓ与锌原子形成配位键，进

而形成一个包含β发夹和一个α螺旋的紧密指状结

构 7�［２］ 7�。植物 ＴＦⅢＡ锌指蛋白中所含有的锌指结构

的数目一般从１个到４个不等，在锌指结构的α螺

旋区一般都有一个 ＱＡＬＧＧＨ 的高度保守序列，为

植物锌指蛋白特有 7�［３］ 7�。自从在矮牵牛中分离了第

一个植物ＴＦⅢＡ锌指蛋白基因ＺＰＴ２-１以来，已经

7�在矮牵牛 7�［３-４］ 7�、拟南芥 7�［５］ 7�、小麦 7�［６］ 7�、棉花 7�［７］ 7�等植物中

相继分离了近４０个植物 ＴＦⅢＡ锌指蛋白基因，其

中大部分具有 ＱＡＬＧＧＨ 保守结构，少数具有类似

ＱＡＬＧＧＨ的结构。目前报道的植物 ＴＦⅢＡ 型锌

指蛋白主要参与植物的生长发育以及环境胁迫下基

因表达的调控 7�［８］ 7�。

7�本研究采用生物信息学方法，以本实验室从水
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7�稻中分离的 ＴＦⅢＡ 锌指蛋白 ＯｓＺＦＰ 7�［９］ 7�为信息探

针，通过搜索水稻基因组数据库、计算机拼接以及

ＲＴ-ＰＣＲ的方法从水稻中分离了一个新的 ＴＦⅢＡ

型锌指蛋白基因 ＯｓＺＰＴ３-１。ＯｓＺＰＴ３-１具有３个

锌指结构，组织表达分析表明 ＯｓＺＰＴ３-１基因特异

性地在水稻穗中表达，表明它可能参与水稻穗部器

官发育的调节。

7�１　材料与方法

7�１．１　植物材料

7�太湖流域粳稻地方品种韭菜青由南京农业大学

水稻研究所提供。成株期的水稻叶片、根、茎以及５

～８ｃｍ长的幼穗和花药经液氮速冻后于－８０℃下

保存，用于总ＲＮＡ提取。

7�１．２　总ＲＮＡ的提取和ｃＤＮＡ第一链的合成

7�ＲＮＡ的抽提采用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），２

μｇ的总ＲＮＡ（经ＤＮａｓｅⅠ处理）用于ｃＤＮＡ 第一

链的合成（Ｐｒｏｍｅｇａ），作为ＲＴ-ＰＣＲ的模板。

7�１．３　ｃＤＮＡ的序列拼接

7�以本实验室从水稻中分离的具有２个锌指结构

的 ＴＦⅢＡ 型锌指蛋白 ＯｓＺＦＰ 7�［９］ 7�的氨基酸序列

（ＧｅｎＢａｎｋ注册号：ＡＹ０７７７２５）为信息探针，运行

ＢＬＡＳＴ程序搜索位于ＧｅｎＢａｎｋ的水稻基因组数据

库，寻找包含水稻 ＴＦⅢＡ 型锌指蛋白的水稻基因

组序列。采用黄骥等 7�［１０］ 7�推荐的方法进行序列拼接

和开放阅读框（ＯＲＦ，ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ）预测。根

7�据拼接好的 ＯＲＦ搜索水稻ＥＳＴ数据库，拼接获得

完整的ｃＤＮＡ序列。

7�１．４　ＲＴ-ＰＣＲ扩增

7�根据拼接好的完整ｃＤＮＡ 序列设计特异性引

物，以来自水稻不同组织的ｃＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ

扩增。本 研究中用于 克隆 ＯｓＺＰＴ３-１ 的引 物为

ＲＺＦ２６-５：５-ＣＡＴＣＣＡＧＡＴＡＴＧＧＣＡＣＣＡＡＧ-３和

ＲＺＦ２６-３：５-ＧＧＴＴＣＡＣＴＧＡＡＧＡＴＴＧＣＴＣＧ-３。

ＰＣＲ程序为：９４℃下预变性５ｍｉｎ；９４℃下变性３０

ｓ，５８℃下复性５０ｓ，７２℃下延伸１．５ｍｉｎ，３３个循

环；７２℃下延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经过１％琼脂糖

凝胶电泳检测后回收，连接到ｐＧＥＭ-Ｔ载体（Ｐｒｏ-

ｍｅｇａ），ＤＮＡ测序委托上海博亚公司进行。

7�１．５　序列分析

7�ｃＤＮＡ序列的ＯＲＦ查找以及翻译采用ＢｉｏＸＭ

软件（ｖｅｒ２．５）进行；氨基酸的多序列比较采用

Ｃｌｕｓｔａｌｘ软件进行；ＧｅｎｅＤＯＣ软件（ｖｅｒ２．５）用于显

示比较的结果；功能域预测采取ＳＭＡＲＴ在线程序

（ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌ-ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／）进行；启动子

区域转录因子结合位点预测采用 ＭａｔＩｎｓｐｅｃｔｏｒ程

序（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｏｍａｔｉｘ．ｄｅ）进行。

7�２　结果与分析

7�２．１　ＯｓＺＰＴ３-１基因的克隆与序列分析

7�以水稻ＴＦⅢＡ锌指蛋白ＯｓＺＦＰ 7�［９］ 7�的氨基酸序

7�列为信息探针，运行 ＢＬＡＳＴ 程序搜索位于 Ｇｅｎ-

Ｂａｎｋ的水稻基因组数据库，发现在水稻不同染色体

上至少分布有７５个编码 ＴＦⅢＡ 型锌指蛋白的基

因。通过对这些基因进行开放阅读框预测和 ＥＳＴ

拼接，初步得到了这些基因的完整ｃＤＮＡ。根据拼

接好的序列设计ＰＣＲ引物，选择来自水稻不同组织

的ＲＮＡ进行ＲＴ-ＰＣＲ扩增和功能分析。本文报道

一个位于第１２染色体上的编号为２６的ＴＦⅢＡ锌

指蛋白基因的克隆和功能分析。该基因仅在水稻幼

穗中表达，在成株期的根、茎、叶片以及花药中都没

有检测到表达（图１）。测序结果表明该基因长１１０４

ｂｐ，开放阅读框为１０９２ｂｐ，编码３６３个氨基酸残

基，分子量４０ｋＤ，被命名为 ＯｓＺＰＴ３-１。

7�经ＳＭＡＲＴ程序预测，ＯｓＺＰＴ３-１推导的氨基

酸序列包括３个 Ｃ 7�２ 7�Ｈ 7�２ 7�型锌指基序，锌指区符合

ＣＸ 7�２-４ 7�ＣＸ 7�３ 7�ＦＸ 7�５ 7�ＬＸ 7�２ 7�ＨＸ 7�３-５ 7�Ｈ的结构，其中第１和第３

个锌指基序中具有 ＱＡＬＧＧＨ（或类似）的保守结

构，但第２个锌指基序中没有 ＱＡＬＧＧＨ 结构（图

２）。在第２和第３个锌指基序之间，发现一个富含

碱性氨基酸的可能的核定位信号（ＮＬＳ）ＫＲＫＲＳＦＲ

7�ＳＫＲ，表明 ＯｓＺＰＴ３-１编码产物可能定位于细胞核

内，符合转录因子的特征。在 ＯｓＺＰＴ３-１的Ｃ端没

有发现大多数植物 ＴＦⅢＡ型锌指蛋白具有的富含

亮氨酸的 ＤＬＮ-ｂｏｘ 7�［５］ 7�，而 ＤＬＮ-ｂｏｘ已经被证实具

有转录抑制 的功能 7�［１１-１２］ 7�。在 ＯｓＺＰＴ３-１ 的整个

氨基酸序列中存在３个富含亮氨酸的疏水区Ｌ-

7�图１　水稻 ＯｓＺＰＴ３-１的组织表达特征

7�Ｆｉｇ．１．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯｓＺＰＴ３-１ｉｎｖａｒｉｏｕｓｒｉｃｅｔｉｓｓｕｅｓ．

7�Ｒ－根；Ｃ－茎；Ｐ－幼穗（５～８ｃｍ）；Ａ－花药；Ｌ－叶片．

7�Ｒ，Ｒｏｏｔ；Ｃ，Ｃｕｌｍ；Ｐ，Ｙｏｕｎｇｐａｎｉｃｌｅ；Ａ，Ａｎｔｈｅｒ；Ｌ，Ｌｅａｆ．
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7�图２　水稻 ＯｓＺＰＴ３-１的核苷酸及推导的氨基酸序列

7�Ｆｉｇ．２．ＳｅｑｕｅｎｃｅｏｆｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅａｎｄｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｆｏｒＯｓＺＰＴ３-１．

7�下划线处表示ＲＴ-ＰＣＲ引物序列；阴影处表示锌指结构；双下划线处表示可能的核定位信号；加框处为富含亮氨酸残基的Ｌ-ｂｏｘ；＊表示
终止密码子。

7�ＴｈｅＲＴ-ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓａｒｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ，ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｓｈａｄｅｄｉｎｇｒａｙ，ｐｕｔａｔｉｖｅＮＬＳｄｏｕｂｌｅ-ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ，Ｌｅｕ-ｒｉｃｈｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｒｅｇｉｏｎｓ
7�（Ｌ-ｂｏｘ）ｂｏｘｅｄａｎｄｔｈｅｓｔｏｐｃｏｄｏｎｍａｒｋｅｄｂｙａｓｔｅｒｉｓｋ．

7�ｂｏｘ，这些疏水结构可能与蛋白质间的相互作用有

关 7�［５］ 7�。

7�２．２　ＯｓＺＰＴ３-１与其他植物ＴＦⅢＡ型三锌指蛋白

的序列比较

7�将ＯｓＺＰＴ３-１与其他植物 ＴＦⅢＡ型三锌指蛋

白进行了氨基酸序列比较，发现 ＯｓＺＰＴ３-１与它们

的氨基酸一致率为１６％～３２％（表１）。虽然整个氨

基酸序列的相似率较低，但这些 ＴＦⅢＡ 型锌指蛋

白的锌指结构非常保守，大部分都具有 ＱＡＬＧＧＨ

的保守结构（或类似结构）（图３）。根据锌指结构中

ＱＡＬＧＧＨ及其侧翼序列的差异，将锌指结构分为３

7�个类型：Ａ型、Ｂ型和 Ｍ 型 7�［１３］ 7�，每种类型的锌指结

构都符合ＣＸ 7�２ 7�ＣＸ 7�３ 7�ＦＸ 7�５ 7�ＬＸ 7�２ 7�ＨＸ 7�３ 7�Ｈ 的序列特征。大

多数双锌指蛋白的第１个锌指为 Ａ型，具有（Ｆ／Ｙ／

Ｈ）ＱＡＬＧＧＨ（Ｒ／Ｋ）的保守结构，第２个锌指为Ｂ

型，具有 ＧＱＡＬＧＧＨ（Ｍ／Ｋ）Ｒ 的保守结构。所有

已发现的三锌指蛋白的第１个锌指都属于 Ｍ 型，具

有ＱＡＬＧＧＨ 的类似结构，第３个锌指都为Ｂ型，而

7�多数三锌指蛋白的第２个锌指为 Ａ型。Ｍ 型大多

出现在多锌指蛋白中，具有 ＱＡＬＧＧＨ 的类似结构，

7�极少数多锌指蛋白中存在与ＱＡＬＧＧＨ完全不同的

7�锌 指结构 7�［１３］ 7�。ＯｓＺＰＴ３-１的前两个锌指都属于Ｍ

7�表１　ＯｓＺＰＴ３-１与其他植物三锌指蛋白的相似性比较

7�Ｔａｂｌｅ１ ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｈｏｍｏｌｏｇｙｂｅｔｗｅｅｎＯｓＺＰＴ３-１ａｎｄｏｔｈｅｒｐｌａｎｔ

ＴＦⅢｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎｓ．

7�蛋白名称

7�Ｐｒｏｔｅｉｎｎａｍｅ

7�来源　　

7�Ｏｒｉｇｉｎ　　

7�ＧｅｎＢａｎｋ注册号

7�ＧｅｎＢａｎｋＮｏ．

7�　一致率

7�　Ｉｄｅｎｔｉｔｙ／％

7�ＺＰＴ３-１ ��7�矮牵牛 Ｐｅｔｕｎｉａ 7�ＡＢ０００４５３ #�7�３２ %�

7�ＺＰＴ３-２ ��7�矮牵牛 Ｐｅｔｕｎｉａ 7�ＡＢ０００４５４ #�7�２１ %�

7�ＺＰＴ３-３ ��7�矮牵牛 Ｐｅｔｕｎｉａ 7�ＡＢ０３５１３３ #�7�２３ %�

7�ＺＡＴ１ ��7�拟南芥 7�Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ 7�Ｘ９８６６９ #�7�２９ %�

7�ＳｌＺＰＴ３-１ ��7�麦瓶草 7�Ｓｉｌｅｎｅｌａｔｉｆｏｌｉａ 7�ＤＱ０１７７６４ $�7�１６ %�

7�ＳｌＺＰＴ３-２ ��7�麦瓶草 7�Ｓｉｌｅｎｅｌａｔｉｆｏｌｉａ 7�ＤＱ０１７７６５ $�7�１９ %�

7�５４３ 7�李余生等：一个水稻穗特异表达锌指蛋白基因的克隆与结构分析
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7�表２　ＯｓＺＰＴ３-１启动子区域可能的转录因子结合位点

7�Ｔａｂｌｅ２．Ｐｕｔａｔｉｖｅｃｉｓ-ｅｌｅｍｅｎｔｓｉｎｔｈｅｐｒｏｍｏｔｅｒｏｆＯｓＺＰＴ３-１．

7�顺式元件

7�ｃｉｓ-ｅｌｅｍｅｎｔ

7�位置 7�１）

7�Ｐｏｓｉｔｉｏｎ 7�１）

7�序列 7�２）

7�Ｓｅｑｕｅｎｃｅ 7�２）

7�可能性

7�Ｐｏｓｓｉｂｉｌｉｔｙ／％

7�ＲＮＡ聚合酶Ⅱ结合位点 ＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅⅡｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅ（ＴＡＴＡ-ｂｏｘ） 7�－２３１～－２１７ 7�ｔｔａａＴＡＴＡａａｔａｔａｔ 7�８８ $�

7�热激元件 Ｈｅａｔｓｈｏｃｋｅｌｅｍｅｎｔ 7�－３４４～－３３０ 7�ｃａａｔｇｔａｔｃｃＡＧＡＡｃ 7�８１ $�

7�ＭＡＤＳ识别位点 ＭＡＤＳｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｓｉｔｅ 7�－４３３～－４１３ 7�ｃｔｇｔａａｇｃＡＡＡＡｔｇｇａｔａｃｔｇ 7�８１ $�

7�ＭＡＤＳ识别位点 ＭＡＤＳｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｓｉｔｅ 7�－６１５～－５９５ 7�ｇｃｃａｔＣＣＡＧａｔａｔｇｇｃｔｇａａｇ 7�８３ $�

7�ＭＡＤＳ识别位点 ＭＡＤＳｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｓｉｔｅ 7�－７９６～－７７６ 7�ａｇｃａｔＣＣＡＧｇｔａａａｇａａｃｇｃｃ 7�８３ $�

7�热激元件 Ｈｅａｔｓｈｏｃｋｅｌｅｍｅｎｔ 7�－９９５～－８８１ 7�ｇｇｔａａａａｔｔｃＡＧＡＡｃ 7�８１ $�

7�热激元件 Ｈｅａｔｓｈｏｃｋｅｌｅｍｅｎｔ 7�－１０６９～－１０５５ �x7�ｔａａｔｇｃａｔｃａＡＧＡＡｃ 7�８１ $�

7�ＴＦⅢＡ锌指蛋白识别位点 ＴＦⅢＡｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｓｉｔｅ 7�－１１５３～－１１３１ �x7�ａｔｃａｃｔｔｔｃｔａＣＡＧＴｇｇｃｃａａａｃ 7�７５ $�

7�　　 7�１） 7�数字表示顺式元件相对于起始密码子的位置；
7�２） 7�核心序列以大写字母表示。
7�１） 7�ＴｈｅＡｒａｂｉｃｎｕｍｅｒａｌｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｎｕｍｂｅｒｓｏｆｔｈｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｂｅｔｗｅｅｎｃｉｓ-ｅｌｅｍｅｎｔｓａｎｄｔｈｅｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｓｔａｒｔｃｏｄｏｎ；
7�２） 7�Ｂａｓｅｓｉｎｃａｐｉｔａｌｄｅｎｏｔｅｔｈｅｃｏｒｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｃｉｓ-ｅｌｅｍｅｎｔ．

7�型，其中第２个锌指完全没有 ＱＡＬＧＧＨ 的保守结

构，第３个锌指则与其他植物来源的三锌指蛋白相

似，都属于Ｂ型锌指结构（图３）。

7�２．３　ＯｓＺＰＴ３-１启动子区域的转录因子结合位点分

析

7�应用 ＭａｔＩｎｓｐｅｃｔｏｒ程序预测了 ＯｓＺＰＴ３-１起

始密码子上游１５００ｂｐ的基因组序列中的顺式作用

元件，发现该区域存在１个ＲＮＡ聚合酶Ⅱ结合位

7�图３　 ｓＺＰＴ３-１与其他植物 ＴＦⅢＡ 型三锌指蛋白锌指结构的

比较

7�Ｆｉｇ．３ ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＯｓＺＰＴ３-１ｗｉｔｈｏｔｈｅｒｐｌａｎｔＴＦⅢＡｚｉｎｃ

ｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｒｅｇｉｏｎｓ．

7�黑三角表示锌指结构中最保守的６个氨基酸残基，括号中的数

字表示锌指序号。

7�ＴｈｅｓｉｘｈｉｇｈｌｙｃｏｎｓｅｒｖｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｆｏｒＴＦⅢＡ-

ｔｙｐｅｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｓａｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙｂｌａｃｋｔｒｉａｎｇｌｅｓ．Ｖａｌｕｅｓｉｎｔｈｅｐａ-

ｒｅｎｔｈｅｓｅｓｍｅａｎｔｈｅｏｒｄｅｒｏｆｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｉｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｓ．

7�点ＴＡＴＡ-ｂｏｘ，３个热激元件，３个 ＭＡＤＳ-ｂｏｘ转录

因子识别位点以及１个植物 ＴＦⅢＡ型锌指蛋白识

别位点（表２）。

7�３　讨论

7�ＴＦⅢＡ型锌指蛋白广泛存在于高等植物中，迄

今为止，在矮牵牛、拟南芥等植物中至少已经分离了

４０个植物ＴＦⅢＡ型锌指蛋白基因 7�［８］ 7�。已经报道的

7�植物ＴＦⅢＡ 型锌指蛋白大多数都具有单个或两个

锌指结 构，而且这些锌指结构中 都具有保守的

ＱＡＬＧＧＨ序列。已有研究表明 Ａ、Ｌ、Ｇ、Ｇ、Ｈ中的

任何一个氨基酸发生突变都会使锌指结合目标

ＤＮＡ的能力丧失，而 Ｑ 突变后锌指的结合能力会

显著下降 7�［１３］ 7�。ＯｓＺＰＴ３-１与大多数的三锌指或四

锌指蛋白类似，除了 Ａ 型或 Ｂ 型锌指结构具有

ＱＡＬＧＧＨ之外，一般都存在着 Ｍ 型的锌指结构，

但所有植物ＴＦⅢＡ型锌指结构中的 Ｌ（Ｌｅｕ）在任

何一个 Ｍ 型锌指中都保持不变（图２）。ＯｓＺＰＴ３-１

的两个 Ｍ 型锌指结构由于 ＱＡＬＧＧＨ 序列与 Ａ、Ｂ

型锌指有所差异，因此很可能其识别位点或结合

ＤＮＡ的能力与 Ａ型或Ｂ型锌指也存在差异。

7�大多数植物ＴＦⅢＡ型锌指蛋白的Ｃ端都有一

个富含 Ｌｅｕ 的 ＤＬＮ-ｂｏｘ 7�［３］ 7�，在拟南芥 锌指蛋白

ＳＴＺ和矮牵牛锌指蛋白ＺＰＴ２-３中，通过片段缺失

分析证实了 ＤＬＮ-ｂｏｘ担负锌指蛋白转录抑制的功

能，而缺失 ＤＬＮ-ｂｏｘ的ＺＰＴ２-３具有转录激活活

性 7�［１１-１２］ 7�。最近，Ｈｉｒａｔｓｕ等 7�［１４］ 7�对于拟南芥单锌指蛋

7�白ＳＵＰＥＲＭＡＮ的 ＤＬＮ-ｂｏｘ作了细致的研究，发

现ＳＵＰＥＲＭＡＮ 的 ＤＬＮ-ｂｏｘ序列 ＤＬＥＬＲＬ 对于

ＳＵＰＥＲＭＡＮ的转录抑制活性是充分而必要的，通

7�６４３ 7�中国水稻科学（ＣｈｉｎｅｓｅＪＲｉｃｅＳｃｉ）　第２０卷第４期（２００６年７月）
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过点突变研究发现ＤＬＮ-ｂｏｘ中的Ｌｅｕ对于它的抑

制活性至关重要，任何一个Ｌｅｕ的替换都会导致抑

制活性的下降，因此一个具有活性的ＤＬＮ-ｂｏｘ应该

7�具有ＸＬＸＬＸＬ的序列特征（第１、５位的氨基酸残基

7�为Ｄ／Ｎ／Ｑ／Ｓ和Ｒ／Ｔ时具有较好的抑制活性）。虽

然ＺＰＴ３-１的Ｃ端没有典型的ＤＬＮ-ｂｏｘ，但其Ｃ端

的ＫＬＫＬＲＬ（ＬＸＬＸＬ）结构表明其仍然可能是转录

抑制因子 7�［１４］ 7�。

7�现有研究表明大多数植物的 ＴＦⅢＡ型锌指蛋

白参与植物的生长发育以及环境胁迫应答反应。与

植物器官分化有关的绝大多数锌指蛋白都具有单个

锌指结构，参与各种环境胁迫应答反应的 ＴＦⅢＡ

型锌指蛋白具有双锌指结构；而大多数三锌指或四

锌指蛋白基因的表达也具有组织特异性，尤其是生

殖器 官 的 组 织 特 异 性 7�［３，８］ 7�。本 实 验 结 果 表 明

7�ＯｓＺＰＴ３-１仅在水稻幼穗中检测到表达，而在成株期

的叶片、根、茎以及花药中都没有检测到 ＯｓＺＰＴ３-１

的表达，推测 ＯｓＺＰＴ３-１与水稻的穗部器官发育有

关。在 ＯｓＺＰＴ３-１的启动子区域，我们发现了３个

ＭＡＤＳ-ｂｏｘ转录因子结合位点（表２）。ＭＡＤＳ-ｂｏｘ

基因在植物生殖器官发育过程中占据了核心的地

位 7�［１５］ 7�，这可能暗示 ＯｓＺＰＴ３-１参与的水稻穗部器官

7�的发育受到 ＭＡＤＳ-ｂｏｘ转录因子的调控。我们在

启动子区域还发现了一个植物ＴＦⅢＡ 型锌指蛋白

的识别位点Ａ（Ｇ／Ｃ）Ｔ序列 7�［１２］ 7�，表明 ＯｓＺＰＴ３-１可

能受到另外的 ＴＦⅢＡ 型锌指蛋白的调节，或受到

自身的转录调节。此外，启动子区域还发现了３个

热激元件 7�［１６］ 7�，暗示了 ＯｓＺＰＴ３-１可能受热激转录因

7�子的调节，参与植物的热胁迫应答反应。

7�综上所述，我们从水稻中分离了一个具有３个

锌指结构的ＴＦⅢＡ型锌指蛋白基因 ＯｓＺＰＴ３-１，发

现它为穗特异表达基因。在启动子区域发现了３个

ＭＡＤＳ-ｂｏｘ转录因子识别位点，推测 ＯｓＺＰＴ３-１在

穗中的表达受 ＭＡＤＳ-ｂｏｘ蛋白的调控。ＯｓＺＰＴ３-１

可能在 ＭＡＤＳ-ｂｏｘ转录因子的调节下，通过抑制下

游基因的表达在水稻穗部器官的生长发育过程中发

挥重要的调控作用。

7�参考文献：

7�［１］ ｅｎｊａｍｉｎＬ．ＧｅｎｅⅦ．ＮｅｗＹｏｒｋ：ＯｘｆｏｒｄＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙＰｒｅｓｓ，

２０００：６５４-６５６．

7�［２］　ＴａｋａｔｓｕｊｉＨ．Ｚｉｎｃ-ｆｉｎｇｅｒｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｉｎｐｌａｎｔｓ．Ｃｅｌｌ

ＭｏｌＬｉｆｅＳｃｉ，１９９８，５４（６）：５８２-５９６．

7�［３］　ＴａｋａｔｓｕｊｉＨ．Ｚｉｎｃ-ｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎｓ：ｔｈｅｃｌａｓｓｉｃａｌｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒ

7�ｅｍｅｒｇｅｓｉｎｃｏｎｔｅｍｐｏｒａｒｙｐｌａｎｔｓｃｉｅｎｃｅ．ＰｌａｎｔＭｏｌＢｉｏｌ，１９９９，

7�３９（６）：１０７３-１０７８．

7�［４］　ＴａｋａｔｓｕｊｉＨ，ＭｏｒｉＭ，ＢｅｎｆｅｙＰＮ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆａ

7�ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒＤＮＡ-ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｅｄｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙｉｎｐｅｔｕ-

ｎｉａｐｅｔａｌｓａｎｄｓｅｅｄｌｉｎｇｓ．ＥＭＢＯＪ，１９９２，１１：２４１-２４９．

7�［５］　ＳａｋａｍｏｔｏＨ，ＡｒａｋｉＴ，ＭｅｓｈｉＴ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｓｕｂｓｅｔ

7�ｏｆｔｈｅＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓＣｙｓ２／Ｈｉｓ２-ｔｙｐｅｚｉｎｃ-ｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎｇｅｎｅ

ｆａｍｉｌｙｕｎｄｅｒｗａｔｅｒｓｔｒｅｓｓ．Ｇｅｎｅ，２０００，２４８：２３-３２．

7�［６］　ＳａｋａｍｏｔｏＡ，ＭｉｎａｍｉＭ，ＨｕｈＧＨ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｐｕｔａｔｉｖｅｚｉｎｃ-

7�ｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ ＷＺＦ１ｉｎｔｅｒａｃｔｓｗｉｔｈａｃｉｓ-ａｃｔｉｎｇｅｌｅｍｅｎｔｏｆ

ｗｈｅａｔｈｉｓｔｏｎｅｇｅｎｅｓ．ＥｕｒＪＢｉｏｃｈｅｍ，１９９３，２１７：１０４９-１０５６．

7�［７］　王　东，杨金水．棉花类耐盐锌指蛋白基因的克隆与结构分

析．复旦学报：自然科学版，２００２，４１（４）：４２-４６．

7�［８］　黄　骥，王建飞，张红生．植物Ｃ 7�２ 7�Ｈ 7�２ 7�锌指蛋白的结构与功能．

遗传，２００４，２６（３）：４１４-４１８．

7�［９］　黄　骥，张红生，曹雅君，等．一个新的水稻Ｃ 7�２ 7�Ｈ 7�２ 7�型锌指蛋

白ｃＤＮＡ的克隆与序列分析．南京农业大学学报，２００２，２５

（２）：１１０-１１２

7�［１０］ 黄　骥，张红生，曹雅君，等．水稻功能基因的电子克隆策

略．中国水稻科学，２００２，１６（４）：２９５-２９８．

7�［１１］ＳｕｇａｎｏＳ，ＫａｍｉｎａｋａＨ，ＲｙｂｋａＺ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｅｓｓ-ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ

ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｇｅｎｅＺＰＴ２-３ｐｌａｙｓａｒｏｌｅｉｎｄｒｏｕｇｈｔｔｏｌｅｒａｎｃｅｉｎ

ｐｅｔｕｎｉａ．ＰｌａｎｔＪ，２００３，３６（６）：８３０-８４１．

7�［１２］ＳａｋａｍｏｔｏＨ，ＭａｒｕｙａｍａＫ，ＳａｋｕｍａＹ，ｅｔａｌ． 7�Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ

7�Ｃｙｓ２／Ｈｉｓ２-ｔｙｐｅｚｉｎｃ-ｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎｓｆｕｎｃｔｉｏｎａｓｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

ｒｅｐｒｅｓｓｏｒｓｕｎｄｅｒｄｒｏｕｇｈｔ，ｃｏｌｄ，ａｎｄｈｉｇｈ-ｓａｌｉｎｉｔｙｓｔｒｅｓｓｃｏｎｄｉ-

ｔｉｏｎｓ．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌ，２００４，１３６（１）：２７３４-２７４６．

7�［１３］ＫｕｂｏＫ，ＳａｋａｍｏｔｏＡ，ＫｏｂａｙａｓｈｉＡ，ｅｔａｌ．Ｃｙｓ２／Ｈｉｓ２ｚｉｎｃ-

ｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎｆａｍｉｌｙｏｆｐｅｔｕｎｉａ：ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｎｄｇｅｎｅｒａｌｍｅｃｈａ-

ｎｉｓｍｏｆｔａｒｇｅｔ-ｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ．ＮｕｃｌＡｃｉｄｓＲｅｓ，１９９８，

２６：６０８-６１５．

7�［１４］ ＨｉｒａｔｓｕＫ，ＭｉｔｓｕｄａＮ，ＭａｔｓｕｉＫ，Ｏｈｍｅ-ＴａｋａｇｉＭ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉ-

ｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｉｎｉｍａｌｒｅｐｒｅｓｓｉｏｎｄｏｍａｉｎｏｆＳＵＰＥＲＭＡＮｓｈｏｗｓ

7�ｔｈａｔｔｈｅＤＬＥＬＲＬｈｅｘａｐｅｐｔｉｄｅｉｓｂｏｔｈｎｅｃｅｓｓａｒｙａｎｄｓｕｆｆｉｃｉｅｎｔ

ｆｏｒｒｅｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｉｎＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏ-

ｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍ，２００４，３２１（１）：１７２-１７８．

7�［１５］ＢｅｃｋｅｒＡ，ＴｈｅｉｓｓｅｎＧ．ＴｈｅｍａｊｏｒｃｌａｓｓｅｓｏｆＭＡＤＳ-ｂｏｘｇｅｎｅｓ

7�ａｎｄｔｈｅｉｒｒｏｌｅｉｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆｆｌｏｗｅｒｉｎｇ

ｐｌａｎｔｓ．ＭｏｌＰｈｙｌｏｇＥｖｏｌ，２００３，２９（３）：４６４-４８９．

7�［１６］ＰｒａｎｄｌＲ，ＳｃｈｏｆｆｌＦ．Ｈｅａｔｓｈｏｃｋｅｌｅｍｅｎｔｓａｒｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｈｅａｔ

7�ｓｈｏｃｋｐｒｏｍｏｔｅｒａｃｔｉｖａｔｉｏｎｄｕｒｉｎｇｔｏｂａｃｃｏｓｅｅｄ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ．

ＰｌａｎｔＭｏｌＢｉｏｌ，１９９６，３１（１）：１５７-１６２．

7�７４３ 7�李余生等：一个水稻穗特异表达锌指蛋白基因的克隆与结构分析

B


