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一个拟南芥犆２犎２锌指蛋白的结构域分析
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摘要：Ａｔ３ｇ２３１４０是拟南芥中仅含有一个Ｃ２Ｈ２锌指结构的转录因子，主要含有 Ｎ端的Ｃ２Ｈ２

锌指结构和Ｃ端的类似ＥＡＲ两个结构域．将犃狋３犵２３１４０中仅含Ｃ２Ｈ２锌指结构区域不同长度

的两个基因片段犃１（２４０ｂｐ），犃２（４１０ｂｐ）克隆到植物表达载体ｐＭＯＮ５３０３５Ｓ启动子的下游，

并转化野生型拟南芥．经过筛选得到稳定遗传的Ｔ３ 代纯合转化子．对转基因植株研究表明，

３５Ｓ：：犃２转基因植株的内源乙烯释放量明显低于野生型，这与犃狋３犵２３１４０ 插入失活突变体

犮狊１６９６６的表型是一致的，而３５Ｓ：：犃１转基因植株的内源乙烯释放量与野生型没有明显区别．表

明Ａ２片段的过量表达产生了显性抑制的作用，这种显性抑制效应很可能是由于 Ａ２蛋白片段

与犃狋３犵２３１４０表达产物所调控的核酸序列竞争结合所导致．而Ａ２片段Ｃ端所含有的非锌指结

构域是Ａｔ３ｇ２３１４０蛋白与靶基因序列结合所必需的．
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０　引　　言

转录因子，也称反式作用因子，是指那些具有同真核生物启动子特定序列结合活性的蛋

白质分子，或者是具有已知ＤＮＡ结合域结构特征的蛋白质分子，其主要功能是激活或抑制

基因的转录效应［１］．锌指蛋白（ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ）是一个庞大的转录因子家族，负责调控基

因的表达［２］．其中，Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白研究较多．Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白最初在爪蟾卵母细胞中的

ＴＦＩＩＩＡ（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＩＩＩＡ）家族中发现
［３］，在含有Ｃ２Ｈ２锌指结构的锌指蛋白中，

高度保守的ＱＡＬＧＧＨ序列对于结合靶ＤＮＡ是至关重要的
［４，５］．

研究表明，在与干旱、低温等非生物胁迫诱导的基因表达有关的ＥＲＦ（ｅｔｈｙｌｅｎｅｒｅｓｐｏｎ

ｓｉｖｅｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｆａｃｔｏｒ）家族中，ＮｔＥＲＦ３，ＡｔＥＲＦ３，ＡｔＥＲＦ４同属于ＥＲＦＩＩ，它们是具

有抑制功能的转录因子［６８］．进一步研究表明，ＥＲＦＩＩ家族成员的Ｃ端区域都包含着ＥＡＲ

保守序列（Ｌ／ＦＤＬＮＬ／ＦＸＰ），并且Ｃ端包含ＥＡＲ保守序列的区域对于转录因子的抑制功

能是必需的［９］．许多 ＴＦＩＩＩＡ家族锌指转录因子，如小麦中的 ＷＺＦ１，拟南芥中的ＺＡＴ１，

ＺＡＴ５，ＳＴＺ／ＺＡＴ１０，ＺＡＴ１１以及矮牵牛中的许多ＺＰＴ家族成员（除了ＺＰＴ３１和ＺＰＴ４１）

的Ｃ端区域也包含ＥＡＲ保守序列
［１０１３］．Ｏｈｔａ

［９］通过氨基酸的删减表明，Ｃ端区域包含ＥＡＲ

保守序列的锌指转录因子具有抑制功能，并且它们的抑制功能区域位于Ｃ端包含ＥＡＲ保

守序列的区域．

ＳＵＰＥＲＭＡＮ作为ＴＦＩＩＩＡ家族锌指转录因子仅含有一个Ｃ２Ｈ２锌指结构
［１４］．ＳＵＰ的

Ｃ端也含有类似ＥＡＲ的保守序列．Ｈｉｒａｔｓｕ
［１５］等研究表明，ＳＵＰ是一个具有抑制功能的转

录因子，并且ＳＵＰ中具有抑制功能的部位位于Ｃ端包含类似ＥＡＲ保守序列的区域．在拟

南芥中过量表达ＳＵＰＥＲＭＡＮ中删减了Ｃ端抑制功能区域而保留Ｃ２Ｈ２锌指结构区域的

基因片段犛犝犘△犚犇 ，所得到的３５Ｓ：：犛犝犘△犚犇转基因植株表型与ｓｕｐｅｒｍａｎ极为相似．

表明过量表达的ＳＵＰ△ＲＤ依赖它所含有的Ｃ２Ｈ２锌指结构与ＳＵＰ蛋白所调控的靶基因

序列竞争结合，从而丢失了抑制功能．

Ａｔ３ｇ２３１４０也是仅含有一个Ｃ２Ｈ２锌指结构的转录因子．并且Ａｔ３ｇ２３１４０的Ｃ端也含

有与ＳＵＰ极为相似的类似ＥＡＲ的保守序列，本文将Ａｔ３ｇ２３１４０中 仅含Ｃ２Ｈ２锌指结构区

域不同长度的两个基因片段犃１（２４０ｂｐ），犃２（４１０ｂｐ）构建到过量表达载体ｐＭＯＮ５３０上，转

化野生型拟南芥．对Ａｔ３ｇ２３１４０的竞争抑制转化植株研究表明，３５Ｓ：：犃２转基因植株的内

源乙烯释放量明显低于野生型，这与犃狋３犵２３１４０插入失活突变体犮狊１６９６６的表型是一致．表

明Ａ２片段的过量表达产生了显性抑制的作用，这种显性抑制效应很可能是由于Ａ２蛋白片

段与Ａｔ３ｇ２３１４０蛋白所调控的靶基因序列竞争结合所导致．３５Ｓ：：犃１转基因植株内源乙烯

释放量和野生型并没有明显差别，暗示转入的过量表达的Ａ１可能并未起到与 Ａｔ３ｇ２３１４０

竞争的目的，表明在Ａｔ３ｇ２３１４０中，Ａ２片段Ｃ端所含有的非锌指结构域Ａ２Ａ１（８１１３６氨

基酸位点）是Ａｔ３ｇ２３１４０与靶ＤＮＡ结合所必需的．

１　材料与方法

１．１　材料、菌株和试剂

７９
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拟南芥 （犃狉犪犫犻犱狅狆狊犻狊狋犺犪犾犻犪狀犪（Ｌ．）Ｈｅｙｎｈ．）的Ｌａｎｄｓｂｅｒｇ犲狉犲犮狋犪（Ｌ犲狉）生态型，Ｎｏ０

野生型，以及犮狊１６９６６（Ｎｏ０背景）．

大肠杆菌ＤＨ５α由华东师范大学吴自荣教授提供，农杆菌ＧＶ３１０１由本实验室保存．

Ｔａｑ酶购自于天根生物公司，限制性内切酶和连接酶购自于Ｔａｋａｒａ，ＴＯＹＯＢＯ反转录

试剂盒购自于朝瑞生物公司．

１．２　犃狋３犵２３１４０相关片段犃１及犃２的克隆及过量表达载体的构建

本实验所使用的植物表达载体为ｐＭＯＮ５３０．它是一个能在植物体中过量表达目的基

因的质粒，它含有强启动子３５Ｓ，它可以使外源基因在植物生长发育的任何阶段、任何组织

器官中表达．在原核细胞中有壮观霉素和链霉素抗性基因，在真核即植物体内具有卡那抗性

筛选基因．

以拟南芥基因组 ＤＮＡ 为模板，设计引物（Ａ１ｆ：ＧＧＴＡＣＣＡＴＧＡＡＣＣＡＣＣＧＧＧＡ

ＣＡＡＡＣ Ａ６ｒ：ＧＡＡＴＴＣＧＧＴＴＴＧＴＧＡＡＧＴＴＴＧＴＧＧＡＧＧ Ａ４ｒ：ＧＡＡＴＴＣＧＧＡＴＣ

ＣＧＡＧＣＣＣＴＡＡＧＣＴＣ），ＰＣＲ扩增目的片段犃１（２４０ｂｐ）及犃２（４１０ｂｐ）．将ＰＣＲ扩增并测

序正确的目的基因片段以ＫｐｎＩ和ＥｃｏＲＩ克隆位点插入ｐＭＯＮ５３０上，抽提出质粒做酶切验证

以确保外源片断插到ｐＭＯＮ５３０上．将构建好的表达载体用电击法转化农杆菌ＧＶ３１０１．将５０

或１００Ｌ的农杆菌感受态细胞与１μｇ的重组质粒混匀放入电击杯中，冰上放置５ｍｉｎ．将电击

杯放入电击仪中，在电阻为２５ｋΩ，电压为１．８ＭＶ 的条件下电击数秒．加１ｍＬＬＢ于电击杯

中，然后将电击杯中的液体移入１．５ｍＬ的Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，２８℃恢复２ｈ．取４００μＬ体积菌液

涂布于含有壮观霉素／链霉素５０μｇ／ｍＬ，利福平２０μｇ／ｍＬ的ＬＢ平板上．于２８℃暗培养３６～

４８ｈ．待长出单克隆后，提质粒，将质粒转入犈．犮狅犻犾中，进行酶切和ＰＣＲ鉴定．

１．３　植物生长条件

植物材料种植在含有蛭石、黑土和珍珠岩 （比例为７∶２∶１）的混合机质中，或者种植在

１／２ＭＳ（ＭｕｒａｓｈｉｇｅａｎｄＳｋｏｏｇ不含糖）培养基上．植物种子消毒采用７０％乙醇浸泡８ｍｉｎ，随

后用蒸馏水冲洗３次．种子经过４℃低温处理３ｄ后，置于２３℃２４ｈ光照条件下培养．

１．４　拟南芥的遗传转化及转化子的筛选

当拟南芥刚抽出花序时，去除其顶生花序．转化必须在去除顶生花序４ｄ后进行．用无

菌的牙签挑取农杆菌单克隆置入１０ｍＬ的含有５０μｇ／ｍＬ壮观霉素／链霉素，２０μｇ／ｍＬ利

福平的ＬＢ培养基中，２８℃振荡培养３６～４８ｈ．１／５０至１／１００体积重新接种于ＬＢ培养基

中，２８℃振荡培养至犗犇６００为１．２～１．６．４０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，收集菌体．将菌体用相应

体积的渗透培养基（１／２ＭＳ，蔗糖５％，１ｍｇ／ｍＬ的６ＢＡ母液１０μＬ／Ｌ，Ｓｉｌｗｅｔ７７４００μＬ／Ｌ，

定容后调ｐＨ至５．８）重悬，混合均匀，至犗犇６００值为０．８．用喷雾器将农杆菌喷洒在待转化的

植株上，移入恒温室培养，每隔６ｄ喷１次，喷２～３次，以获得更高的转化率．在１２ｃｍ的平

板上倒入含有５０μｇ／ｍＬ卡那霉素的１／２ＭＳ培养基，凝固后，将经过７５％酒精消毒的Ｔ０

转化子混入０．１％的琼脂中均匀涂布于平板上．４℃低温处理３～４ｄ后放入温室中培养．利

用植物表达载体赋予转基因植株的卡那霉素抗性，转基因植株幼苗为绿色，未转基因的植株

幼苗由于不具卡那霉素抗性，逐渐黄化死亡．将具有卡那霉素抗性的幼苗移出培养，成熟后

单株收获并种植Ｔ１ 代，单株收获Ｔ１ 代的种子Ｔ２ 代，将Ｔ２ 代种植在含有５０μｇ／ｍＬ卡那霉

素的１／２ＭＳ的培养基中进行筛选，全部为绿色的转基因幼苗的Ｔ２ 株系为纯合子，种植Ｔ３

代纯合子品系，进行相关生理测验．
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１．５　ＲＴＰＣＲ

取１μｇＲＮＡ 于７０℃温育１０ｍｉｎ，迅速短暂离心，置于冰上．在Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中加入

ＲＮＡ（１μｇ）及 ＴＯＹＯＢＯ 反转录试剂盒中以下试剂：５×ｂｕｆｆｅｒ４μＬ，ｄＮＴＰ ｍｉｘｔｕｒｅ

（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，ＲｎａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ１μＬ，逆转录酶１μＬ，Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１５１μＬ，Ｎｕｃｌｅａｓｅｆｒｅｅ

ｗａｔｅｒ补足到２０μＬ．４２℃温育６０ｍｉｎ，９５℃温育５ｍｉｎ，０～５℃放置５ｍｉｎ．

样品模板浓度的调节：以第一链ｃＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增ａｃｔｉｎ基因，ＰＣＲ循环数为

２５，不断的调整模板量直至扩增的ａｃｔｉｎ基因的产量基本一致．然后，以同样的模板浓度

ＰＣＲ扩增目的基因（犃１及犃２），循环数为２７～２８ｃｙｃｌｅｓ．

１．６　内源乙烯测定

将３０粒种子种植在含有１／２ＭＳ培养基的１０ｍＬ小瓶中，置于２３℃２４ｈ光下生长数

天，密闭４０ｈ，抽取１ｍＬ气体，采用气相色谱法（ＧＣＭＳ）测定．并同时称取所测植株鲜重．

２　实验结果

２．１　犃狋３犵２３１４０相关片段犃１及犃２过量表达载体的构建

Ａｔ３ｇ２３１４０与ＳＵＰ类似，也是仅含有一个Ｃ２Ｈ２锌指结构的转录因子，它们的锌指结

构区具有较高的同源度（见图１）．另外，Ａｔ３ｇ２３１４０的Ｃ端也包含与ＳＵＰ极为相似的类似

ＥＡＲ的保守序列（Ｌ／ＦＤＬＮＬ／ＦＸＰ）（见图２）．Ａｔ３ｇ２３１４０包含Ｃ２Ｈ２锌指结构区域以及位

于Ｃ端类似ＥＡＲ保守序列的区域（见图３），以拟南芥基因组ＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增目的

片段犃１（２４０ｂｐ）及犃２（４１０ｂｐ）．其中，Ａ１（１８０氨基酸位点）及Ａ２（１１３６氨基酸位点）仅包

含Ｃ２Ｈ２锌指结构区域但删减了Ｃ端类似ＥＡＲ保守序列的区域（见图３）．将ＰＣＲ扩增并

测序正确的目的基因片段以ＫｐｎＩ和ＥｃｏＲＩ克隆位点插入植物表达载体ｐＭＯＮ５３０上，抽

提出质粒做酶切验证以确保外源片断插到ｐＭＯＮ５３０上．将构建好的表达载体用电击法转

化农杆菌ＧＶ３１０１．

２．２　转基因拟南芥的筛选及鉴定

将构建好的犃１及犃２的表达载体转入农杆菌中，并用农杆菌转化野生型拟南芥，收获

农杆菌侵染的拟南芥的种子，在含有５０ｇ／ｍＬ卡那霉素１／２ＭＳ平板上筛选获得Ｔ０ 代转化

子．筛选得到的阳性植株（即Ｔ０ 代）自交后，单株收获并种植Ｔ１代种子，这些种子有纯合子

也有杂合子，单株收获即为Ｔ２ 代，，种植，Ｔ２ 代在卡那霉素的１／２ＭＳ的培养基中进行筛选，

选择种植Ｔ３ 代纯合子品系进行分子生物学指标分析和生理测试．

为了检测转基因植株中外源基因的表达情况，本文采用了半定量ＲＴＰＣＲ法．以转基

因植株的ｃＤＮＡ为模板扩增出的片段的确比以相同量的野生型的ｃＤＮＡ为模板扩增出的

条带要亮的多（见图４）．表明转基因植株中所转入的犃狋３犵２３１４０的相关片段犃１及犃２的确

进行了过量表达．

图１　ＳＵＰＥＲＭＡＮ与Ａｔ３ｇ２３１４０的锌指结构区的氨基酸序列比较

Ｆｉｇ．１　ＡｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｉｎＣ２Ｈ２ｔｙｐｅｚｉｎｃｆｎｇｅｒｒｅｇｉｏｎｓｏｆＳＵＰＥＲＭＡＮａｎｄＡｔ３ｇ２３１４０
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图２　ＳＵＰＥＲＭＡＮ与Ａｔ３ｇ２３１４０的Ｃ端包含类似ＥＡＲ保守序列的氨基酸序列比较

Ｆｉｇ．２　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｉｎｔｈｅｃａｒｂｏｘｙｔｅｒｍｉｎａｌｒｅｇｉｏｎｓｔｈａｔｃｏｎｔａｉｎａｎ

ＥＡＲｍｏｔｉｆｌｉｋｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＳＵＰＥＲＭＡＮａｎｄＡｔ３ｇ２３１４０

图３　Ａｔ３ｇ２３１４０包含Ｃ２Ｈ２锌指结构区域和位于Ｃ端抑制功能区域

Ｆｉｇ．３　Ａｔ３ｇ２３１４０ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＣ２Ｈ２ｔｙｐｅｚｉｎｃｆｎｇｅｒＤｏｍａｉｎａｎｄＣａｒｂｏｘｙｔｅｒｍｉｎａｌｒｅｐｒｅｓｓｉｏｎＤｏｍａｉｎ

注：Ａ１ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ１８０ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＡｔ３ｇ２３１４０ａｎｄＡ２ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ

１１３６ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＡｔ３ｇ２３１４０ｗｈｉｃｈｂｏｔｈｏｎｌｙｃｏｎｔａｉｎＣ２Ｈ２ｔｙｐｅｚｉｎｃｆｎｇｅｒＤｏｍａｉｎ

图４　ＲＴＰＣＲ验证转基因植株

Ｆｉｇ．４　ＴｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓｃｏｎｆｉｒｍｅｄｂｙＲＴＰＣＲ

（ａ）为犃１在转基因植株中的过量表达情况　（ｂ）为犃２在转基因植株中的过量表达情况

２．３　犮狊１６９６６的内源乙烯释放量低于野生型

拟南芥突变体犮狊１６９６６ 从美国种子中心库获得，它是由ＤＳ转座子单插入犃狋３犵２３１４０

造成犃狋３犵２３１４０失活的突变体
［１６］．乙烯作为一种重要的植物激素参与调节植物生长发育的

过程．本文定量测定了犮狊１６９６６ 的内源乙烯释放量，采用 ＧＣＭＳ测定了萌发后两周的

犮狊１６９６６内源乙烯的释放量．发现犮狊１６９６６的内源乙烯释放量明显低于野生型（见图５），表

明犮狊１６９６６中乙烯的合成途径可能发生了改变．

２．４　３５Ｓ：：犃２转基因植株内源乙烯释放量低于野生型

本文同样采用ＧＣＭＳ测定了３５Ｓ：：犃２转基因植株萌发后两周的内源乙烯释放量，结

果如图６所示．发现３５Ｓ：：犃２转基因植株的内源乙烯释放量也明显低于野生型．表明在内

源乙烯合成方面，３５Ｓ：：犃２转基因植株与犮狊１６９６６表现出一致的表型．

２．５　３５Ｓ：：犃１转基因植株内源乙烯释放量和野生型相似

定量测定３５Ｓ：：犃１转基因植株萌发后两周的内源乙烯释放量，结果如图７所示，发现

３５Ｓ：：犃１转基因植株内源乙烯释放量和野生型并没有显著区别．表明转入的过量表达的

Ａ１可能并未起到与Ａｔ３ｇ２３１４０竞争的目的．
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图５　犮狊１６９６６的内源乙烯释放量

Ｆｉｇ．５　Ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓｅｔｈｙｌｅｎｅｖａｌｕｅｏｆ犮狊１６９６６

注：ＳＰＳＳ分析结果（犉检验）显示犮狊１６９６６与Ｎｏ０野生型的内源乙烯释放量差异显著（犘＜０．０５），

乙烯放量单位中的ＦＷ即ＦｒｅｓｈＷｅｉｇｈｔ鲜重的意思，下同

图６　３５Ｓ：：犃２转基因植株的内源乙烯释放量

Ｆｉｇ．６Ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓｅｔｈｙｌｅｎｅｖａｌｕｅｏｆ３５Ｓ：：犃２ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ

注：ＳＰＳＳ分析结果（犉检验）显示野生型与转基因植株的乙烯释放量差异显著（犘＜０．０５）

图７　３５Ｓ：：犃１转基因植株的内源乙烯释放量

Ｆｉｇ．７　Ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓｅｔｈｙｌｅｎｅｖａｌｕｅｏｆ３５Ｓ：：犃１ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ
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３　讨　　论

转录因子在高等植物的生长发育及其对外界环境的反应中起着重要的调控作用［１］．植

物界中具有许多含有 Ｃ２Ｈ２锌指结构的转录因子，自从在矮牵牛中分离了第一个植物

Ｃ２Ｈ２锌指蛋白基因ＺＰＴ２１
［１７］以来，已经在矮牵牛、拟南芥、小麦、棉花和水稻等植物中相

继分离了５０多个植物Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白基因
［２］．锌指结构区包含（Ｆ／Ｙ）ＸＣＸ２$５ＣＸ３（Ｆ／Ｙ）

Ｘ５ΨＸ２ＨＸ３$５Ｈ，其中，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螺旋结构的紧密空间结构
［２，１８２０］．对矮牵牛中ＺＰＴ２１，ＺＰＴ２２双锌指结构蛋白

研究表明，ＺＰＴ２１，ＺＰＴ２２中的双锌指结构可以识别含有两个 ＡＧＣ核心位点的ＤＮＡ序

列，核心位点间的距离决定对靶序列的识别［４］．而仅含有一个锌指结构的ＳＵＰ可对靶序列

ＤＮＡ进行独立的转录调节，并且锌指区域及位于两侧的Ｎ端和Ｃ端（１５－７８位点氨基酸）

是ＳＵＰ结合靶ＤＮＡ所必需的，将ＳＵＰ位于锌指区的第６３位甘氨酸突变成天冬氨酸，ＳＵＰ

则失去结合靶ＤＮＡ的能力
［２１］．

转录因子的主要功能是激活或抑制基因的转录，研究表明，ＥＲＦＩＩ转录因子及许多

ＴＦＩＩＩＡ家族锌指转录因子都是具有抑制功能的转录因子，并且具有抑制功能的部位位于Ｃ

端包含ＥＡＲ保守序列（Ｌ／ＦＤＬＮＬ／ＦＸＰ）的区域
［９］．ＳＵＰ的Ｃ端也具有类似ＥＡＲ保守序

列，Ｈｉｒａｔｓｕ等研究表明ＳＵＰ是一个具有抑制功能的转录因子．删减ＳＵＰ的Ｃ端包含ＥＡＲ

保守序列区域（保留１－１７４氨基酸位点），发现ＳＵＰ的抑制效率大大降低，而将ＳＵＰ中仅

保留Ｃ端ＥＡＲ保守序列区域（保留１７５－２０４氨基酸位点）发现抑制效率甚至高于ＳＵＰ（１

２０４氨基酸位点）全长时的抑制效率，表明抑制功能区域位于Ｃ端包含类似ＥＡＲ保守序列

的区域．ＳＵＰ参与维持花器官中雄蕊和心皮边界的形成．犛狌狆犲狉犿犪狀中，犛犝犘 基因发生突

变，雄蕊细胞大量分化，阻止了心皮的发育，最终在心皮位置便形成了雄蕊［２２］．在拟南芥中

过量表达犛犝犘中保留Ｃ２Ｈ２ 锌指结构区域而删减Ｃ端具有抑制功能区域的部分ＳＵＰ片段

犛犝犘△犚犇（１－１７４氨基酸位点），所得到的３５Ｓ：：犛犝犘△犚犇 转基因植物的表型与狊狌狆犲狉

犿犪狀的表型极为相似，表明过量表达的ＳＵＰ△ＲＤ依赖它所含有的Ｃ２Ｈ２锌指结构与ＳＵＰ

蛋白所调控的靶基因序列竞争结合，从而丢失了抑制功能．转基因植物与狊狌狆犲狉犿犪狀的相似

表型表明ＳＵＰ的Ｃ端具有抑制功能的区域对于正常花发育是必需的
［１５］．

Ａｔ３ｇ２３１４０与ＳＵＰ类似，也是仅含有一个Ｃ２Ｈ２锌指结构的转录因子，它们的锌指结

构区具有较高的同源度．并且Ａｔ３ｇ２３１４０的Ｃ端也含有与ＳＵＰ极为相似的类似ＥＡＲ的保

守序列，将犃狋３犵２３１４０删减了Ｃ端包含类似ＥＡＲ保守序列区域而保留Ｃ２Ｈ２锌指结构区

域的犃１（２４０ｂｐ），犃２（４１０ｂｐ）构建到过量表达载体ｐＭＯＮ５３０上，转化野生型拟南芥，经过

筛选得到可以稳定遗传的Ｔ３ 代纯合子转基因拟南芥品系．通过ＲＴＰＣＲ检测证明我们所

转入的犃狋３犵２３１４０的两个部分片段犃１和犃２在转基因植株中的确进行了过量表达．内源乙

烯测定表明，３５Ｓ：：犃２转基因植株的内源乙烯释放量明显低于野生型，这与犃狋３犵２３１４０插

入失活突变体犮狊１６９６６的表型是一致的．表明Ａ２片段的过量表达产生了显性抑制的作用．

Ａ２（１１３６氨基酸位点）包含着对于结合靶基因序列所必需的Ｃ２Ｈ２锌指结构区域，这种显

性抑制效应很可能是由于过量表达的犃２蛋白片段与Ａｔ３ｇ２３１４０蛋白所调控的核酸序列竞

争结合所导致．并且，Ａｔ３ｇ２３１４０的Ｃ端包含类似ＥＡＲ的保守序列的区域对于Ａｔ３ｇ２３１４０

的功能是必需的．此外，３５Ｓ：：犃２ 转基因植株表现出内源乙烯合成的异常，暗示着
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Ａｔ３ｇ２３１４０中的Ｃ端可能参与抑制植物体内调节乙烯合成的相关基因的转录．

测定结果显示，３５Ｓ：：犃１转基因植株内源乙烯释放量和野生型并没有明显差别．暗示

过量表达的Ａ１蛋白片段可能并未与 Ａｔ３ｇ２３１４０蛋白所调控的核酸序列竞争结合．与 Ａ２

蛋白片段相比，Ａ１也包含了Ｃ２Ｈ２锌指结构区域，这一区域是保证锌指蛋白与靶基因结合

所必需的［４，１４］．．但是，Ａ１却缺少了Ａ２Ａ１（８１－１３６氨基酸位点），表明在Ａｔ３ｇ２３１４０中，除

了Ｃ２Ｈ２锌指结构区域是结合靶基因所必需的，Ａ２蛋白片段Ｃ端所含有的非锌指结构域

Ａ２Ａ１（８１－１３６氨基酸位点）也是Ａｔ３ｇ２３１４０与靶基因序列结合所必需的．

在植物体内，存在着许多包含ＥＡＲ保守序列及类似ＥＡＲ保守序列的转录因子
［９］，我

们构建并获得了Ａｔ３ｇ２３１４０的竞争抑制转基因植株，研究表明Ｃ２Ｈ２锌指结构的转录因子

Ａｔ３ｇ２３１４０的Ｃ端包含类似ＥＡＲ的保守序列的区域对于Ａｔ３ｇ２３１４０的功能是必需的，并

且Ａ２蛋白片段Ｃ端所含有的非锌指结构域是Ａｔ３ｇ２３１４０蛋白与靶基因序列结合所必需

的．我们的研究结果将为进一步研究这类转录因子的功能提供线索．
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