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海岛棉转录因子 5基因的克隆及特征研究
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摘要院近年来袁ERF (Ethylene-responsive element binding factor)家族转录因子已成为植物抗逆尧抗病的分子机
制和作物分子育种研究的热点遥 本研究以电子克隆尧同源扩增和 RACE渊Rapid-amplification of cDNA ends冤技
术相结合的方法从海岛棉中分离出了一条新的 ERF族转录因子基因袁命名为 5遥该基因包含一个 573 bp

长的开放阅读框袁预期编码 190 aa长的蛋白质分子遥 序列分析表明该蛋白除含有一个 ERF保守域外袁还含有
一段核定位信号序列尧一段富丝氨酸的激活域尧多种磷酸化位点和一个土豆抑制子Ⅰ型家族基序等遥构建系统
发育树分析表明该因子属于 ERF亚家族 B3亚组遥瞬时表达实验证明该因子定位于细胞核内袁同时袁凝胶阻滞
实验结果说明 EREB5蛋白和 GCC盒具有较强的结合能力遥再者袁荧光定量 PCR结果表明乙烯和黄萎病菌处

理可以诱导该基因的表达遥 这些结果暗示 EREB5蛋白很可能在黄萎病抗性机制中扮演者重要角色遥
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In recent years, ERF(Ethylene-responsive element binding factor) family transcription factors have become the research

hot spot of crop molecular breeding and molecular mechanisms of resistance or tolerance of plant to bio- or abiotic stresses. In

this study, one novel gene, designated as 5, was firstly isolated from treated with

by cloning in silico, homologic amplification and RACE渊Rapid-amplification of cDNA ends冤 techniques. The bioinformatics

analyses demonstrated that the full-length cDNA contained a 573 bp open reading frame which encoded a deduced protein

which included 190 amino acid residues, contained an ERF conserved domain, and belonged to the B3 subgroup of ERF sub-

family. It also contained one nucleus localization signal, one serine-riched domain, some sites of phospholation and one motif of

potato inhibitor I family. Transient expression analysis showed that EREB5 protein was localized in nucleus, meanwhile, the re-

sults of Electrophoretic mobility shift assay revealed that EREB5 protein had the ability of binding specifically to the GCC-box.

Moreover, the results of expression analysis indicated that EREB5 was able to be induced in seedlings,

by inoculating with or stimulation of ethylene, respectively. These results imply that 5 should play an

important role in resistance of to Verticillum wilt.
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植物在长期的进化过程中袁已形成一套抵制
多种病原微生物入侵的防卫机制遥 当受到病原体
侵染时袁能通过多种信号途径诱导防卫基因的表

达袁 激发局部或系统的防卫反应遥 SA渊Salicylic
acid冤 途径主要涉及活体营养型病原菌侵染的过
程袁JA渊Jasmonic acid冤和 ET渊Ethylene冤途径主要
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参与对坏死型病原菌的防卫反应[1-4]袁许多转录因
子作为这些信号途径的组成成分而参与防卫反

应调控过程袁并发挥重要作用[5]遥越来越多的报道
表明许多激活型 ERF类转录因子可以增强植物
对相应病原菌的抗性[6-11]袁研究发现这些能增强植
物抗病性的 ERF 族转录因子多属于 B3/GⅨ组
[12]袁如 AtERF14[6]袁TiERF1[13]袁Pti4-6[14-15]等遥

棉花黄萎病是由土传病原真菌大丽轮枝菌

渊 冤侵染所致袁已成为棉花最为
严重的病害之一遥 但是黄萎病抗性的分子机制还
不清楚遥 为了加强棉花黄萎病抗性分子机制的研
究袁 推动棉花抗黄萎病基因工程育种工作的进
展袁黄萎病抗性相关基因的克隆及鉴定已成为首
先必须做好的工作之一遥

本研究利用电子克隆尧同源扩增和 RACE技
术相结合的方法从海岛棉 cDNA中克隆了一条
新的 ERF族 B3组基因袁在对其编码蛋白质的氨
基酸序列分析的基础上袁 对亚细胞定位尧和
GCC-box序列特异性结合的能力尧乙烯和黄萎病
诱导表达特征进行了实验研究遥 最后对其可能功
能进行了讨论遥

材料和方法

材料培育尧RNA提取及反转录
温室培养海岛棉 7124种子袁28℃下萌发袁长

至 1片真叶完全平展时袁分别参照 Zhang等[16]和

朱荷琴等[17]的方法对棉花幼苗进行乙烯和黄萎病

菌孢子液处理遥 按 0 h袁1 h袁3 h袁6 h袁12 h袁24 h袁48
h全株取样遥 采用 CTAB/酸酚法[18]提取棉花组织

总 RNA袁并用 PrimeScriptR RT reagent Kit渊TaKaRa
公司冤反转录生成 cDNA袁 -20益储存待用遥

5基因全长的获得
首先袁进行电子克隆遥 以 ERF族 B3亚组转

录因子 13基因的 DNA序列为提问序列袁
在 TIGR 网站 袁 选择陆地棉 EST 渊Expression
sequence tag冤数据库用 Blastn比对搜索袁选择得
分最高尧长度为 746 bp单一 EST序列 DT467806
组成的 Unigene 族遥 其次袁 进行同源扩增遥 以
DT467806 cDNA序列为模板设计合成引物渊南京
金斯瑞基因生物科技有限公司 冤院5' 端引物
primer1袁5'CCGCTGTCGACCACTTTTCTT3'曰3'

端 引 物 primer2袁5'TTAATCAGATCCAACCC
GCCATTAAT3'遥 预期扩增片段大小为 741 bp遥
以黄萎病菌孢子液处理 48 h 的海岛棉 7124
cDNA为模板袁进行 PCR扩增袁克隆测序遥第三袁进
行 RACE 扩增遥 设计合成巢式引物院5-Gsp1袁
5'CACCGCCGCTTCCTCTTCTAAT3'曰5-Gsp2袁5'
CTGAGGAGGGCCAACGTTCAATGG3'曰3-Gsp1袁
5'GATAGGCTCAAGTAACGTAGAACC3'曰3-Gsp2袁
5'TGCCTGCCGCTACTCATTTCA T3'袁用 5'-Full
RACE Kit 和 3'-Full RACE Core Set Ver.2.0
渊TaKaRa 公司 冤袁 按照 protocol 操作 袁 进行
5'/3'-RACE扩增袁克隆测序遥 最后袁比对拼接获得
基因全长 cDNA序列遥

序列分析

将序列提交到 NCBI袁 利用 ORF finder在线
分析预期蛋白编码框及氨基酸序列曰用Motifscan
分析预期蛋白序列中存在的各种功能基序或信

号序列曰 用 PSORT分析亚细胞定位可能性曰用
Mega4.1软件进行比对并选择 NJ法构建系统发
育树袁分析所属类型遥

亚细胞定位

首先袁 构建 EREB5-GFP融合蛋白瞬时表达
载体院 pCAMBIA2300-GFP-EREB5渊图 1冤曰其次袁
用基因枪 (Bio-Rad, Richmond, CA, USA)轰击法
转化洋葱表皮细胞曰再次袁将轰击过的洋葱表皮
置于 MS 培养基上培养 16～24 h曰最后袁用激光
共聚焦荧光显微镜观察和拍照 (Leica Microsys-
tem, Heidel-berg, Germany)遥

凝胶阻滞实验

首先 袁 用扩增引物院渊正向冤5'CGCGAAT
TCATGTTGACCGATCAGTCTG3'曰 渊 反 向 冤5'
GCGGCCGCCCATTAATAGAGATCAAAT3'袁
PCR 扩增包含编码 AP2/ERF 保守域的 5
基因片段遥 将扩增片段插入 pGEX-4T-1载体的

I/ I位点袁构建含有 GST标签序列的原核
表达载体院pGEX-4T-1-EREB5曰 其次袁 用 pGEX-
4T-1-EREB5 载体转化 BL21渊DE3冤大肠杆菌感
受态细胞袁并用含有 IPTG (isopropyl-茁-D-thiogal-
actoside袁0.8 mmol窑L-1)的 LB培养基袁25益下振荡
培养 4 h袁诱导表达 EREB5-GST融合蛋白遥再次袁
用 Glutathione Sepharose 4B Microspin column
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渊Amersham, Arlington Heights, IL, USA) 纯化融
合蛋白遥 最后袁按 Choi等[19]描述的方法进行 EM-

SA渊Electrophoretic mobility shift assay冤遥

图 1 亚细胞定位瞬时表达载体构建流程图

Fig. 1 Flow chart of construction of transient expression vector for subcellular localizing

表达分析

设计合成荧光定量 PCR引物袁 5倍系列稀释
模板溶液袁制作标准曲线袁检测引物扩增效率曰选
择扩增效率在 95%～105%之间袁 无非特异性扩
增的引物对 院5QRTsp2袁5'TCCAGCCTTCTCC-
GAAATCC3'曰5QRT-ap2袁5'ACCGCCGCTTCCTT
TCT3'曰actinIIF-P1袁5'AGAGATTCCGTTGTCCAG
AAGT3'曰actinIIRP1袁5'GTTGAACCACCACTGA
GCAC3'曰 使用 SYBRR TM (Perfect
Real Time)渊Takara公司冤试剂盒袁取 2 滋L逆转录
产物 渊约 50~100 ng cDNA冤袁 建立 20 滋L反应体
系曰 每个样品 3个重复袁0 h为校准样品袁 II
为内参基因曰使用 ABI7500 (Applied biosystems)
型荧光定量 PCR仪器袁 数据用 2-吟吟Ct法分析袁数
据为 3 次独立实验结果的平均值及标准误袁用
Microsoft Excel 2003处理数据并制图遥

结果与分析
ERF族转录因子 EREB5基因的克隆
将电子克隆尧同源扩增和 RACE延伸获得的

目的片段克隆测序后袁 拼接成 1276 bp长的 cD-
NA序列遥 用 NCBI中 ORF finder工具在线分析袁
发现含有一个 573 bp长的开放阅读框袁预期编码
190 aa长的蛋白分子 渊图 2冤遥 再利用 Blastn和
Blastp工具袁在 nucleotide collection(nr/nt)和 Non-

reduntant protein squences(nr冤数据库中比对搜索袁
没有搜寻到完全匹配的结果渊hits冤袁其结构和功
能均未被注释袁确定这是一条新基因遥 序列分析
表明蛋白质序列中含有一个 ERF保守域袁 属于
ERF家族袁将该基因命名为 5遥

5蛋白功能位点分析和同源比对
提交 EREB5氨基酸序列袁用Motifscan工具

渊http://myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/motif_ scan冤 在线
分析袁 结果发现序列除含有一个 AP2/ ERF保守
域(90～ 148)渊如图 2袁加粗处冤外袁还含有一个富
含丝氨酸的区域渊 172～185冤渊图 2袁下划线处冤和
96～111处的一个富含碱性氨基酸序列袁 前者可
能是激活作用序列袁后者是一段核定位信号遥 另
外袁 序列中含有酰胺化位点 1 个 渊85～88冤曰
cAMP-cGMP 依赖型蛋白激酶磷酸化位点 1 个
渊164～167冤曰 酪氨酸激酶 II 磷酸化位点 5 个
渊36～39袁75～78袁123～126袁154～157袁178-181冤曰
肉豆蔻酰化位点 1个渊51～56冤曰蛋白激酶 C磷酸
化位点 1个 渊85～87冤曰1个土豆 I型抑制子家族
基序渊144～154冤遥
用Mega4.1软件中的 ClustalW对 EREB5和

模式植物拟南芥 ERF家族所有成员的 ERF保守
域一起比对分析袁利用 NJ法构建系统发育树渊图
3冤遥由系统发育树可见 EREB5位于 B3/GⅨ 亚组
内遥B3/ GⅨ亚组可以进一步再分为 a尧b尧c三个小
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图 3 5和拟南芥 ERF族转录因子无根系统发育树
Fig. 3 The phylogenetic tree with unroot of 5 and ERF family members of

注院加粗处为 ERF保守域曰下划线处为富含丝氨酸位点遥
Notes: Bold letters indicate conservative ERF domain; Serine-riched domain is underlined.

图 2 5基因的核苷酸及其编码的氨基酸序列

Fig. 2 The nucleotide sequence of 5 gene and its duduced aa sequence

组[12]遥 而 EREB5和拟南芥的 At2g44840 (AtERF
13)尧At4g17500 (AtERF1)尧At5g47220 (AtERF2) 同

属于 a小组袁其中和 AtERF13同源性最高遥
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注院a, b, c院pCAMBIA2300-GFP-EREB5载体转化的洋

葱表皮细胞曰d, e, f院pCAMBIA2300-GFP载体转化的洋葱

表皮细胞曰a, d院荧光图像曰b, e院可见光图像曰c, f院重叠图
像遥

Notes: a, b, c院Onion epidermal cells transformed with

pCAMBIA2300-GFP-EREB5; d, e, f: Onion epidermal cells

transformed with pCAMBIA2300-GFP; a, d院Fluorescence

images; b, e院Bright-field images; c, f: Corresponding over-

laid images.

图 4 在洋葱表皮细胞中 EREB5蛋白的亚细胞定位
Fig. 4 Subcellular localization of EREB5 in onion

epidermal cells

注院A院 2伊GCC-和 2伊mGCC-盒核苷酸序列渊m:突变

的冤,下划线为核心序列曰在 B中袁+*院标记正常探针曰+m院
标记突变探针曰+院 无标记正常探针曰GST院GST 蛋白曰
GST-EREB5院GST和 EREB5融合蛋白曰要院没有加入相应
的成分曰1~6院不同的泳道曰Com院竞争物曰PPC院探针和蛋白
复合物曰FP院自由探针遥

Notes: A: The nucleotide sequences of 2伊GCC- and 2伊
mGCC-box (m: mutated ), and the underlined are the core se-

quences of GCC-and mGCC-box; In part B, +*:Labeled-nor-

mal-probes; +m:Labeled-mutated-probes; +:Unlabeled-nor-

mal-probes; GST: GST protein; GST-EREB5: The fusion

protein of GST with EREB5; － : The corresponding compo-

nents were not added; 1~6院Different lanes; Com: Competi-

tion曰PPC: Protein-probe complexes; FP: Free probes.

图 5 EREB5蛋白和 GCC-box的特异结合活性
Fig. 5 The sequence-specific binding activity of the

EREB5 protein with GCC-box

5蛋白核定位分析
序列分析结果表明 5氨基酸序列中含

有一段核定位信号序列袁 用在线工具 PSORT
渊http: //psort.hgc.jp/form.html冤进一步分析袁结果
表明该因子定位于核的确定性值高达 0.96遥 为了
进一步证实核定位特性和分析结果的正确性袁进
行了瞬时表达实验袁 结果 渊图 4冤 可见袁 对照
pCAMBIA2300-GFP 转化的洋葱表皮细胞中渊d,
e, f冤绿色荧光蛋白分布于全细胞袁包括细胞质尧细
胞核和细胞膜等袁但是袁在 pCAMBIA2300-GFP-
EREB5载体转化洋葱表皮细胞中袁融合蛋白只在
核内积累渊a, b, c冤袁这一结果表明 EREB5定位于
核内遥

EREB5蛋白与 GCC盒元件亲和性分析
EMSA实验结果渊图 5冤院泳道 4中正常探针

和融合蛋白结合成复合物袁移动较慢曰泳道 5中
加入无标记正常探针作为竟争物时袁标记正常探
针和融合蛋白结合形成的复合物明显减少曰泳道
6中没有滞后物发现袁 说明标记突变探针和融合
蛋白不能结合形成复合物曰对照渊泳道 1袁2袁3冤也
未见滞后复合物存在袁表明 GST既不能和正常探

针结合袁也不能和突变探针结合曰这些结果表明
EREB5蛋白具有和正常 GCC-box序列特异结合
的能力遥

5基因的诱导表达水平分析
用乙烯和黄萎病菌孢子液分别处理后按一

定的时间间隔取样袁 提取总 RNA进行荧光定量
PCR分析袁结果表明袁在乙烯诱导 3 h后该基因的
表达量开始明显增加袁6 h后达到高峰遥 在黄萎病
菌胁迫 3 h后该基因表达量略有增加袁6 h达到高
峰袁之后表达量又明显降低至接种前遥 但该基因
在接水对照的所有时间点表达量均未发生明显

变化渊图 6冤遥

结论和讨论
利用生物信息学工具对 EREB5蛋白氨基酸序

列分析表明含有一个 AP2/ERF保守域和 1段核
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注院 :大丽轮枝菌; ET:乙烯; W:水遥
Notes: : ; ET: ethylene; W: Water.

图 6 乙烯或黄萎病菌处理时 5基因的相对表达水
平分析

Fig. 6 Relative expression level analysis of 5 in
response to or ET

定位信号遥 通过实验确认 EREB5定位于细胞核
内袁 并且能够与顺式元件 GCC 盒结合遥 表明
EREB5具有 ERF族转录因子典型特征袁 进一步
比对分析说明袁它是海岛棉 ERF家族转录因子的
一个新成员遥

ERF是一个植物界特有的转录因子大家族袁
包括许多个成员遥 根据目前报道袁 拟南芥有 122
个[12]袁大豆有 120个[20]袁水稻有 139个[21]袁陆地棉
有 148个[21]遥 根据 ERF保守域的不同袁把拟南芥
中该基因家族成员分为 ERF和 CBF/DREB两个
亚家族袁即 B 组渊Group B冤和 A 组(Group A)袁两
组又各分为 6个亚组渊Subgroup冤袁即 B1尧B2尧B3尧
B4尧B5尧B6和 A1尧A2尧A3尧A4尧A5尧A6 [22],或者直
接分为 12组(Group)袁即院GⅠ 尧GⅡ 尧GⅢ 尧GⅣ 尧G
Ⅴ尧GⅥ尧GⅦ尧GⅧ尧GⅨ尧GⅩ尧GⅪ尧GⅫ [12]遥进一步
的研究表明院不同植物种类中 ERF族转录因子的
分类基本上是一致的[12,22-23]遥被充分研究过的一些
具有增强植物抗病能力的激活型 ERF族转录因
子袁 如 AtERF14尧Pti4和 TiERF1等属于 GⅨ /B3
组遥研究表明 EREB5和 GⅨ或 B3亚组成员亲缘
关系较近袁同源性较高袁属于同一小组袁即 B3a遥

一些病程相关蛋白渊Pathogenesis-related pro-
tein, PR冤 如几丁质酶尧茁-1袁3-葡聚糖苷酶等基因
的启动子中含有 GCC-box序列袁ERF 族转录因
子能通过和该顺式元件的结合高调 PR基因的表
达水平袁从而提高抗病能力[23]遥含有富丝氨酸激活
域的 EREB5因子能够与 GCC盒结合袁说明应该
能够激活该类 基因的表达袁 提高植株抗病

能力遥
植物受到病原菌侵染后袁蛋白酶抑制剂在植

物体内富集袁 通过抑制病原菌的蛋白水解酶活
性袁增强对病原菌的抗性作用遥 据报道袁番茄和
土豆的丝氨酸蛋白酶抑制剂Ⅰ 尧Ⅱ都具有上述特
征[24-25]遥 王雪等[26]通过蛋白质组学分析发现袁黄萎
病处理可以诱导丝氨酸蛋白酶抑制剂同源蛋白

的表达,丝氨酸蛋白酶抑制剂属于土豆抑制剂Ⅰ
家族遥 说明蛋白酶抑制剂可能与棉花抗黄萎病机
制有关遥 分析表明 EREB5蛋白序列中含有一个
土豆 I型抑制子家族基序袁 可能具有蛋白酶抑制
剂类似的活性袁据此推断可能与黄萎病的防卫反
应相关遥 本研究实验结果也表明袁黄萎病菌处理
下 5基因表达水平升高遥 由此推断 EREB5
可能是棉花黄萎病抗病反应体系中的一个重要

组分遥
此外袁 盐胁迫也可以提高 5基因的表

达水平渊数据未发表冤遥据报道 CE1元件是介导防
卫反应和非生物胁迫反应的重要因子 [27]袁而
AtERF13能够和 CE1元件结合袁提高对 ABA敏
感性袁从而表现出介导抗病和抗逆过程的重要功
能遥 而 EREB5和 AtERF13同源性最高袁EREB5
很可能也具有相似的功能袁这一推断还有待于进
一步的实验验证遥
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