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矮牵牛冷响应锌指蛋白基因 PhTZF1
的分离与表达分析
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摘要 利用矮牵牛基因表达谱芯片筛选出应答低温胁迫的关键基因,从中发现1个CCCH型的锌指蛋白

基因PhTZF1。通过RT-PCR分离获得该基因的cDNA全长为2085bp,预测其编码694个氨基酸,含有2个

CCCH型锌指蛋白保守结构域。系统进化树分析发现,PhTZF1与拟南芥AtSZF1相似度最高。利用半定量

RT-PCR检测其在根、茎、叶和花中的表达特性发现,正常生长条件下该基因在各组织中的表达都较弱;利用实时

定量PCR检测其在低温、干旱、ABA、MeJA、高盐和高渗胁迫处理下的表达情况发现,PhTZF1表现出不同程度的

上调,其中对低温胁迫最为敏感且上调倍数最高,初步推测该基因与矮牵牛应答低温、干旱等非生物逆境相关。
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  矮牵牛(Petuniahybrida)被喻为“世界花坛花

卉之王”,是重要的园林观赏植物,喜温暖和阳光充

足的环境,不耐霜冻,怕雨涝。它的生长适温为13~
18℃,冬季温度在4~10℃,如低于4℃,植株生长

停止。如何提高矮牵牛的抗寒性,是扩大其栽培面

积和延长观赏时间的核心所在,对提高其园林应用

价值具有重要的指导意义。
锌指蛋白(zinc-fingerprotein)是转录因子中

研究得较为深入的类型[1],因其具有可以结合锌离

子的指状结构域———锌指结构域 (zinc-fingerdo-
main)而命名。根据锌指蛋白序列与功能的不同将

其分 为 9 大 类:C2H2、C8、C6、C3HC4、C2HC、

C2HC5、C4、C4HC3和CCCH(C和 H 分别代表半

胱氨酸和组氨酸)[2]。锌指蛋白主要通过与核酸的

相互作用来发挥不同的功能,如促进转录、抑制转

录、与单链DNA、IKNA结合或与RNA/DNA双向

结合[3]。近年来,国内外研究者在拟南芥(Arabi-
dopsisthaliana)、水稻(Oryzasativa)、小麦(Triti-
cumaestivum Linn)、玉米、葡萄和番茄等植物中陆

续分离了多个抗逆相关锌指蛋白基因。Kodaira
等[4]报道拟南芥中 AZF1(Arabidopsiszinc-finger

protein1)和AZF2编码一种双锌指结构的C2H2
型锌指蛋白,在非生物胁迫下作为转录抑制子抑制

植物生长。郑恒等[5]对水稻中含有一个CCCH 型

锌指结构域的基因OsC2HC进行了研究,结果表明

该基因与抗盐碱性及抗氧化性有关。Min等[6]发

现,小麦中一个 CCCH 型锌指蛋白基因 TaZnFP
的表达受低温、高盐、干旱以及 ABA的诱导,在拟

南芥中超量表达TaZnFP,转基因株系的耐旱和耐

盐能力都得到了提升,因此,推测TaZnFP 可能作

为一个响应非生物胁迫的正调控因子起作用。迄

今,研究者们对锌指蛋白参与植物低温胁迫应答的

重要性已有了较为广泛的共识。
笔者所在课题组前期利用矮牵牛基因表达谱芯

片筛选出一个应答低温胁迫的CCCH 型锌指蛋白

基因PhTZF1,本研究在获得其cDNA 全长并进行

序列分析的基础上,探讨PhTZF1在不同组织和不

同非生物逆境胁迫下的表达情况,以期为阐明矮牵

牛抗寒分子机制提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 植物材料

课题组前期定制的矮牵牛 RocheNimbleGen
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表达谱芯片所用植物材料为基于矮牵牛自交系(代
号H,由笔者所在实验室保存)所建的无性系,后续

胁迫处理均采用该自交系的组培苗(鲜质量约1.8~
2.5g)。
1.2 非生物胁迫处理

1)低温处理。将组培苗放入22℃、14h白天/

10h黑夜的光照培养箱适应1d,之后将温度降为

2℃,分别于0、1、3、6、12、48h后取叶片。

2)干旱处理。将组培苗从培养基中拨出,轻轻

洗去根上的培养基,室温条件下置于滤纸上,分别于

0、3、6、12、24h后取叶片。

3)ABA 处 理。在 培 养 瓶 中 用 浓 度 为 100

μmol/L的ABA溶液对组培苗进行喷施,直到叶片

滴水为止,分别于0、3、6、12、24h后取叶片。

4)MeJA 处 理。在 培 养 瓶 中 用 浓 度 为 100

μmol/L的 MeJA溶液对组培苗进行喷施,直到叶

片滴水为止,分别于0、3、6、12、24h后取叶片。

5)高盐处理。将组培苗从培养基中拔出,轻轻

洗去根上的培养基,水培2d后换到浓度为200
mmol/L的NaCl溶液中,分别于0、3、6、12、24、48h
后取叶片。

6)高渗处理。将组培苗从培养基中拔出,轻轻

洗去根上的培养基,水培2d后换到浓度为400
mmol/L的甘露醇溶液中,分别于0、3、6、12、24h
后取叶片。

取样后将样品立即储存于-80℃备用,用于总

RNA的提取。每个时间点均设3个生物学重复,每
个生物学重复均用3株叶片混样。
1.3 总 DNA、RNA 的提取和反转录

总DNA的提取采用CTAB法。称取0.1g幼

嫩的叶片,转入磨样管中,加入700μL65℃预热的

CTAB溶液(用前加入2%的巯基乙醇),用组织破

碎仪磨碎后65℃水浴30min;冷却至室温,加入

700μL的氯仿∶异戊醇(V∶V,24∶1),混匀,

12000r/min离心10min;吸上清,装入新离心管,
加入等体积的氯仿∶异戊醇(V∶V,24∶1),混匀,

12000r/min离心10min;吸上清,转入新离心管

中,加入2倍体积的无水乙醇,轻摇后静置20min,

12000r/min10min;弃 上 清,向 离 心 管 中 加 入

1mL75%的乙醇洗涤2次,置于吸水纸上倒置晾

干后加入30μL双蒸水溶解,并加入1μLRNA酶

37℃温浴30min。
总 RNA 的 抽 提 采 用 艾 德 莱 公 司 生 产 的

EASYspin植物RNA快速提取试剂盒,按照说明书

进行。总RNA的反转录反应采用TaKaRa公司生

产的PrimeScriptTMRTReagentKitwithgDNAE-
raser反转录试剂,按照说明书进行。
1.4 引物设计

根据矮 牵 牛 数 据 库 中 获 得 的 基 因 全 长,用

PrimerPremier5软件设计1对外侧引物(PhTZF1-
F1/R1),并根据实时定量PCR引物要求设计1对特

异引物(PhTZF1-F2/R2)。实时定量PCR以矮牵

牛GAPDH(GenBank:X60346.1)为内参,扩增引

物为PhGAPDH-F/R。引物由上海生工生物工程

技术服务有限公司合成(表1)。
表1 被检测基因的引物序列

Table1 Sequencesofprimersforthegenestested

引物名称

Primer’sname
引物序列(5′-3′)
Primersequence

产物大小/bp
Product’ssize

PhTZF1-F1
PhTZF1-R1

GCGATGTGTTTTGGTTCAGAGAGTAAA
GGAAACTGATTAAGCCACGATCCGCT

2093

PhTZF1-F2
PhTZF1-R2

CCCATTCCACTACGGTCAATAAAA
AGGGCTTCAGATGCGACAAAAC

192

PhGAPDH-F
PhGAPDH-R

CAAGGCTGGAATTGCTTTGAG
CACCACTTTACTCCACTGATGCA

125

1.5 PhTZF1 基因的分离

以课题组前期的表达谱芯片数据中获得的一段

439bp的EST序列为信息探针,在矮牵牛数据库中

比对并获取该基因的序列全长,根据该序列设计

1对特异性外侧引物(PhTZF1-F1/R1)。比对发现

该基因无内含子,以基因组DNA为模板,扩增程序

如下:94℃预变性4min;94℃变性30s,62℃复性

30s,72℃延伸2.5min,共35个循环;最后72℃延

伸10min。目的条带经胶回收纯化后连接到pMD-
18T载体(购自 TaKaRa公司)中,转化大肠杆菌

DH5α(购自 TaKaRa公司),测序由上海生工生物

工程技术服务有限公司完成。
1.6 生物信息学分析

cDNA序列分析采用 DNAMAN6.0软件;氨
基酸的多序列比对和系统发生树的分析采用Clust-
alX软件和 Mega5.0程序实现;矮牵牛基因组序

列分析依据矮牵牛基因组数据库(http://petuni-
asp.sgn.cornell.edu/blast/fastacmd.html)进行;
氨基酸的保守性结构域、同源性和理化性质分别利

用SMART(http://smart.embl-heidelberg.de/)、

NCBI(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
和 PROTPARAM(http://web.expasy.org/cgi-
bin/protparam/protparam)进行分析预测。
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1.7 半定量与实时定量 PCR
以不同组织(根、茎、叶和花)的cDNA为模板,

引物为PhTZF1-F2/R2,通过半定量PCR扩增检测

PhTZF1基因在各组织中的本底表达。扩增程序

如下:94℃预变性4min;94℃变性30s,60℃复性

30s,72℃延伸30s,共35个循环;最后72℃延伸

10min。以矮牵牛GAPDH 为内参,扩增程序如

下:94℃预变性4min;94℃变性30s,60℃复性

30s,72℃延伸30s,共28个循环。
实时定量PCR反应在ABI7500fast荧光检测

系统中进行。将不同样品的RNA反转录产物稀释

10倍,作为实时定量PCR的模板。操作过程按照

TaRaKaSYBRPremixExTaqTM 试剂盒使用说

明完成。反应体系为10μL,其中1μL的模板、0.2

μL正反向引物、5.2μLSYBRPremixExTaqTM
(2×)、双蒸水补足10μL。实时定量PCR以矮牵

牛GAPDH 为内参,数据处理按照内参的ΔCT法

分析[7]。每个样品设3个重复。

2 结果与分析

2.1 PhTZF1 的克隆与序列分析

1)PhTZF1的克隆。PCR扩增后在2000bp
附近有亮带(图1),连接测序后结果与矮牵牛数据

库中获得的序列完全一致。PhTZF1基 因 全 长

2085bp,编码694个氨基酸。预测其编码产物分

图1 PhTZF1基因的PCR扩增结果

Fig.1 TheresultsofPCRamplificationofPhTZF1gene
子质量为75.4ku,等电点为6.41。

2)PhTZF1的序列分析。对PhTZF1的氨基

酸序列保守结构域分析表明,在氨基酸257~283和

292~315残基间存在2个CCCH型锌指蛋白结构

域(图2)。
通过NCBI中BLAST查找GenBank中已登录

的同源序列,结果显示矮牵牛PhTZF1编码区的核

苷酸序列与马铃薯和番茄中的CCCH 型锌指蛋白

基因的同源性最高,覆盖率均达到100%,相似性分

别高 达 88% 与 87%。通 过 ClustalX 软 件,将

PhTZF1编码的氨基酸序列与已报道的几个植物

抗逆相关CCCH 型锌指蛋白的氨基酸序列进行一

致性比对(图3),结果显示,PhTZF1与拟南芥At-
SZF1[8]的氨基酸一致性为46%,与水稻OsTZF1[9]

为 62%,与 黄 瓜 CsSEF1[10] 为 60%,与 棉 花

GhZFP1[11]为53%,与甜椒CaKR1[12]为50%,这
些基因都含有2个CCCH型锌指蛋白结构域。

图2 PhTZF1的结构域分析

Fig.2 ConservativedomainanalysisofPhTZF1

黑色表示序列一致,灰色表示序列保守Positionscontainingidenticalresiduesareshadedinblack,andconservativeresiduesingrey.

图3 PhTZF1与其他已报道抗逆相关植物 CCCH型锌指蛋白的氨基酸序列比对

Fig.3 AlignmentofPhTZF1withotherreportedstress-responsiveCCCH-typezincfingerproteins

  3)系统进化树分析。构建了PhTZF1和其他

物种中的CCCH型锌指蛋白的系统发生树(图4)。
所有这些蛋白可划分为4个分支,其中PhTZF1与

拟南 芥 AtSZF1、AtSZF2[8]及 AtTZF6[13]、甜 椒
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CaKR1[12]及水稻OsGZF1[14]的亲缘关系较近,分布

于分支Ⅰ中。水稻中的OsTZF1[9,15]与OsDOS[16]

很好地聚在一起,黄瓜中的CsSEF1[10]以及拟南芥

中的AtC3H49和AtC3H20[17]均聚为一簇,它们都

分 布 于 分 支 Ⅱ 中。 棉 花 (G.hirsutum)中

GhZFP1[11]与拟南芥中的 AtTZF4,5[13]表现出很

高 的 同 源 性,分 布 于 分 支 Ⅲ 中。水 稻 中 的

OsC3H12[18]与蒺藜苜蓿(Medicagotruncatula)中

的MtC3H2[19]位于分支Ⅳ中,离PhTZF1最远。
在前人的报道中,AtSZF1、AtSZF2在拟南芥

中作为正调控因子响应高盐胁迫;AtTZF6只在未

成熟胚中表达,在茉莉酸甲酯胁迫下还能以其特有

的形式整合到胚胎的 mRNA加工小体和应激颗粒

中;在甜椒中,CaKR1可能与生物及非生物逆境胁

迫响应均有关;OsGZF1在水稻中有调控GluB-1启

动子的功能,并在生长过程中控制谷蛋白的积累。

图4 PhTZF1与其他物种中CCCH型锌指蛋白的系统进化树分析

Fig.4 PhylogenetictreeanalysesofPhTZF1andCCCH-typezinc-fingerproteinsinotherspecies
2.2 PhTZF1 的组织表达模式分析

以矮牵牛不同组织(根、茎、叶和花)的cDNA
为模板进行PCR扩增。结果显示,PhTZF1在根、
茎、叶和花中均有表达,但表达都较弱(图5)。

R:根 Root;S:茎Stem;L:叶Leaf;F:花Flower.

图5 PhTZF1在矮牵牛不同组织中的表达

Fig.5 ExpressionofPhTZF1invariouspetuniatissues

2.3 PhTZF1 的非生物逆境诱导表达分析

为了研究矮牵牛PhTZF1基因对非生物逆境

胁迫的应答,采用实时荧光定量PCR技术分析其在

低温、干旱、ABA、MeJA、高盐和高渗处理下表达水

平的变化,结果表明,在不同非生物逆境胁迫下,

PhTZF1的表达水平呈现不同程度的变化趋势

(图6)。PhTZF1显 著 受 低 温 胁 迫 诱 导 表 达(图
6A),在早期,即处理3h后达到峰值,并在中期6h
仍保持这一较高水平,为未处理时的14倍左右;随
后表达水平有所下降,但在晚期48h仍维持在对照

表达 水 平 的 8 倍 左 右。干 旱 胁 迫 下 (图 6B),

PhTZF1在叶片中的表达量在早期3h较对照提高

了约3倍,此后表达近乎平稳,直至后期24h仍大

致保持这一相对表达水平。ABA胁迫下(图6C),

PhTZF1在叶片中的表达量在早期3h达到最大,
约为对照的3倍,此后相对对照保持在较低水平。

MeJA胁迫下(图6D),PhTZF1在叶中表达量逐渐

增加,在中期12h表达量最高,约为未处理条件下

表达量 的3.5倍。高 盐 胁 迫 相 较 其 他 处 理,对

PhTZF1基因的表达量影响不大(图6E),仅在中期

12h时其表达水平有较大提升,而后迅速下降,几
乎与未处理时表达水平一致。高渗胁迫下(图6F),

PhTZF1在叶片中的表达上调,在早期3h比正常

条件下提高约3.5倍,此后一直保持在这一水平。
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图6 低温(A)、干旱(B)、ABA(C)、MeJA(D)、高盐(E)及高渗(F)胁迫诱导下PhTZF1的表达情况

Fig.6 InducedexpressionanalysisofPhTZF1understressesofcold(A),

drought(B),ABA(C),MeJA(D),salt(E)andhypertonic(F)

  综上,PhTZF1在植物逆境开始的早期阶段其

表达水平已产生变化,也暗示在植物感受逆境之初

PhTZF1就参与到植物的逆境应答反应。PhTZF1
作为转录因子,可能参与了植物逆境应答反应中下

游基因的转录调控。另外,PhTZF1同时在多种胁

迫条件下产生表达水平的变化,似乎表明它在植物

不同逆境应答途径的交叉现象中发挥作用。

3 讨 论

目前对植物CCCH 型锌指蛋白的研究主要集

中在拟南芥中,在其他植物中的进展还十分有限。
本研究利用矮牵牛基因表达谱芯片筛选出应答低温

胁迫的关键基因,从中发现1个CCCH型的锌指蛋

白PhTZF1,分离获得该基因对应的矮牵牛全长

cDNA。通过矮牵牛 PhTZF1基因与其他物种中

CCCH型锌指蛋白的保守结构域保守性比较后发

现,它们有一段相似性很高的区域,即2个相邻的

CCCH型锌指蛋白结构域,该区域在不同物种间是

比较保守的。CCCH 型锌指蛋白能够识别并结合

RNA[20-22]。与 PhTZF1 同 源 性 较 高 的 水 稻

OsTZF1蛋白[9]可以和 mRNA富含 U的3′非翻译

区结合,并可能通过这种方式控制胁迫相关基因

mRNA的翻译。这说明PhTZF1基因也可能通过

该锌指结构来实现与RNA 结合的活性,在后续的

试验中,将对这一活性进行进一步的研究。

在植物中,Wang等[23]在拟南芥和水稻中分别

鉴定到68个和67个CCCH基因,这些CCCH型锌

指蛋白在不同的组织中都有表达,但组织表达模式

不同。根据表达模式的差异可以将CCCH 基因分

为3类。第1类基因在所有4种检测的组织(根、
叶、花和种子)都有表达,这类基因在拟南芥中有33
个,在水稻中有36个;第2类包括拟南芥中的18个

基因和水稻中的12个基因,这些基因只是在部分组

织而不是在全部组织中表达;第3类的17个基因是

组织特异表达基因。本研究中的PhTZF1基因在

矮牵牛根、茎、叶和花中都有较弱表达,可归至第1
类。AtTZF6只在未成熟胚中表达,AtTZF4,5在

干燥的成熟种子中特异性表达,而在种子吸胀萌发

时表达量逐渐降低;在功能上,AtTZF4/5/6均与

光、ABA、GA3介导的种子萌发有关[13]。在系谱树

分 析 中 与 PhTZF1 聚 在 一 起 的 AtSZF1 和

AtSZF2,在幼苗期主要在根中表达;在花器官中,它
们在成熟花药中的表达明显高于其他部位;在功能

上,它们对提高拟南芥的耐盐性有重要作用[8]。水

稻中的OsDOS 在叶原基、子叶和顶端分生组织中

的表达很高,而在老叶中的表达很弱,研究表明它对

于延缓水稻叶片衰老有重要作用,并且可能还参与

调节小穗发育和授粉受精过程[16]。OsTZF1主要

在愈伤组织、胚芽鞘、幼叶、穗组织中表达,可能是一

个水稻幼苗光形态建成的负向调节子,参与光敏色
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素介导的光应答[9,15]。OsGZF1在水稻正在发育的

种子中表达很高,研究结果发现它在生长过程中控

制谷蛋白的积累[14]。综合前人的研究,不同的表达

部位在一定程度与其功能都有相关性。本研究虽然

对PhTZF1基因在矮牵牛不同组织间的表达差异

进行了初步研究,但是PhTZF1基因在不同胁迫处

理下不同组织中的表达情况还值得进一步研究。
目前,研究最多的一类锌指蛋白是C2H2类锌

指蛋白,而CCCH型锌指蛋白研究较少。CCCH型

锌指蛋白约占所有锌指蛋白的0.8%[24-25]。近年

来,越来越多的研究结果表明,CCCH 型锌指蛋白

在植物生长发育过程中或响应生物胁迫与非生物胁

迫中有重要作用。OsTZF1是一个串联锌指蛋白,
过表达植株Ubi:OsTZF1-OX表现出种子萌发延

迟、苗期生长迟缓、叶衰老延缓,而RNAi敲除植株

OsTZF1-RNAi表现出种子萌发提前、苗期生长旺

盛、叶提前早衰。Ubi:OsTZF1-OX植株提高了对

高盐胁迫和干旱胁迫的抗性,反之,OsTZF-RNAi
植株抗性降低;OsTZF1正向调节 ABA应答,全基

因组表达分析表明其可能也作用于其他激素和逆境

应答[9]。OsDOS则是一个新的定位在细胞核内的

CCCH 型锌指蛋白,OsDOSRNAi植株在营养生长

期与野生型无明显差异,孕穗期时叶片开始发黄,灌
浆期时叶片明显发黄。过量表达OsDOS 的转基因

植株生长严重延迟,株高变矮,抽穗期变晚,叶龄延

长,出现包穗表型,严重不育,可能通过或至少部分

通过将发育信号与茉莉酸甲酯信号传导通路进行整

合来延缓叶片的衰老[16]。Wang等[23]对拟南芥进

行高盐、低温、甘露醇、ABA等胁迫处理发现,Ⅳ亚

分类的11个CCCH型锌指蛋白受到不同程度的激

活或抑制表达,这与他们的微阵列数据相符,推断这

些基因与拟南芥的抵抗生物胁迫或非生物胁迫有

关。黄瓜中的CsSEF1[10]可能在从光合物质积累受

到限制到黄瓜果实停止生长的途径中起到传导相关

信号的作用。在拟南芥中超量表达 AtC3H49或

AtC3H20表现出对ABA的过度敏感,蒸腾作用减

弱,而抗旱性增强,AtC3H49和AtC3H20的蛋白复

合体在体外表现出RNA酶的活性,据此推断它们

可能与mRNA的转运有关[17]。蒺藜苜蓿(Medica-
gotruncatula)中的MtC3H2功能暂未被报道,但它

含有5个CCCH型锌指蛋白结构域[19]。水稻中的

OsC3H12同样含有5个 CCCH 型锌指蛋白结构

域,与水稻细胞—白叶枯病菌互作有关,能提高水稻

抗白叶枯病的能力[18]。为研究矮牵牛PhTZF1基

因对非生物逆境胁迫的响应,本研究利用实时定量

PCR对PhTZF1在干旱、低温、ABA、MeJA、高盐

和高渗胁迫下的表达量变化进行了分析,结果显示,
PhTZF1受多种非生物逆境胁迫诱导表达,其中,
PhTZF1在低温胁迫下表达量的变化较干旱等其

他胁迫更为显著,并且,PhTZF1受低温胁迫诱导

表达结果与课题组前期的表达谱芯片数据基本吻

合,进一步验证了芯片结果。
综上,矮牵牛PhTZF1基因可能在多种信号转

导过程中充当重要角色,初步推断该基因参与了矮

牵牛抵抗非生物胁迫的防御反应。在后续的研究中

可以利用超量表达以及基因敲除等策略对其功能进

行验证,以进一步揭示其功能。
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Cloningandexpressionanalysisofacoldresponsivezinc-finger
proteingenePhTZF1inPetuniahybrida

NINGLu-yun LIBei BAOMan-zhu ZHANGWei

KeyLaboratoryofHorticulturalPlantBiology,MinistryofEducation/Collegeof
HorticultureandForestrySciences,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract GeneexpressionprofileofPetuniahybridawasusedtoscreencoldresponsivegene,then
oneCCCH-typezinc-fingerproteingenePhTZF1wasidentified.ItscorrespondingfulllengthcDNAin
PetuniahybridawasamplifiedviaRT-PCR.Thefulllengthofthecodingregionwas2085bp,putatively
encoding694aminoacidresiduals,andcontained2CCCH-typezinc-fingerdomains.Theanalysesofphy-
logenictreeshowedthatthePhTZF1wassimilartotheAtSZF1inArabidopsisthaliana.Throughana-
lyzingexpressionprofileoftissueswithSemi-QuantitativeRT-PCR,thePhTZF1wasfoundtoexpress
inroot,stem,leafandflower,butwithverylowlevel.Theresultsofreal-timePCRshowedthat
PhTZF1genewasup-regulatedindifferentdegreesundercold,drought,ABA,MeJA,saltandhyperton-
icstresses,whileitwasmostsensitivetocoldstress,indicatingthatthePhTZF1genewasrelatedwith
theresponsestocold,droughtandotherabioticstresses.

Keywords Petuniahybrida;CCCH-type;zinc-fingerprotein;abioticstress;geneexpressionprofile
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