
第36卷第10期         西 南 大 学 学 报 (自然科学版)           2014年10月

Vol.36 No.10 JournalofSouthwestUniversity(NaturalScienceEdition) Oct. 2014

DOI:10.13718/j.cnki.xdzk.2014.10.007

火龙果类锌指蛋白基因片段的克隆及表达分析①
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摘要:锌指蛋白在原核生物与真核生物基因转录的调控中发挥着重要作用.根据火龙果抗逆cDNA芯片中的一个

EST设计一对引物,采用RT-PCR克隆火龙果类锌指蛋白基因片段,生物信息学分析表明,该片段长334bp,编码

1中含有109个氨基酸残基的肽链,命名为 HuZF.该基因序列与其它植物锌指蛋白基因核苷酸序列的同源性均在

70%以上,推测的氨基酸序列与其它植物锌指蛋白的氨基酸序列的同源性达60%以上.RT-PCR分析表明,高盐和

干旱胁迫下,火龙果茎中HuZF 的表达增强,低温胁迫时,HuZF 的表达先减弱后增强,初步推测该基因的表达与

火龙果低温、高盐、干旱等逆境胁迫响应相关.
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锌指蛋白基因是真核生物中总数最大的DNA结合蛋白,是一类重要的转录因子[1].众多研究表明,锌

指蛋白与植物的抗盐[2-3]、抗旱[4]和抗冷[3]等抗逆性相关.火龙果属于仙人掌科三角柱热带、亚热带水果,
是多年生经济林木果树,其外形独特,耐脊,抗旱,嗜钙,病虫害少,产量高,营养丰富,具有很高的经济

价值[5].但迄今为止,火龙果抗逆相关基因克隆及表达分析的研究鲜见报道.本文克隆了火龙果锌指蛋白基

因片段,并对其序列和表达特性进行分析,以期为进一步揭示火龙果抗逆机理提供新内容.

1 材料和方法

1.1 实验材料

供试材料为紫红龙(Hylocereusundatus‘Zihonglong’)组培苗.采集培养60d的组培苗茎段,液氮速

冻后置于超低温冰箱保存,用于目的基因克隆,同时对生根组培苗分别进行高盐(200mmol/LNaCl)、干

旱(10%(w/v)PEG6000)、低温(-3℃)处理,并以未实施胁迫处理的生根组培苗作对照.低温和高盐处理

时间为6,12,24,48h,干旱处理时间设置为12h,24h,5d和10d.分时段收获不同处理及对照材料,在液

氮中速冻后保存于-80℃冰箱,用于目的基因的表达分析.
1.2 实验方法

1.2.1 总RNA的提取和cDNA第一链的合成

火龙果茎总RNA提取按Trizol(天根生化科技有限公司,DP405)试剂说明书进行,cDNA第一链合成

参照QuantcDNA试剂盒(天根生化科技有限公司,KR103)说明书进行,完成后取4μLPCR 产物,用

1.0% 琼脂糖凝胶电泳检查,并用紫外分光光度计检测cDNA浓度,最后将各处理cDNA稀释至同一浓度.
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1.2.2 目的基因片段的克隆

应用PrimerPremier5.0软件,根据火龙果抗逆cDNA芯片中的一个EST设计一对引物:Primer1,

5-CAAAATGGAGAAGAGGCTG-3;Primer2,5-TTGGTCGGGTAAAGGTAGA-3,引物合成由上海

生工生物技术公司完成.
目的基因扩增采用50μL反应体系:cDNA模板5μL、2×MasterMix25μL,Primer1和Primer2各

为2.5μL,H2O为15μL.扩增条件:94℃ 预变性5min,94℃变性30s、59℃退火30s、72℃延伸90s,

35个循环,最后72℃延伸10min.
按照多功能DNA纯化回收试剂盒(天根生物技术有限公司,DP214)回收并纯化目的片段,将目的片

段与pMD18-T载体连接,经蓝白斑筛选后用碱裂解法提取质粒,将重组质粒进行双酶切鉴定,并由上海生

工生物技术公司测序.
1.2.3 序列的生物信息学分析

在NCBI上采用Blast程序进行所得序列同源性比对,采用DNAMAN6.0软件进行cDNA序列分析、
氨基酸序列推导及多序列比对.
1.2.4 胁迫处理基因表达特性分析

以火龙果泛素基因UBQ基因为内部参照,用半定量RT-PCR方法检测火龙果锌指蛋白基因在不同胁

迫下茎中的表达情况.半定量RT-PCR采用10μL反应体系:cDNA模板0.5μL、2×MasterMix4.5μL,

Primer1和Primer2各为0.5μL,H2O为4μL.目的基因扩增条件与基因克隆一样.PCR产物的凝胶成像

图片由BandLeader3.0软件处理.

2 结果与分析

2.1 RNA的提取

琼脂糖凝胶电泳图和核酸定量检测显示,RNA电泳图谱带型清晰(图1),28sRNA的亮度约为18s
RNA亮度的2倍,OD值均在1.85~2.00mg/L,由此可见RNA样品的完整性较好,无明显降解,可以用

于进行后续试验.
2.2 锌指蛋白基因克隆

以总RNA反转录所得到的第一链cDNA为模板,进行目的基因片段的PCR扩增.扩增产物经凝胶电

泳检测发现,分别在约300bp处有一亮条带,与预期的大小一致(图2),推测可能是目的基因片段.将回收

纯化的目的片段连接到pMD-18T克隆载体上,转化E.coli.DH5a感受态细胞.随机挑取白斑,分别用引

物Primer1和Primer2进行菌落PCR检测,得到的扩增片段大小分别约为300bp(图2),与RT-PCR结

果一致,表明这些克隆为阳性克隆.

图1 总RNA琼脂糖凝胶检测    注:M:DNA标记;1,2,3,4:锌指蛋白基因.

图2 火龙果锌指蛋白基因的扩增电泳图

2.3 序列分析

测序结果显示,所克隆的火龙果锌指蛋白基因为334bp,编码1中含109个氨基酸残基的蛋白质.图3
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为碱基序列及所推测的氨基酸序列.Blast比对结果显示,该基因片段与其它植物锌指蛋白基因核苷酸同源

性均在70%以上,氨基酸同源性绝大部分都在60%以上.
将得到的火龙果锌指蛋白基因和其它6种植物锌指蛋白基因的氨基酸序列进行多重比较(图4),表明

所克隆的火龙果锌指蛋白基因片段包含锌指蛋白基因的一个保守区域.将该基因命名为 HuZF.HuZF 与

水稻(OsZF)的同源性最高(70%),玉米(ZmZF)次之(69%),与蓖麻(RcZF)、番茄(SlZF)、黄瓜(CsZF)
的同源性分别为64%、63%及65%,而与拟南芥(AtZF)同源性最低,为59%.

图3 火龙果HuZF 基因片段的核苷酸序列及推测的氨基酸序列

HuZF:火龙果;RcZF:蓖麻,XP002516736;SlZF:番茄,XP004238916;CsZF:黄瓜,XP004135395;AtZF:拟南芥,CAB67635;Os-

ZF:水稻,EAY89047;ZmZF:玉米,NP001142755.

图4 火龙果HuZF 基因氨基酸序列片段与其他植物的氨基酸序列多重比较

2.4 胁迫处理对HuZF 的表达影响

采用RT-PCR检测逆境胁迫对火龙果 HuZF 表达的影响,结果表明(图5),干旱(10%PEG6000)胁
迫(图5-A)、高盐(图5-B)处理后,表达量增加,并随处理时间的延长呈持续增加的趋势,因此,该基因的

表达与干旱和高盐胁迫正相关;在低温高盐(图5-C)处理6h后,HuZF 的表达水平较对照降低,12h后仍

低于对照,但24h后开始增加,说明该基因在低温胁迫下表达量先减少后增加,该基因的表达也与低温胁

迫相关.

3 讨 论

锌指蛋白最初于1983年在非洲爪蟾卵母细胞的转录因子TFⅢA中被发现[6-7],是迄今在真核生物基

因组中分布最广的一类蛋白.锌指蛋白通过与Zn2+结合形成稳定的手指结构,在基因表达调控、细胞分化、
胚胎发育等生命过程中[8-9],特别是在抗逆基因表达调控中起着重要作用[10].有研究从大豆中克隆得到一

个锌指蛋白基因SCOF-1,在拟南芥和烟草中过表达能使二者的抗寒性明显提高[11].胡杨的一个锌指蛋白

基因PSTZ 在烟草中过表达使转基因烟草的抗盐性较野生型显著提高[12],过表达拟南芥锌指蛋白基因

AtTZF1能显著提高植物的抗寒性和抗旱性[13].
目前对火龙果的研究大多数集中在生物学特性、栽培技术、贮藏保鲜技术等领域,对分子生物学的研

究相对较少[14],尤其是对火龙果耐逆基因的研究更是空白.本文在火龙果抗逆cDNA芯片分析的前期工作

基础上,克隆了火龙果类锌指蛋白基因(HuZF),并采用半定量RT-PCR,分析 HuZF 在不同胁迫下茎的

表达情况,结果表明在干旱和高盐胁迫下,火龙果 HuZF 表达量逐渐增强;而在低温胁迫下表达量却先降
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低后增强.推测可能是该基因在逆境信号传递的调控方式不同所致.因此,HuZF 的表达与火龙果应答干

旱、高盐及低温等非生物胁迫相关.有研究表明,锌指蛋白基因在有些植物中属于依赖于ABA信号转导途

径中的转录因子,参与多种非生物胁迫的应答,通过SA,JA/ET信号途径介导植物对生物胁迫的防御反

应[15],但在火龙果中锌指蛋白是如何发挥作用有待进一步的探究,同时下一步工作将克隆火龙果锌指蛋白

基因全长序列并遗传转化进行功能验证,进一步明确 HuZF 在逆境胁迫反应中的综合作用和意义.

图5 HuBZF 在不同胁迫(A:干旱;B:高盐;C:低温)下的表达分析
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Abstract:Zincfingerproteinsplayimportantrolesinregulatinggeneexpressioninbothprokaryotesand
eukaryotes.Inthepresntstudy,apairofprimerswasdesignedbasedonESTfromcDNAmicroarrayof
pitaya(HylocereusundulatusBritt),andazincfingerproteingenefragmentwasclonedbyreversetran-
scription-polymerasechainreaction(RT-PCR).Bioinformaticsanalysisshowedthatthezincfingerprotein
genefragmentcontained334bpnucleotideacids,encodingapeptidechainof109aminoacids,andwas
designatedasHuZF.Homologycomparisonwiththesequencesofzincfingerproteingenesfromother
plantsshowedthattheysharedover70%nucleotidesequenceandover60%aminoacidsequence.RT-PCR
analysisdemonstratedthattheexpressionofHuZF wasup-regulatedasexposedtohighsaltanddrought
stress,andfirstdown-regulatedandthenup-regulatedundercoldstress.Itistentativelyspeculatedthat
theexpressionofHuZFisassociatedwiththeresponseoftheplanttolowtemperature,highsalinityand
droughtstresses.
Keywords:pitaya;zincfingerproteingene;cloning;expressionanalysis
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