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摘要!为了研究大豆植物中
%8DIHFP̂

基因在植株发
育和抵御非生物胁迫中的生物学功能"利用其开放阅读
框!
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#的
@>Q

产物进行基因克
隆"并运用实时荧光定量
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#技术检测该基因在不同组织中的表达%

序列分析显示'

%8DIHFP̂

基因包含
J

个内含子和
9

个
外显子"其开放阅读框长度为

!:W7D

A

"编码
:7J

个氨基
酸"所编码蛋白质的等电点为

X5!:

"预测分子量为
:#5X7BM'

"并且含有
7

个高度保守的
VQ]R

结构域%进
化树分析表明"

b&VQ]RX#

蛋白与来自草莓的
K=VQ]R97

和葡萄的
S=VQ]R7

聚为一支%荧光定量
QI%@>Q

分析表明"在检测的所有组织中
%8DIHFP̂

都有表达"其中花中表达量最高"种子中表达量最低"说
明

%8DIHFP̂

基因参与了大豆花器官的发育%

关键词!大豆&

%8DIHFP̂

&克隆&表达分析
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DIHF

基因家族是高等植物最大的转录因子家族之
一"

!""9

年
H1/(

F

3?<

等*
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+从甘薯中克隆了第一个
VQ]R

蛋白!近年来随着越来越多植物基因组的公布!不
同物种间大量的

VQ]R

成员在相继得到克隆和鉴定*

7

+

"

DIHF

基因编码的蛋白除了
VQ]RbU]

核心序列外!

还存在保守的锌指结构*

7

+

"依据
VQ]R

蛋白结构域及
锌指基序数量和模式的不同!

VQ]R

蛋白分为
J

个亚类!

其中第
*

类含有两个
VQ]R

结构域!第
+

类和第
,

类虽
只含有一个

VQ]R

结构域!但第
+

类的锌指结构模式为
>

7

P

7

!而第
+

类的锌指结构模式为
>

7

P>

*

J

+

"

作为重要的转录因子成员!植物
VQ]R

蛋白已被证
明参与对生物和非生物胁迫的响应以及发育过程*

J

+

"有
研究表明!

VQ]R

蛋白不仅在抵抗细菌)真菌和病毒病原
体等生物胁迫过程中发挥重要作用*

9_:

+

!还广泛参与了
胚发生*

#

+

)衰老*

W

+

)休眠*

X

+

)毛状体发育*

"

+

)种子发育*

!8

+等
过程!以及由植物激素如赤霉酸*

!!

+

)脱落酸#

GTG

%

*

!7

+或
水杨酸*

!J

+介导的一些信号转导过程"同时!有证据*

!9

+表
明

VQ]R

蛋白参与了对各种非生物胁迫的响应"在拟
南芥中过表达

G4VQ]R7X

蛋白可提高植物对多种非生
物胁迫的抵抗力*

!:

+

(在水稻中过表达来自玉米的̂
&%

VQ]R!!9

蛋白可提高阳性植株对盐胁迫的耐受性(在水
稻中过表达

L1VQ]R97

蛋白虽然对生物胁迫无效果!但
显著延缓胼胝质降解并增强对盐胁迫的耐受性*
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"

虽然植物
VQ]R

蛋白的研究已取得了很大的进展!

但对这个重要的转录调节家族的了解仍然有限"大豆是
重要的农作物!是人类植物蛋白质)食用油和其他有益于
健康的营养物质的主要来源*

!X

+

"目前有多个团队*

!"_78

+鉴
定了大豆的

VQ]R

蛋白家族!但主要是根据保守结构域
的电子鉴定"试验拟利用

@>Q

技术克隆
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!并
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利用
d
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技术分析其在不同组织及非生物胁迫下的
表达模式!为进一步分析该基因的生物学功能提供依据"

!

!

材料与方法

!5!

!

材料与仪器
!5!5!

!

材料与试剂
乙醇&分析纯!国药集团化学试剂有限公司(

大豆#

%5

<

40,+812

%&富豆
W

号!黑龙江天昊种业有
限公司(

总
Q;G

快速提取试剂盒)

2M;G

第一链合成试剂
盒&北京百泰克生物科技有限公司(

Î9%T)304

快速克隆试剂盒)

d

QI%@>Q O(-

试剂盒&

北京庄盟生物科技有限公司"

!5!57

!

主要仪器
紫外分光光度计&

cS%J#8

型!北京金石生物技术有
限公司(

梯度
@>Q

仪&

O@#878!

型!珠海莫纳生物科技有限公司(

荧光定量
@>Q

仪&
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F

/4)

C

6+?758

#

Q<>/+

%型!罗氏诊
断产品#上海%有限公司(

微孔板离心机&

b>#8!8!

型!普洛麦格#北京%生物技
术有限公司"

!57
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样品采集
正常田间管理!植株生长

J86

后!收集根)茎和叶组
织!待植株开花后!收集花器官!用于

Q;G

提取"幼苗生
长

J86

后!用
:8[ @$b#888

和
788&&<)

'

Y;'>)

溶液
进行干旱和盐胁迫处理!处理

!

!

J

!

:

!

W6

后取上部叶片进
行基因表达分析"每个样品取

J

个生物学重复"

!5J

!

大豆总
Q;G

提取及
2M;G

第一链合成
!5J5!

!

大豆总
Q;G

提取
!

采用总
Q;G

快速提取试剂
盒

c)4?'

A

3?+Q;G

提取"使用
cS%J#8

紫外分光光度计
测定

Q;G

浓度和纯度"

!5J57

!

2M;G

第一链合成
!

采用含
M;'1+

的
K'14Z3

A

+?

QI](42M;G

第一链合成试剂盒对总
Q;G

进行去除基
因组

M;G

!再通过反转录合成
2M;G

第一链"
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%8DIHFP̂

基因的克隆
设计引物

%8DIHFP̂%K

&

:u%GIbI>>G>I>%

>>GG>G>>bGII>%Ju

和
%8DIHFP̂%Q

&

:u%IIGIG>%

IGIb GIIIb>I>II >III>G%Ju

扩增
%8DIHFP̂

的
LQK

序列!以大豆叶片的
2M;G

作为第一链为模板!

进行
@>Q

链式聚合反应!再使用零背景̂
I9%T)304

快速
克隆试剂盒对

@>Q

产物进行连接!将获得的阳性克隆送
往上海美吉生物技术有限公司进行测序"

!5:

!

生物信息学分析
利用

M;GOG;W

预测
b&VQ]RX#

蛋白的等电点
和分子质量(使用

ZOGQI

在线预测分析保守区!利用
;>TH

中的
T)'14@

程序进行氨基酸一致性分析"进化树

的构建采用
(ILY

在线软件操作"

!5#

!

荧光定量
@>Q

分析
设计

%8DIHFP̂

基因荧光定量引物!

%8DIHFP̂%

d

K

&

:u%IbbGGGIbIGG>IbII>Gb>>%

Ju

和
%8DIHFP̂%

d

Q

&

:u%I>G>IIbG>>>GbbIGb%

IGbIIb%Ju

"大豆肌动蛋白基因作为内参基因!引物序
列为

:u%>II>>>I>Gb>G>>II>>GG%Ju

和
:u%bbI>%

>Gb>III>G>G>I>>GI%Ju

!荧光定量反应体系根据
7fZRTQ

d

@>QO(-

说明书进行操作"试验过程中选用
Y(

F

/4>

C

2)+?758

#

Q<>/+

%型
@>Q

进行分析!需要重复
J

次
试验操作"目的基因的

&Q;G

水平采用
7

_

&&

>I方法给
予分析"

7

!

结果与分析

75!

!

%8DIHFP̂

克隆及分析
课题组前期从盐胁迫转录组数据中鉴定到多个差异

表达的
%8DIHF

成员!其中
%8DIHFP̂

变化模式最
为显著"利用大豆叶片的

2M;G

对
%8DIHFP̂

基因进
行克隆"经测序分析发现

%8DIHFP̂

基因包含
J

个内
含子和

9

个外显子!其开放阅读框长度为
!:W7D

A

!编码
:7J

个氨基酸!所编码蛋白质的等电点为
X5!:

!预测分子
量为

:#5X7BM'

"在
Z&'?4

平台对其氨基酸序列分析!结
果表明

b&VQ]RX#

蛋白含有
7

个典型的
VQ]R

结构
域!分别位于第

77X

"

7X#

个氨基酸和第
98"

"

9#X

个氨基
酸#图

!

%"基因组定位分析表明
%8DIHFP̂

定位于大
豆基因组

>/?8X

&

78:9#99X

"

78::!7"#?+=+?1+

位置!含有
J

个内含子组成和
9

个外显子#图
7

%"

为了进一步分析该基因功能!从
;>TH

获取陆地棉
#
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GHR#79:"

%)水稻#

G;

<

B1&1:0@1

!

GGIX9!:9

%)橡胶树#

!+@+1R;19050+,909

!

G$$X!W:W

%)草
莓#

>;1

?

1;01@+941

!

G@@!J"79

%)葡萄#

V0:09@0,0
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!
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%)高粱#
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<

4(

O
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!
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拟南芥#

#;1R0=(

O

909:'1501,1

!

;@

1
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个物种
的经功能鉴定的

VQ]R

成员!与大豆的
b&VQ]RX#

蛋
白构建进化树"结果显示这些成员可分为

J

个亚类!

b&%

VQ]RX#

蛋白与来自草莓的
K=VQ]R97

蛋白和葡萄的
S=VQ]R7

蛋白聚为一支#图
J

%"

图
!

!

b&VQ]R

蛋白在大豆中的
VQ]R

保守
结构域分析
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图
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!

大豆
b&VQ]RX#

蛋白结构
K(

F
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I/+14?3243?+<*1<

C

D+'0b&VQ]RX#

A

?<4+(0

图
J

!

b&VQ]RX#

蛋白进化树分析
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%8DIHFP̂

的组织特异性分析
为了进一步分析该基因功能!用荧光定量

@>Q

方法
分析了该基因的表达模式"结果显示&在所有检测的大
豆组织中都存在

%8DIHFP̂

基因表达!其中在花中的
表达量最高!种子中的表达量最低!其他组织中的表达量
依次为叶

%

根
%

茎!提示
%8DIHFP̂

基因可能在大豆
根茎叶感知逆境信号和激素信号中发挥重要作用!也说
明

%8DIHFP̂

基因在大豆中广泛发挥功能#图
9

%"

图
9

!

%8DIHFP̂

基因在大豆不同器官中的表达
K(

F

3?+9
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?+11(<0<*%8DIHFP̂

F

+0+(06(**+?+04

<?

F

'01<*1<

C
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75J

!

非生物胁迫对
%8DIHFP̂

表达的影响
为了进一步分析该基因的功能!利用荧光定量

@>Q

技术分析了干旱和盐胁迫前后该基因的相对表达量"结
果显示!

%8DIHFP̂

均能被干旱和盐胁迫诱导表达!其
中在第

W

天时盐胁迫下的表达量为第
8

天的
9

倍左右!而
同时期干旱胁迫下的表达量不到第

8

天的
7

倍#图
:

%!表
明该基因对盐胁迫更为敏感"

V+(

等*

7!

+在拟南芥中过表
达草莓的

>@DIHFN_

基因!发现转基因植株中的
ZLM

图
:

!

干旱和盐胁迫下
%8DIHFP̂

基因的表达
K(

F

3?+:

!

$-

A

?+11(<0<*%8DIHFP̂

F

+0+306+?

6?<3

F

/4'061')414?+11

和
>GI

酶活显著上升!并提高了对盐胁迫和干旱胁迫的
耐受力"

O.(6

等*

77

+发现在烟草中过表达草莓的
S=VQ]R7

蛋白也可以提高转基因植株对盐胁迫和干旱
胁迫的耐受力"试验结果表明

b&VQ]RX#

蛋白在抵抗
盐胁迫和干旱胁迫方面可能具有类似的功能"

J

!

结论
试验采用

@>Q

和荧光定量方法!对大豆
%8DIHFP̂

基因进行了克隆和表达分析!发现
%8*

DIHFP̂

基因含有两个典型的
VQ]R

保守结构域"结
构保守性决定了功能的特异性!在

b&VQ]R

蛋白进化
树分析基础上!研究显示大豆

b&VQ]RX#

蛋白与来自
草莓的

K=VQ]R97

和葡萄的
S=VQ]R7

聚为一支!进
一步的组织特异性分析及干旱和盐胁迫前后该基因的相
对表达量分析!明确了大豆

b&VQ]RX#

蛋白在抵抗盐
胁迫和干旱胁迫方面发挥了重要作用"盐胁迫和干旱会
严重影响作物生长)渗透调节和光合作用!降低作物产
量"因此!了解干旱和盐胁迫的分子机制是生产此类作
物的先决条件"但深刻阐述大豆

%8DIHFP̂

基因功能
和分子机制!还需使用多种试验方法!包括转基因大豆过
表达或

>QHZ@Q%>'1"

缺失表达!以进一步揭示大豆
DIHF

基因家族和
%8DIHFP̂

生物学功能)分子机制
和调控通路"
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