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银新杨中与 !"# 元件结合的转录因子的克隆及鉴定分析
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摘 要 U0?V 类转录因子特异地与 U0? 元件结合，在植物感受非生物逆境（干旱、高盐和低温）胁迫时，激活一系列逆境应答

基因的表达。我们选用银新杨（>(?),)& +,=+ W > ) +,=+ 8+* ) ?2*+@#;+,#&）为材料，通过 L<0 和同源 ?QX 搜索的方法克隆得到了一

个类 ABC. 的基因，命名为 >+ABC.!。酵母单杂交实验表明，该基因编码的蛋白能特异地与 U0? 元件结合并激活下游报告基

因的表达。用 0X@L<0 的方法研究了 L=U0?V! 的表达模式，结果表明 L=U0?V! 受低温、干旱和高盐的胁迫诱导。

关键词 U0?V 转录因子，脱水应答元件（U0?），>+ABC.!
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U0?V（U,>A3/=92’6@0,;8’6;2+, ?(,-,69 V26326:）转

录因子是一类植物特有的，在非生物逆境胁迫应答

中起重要作用的调控因子。该类转录因子含有一个

7L!^?0?VL 结构域（简称为 7L! 结构域）［"］。7L! 结

构 域 约 由 %Y 个 氨 基 酸 组 成，负 责 与 U0?
（U,>A3/=92’6@0,;8’6;2+, ?(,-,69）̂<0X（<@/,8,=9）元件

的相互作用，从而实现 U0?V 转录因子对一系列干

旱、高盐和低温胁迫应答基因的表达调控［!@D］。



!"# 元件或其核心序列广泛地存在于干旱、高

盐和低温胁迫应答基因的启动子区，并参与这些基

因的诱导表达调控［$%&］。’(() 年 *+, 等［)］从拟南芥

（!"#$%&’()%) *+#*%#,# *-）中分离得到了 . 个与 !"#
元件 结 合 的 转 录 因 子，分 别 命 名 为 !"#/’0、

!"#/’/、!"#/’1 和 !"#/20、!"#/2/，这 . 个转录

因子分属于 !"#/’ 和 !"#/2 两个亚类。!"#/’0、

!"#/’/、!"#/’1 分别对应着 345678459 研究小组

分离得到的 1/:;、1/:’ 和 1/:2［(%’<］。!"#/’ 类受

低温诱导，而 !"#/2 类受干旱或高盐的诱导［)］，但

这 . 个基因的共同点是都不受外源 0/0 的诱导［)］。

自 !"#/ 转录因子被首次报道以来受到了广泛

的关 注，目 前 除 拟 南 芥 外，还 从 水 稻（ -"./# )#0%1#
*-）［’’］、油菜（2"#))%3# ,#(4) *-）［’2］、玉米（56# 7#.)
*-）［’;］等多种植物中分离得到了 89:2 类转录因

子。同时屡见报道将 89:2 基因用于改良植物抗逆

性的基因工程中，并获得了抗逆性状得到改善的转

基因植株［)，’$%’=］。这些结果表明 !"#/ 类转录因子

广泛存在于植物体内，并有望成为植物抗逆基因工

程育种中重要的目的基因。

杨树分布广、适应性强、生长速度快，是我国重

要的造林和用材树种。但在一些水资源缺乏、土地

盐渍化严重的地区，杨树的生长受到很大影响，急需

培育一批抗逆性强的优良品种。因此研究与杨树抗

逆性相关的基因，并开展杨树抗性育种是杨树育种

的一个重要方面。银新杨（;’(4*4) #*$# > ; - #*$#
?7@ - (."#7%&#*%)）是经过人工杂交育种培育出的生长

速度快，抗旱、抗寒能力强的品种。本研究选用银新

杨为材料，从中分离得到类 89:2 基因，期望能使

89:2 基因在改良杨树抗逆性的基因工程中得到应

用。该研究目前还未见报道。

! 材料与方法

!"! 材料和试剂

银新杨试管苗和 : - 3’*% !A.!为本实验室保

存；酵母单杂交系统（单杂交酵母 BC$2’&、表达载体

BDEF0G’’2 和 !089:2’! 质粒）为清华大学刘强教

授惠赠。EF#C%3D78H 载体购自 G@56DI7 公司；"D7J
3+6D KLD MNDE "O0 G1" P+N 和 ;Q%:,JJ "01# 15@D MDN
购自 37P7"7 公司；3"RSK* "#0F#O3 购自 RL?+N@5IDL
公司；M!TA+8U ，3@EU ，V@7U 和 KLD%AHW@+X MH8ND6 购

自 1J5LNDY4 公司。

!"# 材料的准备及总 $%& 的提取

选取 2<X 左右的生根无菌苗分别进行多种胁迫

处理：盐处理（2.<665JT* O71J 溶液）、$Z低温处理

和干旱处理。在逆境条件下，89:2 基因可在 ’.6+L
内开始积累转录［)］，所以分别在材料处理 ’、;、.、&、

’2、2$ 和 $)4 时收集植物材料，用 3"RSK* 法提取总

"O0。

!"’ &(#)*$*+( 保守区的获得

!"#/ 类转录因子具有高度同源的 0G2 结构

域，根据该特点设计 0G2 保守区的简并引物：.Q3（3T
0）1，0F（0T1），FFF，030，（0T1）FF，03F，（0T1）F
;Q和 .Q FF0，0（0T1）（FT3），33（0T3），0（FT0）（1T
0），1（3TF）0，F10，3 ;Q。选用 "D7J 3+6D KLD MNDE
"O0 G1" P+N 进行扩增，反应条件：.<Z ;<6+L，($Z
26+L，($Z ;<8T.’[&Z ;<8T &2Z ;<8（;; 个 循 环），

&2Z ’<6+L。

!", -.端获得

使用 O1/R（美国国立生物技术信息中心）提供

的 /*0M3 服务，搜索与克隆得到的 0G2 保守区同源

的 #M3 序列。

!"- ’.$&/* 扩增

用 !O067L 软件拼接克隆得到的 0G2 保守区和

搜索 得 到 的 #M3 序 列，并 设 计 ;Q "01# 引 物：.Q
10F0FF0F3F0F010F0FF01 ;Q和 .Q 31FFF00110
001000FF ;Q，采用 ;Q%:,JJ "01# 15@D MDN 进行嵌套

式 ;Q"01# 扩增。反应分两步进行：""3 反应：;<Z
’<6+LT.<Z ;<6+LT(.Z .6+LT.Z .6+L；#G1" 反应：

($Z ;<8T..Z ;<8T &2Z (<8（;; 个 循 环 ），&2Z
’<6+L。

!"0 基因全长的获得

将得到的 ;Q端序列和 #M3 序列用 !O067L 软件

进行 分 析 拼 接，并 设 计 引 物：.Q 3F30F333FF13F
3013FFF ;Q和.Q 311133130001103F 1F ;Q。仍使用

"D7J 3+6D KLD MNDE "O0 G1" P+N 进行扩增。反应条

件：.<Z ;<6+L，($Z 26+L，($Z ;<8T..Z ;<8T&2Z (<8
（;< 个循环），&2Z ’<6+L。

!"1 $23(/$ 分析

采用上述胁迫处理方法对植物材料进行处理，

并分别于 <、’、;、.、)、’2、2$ 和 $)4 时取样，用同上的

方法提取总 "O0。用$%7YN+L 做为内参，引物序列如

下：.Q F01（0T1）01101（0T3）F13F001F ;Q和 .Q
313F13FF00FF3F1300FF ;Q。并使用扩增基因全

长的引物、试剂盒和反应条件对目的基因在干旱、高

盐和低温胁迫下的表达进行了分析。

!"4 酵母单杂交

将目的基因构建到 BDEF0G’’2 载体的合适酶
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切位点上，并转化含 !"# 或 $!"# 的 %&’()* 酵母

细胞，同时选用 !"#$%&)! 质粒和 %+,-./))( 载体

转化酵母细胞，分别作为阳性和阴性对照。酵母转

化方法及步骤参照 01+2345678 94:;+$ 说明进行。

! 结果

!"# $%&’()! 基因的克隆及序列分析

根据已报道的 ./( 结构域的序列设计简并引

物，通过 "<2/=" 的方法从盐处理 )>? 的材料中得

到了 )*@5, 的 !A. 片段，通过 A=BC 的 BD.9< 工具

搜索 得 到 一 个 与 该 片 段 高 度 同 源 的 序 列 号 为

E7 F (’)>@*@> F E5 F BGHI(JJKL) F BGHI(JJK 的 #9<片 段。

分析发现该 #9< 片段具有 #$%& 基因的 ./( 保守

序列和比较完整的 KM端编码区。采用 @M".=# 技术

获得该基因的 @M末端，并进一步克隆得到该基因的

全序列，命名为 ’(#$%&(，并在 -+1BN1O 数据库中

注册，注 册 号 为 .%IK’(I)。 ’(#$%&( 基 因 全 长

))H)5,，包含一个 H)I5, 的开放读码框，K)5, 的 KM2
G"< 和 @))5, 的 @M2G"<，编码一个由 (*( 个氨基酸

组成的蛋白。比较 /N!"#B( 蛋白与已报道的 !"#B
蛋白的氨基酸序列，发现 /N!"#B( 蛋白含有一个保

守的 ./( 结构域，及该结构域中保守的氨基酸：第

)’ 位的缬氨酸（)’P）和第 )I 位的谷氨酸（)I#）（图

)），并且这些蛋白 ./( 保守区以外的氨基酸序列没

有明显的同源性。这些特点符合 !"#B 类转录因子

的特征。另外，从系统发生上看 ’(#$%&( 基因与

!"#$%&(! 基因具有相对较近的亲缘关系（图 (）。

图 ) /N!"#B( 与已知 !"#B 蛋白的 ./( 结构域氨基酸序列同源性比较
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<?+ N5SW+ ,6S;+71: 71XTY8+ /N!"#B(；.;!"#B).（.B>>**H*），.;!"#B)B（.B>>**HH），.;!"#B)=（.B>>**HI），.;!"#B(.（.B>>**I>），
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图 ( /N!"#B( 与已知 !"#B 蛋白的系统发生分析

Q7ER ( ,?4TSE+1+;7X 6+TN;7S1:?7, SU /N!"#B(
N18 :S$+ O1SV1 !"#B ,6S;+71:

!"! $%&’()! 蛋白转录激活功能的检测与分析

通过酵母单杂交的方法分析 /N!"#B( 蛋白的

转录激活功能。在转化的酵母细胞中，一旦目的转

录因子结合到 !"# 元件上，便可以激活下游报告基

因的表达，从而使酵母转化细胞能够在 9! 培养基

（9![37:\ ，<6,\ ，G6N\ ）上生长，并产生对 @2.<（@2
N$71S;67N]ST+，3C9 表达的抑制剂）的抗性。如图 @ 所

示在 转 化 的 !"# 酵 母 细 胞 中 由 于 /N!"#B( 或

.;!"#B). 蛋白特异地结合 !"# 序列，并激活下游

报告基因的表达，使转化的 !"# 酵母细胞能够在含

(>$& @2.< 的 9! 培养基中生长，但转化的 $!"# 酵

母细胞并不能在同样的 9! 培养基中生长。由此结

果可以推测，/N!"#B( 蛋白具有特异地结合 !"# 元

件，并 激 活 下 游 报 告 基 因 表 达 的 功 能，因 此 符 合

!"#B 类转录因子的转录激活特性。

!"* $%&’()! 基因的表达分析

用 "<2/=" 的方法分析 ’(#$%&( 基因在低温、

干旱和高盐胁迫下的表达情况。结果表明，该基因

在逆境诱导条件下，)? 就已经明显地积累转录。在

低温诱导下 ’(#$%&( 基因的表达持续上升，达到高

峰的时间在 H? 左右，而在干旱、高盐胁迫诱导下，可

持续相对较长时间，在 (’? 左右达到高峰（图 ’）。

* 讨论

本研究克隆得到的 /N!"#B( 含有与 !"#B 转

录因子高度同源的 ./( 结构域，并且该结构域的第

)’ 位和第 )I 位的氨基酸分别是缬氨酸和谷氨酸，

H>I <0+24/4 =-5)2(1 -> &+-"4;02-1-68 生物工程学报 (>>K，PSTL()，ASLJ



图 ! "#$%&’( 在酵母报告细胞中激活 )*+ 报告基因的表达

,-./ ! 012-3#2-45 46 )*+ .757 -5 87#92 :7;4:27: 17<<9 =8 "#$%&’(
>?7 87#92 :7;4:27: 17<<9 1#::8-5. @-<A $%& 1-9B7<7C752（$%&）@7:7 2:#5964:C7A =8 !"#$%&D!（#9 # ;49-2-37 1452:4<）（0），’(#$%&(（’）#5A E&;F0"DD(

（#9 # 57.#2-37 1452:4<）（G）/ 05A 2?7 87#92 :7;4:27: 17<<9 1#::8-5. CH2#52 $%& 1-9B7<7C752（C$%&）@7:7 2:#5964:C7A =8 2?7 9#C7 2?:77 ;<#9C-A9：
!"#$%&D!（$），’(#$%&(（&）#5A E&;F0"DD(（,），:79;712-37<8/

图 I %>B"G% 分析 "#$%&’( 的表达模式

,-./ I %>B"G% #5#<89-9 46 7J;:799-45 ;#227:5 46 "#$%&’(
>?7 C#27:-#<9 64: %>B"G% @7:7 2:7#27A =8 <4@ 27C;7:#2H:7（IK）（0），

A7?8A:#2-45（’），?-.? 9#<2（(LMCC4<NO P#G< 94<H2-45）（G）/ "-12H:7
（0Q），（’Q），（GQ）9?4@ 2?7 9#C7 #C4H52 46 C%P0 H97A 64: %>B"G%
:79;712-37<8/

这两个氨基酸在 $%&’ 类转录因子与 $P0 的结合

中起 关 键 作 用，尤 其 是 第 DI 位 的 缬 氨 酸［D!BDR］。

"#$%&’( 蛋白的 P 端富含起核定位信号作用的精

氨酸和赖氨酸，G 端富含起转录激活作用的酸性氨

基酸，并且 0"( 结构域下游的一段序列中存在着多

个丝氨酸和苏氨酸，可能是丝氨酸、苏氨酸磷酸化位

点，起到对蛋白的转录后磷酸化修饰作用。蛋白磷

酸化修饰作用对转录因子的活性起非常重要的调节

作用，不仅调节转录因子进入细胞核的过程，还可以

调节转录因子的活性或与 $P0 的结合能力［DS］。通

过酵母单杂交实验分析 "#$%&’( 蛋白的转录激活

功能，结果发现 "#$%&’( 蛋白特异地与 $%& 元件结

合并激活下游报告基因的表达。因此证明 "#$%&’(
蛋白是一个具有转录激活作用的 $%&’ 类转录因

子。

’(#$%&( 基因和其他的 #$%& 基因的表达都

受胁迫信号的调控，并且都在短时间内引起转录的

积累，例如有报道指出拟南芥 #$%&D 和 #$%&( 基

因在逆境胁迫 DLC-5 内开始积累转录［S］；%>B"G% 的

方法也证实了 ’(#$%&( 基因在逆境处理 D? 时转录

已明 显 积 累。因 此 "#$%&’( 蛋 白 可 能 与 其 他 的

$%&’ 类转录因子具有类似的表达调控机制。有研

究报道，在植物体内存在着一个调控 #$%& 基因表

达的转录因子（-5AH17: 46 G’, 7J;:799-45，*G&）［DT］，并

且这个转录因子组成型存在于植物体内，受到逆境

刺激 后 被 活 化 而 行 使 功 能，直 接 或 间 接 地 调 控

#$%& 基因的转录。

$%&’ 转录因子在植物的抗逆过程中起关键作

用，它可以激活一系列抗逆功能基因的表达，并能提

高脯氨酸和蔗糖的含量，从而综合提高植株的抗逆

性［(B!，T］。例如在拟南芥中受 $%&’ 转录因子调控的

基因 )*+D 和 ,-.UVU 编码的蛋白在结构上与富含丙

氨酸的鱼类抗冻蛋白极为相似［L］；,-.IR 和 /.0DM 基

因编码的蛋白属于 O&0 蛋白中的第二类［(M］；,-.RS
基因编码与 O&0 蛋白非常相似的亲水蛋白，O&0 蛋

白出现在胚发育后期，具有高度的亲水性，可以保护

细胞免受水分胁迫的伤害［DT］。因此在提高植物对

环境 胁 迫 抗 性 的 分 子 育 种 中，改 良 或 增 强 一 个

$%&’ 转录因子的调控能力与导入或改良个别功能

基因来提高某种抗性的传统方法相比是更为有效的

方法和途径。本研究结果的意义首先在于证明了杨

树中存在有 #$%& 基因，因而推测也存在有 $%&’
转录因子调控的耐逆机制，其次证明了 "#$%&’( 蛋

白是具有转录激活功能的 $%&’ 类转录因子，这为

利用 #$%& 基因进行杨树耐逆性的基因工程改良奠
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定了基础。这部分工作已在本实验室开展，但还在

进行当中。
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