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摘   要：钩吻(Gelsemium elegans)为马钱科钩吻属藤本植物，具有药用和禽畜饲用功效，但其在生

长过程中易受低温危害的影响，因此挖掘低温响应基因对钩吻抗寒育种具有重要意义。乙烯响应因

子(ethylene responsive factor, ERF)属于 AP2/ERF 转录因子超家族成员，在植物逆境胁迫应答反应中

发挥关键作用。本研究基于钩吻转录组数据库挖掘到的响应低温胁迫的 GeERF 的 unigene 序列，利

用逆转录聚合酶链式反应(reverse transcription-polymerase chain reaction, RT-PCR)技术从钩吻叶片克

隆获得 GeERF4B-1 转录因子的 cDNA 全长序列。生物信息学分析表明，GeERF4B-1 基因开放阅读

框长度为 759 bp，编码 252 个氨基酸，蛋白相对分子量为 27 kDa，预测为不稳定的碱性亲水性蛋

白。系统进化树分析结果显示，GeERF4B-1 属于 ERF 家族的 B-4 亚族成员。亚细胞定位实验结果

表明，GeERF4B-1 定位在细胞核。实时荧光定量 PCR (real time quantitative PCR, RT-qPCR)分析表

明，GeERF4B-1基因在钩吻根、茎、叶中均有表达，在根中的表达量最高。经 4 ℃低温、茉莉酸甲

酯(methyl jasmonate, MeJA)和脱落酸(abscisic acid, ABA)处理后，相比于对照，GeERF4B-1 基因均

被诱导上调表达，分别在 24 h 或 48 h 达到峰值，表明该基因积极响应低温、MeJA 和 ABA 胁迫；

而氯化钠(sodium chloride, NaCl)和干旱处理后，GeERF4B-1 基因均被诱导下调表达。此外，构建

GeERF4B-1 基因的原核表达载体，诱导获得大小约 52 kDa 的融合蛋白。平板胁迫验证结果显示，

与对照相比，转入 GeERF4B-1 的原核表达菌株能增强对低温的耐受性，但对盐胁迫和甘露醇胁迫

较敏感。本研究为钩吻的抗逆性育种提供了潜在的基因资源和理论参考。 
关键词：钩吻；ERF 转录因子；生物学功能；逆境胁迫；表达分析 
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Abstract: Gelsemium elegans, a vine plant of Loganiaceae, has both medicinal and forage 
values. However, it is susceptible to low temperatures during growth. Exploring low 
temperature response genes is of great significance for cold resistance breeding of G. elegans. 
Ethylene response factors (ERFs) are the transcription factors of the AP2/ERF superfamily and 
play a crucial role in plant stress response. In this study, based on the unigene GeERF involved 
in the response to low temperature stress in the transcriptome of G. elegans, a full-length cDNA 
sequence of the transcription factor GeERF4B-1 was cloned from the leaves of G. elegans by 
reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR). Bioinformatics analysis showed that 
GeERF4B-1 had an open reading frame of 759 bp, encoding a protein composed of 252 amino 
acid residues and with a relative molecular weight of 27 kDa. The deduced protein was 
predicted to be an unstable, alkaline, and hydrophilic protein. The phylogenetic tree showed that 
GeERF4B-1 was in the same clade as the B-4 subfamily of the ERF family. The results of the 
subcellular localization experiment revealed that GeERF4B-1 was located in the nucleus. Real 
time quantitative PCR (RT-qPCR) analysis indicated that GeERF4B-1 was expressed in the 
root, stem, and leaf of G. elegans, with the highest expression level in the root. Compared with 
the control, the treatments with a low temperature (4 ℃), methyl jasmonate (MeJA), and 
abscisic acid (ABA) up-regulated the expression level of GeERF4B-1, which reached the peak 
at 24–48 h. This result revealed that GeERF4B-1 actively responded to low temperature, MeJA, 
and ABA stresses. However, both sodium chloride (NaCl) and drought treatments 
down-regulated the expression of GeERF4B-1. In addition, a prokaryotic expression vector of 
GeERF4B-1 was constructed, and a fusion protein of approximately 52 kDa was yielded after 
induced expression. The results of the plate stress assay showed that compared with the control, 
the prokaryotic strain expressing GeERF4B-1 demonstrated enhanced tolerance to low 
temperatures and sensitivity to salt and mannitol stresses. This study provides theoretical 
references and potential genetic resources for breeding G. elegans varieties with stress resistance. 
Keywords: Gelsmium elegans; ERF transcription factor; biological function; adverse stress; 
expression analysis 

 
钩吻(Gelsemium elegans)为马钱科藤本植

物，在民间又被称为断肠草、大茶药、野葛等[1]，

其全株都可入药，是我国传统的药用植物，民

间常用于治疗跌打损伤、皮肤溃疡、风湿等疾 
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病。近年研究发现钩吻能有效改善免疫功能，

具有抗肿瘤[2]、抗炎[3]、镇痛[4]、抗焦虑[5]、抑

菌[6]、治疗神经疼痛[7]等功效。在养殖行业，钩

吻可以促进禽畜生长，提高禽畜的抗病能力[8]。

钩吻还能作为植物源杀菌剂、杀虫剂等，对柑

橘溃疡病 [9]、褐飞虱 [10]等病虫害起到防治作

用。随着人们对钩吻药用价值认识的不断深

入，对其野生资源的过度开采已导致其储量严

重减少[11]。此外，钩吻植株在生长过程中对低

温的耐受性较差，当环境温度低于 5 ℃时，其

幼叶褐变，长时间处于低温环境下植株无法正

常生长[12]。因此，研究钩吻在低温胁迫下的分

子机制对钩吻资源的开发和可持续利用具有重

要意义。 
乙烯响应因子 (ethylene-responsive factor, 

ERF)为 AP2/ERF 转录因子家族成员，在植物中

广泛分布。ERF 属多基因家族，该家族可以分

为 DREB 转 录 因 子 (dehydration responsive 
element binding protein, DREB) (A-1−A-6)与
ERF (B-1−B-6)[13-14]两个亚组。研究结果显示，

ERF 转录因子参与调节植物应对低温、高盐、

干旱、病虫害等逆境的胁迫响应[15-17]。受非生

物胁迫后，ERF 通过调控与非生物逆境胁迫相关

基因的表达，进而调节植物对逆境的适应性[16]。

在低温胁迫条件下，梅花(Chimonanthus praecox) 
PmERF109 和 PmERF109-like 基因表达量上  
升[18]。番茄(Solanum lycopersicum) ERF15 通过

直接结合 CBF1、WRKY6 和 SAG21-like 基因的

启动子以促进其表达，从而调节番茄抗低温的能

力，而敲除 ERF15 基因后的植株对低温耐受性

下降[19]。在青海茄参(Mandragora caulescens)[20]、

蝴蝶兰(Phalaenopsis Aphrodite)[21]、芹菜(Apium 
graveolens)[22]等多种植物中也有关于 ERF 转录

因子的鉴定及其在低温胁迫下的表达分析。此

外，ERF 转录因子还参与调节水杨酸(salicylate, 

SA)、茉莉酸(jasmonic acid, JA)、乙烯(ethylene, 
ET)和脱落酸(abscisic acid, ABA)等信号通路，

使植物能够应对低温、干旱、高盐等胁迫环境，

做出适应性的调节[23]。 
目前，关于钩吻 ERF 基因的研究较少。为

了探究钩吻 GeERF 基因的生物学功能，本研究

基于课题组转录组数据中鉴定到的应答低温胁

迫的钩吻 GeERF 转录因子序列，从钩吻叶片中

克隆获得 GeERF4B-1 基因的全长 cDNA 序列，

并对该基因进行组织特异性表达、低温和激素

胁迫下的表达、亚细胞定位、原核表达和平板

胁迫验证，以期为钩吻的抗逆性分子育种提供

参考和基因资源。 

1  材料与方法 
1.1  植物材料 

实验室所用的钩吻材料采集自福建省龙岩

永定县，经福建农林大学张重义教授鉴定为马

钱科钩吻属常绿木质藤本钩吻。采集野生钩吻

不同组织(根、茎、叶)后，置于−80 ℃保存。将

龙岩采集来的钩吻幼苗置于实验室培养一段时

间后，取长势一致的幼苗，分别进行 4 ℃低温

胁迫处理、 100 μmol/L 茉莉酸甲酯 (methyl 
jasmonate, MeJA)和 100 μmol/L ABA 喷施钩吻

幼苗叶片处理以及 400 mmol/L NaCl 和干旱(土
壤含水量保持在田间持水量的(55±5)%，每天

17:00–18:00 使用土壤水分测定仪测定盆栽土壤

含水量，并用烘干法校正)胁迫处理。在低温处

理的 0、6、12、24 h 收集叶片，MeJA 和 ABA
处理于 0、6、12、24、48 h 收集叶片，NaCl
和干旱处理于 0、3、5、7 d 收集叶片，材料置于

–80 ℃保存。每个处理均设置 3 个生物学重复。 
1.2  总 RNA 提取及 cDNA 合成 

采用 Trizol 法对所有钩吻样品进行总 RNA
提取，RNA 浓度测定及 cDNA 合成参考尤垂淮

等[12]方法。 



 
 

尤垂淮 等 | 钩吻 GeERF4B-1 转录因子的鉴定与功能分析 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

4201 

1.3  钩吻 GeERF4B-1 基因的克隆及序列分析 
基于课题组前期构建的转录组数据库挖掘

的 响 应 低 温 胁 迫 的 GeERF4B-1 基 因 序 列

(GenBank 登录号：PQ274242)，通过 NCBI 网

站设计克隆引物(表 1)。以钩吻叶片 cDNA 为模

板，进行 PCR 扩增、胶回收、连接转化、测序

分析[12]。使用 ProParam、SignalP 4.1 Serve、
TMHMM-2.0、NCBI Blast、DNAMAN7 软件对

钩吻 GeERF4B-1 基因编码蛋白的理化性质、信

号肽、跨膜结构域和同源序列进行分析。采用

MEGA7 软 件 中 的 邻 接 法 (neighbor-joining) 
(bootstrap=1 000)，将 GeERF4B-1 与 NCBI 检索

到 的 同 源 序 列 长 春 花 (Catharanthus roseus) 
CrERF (GenBank 登录号：KAI5674761.1)、野

生林烟草(Nicotiana sylvestris) NsERF (GenBank
登录号：XP_009770784.1)和咖啡(Coffea arabica) 
CaERF (GenBank 登录号：XP_027063176.1)，
以及已报道的水稻(Oryza sativa)、高粱(Sorghum 
bicolor)和玉米(Zea mays) DREB (A-1−A-6)与
ERF (B-1−B-6)蛋白序列[13-14]构建系统进化树。 
1.4  亚细胞定位分析 

参考苏亚春的方法[24]，构建 GeERF4B-1 基因

的亚细胞定位载体 pFAST-R05-GeERF4B-1-GFP 
(35S::GeERF4B-1::GFP)。将阳性重组质粒和空

载质粒 pFAST-R05-GFP (35S::GFP)分别转入农

杆菌 GV3101 感受态细胞(上海唯地生物技术有

限公司)，经 PCR 验证后，在含壮观霉素和利

福平抗性的 LB 液体培养基中扩繁。当菌液

OD600 为 0.6–0.8 时，5 000 r/min 离心 5 min 后

去除上清液，加入含 10 mmol/L 甲基磺酸乙酯、

10 mmol/L 氯化镁和 200 mmol/L 乙酰丁香酮的

侵染液，将农杆菌重悬至 OD600≈0.8，暗处静置

3 h。随后，与细胞核 marker 基因 NbH2B (组蛋

白 H2B)的侵染液等比例混匀，用注射器从背面

注射本氏烟叶片，暗培养 10 h 后，在 28 ℃下

光照 16 h/黑暗 8 h 培养 2 d。剪取注射叶制备装

片，于激光共聚焦显微镜(Leica)下观察亚细胞

定位情况。 
1.5  RT-qPCR 分析 

根据已克隆的 GeERF4B-1 基因序列，利用

Beacon Designer 8 软件设计定量检测引物(表
1)。以逆转录合成的 cDNA 样品作为模板，进

行实时荧光定量 PCR (real time quantitative 
PCR, RT-qPCR)反应，分析 GeERF4B-1 基因在

钩吻不同组织、4 ℃低温、ABA、MeJA 胁迫

下的表达水平。每个处理设置 3 个生物学重复

和 3 次技术重复，并以无菌水为模板作阴性对

照。RT-qPCR 反应程序：50 ℃ 2 min；95 ℃    
10 min；95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，45 个循环。

利用 ABI PRISM7500 Real-time PCR System 进行 
 

表 1  本研究所用引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primer name Primer sequence (5ʹ→3ʹ) Usage 
GeERF4B-1-F ATTCCCTCACCCAAACTCAC Gene cloning 
GeERF4B-1-R GGACTAATAGCAGACCGACCAA 
GeERF4B-1-G-F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGCGGAGAGGCAG

AGCAGC 
Construction of 
gateway entry vector 

GeERF4B-1-G-R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGAGACATAGAGCTGTG
CAGT 

GeERF4B-1-Q2F GACGGAGATTGCGACATAGC RT-qPCR 
GeERF4B-1-Q2R TTCATCCATCCATCCATCAGAGA 
GeCUL-F CAAATTGGGCAGAGGCCACC 
GeCUL-R TCTGGGGCTGGCTGTAGAAT 
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反应，使用 2–△△Ct 计算基因相对表达量。通过

IBM SPSS Statistics 24 软件分析数据显著性水

平，采用 Graphpad Prism 9.5.0 软件作图。实验

所得结果以平均值±标准差( x s± )表示，采用

单因素方差分析 (One-way ANOVA)进行组间

比较。 
1.6  原核表达分析 

以 GeERF4B-1 的阳性克隆质粒为模板，利

用 Gateway 入门载体引物 GeERF4B-1-G-F/R 
(表 1)进行 PCR 扩增、琼脂糖凝胶电泳后回收

纯化，并通过 BP 反应[Gateway® BP ClonaseTM II 
Enzyme Mix (Invitrogen)] 连 接 入 门 载 体

pDONR-207 和转化大肠杆菌 DH5α 感受态细

胞。将测序验证的 pDONR-207-GeERF4B-1 质

粒 经 LR 反 应 [Gateway® LR ClonaseTM II 
Enzyme Mix (Invitrogen)]构建到原核表达载体

pEZYHb。经过菌液 PCR 和测序验证后，将阳

性重组质粒 pEZYHb-207-GeERF4B-1 和空载质

粒 pEZYHb 转入大肠杆菌感受态细胞 Rossetta 
(DE3)，在含有氨苄青霉素抗性的 LB 液体培养基

中扩繁至菌液 OD600=0.6，加入 100 μL 0.8 mmol/L
异丙基 -β-D- 硫代半乳糖苷 (Isopropyl-beta-D- 
thiogalactopyranoside, IPTG)，于 37 ℃振荡培

养。重组菌分别于诱导 0、4、10、20 h 取样，

空白和阴性对照在诱导 0 h 和 20 h 取样。所有

样品于 10 000 r/min 离心 10 min 收集菌体，每

管加入 100 μL 1×protein loading buffer，沸水浴

7 min 后，12 000 r/min 离心 5 min。取 10 μL 上

清液点样于 SDS-PAGE 凝胶中进行电泳，并用

考马斯亮蓝染色液染色拍照。 
1.7  平板胁迫验证 

挑取 Rossetta+pEZYHb-207-GeERF4B-1 和

Rossetta+pEZYHb 菌株的单菌落于氨苄青霉素

抗性的 LB 液体培养基培养至菌液 OD600=0.6，
加入 IPTG 诱导过夜后，用 LB 液体培养基将菌

液稀释至 OD600=1.0，再进行 10−3 和 10−4 稀释。

取 10 μL 菌液点样于含氨苄青霉素抗性的 LB 平

板上，在 4 ℃下培养 0、3、7、14 d 后，37 ℃培

养 14 h 后拍照。将 10 μL 菌液点样于含 150、
300、450 mmol/L NaCl 的氨苄青霉素抗性 LB
平板上，37 ℃培养 16 h 后拍照。另将 10 μL 菌液

点样于含 100、200、300 mmol/L 甘露醇的氨苄青

霉素抗性 LB 平板上，37 ℃培养 16 h 后拍照。 

2  结果与分析 
2.1  钩吻 GeERF4B-1 基因的克隆与序列分析 

基于前期挖掘到的在 4 ℃低温胁迫 24 h 时

显著高表达(log2 FC = 4.39)的 GeERF4B-1 基因

的 unigene 序列(unigene ID: c23872.graph_c1)，

设计克隆引物。利用逆转录聚合酶链式反应

(reverse transcription-polymerase chain reaction, 
RT-PCR)技术，从钩吻叶片中分离获得 1 条与

GeERF4B-1 基因(GenBank 登录号：PQ274242)

预期条带大小(1 239 bp)吻合的特异性片段(图

1)。生物信息学分析结果表明，GeERF4B-1 基

因的开放阅读框长度为 759 bp，编码 252 个氨

基酸，蛋白相对分子量为 27 kDa，等电点为

8.31，不稳定系数为 60.33，平均疏水性为–0.62 

(<0)，推测 GeERF4B-1 为不稳定的碱性亲水性

蛋白。NCBI 检索结果显示，GeERF4B-1 与长

春花 CrERF (GenBank 登录号：KAI5674761.1)、

野 生 林 烟 草 NsERF (GenBank 登 录 号 ：

XP_009770784.1)和咖啡 CaERF (GenBank 登录

号：XP_027063176.1)的氨基酸序列相似性分别

为 81.75%、66.93%和 66.22% (图 2)。GeERF4B-1

基因的编码蛋白含有 1 个 AP2 保守结构域(图

2)，无跨膜螺旋结构和信号肽。系统进化树分

析结果显示，GeERF4B-1 属于 ERF 家族的 B-4

亚族成员(图 3)。 
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2.2  GeERF4B-1 基因的表达模式 
RT-qPCR 检测结果显示，GeERF4B-1 基因

在钩吻根、茎、叶均有表达，其在根中的表达 
 

 
 

图 1  钩吻 GeERF4B-1 基因的 RT-PCR扩增产物   
M：2 000 bp DNA marker. Lane 1–4：RT-PCR 扩

增产物 
Figure 1  RT-PCR amplification products of 
Gelsemium elegans GeERF4B-1 gene. M: 2 000 bp 
DNA marker. Lane 1–4: RT-PCR amplification 
products. 

量最高，是叶中的 1.31 倍，在茎和叶中的表达

量差异不显著(图 4A)。在 4 ℃处理 6−12 h 时，

GeERF4B-1 的表达水平与对照差异不显著，但

在 24 h 时表达量显著增加，为对照的 4.00 倍(图
4B)。在 MeJA 处理 6 h 和 24 h 时，GeERF4B-1
基因的表达量显著上调，分别为对照的 1.64 和

3.69 倍(图 4C)，其余时间点与对照相当。经 ABA
处理 6−24 h 时，GeERF4B-1 基因的表达量显著

下降，但在 48 h 时显著上升且达到峰值，为对

照的 1.45 倍(图 4D)。与 0 d 相比，干旱处理 3、
5、7 d 后，GeERF4B-1 基因的表达量均显著下

降(图 4E)。受到 NaCl 胁迫后，与对照相比，随

着处理时间的延长，GeERF4B-1 基因的表达量

在 3 d 和 5 d 均显著下降(图 4F)。上述结果表明，

GeERF4B-1 基因在钩吻组织中组成型表达，且

可以被低温、MeJA 和 ABA 诱导上调表达，但

在干旱及盐胁迫下被诱导下调表达。 
 

 
 

图 2  钩吻 GeERF4B-1 蛋白与其他物种 ERF 蛋白的氨基酸多序列比对   红色方框为 AP2 结构域. 
CrERF：长春花 ERF (GenBank 登录号：KAI5674761.1)；NsERF：野生林烟草 ERF (GenBank 登录号：

XP_009770784.1)；CaERF：咖啡 ERF (GenBank 登录号：XP_027063176.1) 
Figure 2  Amino acid multi sequence alignment of Gelsemium elegans GeERF4B-1 protein and ERF 
proteins from other species. AP2 domain was marked by the red boxs. CrERF: Catharanthus roseus ERF 
(GenBank accession number: KAI5674761.1); NsERF: Nicotiana sylvestris ERF (GenBank accession 
number: XP_009770784.1); CaERF: Coffea arabica ERF (GenBank accession number: XP_027063176.1). 
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图 3  钩吻 GeERF4B-1 蛋白与其他物种 ERF 蛋白的系统进化树 
Figure 3  Phylogenetic tree of Gelsemium elegans GeERF4B-1 protein and ERF proteins from other species. 
 
2.3  GeERF4B-1 的亚细胞定位 

构建GeERF4B-1 基因的亚细胞定位载体并在

烟草叶片上进行瞬时表达，激光共聚焦显微镜观

察结果显示，对照组 35S::GFP 在本氏烟叶片下表 

皮细胞中无绿色荧光，但 35S::GeERF4B-1::GFP
在本氏烟叶片下表皮细胞的细胞核中可见绿色

荧光(图 5)，这与 Psort 软件预测的结果一致。

上述结果表明 GeERF4B-1 蛋白定位于细胞核。 
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图 4  钩吻 GeERF4B-1 基因的表达模式分析   A：不同钩吻组织. B：4 ℃低温处理. C：MeJA 处理. D：

ABA 处理. E：干旱处理. F：NaCl 处理. 不同小写字母代表处理间差异显著性(P<0.05) 
Figure 4  Expression pattern analysis of Gelsemium elegans GeERF4B-1 gene. A: Different G. elegans 
tissues. B: Low temperature treatment at 4 ℃. C: MeJA treatment. D: ABA treatment. E: Drought treatment. 
F: NaCl treatment. Different lowercase letters represented significant differences between treatments 
(P<0.05). 
 

 
 

图 5  GeERF4B-1 蛋白的亚细胞定位   比例尺=50 μm. 红色箭头指示细胞核 
Figure 5  Subcellular localization of GeERF4B-1 protein. Bar=50 μm. Red arrows indicated the nucleus.  
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2.4  GeERF4B-1 基因的原核表达分析 
利用 IPTG 诱导剂在 37 ℃条件下成功诱导

获得 GeERF4B-1 的原核表达蛋白(图 6)。SDS- 
PAGE 检测结果显示，诱导 4 h 时，GeERF4B-1
融合蛋白已有表达，并且其表达量随着诱导时

间 的 增 长 逐 渐 增 加 。 由 于 原 核 表 达 载 体

pEZYHb 含有 His 标签，所以 GeERF4B-1 融合

蛋白的条带比理论蛋白分子量大，约为 52 kDa。 
2.5  GeERF4B-1 基因的平板胁迫验证 

以含有 pEZYHb 空载的 Rosetta (DE3)菌株

为对照，观察含 pEZYHb-207-GeERF4B-1 的原

核表达重组菌株在 4 ℃胁迫下的生长情况。发

现对照组菌株的生长速度随低温胁迫时间的延 
 

 
 

图 6  GeERF4B-1 的原核表达   M：Blue plus 
protein marker (14–100 kDa)；Lane 1：空菌 Rosetta 
(DE3)；Lane 2：诱导 20 h 的空菌；Lane 3：未诱

导空载体 pEZYHb；Lane 4：诱导 20 h 的空载体

pEZYHb；Lane 5–8：诱导 0 h、4 h、10 h、20 h
的重组菌 pEZYHb-207-GeERF4B-1. 红色箭头代

表被诱导出的重组蛋白 
Figure 6  Prokaryotic expression of GeERF4B-1. 
M: Blue plus protein marker (14–100 kDa); Lane 1: 
Blank Rosetta (DE3) cells; Lane 2: Blank cells 
induction for 20 h; Lane 3: Control (Rosetta 
contained prokaryotic expression vector pEZYHb) 
without induction; Lane 4: Control induction for 20 h; 
Lane 5–8: pEZYHb-207-GeERF4B-1 recombinant 
strains induction for 0, 4, 10, 20 h. The induced 
protein was showed by a red arrow. 

长逐渐变慢，而重组菌株在 14 d 时的长势较对

照组好(图 7A)，表明 GeERF4B-1 可以增加大肠

杆菌的耐寒性。如图 7B 和图 7C 所示，与对照

组相比，重组菌株在甘露醇和 NaCl 胁迫下的生

长速度更慢，表明 GeERF4B-1 会增强大肠杆菌

对盐和甘露醇胁迫的敏感性。 
 

 
 

图 7  GeERF4B-1 原核表达重组菌在 4 ℃低温、

甘露醇及 NaCl 胁迫下的生长情况   A：4 ℃低

温胁迫. B：甘露醇胁迫. C：NaCl 胁迫 
Figure 7  Growth of prokaryotic expression 
recombinant strains of GeERF4B-1 under 4 ℃ low 
temperature, mannitol, and NaCl stresses. A: 
Low-temperature stress at 4 ℃. B: Mannitol stress. 
C: NaCl stress.  
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3  讨论 
植物在生长过程中可能会遭遇多种逆境胁

迫，包括但不限于真菌、细菌、病虫害等生物

胁迫以及低温、干旱、洪涝、盐碱等非生物胁

迫。据报道，AP2/ERF 转录因子能够积极响应

干旱、高盐、低温、低氧、重金属等多种非生

物胁迫[17,25]。ERF 作为 AP2/ERF 基因家族的亚族

成员，目前在番茄[19]、蝴蝶兰[21]、水稻[26]、苜蓿

(Medicago sativa)[27]、三七(Panax notoginseng)[28]、

半 夏 (Pinellia ternata)[29] 、 山 葡 萄 (Vitis 
amurensis)[30]等植物中都有关于该转录因子调

节植物对低温响应的报道。4 ℃低温处理后，

三七 ERF 基因家族中的 PnDREB84 成员在处理

12 h 和 24 h 后均显著上调表达 [28]，山葡萄

VaERF095 在处理的 12 h 后极显著上调[30]。本

研究中，在 4 ℃低温胁迫下，钩吻 GeERF4B-1
基因在 24 h 时显著上调表达(图 4B)，此外，其

原核表达重组菌株长势较对照好(图 7A)。在盐

及干旱的胁迫下，钩吻 GeERF4B-1 基因被诱导

下调表达(图 4E、4F)。同时，在模拟高盐及干

旱环境(甘露醇)的平板胁迫实验中发现，相比于

对照组，重组菌株的生长被抑制(图 7B、7C)。
上述结果表明，GeERF4B-1 基因积极应答 4 ℃
低温胁迫，且可以增加大肠杆菌的耐寒性以及

对 NaCl 和甘露醇的敏感性。类似地，将山葡萄

VaERF057 基因在拟南芥中过表达，发现能增强

植株的抗寒性[31]；而盐胁迫下，黄瓜(Cucumis 
sativus L.) CsaERF-20、CsaERF-37、CsaERF-56、

CsaDERB-31、CsaDERB-45 等基因显著下调  
表达[32]。 

ABA、JA、SA 等植物激素信号通路以及

多种激素间交叉互作在植物抵御环境胁迫中发

挥重要作用，ERF 亚家族成员能够被植物激素

诱导表达，以参与多种胁迫信号的交叉适应反

应[33]。Zhang 等[34]研究发现 SA、ET、JA、ABA
均可诱导 9 个来自大豆(Glycine max)中的 ERF
基因表达。杜琳颖 [35]对小麦 TaERF87 进行

RT-qPCR 检测，表明 ABA、ET 处理能诱导

TaERF87 的上调表达。刘宸铭等[36]对玉米进行

ABA 胁迫处理，发现在处理 1 h 后 ZmEREB180
表达量呈现先少量下调后持续快速上调的趋

势。王岚等[30]的研究显示，山葡萄 VaERF095
基因在 MeJA 处理 6 h 后，其相对表达量较对照

显著升高。本研究中，不同激素(ABA、MeJA)
处理下的钩吻 GeERF4B-1基因表达量均被诱导

上调表达(图 4C、4D)，表明 GeERF4B-1 参与

多种激素应答反应。山葡萄 VaERF095 基因能

积极响应 4 ℃低温、ABA、MeJA 的诱导[30]。

那么，钩吻 GeERF4B-1 基因对环境中的激素变

化的响应是否与其抗逆能力相关，以及其是否

参与其他胁迫信号的交叉适应，还有待后续深

入探讨。 
ERF 基因的表达存在组织特异性[37]。橡胶

草(Taraxacum koksaghyz) TkERF3 基因主要在

根中表达[38]。水稻 OsERF103 基因在根中的表

达量最高[39]。本研究发现，钩吻 GeERF4B-1 基

因为组成型表达，且在根中高表达(图 4A)，推

测 GeERF4B-1基因可能在钩吻根系生长发育中

发挥重要作用。 

4  结论 
本研究从钩吻叶片中克隆获得一个核定位

的 AP2/ERF 转 录 因 子 家 族 的 新 成 员

GeERF4B-1，该编码基因在钩吻根中高表达，

且能被 4 ℃低温、MeJA、ABA 诱导上调表达，

但在 NaCl 和干旱胁迫中下调表达。经原核诱导

表达后，GeERF4B-1 重组蛋白大约在 52 kDa
出 现 目 的 条 带 ， 且 平 板 胁 迫 实 验 证 明

GeERF4B-1 基因能增强大肠杆菌的耐寒性及对
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NaCl 和甘露醇的敏感性。本研究为钩吻品种的

抗逆机制研究和遗传改良提供了科学参考和基

因资源。 
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