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摘要　以青花菜为材料，在克隆Ｃ３Ｈ型锌指蛋白基因 C$###K? 的 基 础 上，研 究 该 基 因 在 不 同 器 官 及 霜 霉 菌 和

灰葡萄孢菌侵染叶片中的表达模式。测序结果表明，C$###K? 没有内含子，编码区全长为１　７４０－
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蒋明，等：青花菜Ｃ３Ｈ型锌指蛋白基因 C$###K? 的克隆与表达

方法研究该锌指基因在不同器官及在霜霉菌和灰葡

萄孢菌侵染下叶片中的表达模式，旨在为开展该基

因的功能鉴定奠定基础。

１　材料与方法

１．１　实验材料

青花菜Ｂｏ０１１２在室内栽植，其生育期为７５ｄ，
花球坚实，花蕾深绿色，侧枝少，具有较强的霜霉病

和灰霉病抗性。于花期采集根、叶、花茎、花蕾、开放

的花和嫩角果，用于ＤＮＡ和ＲＮＡ提取。霜霉菌病

叶采自 浙 江 省 临 海 市 上 盘 镇 青 花 菜 基 地，用 无 菌

ｄｄＨ２Ｏ小心冲洗叶片上的白色霉层，将孢子溶液稀

释后备 用，待 青 花 菜 长 至２叶１心 时 用 喷 雾 法 接

种［１７］。灰葡萄孢菌也采自上盘镇青花菜基地，利用

分离法获得菌株，在无菌室中把菌株接种到马铃薯

葡萄糖琼脂（ｐｏｔａｔｏ－ｄｅｘｔｒｏｓｅ　ａｇａｒ，ＰＤＡ）培养基上，

２５℃培养６ｄ，在 菌 落 边 缘 用 打 孔 器 打 出 直 径 为５
ｍｍ的琼脂 块，反 贴 于 叶 片 正 面，对 照 为 不 接 菌 的

ＰＤＡ培养基。分 别 采 集 接 种 霜 霉 菌 和 灰 葡 萄 孢 菌

０、６、１２、２４、３６和７２ｈ时的叶片，置于－８０℃备用。
从ＮＣＢＩ数 据 库 下 载ＢｏＣＣＣＨ２的 同 源 序 列，

分别来自橙（#/,1G5　5/+&+5/5，登录号ＫＤＯ６６９０７．１）、
雷蒙德 氏 棉（E$556M/G2　1*/2$+D//，ＫＪＢ０８９７３．１）、
毛果 杨（)$MG%G5　,1/.>$.*1M*，ＥＥＥ８４６０７．２）、蓖 麻

（I/./+G5　.$22G+/5，ＥＥＦ３６７７３．１）、桃 （)1G+G5

M&15/.*，ＥＭＪ０９５３１．１）、梅 （)1G+G5　2G2&，

ＸＰ＿００８２２０９１６．１）、 苹 果 （F*%G5　D$2&5,/.*，

ＸＰ＿００８３８４７９３．１）、野 草 莓 （S1*’*1/*　4&5.*，

ＸＰ＿００４２９４２９０．１）、菜 豆 （)>*5&$%G5　4G%’*1/5，

ＥＳＷ１４１９９．１）、 野 生 大 豆 （E%6./+&　5$=*，

ＫＨＮ４００７６．１）、不 结 球 白 菜 （C1*55/.*　1*M*，

ＸＰ＿００９１２０３８０．１）、亚 麻 荠 （#*2&%/+*　5*,/4*，

ＸＰ＿０１０４８３４６３．１）、 荠 菜 （#*M5&%%*　1GB&%%*，

ＥＯＡ１３０９４．１）、拟 南 芥 （71*B/D$M5/5　,>*%/*+*，

ＡＥＤ９７０７７．１）和 山 萮 菜 （OG,1&2*　5*%5G’/+&G2，

ＥＳＱ４２５１３．１）。

１．２　ＤＮＡ、ＲＮＡ提取和ｃＤＮＡ合成

基因 组ＤＮＡ的 提 取 采 用 十 二 烷 基 磺 酸 钠 法；

ＲＮＡ提取采用 ＴＲＩｚｏｌ法；ｃＤＮＡ合 成 试 剂 盒 购 自

ＴａＫａＲａ公司，第１链 和 第２链 的 合 成 根 据 说 明 书

进行。

１．３　基因克隆

采用 的 上、下 游 引 物 分 别 为 ＢｏＣ３ＨＵＰ：５′－

ＡＴＧＧＧＡＧＡＴＧＡＣＧＡＧＣＴＧＴ－３′和 ＢｏＣ３ＨＤＮ：

５′－ＴＣＡＡＧＣＡＡＣＧＧＴＴＴＧＴＴＣＴ－３′。反应总体积

为２５μＬ，含１×ＰＣＲ缓冲液，０．８Ｕ0*T　ＤＮＡ聚合酶

（北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司），０．３μｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰｓ（上 海 生 工 生 物 工 程 股 份 有 限 公 司），各０．２

μｍｏｌ／Ｌ上、下 游 引 物，４０ｎｇ叶 片 基 因 组 ＤＮＡ 或

ｃＤＮＡ模 板，最 后 加 无 菌ｄｄＨ２Ｏ至２５μＬ。ＰＣＲ程

序：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５３．３℃退火

５５ｓ，７２℃延伸１１５ｓ，３１个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。

ＰＣＲ产物经１．２％琼 脂 糖 凝 胶 电 泳，割 取 含 目

的条带的胶块，利用ＤＮＡ凝胶回收试剂盒（碧云天

生物技术研究所）回收，实验操作根据说明书进行。
取２μＬ　ＰＣＲ回收产物克隆到ｐＧＥＭ－Ｔ　Ｅａｓｙ载体

（Ｐｒｏｍｅｇａ公司，美国），于４℃冰箱中连接过夜，用

热激法将连接产物转入ＤＨ５α大肠杆菌感受态细胞

（北京鼎国昌 盛 生 物 技 术 有 限 责 任 公 司）中，各 取３
个阳性克隆用于测序。

１．４　基因表达分析

根据测序结果设计ＲＴ－ＰＣＲ引物。上、下游引

物分别 为ＢｏＣ３ＨＲＴＵＰ：５′－ＴＡＴＧＡＴＣＧＣＴＧＣＣＴ
ＴＧＴＴＴ－３′和 ＢｏＣ３ＨＲＴＤＮ：５′－ＡＧＴＴＣＡＴＴＧＣＴ
ＧＣＧＴＴＣＴＡＴ－３′，以各 器 官 及 经 霜 霉 菌 和 灰 葡 萄

孢菌处理的 叶 片ｃＤＮＡ为 模 板 进 行ＰＣＲ扩 增，反

应体系及所采用的试剂同１．３节。ＰＣＲ程序：９４℃
预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５６．５℃退火５５ｓ，７２
℃延伸８０ｓ，３３个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。以肌动

蛋 白 基 因 为 内 标，上、下 游 引 物 分 别 为 ５′－
ＴＣＴＣＧＡＴＧＧＡＡＧＡＧＣＴＧＧＴＴ－３′和 ５′－ＧＡＴＣＣ
ＴＴＡＣＣＧＡＧＧＧＡＧＧＴＴ－３′。ＰＣＲ 程 序：９４ ℃预

变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５５．６℃退火４５ｓ，７２℃
延伸６０ｓ，３２个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ结束

后，产物在１％琼脂糖凝胶上电泳、拍照和记录。

１．５　生物信息学分析

C$###K? 的编码蛋白用Ｐｒｉｍｅｒ　ｐｒｅｍｉｅｒ　５．０软

件翻译；ＢｏＣＣＣＨ２及其同源序列比对采用ＣｌｕｓｔａｌＸ
１．８１软件；系统进化树的构建采用 Ｍｅｇａ　３．１软件，
建树方法为邻接法，自举检验次数为１　０００。

２　结果与分析

２．１　ＢｏＣＣＣＨ２的克隆与序列分析

分 别 以 叶 片 基 因 ＤＮＡ 和ｃＤＮＡ 为 模 板，用

ＢｏＣ３ＨＵＰ／ＢｏＣ３ＨＤＮ引 物 进 行 ＰＣＲ 扩 增，经 割

胶、回收、连接、转化和测序，获得相应的基因序列。
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测序结果（图１）表明：C$###K? 的基因组ＤＮＡ和

ｃＤＮＡ长度均为１　７４０ｂｐ，该基因没有内含子，分别

以 ＡＴＧ 和 ＴＧＡ 作 为 起 始 及 终 止 密 码 子；

C$###K? 编 码５７９个 氨 基 酸，推 导 的 蛋 白 质 具２

个ＡＮＫ结构域，分 别 位 于５７～８７和９２～１２４处，
另有２个不同类型的ＣＣＣＨ锌指结构，分别为Ｃ—

Ｘ８—Ｃ—Ｘ５—Ｃ—Ｘ３—Ｈ 和 Ｃ—Ｘ５—Ｃ—Ｘ４—Ｃ—

Ｘ３—Ｈ，位于２４９～２６７和２８４～２９９处。

下划线处为ＡＮＫ结构域；阴影部分为２个ＣＣＣＨ结构域。

Ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｔｈｅ　ＡＮＫ　ｄｏｍａｉｎｓ；ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄ　ｉｎ　ｓｈａｄｅｓ　ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅ　ｔｗｏ　ＣＣＣＨ　ｄｏｍａｉｎｓ．

图１　青花菜ＢｏＣＣＣＨ２编码区及推导的氨基酸序列

Ｆｉｇ．１　Ｃｏｍｐｌｅｔｅ　ｃｏｄｉｎｇ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｎｄ　ｄｅｄｕｃｅｄ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　C$###K?　ｆｒｏｍC1*55/.*　$%&1*.&*　ｖａｒ．/,*%/.*

２．２　ＢｏＣＣＣＨ２的表达分析

为研究C$###K? 在不同器官及经霜霉菌和灰

葡萄孢菌侵染叶片中的表达模式，以肌动蛋白基因

为内标，用ＢｏＣ３ＨＲＴＵＰ／ＢｏＣ３ＨＲＴＤＮ引 物 对 进

行ＲＴ－ＰＣＲ分 析。结 果（图２）表 明：C$###K? 在

根、叶、花茎、嫩角果、花蕾和花中均有表达；在根中

的表达量最大，条带最亮，在叶片、花茎和花中的表

达量较小，条带亮度较弱。

ＲＴ－ＰＣＲ结 果 表 明：对 照 叶 片 中 C$###K? 的

表达量没有明显变化（图３Ｅ）；在霜霉菌侵染下，６ｈ
和１２ｈ时与０ｈ没有区别，２４ｈ后表达量增加，但

增幅较小（图３Ａ）；叶片经灰葡萄孢菌侵染后，６～３６
ｈ的表达量增加，其中６ｈ时的表达量最大，之后逐

渐减少，７２ｈ时的表达量与０ｈ相仿（图３Ｃ）。

　　Ａ：C$###K? 基因 表 达；Ｂ：肌 动 蛋 白 基 因 对 照。１：根；

２：叶；３：花茎；４：嫩角果；５：花蕾；６：花。

Ａ：Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　C$###K?　ｇｅｎｅ；Ｂ：Ａｃｔｉｎ　ｇｅｎｅ
（ＣＫ）．１：Ｒｏｏｔｓ；２：Ｌｅａｖｅｓ；３：Ｓｔａｌｋｓ；４：Ｙｏｕｎｇ　ｓｉｌｉｑｕｅｓ；

５：Ｆｌｏｗｅｒ　ｂｕｄｓ；６：Ｆｌｏｗｅｒｓ．

图２　ＢｏＣＣＣＨ２基因在不同器官中的表达

Ｆｉｇ．２　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｐａｔｔｅｒｎｓ　ｏｆ　C$###K?ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｏｒｇａｎｓ

２．３　系统发育分析

利用ＣｌｕｓｔａｌＸ　１．８１软 件 对ＢｏＣＣＣＨ２及 其 同

源序列比对 结 果 表 明：桃（ＥＭＪ０９５３１．１）和 梅（ＸＰ＿

００８２２０９１６．１）的 相 似 性 最 大，达９７％；其 次 为 不 结
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　　（Ａ，Ｃ）：分 别 为 霜 霉 菌 和 灰 葡 萄 孢 菌 侵 染 下 C$###K?

的表达；Ｅ：对照叶片中 C$###K? 的表达；（Ｂ，Ｄ，Ｆ）：肌动蛋

白基因对照。

Ａ　ａｎｄ　Ｃ：Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　C$###K?　ｇｅｎｅ　ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ　ｂｙ

K"M*1*5/,/.*　ａｎｄ　C"./+&1&*，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｅ：Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆ　C$###K?　ｇｅｎｅ　ｉｎ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｌｅａｖｅｓ；Ｂ，Ｄ　ａｎｄ　Ｆ：Ａｃｔｉｎ　ｇｅｎｅ
（ＣＫ）．

图３　霜霉菌和 灰 葡 萄 孢 菌 侵 染 下ＢｏＣＣＣＨ２在 叶 片

中的表达

Ｆｉｇ．３　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｐａｔｔｅｒｎｓ　ｏｆ　 C$###K?　ｉｎ　ｌｅａｖｅｓ

ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ　ｂｙ　K6*%$M&1$+$5M$1*　M*1*5/,/.*　ａｎｄ

C$,16,/5　./+&1&*

球白菜（ＸＰ＿００９１２０３８０．１）和ＢｏＣＣＣＨ２，相 似 性 达

９４％；而菜豆（ＥＳＷ１４１９９．１）和不结球白菜、菜豆和

ＢｏＣＣＣＨ２及野生大豆（ＫＨＮ４００７６．１）和 不 结 球 白

菜的序列相似性最低，仅为４３％；ＢｏＣＣＣＨ２与不结

球白菜的相似性最高，与亚麻荠（ＸＰ＿０１０４８３４６３．１）、

荠菜（ＥＯＡ１３０９４．１）、拟南芥（ＡＥＤ９７０７７．１）及山萮

菜（ＥＳＱ４２５１３．１）等十字花科植物的相似性分 别 为

７７％、７８％、７８％和７９％，而与其他植物的相似性较

低，为４３％～４７％。

从图４可以看出：ＢｏＣＣＣＨ２及１５条同源序列

均有２个ＣＣＣＨ锌指结构，它们是蛋白序列中最为

保守 的 区 域；第１个 ＣＣＣＨ 锌 指 结 构 在＋２９６、

＋２９８、＋２９９和＋３０２位存在差异，第２个锌指结构

较第１个 保 守，有３处 出 现 差 异，分 别 位 于＋３２８、

＋３２９和＋３３１；ＢｏＣＣＣＨ２、不结球白 菜 和 山 萮 菜 的

２个锌指结构序列完全一致，类似现象也出现在 拟

南芥、荠菜和亚麻荠、菜豆和大豆、苹果和草莓及桃

和梅的组合中；另外，雷蒙德氏棉与十字花科植物第

２个锌指结构序列完全一致。

利用 Ｍｅｇａ　３．１软件构建系统发育树。结果（图

５）表明：１６条蛋白序列可分为４类，ＢｏＣＣＣＨ２先与不

结球白菜聚为一组，再与山萮菜、拟南芥、亚麻荠和荠

菜等十字花科植物组成Ⅳ类，支持率达１００％；豆科的

菜豆和野生大豆聚为一类（Ⅲ），支持率为１００％；蔷薇

科的野草莓、苹果、梅和桃聚为一类（Ⅱ），支持率也是

１００％；橙、雷蒙德氏棉、毛果杨和蓖麻处于同一分支，

归为Ⅰ类，但支持率低，仅５１％。

３　讨论

锌指蛋白广泛存在于真核生物中，在转录调控

中起着重要作用。有关Ｃ２Ｈ２型锌指蛋白的研究最

多，而对Ｃ３Ｈ型 的 报 道 相 对 较 少［８，１８］，与 青 花 菜 锌

指蛋白相关的研究很少。ＧＡＯ等［１９］在研究种子和

幼苗 硫 代 葡 萄 糖 苷 代 谢 时，利 用 ＲＮＡ－Ｓｅｑ鉴 定 出

１　６３３个转录因 子 基 因，其 中Ｃ３Ｈ 与Ｃ２Ｈ２锌 指 蛋

白基因的数量分别为６９和６５。Ｃ３Ｈ型锌指结构由

３个半胱氨酸和１个组氨酸构成，参与植物生长发育、

物质代谢和逆境响应［１３，２０－２１］。根据半胱氨酸和组

图４　ＢｏＣＣＣＨ２及其同源序列锌指模体的比较

Ｆｉｇ．４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ　ｏｆ　ｚｉｎｃ　ｆｉｎｇｅｒ　ｍｏｔｉｆｓ　ａｍｏｎｇ　ＢｏＣＣＣＨ２ａｎｄ　ｉｔｓ　ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
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图５　用邻接法构建的ＢｏＣＣＣＨ２及其同源序列的系统进化树

Ｆｉｇ．５　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｏｆ　ＢｏＣＣＣＨ２ａｎｄ　ｉｔｓ　ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ　ｕｓｉｎｇ　ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ　ｍｅｔｈｏｄ

氨酸之间的氨基酸残基数，Ｃ３Ｈ型锌指结构共有序

列 的 最 初 定 义 是 Ｃ—Ｘ６－１４—Ｃ—Ｘ４－５—Ｃ—Ｘ３—

Ｈ［２２］，在对拟 南 芥 和 水 稻 的Ｃ３Ｈ 进 行 全 基 因 组 鉴

定时发现了一些新类型，重新定义为Ｃ—Ｘ４－１５—Ｃ—

Ｘ４－６—Ｃ—Ｘ３—Ｈ［２３］。锌指蛋白通常含１～６个锌指

结构，但也有例外，如玉米的ＺｍＣ３Ｈ３含７个Ｃ３Ｈ，
类型为Ｃ—Ｘ１７—Ｃ—Ｘ６—Ｃ—Ｘ３—Ｈ，除 此 之 外，还

有 Ｃ—Ｘ８—Ｃ—Ｘ５—Ｃ—Ｘ３—Ｈ、Ｃ—Ｘ７—Ｃ—Ｘ５—

Ｃ—Ｘ３—Ｈ、Ｃ—Ｘ７—Ｃ—Ｘ４—Ｃ—Ｘ３—Ｈ、Ｃ—Ｘ５—

Ｃ—Ｘ４—Ｃ—Ｘ３—Ｈ、 Ｃ—Ｘ７—Ｃ—Ｘ６—Ｃ—Ｘ３—Ｈ
和 Ｃ—Ｘ８—Ｃ—Ｘ４—Ｃ—Ｘ３—Ｈ［２４］。在 本 研 究 中

ＢｏＣＣＣＨ２具２个 锌 指 结 构，分 别 为 Ｃ—Ｘ８—Ｃ—

Ｘ５—Ｃ—Ｘ３—Ｈ和Ｃ—Ｘ５—Ｃ—Ｘ４—Ｃ—Ｘ３—Ｈ，它

们均为常 见 类 型，拟 南 芥Ｃ３Ｈ１４和Ｃ３Ｈ１５各 具２
个 锌 指 结 构，都 是 Ｃ—Ｘ８—Ｃ—Ｘ５—Ｃ—Ｘ３—Ｈ 类

型［２３］；在 毛 果 杨 的２１１个 Ｃ３Ｈ 锌 指 结 构 中，Ｃ—

Ｘ８—Ｃ—Ｘ５—Ｃ—Ｘ３—Ｈ 有 ９６ 个，Ｃ—Ｘ７—Ｃ—

Ｘ５—Ｃ—Ｘ３—Ｈ有７６个［２５］，而 在 拟 南 芥 的１４８个

Ｃ３Ｈ 锌 指 结 构 中，Ｃ—Ｘ８—Ｃ—Ｘ５—Ｃ—Ｘ３—Ｈ 和

Ｃ—Ｘ７—Ｃ—Ｘ５—Ｃ—Ｘ３—Ｈ 类 型 的 Ｃ３Ｈ 分 别 为

７８和４３个。
锚蛋白重复序列（ａｎｋｙｒｉｎ　ｒｅｐｅａｔｓ，ＡＮＫ）结构域

在蛋白质－蛋白质互作中起着重要作用，它们参与转

录起始、细胞周期调控、细胞骨架、
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蒋明，等：青花菜Ｃ３Ｈ型锌指蛋白基因 C$###K? 的克隆与表达

一步我 们 将 开 展 载 体 构 建 和 转 基 因 研 究，以 明 确

C$###K? 在霜霉病和灰霉病抗性反应中的功能。
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