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摘 要: CCCH 锌指蛋白广泛存在于真核生物中，在植物的生长、发育和逆境胁迫响应中起着重要作用。
为获知青花菜 CCCH 转录因子基因的序列特征和表达特性，从青花菜叶片中克隆到 1 个 CCCH 基因，命

名为 BoCCCH1，同时，利用 RT-PCR 方法研究了其在不同器官及霜霉菌侵染叶片中的表达模式。序列

分析结果表明，BoCCCH1 的基因组全长为 1 568 bp，包含 1 个长度为 599 bp 的内含子，2 个长度分别为

627 bp、342 bp 的外显子，编码 322 个氨基酸，蛋白质的分子量与等电点分别为 35 296. 42 Da 和 8. 47;

BoCCCH1 有 2 个锌指结构，类型均为 C-X8 － C-X5 － C-X3 － H。系统发育分析结果表明，BoCCCH1 与其

它植物的 21 条同源序列在进化树上分为 6 组，来自十字花科的 CCCH 与 BoCCCH1 处于同一分支。基

因表达结果表明，BoCCCH1 在叶、花茎、嫩角果、花蕾和花中表达，其中花茎和嫩角果的表达量最高，
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分析和表达研究，为基因功能的验证奠定基础。

1 材料与方法

1. 1 试验材料

青花菜材料 Bo0112 为抗霜霉病纯合株系，花蕾紧

密、细小，定植后 75 ～ 85 d 收获。于花期采集根、叶、
花茎、花蕾、开放的花和嫩角果，用于 RNA 的提取; 霜

霉菌采自临海上盘青花菜基地，该基地位于浙江省东

南沿海，常年青花菜种植面积 3 500 hm2，病叶带回实

验室后用无菌 ddH2O 小心冲洗叶片上的白色霉层，将

收集到的孢子稀释备用，待青花菜长至两叶一心时用

喷雾法接种［22］。采集接种 0、6、12、24、36、72 h 时的叶

片，置于 － 80℃ 备用。BoCCCH1 的同源序列下载自

NCBI 中 甘 蓝 型 油 菜 ( B． napus ) ( 登 录 号:

CDX96041. 1) 、白菜( B． rapa) ( XP_009105366. 1 ) 、山

萮 菜 ( Eutrema salsugineum ) ( ESQ28458. 1 ) 、荠 菜

( Capsella rubella ) ( EOA35456. 1 ) 、亚 麻 荠 ( Camelina
sativa) ( XP_010511807. 1 ) 、琴叶拟南芥( A． lyratassp．
lyrata ) ( EFH63428. 1 ) 、拟 南 芥 ( A． thaliana )

( AEE34763. 1) 、醉蝶花 ( Tarenaya hassleriana ) ( XP _
010559235. 1 ) 、 可 可 树 ( Theobroma cacao )

( EOY00014. 1 ) 、 葡 萄�菜 (Vitisvinifera ) ( XP _
010663009. 1 ) 、白 梨 ( Pyrus × bretschneideri ) ( XP _
009357366. 1) 、桃 ( Prunus persica ) ( EMJ25397. 1 ) 、鹰

嘴 豆 ( Cicer arietinum ) ( XP _ 004497020. 1 ) 、梅 ( P．
mume) ( XP_008243303. 1 ) 、菜豆( Phaseolus vulgaris )

( ESW14969. 1 ) 、大 豆 ( Glycine max ) ( XP _
003535712. 1) 、马 铃 薯 ( Solanum tuberosum ) ( XP _
006344185. 1) 、绒毛状烟草( Nicotiana tomentosiformis)

( XP _ 009607434. 1 ) 、大 麦 ( Hordeum vulgare ssp．
vulgare ) ( BAJ91753. 1 ) 、 玉 米 ( Zea mays )

( AFW79284. 1 ) 和 二 穗 短 柄 草 ( Brachypodium
distachyon) ( XP_003569444. 1) 的 CCCH。
1. 2 方法

1. 2. 1 基因克隆和转化 基因组 DNA 的提取采用

SDS 法［23］; RNA 提取用 Trizol 法［24］，cDNA 的合成采

用 SMARTTM cDNA 合成试剂盒( Clontech，USA) ，操作

根据其提供的说明书进行。引物 BoC3H1up: 5'-ATGG
AAAACGAAACGGC-3'和 BoC3H1dn: 5'-TCATTTAACA
AGCTTGAAGGA-3'。在 0. 2 mL PCR 管中依次加入

2. 5μL10 × PCR 缓冲液( 含 20 mmol·L －1 Mg2 + ) ，1. 2 U
Taq DNA 聚合酶( 北京鼎国昌盛生物技术有限责任公

司) ，0. 5μ L10mmol·L －1 dNTPs，20 μmol·L －1 的上、下

游引物各 0. 6μL，40 ng 模板( DNA 或 cDNA) ，最后加

无菌 ddH2O 至 25μL。PCR 扩增程序: 94℃ 预变性 5
min; 94℃变性 40 s，52. 5℃退火 60 s，72℃延伸 90 s，共

35 个循环。
PCR 产物于 1. 2% 的琼脂糖凝胶上电泳后，切胶

回收含目的条带的胶块，采用试剂盒法( 上海碧云天

生物技术研究所) 回收 DNA。取 1. 5μL 回收产物与 p-
GEM-Teasy 载体( Promega) 连接过夜，用热激法导入

DH －5α 感受态细胞中，经涂布培养，挑取白色单菌落

于 37℃振荡培养 12 h。用菌液 PCR 验证阳性克隆，

PCR 程序同基因的克隆，反应体系中的模板改为 0. 5
μL 菌液，其它不变，经电泳验证后各取 3 个阳性克隆

用于测序。
1. 2. 2 生物信息学分析 DNAMAN 5. 2. 2 用于推导

BoCCCH1 编码的蛋白序列; 分子量和等电点的预测采

用在线工具 Compute pI /Mw ( http: / /web． expasy． org /
compute _ pi / ) ; 在 线 工 具 ProtParam ( http: / /web．
expasy． org /protparam / ) 用 于 统 计 氨 基 酸 的 组 成; 用

Clustal X 1. 81 软件比对 CCCH 及其同源序列; 采用

Mega 3. 1 软件构建进化树，建树方法为邻接法，自举

检测次数 1 000［15］。
1. 2. 3 表达分析 根据测序结果，设计 BoCCCH1 的

RT-PCR 引物，分别为 BoC3H1RTup: 5'-CGCCAAGACA
TGGTGAA-3'和 BoC3H1RTdn: 5'-CTGGCAGTGGTCAC
CGTAT-3'，以等量 cDNA 为模板进行 PCR 扩增。采用

25μL 反应体系，RT-PCR 引物和 cDNA 模板的用量同

1. 2. 1。PCR 扩增程序: 94 ℃ 预变性 5 min; 94℃ 变性

30 s，55. 6 ℃退火 40 s，72℃ 延伸 70 s，共 32 个循环。
PCR 产物于 1%琼脂糖凝胶上电泳并拍照。以肌动蛋

白基因为内标，上下游引物分别为 5'-TCTCGATGGAAG
AGCTGGTT-3'和 5'-GATCCTTACCGAGGGAGGTT-3'，
扩增程序: 94 ℃ 预变性 5 min; 94℃ 变性 30 s，55. 6℃
退火 45s，72℃延伸 90 s，共 32 个循环。

2 结果与分析

2. 1 BoCCCH1 基因的特征

以 BoC3H1up 和 BoC3H1dn 为引物，分别以叶片

基因组 DNA 和 cDNA 为模板进行 PCR 扩增，经测序

后得到各自的序列。结果表明，BoCCCH1 的基因组全

长为 1 568 bp，包含 1 个内含子，长度为 599 bp，第 1
与第 2 外显子的长度分别为 627、342 bp( 图 1) 。
2. 2 BoCCCH1 编码蛋白的特征

青花菜 BoCCCH1 编码 322 个氨基酸，在线工具
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注: 实心方块及上面的数字表示外显子及外显子的长度;

直线及上面的数字表示内含子及内含子的长度。

Note: Solid box and number above indicate exon and its length．

Line and number above indicate intron and its length．

图 1 BoCCCH1 的基因结构

Fig． 1 Gene structure of BoCCCH1

Compute pI /Mw 预测得到的分子量为 35 296. 42 Da，等

电点 8. 47。在线工具 ProtParam 的统计结果表明，编

码蛋白中甘氨酸( glycine，G) 的含量最高，达 10. 6%，

丝氨酸( serine，S) 次之，色氨酸( tryptophane，W) 最

少，仅 1 个残基，占 0. 3%。推导蛋白 BoCCCH1 的 C
端有 2 个 CCCH 锌指结构，分别位于 234 ～ 261 和 2
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图 3 BoCCCH1 与同源序列锌指基序的比对

Fig． 3 Comparisons of zinc finger motifs between BoCCCH1 and its homologous sequences

图 4 BoCCCH1 及其同源序列的系统进化树

Fig． 4 Phylogenetic tree of BoCCCH1 and its homologous sequences

744



核 农 学 报 30 卷

注: A: BoCCCH1 基因的表达; B: 肌动蛋白内标;

1 ～ 6: 根、叶、花茎、嫩角果、花蕾和花。

Note: A: Expression of BoCCCH1 gene． B: Actin control． 1 to 6:

Roots，leaves，stalks，young siliques，flower buds and flowers．

图 5 BoCCCH1 在不同器官中的表达模式

Fig． 5 Expression patterns of BoCCCH1 in different organs

注: A: 霜霉菌侵染后叶片 BoCCCH1 基因的表达; C: 对照叶

片 BoCCCH1 基因的表达; B 和 D: 肌动蛋白内标。

Note: A: Expression of BoCCCH1 gene challenged by

Hyaloperonos poraparasitica． C: Expression of BoCCCH1 gene in

control leaves． B and D: Actin control．

图 6 霜霉菌侵染下 BoCCCH1 在叶片中的表达模式

Fig． 6 Expression patterns of BoCCCH1 in leaves

challenged by Hyaloperonos poraparasitica

加，24 h 和 36 h 时达到最大，72 h 时表达量下降( 图

6) 。

3 讨论

CCCH 锌指蛋白广泛存在于动物、植物和微生物

中，它们以家族形式存在于生物体。蒋明等［26］从核盘

菌 ( Sclerotinia sclerotiorum ) 和 灰 葡 萄 孢 菌 ( Botrytis
cinerea) 中共鉴定出 22 个 CCCH。CCCH 参与多种细

胞生命活动，在植物生长、发育和逆境响应过程中起着

重要作用。CCCH 基因在不同组织器官中有着不同的

表达模式，蒺藜苜蓿 34 个成员中，MtC3H14、MtC3H21
和 MtC3H32 在芽中的表达量最高，后者还在种荚中大

量表达，MtC3H11 和 MtC3H23 则主要在根中表达［15］;

水稻 OsTZF1 在 愈 伤 组 织、胚 芽 鞘、嫩 叶 和 穗 中 表

达［16］。本研究中，青花菜 BoCCCH1 基因在叶片、花

茎、花、花蕾和嫩角果中表达，其中花茎和嫩角果中的

表达量最大，根中则未检测到 BoCCCH1 基因的表达。
CCCH 的 表 达 与 逆 境 响 应 相 关，拟 南 芥 AtC3H23

( AtTZF1) 参与葡萄糖代谢，与脱落酸、赤霉酸和肽类

激素的响应调控相关［27］，该基因还参与盐胁迫的调

控［19］; 陆地棉 GhZFP1 的表达受 NaCl、干旱和水杨酸

诱导，其通过与 GZIRD21A 和 GZIPR5 互作，参与盐胁

迫和抗病反应［18］; 矮牵牛( Petunia hybrida) PhTZF1 在

根、茎、叶和花中均有表达，表达量较小，但在低温、干
旱、ABA、MeJA、高盐和高渗胁迫下，表达量均有不同

程 度 的 上 调［28］。 莱 茵 衣 藻 ( Chlamydomonas
reinhardtii) CCCH 锌指蛋白基因 Limp77 在减氮条件下

培养，其表达量显著下降，导致油脂含量增加，说明该

基因的表达抑制油脂的积累［29］。近年来霜霉病发生

严重，而分子育种缺少优良的靶标基因，本研究通过接

种霜霉菌，研究 BoCCCH1 基因在该病原菌侵染下的表

达模式。经 RT-PCR 检测，发现 BoCCCH1 的表达受霜

霉菌 诱 导，表 达 量 在 24 h 和 36 h 时 最 大，暗 示

BoCCCH1 基因参与霜霉病抗性反应。前期在青花菜

中克隆到抗坏血酸过氧化物酶基因 BoAPX2、查尔酮合

成酶基因 BoCHS2、防御素基因 BoDFN 等，它们均在霜

霉菌的诱导下表达，过量表达 BoDFN 增加了青花菜对

霜霉病的抗性［30 － 32］。
植物 CCCH 锌指结构可用通式 C-X4 －15 － C-X4 －6

－ C-X3 － H 表示，数量为 1 ～ 6 个。拟南芥 AtSZF1 和

AtSZF2 的 C 端各含有 2 个相同的锌指结构 C-X8 － C-
X5 － C-X3 － H!

研究
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BoCCCH1 过量和抑制表达时
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