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摘 要:为探究蓖麻bZIP(basic
 

leucine
 

zipper)基因在响应非生物胁迫应答过程中的作用,研究基于蓖麻转录组数

据,克隆到1条在低温胁迫下显著上调表达的bZIP 基因,并将其命名为RcbZIP11(GenBank
 

No.
 

OQ506490)。

RcbZIP11 基因的编码区序列全长492
 

bp,其推导163个氨基酸,预测是1个亲水性蛋白质,具有保守的bZIP_plant
_GBF1结构域。蛋白质的多序列对比显示,RcbZIP11蛋白质在进化过程中相对保守,进化树分析显示RcbZIP11
与麻风树JcbZIP11蛋白质亲缘关系最近。亚细胞定位显示RcbZIP11蛋白质定位于细胞核,并成功克隆出RcbZ-
IP11启动子序列,预测结果显示,该区域拥有光响应元件、逆境响应类元件和激素诱导类元件。RcbZIP11 基因在

蓖麻不同组织(真叶、子叶、茎和根)中均有表达,在子叶中相对表达量最高;且该基因在逆境胁迫下(干旱、盐、低温

和ABA)的根和真叶中其相对表达量均高于0
 

h,说明RcbZIP11 基因积极地参与蓖麻的非生物胁迫响应。综上,

研究为进一步探究RcbZIP11 基因在蓖麻逆境条件生长过程中的功能奠定基础。
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Abstract:
 

In
 

order
 

to
 

explore
 

the
 

role
 

of
 

bZIP
 

(basic
 

leucine
 

zipper)
 

gene
 

in
 

response
 

to
 

abiotic
 

stress,
 

a
 

bZIP
 

gene
 

significantly
 

up-regulated
 

under
 

low
 

temperature
 

stress
 

was
 

cloned
 

based
 

on
 

the
 

transcriptome
 

data
 

of
 

Ricinus
 

communis,
 

and
 

named
 

as
 

RcbZIP11
 

(GenBank
 

No.
 

OQ506490).
 

The
 

coding
 

region
 

se-
quence

 

of
 

the
 

RcbZIP11
 

gene
 

was
 

492
 

bp
 

in
 

length,
 

which
 

deduced
 

163
 

amino
 

acids.
 

It
 

was
 

predicted
 

to
 

be
 

a
 

hydrophilic
 

protein
 

with
 

a
 

conserved
 

bZIP_plant_GBF1
 

domain.
 

Multiple
 

sequence
 

alignment
 

showed
 

that
 

RcbZIP11
 

protein
 

was
 

relatively
 

conservative
 

during
 

evolution.
 

Phylogenetic
 

tree
 

analysis
 

showed
 

that
 

RcbZIP11
 

had
 

the
 

closest
 

relationship
 

with
 

JcbZIP11
 

protein.
 

Subcellular
 

localization
 

showed
 

that
 

the
 

RcbZIP11
 

protein
 

was
 

localized
 

in
 

the
 

nucleus.
 

The
 

promoter
 

sequence
 

of
 

the
 

RcbZIP11
 

was
 

successfully
 

cloned.
 

The
 

prediction
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

region
 

had
 

light
 

response
 

elements,
 

stress
 

response
 

ele-
ments,

 

and
 

hormone
 

induction
 

elements.
 

RcbZIP11
 

gene
 

was
 

expressed
 

in
 

different
 

tissues
 

(true
 

leaves,
 

cotyledons,
 

stems,
 

and
 

roots)
 

of
 

castor,
 

and
 

the
 

relative
 

expression
 

level
 

was
 

the
 

highest
 

in
 

cotyledons.
 

The
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

RcbZIP11
 

in
 

roots
 

and
 

leaves
 

under
 

stress
 

(drought,
 

salt,
 

low
 

tempera-
ture,

 

and
 

ABA)
 

were
 

higher
 

than
 

0
 

h,
 

indicating
 

that
 

the
 

RcbZIP11
 

gene
 

was
 

actively
 

involved
 

in
 

the
 

abi-



otic
 

stress
 

response
 

of
 

castor.
 

In
 

summary,
 

this
 

study
 

lays
 

a
 

foundation
 

for
 

further
 

exploring
 

the
 

function
 

of
 

the
 

RcbZIP11
 

gene
 

in
 

the
 

growth
 

process
 

of
 

castor
 

under
 

stress
 

conditions.
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  转录因子(transcription
 

factors,TFs)作为调控

基因表达的蛋白质分子,在动植物体内通常有着重

要的功能,例如在调控植物的生长发育、逆境胁迫响

应、信号传导和生理代谢等过程[1-2]。而1个结构完

整的TFs编码蛋白质通常由4部分组成:DNA结

合域(DNA
 

binding
 

domain)、转 录 调 节 域(tran-
scription

 

regulation
 

domain)、寡聚位点(oligomer-
ization

 

site)和核定位域(nuclear
 

localization
 

sig-
nal)[3]。一般情况下,TFs并不是独立发挥作用的,
而是通过DNA结合域的作用,与其转录起始上游

的启动子区域的顺式作用元件结合,并通过与其他

蛋白质的相互作用共同调控植物的生长[4]。
目前,在植物中至少已鉴定出64种转录因子家

族[5]。其中,碱性亮氨酸拉链(basic
 

leucine
 

zipper,

bZIP)基因家族是TFs家族中成员数量最多的[6]。
其特征在于高度保守的bZIP结构域,该结构域由

60~80个氨基酸残基组成,包括碱性区域和亮氨酸

拉链(Leu)区域,这2个功能区域由铰链区域连

接[3]。其中碱性区域是高度保守的,大约由16个氨

基酸残基组成,高度保守的N-x7-R/K-x9 基序的功

能是负责核定位和DNA结合[7];Leu拉链区域则

主要由Leu的几个重复序列或其他疏水性氨基酸

(如Ile、Val、Phe或 Met)组成,具有控制转录激活或

转录抑制的功能[8]。bZIP
 

TFs编码基因目前已在植

物中被广泛鉴定,包括拟南芥(Arabidopsis
 

thali-
ana)[9]、水稻(Oryza

 

sativa)[10]、大麦(Hordeum
 

vul-
gare)[11]、高 粱(Sorghum

 

bicolor)[12]、蓖 麻(Ricinus
 

communis)[13]和葡萄(Vitis
 

vinifera)[14]等植物。
研究表明,bZIP 基因参与植物生长发育的重

要调控过程,如调节根系发育[15]、促进花青素积

累[16]、整合脱落酸和葡萄糖信号[17]。同样,bZIP
基因也参与调节植物在胁迫下的生理反应[18-23]。

bZIP 基因影响许多物种的耐盐性和耐旱性,例如

番茄 (Solanum
 

lycopersicum)[18]、大 豆 (Glycine
 

max)[19]和人参(Panax
 

ginseng)[20]等植物。朱芸

晔等[21]研究发现番茄在盐、干旱和细菌等胁迫条件

下,43个SlbZIP 基因能够被诱导表达,积极参与

番茄的逆境反应;才华等[22]发现野生大豆(Glycine
 

soja)GsbZIP33 基因响应干旱、低温和盐胁迫,并且

在根和叶片组织中有着不同的表达模式;人参的

157个bZIP 基因中,PgbZIP99 和PgbZIP78 在

盐胁迫下被诱导表达,PgbZIP131 在干旱胁迫下表

达值最高[23]。
目前,在蓖麻中共发现了49个RcbZIP 基因[13],

但仅对少数基因的功能进行了研究。其中RcbZ-
IP11 基因参与非生物胁迫应答的研究鲜见报道。
鉴于蓖麻优良的抗旱和耐盐碱能力及bZIP 基因在

植物逆境胁迫中的作用,对蓖麻bZIP 基因资源的

挖掘是必要的。本研究基于‘通篦5号’叶片转录组

信息,克隆出1个蓖麻的RcbZIP家族成员,对其编

码氨基酸进行生物信息学分析和蛋白质亚细胞定位

分析,研究基因在不同逆境胁迫下的表达特性,包括

干旱、盐、低温和脱落酸胁迫,以期为蓖麻 RcbZ-
IP11 基因响应环境胁迫压力的分子机制和对基因

功能的研究提供依据。

1 材料和方法

1.1 试验材料

1.1.1 试验材料及处理

‘通篦5号’由通辽市农牧研究所提供;野生型

拟南芥种子(Columbia生态型)保存于实验室。蓖

麻种子经75%的酒精消毒后于28
 

℃催芽,发芽后

均匀地摆放在发芽盒中进行水培,2片子叶展开后

浇灌1/2霍格兰营养液,至四叶龄对其分别进行干

旱胁迫(10%
 

PEG
 

6
 

000)、高盐胁迫(300
 

mmol/L
 

NaCl)、冷胁迫(4
 

℃)和脱落酸胁迫(100
 

μmol/L
 

ABA);拟南芥种子消毒后种植在3∶1比例的花土

∶蛭石的花盆中。培养条件是(25±1)
 

℃/16
 

h光

照和(20±1)
 

℃/8
 

h暗处理交替培养。

1.1.2 主要试剂及仪器

2
 

x
 

KOD
 

MasterMix高保真酶和DNA提取试

剂盒购买于库莱博;第一链cDNA合成试剂盒购自

莫纳生物公司;SanPrep柱式DNA胶回收试剂盒、

SanPrep柱式PCR产物纯化试剂盒和SanPrep柱

式质粒DNA小量抽提试剂盒购买于生工公司;T-
载体、载体连接试剂盒、Sac

 

Ⅰ和 Xba
 

Ⅰ内切酶购

自Takara公司;pCAMBIA2300-GFP 载体和大肠

杆菌感受态(TOP10)购于青岛艾迪特生物科技公

司。植物原生质体分离试剂盒 Plant
 

Protoplasts
 

Isolation
 

Kit 和 转 染 试 剂 盒 Plant
 

Protoplasts
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Transfection
 

Kit购买于Beyotime生物公司。仪器

设备由内蒙古民族大学农学院和生命科学与食品学

院提供。本试验所需引物均使用Snapgene软件设

计,生工公司合成,序列见表1。

表1 引物序列

Table
 

1 Primer
 

sequences

引物名称
 

Primer
 

name 引物序列
 

Primer
 

sequence(5'→3') 用途
 

Use

RcbZIP11-CDS-F CAGGATCTCAGATTTAACTGAGATT

RcbZIP11-CDS-R GACCATGAACAGGACATCCCTCGTC

基因克隆
Gene

 

cloning

RcbZIP11-F ACTAAACTAAACACTTATGAAAACT

RcbZIP11-R GGAGATATATATATAGTATATATTTAC

启动子克隆
Promoter

 

cloning

RcbZIP11-Sac
 

I-F AGAACACGGGGGACGAGCTCATGGCATCCTCTAGTGGGAATTCCT

RcbZIP11-Xba
 

I-R ACCATGGTGTCGACTCTAGAATATTGAAACAAATCCGGAGATGCC

构建荧光表达载体
Construction

 

of
 

fluorescent
 

expression
 

vector

RcbZIP11-Q-F TGGCATCCTCTAGTGGGAAT

RcbZIP11-Q-R CATCAAGGTGCTGCTGTTTT
qRT-PCR

Actin-F TCCCTCAGTACGTTCCAGCA

Actin-R CACCTCCATACTCCTCCCT

内参
Actin

注:表中下划线分别为Sac
 

Ⅰ和Xba
 

Ⅰ酶切位点。

Note:
 

The
 

underline
 

in
 

the
 

table
 

is
 

the
 

Sac
 

Ⅰ
 

and
 

Xba
 

Ⅰ
 

restriction
 

sites,
 

respectively.

1.2 试验方法

1.2.1 总RNA的提取

将蓖麻真叶放入灭菌后提前预冷的研钵中,加
入液氮研末至粉末状。使用 TransZol法提取总

RNA作为模板,使用第一链cDNA合成试剂盒合

成模板cDNA。

1.2.2 RcbZIP11基因全长的克隆及验证

参考蓖麻转录组数据中RcbZIP11 基因的序列

信息,设计特异性引物(表1)。使用上述模板cD-
NA进行PCR扩增,扩增体系包括酶25

 

μL,上下游

引物各2
 

μL,模板5
 

μL和dd
 

H2O定容至50
 

μL,
轻柔吹打混匀后,按照95

 

℃
 

6
 

min;95
 

℃
 

15
 

s,53
 

℃
 

15
 

s,72
 

℃
 

10
 

s,35个循环;72
 

℃
 

7
 

min进行反

应,将扩增产物经1%电泳检测,符合目标片段后进

行胶回收、末端加A及纯化。使用载体连接试剂盒

将纯化产物连接至T载体,热击转化大肠杆菌感受

态细胞中,经菌液PCR检测合格后进行保菌,并将

菌液送至生工公司进行测序。

1.2.3 RcbZIP11基因的生物信息学分析

在 ExPASy(https://web.expasy.org/trans-
late/)网站推导RcbZIP11 基因的编码氨基酸序列;
并将氨基酸序列提交至 NCBI

 

conserved
 

domain
 

search(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Struc-
ture/cdd/wrpsb.cgi)预测其结构域;借助ExPASy-
ProtParam

 

tool(https://web.expasy.org/prot-
param)在线工具预测RcbZIP11蛋白质的基本理化

性质和亲疏水性;用SOPMA(https://npsa-pbil.
ibcp.fr/cgi-bin/secpred_sopma.pl)工具预测蛋白

质的二级结构;在Phyre2(http://www.sbg.bio.
ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index)网站

预测RcbZIP11蛋白质的三级结构,并对预测结果

在SAVES
 

v6.0(https://saves.mbi.ucla.edu/)网
站进行打分,下载拉式构象打分图。将RcbZIP11蛋

白质序列作为探针,使用在线工具NCBI-Protein
 

Blast
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi? PRO-
GRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK
_LOC=blasthome)进 行 序 列 对 比 并 下 载,使 用

GENEDOC软件进行蛋白质多序列比对分析,在

MEGA
 

11.0软件上进行进化树绘制。

1.2.4 RcbZIP11启动子序列的克隆及分析

使用DNA 提取试剂盒提取蓖麻叶片组织的

DNA,1%琼脂糖电泳检测合格后将其作为模板,按
照1.2.2节中的扩增体系对RcbZIP11 基因转录表

达上游2
 

000
 

bp的启动子序列进行扩增,条带符合

预期大小后,对其进行胶回收、末端加A、纯化、连接

T载体并转化大肠杆菌感受态,操作步骤同1.2.2
节,测序由生工公司完成。测序比对结果正确后,将
序列提交至Plant

 

CARE(https://bioinformatics.
psb.ugent.be/webtools/plantcare/html)网站预测

启动子区域中可能存在的顺式作用元件。

1.2.5 RcbZIP11蛋白质亚细胞定位分析

对1.2.2节中测序正确的菌液进行质粒提取,
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以其作为模板进行PCR扩增(引物见表1),将产物

进行胶回收及纯化,片段检测正确后克隆至pCAM-
BIA2300-GFP 载体的Sac

 

Ⅰ和 Xba
 

Ⅰ酶切位点

处,构 建 重 组 质 粒 pCAMBIA2300-GFP-RcbZ-
IP11,热击转化大肠杆菌感受态细胞,测序正确后

提取重组质粒。
使用Plant

 

Protoplasts
 

Isolation
 

Kit制备拟南

芥原生质体,按照 Plant
 

Protoplasts
 

Transfection
 

Kit操作步骤分别将pCAMBIA2300-GFP 空载体

和融合表达载体pCAMBIA2300-GFP-RcbZIP11
转化至原生质体中,使用DAPI(4',6二脒基-2-苯吲

哚)对细胞核进行染色,在22
 

℃培养箱中培养16
 

h。
使用激光共聚焦显微镜(FV1000)观察 RcbZIP11
蛋白质的亚细胞位置。

1.2.6 RcbZIP11基因的时空表达特性分析

在1.1.1节中,取未处理幼苗的根、茎、真叶和

子叶组织进行RcbZIP11 的组织表达模式分析;取
胁迫处理0,6,12,24,36

 

h的真叶和根组织检测

RcbZIP11 在胁迫处理下的表达模式。同1.2.1节

操作步骤提取植物组织的总 RNA 并反转录合成

cDNA,RcbZIP11-Q-F和RcbZIP11-Q-R为基因的

荧光表达扩增引物(表1)。反应体系为正反向引物

各0.2
 

μL,模板1
 

μL,SybrGreen
 

qPCR
 

Master
 

Mix
 

5
 

μL和ddH2O定容至10
 

μL。每组处理进行3次

生物学和技术性重复以保证结果准确。根据公式

2
-ΔΔCT 计算 RcbZIP11 的相对表达量[24],并使用

SPSS和Excel软件对数据进行处理,使用TBtools
软件的fancy

 

heatmap程序绘制图片。

2 结果与分析

2.1 RcbZIP11基因的克隆

RcbZIP11 基因全长的克隆结果如图1所示,
扩增片段大小在500~750

 

bp之间,符合预期片段,
测序后发现其cDNA全长643

 

bp,其中CDS有492
 

bp,CDS区内无内含子的存在,共编码163个氨基

酸,序列信息见图2。将序列提交至GenBank,将其

命名为Ricinus
 

communis
 

bZIP11(RcbZIP11),登
录号为OQ506490。

M.
 

DL
 

2
 

000
 

DNA
 

分子量标准;
 

1.
 

RcbZIP11基因全长克隆产物。

图1 RcbZIP11 基因全长的扩增

M.
 

DL
 

2
 

000
 

DNA
 

marker;
 

1.
 

The
 

full-length
 

cloning
 

product
 

of
 

RcbZIP11
 

gene.

Fig.1 Amplification
 

of
 

the
 

full
 

length
 

of
 

RcbZIP11
 

gene

2.2 RcbZIP11基因的生物信息学分析

2.2.1 RcbZIP11蛋白质的保守域分析

如图3,经NCBI-CD
 

Search预测后发现,RcbZ-
IP11蛋白质有1个保守的bZIP_plant_GBF1结构

域,是bZIP超家族的一员。

图2 RcbZIP11 基因的CDS序列及所推导氨基酸序列

Fig.2 CDS
 

sequence
 

and
 

deduced
 

amino
 

acid
 

sequence
 

of
 

RcbZIP11
 

gene

图3 RcbZIP11蛋白质的保守域分析

Fig.3 Conserved
 

domain
 

analysis
 

of
 

RcbZIP11
 

protein
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2.2.2 RcbZIP11蛋白质的基本理化性质及亲疏水

性分析

RcbZIP11蛋白质的分子式为C787H1271N243O262S10,
相对分子质量是18.65

 

kD,理论总原子数是2
 

573
个,理论等电点是6.14。

组成 RcbZIP11蛋白质的163个氨基酸残基

中,Ser和Leu含量最高,分别有13.5%和10.4%,
含量最低的是Phe,有1.8%;带正电的氨基酸残基

(Arg+Lys)少 于 带 负 电 的 氨 基 酸 残 基(Asp+
Glu),分别为15个和18个。脂肪系数是77.24,总
平均疏水性是-0.722,说明RcbZIP11是1个亲水

性蛋白质(图4)。

图4 RcbZIP11蛋白质的亲疏水性分析

Fig.4 Hydrophilic
 

and
 

hydrophobic
 

analysis
 

of
 

RcbZIP11
 

protein

颜色越深代表序列一致性越高;AtbZIP11.拟南芥(NP_195185.1);
 

CcbZIP11.黄瓜(XP_004152685.1);
 

GmbZIP11.大豆(KAH1220101.1);
 

CabZIP11.辣椒(XP_016539772.1);
 

NtbZIP11-like.烟草(XP_009619503.1)。

黑色横线是bZIP_plant_GBF1结构域。

图5 RcbZIP11蛋白质与其他植物的多序列比对

The
 

darker
 

the
 

color,
 

the
 

higher
 

the
 

sequence
 

consistency;
 

AtbZIP11.
 

Arabidopsis
 

thaliana
 

(NP_195185.1);
 

CcbZIP11.
 

Cucumis
 

sativus
 

(XP_004152685.1);
 

GmbZIP11.
 

Glycine
 

max
 

(KAH1220101.1);
 

CabZIP11.
 

Capsicum
 

annuum
 

(XP_016539772.1);
 

NtbZIP11-like.
 

Nicotiana
 

tabacum
 

(XP_009619503.1).
 

The
 

black
 

horizontal
 

line
 

is
 

bZIP_plant_GBF1
 

domain.

Fig.5 Multiple
 

sequence
 

alignment
 

of
 

RcbZIP11
 

protein
 

with
 

other
 

plants

2.2.3 RcbZIP11蛋白质的序列分析

将RcbZIP11蛋白质同其他植物的bZIP氨基

酸序列进行比对(图5),发现不同物种的bZIP氨基

酸的序列一致性是68.37%,在bZIP_plant_GBF1
结构域内氨基酸的一致性较高,而C端保守性很

弱。在NCBI数据库种下载了银白杨(Populus
 

al-
ba,XP_034931683.1)、毛果杨(Populus

 

trichocar-
pa,XP_002306888.1)、麻风树(Jatropha

 

curcas,

XP_012071923.1)、可可树(Theobroma
 

cacao,XP_

007017624.1)、桃(Prunus
 

persica,XP_007223601.1)、
黄瓜(Cucumis

 

sativus,XP_004152685.1)、葡 萄

(Vitis
 

vinifera,XP_003634372.1)、番木瓜(Carica
 

papaya,XP_021905988.1)、拟南芥(NP_195185.1)
和水稻(XP_015622690.1)等10个物种的bZIP蛋

白质序列文件,并与蓖麻RcbZIP11蛋白质进行进

化树构建,发现RcbZIP11与麻风树JcbZIP11因缘

关系最近(图6)。

图6 RcbZIP11蛋白质的系统发育进化树分析

Fig.6 Phylogenetic
 

tree
 

analysis
 

of
 

RcbZIP11
 

protein

2.2.4 RcbZIP11蛋白质的二级和三级结构预测

RcbZIP11蛋白质的二级结构预测结果(图7)
显示,其包含98个α螺旋、2个β折叠、57个随机线

圈和6个延伸链,分别占总氨基酸残基的60.12%、
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1.23%、34.97%和3.68%。二级结构进一步卷曲

折叠形成了 RcbZIP11蛋白质的三级结构(图8,

A),与模型c1gd2G的一致性高达99.3%(一致性

>60%为准确),c1gd2G模型是pop1蛋白bZIP结

构域的典型结构,再次在结构上验证了 RcbZIP11

蛋白质属于bZIP家族;此外,RcbZIP11蛋白质的

拉式构象图预测结果(图8,B)显示,氨基酸残基在

最佳允许区(红色区域:A、B和L区)的数量占比是

100%,说明RcbZIP11蛋白质的三级结构预测结果

是非常可靠的。

蓝色.α螺旋;绿色.β折叠;紫色.随机线圈;红色.延伸链。

图7 RcbZIP11蛋白质的二级结构

Blue.
 

α
 

helix;
 

Green.
 

β-sheet;
 

Purple.
 

Random
 

coil;
 

Red.
 

Extension
 

chain.

Fig.7 Secondary
 

structure
 

of
 

RcbZIP11
 

protein

A.
 

RcbZIP11蛋白质的三级结构;B.拉式构象图。

图8 RcbZIP11蛋白质的三级结构及打分

A.
 

The
 

tertiary
 

structure
 

of
 

RcbZIP11
 

protein;
 

B.
 

Pull-type
 

conformation
 

diagram.

Fig.8 Tertiary
 

structure
 

and
 

grading
 

of
 

RcbZIP11
 

protein

2.3 RcbZIP11启动子序列的克隆及分析

如图9,经PCR法克隆出RcbZIP11的启动子

片段,测序结果与RcbZIP11启动子预测序列结果

一致,表明成功克隆出RcbZIP11启动子序列。

M.
 

DL
 

2
 

000
 

DNA
 

分子量标准;
 

1.
 

RcbZIP11启动子克隆产物。

图9 RcbZIP11启动子序列克隆

M.
 

DL
 

2
 

000
 

DNA
 

marker;
 

1.
 

Cloning
 

product
 

of
 

RcbZIP11
 

promoter.

Fig.9 Cloning
 

of
 

promoter
 

sequence
 

of
 

RcbZIP11

Plant
 

CARE数据库预测结果(表2)显示,该序

列除了核心元件(TATA-box和CAAT-box)外,还
存有光响应元件(GT1-motif和 G-box)、激素响应

类元件(GARE-motif、TCA-element、CGTCA-motif
和TGACG-motif)和胁迫响应类元件(GC-motif、

MBS和CCAAT-box),说明RcbZIP11启动子可能

受到非生物胁迫和激素胁迫的诱导,参与植物的逆

境胁迫响应。

2.4 RcbZIP11蛋白质亚细胞定位分析

如图10,激光共聚焦显微镜下的空载体(对照,

pCAMBIA2300-GFP)绿色荧光在细胞核和细胞膜

均有显示,而转入融合表达载体pCAMBIA2300-
GFP-RcbZIP11的拟南芥原生质体的绿色荧光与

细胞核特意标记位置重叠,说明RcbZIP11蛋白质

定位在细胞核,可能在细胞核中发挥作用。
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表2 RcbZIP11启动子顺式作用元件预测

Table
 

2 Prediction
 

of
 

cis-acting
 

elements
 

of
 

RcbZIP11
 

promoter

元件
 

Element
序列

 

Sequence
功能

 

Function
拷贝数

 

Copy
 

numbers

TATA-box ATATAT 转录起始点-30左右的核心启动子元件
Core

 

promoter
 

elements
 

at
 

the
 

transcription
 

start
 

point
 

of
 

about-30 92

CAAT-box CAAAT 启动子核心元件Core
 

promoter
 

element 27

GT1-motif GGTTAAT 光响应元件Optical
 

response
 

element 2

G-box CACGTC 参与光响应的顺式作用调节元件
A

 

cis-acting
 

regulatory
 

element
 

involved
 

in
 

light
 

response 1

GARE-motif TCTGTTG 赤霉素响应元件Gibberellin
 

response
 

element 1

TCA-element CCATCTTTTT 参与水杨酸反应性的顺式作用元件
Cis-acting

 

elements
 

involved
 

in
 

salicylic
 

acid
 

reactivity 1

CGTCA-motif CGTCA 参与 MeJA响应的顺式作用调控元件
Cis-acting

 

regulatory
 

elements
 

involved
 

in
 

MeJA
 

response 1

TGACG-motif TGACG 参与 MeJA响应的顺式作用调控元件
Cis-acting

 

regulatory
 

elements
 

involved
 

in
 

MeJA
 

response 1

GC-motif CCCCCG 参与缺氧特异性诱导作用的增强子样元素
Enhancer-like

 

elements
 

involved
 

in
 

hypoxia-specific
 

induction 2

MBS CAACTG 参与干旱诱导的 MYB结合位点 MYB
 

binding
 

sites
 

involved
 

in
 

drought
 

induction 1

CCAAT-box CAACGG MYBHv1结合位点 MYBHv1
 

binding
 

sites 1

GFP、CHI、DAPI、DIC和 Merge分别代表绿色荧光场(488
 

nm)、叶绿体自发荧光场(488
 

nm)、
细胞核特异标记、明场和叠加场。Bar=25

 

μm。

图10 RcbZIP11蛋白质亚细胞定位

GFP,
 

CHI,
 

DAPI,
 

DIC
 

and
 

Merge
 

represented
 

green
 

fluorescence
 

field
 

(488
 

nm),
 

chloroplast
 

autofluorescence
 

field
 

(488
 

nm),
 

nucleus-specific
 

marker,
 

bright
 

field
 

and
 

superposition
 

field,
 

respectively.
 

Bar=25
 

μm.

Fig.10 Subcellular
 

localization
 

of
 

RcbZIP11
 

protein

2.5 RcbZIP11基因的时空表达特性分析

2.5.1 组织表达模式

图11显示,在蓖麻的不同组织中RcbZIP11 基

因的表达量不同,RcbZIP11 基因在各个组织中均

有表达,其中在子叶中RcbZIP11 基因的表达量最

高,其次是真叶组织;在根中表达量最低,其次是茎

组织;RcbZIP11 基因在子叶中的相对表达量是根

中表达量的3.28倍。
2.5.2 非生物胁迫表达模式

图12显示,RcbZIP11 基因的时空表达模式会

受到干旱胁迫(PEG)、高盐胁迫(NaCl)、冷胁迫(4
 

℃)和 脱 落 酸 胁 迫(ABA)的 诱 导,且 每 个 时 段

RcbZIP11 基因的表达量均高于0
 

h。

图11 RcbZIP11 基因的组织表达模式

Fig.11 Tissue
 

expression
 

pattern
 

of
 

RcbZIP11
 

gene
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  在干旱胁迫下(图12,A),RcbZIP11 基因在真

叶和根中均呈现双峰表达模式,并且分别在第12
 

h
和第6

 

h首次出现表达峰值;在高盐胁迫下(图12,

B),RcbZIP11 基因在真叶和根中呈现出先上升后

下降的表达趋势,除在第12
 

h时RcbZIP11 基因在

根中的表达量高于真叶组织,在其余时间点RcbZ-
IP11 基因均在叶片中高表达;在低温胁迫下(图

12,C),RcbZIP11 基因在真叶组织中呈现出双峰表

达模式,且分别在第6
 

h和第36
 

h出现表达峰值,
在根中呈现出先上升后下降的表达模式,且在第24

 

h出现表达峰值;在ABA胁迫下(图12,D),RcbZ-
IP11 基因在根和叶片中表现出相似的时空表达模

式,但RcbZIP11 基因在叶片中的表达量要远高于

根组织。
综上,RcbZIP11 基因能够迅速响应非生物胁

迫,积极地参与蓖麻的非生物胁迫调控模式。

组织内不同字母表示胁迫时间之间在0.05水平差异显著(P<0.05)。

图12 RcbZIP11 基因的非生物胁迫表达模式

Different
 

letters
 

within
 

same
 

tissue
 

indicated
 

significant
 

difference
 

among
 

stress
 

times
 

at
 

0.05
 

level
 

(P<0.05).

Fig.12 The
 

abiotic
 

stress
 

expression
 

pattern
 

of
 

RcbZIP11
 

gene

3 讨 论

bZIP 基因在高等植物中普遍存在,积极参与

调节着植物的生物和非生物胁迫应答及生长发

育[1-2,25]。本研究从蓖麻品种‘通篦5号’中克隆到

RcbZIP11 基因,并对该基因或其所编码的氨基酸

序列进行了理化性质分析、表达特性研究和亚细胞

定位分析,还克隆了RcbZIP11 转录起始上游2
 

000
 

bp的启动子序列,分析该区域的顺式作用元件。

RcbZIP11蛋白质的理化性质分析结果显示,与橡胶

草(Taraxacum
 

kok-saghyz)[26]、马铃薯(Solanum
 

tuberosum)[27]和白桑(Morus
 

alba)[28]的bZIP11蛋

白质的理化性质不同,说明bZIP11蛋白质在不同

物种间的进化存有差异,这可能与其编码基因响应

不同的逆境有关[26-28]。研究表明,蓖麻 的49个

RcbZIP蛋白质共分为9个亚簇,分别是A~I簇,其

中E、G和H亚簇所含蛋白质数量最多,分别有11,

9,7个[13]。RcbZIP30/4/16/37/48/11/44/17/19隶

属于 G 亚簇,该簇的特征结构域是bZIP_plant_

GBF1结构域[7,13,18]。本研究结果显示,RcbZIP11
基因所推导的氨基酸序列中拥有bZIP_plant_GBF1
结构域,推测其属于GBF1类bZIP转录因子,与蓖

麻G亚簇的RcbZIP30/4/16/37/48/44/17/19蛋白

质可能存在功能上的冗余[13]。研究发现,bZIP转

录因子的在细胞中的位置主要定位于细胞核[29]。
辣椒(Capsicum

 

annuum)的CAbZIP1-GFP融合蛋

白瞬时转化拟南芥原生质体,结果显示该蛋白定位

于细胞核[30];小麦(Triticum
 

aestivum)的 TabZ-
IP1-GFP融合蛋白在洋葱表皮细胞中瞬时表达也

得了相同结论,TabZIP1蛋白质同样是1个核蛋

白[31]。笔者构建了 RcbZIP11蛋白质的融合蛋白

pCAMBIA2300-GFP-RcbZIP11,在拟南芥原生质体
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中瞬时表达,得到的结果与前人研究结果一致。
启动子作为研究基因表达及功能的重要作用元

件,可以与bZIP转录因子的碱性区域结合,进而调控

下游基因的表达[4]。一般地,bZIP转录因子会优先

结合以ATGC为核心的顺式作用元件,如A-box、C-
box、G-box和ABRE元件[32-33]。甘薯(Pomoea

 

bata-
tas)的IbbZIP22启动子区域中就有多个 G-box和

MBS元件,还有多个茉莉酸甲酯(MeJA)和ABA诱

导元件,说明IbbZIP22 转录因子可能会受到 MYB
的调控,基因的表达会受到 MeJA和ABA激素的诱

导[34]。RcbZIP11启动子中也同样有G-box核心元件

(CACGTC)、MYB结合位点(CAACTG)、水杨酸诱导

元件(CCATCTTTTT)、MeJA诱导元件(CGTCA和

TGACG)和 赤 霉 素 诱 导 元 件(TCTGTTG),说 明

RcbZIP11基因的表达可能会受到激素和干旱诱导的

调控,RcbZIP11基因在干旱胁迫(图12,A)下的表达

模式也验证了这一猜想,但是该基因在植物应对干旱

胁迫过程中的潜力需进一步验证。研究表明,bZIP
转录因子在植物应对不利环境的应答过程中扮演着

重要的角色,包括盐、干旱、低温、渗透胁迫和机械损

伤等多种环境压力[21,25,35],bZIP通常情况下是通过

基因的过量表达来应对上述非生物胁迫的。例如,

MtbZIP2 和MtbZIP26 基因的过量表达可提高蒺

藜苜蓿(Medicago
 

truncatula)植株在盐胁迫下的

适应能力[36];苹果(Malus
 

pumila)的 MdbZIP2/

8/10/39/46/60/69/72/78/79/94/96/99/104/

109 基因在干旱胁迫下的根和叶片组织中特异性表

达,说明这16个基因对苹果植株应对干旱胁迫有重

要意义[37];大豆的GmbZIP44、GmbZIP62 和Gm-
bZIP78 基因在冷胁迫下表达量攀升,促进了大豆

叶片脯氨酸的合成,提高了植物在冷胁迫中的存活

能力[38]。蓖麻RcbZIP11 基因时空表达模式显示,

RcbZIP11 基因表达受非生物胁迫的诱导,在干旱、
盐、低温和ABA胁迫下的基因表达量攀升,均高于

0
 

h,说明RcbZIP11 基因积极参与蓖麻植株对非生

物胁迫的应答,这与前人研究结果[13]一致。
综上,本研究对‘通篦5号’RcbZIP11 基因和

启动子进行克隆,对其进行生物信息学分析和基因

的表达模式分析,探讨了RcbZIP11蛋白质的结构

与功能,再通过构建RcbZIP11蛋白质的荧光表达

载体,明确其亚细胞定位,为蓖麻RcbZIP11 基因在

应对非生物胁迫过程中的功能奠定了基础,后续可

构建RcbZIP11 基因的过表达载体,通过转化模式

植物进一步明确该基因的具体功能。
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