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马铃薯 Alf in12l ike锌指蛋白基因克隆与序列分析
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摘　要 :利用紫花苜蓿盐胁迫相关锌指结构蛋白 A l f in1基因 cDNA序列 ,通过电子克隆在 GenBank中对马铃薯同

源 EST序列进行查询比较和拼接 ,获得了 1 个含有完整编码区的 cDNA 序列 ,并通过 RT2PCR成功获得了该序

列.获得的全长 cDNA序列中包含 1个 747 bp的最大读码框 ,编码 248个氨基酸 ,将其命名为 S t f in1.氨基酸序列

分析表明存在典型的 Cys42His2Cys3锌指结构 ,与 Alfin1一致性达 93. 09 %.从结构分析结果推测 S t f in1与 A l 2
f i n1在功能上具有一定的相关性.
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Cloning and Sequencing of an Alf in12l ike Zinc Finger

Protein Gene in Sol a num t uberosum
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Abstract :A f ull lengt h cDNA sequence was obtained by in silico cloning. After searching against potato

EST database in GenBank using A l f i n1 cDNA sequence f rom alfalfa. The native cDNA sequence denoted as

S t f i n1 (S ol anum t uberosum Alfin12like p rotein1) was isolated wit h R T2PCR amplification. S t f i n1 contains

a maximum open reading f rame of 747 bp encoding a peptide wit h 248 amino acids and a stop codon. The
Stfin12deduced amino acid sequence showed 93. 09 % identity and shared a conserved typical Cys42His2Cys3

zinc finger motif wit h Alfin1. It s sequence conservation and st ruct ure similarity with Alfin1 implied t he

f unctional correlation between S t f i n1 and A l f i n1 in develop ment p rocesses and responses to abiotic st res2
ses.
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　　盐胁迫是影响植物生长发育、地理分布和农业

生产的重要限制因子 ,植物在感受到盐胁迫信号后 ,

会启动一系列基因的表达从而对一定水平的胁迫产

生适应.在这些胁迫相关基因的表达调控中 ,转录因

子发挥着重要功能.目前报道较多的有与渗透胁迫

有关的 CBF因子 ,与脱落酸信号相关的 bZIP因子

等[1 ] .此外还发现许多植物锌指结构蛋白与逆境胁

迫有关 ,并且多数为信号通路中的转录因子[2 ] .锌指

结构 (zinc finger ,ZFs)是存在于某些核酸结合蛋白

中的一类具有指状结构的结构域 ,它通过半胱氨酸

和组氨酸残基与 Zn2 +络合 ,自我折叠成一种手指状

的空间结构.锌指蛋白负责调控基因的表达 ,主要通
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过与核酸的相互作用显示出不同的功能 ,如促进转

录、抑制转录、结合单链 DNA、结合 RNA 或双向结

合 RNA/ DNA等.

A l f i n1是通过差示技术从紫花苜蓿 ( Medicago

sati v a)耐盐无性系突变体中克隆到的编码具有

Cys42His2Cys3锌指结构特点转录因子的基因[3 ,4 ] .

Alfin1不仅与根系发育相关基因的转录调节有关 ,

还对盐胁迫相关基因的表达调控发挥功能.在通过

反义技术抑制 A l f i n1内源基因表达的情况下 ,苜蓿

愈伤组织对盐胁迫的敏感性增加 ,而且再生植株根

系不能发育或发育不良[5 ] . A l f i n1的过量表达则能

使苜蓿愈伤组织耐盐性明显提高 ,由此获得的再生

植株表现出耐盐性提高、根系发达的特点[6 ] .进一步

分析发现该转录因子的氨基酸序列、蛋白质结构都

与现在已经知道的逆境信号诱导的其它转录因子不

同 ,也不具备典型的 ABA 诱导特征 ,因此代表了一

类新的盐胁迫相关转录因子[ 1 ,3 ] .

已有的研究结果表明 ,在水稻、拟南芥与胡杨中

也存在与 A l f i n1 同源的基因序列[7 ] , A l f i n12like

基因在植物中的存在是否具有功能上的普遍性值得

探究.本实验采用电子克隆的方法[8 ] ,利用 A l f i n1

基因序列在 GenBank中对马铃薯 ( S ol anum t ubero2
sum) EST序列的查询比较 ,获得了 1个含有完整编

码区的 cDNA序列 ,编码的氨基酸序列和 Alfin1高

度同源 ,并通过 R T2PCR成功获得了该序列.

1　材料和方法

1 . 1　材　料

马铃薯块茎切块播种于蛭石和营养土等体积混

合的培养基质中 ,于 22℃、14 h 光照培养条件下生

长 2个月后取叶片和根 ,液氮速冻后于 - 80℃保存.

1 . 2　方　法

1. 2. 1　总 RNA提取 　分别取马铃薯的叶片和根

0. 1 g ,加液氮充分研磨后 ,加入 Invit rogen 公司

Trizol试剂 ,按照其说明书提供的方法提取总

RNA ,获得的 RNA 溶于 100μL DEPC2H2 O 中用

于下一步的 R T2PCR程序.

1. 2. 2　RT2PCR扩增　将 4. 5μL RNA 和 6. 0μL

100μmol/ L Oligo (d T) 18混合 ,室温孵育 10 min后 ,

依次加入 200 U/μL RNasin 0. 5μL、5 ×逆转录缓

冲液 4. 0μL、100 mmol/ L dN TP 4. 0μL 和 ML V

逆转录酶 1μL .将该体系混合均匀 37℃反应 1. 5 h

后冰水浴中冷却 2 min ,合成 cDNA 第一链. M2
ML V逆转录酶为 Takara产品.

以合成的 cDNA第一链产物为模板 ,根据 EST

拼接序列信息设计引物 Pst1 (5′2A GTTTGGGTAA2
CATGAA GA GGAAA 23′)和 Pst2 (5′2CCGAAA GTA2
A GATAACA GAAA GCAA 23′)进行 S t f in1 的 PCR

扩增.反应总体系为 50μL ,其中包括 10×PCR Ex2
T aq buffer 5. 0μL ,10 mmol/ L 引物各 1. 0μL ,2. 5

mmol/ L dN TP 4. 0μL ,5 U/μL Ex2 T aq polymer2
ase 0. 25μL ,模板 DNA 1. 0μL ,dd H2 O 37. 75μL .

反应条件为 94℃预变性 3 min ;94℃变性 30 s ,45℃

退火 30 s ,72 ℃延伸 1 min ,30个循环 ;72℃延伸 10

min. Ex2 T aq polymerase为 Takara产品.

1. 2. 3 　RT2PCR产物的克隆和序列分析 　PCR产

物经胶回收纯化后 ,连接到 p GEM2T Easy载体上 ,

转化 D H5α感受态细胞 ,在含有 100 mg/ L 氨苄青

霉素的 LB固体培养基 (4μL 1 mol/ L IP T G和 40

μL 20 mg/ mLχ2gal)上进行蓝白斑筛选 ,挑取白色

菌落培养 ,提取质粒进行酶切鉴定和测序确认.

p GEM2T Easy试剂盒为 Promega 产品 ,测序由上

海生工生物工程有限公司完成.

2　结果与分析

2. 1　马铃薯中与 Al f i n1 同源的 EST序列的查询

与拼接

利用 A l f in1 基因序列对 GenBank 中马铃薯的

EST序列进行查询 ,从中获得同源 EST序列片段.通

过对比分析 ,由 EST427774 (登录号为 BE924005)与

EST725699 (登录号为 CK279620)拼接获得了1 183

bp的 cDNA序列 ,其中含有 1个 750 bp 的最大开放

读码框 ,编码 249个氨基酸和 1个终止密码子 ,而且

在起始密码子前存在 1个终止密码子 (图 1) .由此可

见 ,通过 EST序列拼接已经获得了含有完整读码框

的 cDNA序列.将此序列命名为 Stfin1 ( S olanum tu2
berosum Alfin12like protein1) .

2. 2　马铃薯 Alf in12l ike锌指蛋白基因序列的克隆

以马铃薯的叶和根为材料提取的总 RNA 为模

板 ,根据由 EST拼接获得的序列信息设计引物 ,利

用 R T2PCR进行扩增 ,获得了约 1. 1 kb的特异条带

(图 2 ,A) ,与预测序列大小一致.将获得的 PCR产

物经过切胶纯化 ,连接到 p GEM2T Easy载体上 ,转

化大肠杆菌 ,获得阳性菌落并提取质粒 ,对其中 2个

质粒 ( P1 和 P2 )用 EcoR I进行了酶切鉴定.由于在

p GEM2T Easy线形化载体两端各存在 1个 EcoR I

酶切位点 ,同时对拼接获得的 S t f i n1序列分析发现

在 874位存在一个 EcoR I酶切位点 ,因此对连接了
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S t f i n1的 p GEM2T Easy 载体用 EcoR I消化将会

产生 3. 0 kb的载体片段和约 800、400 bp 条带的目

的基因片段.对酶切产物电泳分析 ,与预期结果相符

(图 2 ,B) .

2. 3　马铃薯 St f inl基因的序列分析

在上述酶切分析的基础上 ,将 P1 质粒中的 St f inl

基因序列进行了测序分析 ,结果表明实验得到的

S t f i n1序列中存在 747 bp 的最大开放读码框 ,编码

图 1　EST序列拼接获得的马铃薯 S t f in1基因序列和编码的氨基酸序列

终止密码子用方框示出 ;设计引物的序列用下划线标出

Fig. 1　S t f in1 gene sequence obtained by in silico cloning and deduced amino acid sequence

The stop codon is boxed and primer sequences are underlined

图 2　S t f inl的 RT2PCR克隆 (A)和 p GEM2Stfin1的酶切鉴定 (B)

A. S t f in1在马铃薯根、叶片中的 R T2PCR扩增 ;B. p GEM2Stfin1质粒的酶切鉴定

Fig. 2　RT2PCR amplification of S t f i n1 (A) and enzymatic digestion identification of p GEM2Stfin1 (B)

A. R T2PCR amplification of S t f in1 in potato root and leaf ;B. Enzymatic digestion of p GEM2Stfin1 plasmids
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248个氨基酸和 1个终止密码子 (图 3) .实验所得的

cDNA序列与计算机拼接的序列之间的一致性为

88. 58 % ,其中 120个碱基位点和计算机拼接的序列

存在差异 ,在 5′和 3′非翻译区中存在 8处 2个或 2个

以上碱基连续缺失或变异的区域 ,有的区域碱基缺失

高达 20 bp ,在翻译区存在 56 bp 的变异 ,其中除了 2

个区域分别出现 3个碱基缺失和变异外 ,其余均为单

个碱基变异 (图 3) .因此 ,与计算机拼接序列相比 ,实

际克隆到的基因序列在非翻译区存在比较大的变异.

由于翻译区的变异 ,在编码的氨基酸序列中引起了

17个氨基酸残基的变化 (图 4) .

由实验得到的 S t f i n1 推导出的氨基酸序列和

苜蓿 Alfin1氨基酸序列的同源性比较结果表明 ,二

者的氨基酸序列一致性为 93. 09 %.尽管克隆所得

S t f i n1 cDNA序列与预测的序列存在较大的变异 ,

但在接近C2末段区域形成锌指结构区域的8个氨

图 3　S t f in1 cDNA拼接序列和克隆的实际序列的比较

最大读码框以下划线标出 ,相同序列处以阴影表示

Fig. 3　Comparisons of in silico cloned sequence with the RT2PCR cloned S t f in1 cDNA sequence

The maximum open reading f rame was underlined and t he shaded part showed identical sequences

图 4　S t f in1编码氨基酸序列和 Alfin1氨基酸序列同源性的比较

形成 C3 HC4 锌指结构的氨基酸残基底部由星号标出 ,氨基酸相同区域以阴影表示

Fig. 4　Alignment of S t f in1 and Alfin1 deduced amino acids sequences

The asterisk indicated t he amino acid residues t hat form C3 HC4 zinc finger motif ,and t he

shaded part showed identical and conserved amino acid residues
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基酸残基具有高度的保守性 ,它们与周围的其它氨

基酸残基共同形成了具有典型的 Cys2X22Cys2X112
Cys2Cys2X22Cys2X42His2X22Cys2X92His2X52Cys2X22
Cys序列特征的 C4 HC3 基序[9 ] (图 4) .作为转录因

子 ,应该存在核定位序列 ,但是对其氨基酸序列预测

分析中没有发现和现在已知的核定位信号相类似的

氨基酸序列.

3　讨　论

表达序列标签 (expression sequence tag , EST)

是指基因经过转录形成的信使 RNA ( mRNA)的部

分序列 ,现在已经在多个重要农作物和模式植物中

获得了大量的 EST序列.利用生物信息学手段 ,通

过对已知 EST序列进行分析、拼接 ,并由其推导出

的氨基酸序列和已知的其它基因比较后 ,有可能获

得一段比较长的甚至是含有完整编码区的 cDNA

序列信息 ,将此称为基因的电子克隆.在此基础上结

合 RACE2PCR 技术 ,能够快速获得完整的 cDNA

序列 ,从而避免了以往基因克隆中进行的文库构建、

筛选等繁琐的操作过程 ,而且实验成本也大大降低.

以前的研究结果表明在其它植物如水稻、拟南芥中

也存在和 A l f i n1基因同源的基因序列 ,因此推测这

类转录因子在植物中的存在具有普遍性.根据这一

推测 ,本工作利用苜蓿中编码 Alfin1 转录因子的

cDNA序列为模板 ,通过对 GenBank中马铃薯 EST

序列的查询比对 ,获得了与之存在高度同源性的

EST序列 ,在此基础上通过序列拼接 ,获得了含有

编码区的 cDNA序列 ,并通过实验得到了验证.

对实验获得的基因序列和拼接获得的序列比较

发现 ,二者在序列上存在一定的差异 ,其中以 5′和

3′非翻译区的变异最大 ,不仅存在碱基替换 ,甚至存

在多达 20 bp 的连续缺失区域.如此高的碱基变异 ,

远非由 PCR扩增中产生的碱基突变的原因来解释.

而且我们在 PCR 扩增中使用了保真性比较高的

Ex2 T aq DNA聚合酶 ,在扩增过程中出现差错的几

率远低于普通的 T aq DNA 聚合酶 ,我们以往的实

验结果也证明了这一点.因此造成上述差异的原因

可能主要是由马铃薯基因型间的遗传差异所造成

的 ,此外也和 EST序列规模化测序中存在的误差

有关.

锌指结构蛋白中的 C4 HC3 基序被认为在基因

的转录调节中发挥功能.对紫花苜蓿 Alfin1转录因

子研究发现 ,在体外 A l f i n1的原核表达产物能够和

具有 GN GGT G或 GT GGN G碱基序列特征的核苷

酸片段特异性结合.对根特异性表达的富含脯氨酸

细胞壁蛋白基因 Ms PR P2 的启动子序列中存在被

Alfin1识别并结合的 3 个上述的碱基序列 , A l f i n1

在苜蓿中的过量表达可以提高 Ms PR P2 基因的表

达水平 ,转基因植株表现为根系发达 ,耐盐性提

高[5 ] .对 S t f i n1所推导的氨基酸序列的分析发现此

序列中具有典型的 C4 HC3 基序 ,结果也表明和 A l2
f i n1具有同源性 ,其氨基序列的一致性程度达 93.

09 % ,由此推测两者在功能上具有一定的相关性.到

现在为止 ,除了以苜蓿和胡杨为材料的研究结果外 ,

还没有其它植物中 Alfin12like 锌指蛋白基因功能

方面的报道.因此 ,有必要进一步分析 S t f i n1 基因

在盐胁迫下的作用来探讨 Alfin12like 锌指蛋白功

能上的普遍性.
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