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摘要　[目的]确定拟南芥锌指蛋白基因 Atfin1 的效应部位。[方法] 用 Trizol 提取拟南芥叶片的总 RNA ,根据 GeneBank数据库中 Atfin1
cDNA全序列设计引物 ,进行 Atfin1的 PCR扩增 ,克隆 Atfin1基因 ,并进行同源性比较 ,构建 pBI2Atfin12EGFP融合表达载体 ,对 Atfin1进行
定位。[结果]克隆得到的拟南芥Atfin1蛋白氨基酸序列同紫花苜蓿Atfin1蛋白氨基酸序列的同源性达 78. 60 % ,在接近 C2末端区域形成
锌指结构的 8个氨基酸残基高度保守 ,与周围的氨基酸残基共同形成典型的 C4HC3基序。融合有Atfin1的绿色荧光蛋白只在细胞核区
域表达 ,而未做融合的绿色荧光蛋白在整个细胞内呈弥散状分布。Atfin1没有典型的核定位信号 ,但仍然能够准确地在细胞核内表达。
[结论] Atfin1在细胞核内表达 ,符合作为转录因子的表达特征。
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Cell Localization of Atfin1 Zinc Finger Protein in Arabidopsis
WANG Pei et al　(Northwest Plateau Institute of Biology , Chinese Academy of Sciences , Xining , Qinghai 810001)
Abstract　 [Objective ] The study aimed to confirm the effector sites of zinc finger protein gene Atfin1 in arabidopsis. [Method] The total RNA was ex2
tracted from arabidopsis leaves by Trizol extraction. The primer was designed on the basis of complete sequence of Atfin1 cDNA in GeneBank database and
the PCR amplification , clone and homologous comparison of Atfin1 were conducted. The fusion expression vector pBI2Atfin12EGFP was constructed and
used to localize Atfin1. [ Result ] The homology between amino acid sequence of cloned Atfin1 protein in arabidopsis and that in alfalfa reached 78. 60 %
and the 8 amino acid residues forming zenic finger structure near C2terminal domain were highly conservative and formed typical C4HC3 motif together with
peripheral amino acid residues. The green fluorescent protein infused with Atfin1 was only expressed in nuclear compartment and the green fluorescent pro2
tein witout Atfin1 distributed scatteredly in the whole cell . Atfin1 had no typical nuclear localization signal , but also could be expressed accurately in nu2
clear. [ Conclusion] Atfin1 was expressed in nuclear , according with the expression characteristics of transcription factors.
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　　植物在受到盐胁迫后 ,会启动一系列基因的表达对胁

迫环境产生适应 ,其中锌指蛋白是一类重要的逆境相关蛋

白。这类蛋白作为一类重要的转录因子 ,在空间结构中存在

一种特殊的结构域———锌指结构 (Zinc Finger ,ZFs) ,它通过两

对半胱氨酸组氨酸残基与 Zn2 +配合 ,折叠成一种指状空间结

构。锌指蛋白通过与核酸分子的相互作用调控基因的表达。

Alfin1是通过差式显示技术从紫花苜蓿 ( Medicago sativa)耐盐

无性系突变体中克隆得到的转录因子基因[1 - 2] ,编码具有

Cys42His2Cys3特征的锌指结构[1 ,3]。Alfin1的过量表达可明

显提高苜蓿愈伤组织的耐盐性 ,其再生的植株不仅根系发达

而且耐盐性增强[1 ,3 - 4]。

通过NCBI里面的比对 ,笔者查询到了与 Alfin1高度同

源的拟南芥基因 Atfin1(注册号 :At1g14510) ,并对 Atfin1基因

进行了克隆。这类蛋白作为锌指转录因子应该定位在细胞

核 ,但目前还未见任何有关这方面的实验报道。笔者拟通过

Atfin1与 EGFP形成融合蛋白来对 Atfin1进行定位 ,为这类锌

指蛋白的效应部位给出一个实验证据。

1　材料与方法

1. 1　植物材料　将经过春化的拟南芥种子直接播种于装有

花卉营养土和蛭石 (1∶3)的混合土壤盆中 ,放置于昼夜温度

22 ℃,相对湿度 80 % ,光照时间 16 h的生长室中。种子萌发

后 , 植株继续培养 3～4周 ,用于后续实验。

1. 2　总 RNA的提取及 cDNA合成　取 4周龄的拟南芥叶

片用 Trizol 提取总 RNA ,将获取的总 RNA溶于 50. 0μl DEPC2

H2O。吸取 4. 5μl的总 RNA和 6. 0μl 100μmol/ L Oligo (dT) 18

混合 ,于 75 ℃变性 10 min后迅速置于冰上保持 5 min。依次

加入 0. 5μl 200 U/μl RNasin、4. 0μl 5×逆转录缓冲液、4. 0μl

100 mmol/ L的 dNTP和 1μl MLV逆转录酶 (Takara 产品)。混

合均匀后于 37 ℃反应 1 h合成 cDNA第 1链 ,然后于 65 ℃30

min使MLV逆转录酶变性失活。

1. 3　Atfin1基因的克隆和序列测定及分析　根据 GeneBank

数据库中 Atfin1 cDNA 全序列设计引物 PatfinF2(5′2GCG2
GATCCATGGAAGGAATTCAGCATCCT 23′)、 PatfinR2( 5′2GCG2
GTACCGGCTTTCATTTTCTTGCTGGT23′)合成的 cDNA 作为模

板 ,进行 Alfin1的 PCR扩增。反应总体系是 50μl ,包括 5μl

的10 ×Ex2Taq buffer ,10 mmol/ L 引物各 1. 0μl ,4. 0μl 2. 5

mmol/ L的 dNTP ,0. 25μl 5 U/μl 的 Ex2Taq polymerase ( Ex2Taq

poly2merase为 Takara 产品)。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 ,做 30个循环 ;

72 ℃延伸 10 min。扩增产物连接进入 pGEM2T Easy载体 ,进

行双链核苷酸序列测定。测得序列利用 DNAMAN软件对由

核苷酸序列推导的氨基酸序列进行同源性比较[5]。

1. 4　拟南芥 Atfin12EGFP融合表达载体的构建和融合蛋白

的细胞定位　pBI2EGFP载体构建时 ,用引物 EGFPF(5′2GCG2
GATCCGGTACC ATGGTGAGCAAG23′) , EGFPR ( 5′2GCGAG2
CTCTTACTTGTACAGCTC23′) ,从 pEGFP载体 (Clontech 产品)

扩增 EGFP基因片段 ,替换 pBI121载体 (Clontech产品)上位

于BamHI和 SacI位点之间的 GUS 基因。在构建 pBI2Atfin12
EGFP融合表达载体时 ,将用 PatfinF和 PatfinR引物组合获得

的 Atfin1基因序列连接到 pBI2EGFP的 BamHI和 KpnI位点

之间 ,从而使 Alfin1转录因子 C2末端和 EGFP的 N2末端相融
合。将 pBI2EGFP和 pBI2Alfin12EGFP载体分别转入农杆菌

(EHA105) ,挑取生长良好的单克隆经 PCR检测无误后过夜
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培养 ,按照文献[6]描述的方法注射烟草叶进行瞬间表达 ,3 d

后撕取叶片下表皮于荧光显微镜下观察。

2　结果与分析

2. 1　拟南芥 Atfin1基因 cDNA全长片段的 RT2PCR扩增及

克隆　以拟南芥叶片提取的总 RNA为模板 ,利用 RT2PCR进

行扩增[7]。PatfinF , PatfinR 引物的扩增产物上 5′端带有

BamHI位点 3′端带有 KpnI位点 ,用于 EGFP融合表达载体的

构建 ,进行细胞定位。PCR扩增获得了约 750 bp 目的条带。

PCR产物经过纯化连接到 pGEM2T Easy载体上 ,转化大肠杆

菌DH5α感受态细胞 ,获得阳性克隆 P1 (PatfinF ,PatfinR引物

的扩增产物)。提取质粒用 BamHI和 KpnI进行酶切鉴定。

消化所得片段为 750 bp左右 ,与预期结果相符。阳性克隆进

行双向核苷酸序列测定。

2. 2　拟南芥 Atfin1蛋白氨基酸序列同源性比较　测序所得

序列在NCBI里比对后 ,证实我们克隆的片段未发生突变。

对所得序列进行分析 ,表明其开放读码框为 753 bp , 共编码

251个氨基酸和 1个终止密码子。将所得到的拟南芥 Atfin1

蛋白氨基酸序列同紫花苜蓿 Alfin1蛋白氨基酸序列进行同

源性比较 ,结果显示 ,同源性达到了 78. 60 % ,在接近 C2末端
区域形成锌指结构的 8个氨基酸残基高度保守 ,与周围的氨

基酸残基共同形成典型的以 Cys2X22Cys2X112Cys2Cys2X22Cys2
X42His2X22Cys2X92His2X52Cys2X22Cys 为特征的 C4HC3 基序

(图 1)。

2.3 　Atfin1 的细胞定位 　我们将融合有 Atfin1 的 pBI2
Atfin12EGFP 和对照 pBI2 EGFP 质粒分别转入农杆菌

(EHA105) ,注射烟草进行瞬间表达 ,3 d后取叶片下表皮在荧

光显微镜下观察。结果显示 ,融合有 Atfin1的绿色荧光蛋白

注 :形成 C3HC4锌指结构域的氨基酸残基用点标出 ,氨基酸相同

区域用深蓝色阴影表示。

Note :The dot indicated the amino acid residues that formed C3HC4 zinc

finger domain ,and the deep blue shaded part showed identical amino

acid residues.

图 1　Alfin1编码氨基酸序列和 Atfin1氨基酸序列同源性比较

Fig. 1 　Homology comparison of Atfin12encoded amino acids sequ2

ences and Alfin1 amino acids sequences

只在细胞核区域表达 (图 2A) ,而未做融合的绿色荧光蛋白

在整个细胞内呈弥散状分布 (图 2B)。经过氨基酸序列分析

发现 ,Atfin1虽然没有典型的核定位信号 ,但是它仍然能够准

确地在细胞核内表达 ,预示着 Atfin1中可能存在另外的未知

核定位信号。

注 :A为Atfin12EGFP融合蛋白定位在烟草叶片下表皮细胞核部位 ;B为 EGFP蛋白在烟草叶片下表皮细胞内呈弥散状分布。

Note :A is Atfin12EGFP fusion protein located in lower epidermal nuclear part in the tobacco leaf ; B is EGFP protein distributed scatteredly in lower epidermal cell

in the tobacco leaf .

图 2　Atfin1的细胞定位

Fig. 2　Cell localization of Atfin1 protein

3　讨论

具有锌指结构的蛋白是细胞内一类重要的转录因子 ,它

们通过与DNA或 RNA的作用调控基因的表达。我们从拟南

芥中克隆到 Atfin1基因并与 EGFP基因融合 ,通过融合蛋白

的表达证实 ,Atfin1作为转录因子确是定位在细胞核内。通

过氨基酸序列分析发现 ,Atfin1蛋白的一级结构中没有典型

的核定位信号 ,说明可能有其他的核定位信号存在。

对紫花苜蓿 Alfin1转录因子的研究发现 ,转录因子通过

与根特异性表达基因 MsPRP2启动子区域结合 ,促进该基因

的表达 ,植株表现为根系发达 ,耐盐性增强[4]。是否拟南芥

中与 Alfin1高度同源的 Atfin1基因也有此功能值得进一步探
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表 1　新疆杨株高净生长量多重比较

Table 1　Multiple comparison of net growth of plant height in P. alba L.

var. pyramidalis Bge

处理 Treatment ④ ② ①

③ 　　　5. 19 3 3 　　　2. 80 3 1. 59
① 3. 63 3 3 1. 24
② 2. 39

　　由表 1可知 ,处理③的株高净生长量极显著高于处理④

( P < 0. 01) ,与处理②差异达 0. 05显著水平 ;处理①的株高

净生长量也极显著高于对照 ( P < 0. 01) ;处理①和处理②无

显著差异 ( P > 0. 05)。这表明植物喷施灵肥液可以促进新疆

杨高生长 ,且在生产中以处理③的浓度为促进新疆杨株高生

长的最佳浓度。

2. 2　植物喷施灵对新疆杨地径的影响　方差分析可知 ,新

疆杨的地径净生长量经不同植物喷施灵肥液处理后在 0. 01

水平达极显著差异 ( F = 5. 85 3 3 )。为比较不同植物喷施灵

肥液处理对新疆杨的地径净生长量影响的差异性 ,进行LSD

多重比较 ,结果见表 2。由表 2可知 ,处理③的地径净生长量

极显著高于处理①( P < 0. 01) ,与处理④差异达 0. 05显著水

平 ;而其余各处理的地径净生长量均无显著差异 ( P > 0. 05)。

表明植物喷施灵肥液可以促进新疆杨地径生长 ,且在生产中

使用植物喷施灵肥液时 ,较高浓度的肥液———处理③的浓度

促进新疆杨地径生长的效果最佳。

表 2　新疆杨地径净生长量多重比较

Table 2　Multiple comparison of of net growth of ground diameter in P. al2

ba L. var. pyramidalis Bge

处理 Treatment ① ④ ②

③ 　　　4. 19 3 3 　　2. 80 3 1. 43
② 1. 39
① 2. 63 1. 04

2. 3　植物喷施灵对新疆杨净光合速率的影响分析　由图 1

可知 ,清水对照 (处理④)新疆杨净光合速率日变化整体上均

低于各处理。处理②新疆杨净光合速率日变化规律性不明

显 ,变化曲线分别在 8 :00、13 :00和 16 :00出现峰值。处理①

和处理③新疆杨净光合速率日变化表现出比较一致的规律

性。综合分析可以看出 ,植物喷施灵各处理均提高了新疆杨

的净光合速率。处理②没有明显的规律性变化 ,而处理①和

处理③整体上表现出成 8 :00和 11 :00～15 :00范围的双峰曲

线 ,处理③净光合速率值均高于处理①。对照在 14 :00左右

时出现“午休”,而此时其余 3个处理还未出现明显的“午休”

现象。说明植物喷施灵处理提高了新疆杨叶片的光合速率 ,

而且在一定程度上缓和了“午休”现象。

图 1　植物喷施灵对新疆杨净光合速率日变化的影响

Fig. 1　Effect on net photosynthetic rate daily changing of P. alba L.

var. pyramidalis Bge under SPF treatments

3　小结

(1)植物喷施灵处理③的株高净生长量极显著高于处理

④( P < 0. 01)。说明植物喷施灵肥液可以促进新疆杨高生

长 ,且在生产中处理③的浓度为促进新疆杨株高生长的最佳

浓度。

(2)植物喷施灵处理③的地径净生长量极显著高于处理

①( P < 0. 01) ,与处理④差异达 0. 05显著水平 ;而其余各处

理的地径净生长量均无显著差异 ( P > 0. 05) ,并且较高浓度

的肥液———处理③的浓度对于促进新疆杨地径生长的效果

最佳。

(3)植物喷施灵各处理均提高了新疆杨叶片的光合速

率 ,处理④作为对照 ,其净光合速率值一直处于最低水平 ,且

在 14 :00左右出现“午休”,而此时植物喷施灵的 3个处理还

未出现“午休”。处理③明显缓和了光合作用的“午休”现象 ,

表现为处理③的第 2次高峰持续的时间比其他处理长 ,没有

明显的“午休”现象。
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究 ,若也有此功能则预示着此类基因在植物界中可能有功

能上的普遍性 ,这将有可能为我们提供一个有潜在应用价

值的抗盐基因新资源。
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