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巴西橡胶树锌指蛋白基因的克隆及功能鉴定

肖 华，林云蒸，姚 笛，欧阳沫，黄 惜
( 海南大学 农学院 / 海南省热带生物资源可持续利用重点实验室，海南 海口 570228)

摘 要: 锌指蛋白是一类能与 DNA/ＲNA 结合并调控基因表达的蛋白。前期笔者通过酵母双杂技术筛选到

1 个可能与 JAZ 蛋白互作的巴西橡胶树锌指蛋白( 命名为 Hbzinc-finger) ，该基因的 cDNA 全长序列有 2 262
bp，编码 753 个氨基酸。该蛋白碳末端有 1 个 PB1 结构域，在 336 ～ 381 处氨基酸序列编码 1 个 ZnF_ZZ 锌离

子结合结构域。红色荧光蛋白亚细胞定位结果表明，Hbzinc-finger 定位于细胞核，酵母自转录激活显示该蛋

白有自转录活性。该基因的表达受创伤影响，表明橡胶锌指蛋白的表达可能受茉莉酸信号调控。
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锌指蛋白是指一类具有锌指结构域的蛋白，这种特殊的结构最早是上世纪 80 年代中期 Miller 等在非

洲爪蟾卵母细胞的转录因子 TFⅢA 中发现的［1 － 2］，锌指结构是一小段含很多半胱氨酸残基氨基酸序列，

这些区域通过结合 Zn2﹢自身折叠成较稳定的相对独立的“手指”状四面体结构［3］，并可以通过该结构域

识别 DNA、蛋白质和 ＲNA［4］。锌指蛋白是迄今为止在动物中发现的分布很广的一类蛋白，锌指蛋白基因

约占人类基因组序列的 1%［3］。锌指蛋白也普遍存在于植物体中，目前在拟南芥、水稻、大豆、棉花等植物

中都有针对这类蛋白进行克隆与功能鉴定的研究［5 － 8］，研究结果发现，这类蛋白可通过与 DNA、蛋白质、
ＲNA 结合并发生相互作用来调控下游基因的表达［9 － 15］。上述研究结果表明，锌指蛋白在植物生长发育和

抗逆性等方面起到了重要的作用。在植物的抗逆反应中，茉莉酸类物质可以作为细胞内或细胞间的信号

分子，通过与相关转录因子的相互作用，来调控下游基因表达防御蛋白及次生代谢产物，以发挥其自身防

御机制［16］。JAZs 蛋白是茉莉酸信号途径最关键的一个负调控因子，当外界无胁迫时 JAZs 蛋白与 MYC2
转录因子结合从而抑制转录因子的活性，使其下游基因的无法转录表达; 当植物受到外界环境的胁迫时

植物体内可迅速生成大量茉莉酸的衍生物茉莉酸 － 异亮氨酸衍生物，能够促使 SCFCOI1 与 JAZ 蛋白紧密

结合，从而使 JAZ 蛋白被泛素化标记，进而在 26S 蛋白酶体作用下被降解，被抑制的下游基因就可以转录

表达［17 － 19］。在前期实验中，笔者构建 HbJAZ1 的 Bait 载体，然后进行橡胶 cDNA 酵母双杂文库的 HbJAZ1
互作蛋白的筛选，得到 1 个阳性克隆，经测序 blast 比对得知这个阳性克隆与 1 个泛素化相关的锌指蛋白

同源性最高，达 77%［20］。笔者在此基础上，首先克隆 Hbzinc-finger 基因的全长 cDNA 序列，然后对该基因

的亚细胞定位、自转录激活鉴定和表达分析等方面进行功能鉴定，旨在为该基因的深入研究及生理生化

功能鉴定打下基础。

1 材料与方法

1． 1 材料 实验植物材料为巴西橡胶树无性系 ＲY7 － 33 － 97 和烟草。大肠杆菌为 DH5a 菌种，购于全

式金公司; 转录活性分析用的酵母菌为 Y2H Gold 菌种，取自海南大学生物科学技术研究所菌种保存库。
转录活性分析载体 pGBKT7 取自本实验室载体库。各种酶、提质粒、胶回收试剂盒、Ｒeal-Time PCＲ 试剂
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盒及平末端 T 载体 pSIMPLE-19EcoＲⅤ /BAP 载体均购于 TAKAＲA 公司; 其他药剂均购于 Sigma 公司; 所

有 PCＲ 引物合成及 DNA 测序均由 Invitrogen 公司完成。
1．2 总 ＲNA 提取 胶乳中总 ＲNA 的提取方法参照文献［21］，取 10 mL 新鲜胶乳，加入等体积的缓冲液

( 0． 1 mol·L －1 Tris-HCl，0． 3 mol·L －1 LiCl，0． 01 mol·L －1 EDTA，10% SDS) 后用 2 倍体积 V水保和酚 ∶ V氯仿 ∶
V异戊醇 =25∶ 24∶ 1 提取，振荡低温高速离心取上清，并加入等体积的 V酚 ∶ V氯仿 =24∶ 1 混匀，低温高速离心

取上清，加入 1 /3 体积的 5 mol·L －1的 NaCl 于 － 20 ℃沉淀过夜，低温高速离心去上清后用 75%乙醇清洗

沉淀 2 次，弃上清后干燥; 无菌 DEPC 水溶解。树皮、树叶总 ＲNA 使用百泰克公司植物总 ＲNA 提取试剂

盒提取。
1． 3 橡胶锌指蛋白全长 cDNA 克隆

1． 3． 1 橡胶锌指蛋白全长 cDNA 电子克隆 橡胶锌指蛋白来源于本实验室早前以 HbJAZ1 为 Bait 进行

橡胶基因酵母双杂文库杂交得到的 1 个阳性克隆，经测序 NCBI Blast 比对后，发现此蛋白与 ubiqutin-asso-
ciated ( UBA) zinc-finger 同源性最高，达到 77%。通过 BioEdit 软件电子克隆预测该基因的全长 cDNA 序

列，根据该序列设计引物扩增全长编码区，引物序列如下: ZF 特异性正向引物: 5'-ATGGAGTCTACTCTG-
GTGATCAA-3'; ZF 特异性反向引物: 5'-TTAACGAGTTGCATCCACATAA-3'。
1． 3． 2 橡胶锌指蛋白的全长基因的获得 以巴西橡胶树无性系 ＲY7-33-97 的胶乳为试材，提取总 ＲNA，

以 Oligo( dT) 为引物反转录获得 cDNA，并以此为模板，利用 Pfu 高保真酶进行 PCＲ 扩增，经 1% 琼脂糖

凝胶电泳后回收目的基因片段，并将其与平末端的 pSIMPLE-19EcoＲⅤ /BAP 载体连接转化 DH5a 感受

态，将阳性克隆送测序公司测序。
1． 4 橡胶锌指蛋白的亚细胞定位分析

1． 4． 1 橡胶锌指蛋白的 pGDＲ 重组载体的构建 根据 pGDＲ 载体多克隆位点自带的酶切位点［17］及锌指

蛋白基因本身序列情况，分别在 5'端引物和 3'端引物中均添加 SalⅠ酶切位点，引物如下: ZF 正向引物:

5'-GAGTCGACATGGAGTCTACTCTGGTGATCA-3'; ZF 反 向 引 物: 5'-GAGTCGACCTTAACGAGTTGCATC-
CACATA-3'。以 cDNA 为模板用高保真酶进行 PCＲ 扩增，产物胶回收后用 SalⅠ限制性内切酶切割，然后

连接到用相同限制性内切酶切割过的 pGDＲ 空载体，转化 DH5a 感受态，将阳性克隆提质粒后用相同内

切酶切割检测。
1． 4． 2 农杆菌感受态的转化及侵染烟草实验 利用热激法将 pGDＲ-Hbzinc-finger 转化到农杆菌 Gv3101
感受态中。然后用转基因农杆菌侵染烟草下表皮方法［22］。暗培养 2 d 后用激光共聚焦显微镜观察。
1． 5 橡胶锌指蛋白的自转录活性分析

1． 5． 1 橡胶锌指蛋白的 pGBKT7 重组载体的构建 根据 pGBKT7 载体多克隆位点自带的酶切位点及锌

指蛋白基因本身序列情况，分别在 5'端引物和 3'端引物中添加 NdeⅠ和 EcoＲⅠ 2 个酶切位点，引物如下:

ZF 正向引物: 5'-ATTCCATATGGAGTCTACTCTGGTGATCA-3'; ZF 反向引物: 5'-CGGAATTCTTAACGAGT-
TGCATCCACATA-3'。以 cDNA 为模板用高保真酶进行 PCＲ 扩增，产物胶回收后用 NdeⅠ和 EcoＲⅠ2 个限

制性内切酶切割，然后连接到用相同限制性内切酶切割过的 pGBKT7 空载体，转化 DH5a 感受态，将阳性

克隆提取质粒后用相同内切酶切割检测。
1． 5． 2 自转录活性分析 酵母感受态的制备及转化方法参照 Clontech 公司试剂盒转化方案，利用 PEG
为诱导剂将 pGBKT7-Hbzinc- finger 重组质粒转入酵母 Y2H Glod 菌株，同时转入 pGBKT-53 与 pGADT7-T
为正对照，pGBKT7 空载为负对照。将转基因酵母进行液体培养，分别点到 SD /-Trp 和 SD /-Trp-His-Ade +
ABA + X-a-Gal 营养缺陷型固体培养基上，观察菌落生长情况。
1．6 橡胶锌指蛋白的表达分析 将 HbZinc-finger 的氨基酸序列放到 http: / /prosite． expasy． org /在线上比

对，找到它的保守结构域。避开保守结构域，从基因序列的 5'端上选 300 bp 特异性片段，在 http: / /primer3．
ut． ee /上在线设计适合 Ｒeal Time PCＲ 使用的引物。以 Actin 基因为内参进行 Ｒeal Time PCＲ，PCＲ 使用

TakaＲa 公司的试剂盒在 ABI 7500 Ｒeal Time PCＲ 仪进行，每个橡胶组织样品分别进行 3 次生物重复，每个生

物重复分别进行3 次技术重复，实验数据用 excel 初步整理后，用 JMP 9 软件进行方差分析和多重比较。Ｒeal
Time PCＲ 引 物 如 下: HbActin 正 向 引 物: 5'-TGTCAGCAACTGGGACGATATGG-3'; HbActin 反 向 引 物: 5'-
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GAGTCATCTTCTCTCTGTTGGC-3'。zf 正向引物: 5'-
ATGGACAGCTTGATCTCGACATGA-3'; zf 反向引物:

5'-ACCCTCAAGAATTTCAGGCTTTGT-3'。

2 结果与分析

2．1 橡胶锌指蛋白基因全长克隆 橡胶胶乳总 ＲNA
经 ＲT-PCＲ 反应合成 cDNA 后，以此为模板进行 PCＲ
扩增，获得的目的条带大于 2 000 bp( 图 1)。经测序

分析，全长 2 262 bp 编码 753 个氨基酸 ( 图 2) 。
将锌指蛋白氨基酸序列输入 http: / / expasy． org /

tools /protparam． html 在线预测分析蛋白质的分子式

为 C3703H5909N1031O1178S42，相对分子质量 85 067． 3，等电点 pI 为 4． 95，体外半衰期为 30 h。将锌指蛋白

氨基酸序列输入 http: / / smart． embl-heidelberg． de / 在线分析它的结构域，在 4 ～89 氨基酸残基序列间存 1 个

PB1 结构域，在 336 ～381 氨基酸残基序列间存 1 个 ZnF_ZZ 锌离子结合结构域( 图 3) 。

图 2 橡胶锌指蛋白 cDNA 全长序列及氨基酸序列

Fig． 2 The full-length cDNA and the amino acid sequence of Hbzinc-finger

图 3 橡胶锌指蛋白结构域预测分析

Fig． 3 The domain prediction of HbZinc-finger

2． 2 橡胶锌指蛋白的亚细胞定位分析 用转基因农杆菌侵染后的烟草植株暗培养 2 d 后，撕下被侵染的

部位制成临时装片用共聚焦激光共聚焦显微镜上，检测 ＲFP 信号( 图 4) ，可见 pGDＲ 空植物表达载体红

色荧光信号在整个烟草下表皮细胞都能检测到，而 pGDＲ-Hbzinc-finger 重组植物表达载体的红色荧光仅能

在细胞核上检测到，说明 HbZinc-finger 的植物亚细胞定位于细胞核。
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图 4 橡胶锌指蛋白的亚细胞定位图

Fig． 4 Subcellular fluorescent localization of HbZinc-finger

2． 3 橡胶锌指蛋白的自转录活性分析 将 PGBKT7-HbZinc-finger 酵母阳性克隆的菌液分别点到 SD /-
Trp 和 SD /-Trp-His-Ade /ABA /X-a-Gal 营养缺陷型固体培养基上，同时点上含 pGBKT7-53 与 pGADT7-T 的

双转基因 Y2H Gold 酵母菌做正对照，以及含 pGBKT7 空载的转基因 Y2H Gold 酵母菌做负对照，然后倒置

于 30 ℃培养箱内培养 24 h，观察到实验组能在 SD /-Trp 培养基上正常生长，说明酵母转化实验成功。实

验组能在 SD /-Trp-His-Ade /ABA /X-a-Gal 板上正常生长且和正对照一样显蓝色，而负对照则不能，说明锌

指蛋白具有自转录活性( 图 5) 。

2． 4 橡胶 Hbzinc-finger 的表达分析 以橡胶树叶、树皮及连续 5 次割胶提取胶乳的总 ＲNA 反转录成的

cDNA 为模板进行 Ｒeal TimePCＲ，实验设计符合单因素完全随机实验原则，数据用 excel 初步整理后用
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JMP9 做方差分析和多重比较。结果表明，橡胶 Hbzinc-finger 在树叶、树皮、胶乳中均有稳定表达，胶乳中

的含量显著低于树皮和树叶( 图 6a) 。而在胶乳中，第 1 刀胶乳的表达量显著高于第 2，3，4 刀，而与第 5
刀之间无明显差异( 图 6b) 。说明在受到连续的割胶创伤后，橡胶 Hbzinc-finger 的量呈现先降低后又恢复

的趋势，由此可推测橡胶 Hbzinc-finger 参与了橡胶树的创伤防御应答反应。

3 讨 论

在真核生物中存在大量蛋白质分子含有特殊的锌指结构，这些蛋白统称为锌指蛋白。这些特殊的指

状结构在对 DNA、蛋白质和 ＲNA 的识别和结合中起重要作用。有些锌指蛋白在真核生物的基因表达调

控中处于上游，它的锌指状结构可以特异地识别 DNA，并与某些效应结构域结合，起到转录因子的作用，

从而调控靶基因的转录表达［23］。在动物中，锌指蛋白可以通过泛素蛋白酶体途径来影响动物细胞的凋亡

及过敏反应［24 － 26］。在植物中，锌指蛋白参与植物的逆境胁迫应答反应，还可增强植物的抗逆性［27］。
本研究获得的橡胶锌指蛋白 HbZinc- finger 基因，来源于本实验室前期 HbJAZ1 为 Bait 进行橡胶基因

酵母双杂文库杂交，所获得的 1 个阳性克隆，经测序 blast 比对得知该阳性克隆与 1 个泛素化相关的锌指

蛋白同源性最高，达 77%。然后再以此为根据，设计引物从橡胶 cDNA 中通过 PCＲ 扩增得到。亚细胞定

位和自转录活性实验表明，橡胶锌指蛋白 Hbzinc-finger 定位于细胞核中，且在酵母中有转录活性。而表达

分析显示，HbZinc-finger 广泛存在于橡胶树的树皮、树叶、胶乳各个组织，且在受到连续的创伤胁迫后橡胶

HbZinc-finger 呈现先降低后又恢复的趋势。JAZ1 是茉莉酸信号途径的 1 个最关键的负调控因子，而茉莉

酸及其衍生物又是植物机械损伤反应中的重要信号。由此可猜测 HbZinc-finger 参与植物的创伤应答反

应是先通过锌指结构特异结合 HbJAZ1 蛋白，然后通过泛素化蛋白酶体来进行蛋白间的信号转导。笔者

拟通过 BiFC、Pull-down 等手段来验证 HbZinc-finger 与 HbJAZ1 互作，并通过转化各类拟南芥突变体来验

证基因功能互补，通过筛选其结合的 DNA /ＲNA 序列，筛选鉴定其目标基因，从而确定 HbZinc-finger 参与

哪些茉莉酸信号途径及生理功能。
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Cloning and Characterization of a Zinc-finger
Gene of Hevea brasiliensis

XIAO Hua，LIN Yunzheng，YAO Di，OUYANG Mo，HUANG Xi
( Hainan Key Laboratory for Sustainable Utilization of Tropical Bioresources /College of Agronomy，Hainan University，Haikou 570228，China)

Abstract: Zinc-finger is a protein that binds DNA /ＲNA and regulates gene expression． In previous work，we i-
dentified a Zinc-finger protein ( termed as HbZinc-finger) that interacted with HbJAZ1 in Y2H against rubber la-
tex cDNA yeast library． The full-length cDNA of HbZinc-finger gene is 2 262 bp in length and encodes 753 aa．
C-terminal of HbZinc-finger contains a PB1 domain． A ZnF_ZZ domain exists between 336 aa and 381 aa． Sub-
cellular fluorescent localization result showed that the HbZinc-finger was located in nucleus． Additionally，HbZ-
inc-finger showed strong self transcriptional activation in yeast． Furthermore，the expression of HbZinc-finger
was affected by continuously wounding in rubber latex，suggesting that HbZinc-finger is possibly regulated by the
JA signaling pathway．
Key words: HbZinc-finger protein; clone; subcellular localization; self transcriptional activation; expression
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