
２０１７ 年 １２ 月

第 ３２ 卷　 第 ４ 期

山 东 师 范 大 学 学 报 (自 然 科 学 版)
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ(Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ)

Ｄｅｃ.２０１７
Ｖｏｌ.３２ Ｎｏ.４

收稿日期:２０１７－１０－１３
基金项目:农业部油料作物生物学与遗传育种重点实验室开放课题基金资助项目(２０１６００４)ꎻ国家自然科学基金青年基金资助项目

(３１４００２６８).
通讯作者:柴国华ꎬ男ꎬ副研究员ꎬ硕士生导师.

甘蓝型油菜ＣＣＣＨ 基因ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ
的克隆及表达分析

王　 殿１)ꎬ２) 　 庄亚妹１)ꎬ２) 　 徐　 华１) 　 祁　 广１) 　 周功克１) 　 柴国华１)

( １)中国科学院青岛生物能源与过程研究所ꎬ２６６１０１ꎬ山东青岛ꎻ　 ２)中国科学院大学ꎬ１０００４９ꎬ北京 )

摘要　 油菜是我国重要的油料作物ꎬ它的产量受到各种逆境胁迫的影响.我们之前的研究表明ꎬ拟南芥 ＣＣＣＨ 锌指蛋白

ＡｔＣ３Ｈ１４ 控制植株生长发育的诸多过程.在本研究中ꎬ我们证实甘蓝型油菜 ＣＣＣＨ 基因 ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ(ＡｔＣ３Ｈ１４ 的同源基因)响
应盐胁迫和干旱胁迫. ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ 蛋白 Ｃ 端包含两个串联的 ＣＸ８ ＣＸ５ ＣＸ３ Ｈ 结构域ꎬ在酵母中具有转录激活活性ꎬ类似于

ＡｔＣ３Ｈ１４.将 ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ 融合 ＧＦＰ 转化拟南芥原生质体ꎬ 发现其主要定位于细胞质和 Ｐ － ｂｏｄｙ 中. ｑＲＴ － ＰＣＲ 检测

ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ 基因的组织表达模式ꎬ结果表明该基因主要在上部茎、根和花中大量表达ꎬ而在其他组织中表达较低.此外ꎬｑＲＴ－

ＰＣＲ 证实 ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ 基因在盐胁迫和干旱胁迫下表达量都明显上调ꎬ证明该基因可能参与干旱和盐胁迫.我们的研究为利用

基因工程技术培育耐盐、旱油菜新品种提供了基因源.
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油菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ)是中国重要的油料作物ꎬ其种植面积和产量都居世界首位.虽然我国油菜主要分布

在长江流域ꎬ雨量充沛ꎬ但是全年降雨分布不均ꎬ季节性干旱频发ꎬ部分地区土壤盐渍化严重.因此ꎬ鉴定油菜

耐旱、盐基因ꎬ对于利用基因工程遗传改良油菜具有重要意义.目前从油菜中鉴定出多种与耐盐和耐旱相关

的转录因子ꎬ主要包括 ＷＲＫＹ 和 ＮＡＣ 家族等[１ꎬ２] .Ｈｅ 等检测了 ２６ 个油菜 ＷＲＫＹ 基因在盐胁迫、干旱胁迫和

低温胁迫下的表达ꎬ发现 ＢｎａＷＲＫＹ１４７、ＢｎａＷＲＫＹ１６６ 和 ＢｎａＷＲＫＹ２１０ 能够被三种逆境诱导表达[１] .Ｗａｎｇ 等

检测了 １７ 个 ＮＡＣ 基因在不同逆境下的表达情况ꎬ发现有多个 ＮＡＣ 基因能同时响应盐胁迫和干旱胁迫ꎬ
ＷＲＫＹ４４ 在油菜中过表达能明显抑制油菜耐盐性[２ꎬ３] .这些结果证明油菜中存在多种转录因子正、负调控其

耐盐和耐旱.
ＣＣＣＨ 锌指蛋白含有三个串联的半胱氨酸(Ｃｙｓ)和一个组氨酸(Ｈｉｓ)组成的保守结构域ꎬ在动、植物中广

泛存在[４] .这类蛋白家族成员在不同物种中依次被鉴定出来ꎬ如拟南芥包含 ６８ 个成员ꎬ水稻 ６７ 个ꎬ玉米 ６８
个ꎬ苜蓿 ３４ 个ꎬ杨树 ９１ 个[５－８] .拟南芥 ＣＣＣＨ 蛋白依据 ＣＣＣＨ 结构域数目和类型ꎬ分为 １１ 个亚家族ꎬ目前已

有超过 ２０ 种蛋白的功能被解析出来ꎬ这些蛋白参与了植物生长发育和逆境胁迫等诸多过程(图 １).例如ꎬ在
应对逆境方面ꎬＡＴＣ３Ｈ４９ / ＡｔＴＺＦ３ 通过 ＡＢＡ 信号参与抵抗盐胁迫[９] . ＡＴＣ３Ｈ６６ / ＡｔＴＺＦ９ 能够被 ＭＰＫ３ 和

ＭＰＫ６ 磷酸化ꎬ参与 ＰＴＩ 免疫反应[１０] .截至目前ꎬ还未在油菜中鉴定出 ＣＣＣＨ 锌指蛋白.
我们前期研究表明ꎬ拟南芥 ＡｔＣ３Ｈ１４ 和 ＡｔＣ３Ｈ１５ 高度同源ꎬ包含 ＣＸ８ＣＸ５ＣＸ３Ｈ 结构域ꎬ是典型的 ＣＣＣＨ

锌指蛋白.它们具有转录激活活性ꎬ能够结合 ＤＮＡ 和 ＲＮＡꎬ是 ＡｔＭＹＢ４６ 的直接靶标ꎬ冗余调控茎秆细胞壁增

厚、花粉发育和细胞伸长[１１－１４] .而且ꎬＡｔＣ３Ｈ１４ 在杨树中的同源基因 ＰｄＣ３Ｈ１７ 和 ＰｄＣ３Ｈ１８ 参与木材细胞分

化和细胞壁增厚[１５] .本研究从油菜中克隆到一个 ＡｔＣ３Ｈ１４ 的同源基因 ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄꎬ该基因在茎中表达

相对较高ꎬ具有转录激活活性ꎬ能够应答盐胁迫和干旱胁迫ꎬ是遗传改良油菜抗逆性的重要基因源.

１　 材料与方法

１.１　 材　 　 料　 甘蓝型油菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ)品种“中双 ６ 号”由中国农科院油料作物研究所提供.大肠杆菌
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ＤＨ５αꎬ酵母 ＡＨ１０９ 菌株ꎬ细胞定位载体 ｐＢＩ２２１ꎬ转录激活载体 ｐＧＢＫＴ７ 和 ｐＧＡＤＴ７ 均由本实验室保存.植物

ＲＮＡ 提取试剂盒购于艾德莱公司ꎬｐＭＤ－１９Ｔ 载体ꎬ反转录试剂盒 Ｐｒｉｍｅ Ｓｃｒｉｐｔ ＲＴ ｒｅｇａｎｔ Ｋｉｔ 购于 Ｔａｋａｒａ 公

司ꎬ无缝连接酶 Ｌｉｇａｔｉｏｎ￣Ｆｒｅｅ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｓｙｓｔｅｍ 购于 Ａｂｍ 公司ꎬ凝胶回收和质粒回收试剂盒均购自天根公司.引
物合成和测序均委托华大基因完成.
１.２　 方　 　 法

１.２.１　 目的基因的克隆 　 利用 ＡｔＣ３Ｈ１４ ｃＤＮＡ 序列ꎬ搜索油菜全基因组数据ꎬ获得四个候选基因.选定

ＡｔＣ３Ｈ１４ 最同源基因 ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄꎬ设计特异引物( Ｆ:５’￣ＡＴＧＧＡＧＡＡＡＧＴＧＧＣＧＴＣＣＧＣＣＧＴＡＡＣ￣３’ꎻＲ:
５’￣ＴＣＡＧＴＧＡＧＴＧＡＧＡＡＧＣＡＴＣＣＴＣＴＣＴＴＧ￣３’)扩增全长 ｃＤＮＡ.待油菜幼苗长到两片真叶时ꎬ按照我们以前

报道的方法[１１]提取全植株的总 ＲＮＡꎬ反转录成第一链 ｃＤＮＡꎬ以此为模板ꎬ使用高保真酶进行 ＰＣＲ 扩增.将
ＰＣＲ 产物回收连接到 ｐＭＤ￣１９Ｔ 载体上测序.
１.２.２　 生物信息学分析　 在 ＴＡＩＲ 网站(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ.ｏｒｇ / )下载 ６８ 个拟南芥 ＣＣＣＨ 蛋白的全长序

列ꎬ使用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 程序将这些序列和 ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ 蛋白全长序列进行比对.使用 ＭＥＧＡ ６.０ 程序构建系统

进化树ꎬ使用 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ 算法的 Ｃｏｍｐｌｅｔｅ Ｄｅｌｅｔｉｏｎ 模式ꎬＢｏｏｔｓｔｒａｐ 校验参数为 １ ０００.
１.２.３　 亚细胞定位　 将 ｐＢＩ２２１ 载体 ＫｐｎⅠ酶切位点两边 １５ ｂｐ 的序列加到 ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ 去掉终止密码

子的 ＣＤＳ 序列两端ꎬ用无缝连接酶将其构建到 ｐＢＩ２２１ 载体上.参照 Ｙｏｏ 等的方法转化拟南芥原生质体ꎬ弱光

培养 １６ ｈ 后用荧光显微镜观察亚细胞定位[１６] .
１.２.４　 转录激活　 利用无缝克隆将 ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ 构建到 ｐＧＢＫＴ７ 和 ｐＧＡＤＴ７ 载体上ꎬ转化酵母 ＡＨ１０９ 感

受态ꎬ在 ＳＤ / ￣Ｌｅｕ / ￣Ｔｒｐ 培养基上生长 ２ ｄ 后ꎬ挑取单克隆在含有 Ｘ￣ｇａｌ 的 ＳＤ / ￣Ｌｅｕ / ￣Ｔｒｐ / ￣Ｈｉｓ / ￣Ａｄｅ 培养基上

生长 ３ ｄ 后进行照相.
１.２.５　 组织表达特异性　 取温室培养油菜成苗期的花、果荚、上部茎、下部茎、幼叶、老叶和根提取 ＲＮＡꎬ反
转录成第一链 ｃＤＮＡꎬ设计 ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ 基因特异的引物(Ｆ:５’￣ＣＴＴＣＴＡＧＴＧＧＴＣＴＣＴＣＣＣＧＣ￣３’ꎻＲ:５’￣
ＣＧＴＴＧＡＡＧＴＧＴＧＧＡＧＡＡＧＧＣＡ￣３’)ꎬ用 Ｒｏｃｈｅ Ｌｉｇｈｔ Ｃｙｃｌｅｒ ４８０ ＩＩ 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测.
ＡＣＴＩＮ(ＡＦ１１１８１２) 用作内参ꎬ扩增引物为:( Ｆ:５’￣ＣＴＧＧＡＡＴＴＧＣＴＧＡＣＣＧＴＡＴＧＡＧ￣３’ꎻＲ:５’￣ＡＴＣＴＧＴＴＧ￣
ＧＡＡＡＧＴＧＣＴＧＡＧＧＧ￣３’).
１.２.６　 盐胁迫和干旱胁迫下 ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ 表达分析　 参照 Ｈｅ 等方法[１]ꎬ将油菜种子消毒后在 １ / ２ ＭＳ 培

养基培养上培养 １ 周后分别转移到含有 １００ ｍｍｏｌＬ－１ ＮａＣｌ 和 ２０％ ＰＥＧ ４０００ 的培养基中处理 １２ ｈ 和 ２４ ｈ
后取材提取 ＲＮＡꎬ然后进行反转录ꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ 表达量的变化.

２　 结果与分析

２.１　 ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ 基因的克隆和序列分析　 以拟南芥 ＡｔＣ３Ｈ１４ ｃＤＮＡ 为诱饵ꎬ搜索油菜基因组数据库

(基因组已测序ꎬ尚未公布数据ꎬ内部交流)ꎬ获得 ４ 个油菜同源基因ꎬ设计特异引物扩增 ＡｔＣ３Ｈ１４ 最同源基

因ꎬ获得一个 ９４５ ｂｐ 的片段.测序表明该片段包含一个全长 ＯＲＦꎬ编码蛋白质序列 Ｃ 端包含两个串联的

ＣＸ８ＣＸ５ＣＸ３Ｈ 结构域ꎬ是典型的 ＣＣＣＨ 锌指蛋白(图 ２).该基因定位在油菜 Ａ 基因组第 ７ 号染色体上ꎬ命名

为 ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄꎬ与拟南芥 ＣＣＣＨ 家族第Ⅱ亚家族成员最为同源ꎬ同源程度高达 ７３％(图 １、图 ２).
２.２　 ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ 蛋白的亚细胞定位　 拟南芥 Ｃ３Ｈ１４ 和 Ｃ３Ｈ１５ 主要定位于细胞质和 Ｐ￣ｂｏｄｙꎬ呈点状分

布ꎬ偶尔也在细胞核中发现[１１ꎬ１２]ꎬ为了确定 ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ 的亚细胞定位ꎬ我们将 ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ 蛋白的

Ｎ 端与 ＧＦＰ 融合ꎬ转化到拟南芥原生质体中瞬时表达.结果如图 ３ 所示ꎬＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ 主要在细胞质内呈

现团状和点状分布ꎬ说明其可能主要定位在细胞质和 Ｐ￣ｂｏｄｙ 中.
２.３　 ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ 的转录活性分析 　 拟南芥 Ｃ３Ｈ１４ 和 Ｃ３Ｈ１５ 蛋白具有转录激活活性[１１ꎬ１２]ꎬ为了检测

ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ 是否具有转录激活活性ꎬ我们将其融合到 ＧＡＬ４ ＤＮＡ 结合结构域ꎬ转化酵母 ＡＨ１０９.空 ＢＤ
和 ＡＤ 作为阴性对照ꎬ在 ＳＤ / ￣Ｌｅｕ / ￣Ｔｒｐ 上都可以正常生长ꎬ而在添加 Ｘ￣ｇａｌ 的 ＳＤ / ￣Ｌｅｕ / ￣Ｔｒｐ / ￣Ｈｉｓ / ￣Ａｄｅ 培养

基上只有 ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ＋ＢＤ 能够生长并且显蓝ꎬ表明 ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ 能激活 ＨＩＳ３ 和 ＭＥＬ１ 报告基因表
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达(图 ４)ꎬ也就是说ꎬ这个蛋白在酵母中具有转录激活活性.

图 １　 拟南芥 ＣＣＣＨ 家族 ６８ 个成员的功能及与 ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ 的聚类分析

(参照 Ｗａｎｇ 等的方法[５] ꎬ顺序略有调整)
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图 ２　 ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄꎬ ＡｔＣ３Ｈ１４ 和 ＡｔＣ３Ｈ１５ 的氨基酸序列比对

箭头指两个保守的 ＣＣＣＨ 结构域.

图 ３　 ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ 蛋白的亚细胞定位

拟南芥原生质体瞬时表达 ＧＦＰ￣ＢｎａＡ０７ｇ

２６０５０Ｄ 的共聚焦成像ꎬ标尺为 １０ μｍ. 图 ４　 ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ 的转录激活活性分析

图 ５　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ 的组织表达特异性

　 　 ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ 在花中的表达量设定为 １ꎬ

　 每个数据来自三次生物学重复(下同) .

２.４ 　 ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ 的表达模式分析 　 为了研究

ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ 基因的组织表达模式ꎬ我们依据其 ｃＤ￣
ＮＡ 序列在非保守区设计特异性引物ꎬ以 ＡＣＴＩＮ 基因为

内参ꎬ运用实时荧光定量 ＰＣＲ ( ｑＲＴ￣ＰＣＲ) 技术检测

ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ 基因在花、果荚、上部茎、下部茎、幼叶、
老叶 和 根 中 的 表 达 情 况. 结 果 如 图 ５ 所 示ꎬ
ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ 基因主要在上部茎、根和花中的大量表

达ꎬ而在其他检测组织中表达较低.
２.５　 ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ 基因响应盐胁迫和干旱胁迫 　 拟

南芥 ＣＣＣＨ 蛋白在植物应对生物胁迫和非生物胁迫中发

挥重要作用[２３] .为了验证 ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ 基因是否也参

与了油菜应对胁迫的过程ꎬ我们分别检测了该基因在

１００ ｍｍｏｌＬ－１ ＮａＣｌ 和 ２０％ ＰＥＧ４０００ 处理条件下的表达
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情况.结果表明ꎬ该基因在盐和旱胁迫下均能诱导表达ꎬ其中最高表达量出现在 １２ ｈ(图 ６).

图 ６　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ 在盐、干旱胁迫下表达

３　 讨　 　 论

本文在油菜中首次克隆到一个 ＣＣＣＨ 基因 ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄꎬ其编码蛋白包含两个串联的 ＣＸ８ＣＸ５ＣＸ３Ｈ
结构域ꎬ是典型的 ＣＣＣＨ 锌指蛋白.ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ 在酵母中具有转录激活活性ꎬ在拟南芥原生质体中主要

定位在细胞质和 Ｐ￣ｂｏｄｙ 中ꎬ这些特性与拟南芥同源基因 ＡｔＣ３Ｈ１４ 高度一致.我们以前研究表明 ＡｔＣ３Ｈ１４ 能

够结合 ＤＮＡ 和 ＲＮＡꎬ可能具有转录和转录后双重调控作用[２３] .当前的结果意味着 ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ 也可能在

转录后水平发挥作用.有意思的是ꎬ我们以前研究 ＡｔＣ３Ｈ１４ 的组织表达模式和生物学功能时ꎬ发现该基因主

要在基部茎中大量表达ꎬ参与调控茎秆次生细胞壁增厚和细胞伸长[１１]ꎬ而本文研究的 ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ 基因

主要在上部茎中大量表达ꎬ意味着该基因也可能在茎发育中起作用ꎬ但是在物种进化中可能存在功能差异.
近年来随着全球气候的变化ꎬ极端天气日益增多ꎬ油菜作为全球主要的油料作物面临着逆境减产的问

题ꎬ因而挖掘油菜抗旱、盐等关键基因尤为必要[３１ꎬ３２] .植物 ＣＣＣＨ 锌指蛋白被证明在植物应对生物和非生物

胁迫中发挥重要作用[３３－３５] .在拟南芥中ꎬ过表达 ＡＴＣ３Ｈ２３ / ＡｔＺＦＰ１、ＡＴＣ３Ｈ２０ / ＡｔＴＺＦ２ 和 ＡＴＣ３Ｈ４９ / ＡｔＴＺＦ３
均能明显提高植株的耐盐性[９ꎬ２２] .而且 ＡｔＴＺＦ１ 过表达后也能通过调控 ＡＢＡ 信号明显提高植株的耐旱性[２４] .
在烟草中ꎬ过表达棉花 ＧｈＺＦＰ１ 明显提高了烟草的耐盐性和对 Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ ｓｏｌａｎｉ 的抗性[３３] .目前关于 ＣＣＣＨ
蛋白参与非生物胁迫的研究主要集中第Ⅶ亚家族(本文重新构建进化树聚类分析结果ꎬ而王等[５] 将其列为

第Ⅸ亚家族ꎬ成员相同ꎬ只是命名顺序略有不同)ꎬ对于其它亚家族成员是否响应非生物胁迫目前还没有报

道(图 １).本文研究发现ꎬ油菜 ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ 基因和拟南芥第Ⅱ亚家族最为同源ꎬ能受盐胁迫和干旱胁迫

的诱导ꎬ意味着该基因可能参与了油菜耐盐和耐旱的过程ꎬ证明 ＣＣＣＨ 家族第Ⅱ亚家族的基因也参与了应对

非生物胁迫的过程ꎬ同时也为通过基因改造的方法来培育耐盐、旱油菜新品种提供了重要的理论基础.
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[１６] 　 Ｙｏｏ Ｓ Ｄꎬ Ｃｈｏ Ｙ Ｈꎬ Ｓｈｅｅｎ Ｊ. Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｍｅｓｏｐｈｙｌｌ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ: ａ ｖｅｒｓａｔｉｌｅ ｃｅｌｌ ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ [Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅ Ｐｒｏｔｏ￣

ｃｏｌｓꎬ ２００７ꎬ ２(７):１５６５.

[１７] 　 Ｐａｉｋ Ｉꎬ Ｃｈｏｉ Ｇ. Ｐｈｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｃｙｔｏｓｏｌ. [Ｊ] . Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ

Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａꎬ ２０１２ꎬ １０９(４):１３３５－４０.

[１８] 　 Ｃｈｅｎｇ Ｙꎬ Ｋａｔｏ Ｎꎬ Ｗａｎｇ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｗｏ ＲＮＡ Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ ＨＥＮ４ ａｎｄ ＨＵＡ１ꎬ Ａｃｔ ｉｎ ｔｈｅ Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｏｆ ＡＧＡＭＯＵＳꎬ Ｐｒｅ－ｍＲＮＡ ｉｎ Ａｒａｂｉ￣

ｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ [Ｊ] . Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ Ｃｅｌｌꎬ ２００３ꎬ ４(１):５３－６６.

[１９] 　 Ｄｉｎｇ Ｌꎬ Ｋｉｍ Ｓ Ｙꎬ Ｍｉｃｈａｅｌｓ Ｓ Ｄ. ＦＬＯＷＥＲＩＮＧ ＬＯＣＵＳ Ｃ ＥＸＰＲＥＳＳＯＲ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｒｅｇｕｌａｔｅ ＦＬＯＷＥＲＩＮＧ ＬＯＣＵＳ Ｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｂｏｔｈ ｗｉｎ￣

ｔｅｒ－ａｎｎｕａｌ ａｎｄ ｒａｐｉｄ－ｃｙｃｌｉｎｇ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ [Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１３ꎬ １６３(１):２４３－５２.

[２０] 　 Ｍｏｎａｇｈａｎ Ｊꎬ Ｘｕ Ｆꎬ Ｘｕ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｗｏ Ｐｕｔａｔｉｖｅ ＲＮＡ－Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｐｒｏｔｅｉｎｓ Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｕｎｅｑｕａｌ Ｇｅｎｅｔｉｃ Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ｉｎ ｔｈｅ ＭＯＳ４－Ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｃｏｍ￣

ｐｌｅｘ [Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１０ꎬ １５４(４):１７８３.

[２１] 　 Ｓｒｉｍａｔｈｉ Ｂꎬ Ｊｙａｎ－Ｃｈｙｕｎ Ｊ. Ｐｌａｎｔ Ｔａｎｄｅｍ ＣＣＣＨ Ｚｉｎｃ Ｆｉｎｇｅｒ Ｐｒｏｔｅｉｎｓ Ｉｎｔｅｒａｃｔ ｗｉｔｈ ＡＢＡꎬ Ｄｒｏｕｇｈｔꎬ ａｎｄ Ｓｔｒｅｓｓ Ｒｅｓｐｏｎｓｅ Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ ｉｎ Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ
－Ｂｏｄｉｅｓ ａｎｄ Ｓｔｒｅｓｓ Ｇｒａｎｕｌｅｓ [Ｊ] . ＰＬＯＳ Ｏｎｅꎬ ２０１６ꎬ １１(３):ｅ０１５１５７４.

[２２] 　 Ｈａｎ Ｇꎬ Ｗａｎｇ Ｍꎬ Ｙｕａｎ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ＣＣＣＨ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅ ＡｔＺＦＰ１ꎬ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｓａｌｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ [Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｍｏｌｅｃｕ￣

ｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１４ꎬ ８６(３):２３７－２５３.

[２３] 　 Ｊａｎｇ Ｊ Ｃ. Ａｒｇｉｎｉｎｅ－ｒｉｃｈ ｍｏｔｉｆ－ｔａｎｄｅｍ ＣＣＣＨ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｐｌａｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ａｎｄ ｐｏｓｔ－ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１６ꎬ ２５２:１１８.

[２４] 　 Ｐｏｍｅｒａｎｚ Ｍ Ｃꎬ Ｈａｈ Ｃꎬ Ｌｉｎ Ｐ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔａｎｄｅｍ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ＡｔＴＺＦ１ ｔｒａｆｆｉｃｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ ａｎｄ ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｆｏｃｉ ａｎｄ

ｂｉｎｄｓ ｂｏｔｈ ＤＮＡ ａｎｄ ＲＮＡ [Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１０ꎬ １５２(１):１５１.

[２４] 　 Ｋａｎｃｈｉｓｗａｍｙ Ｃ Ｎꎬ Ｔａｋａｈａｓｈｉ Ｈꎬ Ｑｕａｄｒｏ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｄｅｆｅｎｓｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ａｇａｉｎｓｔ Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｌｉｔｔｏｒａｌｉｓ ｂｙ ＣＰＫ－ｍｅｄｉａｔｅｄ

ｃａｌｃｉｕｍ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ [Ｊ] . ＢＭＣ Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１０ꎬ １０(１):９７.

[２５] 　 Ｓｒｙｇｌｅｒ Ｒ Ｊ. Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＲＧ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｉｔｈ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｇｒａｎｕｌｅｓ ｉｎ ｈｅａｔ－ｓｔｒｅｓｓｅｄ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ [ Ｊ] . Ｄｉｓｓｅｒｔａｔｉｏｎｓ ＆ Ｔｈｅｓｅｓ － Ｇｒａｄ￣

ｗｏｒｋｓꎬ ２０１２.

[２６] 　 Ｓｔｅｔｔｅｒ Ｍ Ｇꎬ Ｓｃｈｍｉｄ Ｋꎬ Ｌｕｄｅｗｉｇ Ｕ. Ｕｎｃｏｖｅｒｉｎｇ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｐｌｏｉｄｙ Ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ Ｈｉｇｈ Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ Ｒｏｏｔ Ｈａｉｒ Ｄｅｎｓｉｔｙꎬ Ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ

Ｌｏｃａｌ Ｓｃａｒｃｅ Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ [Ｊ] . ＰＬＯＳ Ｏｎｅꎬ ２０１５ꎬ １０(３):ｅ０１２０６０４.

[２７] 　 Ｗａｎｇ Ｂ Ｂꎬ Ｂｒｅｎｄｅｌ Ｖ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ ｏｆ Ｕ２ＡＦ３５ ｈｏｍｏｌｏｇｓ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ [Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２００６ꎬ １４０(２):６２４.

[２８] 　 Ｐａｒｋ Ｈ Ｙꎬ Ｌｅｅ Ｋ Ｃꎬ Ｊａｎｇ Ｙ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｆａｃｔｏｒｓꎬ ＡｔＵ２ＡＦ６５ꎬ ＡｔＵ２ＡＦ３５ꎬ ａｎｄ ＡｔＳＦ１ ｓｈｕｔｔｌｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｎｕｃｌｅｉ ａｎｄ ｃｙｔｏ￣

ｐｌａｓｍｓ [Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌ Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ ２０１７:１－１１.

[２９] 　 Ｔｈｏｍａｓ Ｐ Ｅꎬ Ｗｕ Ｘꎬ Ｌｉｕ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｏｍｅ－Ｗｉｄｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ｐｏｌｙａｄｅｎｙｌａｔｉｏｎ Ｓｉｔｅ Ｃｈｏｉｃｅ ｂｙ ＣＰＳＦ３０ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ [Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ ２０１２ꎬ ２４

(１１):４３７６－８８.
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[３０]　 Ｓｅｏｋ Ｈ Ｙꎬ Ｗｏｏ Ｄ Ｈꎬ Ｐａｒｋ Ｈ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. ＡｔＣ３Ｈ１７ꎬ ａ ｎｏｎ－ｔａｎｄｅｍ ＣＣＣＨ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｓ ａ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ａｎｄ

ｈａｓ ｐｌｅｉｏｔｒｏｐｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｖｅｇｅｔａｔｉｖｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇꎬ ａｎｄ ｓｅｅｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ. [Ｊ] . Ｐｌａｎｔ ＆ Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１６ꎬ ５７(３):

ｐｃｗ０１３.

[３１] 　 Ｌｕ Ｇꎬ Ｗｕ Ｘꎬ Ｃｈｅｎ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ Ｇｅｎｅｔｉｃ ａｎｄ Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ Ｒａｐｅｓｅｅｄ (Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ) Ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｓａｌｔ Ｓｔｒｅｓｓ [Ｊ] . ＪＩＰＢꎬ

２００７ꎬ ４９(１１):１５９９－１６０７.

[３２] 　 Ｃｈｅｎ Ｌꎬ Ｒｅｎ Ｆꎬ Ｚｈｏｕ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅꎬ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ Ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ Ｂ－Ｌｉｋｅ １ / ＣＢＬ－ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ６ (ＣＢＬ１ / ＣＩＰＫ６) ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｉｓ ｉｎ￣

ｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｌａｎｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ＡＢＡ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ [Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔａｎｙꎬ ２０１２ꎬ ６３(１７):６２１１.

[３３] 　 Ｇｕｏ Ｙ Ｈꎬ Ｙｕ Ｙ Ｐꎬ Ｗａｎｇ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. ＧｈＺＦＰ１ꎬ ａ ｎｏｖｅｌ ＣＣＣＨ ‐ ｔｙｐｅ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ ｃｏｔｔｏｎꎬ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ａｎｄ ｆｕｎｇａｌ ｄｉｓ￣

ｅａｓｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｔｏｂａｃｃｏ ｂｙ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｗｉｔｈ ＧＺＩＲＤ２１Ａ ａｎｄ ＧＺＩＰＲ５ [Ｊ] . Ｎｅｗ Ｐｈｙｔｏｌｏｇｉｓｔꎬ ２００９ꎬ １８３(１):６２－７５.

[３４] 　 Ｊａｎ Ａꎬ Ｍａｒｕｙａｍａ Ｋꎬ Ｔｏｄａｋａ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. ＯｓＴＺＦ１ꎬ ａ ＣＣＣＨ－ｔａｎｄｅｍ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｃｏｎｆｅｒｓ ｄｅｌａｙｅｄ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ ｓｔｒｅｓｓ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎ ｒｉｃｅ ｂｙ

ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｓｔｒｅｓｓ－ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ.[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１３ꎬ １６１(３):１２０２－１６.

[３５] 　 Ｄｅｎｇ Ｈꎬ Ｌｉｕ Ｈꎬ Ｌｉ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ＣＣＣＨ－Ｔｙｐｅ Ｚｉｎｃ Ｆｉｎｇｅｒ Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄ－Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｌｙ Ｃｏｎｆｅｒｓ Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｇａｉｎｓｔ Ｒｉｃｅ Ｂａｃｔｅｒｉａｌ

Ｂｌｉｇｈｔ Ｄｉｓｅａｓｅ [Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１２ꎬ １５８(２):８７６.

ＣＬＯＮＩＮＧ ＡＮＤ ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ ＯＦ ＴＨＥ ＣＣＣＨ ＧＥＮＥ
ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ ＩＮ ＢＲＡＳＳＩＣＡ ＮＡＰＵＳ Ｌ.

Ｗａｎｇ Ｄｉａｎ１)ꎬ ２) 　 Ｚｈｕａｎｇ Ｙａｍｅｉ１)ꎬ ２) 　 Ｘｕ Ｈｕａ１) 　 Ｑｉ Ｇｕａｎｇ１) 　 Ｚｈｏｕ Ｇｏｎｇｋｅ１) 　 Ｃｈａｉ Ｇｕｏｈｕａ１)

( １)Ｑｉｎｇｄａｏ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｂｉｏｅｎｅｒｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ ２６６１０１ꎬ Ｑｉｎｇｄａｏꎬ ＳｈａｎｄｏｎｇꎬＣｈｉｎａꎻ

２)Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ １０００４９ꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇꎬ Ｃｈｉｎａ )

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｉｌｓｅｅｄ ｒａｐｅ (Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ) ｉｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｏｉｌ ｃｒｏｐ ｉｎ Ｃｈｉｎａꎬ ｏｆ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｃｕｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｓａｌｔ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓｅｓ. Ｏｕｒ ｒｅｃｅｎｔ ｓｔｕｄｙ ｈａｓ ｓｈｏｗｎ ｔｈａｔ
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ＣＣＣＨ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ＡｔＣ３Ｈ１４ ｐｌａｙｓ ａ ｒｏｌｅ ｉｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ. Ｈｅｒｅꎬ
ｗｅ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄꎬ ａ ｈｏｍｏｌｏｇ ｏｆ ＡｔＣ３Ｈ１４ ｉｎ ｏｉｌｓｅｅｄꎬ ｈａｓ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｓａｌｔ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ
ｓｔｒｅｓｓｅｓ. Ｌｉｋｅ ＡｔＣ３Ｈ１４ꎬ ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ ｈａｓ ｔｗｏ ＣＸ８ＣＸ５ＣＸ３Ｈ ｄｏｍａｉｎｓ ｉｎ ｉｔｓ Ｃ－ｔｅｒｍｉｎａｌ ａｎｄ ｈａｓ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｙｅａｓｔ. Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｌｅａｆ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ ｃｅｌｌｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＧＦＰ－ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ ｆｕｓｉｏｎ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ ａｎｄ Ｐ－ｂｏｄｙ. ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ ｗａｓ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｕｐｐｅｒ ｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ
ｓｔｅｍｓ ａｎｄ ｗｅａｋｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｆｌｏｗｅｒ ａｎｄ ｒｏｏｔ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｓａｌｔ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓｅｓ ｍａｒｋｅｄｌｙ ｉｎｄｕｃｅｄ
ＢｎａＡ０７ｇ２６０５０Ｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｏｕｒ ｒｅｓｕｌｔｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｌｔ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎ
ｏｉｌｓｅｅｄ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓꎻ　 ＣＣＣＨꎻ　 ｓａｌｔꎻ　 ｄｒｏｕｇｈｔ

３４１


