
碱性亮氨酸拉链(basic region/ leucine zip-

per motif, bZIP) 转录因子是一类较大的转录因

子基因家族，几乎存在于所有的真核生物中[1-2]。
不同植物含有的 bZIP 类转录因子的数量不同。植

物 bZIP 类转录因子在逆境胁迫应答中具有重要

的作用[2]。bZIP 类转录因子受非生物逆境胁迫，包

括干旱、盐害和低温等诱导表达 [3-4]。例如番茄

LebZIP1 基因受低温胁迫诱导表达[5]。刚 毛 柽 柳

ThbZIP1 基 因 的 表 达 受 NaCl、PEG、NaHCO3 和

CdCl2 诱导[6]。大豆 131 个 bZIP 基因家族成员，超
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过三分之一的成员至少受 ABA、盐、干旱和冷害

胁迫的一种胁迫诱导表达[7]。
玉米(Zea mays)是重要的粮食作物和重要的

饲料来源。干旱、高盐和低温等逆境胁迫严重影响

玉米的分布和产量。通过转基因的方法，将逆境相

关基因转入玉米，是提高玉米抗逆性的一种有效

方法。本研究利用 RT-PCR 方法从玉米中克隆了

一个 ZmbZIP 基因并利用实时定量 PCR 方法分

析了在不同逆境胁迫下该基因的表达模式，为进

一步分析 ZmbZIP 基因在逆境胁迫中的功能提供

线索。

1 材料与方法
1.1 材料

文章编号：1003-8701(2014)02-0025-03

玉米 ZmbZIP 基因的克隆及表达模式分析

李横江

(华中科技大学武昌分校，武汉 430067)

摘 要：根据玉米碱性亮氨酸拉链(bZIP)基因 EST 序列设计引物，采用 RT-PCR 技术从玉米中克隆了一

个 ZmbZIP 基因。研究结果表明：ZmbZIP 基因 cDNA 全长 1 300 bp，5′-非编码区长 180 bp, 3′-非编码区长

226 bp, 编码区长 894 bp，编码 297 个氨基酸，预测分子量为 32.4 KDa，等电点为 9.39。氨基酸同源性分析发

现，ZmbZIP 与谷子的 bZIP 同源性较高。实时定量 PCR 检测表明，ZmbZIP 基因的表达受脱落酸，干旱和高盐

胁迫的诱导，不受低温诱导，说明玉米 ZmbZIP 基因可能参与玉米对逆境胁迫的应答。
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Abstract: According to EST sequence of ZmbZIP, primers were designed. RT-PCR method was used to
clone ZmbZIP gene. A gene coding for ZmbZIP was isolated from maize (Zea mays). The full length ZmbZIP
cDNA is 1300 bp, including a 180 bp 5’-UTR, an ORF of 894 bp, and a 226 bp 3’- UTR. This cDNA se－
quence encoded a polypepide of 297 amino acid residues with a predicted molecular mass of 32.4 kDa and a
basic isoelectric point of 9.39. The deduced amino acid sequence had a high homology with bZIP from Setari－
a italica. Quantitative real-time PCR results showed that the ZmbZIP gene expressed was induced by ab－
scisic acid, high salinity, and drought treatment, not induced by low temperature. The expression patterns of
ZmbZIP under different stresses suggested that this gene might be involved in the regulations of maize to
stresses.
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供试材料为玉米品种旱玉 5 号。
1.2 方法

1.2.1 玉米材料处理
种子经 0.1% HgCl2 消毒 15 min，并用蒸馏水

冲洗 3 遍，播种于装有蛭石的盒子中，在培养箱中

以 28℃, 16 h 光 /22℃ , 8 h 暗的条件培养至三叶

期。对 三 叶 期 的 玉 米 分 别 进 行 脱 水 干 旱、300

mmol·L-1 NaCl，冷(4℃ )和 100 μmol·L-1 脱落酸

(ABA)胁迫处理，分别取处理 0、1、2、6、12 和 24 h

的叶片，立即经液氮冷冻，-80℃保存，供提取总

RNA。
1.2.2 RNA提取及 cDNA 第一链的合成

根据 RNA 提取试剂 TRIzol (Invitrogen)的 操

作说明书提取不同胁迫处理的玉米叶片总 RNA，

总 RNA 用 DNase I (Invitrogen)处理，提取基因组

DNA。按照反转录试剂盒(Invitrogen)的操作步骤

合成 cDNA 第一链，产物作为基因克隆和荧光定

量 PCR 的模板。
1.2.3 ZmbZIP 全长 cDNA 的克隆及分析

根据 ZmbZIP 拼接序列设计一对特异引物，

ZmbZIP-F：5′-TTTTGGTGCTGAGCTGAGACAGG
GAC-3′和 ZmbZIP -R：5′- ATTTTGTTCTCTAC－
TACGTACATA-3′，以玉米叶片 cDNA 第一链为

模板，扩增基因全长 cDNA。50μL 体系[8]中含 cD－
NA(20 ng·μL -1)1 μL，2 ×GC -PCR buffer 25μL，

dNTP (10 mmol·L -1)2 μL，引 物 (25μmol·L -1)1μL
和 LA-Taq(5 U·μL-1)0.5μL(TaKaRa)，ddH2O 补足

50μL。PCR 程序为：94 ℃预变性 4 min；94 ℃ 30
s，66 ℃ 45 s，72 ℃延伸 2 min，共 35 个循环；72
℃延伸 10 min。采用凝胶回收试剂盒(TaKaRa)回
收目的片段，回收产物与 pMD18-T(TaKaRa)载体

连接，阳性克隆送北京奥科公司测序。
利用 DNAMAN 软件和 BLAST 检索 GenBank

进行多重序列比较和同源性分析。
1.2.4 实时定量 PCR分析

依据 qRT-PCR 引物设计要求，使用 primer
premier 5.0 设计 ZmbZIP 特异引物 (ZmbZIP-qF：

5′ -AGCAGAATCAGGAACTGGAGA -3′ 和 Zm－
bZIP -qR：5′ -TCATGGGTTCATCGCTACACTAT -
3')，扩增长度为 240 bp。玉米内参基因 GAPDH
(甘油醛-3-磷酸脱氢酶，glyceraldehyde-3-phos－
phate dehydrogenase)用于对不同样品 cDNA 模板

的均一化，所用引物 5′-CCCTTCATCACCACG－
GACTAC -3′ 和 5′ -AACCTTCTTGGCACCACC－
CT-3′。 20μL PCR 扩 增 体 系 为 10μL 2 ×SYBR

Premix Ex Taq(TaKaRa)，正反向引物各 0.2μmol·L-1

和模板 cDNA 50～100 ng。采用实时定量 PCR 专

用 8 连管 (Axygen)，荧光定量 PCR 仪 ABI7000
(ABI Prism)进行实时定量 PCR 分析，每个样品 3

次重复。PCR 程序为 95℃ 3 min；95℃ 5 s，59℃
20 s，72℃ 15 s，共 45 个循环；采用 2-△△CT 方法对

数据进行分析。试验进行 3 次生物学重复。

2 结果
2.1 ZmbZIP 基因的克隆及分析

根据拼接序列，设计一对引物，采用 RT-PCR

方 法 从 玉 米 叶 片 中 克 隆 了 一 个 ZmbZIP 基 因。
ZmbZIP 全长 cDNA 长 1300 bp，5′-非编码 (UTR)
区 长 180 bp, 3' -UTR 长 226 bp, 编 码 区 长 894

bp，编码 297 个氨基酸(图 1)。ZmbZIP 推测的氨基

酸序列预测分子量为 32.4 KDa，等电点为 9.39。
ZmbZIP 蛋 白 的 C 端 区 包 含 一 个 典 型 的 bZIP

DNA 结合区域，其他 4 个保守序列分散于 N 端或

C 端(图 2)。

图 1 ZmbZIP 全长 cDNA 序列扩增

M：Marker DL2000；1：以 cDNA 为模板的扩增产物

图 2 玉米 ZmbZIP 蛋白与其他植物 bZIP

蛋白氨基酸序列比对

保守区域用单下划线表示。蛋白登录号如下：

谷子：XP_004957010.1；小麦：BAG16726.1；

水稻：NP_001063362.1；大麦: AAO06115.1；

二穗短柄草: XP_003578228.1
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同源性分析发现，ZmbZIP 蛋白与谷子、小麦、
水稻、大麦和二穗短柄草中的 bZIP 蛋白高度同

源，一致性达到 75%，其中与谷子 bZIP 蛋白的一

致性达到 83%(图 3)。

2.2 ZmbZIP 基因的表达模式

为了分析 ZmbZIP 基因的功能，采用实时定

量 PCR 方法分析 ZmbZIP 基因在不同非生物胁

迫下的表达模式。如图 4 所示，在 ABA 处理条件

下，ZmbZIP 基因的表达在 1 h 和 2 h 处理的叶

片中微弱增加，在处理 6 h 后表达量达到最大值，

然后，在处理 12 h 和 24 h 后表达量降低。在高

盐胁迫下，ZmbZIP 基因的表达在胁迫 1 h 后受诱

导上调表达，随后表达量逐渐升高，在处理 24 h

达到最大值。在干旱胁迫下，在胁迫 1 h 后 Zm－
bZIP 基因的表达快速增加，在胁迫 3 h 后达最大

值，然后逐渐降低。在冷胁迫下，ZmbZIP 基因的表

达没有明显表现受冷胁迫诱导。以上这些结果表

明 ZmbZIP 基因的表达受干旱、高盐和 ABA 诱

导，不受冷胁迫诱导，说明 ZmbZIP 基因参与玉米

对干旱、高盐和 ABA 胁迫的诱导，可能在玉米对

逆境胁迫忍耐中发挥作用。

图 3 ZmbZIP 与其他植物 bZIP 蛋白

全长氨基酸序列的同源性分析

图 4 玉米 ZmbZIP 基因的表达模式

玉米 GAPDH 作为内参基因。误差线代表标准偏差 SD(n=3)

3 讨 论
干旱、盐碱和低温等逆境胁迫严重影响植物

的生长和发育进程[9]。植物在进化的过程中,为了

抵抗不利的外界环境条件,已经在生理、细胞和分

子水平上形成了多种防御机制。植物通过改变大

量基因的表达来应答各种逆境胁迫。这些表达变

化的基因可以分为两类, 一类为细胞代谢和抗逆

基因;另一类为调控基因,包括转录因子及蛋白激

酶[10]。植物 bZIP 类转录因子通过结合 ABRE 元件

调控逆境相关基因的表达，增加植物对逆境胁迫

的忍耐能力[10-11]。例如，在干旱胁迫下，ZmbZIP37
表达水平增加，暗示其可能是一个干旱胁迫正调

控子[12]。水稻 OsbZIP23 和 OsbZIP72 在 ABA 应答

和干旱忍耐中发挥作用[4,13]。在过表达 OsbZIP52
基因的水稻中，干旱相关基因下调表达[14]。AtbZIP
是一个忍耐盐，渗透和干旱胁迫的正调控子 [15]。
ZmbZIP71 基因受干旱、低温和 ABA 的胁迫诱导

上调表达，受盐胁迫下调表达[16]。本研究克隆了一

个玉米 ZmbZIP 基因，在干旱、高盐和 ABA 胁迫

条件下，玉米 ZmbZIP 基因的表达受诱导，但不受

冷胁迫诱导，暗示 ZmbZIP 基因可能在玉米对干

旱、高盐和 ABA 胁迫忍耐中发挥作用。下一步将

构建 ZmbZIP 基因植物表达载体，转化玉米对该

基因在逆境胁迫中的功能进行进一步分析。
(下转第 46 页)
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响，多数试验认为有增产作用，少数试验表现为减

产。孙伟红[9]在山东潮上连续 18 年试验，秸秆还

田处理的小麦和玉米产量较不施肥区对照增产

55.2%和 25.0%。另外，曾玲玲等[10]在白浆土上 18

年定位试验，秸秆还田处理较不施肥增产 90.7%，

较施氮磷化肥增产 2.3%。本文研究表明，秸秆还

田处理全方位深松、高茬还田、粉碎还田和条带覆

盖 均 高 于 现 行 耕 法 ， 平 均 增 幅 分 别 为 8.27%、
13.50%、13.59 和 10.07%，其中粉碎还田和条带

覆盖产量表现最高，笔者分析认为，增产主要是由

于长期秸秆还田培肥土壤，提高土壤持续生产能

力，促进环境综合指标提升，形成良好的生长环境

效应，进而促进玉米产量的提高，这也验证了前人

的研究结果。
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