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摘　要：通过ＰＣＲ扩增的方法从大豆品种Ｈａｒｏｓｏｙ中克隆到１个新的ｂＺＩＰ基因（ＧｍｂＺＩＰ７１），基因表达分析表明Ｇｍ
ｂＺＩＰ７１在叶片、生长点、花、花芽、荚和根等多个器官中表达。将ＧｍｂＺＩＰ７１构建到原核表达载体ｐＥＴ２９ｂ上，导入大肠
杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）中，对其进行ＩＰＴＧ诱导。结果表明：在 ＩＰＴＧ浓度为０．２５ｍｍｏｌ·Ｌ１，诱导时间为４ｈ，诱导温度为
２８℃时，重组蛋白得到表达，分子量大约为４８ｋＤａ，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果表明重组蛋白主要以包涵体形式存在，用Ｈｉｓ
蛋白纯化系统回收得到ＧｍｂＺＩＰ７１Ｈｉｓ重组蛋白，ＥＭＳＡ（ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃｍｏｂｉｌｉｔｙｓｈｉｆｔａｓｓａｙ）实验表明 ＧｍｂＺＩＰ７１重组
蛋白可以在体外与ＡＣＧＴ顺式作用元件结合。
关键词：大豆；ｂＺＩＰ；原核表达；ＥＭＳＡ

中图分类号：Ｓ５６５１　　　文献标识码：Ａ　　　ＤＯＩ：１０．１１８６１／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００９８４１．２０１５．０１．００３２

收稿日期：２０１４０３２１
基金项目：国家自然科学基金（３１０７１４４５，３１１７１５７９，３１２０１２２２和３１３７１６４３）；黑龙江省自然科学基金（ＺＤ２０１００１，ＪＣ２０１３１３）；中国科学院

“百人计划”。

第一作者：刘晓兵（１９７４），男，高级农艺师，主要从事种子生物学研究。Ｅ ｍａｉｌ：１３９３６１６１６０８＠１６３．ｃｏｍ。
通讯作者：孔凡江（１９７２），男，博士，研究员，博导，主要从事大豆分子遗传学研究。Ｅ ｍａｉｌ：ｋｏｎｇｆｊ＠ｉｇａ．ａｃ．ｃｎ。

ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＡｎａｌｙｓｉｓａｎｄＥＭＳＡｏｆＳｏｙｂｅａｎＧｍｂＺＩＰ７１Ｇｅｎｅ
ＬＩＵＸｉａｏｂｉｎｇ１，ＮＡＮＨａｉｙａｎｇ２，ＹＵＡＮＸｉａｏｈｕｉ２，ＬＩＵＢａｏｈｕｉ２，ＫＯＮＧＦａｎｊｉａｎｇ２

（１．ＴｈｅＳｅｅｄＭａｎａｇｅｍｅｎｔＢｕｒｅａｕｏｆＨｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ，Ｈａｒｂｉｎ１５０００８，Ｃｈｉｎａ；２．ＮｏｒｔｈｅａｓｔＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＧｅｏｇｒａｐｈｙａｎｄＡｇｒｏｅｃｏｌｏｇｙ，ＣｈｉｎｅｓｅＡｃａｄ
ｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓ／ＴｈｅＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＳｏｙｂｅａｎＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｓｉｇｎＢｒｅｅｄｉｎｇ，Ｈａｒｂｉｎ１５０００８，Ｃｈｉｎａ）
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ｗｉｔｈｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆ０．２５ｍｍｏｌ·Ｌ１ＩＰＴＧｆｏｒ４ｈａｔ２８℃，ｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｏｂｅｍａｉｎｌｙｅｘｉｓｔｅｄｉｎｉｎ
ｃｌｕｓｉｏｎｂｏｄｙｆｏｒｍｂｙＳＤＳＰＡＧＥ．ＴｈｅｈｉｇｈｑｕａｌｉｔｙｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｏｂｔａｉｎｅｄｔｈｒｏｕｇｈＨｉｓｔａｇｎｉｃｋｌｅｃｏｌｕｍｎｐｕｒｉｆｉ
ｃａｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍａｎｄｔｈｅＥＭＳＡｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔＧｍｂＺＩＰ７１ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｌｄｂｉｎｄｗｉｔｈＡＣＧＴｃｉｓｅｌｅｍｅｎｔｉｎｖｉｔｒｏ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｓｏｙｂｅａｎ；ｂＺＩＰ；Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；ＥＭＳＡ

　　碱性亮氨酸拉链（Ｂａｓｉｃｒｅｇｉｏｎ／ｌｅｕｃｉｎｅｚｉｐｐｅｒ
ｍｏｔｉｆ，ｂＺＩＰ）转录因子由ＤＮＡ结合结构域和亮氨酸
拉链二聚体这两个基本结构域组成，是转录因子中

较大的基因家族，同时ｂＺＩＰ蛋白还是真核生物转录
因子中分布最广且最保守的类型之一［１］。拟南芥

ｂＺＩＰ转录因子研究得比较深入且成果显著。Ｊａｋｏｂｙ
等［２］将拟南芥７５个ｂＺＩＰ分成了１０类，这１０类ｂＺ
ＩＰ转录因子分别参与调控组织分化、细胞生长、糖
代谢、生物和非生物胁迫等多个生物过程。大豆不

仅是世界上 ７０％可食用蛋白的来源，也是植物蛋
白、维生素、矿物质和脂类等的天然资源。然而低

温、干旱、土壤盐渍化和病害等不良环境因子严重地

影响了大豆的生长发育，造成了巨大的经济损失。

因此，研究大豆ｂＺＩＰ转录因子对大豆抗逆性状的改
良具有重要的理论和实际意义。根据生物信息学网

站（ｈｔｔｐ：／／ｐｌａｎｔｔｆｄｂ．ｃｂｉ．ｐｋｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／）的预测结果，
大豆中有约２６６个ｂＺＩＰ转录因子，其中一些 ＧｍｂＺ

ＩＰ基因已经被克隆，他们主要在大豆的 ＡＢＡ信号
途径中起作用，并提高转基因植株的抗旱性、耐冷以

及耐盐碱性等［３７］。本实验室从大豆品种Ｈａｒｏｓｏｙ中
克隆到一个编码 ｂＺＩＰ蛋白的基因，命名为 ＧｍｂＺ
ＩＰ７１。为了更好地在蛋白水平上研究 ＧｍｂＺＩＰ７１的
功能，将其构建到原核表达载体 ｐＥＴ２９ｂ上，对其进
行诱导并对重组蛋白进行纯化，以期为下一步蛋白

的活性分析、抗体的制备、蛋白起作用的分子机制等

研究提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料
大豆品种Ｈａｒｏｓｏｙ由中国科学院东北地理与农

业生态研究所提供。原核表达载体 ｐＥＴ２９ｂ由东北
农业大学大豆研究所张淑珍教授惠赠。ｐＥＡＳＹ Ｔ１
载体、大肠杆菌 ＤＨ５α菌株、大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）
菌株购自全式金公司；各种限制性内切酶和 Ｔ４连
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接酶均购自 ＮＥＢ公司；ＤＮＡ凝胶回收试剂盒和质
粒提取试剂盒购自 Ａｘｙｇｅｎ公司；低分子量蛋白
Ｍａｒｋｅｒ购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；裂解菌体的上清蛋白
裂解液、包涵体蛋白裂解液以及 Ｈｉｓｔａｇ融合蛋白
纯化试剂盒购自康为世纪公司；ＤＮＡＭａｒｋｅｒ购自东
盛公司；ＥＭＳＡ试剂盒（＃Ｅ３３０７５）购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司。　　　　
１．２　方法
１．２．１　ＧｍｂＺＩＰ７１基因的克隆　根据 ＧｍｂＺＩＰ７１
（Ｇｌｙｍａ０６ｇ０４３５０）基因序列设计引物，并分别在其上
下游引入酶切位点ＮｄｅⅠ和ＳａｌⅠ，引物序列如下：

ＧｍｂＺＩＰ７１２９ｂＦ１：ＣＡＴＡＴＧＡＴＧＡＡＴＴＴＣＡＡＧＡＧＣ，
ＧｍｂＺＩＰ７１２９ｂ Ｒ１：ＧＴＣＧＡＣＣＣＡＴＧＧＡＣＣＡＧＴＴＴＧＴ

ＧＴＴＣＧ。
将带有酶切位点的 ＧｍｂＺＩＰ７１片段连接到

ｐＥＡＳＹ Ｔ１载体上，菌落 ＰＣＲ筛选阳性克隆，阳性
克隆摇菌并提取质粒送至英骏公司测序，对序列比

对分析，测序正确的质粒用于后续实验。

１．２．２　融合表达载体的构建　将测序正确的质粒
（ＧｍｂＺＩＰ７１ ｐＥＡＳＹ Ｔ１）与 ｐＥＴ２９ｂ空载体质粒同
时用ＮｄｅⅠ和 ＳａｌⅠ双酶切，经琼脂糖凝胶电泳后，
回收目的片段 ＧｍｂＺＩＰ７１和线性化的载体片段，用
Ｔ４连接酶将 ＧｍｂＺＩＰ７１定向连接到 ｐＥＴ２９ｂ载体
上，转化大肠杆菌ＤＨ５α，经菌落ＰＣＲ和重组质粒双

酶切鉴定后，挑取阳性克隆并提取质粒，转化大肠杆

菌ＢＬ２１（ＤＥ３）用于检测 ＧｍｂＺＩＰ７１蛋白的表达情
况。

１．２．３　重组蛋白的表达　将含有 ＧｍｂＺＩＰ７１重组
子的ＢＬ２１（ＤＥ３）菌株于接种于１０ｍＬＬＢ液体培养
基中（含１００ｍｇ·Ｌ１卡那霉素），２８℃下培养至 Ａ６００
为０．５～０．６时加ＩＰＴＧ至终浓度０．２５ｍｍｏｌ·Ｌ１诱
导表达，在诱导 １，２，３，４ｈ后分别取１ｍＬ菌液。以
同样方法于２８℃下诱导含空质粒 ｐＥＴ２９ｂ作对照。
将菌液１ｍＬ离心收集菌体，倒掉上清，用１００μＬ上
清蛋白裂解液重悬菌体，离心取上清作可溶性蛋白

检测，将沉淀继续用包涵体裂解液重悬，离心后取上

清作包涵体蛋白检测。将上清蛋白与包涵体蛋白在

１００℃水浴锅中煮沸 １０ｍｉｎ，上样至 １２％ ＳＤＳ
ＰＡＧＥ胶电泳，考马斯亮蓝Ｒ２５０染色观察结果。
１．２．４　重组蛋白的纯化及 ＥＭＳＡ　收集５０ｍＬ诱
导后的菌体，用超声波破碎菌液至透明清亮状态，离

心取上清并利用Ｈｉｓｔａｇ蛋白纯化试剂盒对其进行
纯化。人工合成包含ＡＣＧＴ及ＣＡｒＧ ｂｏｘ核心序列
的４０ｂｐ正反向引物（表１），９８℃孵育１０ｍｉｎ后缓
慢冷却至双链探针，将纯化后的 ＧｍｂＺＩＰ７１蛋白与
探针室温条件下结合２０ｍｉｎ后，按照 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ的
ＥＭＳＡ试剂盒标准操作步骤。

表１　包含ＡＣＧＴ及ＣＡｒＧ ｂｏｘ核心序列的引物
Ｔａｂｌｅ１　ＴｈｅｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｃｏｎｔａｉｎｅｄｔｈｅＡＣＧＴａｎｄＣＡｒＧｃｏｒｅｓｅｑｕｅｎｃｅ

引物名称 引物序列（５’３’）

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’３’）

ＡＣＧＴ Ｆ Ｆ：ＣＧＣＧＴＧＴＡＣＧＣＧＴＡＣＣＡＣＧＴＡＴＣＣＣＡＡＴＴＣＣＡＴＡＡＧＡＡＡＴ

ＡＣＧＴ Ｒ Ｒ：ＡＴＴＴＣＴＴＡＴＧＧＡＡＴＴＧＧＧＡＴＡＣＧＴＧＧＴＡＣＧＣＧＴＡＣＡＣＧＣＧ

ＣＡｒＧ Ｆ Ｆ：ＧＣＡＡＣＣＡＴＣＣＡＴＣＣＡＡＡＡＡＴＡＡＧＧＣＡＡＡＡＡＡＡＡＴＡＡＡＣＡＴ

ＣＡｒＧ Ｒ Ｒ：ＡＴＧＴＴＴＡＴＴＴＴＴＴＴＴＧＣＣＴＴＡＴＴＴＴＴＧＧＡＴＧＧＡＴＧＧＴＴＧＣ

　　下划线表示探针的核心序列。

　　Ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｉｎｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｈｉｇｈｌｉｇｈｔｓｔｈｅｃｏｒｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｐｒｏｂｅｓ．

２　结果与分析

２．１　ＧｍｂＺＩＰ７１基因的克隆
根据大豆基因组序列网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｐｈｙｔｏ

ｚｏｍｅ．ｎｅｔ／ｓｏｙｂｅａｎ）中Ｇｌｙｍａ０６ｇ０４３５０编码区序列设
计引物，以大豆品种 Ｈａｒｏｓｏｙ的 ｃＤＮＡ为模板，ＰＣＲ
增得到了单一条带，大小约１．３ｋｂ的 ＰＣＲ产物（图
１），该片段与预期ＰＣＲ产物长度一致。将该片段连
接到 ｐＥＡＳＹ Ｔ１载体上，并对重组质粒进行测序，
测序后翻译成氨基酸序列到ＮＣＢＩ上ＢＬＡＳＴ发现该
基因与大豆 ＥＳＴ序列（ＰＲＥＤＩＣＴＥＤ：Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｂＺＩＰ７１，ｍＲＮＡ）完全匹配，所以将
该基因命名为ＧｍｂＺＩＰ７１。

　　Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１：ＧｍｂＺＩＰ７１的ＰＣＲ产物；２～３：ＧｍｂＺ

ＩＰ７１的菌落ＰＣＲ检测。

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＧｍｂＺＩＰ７１；２３：Ｇｍ

ｂＺＩＰ７１ｏｆｃｏｌｏｎｙＰＣＲ．

图１　ＧｍｂＺＩＰ７１基因的克隆及菌落ＰＣＲ
Ｆｉｇ．１　ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔａｎｄｃｏｌｏｎｙＰＣＲｏｆＧｍｂＺＩＰ７１
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２．２　ＧｍｂＺＩＰ７１基因的表达分析
分别对短日照条件下（１２Ｌ／１２Ｄ）种植的 Ｈａ

ｒｏｓｏｙ叶片、生长点、花、花芽、荚和根等器官取样，提
取ＲＮＡ并反转录合成ｃＤＮＡ，设计ＲＴ ＰＣＲ引物进
行表达分析发现ＧｍｂＺＩＰ７１在这些器官中的表达量
都很高（图２），说明 ＧｍｂＺＩＰ７１基因可能在大豆的
不同发育过程中起作用。

　　Ｌ：叶片；Ｓ：生长点；Ｆ：花；ＦＢ：花芽；Ｐ：荚；Ｒ：根。

Ｌ：Ｌｅａｖｅｓ；Ｓ：Ｓｈｏｏｔａｐｅｘ；Ｆ：Ｆｌｏｗｅｒ；ＦＢ：Ｆｌｏｗｅｒｂｕｄ；Ｐ：

Ｐｏｄ，Ｒ：Ｒｏｏｔｓ．

图２　大豆ＧｍｂＺＩＰ７１的组织特异性表达
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｔｉｓｓｕｅｓｐｅｃｉｆｉｃＲＴ ＰＣＲｏｆＧｍｂＺＩＰ７１

２．３　ＧｍｂＺＩＰ７１原核表达载体的构建
用Ｔ４ＤＮＡ连接酶将经ＮｄｅⅠ和ＳａｌⅠ双酶切并

纯化后的ＧｍｂＺＩＰ７１片段和ｐＥＴ２９ｂ质粒连接，构建
重组子 ｐＥＴ２９ｂ ＧｍｂＺＩＰ７１，并用双酶切和 ＰＣＲ方
法对重组子进行鉴定（图３）。经双酶切得到约５ｋｂ
的ｐＥＴ２９ｂ载体片段和约 １．３ｋｂ的 ＧｍｂＺＩＰ７１片
段；ＰＣＲ检测同样得到为１．３ｋｂ左右的条带。测序
结果显示 ＧｍｂＺＩＰ７１基因 Ｃ端与 ｐＥＴ２９ｂ载体的
Ｈｉｓｔａｇ编码区融合（未发生移码现象），表明
ｐＥＴ２９ｂＧｍｂＺＩＰ７１原核表达载体构建成功。

　　Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１：ＮｄｅⅠ和ＳａｌⅠ双酶切ｐＥＴ２９ｂＧｍｂＺ

ＩＰ７１质粒的产物；２～４：ｐＥＴ２９ｂ ＧｍｂＺＩＰ７１重组质粒的菌落

ＰＣＲ检测。

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅ１：ＰｒｏｄｕｃｔｓｏｆｐＥＴ２９ｂ ＧｍｂＺＩＰ７１

ｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈＮｄｅⅠ／ＳａｌⅠ；Ｌａｎｅ２４：ＣｏｌｏｎｙＰＣＲｏｆｐＥＴ２９ｂ

ＧｍｂＺＩＰ７１ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ．

图３　ｐＥＴ２９ｂＧｍｂＺＩＰ７１的双酶切鉴定和菌落ＰＣＲ鉴定
Ｆｉｇ．３　Ｐｒｏｄｕｃｔｄｏｕｂｌｅｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓａｎｄ

ｃｏｌｏｎｙＰＣＲｏｆｐＥＴ２９ｂ ＧｍｂＺＩＰ７１

２．４　ＧｍｂＺＩＰ７１蛋白表达形式的分析
为了进一步确定ＧｍｂＺＩＰ７１在大肠杆菌中的存

在形式，分别对上清及包涵体中的蛋白进行检测。

发现转化重组质粒 ｐＥＴ２９ｂ ＧｍｂＺＩＰ７１的 ＢＬ２１
（ＤＥ３）在加入 ０．２５ｍｍｏｌ·Ｌ１的 ＩＰＴＧ 后的
１～４ｈ都有目标蛋白的表达（图４），然而沉淀中的
蛋白量远远大于上清，说明 ＧｍｂＺＩＰ７１蛋白主要以
包涵体形式存在。由于包涵体蛋白大多失去了原有

的生物学活性，利用 Ｈｉｓｔａｇ蛋白纯化系统富集了
具有生物学功能的ＧｍｂＺＩＰ７１可溶性蛋白（图４）。

　　Ｍ：蛋白Ｍａｒｋｅｒ；１：２８℃诱导１ｈ的ＧｍｂＺＩＰ７１总可溶性蛋白；２：２８℃诱导２ｈ的ＧｍｂＺＩＰ７１总可溶性蛋白；３：２８℃诱导３ｈ

的ＧｍｂＺＩＰ７１总可溶性蛋白；４：２８℃诱导４ｈ的ＧｍｂＺＩＰ７１总可溶性蛋白；５：２８℃诱导３ｈ的ｐＥＴ２９ｂ总可溶性蛋白；６：２８℃诱导

３ｈ的ｐＥＴ２９ｂ的包涵体蛋白；７：２８℃诱导１ｈ的ＧｍｂＺＩＰ７１包涵体蛋白；８：２８℃诱导２ｈ的ＧｍｂＺＩＰ７１包涵体蛋白；９：２８℃诱导３

ｈ的ＧｍｂＺＩＰ７１包涵体蛋白；１０：２８℃诱导４ｈ的ＧｍｂＺＩＰ７１包涵体蛋白；１１～１２：纯化的ＧｍｂＺＩＰ７１蛋白。

Ｍ：ＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ；１：ＴｏｔａｌｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＧｍｂＺＩＰ７１ｉｎｄｕｃｅｄ１ｈａｔ２８℃；２：ＴｏｔａｌｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎｏｆＧｍｂＺＩＰ７１ｉｎｄｕｃｅｄ２ｈａｔ

２８℃；３：ＴｏｔａｌｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎｏｆＧｍｂＺＩＰ７１ｉｎｄｕｃｅｄ３ｈａｔ２８℃；４：ＴｏｔａｌｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎｏｆＧｍｂＺＩＰ７１ｉｎｄｕｃｅｄ４ｈａｔ２８℃；５：Ｔｏｔａｌｓｏｌｕ

ｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎｏｆｐＥＴ２９ｂｉｎｄｕｃｅｄ３ｈａｔ２８℃；６：ＴｏｔａｌｄｉｓｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎｏｆｐＥＴ２９ｂｉｎｄｕｃｅｄ３ｈａｔ２８℃；７：ＴｏｔａｌｄｉｓｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎｏｆＧｍｂＺ

ＩＰ７１ｉｎｄｕｃｅｄ１ｈａｔ２８℃；８：ＴｏｔａｌｄｉｓｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎｏｆＧｍｂＺＩＰ７１ｉｎｄｕｃｅｄ２ｈａｔ２８℃；９：ＴｏｔａｌｄｉｓｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎｏｆＧｍｂＺＩＰ７１ｉｎｄｕｃｅｄ

３ｈａｔ２８℃；１０：ＴｏｔａｌｄｉｓｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎｏｆＧｍｂＺＩＰ７１ｉｎｄｕｃｅｄ４ｈａｔ２８℃；１１１２：ＰｕｒｉｆｉｅｄＧｍｂＺＩＰ７１ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ．

图４　ＧｍｂＺＩＰ７１Ｈｉｓ重组蛋白的诱导表达及纯化
Ｆｉｇ．４　ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄＧｍｂＺＩＰ７１Ｈｉｓｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｓ
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２．５　ＧｍｂＺＩＰ７１蛋白的体外结合试验
ｂＺＩＰ转录因子通过与下游基因启动子区 Ｇ

ｂｏｘ和Ａ ｂｏｘ以及杂合的Ｇ／Ａ ｂｏｘ顺式元件结合，
调控下游基因的表达，参与相关生物及非生物胁迫

应答反应［８１０］。本研究采用凝胶迁移率实验（ＥＭ
ＳＡ）分析了ＧｍｂＺＩＰ７１与Ｇ／Ａ ｂｏｘ和ＣＡｒＧ ｂｏｘ的

结合情况。结果表明，ＧｍｂＺＩＰ７１能够结合 Ｇ／Ａ
ｂｏｘ的ＡＣＧＴ核心序列，但无法结合 ＣＡｒＧ ｂｏｘ（图
５）。推测ＧｍｂＺＩＰ７１通过特异结合 Ｇ／Ａ ｂｏｘ等含
有ＡＣＧＴ核心序列的顺式元件以调节下游目标基因
的表达。

　　在ＤＮＡ与蛋白的结合反应中Ｇ／Ａ ｈｙｂｒｉｄｂｏｘ和ＣＡｒＧ ｂｏｘ分别加入２５ｎｇ，ＧｍｂＺＩＰ７１蛋白加入０，０．１，０．５，０．７５μｇ。

ＴｈｅａｍｏｕｎｔｓｏｆＧ／Ａ ｈｙｂｒｉｄｂｏｘａｎｄＣＡｒＧ ｂｏｘａｒｅ２５ｎｇ，ｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈ０，０．１，０．５，ａｎｄ０．７５μｇｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图５　ＧｍｂＺＩＰ７１结合Ｇ／Ａ ｈｙｂｒｉｄｂｏｘ和ＣＡｒＧ ｂｏｘ元件的ＥＭＳＡ分析
Ｆｉｇ．５　ＥＭＳＡａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＧｍｂＺＩＰ７１ａｎｄＧ／Ａ ｈｙｂｒｉｄｂｏｘａｎｄＣＡｒＧ ｂｏｘ

３　讨　论

一些ｂＺＩＰ类转录因子在植物根组织中高丰度表
达，而在茎和叶中的表达量很低，甚至不表达，如拟南芥

ＴＧＡ１、ＯＢＦ４和烟草ＴＧＡＬａ［１１１３］。但本研究发现ＧｍｂＺ
ＩＰ７１不仅在根中表达量高，在生长点、花芽和花器官中的
表达量也很高，说明ＧｍｂＺＩＰ７１可能在大豆的花发育过
程中发挥特殊作用，在大豆每个器官中都高丰度表达说

明了ＧｍｂＺＩＰ７１不具有组织特异性表达模式。
ｂＺＩＰ转录因子是一类具有 ＤＮＡ结合结构域和

亮氨酸拉链结构的转录因子，ｂＺＩＰ几乎存在于所有
的真核生物中，但在植物中的成员最多［１４］。在大豆

中分离到许多与生物胁迫相关的ｂＺＩＰ转录因子，大
豆ＧｍｂＺＩＰ４４、ＧｍｂＺＩＰ６２和 ＧｍｂＺＩＰ７８作为 ＡＢＡ信
号途径中的负调控因子提高转基因拟南芥的耐盐性

及耐低温特性；大豆ＧｍｂＺＩＰ１３２受到干旱和高盐胁
迫的诱导，过表达 ＧｍｂＺＩＰ１３２的拟南芥表现出低
ＡＢＡ敏感性和高失水率；过表达ＧｍｂＺＩＰ１提高了拟
南芥和烟草的抗旱性，耐盐性及耐低温特性；ＧｓｂＺ
ＩＰ３３是从野生大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅｓｏｊａ）中克隆的，过表达
ＧｓｂＺＩＰ３３的拟南芥对高盐胁迫的敏感性提高［３７］，

但是这些ｂＺＩＰ转录因子起作用的分子机制却仍是
未知的。在植物组织中，ＡＢＡ和一些非生物胁迫如

干旱和高盐等都通过包括ＡＢＲＥ（ＡＢＡｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｅｌ
ｅｍｅｎｔｓ）在内的顺式元件诱导基因表达，此外 ｂＺＩＰ
蛋白的磷酸化对于其与 ＡＢＲＥ的结合至关重
要［１５２０］。我们通过原核表达获得具有生物学活性

的大豆ＧｍｂＺＩＰ７１蛋白，体外的结合试验证明 Ｇｍ
ｂＺＩＰ７１的ｂＺＩＰ结构域能够结合Ｇ／Ａ ｂｏｘ的 ＡＣＧＴ
核心序列，为研究大豆 ＧｍｂＺＩＰ７１基因的功能和大
豆ｂＺＩＰ转录因子起作用的分子机制奠定了基础。
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