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摘 要:PBF因子是小麦胚乳特异基因表达调控蛋白因子之一,在调控小麦种子贮藏蛋白基因表达方面

有着重要作用。本研究以小麦种质ZY96-3为材料,利用RT-PCR技术克隆获得TaPBF3-5D的CDS序列,对

其进行了生物信息学和基因表达分析。结果表明,TaPBF3-5D基因CDS序列共有909bp,编码302个氨基

酸;其编码的蛋白为一个非跨膜的不稳定性亲水蛋白,无信号肽,共含36个磷酸位点;预测其定位于细胞核;

通过系统进化树以及多重序列比对,TaPBF3-5D与来自于普通小麦中国春的PBF 在亲缘性上更为接近。经

荧光定量分析,TaPBF3-5D基因在根、茎、叶和籽粒中均有表达,以籽粒中表达最高,其次是叶和茎,根中表达

最低。这进一步说明TaPBF3-5D基因参与调控小麦籽粒贮藏蛋白基因表达,调节籽粒发育。
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Abstract:PBFfactorisoneoftheproteinfactorsregulatingtheexpressionofwheatendospermspecif-
icgene,andplaysanimportantroleinregulatingtheexpressionofwheatseedstorageproteingenes.
Inthisstudy,theCDSsequenceofTaPBF3-5DwasobtainedfromwheatgermplasmZY96-3byRT-
PCR,anditsbioinformaticsandgeneexpressionwereanalyzed.TheresultsshowedthattheCDSse-
quenceofTaPBF3-5Dhadatotalof909bp,encoding302aminoacids.Theencodedproteinisanon-
transmembraneunstablehydrophilicproteinwithoutsignalpeptide,anditcontains36phosphoricacid
sites.Itispredictedtobelocatedinthenucleus.Phylogenetictreeandmultiplesequencealignment
showedthatTaPBF3-5DwasmorecloselyrelatedtothePBFfromcommonwheat.Quantitativefluo-
rescenceanalysisshowedthatTaPBF3-5Dgenewasexpressedinroots,stems,leaves,andseeds,
withthehighestexpressioninseeds,followedbyleavesandstems,andthelowestexpressionin
roots.ItindicatedTaPBF3-5Dgeneregulatingthegraindevelopmentofwheatthroughparticipating
intheregulationofwheatgrainstorageproteingeneexpression.
Keywords:ZY96-3;TaPBF3-5D;Bioinformatics;Genecloning



  小麦(Triticumaestivum L.)是重要的粮食

作物,在世界范围内占有举足轻重的地位[1]。小

麦籽粒蛋白主要在灌浆期间的种子胚乳中形成,
并受到时空上的精准转录调控[2],因而发掘、鉴定

与利用小麦储藏蛋白相关的主要功能基因,对小

麦遗传改良具有重要意义。

DOF(DNAbindingwithonefinger)转录因

子家族属于锌指蛋白家族的一个亚族,在植物中

起着重要作用[3]。DOF蛋白长度通常在200~
400个氨基酸之间,它包含两个关键结构域:N-末
端的DNA结合高度保守结合域和C-末端的转录

调控结构域,这种特性使得DOF蛋白能够在植

物的生长发育过程中扮演多样化的调控角色[4]。
小麦醇溶蛋白盒结合因子(prolamin-boxbinding
factor,PBF)属于植物特异性转录因子DOF类,
含有一种高度保守的锌指DNA结合结构域,被
称为DOF结构域[5]。这个结构域包含一个独特

的C2-C2锌指,其特点是:仅有一个锌指蛋白的

结构,通过与储藏蛋白启动子上游的 AAAG或

CTTT基序结合,可以激活转录,并参与调控储

藏蛋 白 基 因 的 表 达[6]。早 在 1995 年,Müller
等[7]研究认为,PBF 基因主要参与调控玉米籽粒

中贮藏蛋白基因表达,从而影响贮藏蛋白的积累。

1998年,Mena等[8]利用大麦PBF 基因同源性,
首次克隆出小麦PBF 编码基因。Ravel等[9]则

利用一些已鉴定的SNPs进行物理和遗传作图,
证实小麦PBF 基因位于小麦同源性第5组染色

体上的着丝粒附近。之后,一些学者相继利用玉

米和水稻等材料,广泛开展了PBF 基因调控功

能的研究[10-11]。大多数的研究表明,PBF 基因在

胚乳中不仅可以识别并结合顺式作用元件,还可

以与识别顺式作用元件的一些家族转录因子相结

合形成蛋白复合体,共同参与调控种子贮藏蛋白

的表达[5,12-14]。也有少部分研究发现PBF 基因

还参与了赤霉素响应等相关基因表达调控过

程[15]。国内一些研究者也对不同小麦的PBF 基

因开 展 了 相 关 研 究。如:苗 红 梅 等[16]对 小 麦

PBF 启动子在离体胚乳中的特性进行了分析;牛
静勇等[17]通过小麦醇溶谷蛋白盒结合因子基因

表达特性研究,认为PBF 基因的表达是胚乳特

异性的,并在小麦胚乳的整个发育过程中持续表

达;郭丽娜等[18]对小麦中国春PBF 编码基因进

行了克隆及序列分析,发现PBF 亚基编码序列

在中国春小麦中极端保守,但仍然存在变异;强琴

琴等[2]对节节麦PBF 基因进行克隆、序列分析

及原核表达,发现PBF蛋白具有种属特异性;胡
喜贵等[19]的研究表明乌拉尓图小麦PBF 基因具

有较高遗传多样性,其氨基酸变异位点可能对其

PBF蛋白的调控功能产生影响。从这些研究可

以看出,小麦PBF 基因表达是胚乳特异性的,其
在不同小麦中也可能存在种属特异性和遗传多样

性。因此,发掘和鉴定来自不同小麦的PBF 基因,
对进一步研究PBF 基因调控功能和揭示其籽粒蛋

白质的表达调控特性具有重要意义。
本课题组在前期研究中发现,小麦ZY96-3

籽粒灌浆前期TaPBF3-5D基因表达明显上调,可
能对其籽粒灌浆过程有调控作用[20]。利用课题

组前期建立的小麦ZY96-3籽粒灌浆期转录组数

据库,通过分析和比对得到TaPBF3-5D 基因序

列,然后以小麦种质ZY96-3为材料,使用 RT-
PCR克隆TaPBF3-5D基因,并对其进行生物信息

学及基因表达分析。

1 材料与方法

1.1 试验材料

本研究以小麦种质ZY96-3为试验材料,种
植于国家小麦改良中心贵州分中心温室内,并取

其根、茎、叶以及成熟籽粒作为供试材料。

1.2 试验方法

1.2.1 植物总RNA提取与cDNA的合成

取小麦种质ZY96-315d龄幼苗的根、茎、叶
以及成熟籽粒,利用 RNA 提取试剂盒提取总

RNA(Omega,广州),用紫外分光光度计(Genove
nano)测定RNA的浓度,RNA质量用1%琼脂

糖凝胶电泳测定。利用南京诺唯赞生物科技股份

有限公司提供的反转录试剂盒,合成根、茎、叶以

及成熟籽粒的cDNA。

1.2.2 TaPBF3-5D基因的克隆

从本实验室ZY96-3转录组数据库中分析筛

选获得TaPBF3-5D基因,根据基因数据库已有的

基因登录号从EnsemblPlants数据库中下载目

的基因核苷酸序列,采用Primer5.0设计特异性

引物(表1),并委托生工生物工程(上海)股份有

限公司合成引物。以小麦ZY96-3的15d龄组培

苗cDNA 作模板,使用2×PhantaMaxMaster
Mix以及特异性引物对该基因进行PCR扩增。

PCR产物于4℃保存。用1%琼脂糖凝胶电泳对

扩增产物进行检测,并对扩增产物进行测序。
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表1 特异性引物

Table1 Specificprimers

引物名称
Primer

引物序列
Sequenceofprimer(5'-3')

用途
Purpose

TaPBF3-5D-F ATGGAGGAAGTGTTTCCGTCAAAC

TaPBF3-5D-R TTACATCAGGGAGCTGCTGTTG
基因克隆
Genecloning

18S GTTCTACAACGAGCTCCGTGTC

18S GACATACATTGCTGGGCAAC

qTaPBF3-5D-F GGAGGTGGTGGTGGTGTATCAG

qTaPBF3-5D-R CCGCTGTCGTTATTGTTGTTGTTG

实时荧光定量PCR
qRT-PCR

1.2.3 生物信息学分析

使用在线软件对TaPBF3-5D基因进行生物信息

学分析。使用ExPASy-ProtParam(https://web.ex-
pasy.org/protparam)、Cell-PLoc2.0(http://www.cs-
bio.sjtu.edu.cn/bioinf/Cell-PLoc-2)、TMHMM(ht-
tps://services.healthtech.dtu.dk/services/TMHMM-
2.0)、NCBIConservedDomainSearch(https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)、SingalP
4.0Server(https://services.healthtech.dtu.dk/serv-
ices/SignalP-4.1)、ExpasyProtParam(https://web.ex-
pasy.org/protscale/)、NetPhos3.1Server(https://

services.healthtech.dtu.dk/services/NetPhos-3.1/)和
SWISS-MODEL(https://swissmodel.expasy.org/)等
在线软件,分别对蛋白的理化性质、亚细胞定

位、跨膜结构域预测、蛋白进行保守结构域预测

等进行分析。BLAST以 获 取TaPBF3-5D 的 同

源氨基酸序列,并对TaPBF3-5D 基因的系统进

化树进行构建,筛选出与TaPBF3-5D 基因同源

性比较高的序列,最后对其序列进行比对。

1.2.4 组织表达分析

为了检测TaPBF3-5D在ZY96-3不同组织中

的表达情况,以小麦种质ZY96-3的根、茎、叶以

及成熟籽粒的cDNA 为模板,采用特异性引物

(表1)进行qRT-PCR检测。反应体系:1μLcD-
NA模板,10μLTaqProUniversalSYBRqPCR
MasterMix,上下游引物各0.4μL(10μmol·

L-1),8.2μLddH2O,总体积为20μL。反应条

件:95℃预变性3min,接着进行40个循环,每个

循环包括:95℃10s,60℃30s,使用2-△△Ct 计

算各组织中的相对表达量。

2 结果与分析

2.1 TaPBF3-5D基因的克隆

以小麦种质ZY96-3叶片cDNA为模板,设

计 引 物TaPBF3-5D-F 和TaPBF3-5D-R 进 行

PCR扩增,其扩增产物经1.0%琼脂糖凝胶电泳

(图1)检测。结果发现,该条带核苷酸序列长948
bp,分析得到完整的CDS序列为909bp。

  M:DL2000;1:PCR产物。

M:DL2000;1:PCRproduct.
图1 TaPBF3-5D的PCR扩增

Fig.1 PCRamplicationofTaPBF3-5D

2.2 TaPBF3-5D 编码蛋白的理化性质分析及亚

细胞定位

利用 ExPASy-ProtParam 工 具 对TaPBF3-
5D基因编码蛋白质进行了理化分析。结果显示,
该蛋 白 共 编 码 302 个 氨 基 酸。其 分 子 式 为

C1320H2046N394O434S20,分子量约为31020.34Da,
等电点为7.58。此蛋白包含20个带负电荷的

氨基酸残基(Asp+Glu),21个带正电荷的氨

基酸残基(Arg+Lys),据分析该蛋白总原子数

为4214,脂溶性指数为51.99,而不稳定系数为

47.77。综合推测该蛋白属于不稳定性蛋白。
使用Cell-PLoc2.0在线工具进行预测分析,

结果显示,TaPBF3-5D基因编码的蛋白定位在细

胞核上。

2.3 TaPBF3-5D编码蛋白性质以及结构预测分析

通过该基因编码蛋白质的跨膜结构域预测

(图2),发现其没有跨膜结构域,推测该蛋白为非
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跨膜蛋白。

NetPhos3.1Server在线工具分析结果(图

3)表明,TaPBF3-5D 编码的蛋白共含有36个磷

酸化位点,其中有22个丝氨酸(serine)、9个苏氨

酸(threonine)和5个酪氨酸(tyrosine)磷酸化位点,
这些磷酸化位点可能在调节蛋白质的活性、稳定性

和相互作用中发挥重要作用进而实现其功能。
该基因编码蛋白保守结构域预测结果(图4)

显示,其含有DOF锌指蛋白,该蛋白作为一种转

录因子,可能在植物激素和胁迫反应、开花时间、

发芽和种子贮藏蛋白积累等不同生物过程中发挥

作用。该基因编码蛋白包含一个DOF(DNA单

指结合)结构域,该结构域包括一个C2-C2型锌

指基序,它与序列为5'-AAAG-3'的元件特异性

结合。
依据SignalP4.0Server进行的蛋白质信号

肽分析结果显示,编码蛋白信号肽可能性得分为

0.109,这表明该蛋白没有信号肽。此外,SignalP
3.0Server的结果显示D 值为0.041,这进一步

表明TaPBF3-5D基因编码的蛋白是非分泌蛋白。

图2 TaPBF3-5D蛋白跨膜结构域预测

Fig.2 PredictionofTaPBF3-5Dproteintransmembranedomain

图3 TaPBF3-5D蛋白磷酸化位点预测

Fig.3 PredictionofTaPBF3-5Dproteinphosphorylationsites

图4 TaPBF3-5D蛋白保守结构域预测

Fig.4 PredictionofconserveddomainsinTaPBF3-5D
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  使用ExpasyProtScale工具对TaPBF3-5D 编

码的蛋白进行亲疏水性分析,结果(图5)显示,该
蛋白的序列长度为302个氨基酸,在序列中,第215
个氨基酸表现出最大的疏水性,分值为1.700,第

13、14、15个氨基酸表现出最大的亲水性,分值为

-3.111,综合分析该编码蛋白具有较强的亲水性。
使用在线工具SOPMA对TaPBF3-5D 编码

的蛋白进行二级结构分析(图6),结果表明,该蛋

白共含302个氨基酸,其二级结构组成如下:α-螺旋

氨基酸有14个,占总氨基酸数的4.64%;无规则卷

曲氨基酸有265个,占总氨基酸数的87.75%;延伸

链有23个,占总氨基酸数的7.62%。
根据在线工具SWISS-MODEL进行蛋白质的

三级结构预测。以一个PDB号为S5MCG7.1.A
的结构为模板建立该蛋白的三维结构,预测其为

一种DOF锌指蛋白,通过选择性结合特异的靶

结构,使其在基因表达调控等多种生命过程中发

挥重要作用。

2.4 TaPBF3-5D基因同源关系分析

在NCBI-BLAST中得到普通小麦中国春(Tritic-
umaestivumL.)、黑麦(SecalecerealeL.)、节节麦

(Aegilopstauschii)、水稻(Oryzasativa)等16
个物种的PBF氨基酸序列,使用 MEGA11工具

构建系统进化树。结果(图7)显示,ZY96-3的

PBF氨基酸序列与普通小麦中国春、节节麦、乌
拉尔图小麦以及二粒小麦的同源关系较近。

使用DNAMAN软件分别让ZY96-3与普通

小麦中国春、节节麦、乌拉尔图小麦、二粒小麦和

水稻的PBF氨基酸序列进行同源序列比对,得
知(图8)其相似性分别为90.30%、88.79%、

83.03%、83.03%和43.94%。综合来看ZY96-3
与普通小麦中国春在亲缘性上更为接近。

图5 TaPBF3-5D蛋白亲疏水性预测

Fig.5 PredictionofhydrophilicityofTaPBF3-5D

图6 TaPBF3-5D蛋白二级结构预测

Fig.6 PredictionofsecondarystructureofTaPBF3-5D

·541·第2期 邓云颢等:小麦TaPBF3-5D的基因克隆及生物信息学分析



图7 TaPBF3-5D基因的进化树分析

Fig.7 PhylogenetictreeanalysisofTaPBF3-5Dgene

图8 TaPBF3-5D氨基酸多重序列比对

Fig.8 MultiplesequencealignmentofTaPBF3-5Daminoacids

2.5 TaPBF3-5D基因的组织表达分析

为分析TaPBF3-5D基因在小麦ZY96-3不同

组织中的表达差异,对TaPBF3-5D 基因进行了

qRT-PCR检测。以小麦种质ZY96-3的根、茎、叶
以及成熟籽粒的cDNA为模板进行qRT-PCR,以

18S为内参基因。结果(图9)显示,TaPBF3-5D基
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因在小麦ZY96-3的根、茎、叶、成熟籽粒中均有

表达,籽粒中表达量最高,其次是叶和茎,表达量

最低的为根部。

  **:P<0.01.

图9 小麦不同组织中TaPBF3-5D的表达

Fig.9 ExpressionofTaPBF3-5Dindifferenttissuesofwheat

3 讨论

本研究结果表明小麦ZY96-3中TaPBF3-5D
基因主要在籽粒中表达,远远高于叶、茎、根的表

达,而 且TaPBF3-5D 基 因 编 码 蛋 白 包 含 一 个

DOF(DNA单指结合)结构域,该结构域包括一

个C2-C2型锌指基序,这与前人[6]所获研究结果

相同,说 明TaPBF3-5D 基 因 能 与 序 列 为 5'-
AAAG-3'的元件特异性结合,从而激活转录并参

与调控小麦ZY96-3籽粒灌浆期籽粒储藏蛋白基

因的表达,进一步证明TaPBF3-5D 基因是小麦

ZY96-3胚乳特异基因表达调控蛋白因子之一。
同时,所获TaPBF3-5D基因CDS序列长909

bp,与胡喜贵等[19]对乌拉尓图小麦、强琴琴等[2]

对节 节 麦 所 获 的 PBF 基 因 序 列 长 度 不 同。

TaPBF3-5D基因CDS序列编码的蛋白为一个非

跨膜的不稳定性亲水蛋白,无信号肽,预测其定位

在细胞核,这些与郭丽娜等[18]对中国春小麦、强
琴琴等[2]对节节麦的PBF 基因序列分析结果相

同。通过对TaPBF3-5D 与相近的多个基因序列

的分子进化关系分析发现,TaPBF3-5D与来自于

普通小麦中国春的PBF 亲缘性比较接近。这些

结果说明TaPBF3-5D 基因序列在不同小麦中相

对保守,在小麦生长发育过程中具有类似的调控

作用。
本研究发现,小麦ZY96-3中TaPBF3-5D 基

因CDS序列为909bp,共编码302个氨基酸,这
一结果与郭丽娜等[18]对中国春、强琴琴等[2]对节

节麦、胡喜贵等[19]对乌拉尓图小麦的研究结果有

所不同。通过生物信息学分析特定基因编码的蛋

白质,可以预测其可能的生物学功能[21]。本研究

结果或可成为接下来主要的研究方向,利用小麦

ZY96-3种质为研究对象,深入探讨TaPBF3-5D
基因与其他不同基因编码氨基酸的差异,以进一

步明确TaPBF3-5D 基因在小麦籽粒灌浆期对籽

粒储藏蛋白基因表达的调控功能。
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