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水稻TF AⅢ 型锌指蛋白基因ZFP207 的克隆和表达分析 

孟繁君, 黄骥, 鲍永美, 江燕, 张红生 

南京农业大学作物遗传与种质创新国家重点实验室, 南京 210095 

摘要: 锌指蛋白是一类重要的转录因子, 广泛参与植物的生长发育和胁迫应答过程。文章使用生物信息学方法

从水稻中预测并克隆了一个 TF AⅢ 型锌指蛋白基因 ZFP207(GenBank 登陆号: AK063147.1), 该基因包含一个

567 bp 的开放阅读框, 编码一条 188 个氨基酸组成的多肽,其编码产物的预测分子量为 20.72 kDa, 等电点为

9.67。锌指蛋白 ZFP207 含有一个典型的 TF AⅢ 型锌指结构, 并且在 C 端含有一个可能具有转录抑制功能的

EAR-motif, 但不具有任何已知的核定位信号。系统发生分析结果表明, ZFP207 与植物中已经发现的单锌指蛋

白亲缘关系较近。通过 RT-PCR 方法分析了 ZFP207 基因在成株期水稻不同组织中的表达, 发现 ZFP207 在茎和

叶中表达量较高, 而在穗和根中表达量较低。在酵母中的转录激活实验结果显示, ZFP207 在酵母中不具有转录

激活功能。 
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Cloning and expression analysis of ZFP207 encoding a TFⅢA-type zinc 
finger protein in rice 

MENG Fan-Jun, HUANG Ji, BAO Yong-Mei, JIANG Yan, ZHANG Hong-Sheng 

State Key Laboratory of Crop Genetics and Germplasm Enahancement, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, China 

Abstract: The zinc finer proteins consist of a large transcription factor family involved in plant development and re-

sponses to environmental stresses. In this paper, a TFⅢA-type zinc finger protein gene ZFP207 (GenBank assession num-

ber AK063147.1) was cloned from rice variety Jiucaiqing by RT-PCR approach. This gene contains an open reading frame 
(ORF) of 567 bp, which encodes a peptide of 188 amino acid residues. The isoelectric point (pI) of the protein is 9.67, and 
its molecular weight is 20.72 kDa. Bioinformatic analysis showed that the ZFP207 protein comprises a typical TF AⅢ -type 
zinc finger domain and an EAR-motif at its C-terminus. However, nuclear localization signals (NLS) commonly existing in 

TFⅢA-type zinc finger proteins was not found in the ZFP207 amino acid sequence. In addition, based on the alignments of 

the whole amino acid sequences of some known TFⅢA-type zinc finger proteins in plants, a phylogenetic tree was con-

structed by the neighbour joining method. The phylogenetic tree showed that ZFP207 and other TFⅢA-type zinc finger 

proteins with single zinc finger domain were grouped into the same branch. The expression pattern of ZFP207 gene was 
also investigated in various rice tissues at adult stage by RT-PCR and the results showed that ZFP207 was expressed with 
high levels in culms and leaves, but lower in roots and spikes. Finally, the trans-activation assay in yeast cells revealed that 
ZFP207 lacked the trans-activation activity. 
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锌指蛋白是真核生物中一类重要的转录因子 , 

广泛参与到基因的转录、翻译、mRNA的运输、细

胞骨架构建、细胞支持、蛋白折叠、染色质修饰等

过程中 [1, 2]。TF AⅢ 型锌指蛋白的锌指结构域具有

CX2CX3FX3QALGGHX3H的序列特征 , 自从在矮

牵牛中分离了植物中第一个锌指蛋白基因EPF1 

(ZPT2- 1)[3]以来, 已经在拟南芥、矮牵牛、水稻、大

豆、小盐芥和棉花等高等植物中陆续分离了近 40个

此类基因, 这类基因广泛参与调控植物的生长发育

和胁迫应答反应[4]。水稻中目前已报道的TF AⅢ 型锌

指蛋白基因有 3个: ZFP182、ZFP245和ZFP252。这

3 个基因编码产物都含有两个TF AⅢ 型锌指结构域, 

并且都与非生物胁迫相关[5~8]。ZFP182 基因的表达

受高盐、干旱和低温的诱导, 在烟草中的异源表达

和在水稻中的过量表达均能提高转基因植株对盐胁

迫的耐受性[5]。ZFP252受到干旱和高盐胁迫的诱导
[6], ZFP252 的过量表达增强了转基因水稻植株的耐

盐性和耐旱性[7], 而ZFP245 的表达则受低温和干旱

胁迫的诱导[8]。水稻是单子叶植物的模式植物, 也是

重要的粮食作物, 在水稻中鉴定新的功能基因既可

以用于植物遗传改良, 也可为其他植物的功能基因

研究提供宝贵的借鉴。 

本实验室利用水稻中已经发现的一个TF AⅢ 型

锌指蛋白ZFP245[8]的蛋白序列为信息探针, 搜索水稻

基因组数据库, 从水稻中预测了 72个具有TFⅢA型锌

指蛋白基因[9]。本文选择了其中一个TF AⅢ 型锌指蛋

白基因ZFP207进行了克隆和初步的功能分析。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  植物材料和处理 

粳稻(Oryza sativa L. subs. japanica)品种韭菜青

由本实验室保存。取饱满的种子, 用 0.1%的HgCl2

消毒 20 min后, 用清水冲洗两次并浸泡, 30℃催芽

2 d至露白, 在 28℃ 培养箱(16 h光照/8 h黑暗)中用

水稻营养液[9]培养至幼苗四叶期。一部分幼苗整株

取样, 包裹于锡箔纸中液氮速冻, 用于总RNA提取

和目标基因克隆; 另一部分幼苗移栽于南京农业大

学牌楼试验站, 开花后 5 d, 取同一株水稻的根、茎

(去除叶鞘和茎节)、剑叶和幼穗样品, 于液氮中速冻

用于组织表达谱分析。 

1.1.2  试剂、载体与菌株 

RNA小量快速提取试剂盒购自北京百泰克生物

公司; 反转录试剂为 Ferments 公司产品; 引物在南

京金思特有限公司合成。克隆载体 pMD18-T购自日

本 TaKaRa 公司; 酵母表达载体 pGBKT7 购自日本

TaKaRa Clontech公司; 大肠杆菌菌株 JM109和酵母

菌株 AH109由本实验室保存。 

1.2  方法 

1.2.1  RNA 提取和 cDNA 第一链的合成 

水稻组织样品在液氮中速冻并研碎, 根据 RNA

小量快速提取试剂盒和反转录试剂盒的使用说明 , 

用 Trizol 法提取水稻组织总 RNA, 经 DNaseⅠ处理

去除基因组 DNA后逆转录合成 cDNA第一链, 20℃

保存备用。 

1.2.2  ZFP207 基因的克隆 

以 TF AⅢ 型锌指蛋白 ZFP245[8]的蛋白序列为

信息探针, 搜索水稻基因组数据库, 从水稻中预测

了 72个具有 TF AⅢ 型锌指蛋白基因[9]。本文选择了

其中一个基因 ZFP207 进行了克隆和初步的功能分

析。根据预测的 cDNA 序列信息, 设计一对特异引

物 ZFP207-F(5′-CCTAATACACACACACAAAG-3′)

和 ZFP207-R(5′-CTACAAACTTATAACCGCAG-3′)

用于基因的克隆。以粳稻品种韭菜青四叶期幼苗

cDNA 为模板进行 PCR 扩增, 克隆得到目的基因。

PCR 扩增程序如下: 94℃预变性 5 min, 94℃变性

20 s, 56℃复性 20 s, 72℃延伸 30 s, 27个循环, 最后

72℃延伸 10 min。PCR 扩增产物经纯化, 连接到

pMD18-T 载体上, 由南京金思瑞生物科技有限公司

进行测序。 

1.2.3  生物信息学分析 

DNA 序列分析和引物设计采用 BioXM 2.6 和

DNAssist 2.2 软件进行; 蛋白功能域的查找和分析

采用 SMART(ver.4)程序; 多个氨基酸序列的比较采

用 ClustalX 1.81和 GeneDoc软件。进化树的绘制和

编辑采用 ClustalX 1.81、PHYLIP3.67和 Treeview32
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软件。ZFP207基因的染色体定位, 通过查找水稻基

因组数据库中 ZFP207 基因所在 BAC 克隆, 再查找

相应 BAC 克隆在整合了遗传标记的物理图谱上的

位置, 将基因定位到染色体的相应位置。 

1.2.4  组织表达分析 

水稻组织于液氮中速冻研碎, 采用 Trizol 法提

取总 RNA并逆转录合成 cDNA第一链。以水稻组成

型表达的 Actin 基因 Rac1[10, 11]为内参 , 通过调整

cDNA模板的用量, 使 Rac1的 PCR产物扩增量相对

一致。保持 cDNA 模板的用量不变, 使用 ZFP207

基因特异引物进行 PCR 扩增, 在 RNA 转录水平上

比较 ZFP207 基因在各组织中的表达情况。Rac1 特

异引物为 Rac1-F(5'-GGAACTGGTATGGTCAAGGC- 

3')和 Rac1-R( 5'-AGTCTCATGGATAACCGCAG-3')。

PCR扩增程序为: 95℃预变性 5 min, 94℃变性 30 s, 

53℃复性 30 s, 72℃延伸 50 s, 28个循环, 最后 72℃延

伸 10 min。ZFP207基因特异引物使用基因克隆引物, 

PCR反应循环数为 33个, 其他 PCR扩增条件同 1.2.2。 

1.2.5  转录激活能力分析 

构建酵母融合表达载体 pGBKT7-ZFP207 和

pGBKT7-ZFP207N, 使 ZFP207的整个编码序列和去

除 EAR-motif 的编码序列分别与酵母表达载体

pGBKT7 上编码 GAL4 DNA 结合结构域(Binding 

domain, BD)融合。根据锌指蛋白基因 ZFP207的序

列信息, 设计引物, 以克隆基因时保存的测序正确

的菌液为模板, 分别扩增得到锌指蛋白 ZFP207 的

1~188 位氨基酸(全序列)和 1~182 位氨基酸(去除

EAR-motif)的编码序列。其中引物 ZFP207TAA-F(5′- 

ATCCTAATACACACACACAAAG-3')和 ZFP207TAA- 

R1(5′-CTACAAACTTATAACCGCAG-3')用于扩增

1~188 位氨基酸编码序列, 引物 ZFP207TAA-F(5′-A 

TCCTAATACACACACACAAAG-3')和 ZFP207TAA- 

R2(5′-TTAAAGATCTTCCTCCGTGCGCTTCTTC-3′)

用于扩增 1~182 位氨基酸编码序列。PCR 扩增程序

均为: 95℃预变性 5 min, 94℃变性 30 s, 53℃复性

30 s, 72℃延伸 50 s, 28 个循环 , 最后 72℃延伸

10 min。经纯化的 PCR 扩增产物克隆到 pMD18-T

载体上, 提取阳性单克隆的质粒DNA, 用 EcoRⅠ和

PstⅠ两种内切酶酶切获得基因片段, 并与同样进行

酶切的 pGBKT7质粒DNA片段连接, 获得阳性单克

隆。阳性质粒 DNA 转化酵母 AH109 感受态细胞。

阳性菌液分别均匀涂于 YPDA完全培养基、SD/Trp-

单缺陷培养基和  SD/Trp-/His-双缺陷培养基上 , 观

察转化子的生长情况, 判断融合蛋白能否激活下游

报告基因的表达。 

2  结果与分析 

2.1  ZFP207基因的克隆与序列分析 

根据预测和拼接的ZFP207 的cDNA序列信 息
[9]设计特异引物, 通过RT-PCR 的方法, 从粳稻品种

韭菜青中分离了目标基因ZFP207(GenBank登录号: 

AK063147.1)。ZFP207 基因的完整开放阅读框为

567 bp, 不包含内含子, 编码 188 个氨基酸残基, 起

始密码子和终止密码子分别为ATG和TAA(图 1A)。通

过查找ZFP207 基因所在BAC/PAC克隆号, 并整合

遗传标记的物理图谱, 发现ZFP207基因位于在水稻

7 号染色体的长臂上(图 1B)。使用BioXM软件对锌

指蛋白ZFP207 预测分析发现, 锌指蛋白ZFP207 的

等电点为 9.67, 预测分子量为 20.72 kDa。与来自于

拟南芥、大豆、矮牵牛以及水稻TFⅢA型锌指蛋白

的氨基酸序列比对显示, 锌指蛋白ZFP207仅含有一

个锌指结构域, 并具有CX2CX3FX3QAL GGHX3H

的序列特征(图 1C), 在C端含有一个具有DLSLRL序

列 的 EAR-motif( 图 1D), 已 有 报 道 表 明 具 有

EAR-motif结构域的锌指蛋白一般具有转录抑制活

性 [11~13]。将锌指蛋白ZFP207 与植物中已经报道的

TFⅢA型锌指蛋白进行比对并绘制系统发生树, 结果

表明ZFP207与其他的单锌指蛋白属于同一亚类, 与

大豆单锌指蛋白GmZFP1[14]的亲缘关系最近 , 而与

具有双锌指结构的锌指蛋白亲缘关系较远    (图

1E)。 

2.2  ZFP207的组织表达分析 

在水稻开花后 5 d, 取同一植株的根、茎、叶和

幼穗, 提取RNA并逆转录得到cDNA第一链, 用于分

析ZFP207基因的表达模式。利用组成型表达的Actin

基因R a c 1 [ 1 1 ] 作为内参基因。半定量RT- P C R  
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图 1  ZFP207 基因的序列分析 
(A): ZFP207 基因结构示意图, 该基因不含有内含子, TF AⅢ 型锌指结构域和 EAR-motif 的编码区用黑色标出; (B): ZFP207 的染色体定位, 

R2677和 R1245为 RFLP标记, ZFP202b和 ZFP446为其他两个 TF AⅢ 型锌指蛋白基因; (C): ZFP207与其他植物 TF AⅢ 型锌指蛋白锌指结构

域的序列比较分析。保守的氨基酸残基用黑色标注, QALGGH 结构域用黑框标出, 蛋白名称后括号内的 1 和 2 表示双锌指蛋白的第 1 和第 2

个锌指结构域; (D): ZFP207和其他植物 TF AⅢ 型锌指蛋白 EAR-motif的序列比较分析。EAR-motif 用黑框标出; (E): 植物中 TF AⅢ 型锌指蛋

白的 N-J 系统发生树分析, 自展值设为 1 000 次。亚群Ⅰ为单锌指蛋白, 亚群Ⅱ为双锌指蛋白。图 C、D、E 中用于序列比对和进化树分析的

蛋白对应的基因分别来自于拟南芥(STZ, ZAT12, RBE, SUPERMAN, AtZFP1, KNU, AtZFP11, AZF1, AZF2, AZF3)、矮牵牛(ZPT2-2, ZPT2-3, 

PhSUP1)、大豆(GmZFP1, SCOF1, SUP)和水稻(RZF71, ZFP245, ZFP182, ZFP207)。 

 

2.3  ZFP207的转录激活活性分析 

 
 

图 2  ZFP207 在不同水稻组织中的表达 

 
结果表明, ZFP207基因在成株期水稻植株的根、茎、

叶和幼穗中都有表达, 茎中表达量最高, 叶中表达

量稍低, 而在根和幼穗中表达量相对较低(图 2)。 

序列分析发现, 锌指蛋白 ZFP207在C端含有一

段具有 DLSLRL 序列的 EAR-motif, 目前报道的含

有 EAR-motif的 TFⅢA型锌指蛋白大多数具有转录

抑制活性。在酵母中进行 Z F P 2 0 7 以及去除

EAR-motif之后的 ZFP207的转录激活实验, 结果表

明, 4 种菌株都可以在 YPDA 培养基和 SD/Trp-培养

基上正常生长, 而在 SD/Trp-/His-培养基上, 则只有 
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图 3  锌指蛋白 ZFP207 在酵母中的转录激活实验 
A: YPDA 培养基; B: SD/Trp-缺陷培养基; C: SD/Trp- His-缺陷培养基; D: 位置示意图。1: 阳性对照; 2: 阴性对照; 3: pGBKT7-ZFP207; 4: 

pGBKT7-ZFP207N。 

 

阳性对照可以生长(图 3), 这说明锌指蛋白 ZFP207

在酵母中不具有转录激活能力。 

3  讨 论 

锌指蛋白广泛参与到拟南芥、矮牵牛和水稻等

高等植物的生长发育和胁迫应答反应过程中。相对

于拟南芥和矮牵牛, 水稻中TF AⅢ 型锌指蛋白的功

能研究得较少。水稻中已经鉴定的TF AⅢ 型锌指蛋

白都具有双锌指结构, 且都与逆境胁迫相关[5~8]。本

研究从水稻中预测并克隆了一个TFⅢA型锌指蛋白

基因ZFP207, 是水稻中鉴定的第一个具有单锌指结

构的TFⅢA型锌指蛋白, 并对其功能进行了初步 分

析。 

ZFP207 基因定位于水稻第 7 号染色体长臂上, 

在其附近区域内包含 6 个成簇排列的TF AⅢ 型锌指

蛋白基因, 表明这些成簇分布的TF AⅢ 型锌指蛋白

基因的表达特征或功能特性可能具有相似性[9]。生

物信息学分析表明, ZFP207的蛋白序列并不包含任

何已知的核定位信号或相关序列, 推测ZFP207如果

作为DNA结合蛋白, 可能与其他含有核定位信号的

蛋白互作而进入细胞核, 或者其本身含有未知的核

定位信号, 需要进一步的实验验证。系统发生树分

析表明 , ZFP207 与其他具有单锌指结构的植物

TF AⅢ 型锌指蛋白被分为第Ⅰ亚类 , 与大豆的

GmZFP1[14]亲缘关系最近。目前鉴定的单锌指结构

的TF AⅢ 型锌指蛋白都与植物生长发育相关, 而大

多数具有双锌指结构的TF AⅢ 型锌指蛋白都与胁迫

相关, 这预示着ZFP207可能参与到水稻的生长发育

过程。然而, 根据Agarwal等[15]公布的基因芯片数据, 

我们发现ZFP207 受到多种生物和非生物胁迫的诱

导, 因此, ZFP207 很可能同时参与水稻的生长发育

以及胁迫应答反应 , 但这需要进一步的研究来证
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实。 

转录因子调控基因的表达有两种方式, 转录激

活和转录抑制, 对下游基因的转录调控决定了转录

因子的功能。通过酵母转录激活系统, 发现ZFP207

在酵母中不具有转录激活能力。是否ZFP207作为一

个转录抑制子存在还有待一步的实验来证实。目前, 

TFⅢA型锌指蛋白中鉴定的可能具有转录抑制活性

的功能域称为EAR-motif或DLN-box, 已有研究结果

表明, 具有EAR-motif的TFIIIA型锌指蛋白具有转录

抑制功能, 如拟南芥中的SUPPERMAN[16]、矮牵牛

中的ZPT2-3[13]; 但是某些具有EAR-motif的TFIIIA

型锌指蛋白也可能具有转录激活功能, 如辣椒中发

现的CAZFP1[17]。去除EAR-motif的ZFP207在酵母中

都不具有转录激活能力, 表明ZFP207可能不是转录

激活因子, 或者ZFP207的转录激活功能需要在植物

细胞内进行翻译后修饰。我们拟利用水稻原生质体

进行ZFP207 在植物体内转录激活或抑制活性的研

究。 
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