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黄瓜转录因子 CsCBF3 的克隆及表达分析
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摘　要：利用 RT-PCR 技术从黄瓜中克隆了植物低温信号转导途径中的关键转录因子 C-repeat-Binding 

Factor3，将其命名为 CsCBF3，GenBank 登录号为 JQ900769。CsCBF3 基因开放阅读框全长为 615 bp，

编码 204 个氨基酸。进化树分析表明，CsCBF3 隶属于 CBF 基因家族，与葡萄 CBF3 蛋白亲缘关系最近，

而与黑麦草、水稻 CBF3 蛋白亲缘关系较远。生物信息学分析结果表明，CsCBF3 编码的蛋白包含保守的

AP2 DNA 结合域，N 端的核定位信号区和 C 端的酸性氨基酸富集区，且该蛋白中的一些磷酸化位点及二

级结构在与 DNA 互作过程中发挥重要作用。荧光定量 PCR 检测结果显示低温可诱导 CsCBF3 的表达，且

其表达量在迅速达到峰值后又降低，说明 CsCBF3 是一个快速响应基因，推测其在黄瓜耐冷过程中起着重

要的作用。
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Abstract：In order to determine its role in cold response in cucumber （Cucumis sativus 

L.），CsCBF3 was cloned from Chipper using RT-PCR method and its GenBank accession number 

was JQ900769．CsCBF3 had an open reading frame of 615 bp，which was supposed to encode 

a protein of 204 amino acids．Phylogenetic tree analyses showed that CsCBF3 belonged to CBF 

gene family and had close relationship with CBF3 from Vitis amurensis，while had far relationship 

with CBF3 from Lolium perenne and Oryza sativa．Bioinformatics analysis showed that CsCBF3 

protein was consisted of AP2 DNA binding domain，which included amino acid residues，nuclear 

localization signal region and acidic activation domain，and some phosphorylation sites and protein 

secondary structures may play important roles in process of interactions between proteins and 



2013 年（6） 31

DNA．Quantitative real-time PCR results showed that expression of CsCBF3 could be induced 

by low temperature，and the level reached to peak very fast and then decreased．These results 

suggested that CsCBF3 was a rapid response gene and played an important role in resistance to low 

temperature in cucumber.

Key words：Cucumber；Low temperature；CBF3；Gene cloning；Expressive analysis

黄瓜（Cucumis sativus L.）属葫芦科甜瓜属，是一种深受大众喜爱的世界性蔬菜。黄瓜原

产于喜马拉雅山南麓的印度北部地区（陈劲枫，2008），喜温暖湿润的气候，低温会使黄瓜的

产量和品质下降，最终造成严重的经济损失，因此，提高黄瓜耐冷性具有非常重要的实践意义。

目前的研究多利用一氧化氮、多胺、水杨酸等外源物质来提高黄瓜在低温环境下的适应能力（徐

洪雷和于广建，2007；Zhang et al.，2009；王磊 等，2010），而有关黄瓜耐冷分子调控机理的报

道则较少。

CBF3（C-repeat-Binding Factors） 属 于 AP2/EREBP（Ethylene-responsive element binding 

protein）基因家族，是一种受低温特异诱导的转录因子，可激活下游多个效应基因表达，从而提

高植物对低温、干旱等多种逆境胁迫的抗性（Yang et al.，2005）。该转录因子首先在对拟南芥

的研究中被发现（Yamaguchi-Shinozaki & Shinozaki ，1994），随后在油菜（Jaglo et al.，2001）、

水稻（Dubouzet et al.，2003）等作物上也分离克隆出了 CBF3 基因，且证明其可被低温环境所诱导。

由于 CBF3 可调控多个相关基因来提高植物的抗性，因此克隆 CBF3 基因和利用基因工程技术为

改良植物耐冷品质提供了更好的选择，目前已有研究表明 CBF3 可显著提高转基因植株如高羊

茅（Zhao et al.，2007）、黑麦草（Li et al.，2011）、烟草（Yang et al.，2011）等作物的耐冷性。

而在黄瓜中，该基因的功能和分子作用机制还尚未明确。

本试验从黄瓜耐冷品种 Chipper 中克隆到了黄瓜 CBF3 基因，对其编码的氨基酸序列进行了

生物信息学分析，为明确基因功能奠定了基础。同时利用荧光定量技术研究了低温胁迫与黄瓜

CBF3 表达量之间的关系，以期从一定程度上揭示黄瓜耐冷的 分子调控机理。

1　材料与方法

1.1　材料

以南京农业大学葫芦科作物遗传与种质创新实验室保存的美国生态型黄瓜 Chipper 为试材。

试验于 2011 年秋季在南京农业大学进行，选取饱满的种子浸种催芽，将露白的种子播于育苗穴

盘中，在昼温 25 ℃，夜温 18 ℃，光照 12 h 的人工气候箱中培养。当幼苗长至 2～3 片真叶时，

将幼苗放置于 4 ℃的人工气候箱中，分别于处理 0、2、4、8、12、24 h 后取幼嫩叶片，置于液

氮中保存备用。

1.2　方法

1.2.1　DNA、RNA 的提取及 cDNA 第一链的合成　黄瓜 DNA 的提取采用 SDS-CTAB 法（江彪，

2011）。按 Trizol 法提取总 RNA，并参照 TAKARA 公司的 DNase I 试剂盒说明消除微量 DNA 污染。

取 纯 化 后 的 总 RNA 用 于 cDNA 第 一 链 的 合 成（PrimeScriptTM 1st Strand cDNA Synthesis Kit，

TAKARA）。

1.2.2　CsCBF3 基因的克隆　以拟南芥 CBF3 基因（AEE85065）的核酸序列为信息探针，在

黄 瓜 基 因 组 数 据 库（http：//cucumber.genomics.org.cn/page/cucumber/index.jsp） 中 进 行 Blast

同源搜索，找到黄瓜 CBF3 基因。根据开放阅读框的上下游末端设计引物，引物序列 CBF3-F：

5′-ATGTCTTCTTCGTCTTCAAGCT-3′；CBF3-R：5'-TCACTCATGACTCCATAACGAC-3′。 引 物

宁　宇等：黄瓜转录因子 CsCBF3 的克隆及表达分析
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委托上海英骏生物科技公司合成。

分别以基因组 DNA 和 cDNA 为模板进行扩增，PCR 扩增程序为：94 ℃预变性 5 min；94 ℃

变性 30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，35 个循环；72 ℃ 7 min。PCR 产物在 1% 琼脂糖

凝胶中电泳，按凝胶回收试剂盒说明书回收目的片段，并将其克隆在 pMD19-T 载体上。热激法

转化大肠杆菌 DH5α 感受态细胞，挑经 Amp 抗性筛选和菌液 PCR 检测鉴定过的阳性克隆送交

南京金斯瑞公司测序。

1.2.3　CsCBF3 蛋白的生物信息学分析　利用 DNAman6.0 软件对 CsCBF3 编码的氨基酸序列进

行比对和分析。系统进化树由 MEGA5.0 构建，采用邻接法（Neighbor Joining Method）作图，重

复计算次数设为 1 000。分别使用 Expasy 蛋白质组分析工具中的 ProtParam 软件（http：//web.

expasy.org/protpara） 和 COR 软 件（http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_

gor4.html）对蛋白质进行理化性质分析和二级结构预测。蛋白质翻译后修饰的磷酸化位点分析

采用在线软件 Netphos2.0 Server 完成（http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/）。利用在线工具

Smart 分析蛋白质结构域（http://smart.embl-heidelberg.de/）。

1.2.4　实时定量 PCR 检测 CsCBF3 基因的表达　提取低温胁迫下不同时间段内（0、2、4、8、

12、24 h）的黄瓜叶片的总 RNA，经 DNase I 消化后反转录为 cDNA 第一链，取适量作为模板。

根据已获得的 CsCBF3 的开放阅读框全长序列设计实时定量 PCR 引物，引物序列 qCBF3-

F：5'-CTCAACCAACGACCACCT-3'；qCBF3-R：5'- CGCAAACCCATTTACCAT-3′， 扩 增 片 段

长度为 128 bp。选取黄瓜看家基因 EF1a 作为内参，引物序列 EF1a-F：5'-ACTGTGCTGTCCT-

CATTATTG-3′；EF1a-R：5'- AGGGTGAAAGCAAGAAGAGC-3′。
试验在 Bio-Rad iCycler iQ 实时定量 PCR 仪上进行，每个样品设 3 次重复。反应采用 20 μL

体系，包括 1μL cDNA，上、下游引物各 1μL，10μL iQTM SYBR® Green Supermix（Bio-Rad），

7μL ddH2O。两步法扩增，具体程序为：95 ℃预变性 2 min，95 ℃变性 5 s，60 ℃退火 30 s，

40 个循环，然后进行融解曲线分析。

将 正 常 条 件 下 CsCBF3 的 表 达 量 设 为 1， 按 照 2-ΔΔCT 法 计 算 出 基 因 的 相 对 表 达 量， 采 用

Excel 软件绘图。

2　结果与分析

2.1　CsCBF3 基因的克隆

以 cDNA 第 一 链 为 模 板， 用 引 物 CBF3-

F/CBF3-R 扩 增 出 了 615 bp 左 右 的 目 的 片 段

（图 1）。测序结果显示该片段与黄瓜基因组数

据库中目的基因核酸序列的一致性为 100%，

表 明 已 成 功 克 隆 到 黄 瓜 CBF3 基 因， 命 名 为

CsCBF3，GenBank 登录号为 JQ900769。与黄

瓜基因组数据库比对分析发现 CsCBF3 基因没

有内含子；以黄瓜基因组 DNA 为模板也可扩

增出同样大小的片段（图 1），再次证明了该

基因不含有内含子，这与已报道的拟南芥 CBF3 基因的结构特征相一致（Gilmour et al.，1998）。

2.2　CsCBF3 氨基酸序列比对及进化树分析

利用 DNAman6.0 对 CsCBF3 编码的氨基酸序列与其他物种的 CBF3 氨基酸序列进行同源

比对分析。比对结果显示，黄瓜 CBF3 氨基酸序列与拟南芥（ABV27154）的相似性最高，达

图 1　琼脂糖电泳检测 PCR 扩增产物

　　M，DL2000 DNA marker；1，以黄瓜基因组 DNA 为模板

的 PCR 产物；2，以黄瓜 cDNA 为模板的 PCR 产物。
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到 43.70%， 其 次 是 葡 萄（ACT45468） 和 辣 椒（ADM73296）， 分 别 为 41.84%、36.52%， 而 与

茄子（AAS77819）、蒺藜苜蓿（ABG75914）、黑麦草（AAX57275）、水稻（AEW67332）、大麦

（ABE02655）、玉米（NP001105651）和大豆（ACA63936）等物种的 CBF3 蛋白相似性较低（图

2）。由 MEGA5.0 构建的系统进化树表明黄瓜 CBF3 与葡萄 CBF3 的亲缘关系最近，在进化上属

同一分支，而与水稻、黑麦草的 CBF3 蛋白的亲缘关系则较远（图 3）。

图 2　CsCBF3 与其他物种 CBF3 蛋白氨基酸序列的同源性比对

　　黑色表示氨基酸序列同源性为 100%，深灰色表示为 75%，浅灰色表示为 50%；小方框为核定位信号区；大方框为 AP2 DNA

结合域。

图 3　黄瓜及其他物种 CBF3 蛋白进化树分析

宁　宇等：黄瓜转录因子 CsCBF3 的克隆及表达分析
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2.3　CsCBF3 蛋白结构与功能分析

CsCBF3 基因编码的多肽链包含 204 个氨基酸残基，等电点（PI）为 8.42，不稳定系数为

64.86，较高，符合其转录因子的特性。大量研究报道表明，转录因子的功能活性受到磷酸化修

饰的调控（Ciceri et al.，1997），因此本试验对 CsCBF3 蛋白的磷酸化位点进行了预测和分析。

如图 4 所示，分值大于 0.5 的磷酸化位点有：丝氨酸磷酸化位点 12 个，苏氨酸磷酸化位点 2 个，

酪氨酸磷酸化位点 1 个，这些磷酸化位点大部分集中于氨基酸序列 100～150 范围内（图 4）。

1

0.5

0 50 100 150 200

图 4　CsCBF3 蛋白序列磷酸化位点分析

在蛋白二级结构上，CsCBF3 基因编码的肽链具有 3 个结构域，即 N 端信号区域（第 1～35

位）、AP2/EREBP DNA 结合域（第 36～98 位）和 C 端酸性激活区域（第 99～204 位）。其中在

第 20～32 位序列区段内富含多个碱性氨基酸（精氨酸 R 和赖氨酸 K），为该转录因子的核定位

信号区 NLS（图 2），转录因子 CsCBF3 进入细胞核的过程受到该区域的调控。在 AP2 DNA 结合

域内存在着 3 个 β 折叠和 1 个 α 螺旋（图 5），这些结构在参与识别各类顺式作用元件及同转

录因子或 DNA 的相互作用中起关键作用（Allen et al.，1998；Kanaya et al.，1999）。

图 5　CsCBF3 蛋白二级结构分析

：α 螺旋； ：β 折叠； ：β 转角； ：随机卷曲。

2.4　CsCBF3 基因在不同逆境胁迫下的表达

分析

利 用 荧 光 定 量 PCR 技 术 检 测 了 CsCBF3
在低温胁迫下表达量的变化情况，结果表明（图

6），CsCBF3 在低温处理后的表达量显著高于

处理前，证明低温可诱导 CsCBF3 的表达。当

黄瓜受到低温胁迫后，CsCBF3 的表达量迅速

增加并在 2 h 时达到峰值，约为对照的 56 倍，

在随后 4～8 h内表达量下降，而后又有所上升。

这种变化规律说明 CsCBF3 可能在快速提高黄

瓜对低温胁迫抵抗能力的过程中起着非常重要

的作用。
图 6　荧光定量 PCR 检测 CsCBF3 在低温胁迫下的表达
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3　讨论

本试验通过 RT-PCR 技术首次克隆到了黄瓜 CBF3 基因（JQ900769），并从生物信息学的

角度对其编码的氨基酸序列进行了分析，为该基因的功能鉴定奠定了基础。CsCBF3 蛋白不稳定

系数高，不含跨膜结构域和信号肽，推测其可能在细胞质内发挥其转录因子的作用。CsCBF3 蛋

白具有 12 个潜在的磷酸化位点，说明其可能在翻译后通过磷酸化和去磷酸化修饰而完成该转录

因子与 DNA 结合的过程（Medina et al.，1999），其中第 37 位的酪氨酸、第 67 位的丝氨酸位于

AP2 基因家族保守的 AP2/EREBP DNA 结合域内，因此可推断这两个氨基酸残基在蛋白与 DNA

结合过程中发挥着非常重要的作用。同源比对结果显示，CsCBF3 与拟南芥 CBF3 相似度较高，

表明其可能具有相同的分子生物学作用，但还需要进一步的试验验证。

转录因子 CBF3 在植物低温信号转导过程中发挥着重要的作用。当低温胁迫发生时，CBF3
基因被诱导激活，与 CRT/DRE 顺式作用元件特异结合，激活下游多个启动子区域含有该元件的

效应基因表达，从而提高植物对低温及其他胁迫的抵抗能力（Liu et al.，1998；Fowler & Thom-

ashow，2002；Gilmour et al.，2004）。水稻上的研究表明，CBF3 是一个快速响应基因，可在短

时间内提高植株的耐冷性，当胁迫时间过长时，CBF3 的表达量会因受到 MYBS3 基因的抑制而

降低，同时 MYBS3 表达量逐渐升高，提高了水稻对长期低温环境的耐受性（Su et al.，2010）。

本试验中荧光定量 PCR 检测结果表明，CsCBF3 的表达量一般在胁迫 2 h 后就达到峰值，证明

其是一个快速响应基因。随后其表达量先是降低，而后又有所升高，这与水稻 CBF3 基因的表

达模式略有不同，推测在黄瓜中可能并不存在一个特异的基因专门负责调控长时间的低温胁迫，

而是由 CsCBF3 在整个胁迫过程中发挥作用。

此外，笔者还成功构建了由 CaMV35S 启动子驱动的植物表达载体 pCAMBIA1304-CsCBF3，

对黄瓜的遗传转化工作正在进行中，以期能进一步对 CsCBF3 的功能进行验证，同时也希望能

够获得对低温有较高耐受性的转基因黄瓜植株，为黄瓜耐冷育种提供新的种质资源材料。
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