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摘要　为阐明梅花(Prunusmume)ERF 基因的功能,采用 RTＧPCR 技术从梅花品种‘雪梅’中克隆获得

１个PmERF４基因.生物信息学分析表明该基因cDNA全长序列为８４２bp,完整开放阅读框(ORF)为６９０bp,

编码２２９个氨基酸.氨基酸序列比对发现,PmERF４蛋白包含１个 AP２/ERF保守结构域.系统进化分析结果

显示,梅花PmERF４蛋白与李亚科李属植物的 ERF 蛋白高度同源.利用荧光定量 PCR(qRTＧPCR)检测

PmERF４基因在非生物胁迫和激素处理下的表达,结果表明:PmERF４基因受低温、氧化胁迫的诱导,但响应程

度不同,它能够持续且强烈地响应低温胁迫,对甘露醇、MeJA、SA 处理不敏感,而高盐和 ABA 则抑制其表达;

PmERF４基因可能在梅花低温胁迫应答中发挥重要作用.
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　　梅花(Prunusmume)是中国传统名花,早春开

花,观赏价值高,作为中华文化的核心象征之一,一
直都深受人们喜爱.梅花属于亚热带树种,性喜温

暖且耐寒冷,在年平均气温１６~２３℃的分布区域内

自然生长最好[１].北方冬季的持续低温以及干冷风

所引起的风害限制了梅花的生长和发育[２],影响“南
梅北移”.长期以来,培育既有抗寒性又有典型梅香

的品种是梅花育种研究的重要任务[３].
近年来,随着研究技术和手段的不断发展,植物

耐寒性研究取得了长足进展.通过对转录组和蛋白

质组分析发现,大量基因参与了植物逆境应答.在

这些基因中,转录因子因其“一因多效”的特点而受

到研究者们的关注.在众多转录因子中,ERF转录

因子(ethyleneresponsivetranscriptionalfactor)因
其在植物响应逆境胁迫和激素信号转导过程中扮演

着重要角色而成为研究的热点.ERF转录因子是

植物所特有的转录因子之一,家族成员众多,属于

AP２/ERF家族的 ERF亚家族.ERF 基因最早是

从烟草(Nicotianatabacum)中分离出来的[４],随后

陆续在多种植物中被报道[５].在拟南芥(ArabiＧ
dopsisthaliana)基因组中至少有１４５个成员,根据

AP２/ERF结构域的数量和其他保守结构域的不同

可以将 AP２/ERF家族分为５个亚族,分别为 AP２、

RAV、ERF、DREB亚族和其他类别[６].其中,ERF
亚族包含１个 AP２/ERF结构域,能与下游基因启

动子区的顺式作用元件 GCCＧbox结合,参与植物激

素信号转导[４]、非生物胁迫[７Ｇ９]和生物胁迫分子应答

反应等过程[１０Ｇ１２].
近年来开展的梅花抗寒分子机制研究取得了一

定的进展,但关于 ERF转录因子的研究报道较少.
本研究以‘雪梅’(Prunusmume ‘Xuemei’)嫩叶为

材料,结合其０℃低温处理下的基因表达谱和梅花

全基因组数据[１３],利用 RTＧPCR的方法,获得含完

整编码区序列的‘雪梅’PmERF４基因全长序列,并
对其进行生物信息学分析;同时,通过荧光定量

qRTＧPCR检测该基因在几种非生物胁迫和激素处

理下的表达模式,旨在为进一步研究ERF 基因在

梅花抗寒分子机制中的功能奠定基础.

1　材料与方法

1.1　研究材料

梅花品种‘雪梅’枝条来自华中农业大学梅园.
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于２０１７年３月上旬采集健康无病虫害且长势整齐

一致的休眠枝,将其剪成１２~１５cm 长的茎段,保留

茎段上的４~５个腋芽,并将其放进装有清水的培养

瓶中,水深以不超过茎段长度的１/３为准.放于培

养室中 脱 驯 化,设 置 培 养 室 光 周 期 为 １６h/８h
(昼/夜),温度为２５℃,湿度为７５％,每３d更换

１次培养瓶中的清水.当‘雪梅’休眠枝上的腋芽萌

发且叶片展开至２~３cm 时开始进行各种处理.各

处理光周期和湿度与对照相同.２℃低温处理:于

０、１、３、６、１２、２４、４８h后分别采样;氧化胁迫处理

(H２O２):培养瓶中的水换为３％ H２O２的１/４ MS
液体培养基,于０、３、６、１２、２４、３６、４８h后分别采样;
盐(NaCl)处理:培养瓶中的水换为 ２００ mmol/L
NaCl的１/４MS液体培养基,于０、３、６、１２、２４、４８h
后分别采样;甘露醇(mannitol)处理:培养瓶中的水

换为３００mmol/L 甘露醇的１/４MS液体培养基,
于０、３、６、１２、２４、４８h后分别采样;激素处理:培养

瓶中 的 水 分 别 换 为 １００ μmol/L ABA 或 １００

μmol/LMeJA或５００μmol/LSA 的水溶液,于０、

３、６、１２、２４h后分别采样,每个时间点随机采集至

少３个茎段上的叶芽,样品采后立即用液氮速冻保

存于－８０℃冰箱中.每个处理时间点设置３个生

物学重复.

1.2　梅花 PmERF4 基因的克隆

梅花叶片总 RNA 提取采用艾德莱公司EASY
spin植物 RNA 快速提取试剂盒,用 TaKaRa公司

的 反 转 录 试 剂 盒 PrimeScript® RT reagent Kit
With gDNA Eraser (Perfect Real Time,货 号

RR０４７A)将 提 取 的 总 RNA 反 转 录 成 cDNA,

－２０℃保 存 备 用.根 据 梅 花 基 因 组 上 公 布 的

PmERF４基因序列,设计全长特异引物,以‘雪梅’

低温处理１２h后反转录成的cDNA 为模板,克隆

PmERF４基因序列全长,使用TaqDNA 聚合酶进

行 PCR 扩增.扩增条件为 ９４ ℃ 预变性 ４ min;
(９４℃３０s,５８℃ ３０s,７２℃ ３０s),３７ 个循环;

７２℃总延伸１０min.目的基因经电泳检测,切胶

回收后连接至中间克隆载体pMD１８ＧT(TaKaRa,

货号６０１１),热激法转化大肠杆菌 DH５α,挑取阳

性克隆送往武汉擎科伟业生物科技有限公司测

序.全长序列扩增、菌落 PCR检测和测序所用引

物见表１.
表１　研究所用的PCR引物

Table１　PCRprimersandtheirsequencesusedinthisstudy

引物名称

Primername
引物序列(５′Ｇ３′)

Primersequence(５′Ｇ３′)
用途 Usage

PmERF４ＧZF CTAAGTCTCACATCAATCTCCCC PmERF４基因扩增

PmERF４ＧZR GCTTCTTGCTTTCTCGCTCTC AmplificationofPmERF４

PmEF１αＧqF CGGATTCAATGTTAAGAATGTTGC
内参基因 Referencegene

PmEF１αＧqR AGAACTGGAGCATATCCGTTACC

PmERF４ＧqF CAGAGCAGCACCGTGGAGTC
qRTＧPCR

PmERF４ＧqR AACCGCTCGCTCGAACCT

M１３ TGTAAAACGACGGCCAGT
测序 Sequencing

1.3　序列比对与系统进化分析

将测序得到的序列在 NCBI数据库进行序列比

对,用ExPASy提供的 ProtParam 网站预测蛋白质

的分子质量、氨基酸组成和理化性质,利用SWISSＧ
MODEL软件预测蛋白质的三级结构,与其他物种

同源蛋白质的氨基酸多序列比对使用 Clustalx１．８３
和 Genedoc软件,再用 MEGA５．０软件进行系统进

化树分析.
1.4　 PmERF4 基因的表达分析

荧光定量qRTＧPCR采用美国 AppliedbiosysＧ

tems公司生产的ABI７５００RealＧTimePCRSystem
荧光定量 PCR仪,PCR反应程序为:９５℃预变性

３０s;９５℃ 变性３０s,６０℃ 退火３０s,共４０个循环;

９５℃１５s,６０℃ ６０s,９５℃ １５s;反应体系为１０

μL,以 梅 花 PmEF１α 为 内 参 基 因,根 据 扩 增 的

PmERF４序列设计定量引物,引物序列见表１.基

因相对表达量的计算采用公式２－ΔΔCT[１４],利用 MiＧ
crosoftexcel进行数据处理,SAS９．２软件对数据进

行方 差 分 析,Duncan’s 检 验 法 进 行 多 重 比 较

(P＜０．０１),Sigmaplot软件作图.

１２
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2　结果与分析

2.1　 PmERF4 基因的克隆与氨基酸序列比对

以‘雪梅’嫩叶cDNA 为模板,根据梅花基因组

数据库上的序列设计特异引物,进行 RTＧPCR 扩

增,获得１条长度为８４２bp的条带(图１),测序结果

表明该基因开放阅读框为６９０bp,编码２２９个氨

基酸.

　M:DNA分子质量标准;１:PmERF４基因cDNAPCR 产物.

M:DNA markerDL２０００;１:TheamplificationcDNAproductof

PmERF４gene．

图１　‘雪梅’PmERF４基因的克隆

Fig．１　CloningofPmERF４genefrom

Prunusmume ‘Xuemei’

　　利用 ProtParam 网站对蛋白质的理化性质和

氨基酸组成进行预测分析,结果显示:PmERF４蛋

白的理论分子质量为２４．３５ku,等电点pI为９．６２.
氨基酸组成分析发现以丙氨酸(１７％)和丝氨酸

(１１．４％)的 含 量 最 高.该 蛋 白 不 稳 定 系 数 值 为

６０．６７,脂肪系数５８．２１,预测其属于不稳定蛋白.由

２３个带负电荷残基(Asp＋Glu)、２９个带正电荷残

基(Arg＋Lys)组成,总平均亲水性为－０．５７７,说明

该蛋 白 是 一 个 亲 水 蛋 白.SWISSＧMODEL 预 测

PmERF４蛋白的三级结构,发现含有１个α螺旋结

构、３个β折叠结构.利用 Clustalx１．８３ 和 GeneＧ
doc软件将该氨基酸序列与甜樱桃(P．avium,GenＧ
Bank:XP_０２１８２１７１４．１)、桃(P．persica,GenBank:

XP_００７２１１９８９．１)、中国樱桃(P．pseudocerasus,

GenBank:ALD８４４８４．１)、苹果(Malusdomestica,

GenBank:NP_００１３１５８０９．１)、月月红(RosachinenＧ
sis,GenBank:XP_０２４１５８２８８．１)和拟南芥(A．thaliＧ
ana,GenBank:AT３G１５２１０)的 ERF蛋白进行序列

比对,结果表明 PmERF４与其他植物的 ERF蛋白

有很高的相似性(图２),均包含１个AP２/ERF保守

结构域,且 AP２/ERF结构域非常保守的 YRG 和

RAYD氨基酸序列也在PmERF４蛋白中保守存在,

　方框标记的为 AP２结构域,三角形标记的为 YRG 氨基酸序列,圆点标记的为 RAYD 氨基酸序列.TheAP２domainismarkedin

frame．ThetriangleanddotindicatesYRG,RAYDaminoacidsequences,respectively．

图２　梅花与其他植物的ERF氨基酸序列比对

Fig．２　ThealignmentofaminoacidsequencesofERFfromP．mumeandotherplants

说明 克 隆 的 基 因 是 ERF 基 因,并 将 其 命 名 为

PmERF４基因.
2.2　PmERF4 进化树分析

利用 MEGA５．０软件,采用邻接法(neighborＧ
joiningmethod)构建了包含８个 ERF蛋白家族的

系统进化树.结果显示:梅花PmERF４蛋白与甜樱

桃(P．avium)和桃(P．persica)的 ERF 蛋白在进

化树的同一分支上,亲缘关系最近;与李亚科的中国

樱桃(P．pseudocerasus)和野樱(P．yedoensisvar．
nudiflora)的同源性也很高;与其他蔷薇科植物如

苹果(Malusdomestica)和月月红(Rosachinensis)
同源性要低于李亚科植物,与拟南芥(A．thaliana)
的 AtERF４蛋白亲缘关系较远.
2.3　 PmERF4 基因在非生物胁迫和激素处理下的

表达分析

　　１)‘雪梅’PmERF４基因在低温、高盐、H２O２、
甘露醇处理下的表达模式(图４).分别对‘雪梅’茎
段进行２℃低温处理及培养瓶中加入３％ H２O２、

２００mmol/LNaCl和３００mmol/L甘露醇,结果显

示:PmERF４基因在低温处理１h后表达量迅速上

２２
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升,在低温处理后的６h内达到高峰,表达量约为处

理前 的 ３０ 倍,６h 后 表 达 量 逐 渐 下 降,说 明

PmERF４基因对低温胁迫的响应很敏感且持续时

间长(图４A).NaCl处理３h后 PmERF４基因的

表达量显著下降,之后的表达量也一直低于对照,

４８h时检测不到该基因的表达,说明盐胁迫下调

该基因的表达(图４B).H２O２处理后,PmERF４

基因的表达量也是先降后升,６h时达到高峰,约
为处理前的５倍,之后的表达量整体呈现下降的趋

势,说明PmERF４基因对氧化胁迫的响应不如低

温胁迫强烈(图４C).PmERF４基因在甘露醇处理

前期表达量与对照相比差异不大,处理２４h之内只

是略高于对照,只在处理４８h时为处理前的２倍左

右,说明该基因对渗透胁迫的响应不敏感(图４D).

圆点标记的为PmERF４蛋白.Prunusmume‘Xuemei’ismarkedafterthedot．

图３　PmERF４与其他物种ERF氨基酸序列系统进化树分析

Fig．３　ThephylogenetictreeofERF４fromPrunusmume‘Xuemei’andotherplantsbasedonaminoacidsequences

　A．低温处理;B．盐处理;C．H２O２处理;D．甘露醇处理.柱间字母表示差异显著性(P＜０．０１),以PmEF１α为内参基因进行标准化定

量,把对照(０h)的表达量设为１,数据为３次重复实验的平均值±标准误.下同.A．Coldtreatment;B．Salttreatment;C．H２O２treatＧ

ment;D．Mannitoltreatment．Lettersbetweencolumnsindicatesignificantdifferencesat０．０１level．PmEF１αisusedasaninternalcontrol

forthenormalization(mean±SE)．Thegeneexpressionat０hisdefinedas１andexpressionpatternsofothertimepointsareaccordingＧ

lycalculated．Theerrorbarsindicatestandarddeviationsforthreeindependentreplicates．Thesameasfollows．

图４　PmERF４在不同非生物胁迫下的表达水平

Fig．４　TheexpressionlevelsofPmERF４underdifferentabioticstress

　　２)‘雪梅’PmERF４基因在 ABA、MeJA 和SA
处理下的表达模式(图５).‘雪梅’茎段培养瓶中分

别加入 １００μmol/L ABA、１００μmol/L MeJA 或

５００μmol/LSA,结果显示:在 ABA 处理３h 后

PmERF４表达量显著下降,且处理２４h内都显著

低于对照,说明 ABA 处理负调控该基因的表达

(图５A).PmERF４基因在 MeJA 处理下的表达模

式与甘露醇相似,在处理前期表达量与处理前相比

差异不大,高峰值出现在处理２４h时,约为处理前

的４倍(图５B).SA 处理后,PmERF４在处理６h
后与对照相比,表达量虽有差异,但高峰值仅为对照

的１．４６倍,说明该基因对SA处理不敏感(图５C).

３２
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A．ABA处理;B．MeJA处理;C．SA处理.A．ABAtreatment;B．MeJAtreatment;C．SAtreatment．

图５　PmERF４在不同激素处理下的表达水平

Fig．５　TheexpressionlevelsofPmERF４underdifferenthormonetreatment

3　讨　论

植物在生长发育过程中会受到各种逆境胁迫的

影响.其中,低温是影响植物生长发育、限制植物地

理分布的关键环境因子之一.为抵御低温导致的伤

害,植物在漫长的进化过程中逐渐形成了一系列精

细而高效的转录调控机制以适应和抵抗低温.研究

证明,ERF转录因子在植物生长发育、逆境调控和

激素信号转导过程中发挥重要作用.该转录因子广

泛存在于不同的植物中,目前在拟南芥[１５]、水稻[４]、

大豆[１６]、葡萄[１７]、番茄[９]、甜橙[１８]、橡胶树[１９]、苜

蓿[２０]、萝卜[２１]、巴西蕉[２２]和花生[２３]等物种中已有

报道,并在一些物种中进行了功能验证,但在园林花

木梅花中并未见报道.
参考梅花基因组序列信息,通过 RTＧPCR 扩

增,本研究从‘雪梅’中克隆得到１ 个 PmERF４基

因;氨基酸序列比对显示PmERF４蛋白含有典型的

ERF保守结构域;进化树分析结果显示 PmERF４
蛋白与中国樱桃等李属植物的 ERF４同源性最高,
与蔷 薇 科 其 他 植 物 的 同 源 性 次 之,与 拟 南 芥 的

AtERF４蛋白同源性最低.有意思的是,AP２结构

域只有２个氨基酸位点存在差异,结构上的保守性

暗示了这些氨基酸在功能上可能存在相似性.蔷薇

科ERF蛋白与拟南芥的ERF蛋白沿着两大分支方

向进化,而蔷薇科的李属、蔷薇属和苹果属 ERF蛋

白分别聚类在３个小分支上,这与植物系统分类学

的进化规律一致,说明蔷薇科内ERF 基因序列的

复制事件可能要晚于物种间的进化.

PmERF４基因在低温、高盐、氧化和渗透等非

生物胁迫下的表达分析结果表明,PmERF４基因对

低温和氧化胁迫都有响应,但响应程度不一样.

PmERF４基因能够持续而强烈地响应低温胁迫,也
能响应氧化胁迫,但不如低温胁迫强烈.这一结果

与‘雪梅’低温表达谱数据分析结果基本一致.此

外,PmERF４对渗透胁迫的响应相对不敏感,而且

高盐会抑制其表达.研究表明,一些ERF转录因子

能够整合不同的植物激素信号途径[２４].在本研究

中,PmERF４基因对 MeJA 和 SA 处理相对不敏

感,而 ABA 处理会显著抑制该基因表达,我们推测

PmERF４基因可能是通过非ABA依赖型途径参与

梅花低温胁迫应答,这一推论需要进一步的验证.
这些结果说明PmERF４基因对不同非生物胁迫和

激素处理的响应程度不一样,可能是因为梅花基因

组上有５５个ERF 基因[２５],这些ERF 基因功能的

分化导致某个或某类ERF 基因有偏向性地响应某

种或某几种胁迫或激素处理,而基因组上的其他

ERF 基因对其他胁迫响应更敏感.与笔者前期对

梅花PmCBFs基因在各种非生物胁迫下的表达研

究结果[２]类似,PmCBFb 基因更响应低温胁迫,对
甘露醇处理不敏感,而PmCBFc基因则更响应氧化

胁迫.ERF 基因对不同非生物胁迫的响应程度不

一样的研究结果也同样出现在番茄、花生和甜橙等

植物中.如番茄的一类ERFs特异性地响应低温和

高温胁迫,而另一类ERFs基因则更容易被高盐、水

４２
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涝胁迫诱导[９].花生AhERF３基因在叶片组织中,
低温和高盐胁迫的表达情况与 PmERF４基因一

致,但对渗透胁迫的响应有所差异[２３].甜橙ERF
基因可以被低温、干旱、高盐和激素如 ABA、MeJA
和乙烯诱导,但主要受低温和乙烯诱导[１８].

在本研究中,我们克隆了１个‘雪梅’PmERF４
基因,初步确定了该基因受低温和氧化胁迫诱导,尤
其 是 对 低 温 响 应 非 常 强 烈.我 们 推 测 ‘雪 梅’

PmERF４基因参与了梅花响应低温和氧化胁迫的

过程,可能在梅花抗寒过程中起重要作用.但对其

功能的验证及其抗寒分子机制的揭示,仍需进一步

的研究.
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CloningandexpressionofPmERF４geneinPrunusmume

PENGTing１　FENGLanping２　WANGYiqin１　RENJing１　BAO Manzhu２　ZHANGJunwei２

１．KeyLaboratoryofGermplasmInnovationonProtectionandConservationof
MountainPlantResources,MinistryofEducation/CollegeofAgriculture,

GuizhouUniversity,Guiyang５５００２５,China;

２．KeyLaboratoryofHorticulturalPlantBiology,MinistryofEducation/

CollegeofHorticultureandForestrySciences,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China

Abstract　ERF(ethyleneresponsefactor)transcriptionfactorplaysacriticalroleinresponsetoenＧ
vironmentalstressandhormonalsignaltransductioninplants．ToelucidatethefunctionofERFgenein
Prunusmume,thePmERF４genewasclonedfromaPrunusmume ‘Xuemei’byRTＧPCR．ThefullＧ
lengthcDNAsequenceofPmERF４was８４２bpwithanopenreadingframe(ORF)of６９０bp,encoding
２２９aminoacids．ThededucedaminoacidsequencealignmentofPmERF４containedaconservedAP２/

ERFdomain．TheresultofphylogeneticanalysisshowedthePmERF４washighlyhomologoustoother
proteinsinPrunusgenus．qRTＧPCRwasconductedtoexaminetheexpressionpatternsofPmERF４unＧ
derabioticstressandhormonetreatment．TheresultsshowedthatPmERF４wasinducedbycoldand
H２O２stress．TheinductionlevelsofthegeneweredifferentbetweencoldandH２O２stress．Acontinuous
andstrongresponseofPmERF４wastriggeredbycold．PmERF４wasinsensitivetomannitol,MeJAand
SAtreatmentanditsexpressionwasinhibitedbyNaClandABA．ItisindicatedthatPmERF４from
PrunusmumemaybeinvolvedinresponsetocoldandH２O２stress．

Keywords　Prunusmume;ethyleneresponsivetranscriptionalfactor;abioticstress;hormone;

genecloning;geneexpression
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