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6 个玉米ERF 基因的克隆、序列及表达分析
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摘要　利用同源克隆的方法分离了６个玉米ERF (ethyleneＧresponsiveelementbindingfactor)基因,分别

命名为ZmERF４、ZmERF２６、ZmERF２８、ZmERF６４、ZmERF８９和ZmERF２０２.基因结构分析显示,ZmERF
与拟南芥的AtERF 可能存在差异.系统发育分析显示,ZmERFs与 OsERFs的亲缘关系更加亲近,而与

AtERFs的关系则稍远.RTＧPCR表达分析表明,在乙烯利(ET)处理之后,这６个ZmERFs的 mRNAs水平在

叶中都是先积累后下降的,但其中４个基因(ZmERF４、ZmERF２８、ZmERF６４和ZmERF８９)在玉米根中都是呈

现负调控的.在脱落酸(ABA)和茉莉酸(JA)处理下,６个ZmERFs的 mRNAs水平在叶中都发生了或多或少

的变化,但是大部分基因在根中的表达量没有明显变化,特别是在JA 处理之后.这些结果暗示ZmERFs可能

在玉米根和叶的激素信号通路中发挥不同的作用.

关键词　玉米;ERF (ethyleneＧresponsiveelementbindingfactor)基因;基因表达;激素信号通路;乙烯
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　　AP２/ERF转录因子是植物特有的一个转录因

子超家族,成员均含有由５７~６６个保守的氨基酸残

基组成的 AP２/ERFDNA 结合域[１].基于 AP２/

ERF结构域的相似性和数目,AP２/ERF家族被分

为３个亚家族,分别是 AP２、ERF和RAV [２].AP２
亚家族包含２个重复的 AP２/ERF结构域;RAV 亚

家族蛋白除了含有１个 AP２/ERF结构域之外,还包

含１个在其他植物特有转录因子中保守的B３结构

域.与AP２和RAV 亚家族相比,ERF家族蛋白主要

通过识别顺式作用元件AGCCGCC(GCCＧbox)来参与

生物胁迫的应答,包含单一AP２/ERF结构域[３].
最近几年,陆续在不同种类的植物中鉴定出了

ERF亚家族转录因子,例如拟南芥(Arabidopsis
thaliana,At)[４]、水稻(Oryzasativa,Os)[５]、烟草

(Nicotianatabacum,Nt)[６]、西红柿(Lycopersicon
esculentum,Le)[７]、大豆(Glycinemax,Gm)[８]和小

麦(Triticumaestivum,Ta)[９].这些 ERF 参与了

病原体感染防御反应或者应答生物或非生物胁

迫[１０].例如:OsBIERF蛋白在盐、低温、干旱和伤

害的胁迫下表达量上升,可能参与了不同的信号通

路来调节抗病反应和应答非生物因子胁迫[１１].过

表达 NtERF５加强了对烟草花叶病毒的抵抗力[６].

StERF３负调控马铃薯对致病疫霉菌的抵抗力和盐

耐受力[１２].
另外,ERF转录因子在响应生物和非生物胁迫

的过程中参与激素信号转导也已经被广泛报道.

GmERF３被高 盐、干 旱、脱 落 酸 (ABA)、水 杨 酸

(SA)、茉莉酸(JA)和乙烯利(ET)所诱导[８].这类

AP２/ERF结构域转录因子 ORA５９在植物防御过

程中融合了茉莉酸和乙烯利信号[１３].其他的 AP２/

ERF成员也被报道过参与新陈代谢调节和不同的

发育过程[１４].尽管在不同种植物中 ERF已经有了

很深入的研究,但是在玉米(ZeaMays,Zm)中研究

较少[１５Ｇ１６].本研究采用生物信息学的方法,克隆了

６个玉米ERF 基因,对其结构及系统发育进行了分

析,并对这６个ERF 基因在激素作用下的表达模

式进行了分析,旨在为进一步研究ERF 基因的功

能奠定基础.



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３５卷　

1　材料与方法

1.1　玉米 ERF cDNA 序列的获得

为了获得玉米ERF 基因,利用已报道的拟南

芥ERF 序列在 NCBI(http://www．ncbi．nlm．nih．
gov)上 进 行 BLAST 并 且 在 PlantGDB(http://

www．plantgdb．org)进行搜索,获得了 ６ 个 玉 米

ERF 基因的序列信息.
1.2　系统发育分析和序列对比

利用DNAMAN软件包,分析这６个ERF的氨

基酸序列及其相对应的蛋白质.同时利用PlantGＧ
DB 数 据 库 (http://www．plantgdb．org)上 的

BLASTN功能搜索了每个ERF 基因在玉米基因组

上的位置,外 显 子Ｇ内 含 子 结 构 是 通 过 对 比 全 长

cDNA序列和它们的全长基因序列得到的.利用

MEGA６软件构建６个ZmERF 基因和其他来自水

稻和拟南芥的ERF 基因的进化树.
1.3　植物材料及处理

以玉米(ZeamaysL．)品种郑单９５８为材料,表
面消毒后用无菌蒸馏水培养,黑暗中平铺在滤纸上

萌发２４h.挑选已发芽的种子放在培养箱中继续

用无菌 蒸 馏 水 培 养,温 度 为 ２５ ℃,光 周 期 为 光

１６h/暗８h,湿度为７５％.当第２片叶子完全展开

时,将样品分为３组,分别用 ABA、JA、ET 处理.
在进行 ABA和JA处理时,将植株分别浸泡在含有

１００μmmol/LABA和１００μmmol/LJA 的水溶液

中.ET处理是用５０mL质量浓度为６０mg/L的

ET水溶液喷洒幼苗并置于密闭容器中.在 ABA
处理时,取样的时间点为０、２、６、１２、２４h;JA处理的

取样时间点为０、３、６、１２、２４、４８h;ET 处理的取样

时间点为０、２、１０、２４、４８h.所有材料获取后立即

用液氮冷冻并保存于－８０℃冰箱中.
1.4　RNA 提取及反转录

用 TRIZOL法从不同处理的玉米幼苗的叶和

根中 提 取 RNA,并 用 RNA 纯 化 试 剂 盒 纯 化 和

DNaseI(Promega,USA)消化,去除掉其中的残留

化学物质和 DNA 以排除各种污染.总 RNA 用

UVＧ分光光度计(EppendorfBiophotometer)检测,
确保其浓度和D２６０/D２８０符合标准,便于后续的试验

操作.以２μL总RNA为模版,用 AMV 逆转录酶

(Promega)按照说明书进行反转录得到cDNA.
1.5　半定量 RTＧPCR 分析表达模式

用上述的cDNA和基因特异性引物(表１)进行

RTＧPCR.以玉米的Actin２基因作为 RTＧPCR 的

内参,进行本底校准.PCR 体系为２μL１０×PCR
Buffer、１．５μLdNTPmix(２．５mmol/L)、上下游引

物各１μL(１０μmol/L)、０．５μLTaqDNA 聚合酶

(２．５U/μL,TaKaRa,Japan)、１μLcDNA 和１４μL
ddH２O.PCR产物用１％琼脂糖凝胶电泳检测,每
个反应至少重复３次.

表１　６个ZmERF基因的信息及基因特异性引物

Table１　ThesixZmERFgenesinmaizegenomeandgeneＧspecificprimersusedforRTＧPCR

基因

Gene
登录号

AccessionNo．
染色体

Chr
染色体上的位置

Position
内含子

Exons
cDNA/

bp
氨基酸/aa
Aminoacid

引物

Primers(５′Ｇ３′)

ZmERF４ NM_００１１５３５０１ ８ １２０４８７０６２Ｇ１２０４８８１２５ １ １０８０ ２３３
F:TTCCCTTTCGGCAGCATC
R:AGTAATCCGGTCCATAACAACG

ZmERF１６ XM_００８６６１８７０ ９ １２５１６６５２４Ｇ１２５１６７９８０ ２ １２６１ ４０４
F:GACAGTAGTAGTAAGGTCGTTCGTG
R:GCATCATTTGAAGGCAATCC

ZmERFP２８ BT０５５９８８ ５ ２１２３５０１３６Ｇ２１２３５２７３８ ３ １４９７ ４４８
F:GACTTGGGCTGGGAGAATGAT
R:AATAGGGAACAGGTCGATAACC

ZmERF６４ NM_００１１５２７５９ ９ １１５３５４４４Ｇ１１５３７９９０ ３ １５７４ ３６３
F:TCTTCAGACCAAGGCAGCAACT
R:GCAGGCTCTTACCCTTTGTC

ZmERF８９ NM_００１１５７２０１ ７ １２０３８４８０３Ｇ１２０３８７７５９ ３ １７５６ ４１８
F:CTCCCGATAACGCCGTGCTG
R:TCTCGCCCTCGTCTCGTCTCC

ZmERF２０２ NM_００１１５５９６２ ２ １８４２１００３８Ｇ１８４２１１９２３ ２ １７０１ ４２３
F:TTGACCCTGAGACGAACTACC
R:ACCATCGACGCACCAACAT

2　结果与分析

2.1　 ZmERFs 结构分析

在 GenBank (http://www．ncbi．nlm．nih．gov)
上用AtERF 的 AP２结构域序列进行 BLAST,找

到了玉米ERF 家族的６个基因全长序列.基于

ERF 序列的同源性,将它们分别命名为ZmERF４、

ZmERF１６、ZmERF２８、ZmERF６４、ZmERF８９ 和

ZmERF２０２.对比这几个基因的全长cDNA 序列

与全长基因序列,发现它们在内含子数目上存在一

２
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定的差异(表１).这６个ERF 基因分别含有０~２
个 内 含 子. 其 中 ZmERF２８、ZmERF６４ 和

ZmERF８９有相似的基因结构,都含有１个长的和

１个短的内含子(图１).ZmERF１６和ZmERF２０２
含有２个内含子;ZmERF４没有内含子.这６个基

因分别被定位在染色体２、５、７、８、９上:ZmERF８９
定位 在 染 色 体 ７,ZmERF２８ 定 位 在 染 色 体 ５,

ZmERF６４和ZmERF１６定位在染色体９,ZmERF４
定位在染色体８,ZmERF２０２定位在染色体２(表１).
2.2　系统发育分析和多序列比对

尽管这６个ERF的氨基酸数目(２３３~４４８aa)
存在很大差异,但是它们都含有１个在ERF亚家族

中高度保守的 AP２/ERF结构域.用这６个 ERF
的结构域序列进行多重序列比对(图２),发现所有

的 AP２/ERF结构域序列都含有１个αＧ螺旋和３个

βＧ折叠区域 [１７],并且高度保守.序列比对结果显

示,氨基酸残基 ArgＧ３、ProＧ２０、ArgＧ３９、ArgＧ４９、GlyＧ
５０、LysＧ５２、AlaＧ５３、LysＧ５４、AsnＧ５６ 和 PheＧ５７ 在

６个蛋白质中完全保守(图２).进一步分析表明,

ZmERF１６ 与 其 他 蛋 白 同 源 性 最 低,其 次 是

ZmERF４.

　　 和 分 别 代 表 内 含 子 和 外 显 子. and

representintronsandexonsrespectively．

图１　ZmERFs的基因结构

Fig．１　ThestructuresoftheZmERFs

　黑色和灰色底纹区域表示各基因对应氨基酸残基同源率大于８０％.Blackandgrayshadingindicateidenticalandconservedamino

acidresiduespresentinmorethan８０％ofthealignedsequences,respectively．

图２　６个ZmERFs的AP２/ERF结构域序列比对分析

Fig．２　SequencesalignmentanalysisoftheAP２/ERFdomainofthe６ZmERFs

　　为了阐明这６个玉米ERF 和水稻、拟南芥的

ERF 基因之间的系统发育关系,建立了含有１１个

AtERFs、１４个 OsERFs和６个ZmERFs蛋白序列

的进化树(图３),该进化树含有２个 Group,分别命

名为 GroupⅠ和Ⅱ.在GroupⅠ中又分为２个亚群

(subgroupＧ１ 和 subgroupＧ２),其 中 ZmERF４ 与

OsERF０６０和 OsERF０１０更加亲近.在 GroupⅡ
中,另 外５个 蛋 白 和 OsERF０６４、OsERF０２８ 和

OsERF０８９有密切的系统发育关系.不论在 Group
Ⅰ还是 GroupⅡ中,ZmERFs都与同为单子叶植物

的水稻ERFs有着更加密切的系统发育关系.这暗

示着ERF的出现早于单双子叶植物的分化.
此外,还发现了一些 AP２/ERF结构域之外的

保守域.进化树成员的序列分析显示,在 NＧ端有

１个高度保守的基序(MCGGAI),存在于除了subＧ
groupＧ１和ZmERF１６之外的所有成员中(图４A).

subgroupＧ１中有１个保守结构域 DLNxxPP,但在

subgroupＧ２中没有发现(图４B);还有１个保守序列

SN/DSF/YG以 及 １ 个 公 认 的 磷 酸 化 位 点 TP/

SDI/YT/AS存在于 GroupⅡ中(图４C).
2.3　ZmERFs 在 3 种激素处理下的表达模式

半定量PCR 结果(图５)表明,在 ET、ABA 和

JA的处理下,６个ERFs在根和叶中的 mRNA 水

平都不同程度地被调控,特别是ET.在ET处理下

(图５A),在叶中,所有的６个ZmERFs都在２h迅

速表达,并且在１０h达到最大值,随后在２４~４８h
慢 慢 下 降. 但 是,有 ２ 个 基 因 (ZmERF２８、

ZmERF６４)在２４h表达下降,但在４８h又明显上

升.在根中,除了ZmERF１６和ZmERF２０２,其他

ZmERFs 的 表 达 都 下 调,特 别 是 ZmERF６４、

ZmERF８９.ZmERF１６和ZmERF２０２在根和叶中

的表达模式都是先增加后下降.

３
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　Zm (ZeaMays),At(Arabidopsisthaliana),Os(Oryzasativa);拟南芥、水稻ERF 基因登录号依次为:AtERF４:

AEE７５６３２．１;AtERF８:AEE３２９０２．１;AtERF９:AED９５０７５．１;AtERF１２:AEE３０９６２．１;AtERF０７１:AEC１０８５４．１;

AtERF０７３:AEE３５３１２．１;AtRAP２．３:AEE７５８６３．１;OsERF０１０:NP_００１０４４５１９．１;OsERF０６０:NP_００１０５５９４２．１;

OsERF０３１:NP _ ００１０４９１７６．１; OsERF０８５:NP _ ００１０６２７８２．１; OsERF０７４:NP _ ００１０６０２８０．１; OsERF０２８:

NP_００１０４８３１９．１;OsERF０６４:NP_００１０５７０４４．１;OsERF０８９:NP_００１０６３２５２．１;玉米 ERF的登录号见表１.GeneaccesＧ

sionnumbersofArabidopsisthalianaandOryzasativaareasfollows:AEE７５６３２．１;AtERF８:AEE３２９０２．１;AtERF９:

AED９５０７５．１;AtERF１２:AEE３０９６２．１;AtERF０７１:AEC１０８５４．１;AtERF０７３:AEE３５３１２．１;AtRAP２．３:AEE７５８６３．１;

OsERF０１０:NP_００１０４４５１９．１;OsERF０６０:NP_００１０５５９４２．１;OsERF０３１:NP_００１０４９１７６．１;OsERF０８５:NP_００１０６２７８２．１;

OsERF０７４:NP_００１０６０２８０．１;OsERF０２８:NP_００１０４８３１９．１;OsERF０６４:NP_００１０５７０４４．１;OsERF０８９:NP_００１０６３２５２．１;The

accessionNo．ofmaizeERFisshowninTable１．

图３　包含６个ZmERFs和部分拟南芥和水稻的ERF的系统进化树

Fig．３　PhylogenetictreeanalysisofthesixZmERFsandpartofERFsfromArabidopsisandrice

　　在 ABA 处理下(图５B),在叶中,ZmERF２８、

ZmERF８９在２~６h表达量增加并在６h达到最

高,随后在１２~２４h下降.ZmERF６４、ZmERF２０２
在２h内表达量就达到最高,并且在随后的时间内

均保持恒定.ZmERF４的 mRNA 在２h积累但是

在随后的６~２４h都没有检测到.在这６个基因

中,只有ZmERF１６的 mRNA 有微量的变化.在

根中,ZmERF１８、ZmERF６４和ZmERF８９的表达

都缓慢下降,其他３个基因(ZmERF４、ZmERF１６
和ZmERF２０２)的表达仅在２h微量升高.

茉莉酸处理下 (图 ５C),在叶中,ZmERF２８、

ZmERF６４、ZmERF８９和ZmERF２０２的表达在处

理后２h上调,直到４８h一直维持较高水平,但在

根中几乎没有变化;ZmERF１６的表达量在根和叶

中均在３h和２４h各出现１个峰值;ZmERF４在叶

中的表达量基本无变化,但是在根中于１２h出现

１个较小的峰值.
进一步的比较分析发现,ZmERF２８的表达模

式在 ABA和ET的处理中极为相似,但是与JA 处

理下的不同.ZmERF１６、ZmERF６４和ZmERF８９
也有这个现象.对于ZmERF２０２,它在 ABA和JA
处理下的表达模式比较相似,但是与 ET 处理下不

一样.而ZmERF４在３种激素处理下的表达模式

都不一样.

４
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　A．氨基酸残基序列的 NＧ端保守域 MCGGAI;B．subgroupＧ１蛋白的CＧ端保守域;C．位于 GroupⅡ ERF蛋

白上的假定的蛋白激酶磷酸化位点.下划线部分为保守序列,黑色和灰色底纹区域表示各基因对应氨基

酸残基相同率大于８０％.A．AnsequencesalignmentoftheNＧterminalaminoacidsofthephylogenetictree

members,allofwhichcontaintheMCGGAImotif;B．AnsequencesalignmentoftheCＧterminalregionsof

subgroupＧ１proteins;C．PutativeproteinkinasephosphorylationsitesconservedintheGroupⅡ ERFproＧ

teins．Theconservedmotifsareunderlined．Blackandgrayshadingindicateidenticalandconservedamino

acidresiduespresentinmorethan８０％ofthealignedsequences,respectively．

图４　ERF蛋白的AP２/ERF结构域之外的保守序列分析

Fig．４　ThemotifsoutsideoftheAP２/ERFdomainconservedintheERFproteins

５
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　A．乙烯利处理;B．脱落酸处理;C．茉莉酸处理.A:Ethylenetreatment(ET);B:Abscisicacidtreatment(ABA);C:Jasmonicacid

treatment(JA)．

图５　半定量RTＧPCR分析６个ZmERF基因在３种激素处理下的表达模式

Fig．５　SemiquantitativeRTＧPCRanalysisofthesixZmERFgenesinleavesandrootsofmaizeunderthreehormones

3　讨　论

据报道,大多数拟南芥ERF 家族基因都没有

内含子[１８],在１２２个AtERF 成员中只有２０个在其

开放阅读框内含有单一内含子[１９].在本研究中,

６个玉米ERF 中有３个基因含有２个内含子,且只

有１个基因没有内含子,这一结果暗示着玉米ERF
基因家族与拟南芥的ERF 家族基因结构可能存在

差异.然而,AP２结构域氨基酸残基序列的分析结

果显示 ArgＧ３、ProＧ２０、ArgＧ３９、ArgＧ４９在检测的蛋

白中是完全保守的,而且该保守现象与拟南芥中之

前的报道是一致的[１８].这些结果暗示了玉米ERF
基因结构相较于其蛋白结构具有较明显的变化,其
蛋白结构更为保守.

在转录因子的 DNA 结合区域之外,还有一些

保守区域可能与蛋白的转录活性、蛋白间相互作用

以及定位等有关[２０].在我们的研究中,发现４个蛋

白(ZmERF２８、ZmERF６４、ZmERF８９、ZmERF２０２)
都含有的一个高度保守的 NＧ端序列(MCGGAI),这
也是拟南芥ERF亚家族的 GroupⅦ成员的典型特

征[１９],在西红柿 ERF家族中也有此特征[７].最近

有研究报道这个独特的结构域在拟南芥中参与了氧

敏感机制[２１].另一个在 GroupⅠ的subgroupＧ１中

保守的结构域(DLNxxPP),是一个 CＧ端抑制结构

域,也存在于TFIIIA型C２H２锌指蛋白[２２].此结构

域存在于这类蛋白上,也暗示着它有转录调节的功

能[１９].还有一个保守区域(TP/SDI/YT/AS)存在

于 GroupⅡ上,已经被证实是一个普遍存在的磷酸

６
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化位点,也存在于拟南芥的一些 ERF 成员中[１９].
此外还发现,尽管ZmERF１６在 AP２结构域与其他

蛋白的同源性更差,但 ZmERF４与其他 ZmERFs
的亲缘关系还要远于ZmERF１６.这个结果暗示了

在 AP２/ERF结构域之外还存在着一些影响 ERF
亚家族进化关系的关键序列.

ABA、JA、SA和ET介导的小分子内源激素信

号通路在串联生物和非生物胁迫信号中扮演着重要

角色[１].ABA广泛参与非生物胁迫,例如干旱和渗

透胁迫;SA、JA 和ET则在生物胁迫中扮演重要角

色.另外还发现,JA和ET也经常参与到防御寄生

病原体和植食性昆虫的机制中[２３Ｇ２４].在本研究中,

ERF 基因作为乙烯响应转录因子,在根和叶中也明

显受ET 调控.外源施加的 ABA 或JA 导致这些

ERF 基因的 mRNA 在叶中出现不同程度的积累,
然而在根中表达则没有明显的变化,特别是JA 处

理.在乙烯、ABA 及JA 三种激素处理中,外源乙

烯对于ERF 基因表达的调控最为明显,而后两者

对ERF 基因的调控则不甚明显,尤其是在根中.
基于前人的研究[２５Ｇ２６]和本研究结果,推测ZmERFs
可能作为一个胁迫响应中激素信号通道的关键调节

蛋白,在玉米的根和叶中扮演着不同的角色.
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CloningandanalyzingthesequencesandexpressionofsixmaizeERFgenes

LIShipeng　LIUFuyang　 ZHANGCong　TAIFuju

StateKeyLaboratoryofWheatandMaizeCropScience,Collaborative
InnovationCenterofHenanGrainCrops/

CollegeofLifeScience,HenanAgriculturalUniversity,Zhengzhou４５０００２,China

Abstract　SixmaizeERFgeneswereisolatedanddesignatedasZmERF４,ZmERF２６,ZmERF２８,

ZmERF６４,ZmERF８９andZmERF２０２,respectively．Resultsofanalyzinggenestructureshowedthat
thestructuresofthemaizeZmERFgenesisolatedweredifferentfromthoseofArabidopsisAtERF．ReＧ
sultsofphylogeneticanalysisshowedthatZmERFshadacloserrelationtoOsERFsandalittlefarrelaＧ
tiontoAtERFs．ResultsofexpressionanalysisshowedthatmRNAsofallsixZmERFswereaccumulaＧ
tedfirstlyandthen declinedinleaves,whereastheexpressionsof４ genesincludingZmERF４,

ZmERF２８,ZmERF６４andZmERF８９weredownＧregulatedinrootsunderETtreatment．mRNAsof
６ERFswereregulatedmoreorlessinleaves,whereasexpressionsofmostZmERFsinrootswerenot
changedsignificantlyunderABAorJAtreatment,especiallyforJAtreatment．Itisindicatedthatthe
ZmERFsmightplaydifferentrolesinhormonesignalingpathwayofmaizeleavesandroots．

Keywords　Zeamays;ERFgenes;geneexpression;hormonesignalingpathway;ET;ABA;JA
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