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茶陵野生稻 DREB 类转录因子的克隆及植物表达载体的构建 

刘静雅1，程建强2，龚建华2，康敏2，洪亚辉

摘  要：采用 RT-PCR 技术获得了茶陵野生稻 DREB 类转录因子的 cDNA 全长．序列分析表明，此基因核苷酸
序列全长为 958 bp，编码 314 个氨基酸，该序列与水稻 DREB 基因的同源性为 98%．其编码的蛋白与小麦
CRT/DREB4 蛋白的同源性为 93%，与大麦 CBF2A 蛋白和 CBFIVc-14.1 蛋白的同源性分别为 93%和 92%．推导
蛋白第 43~112 位氨基酸为典型 AP2 结构，具有 AP2/DREB 类转录因子的基本结构特征，并构建了茶陵野生稻
DREB 基因的植物表达载体 pWM101DREB． 

1* 

(1.湖南农业大学 生物科学技术学院，湖南 长沙 410128；2.湖南株洲市农业科学研究所，湖南 株洲 412007) 
 

关 键 词：茶陵野生稻；DREB 转录因子；基因克隆；植物表达载体 

中图分类号：Q785     文献标志码：A     文章编号：1007-1032(2010)06-0630-04 

 

Cloning of the DREB-like transcription factor from Chaling wild rice and  
the construction of plant expression vector 
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茶陵县位于北纬 26°50’、东经 113°40’，年平均

气温 17.9 ℃，极端最低温度－9 ℃．茶陵野生稻生
长在罗霄山脉五功山东南麓的山间沼泽地，在极端
温度时地下茎仍保持旺盛的生命力
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Abstract：The cDNA of DREB transcription factor was obtained from Chaling wild rice under low temperature by 
method of RT-PCR. The sequence analysis indicated: The clone consisted of 958 bp, coding 314 amino acids; The 
homlogous of sequence from Oryza sativa was 98%, 93% of which came from Triticum aestivum CRT/DREB4; The 
homlogous from Hordeum vulgare protein CBF2A and CBFIVc-14.1 was 93% and 92%; The deduced primary structure 
of DREB contained a single AP2 domain, showing the typical characteristics of DREB gene family. A plant expression 
vector which is named pWM101DREB of the DREB gene was successfullyconstructed, which laid the foundations for 
future transgenic research on DREB gene function. 
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[1]

脱水响应元件结合因子(DREB)是一类对多个
抗逆相关基因表达起调控作用的植物特有的转录
因子，DREB类转录因子特异地与DRE顺式作用元

件结合，在非生物逆境胁迫中激活胁迫诱导基因的
表达，参与调控植物抗旱、抗低温和抗高盐等的信
号途径，在植物对逆境胁迫的抗性方面具有重要的
功能，说明其对低

温环境有较强的耐受性． 

[2-3]．Liu等[4]通过酵母单杂交技术，从拟南芥
中克隆了 3 个受低温诱导表达的转录因子，定名为
DREB1A、DREB1B和DREB1C，与Stockinger等[5]分
离到的CBF家族有对应关系；Dubouzet[6]在水稻中
克隆了多个与拟南芥CBF/DREB同源的转录因子，
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多数能与COR基因启动子上的DRE/CRT元件特异
结合．为更好地利用野生稻资源，笔者以茶陵野生
稻为材料，模拟其生活的极端低温条件，通过
RT-PCR技术，获得了茶陵野生稻DREB基因的
cDNA序列，对其序列进行蛋白质结构分析，并将
此基因构建到了表达载体上． 

1  材料和方法 

1.1  材  料 

茶陵野生稻由湖南株洲农业科学研究所提供．将
野生稻幼苗置于－10 ℃冰箱 12 h，取叶片，－70 ℃
保存．大肠杆菌菌株 DH5α 以及经改造的质粒载体
pMW101，由湖南农业大学细胞生物学实验室保存． 

主要试剂 Taq  DNA 聚合酶、AMV 反转录试剂
盒、PMD-18Vector 购于 TaKaRa 公司，Trizol 购于
Invitrogen 公司，胶回收试剂盒购于博大泰克公司． 

1.2  方  法 

1.2.1 引物的设计与合成 
在 GeneBank 查 找 拟 南 芥 与 水 稻 同 源 的

CBF/DREB基因序列，设计引物，上下游引物分别
添 加 BamHI 和 XbaI 酶 切位 点． 上 游引 物为
5′-G GGATCCCAACCTCAGCTCAGCTCAAG-3′，
下 游 引 物 为
5′-GCTCTAGAT

1.2.2  目的基因的克隆  

GAAGCGTGCAAACGTA 
AATCC-3′．引物合成由Invitrogen公司完成． 

采用Trizol法提取野生稻叶片总RNA．以AMV
反转录试剂盒反转产物 cDNA 为模板，进行 PCR
扩增．反应条件：94 ℃预变性 5 min，94 ℃变性 30 
s，62 ℃退火 50 s，72 ℃延伸 1 min，30 个循环，
72 ℃终延伸 10 min．PCR 产物经琼脂糖电泳分离
后回收纯化，回收片段连接到 pMD18-Tvector，并
转化到感受态大肠杆菌DH5α中，在含有 100 μg/mL
氨苄青霉素的 LB 平板上进行筛选，阳性克隆送上
海生工生物工程技术服务有限公司测序． 
1.2.3  序列分析  

BLAST 在 NCBI 网站上完成，利用 Smart 软件
进行蛋白质结构域的推导和分析． 
1.2.4  植物表达载体的构建  

将已测序鉴定的重组质粒及表达载体pWM101
分别经BamH I和Xba I双酶切，回收目的片段和
pWM101，T4

2  结果与分析 

DNA Ligase进行连接，连接产物转化
到感受态大肠杆菌DH5α中，在含有 50 μg/mL卡那
霉素的LB平板上进行蓝白斑筛选．挑取阳性菌落进
行培养，提取质粒，采用双酶切和PCR扩增法进行
鉴定． 

2.1  DREB 基因的克隆   

以茶陵野生稻 cDNA 为模板，用所设计的特异
引物扩增出约 1 000 bp 的条带(图 1)，将 PCR 产物
回收并进行连接转化．随机挑取 5 个白色菌落进行
PCR 扩增，大部分均扩增出 1 条 1 000 bp 左右的条
带(图 2)．阳性克隆测序结果表明，该片段长 958 bp． 

 
 
 
 
 
 
 
 

M  分子量标记；1、2  DREB 基因片段． 

图 1  DREB 基因 RT-PCR 扩增 
Fig.1  RT-PCR amplification of DREB gene 

 
 
 
 
 
 
 
 

M  分子量标记；1~7  阳性克隆． 

图 2  菌落 PCR 扩增结果 
Fig.2  Colony PCR 

2.2  序列及蛋白质结构分析 

DREB 测序结果与推导氨基酸序列如图 3 所示. 
BLAST 分析结果表明，该序列与水稻 DREB 基因的
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同源性为 98%，其编码的蛋白与小麦 CRT/DREB4 蛋
白的同源性为 93% ，与大麦 CBF2A 蛋白和

CBFIVc-14.1 蛋白的同源性分别为 93%和 92%，表明
已经成功克隆了野生稻中的DREB 转录因子序列． 

 
1  E   P   G   R   S   D  Q   R   E   S   S   M  E   V   E   E   A   A   Y   R 
1  GAACCCGGGCGGAGTGACCAGAGAGAGTCATCCATGGAGGTGGAGGAGGCGGCGTACAGG 

21  T   V  W   S   E   P   P   K   R   P   A   G   R   T   K   F  R   E   T   R 
61  ACGGTGTGGTCGGAGCCGCCGAAGAGGCCGGCGGGAAGGACCAAGTTCAGGGAGACGAGG 
41  H   P  V   Y   R   G  V   R   R   R   G   G   R   P  G   A   A   G   R  W 

121  CACCCGGTGTACCGCGGCGTGCGGCGGCGCGGGGGGCGGCCGGGCGCGGCGGGGAGGTGG 
61  V   C   E   V   R  V   P   G  A    R  G   S   R   L   W  L   G  T   F   A 

181  GTGTGCGAGGTGCGGGTGCCCGGGGCGCGCGGCTCCAGGCTGTGGCTCGGCACGTTCGCC 
81  T   A   E   A   A  A   R   A   H   D   A  A   A   L   A   L   R  G   R   A 

241  ACCGCCGAGGCGGCGGCGCGCGCGCACGACGCCGCCGCGCTGGCGCTCCGCGGCAGGGCC 
101  A   C   L   N  F   A  D   S   A   W  R   M  P   P   V   P   A   S  A   A 
301  GCCTGCCTCAACTTCGCCGACTCCGCGTGGCGGATGCCGCCCGTCCCCGCGTCCGCCGCG 
121  L   A   G  A   R   G   V   R   D  A   V   A   V  A   V   E   A   F   Q  R 
361  CTCGCCGGTGCGAGGGGGGTCAGGGACGCCGTCGCCGTGGCCGTCGAGGCGTTCCAGCGC 
141  Q   S   A   A   P   S  S   P   A   E   T   F   A   N  D   G  D   E   E   E 
421  CAGTCGGCCGCGCCGTCGTCTCCGGCGGAGACCTTCGCCAACGATGGCGACGAAGAAGAA 
161  D   N  K   D   V   L   P   V  A   A   A   E   V   F   D  A   G   A   F  E 
481  GACAACAAGGACGTGTTGCCGGTGGCGGCGGCGGAGGTGTTCGACGCGGGGGCGTTCGAG 
181  L   D  D   G   F   R   F  G   G   M  D   A   G   S   Y  Y  A   S   L  A 
541  CTCGACGACGGGTTCAGGTTCGGCGGGATGGACGCCGGGTCGTACTACGCGAGCTTGGCG 
201  Q   G   L  L   V   E   P   P   A   A   G  A   W  W   E   D   G   E   L  A 
601  CAGGGGCTGCTCGTCGAGCCGCCGGCCGCCGGAGCGTGGTGGGAGGACGGCGAGCTCGCC 
221  G   S   D  M   P   L  W   S   Y  *   S   K   S  R   T   E   K   C   G  Q 
661  GGCTCCGACATGCCGCTCTGGAGCTACTAATCAAAATCTCGCACTGAAAAGTGTGGACAA 
241  I   L   I   L  Q   K   L  G   E   K   R   E   Q   S    I  G   E   F  R   T 
721  ATTTTGATTCTCCAGAAATTGGGGGAAAAAAGAGAACAGAGTATTGGTGAATTTAGAACA 
261  E   *   A   M  R   L   R   M  N  G   N   F  C   N  F   G  M  C   Q   I 
781  GAGTAGGCAATGAGACTGAGGATGAATGGCAATTTTTGTAATTTTGGAATGTGCCAGATT 
281  S   P   S   F  C   D  S   I   *   F  *   M  C   S   Q   *   I   P   V  N 
841  TCTCCCTCCTTTTGTGATTCCATCTGATTTTGAATGTGCAGTCAATGAATTCCTGTAAAT 
301  L   L  L   L   S   K  E   L   F  W   S   S   L   L  *   F   Y   G  R 
901  TTACTTCTCCTCTCCAAAGAGCTATTTTGGTCAAGTCTTCTCTGATTTTATGGACGTT 

图 3  DREB 的核苷酸序列与推测的氨基酸序列 
Fig.3  Nucleotide sequence and putative acid sequence of DREB gene 

 
利用 SMART 进行蛋白结构分析发现，DREB

基因推导的蛋白第 43~112 位氨基酸为一典型的
AP2 结构，AP2 亚族包含有 2 个 AP2-DNA 结构
域．AP2 结构域，可形成 3 个 β-折叠和 1 个 α-螺旋
结构，其中位于第 2 个 β-折叠中的第 47 位的缬氨
酸(V)和第 136 位的谷氨酸(E)，特别是缬氨酸(V)，
对决定 DREB 转录因子与 DRE 顺式作用元件的特
异性结合起关键作用．利用生物信息学对克隆得到
的茶陵野生稻 DREB 基因进行蛋白质的分析，在其
第 43~112 位氨基酸为一个 AP2 结构，表明该基因
具有 DREB 转录因子家族的典型特征(图 4)． 

2.3  茶陵野生稻 DREB 基因植物表达载体的构建 

用BamH I和Xba I分别酶切带有目的基因的
pMD-18T vector质粒和载体pWM101，回收片段用

T4

 

DNA Ligase 连 接 ， 构 建 成 重 组 质 粒 
pWM101DREB．  

 
 
 
 
 
 

M  分子量标记；1、2  以 pWM101DREB 为模板的 PCR 产物． 

图 4  重组质粒 pCAM-BcDREB1 的 PCR 鉴定  
Fig.4  Detection of recombinant 

 

首先利用目的片段引物对该重组质粒进行了
PCR 扩增验证，得到 1 条长约 1 000 bp 片段，其次

M     1     2 

2 000 bp 

1 500 bp 

1 000 bp 

750 bp 

400 bp 



 
 
第 36 卷第 6期           刘静雅等  茶陵野生稻 DREB类转录因子的克隆及植物表达载体的构建             633 

 

酶切检测，BamHI 和 XbaI 双酶切重组载体
pWM101DREB 得到长约 10 000 bp 的 pWM101 载
体片段和长约 1 000 bp 的目的片段．说明该植物表
达载体构建正确． 

 
 
 
 
 
 
 

M  分子量标记；1  pWM101 载体；2  pWM101DREB 双酶切． 

图 5  植物表达载体 pWM101DREB 的双酶切鉴定 
Fig.5  Detection of the expression vector by double-enzymatic digestion 

 

3  讨  论 

植物在逆境胁迫应答反应中存在着复杂的信
号传递途径[7]．茶陵野生稻受DREB基因诱导，可能
在对低温的应答反应中起着重要的作用．在植物中
已经发现很多胁迫诱导的功能基因上游都含有
DRE/CBF顺式作用元件，在拟南芥、玉米、烟草、
番茄等多种植物中已陆续分离到DREB基因[8]，目前
已克隆的DREB转录因子基因几乎均受低温、干旱
或高盐的诱导，但是也有例外，如甜椒的DREB1 和
大豆的GmDREBc均受干旱和高盐诱导，却不受低
温诱导；黑麦草的LpCBF3 只受低温诱导，却不受
干旱和高盐诱导[9]． 

DREB转录因子中的AP2-DNA结构域保守性
很强，与细胞发育、低温以及干旱、高盐等信号传
递相关，在各种基因表达中起重要的调控作用[10]
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.
本研究中低温诱导下克隆而得的DREB基因具有一
个典型的AP2 结构域，说明该转录因子与抗冻相关
功能基因的表达调控相关．  

以低温胁迫的茶陵野生稻为材料，获得了野生稻
DREB1 基因的 cDNA 编码序列，说明该基因受低温
诱导，但其特异表达模式尚需进一步验证．该基因是
否受其他逆境如盐分、干旱的诱导，还有待研究． 
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