
 http://www.paper.edu.cn 

- 1 - 

中国科技论文在线
      

胡杨 CBF 基因克隆及冷胁迫下的表达分析# 
张冲，夏新莉，尹伟伦，陈金焕** 

（ 北京林业大学林木育种国家工程实验室，北京 100083； 
 北京林业大学生物科学与技术学院，北京 100083） 5 

                                                        
基金项目：高等学校博士学科点专项科研基金(20110014120003) 
作者简介：张冲（1993-），男，硕士研究生，主要研究方向：林木育种 
通信联系人：陈金焕（1981-），副教授、硕导，主要研究方向：林木育种. E-mail: chenjh@bjfu.edu.cn 

摘要：CBF( C-repeat binding transcription factor/ dehydrate responsive element binding factor, 
DREB) 基因是植物 CBF 抗冷途径的枢纽，主要调控下游大量抗冷基因的表达，对增强植

物的抗冷能力极为重要。通过以胡杨总 RNA 为模板，分别克隆得到 PeCBF4a、PeCBF4b 、
PeCBF4c 和 PeCBF2 四个 CBF 基因。利用进化分析和序列分析发现四个 PeCBF 基因属于10 
DREB 亚家族 A1 组成员，PeCBF4a、PeCBF4b 与拟南芥中的 AtDREB1B、AtDREB1A 和

AtDREB1C 具有较高的同源性，PeCBF4 C 和 PeCBF2 与拟南芥中的 AtDREB1E、AtDREB1F
具有很高的同源性。在冷胁迫表达分析发现，PeCBF4a、PeCBF4b、PeCBF4c 和 PeCBF2 都

诱导冷胁迫表达，参与调节植物抗冷机制。对胡杨 PeCBF 基因的序列分析和表达分析，有

助于胡杨抗逆性机制的进一步研究。 15 
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Abstract: CBF(C-repeat binding transcription factor/ dehydrate responsive element binding factor, 
DREB) is a hub of cold tolerance pathways in plants. CBF can improve cold tolerance of plants by 25 
regulating numerous cold responsive genes downstream. In our study, we cloned four CBF genes 
(PeCBF4a, PeCBF4b, PeCBF4c and PeCBF2) using total RNA of Populuseuphratica as a template. 
Four PeCBCloning and cold responsive expression analysis of CBF genes in PopuluseuphraticaF genes 
obtained belong to members of DREB subfamily A1 by phylogenetic analysis and sequence analysis. 
PeCBF4a and PeCBF4b have high homology with AtDREB1B, AtDREB1A and AtDREB1C in 30 
Arabidopsis thaliana. PeCBF4c and PeCBF2 have high homology with AtDREB1E and AtDREB1F. 
PeCBF4a, PeCBF4b, PeCBF4c and PeCBF2 were significantly induced in response to cold stress by 
expression analysis, suggesting that they participated in regulation of cold response mechanism. In 
conclusion, our results are helpful for further study in mechanism of stress resistance in 
Populuseuphratica. 35 
Keywords: CBF gene;transcription factor;evolutionary analysis; expression analysis 

0 引言 

低温、盐碱、水涝等非生物逆境是影响植物生长发育的主要因素，植物受到逆境胁迫时

会通过多种途径来适应调节反应以降低或消除危害。CBF(C-repeat binding factor)是一类与逆40 

境胁迫相关的转录因子，含有一个 AP2/EREBP 结构域,负责与 DRE(Dehydration-Responsive 

Element)/CRT(C-repeat) 元件的结合,从而实现 DREB 转录因子对一系列干旱、高盐和低温应

答基因的调控。 CRT/DRE 元件位于受低温或干旱调控的 RD/COR(responsive to 

dehydration/cold-regulated)基因的启动子区，通过与 CBF 转录因子结合参与非生物胁迫响应



 http://www.paper.edu.cn 

- 2 - 

中国科技论文在线
[1,2]。最新研究结果表明，在逆境胁迫条件下，信号传导过程中的关键基因，如 CBF 转录因45 

子等能够调控许多功能基因的表达[2-4]。Stockinger 等[5](1997)用酵母单杂交的方法从拟南芥

中分离得到了能与 CRT/DRE 结合的转录因子，命名为 CBF1，并通过酵母单杂交实验证明

该基因的蛋白表达产物可以和具有 CRT/DRE 元件的基因结合。 

在拟南芥中，DREB 分为 6 个亚家族(A1~A6)，其中 A1 组 DREB1 类受低温诱导，而

A-2 组的 DREB2 类受干旱和高盐的诱导，A1 组的 DREB1A、DREB1B、DREB1C 在调控冷50 

响应基因的表达起着重要作用，DREB1D 与 DREB1A 具有很高的同源性但不被冷诱导，另

外 2 个基因 DREB1F 和 DREB1E 能够被高盐诱导而不受到冷诱导。拟南芥中与逆境相关的

DREB 转录因子可分为 DREB1/CBF 和 DREB2 两类，DREB1 也被认为是 CBF 家族[6]，其中

CBF 类成员主要参与低温胁迫应答反应，DREB2 类成员则主要参与干旱胁迫应答反应[7]。

在植物抗冷过程中通过 CBF 转录因子调控大量下游抗冷基因的表达来提高植物抗冷能力55 
[8]。在拟南芥、番茄、水稻、桉树等多种植物研究中发现，CBF 对植物的抗冷能力具有调节

作用[9-12]。 

综上，CBF 基因参与调节多种非生物胁迫，其主要参与低温胁迫反应调节，发挥着重

要的调节作用。胡杨是沙漠地区唯一可以建群的乔木树种，不但具有极强的耐旱和耐盐碱能

力，还能够忍受 40℃以上以及零下 35℃以下的极端温度，被认为是研究木本植物非生物胁60 

迫抗逆性的模式植物。本研究通过克隆 PeCBF4a、PeCBF4b、PeCBF4c 和 PeCBF2 四个 CBF

基因，对其核苷酸序列进行分析，以及在冷胁迫下的表达分析，为进一步研究胡杨的抗冷机

制奠定基础。 

1 材料与方法 

1.1 植物材料 65 

所用胡杨取自北京林业大学苗圃，两年生盆栽胡杨放入室内 2 个月后长出新叶取材，用

于 PeCBF 克隆和序列分析。将材料放入 4℃培养箱处理 0、1、3、6、9 h 和 12h，取各个处

理时间点的叶片 20 片左右液氮速冻后置于-80℃冰箱备用。 

1.2 实验试剂 

质粒小提试剂盒、反转录试剂盒、普通琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒、RNA 提取试剂70 

盒等购自天根生化科技(北京)有限公司。本试验所用本试验所用 2×PCR Mix 购自北京擎科新

业生物技术有限公司，PCR 引物合成及 DNA 测序工作由生工生物工程(北京)股份有限公司

完成。 

1.3 cDNA 制备 

胡杨总 RNA 提取步骤按照天根生化科技(北京)有限公司的多糖多酚总 RNA 提取试剂75 

盒说明书进行。第一链 cDNA 的合成参照 TIANScriptcDNA 第一链合成试剂盒说明书进行。 

1.4 四个 PeCBF 基因的克隆 

利用 DNAMA6.0 软件设计引物，PeCBF4a 上游引物：ATGGATGTTTTCTGTAGTTAT，

下 游 引 物 ： TTAAACAGAAAAACTCCATA ； PeCBF4b 上 游 引 物 ： ATGCCCAATG 

ACAGGCAA，下游引物：CTAATAACTCCATAACGACAAATC；PeCBF4c 上游引物：ATG 80 
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CCCAATGACAGGCAAGA，下游引物：CTAATAACTCCATAACGACAA；PeCBF2 上游引

物：ATGGTCATGGGAGGATCAAA，下游引物：TTAACTACTCCACAACGACCAA。PCR

反应体系为 25 μL：2×PCR Mix 12.5 μL，cDNA 1μL，引物各 1μL，ddH2O 9.5 μL;PCR 反应

程序：94℃预变性 5min；94℃变性 30s，55℃退火 30s，72℃延伸 60s，40 个循环；最后 72℃

延伸 10min，12℃保存。之后通过配制 1%的琼脂糖凝胶将 PCR 产物电泳分离，然后用普通85 

琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒回收目的片段。 

1.5 生物信息学分析 

进化树构建是以序列的多重比较结果为基础，采用ClustalX软件进行拟南芥(Arabidopsis 

thaliana)、水稻(Oryzasativa)、玉米(Zea mays)和棉花(Triticumaestivum)等物种多重比较后，

利用MEGA6.0软件构建系统进化树，进化树采用NJ(Neighbor-Joining)邻接算法，将Bootstrap90 

值设为默认值 1000 重复。 

1.6 荧光定量 RT-PCR 分析 

将 4℃冷处理的胡杨材料在不同时段（0、1、3、6、9 和 12h）分别取样，提取样品 RNA

并合成 cDNA 第一链，采用荧光定量 PCR 法检测目的基因不同时段的表达情况。按照荧光

定量 RT-PCR 引物设计原则在 3’区设计特异引物，分别是 PeCBF4a-F(5’- AAAGG 95 

AGTTCAACCAGGTGC-3’) 和 PeCBF4a-R(5’-TCACAAACCCACTTACCCG-3’) ； PeCBF4b- 

F(5’-GAGGTGAGTTGATGAGGACG-3’)和 PeCBF4b-R(5’-TGAGGTGGTGGCAATAACA-3’)；

PeCBF4c-F(5’-TCTTTCTCCGATAGCAGCAC-3’) 和 PeCBF4c-R(5’-TGTTACCATTCCTCTT 

CCGA-3’)；PeCBF2-F(5’-ATTCAAGGAGACTCGTCATCC-3’)和 PeCBF2 -R(5’-CG CCAAAGC 

AGCTACATC-3’)；内参基因为 PeActin 基因，上下游引物分别为 Actin-F (5’-GTCCTCTTC 100 

CAGCCATCTC-3’) 和 Actin-R (5’-TTCGGTCAGCAATACCAGG-3’)，标准品 cDNA 和待测

样品均设置 3 次重复。 

2 结果与分析 

2.1 PeCBF 基因克隆以及序列分析 

将 PCR 扩增产物进行测序，PeCBF4a、PeCBF4b、PeCBF4c 和 PeCBF2 四个 CBF 基因105 

长度分别为 747、759、672 和 696bp，Genebank 登录号分别为 KC345750、KC345751、

KC345752、KC345753。 

利用 ProtParam 分析四个 CBF 基因的理化性质，发现 PeCBF4a 基因编码的蛋白质分子

量为 59.89kD，理论等电点为 5.21；PeCBF4b 基因编码的蛋白质分子量为 60.33kD，理论等

电点为 5.21；PeCBF4c 基因编码的蛋白质分子量为 54.74kD，理论等电点为 5.17；PeCBF2110 

基因编码的蛋白质分子量为 56.13kD，理论等电点为 5.18。 

2.2 2 四个 PeCBF 基因编码的氨基酸序列比对分析 

将四个 PeCBF 基因的编码蛋白质在 NCBI 生物学网站进行蛋白质同源比对(BLASTp)，

以及利用 DNAMAN6.0 软件进行胡杨 PeCBF 和烟草、拟南芥等物种 CBF 氨基酸序列的多重

比较，鉴定相应的四个蛋白具有的保守域。如图 1 和 2 所示，四个 PeCBF 都具有 CBF 蛋白115 

典型的结构域，包含 1 个 AP2 结构域、2 个 CBF 特征基序，PKKR/PAGR 和 DSAWR 基序。 
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图 1 四个 PeCBF 中含有的保守结构域 

Fig.1 Conserved domain infourPeCBF 

 120 

 
图 2 胡杨 PeCBFs 和其他物种 CBF 氨基酸序列的多重比较 

Fig. 2 Multiple comparison of amino acid sequence of PeCBFswith CBFs from other species 

注: 多重比较采用 DNAMAN6.0 软件进行；图中为胡杨 PeCBF4a、PeCBF4b、PeCBF4c 和 PeCBF2 氨基酸序列；拟南芥

AtDREB1B、AtDREB1A 和 AtDREB1C 氨基酸序列；烟草 NtDREB1A 氨基酸序列；宽叶独行菜 LlDREB1C 氨基酸序列；125 
荠菜 CbpDREB1A 氨基酸序列；划线部分为 AP2/EREBP 结构域、DSAWR 和 PKKR/PAGR 基序 
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2.3 信号肽的预测、跨膜结构以及亚细胞定位分析 

利用 SignaIP4.0 在线软件对四个 PeCBF 蛋白进行信号肽预测。预测结果显示，PeCBF4a

的 C 值为 0.110，Y 值为 0.105，S 值为 0.109；PeCBF4b 的 C 值为 0.110，Y 值为 0.109，S130 

值为 0.115；PeCBF4c 的 C 值为 0.115，Y 值为 0.108，S 值为 0.148；PeCBF2 的 C 值为 0.111，

Y 值为 0.110，S 值为 0.138(图 3)。这四个 PeCBF 蛋白不含有信号肽区域（分数大于 0.450

表示具有信号肽）。 

通过在线软件 TMPred 预测四个 PeCBF 蛋白的跨膜结构，结果显示，PeCBF4a 的分数

分别为 229、204；、PeCBF4b 的分数分别为 126、102；PeCBF4c 的分数分别为 0、0；PeCBF2135 

的分数分别为 37、0。PeCBF4a 和 PeCBF4b 蛋白可能存在 2 个跨膜结构域(图 4)，其中一个

为由内向外的跨膜结构域，一个由外向内的跨膜结构域，PeCBF4c 蛋白可能不存在跨膜结

构域，PeCBF2 蛋白可能存在一个由内向外的跨膜结构域(分数大于 500 为显著的跨膜结构

域)。 

利用在线分析工具 WoLF PSORT，对进行亚细胞可能定位进行预测分析。结果显示，140 

PeCBF4a 、PeCBF4b 、PeCBF4c 和 PeCBF2 靶向细胞核（nuclear）这四个 PeCBFs 亚细胞

定位都可能在细胞核。 

 

 
图 3 PeCBF4a 、PeCBF4b 、PeCBF4c 和 PeCBF2 蛋白信号肽的预测 145 

Fig.3 Prediction of signal peptides inPeCBF4a、PeCBF4b、PeCBF4c and PeCBF2 proteins 

注: C: 原始剪切位点分值; S: 信号肽分值; Y: 综合剪切位点分值 
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 150 
图 4 PeCBF4a 、PeCBF4b 、PeCBF4c 和 PeCBF2 蛋白跨膜结构域预测 

Fig. 4 Prediction of transmembrane domain inPeCBF4a 、PeCBF4b 、PeCBF4c andPeCBF2proteins 

2.4 四个胡杨 PeCBF 蛋白的系统进化分析 

进化树分析表明，这四个 PeCBF 基因的属于 DREB 亚家族的 A1 组(图 5)。利用

DNAMAN6.0 和 MEGA6.0 软件，将四个 PeCBF 基因与水稻、拟南芥、玉米和棉花等物种155 

的 DREB 基因进行序列比对和系统进化分析。结果表明，PeCBF4a、PeCBF4b 与拟南芥中

的 AtDREB1B、AtDREB1A 和 AtDREB1C 具有较高的同源性并聚类在一起，PeCBF4c 和

PeCBF2 与拟南芥中的 AtDREB1E、AtDREB1F 具有很高的同源性。 

 
图 5 PeCBF4a、PeCBF4b、PeCBF4c 和 PeCBF2 与其他 DREB 的进化分析 160 

Fig.5 Phylogenetic analysis of PeCBF4a、PeCBF4b、PeCBF4c and PeCBF2with other representative DREBs 
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2.5 胡杨 PeCBF 基因的冷诱导表达分析 

通过定量 PCR 分析发现，在对照处理下，四个 PeCBFs 均不表达或表达极微弱，低温

处理可以诱导四个 PeCBFs 的表达，并且表达量随时间推移而不断升高，PeCBF4a 和

PeCBF4b 处理 9 h 后可以检测到表达量达到最高值，PeCBF4c 和 PeCBF2 处理 6 h 后表达165 

量达到最高值，随后表达量开始逐渐降低。通过表达分析发现，通过表达分析发现 PeCBF4a

在低温胁迫下诱导最为强烈，表达量达到未处理下的 160 倍左右，PeCBF2 被低温诱导程度

最弱，但依然达到未处理状态的 20 倍以上，说明四个 PeCBFs 均被低温胁迫强烈诱导，在

胡杨冷胁迫反应中具有重要功能(图 6）。 

 170 

 
图 6 胡杨 PeCBF 基因在 4℃低温胁迫下表达量的变化 

Fig. 6 The expression change of PeCBFs under 4  low temperature℃  

3 讨论与结论 

胡杨是沙漠中唯一能够成林的高大乔木，具有很强的抗逆能力,是研究木本植物的模式175 

物种。本研究通过基因克隆得到四个 PeCBF 基因，分别命名为 PeCBF4a、PeCBF4b、PeCBF4c

和 PeCBF2。CBF 转录因子能与 CRT/DRE/LTR 顺式作用元件特异结合，并激活启动子中含

有该调控元件的冷诱导基因的表达，从而调节寒冷信号传导和蛋白表达，增强植物抗寒性。

通过氨基酸序列比较发现，这四个 PeCBF 基因具有同一个保守结构域，包含了一个 AP2 结

构域，以及 DSAW 的保守序列和羧基末端的 LWSY 保守序列。这个保守结构域是 CBF 所180 

特有的特征序列，说明 PeCBF 基因属于 DREB 亚家族 A1 组成员，而进化树分析也证明了

这一点。研究发现四个PeCBF基因都不具有信号肽，同时 PeCBF蛋白跨膜预测发现 PeCBF4a

和PeCBF4b蛋白可能存在 2个跨膜结构域，而PeCBF4c蛋白可能不存在跨膜结构域，PeCBF2



 http://www.paper.edu.cn 

- 8 - 

中国科技论文在线

蛋白可能存在一个由内向外的跨膜结构域，四个 PeCBF 亚细胞定位都定位在细胞核中。在

将拟南芥、玉米等多个物种的 DREB 基因与胡杨 PeCBF 进行进化分析，发现 PeCBF 基因属185 

于 DREB 亚家族 A1 组成员，同时 PeCBF4a 和 PeCBF4b 与 AtDREB1B、AtDREB1A 和

AtDREB1C 具有较高同源性，PeCBF4c 和 PeCBF2 与拟南芥中的 AtDREB1E、AtDREB1F

之间也具有很高的同源性，它们可能具有相同的基因功能。 

低温胁迫下 PeCBFs 基因的表达，在 6 h 或 9h 后达到高峰，而低温 15 min 即可诱导

AtCBF1～3 基因的表达，2h 后达到表达高峰，随后下降，但在前 24h 均高于室温下植株中190 

的表达量[13]，说明 CBF 基因家族成员在不同种类植物中表达动力学特征不同。PeCBF4a 和

PeCBF4b 在冷胁迫下强烈表达，调节植物抗冷，而 AtDREB1B、AtDREB1A 和 AtDREB1C 在

冷胁迫下强烈表达，发挥着重要的调节作用，说明 PeCBF4a 和 PeCBF4b 是调节植物抗冷的

重要的转录因子。另外 PeCBF4c 和 PeCBF2 在冷胁迫下进行少量的表达，可能也参与调控

冷响应基因。通过四个 PeCBF 的基因克隆和进化分析、表达分析，探索胡杨 CBF 基因的调195 

控抗逆的机制，进一步有助于胡杨抗逆机制研究。 
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