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生长素反应因子ZmARF1的表达
分析及互作网络探究
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摘 要：以抗旱型玉米自交系郑 36和弱抗旱型玉米自交系B73为试验材料，利用克隆、qRT-PCR、亚细胞定

位、互作蛋白预测等手段验证ZmARF1(GRMZM2G702026)对干旱胁迫的响应模式及初步探究ZmARF1基因的互作

网络。克隆及测序分析表明，该基因含有1个2 034 bp的开放阅读框，翻译677个氨基酸。蛋白分析表明，该蛋白无

跨膜域，属于高亲水性蛋白，亚细胞定位于细胞核。潜在磷酸化位点分析显示，ZmARF1蛋白含有潜在的丝氨酸、苏

氨酸和酪氨酸磷酸化位点数目分别为39、16、6个。复合进化树、功能域和保守motif分析表明，该基因蛋白与其他物

种同源性较高，说明不同物种该基因在功能上较保守。ZmARF1属于组成型表达基因，受干旱胁迫的正向诱导，且

郑36基因表达量上升幅度大于B73。预测的互作功能蛋白主要通过调节激素应答基因的表达、参与激素介导的信

号等途径，来调控植物对逆境的胁迫应答和生长发育等过程。
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Abstract: Drought-resistant Zheng 36 and weak drought-resistant B73 were used as experimental materials.

Cloning and sequencing analysis indicated that the gene contained a 2034 bp open reading frame and translated 677
amino acids. Protein analysis showed that the protein has no transmembrane domain and belongs to a highly hydro⁃
philic protein. The subcellular localization is located in the nucleus. Analysis of potential phosphorylation sites re⁃
vealed that the ZmARF1 protein contains 39, 16, and 6 potential serine, threonine, and tyrosine phosphorylation
sites, respectively. The composite phylogenetic tree, functional domain and conserved motif analysis indicated that
the homologous gene was highly homologous to other species, indicating that the gene is functionally conserved in
different species. ZmARF1 is a constitutively expressed gene, which is positively induced by drought stress, and the
expression level of Zheng 36 gene is increased more than B73. The predicted interaction function proteins mainly
regulate the stress response and growth and development of plants under stress by regulating hormone response gene
expression and participating in hormone-mediated signaling.
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生长素是最早发现的一类植物激素，调节或影

响植物不同的生理水平如根的发生、向性运动和顶

端优势等，亦可促进细胞扩大、分裂和分化等。近几

年，更多的学者关注其在分子水平上调控基因特异

性表达的机制[1，2]。生长素响应因子(Auxin response
factor，ARF)正是这样的一类在接受上游传来的信号
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后，特异性的与下游生长素响应基因中的生长素响

应元件 (auxin response elements，AuxRE)TGTCTC结
合，抑制或激活这些基因的表达，进而调控植物的生

长发育。

目前，已从水稻、拟南芥、苹果、大麦、玉米等植

物中发现ARF类基因，但在动物和微生物中尚未有

发现，说明 ARF类基因或许是植物特有的 [5]。自

1997年第 1个ARF基因 ARF1被鉴定以来，已有众

多的 ARF基因从植物中分离出来 [6]。研究表明，

ARF蛋白的分子量在70～130 KD之间，含有3个保

守的结构域，分别称为N末端B3 DNA结合结构域

(DBD)，可直接结合下游基因启动子的AuxREs；中间

区域(Auxin-resp)结构具有激活或抑制活性，具有激

活或抑制转录因子活性的功能；作为C末端二聚化

结构域(CTD)，也就是AUX/IAA结构，可调节ARFs
与 AuxREs的结合从而调控生长素影响基因的表

达[7～9]。

目前，在高粱、拟南芥、水稻、黄瓜、苹果、杨树和

玉米中分别发现 26、23、25、18、29、39、31个ARF成
员[10～13]。拟南芥中，AtARF3参与花器官的发育[14]；At⁃

ARF5作为生长素反应的转录激活因子，在维管组织

形成和发育中起作用[15]；AtARF2参与调节乙烯和生

长素调节下胚轴的信号通路[16]。水稻中，OsARF1对

营养器官和生殖器官的发育都起着重要作用[17]。辣

椒中，CaARF19在高盐胁迫下表达量呈下调趋势，

相反CaARF9和CaARF3随着处理时间的增加表达

量呈上升趋势，受高盐胁迫的正向诱导[18]。坚果转

录组测序表明，有 11个 ARFs基因响应旱或盐胁

迫[19]。对激素胁迫的玉米转录组测序发现，7个ARF
类基因受到生长素胁迫后表达量显著上升[13]。

ARFs类基因研究多集中在生物信息分析家族

结构域、进化、组织表达、转录组测序层面和植物的

器官发育相关研究上，对ARF基因在非生物胁迫时

的功能报道甚少，尤其是玉米上对ARF基因的非生

物胁迫下表达模式及响应机制几乎没有实验性的报

道。本研究利用克隆、qRT-PCR、亚细胞定位、互作

蛋白预测等手段验证ZmARF1(GRMZM2G702026)对
干旱胁迫的响应模式及初步探究ZmARF1基因的互

作网络，为进一步研究ARF类基因在玉米逆境胁迫

和生长发育中的作用提供参考，亦为挖掘抗旱相关

分子资源进而培育抗旱品种奠定基础。

1 材料与方法

1.1 供试材料

以河南省农业科学院粮食作物研究所提供的自

选系郑36(抗旱型)和常用系B73(弱抗旱型)为试验材

料。取大田正常生长的B73的主根、次根、成熟叶、

雄穗、雌穗、胚和花粉作为时空表达的样品。温室内

B73和郑 36植株生长条件为，30℃光照培养 16 h、
26℃暗培养 16 h，相对湿度为 30%～50%；当B73和
郑 36长至 3叶 1心时，对长势一致的玉米苗进行处

理，分别为CK(Hoagland营养液)、PEG处理(Hoagland
营养液+20% PEG)，在胁迫8 h时取每个处理材料的

叶片，3株相同部位混在一起为 1个样品，每个部位

共取3个样品，且样品迅速放入液氮，存于-80°超低

温冰箱。

1.2 总RNA提取及 cDNA的合成和 qRT-PCR定

量及数据分析

利用 EasyPure RNA Purification Kit提取郑36和
B73的总 RNA，根据 TansScrip One-Step gDNA Re⁃
moval and cDNA Synthesis试剂盒所提供的程序进行

反转录，合成cDNA。
根据基因序列设计特异荧光引物 (ZmARF1-

RTF：GGTCATATGGAACAGCTTGA 和 ZmARF1-
RTR：TGGTGGGCTCACTTTGCT)，退火温度为 58℃，

扩增片段为 196 bp。以玉米 18S为内参，设计引物

18S1:5'- CCTGCGGCTTAATTGACTC- 3'；18S2:5'-
GTTAGCAGGCTGAGGTCTGG- 3'。利用 CFX96 实

时荧光定量 PCR 仪(Bio-Rad, USA)，参考SYBR Pre⁃
mix Ex TaqTM(TaKaRa，Japan)试剂盒说明书，采用两

步法进行Real-time PCR：95℃预变性30 s；95℃变性

15 s，60℃变性 30 s，共进行 40个循环。采用上述引

物和方法，以反转录的不同部位和旱胁迫处理的

cDNA为模板进行荧光定量。根据 2- △ △ Ct(△CT=
CT 目标基因-CT 内参基因，△△CT=△CT 处理后-△CT 对照)法进

行数据处理。

1.3 ZmARF1转录因子cDNA克隆

用 BLAST 在 线 工 具 搜 索 ZmARF1

(GRMZM2G702026)基因序列,设计特异扩增引物

(ZmARF1- F：5'- ATGGCGGAGGCCGGCGT- 3' 和
ZmARF1-R：5'-TCAGTCCTTATCAGCAGCA-3')，扩
增产物连接 PMD18-T并转化大肠杆菌DH5α感受

态，挑选阳性单克隆在北京华大测序，并利用NCBI
数据库比对测序结果。

1.4 ZmARF1转录因子生物信息分析

使用 EXPASY中的 protparam在线对该基因氨

基酸序列等电点(PI)、蛋白分子量(MW)等属性计算；

分别利用 ProtScale、TMHMM Server V和 SOPMA分

析ZmARF1的蛋白疏水性、蛋白的跨膜结构和蛋白

的二级结构，ExPASy网站的NetPhoS预测蛋白序列



的磷酸化位点；利用 MEGA 软件中的NJ 法构建该

蛋白与其他物种同源蛋白的系统发育树；使用meme
在线分析工具对该基因的蛋白保守基序(motif)分
析，基序的最大数目设置为 8；利用 STRING在线工

具预测ZmARF1的互作基因。

1.5 ZmARF1的亚细胞定位

用引物ZmARF1-83-GFP-F：5'-CTAGACTAG⁃
TATGGCGGAGGCCGGCGT-3'和ZmARF1-83-GFP-
R：5'- TTGGCGCGCCCAGTCCTTATCAGCAGCA- 3'
(画线部分为分别为 SpeI 和 AscI 酶切位点)扩增

ZmARF1，经SpeI和AscI双酶切ZmARF1和过表达载

体 pMDC83后用 T4-DNA连接酶连接，转化并进行

测序验证。采用热激法将正确的重组质粒转至农杆

菌EHA105感受态细胞中，含阳性克隆的农杆菌重

悬液采用注射法浸染4～6叶期的本氏烟叶片，48 h
后将注射孔部位的叶片表皮组织倒置于共聚焦荧光

显微镜，观察本氏烟表皮细胞内绿色荧光蛋白表达

情况。

2 结果与分析

2.1 ZmARF1克隆和蛋白结构分析

利用 RT-PCR 技术扩增 GRMZM2G702026 基

因，分离得到大小为2 000 bp左右的特异条带，测序

结果显示，序列包含1个完整的2 034 bp的开放阅读

框(图 1)，翻译 677个氨基酸，与B73序列一致，暂时

命名为ZmARF1。蛋白结构分析，ZmARF1相对分子

质量为 75.14 KDa，理论等电点为 6.30，亲水性系数

(GRAVY)为-2.867，属于高亲水性蛋白。PHD跨膜

螺旋区预测结果显示，该蛋白无跨膜结构域。PROF
预测显示，无规则卷曲(L)为 70.75%，β折叠结构(E)
为20.24%，α螺旋结构(H)为9.01%，该蛋白结构主要

以无规则卷曲为主。NetPhoS分析显示，该基因蛋

白有39个丝氨酸位点、16个苏氨酸位点和6个酪氨

酸位点。

注：M为Trans5K DNA Marker；泳道1为ZmARF1 PCR扩增产物。

Note: M is Trans5K DNA Marker; lane 1 is Zm RF1 PCR amplification
product.

图1 ZmARF1基因的cDNA电泳图

Fig.1 Electrophoresis result of the ZmARF1 cDNA

2.2 ZmARF1的系统进化及保守结构功能域分析

注：Pahal.A02141.1为胡桃木；Pavir.Aa01676.1为柳枝稷；Seita.1G195500.1为谷子；Sobic.004G178500.1为高粱；LOC_Os02g35140.1为水

稻；Bradi3g45880.3 为二穗短柄草；GSMUA_Achr6T29070.001 为芭蕉；AT1G59750.4 为拟南芥；Glyma.12G164100.1 为大豆；

Potri.004G228800.1为杨树。B3为 DNA binding domain；ＡRＦ为Auxin response factor；AUX/IAA为AUX/IAA family。
Note: Pahal.A02141.1, walnut; Pavir.Aa01676.1, switchgrass; Seita.1G195500.1, millet; Sobic.004G178500.1, sorghum; LOC_Os02g35140.1,

rice; Bradi3g45880.3, two ear brachypodium ; GSMUA_Achr6T29070.001, plantain; AT1G59750.4, Arabidopsis; Glyma.12G164100.1, soy⁃
bean; Potri.004G228800.1, poplar. B3, DNA binding domain; ARF, Auxin response factor; AUX/IAA, AUX/IAA family.

图2 ZmARF1与其他物种的进化树及保守结构功能结构域

Fig.2 The phylogenetic tree and conserved functional structure domains of the ZmARF1 and other species

 

 

图 2 
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进化树分析发现，ZmARF1与其他几个物种的

同源性均比较高，其中，与胡桃木、高粱和柳枝稷进

化关系最为紧密。PFAM分析，玉米ARF及其他物

种同源的ARF的保守结构域，发现几个物种均含有

3个保守的结构域，N末端B3 DNA结合结构域，中

间区域Auxin-resp结构域；C末端AUX/IAA结构域，

说明 ARF基因在进化中这些结构域是极为保守

的。为了进一步分析ZmARF1及其他同源物种基因

的保守性，利用MEME软件，鉴定了 8个(从左至右

为motif 1～motif 8)保守基序。由图 2可知，玉米及

其他几个同源物种的 ARF蛋白序列高度保守，

ZmARF1基因与高粱和胡桃木进化关系最为紧密，

其三者保守基序所在氨基酸位置一致，说明或许不

同物种间进化树遗传距离越近其motif相似度越高

(除了柳枝稷)。
2.3 ZmARF1基因组织表达模式分析

为了进一步了解ZmARF1基因的表达模式，利

用 qRT-PCR分析该基因在不同组织的表达情况

(图 3)，结果显示，该基因在主根、次根、茎、成熟叶、

雌穗、雄穗、胚和花粉中均有表达，ZmARF1基因在

胚和生殖器官 (雌穗、雄穗)表达量较高，表明

ZmARF1属于组成型表达基因，但不同部位表达存

在一定的差异，说明ZmARF1基因在植物生长发育

中发挥重要的作用。

注：R、SR、S、L、F、T、E和P分别代表玉米的主根、次根、茎、成熟叶、雌穗、雄穗、胚和花粉。

Note: R, SR, S, L, F, T, E and P represent the main root, secondary root, stem, mature leaf, female ear, Tassel, embryo and pollen of maize, respectively.
图3 ZmARF1基因组织表达模式

Fig.3 Expression pattern of ZmARF1 gene in different organs of maize
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2.4 ZmARF1基因对旱胁迫的响应分析

为了研究 ZmARF1基因对干旱胁迫的响应模

式，对 3叶期抗旱型玉米自交系郑 36和弱抗旱型

B73进行 20%PEG模拟干旱胁迫。图 4定量结果分

析发现，ZmARF1基因响应PEG胁迫，且在两个材料

中都是上调表达。进一步分析发现，胁迫后该基因

在抗旱型郑36中表达量升高幅度大于弱抗旱型B73，
说明该基因在干旱胁迫下可能发挥重要的作用。

 

 

图 4 
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注：Z36为郑36；CK代表正常水分；D代表干旱胁迫。

Note: Z36 is Zheng 36; CK stands for normal water; D stands for drought stress.
图4 ZmARF1基因响应旱胁迫诱导表达模式

Fig.4 Expression pattern of ZmARF1 gene in response to PEG



2.6 ZmARF1基因的互作蛋白网络预测

2.5 ZmARF1基因的定位分析

构建好的 ZmARF1-pMDC83-GFP载体用农杆

菌法瞬时转化烟草叶片(图5)，通过激光显微镜观察

发现，对照载体pMDC83-GFP在烟草的细胞膜和细

胞质核中均有表达，含有ZmARF1-pMDC83-GFP的
融合表达载体主要在细胞核中发出绿色荧光信号，

说明该基因定位于细胞核中。

图5 ZmARF1基因在烟草中的细胞定位

Fig.5 Cellular localization of ZmARF1 gene in tobacco

表1 ZmARF1功能互作蛋白预测

Table 1 functional interaction protein predictio of ZmARF1 genen

ID

GRMZM2G138268
GRMZM2G087955
GRMZM2G050550
GRMZM2G142768
GRMZM2G479834
GRMZM2G163848
GRMZM2G037368
GRMZM2G077356

注：“+”代表存在该结构域。

Note: + indicated the existence of this domain.

基因描述

Description

Auxin-responsive protein
Transcription factor MYB44
MYB-Related transcription factor
Auxin-responsive protein
Auxin-responsive protein
Auxin-responsive protein
Auxin-responsive protein
Auxin-responsive protein

蛋白结构域

Protein domain
AUX/IAA

+

+
+
+
+
+

PB1
+

+
+
+
+
+

Myb

+
+

Homeobox

+
+

Protein size
(aa)

271
285
345
294
347
486
269
228

互作系数

Interaction
coefficient

0.781
0.767
0.767
0.756
0.733
0.733
0.733
0.713

为了进一步探究ZmARF1基因可能存在的网络

作用机制，利用STRING在线软件预测ZmARF1互作

基因。表 1结果表明，与ZmARF1基因互作的蛋白

有两大类，一类为生长素响应蛋白，另一类为MYB
转录因子。InterPro分析这两类蛋白，生长素响应蛋

白包含AUX/IAA和PB1蛋白结构域，MYB转录因子

包含Myb和Homeobox结构域。这些结构域参与调

节激素应答基因表达、参与激素介导的信号等途径，

说明ZmARF1可能与这些互作基因构成一张互作网

络，协同参与调控植物对逆境的胁迫应答和生长发

育等过程。
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3 结论与讨论

本研究利用克隆技术分离到 1个位于第 5染色

体的生长素响应因子ZmARF1，该基因无跨膜结构

域，蛋白以无规则卷曲为主，分子量为 75.14 KDa。
蛋白含有潜在的丝氨酸、苏氨酸和酪氨酸磷酸化位

点数目分别为 39、16、6个，说明该蛋白可能被丝氨

酸、苏氨酸和酪氨酸蛋白激酶激活，从而调控下游响

应基因的表达，参与植物的生长发育、信号传导及逆

境过程。蛋白含有B3 DNA结合结构域、Auxin-resp
结构域和AUX/IAA结构域。ZmARF1复合进化树、

结构域和保守motif分析发现，该类基因在进化过程

中极度保守，与高粱进化关系较紧密，与高粱家族分

析鉴定结果一致。单子叶植物和双子叶植物中鉴定

的ARF基因数目相差甚小，也说明了ARF类基因在

进化上比较保守[20]。

本研究中ZmARF1基因在主根、次根、茎、成熟

叶、雌穗、雄穗、胚和花粉中均有表达，属于组成型表

达基因，但是在不同组织的表达存在差异，ZmARF1

基因的表达模式与甘蓝[21]、拟南芥、水稻、杨树和玉

米等转录组结果较相似，推测植物ARF基因家族的

表达模式较一致，但基因之间也存在差异性，需要进

一步试验验证。JcARF16基因在根中表达量最高，

在坚果的根形成中发挥作用。OsARF1转基因表明，

OsARF1对营养器官和种子发育至关重要 [22]。本研

究中，ZmARF1基因在胚中表达量最高，其次是生殖

器官，说明不同的作物基因表达模式存在一定的差

异，ZmARF1参与调控胚的发育和种子的形成。

已有研究初步报道，ARF转录因子能够调控种

子发育、器官分化、激素信号传导、维持逆境胁迫环

境下正常生长，甘蓝的BoARF8和BoARF17基因可

促进甘蓝花器官成熟以及逆境胁迫环境中维持甘蓝

在的正常生长发育。甘蓝BoARF6和BoARF9基因

与拟南芥的AtARF11基因同源，参与激素信号传导

途径，促进植物侧根发育 [23，24]。玉米中转录组测序

表明，7个ARF类基因受到生长素胁迫后表达量显

著上升。坚果转录组测序表明，有 11个ARFs基因

响应旱或盐胁迫。本研究结果发现，ZmARF1响应

旱胁迫，受旱胁迫的正向诱导，且胁迫后其表达量在

抗旱型郑 36 中上升幅度大于弱抗型 B73，说明

ZmARF1基因可能通过某种途径进行正向的抗旱

作用。

植物的大多数功能不是某一个特定的基因所起

的作用，是一些基因协同完成。本研究利用

STRING 在线软件预测 ZmARF1 互作基因，发现

ZmARF1基因互作的蛋白有两大类，其中，C末端

AUX/IAA蛋白属于核蛋白，其降解是生长素信号转

导通路中必不可少的一环节，当生长素浓度低时，

ARFs与AuxREs结合形成同源或异源二聚体，从而

调节生长素响应基因的表达[25]。AUX/IAA家族基因

编码的蛋白质均为亲水性蛋白，研究表明，蛋白质的

高亲水性使植物即使受到干旱胁迫，蛋白质也能够

代替细胞中的水分子，从而抵御干旱胁迫对植物造

成的损伤[26]。本研究中ZmARF1蛋白属于高亲水性

蛋白，说明ZmARF1基因的抗旱能力或许是与此类

基因互作共同缓解干旱胁迫给植物带来的伤害；

PB1结构域是一种由 80个左右氨基酸残基组成的

功能性结构域，它存在于许多信号转导蛋白中，主要

参与丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated protein
kinase，MAPK)信号通路和细胞核因子kB(NF-kB)信
号通路；Homeobox结构域中的亮氨酸拉链蛋白含有

ABA反应元件，是种子和营养组织中ABA信号传导

的重要参与者，是非生物胁迫(干旱、盐、冷)响应的

关键过程 [27]。以上结果表明，ZmARF1与这些互作

基因构成一张互作网络，协同参与调控植物对逆境

的胁迫应答和生长发育等过程。
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