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玉米热激蛋白ZmHSP70-12基因
的克隆及表达分析
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摘 要：热激蛋白70(HSP70)是原核和真核细胞中普遍存在的一种高度保守的分子伴侣。从玉米中克隆1个
HSP70家族成员。该基因 cDNA序列全长为1 992 bp，开放阅读框为2 352 bp，编码663个氨基酸，蛋白质分子量

约 75.0 kD。蛋白结构预测及同源比对分析表明，该基因编码蛋白含ATPase位点和HSP70保守结构域，与拟南芥

AtHSP70-12序列高度相似，命名为ZmHSP70-12。蛋白亚细胞定位显示，ZmHSP70-12蛋白在内质网中表达。实时

荧光定量PCR分析表明，ZmHSP70-12对非生物胁迫高温、干旱均具有明显的应答反应，推测ZmHSP70-12是玉米

中与胁迫逆境相关的基因。
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Abstract: Heat shock protein 70(HSP70s) are found extensively in prokaryotic and eukaryotic and one of the
most conserved molecular chaperones. In this study, a member of the HSP70 family was isolated from maize. Its full-
length coding sequence was 1 992 bp, and its open reading frame is 2 352 bp. The encoded protein with molecular
weight is about 75.0 kD. Through protein structure prediction and homologous alignment analysis, the gene encodes
a protein containing ATPase site and HSP70 conserved domain. It is highly similar to Arabidopsis thaliana AtH⁃

SP70-12 sequence, so it is named ZmHSP70-12. Subcellular localization analysis showed that the ZmHSP70-12
protein was expressed in the endoplasmic reticulum. Real-time quantitative PCR analysis revealed ZmHSP70-12

has an obvious response to abiotic stress, such as high temperature and drought. Therefore, it speculates that ZmH⁃
SP70-12 is a stress-related gene in maize stress.
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热激蛋白(HSP)又称热休克蛋白，遍布于植物、

动物、微生物，是调节蛋白质分子的折叠、定位、积累

和降解的分子伴侣，并赋予多重环境耐受性的作用。
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根据它们的分子量，将 HSP分为 HSP100、HSP90、
HSP70、HSP60、sHSPs[1]以及 HSP40 或 DnaJ 家族 [2]。

HSP70在细胞内普遍存在，被认为是最高度保守的

HSPs，并且广泛参与了植物逆境胁迫及代谢调节，

所以鉴定和分析植物中HSP70具有潜在的重要价

值[3]。

HSP70s是ATP依赖的分子伴侣，HSP70s由3个
结构域组成，N端ATPase域(NDB)、底物结合结构域

(SBD)和C端“盖”子结构(C)。ATP结合在NDB结构

域中，HSP70底物结合结构域的盖子打开并允许底

物结合，通过各种共伴侣催化，ATP被水解成ADP，



导致 SBD盖子的闭合，将底物捕获在底物结合袋

中，ATP置换出ADP，并释放结合的底物，开始新的

循环[4]。按照表达情况可分为组成型的HSC70(heat
shock cognate protein 70)和诱导性的 HSP70 两大

类[5]，前者在所有细胞内都有表达，后者在热刺激或

其他胁迫下迅速增强表达。根据HSP70的定位情

况可分为四亚类，细胞质定位、内质网定位、线粒体

定位、质体定位[6]。

HSP70的表达显著增加后可提高植物对环境胁

迫的耐受能力，拟南芥中胞质定位的HSC70-1蛋白

的过量表达可以提高耐热性和高盐度 [7]。拟南芥

Athsp70-1/4，Athsp70-2/4/5突变体对高温、低温、高

盐、渗透胁迫等非生物胁迫敏感，单一基因的突变体

并不敏感，说明胞质定位的HSP70响应多种非生物

胁迫且功能冗余[8]。在烟草中，HSP70的过量表达，

增强烟草脱水的耐受性 [9]。菊花 CgHSP70[10]、芍药

PlHSP70[11]在拟南芥中表达增强对非生物胁迫的耐

受性，从而保护植物免受总体损伤；在大肠杆菌中过

表达高粱 SbHSP70-1 赋予其热耐受性，也说明

SbHSP70-1参与生物胁迫反应。拟南芥AtHSP70-15

的缺陷导致其热处理下死亡率显著增加 [12]，AtH⁃

SP70-16的突变导致 22℃下结实率显著降低，在

27℃时表现更严重[13]，表明拟南芥HSP70s在正常生

长和热反应过程中起着至关重要的作用。由此可见

HSP70在非生物胁迫中的重要性。

玉米(Zea mays)作为世界上重要的农作物，生长

周期内受到多种非生物胁迫，干旱是最为严重的逆

境，关于玉米HSP70家族成员响应干旱逆境的功能

研究少有报道[14～16]。实验室前期通过分析鉴定玉米

HSP70家族成员，得到41个玉米热激蛋白HSP70基

因。本研究克隆其中 1个成员，经同源进化分析及

氨基酸序列分析，命名为ZmHSP70-12，分析该成员

的亚细胞定位和在各个组织中及胁迫条件下的表达

模式，进一步鉴定玉米HSP70基因的功能，为培养

玉米抗逆新品种提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 试验材料

玉米材料为已经测序的自交系B73。将B73玉
米种植到混合土(营养土∶蛭石1∶1～1∶2)中，室温控

制在 25℃/15℃(昼/夜)，光照时间为 16 h/8 h(昼/夜)。
根据玉米基因组数据库 (http://www.maizegdb.org/)、
NCBI数据库(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)及Gramene
(http://www.gramene.org/)数据所公布的ZmHSP70-12

(GRMZM2G114793_P01)的 cDNA 序列，利用 DNA⁃
MAN设计引物(表1)。

表1 引物名称及序列

Table 1 Primer sequences used in this study
引物名称

Primer name
ZmHSP70-12-GFP-F
ZmHSP70-12-GFP-R
ZmHSP70-12qRT-F
ZmHSP70-12qRT-R

引物序列

Primers sequence(5’-3’)
GCTCTAGAATGGATCGGGCTCGCGGAT
GGACTAGTCAGCTCGTCGTGGTCGTC
GCGCAGTATGACCAAGGACT
CAAACAGTTACTACGCTCAGC

用 途

Purpose
亚细胞定位

亚细胞定位

Real-time PCR
Real-time PCR

采用TRIzol法提取玉米RNA，反转录 cDNA，选

用 TaKaRa PrimeSTAR HS DNA Polymerase with GC
Buffer进行基因CDS区全长扩增，正向引物末端加

入Xba I酶切位点，反向引物末端加入Spe I。反应体

系为 50 μL，cDNA 1 μL、2 ×PrimeSTAR GC Buffer
(Mg2 + plus) 25 μL、dNTP Mixture(2.5 mmol/L) 4 μL、
ZmHSP70-12-GFP-F(10 μmol/L) 1.5 μL、ZmHSP70-
12-GFP-R(10 μmol/L) 1.5 μL、PrimeSTAR HS DNA
Polymerase(2.5 U/μL) 1 μL、ddH2O 16 μL。反应程序

为 98℃变性 10 s，68℃退火 2 min，30个循环，4℃保

存备用。PCR扩增产物经 1%的琼脂糖凝胶电泳检

测，胶回收后连接至 pEASY-blunt simple载体上，经

双酶切与测序验证序列准确性，命名为 pEASY-T-

ZmHSP70-12-GFP。
1.2 系统发育关系与氨基酸保守域分析

从Gramene数据库中提取ZmHSP70-12基因的

氨基酸序列，利用网站 InterProScan (http://www.ebi.
ac.uk/interpro/)和 PROSITE(https://prosite.expasy.org/)
进行信号肽、保守结构域和基序的预测[17]；通过NC⁃
BI Blastp(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 对比

同源序列，利用ClustalX 2.1软件进行蛋白质多序列

比对。利用Mega 5.0软件Neighbor-Joining算法构

建系统进化树，Bootstrap值为1 000。
1.3 ZmHSP70-12的亚细胞定位分析
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将 pEASY-T-ZmHSP70-12-GFP与亚细胞定位

表达载体 pSuper1300::GFP分别经Xba I与Spe I双酶

切后，回收目的基因片段与载体线性片段，利用Ta⁃
kara Solution I连接酶，16℃连接1 h。将连接的载体

转化至农杆菌GV3101。采用已经报道的内质网定

位的HDEL-RFP作为marker基因与目的基因共注

烟草，正常培养40～48 h后，采用OLYMPUS FV1000
荧光扫描共聚焦显微镜进行共定位观察。

1.4 非生物胁迫条件下的表达模式分析

当幼苗培养至两叶一心时期，选取生长整齐一

致的植株分别做胁迫处理，模拟高温胁迫，将玉米幼

苗置于42℃环境中高温胁迫处理0、2、4、6 h取样；模

拟脱水胁迫，玉米整株幼苗从土中取出，洗净，用吸

水纸吸干水分，置于干净滤纸上，在相同的温室环境

内处理，0、0.5、1、3、6 h后，根、茎、叶分别取样。每

个时间点分别从 3株幼苗上取材，剪取叶、茎、根迅

速置于液氮中，-80℃保存。

以UBQ作为内参基因，设计目的基因的特异性

引物，将反转录所得 cDNA稀释至浓度为100 μg/μL
作为扩增模板。使用 Fast Super EvaGreen® qPCR
Master Mix(US EVERBRIGHT INC)在 RocheLightCy⁃

cler® 96仪器进行 real-time PCR。20 μL反应体系：

Fast Super EvaGreen® qPCR Master Mix 10 μL、
ZmHSP70-12RT-F 1 μL、ZmHSP70-12RT-R 1 μL、
cDNA 1 μL、ddH2O 7 μL。

按以下条件进行扩增：95℃预变性 2 min；95℃
变性 5 s，55℃退火 5 s，72℃延伸 25 s，45个循环。3
次重复，反应结束后按照2-ΔΔCT法进行试验数据的计

算，分析出基因的相对表达量。

2 结果与分析

2.1 ZmHSP70-12的基因克隆与构建

以玉米的总RNA反转录成 cDNA为模板，利用

含有两种限制性核酸内切酶Xba I和Spe I位点的引

物对基因进行扩增，通过琼脂糖凝胶电泳得到

2 000 bp 左 右 的 片 段 ( 图 1)，与 所 查 询 的

GRMZM2G114793_P01目的基因的CDS区的大小相

似，测序正确后，得到克隆载体，并命名 pEASY-T-

ZmHSP70- 12-GFP。将 pEASY- T- ZmHSP70- 12-

GFP进行Xba I和 Spe I双酶切得到与预期片段大小

一致。

注：A表示ZmHSP70-12的扩增，M表示DL2000；B表示双酶切 pEASY-T-ZmHSP70-12-GFP验证，M表示DL15000；1表示质粒，2表示双

酶切质粒。

Note: A, Amplification of ZmHSP70-12; B, Restriction enzyme digestion of pEASY-T-ZmHSP70-12-GFP; M means DL15000; 1 means plas⁃
mid, 2 means double digested plasmid.

图1 ZmHSP70-12基因的扩增

Fig.1 Amplification of ZmHSP70-12 by PCR
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2.2 基因氨基酸序列及同源性分析

由图 2-A序列分析表明，ZmHSP70-12蛋白含

有两个功能结构域，NDB结构域通过接头与SDB互

连。保守的HSP70特征家族基序 1(IDLGTTYS，38-
45aa)，2(VFDLGGGTFDVSIL，226- 239aa) 和 3(IV⁃

LVGGSTRIPKVQQ，363- 377aa)，同时肌动蛋白类

ATP/GTP 结合位点 (AEAYLGKK，161- 168aa)也在

ZmHSP70-1序列内发现[17]；预计该蛋白质被定位在

内质网中，其位于664-667aa的HDEL基序为内质网

HSP70的特征(图2)。



通对 ZmHSP70-12的氨基酸序列在NCBI数据

库中进行Blastp比对发现，水稻、高粱、二穗短柄草、

谷子、大豆等有相似的氨基酸序列，利用Clustal X和

MEGA 5.0进行系统进化分析(图 3)，结果表明在多

种物种中均有同源基因存在，ZmHSP70-12尤其与

单子叶植物高粱、谷子同源相似性高。

注：A表示ZmHSP70-12的域结构；颜色与B中的编码序列相对应；B表示ZmHSP70-12的氨基酸序列，保守的HSP70家族基序和HDEL
基序以粗体和下划线显示，连接N-末端ATP酶结构域和C-末端底物结合结构域的接头以品红色着色。

Note: A, Domain structure of ZmHSP70-12; color coding corresponding to the sequence; B, The amino acid sequence of ZmHSP70-12, the con⁃
served HSP70 family motif and the HDEL motif are shown in bold and underlined, the linker connecting the N-terminal ATPase domain
and the C-terminal substrate binding domain with magenta.

图2 ZmHSP70-12氨基酸序列分析

Fig.2 Amino acid sequence analysis of ZmHSP70-12

图3 ZmHSP70-12与几种植物BiP蛋白的同源进化关系

Fig.3 Phylogenetic analysis of ZmHSP70-12 and other selected plant BiP proteins

2.3 亚细胞定位

将该基因编码的蛋白在 Softberry(http://www.
softberry.com/berry.phtml)，WoLFPSORT (http://wolf⁃
psort.org/)网站进行亚细胞定位预测，结果显示为内

质网定位。为了确定ZmHSP70-12蛋白是否定位在

内质网，将去终止子目的基因与亚细胞定位载体

pSuper1300::GFP相连接，构建 Super promoter 启动

子驱动下的亚细胞定位载体，转化GV3010农杆菌，

与内质网定位表达载体HDEL-RFP共注射烟草叶

片，48 h后在共聚焦显微镜下观察目的基因的表达
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情况(图 4)，以 pSuper1300::GFP为对照的烟草细胞

中，可见在细胞核和细胞质中均有明亮的绿色分布；

注射 pSuper1300::ZmHSP70-12-GFP的可见绿色位

于细胞的边缘以及细胞核的周围，细胞内也能看到

带有绿色荧光的丝状结构，初步推断 pSuper1300::

ZmHSP70-12-GFP的融合蛋白在内质网表达。为

了进一步印证这一推测，用内质网定位的红色荧光

蛋白表达载体HDEL-RFP作为对照，发现当两种荧

光叠加后，呈现出黄色荧光，证明ZmHSP70-12蛋白

定位在内质网，这与生物信息预测的结果相一致。

注：A表示对照组Super1300::GFP；B表示试验组Super1300::ZmHSP70-12-GFP。
Note: A, Super1300::GFP as control; B, Super1300::ZmHSP70-12-GFP as experimental group
图4 玉米Super1300::ZmHSP70-12-GFP融合蛋白在烟草中的亚细胞定位

Fig.4 Subcellular localization of maize Super1300::ZmHSP70-12-GFP fusion protein in tobacco cells
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2.4 基因在非生物胁迫条件下的表达分析

检测正常条件下两叶一心期的玉米幼苗各组织

中ZmHSP70-12基因表达量，RT-qPCR检测结果显

示，在茎中的表达量最高，根中的表达量次之，叶片

中表达量最低(图5)。
将幼苗分别在高温(42℃)和脱水条件下处理不

同时间，分别提取各时间点叶片的RNA反转录成

cDNA，通过RT-qPCR检测各时间点目的基因的表

达量。在高温 2 h时，ZmHSP70-12表达量明显增

高，受高温诱导的高表达状态一直持续到 6 h；干旱

处理条件下，ZmHSP70-12在 0.5 h时表达量明显

增高。

注：A表示各组织的表达分析；B表示热激条件下的表达分析；C表示脱水条件下的表达分析。

Note: A, Expression analysis in different tissues; B, Expression analysis under heat shock conditions; C, Expression analysis under dehydration stress.
图5 RT-qPCR检测ZmHSP70-12在不同胁迫下的表达

Fig.5 RT-qPCR analysis of ZmHSP70-12 expression in different abiotic stress
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3 结论与讨论

内质网定位的HSP70又称免疫球蛋白结合蛋

白(BiP)，是内质网腔中最丰富的分子伴侣之一 [18]。

BiP蛋白除含有NDB域和 SDB域外，并且其末端有

内质网定位的特殊氨基酸序列(HDEL)，其中SDB域

结合到新生的疏水表面蛋白质并通过ATP依赖性

机制保护它们免受聚集[18]。本研究中通过蛋白结构

域、进化树分析及亚细胞定位结果表明，ZmHSP70-
12蛋白可能属于内质网定位的BiP蛋白。BiP基因

在植物组织和植物发育过程中高度表达，具有高细

胞分泌活性，能使细胞快速分裂[19]。已有研究证明，

拟南芥BiP在雌配子体发育过程中作用于极性核的

融合[20]，当水稻OsBiP1的表达受到严重抑制时不仅

改变了种子表型和胚乳细胞的细胞内结构，而且还

降低了种子贮藏蛋白质含量，淀粉积累和谷粒重

量[21]。当折叠错误的蛋白质在内质网中积累时，折

叠压力和折叠承受力之间的平衡被打破，导致内质

网应激[22]。Yang[23]发现，OsBiP基因过表达减轻由高

温诱导的内质网应激，从而减少细胞自噬。大豆

GmBiP蛋白在烟草中的过表达通过防止内源性氧化

应激并赋予植物生长期间对水分亏缺的耐受性，并

且在大豆中观察到类似的结果[24]。Wang[25]等人研究

发现，CaBiP1的沉默降低了胡椒对内质网应激和环

境胁迫的耐受性，CaBiP1在拟南芥中的过表达增强

了对非生物胁迫的耐受性。由于ZmHSP70-12基因

的表达水平在脱水和高温条件下有所增加，推测该

基因在非生物胁迫下可能发挥非常重要的作用，同

时也可能参与了内质网应激的反应过程。

在进化过程中，植物已经开发出 1种综合机制

来减轻不利环境条件引起内质网应激，其中一个重

要的方式是上调内质网分子伴侣的转录以提高蛋白

质折叠的能力[26]。由于分子伴侣在介导其他蛋白质

的正确组装时，其本身不是功能结构的最终形态[27]，

所以HSP70在行使功能时需要依赖HSP70系统，该

系统由 3种类型典型的伴侣组成，即 ATP调节的

HSP70(DnaK)、不依赖ATP的辅助伴侣HSP40(DnaJ)
和核苷酸交换因子(NEF)。在胁迫情况下，底物和

HSP70之间的相互作用是由HSP40的 J结构域介导

的 [28]。HSP40s在伴侣介导的蛋白质折叠的早期阶

段过程中，将底物识别并递送至HSP70，然后刺激

HSP70的 ATPase活性，使 ATP分解成 ADP，HSP70
与底物相互作用[29]，NEF促进ADP的释放，并使ATP
的重新结合，伴随NEF的解离，完成交换反应。BiPs
和DnaJ蛋白之间存在不同的亲和力。Masaru[30]等人

通过共免疫沉淀试验证明，水稻OsP58A、OsP58B和

OsERdj3B优先与OsBiP1相互作用，而OsERdj3A优

先与OsBiP5相互作用。另外，番茄HSP70的表达受

到热激转录因子(Hsfs)的调控，正常条件下HSP70与
Hsfs 结合，当受到胁迫时，HSP70 与 Hsfs 分离，

HSP70发挥其功能，同时Hsfs与Hsfs转录元件(HSE)
结合，启动 HSP70基因的大量转录并大量合成蛋

白[31]。

本文通过实时定量RT-qPCR检测表明，正常条

件下茎中的表达量最高，42℃高温胁迫 2 h时，表达

量明显最高；在干旱诱导 0.5 h时表达量最大，研究

结果为进一步鉴定玉米HSP70基因功能，并培养玉

米抗逆新品种提供理论基础。
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