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摘 要：非生物逆境如盐渍、干旱等严重影响植物的生长发育, 越来越多的证据表明染色质重塑参与植物响应逆境胁迫，并在

该过程中起到重要作用。 研究逆境胁迫下植物体内的染色质重塑因子基因表达及信号传导网络调控机制对于阐明植物的逆境响

应反 应 及培 育 耐 逆 性 作 物 具 有 重 要 的 理 论 和 现 实 意 义。 对 拟 南 芥 SWI/SNF 染 色 质 重 塑 复 合 体 亚 基 AtBRAHMA （AtBRM）和

AtSWI3C 进行初步研究发现，AtBRM 和 AtSWI3C 均含有核定位信号，AtBRM 蛋白具有 SNF2_N 结构域， 为 ATPase 亚基； 同时，
AtBRM 还含有维持蛋白与组蛋白相互作用的 BROMO 结构域和维持蛋白蛋白间作用的 QLQ 结构域， 而 AtSWI3C 则含有与 DNA
binding 的相关结构域；二者的启动子区域均包含与 ABA 调控和非生物逆境胁迫相关的顺式作用元件。
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Abstract: Environmental stresses, such as high salinity, drought and cold affect plant growth. Recent studies have indicated that
chromatin remodeling is involved in the regulation of gene expression in plant stress responses. Identifying the key chromatin remodeling
factors and signaling networks are indispensable for understanding the transcriptional regulatory network of the stress responses.
AtBRAHMA（AtBRM）and AtSWI3C are two subunits of the SWI/SNF chromatin remodeling complex. It was found that both AtBRM and
AtSWI3C in Arabidopsis thaliana have nuclear localization signal （NLS）. AtBRM protein had SNF2_N, BROMO and QLQ conserved
motif. BROMO mediate histone-protein interactions and QLQ mediate protein- protein interactions. AtSWI3C had SWIRM and SANT
domains that interacted with both DNA and protein. Promoter analysis indicated that both AtBRM and AtSWI3C promoters contain ABA-
response elements (ABRE) and other cis-acting elements essential for stress responses.
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染色质重塑复合体依靠水解 ATP 产生的能量改变染

色质结构，从而参与基因表达调控[1]。 研究表明，染色质重

塑复合体参与植物多种生理过程，如转录的激活和抑制、
DNA 的甲基化、DNA 修复以及细胞周期维持等 [2-3]。 染色

质重塑复合体由多个亚基组成， 其 ATP 酶活性亚基较为

保守，因此，根据该亚基的特性和其他结构域的特异性，
可将染色质重塑复合体分为 SWI/SNF 复合体、ISW 复合

体、CHD 复合体和 IN80 复合体[4-6]。 虽然在植物中尚未纯

化分离得到完整的染色质重塑复合体， 但很多研究和植

物染色质数据库生物信息分析表明植物中也存在各种各

样的染色质重塑复合体。 染色质重塑复合体参与植物响

应 逆 境 胁 迫 的 研 究 目 前 还 很 缺 乏 ， 仅 有 证 据 表 明 与

AtBRAHMA 同 属 于 SNF2 型 ATP 酶 的 AtCHR12 和

PICKLE (PKL)分别参与到植物响应盐胁迫和外源脱落酸

（ABA）反应中 [7-8]，SWI3 家族另一个成员 AtSWI3B 参与到

响应 ABA 胁迫的基因表达调控 [9]。 拟南芥中 SWI/SNF 染

色质重塑复合体家族成员 AtBRM 与 AtSWI3C 相互作用，
参与植物根的发育和开花基因的调控以及抑制种子储存

蛋白和成熟基因在叶中的表达 [10-11]。但 AtBRM/AtSWI3C 复

合体参与植物抗逆反应的研究到目前为止还是空白。本研

究 从 拟 南 芥 基 因 组 中 克 隆 得 到 AtBRM （6 582 bp）和

AtSWI3C（2 424 bp）基因，构建相应的载体，并对其序列进

行生物信息学分析。由于对基因的生物信息学分析能够对

预测和了解基因及其编码蛋白的部分特性，对蛋白的氨基

酸序列特征和保守结构域分析可以初步了解蛋白功能，对

基因启动子分析可以了解基因的表达模式，蛋白亚细胞定

位对其行使染色质重塑功能具有重要意义。因此本研究对

AtBRM 和 AtSWI3C 进行启动子分析和蛋白定位分析等初

步分析， 以期对染色质重塑因子 AtBRM和 AtSWI3C基因
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图 2 AtBRM 和 AtSWI3C 蛋白保守结构域

功能有初步的了解， 为阐述染色质重塑因子 AtBRM 和

AtSWI3C 参与植物非生物逆境胁迫机制奠定基础。

1 材料与方法

1.1 试验材料

植物材料拟南芥野生型（Col-0）由华南植物园植物表

观遗传学课题组保存。 AtBRM 和 AtSWI3C 的基因序列和

所 编 码 的 蛋 白 序 列 于 拟 南 芥 网 站 TAIR （http://www.
arabidopsis.org/） 获 得 ，AtBRM 位 点 号 为 AT2G46020，
AtSWI3C 位点号为 AT1G21700； 启动子区域为转录起始

位点上游序列。
主 要 试 剂 总 RNA 提 取 试 剂 Trizo 购 自 Invitrogen 公

司、Trizol 伴侣购自北京天恩泽基因科技有限公司、 反转

录 试 剂 盒 RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit 购

自 Fermentas 公司、高效高保真 PCR 扩增 PrimeSTAR HS
DNA polymerase 购自 TaKaRa 公司。
1.2 试验方法

1.2.1 拟南芥 cDNA文库的构建 拟南芥野生型（Col-0）
灭菌后播种于 MS 培养基，4℃春化 3 d 后置于温室培养，
培养条件为 21℃，16 h 光照 8 h 黑暗的昼夜节律， 光照强

度为 80~120 μmol/m·s。 取 2~3 周左右的拟南芥野生型幼

苗组织样品，用液氮研成粉末，加入 Trizol 试剂，振荡混匀

后充分裂解细胞。 加入氯仿剧烈震荡 20 s，12 000 r/m 离

心 15 min 后取上清液， 按 Trizol 伴侣试剂盒步骤纯化得

到拟南芥的总 RNA。 以拟南芥的总 RNA 为模板， 采用

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit 反 转 录 合 成 第

一条链 cDNA，合成方法如下：将 9 μL 的 RNA 和 1 μL 的

Oligo dT 混合，70℃反应 10 min 后立即冰浴 2 min。依次加

入 4 μL 5×M-MLV Buffer、2 μL dNTP mixture（10 mmol/L）、
0.5 μL RNase Inhibitor （20 U/μL）、1 μL Reverse
Transcriptase M -MLV （RNase H - ） （200 U/μL）、2.5 μL
DEPC ddH2O， 轻柔混匀离心后，42℃反应 90 min，72℃反

应 10 min。 反应结束后，取出 PCR 管，加水溶解即为所需

cDNA。
1.2.2 AtBRM 和 AtSWI3C 基因的克隆 以 1.2.1 合成的

cDNA 为 模 板 ， 根 据 拟 南 芥 网 站 TAIR 查 询 到 的 已 知

AtBRM 和 AtSWI3C 基因序列，设计全长引物，采用高效高

保 真 PCR 扩 增 PrimeSTAR HS DNA polymerase 通 过

PCR 扩增出 AtBRM 和 AtSWI3C cDNA。
1.2.3 氨基酸序列特性分析 通过 ExPASy（expertprotein
analysis system） 在 线 蛋 白 特 性 预 测 工 具 ProtParam tool
（http://web.expasy.org/protparam/）对 AtBRM 和 AtSWI3C 的

蛋白氨基酸序列特性进行预测。
1.2.4 蛋白保守结构域预测 基于序列比对，对蛋白结构

域进行预测， 结构域的不同组合使蛋白质具有不同的三

级结构并具有不同的功能。 利用 Pfam（http://pfam.janelia.
org/search/sequence）、SMART （http://smart.embl -heidelberg.
de/） 和 CDD（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.
shtml）在线工具，并结合文献对 AtBRM 和 AtSWI3C 蛋白

进行保守结构域分析。

1.2.5 亚细胞定位 亚 细 胞 定 位 预 测 通 过 TAIR（http://
www.arabidopsis.org）、Plant-mPLoc（http://www.csbio.sjtu.edu.
cn/bioinf/Cell -PLoc -2/）、WoLF PSORT Prediction （http://
wolfpsort.org/） 数据库进行分析， 核定位信号通过 PSORT
Ⅱ（http://psort.hgc.jp/）进行预测，核输出信号通过 NetNES
（http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNES/）进行预测。
1.2.6 启动子分析 对 AtBRM 和 AtSWI3C 基因启动子

序列进行启动子顺式作用元件分析， 通过 PLACE（http://
www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html）进行预测。
1.2.7 基因表达预测分析 通过在线预测工具Arabidopsis
eFP Browser （http://bbc.botany.utoronto.ca/efp/cgi -bin/
efpWeb.cgi） 对 AtBRM 和 AtSWI3C 基因在不同发育阶段

的表达变化进行预测。

2 结果与分析

2.1 AtBRM 和 AtSWI3C 基因的克隆

以野生型拟南芥的 cDNA 作为模板进行 PCR 扩增，
得 到 与 目 的 片 段 大 小 相 同 的 AtBRM 和 AtSWI3C cDNA
的扩增片段（图 1）。

2.2 AtBRM 和 AtSWI3C 蛋白的理化性质预测

研究结果表明， AtBRM 蛋白含有 2 193 个氨基酸，
分 子 量 245 469 ku， 理 论 等 电 点 为 8.95， 分 子 式 为

C10564H16962N3212O3375S78；AtSWI3C 蛋白含有 807 个氨基酸，分

子 量 为 88 250 ku， 理 论 等 电 点 为 5.15， 分 子 式 为

C3799H5984N1118O1240S34。AtBRM 和 AtSWI3C 蛋白亲水性平均数

分别为-0.809 和-0.573，说明其均为疏水蛋白。
2.3 AtBRM 和 AtSWI3C 蛋白保守结构域分析

通 过 Pfam、SMART、CDD 等 数 据 库 的 分 析 ， 利 用

DOG2.0 工具画出 AtBRM 和 AtSWI3C 蛋白保守结构域图

（图 2）。 AtBRM 蛋白含有 Snf2 蛋白家族的保守的 ATPase
结构域，该结构域包含 SNF2_N(DExx)和 HELICc 两个 部

分，两个部分之间有一个短的插入，该结构域具有 ATP 结

合位点和水解 ATP 催化中心，是 AtBRM 蛋白行使 ATPase
功能的最重要的结构域。 AtBRM 蛋白的 N 端还有 QLQ 和

DomianⅡ，QLQ 是一个保守的由谷氨酰胺-亮氨酸-谷氨

酰胺组成的模块， 该结构域为维持蛋白与蛋白之间的相

M：DL5 000 DNA marker
图 1 AtBRM 和 AtSWI3C 基因的扩增片段

p
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图 4 AtSWI3C 基因启动子分析图 3 AtBRM 基因启动子分析

定位软件

TAIR
Plant-mPLoc
DANBAIZ
NLS score
NetNES

细胞核

叶绿体（9.0）
1782-2177 aa

细胞溶质

细胞核（5.0）
Bipartite NLS at 706 aa

内质网（3.0）
12-23 aa
415-V

细胞核（2.5）
0.40
417-L

表 1 AtBRM 和 AtSWI3C 蛋白亚细胞定位预测

AtBRM AtSWI3C

3.10

细胞核 细胞核

互 作 用 所 必 需 。 AtBRM 蛋 白 在 C 端 含 有 一 个 独 特 的

BROMO 结构域， 该结构域是与组蛋白赖氨酸-乙酰化结

合相关 [12]，说明 AtBRM 蛋白可能通过与组蛋白乙酰化赖

氨酸结合，而 AT-hook 是一个 DNA-binding 结构域，该蛋

白结构域因锚定 DNA 腺嘌呤-胸腺嘧啶（AT）富集的 DNA
小沟得名[13]。

AtSWI3C 蛋白含 有 SWIRM、SANT、Leucine zipper 结

构域（图 2）。 SWIRM 结构域形成一个螺旋-转弯-螺旋

（HTH）结构，该结构域与 DAN-binding 有关 [14-15]；SANT 是

Myb-like DNA-binding 结构域具有与 DNA 结合活性 [16]，

亮氨酸拉链 （Leucine zipper） 结构域通常出现在与 DNA
结合蛋白如转录因子中，同样与 DNA 结合相关[17]。 该结果

说明 AtSWI3C 蛋白在 SWI/SNF2 复合体中扮演调节复合

体与 DNA 相互作用的角色。
2.4 AtBRM 和 AtSWI3C 蛋白亚细胞定位

利用不同亚细胞定位软件对 AtBRM 和 AtSWI3C 的

亚细胞定位进行预测，结果见表 1。由表 1 可知，AtBRM 和

AtSWI3C 蛋白均定位于细胞核， 二者都包含有核定位信

号，这与 AtBRM 和 AtSWI3C 蛋白参与染色质重塑的功能

是相一致的。

2.5 AtBRM 和 AtSWI3C 基因启动子分析

通 过 TAIR 的 SeqViewer Nucleotide View 工 具 查 找

到 AtBRM 和 AtSWI3C 基因上游序列， 可以发现 AtBRM
和 AtSWI3C 基因的启动子区域都较短， 与相邻的编码蛋

白基因距离较近，且二者翻译方向相反，因此推测 AtBRM
和AtSWI3C 基 因 可 能 与 相 邻 的 其 他 基 因 共 用 一 个 启 动

子。 PLACE 预测结果显示 AtBRM 基因启动子含有 ABRE
顺式作用元件(图 3)，ABRE 元件是响应脱落酸（ABA）的

重要元件， 许多响应非生物逆境相关基因的启动子区都

含有 ABRE 顺式元件[18-19]。 AtBRM 基因启动子还具有MYB
类元件和 MYC 元件(图 3)，MYB 类和 MYC 类转录因子与

MYB/MYC 元件结合，参与植物对逆境胁迫反应的调控[20]。
同时 AtBRM 基因启动子还有 DRE 元件， 该元件在干旱、
高盐和低温逆境胁迫下与 DREB 类转录因子结合调节基

因表达变化， 且 ABRE 元件可与 DRE 元件相互作用参与

到植物 ABA 依赖的响应干旱和高盐胁迫反应中[21]。 此外

AtBRM 基因启动子还有赤霉素(GA)、植物生长素（auxin）
反应相关的元件(图 3)。 这些结果表明 AtBRM 基因可能受

到 ABA、高盐、低温等逆境胁迫的诱导，参与到植物响应

逆境胁迫防御反应中。
AtSWI3C 基 因 启 动 子 区 也 含 有 MYC 相 关 元 件 和

CBF 元件(图 4)。 CBF 元件与 DRE 转录因子结合参与植物

对逆境胁迫反应的调控， 尤其参与响应低温诱导反应机

制[22-23]。 特别的是 AtSWI3C 基因启动子区还具有 bZIP bi-
nding core 区域，bZIP 类转录因子可以与 ABREs 顺式作

用元件结合，调控下游基因表达提高植物抗盐 [24]。 此外，
AtSWI3C 基因启动子还具有 GT-1 元件及 Organ-specific
元件。 GT-1 元件存在许多光调控基因的启动子区域[25]，而

Organ-specific 元件与基因在根特异表达相关[26]。
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2.6 基因表达电子谱分析

从通过 Arabidopsis eFP Browser 数据库得到的两种

基因的电子表达谱 （图 5） 可以看出，AtBRM 和 AtSWI3C

基因在发育阶段具有相似表达趋势， 在各个组织中均有

表达， 但在种子中 AtBRM 和 AtSWI3C 基因表达量最高，
而营养器官叶片中表达量比较低。

3 结论与讨论

近期的研究表明， 染色质重塑机制参与植物逆境反

应并发挥重要作用。 SNF2 重塑因子家族的成员 AtCHR12
基因在植物响应干旱胁迫， 调节暂时性生长阻滞中起到

重要的作用，PICKLE (PKL)属于 CHD3 家族 ATP 依赖染

色质重塑因子，PICKLE 在种子萌发过程中响应外界 ABA
胁迫反应中， 通过改变 ABI3 和 ABI5 启动子区染色质状

态 变 化 来 抑 制 ABI3 和 ABI5 的 表 达。 染 色 质 重 塑 因 子

AtBRM 和 AtSWI3C 是 SWI/SNF 重塑复合体的催化 中 心

亚基，目前尚无关于 AtBRM/AtSWI3C 复合体参与植物抗

逆反应的报道。
本研究采用 RT-PCR 方法得到拟南芥染色质重塑因

子 AtBRM（6 582 bp）和 AtSWI3C 的 cDNA（2 424 bp）。 初

步生物信息学分析表明，AtBRM 蛋白含有 SNF2_N 结构

域，是 SWI/SNF 染色质重塑复合体的 ATPase 亚基，含有

维持蛋白和组蛋白相互作用的 BROMO 结构域，维持蛋白

蛋 白 互 作 的 QLQ 结 构 域；AtSWI3C 含 有 与 DNA binding
相关结构域，AtBRM 和 AtSWI3C 相互作用构成 SWI/SNF
复合体的作用中心。 启动子分析发现，AtBRM 和 AtSWI3C
的启动子区域包含有与 ABA 调控和盐胁迫相关的顺式作

用元件。 ABRE 元件是应答 ABA 的一种主要的顺式作用

元件，ABRE 元件与 bZIP-型 ABRE 结合蛋白能够结合调

节 ABA 依赖基因的表达 [20,24]，转录因子 AtMYC 和 AtMYB
可以与启动子区的 MYC 和 MYB 元件结合协调调节 ABA
依赖基因的表达 [20]。 根据上述结果，初步推测 AtBRM 和

AtSWI3C 基因参与到植物生长阶段响应逆境胁迫和 ABA
胁迫反应中。

图 5 不同发育时期 AtBRM 和 AtSWI3C 基因的表达电子谱

基因

基因
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本研究为表观遗传参与植物适应与抵御逆境胁迫的

机制研究奠定基础， 对阐明植物响应抵御与耐受逆境的

信号转导通路和基因调控网络， 以及探索提高作物非生

物逆境抗性、 品种选育与作物栽培方式改进提供理论基

础和现实意义。
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