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茶树光敏色素互作因子CsPIF3a的克隆及其与光温逆境
的响应
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摘 要 ： 【目的】PIFs （phytochrome interacting factors） 是光敏色素介导光温信号中的核心成员。研究茶树 （Camellia sinensis

（L.）  O. Kuntze） PIF3的功能，为利用光信号途径避免或缓解逆境对茶树造成的危害提供重要的理论指导。【方法】利用同源克隆

方法从茶树中克隆CsPIF3a，并对其进行生物信息学分析，利用实时荧光定量PCR （real-time quantitative PCR, RT-qPCR） 分析其在

不同组织及不同光温处理的表达差异，同时，利用烟草瞬时表达和酵母双杂技术观察其蛋白定位和转录活性。【结果】CsPIF3a开

放阅读框长度为2 163 bp，编码720个氨基酸，蛋白分子相对质量为76.97 kD，理论等电点为5.70，具有亲水性；系统发育树分析表

明，CsPIF3a 与毛花猕猴桃 （Actinidia eriantha Bentham.） 关系最近；CsPIF3a 蛋白含有 1 个 bHLH 结构域、1 个 APB 结构域和 1 个

APA 结构域；二级结构中含 α-螺旋 18.17%、β-折叠结构 6.80%、β-转角 1.53%、无规则卷曲 73.51%，此外，还含无序化区域

46.87%；CsPIF3a蛋白被定位于细胞核中，并具有转录活性。RT-qPCR分析表明，CsPIF3a在老叶和茎中表达水平较高，响应温度

胁迫表达，且表达量与光照强度相关。【结论】CsPIF3a位于细胞核中，具有转录活性。CsPIF3a响应温度胁迫，表达量与光照强度

有关。

关键词 ： CsPIF3a ； 基因克隆 ； 生物信息学分析 ； 亚细胞定位 ； 转录活性 ； 表达分析
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Cloning of Phytochrome Interaction Factor CsPIF3a and Its Response 
to Light and Temperature Stress in Camellia sinensis
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Abstract: 【Objective】 PIFs (Phytochrome interacting factors) are the core components in the photopigment-mediated photothermal 

signaling pathway. Studying the function of PIF3 in tea plant (Camellia sinensis (L.) O. Kuntze) provides important theoretical guidance for 
alleviate light signaling pathways to avoid or mitigate the harm caused by adverse conditions.【Method】The CsPIF3a gene was cloned from 
tea plants through homology cloning and subsequently analyzed using bioinformatics tools. Expression patterns of CsPIF3a across various 
tissues and under different light and temperature conditions were assessed using real-time quantitative PCR (RT-qPCR). Additionally, tobacco 
transient expression assays and yeast two-hybrid assays were conducted to determine the protein localization and transcriptional activity of 
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CsPIF3a.【Result】The open reading frame (ORF) of CsPIF3a was 2 163 bp in length, encoding a protein of 720 amino acids. The predicted 
molecular mass of the encoded protein was 76.97 kD. The theoretical isoelectric point was 5.70, having hydrophilic properties. The 
phylogenetic tree analysis showed that CsPIF3a was closely related to Actinidia eriantha Bentham. and contained a basic helix-loop-helix 
(bHLH) domain, an active phytochrome binding (APB) domain, and an APA domain. The secondary structure analysis of CsPIF3a revealed that 
it comprised 18.17% α-helix, 6.80% β-sheet, 1.53% β-turn, and 73.51% random coil, with 46.87% of the regions being disordered. Subcellular 
localization assays demonstrated that CsPIF3a was localized in the nucleus and presented transcriptional activity. Reverse transcription 
quantitative PCR (RT-qPCR) analysis indicated that CsPIF3a was predominantly expressed in the old leaves and stems of tea plants. 
Additionally, its expression was found to be responsive to temperature stress and correlated with light intensity. 【Conclusion】 CsPIF3a is 
localized in the nucleus and exhibits transcriptional activity. In response to temperature stress, the expression level of CsPIF3a gene was 
related to light intensity.

Key words: CsPIF3a; gene cloning; bioinformatics analysis; subcellular localization; transcriptional activity; expression analysis

温度控制植物生长发育、分布和季节性行为，

整个植物的生命周期均受环境温度的影响［1］。光作

为自然界中影响生长发育最重要的环境因素之一，

不仅为植物提供光合作用的能量，而且作为一种重

要的环境信号参与调控植物的生长发育和逆境抗

性［2］。温度和光照作为紧密联系的重要环境因子，

共同调控植物的生长和发育过程。

茶树 （Camellia sinensis （L.） O. Kuntze） 是一种

喜温怕寒的经济型叶用常绿植物，主要种植于热带

和亚热带地区［3］。经分析和鉴定，茶叶中含有 500
多种对人体有益的化学成分，如茶多酚、茶多糖、

茶色素、蛋白质、氨基酸、碳水化合物和矿物质等，

对人体都有很好的营养价值和药理作用，是一种集

营养和保健于一体的天然饮料。茶树在生长发育过

程中，不可避免地遭受低温、干旱或热害等非生物

胁迫，严重影响茶叶的产量和品质。研究茶树在温

度逆境下对光信号的响应，解析光强对茶树抗性的

调控机制具有重要的科学意义。

光敏色素 （phytochrome, Phy） 是一类红光/远红

光受体，在植物体内以 2 种较稳定的状态存在，即

红光吸收型 Pr 和远红光吸收型 Pfr。PIFs 因子或称

PILs 因 子 （phytochrome interacting factor-like） 是 能

与光敏色素 Pfr 相互作用的一类 bHLH 转录因子，是

光敏色素 （Phy） 的主要信号传导伙伴，在 Phy 介导

的光信号转导中起关键作用，能够整合环境信号和

植物内部信号，驱动下游形态发生和抵御逆境。PIF
不仅可调控种子萌发、生物节律、激素信号、糖代

谢等生理过程，还可以通过植物体内各种激素途径，

如油菜素内酯 （brassinosteroid, BR）、脱落酸 （ab⁃

scisic acid, ABA）、赤霉素 （gibberellin, GA）、生长

素 （auxin, IAA） 和乙烯 （ethylene, ETH） 等途径，

共同调节植物对逆境的响应［4-6］。目前，拟南芥中

已鉴定出 7 个 PIF 转录因子成员，包括 PIF1、PIF3、

PIF4、PIF5、PIF6、PIF7 和 PIF8［7］。PIFs 因子 N 端

相对保守的 APB 结构域 （active phytochrome-binding 
domain） 能与 PHYB 特异性互作，已知 PIF1 和 PIF3
能够与 PHYA 相互作用，且 PIF1 与 PHYA 的相互作

用能力比 PIF3 强［8-9］。此外，还在一些重要的农作

物中发现了一些 PIF 类转录因子家族成员［10-12］。

PIF3 是第一个被发现的 PIFs 家族成员，与 PHYA、

PHYB 的 活 化 形 式 Pfr 相 互 作 用 将 光 信 号 传 导 下

去［13-14］。PIF3 与 PHYB 的相互作用主要通过 APB 
domain 实现，至于 PIF3 与 PHYA 是如何相互作用的，

迄今仍不清楚［15］。有研究发现，PIF3 的 mRNA 积

累是不受光调控的，但它的蛋白是受光调控的。这

个蛋白在黑暗中比较稳定，在光照下很不稳定，在

红光条件下的半衰期大约只有 10‒15 min。进一步的

研究发现，在 PHYA 和 PHYB 介导的光信号通路中

的 PIF3 蛋白主要是通过 26S 蛋白酶介导，并快速被

多聚泛素化，随后被降解［9］。Jiang 等［16］ 研究表

明，PIF3 与 C-重复结合因子 （CBF） 启动子结合，

表达下调，可作为拟南芥耐冻性的负调控因子。

Zhang 等［17］ 通过全基因组学鉴定出茶树 CsPIF1、

CsPIF3a/3b、CsPIF7a/7b 和 CsPIF8a/8b。

目前，针对 PIFs 的研究主要集中在拟南芥、水

稻、玉米等作物中，虽然茶树已经开展了 PIF3 转录

因子的研究，但主要聚焦在 CsPIF3 参与叶绿素代谢

的转录调控［17］。关于 CsPIF3 的抗逆分子机理研究，
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仍不清楚。

本研究从茶树‘舒茶早’中克隆 CsPIF3a，通过

对其进行序列比对、理化性质、进化树、无序化、

二 级 结 构 预 测 、 三 级 结 构 等 生 物 信 息 分 析 ， 对

CsPIF3a 进行亚细胞定位和转录活性分析；运用荧光

定量 PCR 方法检测 CsPIF3a 在茶树对光温胁迫的响

应，为进一步深入研究茶树 CsPIF3a 转录因子在茶树

光温胁迫调控中的作用提供借鉴，为利用光信号途

径避免或缓解逆境对茶树造成的危害提供理论指导。

1　材料与方法

1.1　材料

材料为一年生无性系茶树品种‘舒茶早’，将其

置于 25℃ 12 h 白天/25℃ 12 h 黑夜、相对湿度 75%
的人工气候箱正常培养。

1.2　方法

1.2.1　总 RNA 提取和 CsPIF3a 的克隆　选取一年生

长势良好的幼苗，提取 RNA，并反转录 cDNA。从

茶树基因组 （http://tpia.teaplant.org/） 中获取 CsPIF3a
（TPIA 登录号：TEA033210）［18］。利用引物 CsPIF3a
（F： 5′-TCAGTAGTAGTTTTGTCGGCTCCTC-3′和 R：

5′-CCTTCTCTGATGACGAGTTTAGCAC-3′） 进行扩增。

回 收 纯 化 后 ， 与 pClone007 Versatile Simple Vector-
CsPIF3a 连接，转化大肠杆菌 DH5α，挑取单克隆进

行 PCR 菌落验证，并测序。

1.2.2　生物信息学分析　

（1） 茶 树 CsPIF3a 系 统 进 化 树 的 构 建 。 运 用

NCBI 进行蛋白序列比对，获得相似度较高的拟南

芥、毛花猕猴桃、红马银花等 14 个物种的蛋白序

列。利用 MEGA11 软件对 15 个物种的 PIF3 蛋白序列

进行多序列比对，利用邻近法 （neighbor-joining） 分

析，参数为系统默认值，构建系统进化树。

（2） 茶树 CsPIF3a 蛋白氨基酸序列比对。利用

DNAMAN软件对茶树和上述14个物种的同源PIF3蛋白

氨基酸序列进行多重比对，每行字母数设为150个，突

出显示同源性水平选择50%，其余参数为系统默认值。

（3） 茶树 CsPIF3a 蛋白氨基酸理化性质分析。利

用在线工具包 SMS （http://www.bio-soft.net/sms） 和

ProtParam tool （http://web.expasy.org/protparam） 分析

氨基酸的组成及理化性质。

（4） 茶树 CsPIF3a 蛋白固有无序化预测与分析。

利 用 FoldIndex 程 序 （https://fold. proteopedia. org/cgi-
bin/findex） 对茶树 CsPIF3a 氨基酸序列进行折叠的无

序化分析。

（5） 茶树 CsPIF3a 二级结构及三级结构预测。运

用SOPMA网站（https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_
automat.pl?page=npsa%20_sopma.html） 进行二级结

构预测，利用 Swiss-Model （http://www.Swissmodel.ex⁃
pasy.org） 构建蛋白质三级结构模型。

1.2.3　茶树 CsPIF3a 的亚细胞定位　根据 CsPIF3a 的

CDS 区设计引物 CsPIF3a-GFP （F：5′-AAGTCCGGAG
CTAGCTCTAGAATGCCTTTATCGGAGTTCTATAGAA
TG-3′和 R：5′-GGTCCTCGAGACGTCTCTAGAGTCAC
CACCTGGTACAATGTC-3′） 进行扩增，用限制性内

切 酶 Xba Ⅰ进 行 酶 切 ， 与 经 Xba Ⅰ酶 切 的 pCAM⁃
BIA1305-d35sGFP 载 体 连 接 ， 构 建 pCAMBIA1305-

d35sGFP-CsPIF3a 载体，转化农杆菌 GV3101，并用

10 mmol/L MgCl2 （含 100 μmol/L AS） 悬浮液重悬菌

液 OD600=0.6-0.8。选取长势良好的 4 周龄烟草进行

转化。暗培养 1 d 后，再正常培养 2 d，在激光共聚

焦显微镜下观察，并拍照。

1.2.4　茶树 CsPIF3a 的转录活性验证　根据 CsPIF3a
的 CDS 区设计引物 BD-CsPIF3a （F：5′-AGGACCTGC
ATATGGCCATGGATGCCTTTATCGGAGTTCTATAGAA
TG-3′和 R：5′-CCGGGAATTCGGCCTCCATGGTCAGT
CACCACCTGGTACAATGTC-3′） 进行扩增，并用限

制性内切酶 Nco Ⅰ进行酶切，回收纯化后，与经 Nco Ⅰ
酶切的 pGBKT7 载体连接，转化、测序，重组质粒

pGBKT7-CsPIF3a 构建成功。

根 据 茶 树 CsCBF3 开 放 阅 读 框 设 计 引 物 BD-

CsCBF3 （F：5′-AGGACCTGCATATGGCCATGGATGG
ATTTCAACAAAGAAATGAATGT-3′和 R：5′-CCGGG
AATTCGGCCTCCATGGTTAAATTGAGTAGCTCCAGAG
TGACAC-3′） 进行扩增，并用限制性内切酶 Nco Ⅰ进
行酶切，回收纯化后，与经 Nco Ⅰ酶切的 pGBKT7 载

体连接，转化、测序，重组质粒 pGBKT7-CsCBF3 构

建成功。

在酵母菌株 Y2H Gold 中转化 pGBKT7-CsPIF3a、

pGBKT7-CsCBF3 和 pGBKT7 载体质粒，之后，先在

单缺 （SD/-Trp） 培养基上涂板，28℃培养 3 d 后，

挑取酵母单菌落进行 PCR 检测。将检测正确的酵母
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菌再次于三缺 （SD/-Trp-His-Ade） 和添加显色剂的

SD/-Trp-His-Ade＋X-α-gal 培养基上进行筛选，观察

颜色变化，并记录拍照。

1.2.5　茶树 CsPIF3a 的实时荧光定量 PCR 检测　选

取一年生长势良好的幼苗，采集其芽、一叶、二叶、

老叶、根和茎。花是在当年秋季茶树开花后进行采

摘，进行不同组织中 CsPIF3a 的检测。

选取一年生长势良好的幼苗，进行 4℃低温和

38℃高温胁迫处理，以光照强度 250 μmol/（m2·s） 作

为强光处理，以光照强度 50 μmol/（m2·s） 作为弱光

处理。以处理 0 d 为对照，分别在处理 1、3、5 和 7 d
与 1、2、3、4 和 5 d 后取样，提取 RNA 并反转录

cDNA 进行扩增。

以GAPDH（JF：5′-TTGGCATCGTTGAGGGTCT-3′

和 JR：5′-CAGTGGGAACACGGAAAGC-3′） 作为不

同组织和低温处理的内参基因，以CsPTB （JF：5′-TG

ACCAAGCACACTCCACACTATCG-3′和 JR：5′-TGCCCC
CTTATCATCATCCACAA-3′） 作为高温处理的内参基

因，以CsPIF3a （JF：5′-ATGCCCAAAAGCCTGAAG-3′

和 JR： 5′-GGATCTACTATGTGCCCTATGA-3′） 进 行 实

时荧光定量，采用 2-∆∆CT方法计算相对表达量。

1.2.6　数据处理　使用 GraphPad Prism.v5.0. 和 IBM 
SPSS Statistics 23 进行作图、数据分析和显著性差异

分析，差异水平 P<0.05。

2　结果

2.1　茶树CsPIF3a的克隆

以茶树‘舒茶早’叶片的cDNA为模板，CsPIF3a-F
和 CsPIF3a-R 为引物进行扩增，获得一条约 2 000 bp
的条带，经测序，发现 CsPIF3a 开放阅读框长度为

2 163 bp，编码 720 个氨基酸 （图 1）。序列上传至

NCBI （https://www.ncbi.nlm.nih.gov/） 网站，与登录

号 XP_028108728.1 的序列一致。

2.2　茶树CsPIF3a蛋白氨基酸序列的比对

将 CsPIF3a 蛋白序列与拟南芥 （Arabidopsis thali⁃
ana）、毛花猕猴桃 （Actinidia eriantha Bentham.）、红

马银花 （Rhododendron vialii Delavay et Franch.）、狭

叶油菜 （Camellia lanceoleos）、君迁子 （Diospyros lo⁃
tus L.）、 葡 萄 （Vitis vinifera L.）、 橡 胶 树 （Hevea 
brasiliensis （Willd. ex A. Juss.）  Muell. Arg）、水蜜桃

（Prunus persica）、欧洲甜樱桃 （Cerasus avium （L.）  
Moench.）、 酸 枣 （Ziziphus jujuba Mill. var. spinosa 

（Bunge）  Hu ex H. F. Chow）、 夏 栎 （Quercus robur 
L.）、欧榛 （Corylus avellana L.）、杨梅 （Myrica ru⁃
bra （Lour.）  S. et Zucc.）、 胡 桃 （Juglans regia L.）
的 PIF3 蛋白氨基酸序列进行多重比对，结果显示

（图 2），CsPIF3a 蛋白序列与毛花猕猴桃的同源性最

1

121

241

361

481

601

721

841

961

1081

1201

1321

1441

1561

1681

1801

1921

2041

2161

图1　茶树CsPIF3a核苷酸序列与推测的氨基酸序列

Fig. 1　The nucleotide and amino acid sequences of CsPIF3a from tea plant

4



2025,41 （4） 班秋艳等 ： 茶树光敏色素互作因子 CsPIF3a 的克隆及其与光温逆境的响应

高，为 66.67%，与水蜜桃的同源性为 52.04%，与拟

南芥的同源性最低，为 26.72%，所有序列均含有

1 个 bHLH 结构域、1 个 APB 结构域和 1 个 APA 结

构域。

2.3　茶树CsPIF3a蛋白进化树分析

为了进一步探究茶树 CsPIF3a 蛋白与其他物种的

同源进化关系，将其与 14 个物种构建进化树。结果

显示 （图 3），CsPIF3a 与毛花猕猴桃、红马银花、狭

叶油菜和君迁子的进化树关系相近，与胡桃、杨梅、

拟南芥的进化树关系相对较远。

2.4　茶树CsPIF3a蛋白氨基酸的理化性质分析

通过对 CsPIF3a 蛋白组成成分和理化性质进行分

析。结果显示 （表 1），15 种植物的 PIF3 蛋白氨基酸

残基数为 524‒749，相对分子量为 56.99‒80.24 kD。

理论等电点 （pI） 为 5.64‒6.56。碱性氨基酸和酸性

氨基酸的平均含量约 11%，芳香族氨基酸和脂肪族

氨基酸平均含量分别为 4% 和 15%。各个物种之间的

理化性质相差不大，在蛋白质可溶性预测中，除狭

叶油菜、红马银花、拟南芥外，其余物种的主要平

均 疏 水 特 性 （grand average of hydropaticity） 均 在

-0.500 左右。

2.5　茶树CsPIF3a蛋白固有无序化预测与分析

氨基酸序列折叠的无序化分析显示 （图 4），茶

树 CsPIF3a 转录因子序列中存在 6 个无序化区域。无

序化区域含有氨基酸数为 352 个，无序化比例为

46.87%，CsPIF3a 无序化程度较为明显。

2.6　CsPIF3a二级结构及三级结构预测

蛋白质二级结构预测发现，CsPIF3a由18.17% α-

螺旋 （α-helix）、6.80% β-折叠 （β-turn）、1.53% β-转

角 （β-turn） 和 73.51% 无规则卷曲 （random coil） 组

图2　CsPIF3a蛋白与其他植物同源PIF3蛋白氨基酸序列比对

Fig. 2　Deduced amino acid sequence alignment between CsPIF3a and homologous PIF3 proteins of other plants
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成 （图 5-A）。利用 SWISS-MODEL 构建出的 CsPIF3a
三级结构，结果显示 （图 5-B），该蛋白主要由无规

卷曲、α-螺旋、β-折叠结构和 β-转角构成，与二级

结构预测结果大致相同。

胡桃胡桃               J. microcarpa                         J. microcarpa           

杨梅杨梅               M. rubra                                 M. rubra                   

欧榛欧榛                C. avellana                            C. avellana             

夏栎 夏栎              Q. robur                               Q. robur                  

酸枣 酸枣              Z. jujuba                              Z. jujuba                 

欧洲甜樱桃 欧洲甜樱桃 

            

PP. avium                  . avium                  

水蜜桃水蜜桃

                          

PP. persica                 . persica                 

橡胶树橡胶树            H. brasiliensis                     H. brasiliensis          

葡萄 葡萄 

                          

VV. vinifera               . vinifera               

君迁子君迁子             D. lotus                               D. lotus                   

狭叶油菜狭叶油菜          C. lanceoleosa                  C. lanceoleosa         

红马银花 红马银花        R. vialii                          R. vialii                   

毛花猕猴桃毛花猕猴桃 A. eriantha              A. eriantha              

茶树茶树              C. sinensis                           C. sinensis              

拟南芥拟南芥            A. thaliana                        A. thaliana             

  JmPIF3         JmPIF3         

MrPIF3         MrPIF3         

  
CaPIF3         CaPIF3         

  

QrPIF3         QrPIF3         

  

ZjPIF3          ZjPIF3          

PaPIF3     PaPIF3     

PpPIF3        PpPIF3        

HbPIF3        HbPIF3        

  

VvPIF3         VvPIF3         

  

DlPIF3         DlPIF3         

  

ClPIF3        ClPIF3        

RvPIF3       RvPIF3       

AePIF3     AePIF3     

CsPIF3a           CsPIF3a           

AtPIF3          AtPIF3          

XP_041007950.1XP_041007950.1

KABKAB11199165.1199165.1

XP_059456869.1XP_059456869.1

XP_050273354.1XP_050273354.1

XP_015874808.1XP_015874808.1

XP_021830447.1XP_021830447.1

XP_020422550.1XP_020422550.1

XP_058000598.1XP_058000598.1

XP_010659764.1XP_010659764.1

XP_052204847.1 XP_052204847.1 

 KAI8022635.1  KAI8022635.1 

XP_058191728.1XP_058191728.1

 XP_057494369.1 XP_057494369.1

XP_028108728.1XP_028108728.1

NP_001318964.1NP_001318964.1

图3　茶树CsPIF3a蛋白的进化树分析

Fig. 3　Phylogenetic tree analysis of tea plant CsPIF3a protein

表1　不同植物中CsPIF3a氨基酸组成成分及理化性质分析

Table 1　Composition and chemical characterization analysis of amino acids of CsPIF3a among the different plants

植物

Plant

茶树 C. sinensis

杨梅 M. rubra

胡桃 J. microcarpa

欧榛 C. avellana

夏栎 Q. robur

酸枣 Z. jujuba

水蜜桃 P. persica

欧洲甜樱桃 P. avium

橡胶树 H. brasiliensis

葡萄 V. vinifera

君迁子 D. lotus

狭叶油菜 C. lanceoleosa

红马银花 R. vialii

拟南芥 Arabidopsis 

thaliana

毛花猕猴桃 A. eriantha

GenBank 登录号

GenBank accession

XP_028108728.1
KAB1199165.1
XP_041007950.1
XP_059456869.1
XP_050273354.1
XP_015874808.1
XP_020422550.1
XP_021830447.1
XP_058000598.1
XP_010659764.1
XP_052204847.1
KAI8022635.1
XP_058191728.1
NP_001318964.1

XP_057494369.1

氨基酸数

Number 
of amino 
acids
721
739
738
744
749
729
729
728
745
709
721
627
700
524

723

相对分子量

Relative 
molecular 
weight/kD
76.96
78.80
78.93
79.75
80.23
77.78
78.19
78.16
79.20
75.86
76.31
68.01
75.50
56.99

77.24

理论等电点

Theoretical 
isoelectric 
point
5.70
6.46
5.98
6.05
6.05
5.64
5.67
5.77
5.73
6.30
5.97
5.64
5.94
6.11

6.56

碱性

氨基酸

Basic 
amino 
acids/%
11
13
12
12
11
11
11
11
11
12
11
11
12
13

12

酸性

氨基酸

Acidic 
amino 
acids/%
11
11
11
11
10
11
11
11
10
10
10
11
11
12

10

芳香族

氨基酸

Aromatic 
amino 
acid/%
3
4
4
3
4
4
4
4
4
4
4
4
5
5

4

脂肪族

氨基酸

Aliphatic 
amino 
acids/%
16
16
15
16
15
15
15
15
15
15
16
15
16
15

16

总平均疏水性

Total average 
hydrophobicity

-0.547
-0.506
-0.551
-0.502
-0.546
-0.553
-0.579
-0.584
-0.555
-0.598
-0.511
-0.636
-0.471
-0.728

-0.584
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2.7　CsPIF3a的亚细胞定位分析

为明确 CsPIF3a 蛋白在茶树细胞中发挥作用的位

置，利用烟草瞬时表达体系，激光共聚焦扫描显微

镜进行荧光成像。结果表明 （图 6），侵染 35s：：

eGFP 空载体的烟草细胞的绿色荧光信号均匀分布于

烟草细胞内细胞质和细胞膜内，无明确的定位。而

侵染 35s：：CsPIF3a-eGFP 融合标签载体的存在烟草

表皮的细胞核中。表明 CsPIF3a 蛋白定位于细胞核。

2.8　CsPIF3a转录活性的研究

如图 7 所示，含有 PGBKT7-CsPIF3a 和 PGBKT7-

CsCBF3（作为阳性对照）的酵母可以在单缺（SD/-Trp）
和三缺 （SD/-Trp-His-Ade） 培养基上很好地生长，

α-半乳糖苷酶具有活性。然而，携带空载 PGBKT7
的酵母 （作为阴性对照），缺少转录激活域 GAL4 
AD，不能在相同的培养基生长。表明 CsPIF3a 具有

转录活性的功能。

2.9　CsPIF3a在不同组织的表达分析

实时荧光定量 PCR 结果表明，CsPIF3a 在老叶

和茎中的表达量最高，在根中的表达量最低 （图 8）。

2.10　CsPIF3a在光温胁迫下的表达分析

运用实时荧光定量 PCR 分析‘舒茶早’在低温

图5　CsPIF3a二级结构（A）和三级结构（B）预测

Fig. 5　Prediction of secondary structure (A) and tertiary structure (B) of CsPIF3a

图4　茶树CsPIF3a折叠状态的分析

Fig. 4　Analysis of the folding state of CsPIF3a in tea plant

图6　CsPIF3a的亚细胞定位

Fig. 6　Subcellular localization of CsPIF3a
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弱光/强光、高温弱光/强光胁迫条件下 CsPIF3a 的表

达情况。结果表明，CsPIF3a 受低温诱导表达，低温

弱光的表达量明显高于低温强光的表达量 （图 9-A）。

CsPIF3a 在前 4 d，受高温弱光诱导表达；除第 3 天

外，CsPIF3a 受高温强光抑制表达，高温弱光的表达

量明显高于高温强光的表达量 （图 9-B）。

3　讨论

太阳给地球上的生物带来光明的同时也带来了

热量。在自然环境中，白天温度高，夜晚温度低，

因此，光照和温度作为紧密联系的重要环境因子，

共同调控植物的生长和发育过程［19］。茶树在生长

过程中面临着非常复杂的光温环境，光照过强或光

照过低，温度过高或温度过低等都会对茶树的生长

发育产生很大的影响。因此，研究和揭示茶树光、

温信号通路交叉互作的分子机制，有助于深入理解

茶树的环境适应性机理，并为提高茶树在温度胁迫

下的生存能力提供新策略。

光敏色素互作因子 PIFs （phytochrome-interacting 
factors） 作为一类可以与光敏色素蛋白相互作用的

bHLH 家族转录因子，是光信号响应过程中的关键负

调控因子。近年来，随着对 PIFs 研究的不断深入，

pGBKT7 CsCBF3 CsPIF3a

SD/-Trp-His-Ade

SD/-Trp

X-α-Gal

图7　酵母单杂交验证CsPIF3a的转录活性

Fig. 7　Transcriptional activity of CsPIF3a verified by yeast 
one hybrid
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图8　CsPIF3a在茶树不同组织中的表达分析

Fig. 8　Expression analysis of CsPIF3a gene in different 
tissues of tea plant
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图9　CsPIF3a在光温胁迫下的表达分析

Fig. 9　Expression analysis of CsPIF3a gene under light and 
temperature stress
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发现 PIFs 不仅广泛参与调控植物的生长发育，在植

物抵御逆境胁迫中也发挥重要的作用［20］。PIF3 是

该亚族中第一个被发现的成员，含有 PAS 结构域的

基本螺旋‒环‒螺旋蛋白，可以与 phyA 和 phyB 的非

光活性羧基末端片段结合，并在体内光敏色素信号

传导中起作用［21］。目前对 PIF3 的研究集中在拟南

芥等为主的模式植物上，在其他植物上的研究报道

较少。本文从茶树品种‘舒茶早’中克隆到 CsPIF3a
（TEA033210），该基因开放阅读框长度为 2 163 bp，

共编码 720 氨基酸；对 CsPIF3a 转录因子氨基酸组成

成分、理化性质的分析结果显示，CsPIF3a 属于亲水

性蛋白，二级、三级结构主要表现为无规卷曲、α-

螺旋、β-折叠结构和β-转角。CsPIF3a 系统进化树表

明茶树与毛花猕猴桃的进化树关系相近，与胡桃、

杨梅、拟南芥的进化树关系相对较远。保守结构域

分析表明，CsPIF3a 蛋白含有 1 个 bHLH 结构域、1 个

APB 结构域和 1 个 APA 结构域，属于 bHLH 转录因子

家族，这与油茶 CoPIF3 的结构相同［22］。有研究结

果表明，固有无序蛋白因为自身结构的特点，可在

植物受到逆境胁迫时快速反应，从而减少逆境对植

物的伤害［23］。CsPIF3a 蛋白的无序化比例较高，由

于 CsPIF3a 的表达响应温度胁迫且与光照强度有关，

因而推测 CsPIF3a 蛋白的无序化区域可能与‘舒茶

早’应对光温胁迫的相应调控过程有关。在番茄中，

当幼苗第一次暴露在阳光下时，PIF3 负调控植物在

黑暗中生长的原叶绿内酯的合成［24］。在持续红光下，

拟南芥中过表达 PIF3 株系的叶绿素含量降低［25］。

也有研究发现，PIF3 的 mRNA 积累是不受光调控

的，但它的蛋白是受光调控的［9］。胡萝卜 DcPIF3
促进胡萝卜类胡萝卜素降解转化生成 ABA，参与了

ABA 依赖途径的抗旱调控机制［26］。柑橘 CsPIF3 可

能对植株的株高和分枝伸长生长有促进的作用［27］。

在苹果愈伤组织和拟南芥中过表达 MdPIF3 降低了其

对冷胁迫的耐受能力，苹果 MdPIF3 在转录和翻译后

水平也能够共同响应光和冷信号［28］。PIF3 在低温

下通过抑制低温信号通路关键转录因子基因 CBFs/
DREB1s 的表达，负调控植物的抗冻性［16，29］；而

CBFs 在低温下积累后与 PIF3 互作，促进 phyB 蛋白

稳定性，促进 PIF1、PIF4 和 PIF5 的蛋白降解，诱导

COR 的表达，从而增强植物的抗冻性［30-31］。植物

的 CBFs-PIF3 互作模式，不仅巧妙地消除了其他

PIFs 对冷信号转导的抑制作用，同时也防止了 CBFs
的过量表达，保证了植物在冷胁迫下具有耐冷性的

同时还能正常生长［19］。然而目前对于茶树 CsPIF3a
表达受光温信号调控的具体途径尚不清楚，有待今

后进一步研究。

4　结论

从‘舒茶早’克隆获得 CsPIF3a，其开放阅读框

长度为 2 163 bp，编码 720 个氨基酸，蛋白分子相对

质量为 76.97 kD，理论等电点为 5.70，具有亲水性；

与毛花猕猴桃、红马银花、狭叶油菜和君迁子的进

化树关系较近；含有 1 个 bHLH 结构域、1 个 APB 结

构域和 1 个 APA 结构域；二级结构中含α-螺旋、β-折

叠、β-转角、无规则卷曲和无序化区域；定位到细

胞核并具有转录活性，响应低温和高温胁迫，其表

达强度与光照强度相关。
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