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摘要: RING (really interesting new gene)型E3泛素连接酶在植物逆境胁迫和生长发育过程中起关键作用。本研

究利用RACE技术从柠条锦鸡儿中克隆得到一个RING型E3泛素连接酶基因CkRNF185 (Caragana korshinskii  
RING-finger 185), 其cDNA序列全长1 112 bp, 包含了696 bp的开放阅读框, 编码232个氨基酸。实时荧光定量

PCR检测发现, CkRNF185基因的表达受NaCl和脱水处理的诱导。同时构建pCanG-CkRNF185过表达载体并转

化野生型拟南芥, 得到转基因拟南芥过表达纯合体株系。通过对转基因拟南芥的研究, 发现在甘露醇处理条件

下转CkRNF185植物植株变小且叶片提前变黄坏死, 叶绿素和脯氨酸含量皆降低。利用体外泛素化实验对Ck-
RNF185进行检测发现该蛋白具有E3泛素连接酶活性。这些实验结果表明过表达E3泛素连接酶编码基因Ck-
RNF185降低了拟南芥对渗透胁迫的耐受性。
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干旱、高盐、低温、高温和盐碱等非生物胁

迫过程是影响植物减产的主要因素之一(Xiong等
2002; Zhu 2002), 当植物处于逆境环境时会通过不

同的生理代谢过程和信号转导途径来适应非生物

胁迫过程(Knight和Knight 2001)。泛素化能够通过

降解目标蛋白进而影响植物的多种生长发育过程

(Smalle和Vierstra 2004), 通过调控功能蛋白的数量

和活性, 在调控植物适应逆境胁迫过程中起到重

要作用(黄海杰和陈雄庭2008)。
泛素在泛素活化酶E1、泛素结合酶E2和泛素

连接酶E3的共同作用下结合到目标蛋白上, 其中

泛素连接酶E3在底物蛋白的选择性降解过程中起

到主要的作用(杨东叶等2005)。拟南芥基因组中

预测得到最多的E3是RING型E3, 有469个RING型

的E3编码基因(Kraft等2005), 水稻中有378个(Liu
等2008), 白杨中有399个(Du等2009)。RING结构

域家族最典型的特点是具有环指结构域, 由70个
氨基酸中的8个氨基酸(半胱氨酸和组氨酸)通过与

锌离子螯合作用形成C3H2C3 (RING-H2)或C3HC4 
(RING-HC)等构型(Kosarev等2002)。

研究表明RING型E3泛素连接酶参与植物生

长、发育、生物和非生物胁迫等过程, 尤其在植

物干旱胁迫调控过程中起到关键作用。XERICO
基因是拟南芥中最早鉴定出参与干旱胁迫响应的

RING finger型E3泛素连接酶基因(Ko等2006)。
SDIR1 (salt and drought-induced RING finger1)通过

26S蛋白酶体途径降解SDIRIP1参与ABA相关的胁

迫信号转导, 它通过增加ABA诱导的气孔关闭, 来增

强对干旱的耐受力(Zhang等2007, 2015)。AtAIRP1 
(Arabidopsis thaliana ABA-insensitive RING protein 
1)与AtAIRP2基因在ABA依赖的干旱胁迫响应中

起到组合的作用(Ryu等2010; Cho等2011)。AtAIRP3
基因受干旱、高盐和ABA的诱导, 正调控ABA介导

的干旱和盐胁迫响应(Kim和Kim 2013)。AtAIRP4
基因正调控ABA介导的干旱胁迫响应(Yang等
2015)。除了这些参与ABA信号通路调控干旱胁迫

相关的RING型E3泛素连接酶基因以外, 还有一些

RING型E3泛素连接酶通过调控功能蛋白或转录

因子参与干旱胁迫应答。如Rma1H1 [a hot pepper 
(Capsicum annuum) homolog of a human RING mem-
brane-anchor 1]基因能够增强拟南芥对干旱的耐受
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力(Lee等2009)。DRIP1 (DREB2A-interacting pro-
tein1)和DRIP2是C3HC4 RING型E3泛素连接酶, 通
过泛素化DREB2A使其被降解来负调控干旱胁迫

响应(Qin 等2008)。
柠条锦鸡儿为荒漠沙生、旱生的多年生高大

灌木, 具有抗旱、抗风、耐沙埋等特点, 近年来已

成为西北地区生态环境建设、防沙治沙、发展畜

牧业的优选灌木植物(Xu等2012)。本研究从柠条

锦鸡儿干旱胁迫抑制性削减杂交文库中, 找到一

条CkRNF185基因的部分基因序列, 利用RACE技
术克隆得到该基因的全长cDNA序列, 实时荧光定

量结果发现CkRNF185基因受NaCl和脱水胁迫诱

导, 可能参与柠条锦鸡儿抗渗透胁迫响应; 同时构

建了柠条锦鸡儿CkRNF185基因过表达载体并转

化野生型拟南芥, 对转基因拟南芥在甘露醇渗透

胁迫下表型实验进行分析, 以期为进一步研究Ck-
RNF185基因的功能奠定基础。

1  材料与方法

1.1  材料

柠条锦鸡儿(Caragana korshinskii Kom.)种子

采自于内蒙古自治区乌兰察布市四子王旗; 大肠杆

菌Trans T1感受态细胞和BL21(DE3)感受态细胞购

自北京全式金生物技术有限公司; 改造后pET30- 
TEV/LIC (含Mbp和His标签)载体由本实验室保

存。野生型拟南芥(Arabidopsis thaliana L.) Colum-
bia-0生态型(Col-0)由本实验室保存, 植物表达载

体pCanG-HA由中国科学院遗传与发育生物学研

究所谢旗研究员惠赠。泛素(Ub)、泛素活化酶E1、
泛素结合酶E2、Ub和Mbp抗体由中国科学院遗传

与发育生物学研究所谢旗研究员提供。His标签的

抗体购自北京博奥森生物技术有限公司, Ni-NTA 
Resin购自上海生工生物工程有限公司。

1.2  方法

1.2.1  柠条锦鸡儿处理方法

选取种质较好的柠条锦鸡儿种子, 播种于营

养土和蛭石(1:2)的混合土中, 置于22°C、16 h光照

/8 h黑暗的温室中进行培养。选1个月苗龄长势一致

的植物进行脱水、NaCl和ABA溶液处理。将苗从

土中小心取出, 洗净, 分别置于滤纸、含300 mmol·L-1 

NaCl、100 µmol·L-1 ABA的1/2MS培养溶液中处

理, 分别在处理后的0、1、3、6、12、24和48 h进
行取样, 每个时间点取3株植物的地上部分, 液氮

速冻, –80°C保存。

1.2.2  总RNA提取与实时荧光定量PCR
利用天根总RNA提取试剂盒提取柠条锦鸡儿

和拟南芥总RNA, 利用全式金AT311-03试剂盒进

行cDNA第一链的合成, 具体实验方法见说明书。

利用LightCycler 480实时荧光定量PCR仪进行扩

增, 反应体系为: SYBR Premix Ex Taq 10 µL, 上下

游引物(见表1)各0.4 µL (10 µmol·L-1), 稀释的模

板5 µL, DEPC水4.2 µL, 总体积20 µL。反应程序

为: 95°C预变性5 min; 95°C变性5 s, 60°C退火15 s, 
72°C延伸30 s, 40个循环, 实验结果用2-∆∆Ct方法

计算。

1.2.3  基因克隆与表达载体构建

提取柠条锦鸡儿总RNA, 利用宝生物公司3'
和5' RACE试剂盒处理得到cDNA模板, 利用巢式

PCR进行扩增, 所用引物见表1, 具体实验方法参考

说明书。得到拼接后全长cDNA片段并对其序列正

确性进行验证。使用基因特异引物(CkRNF185-F和
CkRNF185-R), 进行PCR扩增, 反应体系为: 98°C预
变性3 min; 98°C变性10 s, 63°C退火10 s, 72°C延伸

1 min, 72°C补充延伸10 min, 30个循环。表达载体

构建方法参考于秀敏等(2017)文献。

原核表达载体构建: 用特异引物(CkRNF185- 
Y-F和CkRNF185-Y-R)进行PCR扩增目的片段。回

收目的片段, 进行T4 DNA聚合酶处理。SspI酶切

原核表达载体pET30-TEV/LIC并进行T4 DNA聚合

酶处理。将处理好的目的片段与载体连接, 转化

大肠杆菌DH5α, 筛选阳性菌株, 对阳性菌株进行

XhoI和XbaI酶切验证, 将验证正确的菌株进行测

序。本实验所用引物及测序由上海生工生物工程

有限公司完成。

1.2.4  甘露醇处理方法

拟南芥种子先用75%乙醇灭菌10 min, 然后再

用无水乙醇灭菌10 min, 晾干后种在1/2MS培养基

中, 4°C春化3 d, 取出置于22°C、16 h光照/8 h黑暗

的温室中进行培养。生长第4天将其移到含有400 
mmol·L-1甘露醇和1/2MS培养基中培养, 观察生长
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表1  本研究所用的引物

Table 1  Primers used in this study

          名称                                           序列(5′→3′)          用途

CkRNF185-3'-1 TCACGCCTTCCACTGCTT 3' RACE
CkRNF185-3'-2 CAAGAGTGTCCCGTTTGTAAG 3' RACE
CkRNF185-5'-1 GCCTTACAAACGGGACACT 5' RACE
CkRNF185-5'-2 CAGTGGAAGGCGTGAAGTT 5' RACE
CkRNF185-F gcGTCGACATCCGAGGGATTAGACAAATG 基因ORF扩增

CkRNF185-R gcGAGCTCAGACACAGTAAGCTCAAAACCA 基因ORF扩增

CkRNF185-Y-F TACTTCCAATCCAATGCCCGAGGGATTAGACAAATGG 原核表达

CkRNF185-Y-R TTATCCACTTCCAATGCTAAACAAAAATAACAGTAAGAA 原核表达

CkRNF185-Q-F GTACCATGGGTTTGGATTGATGGGG qRT-PCR
CkRNF185-Q-R GAATGTTGAGCAAGGATGGGAT qRT-PCR
qCiEF1α-F CAAAAAGTCCCCTCGTTGTCTC qRT-PCR
qCiEF1α-R AGCAATCGTTCTTCCTAATGATCTAA qRT-PCR 
qAtEF1α-F AGAAGGGTGCCAAATGATGAG qRT-PCR 
qAtEF1α-R GGAGGGAGAGAGAAAGTCACAGA qRT-PCR

情况。甘露醇处理根长实验方法, 将生长48 h之内

的拟南芥移到含有400 mmol·L-1甘露醇和正常1/2MS
竖直平板中, 22°C、16 h光照/8 h黑暗的温室中进

行培养, 第7天进行根长统计。

1.2.5  1-氨基环丙烷-1-羧酸(1-aminocyclopropane-1- 
carboxylic acid, ACC)处理方法

拟南芥种子表面灭菌后种在含100 μmol·L-1 
ACC的1/2MS培养基中, 4°C春化3 d, 取出置于

22°C、16 h光照/8 h黑暗的温室中进行培养, 观察

生长情况。另一部分取出置于22°C、黑暗的培养

箱中培养, 7 d后观察生长情况。

1.2.6  蛋白表达与纯化

将构建成功的质粒转化大肠杆菌表达菌株

BL21 (DE3), 挑取阳性菌落于含有卡那霉素的LB
培养基中, 37°C、180 r·min-1摇菌14~16 h。按2%
的接菌量转接于含卡那霉素的500 mL LB培养基

中, 37°C、180 r·min-1摇菌, 当OD值达到0.6~0.8时
加入IPTG, 使其终浓度达到0.5 mmol·L-1, 16°C、
130 r·min-1诱导15 h。收集诱导后菌体沉淀, 冰浴超

声破碎细胞, 收集上清液, 沉淀–80°C冰箱保存。

将得到的细胞破碎液的上清液, 加入平衡好

的Ni柱中使其穿过Ni柱, 收集穿透液, 分别用含

20、60、80、100和200 mmol·L-1咪唑的洗脱缓冲

液依次对结合在镍柱上的蛋白进行洗脱。收集洗

脱液, 用SDS-PAGE对纯化结果进行检测。

1.2.7  体外泛素化实验

E3活性检测体系如下: 50 ng E1、100 ng E2、
200 ng E3和2 μg Ub在反应缓冲液中 30°C、900 
r·min-1反应1 h。反应结束后向管中加入4×Loading, 
42°C孵育10 min, 然后用SDS-PAGE分离样品, 并
用Ubiquitin抗体和Mbp抗体进行Western blot检
测。体外泛素化实验在谢旗研究员实验室完成。

2  实验结果

2.1  CkRNF185基因的克隆

从柠条锦鸡儿SSH文库中, 找到一条CkRNF185
基因的部分基因序列, 利用RACE技术, 克隆得到

该基因3' RACE片段序列(图1-A)和5' RACE片段序

列(图1-B)。将克隆得到的RACE片段序列与文库

中的序列拼接得到该基因的全长cDNA序列, 对此

序列正确性进行验证。该基因cDNA序列(图1-C)
全长1 112 bp, 起始密码子ATG, 终止密码子TAA, 
包含了696 bp的开放阅读框, 编码232个氨基酸

(图2)。
2.2  CkRNF185系统进化分析

利用MEGA6软件中邻近相接法对CkRNF185
蛋白和其他物种的同源蛋白进行系统进化分析(图
3), CkRNF185蛋白与木豆(Cajanus cajan)、毛黧豆

(Mucuna pruriens)、2个大豆(Glycine max)和绿豆

(Vigna radiate var. radiate)的蛋白聚为一支, 氨基酸



植物生理学报496

图2  CkRNF185基因cDNA序列及氨基酸序列

Fig.2  The cDNA and deduced amino acid sequences of CkRNF185
*表示终止密码子。

图1  CkRNF185基因克隆的电泳结果

Fig.1  Gel electrophoresis of amplification of CkRNF185 
A: CkRNF185 3' RACE电泳结果; B: CkRNF185 5' RACE电泳结果; C: CkRNF185 cDNA扩增。M: DL5000 marker。
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序列的相似性分别为93.97%、93.49%、93.53%、

92.24%和90.95%, 与拟南芥E3泛素连接酶蛋白

(AT2G23780)氨基酸序列的相似性为62%。

2.3  CkRNF185基因表达模式分析

利用荧光定量PCR技术对NaCl、脱水胁迫和

ABA处理下柠条锦鸡儿中CkRNF185基因的表达

模式进行分析(图4)。随着脱水处理时间的增长, 
CkRNF185基因的表达量也随之升高, 48 h时达到最

高, 为对照的4.5倍; 在NaCl处理下, 1 h达到2.1倍, 之
后开始下降; CKRNF185基因对ABA处理响应不明

显, 处理1 h表达量达最高, 为对照的1.7倍, 之后开始

下降基本达到对照组表达水平。以上结果说明

NaCl和脱水胁迫能够诱导CkRNF185基因的表达, 
CkRNF185基因可能参与柠条锦鸡儿对渗透胁迫的

响应。

2.4  过表达CkRNF185基因降低了拟南芥对甘露

醇的耐受性

将正确的重组表达质粒利用电转化法转入农

图3  CkRNF185系统进化分析

Fig.3  Phylogenetic analysis of CkRNF185
图中括号里为氨基酸登录号, 各物种名称如下, Glycine max: 大豆; Vigna radiate var. radiate: 绿豆苗(辐射变种); Cajanus cajan: 木豆; 

Mucuna pruriens: 毛黧豆; Cicer arietinum: 鹰嘴豆; Prunus persica: 水蜜桃; Morus notabilis: 桑树; Rosa chinensis: 月季; Quercus suber: 栓
皮槠; Herrania umbratica: 哥伦比亚锦葵; Arachis duranensis: 蔓花生; Manihot esculenta: 木薯; Medicago truncatula: 蒺藜苜蓿; Arabidopsis 
thaliana: 拟南芥。

杆菌GV3101, 利用浸花法转化野生型拟南芥。筛

选到T3代纯合体株系, 通过RT-PCR扩增检测目的

基因表达情况(图5-A)。利用qRT-PCR对转基因拟

南芥中CkRNF185基因表达量进行检测(图5-B), 选
取T3-32、T3-35和T3-47三个株系进行后续实验。

将在1/2MS培养基上正常生长第4天的转空载

图4  柠条锦鸡儿不同胁迫处理条件下CkRNF185基因的表达

Fig.4  The expression of CkRNF185 in Caragana korshinskii  
under different treatments
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体的植株和过表达株系移到含有400 mmol·L-1甘

露醇的1/2MS培养基中, 观察生长情况。在生长20 
d后, 对照1/2MS培养基中转空载体的植株和过表

达株系生长情况基本一致(图6-A); 而在含有400 
mmol·L-1甘露醇的培养基中, 与转空载体的植株相

比, 3个过表达株系植株更小且出现叶片变黄现象

(图6-B), 但根长没有变化(图6-C)。检测叶绿素含

量(图6-D)和植株鲜重(图6-E), 发现在对照培养基

中转空载体的植株与3个过表达株系的叶绿素含

量和鲜重基本一致, 没有显著性差异; 但是在含有

400 mmol·L-1甘露醇培养基中3个过表达株系的叶

绿素含量与鲜重均低于转空载体的植株并达到显

著性水平, 与表型一致。同时, 在甘露醇处理后过

表达株系脯氨酸的含量明显低于转空载体的植株, 
达到显著水平(图6-F)。为了排除乙烯对植株生长

的影响, 我们检测了100 μmol·L-1 ACC处理植株的

图5  CkRNF185转基因株系验证与表达水平检测

Fig.5  Identification and expression level analysis of CkRNF185 transgenic Arabidopsis thaliana lines
A: RT-PCR鉴定CKRNF185转基因株系; M: DNA Marker DL2000; C-: 阴性对照(拟南芥cDNA); C+: 阳性对照(柠条锦鸡儿cDNA)。B: 

qRT-PCR分析CkRNF185转基因株系基因表达。

图6  转CkRNF185基因拟南芥幼苗对甘露醇处理敏感

Fig.6  Seedlings of CkRNF185 overexpressing lines are sensitive to mannitol treatment
A: 在1/2MS培养基上生长20 d拟南芥植株; B: 400 mmol·L-1甘露醇处理20 d拟南芥植株; C: 甘露醇处理7 d的根长图片; D: 叶绿素含量

测定结果; E: 植株鲜重测量结果; F: 脯氨酸含量测定结果。*表示显著性水平, *: P<0.05; **: P<0.01, 图7同此。
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生长情况。黑暗培养条件下, ACC处理后植株的下

胚轴生长受到抑制, 但是过表达株系的下胚轴长

度明显比转空载体的下胚轴长(图7-C和D)。在正

常光照培养条件下ACC处理后也没有出现过表达

植株提前变黄衰老的情况(图7-A和B)。以上结果

说明, 过表达株系对乙烯不敏感, 因此排除了乙烯

造成植株黄化的现象, 说明过表达CkRNF185基因

降低了拟南芥对甘露醇的耐受力。

2.5  CkRNF185蛋白表达与纯化

CkRNF185蛋白约25 kDa, 加上标签序列分子

量约70 kDa。16°C下IPTG过夜进行诱导, 次日收

集菌液, 超声裂解, 收集上清液与沉淀, SDS-PAGE
电泳检测发现上清与沉淀中均有目的蛋白表达(图
8-A)。利用Ni柱对上清液中目的蛋白进行纯化, 不
同咪唑浓度进行梯度洗脱, 由图8-A可以看出100
和200 mmol·L-1咪唑能够将目的蛋白洗脱。选取

200 mmol·L-1咪唑洗脱液进行浓缩纯化(图8-B), 将
得到浓缩后的蛋白进行Western blot验证, 得到目

的大小蛋白条带(图8-C), 说明蛋白纯化成功。

2.6  CkRNF185融合蛋白的泛素连接酶活性分析

为了分析CKRNF185蛋白是否具有E3泛素连

接酶活性, 进行了体外泛素化实验进行鉴定。由

图9可以看出, 在Ub、E1 (ATE1)、E2 (UBC8)和E3 
(CkRNF185)都存在条件下, 利用Ub和Mbp抗体进

行Western blot检测, 结果发现能看到多聚泛素化

修饰条带; 而缺少任何一种蛋白的情况下都没有

修饰发生, 说明该蛋白具有E3泛素连接酶活性。

3  讨论

干旱和盐害等非生物胁迫是影响植物生长发

育的主要因素, 植物为了应对已经进化出一系列

的防御机制(Hou等2009)。目前已经有很多和抗逆

相关的基因被克隆研究用于提高植物对逆境的耐

受性, 其中已证明E3泛素连接酶在抗逆过程中发

挥重要作用, 但是关于RNF185基因功能的报道还

很少。柠条锦鸡儿对干旱和高盐等逆境胁迫具有

很强的抗逆性, 在西北地区种植广泛, 具有很大的

经济价值, 是研究抗逆机制的理想材料。本研究利

图7  转CkRNF185基因拟南芥幼苗对ACC处理不敏感

Fig.7  Seedlings of CkRNF185 overexpressing lines are insensitive to ACC treatment
A、B: ACC处理16 d对照和ACC处理植株; C: 黑暗处理7 d对照和ACC处理植株生长情况; D: 黑暗处理7 d对照和ACC处理植株下胚

轴长度统计结果。
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用RACE技术, 克隆得到柠条锦鸡儿CkRNF185基
因, 属于RING型E3泛素连接酶基因。其编码的蛋

白与木豆、毛黧豆、两个大豆和绿豆的蛋白聚为一

支, 氨基酸序列的相似性分别为93.97%、93.49%、

93.53%、92.24%和90.95%, 与拟南芥E3泛素连接

酶蛋白(AT2G23780)氨基酸序列的相似性为62%。

本实验还通过体外泛素化实验对CkRNF185蛋白

酶活性进行了分析, 发现CkRNF185蛋白具有E3泛
素连接酶活性。CkRNF185表达受脱水和NaCl的诱

导, 对ABA响应不明显。说明CkRNF185基因可能

参与柠条锦鸡儿的抗渗透胁迫过程。

甘露醇是常用的脱水剂, 本研究利用甘露醇

处理拟南芥幼苗, 观察在甘露醇处理后拟南芥的

生长情况。实验发现在甘露醇处理后过表达株系

提前出现叶片黄化、坏死的现象, 叶绿素含量降

低。同时植株也要比转空载体的植株小, 但是甘

露醇处理后对拟南芥的根长没有影响。脯氨酸含

量增加可提高植物对渗透胁迫的耐受能力, 在植

物抗逆过程中起着重要作用(陈琴等2015; 邓辉茗

等2017)。通过检测脯氨酸含量, 与转空载体的植

株相比, 甘露醇处理后过表达株系的脯氨酸积累

量降低, 综合以上结果表明: 过表达CkRNF185基
因降低了拟南芥对渗透胁迫的耐受性。

气态激素乙烯在植物生长发育和逆境胁迫反

应中起到重要作用, 如种子萌发、开花、叶片衰

老和果实成熟等过程(Bleecker和Kende 2000)。其

中乙烯在诱导叶片衰老过程中起到关键作用。为

了排除乙烯对植物叶片黄化的影响, 本研究检测

了ACC处理后在正常光照培养和黑暗条件下拟南

芥的生长情况。结果发现在正常光照培养下, ACC
处理后植株没有出现叶片黄化的现象, 在黑暗培养

条件下, 过表达株系的下胚轴比转空载体植株的下

图9  CkRNF185体外泛素化分析

Fig.9  In vitro ubiquitination of CkRNF185
Ub: Ubiquitin [UBQ14 (At4g02890)]; ATE1: UBA2 (At5g-

06460); UBC8: ubiquitin conjugating enzyme 8 (AT5G41700); E3: 
CkRNF185。

图8  CkRNF185蛋白诱导表达与纯化

Fig.8  Induced expression and purification of recombinant CkRNF185
A: CkRNF185蛋白纯化结果, 泳道1: 诱导后上清; 泳道2: 诱导后沉淀; 泳道3: 穿透液; 泳道4~8: 分别为NTA-20、60、80、100和200 

mmol·L-1咪唑洗脱液SDS-PAGE电泳检测结果。B: CkRNF185蛋白浓缩后结果(泳道9)。C: CkRNF185蛋白Western blot验证结果(泳道

10)。各图中M: Marker (14~100 kDa)。
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胚轴长, 说明过表达植株对乙烯不敏感。甘露醇处

理后过表达株系叶片提前黄化现象与乙烯无关。

以上结果表明过表达CkRNF185基因降低了拟南芥

对渗透胁迫的耐受性, 但是具体作用机制还需要

进一步实验验证, 该结果为进一步研究CkRNF185
基因在抗逆过程中的功能奠定了基础。
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Overexpression of CkRNF185 from Caragana korshinskii reduces 
osmotic stress tolerance in Arabidopsis thaliana
YUE Wen-Ran1, WANG Qian2, YU Xiu-Min3, YANG Qi1, HAN Xiao-Dong1, WANG Rui-Gang1,  
LI Guo-Jing1,*
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Abstract: RING (really interesting new gene) type E3 ubiquitin ligase plays a crucial role in regulation plant 
growth and development and stress response. In this study, the full length cDNA sequence of CkRNF185, an E3 
ubiquitin ligase gene, was cloned using seedlings of Caragana korshinskii. Full length of CkRNF185 cDNA 
was 1 112 bp, containing 696 bp open reading frame (ORF) which encoding 232 amino acids. Quantitative real 
time PCR analysis showed that CkRNF185 was regulated by dehydration and NaCl treatment at the transcript 
level. Furthermore, expression vector pCanG-CkRNF185 was constructed and transformed into the wild-type 
Arabidopsis thaliana. Transgenic A. thaliana overexpressing CkRNF185 were generated for further analysis. 
Compared with the empty vector transgenic plants under mannitol osmotic stress, the overexpressed plants be-
came smaller, yellowish in the leaves, and the chlorophyll and proline content decreased. In vitro ubiquitination 
assays showed CkRNF185 possessed E3 ubiquitin ligase activity. These results indicated that CkRNF185 de-
creased tolerance of the transgenic A. thaliana to osmotic treatments. 
Key words: E3 ubiquitin ligase; Caragana korshinskii; CkRNF185; osmotic stress; Arabidopsis thaliana
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