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"$通过生物信息学%基因表达及酵母转化等

不同技术$分析
!"#$%#&

在干旱胁迫下的基本生物功能#结果表明$
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因能不同程度地响应干旱胁迫$其表达可有效改善转基因酵母的抗旱响应能力'
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基因可

作为核桃逆境适应机制研究的候选基因#
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#是世界著名的坚果树木!

分布广泛!目前属于我国不少地区攻克扶贫问题的

选择树种+可见!核桃产业对推动农村等区块经济

的发展有积极作用+但核桃也会面临气候,土壤等

众多环境因子的影响!核桃产业的提质增效亟待进
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+核桃提质增效的关键在于品种的选择及科

学的管理!而这前提则是对核桃的逆境适应机制充

分了解+目前!对核桃的逆境响应机制方面的研究

报道较少!特别是分子机制!核桃逆境响应相关基因

资源的挖掘远远不够+因此!深入挖掘核桃抗逆相

关基因!研究其逆境响应能力!能为深入掌握核桃逆

境适应分子机制打下基础+在前期研究中!筛选鉴

定了一些核桃逆境响应候选基因!包括
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#等+其中有关翻译起始因子的研究尚未报道+
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#是真核生物翻译过程中一类既独立又可相互作
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近年!随着对植物逆境响应机制的深入研究!关于
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参与植株逆境响应的报道逐渐增多+如甘蒙柽

柳"

:*C*"-<*+D"1,,1?--

#

#$%N&
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植 株 的 耐 盐 性!且 这 个 过 程 受 上 游 调 控 因 子
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家族基

因在核桃逆境响应中可能会起到重要作用+因此!

对核桃
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#在干旱胁迫下的表

达及转入酵母中的功能进行研究!探明
!"#$%#&

在

核桃干旱响应中的功能!为核桃响应不良环境因子

的适应机制打下基础+
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材料与方法
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处理后分别取根,叶超低温保存
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足以使植株处

于渗透胁迫中+每个时间点植株包含
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基因在干旱处理下的表达
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转基因酵母的抗逆功能
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载体特征设计构

建酵母表达载体的引物
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#分析数
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试验分析及构建酵母表达载体相关引物
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基因!其
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长
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"图
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#!分子量
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!编码的多肽含氨基酸
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个"图
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#!其理论等电点为
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蛋白构建

进化树!发现
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#,毛果杨"

51

/

')',2"-4014*"

/

*

#等的

6K8#O

进化关系较近"图
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这些同源蛋白具有相似功能+

图
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基因在干旱处理下的转录
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处理!用
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方法分析各处理下-香

玲.根,叶中的
!"#$%#&

基因的转录水平+结果显

示!在不同时间的
\FD

'"""

处理下!

!"#$%#&

基因的

转录水平较
"4

明显升高!且在根和叶均呈现倒
P

字形变化!但
!"#$%#&

基因在根和叶中的具体变化

也存在一定差异!在叶中!最大值出现在
!&4

!为对

照的
&%>##

倍*而在根中的最大转录水平出现在
'

4

!为对照的
$>&@

倍!二者相差近
N

倍+且叶中

!"#$%#&

基因的转录水平整体高于根中
!"#$%#&

基因的转录水平"

#!

"

&)4

#"图
%

#+

#"$

!

转
!"#$%!&

基因酵母的抗旱表现

将
K2PAQ#

"

/

7G;!

$$

!"#$%#&

#,

K2PAQ#

"

/

7G;!

#菌种分别划线培养在固体
AQ(:-/

"

d!]

葡萄糖#!待长出单克隆!分别挑取
%

个单克隆接种

于
AQ(:-/

液体培养基"

d!]

葡萄糖#中!

%"̀

!

#)N

-

M

G

培养至
XS

'""

c#>@

+分别收集相同量的
K2(

PAQ#

"

/

7G;!

$$

!"#$%#&

#,

K2PAQ#

"

/

7G;!

#进行

"

,

">#

,

">!

,

">%

,

">&

,

">N_

山梨醇处理+结果显

示!在 对 照 条 件 下!

XS

'""

(

K2PAQ#

"

/

7G;!

$$

!"#$%#&

#)与
XS

'""

(

K2PAQ#

"

/

7G;!

#)差异不大+

在 甘 露 醇 胁 迫 下!

XS

'""

(

K2PAQ#

"

/

7G;!

$$

!"#$%#&

#)与
XS

'""

(

K2PAQ#

"

/

7G;!

#)均比对照

下降!但
XS

'""

(

K2PAQ#

"

/

7G;!

$$

!"#$%#&

#)高于

XS

'""

(

K2PAQ#

"

/

7G;!

#)"图
&

#!说明干旱胁迫让

酵 母 的 生 长 力 遭 受 损 害!但 这 种 损 害 程 度 在

!"#$%#&

基因的表达下得到了改善!表明
!"#$%#&

基因的表达显著改善了酵母的抗旱性+

%

!

结论与讨论

$"!

!

结论

核桃翻译起始因子
!"#$%#&

基因
XH8

长
&%)

L

M

!编 码 的 多 肽 含
#&N

个 氨 基 酸!分 子 量 为

N"#

第
'

期 任得元 等$核桃翻译起始因子
!"#$%#&

的克隆及抗旱功能分析
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!理 论 等 电 点 为
N>")

+ 在 进 化 上

*-6K8#O

与土瓶草,毛果杨等具有较近的亲缘关系+

在不同时间的干旱处理后!

!"#$%#&

基因在核桃的

根和叶中被不同程度的诱导表达!表明
!"#$%#&

基

因对干旱胁迫具有积极响应!并具有时序性+同时!

!"#$%#&

基因在根和叶中的表达水平及变化趋势

具有差异!表明
!"#$%#&

基因响应干旱胁迫具有组

织特异性+将
!"#$%#&

基因转入酵母可有显著改

善植株在干旱胁迫下的生长活性!表明
!"#$%#&

基

因是核桃干旱响应的重要候选基因+

注$标尺表示各
6K8#

蛋白之间的差异*数值表示同一分支上
6K8#

蛋白的相关性*各
6K8#

蛋白名称后为
D6.6̂/.T

号及来源种+

Q66K8#O

!土瓶

草"

.#

/

0*)12',

3

1))-4')*"-,

#*

\36K8#O

!毛果杨"

51

/

')',2"-4014*"

/

*

#*

E76K8#O

!栓皮栎"

H'#"4',,'E#"

#*

_.6K8#O

!川桑"

I1"',+12*E-)-,

#*

SI6K8#O

!石斛兰"

J#+D"1E-'C4*2#+*2'C

#*

P<6K8#O

!葡萄"

8-2-,A-+-

3

#"*

#*

eG6K8#O

!甘藻"

K1,2#"*C*"-+*

#*

\=6K8#O

!刺葵"

501#+-<D*4B

2

=

)-

3

#"*

#*

e

?

6K8#O

!枣"

K-L-

/

0',

M

'

M

'E*

#*

F

J

6K8#O

!油棕"

G)*#-,

(

'-+##+,-,

#*

OG36K8#O

!无油樟"

&CE1"#))*2"-401

/

1D*

#*

A06K8#O

!番茄"

;1)*B

+'C)

=

41

/

#",-4'C

#*

876K8#O

!草莓"

%"*

(

*"-*A#,4*

#*

OI6K8#O

!猕猴桃"

&42-+-D-*40-+#+,-,

#*

SU6K8#O

!榴莲"

J'"-1L-E#20-+',

#*

SI6K8#O

!胡萝

卜"

J*'4',4*"12*

#*

QG6K8#O

!桂皮"

.-++*C1C'CC-4"*+20'C

#*

Q/6K8#O

!鹰嘴豆"

.-4#"*"-#2-+'C

#*

O76K8#O

!田皂角"

&#,40

=

+1C#+#-+D-4*

#+

图
D

!

*-6K8CO

蛋白的进化分析

8;

J

>!

!

\4

9

0+

J

6.63;I/./0

9

7;7+1*-6K8#O

M

-+36;.

注$

"4

为对照+误差来自于
V

HC(\QH

的
%

次重复+

图
E

!

干旱处理下
!"#$%C&

基因的表达

8;

J

>%

!

C463-/.7I-;

M

3;+.+1!"#$%#&

J

6.6,.=6-=-+,

J

433-6/3G6.3

注$

"

表示在相同处理下
K2PAQ#

"

/

7G;!

$$

!"#$%#&

#与
K2PAQ#

"

/

7G;!

#的
XS

'""

的差异显著性"

5

$

">"N

#+

图
F

!

转
!"#$%C&

基因酵母在甘露醇胁迫下的生长

8;

J

>&

!

C46

J

-+534+1!"#$%#&3-/.7

J

6.;I

9

6/73,.=6-

G/..;3+073-677
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!

讨论

植物对环境因子等的适应根本与其基因功能相

关+因此!鉴定干旱等不良环境因子响应相关的基

因进行逆境响应研究对核桃产业的综合改善具有重

要指导意义+有研究表明!

6K8#

类翻译起始因子能

对不同逆境做出积极响应!如甜菜"

N#2*A')

(

*"-,

#

NA#$%#&

不仅部分补充了酵母
#$%#&

缺陷菌株而

且还增加了
NA#$%#&

转基因拟南芥植物的
2/Q0

耐受性(

#@

)

+羊草"

O#

=

C',40-+#+,-,

#

6K8#

可作为其

响应盐胁迫的分子靶标(

#)

)

+因此!在筛选核桃逆境

响应相关基因时!对
6K8#

类基因进行了重点筛查+

本研究对筛选获得的
!"#$%#&

进行分析!发现该蛋

白在进化上与土瓶草,毛果杨的
6K8#O

蛋白相近!

推测其可能与这些蛋白具有相似功能+

基因在逆境下的表达水平往往可有效预测基因

的相关功能+如!通过分析核桃
!",P;5#@6%

基因

在异常温度及盐胁迫下的表达预测其对高温,低温,

2/Q0

胁迫有积极作用(

#)

)

!继而将
!",P;5#@6%

基

因转入酵母
K2PAQ#

!或者瞬时转入核桃植株!分析

转化酵母或核桃植株的抗逆性!发现
!",P;5#@6%

转化株系表现出较对照更强的抗异常温度及
2/Q0

的能力(

@

)

+核桃
!"Q;::*'#

基因能响应低温,干

旱,盐胁迫高水平表达!将其转入酵母和烟草中可有

效提高转基因株系的抗逆性(

'

!

!"(!#

)

+

:0#$%#&

对盐

胁迫和干旱处理的响应也与
!"Q;::*'#

,

!",PB

;5#@6%

的情况相似(

#%

)

+因此!为了快速高效地预

测
!"#$%#&

基因响应干旱胁迫的功能!对核桃进行

不同时间的
\FD

'"""

处理后在根,叶中分别进行表达

分析!结果发现
!"#$%#&

基因能被干旱显著诱导!

且具有组织差异性"图
%

#+表明逆境响应相关基因

的时空表达及组织表达特异性普遍存在!

!"#$%#&

基因在干旱胁迫下的诱导与干旱功能改善具有重要

关系+

为进一步了解
!"#$%#&

基因的抗旱功能!将其

构建酵母表达载体并转入酵母中获得重组酵母
K2(

PAQ#

"

/

7G;!

$$

!"#$%#&

#!通过与对照酵母
K2(

PAQ#

"

/

7G;!

#在干旱下的生长进行比较!发现

!"#$%#&

转基因酵母
K2PAQ#

"

/

7G;!

$$

!"#$%#&

#

的生长活性显著优于
K2PAQ#

"

/

7G;!

#"图
&

#+这

与其他诸多利用酵母表达系统研究的基因功能相

似!如在酿酒酵母中异源表达分析显示小桐子"

!*2B

"1

/

0*4'"4*,

#

!4OG&&

的过表达提高了转基因酵母

对
\FD

模拟干旱胁迫的存活率和生长速率(

!!

)

+在

酵母总过量表达星星草"

5'44-+#))-*2#+'-

3

)1"*

#液

泡型
[

d

(OC\

酶
I

亚基基因"

5'28P&B4

#有效提高

了转基因酵母的耐盐性(

!%

)

+

!"Q;::*'#

(

!"

)

,

!"B

,P;5#@6%

(

#$

)

,二色补血草"

O-C1+-'CE-41)1"

#

OEB

JFGN

基因(

!&

)等基因在酿酒酵母中的表达也验证

了其逆境响应功能+由此可见!

!"#$%#&

基因能积

极响应干旱胁迫应答!其表达能有效改善植株的抗

旱性!

!"#$%#&

基因可作为核桃逆境适应机制研究

的重要候选基因+在后续研究中!将构建
!"#$%#&

基因的植物表达载体并转入植株过量表达!研究

!"#$%#&

基因的抗旱功能+
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Ô2ER

!

[FB

!

#2*)>A3-6773+06-/.I6/./0

9

7;7

+1OEJFGN

J

6.61-+GO-C1+-'CE-41)1"Z,.3U6;.

9

6/73

(

*

)

>

\0/.3\4

9

7;+0+

J9

*+,-./0

!

!"##

!

&@

"

&

#$

%&@(%N">

"

;.Q4;.676

#

)"#

西北林学院学报
%&

卷
!


