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"在植物逆境响应中有重要作用#核桃是重要的经济树种$

其产量和质量均受环境影响#为进一步探索核桃!
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"抗逆机制$以%香玲&核桃为试验

材料$克隆获得核桃
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基因$并进行基因表达和生物信息学分析$预测该基因的基本生物功
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#与其他物种的同源
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蛋白具有较近的进化关系#且

其上游
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启动子中含有多种与干旱逆境响应相关的顺式作用元件#实时荧光定量
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基因在
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胁迫下能不同程度地被诱导表达$

且在叶和根中的表达趋势不同#表明
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基因可以响应干旱胁迫诱导$并具有组织表达特异

性$推测其在核桃逆境响应中具有一定作用#
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#是种皮色素

的主要成分!它通过类黄酮
(

原花青素途径合成!具

有抗氧化(抵御紫外线伤害等生理功能+
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'拟南芥

"

>#$E-18

'

&-&"3$,-$%$

#中!

LQ

合成与聚合的任意

一步因突变被阻碍后!种皮均会从野生型的深褐色

变为透明种皮"
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,证实拟南芥
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是植物
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积累

的调控基因!调控内种皮的细胞分化和
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积累'
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与黄酮类生物合成及种子脂肪酸组成相关'随着研

究的深入!发现
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类基因也与逆境响应相关!如!

莲花"
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转录因子能与
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等互作抵制环境胁迫+
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'低温胁迫下!油菜

素类固醇增强型表达基因
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与
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类黄酮调节

因子
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#复

合物的组成原件
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(光滑因子
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的表达来负调控花青素积累+
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'欧洲油菜
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可通过抑制植物生长素合成基因的表达增强植株对

盐胁迫的敏感性+
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'可见!对植株
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类基因进行

抗逆响应机制分析!具有较好的研究潜力'
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#是我国经济林产业的支

柱之一!分布广泛!但同其他植株一样!其产量和质

量受外界环境因子的影响较大+
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'近年来!全球气

候变化剧烈!极端天气等环境因子严重制约了核桃

的生长及产量+
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'目前!国内外学者对核桃的研究

主要集中在核桃果实品质分析(品种选育等方面!对

其科学管理则有所欠缺+
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'核桃科学管理是促进

核桃产业体质增效的有效保障!其基础是对核桃逆

境适应机制的把握!而至此!有关核桃适应机制的研

究报道较少!对核桃如何响应逆境的机理还不明确!

特别是有关逆境响应的基因资源挖掘匮乏!导致无

法有效掌握核桃的逆境适应分子机制+
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'因此!

筛选鉴定核桃的逆境响应相关基因!有利于为充分

了解核桃的逆境适应机制打下基础!进而促进核桃

的科学管理!推进核桃产业的有效发展'从核桃中

克隆获得若干
!!%

基因"命名为
)#!!%

#!通过分

析启动子预测其功能!分析在逆境下的表达水平!推

测其干旱响应的潜力!为核桃抗旱响应研究提供候
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玲*核桃田间嫁接苗"接穗和砧木均为)香玲*!植株
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#用 作 研 究 材 料'植 株 种 植 于 花 盆
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#!处理时放置于托盘中!用
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浇灌根部"浇灌后处理液流至托盘中保持植

株处于处理状态#进行处理!每托盘使用
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照'每个处理重复
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基因的筛选鉴定
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软件

对不同物种的
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蛋白进行多序列比对和进化分

析'利用
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中
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程序同源建模!推

测该蛋白的三维结构模型'
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基因启动子及其元件分析

在
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数据库中基于
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序列筛选鉴定其上游启动子'选取基因

序列起始密码子上游
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研究所用引物
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#分析启动子中含有的顺式

作用元件!并进行分类'总结相同元件及逆境响应

相关元件'
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基因的表达分析

各处理时间点的根或叶样品的总
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采用
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方法提取+
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定量反应仪器为
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!每个样品重复
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M3法对定量结果进行相对分析+
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有表达值均做了以
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#转化'所有

数据使用
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软件分析'样品变异性使用标准偏

差表示!不同处理时间点之间的差异用
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多重比较!显著性水平设定为
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结果与分析
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基因全长
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序列分析
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'保

守结 构 域 预 测 发 现
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个
!!%

基 因 均 含 有
!

个

M!W!(X.1;.

E

6-

结构域"图
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#'经
2MVR

同源搜索

获得相似蛋白!并进行进化分析!发现
)#!!%.%

(

)#!!%.!

(

)#!!%.#

与其他物种的同源
BB%

蛋白

具有较近的 进 化 关 系 "图
!

#'多 序 列 比 对 发 现

)#!!%.%
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)#!!%.!

(

)#!!%.#

具有较高的相似性

"图
#

#'通 过
P5;77 Z+=60

同 源 建 模!推 测 的
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蛋白三维结构"图
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图
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蛋白的保守结构域分布
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基因启动子分析

以
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基因在
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数据库中的核桃基因组进行同源搜索!发现其分
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(
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一致'使用
L[QMC

分析这些基因启

动子的顺式作用元件!发现
)#!!%

启动子包含多个

与干旱响应及相关的顺式作用元件!如
TIC

(

MV8

(

QVIC

(

YId\

(

Z\V

(

Z\M

等"表
!
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#"$

!

!"##!

基因响应干旱胁迫的表达

N

IB(LMI

结果显示!

)#!!%

基因能被
LCO

'"""

胁迫明显诱导!且在多数时间点下表达差异显著"图

$

#'在根中!与对照组相比!

)#!!%.%

基因表达量

随时间的延长呈-

e

.型变化!在胁迫
%!"4

"

$>#@

#表

达量达 到 最 高 水 平!

%!4

"
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#表 达 量 最 低&

)#!!%.!

基因的表达量随时间延长呈直线增长!在

%!"4

"

A>@#

#增长至最高表达量&不同的是!

)#!!%.
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基因的表达量随时间变化呈-倒
e

.型!在
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呈上升趋势!并在
'4

"

'>!"

#达到最大!随后

变为直线下降趋势&
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图
D
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与其他物种相似蛋白的系统进化树分析
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结论与讨论

$"!

!

结论

核桃
BBR

类基因
)#!!%.%

(

)#!!%.!

(

)#!!%.

#

的上游
%!""J

K

启动子序列中包含丰富的与逆境

响应相关的顺式作用元件!如
QVIC

(

MV8

(

TIC

(

Z\V

等!这可有效的预知
)#!!%

与逆境响应相关'

在不同时间的干旱处理后!

)#!!%.%

(

)#!!%.!

(

)#!!%.#

基因在核桃的根和叶中均能被不同程度

的诱导表达!表明
)#!!%

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模式具有区别!表

明
)#!!%

响应干旱胁迫具有组织特异性'

#

个基

因在根和叶及不同时间点的表达水平也具有差异!

表明不同的
)#!!%

响应干旱胁迫的能力具有差异

性'根据这些结果可推测
)#!!%

基因可作为核桃

干旱胁迫响应的重要候选基因'
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的多序列比对
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蛋白三维结构预测模型
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顺式作用元件能有效预测基因功能及其可能调控机

制+

%A

,

'于是对
)#!!%.%

(

)#!!%.!

(

)#!!%.#

启动

子进行分析!发现它们除了含有
TIC

(

MV8

干旱响

应元件外!还含有大量其他逆境响应相关的元件!如
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识 别 的
TH8MHICXZ

元

件!

Z\V

识 别 的
Z\VMHIC

(

Z\V!MH2PC2P(

:PQB

(

Z\VMHICQBM\MV%

!

Z\M

识别的
Z\(

MMH2PC2P:PQB

!

YId\

识 别 的
YVHUWeR(

PH%

(

YVHU2BCI8#

(

YId\@%HP

"表
!

#'研究表
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等转录因子均
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'因 此 可 预 测

)#!!%.%

(

)#!!%.!

(

)#!!%.#

可能通过启动子调
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在干旱

胁迫下的表达水平进行分析!发现
#

个基因都能被

干旱处理不同程度的诱导!且体现了根和叶的表达

差异性"图
$

#'这与其他诸多的抗旱响应基因具有

相似性'如核桃
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等基因在

干旱胁迫后的不同时间点具有不同的诱导表达!在

根和 叶 中 的 表 达 模 式 不 同&且 进 一 步 证 实
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能改善干旱胁迫下的植株的抗

逆能力+
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'核桃
)#K7!!$*%

能响应干旱胁迫!转

基因拟南芥相对
YB

其抗旱性得到改善!且这种干

旱 受 上 游 调 控 因 子
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和
*-YId\@

调 控+
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' 核 桃

)#SP>K%

基因在干旱胁迫下的表达也体现了时间

和组织特异性+
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,

'因此!可以推测
)#!!%

具有调

控干旱胁迫响应的潜力!
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可以作为核桃抗逆

机制研究(逆境适应机制分析的重要候选基因'
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