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马尾松谷胱甘肽过氧化物酶 789:; 基因的克隆及表达分析
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摘要! 克隆获得马尾松
:-%#4 8&44"%-&%& :89:;

基因! 进行生物信息学分析以及在不同抗虫材料表达模式分析%

在前期马尾松转录组测序获得该基因片段基础上! 用
789:

末端快速扩增"

;:<=

&技术获得基因全长! 实时荧光定

量聚合酶链式反应'

>;?!@<;

&技术分析该基因在不同抗虫材料中的表达模式% 克隆获得基因
789:

全长序列! 命名

为
:89:;

% 该基因包含
$A. BC

开放阅读框! 编码
!A'

个氨基酸% 序列分析表明$ 该基因具有
D@E

家族典型的保

守结构域! 等电点
@F &0!6

! 蛋白分子量
!$05& G8H

! 与针叶植物北美云杉
:-<+& 4-5<*+%4-4

的同源性较高! 为
6.I

%

与单子叶和双子叶植物同源性较差! 大部分在
'AIJ&"I

! 而在
D@E

家族典型保守结构域的同源性较高! 为
&!IJ

.""I

%

>;?!@<;

技术分析表明$

:89:;

在所有组织中均有表达! 在针叶中表达量最高! 嫩叶的表达量是根的
))KA%

倍! 在根( 花和球果中的表达量较低! 不同材料日表达模式相似! 总体上随时间出现 )升*降*升+ 模式% 该基

因在抗虫材料中启动较早! 且表达量高于对照% 推测该基因参与了马尾松抗虫防御体系% 图
%

参
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谷胱甘肽过氧化物酶!

8$=&%&+/6*' 5')64/(%0'

%

CDE0

!是一种重要的过氧化物分解酶% 能清除活性氧%

阻止脂膜氧化% 起到保护细胞免受氧化胁迫的作用% 具有重要的生理功能 #

F

$

& 自
?G.HI.

等#

@

$从烟草

,*-(.*&)& .&/&-+"

中获得
#!$

基因后% 先后从柑橘
0*.1+'

#

!

$

% 番茄
23-(451'*-() 5'-+65).+"

#

"

$

% 水稻
7138&

'&.*9&

#

#

$

% 香蕉
:+'& )&)&

#

J

$

% 荷花
,56+"/( )+-*;51&

#

K

$

% 枣
<*8*4=+' >+>+/5

#

L

$等植物中获得
#!$

基因& 近年

来% 对于植物
CDE0

的研究主要集中在生物胁迫和非生物胁迫!如高温' 低温' 干旱' 重金属毒害' 耐

盐等"方面% 尤其是
CDE0

在非生物胁迫中的功能作用% 证实了
#!$

基因与植物抗逆性紧密相关& 在非

生物胁迫下%

#!$

基因在转录水平发生变化% 参与相关氧化还原途径#

A

$

& 如苹果
:&6+' :?#@ABF

提高

苹果的耐盐能力#

F9

$

% 过量表达
,.#!$

基因提高烟草的抗冻性#

FF

$

% 番茄
25!C#!$

基因的过量表达提高植

株耐高温能力#

F@

$

& 研究人员对拟南芥
D1&/*?(4'*' .=&6*&)& #!$

基因的功能研究取得较大进展% 新的
#!$

被不断发掘!拟南芥目前已知
L

个"% 对其中
K

个
#!$

基因的研究证实% 全部对非生物胁迫有应答反应%

转基因可提高植物抵御胁迫的能力 #

F!

$

% 如
D.#!$!

能显著增强植株的抗旱性#

F"

$

%

D.#!$F

具有抗高温下

的氧化胁迫能力#

F#

$

& 目前虽有多种植物
#!$

基因被发现% 并开展相关功能研究% 但主要集中于单子叶

和双子叶植物% 对裸子植物的研究较少& 马尾松
!*)+' "&''()*&)&

属裸子植物松科
D/*%1'%'

松属
!*)+'

植物% 是中国南方重要的用材林树种#

FJ

$

% 但在马尾松生长过程中常受到病虫害的危害% 给林业经济带来

严重损失% 制约了马尾松人工林的健康发展& 本研究在高通量测序分析基础上结合
1MNO

末端快速扩

增!

GO?P

"技术% 获得谷胱甘肽过氧化物酶基因% 对其进行生物学分析% 利用实时定量聚合酶链式反应

!

QG;!D?G

"技术研究其不同组织' 不同抗性材料' 不同时间表达模式% 为探求马尾松虫害防御机制提供

依据&

F

材料与方法

*+*

实验材料

植物材料包括抗虫马尾松品种 (松韵) (

R6*8,=*

) 和对照
C?F9F

无性系% 材料选自广西马尾松桐

棉种源% 采自广西马尾松种质资源库& 该库栽植于
@99K

年% 树龄
L

年生% 栽植株行距为
" 2 " " 2

%

根' 茎' 叶' 花' 果采自普通马尾松无性系% 雌雄球花样品采自
@9F#

年
@

月% 其他组织采自
@9F#

年
"

月& 日变化叶和茎的材料采自
@9F#

年
#

月% 采样时间分别在当日的
K

*

99

%

F9

*

99

%

F!

*

99

%

FJ

*

99

%

FA

*

99

% 所有样品采摘后放入液氮中保鲜% 带回实验室存放于
#L9 $

冰箱中备用&

*+,

实验方法

F-@-F GNO

提取及
!"#!$

克隆 实验所有样品的
GNO

采用多酚多糖植物
GNO

提取试剂盒!天根公司"

进行提取% 具体步骤按说明书进行& 提取完成后进行凝胶电泳检查质量% 参照
S!STU

逆转录酶合成

1MNO

% 进行凝胶检查和浓度测定!采用核酸定量仪"后备用& 根据前期马尾松转录组测序结果中
!"#!$

的部分
1MNO

序列进行比对 % 根据获得的序列在
@

端设计特异引物 %

!%

端引物 !

#& !O;CC?O;?!

?;?;;;?C?OC?O;?;!!&

"%

#&

端引物!

#&!;C?OC?OOC?OCO;;?;C;O;O;??!!&

"& 以不同组织等量混合

1MNO

为模板进行扩增& 设定退火温度为
#J-9 $

% 具体聚合酶链式反应!

D?G

"扩增体系和参数参照
A&E

MNO

聚合酶说明书进行操作% 扩增产物经凝胶电泳检查获得目的条带后% 用胶回收试剂盒进行回收纯

化% 连接' 转化后进行菌液
D?G

检查正确后测序&

F-@-@

序列分析 采用在线
RVRI.

和
D$%*&!2DT61

亚细胞定位 % 利用
D)6&'62/10 R'):')

%

R/8*%$D "-F

R'):')

%

RVDSO

%

;%)8'&D F-F R'):')

%

MOR

软件分析基因等电点' 信号肽' 二级结构' 亲水性和跨膜结

陈 虎等* 马尾松谷胱甘肽过氧化物酶
!"#!$

基因的克隆及表达分析 L#K
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构! 利用
&'()* +,-.

和
+&/01

分析基因的功能结构域" 将
!"#!$

基因完整氨基酸序列在美国生物技

术信息中心#

2345

$进行覆盖率和同源性比较! 利用
62/&/2

软件构建
!"#!$

与其他植物的进化树%

78!89

基因表达模式分析 根据马尾松内参基因筛选结果&

#$

'

! 利用
%&':

基因和
()!

基因作为内参基

因 ! 内参引物分别为
;45:<= />3133>/3/33/11>/1//

!

;45:0= 33///>1/3>133/1 31133/

!

3?@0= 3//>>>113>13>1133/3

!

3?@<= >>3///311313>33>1/

! 同时设计
!"#!$

基因引物 !

@A>@B7<= 13///313333>1311/1>>

!

@A>@B70

(

>3133//31>//1331 1>3

% 参照
+?40 @CDA)E

FE *+, !

#

@CD*D,( CD-G!()AD

$试剂盒! 构建
H01!@30

体系和扩增程序! 其中退火为
IJ "

! 采用
:I

个循环

作熔解曲线% 设生物学重复
9

个)样品#7

! 根据
!

K""3(法&

7J

'计算相对表达量%

!

结果与分析

!"#

基因全长获得

对马尾松不同抗虫材料高通量测序比对发现! 有个基因在抗虫材料中大量表达#

G'L!8<'GMN787:O7

$!

该基因在
PF>>

代谢途径中只参与谷胱甘肽代谢#

LGQ(-(R)'.D AD(-S'G)TA

$和花生四烯酸代谢#

-C-,R)M'.),

-,)M AD(-S'G)TA

$途径% 这
!

个途径中只有该基因上调表达! 通过对序列在
2345

进一步比对! 确定为谷

胱甘肽过氧化物酶#

LGQ(-(R)'.D UDC'E)M-TD

$基因% 通过进行扩增* 比对! 获得了该基因完整开放阅读框

#

V0<

$序列! 命名为
!"#!$

% 该基因完整开放阅读框#

V0<

$共包括
$:7 SU

! 编码
!:W

个氨基酸#图
7

$%

图
7 !"#!$

基因
,62/

序列及氨基酸序列

<)LQCD 7 ,62/ -.M -A).' -,)M TDHQD.,D '* !"#!$

!"! !"#!$

基因序列分析

利用生物信息学软件对
!"#!$

编码的氨基酸序列进行分析! 结果显示( 该基因不含信号肽! 有
W

个丝氨酸#

+DC

$和
7

个色氨酸#

1CX

$磷酸化位点!

!

个糖基化位点+ 二级结构预测中(

!!

螺旋占
9%8:OY

!

随机卷曲占
9J8W!Y

! 延伸链占
!%899Y

!

"!

转角占
7%8I$Y

+ 该基因等电点为
J8!O

! 蛋白分子量为
!$8%J

!

在
779Z77$

个氨基酸处存在
7

个跨膜结构! 亚细胞定位于叶绿体%

对
@A>@B

蛋白进行功能结构域显示! 具有
9

个
2!

糖基化位点!

:

个
2!

酰基化位点!

!

个酪蛋白激

酶
!

磷酸化位点!

:

个蛋白激酶
,

磷酸化位点! 二硫键氧化还原酶结构域* 硫氧还蛋白结构域* 固氮铁

JIJ
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蛋白! 抗氧化蛋白
$%&'()*$

家族结构域! 谷胱甘肽过氧化物酶结构域" 以及谷胱甘肽氧化酵素活性部

位和信号位点#图
+

$%

!"# ,-.,/

蛋白同源性及进化

,-.,/

核酸序列进行比对发现" 序列同源性在
0123+442

" 相似度在
5"236"2

" 与白云杉
!"#$%

&'%(#%

和北美云杉
)"#$% *"+#,$-*"*

相似度最近" 与葡萄
."+"* /"-"0$1%

" 烟草" 龙眼
2"34#%15(* '4-&%-

等

植物相似度为
5"23572

& 氨基酸序列比对发现" 序列同源性在
0"23+442

" 除与北美云杉相似度在

6+2

外" 与其他相似度为
#7237+2

" 大部分为
0"23742

" 与山嵛菜
6(+1$3% 7(--%-$-*$

" 亚麻芥

8%3$'"-% *%+"/$

" 菜豆
),%*$4'(* /('&%1"*

的相似度低" 总体上除与针叶类同源性较高外" 其他都较低&

但对谷胱甘肽过氧化物酶保守域同源性比对时发现"

,-.,/

氨基酸序列与其他植物具有很高的同源性"

特别是在
!

个特征性结构域
.+

"

.1

"

.!

高度保守 "

,-.,/

构成
.,/

催化三联体的
!

个氨基酸

'

'89

++6

"

.:;

+#4

"

)<&

146

$" 具有植物
.,/

蛋白活性中心的
!

个保守半胱氨酸'

'89

$残基
'89

++6

"

'89

+"7

"

'89

+05

'图
1

$&

图
1 ,-.,/

氨基酸序列比对

=>?@<A 1 B@:C>&:A 9AD@A;EA F:>?;-A;C GH F->;G FE>I GH C%A ,-.,/ &<GCA>;9 >9G:FCAI

高度保守的特征结构域(

采用邻接法'

;A>?%JG<!KG>;>;? -AC%GI

$对
14

个植物的
9):

基因构建进化关系树" 马尾松与北美云杉

聚为一类" 并且与大叶藻的同源关系较近" 与山嵛菜" 亚麻芥" 菜豆" 无油樟
;3<41$''= +1">,454?%

" 小

米
@$+=1"= "+='">=

和玉米
A$= 3=7*

的同源关系较远% 推测马尾松
)39):

基因与针叶植物" 尤其是与云杉

的该基因在进化过程是相似的" 而与其他植物则存在较大差异" 单子叶植物玉米) 香瓜
8(>(3"* 3$'4

同源关系较远" 双子叶植物间相对的分化较小'图
!

$&

!"$ )39):

基因表达分析

实时荧光定量对根) 茎) 叶) 花) 果中
)39):

基因的表达特征进行分析表明"

)39):

基因在所有

组织中都有表达" 但表达量存在明显的差异&

)39):

基因主要表达于针叶和茎中" 在针叶中的表达量

要高于其他组织" 在嫩叶中的表达量为根中表达量的
!!L"#

倍" 针叶成熟度的不同表达量差异也明显"

嫩叶中表达量是成熟叶的
1M51

倍&

)39):

基因在不同成熟茎中的表达量差异不明显" 虽仅次于在叶中

的表达量" 但相差
++M4"

倍" 在根) 雌雄花) 果等
"

个组织中的表达量相差不大" 表达量均较少'图
"

$&

为进一步研究
)39):

基因在不同材料
+ I

内的变化模式" 采用
DN)!,'N

进行分析
O

结果如图
#

所

陈 虎等* 马尾松谷胱甘肽过氧化物酶
)39):

基因的克隆及表达分析 7#6
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示! 在嫩叶和老叶中"

!

个材料
!"#!$

基因表达变化趋

势相似" 都是 #升$降$升% 模式& 在嫩叶中抗虫材料在

&%

'

%%

时表达量达到最大值" 是
$

'

%%

表达量的
!'()

倍" 而对照中该基因从
$

'

%%!&(

'

%%

的表达量变化不

大" 只有到
&*

'

%%

时才达到峰值& 老叶中
!

种材料的表

达规律一致" 不同的是
!"#!$

在抗虫材料中的表达要高

于对照" 在
#+

'

%%

时表达量要高于对照& 从茎中的表达

模式分析"

!"#!$

在不同成熟茎和不同抗性材料中的变

化趋势一致" 随时间推移" 表达量不断上升& 不同的是在

嫩茎中前
,

个时间点"

!

种材料的表达量基本相同" 在

#*

'

%%

时抗虫材料的表达量才出现明显的上升& 而在老

茎抗虫材料中
!"#!$

的表达量始终高于对照" 在
#+

'

%%

时两者的表达量相差
+',-

倍&

+

讨论

在马尾松抗虫材料转录组测序差异分析发现" 在谷胱甘肽代谢存在唯一大量上调表达的基因" 并且

参与了花生四烯酸代谢途径" 通过克隆比对确定为谷胱甘肽过氧化物酶基因" 命名为
!"#!$

& 该基因

与针叶植物云杉同源性较高" 在谷胱甘肽过氧化物酶保守域与其他植物同源性也较高" 说明植物
#!$

基因在进化过程中虽然
.

端序列发现了改变" 但在
#!$

基因功能结构域中的变化不大& 另外" 在

!"#!$

序列具有
/01

中
+

个保守的特征性结构域" 及
/01

蛋白活性中心的
+

个保守半胱氨酸(

234

)残

基& 目前已知的植物
/01

的活性位点由
234

作为催化残基来代替动物体内的硒代半胱氨酸*

(5&*

+

" 马尾松

!"#!$

也在
234

&&*处替代了动物
06/014

中的硒代半胱氨酸残基" 进一步证明
!"#!$

是
/01

的家族

成员!

07/01

存在二硫键氧化还原酶结构域, 硫氧还蛋白结构域, 谷胱甘肽过氧化物酶结构域等功能结

构域" 在植物体内
/014

是含有巯基的过氧化物酶类" 通过催化
/86

来减少过氧化氢或有毒化合物"

起到解毒和保护细胞免受破坏*

!%!!&

+

&

9:;;<

等*

&+

+推测拟南芥中的
#!$

基因分布于
+

条染色体上" 定位在叶绿体, 线粒体, 胞质等亚细

胞器中" 如
%&#!$!

定位于细胞质& 本研究
!"#!$

预测定位于叶绿体中" 推测
%&#!$&

与抵御光氧化

图
,

马尾松
!"#!$

基因在不同组织的表达

=>?@AB , CDEAB44>FG FH !"#!$ ?BGB >G I>HHBABGJ FA?KG4

L3 HM@FAB4NBGJ O@KGJ>JKJ>PB QR"02Q

树木组织

图
+ !"#!$

与其他
/01

氨基酸序列的聚类分析

=>?@AB + <7>GF KN>I 4BO@BGNB4 NMKIF?AK7 KGKM34>4 LBJSBBG !"#!$ KGI FJTBA /01

潘那利番茄

%'%,

'

-(%



第
!"

卷第
#

期

胁迫有关! 活性氧在植物细胞代谢中主要来源于叶绿体" 线粒体# 亚细胞定位与功能有直接关系# 马尾

松
!"#!$

发挥的作用可能与光合或产生活性氧有关!

本研究中马尾松
!"#!$

在所有组织中均有表达# 与已有研究结果一致# 说明
!"#!$

在马尾松生

长过程中起到清除细胞内活性氧$

$%&

%的作用&

'!

'

# 但
!"#!$

基因在叶和茎中的表达最高# 这与拟南芥&

'!

'

和油菜
%&'(()*' +',-(

&

()

'的研究结果一致 # 而香蕉
.'#!$

在花和根中表达量较高 &

*

'

# 白菜
%&'(()*'

,/0)+/+()( %&#!$*'

在早期子叶胚中的表达量较高# 在成熟胚中表达较低&

)!

'

! 不同植物或同一植物
#!$

在不同组织中的表达均有所差别# 可能与不同组织中活性氧的分布有关联&

+,'!,)"

'

! 由于
!"#!$

基因在叶

中# 尤其是嫩叶中的表达量最高# 而在雌雄花和根中表达量极低# 进一步验证了该基因亚细胞定位于叶

绿体的可能!

!"#!$

基因在不同抗性材料同一组织中的表达模式基本一致# 主要区别在于抗性品种
!"#!$

基因

表达量始终高于对照# 并且随时间延长# 表达量提升速度和达到峰值的时间均比对照要早! 从选出的抗

逆性材料来看# 耐铝小麦
1&)2)*-" (/(2)3-"

和水稻品种# 在受到铝胁迫后
-./

活性明显提高# 而对照则

出现下降趋势&

)#0)*

'

# 同样耐盐品种在盐胁迫下# 本身含有或能够迅速提高植株的抗氧化能力# 对照则较

低&

)+

'

! 从非生物胁迫下# 香蕉
.'#!$

在盐" 干旱等胁迫下表达量上升&

+

'

# 拟南芥
42#!$'

表达量的上

升# 会提高抵御光氧化胁迫&

'#

'

!

目前# 有关
#!$

基因在植物抗虫功能的研究还较少# 马尾松
!"#!$

基因在抗虫材料中的高表达#

现有研究表明( 植物中
-&1

合成和酶活性提高# 能够增加植物对多种胁迫的抵抗能力# 相反在环境胁

迫下
-./2

的
3$45

水平也会提高# 在谷胱甘肽代谢中
#!$

基因表达量提高# 能够提高氧化谷胱甘肽

量# 从而转化成
-&1

# 提高植物抵御环境胁迫的能力&

)60(7

'

! 马尾松
!"#!$

在抗虫材料中高表达# 提高

了防御虫害的能力# 另外#

!"#!$

基因在抗虫材料花生四烯酸代谢中高量表达# 推测该基因可能提高

该途径
8#!9:9;<;

和
#!9:9;<;

代谢物含量# 从而提高丙酮含量# 提高了防御抗虫的能力# 但通过何种

信号传导途径参与来起作用&

8"

'

# 有利于抵御虫害次生代谢物质的产生# 起到抗虫效果还有待进一步研究!

"
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