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摘要! 克隆马尾松
9-%#3 7&33"%-&%&

水通道蛋白%

;<=

&! 并对其生物信息学与干旱胁迫表达模式进行分析' 采用逆

转录聚合酶链式反应"

>?#=@>

&以及互补脱氧核糖核酸"

ABC;

&末端快速扩增"

>;@D

&方法克隆马尾松水通道蛋白基

因' 采用实时荧光定量聚合酶链式反应"

E>?#=@>

&分析其在干旱胁迫下的响应模式' 结果克隆到一个马尾松水通道

蛋白基因! 命名为
97989%

"

FG4HI4J

登录号为
KL5/'(0/

&' 此基因
ABC;

全长序列为
! 0(! MN

! 包括
/"6 MN

的完整

开放阅读框!

$$ MN

的
5$

末端非翻译区和
005 MN

的
0$

末端非翻译区' 编码
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个氨基酸残基! 分子量为
0)9/" JB
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等电点"

NO

&

/9P/
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与菠菜
:;-%&<-& "'+$&<+&
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'M5R;

&水通道蛋白结构相似'

=Q=O=%

含有
"

个跨膜区! 具有膜

内在蛋白"

SO=

&家族信号序列( 高等植物高度保守序列
TOC=;U?LF

和
'

个天门冬酰胺
#

脯氨酸
#

丙氨酸"

C=;

&保守肽

段'

97989%

基因属质膜内在蛋白"

=O=3

&亚族! 与挪威云杉
9-<+& &=-+3

水通道蛋白基因亲缘关系最近! 同源性达

$5V

'

E>?#=@>

表明
97989%

受干旱胁迫诱导表达' 马尾松
97989%

的克隆丰富了植物
;<=

基因的资料库! 同时推

测
97989%

基因可能参与了马尾松干旱胁迫过程' 图
/
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水通道蛋白!

JWG

"是指细胞膜上能选择性地高效转运水分子的膜转运蛋白#

,

$

% 自
,BB-

年
R*=98A

等#

!

$

从拟南芥
2-(.&3*%/&/ 45(+&('(

中分离到第
,

个植物水孔蛋白
!"EHG

以来& 已在细菌' 古生菌' 真菌' 动

物和植物等几乎所有生物中发现
JWG

#

-#C

$

% 在植物中& 拟南芥#

$

$和水稻
6-78( /(4&9(

#

7$6

$等
JWG

基因的研究

较为清楚% 根据水通道蛋白的亚细胞定位& 结合序列同源性分为
%

种类型( 质膜内在蛋白!

GHG

"& 液泡

膜内在蛋白!

EHG

"& 类结瘤蛋白!

NHG

"及小碱性膜内蛋白!

XHG

"

#

B$,&

$

%

JWG

属跨膜通道的膜内在蛋白!

RHG

"

家族& 具有转运水' 甘油' 小分子溶质的功能& 在植物应对水分不足的响应机制中起着重要作用#

,,

$

% 马

尾松
!&'1/ "(//*'&('(

因适生能力强' 速生' 丰产' 综合利用程度高等优良特性& 成为中国南方最主要

用材树种之一#

,!

$

% 以往关于马尾松林的研究主要集中在林木栽培技术#

,-

$

' 栽培机制#

,%$,C

$

' 连栽生态系统

变化#

,$

$

' 合理采伐年龄#

,7

$

' 人工林生长规律#

,6

$等方面& 而对其分子生物学相关研究甚少#

,B

$

% 干旱是影响

林木正常生长发育的一个最重要的逆境因子% 克隆马尾松抗旱相关基因以及研究其表达调控& 对揭示马

尾松抗旱分子机制具有十分重要的意义% 其中& 水通道蛋白
GHG+

亚型基因在植物干旱分子调控机制中

是一个重要的调控基因& 其不仅受胁迫表达变化& 而且转运活性受磷酸化调控#

!&

$

& 参与非生物胁迫的响

应%

UDH

等#

!,

$发现过表达
:;!#!,

的拟南芥增强了植株的抗旱能力%

YMZD

等 #

!!

$研究表明小麦
<-&4&)1"

(,/4&91" <(2=!7

!

!#!!

"在聚乙二醇!

G[Q

"处理后表达量上调& 在番茄
$*+('1" +7)*%,-/&)1"

中过量表达

同样增强了其抗旱性% 目前& 马尾松水通道蛋白
!#!/

基因克隆和功能分析至今未见研究报道% 因此&

对马尾松水通道蛋白
!#!/

基因进行克隆并分析其在干旱胁迫下的响应模式& 为马尾松抗旱基因工程和

遗传改良提供可资利用的基因资源%

,

材料与方法

*+*

试验材料

选用高抗旱马尾松优良家系
,

年生幼苗为供试材料% 植株平均高度为
,7>! 1;

% 培养容器为塑料盆

!

!7 1; % ,6 1; % !C 1;

"& 按
:

!黄壤"

&:

!河砂"

'B & !

混合构成% 设对照!土壤相对含水量为
7&T ( CT

"

和中度胁迫!土壤相对含水量为
%&T ( CT

"

!

个处理% 每天通过称量法维持土壤相对含水量在试验设计

的范围内% 干旱胁迫实施
&

&

-

&

C

&

,&

&

,C

&

!&

&

!C :

分根' 茎' 叶取试材& 迅速彻底去除细土和其他

杂物& 液氮冷冻& 保存于
$6& )

& 作为实时荧光定量聚合酶链式反应!

LFE"GUF

"的试验材料%

*+,

方法

,>!>,

总核糖核酸!

FNJ

"的提取 参照
GA*23 FNJ F8*5823

与
FNJ/98/ /=98 GA*23 \43

说明书进行%

,>!>!

目的基因克隆 根据美国生物技术信息中心!

NU]H

"数据库中已报道的
JWG

基因序列& 设计简并

引物
R,

与
R!

!表
,

"& 获得
!"!#!,

基因中间片段% 聚合酶链式反应!

GUF

"反应体系!

!C>& "^

"( 模板

,>& "^

& 引物各
,>& "^

&

R*+389R4K ,!>C "^

& 重蒸水
B>C "^

%

GUF

反应条件( 预变性
B% ) - ;42

& 变性

B% ) -& +

& 退火
%6>7 ) -& +

& 延伸
7! ) , ;42

&

-C

个循环& 后延伸
7! ) ,& ;42

% 在此片段基础上&

设计
C!"FJU[

特异性引物
QXG,

&

QXG!

和
QXG-

!表
,

"& 参照
C!"FJU[ +I+38; ('9 9*/4: *;/A4(41*34'2 '(

1@NJ 82:+

说明& 扩增目的基因
C!

端序列% 设计
-!"FJU[

特异性引物
R-

与
R%

!表
,

"& 参照
-!"P=AA

,B!
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卷第
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期

#$%& '()* +*, -.,/ 0).1* 2').0,

34

#35+*

说明! 扩增目的基因
!!

端序列" 设计特异性引物
46

与
47

#表

8

$! 验证
!"!#!8

基因互补脱氧核糖核酸#

'9:$

$全长序列%

;%#

产物经琼脂糖凝胶电泳! 紫外灯下切

下相应条带! 按照
9:$ ;<).=.'5,.(> ?.,

试剂盒说明进行胶回收! 与
0498@"3 A*',()

连接! 转化大肠埃

希菌
$%&'()*&'*+ &,-* 9B6!

感受态细胞! 筛选阳性克隆子! 送至北京诺赛基因组研究中心有限公司进行

测序"

表
! !"!#!!

基因克隆及表达使用的引物

35CD* 8 ;%# 0).1*)+ <+*E ,( ,/* 'D(>.>F 5>E *G0)*++.(> (= !"!#!8

引物 引物序列
6!!!!

作用

48 HH:HH:%$I$3$$$I%%:H%

扩增保守片段

4" HH:%%:$%%%$#$$9$3%%$

H2;8 %3%%%$$H%$%3H$%$

H2;" %$H%%%HHHH%$H$H$%$H$ 6!"#$%&

扩增
6!

末端序列

H2;! H%%$$H$$%$H%%%$$$HH3

4! %$3%$%3HH$$%3HH%$3%$$%%%3H !!"#$%&

扩增
!!

末端序列

4J H%3H%%$3%$3%3$%$$%$$H3%3%H

46 $3HH$$HH$$$$H$$H$$H$%H

全长
'9:$

扩增

47 %3$HH$H%H$H3333H$$HHH$$3H

8@2"K 33$HH%%$3HH$HH333H$H

扩增内标

8@2"# H$H33H$3H$%$%H%H%33$

LM%"K $HH$3%$3%$HH$333HHH3

LM%"# H$333$333%$33HH%$HH%

4N 3$$%%%$H%$H3H$%%333

检测
!"!#!8

4@ 3%%%$%$$3%3%$H%$%%%

8O"O!

序列分析 测序结果采用
9:$2,5)

进行拼接! 并与美国国家生物技术信息中心&

:%MP

$数据库进

行局部序列比对基本检索工具&

MQ$23

$比对! 利用
;)(,2'5D* 2*R*)

软件分析蛋白亲水
S

疏水性' 利用
&G"

;$2T ;)(,;5)51 ,((D

计算蛋白的等电点和分子量' 利用
34B44

预测跨膜区' 利用
2.F>5D ;

预测信号肽'

利用
2UP22"4V9&Q

预测三级结构' 利用
9:$4$:

软件进行蛋白质序列的多重比对并构建基因的系统

进化树%

8O"OJ

基因表达分析 设计特异引物
4N

和
4@

&表
8

$作为
#3"W;%#

引物! 马尾松
8@2

和泛素&

LM%

$&表

8

$基因为内标基因! 进行
#3"W;%#

反应! 重复
!

次(反应#8

%

;%#

反应体系为
"$

荧光定量预混试剂增强

版&

+<0*) )*5D 0)*1.G 0D<+

$

8XOX "Q

! 正) 反向引物各为
XO7 "Q

!

'9:$

模板
XO6 "Q

! 重蒸水
@O! "Q

! 终体

积
"XOX "Q

" 扩增程序
Y6 % 8 1.>

!

Y6 % 8X +

!

7X % !" +

! 共
!6

个循环" 基因相对表达量的计算采用

"

Z##%3法*

"!

+

% 采用
2;2287OX

软件进行数据统计分析! 用方差分析&

$:VA$

$模块分析差异显著性%

"

结果与分析

"#!

马尾松
!"!#!!

基因
$%&'

全长的克隆

以
'9:$

为模板! 用简并引物进行
;%#

扩增
[

获得
8

个
J6@ C0

的中间片段&图
8$

$% 在此基础上!

进行
6!

端与
!!

端
;%#

扩增% 结果显示,

6!"#$%&

在
6"X C0

左右获得
8

条亮带&图
8M

$

[ !!"#$%&

在
J7X

C0

左右获得
8

条亮带&图
8%

$%

;%#

产物经回收) 连接) 转化) 测序及拼接! 获得
!"!#!8

基因序列%

为验证
!"!#!8

序列准确性! 进行基因全长
;%#

扩增! 在
@7N C0

左右获得
8

条亮带
[

大小与拼接得到的

!"!#!8

基因的完整开放阅读框大小一致&图
89

$% 阳性克隆经测序证实扩增序列与拼接结果一致% 此基

因已登录
H*>M5>\

! 登录号为
?K6@"X!@

% 对
!"!#!8

基因全长序列分析表明, 全长
'9:$

为
8 !X8 C0

!

含
8

个完整开放阅读框
@7N C0

!

6!

末端非翻译区
YY C0

!

!!

末端非翻译区
!!6 C0

! 在
8XX C0

处发现起始

密码子
$3H

!

Y7J C0

处发现终止密码子
3$H

! 编码
"@@

个氨基酸&图
"

$% 利用
:%MP

的
MQ$23

对

!"!#!8

进行蛋白保守区预测&图
!

$! 结果显示,

;1;P;8

有
8

个
4P;

保守区%

!"!#!8

的氨基酸残基在

4P;

匹配区内与
4P;

蛋白保守区序列完全一致! 可以推测
!"!#!8

基因是水通道蛋白基因家族一员%

蔡 琼等, 马尾松水通道蛋白
!"!#!8

基因克隆及在干旱胁迫下的表达分析
8Y!
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!"!

生物信息学分析

'()*'+(+,

分析表明
','-'.

蛋白分子量为
/&01$ 23

! 理论等电点为
10%1

" 此蛋白中相对含量比较多

的氨基酸是甘氨酸
456

#

4

$和丙氨酸
75+

#

7

$! 分别为
/$

和
/%

个% 蛋白质不稳定指数为
/&08#

! 属于稳定

蛋白& 经
9:;<+5 '

分析! 没有信号肽切割位点! 说明此蛋白为非分泌蛋白&

'()*9=+5>

表明此转运蛋白符

合膜蛋白的特征! 具有较强的疏水性&

'(>?:=*@()*>:<

显示
','-'.

蛋白含有
.

个依赖于
=7A' +<? =4A'

蛋白激酶磷酸化位点'

!

个蛋白激酶
B

磷酸化位点'

/

个酪蛋白激酶
!

磷酸化位点和
."

个肉豆蔻酰化位

点" 蛋白激酶
B

在许多信号通路中的功能与膜结合密切相关!

C!

豆蔻酰化一般被认为是一个组成性的过

程和一个永久性的修饰! 起开关作用(

!%

)

& 这些位点可能与
!"!#!.

调控关系密切&

运用
DAEAA 9>(F>(

软件对
','-'.

进行跨膜区分析! 膜螺旋中氨基酸期望值高达
.!G0%/. %/

! 且

具有水通道蛋白典型的
$

个跨膜区#

DA.HDA$

$! 由膜两侧的
I

个亲水环#

J))@ 7

!

K

!

B

!

3

!

L

$连接!

7

!

B

和
L

环在细胞膜外!

K

!

3

环及
C

!

B

末端都位于细胞膜内#图
%

$&

DA!

和
DA/

之间!

DAI

与

DA$

之间! 各包含有
.

个天门冬酰胺
!

脯氨酸
!

丙氨酸
7M<!'()!75+

#

C'7

$保守结构域!

C'7

高度保守! 几

乎所有的
A-'

均具有此结构域&

','-'.

具有质膜水通道蛋白
B

环和
L

环的特征序列#

4447CNNNN4O

和
D4-PDC'7Q9JPR477-PS-PSRPOC

$以及水通道形成有关的高度保守的
LNNNDNNRPJ

单元! 这与已经证

明具有水通道蛋白功能的
$%!#!.

功能区的氨基酸序列高度一致&

C

末端
I/

个氨基酸
T B

末端
8

个氨基

酸! 符合植物水通道蛋白
'-'5

亚家族成员的
C!

端长'

B!

端短的特点! 因此! 推测
!"!#!.

基因属于
'-'.

亚家族成员&

将
','-'.

与己知的其他植物水通道蛋白进行氨基酸序列多重比对分析! 结果表明*

','-'.

与挪威

图
.

琼脂糖凝胶电泳结果

R:;U(> . 7;+()M> ;>5 >5>=*()@V)(>M:M (>MU5*M

=

.8%
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图
# $%$&$'

蛋白跨膜区的预测

()*+,- # $,-.)/0)12 %1.-3 41, 0,526%-27,52- .1%5)2 14 $%$&$' 8,10-)2

图
! $%$&$'

核酸序列的保守结构域

()*+,- ! 9126-,:-. .1%5)26 14 2+/3-)/ 5/). 6-;+-2/-6 14 $%$&$'

云杉
!"#$% &'"$(

具有极高的同源性! 可达
<=>

!

与拟南芥! 葡萄
)"*"( +","-$.&

! 陆地棉
/0((12"!

34 5".(3*34

! 无梗花栎
63$.73( 2$*.&$&

! 野茶树

8&4$99"& (",$,("(

! 小果野芭蕉
:3(& &734",&*&

!

烟草
;"#0*"%,% *%<%734

! 白花柽柳
=%4%."> %9<"!

-90,34

等植物的同源性达
?!>@?A>

"图
=

#$ 由

此可以看出% 水通道蛋白基因家族编码蛋白氨

基酸序列的保守性非常强! 不同植物的水通道

蛋白序列具有高度的同源性$

将
$%$&$'

氨基酸序列与其他植物
BC$

基

图
" ?4?@?'

基因核苷酸序列及推测的氨基酸序列

()*+,- " D+/3-10).- 6-;+-2/- 52. 5%)21 5/). 6-;+-2/- 14 0E- ?4?@?' *-2-

蔡 琼等% 马尾松水通道蛋白
?4?@?'

基因克隆及在干旱胁迫下的表达分析
'<=
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图
' ()(*(+

氨基酸序列与其他植物
,-(

基因的氨基酸序列多重比对

./0123 ' 4156/!78)9:2/;8< /< :)/<8 :7/= ;3>13<73 8? ,-( 03<3 @36A33< !"#$% &'%%(#")#) :<= 86B32 95:<6 ;937/3;

因进行系统进化树分析!图
$

"# 结果表明$

()(*(+

与挪威云杉亲缘关系最近% 而且明显可以看出

()(*(+

与
(*(;

蛋白聚为一类% 与
C*(;

%

D*(;

%

E*(;

蛋白等进化距离较远 !图
$

"# 因而推测
()(*(+

在

(*(;

蛋白进化上是保守的#

经
EF*EE!4GHIJ

模型% 采用自动搜索模式对
()(*(#

氨基酸三级结构进行预测# 结果显示$ 模型

残基从
%%K!LM @9

% 三级结构预测的模板是菠菜
*+"#),") (-./),.)

!

!@'?,

"% 序列同源性
LLNML!O

# 经

P:;)85

查看% 发现两者的结构十分相似!图
L

"#

!"# !&!01$

基因在马尾松各组织中的表达及干旱胁迫下的表达分析

分别以马尾松根& 茎和叶
7HC,

为模板% 进行
!&!0!+

基因的
PD!(QP

反应%

+ME

作为内参基因%

结果如图
M,

所示#

!&!0!+

在根& 茎& 叶中均有表达% 根中表达量最高% 其次是茎和叶# 为明确干旱胁

迫对
!&!0!+

基因表达的影响% 使用
>PD!(QP

技术研究马尾松根& 茎和叶表达模式# 在干旱胁迫下% 以

+ME

为内参分析!图
MR

"%

!&!0!+

基因在根& 茎中表达水平基本逐步升高% 且在第
+&

天表达程度最为强

烈% 而后开始降低' 叶中表达量差异不大# 以
SRQ

为内参分析!图
MQ

"% 在根& 茎& 叶中表达水平趋势

基本与以
+ME

为内参的结果基本一致# 上述结果暗示%

!&!0!+

基因的表达与干旱胁迫相关#

+T$
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图
# $%$&$'

蛋白三维结构预测与菠菜
()$

!

"*+,(

"蛋白三维结构预测

-./012 # 342 !!5.%267.869: ;125.<=.86 8, =42 $%$&$' 965

=42 7;.69<4 9>09;81.6

!

"*+,(

"

图
? $%$&$'

蛋白的系统进化分析

-./012 ? $4@:8/262=.< 969:@7.7 8, $%$&$' 965 8=421 ;:96= 7;2<.27

!

讨论

马尾松是荒山造林的先锋树种# 同时也是一种非常重要的耐旱树种# 可能蕴含着丰富的抗逆基因资

源$ 为了在分子水平上深入研究马尾松抗旱分子机制# 本研究对马尾松重要的耐旱相关基因
!

水通道蛋

白基因开展了研究$

通过
A3!$BA

及表达序列标签!

CD3

"序列拼接# 获

得
!"!#!'

基因# 该基因具有
E&$

家族典型的保守氨

基酸序列
F&G$(H3-I

#

"

个
G$(

保守肽段#

?

个跨膜

结构域# 较长的
G

端和较短的
B

端# 说明该蛋白属于

水通道蛋白基因家族一员$ 聚类分析表明%

$%$&$'

与

挪威云杉同源关系达
J+K

# 与其他
L

种植物
()$

基因

同源性达
L!K"L#K

$ 将
$%$&$'

与其他植物
()$

基因

构建系统进化树分析# 进一步推测
$%$&$'

属于质膜水

通道蛋白
$&$7

亚家族# 与挪威云杉亲缘遗传距离最近$

三级结构预测表明%

$%$&$'

与已登陆的菠菜!

"*+,(

"

()$

三级结构极为相似$ 大量研究已表明#

()$

是调

节水分在细胞间以及植物整个体内水分平衡分子基

础&

"+

'

# 其中大约
#MKNJMO

的水分受到水通道蛋白基因

的表达调控&

"?

'

$

!"!#!'

基因与
()$

基因的相同保守性

以及基本结构的相吻合意味着
!"!#!'

在功能上可能具

蔡 琼等% 马尾松水通道蛋白
!"!#!'

基因克隆及在干旱胁迫下的表达分析
'J#
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图
' !"!#!#

基因的相对表达量分析

()*+,- ' ./0123)3 45 ,-106)7- -89,-33)4/ 1-7-1 45 !"!#!:

有与其他物种非常相近的作用模式!

!;!!'

"

#

植物
.<=

的转运活性受磷酸化调控$ 是细胞信号转导与水分运输调节的媒介$ 磷酸化时水通道蛋

白水运转活性增加$ 直接就近参与原位的快速% 直接% 可逆的门控 !

!">!?

"

>

促进上调水通道的活性 !

!@

"

#

=A=B=:

蛋白包括
?

个色氨酸&

C-,

'(

!

个苏氨酸)

DE,

'和
!

个酪氨酸&

D2,

'* 这些位点可能成为蛋白激酶

磷酸化位点( 直接或间接参与
!"!#!:

对水分或其他物质运输的调节*

在研究植物抗旱分子机制的过程中( 从干旱诱导的基因中已分离出很多水通道蛋白基因!

F&!F:

"

*

.<=

蛋白受环境条件和植物激素的调节( 有些组成型表达( 有些特异性表达( 参与根叶生长+ 有性繁殖及非

生物胁迫等过程!

F!!F%

"

( 表达方式也存在显著差异 !

F?

"

#

G0,H

等!

F$

"研究表明
> !#!:

和
!#!!

基因在生殖器官

中的表达水平不同(

!#!: IJ.

在柱头累积
> !#!:

和
!#!! IJ.

在花粉囊的几乎所有组织中多有表达#

$%!&!

在植株的整个生长发育期都有表达( 在干旱胁迫下表达量增加!

F!

"

#

!&!!

在木榄树
'()*)+,(- *."!

/0(1+2-

根中表达量明显强于嫩茎和叶!

F;

"

# 本研究发现
!"!&!:

基因在马尾松的根% 茎% 叶中均有表达
>

根中表达量最高( 茎次之( 叶最低# 水通道蛋白在不同组织中的含量不同( 并随细胞生理状态和环境与

刺激产生波动!

F'

"

#

!"!&!:

基因在干旱胁迫不同时期的表达特性分析显示(

!"!&!:

在根% 茎中表达水平

首先呈上升趋势( 表明干旱初期随着时间延长(

!"!&!:

受到水分亏缺的诱导( 表达量增加( 到第
:&

天

表达量达到最高值( 随后由于
!"!&!:

无法再适应干旱的加剧( 于是呈现下降趋势, 叶中表达量差异不

大* 推测
!"!&!:

基因的这种表达模式可能与植物在干旱胁迫下首先由根系从土壤中吸收水分( 再经木

质部导管向上运输最后由叶片蒸腾散失的生理现象相关*

KL

等!

F@

"分离到
3-!&!:M:

基因( 并且在拟南芥中过表达
3-!&!:M:

增强了转基因植株的耐盐和渗透

胁迫能力* 因此将
!"!&!:

转入模式植物&拟南芥% 烟草等'并验证是否能提高转基因植株抗旱能力需要

进一步验证* 本实验室目前正在进行转基因研究( 以期为该基因在植物中的进一步利用奠定基础*

%
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