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摘要! 维生素
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&在植物体内参与多种生化反应! 对植物生长至关重要! 吡哆醛还原酶%

89:

&是
76

5

代谢转换

的作用酶! 催化吡哆醛%

89

&生成吡哆醇%

8;

&! 对维持细胞内
76

5

的动态平衡发挥重要作用! 而
89:

在植物中鲜有

报道' 以拟南芥
/$&;-<"=4-4 5*&'-&%&

吡哆醛还原酶氨基酸序列
<=89:(

为模板! 在公用数据库通过同源比对获得数

条烟草
7->"5-&%& 5&;&>#? 758@:(

基因的片段! 结合互补脱氧核糖核酸"

>?;<

&的末端快速扩增
!

聚合酶链式反应

"

:<@A!8@:

&技术获得了烟草吡哆醛还原酶
7589:#

基因' 该基因全长
# /$B CD

! 编码
/54

个氨基酸残基! 预测其

编码蛋白的分子量为
%( E?F

! 理论等电点为
4.%!

' 氨基酸多序列比对结果表明$

7589:#

与其他物种的
89:#

相似

性较高' 实时荧光定量
8@:

"

G:H!8@:

&分析结果表明$ 外源吡哆醛
89

处理时!

7589:#

表达先升高后降低! 在
% *

达到顶峰' 相应地! 高效液相色谱分析结果表明$ 烟草叶片中
89

含量随时间逐渐降低而吡哆醇
8;

含量逐渐升高!

表明
7589:#

可像酵母
89:

一样! 催化
89

形成
8;

' 此外! 定量分析结果表明$

7589:#

在烟草根( 茎和叶片中均

有表达! 其中在叶片中表达显著高于其他部位"

8＜B.B&

&' 在紫外线( 氧化和盐害胁迫下!

7589:#

的表达与对照相

比均显著上调"

8＜B.B&

&! 表明
7589:#

对这
/

种逆境有响应! 可能参与烟草的抗逆过程' 将
7589:#

连入原核表达

载体
DAH/!F

! 并进行诱导表达! 成功表达出目的蛋白' 报道的烟草
7589:#

基因功能为进一步探明植物
89:

基因

的功能和调控机制以及
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5

的生物合成提供了重要参考' 图
'
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"是一类吡啶化合物的总称% 包括吡哆醛!

<=

"% 吡哆醇!

<E

"% 吡哆胺!

<R

"% 磷酸吡

哆醛!

<=<

"% 磷酸吡哆醇!

<E<

"% 磷酸吡哆胺!

<R<

"等% 其中
<=<

是其主要活性形式% 作为辅酶参与生

物体内
-&&

多种生化反应% 包括氨基酸代谢& 抗生素合成& 免疫调节等生理反应及氧化胁迫等抗逆反

应#

-

$

' 细胞内
OP

Q

各组分的平衡是机体进行正常代谢的前提% 因而
OP

Q

对植物的生长发育至关重要( 研

究#

!

$发现% 自然界中
OP

Q

有从头合成!

67 4383 1@(45,4'+ /74537@

"和补救合成!

17?G76, /74537@

"

!

种方式%

补救合成途径使
OP

Q

异养型生物能够利用外源摄入的
<E

%

<R

和
<=

来合成机体代谢所需要的活化型

<=<

并维持细胞各型
OP

Q

浓度相对稳定( 从头合成已被广泛研究% 而补救合成途径的研究却相对缺乏(

其中% 吡哆醛还原酶!

<=N

"是
OP

Q

补救合成途径中的作用酶% 最初在酵母中被发现% 属于醛酮还原酶

!

7?)2!J,42 0,)*+471,

"% 在还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸!

EHS<;

"存在的条件下催化
<=

转换成
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#

K"8

$

%

从而可维持细胞内
OP

Q

动态平衡% 对于生物体进行正常的生理活动具有重要意义( 植物性食物中
OP

Q

主

要以
<E

或其糖基化形态存在% 并推测植物中可能有高效的
<E

生成机制#

B

$

( 迄今为止% 植物中只有拟

南芥
9:+.263(;2; "<+=2+4+

的
9"&5%-

基因得到分离鉴定% 对酵母突变体进行互补实验表明
9"&5%-

像酵

母
<=N

一样% 可催化
<=

形成
<E

#

Q

$

(

:!SEH

插入的
9"(=:-

突变体根系生长较野生型明显缓慢% 氯化钠&

甘露醇胁迫下
9"(=:-

的生长受到抑制#

Q

$

% 推测
<=N

可能与植物抵抗盐害和渗透压胁迫有关( 烟草
,2/3!

"2+4+ "+.+/01

是一种重要的模式植物及经济作物% 对其
<=N

进行克隆和功能分析% 有助于进一步明确植

物体内
OP

Q

的补救合成途径% 同时为烟草良种选育提供理论储备( 本研究以
9"&5%-

为模板% 经过对美

国生物技术信息中心!

E>PT

"公共数据库!

544/UVV3339(+L'9(?F9('5962GV

"中的序列进行比对和拼接并结合

+SEH

末端快速扩增技术
!

聚合酶链式反应!

NH>W!<>N

"得到了烟草
,"&5%-

基因的全长序列( 以此为基

础% 分析了其生物功能和表达特性% 结果
,"&5%-

可催化
<=

形成
<E

(

,"&5%-

在叶片中表达最高% 与

紫外线& 氧化及氯化钠胁迫和外源
<=

处理有应答反应(

-

材料与方法

*+*

实验材料

烟草 )云烟
%B

*

,2/3"2+4+ "+.+/01

)

X*(@7( %B

* 种子和
/W:K!7

原核表达载体为实验室保存 (

/WHYX!P?*(4

载体+ 菌株
P=!-

!

SWK

"

N21,447

和大肠埃希菌
);/<7:2/<2+ /3=2 S;B!

购自
:07(1Z,(

公司(

*+,

处理方法

紫外线处理, 在无菌操作台上用紫外线照射生长至旺长期的烟草% 照射时间分别为
! 5

%

8 5

和
%

5

% 取茎尖以下的第
K

片叶% 液氮冷冻% 备用(

盐处理, 用
-&&9& FF2?

-

=

"-的氯化钠溶液浇灌旺长期烟草% 处理
- )

%

8 )

和
$ )

后取样% 取茎尖以

下第
!

片叶( 液氮冷冻% 备用(

氧化处理, 浇灌亚硫酸氢钠
!

亚硫酸钠!

E7;Y[

K

!E7

!

Y[

K

"混合物!

-&9& FF2?

-

=

"-

% 以亚硫酸钠浓度计"%

处理
- )

%

8 )

和
$ )

后取样% 取茎尖以下第
!

片叶% 液氮冷冻% 备用(

<=

处理, 将旺长期烟草根部洗净% 置于添加
-&&9& F6

-

=

"-

<=

的水培液中% 用锡纸将烟草根部及水

B%!
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期

培液遮住! 茎叶接受正常光照" 分别于培养的第
#

天# 第
"

天和第
$

天采集茎尖以下第
#

片叶! 液氮冷

冻! 备用"

以上均设置重复
!

个$处理!%

"

!"#

总核糖核酸!

$%&

"提取及互补脱氧核糖核酸!

'(%&

"的合成

根据
&'()*+ ,-.* &'(

提取试剂盒使用说明书%

/01020

&! 进行总
&'(

提取" 提取的
&'(

用质量分

数为
%345

琼脂糖凝胶电泳进行纯度与完整性检测" 参照
,2)67892):; &/ 270<7=; >); ?);@ <A'( B20*72

反

转录试剂盒%

/01020

&对质量合格的
&'(

进行反转录! 置于
!#4 "

备用"

!")

基因克隆及生物信息学分析

以拟南芥吡哆醛
,C&

的氨

基酸序列%

',D#44%E4F#

&为模板!

在烟草表达序列标签%

B8/

&数据

库里同源检索! 根据得到的
B8/

序 列 ! 设 计 引 物
!&(GB#%

!

!&(GB##

!

!&(GB#!

%表
%

&进行

巢式
,G&

扩增目的基因
!$

端序

列" 扩增产物经切胶回收! 连接

:B(8H#I-.=;

载体后! 转化至大

肠埃希菌
AJK!

感受态细胞! 筛

选阳性克隆子进行测序"

!$

端序

列扩增产物测序结果验证后! 使

用
A'(L('

软件将它与
B8/

起始序列结合得到全长
9A'(

序列" 随后设计全长克隆引物
!"#$%!&%

和

!"'$%!%%

%表
%

&! 扩增
!"'$%%

序列"

,G&

反应程序为
MK "

预变性
!N4 6)=

'

M" "

变性
!4 *

!

O4 "

退火

!4 *

!

E# "

延伸
%NK 6)=

! 共
#$

个循环'

E# "

延伸
%4N4 6)=

" 获得的
!"'$%%

序列在
'GIP

%

@;;:QRS???3

=9T)3=-63=)@3<+US

&数据库
IC(8/

中进行序列比对" 用
,2+;,0206

软件%

@;;:QSS?7T37V:0*WN+2<S:2+;:0206S

&在线

分析该蛋白的分子量和等电点' 采用
A'(L(' ENX

软件对基因编码的氨基酸序列进行比对分析"

!"* !"'$%!

表达特性分析

根据
!"'$%%

基因的
9A'(

序列! 设计特异性定量引物%表
%

&! 以
%$ ( )%*+

为内参基因! 以根#

茎# 叶及紫外线# 氧化# 氯化钠处理下不同时间点取样叶片的
9A'(

为模板! 进行荧光实时定量
,G&

%

Y&/#,G&

&分析"

Y&/#,G&

反应程序为
MK " !NX 6)=

!

MK " %X *

!

KK " "X *

!

!K

个循环' 溶解曲线(

从
OK "

按
XNK "S

循环增加到
MK "

" 以
#

!""G;法计算相对表达量"

!"+ ,-

+

标准试剂的配制及
,-

+

的色谱分析条件

ZI

O

检测参照张剑韵等)

E!M

*的方法! 加以改进"

ZI

O

色谱分析所用色谱柱为
J[B

公司的
\, ]A8#( K

#6 %#X (

%

#KX3X 66 % "3O 66

&" 高效液相色谱仪为
^0;72* OXX

! 配备
#"EK

荧光检测仪" 流动相
(

%分

析用&( 体积分数为
%_

乙腈%

GJ

!

G'

&

##K3X 66+-

$

C

!% 磷酸二氢钾%

>J

#

,]

"

&

##K3X 66+-

$

C

!% 高氯酸钠%

'0#

G-]

"

&!

:J #3K

' 流速为
X3K 6C

$

6)=

!%

" 进样量均为
K3X #C

! 荧光检测波长为
!MK =6

! 调整激发波长为

#MX =6

"

!".

基因原核表达载体的构建及蛋白诱导表达

原核表达载体构建( 根据载体
:B/!#0

多克隆位点信息! 设计带有酶切位点%

,-.J%

和
(-/%

&的原核

表达引物%表
%

&! 以云烟
$K 9A'(

为模板扩增
*"'$%%

基因的
9A'(

片段" 经琼脂糖凝胶电泳分离! 回

收目的条带后! 连接
:B(8H#I-.=;

载体! 转化至大肠埃希菌
AJK!

感受态细胞" 挑取经
,G&

和测序验证

的阳性菌落! 扩大培养! 使用质粒小抽试剂盒%

/20=*`7=#

&提取质粒! 即得到
:B(8H#*"'$%%

载体" 用

限制性内切酶
,-.0%

和
(-/%

双酶切
:B(8H#*"'$%%

和
:B/!#0

质粒后进行
/"

连接! 即得到
:B/!#0#*"!

'$%%

重组质粒" 测序正确后! 提取目的质粒并转化至
IC#%

%

AB!

&

&+*7;;0

菌株! 即得到融合表达菌"

蛋白诱导表达(

!E "

培养融合表达菌至
1

%

OXX

&约为
X3OX

! 加入终浓度为
%3X 66+-

$

C

!%的异丙基硫

代半乳糖苷%

P,/`

&! 并在
%$ "S!E " #XX 2

$

6)=

!%诱导
#" @

" 以含
:B/!#0

空质粒的
IC#%

%

AB!

&

&+*7;;0

表
! !"'$%!

基因克隆与表达分析所用引物信息

/0T-7 % ,2)672* .*7a )= !"'$%% <7=7 9-+=)=< 0=a 7V:27**)+= 0=0-W*)*

用途 引物名称 引物序列%

K$!!$

&

!$#&(GB !&(GB#% /`G(((//(/`G(GG/G/`G(``((G`

!&(GB## /`G(`//````/`(`G((G/(/``(GG

!&(GB#! /`G`G/G(`GGG(``/(G((////G(/

目的片段扩增
!"'$%% !"'$%#&% (/``G/G/G/G(G/GGG(`G//G((((/G

!"'$%#%% G///`/G/`(((/(G`////``(/G

原核表达
!"'$%#&# ``(/GG(/``G/G/G/G(G/GGG(`G//G((((/G

!"'$%#%# `/G`(GG///`/G/`(((/(G`////``(/G

Y&/#,G& !"'$%#&! /``G((((``/(((`(/```

!"'$%#%! `//`(/`GG(//G/GG(GG`

说明( 下划线分别表示
,-.0%

和
(-/%

"

李冰冰等( 烟草
!"'$%%

基因克隆与表达分析
K$!
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为对照! 离心收获菌体"

% &&& '

#

()*

!+离心
+",& ()*

" 弃上清" 用
-./

重悬! 重复
+

次后进行超声波破

碎! 分别取上清和沉淀" 加入上样缓冲液" 沸水浴
0," ()*

" 冷却至室温后" 取
!"," !1

进行
/2/"-345

$

06

浓缩胶"

+&6

分离胶%电泳检测& 电泳后" 经考马斯亮蓝染色' 拍照" 分析蛋白表达结果!

!

结果与分析

!"# !"#$%$

克隆及氨基酸序列分析

以拟南芥吡哆醛
-17

的氨基酸序列$

8-9!&&+$&,!

%为模板" 在

烟草
5/:

数据库里同源检索到一条同源性 $

$;6

%序列 $

4<*.=*>?

@/&%!A0B,#

%! 以此
5/:

序列为起点" 进行延伸检索后得到
A

条候选

5/:

序列" 登录号分别为
4<*.=*>?C/A!0$%;

"

4<*.=*>?C/B%00BD,#

"

4<*.=*>?C/AB!D#%

"

4<*.=*>?C/AB#&AA,#

! 使用
283E38

比对
0

条

5/:

序列" 发现它们来源于同一基因" 拼接后得到
#

条长
%&& FG

的

起始序列! 根据该序列设计
B

轮
B#"73H5

引物$表
+

%" 进行巢式

-H7

扩增得到大小约为
$"" FG

单一明亮条带$图
+

中泳道
+

%! 将该

条带测序后和起始序列拼接得到全长
I283

序列! 随后设计全长克

隆引物$表
+

%"

-H7

扩增得到大小约
+ 0"" FG

的序列$图
+

中泳道

!

%! 测序正确后" 将此全长序列命名为
!"&$%+

" 其
I283

长度为

+ B$" FG

" 开放阅读框
+ ++" FG

"

0#

非编码区$

J:7

%长
00 FG

"

B#J:7

长
!"0 FG

! 编码
BD;

个氨基酸" 起始密码子为
3:4

" 终止密码子为

:43

$图
!

%" 具有
3KLM"><NM

还原酶家族保守底物结合位点(

D

)

$图
!

中

下划线强调部分%& 在线预测其编码蛋白的分子量为
A+ &$&,0 2=

" 理论等电点为
;,A!

& 氨基酸多序列比

对结果显示"

8N-17+

与
3N-17

相似性为
$06

$图
B

%" 与栗酒裂殖酵母
'()*+,-.(()./,01(2- 3,042

(

+&

)

" 酿

酒酵母
'.(()./,01(2- (2/25*-*.2

(

++

)

-17

的氨基酸相似性分别为
!A6

和
!D6

&

!%! 6"#7%$

表达特性分析

分别提取烟草根' 茎' 叶的总
783

"

8

$

!D&

%

O8

$

!%"

%为
+,;P!,"

" 表明
783

纯度较好" 可进行后续

实验& 如图
A3

所示*

!"&7%+

在根' 茎和叶均有表达" 在叶中表达最高" 根' 茎表达水平较低& 对不同

逆境胁迫下
!"&7%+

的表达分析发现* 紫外线胁迫下" 随时间延长"

!"&7%+

基因在烟草叶片中的表达

量表现出先升高后下降的趋势" 并在紫外线处理
A Q

时达到最大值$图
A.

%& 氧化及氯化钠$

+""," ((MK

#

1

!+

%浇灌处理时" 随胁迫时间的增加"

!"&7%+

基因在烟草叶片中的表达持续升高"

$ L

时表达最高$图

AH

%& 在以上逆境胁迫下"

!"&7%+

表达呈现不同程度的上调" 这表明
!"&7%+

与紫外线' 氧化' 氯化钠

胁迫有应答反应&

!"& '(

对
!"&7%#

表达的诱导效果及对
')

生成量的影响

烟草水培液添加外源
-1

后" 分别于培养的第
!

天' 第
A

天' 第
%

天取样" 分析
!"&7%+

基因的表

达水平和
-1

"

-8

含量& 定量
-H7

分析结果表明*

!"&7%+

表达随处理时间延长呈现先上升后下降的趋

势" 在第
A

天表达量达到最高" 第
!

天' 第
A

天' 第
%

天的
!"&7%+

表达量分别是对照的
!,!"

"

!,%0

和

+,0"

倍$图
0

%&

R.

D

标准品高效液相色谱法$

@-1H

%检测结果如图
D3

" 峰型和区分度良好& 对未处理的烟草叶片提

取液分析发现" 在
-E-

"

-E

"

-1-

"

-1

及
-8

的洗脱位置上均出现了相应的洗脱峰$图
D.

%" 说明检测

方法可行& 据此" 对
-1

处理组烟草叶片进行
@-1H

分析" 结果表明* 随时间延长" 处理组烟草叶片中

-1

含量逐渐降低"

-8

含量增幅明显$图
$

%" 同时"

-E-

"

-E

含量有小幅增长" 表明烟草吸收外源
-1

后" 主要将
-1

转化为
-8

&

-1

处理后
!"&7%+

的表达受到诱导" 而在
% L

时表达下降" 结合
-8

"

-E-

和
-E

含量的逐渐增多可知"

!"&7%+

在烟草中催化
-1

形成
-8

&

R.

D

各组分在烟草中动态转化" 且各组

分间存在反馈调节&

!%* !"&7%$

原核载体构建及重组蛋白诱导表达

将重组质粒
G5:B!="8N-17+

转入
.1!+

$

25B

%

7MS<NN=

" 分别在
!% $

和
B$ $

条件下经异丙基硫代半乳

图
+

琼脂糖凝胶电泳结果

C)TU'< + 3TM'=S< T<K <K<IN'MGQM'<S)S '<SUKNS

E, 21%"""

+

+, B"73H5

结果+

!, !"&7%+

基因全长克隆结果

0%A
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#$%&

"诱导后# 超声波破碎菌体# 离心分离上清和沉淀$ 将上清和沉淀分别进行十二烷基硫酸钠
!

聚丙烯酰胺凝胶电泳!

'('!$)&*

"检测# 结果显示% 上清中无目的条带# 而沉淀中在约
+! ,(-

处出现明

显蛋白条带# 因
.*%!/-

的组氨酸标签!

012!3-4

"约为
5/ ,(-

# 故蛋白条带的大小与预期相符$ 仅沉淀中

出现目的条带# 表明
!"#$%5

在大肠埃希菌中以包涵体形式存在!图
6

"$

!

讨论

78

9

在自然界中广泛地存在# 主要以辅酶的形式参与生物体内多种物质代谢反应# 是生物机体内很

多重要酶系的辅酶&

5/

'

$ 植物体内#

78

9

参与淀粉( 亚油酸等物质的合成&

5!

'

# 对于生长素( 叶绿素以及乙

烯的合成是不可或缺的&

5""5+

'

$ 近年来的研究还发现#

78

9

具有抗氧化作用# 可猝灭超氧阴离子自由基及

单线态氧&

59

'

) 除此之外# 在低温( 渗透压( 盐害( 紫外及病菌等逆境中#

78

9

可以提高植株的抵抗力#

发挥一定的抗逆作用&

5!

#

5:"/;

'

$

78

9

从头合成途径和补救合成途径普遍存在于植物和微生物中&

/5"/"

'

$ 植物和微生物是
78

9

自养生物#

动物自身无法从头合成
78

9

# 只能从食物中获得
78

9

前体物质# 通过补救合成途径满足机体对
78

9

的需

求$

78

9

补救途径由多种酶参与#

$<=

是其中一种
78

9

补救合成酶# 对于细胞进行正常生理活动具有重

要意义$ 在研究拟南芥
&"'()5

时发现#

&"'()5

的
78

9

总水平下降# 其中
$<

#

$<$

#

$>

和
$>$

水平显著

下降# 而
$?

和
$?$

无显著变化# 推测在拟南芥内可能存在
$<=

的同工酶&

9

'

$ 而
@A)?&

等&

/+

'的研究认

为% 烟草叶际
$<

*

$?

的转换可能受叶际微生物的影响较大$

78

9

对植物的生长发育( 逆境适应及人和

动物的营养具有重要意义# 其从头合成途径已有较多的研究# 而补救途径还有许多不明之处# 有待深入

研究$ 本研究从烟草中克隆得到烟草
*"#$%5

# 并设置了不同的逆境胁迫条件对
*"#$%5

进行探究# 结

果表明%

*"#$%5

在叶中表达最高且受紫外线# 氧化和氯化钠胁迫的诱导# 推测
*"#$%5

参与烟草植株

李冰冰等% 烟草
*"#$%5

基因克隆与表达分析

图
/ *"#$%5

基因开放阅读框及预测氨基酸序列

B14CDE / F=B GH *"#$%5 4EIE -IJ 30E KGDDE2.GIJ1I4 -L1IG -K1J 2EMCEIKE

+6+
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图
'

几个已知物种的
()*

多序列比对

+,-./0 ' 1.23,420 4/530,6 708.0690 :2,-6;063 5< 70=0/:2 >65?6 ()* 06@A;07

由上而下依次为烟草!

!"#$%#

"# 拟南芥
&'()*+,-.*. "/(0*(1(

!

B(C!&&#$&D!

"# 栗酒裂殖酵母
23/*4,.(3!

3/(',5637. -,5)7

!

B(CEFGE%G

"# 酿酒酵母
2(33/(',5637. 37'78*.*(7

!

+HEE&&'FD#

"

对紫外线$ 氧化和氯化钠胁迫的抗逆反应% 外源添加
()

后#

9"#$%#

表达量与对照相比显著上调# 表明

()

对
9"#$%#

有显著的诱导作用% 此外# 外源
()

处理的前
G I 9"#$%#

的表达呈上升趋势# 而在培养的

第
%

天时
9"#$%#

的表达降低# 相应的
()

持续降低# 而
(B

#

(1

和
(1(

等都有不同程度的升高# 表明

JK

L

各组分在烟草叶片中可相互转化并存在反馈调节% 目前# 本实验室正在进行
9"#$%#

重组蛋白的优

图
G 9"#$%#

表达的组织特异性及对不同胁迫处理的响应

+,-./0 G M(H* :6:2A7,7 5< 74:3,:2 0N4/077,56 5< 9"#$%# :6I ,37 /0745670 35

I,<<0/063 73/077 3/0:3;0637

图
E 9"#$%#

对外源
()

处理的响应分析

+,-./0 E M(H* :6:2A7,7 5< 3O0 /0745670 5< 9"#$%#

35 0N5-065.7 ()

在
&D&E

水平上差异显著

不同小写字母表示在

&D&E

水平上差异显著

E%L
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图
# $%&'

分析
()

#

标准品!

*

"及对照烟草叶片提取液!

)

"

+,-./0 # $%&' 121345,5 67/ ()

#

1.89028,: 5812;1/;5

!

*

"

12; 0<8/1:85 6/7= :728/73 87>1::7 301?05

!

)

"

化表达及体外酶活测定# 以期为进一步探明烟草
%&@

基因功能及
()

#

补救合成过程奠定基础$

"
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广西植物#
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#

(*

!

Q

"(

#LQ ! #LM$

李冰冰等( 烟草
J(BKLA

基因克隆与表达分析

图
P $%&'

分析外源
%&

处理组烟草叶片提取液
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