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　 　 摘要:ＷＤ４０ 转录因子在植物逆境响应中具有重要作用ꎮ 本研究克隆获得核桃的一条 ＷＤ４０ 家族的自噬相关蛋白(Ａｕｔｏ￣
ｐｈａｇｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ)１８ａ 基因(ＪｒＡＴＧ１８ａ)ꎬ通过生物信息学和基因表达技术ꎬ分析不同非生物及植物激素处理下 ＪｒＡＴＧ１８ａ 基

因的表达规律ꎬ预测 ＪｒＡＴＧ１８ａ 的基本生物功能ꎮ 结果显示ꎬＪｒＡＴＧ１８ａ 的开放阅读框(ＯＲＦ)为 １３７１ ｂｐꎬ编码蛋白含 ４５６ 个氨基

酸ꎬ分子量为 ５０ ７４６ ｋＤꎬ理论等电点为 ５ ９７ꎮ 与草莓、苹果、碧桃等具有较近的进化关系ꎮ 其启动子含有热激响应(ＨＳＥ)、低
温胁迫(ＬＴＲ)、水杨酸(ＳＡ)响应等相关元件ꎮ 表达分析发现 ＪｒＡＴＧ１８ａ 基因在热、寒、旱、ＳＡ、茉莉酸甲酯(ＭｅＪＡ)、脱落酸

(ＡＢＡ)处理下能被不同程度的诱导ꎬ且体现出根和叶的表达差异ꎮ 这些结果表明ꎬＪｒＡＴＧ１８ａ 基因能响应逆境参与核桃适应不

良环境ꎬ可作为核桃抗逆分子育种的重要候选基因ꎮ
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ＭｄＡＴＧ１８ａ. Ｔｈｅ ２０９０ ｂｐ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｓｅｇｍｅｎｔ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ｓｅｖｅｒａｌ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｃｉｓ￣ｅｌｅｍｅｎｔｓꎬｓｕｃｈ ａｓ
ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｅｌｅｍｅｎｔ(ＨＳＥ)ꎬｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ(ＬＴＲ)ꎬａｎｄ ｓａｌｉｃｇｌｉｃ ａｃｉｄ(ＳＡ). Ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ
(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)ꎬｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ＪｒＡＴＧ１８ａ ｉｎ ｒｏｏｔ ａｎｄ ｌｅａｆ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄꎬａｎｄ ｔｈｉｓ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｕｎｄｅｒ
ｈｅａｔꎬｃｏｌｄꎬｄｒｏｕｇｈｔꎬＳＡꎬＭｅＪＡꎬＡＢＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ. Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ＪｒＡＴＧ１８ａ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｔｏ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｗａｌｎｕｔꎬａｎｄ ｐｏｓｓｉｂｌｙ ＪｒＡＴＧ１８ａ ｉｓ ａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅ ｆｏｒ ｗａｌｎｕｔ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｒｅｅｄｉｎｇ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｊｕｇｌａｎｓ ｒｅｇｉａ Ｌ. ꎻＷＤ４０ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒꎻａｕｔｏｐｈａｇｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎻｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ

ＷＤ４０ 蛋白又称作 ＷＤ 重复蛋白 (ＷＤ￣ｒｅｐｅａｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ)ꎬ蛋白分子含有 ６ ~ １６ 拷贝的保守域ꎬ序列

从甘氨酸￣组氨酸(Ｇｌｙ￣Ｈｉｓ)起始ꎬ至色氨酸￣天冬氨

酸(Ｔｒｐ￣ＡｓｐꎬＷＤ)结尾[１]ꎮ ＷＤ４０ 蛋白最早在哺乳

动物的异源 Ｇ 蛋白中发现ꎬ广泛存在于真核生物ꎬ
在细菌和蓝藻中也有发现ꎬ但数量较少[２￣３]ꎮ 目前ꎬ
研究发现 ＷＤ４０ 蛋白参与细胞分裂、跨膜信号转导、
物质运输、ｍＲＮＡ 修饰、花发育、开花等过程[４￣５]ꎮ
如ꎬ华静静等[６]认为 ＷＤ４０ 蛋白是植物花青素苷生

物合成途径中的调控因子之一ꎬ且在紫苏(Ｐｅｒｉｌｌａ
ｆｒｕｔｅｓｃｅｎｓ ( Ｌ. ) Ｂｒｉｔｔｏｎ ) [７]、 苹 果 ( Ｍａｌｕｓ ｐｕｍｉｌａ
Ｍｉｌｌ. ) [８]等植物中均分离鉴定出了具有类似功能

的 ＷＤ４０ 蛋白ꎮ 近些年来ꎬ有研究表明 ＷＤ４０ 蛋

白参与植物的非生物胁迫响应ꎬ如ꎬ李洁[９] 通过克

隆棉花(Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ Ｌ. )Ｇｈ￣ＷＤ４０ 基因在拟

南芥中表达发现 Ｇｈ￣ＷＤ４０ 能调控盐和干旱胁迫响

应并起到负调控作用ꎻ李宝燕[１０] 在烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ
ｔａｂａｃｕｍ Ｌ. )中克隆得到的 ＮｔＴＴＧ２ 基因含有 ５ 个

ＷＤ４０ 结构域ꎬＮｔＴＴＧ２ 在根、茎、叶、花中均有所表

达ꎬ且 ＮｔＴＴＧ２ 能通过生长素和水杨酸交叉调节作

用协调烟草生长和抗病ꎮ
自噬相关蛋白 ( Ａｕｔｏｐｈａｇｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ) 是

ＷＤ４０ 转录因子中的一类ꎬ参与植株生长、发育、代
谢等多种生命活动ꎮ 如ꎬ细胞质甘油￣３￣磷酸脱氢酶

与 ＡＴＧ３ 相互作用以负调节自噬和免疫[１１]ꎻＯｓＡＴＧ７
是水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ. )后期花药发育中自噬依赖

性脂质代谢所必需的[１２]ꎬ表达谱及半定量 ＲＴ￣ＰＣＲ
分析表明ꎬＯｓＡＴＧ６ 基因参与非生物胁迫(热、冷和

干旱)和激素(脱落酸)反应[１３]ꎻ野生小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ
ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ. ) ＴｄＡＴＧ８ 能参与干旱和渗透胁迫响

应[１４]ꎮ 但目前对 ＷＤ４０ 蛋白的研究以草本植物为

主ꎬ在木本植物中的研究较少ꎮ 本研究以重要木

本油料植物核桃(Ｊｕｇｌａｎｓ ｒｅｇｉａ Ｌ. )为研究试材ꎬ克
隆获得 １ 条自噬相关蛋白基因( ＪｒＡＴＧ１８ａ)ꎬ以期

通过分析其生物信息及逆境胁迫下的表达模式ꎬ
探讨 ＪｒＡＴＧ１８ａ 基因的生物学功能ꎬ为揭示核桃抗

逆适应机制打下基础ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料及处理

以 ２ 年生香玲核桃同源嫁接盆栽苗为试材ꎮ 胁

迫处理包括 ４２ ℃ (高温)、５ ℃ (低温)、干旱(２０％
ＰＥＧ６０００)、２ ｍｇ / Ｌ 水杨酸(ＳＡ)、０ １ ｍｍｏｌ / Ｌ 脱落酸

(ＡＢＡ)及 １００ ｍｇ / Ｌ 茉莉酸( ＪＡ)ꎮ 干旱、ＳＡ、ＡＢＡ
及 ＪＡ 胁迫均使用浇灌根部的方法进行处理ꎬ且在胁

迫时间内植株托盘有足够溶液保证处于胁迫状态ꎮ
每个处理分别在 ０ ｈ、３ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 取样ꎬ非处

理植株为对照ꎮ 分别收集各处理时间点的根和叶ꎬ
用液氮速冻后保存于 － ８０ ℃冰箱备用ꎮ 每个处理

设置 ３ 次重复ꎬ每个重复包含 ９ 棵植株ꎮ
１ ２　 ＪｒＡＴＧ１８ａ 基因的克隆与分析

以“ＷＤ４０”为关键词在香玲核桃转录组中查找

ＷＤ４０ 基因ꎬ并根据注释进行分类ꎬ经 Ｂｌａｓｔ 比对选取

其中 １ 条属于自噬蛋白亚家族的 １８ａ 基因ꎬ命名为

ＪｒＡＴＧ１８ａ 进行分析ꎮ 用 ＯＲＦ ｆｉｎｄｅｒ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｎｃｂｉ ｎｌｍ ｎｉｈ ｇｏｖ / ｇｏｒｆ / ｇｏｒｆ ｈｔｍｌ)确定 ＪｒＡＴＧ１８ａ 基因

的开放读码框(ＯＲＦ)ꎬ根据 ＯＲＦ 两端序列设计引物

ＪｒＡＴＧ１８ａ￣Ｆ 和 ＪｒＡＴＧ１８ａ￣Ｒ(表 １)ꎬ进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ
扩增产物经纯化后与 ｐＭＤ￣１８￣Ｔ 载体连接并转化大

肠杆菌 ＤＨ５ɑ 感受态细胞ꎬ挑取阳性克隆进行菌液

ＰＣＲ 及测序确认ꎮ 利用 Ｅｘｐａｓｙ ＰｒｏｔＰａｒａｍ (ｈｔｔｐ: / /
ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )对确认的 ＪｒＡＴＧ１８ａ 基因

序 列 特 征 进 行 分 析ꎮ 利 用 ＢＬＡＳＴＰ ( ｈｔｔｐ: / /
ｂｌａｓｔ ｎｃｂｉ ｎｌｍ ｎｉｈ ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ)进行序列同源性搜索ꎻ
利用 Ｃｌｕｓｔａｌ ３ ０ 软件对不同物种的 ＷＤ４０ 进行进化

分析ꎮ 使用 ｐｌａｎｔＣＡＲＥ ( ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｐｓｂ.
ｕｇｅｎｔ. ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )分析该基因启动

子中含有的顺式作用元件ꎮ 利用 Ｅｘｐａｓｙ 中 Ｓｗｉｓｓ
Ｍｏｄｅｌ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｉｎｔｅｒａｃ￣
ｔｉｖｅ)程序同源建模ꎬ推测该蛋白的三维结构模型ꎮ
１ ３　 ＪｒＡＴＧ１８ａ 基因的表达分析

各样品总 ＲＮＡ 采用 ＣＴＡＢ 方法提取ꎬＲＮＡ 经

ＤＮＡ 消化酶处理后采用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ
(ＣＷＢＩＯꎬ康为世纪ꎬ中国) 反转录为 ｃＤＮＡꎬ稀释
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１０ 倍后用作实时荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)的模

板ꎬ内参(１８Ｓ ｒＲＮＡ 基因)引物同前所述[１５]ꎮ ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 使用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ
(ＣＷＢＩＯ)进行ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 定量引物为 ＤＬ￣Ｆ 和 ＤＬ￣Ｒ
(表 １)ꎮ 定量反应仪器为 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 生产的

ＳｔｅｐＯｎｅＴＭ Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍꎮ 反应程序为:９４ ℃
预变性 ３０ ｓꎻ９４ ℃变性 １２ ｓꎬ６０ ℃退火 ４５ ｓꎬ７２ ℃延

伸 ４５ ｓꎬ４５ 个循环ꎻ８１ ℃读板１ ｓꎬ每个样品重复３ 次ꎮ
采用 ２￣△△Ｃｔ法对定量结果进行相对分析[１６]ꎬ相对表达

水平为相对于内参基因及对照的表达值ꎮ

表 １　 本研究所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称 Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ 正向引物 Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ 反向引物 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ

１８Ｓ ｒＲＮＡ ５′￣ＧＧＴＣＡＡＴＣＴＴＣＴＣＧＴＴＣＣＣＴＴ￣３′ ５′￣ＴＣＧＣＡＴＴＴＣＧＣＴＡＣＧＴＴＣＴＴ￣３′

ＪｒＡＴＧ１８ａ￣Ｆ / Ｒ ５′￣ＡＴＧＧＣＣＡＣＣＣＴＣＴＣＴＡＣＣ￣３′ ５′￣ＴＣＡＧＡＡＡＧＴＴＴＣＴＴＣＴＧＧ￣３′

ＤＬ￣Ｆ / Ｒ ５′￣ＣＡＴＧＡＣＣＡＣＧＡＴＣＡＧＡＡＣ￣３′ ５′￣ＣＧＡＡＡＣＧＧＡＴＣＧＣＡＧＴＴＧ￣３′

２　 结果与分析

２ １　 ＪｒＡＴＧ１８ａ 基因全长 ｃＤＮＡ 序列分析

以核桃 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ核桃转录组查找序列为

依据ꎬ经 ＰＣＲ 法克隆获得 １ 条自噬相关蛋白 １８ａ 基

因ꎬ即 ＪｒＡＴＧ１８ａꎮ ＪｒＡＴＧ１８ａ 基因 ＯＲＦ 长 １３７１ ｂｐ
(图 １)ꎬ编码的蛋白包含 ４５６ 个氨基酸ꎬ分子量为

５０７４６ ０５ Ｄꎬ理论等电点为 ５ ９７ꎮ ＢＬＡＳＴ 发现该基

因与核桃基因组中登录号为 ＸＭ＿０１８９７９９１８ １ 的基

因一致ꎮ 该蛋白含有 ５ 个‘ＷＤ４０ ｒｅｐｅａｔ’保守结构

域ꎬ位于多肽的 １７８ ~ ３５２ 氨基酸之间(图 ２)ꎮ 与草

莓(Ｆｒａｇａｒｉａ ｖｅｓｃａ Ｌ. )、苹果(Ｍａｌｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ(Ｓｕｃｋ￣
ｏｗ)Ｂｏｒｋｈ. )、碧桃(Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ(Ｌ. )Ｂａｔｓｃｈ)、樱桃

(Ｐｒｕｎｕｓ ａｖｉｕｍ(Ｌ. )Ｌ. )等具有较近的进化关系(图
３)ꎮ 通过 Ｓｗｉｓｓ Ｍｏｄｅｌ 程序同源建模ꎬ推测该蛋白的

三维结构如图 ４ 所示ꎬ与草莓 ＦｖｖＡＴＧ１８ａ 及苹果

ＭｄＡＴＧ１８ａ 的蛋白三维结构相似ꎬ推测 ＪｒＡＴＧ１８ａ 与

ＦｖｖＡＴＧ１８ａ 及 ＭｄＡＴＧ１８ａ 具有相似功能ꎮ

图 １　 ＪｒＡＴＧ１８ａ 基因的开放读码框序列

Ｆｉｇ. １　 Ｔｈｅ ＯＲＦ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＪｒＡＴＧ１８ａ ｇｅｎｅ
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Ａ:ＷＤ４０ 的位置分布ꎻＢ:ＷＤ４０ 氨基酸分布

Ａ:Ｔｈｅ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ＷＤ４０ ｄｏｍａｉｎꎬＢ:Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＷＤ４０ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ

图 ２　 ＪｒＡＴＧ１８ａ 蛋白的 ＷＤ４０ 结构域分布

Ｆｉｇ. ２　 Ｔｈｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ＷＤ４０ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ＪｒＡＴＧ１８ａ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ３　 ＪｒＡＴＧ１８ａ 与其他物种相似蛋白的系统进化树分析

Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＪｒＡＴＧ１８ａ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ＡＴＧ１８ａ￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ
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图 ４　 ＪｒＡＴＧ１８ａ 蛋白三维结构

Ｆｉｇ. ４　 Ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔｈｒｅｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＪｒＡＴＧ１８ａ ｐｒｏｔｅｉｎ

２ ２　 ＪｒＡＴＧ１８ａ 基因启动子分析

从 ＮＣＢＩ 数据库中获得 ＪｒＡＴＧ１８ａ 基因起始密

码子上游 ２０９０ ｂｐ 的 ＤＮＡ 序列进行启动子生物信

息学分析ꎬＰｌａｎｔＣａｒｅ 预测显示ꎬＪｒＡＴＧ１８ａ 启动子中

除了 ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ、ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ 等核心或常见元件外ꎬ还
包含多个与逆境响应及激素调控相关的顺式作用元

件ꎬ如热激响应元件(ＨＳＥ)、低温胁迫元件(ＬＴＲ)、
水杨酸 ( ＳＡ) 及茉莉酸甲酯 (ＭｅＪＡ) 响应元件等

(表 ２)ꎬ推测其具有调控 ＪｒＡＴＧ１８ａ 基因参与逆境刺

激的能力ꎮ
２ ３　 非生物胁迫下 ＪｒＡＴＧ１８ａ 基因的表达模式

通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术分析 ＪｒＡＴＧ１８ａ 基因在热、
寒、旱 ３ 种非生物胁迫下的表达水平ꎬ有利于预测

表 ２　 ＪｒＡＴＧ１８ａ 启动子中的主要顺式作用元件

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｍａｉｎ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ＪｒＡＴＧ１８ａ ｐｒｏｍｏｔｅｒ

顺式作用元件

Ｃｉｓ￣ｅｌｅｍｅｎｔ
起始位点(方向)

Ｓｔａｒｔ ｓｉｔｅ / ｂｐ(ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ)
序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
特性

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ

５ＵＴＲ Ｐｙ￣ｒｉｃｈ ｓｔｒｅｔｃｈ ４００( － ) / １１４７( ＋ )ꎻ
１４７９( ＋ ) / １４７５( ＋ ) / １４８７( ＋ ) /

１４７１( ＋ ) / １４８３( ＋ )

ＴＴＴＣＴＴＣＴＣＴꎻ
ＴＴＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣ

赋予高表达水平

ｃｏｎｆｅｒｒｉｎｇ ｈｉｇｈ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ

ＡＡＣＡ＿ｍｏｔｉｆ １１６１( ＋ ) ＴＡＡＣＡＡＡＣＴＣＣＡ 胚乳特异负表达

ｅｎｄｏｓｐｅｒｍ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ｓｋｎ￣１＿ｍｏｔｉｆ ６６０( ＋ ) ＧＴＣＡＴ 胚乳表达

ｅｎｄｏｓｐｅｒｍ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ＡＲＥ ７６１( ＋ ) ＴＧＧＴＴＴ 厌氧诱导

ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

Ｂｏｘ ＩＩＩ １０７( － ) ＣＡＴＴＴＡＣＡＣＴ 蛋白结合位点

ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ

Ｂｏｘ￣Ｗ１ ６２６( ＋ ) ＴＴＧＡＣＣ 真菌诱导

ｆｕｎｇａｌ ｅｌｉｃｉｔｏｒ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

ＣＡＴ￣ｂｏｘ ５７８( － ) ＧＣＣＡＣＴ

ＯＣＴ １２５１( － ) ＣＧＣＧＧＡＴＣ

分生组织表达

ｍｅｒｉｓｔｅｍ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆ ６５９( ＋ ) ＣＧＴＣＡ

ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆ ６５９( － ) ＴＧＡＣＧ

茉莉酸响应

ＭｅＪＡ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

ＥＲＥ ９６６( ＋ ) / １０７５( ＋ ) ＡＴＴＴＣＡＡＡ 乙烯响应

ｅｔｈｙｌｅｎｅ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

ＧＡＲＥ￣ｍｏｔｉｆ １２７８( － ) ＡＡＡＣＡＧＡ

Ｐ￣ｂｏｘ ７８８( ＋ ) ＣＣＴＴＴＴＧ

赤霉素响应

ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

ＨＳＥ ２７４９( ＋ ) ＡＡＡＡＡＡＴＴＴＣ 热胁迫响应

ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

ＬＴＲ １２８( ＋ ) ＣＣＧＡＡＡ 低温胁迫响应

ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

ＴＣ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ １３５( － ) ＧＴＴＴＴＣＴＴＡＣ 防卫及胁迫响应

ｄｅｆｅｎｓｅ ａｎｄ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ
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表 ２(续)

顺式作用元件

Ｃｉｓ￣ｅｌｅｍｅｎｔ
起始位点(方向)

Ｓｔａｒｔ ｓｉｔｅ / ｂｐ(ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ)
序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
特性

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ

ＴＣＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ ４０１( ＋ ) ＧＡＧＡＡＧＡＡＴＡ 水杨酸响应

ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

ａｓ￣２￣ｂｏｘ １１０( ＋ ) ＧＡＴＡＡＴＧＡＴＧ 芽特异表达及光响应

ｓｈｏｏｔ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

ｃｉｒｃａｄｉａｎ １１６( － ) / ７２２( － ) ＣＡＡＮＮＮＮＡＴＣ 生物钟控制

ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｃｏｎｔｒｏｌ

Ｉ￣ｂｏｘ ６１( － ) ＧＡＴＡＡＧＧＴＣ

Ｂｏｘ Ｉ ９６７( ＋ ) / １０７６( ＋ ) ＴＴＴＣＡＡＡ

ＣＡＴＴ￣ｍｏｔｉｆ ４６９( ＋ ) / ６８０( ＋ ) ＧＣＡＴＴＣ

ＧＡＴＡ￣ｍｏｔｉｆ ６３ / ７４３( － ) ＡＡＧＧＡＴＡＡＧＧ

ＡＴＣＴ￣ｍｏｔｉｆ １２４５( － ) ＡＡＴＣＴＡＡＴＣＣ

Ｇ￣ｂｏｘ ７０５( － ) ＣＡＣＧＴＣ

ＡＣＥ １１１０( － ) ＡＡＡＡＣＧＴＴＴＡ

ＴＣＴ￣ｍｏｔｉｆ ７７６( ＋ ) / ９８９( ＋ ) ＴＣＴＴＡＣ

ｃｈｓ￣ＣＭＡ１ａ ９９１( ＋ ) ＴＴＡＣＴＴＡＡ

Ｓｐ１ ６３１( ＋ ) / ７１１( － ) ＣＣ(Ｇ / Ａ)ＣＣＣ

光响应

ｐａｒｔ ｏｆ ａ ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

ＪｒＡＴＧ１８ａ 基因响应热、寒、旱等刺激的功能ꎮ 结果

显示ꎬＪｒＡＴＧ１８ａ 基因能被高温、低温及干旱胁迫不

同程度地诱导ꎬ不同胁迫时间下ꎬ在叶和根中的表

达水平存在显著差异ꎻ在同一时间点ꎬ其在叶和根

中的表达水平具有差异性ꎬ体现了 ＪｒＡＴＧ１８ａ 基因在

高温、低温及干旱胁迫响应中具有时间表达及组织

表达特异性(图 ５)ꎮ 具体来说ꎬ在高温(４５ ℃)胁迫

下ꎬＪｒＡＴＧ１８ａ 基因被诱导表达ꎬ在叶中胁迫 １２ ｈ
上调最大ꎬ为对照的 ２ ７８ 倍ꎻ在根中的表达水平

随胁迫时间延长而增强ꎬ在 ２４ ｈ 最大ꎬ为对照的

４ ３７ 倍(图 ５Ａ)ꎮ 低温胁迫下ꎬＪｒＡＴＧ１８ａ 在根和

叶中的表达趋势相反ꎬ胁迫 ６ ｈ 时ꎬ在叶中的表达

达到最大值ꎬ为对照的 ４ ９９ 倍ꎻ而在根中的最小

值出现在 ６ ｈꎬ为对照的 ３２ ６１％ ꎬ最大值出现在

２４ ｈꎬ为对照的 ４ ２４ 倍(图 ５Ｂ)ꎮ 干旱胁迫下ꎬ在
胁迫 ３ ｈ 情况下ꎬＪｒＡＴＧ１８ａ 基因的转录水平被抑

制低于或近于对照ꎬ当胁迫时间高于 ３ ｈ 后ꎬ则被

明显诱导ꎮ 叶中 ６ ｈ 和 ２４ ｈ 的表达相近ꎬ分别为

对照的 ３ ０２ 倍、３ ０５ 倍ꎻ根中 ２４ ｈ 表达最大ꎬ为
对照的 ８ ３２ 倍(图 ５Ｃ)ꎮ

Ａ:高温胁迫ꎻＢ:低温胁迫ꎻＣ:干旱胁迫ꎻ误差来自于 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 的 ３ 次重复ꎮ
图中小写字母表示在同一组织中各个时间点之间的差异显著性(Ｐ < ０ ０５)ꎮ 下同

Ａ:Ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓꎬＢ:Ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓꎬＣ:Ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓꎬｅｒｒｏｒ ｂａｒｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｒｅｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ ｏｆ ｑＲＴ￣ＰＣＲ. Ｔｈｅ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｍｅａｎ ｔｈｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ(Ｐ < ０ ０５)ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｓｓｕｅ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ

图 ５　 ＪｒＡＴＧ１８ａ 基因在非生物胁迫下的表达水平

Ｆｉｇ. ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＪｒＡＴＧ１８ａ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓｅｓ
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　 ５ 期 陈淑雯等:核桃 ＷＤ４０ 转录因子 ＪｒＡＴＧ１８ａ 基因的克隆及逆境响应

２ ４　 ＪｒＡＴＧ１８ａ 基因响应外源激素的表达模式

ＪｒＡＴＧ１８ａ 基因的转录表达受外源激素影响ꎬ且
也体现了时空表达特性和组织表达特性(图 ６)ꎮ
ＳＡ 处理下ꎬＪｒＡＴＧ１８ａ 基因在叶中的表达在 ６ ｈ 表达

最低ꎬ为对照的 ６９ ７３％ ꎻ最大值在 ２４ ｈꎬ为对照的

６ ９６ 倍ꎮ 在根中的表达比较稳定ꎬ为对照的 ２ １３ ~
２ ３８ 倍(图 ６Ａ)ꎮ ＪＡ 处理下ꎬ在叶中的表达呈“Ｎ”

字形变化ꎬ在根中的表达呈倒“Ｖ”字形变化ꎮ 在叶

和根中的最大表达水平分别为对照的 ４ ６３ 倍、
６６ １０ 倍(图 ６Ｂ)ꎮ ＡＢＡ 处理下ꎬＪｒＡＴＧ１８ａ 基因在叶

和根中的表达趋势相似ꎬ即均随着胁迫时间的延长而

增高ꎬ到 ２４ ｈ 达到最大值ꎬ分别为对照的 １１ １３ 倍、
１１ ６３ 倍(图 ６Ｃ)ꎮ

Ａ:ＳＡ 处理ꎻＢ:ＪＡ 处理ꎻＣ:ＡＢＡ 处理

Ａ:ＳＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎻＢ:ＪＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎻＣ:ＡＢＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

图 ６　 ＪｒＡＴＧ１８ａ 基因在激素处理下的表达水平

Ｆｉｇ. ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＪｒＡＴＧ１８ａ ｕｎｄｅｒ ｈｏｒｍｏｎｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

３　 讨论

核桃是我国主要经济树种之一ꎬ也是构成我国

多地扶贫攻坚项目的重要树种之一ꎬ在推动区域经

济发展上具有重要作用ꎮ 但近年来全球环境的变

化ꎬ环境因子特别是西北地区越冬入春出现的“倒
春寒”及夏秋核桃成熟期严重的高温干旱等气候

现象ꎬ严重制约了核桃产业的发展ꎮ 因此ꎬ筛选核

桃逆境响应重要基因ꎬ研究其逆境响应功能机制ꎬ
选育抗逆优良核桃品种将对推进我国核桃产业的

总体效益起到重要作用ꎮ 而目前有关核桃抗逆适

应分子机制方面的研究鲜见报道ꎬ挖掘抗逆响应

相关基因进行适应机制探索ꎬ亟待进行ꎮ 在前期

研究中ꎬ我们克隆获得了一些核桃逆境响应相关

基因ꎬ包括 ＷＤ４０ 类转录因子ꎮ ＷＤ４０ 是一个超家

族ꎬ包含不同的亚类ꎬ与植株的生长、发育等过程

密切相关ꎬ也与植株响应逆境的调控有关[４] ꎮ 其

中自噬蛋白亚家族在植物逆境响应中的作用明

显ꎮ 本研究中获得 １ 个核桃 ＷＤ４０ 转录因子ꎬ通
过多序列比对和进化分析发现其属于自噬蛋白亚

家族 １８ａ 类似物ꎬ因此命名为 ＪｒＡＴＧ１８ａꎮ 在进化

上与苹果、樱桃等的 ＡＴＧ 蛋白相近ꎬ推测其可能与

这些蛋白具有相似功能ꎮ
启动子通常包含多种不同的顺式作用元件ꎬ与

调控基因功能有关ꎮ 如ꎬ柽柳 ＴｈＶＨＡｃ１ 基因启动子

包含有 ＷＲＫＹ、ＭＹＢ、ＤＯＦ 等与逆境响应相关的元

件ꎬ经分析发现ꎬ上游调控因子通过识别这些元件调

控 ＴｈＶＨＡｃ１ 的抗逆功能[１７]ꎮ 玉米 ＺｍＣＩＰＫ１０ 和

ＺｍＺＩＰ７１ 基因启动子序列中含有 ＡＢＡ、ＳＡ、低温等

相关顺式作用元件ꎬ在盐、干旱、低温胁迫下ꎬＺｍ￣
ＣＩＰＫ１０ 和 ＺｍＺＩＰ７１ 的表达量上升ꎬ表明其参与了

玉米的逆境响应[１８￣１９]ꎮ 本研究鉴定获得 ＪｒＡＴＧ１８ａ
基因的上游 ２０９０ ｂｐ 启动子中也含有 ＳＡ、ＪＡ、热、低
温等响应元件ꎬ预测该启动子也能调控 ＪｒＡＴＧ１８ａ 基

因参与植物生长发育及逆境响应过程ꎮ 因此ꎬ对核

桃进行了高温、低温、干旱、ＳＡ、ＪＡ 及 ＡＢＡ 等不同处

理ꎬ分析了根和叶中 ＪｒＡＴＧ１８ａ 的表达水平ꎬ结果发

现ꎬＪｒＡＴＧ１８ａ 在这些胁迫下能被不同程度的诱导ꎻ
同时ꎬ在相同处理下体现出组织特异性ꎬ在相同时间

处理下ꎬ体现出该基因对不同处理响应的差异性

(图 ５、图 ６)ꎮ 这与其他逆境响应相关基因在根和

叶组织中的表达特性具有相似性ꎮ 如ꎬ核桃 ＷＲＫＹ
转录因子家族基因 ＪｒＷＲＫＹ６ 和 ＪｒＷＲＫＹ５３ 在 ＮａＣｌ、
ＰＥＧ６ ０００、低温、ＡＢＡ 胁迫下也表现出胁迫时间及根、
叶差异表达[２０]ꎮ ＪｒＧＳＴＴａｕ１ 基因在低温胁迫下的

表达也体现了根、叶组织特异性和时序性[１５]ꎮ 柽柳

ＴｈＶＨＡｃ１ 基因在 ＣｄＣｌ２胁迫不同时间下的表达差异

较大ꎬ且在根和叶中的转录水平也不同[１７]ꎮ 这些基
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因都被证实为逆境响应调控基因ꎮ 可见ꎬ逆境响应

相关基因在不同时间胁迫及不同组织中的表达具有

差异性ꎬ也表明 ＪｒＡＴＧ１８ａ 基因在不同胁迫下的诱导

表达与逆境响应调控具有重要关系ꎮ
ＡＴＧ 基因参与逆境响应主要通过调节植株的生

理响应等途径改善植株的抗性ꎮ 如ꎬ小米( Ｓｅｔａｒｉａ
ｉｔａｌｉｃａ(Ｌ. ) Ｐ. Ｂｅａｕｖ. ) ＳｉＡＴＧ８ａ 基因能响应不同的

逆境胁迫ꎬ过表达时能通过改变植株的叶绿素含量、
ＲＯＳ 积累及脯氨酸代谢来增强转基因拟南芥的氮饥

饿和干旱胁迫的抗性[２１]ꎻ小麦 ＡＴＧ４ 和 ＡＴＧ８ 在生物

和非生物胁迫下具有积极响应功能ꎬ且与 ＡＢＡ、
ＭｅＪＡ、乙烯等激素信号通路相关[２２]ꎻ水稻 ＯｓＡＴＧ６ 基

因在非生物胁迫(热、冷和干旱)和激素(ＡＢＡ)刺激

下也能积极反应[１３]ꎮ 本研究中ꎬＪｒＡＴＧ１８ａ 基因上游

启动子含有众多与逆境响应相关的顺式作用元件ꎬ
其中包括了 ＳＡ、 ＪＡ 等激素响应相关元件ꎮ 且

ＪｒＡＴＧ１８ａ 基因能被 ＳＡ、ＪＡ 及 ＡＢＡ 等激素诱导ꎬ表
现出较高的表达水平(图 ６)ꎬ可以推测 ＪｒＡＴＧ１８ａ 基

因在参与逆境响应过程中ꎬ也会涉及 ＳＡ、ＪＡ 及 ＡＢＡ
等激素信号通路ꎬ并与 ＲＯＳ 及脯氨酸代谢具有重要

联系ꎮ 在后续研究中ꎬ将通过过量表达等方法全面

分析 ＪｒＡＴＧ１８ａ 基因的逆境响应功能ꎮ
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