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　 　 摘要:为了研究花生小 Ｇ 蛋白 ＡｈＲａｂ７ 基因在大肠杆菌中的表达模式及与高盐胁迫的关联性ꎬ采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术从花生

(Ａｒａｃｈｉｓ ｈｙｐｏｇａｅａ Ｌ. )品种花育 ２０ 中克隆了 ＡｈＲａｂ７(７￣１、７￣２)的 ｃＤＮＡ 全长序列ꎬ通过核苷酸序列和氨基酸序列分析结果表

明 ＡｈＲａｂ７(７￣１、７￣２)的 ｃＤＮＡ 全长分别为 ８７２ ｂｐ、８１６ ｂｐꎬ分别含 １ 个 ６２１ ｂｐ、６１８ ｂｐ 大小的开放阅读框(ＯＲＦꎬｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ
ｆｒａｍｅ)ꎬ拟编码氨基酸数分别为 ２０６ａａ、２０５ａａꎮ 将携带完整的 ＯＲＦ 序列连入表达载体 ｐＥＴ￣２８ａ(＋ )中ꎬ经 ＩＰＴＧ 诱导后进行耐

盐性测定ꎬ结果表明两种全长重组酶(分别含 ｐＥＴ￣２８ａ￣Ｒａｂ７￣１ 和 ｐＥＴ￣２８ａ￣Ｒａｂ７￣２ 的重组质粒)均具有正常酶活性ꎬ明显缓解

了高盐环境(５ ５％ ~ １０％ ＮａＣｌ 溶液)对大肠杆菌的生长胁迫ꎬ而对照组(含空载体 ｐＥＴ￣２８ａ)未能检测出相同的酶活性ꎬ结果

表明 ＡｈＲａｂ７ 基因表达可以显著缓解高盐胁迫影响ꎮ 目的基因经 ＩＰＴＧ 诱导后高效表达ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳检测到目标蛋白的大

小为 ２３ｋＤａꎬ与预测结果一致ꎮ 这为后期探讨花生对盐胁迫及其他非生物胁迫的研究奠定了一定的基础ꎮ
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　 ４ 期 向小华等:花生 ＡｈＲａｂ７ 基因的克隆及其原核表达研究

花生是我国主要经济作物和油料作物之一ꎬ年均

总产 １４３５ 万 ｔꎬ单产、总产均居世界之首ꎮ 土壤盐渍

化是世界范围内影响花生产量和品质的最重要因素

之一ꎬ全国每年因此引起的花生减产率平均达 ２０％
以上ꎬ造成的直接经济损失超过 ５０ 亿元[１￣３]ꎮ 近些年

有关耐盐植物的选育和植物耐盐机理以及植物耐盐

基因工程等方面的研究中已取得了一定的进展ꎮ
Ｒａｂ 蛋白是小 Ｇ 蛋白最大的亚家族ꎬ最早发现

于芽殖酵母 ( Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ)ꎬ其组成为

２００ ~ ２１０个氨基酸ꎬ各成员间氨基酸序列的同源

性在 ３５％ ~ ８０％ 之间ꎬ有保守的 Ｇ 结构域与高度

可变的 Ｎ 端和 Ｃ 端[４￣６] ꎮ Ｒａｂ 蛋白作为细胞内囊

泡运输的分子开关及胞内一类具有重要生理调节

功能的蛋白质[７] ꎮ 在囊泡运输的不同阶段ꎬＲａｂ
蛋白与植物的生长发育、抗逆等生命过程有着密

切的关系ꎬ在信号转导、细胞增殖、膜泡运输、细胞

骨架的组织、调节囊泡芽形成等过程中发挥重要

作用[８￣９] ꎮ Ｒａｂ 蛋白在进化上的保守性及其突变

体使囊泡运输产生缺陷等特性引起了普遍关注ꎬ
目前已经从高等植物中分离克隆出部分 Ｒａｂ 亚家

族的基因ꎬ通过比较分析不同物种 Ｒａｂ 蛋白基因

序列ꎬ表明该类蛋白在真核生物的进化中是高度

保守的ꎬ但在酵母、无脊椎动物、被子植物和哺乳

动物中的数量和功能上出现了分化[１０￣１３] ꎮ 在拟南

芥中共发现有 ８ 个亚家族 ５７ 种 Ｒａｂꎬ果蝇有 ２９
种ꎬ线虫有 ２９ 种ꎬ而人类有 ６０ 多种 Ｒａｂ 蛋白ꎬ是
目前研究中发现的最大的家族[１４￣１５] ꎮ 已有不少有

关 Ｒａｂ 蛋白与耐盐机制研究相关的报道ꎬＡ Ｍａｚｅｌ
等[１６]研究表明超表达内源囊泡运输蛋白 ＡｔＲａ￣
ｂＧ３ｅ(ＡｔＲａｂ７)后能够增强拟南芥对盐的渗透胁迫

能力ꎮ Ｍ Ｙ Ｎａｈｍ 等[１７] 在水稻中研究证明 Ｏｓ￣
Ｒａｂ７ 的表达也受到不同外界胁迫的调控ꎮ 近年

来ꎬ也有人宣布发现了新 Ｒａｂ 家族[１８] ꎮ 目前国内

外主要集中在对水稻和人体中的 Ｒａｂ 蛋白基因的

克隆、蛋白表达及功能的相关研究[１８￣２１] ꎬ有关花生

Ｒａｂ 蛋白研究方面目前还鲜有报道ꎮ
本研究利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法克隆获得 ＡｈＲａｂ７ 的

ｃＤＮＡ 全长序列ꎬ利用含完整 ＯＲＦ 的序列构建原

核表达载体ꎬ通过耐盐性测定分析该基因的过表

达与对高盐环境耐受性的关系ꎮ 通过原核表达分

析研究该基因的表达模式和功能研究ꎬ加深对植

物耐盐机理的了解ꎬ可为进一步研究 Ｒａｂ 基因在

抗盐基因工程有效利用提供重要的理论指导

意义ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料

花生品种花育 ２０ 由青岛农业大学遗传教研室

王晶珊老师赠予ꎬ种子经 ０ １％ ＨｇＣｌ２ 浸泡 ８ ｈ 后ꎬ
播种于培养钵中ꎬ沙土培植ꎬ待出苗生长 １０ ｄ 后取

样ꎬ于 － ８０ ℃保存备用ꎮ
表达载体 ｐＥＴ￣２８ａ(＋ )和表达菌株 ＢＬ２１ (ＤＥ３)

由青岛农业大学郭宝太老师赠予ꎮ 克隆载体

ｐＭＤ１８￣Ｔ 购自 ＴＡＫＡＲＡ(大连)宝生物公司ꎮ 感受

态细胞 ＤＨ５α 为本实验室制备和保存ꎮ
Ｎｉ￣ＮＴＡ ＨｉｓＢｉｎｄ 树脂(货号:７０６６６￣３)回收

试剂盒均购自(ＴＡＫＡＲＡ)大连宝生物公司ꎻ质粒提

取 Ｆａｓｔ Ｐｌａｓｍｉｄ Ｍｉｎｉｋｉｔ 购自康为世纪公司ꎮ 总 ＲＮＡ
提取试剂盒(ＲＮＡ ＴＲＩＺＯＬ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｋｉｔ) 购自 Ｉｎ￣
ｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎮ 实验引物序列由上海生工生物技术

服务有限公司(Ｓａｎｇｏｎｇ)合成ꎮ
１ ２　 方法

１ ２ １　 总 ＲＮＡ 的提取及 ｃＤＮＡ 的合成 　 取花生

品种花育 ２０ 新鲜幼嫩叶片 ０ １ ｇꎬ参照 ＲＮＡ 提取试

剂盒(ＲＮＡ ＴＲＩＺＯＬ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｋｉｔ)提供的步骤稍以

修改提取花生叶片总 ＲＮＡꎬＤＮａｓｅⅠ消化 ＤＮＡꎬ琼脂

糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ 完整性ꎬ紫外分光光度计检测

ＲＮＡ 含量和纯度ꎮ
按 ＴＡＫＡＲＡ 反转录试剂盒说明合成第 １ 链 ｃＤ￣

ＮＡꎮ 在 ０ ２ ｍＬ ＤＥＰＣ 水处理的 ＰＣＲ 管中ꎬ加入以

下组分:ＲＮＡ ２ μＬ、Ｏｌｉｇｏ ( ｄＴ) １８ １ μＬ、ＲＮａｓｅ￣Ｆｒｅｅ
ｄｄＨ２Ｏ ２ μＬ、５ × Ｂｕｆｆｅｒ ４ μＬ、ＲＮａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ １ μＬ、
ｄＮＴＰ Ｍｉｘ １ μＬ、Ｍ￣ＭｕＬＶ ＲＴ 酶 １ μＬꎬ反转录程序为

２５ ℃温育 ５ ｍｉｎ、４２ ℃温育 ３０ ｍｉｎ、８５ ℃温育５ ｍｉｎꎬ
产物保存于 － ２０ ℃中备用ꎮ
１ ２ ２　 花生 Ｒａｂ７ 基因全长 ｃＤＮＡ 的克隆及序列

分析 　 利用 ＮＣＢＩ 数据库( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ.
ｎｉｈ. ｇｏｖ / )中水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ. )、拟南芥(Ａｒａｂｉ￣
ｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ Ｌ. )已有的 Ｒａｂ７ 的氨基酸序列作为

查询探针ꎬ使用 ｔＢｌａｓｔｎ 检索 ＧｅｎＢａｎｋ 中花生的 ＥＳＴ
(ｄｂＥＳＴ)数据库ꎮ 将检索到的高相似且含 Ｒａｂ７ 保

守序列的 ＥＳＴ 序列进行拼接ꎬ根据拼接得到的全长

ｃＤＮＡ 序列设计上下游引物进行克隆ꎮ
Ｒａｂ７￣１:Ｆ ５′ＧＧＧＴＣＧＴＧＴＴＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧ

Ｒ:５′ＡＴＣＴＣＡＧＣＡＴＴＣＡＣＡＡＣＣＴＧＴ
Ｒａｂ７￣２:Ｆ ５′ＡＧＡＧＣＡＡＴＣＡＴＧＴＣＡＡＴＧＣＧＧＡＧＧ

Ｒ:５′ＧＣＧＧＧＴＧＣＧＣＡＴＧＣＴＡＡＴＴＴＣ
ＰＣＲ 扩增反应体系为 ２５ μＬꎬ体系中各组分为:
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１０ × Ｂｕｆｆｅｒ ２ ５ μＬ、ＭｇＣｌ２ (１０ ｍｍｏｌ / Ｌ) ３ μＬ、ｄＮＴＰ
Ｍｉｘ(１０ ｍｍｏｌ / Ｌｅａｃｈ)０ ５ μＬ、正反引物(１０ ｍｍｏｌ / Ｌ)
各 １ μＬ、ｃＤＮＡ 模板１ μＬ、Ｔａｑ 酶(５ Ｕ / μＬ)０ ５ μＬ、其
余用 ｄｄＨ２Ｏ 补足至 ２５ μＬꎻＰＣＲ 反应程序为:９４ ℃预

变性 ５ ｍｉｎꎬ９４ ℃变性 ４０ ｓꎬ６１ ℃退火４５ ｓꎬ７２ ℃延伸

１ ｍｉｎꎬ共 ３５ 次循环ꎬ最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 取 ５ μＬ
扩增产物在 ０ ８％琼脂糖凝胶电泳中检测ꎮ

按回收试剂盒说明将与预测大小接近的单一条

带进行回收纯化ꎬ连入克隆载体 ｐＭＤ１８￣Ｔ 中ꎬ操作

见参考文献[２２]ꎮ 将 ＴＡ 载体经 ４２ ℃热激转化后

挑取阳性克隆ꎬ经菌落 ＰＣＲ 和质粒酶切验证后ꎬ阳
性菌落送往上海生工测序部进行双向测序鉴定ꎬ结
果在 ＮＣＢＩ 中( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / )的

ＢＬＡＳＴ 工具与数据库中的序列进行比对分析ꎻ序列

拟编码的氨基酸比对分析在软件 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 中进行ꎮ
１ ２ ３　 原核表达的载体构建及其鉴定　 以含阳性

克隆的 ＴＡ 载体为模板ꎬ以含有 Ｈｉｎｄ Ⅲ和 ＮｄｅⅠ限

制性酶切位点的特异引物对目的片段的 ＯＲＦ 进行

ＰＣＲ 扩增ꎬ方法同 １ ２ ２ꎮ
Ｒａｂ７̄ １′:Ｆ ５′ ＧＣＣＡＴＡＴＧＡＴＧＣＣＴＴＣＣＡＧＡＡＧＡＡＧＡＡＣ

Ｒ５′ＣＧＡＡＧＣＴＴＴＣＡＴＣＴＣＡＧＣＡＴＴＣＡＣＡＡＣＣＴＧＴ
Ｒａｂ７￣２′:Ｆ ５′ ＧＣＣＡＴＣＴＧＡＴＧＴＣＡＡＴＧＣＧＧＡＧＧ

Ｒ ５′ ＣＧＡＡＧＣＴＴＴＴＡＧＣＡＴＧＣＧＣＧＣＡＣＣＣＧＣ
ＣＡＴＡＴＧ 为 ＮｄｅⅠ酶切位点ꎬＡＡＧＣＴＴ 为 Ｈｉｎｄ Ⅲ

酶切位点ꎮ ＰＣＲ 产物及原核表达载体 ｐＥＴ￣２８( ＋ )
经 Ｎｄｅ Ⅰ、Ｈｉｎｄ Ⅲ酶切纯化后ꎬ按常规方法进行连

接、转化、菌落 ＰＣＲ 初筛重组子、双酶切鉴定及测序

验证插入序列的正确性ꎬ测序结果在 ＮＣＢＩ 中用

ＢＬＡＳＴ 工具进行同源分析比较ꎮ
１ ２ ４　 ＡｈＲａｂ７ 基因在大肠杆菌中的诱导表达与

纯化　 挑取含测序正确的阳性重组质粒 ｐＥＴ￣２８ａ
( ＋ )￣ＡｈＲａｂ７ 的大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)单菌落接种于

含 １００ μｇ / ｍＬ Ｋａｎａ 的液体 ＬＢ 培养基中ꎬ３７ ℃摇床

２５０ ｒｐｍ 培养 １６ ｈꎬ按 １ ∶ ３０ 的比例转接过夜菌液

(约 ３４０ μＬ)到 １０ ｍＬ 含 １００ μｇ / ｍＬ Ｋａｎａ 的液体

ＬＢ 培养基中ꎬ３７ ℃摇床 ２５０ ｒｐｍ 活化 ２ ~ ３ ｈꎬ当菌

液 ＯＤ６００ ｎｍ达到 ０ ６ Ａ ~ ０ ８ Ａ 时加入 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＩＰＴＧ 使终浓度达 １ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ３７ ℃摇床 ２５０ ｒｐｍ 诱导

培养 ８ ｈꎬ设置只含 ｐＥＴ￣２８ａ( ＋ )空载体的大肠杆菌

ＢＬ２１(ＤＥ３)用 ＩＰＴＧ 诱导 ８ ｈ 产物作为负对照ꎮ 取诱

导 ８ ｈ 的重组 ＢＬ２１(ＤＥ３)菌液ꎬ经 １００ ℃煮沸 ５ ｍｉｎ
后冷至室温ꎬ１２０００ ｒｐｍ 离心 ２ ｍｉｎ 后ꎬ分别取上清

液和细胞破碎沉淀物在 ５％浓缩胶及 １２％分离胶的

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 上进行检测分析ꎬ纯化步骤按照 ＮＡＴ￣Ｎｉ

柱试剂盒的说明进行ꎮ
１ ２ ５　 含重组质粒大肠杆菌的耐盐性测定 　 按

１∶ １００比例取经 ＩＰＴＧ 诱导的重组菌和空白对照将其

分别置于 １０ ｍＬ 含 ０、０ ５％ 、１ ５％ 、２ ５％ 、３ ５％ 、
４ ５％ 、５ ５％ 、６ ５％ 、７ ５％ 、８ ５％ 、１０％ 、１５％ ＮａＣｌ
(１００ μｇ / ｍＬ Ｋａｎａ)的液体 ＬＢ 中培养ꎬ取 ０ ５ ｈ、１ ｈ、
１ ５ ｈ、２ ｈ、３ ｈ、４ ｈ 的培养物测其 ＯＤ６００ ｎｍ的吸光度ꎬ
３ 次重复ꎬ根据实验结果绘制大肠杆菌在不同处理

下的生长曲线ꎬ对实验结果进行 ｔ 方检测ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 ＡｈＲａｂ７ 基因的获得

基于 Ｒａｂ７ 在花生中存在本底表达ꎬ选取花育

２０ 的幼嫩叶片提取总 ＲＮＡ(图 １)ꎬ经凝胶电泳后可

见 ３ 条清晰条带ꎬ表明提取的 ＲＮＡ 质量高、完整性

较好ꎬ可以用于反转录和 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增ꎮ 根据 Ｒａｂ７
的 ＥＳＴ 拼接序列设计特异性引物ꎬ以第 １ 链 ｃＤＮＡ
为模板经 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增得到 ２ 种特异条带ꎬ其大小

在 ８００ ｂｐ 左右ꎬ与预期结果相吻合ꎬ并命名为 ＡｈＲ￣
ａｂ７￣１、ＡｈＲａｂ７￣２(图 ２)ꎮ

图 １　 花生叶片总 ＲＮＡ
Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｏｆ ｐｅａｎｕｔ ｆｒｏｍ ｌｅａｖｅｓ

Ｍ:ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ ２０００ꎻ１:空白对照ꎻ２、３:
Ｒａｂ７￣１ 扩增片段ꎻ４、５:Ｒａｂ７￣２ 扩增片段

Ｍ:ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ ２０００ꎬ１:Ｃｏｎｔｒｏｌꎬ２、３:Ｔｈｅ ａｍｐｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｏｆ Ｒａｂ７￣１ꎬ４、５:Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｏｆ Ｒａｂ７￣２

图 ２　 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增 Ｒａｂ７ 片段

Ｆｉｇ ２　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｒａｂ７ ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲ
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采用 ＴＡ 克隆法ꎬ将纯化后的 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增产物热

激转化连入克隆载体 ｐＭＤ１８￣Ｔ 中ꎮ 在含 １００ μｇ / ｍＬ
卡那霉素(Ｋａｎａ)的筛选培养基上得蓝白斑ꎬ碱裂解法

提取质粒ꎬ后经 ＥｃｏＲⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切验证(图 ３)ꎬ结
果表明目的片段已成功连入 Ｔ 载体中ꎮ 测序结果表明

其中 ＡｈＲａｂ７￣１ 的 ｃＤＮＡ 全长为 ８７２ ｂｐꎬ包含 １ 个大

小为 ６２１ ｂｐ 的完整 ＯＲＦꎬ其 ５′端和 ３′端非编码序列

(ＵＴＲꎬｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎ)分别为 ２０１ ｂｐ 和 ５０ ｂｐꎬ
拟编码 ２０６ 个氨基酸ꎬ推测其分子量大小为 ２３ ｋＤａꎻ
ＡｈＲａｂ７￣２ 的 ｃＤＮＡ 序列全长为 ８１６ ｂｐ 也只含 １ 个

完整的 ＯＲＦꎬ大小为 ６１８ ｂｐꎬ５′和 ３′ＵＴＲ 分别为 ４０ ｂｐ

Ｍ:ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ ２５００ꎻ１、２:重组质粒酶切鉴定结果

Ｍ:ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ ２５００ꎬ１、２:Ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｅｃｔｏｒ Ｔ￣ＡｈＲａｂ７￣１ ａｎｄ Ｔ￣ＡｈＲａｂ７￣２

图 ３　 ＥｃｏＲⅠ和ＨｉｎｄⅢ双酶切验证 ＡｈＲａｂ７基因 ＴＡ克隆载体

Ｆｉｇ ３　 Ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＴＡ￣ＡｈＲａｂ７ ｃｌｏｎｅ ｖｅｃｔｏｒ

和 １５８ ｂｐꎬ共编码 ２０５ 个氨基酸ꎬ推测其分子量大小

也为 ２３ ｋＤａꎬ 且 与 拼 接 序 列 的 同 源 性 分 别 为

９９ ６３％ 、９９ ８４％ ꎮ 利用 ＮＣＢＩ 中的 Ｂｌａｓｔｐ 工具进行

蛋白序列保守结构域分析ꎬ及其拟编码的氨基酸序

列与已知物种 Ｒａｂ７ 基因编码的氨基酸序列的同源

比对分析ꎮ
分析结果表明 ＡｈＲａｂ７￣１、ＡｈＲａｂ７￣２ 基因分别编

码 ２０６、２０５ 个氨基酸ꎬ该类蛋白质具有结合 ＧＴＰ /
ＧＤＰ 所必需的 ５ 个保守结构域:Ⅰ结合磷酸基的结

构域 ＧＤＳＧＶＧＫꎻⅡ协调 ＧＴＰ 的 β 和 γ￣磷酸基的序

列 ＤＴＡＧＱＥꎻⅢＲａｂ 家族共有的结构域 ＹＲＧＡꎻⅣ强

化鸟嘌呤结合的蛋白序列 ＮＫＶＤꎻⅤ协助鸟嘌呤结

合和解离的 ＥＴＳＡ 序列以及 Ｃ 端可变序列ꎮ 将

ＡｈＲａｂ７￣１、ＡｈＲａｂ７￣２ 基因拟编码的氨基酸序列在

ＧｅｎＢａｎｋ 中进行氨基酸序列同源连配比较ꎬ分析表

明其具备了 Ｒａｂ 蛋白家族成员所共有的序列元件ꎮ
在 ＡｈＲａｂ７￣１ 和 ＡｈＲａｂ７￣２ 蛋白的 Ｃ 端都具有 １ 个

保守的半胱氨酸 ( Ｃｙｔ)ꎬ且两者之间的同源性为

７１ ７１％ ꎻＡｈＲａｂ７￣１ 与拟南芥的氨基酸序列同源性

最高ꎬ达 ９０ ７８％ ꎻ与大豆的氨基酸序列同源性最

低ꎬ仅为 ７０ ８７％ ꎻＡｈＲａｂ７￣２ 与大豆的氨基酸序列同

源性最高ꎬ达 ８５ ８５％ꎬ与拟南芥的氨基酸序列同源性

最低ꎬ仅为 ６９ ７６％ꎮ 另外ꎬＡｈＲａｂ７￣１、ＡｈＲａｂ７￣２ 的编

码产物都含有整个 Ｒａｂ 蛋白家族保守的 ＫＡＴＩＧＡＤＦ
基序(图 ４、表 １)ꎮ

Ａｈ:花生(Ａｒａｃｈｉｓ ｈｙｐｏｇａｅａ)ꎻＯｓ:水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａꎬＡＹ２２６８２７)ꎻＡｔ:拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａꎬＡＣ００７５０４)ꎻ
Ｇｈ:棉花(Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍꎬＡＡＤ２２４５１)ꎻＧｍ:大豆(Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘꎬＳ３９５６６)ꎻＰｇ:豌豆(Ｐｅｎｎｉｓｅｔｕｍ ｇｌａｕｃｕｍꎬＡ８２９４３８)

图 ４　 花生 Ｒａｂ７ 拟合成蛋白结构域序列与不同物种间的同源比对

Ｆｉｇ ４　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＡｈＲａｂ７ ｗｉｔｈ ｉｔｓ ｈｏｍｏｌｏｇｕｅｓ
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表 １　 几个物种 Ｒａｂ 基因编码氨基酸序列的同源性分析

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｔｈｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｒａｂ ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄ ｉｎ ｓｅｖｅｒａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ (％ )

ＡｈＲａｂ７￣１ ＡｈＲａｂ７￣２ ＯｓＲａｂ７ ＡｔＲａｂ７ ＧｈＲａｂ７ ＧｍＲａｂ７

ＡｈＲａｂ７￣２ ７１ ７１

ＯｓＲａｂ７ ８５ ９２ ７２ ２０

ＡｔＲａｂ７ ９０ ７８ ６９ ７６ ８２ ５２

ＧｈＲａｂ７ ８５ ９２ ７４ １５ ８６ ８９ ８３ ５０

ＧｍＲａｂ７ ７０ ８７ ８５ ８５ ７１ ３６ ６８ ４５ ７３ ７９

ＰｇＲａｂ７ ８２ ０４ ７３ １７ ８３ ９８ ８２ ５２ ８８ ８９ ７３ ３０

Ｒａｂ 蛋白的 Ｇ 结构域从酵母到动植物都具有高

度保守性ꎬ其 Ｎ 端和 Ｃ 端在长度和序列具有高度可

变性ꎬ研究发现模体中的 Ｃ 端的 Ｃ、ＣＸ、ＣＸＣ、ＣＸＸＸ
模体作为定位信号ꎻ另外ꎬ半胱氨酸(Ｃｙｔ)经过异戊二

烯化修饰后可与细胞膜连接ꎻＮ￣端的作用可能是参与

指导 Ｃ 端半胱氨酸进行异戊二烯化修饰[２３]ꎮ 利用蛋

白结构分析软件分析了 ＡｈＲａｂ７ 蛋白的保守结构图

(图 ５)ꎬ由图 ５ 可见ꎬＡｈＲａｂ７ 蛋白含有 ＧＴＰ / Ｍｇ２ ＋ 结

合位点、Ｒａｂ 蛋白家族共有的 ５ 个(Ｇ１ ~ Ｇ５)元件及

主结构域ꎬ说明这类蛋白具有相当高的保守性ꎬ也进

一步验证了目标基因所编码的蛋白属于 Ｒａｂ 家族ꎮ

图 ５　 ＡｈＲａｂ７ 蛋白保守结构域模式图

Ｆｉｇ ５　 Ｔｈｅ ｐａｔｔｅｒｎｉｎｇ ｏｆ ＡｈＲａｂ７ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｄｏｍａｉｎ

２ ２　 ＡｈＲａｂ７ 的原核表达载体的构建

以含 ＡｈＲａｂ７(ＡｈＲａｂ７￣１、ＡｈＲａｂ７￣２)的 ＴＡ 克隆

载体为模板ꎬ用含有 ＮｄｅⅠ和 ＨｉｎｄⅢ酶切位点的特

异引物将 ＡｈＲａｂ７ 基因亚克隆到原核表达载体 ｐＥＴ￣
２８ａ( ＋ )上ꎬ成功构建了阳性重组表达质粒(图 ６)ꎬ测

序表明在 ＡｈＲａｂ７￣１ 的克隆序列中有 １ 个位点(５０５ 位

Ｔ→Ｃ)发生颠换ꎬ但其为无意突变并不影响所编码的氨

基酸序列ꎬＡｈＲａｂ７￣２ 无变化ꎮ 并将此质粒通过热激法

转化到表达菌株 ＢＬ２１(ＤＥ３)中ꎬ分别得到了含有 ｐＥＴ￣
２８ａ￣ＡｈＲａｂ７￣１、ｐＥＴ￣２８ａ￣ＡｈＲａｂ７￣２ 阳性克隆重组子ꎮ

Ａ:菌落 ＰＣＲ 验证阳性克隆ꎻＭ:ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ ２０００ꎻ１:水ꎻ２:含空载体ꎻ３、４:以重组子 ｐＥＴ￣２８ａ￣ＡｈＲａｂ ７￣１、ｐＥＴ￣２８ａ￣ＡｈＲａｂ ７￣２ 的大肠杆菌为模板

Ａ:Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｅｓ ｂｙ ｂａｃｔｅｒｉａ ＰＣＲꎬＭ:ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ ２０００ꎬ１:Ｗａｔｅｒꎬ２:Ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒꎬ３、４:Ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ Ｅ.
ｃｏｌｉ ｃｏｎｔａｉｎ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＴ￣２８ａ￣ＡｈＲａｂ ７￣１ ａｎｄ ｐＥＴ￣２８ａ￣ＡｈＲａｂ ７￣２

Ｂ:重组质粒 ＰＣＲ 验证阳性克隆ꎻＭ:ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ ２０００ꎻ１、２:以 ｐＥＴ￣２８ａ￣ＡｈＲａｂ７￣１、ｐＥＴ￣２８ａ￣ＡｈＲａｂ７￣２ 为模板

Ｂ:Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｅｓ ｂｙ ｐｌａｓｍｉｄ ＰＣＲꎬＭ:ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ ２０００ꎬ１、２:Ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＴ￣２８ａ￣ＡｈＲａｂ ７￣１
ａｎｄ ｐＥＴ￣２８ａ￣ＡｈＲａｂ ７￣２

Ｃ:ＮｄｅⅠ、Ｈｉｎｄ Ⅲ双酶切验证阳性克隆ꎻＭ:ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ １５０００ꎻ１、２:重组质粒 ｐＥＴ￣２８ａ￣ＡｈＲａｂ７￣１、ｐＥＴ￣２８ａ￣ＡｈＲａｂ７￣２ 双酶切

Ｃ:Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｅｓ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎꎬＭꎻＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ １５０００ꎬ１ꎬ２:Ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＴ￣２８ａ￣ＡｈＲａｂ７̄ １ ａｎｄ ｐＥＴ￣２８ａ￣ＡｈＲａｂ７̄ ２

图 ６　 原核表达载体的构建验证

Ｆｉｇ ６　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ

０９６



　 ４ 期 向小华等:花生 ＡｈＲａｂ７ 基因的克隆及其原核表达研究

２ ３　 ＡｈＲａｂ７ 目的蛋白的诱导表达和纯化

重组菌和对照组经 １ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＩＰＴＧ 诱导后ꎬ
在重组菌破裂后的上清液中收集到目的蛋白ꎬ经
ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测到大小约 ２３ ｋＤａ 的特异性蛋白条

带ꎬ与预期结果相吻合(图 ７)ꎬ并且在破碎沉淀物

和对照组的破碎物中没有检测到目的蛋白条带ꎮ
结果表明在重组子 ｐＥＴ￣２８ａ￣ＡｈＲａｂ７ 中ꎬ目的蛋白

经诱导后高效表达ꎬ且目的蛋白以包涵体的形式

存在于细胞裂解液的上清中ꎮ 由于所选用的载体

ｐＥＴ￣２８ａ( ＋ )上有 Ｈｉｓ６形成的标签ꎬ将上清用特异

性较强的 Ｎｉ 柱纯化ꎬ将流出液经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 的检

测ꎬ证明目的蛋白在 ６０ ｍｍｏｌ / Ｌ 咪唑洗脱的后期

开始被洗脱下来ꎬ在洗脱液浓度为 ８０ ｍｍｏｌ / Ｌ 时目

的蛋白浓度达到顶峰ꎮ 该融和蛋白的大小约为

２３ ｋＤａꎬ大小与预期相符(图 ７Ｂ)ꎬ表明目的基因

在受体菌中成功表达ꎮ

Ａ:ＡｈＲａｂ７ 目的蛋白经 ＩＰＴＧ 诱导后的表达ꎻＭ:蛋白标准分子量ꎻ１ ~ ３:含载体 ｐＥＴ￣２８ａ、ｐＥＴ￣２８ａ￣ＡｈＲａｂ７￣１、
ｐＥＴ￣２８ａ￣ＡｈＲａｂ７￣２ 的重组菌总蛋白ꎬ如箭头所示

Ａ:Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡｈＲａｂ７ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｆｔｅｒ ＩＰＴＧ ｉｎｄｕｃｅｄ ｆｏｒ ８ ｈｏｕｒｓꎬＭ:Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎬ１￣３:ＢＬ２１(ｐＥＴ２８ａ)ꎬ
ＢＬ２１(ｐＥＴ２８ａ￣ＡｈＲａｂ７￣１)ꎬａｎｄ ＢＬ２１(ｐＥＴ２８ａ￣ＡｈＲａｂ７￣２) ꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ＡｈＲａｂ７ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｂ:纯化样品成分比较ꎻＭ:蛋白标准分子量ꎻ１:加洗脱液时流出样品ꎻ２:未加洗脱液时流出样品

Ｂ:Ｔｈｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔꎬＭ:Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎬ１:Ｅｌｕｔｅ ｗｉｔｈ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｉｍｉｄａｚｏｌｅ ｂｕｆｆｅｒꎬ２:Ｅｌｕｔｅ ｗｉｔｈｏｕｔ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｉｍｉｄａｚｏｌｅ ｂｕｆｆｅｒ
Ｃ:目的蛋白的纯化ꎻＭ:蛋白标准分子量ꎻ１:空载体 ｐＥＴ￣２８ａꎻ２、３:重组载体 ｐＥＴ￣２８ａ￣ＡｈＲａｂ７￣１ꎻ４、５:重组载体 ｐＥＴ￣２８ａ￣ＡｈＲａｂ７￣２ꎬ如箭头所示

Ｃ:Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＭ:Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎬ１:Ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒꎬ２￣３:Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐＥＴ￣２８ａ￣ＡｈＲａｂ７￣１ꎬ
４￣５:Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐＥＴ￣２８ａ￣ＡｈＲａｂ７￣２. Ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ＡｈＲａｂ７ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ７　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测分析 ＡｈＲａｂ７ 重组蛋白的诱导表达与纯化

Ｆｉｇ ７　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡｈＲａｂ７ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

２ ４　 重组菌的耐盐性检测

重组质粒 ｐＥＴ￣２８ａ￣ＡｈＲａｂ７￣１ 和 ｐＥＴ￣２８ａ￣ＡｈＲ￣
ａｂ７￣２ 及空载体 ｐＥＴ￣２８ａ 经 ＩＰＴＧ 诱导后ꎬ在不同

的时间点测定 ＯＤ６００ ｎｍꎬ绘制其生长曲线(图 ８Ａ、
Ｂ、Ｃ)ꎬＮａＣｌ 的浓度在 ０ ５％ ~ ６ ５％ 之间ꎬ所有的

大肠杆菌都能正常生长ꎬ ＡｈＲａｂ７ 基因的过量表达

并未对其生长产生明显影响ꎻ培养基中的盐离子

浓度增大到 ８ ５％ ~ １０％ ꎬ含空载体的大肠杆菌生

长明显减缓且生长受到抑制ꎬ而重组菌的生长曲

线受盐浓度的变化趋势不明显ꎬ将盐浓度继续增加

到 １５％ꎬ对照组和试验组的差异更加明显(图 ８ Ｄ)ꎬ
结果经过 ｔ 检验ꎬｐＥＴ￣２８ａ￣ＡｈＲａｂ７￣１ 与对照组在高盐

条件下的差异达极显著ꎬｐＥＴ￣２８ａ￣ＡｈＲａｂ７￣２ 与对照

组的差异也为显著水平ꎮ 表明目的基因 ＡｈＲａｂ 在

受体菌中已经高效表达ꎬ且 ２ 个基因的表达产物

对高盐胁迫的缓解机制在存在差异ꎬ也进一步验

证了 ＡｈＲａｂ７ 基因对高盐环境胁迫有较好的耐

受性ꎮ

３　 讨论

小分子 ＧＴＰ 结合蛋白作为一种参与调控多种

生命活动的分子开关ꎬ与植物的基因表达、生长发育

和形态建成、膜泡运输、抗逆等生命过程息息相关ꎬ
其调控途径已成为近年来研究细胞信号调控途径的

重点和热点[１６]ꎮ Ｒａｂ 蛋白作为小 Ｇ 蛋白家族中最

重要成员ꎬ通过与上游调控因子和下游特定的效应

因子相互作用ꎮ 作为分子开关与 ＧＴＰ 的结合和水

解过程相偶联ꎬ在囊泡形成、转运、粘附、锚定及融合

等阶段发挥作用[１３ꎬ２４￣２７]ꎮ 随着更多的 Ｒａｂ 亚家族蛋

白的发现和深入研究ꎬ通过不同物种基因组中 Ｒａｂ
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Ａ:含空载体的对照组大肠杆菌在不同盐浓度下的生长情况ꎻＢ:含重组质粒 ｐＥＴ￣２８ａ￣ＡｈＲａｂ７￣１
的大肠杆菌在不同盐浓度下的生长情况ꎻＣ:含重组质粒 ｐＥＴ２８ａ￣ＡｈＲａｂ７￣２ 的大肠杆菌在

不同盐浓度下的生长情况ꎻＤ:含不同形式重组子的大肠杆菌在高盐(１５％ＮａＣｌ 溶液)胁迫下的生长情况

Ａ:Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｉｎ ＬＢ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＮａＣｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓꎬＢ:Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｓ ｗｉｔｈ
ｐＥＴ２８ａ￣ＡｈＲａｂ７￣１ｉｎ ＬＢ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＮａＣｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓꎬＣ:Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｓ ｗｉｔｈ

ｐＥＴ２８ａ￣ＡｈＲａｂ７￣２ ｉｎ ＬＢ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＮａＣｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓꎬＤ:Ｇｒｏｗｔｈ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｓ ｉｎ ｈｉｇｈ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ(１５％ ＮａＣｌ)

图 ８　 不同形式的重组子经 ＩＰＴＧ 诱导后在不同盐浓度的生长情况

Ｆｉｇ ８　 Ｇｒｏｗｔｈ ｔｅｎｄｅｎｃｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｓ ｉｎ ＬＢ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＮａＣｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｕｎｄｅｒ ＩＰＴＧ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

蛋白基因序列分析表明ꎬＲａｂ 蛋白在真核生物的进

化过程中是高度保守的ꎮ 有关花生 Ｒａｂ 蛋白与耐

盐机制方面还鲜有报道ꎬ拟南芥中 ＡｔＲａｂ７ 主要通过

钠离子在液泡中的积累以及 ＲＯＳ( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ
ｓｔｒｅｓｓ)反应两种机制参与耐盐的调控[１６]ꎮ

花生是异源四倍体植物ꎬ由于基因结构复杂、基
因组测序计划目前尚未启动等因素ꎬ对花生一些重

要基因的克隆带来困难ꎬ随着分子生物学和生物信

息学的发展ꎬ本研究拟通过原核表达分析和研究

ＡｈＲａｂ７ 基因的表达模式和功能 ꎬ以水稻 ＯｓＲａｂ７、Ａｔ￣
Ｒａｂ７ 基因的序列为探针ꎬ从花生 ＥＳＴ 数据库中筛选

出该基因的同源序列ꎬ并根据 ＥＳＴ 拼接序列设计引

物进行 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增ꎬ结果扩增出 ２ 条带 ＡｈＲａｂ７￣１

(８７２ ｂｐ)、ＡｈＲａｂ７￣２(８１６ ｂｐ)ꎮ 与其他物种 Ｒａｂ 基

因的氨基酸序列进行比对ꎬ其中 ＡｈＲａｂ７￣１ 与拟南芥

的氨基酸序列同源性最高ꎬ达 ９０ ７８％ ꎻＡｈＲａｂ７￣２
与大豆的氨基酸序列同源性最高达 ８５ ８５％ ꎻＡｈＲ￣
ａｂ７￣１、ＡｈＲａｂ７￣２ 两者之间的同源性为 ７１ ７１％ ꎮ 本

研究成功构建了 ＡｈＲａｂ７ 基因的原核表达载体ꎬ实
现了目的蛋白质的高效表达ꎬ结果表明目的蛋白是

以包涵体的形式存在于宿主菌中ꎬ这与罗文新

等[２８]、杨晓华等[２９] 的研究结果相一致ꎮ 大肠杆菌

重组子耐盐性检测试验结果初步表明ꎬ花生 ＡｈＲａｂ７
基因的编码产物能够提高大肠杆菌对高盐胁迫的耐

受性ꎬ对提高花生品种耐盐性和品种改良以及花生

耐盐机理研究起到基础作用ꎮ 然而ꎬ植物在其生长

２９６
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发育过程中往往会受到多种逆境的影响ꎬ各种逆境

对植物的危害是相互关联的ꎬ同样植物对不同逆境

的适应也是相互联系的ꎬ即植物经历某种逆境后能

提高对其他逆境的适应能力ꎬ这种现象亦称为“交
叉适应” [３０￣３１]ꎮ 最近的研究进一步表明ꎬ在冷冻、
ＰＥＧ 模拟的干旱以及生长素 ＡＢＡ 存在的条件下ꎬＲａｂ
基因的ｍＲＮＡ 的表达量也呈现出不同的趋势ꎬ也表明

该基因在不同的环境刺激下受到不同的调控[１７]ꎬＰ.
Ｊ. Ｏ′Ｍａｈｏｎｙ 等[３２] 在牧草( Ｓｐｏｎｏｂｏｌｕｓ Ｓｔａｐｆｉａｎｕｓ)中

克隆到 ｓＲａｂ２ 基因ꎬ该基因很可能涉及由植物 ＡＢＡ
参与的耐旱信号的传导ꎮ ＡｈＲａｂ７ 的功能及是否被干

旱、低温、ＡＢＡ 等非生物胁迫因素诱导及在真核生物

中是否具有同样的抗盐效力ꎬ还要进一步深入研究ꎮ
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