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　 　 摘要:钙调素(ＣａＭｓꎬｃａｌｍｏｄｕｌｉｎｓ)是一类非常保守的 Ｃａ２ ＋ 感受蛋白ꎬ在 Ｃａ２ ＋ 信号转导中起重要调节作用ꎮ 本研究分析了

强抗逆植物沙冬青(Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ)ＡｍＣａＭ１ 在非生物胁迫下的表达变化ꎬ克隆了该基因并将其构建到植物表达载

体上ꎬ然后转化拟南芥进行了初步的功能分析ꎮ 结果表明ꎬＡｍＣａＭ１ 的转录水平在低温、干旱和盐胁迫下迅速上调ꎻ其 ｃＤＮＡ
编码区由 ４５０ ｂｐ 组成ꎬ编码蛋白含 １４９ 个氨基酸残基ꎬ在其一级结构中具有 ４ 个保守的 ＥＦ － 手型基序ꎻ将该基因转化拟南芥

可提高种子萌发期对水分胁迫的耐性ꎬ而对耐盐和耐冷性无明显作用ꎮ
关键词:沙冬青ꎻＣａＭꎻ基因克隆ꎻ功能分析
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Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎｓ (ＣａＭｓ) ａｒｅ ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｃａ２ ＋ ｓｅｎｓｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｐｌａｙ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｒｏｌｅ ｉｎ
Ｃａ２ ＋ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ. Ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔｕｄｙꎬｗｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ＡｍＣａＭ１ ｉｎ Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ
ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓꎬａ ｐｌａｎｔ ｗｉｔｈ ｖｅｒｙ ｓｔｒｏｎｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ａｄｖｅｒｓｅ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓｅｓ. Ｗｅ ｔｈｅｎ ｃｌｏｎｅｄ ｔｈｉｓ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ
ｉｔｓ ｐｌａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ. Ｗｅ ａｌｓｏ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ｗｉｔｈ ＡｍＣａＭ１ ａｎｄ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ａ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ａ￣
ｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｔｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡｍＣａＭ１ ｗｅｒｅ ｒａｐｉｄｌｙ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ
ｃｏｌｄꎬｄｒｏｕｇｈｔ ａｎｄ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓｅｓ. Ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ ｃＤＮＡ ｏｆ ＡｍＣａＭ１ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ４５０ ｂａｓｅ ｐａｉｒｓ ａｎｄ ｅｎｃｏｄｅｄ
ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ ｏｆ １４９ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ. Ｆｏｕｒ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ＥＦ￣ｈａｎｄ ｍｏｔｉｆｓ ｅｘｉｓｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ
ＡｍＣａＭ１ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｌｉｎｅｓ ｏｆ ＡｍＣａＭ１ ｓｈｏｗｅｄ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｏ ｗａｔｅｒ ｓｔｒｅｓｓ ｂｕｔ ｈａｄ ｎｏ
ｏｂｖｉｏｕｓ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ｓａｌｔ ａｎｄ ｃｏｌｄ ｔｏｌｅｒａｎｃｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅｉｒ ｓｅｅｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ.
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干旱、低温和高盐等不良环境是影响植物生长

发育和作物生产的主要非生物胁迫因子ꎮ 大量研究

发现ꎬ当植物遭受到各种非生物胁迫时ꎬ胞质内(有
时在细胞核或其他细胞器中)游离 Ｃａ２ ＋ 的浓度会发

生瞬间增高ꎬ产生 Ｃａ２ ＋ 信号ꎮ 由不同胁迫所诱发产

生的 Ｃａ２ ＋ 信号具有特异性ꎬ即在空间分布、变化幅

度和持续时间等方面存在差异[１]ꎮ 目前认为ꎬＣａ２ ＋

信号的产生是植物细胞应答环境胁迫最普遍的早期

事件之一ꎬ并由 Ｃａ２ ＋ 结合蛋白即 Ｃａ２ ＋ 感受器来感

知、破解并向下游的效应蛋白传递ꎬ最终使植物产生

相应的应答反应[２]ꎮ
钙调素(ＣａＭｓꎬｃａｌｍｏｄｕｌｉｎｓ)是较早发现的一类

Ｃａ２ ＋ 传感蛋白ꎬ由一个小的基因家族所编码ꎬ在结

构上非常保守而且简单ꎮ 每个成员均含有 ２ 个球形
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结构域ꎬ中间由一段具有延展性的螺旋区相连ꎮ 每

个球形域中含有 ２ 个可结合 Ｃａ２ ＋ 的 ＥＦ － 手型基

序ꎬ当与 Ｃａ２ ＋ 结合后其构型发生变化并与靶蛋白结

合ꎬ进而改变其活性ꎬ调控其所参与的生理生化反

应[３￣６]ꎮ ＣａＭｓ 的靶蛋白种类多样ꎬ包括蛋白激酶与

磷酸酶、离子通道或转运蛋白、代谢酶类和转录因子

等[４ꎬ６]ꎬ表明其可能通过多种机制广泛参与植物的

生长发育和逆境应答进程ꎮ
目前对于 ＣａＭｓ 的研究多见于拟南芥、水稻、大

豆和烟草等草本类非典型抗逆植物ꎬ而在木本类强

抗逆植物中鲜有报道ꎮ 沙冬青 ( Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ
ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ)是分布于内蒙古和宁夏等中国西北省区

荒漠地带唯一的常绿阔叶灌木ꎮ 由于分布区冬季严

寒(最低温度可达 － ３０ ℃以下)ꎬ且降水很少、气候

干燥ꎬ沙冬青在进化中形成了很强的抗寒和抗旱等

抗逆特性ꎬ成为研究植物抗逆性机理和挖掘抗逆基

因的好材料[７￣８]ꎮ 近年来从该植物分离和鉴定抗逆

相关基因的报道迅速增多ꎬ但目前尚未见到关于其

ＣａＭ 的研究报道ꎮ 本课题组前期通过构建沙冬青

低温和干旱胁迫全长 ｃＤＮＡ 文库[９￣１０]ꎬ获得了一个

编码 ＣａＭ 蛋白的全长 ｃＤＮＡ 序列ꎬ命名为 ＡｍＣａＭ１ꎮ
本研究对该基因进行了表达分析、ｃＤＮＡ 克隆及其

转基因拟南芥抗逆性初步鉴定ꎬ为深入分析其功能

和作用机理奠定了基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

１􀆰 １􀆰 １　 植物材料与试剂　 沙冬青种子由内蒙古自

治区巴彦淖尔市磴口县林业局提供ꎻ根癌农杆菌

ＧＶ３１０１ 和植物表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１(ｐ３３０１)由

本实验室保存ꎻＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＴＯＰ１０ 感受态购自宝

生物公司ꎻＲＱ１ ＲＮａｓｅ￣Ｆｒｅｅ ＤＮａｓｅ、Ｍ￣ＭＬＶ 逆转录酶

和 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司ꎻ Ｔａｑ 酶、
ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体和限制酶购自 Ｔａｋａｒａ 公司ꎻ质粒 ＤＮＡ
提取试剂盒和琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒购自天

根公司ꎻ草丁膦(ＰＰＴꎬｐｈｏｓｐｈｉｎｏｔｈｒｉｃｉｎ)购自日本明

治制药株式会社ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２ 　 引物序列 　 ＡｍＣａＭ１: ５′￣ＧＡＡＡＧＡＴＣＴＡ￣
ＡＧＡＡＡＡＧＡＧＣＧＡＴＴＡＣ￣３′(加 Ｂｇｌ Ⅱ酶切位点)和

５′￣ＣＡＴＧＧＴＣＡＣＣＴＴＧＧＴＧＧＡＣＡＴＧＴＴＧＴＧ￣３′(加 ＢｓｔＥ
Ⅱ酶切位点)ꎻＡｍＡＣＴＩＮ:５′￣ＴＧＴＴＴＣＣＧＧＧＴＡＴＴＧＣＴ￣
ＧＡＣ￣３′和 ５′￣ＡＣＣＣＡＧＡＧＣＣＡＴＣＡＡＡＴＡＡＧ￣３′ꎻＡｔＡＣ￣
ＴＩＮ:５′￣ＴＧＴＴＣＣＡＧＣＣＣＴＣＧＴＴＴＧＴＧ￣３′和 ５′￣ＴＧＧＡＣ￣
ＣＴＧＣＣＴＣＡＴＣＡＴＡＣＴＣＧ￣３′ꎮ

１􀆰 ２　 试验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 沙冬青胁迫处理 　 按照王学峰[１１] 的方法ꎬ
即用沙培法将沙冬青培养一个半月ꎬ然后进行低温

(４ ~ － ６ ℃梯度降温)、干旱(２５ ℃自然干燥)和高

盐(３００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 溶液浇幼苗)处理ꎬ分别在处

理前(０ ｈꎬ作对照)和处理后 １ ｈ、３ ｈ、８ ｈ 和 ２４ ｈ 取

幼苗ꎬ经液氮速冻后保存于 － ７６ ℃ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 基因表达分析 　 用半定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法ꎮ
利用改进的 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取冻存样品的总 ＲＮＡꎬ并用

ＲＱ１ ＲＮａｓｅ￣Ｆｒｅｅ ＤＮａｓｅ 进行纯化ꎬ以去除基因组

ＤＮＡ 污染[１１]ꎬ然后用电泳和紫外分光光度法检测

其完整性、浓度及纯度ꎮ 取纯化的总 ＲＮＡ １􀆰 ５ μｇ
作模板ꎬ用 Ｍ￣ＭＬＶ 逆转录酶合成 ｃＤＮＡ 第一链ꎮ 以

沙冬青 ＡｍＡＣＴＩＮ 作为内参基因ꎬ对不同样品的 ｃＤＮＡ
模板量进行均一化ꎮ 然后用均一化的 ｃＤＮＡ 模板和

ＡｍＣａＭ１ 特异性引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 反应体系中含

１０ × ＰＣＲ 缓冲液 １􀆰 ５ μＬꎬｄＮＴＰ(２􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ)１􀆰 ２ μＬꎬ
上下游引物各 ０􀆰 ３ μＬ (１０ μｍｏｌ / Ｌ) ꎬｃＤＮＡ 模板

３ μｇꎬｒＴａｑ 酶(５ Ｕ / μＬ)０􀆰 １５ μＬꎬ用 ｄｄＨ２ Ｏ 补足

至总体积 １５ μＬꎮ ＰＣＲ 扩增程序为 ９４ ℃ ３ ｍｉｎꎻ
９４ ℃ ３０ ｓꎬ５８ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ４５ ｓꎬ２８ 个循环ꎻ
７２ ℃ １０ ｍｉｎꎻ４ ℃保存ꎮ 将扩增产物进行琼脂糖

凝胶电泳ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 基因克隆与蛋白序列分析　 基因克隆采用

ＲＴ￣ＰＣＲ 方法ꎬ反应体系中含 １０ × Ｅｘ Ｔａｑ 缓冲液

２􀆰 ５ μＬꎬｄＮＴＰ(２􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ)２􀆰 ０ μＬꎬＡｍＣａＭ１ 上下

游引物各 ０􀆰 ５ μＬ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬｃＤＮＡ 模板 １􀆰 ０ μＬꎬ
Ｅｘ Ｔａｑ 酶(５ Ｕ / μＬ)０􀆰 ２５ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ １８􀆰 ２５ μＬꎬ总体

积 ２５ μＬꎮ 扩增程序同 １􀆰 ２􀆰 ２ꎮ 将 ＰＣＲ 产物进行琼脂

糖凝胶电泳ꎬ回收目的条带并与 ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体连接ꎮ
将连接产物用热激法转化 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＴＯＰ１０ 感受态细胞ꎬ
单菌落经 ＰＣＲ 检测为阳性者送北京华大基因公司测

序ꎮ 用 ＤＮＡＭＡＮ 软件预测蛋白分子量和等电点ꎬ用
Ｃｌｕｓｔａｌ￣Ｘ １􀆰 ８３ 和 ＧｅｎｅＤｏｃ 程序进行蛋白多序列比

对ꎬ均采用默认参数ꎮ 用于多序列比对的 ＣａＭｓ(Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ 中登录号)包括:拟南芥 ＡｔＣａＭ１(ＮＰ＿１９８５９４)和
ＡｔＣａＭ３(ＡＥＥ７９５６７)ꎻ水稻ＯｓＣａｍ１￣１ꎻ大豆 ＧｍＣａＭ１
(ＡＡＡ３４０１３)ꎻ玉米 ＺｍＣａＭ２(ＮＰ＿００１１０５５４７)ꎻ蒺藜苜

蓿 ＭｔＣａＭ(ＸＰ＿００３６２４８０１)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 植物表达载体构建　 将含有 ｐＭＤ１９￣Ｔ￣Ａｍ￣
ＣａＭ１ 和表达载体 ｐ３３０１ 的 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ 单克隆摇菌、提取

质粒 ＤＮＡꎬ分别用 ＢｇｌⅡ和 ＢｓｔＥⅡ进行双酶切、琼脂糖

凝胶电泳和目的基因片段与载体的回收ꎮ 然后用 Ｔ４
ＤＮＡ 连接酶将二者连接并转化 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＴＯＰ１０ 感受态
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细胞ꎬ经菌落 ＰＣＲ 检测和质粒酶切鉴定获得重组表

达载体ꎮ 再用冻融法将其转化根癌农杆菌 ＧＶ３１０１
感受态细胞ꎬ经菌落 ＰＣＲ 检测获得阳性克隆ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 转基因拟南芥的获得与抗逆性鉴定　 按照常

规方法培养野生型拟南芥ꎬ待幼苗生长近 ４ 周ꎬ制备

农杆菌转化菌液ꎬ用沾花法对其进行转化ꎮ 将转化植

株混合收种获得 Ｔ１ 种子ꎮ 将 Ｔ１ 在营养钵中培养 ３
周ꎬ用 ０􀆰 ５‰的 ＰＰＴ 溶液每天喷雾 １ 次ꎬ连续喷 ３ ｄꎮ
取存活植株的幼叶ꎬ用 ＳＤＳ 法提取基因组 ＤＮＡ 进行

ＰＣＲ 检测ꎮ 将检测到目的基因条带的植株单株收种ꎬ
获得 Ｔ２种子ꎮ 将 Ｔ２ 点种在含 ６􀆰 ５ ｍｇ / Ｌ ＰＰＴ 的 １ / ２
ＭＳ 固体培养基上培养 １２ ｄꎬ从绿苗与白苗接近 ３∶ １
的株系选绿苗移入营养钵中继续培养ꎮ 从每个株系

取幼叶提取总 ＲＮＡ 并进行纯化ꎬ然后反转录成 ｃＤ￣
ＮＡꎬ以拟南芥 ＡｔＡＣＴＩＮ 作为内参基因进行半定量 ＲＴ￣
ＰＣＲ 检测 (同 １􀆰 ２􀆰 ２)ꎮ 选 ＡｍＣａＭ１ 表达量较高的株

系繁殖 Ｔ３ꎮ 将 Ｔ３点种在与 Ｔ２同样的 ＰＰＴ 筛选培养基

上ꎬ全部为绿苗者为纯合体ꎮ 将 Ｔ３纯合体和 ＷＴ 点种

在附加ＮａＣｌ(１００、１２５ 和１５０ ｍｍｏｌ / Ｌ)或甘露醇(２５０、
３００ 和 ３７５ ｍｍｏｌ / Ｌ)的 １ / ２ ＭＳ 固体培养基上ꎬ经 ４ ℃
春化３ ｄ 后置于２２ ℃、每天１６ ｈ 光照和８ ｈ 黑暗条件

下培养ꎬ或者将种子点种在 １ / ２ ＭＳ 固体培养基上ꎬ经
４ ℃春化 ３ ｄ 后置于 ８ ℃、每天 １６ ｈ 光照和 ８ ｈ 黑暗

条件下培养(在ＢＤ￣ＰＲＸ￣１０００Ａ 低温光照培养箱中)ꎬ
观测种子萌发(以胚根长出为标准)和幼苗生长状

况ꎮ 每次点种量至少 ２０ 粒ꎬ试验至少重复 ３ 次ꎮ 种

子萌发率和幼苗根长以 ３ 次试验的平均值和标准差

(ＳＤ)表示ꎬ差异显著性测验按照 ＳＡＳ 软件中的单因

子 ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓ ｔ￣测验方法进行ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＡｍＣａＭ１ 在不同胁迫处理下的表达变化

将沙冬青幼苗进行低温、干旱或盐胁迫处理ꎬ分
别在处理前(０ ｈ)和处理后不同时间点取样ꎬ提取其

总 ＲＮＡ 并进行纯化ꎮ 将纯化的 ＲＮＡ 进行电泳并测

定其在不同波长紫外光下的 ＯＤ 值ꎬ结果其 ２８Ｓ 和

１８Ｓ ｒＲＮＡ 条带清晰明亮无拖尾ꎬ ＯＤ２６０ / ＯＤ２８０ 在

１􀆰 ９５ ~ ２􀆰 １９、ＯＤ２６０ / ＯＤ２３０ 在 ２􀆰 ０１ ~ ２􀆰 ２８ 之间ꎬ表明

所提总 ＲＮＡ 的完整性和纯度均较高ꎮ 将总 ＲＮＡ 逆

转录合成 ｃＤＮＡ 第一链ꎬ以沙冬青 ＡｍＡＣＴＩＮ 作为内

参基因ꎬ用半定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法分析 ＡｍＣａＭ１ 在不

同胁迫处理下的表达变化ꎮ 结果表明ꎬ在正常条件

下(０ ｈ) ＡｍＣａＭ１ 有较高水平的基础表达ꎬ在低温、
干旱和盐胁迫处理 １ ｈ 后其表达量均明显增加ꎻ在

处理 ３ ｈ 后ꎬ其表达量在干旱胁迫下仍有所增加ꎬ而
在低温和高盐胁迫下略有降低ꎻ在处理 ８ ｈ 后ꎬ其表

达量在干旱胁迫下基本不变ꎬ而在低温和高盐胁迫

下又有所上调ꎻ在处理 ２４ ｈ 后ꎬ无论哪种胁迫ꎬＡｍ￣
ＣａＭ１ 的表达量均回落到接近对照水平(图 １)ꎮ

图 １　 ＡｍＣａＭ１ 在低温、干旱和盐胁迫下的表达变化模式

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ＡｍＣａＭ１ ｕｎｄｅｒ ｃｏｌｄꎬ
ｄｒｏｕｇｈｔ ａｎｄ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓｅｓ

２􀆰 ２　 ＡｍＣａＭ１ 的克隆与蛋白结构预测

以沙冬青 ｃＤＮＡ 作模板ꎬ用 ＡｍＣａＭ１ 编码区特

异性引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ得到一条与预期大小

(５０５ ｂｐ)相近的片段(图 ２)ꎮ 将该片段回收并与

ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体连接ꎬ然后转化 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉꎬ经菌落 ＰＣＲ 检

测获得了阳性克隆ꎮ 将阳性克隆测序ꎬ证明所扩增

的片段为 ＡｍＣａＭ１ 编码区 ｃＤＮＡ 且序列正确ꎬ由
４５０ ｂｐ 组成ꎬ编码含 １４９ 个氨基酸残基的蛋白ꎬ其分

子量为 １６􀆰 ８５ ｋＤꎬ等电点为 ４􀆰 １２ꎮ

１:ＡｍＣａＭ１ 的 ＲＴ￣ＰＣＲ 产物ꎻＭ:Ｔｒａｎｓ ２Ｋ ｐｌｕｓ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ
１: ＲＴ￣ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＡｍＣａＭ１ꎬＭ: Ｔｒａｎｓ ２Ｋ ｐｌｕｓ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ

图 ２　 ＡｍＣａＭ１ 的 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增图谱

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＡｍＣａＭ１
ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲ ａｐｐｒｏａｃｈ

将 ＡｍＣａＭ１ 与拟南芥和水稻等植物的 ６ 个 ＣａＭ
进行多序列比对ꎬ发现其含有这些蛋白所共有的 ４ 个

ＥＦ －手型基序ꎬ在每个 ＥＦ －手型基序中涉及与 Ｃａ２ ＋

结合的 ６ 个保守氨基酸残基也与这些蛋白一致(Ｍｔ￣
ＣＡＭ 在第 １ 个 ＥＦ －手型基序中有一个氨基酸与其他

蛋白不同) (图 ３)ꎬ表明 ＡｍＣａＭ１ 具备感受和传递

Ｃａ２ ＋ 信号的结构基础ꎮ 此外ꎬＡｍＣａＭ１ 与这些蛋白氨

基酸序列的一致性高达 ９７％ ~９９％ꎮ
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相同的氨基酸残基用黑色表示ꎬ相似的氨基酸残基用灰色表示ꎮ 序列上面的黑色线条表示 ４ 个 ＥＦ － 手型基序所在的位置ꎬ
序列下面的黑三角表示涉及与 Ｃａ２ ＋ － 结合的保守氨基酸残基

Ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ａｒｅ ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄ ｉｎ ｂｌａｃｋꎬａｎｄ ｓｉｍｉｌａｒ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ａｒｅ ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄ ｉｎ ｇｒｅｙ􀆰 Ｌｏｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｐｒｅｄｉｒｃｔｅｄ ＥＦ￣ｈａｎｄｓ ａｒｅ ｄｅｎｏｔｅｄ ｉｎ ｂｌａｃｋ
ｌｉｎｅｓ ａｂｏｖｅ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓꎬａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ Ｃａ２ ＋ ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｃｌｏｓｅｄ ｔｒｉａｎｇｌｅｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

图 ３　 ＡｍＣａＭ１ 与其他已知 ＣａＭ 蛋白的多序列比对

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＡｍＣａＭ１ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｋｎｏｗｎ ＣａＭ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

２􀆰 ３　 ＡｍＣａＭ１ 植物表达载体构建

为了通过转基因植物鉴定 ＡｍＣａＭ１ 的功能ꎬ将
其编码区 ｃＤＮＡ 片段与植物表达载体 ｐ３３０１ 定向连

接(由 ＣａＭＶ３５Ｓ 启动子驱动)ꎬ然后转化 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉꎬ经
菌落 ＰＣＲ 检测获得阳性克隆ꎮ 从阳性克隆中提取

质粒 ＤＮＡ 进行酶切鉴定ꎬ得到与预期大小一致的条

带(图 ４)ꎬ表明目的基因片段已成功构建到 ｐ３３０１
载体上ꎬ将其命名为 ｐ３３０１￣３５Ｓ￣ＡｍＣａＭ１ꎮ 将该重

组载体转化农杆菌 ＧＶ３１０１ꎬ经菌落 ＰＣＲ 检测获得

了阳性克隆ꎬ为进一步转化拟南芥做好了准备ꎮ

Ｍ:Ｄ１５０００ ＋ ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ１:质粒酶切产物

Ｍ:Ｄ１５０００ ＋２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎬ１:Ｅｎｚｙｍｅ￣ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｐｌａｓｍｉｄ

图 ４　 ＡｍＣａＭ１ 表达载体质粒酶切鉴定图谱

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡｍＣａＭ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ

２􀆰 ４　 ＡｍＣａＭ１ 转基因拟南芥的获得与分子检测

用农杆菌介导法转化野生型拟南芥(ＷＴ)ꎬ得
到 Ｔ１ 种子ꎮ 将其播种成苗后用除草剂 ＰＰＴ 筛选ꎬ得
到 １８ 株抗性植株ꎮ 将其中 １０ 株及 ＷＴ 提取基因组

ＤＮＡꎬ用 ＡｍＣａＭ１ 特异性引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ结果

有 ９ 株检测到目的条带ꎬ而对照 ＷＴ 未检测到任何

条带ꎬ表明目的基因片段已经整合到拟南芥基因组

中ꎮ 为了明确 ＡｍＣａＭ１ 是否在转基因拟南芥中表

达ꎬ在 Ｔ２用半定量 ＲＴ － ＰＣＲ 方法对其中 ５ 个株系

(Ｃ２、Ｃ３、Ｃ４、Ｃ５ 和 Ｃ８ꎬ其绿苗和白苗比例均接近 ３
∶ １)进行了分析ꎬ结果均检测到较明显的目的条带ꎬ
而 ＷＴ 无任何条带(图 ５)ꎬ表明 ＡｍＣａＭ１ 在这些株

系中均有较高水平的表达ꎮ

Ｃ２、Ｃ３、Ｃ４、Ｃ５ 和 Ｃ８:Ｔ２株系ꎻＷＴ:未转化对照

Ｃ２ꎬＣ３ꎬＣ４ꎬＣ５ ａｎｄ Ｃ８: Ｔ２ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅｓꎬＷＴ: Ｕｎｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ５　 Ｔ２株系中 ＡｍＣａＭ１ 的半定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＡｍＣａＭ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｔ２

ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅｓ ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲ ａｐｐｒｏａｃｈ

２􀆰 ５　 ＡｍＣａＭ１ 转基因拟南芥抗逆性鉴定

将转基因株系 Ｃ３、Ｃ４、Ｃ５ 和 Ｃ８ 的 Ｔ３纯合体及

ＷＴ 点种在 １ / ２ ＭＳ 和 １ / ２ ＭＳ 附加不同浓度 ＮａＣｌ
或甘露醇的培养基上ꎬ观察种子萌发和幼苗生长状

况ꎮ 结果在 １ / ２ ＭＳ 培养基上ꎬ转基因株系和 ＷＴ 均

能正常萌发和生长ꎬ彼此间无明显差异(图 ６Ａ)ꎻ在 ２
种胁迫培养基上ꎬ所有种子的萌发和幼苗生长均受到

抑制ꎬ但在附加 ＮａＣｌ 的培养基上转基因株系和 ＷＴ
受抑制的程度无明显差别ꎬ而在附加 ３００ ｍｍｏｌ / Ｌ 和

３７５ ｍｍｏｌ / Ｌ 甘露醇的培养基上ꎬ４ 个转基因株系受抑

制的程度均低于 ＷＴ(图 ６Ｂ 和 Ｃ)ꎮ 在培养第 ４ 天统

计ꎬ４ 个转基因株系在附加 ３００ ｍｍｏｌ / Ｌ 和 ３７５ ｍｍｏｌ / Ｌ
甘露醇培养基上的萌发率分别在 ７５􀆰 ０％ ~ ８２􀆰 ３％
和 ４３􀆰 ２％ ~５５􀆰 ９％ 之间ꎬ平均为 ７９􀆰 ７％ 和 ５０􀆰 ７％ ꎬ
而 ＷＴ 分别为 ６１􀆰 １％ 和 １９􀆰 ４％ ꎬ经统计学分析ꎬ转
基因株系与 ＷＴ 之间的差异有统计学意义ꎮ 在萌发

第 ７ 天测量ꎬ４ 个转基因株系在这 ２ 种培养基上的
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根长分别在 ６􀆰 １ ~ ６􀆰 ７ ｍｍ 和 １􀆰 ８ ~ ２􀆰 ３ ｍｍ 之间ꎬ平
均为 ６􀆰 ４ ｍｍ 和 ２􀆰 １ ｍｍꎬ而 ＷＴ 根长分别为 ４􀆰 ４ ｍｍ
和 １􀆰 ２ ｍｍꎬ转基因株系与 ＷＴ 之间的差异也有统计

学意义(图 ７)ꎮ 转基因株系子叶生长变绿的速度也

快于 ＷＴ(图 ６ Ｂ)ꎮ 此外ꎬ还在 ８ ℃条件下比较了转

基因株系与 ＷＴ 的种子萌发情况ꎬ未发现有明显差

异ꎮ 这些结果表明ꎬＡｍＣａＭ１ 可以提高转基因拟南

芥在种子萌发期对水分胁迫的耐性ꎬ而对其耐盐和

耐冷性无明显作用ꎮ

Ａ:１ / ２ ＭＳ 培养基ꎻＢ:１ / ２ ＭＳ ＋ ３００ ｍｍｏｌ / Ｌ 甘露醇培养基ꎻ
Ｃ:１ / ２ ＭＳ ＋ ３７５ ｍｍｏｌ / Ｌ 甘露醇培养基ꎻＤ:不同材料在培养基上的

位置ꎬＣ３、Ｃ４、Ｃ５ 和 Ｃ８ 为转基因株系ꎬＷＴ 为野生型对照ꎮ 分别在

２２ ℃萌发第 ７ 天(Ａ)或第 ６ 天(Ｂ 和 Ｃ)拍照

Ａ: １ / ２ ＭＳ ｍｅｄｉｕｍꎬＢ: １ / ２ ＭＳ ＋ ３００ ｍｍｏｌ / Ｌ ｍａｎｎｉｔｏｌ ｍｅｄｉｕｍꎬ
Ｃ: １ / ２ ＭＳ ＋ ３７５ ｍｍｏｌ / Ｌ ｍａｎｎｉｔｏｌ ｍｅｄｉｕｍꎬＤ: Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓ￣
ｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅｓ ｏｎ ｍｅｄｉａꎬＣ３ꎬＣ４ꎬＣ５ ａｎｄ Ｃ８ ｓｔａｎｄ ｆｏｒ ｆｏｕｒ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｔｒａｎｓ￣
ｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬＷＴ ｓｔａｎｄｓ ｆｏｒ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ􀆰 Ｔｈｅ ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓ ｗｅｒｅ
ｔａｋｅｎ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｖｅｎｔｈ(Ａ) ｏｒ ｆｉｆｔｈ ｄａｙ(Ｂ ａｎｄ Ｃ) ａｆｔｅｒ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｎｇ ａｔ ２２ ℃

图 ６　 ＡｍＣａＭ１ 转基因株系种子在附加甘露醇

培养基上的萌发情况

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｅｄｓ ｆｒｏｍ ＡｍＣａＭ１￣
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｍｅｄｉａ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍａｎｎｉｔｏｌ

３　 讨论

分析基因的表达特性可快速获取基因的功能信

息ꎮ 根据目前对拟南芥和水稻等植物 ＣａＭ 家族的

研究ꎬ可知高温、高盐、干旱、低温和病菌侵染等多种

非生物与生物胁迫均可诱导一些 ＣａＭ 基因的表达

发生上调ꎬ其中部分基因的功能已得到验证ꎮ 如在

拟南芥基因组中有 ７ 个 ＣａＭ 基因ꎬ其中 ＡｔＣａＭ３ 受

热激诱导并在热激信号转导和抗热性中起关键作

用[１２￣１３]ꎻ在水稻的 ５ 个 ＯｓＣａｍ 基因中ꎬＯｓＣａｍ１￣１ 参

与对渗透胁迫和盐胁迫的响应[１４]ꎻ超表达大豆 Ｇｍ￣
ＣａＭ４ 可提高抗病性和耐盐性[１５]ꎮ 本研究首次从强

抗 逆 植 物 沙 冬 青 中 克 隆 到 一 个 ＣａＭ 基 因

(ＡｍＣａＭ１)ꎬ其编码蛋白与其他植物中已知的 ＣａＭｓ
序列一致性高达 ９７％以上ꎬ并含有 ４ 个保守的 ＥＦ －
手型基序和其中参与 Ｃａ２ ＋ 结合的保守氨基酸残基ꎬ
表明其具备 ＣａＭ 家族行使功能的分子结构基础ꎮ
用半定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法进行表达分析ꎬ发现 Ａｍ￣
ＣａＭ１ 的转录水平在低温、干旱和盐胁迫下均迅速

上调ꎬ随着胁迫处理时间延长ꎬ其转录水平在干旱胁

迫下继续升高然后逐渐回落ꎬ而在低温和盐胁迫下

则呈现降低 －升高 －降低的变化趋势(图 １)ꎮ 这表

明 ＡｍＣａＭ１ 可能是沙冬青响应低温、干旱和盐胁迫

信号转导途径上的一个重要调节组分ꎬ但在不同胁

迫下所起的作用可能存在差异ꎮ 进一步通过转基因

拟南芥进行功能验证ꎬ获知其在抵抗水分胁迫中起

一定作用ꎬ而在耐受低温和盐胁迫中无明显作用ꎮ
近年来关于植物 ＣａＭｓ 的作用机理已取得重要

研究进展ꎬ普遍的观点认为 ＣａＭｓ 以 Ｃａ２ ＋ 依赖的方

所有的数值为平均值 ± 标准差(ｎ ＝ ３)ꎻ∗和∗∗分别表示在 Ｐ < ０. ０５ 和 Ｐ < ０. ０１ 水平上转基因株系与 ＷＴ 的差异显著性

Ａｌｌ ｔｈｅ ｖａｌｕｅｓ ａｒｅ ｍｅａｎ ± ＳＤ (ｎ ＝ ３) ∗ ａｎｄ ∗∗ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｄｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅｓ ａｎｄ
ＷＴ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｐ < ０. ０５ ａｎｄ Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图 ７　 ＡｍＣａＭ１ 转基因株系在附加甘露醇培养基上的种子萌发率和根长

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｓｅｅｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓ ａｎｄ ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈｓ ｏｆ ｔｈｅ ＡｍＣａＭ１￣
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｍｅｄｉａ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍａｎｎｉｔｏｌ
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式与多种靶蛋白结合并改变其活性ꎬ或者以直接或

间接的方式调控相关基因的表达ꎬ从而广泛参与植

物的逆境应答和生长发育过程[２ꎬ５￣６]ꎮ 例如ꎬ拟南芥

ＡｔＣａＭ３ 通过调节热激转录因子的活性和热激蛋白

的表达而对抗热性起正调节作用[１２ － １３]ꎻ大豆 Ｇｍ￣
ＣａＭ４ 通过上调 ＰＲ(ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ)基因的表

达和茉莉酸的合成而增强抗病性ꎬ还可能通过调节

转录因子 Ｍｙｂ２ 的活性而增强盐应答基因的表达和

耐盐性[１５]ꎻ拟南芥 ＡｔＣａＭ７ 可作为转录因子直接上

调光诱导基因的表达ꎬ进而调节幼苗的光形态建

成[１６]ꎻ陆地棉 ＧｈＣａＭ７ 通过增加活性氧(ＲＯＳ)的生

成而促进棉纤维的伸长[１７]ꎻ一些 ＣａＭｓ 还可通过调

节油菜素内酯的合成或生长素信号转导来调控植物

的生长发育或胁迫应答反应[１８￣１９]ꎮ 本研究克隆的

ＡｍＣａＭ１ 可能通过类似的或者其他作用方式参与转

基因拟南芥对水分胁迫的应答反应ꎬ但其具体作用

机理尚需通过相关试验进行深入分析ꎮ
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ｓｐｅｃｉｅｓ ( ＲＯＳ) ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ｎｅｗ Ｐｈｙｔｏｌꎬ ２０１４ꎬ ２０２ ( ２ ):
５０９￣５２０

[１８] 　 Ｄｕ ＬꎬＰｏｏｖａｉａｈ Ｂ Ｗ. Ｃａ２ ＋ / ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ ｉｓ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｆｏｒ ｂｒａｓｓｉｎｏｓ￣
ｔｅｒｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ[Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅꎬ２００５ꎬ４３７: ７４１￣
７４５

[１９] 　 Ｇａｌｏｎ ＹꎬＡｌｏｎｉ ＲꎬＮａｃｈｍｉａｓ Ｄꎬｅｔ ａｌ. Ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｒａｎ￣
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｍｅｄｉａｔｅｓ ａｕｘｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｎｄ ｒｅｓｐｏｎｄｓ ｔｏ ｓｔｒｅｓ￣
ｓｅｓ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔａꎬ２０１０ꎬ２３２: １６５￣１７８

０２３１


	植物遗传6期_部分183
	植物遗传6期_部分184
	植物遗传6期_部分185
	植物遗传6期_部分186
	植物遗传6期_部分187
	植物遗传6期_部分188

