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　 　 摘要：植物生长发育过程中会遭遇各种病原物的攻击，植物为了应对这些危害并适应外界的生存竞争，逐渐演化出了复

杂的防御机制。 ＮＨＬ 基因家族庞大，部分 ＮＨＬ 基因受病原物诱导后会过量表达，增强植物对多种病原菌的抗性，是与植物防

御机制密切相关的蛋白。 本研究以津南实芹和美国西芹 ２ 个芹菜品种为试验材料，分别克隆出 ＮＨＬ⁃ｌｉｋｅ 蛋白基因 ＡｇＮＨＬ。
序列分析表明，上述 ２ 种芹菜的 ＡｇＮＨＬ 基因序列均含 ６３６ ｂｐ 的开放阅读框，编码 ２１１ 个氨基酸。 ２ 种芹菜碱基序列，只有第

３６ 位不同，津南实芹为 Ｔ，美国西芹为 Ｃ，２ 种碱基序列相似性高达 ９９􀆰 ８４％ ，编码的氨基酸序列相同。 进化分析显示，２ 种芹菜

的 ＮＨＬ⁃ｌｉｋｅ 蛋白与葡萄、大豆等植物的相似度较高，在第 ８０ ～ １８５ 氨基酸间含一个 ＬＥＡ － ２ 蛋白保守结构域。 荧光定量 ＰＣＲ
结果表明，ＡｇＮＨＬ 基因主要在芹菜茎中表达，根中表达量最低，有明显组织特异性，品种差异也很显著。 对 ２ 种芹菜分别进行

４ ℃低温、３８ ℃高温、２０％ ＰＥＧ 处理、０􀆰 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 处理 ２ ｈ 表达分析显示，低温、盐处理下该基因表达量明显上升。
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　 　 芹菜（Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ）属伞形科芹属一、二年

生草本植物，原产地为地中海沿岸，目前全世界普遍

栽培。 我国芹菜栽培历史悠久，芹菜具有浓郁香气，
又称香芹。 芹菜营养丰富，富含蛋白质、胡萝卜素、



　 ４ 期 李　 岩等：芹菜 ＮＨＬ⁃ｌｉｋｅ 蛋白基因克隆与表达分析

维生素、微量元素等［１⁃２］。 本研究所采用的津南实

芹是天津津南区选育的优良地方品种，美国西芹是

从美国引进的产量高、品质优的西芹品种之一。
植物 ＮＨＬ 基因家族庞大，目前已从烟草、拟南

芥、咖啡、葡萄等多种植物中分离克隆出该类基因。
植物受病原物诱导后，ＮＨＬ 基因过量表达可以增强

对病原菌的抗性，已发现拟南芥 ＮＨＬ３、ＮＨＬ２５ 等编

码的与植物防御机制密切相关的蛋白质［３］。 ＮＨＬ
基因编码的蛋白质一般都有 １ ～ ２ 个跨膜结构域和

３ 个保守功能域序列。 目前已发现拟南芥有 ４５ 种

ＮＨＬ 基因，利用系统进化树将拟南芥 ＮＨＬ 家族与烟

草 ＨＩＮ１ 基因比对分析大致将 ４５ 种 ＮＨＬ 基因分为 ４
类，同类亲缘关系较近，基因的同源性较高。 研究较

多的是第 １ 类的 ＮＨＬ２、ＮＨＬ３、ＮＨＬ８、ＮＨＬ９、ＮＨＬ１０
以及第 ４ 类的 ＮＤＲ１ 和 ＮＨＬ１６［４⁃６］。 ＮＤＲ１ 和 ＨＩＮ１
基因在 ＮＨＬ 基因家族中比较特殊，与多种植物 ＮＨＬ
基因序列有一定同源性，编码蛋白质的功能也与多

种 ＮＨＬ⁃ｌｉｋｅ 蛋白相似，一般归为 ＮＨＬ 基因家族［７］。
ＮＨＬ 类基因在植物防御机制的信号传导中起

重要作用，可通过调节活性氧的生成在植物抗病过

程中起作用［８］。 转 ＡｔＮＤＲ１ 基因的烟草对赤星病和

晚疫病的抗性显著提高，拟南芥 ＮＨＬ３ 基因的过表

达也可增强对番茄细菌性叶斑病的抗性，葡萄

ＶｖＮＨＬ１ 基因在抗病信号转导中起重要作用，ＮＨＬ
类基因对广谱抗病基因工程的研究有重要意

义［９⁃１０］。 目前对 ＮＨＬ 类基因的研究主要集中在信

号转导和逆境调控等方面［１１⁃１４］，ＮＨＬ 类基因结构、
功能等方面的基础研究还不够深入。

植物生长发育过程中会遭遇各种病原物的攻

击，环境中的致病因素会导致植物产量降低、品质下

降。 为了应对这些危害并适应自然界激烈的生存竞

争，植物内部逐渐演化出了复杂的防御机制［１５⁃１６］。
克隆与芹菜抗病相关的基因，研究其结构功能有利

于揭示芹菜抗病机制，利用基因工程培育抗病芹菜

新品种，提高产量和品质。 本研究分别以来源不同、
生长环境不同的 ２ 种芹菜为试验材料，分别克隆得

到 ＮＨＬ 基因，并对其结构和功能做详细分析。 采用

实时荧光定量 ＰＣＲ 对其不同部位及 ４ 种处理下的

表达量进行分析，为探讨芹菜 ＮＨＬ⁃ｌｉｋｅ 蛋白的功

能、作用奠定试验和理论基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 植物材料、菌种与质粒

试验材料津南实芹和美国西芹种植于南京农业

大学园艺学院江浦实验农场。 幼苗种植于南京农业

大学作物遗传与种质创新国家重点实验室人工气候

室。 ２０１３ 年 ５ 月分别以 １ 株津南实芹和美国西芹

的根、茎、叶、花为材料，提取总 ＲＮＡ，反转录成 ｃＤ⁃
ＮＡ。 对津南实芹和美国西芹 ２ 月龄苗进行 ４ ℃低

温、３８ ℃高温、２０％ ＰＥＧ 处理、０􀆰 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 处理

２ ｈ，对照不作任何处理。 提取叶片总 ＲＮＡ 进行反

转录成 ｃＤＮＡ，用于实时定量 ＰＣＲ。
大肠杆菌菌株 ＤＨ５α，由本实验室保存；载体

ｐＭＤ１８⁃Ｔ、Ｅｘ⁃Ｔａｑ ＰＣＲ 聚合酶、ＤＬ ｍａｒｋｅｒ ２０００ 和

Ｐｒｉｍｅ Ｓｃｒｉｐｔ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ 等购自大连 ＴａＫａＲａ 公

司，ＲＮＡ ｓｉｍｐｌｅ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｋｉｔ 购自北京 Ｔｉａｎｇｅｎ 公

司，Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｋｉｔ （ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ）购自上海诺伦

生物医药技术有限公司，ＤＮＡ 胶回收试剂盒购自杭

州爱思进公司。
１􀆰 ２　 芹菜 ＡｇＮＨＬ 基因的克隆

采用 ＲＮＡ 试剂盒（Ｔｉａｎｇｅｎ）分别从津南实芹、
美国西芹的鲜嫩叶片中提取总 ＲＮＡ。 采用 Ｐｒｉｍｅ
Ｓｃｒｉｐｔ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ 将总 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡ。 反

转录体系 ２０ μＬ，反应条件为总 ＲＮＡ 和 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ
Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ） １８混合后 ７０ ℃水浴 １０ ｍｉｎ，加入 Ｍ⁃ＭＬＶ
反转录酶（２００ Ｕ）、ｄＮＴＰ（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）、ＲＮａｓｅ 抑制

剂（４０ Ｕ）和双蒸水，４２ ℃水浴 １ ｈ，最后 ７０ ℃水浴

１５ ｍｉｎ。
以旱芹的 ＮＨＬ 基因（登录号：ＪＦ７７６６３３）的 ｃＤ⁃

ＮＡ 序列作参考，设计一对引物：Ｆ⁃ＮＸＲ０７ （５′⁃ＡＴ⁃
ＧＴＣＴＣＡＡＡＴＣＣＡＴＧＴＡＡＡＡＴＣ⁃３′） 和 Ｒ⁃ＮＸＲ０８ （５′⁃
ＴＣＡＡＡＣＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＣＡＣＴＧＡＧ⁃３′）。 分 别 以 津

南实芹、美国西芹的 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增。
扩增产物经 １􀆰 ２％ 琼脂糖凝胶电泳后采用 ＤＮＡ 回

收试剂盒回收目的片段，回收产物连接 ｐＭＤ１８⁃Ｔ 载

体后转化大肠杆菌 ＤＨ５α 进行蓝白斑筛选，挑取质

粒进行摇菌，菌液经鉴定后，送至南京金斯瑞生物科

技有限公司测序。
１􀆰 ３　 序列分析

利用 ＮＣＢＩ 网站 ＢＬＡＳＴ 程序进行基因和蛋白质

预测，利用 ＤＮＡＭＡＮ ６􀆰 ０ 软件进行 ＮＨＬ 序列的分

析、比对，利用 ＭＥＧＡ５ 软件进行进化树分析，采用

邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒ ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ）构建进化树［１７⁃１８］。
氨基酸和蛋白的基本性质分析利用网站 ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ 相关软件完成。
１􀆰 ４　 实时定量 ＰＣＲ 反应

荧光定量 ＰＣＲ（ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ⁃ＰＣＲ）
采用 ＡＢＩ ７３００ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ 和 ７３００ Ｓｙｓｔｅｍ
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ｓｏｆｔｗａｒｅ 进行反应和分析。 采用芹菜 ａｃｔｉｎ 基因作为

内参基因，与目标基因一起扩增，内参基因引物为：
ａｃｔｉｎ⁃Ｆ （ ５′⁃ＣＴＴＣＣＴＧＣＣＡＴＡＴＡＴＧＡＴＴＧＧ⁃３′） 和 ａｃ⁃
ｔｉｎ⁃Ｒ（５′⁃ＧＣＣＡ ＧＣＡＣＣＴＣＧＡＴＣＴＴＣＡＴＧ⁃３′）。 根据

从芹菜中扩增的 ＮＨＬ 序列分别设计表达检测引物

ＮＸＲ１７ （５′⁃ＴＡＡＡＴＧＧＣＡＧＡＣＴＧＡＧＧＴ⁃３′） 和 ＮＸＲ１８
（５′⁃ＴＣＣＡＡＡＧＧＧ ＣＡＴＡＡＴＡＧＣ⁃３′）。 实时定量 ＰＣＲ
体系 ２０ μＬ，反应程序为 ９５ ℃ ３０ ｓ，９５ ℃ １０ ｓ，５８ ℃
３０ ｓ，４０ 个循环后进行溶解曲线分析。 相对定量采

用内参基因的 ΔＣＴ 法，表达差异等于 ２ ⁃ΔＣＴ，ΔＣＴ ＝
ＣＴ，目标基因 － ＣＴ，ａｃｔｉｎ

［１９］。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 芹菜 ＡｇＮＨＬ 基因的克隆

分别以津南实芹、美国西芹的 ｃＤＮＡ 为模板，以
ＮＸＲ０７ 和 ＮＸＲ０８ 为引物，经 ＰＣＲ 扩增后分别得到

６００ ｂｐ 左右的片段。 序列测定与分析表明，津南实

芹和美国西芹的 ＡｇＮＨＬ 序列均含有一个 ６３６ ｂｐ 的

开放阅读框，分别编码 ２１１ 个氨基酸，两者的核苷酸

序列仅有 １ 个位点的差异。 津南实芹的第 ３６ 位碱

基为 Ｔ，而美国西芹为 Ｃ，该核苷酸位点的变化没有

导致编码组氨酸的改变（图 １）。

图 １　 津南实芹 ＡｇＮＨＬ 基因的核苷酸序列及其

编码的氨基酸序列

Ｆｉｇ． １　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｃｉｄ ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＡｇＮＨＬ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｊｉｎｎａｎ Ｓｈｉｑｉｎ

２􀆰 ２　 芹菜 ＡｇＮＨＬ 蛋白的氨基酸序列比对与理化

分析

　 　 运用 Ｂｌａｓｔ 同源性检索与比对［２０］，结果表明：葡
萄（Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ 登录号：ＡＢＵ４３０５８􀆰 １）、碧桃（Ｐｒｕｎｕｓ

ｐｅｒｓｉｃａ 登录号： ＥＭＪ１９６０２􀆰 １）、草莓 （Ｆｒａｇａｒｉａ ｖｅｓｃａ
ｓｕｂｓｐ． Ｖｅｓｃａ 登录号：ＸＰ⁃００４３０７９３１􀆰 １）、番茄（Ｓｏｌａｎｕｍ
ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ 登录号：ＸＰ⁃００４２３５０２５􀆰 １）、毛果杨（Ｐｏｐｕ⁃
ｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ 登录号：ＸＰ⁃００２３２１３５０􀆰 １）、蓖麻（Ｒｉｃｉ⁃
ｎｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ 登录号：ＸＰ⁃００２５２４４３０􀆰 １）、大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅ
ｍａｘ 登录号：ＸＰ⁃００３５２３３１６􀆰 １）、百脉根（Ｌｏｔｕｓ ｊａｐｏｎｉ⁃
ｃｕｓ 登录号：ＡＦＫ３５６２３􀆰 １）、牵牛花（ Ｉｐｏｍｏｅａ ｎｉｌ 登录

号：ＢＡＥ９４４０２􀆰 １）、拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ 登录

号：ＮＰ⁃２００１８４􀆰 １）等物种的 ＮＨＬ⁃ｌｉｋｅ 蛋白或相似蛋

白与本研究克隆的芹菜的 ＡｇＮＨＬ 蛋白相似度较高。
其中，与葡萄 ＮＤＲ１ ／ ＨＩＮ１⁃ｌｉｋｅ 蛋白的相似度高达

７１％，与拟南芥 ＬＥＡ 蛋白相似度达 ５９％。 根据 ＮＣ⁃
ＢＩ⁃ＣＤＳ［２１］在线分析表明，该蛋白在第 ８０ ～ １８５ 个氨

基酸间有一个 ＬＥＡ⁃２ 蛋白保守结构域，属于 ＬＥＡ⁃２
超级家族。 将芹菜 ＡｇＮＨＬ 蛋白与上述植物的 ＮＨＬ⁃
ｌｉｋｅ 蛋白序列进行多重序列比对，发现在保守区域

中保守位点较多，６ 个丝氨酸、６ 个亮氨酸、６ 个脯氨

酸、６ 个甘氨酸、６ 个酪氨酸残基、４ 个天冬酰胺残

基、４ 个赖氨酸残基、３ 个谷氨酰胺、３ 个半胱氨酸残

基等完全保守（图 ２）。
用 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ 工具对上述芹菜中的 ＡｇＮＨＬ 蛋白

进行氨基酸组成成分及理化性质分析［２２］，结果表

明：芹菜 ＡｇＮＨＬ 蛋白含有 ２１１ 个氨基酸，包含 ２０ 种

基本氨基酸，理论分子量 ２３７３４􀆰 ６，理论等电点为

９􀆰 ７６，其水溶液在 ２８０ ｎｍ 处 的 消 光 系 数 约 为

２６１５０，脂肪系数是 ９１􀆰 ４２，平均亲水系数为⁃０􀆰 ０５２，
具有疏水性。 脂肪族占 ２４％ ，芳香族氨基酸占

１１％ ，带负电的氨基酸占 ４％ ，带正电的占 １３％ ，该
蛋白的不稳定系数为 ３３􀆰 ３０，表明该蛋白性质稳定。
对上述其他物种类似蛋白质进行氨基酸组成成分及

理化性质分析，结果发现：这些植物类似 ＮＨＬ 蛋白

的氨基酸残基数变化幅度很小，在 ２１０ 左右，分子量

变化也不大，在 ２３ ｋＤ 左右。 各种植物类似蛋白质

中碱性氨基酸数目普遍多于酸性氨基酸，可见该类

蛋白大都偏碱性，等电点在 ９􀆰 ３５ ～９􀆰 ６９ 之间（表 １）。
２􀆰 ４　 芹菜 ＡｇＮＨＬ 蛋白疏水性 ／亲水性分析

疏水性 ／亲水性是蛋白质重要的理化性质，疏水

性 ／亲水性氨基酸的相互作用对维持蛋白质的三级

结构、维持生物膜的结构有重要意义。 对本试验克

隆的芹菜 ＡｇＮＨＬ 基因推导的氨基酸序列进行了疏水

性 ／亲水性分析，结果表明：该蛋白的第 ４１ 位异亮氨

酸（Ｉｌｅ）疏水性最强，疏水性强的位点还出现在第 ８０
位亮氨酸（Ｌｅｕ）和第 １８４ 位半胱氨酸（Ｃｙｓ）；第 ２２
位精氨酸（Ａｒｇ ）亲水性最强，其次，亲水性强的位点

０９７
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图 ２　 芹菜 ＡｇＮＨＬ 蛋白保守域预测及其他物种类似蛋白氨基酸序列的多重比对

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ａｎｄ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｏｆ ＡｇＮＨＬ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

出现在第 ５８ 位赖氨酸 （ Ｌｙｓ）。 图 ３ 表明，芹菜

ＡｇＮＨＬ 蛋白总体上属于疏水性蛋白。 对其他植物

类似蛋白亲水性 ／疏水性分析显示大部分植物该蛋

白呈疏水性，个别有微弱的亲水性。

表 １　 不同植物来源的 ＮＨＬ⁃ｌｉｋｅ 蛋白氨基酸组成成分及理

化性质分析

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ，ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉ⁃
ｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ
ＮＨＬ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔｓ

物种
Ｓｐｅｉｃｅｓ

氨基酸残
基数 Ｎｏ． ｏｆ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

理论分子量
（Ｄ）

Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ
ＭＷ

理论等
电点

Ｔｈｅｏｒｅｔ⁃
ｉｃａｌ ｐＩ

碱性氨基
酸比例（％ ）
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ
ｂａｓｉｃ ａｍｉｎｏ

ａｃｉｄ

酸性氨基
酸比例（％ ）
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ
ａｃｉｄ ａｍｉｎｏ

ａｃｉｄ
芹菜 ２１１ ２３７３４􀆰 ６ ９􀆰 ７６ １１ ４
葡萄 ２１０ ２３１７８􀆰 ８ ９􀆰 ３５ １０ ７
碧桃 ２１１ ２３０９０􀆰 ８ ９􀆰 ６４ １０ ５
草莓 ２１２ ２３３３３􀆰 ２ ９􀆰 ６８ １０ ４
番茄 ２１３ ２３９９０􀆰 ９ ９􀆰 ４８ １１ ７
毛果杨 ２１０ ２３２４３􀆰 １ ９􀆰 ６８ １０ ５
蓖麻 ２１２ ２３３２０􀆰 １ ９􀆰 ５８ １０ ６
大豆 ２１０ ２３２５５􀆰 ０ ９􀆰 ６９ １０ ５
百脉根 ２１０ ２３４２２􀆰 ２ ９􀆰 ６０ １０ ５
牵牛花 ２０７ ２３２０６􀆰 ０ ９􀆰 ６７ １０ ４
拟南芥 ２１３ ２３９１０􀆰 ８ ９􀆰 ６５ １０ ５

图 ３　 芹菜 ＡｇＮＨＬ 蛋白氨基酸序列的疏水性和亲水性

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｔｙ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ ｏｆ
ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ＡｇＮＨＬ ｐｒｏｔｅｉｎ

２􀆰 ５　 芹菜 ＡｇＮＨＬ 蛋白的进化树分析

芹菜 ＡｇＮＨＬ 蛋白与其他多种植物相似蛋白的

氨基酸序列进行进化树分析（图 ４），结果显示 １２ 种

植物的 ＮＨＬ⁃ｌｉｋｅ 蛋白具有共同的进化起源，其中芹

菜与旋花科牵牛花属（ Ｉｐｏｍｏｅａ）牵牛花在进化亲缘

关系上最近，其次是茄科茄属（ Ｓｏｌａｎｕｍ）的番茄。

１９７
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同属蔷薇科（Ｒｏｓａｃｅａｅ）的碧桃和草莓在进化树的同

一分支，二者与葡萄科（Ｖｉｔａｃｅａｅ）的葡萄亲缘关系很

近。 同是豆科（ Ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｅ）的大豆和百脉根位于

同一进化分枝，杨柳科（Ｓａｌｉｃａｃｅａｅ）的毛果杨和大戟

科（Ｅｕｐｈｏｒｂｉａｃｅａｅ）的蓖麻虽不是同一科，但进化关

系依然很近。

图 ４　 部分植物中 ＮＨＬ⁃ｌｉｋｅ蛋白氨基酸序列的系统进化树

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ
ｔｈｅ ＮＨＬ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ ｓｅｖｅｒａｌ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

２􀆰 ６　 芹菜 ＡｇＮＨＬ 蛋白高级结构的预测与分析

按照 ＳＯＰＭＡ 方法对芹菜 ＡｇＮＨＬ 蛋白进行分

析［２３］，结 果 表 明 该 蛋 白 由 １６􀆰 ５９％ 的 α⁃螺 旋、
３０􀆰 ８０％的延伸主链、 ４􀆰 ７４％ 的 β⁃转角、 ４７􀆰 ８７％ 的

无规则卷曲组成，因此该蛋白高级结构的主要组成

部分为无规则卷曲、延伸主链，α⁃螺旋、β⁃转角散布

其中。 用 ＪＰＲＥＤ ３［２４］ 分析具体氨基酸形成高级结

构的方式，结果显示：２１ ～ ４８ 位的氨基酸易形成螺

旋，多处位点的氨基酸易形成折叠，体现了蛋白质高

级结构与一级结构的关系（图 ５）。
ＴＭＨＭＭ ｖ２􀆰 ０［２５］分析结果显示：有 １ 个由 ２６ ～

４８ 位点共 ２３ 个氨基酸组成的跨膜区，该结果有

９６􀆰 ７％的可信性（图 ６）。 用 ＰＳＯＲＴ⁃Ｂ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 对

ＡｇＮＨＬ 蛋白的亚细胞定位结果表明［２６］：该蛋白有

７９􀆰 ０％的可能是细胞质膜，３９􀆰 ８％ 的可能是叶绿体

类囊体膜，３２􀆰 ５％的可能是微体膜，３０􀆰 ０％的可能性

为高尔基体膜，结合跨膜结构预测结果看，该蛋白最

可能定位于细胞质膜上。

Ｈ：螺旋 ；Ｅ：折叠

Ｈ：Ｈｅｌｉｘ，Ｅ：Ｓｈｅｅｔ

图 ５　 芹菜 ＡｇＮＨＬ 蛋白二级结构预测

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ＡｇＮＨＬ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ６　 芹菜的 ＡｇＮＨＬ 蛋白跨膜结构预测

Ｆｉｇ􀆰 ６　 ＴＭＨＭＭ ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｆｏｒ
ｔｈｅ ＡｇＮＨＬ ｐｒｏｔｅｉｎ

２􀆰 ７　 芹菜 ＡｇＮＨＬ 基因不同组织部位的表达分析

通过荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＡｇＮＨＬ 基因在津南实

芹、美国西芹不同组织中的表达情况结果表明，不同

品种 ＡｇＮＨＬ 基因表达量不同。 ＡｇＮＨＬ 基因在 ２ 个

品种中根的表达量均处于较低水平，在茎的表达量

美国西芹高于津南实芹，在叶中的表达量基本无品

种间差异性，在花中津南实芹的表达量明显高于美

国西芹（图 ７）。

图 ７　 ＡｇＮＨＬ 基因在不同品种不同组织中的表达水平

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡｇＮＨＬ
ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ
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２􀆰 ８　 芹菜 ＡｇＮＨＬ 基因不同处理下的表达分析

利用荧光定量 ＰＣＲ 检测津南实芹、美国西芹在

高温、低温、干旱和盐胁迫 ４ 种处理 ２ ｈ 的表达量，
结果表明，高温处理下 ＡｇＮＨＬ 基因的表达量变化不

明显，低温和盐处理后 ＡｇＮＨＬ 基因表达量增加较

大。 干旱条件下津南实芹、美国西芹 ＡｇＮＨＬ 基因的

表达量差异较大，分别是对照的 ０􀆰 ８７ 倍、１０􀆰 ８９ 倍，
美国西芹该基因对干旱响应更灵敏。 在低温条件下

津南实芹、美国西芹 ＡｇＮＨＬ 基因的表达量分别是对

照的 ２２􀆰 ３６ 倍、１４􀆰 ７９ 倍。 在盐处理下津南实芹、美
国西芹 ＡｇＮＨＬ 基因的表达量分别是对照的 ３􀆰 ３７
倍、１􀆰 ９６ 倍（图 ８）。

图 ８　 ＡｇＮＨＬ 基因在不同品种不同处理下的表达水平

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡｇＮＨＬ
ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

３　 讨论

津南实芹和美国西芹品种特性、地域差异较大，
是具有地域代表性的优良品种。 本研究从这 ２ 个品

种中分别克隆出 ＡｇＮＨＬ 基因，发现该基因高度保

守，只有 １ 个核苷酸位点差异，翻译氨基酸序列无差

异。 该基因编码的蛋白质属于 ＮＨＬ⁃ｌｉｋｅ 蛋白，在多

种植物中与抗病防御作用密切相关［２７］。 ＮＨＬ１、
ＮＨＬ２、ＮＨＬ３、ＮＨＬ２５、ＮＤＲ１、ＨＩＮ１ 等的表达受病原

物诱导并引发过敏反应［２８］。 研究发现植物抗病基

因（Ｒ 基因）可增强植物对各种细菌、真菌病原体的

抗性，而 ＮＨＬ 基因参与调控 Ｒ 基因主导的抗病信号

的转导，因此 ＮＨＬ 基因突变的植物更易感病［２９］。
ＮＨＬ 基因编码的蛋白有很多相似性，大部分都含有

１ ～ ２ 个跨膜域：拟南芥 ＮＨＬ１０ 蛋白的 ２ 个跨膜结

构域分别在 ５２ ～ ７５ 的氨基酸之间和 ３０ ～ ５０ 之间的

一段富含半胱氨酸的区域［７，３０］。 拟南芥 ＮＤＲ１ 基因

编码 ２１９ 个氨基酸，跨膜区在 １９ ～ ３６ 和 ２０２ ～ ２１８

位点的氨基酸之间［３１］，本研究发现芹菜 ＡｇＮＨＬ 基

因编码蛋白的跨膜域在 ２６ ～ ４８ 氨基酸之间。 ＮＨＬ⁃
ｌｉｋｅ 蛋白非常保守可能与其在植物抗病防御过程中

发挥的重要作用有关。
本研究发现芹菜 ＮＨＬ⁃ｌｉｋｅ 蛋白基因保守的结

构域属于 ＬＥＡ⁃２ 超级家族，ＬＥＡ 蛋白是生物体中广

泛存在与渗透调节有关的一类家族蛋白，编码该蛋

白的基因在种子胚胎发育晚期表达量丰富，在干旱、
低温等环境胁迫下也大量表达［３２］，因此该保守结构

域的存在间接证明芹菜 ＡｇＮＨＬ 基因与抗性防御功

能相关。
进化树分析表明，芹菜中该类蛋白与旋花科牵

牛花属的牵牛花的类似蛋白在进化亲缘关系上最

近，其次是茄科茄属的番茄，同一科、属植物类似蛋

白也呈现较近的亲缘关系。 对多种植物该类蛋白的

理化性质分析，表明不同植物该蛋白氨基酸残基数

目、分子量、等电点、酸 ／碱性氨基酸比例等变化都不

大，可见该类蛋白质在漫长的进化过程中比较保守，
保证了 ＮＨＬ⁃ｌｉｋｅ 蛋白功能的稳定性，确保了植物抗

病性的稳定，有利于植物生存繁衍。
有学者用 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ 法分析发现拟南芥不同器官

ＮＨＬ 基因表达量不同：ＮＨＬ１０ 在衰老的莲座叶中表

达量最高，其他器官较低，茎和花几乎没有表达，
ＮＨＬ１２ 在叶、茎、花中都表达，但在根、长角果中表

达量低，ＮＨＬ８、ＮＨＬ９、ＮＨＬ１１ 在所有器官中都几乎

没有检测到转录表达信号，ＮＤＲ１ 在根、茎、叶中表

达，花中不表达［６］。 本研究对 ２ 种旱芹 ＡｇＮＨＬ 基因

表达分析显示，ＡｇＮＨＬ 基因在根、茎、叶、花中都表

达，表达水平有芹菜品种差异性和组织特异性。
ＡｇＮＨＬ 基因在高温、低温、干旱、盐等胁迫处理下均

表达，干旱、高盐、低温胁迫对 ＡｇＮＨＬ 基因表达起明

显上调作用，表达水平依然有品种间的差异。 可见

ＡｇＮＨＬ 基因不仅在芹菜抗病防御中起作用，还可能

对植物干旱、高盐、低温有一定作用，是植物重要的

抗性基因。 不同品种抵御环境胁迫的能力不同，栽
培时可根据当地环境特点栽培不同品种，更利于提

高产量［３３］。
结合亚细胞定位分析芹菜 ＮＨＬ⁃ｌｉｋｅ 蛋白，发现

该蛋白可能定位于细胞膜上，对定位于细胞膜上的

拟南芥 ＮＤＲ１ 抗病蛋白研究发现，该蛋白在靠近细

胞膜区易形成局部的高浓度，易与病原菌识别，从而

提高敏感性［３４⁃３５］。 由此推测芹菜 ＮＨＬ⁃ｌｉｋｅ 蛋白可

能参与识别病原体、转导抗病信号、快速引发过敏反

应，达到抗病防御的目的。
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