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普通烟草鸟氨酸转氨酶基因Nt5一OAT的
克隆与表达分析
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摘要：鸟氨酸转氨酶是以鸟氨酸为前体合成脯氨酸的关键酶，对植物适应逆境胁迫起关键作用。本研究根据其已知保守

序列设计兼并引物，从普通烟草品种中烟14中克隆到一条425bp的中间片段，应用RACE方法设计特异性引物扩增得到5’末

端和3’末端eDNA序列。经BLAST验证，首次从普通烟草中克隆到了鸟氨酸转氨酶基因，命名为Nt8一OAT，其GenBank登录号

为GUl44571。该基因eDNA全长为1781bp。共编码477个氨基酸。系统进化树分析显示，Ⅳ岱．OAT基因的进化符合传统的生

物学分类，主要功能域在生物进化中保守性较高。Real．time PCR分析表明，Nt8．OAT基因受干旱、高盐、低温、ABA等多种胁迫

处理的诱导表达，可能参与普通烟草体内抗渗透胁迫过程。
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Abstract：Om·8一aminotransferase is the key enzyme for Pro synthesis from Orn，SO that it plays an important

role in adaptation to environmental stress in plants．A 425一bp segment was cloned from tobacco(Nicotiana tabacum，

zhongyan 14)using degenerate primer designed from the known conserved regions of Orn-8一aminotransferase gene．

Special primers derived from the 425-bp segment were used to amplify the 5’and 3’ends of the eDNA hy RACE．

Comparison and analysis of the sequence was performed with BLAST which proved that it was the first time to get

the clone of Orn一8一aminotransferase gene from tobacco．The full—length cDNA was termed Nt8一OAT(GenBank acces—

sion GUl44571)which was 1781 bp in length and encoded a protein of 477 amino acids．According to phylogenetic

tree，the evolution of Nt8·OAT corresponds with traditional biological classification．Its functional domain has a hiigh

conservative property in the process of biological evolution．By the analysis of real—time PCR，It was determined that

Nt8一OAT could express under many inducements such as drought，high salt，low temperature，ABA and SO on，from

which we might conclude that Nt8一OAT plays a role in the resistance to osmoticstress．
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烟草(Nicotiana tabacum)作为我国重要的经济 作物，种植面积和产量均居世界首位。烟草起源于
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热带地区，对水分的要求很高，水分胁迫会严重影响

烟草的生长发育，降低烟草的产量和品质⋯。目前

生产上只能通过灌溉和地膜覆盖等栽培措施缓解干

旱，不能从根本上解决问题。采用现代生物学手段

筛选烟草抗旱相关基因，通过培育抗逆性强的转基

因作物增强植物对逆境胁迫的适应能力，对提高植

物的抗逆性具有重大意义。

脯氨酸是植物体内适应逆境胁迫的一种重要的

渗透调节物质。高等植物中脯氨酸代谢因其初始底

物不同，分为谷氨酸(Glu)和鸟氨酸(Om)两条合成

途径。鸟氨酸转氨酶(8-OAT)是Om合成途径的关

键酶¨1，水分胁迫下植物8一OAT活性提高与脯氨酸

代谢关系密切¨1。1959年首先在高等植物中发现

L—Om的转氨作用¨o，随后从花生、南瓜等植物中分

离纯化获得8-OAT蛋白"1。1993年Delauney等¨’

通过反向互补法从乌头叶菜豆中克隆得到第一个植

物6一OAT基因，2002年Roosens等⋯最先在烟草中

超量表达6一OAT基因。目前，该基因已从拟南

芥¨】、水稻、甘蔗归】、豌豆¨叫等植物中得到克隆，但

有关艿一OAT基因功能方面的研究相对滞后，艿一OAT

基因在植物体内的作用机制尚不清楚。本研究从普

通烟草中克隆得到了艿一OAT基因的全长eDNA序

列，并通过实时荧光定量PCR技术分析该基因在逆

境胁迫下不同时间和部位的表达模式，利用生物信

息学初步分析该基因的结构和功能，揭示了该基因

对逆境胁迫的应答机制，为后续利用该基因改良普

通烟草的抗渗透胁迫能力奠定了基础。

l材料与方法

1．1试验材料

供试材料为普通烟草品种中烟14，由中国农业

科学院烟草研究所种质资源库提供。播种出苗后先

在温室中培养至3—4片真叶幼苗，再移至沙培育苗，

盘中，浇灌Hoagland营养液培养15d，然后开始对幼

苗进行干旱(20％PEG6000)、高盐(200mmol／L■、

NaCI)、低温(4℃，12h光照)和ABA(100p．mol／L)诱

导处理。基因克隆以干旱处理12h的烟草上部嫩叶

为试验材料。荧光定量表达分析分别以干旱、高盐、

低温和ABA处理2h、4h、6h、9h、12h、24h、48h共7

个时间点的叶片和根为试验材料，并以正常培养的

幼苗为对照。所有材料均存于一70。C冰箱备用。

1．2 总RNA提取

按。RNAprep pure植物总RNA提取试剂盒(金

诺生物技术有限责任公司)说明，采用改进的异硫

氰酸胍／酚一步法获得。在RNA专用电泳槽中利用

琼脂糖凝胶电泳检测其质量和含量。

1．3中间片段的扩增

利用Primer premier 5．0软件设计兼并引物

(OATF：GTNAAYCARGGNCAYTGYC；OATR：TCNC—

CYTGDATNGGYTCR)，引物由大连宝生物工程公司

合成。参照PrimeseriptTM TaKaRa RT—PCR Kit试剂

盒操作说明合成eDNA第一链。以OATF和OATR

为引物扩增中间片段。反应程序：94。C5min；(94。C

30s，580C35s，72℃lmin)×40循环；720C 10min；40C

保存。

1．4 RACE扩增3’端和5’端序列

5’端和3’端的RACE反应按照Clonteeh的

SMARTerTM RACE eDNA Amplification Kit试剂盒操

作说明进行。3 7端以3’一RACE CDS Primer A为反转

录引物，5’端以5’．RACE CDS Primer A和SMARTer

IITM A Oligonucleotide为反转录引物，在SMART—

Scribe Reverse Transcriptase作用下分别合成3’-

RACE和5’一RACE的eDNA第一链。

根据已获得普通烟草艿-OAT基因的中间片段设

计特异性引物3’GSP(5’．GGCTCAAACGCTCACTCT．

TAGTTCTCG一3’)和5’GSP(5’一CATGGAAGCAGCCA—

CAGCATGAGACAA-3’)。以UPM和3’GSP引物扩

增基因的3’端，3 7RACE反应程序如下：95℃5 rain；

(940C 30s，68℃40s，72℃2min)×35循环；720C

10min，4℃保存。以UPM和5’GSP引物扩增基因的

5’端，5’RACE反应程序如下：95℃5 min；(94℃30s，

640C35s，720C 2min)×40循环；72℃10min，4。C保

存。再将5’RACE的PCR产物用ddH：O稀释500

倍后，取1斗l稀释产物作为二次PCR反应的模板，

以5’NGSP与NUP为引物做二次PCR。二次PCR

的反应程序：95℃5 rain；(94℃30s，64℃30s，72℃

150s)×35循环；72℃10min，40C保存。

1．5 PCR产物的回收、克隆

PCR产物经1．0％的琼脂糖凝胶电泳检测后，

将目的条带按照TaKaRa Agarose Gel DNA Purifica—

tion Kit的说明操作进行纯化回收，纯化后的PCR产

物连接到pMDl9．T载体上进行克隆并转化至E．CO．

1i的DH50t中，在添加Amp、IPTG、X—gal的LB平板

上培养12—16h后挑选白色菌落。碱裂解法提取质

粒后，经酶切和PCR双重鉴定选择有正确插入片段

的阳性克隆，送大连宝生物工程公司测序。

1．6 实时荧光定量PCR

根据普通烟草内参基因18S rRNA和目的基因
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Nt8一OAT设计荧光定量PCR引物(1 8SFl：5’．TTC．

CTAGTAAGCGCGAGTCATCAGC一3’；18SRl：5’一GCG—

ACGGGCGGTGTGT一3’；RTFl：5’一AGTGCCCACAAT-

TACCATCC．3’：RTRl：5 7．AGTGAGCGTTTGAGCCT—

GTT．3 7)。按照大连宝生物工程公司PrimeScriptTM

RT reagent Kit(Perfect Real Time)的操作说明，将不

同胁迫处理下叶和根的总RNA反转录成cDNA，利

用SYBR Green I荧光染料法进行相对荧光定量

PCR反应，每个样品设3次重复，操作步骤参照宝生

物SYBR⑧Premix Ex Taq⋯(Perfect Real Time)的

说明书进行。PCR反应采用25ul体系，包括10txl

ddH2 O、12．5 txl SYBR Green Master Mix Reagent、

0．5txl Rox Dye II、1“l cDNA和上、下游引物各

0．5trl。PCR程序为950C 1 min，40个循环×(95℃

15s，60qC 35s)，并添加溶解扩增阶段。

2结果与分析

2．1 Nt8-OAT基因克隆与序列分析

2．1．1 Nt8-OAT基因克隆 用兼并引物通过PCR

扩增得到一条425bp的片断，该片段与葡萄Vv8一

OAT基因同源性高达79％，由此判断该片段为烟草

6．OAT基因cDNA的部分序列。根据这条425bp的

中间片段设计RACE特异性引物，5’RACE扩增获

得一条特异性较强的676bp的序列，3’RACE特异

性扩增得到一条长度为1450bp的序列(图1)。

2．1．2 Nt8-OAT基因序列分析利用VecScreen

软件去除序列两端的通用引物序列，再用DNAstar

的Seqman软件将1450bp的3’RACE序列、425bp的

中间序列和676bp的5’RACE序列拼接起来，获得

一条长度为1781bp的全长cDNA序列。将该序列

输入到ORF Finder中，分析出该序列含有一段

116bp的5’端非编码区(5’一UTR)、一段包含polyA

尾巴的231bp的3’端非编码区(3’-UTR)和一个长

度为1434bp的完整的阅读框，编码477个氨基酸，

分子量为52．406KD，等电点(pI)为7．98。经Blastp

比对结果显示，克隆基因编码的氨基酸与其他植

物8一OAT的氨基酸序列具有很高的同源性，与葡萄

Specific hits
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图1 PCR产物扩增结果

Fig．1 Products of PCR amplification

M：大连宝生物250bp分子量标准；I：中间片段扩增结果；

2：5’RACE扩增结果；3：3’RACE扩增结果

M：TaKaRa 250bp DNA marker；1：Product of segment；

2：Product of 5’RACE；3：Product of3’RACE

Vv8一OAT(Vitis vinifera，XP一002278418．1)同源性为

81％，与拟南芥At8一OAT(Arabidopsis thaliana，NP一

199430．1)同源性为75％，与大豆Gm8．OAT(Gly—

cine max，ABA86965．1)同源性74％，与甘蔗Sc8．

OAT(Saccharum officinarum，ABP38411．1)同源性为

74％。表明新克隆的cDNA序列为普通烟草鸟氨酸

转氨酶基因，将该基因命名为Nt8一OAT(Nicotiana

tabacum ornithine 8．aminotransferase)，并将其登录

GenBank，髓陆号为GUl44571。

2．2腑．似r编码产物的生物信息学分析
2．2．1 Nt6．OAT的结构域预测 利用NCBI数据

库的CDD软件对Nt8．OAT的结合位点和结构域分

析表明(图2)，Nt8一OAT属于天冬氨酸转氨酶超家

族磷酸吡哆醛依赖酶，催化转氨作用的关键部位磷

酸吡哆醛(PLP)结合位点‘2l由(G142 A“3 F”7 H178 E234

D265Q268K294)8个氨基酸残基构成，其中294位的K

(赖氨酸)是催化中心，PLP作用位点的结合导致构

象变化并激活转氨酶活性。抑制因子结合位点由

(T141G”2A“3F”7H”8R190E2”D2651267Q268K294)11个氨

基酸残基构成，(2S，5S)-5·氟代鸟氨酸乙酯是到目

前为止已知的唯一的鸟氨酸转氨酶抑制剂⋯3。

qilg(F|ii『=L⋯⋯⋯⋯～塑!：!驯牌堕噬．!望～一一⋯～⋯一⋯～⋯⋯一⋯jj__t；_1j：；。ll挈U懦蜣强i24

图2』、，岱．OAT编码氨基酸的保守区域分析结构图

Fig．2 Conserved
domains analysis of Nt6-OAT deduced amino acid
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2．2．2 Nt8-OAT蛋白跨膜结构预测分析 通过

TMPRED(http：／／WWW．ch．embnet．ors／software／TM-

PRED_form．html)对Nt8一OAT基因编码的氨基酸序

列进行跨膜区预测，大于500分即存在有意义的跨

膜螺旋。根据TMPRED模型分析，N末端位于膜

内，在168—185位、289～307位和324～342位形成

3个可能的跨膜螺旋，加权总得分达1703分，表明

跨膜预测真实有效，据此推测该基因编码的酶为跨

膜蛋白，预测结果如图3。

圈3 Nt8·OAT蛋自跨腰区域预铡圈

Fig．3 Transmembrane domain prediction

graphics of Nt8-OAT

2．3系统进化树分析

选择与普通烟草蝴一OAT编码的氨基酸同源性
较高的8-OAT氨基酸序列10个，利用ClustalW和

MEGA4．0软件¨引构建邻接法NJ(neighbor joining)

系统进化树(图4)。结果表明，以0．05为结点，可

分为2大类群：第1类为双子叶植物中6-OAT的进

化关系，普通烟草Nt8一OAT与葡萄Vv8一OAT亲缘关

系最近，在同一分支，可能为直系同源蛋白，其次为

豆科作物和十字花科植物；第1I类主要为单子叶植

”丽∥
图4 Nt8·OAT与其他植物6-OAT蛋白的系统进化关系

Fig．4 Phylogenetic relatedness among Nt8-OAT

and other 6一OAT proteins in plants

物和裸子植物中8-OAT的进化关系，单子叶植物水

稻Os8一OAT、甘蔗Sc8一OAT、玉米Zm8-OAT可聚为

一类，离Nt8一OAT遗传距离较远，而裸子植物欧洲

赤松Psy8一OAT与Nt8一OAT的亲缘关系最远。8一

OAT的进化关系与植物形态学上分类的进化关系

基本一致，因而该分子系统树基本上可反映该蛋白

的进化规律和物种的亲缘关系规律。

疋和髟是估算分子进化动力的重要指标¨“。

根据构建的系统进化树，推测普通烟草Nt8一OAT和

葡萄Vv8一OAT可能是直系同源基因，利用CBU在线

服务的Ka／Ks Calculation tool计算其B(同义突变

频率)和髟(非同义突变频率)。Nt8一OAT／Vv8一OAT

的KA／Ks值为0．1772(Ks：0．2825，KA：0．0487)．，这

对基因的K。／Ks值远远小于1，说明Nt8-OAT基因

在进化上非常保守，氨基酸在纯化选择(负选择)压

力下保守地突变‘14]。

2．4^憾-OAT荧光定量表达分析

通过荧光定量PCR技术对Nt8一OAT基因在对

照及胁迫处理后的表达特性进行分析。分别构建

内参基因和目的基因标准曲线，然后根据标准曲

线的线性公式计算目的基因在不同部位和不同时

间点的相对浓度。同一模板中管家基因和目的基

因的相对浓度的比值即可作为目的基因相对表达

水平。

2．4．1 Nt8-OAT标准曲线的构建将反转录得到

的样品cDNA模板按照50、5～、5～、5～、5“和5。

浓度进行稀释，以稀释浓度的对数值为横坐标，以临

界循环值ct为纵坐标分别对内参基因和目的基因

制作标准曲线。内参基因标准曲线R2=0．996491，

直线方程为Y=一3．740749X+29．474642；目的基

因标准曲线的R2=0．986664，直线方程为Y

=一3．481415X+35．532726。

2．4．2嬲-OAT的表达部位分析 分别以正常生
长及PEG胁迫处理12h普通烟草生根期幼苗的根、

茎、叶和芽eDNA为模板进行荧光定量PCR反应。

表达分析结果表明(图5)，在正常幼苗体内，Nt8一

OAT基因的表达量整体水平较低，茎、芽中的表达量

相对较高。但在干旱胁迫处理后的幼苗体内，叶和

根中Nt8一OAT的表达量成倍增加，分别是正常幼苗

叶和根中表达量的10．34倍和20．58倍，其中叶片

中的表达量最高。说明普通烟草在受到水分胁迫时

主要通过Nt8一OAT基因在叶和根中的上调表达来适

应逆境。
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图5 Nt8-OAT在烟草不同部位的表达分j

Fig．5 Expression analysis of Nt8-OA T i

different organ of Nicotiana tabacum

2．4．3 Nt8一OAT的胁迫处理表达分析宅

Nt8一OAT基因在干旱、高盐、低温和ABA删

下的荧光定量PCR表达分析结果如下。

在于旱胁迫处理期间，叶中Nt8．OAT去

理2h开始逐渐上调表达，24h时达到最大

的12．54倍；根中Nt8一OAT基因表达量随剧

延长逐渐增加，12h时达到最大，为对照自

倍，24h和48h时依然维持在较高水平(图

明在干旱胁迫处理下，普通烟草主要通过Ⅱ_

Nt8一OAT基因后期的上调表达适应干旱。

在盐胁迫处理期间，叶中Nt8一OAT基臣

处理4h、9h、12h和24h 4个时间点与对照相

量明显增高，分别是对照的3．95、4．88、3．j

39倍，在24h时达到最高；根中Nt8一OAT理

水平从处理4h开始上调表达，6h时即达到．

对照的21．74倍，呈现先上升后降低的变化；

7)。说明盐胁迫时Nt8-OAT基因优先在根q

控细胞的渗透压。

在低温胁迫处理期间，叶中NtB．OAT妻

水平呈现逐渐升高的趋势，48h达到最大，蔓

5．12倍；根中Nt8一OAT基因整体上调表达。

量变化不大，不同胁迫时间的表达量均值蔓

4倍左右，维持在相对稳定的水平(图8)。

低温胁迫下普通烟草抗逆胁迫主要通过叶户

OAT基因后期的上调表达实现。

在ABA诱导处理期间，叶中Nt8一OAT彝

达m现两次高峰，在8h和48h两个时间点基

别是对照的7．40倍和11．30倍；根中Nt8．Oi

开始上调表达，48h达到最大，为对照的36．2

9)。可见，ABA可以显著诱导悯一OAT的上{f
总之，Nt8一OAT基冈是受干旱、高盐、

ABA逆境胁迫诱导表达的基因，该基因可饿

种逆境胁迫过程中普通烟草体内的渗透调寺
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3 讨论

3．1 Nt8-OAT基因的克隆

本研究采用同源克隆法从受干旱胁迫诱导的普

通烟草中克隆到一个未报道的胁迫诱导应答基因

Ⅳt8一OAT，全长1781bp，编码477个氨基酸。通过同

源性比对结果显示所克隆的Nt8一OAT基因与其他植

物艿．OAT基因具有很高的同源性，主要功能域PLP

结合位点在进化中比较保守。

3．2 Nt6·oAT的结构分析

结构域分析表明Nt8．OAT初级结构由3部分

组成，分别为非保守的N末端、PLP结合区域和c

末端，其N一端前肽序列具备线粒体转运肽的基本特

征。前人研究证实除酵母外所有动物和植物鸟氨酸

转氨酶都是由核基因编码，在胞质中合成蛋白质后

利用其转运肽序列进行线粒体定位"川，说明普通

烟草Nt8．OAT也是定位于线粒体基质。这与最近

报道的欧洲赤松精氨酸酶和8-OAT定位于线粒体

中一致¨引。跨膜结构预测Nt8一OAT可能为跨膜蛋

白，存在3个可能的跨膜区。

3．3蝴-OAT基因的功能预测
通过KA／K。分析选择压力，发现NtB—OAT基因

进化的非常保守，具有一般鸟氨酸转氨酶保守的功

能，即以氧化戊二酸为氨基受体催化L—Om转换为

谷氨酸一1一半醛(GSA)，进而生成脯氨酸嵋1。系统进

化分析表明，Nt8．OAT与其他双子叶植物8-OAT亲

缘关系较近，可能由同一祖先进化而来，功能也最为

相似。而在拟南芥、豌豆等双子叶植物中研究证实

8-OAT在脯氨酸生物合成过程中起着重要作用，并

对多种不同类型的压力响应哺川，进而推测普通烟

草Nt8．OAT的主要功能是在渗透胁迫下催化脯氨

酸的生成来适应逆境胁迫。

3．4鹏-DAT基因的表达分析
利用实时荧光定量PCR，分析普通烟草不同部

位Nt8．OAT基因的表达情况发现，非胁迫条件下，

Nt8．OAT基因的整体表达水平较低，其转录水平由

高到低依次为茎>芽>叶>根。与甘蔗Sc8一OAT的

表达模式相似，甘蔗是茎中表达较高，其次是叶和

根"1；但与蒺藜苜蓿Mt8．OAT表达模式不同，蒺藜

苜蓿是在根和芽中的表达量最大，在叶片和生殖器

官较低¨“，推测原因是豆科植物根瘤具有固氮能

力，而8一OAT基因在高氮条件下表达水平较高旧1。

渗透胁迫条件下，普通烟草主要通过叶和根中Nt6·

OAT基因的上调表达来适应逆境胁迫。

对干旱、高盐、低温、ABA处理下的普通烟草Nt8一

OAT基因的表达情况进行分析表明：(1)Nt6一OAT基

因在这些逆境胁迫诱导下都上调表达，但干旱胁迫和

ABA处理比盐胁迫和低温胁迫更高效地诱导NtS-OAT

基因的表达；(2)渗透胁迫条件下Nt8一OAT基因主要在

胁迫后期上调表达，与前人研究基本一致，胁迫下脯氨

酸的积累优先通过Glu途径进行，Om途径在胁迫后期

起主要作用m4“。但盐胁迫下根中Nt8．OAT基因在胁

迫前期表达，分析原因可能是根对高盐产生的离子毒

害较为敏感，在受到胁迫时根中反应最迅速。低温胁

迫下根中Nt8．OAT基因表达变化不显著，可能是因为

低温对地下部分影响比较小，其变化幅度较小。

普通烟草Nt8一OAT基因的获得为脯氨酸合成酶

系基因的系统研究奠定了基础，后续研究可对普通

烟草的脯氨酸合成途径进行系统分析，明确Glu途

径和Orn途径之间的相互调控机制；还可采用基因

沉默的方法研究№．OAT基因对植物生长发育影响
及其抗渗透胁迫作用；利用酵母双杂交技术从蛋白

角度探究8-OAT蛋白的结构、功能，迸一步分析普

通烟草Nt8-OAT在抗逆生理生化方面的具体功能；

构建普通烟草Nt8．OAT基因的表达载体进行转基因

研究，利用基因T程手段改良烟草的抗逆品质，对提

高作物的生产利用价值有重要意义。 ．
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