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　 　 摘要:对用固相扣除杂交方法从低温驯化沙冬青克隆得到的 ＡｍＬＥＡ５ 基因进行表达模式分析和生物信息学分析ꎬ表明该

基因编码一种第 ５ 族胚胎发育晚期丰富蛋白(ＬＥＡ)ꎬ全长 ６９３ ｂｐꎬ含有 １ 个 ２９７ ｂｐ 的开放阅读框ꎬ编码 ９８ 个氨基酸ꎬ预测 Ａｍ￣
ＬＥＡ５ 的分子量为 １０. ６ ｋＤａꎬ是一种亲水性蛋白ꎬ有多个磷酸化位点ꎮ 密码子偏好性分析表明该基因略偏好于用 Ａ 或 Ｔ 结尾

的密码子ꎮ 系统发生分析表明ꎬＡｍＬＥＡ５ 蛋白与蒺藜苜蓿 ＬＥＡ(ＡＣＪ８４１８２. １)亲缘关系最近ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果显示 ＡｍＬＥＡ５ 的表

达量在低温、干旱、盐和热胁迫条件下均有上调ꎬ尤其在低温胁迫后期富集量最高ꎮ 亚细胞定位表明ꎬ用 ＹＦＰ 标记的 ＡｍＬＥＡ５
位于细胞质和细胞核内ꎮ 一系列试验结果表明 ＡｍＬＥＡ５ 基因在沙冬青抵御非生物胁迫ꎬ尤其是在抵御低温胁迫机制中发挥重

要作用ꎮ
　 　 关键词:沙冬青ꎻＡｍＬＥＡ５ꎻ生物信息学分析ꎻ表达模式ꎻ亚细胞定位
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　 ３ 期 赵晓鑫等:沙冬青 ＡｍＬＥＡ５ 基因的生物信息学分析及非生物胁迫下的表达模式

胚胎发育晚期丰富蛋白(ＬＥＡꎬＬａｔｅ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎ￣
ｅｓｉｓ ａｂｕｎｄａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ)最早发现于棉花子叶中[１] ꎬ
随后在小麦[２] 、大豆[３] 、玉米[４] 等作物种子中陆续

被发现ꎮ ＬＥＡ 蛋白在被子植物、裸子植物ꎬ以及苔

藓和蕨类植物中都存在ꎬ此外在酵母、线虫等物种

中也表达[５] ꎮ 在植物中ꎬ它伴随着种子的成熟过

程而产生ꎬ大量积累于种子成熟后期特定阶段ꎬ在
种子萌发后很快消失ꎮ 一般认为ꎬＬＥＡ 蛋白与种

子抵抗脱水有关ꎬ主要参与维持种子的生长活

力[６] ꎬ此外ꎬＬＥＡ 蛋白的积累参与植物非生物胁迫

防御系统[７] ꎬ当植物遭受外界逆境时会在细胞中

积累大量该类保护蛋白来抵抗胁迫ꎮ 研究发现低

温、干旱、紫外线及机械损伤均可诱导 ＬＥＡ 蛋白的

表达[８￣９] ꎮ
根据氨基酸序列或亲水性可以将 ＬＥＡ 蛋白分

成 ６ 个家族[１０]ꎬ其中第 ５ 族与第 ３ 族在结构和功能

上较相似ꎬ具有中和离子的功能ꎬ但是第 ５ 族 ＬＥＡ
缺乏高度的残基专一性ꎬ没有明显的保守结构域ꎮ
组成第 ５ 族 ＬＥＡ 蛋白的大多数氨基酸为碱性、亲水

性氨基酸ꎬ没有半胱氨酸和色氨酸ꎮ 第 ５ 族 ＬＥＡ 序

列可形成大量 α￣螺旋结构[１１]ꎬ提供一个亲水表面ꎮ
该基元序列另外一个显著特点是ꎬ无规卷曲结构的

含量也比较丰富[１２]ꎮ 第 ５ 族 ＬＥＡ 蛋白之间同源性

较低ꎬ热稳定性差ꎬ沸水浴后该族 ＬＥＡ 蛋白不能溶

于水ꎬ一般在种子中含量较高ꎬ而且在胁迫条件下会

诱导表达ꎬＮ. Ｄｏｒｉｔ 等[１３]发现柑橘在干旱、热和盐胁

迫后会诱导 ＬＥＡ５ 基因的表达ꎮ
沙冬青( Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ (Ｍａｘｉｍ. )

Ｃｈｅｎｇ ｆ. )又叫蒙古沙冬青、蒙古黄花木ꎬ是古老的

第 ３ 纪残遗物种ꎬ可作为观赏植物和药物资源植

物[１４￣１６] ꎮ 主要分布于内蒙古西部沙漠ꎬ是亚洲中

部荒漠地区特有的常绿阔叶灌木ꎬ具有极强的抗

逆境能力ꎬ是一种研究林木抗逆机理的理想材

料[１７￣２０] ꎮ 本实验室前期用优化的固相扣除杂交策

略从低温驯化后、抗冻性提高的沙冬青幼苗中克

隆了胚胎晚期发生丰富蛋白基因 ＡｍＬＥＡ５ [２１] ꎬ本
研究对该基因的分子生物学特性进行分析ꎮ 用实

时荧光定量 ＰＣＲ 方法检测 ＡｍＬＥＡ５ 基因在遭受低

温、干旱、盐、热胁迫下表达模式的变化ꎻ构建表达

载体并转化洋葱表皮细胞ꎬ检测了 ＹＦＰ￣ＡｍＬＥＡ５
融合蛋白的亚细胞表达定位ꎬ期望为理解木本植

物的抗逆性机理提供新的资料ꎬ为植物抗逆育种

提供新的基因资源ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 ＡｍＬＥＡ５ 基因的生物信息学分析

通过优化的固相扣除杂交策略从低温驯化后、
抗冻性提高的沙冬青幼苗中克隆到了 Ｎ１０Ｈ６ 基

因[２１]ꎬ经序列分析后命名为 ＡｍＬＥＡ５ꎮ 用 ＮＣＢＩ 的

ＢＬＡＳＴ 和 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 在线软件分析该序列的同源

性及开放阅读框ꎮ 用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 软件分析该基因所

编码蛋白的分子量和等电点ꎮ 用 Ｓｉｇｎａｌ Ｐ 软件预测

该蛋白序列中的信号肽的剪切位点ꎮ 用 ＴＭｐｒｅｄ 软

件预测该蛋白跨膜区域及膜上的走向ꎮ 用 ＳＯＰＭＡ
和 Ｐｒｅｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ 软件对该蛋白二级结构及其亲水性

进行预测ꎮ 用 ＳｂｕＬｏｃＶ １. ０ 和 Ｔａｒｇｅｔ Ｐ 软件预测该

蛋白的亚细胞定位ꎮ 用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ ２ 软件构建系统

进化树ꎮ
密码子偏好性分析使用 ＥＭＢＯＳＳ 在线程序

(ｈｔｔｐ:/ / ｖｍ￣ｂｉｏｉｎｆｏ. ｔｏｕｌｏｕｓｅ. ｉｎｒａ. ｆｒ / ｅｍｂｏｓｓ ) 中 的
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ｐｏｒｔａｌ. ｐｙ? ｆｏｒｍ ＝ ｃｏｄｏｎｗ)ꎮ 运用软件 ＣＨＩＰＳ 对沙冬青

ＡｍＬＥＡ５ 基因进行有效密码子数(Ｅｎｃ)统计ꎬ然后运

用 ＣＵＳＰ 和 Ｃｏｄｏｎ Ｗ 计算密码子中 ＣＤＳ 区的 ＧＣ 含

量和第 ３ 位碱基的 ＧＣ 含量(ＧＣ、ＧＣ３ｓ)、密码子使

用频率 ( ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ) 和相对同义密码子使 用 度

(ＲＳＣＵꎬｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ) [２２￣２３]ꎮ
１. ２　 沙冬青幼苗培养及胁迫处理

用自来水浇透珍珠岩基质ꎬ将沙冬青种子埋入

该基质中ꎬ于恒温箱中 ２５ ℃、光照 １６ ｈ、７０％湿度培

养ꎬ中间过程不再浇水ꎮ 培养 １０ ｄꎬ挑选长势一致的

沙冬青幼苗ꎬ用自来水浇透ꎬ１ ｈ 后取样作为对照ꎬ
其余的幼苗进行以下处理ꎮ 所有处理均取地上部分

作为试验材料ꎮ 低温处理:将沙冬青幼苗放入 ４ ℃
黑暗培养室中ꎬ分别在第 １、２、４、８、１６ 天取样[２４]ꎮ
干旱处理:将沙冬青幼苗根部珍珠岩小心去掉ꎬ放入

１５ ｃｍ ×１５ ｃｍ 培养皿中ꎬ黑暗条件下ꎬ分别在第 １、
２、３、４、５ 天取样ꎮ 盐处理:将沙冬青幼苗置于 ２５ ℃、
１６ ｈ 光照、７０％湿度条件下培养ꎬ每 ７ 天浇 １ 次 １％的

ＮａＣｌ 溶液ꎬ每次浇 ２００ ｍＬꎬ分别在第 １、２、４、８、１６ 天

取样ꎮ 热处理:将沙冬青幼苗置于 ４０ ℃、１６ ｈ 光照、
７０％湿度条件下培养ꎬ分别在第 １、２、４、８、１２、２４ ｈ
取样ꎮ 以上样品用液氮速冻ꎬ然后保存于 － ８０ ℃冰

箱中ꎮ
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１. ３　 沙冬青总 ＲＮＡ 提取

使用 Ｐｌａｎｔ ＲＮＡ ａｓｓｉｓｔａｎｔ Ｋｉｔ(北京科百奥)试剂

盒ꎬ按照操作说明进行总 ＲＮＡ 的提取ꎮ 从 － ８０ ℃
冰箱中取出样品ꎬ液氮充分研磨后将粉末收集到

１. ５ ｍＬ 的离心管中ꎬ加入 ７５０ μＬ ＲＮＡ ａｓｓｉｓｔａｎｔ Ｌｙ￣
ｓｉｓ Ｂｕｆｆｅｒ 及 ５００ μＬ ＲＮＡ ａｓｓｉｓｔａｎｔ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒꎬ
用振荡器剧烈震荡 ５ ｍｉｎ 充分混匀ꎬ１２０００ ｒ / ｍｉｎ 离

心 ５ ｍｉｎꎮ 取上清加入 ５００ μＬ ＲＮＡ ａｓｓｉｓｔａｎｔ Ｅｘｔｒａｃ￣
ｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒꎬ振荡器剧烈震荡 ５ ｍｉｎ 充分混匀ꎬ１２０００
ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎮ 去上清加入等体积氯仿ꎬ剧烈震

荡 １０ ｍｉｎ 后 １２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎮ 取上清加入

１ / ２ 体积的 ５００ μＬ ＲＮＡ ａｓｓｉｓｔａｎｔ Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ Ｂｕｆｆ￣
ｅｒꎬ混匀后置于冰上沉淀 ２０ ｍｉｎꎮ １２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎꎬ弃上清ꎮ 用 １ ｍＬ ８０％乙醇覆盖沉淀ꎬ１３０００
ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ重复 １ 次ꎮ 挥发乙醇 ４
ｍｉｎꎬ加入适量 ＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ 溶解沉淀ꎮ 最后用

Ｎａｎｏｄｒｏｐ ＮＤ￣１０００ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ ( ＮａｎｏＤｒｏｐ.
ＵＳＡ)检测 ＲＮＡ 浓度ꎮ
１. ４　 ｃＤＮＡ 合成

使用 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司的 ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭⅢ Ｒｅｖｅｒｓｅ
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ 试剂盒进行 ｃＤＮＡ 的合成ꎮ 将 １ μＬ
Ｏｌｉｇｏ(ｄＴ) ２０ (５０ μｍｏｌ / Ｌ) (ＵＳＡꎬＲｒｏｍｅｇａ)ꎬ５ μｇ 总

ＲＮＡꎬ１ μＬ 的 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ ｄＮＴＰ ｍｉｘ(ＴａｋａｒａꎬＪａｐａｎ)
混匀后ꎬ６５ ℃孵育 ５ ｍｉｎꎬ然后立即放到冰上速冷至

少 １ ｍｉｎꎻ在以上的混合物中加入 １ μＬ ＲＮａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉ￣
ｔｏｒ(ＴａｋａｒａꎬＪａｐａｎ)ꎬ４ μＬ 的 ５ Ｆｉｒｓｔｓｔａｎｄ Ｂｕｆｆｅｒꎬ１ μＬ
的 ０. １ ｍｏｌ / Ｌ ＤＴＴꎬ１ μＬ ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭⅢ ＲＴ(２００ ｕ￣
ｎｉｔｓ / μＬ)ꎬ吸打混匀ꎬ５０ ℃孵育 ６０ ｍｉｎꎬ７０ ℃孵育 １５
ｍｉｎꎮ 最后将合成好的 ｃＤＮＡ 放在 － ２０ ℃保存ꎮ
１. ５　 实时荧光定量 ＰＣＲ

实时荧光定量 ＰＣＲꎬ即 ｑＲＴ￣ＰＣＲꎬ以 ｅＩＦ１ 和

ｅＩＦ３ 作为内参基因[２５]ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 引物严格按照荧

光定量 ＰＣＲ 引物设计要求ꎬ使用 Ｐｒｉｍｅｒ ３ 软件ꎬ根
据 ＡｍＬＥＡ５、ｅＩＦ１ 和 ｅＩＦ３ 基因序列进行引物设计ꎬ然
后由北京奥科公司合成引物ꎮ 引物序列分别为:

ｅＩＦ１Ｆ ＣＴＧＡＣＡＴＧＣＧＣＣＧＴＡＧＧＡＡＣＧꎻ ｅＩＦ１Ｒ ＣＣＣ￣
ＴＧＣＴＴＡＴＧＣＣＡＧＴＣＴＴＴＴ

ｅＩＦ３Ｆ ＴＴＡＣＡＴＣＧＴＣＡＴＣＡＡＧＧＧＴＣＧꎻ ｅＩＦ３Ｒ ＡＣＡ￣
ＡＴＴＡＴＧＧＧＡＡＧＡＣＧＧＣＡＣ

Ｒ￣ＬＥＡＵ ＴＧＡＡＴＣＡＣＴＡＡＴＧＧＣＴＣＧＣＴＣＣＴＴＣꎻ
Ｒ￣ＬＥＡＤ ＡＣＡＣＣＴＴＧＴＣＧＧＴＴＧＴＧＧＣＣＣＴＣ

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 反应所用的仪器是 ＡＢＩ ＰＲＩＳＭ７９００ＨＴ
Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍꎬ使用美国 ＡＢＩ 公司生产的

３８４ 孔板和贴膜ꎮ 荧光定量试剂盒是 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ

Ｅｘ ＴａｑＴＭ ｋｉｔ(ＴａｋａｒａꎬＪａｐａｎ)ꎮ ２０ μＬ 反应体系包括:
１０ μＬ ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑꎬ７. ２ μＬ ＰＣＲ￣ｇｒａｄｅ ｗａｔｅｒꎬ
２ μＬ ｃＤＮＡ(５０ｎｇ / μＬ)ꎬ０. ４ μＬ 的 １０ μｍｏｌ / Ｌ 的正向

引物和反向引物ꎮ 荧光定量循环体系参数设为 ９５ ℃
３０ ｓ 循环 １ 次ꎻ９５ ℃变性 ５ ｓꎬ６０ ℃延伸 ３４ ｓꎬ循环 ４０
次ꎻ然后进行溶解曲线测定ꎬ９５ ℃ １５ ｓꎬ６０ ℃ １ ｍｉｎꎬ
９５ ℃ １５ ｓꎬ循环 １ 次ꎮ 每个样品重复 ３ 次ꎮ

基因的表达水平通过 Ｃｔ(ｃｙｃｌｅ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ)值来呈

现ꎮ Ｃｔ 值是指每个反应管内的荧光信号达到设定的

值域时所经历的循环数ꎮ 反应结束后ꎬ进行溶解曲线

分析ꎮ 用 ｅＩＦ１ 和 ｅＩＦ３ 基因 Ｃｔ 值的几何平均数作为

内参ꎬ采用 ２ －⊿Ｃｔ算法计算 ＡｍＬＥＡ５ 基因的相对表达

量ꎮ 根据 Ｅｘｃｅｌ 表格中 Ｔ￣ｔｅｓｔ 对表达数值进行分析ꎬ
当 Ｐ <０. ０５ 时ꎬ说明表达出现了明显变化[２６]ꎮ
１. ６　 ＡｍＬＥＡ５ 基因的亚细胞定位

用 ＧａｔｅｗａｙＴＭ重组系统[２７] 构建表达载体ꎬ使得

融合蛋白 ＹＦＰ￣ＡｍＬＥＡ５ 能够高效而精确表达ꎮ 用

基因枪转化洋葱内表皮ꎬ使其瞬时表达ꎮ 在激光共

聚焦显微镜(Ｌｅｉｃａ￣ＳＰ５)下观察 ＹＦＰ￣ＡｍＬＥＡ５ 融合

蛋白在洋葱内表皮细胞中的定位ꎮ

２　 结果与分析

２. １　 ＡｍＬＥＡ５ 生物信息学分析

通过优化的固相扣除杂交技术得到沙冬青低温

诱导基因 ＡｍＬＥＡ５ꎬ生物信息学分析发现 ＡｍＬＥＡ５ 的

ｃＤＮＡ 全长为 ６９３ ｂｐꎬ经 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 程序分析ꎬ该序

列含有 １ 个 ２９７ ｂｐ 的开放阅读框ꎬ编码 ９８ 个氨基酸

(图 １)ꎮ 该基因 ５′端非编码区(ＵＴＲꎬｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅ￣
ｇｉｏｎ)长 １１９ ｂｐꎬ３′ＵＴＲ 长 ２７７ ｂｐꎬ其中包括一段 ｐｏｌｙ
(Ａ)尾ꎮ 用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 预测显示 ＡｍＬＥＡ５ 基因所编码

的蛋白分子量为 １０. ６ ｋＤａꎬ等电点为 １０. １９ꎬ由 ９８ 个

氨基酸残基组成ꎬ大多数为碱性、亲水性氨基酸ꎬ富含

Ａｌａ(１１. ２２％)、Ｌｙｓ(１０. ２０％)、Ｓｅｒ (１１. ２２％)、Ｖａｌ (９.
１８％)ꎬ无 Ｃｙｓ 和 Ｔｒｐꎮ 该基因与多个第 ５ 族胚胎发育

晚期丰富蛋白(ＬＥＡꎬｌａｔｅ￣ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｂｕｎｄａｎｔ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ)基因有较高的同源性ꎬ因此将其命名为 ＡｍＬＥＡ５ꎮ
２. ２　 ＡｍＬＥＡ５ 蛋白二级结构和亚细胞定位预测

用 ＳＯＰＭＡ 软件预测沙冬青 ＡｍＬＥＡ５ 基因所编码

的蛋白二级结构ꎮ 如图 ２Ａ、图 ２Ｂ 所示ꎬ该蛋白中 ５６
个氨基酸残基形成 α￣螺旋结构ꎬ含量为 ５７. １４％ꎬ主要

集中在Ｎ 端ꎻ３１ 个氨基酸形成无规卷曲结构ꎬ主要分布

在 Ｃ 端ꎬ占总数 ３１. ６３％ꎮ 此外ꎬ该蛋白中还有３. ０６％
的伸展链和 ８. １６％的 β￣转角结构ꎮ 使用 Ｐｒｅｄｉｃｔｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ 软件通过多种方法验证了上述结果的可靠性ꎮ

４９４
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图 １　 ＡｍＬＥＡ５ 的核苷酸序列及编码的氨基酸序列

Ｆｉｇ. １　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｃｏｄｅｄ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＡｍＬＥＡ５

　 　 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 软件预测显示 ＡｍＬＥＡ５ 总平均疏水

指数(ＧＲＡＶＹ)为 － ０. ３４５ꎻＰｒｅｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ 软件多方

法分析显示暴露氨基酸残基为 ７３. ４７％ (图 ２Ｂ)ꎬ以
上结果都说明 ＡｍＬＥＡ５ 为亲水性蛋白ꎮ

用服务器 ＮｅｔＰｈｏｓ ２. ０ 和 ＰＲＯＳＩＴＥ 预测 Ａｍ￣
ＬＥＡ５ 氨基酸序列的修饰位点发现该段序列中含有

１ 个 ｃＡＭＰ￣和 ｃＧＭＰ￣依赖的蛋白激酶(ＰＫＡ 和 ＰＫＧ)
磷酸化位点ꎬ１ 个酪蛋白激酶Ⅱ磷酸化位点ꎬ４ 个蛋

白激酶 Ｃ(ＰＫＣ)磷酸化位点(图 ２Ｃ)
经 Ｓｉｇｎａｌ ３. ０ 预测发现 ＡｍＬＥＡ５ 的 Ｎ￣端有线粒

体定位信号ꎬ切割位点是第 ２２ 与第 ２３ 氨基酸之间ꎬ
说明 该 蛋 白 可 能 主 要 位 于 线 粒 体ꎮ 用 ＷｏＬＦ
ＰＳＯＲＴ、ＳｕｂＬｏｃ ｖ１. ０ 和 Ｔａｒｇｅｔ Ｐ 等服务器预测发现

该蛋白在沙冬青细胞中广泛存在ꎬ可能在线粒体、叶
绿体及其类囊体膜、细胞质中都有分布ꎮ
２. ３　 ＡｍＬＥＡ５ 的系统发生关系

用 ＢＬＡＳＴ 分析并用 ＭＥＧＡ ５. ０５ 软件构建系统

进化树(图 ３)发现ꎬＡｍＬＥＡ５ 与豆科模式植物蒺藜

苜蓿 ＬＥＡ(ＡＣＪ８４１８２. １)的同源性高达 ７７％ ꎬ亲缘关

系最近ꎻ与其他植物中的 ＬＥＡꎬ如大豆 ＬＥＡ ( ＮＰ
００１２３７５９６. １)、拟南芥 ＬＥＡ３￣ｌｉｋｅ(ＮＰ １７１７８１. １)、陆
地棉 ＬＥＡ５Ｄ(Ｐ４６５２２. １)、烟草 ＬＥＡ５(ＡＡＣ０６２４２ １)、
柽柳 ＬＥＡ( ＡＢＧ５４４８１ . １ ) 、西伯利亚白杨 ＬＥＡ５

Ａ:ＳＯＰＭＡ 预测蛋白二级结构ꎬｈ:α￣螺旋ꎻｃ:无规卷曲ꎻｔ:β￣折叠ꎻｅ:延伸链ꎻＢ:ＰｒｅｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ 预测蛋白二级结构和亲水性ꎻｓｅｃ:二级结构ꎻ
ａｃｃ:亲水性ꎻＨ:α￣螺旋ꎻＥ:延伸链ꎻｂ:埋藏的氨基酸残基ꎻｅ:暴露的氨基酸残基ꎻＣ: ＮｅｔＰｈｏｓ ２. ０ 服务器预测 ＡｍＬＥＡ５ 氨基酸序列磷酸化修饰位点

Ａ:ＳＯＰＭＡ:Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎꎬｈ:α￣ｈｅｌｉｘꎬｃ:Ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌꎬｔ:β￣ｔｕｒｎꎬｅ:Ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄꎬＢ:ＰｒｅｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ ｓｅｒｖｅｒ:Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ
ｓｏｌｖｅｎｔ ａｃｃｅｓｓｉｂｉｌｉｔｙ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎꎬｓｅｃ:Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎬａｃｃ:Ｓｏｌｖｅｎｔ ａｃｃｅｓｓｉｂｉｌｉｔｙꎬＨ:α￣ＨｅｌｉｘꎬＥ:Ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄꎬｂ:Ｂｕｒｉｅｄꎬ

ｅ:ＥｘｐｏｓｅｄꎬＣ:ＮｅｔＰｈｏｓ ２. ０ ｓｅｒｖｅｒ:ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＡｍＬＥＡ５

图 ２　 沙冬青 ＡｍＬＥＡ５ 二级结构、亲水性及磷酸化位点预测

Ｆｉｇ. ２　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎬｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ＡｍＬＥＡ５ ｏｆ Ａ. ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ

５９４
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(ＡＢＦ２９６９７. １)、花生 ＬＥＡ(ＡＣＦ７４３３６. １)、玉米 ＬＥＡ
(ＮＰ ００１１５２６６２. １)、粳稻 ＬＥＡ(ＮＰ ００１０４２８７３. １)等
相比同源性也较高ꎮ 用 ＤＮＡＳｔａｒ 分析[２８] 发现它们

Ｎ￣末端和 Ｃ￣末端的 ３０ 个氨基酸都比较保守ꎬ而且

大部分都属于 ＬＥＡ５ 蛋白ꎬ只有拟南芥 ＬＥＡ３￣ｌｉｋｅ
(ＮＰ １７１７８１. １)属于 ＬＥＡ３ 蛋白ꎮ 有报道称ꎬＬＥＡ３
蛋白包含有部分 ＬＥＡ５ 蛋白[２９]ꎬ基于以上分析和系

统进化关系确定该沙冬青 ＬＥＡ 为第 ５ 族 ＬＥＡ 蛋白ꎮ

ＡＡＷ３１６６６. １:沙冬青 Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓꎬＡＣＪ８４１８２. １:蒺藜

苜蓿 Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｔｒｕｎｃａｔｕｌａꎬＮＰ ００１２３７５９６. １:大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘꎬ
ＮＰ １７１７８１. １:拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａꎬＰ４６５２２. １:陆地棉

Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍꎬＡＡＣ０６２４２. １:烟草 Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍꎬ
ＡＢＧ５４４８１. １:柽柳 Ｔａｍａｒｉｘ ａｎｄｒｏｓｓｏｗｉｉꎬＡＢＦ２９６９７. １:西伯利亚

白杨 Ｐｏｐｕｌｕｓ ｓｕａｖｅｏｌｅｎｓꎬＡＣＦ７４３３６. １:花生 Ａｒａｃｈｉｓ ｈｙｐｏｇａｅａꎬ
ＮＰ ００１１５２６６２. １:玉米 Ｚｅａ ｍａｙｓꎬＮＰ ００１０４２８７３. １:粳稻

Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｊａｐｏｎｉｃａ Ｇｒｏｕｐ

图 ３　 沙冬青 ＡｍＬＥＡ５ 与其他同源蛋白的系统进化分析

Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡｍＬＥＡ５ ｉｎ
Ａ. ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

２. ４　 ＡｍＬＥＡ５ 密码子偏好性分析

ＥＮｃ 值(ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｄｏｎｓ)为基因的密

码子偏好性程度提供了一个客观的评判标准ꎬ代表

着特定基因中同义密码子非均衡使用的偏好程度ꎮ

该值的范围在 ２０(每个氨基酸只使用一个密码子的

极端情况)到 ６１(各个密码子均被平均使用)之间ꎬ越
靠近 ２０ 偏好性越强ꎮ 本研究应用 ＣＨＩＰＳ 和 ＣｏｄｏｎＷ
在线程序计算沙冬青 ＡｍＬＥＡ５ 的 ＥＮｃ 值、ＧＣ 含量和

ＧＣ３ｓ 值分别为 ５７. ７８５、４８. ８２％和 ４８. ４８％ꎮ 该基因

ＥＮｃ 值偏大ꎬ表明 ＡｍＬＥＡ５ 各密码子在编码氨基酸时

出现的频率比较一致ꎻＡｍＬＥＡ５ 编码区 ＧＣ 含量适

中ꎬＧＣ３ｓ 比 ＧＣ 含量略低ꎬ表明沙冬青使用以 Ａ、Ｔ
结尾的密码子略多ꎬ在整个编码区序列中 Ａ ＋ Ｔ 含

量略大于 Ｇ ＋ Ｃꎮ
相对同义密码子使用度(ＲＳＣＵ)是指对于某一

特定的密码子在编码对应氨基酸的同义密码子中的

相对概率ꎮ ＲＳＣＵ 值与氨基酸的使用及密码子的丰

度无关ꎬ它能直观地反映出密码子使用的偏好性程

度ꎮ 如果密码子的使用没有偏好ꎬ则该密码子的

ＲＳＣＵ 值等于 １ꎮ 当某一密码子的 ＲＳＣＵ 值大于 ｌꎬ
则表明该密码子的使用频率相对较高ꎬ反之亦然ꎮ
Ｆｒａｃｔｉｏｎ 表示各个密码子在编码该氨基酸的密码子

中所占的比例(各个比例相加总和 ＝ １)ꎮ Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ
代表该密码子在编码基因总密码子中出现的频率ꎬ
即在 １０００ 个密码子中出现的次数ꎮ ＣＵＳＰ 和 Ｃｏｄｏ￣
ｎＷ 在线程序计算结果(表 １)表明ꎬ在沙冬青 Ａｍ￣
ＬＥＡ５ 的密码子中ꎬ２５ 个密码子的 ＲＳＣＵ 值大于 ｌꎬ其
中ꎬ有 １３ 个密码子是以 Ａ 或 Ｔ 碱基结尾的ꎬ有 １２
个密码子是以 Ｃ 或 Ｇ 碱基结尾的ꎬ前者比后者多 １
个密码子ꎮ 同样ꎬＦｒａｃｔｉｏｎ 值和 Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ 值较大的

是 ＡｍＬＥＡ５ 基因的偏好密码子ꎬ从这两项指标中也

可以看出该基因使用 Ａ / Ｔ 结尾的密码子比使用 Ｃ /
Ｇ 碱基结尾密码子略多ꎮ 这就表明该基因密码子偏

好性较平均ꎬ但是略偏好于使用 Ａ / Ｔ 结尾的密

码子ꎮ

表 １　 ＣＵＳＰ 和 ＣｏｄｏｎＷ 在线程序分析 ＡｍＬＥＡ５ 基因密码子偏好性

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｎｄｏｎ ｂｉａｓ ｏｆ ＡｍＬＥＡ５ ｇｅｎｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＣＵＳＰ ａｎｄ ＣｏｄｏｎＷ ｐｒｏｇｒａｍ

密码子 Ｃｏｄｏｎ 氨基酸 ＡＡ 比例 Ｆｒａｃｔｉｏｎ 频率(‰)Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ 个数 Ｎｕｍｂｅｒ 相对同义密码子使用度 ＲＳＣＵ

ＧＣＡ Ａ ０. ４５５ ５０. ５０５ ５ １. ８２

ＧＣＣ Ａ ０. １８２ ２０. ２０２ ２ ０. ７３

ＧＣＴ Ａ ０. ３６４ ４０. ４０４ ４ １. ４５

ＧＡＣ Ｄ ０. ６６７ ２０. ２０２ ２ １. ３３

ＧＡＴ Ｄ ０. ３３３ １０. １０１ １ ０. ６７

ＧＡＡ Ｅ ０. ６００ ３０. ３０３ ３ １. ２０

ＧＡＧ Ｅ ０. ４００ ２０. ２０２ ２ ０. ８０

ＴＴＣ Ｆ １. ０００ ３０. ３０３ ３ ２. ００

ＧＧＡ Ｇ ０. ２８６ ２０. ２０２ ２ １. １４
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表 １(续)

密码子 Ｃｏｄｏｎ 氨基酸 ＡＡ 比例 Ｆｒａｃｔｉｏｎ 频率(‰)Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ 个数 Ｎｕｍｂｅｒ 相对同义密码子使用度 ＲＳＣＵ

ＧＧＣ Ｇ ０. １４３ １０. １０１ １ ０. ５７

ＧＧＧ Ｇ ０. ４２９ ３０. ３０３ ３ １. ７１

ＧＧＴ Ｇ ０. １４３ １０. １０１ １ ０. ５７

ＡＴＴ Ｉ １. ０００ ３０. ３０３ ３ ３. ００

ＡＡＡ Ｋ ０. ４００ ４０. ４０４ ４ ０. ８０

ＡＡＧ Ｋ ０. ６００ ６０. ６０６ ６ １. ２０

ＣＴＣ Ｌ ０. ４２９ ３０. ３０３ ３ ２. ５７

ＣＴＴ Ｌ ０. ４２９ ３０. ３０３ ３ ２. ５７

ＴＴＧ Ｌ ０. １４３ １０. １０１ １ ０. ８６

ＡＴＧ Ｍ １. ０００ ２０. ２０２ ２ １. ００

ＡＡＣ Ｎ ０. ５００ ２０. ２０２ ２ １. ００

ＡＡＴ Ｎ ０. ５００ ２０. ２０２ ２ １. ００

ＣＣＡ Ｐ ０. ２５０ １０. １０１ １ １. ００

ＣＣＣ Ｐ ０. ２５０ １０. １０１ １ １. ００

ＣＣＴ Ｐ ０. ５００ ２０. ２０２ ２ ２. ００

ＣＡＡ Ｑ １. ０００ １０. １０１ １ ２. ００

ＡＧＡ Ｒ ０. ２８６ ２０. ２０２ ２ １. ７１

ＡＧＧ Ｒ ０. ２８６ ２０. ２０２ ２ １. ７１

ＣＧＣ Ｒ ０. ２８６ ２０. ２０２ ２ １. ７１

ＣＧＴ Ｒ ０. １４３ １０. １０１ １ ０. ８６

ＡＧＣ Ｓ ０. ２７３ ３０. ３０３ ３ １. ６４

ＡＧＴ Ｓ ０. ０９１ １０. １０１ １ ０. ５５

ＴＣＡ Ｓ ０. １８２ ２０. ２０２ ２ １. ０９

ＴＣＣ Ｓ ０. ２７３ ３０. ３０３ ３ １. ６４

ＴＣＧ Ｓ ０. ０９１ １０. １０１ １ ０. ５５

ＴＣＴ Ｓ ０. ０９１ １０. １０１ １ ０. ５５

ＡＣＡ Ｔ ０. ４２９ ３０. ３０３ ３ １. ７１

ＡＣＣ Ｔ ０. ２８６ ２０. ２０２ ２ １. １４

ＡＣＴ Ｔ ０. ２８６ ２０. ２０２ ２ １. １４

ＧＴＣ Ｖ ０. １１１ １０. １０１ １ ０. ４４

ＧＴＧ Ｖ ０. ３３３ ３０. ３０３ ３ １. ３３

ＧＴＴ Ｖ ０. ５５６ ５０. ５０５ ５ ２. ２２

ＴＧＧ Ｗ １. ０００ １０. １０１ １ １. ００

ＴＡＣ Ｙ ０. ６６７ ２０. ２０２ ２ １. ３３

ＴＡＴ Ｙ ０. ３３３ １０. １０１ １ ０. ６７

ＴＡＡ ∗ １. ０００ １０. １０１ １ ０

Ａ:丙氨酸ꎬＤ:天冬氨酸ꎬＥ:谷氨酸ꎬＦ:苯丙氨酸ꎬＧ:甘氨酸ꎬＩ:异亮氨酸ꎬＫ:赖氨酸ꎬＬ:亮氨酸ꎬＭ:甲硫氨酸ꎬＮ:天冬酰胺ꎬＰ:脯氨酸ꎬＱ:谷氨酰

胺ꎬＲ:精氨酸ꎬＳ:丝氨酸ꎬＴ:苏氨酸ꎬＶ:缬氨酸ꎬＷ:色氨酸ꎬＹ:酪氨酸ꎮ 下划线表示大于 １ 的 ＲＳＣＵ 值ꎮ∗:无氨基酸

Ａ:ＡｌａꎬＤ:ＡｓｐꎬＥ:ＧｌｕꎬＦ:ＰｈｅꎬＧ:ＧｌｙꎬＩ:ＩｌｅꎬＫ:ＬｙｓꎬＬ:ＬｅｕꎬＭ:ＭｅｔꎬＮ:ＡｓｎꎬＰ:ＰｒｏꎬＱ:ＧｌｎꎬＲ:ＡｒｇꎬＳ:ＳｅｒꎬＴ:ＴｈｒꎬＶ:ＶａｌꎬＷ:ＴｒｐꎬＹ:Ｔｙｒ.

Ｔｈｅ ｄａｔａ ｗｉｔｈ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅ ｍｅａｎ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｖａｌｕｅ ｏｆ ＲＳＣＵ > １. ∗:Ｎｏ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
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２. ５　 ＡｍＬＥＡ５ 对非生物胁迫的应答反应

实时荧光定量 ＰＣＲ 的结果显示:ＡｍＬＥＡ５ 基因

在低温、干旱、盐和热胁迫条件下的表达特性是不同

的(图 ４)ꎮ 在这 ４ 种胁迫条件下ꎬＡｍＬＥＡ５ 的相对表

达量都出现了明显的升高ꎮ 在低温条件下(图 ４Ａ)
随着处理时间的延长ꎬ基因的相对表达量逐渐升高ꎬ
第 ４ 天达到最高ꎬ随后骤然下降ꎬ但是低温处理的第

１ 天到第 １６ 天内基因的相对表达量始终高于对照

组ꎮ 干旱条件下(图 ４Ｂ)ꎬ沙冬青在处理的前 ４ ｄ
ＡｍＬＥＡ５ 基因相对表达量没有明显升高ꎬ到第 ５ 天

相对表达量明显升高ꎬ是对照组的 ６ 倍多ꎮ 盐处理

条件下(图 ４Ｃ)基因相对表达量在第 １ 天达到最高ꎬ
随后的第 ２ 天到第 １６ 天均低于对照组ꎮ 热处理条

件下(图 ４Ｄ)ꎬ１ ~ １２ ｈ 内 ＡｍＬＥＡ５ 表达量均明显高

于对照组ꎬ只是在第 ８ 小时ꎬ相对表达量明显下降ꎻ
到第 ２４ 小时相对表达量低于对照组ꎮ

Ａ:４ ℃处理ꎻＢ:干旱处理ꎻＣ:ＮａＣｌ 处理ꎻＤ:４０ ℃处理
∗:Ｐ < ０. ０５ꎻ∗∗:Ｐ < ０. ０１ꎻ代表胁迫后相对表达量高于胁迫前(０)相对表达量

＃:Ｐ < ０. ０５ꎻ＃＃:Ｐ < ０. ０１ꎻ代表胁迫后相对表达量低于胁迫前(０)相对表达量

Ａ:４ ℃ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬＢ:Ｄｒｏｕｇｈｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬＣ:ＮａＣｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬＤ:４０ ℃ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ∗:Ｐ < ０. ０５ꎬ∗∗:Ｐ < ０. ０１. Ｓｔａｎｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｑｕａｎｔｉｔｙ
ｏｆ ｓｔｒｅｓｓｅｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｏｆ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ (０)ꎬ＃:Ｐ < ０. ０５ꎬ＃＃:Ｐ < ０. ０１. Ｓｔａｎｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｆ ｓｔｒｅｓｓｅｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｏｆ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ(０)

图 ４　 ＡｍＬＥＡ５ 在低温、干旱、盐和热胁迫下的表达模式

Ｆｉｇ. ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ＡｍＬＥＡ５ ｕｎｄｅｒ ｃｏｌｄꎬｄｒｏｕｇｈｔꎬｓａｌｔ ａｎｄ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓｅｓ

２. ６　 ＹＦＰ￣ＡｍＬＥＡ５ 融合蛋白的亚细胞定位

ＧａｔｅｗａｙＴＭ重组技术是一种高效的大规模克隆

系统ꎬ而且对载体和宿主没有依赖性[３０]ꎮ 本试验利

用这种快速而可靠的克隆技术构建双元表达载体ꎬ
用基因枪将双元表达载体转化到洋葱内表皮ꎬ在激

光共聚焦显微镜下观察 ＹＦＰ￣ＡｍＬＥＡ５ 融合蛋白在

洋葱内表皮细胞中的定位ꎬ这种定位方法稳定ꎬ易于

观察ꎮ 如图 ５ꎬＹＦＰ￣ＡｍＬＥＡ５ 主要定位在细胞核、细
胞质及细胞膜ꎮ

３　 讨论

ＬＥＡ 蛋白是一类重要的抗逆蛋白ꎬ目前国内外

图 ５　 ＹＦＰ￣ＡｍＬＥＡ５ 融合蛋白在洋葱表皮

细胞中的瞬时表达模式

Ｆｉｇ. ５　 Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ＹＦＰ￣ＡｍＬＥＡ５
ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｏｎｉｏｎ ｅｐｉｄｅｒｍｉｓ ｃｅｌｌｓ
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　 ３ 期 赵晓鑫等:沙冬青 ＡｍＬＥＡ５ 基因的生物信息学分析及非生物胁迫下的表达模式

关于 ＬＥＡ 基因与非生物胁迫之间的研究日益增多ꎮ
研究发现 ＬＥＡ 蛋白具有稳定细胞膜、清除活性氧自

由基、结合金属离子等功能[３１]ꎬ事实上ꎬＬＥＡ 的功能

主要是通过保护过氧化氢酶、乳酸脱氢酶等的活性

在细胞内发挥防御作用的ꎬ而且发现 ＬＥＡ 的保护作

用明显高于脯氨酸和甜菜碱[３２]ꎮ
ＬＥＡ 蛋白的结构决定它的性质和功能ꎬ生物信

息学分析表明ꎬ沙冬青 ＡｍＬＥＡ５ 属于第 ５ 族 ＬＥＡꎬ
热稳定性不高ꎬ但亲水性很强ꎮ 这是由于基元序列

富含 α￣螺旋结构ꎬ在胁迫条件下可能形成高度螺旋

折叠ꎬ该结构具有稳定脂膜或功能蛋白的作用ꎬ可以

阻止水分大量散失ꎬ从而将外界环境对细胞内代谢

的影响降到最低ꎮ 因而ꎬＡｍＬＥＡ５ 对于非生物胁迫

导致的细胞失水具有防御和抵抗作用ꎮ 根据已有研

究得知ꎬ信号传导在细胞代谢和植物生长过程中起

到至关重要的作用ꎬ蛋白磷酸化和去磷酸化参与细

胞信号传导[３３￣３４]ꎬ本研究对 ＡｍＬＥＡ５ 氨基酸序列修

饰位点进行预测发现该序列中含有多个磷酸化位

点ꎬ但是这些磷酸化位点的磷酸化与去磷酸化是否

会对低温等胁迫信号的传导起作用ꎬ以及如何调节

细胞信号传导目前尚不清楚ꎬ还有待进一步研究ꎮ
ＬＥＡ 在细胞中的分布对植物抗逆性也有重要

影响ꎮ 大部分 ＬＥＡ 蛋白没有明显的跨膜结构ꎬ在细

胞内的分布极为广泛ꎬ可以存在于细胞核、线粒

体[３５]、叶绿体[３６]或细胞质中ꎮ 软件预测结果显示ꎬ
ＡｍＬＥＡ５ 可能存在于细胞质、线粒体或叶绿体中ꎮ
而 ＹＦＰ￣ＡｍＬＥＡ５ 融合蛋白的亚细胞定位表明ꎬＡｍ￣
ＬＥＡ５ 主要分布于细胞核、细胞质及细胞质膜上ꎬ线
粒体和叶绿体中是否存在 ＡｍＬＥＡ５ 仍无法确定ꎮ
由于 ＡｍＬＥＡ５ 富含 α￣螺旋结构ꎬ所以位于质膜上的

ＡｍＬＥＡ５ 可以与膜结合ꎬ稳定细胞膜ꎬ从而阻止水分

进一步散失ꎬ保证细胞内各物质生长代谢所需的适

宜环境ꎮ
ＡｍＬＥＡ５ 的系统发生分析结果显示ꎬ沙冬青

ＡｍＬＥＡ５ 和 蒺 藜 苜 蓿 ( Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｔｒｕｎｃａｔｕｌａ Ｌ. )
ＡＣＪ８４１８２. １ 的亲缘关系最近ꎬ它们同属于豆科植

物ꎬ根系发达ꎬ共性较多ꎮ 此外ꎬ系统进化关系也可

以通过密码子偏好性来分析[２３]ꎮ
密码子偏好性的研究便于人们了解物种与密码

子使用之间的规律和特点ꎮ 研究表明ꎬ单子叶植物

和双子叶植物的密码子偏好性存在明显差异[３７]ꎬ双
子叶植物 ＧＣ 含量低于单子叶植物ꎬ即双子叶植物

更倾向于使用 Ａ 或 Ｔ 结尾的密码子ꎮ 通常ꎬＧ 或 Ｃ
结尾的密码子更容易导致基因突变ꎬ因此ꎬ单子叶植

物如禾本科植物比双子叶植物更容易发生变异[３８]ꎮ
密码子偏好性分析发现 ＡｍＬＥＡ５ 基因密码子偏好性

较平均ꎬ但是略偏好于使用以 Ａ 或 Ｔ 结尾的密码

子ꎬ基因稳定性较好ꎮ 沙冬青属于豆科双子叶植物ꎬ
ＡｍＬＥＡ５ 基因的密码子偏好性分析结果符合双子叶

植物 ＧＣ 含量低的事实ꎮ 此外ꎬ密码子偏好性的研

究ꎬ也为转基因技术提供理论支持ꎬ如果采用转基因

手段深入了解 ＡｍＬＥＡ５ 的功能ꎬ将该基因转入其他

双子叶植物中更有助于提高试验的成功率和可靠

性ꎬ作为模式植物的烟草、拟南芥都可以作为候选受

体植物ꎮ
有研究表明ꎬ许多 ＬＥＡ 蛋白可以提高植物抗冻

能力ꎮ 小麦低温诱导脱水素蛋白(ＷＣＯＲ４１０)在遭

受低温胁迫时可以在植物组织中大量积累[３９]ꎻ低温

诱导拟南芥中的冷调节脱水素( ＣＯＲ４７) [１２] 大量表

达ꎬ可以提高植株抗寒性ꎮ 此外ꎬＸ Ｚｈａｏ 等[４０] 研究

发现ꎬ紫杆柽柳 ＬＥＡ 基因的过表达可以增强转基因

蓝莓对 ０ ℃低温的抗性ꎮ 本研究表明ꎬＡｍＬＥＡ５ 基

因的相对表达量受低温诱导后ꎬ升高最明显ꎬ持续时

间最长ꎬ由此推知ꎬＡｍＬＥＡ５ 基因除了在抗旱、耐盐、
耐热方面发挥作用外ꎬ可能主要参与低温伤害的防

御机制ꎮ 将低温诱导 ＡｍＬＥＡ５ 基因相对表达量升高

的结果与生物信息学结果结合起来分析ꎬ推测正是

由于自由 α￣螺旋结构的存在使得 ＡｍＬＥＡ５ 蛋白可

以与胞内对低温等敏感的酶或蛋白相互作用ꎬ使其

结构稳定ꎻ或者可能给细胞内的束缚水提供一种结

合界面ꎬ脱水时细胞结构不致遭受更大的破坏ꎮ
抵抗非生物胁迫是多种蛋白共同参与ꎬ协同作

用的结果ꎬ因此深入开展沙冬青 ＡｍＬＥＡ５ 基因及相

关基因功能和机理的研究ꎬ不仅可以揭示沙冬青抗

逆性分子机理ꎬ保护濒危珍稀物种ꎬ而且可以为抗逆

育种提供优良基因ꎮ
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