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苎麻抗坏血酸过氧化物酶基因的克隆和表达分析
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( １湖南农业大学苎麻研究所ꎬ长沙 ４１０１２８ꎻ２湖南省种质资源创新与资源利用重点实验室ꎬ长沙 ４１０１２８)

　 　 摘要:抗坏血酸过氧化物酶(ＡＰＸ)在植物响应逆境胁迫中具有重要作用ꎮ 根据苎麻转录组测序中的 Ｕｎｉｇｅｎｅ４２５０８ 片段

序列ꎬ通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 结合 ＲＡＣＥ 技术从中苎 １ 号苎麻品种中克隆该基因的全长 ｃＤＮＡ 序列ꎮ ＢＬＡＳＴ 分析表明ꎬ该基因编码蛋

白属于植物过氧化物酶超家族成员ꎬ将其命名为 ＢｎＡＰＸ１ꎮ 其 ｃＤＮＡ 全长为 １２０１ ｂｐꎬ含有一个 ８７０ ｂｐ 的开放阅读框ꎬ编码一个

含 ２８９ 个氨基酸残基ꎬ分子量为 ３１􀆰 ４ ｋＤａꎬ等电点(ｐＩ)为 ５􀆰 ８８ 的假定蛋白ꎮ 其氨基酸序列与与棉花(ＥＵ２４４４７８)、毛白杨

(ＡＹ７８９０５１)、马蹄莲(ＡＦ１５９２５４)、大豆(ＡＢ３３１９６１)、豇豆(ＡＹ４６６８５８)和麻风树(ＧＱ３３７０７６)的相似性分别为 ８４％ 、８２％ 、
８１％ 、７９％ 、８０％和 ８２％ ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测发现ꎬＢｎＡＰＸ１ 基因在苎麻根、茎中段、茎尖、茎皮和幼叶各部位均有表达ꎬ其
中ꎬ在苎麻幼叶中表达量最高ꎬ且受重金属镉胁迫诱导ꎬ显示 ＢｎＡＰＸ１ 在植物重金属镉响应中发挥作用ꎮ 苎麻 ＡＰＸ 基因序列

的获得与表达特性研究为探寻苎麻耐镉分子机理奠定了基础ꎮ
　 　 关键词:苎麻ꎻＡＰＸꎻ克隆ꎻ表达ꎻ荧光定量 ＰＣＲ
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(ＧＱ３３７０７６). Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＢｎＡＰＸ１ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ
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新项目(ＣＸ２０１１Ｂ２７９)
第一作者研究方向为作物抗性遗传育种ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｓｊｉｎｇ＿ｚｈｕ＠ １６３. ｃｏｍꎻ周精华为并列第一作者

通信作者:揭雨成ꎬ主要从事麻类种质资源与抗逆分子生物学研究ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｉｂｆｃｊｙｃ＠ ｖｉｐ. ｓｉｎａ. ｃｏｍ

重金属环境污染已成为一个世界性问题[１]ꎬ重 金属对植物的毒害主要表现为促使植物体内活性氧



植　 物　 遗　 传　 资　 源　 学　 报 １４ 卷

(Ｏ￣
２、ＨＯ￣、Ｈ２Ｏ２、Ｏ２)含量的大幅增加ꎬ引起氧化胁

迫[２]ꎮ 为了减轻活性氧的毒害ꎬ植物进化出了一系

列复杂的保护机制ꎬ抗氧化系统是其中比较重要的

一种[３￣４]ꎬ该系统主要由活性氧清除酶及其代谢产

物组成ꎬ能够通过清除有害自由基来保护自身免受

由重金属所引的氧化胁迫的伤害[５]ꎮ 抗坏血酸过

氧化物酶 ( ＥＣ １􀆰 １１􀆰 １􀆰 １１ꎬ ＡＰＸꎬ ａｓｃｏｒｂａｔｅ ｐｅｒｏｘｉ￣
ｄａｓｅ)存在于高等植物、海藻和一些蓝藻细菌当

中[６]ꎬ是抗坏血酸￣谷胱甘肽循环(ＡｓＡ￣ＧＳＨ)系统中

的关键酶ꎬ主要负责对 Ｈ２ Ｏ２ 的清除ꎬ以抗坏血酸

(ＡｓＡ)为专一电子供体ꎬ催化 Ｈ２Ｏ２的还原ꎬ产物为

Ｈ２Ｏ 和脱氢抗坏血酸(ＤＨＡ) [７]ꎮ
目前ꎬ已经从葡萄[８]、大麦[９]、番茄[１０]、豌豆[１１]

和拟南芥[１２] 等植物中克隆到了编码 ＡＰＸ 的基因ꎬ
许多研究表明ꎬＡＰＸ 基因与植物抗氧化胁迫有关ꎮ
Ｈ. Ｓｈｕｎｓｕｋｅ 等[１３] 研究表明ꎬ在拟南芥中过表达红

藻 ｓＡＰＸ 基因可以增强其耐热性ꎻＳ. Ｙｕｔａｋａ 等[１４] 通

过在水稻孕穗期过表达 ＯｓＡＰＸａ 基因发现ꎬ高活性

的 ＡＰＸ 可以增强 Ｈ２Ｏ２的清除能力ꎬ保护小穗免受

由冷害导致的脂质过氧化伤害ꎬ增加结实率ꎻＷ. Ｈ.
Ｓｕｎ 等[１５]研究表明ꎬ过表达 ＴｔＡＰＸ 基因可以提高低

温胁迫下烟草种子的萌发率ꎬ增强转基因烟草耐低

温胁迫的能力ꎻＴ. Ｄｅｌｉａ 等[１６] 研究表明ꎬ在拟南芥中

反义表达 ｔＡＰＸ 会导致由百草枯和一氧化氮引起的

氧化胁迫症状的加剧ꎮ 这些研究表明ꎬＡＰＸ 基因与

植物抗氧化胁迫有关ꎮ
苎麻(Ｂｏｅｈｍｅｒｉａ ｎｉｖｅａ Ｌ. )为荨麻科苎麻属多年

生宿根性草本植物ꎬ是我国特有的纤维作物ꎬ具有生

长迅速、生物量大和适应性强等特点ꎬ具有很高的经

济和生态价值[１７￣１８]ꎮ 相关研究表明ꎬ苎麻对重金属

镉有一定的耐受能力ꎬ在最高 ８９􀆰 ９ ｍｇ / ｋｇ 镉处理下

存活率仍能达到 １００％ ꎬ完成正常生长周期[１９]ꎮ 本

研究根据苎麻转录组测序结果中的 ＡＰＸ 基因片段

设计引物ꎬ利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 和 ＲＡＣＥ 首次克隆出苎麻

ＡＰＸ 的全长 ｃＤＮＡꎬ对其进行生物信息学分析ꎬ并通

过荧光定量 ＰＣＲ 分析 ＢｎＡＰＸ１ 在苎麻各组织部位

的表达特征及镉胁迫下根部 ＢｎＡＰＸ１ 的响应特征ꎬ
对于挖掘苎麻耐镉基因资源ꎬ探寻苎麻耐镉分子机

理ꎬ进行苎麻耐镉品种培育均具有重要意义ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料和试剂

供试植物材料为普通苎麻品种中苎 １ 号三龄

麻ꎬ来自于湖南农业大学耘园基地ꎮ ｐＢＩＺＯＬ 植物总

ＲＮＡ 提取试剂购自 Ｂｉｏ Ｆｌｕｘ 公司ꎻＦｉｒｓｔ ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｋｉｔ 购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司ꎻＲＬＭ￣ＲＡＣＥ 试剂

盒购自 ＡＢＩ 公司ꎻＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ、ｐＭＤ１９￣Ｔ 载

体购自 ＴａＫａＲａꎻＴｒａｎｓ￣Ｔ１ 感受态细胞、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、
Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶购自全式金公司ꎻ琼脂糖凝胶回收

试剂盒购自大连宝生物公司ꎮ 引物由上海生工生物

技术服务有限公司合成ꎮ
１􀆰 ２　 总 ＲＮＡ 的提取和 ｃＤＮＡ 的合成

在液氮中将苎麻不同组织、不同时间点的材料

研磨成粉末ꎬ取 ０􀆰 １ｇ 粉末加入 ７００ μＬ ｐＢＩＺＯＬ 植物

总 ＲＮＡ 提取试剂ꎬ振荡混匀ꎻ室温放置 ５ ｍｉｎꎬ
１２０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ２ ｍｉｎꎻ取上清ꎬ加入 ３００ μＬ 氯仿ꎬ
颠倒混匀ꎻ１２０００ ｒ / ｍｉｎꎬ离心 １０ ｍｉｎꎻ取上清ꎬ加入

等体积异丙醇ꎬ混匀后静置 １０ ｍｉｎꎻ将上述溶液加入

离心吸附柱ꎬ１２０００ ｒ / ｍｉｎꎬ离心 ２ ｍｉｎꎬ弃废液ꎻ７５％
乙醇洗涤 ２ 次ꎬ用 ３０ μＬ ＤＥＰＣ 处理水洗脱总 ＲＮＡꎬ
然后用 ０􀆰 ８％琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ 的完整性ꎻ
经 ＤＮａｓｅ Ｉ 消化后按照 Ｆｉｒｓｔ ｓｔａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ 试
剂盒(Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ)说明书合成第 １ 链 ｃＤＮＡꎮ
１􀆰 ３　 ＢｎＡＰＸ１ 全长基因克隆

根据苎麻转录组测序中的 ＡＰＸ 基因序列ꎬ分别

设 计 ５′ ＲＡＣＥ 引 物 ( ＡＰＸ５￣１: ５′￣ＴＧＣＴＣＴＴＴＡＣＧ￣
ＧＣＴＣＣＣＴＴＧ￣３′ꎬ ＡＰＸ５￣２: ５′￣ＣＧＡＣＡＧＴＴＴＣＴＴＧＴ￣
ＧＣＧＡＴＴＣ￣３′)和３′ＲＡＣＥ 引物(ＡＰＸ３￣１: ５′￣ＧＧＧＡＧＣ￣
ＣＧＴＡＡＡＧＡＧＣＡＧＴＧ￣３′ꎬ ＡＰＸ３￣２: ５′￣ＴＧＡＡＧＣＣＣＡＴ￣
ＡＧＡＡＡＡＧＣＣＡＡＧ￣３′)ꎮ 采用 ｐＢＩＺＯＬ 试剂提取中苎

１ 号叶片总 ＲＮＡꎬ按照 ＲＬＭ￣ＲＡＣＥ ｋｉｔ 说明分别反转

录合成 ５′ＲＡＣＥ 和 ３′ＲＡＣＥ 的 ｃＤＮＡ 第 １ 链ꎮ 结合

ＲＬＭ￣ＲＡＣＥ ｋｉｔ 试剂盒中配置的 ｏｕｔｅｒ ｐｒｉｍｅｒ 和 ｉｎｎｅｒ
ｐｒｉｍｅｒ 引物对 ＢｎＡＰＸ１ ｃＤＮＡ 的 ５′和 ３′末端进行槽式

ＰＣＲ 扩增ꎮ ＰＣＲ 产物经 １􀆰 ５％ 的琼脂糖凝胶电泳检

测后ꎬ将目的条带进行纯化回收ꎬ纯化后的 ＰＣＲ 产

物连接到 ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体上进行克隆并转化至 Ｔｒａｎｓ￣
Ｔ１ 感受态细胞ꎬ经 Ｍ１３ 引物和槽式引物验证阳性

克隆ꎬ送华大基因测序ꎮ 测序结果通过 Ｅｄｉｔｓｅｑ 软件

整合后ꎬ获得 ＡＰＸ 基因全长 ｃＤＮＡ 序列ꎮ
１􀆰 ４　 ＢｎＡＰＸ１ 基因的生物信息学分析

利用 ＮＣＢＩ 上的 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 程序(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｇｏｒｆ / ｇｏｒｆ. ｈｔｍｌ)分析 ＢｎＡＰＸ１ 基因

的开放读码框ꎻ利用 ＮＣＢＩ 上的 ＢＬＡＳＴ 程序 ( ｈｔ￣
ｔｐ: / / ｂｌａｓｔ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / )对 ＢｎＡＰＸ１ 基因的核

苷酸序列进行 Ｂｌａｓｔｎ 比对ꎬ对其推测的氨基酸序列

进行 Ｂｌａｓｔｐ 比对和保守性功能域预测ꎻ利用 Ｃｏｍ￣
ｐｕｔｅ ｐＩ / Ｍｗ ｔｏｏｌ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｃｏｍｐｕｔｅ ＿
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ｐｉ / )分析 ＢｎＡＰＸ１ 编码的蛋白质的等电点和分子

量ꎻ采用 ＤＮＡｓｔａｒ 中的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件进行系统进化

树的构建ꎬ分析该基因的进化关系ꎮ
１􀆰 ５　 荧光定量 ＰＣＲ 分析 ＢｎＡＰＸ１ 在苎麻不同部位

的表达

根据克隆得到的苎麻 ＡＰＸ 序列和内参基因

(Ａｃｔｉｎ)设计荧光定量 ＰＣＲ 引物:
ＡＰＸ￣Ｆ:５′￣ＧＴＣＴＴＣＣＡＧＡＴＧＣＴＡＡＡＣＡＡＧＧＴＧ￣３′ꎻ
ＡＰＸ￣Ｒ:５′￣ＧＡＴＧＴＧＣＣＣＴＣＣＣＣＡＡＴＧ￣３′ꎮ
Ａｃｔｉｎ￣Ｆ:５′￣ＧＣＴＣＣＧＴＴＧＡＡＣＣＣＴＡＡＧ￣３′ꎻ
Ａｃｔｉｎ￣Ｒ:５′￣ＧＣＴＣＣＧＡＴＴＧＴＧＡＴＧＡＴＴＴ￣３′ꎮ
提取中苎 １ 号 ３ 龄麻旺长期的根、茎中段、茎

皮、茎尖和幼叶的总 ＲＮＡꎬ反转录成 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ
利用荧光定量 ＰＣＲ 对 ＢｎＡＰＸ１ 在苎麻不同部位的

表达进行分析ꎮ 在 ＡＢＩ ７３００ 实时定量 ＰＣＲ 仪上进

行ꎬ反应体系为 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ １０ μＬ、上下游

引物 (１０ μｍｏｌ / Ｌ) 各 ０􀆰 ５ μＬ、 ＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ
(５０ × ) ０􀆰 ４ μＬ、ｃＤＮＡ 模板 １ μＬ、ｄｄＨ２ Ｏ ８􀆰 ６ μＬꎮ
反应程序为 ９５ ℃预变性 ３０ ｓꎬ４０ 个循环 × (９５ ℃变

性 ５ ｓꎬ６０ ℃退火 ３１ ｓ)ꎬ添加溶解曲线ꎮ 每个样品

做 ３ 孔平行 ＰＣＲꎬ试验重复 ３ 次ꎬ取其中的 １ 次结果

做统计分析ꎬ利用 ２—△△Ｔ法计算 ＢｎＡＰＸ１ 基因的相

对表达量ꎮ
１􀆰 ６　 苎麻 ＢｎＡＰＸ１ 对镉胁迫的响应

在旺长期从田间选取长势一致的中苎 １ 号 ３ 龄

麻ꎬ剪取嫩梢(长约 １０ ｃｍ)ꎬ在组培室中用蒸馏水培

养ꎬ组 培 室 温 度 为 ２５ ℃ꎬ 待 长 出 须 根 后 再 用

１ / ４ Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液培养 ７ ｄꎬ然后进行镉胁迫ꎮ 参

照佘玮[２０] 试验结果ꎬ２３ ｍｇ / Ｌ 镉溶液胁迫 ６ ｈ 的中

苎 １ 号水培苗根部 ＰＯＤ 活性最高ꎮ 根据试验结果ꎬ
用镉浓度为 ２３ ｍｇ / Ｌ 的 １ / ４Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液进行培

养ꎬ分别于处理 ０、２、４、６、１２ 和 ２４ ｈ 取根部样品ꎬ每
次取 ３ 个生物学重复样品ꎬ用于分析 ＢｎＡＰＸ１ 表达ꎮ
荧光定量 ＰＣＲ 和表达分析方法同 １􀆰 ４ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＢｎＡＰＸ１ 基因全长的克隆

ＲＡＣＥ 扩增片段的测序结果表明:所得 ５′末端

ｃＤＮＡ 片段长度约为 ８００ ｂｐ(图 １)ꎬ３′末端片段长度

约为 ３２０ ｂｐ(图 ２)ꎮ 将测序结果与已知序列比对分

析ꎬ该 ５′和 ３′末端 ｃＤＮＡ 片段序列分别为苎麻 ＡＰＸ
基因的 ５′和 ３′端ꎬ利用 Ｅｄｉｔｓｅｑ 软件拼接获得了该基

因的全长 ｃＤＮＡ 序列ꎮ 经序列分析鉴定表明ꎬ克隆

获得的序列为苎麻的 ＡＰＸ 基因ꎬ命名为 ＢｎＡＰＸ１ꎮ

图 １　 ５′ＲＡＣＥ 的 ＰＣＲ 扩增电泳图

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｏｆ ５′ＲＡＣＥ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

图 ２　 ３′ＲＡＣＥ 的 ＰＣＲ 扩增电泳图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｏｆ ３′ＲＡＣＥ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２􀆰 ２　 ＢｎＡＰＸ１ 基因的生物信息学分析

通过拼接比对ꎬ苎麻 ＢｎＡＰＸ１ ｃＤＮＡ 全长为

１２０１ ｂｐꎬ包含 １ 个长度为 ８４ ｂｐ 的 ５ ¢￣非翻译区

(５′￣ＵＴＲ) 和 ２４７ ｂｐ 的 ３ ¢￣非翻译区 ( ３′￣ＵＴＲ) ꎬ
开放阅读框(ＯＲＦ)为 ８７０ ｂｐꎬ推测其编码 １ 个含

２８９ 个氨基酸序列的多肽ꎬ分子量和等电点分别

为 ３１􀆰 ４ ｋＤ 和 ５􀆰 ８８ꎮ 将该基因及其编码的蛋白进行

Ｂｌａｓｔ 比对分析发现ꎬ其与棉花(ＥＵ２４４４７８)、毛白杨

(ＡＹ７８９０５１)、马蹄莲 (ＡＦ１５９２５４)、大豆(ＡＢ３３１９６１)、
豇豆 ( ＡＹ４６６８５８ ) 和麻风树 ( ＧＱ３３７０７６ ) ＡＰＸ
基因 的 核 苷 酸 序 列 的 相 似 性 分 别 为 ７８％ 、
７６％ 、７７％ 、７６％ 、７６％ 和 ７６％ ꎬ氨基酸序列的

相 似 性 分 别 为 ８４％ 、 ８２％ 、 ８１％ 、 ７９％ 、 ８０％
和 ８２％ ꎮ

采用 ＤＮＡｓｔａｒ 软件的 ＣｌｕｓｔａｌＷ 方法进行多重序

列比对ꎬ也证实苎麻的 ＢｎＡＰＸ１ 基因与其他物种的

ＡＰＸ 基因具有很高的保守性(图 ３)ꎮ 通过 ＤＮＡｓｔａｒ
中的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件构建 ＡＰＸ 系统进化树ꎬ可见苎

麻 ＡＰＸ 蛋 白 与 油 棕 ( ＡＣＦ０６５１２ )、 马 蹄 莲

(ＡＡＤ４３３３４)最先聚成一类ꎬ进化亲缘关系最近ꎬ与
豇豆亲缘关系最远(图 ４)ꎮ
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图 ３　 苎麻 ＢｎＡＰＸ１ 氨基酸序列与其他物种同源氨基酸序列多重比较

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｄｕｃｅｄ ＢｎＡＰＸ１ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ
ｉｔｓ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

图 ４　 苎麻 ＢｎＡＰＸ１ 氨基酸序列与其他物种同源序列的进化树分析

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒａｍｉｅ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ ｐｕｔａｔｉｖｅ ＢｎＡＰＸ１

利用 ＮＣＢＩ 数据库的 ＣＤＤ 软件( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｃｄｄ / )对苎麻 ＡＰＸ 蛋白的结合位

点和结构域分析表明(图 ５)ꎬ苎麻 ＡＰＸ 蛋白属于植

物来源的过氧化物酶超家族ꎬ具有血红素结合位点、
底物结合位点和 Ｋ ＋ 结合位点ꎮ 其中 Ｐ３３ Ｉ３４ Ｒ３７ Ｗ４０

Ｐ１３１ Ｄ１３２ Ａ１３３ Ｆ１４４ Ｌ１５７ Ｓ１５８ Ｇ１６０ Ｈ１６ １ Ｌ１６３ Ｇ１６４ Ｒ１６５ Ａ１６６ Ｈ１６７

Ｒ１７０Ｓ１７１Ｗ１７７ Ｌ２０３ Ｔ２０５Ｙ２３３Ｈ２３７ 为血红素结合区保守的

氨基酸残基ꎻＰ１１０Ｈ１６１Ｌ１６３Ｇ１６４Ａ１６６Ｌ２００Ｌ２０１为底物结合

区保守的氨基酸残基ꎻＴ１６２ Ｔ１７８Ｅ１８０Ｋ１８３Ｄ１８５ Ｓ１８７ 为 Ｋ ＋

结合区保守的氨基酸残基ꎮ

图 ５　 ＢｎＡＰＸ１ 编码氨基酸的保守区域分析结构图

Ｆｉｇ. ５　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｄｕｃｅｄ ＢｎＡＰＸ１ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

在 ｉＰＳＯＲＴ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ(ｈｔｔｐ: / / ｉｐｓｏｒｔ. ｈｇｃ. ｊｐ / ｐｒｅ￣
ｄｉｃｔ. ｃｇｉ)上对苎麻 ＡＰＸ 蛋白进行预测ꎬ结果表明ꎬ
该蛋白不具有信号肽ꎮ 通过 ＴＭＰＲＥＤ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｃｈ. ｅｍｂｎｅｔ. ｏｒｇ / ｓｏｆｔｗａｒｅ / ＴＭＰＲＥＤ＿ ｆｏｒｍ. ｈｔｍｌ) 对苎

麻 ＡＰＸ 蛋白的氨基酸序列进行跨膜区预测ꎬ大于

５００ 分存在有意义的跨膜螺旋ꎮ 根据 ＴＭＰＲＥＤ 模型

分析ꎬ该蛋白 Ｃ 末端位于膜外ꎬ在 ２６２ ~ ２８２ 位形成

１ 个可能的跨膜螺旋( ＬＡＱＳＡＶＧＶＡＶＡＡＡＶＶＩＬＳＹ￣
ＦＹ)ꎬ分数达 ２４０２ 分ꎬ表明跨膜预测真实有效ꎬ推测

该蛋白为跨膜蛋白ꎬ属于过氧化物酶体 ＡＰＸ(图 ６)ꎮ
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图 ６　 ＢｎＡＰＸ１ 蛋白跨膜区域预测图

Ｆｉｇ. ６　 Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｇｒａｐｈｉｃｓ
ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｄｕｃｅｄ ＢｎＡＰＸ１ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

２􀆰 ３　 ＢｎＡＰＸ１ 在苎麻各个器官的表达

以根的表达量为参照基准ꎬ荧光定量 ＰＣＲ 结果

表明ꎬ在苎麻的根、茎中段、茎皮、茎尖和幼叶都可以

检测到 ＢｎＡＰＸ１ 基因的表达ꎬ其中在幼叶中的表达

量较高ꎬ茎中段的表达量最低(图 ７)ꎮ
２􀆰 ４　 ＢｎＡＰＸ１ 对镉胁迫的响应

利用荧光定量 ＰＣＲ 技术分析在镉胁迫下苎麻

根部 ＢｎＡＰＸ１ 的表达ꎬ以 ０ ｈ 根部表达量为基准ꎬ结
果表明ꎬ镉处理 ０、２ 和 ４ ｈ 表达量较低ꎬ在 ６ ｈ 显著

上升ꎬ到 １２ ｈ 表达量最高ꎬ２４ ｈ 显著下降ꎬ表明

ＢｎＡＰＸ１ 对镉胁迫反应灵敏(图 ８)ꎮ

图 ７　 ＢｎＡＰＸ１ 基因在苎麻不同部位的表达分析

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＢｎＡＰＸ１ ｇｅｎｅ ｉｎ
ｖａｒｉｏｕｓ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ ｒａｍｉｅ

图 ８　 ＢｎＡＰＸ１ 在镉胁迫条件下表达特征分析

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＢｎＡＰＸ１ ｇｅｎｅ
ｕｎｄｅｒ Ｃｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

３　 讨论

ＡＰＸ 能够增强植物的抗氧化胁迫能力ꎬ进而提

高植物的抗逆性ꎬ但在苎麻中尚未见克隆ꎮ 本研究利

用 ＲＡＣＥ 方法结合 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术ꎬ首次从苎麻中克隆

到了 ＢｎＡＰＸ１ 基因的全长 ｃＤＮＡꎮ 通过序列比对分析

表明ꎬ该基因的核苷酸及氨基酸序列与其他物种的同

源性很高ꎬ具有血红素结合位点、底物结合位点和 Ｋ ＋

结合位点ꎬ是典型的植物过氧化物酶超家族成员ꎮ
根据在细胞中分布位置的不同ꎬ高等植物中的

ＡＰＸ 可分为 ４ 种同工酶:叶绿体中的基质 ＡＰＸ
(ｓＡＰＸ)及类囊体膜 ＡＰＸ( ｔＡＰＸ)、微体(乙醛酸体、
过氧化物酶体) ＡＰＸ(ｍＡＰＸ)、线粒体膜 ＡＰＸ(ｍｉ￣
ｔＡＰＸ) 和胞质 ＡＰＸ ( ｃＡＰＸ) [２１]ꎮ 其中ꎬ类囊体膜

ＡＰＸ(ｔＡＰＸ)和过氧化物酶体(ｐＡＰＸ)同工酶的 Ｃ 端

存在跨膜结构域[２２]ꎮ 本研究对苎麻 ＢｎＡＰＸ１ 基因

编码的蛋白质进行亚细胞定位预测ꎬ发现其不具有

信号肽ꎬ未位于线粒体或叶绿体上ꎬ在 Ｃ 端存在一

个跨膜结构域ꎻＣｏｍｐｕｔｅ ｐＩ / Ｍｗ ｔｏｏｌ 预测蛋白分子量

为 ３１􀆰 ４ ｋＤꎬ与拟南芥的 ｐＡＰＸ 分子量(３１ ｋＤ)相

似[２３]ꎻＢｌａｓｔｐ 也表明其与油棕、豇豆等物种的 ｐＡＰＸ
的相似性较高ꎬ分别为 ８３％ 和 ８０％ ꎬ且 Ｃ 端跨膜区

氨基酸序列较保守ꎬ因此推测该基因编码 ｐＡＰＸꎮ
通过荧光定量 ＰＣＲ 对苎麻 ＢｎＡＰＸ１ 的组织表

达特异性进行分析ꎬ发现该基因在苎麻的根、茎中

段、茎尖、茎皮和幼叶都有表达ꎬ且幼叶中的表达高

于其他部位ꎬ这与甘薯和西红柿的结果一致[２４￣２５]ꎬ
表明 ＢｎＡＰＸ１ 在苎麻幼叶中与在根、茎中段、茎尖和

茎皮中的表达可能受不同机制的调控ꎮ 提高 ＡＰＸ
活性增强植物非生物抗逆性的报道已有很多[１３￣１５]ꎬ
本研究中 ＢｎＡＰＸ１ 在镉胁迫下表达量增加ꎬ在 ６ ｈ
表达量大幅上升ꎬ１２ ｈ 达到最高ꎬ表明该基因受到

重金属镉的诱导ꎬ推测苎麻 ＢｎＡＰＸ１ 可能在保护苎

麻免受重金属镉毒害的过程中起到一定作用ꎮ
本研究克隆了苎麻 ＢｎＡＰＸ１ 基因的全长 ｃＤＮＡꎬ

对其组织表达和根部镉胁迫响应特征进行了分析ꎬ
但其他重金属胁迫下该基因在苎麻各个部位的响应

特征还需进行全面分析ꎬ同时有必要利用转基因技

术对该基因的功能进行进一步研究ꎮ
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«花生学报»是由山东省花生研究所主办的我国花生学科唯一的专业学术刊物ꎬ为全国农业核心
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刊(光盘版)»和“万方数据———数字化期刊群”ꎮ 本刊是中国学术期刊综合评价数据库期刊ꎬ也是中

国科技论文统计源期刊ꎻ同时被中国科技文献数据库和中文科技期刊篇名数据库列为文献信息源ꎮ
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发报刊联合征订服务部直接汇款订阅ꎬ不必先索取定单ꎬ本刊负责将刊物寄给订户ꎮ 也可直接向本刊订阅ꎮ
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