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摘要：［目的］克隆马尾松谷胱甘肽过氧化物酶基因，并对其进行功能研究。［方法］采用ＲＡＣＥ技术克隆基因ｃＤＮＡ
序列，实时荧光定量ＰＣＲ检测基因在马尾松干旱胁迫下的表达模式，花序浸泡法转化拟南芥，并对转基因与野生型
拟南芥的生长表型和根系生长进行分析。利用荧光显微镜技术对转基因拟南芥不定根进行 ＧＦＰ荧光检测。［结
果］克隆到１个８７１ｂｐ的ＧＰＸ基因全长ｃＤＮＡ序列，命名为ＰｍＧＰＸ６。ＰｍＧＰＸ６包括５１３ｂｐ的完整开放阅读框，编
码１７０个氨基酸残基。ＰｍＧＰＸ６蛋白与油松ＰｔＧＰＸ蛋白同源性达９５％。ＰｍＧＰＸ６在马尾松根中高表达，茎、叶中表
达量低。在干旱胁迫下，ＰｍＧＰＸ６在根、茎、叶中的表达量均在第１５天达到最大，随后出现下降趋势。过表达ＰｍＧ
ＰＸ６与野生型拟南芥植株在正常水分条件下表型与根长差异不大，但在干旱胁迫下，转基因植株根系更长。转基因
拟南芥根在蓝色光激发下能发出强烈的绿色荧光，表明ＰｍＧＰＸ６基因能高效表达。［结论］推测ＰｍＧＰＸ６可能参与
马尾松干旱胁迫应答。
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干旱、低温、高盐等非生物胁迫是影响林木正常

生长的重要因素。研究认为逆境胁迫下植物产生的

大量活性氧（Ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）将会对
其造成一定的伤害［１］。为了防御氧化胁迫，植物产

生了一套酶促和非酶促的 ＲＯＳ清除机制来抗 ＲＯＳ
胁迫［２］。其中谷胱甘肽过氧化物酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒ
ｏｘｉｄａｓｅ，ＧＰＸｓ）是酶促清除机制中的关键酶，通过催
化还原型谷胱甘肽（ＧＳＨ）与过氧化氢反应生成氧化
型谷胱甘肽（ＧＳＳＧ）及水，从而阻止 ＯＨ·自由基的
产生，避免由其引发质膜的过氧化，进而保护细胞膜

结构和功能的完整性［３］。模式植物拟南芥有８个编
码谷胱甘肽过氧化物酶的基因（ＡｔＧＰＸ１ ８），这些
基因响应不同的非生物胁迫［４－５］，其中，ＡｔＧＰＸ３在
植物响应ＡＢＡ和干旱胁迫反应中具有重要作用［６］。

降低拟南芥叶绿体中 ＡｔＧＰＸ１与 ＡｔＧＰＸ７的表达，转
基因植株的抗光氧化胁迫能力显著降低［５］。马尾松

（ＰｉｎｕｓｍａｓｓｏｎｉａｎａＬａｍｂ．）是我国南方最主要用材
树种之一［７］，苗木质量的好坏，特别是耐旱能力的强

弱，关系到马尾松造林的成败［８－９］，因此，开展马尾

松抗旱分子机理研究对我国林业可持续发展具有重

要意义。截至目前，马尾松谷胱甘肽过氧化物酶基

因克隆和功能分析至今未见公开报道。本研究试图

探索谷胱甘肽过氧化物酶基因的生物学功能以及在

马尾松中的抗逆作用，以期为马尾松基因遗传改良

提供理论基础。

１　材料与方法
１．１　植物材料与试剂

选用高抗旱马尾松优良家系８３号（广西）１年
生幼苗为供试材料［１０－１２］。植株平均高度为 １７．２
ｃｍ。培养容器为塑料盆（２７ｃｍ×１８ｃｍ×２５ｃｍ），
基质黄壤和干净河砂按Ｖ（黄壤）∶Ｖ（河砂）＝９∶２
混合构成。设对照（土壤相对含水量为７０％ ±５％）
和中度胁迫（土壤相对含水量为４０％ ±５％）２个处
理。干旱胁迫实施１、５、１０、１５、２０、２５ｄ分根、茎、叶

取试材，液氮冷冻，保存于 －８０℃，作为实时荧光定
量聚合酶链式反应（ＲＴｑＰＣＲ）的试验材料。拟南芥
为生态型 Ｃｏｌｕｍｂｉａ（Ｃｏｌ０），４℃春化 ４８ｈ后于
２３℃、光照１２ｈ·ｄ－１条件下在光照培养箱中培养。

ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ、ＰｌａｎｔＲＮＡＲｅａｇｅｎｔ、５′ＲＡＣＥＳｙｓ
ｔｅｍｆｏｒＲａｐｉｄＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃＤＮＡＥｎｄｓ等购自 Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞等购自天
根生化科技（北京）有限公司。３′ＦｕｌｌＲＡＣＥＣｏｒｅ＿
ＳｅｔｗｉｔｈＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴａｓｅ、ｐＭＤ１８ＴＶｅｃｔｏｒ等购自
ＴａＫａＲａ公司，ＰＥＧ６０００等为国产试剂。引物合成
由上海捷瑞生物工程有限公司完成。

１．２　方法
１．２．１　总核糖核酸（ＲＮＡ）的提取及 ｃＤＮＡ合成　
总ＲＮＡ的提取参照ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ与ＰｌａｎｔＲＮＡＲｅ
ａｇｅｎｔ试剂盒的方法进行。ｃＤＮＡ第一链的反转录合
成使用 ＴａＫａＲａ公司试剂盒（ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ
ＭＭＬＶ），按试剂盒说明进行操作。
１．２．２　目的基因克隆　以反转录的马尾松针叶互
补脱氧核糖核酸（ｃＤＮＡ）为模板，Ｍ１与Ｍ２（表１）为
引物，进行聚合酶链式反应（ＰＣＲ）扩增，获得 ＰｍＧ
ＰＸ６基因中间片段。反应体系为２５．０μＬ：ｃＤＮＡ模
板１．５μＬ，引物各１．０μＬ，ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．０μＬ，重蒸
水９．５μＬ。ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃
变性３０ｓ，４７．４℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共进行
３５个循环；最后 ７２℃延伸 １０ｍｉｎ。以 ＧＳＰ１、ＧＳＰ２
和 ＧＳＰ３（表 １）为引物，参照 ５′ＲＡＣＥＳｙｓｔｅｍｆｏｒ
ＲａｐｉｄＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃＤＮＡＥｎｄｓ说明，扩增目的基
因５′端序列。以 Ｍ３与 Ｍ４（表１）为引物，参照３′
ＦｕｌｌＲＡＣＥＣｏｒｅＳｅｔｗｉｔｈＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴａｓｅ说明，扩
增目的基因３′端序列。北京诺赛基因组研究中心有
限公司完成测序。

１．２．３　序列分析　采用 ＤＮＡＳｔａｒ进行基因序列拼
接，并在ＮＣＢＩ数据库中进行局部序列比对基本检
索工具（ＢＬＡＳＴ）比对；利用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ软件分析蛋白
亲水／疏水性；ＥｘＰＡＳｙＰｒｏｔＰａｒａｍｔｏｏｌ计算蛋白的等
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电点和分子量；ＤＮＡＭＡＮ软件进行蛋白质序列的多
重比对并构建基因的系统进化树。

１．２．４　马尾松干旱胁迫下 ＰｍＧＰＸ６表达分析　特
异引物Ｍ５和Ｍ６（表１）作为ＲＴｑＰＣＲ引物，马尾松
１８Ｓ（表１）为内标基因［１３］。提取马尾松根、茎、叶总

ＲＮＡ，反转录成ｃＤＮＡ，分析ＰｍＧＰＸ６在不同组织的基
因表达。参照ＳｕｐｅｒＲｅａｌＰｒｅＭｉｘＰｌｕｓ（ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ）试
剂盒进行 ＲＴｑＰＣＲ反应，每个反应重复 ３次·反
应－１。基因相对表达量的计算采用２－ΔΔＣＴ法［１４］。

１．２．５　ＰｍＧＰＸ６过表达载体的构建及拟南芥的转
化　设计包含酶切位点的引物（Ｍ７和 Ｍ８）扩增基
因ＯＲＦ。反应体系为２５．０μＬ：ｃＤＮＡ模板１．５μＬ，
引物各１．０μＬ，ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．０μＬ，重蒸水９．５μＬ。
ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ｓ，
５３．６℃退火 ３０ｓ，７２℃延伸 １ｍｉｎ，共进行 ３５个循
环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物回收并加Ａ后
连接到 ｐＭＤ１８Ｔ载体上，命名为 ｐＭＤ１８ＰｍＧＰＸ６，
获得的重组子经 ＰＣＲ和酶切检测后测序。提取
ｐＭＤ１８ＰｍＧＰＸ６质粒，然后分别对 ｐＭＤ１８ＰｍＧＰＸ６
质粒和 ｐＢＩ１２１载体进行 ＢａｍＨＩ、ＸｂａＩ双酶切，用
ＤＮＡＬｉｇａｓｅｋｉｔ将回收的目的基因和载体进行１６℃
过夜连接。将重组质粒 ｐＢＩ１２１ＰｍＧＰＸ６进行 ＰＣＲ
和酶切检测并测序。用冻融法［１５］将构建好的重组

质粒ｐＢＩ１２１ＰｍＧＰＸ６转入农杆菌 ＬＢＡ４４０４，得到转
化菌株。采用花序浸泡法转化拟南芥［１６］，收获 ＰＣＲ
检测为阳性的 Ｔ１代种子。将 Ｔ１代种子（转基因株
系Ｇ１、Ｇ２、Ｇ４）铺于含０％和３％ ＰＥＧ６０００的ＭＳ培
养基三角瓶中，于１６ｄ观察野生型和转基因拟南芥
的表型与根系差异。

１．２．６　转基因拟南芥不定根 ＧＦＰ荧光检测　用上
海长方光学仪器有限公司倒置荧光显微镜（型号：

ＣＦＭ５００）在蓝色激发光下对转基因拟南芥不定根

表１　ＰｍＧＰＸ６基因克隆、表达及转化使用的引物

引物 引物序列 （５′→３′） 作用

Ｍ１
Ｍ２

ＧＡＡＡＴＨＣＴＮＧＣＴＴＴＹＣＣＡＴＧＣＡＡＴＣ
ＣＣＲＴＣＹＴＴＧＴＣＮＡＣＣＡＲＡＡＡＣＴＴ

扩增保守片段

ＧＳＰ１
ＧＳＰ２
ＧＳＰ３

ＴＧＴＣＧＡＣＣＡＡＡＡＡＣＴＴＡＧＴ
ＴＧＴＧＣＡＴＴＡＴＣＡＣＣＴＧＧＴＴＣＣＴＧ
ＣＴＧＡＴＴＧＣＡＴＧＧＡＡＡＡＧＣＧＡＧ

５′ＲＡＣＥ扩增５′末端序列

Ｍ３
Ｍ４

ＧＡＡＡＴＴＣＴＣＧＣＴＴＴＴＣＣＡＴＧＣＡＡＴＣ
ＣＴＡＡＧＴＴＴＴＴＧＧＴＣＧＡＣＡＡＡＧＡＴＧＧ

３′ＲＡＣＥ扩增３′末端序列

１８ＳＦ ＴＴＡＧＧＣＣＡＴＧＧＡＧＧＴＴＴＧＡＧ 扩增内标

１８ＳＲ ＧＡＧＴＴＧＡＴＧＡＣＡＣＧＣＧＣＴＴＡ
Ｍ５ＴＴＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧＧＡＣＡＴＣＡＧＧＧＧＴＡＡ 荧光引物

Ｍ６ ＣＡＣＧＧＧＡＡＡＧＣＣＡＧＴＡＴＴＴＣＴＡＡＣ
Ｍ７ ＧＧＧＴＣＴＡＧＡＡＴＧＡＣＴＧＧＧＡＣＣＴ Ａｄａｐｔｅｒ引物
Ｍ８ ＣＴＴＧＧＡＴＣＣＡＧＣＡＡＣＴＣＣＴＡＡＣ

进行荧光检测，用其配套的佳能数码相机（Ａ３３００）
进行拍照记录。

１．２．７　数据统计分析　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行数
据统计分析，用ＡＮＯＶＡ模块分析差异显著性；制图
用ＯＲＩＧＩＮ（ｖ８．０）软件。

２　结果与分析
２．１　马尾松ＰｍＧＰＸ６基因 ｃＤＮＡ全长克隆及理化
性质分析

　　以马尾松针叶ｃＤＮＡ为模板，ＰｍＧＰＸ６基因 ｃＤ
ＮＡ全长克隆过程如图１所示。ＰｍＧＰＸ６基因全长
ｃＤＮＡ为８７１ｂｐ，含１个完整开放阅读框５１３ｂｐ，５′
末端非翻译区１２３ｂｐ，３′末端非翻译区２３５ｂｐ，在第
１２４ｂｐ处发现起始密码子ＡＴＧ，在６３４ｂｐ处发现终
止密码子ＵＧＡ，编码１７０个氨基酸。ＰｒｏｔＰａｒａｍ分析
表明ＰｍＧＰＸ６蛋白相对分子量为１８．７２ｋＤａ，理论等
电点 ＰＩ为５．８８。根据 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ分析表明 ＰｍＧＰＸ６
为亲水蛋白。此基因已登录 ＧｅｎＢａｎｋ，登录号
为ＫＦ９１００８８。

ａ．中间片段 Ｍ：ＤＬ２０００；１：中间片段电泳图 ｂ．５′ＲＡＣＥ电泳图 Ｍ：ＤＬ２０００；１：５′ＲＡＣＥ产物

ｃ．３′ＲＡＣＥ电泳图 Ｍ：ＤＬ２０００；１：３′ＲＡＣＥ产物

图１　琼脂糖凝胶电泳结果
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２．２　序列比较与功能预测分析
利用ＢＬＡＳＴ对ＰｍＧＰＸ６进行蛋白保守区预测，

结果表明ＰｍＧＰＸ６有１个ＧＳＨ＿Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ保守结构
域，据此推断 ＰｍＧＰＸ６是 ＧＰＸｓ家族的一员。与已
知植物的ＧＰＸ基因相比，在核酸水平ＰｍＧＰＸ６与油
松（ＰｉｎｕｓｔａｂｕｌｉｆｏｒｍｉｓＣａｒｒｉèｒｅ）（ＫＦ０３２６１７）ＰｔＧＰＸ、
北美 云 杉 （Ｐｉｃｅａ ｓｉｔｃｈｅｎｓｉｓ（Ｂｏｎｇ） Ｃａｒｒｉèｒｅ）
（ＥＦ６７７３２３）ＰｓＧＰＸ编码区的一致性分别为 ９１％、
８９％。氨基酸序列多重比对结果显示，ＰｍＧＰＸ６编
码的氨基酸序列与其他植物 ＧＰＸ酶蛋白氨基酸序
列在３个特征性结构域 Ｇ１、Ｇ２、Ｇ３高度保守，且具

有构成ＧＰＸ催化三联体的３个氨基酸（Ｃｙｓ４４、Ｇｌｎ７５、
Ｔｒｐ１３３）和具有植物 ＧＰＸ蛋白活性中心的３个保守
Ｃｙｓ残基（Ｃｙｓ４４、Ｃｙｓ７３、Ｃｙｓ９２）（图 ２）。同时，ＰｍＧ
ＰＸ６与油松同源性达９５％，与北美云杉、蓖麻（Ｒｉｃｉ
ｎｕｓｃｏｍｍｕｎｉｓ）、龙眼（Ｄｉｍｏｃａｒｐｕｓｌｏｎｇａｎ）、荔枝（Ｌｉ
ｔｃｈｉｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）、刺五加（Ｅｌｅｕｔｈｅｒｏｃｏｃｃｕｓｓｅｎｔｉｃｏｓｕｓ）、海
马齿苋（Ｓｅｓｕｖｉｕｍｐｏｒｔｕｌａｃａｓｔｒｕｍ）、苹果（Ｍａｌｕｓ×ｄｏ
ｍｅｓｔｉｃａ）、甜橙（Ｃｉｔｒｕｓｓｉｎｅｎｓｉｓ）、野茶树（Ｃａｍｅｌｌｉａ
ｓｉｎｅｎｓｉｓ）等植物的同源性达７７％ ８８％。由此可以
看出：ＧＰＸｓ基因家族编码蛋白氨基酸序列的保守性
非常强，不同植物的ＧＰＸ序列具有高度的同源性。

注：ＧＰＸ基因的来源和ＧｅｎＢａｎｋ登录号：Ｒｉｃｉｎｕｓｃｏｍｍｕｎｉｓ（蓖麻，ＸＭ＿００２５０９７４４）；Ｍａｌｕｓｘｄｏｍｅｓｔｉｃａ（苹果，ＡＦ４０３７０７）；Ｃａｍｅｌｌｉａ

ｓｉｎｅｎｓｉｓ（野茶树，ＪＱ２４７１８６）；Ｅｌｅｕｔｈｅｒｏｃｏｃｃｕｓｓｅｎｔｉｃｏｓｕｓ（刺五加，ＫＣ５４２３９２）；Ｄｉｍｏｃａｒｐｕｓｌｏｎｇａｎ（龙眼，ＥＵ３６４８１３）；Ｌｉｔｃｈｉｃｈｉｎｅｎｓｉｓ

（荔枝，ＦＪ１７２３４３）；Ｃｉｔｒｕｓｓｉｎｅｎｓｉｓ（甜橙，ＡＪ５８２６７８）；Ｓｅｓｕｖｉｕｍｐｏｒｔｕｌａｃａｓｔｒｕｍ（海马齿苋，ＧＵ４７９９１３）；Ｐｉｎｕｓｔａｂｕｌｉｆｏｒｍｉｓ

（油松，ＡＧＴ９８５４２）；Ｐｉｃｅａｓｉｔｃｈｅｎｓｉｓ（北美云杉，ＨＭ２０４１１１）；方框表示高度保守的特征性结构域（Ｇ１、Ｇ２、Ｇ３）；

构成催化三联体的３个氨基酸 Ｃｙｓ４４、Ｇｌｎ７５、Ｔｒｐ１３３用正三角形标注；３个保守Ｃｙｓ残基Ｃｙｓ４４、Ｃｙｓ７３、Ｃｙｓ９２用倒三角形标注。

图２　ＰｍＧＰＸ６氨基酸序列与其他植物ＧＰＸ基因的氨基酸序列多重比对

将ＰｍＧＰＸ６氨基酸与ＧｅｎＢａｎｋ数据库中已登录
的其他植物 ＧＰＸ氨基酸序列进行比对并绘制系统
进化树（图３）。结果显示ＰｍＧＰＸ６与油松亲缘关系
最近，表明松科类植物在蛋白进化上是非常保守的，

并且与模式植物拟南芥８种编码 ＧＰＸ酶中的 ＡｔＧ
ＰＸ６同源性较高（７６％），因此推测 ＰｍＧＰＸ６蛋白功
能可能与ＡｔＧＰＸ６功能相近。
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图３　ＰｍＧＰＸ６蛋白的系统进化分析

２．３　ＰｍＧＰＸ６基因组织特异性及干旱胁迫下的表
达分析

　　为明确干旱胁迫对 ＰｍＧＰＸ６基因表达的影响，
使用ＲＴｑＰＣＲ技术对马尾松根、茎和叶进行表达模
式研究（图４）。结果表明，ＰｍＧＰＸ６在根、茎、叶中
均有表达，其中根表达量最高，茎和叶次之。在干旱

胁迫不同时间处理下，ＰｍＧＰＸ６基因在根、茎、叶中
表达量逐步升高，在第１５天表达程度最为强烈，而
后开始降低，ＰｍＧＰＸ６随处理时间不同表达差异显
著（Ｐ＜０．０５）。在马尾松根、茎、叶组织间，ＰｍＧＰＸ６
表达量在第 １、５天，根与茎、叶间差异显著（Ｐ＜
０．０５），茎与叶间差异不显著（Ｐ＞０．０５），第１０、１５、
２０、２５天，根、茎、叶组织间均呈现为差异显著（Ｐ＜
０．０５）。上述结果暗示，ＰｍＧＰＸ６基因的表达与干旱
胁迫相关。

注：以１８Ｓ为内标ＰｍＧＰＸ６基因的相对表达量分析。小写字母、

大写字母分别表示干旱处理不同时间、不同组织间基因表达的

差异显著性（Ｐ＜０．０５）

图４　ＰｍＧＰＸ６基因的相对表达量分析

２．４　植物表达载体的构建与检测
植物表达载体 ｐＢＩ１２１ＰｍＧＰＸ６构建图谱如图

５ａ所示。以Ｍ７和Ｍ８为引物进行 ＰｍＧＰＸ６基因扩
增，将目的条带连接到 ｐＭＤ１８Ｔ载体上测序，包含
了ＰｍＧＰＸ６基因的完整编码区（５１３ｂｐ）和酶切位点
（１２ｂｐ）。选用ＢａｍＨＩ／ＸｂａＩ对ｐＭＤ１８ＰｍＧＰＸ６与
ｐＢＩ１２１植物表达载体同时进行双酶切并连接，成功
构建ｐＢＩ１２１ＰｍＧＰＸ６植物表达载体。

ａ．植物表达载体ｐＢＩ１２１ＰｍＧＰＸ６构建图谱；ｂ．转ＰｍＧＰＸ６

拟南芥的ＰＣＲ检测．Ｍ：ＤＬ２０００；１６：转基因拟南芥

７：重组质粒ｐＢＩ１２１ＰｍＧＰＸ６８：野生型拟南芥９：重蒸水

图５　植物表达载体ｐＢＩ１２１ＰｍＧＰＸ６构建图谱与

转ＰｍＧＰＸ６拟南芥的ＰＣＲ检测

２．５　拟南芥转化与表型分析
经卡那霉素抗性筛选已转化的拟南芥种子，得

到６个抗性株系的植株。ＰＣＲ检测结果表明：野生
型拟南芥和重蒸水均无特异性条带，而转 ＰｍＧＰＸ６
基因的植株约在０．５ｋｂ都有一明显的特征条带（图
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５ｂ），证明ＰｍＧＰＸ６基因已经转入拟南芥。
将转ＰｍＧＰＸ６（株系 Ｇ１、Ｇ２、Ｇ４）和野生型拟南

芥种子播于含０％和３％ ＰＥＧ６０００的ＭＳ培养基的
三角瓶中进行培养。经１６天培养后，发现在含０％
ＰＥＧ６０００的条件下，转基因拟南芥与野生型拟南芥
的表型差异不大（图６），且根长未达到差异显著水
平（Ｐ＞０．０５），其中株系 Ｇ１、Ｇ２、Ｇ４转基因拟南芥
与野生型拟南芥的平均根长分别为５．４１、５．３２、５．３６
和５．０５ｃｍ（图 ７）。在含 ３％的 ＰＥＧ６０００的条件
下，两者表型差异不大，但野生型拟南芥根生长受到

明显抑制，根的生长量明显降低，而转基因拟南芥根

系生长虽也受到干旱胁迫的抑制，但转基因拟南芥

株系表现的干旱敏感程度明显要比野生型拟南芥

低，其根系远长于野生型拟南芥（图６）。转基因拟
南芥（株系 Ｇ１、Ｇ２、Ｇ４）的平均根长分别为 ３．２０、
３．４２、３．１３ｃｍ，野生型拟南芥的平均根长为 ２．２３
ｃｍ，两者间差异达到显著水平（Ｐ＜０．０５）（图 ７）。
以上结果表明在干旱胁迫下，转基因拟南芥和野生

型拟南芥植株发育均受到明显抑制，但转基因拟南

芥根系发育状况明显优于野生型拟南芥，暗示ＰｍＧ
ＰＸ６可能参与马尾松干旱胁迫应答。

Ｎｏｒｍａｌ：在含０％ ＰＥＧ６０００的三角瓶中野生型与转基因拟南芥１６天的表型与根系状况

Ｄｒｏｕｇｈｔ：在含３％ ＰＥＧ６０００的三角瓶中野生型与转基因拟南芥１６天的表型与根系状况

图６　过表达ＰｍＧＰＸ６与野生型拟南芥在１６天的表型与根系状况

注：小写字母表示不同条件下基因表达的差异显著性（Ｐ＜０．０５）。

图７　野生型与转基因拟南芥（Ｇ１、Ｇ２、Ｇ４）在正常

（０％ ＰＥＧ６０００）与干旱（３％ ＰＥＧ６０００）下根长统计

２．６　转基因拟南芥根ＧＦＰ荧光表达
利用倒置荧光显微镜观察，转基因拟南芥不定

根在蓝色光激发下，发出强烈的绿色荧光（图８）。

表明ＰｍＧＰＸ６基因在转基因拟南芥根中实现了高效
表达。

３　讨论
谷胱甘肽过氧化物酶能减少 Ｈ２Ｏ２、有机和脂质

氢过氧化物来保护植物细胞免受氧化胁迫［１７］。过

量表达ＧＰＸｓ可促进其转录水平在不同环境胁迫下
稳步上升。水稻（ＯｒｙｚａＳａｔｉｕａＬ．）ＯｓＰＨＧＰｘ基因在
氧化胁迫下其表达水平显著升高［１８］。香蕉（Ｍｕｓａ
ａｃｕｍｉｎａｔａ）ＭａＧＰＸ在 ＮａＣｌ和干旱胁迫处理后，呈现
出先增长后降低的趋势［１９］。在超表达ＧＰＸＳ的转基
因植株中，谷胱甘肽过氧化物酶在植物氧化信号转

导过程中起着重要作用。

本研究从马尾松中克隆了１个 ＰｍＧＰＸ６基因，
ＰｍＧＰＸ６蛋白序列具有典型的 ＧＳＨ＿Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ保守

４４８
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ａ，ｃ．可见光下拍摄的图片 ｂ，ｄ．荧光下拍摄的图片

图８　不定根的荧光检测

结构域、构成ＧＰＸ催化三联体的３个氨基酸（Ｃｙｓ４４、
Ｇｌｎ７５、Ｔｒｐ１３３）和植物ＧＰＸ蛋白活性中心的３个保守
Ｃｙｓ残基，说明该基因属于 ＧＰＸｓ家族。进化树分析
表明ＰｍＧＰＸ６与油松 ＰｔＧＰＸ同源性最高，达９５％，
与拟南芥８种编码ＧＰＸ酶中的ＡｔＧＰＸ６最相似。Ａｔ
ＧＰＸ６属于磷脂氢谷胱甘肽过氧化物酶（ＰＨＧＰＸ），
在胁迫应答时能起到保护生物膜功能不受损伤的作

用［４］。推测 ＰｍＧＰＸ６基因在响应干旱胁迫过程中
可能具有与ＡｔＧＰＸ６相似功能的作用。

ＧＰＸｓ基因作为植物清除 ＲＯＳ的调控因子之
一，参与清除 ＲＯＳ，具有重要的作用。植物体内
ＧＰＸｓ中每个家族在不同环境条件、不同树种、不同
组织中表现不同的表达模式和水平［２０－２１］。周立敬

等［２２］对拟南芥中８种编码 ＧＰＸ酶进行分析，其中
１、３、５、６亚组的ＧＰＸ受渗透胁迫诱导，且ＡｔＧＰＸ１和
ＡｔＧＰＸ６在受盐、干旱、金属、ＡＢＡ等胁迫处理后可上
调表达。另有研究发现，盐芥（Ｔｈｅｌｌｕｎｇｉｅｌｌａｈａｌｏ
ｐｈｉｌｅ）谷胱甘肽过氧化物酶基因（ＴｈＧＰＸ６）在叶片和
根中表达，其表达受 ＮａＣｌ诱导，显示了 ＴｈＧＰＸ６在
植物响应盐胁迫中发挥作用［２３］。本研究只对干旱

胁迫下 ＰｍＧＰＸ６的时空表达进行了检测，结果显示
该基因在根、茎、叶中均表达，且根中表达量最高。

在干旱胁迫下，ＰｍＧＰＸ６基因在１５天内表达上调，
随后有下降趋势，这种现象可能与 ＰｍＧＰＸ６无法再
适应干旱的加剧有关。该结果与拟南芥枣树 ＺｊＧ
ＰＸ［２４］表达上调结果类似。由此推测 ＰｍＧＰＸ６是马
尾松抗旱性的一个正调控因子。

为进一步研究该基因的功能，构建了 ｐＢＩ１２１
ＰｍＧＰＸ６植物表达载体并成功转化拟南芥。过表达

ＰｍＧＰＸ６拟南芥耐旱性实验表明，干旱胁迫下转基
因植株能更好地适应胁迫环境，促进植株根系生长。

Ｗａｎｇ等［２５］人发现耐盐性的胡杨根组织能迅速感知

盐胁迫，并上调抗氧化酶活性，而不耐盐的群众杨根

组织不能快速提高抗氧化酶活性。王菲菲等［２６］研

究表明转 ＰｅＧＰＸ基因烟草在 ＮａＣｌ胁迫下能长根，
而野生型烟草不长根。这些类似的研究结果暗示本

实验过表达ＰｍＧＰＸ６转基因植株能更有效地降低干
旱诱导的活性氧的积累，防止质膜受到氧化损伤，保

证细胞的正常生理功能，促进根系更好地生长，从而

达到对干旱胁迫的调节与适应。

４　结论
本研究克隆到１个马尾松 ＰｍＧＰＸ６基因，并受

干旱胁迫诱导表达；获得了过表达 ＰｍＧＰＸ６转基因
拟南芥植株，干旱胁迫下该基因能高效表达，并促进

转基因植株根系生长。这为马尾松抗旱基因工程和

遗传改良提供了可利用的基因资源，也为进一步揭

示马尾松抗旱分子调控网络机制奠定了基础。
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