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摘要：［目的］探究中山杉 ４０７（Ｔａｘｏｄｉｕｍｍｕｃｒｏｎａｔｕｍ♀ ×Ｔ．ｄｉｓｔｉｃｈｕｍ♂）（Ｔ．ｈｙｂｒｉｄ‘Ｚｈｏｎｇｓｈａｎｓｈａｎ４０７’）的
ＴｈＰ５ＣＳ和ＴｈδＯＡＴ基因与植物耐旱性的关系，为落羽杉属植物抗性育种提供新的基因资源。［方法］利用ＲＡＣＥ技
术从中山杉４０７中分别克隆ＴｈＰ５ＣＳ和ＴｈδＯＡＴ基因ｃＤＮＡ全长，通过生物信息学手段分析预测其编码蛋白的结构
和功能。基于干旱－复水试验，采用半定量和实时荧光定量技术研究中山杉４０７ＴｈＰ５ＣＳ和 ＴｈδＯＡＴ的表达特性。
［结果］从中山杉４０７中克隆了编码Ｐ５ＣＳ和δＯＡＴ蛋白的基因，分别命名为ＴｈＰ５ＣＳ和ＴｈδＯＡＴ，其中，ＴｈδＯＡＴ包
含１个长度为１４９４ｂｐ的 ＯＲＦ，编码４９７个氨基酸，与樟子松（ＰｉｎｕｓｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓＬ．）δＯＡＴ蛋白的序列相似性高达
９２％；ＴｈＰ５ＣＳ包含１个长度为１５４５ｂｐ的ＯＲＦ，编码５１４个氨基酸，与花烛属植物（Ａｎｔｈｕｒｉｕｍａｍｎｉｃｏｌａ）Ｐ５ＣＳ蛋白
的序列相似性为８７％。半定量与定量ＰＣＲ结果一致，在自然干旱和复水环境下，ＴｈＰ５ＣＳ在中山杉４０７及其父本落
羽杉（Ｔ．ｄｉｓｔｉｃｈｕｍ）、母本墨杉（Ｔ．ｍｕｃｒｏｎａｔｕｍ）中均表现为先上调再下调的趋势，而ＴｈδＯＡＴ在中山杉４０７及其父
母本中相对表达量则存在差异。［结论］干旱胁迫下，ＴｈδＯＡＴ和ＴｈＰ５ＣＳ基因的正反方向调节是中山杉４０７及其亲
本在干旱胁迫与恢复状态下控制脯氨酸水平的关键机制，其中，ＴｈＰ５ＣＳ在中山杉４０７及其亲本脯氨酸的合成过程
中起重要作用。
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　　干旱是一种最普遍的环境胁迫。干旱导致水分
分配出现异常，对植物造成原生质脱水，光合作用和

遗传物质的合成能力减弱等伤害，而且缺水引起的

渗透胁迫会造成植株不可逆的损伤，最终导致植株

死亡［１］。当植物处于渗透胁迫环境中，它们会通过

积累渗透调节物质来降低胁迫所带来的损伤［２］。大

量研究表明，脯氨酸的积累和代谢与植物的耐旱性

密切相关［３－４］。作为一种小分子有机渗透调节物

质，脯氨酸可以提高植物细胞的保水能力，维持细胞

膨压，并保护相关酶活性等［３］。在干旱胁迫停止而

开始复水的条件下，积累的脯氨酸又可以作为碳、氮

源为植物的恢复提供能量物质［５－６］。赵宏伟等［７］在

研究水稻（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．）耐旱机制时发现，耐旱品
种东农４２５的脯氨酸含量显著高于干旱敏感型品种
松粳６号，且复水后恢复能力更强。

脯氨酸的合成途径有２条，分别是谷氨酸途径
和鸟氨酸途径。Δ１吡咯啉５羧酸合成酶（Ｐ５ＣＳ）和
鸟氨酸氨基转移酶（δＯＡＴ）分别是这两个途径中的
关键酶。研究发现，过表达 Ｐ５ＣＳ的转基因植株在
胁迫环境下的脯氨酸含量明显高于对照植株，且抗

逆性较对照植株也有所增强［８］。王伟东等［９］将拟

南芥（ＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａＬ．）的 δＯＡＴ基因转化到
烟草（ＮｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍＬ．）和水稻中，转基因烟草
和水稻的脯氨酸含量增加，抗逆性也显著加强。此

外，这２条途径在不同条件下对脯氨酸积累的贡献
大小也有所不同，如在甘蓝型油菜（Ｂｒａｓｓｉｃａｎａｐｕｓ
Ｌ．）中，Ｐ５ＣＳ和ＯＡＴ基因在干旱胁迫下共同控制脯
氨酸的合成，但Ｐ５ＣＳ基因占主导地位［１０］。

中山杉（Ｔａｘｏｄｉｕｍｈｙｂｒｉｄ‘Ｚｈｏｎｇｓｈａｎｓｈａｎ’）是
江苏省中国科学院植物研究所通过落羽杉属（Ｔａｘｏ
ｄｉｕｍ）种间杂交选育出来的优良无性系的总称。中
山杉保持了亲本的优良性状，并表现出良好的适应

性与抗逆性，目前已经广泛应用于城市绿化和沿海

防护林建设等方面，获得了较好的生态和社会效

益［１１－１２］。作为中山杉的亲本之一，墨杉（Ｔ．ｍｕｃｒ
ｏｎａｔｕｍ）原产于墨西哥高原地带，对干旱胁迫具有一
定的耐受能力［１３］。中山杉遗传了亲本墨杉的耐旱

性，在重庆三峡库区造林的过程中，当水库处于低水

位时，中山杉长期生长在裸露缺水的黄棕壤中，仍然

可以生存，并保持较高的存活率［１４］。室内试验表

明，中山杉杂种优势明显，耐旱性较强［１５－１６］，其主动

积累脯氨酸以抵御胁迫伤害；在复水后，脯氨酸含量

迅速下降到正常水平［１５］。

本研究利用 ｃＤＮＡ末端快速克隆技术（ｒａｐｉｄ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃＤＮＡｅｎｄｓ，ＲＡＣＥ）从中山杉中克隆
２个编码Ｐ５ＣＳ和δＯＡＴ的基因，并利用生物信息学
预测其结构和功能，最终分别命名为 ＴｈＰ５ＣＳ和
ＴｈδＯＡＴ。采用半定量技术（ｓＲＴＰＣＲ）和实时荧光
定量技术（ｑＲＴＰＣＲ）分析了中山杉及其亲本在干旱
及复水的条件下，其 ＴｈＰ５ＣＳ和 ＴｈδＯＡＴ基因相对
表达量的变化，以探索 ＴｈＰ５ＣＳ和 ＴｈδＯＡＴ与脯氨
酸积累以及植物耐旱性的关系，为落羽杉属植物抗

逆基因工程提供候选基因资源，同时为中山杉在干

旱和半干旱地区的推广应用提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料和设计
试验在江苏省中国科学院植物研究所（１１８°４９′

Ｅ，３２°３０′Ｎ）的苗圃进行。供试品种为中山杉 ４０７
（Ｔａｘｏｄｉｕｍｍｕｃｒｏｎａｔｕｍ♀ ×Ｔ．ｄｉｓｔｉｃｈｕｍ♂）（Ｔ．
ｈｙｂｒｉｄ‘Ｚｈｏｎｇｓｈａｎｓｈａｎ４０７’）、落羽杉（Ｔ．ｄｉｓｔｉｃｈｕｍ）
和墨杉（Ｔ．ｍｕｃｒｏｎａｔｕｍ）。选取２年生植株移入塑
料盆（口径为２３ｃｍ，底径为１５ｃｍ，高为２２ｃｍ）中，
每盆种植１株植株。栽培基质为黄土、泥炭土和珍
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珠岩，体积比为３∶１∶１，最大田间持水量为２８．７％。
将移植后的植株放置在自然环境中适应３个月，每
周充分灌溉２次。

选取１８株长势一致的植株移入温室中，用于干
旱试验。试验设计如下：设置对照（ＣＫ）和干旱 －复
水（Ｓ）２个处理，每个处理９株植株，随机区组排列。
在整个试验期间保持每天１８：００为 ＣＫ组的植株补
充足够的水分，使其土壤相对含水量（含水量／最大
田间持水量）保持在７５％ ８０％的水平。对于Ｓ组
的植株，干旱过程为连续模拟自然干旱８ｄ；复水过
程为干旱处理结束后的９ｄ，每天１８：００补充水分，
使土壤的相对含水量达到７５％ ８０％的水平。分
别在干旱胁迫处理０ｄ（胁迫前，Ｓ０），连续干旱８ｄ
（Ｓ组所有植株表现出明显的萎蔫现象，干旱阶段，
Ｓ１），以及复水９ｄ（复水阶段，Ｓ２）对ＣＫ和Ｓ组的叶
片进行取样。每组３个重复，每个重复包含３株植
株的叶片样品，取样后立即投入液氮中速冻，然后保

存于－８０℃冰箱中备用。
１．２　ＲＮＡ的提取及ｃＤＮＡ的合成

采用天根ＤＰ４４１多糖多酚植物总 ＲＮＡ提取试
剂盒（天根生化科技有限公司）提取叶片 ＲＮＡ。利
用ＤＮＡ酶（天根生化科技有限公司）处理提取的
ＲＮＡ，使其纯化。利用 ２％的琼脂糖凝胶电泳检测
ＲＮＡ的完整性，并用紫外分光光度计在２６０ｎｍ和

２８０ｎｍ下检测 ＲＮＡ的浓度与纯度。以 １μｇＲＮＡ
为模板，利用Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司的ＳＭＡＲＴｅｒＴＭＰＣＲｃＤＮＡ
ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ和ＡｄｖａｎｔａｇｅＲ２ＰＣＲＫｉｔ试剂盒进行反
转录，合成第１链ｃＤＮＡ，存于－２０℃冰箱备用。
１．３　ＴｈＰ５ＣＳ和ＴｈδＯＡＴ基因全长的克隆

通过对中山杉转录组数据的分析，获得所需基

因片段的序列信息。根据获得的序列信息，利用Ｏｌ
ｉｇｏ６．０软件设计引物扩增基因的 ３′ＲＡＣＥ和 ５′
ＲＡＣＥ，其中，３′ＲＡＣＥ的 ＰＣＲ反应体系参照３′Ｆｕｌｌ
ＲＡＣＥＣｏｒｅＳｅｔＫｉｔ试剂盒（ＴａＫａＲａ）的说明书；５′
ＲＡＣＥ的反应体系参考 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司的 ＳＭＡＲＴｅｒ
ＲＡＣＥ５′／３′Ｋｉｔ试剂盒的说明书。使用１％的琼脂糖
凝胶电泳检测 ＰＣＲ产物并用 ＱＩＡｑｕｉｃｋＧｅｌＥｘｔｒａｃ
ｔｉｏｎＫｉｔ试剂盒（ＱＩＡＧＥＮ）进行回收。将回收产物连
接到ｐＭＤ１９ＴＶｅｃｔｏｒ载体（ＴａＫａＲａ）上，并转化大肠
杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＤＨ５α感受态细胞，再将筛选
到的阳性克隆菌液送至英潍捷基（上海）贸易有限

公司测序。根据３′ＲＡＣＥ和５′ＲＡＣＥ的测序结果，利
用软件ＢｉｏＸＭ２．６进行比对拼接，获得基因全长序
列。利用 ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ工具（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ／）预测ＯＲＦ开放阅读框序列，并设
计引物，以ｃＤＮＡ为模板进行 ＯＲＦ序列扩增加以验
证。引物序列见表１。

表１　引物序列
Ｔａｂｌｅ１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓ

引物名称

ＰｒｉｍｅＩＤ
正向引物

ＦｏｒｗａｒｄＰＣＲＰｒｉｍｅｒ（５′３′）
反向引物

ＲｅｖｅｒｓｅＰＣＲＰｒｉｍｅｒ（５′３′）

ＴｈδＯＡＴ＿３ＯＵＴＥＲ ＴＧＡＴＴＧＣＴＧＡＴＧＡＡＡＴＡＣＡＡＡＣＴＧＧ ＴＡＣＣＧＴＣＧＴＴＣＣＡＣＴＡＧＴＧＡＴＴＴ

Ｔｈδ－ＯＡＴ＿３ＩＮＮＥＲ ＧＧＧＣＴＧＴＴＧＡＧＡＴＧＧＧＡＣＡＡＧＴＣＴＴＴＡＧ ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＴＣＣＡＣＴＡＧＴＧＡＴＴＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧ

ＴｈδＯＡＴ＿５ＯＵＴＥＲ ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴ ＡＡＴＧＧＧＴＴＣＡＡＡＧＡＧＡＡＡＴＣＣＡＧＣＡ

ＴｈδＯＡＴ＿５ＩＮＮＥＲ ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣ ＡＧＴＡＴＴＣＡＴＴＧＧＡＡＧＣＡＣＣＡＴＧＴＣＡＴＡＧ

ＴｈδＯＡＴ＿ＯＲＦ ＡＴＧＡＡＣＡＡＣＡＴＧＡＣＡＡＴＧＧＣＧＡＴ ＴＧＣＣＴＧＣＡＧＧＴＣＧＡＣＧＡＴＴＧＴＡ

ＴｈδＯＡＴ＿ｓＲＴＰＣＲ ＡＴＧＡＡＣＡＡＧＡＧＴＡＣＡＧＴＧＣＴＣＡ ＡＡＣＡＡＴＡＡＴＴＣＣＣＴＣＡＴＴＴＴＴＴ

ＴｈδＯＡＴ＿ｑＲＴＰＣＲ ＡＣＴＧＧＡＧＣＡＧＡＧＧＧＴＧＴＴＧＡＡ ＡＧＴＴＧＡＣＣＡＧＧＧＡＧＧＡＡＣＧＧ

ＴｈＰ５ＣＳ＿３ＯＵＴＥＲ ＴＧＣＴＣＡＡＧＣＴＧＧＡＴＧＡＴＧＴＴＡＴＡＧＡ ＴＡＣＣＧＴＣＧＴＴＣＣＡＣＴＡＧＴＧＡＴＴＴ

ＴｈＰ５ＣＳ＿３ＩＮＮＥＲ ＴＧＴＣＡＧＡＴＴＧＴＡＴＧＧＴＧＧＣＡＣＡＡＡＧＧＣＡ ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＴＣＣＡＣＴＡＧＴＧＡＴＴＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧ

ＴｈＰ５ＣＳ＿５ＯＵＴＥＲ ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴ ＣＣＴＴＣＡＡＣＧＴＣＡＣＴＣＡＧＧＡＧＡＡＴＣＡＧ

ＴｈＰ５ＣＳ＿５ＩＮＮＥＲ ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣ ＣＡＴＴＡＴＣＡＧＴＴＡＣＡＡＧＡＡＧＴＴＧＧＧＡＴＧＡ

ＴｈＰ５ＣＳ＿ＯＲＦ ＡＴＧＡＣＡＧＣＴＡＡＡＧＴＴＡＡＡＧＣＴＧＣＴ ＧＧＴＴＴＴＣＡＡＡＴＣＡＣＡＡＣＣＡＴＴ

ＴｈＰ５ＣＳ＿ｓＲＴＰＣＲ ＧＣＴＧＧＴＡＴＴＣＣＴＧＴＴＧＴＴＡＴＴＡ ＡＴＣＴＴＴＣＣＡＧＧＴＴＴＴＡＡＣＡＴＴＡ

ＴｈＰ５ＣＳ＿ｑＲＴＰＣＲ ＧＡＣＣＴＣＣＡＧＡＡＧＣＣＡＣＡＧＧＴ ＧＡＡＣＣＡＣＧＣＧＣＡＡＣＴＣＴＡＧＣ

１８Ｓ＿ｓＲＴＰＣＲ ＴＡＡＡＡＧＡＡＧＡＡＧＡＡＧＡＡＧＣＡＡＡ ＴＧＡＡＡＡＴＧＡＧＡＧＧＴＧＡＡＧＡＧＡＴ

ＧＡＰＤＨ＿ｑＲＴＰＣＲ ＣＣＡＴＣＧＧＡＧＣＣＣＡＴＴＡＴＣＡＧ ＡＣＴＡＴＧＴＴＣＡＡＣＧＣＣＧＣＴＧＣ
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第４期 王芝权，等：中山杉４０７ＴｈＰ５ＣＳ和ＴｈδＯＡＴ的克隆及干旱胁迫下的表达分析

１．４　ＴｈＰ５ＣＳ和ＴｈδＯＡＴ基因的序列分析
利用 ＢＬＡＳＴｓｏｆｔｗａｒｅ（ｈｔｔｐｓ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．

ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）和拟南芥信息资源网站（ＴＡＩＲ）
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ．ｏｒｇ／Ｂｌａｓｔ／ｉｎｄｅｘ．ｊｓｐ）在线
分析基因序列和氨基酸序列；利用 ＥｘｐａｓｙＰｒｏｔｐａｒａｍ
工具（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）在线预测
蛋白质的分子量大小、等电点等；利用 ＧＯＲ４软件预
测蛋白的二级结构（ｈｔｔｐｓ：／／ｎｐｓａｐｒａｂｉ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉ
ｂｉｎ／ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ＝ｎｐｓａ＿ｇｏｒ４．ｈｔｍｌ）；利用
ＩｎｔｅｒＰｒｏ网站预测基因的结构域，并利用 ＮＣＢＩ数据
库中的 ＰｒｏｔｅｉｎＢＬＡＳＴ和 ＭＥＧＡ５．１软件的 Ｃｌｕｓｔａｌ
Ｗ程序进行同源序列比对；使用 ＭＥＧＡ５．１软件并
选择最大似然法（ＭａｘｉｍｕｍＬｉｋｅｌｉｈｏｏｄｍｅｔｈｏｄ）进行
系统发育树的构建［１７］。

１．５　ＴｈＰ５ＣＳ和ＴｈδＯＡＴ基因的表达分析
利用软件Ｏｌｉｇｏ６．０设计参照基因１８ＳｒＲＮＡ和

２个目的基因（ＴｈＰ５ＣＳ和 ＴｈδＯＡＴ）ｓＲＴＰＣＲ的特
异引物（表１）。ｓＲＴＰＣＲ扩增体系为２０μＬ：１μＬ
Ｔａｑ酶，２μＬ１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋ Ｆｒｅｅ），１．５μＬ
Ｍｇ２＋（２５ｍｍｏｌ·－Ｌ－１），１．３μＬｄＮＴＰｍｉｘｔｕｒｅ（２．５
ｍｍｏｌ·－Ｌ－１ｅａｃｈ），各 １μＬ５′端和 ３′端引物（１０
ｐｍｏｌ·μＬ－１），１μＬｃＤＮＡ（ｃＤＮＡ浓度大约是１０００
ｎｇ·μＬ－１），１１．２μＬｄｄＨ２Ｏ。ＰＣＲ条件为：９４℃、４
ｍｉｎ；９４℃、３０ｓ，５５℃、３０ｓ，７２℃、３０ｓ，２５个循环；
７２℃、１０ｍｉｎ；４℃终止反应。使用１％的琼脂糖凝胶
电泳检测ＰＣＲ产物［１８］。利用软件Ｏｌｉｇｏ６．０设计内
参基因ＧＡＰＤＨ（Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅ）和２个
目的基因的ｑＲＴＰＣＲ引物（表１）。利用ＡｎａｌｉｔｉｋＪｅ
ｎａｑＴＯＷＥＲ２．２（德国）系统进行 ｑＲＴＰＣＲ。按照
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ试剂盒（Ｒｏｘ）说明书操作，扩增程序为：
５５℃２ｍｉｎ，９５℃ １０ｍｉｎ；９５℃ １５ｓ，６０℃ １ｍｉｎ，进行
４０个循环。随后设置６０℃至９５℃，生成融解曲线。

每个样品进行３个技术性重复，２０μＬ的反应体系
中包含：２μＬ稀释后的ｃＤＮＡ（稀释比例为１∶３，稀释
后的ｃＤＮＡ浓度大约是３５０ｎｇ·μＬ－１），１０μＬＦａｓｔ
ＳｔａｒｔＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒ（Ｒｏｘ），６ｐｍｏｌ上
游引物，６ｐｍｏｌ下游引物以及６．８μＬｄｄＨ２Ｏ。基因
的相对表达量按照２－ΔΔＣｔ方法进行计算［１９］；试验数

据经 ＳＰＳＳ１９．０软件统计分析并绘图；数据采用
Ｄｕｎｃａｎ法（Ｐ＜０．０５）进行单因素方差分析。

２　结果与分析
２．１　ＴｈδＯＡＴ和ＴｈＰ５ＣＳ基因的克隆

利用３′ＲＡＣＥ扩增技术获得 ２个编码中山杉
δＯＡＴ和Ｐ５ＣＳ基因长度分别为２２９ｂｐ和２４２ｂｐ的
３′端序列，利用５′ＲＡＣＥ扩增技术获得编码中山杉
δＯＡＴ和Ｐ５ＣＳ基因长度分别为９５ｂｐ和７６３ｂｐ的
５′端序列（表２）。经过序列比对分析，得到编码中
山杉δＯＡＴ和Ｐ５ＣＳ基因的全长，长度分别是１８１８
ｂｐ和２５５０ｂｐ（表２）。编码中山杉δＯＡＴ的基因包
含１个长度为１４９４ｂｐ的ＯＲＦ开放阅读框，共编码
４９７个氨基酸；编码中山杉Ｐ５ＣＳ的基因包含１个长
度为１５４５ｂｐ的ＯＲＦ开放阅读框，共编码５１４个氨
基酸（表２）。
２．２　ＴｈδＯＡＴ和ＴｈＰ５ＣＳ基因的序列分析

利用ＴＡＩＲ网站，将编码中山杉 δＯＡＴ和 Ｐ５ＣＳ
基因序列分别与拟南芥 ＡＴ５Ｇ４６１８０．１；ＡＴ３Ｇ５５６１０．
１基因序列进行比对，其序列相似性分别为８２％和
８６％；将２个基因的蛋白质氨基酸序列在 ＧｅｎＢａｎｋ
中进行 Ｂｌａｓｔ搜索，发现编码 ＯＡＴ的基因与樟子松
（ＰｉｎｕｓｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓＬ．ＣＡＪ７６０７０．１）的蛋白序列相似性
为９２％；编码Ｐ５ＣＳ的基因与花烛属植物（Ａｎｔｈｕｒｉｕｍ
ａｍｎｉｃｏｌａＪＡＴ４０２７１．１）的蛋白序列相似性为８７％，将
２个基因命名为ＴｈδＯＡＴ和ＴｈＰ５ＣＳ。

表２　ＴｈδＯＡＴ和ＴｈＰ５ＣＳ的序列分析
Ｔａｂｌｅ２　ＦｅａｔｕｒｅｓｏｆｔｈｅＴｈδＯＡＴａｎｄＴｈＰ５ＣＳ

Ｇｅｎｅ＿ＩＤ
Ｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈ
ｃＤＮＡ／ｂｐ

５′ＵＴＲ／ｂｐ３′ＵＴＲ／ｂｐ ＯＲＦ／ｂｐ
预测多肽Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｐｅｐｔｉｄｅ
ＭＷ／ｋＤａ ＰＩ ＧＲＡＶＹ

二级结构预测Ｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ
Ｈｈ／％ Ｅｅ／％ Ｔｔ／％ Ｃｃ／％

ＴｈδＯＡＴ １８１８ ９５ ２２９ １４９４ ５５．１１ ６．２６ －０．１７４ ４４．０６ １１．４７ ０．００ ４４．４７
ＴｈＰ５ＣＳ ２５５０ ７６３ ２４２ １５４５ ５５．３２ ６．３５ ０．０３６ ３６．１９ １８．０９ ０．００ ４５．７２

　　 利 用 ＥｘｐａｓｙＰｒｏｔｐａｒａｍ 工 具 对 ＴｈδＯＡＴ和
ＴｈＰ５ＣＳ序列进行在线分析，推测 ＴｈδＯＡＴ蛋白质
的分子量为５５．１１ＫＤ，理论等电点为６．２６，平均亲
水系数为－０．１７４，为亲水性蛋白；ＴｈＰ５ＣＳ蛋白质的
预测分子量为５５．３２ＫＤ，理论等电点为６．３５，平均

亲水系数为０．０３６，为疏水性蛋白。利用ＧＯＲ４软件
预测蛋白二级结构，结果显示：ＴｈδＯＡＴ蛋白由３种
结构模块组成，分别是４４．０６％的 α螺旋，１１．４７％
的延伸链和４４．４７％的随机卷曲；而 ＴｈＰ５ＣＳ蛋白是
由３６．１９％的 α螺旋，１８．０９％的延伸链和４５．７２％
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的随机卷曲组成的。

使用ＭＥＧＡ５．１软件并选择最大似然法（Ｍａｘｉ
ｍｕｍＬｉｋｅｌｉｈｏｏｄｍｅｔｈｏｄ）进行系统发育树的构建，ｂｏｏｔ
ｓｔｒａｐ自检值设为１０００。选择其他物种：樟子松（Ｐｉ
ｎｕｓｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓＬ．ＣＡＪ７６０７０．１）、梅（ＰｒｕｎｕｓｍｕｍｅＳｉｅｂ．
ｅｔＺｕｃｃＸＰ＿００８２２５５０６．１）、菠萝（ＡｎａｎａｓｃｏｍｏｓｕｓＬ．
ＸＰ＿０２００９２４７９．１）、油棕（ＥｌａｅｉｓｇｕｉｎｅｅｎｓｉｓＪａｃｑ．ＸＰ＿
０１０９４０９８８．１）、桐油树（ＪａｔｒｏｐｈａｃｕｒｃａｓＬ．ＡＫＨ８０２９２．
１）、烟草植物（ＮｉｃｏｔｉａｎａａｔｔｅｎｕａｔａＸＰ＿０１９２５９９８１．１）、
蓖麻（ＲｉｃｉｎｕｓｃｏｍｍｕｎｉｓＬ．ＸＰ＿００２５１９６４７．２）、白梨
（Ｐｙｒｕｓ×ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉＲｅｈｄ．ＸＰ＿００９３６０９１５．１）、甜
瓜（ＣｕｃｕｍｉｓｍｅｌｏＬ．ＸＰ＿００８４４４４９１．１）、平邑甜茶
（ＭａｌｕｓｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓＲｅｈｄ．ＡＥＯ５１０６３．１）、二穗短柄草
（ＢｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍｄｉｓｔａｃｈｙｏｎＬ．ＸＰ＿００３５６１９４９．１）、斑茅
（ＳａｃｃｈａｒｕｍａｒｕｎｄｉｎａｃｅｕｍＬ．ＡＢＶ０３８１８．１）参与Ｔｈδ
ＯＡＴ多重序列比对和系统进化树的构建。选择其他

物种：油棕（ＥｌａｅｉｓｇｕｉｎｅｅｎｓｉｓＬ．ＸＰ＿０１０９３１２００．１）、菠
萝（ＡｎａｎａｓｃｏｍｏｓｕｓＬ．ＸＰ＿０２０１１４０９１．１）、甜瓜（Ｃｕｃｕｍｉｓ
ｍｅｌｏＬ．ＸＰ＿００８４４１４００．１）、海枣（ＰｈｏｅｎｉｘｄａｃｔｙｌｉｆｅｒａＬ．
ＸＰ＿００８７７７６６８．１）、可可树（ＴｈｅｏｂｒｏｍａｃａｃａｏＬ．ＸＰ＿
０１７９７６９８０．１）、荷花（ＮｅｌｕｍｂｏｎｕｃｉｆｅｒａＧｅｒｔｎ．ＸＰ＿
０１０２６３７７４．１）、巨 桉 （ＥｕｃａｌｙｐｔｕｓｇｒａｎｄｉｓＬ．ＸＰ＿
０１００６７４５６．１）、花 烛 属 植 物 （Ａｎｔｈｕｒｉｕｍ ａｍｎｉｃｏｌａ
ＪＡＴ４０２７１．１）、胡桃（ＪｕｇｌａｎｓｒｅｇｉａＬ．ＸＰ＿０１８８０９０８４．１）、
毛果杨（ＰｏｐｕｌｕｓｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａＥＥＦ０１３７３．１）、棉花（Ｇｏｓｓｙｐｉ
ｕｍａｒｂｏｒｅｕｍＬ．ＡＣＩ６２８６５．１）、枣（ＺｉｚｉｐｈｕｓｊｕｊｕｂａＭｉｌｌ．
ＸＰ＿０１５８９７１４８．１）参与ＴｈＰ５ＣＳ多重序列比对和系统进
化树的构建。多重序列比对结果显示：ＴｈδＯＡＴ、
ＴｈＰ５ＣＳ分别与其他物种基因的同源性都较高（图１、图
２）。系统进化树构建结果显示：中山杉ＴｈδＯＡＴ与樟
子松亲缘关系较近，中山杉ＴｈＰ５ＣＳ与花烛属植物亲缘
关系较近，聚为一个分支（图３、４）。

注：ＴｈδＯＡＴ氨基酸序列包括完整的鸟氨酸转氨酶功能区。

Ｎｏｔｅ：ＳｅｑｕｅｎｃｅｃｏｎｔａｉｎｓａｃｏｍｐｌｅｔｅｓｅｔｏｆｒｏｃＤ（ｏｒｎｉｔｈｅｏｘｏａｃｉｄｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ）

图１　ＴｈδＯＡＴ氨基酸序列与其他物种氨基酸序列的多重序列比对

Ｆｉｇ．１　ＭｕｌｔｉａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＴｈδＯＡＴａｎｄｏｔｈｅｒδＯＡＴｓ
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注：Ｐ５ＣＳ氨基酸序列中具有４个保守域，Ⅰ，亮氨酸保守域；Ⅱ，谷氨酸激酶保守域；Ⅲ，ＮＡＰＤＨ结合保守域；Ⅳ，谷氨酸半醛脱氢酶保

守域。

Ｎｏｔｅ：Ｓｅｑｕｅｎｃｅｃｏｎｔａｉｎｓｆｏｕｒｃｏｎｓｅｒｖｅｄｄｏｍａｉｎｓ，Ⅰ，ｌｅｕｃｉｎｅ；Ⅱ，ｇｌｕｔａｍｙｌｋｉｎａｓｅ；Ⅲ，ＮＡＰＤＨｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ，ａｎｄⅣ，ｇｌｕｔａｍａｔｅ５ｓｅｍｉ

ａｌｄｅｈｙｄｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ．

图２　ＴｈＰ５ＳＣ氨基酸序列与其他物种氨基酸序列的多重序列比对

Ｆｉｇ．２　ＭｕｌｔｉａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＴｈＰ５ＳＣａｎｄｏｔｈｅｒＰ５ＳＣｓ
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图３　中山杉ＴｈδＯＡＴ蛋白的进化树

Ｆｉｇ．３　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｔｈｅＴｈδＯＡＴ

２．３　ＴｈδＯＡＴ和ＴｈＰ５ＣＳ基因表达分析
分别以干旱胁迫处理０ｄ（Ｓ０），连续干旱８ｄ

（Ｓ１），以及复水９ｄ（Ｓ２）的ｃＤＮＡ为模板，通过半
定量与定量ＰＣＲ技术对ＴｈδＯＡＴ和ＴｈＰ５ＣＳ基因
的表达特性进行分析。与前期获得的脯氨酸含

量变化趋势相一致［１５］，干旱处理后，ＴｈＰ５ＣＳ的
表达量在中山杉 ４０７及其父母本中均显著上调
（Ｐ＜０．０５）（图５），其中，中山杉４０７ＴｈＰ５ＣＳ的

图４　中山杉ＴｈＰ５ＣＳ蛋白的进化树

Ｆｉｇ．４　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｔｈｅＴｈＰ５ＣＳ

表达量是对照的４．３８倍；落羽杉和墨杉 ＴｈＰ５ＣＳ表
达量分别为对照的 ２．０８倍和 ２．１３倍。复水后，
ＴｈＰ５ＣＳ的表达量均呈下降的趋势。ＴｈδＯＡＴ基因
在中山杉４０７及落羽杉中表达量均显著低于对照
（Ｐ＜０．０５），复水后表达量变化不明显；而在母本墨
杉中，干旱环境使得 ＴｈδＯＡＴ表达量显著上调（Ｐ＜
０．０５），达到对照的２．６７倍，复水后，基因表达量显
著下降（Ｐ＜０．０５）。

注：不同字母表示基因的相对表达量差异显著（Ｐ＜０．０５）。Ｎｏｔｅ：ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔｔｈｅＰ＜０．０５ｌｅｖｅｌ．

图５　干旱及复水情况下ＴｈδＯＡＴ和ＴｈＰ５ＣＳ基因的表达情况

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴｈδＯＡＴａｎｄＴｈＰ５ＣＳｕｎｄｅｒｄｒｏｕｇｈｔｓｔｒｅｓｓａｎｄｒｅｗａｔｅｒｉｎｇ

２３１



第４期 王芝权，等：中山杉４０７ＴｈＰ５ＣＳ和ＴｈδＯＡＴ的克隆及干旱胁迫下的表达分析

３　讨论
植物在干旱环境下会主动积累渗透调节物质，

维持细胞的膨压以抵御胁迫损害［２０］。脯氨酸是植

物细胞最重要的渗透调节物质之一，它以游离状态

存在于细胞中，在逆境环境下大量积累，以维持细胞

的结构与功能，在胁迫结束的恢复阶段，脯氨酸又作

为营养物质为细胞的新陈代谢活动提供能量［５，２１］。

前期的研究结果表明，在自然干旱胁迫下，中山杉及

其亲本会大量积累脯氨酸，复水后，脯氨酸含量下降

接近正常水平［１５］。

本研究从中山杉４０７中克隆编码合成脯氨酸关
键酶的基因，根据多重序列比对、保守结构域分析以

及系统进化分析，确定获得２个全长基因，编码中山
杉４０７Ｐ５ＣＳ和 δＯＡＴ的合成，分别命名为 ＴｈＰ５ＣＳ
和ＴｈδＯＡＴ。

中山杉４０７及其亲本在模拟自然干旱的环境
下，其ＴｈＰ５ＣＳ基因的表达量显著上调，这种变化趋
势与刘静静等［２２］关于大蒜芥（Ｓｉｓｙｍｂｒｉｕｍａｌｔｉｓｓｉｍｕｍ
Ｌ．）在干旱胁迫下的ＳａＰ５ＣＳ１基因的表达研究结果
相似。而在干旱结束后的复水环境下，ＴｈＰ５ＣＳ表达
水平呈降低的趋势，这可能是一种补偿机制，植物通

过降解脯氨酸为细胞恢复提供能量保障［２３］。在整

个干旱－复水过程中，ＴｈＰ５ＣＳ在所有供试植物中的
表达趋势与前期获得的脯氨酸含量变化趋势表现一

致［１５］，这说明对于中山杉４０７及其亲本，ＴｈＰ５ＣＳ基
因的诱导表达，在植物处于正常和胁迫条件下脯氨

酸的水平的调控中起着重要作用。杨成民等［２４］通

过转基因技术在黑麦草（ＬｏｌｉｕｍｐｅｒｅｎｎｅＬ．）体内过
表达Ｐ５ＣＳ基因，使转基因植株较对照植株积累更
多的脯氨酸，增强了黑麦草对干旱胁迫的耐受能力。

同时，Ｗｅｉ等［２５］对百合属（Ｌｉｌｉｕｍ）植物的研究中也
发现Ｐ５ＣＳ基因在脯氨酸积累和耐非生物胁迫特性
方面扮演了重要角色。综合表明，Ｐ５ＣＳ基因与植物
耐旱性有重要的联系。

δＯＡＴ作为鸟氨酸途径的限速酶，在植物应激
反应中也起到很重要的作用［２６］。干旱环境下，斑茅

δＯＡＴ基因受到诱导表达上调［９］。本研究中，墨杉

ＴｈδＯＡＴ在干旱胁迫下表达量显著上调，但在中山
杉及落羽杉中的表达显著下调，且复水后表达量变

化不明显。这种差异的原因可能是植株体内的氮元

素含量有所不同。研究发现，在渗透胁迫条件下，δ
ＯＡＴ和 Ｐ５ＣＳ的表达与植物体内的氮素水平有

关［１０］。在氮元素含量较低的情况下，谷氨酸途径在

脯氨酸合成中占主要地位［２７］。由于鸟氨酸途径的

限速酶是 δＯＡＴ，所以在氮元素含量较低时该酶的
活性较低，进而调控该酶表达的 δＯＡＴ基因也相应
下调［２７］。可见，干旱胁迫下中山杉及亲本脯氨酸累

积主要是通过谷氨酸途径，Ｐ５ＣＳ基因的过量表达可
以在一定程度上增加落羽杉属植物的耐旱性［２８］。

４　结论
干旱胁迫下ＴｈδＯＡＴ和 ＴｈＰ５ＣＳ基因的正反方

向调节是中山杉４０７及其亲本在干旱胁迫与恢复状
态下控制脯氨酸水平的关键机制，ＴｈδＯＡＴ和
ＴｈＰ５ＣＳ基因的过量表达在一定程度上可以增加落
羽杉属植物的耐旱性。此外，ＴｈＰ５ＣＳ的表达量明显
高于ＴｈδＯＡＴ，说明干旱胁迫下，中山杉４０７及其亲
本脯氨酸的积累主要依靠ＴｈＰ５ＣＳ的调控。
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