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基因克隆及相关特性鉴定
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要$该研究从毛白杨中克隆到
#

个
:20

类谷胱苷肽
!*

转移酶"

;<=

#基因"

"#$%!&')

#!编码
!#$

个氨基酸&表

达模式分析发现!

"#$%!&')

在正常生长'

>

!

?

!

和莠去津处理后的茎'叶以及茎的韧皮部均表达!属于组成型表达

基因&在大肠杆菌中表达并纯化了
:@6;<=A)

重组蛋白!酶学性质分析表明
:@6;<=A)

对
BCDE

'

DEC*B1

'

DEB

和

BF.*??>

等
)

种底物均有活性&动力学分析发现!

:@6;<=A)

对
;<>

具有较高的亲和力!而对
BCDE

的亲和力

相对较低&在不同
G

>

及温度条件下对
:@6;<=A)

蛋白进行活性检测!发现
:@6;<=A)

在
G

>(4+

"

#"4+

范围内或

$"H

"

%"H

温度范围内有较高的活性&研究推测!

:@6;<=A)

可能在毛白杨的抗逆生理中发挥重要作用&

关键词$谷胱苷肽
!*

转移酶%毛白杨%表达模式%酶学性质分析
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植物在生长发育过程中经常遭遇各种逆境胁

迫!如干旱'高温'低温'高盐和各种有毒物质等!这

些逆境条件能够抑制植物的正常生长发育(

#

)

&植物

在长期的进化过程中已经发展出多种系统来抵抗逆

境胁迫的危害!包括各种酶类和非酶类物质!如抗氧

化酶类'谷胱苷肽
!*

转移酶'晚期胚胎发生富集蛋

白"

P-J

#'甜菜碱和海藻糖等(

!*%

)

&谷胱苷肽
!*

转

移酶"

9

1F@/@2068L!*@T/8QOLT/QL

!

;<=

!

-B4!4+4#4

#,

#是一类具有解毒'抗逆'催化细胞内的多种复合

物与还原型谷胱苷肽"

;<>

#结合和信号转导等多

种生理功能的蛋白质超家族!广泛分布于植物'动

物'真菌和细菌中&植物谷胱苷肽
!*

转移酶的主要

功能是参与植物的解毒代谢!它催化生物体内源或

外源的亲电子化合物与还原型谷胱苷肽"

;<>

#结

合!使其能够被转运进液泡!达到解毒的功能(

$

)

&植

物
;<=

基因家族主要包含
,

种类型$
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'
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=2L@/

'

NL@/

'

C>JY

'

P/.[R/

'

=B>IC

和
-A#E

#

&

:20

类是植物特有的
;<=

类型!在植物抵抗逆境胁

迫以及生长发育过程中发挥重要作用(

(

)

&例如!在

烟草"

432$#3/./#/5/2),

#中过量表达玉米"

6-/

,/

7

+

#的一个
:20

类
%!&

后!转基因烟草对除草剂

甲草胺的抗性增强(

,

)

%在拟南芥"

89/53:$

(

+3+#;/*3<

/./

#中过量表达一个
:20

类
%!&

可以明显增强转

基因植株对紫外线辐射损伤的耐受性(

&

)

&

毛白杨"

"$

(
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#为杨柳科!

杨属大乔木!广泛分布于中国北方地区!其树干端

直!高大挺拔!适应性强!是优良的园林绿化及造林

树种!且其生长迅速!木材轻而细密!是优良的用材

树种(

#"

)

&对毛白杨中抗性相关基因的研究将有助

于揭示毛白杨的抗逆机理!并将有助于利用抗性基

因对毛白杨进行遗传改良&先前已从毛白杨中克隆

到
!

个
:20

类
%!&

基因!并对其表达分布和编码蛋

白质的生化性质进行了鉴定(

##

)

!然而在毛白杨中是

否还存在其他
:20

类
%!&

基因!其编码蛋白的生化

性质如何并不清楚&在本研究中!从毛白杨中克隆

到另外
#

个
:20

类
%!&

基因!并对其进行了系统发

生关系'表达模式'蛋白结构和生化性质等方面的分

析!为深入揭示毛白杨的抗逆机理奠定了基础&

#

!

材料和方法

848

!

实验材料

实验材料毛白杨取自中国科学院北京植物园&

89:

!

毛白杨
1#&2034!

基因的克隆

取新鲜的毛白杨叶片组织约
"4#

9

!按照

E06=L]L

公司植物总
YDJ

提取试剂盒说明书提取

毛白杨叶片的总
YDJ

!并用
=/]/Y/

公司反转录试

剂盒将总
YDJ

反转录合成
5CDJ

&根据毛果杨

"#%!&')

基因序列设计引物
:@6;<=A)*-K#

"

J;*

;J=BBJ=;;BJ;JJJ=BJ==JJJ;=

#和
:@6*

;<=A)*-K!

"

=JJ;B====JB==;==BJ=;;B*

JJB;J

#&以毛白杨叶
5CDJ

为模板!利用引物

:@6;<=A)*-K#

*

-K!

进行
:BY

扩增&

:BY

产物

经
#̂

琼脂糖凝胶电泳检测!用鼎国公司的
CDJ

纯

化回收试剂盒纯化回收目的条带!将纯化产物连接

入全式金公司的
G

-J<M*=$

载体&将构建好的重

组质粒转化大肠杆菌
_̀ #"&

感受态细胞!挑选多个

阳性克隆进行测序&

84;

!

系统发生关系分析

将
"#$%!&')

基因编码的氨基酸序列与其他

植物
;<=

的氨基酸序列通过
`U<BP-

网站"

2@*

@

G

$**

XXX4L[04/54Fa

*

=661Q

*

.Q/

*

.FQ51L

*#进行比

对!并手动校对&利用
-̀;JV4+4!4#

软件构建

D_

进化树!

E66@Q@T/

G

值为
#"""

&

89!
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毛白杨
1#&2034!

基因的组织表达分析

分别用
+4"̂ >

!

?

!

和
#4+̂

莠去津喷洒毛白

杨植株&处理
#!2

后!用
E06=L]L

公司植物总

YDJ

提取试剂盒分别提取毛白杨茎'叶和茎韧皮部

的总
YDJ

!并用
=/]/Y/

公司反转录试剂盒反转录

合成
5CDJ

&根据测序得到的
"#$%!&')

基因的序

列!设计引物
:@6;<=A)*<:#

"

B=B=BJJBJ;B*

=JB;BJJB;

#和
:@6;<=A)*<:!

"

;B=BBBJ;=*

=BJ;B===;J

#!进行组织表达分布检测&

Y=*

:BY

反应程序为$

&)H

预变性
$.08

%

&)H$"Q

!

++

H)"Q

!

(!H#.08

!

$+

个循环%最后
(!H

延伸
$

.08

!内标为毛白杨
82#3.

基因!引物为
:@J5@08*#

"

;J;JBB==BJJBJB=BB=;B=J=;

#和
:@J5*

@08*!

"

BJ;;=BJJ;JB;JJ;JJ=;;B

#&

89<

!
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蛋白结构模拟

以拟南芥
:20

类
;<=

"

:CE

$

#;Db

#晶体结构

为模板!以分子模拟软件
W8Q0

9

2@

$

中的
J10

9

8!C

程序进行序列比对&运用蛋白结构模拟模块
6̀R*

L1LT

进行三维结构模拟!并用
G

T6O01L*$C

程序对模

拟的结构进行校验!挑选校验值最高的模拟结构&

89B

!

=-$>?@A!

蛋白的表达和纯化

用限制性内切酶
=/,>

%

和
>3.R

&

酶切

:@6;<=A)

*

G

-J<M*=$

重 组 质 粒!将 酶 切 后 的

"#$%!&')

基因片段连接到
G

-=$"/

表达载体中!

使表达的
:@6;<=A)

蛋白前端带有
%c>0Q

的标

签!将构建好的重组质粒转入大肠杆菌
EP!#

"

C-$

#

感受态细胞&将
:@6;<=A)

重组表达菌接种于含

有卡那霉素的
PE

培养基中培养过夜!然后按

#d#""

比例将菌液稀释后扩大培养至
8

%""

为
"4+

!

加入
W:=;

至终浓度为
"4#..61

+

P

'#

!

$(H

培养

过夜&将诱导蛋白表达后的菌液于
)H

'

%+""c

9

离心
#".08

!收集菌体!用缓冲液
J

"

!"..61

+

P

'#

咪唑'

"4+.61

+

P

'#

D/B1

'

!"..61

+

P

'#

D/

$

:?

)

!

G

>(4+

#重悬菌体!将重悬后的菌体置于冰上进行

超声破碎裂解&

)H

'

#""""c

9

离心
#".08

!分别

取少量菌体'超声破碎离心后的上清液和沉淀!经

<C<*:J;-

检测目的蛋白的表达情况&用缓冲液

J

平衡
D0

亲和层析柱"购自于
J.LTQ2/.:2/T./*

50/E06@L52

公司#!将超声破碎离心后得到的上清液

上样至平衡后的
D0

亲和柱!结合
$".08

后以缓冲

液
J

洗脱杂蛋白!最后用缓冲液
E

"

"4+.61

+

P

'#

"($!

西
!

北
!

植
!

物
!

学
!

报
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
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D/B1
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!"..61
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P

'#

D/

$
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!

G

>(4+

#洗脱目的蛋白!收集目的蛋白洗脱峰进行

蛋白的生化性质检测&

89C

!
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蛋白生化特性检测

选用
BCDE

'

CBDE

'

DEB

'

DEC*B1

'

>-C

'

C>J

'

O1F6T6R0OL8

和
BF.*??>

等
,

种底物对
:@6;<=A)

进

行酶学性质分析&

:@6;<=A)

对
BCDE

'

CBDE

和

DEB

的催化活性参照
>/[0

9

等(

#!

)的方法!对
DEC*B1

的催化活性参照
Y0550

等(

#$

)的方法!对
>-C

'

C>J

'

O1F6T6R0OL8

和
BF.*??>

的催化活性参照
-RX/TRQ

等(

#)

)的方法&所有的测活反应都在
!+H

进行!活性

测定用
-V61F@068$""

紫外可见分光光度计"

=2LT*

.6

#&以
BCDE

为底物!参照
MFL8

等(

#+

)的方法测定

:@6;<=A)

在不同
G

>

下的催化活性&在
#+H

"

("

H

范围内!以
+H

为间隔测定
:@6;<=A)

在不同温度

下的催化活性&蛋白浓度通过测量蛋白溶液在
8

!,"

的吸光度值确定&

动力学常数通过测量
:@6;<=A)

在不同浓度

;<>

和
BCDE

条件下的催化活性进行分析&在

:@6;<=A)

对
;<>

的动力学分析时!固定
BCDE

的浓度为
#4"..61

+

P

'#

!通过测量
;<>

浓度范

围为
"4#

"

#4"..61

+

P

'#时
:@6;<=A)

在不同

;<>

浓度条件下的催化活性获得&在
:@6;<=A)

对
BCDE

的动力学分析时!固定
;<>

的浓度为
#4"

..61

+

P

'#

!通过测量
BCDE

浓度范围为
"4%

"

!4"

..61

+

P

'#时
:@6;<=A)

在不同
BCDE

浓度条件

下的催化活性获得&酶动力学参数利用
>

7G

LT$!

程序"

2@@

G

$**

26.L

G

/

9

L48@1X6T1R456.

*

S

6284L/Q@*

LT[

7

*

2

7G

LT$!42@.1

#!通过非线性回归分析获得&

!

!

结果与分析

:98

!

毛白杨
1#&2034!

基因克隆

以毛白杨叶
5CDJ

为模板!利用引物
:@6;<=A)*

-K#

*

!

克隆得到
"#$%!&')

的
5CDJ

序列&

"#$%!&')

的
5CDJ

序列包含
%)![

G

的开放阅读框"包括终止

密码子#!编码
!#$

个氨基酸"图
#

#!预测分子量为

!$4(aC

!与毛白杨
:@;<=A)

的氨基酸序列相似性

为
&)4)̂

&保守结构域分析发现!

"#$%!&')

基因

所编码的蛋白含有
:20

类
;<=

结构域!表明本研究

克隆到的基因是
:20

类
%!&

基因&

:9:

!

植物
=*&

类
203

基因的系统发生关系分析

选取代表不同进化历史的苔藓植物小立碗藓

"

";

7

+2$,3#9-**/

(

/#-.+

#'蕨类植物江南卷柏"

!-*/<

?

3.-**/,$-**-.:$9

@@

33

#'裸子植物油松 "

"3.)+

#/5)*3

@

$9,3+

#'单子叶植物水稻和玉米!以及双子叶

植物拟南芥和毛果杨"

"$

(

)*)+#932;$2/9

(

/

#的
:20

类
%!&

基因为研究对象!并将其他类型的植物

%!&

基因!包括
=2L@/

'

C>JY

'

NL@/

'

=/F

和
P/.[*

R/

等类型加入到系统发生关系分析中&系统发生

关系分析发现!所有的植物
:20

类
%!&

基因聚为一

支!支持率为
&,̂

!支持本研究克隆到的基因为
:20

类
%!&

基因&

"#$%!&')

与毛果杨的
"#%!&')

聚在一起!且支持率为
#""̂

!表明
"#$%!&')

为

"#%!&')

的直系同源基因"图
!

#&
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毛白杨
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基因的表达模式分析

利用反转录
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方法研究
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基因在

正常生长条件!以及
>

!

?

!

和莠去津胁迫处理条件

下在不同部位"茎'叶和茎韧皮部#的表达分布&结

果发现!

"#$%!&')

基因在检测的所有生长条件下

的所有部位均表达"图
$

#!表明
"#$%!&')

基因是

组成型表达基因!可能在毛白杨的生长发育过程中!

在各种生长条件下的各个部位均发挥重要作用&
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对模拟结构进行

校验!发现除
B

末端的
%

个氨基酸残基得分为负值

外!其余位点的得分均为正值!表明模拟结构具有较

高的可信度"图
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螺旋组成的
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图
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图
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同类型的
;<=

中通常比较保守!
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第二底物结合的位点!在不同
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较大&
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毛白杨
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G

-=$"/

*

:@6;<=A)

转化大肠杆菌

感受态细胞!经
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诱导蛋白表达!发现
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蛋白"图
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BF.*??>

'

>-C

'

C>J

和
CBDE

等多

图
)

!

毛白杨
:@6;<=A)

蛋白三维结构的模拟
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蛋白在大肠杆菌中的表达和纯化
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种底物的活性&

:@6;<=A)

对
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和
C>J

等
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种 底 物 均 没 有 催 化 活 性&
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对
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'
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和
BF.*??>

的催化活性分别为"
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以
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和
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为底物!对
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进行动

力学分析&动力学分析发现!
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对
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有

比较高的亲和力!对
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的
A

.

值为"

"4"&,f

"4""%

#

..61

+

P

'#

!对
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同
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下的催化活性!发现
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范

围内有比较高的催化活性&当检测的
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为
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时!
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在
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为
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:@6;<=A)

的活性值均高于最高活性

的
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&当
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低于
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时!

:@6;<=A)

不能够进行催

化"图
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#!说明
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能在碱性的细胞环境中
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发挥作用!而在酸性的细胞环境中则不能发挥作用&

检测
:@6;<=A)

在不同温度下的催化活性!发

现
:@6;<=A)

在高温下有比较高的催化活性&在

#+H

"

+"H

的范围内!随着温度的升高!

:@6;<=A)

的催化活性不断增加!当温度为
+"H

时!

:@6;<=A)

催化活性最高&在温度范围为
$" H

"

%" H

之间

时!

:@6;<=A)

的活性值均高于最高活性的
)&̂

"图
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#!这预示着
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对于植物在高温条

件下抵抗逆境胁迫具有作用&

$
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讨
!

论

植物
;<=

基因家族包含
,

种类型(

(

)

!其中
=/F

和
:20

是最大的
!

种类型!如拟南芥中含有
!,

个
=/F

和
#$

个
:20

类
;<=

!毛果杨中含有
+,

个
=/F

和
&

个

:20

类
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(
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)

&本研究对保守结构域分析发现!

:@6;<=A)

蛋白具有
:20

类
;<=

结构域&另外!选取

苔藓植物'蕨类植物'裸子植物'被子植物中的双子叶

和单子叶植物
:20

类
;<=

!以及其他类型
;<=

共同

进行系统发生关系分析发现!

:@6;<=A)

与所有其他

植物的
:20

类
;<=

聚成一枝&因此!保守结构域和

系统发生关系分析都支持本研究克隆得到的

"#$%!&')

基因是
:20

类
;<=

基因&包括先前从毛

白杨中克隆到
!

个
:20

类
;<=

基因(

##

)

!已经从毛白

杨中克隆得到
$

个
:20

类
;<=

基因!而与毛白杨亲

缘关系很近的毛果杨中含有
&

个
:20

类
;<=

!因此!

在毛白杨中可能还存在其他
:20

类
;<=

同源基因&

$($!

#!

期
!!!!!!!!!!!!

韩学敏!等$毛白杨
"#$%!&')

基因克隆及相关特性鉴定



先前对其他物种中
%!&

的研究发现!毛果杨的

&

个
:20

类
%!&

中有
(

个是组成型表达基因(

#(

)

!油

松中
(

个
:20

类
%!&

都是组成型表达(

#,

)

!毛白杨

的
"#$%!&'#

和
"#$%!&'!

也是组成型表达(

##

)

&

本研究发现!

"#$%!&')

在各种生长条件下的茎'叶

和茎的韧皮部中均表达!说明
"#$%!&')

也是组成

型表达基因&这表明在裸子植物和被子植物的不同

物种中!大多数
:20

类
;<=

可能都是组成型表达的

基因!可能在植物的生长发育过程中!在不同生长条

件下!不同部位均发挥重要作用&

系统发生关系分析发现!毛白杨
"#$%!&')

与

毛果杨
"#%!&')

是直系同源基因!序列高度相似&

催化活性比较发现!

:@6;<=A)

与
:@;<=A)

对
BC*

DE

'

DEC*B1

和
DEB

均有酶学活性!而对
CBDE

和

C>J

均没有酶学活性%但两者的催化活性不同!

:@;<=A)

对
BCDE

'

DEC*B1

和
DEB

等
$

种底物的

催化活性分别是
:@6;<=A)

的
(4!

'

#4,

和
#4,

倍!

对
$

种底物的催化活性!

!

个蛋白之间均存在显著

性差异&而且
:@6;<=A)

与
:@;<=A)

对
;<>

的

亲和力不同!

:@6;<=A)

对
;<>

的亲和力是
:@;*

<=A)

的
!"4%

倍!

!

个蛋白对
;<>

的亲和力存在显

著性差异(

#(

)

&这说明毛白杨的
"#$%!&')

和毛果

杨中的直系同源基因
"#%!&')

已经发生了功能的

分化&
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