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个氨基酸蛋白质&生物信息学分析结果显示!
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分析显示!

$

%

)!"#

基因在复水和快速干旱模式下均能表

达&推测
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基因在毛尖紫萼藓的复水和干旱过程中起着重要作用&
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自然界中!植物的生长发育与环境变化密切相

关&环境中存在多种多样的动态因素!如干旱(高

温(低温(高盐碱等!这些因素在特定环境下会对植

物造成不利影响!形成非生物胁迫&在长期的自然

选择下!植物在遭受非生物胁迫时能通过合成一系

列功能保护蛋白来抵抗对其造成的伤害!继续进行

基本正常的生理活动!

D-<

蛋白"

1/877.AW

Y

Q

R

767)

202/AN6V/68

B

WQ87062

!

D-<

#就是其中的一种)

#

*

&



D-<

蛋白首先发现于棉花"
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胚胎发育后期的种子中)
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!主要在种子发育和成熟

阶段表达&但后期研究发现!当植物遭受逆境胁迫

时!
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蛋白也会大量积累!受到诱导表达!是植物

抵御逆境胁迫的主要保护物质之一)
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*等中也有发现&并且
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蛋白的诱导表达无组织专一性!在种子(花粉粒(幼

苗(根(茎(叶等器官中均可被诱导)
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白具有清除活性氧自由基!维持膜结构稳定性!结合

金属离子等功能!这些功能是植物在极端环境下维

持正常生命活动的保障)
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蛋白研究的深入!其家族成员越来

越多!分类依据也有所不同&
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和脱水素基因产物"如脱水素等#!显著特点是

由
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个氨基酸组成的富含赖氨酸的
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片段!具有

分子伴侣和亲水溶剂的作用%第
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蛋白缺乏重复的序列单元!具有较保守

的
;

末端!并可形成
"

)
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蛋白缺乏高度专一性!

在结合细胞脱水过程中有浓缩离子的作用)
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目前有关植物
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基因功能的研究已很多!但
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=//[7VW/

等)

!$

*通过同

源克隆从小立碗藓中获得
.

%

@A=#

基因!该基因

与植物脱水素基因和山墙藓"
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一致性很高!编码甘氨酸!但将其敲除后!在
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类&本研究以毛尖紫萼藓为材料!以其干旱
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用荧光定量
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分析该基因在复水和干旱模式下

的表达情况!以期进一步研究该基因的功能!为苔藓

植物的耐旱机制研究提供理论依据&
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的克隆与表达分析
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基因的生物信息学分析
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基因在复水和干旱模式下的表达

分析
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样品重复
$

次&目标基因的相对表达量采用
!

(

&&

@8

法计算&

!

!

结果与分析

>?=

!

1

2

+34!

基因的克隆与分析

以毛尖紫萼藓干旱
9:;<

文库的
-=>

序列为

基础!参照
$̀)?<@-

试剂盒说明书!扩增出
#

条长

约
'&%A

B

的片段"图
#

!

<

#!经
;@PFP1/28

验证为

完整的
$̀

端序列&将该序列与原
-=>

序列进行拼

接!获得
#

条
+#'A

B

的全长
9:;<

序列!含有
#

个

'*,A

B

的开放阅读框!编码的蛋白质含
#*#

个氨基

酸!并且包含
#!*A

B

的
*̀)O>?

和
!$$A

B

的
$̀)

O>?

"图
!

#&以
$

%

)!"#

基因完整
T?X

序列为基

础设计特异引物!扩增得到
#

条长约
*,$A

B

的片

段!与预期结果一致"图
#

!

P

#&将目的片段回收后

进行测序!结果表明!该序列包含完整的
T?X

!与拼

接序列完全相同!说明拼接结果正确&

>?>

!

1

2

+34!

基因的生物信息学分析

GWQ8

B

/W/.

软件分析该基因编码的蛋白质分子

量约为
#,5,#!E:

!理论等电点为
*5",

!属于酸性蛋

白%负电荷氨基酸残基"

<2

B

dC1N

#总数为
!#

!正电

荷氨基酸残基"

<W

R

dD

Y

2

#总数为
#*

%不稳定系数为

,!&#

西
!

北
!

植
!

物
!

学
!

报
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!"5'+

!属于稳定型蛋白"

#

'"

蛋白稳定#!脂肪系数

为
#""5&$

!总亲水性平均系数为
("5","

!预测该蛋

白为轻度亲水性蛋白&

@Q627W[7V:Q./062

分析发

现!该蛋白具有
D-<

'

!

结构域!属于
D-<

蛋白家

族&

?-G)_#5#

软件显示该蛋白无氨基酸重复序

列&用
=0

R

6/1G'5#

和
>L

B

W7V

软件预测
C

B

)D-<

蛋白无信号肽且无跨膜结构域!全部位于膜外!说明

该蛋白为非分泌型蛋白且不属于膜蛋白&

G=T?>

GW7V0980Q6

软件预测该蛋白定位于细胞质的可信度

为
"5,*"

!定位于叶绿体类囊体膜的可信度为

"5!+"

!定位于叶绿体基质的可信度为
"5!""

!因此

该蛋白的细胞最可能定位于细胞质&

=TLG<

软件预测二级结构表明!该蛋白中形

成
"

螺旋的氨基酸有
$#

个!占总数的
!"5*$e

!主

要集中于
;

端%无规则卷曲由
&'

个氨基酸形成!占

总数的
'%5"#e

!而
@

端主要为无规则卷曲!保守性

差%同时!该蛋白还含有
!,5'%e

的延伸链和
$5%&e

的
'

转角"图
$

#&

图
#

!

$

%

&!"#

基因
$̀)?<@-

"

<

#和
T?X

扩增结果"

P

#

X0

R

5#

!

G@?

B

WQVN982QU$̀)?<@-

"

<

#

/6V

T?X

"

P

#

QU$

%

&!"#

R

767

L5:D!"""

>?B

!

9

+

6D)/

蛋白系统进化树分析

利用
;@PF

的
P1/28

进行毛尖紫萼藓
$

%

&!"#

基因编码氨基酸序列的同源性查找!结果发现!

C

B

)

D-<

蛋白与花旗松"

./-0123/0

4

*)-56(-/((

#(北美

云杉"

.(:-*/(3:8-5/(/

#(甘蔗"

9*::8*'0)2

,,

(:(5*&

'0)

#(高粱"

92'

4

80)<(:2+2'

#(玉米"

D-*)*

7

/

#(大

麦"

A2'1-0);0+

4

*'-

#(野草莓"

E'*

4

*'(*;-/:*

#(

山茶"

F*)-++(*/(5-5/(/

#(大蒜"

#++(0)/*3(;0)

#和

江南卷柏"

9-+*

4

(5-++*)2-++-512'

,,

((

#的
D-<

蛋

白一致性较高!均在
*"e

以上!其中!与花旗松和北

图
!

!

$

%

&!"#

基因核苷酸序列

和推导氨基酸序列

方框中
<>C

代表起始密码!

>C<

代表终止密码%圆中

CCC

和
<<C

代表原
-=>

序列起始处和终止处

X0

R

5!

!

;N917Q80QV727

Z

N7697/6VV7VN97V/.06Q

/90V27

Z

N7697QU$

%

&!"#

R

767

F6837AQS

!

<>C.7/6206080/8QW9QVQ6

!

>C<.7/6287W.06/8QW

9QVQ6

%

CCC/6V<<C06837WQN6VAQS.7/606080/8QW

/6V87W.06/8QWQUQW0

R

06/1-=>27

Z

N7697

图
$

!

$

%

&!"#

基因编码蛋白的二级结构

大写字母为
$

%

&!"#

基因编码的氨基酸序列%

35

"

)

螺旋%

95

无规则卷曲%

75

延伸链%

85

'

)

转角

X0

R

5$

!

=79Q6V/W

Y

28WN98NW7QU8379QV7V

B

WQ8706QU$

%

&!"#

R

767

@/

B

08/117887W2/W79QV7V/.06Q/90V27

Z

N7697QU$

%

&!"#

%

35<1

B

3/3710S

%

95?/6VQ.9Q01

%

75-S876V7V28W/6V

%

85P78/8NW6

&!&#

%

期
!!!!!!!!!!!

沙
!

伟!等$毛尖紫萼藓抗旱相关基因
$

%

&!"#

的克隆与表达分析



图
'

!

$

%

&!"#

基因与其他植物
!"#

基因氨基酸序列系统进化树分析

分支上的数字表示
PQQ828W/

B

验证中基于
#"""

次重复该节点可信度

X0

R

5'

!

G3

Y

1Q

R

7678098W77QU/.06Q/90V27

Z

N76972QU$

%

&!"#/6VQ837W

B

1/68!"#

R

7672

>376N.A7W2Q6837AW/69372W7

B

W72768837W710/A0108

YB

7W9768QUAQQ828W/

B

2[/1N72A/27VQ6#"""W7

B

109/80Q62

图
*

!

复水"

<

#和快速干旱"

P

#模式下
$

%

&!"#

基因的表达分析

X0

R

5*

!

-S

B

W7220Q6/6/1

Y

202QU$

%

&!"#

R

767N6V7WW73

Y

VW/80Q6

"

<

#

/6V

Z

N09EV73

Y

VW/80Q6

"

P

#

美云杉的一致性最高!分别为
,"e

和
*+e

!这说明

在长期的进化中!

!"#

基因的结构也在进化!但是

相对保守的&

由系统进化树可知"图
'

#!以上物种被聚为两

大支!一支为被子植物!另一支为苔藓植物(蕨类植

物和裸子植物&其中!毛尖紫萼藓与裸子植物"花旗

松和北美云杉#的亲缘关系最近!与被子植物"甘蔗

和高粱#的亲缘关系最远&

>?C

!

1

2

+34!

基因在复水和快速干旱模式下的

表达

利用实时荧光定量
G@?

对不同复水时间和快

速干旱时间下
$

%

&!"#

基因表达情况进行分析

"

@\

表达量定义为
#

#!结果显示!在复水处理过程

中"图
*

!

<

#!

$

%

&!"#

基因在复水
#3

时表达量最

高!约为对照的
#"5'

倍!

$3

时表达量下降!当复水

,3

时表达量低于
@\

!表达受到抑制!之后呈现先

下降(后上升再下降的趋势!在复水
*V

时表达量同

@\

表达量相当&在快速干旱处理过程中"图
*

!

P

#!

$

%

&!"#

基因的表达量呈现升高的趋势!尤其是快

速干旱
#".06

后大幅度升高!但快速干旱
$".06

和
,".06

时表达量变化不太明显!呈相当水平!分

别为对照的
#"5%

倍和
##5'

倍&这说明
$

%

&!"#

基因的表达除了在复水
,3

时受到抑制!其余处理

时间明显受到诱导!推断该基因在毛尖紫萼藓的复

水和干旱过程中起着重要作用&

$

!

讨
!

论

本研究通过
?<@-

法从毛尖紫萼藓中成功克

隆得到
C

B

)!"#

基因的全长
9:;<

序列&

@Q6)

27W[7V:Q./062

分析显示!该基因所编码的蛋白具

有
D-<

'

!

结构域!根据
:NW7

)

#'

*和
GU/.

数据库)

#&

*

对
D-<

蛋白的分类原则!该蛋白属于
D-<#'

家

族%按照
P/88/

R

10/

等)

*

*的分类原则!该蛋白应属于

第
*

组
D-<

蛋白中的一员&但二级结构预测发现!

毛尖紫萼藓
$

%

&!"#

基因编码的蛋白无氨基酸重

复序列!

"

)

螺旋主要集中于
;

端!

@

端主要为无规则

卷曲!保守性差!这些结构特点与第
'

组
D-<

蛋白

特征很相符&随着
D-<

蛋白种类的增多!其分类

越来越繁琐!各家族间分类差距也越来越小!目前的

分类标准并不能适用于所有物种)

&

!

!,

*

&因此本研究

认为
$

%

&!"#

基因编码的蛋白为第
'

组
D-<

家族

中的一员!这与师静等)

!&

*的结论相一致&同样!棉

+!&#

西
!

北
!

植
!

物
!

学
!
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花的
D-<#'

也属于第
'

组
D-<

蛋白)

#,

*

&

D-<

蛋白具有高度的抗逆性!尤其是在抗旱方

面&目前!有关
D-<

蛋白与植物的抗旱性之间的

关系!已有很多报道&

J/6

R

等)

#%

*对柽柳"

>*)*'&

(G

#的
!"#

基因进行原核表达时发现!半乳糖能诱

导酵母细胞中的
!"#

基因!且表达量能达到最高

水平是在
#!

$

!'3

后!转基因酵母细胞在干旱胁迫

下具有更高的成活率&

J/6

R

等)

!"

*在小麦中得到
#

个
>*!"#$

基因!利用农杆菌介导法将该基因转入

到中华羊草"

!-

7

)0/:8(5-5/(/

#中!结果显示!经过

超表达后!羊草的耐旱力有了很大提高!说明该基因

在应对干旱胁迫时能起很大作用&刘金仙等)

!+

*从

甘蔗中克隆得到
#

个属于第
'

组
D-<

蛋白的基因

9:&!-*

!研究发现!该基因在受到模拟干旱胁迫和盐

胁迫时!表达量明显上调!说明其具有干旱和盐胁迫

保护功能&

>3/13/..7W

等)

!%

*研究拟南芥
D-<

蛋

白家族中的成员
@T?#*<

和
@T?#*P

时得出!在干

旱胁迫下!它们能与脂膜相结合!对脂膜起到保护作

用&

:/1/1/

等)

$"

*将从甘蓝型油菜"

H'*//(:*5*

%

0/

#

中获得的第
'

组
D-<

蛋白基因
H5!"#'&#

转入拟

南芥中!在非生物胁迫和
<P<

诱导下!转基因拟南

芥对高盐和干旱胁迫的抗性得到提高&本研究中!

荧光定量
G@?

结果显示!在复水和快速干旱模式

下!

$

%

&!"#

基因除了在复水
,3

时受到抑制!其余

时间均能被诱导表达!并且不同时间下!表达量差异

明显!推测该基因在毛尖紫萼藓的复水和快速干旱

过程中起着重要作用&

本研究中所得的
$

%

&!"#

基因是
D-<

蛋白家

族中的一员!研究结果可为后续通过原核表达(转基

因等方式深入研究其功能提供重要的基础数据!并

最终为苔藓植物的耐旱机制研究提供理论依据&
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