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氨基酸残基!预测分子量为
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'采用原核表达技术在大肠杆菌中表达并纯化该蛋白并进行酶活性分析!结

果表明$重组
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拥有较高的催化底物的能力和催化效率'利用实时定量
N3(E1N

分析毛白杨
!"#!$

基因的表达模式!结

果表明其在老叶中表达量高于新叶)韧皮部)形成层和根部'该研究结果将进一步促进毛白杨
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基因家族成员

参与植物生长调控的研究'
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作为植物生长的生理指标!活性氧在植物细胞 信号传导)生长发育)生物胁迫与非生物胁迫应激中



发挥着重要作用!主要包括过氧化氢"
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'在正常条件下!植物细胞内活

性氧含量很低!不会对植物造成损伤*
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理代谢紊乱导致的活性氧含量升高会造成细胞内活

性氧稳态的破坏'过量的活性氧不能及时清除会对

细胞造成严重损伤!甚至导致细胞凋亡'植物体内

的活性氧消除包括依赖超氧化物歧化酶"
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已有研究表明在多种植物中存在不同的
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亚型!这些亚型定位在细胞质*
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)过氧化物酶体)线
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+等不同的细胞器中'在这些亚型
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发挥着不可替代的作用'目前!已
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植物中分离得到了细胞质
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'还有研究认为在植物遇到干旱)盐)冷

冻)涝)高温以及其他生物胁迫时!细胞质抗坏血酸

过氧化物酶活性会增强*
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目前对细胞质抗坏血酸过氧化物酶调控植物氧

化还原反应机制的研究主要集中在拟南芥和水稻

上'在对模式生物拟南芥的研究中发现!与线粒体
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相比!细胞质
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在过氧化氢消除中发挥着

不可或缺的作用*
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基因的拟南

芥在正常条件下!对环境更加敏感并生长缓慢*
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子不育等多种现象*

#4

+

'有报道指出!在水稻细胞

中!随着
H

!

I

!

含量的增加!则细胞质
#!$

的表达
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#!$

基

因*

!"(!#

+

!而细胞质
#!$

基因在毛白杨生长发育中

的作用尚不明确'为此!本研究利用同源克隆技术
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了原核表达和酶活性分析!以了解其对抗坏血酸和
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年生毛白杨成熟叶片)韧皮部)根和形成层

分别作为
N0F

提取植物材料!反转录得到的
>D0F

'

使用
E[-6=[)*"

软件设计
N3(E1N

引物
FEG(N3(Z

$

"

)̀(13F1FF33Q11F313QF1FFQQ

#和
FEG(N3(

N

$"

)̀(QQ1F31FQ1FFF3111FQ331Q

#以及毛白

杨内参基因
1)3*4/

引物
3?@(Z

$"

)̀(1FQQF13Q(

QFQ1F3F11Q11FQ1

#和
3?@(N

$"

)̀(3QFFQQ1(

1FQ3Q1FQ33F31FQ1

#'反应体系"

#)

#

L

#包括

WSVNQ[==/OE1N.?

9

=[ -̂J

"

E[:6=

M

7

#

+*)

#

L

!正反

向引物"

)

#

6:8

(

L

&#

#各
"*%

#

L

!

>D0F

模板
#

#

L

!参

比染料
NIG"*%

#

L

!

BBH

!

I)*'

#

L

'反应条件

"

W3NF3FQ202

公司
Ĵ%"""E

#$第一步
5)_

预变

性
#"6-/

&第二步!

5)_

变性
%".

!

'"_

退火
$).

!

+!

_%".

!

$"

个循环!在每一循环的退火阶段收集荧光

进行实时检测'反应结束后!

5)_#6-/

!然后降至

'"_%".

!缓慢升温"

"*!_

%

.

#至
5)_

!该过程时刻

记录荧光信号的变化!从而得出扩增产物的溶解曲

线'每个样品重复
%

次!根据标准曲线计算结果及

校正值!计算其平均值!并用
I[-

M

-/E[:4

作图'

!

!

结果与分析

<;:

!

1"!16

的克隆与序列分析

通过
E1N

从毛白杨中扩增得到一条
+)"@

9

的

>D0F

序列"图
#

#!序列分析表明其中含有一个编

码
!$5

个氨基酸残基的开放阅读框'序列比对分析

显示该序列编码的氨基酸残基与拟南芥细胞质

#!$

基因的一致性达
4"a

"

5"a

!与过氧化物酶

体
#!$

基因的一致性达
'"a

"

+"a

!与叶绿体

#!$

基因的一致性达
)"a

"

'"a

'确定该序列为

毛白杨的
#!$

基因!命名为
!"#!$

"

Q=/V7/C

序

列号
bZ+4"4)'

#'利用
Ŵ FN3

"

;XX

9

$%%

.67[X*

=6@8(;=-B=8@=[

M

*B=

%#分析显示!该
FEG

蛋白序列

没有信号肽和跨膜结构'

进化树聚类分析结果"图
!

#表明!毛白杨细胞质

图
#

!

毛白杨
!"#!$

基因的克隆

Z-

M

*#

!

18:/-/

M

:A!"#!$

M

=/=A[:6!5,'-./,'+0

#*DL!"""

&

!*>D0F

%%!

!

期
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张
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#!$

与拟 南芥 "

#60347'

(

+4+,80*40/0

#细 胞 质

#!$

)苜蓿"

9.74"0

:

',6)/"0,)*0

#细胞质
#!$

!大

豆"

;*

<

"4/.-0=

#细胞质
#!$

有较高一致性!而大

豆过氧化物酶体
#!$

与拟南芥过氧化物酶体

#!$

)玉米"

>.0-0

<

+

#过氧化物酶体
#!$

的一致

性较高'另外!拟南芥线粒体
#!$

)拟南芥叶绿体

#!$

)番茄"

?'*0/)-*

<

"'

(

.6+4")-

#线粒体
#!$

)

番茄叶绿体
#!$

聚为一类'这个结果说明毛白杨

细胞质
#!$

与其他物种细胞质
#!$

亲缘关系较

近!而过氧化物酶体
#!$

和质体
#!$

各成一组!

说明
!"#!$

可能是细胞质
#!$

"图
!

#'

<;<

!

5235>

蛋白的原核表达)纯化与酶活性分析

重组
E>FEG

蛋白诱导及纯化的
WDW(EFQ2

电

泳结果如图
%

'根据蛋白
7̂[C=[

可以看出!

E>FEG

被成功诱导!蛋白的分子量大约为
%%*"#CD

'

根据
-̂>;7=8-.(̂ =/X:/

机理!重组
E>FEG

对

抗坏血酸的
%

6

和
&

67J

分别为"

"*+#K"*"%

#

66:8

(

L

&#和"

"*$#K"*"!

#

66:8

(

L

&#

(

6-/

&#

(

6

M

&#

!催化常数"

@

>7X

#为"

"*+$%f#"

%

#

6-/

&#

!

@

>7X

%

%

6

为"

#*"$+f#"

%

#

66:8

(

L

&#

(

6-/

&#

!重组

E>FEG

对过氧化氢的
%

6

和
&

67J

分别为"

"*'K

"*!#

#

66:8

(

L

&#和"

"*%)K"*#!

#

66:8

(

L

&#

(

6-/

&#

(

6

M

&#

!

@

>7X

为"

4*$'$f#"

%

#

6-/

&#

!

@

>7X

%

%

6

为"

#*$#f#"

$

#

66:8

(

L

&#

(

6-/

&#

"表
#

#'

图
!

!

!"#!$

与其他物种
#!$

的进化关系

#,"#!$5

拟南芥细胞质
#!$

&

9,"#!$5

苜蓿细胞质
#!$

&

;-"#!$5

大豆细胞质
#!$

&

;-

(

#!$5

大豆过氧化物酶体
#!$

&

#,

(

#!$5

拟南芥过氧化物酶体
#!$

&

>-

(

#!$5

玉米过氧化物酶体

#!$

&

#,+#!$5

拟南芥线粒体
#!$

&

#,,#!$5

拟南芥叶绿体
#!$

&

?*,#!$5

番茄线粒体
#!$

&

?*+#!$5

番茄叶绿体
#!$

Z-

M

*!

!

E;

Y

8:

M

=/=X->X[==.;:<-/

M

[=87X-:/.;-

9

.

@=X<==/!"#!$7/B:X;=[#!$A[:6.:6=

9

87/X.

#,"#!$5#60347'

(

+4+,80*40/0>

Y

X:.:8->#!$

&

9,"#!$59.74"0

:

'

,6)/"0,)*0>

Y

X:.:8->#!$

&

;-"#!$5;*

<

"4/.-0=>

Y

X:.:8->#!$

&

;-

(

#!$5;*

<

"4/.-0=

9

=[:J-.:678#!$

&

#,

(

#!$5#60347'

(

+4+

,80*40/0

9

=[:J-.:678#!$

&

>-

(

#!$5>.0-0

<

+

9

=[:J-.:678

#!$

&

#,+#!$5#5,80*40/0.X[:678#!$

&

#,,#!$5#5,80*40/0

X;

Y

87C:-B#!$

&

?*,#!$5?'*0/)-*

<

"'

(

.6+4")-X;

Y

87C:-B

#!$

&

?*+#!$5?5*

<

"'

(

.6+4")-.X[:678FEG

!!

图
$

显示!

E>FEG

酶活的最适
9

H

为
)*"

"

)*)

!当
9

H

为
4*"

时!

FEG

酶活只有最高值的
!"a

左右&

E>FEG

在
$)_

活性最高!

!"_

和
)"_

时活

性降低
$"a

!

))_

时活性只有最适温度的
%)a

&在

底物中
F.F

缺失的条件下!

E>FEG

的活性为
F.F

存在情况下
E>FEG

活性最大值的
'a

'

<;=

!

1"!16

在毛白杨不同组织中的表达

使用实时定量
N3(E1N

对
!"#!$

在毛白杨不

同组织表达特异性进行分析'通过内参基因"

1)3A

*4/

#与目的基因的扩增曲线计算得到
!"#!$

基因

在新叶)老叶)韧皮部)根和形成层的相对表达量'

结果"图
)

#表明!

!"#!$

在毛白杨的各个部位都有

表达!其中老叶中的表达量最高!为韧皮部和新叶表

达量的
!

"

!*)

倍!根中表达量较低!尤其是在形成

层组织中
!"#!$

的表达量极低'

N3(E1N

结果表

明在成熟组织中
!"#!$

的表达量明显高于新生的

各个组织器官'

图
%

!

E>FEG

重组蛋白
WDW(EFQ2

分析

#*̂ 7[C=[

&

!*

未诱导阴性对照&

%*

重组
E>FEG

表达菌株

诱导后的全细胞蛋白&

$*

纯化的重组
E>FEG

蛋白

Z-

M

*%

!

WDW(EFQ27/78

Y

.-.:AX;=[=>:6@-/7/XE>FEG

#*̂ 7[C=[

&

!*0=

M

7X-\=>:/X[:8<-X;:?X-/B?>-/

M

&

%*3:X78

9

[:X=-/

:A[=>:6@-/7/XE>FEG

&

$*E?[-A-=B[=>:6@-/7/XE>FEG

表
:

!

5235>

重组蛋白的酶活特性

37@8=#

!

2/]

Y

67X->

9

[:

9

=[X-=.:AE>FEG

:\=[(=J

9

[=..=B-/B5"'*4

参数
E7[76=X=[ E>FEG

抗坏血酸

F.>:[@7X=

相对分子量
:̂8=>?87[67..

%

CD %%*"#

%

6

%"

66:8

(

L

&#

#

"*+#K"*"%

&

67J

%"

66:8

(

L

&#

(

6-/

&#

(

6

M

&#

#

"*$#K"*"!

@

>7X

%"

6-/

&#

#

+$%*'

@

>7X

%

%

6

%"

66:8

(

L

&#

(

6-/

&#

#

#"$+*%

过氧化氢

H

Y

B[:

M

=/

9

=[:J-B=

%

6

%"

66:8

(

L

&#

#

"*'K"*!#

&

67J

%"

66:8

(

L

&#

(

6-/

&#

(

6

M

&#

#

"*%)K"*#!

@

>7X

%"

6-/

&#

#

4$'$*'

@

>7X

%

%

6

%"

66:8

(

L

&#

(

6-/

&#

#

#$#"+*+

最适
9

HI

9

X-678

9

H )*"

"

)*)

最适温度
I

9

X-678X=6

9

=[7X?[=

%

_ $)

$%!

西
!

北
!

植
!

物
!

学
!

报
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

%$
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图
$

!

E>FEG

的酶学特性

F

)

V

表示
E>FEG

重组蛋白对
F.F

"

F

#和
H

!

I

!

"

V

#的双倒数图&

1

)

D

表示以
FWF

为底物时

E>FEG

重组蛋白在不同温度"

1

#和
9

H

"

D

#时的活性

Z-

M

*$

!

2/]

Y

67X->

9

[:

9

=[X-=.:AE>FEG

L-/=<=7\=[(V?[CB:?@8=[=>-

9

[:>78

9

8:X.:AFEG?.-/

M

F.F

"

F

#

7/BH

!

I

!

"

V

#

7..?@.X[7X=.

&

3;=X=6

9

=[7X?[=

"

1

#

7/B

9

H

"

D

#

.X7@-8-X

Y

:AE>FEG@7.=B:/X;==/]

Y

67X->7>X-\-X

Y

?.-/

M

FWF7.7.?@.X[7X=

图
)

!

!"#!$

在毛白杨不同组织的表达差异

Z-

M

*)

!

N=78(X-6=E1NB=X=>X-:/:AX;=!"#!$

=J

9

[=..-:/-/!5,'-./,'+0

%

!

讨
!

论

据报道!细胞质
#!$

在植物面临氧化胁迫*

!!

+

)

干旱*

!%

+

)高盐等多种不良环境胁迫下的活性氧清除

方面发挥重要作用'尽管细胞质
#!$

在许多高等

植物中已经被广泛研究!但在毛白杨中的相关研究

讨论还不明确'本研究成功克隆了一个毛白杨细胞

质
#!$

基因!预测的蛋白序列与植物细胞质
#!$

家族高度一致'原核高效表达的毛白杨重组
E>FEG

的分子量为
%%*"#CD

!这与其他物种的分子量区间

"

!+

"

%)CD

#相吻合*

#%(#'

+

'对重组毛白杨
E>FEG

的

酶活生化特性分析发现!其对
F.F

和
H

!

I

!

这两种

底物具有较强的活性'

本研究获得的毛白杨
E>FEG

与已报道的毛白杨

过氧化物酶
FEG

"

E

9

FEG

#

*

!#

+相比在蛋白质结构上有

所区别!蛋白质二级结构分析显示
E>FEG

蛋白序列

无信号肽和跨膜结构域!表明毛白杨
!"#!$

可能是

细胞质
#!$

'定位于不同细胞器的
#!$

可能在植

物消除活性氧的反应中发挥不同作用'

作用于相同底物的
E>FEG

的
%

6

值是
E

9

FEG

*

!#

+

的一半!这说明其与底物
F.F

和
H

!

I

!

具有较高的

亲和力'并且!

E>FEG

具有很高的
@

>7X

和
@

>7X

%

%

6

值!说明
E>FEG

在对
F.F

和
H

!

I

!

的反应中拥有

更高的催化底物的能力和催化效率'

E>FEG

的最

适
9

H

和最适温度分别为
)*"

"

)*)

和
$) _

!而

E

9

FEG

*

!#

+的最适
9

H

和最适温度分别为
+*"

"

+*$

和
!4_

!这种较大的差别表明植物在不同生长环境

中!各个
#!$

亚型功能不同!其发挥特定的作用以

适应变化的环境!这种同工酶之间的相互补充和协

调更有助于植物在逆境中的生长'

实时定量
E1N

结果中!

!"#!$

和
!

(

#!$

相

对表达量差别不大!这说明在组织定位中!这
!

种亚

型
#!$

有相似之处!其都在老叶中表达量较高!在

新叶和根等位置表达量较低!尤其是在形成层组织

中表达量极低!说明细胞质
#!$

和过氧化物酶体

#!$

清除
H

!

I

!

的反应在老叶中活性最高!可能是

成熟叶片组织次生代谢物积累增多!活性氧成分含

)%!

!

期
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量较高!导致细胞内抗氧化反应较为活跃!这种细胞

的自我调节能力对植物成熟组织的抗逆和抗凋亡能

力来说至关重要'

#!$

在植物抗逆中的作用已经引起越来越多的

关注'本研究克隆得到了一个毛白杨细胞质
#!$

基因!并对其序列和生理生化特性进行了分析!这为

以后进一步讨论其在细胞中的作用机制和对植物生

长发育以及抗逆影响提供了较为明确的方向'
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