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"基因在植物非生物胁迫的应激

反应中具有非常重要的作用#本研究运用同源克隆的方法从,

6A?#"

-紫茄品种中分离克隆得到了

一个
>@,M

基因#因其与番茄和马铃薯中
>@,M!

基因的相似度很高#所以命名为
.(>@,M!

&

.(>@,M!

基因的
Ĵ +,

全长为
CC><

M

#开放阅读框!

(*.

"长度为
>>><

M

#可以编码一个含有
$=@

个氨基酸的蛋白#与同科作物马铃薯中
>@,M

基因序列的相似性高达
@%_

#与番茄中
>@,M

基因

序列的相似性也能达到
CC_

&成熟蛋白等电点为
&:!@

#分子量为
$C:&&=ĤF

&

*3?

]

V7*

实验结

果表明#

.(>@,M

基因在紫茄的各个组织中都会表达#但表达水平具有组织特异性#其在果皮中

的表达量最高#其次为叶和果肉#而在根'花和茎中的表达量相对较低&本研究为深入研究茄子的

抗逆机制以及培育抗逆茄子新品种方面提供了理论基础&
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植物的抗逆反应是一个由多个基因参与控制且存

在多个信号转导途径的复杂网络%参与调控此过程的

基因大多为转录因子)

*̂5Z

类转录因子属于
,V$
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"转录因子家族%这类转录因子不仅在

植物对逆境的胁迫应答反应中起到重要的调节作用%

而且在调控植物的生长发育过程中也发挥重要的作

用'

#

(

)

*̂5Z

蛋白能特异地与
*̂5

!

S;X

K

SUFRG8N

U;P

M

8NPG[;;9;E;NR

"顺式作用元件结合%从而调控其下

游的多个与逆境相关的基因的表达'

$

(

)因此可以通过

调控
>@,M

基因的表达来提高植物抵抗各种不利环境

的能力%进而获得高品质的作物品种)

目前%

>@,M

基因已经从拟南芥'

!

(

*玉米'

"

(

*烟

草'

#

(

*水稻'
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*棉花'

&
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*大豆'

>

(

*番茄'

C

(和马铃薯'

@

(等

植物中分离克隆出来%但是在茄子中还没有研究报

道)茄子是我国栽培最广*历史最悠久的果蔬之一%

在我国各个省份均有种植*生产和销售%是城乡居民

消费最多的蔬菜品种之一)茄子在生长过程中会受

到缺水*高盐和低温等逆境胁迫的影响%这些因素会

影响茄子的正常生长%甚至会导致其死亡%从而严重

影响茄子的品质和产量)因此%对茄子
*̂5Z

转录

因子的研究%对提高茄子的抗逆能力%利用基因工程

的手段培育新品种具有重要意义)

本研究从茄子中分离克隆了与茄子抗逆相关的

>@,M

基因%命名为
.(>@,M!

)利用在线工具分

析了该基因的核酸以及氨基酸序列%预测了该基因

编码的蛋白质的二级结构)同时%利用
79LPRF9I

C:!#

和
T51,=:%

软件%采用邻接法构建不同物种

间
>@,M

基因的系统进化树%从而判断不同物种间

>@,M

基因进化距离的远近)此外%取茄子的不同

组织%如幼根*茎*叶片*花瓣*果皮和果肉进行实时

荧光定量分析%从而了解
>@,M

基因的组织表达模

式%为进一步研究
>@,M

基因的结构和功能打下

基础)

;

!

材料与方法

;$;

!

植物材料

本实验的茄子品种为5

6A?#"

-%其表型为无刺%

紫色茎%紫色花%紫色果实)先将材料播种于营养钵

中%置于光照培养箱中育苗%待其长到四叶一心时%

移栽到大棚中种植)

;$<

!

方法

%$&$%

!

总
*36

的提取及
A!36

第
%

链的合成

采用
3UGg89

的方法提取不同组织的
*+,

%材料

为紫茄的幼根*茎*叶片*花瓣!呈
@%b

"*茄子果皮和

果肉)提取后的
*+,

分别用
#:$_

琼脂糖电泳和

超微量分光光度计检测
*+,

的浓度与质量%之后

贮存于
DC%a

以备后用)

Ĵ +,

第
#

链合成反应

采用
3FHFUF

公司反转录试剂盒完成)

%$&$&

!

()&$'*'

基因
A!36

全长的克隆

根据拟南芥中与成花相关
>@,M

基因的序列

信息%在
+7Z2

中进行
Z-,/3

比对后%选取同属于

茄科的作物%如马铃薯*番茄和烟草的基因序列%并

获得其相应的编码区序列%在其
!

-端与
=

-端保守区

域设计可以扩增出
Ĵ +,

全长的特异引物

/Ê *5Z?.

和
/Ê *5Z?*

!表
#

"%以反转录后得到

的
Ĵ +,

第
#

链作为模板%采用宝生物工程!大连"

有限公司!

3F̀F*F

"的
VUGE;/3,*

/

TFI +̂,

高

保真酶进行扩增)

对
V7*

产物用
#:$_

琼脂糖凝胶电泳进行检

测%得到预期大小的片段后%利用
V7*

产物纯化试

剂盒进行纯化)随后对
V7*

产物加
,

尾%此过程

采用宝生物公司的
+̂,,?RFG9GN

O

G̀R

试剂盒%再经

3,

克隆连接到
M

T̂

/

#@?34;JR8U

载体上%之后

用热击法把重组质粒转化到
0̂?=

&

大肠杆菌感受

态中%产物涂布于含有氨苄抗生素的平板上%

#$X

后挑取单克隆摇菌%经将菌液
V7*

以及
#:$_

琼脂

糖凝胶电泳检测后%与预期片段大小相同的阳性克

隆菌液样品送至生工公司进行多次测序)

表
%

!

本实验所用引物名称及序列

149$%

!

(/:>,/-40?-,

@

5,0A,-5-,?:0.M:-,T

=

,/:>,0.

引物名称

VUGE;NFE;

引物序列!

=

-

D!

-"

VUGE;P;

]

L;NJ;

!

=

-

D!

-"

/Ê *5Z!?. ,31,,33777,,,3733337,

/Ê *5Z!?* 33,3,1,1,11777,,37,,3

/E,JRG8N?. 33773313,3173,13113713,7,,

/E,JRG8N?* 737,17,77,,3113,,3,,7331377

/Ê *5Z!?*3?. 1,17,,1131,7,1,,13311

/Ê *5Z!?*3?* 377177,313777,,13,1,

%$&$'

!

()&$'*'

基因及其编码蛋白的生物信息

学分析

利用在线软件对测序得到的
.(>@,M!

基因

的序列进行分析及其蛋白质结构的预测)用

VU8RVFUFE

分析蛋白的分子量和等电点&利用在线

分析工具
/(TV,

分析
/Ê *5Z!

蛋白的二级结

构&用在线软件
VU8R78E

M

@:%

对亚细胞定位进行

预测)利用
79LPRF9W$

进行不同物种间基因序列的

C=
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的克隆和表达分析

比对%并且利用
T51,=

软件*采用
+;G

O

X<8LU?

Q

8GNGN

O

!邻接法"构建不同物种之间
>@,M!

基因的

进化树)

%$&$B

!

()&$'*'

基因表达模式分析

分别选取紫茄的不同组织的
*+,

%分别检测

*+,

浓度%每个样品取
=%%N

O

反转录成
Ĵ +,

%稀

释至使引物工作的最佳倍数)以茄子
/E,JRG8N?.

$

/E,JRG8N?*

作为内参引物'

#%

(

%同时设计特异引物

/Ê *5Z!?*3?.

$

/Ê *5Z!?*3?*

)荧 光 定 量

V7*

反应过程采用宝生物公司的
/6Z*

/

VU;EGI

5I3FR

!

3G9;*NFP;0V9LP

"试剂盒%整个加样过程

在低温的避免日光或灯光直射的黑暗环境下进行%

本实验进行
!

次生物重复%即每个组织都取
!

个样

品%分别提取
*+,

%得到的相同组织的
!

个
*+,

样品%再用
]

V7*

测
!

个
*+,

样品的
7R

值)

<

!

结果与分析

<$;

!

()&$'*=

基因的克隆

以茄子
Ĵ +,

为模板%利用设计的特异引物

/Ê *5Z!?.

$

/Ê *5Z!?*

进行聚合酶链式反应%

得到了与预期片段大小相同的条带!图
#

")将
V7*

产物进行胶回收*连接到
M

T̂ #@?3

载体上*转化到

大肠杆菌感受态中*送生物公司测序%最终得到

.(>@,M!

的完整
Ĵ +,

序列)利用
+7Z2

网站的

<9FPRN

将得到的
Ĵ +,

序列进行比对%结果表明%

.(>@,M!

与同属于茄子的作物马铃薯和番茄

>@,M

基因序列同源性都很高%分别为高达
@%_

和
CC_

)

<$<

!

()&$'*=

基因的生物信息学分析

利用
+7Z2

的
(*..GNS;U

在线工具%在测序所

得
.(>@,M!

基因的
Ĵ +,

序列中找到开放阅读

框%其长度为
>>><

M

%可以编码氨基酸
$=@

个!图

$

"%该蛋白的分子量!

T\

"为
$C:&&=ĤF

%成熟蛋白

的等电点为
&:!@

)

/Ê *5Z!

蛋白不具有跨膜结

构%不含有信号肽序列%从而表明
/Ê *5Z!

蛋白不

是分泌蛋白'

##

(

!表
$

")不同物种间
>@,M!

基因的

进化树图谱显示%茄子中的
.(>@,M!

基因与马铃

薯*番茄的
>@,M!

基因进化距离最近%处于同一分

支%而与不同科的葡萄*小麦以及三角叶杨等进化距

离较远!图
!

")

利用
/(VT,

在线软件预测
/Ê *5Z!

蛋白

的二级结构%结果显示%该蛋白的二级结构中含有
&

螺旋*

q

转角*不规则卷曲和延伸链结构)其中%不

规则卷曲所占比例最大%为
"=:>"_

&其次是
&

螺旋

和延伸链结构%分别为
!$:@=_

和
#!:=>_

&

q

转角

最少%仅为
>:>=_

!图
"

")利用
+7Z2

在线分析预

测
/Ê *5Z!

蛋白的结构域显示%在其靠近
+

端有

一个
+̂,

结合位点%同时在
C!D#"#

位是一个由

=@

个氨基酸残基组成的典型的
,V$

结构域!图
=

")

通过
VU8R78E

M

4;UPG8N@:%

软件预测蛋白的亚细

胞定位%

/Ê *5Z!

蛋白定位在细胞核中!表
!

")

图
#

!

.(>,@M!

基因的克隆!

F

"及
V7*

鉴定大肠杆菌

0̂=

&

转化子!

<

"

.(>,@M!

#

.(>,@M!

基因
Ĵ +,

全长&

#

#

"

#

.(>,@M!

基因全

长
0̂=

&

转化子的
V7*

产物&

T

#
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.G

O

:#

!
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O

8Y.(>,@M!

!

F

"
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K

PGP8Y
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&

!

<

"
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#
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O
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&
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#
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&

8Y.(>,@M!Ĵ +,
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基因在不同部位的表达分析

采用
$

D

$$

7R的荧光定量法法%对
.(>@,M!

基

因在茄子各个组织中的表达进行分析%结果表明

.(>@,M!

在根*茎*叶*花*果皮*果肉中均有表达%

但在不同组织中的表达水平有显著的差异)

.(>@,M!

基因在果皮中的表达水平最高%明显高

于在其他组织中表达量&在叶和果肉中的表达量也

很高%叶中的表达量显著高于果肉&在根*茎和花中

的表达量无显著差异%都比较低!图
&

")

=

!

讨论与结论

本实验采用了同源克隆的方法%通过设计可扩

增基因全长的引物%首次从茄子并中得到了
>@,M

基因 序 列)对 其 序 列 进 行 了 初 步 的 分 析%

.(>@,M!

基因的
Ĵ +,

全长为
CC><

M

%开放阅读

框为
>>><

M

%编码
$=@

个氨基酸)

+7Z2

序列比对

结果显示%

.(>@,M!

与茄科其他作物的
>@,M

有

较高的相似性%与马铃薯*番茄的的同源性分别为

@=
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顺序及相应的氨基酸顺序
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软件跨膜分析结果
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中
,,P
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细胞质侧
预测值

+DGN

数值
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不同物种的
.(>@,M!

基因进化树
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#三角叶杨

@%_

和
CC_

)生物信息学的结果表明%

/Ê *5Z

蛋

白二级结构以不规则卷曲和
&

螺旋为主%同时含有

少量的延伸链和
(

螺旋结构)亚细胞定位预测将

*̂5Z

蛋白定位于细胞核内%这与转录因子的作用

特征相符合)

*̂5Z

类转录因子在
!

-端和
=

-端的保守性较低%

而在中间有一个非常保守的
,V$

结构域%其大约由
=@

个氨基酸残基组成'

##

%

#$

(

)对
/Ê *5Z

蛋白结构域的

分析表明%在其
C!?#"#

位的确有一个由
=@

个氨基酸残

基组成的典型的
,V$

结构域%而且在靠近
+

端有一个

+̂,

结合位点可以与
+̂,

特异结合%这证明了该基

因确实属于
*̂5Z

类转录因子家族)

*3?

]

V7*

实验结果表明%

.(>@,M!

基因在茄

子的各个组织中都有表达%但是在不同组织中的表

达量差异很大)在果皮中的表达量最高%其次是叶

和果肉%而在根*茎和花瓣中的表达量很低%具有基

因的组织表达特异性)这只是该基因在未处理茄子

材料中的表达量情况%而对其在低温*干旱以及盐胁

迫下的表达量的变化情况还有待进一步研究)本实

验对茄子
.(>@,M!

基因全长的克隆%为今后对其

进行功能验证及结合分子育种技术获得抗旱*耐盐

碱*耐低温的优良茄子品种提供了理论基础)

%&
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+8R;

#

X

%

,9

M

XFX;9GI

&

R

%

Z;RFRLUN

&

J

%

*FNS8EJ8G9

&

;

%

5IR;NS;SPRUFNS

图
=

!
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