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纤枝短月藓 ＢｅＬＥＡ２ 基因的克隆及表达分析
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摘　 要: 为探究纤枝短月藓 ＬＥＡ２ 基因的结构和表达特征ꎬ该研究以纤枝短月藓为材料ꎬ首次利用 ＰＣＲ 克隆

技术得到纤枝短月藓 ＢｅＬＥＡ２ 基因序列ꎬ并对该基因进行分析ꎮ 结果表明:(１)该基因序列中含有 ２ 个外显

子和 １ 个内含子ꎬ其开放阅读框(ＯＲＦ)为 ４５６ ｂｐꎬ编码 １５１ 个氨基酸ꎬ预测其相对分子质量为 １６ ５１５.９６ Ｄａꎮ
(２)将纤枝短月藓与其他植物 ＬＥＡ２ 基因氨基酸序列进行比对ꎬ构建系统进化树ꎬ结果显示纤枝短月藓与小

立碗藓的亲缘关系最近ꎮ (３)利用 ＨｉＴａｉｌ￣ＰＣＲ 技术克隆获得 １ ０７２ ｂｐ 的 ＢｅＬＥＡ２ 启动子序列ꎬ用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ
在线工具对该启动子的顺式作用元件进行预测ꎬ结果表明该启动子除了含有核心启动子元件 ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ 和

ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ 外ꎬ还含有 ＡＢＲＥ、ＭＹＢ、ＭＹＣ、ＭＹＢ 结合位点(ＭＢＳ)等其他顺式元件ꎮ (４)实时荧光定量 ＰＣＲ 分

析表明ꎬＢｅＬＥＡ２ 基因在纤枝短月藓不同发育时期和不同组织中都有表达ꎬ且对脱水胁迫有响应ꎮ 以上结果

为进一步探究 ＬＥＡ２ 基因在苔藓植物中的功能及作用机制奠定了基础ꎮ
关键词: 纤枝短月藓ꎬ ＬＥＡ２ 基因ꎬ 启动子ꎬ 脱水胁迫ꎬ 表达
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ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ: (１) Ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＢｅＬＥＡ２ ｇｅｎｅ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ２ ｅｘｏｎｓ ａｎｄ １ ｉｎｔｒｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ａｎ ｏｐｅｎ
ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ (ＯＲＦ) ｏｆ ４５６ ｂｐ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ １５１ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓ ｗａｓ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔｏ ｂｅ
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　 　 水分是植物体生长所必需的重要组成部分ꎬ缺
水会干扰植物正常的生理活动ꎬ而干旱、高温、盐碱

等逆境都会使植物体细胞大量失水 (潘瑞炽ꎬ
２０１２)ꎮ 同时我国也是世界上盐碱地面积最多的国

家之一ꎬ干旱和荒漠化问题非常严重(张建锋等ꎬ
２００２)ꎮ 到 ２０１４ 年底ꎬ我国土地荒漠化面积约为

２６ １１５.９３万 ｈｍ２ꎬ约占我国国土面积的 ２７.２０％(屠
志方等ꎬ ２０１６)ꎮ 盐碱和干旱不仅减缓了我国林业

的高速发展ꎬ同时也会给我国的生态环境造成很大

的破坏ꎮ 因此ꎬ进行耐盐 /耐干旱的研究非常重要ꎮ
纤枝短月藓(Ｂｒａｃｈｙｍｅｎｉｕｍ ｅｘｉｌｅ)属于真藓科短

月藓属(黎兴江ꎬ ２００６)ꎬ生长在裸露的岩壁和极端

干旱的环境中ꎬ具有较强的耐干旱能力ꎮ 苔藓植物

中存在抗氧化防御系统ꎬ可以有效地应对外界的干

旱胁迫ꎬ在面对一些极端的外界环境时可以表现出

极强的抗逆性(张萍等ꎬ ２００５)ꎮ 通过研究植物的抗

逆型基因ꎬ探究植物的耐盐 /耐旱机理ꎬ培养耐盐 /
耐旱作物或林木对保持我国农业生态的可持续发

展ꎬ改善我国生态环境具有极大的作用ꎮ
ＬＥＡ 蛋白(ｌａｔｅ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｓｉｓ ａｂｕｎｄａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ)ꎬ

即胚胎发育后期丰富蛋白ꎬ是植物胚胎发育后期种

子中大量积累的一类蛋白ꎬ最早发现于棉花胚胎发

育后期的子叶中(Ｄｕｒｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９８１)ꎮ 随后ꎬ在拟南

芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)、小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ)、
番茄(Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ)、水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ)和

油菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ)等植物中也同样发现了 ＬＥＡ
蛋白的存在(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００６ꎻＨｕｎｄｅｒｔｍａｒｋ ＆ Ｈｉｎｃｈａꎬ
２００８ꎻＣａｏ ＆ Ｌｉꎬ ２０１５ꎻＹｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ꎻＢｈａｔｔａｃｈａｒｙａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 尽管 ＬＥＡ 蛋白在植物界中具有较为广

泛的分布ꎬ但它并不是植物界所特有的一类蛋白ꎬ
在真菌、细菌和某些无脊椎动物中也同样存在 ＬＥＡ
蛋白(Ｔｕｎｎａｃｌｉｆｆｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５ꎻ Ｓｈｉｎｏｚａｋｉ ＆ Ｙａｍａｇｕｃｈｉ￣
Ｓｈｉｎｏｚａｋｉꎬ ２００６ꎻ Ｈａｎｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７)ꎮ

到目前为止ꎬ已从多种不同植物中分离出 ＬＥＡ
基因的启动子序列ꎬ分析结果表明 ＬＥＡ 基因的启

动子中具有不止一种压力响应相关的顺式作用元

件ꎬ表明 ＬＥＡ 基因与干旱等非生物胁迫的调控密

切 相 关 ( Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ꎻ Ｉｂｒａｈｉｍｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１９ꎻ Ｎａｇａｒａｊｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 通过分析 ＬＥＡ 基因

结构得出ꎬ其内含子数目的差异较小ꎬ同时内含子

数目通常不多于 ３ 个ꎬ基因结构的保守性较高

(Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ꎻ Ｗｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ
本研究对纤枝短月藓 ＢｅＬＥＡ２ 启动子基因进

行了分离ꎬ将纤枝短月藓与其他植物 ＬＥＡ２ 基因氨

基酸序列加以比对ꎬ构建系统进化树ꎻ对纤枝短月

藓进行脱水胁迫处理ꎬ并对 ＬＥＡ２ 基因进行实时荧

光定量分析ꎬ以期为 ＬＥＡ２ 基因的表达特性及其功

能研究奠定理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 植物材料

研究所需纤枝短月藓采于昆明市郊区ꎬ保存

于西南林业大学实验室内ꎮ 清洗后进行 ＤＮＡ 的

提取ꎬ用于 ＢｅＬＥＡ２ 基因和启动子的克隆ꎮ
分别选取两组长势相同且良好的纤枝短月

藓ꎬ分别选取有性世代和无性世代的配子体部分

和孢子体部分ꎮ 一组采用新鲜植株不予以处理ꎬ
另一组洗净后ꎬ给予脱水胁迫 ２ ｈ 处理ꎬ进行 ＲＮＡ
的提取ꎬ逆转录为 ｃＤＮＡꎬ用于表达分析ꎮ
１.２ 纤枝短月藓 ＢｅＬＥＡ２ 基因的克隆

采用 ＴＩＡＮＧＥＮ 公司的小量植物(叶)总 ＤＮＡ
抽提试剂盒来提取纤枝短月藓的基因组 ＤＮＡꎬ采
用 ＯＭＥＧＡ 公司的总 ＲＮＡ 提取试剂盒提取纤枝短

月藓的总 ＲＮＡꎬ选用逆转录试剂盒(全式金)ꎬ将上

一步所得的 ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡꎮ
根据本实验室的转录组测序结果(未公布)ꎬ设

计出该基因特异性引物 ＬＥＡ２￣Ｆ:ＡＴＧＧＣＧＧＧＧＴＴＧＴ
ＴＧＡＡＣＡＡＡＧꎻＬＥＡ２￣Ｒ:ＴＴＡＧＡＡＧＡＴＧＴＣＧＧＡＣＡＧＴ
ＧＴＧꎮ 分别以 ｃＤＮＡ 和 ＤＮＡ 为模板ꎬ进行 ＰＣＲ 扩

增ꎮ 反应体系为 ２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ２０ μＬ:正向

引物 １ μＬ、反向引物 １ μＬ、ｄｄＨ２Ｏ １６ μＬ、ＤＮＡ 模板

２ μＬꎮ ＰＣＲ 扩增程序:预变性ꎬ９５ ℃ꎬ３ ｍｉｎꎻ变性ꎬ
９５ ℃ꎬ１５ ｓꎬ退火ꎬ６０ ℃ꎬ３０ ｓꎬ延伸ꎬ７２ ℃ꎬ９０ ｓꎬ３５ 个
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循环ꎻ延伸ꎬ７２ ℃ꎬ １０ ｍｉｎꎻ４ ℃保存ꎮ ＰＣＲ 产物回

收后ꎬ将其连接到克隆载体 ＰＭＤ１８￣Ｔ 中ꎬ送生工生

物工程股份有限公司进行测序ꎮ
１.３ 纤枝短月藓 ＢｅＬＥＡ２ 基因启动子的克隆

将纤枝短月藓的 ＤＮＡ 作为模板ꎬ依照 ＢｅＬＥＡ２ 基

因 ＤＮＡ 全长序列设计出三轮的特异性引物:ＬＥＡ２￣
１Ｒ:ＣＧＡＡＧＡＣＧＧＴＡＧＧＴＧＡＴＣＴＣＧꎻＬＥＡ２￣２Ｒ:ＡＣＧＡＴ
ＧＧＡＣＴＣＣＡＧＴＣＣＧＧＣＣＧＴＴＧＴＧＧＡＴＣＡＴＧＡＣＧＴＴＡＣＴ
Ｃꎻ ＬＥＡ２￣３Ｒ: ＧＧＴＧＡＣＧＴＴＣＣＣＧＡＴＧＴＣＣＡＣꎮ 参 照

Ｌｉｕ ＆ Ｃｈｅｎ(２００７)的办法ꎬ使用 ＨｉＴａｉｌ￣ＰＣＲ 方法进行

启动子的扩增分离ꎮ
１.４ 生物信息学分析

利用 ＥｘＰＡＳｙ￣ＰｒｏｔＰａｒａｍ 分析氨基酸的理化性

质ꎻ使用在线软件 ＧＳＤＳ ２.０ 分析基因的结构信息ꎻ
利用 ＮｅｔＰｈｏｓ ３.１ Ｓｅｒｖｅｒ 软件预测磷酸化位点ꎻ利
用 ＮｅｔＯＧｌｙｃ １.１ Ｓｅｒｖｅｒ 软件预测 Ｏ￣糖基化位点ꎻ利
用 ＮｅｔＮＧｌｙｃ １.０ Ｓｅｒｖｅｒ 预测 Ｎ￣糖基化位点(徐志文

等ꎬ２０１９)ꎻ利用 Ｐｒｏｔ Ｓｃａｌｅ 软件得到蛋白质亲疏水

性图ꎻ利用 ＳＯＰＭＡ 软件进行二级结构预测分析ꎻ
利用 Ｓｗｉｓｓ￣Ｍｏｄｅｌ 通过同源建模建立三级模型ꎻ利
用 ＤＮＡＭＡＮ ６.０ 软件获得多序列结构域比对图ꎻ
利用 ＭＥＧＡ Ｘ 软 件 构 建 系 统 进 化 树ꎻ 利 用

ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 软件分析基因的启动子区域中所包括

的转录调控元件ꎮ
１.５ 实时荧光定量 ＰＣＲ 分析

根据所获得的 ＢｅＬＥＡ２ 基因的序列ꎬ设计荧光定

量 专 用 引 物ꎬ Ｌ２￣Ｆ: ＧＣＧＡＣＡＧＧＧＡＧＡＴＴＡＣＣＴＣＣ、
Ｌ２￣Ｒ: ＧＴＣＧＴＡＧＴＣＧＡＴＡＴＣＣＣＡＧＴＣꎮ 内 参 基 因 为

Ａｃｔｉｎ 基因ꎬ设计引物 Ａ￣Ｆ:ＣＴＧＴＡＣＧＧＣＡＡＣＡＴＣＧＴＧ
ＣＴＧꎬＡ￣Ｒ:ＣＣＡＧＡＣＡＣＴＧＴＡＣＴＴＣＣＴＣＴＣꎬ以 ｃＤＮＡ 为

模板ꎬ按照 ＴＢ Ｇｒｅｅｎ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭⅡ说明书进行

操作ꎬ反应体系为 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ １０ μＬ:ＲＯＸ
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ ０.４ μＬ、正向引物 ０.８ μＬ、反向引物 ０.８
μＬ、ｄｄＨ２Ｏ ６ μＬ、ｃＤＮＡ 模板 ２ μＬꎮ 反应程序:预变

性ꎬ９５ ℃ꎬ３０ ｓꎻ变性ꎬ９５ ℃ꎬ５ ｓꎬ退火ꎬ６０ ℃ꎬ３０ ｓꎬ４０
个循环ꎮ 每个样品设置 ３ 次重复ꎬ使用 ２￣△△Ｃｔ法计算

ＢｅＬＥＡ２ 基因的相对变量值ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＢｅＬＥＡ２ 基因的克隆与结构分析

以纤枝短月藓 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ结合引物 ＬＥＡ２￣
Ｆ 和 ＬＥＡ２￣Ｒ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ经测序得到 ４５６ ｂｐ

的序列ꎮ 以 ＤＮＡ 为模板ꎬ结合引物 ＬＥＡ２￣Ｆ 和

ＬＥＡ２￣Ｒ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ经测序得到 １ １６８ ｂｐ 的序

列ꎬ得到两条序列的长度不一致ꎬ表明序列中有内

含子ꎮ
根据转录组序列分析表明ꎬ该基因包含 ８２ ｂｐ

５’ＵＴＲ 和 ２６６ ｂｐ ３’ ＵＴＲꎬ其开放阅读框长度为

４５６ ｂｐꎬ编码 １５１ 个氨基酸(图 １)ꎮ 其基因组序列

全长长度为 １ １６８ ｂｐꎬ同时含有 １ 个内含子和 ２ 个

外显子(图 ２)ꎮ 经 Ｐｆａｍ 分析得出ꎬＬＥＡ２ 蛋白在

４５ ~ １４０ 氨基酸位点含有 ＬＥＡ２ 结构域ꎬ表明该基

因属于 ＬＥＡ２ 家族ꎬ将该基因命名为 ＢｅＬＥＡ２ꎮ
２.２ ＢｅＬＥＡ２ 基因的生物信息学分析

使用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 软件预测 ＢｅＬＥＡ２ 编码蛋白质

的相对分子质量为 １６ ５１５. ９６ Ｄａꎬ理论等电点为

５.７４ꎬ分子式为 Ｃ７３２ Ｈ１１７９ Ｎ１９７ Ｏ２２４ Ｓ６ꎮ ＢｅＬＥＡ２ 所编

码蛋白的氨基酸组成中ꎬ亮氨酸含量最高ꎬ占到了

总氨基酸的 ９.９％ꎻ其次为缬氨酸和天冬氨酸ꎬ分
别占总氨基酸的 ８. ６％ 和 ９. ３％ꎮ 脂肪 系 数 为

１０１.３２ꎬ平均亲水性为－０.０７１ꎬ是亲水蛋白(图 ３)ꎻ
不稳定指数为 １７.０１ꎬ属于稳定性蛋白ꎮ

预测发现 ＢｅＬＥＡ２ 蛋白发生磷酸化修饰的位

点共有 １０ 个ꎬ其中丝氨酸的磷酸化位点和苏氨酸

的磷酸化位点各 ４ 个ꎬ而酪氨酸的磷酸化位点最

少ꎬ为 ２ 个ꎮ ＢｅＬＥＡ２ 蛋白中不含有发生 Ｏ￣糖基化

和 Ｎ￣糖基化的位点ꎮ
使用 ＳＯＰＭＡ 软件预测 ＢｅＬＥＡ２ 蛋白的二级结

构ꎮ 结果表明ꎬ该蛋白二级结构主要由无规则卷曲

( Ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ )、 β 转 角 ( Ｂｅｔａ ｔｕｒｎ )、 延 伸 链

(Ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄ)和 α 螺旋(Ａｌｐｈａ ｈｅｌｉｘ)构成ꎮ 其

中:无规则卷曲最多ꎬ占氨基酸序列的 ４５.０３％ꎻ其次

为延伸链和 α 螺旋ꎬ分别占 ２９.８０％和 ２１.１９％ꎻβ 转

角最少(３.９７％)ꎮ 通过 Ｓｗｉｓｓ￣Ｍｏｄｅｌ 对纤枝短月藓

ＢｅＬＥＡ２ 蛋白的三级结构进行预测分析ꎬ以拟南芥

ＬＥＡ１４ 蛋白为模板进行同源建模ꎬ预测的 ＢｅＬＥＡ２
蛋白三级结构中含有 １ 个 α 螺旋和 １０ 个 β 折叠ꎮ
２.３ ＢｅＬＥＡ２ 基因的启动子元件

以纤枝短月藓 ＤＮＡ 为模板ꎬ通过 ＨｉＴａｉｌ￣ＰＣＲ
扩增 ＢｅＬＥＡ２ 基因启动子序列ꎬ得到了 １ ０７２ ｂｐ 的

ＢｅＬＥＡ２ 基因启动子序列ꎮ
通过对启动子元件进行分析ꎬ结果显示 ＢｅＬＥＡ２

基因启动子具有典型的 ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ 和 ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ 元

件ꎮ 在 ＢｅＬＥＡ２ 基因启动子区含大量非生物胁迫

响应顺式作用元件ꎬ 主要包括茉莉酸甲酯响应元
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图 １　 纤枝短月藓 ＢｅＬＥＡ２ 的 ＣＤＳ 序列及其编码的氨基酸序列
Ｆｉｇ. １　 ＣＤＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＢｅＬＥＡ２ ｆｒｏｍ Ｂｒａｃｈｙｍｅｎｉｕｍ ｅｘｉｌｅ

图 ２　 纤枝短月藓 ＢｅＬＥＡ２ 基因结构
Ｆｉｇ. ２　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ＢｅＬＥＡ２ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｂｒａｃｈｙｍｅｎｉｕｍ ｅｘｉｌｅ

图 ３　 ＢｅＬＥＡ２ 蛋白的疏水性预测
Ｆｉｇ. ３　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

ｏｆ ＢｅＬＥＡ２ ｐｒｏｔｅｉｎ

件 ( ｍｅｔｈｙｌ ｊａｓｍｏｎａｔｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔꎬ ＣＧＴＣＡ￣
ｍｏｔｉｆ)ꎻ脱落酸响应元件 ( ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ
ｅｌｅｍｅｎｔꎬＡＢＲＥ)ꎻ还含有光响应作用元件 Ｓｐ１ 和与

分生组织有联系的作用元件 ＣＡＴ￣ｂｏｘꎻ与启动子响

应调控或活性有关的元件 ＣＣＡＡＴ￣ｂｏｘꎻＭＹＢ 结合

位点(ＭＹＢ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅꎬＭＢＳ)ꎻＭＹＣ 和 ＭＹＢ 元件ꎬ
这两类元件都是转录因子作用元件ꎬ都和 ＡＢＡ 或

干旱诱导的表达调控有联系ꎻ除此之外ꎬ还含有 Ｇ￣
ｂｏｘ、 Ｆ￣ｂｏｘ、 Ａ￣ｂｏｘ、 Ｉ￣ｂｏｘ、 ＴＣＴ￣ｍｏｔｉｆ、 ＴＣＣＣ￣ｍｏｔｉｆ、
ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆ、 ＣＣＧＴＣＣ￣ｍｏｔｉｆ、 ＧＡＴＡ￣ｍｏｔｉｆ、 ＧＴ１￣
ｍｏｔｉｆ 等元件ꎬ其中 ＡＢＲＥ 元件含量较高ꎮ 说明

ＢｅＬＥＡ２ 的转录将受到这些元件的影响和调控ꎮ
２.４ ＢｅＬＥＡ２ 氨基酸序列比对分析

将 ＢｅＬＥＡ２ 编码的氨基酸序列在 ＮＣＢＩ 数据库中

进 行 Ｂｌａｓｔｐ 对 比ꎬ 结 果 表 明 其 与 小 立 碗 藓

( Ｐｈｙｓｃｏｍｉｔｒｅｌｌａ ｐａｔｅｎｓꎬ ＸＰ ＿ ０２４３６０７９６. １ )、 海 枣

(Ｐｈｏｅｎｉｘ ｄａｃｔｙｌｉｆｅｒａꎬ ＸＰ ＿ ００８７９５０２１. １ )、 花 旗 松

(Ｐｓｅｕｄｏｔｓｕｇａ ｍｅｎｚｉｅｓｉｉꎬＣＡＡ１００４７.１)、玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓꎬ
ＮＰ ＿ ００１１４２３１１. １ )、 甘 蔗 ( Ｓａｃｃｈａｒｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｒｕｍꎬ
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ＡＣＴ５３８７３. １ )、 北 美 云 杉 ( Ｐｉｃｅａ ｓｉｔｃｈｅｎｓｉｓꎬ
ＡＤＭ７４３１４.１)、菠萝(Ａｎａｎａｓ ｃｏｍｏｓｕｓꎬＯＡＹ８０５４２.１)、
高粱(Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒꎬＸＰ＿００２４４１５８８.１)、黍(Ｐａｎｉｃｕｍ
ｍｉｌｉａｃｅｕｍꎬ ＲＬＮ２７６９４. １ )、 木 槿 ( Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｓｙｒｉａｃｕｓꎬ
ＫＡＥ８６９９７８１. １ )、 阿 月 浑 子 ( Ｐｉｓｔａｃｉａ ｖｅｒａꎬ ＸＰ ＿
０３１２４９２０２.１)、月季(Ｒｏｓａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓꎬＸＰ＿０２４１７５９８１.１)
的 ＬＥＡ２ 蛋白同源ꎬ并且它们之间的相似性较高ꎮ
利用 ＤＮＡＭＡＮ ６.０ 软件将 ＬＥＡ２ 和其他物种的氨

基酸序列进行多序列比对ꎬ结果显示ꎬＢｅＬＥＡ２ 蛋

白与其他物种 ＬＥＡ２ 蛋白具有高度的相似性ꎬ总体

表现为 Ｃ 端较保守ꎬＮ 端保守性较差(图 ４)ꎮ
２.５ ＬＥＡ２ 蛋白系统进化分析

使用 ＭＥＧＡ Ｘ 软件的近邻相接法构建纤枝短

月藓 ＬＥＡ２ 蛋 白 的 系 统 进 化 树ꎬ 进 一 步 探 究

ＢｅＬＥＡ２ 蛋白与其他物种的 ＬＥＡ２ 蛋白的进化关

系ꎮ 由图 ５ 可知ꎬ整个系统发育树分为 ２ 个大的分

支ꎬ纤枝短月藓首先与小立碗藓聚为一支ꎬ其进化

关系最为接近ꎻ裸子植物与苔藓植物聚在一支ꎬ其
亲缘关系比较接近ꎻ而单子叶植物和双子叶植物

的 ＬＥＡ２ 蛋白同属于两个不同的分支ꎬ同时与纤枝

短月藓有较远的亲缘关系ꎮ
２.６ ＢｅＬＥＡ２ 基因实时荧光定量分析

实时荧光定量分析的结果表明ꎬ在未作处理

的条件下ꎬＢｅＬＥＡ２ 基因在纤枝短月藓不同的发育

时期和部位中都有表达ꎬ特别是在有性世代的配

子体中表达量最多ꎬ其次是无性世代的配子体ꎬ无
性世代的孢子体最低ꎬ差异极显著(图 ６)ꎮ 为了

分析 ＢｅＬＥＡ２ 是否受到脱水胁迫的诱导ꎬ本研究将

纤枝短月藓植株各部位都进行了 ２ ｈ 的自然脱水

处理ꎮ 在脱水胁迫条件下ꎬＢｅＬＥＡ２ 基因在有性世

代的配子体中表达量最高ꎬ其次是无性世代的孢

子体ꎬ无性世代的配子体最低ꎬ差异极显著 (图

７)ꎮ 分析结果证明ꎬ不管是正常条件还是脱水胁

迫处理ꎬＢｅＬＥＡ２ 蛋白都在有性世代时期表达量最

高ꎬ表明 ＢｅＬＥＡ２ 基因可能在有性世代的生长发育

过程中具有关键作用ꎮ
在脱水胁迫下ꎬ有性世代时期的配子体表达

量降低(图 ８)ꎬ差异显著ꎻ而无性世代时期的配子

体表达量增加ꎬ约为正常植株的 ５.４ 倍(图 ９)ꎬ差
异显著ꎻ无性世代时期的孢子体表达量有所上升ꎬ
约为正常植株的 ９８ 倍(图 １０)ꎬ差异极为显著ꎮ 表

明 ＢｅＬＥＡ２ 基因可能参与干旱胁迫的响应基因ꎬ这
与启动子区顺式作用元件预测结果一致ꎬ揭示

ＢｅＬＥＡ２ 蛋白在脱水条件下可能对孢子体的发育

具有重要作用ꎮ

３　 讨论与结论

苔藓植物是一种结构简单的小型绿色植物ꎬ
一直以来都以其特殊的生理结构在植物体的进化

研究方面占据着重要地位ꎮ 苔藓植物在世界各地

均有着广泛的分布ꎬ在潮湿阴暗的地区尤为常见ꎬ
在高温、干旱等恶劣环境中仍能够正常存活ꎮ 目

前ꎬ我国土地荒漠化现象日趋严重ꎬ由于地理特

征、气候环境因素等影响ꎬ极易发生干旱、高温等

极端天气ꎬ极大影响了植物的正常生长ꎬ甚至造成

植物大面积枯萎、死亡ꎮ 但在某些植物中存在着

大量的抗逆机制ꎬ在植物面临胁迫时ꎬ可以通过一

些功能性蛋白直接参与胁迫响应( Ｃａｍｐｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１４)ꎮ 而 ＬＥＡ 蛋白就属于此类功能性蛋白ꎮ 根

据相关研究和资料表明ꎬＬＥＡ 基因与干旱等非生

物胁迫的调控密切相关 (Ｈｕｎｄｅｒｔｍａｒｋ ＆ Ｈｉｎｃｈａꎬ
２００８ꎻ Ｍａｇｗａｎｇａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ꎻ Ｍｕｖｕｎｙｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ꎻ

Ｉｂｒａｈｉｍｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 水稻 (Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ) 幼苗

中ꎬＯｓＬＥＡ１９ａ 基因在受到干旱胁迫下会大量表达

(胡廷章等ꎬ２０１１)ꎻ小麦 ( Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ) 中的

ＴａＬＥＡ５ 基因只有在干旱胁迫时才会表达(刘露露

等ꎬ２０１４)ꎻ将大豆 (Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ)ＬＥＡ 基因转化至大

肠杆菌 (Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)中ꎬ在高盐胁迫下的存活

率大幅度提高(Ｌａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５)ꎮ 综上所述ꎬＬＥＡ
基因参与了植物体干旱、高盐等胁迫的响应ꎬ这与

本研究结果保持一致ꎮ
通过分析可知ꎬＢｅＬＥＡ２ 基因 ＯＲＦ 序列为 ４５６

ｂｐꎬ编码 １５１ 个氨基酸ꎬ根据 Ｐｆａｍ 数据库对于 ＬＥＡ
蛋白家族的分类ꎬ该基因属于 ＬＥＡ２ 家族ꎮ 纤枝短

月藓 ＢｅＬＥＡ２ 基因启动子中不仅含有 ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ 和

ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ 等基本的元件ꎬ同时还有和压力响应相关

的顺式作用元件ꎬ例如ꎬ逆境激素 ＡＢＡ 的主要调控

元件(ＡＢＲＥ、ＭＹＣ 和 ＭＹＢ)以及 ＭＹＢ 的结合位点

和茉莉酸甲酯响应元件等元件ꎮ 推测 ＢｅＬＥＡ２ 基因

可能会受这些非生物胁迫的调控 ( Ｙａｍａｇｕｃｈｉ￣
Ｓｈｉｎｏｚａｋｉ ＆ Ｓｈｉｎｏｚａｋｉꎬ ２００５ꎻ Ｄｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ Ｈｕａｎｇ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ꎻ 李 莎 莎 等ꎬ ２０１８ꎻ Ｎａｇａｒａｊｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１９)ꎮ 这说明 ＢｅＬＥＡ２ 在纤枝短月藓的抗逆性中

有非常重要的作用ꎬ具有深入研究的价值ꎮ

１８２２ 期 李雪宝等: 纤枝短月藓 ＢｅＬＥＡ２ 基因的克隆及表达分析



图 ４　 纤枝短月藓与其他物种 ＬＥＡ２ 氨基酸序列的多重比对
Ｆｉｇ. ４　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＬＥＡ２ ｆｒｏｍ Ｂｒａｃｈｙｍｅｎｉｕｍ ｅｘｉｌｅ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔｓ

　 　 从纤枝短月藓 ＬＥＡ２ 建立的系统发育树分析

可以得出:ＬＥＡ２ 基因在不同的分类单元中都可

以明显地区分开ꎬ传统分类的系统进化树和基于

ＬＥＡ２ 构建的结果一致ꎮ 值得关注的是ꎬ苔藓植

物 ＬＥＡ２ 基因与裸子植物 ＬＥＡ２ 基因的系统位置

较为接近ꎬ这是否反映了它们的 ＬＥＡ２ 基因很可

能具有相近的共同祖先ꎬ还需更多的研究资料

查证ꎮ
实时荧光定量分析表明ꎬ不管是未经处理还

是经脱水胁迫处理ꎬＢｅＬＥＡ２ 基因在不同时期及不

同部位中皆有表达ꎬ且在有性世代时期表达量最

高ꎬ揭示 ＢｅＬＥＡ２ 基因可能在有性世代的生长发育

２８２ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷



图 ５　 纤枝短月藓 ＢｅＬＥＡ２ 与其他物种 ＬＥＡ２ 蛋白的系统进化树
Ｆｉｇ. ５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＢｅＬＥＡ２ ｆｒｏｍ Ｂｒａｃｈｙｍｅｎｉｕｍ ｅｘｉｌｅ ａｎｄ ＬＥＡ２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

１. 无性世代的孢子体ꎻ ２. 无性世代的配子体ꎻ ３. 有性世代

的配子体ꎮ 不同字母表示 ０.０１ 水平上显著性差异ꎮ 下同ꎮ
１. Ｓｐｏｒｏｐｈｙｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ａｓｅｘｕａｌ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎻ ２. Ｇａｍｅｔｏｐｈｙｔｅ ｏｆ ｔｈｅ
ａｓｅｘｕａｌ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎻ ３. Ｇａｍｅｔｏｐｈｙｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｘｕａｌ
ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ ０.０１
ｌｅｖｅｌ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ６　 纤枝短月藓不同组织部位中 ＢｅＬＥＡ２ 的表达分析
Ｆｉｇ. ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＢｅＬＥＡ２ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｂｒａｃｈｙｍｅｎｉｕｍ ｅｘｉｌｅ

过程中起重要作用ꎮ 脱水胁迫后ꎬＢｅＬＥＡ２ 基因表

达量变化差异明显ꎬ在有性世代发育时期的表达

下降ꎬ而在无性世代发育时期表达上升ꎬ揭示了该

基因在纤枝短月藓不同生长发育时期对脱水胁迫

的响应机制可能不同ꎮ
本研究首次从纤枝短月藓中克隆分析了

１. 无性世代的配子体ꎻ ２. 有性世代的配子体ꎻ ３. 无性世代

的孢子体.
１. Ｇａｍｅｔｏｐｈｙｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ａｓｅｘｕａｌ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎻ ２. Ｇａｍｅｔｏｐｈｙｔｅ ｏｆ ｔｈｅ
ｓｅｘｕａｌ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎻ ３. Ｓｐｏｒｏｐｈｙｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ａｓｅｘｕａｌ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ.

图 ７　 纤枝短月藓在脱水处理下 ＢｅＬＥＡ２ 的表达分析
Ｆｉｇ. ７　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＢｅＬＥＡ２ ｉｎ

Ｂｒａｃｈｙｍｅｎｉｕｍ ｅｘｉｌｅ ｕｎｄｅｒ ｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ＢｅＬＥＡ２ 基因ꎬ并进行了初步表达分析ꎬ结果显示纤

枝短月藓中 ＢｅＬＥＡ２ 基因在脱水胁迫时有较高的

表达ꎬ表明 ＢｅＬＥＡ２ 基因参与了纤枝短月藓脱水胁

迫的响应ꎮ 本研究对深入了解 ＬＥＡ２ 基因在苔藓

植物生长发育过程中的功能ꎬ分析 ＬＥＡ２ 蛋白植物

抗逆的分子机制以及深入探究苔藓植物的抗逆机

制具有重要意义ꎮ

３８２２ 期 李雪宝等: 纤枝短月藓 ＢｅＬＥＡ２ 基因的克隆及表达分析



∗∗表示在 ０.０１ 水平上显著性差异ꎮ 下同ꎮ
∗∗ｍｅａｎｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ ０.０１ ｌｅｖｅｌ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ８　 纤枝短月藓有性世代的配子体在脱水
处理下 ＢｅＬＥＡ２ 的表达分析

Ｆｉｇ. ８　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＢｅＬＥＡ２ ｉｎ ｇａｍｅｔｏｐｈｙｔｅ
ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｘｕａｌ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ Ｂｒａｃｈｙｍｅｎｉｕｍ

ｅｘｉｌｅ ｕｎｄｅｒ ｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

图 ９　 纤枝短月藓无性世代的配子体在脱水
处理下 ＢｅＬＥＡ２ 的表达分析

Ｆｉｇ. ９　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＢｅＬＥＡ２ ｉｎ ｇａｍｅｔｏｐｈｙｔｅ ｏｆ
ｔｈｅ ａｓｅｘｕａｌ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ Ｂｒａｃｈｙｍｅｎｉｕｍ ｅｘｉｌｅ

ｕｎｄｅｒ ｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
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