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(南开大学 生命科学学院ꎬ天津 ３０００７１)

摘　 要: 为探究过氧化氢酶(ＣＡＴ)和超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)基因家族成员在西藏大花红景天高原恶劣生

境适应性中的作用ꎬ利用生物信息学和 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术对其 ＲｃＣＡＴｓ 和 ＲｃＳＯＤｓ 基因家族成员的序列和表达模

式进行了分析ꎬ并构建 ＲｃＣＡＴ 和 ＲｃＳＯＤ１ 的 ｐＹＥＳ２.０ 表达载体与 ｐＧＢＫＴ７ 诱饵载体ꎬ分别进行了酵母胁迫分

析和拟南芥酵母文库中互作蛋白的筛选ꎮ 结果显示:(１)大花红景天中共有 ２ 条 ＲｃＣＡＴ 基因ꎬ３ 条 ＲｃＳＯＤ 基

因和 １ 条 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 铜伴侣基因 ＲｃＣＣＳꎮ 生物信息学分析显示上述基因的氨基酸序列与其同源基因具有

较高的相似性(６６.３７％ ~ ９４.５１％)ꎬ且均没有跨膜结构域ꎬ亚细胞位置预测 ＲｃＣＡＴｓ 位于过氧化物酶体ꎬ
ＲｃＳＯＤｓ 和 ＲｃＣＣＳ 位于细胞质或线粒体ꎮ (２)ｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果显示 ６ 个基因在根、茎、叶三个器官中均有表达

且主要在叶片中表达ꎬ低温胁迫和植物激素 ＡＢＡ 对基因表达量的影响显著ꎮ (３)酵母胁迫结果显示异源表

达 ＲｃＣＡＴ 和 ＲｃＳＯＤ１ 基因的阳性酵母菌株在冷、热、盐、碱、重金属和 Ｈ２Ｏ２胁迫下的细胞活力均比 ｐＹＥＳ２.０
空载菌株高ꎮ (４) 通过酵母双杂交共筛选到 ４ 个与 ＲｃＣＡＴ 互作明显的基因 ＡｔｂＨＬＨ１２１( ＡＴ３Ｇ１９８６０)、
ＡｔＣＰＣＫ２(ＡＴ２Ｇ２３０７０)、ＡｔＧＲＰ４(ＡＴ５Ｇ５０７５０)和 ＡｔＲＡＰＴＯＲ１Ｂ(ＡＴ３Ｇ０８８５０)ꎬ３ 个与 ＲｃＳＯＤ１ 互作明显的基

因 ＡｔＥＭＢ(ＡＴ５Ｇ１１８９０)、ＡｔＭＢＰ２(ＡＴ１Ｇ５２０３０)和 ＡｔＲＨ８(ＡＴ４Ｇ００６６０)ꎮ 综上结果表明ꎬ大花红景天能够通

过 ＲｃＣＡＴｓ 和 ＲｃＳＯＤｓ 基因广泛参与调控其生长发育、胁迫响应等代谢途径来适应高原恶劣的环境ꎮ
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ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ. Ｙｅａｓｔ ｔｗｏ￣ｈｙｂｒｉｄ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｙｅａｓｔ ｌｉｂｒａｒｙ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｂｙ
ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇ ｂａｉｔ ｖｅｃｔｏｒｓ ｏｆ ＲｃＣＡＴ ａｎｄ ＲｃＳＯＤ１. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ: (１) Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｔｗｏ ＣＡＴ ｇｅｎｅｓ (ＲｃＣＡＴ)ꎬ
ｔｈｒｅｅ ＳＯＤ ｇｅｎｅｓ (ＲｃＳＯＤ)ꎬ ａｎｄ ｏｎｅ Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ ｃｏｐｐｅｒ ｃｈａｐｅｒｏｎｅ ｇｅｎｅ (ＲｃＣＣＳ). Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｓｉｘ ｇｅｎｅｓ ｈｅｌｄ ｈｉｇｈ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｄｅｎｔｉｔｙ (６６.３７％－９４.５１％) ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｓｐｅｃｉｅｓ. Ａｌｌ ｇｅｎｅｓ ｈａｄ ｎｏ
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ｗｅｒｅ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍａꎬ ＲｃＳＯＤｓ ａｎｄ ＲｃＣＣＳ ｗｅｒｅ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ ｏｒ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ. (２) ｑＲＴ￣ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｌｅａｆꎬ ａｎｄ ａｌｌ ｇｅｎｅｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｃｏｕｌｄ ａｌｓｏ ｂｅ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｐｌａｎｔ ｈｏｒｍｏｎｅｓ
(ＡＢＡ). ＲｃＣＡＴ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｕｎｄｅｒ ｃｏｌｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｌｅａｆ ｍｏｒｅ
ｔｈａｎ ｔｗｏ ｔｉｍｅｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｒｏｏｔ. ＲｃＣＡＴꎬ ＲｃＳＯＤ２ꎬ ＲｃＳＯＤ３ ａｎｄ ＲｃＣＣＳ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｗｅｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ ｕｎｄｅｒ ＡＢＡ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ. (３) Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｓｐｏｔ ａｓｓａｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＲｃＣＡＴ ａｎｄ ＲｃＳＯＤ１ ｙｅａｓｔ ｃｅｌｌｓ ｓｈｏｗｅｄ ａ
ｈｉｇｈｅｒ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｐＹＥＳ２. ０ ｙｅａｓｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｕｎｄｅｒ ｃｏｌｄꎬ ｈｏｔꎬ ＮａＣｌꎬ Ｎａ２ ＣＯ３ꎬ Ｃｏ２＋ ａｎｄ Ｈ２ Ｏ２ . ( ４) Ｔｈｅ
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(ＡＴ３Ｇ１９８６０)ꎬ ＡｔＣＰＣＫ２ (ＡＴ２Ｇ２３０７０)ꎬ ＡｔＧＲＰ４ (ＡＴ５Ｇ５０７５０) ａｎｄ ＡｔＲＡＰＴＯＲ１Ｂ (ＡＴ３Ｇ０８８５０). Ｔｏｔａｌ ｔｈｒｅｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ ｗｉｔｈ ＲｃＳＯＤ１ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄꎬ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ＡｔＥＭＢ (ＡＴ５Ｇ１１８９０)ꎬ ＡｔＭＢＰ２ (ＡＴ１Ｇ５２０３０)
ａｎｄ ＡｔＲＨ８ (ＡＴ４Ｇ００６６０). Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｅ ｔｈａｔ ＲｃＣＡＴｓ ａｎｄ ＲｃＳＯＤｓ ｐｌａｙ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ
ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓｔｒｅｓｓｅｓ ｉｎ Ｔｉｂｅｔ Ｒｈｏｄｉｏｌａ ｃｒｅｎｕｌａｔａꎬ ａｎｄ ｌａｉｄ ｔｈｅ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｉｎ￣ｄｅｐｔｈ ｓｔｕｄｙ
ｏｆ ｔｈｅ ａｄａｐｔｉｖｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｒ. ｃｒｅｎｕｌａｔａ ｗｉｔｈ ｐｌａｔｅａｕ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｒｈｏｄｉｏｌａ ｃｒｅｎｕｌａｔａꎬ ｃａｔａｌａｓｅꎬ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓꎬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎꎬ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

　 　 大花红景天(Ｒｈｏｄｉｏｌａ ｃｒｅｎｕｌａｔａ)是一种多年

生草本植物ꎬ为景天科 ( Ｃｒａｓｓｕｌａｃｅａｅ) 红景天属

(Ｒｈｏｄｉｏｌａ)ꎬ主要分布于我国的青藏高原及其毗邻

一带ꎬ包括西藏、云南和四川等地ꎮ 中国药典记载

大花红景天干燥根及根茎中含有多种活性成分ꎬ
如红景天苷、酪醇及其衍生物ꎬ具有益气活血ꎬ通
脉平喘的功能ꎮ 现代生物医学研究证明ꎬ大花红

景天根部浸出液能够保护神经ꎬ治疗抑郁、焦虑和

癌症等多种疾病 ( Ｑｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ꎻ Ｙｕａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２０)ꎮ 但是ꎬ因其常伴有寒冷、低氧、强紫外照射

等环境特点ꎬ主要分布于海拔 ３ ５００ ~ ５ ０００ ｍ 的

山坡草地和大块石灰岩的缝隙中ꎬ生长环境较为

严酷ꎬ使得大花红景天的采集和研究应用都十分

困难(Ｆｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ 目前ꎬ分子生物学研究多

集中于大花红景天活性成分及其种质资源多样性

研究ꎬ关于其生境适应性的分子机制ꎬ尚缺乏丰富

的报道(Ｍａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７ꎻ Ｇｙｏｒｇｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)ꎮ
活性氧( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ) 是一类

广泛存在于植物体内的小分子ꎬ包括超氧阴离子

(Ｏ２
－)、羟自由基(ＯＨ)、过氧化氢(Ｈ２ Ｏ２)等ꎮ

ＲＯＳ 对植物的影响是双向的ꎬ取决于它在植物体

内的浓度(张梦如等ꎬ ２０１４)ꎮ 在正常生长条件

下ꎬＲＯＳ 可经光合作用和呼吸作用中电子传递链

产生ꎮ 当植物受到干旱、冷、热、强光和病害等外

界环境压力时会诱发产生大量 ＲＯＳ(Ｓｕｚｕｋｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１２ꎻ Ｍｕｎｎｅ￣Ｂｏｓｃｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ 过量 ＲＯＳ 会引

起蛋白质、脂质和核酸等大分子损伤ꎬ从而改变生

物膜流动性ꎬ诱发细胞程序性死亡(Ｇｉｓｅｌｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１４ꎻ 张晓宇等ꎬ ２０２０)ꎮ 因此ꎬ植物细胞需严格

控制 ＲＯＳ 的含量以使其在复杂多变的环境中生存

下来(Ｄ′Ａｕｔｒéａｕｘ ＆ Ｔｏｌｅｄａｎｏꎬ ２００６)ꎮ 过氧化氢酶

(ｃａｔａｌａｓｅꎬＣＡＴ)是维持 Ｈ２Ｏ２平衡、参与氧化还原

反应和离子结合等过程的重要酶 ( Ｓｃｏｔｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ
１９９９)ꎬ 超 氧 化 物 歧 化 酶 ( ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬ
ＳＯＤ)是一种能够清除 Ｏ２－ 的抗氧化金属酶ꎬ包括

Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ、Ｍｎ ＳＯＤ、Ｆｅ ＳＯＤ 和 Ｎｉ ＳＯＤ 四种类型

(马伟荣等ꎬ ２０１３)ꎮ 研究表明ꎬＣＡＴ 和 ＳＯＤ 基因

广泛参与植物对冷害、盐害、重金属毒害和病原菌

等胁迫的应答以维持体内 ＲＯＳ 含量的动态平衡ꎮ
例如:羊茅在受到冷和高盐胁迫时ꎬ其叶片中

ＦａＣａｔ１ 基因表达量显著增加(杨文龙等ꎬ ２００６)ꎻ
矮牵牛中过表达紫花苜蓿 Ｃｕ / Ｚｎ￣ＳＯＤ 基因能够有

效提高其耐冷性 (平璐ꎬ ２０１６)ꎻ水稻中过表达

ＯｓＣｕ / Ｚｎ￣ＳＯＤ 基因后ꎬ转基因植株的活性氧清除

能力提高ꎬ耐盐性增强(廖栩ꎬ ２０１９)ꎻ柑橘 ＣｓＫａｔ０１
基因通过调控 ＣＡＴ 酶活ꎬ改变 Ｈ２Ｏ２含量进而影响

１９５１９ 期 王宏鹏等: 西藏大花红景天 ＲｃＣＡＴｓ 与 ＲｃＳＯＤｓ 基因克隆及功能分析



柑橘对溃疡病的抗性(祁静静等ꎬ ２０２０)ꎮ 目前ꎬ已
鉴定出多个物种的 ＣＡＴｓ 和 ＳＯＤｓꎮ 例如:拟南芥

(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)中鉴定出了 ３ 个 ＣＡＴ 和 ７ 个

ＳＯＤ 基 因 家 族 成 员 ( Ｋｌｉｅｂｅｎｓｔｅｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９８ꎻ
Ｖａｎｄｅｎａｂｅｅｌｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４)ꎻ水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ)(Ｎａｔｈ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４) 和 高 粱 ( Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ ) ( Ｆｉｌｉｚ ＆
Ｔｏｍｂｕｌｏｇ̌ｌｕꎬ ２０１５)中均鉴定出 ８ 个 ＳＯＤ 基因家族成

员ꎮ 鉴于大花红景天所生长的环境为极地高原气

候ꎬ在其生活史中寒冷、低氧、强紫外线照射等恶劣

环境因子必然引起光合作用、呼吸作用及其他代谢

途径的变化ꎬ其中较为直接的影响即为活性氧的动

态变化ꎮ 因此ꎬ我们提出 ＣＡＴ 和 ＳＯＤ 基因可能对

于西藏大花红景天适应特殊生境具有重要作用ꎮ
然而ꎬ目前对大花红景天及其红景天属植物尚无相

关基因的报道ꎮ
为了进一步研究 ＲｃＣＡＴｓ 和 ＲｃＳＯＤｓ 基因家族

的功能ꎬ本研究以西藏大花红景天为材料ꎬ对 ＲＯＳ
途径中的 ＣＡＴ 和 ＳＯＤ 基因家族成员进行克隆ꎬ基
于在线软件和实时定量 ＰＣＲ 对其生物信息学和特

异性表达进行分析ꎬ并构建 ＲｃＣＡＴ 和 ＲｃＳＯＤ１ 的酵

母表达载体与酵母双杂交诱饵载体ꎬ分别进行酵

母胁迫分析和筛选拟南芥酵母文库中的互作蛋

白ꎬ以揭示西藏大花红景天对其高原恶劣环境适

应的分子机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 实验材料

研究材料为西藏大花红景天ꎬ于 ２０１５ 年 ７ 月采

集自西藏地区米拉山山脉(海拔 ４ ８６８.４ ｍ、９２.３４°
Ｅ、２９.７８° Ｎ)ꎮ 经南开大学宋文芹教授鉴定为景天

科药用植物大花红景天ꎮ 部分材料经液氮速冻后

保存于－８０ ℃ꎻ其余材料以叶片为外植体进行组织

培养获得无菌再生苗并进行后续实验ꎮ
１.２ 实验方法

１.２. １ 基因序列扩增 　 ＲｃＣＡＴｓ、ＲｃＳＯＤｓ 和 ＲｃＣＣＳ
基因序列来源于本实验室已完成的转录组数据

库ꎬ基于 ｄｅ ｎｏｖｏ 拼接的 ｕｎｉｇｅｎｅ 注释信息ꎬ分别以

ＣＡＴ 和 ＳＯＤ 为关键词对数据库进行检索ꎬ获得

ＲｃＣＡＴｓ、ＲｃＳＯＤｓ 和 ＲｃＣＣＳ 序列ꎬ然后根据所获得

的基因序列设计特异性引物扩增全长ꎬ以大花红

景天叶片 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 反应ꎬ用 ＰＣＲ 产

物纯化试剂盒纯化后与 ｐＭＤ１９－Ｔ ｖｅｃｔｏｒ 连接ꎬ转

化大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ在氨苄抗性平板

上进行筛选ꎬ经菌液 ＰＣＲ 和电泳检测后ꎬ挑选阳性

克隆送上海生工测序ꎮ
１.２.２ 总 ＲＮＡ 提取与 ｃＤＮＡ 第一条链的合成 　 总

ＲＮＡ 提取依照改良 ＣＴＡＢ－异丙醇法进行(张力鹏

等ꎬ ２０１７)ꎮ 利用可见光分光光度计 ＮａｎｏＤｒｏｐ
１ ０００检测 ＲＮＡ 的纯度和浓度ꎬ并利用 １％琼脂糖

凝胶电泳检测其完整性ꎮ ｃＤＮＡ 第一条的合成利

用反转录酶 Ｍ－ＭＬＶ(Ｔａｋａｒａꎬ Ｊａｐａｎ)ꎬ采用 ５０ μＬ
体系ꎬ反转录总 ＲＮＡ 量为 ５ μｇ ＲＮＡꎮ 将反转产物

用无菌 ｄｄ Ｈ２Ｏ 稀释 １０ 倍后－２０ ℃保存ꎮ
１.２.３ 生物信息学分析 　 通过生物信息学在线网

站对获得的 ＲｃＣＡＴｓ、ＲｃＳＯＤｓ 和 ＲｃＣＣＳ 基因氨基酸

序列进行分析ꎮ 利用 Ｂｌａｓｔｘ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｂｌａｓｔ. ｎｃｂｉ.
ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔｘ)进行序列验证ꎻ利用 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ
(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｏｒｇ / ｓｍｓ２ / ｏｒｆ＿ｆｉｎｄ. ｈｔｍｌ)
获得编码框ꎻ利用 ＢｌａｓｔＰ 寻找同源基因 ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｂｌａｓｔ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ )ꎻ 利 用 ＤＮＡＭＡＮ 计 算

ＲｃＣＡＴｓ、ＲｃＳＯＤｓ 和 ＲｃＣＣＳ 与各自同源基因的同源

性比值ꎻ利用 ＰｒｏｔＣｏｍｐ 分析基因的亚细胞位置

( ｈｔｔｐ: / / ｌｉｎｕｘ１. ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ. ｃｏｍ / )ꎻ 利 用 ＴＭＨＭＭ
Ｓｅｒｖｅｒꎬ ｖ. ２.０ 分析基因的跨膜结构域有无(ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ / )ꎻ利用 ＥｘＰＡＳｙ
预测 蛋 白 质 理 化 性 质 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ /
ｐｒｏｔｐａｒａｍ / ) (张世鑫等ꎬ ２０２１ꎻ 解盛等ꎬ ２０２１)ꎮ
１.２.４ 基因表达分析　 组织特异性表达分析ꎬ采用

同一株组培苗的根、茎、叶三个器官ꎮ 非生物胁

迫采用低温诱导ꎬ将处于同一生长时期的组培苗

浸于冰水混合物中黑暗胁迫处理 ０、３、７ ｄꎮ 植物

激素脱落酸(ＡＢＡ)诱导ꎬ将同一生长时期的组培

苗浸于含有 ５０ μｍｏｌＬ ￣１ ＡＢＡ 的 ＭＳ 液体培养基

中ꎬ黑暗处理 ６、２４、３６ ｈꎬ每个处理均设 ３ 个生物

学重复ꎮ 胁迫处理后ꎬ所有材料均经无菌水洗净

并擦干后于液氮速冻ꎬ－８０ ℃ 超低温保存ꎮ 胁迫

处理材料的叶片用于提取总 ＲＮＡ(张力鹏等ꎬ
２０１９) ꎮ
１.２.５ 实时定量 ＰＣＲ　 采用 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司荧光定量

ＰＣＲ 仪 ｉＱ５ 进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲꎬ检测目的基因在不同

组织和不同胁迫条件下表达水平ꎮ 反应体系为 ２０
μＬꎬ包含 １０ μＬ ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ(Ｔａｋａｒａꎬ Ｊａｐａｎ)ꎬ１ μＬ
ｃＤＮＡꎬ０.５ μＬ 上下游引物ꎮ 以 ＲｃＧＡＰＤＨ 为内参

基因ꎬ每个样品均采用三次生物学重复( Ｚｈａｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ

２９５１ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷



１.２.６ 酵母表达载体构建和胁迫分析　 利用无缝克

隆法构建大花红景天 ＲｃＣＡＴ 和 ＲｃＳＯＤ１ 的 ｐＹＥＳ２.０
表达载体ꎬ大肠杆菌阳性克隆经菌液 ＰＣＲ 和 Ｓａｎｇｅｒ
测序验证ꎮ 将空载质粒、重组载体质粒按照 ＬｉＴＥ /
ＰＥＧ 法转入酿酒酵母 ＩＮＶＳＣＩ 中ꎮ 分别取 ＩＮＶＳＣＩ
(ｐＹＥＳ２.０、ｐＹＥＳ２.０￣ＲｃＣＡＴ、ｐＹＥＳ２.０￣ＲｃＳＯＤ１)单克

隆于 ２０ ｍＬ 含 ２％葡萄糖的 ＳＣ / ￣Ｕｒａ 液体培养基中ꎬ
３０ ℃ / １８０ ｒｍｉｎ￣１培养至 ＯＤ６００ 位于 ０.５ ~ ０.８ 之

间ꎮ 收集菌体重悬于含 ２％半乳糖的 ＳＣ / ￣Ｕｒａ 液体

培养基中ꎬ调整 ＯＤ６００ ＝ ２.０ꎬ３０ ℃ / １８０ ｒｍｉｎ￣１诱

导 ２４ ｈꎮ 将诱导后的阳性菌株按照 １０ 倍梯度稀释ꎬ
取 ６ μＬ 分别滴于不同 ＹＰＤＡ 平板中进行胁迫处理ꎮ
胁迫条件为热胁迫(３７ ℃处理 １ ｄ)、冷胁迫(－２０ ℃
处理 ６ ｈ)、过氧化氢胁迫(ＹＰＤＡ 平板中加入 ０.８、
１.６、３.２ ｍｍｏｌＬ￣１ Ｈ２Ｏ２)、盐胁迫(ＹＰＤＡ 平板中加

入 ２００、４００、６００ ｍｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ)、重金属和碱胁迫

(平板中加入 ５、１０ ｍｍｏｌＬ￣１ ＣｏＣｌ２或 ２０ ｍｍｏｌＬ￣１

Ｎａ２ＣＯ３)ꎮ 将上述平板倒置于 ３０ ℃培养箱中培养 ３
ｄ 后拍照(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)ꎮ
１.２.７ ＲｃＣＡＴ 和 ＲｃＳＯＤ１ 自激活鉴定与互作蛋白筛

选　 酵母双杂交筛选拟南芥文库依 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ 公司

Ｍａｔｃｈｍａｋｅｒ Ｇｏｌｄ Ｙｅａｓｔ Ｔｗｏ￣Ｈｙｂｒｉｄ Ｓｙｓｔｅｍ Ｕｓｅｒ
Ｍａｎｕａｌ 说明书进行ꎮ 构建 ＲｃＣＡＴ 和 ＲｃＳＯＤ１ 基因

的诱饵载体ꎬ通过 ＬｉＴＥ / ＰＥＧ 法转化 Ｙ２Ｈ Ｇｏｌｄ 菌

株ꎻ经菌液 ＰＣＲ 验证阳性菌并进行自激活和毒性

验证ꎬ以排除基因本身对杂交结果的影响ꎻ进行文

库筛选ꎬ将诱饵载体与文库混合后涂布于 ＳＤ / ￣Ｔｒｐ￣
Ｌｅｕ￣Ｈｉｓ＋β￣ｇａｌ 培养基进行初筛ꎬ挑选蓝斑菌落摇

菌提取质粒ꎻ利用 Ｔ７ / ３’ ＡＤ 进行扩增和测序ꎬ根
据测序结果确定基因ꎻ将比对后的阳性克隆ꎬ正对

照 ｐＧＢＫＴ７￣５３＋ｐＧＡＤＴ７￣Ｔꎬ负对照 ｐＧＢＫＴ７￣ ＲｃＣＡＴ
(ＲｃＳＯＤ１) ＋ｐＧＡＤＴ７ 分别滴于 ＳＤ / ￣Ｔｒｐ￣Ｌｅｕ、ＳＤ / ￣
Ｔｒｐ￣Ｌｅｕ￣Ｈｉｓ 和 ＳＤ / ￣Ｔｒｐ￣Ｌｅｕ＋β￣ｇａｌ 培养基ꎬ３０ ℃培

养 ３ ｄ 后拍照(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 大花红景天 ＲｃＣＡＴｓ 和 ＲｃＳＯＤｓ 基因的鉴定与

克隆

因大花红景天没有参考基因组信息ꎬ同时

ＮＣＢＩ 网站公布的有关红景天属基因序列多为

ＤＮＡ 条形码ꎮ 因此ꎬ为解决其基因序列的缺乏ꎬ本
实验室对西藏大花红景天进行转录组测序ꎮ 通过

ｄｅ ｎｏｖｏ 拼接技术获得 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 序列并进行功能注

释ꎮ 最终得到 ２ 条编码过氧化氢酶 ＣＡＴ 的基因分

别命名为 ＲｃＣＡＴ 和 ＲｃＣＡＴ１ꎬ得到 ３ 条编码超氧化

物歧 化 酶 ＳＯＤ 的 基 因 分 别 命 名 为 ＲｃＳＯＤ１、
ＲｃＳＯＤ２、ＲｃＳＯＤ３ꎬ１ 条编码超氧化物歧化酶的铜伴

侣的基因 ＲｃＣＣＳꎮ
根据各基因 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 序列分别设计引物ꎬ以大

花红景天叶片 ｃＤＮＡ 为模板进行扩增ꎬ扩增产物经

１％琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ结果见图 １ꎮ 由图 １ 可

知ꎬＲｃＣＡＴ 和 ＲｃＣＡＴ１ 基因长度均为１ ４７９ ｂｐꎬ编码

为 ４９２ 个氨基 酸ꎬ分 子 量 稍 有 不 同ꎬ ＲｃＣＡＴ 为

５６ ７０１.０４ ＤａꎬＲｃＣＡＴ１ 为 ５６ ８１８. ２９ Ｄａꎮ ＲｃＳＯＤ１
和 ＲｃＳＯＤ２ 基因编码 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤꎬ核苷酸大小为

４７１ / ６６９ ｂｐꎬ编码 １５６ / ２２２ 个氨基酸ꎬ分子量为

１６ ０７０.１２ / ２１ ８７０.７ Ｄａꎻ ＲｃＳＯＤ３ 基 因 编 码 Ｆｅ
ＳＯＤꎬ核苷酸数量为 ８０４ ｂｐꎬ可编码 ２６７ 个氨基酸ꎬ
蛋白质分子量为３０ ８１６.３１ Ｄａꎮ ＲｃＣＣＳ 基因大小

为１ ００８ ｂｐꎬ编码 ３３５ 个氨基酸ꎮ

图 １　 大花红景天 ＣＡＴ、ＳＯＤ、ＣＣＳ 基因 ＰＣＲ 扩增电泳图
Ｆｉｇ. １　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＣＡＴꎬ

ＳＯＤꎬ ＣＣＳ ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ｒｈｏｄｉｏｌａ ｃｒｅｎｕｌａｔａ

２.２ 大花红景天 ＲｃＣＡＴｓ、ＲｃＳＯＤｓ 和 ＲｃＣＣＳ 基因

生物信息学分析

对大花红景天 ＲｃＣＡＴｓ、ＲｃＳＯＤｓ 和 ＲｃＣＣＳ 基因

的氨基酸序列进行分析ꎬ通过在线 ＢｌａｓｔＰ 比对ꎬ获
得 ＮＣＢＩ 数据库中的同源基因ꎬ利用 ＤＮＡＭＡＮ 计

算各自基因与其同源基因的序列相似度ꎬ并利用

多个在线网站基于其氨基酸序列进行分析ꎮ 结果

显示ꎬ６ 个基因与其同源基因的序列一致性在 ６０％
以上ꎬＲｃＣＡＴ 基因最高(９５.５１％)ꎬＲｃＣＣＳ 基因最低

(６６.３７％)ꎬ 各自同源基因均为双子叶植物ꎬ 且尚
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表 １　 大花红景天 ＲｃＣＡＴｓ、ＲｃＳＯＤｓ 和 ＲｃＣＣＳ 基因序列信息
Ｔａｂｌｅ １　 ＲｃＣＡＴｓꎬ ＲｃＳＯＤｓ ａｎｄ ＲｃＣＣＳ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ Ｒｈｏｄｉｏｌａ ｃｒｅｎｕｌａｔａ

基因名
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ ＲｃＣＡＴ ＲｃＣＡＴ１ ＲｃＳＯＤ１ ＲｃＳＯＤ２ ＲｃＳＯＤ３ ＲｃＣＣＳ

ＯＲＦ 长度
ＯＲＦ ｌｅｎｇｔｈ (ｂｐ)

１ ４７９ １ ４７９ ４７１ ６６９ ８０４ １ ００８

同源物种
Ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｓｐｅｃｉｅｓ

博落回
Ｍａｃｌｅａｙａ ｃｏｒｄａｔａ

芝麻
Ｓｅｓａｍｕｍ ｉｎｄｉｃｕｍ

猕猴桃
Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ

东南景天
Ｓｅｄｕｍ ａｌｆｒｅｄｉｉ

笋瓜
Ｃｕｃｕｒｂｉｔａ ｍａｘｉｍａ

巨桉
Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ ｇｒａｎｄｉｓ

同源基因
Ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｇｅｎｅ

ＯＶＡ００６０８.１ ＮＰ＿００１２９１３２６.１ ＰＳＳ３６２７５.１ ＡＩＩ２５４３４.１ ＸＰ＿０２２９９００３２.１ ＸＰ＿０１００５５５７５.１

一致性
Ｉｄｅｎｔｉｔｙ (％)

９４.５１ ８０.８９ ８２.０５ ８４.１９ ７０.２２ ６６.３７

分子量
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ (Ｄａ)

５６ ７０１.０４ ５６ ８１８.３９ １６ ０７０.１２ ２１ ８７０.７ ３０ ８１６.３１ ３５ ４５６.２

等电点
Ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ

６.８ ７.３５ ６.７４ ６.２３ ８.８３ ５.７

脂溶指数
Ａｌｉｐｈａｔｉｃ ｉｎｄｅｘ

７１.３２ ７４.４９ ９１.８６ ８８.９３ ７６.３３ ８４.６９

平均亲水性
Ａｖｅｒａｇｅ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｖａｌｕｅ

－０.５６１ －０.５４１ －０.２０１ ０.０８５ －０.４１６ －０.０４２

磷酸化位点
Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ

３９ ４３ ５ １７ ２３ ５２

亚细胞定位
Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

过氧化物酶体
Ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ

过氧化物酶体
Ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ

细胞质
Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ

细胞质
Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ

线粒体
Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ

线粒体
Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ

跨膜结构域
Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ

无
Ｎｏ

无
Ｎｏ

无
Ｎｏ

无
Ｎｏ

无
Ｎｏ

无
Ｎｏ

图 ２　 ＲｃＣＡＴｓ 和 ＲｃＳＯＤｓ 基因的 Ｎ－Ｊ 进化树
Ｆｉｇ. ２　 Ｎ－Ｊ ｐｈｙｌｏｇｅｎｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＲｃＣＡＴｓ ａｎｄ ＲｃＳＯＤｓ

未下载到景天科红景天属的相关序列ꎮ 蛋白质理

化性质分析结果显示 ＲｃＣＡＴ１ 和 ＲｃＳＯＤ３ 蛋白质的

等电点高于 ７.０ꎬ其余 ４ 个基因均为酸性蛋白质ꎬ
其中 ＲｃＣＣＳ 的等电点最低ꎬ为 ５.７ꎮ 脂溶指数均在

７０％以上ꎬ其中 ＲｃＳＯＤ１ 和 ＲｃＳＯＤ２ 较高ꎬ分别为

９１.８６ 和 ８８.９３ꎬ说明其为明显的脂溶性蛋白ꎮ 总

平均亲水性除 ＲｃＳＯＤ２(０.０８５)外ꎬ其他均为负值ꎬ
说明其具有一定的亲水性ꎮ 此外ꎬ对跨膜结构域

和其发挥生物学功能的主要亚细胞位置进行分

析ꎬ结果显示 ６ 个基因均无跨膜结构域ꎬＲｃＣＡＴｓ 定
位于过氧化物酶体ꎬＲｃＳＯＤ１ 和 ＲｃＳＯＤ２ 定位于细

胞质ꎬＲｃＳＯＤ３ 和 ＲｃＣＣＳ 定位于线粒体ꎮ 蛋白激酶
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Ａ. 根ꎻ Ｂ. 叶ꎻ Ｃ. 茎ꎮ ∗表示显著性差异(Ｐ<０.０５)ꎻ ∗∗表示极显著性差异(Ｐ<０.０１)ꎮ 下同ꎮ
Ａ. Ｒｏｏｔꎻ Ｂ. Ｌｅａｆꎻ Ｃ. Ｓｔｅｍ. ∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５)ꎻ ∗∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０１). Ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｂｅｌｏｗ.

图 ３　 大花红景天 ＲｃＣＡＴｓ、ＲｃＳＯＤｓ 和 ＲｃＣＣＳ 基因组织特异性表达模式图
Ｆｉｇ. ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｇｒａｐｈ ｏｆ ＲｃＣＡＴｓꎬ ＲｃＳＯＤｓ ａｎｄ ＲｃＣＣＳ ｔｉｓｓｕｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ

图 ４　 大花红景天 ＲｃＣＡＴｓ、ＲｃＳＯＤｓ 和 ＲｃＣＣＳ 基因响应低温和 ＡＢＡ 胁迫表达水平
Ｆｉｇ. ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＲｃＣＡＴｓꎬ ＲｃＳＯＤｓ ａｎｄ ＲｃＣＣＳ ｇｅｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ｃｏｌｄ ａｎｄ ＡＢＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

磷酸化位点预测结果显示 ６ 个基因均具有可磷酸

化氨基酸位点ꎬ说明其可能受到蛋白磷酸激酶的

调 控 ( 表 １ )ꎮ 利 用 ＭＥＧＡ７. ０ 构 建 ＲｃＣＡＴｓ 和

ＲｃＳＯＤｓ 的 Ｎ￣Ｊ 进化树ꎬ结果显示 ＲｃＣＡＴ 基因与棉
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图 ５　 过表达 ＲｃＣＡＴ 和 ＲｃＳＯＤ１ 基因的酵母非生物胁迫诱导分析
Ｆｉｇ. ５　 Ｙｅａｓｔ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲｃＣＡＴ ａｎｄ ＲｃＳＯＤ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ

花 ( Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ ) 的 遗 传 距 离 最 近ꎬ 而

ＲｃＣＡＴ１ 与所列物种的 ＣＡＴ 基因遗传距离较远ꎮ
ＲｃＳＯＤ１ 与 猕 猴 桃 ( Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ) 最 近ꎬ
ＲｃＳＯＤ２ 与甜瓜(Ｃｕｃｕｍｉｓ ｍｅｌｏ)最近ꎬＲｃＳＯＤ３ 与西

葫萝(Ｃｕｃｕｒｂｉｔａ ｐｅｐｏ)、苦瓜(Ｍｏｍｏｒｄｉｃａ ｃｈａｒａｎｔｉａ)
遗传距离最近(图 ２)ꎮ
２.３ ＲｃＣＡＴｓ、ＲｃＳＯＤｓ 和 ＲｃＣＣＳ 基因组织特异性

表达模式

因不同基因发挥其分子功能的部位不同ꎬ基因

常具有组织器官表达特异性ꎮ 利用实时定量 ＰＣＲ
方法检测 ＲｃＣＡＴｓ、ＲｃＳＯＤｓ 和 ＲｃＣＣＳ 基因的 ｍＲＮＡ

在三个组织部位(根、茎、叶)的表达水平ꎬ可进一步

了解各基因在大花红景天生长周期内所扮演的角

色ꎮ 结果显示 ＲｃＣＡＴｓ 基因的两个成员在不同组织

的表达水平差异很大ꎬ相比于根组织ꎬＲｃＣＡＴ 在叶片

中表达量最高呈 ２.５ 倍的显著差异ꎬ茎中的表达稍

低ꎬ约为 ０.６ 左右ꎻ而 ＲｃＣＡＴ１ 在叶片和茎中表达均

较低ꎬ仅为根中的 １ / ５ꎮ ＲｃＳＯＤｓ 基因的表达模式十

分相似ꎬ即在根与茎中表达量相近而远低于叶中的

表达量ꎬ如 ＲｃＳＯＤ１ 在叶片中表达量是根茎中的 ２
倍ꎬＲｃＳＯＤ２ 可达 ４ 倍左右ꎻＲｃＳＯＤ３ 基因在叶片中超

表达是根的 ６.７ 倍ꎬ茎的 ３.７ 倍ꎮ ＲｃＣＣＳ 基因的表达
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图 ６　 ＲｃＣＡＴ 和 ＲｃＳＯＤ１ 基因酵母自激活和毒性验证
Ｆｉｇ. ６　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲｃＣＡＴ ａｎｄ ＲｃＳＯＤ１

图 ７　 ＲｃＣＡＴ 互作蛋白验证
Ｆｉｇ. ７　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｏｒ ＲｃＣＡＴ
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图 ８　 ＲｃＳＯＤ１ 互作蛋白验证
Ｆｉｇ. ８　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｏｒ ＲｃＳＯＤ１

模式与 ＲｃＳＯＤ２ 相似ꎬ在叶片中高表达是根 /茎组织

的 ３.５ 倍左右(图 ３)ꎮ
２.４ 冷胁迫与植物激素 ＡＢＡ 诱导下 ＲｃＣＡＴｓ、
ＲｃＳＯＤｓ 和 ＲｃＣＣＳ 基因表达模式

大花红景天生长的环境恶劣ꎬ主要表现为温

度较低ꎬ而低温会降低呼吸作用和光合作用速率ꎬ
同时诱发产生大量活性氧ꎬ以阻碍植物的生长发

育ꎮ 因此对大花红景天组培苗进行了低温胁迫处

理ꎬ以进一步分析 ＲｃＣＡＴｓ、ＲｃＳＯＤｓ 和 ＲｃＣＣＳ 基因

在低温诱导下的表达模式变化ꎮ 结果显示 ＲｃＣＡＴｓ
基因随着胁迫时间的延长表现出明显的上调趋

势ꎬ尤其是 ＲｃＣＡＴ 的表达量较对照组提高 ２ 倍左

右ꎻ相反 ３ 个 ＲｃＳＯＤｓ 基因的表达量呈下降趋势ꎬ
仅 ＲｃＳＯＤ２ 在胁迫第 ７ 天时有微弱的上调趋势ꎬ且
与 ＲｃＣＣＳ 基因的表达模式一致ꎮ

植物内源激素脱落酸( ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄꎬＡＢＡ)作

为一种广泛应答胁迫的信号ꎬ在调节植物体内平

衡以及提高胁迫耐受性方面发挥重要的作用ꎬ因

此本研究绘制了大花红景天 ＲｃＣＡＴｓ、ＲｃＳＯＤｓ 和

ＲｃＣＣＳ 基因在不同 ＡＢＡ 处理时间下的表达谱ꎮ 结

果显示 ＲｃＣＡＴｓ 的两个成员表达变化完全不同ꎬ
ＲｃＣＡＴ 在胁迫 ２４ ｈ 时下调表达相比于对照组下降

５ 倍以上ꎻＲｃＣＡＴ１ 上调表达为对照组的 ６ 倍左右ꎮ
ＲｃＳＯＤｓ 基因的 ３ 个成员中ꎬＲｃＳＯＤ１ 随 ＡＢＡ 胁迫

时间 的 延 长 而 下 调 表 达 仅 为 对 照 组 的 ４０％ꎬ
ＲｃＳＯＤ２ 和 ＲｃＳＯＤ３ 表现出先下调后上调的趋势ꎮ
此外ꎬＲｃＣＣＳ 基因的表达模式与 ＲｃＳＯＤ２ 一致ꎬ即
２４ ｈ 下调表达ꎬ３６ ｈ 上调表达(图 ４)ꎮ
２.５ ＲｃＣＡＴ 和 ＲｃＳＯＤ１ 的酵母异源表达与胁迫

分析

为进一步分析 ＲｃＣＡＴｓ 和 ＲｃＳＯＤｓ 基因在调节

大花红景天应对高原恶劣环境时的生理意义ꎬ我们

分别构建了 ＲｃＣＡＴ 和 ＲｃＳＯＤ１ 的 ｐＹＥＳ２.０ 重组载

体ꎬ并转入酿酒酵母菌株 ＩＮＶＳＣＩ 中(图 ５)ꎮ 由图 ５
可知ꎬ在 ６ 种胁迫下ꎬ转 ｐＹＳＥ２.０ 空载的酵母菌株生

长的数量、菌斑大小和生命能力均不如 ＲｃＣＡＴ 和

８９５１ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷



表 ２　 ＲｃＣＡＴ 和 ＲｃＳＯＤ１ 基因互作基因信息
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｇｅｎｅｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＲｃＣＡＴ ａｎｄ ＲｃＳＯＤ１

拟南芥
基因号

Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｇｅｎｅ ＩＤ

基因大小
Ｇｅｎｅ
ｌｅｎｇｔｈ
(ｂｐ)

基因名
Ｇｅｎｅ
ｎａｍｅ

基因描述
Ｇｅｎｅ ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

ＡＴ３Ｇ１９８６０ １ ０１４ ｂＨＬＨ１２１ ｂＨＬＨ 转录因子是缺铁信号途径的重要组成部 分 ｂＨＬＨ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ａｒｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｒｏｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ (Ｌｅｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)

ＡＴ２Ｇ２３０７０ １ ２９９ ＣＰＣＫ２ ＡＢＡ 介导种子萌发ꎬ侧根发育和开花时间抑制的功能 Ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ＡＢＡ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｓｅｅｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎꎬ ｌａｔｅｒａｌ ｒｏｏｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｔｉｍｅ (Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)

ＡＴ５Ｇ５０７５０ １ ０９５ ＲＧＰ４ ＲＧＰ４ 是可逆糖基化多肽 ＲＧＰ４ ｉｓ ａ ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｙ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｅｄ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ (Ｒａｕｔｅｎｇａｒｔｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)

ＡＴ３Ｇ０８８５０ ４ ０３５ ＲＡＰＴＯＲ１Ｂ 在刺激细胞生长和响应营养物质代谢方面发挥重要作用 Ｐｌａｙｓ ａ ｃｅｎｔｒａｌ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ (Ｓａｌｅｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)

ＡＴ５Ｇ１１８９０ ８６４ ＥＭＢ 胚胎缺陷 ３１３５ꎬｈａｒｐｉｎ 诱导的蛋白质 ＥＭＢＲＹＯ ＤＥＦＥＣＴＩＶＥ ３１３５ꎬ ｈａｒｐｉｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ

ＡＴ１Ｇ５２０３０ １ ９２９ ＭＢＰ２ 可能参与硫代葡萄糖苷代谢并形成防御化合物以防止食草动物进食 Ｍａｙ ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ
ｍｅｔａｂｏｌｉｚｉｎｇ ｇｌｕｃｏｓｉｎｏｌａｔｅｓ ａｎｄ ｆｏｒｍｉｎｇ ｄｅｆｅｎｓｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｔｏ ｐｒｏｔｅｃｔ ａｇａｉｎｓｔ ｈｅｒｂｉｖｏｒｙ

ＡＴ４Ｇ００６６０ １ ５１８ ＲＨ８ 类 ＲＮＡ 解旋酶￣８ ＲＮＡ ｈｅｌｉｃａｓｅ￣ｌｉｋｅ ８ (Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０)

ＲｃＳＯＤ１ 基因的阳性菌株ꎮ 低温处理 ６ ｈ 后ꎬ空载

菌株已失去了生活能力ꎬ而对 ＲｃＣＡＴ 和 ＲｃＳＯＤ１ 菌

株影响较小ꎻ过氧化氢能够明显抑制酵母生长ꎬ空
载菌株在 １.６、３.２ ｍｏｌＬ￣１时已基本失去了细胞活

性ꎬ但异源表达 ＲｃＣＡＴ 和 ＲｃＳＯＤ１ 的菌株仍可在细

胞浓度较高时具备一定的生命能力ꎻ对于不同浓

度的盐胁迫而言ꎬ对空载菌株的影响非常大ꎬ而对

ＲｃＣＡＴ 和 ＲｃＳＯＤ１ 菌株影响较小ꎻ同样ꎬ重金属和

Ｎａ２ＣＯ３胁迫也对阳性菌株影响较低ꎮ
２.６ ＲｃＣＡＴ 和 ＲｃＳＯＤ１ 互作蛋白的筛选

为了进一步研究 ＲｃＣＡＴｓ 和 ＲｃＳＯＤｓ 基因的功

能ꎬ分别对 ＲｃＣＡＴ 和 ＲｃＳＯＤ１ 基因进行克隆ꎬ并筛选

拟南芥文库ꎮ 首先验证其自激活活性和细胞毒性ꎮ
如图 ６ 所 示ꎬ 转 化 ｐＧＢＫＴ７￣ＲｃＣＡＴ 和 ｐＧＢＫＴ７￣
ＲｃＳＯＤ１ 的酵母细胞均在 ＳＤ / ￣Ｔｒｐ 培养基上能正常

生长ꎬ但在 ＳＤ / ￣Ｔｒｐ￣Ｈｉｓ 培养基上无法生长ꎬ负对照

ｐＧＢＫＴ７ 在 ＳＤ / ￣Ｔｒｐ￣Ｈｉｓ 培养基上无法生长ꎬ正对照

在 ＳＤ / ￣Ｔｒｐ￣Ｈｉｓ 培养基上正常生长ꎬ表明 ＲｃＣＡＴ 和

ＲｃＳＯＤ１ 蛋白均没有自主激活活性和细胞毒性ꎮ
通过拟南芥酵母文库筛选和点对点滴板验

证ꎬ筛选到了 ４ 个与 ＲｃＣＡＴ 互作明显的基因ꎬ分别

为 ＡｔｂＨＬＨ(ＡＴ３Ｇ１９８６０)、ＡｔＣＰＣＫ２(ＡＴ２Ｇ２３０７０)、
ＡｔＧＲＰ４(ＡＴ５Ｇ５０７５０)和 ＡｔＲＡＰＴＯＲ１Ｂ(ＡＴ３Ｇ０８８５０)
(图 ７)ꎻ３ 个与 ＲｃＳＯＤ１ 互作明显的基因ꎬ分别是

ＡｔＥＭＢ ( ＡＴ５Ｇ１１８９０ )、 ＡｔＭＢＰ２ ( ＡＴ１Ｇ５２０３０ ) 和

ＡｔＲＨ８(ＡＴ４Ｇ００６６０)(图 ８)ꎮ 拟南芥文库数据库收

录的基因功能描述见表 ２ꎮ

３　 讨论与结论

活性氧作为植物体内源分子ꎬ一方面在正常

条件下可由光合作用和呼吸作用中电子传递链产

生ꎻ另一方面当外界环境发生改变时会引起生物

膜系统或电子传递链的损伤ꎬ从而诱发产生大量

ＲＯＳꎬ对细胞造成氧化损伤ꎬ因此 ＲＯＳ 作为信号分

子可直接参与植物对胁迫的应答ꎮ 本研究中ꎬ共
分离了 ＲＯＳ 清除途径中的 ２ 条 ＣＡＴ 酶基因、３ 条

ＳＯＤ 酶基因和 １ 条 ＳＯＤ 铜伴侣基因ꎮ 组织表达特

异性分析和亚细胞定位预测结果表明 ＲｃＣＡＴｓ 基

因主要在叶片中大量表达ꎬ亚细胞位置定位于过

氧化物酶体ꎬ并受到低温胁迫诱导大量表达ꎬ这与

羊茅 ＦａＣＡＴ１ 基因亚细胞定位于过氧化物酶体ꎬ其
在冷处理的叶片中被显著诱导(杨文龙等ꎬ ２００６)
以及表达小麦 ＣＡＴ 基因的水稻提高了对低温胁迫

的应答(Ｍａｔｓｕｍｕｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００２)等的研究结果一

致ꎮ 同时ꎬＦａＣＡＴ１ 是一种ⅰ型过氧化氢酶ꎬ有报

道称ⅰ型过氧化氢酶在叶片中高度表达并参与清

除光呼吸中 Ｈ２Ｏ２的去除(Ｗｉｌｌｅｋｅｎｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９５)ꎮ
因此ꎬ ＲｃＣＡＴｓ 基因可能共同参与了大花红景天光

呼吸作用和对外界胁迫的应答ꎮ 此外ꎬＲｃＳＯＤ２ 和

ＲｃＣＣＳ 基因在组织表达特异性、低温或 ＡＢＡ 胁迫

诱导时的表达模式十分相近ꎬ推测 ＲｃＣＣＳ 可能特

异性将铜离子传递给 ＲｃＳＯＤ２ꎬ将其激活生成有活

性的酶分子(Ｙａｍａｓａｋｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)ꎮ 经同源序列

９９５１９ 期 王宏鹏等: 西藏大花红景天 ＲｃＣＡＴｓ 与 ＲｃＳＯＤｓ 基因克隆及功能分析



比对ꎬ ＲｃＳＯＤ１ 和 ＲｃＳＯＤ２ 虽均编码 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤꎬ
ＲｃＳＯＤ３ 编码 Ｆｅ ＳＯＤꎬ但 ＲｃＳＯＤ１ 在低温下的表达

模式与 ＲｃＳＯＤ３ 相似ꎬ在 ＡＢＡ 诱导下的表达模式与

ＲｃＳＯＤ２ 有所差异ꎮ 刘家林等人报道的水稻 ＯｓＳＯＤｓ
基因也存在类似的情况ꎬ即同一类型基因在同一逆

境下的表达量也有所不同(刘家林等ꎬ ２０１８)ꎬ说明

ＲｃＳＯＤｓ 在大花红景天体内均可将超氧阴离子转变

为过氧化氢ꎬ但存在功能上的冗余和分歧ꎮ
通过构建表 达 载 体 ｐＹＥＳ２. ０ꎬ 将 ＲｃＣＡＴ 和

ＲｃＳＯＤ１ 基因异源过表达于酿酒酵母菌株 ＩＮＶＳＣＩ
中ꎬ并以空载质粒作为对照ꎬ分析其在不同处理下

细胞生长的水平ꎬ结果可见 ＲｃＣＡＴ 和 ＲｃＳＯＤ１ 均可

应对冷、热、盐、碱、Ｈ２Ｏ２、重金属等胁迫压力ꎬ班巧

英等(２００８)将紫杆柽柳 ＭｎＳＯＤ 基因转入酵母ꎬ也
提高了酵母抵抗盐、碱和紫外线胁迫的能力ꎮ 因

此ꎬ推测两个基因在大花红景天体内可能直接参与

ＲＯＳ 分子的清除并协助其应对复杂的外界环境ꎬ同
时ꎬ进一步证实了 ＣＡＴ 和 ＳＯＤ 基因能够广泛参与

植物的非生物胁迫以维持体内 ＲＯＳ 含量的平衡(陈
金峰等ꎬ ２００８ꎻ 刘家林等ꎬ ２０１８)ꎮ 此外ꎬ酵母双杂

交也筛选到 ＲｃＣＡＴ 基因的互作基因如 ＡｔｂＨＬＨ１２１ꎬ
该基因为 ｂＨＬＨ 类转录因子ꎬ在铁元素缺乏时可引

起磷酸化ꎬ继而诱导 ＨＬＨ３８ / ３９ / １００ / １０１ 基因表达ꎬ
这些转录因子反过来与 ＦＩＴ 二聚化驱动 ＩＲＴ１ 和

ＦＲＯ２ 的基因的转录以增加铁的摄取( Ｌｅｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２０)ꎮ 另一互作基因 ＡｔＣＰＣＫ２ 为质体酪蛋白激酶

２ꎬ是叶绿体基质蛋白特异性 Ｓｅｒ / Ｔｈｒ 磷酸化酶ꎬ其
活性可受到氧化还原信号调控ꎬ并可参与 ＡＢＡ 调控

拟南芥种子的萌发和幼苗的生长 (Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１４ꎻ Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ 说明 ＲｃＣＡＴ 或 ＲｃＳＯＤ１ 也

可通过蛋白质－蛋白质相互作用调节植物的生长代

谢网络ꎬ但其调控机理仍需进一步研究ꎮ
大花红景天的生长发育与抗逆基因的表达密

切相关ꎮ 本研究已对大花红景天 ＲＯＳ 途径中 ２ 个

关键基因 ＲｃＣＡＴｓ 和 ＲｃＳＯＤｓ 进行分离和分析ꎮ 分

析表明ꎬ大花红景天的 ＲｃＣＡＴｓ 和 ＲｃＳＯＤｓ 基因家

族在进化过程中发生了分化ꎬ并广泛参与调控其

生长发育、胁迫响应等代谢途径ꎮ 这种发现有利

于了解大花红景天应对高原恶劣环境的适应性ꎬ
在随后的研究中借助转基因技术对其生境适应性

机制进行深入研究ꎬ有望实现大花红景天的人工

引种驯化和规模化、产业化种植ꎬ同时提高研究人

员对高原植物生长繁衍的认知ꎮ
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