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垫状卷柏 ＳｐＬＥＡ１ 基因克隆及干旱胁迫下的表达分析

周　 璇ꎬ 高鹏华ꎬ 鄢　 波∗

( 西南林业大学 园林园艺学院ꎬ 昆明 ６５０２２４ )

摘　 要: 晚期胚胎发育丰富蛋白( ｌａｔｅ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｂｕｎｄａｎｔꎬＬＥＡ)ꎬ广泛存在于生物体内ꎬ与植物抗逆性密

切相关ꎬ可在干旱胁迫下保护植物细胞ꎬ减少植物损伤ꎮ 垫状卷柏(Ｓｅｌａｇｉｎｅｌｌａ ｐｕｌｖｉｎａｔａ)是一种在干旱胁迫

下生存能力极强的蕨类植物ꎬ具有很强的恢复能力ꎮ 为探究垫状卷柏 ＳｐＬＥＡ１ 基因在耐旱植物中的分子机

制与表达特征ꎬ该研究以高耐旱性植物垫状卷柏为实验材料ꎬ基于转录组测序结果ꎬ采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术获得

ＳｐＬＥＡ１ 基因 ｃＤＮＡ 序列ꎬ采用 ＨｉＴａｉｌ￣ＰＣＲ 技术获得启动子序列ꎬ利用生物信息学对序列进行了分析ꎬ并采

用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术分析了 ＳｐＬＥＡ１ 基因在干旱胁迫下的表达模式ꎮ 结果表明:(１)垫状卷柏 ＳｐＬＥＡ１ 全长为

４７６ ｂｐꎬ开放阅读框(ＯＲＦ)为 ２７９ ｂｐꎬ共编码 ９２ 个氨基酸ꎬ通过在线工具预测到蛋白分子量为 ９ ４９１.４６ Ｄａꎬ
等电点为 ５.４５ꎬ蛋白结构预测分析表明该蛋白为亲水性蛋白ꎬ含有 １０ 个磷酸化位点ꎬ二级结构以 α￣螺旋和

无规则卷曲为主ꎮ (２)预测到 ＳｐＬＥＡ１ 蛋白的保守结构域为 Ｌｅａ￣５ꎬ来源于 ＬＥＡ１ 家族ꎮ 基于系统发生树和

遗传距离矩阵ꎬ发现垫状卷柏 ＳｐＬＥＡ１ 与来自鹰嘴豆(Ｃｉｃｅｒ ａｒｉｅｔｉｎｕｍ )和红车轴草(Ｔｒｉｆｏｌｉｕｍ ｐｒａｔｅｎｓｅ)的 Ｌｅａ￣
５ 蛋白同源性较高ꎮ (３)对启动子序列进行顺式作用元件的预测分析发现 ＳｐＬＥＡ１ 基因启动子含有 ５ 类激

素响应元件和与干旱胁迫响应有关的功能元件ꎮ (４)在自然干旱处理下 ＳｐＬＥＡ１ 基因表达上调ꎬ并在 １２ ｈ
时达到峰值ꎬ在 ２４ ｈ 干旱后进行复水处理ꎬ表达量显著下调ꎮ 综上所述ꎬＳｐＬＥＡ１ 基因在垫状卷柏中很可能

参与了干旱胁迫响应机制的相关调控ꎮ 该结果为进一步研究垫状卷柏 ＳｐＬＥＡ１ 基因在干旱胁迫下的功能及

其表达调控机制提供了参考ꎮ
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　 　 植物在长期进化过程中ꎬ对外界的生物胁迫

与非生物胁迫有系统的生理及分子响应机理ꎮ 研

究报 道 指 出ꎬ 胚 胎 发 育 晚 期 丰 富 蛋 白 ( ｌａｔｅ
ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｂｕｎｄａｎｔꎬＬＥＡ)与植物抗逆性相关ꎬ
广泛参与植物对非生物胁迫的响应过程(李翔ꎬ
２０１６)ꎮ ＬＥＡ 蛋白最初是在棉花种子中分离克隆

得到的(Ｄｕｒｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９８１)ꎬ之后研究发现 ＬＥＡ 蛋

白广泛存在于植物、无脊椎动物及原核生物中ꎮ
ＬＥＡ 基因在植物的整个发育阶段均有表达ꎬ特别

是在植物遭受如干旱ꎬ高温等环境胁迫时ꎬＬＥＡ 基

因在植物组织细胞中大量表达ꎬ积累丰富的 ＬＥＡ
蛋白以应对外界环境(Ｗｉｓｅꎬ ２００３ꎻＳｉｌｖｅｉｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００８)ꎮ Ｈｕｎａｕｌｔ 和 Ｊａｓｐａｒｄ(２０１０)建立了 ＬＥＡ 蛋

白数 据 库 ( Ｌａｔｅ Ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ Ａｂｕｎｄａｎｔ Ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｄａｔａｂａｓｅꎬＬＥＡＰｄｂ)ꎬ根据 ＬＥＡ 蛋白氨基酸序列的 ８
个保守的 ＰＦＡＭ 结构域对 ＬＥＡ 蛋白成员进行生物

信息学分析ꎮ 通过 ＬＥＡ 蛋白数据库确认研究中所

提取的 ＬＥＡ 蛋白的 ＰＦＡＭ 号ꎬ可以确定其所属的

ＬＥＡ 蛋白家族ꎬ为后续实验提供理论依据ꎮ ＬＥＡ１
(ｇｒｏｕｐ １ ｌａｔｅ￣ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ￣ａｂｕｎｄａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ)是以

无规则结构形式存在的亲水性蛋白ꎬ在植物中广

泛分布ꎬ典型代表为棉花 Ｄ￣１９、小麦 ＥＭ 蛋白、大
麦 Ｂ１９ 蛋白等ꎮ ＬＥＡ１ 家族成员均具亲水性ꎬ各成

员之间具有亲水性极高的 ２０ 个氨基酸保守基序

( ＧＧＥＴＲＫＥＱＬＧＥＥＧＹＲＥＭＧＲＫ )ꎬ 其 数 量 多 变

(Ｓｔａｃｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９５)ꎮ
在植物中克隆目的基因的启动子能进一步系

统分析基因的功能ꎮ 植物启动子是一段含有转录

起始位点ꎬ调控基因表达的 ＤＮＡ 序列ꎬ启动子的

转录频率、起始方向和位点均是基因转录调控表

达的关键( Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９７ꎻ王志新等ꎬ２０１１ꎻ张曦

予等ꎬ２０１９)ꎮ 启动子主要包含一些特异性的调控

基序(梅玉芹ꎬ２０１８)ꎬ在结构和功能上可以分为组

成型启动子、诱导型启动子和组织特异型启动子

(杨瑞娟等ꎬ２０１８)ꎮ 研究表明ꎬ诱导型启动子在外

界环境因素发生改变时ꎬ会使基因瞬时或持续性

上调表达(Ｄｕｒｚｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ Ｚｈｅｎｇ 等(２０１９)
从卷心菜中分离得到了一个非典型 ＬＥＡ 基因

ＬｐＬＥＡ 基因及其启动子序列ꎬ分析表明中 ＬｐＬＥＡ 基

因的启动子中存在与非生物胁迫有关的独特顺式

作用调控元件ꎬＬｐＬＥＡ 基因在不同非生物胁迫及脱

落酸诱导下在不同部位表达量均提高ꎮ

８４３ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



垫状卷柏(Ｓｅｌａｇｉｎｅｌｌａ ｐｕｌｖｉｎａｔａ)又名九死还魂

草ꎬ主要分布于我国的干旱地区ꎬ常生长于裸露的

石灰岩表面或者石缝中ꎬ具有很强的耐旱性ꎬ属于

蕨类植物门垫状卷柏科垫状卷柏属土生或石生的

复苏植物(吴征镒ꎬ２００４)ꎮ 研究表明ꎬ垫状卷柏具

有独特的活性氧生成和清除调节途径ꎬ增强脱落酸

生物合成和潜在的调节脱落酸信号及对脱落酸响

应的机制ꎬ且经过叶绿体基因组分析发现其叶绿体

结构具有独特的重排且叶绿体 ＮＡＤ(Ｐ)Ｈ 脱氢酶

(ＮＤＨ)基因完全缺失(Ｓａｕｃｅｄｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ 因为

ＬＥＡ１ 蛋白可在植物幼苗时期受干旱、盐胁迫、ＡＢＡ
以及低温胁迫诱导表达ꎬ并且对植物体内乳酸脱氢

酶的活性有保护作用ꎬ同时可正向调控部分钙依赖

性蛋白激酶的表达 (邹永东ꎬ ２０１１ꎻ Ｘｉａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１８)ꎬ所以 ＬＥＡ１ 蛋白作为参与植物耐受性调控的

重要蛋白在高耐旱植物垫状卷柏中发挥的作用值

得探究ꎮ 但是目前ꎬ有关蕨类植物 ＬＥＡ 蛋白的研究

较少ꎬ而在蕨类植物垫状卷柏中 ＬＥＡ１ 基因的研究

几乎为空白ꎮ 因此ꎬ在垫状卷柏中克隆 ＬＥＡ１ 基因

并分析其分子机制及表达特征ꎬ对其在垫状卷柏抗

旱过程中的调控机制进行深入研究具有重要意义ꎮ
本研究分离克隆了垫状卷柏 ＳｐＬＥＡ１ 基因ꎬ 对

ＳｐＬＥＡ１ 基因序列及启动子顺式作用元件进行了生

物信息学分析ꎬ构建了系统发生树和遗传距离矩

阵ꎬ对同源蛋白序列进行了比对ꎬ并利用实时荧光

定量技术检测了垫状卷柏幼嫩叶片不同干旱状态

下的表达情况ꎬ可为进一步探索 ＳｐＬＥＡ１ 基因在干

旱胁迫下的功能及分子作用机制奠定基础ꎬ同时ꎬ
也可为园林园艺观赏植物的抗旱性改良提供基因

资源ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料及处理

垫状卷柏采于云南省昆明市郊区ꎬ采集后进

行培养箱培养(１６ ｈ 日照ꎻ２５ ℃ꎻ相对湿度 ２０％)ꎮ
采用垫状卷柏新鲜枝叶提取 ＤＮＡ 和 ｃＤＮＡꎻ基因

表达分析采用从岩石表层采集植株根部土壤含量

较低的垫状卷柏植株ꎬ对实验材料根部充分浇水

后ꎬ进行自然干旱处理ꎬ在处理时间点进行新鲜幼

嫩枝叶采集ꎬ分为 ６ 个处理组ꎬ分别为 ０ ｈ(根部充

分着水ꎬ对照组)、自然干旱 ２、４、１２、２４ ｈ 和 ２４ ｈ
后复水 ２ ｈ 组(复水组在干旱 ２４ ｈ 后立即给予充

足水分)ꎮ 各处理组选取 ６ 个长势一致的植株ꎬ３
个生物学重复ꎬ每个处理后的样本液氮速冻于－８０
℃保存ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ ＳｐＬＥＡ１ 基因 ＤＮＡ 的克隆　 垫状卷柏总 ＤＮＡ
的提取按照小量植物(叶)总 ＤＮＡ 抽提试剂盒(北
京天根生化公司)的说明书提取ꎮ 根据本实验室

转录组测序结果ꎬ设计 ＳｐＬＥＡ１ 基因全长引物(表

１)ꎬ以垫状卷柏 ＤＮＡ 为模板ꎬ进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ
ＰＣＲ 反应体系: ＤＮＡ 模板 ２. ０ μＬ、 ２ × Ｔａｑ ＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ １６ μＬ、上下游引物各 １.０ μＬ、ｄｄＨ２Ｏ ２０
μＬꎬ终体积 ４０ μＬꎮ ＰＣＲ 扩增程序:９４ ℃ꎬ预变性ꎬ
２ ｍｉｎꎻ９４ ℃ꎬ变性ꎬ３０ ｓꎬ５７ ℃ꎬ退火ꎬ３０ ｓꎬ７２ ℃ꎬ
延伸ꎬ９０ ｓꎬ３８ 个循环ꎻ７２ ℃ꎬ延伸ꎬ１０ ｍｉｎꎻ４ ℃保

存ꎮ 使用 １％琼脂糖凝胶电泳检测并使用凝胶回

收试剂盒(ＯＭＥＧＡ 公司)纯化 ＰＣＲ 产物ꎬ连接到

克隆载体 ＰＭＤ１８￣Ｔ(宝日医生物技术)中ꎬ转化大

肠杆菌(Ｅ. ｃｏｌｉ) ＤＨ５α(天根生化生物公司)ꎬ经菌

液 ＰＣＲ 鉴定后送生工生物工程股份有限公司进行

测序ꎮ
１.２.２ ＳｐＬＥＡ１ 基因 ｃＤＮＡ 的克隆 　 垫状卷柏的总

ＲＮＡ 按照总 ＲＮＡ 提取试剂盒( ＯＭＥＧＡ 公司)的

说明书提取ꎮ 参照逆转录试剂盒(全式金生物技

术有限公司)的使用说明书方法ꎬ使用提取的 ＲＮＡ
作为模板进行逆转录反应ꎮ 以垫状卷柏 ｃＤＮＡ 第

一链为模板ꎬ进行 ＰＣＲ 扩增(引物、ＰＣＲ 反应体系

和程序同 １.２.１ 相同)ꎬ转化克隆、测序ꎬ获得 ｃＤＮＡ
全长ꎮ
１.２.３ ＳｐＬＥＡ１ 基因启动子的克隆 　 以垫状卷柏

ＤＮＡ 为模板ꎬ结合 ＬＥＡ１ 基因序列设计启动子特异

引物 ＳｐＬＥＡ１Ｑ１ / ２ / ３ꎬ分别作为第一、第二、第三轮

特异引物ꎬ依次与随机引物组合ꎬ进行 ＨｉＴａｉｌ￣ＰＣＲ
扩增ꎬ随机引物采用 Ｌｉｕ 和 Ｃｈｅｎ ( ２００７) 设计的

ＬＡＤ１￣１ / ２ / ３ / ４(表 １)ꎮ 选择第三轮产物进行电泳

检测ꎬ将切取目的条带进行连接、转化、克隆后送

去测序ꎮ
１.２.４ 生物信息学分析 　 利用 ＥｘＰＡＳｙ￣ＰｒｏｔＰａｒａｍ
(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / ) 分析氨基酸

的 理 化 性 质ꎻ 利 用 Ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ ( ｈｔｔｐ: / / ｌｉｎｕｘ１.
ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ. ｃｏｍ / ｂｅｒｒｙ.) 分析基因的结构信息ꎻ利用

ＮｅｔＰｈｏｓ ３.１ Ｓｅｒｖｅｒ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ /
ＮｅｔＰｈｏｓ / )预测磷酸化位点ꎻ利用 Ｐｒｏｔｓｃａｌｅ(ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｓｃａｌｅ / )分析蛋白亲 /疏水性ꎻ利用

９４３２ 期 周璇等: 垫状卷柏 ＳｐＬＥＡ１ 基因克隆及干旱胁迫下的表达分析



ＳＯＰＭＡ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｎｐｓａ ＿
ａｕｔｏｍａｔ.ｐｌ? ｐａｇｅ＝ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ.ｈｔｍｌ)进行二级结构预

测 及 分 析ꎻ 利 用 Ｓｗｉｓｓ￣Ｍｏｄｅｌ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ.
ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ)通过同源建模建立三级模

型ꎻ利用 ＤＮＡＭＡＮ９ 软件获得多序列结构域比对

图并分析遗传距离矩阵ꎻ利用 ＭＥＧＡ Ｘ 软件构建

系统进化树ꎻ利用在线软件 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔ￣ｉｃｓ. ｐｓｂ. ｕｇｅｎｔ. ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ /
ｈｅｍｌ / )对启动子顺式作用元件进行分析ꎮ
１.２.５ ＳｐＬＥＡ１ 的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 表达　 利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技

术分析垫状卷柏 ＳｐＬＥＡ１ 基因在干旱胁迫处理下

的表达ꎬ根据获得的垫状卷柏 ＳｐＬＥＡ１ 基因序列设

计一对 ＳｐＬＥＡ１ 定量 ＰＣＲ 引物ꎬ以卷柏 Ａｃｔｉｎ 为内

参基因(表 １)ꎬ以 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ利用 ＴＢ Ｇｒｅｅｎ

Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭⅡ说明书( ＴａｋａｒａꎬＲＲ８２０Ａ)进行

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析ꎬ每个样品 ３ 次重复以减小误差ꎬ反
应程序:９５ ℃ꎬ预变性ꎬ３０ ｓꎻ９５ ℃ꎬ变性ꎬ５ ｓꎬ６０
℃ꎬ退火ꎬ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 每个样品设有 ３ 次重

复ꎬ采用 ２－△△Ｃｔ法ꎮ

表 １　 本研究所用引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

名称
Ｎａｍｅ

引物序列 (５′→３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′)

ＳｐＬＥＡ１￣Ｆ ＡＴＧＧＣＴＴＣＴＧＣＡＣＡＧＧＡＡＡＡＧ

ＳｐＬＥＡ１￣Ｒ ＴＴＡＡＴＣＡＧＴＣＴＴＣＴＴＡＡＡＣＴＴＧＣ

ＳｐＬＥＡ１Ｑ１ ＣＴＣＡＴＣＧＡＴＧＴＣＡＡＴＣＣＣＡＣＧＣ

ＳｐＬＥＡ１Ｑ２ ＣＣＴＴＣＣＴＴＧＣＣＴＡＡＣＴＧＣＴＣＴＧ

ＳｐＬＥＡ１Ｑ３ ＣＴＴＣＡＧＣＡＡＧＣＣＴＴＴＣＣＴＧＣＧ

ＱＲＥＪＥＭ￣１ ＣＡＧＣＡＣＡＧＧＧＣＡＧＡＧＣＡＧＴＴＡＧ

ＱＲＴＪＥＭ￣２ ＣＣＴＣＴＣＣＴＣＣＴＴＣＣＧＣＡＣＣＡＧ

ＳｍＡＦ ＣＣＡＡＣＴＧＧＧＡＣＧＡＣＡＴＧＧＡＧＡ

ＳｍＡＲ ＣＡＣＣＧＣＣＴＧＡＡＴＡＧＣＡＡＣＧＴ

ＬＡＤ１￣１ ＡＣＧＡＴＧＧＡＣＴＣＣＡＧＡＧＣＧＧＣＣＧＣＶＮＶＮＮＮＧＧＡＡ

ＬＡＤ１￣２ ＡＣＧＡＴＧＧＡＣＴＣＣＡＧＡＧＣＧＧＣＣＧＣＢＮＢＮＮＮＧＧＴＴ

ＬＡＤ１￣３ ＡＣＧＡＴＧＧＡＣＴＣＣＡＧＡＧＣＧＧＣＣＧＣＶＶＮＶＮＮＮＣＣＡＡ

ＬＡＤ１￣４ ＡＣＧＡＴＧＧＡＣＴＣＣＡＧＡＧＣＧＧＣＣＧＣＢＤＮＢＮＮＮＣＧＧＴ

２　 结果与分析

２.１ ＳｐＬＥＡ１ 基因的克隆

以垫 状 卷 柏 总 ＤＮＡ 为 模 板ꎬ 结 合 引 物

ＳｐＬＥＡ１￣Ｆ / Ｒ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ经测序鉴定获得全长

４７５ ｂｐ 的 ＳｐＬＥＡ１ 基因ꎮ 以 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ采用

ＳｐＬＥＡ１￣Ｆ / Ｒ 为引物ꎬ克隆获得 ２７９ ｂｐ 的 ＳｐＬＥＡ１
基因 ｃＤＮＡ 序 列 ( 图 １: Ａ)ꎮ 测 序 结 果 表 明ꎬ
ＳｐＬＥＡ１ 基因含有 １ 个内含子(１９６ ｂｐ)和 ２ 个外显

子(１１５ ｂｐ 和 １６４ ｂｐ)ꎬｃＤＮＡ 长度为 ２７９ ｂｐꎬ编码

９２ 个氨基酸(图 １:Ｂ)ꎮ 根据 ＮＣＢＩ 的 ＰＦＡＭ 数据

库查询ꎬ得到 ＳｐＬＥＡ１ 蛋白在 ２ ~ ８８ 氨基酸位点含

有保守结构域 ＬＥＡ￣５ꎬＰＦＡＭ 号是 ＰＦ００４７７ꎬ表明

垫状卷柏 ＳｐＬＥＡ１ 基因属于 ＬＥＡ１ 家族ꎮ
通过 ＳＯＰＭＡ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ｃｇｉ￣

ｂｉｎ / ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ.ｐｌ? ｐａｇｅ ＝ ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ.ｈｔｍｌ)在线

预测垫状卷柏 ＳｐＬＥＡ１ 蛋白质二级结构ꎬ由图 １:Ｃ
可知ꎬα￣螺旋占 ４０.２２％ꎬβ￣转角占 １８.４８％ꎬ无规则

卷曲占 ３６.９６％ꎬ延伸链占 ４.３５％ꎬ采用 Ｓｗｉｓｓ￣Ｍｏｄｅｌ
(ｈｔｔｐｓ: / / ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ) 在线工

具进行同源建模ꎬ预测其三级结构ꎮ 垫状卷柏

ＳｐＬＥＡ１ 蛋白主要由 α￣螺旋和无规则卷曲构成ꎬβ￣
转角和延伸链占比较小ꎮ
２.２ ＳｐＬＥＡ１ 的生物信息学分析

通 过 ＥｘＰＡＳｙ￣ＰｒｏｔＰａｒａｍ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｅｘｐａｓｙ.
ｏｒｇ / ｔｏｏｌｓ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ.ｈｔｍｌ)预测分析ꎬ ＳｐＬＥＡ１ 基因编

码蛋白质相对分子量为 ９ ４９１.４６ Ｄａꎬ理论等电点

５.４５ꎬ分子式为 Ｃ３９７Ｈ６５９Ｎ１２３Ｏ１４２Ｓ２ꎬ带负电荷(Ａｓｐ ＋
Ｇｌｕ)的残基总数为 １６ꎬ带正电荷(Ａｒｇ ＋ Ｌｙｓ)的残基

总数为 １４ꎮ 不稳定指数为 ２８.７２ꎬ该蛋白为稳定蛋

白ꎮ ＳｐＬＥＡ１ 蛋白含有 Ｔｈｒ(４.３％)、Ｌｙｓ(９.８％)、Ｇｌｎ
(５.４％)、Ｇｌｙ(１８.５％)、Ｇｌｕ(１３.０％)亲水性氨基酸ꎬ
还含有 Ａｌａ(１２. ０％)、Ｍｅｔ (２. ２％)ꎬＶａｌ (３. ３％)、Ｉｌｅ
(３.３％)、Ｌｅｕ(６.５％)疏水性氨基酸ꎮ 经计算ꎬ亲水

性氨基酸占 ５１％ꎬ疏水性氨基酸占 ２７.４％ꎬ平均亲水

指数为－０.８３８ꎮ
通 过 Ｐｒｏｔｓｃａｌｅ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｅｘｐａｓｙ. ｃｈ / ｔｏｏｌｓ /

ｐｒｏｔｓｃａｌｅ.ｈｔｍｌ)在线预测分析垫状卷柏 ＳｐＬＥＡ１ 蛋

白的亲 /疏水性ꎮ 结果表明ꎬ小于 ０ 的亲水性氨基

酸占多数ꎬ大于 ０ 的疏水性氨基酸只占少数ꎬ在第

６８ 位氨基酸有最大值为 ０.８９２ꎬ该处疏水性最强ꎬ
在第 ４３ 位氨基酸有最小值为－２.４３３ꎬ该处亲水性

最强(图 ２)ꎬ说明 ＳｐＬＥＡ１ 蛋白属于亲水性蛋白ꎮ
利 用 ＮｅｔＰｈｏｓ ３.１ Ｓｅｒｖｅｒ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ.

ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＮｅｔＰｈｏｓ / ) 在线预测发现 ＳｐＬＥＡ１
蛋白发生磷酸化修饰的位点共有 １０ 个ꎮ 其中ꎬ丝
氨酸有 ６ 个 (Ｓｅｒｉｎｅ 位点为 ３、２９、５７、６６、６７、８６)ꎬ
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Ａ. ＳｐＬＥＡ１ 基因 ｃＤＮＡ 的扩增ꎬ其中 Ｍ 为 ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎬ１ 为 ＳｐＬＥＡ１ 基因ꎻ Ｂ. ＳｐＬＥＡ１ 基因的 ｃＤＮＡ 序列及其编码的氨基酸
序列ꎻ Ｃ. ＳｐＬＥＡ１ 蛋白二级结构预测ꎮ 蓝色. α￣螺旋ꎻ 绿色. β￣转角ꎻ 紫色. 无规则卷曲ꎻ 红色. 延伸链ꎮ
Ａ. ｃＤＮＡ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＳｐＬＥＡ１ ｇｅｎｅꎬ ｗｈｅｒｅ Ｍ ｉｓ ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ａｎｄ １ ｉｓ ＳｐＬＥＡ１ ｇｅｎｅꎻ Ｂ. ｃＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ＳｐＬＥＡ１ ｇｅｎｅ ａｎｄ
ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ｉｔꎻ Ｃ. Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＳｐＬＥＡ１ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｂｌｕｅ. α￣ｈｅｌｉｘꎻ Ｇｒｅｅｎ. β￣ｔｕｒｎꎻ Ｐｕｒｐｌｅ. Ｒａｎｄｏｍ
ｃｏｉｌꎻ Ｒｅｄ. Ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｃｈａｉｎ.

图 １　 ＳｐＬＥＡ１ 基因序列分析
Ｆｉｇ. １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳｐＬＥＡ１ ｇｅｎｅ

图 ２　 ＳｐＬＥＡ１ 蛋白质亲疏水性预测
Ｆｉｇ. ２　 Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＳｐＬＥＡ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

而酪氨酸有 ３ 个( Ｔｙｒｏｓｉｎｅ 位点为 １９ 和 ２５)ꎬ苏氨

酸仅有 １ 个(Ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ 位点 ５６)ꎮ
用 ＢＬＡＳＴ 进行序列相似度分析ꎬ将垫状卷柏

ＳｐＬＥＡ１ 蛋白与鹰嘴豆、芝麻、黑麦等 １５ 种亲缘关

系较近但物种不同的蛋白序列进行比对(图 ３)ꎮ
多重序列比对(图 ３)结果显示ꎬＳｐＬＥＡ１ 蛋白含有

ＬＥＡ￣５ 保守结构域ꎬ并在遗传距离矩阵中发现ꎬ红
车轴草和鹰嘴豆与垫状卷柏 ＳｐＬＥＡ１ 的遗传距离

最近(为 ０.２７２)ꎬ荠菜与垫状卷柏 ＳｐＬＥＡ１ 的遗传

距离最远(为 ０.３４８)ꎮ 利用 ＭＥＧＡＸ 构建系统进

化树ꎬ并使用 ＤＮＡＭＡＮ 进行遗传距离矩阵分析发

现ꎬ 垫 状 卷 柏 ＳｐＬＥＡ１ 与 鹰 嘴 豆 ( ＸＰ ＿
００４５０６７２９.１)和红车轴草( ＰＮＸ９１１１０. １) 蛋白同

源性较高ꎬ聚为一支(图 ４)ꎮ
２.３ ＳｐＬＥＡ１ 基因的启动子克隆与功能元件分析

以垫状卷柏 ＤＮＡ 为模板ꎬ进行 ＨｉＴａｉｌ￣ＰＣＲ 扩

增 ＳｐＬＥＡ１ 基因启动子序列ꎬ选择第 ３ 泳道约为

２ ０００ ｂｐ 的 条 带 回 收 产 物 ( 图 ５ )ꎬ 克 隆 获 得

ＳｐＬＥＡ１ 起始密码子(ＡＴＧ)上游 ２ ０１８ ｂｐ 的序列ꎮ
使用 ＰｌａｎｔＣａｒｅ 在线软件预测分析 ＳｐＬＥＡ１ 基因启
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Ｓｐ. 垫状卷柏ꎻ Ｓｓ. 一串红ꎻ Ｂｄ. 二穗短柄草ꎻ Ｃｍ. 南瓜ꎻ Ｅｇ. 大桉ꎻ Ｃｎ. 椰子ꎻ Ｅｇｓ. 油棕ꎻ Ｔｐ. 红车轴草ꎻ Ｓｉ. 芝麻ꎻ Ｍｃ. 苦瓜ꎻ
Ｃｒ. 淡红荠ꎻ Ｔｓ. 蒂罗花ꎻ ＴＴ. 野生二粒小麦ꎻ Ｃａ. 鹰嘴豆ꎻ Ｃｓ. 黄瓜ꎻ Ｓｃ. 黑麦ꎮ 红线标注为保守结构域区间ꎮ
Ｓｐ. Ｓｅｌａｇｉｎｅｌｌａ ｐｕｌｖｉｎａｔａꎻ Ｓｓ. Ｓａｌｖｉａ ｓｐｌｅｎｄｅｎｓꎻ Ｂｄ. Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍ ｄｉｓｔａｃｈｙｏｎꎻ Ｃｍ. Ｃｕｃｕｒｂｉｔａ ｍｏｓｃｈａｔａꎻ Ｅｇ. Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ ｇｒａｎｄｉｓꎻ Ｃｎ. Ｃｏｃｏｓ
ｎｕｃｉｆｅｒａꎻ Ｅｇｓ. Ｅｌａｅｉｓ ｇｕｉｎｅｅｎｓｉｓꎻ Ｔｐ. Ｔｒｉｆｏｌｉｕｍ ｐｒａｔｅｎｓｅꎻ Ｓｉ. Ｓｅｓａｍｕｍ ｉｎｄｉｃｕｍꎻ Ｍｃ. Ｍｏｍｏｒｄｉｃａ ｃｈａｒａｎｔｉａꎻ Ｃｒ. Ｃａｐｓｅｌｌａ ｒｕｂｅｌｌａꎻ Ｔｓ. Ｔｅｌｏｐｅａ
ｓｐｅｃｉｏｓｉｓｓｉｍａꎻ ＴＴ. Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ｔｕｒｇｉｄｕｍ ｖａｒ. ｄｉｃｏｃｃｏｉｄｅｓꎻ Ｃａ. Ｃｉｃｅｒ ａｒｉｅｔｉｎｕｍꎻ Ｃｓ. Ｃｕｃｕｍｉｓ ｓａｔｉｖｕｓꎻ Ｓｃ. Ｓｅｃａｌｅ ｃｅｒｅａｌｅ . Ｔｈｅ ｒｅｄ ｌｉｎｅｓ ａｒｅ ｍａｒｋｅｄ
ａｓ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｄｏｍａｉｎ ｉｎｔｅｒｖａｌｓ.

图 ３　 ＳｐＬＥＡ１ 蛋白与 １５ 种植物的多重序列比对
Ｆｉｇ. ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＳｐＬＥＡ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ １５ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ
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图 ４　 ＳｐＬＥＡ１ 蛋白系统进化分析
Ｆｉｇ. ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳｐＬＥＡ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

动子中的顺式作用元件(图 ６ꎬ表 ２)ꎬ发现 ＳｐＬＥＡ１
基因启动子区含有核心启动子 ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ 和启动

子增强子常见顺式作用元件 ＣＡＡＴ￣ｂｏｘꎻ含有光反

应元件( Ｉ￣ｂｏｘ 和 Ｇ￣Ｂｏｘ)和大量与非生物胁迫有关

的功能性顺式作用元件ꎬ其中有激素类的脱落酸

响应元件(ＡＢＲＥ)、茉莉酸甲酯响应元件(ＣＧＴＣＡ￣
ｍｏｔｉｆ 和 ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆ)、赤霉素响应元件 ( ＧＡＲＥ￣
ｍｏｔｉｆ 和 Ｐ￣ｂｏｘ)、水杨酸响应元件(ＴＣＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ)及
辅酶响应元件(ＴＧＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ)ꎬ还包含与干旱胁迫

有关的功能性元件 ＭＹＢ 及参与干旱诱导的 ＭＹＢ
结合点(ＭＢＳ)ꎮ 根据以上结果可推测ꎬＳｐＬＥＡ１ 基

因的表达对垫状卷柏在干旱环境下的生存能力有

显著影响ꎮ
２.４ ＳｐＬＥＡ１ 基因 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析

利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析检测垫状卷柏 ＳｐＬＥＡ１ 在

干旱胁迫下的表达模式ꎮ 由图 ７ 可知ꎬ在自然干

旱时间延长的过程中ꎬＳｐＬＥＡ１ 呈现上调表达趋势ꎬ
在干旱 １２ ｈ 时达到峰值ꎬ后呈现下降趋势ꎬ在干旱

２４ ｈ 后给予复水处理 ２ ｈꎬＳｐＬＥＡ１ 的表达量显著下

降ꎮ 根据以上结果可以推测ꎬＳｐＬＥＡ１ 参与了垫状

卷柏干旱胁迫的响应ꎮ

３　 讨论与结论

在本研究中 ＳｐＬＥＡ１ 蛋白保守结构域为 ＬＥＡ￣
５(ＰＦ００４７７)ꎬ属于 ＬＥＡ１ 家族ꎮ 与 ＮＣＢＩ 中已收录

的 １５ 个 ＬＥＡ 蛋白进行序列对比ꎬ发现有 ２ 个保守

序列在 Ｎ 端和 Ｃ 端出现ꎬ这与 Ｂａｔｔａｇｌｉａ 等(２００８)
的报道一致ꎬ在同源进化关系的分析中ꎬ没有检索

到与 ＳｐＬＥＡ１ 蛋白相似度高的同属植物ꎬ但发现垫

状卷柏 ＳｐＬＥＡ１ 与鹰嘴豆和红车轴草的 Ｌｅａ￣５ 蛋

白同源性较高ꎬ而在研究鹰嘴豆中 ＣａｒＬＥＡ７９３ 和

ＣａｒＬＥＡ４ 基因在干旱胁迫下保护植物细胞的分子

机制ꎬ推进了 ＬＥＡ 蛋白的耐旱性研究 (顾汉燕ꎬ
２０１０)ꎮ 对大豆中 ＬＥＡ１ 蛋白结构研究表明ꎬＬＥＡ１
蛋白保守基序 Ｅｍ￣Ｃ 和 Ｅｍ￣２Ｍ 多肽在不同环境中

的结构及聚集行为会发生改变ꎬ但都主要以无规

则结构形式存在ꎬ这可能与 Ｅｍ 蛋白在不同环境中

的结构特点及其重要区域在整个蛋白中所起的作

用有关 (薛蓉等ꎬ２０１２)ꎮ 邹永东 ( ２０１１) 研究发

现ꎬＬＥＡ１ 蛋白在应对不同环境时可以形成不同的

空间结构ꎬ 这些特殊的空间结构与 α￣螺旋相互作
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表 ２　 ＳｐＬＥＡ１ 基因启动子部分顺式作用元件的预测
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｍｅ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ＳｐＬＥＡ１ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ

顺式作用元件
Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ

核心序列
Ｃｏｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

功能
Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ ＴＡＴＡ / ＡＴＡＴＡＴ 转录起始点－３０ 附近的核心启动子元件
Ｃｏｒｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｅｌｅｍｅｎｔ ａｒｏｕｎｄ ￣３０ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｓｔａｒｔ

ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ ＣＡＡＴ / ＣＣＡＡＴ / ＣＡＡＡＴ 启动子和增强子区域的共同顺式作用元素
Ｃｏｍｍｏｎ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅｒ ｒｅｇｉｏｎｓ

ＬＴＲ ＣＣＧＡＡＡ 参与低温反应性的顺式作用元素
Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｌｏｗ￣ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

ＭＹＢ ＣＡＡＣＡＧ / ＣＡＡＣＣＡ
ＭＢＳ ＣＡＡＣＴＧ 参与干旱诱导的 ＭＹＢ 结合点

ＭＹＢ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｄｒｏｕｇｈｔ￣ｉｎｄｕｃｔｉｌｉｔｙ
Ｉ￣ｂｏｘ ＧＴＡＴＡＡＧＧＣＣ 光反应元件的一部分

Ａ ｐａｒｔ ｏｆ ｌｉｇｈｔ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ
ＧＡＲＥ￣ｍｏｔｉｆ ＴＣＴＧＴＴＧ 赤霉素反应元件

Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ
Ｐ￣ｂｏｘ ＣＣＴＴＴＴＧ 赤霉素反应元件

Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ
Ｇ￣Ｂｏｘ ＣＡＣＧＴＴ 参与光反应性的顺式调节元件

Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ
ＡＲＥ ＡＡＡＣＣＡ 厌氧诱导所必需的顺式作用调节元件

Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆ ＴＧＡＣＧ 参与 ＭｅＪＡ 反应性的顺式作用调节元件

Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＭｅＪＡ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ
ＴＣＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ ＴＣＡＧＡＡＧＡＧＧ 参与水杨酸反应性的顺式作用元素

Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ
ＴＧＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ ＡＡＣＧＡＣ 辅酶反应元件 Ａｕｘｉｎ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ
ＡＣＥ ＧＡＣＡＣＧＴＡＴＧ 参与光反应性的顺式作用元素

Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ
ＡＢＲＥ ＡＣＧＴＧ /

ＴＡＣＧＧＴＣ / ＧＣＡＡＣＧＴＧＴＣ
参与脱落酸反应性的顺式作用元素
Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

ＭＹＣ ＣＡＴＧＴＧ / ＣＡＴＴＴＧ

ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆ ＣＧＴＣＡ 参与 ＭｅＪＡ 反应性的顺式作用调节元件
Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＭｅＪＡ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

Ｍ 为 ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎬ１、２、３、４ 泳道为第三轮特异引物
ＳｐＬＥＡ１Ｑ３ 和随机引物 ＬＡＤ１￣１ / ２ / ３ / ４ 结合的 ＰＣＲ 扩增产物ꎮ
对第 ３ 泳道黑框内的产物进行回收ꎮ
Ｍ ｉｓ ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎬ ｌａｎｅｓ １ꎬ ２ꎬ ３ꎬ ａｎｄ ４ ａｒｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ
ＳｐＬＥＡ１Ｑ３ ａｎｄ ｒａｎｄｏｍ ｐｒｉｍｅｒｓ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｐｒｏｄｕｃｔｓ. Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌａｃｋ ｂｏｘ ｏｆ Ｌａｎｅ ３.

图 ５　 ＳｐＬＥＡ１ 基因启动子 ＨｉＴａｉｌ￣ＰＣＲ 扩增
Ｆｉｇ. ５　 ＨｉＴａｉｌ￣ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＳｐＬＥＡ１ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ

用ꎬ对细胞中的酶活性与蛋白质结构起到了保护

作用ꎮ 利用在线软件 ＳＯＰＭＡ 和 Ｓｗｉｓｓ￣Ｍｏｄｅｌ 对

ＳｐＬＥＡ１ 蛋白的二级结构和三级结构进行分析预

测ꎬ结果表明 ＳｐＬＥＡ１ 蛋白主要结构是 α￣螺旋和无

规则卷曲ꎬ与 ＬＥＡ１ 家族基因的结构特点一致ꎬ推
测 ＳｐＬＥＡ１ 蛋白通过形成 α￣螺旋与无规则结构参

与对垫状卷柏的干旱响应ꎮ 在实时荧光定量结果

分析中ꎬ可以看出 ＳｐＬＥＡ１ 基因在垫状卷柏干旱处

理后出现表达上调的趋势ꎬ在干旱 １２ ｈ 时达到峰

值ꎬ而在复水处理后表达量明显下降ꎬ反映了

ＳｐＬＥＡ１ 蛋白在受到干旱胁迫时会被诱导表达ꎬ这
可能是垫状卷柏高耐旱性的原因之一ꎮ 垫状卷柏

ＳｐＬＥＡ１ 基因的时空表达差异为后续过表达功能研

究提供了基础ꎮ
本研究采用 ＨｉＴａｉｌ￣ＰＣＲ 技术扩增 ＳｐＬＥＡ１ 基

因启动子序列ꎬ 利用在线软件 ＰｌａｎｔＣａｒｅ 分析垫状

４５３ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



方框所框为顺式作用元件ꎻ 黑色加粗的序列为 ＴＡＴＡ￣ｂｏｘꎻ 斜体的序列为 ＣＡＡＴ￣ｂｏｘꎮ
Ｔｈｅ ｂｏｘ ｉｓ ｃｉｓ￣ｅｌｅｍｅｎｔꎻ ｔｈｅ ｂｌａｃｋ ａｎｄ ｂｏｌｄ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｓ ＴＡＴＡ￣ｂｏｘꎻ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎ ｉｔａｌｉｃｓ ｉｓ ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ.

图 ６　 ＳｐＬＥＡ１ 基因启动子的序列及部分顺式作用元件
Ｆｉｇ. ６　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｐａｒｔｉａｌ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＳｐＬＥＡ１ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ

∗表示与 ０ ｈ 处理相比差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ ０、２、４、１２、２４、
ｒｅ２４ 为植物材料自然干旱处理时间(ｈ)ꎬ其中 ｒｅ２４ 代表干
旱 ２４ ｈ 后复水 ２ ｈ 的样品数据ꎮ
∗ ｍｅａｎｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ０ ｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ (Ｐ<
０.０５). ０ꎬ ２ꎬ ４ꎬ １２ꎬ ２４ꎬ ｒｅ２４ ａｒｅ ｔｈｅ ｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅｓ
ｏｆ ｐｌａｎｔ ｍａｔｅｒｉａｌｓ (ｈ)ꎬ ａｍｏｎｇ ｗｈｉｃｈ ｒｅ２４ ｈ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｄａｔａ ｏｆ
ｓａｍｐｌｅｓ ｒｅｈｙｄｒａｔｅｄ ｆｏｒ ２ ｈ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｏｆ ｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ.

图 ７　 ＳｐＬＥＡ１ 基因干旱胁迫下的表达
Ｆｉｇ. ７　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳｐＬＥＡ１ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ

卷柏 ＳｐＬＥＡ１ 基因启动子中的顺式作用元件ꎬ分析

ＳｐＬＥＡ１ 基因的转录表达水平ꎬ发现了核心元件

ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ 和 ＣＡＡＴ￣ｂｏｘꎬ表明 ＳｐＬＥＡ１ 基因功能可

以稳定表达ꎻ对 ＳｐＬＥＡ１ 基因启动子功能元件进行

分析ꎬ结果表明启动子区中含有大量的诱导型启

动子ꎬ包含 ５ 类激素诱导表达元件和非生物胁迫

诱导表达元件ꎬ其中与水分胁迫有关的元件有 ７
个 ＡＢＲＥ、４ 个 ＭＹＢ 和 ４ 个 ＭＹＣꎬ与实时荧光定量

实验中垫状卷柏在干旱处理后 ＳｐＬＥＡ１ 基因表达

上调的结果相一致ꎬ反映了 ＳｐＬＥＡ１ 基因参与了干

旱胁迫的应答响应ꎮ 但是ꎬ关于 ＳｐＬＥＡ１ 基因抗旱

性的作用机制有待进一步研究ꎮ
本研究从垫状卷柏中克隆获得 ＳｐＬＥＡ１ 基因

ｃＤＮＡ 全长序列ꎬ通过对其蛋白结构分析得出

ＳｐＬＥＡ１ 蛋白为亲水性稳定蛋白ꎮ 根据对 ＳｐＬＥＡ１
基因启动子的分离克隆和顺式作用元件分析结果

推测 ＳｐＬＥＡ１ 基因在垫状卷柏耐旱机制中起作用ꎬ

５５３２ 期 周璇等: 垫状卷柏 ＳｐＬＥＡ１ 基因克隆及干旱胁迫下的表达分析



通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 表达实验观测到了在干旱环境中

ＳｐＬＥＡ１ 基因的高表达特性ꎮ 因此ꎬ推测 ＳｐＬＥＡ１ 基

因与垫状卷柏的高耐旱性有关ꎬ并参与了垫状卷

柏在干旱胁迫下的表达调控ꎮ 在后期的实验中ꎬ
可以构建 ＳｐＬＥＡ１ 基因在酵母或拟南芥中的高表

达载体ꎬ验证 ＳｐＬＥＡ１ 基因在原核和真核生物中的

表达情况ꎮ 对本研究的进一步探索可为植物抗旱

基础研究领域提供一定依据ꎬ提高园林园艺经济

观赏植物在干旱环境下的生存率ꎮ
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