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花生铝响应类受体蛋白激酶 ＡｈＰＲＫ４ 的原核表达分析
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摘　 要: 花粉类受体蛋白激酶(ｐｏｌｌｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬＰＲＫ)是一类富含 ＬＲＲ 结构域的类受体蛋

白激酶ꎬ不仅在花粉发育和植物受精中发挥作用ꎬ也在胁迫响应中发挥作用ꎮ 基于对前期花生根尖铝胁迫

转录组数据的分析ꎬ我们发现了在转录水平响应铝胁迫的花粉类受体蛋白激酶基因 ＡｈＰＲＫ４ꎬ为探究

ＡｈＰＲＫ４ 在花生铝胁迫中的功能ꎬ该文进一步分析了铝胁迫处理下 ＡｈＰＲＫ４ 在花生耐铝品种‘９９￣１５０７’和铝

敏感品种‘中花 ２ 号’(‘ＺＨ２’)根尖中的转录变化ꎬ通过序列分析、进化树构建等分析了 ＡｈＰＲＫ４ 蛋白的结

构特点和亲缘关系ꎬ克隆了 ＡｈＰＲＫ４ 的胞内域序列(ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ)ꎬ并通过原核表达和体外磷酸化体系分析

了 ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 的自磷酸化活性ꎮ 结果表明:(１)不同铝处理时间及不同铝浓度处理后ꎬＡｈＰＲＫ４ 的转录水

平上调ꎬ显著响应铝处理ꎬ是铝诱导基因ꎻ(２)ＡｈＰＲＫ４ 含有 ６７３ 个氨基酸ꎬ属于 ＬＲＲ￣ＩＩＩ 蛋白激酶家族成员ꎬ
具跨膜域和信号肽ꎬ且预测具有磷酸化活性位点ꎻ( ３) 体外诱导表达出约 ７１ ｋＤ 的可溶性蛋白( ＧＳＴ￣
ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ)ꎬ经凝胶亲和层析纯化ꎬ得到基于蛋白印迹实验(Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ)验证正确的重组蛋白ꎬ重组蛋白

可发生磷酸化修饰ꎬ但无明显的自磷酸化现象ꎮ 综上认为ꎬＡｈＰＲＫ４ 是一个铝胁迫应答基因ꎬ参与花生铝胁

迫早期应答机制ꎬ且能发生磷酸化修饰ꎮ
关键词: 花生ꎬ 铝胁迫ꎬ 花粉类受体蛋白激酶ꎬ 表达分析ꎬ 原核表达
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ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ＡｈＰＲＫ４ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｗｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡｈＰＲＫ４ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｉｎ
‘ＺＨ２’ (Ａｌ￣ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ) ａｎｄ ‘ ９９￣１５０７’ (Ａｌ￣ｔｏｌｅｒａｎｔ)ꎬ ｃｌａｒｉｆｉｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ
ＡｈＰＲＫ４ ｂｙ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｌａｓｍｉｄ ｂｙ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎꎬ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｔｈｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｄｏｍａｉｎ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ＡｈＰＲＫ４ ｂｙ
ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｙｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ: (１) Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＡｈＰＲＫ４ ｗａｓ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｆｔｅｒ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ＡｈＰＲＫ４ ｗａｓ ａｎ ａｌｕｍｉｎｕｍ
ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｇｅｎｅ. ( ２) Ｔｈｅ ＡｈＰＲＫ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｈａｄ ６７３ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｗｉｔｈ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎꎬ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ａｎｄ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅｓꎬ ｂｅｌｏｎｇｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ＬＲＲ￣ＩＩＩ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｆａｍｉｌｙ. (３) Ｔｈｅ ＧＳＴ￣ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ. Ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｈａｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｏｎ ｂｏｔｈ
ｓｅｒｉｎｅ / ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ａｎｄ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓꎬ ｂｕｔ ｈａｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｕｔｏ￣ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ. Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎꎬ ＡｈＰＲＫ４ ｉｓ
ａｎ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｇｅｎｅꎬ ｗｈｉｃｈ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｈｏｒｔ￣ｔｅｒｍ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｉｓ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ
ｉｎ ｖｉｔｒｏ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｐｅａｎｕｔ (Ａｒａｃｈｉｓ ｈｙｐｏｇａｅａ)ꎬ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｐｏｌｌｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ
ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 花生(Ａｒａｃｈｉｓ ｈｙｐｏｇａｅａ)是我国重要的油料和

经济作物ꎬ是主要的食用植物油来源ꎮ 在我国ꎬ花
生产区可分为南方产区和北方产区ꎮ 但是南方地

区的土壤多为酸性土壤ꎬｐＨ 值在 ４.５ ~ ６.０ 之间ꎬ
Ａｌ２Ｏ３ 含 量 高ꎬ交 换 性 Ａｌ３＋ 占 阳 离 子 交 换 量 的

２０％ ~８０％(李庆逵ꎬ１９８３)ꎮ 当 ｐＨ 低于 ５.０ 时ꎬ铝
以有毒的形态存在来引起作物毒害ꎬ故酸雨和铝

毒被认为是南方地区农作物生长重要的限制因子

之一(李学垣等ꎬ１９９５)ꎮ 在我国ꎬ南方产区花生产

量低于全国平均水平ꎬ与北方产区相比仍然存在

较大的差距(鲁清等ꎬ２０１７)ꎬ故通过阐明花生受铝

毒害的机制ꎬ进而选育耐铝性品种来提高南方花

生生产力愈发重要ꎮ 研究表明花生受铝毒害的部

位主要是根尖ꎬ表现为根系生长受抑制、线粒体功

能受损、ＲＯＳ 迸发以及发生细胞程序性死亡等(詹
洁等ꎬ２００８ꎻ徐芬芬等ꎬ２０１４ꎻＨｕａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎮ
花生响应铝毒害的机制主要包括外部排斥和内部

耐受两种ꎬ这两种机制中需要众多成员参与来传

递信号ꎬ发挥功能ꎬ最终使得花生响应铝毒害ꎮ
类受体蛋白激酶( ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓꎬ

ＲＬＫｓ)是一种由胞外域接收信号ꎬ后通过激酶域传

递和激活下游信号通路完成胞内外信号转导的酶

活性受体(马媛媛等ꎬ２００５)ꎬ在植物中广泛存在ꎬ
并可分为多个家族( Ｓｈｉｕ ＆ Ｂｌｅｅｃｋｅｒꎬ ２００１ａꎬ ｂ)ꎬ
参与众多生长代谢过程的调控ꎬ如参与植物的生

长发育进程(Ｎｉｂａｕ ＆ Ｃｈｅｕｎｇꎬ ２０１１)、植物对病虫

害防御应答(Ｙａｎｇ ＆ Ｒａｍｏｎｅｌｌꎬ ２０１２)和植物抵抗

非生物胁迫(Ｏｓａｋａｂｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０)等ꎮ ＰＲＫｓ 蛋白

是一类富含亮氨酸重复序列( ＬＲＲ)的 ＲＬＫ 蛋白

(Ｄｕｃｋｎｅｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎬ首个 ＰＲＫ 激酶是在矮牵

牛中被发现ꎬ命名为 ＰＲＫ１ꎬ特异性分布在花粉中ꎬ
并在减数分裂中发挥作用(Ｍｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９４)ꎮ 拟

南芥中的 ６ 个 ＰＲＫ 成员也在花粉中高表达ꎬ并命

名为 ＡｔＰＲＫ１－６(Ｃｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ 研究发现ꎬ
ＰＲＫｓ 在花粉管发育(Ｃｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻＤｕｃｋｎｅｙ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)、信号转导(Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)和细

胞死亡(Ｗｒｚａｃｚｅｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)等方面发挥了重要

的调控作用ꎬ但关于 ＰＲＫｓ 在胁迫中的功能研究很

少ꎬ仅在拟南芥的低水势胁迫下研究发现ꎬ相较于

野生型ꎬ突变体 ｐｒｋ１ 会积累更多的脯氨酸来响应

胁迫(Ｖｅｒｓｌｕｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎬ而 ＰＲＫｓ 在铝胁迫下

是否有响应还未见报道ꎮ
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ＲＬＫｓ 通过磷酸化作用传递信号进而响应胁迫ꎮ
在冷胁迫下ꎬ激酶 ＯＳＴ１(ＯＰＥＮ ＳＴＯＭＡＴＡ １)活性被

激活ꎬ通过磷酸化 ＩＣＥ１( Ｉｎｄｕｃｅｒ ｏｆ ＣＢＦ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
１)来增加该转录因子的蛋白稳定性和转录活性ꎬ进
而增强拟南芥对低温的抵抗能力 ( Ｄｉｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１５)ꎮ ＣＩＰＫ２６(ＣＢＬ￣ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ２６)
与 ＲＢＯＨＦ(ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｂｕｒｓｔ ｏｘｉｄａｓｅ ｈｏｍｏｌｏｇ Ｆ)的 Ｎ
端存在相互作用ꎬ并且可磷酸化 ＲＢＯＨＦ 来刺激

ＲＯＳ 产生ꎬ进而影响 ＲＢＯＨＦ 在植物胁迫应答中的

调控(Ｄｒｅｒｕｐ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ ＳＯＢＩＲ１(ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｎ ｏｆ
ＢＩＲ１￣１)激酶依赖于其蛋白浓度发生自磷酸化ꎬ其
第 ５２９ 位的苏氨酸以及 β３￣αＣ 环结构对磷酸化至

关重要ꎬ并影响 ＳＯＢＩＲ１ 对烟草细胞死亡的调控

(Ｗｅｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２ )ꎮ 拟 南 芥 ＣＰＫ２８ ( ｃａｌｃｉｕｍ￣
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ２８)可响应拟南芥 Ｃａ２＋信号

路径参与免疫反应和生长发育调控ꎬ研究发现

ＣＰＫ２８ 具自磷酸化活性ꎬ并随着 Ｃａ２＋浓度增加而活

性增强ꎬ其中第 ３１８ 位丝氨酸是关键活性位点ꎬ尽管

该位点突变不会影响 ＣＰＫ２８ 调控营养生长和生殖

生长时期的转换ꎬ却会对 ＡｔＰｅｐ１ 引发的氧化应激表

现高敏性状ꎬ同时对丁香假单胞菌具有更强的抵抗

力(Ｂｒｅｄｏｗ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 这表明 ＲＬＫｓ 的磷酸化活

性与这些蛋白在植物胁迫应答中的作用密切相关ꎮ
通过对实验室已有转录组数据的挖掘(Ｘｉａｏ ｅｔ

ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎬ我们发现花粉类受体蛋白激酶基因

ＡｈＰＲＫ４ 转录受铝胁迫处理的诱导ꎬ并且在不同花

生铝耐性品种中有着不同的响应模式ꎬ暗示其参

与花生铝胁迫响应过程ꎮ 本研究以 ＡｈＰＲＫ４ 的铝

胁迫响应模式和蛋白活性为研究内容ꎬ采用 ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 检 测 了 不 同 铝 浓 度 和 处 理 时 间 条 件 下ꎬ
ＡｈＰＲＫ４ 在花生耐铝品种‘９９￣１５０７’和铝敏感品种

‘中花 ２ 号’ (‘ ＺＨ２’)的转录变化ꎬ对 ＡｈＰＲＫ４ 胞

内域进行克隆ꎬ并开展了原核表达分析ꎬ通过磷酸

化抗体对其自磷酸化活性进行检测ꎬ拟探讨以下

问题:(１)ＡｈＰＲＫ４ 的铝响应模式ꎻ(２) ＡｈＰＲＫ４ 胞

内域的磷酸化状态ꎮ 为后续在蛋白质水平上探究

ＡｈＰＲＫ４ 蛋白的生化功能以及在铝胁迫下的作用

机制奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

供试花生品种由中国农业科学院油料作物研

究所提供ꎬ并经实验室早期筛选鉴定出的铝敏感品

种‘中花 ２ 号’ (‘ＺＨ２’)和耐铝品种‘９９￣１５０７’ (詹
洁等ꎬ２００８)ꎮ 将花生种子经湿润珍珠岩催芽 ３ ｄ
后ꎬ去除花生种皮并掐除约 １ ｃｍ 的主根根尖ꎬ在 ２６
℃条件下将材料置于改良的 Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液中培

养至第三片真叶长出ꎬ转移花生幼苗至 １００ μｍｏｌ􀅰
Ｌ￣１ ＣａＣｌ２溶液(ｐＨ ４.２)中培养 ２４ ｈꎬ之后做以下两

种处理:一是用 １００ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＡｌＣｌ３ 溶液(含 １００
μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＣａＣｌ２ꎬｐＨ ４.２)分别处理花生幼苗 ４、８、
１２、２４ ｈꎻ二是用不同浓度的 ＡｌＣｌ３ 溶液 ( ５０、１００、
２００、４００ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１)分别处理花生幼苗 ４ ｈ 和 ８ ｈꎮ
以上两种处理均以改良的 Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液处理作

为对照ꎬ取约 １ ｃｍ 的根尖作为实验材料ꎮ
１.２ ＲＮＡ 提取

先参照植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒(Ｐｒｏｍｅｇａ)方

法提取 ＲＮＡꎬ之后参照反转录试剂盒( Ｔａｋａｒａ)方

法进行 ＲＮＡ 反转录ꎬ获得 ｃＤＮＡꎮ
１.３ ＡｈＰＲＫ４ 在铝胁迫下表达量检测

根据 ＡｈＰＲＫ４ 基因 ＣＤＳ(ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ)序列

设计荧光定量 ＰＣＲ 检测引物 (表 １)ꎬ参照 ＴＢ
Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｐ ＩＩ 酶(Ｔａｋａｒａ)说明ꎬ设置 ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 反应体系和程序ꎬ以 ＵＢＱ１０Ｒ 为内参ꎬ采用

２－△△Ｃｔ法进行基因相对表达量的分析ꎮ

表 １　 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ
ｎａｍｅ

引物序列(５′￣３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′￣３′)

用途
Ｐｕｒｐｏｓｅ

ＡｈＰＲＫ４￣Ｆ１
ＡｈＰＲＫ４￣Ｒ１
ＵＢＱ１０Ｒ￣Ｆ

ＧＡＴＧＣＡＴＴＣＧＴＣＧＧＣＡＴＧＡＧ
ＧＣＴＡＧＧＡＡＴＡＴＧＧＣＣＧＣＴＧＡ
ＣＧＣＡＣＡＣＴＣＧＣＴＧＡＣＴＡＣＡＡＣ

荧光定量
ｑＲＴ￣ＰＣＲ

ＵＢＱ１０Ｒ￣Ｒ
ＡｈＰＲＫ４￣Ｆ２

ＡｈＰＲＫ４￣Ｒ２

ＣＡＣＧＧＡＧＡＣＧＧＡＧＧＡＣＡＡＧＧ
ＧＡＡＴＴＣＧＴＴＴＣＡＡＧＴＧＡＴＧＡＧＧ
ＣＣＡＡＧＡＴ
ＣＴＣＧＡＧＡＡＧＡＧＴＴＴ
ＣＣＧＡＡＴＡＡＡＡＧＧＡＣＡＡＧ

原核表达(下划线
表示酶切位点)
Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
(ｕｎｄｅｒｌｉｎｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ
ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｓｉｔｅ)

１.４ 生物信息学分析

利用在线网站 ＰｒｏｔＰａｒａｍ ｔｏｏｌ 预测 ＡｈＰＲＫ４ 的分

子量、等电点等理化性质( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ /
ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )ꎻ通过 ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ 来预测其亚细胞定

位(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ.ｈｇｃ.ｊｐ / )ꎻ通过 ＮＣＢＩ 比对获得其

他物种对应的基因序列ꎬ利用 ＭＥＧＡ ７.０ 构建进化

树ꎬ并在软件 ＤＮＡＭＡＮ 进行多序列比对ꎬ同时通过

２７０１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



ＮＣＢＩ Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎ 预测 ＡｈＰＲＫ４ 蛋白的保守结

构域 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ / ｃｄｄ /
ｗｒｐｓｂ.ｃｇｉ)ꎮ 对于目的蛋白的跨膜域以及信号肽分析

分别通过在线网站 ＴＭＨＭＭ ２. ０ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ.
ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ/ ) 和 ＳｉｇｎａｌＰ ４. １ ｓｅｒｖｅｒ
(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ￣４.１ / )完成ꎬ
同时对 ＡｈＰＲＫ４ 的磷酸化位点以及互作蛋白进行

了预测ꎬ磷酸化预测软件为 ｉＧＰＳ １.０ꎬ互作蛋白预

测网站为 ＳＴＲＩＮＧ(ｈｔｔｐｓ:/ / ｓｔｒｉｎｇｄｂ.ｏｒｇ / ｃｇｉ / ｉｎｐｕｔ.ｐｌ?
ｓｅｓｓｉｏｎＩｄ ＝ Ｋ７ｇＤｃＰｓＫｏ９Ｅ０＆ｉｎｐｕｔ ＿ ｐａｇｅ ＿ ａｃｔｉｖｅ ＿ ｆｏｒｍ ＝
ｓｉｎｇｌｅ ＿ ｓｅｑｕｅｎｃｅ )ꎮ ＡｈＰＲＫ４ 启 动 子 元 件 预 测 于

ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 在 线 网 站 进 行 ( ｈｔｔｐ:/ / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ.
ｐｓｂ.ｕｇｅｎｔ.ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )ꎮ
１.５ ＡｈＰＲＫ４ 激酶域克隆和原核表达载体构建

从 ＮＣＢＩ 上搜索得到 ＡｈＰＲＫ４ 的基因序列ꎬ运
用软件 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ ５ 设计激酶域克隆引物(表

１)ꎮ 以 ‘ ＺＨ２ ’ 根 尖 ｃＤＮＡ 为 模 板ꎬ 克 隆 获 得

ＡｈＰＲＫ４ 的 胞 内 激 酶 域ꎬ 参 照 ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓｌｌ Ｏｎｅ
Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 试剂盒方法连接 ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 至 ｐＧＥＸ￣
６ｐ￣１ 载体(双酶切位点为 ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｘｈｏｌ)ꎬ热激转

化至 ＤＨ５αꎬ将经过测序验证正确的阳性克隆菌株

提取质粒(ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ￣ｐＧＥＸ￣６ｐ￣１)ꎮ
１.６ ＡｈＰＲＫ４ 蛋白的原核表达和纯化

将 ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ￣ｐＧＥＸ￣６ｐ￣１ 重组质粒转化至

Ｒｏｓｅｔｔａ 感受态细胞ꎬ３７ ℃培养至 ＯＤ６００ ＝ ０.６ ~ ０.８ꎬ
加入终浓度为 ０.５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１的异丙基￣β￣Ｄ￣硫代半

乳糖苷( ＩＰＴＧ)ꎬ在 １６ ℃ 下诱导 ＧＳＴ￣ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ
蛋白表达ꎬ经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳检测蛋白的表达情

况ꎮ 参考 Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ４Ｂ 填料(ＧＥ 公司)
说明纯化 ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 重组蛋白ꎬ并进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ 验证ꎮ
１.７ ＧＳＴ￣ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 自磷酸化检测

加 ０.５ μｇ 的 ＧＳＴ￣ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 蛋白到 １００ μＬ
ＰＢＳ 磷酸缓冲液(含 ２５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌꎬｐＨ ７.５ꎬ
１０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＭｇＣｌ２ꎬ１０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＭｎＣｌ２ꎬ１ ｍｍｏｌ􀅰
Ｌ￣１ ＤＴＴꎬ１×蛋白酶抑制剂和 １ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ ＡＴＰ)中ꎬ以
不加 ＡＴＰ 为对照组ꎬ混合液于 ２８ ℃下孵育 １０ ｍｉｎꎬ
并于 １００ ℃下孵育 １０ ｍｉｎ 变性ꎬ后取 ３０ μＬ 样品经

１２％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分离ꎬ并转膜依次用兔抗的酪氨酸

磷酸化抗体(Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司)、苏氨酸磷酸化抗

体(Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司)以及鼠抗的 ＧＳＴ 抗体(康为

世纪公司)孵育并化学显色ꎬ根据对照组和处理组

条带差异判断磷酸化及激酶活性ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＡｈＰＲＫ４ 在不同铝处理时间、浓度下的表达

由图 １:Ａ 可知ꎬ‘ＺＨ２’和‘９９￣１５０７’经铝处理

不同时间后ꎬ与对照相比ꎬＡｈＰＲＫ４ 的表达量均上

升ꎬ但两个花生品种中 ＡｈＰＲＫ４ 的表达趋势有所差

异ꎬ‘ＺＨ２’中ꎬＡｈＰＲＫ４ 在 ４ ｈ 的表达量最高ꎬ８ ｈ 的

表达量最低ꎬ随后表达量则一直增加ꎮ ‘９９￣１５０７’
中ꎬＡｈＰＲＫ４ 表达量则先增加后降低ꎬ在 １２ ｈ 达到

最高ꎮ 由图 １:ＢꎬＣ 可知ꎬ在经不同铝浓度处理 ４ ｈ
和 ８ ｈ 后ꎬ发现在两个花生品种中 ＡｈＰＲＫ４ 的表达

量随着处理浓度的增加同样呈先增加后降低的趋

势ꎻ且在不同铝浓度处理 ８ ｈ 时ꎬＡｈＰＲＫ４ 在耐铝性

品种‘９９￣１５０７’中的响应比敏感性品种‘ ＺＨ２’更

剧烈ꎮ 综上所述ꎬ这些结果表明 ＡｈＰＲＫ４ 是铝胁迫

响应基因ꎮ
２.２ ＡｈＰＲＫ４ 的生物信息学分析

２.２.１ ＡｈＰＲＫ４ 蛋白理化性质、结构特征及亲缘关

系的分析　 分析 ＡｈＰＲＫ４(ＬＯＣ１１２７１８３３３)的序列

信息可知ꎬ该基因 ＣＤＳ( ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ) 全长为

２ ０２２ ｂｐꎬ编码 ６７３ 个氨基酸ꎮ 经预测该蛋白质分

子量为 ７４.９２ ｋＤꎬ理论等电点为 ６.０６ꎻ ＡｈＰＲＫ４ 蛋

白 Ｎ 端具多个亮氨酸重复结构域ꎬＣ 端具丝氨酸 /
苏氨酸特异性蛋白激酶结构域ꎬ激酶域含有 ＡＴＰ
结合位点ꎬ并与其他物种 ＰＲＫ 成员的激酶域具较

高的同源性(图 ２)ꎻＡｈＰＲＫ４ 蛋白含有两个跨膜

域ꎬ属于膜功能蛋白ꎮ 因此ꎬＡｈＰＲＫ４ 蛋白属于具

有跨膜域和信号肽的丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶ꎮ
进化树构建结果显示 ＡｈＰＲＫ４ 独立成一个分

支ꎬ与比对的 ９ 个物种之间有较大的差异ꎻ 拟南芥

中ꎬＡｈＰＲＫ４ 与 ＡｔＰＲＫ１ 和 ＡｔＰＲＫ４ 有较高的同源

性(图 ３)ꎮ 进一步查询花生 ＬＲＲ￣ＲＬＫ 家族分类ꎬ
ＡｈＰＲＫ４ 属于 ＬＲＲ￣ＩＩＩ 蛋白激酶家族(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２１)ꎮ 经预测 ＡｈＰＲＫ４ 具可磷酸化的氨基酸位

点ꎬ包括丝氨酸( Ｓ)和苏氨酸(Ｔ)ꎮ 因此ꎬＡｈＰＲＫ４
可能与 ＡｔＰＲＫ１ 和 ＡｔＰＲＫ４ 具相近的功能ꎬ可能发

生磷酸化ꎮ
２.２.２ ＡｈＰＲＫ４ 启动子分析和互作蛋白预测 　 经花

生基因组序列提取ꎬ得到 ＡｈＰＲＫ４ 基因 ＡＴＧ 前长

２ ０００ ｂｐ 的启动子序列ꎮ 分析启动子元件ꎬ结果表

明:ＡｈＰＲＫ４ 的启动子元件包括生长素响应元件、
ＡＢＡ 响应元件、 ＭｅＪＡ 响应元件等激素响应元件ꎬ
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Ａ. １００ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１不同铝处理时间ꎻ Ｂ. 不同浓度铝处理 ４ ｈꎻ Ｃ. 不同浓度铝处理 ８ ｈꎮ 不同小写字母代表 ０.０５ 水平上存在差异ꎮ
Ａ. １００ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓꎻ Ｂ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ４ ｈꎻ Ｃ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ８ ｈ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ ｔｈｅ ０.０５ ｌｅｖｅｌ.

图 １　 ＡｈＰＲＫ４ 在铝处理下的表达分析
Ｆｉｇ. １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡｈＰＲＫ４ ｕｎｄｅｒ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

光调控元件ꎬ干旱胁迫响应元件和 ６０ Ｋ 蛋白结合

位点(图 ４:Ａ)ꎮ 以拟南芥数据库为筛选基础ꎬ筛
选 ＡｈＰＲＫ４ 的相互作用蛋白ꎬ发现 ＡｈＰＲＫ４ 可与

多个蛋白存在互作ꎬ包括 ＬＭＫ１( ｌｅｕｃｉｎｅ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣ｌｉｋｅ ｋｉｎａｓｅ ｗｉｔｈ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｌｅｃｔｉｎ￣ｌｉｋｅ
ｄｏｍａｉｎ １)、 ＡＢＣＢ１６ ( ＡＴＰ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ Ｂ１６)、
ＰＭＥ３０ (ｐｅｃｔｉｎ ｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒａｓｅ ３０)、激酶 ＡＴ１Ｇ３４４２０
( ｌｅｕｃｉｎｅ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ
ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎ )、 ＨＡＫ１ ( ＨＤＳ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ＲＬＫ１ )、
ＰＥＰＲ２(ＰＥＰ１ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２)、ＡＴ１Ｇ１２４６０( ｌｅｕｃｉｎｅ￣ｒｉｃｈ
ｒｅｐｅａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎ )、 ＡＴ１Ｇ２４６５０
( ｌｅｕｃｉｎｅ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎ)、
ＦＥＩ１、ＡＴ１Ｇ４９１００ ( ｌｅｕｃｉｎｅ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ
ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎ)(图 ４:Ｂ)ꎬ推测 ＡｈＰＲＫ４ 可能参与激

素调控、细胞死亡、非生物胁迫应答、生物防御、细
胞壁膨大等调控过程ꎮ
２.３ ＡｈＰＲＫ４ 激酶域克隆和原核表达载体构建

以‘ ＺＨ２’根尖 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ克隆到 ＡｈＰＲＫ４
胞内域片段 ( ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ) (图 ５:Ａ) ꎬ序列长度

为１ １２２ ｂｐꎬ与目的片段 ( ＬＯＣ１０７４７０８８４) 序列

１００％同源ꎮ 连接 ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 片段和 ｐＧＥＸ￣６ｐ￣１
载体ꎬ获 得 重 组 质 粒 ( ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ￣ｐＧＥＸ￣６ｐ￣１)
(图 ５:Ｂ) ꎮ
２.４ 重组蛋白诱导表达和纯化

将含有 ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ￣ｐＧＥＸ￣６ｐ￣１ 重组质粒的

Ｒｏｓｅｔｔａ 菌株在 １６ ℃ 、０.５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ ￣１ ＩＰＴＧ 环境中

培养ꎬ在约 ７１ ｋＤ 处发现诱导后的上清液中有加

深的特异性条带ꎬ表明其以可溶性的形式存在于

上清液中(图 ６) ꎮ ＧＳＴ￣ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 重组蛋白用

Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ４Ｂ 填料纯化ꎬ在结合后用

ＰＢＳ 洗脱无明显条带 (图 ７:Ａ) ꎬ表明层析柱与

ＧＳＴ￣ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 重 组 蛋 白 结 合 较 好ꎬ 后 经

Ｅｌｕｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ 洗脱后获得了条带单一且位置正确

的目的条带ꎬ表明 ＧＳＴ￣ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 重组蛋白已

成功纯化ꎮ 将获得的 ＧＳＴ￣ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 纯化蛋白

根据携带的标签蛋白经特异性 ＧＳＴ 一抗孵育ꎬ进
行 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 验证ꎬ可以发现在约 ７１ ｋＤ 处出

现清晰的特异性目的条带 (图 ７:Ｂ) ꎬ表明 ＧＳＴ￣
ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 重组蛋白纯化效果较好ꎮ
２.５ 重组蛋白体外磷酸化检测

将纯化的 ＧＳＴ￣ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 蛋白进行体外磷

酸化实验ꎬ用磷酸化抗体检测磷酸化水平ꎬ用 ＧＳＴ
抗体标定上样水平ꎮ 由图 ８ 可知ꎬ两个磷酸化抗

体孵育后ꎬ均能在目标蛋白位置处检测到条带ꎬ磷
酸化苏氨酸抗体( ａｎｔｉ￣ｐＴ)有着更强的磷酸化信

号ꎬ磷酸化酪氨酸抗体( ａｎｔｉ￣ｐＹ)信号较弱ꎬ表明该

蛋白在原核诱导的过程中已经发生了磷酸化修

饰ꎮ 但与对照组相比ꎬＡＴＰ 处理并未使得条带有

加深的现象(图 ８)ꎬ暗示 ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 蛋白不存在

体外自磷酸化活性ꎮ
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红线表示跨膜域ꎻ 紫框表示 ＬＲＲ 结构域ꎻ 红三角表示 ＡＴＰ 结合位点 / 活性位点ꎻ 五角星表示活性位点ꎻ 黑线表示激酶域ꎮ
Ａｈ. 花生ꎻ Ａｔ. 拟南芥ꎻ Ａｐ. 非洲相思子ꎻ Ｍｔ. 蒺藜苜蓿ꎻ Ｖｕ. 豇豆ꎻ Ｇｍ. 大豆ꎻ Ｃａ. 小果咖啡ꎻ Ｃｓ. 茶ꎮ 蛋白序列号依次为 ＸＰ＿
０２９１４５２４９.１、ＡＴ３Ｇ２０１９０.１、ＡＴ５Ｇ３５３９０.１、ＡＴ５Ｇ２０６９０.１、ＸＰ＿０２７３５６８８４.１、ＸＰ＿０３９６８７７４０.１、ＸＰ＿０２７９０５２４６.１、ＸＰ＿００３５２３７２３.２、
ＸＰ＿０２７１２４１００.１、ＸＰ＿０２８０９０５４８.１ꎮ 下同ꎮ
Ｒｅｄ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎꎻ ｐｕｒｐｌｅ ｆｒａｍｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ＬＲＲ ｄｏｍａｉｎꎻ ｒｅｄ ｔｒｉａｎｇｌｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ＡＴＰ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｏｒ ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅꎻ
ｐｅｎｔａｇｒａｍ ｉｎｄｉｃａｔｅ ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅꎻ ｂｌａｃｋ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｋｉｎａｓｅ ｄｏｍａｉｎ. Ａｈ. Ａｒａｃｈｉｓ ｈｙｐｏｇａｅꎻ Ａｔ. Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａꎻ Ａｐ. Ａｂｒｕｓ ｐｒｅｃａｔｏｒｉｕｓꎻ
Ｍｔ. Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｔｒｕｎｃａｔｕｌａꎻ Ｖｕ. Ｖｉｇｎａ ｕｎｇｕｉｃｕｌａｔａꎻ Ｇｍ. Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘꎻ Ｃａ. Ｃｏｆｆｅａ ａｒａｂｉｃａꎻ Ｃｓ. Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ. Ｔｈｅ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｒｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ: ＸＰ＿０２９１４５２４９.１ꎬ ＡＴ３Ｇ２０１９０.１ꎬ ＡＴ５Ｇ３５３９０.１ꎬ ＡＴ５Ｇ２０６９０.１ꎬ ＸＰ＿０２７３５６８８４.１ꎬ ＸＰ＿０３９６８７７４０.１ꎬ ＸＰ＿
０２７９０５２４６.１ꎬ ＸＰ＿００３５２３７２３.２ꎬ ＸＰ＿０２７１２４１００.１ꎬ ａｎｄ ＸＰ＿０２８０９０５４８.１. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ２　 花生与其他物种 ＰＲＫ 氨基酸序列比对
Ｆｉｇ. ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＰＲＫ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｅａｎｕｔ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ
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图 ３　 ＡｈＰＲＫ４ 进化树分析
Ｆｉｇ. ３　 Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡｈＰＲＫ４

３　 讨论与结论

目前对 ＰＲＫ 家族在胁迫应答机理的研究还未

见系统的报道ꎬ仅在拟南芥突变体 ｐｒｋ１ 缺水处理

下发现ꎬ相较野生型来说ꎬ该突变体会积累 ３.２ 倍

的脯 氨 酸 来 响 应 低 水 量 胁 迫 ( Ｖｅｒｓｌｕｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１４)ꎮ 前人研究也表明随着铝处理浓度的增加

和铝处理时间的延长ꎬ花生根系游离脯氨酸的含

量整体呈递增的趋势(徐芬芬等ꎬ２０１４)ꎮ 本研究

在对铝处理下花生根尖 ＡｈＰＲＫ４ 转录水平的检测

图 ４　 ＡｈＰＲＫ４ 启动子元件分析及互作蛋白分析
Ｆｉｇ. ４　 Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｅｌｅｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡｈＰＲＫ４

Ａ: Ｍ. Ｍａｒｋｅｒꎻ １. 扩增产物ꎮ Ｂ: Ｍ. Ｍａｒｋｅｒꎻ １ꎬ２ꎬ３. 质粒样品编号ꎮ
Ａ: Ｍ. Ｍａｒｋｅｒꎻ １. Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ. Ｂ: Ｍ. Ｍａｒｋｅｒꎻ １ꎬ２ꎬ３. Ｐｌａｓｍｉｄ ｓａｍｐｌｅ ｎｕｍｂｅｒ.

图 ５　 ＰＣＲ 扩增 ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 片段及重组质粒电泳检测
Ｆｉｇ. ５　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ ｆｒａｇｍｅｎｔ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

６７０１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



Ｍ. 蛋白 ｍａｒｋｅｒꎻ １. 未诱导的总蛋白ꎻ ２. ＩＰＴＧ 诱导后的总
蛋白ꎻ ３. ＩＰＴＧ 诱导后裂解液上清ꎻ ４. ＩＰＴＧ 诱导后裂解液
沉淀ꎮ
Ｍ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎻ １. Ｔｏｔａｌ ｕｎｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ２. ＩＰＴＧ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ３. ＩＰＴＧ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔꎻ ４. ＩＰＴＧ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ｐｅｒｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ.

图 ６　 ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 原核表达蛋白的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ电泳分析
Ｆｉｇ. ６　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ

ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ

中也发现 ＡｈＰＲＫ４ 是一个铝胁迫响应基因ꎬ进一步

分析 ＡｈＰＲＫ４ 的表达水平发现其在两个铝耐性不

同的花生品种中的表达模式不同ꎬ在不同铝浓度

处理下ꎬＡｈＰＲＫ４ 表达水平均显著提高ꎬ在铝处理 ８
ｈ 后ꎬ在耐铝品种‘９９￣１５０７’中的表达上调更强烈ꎬ
暗示 ＡｈＰＲＫ４ 是花生耐铝相关基因ꎬ在铝胁迫下ꎬ
ＡｈＰＲＫ４ 是否与 ＡｔＰＲＫ１ 功能类似而与应激脯氨

酸之间有关联? 有待进一步研究ꎮ
ＡｈＰＲＫ４ 蛋白与其他物种的 ＰＲＫ 成员的激酶

域具有较高的同源性ꎬ表明此结构域在不同物种

ＰＲＫ 以及同一物种不同 ＰＲＫ 成员的保守性ꎮ 系

统进化树中ꎬＡｈＰＲＫ４ 与 ＡｔＰＲＫ４ 以及 ＡｔＰＲＫ１ 在

同一 大 分 支 上ꎬ 具 有 较 近 的 亲 缘 关 系ꎬ 其 中

ＡｔＰＲＫ４ 与 ＡｔＮＥＴ２Ａ 互作共同参与微管运动来调

控花粉管发育(Ｄｕｃｋｎｅｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎬ ＡｔＰＲＫ１ 可

Ｍ. 蛋白 ｍａｒｋｅｒꎮ Ａ: １. 经 ＩＰＴＧ 诱导后的总蛋白ꎻ ２. ＩＰＴＧ 诱导后裂解液上清ꎻ ３. 流穿液ꎻ ４ꎬ ５. ＰＢＳ 洗脱液ꎻ ６ꎬ ７. 纯化蛋白样
品ꎮ Ｂ: １ꎬ ２. ＧＳＴ￣ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 纯化蛋白ꎻ ３ꎬ ４. ＧＳＴ 标签蛋白ꎮ
Ｍ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ. Ａ: １. ＩＰＴＧ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ２. ＩＰＴＧ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔꎻ ３. Ｆｌｏｗｔｈｒｏｕｇｈ ｂｕｆｆｅｒꎻ ４ꎬ ５. ＰＢＳ ｗａｓｈ ｂｕｆｆｅｒꎻ ６ꎬ ７.
Ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｂ: １ꎬ ２. ＧＳＴ￣ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ３ꎬ ４. ＧＳＴ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ.

图 ７　 ＧＳＴ￣ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 重组蛋白的纯化和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测
Ｆｉｇ. ７　 Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＧＳＴ￣ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

在水势胁迫下通过脯氨酸响应胁迫( Ｖｅｒｓｌｕｅｓ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１４) ꎬ故 ＡｈＰＲＫ４ 也可能参与花粉管发育

和响应胁迫中ꎮ 以 ＡｈＰＲＫ４ 的拟南芥同源蛋白

ＡｔＰＲＫ４ 的 序 列 在 拟 南 芥 数 据 库 中 筛 选 预 测

ＡｈＰＲＫ４ 的互作蛋白ꎬ发现互作蛋白中以各类型

激酶最多ꎬ同时预测 ＡｈＰＲＫ４ 具有磷酸化位点ꎬ
故 ＡｈＰＲＫ４ 可能以磷酸化与各类型激酶之间形

成调控网络ꎮ 在预测的互作蛋白中ꎬ部分蛋白功

能已有报道ꎬ其中 ＬＭＫ１ 调控叶片死亡( Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２０) ꎬＨＡＫ１ 可 与 ＰＢＬ２７ 蛋 白 互 作 参 与 ＨＤＳ
( ｈｅｒｂｉｖｏｒｅ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｄａｎｇｅｒ) 防 御 反 应 ( Ｕｅｍｕｒａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２０) ꎬＰＥＰＲ２ 参与 ＢＳＣＴＶ( ｂｅｅｔ ｓｅｖｅｒｅ ｃｕｒｌｙ
ｔｏｐ ｖｉｒｕｓ) 病 害 防 御 ( Ｚｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０ ) ꎬ 推 测

ＡｈＰＲＫ４ 在胁迫防御中起作用ꎬ进一步验证其互

作蛋白对探究 ＡｈＰＲＫ４ 在铝胁迫中的响应机制

具有重要意义ꎮ 除此之外ꎬ本研究对 ＡｈＰＲＫ４ 基

因的启动子元件进行预测ꎬ发现该基因启动子区

域含有生长素和 ＡＢＡ 响应元件ꎮ 生长素在植物

铝胁迫响应信号传递途径中发挥作用ꎬ铝胁迫下

植物的生长素在根尖的细胞分布和在细胞的运

输可能会受到影响ꎬ进而导致根长受到抑制(吴

道铭等ꎬ ２０１４) ꎻ除生长素外ꎬ在大豆铝胁迫与

ＡＢＡ 实验中也发现ꎬ大豆根尖内源 ＡＢＡ 与铝处

理时间和铝处理浓度呈正相关关系ꎬ并且 ＡＢＡ
处理 可 减 少 铝 胁 迫 下 的 氧 化 伤 害 ( 侯 宁 宁ꎬ
２００９) ꎮ 故 ＡＢＡ 和生长素是否也调控花生铝胁

迫? 有待进一步研究ꎮ
ＡｈＰＲＫ４ 属于 ＬＲＲ￣ＩＩＩ 类受体蛋白激酶家族

７７０１６ 期 苏桂军等: 花生铝响应类受体蛋白激酶 ＡｈＰＲＫ４ 的原核表达分析



Ｍ. 蛋白 ｍａｒｋｅｒꎻ － / ＋. 是否添加 ＡＴＰꎻ ａｎｔｉ￣ｐＹ. 酪氨酸磷酸
化抗体ꎻ ａｎｔｉ￣ｐＴ. 苏氨酸磷酸化抗体ꎻ ａｎｔｉ￣ＧＳＴ. ＧＳＴ 标签
抗体ꎮ 蛋白 ｍａｒｋｅｒ 处蓝色条带表示 ７０ ｋＤ 蛋白位置ꎮ
Ｍ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎻ － / ＋. Ｗｈｅｔｈｅｒ ＡＴＰ ｉｓ ａｄｄｅｄꎻ ａｎｔｉ￣ｐＹ.
Ｐｈｏｓｐｈｏ￣ｔｙｒｏｓｉｎｅ ａｎｔｉｂｏｄｙꎻ ａｎｔｉ￣ｐＴ. Ｐｈｏｓｐｈｏ￣ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ａｎｔｉｂｏｄｙꎻ
ａｎｔｉ￣ＧＳＴ. ＧＳＴ￣Ｔａｇ ｍｏｕｓｅ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ. Ｔｈｅ ｂｌｕｅ ｂａｎｄ ｏｆ
ｔｈｅ ｍａｒｋｅｒ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ７０ ｋＤ ｐｒｏｔｅｉｎ.

图 ８　 ＧＳＴ￣ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 重组蛋白自磷酸化检测
Ｆｉｇ. ８　 Ａｕｔｏ￣ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＧＳＴ￣

ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

的成员之一ꎬ具丝氨酸 /苏氨酸激酶域ꎬ并经预测

具有磷酸化位点ꎬ为了验证 ＡｈＰＲＫ４ 是否可发生

磷酸化及探究 ＡｈＰＲＫ４ 的活性ꎬ本研究采用原核

表达和亲和柱层析的方法获得 ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 重组

蛋白来探究其生物功能ꎬ在蛋白诱导过程中ꎬ１６
℃条件下可获得较好的诱导效果ꎮ 本研究已成

功诱导并纯化得到 ＧＳＴ￣ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 重组蛋白ꎬ
体外磷酸化抗体孵育检测 ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 重组蛋白

可以发生磷酸化修饰ꎬ但在酪氨酸位点的磷酸化

修饰水平极低ꎬ由于我们使用的磷酸化苏氨酸抗

体( Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ９３８１) 对磷酸化丝

氨酸残基也有一定的识别能力ꎬ所以我们认为

ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 的磷酸化修饰主要发生在丝 /苏氨

酸残基上ꎮ 在本研究中ꎬ我们未检测到 ＡｈＰＲＫ４￣
ＣＤ 的自磷酸化活性ꎬ一方面ꎬ可能是 ＡｈＰＲＫ４ 蛋

白的自磷酸化活性较低ꎬ需要采用更灵敏的检测

手段ꎬ如同位素标记等方法来进行检测ꎻ另一方

面ꎬＡｈＰＲＫ４ 也可能是一种需要被其他因子磷酸

化来共同发挥作用的辅助蛋白ꎬ仍需要进一步实

验探究ꎮ
综上所述ꎬＡｈＰＲＫ４ 为铝胁迫应答基因ꎬ该基

因启动子区域含有胁迫激素应答元件ꎬ预测的互

作蛋白也可在胁迫下起作用ꎮ 在此基础上ꎬ采用

原核表达的技术成功诱导得到 ＡｈＰＲＫ４￣ＣＤ 纯化

蛋白ꎬ并验证其可以发生磷酸化修饰ꎬ为探究该

蛋白在花生铝胁迫中的调控功能奠定了基础ꎮ
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