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鹅掌楸 ＡＯＸ 家族基因克隆与组织表达分析
宗亚仙ꎬ 郝自远ꎬ 王　 曦ꎬ 温少莹ꎬ 李火根∗

( 南京林业大学 南方现代林业协同创新中心ꎬ 南京 ２１００３７ )

摘　 要: 鹅掌楸(Ｌｉｒｉｏｄｅｎｄｒｏｎ ｃｈｉｎｅｎｓｅ)为重要的珍贵用材及园林观赏树种ꎬ开展抗逆基因的研究ꎬ对于提高

鹅掌楸适应性有重要意义ꎮ 该文以鹅掌楸为研究对象ꎬ通过采用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 与 ＲＡＣＥ 相结合的方法克隆获

得 ３ 个 ＡＯＸ 基因ꎬ其 ＯＲＦ 长分别为 ８５８、１ ０３２、１ ０４４ ｂｐꎬ相应编码氨基酸数为 ２８５、３４３、３４７ ａａꎬ分别命名为

ＬｃＡＯＸ１ａ、ＬｃＡＯＸ１ｂ 和 ＬｃＡＯＸ２ꎮ 蛋白同源性分析发现鹅掌楸 ＡＯＸ 家族蛋白序列高度保守ꎬ尤其在 Ｃ 端保守

性极高ꎬ且均含有“ＥＸＸＨ”、“ＥＥＥ￣Ｙ” 铁离子结合保守结构域ꎮ 亚细胞定位分析结果显示 ＬｃＡＯＸ１ａ 蛋白定

位于线粒体及叶绿体之外的其他位置ꎬＬｃＡＯＸ１ｂ 蛋白在叶绿体和线粒体中均有定位ꎬＬｃＡＯＸ２ 蛋白定位于

线粒体基质ꎮ 采用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 方法研究 ＡＯＸ 基因在鹅掌楸茎、叶片、叶芽、花芽、花萼、花瓣、雄蕊、雌蕊 ８ 个

不同组织中的表达模式ꎬ分析发现鹅掌楸 ＡＯＸ 基因在花器官中表达量明显高于营养器官ꎬＬｃＡＯＸ１ａ 与 ＬｃＡ￣
ＯＸ１ｂ 基因在雄蕊中表达量最高ꎬ特别是 ＬｃＡＯＸ１ａ 基因在雄蕊中特异性表达ꎬ其表达量远远高于其他组织ꎻ
ＬｃＡＯＸ２ 基因在花瓣中表达量最高ꎮ 该研究克隆 ３ 个鹅掌楸 ＡＯＸ 基因并进行相关分析ꎬ为进一步研究其生

物学功能奠定了基础ꎮ
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ｖａｔｅｄ ａｒｅａ. Ａｓ ａ ｒｅｓｕｌｔꎬ ｓｅａｒｃｈｉｎｇ ｆｏｒ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ｌ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ａｎｄ ｕｎｃｏｖｅｒｉｎｇ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｉｔｓ ｓｔｒｅｓｓ￣ｄｅｆｅｎｃｅ
ａｂｉｌｉｔｙ ａｒｅ ｇｒｅａｔ ｕｒｇｅｎｃｙ. Ｔｈｒｅｅ ＡＯＸ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｌ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｂｙ ＲＴ￣ｑＰＣＲ ａｎｄ ＲＡＣＥꎬ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ｉｎ ｓｉｌｉｃｏꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅｓꎬ ｅｎｃｏｄｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓꎬ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｏ￣
ｍａｉｎｓꎬ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ａｎｄ ｓｏ ｏｎ. Ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ＡＯＸ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ８５８ꎬ １ ０３２ ａｎｄ １ ０４４ ｂｐꎬ
ｗｈｉｃｈ ｅｎｃｏｄｅｄ ２８５ꎬ ３４３ ａｎｄ ３４７ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｗｅ ｎａｍｅｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅｓ ａｓ ＬｃＡＯＸ１ａꎬ ＬｃＡＯＸ１ｂ ａｎｄ
ＬｃＡＯＸ２. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＡＯＸ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｌ. ｃｈｉｎｅｎｓｅ ｗｅｒｅ
ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄꎬ ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ａｔ ｔｈｅ Ｃ￣ｔｅｒｍｉｎｕｓꎬ ａｎｄ ａｌｌ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ＡＯＸ ｇｅｎｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ “ＥＸＸＨ”ꎬ “ＥＥＥ￣Ｙ” ｉｒｏｎ￣ｂｉｎｄ￣
ｉｎｇ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓꎬ ｔｈｏｓｅ ｍａｙ ｈａｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｉｒｏｎ ｉｏｎｓ. Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ ＬｃＡＯＸ１ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｃｅｓ ｏｕｔｓｉｄｅ ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ. ＬｃＡＯＸ１ｂ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｌｏ￣
ｃａｌｉｚｅｄ ｉｎ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａꎬ ｗｈｉｌｅ ＬｃＡＯＸ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｉｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍａｔｒｉｘ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ＡＯＸ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｅｉｇｈｔ ｔｉｓｓｕｅｓꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｓｔｅｍꎬ ｌｅａｆꎬ ｌｅａｆ ｂｕｄꎬ ｆｌｏｗｅｒ ｂｕｄꎬ ｃａｌｙｘꎬ ｐｅｔａｌꎬ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｌｉｒｉｏｄｅｎｄｒｏｎ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓꎬ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｏｘｉｄａｓｅꎬ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｉｓｏｌａｔｉｏｎꎬ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ｔｉｓｓｕｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 高等植物线粒体有两条重要的电子传递途

径:细胞色素途径和交替途径(也称抗氰呼吸途

径)ꎮ 正常情况下植物以细胞色素途径为主:通过

一系列电子传递复合体ꎬ最终将电子传递给氧而

形成水ꎬ产生的化学能同 Ｆ０ Ｆ１￣ＡＴＰａｓｅ 偶联形成

ＡＴＰꎬ但该过程中电子传递途径上有三个磷酸化部

位ꎬ对氰化物敏感ꎮ 在植物受到逆境胁迫时细胞

色素途径被抑制而交替途径增强:交替途径是一

条从泛醌库开始分支并以交替氧化酶( ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ
ｏｘｉｄａｓｅꎬＡＯＸ)为末端氧化酶的电子传递途径ꎬ电
子从还原状态的泛醌直接传递给分子氧形成水ꎬ
能量以热能形式散失 ( Ｖａｎｌｅｒｂｅｒｇｈｅ ＆ Ｍｃｉｎｔｏｓｈꎬ
１９９７)ꎮ 现有的研究结果表明ꎬ植物在逆境胁迫影

响下ꎬＡＯＸ 基因表达量显著提高ꎬ细胞内 ＡＯＸ 蛋

白丰度显著提高来应对不良环境对细胞造成的损

伤ꎮ Ｂｏｎｎｅｒ ＆ Ｒｉｃｈ(１９８６)首次从天南星科斑叶阿

诺母( Ａｒｕｍ ｍａｃｕｌａｔｕｍ)线粒体中分离得到 ＡＯＸꎬ
并确定该蛋白与其开花产热有关ꎮ Ｚａｌｕｔｓｋａｙａ ｅｔ
ａｌ.(２０１５)在对衣藻(Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓ ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ)热

处理后交替呼吸显著增强ꎬＡＯＸ１ 基因表达量上

调ꎮ 此外ꎬ在对拟南芥冷处理、干旱胁迫处理ꎬ以
及对蒺藜苜蓿盐胁迫处理等逆境条件处理下均观

察到交替呼吸增强ꎬ且转 ＡＯＸ 基因植物对胁迫适

应能 力 有 显 著 提 高 ( Ｃｈｉｎｎｕｓａｍｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７ꎻ
Ｄｏｒｏｔｅｉａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ꎻ Ｊｉａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ꎻ Ｋｅｕｎｅｎ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１６)ꎮ

木兰 科 ( Ｍａｇｎｏｌｉａｃｅａｅ ) 鹅 掌 楸 ( Ｌｉｒｉｏｄｅｎｄｒｏｎ
ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ)为第三纪孑遗树种ꎬ是被子植物中最原

始的类群之一ꎮ 鹅掌楸又名马褂木ꎬ为中国特有

树种ꎬ天然更新能力差ꎬ种子繁殖适合度低ꎬ自然

群落中种群数量小ꎬ种群内个体数目少ꎬ且星状分

布于我国西南、中东及越南北部ꎬ群体间基因交流

受到严重影响ꎬ处于濒危状态ꎬ现已被列入国家二

级珍稀濒危保护植物名录 (郝日明和贺善安ꎬ
１９９５)ꎮ 鹅掌楸作为从裸子植物向被子植物过渡

的树种ꎬ对研究有花植物的起源、分布和系统发育

有重要价值(李康琴ꎬ２０１３)ꎬ且作为优良的园林观

赏及高档家具用材树种ꎬ有着非常重要的经济价

值ꎮ 拥有广泛的适应性是一个树种推广利用的前

提ꎬ因此ꎬ从林木遗传改良角度ꎬ挖掘和研究抗性

相关基因、提高鹅掌楸适应性对于鹅掌楸抗性育

种具有重要意义ꎮ 因此ꎬ本文以鹅掌楸为研究对

象ꎬ利用 ＲＡＣＥ 技术筛选并克隆鹅掌楸 ＡＯＸ 家族

基因ꎬ进行生物信息学分析ꎬ组织表达特性分析ꎬ

９８９７ 期 宗亚仙等: 鹅掌楸 ＡＯＸ 家族基因克隆与组织表达分析



期望为今后开展其抗逆功能研究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

所用鹅掌楸(种源为浙江松阳 ＳＹ)叶片、茎、
叶芽、花芽、花萼、花瓣、雄蕊和雌蕊组织材料均来

源于南京林业大学下蜀实习林场鹅掌楸种源试验

林ꎬ样品采集后迅速放入液氮中速冷ꎬ后置于－８０
℃超低温冰箱中保存备用ꎮ 所用大肠杆菌感受态

细胞 Ｔｒａｎｓ１￣Ｔ１ Ｐｈａｇｅ Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ Ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ
Ｃｅｌｌ、ｐＥＡＳＹ￣Ｔ１ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 和 ｐＥＡＳＹ￣Ｂｌｕｎｔ Ｃｌｏｎｉｎｇ
Ｋｉｔ 克隆载体购自北京全式金生物技术有限公司ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 鹅掌楸 ＡＯＸ 家族基因 ＥＳＴ 序列的挖掘 　 对

北美鹅掌楸转录组数据库 ( ｈｔｔｐ: / / ａｎｃａｎｇｉｏ. ｕｇａ.
ｅｄｕ / ｃｏｎｔｅｎｔ / ｌｉｒｉｏｄｅｎｄｒｏｎ￣ｔｕｌｉｐｉｆｅｒａ)进行检索ꎬ搜索

到所有 ＡＯＸ 基因 ＥＳＴ 片段并导出ꎬ将本实验室测

得的鹅掌楸转录组数据同北美鹅掌楸转录组数据

库中挖掘到的所有 ＥＳＴ 片段进行 ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ筛
选得到鹅掌楸 ＡＯＸ 同源基因 ＥＳＴ 片段ꎮ
１.２. ２ ＲＮＡ 提取和 ｃＤＮＡ 第 一 链 的 合 成 　 采用

ＴＩＡＮＧＥＮ 公 司 的 植 物 总 ＲＮＡ 提 取 试 剂 盒

ＲＮＡｐｒｅｐ ｐｕｒｅ Ｐｌａｎｔ Ｋｉｔ(ＤＰ４３２)提取鹅掌楸叶片、
花瓣、雄蕊和雌蕊 ４ 个组织混合样品的 ＲＮＡꎮ 以

提取的 ＲＮＡ 为模板ꎬ使用 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司反转录试剂盒 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 进行 ｃＤＮＡ 第一链的合成ꎻ使用 ３′￣
Ｆｕｌｌ ＲＡＣＥ Ｃｏｒｅ Ｓｅｔ ｗｉｔｈ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴａｓｅ(ＴａＫａ￣
Ｒａ)试剂盒进行 ３′ＲＡＣＥ 反转录ꎻ用 ＳＭＡＲＴｅｒ 􀅹
ＲＡＣＥ ５′ / ３′ Ｋｉｔ 试剂盒 ( ＴａＫａＲａ)ꎬ进行 ５′ＲＡＣＥ
反转录ꎬ在反转录前ꎬ重新检测所提取的 ＲＮＡ 完

整性ꎬ保证 ＲＮＡ 无降解ꎮ
１.２.３ 基因全长 ｃＤＮＡ 序列的获取　 以获取的 ＥＳＴ
序列为基础ꎬ利用 Ｏｌｉｇｏ ７ 软件设计中间片段引物

(表 １)ꎬ以上一步获得的 ｃＤＮＡ 第一链为模板ꎬ进
行 ＬＡ Ｔａｑ( ＴａＫａＲａ) ＰＣＲ 扩增ꎬ扩增产物经 １.５％
的琼脂糖凝胶电泳检测后切取目的片段ꎬ回收、纯
化并连接到 ｐＥＡＳＹ￣Ｔ１ 载体ꎬ转化 Ｔｒａｎｓ１￣Ｔ１ 感受

态ꎬ挑取阳性单克隆由南京金斯瑞生物科技有限

公司测序ꎬ获取目的基因中间片段序列ꎮ 根据克

隆测序获得的 ３ 个 ＡＯＸ 基因中间片段序列ꎬ设计

３′和 ５′ＲＡＣＥ 引物 (表 １)ꎬ采用巢式设计ꎬ通过

Ｏｕｔｅｒ 和 Ｉｎｎｅｒ 两轮 ＰＣＲ 反应ꎬ对目的基因 ３′和 ５′
末端进行快速扩增ꎬ获得目的基因 ３′和 ５′端序列ꎮ
将所获得的中间片段、３′ＲＡＣＥ 与 ５′ＲＡＣＥ 通过

ＢｉｏＸＭ 软件进行电子拼接ꎬ并将拼接后的基因全

长在 ＮＣＢＩ 数据库中进行比对ꎬ利用在 ＮＣＢＩ 中的

ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 在线预测基因的 ＯＲＦ 序列ꎬ根据预测

的 ＯＲＦ 序列在其两端设计全长引物(表 １)ꎬ进行

ＰＣＲ 扩增获得目的基因 ＯＲＦ 序列ꎮ
１.２.４ 基因的生物信息学分析 　 利用生物信息学

软件对获得的 ＡＯＸ 基因进行开放阅读框、编码的

氨基酸序列、蛋白质结构域及二级结构等分析ꎮ
通过 ＯＲＦ ｆｉｎｄｅｒ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ. ｎｌｍ.ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｏｒ￣
ｆｆｉｎｄｅｒ / )进行 ＯＲＦ 及编码氨基酸序列的预测ꎻ通
过 Ｅｘｐａｓｙ ＰｒｏｔＰａｒａｍ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔ￣
ｐａｒａｍ / )进行蛋白质氨基酸组成、分子量、理论等

电点分析ꎻ使用 Ｐｆａｍ( ｈｔｔｐ: / / ｐｆａｍ. ｘｆａｍ. ｏｒｇ / )进行

蛋白质结构域分析ꎻ采用在线工具 ＥｘＰＡＳｙ ＴＭｐｒｅｄ
( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｈ. ｅｍｂｎｅｔ. ｏｒｇ / ｓｏｆｔｗａｒｅ / ＴＭＰＲＥＤ ＿
ｆｏｒｍ.ｈｔｍｌ) 分析蛋白质序列跨膜区ꎻ使用 ＳｉｇｎａｌＰ
４. １ Ｓｅｖｅｒ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ /
ＳｉｇｎａｌＰ / )进行信号肽分析ꎻ使用 ＳＯＰＭＡ 进行蛋白

质二级结构预测ꎻ分别利用 ＴａｒｇｅｔＰ １.１ Ｓｅｒｖｅｒ( ｈｔ￣
ｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴａｒｇｅｔＰ / ) 及

Ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ.ｈｇｃ. ｊｐ / )进行亚细胞定

位预测ꎻ在 ＮＣＢＩ 搜索下载已发表的 ＡＯＸ 同源序

列进行分析ꎬ采用 ＭＥＧＡ５. ０ 进 行 系 统 进 化 树

构建ꎮ
１.２.５ 基因的组织表达分析 　 提取鹅掌楸叶片、
茎、叶芽、花芽、花萼、花瓣、雄蕊、雌蕊 ８ 个不同组

织的 ＲＮＡꎬ将提取的 ＲＮＡ 样品稀释到统一浓度

(２５０ ｎｇ􀅰μＬ￣１)ꎬ反转录呈 ｃＤＮＡꎮ 根据克隆获得

ＬｃＡＯＸ１ａ、 ＬｃＡＯＸ１ｂ 和 ＬｃＡＯＸ２ 基 因 序 列ꎬ 采 用

Ｏｌｉｇｏ ７ 软件设计 ｑＰＣＲ 引物(表 １)ꎬ用 Ａｃｔｉｎ９７ 作

为内参基因ꎬ进行实时定量 ＰＣＲ 反应ꎬ检测目的基

因在 ８ 种不同组织中的表达量ꎬ每个样品设置 ３ 个

重复ꎬ反应体系和程序参照 ＳＹＢＲ 􀅹 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
ＴａｑＴＭ(Ｔｌｉ ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ)(ＴａＫａＲａ)说明书ꎮ

０９９ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



表 １　 基因克隆及 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 扩增引物
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ＲＴ￣ｑＰＣＲ

基因
Ｇｅｎｅ

引物类型
Ｔｙｐｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

退火温度
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

(℃ )

ＬｃＡＯＸ１ａ 中间片段引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ

ＬｃＡＯＸ１ａ￣Ｆ
ＬｃＡＯＸ１ａ￣Ｒ

ＴＧＧＴＧＣＧＧＴＧＡＡＧＧＧＡＧＡＡＧ
ＡＣＣＣＡＴＧＡＡＡＴＡＣＧＣＡＴＴＧＡ

５３

３′￣ＲＡＣＥ 引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ３′￣ＲＡＣＥ

ＬｃＡＯＸ１ａ￣３Ｆ１
ＬｃＡＯＸ１ａ￣３Ｆ２

ＴＴＡＧＡＡＧＡＡＧＣＣＧＡＧＡＡＣＧＡＧ
ＡＣＴＣＧＴＣＴＴＣＧＣＣＧＴＣＴＡＡＧＧ

５６
６１

５′￣ＲＡＣＥ 引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ５′￣ＲＡＣＥ

ＬｃＡＯＸ１ａ￣５Ｒ１
ＬｃＡＯＸ１ａ￣５Ｒ２

ＧＣＡＴＣＣＴＣＴＣＧＴＴＣＴＣＧＧＣＴＴＣＧＴＣ
ＡＴＣＡＧＴＧＧＧＴＡＡＴＣＴＣＡＧＴＡＴＣ

６６
５４

ＯＲＦ 引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ＯＲＦ

ＬｃＡＯＸ１ａ￣ＯＦ
ＬｃＡＯＸ１ａ￣ＯＲ

ＴＴＴＣＧＴＴＣＣＡＡＴＴＴＣＴＴＧＣＧＡＧＡＣＡ
ＧＡＧＣＣＧＡＡＡＣＴＣＡＧＴＧＧＴＡＣＣＣＡＡ

６１

实时荧光定量 ＰＣＲ 引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ｑＰＣＲ

ＬｃＡＯＸ１ａ￣ｑＦ
ＬｃＡＯＸ１ａ￣ｑＲ

ＡＴＧＴＴＣＣＡＧＣＣＡＣＡＴＴＧＴＣＧ
ＧＡＡＴＣＧＣＣＴＣＡＧＴＧＡＣＴＴＧＣ

６０

ＬｃＡＯＸ１ｂ 中间片段引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ

ＬｃＡＯＸ１ｂ￣Ｆ
ＬｃＡＯＸ１ｂ￣Ｒ

ＡＣＧＴＴＣＡＴＧＧＡＡＧＴＡＧＣＣＡＡ
ＡＴＣＣＧＡＴＴＣＣＡＡＴＴＡＣＡＡＴＴＴＣ

５２

３′￣ＲＡＣＥ 引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ３′￣ＲＡＣＥ

ＬｃＡＯＸ１ｂ￣３Ｆ１
ＬｃＡＯＸ１ｂ￣３Ｆ２

ＡＧＧＣＧＴＣＴＴＣＴＴＣＡＡＴＧＣＡＴＡＴＴＴＣ
ＧＣＴＧＡＡＡＧＡＡＴＣＴＣＣＧＧＣＣＣＣＡＣ

５９
６６

５′￣ＲＡＣＥ 引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ５′￣ＲＡＣＥ

ＬｃＡＯＸ１ｂ￣５Ｒ１
ＬｃＡＯＸ１ｂ￣５Ｒ２

ＧＡＧＴＧＣＣＴＴＴＡＴＣＣＡＴＣＣＧＣＣＧＣＴＧＴ
ＴＧＡＴＴＴＣＣＡＣＴＴＣＣＡＴＴＣＣＧ

６９
５５

ＯＲＦ 引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ＯＲＦ

ＬｃＡＯＸ１ｂ￣ＯＦ
ＬｃＡＯＸ１ｂ￣ＯＲ

ＡＴＧＡＡＣＴＣＣＡＡＡＣＴＡＧＣＧＡＣＡ
ＡＡＡＧＧＴＣＣＴＡＡＴＡＣＡＣＧＴＣＣ

５５

实时荧光定量 ＰＣＲ 引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ｑＰＣＲ

ＬｃＡＯＸ１ｂ￣ｑＦ
ＬｃＡＯＸ１ｂ￣ｑＲ

ＡＴＣＴＧＡＡＧＡＡＧＣＡＣＣＡＣＧＴＴ
ＴＣＴＡＡＣＡＴＣＡＴＧＧＣＣＣＧＡＣＡ

６０

ＬｃＡＯＸ２ 中间片段引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ

ＬｃＡＯＸ２￣Ｆ
ＬｃＡＯＸ２￣Ｒ

ＧＧＡＧＣＣＡＴＣＡＧＡＡＡＴＴＡＣＡＣＣ
ＣＴＣＴＴＴＧＡＧＡＧＣＡＴＣＴＧＡＧＴＧ

５２

３′￣ＲＡＣＥ 引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ３′￣ＲＡＣＥ

ＬｃＡＯＸ２￣３Ｆ１
ＬｃＡＯＸ２￣３Ｆ２

ＧＴＴＴＧＡＣＣＧＴＴＴＴＣＴＴＧＣＴＣ
ＧＧＡＧＡＡＧＡＡＴＴＧＡＡＡＡＧＡＡＴＧＣＣＴＧ

５５
６０

５′￣ＲＡＣＥ 引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ５′￣ＲＡＣＥ

ＬｃＡＯＸ２￣５Ｒ１
ＬｃＡＯＸ２￣５Ｒ２

ＣＡＡＡＴＡＡＴＣＡＧＣＴＣＴＴＣＴＣＣＡＣ
ＣＣＴＣＣＡＣＧＡＴＡＡＣＴＴＣＴＴＣＣＴ

６１
５７

ＯＲＦ 引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ＯＲＦ

ＬｃＡＯＸ２￣ＯＦ
ＬｃＡＯＸ２￣ＯＲ

ＣＣＣＴＡＡＣＴＣＴＡＧＡＴＣＧＧＣＡＡ
ＴＣＡＡＴＧＧＴＡＣＣＣＡＡＣＴＧＧＡＧ

５６

实时荧光定量 ＰＣＲ 引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ｑＰＣＲ

ＬｃＡＯＸ２￣ｑＦ
ＬｃＡＯＸ２￣ｑＲ

ＡＴＣＴＧＡＣＡＡＡＧＣＡＣＣＡＴＧＴＣＣ
ＧＣＡＧＣＴＡＣＴＧＴＴＴＣＧＡＧＣＡＴＣ

６０

内参引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ＬｃＡＣＴ９７￣Ｆ
ＬｃＡＣＴ９７￣Ｒ

ＴＴＣＣＣＧＴＴＣＡＧＣＡＧＴＧＧＴＣＧ
ＴＧＧＴＣＧＣＡＣＡＡＣＴＧＧＴＡＴＣＧ

６０

２　 结果与分析

２.１ 鹅掌楸 ＡＯＸ 家族基因 ｃＤＮＡ 全长序列克隆及

命名

从北美鹅掌楸转录组数据库搜索到 ＡＯＸ 基因

相关的 ＥＳＴ 片段共 １６ 条ꎬ分别将其 ＥＳＴ 片段与本

实验室鹅掌楸转录组数据(Ｙａｎｇꎬ２０１３)比对、去重

之后ꎬ共得到 ３ 条鹅掌楸 ＡＯＸ 基因 ＥＳＴ 片段ꎬ分别

为 ｌｃｏｍｐ８４２０６＿ｃ０、 ｌｃｏｍｐ９８７８９、 ｌｃｏｍｐ９９８８０＿ｃ０ꎬ并
根据筛选出的 ３ 条鹅掌楸 ＡＯＸ 基因 ＥＳＴ 序列设计

中间片段特异性引物ꎬ通过 ＰＣＲ 扩增、目的片段回

收以及克隆测序ꎬ对转录组中 ＡＯＸ 基因序列进行验

证(图 １:Ａ)ꎮ 根据中间片段测序结果设计 ＲＡＣＥ
引物ꎬ采用巢式扩增ꎬ获得 ３′ＲＡＣＥ(图 １:Ｃ)和 ５′
ＲＡＣＥ(图 １:Ｄ)ꎮ 将中间片段、３′ＲＡＣＥ 和 ５′ＲＡＣＥ
进行电子拼接获得全长ꎬ并在其 ＯＲＦ 两端设计引物

进行 ＯＲＦ 验证(图 １:Ｂ)ꎬ表明拼接结果无误ꎮ 将克

隆获得的 ３ 个 ＡＯＸ 基因预测蛋白通过 ＮＣＢＩ ＢＬＡＳＴ
Ｐｒｏｔｅｉｎ 与数据库进行比对ꎬ根据比对结果ꎬ将获得

的目的基因依次命名为 ＬｃＡＯＸ１ａ(ＭＮ１８７９６６)、ＬｃＡ￣
ＯＸ１ｂ(ＭＮ１８７９６８)和 ＬｃＡＯＸ２(ＭＮ１８７９６７)ꎮ

１９９７ 期 宗亚仙等: 鹅掌楸 ＡＯＸ 家族基因克隆与组织表达分析



Ａ. 中间片段ꎻ Ｂ. 全长 ＯＲＦꎻ Ｃ. ３′ Ｒａｃｅꎻ Ｄ. ５′ Ｒａｃｅꎮ 图中自左至右分别为 ＬｃＡＯＸ１ａ、ＬｃＡＯＸ１ｂ、ＬｃＡＯＸ２ꎮ
Ａ. Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｆｒａｇｍｅｎｔꎻ Ｂ. Ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈ ＯＲＦꎻ Ｃ. ３′ Ｒａｃｅꎻ Ｄ. ５′ Ｒａｃｅ. Ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ ａｒｅ ＬｃＡＯＸ１ａꎬ ＬｃＡＯＸ１ｂꎬ ＬｃＡＯＸ２ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 １　 鹅掌楸 ＡＯＸ 基因克隆
Ｆｉｇ. １　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＬｃＡＯＸ ｇｅｎｅｓ

２.２ 鹅掌楸 ＡＯＸ 家族基因编码蛋白理化性质分析

克隆出的 ３ 个 ＡＯＸ 基因编码蛋白均含有 ＡＯＸ
保守结构域ꎬ其中 ＬｃＡＯＸ１ａ、ＬｃＡＯＸ１ｂ 为 ＡＯＸ１ 亚

家族ꎬＬｃＡＯＸ２ 为 ＡＯＸ２ 亚家族成员ꎮ ＬｃＡＯＸ１ａ 基

因全长 １ ３０５ ｂｐꎬＯＲＦ 长 ８５８ ｂｐꎬ编码 ２８５ 个氨基

酸ꎬ理论等电点为 ７.２３ꎬ脂溶性蛋白指数为 ８０.１１ꎬ
不稳定系数为 ３６. １７ꎬ疏水性平均值为 －０.２６４ꎮ
ＬｃＡＯＸ１ｂ 基因全长 １ ４０５ ｂｐꎬＯＲＦ 长 １ ０３２ ｂｐꎬ编
码 ３４３ 个氨基酸ꎬ理论等电点为 ８.３７ꎬ脂溶性蛋白

指数为 ８５.０４ꎬ不稳定系数为 ３９.７１ꎬ疏水性平均值

为－ ０. １８１ꎮ ＬｃＡＯＸ２ 基因全长 １ ３７６ ｂｐꎬＯＲＦ 长

１ ０４４ ｂｐꎬ编码 ３４７ 个氨基酸ꎬ理论等电点 ９.０２ꎬ脂

溶性蛋白指数为 ８９.９４ꎬ不稳定系数为 ４８.１７ꎬ疏水

性平均值为－０.２５１ꎮ 通过在线预测软件 ＥｘＰＡＳｙ
ＴＭｐｒｅｄ 对 ＡＯＸ 蛋白跨膜区进行解析ꎬ结果显示

ＡＯＸ 蛋白为典型的跨膜蛋白ꎬ且疏水性变化大的

区域为其跨膜区ꎮ
２.３ 鹅掌楸 ＡＯＸ 家族基因编码蛋白同源性分析

分别将鹅掌楸 ＡＯＸ 家族蛋白的 ＬｃＡＯＸ１ａ、
ＬｃＡＯＸ１ｂ、ＬｃＡＯＸ２ 与 ＮＣＢＩ 数据库数据库中序列

进行比对ꎬ结果表明鹅掌楸 ＡＯＸ 家族蛋白序列高

度保守ꎬ尤其在 Ｃ 端保守性极高(图 ２)ꎬ且不同物

种 ＡＯＸ 蛋白均含有 ＡＯＸ 家族特有的“ ＥＸＸＨ”、
“ＥＥＥ￣Ｙ”铁离子结合保守结构域ꎬ ６ 个保守的组
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图 ２　 鹅掌楸 ＡＯＸ 蛋白同源性分析
Ｆｉｇ. ２　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＬｃＡＯＸ ｐｒｏｔｅｉｎ

氨酸残基可能参与铁离子的结合ꎬ１ 个保守丝氨酸

残基则与二硫键形成有关ꎬ因此ꎬ推测克隆出的

ＬｃＡＯＸ１ａ、ＬｃＡＯＸ１ｂ、ＬｃＡＯＸ２ 基因作为双铁羧酸超

基因家族成员ꎬ有着结合铁离子活性ꎮ
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图 ３　 鹅掌楸 ＡＯＸ 家族系统进化树
Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＬｃＡＯＸｓ ｆａｍｉｌｙ

２.４ 鹅掌楸 ＡＯＸ 家族基因表达蛋白系统进化分析

从 ＮＣＢＩ 蛋白质数据库中搜索已发表的拟南芥

( ＮＰ ＿ １８８８７６. １、 ＮＰ ＿ １８８８７５. １、 ＮＰ ＿ １８９３９９. １、
ＮＰ＿２０１２２６.２)、水稻 (Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａꎬ Ｏ. ｇｌａｂｅｒｒｉｍａ)
(ＢＡＡ２８７７３.１、ＢＡＢ７１９４５. １)、胡萝卜(Ｄａｕｃｕｓ ｃａｒｏｔａ
ｖａｒ. ｓａｔｉｖａ) (ＡＬＩ５７３７８.１、ＡＢＺ８１２２９.２、ＡＢＺ８１２３０.２)、
葡萄(Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ) (ＡＣＩ２８８７６.１、ＮＰ＿００１２６８００１.１)、
番茄(Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ)(ＮＰ＿００１２３４１１７.２、ＮＰ＿
００１３０９８９０. １)、 大 豆 ( Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ ) ( ＫＨＮ４２８６９. １、
ＫＨＮ３９２２６.１)、西瓜(Ｃｉｔｒｕｌｌｕｓ ｌａｎａｔｕｓ)(ＡＤＤ８４８８０.１)
等 １９ 个 ＡＯＸ 家族同源蛋白ꎬ利用 ＭＥＧＡ５.０ 软件

将 ３ 个鹅掌楸 ＡＯＸ 蛋白与数据库检索的蛋白序列

进行多重序列比对ꎬ并用极大似然法构建系统进

化树(图 ３)ꎬＡＯＸ 蛋白明显分为两大支ꎬ即 ＡＯＸ１
和 ＡＯＸ２ꎬ从亲缘关系来看ꎬＬｃＡＯＸ１ａ 和 ＬｃＡＯＸ１ｂ
聚为一个小的分支ꎬ与胡萝卜 ＤｃＡＯＸ１ 蛋白亲缘

关系最近ꎻ而 ＬｃＡＯＸ２ 与胡萝卜 ＤｃＡＯＸ２ａ 等蛋白

亲缘关系较近ꎮ 因此ꎬ该结果一方面说明了鹅掌

楸在进化关系上与胡萝卜更为密切ꎬ另一方面ꎬ也
符合 ＡＯＸ 家族在 ＡＯＸ１ 和 ＡＯＸ２ 亚家族分类事实ꎮ
２.５ 鹅掌楸 ＡＯＸ 家族基因亚细胞定位预测

用 ＴａｒｇｅｔＰ 在线软件进行亚细胞定位预测(表
２)ꎬ结果显示 ＬｃＡＯＸ１ａ 蛋白可能较多分布在除叶

绿体、 线 粒 体 和 分 泌 通 路 之 外 的 其 他 位 置ꎻ
ＬｃＡＯＸ２ 蛋白定位于线粒体ꎬ且可信度等级为 ２ꎬ
具有较高可信度ꎻＬｃＡＯＸ１ｂ 虽然在线粒体中分值

最高ꎬ但其具体定位信息并不明确ꎮ 为了使预测

结果更加准确ꎬ我们使用 Ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ 在线软件再一

次进行 ＬｃＡＯＸ 蛋白亚细胞定位预测(表 ３)ꎬ结果

显示 ＬｃＡＯＸ１ａ 蛋白最有可能定位于细胞质区域ꎻ
ＬｃＡＯＸ２ 蛋白最有可能定位于线粒体中ꎻＬｃＡＯＸ１ｂ
蛋白在线粒体和叶绿体中均有定位ꎬ其具体定位

信息仍需进一步实验验证ꎮ
２.６ 鹅掌楸 ＡＯＸ 家族基因组织表达特性分析

分别提取鹅掌楸的 ８ 个组织总 ＲＮＡꎬ以其反转

录 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ参考之前已发表的鹅掌楸 Ａｃｔｉｎ９７
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表 ２　 ＴａｒｇｅｔＰ 亚细胞定位预测
Ｔａｂｌｅ ２　 ＴａｒｇｅｔＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

名称
Ｎａｍｅ ＬｃＡＯＸ１ａ ＬｃＡＯＸ１ｂ ＬｃＡＯＸ２

叶绿体
ｃＴＰ(ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｉｃ)

０.１０６ ０.０９１ ０.０８２

线粒体
ｍＴＰ(ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ)

０.２５４ ０.６８２ ０.８６７

分泌通路
ＳＰ(ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｐａｔｈｗａｙ)

０.０７２ ０.０１１ ０.００６

其他
Ｏｔｈｅｒ

０.８４８ ０.０７０ ０.０２０

定位预测
Ｌｏｃ(ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ)

— Ｍ Ｍ

可靠性等级
ＲＣ(ｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙ ｃｌａｓｓ)

３ ３ ２

　 注: “—”表示其他位置ꎻ Ｍ. 线粒体ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: “—” ｍｅａｎｓ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｌｏｃａｔｉｏｎꎻ Ｍ. Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ.

表 ３　 Ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ 亚细胞定位预测
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

名称
Ｎａｍｅ ＬｃＡＯＸ１ａ ＬｃＡＯＸ１ｂ ＬｃＡＯＸ２

细胞核
Ｎｕｃｌｅａｒ

— — —

细胞质
Ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ

９ １ １

线粒体基质
Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍａｔｒｉｘ

４ ６ ６

叶绿体
Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ

１ ７ ３

　 注: “—”表示没有定位到细胞核ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: “—” ｍｅａｎｓ ｎｏ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｎｕｃｌｅａｒ.

作为内参基因 ( Ｔｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎬ进行实时定量

ＰＣＲ 反应ꎮ 结果显示(图 ４)ꎬ三个 ＡＯＸ 基因在花

器官中表达量均明显高于其在营养器官中的表达

量ꎮ 其中鹅掌楸 ＡＯＸ１ａ 在雄蕊中表达量极高ꎬ其
次为花瓣ꎬ而在茎、叶片、叶芽等组织中表达量极

低ꎬ仅有 １ 左右ꎻ同样ꎬＡＯＸ１ｂ 基因在雄蕊中表达

量最高ꎬ约为叶片的 ２.６９ 倍ꎬ茎中表达量最低ꎬ只
有叶片的 ０.２ 倍左右ꎻＡＯＸ２ 基因在花瓣中表达量

最高ꎬ约为叶片表达量的 ３ 倍左右ꎬ叶芽中表达量

最低ꎮ

３　 讨论与结论

交替氧化酶为交替呼吸途径末端氧化酶ꎬ是

由 ＡＯＸ 基因控制编码的一类蛋白酶ꎬＲｈｏａｄｓ ＆
Ｍｃｉｎｔｏｓｈ(１９９１)在斑龙芋(Ｓａｕｒｏｍａｔｕｍ ｖｅｎｏｓｕｍ)中
首次克隆出 ＡＯＸ 基因并命名为 ＡＯＸ１ꎮ 随后ꎬ国内

外学者对交替呼吸途径以及 ＡＯＸ 基因进行了大量

研究ꎮ 迄今为止ꎬ几乎在所有的高等植物基因组

中均检测到 ＡＯＸ 基因的存在ꎬ而在动物中ꎬ只有极

少数低等动物如原生生物中含有 ＡＯＸ 基因(Ｍｃｄｏ￣
ｎａｌｄ ＆ Ｖａｎｌｅｒｂｅｒｇｈｅꎬ ２００４)ꎬ此外ꎬ在真菌、细菌以

及藻 类 中 都 有 发 现 ( Ｍｃｄｏｎａｌｄ ＆ Ｖａｎｌｅｒｂｅｒｇｈｅꎬ
２００６)ꎮ ＡＯＸ 基因家族是由核基因编码的一个较

小的基因家族ꎬ通常被分为两个亚家族 ＡＯＸ１ 和

ＡＯＸ２(Ｓｅｌｉｎｓｋｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎬ多数单子叶植物中往

往仅含有 ＡＯＸ１ 亚家族ꎬ但天南星科植物如绿萍、
红掌、绿萝等古老的单子叶植物中也检测到 ＡＯＸ２
亚家族的存在(Ｃｏｓｔａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎬ此外ꎬ对石头

松 ( Ｐｉｎｕｓ ｐｉｎｅａ) 的 研 究 发 现ꎬ 其 含 有 ＡＯＸ１ 和

ＡＯＸ２ 两个亚家族ꎬ可以推断 ＡＯＸ１ 和 ＡＯＸ２ 两个

亚家族出现在裸子植物与被子植物分离之前的时

期ꎬ并且证明单子叶植物中也存在 ＡＯＸ２ 亚家族ꎬ
可能在之后的进化发展中逐渐丢失了相关序列

(Ａｎｔóｎｉｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)ꎻ而双子叶植物除了极个别

物种如杨树(Ｐｏｐｕｌｕｓ)外(杨树仅存在 ＡＯＸ１ 亚家

族)ꎬ均含有两个亚家族 (张旭ꎬ ２０１４)ꎮ 拟南芥

ＡＯＸ 基因家族分析结果表明ꎬ共有 ５ 个 ＡＯＸ 基因

存在拟南芥中ꎬ其中有 ４ 个 ＡＯＸ１ 基因分别为

ＡＯＸ１ａ、ＡＯＸ１ｂ、ＡＯＸ１ｃ、ＡＯＸ１ｄ 以及 １ 个 ＡＯＸ２ 基

因(Ｓａｉｓｈｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９７ꎻＣｌｉｆｔｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５)ꎮ 对大

豆研究发现其存在 １ 个 ＡＯＸ１ 基因和 ２ 个 ＡＯＸ２ 基

因 分 别 为 ＡＯＸ２ａ 和 ＡＯＸ２ｂ ( Ｔｈｉｒｋｅｔｔｌｅ￣Ｗａｔｔｓ ＆
Ｗｈｅｌａｎꎬ ２００３)ꎮ Ｉｔｏ ｅｔ ａｌ.(１９９７)从水稻中分离鉴

定出两个 ＡＯＸ 基因ꎬ分别命名为 ＡＯＸ１ａ、ＡＯＸ１ｂꎬ
此后 Ｈｉｒｏａｋｉ ｅｔ ａｌ.(２００２)进一步对水稻研究发现

并命名为 ＡＯＸ１ｃ 基因ꎬ三者均为 ＡＯＸ１ 亚家族基因ꎮ
本研究依据鹅掌楸多组织转录组数据筛选鉴

定并克隆 ３ 个 ＡＯＸ 家族基因 ＬｃＡＯＸ１ａ、ＬｃＡＯＸ１ｂ、
ＬｃＡＯＸ２ꎬ系统发育分析结果表明鹅掌楸 ＡＯＸ 基因同

样分化为 ＡＯＸ１ 与 ＡＯＸ２ 两个亚家族ꎮ
根据“ ＳＵＭ”模型( Ｓｉｅｄｏｗ ＆ Ｕｍｂａｃｈꎬ １９９５)ꎬ

ＡＯＸ 蛋白在第一和第四个螺旋分别含有 １ 个保守

的 “ＥＸＸＨ”ꎬ 形成双铁羧酸活性中心ꎬ 且在 Ｃ 端含

５９９７ 期 宗亚仙等: 鹅掌楸 ＡＯＸ 家族基因克隆与组织表达分析



１. 叶片ꎻ ２. 茎ꎻ ３. 叶芽ꎻ ４. 花芽ꎻ ５. 花萼ꎻ ６. 花瓣ꎻ ７. 雄蕊ꎻ ８. 雌蕊ꎮ
１. Ｌｅａｆꎻ ２. Ｓｔｅｍꎻ ３. Ｌｅａｆ ｂｕｄꎻ ４. Ｆｌｏｗｅｒ ｂｕｄꎻ ５. Ｃａｌｙｘꎻ ６. Ｐｅｔａｌꎻ ７. Ｓｔａｍｅｎꎻ ８. Ｐｉｓｔｉｌ.

图 ４　 鹅掌楸 ＡＯＸ 基因组织表达模式
Ｆｉｇ. ４　 Ｔｉｓｓｕｅ ｓｐｅｃｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬｃＡＯＸ ｇｅｎｅｓ

有“ ＦＸＨＲ” 与 “ ＥＥＥ￣Ｙ” 的保守序列ꎮ 而在此后

Ａｎｄｅｒｓｓｏｎ ＆ Ｎｏｒｄｌｕｎｄ(１９９９)提出的“ＡＮ”模型中ꎬ
ＡＯＸ 在第二和第四个螺旋中含有“ＥＸＸＨ”保守序

列ꎬ且活性中心仅位于第四个螺旋ꎮ 本研究进行

蛋白同源性分析发现鹅掌楸 ＡＯＸ 家族 ３ 个基因均

含有 ＡＯＸ 家族特有的“ＥＸＸＨ”“ＦＸＨＲ”“ＥＥＥ－Ｙ”
等铁离子结合的保守结构域ꎬ尤其在 Ｃ 端保守性

极高ꎮ 亚细胞定位预测结果显示 ＬｃＡＯＸ１ａ 蛋白可

能分布在除线粒体、叶绿体和分泌通路之外的其

他位置ꎻＬｃＡＯＸ１ｂ 在叶绿体和线粒体中均有定位ꎻ
ＬｃＡＯＸ２ 蛋白定位于线粒体ꎬ这与之前报道的对拟

南芥 ＡＯＸ２ 基因进行亚细胞定位实验的结果一致ꎬ
并且该研究发现 ＡＯＸ２ 基因在拟南芥萌发初期的交

替呼吸途径中发挥重要作用(Ｓａｉｓｈｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１)ꎮ
组织表达分析结果表明鹅掌楸 ＬｃＡＯＸ１ａ、ＬｃＡ￣

ＯＸ１ｂ 与 ＬｃＡＯＸ２ 基因均在生殖器官中表达量较高ꎬ
其中 ＬｃＡＯＸ１ａ 与 ＬｃＡＯＸ１ｂ 基因均在雄蕊中表达量

最高ꎬ特别是 ＬｃＡＯＸ１ａ 基因在雄蕊中表达量远远高

于其他组织ꎮ ＡＯＸ 基因作为重要的线粒体末端氧

化酶ꎬ在能量溢流和热能转化过程中具有重要的作

用ꎬ然而在开花传粉期间ꎬ可能由于花器官需要热

量维持活跃的代谢反应ꎬ因此表现出 ＡＯＸ 活性的显

著增强(Ｍｅｅｕｓｅꎬ １９７５)ꎮ ＬｃＡＯＸ１ａ 基因在雄蕊中特

异性表达ꎬ雄蕊表达量是叶片的 ２ 万倍以上ꎬ推测该

基因除了与非生物胁迫相关之外ꎬ可能与雄蕊发育

密切 相 关ꎮ 与 此 结 果 相 似ꎬ 在 对 大 豆、 棉 花

(Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｓｐｐ.)和拟南芥研究中发现 ＡＯＸ１ 基因均

表现出雄蕊特异性表达ꎬ且 ＡＯＸ１ 基因的雄蕊特异

性表达模式与细胞质雄性不育有着密切的关系

(Ｓｈｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００２ꎻＬｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ 此外ꎬ对苏铁产

热机制研究表明ꎬ雄球果产热明显高于雌球果ꎬ而
独特的线粒体形态和 ＣｒＡＯＸ１ 介导的小孢子呼吸可

能在球果产热中发挥重要作用 ( Ｙａｓｕｋｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１９)ꎮ 也有一些研究表明 ＡＯＸ１ 基因的表达并不

引起细胞质的雄性不育ꎬ而是与小孢子母细胞发育

相关(Ｊｏｈｎｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９３)ꎮ 而 ＬｃＡＯＸ２ 基因同样在

生殖器官中表达量更高ꎬ其中花瓣中表达量最高ꎬ
其次为花萼和雌蕊ꎮ 在西瓜和芒果的研究中发现

ＡＯＸ２ 在果实发育过程中有大量表达ꎬ推断 ＡＯＸ２ 可

能与 果 实 发 育 相 关 ( Ｃｏｎｓｉｄｉｎｅꎬ ２００１ꎻ 李 严 曼ꎬ
２０１１)ꎮ 拟南芥研究中发现 ＡＯＸ２ 在成熟的种子中

表达量最高(Ｎａｋａｂａｙａｓｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５)ꎮ 因此推测

ＡＯＸ２ 可能与植物生长发育密切相关ꎮ 在对本研究

通过对鹅掌楸 ＡＯＸ 基因序列克隆并探讨其组织表

达模式与功能之间的潜在关系ꎬ以期为今后进一步

开展 ＡＯＸ 家族基因生物学功能研究提供参考ꎮ
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