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摘　 要: 干旱和土地盐渍化是制约林业可持续发展的重要因素ꎬ植物在遭受生物或非生物胁迫时ꎬ会在叶片

释放萜类等挥发性物质ꎮ １￣羟基￣２￣甲基￣２￣(Ｅ)￣丁烯基￣４￣焦磷酸还原酶(ＨＤＲ)是 ＭＥＰ 途径的末端活性酶ꎬ
具有提供前体萜类物质和主要限速作用ꎮ 为探究马尾松 ＨＤＲ 基因是否参与干旱和盐胁迫条件下的胁迫响

应ꎬ该研究克隆了马尾松 ＨＤＲ 基因开放阅读框ꎬ并初步分析了其生物信息、组织特异性表达水平和初步功

能ꎮ 结果表明:(１)ＰｍＨＤＲ 基因编码区长度为 １ ４５８ ｂｐꎬ编码 ４８５ 个氨基酸ꎬ其编码蛋白包含 ＬｙｔＢ / ＩｓｐＨ 基因

超家族的核心序列和 ＰＬＮ０２８２１ 多功能结构域ꎬ属于 ＨＤＲ 家族ꎮ (２)ＰｍＨＤＲ 密码子使用偏好性较弱ꎬ偏好

使用 Ａ / Ｕ 结尾的密码子ꎬ烟草、拟南芥与酿酒酵母更适合作为其异源表达受体ꎮ (３) ｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果显示ꎬ
ＰｍＨＤＲ 基因在马尾松老叶中表达量最高ꎬ其次为幼叶、幼茎和老茎ꎬ在根中表达量最低ꎮ (４)构建基因表达

载体 ｐＢＩ１２１￣ＰｍＨＤＲ 并转化拟南芥ꎬ转基因拟南芥对干旱和盐胁迫表现出更强的抗逆性ꎮ 以上研究结果表

明 ＰｍＨＤＲ 参与了植物干旱和盐胁迫的响应和调节ꎬ并为马尾松抗逆育种提供了一定的理论支持ꎮ
关键词: 马尾松ꎬ ＰｍＨＤＲꎬ 萜类化合物ꎬ 基因克隆ꎬ 胁迫响应
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　 　 马尾松(Ｐｉｎｕｓ ｍａｓｓｏｎｉａｎａ)为松科松属高大乔

木ꎬ是我国古老的本土针叶树种ꎬ也是我国特有的

速生树种之一ꎬ广泛分布于秦岭—淮河以南ꎬ云贵

高原以东 １７ 个省、自治区、直辖市ꎬ为我国分布面

积最广的针叶林树种(李爱民等ꎬ２００８)ꎮ 随着全

球气候变暖ꎬ水资源短缺问题日益严重ꎬ大范围持

续性干旱和土地盐渍化对我国的农林生产造成了

严重威胁ꎬ使植物生长受限且使植物体内的有机

物成分发生改变ꎬ影响其价值与产量 ( Ｐｉｃｈｌｅｒ ＆
Ｏｂｅｒｈｕｂｅｒꎬ ２００７ꎻ张金凤等ꎬ２０２１)ꎬ对我国的农林

生产造成了严重威胁ꎬ因此提高树木对干旱和盐

胁迫的抗性一直是森林培育的主要目标之一ꎮ 马

尾松作为我国重要的木材、采脂树种和荒山造林

先锋树种之一(徐向华和丁贵杰ꎬ２００６)ꎬ具有较强

的抗逆性ꎬ但仍被重度干旱胁迫显著抑制了高和

生物量的增长ꎬ严重影响其生长和繁殖(全文选和

丁贵杰ꎬ２０１７)ꎬ因此研究马尾松对干旱和盐胁迫

的适应机制至关重要ꎮ
植物在遭受生物或非生物胁迫时ꎬ会在叶片

释放挥发性物质ꎬ包括萜烯类和脂肪酸衍生物等ꎬ
这些 物 质 具 有 直 接 和 间 接 的 信 号 调 控 作 用

(Ｌａｏｔｈａｗｏｒｎｋｉｔｋｕｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００８)ꎬ能够及时激活脱落

酸(ＡＢＡ)、茉莉酸甲酯(ＭｅＪＡ)、油菜素内酯(ＢＲ)
等植物激素的合成和信号转导通路ꎬ调节相关基

因表达ꎬ以缓解或适应胁迫环境(阎秀峰等ꎬ２００７ꎻ
Ｏｂａｔａ ＆ Ｆｅｒｎｉｅꎬ ２０１２)ꎮ 其中ꎬ萜类化合物响应干

旱胁迫的程度较高ꎬ在植物抵抗逆境胁迫的过程

中起到重要作用(Ｒａｓｔｏｇｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１９)ꎮ 萜类化合

物是植物次生代谢产物中最丰富、结构最多样化

的一类(罗永明等ꎬ２００３)ꎬ其以异戊二烯为基本单

位ꎬ共同前体物为异戊烯焦磷酸( ＩＰＰ)和其异构体

二甲烯焦磷酸(ＤＭＡＰＰ)(Ｎｉｓａｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻ 孙丽

超等ꎬ２０１７)ꎮ ＩＰＰ 和 ＤＭＡＰＰ 在生物体内的合成

主要有甲羟戊酸途径(ＭＶＡ ｐａｔｈｗａｙ)和丙酮酸途

径(ＭＥＰ ｐａｔｈｗａｙ)两种途径(赵乐等ꎬ２０１６ꎻ 陈晓

明ꎬ２０１８)ꎮ 其中ꎬＭＶＡ 途径主要参与倍半萜的合

成(Ｅｉｓｅｎｒｅｉｃｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１)ꎬＭＥＰ 途径主要参与单

萜、二萜和类胡萝卜素等的合成 ( Ｒｏｈｍｅｒꎬ１９９９ꎻ
张艺丹等ꎬ２０１９)ꎮ １￣羟基￣２￣甲基￣２￣( Ｅ) ￣丁烯基￣
４￣焦磷酸还原酶(ＨＤＲ)是 ＭＥＰ 途径的末端活性

酶ꎬ催化 １￣羟基￣２￣甲基￣２￣( Ｅ) ￣丁烯基￣４￣焦磷酸

(ＨＭＢＰＰ)发生还原反应并以 ５ ∶ １ 的比例生成

ＩＰＰ 与 ＤＭＡＰＰ 的混合物ꎬ具有提供前体萜类物质

和主 要 限 速 作 用 ( Ｐｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ꎻ 王 颖 等ꎬ
２０１４)ꎮ

Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍ 等( ２０００) 早期发现在大肠杆菌

中ꎬＨＤＲ 基因对 ＭＥＰ 途径有限制性作用ꎻ在番茄

( Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ ) 果 实 成 熟 和 拟 南 芥

(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)幼苗脱硫这两个大量产生类

胡萝卜素的过程中ꎬＨＤＲ 转录水平明显增加ꎬ说明

ＨＤＲ 表达与类胡萝卜素的积累有关(Ｂｏｔｅｌｌａ￣Ｐａｖíａ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４ )ꎻ 张 雯 等 ( ２００８ ) 对 银 杏 ( Ｇｉｎｋｇｏ
ｂｉｌｏｂａ)的研究显示ꎬ转入 ＨＤＲ 基因的银杏与野生

型银 杏 相 比ꎬ 总 内 酯 含 量 显 著 提 高ꎻ Ｃｈｅｎ 等

(２０１０)对萝芙木 ( Ｒａｕｖｏｌｆｉａ ｖｅｒｔｉｃｉｌｌａｔａ) 的研究发

现ꎬＭｅＪＡ、乙酰水杨酸(ＡＳＡ)、ＡＢＡ、紫外光(ＵＶ)
等激发子可以诱导上调 ＨＤＲ 基因的转录水平ꎻ在
铁皮石斛(Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ)中ꎬＨＤＲ 基因的表

７１２２ 期 王嘉雯等: 马尾松 ＨＤＲ 基因克隆及其对旱与盐胁迫的响应



达受水杨酸( ＳＡ)和 ＡＢＡ 的调控ꎬ但不受 ＭｅＪＡ 影

响(吴秋菊等ꎬ２０１５)ꎮ 这些已有的研究均表明

ＨＤＲ 基因在 ＭＥＰ 途径中具有重要的限制调控作

用ꎬ与植物类胡萝卜素、内酯等萜类化合物的合成

密切相关且受调控非生物胁迫响应的 ＡＢＡ、ＳＡ 等

植物激素诱导ꎬ说明其可能参与植物对非生物胁

迫的响应(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８ꎻ Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９ꎻ
Ｓｕｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９ꎻ 王毅等ꎬ ２０１５)ꎮ

在马尾松中ꎬＭＥＰ 途径上游关键酶 １￣脱氧￣Ｄ￣
木酮糖￣５￣磷酸合成酶的编码基因 ＰｍＤＸＳ 和 １￣脱
氧￣Ｄ￣木酮 糖￣５￣磷 酸 还 原 异 构 酶 的 编 码 基 因

ＰｍＤＸＲ 已被成功克隆ꎬ并对其进行了功能和表达

分析ꎮ ＤＸＲ 是 ＭＥＰ 途 径 的 第 一 个 关 键 酶ꎬ 对

ＰｍＤＸＳ 基因的研究结果显示ꎬ用机械损伤、１５％渗

透剂、Ｈ２Ｏ２、乙烯利、ＭｅＪＡ、ＳＡ ６ 种非生物胁迫或

激素处理马尾松后ꎬＰｍＤＸＳ 基因的表达量在短时

间内 均 有 所 上 调ꎻ 在 ４００ ｍｍｏｌ 􀅰 Ｌ￣１ ＮａＣｌ、 ８００
ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｄ￣甘露醇(Ｄ￣ｍａｎｎｉｔｏｌ)、ｐＨ ５.０、ｐＨ ９.０
等非生物胁迫环境下ꎬＴｒａｎｓＢ / ｐＥＴ２８ａ￣ＰｍＤＸＳ 重

组菌生长状况显著优于对照ꎬ表明 ＰｍＤＸＳ 基因在

干旱和盐胁迫中具有正调控效应(李荣ꎬ２０２１)ꎮ
综上结果表明ꎬＰｍＤＸＳ 基因参与非生物胁迫应答ꎬ
在马尾松的逆境胁迫响应中起一定作用ꎮ ＤＸＲ 是

催化 ＭＥＰ 途径第二步反应的关键限速酶ꎬ朱灵芝

(２０２１)对 ＰｍＤＸＲ 基因的研究结果显示ꎬ相比于野

生型拟南芥ꎬＰｍＤＸＲ 转基因拟南芥的生长发育在

不同浓度 ＮａＣｌ、ＳＡ、ＭｅＪＡ、Ｄ￣ｍａｎｎｉｔｏｌ 的胁迫条件

下受到的抑制较小ꎬ说明 ＰｍＤＸＲ 基因也在一定程

度上参与马尾松逆境胁迫响应ꎮ 因此ꎬ作为 ＭＥＰ
途径的末端限速酶 ＨＤＲ 的编码基因ꎬＰｍＨＤＲ 极

有可能参与马尾松在干旱和盐等非生物胁迫的响

应过程ꎮ 本文将克隆马尾松 ＰｍＨＤＲ 基因序列ꎬ对
其进行生物信息学分析和组织特异性表达分析ꎬ
并构建基因表达载体转化拟南芥ꎬ对比分析转基

因拟南芥和野生型在干旱和盐胁迫条件下的生长

情况ꎬ拟探讨以下问题:(１) ＰｍＨＤＲ 蛋白理化性

质、结构、所属基因家族及物种间的进化关系ꎻ(２)
ＰｍＨＤＲ 基因的组织特异性表达模式ꎻ(３)ＰｍＨＤＲ
是否参与干旱和盐胁迫等非生物胁迫环境下的胁

迫响应ꎮ 以期为进一步阐明马尾松萜类化合物形

成过程关键酶基因的潜在生物学功能提供帮助ꎬ
并为马尾松抗逆育种提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

２ 年生马尾松实生苗和拟南芥种子ꎬ均取自南

京林业大学林木遗传育种全国重点实验室ꎮ
大肠杆菌 ＴｒｅｌｉｅｆＴＭ ５α 感受态细胞和 ｐＣｌｏｎｅ００７

Ｂｌｕｎｔ 载体购自北京擎科生物科技股份有限公司ꎻ根
癌农杆菌 ＧＶ３１０１ 感受态细胞购自上海唯地生物技

术有限公司ꎻＰｌａｎｔ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ、Ｇｅｌ ＤＮＡ
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ、 Ｐｌａｎｔ ＤＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ、 ＣｈａｍＱ
ＳＹＢＲ Ｃｏｌｏｒ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、 ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ Ⅱ Ｏｎｅ
Ｓｔｅｐ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 购自南京诺唯赞生物科技股份有限

公司ꎻＢａｍＨ Ｉ、Ｓａｃ Ｉ、ＱｕｉｃｋＣｕｔ Ｂｕｆｆｅｒ 购自 Ｔａｋａｒａꎻ
ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 和 １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
ＳｕｐｅｒＭｉｘ 购自翌圣生物科技(上海)股份有限公司ꎻ
ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ、Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ Ｆｏｒ Ａｇａｒｏｓｅ Ｇｅｌｓ 和 ＴＡＥ
Ｂｕｆｆｅｒ 购自上海捷瑞生物工程有限公司ꎮ

试验中引物合成和序列测序由南京擎科生物

科技股份有限公司和上海杰李生物技术有限公司

完成ꎮ
１.２ 方法

１.２. １ ＰｍＨＤＲ 基 因 的 克 隆 　 参照南京诺唯赞

ＦａｓｔＰｕｒｅ® Ｐｌａｎｔ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 的说明书提

取 ２ 年生马尾松总 ＲＮＡꎬ使用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ Ｏｎｅ 超微

量紫外分光光度仪检测 ＲＮＡ 的浓度和纯度ꎬ并通

过琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ 的完整性ꎮ 选取纯

度高且完整性较好的 ＲＮＡꎬ利用反转录试剂盒 １ｓｔ
Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ 将 ＲＮＡ
反转录为 ｃＤＮＡꎬ于－２０ ℃条件下保存备用ꎮ

根据火炬松(Ｐｉｎｕｓ ｔａｅｄａ)同源基因序列ꎬ使用

ＤＮＡＭＡＮ 软件设计 ＰｍＨＤＲ 特异性引物ꎬ分别为

ＰｍＨＤＲ￣Ｆ(５′￣ＡＴＧＣＣＴＴＣＧＡＧＣＣＴＣＡＧＣＴＴＴＧＣ￣３′)、
ＰｍＨＤＲ￣Ｒ ( ５′￣ＴＡＣＣＧＴＣＴＧＣＡＡＣＧＣＣＴＣＣＴＣＡＴ￣３′)ꎮ
以逆转录获得的马尾松 ｃＤＮＡ 第一链为模板进行

ＰＣＲ 反应ꎬ扩增体系总体积为 ５０ μＬꎬ包括高保真

酶 ２０ μＬꎬ上游和下游引物各 １ μＬꎬｃＤＮＡ ２.５ μＬꎬ
ｄｄＨ２Ｏ ２５. ５ μＬꎮ ＰＣＲ 反应程序:９５ ℃ 预变性 ３
ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 １５ ｓꎬ６０ ℃ 退火 ４５ ｓꎬ７２ ℃ 延伸 １
ｍｉｎꎬ共 ３５ 个循环ꎻ７２ ℃ 延伸 ５ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 扩增产

物 经 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 后ꎬ 使 用 Ｇｅｌ ＤＮＡ
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ 产物回收试剂盒进行回收纯化ꎬ实施连

接克隆载体(ｐＣｌｏｎｅ００７)并转化至大肠杆菌ＴｒｅｌｉｅｆＴＭ

８１２ 广　 西　 植　 物 ４４ 卷



表 １　 生物信息学分析在线软件及网址
Ｔａｂｌｅ １　 Ｏｎｌｉｎｅ ｓｏｆｔｗａｒｅｓ ａｎｄ ｗｅｂｓｉｔｅｓ ｏｆ

ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ

在线软件
Ｏｎｌｉｎｅ
ｓｏｆｔｗａｒｅ

网址
Ｗｅｂｓｉｔｅ

用途
Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ＢＬＡＳＴ ｈｔｔｐｓ: / / ｂｌａｓｔ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ /
Ｂｌａｓｔ.ｃｇｉ

序列比对
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ

ＥｘＰＡＳｙ￣
ＰｒｏｔＰａｒａｍ

ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ 理化性质分析
Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｐｒｏｐｅｒｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ

ＥｘＰａｓｙ￣
ＰｒｏｔＳｃａｌｅ

ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｓｃａｌｅ 亲疏水性分析
Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ
ａｎａｌｙｓｉｓ

ＮＣＢＩ￣ＣＤ ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ /
Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ / ｃｄｄ / ｗｒｐｓｂ.ｃｇｉ

保守结构域分析
Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ
ｄｏｍａｉｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

Ｃｅｌｌ￣ＰＬｏｃ ２.０ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｓｂｉｏ. ｓｊｔｕ. ｅｄｕ. ｃｎ /
ｂｉｏｉｎｆ / Ｃｅｌｌ￣ＰＬｏｃ￣２

亚 细 胞 定 位
预测
Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ
ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

ＳＯＰＭＡ ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ.ｉｂｃｐ.ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ /
ｎｐｓａ ＿ ａｕｔｏｍａｔ. ｐｌ? ｐａｇｅ ＝ ｎｐｓａ ＿
ｓｏｐｍａ.ｈｔｍｌ

二级结构预测
Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

Ｐｈｙｒｅ ２ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｓｂｇ. ｂｉｏ. ｉｃ. ａｃ. ｕｋ /
ｐｈｙｒｅ２

三级结构预测
Ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

ＴＭＨＭＭ ２.０ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ /
ＴＭＨＭＭ

跨膜结构分析
Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

ＳｉｇｎａｌＰ ５.０ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ /
ＳｉｇｎａｌＰ￣５.０

信号肽分析
Ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ

ＮｅｔＰｈｏｓ ３.１ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ /
ＮｅｔＰｈｏｓ

磷酸化位点分析
Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ
ｓｉｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

ＹｉｎＯＹａｎｇ １.２ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ /
ＹｉｎＯＹａｎｇ

Ｏ￣糖基化位点
分析
Ｏ￣ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ
ｓｉｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

ＮｅｔＮＧｌｙｃ １.０ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ /
ＮｅｔＮＧｌｙｃ

Ｎ￣糖基化位点
分析
Ｎ￣ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ
ｓｉｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

５α 感受态细胞中ꎬ培养单菌落ꎬ通过菌落 ＰＣＲ 筛

选阳性克隆送至南京擎科生物科技有限公司

测序ꎮ
１.２.２ ＰｍＨＤＲ 基因的生物信息学分析 　 利用在线

软件对 ＰｍＨＤＲ 基因及其编码蛋白进行生物信息

学分析ꎬ具体网址见表 １ꎻ利用 ＤＮＡＭＡＮ 软件对

ＰｍＨＤＲ 蛋白进行同源性比对ꎻ运用 ＭＥＧＡ ７.０ 的

邻接法构建系统发育进化树ꎮ

１.２. ３ ＰｍＨＤＲ 同 义 密 码 子 偏 好 性 分 析 　 利用

ＣｏｄｏｎＷ １.４.２ 软件计算 ＰｍＨＤＲ 密码子的使用特

性参数ꎬ包括 Ａ３ｓ、Ｕ３ｓ、Ｃ３ｓ、Ｇ３ｓ、相对同义密码子

使用度( ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅꎬ ＲＳＣＵ)、
有效密码子数( ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｄｏｎｓꎬ ＥＮＣ)、
密码子适应系数( ｃｏｄｏｎ ａｄａｐｔａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘꎬ ＣＡＩ)、最
优密码子使用频率 ( ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｄｏｎｓꎬ
ＦＯＰ)、 ＧＣ 含量和密码子第 ３ 位上的 ＧＣ 含量

(ＧＣ３ｓ)等ꎮ 运用 ＥＭＢＯＳＳ 中的 ＣＵＳＰ 在线软件计

算密码子的使用频率ꎮ
拟南芥、烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ)、大肠杆菌

(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ) 和 酿 酒 酵 母 ( Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ
ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ)的基因组密码子使用频率数据来自密码

子使 用 统 计 数 据 库 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｋａｚｕｓａ. ｏｒ. ｊｐ /
ｃｏｄｏｎ)ꎮ
１.２.４ ＰｍＨＤＲ 基因的表达分析 　 剪取 ２ 年生马尾

松根、幼叶、老叶、幼茎、老茎 ５ 个部位的样品ꎬ分
别使用液氮研磨ꎬ提取各样品总 ＲＮＡꎬ通过琼脂糖

凝胶电泳和 Ｎａｎｏｄｒｏｐ Ｏｎｅ 超微量紫外分光光度仪

检测各 ＲＮＡ 的浓度和质量ꎬ将符合要求的 ＲＮＡ 反

转录成 ｃＤＮＡꎮ 使用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ Ｏｎｅ 测定 ｃＤＮＡ 浓

度ꎬ并将各 ｃＤＮＡ 稀释至 １０ ｎｇ􀅰μＬ￣１ꎮ
根据克隆所得 ＰｍＨＤＲ 基因序列ꎬ使用 Ｐｒｉｍｉｅｒ

５.０ 软件设计实时荧光定量 ＰＣＲ( ｑＰＣＲ)引物 ｑ￣
ＰｍＨＤＲ￣Ｆ(５′￣ＡＧＡＡＡＴＣＧＣＡＧＡＧＣＡＧＡＡ￣３′)和 ｑ￣
ＰｍＨＤＲ￣Ｒ ( ５′￣ＣＡＡＣＧＣＣＴＣＣＴＣＡＴＣＣＴＴ￣３′)ꎬ 以

ＴＵＡ ( ＧｅｎＢａｎｋ: ＫＭ４９６５３５. １ ) 为 内 参 基 因ꎬ 用

ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 进行实时荧光定量表达分析ꎮ 反应体

系共 １０ μＬꎬ包括 ｃＤＮＡ 模板 １ μＬ、上下游引物各

０. ２ μＬ、 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
(２×) ５ μＬ、无菌水 ３. ６ μＬꎮ ｑＰＣＲ 反应在 ＡＢＩ
ＳｔｅｐＯｎｅ Ｐｌｕｓ 荧光定量 ＰＣＲ 仪上进行ꎬ反应程序使

用两步法:９５ ℃预变性 ３０ ｓꎻ９５ ℃变性 ５ ｓꎬ６０ ℃
退火延伸 ３０ ｓꎬ４０ 次循环ꎬ分别设置 ３ 次生物学重

复和 ３ 次技术重复ꎬＰＣＲ 反应结束后进行熔解曲

线分析ꎮ 使用 ＳＰＳＳ ２６ 软件进行数据分析并作图ꎬ
采用邓肯多重比较法分析各组织表达量差异显

著性ꎮ
１.２.５ 基因表达载体构建 　 使用 ｐＢＩ１２１￣ＧＵＳ 质粒

作为真核表达载体ꎬ根据测序得到的 ＰｍＨＤＲ 基因

序列ꎬ选择 ＢａｍＨ Ｉ 和 Ｓａｃ Ｉ 两个酶切位点ꎬ设计去

除终止密码子且含有酶切位点序列的重组引物

ＰｍＨＤＲ￣ＢａｍＨＩ￣Ｆ (５′￣ＡＣＧＧＧＧＧＡＣＴＣＴＡＧＡＧＧＡＴＣＣ
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ＡＴＧＣＣＴＴＣＧＡＧＣＣＴＣＡＧＣＴＴ￣３′) 和 ＰｍＨＤＲ￣ＳａｃＩ￣Ｒ
(５′￣ＣＧＡＴＣＧＧＧＧＡＡＡＴＴＣＧＡＧＣＴＣＣＣＧＴＣＴＧＣＡＡＣＧＣ
ＣＴＣＣＴ￣３′)ꎮ 以马尾松 ｃＤＮＡ 第一链为模板进行

ＰＣＲ 扩增ꎬ通过琼脂糖凝胶电泳检测产物质量和

大小ꎬ并切胶回收得到含酶切位点的 ＰｍＨＤＲ 基因

ＯＲＦ 片段ꎮ
用限制性核酸内切酶 ＢａｍＨ Ⅰ和 Ｓａｃ Ｉ 对

ｐＢＩ１２１￣ＧＵＳ 质粒进行双酶切ꎬ将酶切后的质粒切

胶回收后ꎬ与 ＰｍＨＤＲ 基因片段连接ꎬ并立即转化

ＴｒｅｌｉｅｆＴＭ ５α 大肠杆菌ꎬ于含卡那霉素的 ＬＢ 固体培

养基上培养过夜ꎬ挑取单菌落进行 ＰＣＲ 阳性检测ꎬ
将阳性单克隆扩繁后送至南京擎科生物科技股份

有限公司进行测序ꎬ并由其返还重组载体质粒

ｐＢＩ１２１￣ＰｍＨＤＲꎮ
１.２.６ 遗传转化拟南芥及胁迫处理 　 用重组质粒

冻融法转化农杆菌ꎬ扩大培养阳性单菌落ꎬ花序侵

染法转化拟南芥ꎮ 收取拟南芥种子ꎬ依次用 ７５％
乙醇和 ２０％次氯酸钠消毒ꎬ均匀播种在含有 ５０
ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ Ｋａｎａ 抗生素的 ＭＳ 固体培养基上进行抗

性筛选ꎬ将其中长势良好的拟南芥幼苗移栽至营

养土中继续培养ꎮ 分别采集野生型和转基因拟南

芥的叶片ꎬ液氮研磨ꎬ使用南京诺唯赞生物科技股

份有限公司生产的 ＦａｓｔＰｕｒｅ® Ｐｌａｎｔ ＤＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ
提取 基 因 组 ＤＮＡꎬ 并 以 其 为 模 板ꎬ 用 ＰｍＨＤＲ￣
ＢａｍＨＩ￣Ｆ 和 ＰｍＨＤＲ￣ＳａｃＩ￣Ｒ 做引物ꎬ进行 ＰＣＲ 扩

增ꎬ筛选出 ＰｍＨＤＲ 转基因拟南芥ꎮ 重复筛选 １
次ꎬ采集拟南芥种子ꎮ

分别配制含 ５０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＮａＣｌ 和含 ５、１０、５０、
１００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｄ￣ｍａｎｎｉｔｏｌ 的 ＭＳ 固体培养基ꎬ将野

生型和转基因拟南芥消毒后分别点播在培养基

上ꎬ每个培养基播种 ２０ 个种子ꎮ 培养 １０ ｄ 后ꎬ观
察拟南芥发芽及生长状况ꎬ从每个培养基中挑选

１０ 个成功发芽的拟南芥ꎬ测量并记录其胚根长ꎬ使
用 ＲＳｔｕｄｉｏ 软件对根长数据进行分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＰｍＨＤＲ 基因的克隆及序列比对

扩增获得 ＰｍＨＤＲ 基因中间片段序列ꎬ长度为

１ ４５８ ｂｐꎬ与琼脂糖凝胶电泳结果相符(图 １)ꎮ
通过 ＮＣＢＩ 的 Ｂｌａｓｔｎ 在线软件ꎬ将 ＰｍＨＤＲ 基

因序列与其他物种进行比对ꎮ 输出结果显示ꎬ共
有 ５ 种植物基因序列与 ＰｍＨＤＲ 相似度高于 ８５％ꎬ

Ｍ 代表 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎬ １ 和 ２ 代表 ＰｍＨＤＲ 基因ꎮ
Ｍ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎬ １ ａｎｄ ２ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ＰｍＨＤＲ ｇｅｎｅｓ.

图 １　 ＰｍＨＤＲ 中间片段电泳检测结果
Ｆｉｇ. １　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ

ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ＰｍＨＤＲ

分别为赤松(Ｐｉｎｕｓ ｄｅｎｓｉｆｌｏｒａ)、火炬松(Ｐ. ｔａｅｄａ)、
白云杉(Ｐｉｃｅａ ｇｌａｕｃａ)、北美云杉(Ｐ. ｓｉｔｃｈｅｎｓｉｓ)和

日本落叶松( Ｌａｒｉｘ ｋａｅｍｐｆｅｒｉ)ꎬ其中赤松和火炬松

的 ＩＤＳ１ 基因与 ＰｍＨＤＲ 基因序列相似度在 ９８％
以上ꎮ

通过 ＮＣＢＩ 的 Ｂｌａｓｔｐ 在线软件对 ＰｍＨＤＲ 的氨

基酸序列进行比对ꎬ结果显示 ＰｍＨＤＲ 与赤松、火
炬松的氨基酸序列相似度最高ꎬ在 ９７％以上ꎬ与北

美云杉、日本落叶松、银杏、川桑(Ｍｏｒｕｓ ｎｏｔａｂｉｌｉｓ)、
澳洲坚果 (Ｍａｃａｄａｍｉａ ｉｎｔｅｇｒｉｆｏｌｉａ)、胡桃 ( Ｊｕｇｌａｎｓ
ｒｅｇｉａ)、凤梨( Ａｎａｎａｓ ｃｏｍｏｓｕｓ)等物种的相似度也

均高于 ７８％ꎬ说明 ＨＤＲ 基因在进化过程中较为保

守ꎮ 选取与 ＰｍＨＤＲ 氨基酸序列相似度较高的几

个物种ꎬ通过 ＤＮＡＭＡＮ 软件进行氨基酸序列比对

(图 ２)ꎬ结果发现 ＰｍＨＤＲ 的氨基酸序列与其他物

种一致ꎬ均含有 ４ 个保守的半胱氨酸残基活性位

点ꎬＬｕ 等(２００８)研究表明这些活性位点可能参与

催化过程中铁硫键的形成ꎮ
２.２ ＰｍＨＤＲ 的生物信息学分析

２.２.１ 蛋白一级结构及理化性质分析 　 ＰｍＨＤＲ 编

码蛋白的分子式为 Ｃ２４１５Ｈ３８４４Ｎ６５４Ｏ７４４Ｓ１９ꎬ理论分子

质量为 ５４.５５ ｋＤꎬ理论等电点为 ５.９８ꎬ 由 ４８５ 个氨

０２２ 广　 西　 植　 物 ４４ 卷



深蓝色区域代表几个物种的氨基酸序列完全一致ꎬ粉色区域代表氨基酸序列高度保守ꎬ浅蓝色与白色区域代表氨基酸序列差异
较大ꎮ ▲代表半胱氨酸残基保守位点ꎮ
Ｔｈｅ ｄａｒｋ ｂｌｕｅ ｒｅｇｉｏｎｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｆｏｒ ｓｅｖｅｒａｌ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ ｔｈｅ ｐｉｎｋ ｒｅｇｉｏｎｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｉｇｈｔ ｂｌｕｅ ａｎｄ ｗｈｉｔｅ ｒｅｇｉｏｎｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｈｉｇｈｌｙ ｄｉｖｅｒｇｅｎｔ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ. ▲ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ.

图 ２　 ＰｍＨＤＲ 基因氨基酸序列与其他物种的同源性比对
Ｆｉｇ. ２　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＰｍＨＤＲ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｐｉｎｕｓ ｍａｓｓｏｎｉａｎａ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

基酸组成ꎬ共包含 ７１ 个负电荷氨基酸碱基和 ６５ 个

正电荷氨基酸碱基ꎮ 该蛋白中含量最多的氨基酸

为赖氨酸(Ｌｙｓ)ꎬ占总氨基酸的 ９.３％ꎻ含量最少的

为半胱氨酸(Ｃｙｓ) ꎬ仅占 １.４％(图 ３:Ａ) ꎮ 蛋白脂
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Ａ. ＰｍＨＤＲ 编码蛋白的氨基酸组成ꎻ Ｂ. ＰｍＨＤＲ 编码蛋白的亲疏水性预测ꎮ
Ａ. Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＰｍＨＤＲꎻ Ｂ. Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＰｍＨＤＲ.

图 ３　 ＰｍＨＤＲ 编码蛋白的理化性质分析
Ｆｉｇ. ３　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＰｍＨＤＲ

肪系数为 ８０.９９ꎬ总平均亲水性为－０.４４７ꎬ说明该

蛋白 是 亲 水 性 蛋 白 (图 ３: Ｂ)ꎻ不 稳 定 系 数 为

２８.９８ꎬ说明该蛋白为稳定蛋白ꎮ
２.２.２ 保守结构域的预测与分析 　 ＰｍＨＤＲ 的氨基

酸序列保守结构域预测结果显示ꎬＰｍＨＤＲ 编码蛋

白在 第 ６０ 至 第 ４８３ 个 氨 基 酸 残 基 处 具 有

ＰＬＮ０２８２１ 多功能结构域ꎬ该结构域属于 ＬｙｔＢ / ＩｓｐＨ
基因超家族(Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ:ｃｌ１９１２３)ꎬ该家族成员可将

１￣羟基￣２￣甲基￣２￣( Ｅ) ￣丁烯基￣４￣焦磷酸(ＨＭＢＰＰ)
转化为异戊烯焦磷酸 ( ＩＰＰ ) 和 二 甲 烯 焦 磷 酸

(ＤＭＡＰＰ)ꎬ由此可预测 ＰｍＨＤＲ 编码蛋白具有还

原 ＨＭＢＰＰ 的功能(图 ４:Ａ)ꎮ
２.２.３ 亚细胞定位预测 　 使用在线软件 Ｃｅｌｌ￣ＰＬｏｃ
２.０ 和 ＩｎｃＬｏｃａｔｏｒ 对 ＰｍＨＤＲ 的亚细胞定位进行预

测ꎬ结果均显示 ＰｍＨＤＲ 编码蛋白位于叶绿体中的

可靠性较高ꎮ
２.２.４ 蛋白质跨膜结构及信号肽分析 　 利用在线

软件 ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ ｖ.２.０ 对 ＰｍＨＤＲ 编码蛋白的

跨膜结构及跨膜方向进行预测分析ꎬ结果显示该

蛋白不存在跨膜结构ꎬ全部位于膜外(图 ４:Ｂ)ꎮ
使用在线工具 ＳｉｇｎａｌＰ ５.０ Ｓｅｒｖｅｒ 对 ＰｍＨＤＲ 编

码蛋白进行信号肽预测分析ꎬ结果显示其不含有

信号肽ꎬ表明其为非分泌蛋白(图 ４:Ｃ)ꎮ
２.２.５ 蛋白质磷酸化位点和糖基化位点分析 　 使

用 ＮｅｔＰｈｏｓ ３.１ Ｓｅｒｖｅｒ 在线软件进行磷酸化位点的

预测分析ꎬ结果显示 ＰｍＨＤＲ 编码蛋白中共有 ４７

个磷酸化位点ꎬ包括 ２３ 个丝氨酸( Ｓ)、２０ 个苏氨

酸(Ｔ)、４ 个酪氨酸(Ｙ)(图 ４:Ｄ)ꎮ
分别使用 ＹｉｎＯＹａｎｇ １.２ 和 ＮｅｔＮＧｌｙｃ １.０ Ｓｅｒｖｅｒ

在线软件进行 Ｏ￣糖基化和 Ｎ￣糖基化进行预测分析ꎬ
结果显示 ＰｍＨＤＲ 编码蛋白中共有 ３ 个 Ｎ￣糖基化位

点ꎬ分别为第 １２９ 个、第 １７２ 个、第 ３９７ 个氨基酸(图
４:Ｅ)ꎻ共有 ４ 个 Ｏ￣糖基化位点ꎬ分别为第 ４(Ｓ)个、
３４(Ｓ)个、５８(Ｔ)个、２３６(Ｓ)个氨基酸(图 ４:Ｆ)ꎮ
２.２.６ 蛋白二级结构分析 　 ＰｍＨＤＲ 编码蛋白的二

级结构预测结果显示:该蛋白中含有 α 螺旋 ２１１
个ꎬ占比 ４３. ５１％ꎻ含有无规则卷曲 １６４ 个ꎬ占比

３３.８１％ꎻ含有延伸链 ７８ 个ꎬ占比 １６.０８％ꎻ含有 β
转角 ３２ 个ꎬ占比 ６.６０％(图 ５)ꎮ
２.２.７ 蛋白三级结构预测 　 采用同源建模法进行

ＰｍＨＤＲ 编码蛋 白 的 三 级 结 构 预 测ꎬ结 果 显 示

ＰｍＨＤＲ 编码蛋白与同源模板 ｃ３ｄｎｆＢ [１￣羟基￣２￣甲
基￣２￣(Ｅ) ￣丁烯基￣４￣焦磷酸还原酶]的序列相似度

为 ３３％ꎬ置信度为 １００％(图 ６)ꎮ
２.２.８ 系统进化树的构建 　 通过邻接法( ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣
ｊｏｉｎｉｎｇ)将 ＰｍＨＤＲ 氨基酸序列与其他物种进行比

对并构建进化树ꎬＰｍＨＤＲ 与裸子植物聚在一支ꎬ
与赤松、火炬松同源性更高(图 ７)ꎮ
２.３ ＰｍＨＤＲ 密码子偏好性分析

２.３. １ ＧＣ、ＧＣ３ｓ、 ＥＮＣ、 ＣＡＩ 和 ＦＯＰ 分 析 　 使用

ＣｏｄｏｎＷ １. ４. ２ 对 ＰｍＨＤＲ 的 Ａ３ｓ、Ｕ３ｓ、Ｃ３ｓ、Ｇ３ｓ、
ＥＮＣ、ＣＡＩ、ＦＯＰ 等参数进行分析ꎬ结果分别为０.４００、

２２２ 广　 西　 植　 物 ４４ 卷



Ａ. ＰｍＨＤＲ 基因保守结构域预测ꎻ Ｂ. ＰｍＨＤＲ 编码蛋白的跨膜结构预测ꎻ Ｃ. ＰｍＨＤＲ 编码蛋白的信号肽预测ꎻ Ｄ. 磷酸化位点预
测ꎻ Ｅ. Ｎ￣糖基化位点预测ꎻ Ｆ. Ｏ￣糖基化位点预测ꎮ
Ａ. Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ＰｍＨＤＲꎻ Ｂ. Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｒｅｇｉｏｎ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＰｍＨＤＲꎻ Ｃ. Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＰｍＨＤＲꎻ Ｄ. Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓꎻ Ｅ. Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｎ￣ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓꎻ Ｆ. Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ
Ｏ￣ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ.

图 ４　 ＰｍＨＤＲ 编码蛋白的生物信息学分析
Ｆｉｇ. ４　 Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＰｍＨＤＲ
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图 ５　 ＰｍＨＤＲ 编码蛋白二级结构预测
Ｆｉｇ. ５　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＰｍＨＤＲ

图 ６　 ＰｍＨＤＲ 编码蛋白三级结构预测
Ｆｉｇ. ６　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＰｍＨＤＲ

０.４６８、０. ２７２、０. １５５、４７. ７７、０. ２１５、０. ３６３ꎮ 其中ꎬ
ＥＮＣ 常用于分析基因的密码子使用偏好ꎬ其值范

围为 ２０ ~ ６１ꎬＥＮＣ 值越小表示基因密码子偏好性

越强ꎬ一般认为 ＥＮＣ 值小于 ３５ 表示基因密码子使

用偏好性显著(Ｍｅｎｓａｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ ＰｍＨＤＲ 基

因的 ＥＮＣ 值为 ４７.７７ꎬ说明 ＰｍＨＤＲ 基因的密码子

选择偏好性较弱ꎮ ＣＡＩ 为编码该蛋白的所有密码

子相对于这条基因都使用最优密码子情况下的适

应系数ꎬＦＯＰ 为最优密码子和其同义密码子的比

值ꎬ二者值介于 ０ ~ １ꎬ其值越高ꎬ表示密码子偏好

性越强ꎬ基因表达水平越高ꎮ ＰｍＨＤＲ 基因的 ＣＡＩ
为 ０.２１５ꎬＦＯＰ 为 ０.３６３ꎬ均更趋近于 ０ꎬ进一步说明

ＰｍＨＤＲ 基因对密码子的选择偏好性弱ꎬ表达水平

较低ꎮ 此外ꎬ使用 ＥＭＢＯＳＳ 中的 ＣＵＳＰ 在线软件计

算总 ＧＣ 含量和 ＧＣ３ｓꎬ结果显示 ＰｍＨＤＲ 编码氨基

酸时密码子 ＧＣ 含量和 ＧＣ３ｓ 值分别为 ３９.９２％和

３４.７７％ꎬ说明密码子偏好以 Ａ / Ｕ 结尾ꎮ
２.３.２ 相对同义密码子使用度分析　 在 ＰｍＨＤＲ 基

因选择的密码子中ꎬ有 ２８ 个密码子的 ＲＳＣＵ 值大

于 １.０ꎬ为 ＰｍＨＤＲ 偏好密码子(表 ２)ꎬＣＣＡ、ＡＧＡ、
ＧＧＡ、ＡＣＵ 和 ＣＵＵ ５ 个密码子 ＲＳＣＵ 值大于 ２.０ꎬ
偏好性较强ꎬ其中编码精氨酸(Ａｒｇ)的 ＡＧＡ 密码

子 ＲＳＣＵ 值为 ２. ７０ꎬ偏好性极强ꎮ 编码脯氨酸

(Ｐｒｏ)的 ＣＣＣ、ＣＣＧ 和编码 Ａｒｇ 的 ＣＧＧ 密码子的

ＲＳＣＵ 值为 ０ꎬ说明它们可能不参与 ＰｍＨＤＲ 基因

的翻译过程ꎮ ＰｍＨＤＲ 基因偏好密码子中绝大多

数 Ｇ / Ｃ 结尾的密码子 ＲＳＣＵ 值较低ꎬ也进一步表

明 ＰｍＨＤＲ 基因的密码子偏好以 Ａ / Ｕ 结尾ꎬ表达

水平较低ꎮ
２.３.３ ＰｍＨＤＲ 外源宿主的选择 　 将 ＰｍＨＤＲ 基因

的密码子使用频率分别与拟南芥、烟草、酿酒酵母

和大肠杆菌等模式物种的基因组进行比较分析

(表 ３)ꎬ将比值大于等于 ２.０ 和小于等于 ０.５ 作为

筛选密码子偏好性差异较大的标准ꎬ 以此统计差

４２２ 广　 西　 植　 物 ４４ 卷



图 ７　 ＰｍＨＤＲ 系统进化树
Ｆｉｇ. ７　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＰｍＨＤＲ

异个数ꎮ 与 ２ 种模式植物的基因组相比ꎬＰｍＨＤＲ
基因的绝大部分密码子使用偏好性差异较小ꎬ与
拟南芥和烟草基因组密码子的使用频率差异较大

的分别有 １６ 和 １４ 个ꎬ说明在进行 ＰｍＨＤＲ 遗传转

化试验时ꎬ烟草和拟南芥均可作为异源表达的受

体ꎮ 与 ２ 种微生物的基因组相比ꎬＰｍＨＤＲ 与大肠

杆菌密码子偏好性差异很大ꎬ使用频率差异较大

的密码子有 ２４ 个ꎬ而与酿酒酵母相比使用频率差

异较大的密码子只有 １４ 个ꎬ密码子偏好性差异显

著小 于 大 肠 杆 菌ꎬ 说 明 酿 酒 酵 母 更 适 合 作 为

ＰｍＨＤＲ 微生物内异源表达试验的受体ꎮ
２.４ ＰｍＨＤＲ 的组织特异性表达分析

通过实时荧光定量表达技术ꎬ分析 ＰｍＨＤＲ 基

因在成年马尾松根、幼叶、老叶、幼茎、老茎中的表

达情况ꎮ 结果表明ꎬＰｍＨＤＲ 基因在马尾松根中表

达量最低ꎬ在老叶中表达量最高ꎬ为根中表达量的

１２２.２ 倍ꎬ在幼叶、幼茎、老茎中的表达量分别为根

的 ２１.２ 倍、６.５ 倍和 ６.０ 倍(图 ８)ꎮ
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表 ２　 ＰｍＨＤＲ 基因相对同义密码子使用度
Ｔａｂｌｅ ２　 ＲＳＣＵ ｏｆ ＰｍＨＤＲ ｇｅｎｅ

氨基酸
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

密码子
Ｃｏｄｏｎ ＲＳＣＵ 个数

Ｎｕｍｂｅｒ
频率

Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ
比例

Ｆｒａｃｔｉｏｎ
氨基酸

Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
密码子
Ｃｏｄｏｎ ＲＳＣＵ 个数

Ｎｕｍｂｅｒ
频率

Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ
比例

Ｆｒａｃｔｉｏｎ

丙氨酸 Ａｌａ ＧＣＡ １.８７ １４ ２８.８０７ ０.４６７

ＧＣＣ ０.５３ ４ ８.２３０ ０.１３３

ＧＣＧ ０.２７ ２ ４.１１５ ０.０６７

ＧＣＵ １.３３ １０ ２０.５７６ ０.３３３

脯氨酸 Ｐｒｏ ＣＣＡ ２.２５ ９ １８.５１９ ０.５６２

ＣＣＣ ０.００ ０ ０.０００ ０.０００

ＣＣＧ ０.００ ０ ０.０００ ０.０００

ＣＣＵ １.７５ ７ １４.４０３ ０.４３８

半胱氨酸 Ｃｙｓ ＵＧＣ ０.８６ ３ ６.１７３ ０.４２９

ＵＧＵ １.１４ ４ ８.２３０ ０.５７１

谷氨酰胺 Ｇｌｎ ＣＡＡ ０.９３ ７ １４.４０３ ０.４６７

ＣＡＧ １.０７ ８ １６.４６１ ０.５３３

天冬氨酸 Ａｓｐ

谷氨酸 Ｇｌｕ

苯丙氨酸 Ｐｈｅ

ＧＡＣ ０.３７ ５ １０.２８８ ０.１８５

ＧＡＵ １.６３ ２２ ４５.２６７ ０.８１５

ＧＡＡ １.２７ ２８ ５７.６１３ ０.６３６

ＧＡＧ ０.７３ １６ ３２.９２２ ０.３６４

ＵＵＣ ０.４４ ４ ８.２３０ ０.２２２

ＵＵＵ １.５６ １４ ２８.８０７ ０.７７８

精氨酸 Ａｒｇ ＡＧＡ ２.７０ ９ １８.５１９ ０.４５０

ＡＧＧ １.８０ ６ １２.３４６ ０.３００

ＣＧＡ ０.３０ １ ２.０５８ ０.０５０

ＣＧＣ ０.６０ ２ ４.１１５ ０.１００

ＣＧＧ ０.００ ０ ０.０００ ０.０００

ＣＧＵ ０.６０ ２ ４.１１５ ０.１００

甘氨酸 Ｇｌｙ

组氨酸 Ｈｉｓ

ＧＧＡ ２.０６ １６ ３２.９２２ ０.５１６

ＧＧＣ ０.１３ １ ２.０５８ ０.０３２

ＧＧＧ ０.６５ ５ １０.２８８ ０.１６１

ＧＧＵ １.１６ ９ １８.５１９ ０.２９０

ＣＡＣ ０.６７ ３ ６.１７３ ０.３３３

ＣＡＵ １.３３ ６ １２.３４６ ０.６６７

丝氨酸 Ｓｅｒ ＡＧＣ １.１６ ６ １２.３４６ ０.１９４

ＡＧＵ １.７４ ９ １８.５１９ ０.２９０

ＵＣＡ １.９４ １０ ２０.５７６ ０.３２３

ＵＣＣ ０.３９ ２ ４.１１５ ０.０６５

ＵＣＧ ０.１９ １ ２.０５８ ０.０３２

ＵＣＵ ０.５８ ３ ６.１７３ ０.０９７

异亮氨酸 Ｉｌｅ

甲硫氨酸 Ｍｅｔ

ＡＵＡ ０.７５ ８ １６.４６１ ０.２５０

ＡＵＣ ０.５６ ６ １２.３４６ ０.１８８

ＡＵＵ １.６９ １８ ３７.０３７ ０.５６２

ＡＵＧ １.００ １２ ２４.６９１ １.０００

苏氨酸 Ｔｈｒ ＡＣＡ １.１１ １０ ２０.５７６ ０.２７８

ＡＣＣ ０.２２ ２ ４.１１５ ０.０５６

ＡＣＧ ０.５６ ５ １０.２８８ ０.１３９

ＡＣＵ ２.１１ １９ ３９.０９５ ０.５２８

赖氨酸 Ｌｙｓ

亮氨酸 Ｌｅｕ

天冬酰胺 Ａｓｎ

ＡＡＡ １.０２ ２３ ４７.３２５ ０.５１１

ＡＡＧ ０.９８ ２２ ４５.２６７ ０.４８９

ＣＵＡ ０.３４ ２ ４.１１５ ０.０５７

ＣＵＣ ０.５１ ３ ６.１７３ ０.０８６

ＣＵＧ ０.８６ ５ １０.２８８ ０.１４３

ＣＵＵ ２.０６ １２ ２４.６９１ ０.３４３

ＵＵＡ ０.３４ ２ ４.１１５ ０.０５７

ＵＵＧ １.８９ １１ ２２.６３４ ０.３１４

ＡＡＣ ０.８７ １０ ２０.５７６ ０.４３５

ＡＡＵ １.１３ １３ ２６.７４９ ０.５６５

色氨酸 Ｔｒｐ

缬氨酸 Ｖａｌ

酪氨酸 Ｔｙｒ

∗

ＵＧＧ １.００ ８ １６.４６１ １.０００

ＧＵＡ １.０３ ９ １８.５１９ ０.２５７

ＧＵＣ ０.２３ ２ ４.１１５ ０.０５７

ＧＵＧ １.２６ １１ ２２.６３４ ０.３１４

ＧＵＵ １.４９ １３ ２６.７４９ ０.３７１

ＵＡＣ ０.５５ ３ ６.１７３ ０.２７３

ＵＡＵ １.４５ ８ １６.４６１ ０.７２７

ＵＡＡ ０.００ ０ ０.０００ ０.０００

ＵＡＧ １.００ １ ２.０５８ １.０００

ＵＧＡ ０.００ ０ ０.０００ ０.０００

　 注: 下划线表示该密码子 ＲＳＣＵ>１ꎻ ∗表示终止密码子ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＲＳＣＵ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｄｏｎ>１ꎻ ∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｓｔｏｐ ｃｏｄｏｎ.

２.５ 胁迫处理下拟南芥生长观测

将转基因拟南芥种子播种在含 Ｋａｎａ 抗生素

的 ＭＳ 固体培养基上进行筛选ꎬ并选取其中正常生

长发育的植株幼苗转移至营养土中继续培养 ２ ~ ３
周后进行分子鉴定(图 ９)ꎬ结果显示被选择的 ８ 株

转基因拟南芥中有 ６ 株检测结果为阳性ꎬ因此采

集这 ６ 株拟南芥的种子ꎬ开展后续实验ꎮ
利用 Ｄ￣ｍａｎｎｉｔｏｌ 和 ＮａＣｌ 分别对拟南芥进行干

旱胁迫和盐胁迫处理ꎬ将野生型和 ＰｍＨＤＲ 转基因

拟南芥种子分别点播在含有不同浓度 Ｄ￣ｍａｎｎｉｔｏｌ
和 ＮａＣｌ 的 ＭＳ 固体培养基上培养 １０ ｄꎬ观察并记

录各个培养基中拟南芥的生长发育情况(图 １０)ꎮ

６２２ 广　 西　 植　 物 ４４ 卷



表 ３　 ＰｍＨＤＲ 与部分模式物种基因组密码子使用偏好性比较
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ＰｍＨＤＲ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｍｏｄｅｌ ｏｒｇａｎｉｓｍｓ

氨基酸
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

密码子
Ｃｏｄｏｎ ＰｍＨＤＲ

拟南芥
基因组

Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ
(Ａｔ)

烟草
基因组
Ｎｉｃｏｔｉａｎａ
ｔａｂａｃｕｍ
(Ｎｔ)

酿酒酵母
基因组

Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ
ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ
(Ｓｃ)

大肠杆菌
基因组

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ

(Ｅｃ)

ＰｍＨＤＲ
/ Ａｔ

ＰｍＨＤＲ
/ Ｎｔ

ＰｍＨＤＲ
/ Ｓｃ

ＰｍＨＤＲ
/ Ｅｃ

苯丙氨酸 Ｐｈｅ ＵＵＵ ２８.８１ ２１.８０ ２５.１０ ２６.１０ ２２.２０ １.３２ １.１５ １.１０ １.３０

ＵＵＣ ８.２３ ２０.７０ １８.００ １８.４０ １５.９０ ０.４０ ０.４６ ０.４５ ０.５２

亮氨酸 Ｌｅｕ ＵＵＡ ４.１２ １２.７０ １３.４０ ２６.２０ １３.８０ ０.３２ ０.３１ ０.１６ ０.３０

ＵＵＧ ２２.６３ ２０.９０ ２２.３０ ２７.２０ １３.００ １.０８ １.０１ ０.８３ １.７４

ＣＵＵ ２４.６９ ２４.１０ ２４.００ １２.３０ １１.４０ １.０２ １.０３ ２.０１ ２.１７

ＣＵＣ ６.１７ １６.１０ １２.３０ ５.４０ １０.５０ ０.３８ ０.５０ １.１４ ０.５９

ＣＵＡ ４.１２ ９.９０ ９.４０ １３.４０ ３.９０ ０.４２ ０.４４ ０.３１ １.０６

ＣＵＧ １０.２９ ９.８０ １０.２０ １０.５０ ５１.１０ １.０５ １.０１ ０.９８ ０.２０

异亮氨酸 Ｉｌｅ ＡＵＵ ３７.０４ ２１.５０ ２７.８０ ３０.１０ ２９.７０ １.７２ １.３３ １.２３ １.２５

ＡＵＣ １２.３５ １８.５０ １３.９０ １７.２０ ２３.９０ ０.６７ ０.８９ ０.７２ ０.５２

ＡＵＡ １６.４６ １２.６０ １４.００ １７.８０ ５.５０ １.３１ １.１８ ０.９２ ２.９９

甲硫氨酸 Ｍｅｔ ＡＵＧ ２４.６９ ２４.５０ ２５.００ ２０.９０ ２７.２０ １.０１ ０.９９ １.１８ ０.９１

谷氨酰胺 Ｇｌｎ ＣＡＡ １４.４０ １９.４０ ２０.７０ ２７.３０ １４.７０ ０.７４ ０.７０ ０.５３ ０.９８

ＣＡＧ １６.４６ １５.２０ １５.００ １２.１０ ２９.４０ １.０８ １.１０ １.３６ ０.５６

色氨酸 Ｔｒｐ ＵＧＧ １６.４６ １２.５０ １２.２０ １０.４０ １５.３０ １.３２ １.３５ １.５８ １.０８

缬氨酸 Ｖａｌ ＧＵＵ ２６.７５ ２７.２０ ２６.８０ ２２.１０ １８.１０ ０.９８ １.００ １.２１ １.４８

ＧＵＣ ４.１２ １２.８０ １１.１０ １１.８０ １４.８０ ０.３２ ０.３７ ０.３５ ０.２８

ＧＵＡ １８.５２ ９.９０ １１.４０ １１.８０ １０.９０ １.８７ １.６２ １.５７ １.７０

ＧＵＧ ２２.６３ １７.４０ １６.７０ １０.８０ ２６.２０ １.３０ １.３６ ２.１０ ０.８６

丝氨酸 Ｓｅｒ ＡＧＵ １８.５２ １４.００ １３.３０ １４.２０ ９.４０ １.３２ １.３９ １.３０ １.９７

ＡＧＣ １２.３５ １１.３０ １０.００ ９.８０ １６.００ １.０９ １.２３ １.２６ ０.７７

ＵＣＵ ６.１７ ２５.２０ ２０.００ ２３.５０ ８.７０ ０.２４ ０.３１ ０.２６ ０.７１

ＵＣＣ ４.１２ １１.２０ １０.２０ １４.２０ ８.９０ ０.３７ ０.４０ ０.２９ ０.４６

ＵＣＡ ２０.５８ １８.３０ １７.６０ １８.７０ ８.１０ １.１２ １.１７ １.１０ ２.５４

ＵＣＧ ２.０６ ９.３０ ５.３０ ８.６０ ８.８０ ０.２２ ０.３９ ０.２４ ０.２３

脯氨酸 Ｐｒｏ ＣＣＵ １４.４０ １８.７０ １８.７０ １３.５０ ７.２０ ０.７７ ０.７７ １.０７ ２.００

ＣＣＣ ０.００ ５.３０ ６.６０ ６.８０ ５.６０ ０.００ ０.００ ０.００ ０.００

ＣＣＡ １８.５２ １６.１０ １９.８０ １８.３０ ８.４０ １.１５ ０.９４ １.０１ ２.２０

ＣＣＧ ０.００ ８.６０ ５.００ ５.３０ ２２.４０ ０.００ ０.００ ０.００ ０.００

苏氨酸 Ｔｈｒ ＡＣＵ ３９.１０ １７.５０ ２０.３０ ２０.３０ ９.１０ ２.２３ １.９３ １.９３ ４.３０

ＡＣＣ ４.１２ １０.３０ ９.７０ １２.７０ ２２.８０ ０.４０ ０.４２ ０.３２ ０.１８

ＡＣＡ ２０.５８ １５.７０ １７.４０ １７.８０ ８.１０ １.３１ １.１８ １.１６ ２.５４

ＡＣＧ １０.２９ ７.７０ ４.５０ ８.００ １５.００ １.３４ ２.２９ １.２９ ０.６９

丙氨酸 Ａｌａ ＧＣＵ ２０.５８ ２８.３０ ３１.２０ ２１.２０ １５.４０ ０.７３ ０.６６ ０.９７ １.３４

ＧＣＣ ８.２３ １０.３０ １２.５０ １２.６０ ２５.２０ ０.８０ ０.６６ ０.６５ ０.３３

ＧＣＡ ２８.８１ １７.５０ ２３.１０ １６.２０ ２０.７０ １.６５ １.２５ １.７８ １.３９

７２２２ 期 王嘉雯等: 马尾松 ＨＤＲ 基因克隆及其对旱与盐胁迫的响应



续表 ３

氨基酸
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

密码子
Ｃｏｄｏｎ ＰｍＨＤＲ

拟南芥
基因组

Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ
(Ａｔ)

烟草
基因组
Ｎｉｃｏｔｉａｎａ
ｔａｂａｃｕｍ
(Ｎｔ)

酿酒酵母
基因组

Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ
ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ
(Ｓｃ)

大肠杆菌
基因组

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ

(Ｅｃ)

ＰｍＨＤＲ
/ Ａｔ

ＰｍＨＤＲ
/ Ｎｔ

ＰｍＨＤＲ
/ Ｓｃ

ＰｍＨＤＲ
/ Ｅｃ

ＧＣＧ ４.１２ ９.００ ５.８０ ６.２０ ３２.３０ ０.４６ ０.７１ ０.６６ ０.１３

酪氨酸 Ｔｙｒ ＵＡＵ １６.４６ １４.６０ １７.８０ １８.８０ １６.５０ １.１３ ０.９２ ０.８８ １.００

ＵＡＣ ６.１７ １３.７０ １３.５０ １４.８０ １２.３０ ０.４５ ０.４６ ０.４２ ０.５０

组氨酸 Ｈｉｓ ＣＡＵ １２.３５ １３.８０ １３.４０ １３.６０ １２.８０ ０.８９ ０.９２ ０.９１ ０.９６

ＣＡＣ ６.１７ ８.７０ ８.７０ ７.８０ ９.４０ ０.７１ ０.７１ ０.７９ ０.６６

天冬酰胺 Ａｓｎ ＡＡＵ ２６.７５ ２２.３０ ２８.００ ３５.７０ １９.２０ １.２０ ０.９６ ０.７５ １.３９

ＡＡＣ ２０.５８ ２０.９０ １７.９０ ２４.８０ ２１.７０ ０.９８ １.１５ ０.８３ ０.９５

赖氨酸 Ｌｙｓ ＡＡＡ ４７.３３ ３０.８０ ３２.６０ ４１.９０ ３４.００ １.５４ １.４５ １.１３ １.３９

ＡＡＧ ４５.２７ ３２.７０ ３３.５０ ３０.８０ １１.００ １.３８ １.３５ １.４７ ４.１２

天冬氨酸 Ａｓｐ ＧＡＵ ４５.２７ ３６.６０ ３６.９０ ３７.６０ ３２.８０ １.２４ １.２３ １.２０ １.３８

ＧＡＣ １０.２９ １７.２０ １６.９０ ２０.２０ １９.２０ ０.６０ ０.６１ ０.５１ ０.５４

谷氨酸 Ｇｌｕ ＧＡＡ ５７.６１ ３４.３０ ３６.００ ４５.６０ ３９.３０ １.６８ １.６０ １.２６ １.４７

ＧＡＧ ３２.９２ ３２.２０ ２９.４０ １９.２０ １８.７０ １.０２ １.１２ １.７１ １.７６

半胱氨酸 Ｃｙｓ ＵＧＵ ８.２３ １０.５０ ９.８０ ８.１０ ５.２０ ０.７８ ０.８４ １.０２ １.５８

ＵＧＣ ６.１７ ７.２０ ７.２０ ４.８０ ６.４０ ０.８６ ０.８６ １.２９ ０.９６

甘氨酸 Ｇｌｙ ＧＧＵ １８.５２ ２２.２０ ２２.３０ ２３.９０ ２４.２０ ０.８３ ０.８３ ０.７７ ０.７７

ＧＧＣ ２.０６ ９.２０ １１.２０ ９.８０ ２８.１０ ０.２２ ０.１８ ０.２１ ０.０７

ＧＧＡ ３２.９２ ２４.２０ ２３.２０ １０.９０ ８.９０ １.３６ １.４２ ３.０２ ３.７０

ＧＧＧ １０.２９ １０.２０ １０.５０ ６.００ １１.８０ １.０１ ０.９８ １.７１ ０.８７

精氨酸 Ａｒｇ ＣＧＵ ４.１２ ９.００ ７.５０ ６.４０ ２０.２０ ０.４６ ０.５５ ０.６４ ０.２０

ＣＧＣ ４.１２ ３.８０ ３.９０ ２.６０ ２０.８０ １.０８ １.０６ １.５８ ０.２０

ＣＧＡ ２.０６ ６.３０ ５.３０ ３.００ ３.８０ ０.３３ ０.３９ ０.６９ ０.５４

ＣＧＧ ０.００ ４.９０ ３.７０ １.７０ ６.２０ ０.００ ０.００ ０.００ ０.００

ＡＧＡ １８.５２ １９.００ １６.００ ２１.３０ ２.９０ ０.９７ １.１６ ０.８７ ６.３９

ＡＧＧ １２.３５ １１.００ １２.２０ ９.２０ １.８０ １.１２ １.０１ １.３４ ６.８６

∗ ＵＡＡ ０.００ ０.９０ １.１０ １.１０ ２.００ ０.００ ０.００ ０.００ ０.００

ＵＡＧ ２.０６ ０.５０ ０.５０ ０.５０ ０.３０ ４.１２ ４.１２ ４.１２ ６.８６

ＵＧＡ ０.００ １.２０ １.００ ０.７０ １.１０ ０.００ ０.００ ０.００ ０.００

　 注:下划线表示密码子使用频率差异较大ꎻ ∗表示终止密码子ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｉｓ ｑｕｉｔｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔꎻ ∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｓｔｏｐ ｃｏｄｏｎ.

结果表明ꎬ在正常培养条件(无胁迫处理)下ꎬ转基

因拟南芥的胚根长略大于野生型拟南芥ꎬ但差异

不显著ꎻ与之相比ꎬ经 ５、１０、５０、１００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｄ￣
ｍａｎｎｉｔｏｌ 和 ５０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＮａＣｌ 处理的拟南芥生长

受到不同程度的抑制ꎬ其中野生型拟南芥平均胚

根长分别减小 ３５.４９％、３９.２６％、５３.５９％、７７.０８％、

７７.０６％ꎬ转 基 因 拟 南 芥 平 均 胚 根 长 分 别 减 小

１１.０３％、７.４０％、２１.８８％、５９.０９％、２０.１０％ꎮ 在 Ｄ￣
ｍａｎｎｉｔｏｌ 和 ＮａＣｌ 胁迫处理下ꎬ转基因拟南芥的胚

根长显著大于野生型拟南芥ꎬ说明转基因拟南芥

受 Ｄ￣ｍａｎｎｉｔｏｌ 和 ＮａＣｌ 胁迫影响小ꎬ对干旱和盐胁

迫表现出更强的抗逆性(图 １１)ꎮ
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不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ <
０.０５).

图 ８　 ＰｍＨＤＲ 基因的组织特异性表达
Ｆｉｇ. ８　 Ｔｉｓｓｕｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰｍＨＤＲ ｇｅｎｅ

３　 讨论与结论

萜类化合物是植物次生代谢产物中最丰富、
结构最多样化的一类ꎬ在植物生长发育和抵抗逆

境胁迫的过程中到重要作用ꎮ １￣羟基￣２￣甲基￣２￣
(Ｅ) ￣丁烯基￣４￣焦磷酸还原酶(ＨＤＲ)是萜类化合

物合成中 ＭＥＰ 途径的末端活性酶ꎬ具有提供前体

萜类物质和主要限速作用ꎮ 为探究马尾松对干旱

和盐胁迫的响应ꎬ本文研究并克隆了 ＰｍＨＤＲ 基

因ꎮ 萜类化合物生物合成 ＭＥＰ 途径上游关键酶

的编码基因 ＰｍＤＸＳ 和 ＰｍＤＸＲ 已被成功克隆和分

析ꎬ发现二者均在一定程度上参与了马尾松对非

生物胁迫的响应(李荣ꎬ２０２１ꎻ朱灵芝ꎬ２０２１)ꎮ
ＰｍＨＤＲ 蛋白可能在一定程度上促进马尾松

的生长发育和逆境响应过程ꎮ 本文研究发现

ＰｍＨＤＲ 基因长度为 １ ４５８ ｂｐꎬ编码 ４８５ 个氨基酸ꎬ
其编码蛋白包含 ＬｙｔＢ / ＩｓｐＨ 基因超家族的核心序

ＷＴ. 野生型拟南芥ꎻ １~ ８. 转基因拟南芥ꎮ
ＷＴ. Ｗｉｌｄ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａꎻ １－８. Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａ. ｔｈａｌｉａｎａ.

图 ９　 转基因拟南芥 ＰＣＲ 检测
Ｆｉｇ. ９　 ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ

列和 ＰＬＮ０２８２１ 多功能结构域ꎬ属于 ＨＤＲ 家族ꎬ这
说明 ＰｍＨＤＲ 蛋白参与催化萜类化合物的生物合

成ꎮ 对 ＰｍＨＤＲ 蛋白进行结构预测ꎬ发现该蛋白富

含 α 螺旋与不规则卷曲ꎬ三级结构呈“苜蓿叶”形ꎬ
与其他物种中的 ＨＤＲ 蛋白结构相似ꎻ４ 个保守的

半胱氨酸残基可能处于“苜蓿叶”中间位置ꎬ构成

铁硫建形成酶的催化中心ꎬ从而参与维持细胞内

的氧化还原反应(刘苗苗等ꎬ２０１７)ꎮ
研究不同植物 ＨＤＲ 基因表达和功能时ꎬ需要

根据物种特性及其主要萜类化合物的类型和功能

有针对性地进行分析和验证ꎮ 本研究结果发现

ＰｍＨＤＲ 基因在马尾松各个组织中均有表达ꎬ但在
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ＷＴ. 野生型拟南芥ꎻ ＰｍＨＤＲ. 转基因拟南芥ꎮ 下同ꎮ
ＷＴ. Ｗｉｌｄ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａꎻ ＰｍＨＤＲ. Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａ. ｔｈａｌｉａｎａ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 １０　 不同处理下拟南芥生长状况
Ｆｉｇ. １０　 Ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
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∗∗表示 Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗表示 Ｐ<０.００１ꎮ
∗∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ Ｐ<０.０１ꎬ ∗∗∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ Ｐ<０.００１.

图 １１　 不同处理下拟南芥的胚根长
Ｆｉｇ. １１　 Ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ｒａｄｉｃｌｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

老叶中表达量明显高于其他部位ꎬ其次为幼叶、幼
茎和老茎ꎬ在根中表达量最低ꎬ这与铁皮石斛(吴

秋菊等ꎬ２０１５)和甘薯(Ｄｉｏｓｃｏｒｅａ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ) (Ｗａｎｇ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)中 ＨＤＲ 的表达特征较为相似ꎮ 而在

其他研究中出现了不同结果ꎬ例如ꎬ在萝芙木

(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０)中ꎬＨＤＲ 基因在花中表达量最

高ꎬ果实次之ꎻ在秦艽(Ｇｅｎｔｉａｎａ ｍａｃｒｏｐｈｙｌｌａ) (岑文

等ꎬ２０１５)中ꎬＨＤＲ 基因在花中表达水平显著高于

其他组织ꎬ而在根、茎、叶中表达差异不显著ꎻ在银

杏(Ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ) (Ｌｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)和橡胶(Ｈｅｖｅａ
ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ)(Ｓａｎｄｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)中ꎬＨＤＲ 基因在根

中表达量则显著高于茎和叶ꎮ 这说明 ＨＤＲ 基因在

不同植物中的表达模式和表达量存在较大的差

异ꎬ这可能是因为在不同植物中ꎬ次生代谢所产生

的萜类化合物类型和数量不同ꎬ进而导致其功能

和应用的差异ꎬ因此对于不同物种中 ＨＤＲ 等萜类

化合物生物合成上游关键基因的研究目的也各不

相同ꎮ 如 对 于 秦 艽 ( 岑 文 等ꎬ ２０１５ )、 艾 叶

(Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ａｒｇｙｉ) (刘苗苗等ꎬ２０１７)、丹参 ( Ｓａｌｖｉａ
ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ)(程琪庆等ꎬ ２０１３)等药用植物来说ꎬ
萜类及萜类衍生物是其重要的有效药用成分ꎻ对
于葡萄(Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ) (陈天池等ꎬ ２０２３)来说ꎬ萜
烯类物质是葡萄香气的主要贡献者ꎬ香气是衡量

葡萄品质的重要指标ꎮ
对密码子偏好性进行分析ꎬ不仅有助于基因

功能、蛋白表达的研究ꎬ亦有助于选择合适的宿

主ꎬ提高外源基因表达效率(吴宪明等ꎬ２００７)ꎮ 本

研究对马尾松 ＰｍＨＤＲ 基因的密码子偏好模式进

行了系统分析ꎬ结果发现 ＰｍＨＤＲ 基因在编码蛋白

时对 ＣＣＡ、ＡＧＡ、ＧＧＡ、ＡＣＵ 和 ＣＵＵ ５ 个密码子的

偏好性极强ꎬ而编码脯氨酸的 ＣＣＣ、ＣＣＧ 和编码

Ａｒｇ 的 ＣＧＧ 密码子可能不参与 ＰｍＨＤＲ 基因的翻

译过程ꎮ ＥＮＣ、ＣＡＩ、ＦＯＰ 等多个参数显示ꎬＰｍＨＤＲ
基因对密码子的选择偏好性弱ꎬ这可能导致其编

码蛋白表达水平较低ꎮ ＰｍＨＤＲ 基因中密码子的

ＧＣ 和 ＧＣ３ｓ 含量分别为 ３９.９２％和 ３４.７７％ꎬ说明
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其密码子偏好以 Ａ / Ｔ 结尾ꎬ这一结果符合马尾松

总体上偏好使用第 ３ 位为 Ａ / Ｔ 碱基的密码子的特

征(朱沛煌等ꎬ ２０２０ꎻ 镐青青等ꎬ ２０２２)ꎮ
由于马尾松同源转化平台的搭建存在难度ꎬ

至今未完成搭建ꎬ目前的功能基因分析只能暂时

借助异源转化ꎮ 本研究将 ＰｍＨＤＲ 基因的密码子

使用频率分别与拟南芥、烟草、酿酒酵母和大肠杆

菌等模式物种的基因组进行比较分析ꎬ发现相比

于大肠杆菌原核表达系统ꎬ酵母真核表达系统更

适合作为 ＰｍＨＤＲ 基因的表达系统ꎬ在 ＰｍＨＤＲ 遗

传转化功能验证中ꎬ拟南芥和烟草均可作为其遗

传转化受体ꎬ这一结果与在 ＰｍＤＸＲ 基因中的研究

一致(朱灵芝等ꎬ ２０２１)ꎮ 因此ꎬ在进行 ＰｍＨＤＲ 基

因功能验证时ꎬ本研究使用了拟南芥作为其遗传

转化受体ꎬ通过对比转基因拟南芥和野生型拟南

芥在干旱和盐胁迫条件下的表型差异ꎬ探究该基

因的功能ꎮ
在正常生理条件下ꎬ转基因拟南芥生长状况

略好于野生型拟南芥ꎬ但差异并不显著ꎮ 在干旱

和盐胁迫处理条件下ꎬ转基因拟南芥生长受抑制

情况显著弱于野生型拟南芥ꎬ表现出更强的抗逆

性ꎬ这 与 其 上 游 基 因 ＰｍＤＸＳ ( 李 荣ꎬ ２０２１ ) 和

ＰｍＤＸＲ(朱灵芝ꎬ２０２１)的研究相似ꎮ 前人研究已

经发现ꎬ在萝芙木(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０)和铁皮石斛

(吴秋菊等ꎬ２０１５)中ꎬＨＤＲ 基因的表达均受 ＡＢＡ
的调控ꎮ 作为一种胁迫激素ꎬＡＢＡ 在植物抗逆过

程中起着重要作用ꎬ广泛地参与到植物抗寒、抗
旱、耐盐等多个胁迫响应过程ꎮ ＡＢＡ 的生物合成

主要有类萜途径、类胡萝卜素途径两条途径ꎬ在高

等植物中以类胡萝卜素途径为主(Ｙｏｓｈｉｄａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１９)ꎬ而类胡萝卜素是萜类合成 ＭＥＰ 途径的下

游通路ꎮ 因此ꎬＰｍＨＤＲ 基因对干旱和盐胁迫的响

应很可能与 ＡＢＡ 有关且可能存在反馈调节ꎮ 这一

结果可以为马尾松抗旱和抗盐碱的分子育种提供

候选基因和参考ꎬ但 ＰｍＨＤＲ 基因调控干旱和盐胁

迫响应的具体调节机制还需要进一步研究ꎮ
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