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　　摘要：ＦｔｓＨ是一种ＡＴＰ和Ｚｎ２＋依赖型金属蛋白酶，在植物抗逆胁迫中发挥了重要作用。为分析花生中ＦｔｓＨ家族
成员情况，构建花生叶片转录组数据文库，筛选出１９个ＦｔｓＨ家族基因，位于花生Ａ组野生种的８条染色体上，与拟南
芥、水稻的ＦｔｓＨ基因进行同源序列比对后发现，多数ＦｔｓＨ基因没有聚到已报道的亚类。利用花生耐盐突变体（Ｓ２）和
对照（Ｓ４）构建盐胁迫处理前后各时间段的表达谱文库，进行ＦｔｓＨ基因盐胁迫表达分析，结果表明，９个ＦｔｓＨ基因受盐
胁迫诱导表达，绝大多数ＦｔｓＨ基因在耐盐突变体和对照中表现出不同的表达模式。该研究为花生金属蛋白酶基因的
功能研究与耐盐分子育种提供了基础。
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　　ＦｔｓＨ属于ＡＡＡ蛋白酶家族，是一种 ＡＴＰ和 Ｚｎ２＋依赖型
蛋白，在生物体内广泛分布［１］。ＦｔｓＨ负责细菌原生质膜、线
粒体膜、叶绿体膜上未装配蛋白的降解，通过降解非复合体形

式的自由亚基，可以避免有害物质的大量积累［２－３］。在高等

植物中，ＦｔｓＨ蛋白参与Ｄ１蛋白光氧化损伤产物的降解，现己
证实ＦｔｓＨ具有降解快速周转的蛋白的功能，ＦｔｓＨ是植物抵抗
光抑制过程中ＰＳⅡ复合物修复的关键成分之一［４］。ＦｔｓＨ蛋
白除了作为蛋白酶发挥功能外，还作为分子伴侣参与蛋白的

装配和折叠［５－７］。

已有研究表明，拟南芥的１２个 ＦｔｓＨ基因和水稻的 ＦｔｓＨ
基因可以分为８个亚族，每个亚族的成员蛋白序列高度保守，
种内同源物相似性大于８０％，且种间同源物的相似性也大于
７０％［８］。ＦｔｓＨ不仅参与生物体内正常的代谢调节过程，而且
与多种逆境胁迫响应密切相关，有些成员在植物抵抗热激和

高渗、盐害、冷胁迫和病原菌等胁迫中发挥着重要作用［９－１１］。

笔者前期以花生胚小叶为外植体，通过平阳霉素离体诱

变和羟脯氨酸定向筛选，获得了一批羟脯氨酸耐性苗及其后

代［１２］，其中１个突变体（Ｓ２）在０．７％盐溶液中发芽率超过
５０％，且具有较高的超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和过氧化物酶
（ＰＯＤ）活性，而对照花育２０（Ｓ４）在相同浓度的盐溶液中发芽
率只有６．７％。为从整个转录组水平了解花生ＦｔｓＨ家族基因
的情况，笔者用上述材料构建花生叶片转录组文库，利用生物

信息学研究手段，鉴定花生ＦｔｓＨ家族基因，进行ＦｔｓＨ基因的

染色体定位和分类。然后构建耐盐突变体Ｓ２和对照Ｓ４在盐
胁迫处理前后的表达谱，分析ＦｔｓＨ家族各成员在盐胁迫处理
前后表达量的变化，为全面了解ＦｔｓＨ家族成员在花生中的功
能以及耐盐分子育种奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　材料
本研究所用材料为平阳霉素离体诱变和羟脯氨酸定向筛

选后稳定遗传的耐盐突变体（Ｓ２）和对照花育２０（Ｓ４）。
１．２　转录组数据库构建

用２５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ处理耐盐突变体Ｓ２和对照Ｓ４，在０、
６、１２、２４、４８ｈ取叶片，每个样品包含２个生物学重复。混合
后构建转录组文库，送交北京诺和致源公司进行双向测序，组

装处理后获得非冗余 Ｕｎｉｇｅｎｅ序列，在 ＮＣＢＩＡ数据库注册
（注册号 ＳＲＲ３１１４５１１）。用 ＮＲ、ＮＴ、ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ、ＰＦＡＭ、ＫＯＧ、
ＧＯ、ＫＥＧＧ数据库进行基因功能注释。
１．３　盐胁迫处理前后表达谱数据库构建

由北京诺和致源公司对盐胁迫处理前后２０个样品进行
数字化表达谱测序，构建花生叶片盐胁迫处理前后的表达谱

数据库（ＮＣＢＩ注册号ＳＲＲ３２１０６６５、ＳＲＲ３２１０６６６）。
１．４　基因家族成员鉴定、基因结构分析和染色体定位

根据 ＮＲ、ＮＴ、ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ、ＰＦＡＭ、ＫＯＧ、ＧＯ、ＫＥＧＧ数据库
的基因功能预测，搜索ＦｔｓＨ基因。利用生物信息学软件分析
蛋白结构域、分子量、理论等电点和可能的亚细胞定位。从花

生全基因组数据（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｐｅａｎｕｔｂａｓｅ．ｏｒｇ）下载 Ａ组野生
种基因组序列，进行基因序列比对，取相似度最高的序列作为

目标基因，并根据数据库的预测结果和比对结果进行基因结

构分析。根据与数据库比对后的结果，标示基因在染色体上

的位置，得到各个基因在染色体上的分布情况。

１．５　系统进化树的构建
通过ＣｌｕｓｔａｌＸ软件对拟南芥、水稻ＦｔｓＨ蛋白进行序列比
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对分析，采用邻接法生成ＦｔｓＨ基因的系统进化树。
１．６　盐胁迫响应分析

将Ｓ２或Ｓ４样品中，某一基因在胁迫处理前后０、６、１２、
２４、４８ｈ的任何２个时间段间的表达量进行比较，如果调整后
的Ｐ＜０．０５，则认为该基因对盐胁迫有响应。

２　结果与分析

２．１　花生ＦｔｓＨ家族基因的鉴定及它们在染色体上的分布
根据上述７大数据库的基因功能预测结果，笔者从花生

叶片转录组数据库中筛选出２５个候选ＦｔｓＨ基因。将其与公
布的花生Ａ组野生种基因组序列进行比对，其中 ６个基因
（编号分别为 ｃ４０４４０＿ｇ２、ｃ３５１１４＿ｇ１、ｃ３８３３５＿ｇ１、ｃ４４６７０＿ｇ２、
ｃ４１５３２＿ｇ１和ｃ１９８１３＿ｇ１）因与其他基因比对到同一位置被剔
除，最终得到１９个花生 ＦｔｓＨ基因。根据与花生 Ａ组野生种
基因组的比对结果，确定了１８个 ＦｔｓＨ基因在 Ａ染色体组的
分布情况，这些基因分布在８条染色体上，其中第２、８号染色
体上不含有ＦｔｓＨ基因，第３、４、９、１０号染色体分布的成员数
量最多，有３～５个，其他各染色体含有１～２个 ＦＴＳＨ基因，
ｃ５３０６９＿ｇ１在Ａ染色体组没有比对到相应序列（表１）。花生
ＦｔｓＨ蛋白最长有１２８３个氨基酸残基，最短的有２０９个氨基酸
残基，其等电点范围为４．９１～１０．０９，除ｃ５３０６９＿ｇ１无法进行亚
细胞定位外，其余１８个蛋白中１０个定位于叶绿体，８个定位于
线粒体。基因结构分析显示，外显子数为１～１９个（表１）。

表１　花生ＦｔｓＨ基因的基本信息

基因编号
所在

染色体

亚细胞

定位

氨基酸

数（个）

分子量

（ｋｕ） 等电点
外显子数

目（个）

ｃ４３６９９＿ｇ１ １ 线粒体 ５８３ ６５．５３ ６．７４ ６
ｃ５７１６＿ｇ１ １ 线粒体 ２０９ ２４．０３ １１．３３ ４
ｃ４４０９６＿ｇ１ ３ 叶绿体 ８７７ ９９．９２ ９．９７ １１
ｃ３１９９５＿ｇ１ ３ 叶绿体 ７０１ ７５．１６ ６．２４ ４
ｃ１３５６＿ｇ１ ３ 线粒体 ３１０ ３２．４５ ６．４９ ４
ｃ４３９３３＿ｇ１ ３ 线粒体 ７１８ ７９．１０ ８．７５ ８
ｃ３６６１３＿ｇ１ ３ 叶绿体 ６０３ ６７．５４ ９．０８ ９
ｃ２５６１８＿ｇ１ ４ 线粒体 ５００ ５６．４９ ８．１５ ３
ｃ３９５０５＿ｇ１ ４ 叶绿体 ６９０ ７４．２０ ５．５３ ４
ｃ４０４２１＿ｇ１ ５ 线粒体 ４８５ ５４．０１ ７．７６ ２
ｃ４０４４０＿ｇ１ ６ 叶绿体 ６８３ ７３．１５ ５．８６ ６
ｃ４４３３９＿ｇ１ ７ 叶绿体 １００８ １１４．７８ ６．４１ １９
ｃ３９８５０＿ｇ１ ７ 叶绿体 ８０９ ８７．６９ ９．００ １４
ｃ３７９２７＿ｇ１ ９ 线粒体 ５４６ ６０．７１ ９．８３ ５
ｃ４４６７０＿ｇ１ ９ 叶绿体 １２８３ １４７．７２ ８．４５ １９
ｃ３９９６９＿ｇ１ １０ 叶绿体 ６４４ ７１．７９ １０．１７ ４
ｃ３２４５７＿ｇ１ １０ 线粒体 ６４９ ７２．６１ ４．９９ １４
ｃ３６９３１＿ｇ２ １０ 叶绿体 ２５６ ２９．２３ ４．７５ １
ｃ５３０６９＿ｇ１ — — — — — —

２．２　花生ＦｔｓＨ基因的聚类分类
模式植物拟南芥、水稻分别有１２、９个ＦｔｓＨ基因，可分为

８个亚家族［８］。根据ＦｔｓＨ蛋白家族成员长度差异、含不同特
征的结构域等特点，将花生１９个 ＦｔｓＨ蛋白与拟南芥和水稻
基因组中全部ＦｔｓＨ蛋白进行多重序列比对和系统进化分析。
聚类结果显示，４、５、７亚家族只有拟南芥和水稻的 ＦｔｓＨ基
因，暂时没有找到花生的 ＦｔｓＨ基因；１、２、３、６、８亚家族分别
包含１、２、１、１、１个ＦｔｓＨ基因，其他１３个 ＦｔｓＨ基因没有聚到

这８个亚家族，它们可能属于一些新的亚族（图１）。

２．３　花生ＦｔｓＨ家族基因的盐胁迫响应分析
笔者利用盐胁迫处理前后 Ｓ２、Ｓ４的２０个数字表达文库

谱，在胁迫处理前后对１９个 ＦｔｓＨ基因的任意２个时间段的
表达量进行比较，根据调整后的 Ｐ值，确定其是否受盐胁迫
诱导表达，结果见表２和图２。可以看出，在Ｓ２中，与胁迫处
理前相比，胁迫处理６、１２ｈ后，差异表达的基因各有３个；胁
迫处理４８ｈ与１２ｈ相比，也有３个差异表达的基因。而在
Ｓ４中，胁迫处理４８ｈ与１２ｈ相比，差异表达的基因数最多，
有５个上调，１个下调。

进一步分析发现，５个基因（ｃ２５６１８＿ｇ１、ｃ４０４４０＿ｇ１、
ｃ５３０６９＿ｇ１、ｃ３７９２７＿ｇ１、ｃ４０４２１＿ｇ１）在 Ｓ２和 Ｓ４中均受胁迫诱
导表达；２个基因（ｃ３２４５７＿ｇ１、ｃ３６６１３＿ｇ１）只在 Ｓ２中受胁迫
诱导表达；２个基因（ｃ４４０９６＿ｇ１、ｃ３１９９５＿ｇ１）只在 Ｓ４中受胁
迫诱导表达（表２、图２）。Ｓ２中，ｃ５３０６９＿ｇ１和 ｃ４４０９６＿ｇ１表
达模式相同，均为上调—下调—上调—上调，ｃ３２４５７＿ｇ１和
ｃ３６６１３＿ｇ１表达模式相同，均为上调—上调—下调—下调；Ｓ４
中，ｃ２５６１８＿ｇ１和 ｃ４０４４０＿ｇ１表达模式相同，均为下调—下
调—上调—上调，ｃ４４０９６＿ｇ１和 ｃ４０４２１＿ｇ１表达模式相同，均
为上调—下调—下调—下调。只有 ｃ５３０６９＿ｇ１和 ｃ３７９２７＿ｇ１
这２个基因在 Ｓ２和 Ｓ４中表达模式完全一致，其他基因表达
模式都有差别，特别是 ｃ２５６１８＿ｇ１、ｃ３２４５７＿ｇ１，ｃ４４０９６＿ｇ１和
ｃ３６６１３＿ｇ１在Ｓ２和Ｓ４中表达模式差别非常大。

各基因百万外显子的碱基片段（ＦＰＫＭ）值差异很大，Ｓ２
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中ＦＰＫＭ值的变化范围为０．６８～５３７．８５，而Ｓ４中ＦＰＫＭ值的
变化范围为 ２．６４～６３２．７８。与胁迫处理前相比，胁迫处理
后，ｃ５３０６９＿ｇ１在Ｓ２中的表达量明显上调，ｌｏｇ２（变化表达量）
最高达到３．２９，而在Ｓ４中的多个时间段的比值都超过２．７０，
最高达到４．９９；胁迫处理后 ｃ２５６１８＿ｇ１在 Ｓ４中的 ｌｏｇ２（变化
表达量）最高达到 ４．１５；而 ｃ３７９２７＿ｇ１在胁迫处理后的某些
时间段出现了显著下调，在 Ｓ２、Ｓ４中的 ｌｏｇ２（变化表达量）最
低分别为 －３．０８、－２．０３。由此可见，不同的 ＦｔｓＨ基因在胁
迫处理后的表达模式差异很大。

表２　耐盐突变体（Ｓ２）和对照（Ｓ４）中受盐胁迫
诱导表达的ＦｔｓＨ基因数目

时间

（ｈ）
Ｓ２表达的Ｆｔｓｈ基因数（个） Ｓ４表达的Ｆｔｓｈ基因数（个）
０ｈ ６ｈ １２ｈ２４ｈ４８ｈ ０ｈ ６ｈ １２ｈ２４ｈ４８ｈ

０ ０ ２ ２ ０ １ ０ １ １ １ １
６ １ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ １
１２ １ ０ ０ ０ ２ ０ １ ０ ２ ５
２４ ０ ０ １ ０ ０ ０ ３ １ ０ ０
４８ ０ ０ １ ０ ０ ０ ２ １ ０ ０

　　注：红色数字表示上调基因数，蓝色数字表示下调基因数。

３　结论与讨论

生物体内的ＦｔｓＨ种类繁多，拟南芥中有１２种 ＦｔｓＨ蛋白
酶，其中ＡｔＦｔｓＨ３、ＡｔＦｔｓＨ４和 ＡｔＦｔｓＨ１０定位于线粒体，其余９
种定位于叶绿体［８］，本研究筛选到的ＦｔｓＨ蛋白酶均定位于叶
绿体和线粒体。ＦｔｓＨ参与多种调控途径，有些ＦｔｓＨ基因与某
些生物和非生物胁迫响应密切相关。烟草叶绿体 ＦｔｓＨ蛋白
同系物ＤＳ９与植株抗病性有关，其表达量降低后叶片对病毒
侵染产生超敏反应［１３］。拟南芥ＡｔＦｔｓＨ１参与Ｄ１蛋白光氧化
损伤产物的降解［４］，ＡｔＦｔｓＨ２和ＡｔＦｔｓＨ５参与光保护和类囊体
发育过程，２个基因突变都会引起叶片花斑和对光抑制敏感
性提高［１４－１５］。定位于叶绿体中的一个苜蓿ＦｔｓＨ基因只受低
温和和光照调控，而不受脱落酸、ＮａＣｌ或脱水胁迫诱导［９］。

来源于番茄叶片组织的 ＬｅＦｔｓＨ６基因也定位于叶绿体，该基
因只受热激胁迫诱导表达，而不受冷害、盐、干旱或光胁迫诱

导，其启动子中的顺式调控元件热激响应元件（ＨＳＥ）可以与
热激因子互作［１０］。在冰叶日中花中筛选到的 ＦｔｓＨ基因可受
盐胁迫表达［１１］。由此可见，高等植物中 ＦｔｓＨ家族成员功能
发生了分化。

为了分析花生中ＦｔｓＨ基因的情况，笔者利用构建的花生
叶片转录组数据库，通过生物信息学手段，鉴定出１９个 ＦｔｓＨ
基因，位于花生 Ａ组野生种的 ８条染色体上。聚类分析表
明，只有１、２、３、６、８这５个亚家族含有花生 ＦｔｓＨ基因，花生

的绝大多数ＦｔｓＨ基因可能属于一些新的亚家族。拟南芥中
多个ＦｔｓＨ基因成对存在，有些成对基因之间表达模式相似且
功能可以互补，如ＡｔＦｔｓＨ３和ＡｔＦｔｓＨ１０，ＡｔＦｔｓＨ２和ＡｔＦｔｓＨ８，Ａｔ
ＦｔｓＨ１和 ＡｔＦｔｓＨ５等［８］，而在笔者的试验中这种现象并不多

见，可能是由于笔者获得的 ＦｔｓＨ基因只是来源于叶片组织，
而未包括花生全部的ＦｔｓＨ基因。利用花生耐盐突变体（Ｓ２）
和对照（Ｓ４）构建盐胁迫处理前后各时间段的表达谱数据，进
行基因盐胁迫表达分析，结果表明，共９个基因在 Ｓ２和（或）
Ｓ４中受盐胁迫诱导表达，绝大多数 ＦｔｓＨ基因在耐盐突变体
和对照中的表达模式有较大差异，这些ＦｔｓＨ基因可能在花生
抵御盐胁迫中发挥着重要作用。该结果为进一步研究其功能

以及利用它们来改良花生的耐盐性提供了重要依据。
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酿酒酵母组蛋白 Ｈ３Ｋ５６Ａ突变菌株的构建
及其对细胞生长的影响

薛涛涛，边　金，伍　陆，赵秀娟，崔向军，蔡　禄
（内蒙古科技大学数理与生物工程学院，内蒙古包头０１４０１０）

　　摘要：组蛋白修饰，例如甲基化、乙酰化等修饰对基因表达和细胞生长至关重要。为揭示组蛋白Ｈ３第５６位赖氨
酸（Ｋ）修饰对酵母细胞生长的重要性，构建Ｈ３Ｋ５６定点突变为丙氨酸（Ａ）的组蛋白突变株 Ｈ３Ｋ５６Ａ，并对其在高温、
高盐等条件下的生长状况进行初步检测。根据酵母同源重组的原理，采用两步替换法构建Ｈ３Ｋ５６Ａ突变菌株，用分光
光度法测定突变菌株的生长曲线，并分别在高盐、高温条件下检测突变体的表型。结果表明，酿酒酵母组蛋白

Ｈ３Ｋ５６Ａ突变菌株构建成功，其生长曲线与野生型无明显差异；Ｈ３Ｋ５６Ａ突变株对高温、高盐条件均较敏感，且在高盐
条件下，菌体生长缓慢、菌落偏小，表明组蛋白Ｈ３Ｋ５６位点的修饰可能与酿酒酵母抗高盐、高温机制有关。
　　关键词：酿酒酵母；Ｈ３Ｋ５６Ａ突变菌；组蛋白修饰；两步替换法；同源重组；高盐环境；高温环境；抗逆机制
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　　核小体是真核生物细胞内染色质的基本组成单位，它由
１４７ｂｐ的ＤＮＡ缠绕核心组蛋白八聚体形成［１］，组蛋白Ｈ１与
２个核小体之间有４０～６０ｂｐ的连接ＤＮＡ以稳定核小体的结
构［２］。组蛋白八聚体具有球状的三维结构，而蛋白质氨基端

则游离在三维球形的表面，游离氨基端的氨基酸残基可以被

共价修饰［３］。在酿酒酵母中，编码核心组蛋白 Ｈ２Ａ、Ｈ２Ｂ、

Ｈ３、Ｈ４的基因都有２个拷贝，主要的核心组蛋白基因组成４
个基因座，每个基因座包含２个组蛋白基因，这２个基因共用
１个中心启动子并以不同的方向进行转录。编码组蛋白 Ｈ３、
Ｈ４的２个基因分别为ＨＨＴＩ－ＨＨＦ１、ＨＨＴ２－ＨＨＦ２，分别位于
Ⅱ号、ＸＩＶ号染色体上［４］，在基因组中这２个拷贝只要有１个
存在，便可维持细胞的正常生存［５］。组蛋白 Ｈ２Ａ、Ｈ２Ｂ的 ２
个基因座分别为 ＨＴＡ１－ＨＴＢＩ、ＨＴＡ２－ＨＴＢ２，它们编码几乎
相同的组蛋白Ｈ２Ａ、Ｈ２Ｂ［６］。与组蛋白Ｈ３／Ｈ４不同的是基因
座ＨＴＡ１－ＨＴＢＩ对于细胞的生存是必需的，但 ＨＴＡ２－ＨＴＢ２
却不是。组蛋白上能发生共价修饰的氨基酸残基称为修饰位

点，组蛋白修饰主要发生在组蛋白的 Ｎ－末端残基上［７］。常

见的修饰种类包括组蛋白乙酰化、甲基化、泛素化、磷酸化，以

及研究较少的小泛素相关修饰物（ｓｍａｌｌｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－ｒｅｌａｔｅｄ
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