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　　摘要：对从木薯Ｋｕ５０叶片中克隆的１个Ｐ５ＣＳ基因ＭｅＰ５ＣＳ１进行聚乙二醇（ＰＥＧ）、脱落酸（ＡＢＡ）、盐胁迫下的表
达分析，结果表明，基因ＭｅＰ５ＣＳ１具有１个２２２０ｂｐ的开放阅读框，编码７３９个氨基酸，且含有 Ｐ５ＣＳ保守结构域；
ＭｅＰ５ＣＳ１与杨树、杞柳的Ｐ５ＣＳ基因亲缘关系相对较近，序列相似性分别达到８８．６１％、８８．９５％；ＭｅＰ５ＣＳ１基因在第１
张完全展开叶、老叶中的表达量受到ＰＥＧ处理诱导，且与叶片中脯氨酸的含量变化趋势一致；ＭｅＰ５ＣＳ１基因的表达还
受到脱落酸（ＡＢＡ）、盐胁迫处理的诱导。在此基础上，成功构建 ＭｅＰ５ＣＳ１基因的植物表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ２３００－
ＭｅＰ５ＣＳ１，为进一步解析ＭｅＰ５ＣＳ１在木薯抗旱中的作用机制提供参考。
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　　干旱是世界农业面临的最严重问题之一。随着全球发生
周期性降水分布不均、水资源受到污染等现象，植物面临干旱

胁迫的程度日益加剧，不但导致农作物产量严重减少，而且还

使得旱地面积持续扩大，制约着农业的可持续发展［１］。在漫

长的环境适应和驯化过程中，植物形成了多种生理生化策略

以应对干旱胁迫，如当植物遭受长时间和较为严重的干旱时，

植物冠层的光合作用将显著减少；为尽快适应缺水的情况，植

物通过老叶的脱落来减少水分消耗，或增加根长来吸收更深

层的地下水［２］，脯氨酸等各种小分子化合物将被合成并迅速

积累以保持细胞中的含水量［３］等等。

脯氨酸是植物面对水分、高盐等逆境胁迫最为重要的渗

透调节物质，提高植物中脯氨酸的积累对提升植物抗渗透胁

迫能力具有重要的意义。Δ１－吡咯啉 －５－羧酸合成酶
（Ｐ５ＣＳ）是植物脯氨酸生物合成途径中的关键酶，决定着植物
体内脯氨酸的积累速度［４］。目前，对很多植物中的 Ｐ５ＣＳ基
因研究较为深入［５－７］，并发现 Ｐ５ＣＳ转基因植株的抗逆性表
型增强［８－９］。木薯是重要的粮食作物和经济作物，虽具有一

定的抗旱特性，但同大多数作物一样，干旱胁迫仍严重地影响

木薯的生长和发育，导致木薯块根产量减少［２］，而与模式植

物相比，木薯的重要经济性状基础理论研究还相对薄弱，与抗

旱相关的分子机制尚不明确。本研究在克隆木薯 Ｐ５ＣＳ基因
ＭｅＰ５ＣＳ１的基础上，分析 ＭｅＰ５ＣＳ１基因在聚乙二醇（ＰＥＧ）、
脱落酸（ＡＢＡ）和盐胁迫条件下的表达量变化，并构建相关的
植物表达载体，为进一步解析木薯的抗旱机制提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料的准备
试验材料为木薯栽培品种Ｋｕ５０，由中国热带农业科学院

热带生物技术研究所提供，在木薯种植季节，将 Ｋｕ５０种茎切
成长度约１５ｃｍ的茎段，挑选含３～４个芽眼／茎段、粗细均匀
一致的茎段，扦插于高为１８．８ｃｍ，上、下直径分别为 １８．５、
１４．８ｃｍ的塑料盆中，１茎段／盆。基质采用营养土与蛭石以
１∶１的体积比进行混合。木薯种植约１０ｄ进行间苗，保留
１苗／盆。　
１．２　试验处理

木薯盆栽种植 ６０ｄ，选取长势一致的植株用 ２０％
ＰＥＧ６０００溶液模拟干旱胁迫，以浇灌自来水为对照，分别在
处理０、３、６、１２、２４ｈ时，按照 Ｂａｔｅｓ等的方法［１０］测定叶片脯

氨酸含量，同时，分别在处理０、３、２４ｈ时采集未展开叶、第１
张完全展开叶、老叶、根。此外，对种植６０ｄ的木薯幼苗用
１００μｍｏｌ／ＬＡＢＡ喷施，在处理０、２、６、１０、２４、４８、７２ｈ时采集
未展开叶、第１张完全展开叶、老叶；另用２００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ
进行灌根，在处理０、２、６ｈ及３、１４、１８、２４ｄ同样采集叶片。
根、叶样品液氮冷冻、－８０℃保存，待测。
１．３　ＲＮＡ提取与ｃＤＮＡ合成

按照天根生化科技有限公司生产的 ＲＮＡ提取试剂盒说
明书提取木薯的总 ＲＮＡ；利用 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司生产的第一链
ｃＤＮＡ合成试剂盒（ｒｅｖｅｒｔａｉｄｆｉｒｓｔｓｔｒａｎｄｃＤＮＡｓｙｎｔｈｅｓｉｓｋｉｔ）将
总ＲＮＡ反转录成ｃＤＮＡ，－２０℃储存，备用。
１．４　引物设计与实时荧光定量聚合酶链式反应（ｑＲＴ－ＰＣＲ）

用Ｐｒｉｍｅｒ６．０设计引物，由生工生物工程（上海）股份有
限公司进行合成。ＭｅＰ５ＣＳ１基因全长扩增正向、反向引物分
别为 Ｌ１：５′－ＧＧＧＧＴＡＣＣＣＴＧＣＴＣＡＴＧＧＣＴＧＣＡＡＡＣＴＧ－３′、
Ｒ１：５′－ＧＣＧＴＣＧＡＣＡＴＧＡＡＧＣＡＡＣＧＧＴＧＧＧＡＧＡＴ－３′（下
划线为酶切位点），分别带有 ＫｐｎⅠ和 ＳａｌⅠ酶切位点及保护
碱基，可用于植物表达载体的构建。ｑＲＴ－ＰＣＲ引物包括
ＭｅＰ５ＣＳ１基因特异性引物 Ｌ２：５′－ＧＣＴＴＡＴＧＣＴＧＧＴＧＴＣＣ
ＣＴＧＴ－３′、Ｒ２：５′－ＣＡＣＧＣＧＣＡＣＣＡＡＡＧＴＧＴＴＴＡ－３′及 ａｃｔｉｎ
基因引物 Ｌ３：５′－ＧＡＴＧＡＧＴＣＴＧＧＴＣＣＡＴＣＣＡ－３′、Ｒ３：５′－
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ＣＴＣＣＴＡＣＧＡＣＣＣＡＡＴＣＴＣＡ－３′［１１］。ｑＲＴ－ＰＣＲ采用 ＴａＫａＲａ
公司生产的ＲＧｒｅｅｎⅠ试剂盒，按照说明在 Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司生
产的３００５Ｐ荧光定量ＰＣＲ仪上进行操作，反应程序为９５℃
预变性３０ｓ；９５℃１０ｓ，５５℃１０ｓ，７２℃２０ｓ，４０个循环。每
个样品重复３次，表达量按照ΔΔＣＴ法进行计算

［１２］。

１．５　生物信息学分析
采用ＣｌｕｓｔａｌＸ软件对序列进行比对；采用 ＣＤＤ数据库

（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｃｄｄ／）预测保守结构域；采用
ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ、ＧｅｎＳｃａｎ软件预测开放阅读框；采用 ＥｘＰＡＳｙ
ＰｒｏｔＰａｒａｍ软件分析蛋白质的分子量和等电点；采用Ｍｅｇａ５．２
软件构建进化树。

１．６植物表达载体的构建
用限制性内切酶 ＫｐｎⅠ、ＳａｌⅠ分别对含有目的基因

ＭｅＰ５ＣＳ１的重组质粒和植物表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ２３００进行双
酶切。酶切体系２０．０μＬ：ｄ２Ｈ２Ｏ７．０μＬ，质粒１０．０μＬ，１０×
ＦａｓｔＤｉｇｅｓｔＢｕｆｆｅｒ２．０μＬ，ＫｐｎⅠ和ＳａｌⅠ各０．５μＬ，３７℃反应
４ｈ。反应产物用 １％琼脂糖凝胶进行电泳，分别回收
ＭｅＰ５ＣＳ１目的片段和ｐＣＡＭＢＩＡ２３００载体片段；用Ｔ４连接酶
将目的基因片段和植物表达载体片段进行连接，１６℃过夜反
应；将连接产物转化大肠杆菌ＤＨ５α，通过蓝白斑筛选阳性克
隆；进行 ＰＣＲ及双酶切验证，测序，构建植物表达载体
ｐＣＡＭＢＩＡ２３００－ＭｅＰ５ＣＳ１。

２　结果与分析

２．１　基因ＭｅＰ５ＣＳ１的克隆
以木薯Ｋｕ５０叶片ｃＤＮＡ为模板，用基因特异性引物进行

ＰＣＲ扩增，经１％琼脂糖凝胶电泳检测，获得１条２６００ｂｐ左
右的单一条带。回收ＰＣＲ产物连接 ｐＭＤ１９－Ｔｓｉｍｐｌｅ载体，
测序得到１条２６２７ｂｐ的序列，包括３４３ｂｐ的５′非翻译区（５′
ＵＴＲ）、２２２０ｂｐ的开放阅读框、６４ｂｐ的非翻译区３′非翻译区
（３′ＵＴＲ），该序列编码 ７３９个氨基酸。Ｂｌａｓｔ结果表明，
ＭｅＰ５ＣＳ１与木薯数据库中公布的 Ｐ５ＣＳ基因 （Ｍａｎｅｓ．
１０Ｇ０２４８００．１）只有４个碱基的差异，同源性高达９９％。与基
因组信息比对发现，ＭｅＰ５ＣＳ１基因含有 ２０个外显子。预测
的蛋白质分子量为８０１３９．４ｋｕ，理论等电点（ｐＩ）为６．１８。蛋
白质结构域预测显示（图１），ＭｅＰ５ＣＳ１编码的蛋白含有Ｐ５ＣＳ保
守结构域ＰＬＮ０２４１８，这进一步表明克隆到的基因为Ｐ５ＣＳ基因。
２．２　基因ＭｅＰ５ＣＳ１进化树分析

经序列比对，获得与ＭｅＰ５ＣＳ１同源性较高的其他物种序
列，由图２可见，Ｐ５ＣＳ基因大致可聚为３类；第Ⅰ类以 Ｃ４物
种为代表，包括谷子、狗尾草、柳枝稷、玉米和高粱；第Ⅱ类包
括拟南芥、荠菜花和白菜型油菜；木薯 ＭｅＰ５ＣＳ１被聚类到第
Ⅲ类，与杨树、杞柳的亲缘关系相对较近，序列相似性分别达
到８８．６１％、８８．９５％。

２．３　脯氨酸含量与ＭｅＰ５ＣＳ１表达分析
２．３．１　ＰＥＧ胁迫对木薯叶片脯氨酸含量的影响　用２０％
ＰＥＧ６０００溶液模拟干旱胁迫，测定ＰＥＧ处理对木薯叶片中脯
氨酸含量的影响。由图３可见，对照处理（浇灌自来水）的木
薯叶片脯氨酸含量相对比较稳定，维持在２２μｇ／ｇ左右；随处
理时间的延长，ＰＥＧ处理的木薯叶片脯氨酸含量迅速累积，
呈线性增长趋势，２４ｈ达到最大值。
２．３．２　ＰＥＧ胁迫处理对基因ＭｅＰ５ＣＳ１表达量的影响　由图
４可见，处理０ｈ时，ＭｅＰ５ＣＳ１在未展开叶、根中的表达量相
对比较接近，明显高于在第１张完全展开叶、老叶中的表达
量；与０ｈ相比，处理３ｈ时各组织中的ＭｅＰ５ＣＳ１表达量基本
没有变化，处理２４ｈ时，ＭｅＰ５ＣＳ１在第１张完全展开叶中的
表达量增加约２倍，老叶中增加约５倍，未展开叶、根中的变

化仍然不大，这说明ＭｅＰ５ＣＳ１主要在第１张完全展开叶和老
叶中发挥功能。

２．３．３　ＡＢＡ、ＮａＣｌ处理对基因ＭｅＰ５ＣＳ１表达量的影响　由
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图５、图６可见，ＡＢＡ处理２～６ｈ，叶片中ＭｅＰ５ＣＳ１的表达量
有明显上升；与对照（处理 ０ｈ）相比，ＡＢＡ处理 １０ｈ的
ＭｅＰ５ＣＳ１表达量没有明显变化，但在处理２４～７２ｈ时，叶片
中ＭｅＰ５ＣＳ１的表达量维持在明显诱导水平；ＮａＣｌ处理３、２４ｄ
时，叶片中 ＭｅＰ５ＣＳ１表达量被明显诱导，其他处理时间点与
对照相比没有太大变化。因此，ＡＢＡ、ＮａＣｌ处理能够明显诱
导ＭｅＰ５ＣＳ１的表达。

２．４　木薯ＭｅＰ５ＣＳ１表达载体的构建
用限制性内切酶 ＫｐｎⅠ、ＳａｌⅠ分别对含有目的基因

ＭｅＰ５ＣＳ１的重组质粒和植物表达载体ｐＣＡＭＢＩＡ２３００进行双
酶切，连接后转化大肠杆菌 ＤＨ５α感受态细胞，提取质粒经
ＰＣＲ检测，电泳获得１条约２６００ｂｐ的条带；同时，提取质粒
进行双酶切反应，分别获得约９５００ｂｐ的载体和约２６００ｂｐ
的条带（图７），２种验证方法都获得与目的基因片段大小一
致的条带。经进一步测序验证，明确为 ＭｅＰ５ＣＳ１基因，这表
明已成功构建ｐＣＡＭＢＩＡ２３００－ＭｅＰ５ＣＳ１植物表达载体。

３　结论与讨论

　　Ｐ５ＣＳ是植物细胞脯氨酸生物合成途径的关键酶，目前，

已经从许多植物中分离得到，并从分子角度证明该基因是一

个重要的植物抗逆相关基因［６－９］，而木薯中有关 Ｐ５ＣＳ基因
的研究相对很少。本研究从木薯 Ｋｕ５０中克隆了 ＭｅＰ５ＣＳ１基
因，该基因具有１个２２２０ｂｐ的开放阅读框，编码７３９个氨基
酸，与其他物种中的Ｐ５ＣＳ大小基本一致［７－９］，序列分析表明，

ＭｅＰ５ＣＳ１与杨树、杞柳中Ｐ５ＣＳ基因的亲缘关系相对较近。
　　脯氨酸是植物细胞中重要的渗透调节物质，在干旱、高盐
等逆境胁迫条件下，脯氨酸含量会迅速积累以减轻胁迫伤

害［８］。Ｐ５ＣＳ作为脯氨酸合成途径的限速酶，其表达量也相
应地被快速诱导，且具有不同的组织表达特异性［１３］。木薯作

为一种典型的抗旱作物，有关其 Ｐ５ＣＳ基因对非生物逆境胁
迫的响应尚不清楚。本研究发现，ＰＥＧ６０００胁迫处理能诱导
木薯叶片中脯氨酸含量快速积累，ＰＥＧ胁迫处理 ２４ｈ，
ＭｅＰ５ＣＳ１在第１张完全展开叶和老叶中的表达量增加２～５
倍，与脯氨酸含量的变化相对一致，暗示 ＭｅＰ５ＣＳ１主要负责
胁迫木薯第１张完全展开叶、老叶中脯氨酸的积累；正常条件
下，ＭｅＰ５ＣＳ１倾向于在幼嫩的组织和根中的表达，与周精华
等研究结论［１４］相对一致。此外，ＭｅＰ５ＣＳ１表达还受到 ＡＢＡ、
盐胁迫处理的诱导。

　　构建表达载体是基因功能验证的主要手段之一。张霞等
将２个水稻Ｐ５ＣＳ基因在烟草中进行过表达，转基因植株脯
氨酸含量有显著增加［９］；Ｅｈｓａｎｐｏｕｒ等研究也表明，干旱条件
下Ｐ５ＣＳ转基因在烟草叶片、根中的脯氨酸含量有显著增
加［１５］。本研究成功构建了木薯 ＭｅＰ５ＣＳ１基因表达载体
ｐＣＡＭＢＩＡ２３００－ＭｅＰ５ＣＳ１，为进一步研究该基因在木薯干旱
等非生物胁迫中的功能奠定了基础。
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来源于西洋梨的苹果茎沟病毒分离物

基因组分子特性研究

张雪娇１，王利平２，赵振军１，郑银英１，陈　婕２，崔百明１

（１．石河子大学，新疆石河子８３２００３；２．华中农业大学湖北省作物病害监测与安全控制重点实验室，湖北武汉４３００７０）

　　摘要：为了获得来源于西洋梨红贝雷沙寄主潜带苹果茎沟病毒（ＡＳＧＶ）分离物的基因组全长序列，并明确其分子
特性，采用ＲＴ－ＰＣＲ、ＲＡＣＥ末端克隆及生物信息学方法，对ＡＳＧＶ分离物基因组全长进行序列测定，并对其序列特点
进行分析。结果发现，来源于西洋梨的 ＡＳＧＶ－ＨＢ分离物的基因组全长序列为 ６４９６ｎｔ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：
ＫＵ６０５６７２），含有２个开放阅读框ＯＲＦ１、ＯＲＦ２及２个可变区Ⅵ、Ⅶ。序列分析表明ＡＳＧＶ－ＨＢ与ＧｅｎＢａｎｋ登录的１８
个ＡＳＧＶ分离物的基因组全长核苷酸序列同源性为８０．６％ ～８７．７％；ＯＲＦ１和 ＯＲＦ２编码的氨基酸同源性分别为
８４３％～９２．３％和９４．４％～９８．７％；Ⅵ和Ⅶ可变区的氨基酸序列同源性分别为２２．９％ ～６８．８％和４８．８％ ～９２２％；
系统发育树分析显示，来源于不同国家的相同寄主的ＡＳＧＶ分离物聚集为同一分支。结果表明，ＡＳＧＶ的分子变异无
地域相关性，具有一定的寄主选择性，研究结果为进一步探究ＡＳＧＶ的群体遗传进化机制及其防治提供了重要的分子信息。
　　关键词：梨；苹果茎沟病毒；基因组全长序列；系统发育树分析；同源性
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　　苹果茎沟病毒（ａｐｐｌｅｓｔｅｍｇｒｏｏｖｉｎｇｖｉｒｕｓ，ＡＳＧＶ）为β－线
性病毒科（Ｆｌｅｘｉｖｉｒｉｄａｅ）发状病毒属（Ｃａｐｉｌｌｏｖｉｒｕｓ）的代表
种［１］，是一种严重危害果树产业的潜隐性病毒。ＡＳＧＶ感染
梨树后一般不产生明显的症状，但对产量和品质有严重的影

响，给果树生产带来严重的经济损失。且 ＡＳＧＶ一旦感染便
较难脱除，脱除率仅为６８．９％［２］。ＡＳＧＶ存在多种分子变异，
目前尚未报道西洋梨寄主 ＡＳＧＶ分离物基因组全长序列信
息，了解ＡＳＧＶ的分子序列变异特点为研究 ＡＳＧＶ的群体遗
传和果树防治提供重要的分子依据。自１９６５年 Ｗａｔｅｒｗｏｒｔｈ
首次报道苹果被感染 ＡＳＧＶ后，陆续在梨、杏、柑橘、百合、猕
猴桃、樱桃等［３－７］植株上发现该病毒。研究明确 ＡＳＧＶ基因
组含有２个重叠开放阅读框（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，ＯＲＦｓ），分别
编码多聚蛋白（ｐｏｌｙｐｒｏｔｅｉｎ）和运动蛋白（ＭＰ），多聚蛋白包含
４个结构域，分别为甲基转移酶（Ｍｅｔ）、类木瓜蛋白酶（Ｐ－
Ｐｒｏ）、解旋酶（Ｈｅｌ）、ＲＮＡ聚合酶（ＲｄＲｐ）和外壳蛋白
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