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　　摘要：干旱是限制植物生长分布和影响作物产量形成的重要非生物因素之一，在响应干旱胁迫过程中植物细胞壁
发挥着重要的调节作用，肌醇加氧酶是植物细胞壁合成的前体物质ＵＤＰ－葡萄糖醛酸合成中的关键酶。为研究该基
因在红麻（ＨｉｂｉｓｃｕｓｃａｎｎａｂｉｎｕｓＬ．）抗旱和耐盐过程中的作用，通过红麻转录组数据库筛选到肌醇加氧酶（ｍｙｏ－ｉｎｏｓｉｔｏｌ
ｏｘｙｇｅｎａｓｅ）基因的核心片段，利用染色体步移技术获得肌醇加氧酶基因的ｃＤＮＡ全长，命名为 ＨｃＭＩＯＸ；生物信息学分
析表明，ＨｃＭＩＯＸ基因编码序列长９４８ｂｐ，编码３１５个氨基酸，相对分子量为３１．９ｋｕ，等电点为４．７５；ＲＴ－ＰＣＲ分析表
明，ＨｃＭＩＯＸ基因在红麻根、茎、叶中均有表达，根中表达量最高，该研究结果对分析该基因功能和了解红麻抗旱的分
子机制具有重要意义。
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　　干旱、盐碱和极端温度等是目前世界范围内严重影响作
物生长发育和产量形成的主要非生物因素［１－２］。红麻

（ＨｉｂｉｓｃｕｓｃａｎｎａｂｉｎｕｓＬ．）是锦葵科木槿属一年生草本韧皮纤
维多用途经济作物，在我国广大地区都有种植，因其纤维可以

与棉混纺而应用于纺织工业，越来越受到人们的重视。因此，

通过基因工程技术培育红麻耐旱品种，在我国广大干旱地区

种植，实现其不与粮争地等具有重要意义。

干旱胁迫下，植物叶片细胞生长受阻与细胞壁的硬化密

切相关，可有效减少植物绿叶面积，进而明显降低绿叶的蒸腾

失水。因此，植物细胞延伸生长与细胞膨压、细胞壁伸展性变

化等，可在响应干旱胁迫过程中应对植物失水过程［３］。植物

体内的肌醇在加氧酶作用下通过氧化还原生成ＵＤＰ－葡萄糖
醛酸，葡萄糖醛酸是植物细胞壁主要成分葡糖醛酸、木糖、芹菜

糖和阿拉伯糖等合成的主要前体物质［４－５］。维生素Ｃ在植物
体内不仅参与生长发育，还作为一种能清除超氧自由基的抗氧

化剂，以缓解其对植物细胞造成的伤害。已有大量研究表明，

抗坏血酸参与了对植物逆境胁迫下的保护作用，肌醇加氧酶基

因在植物维生素Ｃ的生物合成中具有重要作用，在拟南芥中过
量表达肌醇加氧酶基因，植物体内维生素Ｃ含量比对照提高了
２～３倍，植株的抗旱性也能有所增强［６－７］。因此，可以认为该

基因在应对植物干旱胁迫过程中发挥着重要作用。

有关该基因在植物中的研究，目前只见在水稻中有报

道［８］，本研究旨在分离红麻肌醇加氧酶基因，并对其在各个

组织中的表达情况进行分析，为今后了解该基因在植物干旱

胁迫分子应答中的作用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
红麻（ＨｉｂｉｓｃｕｓｃａｎｎａｂｉｎｕｓＬ．）抗旱品种“非引四号”保存

于中国农业科学院麻类研究室，ＴａｑｐｌｕｓＤＮＡ聚合酶、载体
ｐＭＤｌ９－Ｔ、逆转录试剂盒（ＴａＫａＲａＡＭＶＶｅｒ３．０）、ｄＮＴＰｓ均
购自宝生物工程（大连）有限公司，感受态细胞 ＤＨ５α保存于
笔者所在实验室，其他试剂均为国产分析纯。

１．２　方法
１．２．１　红麻茎皮总ＲＮＡ提取及引物设计　取田间生长旺盛
的红麻茎皮组织，迅速放入液氮中带回实验室，按 ＴａＫａＲａ公
司ＲＮＡ提取试剂盒操作方法提取总ＲＮＡ，以２μＬ总ＲＮＡ为
模板，按 ＴａＫａＲａ公司反转录试剂盒反应体系和方法合成
ｃＤＮＡ第１条链，并作为后续反应的模板。以从红麻转录组
数据库中筛选的 ＭＩＯＸ基因核心片段为基础，利用 ｐｒｉｍｅｒ
ｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计染色体步移引物，ＭＩＯＸ基因３′端扩增
引物为 ３Ｆ１：（５′－ＴＧＡＣＧＡＡＡＣＴＧＴＣＴＧＧＡＡＴＣＧＣ－３′），
３Ｆ２：（５′－ＴＴＣＧＣＴＴＡＣＴＣＴＡＣＧＧＴＴＣＡＣＧ－３′）；５′端扩增引
物为５Ｆ１：（５′－ＣＧＧＴＧＧＴＧＡＡＣＡＴＴＴＣＧＣＴＡＣＡＧ－３′），５Ｆ２：
（５′－ＧＡＡＧＴＴＡＣＧＧＴＧＡＧＧＡＧＣＡＧＧ－３′）。
１．２．２　红麻ＭＩＯＸ基因全长 ｃＤＮＡ的克隆　红麻 ＭＩＯＸＴ基
因３′末端扩增参照ＴａＫａＲａ公司试剂盒。使用接头引物进行
ＲＮＡ反转录，然后通过与接头引物部分重叠的３′－ＯＵＴ、３′－
ＩＮ引物分别与基因特异性引物３Ｆ１、３Ｆ２进行巢式 ＰＣＲ，５′端
克隆利用末端脱氧核苷酸转移酶法（ＴｄＴ），在 ｃＤＮＡ的３′末
端加上１个多聚的ｄＣ尾，然后用５′－ＯＵＴ、５′－ＩＮ以及基因
特异性引物５Ｆ１、５Ｆ２进行巢式ＰＣＲ，ＲＴ－ＰＣＲ体系为２５μＬ，
含无菌去离子水（１７．５μＬ）、１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（２．５μＬ）、
１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰＭｉｘ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ，２μＬ）、上下游引物
（１０μｍｏｌ／Ｌ）各２．５μＬ、１０ＵμＬ／ＬＴａｑ（０．２μＬ）、ＤＮＡ聚合

—８４— 江苏农业科学　２０１７年第４５卷第１８期



酶（２Ｕ）。反应程序：预变性９５℃３ｍｉｎ；变性９４℃ ４０ｓ，退
火５５℃５０ｓ，延伸７２℃ ３ｍｉｎ，３５个循环；最后７２℃延伸
１０ｍｉｎ），ＰＣＲ产物用天根生物有限公司琼脂糖胶回收试剂盒
回收纯化，连入 ｐＭＤｌ８－Ｔ载体，热激转化 ＤＨ５α感受态细
胞，菌落 ＰＣＲ和质粒酶切验证正确的单克隆送华大基因测
序。利用ＤＮＡＭＡＮ软件拼接 ＭＩＯＸＴ基因的３′末端、５′末端
和核心片段。

１．２．３　红麻ＭＩＯＸ基因序列及表达分析　采用ＰｒｏｔＰａｒａｍ分
析ＨｃＭＩＯＸ基因的各种基本理化特性，采用在线软件 ＮＣＢＩ
ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ寻找 ＭＩＯＸＴ基因的编码区及其推倒的氨基酸序
列。红麻成长至５０ｄ后，采用２０％ＰＥＧ６０００诱导处理后分别
取根、茎和叶组织中的 ＲＮＡ样品，红麻１８ＳＲＮＡ为内参，对
不同组织中的ＭＩＯＸＴ基因进行半定量分析。

２　结果与分析

２．１　红麻ＲＮＡ提取
红麻是一种富含多糖、多酚和其他次生代谢物质的植物，

高质量的ＲＮＡ获取比较困难，笔者参照陈美霞等的提取方
法［９］，利用ＳＤＳ法并稍作改进获得高质量的ＲＮＡ，总ＲＮＡ主
带清晰，条带锋利，无明显降解，２８Ｓ条带约为１８Ｓ的２倍，提
取的ＲＮＡ浓度为８７６ｎｇ／μＬ，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ ＝２．０２，其浓度和
纯度较好，可满足下一步试验的要求。

２．２　红麻ＨｃＭＩＯＸ基因克隆
通过对红麻转录组数据库的筛选，获得红麻 ＭＩＯＸ基因

的核心片段，根据核心片段设计扩增该基因的５′端和３′端末
端引物，在５′末端克隆中，以５′－ＩＮ和５′Ｆ２为引物扩增得到
１条５０２ｂｐ的片段，３′末端扩增反应中，以３′－ＩＮ和３′Ｆ２为
引物扩增得到约２１３ｂｐ的条带；最后利用基因特异引物扩增
获得包括５′ＵＴＲ部分序列的ＭＩＯＸ基因 ｃＤＮＡ全长１２１６ｂｐ
的片段（图１）。

２．３　红麻ＨｃＭＩＯＸ基因序列及表达分析
利用ＤＮＡＭＡＮ软件对测序结果进行拼接后得到９４８ｂｐ

的核苷酸序列，编码１段含有３１５个氨基酸的推导性蛋白质
（图２），分子量为３１．９ｋｕ，等电点为４．７５。图３表明，红麻
ＨｃＭＩＯＸ在根、茎、叶中均有表达，在根中的表达量最高。

３　结论与讨论

肌醇加氧酶是植物细胞壁合成中前体物质 ＵＤＰ－葡萄
糖醛酸和抗坏血酸的生物合成中的关键酶，在植物的逆境成

长发育过程中，抗坏血酸起着重要的保护作用，有关植物肌醇

加氧酶的研究只在水稻中有报道［４－６］。王海光等研究了不同

水稻肌醇加氧酶基因水分胁迫下的表达情况，结果表明，在旱

稻（ＩＲＡＴ１０９）中 ＯｓＭＩＯＸ基因的表达上调，在旱稻（ＩＲＡＴ１０９
和毫格劳）中的表达量明显高于水稻（越富和日本晴）品种，

这说明水稻和旱稻中存在不同的分子响应机制以应对水分胁

迫［８］。肌醇加氧酶基因在红麻不同组织中都有表达，但根中

表达量最高，水分胁迫直接影响着根部的生理代谢活动，很可

能是因为红麻主要通过根部生理变化、基因表达来应对干旱

胁迫。

本研究通过分析红麻干旱胁迫转录组数据，筛选到１个
红麻受干旱胁迫诱导高效表达的基因（ＭＩＯＸ）片段，利用染
色体步移技术获取该基因全长ｃＤＮＡ序列。生物信息学分析
表明，ＨｃＭＩＯＸ基因编码序列长９４８ｂｐ，编码３１５个氨基酸，相
对分子量为４１．８ｋｕ，等电点为４．８６。干旱胁迫诱导表达分
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析表明，ＭＩＯＸ基因在红麻根、茎和叶组织中均有表达，在根
中的表达量最高。这是在纤维作物红麻中首次分离得到该基

因，研究结果为下一步分析该基因的功能和了解红麻抗旱的

分子机制提供参考。
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张　俊，李　伟，张　静，等．青岛烟草番茄黄化曲叶病毒的分子鉴定与全基因组序列分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０１７，４５（１８）：５０－５３．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１７．１８．０１２

青岛烟草番茄黄化曲叶病毒的分子鉴定

与全基因组序列分析

张　俊１，２，李　伟３，张　静３，申莉莉２，王凤龙２，章松柏１，杨金广２

（１．长江大学农学院，湖北荆州４３４０２５；２．中国农业科学院烟草研究所，山东青岛 ２６６１０１；
３．红云红河烟草（集团）有限责任公司，云南昆明６５０２３１）

　　摘要：２０１６年６月从青岛即墨市中国农业科学院烟草研究所试验基地采集疑似感染番茄黄化曲叶病毒的烟叶样
品。提取病叶总ＤＮＡ，使用双生病毒（Ｇｅｍｉｎｉｖｉｒｕｓ）通用引物ＰＡ／ＰＢ对样品进行ＰＣＲ扩增和测序，感病叶片ＤＮＡ仅检
测出番茄黄化曲叶病毒（ｔｏｍａｔｏｙｅｌｌｏｗｌｅａｆｃｕｒｌｖｉｒｕｓ，简称ＴＹＬＣＶ）；根据测定的部分序列片段，设计了１对全长序列背
向引物，对其基因组全长进行克隆测定。结果显示，该病毒核酸为单链环状 ＤＮＡ，基因组为单一组分 ＤＮＡ－Ａ，经过
分子比对和系统进化树分析发现，ＴＹＬＣＶ－ＳＤＱＤＪＭ（ＧｅｎＢａｎｋ：ＫＹ６４０４５６）与山东省潍坊市番茄分离物 ＴＹＬＣＶ、山东
省泰安市番茄分离物ＴＹＬＣＶ同源性最高为９９％，与已经报道的其他地区 ＴＹＬＣＶ分离物同源性均在９７％以上，因此
确定从青岛即墨市采集的烟草矮化病毒症状烟株是由ＴＹＬＣＶ侵染所致；同时采集了发病植株以及周边蔬菜保护地部
分蔬菜上的烟粉虱成虫进行检测，其中１５．０％的烟粉虱样品检出番茄黄化曲叶病毒，因此明确了侵染该地区烟草的
番茄黄化曲叶病毒是由带毒烟粉虱传播的。

　　关键词：番茄黄化曲叶病毒；烟草；烟粉虱；分子鉴定；全基因组序列分析
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为植物病毒监测。Ｅ－ｍａｉｌ：１９１１７２８８５＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：章松柏，博士，副教授，研究方向为病毒监测与分子病毒

学，Ｅ－ｍａｉｌ：ｙａｎｇｔｚｅ２００８＠１２６．ｃｏｍ；杨金广，博士，副研究员，研究
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　　烟草是我国重要的经济作物之一，其病毒病的危害是最 为严重的。烟草病毒病曾相继在世界各主产烟区暴发流行，

每年给烟草生产带来重大损失，严重影响烟叶的品质，给烟农

造成严重的经济损失［１］。２０１６年６月，青岛即墨市烟田发现
了部分烟株表现矮小，叶片黄化上卷，呈现皱缩症状，推测该

烟株疑似感染双生病毒（Ｇｅｍｉｎｉｖｉｒｕｓ）。该病毒病在我国西南
烟区发生尤为普遍，特别是在部分烟区的冬春烟墒危害严重，

例如在广西省百色烟区冬春烟上发病率超过６０％，给当地烟
叶生产造成极大损失，直接导致百色烟区冬春烟的绝产，促使

了百色烟区烟叶种植模式的调整［２］。

作为菜豆金色花叶病毒属（Ｂｅｇｏｍｏｖｉｒｕｓ）的典型代表，番
茄黄化曲叶病毒（ｔｏｍａｔｏｙｅｌｌｏｗｌｅａｆｃｕｒｌｖｉｒｕｓ，简称ＴＹＬＣＶ）是
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