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茶树 ＣｓＧＰＸ基因克隆及干旱胁迫下的表达分析
乔新荣，张继英

（信阳农林学院，河南信阳４６４０００）

　　摘要：采用反转录－ＰＣＲ（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ－ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，简称ＲＴ－ＰＣＲ）技术，从茶树叶片中克隆
长３８７ｂｐ的ＣｓＧＰＸ基因片段，生物信息学分析结果表明该基因片段编码的氨基酸序列为ＧＰＸ蛋白的保守序列，系统
进化树分析结果揭示该蛋白与拟南芥ＡｔＧＰＸ６、杨树ＰｔＧＸＰ６等亲缘关系较近。定量 ＰＣＲ分析结果表明，干旱胁迫处
理１２ｈ内，ＧＰＸ表达量明显上升，初步分析茶树ＣｓＧＰＸ基因在干旱胁迫反应中发挥重要作用。
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作者简介：乔新荣（１９７２—），女，河南新密人，博士，副教授，主要从事
植物生理及分子生物学研究。Ｔｅｌ：（０３７６）６６９８０２３；Ｅ－ｍａｉｌ：
ｘｉｎｒｏｎｇ８０６＠１６３．ｃｏｍ。

　　谷胱甘肽过氧化物酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，简称 ＧＰＸ）
是生物机体内重要的抗氧化酶，它可以清除机体内的 Ｈ２Ｏ２
及脂质过氧化物，阻断活性氧自由基对机体的进一步损伤，保

护细胞免受氧化胁迫，提高植物的抗逆能力［１－２］。谷胱甘肽

过氧化物酶也可以作为信号分子，与激素交联，调节植物的生

长发育［３－４］。因此，对谷胱甘肽过氧化物酶进行开发和利用

具有重要的意义，现已从烟草、柑橘、拟南芥、大白菜、番茄、豌

豆、水稻、龙眼等许多植物中分离和鉴定［５］。

茶树［Ｃａｍｅｌｌｉａｓｉｎｅｎｓｉｓ（Ｌ．）Ｏ．Ｋｕｎｔｚｅ］属于山茶科双子
叶植物，茶叶具有高效的抗癌、抗衰老、抗辐射、抗氧化、清除

人体自由基、降血糖和血脂等一系列药理功能。我国茶区地

形分布复杂，包括平原、丘陵、山地和高原。这些地区经常出

现季节性干旱、高温、低温等逆境，导致茶芽萌发迟、生长瘦

弱，造成茶产量和品质下降。本研究拟克隆茶树 ＣｓＧＰＸ基
因，并对其进行生物信息学方面及干旱胁迫下的转录表达进

行初步分析，旨在为今后通过基因工程研究ＣｓＧＰＸ基因的表
达，探究茶树依赖 ＣｓＧＰＸ途径清除活性氧的分子基础，以期
为鉴定和选育茶树抗逆品种提供分子水平上的理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本研究所使用的茶树材料为河南省信阳茶叶示范园区信

阳群体种。选取健壮茶树的新梢幼叶，提取总ＲＮＡ并反转录
得到ｃＤＮＡ模板，利用ＲＴ－ＰＣＲ技术克隆ＣｓＧＰＸ基因片段。

选取长势一致的茶树健壮植株枝条，于人工气候箱内进
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行Ｈｏａｇｌａｎｄ完全营养液水培，每３ｄ更换１次营养液，１周后
进行干旱处理。用渗透势为 －１．０ＭＰａ的聚乙二醇６０００模
拟干旱胁迫进行培养，分别收集胁迫０、３、６、９、１２、１８、２４ｈ的
茶树幼叶，液氮冷冻后保存，分别提取总 ＲＮＡ并反转录得到
不同的ｃＤＮＡ模板，利用 ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ技术检测 ＣｓＧＰＸ基
因转录表达量。

１．２　试验试剂
ＤＮＡ分子量标准、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰｓ、克隆载体

ｐＭＤ１８－Ｔ、ＤＮＡ回收试剂盒、质粒提取试剂盒、反转录试剂
盒，均购自天根生化科技（北京）有限公司；Ｔｒｉｚｏｌ试剂购自
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；荧光定量试剂盒 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ，购自
ＴａＫａＲａ公司；在ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０中进行引物设计；引物合
成及测序由南京金斯瑞生物科技有限公司完成。

１．３　引物序列
ＣｓＧＰＸ基因克隆引物为 Ｆ１：５′－ＧＴＣＡＡＴＧＴＴＧＣＣＴＣＡＣＡ

ＡＴＧＴＧＧ－３′，Ｒ１：５′－ＣＡＧＣＴＴＣＴＴＣＡＣＧＴＣＣＴＴＣＴＣＡＡＴ－３′。
茶树β－Ａｃｔｉｎ基因ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ引物为 Ｆ２：５′－ＡＧＧＧＴＡＴ
ＧＣＴＣＣＴＣＣＴＣＡＴ－３′，Ｒ２：５′－ＴＣＡＧＣＡＧＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＣＡＴ－
３′。ＣｓＧＰＸ基因ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ引物为Ｆ３：５′－ＧＡＧＣＣＡＧＧＧ
ＡＡＴＡＡＴＧＡＧＣ－３′，Ｒ３：５′－ＡＴＴＧＧＡＧＣＡＧＣＡＴＴＣＴＣＡＣ－３′。
１．４　ＣｓＧＰＸ基因片段的信息学分析

分别利用ＤＮＡＭＡＮ６．０、ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８１及ＭＥＧＡ５．２对
ＣｓＧＰＸ基因片段进行氨基酸序列推断、保守序列分析、进化树
构建。

２　结果与分析

２．１　茶树ＣｓＧＰＸ基因片段的克隆
根据其他物种 ＧＰＸ基因的保守序列设计特异扩增引物

Ｆ１和Ｒ１，利用Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取茶树幼叶总ＲＮＡ，检测ＲＮＡ的
质量后，进行反转录获得 ｃＤＮＡ第１链，以此为模板，经 ＰＣＲ
扩增获得１条大小约为４００ｂｐ的目的片段（图１）。反应程序
为９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延
伸５０ｓ，３２个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。扩增产物经１％琼脂糖
凝胶电泳后，用ＤＮＡ凝胶回收试剂盒将目的片段回收纯化，
连接于克隆载体 ｐＭＤ１８－Ｔ上，热激转化大肠杆菌 ＤＨ５α。
菌落ＰＣＲ扩增鉴定后，挑取阳性克隆进行测序，经测序克隆
到的基因片段长３８７ｂｐ，利用ＤＮＡＭＡＮ６．０软件推断其编码
１２９个氨基酸（图２）。

２．２　茶树ＣｓＧＰＸ基因片段的生物信息学分析
从ＧｅｎＢａｎｋ和ＰｅｒｏｘｉＢａｓｅ数据库中下载拟南芥（ＡｔＧＰＸ１～

ＡｔＧＰＸ８）、杨树（ＰｔＧＰＸ１、２、５、８，ＰｔＧＰＸ６－１、ＰｔＧＰＸ６－２）、

水稻 （ＯｓＧＰＸ１）、玉米 （ＺｍＧＰＸ１）、番茄 （ＳｌＧＰＸ）、小麦
（ＴａＧＰＸ）等蛋白质的氨基酸序列，利用 ＤＮＡＭＡＮ６．０和
ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８１软件，与推断的ＣｓＧＰＸ基因片段编码的氨基酸
序列进行同源性比对。由图３可知，ＣｓＧＰＸ编码的氨基酸序
列具有ＧＰＸ蛋白保守特征序列，即具有３个保守结构域（Ⅰ、
Ⅱ、Ⅲ）以及酶活性中心的３个保守的半胱氨酸（Ｃ）残基。初
步推断其克隆的基因序列是茶树ＣｓＧＰＸ基因片段。

　　利用 ＭＥＧＡ５．２软件，按 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ方案对
ＣｓＧＰＸ及部分植物ＧＰＸ蛋白的氨基酸序列进行分子系统进
化分析，由图４可知，ＣｓＧＰＸ保守序列区域与拟南芥ＡｔＧＰＸ６、
杨树ＰｔＧＰＸ６－１、杨树ＰｔＧＰＸ６－２等亲缘关系较近。
２．３　ＣｓＧＰＸ基因在干旱胁迫下的转录表达分析

使用 ＡＢＩ７３００荧光定量 ＰＣＲ仪进行表达量分析，采用
２０μＬ反应体系：１０μＬＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ，正、反向引物
（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．５μＬ，０．４μＬＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅ（５０×），
２．０μＬｃＤＮＡ模板，６．６μＬｄｄＨ２Ｏ。反应程序为９５℃预变性
９０ｓ；ＰＣＲ反应：９５℃１５ｓ，６０℃４０ｓ，共４０个循环，每个样品
进行３次重复检测，使用２－ΔΔＣＴ法求得待测样品的相对表达
量。分别提取干旱胁迫处理０、３、６、９、１２、１８、２４ｈ茶树幼叶
的ＲＮＡ，反转录为 ｃＤＮＡ，以此为模板，利用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ
５．０设计茶树β－Ａｃｔｉｎ定量 ＰＣＲ引物为 Ｆ２、Ｒ２，ＣｓＧＰＸ基因
定量ＰＣＲ引物为 Ｆ３、Ｒ３，以茶树 β－Ａｃｔｉｎ片段为内参，检测
ＣｓＧＰＸ在干旱胁迫下的转录表达量变化。由图５可知，随着
干旱胁迫处理时间的延长，相对表达量呈现先升后降的变化

趋势，在处理１２ｈ时，ＣｓＧＰＸ转录相对表达量达到最大值，约
是对照的 ６倍。随后又降低，２４ｈ后逐渐恢复至处理前的
水平。

３　结论与讨论

本研究中克隆茶树 ＣｓＧＰＸ基因片段所编码的氨基酸序
列具有植物ＧＰＸ的３个特征保守结构域，且含有 ＧＰＸ活性
中心的３个保守的半胱氨酸残基，因此，所克隆的 ＣｓＧＰＸ基
因属于植物ＧＰＸ家族成员。且与已报道的ＡｔＧＰＸ６、ＰｔＧＰＸ６、
ＴａＧＰＸ等亲缘关系较近。初步研究 ＣｓＧＰＸ的转录表达受干
旱胁迫诱导，表明ＣｓＧＰＸ参与茶树抗旱信号转导途径。已报
道ＡｔＧＰＸ６定位于线粒体和胞质，在多种组织的整个发育过
程中都高度表达［３］，盐、铁、铝胁迫增强了 ＡｔＧＰＸ６的 ｍＲＮＡ
表达水平［６］。利用水杨酸（ＳＡ）、生长素（ＩＡＡ）、脱落酸
（ＡＢＡ）、茉莉酸（ＪＡ）等处理后，也引起ＡｔＧＰＸ６转录表达量的
增加［３］。在ＡｔＧＰＸ６基因的启动子区含有ＡＢＡ、ＳＡ、ＩＡＡ响应
元件。另外，定位于小麦叶绿体中的ＴａＧＰＸ基因转入拟南芥
超表达后，表现出对盐、Ｈ２Ｏ２、ＡＢＡ胁迫的强耐性，且盐、
Ｈ２Ｏ２、ＡＢＡ信号转导通路中的关键调节子基因（ＳＯＳ１、
ＲｂｏｈＤ、ＡＢＩ１／ＡＢＩ２）的表达水平也在转基因株系中改变［７］。
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干旱胁迫下水稻的ＧＰＸ酶活性也增强［８］。这些植物 ＧＰＸ的
功能研究为ＣｓＧＰＸ的深入研究提供了参考。将来对 ＣｓＧＰＸ
基因的全长进行克隆，将其原核表达，检测其亚细胞定位。也

将进一步研究ＣｓＧＰＸ酶活性在干旱胁迫中的变化以及其作

用底物的特异性，为阐明ＣｓＧＰＸ在干旱胁迫信号转导中的作
用机制奠定基础。
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