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　　紫萼玉簪（Ｈｏｓｔａｖｅｎｔｒｉｃｏｓａ）又称紫花玉簪、紫玉簪，为百
合科玉簪属多年生宿根草本植物，在我国主要分布于东北、华

东、西南、广西等地［１］，自然生长于林下、溪边。紫萼玉簪花

紫色、无香味，叶卵圆形，有较高的观赏价值，作为重要的观赏

植物被广泛应用于园林地被、花境及盆栽。玉簪属其他植物

观赏性状丰富，如具有白色花朵、花朵具有香气等，但这些玉

簪属植物多数不耐寒，无法在东北地区自然越冬，这严重阻碍

了玉簪属植物在东北地区的应用推广，然而紫萼玉簪具有极

耐寒的特性，是唯数不多的能够在东北地区自然越冬的玉簪

属植物之一，故推测紫萼玉簪具有其他玉簪属植物所不具备

的抗寒相关基因及抗寒机理。本研究通过探究紫萼玉簪中与

抗寒功能相关的基因，为今后摸清紫萼玉簪的抗寒机理及利

用分子育种方法进行抗寒玉簪新品种培育提供参考。

ＧＡＳＡ（ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｃａｃｉｄ－ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ）基因家族
最早在拟南芥中发现［２］，后来在很多其他植物中发现了与其

相似的蛋白，如水稻（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ）ＯｓＧＡＳＲ１基因和 ＯｓＧＡＳＲ２
基因［３］、草莓（Ｆｒａｇａｒｉａａｎａｎａｓｓａ）ＧＡＳＴ１－ｌｉｋｅ基因、矮牵牛
（Ｐｅｔｕｎｉａｈｙｂｒｉｄａ）ＧＩＰ基因［４］等。ＧＡＳＡ编码基因数量众多，
大多数成员受赤霉素（ＧＡ）调控［５］。ＧＡＳＡ蛋白又称 Ｓｎａｋｉｎ
蛋白，是一类ＣＲＰ（ｃｙｓｔｅｉｎｅ－ｒｉｃｈｐｅｐｔｉｄｅｓ）蛋白。ＣＲＰ蛋白是
植物中富含半胱氨酸的小分子多肽，其在植物生长发育和逆

境反应中具有重要的作用［６］。ＧＡＳＡ蛋白中富含半胱氨酸，
半胱氨酸是形成二硫键所必需的，而二硫键的形成对维持蛋

白质空间构象的稳定具有非常重要的作用。ＧＡＳＡ蛋白在低
温、高盐等非生物胁迫应答中具有重要作用，此外也参与多项

生长发育活动，如种子萌发、根的形成、茎的生长、花和果实发

育及虫害、病菌等生物胁迫，在激素信号转导等过程中亦发挥

重要的调控作用［７］。

脂肪酸去饱和酶（ｆａｔｔｙａｃｉｄｄｅｓａｔｕｒａｓｅ，ＦＡＤ）是不饱和脂
肪酸合成途径中重要的酶物质，ＦＡＤ基因是油酸合成的关键
酶基因。当植物处于低温环境时，ＦＡＤ通过调节脂肪酸不饱
和度来调节膜的流动性［８］，保护膜结构不受破坏，从而达到

提高植物抗寒性的作用。目前 ＦＡＤ基因在许多植物中被发
现及研究，其中有关抗寒性研究的植物种类也很多，包括马齿

苋、棉花、橄榄、白芸豆、马铃薯等［９］。此外，不饱和脂肪酸与

植物的抗旱［１０］、耐盐［１１］、抗重金属、抗病、细胞识别以及组织

免疫等方面也密切相关［１２－１３］。

１　材料与方法

１．１　材料采集与处理
从２０１５年９月１５日至１１月２４日，随着长春地区由秋

季转入冬季，气温及地温逐渐降低，每隔７ｄ于当日０７：００进
行采样，每次采集的样品依次编号为 Ａ～Ｋ。每次采样对校
园内同地点种植的紫萼玉簪根系进行采集，并测定实时地温

（距离地表１０ｃｍ处），记录当天最高及最低气温，将根系泥
土用去离子水冲洗干净，吸干表面的水分，液氮速冻后置于

－８０℃ 冰箱保存，具体采样的气候条件见表１。

表１　紫萼玉簪自然降温采样气候条件

采样编号
采集日期

（月－日）
实时地温

（℃）
最高气温

（℃）
最低气温

（℃）

Ａ ０９－１５ １７．２ ２８ １５
Ｂ ０９－２２ １６．８ ２７ １６
Ｃ ０９－２９ １２．４ １９ ７
Ｄ １０－０６ １１．５ ２４ １３
Ｅ １０－１３ ８．５ １３ ３
Ｆ １０－２０ ５．７ １０ －１
Ｇ １０－２７ ２．６ ７ －３
Ｈ １１－０３ ３．０ １５ ７
Ｉ １１－１０ ２．４ １ －６
Ｇ １１－１７ １．２ －３ －９
Ｋ １１－２４ －０．４ －１１ －１６
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１．２　ＤＮＡ提取、总ＲＮＡ提取、完整性检验及反转录ｃＤＮＡ
紫萼玉簪根系总 ＤＮＡ提取采用改良 ＣＴＡＢ法［１４］，总

ＲＮＡ提取使用ＲＮＡｐｒｅｐＰｕｒｅ植物总 ＲＮＡ提取试剂盒（天根
生化科技有限公司）。采用１％琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ、
ＲＮＡ的完整性、降解程度及是否存在污染，采用超微量紫外
光分光光度计测定二者浓度。采用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔ
ＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）试剂盒（ＴａＫａＲａ公
司）将提取的紫萼玉簪根系 ＲＮＡ进行反转录 ｃＤＮＡ，制备好
的ｃＤＮＡ置于－２０℃冰箱保存。
１．３　ＨｖＧＡＳＡ、ＨｖＦＡＤ基因的克隆

笔者所在课题组前期进行了紫萼玉簪转录组测序工作，

建立了以抗寒性为基础的转录组数据库，测序材料为紫萼玉

簪的根系。在转录组测序数据库中筛选出２条功能注释与
ＧＡＳＡ、ＦＡＤ相关的差异表达基因（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅ，
ＤＥＧ）进行下一步分析，序列在测序数据库中的 ＩＤ分别为

ｃ１８５５７．ｇｒａｐｈ＿ｃ０、ｃ６０５８４．ｇｒａｐｈ＿ｃ０。在美国国立生物技术信息
中心（ｎａｔｉｏｎａｌｃｅｎｔｅｒｆｏｒｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＮＣＢＩ）数据库
中进行ＢＬＡＳＴｐ比对，发现ｃ１８５５７．ｇｒａｐｈ＿ｃ０蛋白序列与石刁
柏（Ａｓｐａｒａｇｕｓｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ）的 ＡｏＧＡＳＡ基因（ＸＰ＿０２０２７４４８．１）及
大蒜（Ａｌｌｉｕｍｓａｔｉｖｕｍ）ＡｓＧＡＳＡ基因（ＡＥＸ５５２３３．１）分别具有
６６％、５９％的一致性，故命名为 ＨｖＧＡＳＡ基因；ｃ６０５８４．ｇｒａｐｈ＿
ｃ０蛋白序列与石刁柏的脂肪酸去饱和酶 ＡｏＦＡＤ（ＸＰ＿
０２０２４４１７４４．１）具有８５％的一致性，故命名为ＨｖＦＡＤ基因。

以紫萼玉簪根系 ｃＤＮＡ为模板，采用 ３′ＲＡＣＥ及 ５′
ＧｅｎｏｍｅＷａｌｋｉｎｇ的方法进行 ＨｖＧＡＳＡ、ＨｖＦＡＤ基因 ＯＲＦ全长
克隆，试验具体操作方法详见 ３′－ＦｕｌｌＲＡＣＥＣｏｒｅＳｅｔｗｉｔｈ
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴａｓｅ（ＴａＫａＲａ公司）使用说明书及 Ｇｅｎｏｍｅ
ＷａｌｋｉｎｇＫｉｔ（ＴａＫａＲａ公司）使用说明书。使用 Ｐｒｉｍｅｒ５．０进
行引物设计，并委托生工生物工程（上海）股份有限公司进行

引物合成及测序，引物信息见表２。

表２　ＰＣＲ引物序列

引物名称
序列

（５′→３′）
引物名称

序列

（５′→３′）

ＨｖＧＡＳＡ－ｏｕｔｅｒ ＡＴＧＧＣＴＴＣＧＴＣＴＣＧＣＴＴＣＴＡＴＣＴＴＧ ＨｖＦＡＤ－Ｆ ＡＴＧＧＣＴＴＣＧＴＣＴＣＧＣＴＴＣＴＡＴＣＴＴ

ＨｖＧＡＳＡ－ｉｎｔｅｒ ＣＡＴＣＡＧＡＡＧＴＴＧＡＣＡＡＧＧＧＡＡＡＧＣＡ ＨｖＦＡＤ－Ｒ ＣＴＡＡＧＧＧＣＡＴＴＴＧＴＧＣＧＣＧＣ

ＨｖＦＡＤ－ｏｕｔｅｒ ＣＣＧＴＧＧＡＴＧＧＧＣＴＡＴＣＡＣＴＴＣＴＧ ＨｖＧＡＳＡ－Ｆ ＡＴＧＧＣＧＴＧＣＡＧＧＣＴＣＧＣＡ

ＨｖＦＡＤ－ｉｎｔｅｒ ＴＣＴＣＴＣＣＴＧＡＡＧＡＣＴＣＴＣＡＡＣＣＡＡＴＣ ＨｖＧＡＳＡ－Ｒ ＴＧＴＡＴＡＣＴＣＡＧＧＣＡＴＧＡＣＣＴＴＣＴＴＧＡＧＡ

ＨｖＦＡＤ－ｓｐ３ ＧＡＡＧＧＡＣＣＡＡＧＴＡＧＣＡＡＴＧＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣ ＨｖＧＡＳＡ－Ｑ－Ｆ ＧＧＣＴＴＣＧＴＣＴＣＧＣＴＴＣＴＡＴＣＴＴ

ＨｖＦＡＤ－ｓｐ２ ＧＡＡＧＣＣＡＴＡＡＣＴＴＴＣＧＣＡＣＡＴＣＴＣＣＴＧ ＨｖＧＡＳＡ－Ｑ－Ｒ ＡＴＧＣＴＣＣＴＣＣＧＣＡＧＴＴＣＡＡＧ

ＨｖＦＡＤ－ｓｐ１ ＣＴＧＡＣＴＴＣＣＡＡＧＣＴＴＴＣＧＴＡＴＣＡＴＣＡＡＴ ＨｖＦＡＤ－Ｑ－Ｆ ＧＧＣＡＴＣＡＴＴＧＣＴＴＣＡＧＡＣＧＡ

ＨｖＦＡＤ－Ｑ－Ｒ ＡＡＧＧＣＡＡＧＣＡＣＡＧＴＡＴＣＧＴＣＡＧ

１．４　生物信息学分析
利用ＥｘＰＡＳｙ－ＰｒｏｔＰａｒａｍ和 ＥｘＰＡＳｙ－ＰｒｏｔＳｃａｌｅ在线

分析氨基酸序列的疏水性和理化性质。通过 Ｅｘｐａｓｙ网站
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）将该 ｃＤＮＡ序列翻译为氨基酸序
列。通过ＮＣＢＩ网站的在线 ＢＬＡＳＴ分析工具（ｈｔｔｐｓ：／／ｂｌａｓｔ．
ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）中的ＢＬＡＳＴｐ工具对核苷酸序列
进行比对库检（比对数据库选择 ＮＲ，替换计分矩阵选择
ＢＬＯＳＵＭ６２，其他采用默认参数），检索与该蛋白序列相似度
较高的序列。然后选取比对结果中 Ｅ－ｖａｌｕｅ较低且
Ｑｕｅｒｙｃｏｖｅｒ较高的序列，用 ＣＬＵＳＴＸ２进行多序列比对。采用
ＳｉｇｎａｌＰ４．１预测其是否具有信号肽。将多序列比对结果输出
为ＮＥＸＵＳ格式，用ＰＵＡＰ４．０和Ｍｏｄｅｌｔｅｓｔ３．７检验最优的氨
基酸替换模型，然后在ＧＴＲ＋Ｉ＋Ｇ（广义时间可逆）模型下用
最大似然法构建进化树。在 ＮＣＢＩ网站使用 ＢＬＡＳＴｐ程序进
行库检，数据库采用ＰＤＢ，搜索结果与目的基因氨基酸序列相
似性较高且已知蛋白晶体的序列，并选择与目的基因相似度

较高且分辨率较高的 ３个晶体结构作为参考，然后用
Ｍｏｄｅｌｌｅｒ９．１软件，构建三维结构。用 ＰＳＯＲＴⅡ在线分析软
件对蛋白质序列进行分析。

１．５　ｑＲＴ－ＰＣＲ表达量分析
ｑＲＴ－ＰＣＲ使用的引物序列见表２，以报道的 Ａｃｔｉｎ基因

为内参基因［１５］，设置３次重复试验。试验试剂采用 ＳＹＢＲ

ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ（ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）（ＴａＫａＲａ公司），仪器使
用７３００ＦａｓｔＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲＳｙｓｔｅｍ（ＡＢＩ公司）。

２　结果与分析

２．１　总ＤＮＡ提取、总ＲＮＡ提取及检验
紫萼玉簪根系总ＤＮＡ提取凝胶电泳结果见图１，Ｄ２６０ｎｍ／

Ｄ２８０ｎｍ为１．９２５，ＤＮＡ浓度为 ４８６μｇ／μＬ。根系总 ＲＮＡ的凝
胶电泳结果见图 ２，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ为 ２．０３１，ＲＮＡ浓度
为 ２０９μｇ／μＬ。

２．２　ＨｖＧＡＳＡ、ＨｖＦＡＤ基因的克隆
用３′ＲＡＣＥ和 ５′ＧｅｎｏｍｅＷａｌｋｉｎｇ的方法进行 ＨｖＧＡＳＡ、

ＨｖＦＡＤ基因３′末端和５′末端的克隆，ＰＣＲ凝胶电泳检测结果
见图３，切胶回收测序后，利用 ＤＮＡＭＡＮ进行全长序列拼接
后，再进行Ｂｌａｓｔ序列比对，获得具有完整ＯＲＦ框的２条基因
序列：ＨｖＧＡＳＡ（３３６ｂｐ，图３－ａ）、ＨｖＦＡＤ（１３２０ｂｐ，图３－ｂ）。
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２．３　生物信息学分析
２．３．１　ＨｖＧＡＳＡ基因
２．３．１．１　理化性质分析、多序列比对　ＨｖＧＡＳＡ基因的序列
全长为３３６ｂｐ，编码的蛋白质全长１１１个氨基酸，分子量为
２７．９５ｋｕ，等电点（ｐＩ）为５．２４。利用推测的 ＨｖＧＡＳＡ氨基酸
序列在ＮＣＢＩ数据库中进行ＢＬＡＳＴｐ搜索，并从其序列比对结
果中挑选相似性较高的 １２条 ＧＡＳＡ蛋白序列，进一步与
ＨｖＧＡＳＡ进行多序列比对，结果如图４所示。通过 ＳＭＡＲＴ网
站及 ＥｘＰＡＳｙ－ＰｒｏｔＳｃａｌｅ网站对氨基酸序列进行分析，发现
ＧＡＳＡ蛋白Ｎ端１～２３个氨基酸为信号肽序列（图４中方框
区域），Ｃ末端具有由１２个半胱氨酸残基组成的高度保守的
ＧＡＳＡ结构域（图４中箭头所指部位），两者之间是极性氨基

酸残基组成的可变亲水区域，黑色背景区域为保守性较高

区域。

２．３．１．２　构建进化树　利用 ＰＵＡＰ４．０对１３条 ＧＡＳＡ蛋白
序列进行系统发育分析，发现ＧＡＳＡ蛋白可被分为２大类（图
５），其中桐油树（Ｊａｔｒｏｐｈａｃｕｒｃａｓ，ＮＰ＿００１２９５６１４．１）、毛果杨
（Ｐｏｐｕｌｕｓｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ，ＸＰ＿００２３０７７２０．１）、芜菁（Ｂｒａｓｓｉｃａｒａｐａ，
ＸＰ＿００９１１２５６１．１）、巨桉（Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓｇｒａｎｄｉｓ，ＸＰ＿０１００６０２０８．
１）、芝麻（Ｓｅｓａｍｕｍｉｎｄｉｃｕｍ，ＸＰ＿０１１０９２８６８．１）等８条序列聚
为一 类；ＨｖＧＡＳＡ与 石 刁 柏 （Ａｓｐａｒａｇｕｓｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ，ＸＰ＿
０２０２７４４０８．１）、大蒜（Ａｌｌｉｕｍｓａｔｉｖｕｍ，ＡＥＸ５５２３３．１）关系较近，
与铁皮石斛（Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｃａｔｅｎａｔｕｍ，ＸＰ＿０１０６８８３９４．１）、甜菜
（Ｂｅｔａｖｕｌｇａｒｉａｓ，ＸＰ＿０１０６９０４５９．１）聚为一类。

２．３．１．３　蛋白质三级结构预测　用 Ｍｏｄｅｌｌｅｒ９．１软件构建
三维结构，构建出的ＨｖＧＡＳＡ蛋白三维结构如图６所示。
２．３．１．４　亚细胞定位分析　用 ＰＳＯＲＴⅡ在线分析软件对蛋
白质序列进行分析，得到 ＨｖＧＡＳＡ蛋白的亚细胞定位结果为
３９．１％的可能性在线粒体，３０．４％的可能性在细胞外，１７．４％
的可能性在细胞核内，８．７％的可能性在细胞浆，４．３％的可能
性在囊泡中。

２．３．２　ＨｖＦＡＤ基因
２．３．２．１　理化性质分析、多序列比对　ＨｖＦＡＤ基因的序列
全长为１３２０ｂｐ，编码３９９个氨基酸，具有３个跨膜结构，说
明ＦＡＤ是跨膜蛋白，分子量５０．９８ｋｕ，等电点（ｐＩ）为８．８５。
利用推测的ＨｖＦＡＤ基因编码的氨基酸序列在ＮＣＢＩ数据库中
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进行 ＢＬＡＳＴｐ搜索，并从其序列比对结果中挑选相似性较高

的１２条ＦＡＤ蛋白序列，进一步与 ＨｖＦＡＤ的编码氨基酸进行
多序列比对。多序列比对结果如图７所示，图中方框标识区
域为该基因的 ３个跨膜结构，黑色背景区域为保守性较高
区域。

２．３．２．２　构建进化树　ＨｖＦＡＤ基因与石刁柏（Ａｓｐａｒａｇｕｓ
ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ，ＸＰ＿０２０２４１７４４．１）１００％同源，与菠萝（Ａｎａｎａｓ
ｃｏｍｏｓｕｓ，ＸＰ＿０２００８２６１４．１）、小果野蕉（Ｍｕｓａａｃｕｍｉｎａｔａ，ＸＰ＿
００９３８５４６．１）、油棕（Ｅｌａｅｉｓｇｕｉｎｅｅｎｓｉｓ，ＸＰ＿０１０９４２１０３．１）、海枣
（Ｐｈｏｅｎｉｘｄａｃｔｙｌｉｆｅｒａ，ＸＰ＿００８７９９６４６．１）聚为一类，详见图８。
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２．３．２．３　蛋白质三级结构预测　用 Ｍｏｄｅｌｌｅｒ９．１软件构建
三维结构，构建出的ＨｖＦＡＤ蛋白三维结构如图９所示。

２．３．２．４　亚细胞定位分析　用 ＰＳＯＲＴⅡ在线分析软件对蛋
白质序列进行分析，得到该蛋白的亚细胞定位结果为５５．６％
可能性定位于内质网，４４．４％可能性定位于线粒体。这与报
道中ＥｕＦＡＤ３－１（杜仲，Ｅｕｃｏｍｍｉａｕｌｍｏｉｄｅｓ）基因通过亚细胞
定位发现其编码的蛋白质定位于内质网的结果［１６］相似。

２．４　ｑＲＴ－ＰＣＲ分析表达量
通过ｑＲＴ－ＰＣＲ试验，获得 ＨｖＧＡＳＡ、ＨｖＦＡＤ基因在紫萼

玉簪入冬自然降温过程中的表达量变化，结果见图１０。

２．４．１　ＨｖＧＡＳＡ基因ｑＲＴ－ＰＣＲ分析　通过ｑＲＴ－ＰＣＲ试验
发现，紫萼玉簪中ＧＡＳＡ基因的表达量在入秋降温过程中有３
个明显的降温阶段（１７．２～１１．５、１１．５～３、３～－１．０℃），
ＨｖＧＡＳＡ基因表达量均呈现上升趋势，而最后一次降温中
ＨｖＧＡＳＡ基因上调表达的幅度明显大于前２个阶段降温，说明
３℃低温对紫萼玉簪产生了较明显的胁迫作用，致使ＨｖＧＡＳＡ

基因大量表达以抵御逆境胁迫，而当降温程度减弱甚至稍有

回升时，ＨｖＧＡＳＡ基因表达量又表现出下调趋势。
２．４．２　ＨｖＦＡＤ基因ｑＲＴ－ＰＣＲ分析　紫萼玉簪ＦＡＤ基因在
入秋降温过程中有３个明显的降温阶段（１７．２～１１．５、１１．５～
３、３～－１．０℃），ＨｖＦＡＤ基因表达量均呈现上升趋势，且
１１．５～３℃的降温幅度中，ＨｖＦＡＤ基因上调表达幅度最明显。

３　讨论

ＧＡＳＡ编码基因数量众多，不同的 ＧＡＳＡ基因家族成员可
以具有相同或相反的功能，甚至同一 ＧＡＳＡ基因家族成员具
有多种生物学功能。本研究通过低温差异背景下进行的转录

组测序，经Ｕｎｉｇｅｎｅ组装及差异表达基因分析、基因功能注释
等工作，从测序数据库中筛选得到 ＨｖＧＡＳＡ基因。曾有文献
报道 ＧＡＳＡ基因与环境温度相关，Ｋｏ等研究表明，拟南芥
ＧＡＳＡ４基因的表达与温度有关，研究发现该基因与玉米（Ｚｅａ
ｍａｙｓ）的耐热基因ＴＴＯ６（Ｔｈｅｒｍｏ－ｔｏｌｅｒａｎｃｅ６）存在６９％的相
似性；ＧＡＳＡ４基因过表达下，转基因拟南芥植株的抗热性显著
增强，认为可能是ＧＡＳＡ４蛋白作为胞外热击信号分子或者作
为分子伴侣通过稳定内质网上的与热击因子ＨＳＥ（ｈｅａｔｓｈｏｃｋ
ｅｌｅｍｅｎｔ）有关的ＢｉＰ蛋白（ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ），从而提高了转基
因植株的耐热性［１７］。张强等研究发现，大马士革玫瑰（Ｒｏｓａ
ｄａｍａｓｃｅｎａ）的 ＧＡＳＡ４－ｌｉｋｅ基 因 与 拟 南 芥 （Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ）ＧＡＳＡ４氨基酸及玉米耐热基因 ＴＴＯ６氨基酸均有较
高的相似性。通过对 ＧｅｎＢａｎｋ的 Ｂｌａｓｔ分析及基因序列分析
发现，大马士革玫瑰ＧＡＳＡ４－ｌｉｋｅ基因与高温和盐胁迫下诱导
表达的基因高度同源，其序列中发现了多个 ＭＹＢ、ＭＹＣ转录
因子识别位点和诱导抗性响应基因转录的 Ｗ－ｂｏｘ，表明
ＧＡＳＡ４－ｌｉｋｅ的蛋白可能也参与了植物的抗性调节过程［１８］。

本试验中发现，自然降温过程中 ＨｖＧＡＳＡ基因会随着降温而
发生上调表达，且降温幅度大，表达量上调幅度也增加，而当

温度略有回升时，ＨｖＧＡＳＡ基因发生下调表达，说明紫萼玉簪
ＧＡＳＡ基因与植物抗寒性具有密切的关系，并成正向相关，而
玉簪的ＧＡＳＡ基因是否还参与系统发育等方面的建成，还有
待于进一步研究。

植物受低温胁迫时引起的受害反应主要是由于低温破坏

了细胞膜系统的结构和流动性，而脂肪酸是细胞膜脂的主要
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成分，适当的增加植物体内不饱和脂肪酸的比例，可明显提高

植物的抗寒性。根据双键的位置和功能等可将不饱和脂肪酸

分为ω－３和ω－６２种类型［１９］，目前对 ω－３脂肪酸去饱和
酶基因研究多集中在 ＦＡＤ３基因，据文献报道该基因已从紫
苏（Ｐｅｒｉｌｌａｆｒｕｔｅｓｃｅｎｓ）等植物中成功分离克隆出来，经试验验
证该基因的过量表达可显著提高植物体内不饱和脂肪酸的比

例，而提高植物的抗寒性［２０］。ω－３脂肪去饱和酶属于膜结
合脱氢酶，有研究表明，拟南芥的脂肪酸脱氢酶基因 ＦＡＤ３和
ＦＡＤ７基因在常温下可正常表达，而 ＦＡＤ８基因只有在温
度≤２０℃ 时才表达［１９］。本试验中 ＨｖＦＡＤ基因随自然降温
而发生上调表达，原因是ＦＡＤ基因上调表达的结果是增加了
不饱和脂肪酸的含量，从而提高膜脂的流动性，最终使得植物

的耐冻性得到提高。有研究证明，脂肪酸的代谢和修饰在细

胞的内质网或胞质中进行［２１］，本研究中对紫萼玉簪的 ＦＡＤ
基因的亚细胞定位预测结果与之相符合。

通过上述２条与抗寒相关基因在不同地温环境中表达量
分析发现，２条基因均在３℃附近表现出明显的表达量变化，
由此可推测紫萼玉簪根系对于 ３℃以上低温环境不敏感，
３℃ 以上低温对紫萼玉簪根系组织的影响相对较小，而３℃
以下的低温会明显影响其正常生理活动，致使大量抗寒相关

基因迅速发生表达量变化，以达到抵御低温所带来的危害。

４　结论

从紫萼玉簪中克隆得到ＨｖＧＡＳＡ、ＨｖＦＡＤ基因的ｃＤＮＡ全
长序列，长度分别为３３６、１３２０ｂｐ，分别编码１１１、３９９个氨基
酸，其中ＨｖＦＡＤ基因所编码的蛋白为跨膜蛋白。ｑＲＴ－ＰＣＲ
分析结果表明，２条基因随自然地温的降低均发生上调表达，
而且在地温降至３℃时发生剧烈的表达量变化，说明ＨｖＧＡＳＡ
和ＨｖＦＡＤ与紫萼玉簪的抗寒性具有密切的关系。
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