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　　摘要：碱性亮氨酸拉链（ｂＺＩＰ）转录因子在调控植物生长发育及抵抗非生物胁迫过程中具有重要作用。本研究通
过ＲＡＣＥ技术，获得了全长１３１７ｂｐ的芒果ｂＺＩＰ转录因子基因（ＭｉｂＺＩＰ４６）。系统进化树分析结果表明，ＭｉｂＺＩＰ４６与
同样是漆树科的阿月浑子的ｂＺＩＰ亲缘关系最为接近，同源性最高，与甜橙的同源性次之。构建了原核表达重组质粒
ｐＣＺＮ１－ＭｉｂＺＩＰ４６，经０．２ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导，目的蛋白以包涵体的形式表达，经镍柱纯化，获得高纯度（９０％）的目的
蛋白并成功进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ鉴定；ＭｉｂＺＩＰ４６蛋白的亚细胞定位分析结果表明，融合的目的蛋白在烟草叶片细胞中
定位于细胞核；实时荧光定量ＰＣＲ分析结果表明，２００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、１５％ ＰＥＧ和０．１ｍｍｏｌ／ＬＡＢＡ胁迫处理，均能不
同程度诱导ＭｉｂＺＩＰ４６的表达。本研究为进一步挖掘利用芒果的抗逆相关基因提供了理论依据。
　　关键词：芒果；碱性亮氨酸拉链（ｂＺＩＰ）转录因子；基因克隆；基因表达；胁迫处理
　　中图分类号：Ｓ６６７．７０１　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０２３）２１－００２９－０７

收稿日期：２０２３－０３－１５

基金项目：广西自然科学基金（编号：２０１８ＧＸＮＳＦＢＡ０５００２６）；广西高

校中青年教师科研基础能力提升项目（编号：２０１９ＫＹ０７４３、

２０２０ＫＹ１９０２５）。

作者简介：李　健（１９８６—），男，广西百色人，博士，研究方向为植物

抗逆生理与分子生物学。Ｅ－ｍａｉｌ：３３７３７５１５９＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：农艳丰，硕士，高级实验师，研究方向为植物生物技术。

Ｅ－ｍａｉｌ：１４７７０７８５７０＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　转录因子在植物应对各种环境胁迫下的调节
和生物过程中起着至关重要的作用，是决定胁迫条

件下植物能否存活和产量高低的关键因素［１］。碱

性亮氨酸拉链（ｂＺＩＰ）转录因子家族成员是真核生
物中最多样和最大的转录因子之一，是一类独特的

转录因子，具有ｂＺＩＰ结构域和２个结构特征：亮氨
酸拉链结构域和碱性 ＤＮＡ结合结构域［２］。ｂＺＩＰ蛋
白在植物界中广泛存在，参与种子萌发、花朵发育、

植物衰老、非生物胁迫反应和脱落酸（ＡＢＡ）信号转
导等多种生理过程［３］。拟南芥及其他植物的 ｂＺＩＰ
类转录因子基因家族成员大致分为 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、
Ｆ、Ｇ、Ｈ、Ｉ和Ｓ类共１０个亚家族，ｂＺＩＰ４６基因属于Ｓ
亚族，主要是参与逆境胁迫和糖类信号代谢，但目

前有关ｂＺＩＰ４６基因的具体功能还鲜有报道。目前
已经研究发现一些植物的 ｂＺＩＰ基因能够增强其植
株对非生物胁迫的耐受性，在拟南芥中，ＡｔｂＺＩＰ２４
和ＡｔｂＺＩＰ１是植物对非生物胁迫耐受性的正调节因
子［４－５］；在水稻中，ＯｓｂＺＩＰ２３和 ＯｓｂＺＩＰ７２增加了对

非生物胁迫的耐受性［６－７］。ＧｍｂＺＩＰ４４、ＧｍｂＺＩＰ６２
和ＧｍｂＺＩＰ７８赋予转基因拟南芥耐盐性和抗冻
性［８］；ＧｍｂＺＩＰ１增加了转基因拟南芥对盐、低温和
干旱的耐受性，并提高了转基因小麦的耐旱性［９］；

ＺｍｂＺＩＰ７２赋予转基因拟南芥盐和干旱耐受性和
ＺｍＡＢＰ９增 强 了 转 基 因 棉 花 的 耐 盐 性 和 耐
旱性［１０－１１］。

干旱胁迫响应基因一般被划分成 ＡＢＡ依赖型
基因和非ＡＢＡ依赖型基因［１２］。ＡＢＡ依赖型基因先
与ＡＢＲＥ、ＭＹＢ、ＮＡＣ和ＭＹＣ等顺式作用元件结合，
然后通过启动含有此类元件下游基因的表达来提

高植物的抗旱性。ＡＢＡ可以调节植物体内大量重
排基因的表达，例如拟南芥有超过１０％的基因可以
响应ＡＢＡ，数量远远超过生长素和赤霉素等其他激
素。响应ＡＢＡ的这些基因在增强植物的抗旱能力
上起着关键的作用，一些植物的ｂＺＩＰ转录因子基因
已被证实是 ＡＢＡ依赖型基因，这类基因对 ＡＢＡ较
为敏感，通过调控其表达量来参与 ＡＢＡ信号
途径［１３］。

芒果（ＭａｎｇｉｆｅｒａｉｎｄｉｃａＬ．）原产于热带，是深受
大众喜爱的一种水果，我国是仅次于印度的世界第

二大芒果生产国。广西是我国最大的芒果生产基

地，芒果产业已经成为广西的重要农业产业，种植

芒果是许多当地农民主要的收入来源。芒果虽然

相对于广西种植的其他果树来说其抗旱性较强，但

由于广西处于石山地区，大部分芒果种植于缺乏灌
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溉条件且地势较陡的山地和旱坡地上，整个生育期

所需的水分只能依靠自然降水来供应。芒果在不

同生育阶段都有可能受到干旱的影响，干旱常常威

胁着芒果的正常生长及发育，严重制约了芒果产业

的稳定发展。芒果抗旱基因的挖掘，对于实现芒果

抗旱分子育种这一目标具有重要的参考意义。

本研究以台农１号芒果为材料，通过 ｃＤＮＡ末
端快速扩增（ＲＡＣＥ）技术获得了１个芒果的 ｂＺＩＰ
转录因子基因（ＭｉｂＺＩＰ４６），对基因序列进行生物信
息学分析，在大肠杆菌中进行原核表达并纯化了表

达的蛋白，进行了免疫印迹，同时采用实时荧光定

量 ＰＣＲ分析其在不同胁迫处理（１５％ ＰＥＧ、０．１
ｍｍｏｌ／ＬＡＢＡ、２００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ）下的表达模式，以
期为深入研究该基因的功能奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
材料采自百色学院实验基地种植的台农１号芒

果品种，采集其顶端嫩叶后用干净的湿布清洗表面

杂质，置于冰盒中并迅速转移至实验室，用蒸馏水

冲洗干净，吸干水分后立即提取总ＲＮＡ。

１．２　试验时间及地点
试验于２０２１年５月至２０２２年１月在百色学院

农业与食品工程学院试验地及实验室进行。

１．３　总ＲＮＡ提取和ｃＤＮＡ的合成
将芒果叶片样品用液氮研磨后，采用 Ｔｒｉｚｏｌ法

提取总 ＲＮＡ，并使用 ＨｉＳｃｒｉｐｔⅡ １ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ
ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（南京诺唯赞生物科技股份有限公司）
反转录成ｃＤＮＡ。
１．４　引物设计和ＰＣＲ扩增

根据 ＮＣＢＩ上其他植物的 ｂＺＩＰ基因序列，
ＢＬＡＳＴ同源基因，比对分析后确定同源保守区间，
尝试设计多对简并引物（表１）。
　　以 ｃＤＮＡ为模板，使用 ＰｈａｎｔａＭａｘｆｉｄｅｌｉｔｙＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（南京诺唯赞生物科技股份有限公司）进
行扩增。ＰＣＲ反应程序为９５℃ ３０ｓ；９５℃ １５ｓ，
４５～５５℃１５ｓ，７２℃１ｍｉｎ，３９个循环；７２℃５ｍｉｎ。
并对扩增出的产物经电泳检测获得单一明亮条带，

切胶回收后以 Ｆ端引物测序。根据确认的基因序
列，分别设计目的基因的５′ＲＡＣＥ和３′ＲＡＣＥ巢式
ＰＣＲ引物（表２）。

表１　简并引物列表

引物名称 引物序列（５′→３′） 熔解温度（Ｔｍ，℃） 引物功能

ＭｉｂＺＩＰ４６－ＺＪＦ ＴＴＴＴＧＧＶＴＣＡＡＴＧＡＡＣＡＴＧＧ ４７ 扩增基因可能的保守序列上游引物

ＭｉｂＺＩＰ４６－ＺＪＲ ＡＣＹＡＡＣＭＡＴＢＹＹＣＡＴＴＣＣＴＣ ４６ 扩增基因可能的保守序列下游引物

ＭｉｂＺＩＰ４６－ＺＪＲ２ ＧＴＴＧＢＣＴＹＴＧＨＧＧＹＡＨＡＴＴ ５０ 扩增基因可能的保守序列下游引物

ＭｉｂＺＩＰ４６－ＺＪＲ３ ＣＣＴＴＧＹＣＴＹＴＧＹＡＡＡＴＴＣＣＣ ４７ 扩增基因可能的保守序列下游引物

ＭｉｂＺＩＰ４６－ＺＪＲ４ ＡＣＹＡＡＣＭＡＴＢＣＣＣＡＴＴＣＣＴＣ ４８ 扩增基因可能的保守序列下游引物

表２　５′和３′ＲＡＣＥ巢式ＰＣＲ引物

引物名称 引物序列（５′→３′） Ｔｍ（℃） 引物功能

ＭｉｂＺＩＰ４６－３ＧＳＰ１ ＡＡＣＣＡＡＣＴＣＴＧＧＧＧＧＡＧＡＴＧＡＣ ５９ ３′ＲＡＣＥ第１轮扩增

外引物 ＴＡＣＣＧＴＣＧＴＴＣＣＡＣＴＡＧＴＧＡＴＴＴ

ＭｉｂＺＩＰ４６－３ＧＳＰ２ ＧＣＴＧＣＴＧＧＧＴＡＡＴＣＧＴＧＴＡＡＴＡＧ ５５ ３′ＲＡＣＥ第２轮扩增

内引物 ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＴＣＣＡＣＴＡＧＴＧＡＴＴＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧ

ＭｉｂＺＩＰ４６－５ＧＳＰ１ ＣＣＣＣＡＧＡＧＴＴＧＧＴＴＧＣＣＴＴＴＧＣＧＧ ６６ ５′ＲＡＣＥ第１轮扩增

通用引物 ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴ

ＭｉｂＺＩＰ４６－５ＧＳＰ２ ＣＧＡＧＧＣＡＡＡＧＴＴＡＡＣＧＡＴＣＣＴＴＧＴＣ ５８ ５′ＲＡＣＥ第２轮扩增

短引物 ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣ

　　采用宝日医生物技术（北京）有限公司的 ３′
ＦｕｌｌＲａｃｅＣｏｒｅＳｅｔｗｉｔｈＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴａｓｅ进行 ３′
ＲＡＣＥ，ＳＭＡＲＴｅｒＲＡＣＥ５′／３′Ｋｉｔ进行５′ＲＡＣＥ。将
５′ＲＡＣＥ、３′ＲＡＣＥ序列及已验证的核心序列进行
拼接，获得ＭｉｂＺＩＰ４６基因的全长。根据ＲＡＣＥ获得

的预测基因序列，设计全长扩增引物：ＭｉｂＺＩＰ４６－Ｆ
为ＡＴＧＧＧＡＴＣＴＴＡＣＡＴＧＡＡＣＴＴＣ、ＭｉｂＺＩＰ４６－Ｒ为Ｔ
ＴＡＣＣＡＡＧＧＡＣＣＴＧＴＣＡＧＴＧ。将扩增出来的ＰＣＲ产
物切胶回收，将该产物加 Ａ尾后连接 Ｔ载体
（ｐＭＤ１９－Ｔ），转化大肠杆菌，ＰＣＲ检测阳性克隆，

—０３— 江苏农业科学　２０２３年第５１卷第２１期



并测序。

１．５　生物信息学分析
获得的ＭｉｂＺＩＰ４６基因经测序获得序列后进行

相关分析。其中 ＭｉｂＺＩＰ４６推导的氨基酸序列的基
本理化性质用 ＥｘＰＡＳｙ（ｈｔｔｐ：／／ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／）在
线工具进行分析；用 ＨＭＭ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．
ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ／）分析其跨膜结构；用Ｐｒｏｔｓｃａｌｅ
工具分析发现该蛋白的疏水性；在 ＮＣＢＩ上进行蛋
白序列比对，以及用ＭｏｔｉｆＳｃａｎ和ＳＭＡＲＴ软件分析
ＭｉｂＺＩＰ４６蛋白的主要功能域；ＭｉｂＺＩＰ４６与其他植物
的ｂＺＩＰ转录因子基因的系统进化树则用 ＭＥＧＡ６
软件来构建。

１．６　ＭｉｂＺＩＰ４６蛋白的原核表达、纯化及免疫印迹
鉴定

以 ｐＣＺＮ１为原核表达载体，提取重组菌株
ＰＭＤ－ＭｉｂＺＩＰ４６和 ｐＣＺＮ１的质粒，经双酶切后将
ＭｉｂＺＩＰ４６和载体片段连接并转化到大肠杆菌
（ＤＥ３）细胞中，重组菌株在液体 ＬＢ培养基中用
０．２ｍｍｏｌ／Ｌ异丙基－β－Ｄ－硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）
于１５℃诱导过夜。经超声波处理器ＶＣＸ７５０（美国
Ｓｏｎｉｃｓ＆Ｍａｔｅｒｉａｌｓ公司）处理（脉冲 ５ｓ，暂停 ５ｓ，
２０ｍｉｎ）裂解，然后离心细胞裂解物以沉淀细胞碎
片，将上清液转移到新鲜的微量离心管中，用镍柱

进一步纯化，然后收集洗涤分级并通过聚丙烯酰胺

凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）分析。用于进行免疫印迹
（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）的一抗为Ｈｉｓ单克隆抗体，二抗为
山羊抗鼠抗体（北京康为世纪生物科技有限公司），

稀释倍数为 ２０００倍。将膜置于 ＦｌｕｏｒＣｈｅｍＨＤ２
（ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｍｐｌｅ）中曝光１～１０ｍｉｎ，通过电化学发光
（ＥＣＬ）法显影。
１．７　ＭｉｂＺＩＰ４６蛋白的亚细胞定位

利用农杆菌介导瞬时表达体系，以ｐＳｕｐｅｒ１３００－
ＧＦＰ为载体，在烟草叶片上进行ＭｉｂＺＩＰ４６蛋白的亚
细胞定位分析［１４］。将目的基因序列连接到

ｐＳｕｐｅｒ１３００－ＧＦＰ载体上，得到重组质粒后转化农
杆菌，鉴定合格后的农杆菌经扩大培养合格后侵染

烟草，侵染后的烟草于培养室（２８℃）培养２～３ｄ
后，用激光共聚焦显微镜观察共表达部位。

１．８　不同胁迫处理下ＭｉｂＺＩＰ４６基因的表达分析
以不同胁迫处理（１５％ ＰＥＧ、０．１ｍｍｏｌ／ＬＡＢＡ、

２００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ）的芒果顶部完全叶的 ｃＤＮＡ为模
板，处理方法参照文献［１５］。以芒果 ＭｉＡｃｔｉｎ１为内
参基因，设计荧光定量引物，上游引物序列：５′－ＴＣＣ

ＴＴＡＴＧＴＧＡＴＴＧＧＣＣＧＧＧ－３′，下游引物序列：５′－ＴＧ
ＣＣＴＣＣＴＡＣＣＴＣＣＧＴＡＧＴＧ－３′，进行荧光定量ＰＣＲ
试验［１６］。所用仪器为ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０Ｓｙｓｔｅｍ（Ｒｏｃｈｅ
Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ）荧光定量 ＰＣＲ仪。反应体系为 ｃＤＮＡ
（５０ｎｇ／μＬ）２μＬ，上下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各
０．８μＬ，ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ（ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）
（２×）１０μＬ，灭菌蒸馏水补足至总体积为２０μＬ，各
样品均重复３次。参照Ｎｉｕ等的方法进行荧光定量
ＰＣＲ反应及计算［１７］。

２　结果与分析

２．１　基因的克隆
首先对基因的保守片段进行克隆，测序结果经

与其他植物的ｂＺＩＰ基因序列比对，确认为目的基因
的序列。随后将３′ＲＡＣＥ第２轮扩增获得的单一
条带切胶回收，并测序（测序引物为 ＭｉｂＺＩＰ４６－
３ＧＳＰ２），５′ＲＡＣＥ结果也获得了单一明亮条带后，
将５′ＲＡＣＥ、３′ＲＡＣＥ序列及已验证的核心序列进
行拼接，获得预测 ＭｉｂＺＩＰ４６基因的全长参考序列
（共１３１７ｂｐ），再次以ｃＤＮＡ为模板，用上述引物对
进行同样的ＰＣＲ扩增，获得大小相符的单一特异性
条带（图１）。

　　将ＰＣＲ产物切胶回收，将该产物加Ａ尾后连接
Ｔ载体（ｐＭＤ１９－Ｔ），转化大肠杆菌，并将阳性克隆
进行ＰＣＲ检测（图２）。将３个阳性克隆送去测序
（测序引物为通用引物 Ｍ１３－４７和 Ｍ１３－４８）。测
序结果经比对有１个克隆与预测的基因序列相符。
２．２　基因的生物信息学分析

克隆获得的ＭｉｂＺＩＰ４６基因全长为１３１７ｂｐ，为
完整的开放阅读框，共编码４３８个氨基酸，其编码的
蛋白质分子量为４７．３２ｋｕ，等电点为９．６９，属于碱
性蛋白；Ｐｒｏｔｓｃａｌｅ工具分析发现该蛋白的疏水性最
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大值为１．５７８，最小值为－２．７６７，无明显疏水区（图
３）。用 ＨＭＭ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／
ＴＭＨＭＭ／）进一步分析显示其不含跨膜结构（图
４）。用 ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ亚 细 胞 定 位 预 测 显 示
ＭｉｂＺＩＰ４６蛋白定位于细胞核的概率较大。用
ＳＯＳＭＩｓｉｇｎａｌ在线软件分析得出ＭｉｂＺＩＰ４６蛋白不含
信号肽；ＳＯＰＭＡ预测的ＭｉｂＺＩＰ４６二级结构中，该蛋
白含有１３４个 α－螺旋、８个 β－转角、２４８个无规
则卷曲和 ４８个延伸链，分别占 ３０．５９％、１．８３％、
５６．６２％和１０．９６％。
　　在ＮＣＢＩ上使用 ＣＤ－Ｓｅａｒｃｈ工具来鉴定该基
因序列的保守结构域表明，该基因包括 ｃｏｉｌｅｄｃｏｉｌ
结构域，ＤＮＡ结合位点，多肽结合位点以及 ｂＺＩＰ超
家族的特异位点。

２．３　系统进化树分析
用ＭＥＧＡ６软件构建的ＭｉｂＺＩＰ４６基因与其他

的ｂＺＩＰ核苷酸序列进行系统进化树分析（图５），发
现ＭｉｂＺＩＰ４６与同样是漆树科的阿月浑子的ｂＺＩＰ亲
缘关系最为接近，同源性最高，与甜橙的同源性次

之，是ｂＺＩＰ基因家族成员；与巨桉、桃金娘、酸枣等
禾木本植物的 ｂＺＩＰ也有很近的亲缘关系；与鹰嘴
豆、四季豆、油菜、白桦、拟南芥等植物的亲缘关系

则相对较远。

２．４　ＭｉｂＺＩＰ４６蛋白的原核表达、纯化及 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ鉴定
２．４．１　原核表达载体的构建　以“１．３”节中的
ｃＤＮＡ为模板，在上下游引物分别添加 ＮｄｅⅠ和 Ｘｂａ

Ⅰ位点进行ＰＣＲ扩增，产物经测序确定序列正确后
进行胶回收纯化，目的片段与ｐＣＺＮ１质粒用ＮｄｅⅠ
和ＸｂａⅠ分别进行双酶切，经胶回收纯化后再用
ＤＮＡ连接试剂盒进行连接，获得重组质粒，命名为
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ｐＣＺＮ１－ＭｉｂＺＩＰ４６。将 ｐＣＺＮ１－ＭｉｂＺＩＰ４６经 Ｎｄｅ
Ⅰ和 ＸｂａⅠ双酶切验证，从结果（图６）可以看出酶
切后所得的２条条带符合预期的条带，表明原核表
达载体构建成功。

２．４．２　蛋白表达、纯化与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ鉴定　
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析结果显示，经０．２ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱
导，目的蛋白以包涵体的形式表达（图７）。原核表
达的ＭｉｂＺＩＰ４６蛋白经超声波破碎后用镍柱进行纯
化，纯度明显提高，最后用ＰＥＧ２００００对蛋白进行包
埋浓缩处理，获得浓度较高的蛋白，且纯度超过

９０％（图８）。纯化的目的蛋白也成功进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ鉴定，蛋白分子量与理论分子量一致（图
９），表明已得到符合要求的蛋白。

２．４．３　ＭｉｂＺＩＰ４６的亚细胞定位分析　构建的融合
表达载体和空载体分别转入农杆菌后，注射烟草下

表皮，培养２～３ｄ后，即可制成玻片在激光共聚焦
显微镜观察绿色荧光信号的分布。结果显示：融合

的ＭｉｂＺＩＰ４６蛋白在烟草叶片细胞核中观察到绿色
荧光（图１０），表明ＭｉｂＺＩＰ４６定位于细胞核。

２．４．４　不同处理下ＭｉｂＺＩＰ４６基因的表达分析　实
时荧光定量分析结果表明，在２００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ处
理下，芒果叶片中 ＭｉｂＺＩＰ４６在１２ｈ时表达量已经
急剧增加，达到对照的５．６倍，到２４ｈ时达到最高，
为对照的１２．２５倍，随后随着胁迫时间的延长又比
峰值显著降低，但也仍是对照的 ２～３倍（图 １１－
ａ）。在１５％ ＰＥＧ胁迫下，ＭｉｂＺＩＰ４６的表达水平随
着胁迫时间的延长逐渐增加，在４８ｈ时达到峰值，
达到对照的１２．３６倍，在７２ｈ也依旧维持在较高水
平（图１１－ｂ）。而对于０．１ｍｍｏｌ／ＬＡＢＡ的胁迫处
理，则是在１２ｈ时 ＭｉｂＺＩＰ４６的相对表达量已经达
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到顶峰，为对照的２１．０２倍，随后逐渐下降，但也仍 维持在高于对照５倍以上的水平（图１１－ｃ）。

３　讨论与结论

干旱缺水是很多国家和地区作物生产面临的

重大问题，是制约全球农业生产和发展的重要因

素，解决干旱缺水对作物造成危害，提高作物产量

和品质是保障国家农业持续健康发展的需要，其中

最有效、最经济的途径是培育抗旱性强的作物品

种，随着基因工程技术的发展，利用分子育种协助

传统的杂交育种可加速育种的进程缩短育种年限，

但是想要取得重大突破仍具有许多难点。为了应

对干旱等环境胁迫，植物通过感应并整合错综复杂

的信号网络来协调其体内胁迫应答基因的表达，形

成了应对干旱等环境胁迫的形态生理和生物化学

的一系列策略［１８］。植物适应干旱等逆境胁迫时，其

机制非常复杂，通常是多基因共同控制的。随着研

究技术的进步，特别是高通量测序技术的发展，许

多干旱胁迫诱导型基因已在各植物物种中被成功

鉴定出，也使得通过遗传和分子操作来提高作物抗

逆性的目的变得更容易实现［１９］。

转录因子作为基因表达的调节因子，是提高作

物抗逆性和产量的关键因素。ｂＺＩＰ转录因子基因
在很多植物上已经被证实能够提高其对干旱、寒

冷、高盐等环境的耐受能力。ｂＺＩＰ基因家族已经在
拟南芥、水稻、大豆、高粱等植物基因组中被全面鉴

定或预测［２０－２３］。ｂＺＩＰ基因是一个较为庞大的基因
家族，经过长期的进化过程，它们在功能上具有多

样性，但它们推定的蛋白质依然共享许多保守的基

序［２４］。本研究克隆的芒果 ＭｉｂＺＩＰ４６基因，含有植
物ｂＺＩＰ基因家族特有的保守结构域，属于 ｂＺＩＰ转
录因子基因家族成员，并且与同为漆树科的阿月浑

子的ｂＺＩＰ基因同源性最高，显示了其在进化过程中
具有高度的保守性。

相对于原核表达中使用最为广泛的 ｐＥＴ系表
达载体，ｐＣｚｎ１质粒是具有低温诱导特色的原核表
达载体，携带冷激蛋白 ｃｓｐＡ基因启动子，能够在
１１℃低温诱导，促进蛋白溶解，增加可溶性蛋白表
达概率。虽然本研究将诱导的温度降到了１５℃，目
的蛋白依旧以难溶的包涵体形式表达，使蛋白的纯

化变得困难［２５］。由于蛋白质沉积和清除之间的不

平衡，细菌包涵体的形成是常见的［２６］。ＩＰＴＧ的浓
度、培养和诱导的温度及时间都可能影响重组蛋白

的表达模式，而且在很多情况下，筛选和优化这些

条件仍然不能消除包涵体的形成［２７］。尽管本研究

也努力优化了其表达条件，但重组蛋白仍以包涵体

的形式积累，经过一系列的纯化步骤，也获得了纯

度较高的目的蛋白。ｐＣｚｎ１质粒带有 Ｈｉｓ标签，
Ｈｉｓ－Ｔａｇ分子量较小，对蛋白结构几乎无影响，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ分析结果也表明目的蛋白能够特异
识别Ｈｉｓ抗体，可被有效检测。

以往的研究中，不少蛋白往往定位在不同的亚

细胞结构里，此类蛋白可能在不同细胞器间存在穿

梭过程，ＭｉｂＺＩＰ４６蛋白的亚细胞定位显示其定位于
细胞核，这与在其他植物上的研究一致，表明该蛋

白主要在细胞核里发挥稳定的生物学功能［２８－２９］。

当然，本研究的亚细胞定位分析是在烟草细胞内进

行的，芒果细胞里不同蛋白间的特异性相互作用有

可能影响到其定位模式，但就目前来讲，多数的研

究表明其主要定位于细胞核。

植物的许多抗逆相关基因可以被干旱、低温和

高盐等非生物胁迫所诱导。有研究表明，在干旱和

高盐胁迫下，这类基因的表达显著上调［３０］。本研究

中 ＭｉｂＺＩＰ４６在 １５％ ＰＥＧ 处 理 模 拟 干 旱 及
２００ｍｍｏｌ／Ｌ高盐胁迫下，均能显著诱导其表达，但
其出现峰值的时间有差异，且随胁迫时间的延长，
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其表达趋势不一，在高盐胁迫下，其表达水平在短

期内已急剧增加，２４ｈ时已经达到顶峰，而 １５％
ＰＥＧ模拟干旱胁迫下则是胁迫后期才表现出较高
的表达量，说明 ＭｉｂＺＩＰ４６对高盐的反应较为敏感，
应对干旱胁迫时其调控周期相对较长，可能也是触

发的反馈机制有差异导致的。本研究中，外源 ＡＢＡ
可强烈诱导ＭｉｂＺＩＰ４６的表达，且在短期（１２ｈ）内其
表达量已经达到顶峰，在其他时间段也依旧保持了

较高的表达水平，表明 ＭｉｂＺＩＰ４６可能受 ＡＢＡ依赖
性应激信号途径控制，是ＡＢＡ依赖型基因。
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ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２３．２１．００６

红阳猕猴桃蔗糖转运蛋白基因 ＡｃＳＵＴ２
的克隆及表达分析

鲁明秋１，２，龚小见１，刘林娅２，龙彩凤１，２，赵　超１，黄亚成２

（１．贵州师范大学贵州省山地环境信息系统与生态环境保护重点实验室，贵州贵阳５５００００；

２．六盘水师范学院生物科学与技术学院，贵州六盘水５５３０００）

　　摘要：蔗糖转运蛋白（ＳＵＴｓ）能够介导蔗糖由源组织到库组织的装载、运输和卸载。以红阳猕猴桃为材料，克隆得
到红阳猕猴桃蔗糖转运蛋白基因ＡｃＳＵＴ２，并对序列进行生物信息学分析。结果表明，该基因含有１４７９ｂｐ的开放阅
读框，编码４９２个氨基酸，分子量和理论等电点分别为５３ｋｕ和８．８２，包含１２个跨膜结构域，属于 ＭＦＳ家族成员和
ＧＰＨ超家族成员。氨基酸序列比对显示，ＡｃＳＵＴ２与山茶中蔗糖转运蛋白ＣｓＳＵＴ２同源性为８４％。进化树分析结果表
明，ＡｃＳＵＴ２属于蔗糖转运蛋白的ＳＵＴ４亚家族。组织表达分析显示，ＡｃＳＵＴ２在红阳猕猴桃各个组织中均有表达，但
在雌花中表达量最高。在果实中，ＡｃＳＵＴ２在发育的早中期（花后１８～８８ｄ）保持较高的表达量，发育后期表达量下降；ＣＰＰＵ
能够显著上调ＡｃＳＵＴ２的表达。在叶片中，ＡｃＳＵＴ２在叶肉中的表达丰度最高，且随着叶片的发育，在古铜期后表达量逐渐递
增。说明蔗糖转运蛋白基因ＡｃＳＵＴ２在红阳猕猴桃叶片中蔗糖的装载和果实中蔗糖卸载转运中起着重要作用。
　　关键词：红阳猕猴桃；蔗糖转运蛋白；ＡｃＳＵＴ２基因；基因克隆；表达分析
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　　猕猴桃又名奇异果，质地柔软，口感酸甜，含有
丰富的维生素Ｃ、微量元素、有机物和氨基酸，具有

滋补强身等功效，有着“水果之王”的美称，深受广

大消费者喜爱，具有极高的经济效益［１－５］。猕猴桃

作为贵州省的特色农业产业和乡村振兴战略的重

要抓手，种植面积一直在逐年增加。其中，２０１９年
贵州省猕猴桃种植面积为３．５万ｈｍ２［６］，而２０２２年
猕猴桃在贵州种植面积超过４万ｈｍ２［７］。对于果树
而言，获得高产和高品质的果实一直都是果树学科

研究的热点和核心问题，因此挖掘果实产量和品质

形成的关键基因并进行功能研究对猕猴桃的分子

育种具有重要意义。

蔗糖作为光合作用的主要产物，其运输和分配

与作物的产量和品质息息相关［８］。蔗糖转运蛋白

（ｓｕｃｒｏｓｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓｏｒｃａｒｒｉｅｒｓ，ＳＵＴｓｏｒＳＵＣｓ）是一
种典型的膜结合蛋白，属于 ＭＦＳ（ｍａｊｏｒｆａｃｉｌｉｔａｔｏｒ
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