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克隆与表达分析

王顺才1’2，梁 东2，师守国2，马锋旺2，束怀瑞2
(1．天水师范学院生命科学与化学学院，甘肃天水748100；2．西北农林科技大学园艺学院，陕西杨凌712100)

／’

摘 要：在构建楸子叶片ssH cDNA文库及EsT分析的基础上，通过电子克隆(in silico cloning)和RT-PcR方法

分别从楸子和平邑甜茶叶片中各克隆得到了1个富含甘氨酸RNA结合蛋白(GR．RBP)基因，分别命名为枷m
胎尸1(HM042682)和肘^G雕兄BPl(HQ380209)。它们的cDNA全长分别为78l和558 bp，0RF分别编码17l和164个氨

基酸的多肽。肘矗∞尺曰Pl和m觎一胎Pl基因编码蛋白均含有一个RNA识别结构域(RRM)和一个富含甘氨酸区
(1；；lycine．rich re百on)。生物信息学分析表明，MpGR—RBPl和MhGR．RBPl蛋白属于植物GR．RBPs蛋白家族。定量PcR

分析表明，肘扫觎．船Pl和胁伽一RBPl基因在根、茎和叶中均有表达；在干旱胁迫下，它们的表达量增加，而楸子

朋lD勰兄B尸l表达水平明显高于平邑甜茶肘^∞一尼日尸l。结果表明，肘pc融胎Pl和慨c爵冠8|Pl可能参与植物对干旱
胁迫的响应反应，并推测抗旱蛋白结构的差异可能对植物的抗旱性有影响。
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富含甘氨酸RNA结合蛋白(对ycine．rich RNA．

binding pmteins，GR．RBPs)是RNA结合蛋白(RNA．

binding pmteins，RBPs)家族中的一个亚家族。它们

是一类广泛存在于生物体内的小分子蛋白(16。17

kDa)，其分子组成最重要的特点是N．端存在RNA识

别结构域(RNA reco朗ition啪tifs，RRM)，在C．端有一

个富含甘氨酸区(glycine．rich region)H'2 J。自从第一

个勰一船|p基因从玉米未成熟胚中分离出来后【3 J，

其他编码富含甘氨酸RNA结合蛋白的基因相继从

不同植物中分离和鉴定出来，如小麦耽G肛l[4 J、

烟草ng胎P【5l、马铃薯S衄GP．1【6|、黑麦草幻．
觎尸1【7 J和烟草舭傩尸l【8j等。另外，有些GR—RBP除

了含有RRM和甘氨酸重复序列区域外，在c．端富

含甘氨酸区还含有CcHC．类型的锌指结构(CCHC

zinc．fingers)，被命名为RZ蛋白(图1)归J。Rz蛋白也

已被发现存在于烟草【‘o|、拟南芥【11]及水稻m]等多

种植物中。需要一提的是，有一类植物富含甘氨酸

蛋白质(glycine．一ch proteins，GRPs)与GR．RBPs蛋白

在序列结构上十分相似，它们主要由富含甘氨酸的

高度重复序列组成，是一类结构简单的细胞壁结构

蛋白¨3|。而植物GR．RBPs蛋白定位于细胞质及细胞

核中，参与包括pre．mRNA剪切、编辑、运输、稳定性

保持和降解等基因表达调控过程【14J5}。为了区分

这两类蛋白，Lorkovid and BarLa[9]把含有RNA结合结

构域(RRM)的GRPs蛋白重新命名为GR．RBPs蛋

白。

N·r———1罚ii广——-_ G灸 7一，-_c GR．RBP蛋白

N吒二玉囹[]吒二圉二耍二二)c Rz蛋r1

注：RNA识别结构域；GR：富含甘氨酸区；zn：锌指结构。

Note：RRM，RNA rec哪iⅡon II科ifs；CR，Glycine．rich regi佣；zn，

CCHC五nc 6nger．

图l GR．RBP和RZ蛋白的图解模型

ng．1 schematic model of the GR—RBP柚d RZ pmtei鹏

拟南芥是一种重要的系统研究植物基因组及基

因表达方式的双子叶模式植物。现已报道，拟南芥

基因组中有编码200多种不同的RBPs蛋白，其中有

8种RBPs蛋白(AtGR．RBPl至AtGR．RBP8)已经被证

实为GR．RBPs蛋白【9t16 J。水稻是世界上最重要的

粮食作物，作为一种主要的模式植物也被用来研究

植物(特别是单子叶植物)功能基因组¨7|。水稻基

因组大小为389 Mb，至少编码6个不同的GR．RBP

蛋白(OsGRPl．OsGRP{6)。水稻OsGRPs基因序列高

度同源，在它们N．端RRM结构域都含有RNPl和

RNP2保守序列，但它们c．端富含甘氨酸结构域的

长度大小不等【12 J。

研究发现，有许多勰．胎风基因参与植物生长
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发育⋯18t19]、抗逆性[13]等代谢过程。在低温、高盐、

脱水和氧化胁迫等逆境条件下，拟南芥m积．衄R

基因在转录后调控中起重要作用[¨，20。251j水稻

仇GR风和仇腽基因也被证明在逆境条件下发生
响应反应，尤其是对低温【12泓]。尽管拟南芥、水稻

及烟草等植物觎．冗8风基因被证实参与环境胁迫

反应，但是，迄今为止，在重要果树作物苹果中，有关

弭冗8风基因参与逆境反应的报道很少ⅢJ。
楸子(JjIIk妇_pmn洳玩(Willd．)Borkh．)又名海

棠果，是苹果优良砧木之一，抗旱性强。在干旱诱导

的楸子叶SsH cDNA文库中进行筛选和Eslrs分析

时，发现一个EsT序列与码富含甘氨酸RNA结合蛋

白基因高度同源，在此基础上通过电子克隆(in sili．

co cloning)和RT．PcR方法分别从楸子和平邑甜茶

(肘．^础k瑚诂Rehd．)叶片中克隆积．R印基因，经
分析它们与已知的其他植物罅R腑基因有很高
的同源性，并对其序列特征和干旱胁迫表达特性进

行了比较分析。

l材料与方法

1．1材料

干旱处理的楸子叶片SSH cDNA文库，西北农

林科技大学果树逆境生物学实验室构建保存。

以两年生的楸子和平邑甜茶幼苗为材料，采自

西北农林科技大学园艺场苹果资源圃。盆栽幼苗通

过控水干旱处理12 d，直至幼苗叶片萎蔫。隔天采

样，取样后迅速放人液氮中冷冻，然后置一80℃保存

备用。

1．2方法

1．2．1 总RNA的提取与cDNA合成 总RNA提取

采用改良CTAB．LiCl法【27j进行，总RNA用RNa∞．

雠e DN鹅e(Tal【am，China)37℃处理30 IIlin后用于

cDNA合成。以Oligo d(T)18为反转录引物，用M．

MLV反转录酶(Invitmgen，uSA)试剂盒合成cDNA

第一链，用于基因克隆。

1．2．2 楸子和平邑甜茶觎．咫n基因全长cDNA
克隆 通过PCR筛选楸子SsH cDNA文库及测序发

现，一个大小为371 bp的EST序列与编码富含甘氨

酸RNA结合蛋白基因的相似性很高。以此为种子

序列进行电子拼接和延伸后，由原来的371 bp延伸

至805 bp，经ORF finder软件分析发现在该序列56

．一571 bp之间包含一个最大的开放阅读框(ORF)，

大小为516 bp。以该电子延伸的全长cDNA序列为

基础，设计跨越ORF的一对特异引物来扩增傩．
胎P基因全长cDNA，引物序列如下：

pFl：5’一GTCCCA，I-I’I'GTcAC’rAGGGll限C1'G．3’；

pRl：5’．ATC7rCAAAAGTCCCAAACCACCTAA．3’。

反应程序为：94℃5 IIlin，(94℃45 s，57℃30 s，

72℃1 IIlin)35个循环，72℃延伸10 IIlin。

PcR扩增产物经琼脂糖凝胶电泳分析，切下约

560 bp的目的条带，用PCR纯化试剂盒(TaKaRa)回

收(按试剂盒说明方法进行)。将扩增的DNA片段

连接到pMDl9．T载体上进行双向测序。

1．2．3 生物信息学分析 测序结果利用DNAMAN

和DNAStar软件进行序列拼接和校对，获得基因的

cDNA全长序列信息，然后利用NcBI(http：／／ncbi．

nlm．nih．gov／)的ORF finder软件预测ORF，利用

BLAsT分析工具对GenB锄k的非冗余蛋白数据库序

列进行比对分析。使用ExPAsy网站的Compute pI／

MW t谳(http：／／www．expasy．orl／t∞ls／pi t001．htIIll)计

算蛋白质的等电点及分子量；利用ProtScale(http：／／

麟pasy．o珏／tools／pmtsca玉e．htrIll)和PmtPamm(http：／／

唧asy．o掣7t∞ls／pmtpamm．htIIll)进行疏水性／亲水性
预测。使用脚P(http：／／www．cbs．dtu．dk／眈r-
、ri懒属印alP／)预测蛋白质信号肽。采用TMp捌

(http：／／www．ch．e讪net．o∥曲w呲／rI'MPRED-fo瑚．
htIIll)进行氨基酸跨膜预测。采用P∞rt(http：／／

pson．i啪．u砌kyo．舵．jp／fom．htlIll)预测亚细胞定位。

采用SMART(http：／／sman．eIIlbl．heidelbe喟．de／smart／

ch锄ge mode．p1)预测蛋白保守功能域。使用

3Dji轳删(http：／／bmm．c蛐cene∞archuk．o强／3djigs洲／)

和SWISS—MODEL(hnp：／／s诵ssmodel．expasy．oq／)预

测和分析蛋白质空间结构及同源建模。

1．2．4楸子和平邑甜茶勰．胎n基因表达的定量
分析 采用改良CTAB．“Cl法提取叶片、根系和茎

的总RNA，用Dn踟I处理RNA样品中混入的基因

组DNA，经苯酚／氯仿抽提、醇沉淀RNA后，溶于30

汕DEPc水中备用。RNA浓度和纯度用Na∞Dmp珈

分光光度计和琼脂糖凝胶电泳来检测。cDNA第一

链合成采用SYBR(r)蹦mescriptTM RBPCR试剂盒Ⅱ

(Tal(aRa)进行。采用sYBR Gmen qPCR试剂盒

(Tal(aRa)进行定量分析。定量PcR反应程序为：

95℃3 IIlin，然后95℃20 8、58℃20 s、72℃20 8进行

40个循环，每个循环结束时采集荧光信号。40个循

环后PcR扩增产物进行溶解曲线分析(58℃一

95℃)。利用iQ5．0实时定量PcR仪(Bio—Rad，USA)

自带软件分析实时定量PCR数据。用苹果肚1口
和A甜讥作为内参基因确定目标基因的相对表达量

(表1)。

万方数据



第5期 王顺才等：苹果中新抗旱相关基因勰一船凡的克隆与表达分析 77

2结果与分析

2．1楸子cR．础『P基因全长cDNA的分离

筛选干旱诱导下楸子ssH cDNA文库，获得一

包含poly(A)尾巴的37l bp长的基因片段(EsT)与

已知的植物GR一衄风基因有很高的相似性。该EsT

序列经电子拼接和延伸后，由原来的37l bp延伸至

805 bp，该电子延伸序列末端含有真核生物特有的

polyA尾巴结构。经NcBl网站的ORF 6nder程序预

测发现，该序列含有一个完整的ORF。以pFl和

pRl为特异引物，以干旱处理的楸子叶片总RNA为

模板进行RT．PcR扩增得到一条与电子延伸序列

oRF相似性极高的核苷酸序列，大小为579 bp(图

2)。将该序列与大小为37l bp的EsT序列拼接(重

叠序列大于40 bp)，得到一个7引bp的全长cDNA

序列，该cDNA序列起始密码子ATG处含有Gc．

cATGG序列，符合KOzAK规则，即A／GxxAl’GG【引。

经ORF nnder软件分析该序列包含一个516 bp的

0RF，5 7．uTR有3lbp，3’一uTR有234 bp，其ORF编码

生成一条171个氨基酸的多肽，该氨基酸序列含有

一个RRM结构域和富含甘氨酸区。

在NcBI网站进行序列比对后发现，该氨基酸

序列与其他植物来源的GR．RBPs蛋白具有很高的

同源性，该序列与甜樱桃cR．RBP蛋白(AA L13082)

同源性最高，为93．0％l⋯，与大豆(86．0％，

AAD48471)、天竺葵(84．9％，AAB63581)、烟草

(84．3％，AcD03270)、马铃薯(82．9％，ABB87126)、柑

橘(82．6％，BAA92156)和拟南芥(80．2％，

AAM62“7)等GR．RBPs蛋白也高度同源。可见，该

cDNA序列为楸子衄．兄日_P基因，命名为怖G月一
胎_P1(GenBarIk登录号为HM042682)，其编码多肽在

GenB卸k登录号为ADC96008。

500bD—

M：DNA分子量DL2000；1：楸子cDs序列

M：DL2000 DNA Mder；l：cDs PcR PToduct‰M耐妇
圈2橄子研．肋P基因PcR扩增电泳图谱

Fig．2 PcR鲫plilica‰of山e∞船P ge“ein

1eaveshm肘pn仉扣妇

2．2 平邑甜茶G_爵兄日．p基因全长cDNA的克隆

以pFl和pRI为引物，以干旱处理的平邑甜茶

叶片总RNA作为模板进行RT_PcR扩增，PcR产物

与克隆载体连接、转化感受态细胞后，对所得阳性克

隆进行双向测序，该cDNA序列大小为558 bp(图

3)。经0RF 6nder软件分析发现，该序列包含一个

495 bp的0RF，编码164氪基酸残基，该氨基酸序列

含有一个RRM结构域和富含甘氨酸区，与其他植物

cR．RBPs蛋白也高度同源。可见，该序列为平邑甜

茶cR．胎_P基因的全长cDNA，命名为肘^cR一衄．pI

(cenBank注册号为HQ380209)，其编码多肽在cen．

B粕k登录号为AD008684。
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M：DHA分产地D㈣；l：平邑甜茶cDs序列
M：DL2000 DN^Marker：1：CDS PcR P‘0du(_【fmm M^郴枷“Ⅱ

图3平邑甜茶∞衄P基因PcR扩增电泳图谱
№3 PCR am—inca‰ofthe册-肚尸genein

leaves rrom肘^￡坩e／w，u“

经ExPAsy网站Compuf8 pI／Mw t00l软件预测

枷1GR—RBPl

MDGR—RBPl

Pa—R刚一GRPl
AtGR—RBP7

mGR—RBPl
№GR—RBPl
Pa—R斛GRPl
AtGR—RBP7

mGR—RBPl
MDGR—RBPl

Pa—RRM—GRPl

AtGR—RBP7

mGR一尺BPl和朋-钾一肋Pl基因编码蛋白的相对分
子质量分别为16 19和16．69 kDa，理论等电点均为

6．36。氨基酸序列比对结果显示，平邑甜荣MhCR．

I{BPl(ADQ08684)与楸子Mp(；R．RBPl(ADG96008)同

源性最高，达96．3％，与甜樱桃Pa—RRM．GRPl

(AA L13082)和拟南芥AlcR．RBP7(AAM62447)的同

源忭分别为87 6％和80．2％(图4)。由图4可知，

四种同源蛋白在N．端RRM结构域保守性较高，c一

端区域的保守性较低。

2 3疏水性／亲水性的预测和分析

采用PIDtScale和Pm【Par丑m对MpGR．RBPl和

Mh(；R．RBPl氨基酸序列进行疏水性／亲水性预测。

结果表明，两者多肽链第45位的Thr具有最低分值

一2_878．亲水性最强，第14位的Ala具有最高的分

值1．689，疏水性最强。MDGR．RBPl和MhGR—RBPl

整个多肽链前端疏水，中间部位和后端区域为亲水

区域，两种蛋白的总平均亲水性值(cmnd avem即of

hydmpalhicily，GRAVY)分别为一0．753和一0．762，

GRAVY正值表明此蛋白为疏水蛋白，负值表明为亲

水蛋白，这说明两者整体上都表现为亲水蛋白。
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注：平邑甜荣、愀于甜橙桃和拟南芥cR—RBP同源蛋白序列比时由DN^M^N软件完成。RRM与富含廿氟酸区分别用红线和黑线表，下。

一豉序列用绿色背景表示，强相似性和朝相似性序列分别用紫色和黄色背景丧不。插人空格用小圆点表示。RNPl和RNP2用黑框标记。数

7代表氧摹酸位性．

Nok：Ded—fI a⋯㈣¨tI州“Pn∞⋯⋯p8redm DN^MAN RRM at N·t⋯叫帅IJ扣Ⅲ⋯h d岫ai⋯‰c-tc删n⋯删ented bymd帅d

b】Bck 1lnes，re8PecI】vcly，abn⋯。q“ences I‘l#J1tJc一⋯⋯’m m*】du㈣m shmIPIl⋯g”Fn卿m”gly。on⋯ed陀sId⋯nd⋯kIy㈣wed resldu⋯m shnw

⋯P“q’】⋯d ve¨¨w．m“肛㈨vely C8p⋯t州h¨P【I m叩tI⋯“gn⋯【⋯nflir_ate(Iby dob RNPl and ItNP2 mo【lk⋯dlcmed wilh bIack k，xeH Numben

refer Io⋯u acld呻⋯Il⋯

图4氨基酸序列同源性比对

Flg 4 A119nmenl of defluccIl跏n¨arlfI^8quenPPs‰r村^“P吐m^厶(MhGR—RBPl．ADQ08684)，盯P几上n扣zmIMpGR—RBPl．ADG96008)
h‘n船黜⋯(Pa—RRM·GR Pl，AALl3082】．and An抽曲pjⅡIA【cR—RBP7，AAM62“7)

2 4 忡G尺．衄，)l和mGR一片付户l基因在不同组织
中的表达分析

以苹果E凡1 a和m㈨琏冈为内参对照，对楸

子A如c尺一凡日P1和平邑甜茶^弛GR—R占P1基因进行定

苗分析(fl：|5)。

结果表明．楸子朋■GR一船Pl基因在茎中表达量
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最高，叶和根中次之；而平邑甜茶胁勰．咫P1基因

在叶中表达最强，其次是茎，根最弱(图5)。可见，

捌§

鬻§
莨§

罩；
乏

脚c足一船P1和mGR-尼妒l基因在植物不同器官中
的表达不同，这可能与各自生长发育的调控有关。

～i垂～
根RDoI 攀shooI 叶Leaf

豫{M pr#nt伽iIa

}韫Root 茎shoot 叶Leaf

平邑甜茶M huDehcnsls

图5 忡勰．础尸l和删l勰．船Pl基因在不同组织中的表达分析
Fig 5 E。pr蹦；帅田laly出0f忡衄一船Pl蛐d删l∞肚P1西v“叫s ti日sues of村．P九‘n扣妇粕d^f^掣慨括

2．5衄，瓣胎P1和删I佛R8Pl基因在干旱胁迫
下的表达分析

利用定量RT-PcR分析方法，以苹果Enl口和

A“m为内参基因，分析楸子和平邑甜茶叶片衄．

础风在干旱胁迫下的基因表达模式(图6)。

；J．闺．墙 ．广《_
0 2 4 6 8 10 12

干早处理(d)

【hys aner droughtnrcss

图6脾r勰．衄尸l和胁船船户l基因在干旱胁迫下的表达分析
Fig 6 Expmsion analysis 0f脚∞肋P1 and朋k髀船Pl抽
kav∞“_|If p，埘l妒池and肼．k妒曲删b under dmu曲t gtre蚰

分析表明，在干旱处理8 d时，楸子幼苗叶片

脑，∞衄Pl的表达量达到峰值，比对照增加了26．6
倍；随后逐渐降低，12 d时仍高于对照表达水平。而

平邑甜茶叶片^m觎一胎Pl在干旱处理6 d时，其表

达水平达到最大值，比对照增加了5．2倍；然后逐渐

恢复到原来的表达水平(图6)。从以上结果可知，

枷矾．船P1和肘^GR一船PI基因受到干旱诱导后均

上调表达，但基因表达时序和水平各不相同。

3讨论

植物GR．RBPs是一类含有一个或多个RRM及

一个富含甘氨酸区的小分子蛋白，现已发现广泛存

在于裸子植物、双子叶植物和单子叶植物中，包括烟

草、拟南芥和大麦等【2j。到目前为止，已经有大量的

植物础一船R基因及cDNA序列被分离鉴定出来，

并对GR．RBPs的一级结构、结构域、细胞定位以及

基因表达和调控进行了分析。在本试验中，序列分

析发现，楸子MpGR．RBPl和平邑甜茶MhGR．RBPl

氨基酸的同源性达96．3％，都具有RRM结构域及

甘氨酸富含区。RRM结构域在蓝藻细菌、真菌、植

物和动物中都普遍存在心J，其中RNPl和RNP2保守

序列是RNA结合的关键部位㈨J，它们在转录后水

平调节基因表达调控中起重要作用，在植物中决定

着组织特异性和发育调控【2’3“。在植物GR．RBPs

蛋白家族中，c．端富含甘氨酸序列数量和长度变化

较大，这与蛋白质之间的互作有关【3“。本研究发

现，MpGR．RBPl和MhcR．RBPl蛋白N．端RRM结构

域的同源性达到100％，含有RNPl和RNP2保守序

列，但它们c．端富含甘氨酸区的长度大小不等(图

4)。经sMART预测表明，两种蛋白N．端RRM保守

功能区均由2个a．螺旋和4个反向平行的B．折叠组

成拓扑结构(融at＆融a2p4)，这在甜樱桃、拟南芥、水

稻等GR．RBPs蛋白的二级结构预测中也有类似的

结果。经si卵alP 3．0和TMpred预测表明，MpGR．

RBPl和MhGR．RBPl蛋白均无N．端信号肽和跨膜结

构；由Pson预测表明，它们分布在细胞核的可能性

较大，两种蛋白定位于细胞核的可能性分别为73％

和67％。据此笔者推测，MDGR．RBPl和MhGR．RBPl

蛋白可能具有相似的功能。

通过序列比对发现，MhGR．RBPl蛋白c．端富含

甘氨酸区包含三个高度保守重复序列．Gly．cly。cIy—

O

4

S

2

6

0

；。如靼鞋；；。
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Gly．Gly．G1y—Gly一1h(GGGGGGGY)，而MpGR—RBPl含

有四个相同的重复序列。同源建模预测分析表明，

MhGR．RBPl三级结构与人类A18 hnRNP蛋白(PDB．

code=1】【5sA)空间结构高度相似，三级结构一致性

达到47．1％，而MpGR．RBPl与人类RNA结合蛋白

TlA．1(PDB．code=3bs9B)最匹配，三级结构一致性达

38．5％。研究表明，删．1基因参与调控细胞核中
pre-mRNA的选择性剪接及细胞质中mRNA的翻

译【j3J。A18 hnRNP，即冷诱导RNA结合蛋白CIRP，

属于RNA结合蛋白(RBP)家族的hnRNP亚族。A18

hnRNP不同于大多数hnRNPs蛋白，它由一个RRM

结构域和一个包含精氨酸和甘氨酸残基的(RGG

b似es)的附属基序(au)【iliary domain)组成【34J。大多

数hnRNPs蛋白基因是组成型表达，而A18 hnRNP蛋

白及mRNA水平可由低氧、紫外辐射等胁迫诱导表

达【34’35J。有研究报道，拟南芥AtGR．RBP7和AtGR．

RBP8同源性达76．9％，它们可能具有相似的功

能【16，36J。但AtGR．GRP7与AtGR—GRP2及AtGR．

GRP4的差异较明显，因为AtGR．GRfr7具有较短的

N．端区域和较长的C．端结构旧J。笔者推测由于

MpGR．RBPl和MhGR．RBPl的氨基酸多肽链存在差

异，导致其蛋白空间结构和生物功能也可能存在一

定程度的不同。由于不同物种编码GR．RBPs蛋白

的基因存在变异，所以对每一个G结R即基因需要

进一步研究其功能。

研究报道，拟南芥AfGR．船P1、血GR．R8P2、m．
G尼．尺日P3、A￡(次．胎尸4、Af(次．R8P8和A￡兄乙1口都受

冷胁迫强烈诱导⋯·37I。干旱和盐胁迫可使加觎．

胎JPl基因转录增强，但使衄．船P4和AtGR．船P7
转录缓慢减弱b7|。A￡肛1口在干旱处理下表达量有
所下降⋯J，而At觎．R8P5和At积．艘JP6在冷胁迫、

干旱和盐胁迫下的表达都没有改变旧7|。水稻仍．

C冠P4基因受热激、干旱和盐胁迫诱导表达，但受热

激诱导最为明显旧8|。烟草舭GR尸1受水胁迫强烈诱

导，而高温、低温、干旱、高盐、ABA和机械伤害均能

诱导该基因表达，但表达量很低博J。本研究中，楸子

坳勰．胎Pl和平邑甜茶胤彻．魈P1基因在根、茎、
叶组织中均有表达，但枷勰．脚1在茎中的表达量
最大，而舰GR．船Pl以叶的表达水平最高。此外，
坳衄．船P1和舰勰．胎尸l基因均受干旱胁迫诱导
表达，而坳衄．R肿1表达量明显高于舰GR．胎Pl
表达量。笔者推测，脚衄．尺曰尸1和胁傩．胎P1基

因可能参与植物对干旱胁迫的响应反应，植物通过

提高勰-脚基因表达水平来适应或抵抗干旱逆境
的影响，而表达水平的高低差异可能与两种苹果砧

木抗旱性的强弱有关。

近年来，尽管人们对部分拟南芥、烟草及水稻等

GR．RBPs蛋白功能做了一些研究，使人们对其在植

物生长发育和抵御逆境等生理过程中的功能有了初

步的认识，但对其他植物GR．RBPs功能研究的并不

是很深入，植物傩．船风基因是如何调控植物参与

逆境反应的分子机制尚不十分清楚【I“36J，仍有大量

的工作需要进一步探讨。
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Effects of GzDm比s m删删蚰the gro叭h of wh翰t∞emings

唧der di仃erent phosphorus concentration

CAO Cui．1in91，YANG Jian．hon91，FAN Shu-jun2，U Xue—junl

(1．co如酽矿￡扣Sc函rI册，Ⅳo^h咐I A&，‰蚵，y口，础i喈，跏∞n瓿712100，蕊‘，m；
2．co如鲜旷Sc诂瓣，Ⅳo矶螂t A正，u施哪砂，地啦昭，鼽∞嬲i 712100，饥讹)

Ah出麓ct：Abstract：In order to investig砒e the irIfluence of inoculation 0f(；zD，，n岱m琊se口e on the wheat gr0帆h un-

der low ph∞phoms level(1弘nmL／L)鲫d high phosphoms level(枷肛啪l／L)，a single—spo陀inoculati伽mthod w酗

used，and during training叭nba伊w聃used to cover the whole pot in order to刖oid the innuence caused by other fun西．

The wheat w酗cultvated in sand supplied而tIl Hogl锄d solution containing difkfent P concentration，锄d wheat seedlin铲

were inoculated with the sp0陀0f Gzo，舢s，，蹦∞e．，111e results shoWed th砒：compared witll the帅inoculated wheat，the

in∞ul砒ion inc他鹪d tlle heigllt，root dry wei曲t粕d pl彻l dry weigllt of whe砒鸵edin伊．Whethe“iglI ph∞phoms level or

l口w ph08phoms level，in∞ul删访tlI G．mosse北fungi，the wmer potetial of leaf w酗lower tII粕that of uninoculati蚰；

tlle root∞ti“ty啪s i眦陀酗ed by 196％(1弘Ⅱml／L P)柚d 89％(400 pmol／L)；and content of chlomphyU w船added；

粕d contem of solllble pmtein w∞inc蒯cleady in rDot粕d leaf．Om co眦l璐ion w鹅that wheat加d G．啪sse神fungi
coIlld f．om g∞d symbiont．

Keywor出：G如舢m03靶钟；single-spore inoclllation；airtight bagged；wheat∞edling；gmwth

-。●·●●●H·◆-◆-‘●_●。◆·●-◆-◆-●o◆·◆·‘●’-◆··●H·‘●嘈‘●唯·●··●··●q·◆-_●H-‘●’·●-¨-●··●噜◆。◆-·●’●-●-．-●-●·●-◆·◆-_●-·●·-‘●’·◆。◆。◆-●o◆-。●H·●h

(上接第8l页)

CloIling锄d expr髑sion analysis of two肿Vel drougllt-toIe阳nce gen憾coding

glycine-rich RNA-binding proteins in胁缸s plants

wANG shun．cail”，uANG Don孑，sHI shou．gu02，MA Feng-w柚92，sHu Huai-mi2

(1．c0比酽矿￡咖sc拓n钟∞d撕嘲7，弛，坫^耐ⅣD册越￡埘哪咖r，m珊枷，如瑚Ⅱ748loo，c^白m；
2．c扰岛酽矿舶疗妣出u陀，胁砒Ⅲ皤t A&，‰毋，地n∥i昭，触f 712l∞，饥iM)

Absn佻t：Two Malus(apple)dmugllt-rela砌genes，脚傩一胎P1(HM042682)强d胁觎-胎P1(HQ380209)，

we坨蛐ccessfully identified f而m the dmught st陀ss—treated讹Z瑚p九ln删如and膨． ^唧km括，re8pee￡ivel)r，using li-

bmry湖弛ning，in silico cl伽ing and RT-PCR．而e pmteins of№h伽ologoIls gen鹤，脚弭胎Pl aIld胁衄一艘Pl，
weIe consisted of 171船d 164 aIllino∞ids，re8pectiVely．弧eir deduced aIIlino∞ids contain a N-teminal RNA mco和i—

tion motif(RRM)and a c-te硼inal gIycine-rich domain，a stmctur{e which w鹅found in 8t啷s—induced GR·RBP pmtein

fhIIlily in 0ther pl粕ts．Bioi山瑚atics肌alysis collfi硼ed￡hat both MpGR-RBPl锄d MhGR-RBPl pmteins belong to the

pl觚t GR-RBP f8IIIily，membe礴of which play important mles in post·transcdptional regulation of gene e】(pmssi∞under

Vari伽s stm蟠c伽diti帆s．11le expression p础les of the“岫apple G_R-R胼’t砌scripts we陀detected by qu硼titative real—

ti眦RT-PCR， 坳傩一胎P1跚d胁罅胎P1 we陀唧res∞d in v蚵ous pl蚰t tissue8 including mo协，sh00t8， 锄d

leav伪．BotII忡∞脚1肌d舰簿JR肼’1 we陀up·陀gulated under dmugllt st陀鹞，埘th expression level8 in the fon∞r

king higlIerth龃in the latter．r11Iese re8ults indicated that脚罅胎P l蚰d胁勰一脚l rrIi曲t be involved in apple

pl锄协弛8po酗e to d珈吡glIt stress，姐d it sugge8ted that di雎rential corIfigLlrati∞of dmugllt·tole舢t pmtei璐rnay be咖-
tributed to capabil畸of dmuglIt r∞ist觚ce in apple pl锄ts．

Keywor凼：肘aZus；gIyci他一rich RNA-binding prDtein；drougllt stmss；gene exp阳ssion
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