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甜荞 ＦｅＨＳＰ８３ 基因的克隆及其
在逆境胁迫下的表达分析
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摘　 要:为了探究甜荞 ＦｅＨＳＰ８３ 基因在干旱和盐胁迫下的表达模式ꎬ本研究采用‘西农 ９９７６’为试验材料ꎬ通过

１５％ ＰＥＧ ６０００ 溶液和 ０.１％ ＮａＣｌ 溶液对荞麦幼苗进行胁迫处理ꎮ 通过 ＲＴ－ＰＣＲ 的方法ꎬ鉴定获得 ＦｅＨＳＰ８３ꎬ该基因

开放阅读框 ２ １００ ｂｐꎬ编码 ７０４ 个氨基酸ꎬ预测其相对分子质量为 ８０.９７ ｋＤａꎬ理论等电点为 ４.９６ꎬ具有较强亲水性ꎮ
同源性分析结果显示ꎬ该基因与藜麦、甜菜亲缘关系较近ꎬ同源性达到 ９７.０６％ꎮ 采用 ｑＲＴ－ＰＣＲ 的方法ꎬ对干旱和盐

胁迫下 ＦｅＨＳＰ８３ 基因在叶和根中的表达水平进行分析ꎮ 结果显示ꎬ在干旱胁迫条件下ꎬＦｅＨＳＰ８３ 在甜荞根部的表达

量持续上升ꎬ到 ４８ ｈ 达到最大值ꎬ增加范围为 １.０３~１０.２０ꎻ叶的表达量呈先升后降的趋势ꎻ而在盐胁迫条件下ꎬＦｅＨ￣
ＳＰ８３ 在植株叶部的响应较为明显ꎬ增加范围为 １.０７~６.２４ꎬ在 １２ ｈ 时表达量达到最高ꎻ根部的表达量在 ３ ｈ 时迅速升

高ꎬ随后缓慢下降ꎮ 结果表明ꎬＦｅＨＳＰ８３ 基因在干旱和盐胁迫条件下能够快速响应胁迫ꎬ且在根和叶不同器官中的表

达存在差异ꎮ 预测 ＦｅＨＳＰ８３ 基因在甜荞抗旱中起到一定作用ꎮ
关键词:甜荞ꎻＦｅＨＳＰ８３ 基因ꎻ克隆ꎻ逆境ꎻ表达模式

中图分类号:Ｓ５１７ꎻＳ３３２.１　 　 文献标志码:Ａ

Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂｕｃｋｗｈｅａｔ ＦｅＨＳＰ８３
ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ａｎｄ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ

ＸＵ Ｒｕｉꎬ ＸＩＯＮＧ Ｚｅｈａｏꎬ ＺＨＵ Ｘｕｄｏｎｇꎬ ＺＨＯＵ Ｂｉｎｈａｎꎬ ＨＯＵ Ｚｅｈａｏꎬ
ＸＵ Ｊｉａｓｈｅｎｇꎬ ＬＵＯ Ｙｉｒｏｕꎬ ＦＡＮＧ Ｚｈｅｎｇｗｕ

(Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅꎬ Ｙａｎｇｔｚｅ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｈｕｂｅｉ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ
Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｇｒａｉｎ Ｉｎｄｕｓｔｒｙꎬ Ｊｉｎｇｚｈｏｕꎬ Ｈｕｂｅｉ ４３４０２５ꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｕｓｅｄ ‘Ｘｉｎｏｎｇ ９９７６’ ａｓ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍａｔｅｒｉａｌ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｔｈｅ
ＦｅＨＳＰ８３ ｇｅｎｅ ｏｆ ｓｗｅｅｔ ｂｕｃｋｗｈｅａｔ ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ａｎｄ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ. Ｔｈｅ ｂｕｃｋｗｈｅａｔ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｗｅｒｅ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ｓｔｒｅｓｓ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ １５％ ＰＥＧ ６０００ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ０.１％ ＮａＣｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ. Ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＲＴ－ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄꎬ ＦｅＨＳＰ８３ ｗａｓ ｉ￣
ｄｅｎｔｉｆｉｅｄ. Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｈａｄ ａｎ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ ｏｆ ２ １００ ｂｐ ａｎｄ ｅｎｃｏｄｅｄ ７０４ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ. Ｉｔｓ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｍａｓｓ ｗａｓ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔｏ ｂｅ ８０.９７ ｋＤａꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ ｗａｓ ４.９６. Ｉｔ ｈａｄ ｓｔｒｏｎｇ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ. Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｑｕｉｎｏａ ａｎｄ ｓｕｇａｒ ｂｅｅｔꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ
ｒｅａｃｈｅｄ ９７.０６％. Ｔｈｅ ｑＲＴ－ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＦｅＨＳＰ８３ ｇｅｎｅ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ａｎｄ
ｒｏｏｔｓ ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ａｎｄ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦｅＨＳＰ８３ ｉｎ ｔｈｅ
ｒｏｏｔｓ ｏｆ ｂｕｃｋｗｈｅａｔ ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ ｔｏ ｉｎｃｒｅａｓｅꎬ ｒｅａｃｈｉｎｇ ｔｈｅ ｍａｘｉｍｕｍ ａｔ ４８ ｈꎬ ｗｉｔｈ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ １.０３ ~
１０.２０ꎻ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｅａｖｅｓ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｔｒｅｎｄ ｏｆ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｆｉｒｓｔ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇꎻ ｗｈｉｌｅ ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ ｃｏｎ￣
ｄｉｔｉｏｎｓ ＦｅＨＳＰ８３ ｈａｄ ａ ｍｏｒｅ ｏｂｖｉｏｕｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｐｌａｎｔｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｒａｎｇｅ ｗａｓ １.０７~６.２４ꎬ ａｎｄ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅａｃｈｅｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ａｔ １２ ｈꎻ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｏｏｔｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｒａｐｉｄｌｙ ａｔ ３ ｈꎬ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｓｌｏｗｌｙ ｄｅ￣
ｃｒｅａｓｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＦｅＨＳＰ８３ ｇｅｎｅ ｑｕｉｃｋｌｙ ｒｅｓｐｏｎｄｅｄ ｔｏ ｓｔｒｅｓｓ ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ａｎｄ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦｅＨＳＰ８３ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ ｒｏｏｔｓ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ ｗａｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ. Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅꎬ ＦｅＨＳＰ８３ ｇｅｎｅ ｐｌａｙｅｄ ａ
ｃｅｒｔａｉｎ ｒｏｌｅ ｉｎ ｄｒｏｕｇｈｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｓｗｅｅｔ ｂｕｃｋｗｈｅａｔ.

收稿日期:２０２１￣１１￣０６　 　 　 　 　 修回日期:２０２２￣０５￣２７
基金项目:国家自然科学基金(３１６７１７５５ꎬ３１５７１７３６)
作者简介:徐锐(１９９８－)ꎬ男ꎬ湖北黄冈人ꎬ硕士研究生ꎬ研究方向为作物遗传育种ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｘｕｒｙ８６１９＠ １６３.ｃｏｍ
通信作者:方正武(１９７７－)ꎬ男ꎬ江西上饶人ꎬ教授ꎬ主要从事植物种质材料创新与利用研究ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ: ｆａｎｇｚｈｅｎｇｗｕ８８＠ １６３.ｃｏｍ



Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: ｓｗｅｅｔ ｂｕｃｋｗｈｅａｔꎻ ＦｅＨＳＰ８３ ｇｅｎｅꎻ ｃｌｏｎｅꎻ ａｄｖｅｒｓｉｔｙꎻ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｏｄｅ

　 　 随着全球环境的变化ꎬ干旱、高温、盐碱等非生

物胁迫已经成为影响植物正常生长的关键因素ꎮ
荞麦是蓼科(Ｐｏｌｙｇｏｎａｃｅａｅ)荞麦属(Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ Ｍｉｌｌ)
药食两用的草本植物ꎬ主要分为苦荞(Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｔａ￣
ｔａｒｉｃｕｍ Ｇａｅｒｔｎ )、 甜 荞 ( Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ
Ｍｏｅｎｃｈ)两个栽培种ꎮ 其中甜荞作为一种重要的粮

食作物和经济作物ꎬ在我国北方干旱地区得到了大

量种植ꎮ 因此ꎬ开展荞麦抗逆研究对于培育植物抗

逆新品种具有重要意义ꎮ
热激蛋白(Ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ ＨＳＰｓ)也被称为

热休克蛋白ꎬ是植物遭遇高温等非生物胁迫时诱导

生物体合成的一类保护性蛋白ꎮ 大多数真核细胞

生物体内都有种类丰富的 ＨＳＰｓ 存在[１]ꎬ一般根据

蛋白质大小以及同源关系ꎬ将其分为五大类ꎬ分别

是 ＨＳＰ６０、 ＨＳＰ７０、 ＨＳＰ９０、 ＨＳＰ１１０ 和 小 分 子 量

ｓＨＳＰ 家族[２]ꎬ其中 ＨＳＰ９０ 家族蛋白主要存在于真

核细胞中ꎬ约占细胞蛋白总数的 １％ ~２％[３]ꎻ在结构

上包含有两个保守结构域ꎬＮ－端为 ＡＴＰ 酶结合域、
Ｃ－端含有二聚合体结合区ꎬ中间段为氨基酸ꎬ是一

个主要受 ＡＴＰ 调控的二聚体伴侣蛋白[４]ꎮ 已有研

究表明 ＨＳＰ９０ 在控制细胞周期、细胞生存、激素等

多个细胞过程中扮演重要角色[５]ꎬ且与其他蛋白间

存在互作关系ꎬ如 Ｈｓｐ４０、ｐ２３ ＼ ＦＫＢＰ５２ 等[６]ꎮ 近年

来ꎬＨＳＰ９０ 家族研究逐渐成为热点[７]ꎮ 另外ꎬＨＳＰ９０
作为一种功能专一的蛋白折叠工具ꎬ在生物体的存活

和逆境胁迫应答方面有着重要意义[８]ꎮ 同时 ＨＳＰ９０
作为分子伴侣ꎬ参与辅助了其他蛋白的合成与加工ꎬ
在生物体机能维护方面起到了极其重要的作用[９]ꎮ

目前 ＨＳＰ９０ 家族在辣椒 ( Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ
Ｌ.) [１０]、南瓜(Ｃｕｃｕｒｂｉｔａ ｍｏｓｃｈａｔａ) [１１]、番茄(Ｓｏｌａｎｕｍ
ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ) [１２]等植物中得到了广泛的研究ꎬ但其

在甜荞逆境胁迫条件下的分析却鲜有报道ꎮ 本试

验以‘西农 ９９７６’为材料开展研究ꎬ通过同源克隆的

方法得到荞麦 ＦｅＨＳＰ８３ 基因序列ꎬ在此基础上对该

序列进行生物信息学分析ꎬ通过进化树亲缘关系比

对ꎬ发现其隶属于 ＨＳＰ９０ 家族成员ꎬ与此同时运用

ｑＲＴ－ＰＣＲ 的方法探究该基因在干旱、盐胁迫条件下

的表达情况ꎬ分析该基因在荞麦中的表达模式ꎬ为
荞麦培育抗旱抗盐品种提供优异的基因资源ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 植物材料、生长条件及胁迫处理

试验用甜荞品种为‘西农 ９９７６’ꎬ挑选饱满无病

害的种子ꎬ经消毒冲洗后ꎬ置于铺有双层滤纸的培

养皿中ꎬ２５℃恒温催芽ꎬ待种子长出根时ꎬ将长势相

同的荞麦种子移栽至水培盒中ꎬ进行常规水肥管

理ꎮ 待幼苗长出 ２ ~ ３ 片真叶后ꎬ使用 １５％ ＰＥＧ
６０００ 溶液和 ０.１％ ＮａＣｌ 溶液对荞麦幼苗进行胁迫

处理ꎬ在分别处理 ３、６、１２、２４、４８ ｈ 后对幼苗和根部

进行取样ꎬ将胁迫前的材料作为对照ꎬ每个处理设

置 ３ 个生理学重复ꎬ样品通过液氮速冻后放置

－８０℃冰箱中保存备用ꎮ
１.２　 供试仪器与试剂

ＰＣＲ 扩增采用 Ｂｉｏ － ｒａｄ Ｔ － １００ ＰＣＲ 仪(美国

Ｂｉｏ－ｒａｄ 公司)ꎻ凝胶成像仪购自上海培清科技有限

公司ꎮ ＲＮＡ 提取试剂盒(ＲＮ３８)购自北京艾德莱生

物科技有限公司ꎻ反转录试剂盒( ＴａＫａＲａ)及金牌

ＭＩＸ 购自北京擎科生物科技有限公司ꎻ荧光定量试

剂盒、感受态细胞引物合成和 ＤＮＡ 测序也均由北京

擎科生物科技有限公司完成ꎮ
１.３　 ＦｅＨＳＰ８３ 基因克隆

荞麦嫩叶基因组 ＤＮＡꎬ总 ＲＮＡ 提取法参考

ＣＴＡＢ 法[１３－１４]ꎬ得到 ＲＮＡ 后利用反转录试剂盒逆转

录 ＲＮＡ 得到 ｃＤＮＡꎬ具体试验步骤参照试剂盒说明

书进行ꎮ 以 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ使用引物 ＦｅＨＳＰ８３－Ｆ /
ＦｅＨＳＰ８３－Ｒ(表 １)对基因进行扩增ꎮ ＰＣＲ 反应体系

如下:ｃＤＮＡ ２ μＬꎬ上下游引物各 １.５ μＬꎬ金牌 ＭＩＸ
４５ μＬꎮ ＰＣＲ 反应条件为:９８℃ 预变性 ２ ｍｉｎꎬ９８℃
变性 １０ ｓꎬ５６℃退火 １０ ｓꎬ７２℃延伸 ３０ ｓꎬ３５ 个循环ꎬ
７２℃延伸 ５ ｍｉｎꎬ４℃保温ꎮ ＰＣＲ 产物使用 １.０％琼脂

凝胶电泳进行检测ꎬ产物保存于－２０℃备用ꎮ 参照

凝胶试剂盒回收目的条带ꎬ采用 ００７ＶＳ 载体连接回

收产物ꎬ转化大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ通过

ＡＭＰ 抗生素进行筛选ꎬ挑选阳性克隆进行测序ꎮ
１.４　 ＦｅＨＳＰ８３ 基因的生物信息学分析

通过 ＮＣＢＩ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ)数据

库网站 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 分析目标基因编码区ꎻ利用在线
表 １　 引物名称与序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列(５′→３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′)

用途
Ｐｕｒｐｏｓｅ ｏｆ
ｐｒｉｍｅｒｓ

ＦｅＨＳＰ８３－Ｆ ＡＴＧＧＣＡＧＡＣＧＴＴＣＡＧＡＴＧＧＣ 基因克隆

ＦｅＨＳＰ８３－Ｒ ＴＴＡＡＴＣＡＡＣＣＴＣＣＴＣＣＡＴＣＴＴＧＣＴ Ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ
ＱＦｅＨＳＰ８３－ＲＴＦ ＡＧＡＧＣＧＧＡＧＡＣＧＡＧＡＴＧＡＣＴ
ＱＦｅＨＳＰ８３－ＲＴＲ ＴＧＧＣＴＧＡＣＡＣＧＡＧＣＴＴＣＴＴＴ 表达分析

ＱＦｅＡＣＴＩＮ－Ｆ ＡＣＣＴＴＧＣＴＧＧＡＣＧＴＧＡＣＣＴＴＡＣ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｎａｌｙｓｉｓ

ＱＦｅＡＣＴＩＮ－Ｒ ＣＣＡＴＣＡＧＧＡＡＧＣＴＣＡＴＡＧＴＴＣ
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软件 ＰｒｏｔＰａｒａｍ(ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )
分析目标基因基本理化特性ꎻ利用 ＭＥＧＡ７.０ 软件ꎬ
以邻接法(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇꎬＮＪꎻｂｏｏｔｓｔｒａｐ ＝ １０００)构建

进化树ꎻ通过 ＷＯＬＦ ＰＳＯＲＴ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ.
ｃｏｍ / ｗｏｌｆ－ｐｓｏｒｔ.ｈｔｍｌ) 在线软件进行蛋白亚细胞定位

预测ꎻ 使 用 ＳＷＩＳＳ － ＭＯＤＥＬ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ.
ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ)对蛋白质三级结构进行预测ꎮ
１.５　 ＦｅＨＳＰ８３ 基因的 ｑＲＴ－ＰＣＲ 分析

以反转录的 ｃＤＮＡ 第一链为模板ꎬ将其稀释 １０
倍后用于荧光定量分析ꎮ 设计 ＦｅＨＳＰ８３ 基因对应

的荧光定量引物ꎬ根据 ＴＢ Ｇｒｅｅｎ(ＴａＫａＲａꎬ大连)荧
光定量试剂盒操作说明书在 ＣＦＸ９６ ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ＰＣＲ
仪器(美国 ＢｉｏＲａｄ 公司)上进行 ｑＲＴ－ＰＣＲꎮ ｑＲＴ－
ＰＣＲ 反应体系为 ２０ μＬ、１００ ｎｇ ｃＤＮＡ 模板、引物各

０.６ μＬ 和 １０ μＬＰＣＲ－ｍｉｘ(２×)ꎮ ｑＲＴ－ＰＣＲ 反应体

系为:９５℃ꎬ３０ｓꎬ(９５℃ꎬ１０ｓꎻ５５℃ꎬ３０ｓ) ×４０ 个循环ꎮ
试验以 β－Ａｃｔｉｎ 为内参基因ꎬ试验数据通过 ＣＫ 对

样品做标准化处理ꎬ并使用 ２－ΔΔｃｔ法计算基因的相

对表达量ꎮ
１.６　 数据处理

通过 ＳＰＳＳ １９.０ 软件对数据进行单因素方差分

析ꎬ利用 Ｅｘｃｅｌ ２０１９ 和 ＳＰＳＳ １９.０ 软件对数据进行整

理和统计分析ꎬ最后使用 Ｅｘｃｅｌ ２０１９ 软件绘制基因

表达量的柱状图ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＦｅＨＳＰ８３ 基因的克隆

以甜荞 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ使用表 １ 中的引物进行

扩增ꎬ连接 ００７ＶＳ 载体后转化大肠杆菌ꎬ利用 ＡＭＰ
抗生素筛选阳性克隆ꎬ成功获得了目的条带ꎬ通过

观察 ＰＣＲ 产物凝胶电泳图(图 １)可知ꎬＰＣＲ 扩增得

到的长度大约为 ２ １００ ｂｐꎬ与预期的片段大小基本

一致ꎮ 通过 ＢＬＡＳＴ 对比发现ꎬ甜荞 ＨＳＰ８３ 基因与藜

麦 ＨＳＰ８３ 基因同源性达到 ８０％以上ꎬ证实在西农

９９７６ 中获得了 ＨＳＰ８３ 基因ꎬ将其命名为 ＦｅＨＳＰ８３ꎮ
２.２　 生物信息学分析

２.２.１　 ＦｅＨＳＰ８３ 蛋白质理化性质与序列分析 　 通

过 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 软件对 ＦｅＨＳＰ８３ 蛋白理化特性分析表

明ꎬ该基因蛋白相对分子量约为 ８０.９７ ｋＤａꎬ理论等

电点为 ４. ９６ꎬ总共包括 １１４０８ 个原子ꎬ分子式为

Ｃ３５９２Ｈ５７２１Ｎ９３３Ｏ１１３７Ｓ２５ꎮ 在组成 ＦｅＨＳＰ８３ 编码

蛋白的 ７０４ 个氨基酸中ꎬ谷氨酸(Ｇｌｕ)含量最高ꎬ达
到了 １２. ５％ꎬ负电荷残基 １４３ 个ꎬ正电荷残基 １０９
个ꎬ脂溶指数为 ８２.５６ꎬ蛋白的不稳定参数为 ４１.０３ꎬ
具有较强亲水性ꎮ

　 　 注:Ｍ:ＤＮＡ 标准物 ２０００ꎻ１:引物 ＦｅＨＳＰ８３－Ｆ /
ＦｅＨＳＰ８３－Ｒ 的扩增产物ꎮ

Ｎｏｔｅ:Ｍ:ＤＮＡ ｍａｋｅｒ ２０００ꎻ１:Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ
ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ＦｅＨＳＰ８３－Ｆ / ＦｅＨＳＰ８３－Ｒ.

图 １　 ＦｅＨＳＰ８３ 基因扩增产物电泳图

Ｆｉｇ.１　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｆｏｒ ＦｅＨＳＰ８３

２.２.２　 ＦｅＨＳＰ８３ 蛋白的同源比对和进化分析 　 利

用 ＮＣＢＩ 数据库ꎬ将 ＦｅＨＳＰ８３ 基因编码的氨基酸序列

与 甜 菜 ( ＢｖＨＳＰ８３ )、 黎 麦 ( ＣｑＨＳＰ８３ )、 花 生

(ＡｈＨＳＰ８３)的 ＨＳＰ８３ 氨基酸序列进行对比(图 ２)ꎬ
结果显示ꎬ其蛋白氨基酸长度极为相似ꎬ同源性达

９７.０６％ꎬ说明 ＦｅＨＳＰ８３ 蛋白在这几个作物中存在较

高的相似性ꎮ
通过进化树的构建ꎬ发现甜荞 ＦｅＨＳＰ８３ 蛋白与

甜菜、藜麦 ＨＳＰ８３ 蛋白的亲缘关系较近ꎬ与番茄、辣
椒等作物的 ＨＳＰ８３ 蛋白亲缘关系较远(图 ３)ꎮ 进

一步对比发现ꎬ同一分支上的甜菜、藜麦与甜荞都

为藜科植物ꎬ这种进化关系符合形态学分类规律ꎬ
由此我们可推测 ＦｅＨＳＰ８３ 基因具有较高的保守性ꎮ
２.２.３ 　 ＦｅＨＳＰ８３ 蛋白亚细胞定位 　 ＷＯＬＦ ＰＳＯＲＴ
预测表明ꎬ该蛋白主要存在于细胞质ꎬ推测其编码

蛋白可能在细胞核外发挥作用ꎮ 使用 ＳＷＩＳＳ －
ＭＯＤＥＬ 网站对 ＦｅＨＳＰ８３ 蛋白的三级结构进行预

测ꎬ其结构如图 ４ 所示ꎮ
２.３　 ＦｅＨＳＰ８３ 基因的表达分析

实时荧光定量 ＰＣＲ 结果显示(图 ５)ꎬ经干旱和

盐胁迫处理后ꎬＦｅＨＳＰ８３ 基因能较快响应胁迫ꎬ且在

根、叶不同部位的表达量存在较大差异ꎮ 在干旱胁

迫条件下ꎬＦｅＨＳＰ８３ 在植株根部的表达量持续上升ꎬ
至 ４８ ｈ 达到最大ꎬ响应较为强烈ꎻ叶的表达量呈先

升后降的状态ꎬ在 ４８ ｈ 时表达量最高ꎬ１２ ｈ 时表达

量较低ꎮ 在盐胁迫条件下ꎬＦｅＨＳＰ８３ 在植株叶部的

响应较为强烈ꎬ在 １２ ｈ 时表达量达到最高ꎬ之后开

始下降ꎻ根部的表达量在 ３ ｈ 时迅速升高ꎬ随后缓慢

下降ꎮ
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图 ２　 ＦｅＨＳＰ８３ 与其他物种同源蛋白的多序列比对分析结果

Ｆｉｇ.２　 Ｍｕｌｔｉ－ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＦｅＨＳＰ８３ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ＨＳＰ８３ｓ

图 ３　 ＦｅＨＳＰ８３ 与其他物种 ＨＳＰ８３ 蛋白的系统发育进化树

Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＦｅＨＳＰ８３ ｗｉｔｈ
ｏｔｈｅｒ ＨＳＰ８３－ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

图 ４　 ＦｅＨＳＰ８３ 蛋白的三级结构预测分析结果

Ｆｉｇ.４　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ
ＦｅＨＳＰ８３ ｐｒｏｔｅｉｎ
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图 ５　 ＦｅＨＳＰ８３ 在甜荞不同组织中的表达分析

Ｆｉｇ.５　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＦｅＨＳＰ８３ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｓｗｅｅｔ ｂｕｃｋｗｈｅａｔ

３　 讨　 论

热激蛋白(ＨＳＰｓ)是一类在生物体受到外界胁

迫时由转录因子诱导合成产生的高度保守的蛋白

质家族ꎮ 目前ꎬＨＳＰ 被报道主要有三类生物学功

能:(１)分子伴侣ꎬ能够帮助其他的蛋白质折叠、转
运ꎬ而自身不参与相关代谢ꎻ(２)获得耐热性ꎻ(３)调
控细胞骨架动力学[１５]ꎮ ＨＳＰ９０ 作为 ＨＳＰ 家族中的

一员ꎬ分子量大约为 ９０ ＫＤꎬ通常以同型二聚体结构

存在于真核细胞中ꎬ王彬等[１１] 研究发现ꎬＣｍＨＳＰ９０
基因参与了中国南瓜对逆境的应答ꎬ表达量与其定

位以及执行的功能有一定关系ꎮ 叶绿体 ＨＳＰ９０ 主

要参与光和热激的信号转导ꎬ而线粒体 ＨＳＰ９０ 的功

能较为特殊ꎬ主要作用为免受氧化胁迫带来的伤

害ꎮ 此外ꎬ有研究显示ꎬ热激转录因子(ＨＳＦｓ)在逆

境信号传导过程中起着重要的作用ꎬ大量 ＨＳＰ 家族

基因表达受其调控ꎮ
甜荞是我国重要的经济作物ꎬ有很高的营养价

值和药用价值ꎬ其生育期短、适应性强、耐贫瘠等优

点ꎬ在干旱地区作物布局中具有极其重要的地位ꎮ
本研究根据已知序列进行 ＦｅＨＳＰ８３ 基因的引物设

计ꎬ从甜荞品种西农 ９９７６ 中成功克隆了 ＦｅＨＳＰ８３
基因的编码序列ꎬ在对该基因进行生物信息学分析

后发现 ＦｅＨＳＰ８３ 基因具有 ＨＳＰ９０ 家族所有的 Ｐｆａｍ
区域ꎬ在进化关系上与藜麦 ＦｅＨＳＰ８３ 蛋白、甜菜

ＦｅＨＳＰ８３蛋白较为接近ꎬ与番茄 ＦｅＨＳＰ８３ 蛋白相距

较远ꎬ推测 ＦｅＨＳＰ８３ 蛋白隶属于 ＨＳＰ９０ 家族ꎬ在功

能上可能与藜麦较为相似ꎬ具有较高的同源保守性ꎮ
本研究基于转录组测序结果分析ꎬ发现了逆境

胁迫条件下特异性表达基因 ＦｅＨＳＰ８３ꎬ实时荧光定

量 ＰＣＲ 结果显示在干旱和盐胁迫条件下ꎬＦｅＨＳＰ８３

基因在甜荞幼苗子叶和根部的表达量显著上升ꎬ且
在根和叶不同部位间的反应存在较大差异ꎮ 在干

旱胁迫处理下ꎬ甜荞幼苗子叶和根部反应迅速ꎬ子
叶部分表达量相对较大ꎬ而在盐胁迫条件下ꎬ甜荞

幼苗子叶和根部反应较为迟缓ꎬ根部的表达量远高

于子叶部分ꎮ 因此ꎬ我们可以推测ꎬＦｅＨＳＰ８３ 基因参

与了甜荞对逆境胁迫的应答ꎬ在甜荞抗旱研究中起

到一定作用ꎮ 在后续的研究中ꎬ我们可以通过农杆

菌介导转化法ꎬ构建超量表达载体转入荞麦ꎬ进一

步探究 ＦｅＨＳＰ８３ 基因在逆境胁迫下的调控机制ꎬ为
荞麦的抗逆分子育种奠定基础ꎮ
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