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向日葵 ３ 个谷胱甘肽－Ｓ－转移酶 ＧＳＴ 基因
的克隆及表达模式分析

凌云鹤ꎬ李　 静ꎬ景　 兵ꎬ李春莲ꎬ肖恩时ꎬ王中华
(西北农林科技大学农学院ꎬ陕西 杨凌 ７１２１００)

摘　 要:从向日葵转录组测序结果中获得了 ３ 个对盐胁迫有响应的谷胱甘肽－Ｓ－转移酶(ＧＳＴꎬＥＣ２.５.１.１８)ＧＳＴ
基因ꎬ构 建 了 系 统 进 化 树 并 进 行 分 析ꎬ 得 知 这 ３ 个 基 因 属 于 Ｔａｕ 型 ＧＳＴꎬ 并 将 它 们 命 名 为 ＨａＧＳＴＵ２６
(ＨａｎＸＲＱＣｈｒ０４ｇ０１２７９０１)、ＨａＧＳＴＵ８(ＨａｎＸＲＱＣｈｒ０６ｇ０１７７５８１)、ＨａＧＳＴＵ２７(ＨａｎＸＲＱＣｈｒ１０ｇ０３１６３３１)ꎬ然后以向日葵

Ｓｋ０２Ｒ 为试验材料ꎬ克隆这 ３ 个基因ꎬ并进行了不同组织和不同胁迫条件下的表达分析ꎮ 序列分析表明:ＨａＧＳＴＵ２６
基因组为 １６７４ｂｐꎬＣＤＳ(编码蛋白序列)长 ６６６ｂｐꎬ编码 ２２１ 个氨基酸ꎬ由 ２ 个外显子和 １ 个内含子组成ꎻＨａＧＳＴＵ８ 基

因组为 ２２７１ｂｐꎬＣＤＳ 长 ６５４ｂｐꎬ编码 ２１７ 个氨基酸ꎬ由 ２ 个外显子和 １ 个内含子组成ꎻ ＨａＧＳＴＵ２７ 基因组为 ６６３ｂｐꎬＣＤＳ
长 ６６３ｂｐꎬ编码 ２２０ 个氨基酸ꎬ由 １ 个外显子组成ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 分析表明:向日葵 ＨａＧＳＴＵ２６、ＨａＧＳＴＵ８、ＨａＧＳ￣
ＴＵ２７ 基因在不同组织(根、幼叶、成熟叶、茎、幼茎、苞叶)中表达量不同ꎬ其中ꎬＨａＧＳＴＵ２６ 基因和 ＨａＧＳＴＵ２７ 基因在

根中表达量最高ꎬ而 ＨａＧＳＴＵ８ 基因在苞叶中表达量最高ꎬ但这 ３ 个基因均在成熟茎中的表达量最低ꎮ 在不同胁迫条

件下ꎬ测定这 ３ 个基因在向日葵幼苗中的表达量ꎬ结果表明在盐及 ＡＢＡ 胁迫下ꎬ基因表达量均随着处理时间的增加

而呈现先增加后下降的趋势ꎮ 其中ꎬ在盐胁迫下ꎬＨａＧＳＴＵ２６ 基因在 １２ ｈ 后相对表达量最高ꎬＨａＧＳＴＵ８ 及 ＨａＧＳＴＵ２７
基因表达量在 ３ｈ 后相对表达量最高ꎮ 在 ＡＢＡ 胁迫后ꎬＨａＧＳＴＵ２６ 及 ＨａＧＳＴＵ２７ 基因表达量在 １２ ｈ 后相对表达量最

高ꎬＨａＧＳＴＵ８ 在 ２４ ｈ 后相对表达量最高ꎮ 在冷胁迫下ꎬＨａＧＳＴＵ２６ 和 ＨａＧＳＴＵ２７ 基因上调表达ꎬ它们分别在 ３、２４ ｈ
后相对表达量最高ꎬＨａＧＳＴＵ８ 基因下调表达ꎬ其相对表达量随处理时间的延长呈现逐渐减少的趋势ꎮ 在热胁迫条件

下ꎬ这 ３ 个基因的相对表达量随着胁迫时间的延长而增加ꎬ均在 ２４ ｈ 后表达量最高ꎮ 以上结果说明这 ３ 个基因对不

同非生物胁迫(盐、ＡＢＡ、冷、热胁迫)均有响应ꎮ
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ｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｆｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ. Ｔｈｅｓｅ ｔｈｒｅｅ ｇｅｎｅｓ ｂｅｌｏｎｇ ｔｏ Ｔａｕ ＧＳＴ ａｎｄ ｗｅｒｅ ｎａｍｅｄ ａｓ ＨａＧＳＴＵ２６
(ＨａｎＸＲＱＣｈｒ０４ｇ０１２７９０１)ꎬ ＨａＧＳＴＵ８ (ＨａｎＸＲＱＣｈｒ０６ｇ０１７７５８１) ａｎｄ ＨａＧＳＴＵ２７(ＨａｎＸＲＱＣｈｒ１０ｇ０３１６３３１).
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ｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ. Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＨａＧＳＴＵ２６ ｇｅｎｅ ｗａｓ １６７４ｂｐ ａｎｄ ｔｈｅ ＣＤＳ
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ＴＵ８ ｇｅｎｅ ｗａｓ ２２７１ ｂｐ ａｎｄ ｔｈｅ ＣＤＳ ｗａｓ ６５４ ｂｐꎬ ｗｈｉｃｈ ｅｎｃｏｄｅｄ ２１７ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ａｎｄ ｃｏｎｓｉｓｔｅｄ ｏｆ ２ ｅｘｏｎｓ ａｎｄ １
ｉｎｔｒｏｎ. Ｔｈｅ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＨａＧＳＴＵ２７ ｇｅｎｅ ａｎｄ ＣＤＳ ｗｅｒｅ ｂｏｔｈ ６６３ｂｐꎬ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ２２０ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ａｎｄ ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ
ｏｆ ｏｎｅ ｅｘｏｎ. Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＨａＧＳＴＵ２６ꎬ
ＨａＧＳＴＵ８ ａｎｄ ＨａＧＳＴＵ２７ ｓｕｎｆｌｏｗｅｒ ｗｅｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ (ｒｏｏｔꎬ ｙｏｕｎｇ ｌｅａｆꎬ ｍａｔｕｒｅ ｌｅａｆꎬ ｓｔｅｍꎬ ｙｏｕｎｇ
ｓｔｅｍ ａｎｄ ｔｅｍｐｏｒａｌ ｌｅａｆ)ꎬ ｔｈｅ ＨａＧＳＴＵ２６ ｇｅｎｅ ａｎｄ ＨａＧＳＴＵ２７ ｇｅｎｅ ｈａｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒｏｏｔｓꎬ ｗｈｉｌｅ ＨａＧ￣
ＳＴＵ８ ｇｅｎｅ ｈａｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｔｅｍｐｏｒａｌ ｌｅａｆ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ａｌｌ ｔｈｒｅｅ ｇｅｎｅｓ ｈａｖｅ ｔｈｅ ｌｏｗｅｓｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ｍａｔｕｒｅ ｓｔｅｍｓ. Ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｔｈｒｅｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｓｕｎｆｌｏｗｅｒ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔ ａｎｄ ＡＢＡ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｆｉｒｓｔ ａｎｄ
ｔｈｅｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅ. Ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨａＧＳＴＵ２６ ｇｅｎｅ ｗａｓ ａｔ
ｐｅａｋ ａｆｔｅｒ １２ｈꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨａＧＳＴＵ８ ａｎｄ ＨａＧＳＴＵ２７ ｗｅｒｅ ａｔ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ａｆｔｅｒ ３ ｈ. Ａｆｔｅｒ ＡＢＡ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＨａＧＳＴＵ２６ ａｎｄ ＨａＧＳＴＵ２７ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ａｆｔｅｒ １２ ｈꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨａＧＳＴＵ８
ｗａｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ. Ｕｎｄｅｒ ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓꎬ ＨａＧＳＴＵ２６ ａｎｄ ＨａＧＳＴＵ２７ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅｙ ｈａｄ ｔｈｅ
ｈｉｇｈｅｓｔ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｆｔｅｒ ３ ｈ ａｎｄ ２４ ｈꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨａＧＳＴＵ８ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄꎬ ａｎｄ
ｉｔｓ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｏｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅ. Ｕｎｄｅｒ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｏｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒｅｓｓ ｔｉｍｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ. Ｔｈｅ
ａｂｏｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ｔｈｅｓｅ ｔｈｒｅｅ ｇｅｎｅｓ ｒｅｓｐｏｎｄ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓｅｓ (ｓａｌｔꎬ ＡＢＡꎬ ｃｏｌｄ ａｎｄ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ).

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓ ａｎｎｕｕｓꎻ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ Ｓ－ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ＧＳＴ ｇｅｎｅꎻ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｅꎻ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 谷胱甘肽－Ｓ－转移酶是通过清除各种胁迫诱导

的活性氧来保护细胞的重要酶ꎮ 谷胱甘肽(ＧＳＨ)
在该酶的催化下能将有毒物质转化为无害或低毒

物质ꎮ Ｗｉｌｃｅ 等在 １９６０ 年于动物中第 １ 次发现

ＧＳＴꎬ这些酶对解除药物毒性具有重要作用[１]ꎮ
１９７０ 年ꎬＥｄｗａｒｄｓ 等[２] 在玉米中发现可与氯－Ｓ－三
嗪阿特拉津除草剂结合的 ＧＳＴꎬ它可以保护作物免

遭损害ꎮ 此后在小麦、马铃薯、大麦、拟南芥、烟草、
甘蔗、矮松、大豆、石竹、鹰嘴豆、高粱等多种植物中

克隆到了许多 ＧＳＴ 基因或其类似序列[３]ꎮ
研究发现ꎬＧＳＴ 基因在植物的所有组织中都有

表达ꎬ但 ＧＳＴ 同工酶种类及其表达水平在不同物

种、不同组织及不同细胞中是不同的ꎮ 各种胁迫条

件ꎬ如病原微生物ꎬ除草剂ꎬ重金属离子ꎬ高盐ꎬ高
温ꎬ低温ꎬ机械损伤等都能诱导出几种特定的 ＧＳＴ
基因表达[３]ꎬ其在植物抵抗生物和非生物胁迫中发

挥着非常重要的作用ꎮ 王丽萍等[４] 将盐地碱蓬的

ＧＳＴ 基因转入拟南芥中过量表达减轻了盐胁迫、干
旱胁迫对其生长的危害[５－６]ꎮ Ｇａｌｌｅ 等[７]鉴定 ＴａＧＳ￣
ＴＵ１Ｂ 和 ＴａＧＳＴＦ６ 基因在小麦抵抗干旱胁迫下起作

用ꎮ 朱守晶等[８] 通过试验发现 ＢｎＧＲ１ 基因的表达

量随 Ｃｄ２＋浓度的增加而逐渐升高ꎬ推测该基因增强

了苎麻对镉胁迫的适应性ꎻＫｕｍａｒ、Ｂｉｎｈ 等[９－１０] 认为

过量表达水稻 ＯｓＧＳＴＬ２ 基因可以增强拟南芥对重

金属、干旱及高盐胁迫的抗性ꎻＡｇｒａｗａｌ 等[１１] 研究发

现 ＯｓＧＳＴ２ 显著响应稻瘟病菌的诱导ꎬ表明该基因

在水稻防御反应中具有重要作用ꎮ 安秀红等[１２] 发

现苹果中的 ＭｄＧＳＴＵ１ 被 ＮａＣｌ 和 ＰＥＧ 诱导表达ꎮ
范玉洁等[１３] 研究发现ꎬ橡胶树 ＨｂＧＳＴＵ１ 表达受低

温等因素调控ꎬ但对 ＡＢＡ 处理的应答不明显ꎮ
向日葵(Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓ ａｎｎｕｕｓ Ｌ.)属于菊科(Ｃｏｍ￣

ｐｏｓｉｔａｅ)ꎬ是重要的油料作物ꎬ具有高产、高油、耐干

旱、耐瘠薄、易栽培、适应性广等特点ꎬ是世界上最

重要的大田作物之一ꎬ在中国已有四百多年的栽培

历史[１４]ꎮ 其叶片繁茂宽大、根系发达ꎬ既可以减少

地面的水分蒸发ꎬ又能吸收大量的深层水、促使耕

层可溶性盐类下移ꎬ从而降低地表盐分含量ꎬ从而

使向日葵可以在盐碱地中正常的生长、繁育[１５－１９]ꎮ
目前国内外对向日葵抗逆分子机制的研究尚处起

步阶段ꎬ分离鉴定其抗性相关基因ꎬ对培育抗逆转

基因向日葵品种具有非常重要的意义ꎮ 本研究在

本实验室所做的向日葵逆境转录组基础上ꎬ运用 ＲＴ
－ＰＣＲ 和 ＲＡＣＥ 技术克隆了 ３ 个盐胁迫响应 ＧＳＴ 基

因的 ｃＤＮＡ 序列ꎬ构建系统进化树并进行分析ꎬ利用

实时定量 ＰＣＲ 技术研究这 ３ 个基因在向日葵不同

组织部位和不同胁迫条件下的表达ꎬ为进一步研究

该基因在向日葵抗性中的作用奠定基础ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料及其处理

供试材料为向日葵品种 Ｓｋ０２Ｒꎬ来源于西北农

林科技大学农学院保存的种质资源ꎮ 采用土培盆

栽试验ꎬ营养钵大小为 ７ ｃｍ×７ ｃｍꎬ每盆装入 ２００ ｇ
湿润培养土ꎮ 每盆精选籽粒饱满均匀且无病虫害
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的种子 ８ 粒ꎬ播后正常供应水分ꎬ幼苗两叶一心时间

苗ꎬ每盆定苗 ２ 株ꎮ
在向日葵六叶一心时期ꎬ分别进行 ２００ ｍｍｏｌ

Ｌ－１的氯化钠盐胁迫处理、１００ μｍｏｌＬ－１的 ＡＢＡ 喷

施于向日葵叶片处理、４℃冷胁迫处理、４３℃热胁迫

处理ꎬ将向日葵置于光温培养箱(２４℃ꎬ１６ ｈ 光照ꎻ
２１℃ ８ ｈ 黑暗)中培养ꎬ取未处理、处理 １、３、６、１２、
２４、４８ ｈ 的向日葵叶片以及未处理向日葵的根、幼
叶、成熟叶、茎、幼茎、苞叶等部位ꎬ在实验室里用液

氮处理后将其放入－８０℃冰箱保存ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 向日葵基因组 ＤＮＡ 的提取　 用 ＣＴＡＢ 法对

向日葵幼叶进行基因组 ＤＮＡ 的提取ꎮ
１.２.２　 ＲＮＡ 提取与 ｃＤＮＡ 第一链合成　 利用多糖

多酚植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒提取 ＲＮＡꎬ使用生物

光度计检测 ＲＮＡ 的浓度与纯度ꎬ用 １％的琼脂糖凝

胶电泳检测 ＲＮＡ 质量ꎬ按照 Ｇｅｎ－Ｓｔａｒ 试剂盒说明

反转录得到第一链 ｃＤＮＡꎬ在－２０℃冰箱中保存ꎮ
１.２.３　 ＧＳＴ 基因的克隆　 根据向日葵转录组测序所

发现的 ＧＳＴ 基因ꎬ设计克隆引物(ＴＳＩＮＧＫＥ 公司合

成)ꎮ 基因序列设计引物如下:
表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列(５′－３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′－３′)

ＨａＧＳＴＵ２６Ｆ ａｃｇａｔａｃｔｃｇａｇｇｇｇｇａｔｃｃＡＴＧＡＣＴＧＧＴＴＣＡＧＡＴＧＴＴＡＴＡＣ
ＨａＧＳＴＵ２６Ｒ ｃａｔａｃａａｇｔａｔｔｇｇｇｇａｔｃｃＴＣＡＧＴＧＧＣＣＴＴＴＣＴＴＣＴＴＣＴＧＣ
ＨａＧＳＴＵ８Ｆ ａｃｇａｔａｃｔｃｇａｇｇｇｇｇａｔｃｃＡＴＧＧＣＧＡＡＴＧＡＧＧＴＧＡＡＡＴＴＧＣ
ＨａＧＳＴＵ８Ｒ ｃａｔａｃａａｇｔａｔｔｇｇｇｇａｔｃｃＴＴＡＣＧＣＣＴＴＡＣＣＡＡＡＣＣＴＴＧＡＣ
ＨａＧＳＴＵ２７Ｆ ａｃｇａｔａｃｔｃｇａｇｇｇｇｇａｔｃｃＡＴＧＧＡＴＧＡＴＧＴＴＡＴＡＣＴＧＣＴＡＧ
ＨａＧＳＴＵ２７Ｒ ｃａｔａｃａａｇｔａｔｔｇｇｇｇａｔｃｃＴＣＡＴＴＣＡＴＧＧＣＣＴＴＴＣＴＴＣＴＴＣ

以之前从向日葵中提取的 ｃＤＮＡ 为材料ꎬ使用

ＫＯＤ 酶进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ
(１)ＰＣＲ 反应体系如下:
Ｂｕｆｆｅｒ ２５ μＬ
ｄＮＴＰＳ １０ μＬ
引物 ５μＬ 总体系 ５０μＬ
ＤＮＡ ５ μＬ
ＫＯＤ 酶 １ μＬ
去离子水 ４ μＬ

ü

þ

ý

ï
ï
ï
ï

ï
ï
ï
ï

(２)ＰＣＲ 反应程序:
９４℃预变性 ５ ｍｉｎ
９５℃变性 ３０ ｓ ３５ 个循环

５６℃退火 ３０ ｓ
７２℃延伸 ２ ｍｉｎ
７２℃延伸 １０ ｍｉｎ

ü

þ

ý

ï
ï
ï

ï
ï
ï

ＰＣＲ 程序结束后ꎬ使用 １％琼脂糖凝胶电泳进

行检测ꎬ观察结果ꎬ判断是否成功扩增出所需要的

目的片段ꎮ 按照 ＤＮＡ 回收纯化试剂盒的步骤进行

目的片段的回收ꎮ 将 ｐＭＤＴＭ１８－Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ 载体与回

收到的目的片段进行连接ꎬ使用 ＣａＣｌ２ 方法制备

Ｅ.ｃｏｌｉ ＤＨ５α 感受态ꎬ菌落 ＰＣＲ 验证后送生工生物

工程股份有限公司(上海)进行测序ꎮ 然后通过 ＳＥ￣
ＱＭＡＮ 分析 测 序 结 果ꎬ 与 ＨａＧＳＴＵ２６、 ＨａＧＳＴＵ８、
ＨａＧＳＴＵ２７ 进行序列比对ꎬ确定克隆序列是否正确ꎮ
１.２.４　 生物信息学分析　 利用 ＭＥＧＡ６ 软件构建进

化系统发育树ꎻ 基因结构分析用 Ｇｅｎｅ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
Ｄｉｓｐｌａｙ Ｓｅｒｖｅｒ (ＧＳＤＳ)软件ꎮ
１.２.５　 实时荧光定量 ＰＣＲ 分析　 根据已克隆的向

日葵 ＧＳＴ 的 ｃＤＮＡ 序列分析结果ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ ｐｒｉｍ￣
ｉｅｒ５.０ 设计荧光定量引物(见表 ２)ꎬ参照杜方等[２０]

的步骤进行荧光定量 ＰＣＲꎬ进行向日葵不同部位不

同胁迫下 ＧＳＴ 基因表达分析ꎬ每个试验设置 ３ 个重

复ꎮ 所得数据采用 Ｅｘｃｅｌ 进行平均数统计ꎬ ２ －
△△ＣＴ 法[２１]计算相对表达量ꎬ以 ＳＰＳＳ 软件进行方

差分析ꎬＬＳＤ 多重比较ꎬ利用 Ｅｘｃｅｌ 绘图ꎮ
表 ２　 ＰＣＲ 定量荧光引物

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ Ｐｒｉｍｅｒｓ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列(５′－３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′－３′)

ＨａＧＳＴＵ２６ＲＴＦ ＣＧＴＴＣＧＧＴＣＴＧＡＧＧＧＴＧＡＧＡＡ
ＨａＧＳＴＵ２６ＲＴＲ ＴＧＴＧＧＡＣＣＧＧＧＴＴＣＡＴＴＴＣＡＡ
ＨａＧＳＴＵ８ＲＴＲ ＧＣＡＡＴＴＴＴＣＡＣＣＣＴＧＣＡＧＡＣＧ
ＨａＧＳＴＵ８ＲＴＦ ＴＴＧＣＡＣＧＧＡＧＴＴＡＣＡＧＧＧＡＧＴ
ＨａＧＳＴＵ２７ＲＴＦ ＣＴＴＣＴＧＧＧＴＧＡＧＴＧＴＧＴＴＣＧＧ
ＨａＧＳＴＵ２７ＲＴＲ ＧＧＧＴＴＴＴＧＴＴＣＴＧＣＧＧＧＴＴＴＴ

ＡｃｔｉｎＦ ＡＴＣＡＧＧＡＧＡＣＡＧＡＴＧＡＡＡＧＣＧ
ＡｃｔｉｎＲ ＣＣＣＡＡＡＧＴＡＣＡＣＣＴＧＧＴＣＡＡＧ

２　 结果与分析

２.１　 ＧＳＴ 基因的克隆及进化分析

通过对拟南芥和水稻的 ＧＳＴ 家族蛋白序列以

及 ＨａｎＸＲＱＣｈｒ０４ｇ０１２７９０１、ＨａｎＸＲＱＣｈｒ０６ｇ０１７７５８１、
ＨａｎＸＲＱＣｈｒ１０ｇ０３１６３３１ 氨基酸序列 ＣｌｕｓｔａｌＸ ２.１ 进

行多序列比对ꎬ再用 ＭＥＧＡ ５.０ 的 ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ
(ＮＪ) (Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ １０００)算法构建系统进化树(如图

１)ꎮ 由系统进化树可知ꎬ这 ３ 个基因属于 Ｔａｕ 型ꎬ将
这 ３ 个基因分别命名为 ＨａＧＳＴＵ２６、ＨａＧＳＴＵ８、ＨａＧ￣
ＳＴＵ２７ꎮ

以向日葵幼叶 ＲＮＡ 经过反转录形成的 ｃＤＮＡ
以及提取的 ＤＮＡ 做模板ꎬ在其保守区内设计特异引

物ꎬ进行基因扩增ꎬ琼脂糖凝胶电泳检测结果如图
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２ꎬ根据已知的序列以及电泳出现的特异扩增带ꎬ其
大小与预测长度基本相符ꎬ说明我们成功克隆了向

日葵 ＨａＧＳＴＵ２６、ＨａＧＳＴＵ８、ＨａＧＳＴＵ２７ 基因ꎮ
２.２　 ＧＳＴ 基因结构分析

由生物信息学分析得知:ＨａＧＳＴＵ２６ 基因 ＤＮＡ
序列全长为 １６７４ｂｐꎬＣＤＳ(编码蛋白序列)长 ６６６ｂｐꎬ
编码 ２２１ 个氨基酸ꎬ由 ２ 个外显子和 １ 个内含子组

成ꎻＨａＧＳＴＵ８ 基因 ＤＮＡ 序列全长为 ２２７１ｂｐꎬＣＤＳ 长

６５４ｂｐꎬ编码 ２１７ 个氨基酸ꎬ由 ２ 个外显子和 １ 个内

含子组成ꎻＨａＧＳＴＵ２７ 基因 ＤＮＡ 序列全长为 ６６３ｂｐꎬ
ＣＤＳ 长 ６６３ｂｐꎬ编码 ２２０ 个氨基酸由 １ 个外显子组

成ꎬ基因结构示意图如图 ３ꎮ

图 １　 部分物种 ＧＳＴ 氨基酸序列的系统进化树

Ｆｉｇ.１　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ
ＧＳＴ ｆｒｏｍ ｓｅｖｅｒａｌ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

２.３　 向日葵不同组织中 ＧＳＴ 基因的表达

ＨａＧＳＴＵ２６、 ＨａＧＳＴＵ８、ＨａＧＳＴＵ２７ 基因在向日

葵根、幼茎、幼叶、成熟叶、苞叶和成熟茎中均有表

达且表达量不同ꎬ见图 ４ꎮ ＨａＧＳＴＵ２６ 基因在向日葵

根中相对表达量最高ꎬ其次是幼叶、苞叶、成熟叶、
幼茎和成熟茎ꎬＨａＧＳＴＵ８ 基因在苞叶中相对表达量

最高ꎬ其次是根、成熟叶、幼茎、幼叶和成熟茎ꎮ
ＨａＧＳＴＵ２７ 基因在根中相对表达量最高ꎬ其次是幼

叶、苞叶、成熟叶、幼茎和成熟茎ꎮ 这 ３ 个基因在成

熟茎中较其他组织相对表达量均最少ꎮ
２.４　 向日葵在不同胁迫条件下 ＧＳＴ 基因的表达

２.４.１　 盐胁迫下 ＧＳＴ 基因的表达模式分析　 由图 ５
可知ꎬ向日葵幼苗受到盐胁迫后ꎬＨａＧＳＴＵ２６ 基因表

达量随时间的延长先增加ꎬ在胁迫 ６ ｈ 后稍有下调ꎬ
但在胁迫 １２ ｈ 后相对表达量最高ꎬ此后逐渐降低ꎮ
ＨａＧＳＴＵ８ 基因表达量随时间的延长先增加ꎬ在胁迫

３ ｈ 后相对表达量最高ꎬ此后逐渐降低ꎮ ＨａＧＳＴＵ２７ 基

因的表达量随时间的延长先增加ꎬ在胁迫 ３ ｈ 后相对表

达量最高ꎬ此后逐渐降低ꎮ 说明向日葵 ＨａＧＳＴＵ２６、
ＨａＧＳＴＵ８、ＨａＧＳＴＵ２７ 基因表达对盐胁迫有响应ꎮ
２.４.２　 ＡＢＡ 处理下 ＧＳＴ 基因的表达模式分析　 向

日葵幼苗经 ＡＢＡ 处理后(图 ６)ꎬＨａＧＳＴＵ２６ 基因表

达量随时间的延长呈现先增加后降低的趋势ꎬ处理

１２ ｈ 后相对表达量急剧增加并且达到最高值ꎮ
ＨａＧＳＴＵ８ 基因表达量随时间的延长呈现逐渐增加的

趋势ꎬ处理 ２４ ｈ 后相对表达量最高ꎮ ＨａＧＳＴＵ２７ 基

　 　 注 Ｎｏｔｅ:Ｍ:２０００ ｍａｒｋｅｒ.
图 ２　 向日葵 ＨａＧＳＴＵ２６ꎬ ＨａＧＳＴＵ８ꎬ

ＨａＧＳＴＵ２７ 基因的克隆
Ｆｉｇ.２　 Ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ｓｕｎｆｌｏｗｅｒ ＨａＧＳＴＵ２６ꎬ ＨａＧＳＴＵ８

ａｎｄ ＨａＧＳＴＵ２７ ｇｅｎｅｓ

图 ３　 向日葵 ＨａＧＳＴＵ２６ꎬＨａＧＳＴＵ８ꎬＨａＧＳＴＵ２７ 基因结构

Ｆｉｇ.３　 Ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｓｕｎｆｌｏｗｅｒ ＨａＧＳＴＵ２６ꎬ ＨａＧＳＴＵ８ ａｎｄ ＨａＧＳＴＵ２７ ｇｅｎｅｓ
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因的表达量随时间的延长呈现先增加后降低的趋

势ꎬ处理 １２ ｈ 后相对表达量最高ꎮ 说明向日葵

ＨａＧＳＴＵ２６、ＨａＧＳＴＵ８、ＨａＧＳＴＵ２７ 基因表达对 ＡＢＡ
处理有响应ꎮ
２.４.３　 冷胁迫下 ＧＳＴ 基因的表达模式分析　 向日

葵幼苗受到冷胁迫后(图 ７)ꎬＨａＧＳＴＵ２６ 基因的相

对表达量随时间的延长呈现先增加随后降低最后

又升高的趋势ꎬ胁迫 ３ ｈ 后相对表达量最高ꎮ ＨａＧＳ￣
ＴＵ８ 基因相对表达量随时间的延长呈现逐渐减少的

趋势ꎮ ＨａＧＳＴＵ２７ 基因的相对表达量随时间的延长

整体呈现增加的趋势ꎬ胁迫 ２４ ｈ 后相对表达量最

高ꎮ 说明向日葵 ＨａＧＳＴＵ２６、ＨａＧＳＴＵ８、ＨａＧＳＴＵ２７
基因表达对冷胁迫有响应ꎬ其中 ＨａＧＳＴＵ２６ 和 ＨａＧ￣
ＳＴＵ２７ 基因上调表达ꎬＨａＧＳＴＵ８ 基因下调表达ꎮ
２.４.４　 热胁迫下 ＧＳＴ 基因的表达模式分析　 向日

葵幼苗受到热胁迫后(图 ８)ꎬＨａＧＳＴＵ２６ 基因的相

对表达量随时间的延长整体呈现增加的趋势ꎬＨａＧ￣
ＳＴＵ８ 基因相对表达量随时间的延长呈现先增加后

图 ４　 向日葵不同组织中 ＧＳＴ 基因的相对表达量
Ｆｉｇ.４　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＳＴ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｎｆｌｏｗｅｒｔｉｓｓｕｅｓ

图 ５　 盐胁迫下 ＧＳＴ 基因的相对表达量
Ｆｉｇ.５　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＳＴ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ

图 ６　 ＡＢＡ 处理后 ＧＳＴ 基因的相对表达量
Ｆｉｇ.６　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＳＴ ｇｅｎｅ ａｆｔｅｒ ＡＢＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

６９ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 干旱地区农业研究　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 第 ３７ 卷



降低然后又增加的趋势ꎬ胁迫 ３ ｈ 后表达量上升ꎬ此
后又下降到未胁迫时的水平ꎬ最后在胁迫 ２４ ｈ 后ꎬ
相对表达量达到最高值ꎮ ＨａＧＳＴＵ２７ 基因的相对表

达量随时间的延长整体呈现增加的趋势ꎬ这 ３ 个基因

均在热胁迫 ２４ ｈ 后表达量最高ꎮ 说明向日葵 ＨａＧＳ￣
ＴＵ２６、ＨａＧＳＴＵ８、ＨａＧＳＴＵ２７ 基因表达对热胁迫有响应ꎮ

图 ７　 冷胁迫下 ＧＳＴ 基因的相对表达量
Ｆｉｇ.７　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＳＴ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓ

图 ８　 热胁迫下 ＧＳＴ 基因的相对表达量
Ｆｉｇ.８　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＳＴ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ

３　 讨　 论

盐害是农业中最重要的非生物胁迫之一ꎬ土壤
中过量的盐分积累ꎬ会减少土壤水势ꎬ细胞膨压ꎬ破
坏土壤和植物中营养物质的平衡而使植物生长缓
慢ꎬ并引起毒性效应[２２]ꎮ ＧＳＴ 在植物抵抗逆境胁迫
中起到重要作用ꎬ它被分为 Ｐｈｉ、Ｔａｕ、Ｔｈｅｔａ、Ｚｅｔａ、
Ｌａｍｂｄａ 型、脱氢抗坏血酸还原酶(Ｄｅｈｙｄｒｏａｓｃｏｒｂａｔ￣
ｅｒｅｄｕｃｔａｓｅｓꎬＤＨＡＲｓ)和 ＴＣＨＱＤ７ 类ꎬ其中 Ｐｈｉ 型和
Ｔａｕ 型是植物所特有的[１９ꎬ ２３－２４]ꎬ但目前有关向日葵
ＧＳＴ 基因的克隆还鲜少报道ꎮ 本研究从向日葵品种
Ｓｋ０２Ｒ 成功克隆了 ＨａＧＳＴＵ２６、ＨａＧＳＴＵ８、ＨａＧＳＴＵ２７
这 ３ 个基因ꎬ通过进一步的系统进化树分析ꎬ本研究
发现向日葵 ＨａＧＳＴＵ２６、ＨａＧＳＴＵ８、ＨａＧＳＴＵ２７ 的氨
基酸序列与来自拟南芥、水稻中的 Ｔａｕ 类 ＧＳＴ 基因
聚为一个类群ꎬ亲缘关系最近ꎬ表明这 ３ 个基因属于
Ｔａｕ 类 ＧＳＴ 家族成员ꎮ

有许多研究表明ꎬＧＳＴ 基因在植物不同组织中
表达量不同ꎮ 马立功等[２５] 从向日葵中克隆到 １ 个
ＨａＧＳＴＵ１ 基因ꎬ在根、茎、叶、花、和种子中均能检测

到该基因的表达ꎬ且在叶中相对表达量最高ꎬ在茎
中的表达量最低ꎮ 安秀红等[１２]从苹果中克隆 ＭｄＧ￣
ＳＴＵ１ 基因ꎬ其在根、茎、叶、花、果等部位中均有表
达ꎬ根中的相对表达量最高ꎮ 乔光等[２６] 发现ꎬ木豆
的 ＣｃＧＳＴ１ 基因在其根、茎、叶中均有表达ꎬ但根中
的表达水平最高ꎮ 青花菜中的 ＧＳＴ 基因在根、叶、
荚中的表达丰度较高ꎬ花蕾中表达丰度较低ꎬ存在
明显的组织特异性[２７]ꎮ 本研究对向日葵不同器官
ＧＳＴ 基因表达量进行分析ꎬ发现其在向日葵根、幼
茎、幼叶、成熟叶、苞叶和成熟茎中均有表达ꎬＨａＧＳ￣
ＴＵ２６、ＨａＧＳＴＵ２７ 在根中的表达量最高ꎬＨａＧＳＴＵ８
在苞叶中的表达量最高ꎬＨａＧＳＴＵ２６、ＨａＧＳＴＵ８、ＨａＧ￣
ＳＴＵ２７ 的表达量均在成熟茎中最低ꎬ这与上述文献
研究结果类似ꎬ故推测这 ３ 个 ＧＳＴ 基因在向日葵的

生长发育及抗逆中具有重要作用ꎮ
ＧＳＴ 家族基因在多数植物中都参与了逆境胁迫

的应答ꎬ这在许多参考文献中可以看到ꎮ Ａｎ 等[２８]

研究表明ꎬ苜蓿的 ＭｓＧＳＴ(ＫＭ０４４３１２)在 ＡＢＡ、盐、
干旱、冷和热等各种逆境胁迫下ꎬ其表达水平均上
调ꎮ 水稻在经 ５０ μｍｏｌＬ－１ Ｃｄ 处理 ７ ｄ 后ꎬ根系的
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ＧＳＴ 活性明显增强[２９]ꎮ 胡桃楸 ＪｒＧＳＴＴａｕ１ 基因经

６℃、８℃、１０℃、１２℃ 以及 １６℃ 处理的菌株中ꎬ其

ＧＳＴ、谷胱甘肽过氧化物酶(ＧＰＸ)、超氧化物歧化酶

(ＳＯＤ)和过氧化物酶(ＰＯＤ)活性表达量均上调ꎬ而
Ｈ２Ｏ２、丙二醛(ＭＤＡ)和活性氧(ＲＯＳ)均下调[３０]ꎮ
苹果 ＭｄＧＳＴＵ１ 在经 １５０ ｍｍｏｌ .Ｌ－１ＮａＣｌ 处理后ꎬ在 １
ｈ 时表达量达到最高值[１２]ꎮ 不同非生物胁迫(干
旱、盐、低温) 可显著诱导山羊草中 ＡＥＧＴＡ４３２７７、
ＡＥＧＴＡ１９５８１、 ＡＥＧＴＡ３１９３７、 ＡＥＧＴＡ２７５６３、 ＡＥＧ￣
ＴＡ２７８３５、 ＡＥＧＴＡ３２５７８ 基 因 在 根 和 叶 片 中 的 表

达[３１]ꎮ 本 试 验 研 究 结 果 表 明ꎬ ＨａＧＳＴＵ２６、
ＨａＧＳＴＵ８、ＨａＧＳＴＵ２７ 这 ３ 个基因都可以被盐、冷、
热等非生物胁迫以及 ＡＢＡ 处理诱导表达ꎬ因此我们

推测该基因在抵抗非生物胁迫中具有重要的作用ꎮ
本研究仅对这 ３ 个 ＧＳＴ 基因进行了初步的表达分

析ꎬ要想全面了解其在向日葵抗逆中的作用机制ꎬ
有待进一步深入研究ꎮ
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