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厚藤 ＡＳＲ 基因克隆及功能初步分析
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摘　 要: 通过对厚藤( Ｉｐｏｍｏｅａ ｐｅｓ￣ｃａｐｒａｅ (Ｌｉｎｎ.) Ｓｗｅｅｔ.) ｃＤＮＡ 文库的筛选ꎬ 获得了一个编码厚藤 ＡＳＲ

(ＡＢＡ￣ｓｔｒｅｓｓ￣ｒｉｐｅｎｉｎｇ)基因的全长 ｃＤＮＡꎬ 命名为 ＩｐＡＳＲꎮ 研究结果显示ꎬ ＩｐＡＳＲ 编码区全长 ６４８ ｂｐꎬ 共编码

２１５ 个氨基酸ꎻ 蛋白质等电点为 ５􀆰４２ꎬ 分子量为 ２４􀆰５７ ｋＤꎮ 通过在酵母中表达ꎬ 发现 ＩｐＡＳＲ 能够提高转基因酵

母的耐盐性及抗氧化能力ꎮ 进一步以厚藤成年植株及幼苗为材料进行实时荧光定量 ＰＣＲ 分析ꎬ 结果表明ꎬ
ＩｐＡＳＲ 基因在厚藤成年植株各组织中广泛表达ꎻ 高盐、 甘露醇胁迫和 ＡＢＡ 处理可诱导该基因在厚藤幼苗中的表

达ꎮ 结合ＧＦＰ 融合蛋白的亚细胞定位和生物信息学分析ꎬ 发现 ＩｐＡＳＲ 蛋白为核蛋白ꎬ 推测 ＩｐＡＳＲ 基因参与了厚

藤生长发育的调控ꎬ 并可响应 ＡＢＡ 和非生物胁迫的诱导ꎮ
关键词: 厚藤ꎻ ＡＳＲ 基因ꎻ 逆境胁迫ꎻ 亚细胞定位

中图分类号: Ｑ９４３􀆰２　 　 　 　 　 文献标识码: Ａ　 　 　 　 　 文章编号: ２０９５￣０８３７(２０１８)０３￣０４０２￣０９

　 　 　 收稿日期: ２０１７￣１０￣２４ꎬ 退修日期: ２０１７￣１１￣２２ꎮ
　 基金项目: 国家重点研发计划项目(２０１６ＹＦＣ１４０３００２)ꎻ 中国科学院 Ａ 类战略性先导科技专项(ＸＤＡ１３０２０５００)ꎻ “十二五”农村领域

国家科技计划项目(２０１５ＢＡＬ０４Ｂ０４)ꎮ
Ｔｈｉｓ ｗｏｒｋ ｗａｓ ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｇｒａｎｔｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｋｅｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (２０１６ＹＦＣ１４０３００２)ꎬ
‘Ｓｔｒａｔｅｇｉｃ Ｐｒｉｏｒｉｔｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｇｒａｍ’ ｏｆ ｔｈｅ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ (ＸＤＡ１３０２０５００)ꎬ ａｎｄ “Ｔｗｅｌｆｔｈ Ｆｉｖｅ￣Ｙｅａｒ”Ｎａｔｉｏｎａｌ
Ｓ ＆ Ｔ Ｐｒｏｊｅｃｔｓ ｆｏｒ Ｒｕｒａｌ Ａｒｅａｓ (２０１５ＢＡＬ０４Ｂ０４) .

　 作者简介: 张会(１９８９－)ꎬ 女ꎬ 硕士研究生ꎬ 研究方向为植物逆境生理(Ｅ￣ｍａｉｌ: １５２２０１１７３８＠ｑｑ􀆰ｃｏｍ)ꎮ
　 ∗ 通讯作者(Ａｕｔｈｏｒ ｆｏｒ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ􀆰 Ｅ￣ｍａｉｌ: ｚｈａｎｇｍｅｉ＠ｓｃｂｇ􀆰ａｃ􀆰ｃｎ)ꎮ

Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ＡＳＲ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｉｐｏｍｏｅａ ｐｅｓ￣ｃａｐｒａｅ

Ｚｈａｎｇ Ｈｕｉ１ꎬ２ꎬ Ｚｈｅｎｇ Ｊｉｅ￣Ｘｕａｎ１ꎬ２ꎬ Ｊｉａｎ Ｓｈｕ￣Ｇｕａｎｇ１ꎬ Ｘｉａ Ｋｕａｉ￣Ｆｅｉ１ꎬ Ｚｈａｎｇ Ｍｅｉ１∗

(１. Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｏｔａｎｙꎬ Ｓｏｕｔｈ Ｃｈｉｎａ Ｂｏｔａｎｉｃａｌ Ｇａｒｄｅｎꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ
Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０６５０ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２. Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００４９ꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｗｅ ｆｏｃｕｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ｃＤＮＡ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ＡＳＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ａ Ｉｐｏｍｏｅａ
ｐｅｓ￣ｃａｐｒａｅ (Ｌｉｎｎ.) Ｓｗｅｅｔ. ｃＤＮＡ ｌｉｂｒａｒｙ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ＩｐＡＳＲ ｃＤＮＡ
ｗａｓ ６４８ ｂｐꎬ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ａ ２１５ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ａ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ２４􀆰５７ ｋＤ ａｎｄ
ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ ｏｆ ５􀆰４２. Ｂｙ ｅｃｔｏｐｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩｐＡＳＲ ｉｎ ｙｅａｓｔꎬ ｗｅ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ＩｐＡＳＲ
ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｈｅ ｓａｌｔ ａｎｄ Ｈ２Ｏ２ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｙｅａｓｔ ｓｔｒａｉｎｓ. Ｕｓｉｎｇ ａｄｕｌｔ ｐｌａｎｔｓ ａｎｄ
ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｏｆ Ｉ. ｐｅｓ￣ｃａｐｒａｅ ｗｉｔｈ ｏｒ ｗｉｔｈｏｕｔ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ＡＢＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＲＴ￣ＰＣＲ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＩｐＡＳＲ ｗａｓ ｗｉｄｅｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｄｕｌｔ ｏｒｇａｎｓ ｉｎ Ｉ. ｐｅｓ￣ｃａｐｒａｅ.
Ｔｈｅ ＩｐＡＳＲ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｕｎｄｅｒ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ＡＢＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. Ｔｈｅ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ
ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｃｏｍｂｉｎｉｎｇ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＩｐＡＳＲ ｗａｓ ａ ｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎ.
Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｕｇｇｅｓｔ ｔｈａｔ ＩｐＡＳＲ ｍｉｇｈｔ ｐｌａｙ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｉ. ｐｅｓ￣ｃａｐｒａｅ
ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ａｎｄ ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ ｒｅｓｐｏｎｄ ｔｏ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｔｈｅ ＡＢＡ
ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｉｐｏｍｏｅａ ｐｅｓ￣ｃａｐｒａｅꎻ ＡＳＲꎻ Ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓꎻ Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ



　 　 植物在生长发育过程中ꎬ 通常会受到多种逆境

胁迫的干扰ꎬ 对其生长发育产生重要影响ꎮ 植物对

逆境胁迫的响应主要包括以下几个步骤: 对胁迫信

号的感知与转导ꎻ 诱导胁迫相关基因的表达和蛋白

质的合成ꎻ 生理生化指标的变化和代谢物的合成ꎻ
最终降低胁迫所导致的伤害[１]ꎮ 其中ꎬ 胁迫应答

基因的表达调控是研究植物应答逆境分子机制的关

键ꎬ 相关功能基因的克隆和鉴定可为植物(作物)
抗逆性的遗传改良奠定基础[２]ꎮ ＡＳＲ(ＡＢＡ￣ｓｔｒｅｓｓ￣
ｒｉｐｅｎｉｎｇ)基因是目前仅在植物中发现并广泛参与

非生物逆境胁迫响应的功能基因[３]ꎮ
ＡＳＲ 蛋白是植物中特有的一类蛋白ꎬ 具有转

录因子和 ＬＥＡ 蛋白 ( Ｌａｔｅ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｂｕｎ￣
ｄａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ)的基本特征ꎬ 在调控植物应答非生物

逆境胁迫方面发挥重要作用[４]ꎮ 植物中首次发现

的 ＡＳＲ 基因是通过筛选抑制差减杂交文库ꎬ 从番

茄(Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ Ｍｉｌｌ.)成熟果实中获

得ꎬ 命名为 Ａｓｒ１[５] ꎮ Ａｓｒ１ 可在番茄成熟果实中

大量转录ꎬ 受到胁迫的番茄叶片中该基因转录可

被强烈诱导ꎮ 随后ꎬ 在番茄基因组中又依次克隆

获得了基因 Ａｓｒ２ ~ Ａｓｒ５[６－９]ꎮ 番茄 ＡＳＲ 基因的研

究是植物 ＡＳＲ 基因家族功能鉴定的基础[１０]ꎮ 目

前ꎬ 已在多种植物中鉴定获得了 ５０ 多个 ＡＳＲ 基因

家族成员[１０]ꎬ 但包括拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ
(Ｌ.) Ｈｅｙｎｈ.)在内的十字花科植物基因组中并没

有发现 ＡＳＲ 基因[３]ꎮ 由于 ＡＳＲ 蛋白与植物 ＬＥＡ
蛋白(胚胎发育晚期丰富蛋白ꎬ Ｌａｔｅ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅ￣
ｓｉｓ ａｂｕｎｄａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ)在植物体内的积累模式和蛋

白理化性质高度一致ꎬ 即都在胚胎发育后期的种子

中大量积累ꎻ 在营养组织中的表达受到脱水胁迫的

诱导ꎻ 均为高度亲水性和热稳定性的小分子无序蛋

白ꎮ 因此ꎬ Ｂａｔｔａｇｌｉａ 等[１１]将 ＡＳＲ 蛋白归类为 ＬＥＡ
超家族中的第七个亚家族ꎮ

高盐和干旱是植物生长过程中最为常见的逆境

胁迫ꎬ 严重影响农作物的产量和品质[１２]ꎮ 已有报

道发现ꎬ 植物 ＡＳＲ 基因的过量表达能够提高对植

株对高盐和干旱胁迫的耐受性ꎮ 例如ꎬ 香蕉(Ｍｕｓａ
ｎａｎａ Ｌｏｕｒ.)ＭｐＡｓｒ 基因在大肠杆菌和拟南芥中超

量表达可提高对渗透压胁迫的耐受性[１３]ꎮ 海蓬子

(Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａ ｅｕｒｏｐａｅａ Ｌ.)是一种可以适应极端环

境的盐土植物ꎬ 其 ＳｂＡＳＲ 基因在烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ
ｔａｂａｃｕｍ Ｌ.)中超量表达提高了转基因烟草的耐盐

性[１４]ꎮ 研究发现ꎬ 盐土植物辽宁碱蓬 (Ｓｕａｅｄａ
ｌｉａｏｔｕｎｇｅｎｓｉｓ Ｋ.) [１５] 和小米 (Ｓｅｔａｒｉａ ｉｔａｌｉｃａ ( Ｌ.)
Ｂｅａｕｖ.) [１６]ＡＳＲ 相关基因在拟南芥中超表达提高

了转基因植株的耐盐和耐旱性ꎮ 短柄草(Ｂｒａｃｈｙ￣
ｐｏｄｉｕｍ ｓｙｌｖａｔｉｃｕｍ(Ｈｕｄｓ.)Ｂｅａｕｖ.)ＢｄＡＳＲ１ 基因

在烟草中的超表达能够提高转基因植株的耐旱和抗

氧化性[４]ꎮ
厚藤 ( Ｉｐｏｍｏｅａ ｐｅｓ￣ｃａｐｒａｅ (Ｌｉｎｎ) Ｓｗｅｅｔ.)

是旋花科番薯属多年生藤本植物ꎬ 主要分布于热

带、 亚热带地区的海滨沙滩及岛屿ꎬ 具有良好的定

沙能力和耐海水冲刷能力ꎬ 抗逆性极强ꎬ 在滨海地

区海滩固沙、 绿化及生态恢复等方面发挥重要作

用[１７]ꎮ 厚藤属于盐土植物(Ｈａｌｏｐｈｙｔｅ)ꎬ 具有极

强的耐盐性和耐旱性ꎮ 本文通过对厚藤 ＡＳＲ 基因

ＩｐＡＳＲ 的克隆和序列分析ꎬ 明确该基因的生物学

功能ꎬ 以期为作物的抗逆分子育种提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料与胁迫处理

本实验以栽培于华南植物园温室(２３°１８′７５􀆰９１″Ｎꎬ
１１３°３７′０２􀆰３８″ Ｅ)中的厚藤成年植株以及于珠海海滩

(２２°１６′２５􀆰３７″ Ｎꎬ １１３°３４′１８􀆰００″ Ｅ)收集的厚藤种子

为实验材料ꎮ 厚藤组织取材后ꎬ 置于－８０℃冰箱保

存、 备用ꎮ 厚藤种子经清洗、 消毒后ꎬ 置于 １０％的

硫酸溶液中浸泡 １２ ｈꎬ 洗净后用砂纸打磨种皮至露

白ꎬ 种植于湿润的蛭石中ꎬ 培养 １ 个月后生长成厚

藤幼苗ꎮ 将厚藤幼苗根系分别浸泡在 ３００ ｍｍｏｌ / Ｌ 的

ＮａＣｌ 溶液和甘露醇中 ２４ ｈꎬ 模拟高盐胁迫和干旱胁

迫ꎻ 将根系浸泡 ０􀆰１ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＡＢＡ 溶液中 ２４ ｈ(同
时叶表面喷施)ꎬ 模拟激素处理ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 序列分析

厚藤 ＡＳＲ 基因 ＩｐＡＳＲ ｃＤＮＡ 全长采用 ＮＣＢＩ
ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｏｒｆｆｉｎｄ￣
ｅｒ / )软件查找最长阅读框ꎬ 并采用 ＳｍａｒｔＢｌａｓｔ 数据

库 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｂｌａｓｔ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｓｍａｒｔｂｌａｓｔ / ?
ＬＩＮＫ＿ＬＯＣ ＝ ＢｌａｓｔＨｏｍｅＬｉｎｋ)查找 ＡＳＲ 蛋白同源序

列(表 １)ꎮ 采用 ＭＥＧＡ ６ 软件中的 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 软件进

行序列比对并构建进化树ꎮ
采 用 ＥｘＰＡＳｙ 数 据 库 中 的 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 程 序

(ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )计算 ＩｐＡＳＲ 蛋

白的氨基酸含量、 稳定性和亲水性ꎮ 采用 ＰＨＹＲＥ２程
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表 １　 参与构建 ＡＳＲ进化树的其他 １９ 种植物
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＳＲｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ｃｉｔｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ

ＡＳＲ 蛋白
ＡＳＲ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

序列号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ.

物种名称
Ｓｐｅｃｉｅｓ ｎａｍｅ

ＩｎＡＳＲ ＢＡＦ４６３０１.１ 牵牛花 Ｐｈａｒｂｉｔｉｓ ｎｉｌ (Ｌｉｎｎ.) Ｃｈｏｉｓｙ
ＣｓｏＡＳＲ ＢＡＢ１９９６３.１ 肾叶打碗花 Ｃａｌｙｓｔｅｇｉａ ｓｏｌｄａｎｅｌｌａ (Ｌｉｎｎ.) Ｒ. Ｂｒ.
ＳｌＡＳＲ ＡＧＺ２０２０６.１ 辽宁碱蓬 Ｓｕａｅｄａ ｌｉａｏｔｕｎｇｅｎｓｉｓ Ｋｉｔａｇ.
ＣｑＡＳＲ ＸＰ＿０２１７７１５６９.１ 藜麦 Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ｑｕｉｎｏａ ｗｉｌｌｄ
ＳｂＡＳＲ ＡＣＩ１５２０８.１ 海蓬子 Ｓａｌｉｃｏｒｎｉａ ｂｒａｃｈｉａｔａ Ｌ.
ＡｃＡＳＲ ＸＰ＿０２０１１１４２４.１ 凤梨 Ａｎａｎａｓ ｃｏｍｏｓｕｓ (Ｌｉｎｎ.) Ｍｅｒｒ.
ＧｂＡＳＲ ＡＡＲ２３４２０.１ 银杏 Ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ Ｌ.
ＴｕＡＳＲ ＥＭＳ４７４４０.１ 乌拉尔图小麦 Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ｕｒａｒｔｕ Ｔｈｕｍ. ｅｘ Ｇａｎｄｉｌ
ＣｓｉＡＳＲ ＡＨＪ０９６０８.１ 野茶树 Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ (Ｌ.) Ｏ. Ｋｔｚｅ.
ＳｌＡＳＲ ＮＰ＿００１２６９２４８.１ 番茄 Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ Ｍｉｌｌ.
ＳｐＡＳＲ ＣＢＹ０５５１２.１ 秘鲁番茄 Ｓｏｌａｎｕｍ ｐｅｒｕｖｉａｎｕｍ Ｌ.
ＰｔＡＳＲ ＡＡＢ０７４９３.１ 火炬松 Ｐｉｎｕｓ ｔａｅｄａ Ｌ.
ＰａＡＳＲ ＡＡＢ９７１４０.１ 杏 Ｐｒｕｎｕｓ ａｒｍｅｎｉａｃａ Ｌａｍ.
ＶｐＡＳＲ ＡＢＣ８６７４４.１ 华东葡萄 Ｖｉｔｉｓ ｐｓｅｕｄｏｒｅｔｉｃｕｌａｔａ Ｗ. Ｔ. Ｗａｎｇ
ＳｃＡＳＲ ＡＡＡ８６０５２.１ 野生型马铃薯 Ｓｏｌａｎｕｍ ｃｈａｃｏｅｎｓｅ Ｂｉｔｔｅｒ
ＺｍＡＳＲ ＡＦＥ８９４２８.１ 滇刺枣 Ｚｉｚｉｐｈｕｓ ｍａｕｒｉｔｉａｎａ Ｌａｍ.
ＰｍＡＳＲ ＮＰ＿００１３０６７３２.１ 梅花 Ｐｒｕｍｕｓ ｍｕｍｅ Ｓｉｅｂ.
ＰｐＡＳＲ ＸＰ＿００７２０１２９９.１ 水蜜桃 Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ Ｌ.
ＰａＡＳＲ ＸＰ＿０２１８２０４０９.１ 甜樱桃 Ｐｒｕｎｕｓ ａｖｉｕｍ Ｌ.

序 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｓｂｇ. ｂｉｏ. ｉｃ. ａｃ. ｕｋ / ｐｈｙｒｅ２ / ｈｔｍｌ /
ｐａｇｅ.ｃｇｉ? ｉｄ＝ｉｎｄｅｘ)分析 ＩｐＡＳＲ 蛋白的无序度及

３Ｄ 结构ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 酵母转化及耐盐和抗氧化性分析

将构建的重组质粒 ＩｐＡＳＲ￣ｐＹＥＳ￣ＤＥＳＴ ５２ 浓

度调整至 ０􀆰１ μｇ / μＬꎬ 采用乙酸锂法分别转化酵母

对盐敏感的突变株 ＡＸＴ３ 和对应的野生型酵母株系

Ｗ３０３[１８ꎬ１９]ꎻ 转化酵母对 Ｈ２Ｏ２敏感的突变株 ｙａｐ１Δ
( Ｙ００５６９ꎬ ＢＹ４７４１ꎻ ＭＡＴａꎻ ｕｒａ３Δ０ꎻ ｌｅｕ２Δ０ꎻ
ｈｉｓ３Δ１ꎻ ｍｅｔ１５Δ０ꎻ ＹＭＬ００７ｗ:: ｋａｎＭＸ４)ꎬ ｓｋｎ７Δ
( Ｙ０２９００ꎬ ＢＹ４７４１ꎻ ＭＡＴａꎻ ｕｒａ３Δ０ꎻ ｌｅｕ２Δ０ꎻ
ｈｉｓ３Δ１ꎻ ｍｅｔ１５Δ０ꎻ ＹＨＲ２０６ｗ:: ｋａｎＭＸ４)和对应

的野 生 型 酵 母 株 系 ＢＹ４７４１ ( Ｙ０００００ꎬ ＭＡＴａꎻ
ｈｉｓ３Δ１ꎻ ｌｅｕ２Δ０ꎻ ｍｅｔ１５Δ０ꎻ ｕｒａ３Δ０)ꎮ

分别挑取 ＡＸＴ３、 Ｗ３０３、 ｙａｐ１Δ、 ｓｋｎ７Δ转

化 ｐＹＥＳ２ 和 ＩｐＡＳＲ￣ｐＹＥＳ￣ＤＥＳＴ ５２ 的单克隆ꎬ 以

野生型酵母 ＷＴ 转化空载体 ｐＹＥＳ２ 的单克隆作为

对照ꎬ 接种于 ２ ｍＬ 添加了半乳糖的酵母液体培养

基(ＳＤＧ 培养基)中ꎬ ３０℃恒温摇床(２００ ｒ / ｍｉｎ)
培养至菌液 ＯＤ６００ 值达 ２ꎮ 按照 １∶ １、 １ ∶ １０、 １ ∶
１００、 １∶ １０００ 将菌液进行逐级稀释ꎬ 分别吸取２ μＬ
逐级稀释的菌液分别滴至添加有 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ、
７５ ｍｍｏｌ / Ｌ、 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 以及添加０􀆰７５ ｍｍｏｌ /

Ｌ Ｈ２Ｏ２溶液的酵母固体培养基平板上ꎬ ３０℃培养

７ ｄꎬ 观察酵母生长情况ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 总 ＲＮＡ提取

采用 ＨｉＰｕｒｅ Ｐｌａｎｔ ＲＮＡ Ｋｉｔｓ(Ｒ４１５１)试剂盒提

取厚藤植物叶片总 ＲＮＡꎬ 并检测 ＲＮＡ 浓度ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＲＴ￣ＰＣＲ

采用两步法以总 ＲＮＡ 为模板进行逆转录反应

获取 ｃＤＮＡ 第一链ꎮ 通过 ＮＣＢＩ 的 Ｐｒｉｍｅｒ￣Ｂｌａｓｔ
软件设计 ＩｐＡＳＲ 基因的 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＲＴ￣ＰＣＲ 引物ꎮ
引物为 ＩｐＡＳＲＲＴＦ: ５′￣ＡＡＧＡＴＡＧＣＡＧＡＡＧＡＧＧＴ￣
ＧＧＣＧ￣３′和 ＩｐＡＳＲＲＴＲ: ５′￣ＡＣＧＣ ＡＴＡＡＧＣＣＣＡ￣
ＡＡＣＣＣＡＴ￣３′ꎮ 内参基因为厚藤泛素蛋白基因

ＩｐＵＢＱ(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号: ＭＦ５０２４１７)ꎬ 引物为

ＩｐＵＢＱＲＴＦ: ５′￣ＴＣＧＡＣＡＡＴＧＴＧＡＡＧＧＣＡＡＡＧ￣３′
和 ＩｐＵＢＱＲＴＲ: ５′￣ＣＴＴＧＡＴＣＴＴＣＴＴＣＧＧＣＴＴＧＧ￣
３′ꎮ 参考 ｉＴａｑＴＭ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ® Ｇｒｅｅｎ Ｓｕｐｅｒ￣
ｍｉｘ(ＢＩＯ￣ＲＡＤ)配制 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＲＴ￣ＰＣＲ 反应体系ꎮ
采用罗氏荧光定量 ＰＣＲ ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ 仪器进行

检测ꎬ 样本的 Ｃｔ 值取 ３ 次重复的平均值ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＧＦＰ融合蛋白瞬时表达载体的构建及洋葱

表皮瞬时表达定位

以含有厚藤 ＡＳＲ 蛋白基因 ｃＤＮＡ 的酵母表达

载体 ｐＹＥＳ￣ＤＥＳＴ ５２ 重组质粒为模板ꎬ 以 ＩｐＡＳ￣
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ＲＧＦ: ５′￣ＣＴＴＧＣＴＣＣＧＴＧＧＡＴＣＣＡＴＧＴＣＴＧＡＧＡ￣
ＴＧＡＡＡＣＡＣ ＣＡＣ￣３′ 和 ＩｐＡＳＲＧＲ: ５′￣ＴＧＣＴＣＡＣ￣
ＣＡＴＧＧＡＴＣＣＡＡＡＧＡＡＧＴＧＡＴＧＣＴＴＣＴＴＣ￣３′ 为 引

物进行扩增、 回收ꎮ ｐＵＣ１８ ＥＧＦＰ 质粒经 Ｂａｍ ＨＩ
单酶切处理ꎬ 并回收质粒ꎮ 采用 Ｉｎ￣Ｆｕｓｉｏｎ 技术进

行 ＤＮＡ 片段和载体同源重组连接ꎮ 将反应产物转

化大肠杆菌 ＪＭ１０９ 感受态菌株ꎮ 测序鉴定正确的

阳性克隆后ꎬ 保存 ＩｐＡＳＲ￣ｐＵＣ１８ ＥＧＦＰ 重组质粒ꎮ
空载体 ｐＵＣ１８ ＥＧＦＰ 作为对照ꎮ

将新鲜的洋葱鳞茎小块ꎬ 置于含 ３％蔗糖的固

体 ＭＳ 培养基平板上ꎮ 按照基因枪 (ＢＩＯ￣ＲＡＤꎬ
ＰＤＳ￣１０００ / Ｈｅ)的说明书制备质粒和金粉ꎬ 采用

１１００ ｐｓｉ 的裂片轰击洋葱表皮ꎮ 培养 ２０ ｈ 后于

ＬＳＭ ５１０ Ｍｅｔａ(Ｚｅｉｓｓ)荧光显微镜下观察、 拍照ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＩｐＡＳＲ 基因编码亲水性固有无序蛋白

本研究通过对厚藤 ｃＤＮＡ 文库的筛选ꎬ 获得

编码 ＡＳＲ 蛋白的全长 ｃＤＮＡꎬ 命名为 ＩｐＡＳＲꎮ
ＩｐＡＳＲ 长 ９６２ ｂｐꎬ 其中 ５′非翻译区 ６８ ｂｐꎬ ３′非
翻译区 ２４６ ｂｐꎬ 编码区长度 ６４８ ｂｐꎬ 编码含有

２１５ 个氨基酸的蛋白 ＩｐＡＳＲ(图 １)ꎮ ＩｐＡＳＲ 含有

ＡＳＲ 蛋白共有的 ＡＢＡ 和水分胁迫结构域(ＡＢＡ /
ＷＤＳ ｄｏｍａｉｎ)ꎻ Ｎ 端含有富含组氨酸的结构(Ｈｉｓ￣
ｒｉｃｈ ｍｏｔｉｆ)ꎬ 可能与金属离子的结合有关ꎻ 而 Ｃ 端

含有一个核定位序列 ＮＬＳ (Ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ
ｓｉｇｎａｌ)ꎬ 推测 ＩｐＡＳＲ 为核定位蛋白ꎮ

氨基酸稳定性和亲水性分析结果表明ꎬ ＩｐＡＳＲ
蛋白的理论分子量为 ２４􀆰５７ ｋＤꎬ 理论等电点为

５􀆰４２ꎬ 是一个稳定的蛋白分子ꎮ ＩｐＡＳＲ 的总平均亲

水指数(ＧＲＡＶＹ)为－１􀆰６３７ꎬ 属于高度亲水性蛋

白ꎮ ＩｐＡＳＲ 富含亲水性氨基酸 Ｇｌｕ、 Ｈｉｓ 和 Ｌｙｓꎬ
而疏水性氨基酸 Ｉｌｅ、 Ｌｅｕ、 Ｍｅｔ、 Ｐｈｅ、 Ｐｒｏ、 Ｔｒｐ
和 Ｖａｌ 含量较低ꎮ
２􀆰 ２　 同源性及系统进化分析

研究结果发现ꎬ ＩｐＡＳＲ 蛋白的氨基酸序列分别

Start codon
His-rich motif

ABA /WDS domain

Termination codon
NLS

ＡＴＧ: 翻译起始密码子ꎻ ＴＡＡ: 终止密码子ꎻ Ｈｉｓ￣ｒｉｃｈ ｍｏｔｉｆ: 组氨酸富含结构ꎻ ＡＢＡ / ＷＤＳ ｄｏｍａｉｎ: ＡＢＡ 和水分胁迫
结构域ꎻ ＮＬＳ: 细胞核定位信号ꎮ
ＡＴＧ: Ｓｔａｒｔ ｃｏｄｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｆｏｒ ＩｐＡＳＲꎻ ＴＡＡ: Ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｃｏｄｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｆｏｒ ＩｐＡＳＲꎻ Ｈｉｓ￣ｒｉｃｈ ｍｏｔｉｆ: Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ
ｒｉｃｈ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎻ ＡＢＡ / ＷＤＳ ｄｏｍａｉｎ: Ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ / ｗａｔｅｒ ｄｅｆｉｃｉｔ ｓｔｒｅｓｓꎻ ＮＬＳ: Ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ.

图 １　 ＩｐＡＳＲ ｃＤＮＡ和编码蛋白的氨基酸序列
Ｆｉｇ􀆰 １　 ｃＤＮＡ ａｎｄ ｅｎｃｏｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＩｐＡＳＲ
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与旋花科的牵牛花和肾叶打碗花中的 ＡＳＲ 蛋白高

度同源ꎮ 与牵牛花 ＩｎＡＳＲ 氨基酸序列一致性达到

７９％ꎬ 与肾叶打碗花达到 ６９％ꎮ 构建 ＩｐＡＳＲ 与其

它 １９ 种植物 ＡＳＲ 氨基酸序列的系统进化树(图
２)ꎬ 结果显示ꎬ 厚藤与滨海植物海蓬子和辽宁碱

蓬ꎬ 以及耐旱作物藜麦具有较高的同源性ꎮ
２􀆰 ３　 ＩｐＡＳＲ 基因在酵母中的表达提高了酵母菌对

盐胁迫和 Ｈ２Ｏ２的耐受性

研究结果显示ꎬ 超表达 ＩｐＡＳＲ 基因的转基因

酵母与转化空载体 ｐＹＥＳ２ 的 ＡＸＴ３ 酵母突变株相

比ꎬ 能够在添加 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 和 ７５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 溶
液的 ＳＤＧ(酵母培养基) 平板上生长ꎬ 而在添加

２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 溶液的培养基平板上也可以少

量生长ꎻ 而未表达 ＩｐＡＳＲ 的酵母 (转化空载体

ｐＹＥＳ２)则不能生长ꎬ 表明 ＩｐＡＳＲ 基因在酵母中

的表达能够提高酵母盐敏感突变株 ＡＸＴ３ 对盐胁

迫的耐受性(图 ３)ꎮ 同时ꎬ 超表达 ＩｐＡＳＲ 基因的

转基因酵母与转化空载体 ｐＹＥＳ２ 的 Ｗ３０３ 野生型

酵母相比ꎬ 能够在添加 ０􀆰８５ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 溶液和

１􀆰２８ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 溶液的培养基平板上生长ꎬ 且

生长状况良好ꎬ 而在添加 １􀆰５ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 溶液的

培养基平板上也可以少量生长ꎻ 而未表达 ＩｐＡＳＲ
的酵母 (转化空载体 ｐＹＥＳ２) 则不能生长ꎬ 表明

ＩｐＡＳＲ 基因在酵母中的表达能够提高野生型酵母

株系 Ｗ３０３ 对盐胁迫的耐受性(图 ４)ꎮ
ＩｐＡＳＲ 蛋白对氧化胁迫的耐受性研究结果表明ꎬ

ｙａｐ１Δ 和 ｓｋｎ７Δ 是对 Ｈ２Ｏ２敏感的酵母突变株ꎬ 在

含有 ０􀆰７５ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 Ｈ２Ｏ２培养基上不能生长ꎬ 而

野生型酵母野生型(ＷＴ)则能够正常生长ꎮ 超表达

ＩｐＡＳＲ 基因的转基因酵母与转化空载体 ｐＹＥＳ２ 的

ｙａｐ１Δ 酵母突变株相比ꎬ 能够在添加 ０􀆰７５ ｍｍｏｌ / Ｌ
Ｈ２Ｏ２的培养基平板上生长ꎻ 而未表达 ＩｐＡＳＲ 的酵母

ｙａｐ１Δ(转化空载体 ｐＹＥＳ２)则几乎不能生长(图 ５:
Ａ)ꎮ 同样ꎬ 超表达 ＩｐＡＳＲ 基因的转基因酵母 ｓｋｎ７Δ
也能够在添加 ０􀆰７５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２的培养基平板上生

长ꎻ 而未表达 ＩｐＡＳＲ 的酵母 ｓｋｎ７Δ(转化空载体

ｐＹＥＳ２)则几乎不能生长(图 ５: Ｂ)ꎮ 这些结果表明ꎬ
ＩｐＡＳＲ 基因在酵母突变株 ｙａｐ１Δ 和 ｓｋｎ７Δ 中的表

达能够提高酵母对氧化胁迫的耐受性ꎮ
２􀆰 ４　 ＩｐＡＳＲ 基因在厚藤组织的泛表达

为阐明 ＩｐＡＳＲ 基因的表达与厚藤植株发育的

关系ꎬ 本研究对厚藤不同器官或组织中 ＩｐＡＳＲ 基

因的表达进行 ＲＴ￣ＰＣＲ 分析ꎮ 结果表明ꎬ ＩｐＡＳＲ
基因在厚藤幼苗的根、 叶片及花冠中具有较高的表

达量ꎮ 而在厚藤的叶芽、 花芽及成年植株的根、
藤、 叶和幼嫩的种子中表达量较低(图 ６: Ａ)ꎮ

系统进化树分支点处的数字代表系统进化树的自展值(１０００ 次重复)ꎮ
Ｎｕｍｂｅｒｓ ｂｅｓｉｄｅ ｔｈｅ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅｓ (ｗｉｔｈ １０００ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ) .

图 ２　 ＩｐＡＳＲ蛋白与其它植物同源 ＡＳＲ蛋白的系统进化树
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＩｐＡＳＲ ａｎｄ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ＡＳＲ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ
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pYES2

SDG medium 50 mmol/L NaCl 75 mmol/L NaCl 200 mmol/L NaCl

OD600 2 2 2 20.2 0.2 0.2 0.20.02 0.02 0.02 0.020.002 0.002 0.002 0.002

IpASR-pYES-DEST 52

AXT3

图 ３　 ＩｐＡＳＲ提高酵母盐敏感突变株对 ＮａＣｌ溶液的耐受性
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｓａｌｉｎｉｔｙ￣ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｙｅａｓｔ ｓａｌｔ￣ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｍｕｔａｎｔ ＡＸＴ３ ｏｆ ＩｐＡＳＲ

SDG medium 0.85 mol/L NaCl 1.28 mol/L NaCl 1.5 mmol/L NaCl

OD600 2 2 2 20.2 0.2 0.2 0.20.02 0.02 0.02 0.020.002 0.002 0.002 0.002

W303

IpASR-pYES-DEST52

pYES2

图 ４　 ＩｐＡＳＲ提高酵母野生型株系Ｗ３０３ 对 ＮａＣｌ溶液的耐受性
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｓａｌｉｎｉｔｙ￣ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｙｅａｓｔ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｓｔｒａｉｎ Ｗ３０３ ｏｆ ＩｐＡＳＲ

pYES2

OD600 2 20.2 0.20.02 0.020.002 0.002

IpASR-pYES-DEST 52

SDG medium 0.75 mmol/L H O2 2

yap1Δ

WT

pYES2

OD600 2 20.2 0.20.02 0.020.002 0.002

IpASR-pYES-DEST 52

SDG medium 0.75 mmol/L H O2 2

skn7Δ

WT

A

B

图 ５　 ＩｐＡＳＲ提高酵母 Ｈ２Ｏ２敏感突变株 ｙａｐ１Δ(Ａ)和 ｓｋｎ７Δ(Ｂ)对 Ｈ２Ｏ２的耐受性
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｅｓｔ ｏｆ ＩｐＡＳＲ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ

ｙｅａｓｔ Ｈ２Ｏ２ ￣ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｍｕｔａｎｔｓ ｙａｐ１Δ (Ａ) ａｎｄ ｓｋｎ７Δ (Ｂ)

２􀆰 ５　 ＩｐＡＳＲ 基因的表达受到高盐渗透胁迫和 ＡＢＡ
的诱导

研究结果显示ꎬ 厚藤幼苗的根、 藤或叶中ꎬ
ＩｐＡＳＲ 基因的表达在受到盐胁迫 ２４ ｈ 后都有明显诱

导ꎬ 最大诱导量可达到 ３倍左右(图 ６: Ｂ)ꎮ 渗透(甘
露醇处理能够造成植物脱水)胁迫处理下ꎬ 无论在厚

藤幼苗的根、 藤或叶中ꎬ ＩｐＡＳＲ 基因的表达均被强烈

诱导ꎬ 最大诱导量也可达到 ３ 倍以上(图 ６: Ｃ)ꎮ 同

样ꎬ ＡＢＡ 处理厚藤幼苗也能够强烈诱导 ＩｐＡＳＲ 基因

的表达ꎬ 且最大诱导量可达到 ６倍以上(图 ６: Ｄ)ꎮ
２􀆰 ６　 ＩｐＡＳＲ 蛋白定位于细胞核内

将基因枪轰击过的洋葱表皮置于荧光显微镜下

观察ꎬ 结果发现ꎬ 与单独的 ＥＧＦＰ 在洋葱表皮内的

弥散状分布不同ꎬ ＩｐＡＳＲ￣ＥＧＦＰ 融合蛋白集中定位

于洋葱细胞核内ꎬ 表明 ＩｐＡＳＲ 是一个细胞核定位

蛋白(图 ７)ꎮ
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Ａ: ＩｐＡＳＲ 在厚藤不同组织和器官中的表达特异性分析ꎻ Ｂ: ＩｐＡＳＲ 在厚藤幼苗中的表达受高盐胁迫的诱导ꎻ Ｃ: ＩｐＡＳＲ 在
厚藤幼苗中的表达受甘露醇胁迫的诱导ꎻ Ｄ: ＩｐＡＳＲ 在厚藤幼苗中的表达受 ＡＢＡ 处理的诱导ꎮ
Ａ: Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ＩｐＡＳＲ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ Ｉ. ｐｅｓ￣ｃａｐｒａｅꎻ Ｂ: Ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＩｐＡＳＲ
ｉｎ ｓａｌｔ￣ｔｒｅａｔｅｄ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｏｆ Ｉ. ｐｅｓ￣ｃａｐｒａｅꎻ Ｃ: Ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＩｐＡＳＲ ｉｎ ｍａｎｎｉｔｏｌ￣ｔｒｅａｔｅｄ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｏｆ Ｉ. ｐｅｓ￣
ｃａｐｒａｅꎻ Ｄ: Ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＩｐＡＳＲ ｉｎ ＡＢＡ￣ｔｒｅａｔｅｄ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｏｆ Ｉ. ｐｅｓ￣ｃａｐｒａｅ.

图 ６　 ＩｐＡＳＲ在厚藤中表达的 ＲＴ￣ＰＣＲ分析
Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＩｐＡＳＲ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ ｉｎ Ｉ. ｐｅｓ￣ｃａｐｒａｅ

A B

D

100 mμ

100 mμ

IpASR-EGFP

EGFP

C
Ａ、 Ｂ: 表达 ＩｐＡＳＲ￣ＥＧＦＰ 融合蛋白的质粒轰击后的洋葱表皮ꎻ Ｃ、 Ｄ: ｐＵＣ１８￣ＥＧＦＰ 空载体对照ꎮ
Ａꎬ Ｂ: ＩｐＡＳＲ￣ＥＧＦＰ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｉｔｓ ｂｒｉｇｈｔ ｆｉｅｌｄꎻ Ｃꎬ Ｄ: ＥＧＦＰ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｉｔｓ ｂｒｉｇｈｔ ｆｉｅｌｄ.

图 ７　 ＩｐＡＳＲ￣ＥＧＦＰ融合蛋白在洋葱表皮中的亚细胞定位分析
Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＩｐＡＳＲ ｉｎ ｏｎｉｏｎ ｅｐｉｄｅｒｍｉｓ ｃｅｌｌｓ
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３　 讨论

厚藤主要分布于热带和亚热带地区海边沙滩及

向阳的路边ꎬ 是一种滨海极端逆境适生野生植物ꎬ
也是一种典型的盐土植物[２０]ꎮ 盐土植物是发掘耐

盐基因及启动子的重要资源库[２１]ꎮ ＡＳＲ 基因是植

物中广泛存在的一类主要参与渗透胁迫调节的抗逆

基因ꎬ 当植物遭遇逆境时 (如干旱、 低温、 盐胁

迫、 ＡＢＡ 协迫等)ꎬ ＡＳＲ 基因会被诱导表达ꎬ 从而

减轻逆境胁迫对细胞引起的伤害ꎮ 胁迫环境中

ＡＳＲ 蛋白在细胞中的富集不仅可以作为分子伴侣

稳定细胞结构ꎬ 结合过多的金属离子及抗氧化ꎬ 同

时还可以作为转录因子调控下游抗逆基因的表达ꎬ
因此 ＡＳＲ 蛋白是在胁迫过程中对植物起保护作用

的关键活性分子[１０]ꎮ
本研究通过文库筛选获得一个编码厚藤 ＡＳＲ

蛋白的 ＩｐＡＳＲ 的全长 ｃＤＮＡꎬ ＩｐＡＳＲ 蛋白具有

ＡＳＲ 家族蛋白共有的 ＡＢＡ 和水分胁迫结构域ꎬ 表

明它属于厚藤中 ＡＳＲ 家族ꎮ 蛋白的氨基酸序列分

析表明ꎬ ＩｐＡＳＲ 蛋白富含亲水性氨基酸ꎬ 而疏水

性氨基酸含量较低ꎬ 具有高度的稳定性ꎮ ＩｐＡＳＲ
蛋白与植物 ＬＥＡ 蛋白具有相似的理化特征ꎬ 并具

备高度的亲水性ꎬ 均为植物中固有无序蛋白的一

种[２２]ꎮ 进 一 步 氨 基 酸 序 列 相 似 性 分 析 发 现ꎬ
ＩｐＡＳＲ 蛋白与牵牛花的 ＩｎＡＳＲ 序列高度同源ꎮ Ｉｎ￣
ＡＳＲ 在牵牛花的花冠衰老过程中诱导表达[２３]ꎬ 而

ＩｐＡＳＲ 在厚藤的花冠中也有较高的表达量ꎬ 表明

ＩｐＡＳＲ 可能参与调控厚藤花的发育和衰老过程ꎮ
此外ꎬ ＩｐＡＳＲ 还与其他 ２ 种盐土植物海蓬子和辽

宁碱蓬具有较近的进化关系ꎮ 海蓬子 ＳｂＡＳＲ 在烟

草中超量表达能够提高转基因烟草的耐盐性[１４]ꎬ
而辽宁碱蓬 ＳｌＡＳＲ 在拟南芥中超量表达能够提高

转基因拟南芥对高盐、 干旱和冷冻胁迫的耐受

性[１５]ꎮ 上述 ＡＳＲ 蛋白均与调控植物应答缺水胁迫

密切相关ꎮ 由于序列的同源性往往与功能的相似性

一致ꎬ 上述生物信息学分析结果预示 ＩｐＡＳＲ 可能

在调控厚藤适应滨海高盐干旱的环境中发挥重要作

用ꎮ
ＡＳＲ 蛋白具有胚胎晚期富集蛋白的特征ꎬ 也

具有较高的亲水性与热稳定性ꎬ 干旱、 盐渍及

ＡＢＡ 等均可以诱导 ＡＳＲ 蛋白的富集ꎬ ＡＳＲ 蛋白的

积累与植物抗旱耐盐存在一定的相关性ꎬ 进而维持

植物的正常代谢活动[１１]ꎮ 研究表明ꎬ 水稻(Ｏｒｙｚａ
ｓｔａｔｉｖａ Ｌ.)的 ＡＳＲ１ 蛋白能够作为分子伴侣ꎬ 具有

清除活性氧(ＲＯＳ)的功能[２４]ꎬ 并且能够调控水稻

对铝胁迫的耐受性[２５]ꎮ ＩｐＡＳＲ 在酵母中超量表达ꎬ
不仅能够提高酿酒酵母对 ＮａＣｌ 的耐受性ꎬ 还可以

提高对氧化胁迫的耐受性ꎮ 这进一步提示 ＩｐＡＳＲ
蛋白不仅可以通过其高度亲水性提高酵母应对渗透

压胁迫的能力ꎬ 同时还可以其他未知的途径缓解活

性氧对酵母细胞的伤害ꎬ 从而提高酵母的抗氧化

能力ꎮ
基因的转录模式密切地反应了基因的生物学功

能ꎮ 本研究表明ꎬ ＩｐＡＳＲ 的表达均受到高盐胁迫、
模拟干旱 (甘露醇) 和 ＡＢＡ 处理的诱导ꎬ 表明

ＩｐＡＳＲ 基因是厚藤体内的重要胁迫应答基因ꎮ 此

外ꎬ ＩｐＡＳＲ 蛋白定位于细胞核内ꎬ 暗示该蛋白在

细胞核内可能作为分子伴侣或转录因子减缓逆境胁

迫对植物细胞的伤害ꎮ
总之ꎬ 本研究对厚藤 ＩｐＡＳＲ 生物信息学分析、

酵母异源表达功能分析、 基因表达分析和亚细胞定

位观察的结果ꎬ 为进一步阐释 ＩｐＡＳＲ 的生物学功

能提供了依据ꎮ 后续将构建厚藤 ＩｐＡＳＲ 基因的转

基因超表达载体ꎬ 由农杆菌介导对拟南芥进行转基

因ꎬ 获得转基因阳性植株再进行表型分析ꎬ 进一步

明确厚藤 ＩｐＡＳＲ 对提高植物耐盐耐旱性等逆境胁

迫的调控机制ꎮ
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