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摘要：扁蓿豆为高原高寒地区优质豆科牧草，具有极强的抗旱、耐寒、抗盐碱的能力。脱水素（ＤＨＮｓ）是参与植物逆

境应答的一类蛋白。根据前期ＲＮＡ－ｓｅｑ的结果，从扁蓿豆幼苗中克隆到一个编码脱水素的基因 ＭｒＤＨＮ３。序列

分析显示该基因含６６６ｂｐ的开放阅读框，编码２２１个氨基酸，为一个ＳＫ２型酸性脱水蛋白。氨基酸序列比对结果

表明，ＭｒＤＨＮ３与豆科植物白三叶和蒺 藜 苜 蓿 相 似 性 最 高，达８３％。实 时 荧 光 定 量ＰＣＲ结 果 显 示，ＭｒＤＨＮ３基

因受脱水、低温、高盐和脱落酸处理诱导表达，表明ＭｒＤＨＮ３参与了扁蓿豆的非生物胁迫响应。通 过 构 建 原 核 表

达载体，在大肠杆菌中过表达 ＭｒＤＨＮ３蛋白，检测重组 菌 在 盐 和 高 温 胁 迫 处 理 下 的 生 长 存 活 情 况。结 果 发 现，在

０．５ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ和０．５ｍｏｌ／Ｌ　ＫＣｌ高盐胁迫条件下，重组大肠杆菌的存活率明显高于对照菌株；在５５℃高温胁迫

条件下，转化大肠杆菌的生长状态明显优于对照。表明 ＭｒＤＨＮ３对盐和高温引起的细胞损伤具有保护作用。为

今后作物抗逆性遗传改良的研究提供了有用信息。
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高盐、低温和干旱等环境胁迫是影响植物生长发育和产量的主要因素，植物作为固着的生物，在长期的进化

过程中逐渐演化出了一系列应答机制［１］。其中，脱水蛋白作为一类重要的响应蛋白，在高盐、低温、干旱等脱水的

环境胁迫信号刺激及外源ＡＢＡ处理下积累表达［２］。脱水蛋白属于晚期胚胎发育丰富蛋白（ｌａｔｅ　ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ

ａｂｕｎｄａｎｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ）ＬＥＡＩＩ家族，为天然无序蛋白，富含甘氨酸，呈高度的亲水性和热稳定性［３］，广泛分布于高等植

物、藻类、酵母、线虫以及 蓝 细 菌 中［４］。脱 水 蛋 白 含 有 至 少 一 个 保 守 的 富 含 赖 氨 酸 的 基 序 Ｋ片 段（ＥＫＫＧＩＭＤ－

ＫＩＫＥＫＬＰＧ或其衍生物），它们常形成双亲性螺旋结构。部分脱水蛋白还包含Ｙ片段和Ｓ片段，Ｙ片段通常以

１～３个重复形式（Ｔ／ＶＤＥＹＧＮＰ）出现在脱水蛋白的Ｎ－端，Ｓ片段由一系列丝氨酸（Ｓｅｒ）残基组成。基于Ｙ，Ｓ，Ｋ
片段出现的类型和数量可将脱水蛋白分为５个亚家族：ＹｎＳＫｎ，ＳＫｎ，Ｋｎ，ＹｎＫｎ和ＫｎＳ型［５－６］。体内和体外实

验证明，脱水蛋白对植物抵御环境胁迫发挥重要作用［７］。

扁蓿豆（Ｍｅｄｉｃａｇｏ　ｒｕｔｈｅｎｉｃａ）为多年生豆科植物，广泛分布于西伯利亚、蒙古利亚和我国北方地区，多生长

于山坡草地处［８－９］。Ｃａｍｐｂｅｌｌ等［１０］指出，扁蓿豆是唯一可适应干旱、高原严寒及贫瘠土壤的豆科苜蓿属植物。鉴

于其具有优于苜蓿的抗低温性，扁蓿豆被认为是高原高寒地区优质的豆科牧草［１１］，也被认为是提高苜蓿作物胁

迫耐受性的优异种质资源。近年来国内学者聚焦于牧草高产、优质、抗逆育种的研究，注重与苜蓿产业发展相结

合，而对分子遗传基础等机理性研究尚显不足［１２］。尽管脱水蛋白基因已从很多物种中克隆出［１３］，包括豆科植物

苜蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏ　ｔｒｕｎｃａｔｕｌａ）、豌豆（Ｐｉｓｕｍ　ｓａｔｉｖｕｍ）、大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅ　ｍａｘ）等［１４］，但其在扁蓿豆内的分子特性鲜有

报道。本研究以扁蓿豆为材料，从中克隆脱水素基因（ｄｅｈｙｄｒｉｎ），异源表达到大肠杆菌中，来探讨其在逆境胁迫

下可能发挥的作用，以期为牧草抗逆育种提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　植物材料与处理

扁蓿豆种子承蒙中国农业科学院草原研究所孙启忠研究员惠赠。２０１３年６月将种子用浓硫酸处理１０ｍｉｎ，

用无菌水冲洗数次去除残余硫酸。上述经过处理的种子置于铺有湿滤纸的培养皿内，在２１℃、１６ｈ／８ｈ光照条

件下萌发。３ｄ后将发芽的幼苗移栽于蛭石∶营养土（３∶１）的混合基质中培养，每周用含１／２ＭＳ营养液浇灌１
次。生长３周后对幼苗进行非生物胁迫和脱落酸处理。ＮａＣｌ胁迫处理：用１５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ水溶液从花盆底

部浇灌至培养基质饱和，处理０，０．５，１，３，６，２４ｈ；脱水胁迫处理：将幼苗洗去砂石后，室温自然脱水０，０．５，１，３，

６，１２ｈ；ＡＢＡ脱落酸处理：将整株幼苗洗净砂石后，转移至铺有多层吸水纸的培养皿中，用含０．０５％ Ｔｗｅｅｎ　２０
（Ｖ／Ｖ）的１００μｍｏｌ／Ｌ脱落酸溶液（ＡＢＡ）喷雾，封盖以防植株脱水，处理０，０．５，１，３，６，１２ｈ；低温胁迫处理：将培

养的幼苗转移到４℃光照培养箱进行低温处理０，１，４，８，１２，２４ｈ。每组处理设３次生物学重复，取样后液氮速

冻，－８０℃冰箱保存备用。

１．２　ＭｒＤＨＮ３基因的ｃＤＮＡ克隆及序列分析

总ＲＮＡ的提取采用ＴＲＩＺＯＬ? 试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＵＳＡ），参照说明书用Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ＤＮａｓｅ　Ｉ（ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ）

（ＴａＫａＲａ，大连）去除基因组ＤＮＡ。ｃＤＮＡ 第一链按ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ? ＲＴ　ｒｅａｇｅｎｔ　Ｋｉｔ（Ｐｅｒｆｅｃｔ　Ｒｅａｌ　Ｔｉｍｅ）（ＴａＫａ－

Ｒａ，大连）的操作说明合成。

根据本实验室已有的扁蓿豆转录组测序结果（未发表）设计正向引物 ＭｒＤＨＮ３Ｆ（５′－ＣＧＴＧＴＣＡＴＴＡＴＧＴ－
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ＧＴＡＧＴＡＧＴＧＡＡＧ－３′）和反向引物 ＭｒＤＨＮ３Ｒ（５′－ＴＡＡＡＣＡＡＡＧＣＡＣＣＣＴＣＣＡ－３′），以低温４℃处理２４ｈ的

ｃＤＮＡ样为模板，用Ｐｙｒｏｂｅｓｔ　ＴＭ ＤＮＡ聚合酶（ＴａＫａＲａ，大连）进行ＰＣＲ扩增。扩增产物胶回收后，用Ｅｘ　Ｔａｑ?

ＤＮＡ聚合酶（ＴａＫａＲａ，大连）进行加尾，然后克隆到ｐＧＥＭ?－Ｔ　Ｅａｓｙ载体（Ｐｒｏｍｅｇａ，ＵＳＡ）进行测序。

用ＤＮＡＭＡＮ软件（Ｌｙｎｎｏｎ　Ｂｉｏｓｏｆｔ，Ｖａｕｄｒｅｕｉｌ－Ｄｏｒｉｏｎ，Ｑｕｅｂｅｃ，Ｃａｎａｄａ）分析核酸序列、编码的氨基酸序

列以及开放阅读框ＯＲＦ；用ＥｘＰＡＳｙ网站上的Ｐｒｏｔｐａｒａｍ（ｈｔｔｐ：／／ａｕ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ．ｈｔｍ）软件预

测理论等电点（ｐＩ）和相对分子量（Ｍｗ）；用ＮＣＢＩ网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）的ＢｌａｓｔＮ、ＢｌａｓｔＰ软件

进行核苷酸及蛋白序列相似性检索；用 ＭＥＧＡ　６软件［１５］构建系统进化树。

１．３　ＭｒＤＨＮ３基因表达的实时荧光定量ＰＣＲ分析

将上述不同胁 迫 处 理 样 品 合 成 的ｃＤＮＡ稀 释 至５０～１５０ｎｇ／μＬ为 模 板，用ＳＹＢＲ? Ｐｒｅｍｉｘ　Ｅｘ　ＴａｑＴＭＩＩ
（Ｐｅｒｆｅｃｔ　Ｒｅａｌ　Ｔｉｍｅ）试剂盒（ＴａＫａＲａ，大连）进行ｑＲＴ－ＰＣＲ，反应体系２０μＬ，用ＶｉｉＡ

ＴＭ７实时荧光定量ＰＣＲ系

统（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，ＣＡ）扩增。反应按两步法ＰＣＲ标准程序９５℃３０ｓ预变性，９５℃５ｓ，６０

℃３０ｓ，４０个循环进行，荧光信号采集在每一循环的第２步：６０℃３０ｓ。目的基因ＭｒＤＨＮ３和内参基因Ｍｒ１８Ｓ
的ｑＲＴ－ＰＣＲ引物用ＰｒｉｍｅｒＰｒｉｍｅｒ　５．０（ＰＲＥＭＩＥＲ　Ｂｉｏｓｏｆｔ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，Ｓｉｌｉｃｏｎ　Ｖａｌｌｅｙ，ＵＳＡ）设计。基因的上

游和下 游 引 物 分 别 为 ＭｒＤＨＮ３－ｑＦ（５′－ＧＧＡＴＧＴＡＡＣＡＡＣＴＣＡＡＣＣＧＣＣＴＧ－３′）和 ＭｒＤＨＮ３－ｑＲ（５′－ＧＣＡＧＴＣＴ－

ＴＡＧＧＧＴＧＡＴＡＡＣＣＡＧＧＡＡ－３′），Ｍｒｔ１８ＳＦ（５′－ＣＧＣＴＣＣＴＡＣＣＧＡＴＴＧＡＡＴ－３′）和 Ｍｒｔ１８ＳＲ（５′－ＧＴＴＡＣＧＡＣＴ－

ＴＣＴＣＣＴＴＣＣＴ－３′）。

用２－ΔΔＣｔ法［１６］计算ＭｒＤＨＮ３在各非生物胁迫及ＡＢＡ处理下的相对表达量。每个处理设３次重复，相对定

量结果以平均数±标准误表示。

１．４　ＭｒＤＨＮ３原核表达载体构建

根据已测序的ＭｒＤＨＮ３ｃＤＮＡ序列设计 含ＢａｍＨΙ位 点 的 正 向 引 物 ＭｒＤＨＮ３－Ｆ１（５′－ＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧ－

ＧＣＴＧＡＴＣＡＧＧＡＧＡＡＴＣＡＧＡＡＣ－３′）和 含 ＳａｃＩ位 点 的 反 向 引 物 ＭｒＤＨＮ３－Ｒ１（５′－ＣＧＣＧＡＧＣＴＣＴＣＡＡＴ－

ＧＡＧＴＡＧＴＡＧＴＣＴＣＡＴＣＣＴＴ－３′），扩增ＭｒＤＨＮ３基因编码区。扩增的片段测序确认后，用ＢａｍＨＩ和ＳａｃＩ双

酶切，将酶切后的片段插入到经ＢａｍＨＩ／ＳａｃＩ双酶切的ｐＥＴ－３０ａ（Ｎｏｖａｇｅｎ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ，ＵＳＡ）原核表达载体

内，转化ＤＨ５ɑ大 肠 杆 菌 菌 株，挑 选 阳 性 克 隆 提 取 质 粒，酶 切 鉴 定 后，获 得 重 组 的 原 核 表 达 载 体ｐＥＴ３０ａ－

ＭｒＤＨＮ３。

１．５　ＭｒＤＨＮ３融合蛋白的表达及热稳定性和溶解性分析

按照说明书将重组质粒ｐＥＴ３０ａ－ＭｒＤＨＮ３转化到大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）表达菌株内，含ｐＥＴ３０ａ－ＭｒＤＨＮ３
质粒的ＢＬ２１（ＤＥ３）命名为ＢＬ／ＭｒＤＨＮ３，只含ｐＥＴ３０ａ的ＢＬ２１（ＤＥ３）为对照，命名为ＢＬ／ｐＥＴ３０ａ。在含有５０

ｍｇ／Ｌ卡那霉素（ｋａｎａｍｙｃｉｎ，Ｋａｎ）的ＬＢ平板上挑取阳性克隆接种于含５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素的ＬＢ液体培养基内，

３７℃振荡培养。约１２ｈ后，按１∶１００（Ｖ／Ｖ）转接到ＬＢ培养基内培养２～３ｈ至ＯＤ６００达到０．６～０．８后，取１

ｍＬ菌液为诱导前样。其余菌液中加入异丙基硫代半乳糖苷（ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ－β－Ｄ－ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ，ＩＰＴＧ）至终

浓度为０．５ｍｍｏｌ／Ｌ。诱导３ｈ后，取１ｍＬ菌液为诱导后样。

离心收集菌体，ＰＢ缓冲液重悬，超声５ｍｉｎ完全破碎诱导后菌体细胞，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。收集上清，

将其分成２份，１份于１００℃ 沸水浴中处理１０ｍｉｎ；另１份直接用于电泳分析。收集的４份样品中加入等体积样

品缓冲液，１００℃煮沸１０ｍｉｎ，冷却至室温，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取１０μＬ上清液，１２％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ进行电

泳分析。

１．６　异源表达转化子抗逆性实验

１．６．１　定性分析　　大肠杆菌转化和ＩＰＴＧ诱导条件如１．５所述。分别将ＢＬ／ＭｒＤＨＮ３和对照ＢＬ／ｐＥＴ３０ａ
进行液体培养，诱导后的菌液ＯＤ６００至０．９时，用含５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素和０．５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ的新鲜液体ＬＢ培养

基将培养菌液稀释１０倍。取原液和稀释菌液进行胁迫处理，用含终浓度为５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素和０．５ｍｍｏｌ／Ｌ

ＩＰＴＧ的ＬＢ固体培养基为非胁迫对照。盐胁迫实验中，以分别添加有０．５ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ和０．５ｍｏｌ／Ｌ　ＫＣｌ的ＬＢ
固体培养基为盐胁迫处理；热胁迫实验中，将原菌液和稀释菌液在５５℃水浴中温育３０ｍｉｎ为热胁迫处理。取１０

０２１ ＡＣＴＡ　ＰＲＡＴＡＣＵＬＴＵＲＡＥ　ＳＩＮＩＣＡ（２０１６） Ｖｏｌ．２５，Ｎｏ．８



μＬ菌液滴加到上述平板上，３７℃倒置培养１６ｈ（热胁迫处理）、３ｄ（盐胁迫处理）后观察菌体生长情况。

１．６．２　定量分析　　大肠杆菌培养、ＩＰＴＧ诱导及胁迫处理条件同１．６．１定性分析。稀释１０倍的菌液，取１００

μＬ均匀涂布于上述非胁迫和胁迫处理的平板上，３７℃倒置培养１６ｈ（热胁迫处理）、３ｄ（盐胁迫处理）后菌落计

数，按如下公式分析菌落形成率。

菌落形成率（％）＝
胁迫处理平板上菌落数

非胁迫处理平板上菌落数×１００

２　结果与分析

２．１　ＭｒＤＨＮ３基因克隆与序列分析

根据已有的扁蓿豆转录组数据设计引物，采用ＲＴ－ＰＣＲ方法从低温处理２４ｈ的扁蓿豆幼苗中扩增得到约

９００ｂｐ的特异片段（图１Ａ），将其命名为ＭｒＤＨＮ３。该片段经胶回收，进行载体连接，并测序。测序结果显示该

ｃＤＮＡ长８９０ｂｐ，含有６６６ｂｐ的 开 放 阅 读 框，编 码２２１个 氨 基 酸。ＰｒｏｔＰａｒａｍ预 测 该 基 因 编 码 蛋 白 的 分 子 量

（Ｍｗ）为２４．８４ｋＤ，理论等电点（ｐＩ）为５．５６，为酸性蛋白。总平均疏水性指数（ｇｒａｎｄ　ａｖｅｒａｇｅ　ｏｆ　ｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙ，

ＧＲＡＶＹ）为－１．４４４，表明具有较高的亲水性。ＭｒＤＨＮ３蛋白含有１个Ｓ片段和２个富含赖氨酸的Ｋ片段，为

典型的ＳＫ２型脱水蛋白（图１Ｂ）。

图１　扁蓿豆ＭｒＤＨＮ３基因的ｃＤＮＡ克隆（Ａ）及序列分析（Ｂ）

Ｆｉｇ．１　Ｃｌｏｎｉｎｇ　ａｎｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｃＤＮＡ　ｆｏｒ　ＭｒＤＨＮ３ｇｅｎｅ　ｆｒｏｍ　Ｍ．ｒｕｔｈｅｎｉｃａ

　Ａ：扁蓿豆ＭｒＤＨＮ３基因ＲＴ－ＰＣＲ产物扩增；Ｍ：１ｋｂ　ＤＮＡ　Ｌａｄｄｅｒ；Ｂ：扁蓿豆ＭｒＤＨＮ３的ｃＤＮＡ序列及其编码的氨基酸序列，脱水蛋白预测

的Ｓ片段用下划线标出，３个保守的Ｋ片段用阴影标出。Ａ：ＲＴ－ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｏｆ　ＭｒＤＨＮ３ｆｒｏｍ　Ｍ．ｒｕｔｈｅｎｉｃａ；Ｍ：１ｋｂ　ＤＮＡ　Ｌａｄｄｅｒ；Ｂ：Ｎｕｃｌｅ－

ｏｔｉｄｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＭｒＤＨＮ３ｃＤＮＡ　ａｎｄ　ｉｔｓ　ｄｅｄｕｃｅｄ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄｓ，ｔｈｅ　ＤＨＮ　ｄｅｄｕｃｅｄ　Ｓ－ｓｅｇｍｅｎｔ　ｉｓ　ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ　ｔｈｒｅｅ　Ｋ－ｓｅｇｍｅｎｔｓ

ａｒｅ　ｍａｒｋｅｄ　ａｓ　ｓｈａｄｏｗ　ｅｄｇｅ．

编码 ＭｒＤＨＮ３的氨基酸序列经ＮＣＢＩ数据库中的ＢｌａｓｔＰ分析，发现其与白三叶（Ｔｒｉｆｏｌｉｕｍ　ｒｅｐｅｎｓ）、蒺藜

苜蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏ　ｔｒｕｎｃａｔｕｌａ）、豌豆（Ｐｉｓｕｍ　ｓａｔｉｖｕｍ）、鹰嘴豆（Ｃｉｃｅｒ　ａｒｉｅｔｉｎｕｍ）等豆科植物ＤＨＮ蛋白家族成员具

有高度一致性，相似性达７７％，其中与白三叶和蒺藜苜蓿中ＤＨＮ蛋白的一致性最高，达８３％。在ＧｅｎＢａｎｋ中选

取部分ＤＨＮ蛋白，进一步用 ＤＮＡＭＡＮ软件进行氨基酸序列比对（图２），结果显示比对的ＤＨＮ蛋白均含有保

守结构域Ｓ片段和２个Ｋ片段，为ＳＫ２型脱水蛋白。

用 ＭＥＧＡ６对ＮＣＢＩ下载的６个物种ＳＫｎ型脱水蛋白氨基酸序列构建系统进化树（图３），分析结果显示，

ＭｒＤＨＮ３与豆科植物豌豆ＳＫ２蛋白的亲缘关系最近。而与禾本科的小麦（Ｔｒｉｔｉｃｕｍ　ａｅｓｔｉｖｕｍ）、粳稻（Ｏｒｙｚａ　ｓａｔｉｖａ

１２１第２５卷第８期 草业学报２０１６年



Ｊａｐｏｎｉｃａ　Ｇｒｏｕｐ），芭蕉科大蕉（Ｍｕｓａ　ＡＢＢ　Ｇｒｏｕｐ）的亲缘关系较远。豆科不同物种聚为一组，禾本科不同物种聚

为一组，其他科植物为另一组，说明ＤＨＮ蛋白具有种属特性。

图２　ＭｒＤＨＮ３脱水蛋白与其他物种ＳＫｎ类ＤＨＮ脱水蛋白的氨基酸序列比对

Ｆｉｇ．２　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　ｏｆ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ＭｒＤＨＮ３ａｎｄ　ｏｔｈｅｒ　ＳＫｎ－ｔｙｐｅ　ｄｅｈｙｄｒｉｎ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ

　实线方框示ＤＨＮ脱水蛋白的保守结构区段Ｓ片段；虚线方框示ＤＨＮ脱水蛋白的保守结构区段Ｋ片段；Ｔｈｅ　ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ　Ｓ－ｓｅｇｍｅｎｔ　ａｎｄ　Ｋ－ｓｅｇｍｅｎｔ

ｏｆ　ＭｒＤＨＮ３ａｎｄ　ｏｔｈｅｒ　ＳＫｎ－ｔｙｐｅ　ｄｅｈｙｄｒｉｎ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ａｒｅ　ｂｏｘｅｄ；ＴｒＤＨＮ３：白三叶Ｔ．ｒｅｐｅｎｓ（ＡＤＤ０９５７３．１）；ＭｔＤＨＮ３：蒺藜苜蓿Ｍ．ｔｒｕｎｃａｔｕｌａ（ＸＰ＿

００３６０３９８７．１）；ＰｓＤＨＮ３：豌豆Ｐ．ｓａｔｉｖｕｍ （ＣＡＡ７８５１５．１）；ＣａＤＨＮ３：鹰嘴豆Ｃ．ａｒｉｅｔｉｎｕｍ （ＸＰ＿００４５００７８１．１）．

图３　ＭｒＤＨＮ３脱水蛋白与其他物种ＳＫｎ类脱水蛋白构建的系统进化树

Ｆｉｇ．３　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ＭｒＤＨＮ３ａｎｄ　ｏｔｈｅｒ　ＳＫｎ－ｔｙｐｅ　ｄｅｈｙｄｒｉｎ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ

　ＯｓＤＨＮ３：粳 稻 Ｏ．ｓａｔｉｖａ　Ｊａｐｏｎｉｃａ　Ｇｒｏｕｐ（ＡＢＳ４４８６６．１）；ＴａＤＨＮ３：小 麦 Ｔ．ａｅｓｔｉｖｕｍ （ＡＡＢ１８２０２．１）；ＭａＤＨＮ３：大 蕉 Ｍｕｓａ　ＡＢＢ　Ｇｒｏｕｐ

（ＡＥＩ５４６８３．１）；ＣｓＤＨＮ３：茶Ｃａｍｅｌｌｉａ　ｓｉｎｅｎｓｉｓ （ＡＣＴ１０２８３．１）；ＰｐＤＨＮ３：桃 Ａｍｙｇｄａｌｕｓ　ｐｅｒｓｉｃａ （ＡＡＺ８３５８６．１）；ＰｓＤＨＮ３：豌 豆 Ｐ．ｓａｔｉｖｕｍ

（ＡＡＬ５０３１５．１）．

２．２　ＭｒＤＨＮ３基因在非生物胁迫下表达特性

为分析ＭｒＤＨＮ３是否受非生物胁迫和ＡＢＡ处理诱导表达，以组成型表达的基因Ｍｒ１８Ｓ为内参，利用实时

荧光定量ＰＣＲ定量检测ＭｒＤＨＮ３基因在各非生物胁迫，低温、高盐、室温脱水以及外源ＡＢＡ处理下的相对表

达量（图４）。结果显示，ＭｒＤＨＮ３基因在不同处理条件下的表达特性是有差异的。在低温（图４Ａ）和脱水胁迫

（图４Ｃ）处理下，ＭｒＤＨＮ３的表达量呈逐步上升的趋势，在胁迫处理２４和１２ｈ时相对表达量达到最高，分别约

为对照的２．７和６．９倍；不同于低温和脱水胁迫，ＭｒＤＨＮ３的相对表达量在ＮａＣｌ胁迫（图４Ｂ）１ｈ时快速积累

２２１ ＡＣＴＡ　ＰＲＡＴＡＣＵＬＴＵＲＡＥ　ＳＩＮＩＣＡ（２０１６） Ｖｏｌ．２５，Ｎｏ．８



达到对照的４．８倍，在ＡＢＡ处理（图４Ｄ）３ｈ时达到对照的６倍，之后逐渐降低到与对照相当的表达水平。由此

可见，ＭｒＤＨＮ３基因的表达受各 种 非 生 物 胁 迫 和 ＡＢＡ的 诱 导。表 明 ＭｒＤＨＮ３基 因 参 与 了 ＡＢＡ及 干 旱、低

温、盐等非生物胁迫应答反应。

图４　扁蓿豆ＭｒＤＨＮ３基因在不同非生物胁迫及ＡＢＡ处理下的实时荧光定量ＰＣＲ分析

Ｆｉｇ．４　Ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｐａｔｔｅｒｎｓ　ｏｆ　ＭｒＤＨＮ３ｇｅｎｅ　ｉｎ　Ｍ．ｒｕｔｈｅｎｉｃａｕｎｄｅｒ　ｖａｒｉｏｕｓ　ａｂｉｏｔｉｃ　ｓｔｒｅｓｓｅｓ　ａｎｄ　ＡＢＡ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

　

２．３　ＭｒＤＨＮ３原核表达载体的构建及蛋白的表达特性分析

为了解 ＭｒＤＨＮ３在体外非生物胁 迫 下 可 能 的 功 能，将 ＭｒＤＨＮ３基 因 的 编 码 区 经ＢａｍＨＩ和ＳａｃＩ双 酶 切

后，重组到ｐＥＴ３０ａ表达载体内，得到重组质粒ｐＥＴ３０ａ－ＭｒＤＨＮ３。构建的表达载体ｐＥＴ３０ａ－ＭｒＤＨＮ３经酶切

鉴定（图５Ａ）后，以ｐＥＴ３０ａ为对照，转入大肠杆菌表达菌株ＢＬ２１（ＤＥ３）。

含重组质粒的菌体经ＩＰＴＧ诱导培养２ｈ，用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分析蛋 白 表 达（图５Ｂ）。与 诱 导 前 的 样 相 比

（图５Ｂ－１），图５Ｂ－２显示１条约２８ｋＤ蛋白出现在诱导表达的ＢＬ／ＭｒＤＨＮ３中，表明重组蛋白成功表达。但表达

的蛋白比融合蛋白的理论分子量略大，推测可能是 ＭｒＤＨＮ３含有大量亲水结构域并且重组蛋白Ｎ－端含有碱性

残基的 Ｈｉｓ－标签序列，阻滞了重组蛋白在ＳＤＳ－ＰＡＧＥ中的泳动，导致表观分子量变大。

诱导表达的菌体破碎后离心，表达的大部分蛋白出现在上清液中（图５Ｂ－３）。另外，经沸水浴处理后，上清液

中仍有目标蛋白存在（图５Ｂ－４），这些结果表明目标蛋白 ＭｒＤＨＮ３在大肠杆菌中具有一定的亲水性和热稳定性。

２．４　过表达 ＭｒＤＨＮ３对大肠杆菌的逆境胁迫保护

为检测不同逆境胁迫条件下过表达 ＭｒＤＨＮ３对重组大肠杆菌的作用，将ＢＬ／ｐＥＴ３０ａ和ＢＬ／ＭｒＤＨＮ３菌

体滴加到含不同胁迫 因 子 的ＬＢ培 养 基 上，观 察 菌 落 形 成 情 况（图６Ａ）。结 果 显 示，ＢＬ／ＭｒＤＨＮ３和 对 照ＢＬ／

ｐＥＴ３０ａ之间在克隆形成数和生长速率方面没有明显的差别；当ＬＢ培养基上添加了０．５ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ后，重组菌

的数量明显高于对照ＢＬ／ｐＥＴ３０ａ，添加０．５ｍｏｌ／Ｌ　ＫＣｌ的结果与之相同。以上结果表明过表达 ＭｒＤＨＮ３能显

著增强大肠杆菌对盐的耐受性。在热胁迫下，经５５℃胁迫处理３０ｍｉｎ后大部分ＢＬ／ｐＥＴ３０ａ菌死亡。而同样条

件下，ＢＬ／ＭｒＤＨＮ３的菌体存活率高于对照。该结果表明，过表达 ＭｒＤＨＮ３能显著增强大肠杆菌对高温胁迫的

抗性。

菌落计数结果（图６Ｂ）显 示，在０．５ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ和 ＫＣｌ高 盐 胁 迫 下，ＢＬ／ＭｒＤＨＮ３的 菌 落 形 成 率 分 别 为
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１６．７１％和２０．８０％，对照ＢＬ／ｐＥＴ３０ａ的菌落形成率仅为３．５５％和４．２９％；５５℃高温处理后，ＢＬ／ＭｒＤＨＮ３的

菌落形成率为１１．２２％，对照ＢＬ／ｐＥＴ３０ａ的菌落形成率为２．４０％。胁迫条件下，ＢＬ／ＭｒＤＨＮ３的菌落形成率是

ＢＬ／ｐＥＴ３０ａ的４～５倍，表明 ＭｒＤＨＮ３能显著增强宿主菌对盐和热的抗性，与菌落定性分析结果一致。

图５　ＭｒＤＨＮ３原核表达载体的鉴定（Ａ）及原核表达产物的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析（Ｂ）

Ｆｉｇ．５　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐＥＴ３０ａ－ＭｒＤＨＮ３ｂｙ　ｅｎｚｙｍａｔｉｃ　ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ（Ａ）ａｎｄ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ

ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｂｙ　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（Ｂ）

　Ｍ：１ｋｂ　ＤＮＡ　Ｌａｄｄｅｒ（Ａ），低分子量标准蛋白（Ｂ）；１：ＩＰＴＧ诱导前的ＢＬ／ＭｒＤＨＮ３表达产物；２：ＩＰＴＧ诱导后的ＢＬ／ＭｒＤＨＮ３表达产物；３：上清

液中诱导表达的ＢＬ／ＭｒＤＨＮ３；４：上清液１００℃处理１０ｍｉｎ后的表达产物。Ｍ：１ｋｂ　ＤＮＡ　Ｌａｄｄｅｒ（Ａ），ＬＭＷ　Ｍａｒｋｅｒｓ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ（Ｂ）；Ｌａｎｅ　１：Ｔｏ－

ｔａｌ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｆｒａｃｔｉｏｎ　ｆｒｏｍ　ｎｏｎ－ｉｎｄｕｃｅｄ　ＢＬ／ＭｒＤＨＮ３ｃｅｌｌｓ；Ｌａｎｅ　２：Ｔｏｔａｌ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｆｒａｃｔｉｏｎ　ｆｒｏｍ　ＩＰＴＧ－ｉｎｄｕｃｅｄ　ＢＬ／ＭｒＤＨＮ３ｃｅｌｌｓ；Ｌａｎｅ　３：Ｓｏｌｕｂｌｅ　ｓｕ－

ｐｅｒｎａｔａｎｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｆｒａｃｔｉｏｎ　ｆｒｏｍ　ＩＰＴＧ－ｉｎｄｕｃｅｄ　ＢＬ／ＭｒＤＨＮ３ｃｅｌｌｓ；Ｌａｎｅ　４：Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｆｒａｃｔｉｏｎ　ｆｒｏｍ　ｓｏｌｕｂｌｅ　ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ，ｗｈｉｃｈ　ｂｏｉｌｅｄ　ａｔ　１００℃ｆｏｒ　１０

ｍｉｎ．

　

图６　ＭｒＤＨＮ３蛋白过表达对大肠杆菌在逆境胁迫下的保护效果

Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ＭｒＤＨＮ３ｏｖｅｒ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｎ　ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｅ．ｃｏｌｉ　ａｇａｉｎｓｔ　ｉｎｊｕｒｙ　ｕｎｄｅｒ　ａｂｉｏｔｉｃ　ｓｔｒｅｓｓｅｓ

　Ａ：菌液滴板试验；Ｂ：菌落形成率测定；ＢＬ／ｐＥＴ３０ａ：含有ｐＥＴ３０ａ（＋）质粒的ＢＬ２１（ＤＥ３）大肠杆菌；ＢＬ／ＭｒＤＨＮ３：含有ｐＥＴ３０ａ－ＭｒＤＨＮ３质粒的

ＢＬ２１（ＤＥ３）大肠杆菌；ＬＢ：Ｌｕｒｉａ－Ｂｅｒｔａｎｉ（ＬＢ）固体培养基添加有０．５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ；ＬＢ＋０．５ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ：ＬＢ固体培养基添加０．５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ

和０．５ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ；ＬＢ＋０．５ｍｏｌ／Ｌ　ＫＣｌ：ＬＢ固体培养基添加０．５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ和０．５ｍｏｌ／Ｌ　ＫＣｌ；ＬＢ（５５℃，３０ｍｉｎ）：５５℃热处理３０ｍｉｎ。Ａ：

Ｓｐｏｔｔｉｎｇ　ａｓｓａｙｓ；Ｂ：Ｃｏｌｏｎｙ　ｆｏｒｍｉｎｇ　ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ　ａｓｓａｙｓ；ＢＬ／ｐＥＴ３０ａ：ｐＥＴ－３０ａ（＋）ｐｌａｓｍｉｄ　ｈａｒｂｏｒｉｎｇ　ＢＬ２１（ＤＥ３）ｓｔｒａｉｎ；ＢＬ／ＭｒＤＨＮ３：ｐＥＴ３０ａ－

ＭｒＤＨＮ３ｐｌａｓｍｉｄ　ｈａｒｂｏｒｉｎｇ　ＢＬ２１（ＤＥ３）ｓｔｒａｉｎ；ＬＢ：Ｌｕｒｉａ－Ｂｅｒｔａｎｉ（ＬＢ）ｓｏｌｉｄ　ｍｅｄｉｕｍ　ｗｉｔｈ　０．５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ；ＬＢ＋０．５ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ：ＬＢ　ｓｏｌｉｄ　ｍｅ－

ｄｉｕｍ　ｗｉｔｈ　０．５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ　ａｎｄ　０．５ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ；ＬＢ＋０．５ｍｏｌ／Ｌ　ＫＣｌ：ＬＢ　ｓｏｌｉｄ　ｍｅｄｉｕｍ　ｗｉｔｈ　０．５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ　ａｎｄ　０．５ｍｏｌ／Ｌ　ＫＣｌ；ＬＢ（５５℃，

３０ｍｉｎ）：Ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ　ａｔ　５５℃ｆｏｒ　３０ｍｉｎ．　

４２１ ＡＣＴＡ　ＰＲＡＴＡＣＵＬＴＵＲＡＥ　ＳＩＮＩＣＡ（２０１６） Ｖｏｌ．２５，Ｎｏ．８



３　讨论

脱水素（ｄｅｈｙｄｒｉｎ）为ＬＥＡ蛋白ＤＩＩ家族成员。本研究所克隆的ＭｒＤＨＮ３基因含１个Ｓ片段和２个Ｋ片

段，为ＳＫ２类脱水蛋白。ＳＫｎ类 脱 水 蛋 白 是 一 类 酸 性 蛋 白，受 低 温、高 盐、干 旱、机 械 损 伤 及 脱 落 酸 信 号 的 调

节［１７］。小麦ｗｚｙ１－２基因编码 一 个ＳＫ３类 脱 水 蛋 白，其 ｍＲＮＡ的 表 达 量 在 低 温、渗 透 胁 迫 及 ＡＢＡ诱 导 下 上

调［１８］。紫花针茅（Ｓｔｉｐａｐｕｒｐｕｒｅａ）ＳＫ３型 脱 水 蛋 白 基 因ＳｐＤＨＮ１在 干 旱 胁 迫 时 表 达［１９］。本 研 究 中 扁 蓿 豆

ＳＫ２型脱水蛋白基因ＭｒＤＨＮ３在低温、干旱、盐及ＡＢＡ处理下表达都有上调，由此推测ＭｒＤＨＮ３的表达与积

累和扁蓿豆抗逆性之间存在正相关关系。

众多研究为异源 表 达ｄｅｈｙｄｒｉｎｓ（ＤＨＮｓ）基 因 能 增 强 植 物 和 细 菌 的 非 生 物 胁 迫 抗 性 提 供 了 直 接 的 证 据。

Ｏｃｈｏａ－Ａｌｆａｒｏ等［２０］发现转扭刺仙人掌（Ｏｐｕｎｔｉａ　ｓｔｒｅｐｔａｃａｎｔｈａ）ＳＫ３型脱水蛋白基因ＯｐｓＤＨＮ１的拟南芥（Ａｒａ－

ｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔｈａｌｉａｎａ）抗冻能力提高。Ｌａｋｓｈｍｉ等［２１］研究发现，超表达高粱（Ｓｏｒｇｈｕｍ　ｂｉｃｏｌｏｒ）ＳＫ２型脱水蛋白基因

ＳｂＤＨＮ１到烟草（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ　ｔａｂａｃｕｍ）中可以增强其对干旱和盐胁迫的抗性。目前，关于原核表达植物脱水蛋白

基因提高大肠杆菌抗性的研究也有很多。原核表达大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅ　ｍａｘ）ＫＳ型脱水基因ＳＬＴ１６２９可提高大肠杆

菌抗盐能力［２２］。过表达沙冬青（Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ　ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ）ＫＳ类脱水蛋白ＡｍＣＩＰ到大肠杆菌可增强宿主菌

对低温胁迫的耐受性［２３］。本研究将ＭｒＤＨＮ３编码区连接到ｐＥＴ３０ａ表达载体上，异源表达ＭｒＤＨＮ３到大肠杆

菌中，发现 ＭｒＤＨＮ３与维持大肠杆菌在盐和高温胁迫条件下的存活有密切联系，说明植物基因可以提高宿主菌

的抗胁迫能力。基于以上研究，可以推测原核和真核生物在胁迫条件下可能具有相似的保护机制。

高盐和极端温度胁迫会引起胞内脱水，也可导致蛋白及细胞膜的损伤［２４］。本研究显示，重组的大肠杆菌细

胞对盐和高温胁迫的抗性增强，表明过表达扁蓿豆ＭｒＤＨＮ３基因可以使宿主菌的蛋白、细胞膜、细胞免受损伤。

本研究预测扁蓿豆ＭｒＤＨＮ３基因编码一个酸性蛋白，总平均疏水性指数为－１．４４４，具有较高的亲水性。在大

肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）中表达的 ＭｒＤＨＮ３呈水溶性和热稳定性。有报道指出，脱水蛋白含有高比例的亲水性氨基

酸残基，在水溶液中呈高度无序的柔性状态［２５］。当处于脱水环境下，其构象会发生改变，Ｋ片段可形成双亲性ａ－
螺旋结构［２６］，可与其他蛋白部分脱水的表面及生物膜表面相互作用，进而保护该蛋白免受更进一步脱水导致的

不可逆的蛋白变性［２７］。Ｓ片段可以被酪蛋白激酶磷酸化［２８］，从而具有Ｃａ２＋ 结合活性［２９］。此外ＤＨＮｓ中的组氨

酸也可与Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋、Ｍｎ２＋ 和Ｆｅ２＋ 等金属离子结合［３０］。因此可以推测，在逆境胁迫条件下，ＭｒＤＨＮ３中的Ｋ片

段可维持膜系统的稳定性，防止其在高温下的聚集；酸性的ＳＫｎ蛋白可作为离子缓冲液或伴侣分子稳定受胁迫

细胞的蛋白、核酸和膜结构，减少细胞脱水过程中盐分沉淀和结晶，从而减轻高盐胁迫对重组菌的毒害，提高转化

子的存活率。

本研究中，虽然 ＭｒＤＨＮ３蛋白可明显提高大肠杆菌的耐盐和耐高温能力，但对低温胁迫及山梨醇和甘露醇

模拟的渗透胁迫未表现出明显的抗性，其可能的原因是 ＭｒＤＨＮ３对不同胁迫保护存在机制上的差异性。这与

Ｚｈａｎｇ等［３１］和Ｌａｎ等［３２］的研究结果类似，他们发现不同组的ＬＥＡ基因在渗透胁迫中的保护机制不同。

总之本研究克隆并分析了扁蓿豆 ＭｒＤＨＮ３基因，结果表明，ＭｒＤＨＮ３为ＳＫ２类ＬＥＡＩＩ蛋白，ＭｒＤＨＮ３基

因受脱水等非生物胁迫及外源激素ＡＢＡ诱导表达，异源表达 ＭｒＤＨＮ３蛋白到大肠杆菌中能显著增强宿主菌对

盐和高温的胁迫耐受性。推测超表达 ＭｒＤＨＮ３在提高植物的逆境胁迫耐受性方面有一定的作用，以后可用于

作物抗逆基因工程改良研究中。未来，对于过表达 ＭｒＤＨＮ３到植物体中是否能提高作物的抗胁迫能力还有待

进一步研究。
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