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　 　 摘要:　 为研究大叶落地生根中胎生苗发育的分子机制ꎬ利用 ＲＡＣＥ￣ＰＣＲ 技术从大叶落地生根中克隆了 １ 个

新的谷氨酸脱羧酶基因(ＫｄＧＡＤ)ꎮ 该基因开放阅读框长度为１ ５０９ ｂｐꎬ编码 ５０２ 个氨基酸残基ꎬ分子量为 ５.６５７×
１０４ꎬ等电点为 ５􀆰 ４３ꎮ 其氨基酸序列与蓖麻的同源性最高ꎬ与人参的进化关系最近ꎬ含有保守的 Ｓｅｒ ( Ｓ)￣ｘ￣ｘ￣Ｌｙｓ
(Ｋ)基序和 Ｔｒｐ (Ｗ)残基ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 分析结果表明ꎬ该基因在大叶落地生根的茎中表达量最高ꎬ且受渗

透胁迫(甘露醇处理)的诱导下调表达ꎮ
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　 　 谷氨酸脱羧酶(ＧＡＤ)主要存在于细胞质ꎬ催
化谷氨酸脱羧产生 γ￣氨基丁酸(ＧＡＢＡ)和 ＣＯ２ꎬ被
认为是 ＧＡＢＡ 合成的关建酶[１￣２] ꎮ 谷氨酸是一种

酸性氨基酸ꎬ由高等植物氮代谢第一步合成产生ꎮ
由谷氨酸合成的谷氨酸盐和天冬酰胺ꎬ通过韧皮

部运输到植物各组织ꎬ进行其他氨基酸和蛋白质
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的合成ꎮ 谷氨酸在韧皮部和果实中的浓度都很

高ꎮ 谷氨酸脱羧产物 γ￣氨基丁酸是一种功能性非

蛋白质氨基酸ꎬ具有增进脑活力、安神、调节激素

分泌、降血压、治疗癫痫、增强记忆力、改善更年期

综合症等多种生物学功能[３￣６] ꎻ在植物细胞逆境防

御、氮素存储、激素合成及生长发育等过程中也有

重要作用[７] ꎮ 例如ꎬ在低温和热胁迫下ꎬＧＡＢＡ 会

大量积累[８￣９] ꎮ
目前ꎬ已从矮牵牛[１０]、土豆[１１]、拟南芥[１２]、水

稻[１３]、烟草[１４]、香蕉[１５] 等多种植物中克隆和鉴定了

ＧＡＤ 基因ꎮ Ｋｉｓａｋａ 等[１６] 从西红柿幼苗根部克隆出

ＧＡＤ 基因ꎬ通过反义技术沉默该基因表达ꎬ获得的转

基因西红柿植株中谷氨酸含量大大增加ꎬ相对于野生

型植株ꎬ谷氨酸含量提高至少 ２ 倍以上ꎬ游离总氨基

酸含量也相对提高ꎮ Ｓｏｒｒｅｑｕｉｅｔａ 等[１７]发现 ＧＡＤ 基因

活性降低后ꎬＧＡＢＡ 含量显著下降ꎮ 而且ꎬ敲除 ＧＡＤ
基因可以导致拟南芥根发育异常ꎮ 过表达缺失钙调

蛋白(ＣａＭ)结合域的 ＧＡＤ 基因ꎬ细胞内 ＧＡＢＡ 含量

显著升高ꎬ谷氨酸含量降低ꎬ植物生长发育异常ꎬ由于

皮层薄壁组织细胞无法伸长而出现短茎现象[１８]ꎮ 植

物细胞内低浓度的 ＧＡＢＡ 能促进茎的延伸ꎬ而当浓度

大于 ２５０ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ就产生抑制作用ꎬ同时诱导 ＡＣＣ
(１￣ａｍｉｎｏｃｙｃｌｏｐｒｏｐａｎｅ￣１￣ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ)的表达和乙烯的

产生[１９￣２０]ꎮ 在花粉管向雌蕊柱头伸长的过程中ꎬＧＡ￣
ＢＡ 含量大量增加ꎬＧＡＢＡ 刺激花粉管的生长[２１]ꎮ 因

此ꎬＧＡＤ 在植物发育过程中的正常表达非常重要ꎬ调
控植物体多项生命活动ꎮ

大叶落地生根是一种常见的园艺植物ꎬ常用

来做盆景和地被ꎮ 大叶落地生根胎生苗的发生过

程同时具有胚胎发生和器官发生的特征ꎬ是研究

无性生殖的理想模型ꎮ 北京林业大学草坪研究所

利用抑制消减杂交技术( ＳＳＨ)构建了大叶落地生

根胎生苗和普通叶片的 ＳＳＨ￣ｃＤＮＡ 文库ꎬ并从该文

库中筛选出一条与 ＧＡＤ 基因片段同源的表达序列

标签(ＥＳＴ)ꎮ 本研究以该 ＥＳＴ 片段为基础ꎬ采用

ＲＡＣＥ￣ＰＣＲ 技术克隆大叶落地生根 ＧＡＤ 的 ｃＤＮＡ
基因(ＫｄＧＡＤ)ꎬ利用生物信息学方法分析 ＫｄＧＡＤ
基因的序列、编码的蛋白质结构和系统发育ꎬ并研

究该基因在大叶落地生根不同组织和渗透胁迫诱

导下的表达变化ꎬ为该基因的进一步研究利用打

下基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料的培养

大叶落地生根(Ｋａｌａｎｃｈｏｅ ｄａｉｇｒｅｍｏｎｔｉａｎａ)种植于

北京林业大学草坪研究所温室ꎬ培养基质为腐叶土、蛭
石和珍珠岩按 ４ ∶ ２ ∶ １ 混合ꎬ在 １６ ｈ 光照 / ８ ｈ 黑暗、光
照度１ ３８９ ｌｘ、温度 (３０±３) ℃下培养ꎮ 叶片采集后快

速在液氮中固定ꎬ置于－８０ ℃超低温冰箱保存ꎮ
１.２　 总 ＲＮＡ 的提取和反转录

使用 ＴａＫａＲａ ＭｉｎｉＢＥＳＴ ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＲＮＡ 提取试

剂盒(Ｎｏ.９７６９)提取大叶落地生根叶片总 ＲＮＡꎬ并
在－８０ ℃下保存ꎮ
１.３　 ＫｄＧＡＤ 基因的克隆和测序

根据差减文库的测序结果ꎬ分别设计上游引物

Ｆ１ 和下游引物 Ｒ１(表 １)ꎮ 以总 ＲＮＡ 为模板ꎬ按照

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭⅡ Ｈｉｇｈ Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＲＴ￣ＰＣＲ 试剂盒(ＴａＫａ￣
Ｒａ 公司产品)的操作说明合成第一链 ｃＤＮＡꎬ使用

ＴａＫａＲａ ＴｋｓＧｆｌｅｘ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ (Ｎｏ.Ｒ０６０Ａ)进行

ＰＣＲ 扩增ꎮ ＰＣＲ 反应体系为 ５０ μｌꎬ包括 １ μｌ ｃＤＮＡ
模板、１ μｌ ＴｋｓＧｆｌｅｘ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ(１􀆰 ２５ Ｕ / μｌ)、
Ｆ１ Ｐｒｉｍｅｒ ( ２０ μｍｏｌ / Ｌ ) １ μｌ、 Ｒ１ Ｐｒｉｍｅｒ ( ２０
μｍｏｌ / Ｌ) １ μｌ、２×Ｇｆｌｅｘ ｂｕｆｆｅｒ (Ｍｇ２＋ꎬｄＮＴＰ ｐｌｕｓ) ２５
μｌ、ｄＨ２Ｏ ２１ μｌꎮ 反应程序为: ９８ ℃变性 １０ ｓꎬ５５ ℃
退火 １５ ｓꎬ６８ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ共 ３０ 个循环ꎮ 以上述

ＰＣＲ 产物为模板ꎬ进行二次 ＰＣＲꎬ反应体系及条件

同上ꎮ 取 ５ μｌ ＰＣＲ 产物进行 １％琼脂糖凝胶电泳ꎮ
用 ＴａＫａＲａ ＭｉｎｉＢＥＳＴ Ａｇａｒｏｓｅ Ｇｅｌ ＤＮＡ 提取试剂盒

(Ｖｅｒ. ３.０ꎬＮｏ.９７６２)回收ꎬ用 Ｒ１ 为特异引物对回收

后的 ＤＮＡ 测序ꎮ
根据获得的 ＫｄＧＡＤ 基因 ｃＤＮＡ 片段序列设计 ５′

ＲＡＣＥ Ｏｕｔｅｒ ＰＣＲ 特异引物 Ｒ０１ 和 Ｉｎｎｅｒ ＰＣＲ Ｒ０(表
１)ꎮ 使用 ＳＭＡＲＴｅｒＴＭ ＲＡＣＥ ｃＤＮＡ 扩增试剂盒(Ｃｌｏｎ￣
ｔｅｃｈ Ｃａｔ. Ｎｏ.６３４９２３)对反转录总 ＲＮＡ 合成 ｃＤＮＡꎮ
使用 ＴａＫａＲａ ＴｋｓＧｆｌｅｘ ＤＮＡ 聚合酶(Ｎｏ.Ｒ０６０Ａ)进行

ＰＣＲ 扩增ꎮ Ｏｕｔｅｒ ＰＣＲ 反应完成后ꎬ立即取反应液 １
μｌ 进行 Ｉｎｎｅｒ ＰＣＲ 反应ꎮ ＰＣＲ 产物经 １％琼脂糖凝胶

电泳后ꎬ用 ＴａＫａＲａ ＭｉｎｉＢＥＳＴ Ａｇａｒｏｓｅ Ｇｅｌ ＤＮＡ 提取

试剂盒(Ｖｅｒ. ３. ０ꎬＮｏ. ９７６２) 回收ꎮ 接着用 ＴａＫａＲａ
ＤＮＡ 连接试剂盒(Ｖｅｒ.２.１ꎬＮｏ.６０２２)中的连接酶ꎬ将
ＰＣＲ 产物与 Ｔ￣Ｖｅｃｔｏｒ ｐＭＤＴＭ １８ (Ｎｏ.３２７１)进行连接ꎬ
转化至大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)感受态细胞 ＪＭ１０９
(Ｎｏ.９０５２)中ꎬ涂布平板ꎬ３７ ℃过夜培养ꎮ 挑选阳性
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菌落ꎬ提取质粒ꎬ用ＫｄＧＡＤ Ｒ０２ 引物和ＫｄＧＡＤ Ｒ１ｓｅｑ
引物进行测序ꎮ 其中 ＫｄＧＡＤ Ｒ１ｓｅｑ 引物序列为:５′￣
ＧＴＧＧＴＧＡＣＣＧＧＧＴＡＴＴＣＡＴＣＣＡ￣３′ꎮ

根据获得的 ＫｄＧＡＤ 基因 ｃＤＮＡ 片段序列设计

３′ＲＡＣＥ Ｏｕｔｅｒ ＰＣＲ 特异引物 Ｆ０１ 和 Ｉｎｎｅｒ ＰＣＲ 特异

引物 Ｆ０２(表 １)ꎮ 以 １ μｌ ＲＮＡ 为模板ꎬ使用 ３′￣Ｆｕｌｌ
ＲＡＣＥ Ｃｏｒｅ Ｓｅｔ ｗｉｔｈ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴａｓｅ(Ｎｏ.６１０６)反
转录合成 ｃＤＮＡꎮ 使用 ＴａＫａＲａ ＴｋｓＧｆｌｅｘ ＤＮＡ 聚合

酶(Ｎｏ.Ｒ０６０Ａ)进行 ＰＣＲ 反应ꎮ 两轮 ＰＣＲ 反应完

成后ꎬＰＣＲ 产物进行 １％琼脂糖凝胶电泳ꎮ 经胶回

收和连接克隆ꎬ用 Ｍ１３￣４７ 引物对质粒进行测序分

析ꎮ 具体步骤同上述 ５′ＲＡＣＥꎮ
对 ＫｄＧＡＤ 基因 ｃＤＮＡ 片段 ５′端和 ３′序列进行

拼接ꎬ获得 ＫｄＧＡＤ 基因的全长序列ꎮ 并分别设计上

游引物 ＹＺＦ１ 和 ＹＺＦ２ 及下游引物 ＹＺＲ１(表 １)ꎮ 以

上述大叶落地生根叶片第一链 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ进行

两轮 ＰＣＲ 反应ꎮ 第一轮 ＰＣＲ 反应使用引物 ＹＺＦ１
和 ＹＺＲ１ꎬ 第二轮 ＰＣＲ 反应使用引物 ＹＺＦ２ 和

ＹＺＲ１ꎮ 用 ＴａＫａＲａ ＴｋｓＧｆｌｅｘ ＤＮＡ 聚 合 酶 ( Ｎｏ.
Ｒ０６０Ａ)进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 取 ５ μｌ ＰＣＲ 产物进行 １％
琼脂糖凝胶电泳ꎮ ＰＣＲ 纯化后的产物使用 ＫｄＧＡＤ
ＹＺＦ２ Ｐｒｉｍｅｒ、ＫｄＧＡＤ ＹＺＲ１ Ｐｒｉｍｅｒ、ＫｄＧＡＤ Ｆ１ Ｐｒｉｍ￣
ｅｒ 引物进行测序ꎮ
１.４　 ＫｄＧＡＤ 基因的生物信息学分析

应用 ＮＣＢＩ 数据库中 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 软件寻找 Ｋｄ￣
ＧＡＤ 序列中的开放阅读框(ＯＲＦ)ꎬ推导编码的氨

基酸序列ꎮ 应用 Ｅｘｐａｓｙ 软件中 ＳｃａｎＰｒｏｓｔｉｅ、Ｐｒｏｔ￣
Ｐａｒａｍ、ＴＭｐｒｅｄ、Ｐｒｏｔｓｃａｌｅ 程序分析 ＫｄＧＡＤ 基因编

码蛋白质的保守结构域、分子量、等电点、跨膜结

构域和亲疏水性[２２] ꎮ 用 ＢＬＡＳＴ 程序检索相似蛋

白质ꎬ利用 ＣｌｕｓｔａｌＸ ２.１ 软件对不同物种的氨基酸

序列进行多重比对[２３] ꎮ 利用 ＭＥＧＡ ６.０(邻接法)
构建氨基酸序列系统进化树ꎬ并用 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 校

正[２４] ꎮ 根据 ＮＰＳ＠ ｗｅｂ ｓｅｒｖｅｒ 网站中的 ＰＨＤ 方法

预测蛋白质的二级结构[２５] ꎮ 应用在线分析工具

Ｐｈｙｒｅ 分析 ＧＡＤ 蛋白质三级结构[２６] ꎮ
１.５　 ＫｄＧＡＤ 基因表达的荧光定量分析

以大叶落地生根 ａｃｔｉｎ 基因作为内参基因ꎬ上、
下游引物分别为 Ａｃｔｉｎ￣Ｆ 和 Ａｃｔｉｎ￣Ｒ(表 １)ꎬ根据 Ｋｄ￣
ＧＡＤ 基因序列信息设计荧光定量的上游引物 Ｆ２ 和

下游引物 Ｒ２(表 １)ꎮ 以大叶落地生根的根、茎、叶、
叶柄总 ＲＮＡ 分析 ＫｄＧＡＤ 基因在不同组织中的表达

情况ꎮ 对大叶落地生根幼苗进行渗透胁迫处理

(３００ ｍｍｏｌ / Ｌ甘露醇处理)ꎬ分别在处理的 ０ ｈ、３ ｈ、６
ｈ、９ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 采集叶位相同叶片ꎬ每个处理设 ３
个重复ꎬ３ 个重复混合取样ꎬ提取总 ＲＮＡ 分析 Ｋｄ￣
ＧＡＤ 基因在渗透胁迫下的表达情况ꎮ 按照 Ｉｓｔ
Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ 合成试剂盒(ＴａＫａＲａ 公司产品)操作

说明合成 ｃＤＮＡꎬ根据 ＳＹＢＲ ＦＡＳＴ ｑＰＣＲ Ｋｉｔ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ(２×) Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ (ＫＡＰＡ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ)试剂盒进行

ＰＣＲ 扩增ꎮ 荧光定量反应体系为: ＳＹＢＲ ＦＡＳＴ
ｑＰＣＲＫｉｔ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(２×) Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ５􀆰 ０ μｌꎬ上下游引

物 (１０ μｍｏｌ / Ｌ) ０􀆰 ２ μｌꎬｃＤＮＡ １􀆰 ０ μｌꎬＲＯＸ 校正染

料 ０􀆰 ２ μｌꎬ ｄＨ２Ｏ ３􀆰 ４ μｌꎬ 共 １０􀆰 ０ μｌꎮ 反 应 在

ＡＢＩ７９００ＨＴ 实时定量 ＰＣＲ 仪上进行ꎬ反应条件为:
９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎬ９５ ℃变性 ３０ ｓꎬ６０ ℃退火 ３０ ｓꎮ
采用 ２ΔΔＣｔ法分析结果ꎮ

表 １　 ＫｄＧＡＤ 基因克隆和鉴定中所用的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ

ＫｄＧＡＤ ｇｅｎｅ

名称 　 　 　 　 序列(５′→３′) 长度(ｂｐ)

Ｆ１ ＡＣＴＡＣＧＴＧＡＴＧＧＡＣＣＣＡＧＴＣＡＡ ２２

Ｒ１ ＡＣＴＴＡＴＴＴＧＧＴＡＡＡＧＣＡＡＧＣＣＧ ２２

Ｒ０１ ＣＡＴＣＧＣＧＴＴＴＣＣＴＴＧＧＣＡＧＴＴＣ ２２

Ｒ０２ ＴＧＡＧＴＴＣＴＴＣＡＧＧＣＡＡＡＴＣＡＧＣ ２２

Ｒ１ｓｅｑ ＧＴＧＧＴＧＡＣＣＧＧＧＴＡＴＴＣＡＴＣＣＡ ２２

Ｆ０１ ＴＴＣＣＴＣＴＡＧＴＧＧＣＡＴＴＣＴＣＴＴＴ ２２

Ｆ０２ ＡＧＧＧＡＡＧＡＣＴＴＴＴＣＴＣＧＣＡＣＴＴ ２２

ＹＺＦ１ ＡＴＡＴＡＡＧＡＣＣＣＣＣＧＣＧＣＧＴＣＡＣ ２２

ＹＺＦ２ ＡＴＴＡＡＧＣＡＡＣＴＣＣＴＧＣＧＡＣＧＡＴ ２２

ＹＺＲ１ ＧＡＧＡＡＡＣＡＡＴＡＴＡＡＣＴＴＡＴＴＴＧＧ ２２

Ｆ２ ＣＣＴＴＴＴＣＴＴＴＡＣＣＣＣＧＡＣＣＴ ２０

Ｒ２ ＧＡＧＧＧＴＧＡＡＴＧＴＧＧＧＴＴＧＡＴ ２０

Ａｃｔｉｎ￣Ｆ ＧＡＣＴＡＴＧＡＧＧＣＴＧＡＧＴＴＧＧＡＧＡＣ ２３

Ａｃｔｉｎ￣Ｒ ＴＣＡＡＴＧＡＡＧＧＣＴＧＧＡＡＡＡＧＧ ２０

２　 结果与分析

２.１　 ＫｄＧＡＤ 基因的核苷酸序列和编码氨基酸序列

　 　 以大叶落地生根叶片第一链 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ用
引物 Ｆ１ 和 Ｒ１ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ获得约１ ０００ ｂｐ 的目
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的片段ꎻ根据获得的 ＧＡＤ 基因 ｃＤＮＡ 片段序列分别

设计 ３′ＲＡＣＥ 和 ５′ ＲＡＣＥ 特异引物ꎬ获得约 ３００ ｂｐ
和１ ０００ ｂｐ 的目的片段ꎬ将获得的 ｃＤＮＡ 片段 ５′端
和 ３′端序列进行拼接ꎬ以大叶落地生根叶片第一链

ｃＤＮＡ 为模板ꎬ设计验证引物ꎬ获得约１ ７００ ｂｐ 的目

的片段(图 １)ꎮ 因此ꎬ大叶落地生根 ＧＡＤ 基因的

ｃＤＮＡ 全 长 为 １ ７７６ ｂｐ ( ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号:
ＫＵ７４０３５７)ꎬ命名为 ＫｄＧＡＤꎬ含有１ ５０９ ｂｐ 完整开放

阅读框(ＯＲＦ)ꎬ编码 ５０２ 个氨基酸(图 ２)ꎬ不包括

ＰｏｌｙＡ 尾的长度为１ ７６５ ｂｐꎬ５′ＵＴＲ(非编码区) １０５
ｂｐꎬ３′ＵＴＲ １６２ ｂｐꎮ

Ｍ:Ｄ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１:根据差减文库设计引物验证 ＫｄＧＡＤ 基

因ꎻ２:３′ ＲＡＣＥꎻ３:５′ ＲＡＣＥꎻ４:ＲＡＣＥ 结果验证ꎮ
图 １　 大叶落地生根 ＫｄＧＡＤ 基因同源扩增、ＲＡＣＥ 克隆以及序

列验证

Ｆｉｇ.１　 ＲＴ￣ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ＲＡＣＥ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｖｅｒｉ￣
ｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＫｄＧＡＤ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｋａｌａｎｃｈｏｅ ｄａｉｇｒｅｍｏｎｔｉａｎａ

加框的 ＡＴＣ 为起始密码子ꎬＴＡＡ 为终止密码子ꎮ
图 ２　 大叶落地生根 ＫｄＧＡＤ 基因的核苷酸序列及其编码的氨基酸序列

Ｆｉｇ.２　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｎｄ ｃｏｄｅｄ ａｎｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＫｄＧＡＤ ｇｅｎｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｋａｌａｎｃｈｏｅ ｄａｉｇｒｅｍｏｎｔｉａｎａ
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２.２　 ＫｄＧＡＤ 蛋白质氨基酸序列及其系统进化树

ＫｄＧＡＤ 蛋白质氨基酸序列与蓖麻(ＸＰ＿００２５２８５１５.
１)、巨桉(ＸＰ＿０１００６２３１６.１)、毛果杨(ＸＰ＿００６３７２４１６.１)、
野生大豆(ＫＨＮ２４１６４.１)、鹰嘴豆(ＸＰ ＿００４５０３１０１.２)
ＧＡＤ 蛋白质的相似性分别为 ８８％、８７％、８６％、８５％、
８４％ꎮ 通过 ＳＩＢ 中的 Ｍｏｔｉｆ Ｓｃａｎ 程序ꎬ预测 ＫｄＧＡＤ 蛋

白质中存在一些保守基序ꎬ包括 ２ 个 Ｎ￣糖基化位点

(２７２~２７５、３１７~３２０)、７ 个酪蛋白激酶 ＩＩ 磷酸化位点

(６~９、６６~６９、２３５~２３８、２９２~２９５、３７９~３８２、４２８~４３１、４７６
~４７９)、４ 个 ＭＹＲＩＳＴＹＬ 酰基化位点(１２２~ １２７、２１１ ~
２１６、２７９~２８４、３５７~３６２)、３ 个蛋白激酶 ｃ 磷酸化位点

(３６１~３６３、３７９~３８１、３８３~３８５)、２ 个酪氨酸激酶磷酸化

位点 (８２~９０、１８２~１８８)、１ 个依赖 ｃＡＭＰ 和 ｃＧＭＰ 的蛋

白磷酸化位点(４９５~４９８)、２ 个组氨酸脱羧酶(５１~４３８、

４４~ ４４１)、１ 个依赖吡哆醛的脱羧酶保守区域(３３~
３８１)、１ 个 ＨＡＴ (Ｈａｌｆ￣Ａ￣ＴＰＲ)重复(１４３~１７６)、１ 个凝

血因子 Ｖ ＬＳＰＤ 重复 (４０６~４１４)ꎮ
将大叶落地生根ＫｄＧＡＤ与其他 ４种植物中谷氨酸

脱羧酶氨基酸序列比对ꎬ可以看出ꎬ不同植物 ＧＡＤ 氨基

酸序列在几个重要功能位点的序列保守性很高ꎬ如 ＰＬＰ
结合域、ＣａＭ 结合域(图 ３)ꎮ 为了明确大叶落地生根

ＫｄＧＡＤ与其他植物中类似蛋白质的进化关系ꎬ选取了 １９
种植物中的 ２５ 个 ＧＡＤ 蛋白质序列进行分析ꎮ 利用

Ｍｅｇａ６.０中相邻连接法构建系统进化树(图 ４)ꎬ采用默认

参数ꎬ自检举１ ０００次ꎬ对生成的系统树进行 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 校

正ꎮ 结果表明ꎬＫｄＧＡＤ 与人参(ＡＤＢ８２９０５.１) ＧＡＤ 蛋白

质的进化关系最近ꎬ聚为一枝ꎬ并且与高粱(ＸＰ００２４６８２０８.
１)、水稻(ＥＡＹ８９１７３.１)属于同一大枝ꎮ

图 ３　 大叶落地生根谷氨酸脱羧酶与其他植物的类似蛋白质氨基酸序列比对

Ｆｉｇ.３　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＫｄＧＡＤ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｋｎｏｗｎ ＧＡＤｓ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｏｒｉｇｉｎ
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图 ４　 大叶落地生根谷氨酸脱羧酶与其他植物类似蛋白质氨基酸序列的系统进化树

Ｆｉｇ.４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＧＡＤｓ ｏｆ Ｋａｌａｎｃｈｏｅ ｄａｉｇｒｅｍｏｎｔｉａｎａ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

２.３　 ＫｄＧＡＤ 的理化性质及三级结构预测

ＫｄＧＡＤ 蛋白质的理论分子量为 ５.６５７×１０４ꎬ理
论等电点为 ５􀆰 ４３ꎮ 脂溶指数为 ９１􀆰 ６３ꎬ总平均亲水

性(ＧＲＡＶＹ)为－０􀆰 １７７ꎬ不稳定系数为 ３２􀆰 ９７ꎬ表明

该蛋白质是一个稳定的蛋白质ꎮ 二级结构预测结果

表明ꎬＫｄＧＡＤ 含有 ４３􀆰 ２３％的 α￣螺旋ꎬ１８􀆰 ３３％的 β￣
折叠和 ３８􀆰 ４５％的随机卷曲ꎬ没有信号肽及其剪切

位点ꎬ是水溶性的非分泌型蛋白质ꎬ有 ７ 个明显的跨

膜区(表 ２)ꎬ被定位于内质网膜上 (预测精度为

８０％)ꎮ
　 　 通过 Ｐｈｙｒｅ 在线预测网站预测 ＫｄＧＡＤ 的三维

结构ꎬ结果表明ꎬＫｄＧＡＤ 蛋白质为二聚体ꎬ一共有

１６ 个 α￣螺旋和 １２ 个 β￣折叠(图 ５)ꎮ
２.４　 ＫｄＧＡＤ 基因的组织表达分析

利用荧光实时定量 ＰＣＲ 对 ＫｄＧＡＤ 基因在大叶

落地生根中的表达情况进行检测ꎬ结果显示 ＫｄＧＡＤ
在茎中表达量最高(图 ６)ꎮ ＫｄＧＡＤ 在各组织中均

有表达ꎬ不具有组织特异性ꎮ

表 ２　 预测的 ＫｄＧＡＤ 跨膜区域

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ＫｄＧＡＤ ｍｅｍｂｒａｎｅ￣ｓｐａｎｎｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎｓ

类型 预测的跨膜螺旋位置
跨膜螺旋
中心位置

可信度
(分数)

膜内向膜外 １１７(１１７) ~１３７(１３５) １２７ ４９８

２０１(２０１) ~２１８(２１８) ２０９ ９４

２３６(２３６) ~２５６(２５６) ２４６ ４９４

２７０(２７０) ~２９０(２９０) ２８０ ２２２

膜外向膜内 １１７(１１９) ~１３７(１３７) １２７ １ ２７０

２３９(２３９) ~２６０(２６０) ２５１ ５３６

２７３(２７３) ~２９０(２９０) ２８２ １３５
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图中螺旋为 α￣螺旋ꎬ箭头为 β￣折叠ꎬ曲线为无规则卷曲ꎮ
图 ５　 ＫｄＧＡＤ 蛋白质的三维结构示意图

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＫｄＧＡＤ

图 ６　 ＫｄＧＡＤ 基因在大叶落地生根不同器官中的表达

Ｆｉｇ.６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｏｆ ＫｄＧＡＤ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ
ｉｎ Ｋａｌａｎｃｈｏｅ ｄａｉｇｒｅｍｏｎｔｉａｎａ

２.５　 ＫｄＧＡＤ 基因的诱导表达

用 ３００ ｍｍｏｌ / Ｌ 甘露醇对大叶落地生根进行渗

透胁迫处理ꎬ以实时荧光定量 ＰＣＲ 法分析 ＫｄＧＡＤ
基因的表达动态ꎮ 结果(图 ７)显示ꎬ在甘露醇处理

下 ＫｄＧＡＤ 基因的表达总体呈现下降趋势ꎬ在处理

１２ ｈ 后 ＫｄＧＡＤ 的表达量达到最低值ꎮ

３　 讨 论

本研究克隆和鉴定了大叶落地生根谷氨酸脱羧

酶基因(ＫｄＧＡＤ)ꎬ通过 ＮＣＢＩ￣ＢＬＡＳＴ 同源性比对ꎬ发
现其编码的氨基酸序列与蓖麻(ＸＰ＿００２５２８５１５.１)
的相似性最高(８８％)ꎬ与人参进化关系最近ꎬ与水

稻、高粱聚为同一亚枝ꎮ ＫｄＧＡＤ 基因包含１ ５０９ ｂｐ
完整开放阅读框(ＯＲＦ)ꎬ编码 ５０２ 个氨基酸ꎬ理论分

子量为 ５.６５７×１０４ꎬ理论等电点为 ５􀆰 ４３ꎮ 三维结构

与拟南芥 ＡｔＧＡＤ１(３ＨＢＸ)β 链晶体结构类似ꎮ
多重序列比对结果表明ꎬ大叶落地生根谷氨酸

脱羧酶(ＫｄＧＡＤ)与拟南芥、矮牵牛、甜橙、苹果中的

ＧＡＤ 氨基酸序列相似性极高ꎬ仅有极少数氨基酸残

图 ７　 大叶落地生根叶片 ＫｄＧＡＤ 基因在 ３００ ｍｍｏｌ / Ｌ 甘露醇渗

透胁迫诱导下的表情情况

Ｆｉｇ.７　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｏｆ ＫｄＧＡＤ ｇｅｎｅ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｔｈｅ
３００ ｍｍｏｌ / Ｌ ｍａｎｎｉｔｏｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎ Ｋａｌａｎｃｈｏｅ ｄａｉｇｒｅ￣
ｍｏｎｔｉａｎａ ｌｅａｖｅｓ

基不同ꎬ氨基酸序列中含有 ５′￣磷酸吡哆醛(ＰＬＰ)结
合位点和钙调蛋白(ＣａＭ)结合位点ꎮ ＰＬＰ 结合位点

的特征序列是 Ｓｅｒ(Ｓ)￣ｘ￣ｘ￣Ｌｙｓ(Ｋ)ꎬ其中 Ｌｙｓ 残基对

ＰＬＰ 结合至关重要ꎬ催化谷氨酸的 α￣脱羧产生 ＧＡ￣
ＢＡ[２７]ꎮ 根据是否依赖 ＣａＭ / Ｃａ２＋ ＧＡＤ 分为 ２ 类:一
类是依赖 ＣａＭ / Ｃａ２＋的 ＧＡＤꎬ如拟南芥[２８]、土豆[２９]ꎻ
另一类是不依赖 ＣａＭ / Ｃａ２＋ 的 ＧＡＤꎬ如水稻[３０]ꎮ 在

依赖 ＣａＭ / Ｃａ２＋的 ＧＡＤ 中ꎬ通常会出现一个 ＣａＭ 蛋

白结合位点ꎬ其中 Ｔｒｐ(Ｗ)残基对 ＣａＭ 蛋白的结合

十分重要ꎬ而且 Ｔｒｐ(Ｗ)残基是植物中特有的氨基

酸残基位点[３１]ꎮ 大叶落地生根谷氨酸脱羧酶(Ｋｄ￣
ＧＡＤ)中含有 Ｓｅｒ(Ｓ)￣ｘ￣ｘ￣Ｌｙｓ(Ｋ)基序和 Ｔｒｐ(Ｗ)残
基ꎬ说明 ＫｄＧＡＤ 是一个依赖 ＣａＭ / Ｃａ２＋的 ＧＡＤꎬ需要

与 ＰＬＰ 辅因子结合才具有催化活性ꎮ
在不同组织中 ＫｄＧＡＤ 基因的表达量不同ꎬ在茎

中表达量最高ꎬ说明 ＫｄＧＡＤ 可能参与植物器官发育

的调控ꎮ 高等植物中ꎬ韧皮部和果实部分谷氨酸含

量最高[３２]ꎬ可能是 ＫｄＧＡＤ 基因在茎中表达量最高

的原因ꎮ 在胁迫(甘露醇)处理下ꎬＫｄＧＡＤ 基因表达

量逐渐下降ꎬ这与 Ｌｅｅ 等[３３]研究结果一致ꎮ 随细胞

内 Ｃａ２＋或 Ｈ＋浓度提高ꎬＧＡＤ 活性增强ꎬ催化谷氨酸

的脱羧反应ꎮ 通过二元机制ꎬ植物积累 ＧＡＢＡ 以抵

御环境胁迫ꎮ 真空环境引起细胞酸性中毒ꎬＧＡＢＡ
大量积累抵御环境胁迫[３４]ꎮ 在 Ｈ２Ｏ２或甘露醇处理

下ꎬ会产生大量的活性氧ꎬ植物为了防止活性氧对细

胞的伤害ꎬ在超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)、谷胱甘肽还原

酶(ＧＲ)等抗氧化酶的作用下ꎬ消耗 Ｈ＋ꎬ将活性氧还

原分解ꎮ Ｈ＋ 浓度的下降ꎬ可能是 ＫｄＧＡＤ 基因表达

量下降的原因之一ꎮ 本研究对大叶落地生根谷氨酸
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脱羧酶进行克隆和生物信息学分析ꎬ结果表明 Ｋｄ￣
ＧＡＤ 基因具有组织特异性ꎬ对渗透胁迫有响应ꎬ但
是关于 ＫｄＧＡＤ 基因是否在大叶落地生根中参与胚

胎建成和抗逆胁迫响应途径还需要进一步的试验验
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Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２００６ꎬ ２３(３): ２６７￣２７４.

[３３] ＬＥＥ Ｊꎬ ＫＩＭ Ｙꎬ ＪＥＯＮＧ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ａ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ (ＧＡＤ) ｇｅｎｅ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓｅｓ ｆｒｏｍ Ｐａｎａｘ ｇｉｎｓｅｎｇ Ｃ. Ａ.
Ｍｅｙｅｒ[ Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ ２０１０ꎬ ３７ ( ７): ３４５５￣
３４６３.

[３４] ＺＯＲＯＶ Ｄ Ｂꎬ ＪＵＨＡＳＺＯＶＡ Ｍꎬ ＳＯＬＬＯＴＴ Ｓ Ｊ. Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ＲＯＳ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ＲＯＳ ｒｅｌｅａｓｅ: ａｎ ｕｐｄａｔｅ ａｎｄ ｒｅｖｉｅｗ[Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｉｍｉｃａ
ｅｔ Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａ Ａｃｔａ (ＢＢＡ)￣Ｂｉｏｅｎｅｒｇｅｔｉｃｓꎬ２００６ꎬ １７５７(５): ５０９￣
５１７.
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