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　 　 组氨酸(Ｌ￣ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ)是合成蛋白质过程中必不
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可少的氨基酸ꎬ在植物生长和发育中十分关键[１]ꎮ
１９８６ 年ꎬＫｏｓｓｅｌ 和 Ｈｅｄｉｎ 第一次发现组氨酸ꎬ这个氨

基酸属于碱性或杂环氨基酸ꎬ包含一个咪唑基(即
１ꎬ３ 二氮杂戊环ꎬ去掉第一位或第三位的氮原子上

的氢原子所剩余的部分)ꎮ 由于咪唑基解离常数为

６.０ꎬ即解离的质子浓度与水的相近ꎬ因此组氨酸即

可作为质子供体ꎬ又可作为质子受体ꎬ参与大部分的

酸碱催化反应ꎮ 除此之外ꎬ咪唑基与重氮苯磺酸能

形成棕红色化合物ꎬ即波利(Ｐａｕｌｙ)反应ꎮ 一般情况

下ꎬ组氨酸作为酶的活性位点ꎬ如在锌指蛋白等金属

蛋白中调控金属离子[２￣３]ꎮ 在镍超积累植物中ꎬ游离

的组氨酸作为镍结合配体在耐重金属镍污染中起到

了重要作用[４￣５]ꎮ 利用镍与组氨酸紧密结合的特性ꎬ
在色谱分析中用固定的镍柱子来分析纯化带有组氨

酸标签的重组蛋白ꎮ
组氨醇脱氢酶(ＨＤＨꎬＥＣ１.１.１.２３)将组氨醇氧

化成组氨酸ꎬ是组氨酸合成途径中的最后一步ꎮ
由于组氨醇脱氢酶复合物的解离常数很小ꎬ所以

很难游离出组氨醇[６] ꎬ所以组氨酸合成中的最后

一步几乎是不可逆的ꎮ 目前已经从多种植物中得

到组氨醇脱氢酶蛋白ꎬ如小麦[７] 、甘蓝[８] 、卷心

菜[９]等ꎮ 定点突变研究结果表明卷心菜和鼠伤寒

沙门菌中组氨醇脱氢酶的半胱氨酸残基( Ｃｙｓ)不

是催化活性位点ꎬ而 Ｈｉｓ２６１ 是 Ｚｎ２＋结合配体必须

的氨基酸位点[１０] ꎮ ＮＭＲ 结果也证明组氨醇脱氢

酶活性位点中的 Ｚｎ２＋是底物结合所必须的[１１] ꎮ 虽

然ꎬ在植物中也克隆得到一些组氨醇脱氢酶的基

因序列ꎮ 如已从拟南芥基因组中ꎬ克隆得到单一

的组氨醇脱氢酶基因ꎬＡｔ５ｇ６３８９０(ＨＩＳＮ８)ꎬ但是该

基因的功能还未得到准确鉴定[１２] ꎮ
大叶落地生根胎生苗的发育过程兼具胚胎发

生途径和器官发生途径ꎬ是研究植物发生发育的

理想模型[１３] ꎮ 为揭示大叶落地生根胎生苗发育机

制ꎬ采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[１４] ꎬ并
从该差减文库中筛选出 １ 条与组氨醇脱氢酶片段

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 技术克隆出大叶落地

生根组氨醇脱氢酶的 ｃＤＮＡ 基因(命名为 ＫｄＨＤＨ)
全长ꎬ利用生物信息学方法分析 ＫｄＨＤＨ 基因的碱

基序列ꎬ编码蛋白质结构以及系统发育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ꎬ光照度为 ２５ μｍｏｌ / (ｍ２􀅰ｓ)ꎬ 温度为 (３０±
３) ℃下培养ꎮ 采集叶片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 的提取以及反转录

使用 ＴａＫａＲａ ＭｉｎｉＢＥＳＴ ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＲＮＡ Ｅｘｔｒａｃ￣
ｔｉｏｎ Ｋｉｔ ( Ｃｏｄｅ Ｎｏ. ９７６９) 提取落地生根叶片的总

ＲＮＡꎬ并在－８０ ℃下保存ꎮ
１.３　 ＫｄＨＤＨ 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 Ｐｒｉｍｅ ＳｃｒｉｐｔＴＭ Ⅱ Ｈｉｇｈ Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＲＴ￣ＰＣＲ Ｋｉｔ
(ＴａＫａＲａ Ｃｏｄｅ Ｎｏ.ＲＯ２３Ａ)的操作说明合成第一链

ｃＤＮＡꎬ 使 用 ＴａＫａＲａ ＴｋｓＧｆｌｅｘ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
(Ｃｏｄｅ Ｎｏ.Ｒ０６０Ａ)进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ ＰＣＲ 反应体系

为 ５０ μｌꎬ包括 １ μｌ ｃＤＮＡ 模板ꎬ１ μｌ ＴｋｓＧｆｌｅｘ ＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ(１􀆰 ２５ Ｕ / μｌ)ꎬＦ１ Ｐｒｉｍｅｒ (２０ μｍｏｌ / Ｌ) １
μｌꎬＲ１ Ｐｒｉｍｅｒ ( ２０ μｍｏｌ / Ｌ) １μｌꎬ ２ × Ｇｆｌｅｘ Ｂｕｆｆｅｒ
(ｍｇ２＋ꎬｄＮＴＰ ｐｌｕｓ) ２５ μｌꎬｄＨ２Ｏ ２１ μｌꎮ 反应程序

为: ９８ ℃ 变性 １０ ｓꎬ５５ ℃ 退火 ３０ 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 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ Ｖｅｒ. ３.０ (Ｃｏｄｅ Ｎｏ.
９７６２)回收ꎬ用 Ｆ１ 为特异引物对回收后的 ＤＮＡ 测

序ꎮ
根据获得的 ＨＤＨ 基因 ｃＤＮＡ 片段序列设计 ５′

ＲＡＣＥ Ｏｕｔｅｒ ＰＣＲ 特异引物 Ｒ０１ 和 Ｉｎｎｅｒ ＰＣＲ Ｒ０２
(表 １)ꎮ 使用 ＳＭＡＲＴｅｒＴＭ ＲＡＣＥ ｃＤＮＡ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ｋｉｔ(Ｃｌｏｎｔｅｃｈ Ｃａｔ. Ｎｏ.６３４９２３)对反转录总 ＲＮＡ 合成

ｃＤＮＡꎮ 使 用 ＴａＫａＲａ ＴｋｓＧｆｌｅｘ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
(Ｃｏｄｅ 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 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ Ｖｅｒ. ３. ０

１８２葛永强等:大叶落地生根组氨醇脱氢酶基因克隆及表达分析



(Ｃｏｄｅ Ｎｏ.９７６２)回收ꎮ 接着用 ＴａＫａＲａ ＤＮＡ Ｌｉｇａｔｉｏｎ
Ｋｉｔ Ｖｅｒ. ２.１(Ｃｏｄｅ Ｎｏ.６０２２)中的连接酶ꎬ将 ＰＣＲ 产

物与 Ｔ￣Ｖｅｃｔｏｒ ｐＭＤＴＭ １８ (Ｃｏｄｅ Ｎｏ.３２７１)进行连接ꎬ
热转化至大肠杆菌 ( Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ) 感受态细胞

ＪＭ１０９(Ｃｏｄｅ Ｎｏ.９０５２)中ꎬ涂布平板ꎬ３７ ℃ 过夜培

养ꎮ 挑选阳性菌落ꎬ提取质粒ꎬ用 Ｍ１３￣４７ 引物对进

行测序ꎮ
根据获得的 ＨＤＨ 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 的 ＲＮＡ 为模板ꎬ使用 ３′￣
Ｆｕｌｌ ＲＡＣＥ Ｃｏｒｅ Ｓｅｔ ｗｉｔｈ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴａｓｅ( Ｃｏｄｅ
Ｎｏ.６１０６)反转录合成 ｃＤＮＡꎮ 使用 ＴａＫａＲａ ＴｋｓＧ￣
ｆｌｅｘ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ( Ｃｏｄｅ Ｎｏ. Ｒ０６０Ａ) 进行 ＰＣＲ
反应ꎮ ２ 轮 ＰＣＲ 反应完成后ꎬＰＣＲ 产物经 １％琼脂

糖凝胶电泳ꎮ 经胶回收和连接克隆ꎬ用 Ｆ０２、Ｆ１ｓｅｑ
(表 １)引物对质粒进行测序分析ꎮ

对 ＨＤＨ 基因的 ｃＤＮＡ 片段的 ５′端和 ３′端序列

进行拼接ꎬ获得 ＫｄＨＤＨ 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)ꎬ以验证试验中使用的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ进行

２ 轮 ＰＣＲ 反应ꎮ 第 １ 轮 ＰＣＲ 反应使用引物 ＹＺＦ１
和 ＹＺＲ１ꎮ 第 ２ 轮 ＰＣＲ 反应使用 ＹＺＦ２ 和 ＹＺＲ１ꎮ
使用 ＴａＫａＲａ ＴｋｓＧｆｌｅｘ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ( Ｃｏｄｅ 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 用 ＹＺＲ１、ＹＺＦ２、Ｆ０２ 进行测

序分析ꎮ
１.４　 ＫｄＨＤＨ 基因的生物信息学分析

应用 ＮＣＢＩ 数据库中 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 软件寻找

ＫｄＨＤＨ 序列中的 ＯＲＦꎬ推导编码的氨基酸序列ꎮ
应 用 Ｅｘｐａｓｙ 的 ＳｃａｎＰｒｏｓｔｉｅ、 ＰｒｏｔＰａｒａｍ、 ＴＭｐｒｅｄ、
Ｐｒｏｔｓｃａｌｅ 程序分析 ＫｄＨＤＨ 蛋白的保守结构域、分
子量、等电点、跨膜结构域和亲疏水性[１５] ꎮ 利用

ＢＬＡＳＴ 程序检索相似蛋白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[１６] ꎬ利用

ＭＥＧＡ ６.０ 分析氨基酸序列ꎬ用邻接法构建进化

树ꎬ并用 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 校正[１７] ꎮ 根据 ＮＰＳ＠ ｗｅｂ ｓｅｒｖｅｒ
网站中的 ＰＨＤ 方法预测蛋白质的二级结构[１８] ꎮ
应用 在 线 分 析 工 具 Ｐｈｙｒｅ 分 析 蛋 白 质 三 级 结

构[１９] ꎮ
１.５　 ＫｄＨＤＨ 表达的荧光定量分析

以大叶落地生根 ａｃｔｉｎ 作为内参基因 (上下

游引物见表 １) ꎬ根据 ＫｄＨＤＨ 的序列信息设计

荧光定量 的 上 游 引 物 Ｆ２ 和 下 游 引 物 Ｒ２ ( 表

１) ꎮ 以大叶落地生根中的根、茎、叶片、叶柄为

总 ＲＮＡ 材料分析 ＫｄＨＤＨ 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) 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ꎬ混合取样ꎬ提取总 ＲＮＡ 分

析 ＫｄＨＤＨ 基因在渗透胁迫下的表达情况ꎮ 按

照 Ｉｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ ( ＴａＫａＲａ) 试剂

盒操作说明合成 ｃＤＮＡꎬ根据 ＳＹＢＲ ＦＡＳＴ ｑＰＣＲ
Ｋｉｔ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ( ２×) Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ( ＫＡＰＡ Ｂｉｏｓｙｓ￣
ｔｅｍｓ)试剂盒进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 荧光定量反应体

系为:ＳＹＢＲ ＦＡＳＴ ｑＰＣＲ Ｋｉｔ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ( ２ ×) Ｕ￣
ｎｉｖｅｒｓａｌ ５􀆰 ０ μｌꎬ上下游引物 ( １０ μｍｏｌ / Ｌ) ０􀆰 ２
μｌꎬｃＤＮＡ １􀆰 ０ μｌꎬＲＯＸ 校正染料 ０ . ２ μｌꎬ ｄＨ ２ Ｏ
３􀆰 ６ μｌꎬ共 １０ 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 ｓꎬ ６０ ℃ 退 火 ３０ ｓꎮ 采 用

２ －△△Ｃｔ法分析结果ꎮ

表 １　 ＫｄＨＤＨ 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

ＫｄＨＤＨ ｇｅｎｅ

名称 　 　 　 序列(５′→３′) 长度
(ｂｐ)

Ｆ１ ＣＴＣＣＡＣＣＣＴＧＴＣＧＧＡＡＴＧＡＧＣＡ ２２

Ｒ１ ＴＴＣＣＡＡＣＡＧＡＣＣＣＡＡＴＧＣＴＣＣＴ ２２

Ｒ０１ ＡＴＴＣＴＣＴＣＡＧＣＣＧＡＣＴＴＴＴＧＧＧ ２２

Ｒ０２ ＣＣＴＣＴＣＣＴＴＣＧＧＡＣＡＴＣＡＴＣＧＡ ２２

Ｆ０１ ＡＡＧＴＣＴＴＡＴＣＧＣＣＴＡＴＣＴＧＡＧＣ ２２

Ｆ０２ ＴＧＡＡＴＴＧＣＣＡＧＡＣＣＣＡＧＡＧＣＴＴ ２２

Ｆ１ｓｅｑ ＧＣＣＡＡＡＧＣＣＴＴＣＣＡＡＧＡＧＧＡＧＡ ２２

ＹＺＦ１ ＣＡＴＧＧＧＧＡＣＡＡＡＣＧＣＡＧＡＴＡＧＡ ２２

ＹＺＦ２ ＡＣＡＡＡＣＧＣＡＧＡＴＡＧＡＡＡＧＧＧＡＣ ２２

ＹＺＲ１ ＡＣＧＧＧＡＴＡＴＣＡＴＴＧＣＡＴＧＣＴＣＴ ２２

Ｆ２ ＡＣＴＴＧＣＴＧＧＧＧＡＴＧＧＴＧＴ １８

Ｒ２ ＣＣＴＴＣＣＣＡＣＴＴＣＴＣＡＧＣＡＴＣ ２０

Ａｃｔｉｎ￣Ｆ ＧＡＣＴＡＴＧＡＧＧＣＴＧＡＧＴＴＧＧＡＧＡＣ ２３

Ａｃｔｉｎ￣Ｒ ＴＣＡＡＴＧＡＡＧＧＣＴＧＧＡＡＡＡＧＧ ２０
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２　 结果与分析

２.１　 ＫｄＨＤＨ ｃＤＮＡ 克隆与测序

以大叶落地生根叶片第 １ 链 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ并
用引物 Ｆ１ 和 Ｒ１ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ获得约 ５００ ｂｐ 的

目的片段(图 １Ａ)ꎮ 根据获得的 ＨＤＨ 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１ ２００ ｂｐ 的目的片段(图 １Ｂ、图
１Ｃ)ꎮ 将获得的 ｃＤＮＡ 片段的 ５′端和 ３′端序列进

行拼接ꎬ以大叶落地生根叶片第 １ 链 ｃＤＮＡ 为模

板ꎬ设计验证引物ꎬ获得约１ ８００ ｂｐ 的目的片段

(图 １Ｄ)ꎮ 因此ꎬ大叶落地生根 ＨＤＨ 基因的 ｃＤＮＡ
全长为１ ８２６ ｂｐ (ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＫＵ７４０３５９)ꎬ命
名为 ＫｄＨＤＨꎬ 含 有 １ ４５２ ｂｐ 完 整 开 放 阅 读 框

(ＯＲＦ)ꎬ编码 ４８３ 个氨基酸(图 ２)ꎬ不包括 ＰｏｌｙＡ
尾的长度为１ ８１７ ｂｐꎬ５′ＵＴＲ(非编码区) ９２ ｂｐꎬ
３′ＵＴＲ ２７３ｂｐꎮ

Ｍ: Ｄ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻＡ:根据差减文库的结果设计引物验

证 ＫｄＨＤＨ 基因ꎻ Ｂ: ５′ ＲＡＣＥ 得到约 ３００ ｂｐ 的片段ꎻ Ｃ: ３′
ＲＡＣＥ 得到约 １ ２００ ｂｐ 的片段ꎻＤ:ＲＡＣＥ 结果验证得到约

１ ８００ ｂｐ 的片段ꎮ
图 １　 大叶落地生根 ＫｄＨＤＨ 同源扩增和 ＲＡＣＥ 克隆以及序列

验证

Ｆｉｇ. １ 　 ＲＴ￣ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ＲＡＣＥ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＫｄＨＤＨ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｋａｌａｎｃｈｏｅ ｄａｉｇｒｅｍｏｎｔｉ￣
ａｎａ

２.２　 ＫｄＨＤＨ 蛋白氨基酸序列分析及系统进化树

的构建

　 　 ＫｄＨＤＨ 蛋白质与葡萄(ＸＰ＿０１０６６４９８９.１)、拟
南芥(ＡＡＭ６５５３３.１)、蓖麻(ＸＰ＿００２５２３４８２.１)、可
可(ＸＰ＿００７０１１３２４.１)的相似性分别为 ８５％、８２％、
７９％、７８％ꎮ 通过 ＳｃａｎＰｒｏｓｉｔｅ 在线软件分析ꎬ发现

该蛋白质具有 １ 个保守的结构域:组氨醇脱氢酶

结构域(２７４ ~ ３０６)ꎮ 通过 ＳＩＢ 中的 Ｍｏｔｉｆ Ｓｃａｎꎬ预
测得到一些不同的基序ꎬ包括 ６ 个 ｃａｓｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ⅱ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ (５６ ~ ５９、 ７６ ~ ７９、 ３０２ ~ ３０５、
４０２ ~ ４０５、 ４３９ ~ ４４２、 ４５４ ~ ４５７)、 １ 个 ＭＹＲＩＳＴＹＬ
Ｎ￣ｍｙｒｉｓｔｏｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ (２２９ ~ ２３４)、６ 个 ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ
Ｃ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ (４６ ~ ４８、４９ ~ ５１、６２ ~ ６４、９７ ~
９９、１５１ ~ １５３、４６９ ~ ４７１)、１ 个 ＲＧＤＣｅｌｌ ａｔｔａｃｈｍｅｎｔ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ (８８ ~ ９０)、１ 个 ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａ￣
ｔｉｏｎ ｓｉｔｅ (１２６ ~ １３２ )、 １ 个 ＳＡＭ ｄｏｍａｉｎ ｐｒｏｆｉｌｅ
(３９８ ~ ４６４)、１ 个 Ｓｅｎｓｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ＤｅｇＳ (４６６ ~ ４８２)ꎮ

将大叶落地生根 ＫｄＨＤＨ 与其他 ４ 种植物中的

ＨＤＨ 蛋白进行了氨基酸序列比对ꎬ可以看出ꎬ不同

植物组氨醇脱氢酶氨基酸序列保守性很高(图 ３)ꎮ
选取 ２０ 种植物的 ＨＤＨ 氨基酸序列ꎬ利用 Ｍｅｇａ６.０
中的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 Ｂｏｏｔ￣
ｓｔｒａｐ 校正ꎮ 结果表明ꎬ进化树分为 ３ 个大枝ꎬ大叶

落地生根 ＫｄＨＤＨ 被聚类在第二大枝上ꎬ与甜菜、菠
菜的遗传距离最近ꎮ 与葡萄、苹果共同组成第二大

枝ꎮ
２.３　 ＫｄＨＤＨ 蛋白的理化性质及三级结构预测

ＫｄＨＤＨ 蛋 白 的 理 论 分 子 量 为 ５２ １３０ ꎬ 理

论等电点 为 ５ 􀆰 ７８ ꎮ 脂 溶 指 数 为 ９２ 􀆰 ６９ ꎬ总 平

均亲水性为 ０ 􀆰 ０６２ ꎬ不稳定系数为 ４４ 􀆰 ５９ ꎬ表

明该蛋白质不稳定ꎮ 二级结构预测结果表明ꎬ
ＫｄＨＤＨ 含有 ３５ 􀆰 ４０％的 α￣螺旋ꎬ２２ 􀆰 ９８％的 β￣
折叠和 ４１ 􀆰 ６１％的随机卷曲ꎬ没有信号肽及其

剪切位点ꎬ是非分泌型蛋白ꎬ有 ６ 个明显的跨

膜区 ( 表 ２ ) 被定位于叶绿体上 ( 预测精度为

９６％ ) ꎮ
　 　 通过 Ｐｈｙｒｅ 在线预测网站预测结果表明ꎬＫｄＨ￣
ＤＨ 的三维结构包括 ３ 个小叶结构ꎬ其中 ２ 个小叶对

称排列ꎬ形成一个等腰三角形ꎮ 一共有 ２１ 个 α￣螺
旋和 １２ 个 β￣折叠(图 ５)ꎮ
２.４　 ＫｄＨＤＨ 基因的组织表达分析

利用荧光实时定量 ＰＣＲ 对 ＫｄＨＤＨ 在大叶落地

生根中的表达情况进行检测ꎬ结果如图 ６ 所示ꎬ
ＫｄＨＤＨ 在根中的表达量大约是叶柄的 ３ 倍ꎮ 表达

量由高到低依次为:根>叶片>茎>叶柄ꎮ 这些结果

表明ꎬＫｄＨＤＨ 在各组织中均有表达ꎬ在根中表达量

最高ꎮ
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加框的 ＡＴＧ 为起始密码子ꎻＴＧＡ 为终止密码子ꎮ
图 ２　 大叶落地生根 ＫｄＨＤＨ 基因的核苷酸序列及编码的蛋白质氨基酸序列

Ｆｉｇ.２　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｎｄ ａｎｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＫｄＨＤＨ ｇｅｎｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｋａｌａｎｃｈｏｅ ｄａｉｇｒｅｍｏｎｔｉａｎａ

表 ２　 ＫｄＨＤＨ 蛋白跨膜区域

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ＫｄＨＤＨ ｍｅｍｂｒａｎｅ￣ｓｐａｎｎｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎｓ

类型
预测的跨膜螺旋(ａａ)

起始位置 终止位置
中心 分数

膜内向膜外 １６３(１６９) １９２(１８５) １７７ １ １７４

２２５(２２７) ２４３(２４３) ２３５ ７６１

膜外向膜内 １５(１５) ３３(３３) ２５ ２９

１６８(１６８) １８９(１８６) １７７ １ ２０４

２２５(２２５) ２４４(２４４) ２３４ ２５７

４１３(４１７) ４３７(４３５) ４２７ ４
中心指的是跨膜螺旋的中心ꎻ分数代表预测出的跨膜结构的可信度ꎬ
分数越高ꎬ可信度越高ꎻ括号中指的是另一种可能ꎬ以第 １ 行为例ꎬ起
始位置从 １６９ 个氨基酸开始ꎬ到 １８５ 个氨基酸结束ꎮ

２.５　 ＫｄＨＤＨ 基因的诱导表达分析

用 ３００ ｍｍｏｌ / Ｌ甘露醇对大叶落地生根进行渗

透胁迫ꎬ以实时荧光定量 ＰＣＲ 法分析其表达动态ꎮ
结果(图 ７)显示ꎬＫｄＨＤＨ 基因在甘露醇处理下存在

下调表达的趋势ꎮ 在处理 １２ ｈ 后ꎬＫｄＨＤＨ 基因的

表达量达到最低值ꎮ 在 ３ ｈ 时ꎬＫｄＨＤＨ 的表达量受

到胁迫处理出现显著下降ꎬ随着胁迫时间的延长ꎬ有
１ 个缓慢升高的过程ꎬ在 ６ ｈ 时ꎬＫｄＨＤＨ 的表达量上

升ꎬ但随着胁迫时间的进一步延长ꎬＫｄＨＤＨ 的表达

量继续下降ꎬ总体呈现先下降再上升ꎬ再下降再上升

的过程ꎮ 但是ꎬ在整个胁迫处理过程中ꎬＫｄＨＤＨ 的

表达量总体呈现下降趋势ꎮ
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图 ３　 大叶落地生根 ＫｄＨＤＨ 蛋白与其他植物的蛋白依赖激酶氨基酸序列比对

Ｆｉｇ.３　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＫｄＨＤＨ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｋｎｏｗｎ ＨＤＨｓ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｏｒｉｇｉｎｓ

３　 讨 论

组氨醇脱氢酶是组氨酸合成过程中的关键酶ꎬ
但是关于组氨醇脱氢酶的研究主要集中在微生物

中ꎬ植物中关于该酶的研究一直被忽略ꎮ 虽然已经

从一些植物中克隆出组氨醇脱氢酶基因ꎬ但是关于

组氨醇脱氢酶的三维结构、功能、互作关系仍然不清

楚ꎮ 大叶落地生根组氨醇脱氢酶基因定位于叶绿体

上ꎬ与 Ｔａｄａ 等[２０] 的研究结果一致ꎮ 因为组氨酸合

成途径与 ＡＴＰ 循环途径密切相关ꎬ磷酸核糖焦磷酸

(ＰＲＰＰ)是 ＡＴＰ 循环的前体ꎬ在经历 ３ 步催化反应

之后ꎬ 形成 ＰＲＦＡＲ ( Ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｂｕｌｏｓｙｌ ｆｏｒｍｉｍｉｎｏ￣５￣
ａｍｉｎｏｉｍｉｄａｚｏｌｅ￣４￣ｃａｒｂｏｘａｍｉｄｅ ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ )ꎬ 即 可

通过催化反应再合成 ＡＴＰꎬ也可通过组氨酸合成途

径合成组氨酸ꎮ 组氨酸突变体[１ꎬ２１]无法产生配子体

可能是由于组氨酸合成途径的受阻导致 ＡＴＰ 合成
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图 ４　 大叶落地生根 ＫｄＨＤＨ 蛋白与其他植物中 ＨＤＨ 蛋白氨基酸序列的进化分析

Ｆｉｇ.４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＨＤＨ ｏｆ Ｋａｌａｎｃｈｏｅ ｄａｉｇｒｅｍｏｎｔｉａｎａ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｉｎｏａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

螺旋为 α￣螺旋ꎬ箭头为 β￣折叠ꎬ线为无规则卷曲ꎮ
图 ５　 ＫｄＨＤＨ 蛋白的三维结构示意图

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＫｄＨＤＨ

图 ６　 ＫｄＨＤＨ 基因在大叶落地生根不同器官中的表达

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

图 ７　 ＫｄＨＤＨ 基因在 ３００ ｍｍｏｌ / Ｌ 甘露醇诱导下的表情情况

Ｆｉｇ.７　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｏｆ ＫｄＨＤＨ ｇｅｎｅ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ３００
ｍｍｏｌ / Ｌ ｍａｎｎｉｔｏｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎ Ｋａｌａｎｃｈｏｅ ｄａｉｇｒｅｍｏｎｔｉ￣
ａｎａ ｌｅａｖｅｓ

减少ꎬ从而造成配子体合成效率降低ꎮ 但是在组氨

醇脱氢酶突变体(ｈｉｓｎ８)中ꎬ配子体缺陷的原因可能

是组氨醇积累过多ꎬ对细胞造成了毒害[２２]ꎬ也不排

除是因为组氨醇脱氢酶是合成途径中的最后一步ꎬ
其他组氨酸合成前体无法挽救突变的细胞ꎮ

ＫｄＨＤＨ 蛋白中酸性氨基酸有 ５４ 个ꎬ碱性氨基

酸有 ４５ 个ꎬ等电点为 ５.７８ꎬ为酸性蛋白ꎮ 当采用计

算机分析蛋白质的稳定性时ꎬ当一个蛋白质的不稳

定系数>４０ 时ꎬ该蛋白质不稳定ꎬＫｄＨＤＨ 蛋白不稳

定系数为 ４４.５９ꎬ说明该蛋白为不稳定蛋白ꎬ而许多
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具有生物活性的蛋白质往往是不稳定蛋白[２３]ꎮ 组

氨醇脱氢酶是一种含 Ｚｎ２＋的同型二聚体蛋白ꎬ利用

脲变性作用或螯合剂除掉 Ｚｎ２＋后ꎬ组氨醇脱氢酶便

丧失催化活性ꎬ加入 Ｚｎ２＋后又具有催化活性[２４]ꎮ
本研究发现 ＫｄＨＤＨ 基因在各个组织中的表达

情况是根>叶片>茎>叶柄ꎬ该基因片段是在大叶落

地生根胎生苗差减文库中得到ꎬ推测该基因可能参

与胎生苗中不定根的发育调控ꎮ 在渗透胁迫下ꎬ大
叶落地生根在 ２４ ｈ 时ꎬ出现明显的萎蔫表型ꎬＫｄＨ￣
ＤＨ 的表达量变化总体趋势为下调表达ꎮ 说明在渗

透胁迫这种非生物胁迫下ꎬＫｄＨＤＨ 基因可能是通过

下调表达来参与胁迫过程的ꎮ 本研究对大叶落地生

根组氨醇脱氢酶基因进行克隆和生物信息学分析ꎬ
证明该基因在序列结构和功能上相对保守ꎬ在分裂

组织根中表达量最高ꎬ并且受渗透胁迫的抑制ꎬ说明

ＫｄＨＤＨ 在大叶落地生根发育和抵抗非生物胁迫中

起重要的调控作用ꎬ关于 ＫｄＨＤＨ 在大叶落地生根

中的具体功能还需要进一步验证ꎮ
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