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　 　 摘要:　 １４￣３￣３ 蛋白家族在真核生物中广泛存在且高度保守ꎬ以同源 /异源二聚体形式与 ２ 个靶蛋白或 １ 个靶

蛋白的两个磷酸化 Ｓｅｒ / Ｔｈｒ 模体结构域结合来发挥其调控作用ꎮ 以拟南芥 １４￣３￣３ 蛋白为探针序列ꎬ对小桐子蛋白

质数据库进行搜索ꎬ共鉴定到 ９ 个 １４￣３￣３ 基因ꎬ其中 ε 类 ４ 个、非 ε 类 ５ 个ꎬ并对其理化性质、系统进化、基因结构、
顺式作用元件及低温胁迫表达等进行了分析ꎮ 结果显示ꎬ小桐子 １４￣３￣３ 基因在进化上较为保守ꎬ存在该家族中典

型的 ９ 段 α￣螺旋结构ꎬε 类基因结构包含 ７ 个外显子ꎬ非 ε 类包含 ４~５ 个外显子ꎮ 另外ꎬ在 ９ 个 １４￣３￣３ 基因上游调

控区都鉴定到多个激素与逆境胁迫应答元件ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析结果显示ꎬ包含有低温应答元件的 Ｊｃ１４￣３￣３ｂ 与 Ｊｃ１４￣
３￣３ｈ 基因在小桐子的各组织器官中都有表达ꎬ但存在组织表达特异性ꎬ都在茎中表达量较高ꎬ其次是根ꎬ而在叶中

表达量相对较低ꎮ 同时ꎬＪｃ１４￣３￣３ｂ 与 Ｊｃ１４￣３￣３ｈ 基因都属于低温诱导表达基因ꎬ分别在茎与根中低温胁迫 ０.５~ ３􀆰 ０
ｈ 达到最大表达量ꎬ与小桐子的抗冷性形成直接相关ꎮ 本研究为小桐子 １４￣３￣３ 基因家族的克隆与功能验证提供了
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　 　 小桐子已成为世界公认的ꎬ未来最有可能替代

化石能源并具有巨大开发潜力的能源植物树种ꎬ中
国在“十五”、“十一五”、“十二五”能源发展纲要中

都把发展小桐子产业列为可再生能源中长期发展规

划的重点[１]ꎮ 小桐子(Ｊａｔｒｏｐｈａ ｃｕｒｃａｓ Ｌ.)属大戟科

(Ｅｕｐｈｏｒｂｉａｃｅａｅ)麻疯树属(Ｊａｔｒｏｐｈａ)多年生落叶灌

木或小乔木ꎬ原产中南美洲地区[２]ꎬ喜炎热温暖气

候ꎬ对土壤质地要求不高ꎬ耐干旱贫瘠ꎬ抗逆性强ꎬ目
前自然分布遍及赤道南北纬 ２３~ ２５°的热带和亚热

带地区及中国南方诸省的干热河谷地带[３]ꎮ 作为

新兴开发的油料植物ꎬ小桐子种子含油量高达

３５％~６０％ꎬ是加工生物柴油的优质原料ꎮ 作为化工

原料ꎬ小桐子可以制造单宁酸及染料ꎬ同时ꎬ植物体

含有多种生物活性成分ꎬ既可入药也可用于生物防

治ꎬ榨油的油饼富含蛋白质ꎬ经过脱毒后可作为高营

养的动物饲料ꎮ 该植物的经济效益和生态效益高ꎬ
具有极为广阔的开发前景[４￣５]ꎮ

１４￣３￣３ 蛋白又称为酪氨酸 ３￣加单氧酶 /色氨酸 ５￣
加单氧酶激活蛋白(Ｔｙｒｏｓｉｎｅ ３￣ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ / Ｔｒｙｐ￣
ｔｏｐｈａｎ ５￣ｍｏｎｏｘｙｇｅｎａｓｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ)ꎬ属细胞质蛋

白ꎬ作为一种桥梁蛋白或衔接蛋白ꎬ能够在细胞质和

细胞核之间自由穿梭[６]ꎮ Ｍｏｏｒｅ 与 Ｐｅｒｅｚ 在 １９６７ 年

首次从牛脑细胞中发现一种酸性且可溶的同源 /异源

二聚体蛋白ꎬ并根据其经二乙氨乙基纤维素柱层析后

所分离组分的片段数及淀粉凝胶中的迁移率命名为

１４￣３￣３ 蛋白[７]ꎮ １４￣３￣３ 蛋白广泛分布于真核生物中ꎬ
在哺乳动物中根据高效液相色谱中的洗脱顺序分为

７ 个亚型ꎬ即 α / β、γ、ε、η、σ、τ / θ、δ / ξꎬ之前被鉴定出

的动物 １４￣３￣３ 蛋白根据其功能和特征赋予了不同的

命名ꎬ如蛋白激酶 Ｃ 抑制蛋白(Ｋｉｎａｓｅ Ｃ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎꎬＫＣＩＰ)、胞吐刺激蛋白 Ｅｘｏ１(Ｅｘｏｃｙｔｏｓｉｓ ｓｔｉｍｕｌａ￣
ｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ)、线粒体输入刺激因子(Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｉｍ￣
ｐｏｒｔ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒꎬＭＳＦ)等ꎮ １９９２ 年发现在植物

中也有 １４￣３￣３ 蛋白广泛分布[８]ꎬ且至少有 １５ 种亚型ꎬ
根据内含子插入位置的不同ꎬ分为 β 型和非 β 型ꎬ又
根据氨基酸序列及基因结构不同ꎬ分为 ε 类和非 ε
类ꎮ 目前研究较深入的是拟南芥 Ｇ 盒结合因子 １４
(Ｇ￣ｂｏｘ ｂｉｎｄｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ １４ꎬＧＦ１４)系列 １４￣３￣３ 蛋白ꎮ 研

究结果表明ꎬ动物与植物 １４￣３￣３ 蛋白虽然存在 ５０％以

上的序列相似性ꎬ但没有进化同源性[９]ꎮ
所有的 １４￣３￣３ 蛋白的三维结构都极其相似ꎬ均

由 ２ 个同源 /异源二聚体组成杯状 / Ｃ 字型钳状结

构ꎬ１４￣３￣３ 蛋白的每个单体都可以结合 １ 个靶蛋白

或 １ 个靶蛋白的 ２ 个结构域[１０]ꎮ 每个单体均由从

Ｎ 端到 Ｃ 端的 ９ 段反平行 α￣螺旋组成(αＡ￣αＩ)ꎬ每
个 α￣螺旋间由 １ 个突环连接ꎬ其中 αＣ 与 αＤ 氨基酸

序列最长(３０~３４ ａａ)ꎬ跨越整个单体ꎬ并与 αＡ 形成

高度保守的带负电荷的高疏水性兼性沟槽ꎬ作为与

配体相互作用的结构域ꎮ １４￣３￣３ 蛋白在植物体中具

有广泛的蛋白结合谱ꎬ已经鉴定到其配体蛋白有

３００ 余种ꎬ其结合主要通过配体中的磷酸化 Ｓｅｒ / Ｔｈｒ
序列模体 Ｒ(Ｓ / Ａｒ) ( ＋) ｐ( Ｓ / Ｔ) ＸＰ、ＲＸ(Ａｒ) ( ＋) ｐ
(Ｓ / Ｔ)ＸＰ 及 Ｃ 端结合模体 ＰＳＸ１￣２￣ＣＯＯＨ[１１￣１２] 而实

现ꎬ但也有报道 １４￣３￣３ 蛋白可通过非磷酸序列模体

Ｇｌｙ￣Ｈｉｓ￣Ｓｅｒ￣Ｌｅｕ ( ＧＨＳＬ ) [１３]、 Ｔｒｐ￣Ｌｅｕ￣Ａｓｐ￣Ｌｅｕ￣Ｇｌｕ
(ＷＬＤＬＥ) [１４] 结合靶蛋白ꎬ如植物的质膜 Ｈ＋ ￣ＡＴＰ
酶ꎮ １４￣３￣３ 蛋白作为细胞内蛋白相互作用的核心因

子ꎬ可以调控众多信号转导途径中的信号分子ꎬ又由

于其结构域可以同时结合 ２ 个不同的信号分子ꎬ具
有连接与协调不同信号转导通路形成网络的功能ꎮ
参与蛋白激酶(ＰＫ)与蛋白磷酸化酶(ＰＰ)的活化以

及 ＰＫ / ＰＰ 介导的信号转导通路ꎬ在植物代谢关键限

速酶活性调节ꎬ如硝酸还原酶(ＮＲ)、磷酸蔗糖合成

酶(ＳＰＳ) [１５]、植物激素信号转导(ＧＡ 信号通路[１６]、
ＡＢＡ 信号通路[１７￣１８]、ＢＲ 信号通路[１９￣２０]、ＥＴＨ 信号通

路等[２１]、光信号应答[２２￣２３] )、细胞周期调控[２４]、物质

运输调控[２５]、营养代谢调控[２６] 及抗逆生理[２７] 等方

面起重要作用ꎮ
目前ꎬ研究者已经对拟南芥[９]、 水稻[２８]、 大

豆[２９]以及番茄[３０] 等植物在基因组范围内进行了

１４￣３￣３ 基因的鉴定ꎬ与模式植物相比ꎬ１４￣３￣３ 蛋白在

能源植物上的研究仍然很少ꎬ而对于小桐子 １４￣３￣３
家族的基因组鉴定及分析还未见报道ꎮ 本研究基于

小桐子基因组信息ꎬ利用生物信息学方法鉴定到 ９
个小桐子 １４￣３￣３ 基因ꎬ并对其理化性质、基因结构、
编码的蛋白基序及低温表达进行了分析ꎬ以期为研

究小桐子 １４￣３￣３ 基因家族的生物学功能及抗逆信

号转导机制提供依据ꎮ
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１　 材料与方法

１.１　 试验材料及试验设计

供试小桐子种子取自云南省楚雄州元谋县ꎮ 选

取饱满的小桐子种子ꎬ用 １.５％ ＣｕＳＯ４消毒 ２０ ｍｉｎꎬ无
菌水漂洗 ５ 次ꎬ于 ２６ ℃ 的恒温培养箱中吸涨 ２４
ｈ[３１]ꎮ 将吸涨的种子在无菌水中漂洗 ３ 次ꎬ播于垫有

用无菌水湿润的 ５ 层滤纸的白磁盘(２４ ｃｍ×１６ ｃｍ)
中ꎬ于相对湿度 ７５％、温度 ２６ ℃ / ２０ ℃(昼夜温度)、
光周期 １６ ｈ / ８ ｈ(昼夜时间)的恒温培养箱中萌发 ５
ｄꎮ 将发芽的种子播于消毒的培养土中并于恒温培养

箱(条件同上)中生长 １５ ｄ 至第二片真叶展开ꎬ每天

用无菌水润湿培养土ꎮ 将生长 １５ ｄ 的小桐子幼苗置

于相对湿度 ７５％、温度 １２ ℃、光周期 １６ ｈ / ８ ｈ 的低

温培养箱中进行低温胁迫处理ꎬ分别取低温胁迫 ０􀆰 ５
ｈ、３􀆰 ０ ｈ、６􀆰 ０ ｈ、１２􀆰 ０ ｈ、２４􀆰 ０ ｈ、４８􀆰 ０ ｈ 与对照(正常培

养)小桐子幼苗的第二片真叶、茎及根ꎬ液氮速冻后置

于－８０ ℃冰箱中用于 ＲＮＡ 的提取ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１ 　 小桐子 １４￣３￣３ 蛋白激酶家族的鉴定 　 从

ＧｅｎＢａｎｋ 下载小桐子最新注释蛋白质数据库( ｈｔ￣
ｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｇｅｎｏｍｅ / ９１５ꎬ ２８ ８１４
条)ꎬ利用 ＮＣＢＩ 的 Ｍａｋｅｂｌａｓｔｄｂ 程序将该数据库本

地化ꎬ根据模式植物拟南芥中已经鉴定出的 １５ 个

１４￣３￣３ 基因(图 １)ꎬ利用 ＮＣＢＩ Ｂｌａｓｔ 程序对小桐子

蛋白质数据库进行本地 ＢｌａｓｔＰ 相似性比对(阈值Ｅ<
１ｅ￣１０ꎬ序列相似性>５０％)ꎬ得到候选的小桐子 １４￣３￣
３ 蛋白质氨基酸序列ꎬ并手工去除重复序列ꎮ 将非

冗余的候选序列利用 Ｐｆａｍ 与 ＧｅｎＢａｎｋ ＣＤＤ 在线工

具分析 １４￣３￣３ 蛋白结构域做进一步筛选ꎬ得到小桐

子 １４￣３￣３ 家族蛋白氨基酸序列ꎮ
利用 ＥｘＰａＳｙ 提供的在线工具 ＰｒｏｔＰａｒａｍ ( ｈｔ￣

ｔｐ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / ) 对得到的小桐子

１４￣３￣３ 蛋白氨基酸序列进行基本参数的分析ꎮ 利用

ＮＰＳ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｎｐｓａ ＿ ａｕｔｏ￣
ｍａｔ.ｐｌ? ｐａｇｅ ＝ ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍ.ｈｔｍｌ)分析蛋白质的二级

结构ꎮ 利 用 ＭＥＭＥ ( ｈｔｔｐ: / / ｍｅｍｅ￣ｓｕｉｔｅ. ｏｒｇ / ｔｏｏｌｓ /
ｍｅｍｅ)在线分析工具对 １４￣３￣３ 蛋白氨基酸序列进行

ｍｏｔｉｆ 分析(参数设置:最优氨基酸残基宽度 ６~２００ꎻ
任意数量的重复次数ꎻ最多预测 ２５ 个 ｍｏｔｉｆ)ꎮ 将鉴

定的小桐子 １４￣３￣３ 蛋白氨基酸序列与拟南芥和水

稻的 １４￣３￣３ 蛋白氨基酸序列利用 ＣｌｕｓｔａｌＸ ( Ｖｅｒ￣
ｓｉｏｎ２.０)进行序列相似性比对ꎬ然后用 ＭＥＧＡ６.０ 软

件通过邻接法(ＮＪ)构建系统进化树ꎬ并采用自展法

(Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ)进行检验ꎮ
１.２.２　 小桐子 １４￣３￣３ 基因家族序列分析 　 将获得

的小桐子 １４￣３￣３ 家族蛋白氨基酸序列对 ＧｅｎＢａｎｋ
小桐子基因组序列(Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｒｅｌｅａｓｅ １０１ꎬＪａｔＣｕｒ＿１.
０)进行 ｔｂｌａｓｔｎ 检索得到其基因碱基序列与编码区

序列(Ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬＣＤＳ)ꎬ利用软件 Ｓｐｉｄｅｙ 进行

１４￣３￣３ ＣＤＳ 序列与基因碱基序列比对以确定基因内

含子与外显子的结构ꎬ并利用 ＧＳＤＳ(Ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
ｄｉｓｐｌａｙ ｓｅｒｖｅｒꎬｈｔｔｐ: / / ｇｓｄｓ. ｃｂｉ. ｐｋｕ. ｅｄｕ. ｃｎ / )绘制基

因结构图ꎮ 根据 １４￣３￣３ 的 ＣＤＳ 对小桐子基因组进

行 ｂｌａｓｔｎ 相似性检索得到各 １４￣３￣３ 基因起始密码子

ＡＴＧ 上游２ ０００ ｂｐ 的调控序列ꎬ并通过 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ
( ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｐｓｂ. ｕｇｅｎｔ. ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔ￣
ｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )对其顺式作用元件进行鉴定ꎮ
１.２.３　 小桐子 １４￣３￣３ 基因家族的差异表达分析　 利

用 ＴｒａｎｓＧｅｎ 公司的 ＴｒａｎｓＺｏｌ Ｕｐ 试剂提取材料的总

ＲＮＡꎬ并利用 ＤＮａｓｅ Ｉ 消化 ＲＮＡ 中的残余基因组

ＤＮＡꎬ得到纯化的总 ＲＮＡꎮ 分别取 ３ μｇ 总 ＲＮＡꎬ以
Ｒａｎｄｏｍ ｐｒｉｍｅｒ 为逆转录引物ꎬ利用 ＴｒａｎｓＧｅｎ 公司的

ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ Ｔｗｏ￣Ｓｔｅｐ ＲＴ￣ＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ 合成第一链

ｃＤＮＡꎬ引物序列见表 １ꎮ 以 １８Ｓ ｒＲＮＡ 为内参ꎬ进行

１４￣３￣３基因的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 扩增ꎬ２０ μｌ 反应体系ꎬ每个

样品重复 ３ 次ꎬ检测系统为罗氏 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ９６ꎮ 扩增

条件为:９４􀆰 ０ ℃预变性 ３０ ｓꎻ９４􀆰 ０ ℃变性 １０ ｓꎬ５３.５ ℃
退火 １５ ｓꎬ７２􀆰 ０ ℃延伸 １５ ｓꎬ４５ 个循环ꎬ之后增加熔解

曲线程序:９５􀆰 ０ ℃ １０ ｓꎬ６５􀆰 ０ ℃ ６０ ｓꎬ９７􀆰 ０ ℃ １ ｓꎬ连
续检测信号ꎮ 采用 ２－△△Ｃｔ法进行相对表达量分析ꎮ

表 １　 小桐子 １４￣３￣３基因 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 扩增引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ １４￣３￣３ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｊａｔｒｏｐｈａ ｃｕｒｃａｓ

基因 正向引物序列(５′→３′) 反向引物序列(５′→３′) 扩增长度(ｂｐ)

Ｊｃ１４￣３￣３ｂ ＧＧＡＡＡＴＧＧＴＧＧＡＧＴＴＴＡＴＧＧ ＡＧＧＣＡＧＡＧＧＧＡＡＴＧＡＧＡＴＧ ２８１
Ｊｃ１４￣３￣３ｈ ＣＡＴＴＣＧＧＣＴＧＧＧＴＴＴＡＧ ＴＧＴＣＡＧＡＧＧＴＣＣＡＣＡＡＧＧ ２００
１８Ｓ ｒＲＮＡ ＡＧＡＡＡＣＧＧＣＴＡＣＣＡＣＡＴＣ ＣＣＡＡＧＧＴＣＣＡＡＣＴＡＣＧＡＧ ２４５
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２　 结果与分析

２.１　 小桐子 １４￣３￣３的鉴定及系统进化分析

以拟南芥 １５ 个 １４￣３￣３ 蛋白为查询序列对小桐

子蛋白质数据库进行 ＢｌａｓｔＰ 相似性检索ꎬ共鉴定到

９ 个小桐子 １４￣３￣３ 蛋白氨基酸序列(表 ２)ꎬ利用

Ｐｆａｍ 与 ＣＤＤ 对 ９ 个蛋白氨基酸序列进行蛋白保守

结构域分析发现ꎬ均具有 １４￣３￣３ 家族保守结构域ꎮ
同时ꎬ利用基因组数据库得到蛋白氨基酸序列对应

的 ＣＤＳ 序列与基因碱基序列ꎮ 将小桐子 ９ 个 １４￣３￣３

蛋白氨基酸序列通过邻接法构建系统进化树(图
２)ꎬ发现小桐子 １４￣３￣３ 蛋白明显分为 ２ 类ꎬ其中 ε
类包括 Ｊｃ１４￣３￣３ｈ、 Ｊｃ１４￣３￣３ｉ、 Ｊｃ１４￣３￣３ｆ、 Ｊｃ１４￣３￣３ｇ ４
个ꎬ 非 ε 类包括 Ｊｃ１４￣３￣３ａ、 Ｊｃ１４￣３￣３ｂ、 Ｊｃ１４￣３￣３ｃ、
Ｊｃ１４￣３￣３ｄ、Ｊｃ１４￣３￣３ｅ ５ 个ꎮ 与拟南芥、水稻 １４￣３￣３ 蛋

白共同构建系统进化树ꎬ显示小桐子 ４ 个 ε 类 １４￣３￣
３ 蛋白与拟南芥、水稻 ε 类蛋白聚类在一起ꎬ而非 ε
类的 Ｊｃ１４￣３￣３ｄ 与 Ｊｃ１４￣３￣３ｅ 作为外类群单独聚类成

一支ꎮ

小桐子 １４￣３￣３ 基因内含子 / 外显子结构ꎬ线条表示内含子ꎬ框代表外显子ꎮ
图 １　 小桐子 １４￣３￣３基因家族的基因结构分析

Ｆｉｇ.１　 Ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ １４￣３￣３ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ Ｊ. ｃｕｒｃａｓ

２.２　 小桐子 １４￣３￣３的理化性质及结构特征分析

小桐子 ９ 个 １４￣３￣３ 蛋白单体序列长度为 ２５３~
２６４ ａａꎬ等电点为 ４.６９~ ４􀆰 ８８ꎬ属于典型的酸性蛋白

家族ꎮ 将小桐子 ９ 个 １４￣３￣３ 基因 ＣＤＳ 序列定位到

基因组序列ꎬ利用 ＧＳＤＳ 分析基因结构ꎬ结果显示 ５
个非 ε 类 １４￣３￣３ 基因ꎬ除 Ｊｃ１４￣３￣３ｂ 包含 ５ 个外显子

外ꎬ其它都包含 ４ 个外显子ꎬ且第 １ 外显子较其他 ３

个外显子都长ꎬ而 ４ 个 ε 类 １４￣３￣３ 基因都包含 ７ 个

外显子ꎬ且 ７ 个外显子长度分布一致ꎬ另外ꎬ第 ７ 个

外显子都较短ꎬ存在明显的亚家族特异性(图 １、表
２)ꎮ ＭＥＭＥ 分析同样显示 ε 类与非 ε 类 １４￣３￣３ 蛋

白基序存在显著的区别ꎬ非 ε 类 １４￣３￣３ 蛋白在最大

的 ２ 个基序之间存在 ２ 个小型基序ꎬ而 ε 类 １４￣３￣３
蛋白在同样位置却仅存在 １ 个(图 ３)ꎮ

表 ２　 小桐子 １４￣３￣３蛋白的理化性质分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ Ｊ. ｃｕｒｃａｓ １４￣３￣３ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

基因类型 基因名称
ＧｅｎＢａｎｋ 基因

登录号
ＣＤＳ 长度

(ｂｐ)
氨基酸数目

(ａａ) 分子量 等电点 外显子数目

Ｎｏｎ￣ε ｃｌａｓｓ Ｊｃ１４￣３￣３ａ １０５６３０６４１ ７８３ ２６０ ２９ ３４０ ４.６９ ４

Ｊｃ１４￣３￣３ｂ １０５６３８７１０ ７９５ ２６４ ２９ ８６０ ４.７６ ５

Ｊｃ１４￣３￣３ｃ １０５６３１５９７ ７８６ ２６１ ２９ ４３０ ４.７６ ４

Ｊｃ１４￣３￣３ｄ １０５６４１６６９ ７５３ ２５０ ２８ ３８０ ４.７５ ４

Ｊｃ１４￣３￣３ｅ １０５６３０６８４ ７６２ ２５３ ２８ ５８０ ４.８７ ４

ε ｃｌａｓｓ Ｊｃ１４￣３￣３ｈ １０５６４９６６４ ７８９ ２６２ ２９ ７３０ ４.８４ ７

Ｊｃ１４￣３￣３ｉ １０５６３９２１３ ７８０ ２５９ ２９ ６６０ ４.７４ ７

Ｊｃ１４￣３￣３ｆ １０５６３０５３２ ７８９ ２６２ ２９ ９００ ４.８８ ７

Ｊｃ１４￣３￣３ｇ １０５６３０６１８ ７６２ ２５３ ２８ ９１０ ４.７７ ７
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序列 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:拟南芥:Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ( Ａｔ)ꎬＡＡＡ９６３２３. １、ＡＡＡ３２７９８. １、ＡＡＡ３２７９９. １、ＡＡＢ０６２３１. １、ＡＡＢ０６５８５. １、ＡＡＢ０８４８２. １、
ＡＡＢ４９３３５.１、ＡＡＡ７９７００.２、ＡＡＢ４９３３４.２、ＡＡＡ７９６９９.１、ＡＡＧ４７８４０.１、ＡＡＦ９８５７０.１、ＡＡＧ５２１０５.１、ＡＡＦ８７２６２.１、ＡＡＤ２８６５４.１ꎻ水稻:Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ
(Ｏｓ)ꎬＡＡＯ７２５５３.１、ＡＡＢ０７４５６.１、ＡＡＢ０７４５７.１、ＡＡＢ０７４５８.１、ＣＡＢ７７６７３.１、ＡＡＸ９５６５６.１、ＢＡＤ７３１０５.１、ＡＢＡ９４７３３.１ꎮ
图 ２　 通过 ＣｌｕｓｔａｌＸ 序列比对 ＭＥＧＡ６.０ 邻接法构建的 １４￣３￣３进化树

Ｆｉｇ.２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ １４￣３￣３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｊ. ｃｕｒｃａｓ ꎬ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ａｎｄ Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ ｂｙ ＭＥＧＡ６.０ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＣｌｕｓｔａｌＸ ａｌｉｇｎｍｅｎｔｓ

图 ３　 小桐子 １４￣３￣３家族蛋白的 ｍｏｔｉｆ 分析

Ｆｉｇ.３　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆｓ ｏｆ １４￣３￣３ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｊ. ｃｕｒｃａｓ

　 　 对小桐子 ９ 个 １４￣３￣３ 蛋白进行多序列比对发现ꎬ
该家族蛋白在 Ｎ 端与 Ｃ 端都有较大变异ꎬ而在中间

部位序列相似性较高ꎬ相对较为保守(图 ４)ꎮ １４￣３￣３
蛋白的 ９ 个典型 α￣螺旋(分别用 αＡ~ αＩ 表示)结构

分布在中间部位ꎬ其中ꎬαＣ、αＤ 序列最长ꎬαＡ、αＣ、
αＥ、αＧ、αＨ 及 αＩ 序列高度保守ꎬ而 αＢ、αＤ 及 αＦ 保

守性相对较低ꎮ 小桐子 １４￣３￣３ 蛋白二级结构显示ꎬ非
ε 类 ５ 个成员在 Ｃ 末端都存在 １~ ２ 个 α￣螺旋ꎬ而 ε
类 ４ 个成员除 Ｊｃ１４￣３￣３ｈ 外在 Ｃ 末端都没有 α￣螺旋结

构的分布ꎬ较多的 α￣螺旋结构分布在 Ｎ 端(图 ５)ꎮ
　 　 文献报道ꎬ１４￣３￣３ 蛋白家族是与植物抗逆性密

切相关的蛋白家族ꎬ多种非生物胁迫可以诱导不同

类型 １４￣３￣３ 基因的表达ꎮ 利用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 工具对

小桐子 ９ 个 １４￣３￣３ 基因的上游调控序列进行了顺

式作用元件的鉴定ꎮ 结果(表 ３)表明ꎬ小桐子 １４￣３￣
３ 基因的调控元件存在明显的差异ꎬ响应不同的非

生物胁迫ꎮ 非 ε 类 １４￣３￣３ 基因鉴定到较多的激素

调控元件包括水杨酸应答元件、赤霉素应答元件及

１１０１王海波等:小桐子 １４￣３￣３ 基因家族的鉴定及低温胁迫应答



横线表示 １４￣３￣３ 蛋白的 ９ 个 α￣螺旋区(αＡ~αＩ)ꎮ
图 ４　 小桐子 １４￣３￣３蛋白多重序列比对及保守结构域分析

Ｆｉｇ.４　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｎｄ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆｓ ｏｆ １４￣３￣３ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｊ. ｃｕｒｃａｓ

图 ５　 小桐子 １４￣３￣３蛋白的二级结构分析

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ １４￣３￣３ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｊ. ｃｕｒｃａｓ

乙烯应答元件ꎬ其中分布较多的是防御与胁迫应答 元件ꎬ除 Ｊｃ１４￣３￣３ｄ 之外ꎬ５ 种非 ε 类 １４￣３￣３ 基因都
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有分布ꎮ 另外ꎬＪｃ１４￣３￣３ｂ 鉴定到的顺式作用元件最

多ꎬ暗示其在小桐子抗逆响应中的重要性ꎬ而 Ｊｃ１４￣
３￣３ｃ 的作用元件最少ꎬ仅鉴定到防御与胁迫应答元

件ꎮ ε 类 １４￣３￣３ 基因中ꎬ发现非生物胁迫响应元件

如低温、干旱及高温相对较多ꎬ说明其在小桐子抵抗

外界逆境环境中扮演重要的角色ꎬ其中 Ｊｃ１４￣３￣３ｈ 与

Ｊｃ１４￣３￣３ｉ 响应元件较多ꎬ而 Ｊｃ１４￣３￣３ｇ 最少ꎬ仅包含

１ 个赤霉素应答元件ꎮ

表 ３　 小桐子 １４￣３￣３基因顺式作用元件分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｉｓ￣ｅｌｅｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ １４￣３￣３ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｊ. ｃｕｒｃａｓ

基因类型　 　 　 基因名称
顺式作用元件(个)

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｆ Ｇ Ｈ

Ｎｏｎ￣ε ｃｌａｓｓ Ｊｃ１４￣３￣３ａ － ２ ２ １ － － ２ ４

Ｊｃ１４￣３￣３ｂ １ １ １ １ １ １ － ３

Ｊｃ１４￣３￣３ｃ － － － － － － － ２

Ｊｃ１４￣３￣３ｄ － － １ １ － － － －

Ｊｃ１４￣３￣３ｅ － ２ － １ － １ ４ ４

ε ｃｌａｓｓ Ｊｃ１４￣３￣３ｈ ３ ２ － １ １ － ２ １

Ｊｃ１４￣３￣３ｉ ３ － － ３ － １ １ １

Ｊｃ１４￣３￣３ｆ － ２ － １ － １ ２ ４

Ｊｃ１４￣３￣３ｇ － １ － － － － － －
Ａ:ＡＢＡ 应答元件(ＡＢＲＥ)ꎻＢ:赤霉素应答元件(ＧＡＲＥ￣ｍｏｔｉｆ / Ｐ￣ｂｏｘ / ＴＡＴＣ￣ｂｏｘ)ꎻＣ:乙烯应答元件(ＥＲＥ)ꎻＤ:水杨酸应答元件(ＴＣＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ)ꎻＥ:低
温胁迫应答元件(ＬＴＲ)ꎻＦ:干旱胁迫应答元件(ＭＢＳ)ꎻＧ:高温胁迫应答元件(ＨＳＥ)ꎻＨ:防御与胁迫应答元件(ＴＣ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ)ꎻ“－”表示没有ꎮ

２.３　 小桐子 １４￣３￣３基因家族的组织表达分析

　 　 基因结构分析结果表明ꎬＪｃ１４￣３￣３ｂ 是小桐子非

ε 类 １４￣３￣３ 基因中唯一包含 ５ 个外显子的基因ꎬ
Ｊｃ１４￣３￣３ｈ 是小桐子 ε 类 １４￣３￣３ 基因中最长的基因

(表 ２ꎬ图 １)ꎮ 另外ꎬ表 ３ 显示ꎬＪｃ１４￣３￣３ｂ 与 Ｊｃ１４￣３￣
３ｈ 分别是小桐子非 ε 类和 ε 类 １４￣３￣３ 基因中包含

激素响应元件与非生物胁迫元件最多的 ２ 个基因ꎬ
且只有这 ２ 个基因鉴定到低温响应元件(ＬＴＲ)ꎮ 基

于以上分析结果ꎬ通过实时荧光定量试验ꎬ对 Ｊｃ１４￣
３￣３ｂ 与 Ｊｃ１４￣３￣３ｈ 进行组织差异与低温胁迫表达分

析ꎮ 结果表明ꎬＪｃ１４￣３￣３ｂ 与 Ｊｃ１４￣３￣３ｈ 在小桐子的

各组织器官中都有表达ꎬ但存在组织表达特异性ꎬ其
中ꎬ２ 个基因都在茎中表达量较高ꎬ其次是根ꎬ而在

叶中表达量相对较低ꎬ且 Ｊｃ１４￣３￣３ｈ 的表达量在各器

官中都高于 Ｊｃ１４￣３￣３ｂ(图 ６)ꎮ 对 Ｊｃ１４￣３￣３ｂ 与 Ｊｃ１４￣
３￣３ｈ 在高表达器官茎与根中进行低温胁迫表达研

究ꎬ结果(图 ７)显示ꎬＪｃ１４￣３￣３ｂ 与 Ｊｃ１４￣３￣３ｈ 基因在

小桐子茎与根中表现出相同的低温诱导表达趋势ꎮ
Ｊｃ１４￣３￣３ｂ 在根中低温胁迫 ０.５ ｈ 达到最大表达量ꎬ
较对照上调表达 ８.００ 倍ꎬ而 Ｊｃ１４￣３￣３ｂ 在茎以及 Ｊｃ１４￣
３￣３ｈ 在茎与根中ꎬ都在低温胁迫 ３􀆰 ０ ｈ 达到最大表达

量ꎬ分别较对照上调表达 １.９９、３.１５、４.２４ 倍ꎬ但到低温

胁迫 １２􀆰 ０ ｈ 时ꎬ都快速下调表达ꎬ且都低于对照的表

达量ꎬ之后随着低温胁迫的持续ꎬ又上调表达且保持

比对照高的表达量ꎮ 说明ꎬＪｃ１４￣３￣３ｂ 与 Ｊｃ１４￣３￣３ｈ 基

因都属于小桐子低温胁迫诱导基因ꎬ与小桐子的抗冷

性形成直接相关ꎬ且存在低温下持续诱导表达特性ꎮ

图 ６　 小桐子不同器官中 １４￣３￣３ｂ与 １４￣３￣３ｈ基因的差异表达分析

Ｆｉｇ.６　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ １４￣３￣３ｂ ａｎｄ １４￣３￣３ｈ ｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ

３　 讨 论

通过全基因组分析ꎬ已经对多种模式植物的

１４￣３￣３ 基因进行了鉴定及分析ꎬ拟南芥中有 １５ 个

(ＧＲＦ１ ~ ＧＲＦ１５) [９]ꎬ 水稻中有 ８ 个 ( ＯｓＧＦ１４ａ ~
ＯｓＧＦ１４ｈ ) [２８]ꎬ 大 豆 中 有 １８ 个 ( ＳＧＦ１４ａ￣
ＳＧＦ１４ｐ) [２９]ꎬ棉花中有 ２５ 个[３２]ꎬ大麦中有 ５ 个[３３]ꎬ
番茄中有 １２ 个(ＴＦＴ１ ~ ＴＦＴ１２) [３０]ꎮ 不同物种的
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图 ７　 小桐子 １４￣３￣３ｂ 与 １４￣３￣３ｈ 基因在低温胁迫下的表达分析

Ｆｉｇ.７　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｊ. ｃｕｒｃａｓ １４￣３￣３ｂ ａｎｄ １４￣３￣
３ｈ ｇｅｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ｃｈｉｌｌｉｎｇ ｓｔｒｅｓｓ

１４￣３￣３ 基因家族成员的表达存在明显的器官特异

性ꎬ拟南芥中 １５ 个 １４￣３￣３ 基因有 １２ 个具有转录活

性ꎬ只有 ＧＲＦ１ 与 ＧＲＦ２ 在所有的器官中都有表达ꎬ
而大部分 １４￣３￣３ 基因的表达具有明显的组织特异

性ꎬ如 ＧＲＦ１４ 仅在生殖器官中表达[９]ꎮ 本研究中小

桐子 Ｊｃ１４￣３￣３ｂ 与 Ｊｃ１４￣３￣３ｈ 都在茎中表达量较高ꎮ
同时 １４￣３￣３ 基因在植物的不同发育时期其表达也

表现出特异性ꎬ大豆中鉴定到的 １８ 个 １４￣３￣３ 基因有

１６ 个具有转录活性ꎬ其中 ＳＧＦ１４ｐ 基因在种子发育

的早期表达量较高ꎬ随着种子的成熟其表达量逐渐

下降[２９]ꎮ 另外ꎬ多种非生物胁迫(如盐害ꎬ低温)能
诱导不同 １４￣３￣３ 基因的表达ꎬ盐胁迫下番茄幼根中

ＴＦＴ１、ＴＦＴ４、ＴＦＴ７、ＴＦＴ１０ 基因上调表达显著[３０]ꎬ水
稻 ＯｓＧＦ１４ｂ 与 ＯｓＧＦ１４ｇ 可以被所有非生物胁迫与

激素诱导表达ꎬ有 ６ 个 １４￣３￣３ 基因可以被水杨酸

(Ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄꎬＳＡ)诱导表达ꎬ而所有水稻 １４￣３￣３ 基

因都可以被低温诱导ꎬ与水稻 ＯｓＧＦ１４ 基因的启动

子区域鉴定到低温响应元件的结果相吻合[２８]ꎮ 小桐

子中 ９ 个 １４￣３￣３ 基因只有 Ｊｃ１４￣３￣３ｂ 与 Ｊｃ１４￣３￣３ｈ 在

其基因调控序列鉴定到低温响应元件ꎬ而 ｑＲＴ￣ＰＣＲ
试验结果也表明这 ２ 个基因属于低温诱导基因ꎮ

１４￣３￣３ 蛋白通过结合磷酸化 Ｓｅｒ / Ｔｈｒ 的靶蛋白

发挥其调控作用ꎬ其中 Ｈ＋ ￣ＡＴＰ 酶、硝酸还原酶、磷
酸蔗糖合成酶是植物体内作用范围最广且受 １４￣３￣３
蛋白调控的关键酶ꎮ Ｈ＋ ￣ＡＴＰ 酶作为植物生命活动

的“主宰酶”ꎬ存在于植物的所有外膜与内膜系统

中ꎬ通过建立跨膜的电化学梯度维持细胞内外环境

的离子渗透势的平衡ꎬ参与植物气孔的开闭、营养物

质的运输及多种胁迫的响应等生理过程ꎮ １４￣３￣３ 蛋

白是 Ｈ＋ ￣ＡＴＰ 酶的主要调节因子ꎬ通过结合 Ｈ＋ ￣ＡＴＰ
酶的 Ｃ 末端自抑区的磷酸化序列而提高 Ｈ＋ ￣ＡＴＰ 酶

的活性ꎬ在拟南芥中ꎬ质膜 Ｈ＋ ￣ＡＴＰ 酶 Ｔｈｒ９８０磷酸化

后ꎬ１４￣３￣３ 蛋白通过结合 ８８４ 位氨基酸残基从而提

高其活性[３４]ꎬ而在菠菜中ꎬＣ 末端的 Ｓｅｒ９４８磷酸化后

１４￣３￣３ 蛋白的结合也可以提高其活性[３５]ꎮ 研究发

现ꎬ在此过程中ꎬ壳梭孢素(ＦＣ)能够稳定 １４￣３￣３ 蛋

白与靶蛋白复合体ꎬ从而进一步提高与维持 Ｈ＋ ￣
ＡＴＰ 酶的活性[３６]ꎬ而 ５′￣ＡＭＰ 却通过抑制 ＦＣ 的形

成ꎬ间接影响复合体的稳定性ꎬ从而抑制 Ｈ＋ ￣ＡＴＰ 酶

的活性[３７]ꎮ 通过 ＮｅｔＰｈｏｓ 分析小桐子质膜 Ｈ＋ ￣ＡＴＰ
酶(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＸＰ＿０１２０７５１２８.１)Ｃ 末端自抑

区的潜在磷酸化位点显示ꎬ其包含 Ｓｅｒ８４９、 Ｔｈｒ８６４、
Ｔｈｒ８６５、Ｓｅｒ９０２、Ｓｅｒ９０７、Ｔｈｒ９２７ 可能磷酸化位点ꎬ这些位

点的磷酸化可以诱发小桐子 １４￣３￣３ 家族蛋白的结

合从而提高质膜 Ｈ＋ ￣ＡＴＰ 酶的活性ꎬ但具体诱发磷

酸化位点、１４￣３￣３ 蛋白结合位点以及参与的 １４￣３￣３
蛋白类型有待进一步的深入研究ꎮ
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