
江苏农业学报(Ｊｉａｎｇｓｕ Ｊ.ｏｆ Ａｇｒ.Ｓｃｉ.)ꎬ２０２２ꎬ３８(４):８８９￣８９９
ｈ ｔｔｐ: / / ｊ ｓ ｎ ｙ ｘ ｂ. ｊａ ａ ｓ.ａ ｃ.ｃ ｎ

宋　 刚ꎬ方志刚ꎬ王玉龙ꎬ等. 柳枝稷 ＢｉＰ 基因的鉴定、表达分析和抗逆境功能[Ｊ].江苏农业学报ꎬ２０２２ꎬ３８(４):８８９￣８９９.
ｄｏｉ:１０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１０００￣４４４０.２０２２.０４.００４

柳枝稷 ＢｉＰ 基因的鉴定、表达分析和抗逆境功能

宋　 刚１ꎬ２ꎬ　 方志刚３ꎬ　 王玉龙２ꎬ　 蔡庆生２

(１.江苏农林职业技术学院茶与食品科技学院ꎬ江苏 句容 ２１２４００ꎻ ２.南京农业大学生命科学学院ꎬ江苏 南京 ２１００９５ꎻ ３.喀
什大学生命与地理科学学院ꎬ新疆 喀什 ８４４０９９)

收稿日期:２０２１￣１２￣１６
基金项目:国家自然科学基金面上项目(３１３７２３５９)ꎻ江苏省教育厅

面上项目(１９ＫＢ１８００１５)
作者简介:宋　 刚(１９７８－)ꎬ男ꎬ江苏盐城人ꎬ博士ꎬ副教授ꎬ主要从事
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　 　 摘要:　 有害环境条件对植物生长发育有不利影响ꎬ并会引起蛋白质变性或错误折叠ꎮ 分子伴侣之一的绑定蛋

白(ＢｉＰ)通过减轻错误折叠蛋白质引起的内质网应激发挥重要的保护作用ꎮ 柳枝稷(Ｐａｎｉｃｕｍ ｖｉｒｇａｔｕｍ Ｌ.)是一种原

产于北美、多年生 Ｃ４ 型禾本科植物ꎮ 由于其生物量大、适应性强ꎬ近年来被作为能源植物研究和利用ꎮ 为明确柳枝

稷中 ＢｉＰ 基因及其在逆境下的表达和功能ꎬ本研究通过对柳枝稷基因组数据本地 ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ结合具有 ＢｉＰ 保守结

构域和内质网驻留信号序列(ＨＤＥＬ)特征筛选的条件ꎬ共在柳枝稷基因组中鉴定出 ４ 个 ＢｉＰ 基因ꎬ命名为 ＰｖＢｉＰ１ａ、
ＰｖＢｉＰ１ｂ、ＰｖＢｉＰ２、ＰｖＢｉＰ３ꎬ分别位于 １ 号和 ５ 号染色体上ꎮ 多物种序列比对和进化分析结果表明ꎬＰｖＢｉＰｓ 具有 ＢｉＰ 蛋

白典型功能结构域ꎬＰｖＢｉＰ１ａ 和 ＰｖＢｉＰ１ｂ 聚成一个进化枝ꎬ并与水稻 ＯｓＢｉＰ１ 聚为一类ꎬ都含有 ７ 个内含子结构ꎻＰｖＢｉＰ２
与 ＰｖＢｉＰ３ 聚为另一进化枝ꎬ无内含子结构ꎮ 上游 ２ ｋｂ 启动子序列分析结果表明ꎬＰｖＢｉＰｓ 主要包括胁迫防御和激素应

答顺式作用元件ꎮ ＰｖＢｉＰｓ 受内质网胁迫诱导剂二硫苏糖醇诱导表达ꎬ在 ＮａＣｌ、ＰＥＧ、ＡＢＡ 和 ＣｄＣｌ２胁迫下表现出上调

表达ꎬＰｖＢｉＰ２ 相对表达量的峰值最高ꎮ 将 ＰｖＢｉＰ１ａ、ＰｖＢｉＰ２ 与 ＰｖＢｉＰ３ 克隆至 ｐＧＡＤ４２６ 载体并转化酵母ꎬ在 ＣｄＣｌ２、
ＮａＣｌ 和甘露醇胁迫下进行耐性验证ꎬ结果显示ꎬ３ 个基因对镉和盐胁迫都有耐性ꎬ对甘露醇胁迫无耐性ꎮ 本研究结果

将为深入挖掘柳枝稷 ＢｉＰ 基因功能、提升柳枝稷在逆境下尤其是对重金属镉胁迫的耐性提供理论基础ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ａｄｖｅｒｓｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｈａｖｅ ｄｅｔｒｉｍｅｎｔａｌ ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ａｎｄ ｃａｎ ｃａｕｓｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ ｏｒ ｍｉｓｆｏｌｄｉｎｇ. Ａｓ ｏｎｅ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｐｅｒｏｎｅｓꎬ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ (ＢｉＰ) ｐｌａｙｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ
ｅｆｆｅｃｔ ｂｙ ａｌｌｅｖｉａｔｉｎｇ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ (ＥＲ) ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｍｉｓｆｏｌｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ. Ｓｗｉｔｃｈｇｒａｓｓ (Ｐａｎｉｃｕｍ ｖｉｒｇａｔｕｍ Ｌ.) ｉｓ ａ
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ＢｉＰ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ａｎｄ ＥＲ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｓｉｇｎａｌ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ＨＤＥＬꎬ ｆｏｕｒ ＢｉＰ ｇｅｎｅｓ ｎａｍｅｄ ＰｖＢｉＰ１ａꎬ ＰｖＢｉＰ１ｂꎬ ＰｖＢｉＰ２
ａｎｄ ＰｖＢｉＰ３ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ｓｗｉｔｃｈｇｒａｓｓꎬ
ｗｈｉｃｈ ｌｏｃａｔｅｄ ｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ １ ａｎｄ ５ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｒｅｓｕｌｔｓ
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ｏｆ ｍｕｌｔｉ￣ｓｐｅｃｉｅｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔꎬ ＰｖＢｉＰｓ ｈａｄ ｔｈｅ ｔｙｐｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ＢｉＰꎬ
ＰｖＢｉＰ１ａ ａｎｄ ＰｖＢｉＰ１ｂ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｃｌａｄｅꎬ ａｎｄ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｃａｔｅｇｏｒｙ ｗｉｔｈ ｒｉｃｅ ＯｓＢｉＰ１ꎬ ｂｏｔｈ ＰｖＢｉＰ１ａ ａｎｄ ＰｖＢｉＰ１ｂ ｃｏｎ￣
ｔａｉｎｅｄ ｓｅｖｅｎ ｉｎｔｒｏｎｓ. ＰｖＢｉＰ２ ａｎｄ ＰｖＢｉＰ３ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｉｎｔｏ ａｎｏｔｈｅｒ ｃｌａｄｅꎬ ａｎｄ ｎｅｉｔｈｅｒ ｏｆ ｔｈｅｍ ｈａｄ ｉｎｔｒｏｎ. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｕｐ￣
ｓｔｒｅａｍ ２ ｋｂ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔꎬ ｔｈｅ ＰｖＢｉＰｓ ｍａｉｎｌｙ ｃｏｎｓｉｓｔｅｄ ｏｆ ｃｉｓ￣ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ｓｔｒｅｓｓ ｄｅｆｅｎｓｅ ａｎｄ ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ.
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＰｖＢｉＰｓ ｗｅｒｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＥＲ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｄｕｃｅｒ ｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ ａｎｄ ｗｅｒｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｕｎｄｅｒ ＮａＣｌꎬ ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌꎬ
ＡＢＡ ａｎｄ ＣｄＣｌ２ ｓｔｒｅｓｓｅｓ. Ａｍｏｎｇ ｔｈｅｍꎬ ＰｖＢｉＰ２ ｈａｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｐｅａｋ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ. ＰｖＢｉＰ１ａꎬ ＰｖＢｉＰ２ ａｎｄ
ＰｖＢｉＰ３ ｗｅｒｅ ｔｈｅｎ ｃｌｏｎｅｄ ｉｎｔｏ ｐＧＡＤ４２６ ｖｅｃｔｏｒ ａｎｄ ｔｈｅ ｖｅｃｔｏｒ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｔｒａｎｓｆｏｒｍ ｙｅａｓｔ ｔｏ ｖｅｒｉｆｙ ｔｈｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｕｎｄｅｒ ＣｄＣｌ２ꎬ
ＮａＣｌ ａｎｄ ｍａｎｎｉｔｏｌ ｓｔｒｅｓｓｅｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔꎬ ＰｖＢｉＰｓ ｗｅｒｅ ｔｏｌｅｒａｎｔ ｔｏ Ｃｄ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｂｕｔ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｔｏｌｅｒａｎｔ ｔｏ
ｍａｎｎｉｔｏｌ ｓｔｒｅｓｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｃａｎ ｐｒｏｖｉｄｅ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｅ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＢｉＰ ｇｅｎｅ ｉｎ ｓｗｉｔｃｈ￣
ｇｒａｓｓ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｏ ａｄｖｅｒｓｅ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ (ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ｕｎｄｅｒ Ｃｄ ｓｔｒｅｓｓ) ｏｆ ｓｗｉｔｃｈｇｒａｓｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｓｗｉｔｃｈｇｒａｓｓꎻ ＢｉＰꎻ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ ｓｔｒｅｓｓꎻ ｙｅａｓｔ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ

　 　 内质网(Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍꎬＥＲ)是所有真核

生物细胞中蛋白质的分泌场所ꎬ其介导了蛋白质合

成、折叠和组装ꎬ负责调节新生蛋白质的质量[１]ꎮ
在 ＥＲ 腔体空间内ꎬ由驻留的分子伴侣蛋白执行这

些任务和功能ꎬ如属于热激蛋白 ７０ 家族(Ｈｓｐ７０)的
免疫重链绑定蛋白(ＢｉＰ)ꎮ 为了维持 ＥＲ 功能的精

确性ꎬ细胞演化出一种蛋白质监控信号通路———未

折叠蛋白应答途径 (ＵＰＲ) [２￣４]ꎮ ＥＲ 系统在遭受外

来胁迫(如高温、干旱、盐害等)时ꎬ细胞内会积累大

量未折叠蛋白或错误折叠蛋白ꎬ发生 ＥＲ 胁迫ꎬ此时

细胞会启动 ＵＰＲ [５]ꎮ 为恢复体内蛋白质合成的平

衡ꎬ植物细胞需要通过上调编码内质网分子伴侣和

折叠酶的基因来重建蛋白质折叠能力和需求之间的

平衡ꎬＢｉＰ 即为这些基因之一[６]ꎮ 类似 Ｈｓｐ７０ 家族

中其他同源蛋白ꎬＢｉＰ 具有 ２ 个保守结构域: Ｎ 端相

对分子质量大约４４ ０００的 ＡＴＰ 绑定结构域(ＡＢＤ)ꎬ
Ｃ 端相对分子质量大约１６ ０００的多肽绑定结构域

(ＰＢＤ)ꎮ ＰＢＤ 结构域负责与未折叠蛋白质底物结

合ꎬ并受与 ＡＢＤ 结构域结合的核苷酸调控[７]ꎮ ＢｉＰ
还包括一个 Ｃ 端 ＥＲ 驻留信号 ( ＥＲ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｓｉｇ￣
ｎａｌｓ)ꎬ功能是使蛋白质留在 ＥＲ 内腔ꎬ在植物中其氨

基酸 序 列 通 常 是 “ ＨＤＥＬ ”ꎬ 在 哺 乳 动 物 中 是

“ＫＤＥＬ” [８]ꎮ ＢｉＰ 在酵母和哺乳动物中是单个存在

的ꎬ但在高等植物中是小且高度保守的基因家族并

且分散在基因组内ꎬ如大豆中含 ２ 个[９]ꎬ拟南芥[１０]、
小麦[１１]和辣椒[１２]中都含有 ３ 个ꎬ烟草[１３]和水稻[１４]

中则均含有 ６ 个ꎮ 研究结果表明ꎬ过表达 ＢｉＰ 能增

强植物对环境胁迫的耐受性ꎮ 大豆 ＢｉＰ 在烟草[１５]

和大豆[１６]中的过表达ꎬ通过防止内源性氧化应激ꎬ
赋予转基因植物抗旱性ꎮ 过表达辣椒 ＣａＢｉＰ１ 的拟

南芥转基因植株自身降低了活性氧积累量ꎬ增加了

保水性ꎬ刺激 ＵＰＲ 通路和相关应激基因的表达ꎬ提
高了对多个环境胁迫的耐受性ꎬ包括热、渗透、盐和

干旱[１７]ꎮ 此外ꎬ枸杞 ＬｃＢｉＰ 在烟草中过表达提升了

烟草对重金属 Ｃｄ 的耐受性[１８]ꎮ
柳枝稷(Ｐａｎｉｃｕｍ ｖｉｒｇａｔｕｍ Ｌ.)为原产于北美的多

年生暖季 Ｃ４ 型禾本科植物ꎬ根系发达ꎬ抗旱能力强ꎬ
产量高ꎬ适合在边际土地中生长[１９￣２０]ꎮ 由于低成本和

高生物量ꎬ尤其纤维素含量高ꎬ使其成为理想的生物

质能源植物[２１]ꎮ 研究指出ꎬ在重金属污染尤其是 Ｃｄ
污染土地上种植柳枝稷为代表的能源植物可实现生

物质资源开发与污染土地利用的双赢[２２]ꎬ因此提升

柳枝稷对重金属 Ｃｄ 的耐受性就显得尤为重要ꎮ 植物

ＢｉＰ 基因在细胞中响应 ＵＰＲꎬ逆境条件下表现出多样

化功能ꎬ可作为柳枝稷提升耐性的候选基因ꎬ但关于

柳枝稷 ＢｉＰ 基因的研究还未见报道ꎮ 本研究对柳枝

稷 ＢｉＰ 基因进行鉴定ꎬ分析非生物胁迫下 ＢｉＰ 基因的

表达模式和功能ꎬ为柳枝稷分子改良ꎬ提升其对重金

属尤其 Ｃｄ 的耐受性提供理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 植物材料和试验处理

选取大小一致、均匀饱满的柳枝稷品种 Ａｌａｍｏ
种子在 ５０％的硫酸中浸泡(摇床振荡)２０ ｍｉｎꎬ用去

离子水冲洗干净ꎬ再用 ７０％乙醇溶液浸泡 ３０ ｍｉｎꎬ用
去离子水冲洗干净ꎬ播种于盛有去离子水的培养盒

水面的塑料滤网上发芽ꎬ培养温度为(２５±２) ℃ꎬ相
对湿度 ７０％ꎬ光照每天 １２ ｈꎮ 待柳枝稷发芽生长至

３ 张幼叶时ꎬ将大小一致的健壮幼苗转移至塑料烧

杯中水培ꎬ培养条件设置为:温度 ３０ ℃ (日) / ２０ ℃
(夜)ꎬ光周期 １４ ｈ(日) / １０ ｈ (夜)ꎮ 培养过程中每

隔 １ ｄ 调整烧杯的位置ꎬ降低边缘效应[２３]ꎮ
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待植株生长至 ５ 张全展叶时用 ０􀆰 １ ｍｍｏｌ / Ｌ脱
落酸(ＡＢＡ)和 １５􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ二硫苏糖醇(ＤＴＴ)喷施

处理ꎬ以正常生长植株为对照ꎬ在喷施处理后 ０ ｈ、３
ｈ、６ ｈ、１２ ｈ 和 ２４ ｈ 分别采集叶片为样品ꎮ 对幼苗

分别用 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ、２００ ｇ / Ｌ聚乙二醇(ＰＥＧ)、
５０ μｍｏ / Ｌ ＣｄＣｌ２水溶液培养ꎬ进行盐胁迫、干旱渗透

胁迫和重金属 Ｃｄ 胁迫处理ꎬ处理后在 ０ ｈ、１ ｈ、３ ｈ、
６ ｈ、１２ ｈ 和 ２４ ｈ ６ 个时间点进行全株采样[２４]ꎮ 样

品经液氮速冻后存放于－８０ ℃用于 ＲＮＡ 提取ꎮ 本

试验每个处理设置 ３ 个生物学重复和 ２ 个技术重

复ꎮ
１.２　 试验试剂、菌株和载体

实 时 荧 光 定 量 ＰＣＲ 试 剂 盒 Ｒｏｃｈｅ ＳＹＢＲ
ＧＲＥＥＮ Ｍａｓｔｅｒ(ＲＯＸ)购自罗氏(Ｒｏｃｈｅ)公司ꎬＴ４ 连

接酶、限制性内切酶购自 ＮＥＢ 公司ꎬ植物基因组

ＤＮＡ 提取试剂盒购自原平皓(天津)生物技术有限

公司ꎬ植物 ＲＮＡ 提取试剂盒、质粒提取试剂盒、ＰＣＲ
产物回收试剂盒、琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒均购

自 ＯＭＥＧＡ 公司ꎬ其他化学试剂与耗材统一购自南

京寿德实验器材有限公司ꎮ
大肠杆菌菌株 ＤＨ５α、酵母菌株 ＹＣＦ１、 Ｇ１９、

ＨＯＧ１ 以及入门载体 ｐＥＮＤ￣ｌｉｎｋｅｒ 和酵母表达载体

ｐＧＡＤ４２６ 均由南京农业大学草业学院草坪生理生

化实验室馈赠ꎮ
１.３　 生物信息学分析

柳枝稷参考基因组数据下载自植物基因组网站

Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ( ｈｔｔｐ: / / ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ. ｊｇｉ. ｄｏｅ. ｇｏｖ / ꎬ Ｐａｎｉｃｕｍ
Ｖｉｒｇａｔｕｍ＿５１６＿ Ｖ５.１)ꎬ从美国国家生物技术信息中

心(ＮＣＢＩ)网站( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / )检

索 ＢｉＰ 蛋白并下载序列ꎬ将下载序列与柳枝稷蛋白

质序列进行本地 ＢＬＡＳＴ 比对ꎮ 比对上的序列通过

ＣＤＤ(Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎ Ｄａｔａｂａｓｅ)数据库( ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｗｗ.ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｃｄｄ)检索是否具有 ＧＰＲ７８ /
ＢｉＰ / ＫＡＲ２ 保 守 结 构 域 ( ＫＯＧ 数 据 库 编 号

ＫＯＧ０１００) [２５]ꎬ如有则为 ＢｉＰ 候选序列ꎮ 再检查候

选序列 Ｃ 端是否含有 ＥＲ 驻留信号序列“ＨＤＥＬ”以
确定 ＢｉＰꎮ 使用在线工具 ＰＲＯＴＰＡＲＡＭ ( ｈｔｔｐ: / /
ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )预测分析 ＢｉＰ 蛋白质编

码氨基酸序列大小、相对分子质量、等电点和氨基酸

残基的疏水性ꎮ 用 ＷＯＬＦ ＰＳＯＲＴ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｇｅｎ￣
ｓｃｒｉｐｔ.ｃｏｍ / ｗｏｌｆ￣ｐｓｏｒｔ.ｈｔｍｌ)预测蛋白质亚细胞定位ꎬ
用 ＳｉｇｎａｌＰ５. ０ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / Ｓｉｇ￣

ｎａｌＰ / )预测蛋白质信号肽位点ꎮ 多序列比对采用

ＭＥＧＡ ７.０ 完成ꎬ通过 ＭＥＧＡ ７.０ 构建多物种系统发

育树(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄꎬｂｏｏｔｓｔｒａｐ＝ １ ０００)ꎮ 使

用 ＭＥＭＥ(ｈｔｔｐ: / / ｍｅｍｅ. ｎｂｃｒ. ｎｅｔ / ｍｅｍｅ / )网站鉴定

ＰｖＢｉＰｓ 的保守基序(ｍｏｔｉｆ)ꎬｍｏｔｉｆ 的最大数目设定为

１０ 个ꎬｍｏｔｉｆ 长度为６~ １００ 个氨基酸ꎬ其他参数默认

设置ꎮ 从柳枝稷基因组注释文件中提取出 ＢｉＰ 基因

的注释信息ꎬ导入 Ｇｅｎｅ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ Ｄｉｓｐｌａｙ Ｓｅｒｖｅｒ (ＧＳ￣
ＤＳ)网站(ｈｔｔｐ: / / ｇｓｄｓ. ｃｂｉ.ｐｋｕ.ｅｄｕ.ｃｎ / )分析基因的

外显子￣内含子结构ꎮ 提取 ＰｖＢｉＰｓ 上游 ２ ｋｂ 启动子

序列ꎬ使用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ ｖ１.０ (ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ.
ｐｓｂ.ｕｇｅｎｔ. ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )数据库进行

顺式作用元件分析ꎮ
１.４　 植物基因组 ＤＮＡ 和总 ＲＮＡ 提取、ｃＤＮＡ 合成

与实时荧光定量 ＰＣＲ
　 　 取柳枝稷新鲜植物组织 ０.１ ｇꎬ用植物基因组

ＤＮＡ 提取试剂盒[原平皓(天津)生物技术有限公司

产品]提取 ｇＤＮＡꎮ 取柳枝稷幼苗全株样 １００ ｍｇ 并

用液氮速冻ꎬ使用 ＯＭＥＧＡ Ｅ. Ｚ. Ｎ. Ａ.􀅺 ｐｌａｎｔ ＲＮＡ
Ｋｉｔ 提取植物总 ＲＮＡꎮ 以 ２ μｇ 总 ＲＮＡ 为模板ꎬ使用

ＲＮＡ 反转录试剂盒反转录合成 ｃＤＮＡꎮ
利用在线引物设计工具(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ.

ｃｏｍ / ｔｏｏｌｓ.ｈｔｍｌ＃ｂｉｏｌｏｇｙ)设计扩增引物ꎬ引物序列见

表 １ꎬ内参基因使用 ＰｖＦＴＳＨ４[２６]ꎬ引物由生工生物工

程(上海)股份有限公司合成ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 反应体系:
２× ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ Ｍａｓｔｅｒ １０􀆰 ０ μｌ、 ｃＤＮＡ ２􀆰 ５ μｌ、
Ｇｅｎｅｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓｆ(Ｆ / Ｒ) ２􀆰 ５ μｌꎬ添加 ｄｄＨ２Ｏ 至

２０􀆰 ０ μｌꎮ 反应程序:９５ ℃ １０ ｍｉｎꎬ９５ ℃ １５ ｓꎬ６０ ℃
２０ ｓꎬ荧光信号检测ꎬ ４０ 个循环ꎮ 试验在 Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ ７５００ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｓｙｓｔｅｍ (Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏ￣
ｓｙｓｔｅｍｓꎬＦｏｓｔｅｒ ＣｉｔｙꎬＣＡꎬＵＳＡ) 上进行ꎬ每个处理设

置 ３ 次独立生物学重复和 ２ 次技术重复取样ꎬ采用

２－△△Ｃｔ法计算基因相对表达量ꎮ
１.５　 柳枝稷 ＰｖＢｉＰ 基因克隆、酵母异源表达与抗性

分析

　 　 根据 ＰｖＢｉＰ 基因编码序列 ( Ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬ
ＣＤＳ)ꎬ设计合成引物(表 １)ꎬ以 ｇＤＮＡ 为模板ꎬ通过

Ｑ５ 高保真 ＤＮＡ 聚合酶扩增获得目的基因片段ꎬ
ＰＣＲ 反应体系为:Ｑ５ Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ １０􀆰 ０ μｌ、Ｑ５ ＧＣ
Ｅｎｈａｎｃｅｒ １０􀆰 ０ μｌ、ｄＮＴＰＭｉｘ ４􀆰 ０ μｌ、Ｔｅｍｐｌａｔｅ ｇＤＮＡ
４􀆰 ０ μｌ、Ｆ ＋ Ｒ (２􀆰 ５ μｌ ＋ ２􀆰 ５ μｌ)、Ｑ５ ｈｉｇｈ￣ｆｉｄｅｌｉｔｙ
ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ０􀆰 ５ μｌꎬ添加 ｄｄＨ２Ｏ 至 ５０􀆰 ０ μｌ ꎮ 反
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应程序为: ９８ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９８ ℃变性 ３０ ｓꎬ６３ ℃
退火 １０ ｓꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 ５
ｍｉｎꎬ１０ ℃ꎬ１０ ｍｉｎꎮ 用 Ｅ.Ｚ.Ｎ.Ａ Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ￣
Ｓｐｉｎ 试剂盒回收产物ꎮ 将双酶切后的入门载体

ｐＥＮＤ￣ｌｉｎｋｅｒ 与 ＰｖＢｉＰ 目的基因片段连接ꎬ转化大肠

杆菌感受态细胞 ＤＨ５αꎬ挑取阳性克隆进行 ＰＣＲ 检

测ꎮ 选取与目标条带大小一致的菌液提取质粒ꎬ送
南京擎科生物科技有限公司测序ꎮ

提取测序结果正确的阳性克隆质粒ꎬ用限制性

内切酶 ＰｖｕⅠ进行线性化处理ꎮ 将目的片段与表达

载体 ｐＧＡＤ４２６ 进行 ＬＲ 重组反应ꎬ转化大肠杆菌感

受态 ＤＨ５αꎬ挑取阳性克隆ꎬ根据载体大小和通过

ＰＣＲ 检测的情况ꎬ确定重组反应得到正确的表达载

体并提取阳性克隆质粒ꎮ 制备盐敏感酵母菌株

Ｇ１９、Ｃｄ 敏感酵母菌株 ＹＣＦ１ 和旱敏感酵母菌株

△ＨＯＧ１ 感受态细胞并加入表达载体 ｐＧＡＤ４２６￣
ＰｖＢｉＰ 质粒和 ｐＧＡＤ４２６￣ＧＵＳ 对照质粒进行酵母转

化ꎮ 将转化后的含 ＰｖＢｉＰ１ａ、ＰｖＢｉＰ２ 和 ＰｖＢｉＰ３ 的酵

母菌株单一克隆在液体培养基中培养至平台期

(ＯＤ６００ ＝ １)ꎬ然后使用无菌水将菌液按 １０ 倍、１００ 倍

和１ ０００倍梯度稀释ꎬ分别取 ５ μｌ 菌液按浓度依次点

在对照和处理平板上培养ꎬ胁迫处理分别使用 ３００
ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ、 ０. ５ ｍｏｌ / Ｌ 甘 露 醇 和 １００ μｍｏｌ / Ｌ
ＣｄＣｌ２ꎮ ５~６ ｄ 后观察酵母表型并采集照片ꎮ

表 １　 本试验所用引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

类别 基因 ＩＤ 引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

内参基因 ＰｖＦＴＳＨ４＿ｑｐｃｒ Ｆ:ＴＧＧＡＴＧＧＣＴＴＴＡＡＧＣＡＧＡＡＴＧＡ

Ｒ:ＣＡＡＡＡＣＧＣＣＣＡＧＧＴＣＴＧＡＣＴ

ＰｖＢｉＰｓ 非生物胁迫表达量检测 ＰｖＢｉＰ１ａ＿ｑｐｃｒ Ｆ:ＴＧＧＡＡＡＧＣＴＧＡＧＧＡＧＧＧＡＡＧ

Ｒ:ＧＴＴＧＴＴＣＡＧＣＴＣＣＴＣＧＡＡＣＣ

ＰｖＢｉＰ１ｂ＿ｑｐｃｒ Ｆ:ＡＣＡＡＣＧＧＴＧＴＧＴＴＴＧＡＧＧＴＧ

Ｒ:ＣＣＣＴＣＣＴＣＡＧＣＴＴＴＣＣＡＡＧＡ

ＰｖＢｉＰ２＿ｑｐｃｒ Ｆ:ＡＡＧＡＴＣＡＣＣＡＴＣＡＣＣＡＧＣＧＡ

Ｒ:ＣＧＴＡＣＧＴＣＴＣＣＡＧＣＴＴＧＴＴＧ

ＰｖＢｉＰ３＿ｑｐｃｒ Ｆ:ＡＣＧＴＣＴＡＣＣＡＧＧＴＣＡＡＧＡＧＣ

Ｒ:ＴＣＣＴＴＧＴＣＡＧＣＡＴＣＣＧＡＧＴＴ

ＰｖＢｉＰ 基因克隆 ＰｖＢｉＰ２＿ＣＤＳ Ｆ:ＡＴＧＧＣＧＡＴＧＣＴＧＧＣＴＣＧＣＧ

Ｒ:ＡＡＧＣＴＣＡＴＣＡＴＧＡＴＣＡＴＣＣＴＣ

ＰｖＢｉＰ３＿ＣＤＳ Ｆ:ＡＴＧＧＣＧＣＴＧＣＴＡＧＣＴＣＧＣＧＴＧＴ

Ｒ:ＡＡＧＣＴＣＡＴＣＡＴＧＡＴＣＡＴＣＣＴＣＴＴＣＴＴ

ＰｖＢｉＰ１ａ＿ＣＤＳ Ｆ:ＡＴＧＧＡＴＣＧＧＧＴＴＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧ

Ｒ:ＣＡＧＣＴＣＡＴＣＡＴＧＧＴＣＧＴＣＡＴＣＡＡＣ

２　 结果与分析

２.１　 柳枝稷 ＰｖＢｉＰ 基因的鉴定

在 ＮＣＢＩ 网站共检索并下载到 ２３ 个不同物种

(烟草、拟南芥、水稻、玉米、大豆、石榴等)中报道的

ＢｉＰ 蛋白序列ꎬ与柳枝稷参考基因组数据进行本地

ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ候选序列有多个转录本的取 １ 号转录

本ꎬ再经 “ＫＯＧ０１００”结构域和 “ＨＤＥＬ”２ 个筛选条

件ꎬ共筛选出 ４ 个 ＢｉＰ 基因ꎬ分别位于柳枝稷基因组

ｃｈｒ０１Ｋ、ｃｈｒ０１Ｎ、ｃｈｒ０５Ｋ、ｃｈｒ０５Ｎ 染色体上ꎬ蛋白质理

化信息及亚细胞定位预测信息见表 ２ꎮ 由于 Ｐａｖｉｒ.
１ＫＧ０２０８００.１ 和 Ｐａｖｉｒ.１ＮＧ０１０６００.１ 的蛋白质序列、
理化参数完全一致ꎬＣＤＳ 也只有微小差异ꎬ因此将它

们分别命名为 ＰｖＢｉＰ１ａ 和 ＰｖＢｉＰ１ｂꎬ分别把 Ｐａｖｉｒ.
５ＫＧ３００４００.１ 与 Ｐａｖｉｒ.５ＮＧ３８７２００.２ 命名为 ＰｖＢｉＰ２
和 ＰｖＢｉＰ３ꎮ 亚细胞定位预测结果显示ꎬ４ 个基因均

定位在 ＥＲꎬ所含信号肽(Ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅꎬＳＰ)分别由

２３ 个、２５ 个、２３ 个和 ２７ 个氨基酸残基组成ꎮ
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表 ２　 柳枝稷 ＢｉＰ 基因特征和亚细胞定位信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＢｉＰ ｇｅｎｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ｓｗｉｔｃｈｇｒａｓｓ

基因组 ＩＤ 基因名称 染色体定位 (５′→３′) 　 　 　
蛋白质

长度(ａａ) 相对分
子质量

等电点
(ＰＩ) 疏水性

信号肽氨基
酸残基数

(个)

Ｐａｖｉｒ.１ＫＧ０２０８００.１ ＰｖＢｉＰ１ａ Ｃｈ１Ｋ:２１０１２８９~２１０５３３３ ６６５ ７３ ４００ ５.１１ －０.４８５ ２３

Ｐａｖｉｒ.１ＮＧ０１０６００.１ ＰｖＢｉＰ１ｂ Ｃｈ１Ｎ:１１７２１３２~１１７６３５８ ６６５ ７３ ４００ ５.１１ －０.４８５ ２５

Ｐａｖｉｒ.５ＫＧ３００４００.１ ＰｖＢｉＰ２ Ｃｈ５Ｋ:５４１６７８５３~５４１７００７０ ６６５ ７３ ０８０ ５.１８ －０.３９７ ２３

Ｐａｖｉｒ.５ＮＧ３８７２００.２ ＰｖＢｉＰ３ Ｃｈ５Ｎ:５４０３３７８８~５４０３５６２１ ６６７ ７３ １５０ ５.０５ －０.３７７ ２７

２.２　 柳枝稷 ＰｖＢｉＰ 基因的生物信息学分析

使用水稻[１４]、拟南芥[１０]、枸杞[１８]、大豆[９]、石
榴[１４]、烟草[１４]等 ＢｉＰｓ 与 ＰｖＢｉＰｓ 蛋白构建系统发育

进化树(图 １)ꎮ 进化树显示ꎬＰｖＢｉＰ１ａ 和 ＰｖＢｉＰ１ｂ
聚为一个分支ꎬ这与 ２ 个基因编码相同的氨基酸序

列相吻合ꎮ 另外ꎬ它们与水稻 ＯｓＢｉＰ１ 的进化关系最

近ꎮ ＰｖＢｉＰ２、ＰｖＢｉＰ３ 与水稻 ＯｓＢｉＰ３、ＯｓＢｉＰ４、ＯｓＢｉＰ５
的遗传距离较近ꎮ

ｂｏｏｔｓｔｒａｐ＝ １ ０００ꎬ括号内为 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号ꎮ
图 １　 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ 法构建的柳枝稷与不同植物 ＢｉＰ 同源蛋

白质的系统进化树

Ｆｉｇ.１ 　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＢｉＰ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｓｗｉｔｃｈｇｒａｓｓ ｂｙ ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎ￣
ｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ

　 　 多物种同源序列比对结果(图 ２)显示ꎬ４ 个 ＰｖＢｉＰｓ
与 ７ 个同源 ＢｉＰｓ 的保守结构域ｄｏｍａｉｎ１~ｄｏｍａｉｎ５ 以及

５ 个高度保守氨基酸残基组成上高度一致ꎬｄｏｍａｉｎ ６
(ＨＤＥＬ)组成全部一致ꎮ ｍｏｔｉｆ 分析发现ꎬ在 ４ 个 ＰｖＢｉＰｓ
中 １０ 个 ｍｏｔｉｆ 的分布完全相同(图 ３ａ)ꎬｄｏｍａｉｎ１ 序列

“ＴＶＩＧＩＤＬＧＴＴＹＳＣ”是Ｈｓｐ７０ 家族成员中普遍存在的高

度保守序列[２７]ꎬ位于 ｍｏｔｉｆ ２ Ｎ 端ꎬ为 β￣磷酸化结合功

能区ꎮ Ｄｏｍａｉｎ ２ 序列对应 ｍｏｔｉｆ ４ Ｎ 端ꎬ为 γ￣磷酸化结

合功能区ꎬｄｏｍａｉｎ ３(腺苷酸结合功能区)位于ｍｏｔｉｆ ３ Ｎ
端ꎬｄｏｍａｉｎ ４(钙调素蛋白结合功能区)位于 ｍｏｔｉｆ ５ Ｎ
端[２５]ꎮ Ｃ 端 ５ 个高度保守的氨基酸残基ꎬ能促进与多

肽底物氢键的结合[５￣６]ꎬ还有重要的 α 或 β 多肽底物结

合基序 ｄｏｍａｉｎ ５(位于 ｍｏｔｉｆ ７ 和 ｍｏｔｉｆ ９)ꎬ能确保初始

多肽底物不从结合位置脱落释放[１１]ꎮ 综上ꎬＰｖＢｉＰｓ 具

有 ＢｉＰ 结构域且高度保守ꎮ
基因结构(图 ３ｂ)显示ꎬＰｖＢｉＰ１ａ、ＰｖＢｉＰ１ｂ 具有

７ 个内含子ꎬＰｖＢｉＰ２、ＰｖＢｉＰ３ 没有内含子ꎮ ＰｖＢｉＰｓ 上
游 ２ ｋｂ 启动子序列分析结果(表 ３)显示ꎬ它主要包

括响应非生物胁迫相关和激素应答 ２ 类顺式作用元

件ꎬ这些元件包括:响应低温胁迫的 ＬＴＲ 元件、响应

干旱胁迫的 ＭＢＳ 元件、与机械损伤有关的 ＷＵＮ￣
ｍｏｔｉｆ 元件、植物响应胁迫和防御的 ＴＣ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ
元件、响应脱落酸作用的 ＡＢＲＥ 元件、参与厌氧诱导

调节的 ＡＲＥ 元件、与缺氧特异性诱导有关的增强因

子 ＧＣ￣ｍｏｔｉｆ 元件、响应生长素的 ＴＧＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ 元件、
参与水杨酸反应的 ＴＣＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ 元件、参与赤霉素

响应调节的 ＴＡＴＣ￣ｂｏｘ 元件、参与生长素响应调节

的 ＡｕｘＲＲ￣ｃｏｒｅ 元件、参与茉莉酸甲酯响应调节的

ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆ 元件和 ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆ 元件ꎮ
２.３　 非生物胁迫对柳枝稷 ＢｉＰ 基因表达的影响

二硫苏糖醇(ＤＴＴ)是一种内质网诱导剂ꎬ能引

起被处理对象发生内质网胁迫而激发 ＵＰＲ[２８]ꎮ 通

过 ｑＰＣＲ 检测柳枝稷幼苗经 １５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＤＴＴ 喷施处

理后０~ ２４ ｈ ＰｖＢｉＰｓ 的相对表达量ꎬ结果(图 ４)表

明ꎬＰｖＢｉＰｓ 相对表达量总体呈现先下降后上升然后

又下降的趋势ꎬ到 ２４ ｈ 时降至接近 ０ ｈ 的水平ꎮ 各

基因对 ＤＴＴ 的响应存在差异ꎬＰｖＢｉＰ１ａ 与 ＰｖＢｉＰ１ｂ
的相对表达量峰值出现在 １２ ｈꎬＰｖＢｉＰ２、ＰｖＢｉＰ３ 的
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相对表达量在 ３ ｈ 达到峰值ꎬ且与 ＰｖＢｉＰ１ａ、ＰｖＢｉＰ１ｂ 的相对表达量相比更高ꎬ最高的是 ＰｖＢｉＰ２ꎮ

方框表示所对应 ｄｏｍａｉｎ 的氨基酸序列范围ꎬ箭头所指为高度保守氨基酸残基ꎮ
图 ２　 柳枝稷 ＢｉＰ 与拟南芥、水稻和枸杞中同源蛋白多序列比对

Ｆｉｇ.２　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ＢｉＰ ｏｆ ｓｗｉｔｃｈｇｒａｓｓ ｗｉｔｈ ＢｉＰ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓꎬ ｒｉｃｅ ａｎｄ Ｌｙｃｉｕｍ ｃｈｉｎｅｎｓｅ
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ＣＤＳ:编码序列ꎻＵＴＲ:非翻译区ꎻＩｎｔｒｏｎ:内含子ꎮ
图 ３　 柳枝稷 ＢｉＰ 基因保守基序分布(ａ)和基因结构(ｂ)
Ｆｉｇ.３　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆｓ (ａ) ａｎｄ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ (ｂ)ｏｆ ＢｉＰｓ ｉｎ ｓｗｉｔｃｈｇｒａｓｓ

表 ３　 柳枝稷 ＢｉＰ 基因启动子区胁迫和激素相关顺式作用元件

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ＢｉＰ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｓｗｉｔｃｈｇｒａｓｓ

基因名称 ＡＲＥ ＴＣ￣ｒｉｃｈ
ｒｅｐｅａｔｓ ＬＴＲ ＭＢＳ ＧＣ￣

ｍｏｔｉｆ
ＷＵＮ￣
ｍｏｔｉｆ

ＴＣＡ￣
ｅｌｅｍｅｎｔ

ＴＧＡ￣
ｅｌｅｍｅｎｔ

ＴＡＴＣ￣
ｂｏｘ

ＡｕｘＲＲ￣
ｃｏｒｅ ＡＢＲＥ ＣＧＴＣＡ￣

ｍｏｔｉｆ
ＴＧＡＣＧ￣
ｍｏｔｉｆ

ＰｖＢｉＰ１ａ ２ ０ ０ ２ ０ ０ １ ３ ０ ０ ６ ０ ６

ＰｖＢｉＰ１ｂ １ ０ ０ １ １ ０ １ １ ０ ０ ４ ０ ４

ＰｖＢｉＰ２ ０ １ １ １ ０ １ １ ０ １ ０ ８ ３ ３

ＰｖＢｉＰ３ ２ ０ １ １ ０ １ ０ ０ １ １ ３ ６ ８
ＬＴＲ:低温胁迫响应元件ꎻＭＢＳ:干旱胁迫响应元件ꎻＷＵＮ￣ｍｏｔｉｆ :机械损伤响应元件ꎻＴＣ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ:胁迫和防御响应元件ꎻＡＢＲＥ:脱落酸作用响
应元件ꎻＡＲＥ:参与厌氧诱导调节元件ꎻ ＧＣ￣ｍｏｔｉｆ:缺氧特异性诱导增强因子元件ꎻＴＧＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ:生长素响应元件ꎻＴＣＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ:水杨酸反应元
件ꎻＴＡＴＣ￣ｂｏｘ:赤霉素响应调节元件ꎻＡｕｘＲＲ￣ｃｏｒｅ:生长素响应调节元件ꎻＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆ、ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆ:茉莉酸甲酯响应调节元件ꎮ

图 ４　 二硫苏糖醇(ＤＴＴ)诱导内质网胁迫下柳枝稷 ＢｉＰ 基因的

表达

Ｆｉｇ.４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢｉＰｓ ｉｎ ｓｗｉｔｃｈｇｒａｓｓ ｕｎｄｅｒ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅ￣
ｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ (ＤＴＴ)

　 　 用ＮａＣｌ、ＰＥＧ、ＡＢＡ 和ＣｄＣｌ２处理柳枝稷幼苗２４ ｈꎬ
不同时间点 ＰｖＢｉＰｓ 相对表达量的变化如图 ５ 所示ꎮ 总

体上 ＰｖＢｉＰｓ 的相对表达量是先上调后下降的趋势ꎮ
ＮａＣｌ 胁迫下ꎬ各基因相对表达量峰值基本出现在 １２ ｈꎮ
ＰＥＧ 渗透胁迫下ꎬＰｖＢｉＰ１ａ 相对表达量峰值出现在６ ｈꎬ
比 ０ ｈ 处理上调 ６􀆰 ２ 倍ꎬＰｖＢｉＰ１ｂ 相对表达量上调 ５􀆰 ６
倍ꎻＰｖＢｉＰ２相对表达量峰值表现在 ３ ｈꎬ上调 ４􀆰 ０ 倍ꎬ
ＰｖＢｉＰ３相对表达量峰值在 １２ ｈꎬ上调 ４􀆰 ７ 倍ꎮ ＡＢＡ 处

理下ꎬＰｖＢｉＰ２相对表达量的峰值在 １２ ｈ ꎬ上调 ９􀆰 ０ 倍ꎬ
明显高于其他基因ꎮ ＣｄＣｌ２处理下ꎬＰｖＢｉＰ２ 相对表达量

峰值仍然出现在处理 １２ ｈꎬ上调 ９􀆰 ０ 倍ꎬＰｖＢｉＰ３ 相对表

达量的峰值在 ６ ｈꎬ达到 ８􀆰 ０ 倍ꎮ
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图 ５　 ＮａＣｌ、ＡＢＡ、ＰＥＧ 和 ＣｄＣｌ２胁迫处理下柳枝稷 ＢｉＰ 基因的表达

Ｆｉｇ.５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢｉＰｓ ｉｎ ｓｗｉｔｃｈｇｒａｓｓ ｕｎｄｅｒ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓꎬ ＡＢＡ ｓｔｒｅｓｓꎬ ＰＥＧ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ＣｄＣｌ２ ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

２.４　 柳枝稷 ＢｉＰ 基因克隆与酵母功能验证

通过 ＰＣＲ 扩增得到 ＰｖＢｉＰ１ａ、ＰｖＢｉＰ２ 和 ＰｖＢｉＰ３
全长ꎬ扩增产物见图 ６ꎮ
　 　 将扩增的 ＰｖＢｉＰ１ (实际按 ＰｖＢｉＰ１ａ 扩增)、
ＰｖＢｉＰ２ 和 ＰｖＢｉＰ３ 产物经同源重组分别连接到

ｐＧＡＤ４２６ 酵母表达载体上 ꎬ转化酵母菌株ꎮ 在 １００
μｍｏｌ / Ｌ ＣｄＣｌ２ ＳＤ / ￣Ｕｒａ 选择培养基平板上ꎬ与对照

ｐＧＡＤ４２６￣ＧＵＳ 菌 株 比 较ꎬ ＰｖＢｉＰ１ａ、 ＰｖＢｉＰ２ 和

ＰｖＢｉＰ３ 过表达酵母菌株的生长显著增强(图 ７ａ)ꎬ
呈现出一定的耐 Ｃｄ 表型ꎮ 在 ３００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ
ＳＤ / ￣Ｕｒａ￣Ｈｉｓ 平板上ꎬ３ 个基因相比于对照盐胁迫表

现出明显耐性ꎬ尤其 ＰｖＢｉＰ１ａ 和 ＰｖＢｉＰ２ 的耐盐表型

更明显(图 ７ｂ)ꎮ 而 ０􀆰 ５ ｍｏｌ / Ｌ 甘露醇胁迫处理表

型与对照间没有明显差异(图 ７ｃ)ꎬ说明柳枝稷 ＢｉＰ
基因可能对甘露醇模拟干旱胁迫响应敏感ꎮ 上述结

果表明ꎬ酵母过表达 ＰｖＢｉＰｓ 后具有耐盐和耐 Ｃｄ 胁

迫的能力ꎬ但对渗透干旱胁迫较敏感ꎬ与对照表型基

本一致ꎮ

３　 讨 论

四倍体柳枝稷具有 ２ 套亚基因组 Ｋ 和 Ｎꎬ据推

测它们来自１.００×１０６ 年前同源四倍体化事件的 ２ 个

近亲祖先[２９￣３０]ꎮ 本研究在柳枝稷基因组中共鉴定

了 ４ 个 ＢｉＰ 基因ꎬ分布在 ｃｈｒ０１Ｋ、ｃｈｒ０１Ｎ 和 ｃｈｒ０５Ｋ、

Ｍ:ＤＬ５ ０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎮ
图 ６　 ＰＣＲ 扩增的 ＰｖＢｉＰ１、ＰｖＢｉＰ２、ＰｖＢｉＰ３ 基因的产物条带

Ｆｉｇ.６　 Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｔｒｉｐｓ ｏｆ ＰｖＢｉＰ１ꎬ ＰｖＢｉＰ２ ａｎｄ ＰｖＢｉＰ３
ｇｅｎｅｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＣＲ

ｃｈｒ０５Ｎ ２ 对同源染色体上ꎮ 序列比对结果表明ꎬ它
们彼此相似度很高ꎬ尤其 ＰｖＢｉＰ１ａ 和 ＰｖＢｉＰ１ｂ 编码

的氨基酸序列完全一致ꎬ可能是基因复制形成ꎮ 柳

枝稷 ＢｉＰｓ 和其他物种 ＢｉＰ 序列高度相似ꎬ体现在具

有相同保守结构域ꎬ如 ｄｏｍａｉｎ ４ 是钙调素结合基

序ꎬ能与 Ｃａ２＋结合蛋白质起作用ꎬ调节 Ｎ 端 ＡＴＰ 酶

活性[１１]ꎬ使 ＡＴＰ 水解产能驱动 ＢｉＰ 在新生蛋白质

组装过程中结合未折叠或错误折叠的多肽底物[３１]ꎮ
另一必需腺苷结合功能域 ｄｏｍａｉｎ ３(ｍｏｔｉｆ ３ Ｎ 端)和
Ｃ 端 ５ 个氢键结合氨基酸位点(Ｖ￣Ｔ￣Ｙ￣Ｑ￣Ｓ)则高度

一致ꎮ 基因内含子结构有 ３ 种模式:无内含子、１ 个
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ａ:ＣｄＣｌ２ 胁迫ꎻ ｂ:ＮａＣｌ 胁迫ꎻ ｃ:甘露醇胁迫ꎮ ＹＣＦ１ / ｐＧＡＤ４２６￣

ＧＵＳ 为空白对照 Ｃｄ 敏感酵母菌株ꎬＧ１９ / ｐＧＡＤ４２６￣ＧＵＳ 为空白

对照盐敏感酵母菌株、△ＨＯＧ１ / ｐＧＡＤ４２６￣ＧＵＳ 为空白对照干旱

敏感酵母菌株ꎬ其余为相应处理转基因酵母菌株ꎮ
图 ７　 柳枝稷 ＢｉＰ 基因在非生物胁迫下的酵母功能验证

Ｆｉｇ.７　 Ｙｅａｓｔ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＢｉＰｓ ｉｎ ｓｗｉｔｃｈｇｒａｓｓ ｕｎｄｅｒ
ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓｅｓ

内含子、超过 １ 个内含子[３２]ꎬ研究结果证明ꎬ内含子

通过外显子重组驱动进化[３３]ꎬ对于含多个内含子的

基因ꎬ通过可变剪接实现单个基因的多个蛋白质翻

译ꎬ 对 基 因 功 能 具 有 重 要 影 响[３４￣３５]ꎮ 如 辣 椒

ＣａＢｉＰ１、ＣａＢｉＰ２ 有 ７ 个内含子ꎬＣａＢｉＰ３ 有 ６ 个内含

子ꎬＣａＢｉＰ３ 的整体表达水平远远低于 ＣａＢｉＰ１、
ＣａＢｉＰ２ꎬ在盐和高温胁迫下ꎬＣａＢｉＰ３ 受诱导ꎬ表达量

显著高于 ＣａＢｉＰ１、 ＣａＢｉＰ２[１７]ꎮ 柳枝稷 ＰｖＢｉＰ１ａ、
ＰｖＢｉＰ１ｂ 内含子为 ７ 个ꎬＰｖＢｉＰ２、ＰｖＢｉＰ３ 无内含子ꎬ
暗示它们可能存在功能分化上的差别ꎮ

研究结果表明ꎬ植物 ＢｉＰｓ 表达受组织特异性和

生长发育调节[１７ꎬ２５ꎬ３６]ꎮ 分析数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｓｗｉｔｃｈ￣
ｇｒａｓｓｇｅｎｏｍｉｃｓ.ｎｏｂｌｅ. ｏｒｇ)中柳枝稷 ＲＮＡ￣ｓｅｑ 表达量

数据发现ꎬＰｖＢｉＰ２ 在授粉后形成种子阶段的表达量

要明显高于其他组织或发育阶段ꎬ这与小麦 ＴａＢｉＰ
在种子中高表达、在茎叶器官中低表达[１１] 的结果相

近ꎬＰｖＢｉＰ２ 可能在种子发育过程中扮演重要的调控

角色ꎮ 基因启动子分析发现ꎬＰｖＢｉＰｓ 中普遍存在响

应干旱胁迫的作用元件 ＭＢＳ、脱落酸作用反应元件

ＡＢＲＥ、茉莉酸甲酯作用元件 ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆꎬ低温响

应元件 ＬＴＲ、机械损伤响应元件 ｗｕｎ￣ｍｏｔｉｆ 只在

ＰｖＢｉＰ２、ＰｖＢｉＰ３ 中检测到ꎬ顺式作用元件的差异预

示 ＰｖＢｉＰｓ 面对非生物胁迫时会有不同响应ꎮ 在

ＤＴＴ 与 ＮａＣｌ、ＰＥＧ、ＡＢＡ、ＣｄＣｌ２ 处理下ꎬＰｖＢｉＰ 基因

均表现为随胁迫时间先上调表达后逐渐下降至本底

表达水平的变化趋势ꎮ ＰｖＢｉＰ１ａ 和 ＰｖＢｉＰ１ｂ 由于蛋

白质序列完全一致ꎬ其相对表达量变化趋势和峰值

大小也基本一致ꎮ 尽管 ＰｖＢｉＰ２ 与 ＰｖＢｉＰ３ 的变化趋

势类似ꎬ但峰值大小存在差异ꎮ ＰｖＢｉＰ２ 在 ＤＴＴ、
ＮａＣｌ、ＡＢＡ 和 ＣｄＣｌ２胁迫处理下表达峰值都是最高

的ꎬＰｖＢｉＰ１ａ 和 ＰｖＢｉＰ１ｂ 仅在 ＰＥＧ 渗透胁迫下表现

出高于 ＰｖＢｉＰ２、ＰｖＢｉＰ３ 的上调表达量ꎮ 非生物胁迫

下 ＢｉＰ 基因表达量的差异ꎬ涉及胁迫信号传导复杂

的调节网络ꎬ反映了转录水平和蛋白质合成水平的

不同ꎮ 由于 ＢｉＰ 不仅能体现响应 ＵＰＲ 的分子伴侣

活性ꎬ还可以作为内质网胁迫调节因子起到调节作

用[３７￣３８]ꎬ所以上调表达最高的 ＰｖＢｉＰ２ 可能是 ＢｉＰｓ
中主要的胁迫调节因子ꎮ 进一步在酵母中异源过表

达 ３ 个 ＰｖＢｉＰ 基因(ＰｖＢｉＰ１ａ 与 ＰｖＢｉＰ１ｂ 编码的蛋

白质序列一致ꎬ只研究 ＰｖＢｉＰ１ａ)ꎬ结果显示ꎬＰｖＢｉＰ
基因有耐 Ｃｄ 和耐盐表型ꎬ对渗透胁迫敏感ꎮ 在

ＰｖＢｉＰ 基因中ꎬＰｖＢｉＰ２ 在 ＣｄＣｌ２胁迫下(１~ １２ ｈ)持

续上调表达ꎬ表达量也最高ꎬ其耐镉调控作用值得进

一步研究ꎮ

４　 结 论

本研究在柳枝稷基因组中共鉴定了 ４ 个定位于

内质网的 ＢｉＰ 基因ꎬ 命名为 ＰｖＢｉＰ１ａ、 ＰｖＢｉＰ１ｂ、
ＰｖＢｉＰ２、ＰｖＢｉＰ３ꎬ分别位于柳枝稷的 １ 号和 ５ 号染色

体上ꎮ 多物种序列比对和进化分析结果表明ꎬＰｖＢｉ￣
Ｐｓ 具有 ＢｉＰ 蛋白典型功能结构域ꎬＰｖＢｉＰｓ 启动子序

列主要包括胁迫防御和激素应答顺式作用元件ꎮ
ＰｖＢｉＰｓ 受 ＤＴＴ 诱导表达ꎬ在 ＮａＣｌ、 ＰＥＧ、 ＡＢＡ 和

７９８宋　 刚等:柳枝稷 ＢｉＰ 基因的鉴定、表达分析和抗逆境功能



ＣｄＣｌ２胁迫下都上调表达ꎬ其中 ＰｖＢｉＰ２ 的相对表达

量峰值较高ꎮ 酵母异源转化耐逆功能验证结果显

示ꎬＰｖＢｉＰｓ 对镉和盐胁迫有耐性表型ꎬ对甘露醇渗

透胁迫较敏感ꎮ ＰｖＢｉＰ２ 可作为镉胁迫响应基因进

行深入研究ꎮ
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ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｕｎｄｅｒ ｈｅａｔ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｆ
ＨＳＰ７０ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ (Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ Ｌ.) [Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ
Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ２０１５ꎬ６:７７３.

[１０] ＮＯＨ Ｓꎬ ＫＷＯＮ Ｃꎬ ＯＨ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｎ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｉｌｙ
ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｎｏｖｅｌ ＢｉＰ ｇｅｎｅ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｕｎｆｏｌｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ[Ｊ] . Ｇｅｎｅꎬ ２００３ꎬ ３１１(１):８１￣９１.

[１１] ＺＨＵ Ｊ Ｔꎬ ＨＡＯ Ｐ Ｃꎬ ＣＨＥＮ Ｇ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｌｏｎｉｎｇꎬ ｐｈｙ￣
ｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｏｆ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕ￣
ｌｕｍ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｐｅｒｏｎｅ ＢｉＰ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ ｂｒｅａｄ ｗｈｅａｔ ( Ｔｒｉｔｉｃｕｍ
ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ.) [Ｊ] . Ｂｍｃ Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１４ꎬ １４(１):２６０.

[１２] ＧＵＯ Ｍꎬ ＬＩＵ Ｊ Ｈꎬ ＭＡ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｏｍｅ￣ｗｉｄｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ
Ｈｓｐ７０ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｐｅｐｐｅｒ (Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ Ｌ.) ａｎｄ ｆｕｎｃ￣
ｔｉｏｎａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣａＨｓｐ７０￣２ ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｉｎ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ[ Ｊ] .
Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１６ꎬ ２５２:２４６￣２５６.

[１３] ＤＥＮＥＣＫＥ Ｊꎬ ＧＯＬＤＭＡＮ Ｍ Ｈ Ｓꎬ ＤＥＭＯＬＤＥＲ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｔｏ￣
ｂａｃｃｏ ｌｕｍｉｎａｌ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ａ ｍｕｌｔｉｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ

[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ １９９１ꎬ ３(９):１０２５￣１０３５.
[１４] ＳＡＲＫＡＲ Ｎ Ｋꎬ ＫＵＮＤＮＡＮＩ Ｐꎬ ＧＲＯＶＥＲ Ａ. Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆ Ｈｓｐ７０ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｒｉｃｅ (Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ) [ Ｊ] . Ｃｅｌｌ
Ｓｔｒｅｓｓ ＆ Ｃｈａｐｅｒｏｎｅｓꎬ ２０１３ꎬ １８(４):４２７￣４３７.

[１５] ＡＬＶＩＭ Ｆ Ｃꎬ ＣＡＲＯＬＩＮＯ Ｓ Ｍ Ｂꎬ ＪÚＬＩＯ ＣＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｎｈａｎｃｅｄ ａｃ￣
ｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＢｉＰ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ ｃｏｎｆｅｒｓ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｏ ｗａｔｅｒ
ｓｔｒｅｓｓ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２００１ꎬ １２６(３):１０４２￣１０５４.

[１６] ＶＡＬＥＮＴＥ Ｍ Ａ Ｓꎬ ＦＡＲＩＡ Ｊ Ａ Ｑ Ａꎬ ＳＯＡＲＥＳ￣ＲＡＭＯＳ Ｊ Ｒ Ｌꎬ ｅｔ
ａｌ. Ｔｈｅ ＥＲ ｌｕｍｉｎａｌ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ (ＢｉＰ) ｍｅｄｉａｔｅｓ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ
ｄｒｏｕｇｈｔ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ ａｎｄ ｄｅｌａｙｓ ｄｒｏｕｇｈｔ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｅａｆ ｓｅ￣
ｎｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ ａｎｄ ｔｏｂａｃｃｏ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔ￣
ａｎｙꎬ ２００９ꎬ６０(２) :５３３￣５４６.

[１７] ＷＡＮＧ Ｈꎬ ＮＩＵ Ｈ Ｈꎬ ＺＨＡＩ Ｙ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＢｉＰ
ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ ｐｅｐｐｅｒ (Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ Ｌ.) ａｎｄ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ＣａＢｉＰ１
ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓｅｓ
[Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１７ꎬ ８:１１２２￣１１３６.

[１８] ＧＵＡＮ Ｃꎬ ＪＩＮ Ｃꎬ ＪＩ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. ＬｃＢｉＰꎬ ａ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ
ｃｈａｐｅｒｏｎｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｌｙｃｉｕｍ ｃｈｉｎｅｎｓｅꎬ ｃｏｎｆｅｒｓ
ｃａｄｍｉｕｍ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｔｏｂａｃｃｏ[ Ｊ] . Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｒｏ￣
ｇｒｅｓｓꎬ ２０１５ꎬ ３１:３５８￣３６８.

[１９] ＰＩＭＥＮＴＥＬ Ｄꎬ ＰＡＴＺＥＫ Ｔ Ｗ. Ｅｔｈａｎｏｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｃｏｒｎꎬ
ｓｗｉｔｃｈｇｒａｓｓꎬ ａｎｄ ｗｏｏｄꎻ ｉｏｄｉｅｓｅｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｓｏｙｂｅａｎ ａｎｄ
ｓｕｎｐｏｗｅｒ[Ｊ] . Ｎａｔｕｒａｌ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ２００５ꎬ１４ ( １):２５６￣
２６１.

[２０] ＴＯＲＲＥＺ Ｖ Ｃꎬ ＪＯＨＮＳＯＮ Ｐ Ｊꎬ ＢＯＥ Ａ. Ｉｎｆｅｓｔａｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ａｎｄ ｔｉｌｌｅｒ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｂｙ ｔｈｅ ｓｗｉｔｃｈｇｒａｓｓ ｍｏｔｈ ｏｎ ｓｉｘ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｏｆ
ｓｗｉｔｃｈｇｒａｓｓ[Ｊ] . Ｂｉｏｅｎｅｒｇｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ２０１３ꎬ ６(２):８０８￣８１２.

[２１] ＳＡＮＤＥＲＳＯＮ Ｍ Ａꎬ ＡＤＬＥＲ Ｐ Ｒꎬ ＢＯＡＴＥＮＧ Ａ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｗｉｔｃｈ￣
ｇｒａｓｓ ａｓ ａ ｂｉｏｆｕｅｌｓ ｆｅｅｄｓｔｏｃｋ ｉｎ ｔｈｅ ＵＳＡ[Ｊ] . Ｃａｎａｄｉａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２００６ꎬ ８６(５):１３１５￣１３２５.

[２２] ＰＡＮＤＥＹ Ｖ Ｃꎬ ＢＡＪＰＡＩ Ｏꎬ ＳＩＮＧＨ Ｎ. Ｅｎｅｒｇｙ ｃｒｏｐｓ ｉｎ ｓｕｓｔａｉｎａｂｌｅ
ｐｈｙｔｏｒｅｍｅｄｉａｔｉｏｎ [Ｊ] . Ｒｅｎｅｗａｂｌｅ ＆ Ｓｕｓｔａｉｎａｂｌｅ Ｅｎｅｒｇｙ Ｒｅｖｉｅｗｓꎬ
２０１６ꎬ ５４:５８￣７３.

[２３] ＬＩＵ Ｃꎬ ＬＯＵ Ｌꎬ ＤＥＮＧ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ.Ｍｏｒｐｈ￣ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｏｆ
ｔｗｏ ｓｗｉｔｃｈｇｒａｓｓ ( Ｐａｎｉｃｕｍ ｖｉｒｇａｔｕｍ Ｌ.) ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｔｏ ｃａｄｍｉｕｍ
ｓｔｒｅｓｓ[Ｊ] . Ｇｒａｓｓｌａｎｄ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１６ꎬ ６２(２):９２￣１０１.

[２４] 汪　 虎. 辣椒 ＢｉＰ 家族基因特性分析及 ＣａＢｉＰ１ 在非生物胁迫

中的功能鉴定[Ｄ].杨凌:西北农林科技大学ꎬ ２０１７.
[２５] ＧＵＩＭＡＲÃＥＳꎬ ＲＯＮＥＹ Ｆꎬ ＣＡＭＩＬＬＯ Ｌ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｏｍｅ￣ｗｉｄｅ ｉ￣

ｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｐｅｒｏｎｅ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ＢｉＰ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｃｉｔｒｕｓ [ Ｊ] . Ｔｒｅｅ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ ＆ Ｇｅ￣
ｎｏｍｅｓꎬ ２０１８ꎬ１４(６):１￣１１.

[２６] ＨＵＡＮＧ ＬＫꎬ ＹＡＮ Ｈ Ｄꎬ ＪＩＡＮＧ Ｘ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｎｄｉ￣
ｄａｔｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ ｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ｉｎ
ｓｗｉｔｃｈｇｒａｓｓ ｕｎｄｅｒ ｖａｒｉｏｕｓ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ[ Ｊ] . Ｂｉｏｅｎｅｒｇｙ
Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ２０１４ꎬ ７(４):１２０１￣１２１１.

[２７] ＦＩＧＵＥＩＲＥＤＯ Ｊ Ｅ Ｆꎬ ＣＡＳＣＡＲＤＯ Ｊ Ｃ Ｍꎬ ＳÔＮＩＡ Ｍ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｗａｔｅｒ￣ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｙｂｅａｎ ＢｉＰ
ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ[ Ｊ] . Ｂｒａｚｉｌｉａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ １９９７ꎬ ９
(２):１０３￣１１０.
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[２８] ＬＩＵ Ｊ Ｘꎬ ＨＯＷＥＬＬ Ｓ Ｈ. ｂＺＩＰ２８ ａｎｄ ＮＦ￣Ｙ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ
ａｒｅ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｂｙ ＥＲ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ａｓｓｅｍｂｌｅ ｉｎｔｏ ａ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｃｏｍ￣
ｐｌｅｘ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ [ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ
Ｃｅｌｌꎬ ２０１０(２２):７８２￣７９６.

[２９] ＯＫＡＤＡ Ｍꎬ ＬＡＮＺＡＴＥＬＬＡ Ｃꎬ ＳＡＨＡ Ｍ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐｌｅｔｅ
ｓｗｉｔｃｈｇｒａｓｓ ｇｅｎｅｔｉｃ ｍａｐｓ ｒｅｖｅａｌ ｓｕｂｇｅｎｏｍｅ ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙꎬ ｐｒｅｆｅｒｅｎ￣
ｔｉａｌ ｐａｉｒｉｎｇ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ [Ｊ] . Ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ ２０１０ꎬ １８５
(３):７４５￣７６０.

[３０] ＹＵＡＮ Ｓꎬ ＸＵ Ｂꎬ ＺＨＡＮＧ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ＣＣＣＨ￣ｔｙｐｅ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅ ｄｉｓ￣
ｃｏｖｅｒｙ ａｎｄ ｒｅｆｌｅｃｔｓ ｒｅｃｅｎｔ ａｌｌｏｐｏｌｙｐｌｏｉｄｉｚａｔｉｏｎ ｅｖｅｎｔ ｉｎ ｔｅｔｒａｐｌｏｉｄ
ｓｗｉｔｃｈｇｒａｓｓ[Ｊ] . ＢＭＣ Ｇｅｎｏｍｉｃｓꎬ ２０１５ꎬ １６(１):１￣１６.

[３１] ＢＯＳＴＯＮ Ｒ Ｓꎬ ＶＩＩＴＡＮＥＮ Ｐ Ｖꎬ ＶＩＥＲＬＩＮＧ Ｅ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｐｅｒ￣
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