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中华补血草 LsＲab7 基因的克隆及盐、
干旱胁迫下表达分析
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摘要: 利用 ＲT － PCＲ技术从中华补血草中获得了 LsＲab7 基因的 cDNA 序列，利用 NCBI
OＲF founder分析表明，该基因包含 1 个 618 bp的开放阅读框，编码含 205 个氨基酸残基
的蛋白质，利用 ExPASy 服务器预测其相对分子质量为 22 849. 95，理论等电点为 5. 67．
qＲT － PCＲ 分析结果表明，在盐处理或干旱处理条件下，在一定时间内 LsＲab7 基因的表
达水平均有升高，说明 LsＲab7 可能参与中华补血草的抗逆反应过程，为探究中华补血草
的抗逆分子机制奠定了一定的基础．
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小 GTP结合蛋白是一类单体 GTP结合蛋白，相
对分子质量为 20 ～ 40，具有 GTPase 活性，简称小 G
蛋白［1］． 小 G 蛋白可以分为 Ｒho /Ｒac、Ｒas、Ｒab /
Ypt5、Ｒan /TC4 和 Arf /Sar 5 个亚家族，其中 Ｒab /
Ypt5 亚家族蛋白包含最多的小 GTP酶［2］． Ｒab 蛋白
大多数可在真核细胞中广谱表达，只有极少数特异

表达于其他组织或细胞，Ｒab 蛋白被认为既是重要
的识别元件，又是研究最多的细胞器标志分子之

一［3］．该蛋白可通过 GTP － GDP 循环参与细胞内小
泡的融合，调节大部分胞内转运事件，在细胞的生物

合成和胞吞胞吐等囊泡转运的一系列环节中起到重

要的调控作用［4］．目前在基因水平的研究表明，Ｒab
蛋白在真核生物上的进化高度保守，但在不同物种

上表现出数量的差异性和功能的多样性［5］． 研究发
现 Ｒab 家族可能参与了非生物胁迫信号的传导及
植物的抗逆应答［6］． 如在水稻中，OsＲab7 的过量表
达就被证明提高了幼苗的生长，增加了脯氨酸含量，

增强了其在盐胁迫下的耐受性，这表明该基因在植

物中对盐的耐受性起到重要作用［7 － 8］． 又如在拟南
芥中的相关实验表明，盐离子胁迫下 AtＲab7 转基因
拟南芥比野生型拟南芥表现出更高的盐胁迫耐受

性［9］．盐胁迫主要有两类，渗透胁迫和离子胁迫，前
者引起土壤水势下降，使植物吸水困难，迫使细胞脱

水，后者干扰植物代谢过程，抑制植物生长发育，甚

至导致植物死亡［10］． 中华补血草( Limonium sinense
Kuntze) 属于白花丹科( Plumbagenaceae) 补血草属
( Limonium) 多年生泌盐盐生植物［11］． 在高盐环境
中，中华补血草可通过盐腺结构排出其体内过多的

盐分，从而应对高盐胁迫，适应高盐生长环境［12］．而
干旱胁迫则是对植物外部形态、内源激素、光合作用
等方面产生影响，短期或轻度干旱会使叶片水势降

低、气孔关闭，长期严重干旱则会抑制植株生长，甚
至导致植物死亡［13］．但目前有关盐生植物的应答盐
胁迫和干旱胁迫的机理了解较少，盐生植物中参与
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泌盐、抗旱相关基因在参与盐胁迫和离子胁迫中的
作用研究相对较少． 笔者成功从中华补血草中克隆
出了 LsＲab7 的 cDNA序列，并对该基因在不同时间
内的盐处理( 200 mmol /L NaCl) 和模拟干旱( 20%
PEG －6000) 处理下的相对表达量进行了分析．为研
究该基因在中华补血草中的功能及中华补血草的耐

逆分子机制奠定了基础．

1 材料与方法
1. 1 试剂

ＲNAprep pure 植物总 ＲNA 提取试剂盒购自天
根生化科技 ( 北京) 有限公司; Fruit-mate forＲNA
Purification、克隆载体 pMD19 － T、SYBＲ Premix Ex
Taq( Tli ＲNaseH Plus) 购自宝生物工程( 大连) 有限
公司; Ｒeverse Transcriptase试剂盒购自普洛麦格( 北
京) 生物技术有限公司; Taq DNA 聚合酶、dNTPs、
Mg2 +购自上海生工生物工程公司; 大肠杆菌 DH5α
为本实验室保存; 氯化钠、聚乙二醇 － 6000 ( PEG －
6000) 等均为国产分析纯．
1. 2 材料
中华补血草为本实验室温室栽培的生长 2 个月

左右的幼苗．实验所用材料选取长势一致的幼苗，随
机分为 2 组，每组设 5 个处理( 每个处理设置 3 盆重
复) ，第一组用 50mL的 1 /2 Hoagland 营养液配成的
200 mmol /L NaCl溶液浇灌处理，分别处理 0 h、6 h、
12 h、24 h、48 h; 第二组用 50 mL的 1 /2 Hoagland营
养液配成的 20% PEG －6000 溶液浇灌处理，分别处
理 0 h、6 h、12 h、24 h、48 h; 实验时保证在同一时间
取材进行下一步实验．
1. 3 方法
1. 3. 1 引物设计 利用 Primer premier 5. 0 设计引物
序列，引物序列如下:

基因克隆引物:

LsＲab7 － F CCAGGAAAGTAGAGAAAAGGAGA
LsＲab7 － Ｒ AGGATTACGAAAACAATGGACAG
Q － PCＲ引物:
内标基因引物:

LsEF － rt － F TGAGGAGGACAAGAAAGC
LsEF － rt － Ｒ TTGATGCCATACCCGACA
LsＲab7 基因引物:
LsＲab7 － rt － F TTCAGTCAACAGTATAAGGCC
LsＲab7 － rt － Ｒ CATAAACCAAAACACAGCAAT
引物由北京六合华大基因科技股份有限公司合

成．
1. 3. 2 中华补血草总 ＲNA的提取及目的基因的克

隆 中华补血草 ＲNA 的提取参照 Fruit-mate ＲNA
提取试剂和 ＲNAprep pure植物总 ＲNA 提取试剂盒
操作说明． 取 1 μg 中华补血草总 ＲNA 用于 cDNA
第一链合成，作为 ＲT － PCＲ模板，方法参照 Ｒeverse
Transcriptase试剂盒说明．
目的基因 PCＲ扩增条件: 94 ℃ 5 min; 94 ℃ 30

s，54 ℃ 30 s，72 ℃ 40 s，35 个循环; 72 ℃ 10 min．
PCＲ扩增得到的目的条带经切胶回收纯化后，

连接到 pMD19 － T 载体，连接产物转化大肠杆菌
DH5α 感受态细胞，操作参见分子克隆实验指
南［14］，转化产物均匀涂布于含有 20 μg /mL 的氨苄
青霉素的固体 LB 平板培养过夜，挑取单菌落经菌
落 PCＲ挑选阳性克隆，提取独立克隆获得的 4 份质
粒送至北京六合华大基因科技股份有限公司测序．
1. 3. 3 盐处理、模拟干旱处理下中华补血草总
ＲNA提取及 qＲT － PCＲ 分析 用 1. 3. 2 提取的总
ＲNA 反转录获取的 cDNA 为模板 ( 方法参照
1. 3. 2) ，模板稀释 20 倍后使用，对引物进行优化，选
择最佳退火温度为 54 ℃，以中华补血草 LsEF 基因
作为内标，反应体系: 2 × SYBＲ Green，7. 5 μL; 引物
F /Ｒ，0. 75 uL; 灭菌水，5. 25 μL; 模板 20 × cDNA，
0. 75 μL．反应条件为: 94 ℃ 10 s，54 ℃ 15 s，72 ℃
20 s，40 个循环．每个样品做 3 个重复，计算方法用
2 － ΔΔt法．

2 结果与分析
2. 1 LsＲab7 基因的克隆
用 1. 2%琼脂糖凝胶电泳检测提取的中华补血

草总 ＲNA，结果如图 1，电泳检测结果表明实验中得
到的 ＲNA质量及完整性较好．以反转录后的 cDNA
为模板，对 LsＲab7 基因的序列进行 PCＲ 扩增，对扩
增的产物进行琼脂糖凝胶电泳检测，结果如图 2，扩
增出了大小在 750 bp左右的目的条带．

28S

18S

5S

图 1 中华补血草总 ＲNA琼脂糖电泳
Fig． 1 Total ＲNA of Limonium sinense in agarose electrophoresis
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5 000 bp
3 000 bp
2 000 bp

1 000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

100 bp

目的条带

1 2

1． DNA marker2000plus; 2． LsＲab7 基因

图 2 LsＲab7 PCＲ产物电泳结果
Fig． 2 Electrophoresis result of LsＲab7 PCＲ production

2. 2 LsＲab7的氨基酸序列同源性分析及进化树分析
将 LsＲab7 基因 PCＲ 扩增产物连接 pMD19 － T

后获得的阳性克隆质粒测序，得到的核苷酸片段为

757 bp，结果如图 3; 利用 NCBI OＲF founder 分析表
明，LsＲab7 基因 OＲF 为 618 bp，共编码 205 个氨基
酸; 通过 ExPASy 服务器预测其理论等电点和相对
分子质量分别为 5. 67 和 22849. 95．
将 LsＲab7 氨基酸序列与 NCBI网站上已知物种

( 物种名与登录号见表 1 ) Ｒab7 基因编码的氨基酸
序列用 DNAMAN软件进行同源比对分析，结果如图
4，表明该类蛋白具有结合 GTP /GDP 所需的 5 个保
守结构域: I结合磷酸基的结构域; II 协调 GTP 的 β
和 γ －磷酸基的序列; III Ｒab家族共有的结构域; IV
强化鸟嘌呤结合的蛋白序列; V 协助鸟嘌呤结合和
解离的序列．

1 GCAGGTCGACGATTCCAGGAAAGTAGAGAAAAGGAGAAAGCGGTTCTCCATCAAAAGTTCTTTCTTGAATCTTGTAGTTGATACCTCGAAGTTTGCATTTTCATG
1 M
106 GCGACACGTAAACGAACGTTGCTTAAAGTCATTGTTCTTGGCGACAGTGGGGTGGGGAAGACCTCGTTGATGAACCAATATGTACATAAGAAATTCAGTCAACAG
2 A T R K R T L L K V I V L G D S G V G K T S L M N Q Y V H K K F S Q Q
211 TATAAGGCCACAATAGGAGCAGATTTTGTGACCAAGGAGCTCCAAATTGATGACAAACTGGTCACTTTACAAATATGGGATACCGCTGGTCAAGAGAGATTTCAA
37 Y K A T I G A D F V T K E L Q I D D K L V T L Q I W D T A G Q E R F Q
316 AGCCTTGGTGTTGCATTTTATAGAGGGGCAGATTGCTGTGTTTTGGTTTATGATATCAATGTCATGAAATCATTTGATACGCTGAACAATTGGCATGAGGAGTTT
72 S L G V A F Y R G A D C C V L V Y D I N V M K S F D T L N N W H E E F
421 CTCAAACAGGCAAATCCTCCAGACCCTAAGGCATTCCCATTCATCTTACTGGGAAATAAGGTTGATGTGGATGGTGGAAGTAGCCGTGTGGTTTCTGAAAAGAAA
107 L K Q A N P P D P K A F P F I L L G N K V D V D G G S S R V V S E K K
526 GCAAAGGATTGGTGTGCTTCCAAAGGGAATATACCTTATTATGAGACATCAGCAAAAGAGGATATCAATGTGGATTCTGCATTTTTCTGCATAGCCAAGGCTGCT
142 A K D W C A S K G N I P Y Y E T S A K E D I N V D S A F F C I A K A A
631 CTAGCGAATGAGCATGAGCAAGACATATATTTCCAAGGCATTCCTGAAGCTGTTTCTGAGGCCGAGCAGAGAAGTGGCTGTGCCTGCTAAGATTGTCCAACTCAC
177 L A N E H E Q D I Y F Q G I P E A V S E A E Q R S G C A C *
736 ACACTACTGTCCATTGTTTTCT

图 3 中华补血草 LsＲab7 基因序列及推导氨基酸序列
Fig． 3 The nucleotide acids sequence and induced amino acids sequence of LsＲab7 from L． sinense Kuntze

表 1 NCBI网站各物种 Ｒab7 基因对应的物种名及序列登录号
Tab． 1 Species name and sequence accession number of Ｒab7 gene corresponding to each species on NCBI website

物种名 序列登录号

Spinacia oleracea XP － 021859456. 1

Chenopodium quinoa XP － 021737660. 1

Phaseolus vulgaris XP － 007143599. 1

L． japonicus CAA98168. 1

Cajanus cajan XP － 020231656. 1

Glycine max ACU24093. 1

Sesamum indicum XP － 011074118. 1

Lupinus angustifolius XP － 019449783. 1

Vigna aconitifolia XP － 017415452. 1

Oryza sativa AAO67728. 1

Arabidopsis thaliana NP － 175355. 1
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Ⅰ Ⅱ Ⅲ

Ⅳ Ⅴ

图 4 中华补血草 LsＲab7 基因与其他植物 Ｒab7 基因的氨基酸序列多重比对
Fig． 4 Amino acid sequence alignment multi-alignment of LsＲab7 with LsＲab7 homologs in plant

利用 Clustalx、Bioedit 和 MEGA6 软件相结合对
LsＲab7 与表 1 各个物种 Ｒab7 氨基酸序列建立系统
发育邻接树( Neighbor Joining tree，NJ tree ) ，经过
bootstrsp 1 000 次检验，结果如图 5，中华补血草

LsＲab7 基因与双子叶植物藜科的菠菜( Spinacia ol-
reacea ) Ｒab7 基 因 和 藜 麦 ( Chenopodium quinoa
Willd) Ｒab7 基因同源性最高，亲缘关系最近．
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Phaseolus vulgaris Rab7

Vigna aconitifolia Rab7

Glycine max Rab7

Cajanus cajan Rab7

L.japonicus Rab7

Lupinus angustifolius Rab7

Sesamum indicum Rab7

Limonium sinense Rab7

Spinacia oleracea Rab7

Chenopodium quinoa Rab7

Oryza sativa Rab7

Arabidopsis thaliana Rab791

图 5 中华补血草 LsＲab7 基因的系统进化树
Fig． 5 Phylogenetic tree of LsＲab7 and its ortholoques in other species

2. 3 200 mmol /L NaCl盐胁迫在不同处理时间条
件下 LsＲab7 基因的相对表达量分析
利用 qＲT － PCＲ技术分析 200 mmol /L NaCl 盐

胁迫处理 0，6，12，24，48 h 的中华补血草 LsＲab7 基
因的相对表达量，实验选取中华补血草 LsEF基因作
为内标基因，实验数据利用 SPSS19. 0 软件进行显著
性检验，结果如图 6 所示．盐胁迫处理下，LsＲab7 基
因的表达水平随处理时间的增加呈逐渐上升的趋

势，在处理 48 h时其表达量达到最高．
2. 4 20%PEG －6000 模拟干旱处理条件下不同时
间内基因的相对表达量分析

利用 qＲT － PCＲ 技术分析 20% PEG － 6000 模
拟干旱胁迫处理 0，6，12，24，48 h 的中华补血草
LsＲab7 基因的相对表达量，内标基因同 2. 3，实验数
据利用 SPSS19. 0 软件进行显著性检验，结果如图 7
所示．在模拟干旱胁迫处理下 LsＲab7 基因的表达呈
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先下降后升高再下降的趋势，20% PEG － 6000 处理
24 h时其表达量达到最高．
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图中数据为 3 次重复实验的平均值 ± SD，* 和＊＊分别代

表了各处理时间与处理 0 h相比基因相对表达量呈显著水

平( P≤0. 05) 和极显著水平( P≤0. 01)

图 6 200 mmol /L NaCl处理下 LsＲab7 基因表达分析
Fig． 6 The expression analysis of LsＲab7 gene at 200 mmol /L

NaCl treatment
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图 7 20% PEG －6000 处理下 LsＲab7 基因表达分析
Fig． 7 The expression analysis of LsＲab7 gene at 20% PEG －

6000 treatment

3 讨 论
Ｒab7 作为一个小 GTP 结合蛋白，广泛分布于

真核生物中，与真核生物细胞的信号传导、细胞增
殖、囊泡运输和细胞支架的结构建成密切相关［15］．
Ｒab蛋白在进化上的保守性及该基因的突变体引发
的囊泡运输产生缺陷的特性引起普遍关注［16］．目前
国内外研究主要集中在对水稻和人体中 Ｒab基因的
克隆、蛋白表达及功能上［15，17 － 18］，但目前有关补血

草属中泌盐盐生植物 Ｒab 蛋白的研究还鲜有报道．
本实验成功克隆获得了中华补血草 Ｒab7 基因，通过
对其 cDNA序列及推导的氨基酸序列进行多序列比
对，表明该蛋白具有结合 GTP /GDP所需的 5 个保守

结构域: 结合磷酸基的结构域; 协调 GTP的 β和 γ －
磷酸基的序列; Ｒab家族共有的结构域; 强化鸟嘌呤
结合的蛋白序列; 协助鸟嘌呤结合和解离的序列．将
其氨基酸序列与其他植物进行系统进化树分析发

现，本实验克隆得到的中华补血草 LsＲab7 基因与双
子叶植物藜科的菠菜( Spinacia olreacea) Ｒab7 基因
和藜麦( Chenopodium quinoa Willd) Ｒab7 基因具有较
高的同源性和亲缘关系．
土壤盐渍化、干旱已成为限制世界范围内农业

生产、危及全球粮食安全的重要问题［8，19］．土壤中高
浓度的盐分会使离子失衡、水分缺失、氧化伤害、营
养缺乏、使生物大分子遭到破坏、植株生长缓慢，严
重时甚至导致死亡［20］．而干旱则会造成组织和细胞
脱水，直接影响细胞内膜结构、膜透性，进而破坏细
胞的酶分室，造成细胞内酶系统紊乱，影响植物正常

的物质和能量代谢，从而导致植物细胞死亡［19］． 近
年来，随着分子生物学技术的快速发展，大量与耐

盐、抗旱相关的基因已经被定位、克隆以及功能分
析，这都有力促进了人们对植物应答盐胁迫、干旱胁
迫分子机理研究的深入和人们对植物耐逆分子机制

的了解［21 － 22］．研究表明，高盐和干旱胁迫不仅会引
起水分和离子胁迫，又会对细胞产生二级胁迫，在细

胞内积累过量活性氧类物质，破坏细胞膜以及一些

大分子从而对植物造成损伤，比如过氧化氢等．高盐
和干旱胁迫下，植物体内的活性氧明显增多，过多的

活性氧会攻击蛋白质的氨基酸残基使酶类失活，产

生 OH －，导致碱基突变、DNA链断裂、膜脂过氧化以
及蛋白质的降解或损伤［23 － 25］．本实验通过对中华补
血草在盐处理和模拟干旱处理下 LsＲab7 基因的表
达量进行分析，发现中华补血草 LsＲab7 基因的表达
量在 200 mmol /L NaCl盐胁迫处理下表达量呈现不
断上升的趋势，表明 LsＲab7 基因表达受盐胁迫诱
导，可能通过 LsＲab7 相关的膜泡运输过程参与了中
华补血草的盐胁迫应答; 在 20% PEG －6000 模拟干
旱胁迫处理下，中华补血草 LsＲab7 基因的表达量呈
现先下降后升高的趋势，在处理 24 h 时其表达量达
到最高，表明该基因可能与中华补血草的抗旱性也

存在一定的关系．但目前对 LsＲab7 基因在中华补血
草应答盐胁迫、干旱胁迫的机制还不清楚，本实验
中，该基因的克隆和应答盐胁迫、干旱胁迫的基本特
性分析对深入研究该基因的功能及膜泡运输在参与

泌盐盐生植物盐胁迫和干旱胁迫应答中的作用奠定

了基础．
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Cloning of LsＲab7 Gene from Limonium sinense and
Expression Analysis Under Salt and Drought Stress

AI Li-hua，JIANG Xi-lei，JIA Bing-chen，WANG Yu，CHEN Shi-hua，YIN Hai-bo，GUO Shan-li

( School of Life Sciences，Yantai University，Yantai 264005，China)

Abstract: The cDNA sequence of LsＲab7 gene is obtained from Limonium sinense Kuntze using ＲT-PCＲ． The NC-
BI OＲF founder analysis show that this gene contains one open reading frame of 618 bp，and encodes a protein with
205 amino acid residues． Using the ExPASy server，we predict the molecular weight is 22 849. 95 and the theoreti-
cal isoelectric point is 5. 67． qＲT-PCＲ analysis results show that the expression of LsＲab7 gene is increased in a
certain period of time under the condition of salt or drought treatment，indicating that LsＲab7 may be involved in
the anti-retrogradation reaction of Limonium sinense Kuntze，laying a foundation for exploring the molecular mecha-
nisms of stress resistance of Limonium sinense Kuntze．
Key words: Ｒab7; Limonium sinense Kuntze; stress treatment; quantitative expression analysis
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