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摘要　在前期利用ＳＳＨ筛选到抗旱相关基因ＨｕＡＢＡＲ 的Ｕｎｉｇｅｎｅ序列的基础上，进行了 ＨｕＡＢＡＲ 的全

长ｃＤＮＡ克隆、生物信息学分析及 亚 细 胞 定 位。结 果 表 明：ＨｕＡＢＡＲ 基 因ｃＤＮＡ全 长 为１　２３９ｂｐ，５′－ＵＴＲ为

２６４ｂｐ，３′－ＵＴＲ为４１４ｂｐ，完整开放阅读 框（ＯＲＦ）共５６１ｂｐ，编 码１８７个 氨 基 酸；生 物 信 息 学 分 析 显 示，ＨｕＡ－
ＢＡＲ 基因编码蛋白具有典型的ＳＲＰＢＣＣ结构域，并与ＰＹＲ１／ＰＹＬｓ（ｐｙｒａｂａｃｔｉｎ　ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ　１／ＰＹＲ１ｌｉｋｅ）家族 具

有较高的相似性；ＨｕＡＢＡＲ 在干旱、高温（４２℃）和低温（４℃）等逆境胁迫下显著上调 表 达，并 在 干 旱 胁 迫５ｄ、

高温３ｄ时表达量最高，低温处理５ｄ内，表达量持续上升；通过ＰＥＧ介导法瞬时转化拟南芥原生质体进行亚细

胞定位分析，发现该基因定位于细胞质，与 已 报 道 的 其 他ＰＹＲ１／ＰＹＬｓ家 族 基 因 一 致。因 此，ＨｕＡＢＡＲ 基 因 可

能在火龙果干旱胁迫应答中发挥重要作用。
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　　干旱缺水是全世界面临的主要环境问题，会严

重影 响 植 物 的 生 长 发 育。脱 落 酸（ａｂｓｃｉｓｉｃ　ａｃｉｄ，

ＡＢＡ）作为一 种 植 物 生 长 抑 制 激 素，能 参 与 高 等 植

物的休眠、落花落果、抗逆等生理过程，特别是在植

物遭受逆境胁迫时，ＡＢＡ的 含 量 会 迅 速 增 加，导 致

气孔关闭，减少水分蒸腾，减轻胁迫诱导的乙烯、活

性氧 对 植 物 生 长 的 伤 害［１］，因 此，常 被 称 为 逆 境 激

素。研究表 明，结 合 了 ＡＢＡ的 受 体 蛋 白（ＰＹＬ）可

与蛋白磷酸酶ＰＰ２Ｃｓ结合，会导致蛋白磷酸激酶自

我磷酸化和蛋白磷酸化，并分别作用于下游转录因

子及质 膜 离 子 通 道，促 使 ＡＢＡ信 号 应 答 相 关 基 因

的 表 达 和 气 孔 关 闭［２］。因 此，脱 落 酸 受 体 ＡＢＡＲ

ＰＹＬ家族在 胁 迫 应 答 中 发 挥 重 要 作 用［３］。火 龙 果

（Ｈｙｌｏｃｅｒｅｕｓ　ｕｎｄａｔｕｓ）具 有 很 强 的 抗 旱 性，在 前 期

工作中，笔者所在课题组通过ＳＳＨ－ｃＤＮＡ文库结合

ｃＤＮＡ－ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ技 术，初 步 筛 选 出 抗 旱 相 关 基 因

ＨｕＡＢＡＲ 的 Ｕｎｉｇｅｎｅ序列［４］。本研究拟在此基础

上，进一步分析 ＨｕＡＢＡＲ 基因应答干旱胁迫的表

达特性，克隆其全长序列，并进行生物信息学分析及

亚细胞定位，旨在阐明该基因在火龙果抗旱机制上

的作用。

１　材料与方法

１．１　材　料

采用火 龙 果 品 种‘紫 红 龙’组 培 苗［５］为 试 验 材

料，为最大限度地保证试验材料的一致性，组培苗经

ＩＳＳＲ分子标记进行遗传背景检测，确定无遗传差异

且长势一致。取长势一致的组培苗，进行以下处理：
（１）干 旱 胁 迫 处 理。将 试 管 苗 移 植 于 不 含（对 照，

ＣＫ）和含有２０％聚乙二醇（ＰＥＧ８０００）的１／２ＭＳ培

养基中，分别于３、５、１０、１５、和２０ｄ收集幼苗（处理

第０天不取材）；（２）温度胁迫处理。将试管苗置于

（４±１）℃（低温）、（４２±１）℃（高 温）和（２５±１）℃
（对照）人工气候室中培养，１、３和５ｄ收集幼苗（处

理当天不取材）。将 收 集 的 幼 嫩 茎 段，于 液 氮 迅 速

冷却后储存于－８０℃超低温 冰 箱 中 备 用。亚 细 胞

定位材料选用拟南芥Ｃｏｌｕｍｂｉａ野生型幼苗。

１．２　ｑＰＣＲ分析

荧光定量ＰＣＲ采用Ｐｏｗｅｒ　ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　Ｍａｓ－
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ｔｅｒ　Ｍｉｘ试剂盒（ＡＢＩ公司），按说明书进行操作，运

用Ｐｒｉｍｅｒ　Ｐｒｅｍｉｅｒ　５．０软 件 设 计 引 物 并 进 行 评 估，
挑选符合评价标准的引物送上海生物工程有限公司

（Ｓａｎｇｏｎ）合成。所用引物序列如表１所示，反应在

ＡＢＩ　７５００荧 光 定 量ＰＣＲ仪 上 进 行，反 应 程 序 为：

９５℃变 性３ｍｉｎ后，９４℃ ２０ｓ；６０℃退 火２５ｓ；

７２℃延伸２０ｓ共３５次循环，检测其荧光值，绘制熔

解曲线，重 复３次。采 用２－ΔΔＣｔ法［６］得 到 各 基 因 相

对于内参基 因 的 表 达 量，利 用ＳＰＳＳ１３．０进 行 方 差

分析，Ｅｘｃｅｌ作图。
表１　本研究所用引物

Ｔａｂｌｅ　１　Ｐｒｉｍｅｒｓ　ａｎｄ　ｔｈｅｉｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｕｓｅｄ　ｆｏｒ　ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ

引用Ｐｒｉｍｅｒ　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′→３′） 用途 Ｕｓａｇｅ

５′ａｄａｐｔｅｒ
３′ａｄａｐｔｅｒ
Ａｄａｐｔｅｒ　ｏｕｔｅｒ
Ａｄａｐｔｅｒ　ｉｎｎｅｒ

ＧＣＴＧＴＣＡＡＣＧＡＴＡＣＧＣＴＡＣＧＴＡＡＣＧＧＣＡＴＧＡＣＡＧＴＧＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣ
ＧＣＴＧＴＣＡＡＣＧＡＴＡＣＧＣＴＡＣＧＴＡＡＣＧＧＣＡＴＧＡＣＡＧＴＧＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴ
ＧＣＴＧＴＣＡＡＣＧＡＴＡＣＧＣＴＡＣＧＴＡＡＣ
ＧＣＴＡＣＧＴＡＡＣＧＧＣＡＴＧＡＣＡＧＴＧ

接头引物

Ａｓ　ａｄａｐｔｅｒｓ

３′－ＡＢＡ－Ｆ１ ＧＴＣＡＴＴＡＡＡＧＧＧＣＴＧＴＴＴＧＴＧＧＡＴＣＴＣＴＧＴＴ
３′ＲＡＣＥ

３′－ＡＢＡ－Ｆ２ ＡＴＡＧＡＧＣＴＴＧＴＴＴＴＣＣＧＡＴＴＴＣＣＧＴＡＧＴＧＴ

５′－ＡＢＡ－Ｒ２
５′－ＡＢＡ－Ｒ１
５′－ＡＢＡ－ＲＴ２
５′－ＡＢＡ－ＲＴ１

ＧＴＴＴＧＡＣＴＧＴＣＡＧＣＴＣＡＧＣＡＧＣＴＴＣＡＣＡ
ＣＣＧＧＡＡＡＡＴＣＧＴＣＣＧＡＴＴＧＡＡＴＣＡ
ＡＧＡＴＴＴＣＣＣＴＧＡＡＣＴＡＣＡＣＡＴ
ＧＧＡＡＧＣＣＣＴＧＡＣＴＴＴＡＣＡ

５′ＲＡＣＥ巢式引物

５′ＲＡＣＥ　ｎｅｓｔｅｄ　ｐｒｉｍｅｒｓ

ＣＤＳ－Ｆ
ＣＤＳ－Ｒ

ＣＡＧＴＧＧＴＣＴＣＡＣＡＡＣＡＴＧＡＴＧＡＡＣＧＧＡＡＡＣＧＧＴＡＡ
ＣＡＧＴＧＧＴＣＴＣＡＴＡＣＡＡＡＴＣＣＴＧＴＣＡＡＴＴＧＧＴＴＣＴＧ

亚细胞定位

Ｆｏｒ　ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ　ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

Ｍ１３－Ｆ
Ｍ１３－Ｒ

ＴＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡＧＴ
ＣＡＧＧＡＡＡＣＡＧＣＴＡＴＧＡＣＣ

通用引物

Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　ｐｒｉｍｅｒ

Ａｃｔｉｎ－Ｆ
Ａｃｔｉｎ－Ｒ

ＴＣＴＧＣＴＧＡＧＣＧＡＧＡＡＡＴ
ＡＧＣＣＡＣＣＡＣＴＡＡＧＡＡＣＡＡＴ

内参基因

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｇｅｎｅ

１．３　总ＲＮＡ提取及ｃＤＮＡ第一链合成

采用天根总ＲＮＡ提 取 试 剂 盒（ＤＰ４１９，ＴＩＡＮ－
ＧＥＮ）提取总ＲＮＡ，提取步骤及方法见说明书。使

用ＫＡＩＡＯ超微 量 分 光 光 度 计 Ｋ５５００和 琼 脂 糖 凝

胶电泳对提取的总ＲＮＡ进行定量及纯度检测。基

因克隆 和ｑＲＴ－ＰＣＲ的ｃＤＮＡ分 别 参 照 Ｍ－ＭｕＬＶ
Ｆｉｒｓｔ　Ｓｔｒａｎｄ　ｃＤＮＡ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　Ｋｉｔ　Ｍ－ＭｕＬＶ第一链

ｃＤＮＡ 合 成 试 剂 盒（Ｂ５３２４３５）进 行 合 成，储 存 于

－２０℃备用。

１．４　火龙果ＨｕＡＢＡＲ 基因ｃＤＮＡ的克隆

以总ＲＮＡ为 模 板，参 照 ＴａＫａＲａ反 转 录 试 剂

盒（型号：ＲＲ０４７Ａ）说明书步骤合成ｃＤＮＡ，利用前

期筛选出的抗旱相关基因ＨｕＡＢＡＲ 的Ｕｎｉｇｅｎｅ序

列设计特异性引物（表１），以 样 本ｃＤＮＡ为 模 板 进

行ＰＣＲ扩增：９４℃３０ｓ；６８℃３０ｓ，７２℃３ｍｉｎ，２０
个循环。扩 增ＰＣＲ产 物 经１％琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检

测，切胶回收 目 的 基 因 片 段，连 接 到 载 体 并 转 化 至

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ＤＨ５α感受态细胞中，挑 取 阳 性 克

隆送至上海生工生物公司进行测序验证。经分析、
拼接后获得ＨｕＡＢＡＲ 基因全长。

１．５　ＨｕＡＢＡＲ 的亚细胞定位

以火龙果ｃＤＮＡ第一链为模板设计引物ＣＤＳ－Ｆ

和ＣＤＳ－Ｒ（表１）；将扩增的目的片段进行胶回收，检
测无误后将去掉终止密码的ＨｕＡＢＡＲ 连接到表达

载体ｐＢＷＡ（Ｖ）ＨＳ－ｇｆｐ上，取５～１０μＬ转 化 大 肠

杆菌感受态ＤＨ５α过夜培养后进行菌落ＰＣＲ验证

并送 样 测 序，连 接 得 到ｐＢＷＡ（Ｖ）ＨＳ－ＨｕＡＢＡＲ－
ｇｆｐ，取拟南芥苗若干，加入５～１０ｍＬ酶解液，２８℃
缓慢震荡（１００ｒ／ｍｉｎ）酶解５～６ｈ后筛网过滤后重

悬，取１０μＬ纯化质粒加入２００μＬ拟南芥原生质体

中并加入等体积ＰＥＧ轻柔混匀，室温静置３０ｍｉｎ，
暗培养后激光共聚焦显微镜观察。

２　结果与分析

２．１　ＨｕＡＢＡＲ全长ｃＤＮＡ克隆及生物信息学分析

根据前期所获得的ＨｕＡＢＡＲ 基因的 Ｕｎｉｇｅｎｅ
序列，分别设计特异性引物（表１）进 行ｃＤＮＡ的 全

长序列扩增，最终片段经纯化连接、测序比对，确定

所获得的片段为ＨｕＡＢＡＲ 基因的３′端序列和５′端

序列（图１）。将３′、５′－ＲＡＣＥ所得到的基因片段序

列与 中 间 片 段 进 行 拼 接，得 到 全 长１　２３９ｂｐ的

ＨｕＡＢＡＲ 基因ｃＤＮＡ序列，通过在线ＯＲＦ预测软

件分析该基 因 的 全 长 序 列，其５′－ＵＴＲ大 小 为２６４
ｂｐ，３′－ＵＴＲ 大 小 为４１４ｂｐ，有 一 段 长５６１ｂｐ的

９１
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ＯＲＦ（图２），共编 码 一 个 含 有１８７个 氨 基 酸 残 基 的

蛋白，３６４位碱基到第７８０位碱基为该基因的ＳＲＰ－
ＢＣＣ结构域。

　泳道１～３分 别 代 表ＢＢＩ　Ｂ６０００３２ｍａｒｋｅｒ、ＨｕＡＢＡＲ 基 因３′－

ＲＡＣＥ和ＨｕＡＢＡＲ 基因５′－ＲＡＣＥ。Ｌａｎｅｓ　１－３ｓｅｑｕｅｎｔｉａｌｌｙ　ｒｅｐｒｅ－

ｓｅｎｔｅｄ　ＢＢＩ　Ｂ６０００３２ｍａｒｋｅｒ，３′－ＲＡＣＥ　ａｎｄ　５′－ＲＡＣＥ　ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔ

ｏｆ　ＨｕＡＢＡＲ．

图１　ＨｕＡＢＡＲ 基因ＲＡＣＥ电泳结果

Ｆｉｇ．１　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍ　ｏｆ　ＨｕＡＢＡＲ

ＲＡＣＥ　ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

使用ＮＣＢＩ中 的ＣＤＤ（Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ　Ｄｏｍａｉｎ　Ｄａ－
ｔａｂａｓｅ）数据库，对 ＨｕＡＢＡＲ 全长序列可能存在的

蛋白结构、功能进行预测。结果表明，ＨｕＡＢＡＲ 编

码的蛋白在１２２～２６０ａａ有一个属于ＳＲＰＢＣＣ超家

族的保守结构 域，与ＰＹＬ蛋 白 类 似，故 命 名 ＨｕＡ－
ＢＡＲ。通过ＰｒｏｔＰａｒａｍ工具对 ＨｕＡＢＡＲ蛋白进行

分析表明，该蛋白分子质量为２１．７３ｋｕ，理论等电点

ｐＩ为５．５２。通 过 氨 基 酸 组 成 分 析，发 现 以 缬 氨 酸

（１０．９％）、谷氨酸 （９．９％）的含量最高。蛋白不稳定

系数值３３．７８，脂肪系数８９．６９，预测其属于不稳定蛋

白，带负电荷残基（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）总数为３０，带正电荷

残基（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）总数为２３。
利用ＰｒｏｔＳｃａｌｅ程 序 在 线 分 析 ＨｕＡＢＡＲ疏 水

性，结果显 示，ＨｕＡＢＡＲ总 平 均 亲 水 性（ＧＲＡＶＹ）
为－０．４４５；通 过 在 线 软 件 ＴａｒｇｅｔＰ 预 测，发 现

ＨｕＡＢＡＲ蛋白ｃＴＰ得分 、ｍＴＰ得分以及ＳＰ得分

均小于１；ＳｉｇｎａｌＰ　４．１结果显示无信号肽存在；采用

在线 分 析 软 件 ＴＭｐｒｅｄ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｈ．ｅｍｂｎｅｔ．
ｏｒｇ／ｓｏｆｔｗａｒｅ／ＴＭＰＲＥＤ＿ｆｏｒｍ．ｈｔｍｌ）对 ＨｕＡＢＡＲ
的跨膜区进行分析发现，ＨｕＡＢＡＲ蛋白不存在跨膜

区，推测其在细胞膜上没有功能；通过在线分析软件

ＮｅｔＰｈｏｓ　３．１（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／

ＮｅｔＰｈｏｓ／）预测，发现 ＨｕＡＢＡＲ蛋白含有磷酸化位

点，共有４９个苏氨酸（Ｔｈｒ）可成为潜在蛋白激酶磷

酸化位点（图３Ｄ）。
利用ＧＯＲ４在线分析 ＨｕＡＢＡＲ蛋白的二级结

构，结果显示共３９个氨基酸残基参与了α－螺旋，所

占比率为２０．３１％；１０５个氨基酸残基参与了无规则

卷曲的形成，占５４．６９％；４８个氨基酸残基参与延伸

链的形成，占２５．００％，可见，大多数氨基酸残基形成

了 无 规 则 卷 曲。使 用 ＰＨＹＲＥ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｂｇ．
ｂｉｏ．ｉｃ．ａｃ．ｕｋ／ｐｈｙｒｅ２／ｈｔｍｌ／）系统的分析显示，ＨｕＡ－
ＢＡＲ蛋白的三 维 结 构 模 型 与 模 板ｃ５ｕｊｖＡ＿的 相 似

度高达９０．０％，都具有与脱落酸复合的ｆｅｐｙｒ１晶体

结构，属于ＳＲＰＢＣＣ超 家 族 蛋 白，进 一 步 印 证 了 上

述序列分析中对该蛋白存在与脱落酸结合结构域的

推测。

２．２　ＨｕＡＢＡＲ聚类分析及系统演化

将 ＨｕＡＢＡＲ蛋白经ＤＮＡＭＡＮ（４．０）软件进行

序列比对，结果显示 ＨｕＡＢＡＲ与许多植物ＰＹＬ编

码氨基 酸 序 列 的 同 源 性 高，为７８％（百 脉 根，Ｌｏｔｕｓ
ｊａｐｏｎｉｃｕｓ）～８５％（香 石 竹，Ｄｉａｎｔｈｕｓ　ｃａｒｙｏｐｈｙｌ－
ｌｕｓ）。ＨｕＡＢＡＲ编 码 蛋 白 属 于ＰＹＬ／ＰＭＬ／ＲＣＡＰ

家族，再 将 其 ＯＲＦ氨 基 酸 序 列 进 行ＢＬＡＳＴ，发 现

不同植物中该基因的 ＯＲＦ区相似度极高，为８１％
（绿豆，Ｖｉｇｎａ　ｒａｄｉａｔａ）～８９％（芝 麻，Ｓｅｓａｍｕｍ　ｉｎ－
ｄｉｃｕｍ），说明在进化上该编码区较保守。

根据 ＯＲＦ氨 基 酸 比 对 结 果，利 用 ＭＥＧＡ　６．０
软件，采用邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒ　ｊｏｉｎｉｎｇ）构 建 系 统 发 育

树，设定Ｂｏｏｔ－ｓｔｒａｐ值 为１　０００（图３），发 现 ＨｕＡ－
ＢＡＲ与芝麻ＰＹＬ氨基酸序列的同源性最高，与香

石竹、甜 菜（Ｂｅｔａ　ｖｕｌｇａｒｉｓ　ｓｕｂｓｐ．ｖｕｌｇａｒｉｓ）、昆 诺

阿藜（Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ　ｑｕｉｎｏａ）和菠菜（Ｓｐｉｎａｃｉａ　ｏｌｅｒ－
ａｃｅａ）等植物ＰＹＬ的氨基酸序列同源性相对较近。

２．３　ＨｕＡＢＡＲ应答逆境胁迫的表达分析

以筛选出的ＨｕＡＢＡＲ　Ｕｎｉｇｅｎｅ序列设计特异

性引物，对 ＨｕＡＢＡＲ 在３种非生物胁迫下的表达

情况进行ｑＰＣＲ分析。结果表明ＨｕＡＢＡＲ 在干旱

胁迫５ｄ时相对表达量显 著 增 高，比 对 照 增 加５倍

以上（图４Ａ）；在 高 温 胁 迫 下，ＨｕＡＢＡＲ 的 上 调 十

分显著，在３ｄ时相对 表 达 量 最 高，比 对 照 增 加１０
倍以上（图４Ｂ）；而 在 低 温 处 理 中，ＨｕＡＢＡＲ 呈 逐

步上调的表达模式，在５ｄ时相对表达 量 比 对 照 增

强表达７倍以上（图４Ｂ）。因此，ＨｕＡＢＡＲ 基 因 在

干旱、高 温 及 低 温 胁 迫 下，其 表 达 水 平 均 得 到

增强。

０２
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图２　ＨｕＡＢＡＲ 基因的ＯＲＦ序列

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ＯＲＦ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ＨｕＡＢＡＲ

１２
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方框标记的为 ＨｕＡＢＡＲ蛋白。ＨｕＡＢＡＲ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄｓ　ｗｅｒｅ　ｍａｒｋｅｄ　ｉｎ　ｆｒａｍｅ．

图３　ＨｕＡＢＡＲ与其他物种ＰＹＬ氨基酸序列系统进化树分析

Ｆｉｇ．３　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　ＯＲＦ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ＨｕＡＢＡＲ　ａｎｄ　ＰＹＬ　ｆｒｏｍ　ｏｔｈｅｒ　ｐｌａｎｔ　ｓｐｅｃｉｅｓ

　Ａ和Ｂ分别为干旱胁迫和温度胁迫；图中相同处理中不同字母代表０．０５水平差异显著。Ａ　ａｎｄ　Ｂ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ　ｆｏｒ　ｄｒｏｕｇｈｔ　ａｎｄ　ｔｅｍ－

ｐｅｒａｔｕｒｅ　ｓｔｒｅｓｓｅｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｗｉｔｈｉｎ　ｓａｍｅ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ　ａｔ　０．０５ｌｅｖｅｌｓ．

图４　火龙果非生物胁迫下ＨｕＡＢＡＲ的表达水平

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅ　ＨｕＡＢＡＲｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　ａｂｉｏｔｉｃ　ｓｔｒｅｓｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｐｉｔａｙａ

２．４　ＨｕＡＢＡＲ的亚细胞定位结果

利用亚细胞定位在线预测软件Ｐｓｏｒｔ（ｈｔｔｐｓ：／／

ｗｗｗ．ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ．ｃｏｍ／ｐｓｏｒｔ．ｈｔｍｌ）预 测 到 ＨｕＡＢＡＲ
蛋白定位于细胞质中的概率为４３．５％，于细胞核中

概率为２６．１％，于线粒体上概率为２１．７％。为了进

一步 验 证 定 位 情 况，用 去 除 终 止 密 码 子 的 ＨｕＡ－
ＢＡＲ 构 建 由３５Ｓ启 动 子 驱 动 的ｐＢＷＡ （Ｖ）ＨＳ－
ＨｕＡＢＡＲ－ｇｆｐ融合蛋白表达载体，并将融合蛋白表

达载体和空载通过ＰＥＧ介导法转入拟南芥原生质

体中。激光共聚焦显微镜下观察融合蛋白的位置大

多定位于细胞质，极少量见于细胞核（图５）。

３　讨　论

ＡＢＡ作为一种重要的植物激素，参与了高等植

物的侧根发生、叶片脱落、气孔关闭等多个重要生长

过程［２］。且当植物遭受各种非生物和生物胁 迫 时，

ＡＢＡ含量也会迅速增加，导致气孔关闭减少水分蒸

腾，并激活编码可溶性渗透保护物质的相关基因，以
降低逆境 胁 迫 对 植 物 的 伤 害［７－８］。本 研 究 中，通 过

ｑＰＣＲ分析表 明，ＨｕＡＢＡＲ 在 火 龙 果 干 旱、高 温 与

低温胁迫下均有显著上调表达，意味着该基因可能

参 与了逆境胁迫调控；前人在拟南芥中鉴定出介导

２２



　第５期 汤纬玮 等：火龙果ＨｕＡＢＡＲ 的克隆、生物信息学分析及亚细胞定位 　

图５　ＨｕＡＢＡＲ基因在拟南芥原生质体中的亚细胞定位

Ｆｉｇ．５　Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ　ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＨｕＡＢＡＲｐｒｏｔｅｉｎ　ｉｎ　ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ　ｏｆ　Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ

ＡＢＡ信号转导的关键元件，包括蛋白激酶、磷酸酶、
蛋白酶、转录因子、ＲＮＡ加工因子、染色质重组蛋白

等［９］。Ｐａｒｋ 等［１０］在 拟 南 芥 上 更 证 实 了 ＰＹＲ１／

ＰＹＬｓ（ｐｙｒａｂａｃｔｉｎ　ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ　１／ＰＹＲ１ｌｉｋｅ）属 于 细

胞质ＡＢＡ受体蛋白。通过ＮＣＢＩ进行比对发现，本
研究克隆的 ＨｕＡＢＡＲ核酸序列与 ＡＢＡ受 体 核 酸

序列 相 似 度 很 高；通 过 ＤＮＡＭＡＮ 软 件 对 ＨｕＡ－
ＢＡＲ编码氨基酸进行序列比对分析发现，其与许多

植物ＰＹＬ的氨基酸序列 同 源 性 较 高：ＨｕＡＢＡＲ与

芝麻ＰＹＬ 基 因 的 ＯＲＦ氨 基 酸 序 列 的 同 源 性 最

高［１１］，在保守 结 构 域 上 序 列 变 化 不 大，因 此，推 测

ＨｕＡＢＡＲ在 进 化 和 功 能 上 可 能 与 芝 麻 的ＰＹＬ相

似；ＨｕＡＢＡＲ与 大 豆（Ｇｌｙｃｉｎｅ　ｍａｘ，登 录 号：ＸＰ＿

００３５４４７５２．１）、绿 豆（Ｖｉｇｎａ　ｒａｄｉａｔａ，登 录 号：ＸＰ＿

０１４５０５３１１．１）等ＰＹＬ的 氨 基 酸 序 列 同 源 性 虽 然 比

芝麻低，但相似度也高达８１％，表明在ＰＹＬ家族进

化上相对保守，在功能结构域上具有较高的同源性。
而在葡萄（Ｖｉｔｉｓ　ｖｉｎｉｆｅｒａ　Ｌ．）［１２］及水稻（Ｏｒｙｚａ　ｓａｔｉ－
ｖａ）［１３］中对ＰＹＬ 的研究证实，它们都具有应答干旱

胁迫等非生物胁迫的作用，因此，推测火龙果ＨｕＡ－
ＢＡＲ 基因与这些植物的ＰＹＬ 基因的功能相类似。

同时，ＨｕＡＢＡＲ第３６４～７８０位碱基编码的 氨

基 酸 属 于ＳＲＰＢＣＣ超 家 族，具 有 与 ＡＢＡ 复 合 的

ｆｅｐｙｒ１晶体结构，并可以在与ＡＢＡ结合后参与２Ｃ
型蛋白磷酸 酶（ＰＰ２Ｃ，如 ＡＢＩ１和 ＡＢＩ２）的 相 互 作

用，并抑制它们的活性，这与Ｙｕａｎ等［３］的研究具相

似：结合了ＡＢＡ的受 体 蛋 白（ＰＹＬ）可 与ＰＰ２Ｃｓ结

合，会导致ＰＰ２Ｃｓ自 我 磷 酸 化 和 蛋 白 磷 酸 化，并 分

别作用于下游转录因子及质膜离子通道，促使ＡＢＡ
信号应答相关基因的表达和气孔的关闭。亚细胞定

位结果显示，ＨｕＡＢＡＲ蛋白定位于细 胞 质 上，属 于

细胞质／细胞核脱落酸受体，这与近期相关研究结果

类似［９，１４－１６］，与 亲 水 性 分 析 结 果 一 致，与 ＡＢＡ受 体

ＰＹＬ家族一般在细胞质内行使ＡＢＡ受体调控机制

的生物 学 功 能 相 吻 合。因 此，推 测 火 龙 果 ＨｕＡ－
ＢＡＲ 在植株应答非生 物 逆 境 胁 迫 中 发 挥 了 重 要 作

用，但具体的作用机制和功能尚需进一步验证，这也

是下一步要进行的工作。亚细胞定位的结果可为进

一步探 究 其 与 ＡＢＡ作 用 的 方 式、筛 选 其 互 作 蛋 白

及研究其逆境胁迫下的功能奠定基础。
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