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摘要: 以花楸树〔Ｓｏｒｂｕｓ ｐｏｈｕａｓｈａｎｅｎｓｉｓ (Ｈａｎｃｅ) Ｈｅｄｌ.〕为研究对象ꎬ对其小热激蛋白 ２３.８ 基因(ＳｐＨＳＰ２３.８)的克

隆、组织特异性表达以及响应非生物胁迫的表达进行研究ꎮ 结果表明:ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因开放阅读框(ＯＲＦ)包含 ６４８
个碱基ꎬ编码 ２１５ 个氨基酸ꎬ其编码氨基酸序列的理论相对分子质量约 ２３ ８００ꎬ该基因包含 １ 个内含子ꎮ 氨基酸序

列比对结果显示:ＳｐＨＳＰ２３.８ 蛋白与枇杷〔Ｅｒｉｏｂｏｔｒｙａ ｊａｐｏｎｉｃａ (Ｔｈｕｎｂ.) Ｌｉｎｄｌ.〕ＥｊｓＨＳＰ６ 蛋白(登录号 ＡＫＰ０６２０１.１)
的同源性最高ꎮ 根据 ＳｐＨＳＰ２３.８ 蛋白与模式植物小热激蛋白氨基酸序列的聚类分析结果ꎬ推测 ＳｐＨＳＰ２３.８ 蛋白定

位于线粒体中ꎮ 组织特异性表达结果显示:ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因在茎中的相对表达量最高ꎬ其次为果实和根ꎬ而花中的

相对表达量最低ꎮ 高温、ＮａＣｌ 及干旱胁迫下ꎬ花楸树叶片中 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因的相对表达量显著升高ꎮ 随着高温胁

迫时间的延长ꎬＳｐＨＳＰ２３.８ 基因的相对表达量呈先升高后降低的变化趋势ꎬ且在胁迫 ２.００ ｈ 达到峰值ꎻ在 ＮａＣｌ 和干

旱胁迫下ꎬＳｐＨＳＰ２３.８ 基因的相对表达量均呈升高的变化趋势ꎮ 高温、ＮａＣｌ 和干旱胁迫下ꎬＳｐＨＳＰ２３.８ 基因在转

ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因拟南芥〔Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.〕中的表达趋势与其在相应胁迫条件下花楸树中的表达

趋势一致ꎮ 上述研究结果表明:ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因参与了花楸树对高温、ＮａＣｌ 和干旱胁迫的响应ꎬ在花楸树引种驯化

的适应性方面起着一定的作用ꎮ
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｏｆ ｉｔｓ ｓｍａｌｌ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ２３. ８ ｇｅｎｅ
(ＳｐＨＳＰ２３.８) ｗｅｒｅ ｓｔｕｄｉｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ (ＯＲＦ) ｏｆ ＳｐＨＳＰ２３.８ ｇｅｎｅ
ｃｏｎｔａｉｎｓ ６４８ ｂａｓｅｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｅｎｃｏｄｅｓ ２１５ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｗｉｔｈ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓ ａｂｏｕｔ
２３ ８００ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｃｏｎｔａｉｎｓ ｏｎｅ ｉｎｔｒｏｎ. Ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ
ＳｐＨＳＰ２３.８ ｐｒｏｔｅｉｎ ｈａｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｗｉｔｈ ＥｊｓＨＳＰ６ ｐｒｏｔｅｉｎ ( ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ. ＡＫＰ０６２０１. １) ｉｎ
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ＳｐＨＳＰ２３.８ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｓｍａｌｌ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｐｌａｎｔｓꎬ ｉｔ ｉｓ ｓｐｅｃｕｌａｔｅｄ ｔｈａｔ ＳｐＨＳＰ２３. ８
ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ. Ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
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ｏｆ ＳｐＨＳＰ２３.８ ｇｅｎｅ ｉｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｉｎ ｓｔｅｍꎬ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｆｒｕｉｔ ａｎｄ ｒｏｏｔꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｏｗｅｓｔ ｉｎ ｆｌｏｗｅｒ. Ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅꎬ ＮａＣｌꎬ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓｅｓꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳｐＨＳＰ２３. ８ ｇｅｎｅ ｉｎ ｌｅａｆ ｏｆ Ｓ.
ｐｏｈｕａｓｈａｎｅｎｓｉｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ. Ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ ｔｉｍｅꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳｐＨＳＰ２３.８ ｇｅｎｅ ｓｈｏｗｓ ａ ｔｅｎｄｅｎｃｙ ｔｏ ｆｉｒｓｔ ｉｎｃｒｅａｓｅ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｄｅｃｒｅａｓｅꎬ ａｎｄ ｒｅａｃｈｅｓ ｔｈｅ ｐｅａｋ
ｖａｌｕｅ ｕｎｄｅｒ ｓｔｒｅｓｓ ｆｏｒ ２.００ ｈꎻ ｕｎｄｅｒ ＮａＣｌ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓｅｓꎬ ｔｈａｔ ｏｆ ＳｐＨＳＰ２３.８ ｇｅｎｅ ａｌｌ ｓｈｏｗｓ ａ
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ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ Ｓ. ｐｏｈｕａｓｈａｎｅｎｓｉｓ ｔｏ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅꎬ ＮａＣｌꎬ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓｅｓ ａｎｄ ｐｌａｙｓ ａ ｃｅｒｔａｉｎ ｅｆｆｅｃｔ
ｉｎ ｔｈｅ ａｄａｐｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｏｍｅｓｔｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓ. ｐｏｈｕａｓｈａｎｅｎｓｉｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｓｏｒｂｕｓ ｐｏｈｕａｓｈａｎｅｎｓｉｓ (Ｈａｎｃｅ) Ｈｅｄｌ.ꎻ ｓｍａｌｌ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎｓ (ｓＨＳＰｓ)ꎻ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇꎻ
ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ

　 　 小热激蛋白(ｓＨＳＰｓ)是理论相对分子质量介于

１６ ０００~４０ ０００ 之间的一类热激蛋白ꎬ是植物中最丰

富且分布广泛的一类热激蛋白ꎬ且相较于其他真核生

物ꎬ数目更多ꎬ差异也较大[１]ꎮ 小热激蛋白不仅参与

许多细胞内过程及某些蛋白质家族成员突变导致细

胞功能紊乱的调节[２－３]ꎬ还能在胁迫下作为中间体ꎬ
通过阻止蛋白质的不可逆变性保护蛋白质ꎮ 同时ꎬ小
热激蛋白不仅起着“保持酶”伴侣的作用ꎬ还积极调

控蛋白质富集过程ꎬ提高细胞在不同应激条件下(如
高温或氧化应激)恢复蛋白质稳态的能力ꎮ 除了调

节细胞应激反应和响应细胞条件的变化ꎬ许多小热激

蛋白基因还能在正常生长的细胞中表达[４－５]ꎬ通过调

节正常蛋白质间的相互作用影响多种细胞功能ꎬ包括

细胞信号传导、分化和凋亡ꎮ 研究表明:小热激蛋白

不仅参与植物对高温或热激的响应ꎬ而且能响应其他

生物及非生物胁迫ꎬ如病原菌、捕食者、干旱、低温、盐
害、紫外线、重金属离子、渗透胁迫、厌氧胁迫甚至是

重力的变化等ꎬ也能诱导小热激蛋白基因表达[６]ꎮ
高温胁迫下ꎬＦｅｓｔｕｃａ ａｒｕｎｄｉｎａｃｅａ Ｓｃｈｒｅｂ.中ＦａＨＳＰ１８.２
基因的表达量明显上调ꎬ进而提高其对高温的耐受

性[７]ꎻ干 旱 胁 迫 处 理 后ꎬ Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ ｃｌａｄｏｃａｌｙｘ Ｆ.
Ｍｕｅｌｌ.中 ＥｃＨＳＰ１７.６ 基因表达量极显著升高[８]ꎻ马铃

薯(Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ Ｌｉｎｎ.)中大多数小热激蛋白基

因在高温胁迫、盐胁迫和渗透胁迫下明显上调表

达[９]ꎻ 水 稻 ( Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ.) 中 ＯｓＨＳＰ ２６.７、
ＯｓＨＳＰ２３.２、ＯｓＨＳＰ１７.９Ａ、ＯｓＨＳＰ１７.４ 和 ＯｓＨＳＰ１６. ９Ａ
基因 在 热 胁 迫 下 上 调 表 达[１０]ꎻ 橡 胶 树 〔 Ｈｅｖｅａ
ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ (Ｗｉｌｌｄ. ｅｘ Ａ. Ｊｕｓｓ.) Ｍｕｅｌｌ. Ａｒｇ.〕在低温胁

迫条件下大多数小热激蛋白基因明显上调表达[１１]ꎮ
然而ꎬ小叶杨(Ｐｏｐｕｌｕｓ ｓｉｍｏｎｉｉ Ｃａｒｒ.)中 ＰｓＨＳＰ１７.４ 基

因在高温胁迫下转录下调ꎬ推测其可能在小叶杨高温

胁迫过程中不作为分子伴侣ꎬ而是发挥了其他功

能[１２]ꎮ 此外ꎬ小热激蛋白还能参与植物特定的生长

发育过程[１３]ꎮ
花楸树〔Ｓｏｒｂｕｓ ｐｏｈｕａｓｈａｎｅｎｓｉｓ (Ｈａｎｃｅ) Ｈｅｄｌ.〕为

落叶小乔木ꎬ广泛分布于中国北方地区ꎬ原生境海拔

约 ８００~２ ５００ ｍꎬ是一种优良的观叶、观花、观果树

种ꎬ在中国东北地区作为行道树适应性良好[１４]ꎮ 除

观赏价值外ꎬ花楸树还是中国传统的药用植物[１５－１６]ꎮ
已有关于花楸树的研究主要集中在地理分布与天然

更新[１７]、群体遗传多样性[１８]、种源地理变异[１９]、种子

发育与休眠[２０－２１]、繁殖技术[２２－２３]以及引种驯化[２４] 等

方面ꎬ而在花楸树响应高温胁迫的机制方面ꎬ仅有花

楸树 ２ 年生幼苗响应高温胁迫的生理生化机制[２５－２６]

以及花楸树热激蛋白 ７０ 基因克隆和功能[２７] 方面的

初步报道ꎮ 花楸树自然生境海拔较高ꎬ土壤大多为山

地棕壤ꎬｐＨ ５.４ 至 ｐＨ ６.２ꎬ呈弱酸性ꎬ腐殖质含量高ꎬ
养分丰富ꎬ土壤肥力高ꎮ 在实际引种驯化及种质资源

保存过程中ꎬ难以保证引种地(或保存地)与原生地

环境完全一致ꎬ因此ꎬ花楸树引种到低海拔地区将面

临包括高温在内的多种非生物胁迫限制ꎬ探究其对逆

境胁迫的响应有助于研究其驯化适应机制ꎮ 本研究

克隆了花楸树小热激蛋白基因ꎬ探讨其在非生物胁迫

条件下的表达模式ꎬ并通过转化拟南芥〔Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.〕对其功能进行进一步剖析ꎬ
明确其在高温等非生物胁迫下的响应表达模式ꎬ以期

为花楸树引种驯化奠定理论基础ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

实验于 ２０１７ 年 ３ 月至 ２０１９ 年 ５ 月在北京农学

０１



第 ５ 期 张　 泽ꎬ 等: 花楸树小热激蛋白 ２３.８ 基因(ＳｐＨＳＰ２３.８)克隆与表达分析

院园林学院实验基地进行ꎮ 供试花楸树 １ 年生实生

苗(营养钵栽)用于干旱和 ＮａＣｌ 胁迫实验ꎬ２ 年生实

生苗(盆栽)用于高温胁迫实验ꎬ４ 年生实生苗用于基

因组 ＤＮＡ 提取和组织特异性表达分析ꎮ 野生型拟南

芥(Ｃｏｌ 背景)为本实验室保存ꎮ
实验用 ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ Ｏｎｅ－Ｓｔｅｐ ｇＤＮＡ Ｒｅｍｏｖａｌ ａｎｄ

ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ＳｕｐｅｒＭｉｘ、２×ＥａｓｙＴａｑ ＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ、
Ｔｒａｎｓ２Ｋ Ｐｌｕｓ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、ｐＴＯＰＯ－ＴＡ Ｓｉｍｐｌｅ 克隆载

体及 ＥａｓｙＰｕｒｅ Ｑｕｉｃｋ Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 购自北京全式

金生物技术有限公司ꎬＥＡＳＹｓｐｉｎ Ｐｌｕｓ Ｃｏｍｐｌｅｘ Ｐｌａｎｔ
ＲＮＡ Ｋｉｔ、５０×ＴＡＥ Ｂｕｆｆｅｒ、２×Ｓｙｂｒ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ 和

抗生素等化学试剂购自北京艾德莱生物技术有限公

司ꎮ Ｐｌｅｅｌａ 超表达载体由中国科学院植物研究所刘

永秀课题组惠赠ꎮ 引物合成及测序皆由北京睿博兴

科生物技术有限公司完成ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 基因组 ＤＮＡ、总 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 第 １ 链合

成　 参照刘聪聪等[２７]的方法进行花楸树叶片基因组

ＤＮＡ 的提取ꎬ参照 ＥＡＳＹｓｐｉｎ Ｐｌｕｓ Ｃｏｍｐｌｅｘ Ｐｌａｎｔ ＲＮＡ
Ｋｉｔ 说明书进行总 ＲＮＡ 的提取ꎬ参照 ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ Ｏｎｅ－
Ｓｔｅｐ ｇＤＮＡ Ｒｅｍｏｖａｌ ａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ＳｕｐｅｒＭｉｘ 说

明书进行反转录ꎬ合成 ｃＤＮＡ 第 １ 链ꎮ
１.２.２ 　 基因克隆和序列分析 　 对花楸树转录组数

据[２８]进行分析后ꎬ经 ＮＣＢＩ 的 ＢＬＡＳＴ 网站( ｈｔｔｐ:∥
ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ.ｃｇｉ)中 ＢＬＡＳＴｎ 在线软件

比对ꎬ获得 １ 条与小热激蛋白基因相似的序列ꎬ依据

所得序列设计引物 ＳｐＨＳＰ２３.８－ＣＦ 和 ＳｐＨＳＰ２３.８－ＣＲ
(表 １)ꎬ分别以花楸树 ｃＤＮＡ 和 ｇＤＮＡ 为模板进行

ＰＣＲ 扩增ꎮ ＰＣＲ 反应体系总体积为 ２０.０ μＬꎬ包括模

板１.０ μＬ、１０ μｍｏｌＬ－１正向和反向引物各 ０.４ μＬ、２×
ＥａｓｙＴａｑ ＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ １０.０ μＬ 和 ｄｄＨ２Ｏ ８.２ μＬꎮ 扩

增程序为:９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓ、５５ ℃
退火 ３０ ｓ、７２ ℃ 延伸 ２ ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎻ７２ ℃ 延伸

１０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物经质量体积分数 １.０％琼脂糖凝胶

电泳并回收目的条带、连接到 ｐＴＯＰＯ－ＴＡ Ｓｉｍｐｌｅ 克

隆载体进行测序ꎬ采用 ＤＮＡＭＡＮ ７.０ 软件对测序结

果进行开放阅读框( ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅꎬＯＲＦ)分析ꎬ
获得该基因的 ｃＤＮＡ 序列ꎬ然后对该基因的 ｇＤＮＡ 和

ｃＤＮＡ 进行序列比对和结构分析ꎮ
１.２.３　 蛋白质生物信息学分析　 使用 ＤＮＡＭＡＮ ７.０
软件预测花楸树 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因编码的氨基酸序列ꎬ
利用 ＮＣＢＩ 的 ＢＬＡＳＴ 网站中 ＢＬＡＳＴｐ 在线软件进行

同源性比对ꎻ利用 ＥｘＰａｓｙ 网站(ｈｔｔｐ:∥ｗｗｗ. ｅｘｐａｓｙ.
ｏｒｇ / )的相关软件预测蛋白质的理论等电点和理论相

对分子质量ꎻ 通过 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 工具 ( ｈｔｔｐｓ: ∥ ｗｅｂ.
ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )对蛋白质的一级结构进行分

析ꎻ利用 Ｓｏｐｍａ 工具(ｈｔｔｐｓ:∥ｎｐｓａ－ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ｃｇｉ－
ｂｉｎ / ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ.ｐｌ? ｐａｇｅ ＝ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ.ｈｔｍｌ)预测蛋

白质的二级结构ꎻ利用 ＣｌｕｓｔａｌＸ ２. １ 软件对花楸树

ＳｐＨＳＰ２３.８蛋白以及拟南芥、水稻和毛果杨(Ｐｏｐｕｌｕｓ
ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ Ｔｏｒｒ. ｅｔ Ａ. Ｇｒａｙ ｅｘ Ｈｏｏｋ.)等模式植物不同

亚族小热激蛋白的氨基酸序列进行聚类分析(邻接

法ꎬ ｎｅｉｇｈｂｏｒ ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ )ꎬ 并 采 用 自 检 举 法

(ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｍｅｔｈｏｄ)对构建的进化树进行评估(重复

１ ０００次)ꎮ

表 １　 用于花楸树 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因克隆和表达的引物序列
Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＳｐＨＳＰ２３.８ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｓｏｒｂｕｓ ｐｏｈｕａｓｈａｎｅｎｓｉｓ (Ｈａｎｃｅ) Ｈｅｄｌ.

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

序列(５′→３′)
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′)

ＳｐＨＳＰ２３.８－ＣＦ ＡＴＧＧＣＴＴＣＧＴＣＡＡＴＧＴＣＡＡＴＣＣ
ＳｐＨＳＰ２３.８－ＣＲ ＣＴＡＣＴＣＡＡＣＣＴＴＡＡＣＣＴＣＡＡＡＣＡＣＡ
ＳｐＨＳＰ２３.８－ＱＦ ＧＡＧＣＡＧＡＡＣＡＣＧＣＴＧＧＴＡＧＴ
ＳｐＨＳＰ２３.８－ＱＲ ＣＧＴＣＡＣＣＴＴＣＧＧＡＡＴＣＡＣＣＡ
Ｓｐβ－ａｃｔｉｎＱＦ ＴＧＧＡＴＧＧＣＴＧＧＡＡＧＡＧＧＡ
Ｓｐβ－ａｃｔｉｎＱＲ ＧＡＧＣＧＧＧＡＡＡＴＴＧＴＧＡＧＧ
ＳｐＨＳＰ２３.８－ＴＦ ＣＡＣＣＡＴＧＧＣＴＴＣＧＴＣＡＡＴＧＴＣＡＡＴＣＣ
ＳｐＨＳＰ２３.８－ＴＲ ＣＴＡＣＴＣＡＡＣＣＴＴＡＡＣＣＴＣＡＡＡＣＡＣＡ
Ａｔβ－ａｃｔｉｎＱＦ ＣＴＣＣＴＴＴＧＴＴＧＣＴＧＴＴＧＡＣＴＡＣ
Ａｔβ－ａｃｔｉｎＱＲ ＧＣＡＣＡＡＴＧＴＴＡＣＣＧＴＡＣＡＧＡＴＣ

１.２.４　 基因表达分析

１.２.４.１　 组织特异性表达分析　 参照刘聪聪等[２７] 的

研究方法ꎬ选取 ３ 株花楸树 ４ 年生实生苗ꎬ分别于

２０１８ 年 ３ 月 １０ 日取芽ꎬ３ 月 ２０ 日取幼叶和茎(１ 年

生枝条的顶部第 １ 和第 ２ 节间部分)ꎬ４ 月 ２０ 日(盛
花期)取花ꎬ５ 月 ２０ 日(花期后 ２０ ｄ)取果实、成熟叶

和根ꎬ液氮速冻后于－ ８０ ℃ 保存、备用ꎮ 每株作为

１ 个生物学重复ꎬ重复 ３ 次ꎮ
１.２.４.２　 响应高温胁迫表达分析　 以花楸树 ２ 年生

实生苗为实验材料ꎬ置于昼温 ２５ ℃、夜温 ２３ ℃、光照

时间 １６ ｈｄ－１、光照强度 ３００ μｍｏｌｍ－２ｓ－１的人工

气候箱中预处理 ３ ｄ 后ꎬ进行温度 ４２ ℃、全光照、光
照强度 ３００ μｍｏｌｍ－２ｓ－１热激胁迫处理ꎬ期间正常

浇灌清水避免干旱ꎬ分别于处理 ０. ００、０. ２５、１. ００、
２.００、６.００、１２.００ 和 ２４.００ ｈ 从植株顶端往下数取第 ３

１１
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枚叶片ꎬ液氮速冻后于－８０ ℃保存、备用ꎮ 以高温胁

迫 ０.００ ｈ 为对照ꎮ 每个处理 ３ 株ꎬ重复 ３ 次ꎮ
１.２.４.３　 响应 ＮａＣｌ 胁迫表达分析　 以花楸树 １ 年生

实生苗为实验材料ꎬ在昼温 ２５ ℃、夜温 ２３ ℃、光照时

间 １６ ｈｄ－１、光照强度 ３００ μｍｏｌｍｓ－１的培养室

中进行培养ꎬ分别浇灌 ２００ 和 ３００ ｍｍｏｌＬ－１ ＮａＣｌ 溶
液 １００ ｍＬꎬ分别于处理 ２ 和 ７ ｄ 从植株顶端往下数取

第 ３ 枚叶片ꎬ液氮速冻后于－８０ ℃保存、备用ꎮ 以浇

灌等体积蒸馏水为对照ꎮ 每个处理 １０ 株ꎬ重复 ３ 次ꎮ
１.２.４.４　 响应干旱胁迫表达分析　 以花楸树 １ 年生

实生苗为实验材料ꎬ在昼温 ２５ ℃、夜温 ２３ ℃、光照时

间 １６ ｈｄ－１、光照强度 ３００ μｍｏｌｍ－２ｓ－１的培养室

中ꎬ分别于干旱胁迫(不浇灌清水)处理 ５ 和 １０ ｄ 从

植株顶端往下数取第 ３ 枚叶片ꎬ液氮速冻后于－８０ ℃
保存、备用ꎮ 以正常浇灌清水为对照ꎮ 每个处理 １０
株ꎬ重复 ３ 次ꎮ

实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＲＴ－ＰＣＲ)分析使用的引物

为 ＳｐＨＳＰ２３.８－ＱＦ 和 ＳｐＨＳＰ２３.８－ＱＲ(表 １)ꎬ均以花

楸树 β－ａｃｔｉｎ 基因为内参基因ꎬ引物为 Ｓｐβ－ａｃｔｉｎＱＦ
和 Ｓｐβ－ａｃｔｉｎＱＲ(表 １)ꎬＰＣＲ 反应体系参照 ２×Ｓｙｂｒ
Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ 说明书ꎮ ＰＣＲ 反应程序:９４ ℃预变

性 ３０ ｓꎻ９４ ℃ 变性 ５ ｓ、５８ ℃ 退火 １５ ｓ、７２ ℃ 延伸

１０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ
１.２.５　 转 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因拟南芥响应非生物胁迫的

表达分析

采用 Ｇａｔｅｗａｙ 方法[２９]ꎬ构建 ＳｐＨＳＰ２３. ８ － Ｐｅｌｌａ
(３５Ｓ 驱动)超表达载体ꎬ并将其转化农杆菌 ＧＶ３１０１＋
ＭＰＫ９０ꎬ利用农杆菌介导转化野生型拟南芥ꎮ 在含有

１００ μｇｍＬ－１草铵膦(ＰＰＴ)的固体 ＭＳ 培养基上筛

选转基因植株ꎬ经 ３ 代筛选获得 ２ 个超表达纯合转

ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因拟南芥株系 ＯＥ１ 和 ＯＥ２ꎬ用于后续试

验ꎮ 载体构建使用的引物为 ＳｐＨＳＰ２３. ８ － ＴＦ 和

ＳｐＨＳＰ２３.８－ＴＲ(表 １)ꎮ
１.２.５.１　 转 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因拟南芥响应高温胁迫表

达分析　 以 ４ 周龄 ＯＥ１ 和 ＯＥ２ 为实验材料ꎬ将其置

于温度 ４２ ℃、全光照、光照强度 １５０ μｍｏｌｍ－２ｓ－１

的人工气候箱中ꎬ分别于处理 ０.００、０.２５、１.００、２.００、
６.００、１２.００ 和 ２４.００ ｈ 取莲座叶片(处理期间正常浇

灌清水)ꎬ经液氮速冻后于－８０ ℃保存、备用ꎮ 以高温

胁迫 ０.００ ｈ 为对照ꎮ 每个基因型每个处理收集 ３ 株ꎬ
重复 ３ 次ꎮ
１.２.５.２　 转 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因拟南芥响应 ＮａＣｌ 胁迫表

达分析　 以 ４ 周龄 ＯＥ１ 和 ＯＥ２ 为实验材料ꎬ在昼温

２２ ℃、夜温 １８ ℃、光照时间 １６ ｈｄ－１、光照强度

１５０ μｍｏｌ  ｍ－２  ｓ－１ 的 培 养 室 中ꎬ 分 别 浇 灌

１５０ ｍｍｏｌＬ－１ ＮａＣｌ 溶液 １００ ｍＬꎬ每 ３ ｄ 浇灌 １ 次ꎬ
分别于处理 ０、３、６ 和 ９ ｄ 取莲座叶片ꎬ液氮速冻后

于－８０ ℃保存、备用ꎮ 以处理 ０ ｄ 为对照ꎮ 每个基因

型每个处理收集 ３ 株ꎬ重复 ３ 次ꎮ
１.２.５.３　 转 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因拟南芥响应干旱胁迫表

达分析　 以 ４ 周龄 ＯＥ１ 和 ＯＥ２ 为实验材料ꎬ在光照

时间 １６ ｈｄ－１、昼温 ２２ ℃、夜温 １８ ℃、光照强度

１５０ μｍｏｌｍ－２ ｓ－１ 的培养室中ꎬ分别于干旱胁迫

(不浇灌清水)０、３、６ 和 ９ ｄ 取莲座叶片ꎬ液氮速冻后

于－８０ ℃保存、备用ꎮ 以干旱胁迫 ０ ｄ 为对照ꎮ 每个

基因型每个处理收集 ３ 株ꎬ重复 ３ 次ꎮ
ｑＲＴ－ＰＣＲ 分析使用的引物为 ＳｐＨＳＰ２３.８－ＱＦ 和

ＳｐＨＳＰ２３.８－ＱＲ(表 １)ꎬ以拟南芥 β－ａｃｔｉｎ 基因为内参

基因ꎬ引物为 Ａｔβ－ａｃｔｉｎＱＦ 和 Ａｔβ－ａｃｔｉｎＱＲ(表 １)ꎬ参
照 ２×Ｓｙｂｒ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ 说明书进行 ｑＲＴ－ＰＣＲ 分

析ꎬＰＣＲ 反应程序同 １. ２. ４. ４ꎬ每个样品 ３ 个技术

重复ꎮ
１.３　 数据处理

定量结果采用 ２－ΔΔＣＴ 方法[３０] 进行计算ꎮ 采用

ＳＰＳＳ １５.０ 软件进行单因素方差分析ꎬ采用 Ｄｕｎｃａｎｓ
新复极差法进行多重比较[３１]ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 花楸树小热激蛋白基因 ｃＤＮＡ 和 ｇＤＮＡ 序列

分析

根据花楸树转录组数据ꎬ以花楸树 ｃＤＮＡ 为模板

进行 ＰＣＲ 扩增、琼脂糖凝胶电泳和测序ꎬ获得 １ 条长

度为 ６４８ ｂｐ 的片段(图 １)ꎬ经与其他植物比对ꎬ发现

该片段为花楸树小热激蛋白 ２０ 家族基因ꎮ 将 ＰＣＲ
产物纯化并成功连入 ｐＴＯＰＯ－ＴＡ Ｓｉｍｐｌｅ 克隆载体ꎬ
测序结果经 ＮＣＢＩ 比对后ꎬ确定克隆得到的序列为小

热激蛋白 ２０ 基因的 ＯＲＦ 序列ꎬ该序列共包含 ６４８ 个

碱基ꎬ编码 ２１５ 个氨基酸ꎬ编码氨基酸序列理论相对

分子质量约 ２３ ８００ꎬ该基因命名为 ＳｐＨＳＰ２３.８(图 ２)ꎮ
以花楸树 ｇＤＮＡ 为模板的 ＰＣＲ 产物碱基序列与

ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因 ＯＲＦ 碱基序列比较ꎬ发现该基因

ｇＤＮＡ 序列共包含 ９５３ 个碱基ꎬ在 ２３８ 至 ６３３ 位点插

入 １ 个长度为 ３０５ ｂｐ 的内含子(图 １－Ｂ)ꎮ
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Ｍ: Ｍａｒｋｅｒꎻ １ꎬ２: 分别为 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因的 ｃＤＮＡ 和 ｇＤＮＡ 的 ＰＣＲ 扩
增条带 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂａｎｄｓ ｏｆ ｃＤＮＡ ａｎｄ ｇＤＮＡ ｏｆ ＳｐＨＳＰ２３. ８ ｇｅｎｅꎬ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ ＡＴＧ: 起始密码子 Ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｃｏｄｏｎꎻ ＴＡＧ: 终止密码子
Ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｃｏｄｏｎ.

图 １　 花楸树 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因的 ＰＣＲ 扩增图谱(Ａ)和结构示意图
(Ｂ)
Ｆｉｇ. １ 　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ (Ａ) ａｎｄ ｉｔｓ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ
ｄｉａｇｒａｍ (Ｂ) ｏｆ ＳｐＨＳＰ２３.８ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｓｏｒｂｕｓ ｐｏｈｕａｓｈａｎｅｎｓｉｓ (Ｈａｎｃｅ)
Ｈｅｄｌ.

２.２　 花楸树 ＳｐＨＳＰ２３.８ 蛋白的基本特性

蛋白 质 一 级 结 构 分 析 结 果 显 示: 花 楸 树

ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因编码 ２１５ 个氨基酸ꎬ组成结构为

Ｃ１０３４Ｈ１６８５Ｎ２９７Ｏ３３４Ｓ７ꎬ不稳定系数 ６６.６１ꎬ属于不稳定蛋

白ꎮ 该蛋白包含带负电荷的氨基酸残基(天冬氨酸

和谷氨酸)３３ 个ꎬ带正电荷的氨基酸残基(精氨酸和

赖氨酸)３１ 个(图 ２)ꎬ理论等电点为 ｐＩ ５.４７ꎬ属于酸

性蛋白质ꎮ
蛋白质二级结构的预测结果(图 ３)显示:花楸树

ＳｐＨＳＰ２３.８ 蛋白中 α 螺旋包含 ５０ 个氨基酸残基ꎬ占
总氨基酸残基数的 ２３.２６％ꎻβ 转角包含 ９ 个氨基酸

残基ꎬ占总氨基酸残基数的 ４.１９％ꎻ延伸链包含 ２８ 个

氨基酸残基ꎬ占总氨基酸残基数的 １３.０２％ꎻ无规卷曲

包含 １２８ 个 氨 基 酸 残 基ꎬ 占 总 氨 基 酸 残 基 数

的５９.５３％ꎮ

箭头示内含子插入位点 Ｔｈｅ ａｒｒｏｗ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｏｆ ｉｎｔｒｏｎꎻ 方框示小热激蛋白特有保守序列 Ｔｈｅ ｂｏｘｅｓ ｓｈｏｗ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｄ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ∗: 终止密码子 Ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｃｏｄｏｎ.

图 ２　 花楸树 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因 ＯＲＦ 序列及其编码的氨基酸序列
Ｆｉｇ. ２　 Ｔｈｅ ＯＲＦ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＳｐＨＳＰ２３.８ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｓｏｒｂｕｓ ｐｏｈｕａｓｈａｎｅｎｓｉｓ (Ｈａｎｃｅ) Ｈｅｄｌ. ａｎｄ ｉｔｓ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

　 　

ｈ: α 螺旋 α￣ｈｅｌｉｘꎻ ｔ: β 转角 β￣ｔｕｒｎꎻ ｅ: 延伸链 Ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄꎻ ｃ: 无
规卷曲 Ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ.

图 ３　 花楸树 ＳｐＨＳＰ２３.８ 蛋白的二级结构预测
Ｆｉｇ. ３ 　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｎ ＳｐＨＳＰ２３. ８ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ
Ｓｏｒｂｕｓ ｐｏｈｕａｓｈａｎｅｎｓｉｓ (Ｈａｎｃｅ) Ｈｅｄｌ.

蛋白质磷酸化位点预测结果 ( 图 ４ ) 显示:
ＳｐＨＳＰ２３.８ 蛋白包含 ２８ 个磷酸化位点ꎬ其中ꎬ丝氨酸

磷酸化位点 ２３ 个ꎬ苏氨酸磷酸化位点 ５ 个ꎮ
ＳｉｇｎａｌＰ 预测结果(图 ５)显示:Ｙ 分值的最大值

为 ０.２１４ꎬＣ 分值的最大值为 ０.１２６ꎬＳ 分值的最大值

为 ０.４４４ꎬＤ 值(Ｓ 分值的平均值和 Ｙ 分值的最大值的

平均值)为 ０.２２４(小于 ０.５００)ꎬ说明 ＳｐＨＳＰ２３.８ 蛋白

不具有信号肽ꎮ
将 ＳｐＨＳＰ２３.８ 蛋白的氨基酸序列在 ＮＣＢＩ 网站
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: 丝氨酸 Ｓｅｒｉｎｅꎻ : 酪氨酸 Ｔｙｒｏｓｉｎｅꎻ : 苏氨酸 Ｔｈｒｅｏｎｉｎｅꎻ
: 阈值 Ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ.

图 ４　 花楸树 ＳｐＨＳＰ２３.８ 蛋白的磷酸化位点预测
Ｆｉｇ. ４　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｎ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｏｆ ＳｐＨＳＰ２３. ８ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ
Ｓｏｒｂｕｓ ｐｏｈｕａｓｈａｎｅｎｓｉｓ (Ｈａｎｃｅ) Ｈｅｄｌ.

上进行 ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ发现 ＳｐＨＳＰ２３.８ 蛋白中 ＡＣＤ 序

列分别位于 １１９ ~ ２００ 位点ꎬ其羧基端存在小热激蛋

白中保守的氨基酸残基序列 Ｐ－ｘ(１４) －ｘ－Ｖ / Ｌ / Ｉ－Ｖ /
Ｌ / Ｉ 和 Ｐ－ｘ(１４)－Ｇ－Ｖ－Ｌ(图 ２)ꎮ 与同源性较高的植

物的比对结果(图 ６)显示:ＳｐＨＳＰ２３.８ 蛋白与枇杷

: Ｃ 分值 Ｃ￣ｓｃｏｒｅꎻ : Ｓ 分值 Ｓ￣ｓｃｏｒｅꎻ : Ｙ 分值 Ｙ￣ｓｃｏｒｅꎻ :
阈值 Ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ.

图 ５　 花楸树 ＳｐＨＳＰ２３.８ 蛋白的信号肽预测
Ｆｉｇ. ５　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｎ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｏｆ ＳｐＨＳＰ２３.８ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｓｏｒｂｕｓ
ｐｏｈｕａｓｈａｎｅｎｓｉｓ (Ｈａｎｃｅ) Ｈｅｄｌ.

〔Ｅｒｉｏｂｏｔｒｙａ ｊａｐｏｎｉｃａ ( Ｔｈｕｎｂ.) Ｌｉｎｄｌ.〕 ＥｊｓＨＳＰ６ 蛋白

(登录号 ＡＫＰ０６２０１.１)的同源性最高ꎬ为 ９４.８８％ꎻ与
白梨(Ｐｙｒｕｓ ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ Ｒｅｈｄ.) ＰｂｓＨＳＰ 蛋白(登录

号 ＸＰ ＿ ００９３４８５８６. １ )、 梅 ( Ｐｒｕｎｕｓ ｍｕｍｅ Ｓｉｅｂ.)
ＰｍＨＳＰ２２ 蛋白( 登录号 ＸＰ＿００８２３８５４９ . １ ) 、桃

Ｓｐ: 花楸树 Ｓｏｒｂｕｓ ｐｏｈｕａｓｈａｎｅｎｓｉｓ (Ｈａｎｃｅ) Ｈｅｄｌ.ꎻ Ｅｊ: 枇杷 Ｅｒｉｏｂｏｔｒｙａ ｊａｐｏｎｉｃａ (Ｔｈｕｎｂ.) Ｌｉｎｄｌ.ꎻ Ｐｂ: 白梨 Ｐｙｒｕｓ ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ Ｒｅｈｄ.ꎻ Ｐｍ: 梅 Ｐｒｕｎｕｓ
ｍｕｍｅ Ｓｉｅｂ.ꎻ Ｐｐ: 桃 Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ (Ｌｉｎｎ.) Ｂａｔｓｃｈꎻ Ｐａ: 欧洲甜樱桃 Ｐｒｕｎｕｓ ａｖｉｕｍ (Ｌｉｎｎ.) Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｒｃ: 月季花 Ｒｏｓａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｊａｃｑ.ꎻ Ｅｇ: 大桉 Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ
ｇｒａｎｄｉｓ Ｗ. Ｍｉｌｌ ｅｘ Ｍａｉｄｅｎꎻ Ｆｖ: 野草莓 Ｆｒａｇａｒｉａ ｖｅｓｃａ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ａｃ: 中华猕猴桃 Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｐｌａｎｃｈ.ꎻ Ｃｍ: 南瓜 Ｃｕｃｕｒｂｉｔａ ｍｏｓｃｈａｔａ Ｄｕｃｈ.

图 ６　 基于氨基酸序列花楸树 ＳｐＨＳＰ２３.８ 蛋白与其他植物 ＨＳＰ２０ 蛋白的同源性比对
Ｆｉｇ. ６　 Ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｎ ＳｐＨＳＰ２３.８ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｓｏｒｂｕｓ ｐｏｈｕａｓｈａｎｅｎｓｉｓ (Ｈａｎｃｅ) Ｈｅｄｌ. ｗｉｔｈ ＨＳＰ２０ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ

ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
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〔Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ (Ｌｉｎｎ.) Ｂａｔｓｃｈ〕ＰｐＨＳＰ２２ 蛋白(登录

号 ＸＰ ＿００７２０９６０２. １) 和欧洲甜樱桃 〔 Ｐｒｕｎｕｓ ａｖｉｕｍ
( Ｌｉｎｎ.) Ｌｉｎｎ.〕 ＰａＨＳＰ２２ 蛋 白 ( 登 录 号 ＸＰ ＿
０２１８３１９４１.１) 的同源性也较高ꎬ 分别为 ９３. ９５％、
８３.２６％、８２.３３％和 ８１.８６％ꎻ与月季花(Ｒｏｓａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ
Ｊａｃｑ.)ＲｃＨＳＰ２２ 蛋白(登录号 ＸＰ＿０２４１７２８９３.１)、大
桉(Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ ｇｒａｎｄｉｓ Ｗ. Ｍｉｌｌ ｅｘ Ｍａｉｄｅｎ) ＥｇｓＨＳＰ 蛋

白(登录号 ＸＰ＿０１００５３４７１.１)、野草莓(Ｆｒａｇａｒｉａ ｖｅｓｃａ
Ｌｉｎｎ.)ＦｖＨＳＰ２２ 蛋白(登录号ＸＰ＿００４２９９４４４.１)、中华

猕猴桃(Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｐｌａｎｃｈ.) ＡｃｓＨＳＰ 蛋白(登
录号 ＰＳＳ１１５３０.１)和南瓜(Ｃｕｃｕｒｂｉｔａ ｍｏｓｃｈａｔａ Ｄｕｃｈ.)
ＣｍｓＨＳＰ 蛋白(登录号 ＸＰ＿０２２９３７２２３.１)的同源性较

低ꎬ分 别 为 ６４. ９４％、 ６４.５３％、 ６３. ２０％、 ６１. ０９％ 和

６１.０１％ꎮ
对花楸树 ＳｐＨＳＰ２３.８ 蛋白与拟南芥、水稻和毛果

杨 ３ 种模式植物不同亚族小热激蛋白的氨基酸序列

进行聚类分析ꎬ结果(图 ７)显示:花楸树ＳｐＨＳＰ２３.８蛋
白与毛果杨 ＰｔＨＳＰ２４.０ 蛋白在进化上关系最近ꎬ且与

Ｐｔ: 毛果杨 Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ Ｔｏｒｒ. ｅｔ Ａ. Ｇｒａｙ ｅｘ Ｈｏｏｋ.ꎻ Ａｔ: 拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.ꎻ Ｏｓ: 水稻 Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｓｐ: 花楸树
Ｓｏｒｂｕｓ ｐｏｈｕａｓｈａｎｅｎｓｉｓ (Ｈａｎｃｅ) Ｈｅｄｌ. ＣⅠꎬＣⅡꎬＣⅢꎬＣⅣꎬＣⅤꎬＣⅥ: 分别为细胞质亚族Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ和Ⅵ Ｃｙｔｏｓｏｌ ｓｕｂｇｒｏｕｐ Ⅰꎬ Ⅱꎬ Ⅲꎬ Ⅳꎬ Ⅴꎬ
ａｎｄ Ⅵꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ ＥＲ: 内质网亚族 Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｕｂｇｒｏｕｐꎻ ＰＸ: 过氧化物酶体亚族 Ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｓｕｂｇｒｏｕｐꎻ ＣＰ: 叶绿体亚族 Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ
ｓｕｂｇｒｏｕｐꎻ ＭⅠꎬＭⅡ: 分别为线粒体亚族Ⅰ和Ⅱ Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｓｕｂｇｒｏｕｐ Ⅰ ａｎｄ Ⅱꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. 分支上数据表示重复次数 Ｄａｔｕｍｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｎｃｈｅｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅ ｒｅｐｅａｔｓ.

图 ７　 基于氨基酸序列花楸树 ＳｐＨＳＰ２３.８ 蛋白与模式植物 ｓＨＳＰｓ的进化树
Ｆｉｇ. ７　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＳｐＨＳＰ２３.８ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｓｏｒｂｕｓ ｐｏｈｕａｓｈａｎｅｎｓｉｓ (Ｈａｎｃｅ) Ｈｅｄｌ. ｗｉｔｈ ｓＨＳＰｓ ｉｎ

ｍｏｄｅｌ ｐｌａｎｔｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
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毛果杨、拟南芥和水稻线粒体亚族的小热激蛋白聚为

一支ꎬ推测 ＳｐＨＳＰ２３. ８ 蛋白定位于花楸树的线粒

体中ꎮ
２.３　 花楸树 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因的表达分析

花楸树不同器官中 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因的表达情况

见图 ８ꎻ高温胁迫、ＮａＣｌ 胁迫和干旱胁迫下ꎬ花楸树叶

片中 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因的表达情况分别见图 ９、图 １０ 和

图 １１ꎮ
由图 ８ 可以看出:花楸树茎中 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因的

相对表达量最高ꎬ显著(Ｐ<０.０５)高于其他器官ꎻ果实

和根中的相对表达量也较高ꎻ花中的相对表达量

最低ꎮ

ＹＬ: 幼叶 Ｙｏｕｎｇ ｌｅａｆꎻ ＭＬ: 成熟叶 Ｍａｔｕｒｅ ｌｅａｆꎻ Ｂ: 芽 Ｂｕｄꎻ Ｆｌ: 花
Ｆｌｏｗｅｒꎻ Ｆｒ: 果实 Ｆｒｕｉｔꎻ Ｓ: 茎 Ｓｔｅｍꎻ Ｒ: 根 Ｒｏｏｔ. 不同小写字母表示差
异显著(Ｐ<０.０５)Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<０.０５)
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ.

图 ８　 花楸树不同器官中 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因的表达分析
Ｆｉｇ. ８　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ＳｐＨＳＰ２３.８ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ
Ｓｏｒｂｕｓ ｐｏｈｕａｓｈａｎｅｎｓｉｓ (Ｈａｎｃｅ) Ｈｅｄｌ.

　 　 由图 ９ 可以看出:随着高温胁迫时间的延长ꎬ花
楸树叶片中 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因的相对表达量呈先升高

后降低的变化趋势ꎮ 高温胁迫 ０.２５ ｈꎬＳｐＨＳＰ２３.８ 基

因的相对表达量即显著升高ꎬ随后急剧升高ꎻ高温胁

迫 ２.００ ｈꎬ其相对表达量达到峰值ꎬ随后其相对表达

量显著降低ꎮ
由图 １０ 可以看出:２００ 和 ３００ ｍｍｏｌＬ－１ ＮａＣｌ 胁

迫下ꎬ花楸树叶片中 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因的相对表达量均

显著高于对照(蒸馏水)ꎮ ＮａＣｌ 胁迫 ２ ｄꎬＳｐＨＳＰ２３.８
基因的相对表达量随着 ＮａＣｌ 浓度的提高显著升高ꎻ
ＮａＣｌ 胁迫 ７ ｄꎬ其相对表达量随着 ＮａＣｌ 浓度的提高

先显著升高后显著降低ꎮ
由图 １１ 可以看出:干旱胁迫 ５ ｄꎬ花楸树叶片中

不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ.

图 ９　 高温胁迫下花楸树叶片中 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因的表达分析
Ｆｉｇ. ９ 　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ＳｐＨＳＰ２３. ８ ｇｅｎｅ ｉｎ ｌｅａｆ ｏｆ Ｓｏｒｂｕｓ
ｐｏｈｕａｓｈａｎｅｎｓｉｓ (Ｈａｎｃｅ) Ｈｅｄｌ. ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ

: 对照 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ : ２００ ｍｍｏｌＬ－１ ＮａＣｌꎻ : ３００ ｍｍｏｌＬ－１

ＮａＣｌ.

同一处理时间不同小写字母表示不同处理间差异显著(Ｐ < ０. ０５)
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<
０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ.

图 １０　 ＮａＣｌ 胁迫下花楸树叶片中 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因的表达分析
Ｆｉｇ. １０ 　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ＳｐＨＳＰ２３. ８ ｇｅｎｅ ｉｎ ｌｅａｆ ｏｆ Ｓｏｒｂｕｓ
ｐｏｈｕａｓｈａｎｅｎｓｉｓ (Ｈａｎｃｅ) Ｈｅｄｌ. ｕｎｄｅｒ ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓ

ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因的相对表达量与对照(正常浇灌清

水)无显著差异ꎻ干旱胁迫 １０ ｄꎬＳｐＨＳＰ２３.８ 基因的相

对表达量显著高于对照ꎮ
２.４　 转 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因拟南芥对非生物胁迫响应的

表达分析

为进一步探究 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因响应非生物胁迫

的表达模式ꎬ构建了 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因的超表达载体ꎬ
并转化野生型拟南芥ꎬ通过草铵膦(ＰＰＴ)筛选获得超

表达纯合转 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因拟南芥株系 ＯＥ１ 和 ＯＥ２
(图 １２)ꎮ
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: 对照 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ : 干旱处理 Ｄｒｏｕｇｈｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ.

同一处理时间不同小写字母表示不同处理间差异显著(Ｐ < ０. ０５)
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<
０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ.

图 １１　 干旱胁迫下花楸树叶片中 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因的表达分析
Ｆｉｇ. １１ 　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ＳｐＨＳＰ２３. ８ ｇｅｎｅ ｉｎ ｌｅａｆ ｏｆ Ｓｏｒｂｕｓ
ｐｏｈｕａｓｈａｎｅｎｓｉｓ (Ｈａｎｃｅ) Ｈｅｄｌ. ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ

Ｍ: Ｍａｒｋｅｒꎻ ＷＴ: 野 生 型 拟 南 芥 Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ
(Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.

图 １２　 超表达纯合转 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因拟南芥株系 ＯＥ１ 和 ＯＥ２ 中
ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因表达的 ＰＣＲ 验证
Ｆｉｇ. １２ 　 ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＳｐＨＳＰ２３. ８ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ＳｐＨＳＰ２３.８￣ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ. ｌｉｎｅ ＯＥ１ ａｎｄ ＯＥ２

　 　 对转 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因拟南芥株系 ＯＥ１ 和 ＯＥ２ 分

别进行高温胁迫、ＮａＣｌ 胁迫和干旱胁迫ꎬ结果 (图

１３)显示:随着高温胁迫时间的延长ꎬ转 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基

因拟南芥株系 ＯＥ１ 和 ＯＥ２ 中 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因的相对

表达量呈先升高后下降的趋势ꎬ其中ꎬ高温胁迫 ０.２５
ｈꎬ２ 个转 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因拟南芥株系中 ＳｐＨＳＰ２３.８
基因的相对表达量即较对照(高温胁迫０.００ ｈ)显著

升高ꎻ高温胁迫 ６.００ ｈꎬ２ 个转 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因拟南芥

株系中 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因的相对表达量达到峰值ꎻ高温

胁迫 ２４.００ ｈꎬ２ 个转 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因拟南芥株系中

ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因的相对表达量仍显著高于对照ꎮ 随

着 ＮａＣｌ 胁迫和干旱胁迫时间的延长ꎬ转 ＳｐＨＳＰ２３.８

: ＯＥ１ 株系 ＯＥ１ ｌｉｎｅꎻ : ＯＥ２ 株系 ＯＥ２ ｌｉｎｅ.

Ａ: 高温胁迫 Ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓꎻ Ｂ: ＮａＣｌ 胁迫 ＮａＣｌ ｓｔｒｅｓｓꎻ Ｃ: 干
旱胁迫 Ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ. 同一株系不同小写字母表示不同处理时间差异
显著(Ｐ<０.０５)Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｉｎｅ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
(Ｐ<０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅｓ.

图 １３　 非生物胁迫下超表达纯合转 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因拟南芥株系 ＯＥ１
和 ＯＥ２ 中 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因的表达分析
Ｆｉｇ. １３ 　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ＳｐＨＳＰ２３. ８ ｇｅｎｅ ｉｎ ＳｐＨＳＰ２３. ８￣
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ( Ｌｉｎｎ.)
Ｈｅｙｎｈ. ｌｉｎｅ ＯＥ１ ａｎｄ ＯＥ２ ｕｎｄｅｒ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ

基因拟南芥株系 ＯＥ１ 和 ＯＥ２ 中ＳｐＨＳＰ２３.８基因的相

对表达量均呈逐渐升高的变化趋势ꎬ且均较对照(胁
迫 ０ ｄ)显著升高ꎮ 上述结果说明:转 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因

拟南芥中 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因能够被高温胁迫、ＮａＣｌ 胁
迫以及干旱胁迫诱导表达ꎮ
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３　 讨论和结论

植物小热激蛋白的高度多样化以及与稳定蛋白

结合等特点反映了植物对特定应激条件的适应性ꎬ表
明小热激蛋白在植物抗逆性中起重要作用[３２]ꎮ 本研

究从花楸树中分离出 １ 个小热激蛋白 ２０ 家族基因

ＳｐＨＳＰ２３.８ꎬ该基因的开放阅读框包含 ６４８ 个碱基ꎬ编
码 ２１５ 个氨基酸ꎻＳｐＨＳＰ２３.８ 蛋白氨基酸序列的羧基

端存在小热激蛋白中保守的氨基酸残基序列 Ｐ －ｘ
(１４)－ｘ－Ｖ / Ｌ / Ｉ－Ｖ / Ｌ / Ｉ 和 Ｐ－ｘ(１４) －Ｇ－Ｖ－Ｌꎬ进一步

证实该基因为花楸树小热激蛋白基因[３３]ꎮ 同时ꎬ这
些保守基序的存在也是小热激蛋白二聚体形成的前

提[３４]ꎬ推测该小热激蛋白能够发挥分子伴侣的功能ꎮ
植物小热激蛋白中内含子数量多变ꎬ且插入位点

也存在较大差异ꎮ 大多数小热激蛋白不含或含有

１ 个内含子ꎬ如:马铃薯 ４８ 个小热激蛋白基因中ꎬ２０
个不含内含子ꎬ２３ 个含有 １ 个内含子ꎬ５ 个含有 ２ 个

及以上内含子[９]ꎻ水稻 ３９ 个小热激蛋白基因中ꎬ１９
个不含内含子ꎬ１７ 个含有 １ 个内含子ꎬ３ 个含有 ２ 个

及以上内含子[３５]ꎮ 另有研究发现ꎬ一般在内质网、过
氧化物酶体以及细胞质Ⅰ和Ⅱ亚族中小热激蛋白不

含内含子ꎬ而在叶绿体和线粒体亚族中小热激蛋白含

有１ 个内含子ꎬ且内含子插入位点相似ꎬ这些亚族小

热激蛋白具有较近的亲缘关系[３６]ꎮ 本研究中ꎬ花楸

树 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因包含 １ 个内含子ꎬ该小热激蛋白属

于线粒体亚族ꎬ这一结果进一步论证了含有 １ 个内含

子的线粒体亚族小热激蛋白在进化上的亲缘关系

较近ꎮ
花楸树 ＳｐＨＳＰ２３.８ 蛋白二级结构包含 ２３.２６％的

α 螺旋、４.１９％的 β 转角、１３.０２％的延伸链和 ５９.５３％
的无规卷曲ꎬ其中ꎬβ 转角有助于 ＳｐＨＳＰ２３.８ 蛋白形

成反向平行结构[３７－３８]ꎬ进而发挥功能ꎮ 蛋白质磷酸

化是蛋白质翻译后修饰过程中较为重要和普遍的调

节方式之一ꎬＳｐＨＳＰ２３.８ 蛋白包含 ２８ 个磷酸化位点ꎬ
分别为 ２３ 个丝氨酸磷酸化位点和 ５ 个苏氨酸磷酸化

位 点ꎮ 该 结 果 进 一 步 说 明 在 非 生 物 胁 迫 时ꎬ
ＳｐＨＳＰ２３.８ 蛋白在翻译后可能通过磷酸化修饰发挥

抗性作用[３９]ꎮ
花楸树 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因在花楸树不同器官中均

有表达ꎬ表明该基因参与了花楸树各器官正常的生长

发育ꎮ 对兰州百合〔Ｌｉｌｉｕｍ ｄａｖｉｄｉｉ ｖａｒ. ｗｉｌｌｍｏｔｔｉａｅ (Ｅ.

Ｈ. Ｗｉｌｓｏｎ) Ｒａｆｆｉｌｌ〕 小热激蛋白的研究结果显示:
ＬｉｍＨＳＰ１６.４５ 基因在花药中特异性高表达[４０]ꎮ 而本

研究中 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因在花楸树花中的相对表达量

最低ꎬ推测该基因在花的发育过程中参与较少ꎮ 对橡

胶树 ＨｂＨＳＰ２３.８ 基因的组织特异性表达进行分析ꎬ
发现该基因在胶乳中的相对表达量最高ꎬ且在叶片不

同发育时期也存在明显差异[４１]ꎮ 茶树 〔 Ｃａｍｅｌｌｉａ
ｓｉｎｅｎｓｉｓ (Ｌｉｎｎ.) Ｋｕｎｔｚｅ〕４ 个小热激蛋白基因在组织

中的相对表达量也存在差异ꎬ其中ꎬＣｓＨＳＰ２２. ４ 和

ＣｓＨＳＰ２７.４ 基 因 在 叶 片 中 的 相 对 表 达 量 最 高ꎬ
ＣｓＨＳＰ１７.５ 和 ＣｓＨＳＰ２５.２ 基因在茎中的相对表达量

最高[４２]ꎮ 本研究中ꎬＳｐＨＳＰ２３.８ 基因在花楸树茎中

的相对表达量最高ꎬ其次是果实和根ꎮ 不同植物小热

激蛋白基因在不同组织中的差异表达也进一步表明

小热激蛋白进化存在差异ꎮ
在对花楸树进行高温 (４２ ℃) 胁迫的过程中ꎬ

ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因的相对表达量呈现先急剧升高后降

低的变化趋势ꎬ高温胁迫 ０.２５ ｈ 时 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因即

出现显著性变化ꎬ高温胁迫 ２.００ ｈ 时 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因

的相对表达量达到峰值ꎮ 这一结果与大多数植物小

热激蛋白基因在高温胁迫下的变化趋势一致ꎬ如:茶
树 ＣｓＨＳＰ１７.２ 基因表达量在 ３８ ℃下 ０.５ ｈ 出现显著

变化ꎬ于 １. ０ ｈ 达到峰值后开始下降[４３]ꎻ水稻中

ＯｓＨＳＰ１８.２ 基因的表达量在 ４５ ℃下 ０.２５ ｈ 出现显著

变化ꎬ于 ２.００ ｈ 达到峰值后开始下降[４４]ꎮ 高温胁迫

下ꎬ植物的细胞结构、代谢进程、活性氧和抗氧化物质

含量、信号传导以及渗透调节物质含量都会产生变

化ꎬ此时小热激蛋白寡聚体与底物结合残基随着温度

升高而被解离和激活[４５]ꎬ增强了其分子伴侣活性ꎬ起
到维持植物体内环境稳定的作用ꎮ 花楸树ＳｐＨＳＰ２３.８
基因在高温胁迫不同时间的差异表达表明其可能参

与了花楸树对高温胁迫的应激反应ꎮ 对转ＳｐＨＳＰ２３.８
基因拟南芥株系的高温(４２ ℃)胁迫结果亦显示:转
ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因拟南芥中 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因的相对表

达量的变化趋势与其内源表达趋势一致ꎬ进一步表明

ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因参与了花楸树对高温胁迫的响应ꎮ
花楸树原生境土壤偏酸性ꎬ低海拔引种地区土壤

的偏碱性可能对其生长发育带来一定影响ꎮ 本研究

中ꎬ２００ ｍｍｏｌＬ－１ＮａＣｌ 胁迫 ２ ｄꎬ花楸树 ＳｐＨＳＰ２３.８
基因的相对表达量随 ＮａＣｌ 浓度升高而显著升高ꎬ表
明 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因能够响应 ＮａＣｌ 胁迫ꎻ而高浓度

(３００ ｍｍｏｌＬ－１)ＮａＣｌ 胁迫 ７ ｄꎬＳｐＨＳＰ２３.８ 基因的相
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对表达量降低ꎬ这可能是由于花楸树幼苗在高浓度

ＮａＣｌ 胁迫下出现萎蔫所致ꎮ 此外ꎬ在 １５０ ｍｍｏｌＬ－１

ＮａＣｌ 胁迫下ꎬ２ 个转 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因拟南芥株系中

ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因的相对表达量的变化趋势与其内源

表达相一致ꎬ进一步表明 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因能够响应

ＮａＣｌ 胁迫ꎮ
干旱胁迫 ５ ｄꎬ花楸树 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因的相对表

达量未出现显著变化ꎬ可能是此时花楸树尚未受到明

显的干旱胁迫ꎻ干旱胁迫 １０ ｄꎬ土壤含水量持续下降ꎬ
ＳｐＨＳＰ２３.８ 基 因 的 相 对 表 达 量 显 著 升 高ꎬ 表 明

ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因能够响应干旱胁迫ꎮ 此外ꎬ在干旱胁

迫下ꎬ ２ 个 转 ＳｐＨＳＰ２３. ８ 基 因 拟 南 芥 株 系 中

ＳｐＨＳＰ２３.８基因相对表达量的变化趋势与其内源表达

相一致ꎬ也进一步表明 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因能够响应干旱

胁迫ꎮ
综上所述ꎬ花楸树 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因表现出对高

温、干旱及 ＮａＣｌ 等非生物胁迫的应激响应ꎬ这为揭示

ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因响应非生物胁迫的分子机制奠定了

基础ꎮ 但与野生型拟南芥相比ꎬ２ 个转 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基

因拟南芥株系未表现出明显的表型差异ꎮ 究其原因ꎬ
一方面ꎬ依据微效多基因假说ꎬ推测 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因

的单一超表达不足以提升拟南芥整个抗逆网络对非

生物胁迫的抵抗ꎻ另一方面ꎬ植物对于非生物胁迫的

响应包括感知、传导和应答等方面ꎬ而 ＳｐＨＳＰ２３.８ 蛋

白作为分子伴侣可能需要其他蛋白质或者转录因子

的协同参与ꎬ因此ꎬ转 ＳｐＨＳＰ２３.８ 基因拟南芥响应和

参与非生物胁迫相关基因的表达还有待进一步的深

入研究ꎮ
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