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芹菜品种‘津南实芹’ＡｇＩＣＥ１ 基因的
克隆及其对非生物胁迫的响应
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摘要： 从芹菜（Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ Ｌｉｎｎ．）品种‘津南实芹’（‘Ｊｉｎｎａｎ Ｓｈｉｑｉｎ’）叶片 ＲＮＡ 中克隆获得 １ 个转录因子基因，
命名为 ＡｇＩＣＥ１。 序列分析结果显示：ＡｇＩＣＥ１ 基因含有 １ 个长度为 １ ４５５ ｂｐ 的开放阅读框（ＯＲＦ），编码 ４８４ 个氨基

酸。 ＡｇＩＣＥ１ 转录因子氨基酸序列的理论相对分子质量为 ５３ １４０，理论等电点为 ｐＩ ５ ０９，为亲水性蛋白。 ＡｇＩＣＥ１ 转

录因子的氨基酸组成中脂肪族氨基酸的比例最高，酸性氨基酸的比例次之，碱性氨基酸的比例较低，芳香族氨基酸

的比例最低。 序列比对与系统进化分析结果表明：ＩＣＥ１ 转录因子在不同植物中高度保守。 实时荧光定量 ＰＣＲ 检

测结果表明：ＡｇＩＣＥ１ 基因在叶片中的相对表达水平显著高于在根和叶柄中的相对表达水平；在高温（３８ ℃）、低温

（４ ℃）、干旱（质量体积分数 ２０％ ＰＥＧ６０００）和高盐（０ ２ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＣｌ）处理下，ＡｇＩＣＥ１ 基因的相对表达水平总体

上升高。 研究结果表明：ＡｇＩＣＥ１ 转录因子在芹菜非生物胁迫调控中起重要作用。

关键词： 芹菜； ＡｇＩＣＥ１ 转录因子； 基因克隆； 非生物胁迫； 相对表达水平

中图分类号： Ｑ９４３ ２； Ｓ６３６ ３　 　 文献标志码： Ａ　 　 文章编号： １６７４－７８９５（２０１９）０１－００１６－０９
ＤＯＩ： １０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７４－７８９５．２０１９．０１．０３

Ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ＡｇＩＣＥ１ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｃｕｌｔｉｖａｒ ‘Ｊｉｎｎａｎ Ｓｈｉｑｉｎ’ ｏｆ Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ
ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓｅｓ 　 ＹＡＮＧ Ｑｉｎｇｑｉｎｇ， ＬＩＵ Ｊｉｅｘｉａ， ＸＵ Ｚｈｉｓｈｅｎｇ， ＦＥＮＧ Ｋａｉ， ＨＵＡＮＧ Ｙｉｎｇ， ＸＩＯＮＧ
Ａｉｓｈｅｎｇ① （Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｃｒｏｐ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｎｄ Ｇｅｒｍｐｌａｓｍ Ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ， Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ
Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｇｅｒｍｐｌａｓｍ Ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｏｆ Ｈｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｃｒｏｐｓ ｉｎ Ｅａｓｔ Ｃｈｉｎａ， Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ
Ｈｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒｅ， Ｎａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００９５， Ｃｈｉｎａ）， Ｊ． Ｐｌａｎｔ Ｒｅｓｏｕｒ． ＆ Ｅｎｖｉｒｏｎ．，
２０１９， ２８（１）： １６－２４

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ａ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ｆｒｏｍ ＲＮＡ ｉｎ ｌｅａｆ ｂｌａｄｅ ｏｆ ｃｕｌｔｉｖａｒ ‘Ｊｉｎｎａｎ Ｓｈｉｑｉｎ’ ｏｆ
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ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ． Ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ａｌｉｐｈａｔｉｃ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｉｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ Ｌｉｎｎ； ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＡｇＩＣＥ１； ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ； ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ； ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ

　 　 芹菜 （ Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ Ｌｉｎｎ．） 隶属于伞形科

（Ａｐｉａｃｅａｅ）芹属（Ａｐｉｕｍ Ｌｉｎｎ．），是一种重要的叶菜类

蔬菜作物。 芹菜原产于地中海和中东地区，在中国有

着悠久的栽培历史［１］。 芹菜具有较高的营养和药用

价值，富含类胡萝卜素、维生素、类黄酮以及挥发性芳

香成分，全株可入药［２］。 非生物胁迫是影响芹菜生

长发育、产量和品质的重要因子，如高温、低温、干旱

和盐胁迫会破坏芹菜细胞的膜结构，打乱植株自身的

水分平衡，对芹菜植株的生长发育产生较大的影响，
进而影响芹菜的产量和品质［３］。

ＩＣＥ（ ｉｎｄｕｃｅｒ ｏｆ ＣＢＦ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ）基因是诱导 ＣＢＦ
基因家族表达的转录激活因子，在植物中普遍存在。
已有研究结果［４］ 表明：ＩＣＥ 蛋白定位于细胞核中，在
低温条件下，ＩＣＥ 蛋白被激活，达到活跃状态，可以和

ＣＢＦ 基因启动子区的顺式作用元件有效结合，激活

植物体内响应冷胁迫相关的代谢来抵御寒冷胁迫。
对植物抗寒分子机制的研究结果［５］ 表明：冷胁迫会

诱导植物体内抗冻相关基因的表达，并且冷诱导基因

（ＣＯＲ）在高等植物体内普遍存在。 ＩＣＥ 基因在植物

遭遇低温胁迫时，能够识别 ＣＢＦ 基因启动子中的冷

调控元件 ＩＣＥ ｂｏｘ，诱导 ＣＢＦ ／ ＤＲＥＢ 调控下游基因的

转录表达，从而提高植物的抗寒性［６－７］。 ＩＣＥ 蛋白可

以通过多种方式调控不同低温应答基因［７］。 近年

来，人们对植物抗寒基因 ＩＣＥ 的研究取得了一定的进

展，ＩＣＥ１ 基因的发现为提高植物的抗寒性提供了新

的途径。 目前，已经从茶树〔Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ （Ｌｉｎｎ．）
Ｏ． Ｋｔｚｅ．〕 ［４］、 拟南芥 〔 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ （ Ｌｉｎｎ．）
Ｈｅｙｎｈ．〕 ［８］、 异 色 菊 〔 Ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍ ｄｉｃｈｒｕｍ （ Ｃ．
Ｓｈｉｈ） Ｈ． Ｏｈａｓｈｉ ｅｔ Ｙｏｎｅｋ．〕 ［９］、萝卜（Ｒａｐｈａｎｕｓ ｓａｔｉｖｕｓ
Ｌｉｎｎ．） ［１０］、苹果 （Ｍａｌｕｓ ｐｕｍｉｌａ Ｍｉｌｌ．） ［１１］ 和胡萝卜

（Ｄａｕｃｕｓ ｃａｒｏｔａ ｖａｒ． ｓａｔｉｖａ Ｈｏｆｆｍ．） ［１２］等植物中分离鉴

定出 ＩＣＥ 基因，且通过转基因验证发现，转入 ＩＣＥ 基

因的植物抗逆性均有提高［１３］。
芹菜品种‘津南实芹’ （‘ Ｊｉｎｎａｎ Ｓｈｉｑｉｎ’）植株紧

凑直立、分枝少、颜色淡绿、叶片肥大、不易先期抽薹，
在中国南北地区四季均可以栽培［１４］。 本研究从芹菜

品种‘津南实芹’中克隆得到 ＡｇＩＣＥ１ 基因，对该基因

进行生物信息学分析，利用实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ－
ｑＰＣＲ）检测 ＡｇＩＣＥ１ 基因在高温、低温、干旱及高盐

４ 种非生物胁迫下的相对表达水平，以期为进一步开

展芹菜 ＩＣＥ 转录因子的逆境调控机制研究奠定基础，
并为深入了解 ＡｇＩＣＥ１ 基因在芹菜抵御非生物胁迫中

的功能提供依据。

１　 材料和方法

１ １　 材料

芹菜品种‘津南实芹’由南京农业大学作物遗传

与种质创新国家重点实验室提供。 供试材料栽植于

昼温 ２５ ℃、夜温 １８ ℃、光照时间 １６ ｈ·ｄ－１、光照强

度 ３００ μｍｏｌ·ｍ－２·ｓ－１、空气相对湿度 ６０％ ～ ７０％的

人工气候室内。 采集 ４ 月龄植株的根、叶柄和叶片，
样品采集后立即用液氮速冻后置于－８０ ℃冰箱，用于

总 ＲＮＡ 提取、ｃＤＮＡ 合成及基因表达分析［１５］。 此外，
选取长势均一的 ４ 月龄植株进行高温（３８ ℃）、低温

（４ ℃）、干旱（质量体积分数 ２０％ ＰＥＧ６０００）和高盐

（０ ２ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＣｌ）４ 种非生物胁迫处理，对照组用

ｄｄＨ２Ｏ 处理，每个处理设置 ３ 组生物学重复。 分别取

处理 ０、１、２、４、８ 和 ２４ ｈ 植株上部生长健康的叶片，
采用上述方法速冻，用于总 ＲＮＡ 提取、ｃＤＮＡ 合成及

基因表达分析。
大肠杆菌菌株 ＤＨ５α 为南京农业大学作物遗传

与种质创新国家重点实验室保存；凝胶回收试剂盒购

自康宁生命科学（吴江）有限公司；引物合成由南京

金斯瑞生物科技有限公司完成；ｐＭＤ１９－Ｔ 质粒载体、
Ｔａｑ ＤＮＡ 聚 合 酶、 ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００、 ＳＹＢＲ 
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ试剂盒均购自宝生物工程（大连）有
限公司。
１ ２　 方法

１ ２ １　 基因克隆　 基于作者所在课题组保存的芹菜

转录组和基因组数据库［１６］，通过与其他物种 ＩＣＥ 基

因序列 ＢＬＡＳＴ 比对分析获得芹菜品种‘津南实芹’
ＩＣＥ１ 基因的序列。 根据开放阅读框（ＯＲＦ）序列设计

扩增引物，芹菜品种‘津南实芹’ ＩＣＥ１ 基因正向引物

ＡｇＩＣＥ１－Ｆ 的序列为 ５′ －ＡＴＧＣＴＣＣＣＣＡＣＣＴＣＡＡＡＣ
ＧＡＣＧＴ－３′，反向引物 ＡｇＩＣＥ１－Ｒ 的序列为 ５′－ＣＴＡ
ＡＡＴＴＧＣＧＣＣＡＴＧＡＡＡＡＣＣＡＧ－ ３′。 以 ‘津南实芹’
叶片的 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 反应，ＰＣＲ 反应程序
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为：９４ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃ 变性 ３０ ｓ、５４ ℃ 退火

３０ ｓ、７２ ℃延伸 ６０ ｓ，３４ 个循环；７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎ。
ＰＣＲ 反应体系总体积 ２０ μＬ，包含 ｃＤＮＡ 模板 １ μＬ、
正向引物和反向引物各 １ μＬ、ｄｄＨ２Ｏ ７ μＬ 以及 Ｅｘ
Ｔａｑ 酶 １０ μＬ。 ＰＣＲ 反应产物用质量浓度 １２ ｇ·Ｌ－１

的琼脂糖凝胶电泳进行分离检测，回收产物连接

ｐＭＤ１９－Ｔ 质粒载体，并转化到大肠杆菌菌株 ＤＨ５α
中，挑取单菌落摇菌，经 ＰＣＲ 检测后交由南京金斯瑞

生物科技有限公司进行测序验证。
１ ２ ２　 氨基酸序列分析　 各植物 ＩＣＥ 转录因子氨基

酸序列均来自 ＮＣＢＩ 数据库， 采用 ＥｘＰＡＳｙ 网站

（ｈｔｔｐｓ：∥ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ） 的相关软件对

芹菜品种‘津南实芹’ ＩＣＥ１ 转录因子的氨基酸组成、
理论相对分子质量和理论等电点（ｐＩ）进行分析［１７］；
采用 ＤＮＡＭＡＮ 软件进行 ＩＣＥ１ 转录因子氨基酸序列

的多重比对及蛋白质的亲水性和疏水性预测，利用

Ｂｌａｓｔ Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎｓ Ｓｅａｒｃｈ （ ｈｔｔｐｓ：∥ ｂｌａｓｔ． ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ．ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ． ｃｇｉ）对芹菜品种‘津南实芹’ ＩＣＥ１
转录因子氨基酸序列进行保守域预测，采用 ＭＥＧＡ５
对进化树进行测试和编辑，生成报告图形［１８］。
１ ２ ３　 ＲＴ－ｑＰＣＲ　 根据 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ试

剂盒操作说明进行 ＲＴ－ｑＰＣＲ，然后通过 ＩＱＴＭ５ Ｒｅａｌ－
ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ 完成 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测。 相对表达水

平的计算采用参照基因的 ΔＣＴ 法，相对表达水平是

基于处理组与对照组之间目标基因相对内参基因表

达量的比较［１９］。 以芹菜的 ａｃｔｉｎ 基因作为内参基因，
该基因正向引物的序列为 ５′－ＡＧＡＡＧＴＣＣＴＧＴＴＣＣＡ
ＧＣＣＧＴＣＴＴ－３′，反向引物的序列为 ５′－ＣＧＡＡＣＣＡＣ
ＣＡＣＴＧＡＧＣＡＣＴＡＴＧＴＴ－３′。 用于 ＡｇＩＣＥ１ 基因表达

分析的正向引物 ＡｇＩＣＥ１－ｑＦ 的序列为 ５′－ＣＴＧＣＴＴＴ
ＡＴＣＣＣＣＴＧＣＡＴＴＴＣＣＴ－３′，反向引物 ＡｇＩＣＥ１－ｑＲ 的

序列为 ５′－ＣＡＧＴＡＣＴＡＧＴＴＡＡＣＡＡＡＧＣＴＡＡ－３′。 同

时扩增内参基因与目标基因，每个样品分别设置 ３ 个

生物学重复和 ３ 个技术重复。 ＰＣＲ 反应体系总体积

２０ ０ μＬ，包含 ｄｄＨ２Ｏ ７ ２ μＬ、 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ ｍｉｘ
１０ ０ μＬ，ｃＤＮＡ 模板 ２ ０ μＬ 以及正向荧光定量引物

和反向荧光定量引物各 ０ ４ μＬ。 ＲＴ－ｑＰＣＲ 反应程

序为：９５ ℃预变性 ３０ ｓ；９５ ℃变性 ５ ｓ、６０ ℃退火延伸

２０ ｓ，共 ４０ 个循环；通过从 ６５ ℃至 ９５ ℃逐步扩增加

热获得熔解曲线。
采用 Ｄｕｎｃａｎ’ ｓ 新复极差法对数据进行多重比

较，采用 ｏｎｅ－ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 对数据进行差异显著性分

析，采用 ＥＸＣＥＬ ２００７ 和 ＳＰＳＳ ２０ ０ 统计分析软件分

析 ＲＴ－ｑＰＣＲ 数据。

２　 结果和分析

２ １　 芹菜品种‘津南实芹’ＩＣＥ１ 基因的克隆

以芹菜品种‘津南实芹’未经胁迫处理叶片的

ｃＤＮＡ 为模板，用引物 ＡｇＩＣＥ１－Ｆ 和 ＡｇＩＣＥ１－Ｒ 进行

ＰＣＲ 扩增，得到 １ 条长约 １ ４００ ｂｐ 的目的片段（图
１），片段大小与预期一致。 将回收产物依次进行连

接、转化及测序，获得芹菜品种‘津南实芹’ ＩＣＥ１ 基因

的开放阅读框（ＯＲＦ）序列，命名为 ＡｇＩＣＥ１ 基因。 测

序结果（图 ２）显示：克隆得到的 ＡｇＩＣＥ１ 基因含有

１ 个长度为 １ ４５５ ｂｐ 的开放阅读框，编码 ４８４ 个氨

基酸。

图 １　 芹菜品种‘津南实芹’ＡｇＩＣＥ１ 基因的 ＰＣＲ 扩增图谱
Ｆｉｇ． １ 　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＡｇＩＣＥ１ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｃｕｌｔｉｖａｒ
‘Ｊｉｎｎａｎ Ｓｈｉｑｉｎ’ ｏｆ Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ Ｌｉｎｎ．

２ ２　 芹菜品种‘津南实芹’ＡｇＩＣＥ１ 转录因子的氨基

酸序列及其理化性质分析

通过 ＤＮＡＭＡＮ 软件对氨基酸序列进行比对，结
果表明：芹菜品种‘津南实芹’ＡｇＩＣＥ１ 转录因子的氨

基酸序列与大豆〔Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ （Ｌｉｎｎ．） Ｍｅｒｒ．〕、拟南芥

和欧洲油菜（Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ Ｌｉｎｎ．）等植物的 ＩＣＥ１ 转

录因子的氨基酸序列一致性较高（图 ３）。
氨基酸组成及理化性质分析结果（表 １）显示：芹

菜品种 ‘津南实芹’ ＡｇＩＣＥ１ 转录因子和其他植物

ＩＣＥ１ 转录因子的氨基酸序列的理论相对分子质量在

３６ ０００～ ５９ ０００ 之间，氨基酸残基数在 ３４０ ～ ５４０ 之

间，脂肪族氨基酸的比例明显高于芳香族氨基酸的比

例，芹菜品种‘津南实芹’ＡｇＩＣＥ１ 转录因子中酸性氨

基酸的比例高于碱性氨基酸的比例，而其他植物

ＩＣＥ１ 转录因子中的碱性氨基酸的比例均高于酸性氨

基酸的比例。
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∗： 终止密码子 Ｓｔｏｐ ｃｏｄｏｎ．

图 ２　 芹菜品种‘津南实芹’ＡｇＩＣＥ１ 基因的核苷酸序列及其编码的氨基酸序列
Ｆｉｇ． ２　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＡｇＩＣＥ１ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｃｕｌｔｉｖａｒ ‘Ｊｉｎｎａｎ Ｓｈｉｑｉｎ’ ｏｆ Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ Ｌｉｎｎ．

Ａｇ： 芹菜品种‘津南实芹’Ｃｕｌｔｉｖａｒ ‘Ｊｉｎｎａｎ Ｓｈｉｑｉｎ’ ｏｆ Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ Ｌｉｎｎ．； Ｇｍ： 大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ （Ｌｉｎｎ．） Ｍｅｒｒ．； Ａｔ： 拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ
（Ｌｉｎｎ．） Ｈｅｙｎｈ．； Ｂｎ： 欧洲油菜 Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ Ｌｉｎｎ．； Ｓｌ： 番茄 Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ Ｌｉｎｎ．； Ｍｐ： 苹果 Ｍａｌｕｓ ｐｕｍｉｌａ Ｍｉｌｌ．； Ｒｓ： 萝卜 Ｒａｐｈａｎｕｓ ｓａｔｉｖｕｓ
Ｌｉｎｎ．； Ｌａ： 独行菜 Ｌｅｐｉｄｉｕｍ ａｐｅｔａｌｕｍ Ｗｉｌｌｄ．； Ｂｒｏ： Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ ｓｕｂｓｐ． ｏｌｅｉｆｅｒａ （ＤＣ．） Ｍｅｔｚｇ．

图 ３　 芹菜品种‘津南实芹’ＡｇＩＣＥ１ 转录因子与其他植物 ＩＣＥ１ 转录因子的氨基酸序列的多重比对
Ｆｉｇ． ３　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＡｇＩＣＥ１ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｆｒｏｍ ｃｕｌｔｉｖａｒ ‘Ｊｉｎｎａｎ Ｓｈｉｑｉｎ’ ｏｆ

Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ Ｌｉｎｎ． ａｎｄ ＩＣＥ１ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ
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表 １　 芹菜品种‘津南实芹’ＡｇＩＣＥ１ 转录因子和其他植物 ＩＣＥ１ 转录因子的氨基酸组成及理化性质
Ｔａｂｌｅ １ 　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｙ ｏｆ ＡｇＩＣＥ１ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｆｒｏｍ ｃｕｌｔｉｖａｒ ‘ Ｊｉｎｎａｎ Ｓｈｉｑｉｎ’ ｏｆ Ａｐｉｕｍ
ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ Ｌｉｎｎ． ａｎｄ ＩＣＥ１ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

种类１）

Ｓｐｅｃｉｅｓ１）
登录号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ．

氨基酸
残基数

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
ｒｅｓｉｄｕｅ

理论相对
分子质量
Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ
ｒｅｌａｔｉｖｅ

ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｍａｓｓ

理论等电点
Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ
ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ

ｐｏｉｎｔ

比例 ／ ％　 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ
碱性

氨基酸
Ｂａｓｉｃ
ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄ

酸性
氨基酸
Ａｃｉｄｉｃ
ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄ

脂肪族
氨基酸
Ａｌｉｐｈａｔｉｃ
ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄ

芳香族
氨基酸
Ａｒｏｍａｔｉｃ
ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄ

总平均疏水性
Ｇｒａｎｄ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ
ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ

Ａｇ Ａｇｒ２２２２９ ４８４ ５３１ ３６１ ５ ０９ １１ ６ １３ ０ ５６ ４ ７ ５ －０ ５３３
Ｇｍ ＮＭ＿００１２５４３３９ １ ５３１ ４９４ １４７ ５ ４１ １２ ６ １０ ２ ７４ ４ ６ ５ －０ ５２４
Ａｔ ＡＹ１９５６２１ １ ４０４ ５３５ ３８９ ５ ５３ １１ ６ ９ ６ ６９ ３ ６ ７ －０ ５１９
Ｂｎ ＪＦ２６８６８７ １ ４９９ ５３２ １４１ ５ ０５ １１ ４ ８ ８ ６８ ２ ６ ４ －０ ４１５
Ｓｌ ＪＸ６２５１３９ １ ５３１ ５８３ ３７１ ５ ３８ １１ ８ ９ ６ ６９ ０ ７ ０ －０ ５６９
Ｍｐ ＥＦ４９５２０２ １ ５３１ ５７４ ００１ ５ ５１ １２ ０ １０ １ ７２ ２ ５ ５ －０ ５３２
Ｒｓ ＨＱ８９１２８７ １ ４２１ ４５７ ９５４ ５ ４１ １２ ８ １２ １ ７３ ３ ６ ９ －０ ４４４
Ｌａ ＡＧＺ１３６８０ １ ３４４ ３６８ ３５９ ９ ７２ １３ ２ ７ ３ ８０ ０ ７ ３ －０ ０３２
Ｂｒｏ ＡＤＺ２４２６４ １ ４９７ ５３０ ４９４ ５ １１ １１ ４ ９ ０ ７１ ７ ６ ２ －０ ４１７

　 １）Ａｇ： 芹菜品种‘津南实芹’ Ｃｕｌｔｉｖａｒ ‘ Ｊｉｎｎａｎ Ｓｈｉｑｉｎ’ ｏｆ Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ Ｌｉｎｎ．； Ｇｍ： 大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ （ Ｌｉｎｎ．） Ｍｅｒｒ．； Ａｔ： 拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ （Ｌｉｎｎ．） Ｈｅｙｎｈ．； Ｂｎ： 欧洲油菜 Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ Ｌｉｎｎ．； Ｓｌ： 番茄 Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ Ｌｉｎｎ．； Ｍｐ： 苹果 Ｍａｌｕｓ ｐｕｍｉｌａ Ｍｉｌｌ．； Ｒｓ： 萝卜
Ｒａｐｈａｎｕｓ ｓａｔｉｖｕｓ Ｌｉｎｎ．； Ｌａ： 独行菜 Ｌｅｐｉｄｉｕｍ ａｐｅｔａｌｕｍ Ｗｉｌｌｄ．； Ｂｒｏ： Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ ｓｕｂｓｐ． ｏｌｅｉｆｅｒａ （ＤＣ．） Ｍｅｔｚｇ．

　 　 利用 Ｂｌａｓｔ Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎｓ Ｓｅａｒｃｈ 分析芹菜品

种‘津南实芹’ ＡｇＩＣＥ１ 转录因子氨基酸序列的保守

域，结果（图 ４）显示：ＡｇＩＣＥ１ 转录因子氨基酸序列在

第 ３００ 位至第 ３４６ 位氨基酸间含有 ｂＨＬＨ 保守域。

图 ４　 芹菜品种‘津南实芹’ＡｇＩＣＥ１ 转录因子氨基酸序列的保守域预测
Ｆｉｇ． ４　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｆｏｒ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＡｇＩＣＥ１ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｆｒｏｍ

ｃｕｌｔｉｖａｒ ‘Ｊｉｎｎａｎ Ｓｈｉｑｉｎ’ ｏｆ Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ Ｌｉｎｎ．

２ ３　 芹菜品种‘津南实芹’ＡｇＩＣＥ１ 转录因子的进化

分析

根据芹菜品种‘津南实芹’ ＡｇＩＣＥ１ 转录因子与

其他植物的 ＩＣＥ１ 转录因子的氨基酸序列构建系统进

化树。
结果（图 ５）显示：伞形科的芹菜品种‘津南实

芹’与蔷薇科（Ｒｏｓａｃｅａｅ）的苹果的进化关系最近。 十

字花 科 （ Ｂｒａｓｓｉｃａｃｅａｅ ） 的 欧 洲 油 菜、 Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ
ｓｕｂｓｐ． ｏｌｅｉｆｅｒａ （ＤＣ．） Ｍｅｔｚｇ．、拟南芥和萝卜聚为同一

分支，茄科（Ｓｏｌａｎａｃｅａｅ）的番茄（Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ
Ｌｉｎｎ．）以及芹菜品种‘津南实芹’和苹果聚为同一分

支，但是豆科（Ｆａｂａｃｅａｅ）的大豆和十字花科的独行菜

（Ｌｅｐｉｄｉｕｍ ａｐｅｔａｌｕｍ Ｗｉｌｌｄ．）分别聚为单独的分支。 总

体上看，ＩＣＥ１ 转录因子在不同植物间呈现明显的种

属特性，同科植物的亲缘关系更近。

Ａｇ： 芹 菜 品 种 ‘ 津 南 实 芹 ’ Ｃｕｌｔｉｖａｒ ‘ Ｊｉｎｎａｎ Ｓｈｉｑｉｎ ’ ｏｆ Ａｐｉｕｍ
ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ Ｌｉｎｎ．； Ｇｍ： 大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ （Ｌｉｎｎ．） Ｍｅｒｒ．； Ａｔ： 拟南芥
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ （Ｌｉｎｎ．） Ｈｅｙｎｈ．； Ｂｎ： 欧洲油菜 Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ
Ｌｉｎｎ．； Ｓｌ： 番茄 Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ Ｌｉｎｎ．； Ｍｐ： 苹果 Ｍａｌｕｓ ｐｕｍｉｌａ
Ｍｉｌｌ．； Ｒｓ： 萝 卜 Ｒａｐｈａｎｕｓ ｓａｔｉｖｕｓ Ｌｉｎｎ．； Ｌａ： 独 行 菜 Ｌｅｐｉｄｉｕｍ
ａｐｅｔａｌｕｍ Ｗｉｌｌｄ．； Ｂｒｏ： Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ ｓｕｂｓｐ． ｏｌｅｉｆｅｒａ （ＤＣ．） Ｍｅｔｚｇ．

图 ５　 芹菜品种‘津南实芹’ＡｇＩＣＥ１ 转录因子与其他植物 ＩＣＥ１ 转
录因子的氨基酸序列的系统进化树
Ｆｉｇ． ５ 　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＡｇＩＣＥ１
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｆｒｏｍ ｃｕｌｔｉｖａｒ ‘ Ｊｉｎｎａｎ Ｓｈｉｑｉｎ ’ ｏｆ Ａｐｉｕｍ
ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ Ｌｉｎｎ． ａｎｄ ＩＣＥ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

０２
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２ ４　 芹菜品种‘津南实芹’ＡｇＩＣＥ１ 转录因子氨基酸

序列的亲水性和疏水性分析

采用 ＤＮＡＭＡＮ 软件对芹菜品种 ‘津南实芹’
ＡｇＩＣＥ１ 转录因子氨基酸序列进行亲水性和疏水性分

析，结果（图 ６）表明：ＡｇＩＣＥ１ 转录因子氨基酸序列的

亲水性区域中，第 ３００ 位至第 ３１２ 位氨基酸亲水性最

强；疏水性区域中，第 ４４１ 位至第 ４４７ 位氨基酸疏水

性最强。 总体上看，ＡｇＩＣＥ１ 转录因子氨基酸序列的

亲水性区域多于疏水性区域，为亲水性蛋白。

图 ６　 芹菜品种‘津南实芹’ＡｇＩＣＥ１ 转录因子氨基酸序列的亲水性（Ａ）和疏水性（Ｂ）
Ｆｉｇ． ６　 Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ （Ａ） ａｎｄ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ （Ｂ） ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＡｇＩＣＥ１ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｆｒｏｍ

ｃｕｌｔｉｖａｒ ‘Ｊｉｎｎａｎ Ｓｈｉｑｉｎ’ ｏｆ Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ Ｌｉｎｎ．

２ ５　 芹菜品种‘津南实芹’ＡｇＩＣＥ１ 基因在不同组织

和逆境处理下的表达特性分析

ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测结果（图 ７）表明：芹菜品种‘津南

实芹’根、叶柄以及叶片中均能够检测到 ＡｇＩＣＥ１ 基

因的表达，但其在不同组织中相对表达水平的差异较

大。 ＡｇＩＣＥ１ 基因在叶片中的相对表达水平显著高于

根和叶柄中的相对表达水平，且根和叶柄间相对表达

水平的差异不显著。
高温（３８ ℃）、低温（４ ℃）、干旱（质量体积分数

２０％ ＰＥＧ６０００）和高盐（０ ２ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＣｌ）４ 种非生

物胁迫处理下芹菜品种‘津南实芹’叶片中 ＡｇＩＣＥ１

基因的相对表达水平见图 ８。 结果表明：不同非生物

胁迫处理下芹菜品种‘津南实芹’叶片中 ＡｇＩＣＥ１ 基

因的相对表达水平差异较大。
高温处理 １ ｈ，ＡｇＩＣＥ１ 基因的相对表达水平较处

理 ０ ｈ 略有降低；高温处理 ２、４ 和 ８ ｈ，ＡｇＩＣＥ１ 基因的

相对表达水平较处理 ０ ｈ 有所升高，分别为处理 ０ ｈ
的 ２ ４８、４ ６７ 和 ２ ６１ 倍；高温处理 ２４ ｈ，ＡｇＩＣＥ１ 基

因的相对表达水平较处理 ０ ～ ８ ｈ 显著升高，为处理

０ ｈ的 ９ ４５ 倍。
低温处理 １ ｈ，ＡｇＩＣＥ１ 基因的相对表达水平较处

理 ０ ｈ 升高，为处理 ０ ｈ 的 １ ６６ 倍； 低温处理 ４ ｈ，

１２
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不同的小写字母表示在 ０ ０５ 水平上差异显著 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ０ ０５ ｌｅｖｅｌ．

图 ７　 芹菜品种‘津南实芹’不同组织中 ＡｇＩＣＥ１ 基因的相对表达
水平
Ｆｉｇ． ７　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＡｇＩＣＥ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ
ｃｕｌｔｉｖａｒ ‘Ｊｉｎｎａｎ Ｓｈｉｑｉｎ’ ｏｆ Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ Ｌｉｎｎ．

不同的小写字母表示在 ０ ０５ 水平上差异显著 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ０ ０５ ｌｅｖｅｌ．

Ａ： 高温（３８ ℃）Ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ （３８ ℃）； Ｂ： 低温（４ ℃）Ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ （４ ℃）； Ｃ： 干旱（质量体积分数 ２０％ ＰＥＧ６０００）Ｄｒｏｕｇｈｔ （ｍａｓｓ ｖｏｌｕｍｅ
ｆｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ２０％ ＰＥＧ６０００）； Ｄ： 高盐（０ ２ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＣｌ）Ｈｉｇｈ ｓａｌｔ （０ ２ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＣｌ） ．

图 ８　 不同非生物胁迫处理下芹菜品种‘津南实芹’叶片中 ＡｇＩＣＥ１ 基因的相对表达水平
Ｆｉｇ． ８　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＡｇＩＣＥ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｌｅａｆ ｂｌａｄｅ ｆｒｏｍ ｃｕｌｔｉｖａｒ ‘Ｊｉｎｎａｎ Ｓｈｉｑｉｎ’ ｏｆ Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ Ｌｉｎｎ． ｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

ＡｇＩＣＥ１ 基因的相对表达水平较处理 ０ ｈ 有所降低；
低温处理 ８ ｈ，ＡｇＩＣＥ１ 基因的相对表达水平与处理

０ ｈ相比无明显变化；低温处理 ２ 和 ２４ ｈ，ＡｇＩＣＥ１ 基

因的相对表达水平均显著增加，分别为处理 ０ ｈ 的

３ １７ 和 ４ ５３ 倍。
干旱处理 １ ｈ，ＡｇＩＣＥ１ 基因的相对表达水平较处

理 ０ ｈ 显著升高，为处理 ０ ｈ 的 ４ ２９ 倍；干旱处理

２ 和８ ｈ，ＡｇＩＣＥ１ 基因的相对表达水平均较处理 ０ ｈ
有所升高，分别为处理 ０ ｈ 的 １ ２４ 和 ２ ０２ 倍；干旱

处理 ４ ｈ，ＡｇＩＣＥ１ 基因的相对表达水平最高，为处理

０ ｈ的 ９ ０３ 倍；干旱处理 ２４ ｈ，ＡｇＩＣＥ１ 基因的相对表

达水平较处理 ０ ｈ 略有降低。
高盐处理 １ ～ ２４ ｈ，ＡｇＩＣＥ１ 基因的相对表达水平

均较处理 ０ ｈ 有不同程度的升高，分别为处理 ０ ｈ 的

３ ３０、１ ５５、２ ３０、２ ５４ 和 ２ ９５ 倍，其中，高盐处理 １ ｈ
ＡｇＩＣＥ１ 基因的相对表达水平最高。

２２
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３　 讨论和结论

低温胁迫是植物生长发育过程中常见的一种非

生物胁迫，不仅会导致作物产量降低，严重时还会导

致植株死亡［２０］。 芹菜作为重要的叶菜类蔬菜作物，
在其栽培过程中经常受到因气候变化及不良土壤环

境引起的非生物胁迫，严重影响芹菜的正常生长发

育。 本研究从芹菜品种 ‘津南实芹’ 中克隆获得

ＡｇＩＣＥ１ 基因。 该基因的开放阅读框编码 ４８４ 个氨基

酸，其氨基酸序列的第 ３００ 位至第 ３４６ 位氨基酸间包

含 ｂＨＬＨ 保守域。 与其他植物 ＩＣＥ１ 转录因子的氨基

酸序列的多重比对结果表明：ＩＣＥ１ 转录因子在进化

上具有保守性。 通过系统进化树的分析可发现，
ＩＣＥ１ 转录因子在同科植物间的亲缘关系更近。 ＲＴ－
ｑＰＣＲ 结果显示：芹菜品种‘津南实芹’ ＡｇＩＣＥ１ 基因

在根、叶柄和叶片中均可表达但是相对表达水平差异

较大，其在叶片中的相对表达水平显著高于根和叶

柄，说明该基因的表达存在明显的组织特异性。 高温

（３８ ℃）、低温 （ ４ ℃）、干旱 （质量体积分数 ２０％
ＰＥＧ６０００）和高盐（０ ２ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＣｌ）４ 种非生物胁

迫处理下芹菜品种‘津南实芹’ＡｇＩＣＥ１ 基因的相对表

达水平总体上有不同程度的升高，说明 ＡｇＩＣＥ１ 转录

因子与非生物胁迫调控相关。
已有研究结果表明：植物中许多基因家族的转录

因子与植物的抗逆性有关，这些转录因子通过特异性

识别并结合下游基因启动子中的顺式作用元件来调

控植物的抗逆应答，如 ＣＢＦ ／ ＤＲＥＢ 是一类可以调控

多个与干旱、高盐及低温胁迫相关的功能基因表达的

转录因子家族，在植物抵抗非生物胁迫中起重要作

用［２１－２２］。 ＩＣＥ１ 转录因子可以与 ＣＢＦ３ 基因上游启动

子结合从而激活 ＣＢＦ３ 基因的表达。 黄莹等［１２］ 认

为，缺失 ＩＣＥ１ 基因的拟南芥会引起 ＣＢＦ３ 基因表达

变化，使植物丧失抗寒能力；但在高温条件下，拟南芥

中 ＣＢＦ３ 基因未被激活，由此推测 ＩＣＥ１ 转录因子与

ＣＢＦ３ 基因上游启动子的结合存在低温诱导型的修

饰调控。 也有研究发现，与对照组相比，过量表达

ＣＢＦ３ 基因的转基因拟南芥不仅抗寒性增强，而且对

干旱和高盐胁迫也具有一定的抗性［２３］。 目前对 ＩＣＥ
转录因子激活 ＣＢＦ 类转录因子家族的研究多集中于

其在抗低温胁迫中的重要作用，而对其他非生物胁迫

响应的研究报道较少，因此，关于 ＩＣＥ１ 基因在非生物

胁迫 中 具 体 的 作 用 机 制 还 有 待 进 一 步 的 深 入

研究［２４］。
高等植物抵抗非生物胁迫的生理生化过程非常

复杂，有研究认为，植物的耐受性与其体内的抗氧化

酶活性相关［２５］。 当植物受到逆境胁迫时，体内会产

生过量的活性氧毒害细胞，植物本身可以通过产生抗

氧化酶来清除这些有害物质，从而增强其抗逆能

力［２６－２７］。 已有的抗逆性相关研究结果［２８］ 表明：植物

在抵抗逆境过程中有着复杂的分子调控网络。 本文

研究了芹菜品种‘津南实芹’ＡｇＩＣＥ１ 基因对非生物胁

迫的响应，对了解 ＡｇＩＣＥ１ 基因在芹菜抗逆境胁迫中

发挥的作用提供了参考，但对芹菜的抗逆性研究还需

从分子及生理生化等方面进行深入探讨。
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