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3 个芹菜品种 Agnp-G3PDH 基因的
克隆及其序列和表达特性分析
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摘要: 从芹菜(Apium graveolens Linn.)品种‘六合黄心芹爷(‘Liuhe Huangxinqin爷)、‘津南实芹爷(‘Jinnan Shiqin爷)和
‘文图拉爷(‘Ventura爷)中分别克隆获得非磷酸化甘油醛-3-磷酸脱氢酶基因 Agnp-G3PDH。 3 个品种的 Agnp-
G3PDH 基因序列均包含 1 个全长 1 491 bp 的开放阅读框(ORF),编码 496 个氨基酸;存在 84 个碱基位点差异,导
致 14 个氨基酸位点改变。 由该基因编码的‘六合黄心芹爷、‘津南实芹爷和‘文图拉爷的 Agnp-G3PDH 蛋白的理论相

对分子质量分别为 53 201. 6、53 051. 4 和 52 960. 3,理论等电点分别为 pI 7. 49、pI 7. 86 和 pI 8. 12,氨基酸组成中碱

性氨基酸数量大于酸性氨基酸数量;该蛋白质具有亲水性与疏水性双重特性,均为疏水性蛋白。 多重比对结果表

明:3 个品种 Agnp-G3PDH 基因编码的氨基酸序列同源性达到 99. 09% ,具有高度保守性;且与其他 11 种植物 np-
G3PDH 的氨基酸序列的相似度也较高。 在基于 np-G3PDH 基因编码的氨基酸序列进化树上,3 个芹菜品种聚在同

一分支中,并与杨柳科(Salicaceae)种类毛果杨(Populus trichocarpa Torr. & Gray)聚在一起,表明它们的 np-G3PDH
进化关系较近。 实时定量 PCR 分析结果表明:在 3 个芹菜品种的不同组织中 Agnp-G3PDH 基因的相对表达水平均

有明显差异,其中,在‘津南实芹爷的叶、‘文图拉爷的花和‘六合黄心芹爷的根中该基因的相对表达水平最高;经高温

(38 益)、低温(4 益)和干旱(20% PEG)胁迫处理后 3 个品种 Agnp-G3PDH 基因的相对表达水平均极显著高于或低

于对照,但经盐(0. 2 mol·L-1NaCl)胁迫处理后仅品种‘津南实芹爷Agnp-G3PDH 基因的相对表达水平显著高于对

照,品种‘六合黄心芹爷和‘文图拉爷Agnp-G3PDH 基因的相对表达水平与对照无显著差异。 表明该基因的表达具有

组织特异性且与品种间的抗逆性差异有关。
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Abstract: Non鄄phosphorylating glyceraldehyde鄄3鄄phosphate dehydrogenase gene Agnp鄄G3PDH was
cloned from cultivars ‘Liuhe Huangxinqin爷, ‘Jinnan Shiqin爷 and ‘Ventura爷 of Apium graveolens Linn.,
respectively. The sequence of Agnp鄄G3PDH gene from three cultivars contains an open reading frame
(ORF) with the full length of 1 491 bp, which encodes 496 amino acids. There are 84 base site
differences, leading to site changes of 14 amino acids. Theoretical relative molecular mass of protein
encoded by Agnp鄄G3PDH gene from ‘Liuhe Huangxinqin爷, ‘Jinnan Shiqin爷 and ‘Ventura爷 is 53 201. 6,
53 051. 4 and 52 960. 3, respectively, and theoretical isoelectric point is pI 7. 49, pI 7. 86 and pI 8. 12,
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respectively. The number of basic amino acids is more than that of acidic amino acids in amino acid
composition. And the proteins all possess double characteristics of hydrophilicity and hydrophobicity and
all are the hydrophobic protein. The alignment result shows that homology of amino acid sequences
encoded by Agnp鄄G3PDH gene from three cultivars reaches 99. 09% , which is highly conserved.
Similarity of amino acid sequence among three cultivars and other eleven species is higher. Based on
phylogenetic tree of amino acid sequence encoded by np鄄G3PDH gene, three cultivars are clustered in the
same branch, and three cultivars and Populus trichocarpa Torr. & Gray in Salicaceae can be clustered
together which shows that their np鄄G3PDH amino acid sequences have a closer evolutionary relationship.
The result of quantitative real鄄time PCR shows that there are obvious differences in relative expression
level of Agnp鄄G3PDH gene among different tissues of three cultivars, in which, relative expression level
of the gene is the highest in leaf of ‘ Jinnan Shiqin爷, in flower of ‘Ventura爷 and in root of ‘ Liuhe
Huangxinqin爷. After treated by stress of high temperature (38 益), low temperature (4 益) and drought
(20% PEG), relative expression level of Agnp鄄G3PDH gene from three cultivars is extremely significantly
higher or lower than that of the control, but after treated by salinity (0. 2 mol·L-1 NaCl) stress only that
of ‘Jinnan Shiqin爷 is significantly higher than that of the control, and that of ‘Liuhe Huangxinqin爷 and
‘Ventura爷 has no significant difference with that of the control. It is indicated that the expression of
Agnp鄄G3PDH gene has tissue specificity and is related to resistance difference among cultivars.

Key words: Apium graveolens Linn.; Agnp鄄G3PDH gene; sequence analysis; homology; abiotic stress;
expression characteristics

摇 摇 哺乳动物中甘油醛 -3 -磷酸脱氢酶 (G3PDH,
glyceraldehyde鄄3鄄phosphate dehydrogenase)在蛋白质和

DNA 互作、DNA 修复、转录、调控、细胞信号转导及细

胞凋亡等生命活动中表现出不同的功能性,在植物中

此酶可能与哺乳动物具有相似的调控模式[1]。 高等

植物的 G3PDH 分为磷酸化和非磷酸化两大类,是维

持生命活动的最基本酶之一,主要参与糖酵解、糖异

生以及卡尔文循环等能量代谢途径。 按定位来说可

以分为质体型和胞质型两类,磷酸化的甘油醛-3-磷
酸脱氢酶 (GAPDH) 在质体及胞质中均存在,包含

GAPC、GAPCp 和 GAPA / B 三类同工型蛋白质[2];非
磷酸化的甘油醛-3-磷酸脱氢酶(np-G3PDH)定位于

细胞质中,为 4 个同种亚基 GAPC 组成的多聚体[3],
是催化糖酵解“支路冶反应的酶,具体反应过程为 np-
G3PDH 氧化 3-磷酸甘油醛生成 3-磷酸甘油酸,该反

应是依赖于 NADP+ 并伴有 NADPH 生成的不可逆反

应[4]。 np-G3PDH 的氨基酸序列与磷酸化的 GAPDH
的氨基酸序列同源性很低,但与各种真菌和真核生物

的醛脱氢酶(ALDHs)有约 30% 的氨基酸序列同源

性[5]。 目前已从多种生物中克隆出 np-G3PDH 基因

序列,如菠菜 ( Spinacia oleracea Linn.) [6]、玉米 (Zea
mays Linn.) [7]、小麦(Triticum aestivum Linn.) [8]、拟南

芥也Arabidopsis thaliana (Linn.) Heynh.页 [9]和皱叶烟草

(Nicotiana plumbaginifolia Viv.) [10] 等,np -G3PDH 基

因具有高度保守性,通过不同物种 np-G3PDH 基因核

苷酸或氨基酸序列的比较,可为物种分类及发育关系

研究提供一定的证据。
芹菜(Apium graveolens Linn.)是常用蔬菜之一,富

含蛋白质、碳水化合物、胡萝卜素、B 族维生素以及

钙、磷、铁、钠等元素,栽培历史悠久、栽培区域广泛且

品种丰富。 南京六合地区栽培的品种‘六合黄心芹爷
(‘Liuhe Huangxinqin爷)具有植株矮小、晚熟、喜湿、耐
肥、耐热和耐寒等特点;天津津南地区栽培的品种‘津
南实芹爷(‘Jinnan Shiqin爷)具有植株直立、抽薹晚、抗
逆性强和适应性强等特点;而引进品种 ‘文图拉爷
(‘Ventura爷)则具有株型大、质地脆嫩和抗病能力强

等特点,具有典型的西芹特征。 作者以上述 3 个芹菜

品种为实验材料,克隆获得芹菜非磷酸化甘油醛-3-
磷酸脱氢酶基因 Agnp鄄G3PDH 并进行序列分析;利用

生物信息学方法推导其氨基酸序列并对氨基酸组成、
亲水性 /疏水性及其与其他物种的进化关系进行预测

和分析;通过实时定量 PCR 对该基因的组织表达特

异性及胁迫诱导表达特性进行了研究,以期为芹菜

Agnp-G3PDH 基因功能的深入研究提供依据。

1摇 材料和方法

1. 1摇 材料

大肠杆菌菌株 DH5琢 为南京农业大学作物遗传

与种质创新国家重点实验室伞形科(Apiaceae)植物
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课题组保存;质粒载体 pMD18-T Vector、Ex Taq DNA
聚合酶和各类限制性内切酶均为宝生物工程(大连)
有限公司产品。

供试芹菜品种‘六合黄心芹爷、‘津南实芹爷和‘文
图拉爷均种植于南京农业大学园艺学院江浦实验农

场,保存于人工气候室中,采集成熟的根、茎、叶和花

用于总 RNA 提取及 cDNA 合成。
1. 2摇 方法

1. 2. 1摇 总 RNA 的提取及 cDNA 的合成 摇 采用 RNA
simple Total RNA Kit 总 RNA 提取试剂盒也天根生化

科技(北京)有限公司页从 3 个品种的根、茎、叶和花中

提取总 RNA,利用 Prime Script RT reagent Kit 试剂盒

也宝生物工程(大连)有限公司页将总 RNA 反转录成

cDNA。
1. 2. 2摇 Agnp-G3PDH 基因的克隆摇 根据 GenBank 中

芹菜的 np-G3PDH 基因(登录号 AF196292)设计引物

NXR37(序列为 5忆-ATGGCTGGAAGTGGTGTGTATG-
3忆)和 NXR38(序列为 5忆-CTAGCCCATGGTATAAGAA
GGGGA-3忆)。 然后分别以‘六合黄心芹爷、‘津南实

芹爷和‘文图拉爷的 cDNA 为模板进行扩增、克隆和测

序[11]。
1. 2. 3摇 序列分析摇 用 BLASTp 及 DNAMAN 进行氨基

酸序列比对,相关种类的 np-G3PDH 氨基酸序列均来

自 NCBI 数据库。 利用 DNAMAN 和 http: 椅 web.
expasy. org 网站相关软件进行亲水性 /疏水性鉴定和

氨基酸类型等相关分析,利用 Signal P 软件分析蛋白

信号肽,蛋白质基本性质分析用 http:椅www. expasy.
org 网站相关软件完成。 利用 DNAMAN 构建系统进

化树,然后用 MEGA 5. 0 软件对进化树进行编辑并生

成报告图形[12]。
1. 2. 4摇 胁迫处理及实时定量 PCR 反应摇 分别对 3 个

品种的 2 月龄幼苗各 20 株进行高温、低温、盐和干旱

胁迫处理。 其中,高温和低温胁迫处理分别将植株置

于 38 益光照培养箱和 4 益冰箱中处理 2 h,盐和干旱

胁迫处理则分别将植株用 0. 2 mol·L-1 NaCl 和质量

体积分数 20% PEG 溶液室温处理 2 h。
分别取经高温、低温、盐和干旱胁迫处理后 3 个

芹菜品种植株的叶片进行实时定量 PCR 分析,各 3 次

重复。 根据克隆获得的‘六合黄心芹爷、‘津南实芹爷
和‘文图拉爷的 Agnp-G3PDH 基因序列分别设计表达

检测上游引物 NRX37BDF1 (序列为 5忆-AGGGACAT
CAACAAAGCAATG-3忆)和下游引物 NRX31BDR1(序

列为 3忆-CATATTGATGCTGTT TGTGATG-5忆);以芹菜

actin 基因为内参设计表达检测上游引物 ACTIN-F
(序列为 5忆 -CTTCCTGCCATATATGATTGG-3忆) 和下

游引物 ACTIN-R(序列为 3忆-GCCAGCACCTCGATCT
TCATG-5忆)。 采用 SYBR Premix Ex Taq 试剂盒也宝生

物工程(大连)有限公司页进行实时定量 PCR 反应;相
对定量使用参照基因的 驻Ct 法,表达差异用 2-驻驻Ct表

示。 其中,驻Ct =Ct目标基因-Ctactin,驻驻Ct =驻Ct样品-驻Ct对照

(式中,Ct 表示每个 PCR 反应管内荧光信号到达阈值

时所经历的循环数)。

2摇 结果和分析

2. 1摇 芹菜 Agnp-G3PDH 基因的序列分析及其编码

的氨基酸序列分析结果

分别以品种‘六合黄心芹爷、‘津南实芹爷和‘文图

拉爷嫩叶的 cDNA 为模板,用引物 NRX37 和 NRX38 分

别扩增出 1 段长约 1 500 bp 的扩增产物(图 1),经测

序得到 3 个芹菜品种的 Agnp-G3PDH 基因序列及其

编码的氨基酸序列(图 2、图 3 和图 4)。
序列测定与分析结果显示 :3个芹菜品种的

Agnp-G3PDH 基因均含有 1 个长度为 1 491 bp 的开

放阅读框(ORF,open reading frame),编码 496 个氨基

酸。 3 个品种的 Agnp-G3PDH 基因序列中存在 84 个

碱基差异,编码的氨基酸序列存在 14 个氨基酸位点

的改变;其中,品种‘六合黄心芹爷与‘文图拉爷间的

Agnp-G3PDH 基因序列有 6 个不同位点、编码的氨基

M: DL2000 marker; 1: 芹菜品种‘六合黄心芹爷 A. graveolens ‘ Liuhe
Huangxinqin爷; 2: 芹菜品种‘津南实芹爷 A. graveolens ‘Jinnan Shiqin爷;
3: 芹菜品种‘文图拉爷 A. graveolens ‘Ventura爷 .

图 1摇 3 个芹菜品种 Agnp-G3PDH 基因 cDNA 的 PCR 扩增图谱
Fig. 1 摇 PCR amplification pattern of cDNA of Agnp鄄G3PDH gene
from three cultivars of Apium graveolens Linn.
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摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 1摇 ATGGCTGGAAGTGGTGTGTATGCAGATATAATTGAAGGTGATGTGTTTAAGTACTACTCTGATGGAGAGTGGAAGAAATCCTCTTCTGGA
M A G S G V Y A D I I E G D V F K Y Y S D G E W K K S S S G

摇 摇 摇 摇 摇 摇 91摇 AAATCTGTTGCCATCATTAATCCTACTACCAGAATGACTCAGTTTAAGGTCCAAGCTTGTACGCAAGAAGAGGTCAACAAGGCTATGGAA
K S V A I I N P T T R M T Q F K V Q A C T Q E E V N K A M E

摇 摇 摇 摇 摇 摇 181摇 ACAGCGAAAAAAGTACAAAAACAGTGGGCAAAAACTCCGCTCTGGAAGCGAGCAGAACTCCTTCACAAAGCAGCTGCAATCCTCAAAGAG
T A K K V Q K Q W A K T P L W K R A E L L H K A A A I L K E

摇 摇 摇 摇 摇 摇 271摇 CACAAGGCAGCAATTGCTGATTGCTTAGTGAAGGAAATCGCAAAACCAGCCAAGGACTCAGTTACAGAGGTAGTAAGATCTGGTGATCTG
H K A A I A D C L V K E I A K P A K D S V T E V V R S G D L

摇 摇 摇 摇 摇 摇 361摇 GTGTCCTATTGCGCTGAAGAAGGAGTTCGGTTACTAGGAGAAGGGAAGTTCTTGGTGTCTGATAGTTTTCCTGGAAATGAAAGGACCAAG
V S Y C A E E G V R L L G E G K F L V S D S F P G N E R T K

摇 摇 摇 摇 摇 摇 451摇 TATTGCCTTACCTCTAAGATTCCACTTGGGGTTATTTTAGCCATACCACCCTTCAACTATCCTGTCAATCTCGCTGTCTCCAAAATTGGT
Y C L T S K I P L G V I L A I P P F N Y P V N L A V S K I G

摇 摇 摇 摇 摇 摇 541摇 CCTGCACTCATTGCAGGAAACGCTCTTGTTCTGAAACCCCCAACTCAGGGGGCTGTGGCTTGCCTGCATATGGTGCATTGCTTTCACTTG
P A L I A G N A L V L K P P T Q G A V A C L H M V H C F H L

摇 摇 摇 摇 摇 摇 631摇 GCTGGTTTCCCAAAAGGCCTGATCAGCTGTATTACTGGCAAAGGATCAGAAATAGGAGATTTCCTAACAATGCACCCGGGTGTAAACTGT
A G F P K G L I S C I T G K G S E I G D F L T M H P G V N C

摇 摇 摇 摇 摇 摇 721摇 ATAAGCTTTACAGGTGGTGATACCGGCATTGCAATTTCAAAGAAAGCAGGGATGGTCCCTCTACAGATGGAACTGGGAGGAAAAGATGCG
I S F T G G D T G I A I S K K A G M V P L Q M E L G G K D A

摇 摇 摇 摇 摇 摇 811摇 TGCATTGTGCTTGAGGATGCTGATCTAGATTTAGTAGCGTCCAATGTTATCAAAGGAGGTTTTTCTTACAGTGGTCAAAGATGCACAGCT
C I V L E D A D L D L V A S N V I K G G F S Y S G Q R C T A

摇 摇 摇 摇 摇 摇 901摇 ATCAAGGTTATCTTGGTGATGCAATCAGTTGTCGACACTCTAGTCGAGAAAGTGAATGCCAAAGTGGCGAAACTGACAGTTGGTCCACCT
I K V I L V M Q S V V D T L V E K V N A K V A K L T V G P P

摇 摇 摇 摇 摇 摇 991摇 GAGGACAACTCAGACATCACTCCCGTTGTCTCAGAATCATCTGCAAACTTCATAGAAGGATTGGTCAAGGATGCTAAAGAGAAAGGAGCA
E D N S D I T P V V S E S S A N F I E G L V K D A K E K G A

摇 摇 摇 摇 摇 1 081摇 ACATTTTGCCAGGAGTATAAGAGAGAAGGTAACCTTATATGGCCTCTGTTGTTAGATAACGTTAAGCCTGATATGAGGATAGCATGGGAG
T F C Q E Y K R E G N L I W P L L L D N V K P D M R I A W E

摇 摇 摇 摇 摇 1 171摇 GAGCCATTTGGACCTATTTTACCAGTTATCAGAATCAACTCTGCTGAAGAAGGAATCCACCATTGCAATGCTAGCAACTTTGGCCTCCAG
E P F G P I L P V I R I N S A E E G I H H C N A S N F G L Q

摇 摇 摇 摇 摇 1 261摇 GGTTGTGTCTTCACCAGGGACATCAACAAAGCAATGTTAATCAGTGATGCTATGGAGTCGGGAACGATTCAAATTAACTCAGCTCCAGCT
G C V F T R D I N K A M L I S D A M E S G T I Q I N S A P A

摇 摇 摇 摇 摇 1 351摇 CGCGGTCCAGATCATTTTCCATTCCAGGGATTGAAAGACAGTGGAATTGGATCGCAGGGCATCACAAACAGCATCAATATGATGACAAAG
R G P D H F P F Q G L K D S G I G S Q G I T N S I N M M T K

摇 摇 摇 摇 摇 1 441摇 ATTAAGACCACTGTTATTAACTTGCCTTCCCCTTCTTATACCATGGGCTAG
I K T T V I N L P S P S Y T M G

图 2摇 芹菜品种‘六合黄心芹爷Agnp-G3PDH 基因的核苷酸序列及其编码的氨基酸序列
Fig. 2摇 Nucleotide acid and deduced amino acid sequences of Agnp鄄G3PDH gene from

cultivar ‘Liuhe Huangxinqin爷 of Apium graveolens Linn.

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 1摇 ATGGCTGGAAGTGGTGTGTATGCAGAGATAATTGAAGGTGATGTGTTCAAGTACTACTCTGAAGGAGAGTGGAAGACATCCTCTTCTGGG
M A G S G V Y A E I I E G D V F K Y Y S E G E W K T S S S G

摇 摇 摇 摇 摇 摇 91摇 AAATCTGTTGCCATTATTAATCCAACTACCCGAAAGACTCAGTTTAAGGTCCAAGCTTGTACACAAGAAGAGGTCAACAAGGCTATGGGA
K S V A I I N P T T R K T Q F K V Q A C T Q E E V N K A M G

摇 摇 摇 摇 摇 摇 181摇 ACAGCGAAAAAAGTACAAAAACAGTGGGCAAAAACTCCGCTCTGGAAGCGAGCAGAACTCCTTCACAAAGCTGCTGCAATCCTCAAGGAA
T A K K V Q K Q W A K T P L W K R A E L L H K A A A I L K E

摇 摇 摇 摇 摇 摇 271摇 CACAAGGCTGCAATTGCTGATTGTTTAGTGAAGGAAATTGCAAAACCAGCCAAGGACTCAGTTACTGAGGTTGTAAGATCTGGTGATCTG
H K A A I A D C L V K E I A K P A K D S V T E V V R S G D L

摇 摇 摇 摇 摇 摇 361摇 GTGTCTTATTGCGCTGAAGAAGGAGTTCGGTTACTAGGAGAAGGAAAGTTCTTGGTGTCTGATAGTTTTCCTGGAAACGAAAGGACCAAG
V S Y C A E E G V R L L G E G K F L V S D S F P G N E R T K

摇 摇 摇 摇 摇 摇 451摇 TATTGCCTTACCTCTAAGATTCCACTTGGGGTTATTTTAGCCATCCCACCCTTCAACTATCCTGTCAATCTGGCTGTCTCCAAAATTGGC
Y C L T S K I P L G V I L A I P P F N Y P V N L A V S K I G

摇 摇 摇 摇 摇 摇 541摇 CCTGCACTCATTGCAGGGAACTCCCTTGTTCTGAAACCCCCAACTCAGGGTGCTGTGGCTTGCCTGCATTTGGTGCATTGCTTTCACTTG
P A L I A G N S L V L K P P T Q G A V A C L H L V H C F H L

摇 摇 摇 摇 摇 摇 631摇 GCTGGTTTCCCAAAAGGTCTTATCAGCTGTATTACTGGCAAAGGATCAGAAATAGGAGATTTCCTAACAATGCACCCTGGTATAAACTGT
A G F P K G L I S C I T G K G S E I G D F L T M H P G I N C

摇 摇 摇 摇 摇 摇 721摇 ATAAGCTTCACAGGTGGTGATACCGGCATTGCAATTTCAAAGAAAGCAGGGATGGTCCCTCTACAGATGGAATTGGGAGGAAAAGATGCA
I S F T G G D T G I A I S K K A G M V P L Q M E L G G K D A

摇 摇 摇 摇 摇 摇 811摇 TGCATTGTGCTCGAGGATGCTGATCTAGATTTAGTAGCATCCAATGTTATTAAAGGAGGTTTTTCTTACAGTGGTCAAAGATGCACTGCT
C I V L E D A D L D L V A S N V I K G G F S Y S G Q R C T A

摇 摇 摇 摇 摇 摇 901摇 ATAAAAGTTATCTTAGTTATGCAATCAGTAGCTGACACTCTAGTCGAGAAAGTAAATGCCAAAGTGGCGAAGCTGACAGTCGGTCCACCT
I K V I L V M Q S V A D T L V E K V N A K V A K L T V G P P

摇 摇 摇 摇 摇 摇 991摇 GAGGATAACTCGGACATCACTCCTGTTGTTTCAGAATCATCCGCAAATTTTATAGAAGGATTAGTAAAGGATGCTAAAGAGAAAGGTGCA
E D N S D I T P V V S E S S A N F I E G L V K D A K E K G A

摇 摇 摇 摇 摇 1 081摇 ACATTTTGCCAGGAGTACAAGAGAGAAGGTAACCTCATATGGCCTTTGTTGTTAGATAATGTTAAGCCTGATATGAGGATAGCATGGGAA
T F C Q E Y K R E G N L I W P L L L D N V K P D M R I A W E

摇 摇 摇 摇 摇 1 171摇 GAACCTTTTGGACCTATTTTACCAGTTATTAGAATCAACTCTGCTGAAGAAGGAATCCACCATTGCAATGCTAGCAACTTTGGCCTCCAG
E P F G P I L P V I R I N S A E E G I H H C N A S N F G L Q

摇 摇 摇 摇 摇 1 261摇 GGTTGTGTCTTCACCAGGGACATCAACAAAGCAATGTTGATCAGTGATGCCATGGAGTCGGGAACAATTCAAATTAACTCAGCTCCAGCT
G C V F T R D I N K A M L I S D A M E S G T I Q I N S A P A

摇 摇 摇 摇 摇 1 351摇 CGCGGTCCAGATCATTCTCCTTTCCAGGGATTGAAAGACAGTGGAATCGGATCACAGGGCATCACAAACAGCATCAATATGATGACGAAG
R G P D H S P F Q G L K D S G I G S Q G I T N S I N M M T K

摇 摇 摇 摇 摇 1 441摇 ATCAAGACCACCGTTATTAACTTGCCTTCCCCTTCTTATACCATGGGCTAG
I K T T V I N L P S P S Y T M G

图 3摇 芹菜品种‘津南实芹爷Agnp-G3PDH 基因的核苷酸序列及其编码的氨基酸序列
Fig. 3摇 Nucleotide acid and deduced amino acid sequences of Agnp鄄G3PDH gene from cultivar ‘Jinnan Shiqin爷 of Apium graveolens Linn.
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摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 1摇 ATGGCTGGAAGTGGTGTGTATGCAGATATAATTGAAGGTGATGTGTTTAAGTACTACTCTGATGGAGAGTGGAAGAAATCCTCTTCTGGA
M A G S G V Y A D I I E G D V F K Y Y S D G E W K K S S S G

摇 摇 摇 摇 摇 摇 91摇 AAATCTGTTGCCATCATTAATCCTACTACCAGAATGACTCAGTTTAAGGTCCAAGCTTGTACGCAAGAAGAGGTCAACAAGGCTATGGAA
K S V A I I N P T T R M T Q F K V Q A C T Q E E V N K A M E

摇 摇 摇 摇 摇 摇 181摇 ACAGCGAAAAAAGTACAAAAACAGTGGGCAAAAACTCCGCTCTGGAAGCGAGCAGGACTCCTTCACAAAGCAGCTGCAATCCTCAAAGAG
T A K K V Q K Q W A K T P L W K R A G L L H K A A A I L K E

摇 摇 摇 摇 摇 摇 271摇 CACAAGGCAGCAATTGCTGATTGCTTAGTGAAGGAAATCGCAAAACCAGCCAAGGACTCAGTTACAGAGGTAGTAAGATCTGGTGATCTG
H K A A I A D C L V K E I A K P A K D S V T E V V R S G D L

摇 摇 摇 摇 摇 摇 361摇 GTGTCCTATTGCGCTTAAGAAGGAGTTCGGTTACTAGGAGAAGGGAAGTTCTTGGTGTCTGATAGTTTTCCTGGAAATGAAAGGACCAAG
V S Y C A E - G V R L L G E G K F L V S D S F P G N E R T K

摇 摇 摇 摇 摇 摇 451摇 TATTGCCTTACCTCTAAGATTCCACTTGGGGTTATTTTAGCCATACCACCCTTCAACTATCCTGTCAATCTCGCCGTCTCCAAAATTGGT
Y C L T S K I P L G V I L A I P P F N Y P V N L A V S K I G

摇 摇 摇 摇 摇 摇 541摇 CCTGCACTCATTGCAGGAAACGCTCTTGTTCTGAAACCCCCAACTCAGGGGGCTGTGGCTTGCCTGCATATGGTGCATTGCTTTCACTTG
P A L I A G N A L V L K P P T Q G A V A C L H M V H C F H L

摇 摇 摇 摇 摇 摇 631摇 GCTGGTTTCCCAAAAGGCCTGATCAGCTGTATTACTGGCAAAGGATCAGAAATAGGAGATTTCCTAACAATGCACCCGGGTGTAAACTGT
A G F P K G L I S C I T G K G S E I G D F L T M H P G V N C

摇 摇 摇 摇 摇 摇 721摇 ATAAGCTTTACAGGTGGTGATACCGGCATTGCAATTTCAAAGAAAGCAGGGATGGTCCCTCTACAGATGGAACTGGGAGGAAAAGATGCG
I S F T G G D T G I A I S K K A G M V P L Q M E L G G K D A

摇 摇 摇 摇 摇 摇 811摇 TGCACTGTGCTTGAGGATGCTGATCTAGATTTAGTAGCGTCCAATGTTATCAAAGGAGGTTTTTCTTACAGTGGTCAAAGATGCACAGCT
C T V L E D A D L D L V A S N V I K G G F S Y S G Q R C T A

摇 摇 摇 摇 摇 摇 901摇 ATCAAGGTTATCTTGGTGATGCAATCAGTTGCCGACACTCTAGTCGAGAAAGTGAATGCCAAAGTGGCGAAACTGACAGTTGGTCCACCT
I K V I L V M Q S V A D T L V E K V N A K V A K L T V G P P

摇 摇 摇 摇 摇 摇 991摇 GAGGACAACTCAGACATCACTCCCGTTGTCTCAGAATCATCTGCAAACTTCATAGAAGGATTGGTCAAGGATGCCAAAGAGAAAGGAGCA
E D N S D I T P V V S E S S A N F I E G L V K D A K E K G A

摇 摇 摇 摇 摇 1 081摇 ACATTTTGCCAGGAGTATAAGAGAGAAGGTAACCTTATATGGCCTCTGTTGTTAGATAACGTTAAGCCTGATATGAGGATAGCATGGGAG
T F C Q E Y K R E G N L I W P L L L D N V K P D M R I A W E

摇 摇 摇 摇 摇 1 171摇 GAGCCATTTGGACCTATTTTACCAGTTATCAGAATCAACTCTGCTGAAGAAGGAATCCACCATTGCAATGCTAGCAACTTTGGCCTCCAG
E P F G P I L P V I R I N S A E E G I H H C N A S N F G L Q

摇 摇 摇 摇 摇 1 261摇 GGTTGTGTCTTCACCAGGGACATCAACAAAGCAATGTTAATCAGTGATGCTATGGAGTCGGGAACGATTCAAATTAACTCAGCTCCAGCT
G C V F T R D I N K A M L I S D A M E S G T I Q I N S A P A

摇 摇 摇 摇 摇 1 351摇 CGCGGTCCAGATCATTTTCCATTCCAGGGATTGAAAGACAGTGGAATTGGATCGCAGGGCATCACAAACAGCATCAATATGATGACAAAG
R G P D H F P F Q G L K D S G I G S Q G I T N S I N M M T K

摇 摇 摇 摇 摇 1 441摇 ATTAAGACCACTGTTATTAACTTGCCTTCCCCTTCTTATACCATGGGCTAG
I K T T V I N L P S P S Y T M G

图 4摇 芹菜品种‘文图拉爷Agnp-G3PDH 基因的核苷酸序列及其编码的氨基酸序列
Fig. 4摇 Nucleotide acid and deduced amino acid sequences of Agnp鄄G3PDH gene from cultivar ‘Ventura爷 of Apium graveolens Linn.

酸序列有 4 个氨基酸位点改变;而品种‘津南实芹爷的
Agnp-G3PDH 基因序列与其他 2 个品种差异较大。

通过品种‘六合黄心芹爷、‘津南实芹爷和‘文图

拉爷Agnp-G3PDH 基因预测的 3 个芹菜品种 Agnp -
G3PDH 蛋白的理论相对分子质量分别为 53 201. 6、
53 051. 4 和 52 960. 3,理论等电点分别为 pI 7. 49、
pI 7. 86 和 pI 8. 12,酸性氨基酸(天冬氨酸+谷氨酸)
与碱性氨基酸(赖氨酸+组氨酸+精氨酸)的比值分别

为 51 / 61、50 / 61 和 49 / 61,可见,在 3 个芹菜品种的

Agnp-G3PDH 蛋白中碱性氨基酸数量均大于酸性氨

基酸数量。
对 3 个芹菜品种的预测 Agnp-G3PDH 蛋白的氨

基酸序列进行亲水性 /疏水性分析,结果见图 5。 结果

显示:3 个芹菜品种 Agnp-G3PDH 蛋白的氨基酸序列

的亲水性 /疏水性基本一致,均具有亲水性与疏水性

双重特性,均为疏水性蛋白。
2. 2摇 芹菜 Agnp-G3PDH 基因编码的氨基酸序列与

其他植物的 np-G3PDH 氨基酸序列比对结果

对芹菜品种‘六合黄心芹爷、‘津南实芹爷和‘文图

拉爷的 Agnp-G3PDH 基因编码的氨基酸序列进行多重

比对,结果显示:3 个芹菜品种 Agnp-G3PDH 基因编

码的氨基酸序列均具有高度的保守区域,同源性达

99. 09% 。 BLASTp 分析结果显示(图 6):品种‘六合

黄心芹爷 Agnp-G3PDH 基因编码的氨基酸序列属于

ALDH-SF 超家族,归为 ALDHF11 家族,是 NAD(P) +

依赖醛脱氢酶,具有多个 NADP 结合位点,属于多结

构域蛋白序列。 BLASTp 分析结果还显示:3 个芹菜

品种 Agnp-G3PDH 基因编码的氨基酸序列与蒺藜苜

蓿 ( Medicago truncatula Gaertn.)、 毛 果 杨 ( Populus
trichocarpa Torr. & Gray) [13]、黄瓜 ( Cucumis sativus
Linn.)、葡萄 ( Vitis vinifera Linn.)、 可可 ( Theobroma
cacao Linn.)、鹰嘴豆(Cicer arietinum Linn.)、Solanum
lycopersicum Linn.、 二 穗 短 柄 草 也 Brachypodium
distachyum (Linn.) Beauv.页、大豆也Glycine max (Linn.)
Merr.页、节节麦(Aegilops tauschii Coss.)、乌拉尔图小麦

(Triticum urartu Tum.) [14] 等种类的 np-G3PDH 氨基

酸序列具有很高的相似度。
3 个芹菜品种 Agnp-G3PDH 基因编码的氨基酸

序列与其他 11 种植物 np-G3PDH 氨基酸序列的多重

比对结果(图 7)显示:它们的氨基酸序列同源性达

93. 81% ,表明 np-G3PDH 蛋白在进化上高度保守。
对3个芹菜品种Agnp-G3PDH基因编码的氨基
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图 5摇 3 个芹菜品种 Agnp-G3PDH 基因编码的氨基酸序列的亲水性(A)和疏水性(B)比较
Fig. 5摇 Comparison of hydrophilicity (A) and hydrophobicity (B) of amino acid sequences encoded by Agnp鄄G3PDH gene from

three cultivars of Apium graveolens Linn.

图 6摇 芹菜品种‘六合黄心芹爷Agnp-G3PDH 基因编码的氨基酸序列保守域预测
Fig. 6摇 Prediction of conserved domain of amino acid sequences encoded by Agnp鄄G3PDH gene from Apium graveolens ‘Liuhe Huangxinqin爷

酸序列和其他 11 种植物的 np-G3PDH 氨基酸序列组

成及理化性质进行分析,结果见表 1。 分析结果显示:
仅大豆 np -G3PDH 氨基酸序列的氨基酸残基数为

497,3 个芹菜品种 Agnp-G3PDH 基因编码的氨基酸

序列和其他 10 种植物的 np-G3PDH 氨基酸序列的氨

基酸残基数均为 496,且均不存在信号肽序列与剪切

位点;理论相对分子质量为 52 000 ~ 54 000,理论等电

点 pI 6 ~ pI 8;脂肪族氨基酸所占比例较高;芹菜品种

‘津南实芹爷Agnp-G3PDH 基因编码的蛋白质与毛果

杨 np-G3PDH 蛋白的总平均疏水性(GRAVY)分别为

-0. 001 和-0. 015,其他植物 np-G3PDH 蛋白的总平

均疏水性均为正值。
2. 3摇 芹菜 Agnp-G3PDH 基因编码的氨基酸序列同

源进化分析

根据 BLASTp 检索结果,选取上述 11 种植物的

np-G3PDH 氨基酸序列与 3 个芹菜品种 Agnp-G3PDH
基因编码的氨基酸序列构建同源进化树,结果见图 8。
分析结果显示:同属于禾本科(Gramineae)的节节麦、
乌拉 尔 图 小 麦 和 二 穗 短 柄 草 以 及 同 属 于 豆 科

(Leguminosae)的大豆、鹰嘴豆以及蒺藜苜蓿均各自聚

在同一分支中,表明属于同科的植物其 np-G3PDH 氨

基酸序列的进化关系较近;而 3 个芹菜品种也聚在同

一分支中,表明 3 个芹菜品种的 Agnp-G3PDH 基因编

码的氨基酸序列的进化关系较近,并且与属于杨柳科

(Salicaceae)的毛果杨的 np-G3PDH 氨基酸序列的进

化关系也较近。
2. 4摇 芹菜 Agnp-G3PDH 基因的表达特性分析

2. 4. 1摇 在不同组织中表达量的差异摇 实时定量 PCR
检测结果显示(图 9):芹菜 Agnp-G3PDH 基因在品种

‘六合黄心芹爷、‘津南实芹爷和‘文图拉爷根、茎、叶和
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1. 品种‘津南实芹爷 A. graveolens ‘ Jinnan Shiqin爷; 2. 品种‘六合黄心芹爷 A. graveolens ‘ Liuhe Huangxinqin爷; 3. 品种‘文图拉爷 A. graveolens
‘Ventura爷; 4. 蒺藜苜蓿 Medicago truncatula Gaertn.; 5. 毛果杨 Populus trichocarpa Torr. & Gray; 6. 黄瓜 Cucumis sativus Linn.; 7. 葡萄 Vitis vinifera
Linn.; 8. 可可 Theobroma cacao Linn.; 9. 鹰嘴豆 Cicer arietinum Linn.; 10. Solanum lycopersicum Linn.; 11. 二穗短柄草 Brachypodium distachyum
(Linn.) Beauv.; 12. 大豆 Glycine max (Linn.) Merr.; 13. 节节麦 Aegilops tauschii Coss.; 14. 乌拉尔图小麦 Triticum urartu Tum.

图 7摇 3 个芹菜品种 Agnp-G3PDH 基因编码的氨基酸序列与其他植物 np-G3PDH 氨基酸序列的多重比对结果
Fig. 7摇 Alignment result of amino acid sequences encoded by Agnp鄄G3PDH gene from three cultivars of Apium graveolens Linn. with

amino acid sequences of np鄄G3PDH from other species
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表 1摇 3 个芹菜品种 Agnp-G3PDH 基因编码的蛋白质与其他植物 np-G3PDH 蛋白的氨基酸组成及理化性质
Table 1 摇 Amino acid composition and physicochemical property of proteins encoded by Agnp鄄G3PDH gene from three cultivars of Apium
graveolens Linn. and np鄄G3PDH protein 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 / % 摇 Percentage

酸性氨基酸
Acidic amino

acids

碱性氨基酸
Basic amino

acids

脂肪族氨基酸
Aliphatic amino

acids

总平均疏水性
Grand

average of
hydrophobicity

1 496 53 051. 4 7. 86 10 12 92. 42 -0. 001
2 496 53 201. 6 7. 49 10 12 92. 02 0. 011
3 496 52 960. 3 8. 12 10 12 91. 03 0. 009
4 XP_003610350 496 53 029. 4 7. 05 10 12 93. 41 0. 039
5 XP_002308391 496 53 269. 6 7. 08 11 13 92. 00 -0. 015
6 XP_004168601 496 53 224. 6 6. 53 11 12 93. 19 0. 036
7 XP_002279374 496 53 174. 5 6. 76 10 12 93. 59 0. 037
8 EOY29581 496 53 043. 5 7. 87 10 13 94. 56 0. 064
9 XP_004507722 496 52 939. 3 6. 53 10 12 94. 58 0. 060

10 XP_004242576 496 53 115. 5 6. 76 10 12 93. 19 0. 041
11 XP_00357454 496 53 060. 3 6. 57 10 12 92. 98 0. 033
12 XP_003549550 497 53 159. 6 6. 76 11 12 94. 00 0. 041
13 EMT24014 496 53 047. 2 6. 39 11 12 92. 78 0. 029
14 EMS58577 496 53 005. 2 6. 39 11 12 92. 78 0. 041

摇 1)1. 品种‘津南实芹爷 A. graveolens ‘Jinnan Shiqin爷; 2. 品种‘六合黄心芹爷 A. graveolens ‘Liuhe Huangxinqin爷; 3. 品种‘文图拉爷 A. graveolens
‘Ventura爷; 4. 蒺藜苜蓿 Medicago truncatula Gaertn.; 5. 毛果杨 Populus trichocarpa Torr. & Gray; 6. 黄瓜 Cucumis sativus Linn.; 7. 葡萄 Vitis
vinifera Linn.; 8. 可可 Theobroma cacao Linn.; 9. 鹰嘴豆 Cicer arietinum Linn.; 10. Solanum lycopersicum Linn.; 11. 二穗短柄草 Brachypodium
distachyum (Linn.) Beauv.; 12. 大豆 Glycine max (Linn.) Merr.; 13. 节节麦 Aegilops tauschii Coss.; 14. 乌拉尔图小麦 Triticum urartu Tum.

图 8摇 3 个芹菜品种 Agnp-G3PDH 基因编码的氨基酸序列与其他植物
np-G3PDH 氨基酸序列的系统进化树
Fig. 8摇 Phylogenetic tree of amino acid sequences encoded by Agnp鄄
G3PDH gene from three cultivars of Apium graveolens Linn. and
amino acid sequences of np鄄G3PDH from other species

花中的表达量差异较大。 品种‘六合黄心芹爷不同组

织中 Agnp-G3PDH 基因相对表达水平由高到低依次

为根、茎、叶、花;其中,在根中的相对表达水平极显著

高于茎、叶和花;在叶与花间的相对表达水平也有显

图中不同的大写和小写字母分别表示同一品种不同组织间差异极显
著(P<0. 01)和显著(P<0. 05) The different capitals and small letters in
the figure indicate the extremely significant (P<0. 01)and significant (P<
0. 05) differences among different tissues of the same cultivar, respectively.

图 9摇 3 个芹菜品种不同组织中 Agnp-G3PDH 基因的相对表达水平
Fig. 9 摇 Relative expression level of Agnp鄄G3PDH gene in different
tissues of three cultivars of Apium graveolens Linn.

著差异。 品种‘津南实芹爷不同组织中 Agnp-G3PDH
基因相对表达水平由高到低依次为叶、根、茎、花;其
中,在茎和花间的相对表达水平无显著差异,在其他

组织间的相对表达水平有极显著差异。 品种‘文图
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拉爷不同组织中 Agnp-G3PDH 基因相对表达水平由高

到低依次为花、根、叶、茎,且在各组织中的相对表达

水平均有极显著差异。
2. 4. 2摇 经不同胁迫处理后表达量的差异 摇 经高温

(38 益)、低温(4 益)、盐(0. 2 mol·L-1NaCl)和干旱

(20% PEG)胁迫处理后 3 个芹菜品种叶片中 Agnp-
G3PDH 基因的相对表达水平见表 2。 由表 2 可见:经
不同胁迫处理后 3 个芹菜品种 Agnp-G3PDH 基因的

表达量有明显差异。 经高温和低温处理后品种‘六合

黄心芹爷叶片中 Agnp-G3PDH 基因的相对表达水平均

极显著高于对照,但经盐胁迫处理后其相对表达水平

与对照差异不显著,而经干旱胁迫处理后其相对表达

水平极显著低于对照。
经高温胁迫和干旱胁迫处理后品种‘津南实芹爷

叶片中 Agnp-G3PDH 基因的相对表达水平极显著高

于对照,经盐胁迫处理后其相对表达水平显著高于对

照,而经低温胁迫处理后其相对表达水平极显著低于

对照。
经盐胁迫处理后品种 ‘文图拉爷 叶片中 Agnp -

G3PDH 基因的相对表达水平与对照差异不显著,但
经高温、低温及干旱胁迫处理后其相对表达水平均极

显著低于对照。

表 2摇 经不同胁迫处理后 3 个芹菜品种叶片中 Agnp-G3PDH 基因的相对表达水平比较(軍X依SD) 1)

Table 2摇 Comparison of relative expression level of Agnp鄄G3PDH gene in leaf of three cultivars of Apium graveolens Linn. after treated by
different stress treatments (軍X依SD) 1)

胁迫处理
Stress treatment

3 个品种 Agnp-G3PDH 基因的相对表达水平
Relative expression level of Agnp鄄G3PDH gene from three cultivars

六合黄心芹
Liuhe Huangxinqin

津南实芹
Jinnan Shiqin

文图拉
Ventura

对照 CK 1. 005 0依0. 038 6Cc 1. 000 1依0. 013 9Cd 1. 000 6依0. 042 6Aa
高温 High temperature (38 益) 1. 125 2依0. 023 4Bb 3. 419 7依0. 134 1Bb 0. 810 7依0. 027 5Bb
低温 Low temperature (4 益) 1. 367 6依0. 093 8Aa 0. 098 6依0. 010 0De 0. 379 1依0. 013 1Cc
盐 Salinity (0. 2 mol·L-1NaCl) 1. 062 6依0. 045 3BCbc 1. 199 1依0. 078 1Cc 1. 047 8依0. 038 1Aa
干旱 Drought (20% PEG) 0. 009 6依0. 001 7Dd 6. 637 8依0. 292 7Aa 0. 049 1依0. 002 6Dd

摇 1)同列中不同的大写和小写字母分别表示差异极显著(P<0. 01)和显著(P<0. 05) Different capitals and small letters in the same column indicate
the extremely significant (P<0. 01) and significant (P<0. 05) differences, respectively.

3摇 讨摇 摇 论

研究结果表明:从芹菜品种 ‘六合黄心芹爷、‘津
南实芹爷和‘文图拉爷中分离得到的 Agnp-G3PDH 基

因序列具有高度同源性,在芹菜中该基因进化非常保

守,大部分基因位点突变属于同义突变。 品种‘六合

黄心芹爷和‘文图拉爷的 Agnp-G3PDH 基因编码的氨

基酸序列同源性更高,表明供试 3 个芹菜品种中品种

‘六合黄心芹爷与‘文图拉爷进化关系更为接近。 3 个

芹菜品种 Agnp-G3PDH 基因编码的氨基酸序列与蒺

藜苜蓿和毛果杨等其他 11 种植物的 np-G3PDH 氨基

酸序列的同源性为 93. 81% ,且 3 个芹菜品种 Agnp-
G3PDH 基因编码的氨基酸序列与毛果杨的进化关系

较近,葡萄科(Vitaceae)的葡萄与禾本科植物的进化

关系较近,而属于葫芦科(Cucurbitaceae)的黄瓜与属

于茄科(Solanaceae)的 Solanum lycopersicum 聚在同一

个分支,表明 np-G3PDH 氨基酸序列的进化也是非常

保守的,这可能与 np-G3PDH 参与糖酵解等能量代谢

途径并生成光呼吸及甘露醇等生物合成过程所必需

的还原剂 NADPH 的重要功能有关[15-16]。
供试 3 个芹菜品种中 Agnp-G3PDH 基因的表达

差异较大,表现出明显的组织特异性,这可能与品种

差异有关。 经不同胁迫处理后 3 个芹菜品种 Agnp-
G3PDH 基因的相对表达水平也有明显差异,其中,品
种‘文图拉爷Agnp-G3PDH 基因的表达对胁迫处理的

响应与另 2 个芹菜品种明显不同。 在不同胁迫处理

后品种‘文图拉爷Agnp-G3PDH 基因的相对表达水平

与对照差异不显著或极显著低于对照,而品种‘六合

黄心芹爷在高温和低温胁迫处理后以及品种‘津南实

芹爷在高温和干旱胁迫处理后 Agnp-G3PDH 基因的相

对表达水平均极显著高于对照。
Gao 等[17]的研究结果表明:np-G3PDH 的代谢与

甘露糖-6-磷酸还原酶的表达水平有紧密联系,并且

甘露醇合成的 NADPH 供给受 np-G3PDH 的严格控

制。 甘露醇参与植物体的抗逆代谢机制响应,如抗盐
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胁迫[18]、抗干旱胁迫、抗低温胁迫[19] 和抗氧化胁

迫[20] 等,同时在调节植物生长发育及果实成熟等方

面也具有重要作用[21]。 推测 np-G3PDH 通过影响甘

露醇代谢进而在植物体的生长发育及抗逆代谢机制

中发挥作用。
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