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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１２３９bp,５′ＧUTR为

２６４bp,３′ＧUTR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,HuAＧ
BAR 基因编码蛋白具有典型的SRPBCC结构域,并与 PYR１/PYLs(pyrabactinresistance１/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 (abscisicacid,

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

(Hylocereusundatus)具有很强的抗旱性,在前期

工作中,笔者所在课题组通过SSHＧcDNA文库结合

cDNAＧmicroarray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PowerSYBRGreenMasＧ
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terMix试剂盒(ABI公司),按说明书进行操作,运
用PrimerPremier５．０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

ABI７５００荧光定量 PCR 仪上进行,反应程序为:

９５℃变性３ min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

Table１　PrimersandtheirsequencesusedforPCRamplication

引用 Primer Sequence(５′→３′) 用途 Usage

５′adapter
３′adapter
Adapterouter
Adapterinner

GCTGTCAACGATACGCTACGTAACGGCATGACAGTGCCCCCCCCCCCCCCC
GCTGTCAACGATACGCTACGTAACGGCATGACAGTGTTTTTTTTTTTTTTTTTT
GCTGTCAACGATACGCTACGTAAC
GCTACGTAACGGCATGACAGTG

接头引物

Asadapters

３′ＧABAＧF１ GTCATTAAAGGGCTGTTTGTGGATCTCTGTT
３′RACE

３′ＧABAＧF２ ATAGAGCTTGTTTTCCGATTTCCGTAGTGT

５′ＧABAＧR２
５′ＧABAＧR１
５′ＧABAＧRT２
５′ＧABAＧRT１

GTTTGACTGTCAGCTCAGCAGCTTCACA
CCGGAAAATCGTCCGATTGAATCA
AGATTTCCCTGAACTACACAT
GGAAGCCCTGACTTTACA

５′RACE巢式引物

５′RACEnestedprimers

CDSＧF
CDSＧR

CAGTGGTCTCACAACATGATGAACGGAAACGGTAA
CAGTGGTCTCATACAAATCCTGTCAATTGGTTCTG

亚细胞定位

Forsubcellularlocalization

M１３ＧF
M１３ＧR

TGTAAAACGACGGCCAGT
CAGGAAACAGCTATGACC

通用引物

Universalprimer

ActinＧF
ActinＧR

TCTGCTGAGCGAGAAAT
AGCCACCACTAAGAACAAT

内参基因

Referencegene

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,TIANＧ
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qRTＧPCR 的cDNA 分别参照 MＧMuLV
FirstStrandcDNASynthesisKitMＧMuLV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

EscherichiacoliDH５α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CDSＧF

和CDSＧR(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)HSＧgfp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)HSＧHuABARＧ
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′ＧRACE所得到的基因片段序

列与中间片段进行拼接,得 到 全 长 １２３９bp 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′ＧUTR 大小为２６４
bp,３′ＧUTR 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SRPＧ
BCC结构域.

　泳道１~３分别代表 BBIB６０００３２marker、HuABAR 基因３′Ｇ

RACE和HuABAR 基因５′ＧRACE.Lanes１Ｇ３sequentiallyrepreＧ

sentedBBIB６０００３２marker,３′ＧRACEand５′ＧRACEPCRproduct

ofHuABAR．

图１　HuABAR 基因RACE电泳结果

Fig．１　ElectropherogramofHuABAR
RACEPCRamplification

使用 NCBI中的 CDD(ConservedDomainDaＧ
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 HuAＧ
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;SignalP４．１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

NetPhos３．１(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αＧ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,HuAＧ
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,DianthuscaryophylＧ
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,Vignaradiata)~８９％(芝麻,SesamuminＧ
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 MEGA６．０
软件,采用邻接法(neighborjoining)构建系统发育

树,设定 BootＧstrap值为１０００(图３),发现 HuAＧ
BAR与芝麻PYL氨基酸序列的同源性最高,与香

石竹、甜菜(Betavulgarissubsp．vulgaris)、昆诺

阿藜(Chenopodiumquinoa)和菠菜(SpinaciaolerＧ
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　TheORFsequenceofHuABAR

１２
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方框标记的为 HuABAR蛋白.HuABARaminoacidsweremarkedinframe．

图３　HuABAR与其他物种PYL氨基酸序列系统进化树分析

Fig．３　PhylogentictreebasedontheORFaminoacidsequencesofHuABARandPYLfromotherplantspecies

　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.AandBrepresentedfordroughtandtemＧ

peraturestresses,respectively．Thedifferentletterswithinsametreatmentsrepresentedsignificantdifferencesat０．０５levels．

图４　火龙果非生物胁迫下HuABAR 的表达水平

Fig．４　TheHuABARexpressionlevelsofabioticstressinthepitaya

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 HuAＧ
BAR 构建由 ３５S 启动子驱动的 pBWA (V)HSＧ
HuABARＧgfp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[７Ｇ８].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
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图５　HuABAR 基因在拟南芥原生质体中的亚细胞定位

Fig．５　SubcellularlocalizationofHuABARproteininprotoplastsofArabidopsisprotoplast

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(pyrabactinresistance１/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 HuAＧ
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(Glycinemax,登录号:XP_
００３５４４７５２．１)、绿豆(Vignaradiata,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(VitisviniferaL．)[１２]及水稻(OryzasatiＧ
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 HuAＧ
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[９,１４Ｇ１６],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 HuAＧ
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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Molecularcloning,bioinformaticsanalysesandsubcelluarlocalization
ofHuABARgeneinpitaya(Hylocereusundatus)

TANG Weiwei　WANGQingzhu　LIHuiping　WENXiaopeng

InstituteofAgriobioengineering/KeyLaboratoryof
GermplasmInnovationonProtectionandConservationofMountainPlantResources,Ministry

ofEducation/CollegeofLifeScience,GuizhouUniversity,Guiyang５５００２５,China

Abstract　BasedonthepreviousdroughtＧassociatedＧgeneＧenrichedSSHＧcDNAlibraryandcDNAＧ
microarray,wepreliminarilyscreenedanHuABAR Unigenepresumablyinvolvinginthetoleranceof
abioticstressesincludingdrought,coldandhightemperature．FullＧlengthcDNAsequenceofthisgene
wascloned．Bioinformaticanalysesandsubcellularlocalizationwascarriedout．Theresultsshowedthat
HuABARgenewassignificantlyupＧregulatedinresponsetoabioticstressesincludingindrought,high
temperatureandlowtemperature．Thehighestexpressionlevelwasobservedatthe５thdayorthethird
dayafterdroughtstressorhightemperaturestress．TheexpressionwasincreasinglyunＧregulatedasexＧ
posuretolowtemperaturewithinfivedays．HuABARgenecontained１２３９bpinfullcDNAlength,and
consistedof２６４bp５′ＧUTR,４１４bp３′ＧUTR,and５６１bpopenreadingframe(ORF)encoding１８７amino
acids．ThisgenemightencodeatypicalSRPBCCdomain,andwashighlysimilartothePYR１/PYLs
(pyrabactinresistance１/PYR１like)family．Thetargetgenewasligatedwithgreenfluorescentprotein
(GFP)byconstructingplanttransientexpressionvectorpBWA (V)HSＧHuABARＧgfp,andthePEGＧ
mediatedmethodwasusedtotransientlytransformintoArabidopsisprotoplasts．ItwasfoundthattarＧ
getgenewaslocatedinthecytoplasm,whichsatisfiedtheexpectations．ItisindicatedthatHuABARin
pitayamaybeinvolvedtoleranceofmultipleabioticstresses．

Keywords　Hylocereusundatus;abioticstress;HuABAR;bioinformaticsanalyses;subcellularloＧ
calization
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