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摘要: 脱水素(dehydrin, DHN)是一类胚胎发育后期丰富蛋白(LEA), 在植物脱水条件下能保护细胞内蛋白质和膜结构免受

破坏。本研究中, 从四翅滨藜(Atriplex canescens) cDNA文库克隆得到逆境胁迫相关蛋白基因AcDHN的全长cDNA (登录号: 
JN974246), 并进行序列分析。将AcDHN分别插入到原核表达载体pET28a和双元表达载体pYES-DEST52中, 通过转化大肠

杆菌和酿酒酵母进行原核表达分析和真核表达分析。结果表明: AcDHN序列全长为1 408 bp, 完整的开放阅读框长为1 017 
bp, 由338个氨基酸残基组成, 预测蛋白质分子量为38.3 kDa, 理论等电点为6.47, AcDHN与仙人掌中DHN蛋白同源性为

55%, AcDHN基因在大肠杆菌BL21 (DE3)中诱导表达出分子质量约45.2 kDa的融合蛋白。重组酵母菌株能表现出良好抗逆

性, 特别是对NaCl、低温、Na2CO3和NaHCO3胁迫的抗逆性, 其中抗碱胁迫能力表现最强。
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Abstract: Dehydrin (DHN) present a distinct biochemical group of late embryogenesis abundant (LEA) pro-
teins. It is proposed that dehydrins can protect proteins and cell membranes against unfavourable structure 
changes caused by dehydration in the plant cells. In this research, the full sequence of cDNA sequence of 
AcDHN gene was cloned from Atriplex canescens. The accession number of AcDHN in GenBank was 
JN974246. The AcDHN gene was introduced into the prokaryotic expression vector pET28a and the binary vec-
tor pYES-DEST52, and transformed into Escherichia coli BL21 (DE3) and Saccharomyces cerevisiae INVScl, 
respectively. The results revealed that: the full sequence of AcDHN is 1 408 bp in length and contains an open 
reading frame (ORF) of 1 017 bp, encoding a protein of 338 amino acid residues, with protein molecular weight 
of 38.3 kDa and PI 6.47. The AcDHN had 55% amino acid sequence homology to the sequence of DHN from 
Opuntia streptacantha. AcDHN was expressed its fusion protein (about 45.2 kDa) in E. coli BL2l (DE3). The 
recombinant yeast cells have a higher stress resistance than control cells, especially exhibit the capability to 
cope with the NaCl, low temperature, NaCO3 and NaHCO3, and the tolerance to the stress of alkali is the most 
highly.
Key words: Atriplex canescens; AcDHN; yeast expression; abiotic stresses resistance

四翅滨藜属藜科滨藜属 ,  是一种抗旱、抗

寒、耐盐碱的常绿饲料灌木, 它为旱生或中生植

物, 是盐渍化荒漠林地的优势树种, 对盐渍化土壤

的改良具有明显作用, 被称为生物脱盐器, 有“奇迹

树”的美称(王刚狮和冯康安2010)。20世纪90年代, 
四翅滨藜引入我国后在甘肃、青海、新疆、宁夏

等地进行了区域性引种栽培试验, 显示了极强的

耐干旱、低温、贫瘠、抗盐碱等优良特性(魏彦波

等2009), 被国家林业局列为造林绿化重点推广品

种, 进行了大面积推广。

酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)菌株IN-

VSc1 (MATa his3D1 leu2 trp1-289 ura3-52)是一种二

倍体, 是生长迅速的理想酵母表达菌株, 现已广泛

用于外源蛋白的表达(Hasegawa等2000)。唐玉林

等(2007)利用酵母表达系统研究大豆SALI3-2蛋白

功能, 检测到SALI3-2基因可明显提高酵母转化子

的耐盐能力; Mahalakshmi等(2006)证明肌醇磷酸合
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成酶的丝氨酸蛋白基因的酵母转化子增加了氯化

钠的耐受性; Wang等(2005)从小麦克隆的新型Ca2+

通道蛋白基因TaTPC1在酵母CCH1缺失突变体中

能够在重金属锂胁迫下正常生长。这说明酵母表

达系统是一种可取的研究胁迫耐受性基因工具。

近几年来, 植物抗逆基因的克隆与转化取得

了很大的进展, 其中, 植物脱水素(dehydrin, DHN)
基因已证实在抗旱、抗寒等功能方面具有重要作

用(Zhu等2000; Bravo等1999; Yakubov 等2005; Lim
等1999; Muthalif和Rowland 1994)。脱水素是植物

胚胎发育后期丰富蛋白(late embryogenesis abun-
dant proteins, LEA)中的一类, 它是由寒冷、霜冻、

高温、干旱以及盐胁迫等多种灾害环境因素导致

细胞脱水所诱导产生的一种蛋白, 很多脱水素的

表达也受高浓度ABA的诱导(张海萍等2008)。脱

水素具有高度水合能力, 它与膜脂结合能够阻止

细胞内水分的过多流失, 维持膜结构的水合保护

体系, 防止膜脂双分子层间距的减小, 进而阻止膜

融合以及生物膜结构的破坏(Danyluk等1998)。脱

水素的重要结构特征是具有三类非常保守的区域: 
K、S和Y片段。其中K片段是所有脱水素都具有

的富含赖氨酸片段, 通常位于C端, 可具有1到12个
重复 ,  一般由 1 5个氨基酸残基 ( E K K G I M D -
KIKEKLPG)组成。脱水素还含有由丝氨酸残基组

成的S片段, 有的在N端具有保守区域序列为(V/T)- 
DEYGNP的Y片段, 以及保守性稍差的F片段(富含

甘氨酸和极性氨基酸残基), F片段通常分布于K片

段之间。这些片段的数量以及组合方式决定了脱

水素蛋白不同的结构和分子大小(Close 1997)。
然而在目前众多研究中, 还无有关含DHN功

能域的四翅滨藜脱水素基因在酵母抗逆方面的相

关报道。本研究以盐生灌木植物四翅滨藜为研究

材料, 克隆得到含脱水素功能域的抗逆相关蛋白

基因——AcDHN (Atriplex canescens dehydrin), 使
其在大肠杆菌E. coli BL21 (DE3)进行原核表达, 同
时利用酵母表达体系, 对温度、盐碱、氧化等逆

境胁迫下的抗逆性进行了初步解析。

材料与方法

1  材料

四翅滨藜[Atriplex canescens (Pursh) Nute] 

cDNA文库大肠杆菌菌株DH10B由本实验室构建

并保存; 大肠杆菌E. coli DH5α、E. coli BL21 
(DE3)菌株、酿酒酵母菌株INVSc1与表达载体pE-
T28a由本实验室提供; 克隆载体pMD18T Vector购
自TaKaRa公司。

2  方法

2.1  文库目标克隆子的获得

随机挑选文库克隆, 提取质粒DNA, 以载体

pYES-DEST52上游引物T7 (5'-TAATACGACT-
CACTATAGGG-3')、下游引物R (5'-AGGGTTAG-
GGATAGGCTTACCTTC-3')为测序引物, 全序列测

定得到EST序列, 然后在NCBI BLASTX库进行比

对, 得到四翅滨藜编码基因AcDHN的cDNA序列。

而含有AcDHN的文库菌株即为pYES-AcDHN。
2.2  AcDHN片段的克隆及序列分析

根据目的基因序列, 设计合成一对PCR扩增

特异性引物。上游引物: 5'-CGGGATCCATGGCT-
GATAATTATAAGGAGGC-3', 下划线为BamHI酶
切位点 ;  下游引物 :  5 ' -CCCAAGCTTTTAG-
TAACTCTCCTTTTTCTCTTCATG-3', 下划线为

HindIII酶切位点。以四翅滨藜cDNA为模板进行

PCR, 反应体系(25.0 μL)为: ddH2O 18.0 μL、
10×Pfu PCR Buffer (含Mg2+) 2.5 μL、上游引物1.0 
μL、下游引物1.0 μL、dNTPs 1.0 μL、模板1.0 
μL、Pfu酶0.5 μL。反应程序为: 95 ℃预变性4 min; 
94 ℃变性30 s, 56 ℃退火30 s, 72 ℃延伸3 min, 30
个循环后延伸10 min。PCR产物电泳鉴定正确后, 
回收的AcDHN基因片段进行加“A”反应后与pM-
D18T Vector连接, 构建重组质粒pMD18T-AcDHN。
连接产物转化E. coli DH5α, LB (Amp+)平板上37 
℃培养过夜。挑取单菌落, 接种于LB (Amp+)液体

培养基中, 37 ℃、200 r·min-1
振荡培养过夜。采用

碱裂解法提取质粒, 经BamHI和HindIII双酶切验

证、PCR鉴定, 将获得的3个阳性重组质粒送至In-
vitrogen公司测序。根据测序结果进行序列比较和

生物信息学分析。

2.3  AcDHN基因的原核表达

pMD18T-AcDHN和表达载体pET28a分别以

BamHI和HindIII进行双酶切, 回收, 以T4 DNA连接

酶于16 ℃连接过夜, 连接产物转化至E. coli DH5α
感受态细胞中, 涂布于50 mg·L-1

卡那霉素的LB固
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体培养基上, 挑取单菌落进行PCR鉴定和酶切验

证。将获得的重组质粒pET28a-AcDHN转至BL21 
(DE3)受体菌株中, PCR和酶切验证正确后, 阳性克

隆接种于3 mL含卡那霉素的LB液体培养基中, 37 
℃、200 r·min-1

振荡培养过夜, 以1:100的比例扩大

培养, 当OD600至0.4~0.6时, 加IPTG至终浓度为1 
mmol·L-1, 分别诱导0、2、4、6、8、10 h。离心收

集菌体, 加入1/10体积的2×SDS上样缓冲液, 煮沸

10 min, 12% SDS-PAGE电泳检测。

2.4  AcDHN基因的酵母转化与检测

分别将质粒pYES-AcDHN和pYES-DEST52运
用醋酸锂化学转化法转化酿酒酵母INVSc1菌株

中, 转化酵母涂布在SC-Ura−
固体筛选培养基上, 以

未转化的酵母做对照, 30 ℃进行培养, 2 d后观察。

从SC-Ura−
上随机挑取3个阳性单克隆, 高温裂解后

以载体pYES-DEST52上T7和R引物进行酵母菌液

PCR检测验证。

2.5  阳性转化酵母逆境胁迫处理

挑取酵母INVSc1 (pYES-DEST52)和验证正

确的INVSc1 (pYES2-AcDHN)菌液, 接种于SC-Ura−

液体培养基(葡萄糖终浓度为2%)中, 30 ℃、200 
r·min-1

摇培24 h, 测OD600。取适量菌体离心, 用诱

导培养基(SC-Ura−+2%半乳糖)重悬菌体, 并将其值

调为0.4, 30 ℃振荡培养24 h, 测量两种重组酵母的

OD600值并统一调整OD600=2, 取等量的酵母, 8 000 
r·min-1

离心1 min, 弃上清。对这两种酵母进行不同

的胁迫处理, 每组实验重复3次。

(1) NaCl和KCl处理:  将上述菌体重悬于5 
mol·L-1 NaCl和4 mol·L-1 KCl溶液, 混匀后30 ℃、

200 r·min-1
振荡培养24 h; (2) Na2CO3和NaHCO3处

理: 将菌体分别重悬于6%、8%的Na2CO3溶液和

6%和8%的NaHCO3溶液, 混匀后30 ℃、200 r·min-1

振荡培养2 h; (3) PEG6000和山梨醇处理: 将菌体

重悬于40%的PEG6000和5 mol·L-1
的山梨醇中, 30 

℃、200 r·min-1
振荡培养24 h; (4)低温胁迫处理: 将

菌体重悬于SC-U液体培养基, 低温(−20 ℃)胁迫48 
h, 其间每隔6 h把菌体冻融一次; (5)高温处理: 将
菌体重悬于SC-U液体培养基, 53 ℃处理1 h; (6)百
草枯处理: 将菌体重悬于含有4 mmol·L-1

百草枯

SC-U培养基中, 30 ℃处理2 h。
将不同非生物胁迫处理的菌体分别稀释100

、

101
、102

、103
、104

倍后, 取2 μL样品点在SC-U (含
2%半乳糖)的固体培养基上, 30 ℃培养48 h, 比较

不同处理条件下菌落的生物学特性差异。

实验结果

1  AcDHN基因全长cDNA的克隆及生物信息学分

析

运用引物T7和R对文库克隆进行PCR扩增, 
PCR结果为: 在1 400 bp位置上有一特异性的条带

(图1)。经测序后采用NCBI的开放读码框寻找程

序(ORF founder)确定基因AcDHN的开放读码框, 
AcDHN序列全长为1 408 bp, 完整的开放阅读框长

为1 017 bp, 由338个氨基酸残基组成, 其中, AcDHN
含有91个疏水氨基酸, 208个亲水氨基酸, 亲水性

极强, 并且具有4个重复的由15~16个氨基酸组成

的K片段, 其中富含赖氨酸(Lys), 以及具有6个丝氨

酸组成的S片段, 这都是DHN家族蛋白的主要特征

(图2)。通过构建pMD18T-AcDHN并转化大肠杆菌

E. coli DH5α, 测序验证结果一致, 将得到的AcDHN
序列提交GenBank, 序列号为JN974246。以ExPASY
网站的Compute pI/Mw tool (http://www.expasy.org/
tools/pi_tool.html)计算的AcDHN蛋白质分子量为

38.3 kDa, 理论等电点为6.47。用NCBI的Conserved 
Domains工具(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Stucture/
cdd/wrpsb.cgi)预测保守区, 结果表明该蛋白属于

D H N家族蛋白。在N C B I网站上对编码基因

图1  PCR扩增产物电泳图

Fig.1  Agarose gel electrophoresis analysis of PCR products 
M: DL2000 marker; 1、2为扩增产物。
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AcDHN的氨基酸序列进行BLAST, 与已确定功能

的其他物种氨基酸序列进行同源性分析和进化分

析, 并用ClustalX和MEGA4软件绘制进化树(图3), 
结果为, AcDHN与银白杨(Populus alba)中的许多

DHN蛋白同源性为51%~55%, 与仙人掌(Opuntia 
streptacantha) DHN蛋白同源性为55%, 与拟南芥

(Arabidopsis thaliana)中DHN蛋白同源性为40%~ 
45%; 通过进化树分析, AcDHN与菠菜(Spinacia ol-
eracea)、仙人掌(Opuntia streptacantha)等被子植

物的DHN进化关系近, 而与裸子植物欧洲云杉(Pi-

cea abies)的进化关系最远。

2  AcDHN基因的原核表达

将鉴定为阳性的pET28a-AcDHN BL21 (DE3)菌
体经过终浓度为1 mmol·L-1

的IPTG分别诱导0、2、
4、6、8、10 h。将诱导表达的融合蛋白经SDS-
PAGE电泳检测, 结果表明在45.2 kDa处出现一条特

异性蛋白带(图4), 结果表明在IPTG诱导下AcDHN基
因在大肠杆菌中得到了正确的表达。并且随着诱导

时间的增加, 目的蛋白的表达量逐渐增加, 4 h达最大

值, 4 h后表达量基本稳定不变。

图2  四翅滨藜中AcDHN 基因序列及由此推导的氨基酸序列

Fig.2  Nucleotide and deduced amino acid sequences of AcDHN gene from Atriplex canescens
方框为S片段; 下划线部分为K片段。



植物生理学报680

3  重组酵母的转化、鉴定与抗逆性分析

转化酵母涂布于SC-Ura−
平板后, 酿酒酵母IN-

VSc1野生型菌株在SC-Ura−
上未长出菌落, 而转化

空质粒的酵母INVSc1 (pYES-DEST52)和重组质粒

酵母INVSc1 (pYES-AcDHN)在SC-Ura−
上均有菌落

长出, 说明质粒转化酵母成功, 并且在无逆境胁迫

条件下INVSc1 (pYES-DEST52)和INVSc1 (pYES-

AcDHN)的菌落生长状况一致。通过对酵母裂解

上清液进行PCR, 进一步证明重组质粒pYES2-
AcDHN已经转化进入到酵母中。

在不同的非生物逆境胁迫处理条件下, 两种

重组酵母均能够生长, 但是不同处理间又存在一

定的差异, 说明AcDHN基因对不同逆境可能有不

同的作用(图5)。
盐胁迫处理: 在4 mol·L-1 KCl和5 mol·L-1 NaCl处

理条件下, INVSc1 (pYES-AcDHN)的存活率明显高

于INVSc1 (pYES-DEST52) (图5-A、B)。这是由于

AcDHN基因的表达, 增强了酵母INVSc1 (pYES-
AcDHN)对KCl和NaCl胁迫的耐受力, 说明AcDHN基
因可能具有一定抗盐胁迫的能力,并且对抗NaCl能力

表现更明显。

温度胁迫处理: 在53 ℃处理条件下INVSc1 
(pYES-AcDHN)的存活率小于INVSc1 (pYES-
DEST52); 而经−20 ℃处理后, 结果相反(图5-C、

D)。说明AcDHN基因的表达可促使酵母INVSc1 
(pYES-AcDHN)对低温的耐受能力, 而对高温耐受

力反而减弱。

碱胁迫处理: 在6% NaHCO3、8% NaHCO3、

6% Na2CO3、8% Na2CO3处理条件下INVSc1 
(pYES-AcDHN )的存活率都明显高于 INVSc1 
(pYES-DEST52) (图5-E~H)。说明AcDHN基因的

表达能明显提高酵母INVSc1 (pYES-AcDHN)对碱

的耐受能力。

图4  AcDHN在大肠杆菌BL21 (DE3)中表达的SDS-PAGE 
电泳图

Fig.4  Expressing of AcDHN in E. coli BL21 (DE3), detecting 
by SDS-PAGE

M为低分子量蛋白标记; 1~6分别为IPTG诱导0、2、4、6、
8、10 h的BL21 (DE3)。

图3  植物种间的DHN进化树构建

Fig.3  Phylogenetic tree of DHN in plants
箭头代表AcDHN在进化树中的位置。
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干旱胁迫处理: 在PEG6000处理条件下, IN-
VSc1 (pYES-AcDHN)的存活率略高于INVSc1 
(pYES-DEST52) (图5-I), 但在山梨醇处理下, IN-
VSc1 (pYES-AcDHN)的生长优势不明显(图5-J)。
说明A c D H N基因的表达能提高酵母 I N V S c 1 
(pYES-AcDHN)对PEG6000的耐受能力 ,  因此

AcDHN基因可能具有抗干旱的能力。

百草枯胁迫处理: 在4 mmol·L-1
百草枯处理条件

下, INVSc1 (pYES-AcDHN)的存活率明显高于INVSc1 
(pYES-DEST52) (图5-K)。说明AcDHN基因的表达能

明显提高酵母INVSc1 (pYES-AcDHN)清除活性氧的

能力, 重组酵母菌株对百草枯表现一定的抗性。

讨　　论

植物存在于自然界中要面对各种生物和非生

物逆境 ,  其中最主要的是盐害、碱害、干旱胁

迫、高温及冻害胁迫以及植物病原菌侵染胁迫, 
限制了作物的生长发育, 从而影响作物产量, 直接

威胁到粮食安全。从耐盐耐干旱植物中分离抗逆

性功能基因是研究植物抗盐机制, 并且通过基因工

程手段提高植物耐受性的关键(刘小立等2010)。
但是, 当前很多研究主要集中在草本植物, 很少对

木本植物特别是盐生木本植物进行分子遗传学的

研究。本研究以盐生灌木四翅滨藜为实验材料, 打
破了传统的以草本植物为研究对象, 从而为抗逆基

因在木本植物的遗传转化开辟了新途径。

在实验室条件下, 我们的抗逆分析以潘妍等

(2010)、王留强等(2011)和Wang等(2008)的相关研

究为依据, 分别通过5 mol·L-1 NaCl和4 mol·L-1 KCl
模拟盐胁迫, 6%、8%的Na2CO3和NaHCO3模拟碱

胁迫, 40%的PEG6000和5 mol·L-1
的山梨醇模拟干

旱胁迫, 低温(-20 ℃)模拟冷冻胁迫, 高温(53 ℃)模
拟高温胁迫, 利用4 mmol·L-1

百草枯可以模拟病原

微生物侵染植物过程中产生的活性氧物质从而模

拟植物病原菌等微生物的生物胁迫 ,  研究了转

AcDHN基因酵母在各种逆境胁迫下的耐受性分析, 
结果显示AcDHN基因在酵母中具有不同程度的抗

低温、抗盐、抗碱、抗PEG及清除活性氧功能, 对
NaCl、低温、Na2CO3和NaHCO3胁迫的抗逆性较

强, 其中抗碱胁迫能力表现最强, 抗低温、PEG结

果与Bravo等(1999)克隆的DHN相关基因具有抗

寒、抗旱等功能结果相似。最近, 在脱水素家族

中又发现一些脱水素具有新的功能, 如拟南芥中

的脱水素蛋白ERD14具有Ca2+
绑定能力, 柑橘中的

脱水素蛋白CuCOR19和CuCOR15分别具有结合金

属离子能力和自由基清除能力(徐红霞等2009), 而
四翅滨藜AcDHN是否同样有这些功能需要进一步

研究。

用酵母表达系统筛选植物抗逆基因具有原核

表达系统不可替代的优越性, 它可以体现目的基

因在真核细胞内的表达情况。因此, 本研究首先

进行了目的基因AcDHN在大肠杆菌BL21 (DE3)中

图5  酵母INVSc1 (pYES2-AcDHN)和INVSc1 (pYES-DEST52)在不同胁迫条件下的生长

Fig.5  Growth of INVSc1 (pYES2-AcDHN) and INVSc1 (pYES-DEST52) yeast under different stress conditions
100

、10-1
、10-2

、10-3
、10-4

分别代表不稀释和稀释10、100、1 000、10 000倍的菌体。A: KCl胁迫; B: NaCl胁迫; C: 高温(53 ℃)胁迫; 
D: 低温(−20 ℃)胁迫; E: 6% NaHCO3胁迫; F: 8% NaHCO3胁迫; G: 6% Na2CO3胁迫; H: 8% Na2CO3胁迫; I: PEG胁迫; J: 山梨醇胁迫; K: 百草

枯胁迫。
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的表达分析, 在IPTG诱导4 h后AcDHN基因得到高

效表达, 这为我们下一步纯化分离AcDHN蛋白以

制备抗血清, 并进一步进行相关功能验证提供实验

基础。通过AcDHN基因在酵母中的表达情况, 我
们的研究初步说明AcDHN基因具有提高酵母抗非

生物逆境胁迫的能力, 这为该基因可以用于转入作

物以提高其在自然条件下的耐盐碱、耐低温、耐

干旱等能力提供实验理论依据。然而AcDHN基因

能否成功转入作物并提高作物的非生物胁迫抗逆

性, 以及转AcDHN基因作物能否成功进行抗逆育

种并进行产业化生产有待于进一步研究。
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