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新疆雪莲新的内切几丁质酶类冷诱导基因的分离、克隆和测序
李璐  王晓军* 赵安民
中国科学院新疆理化技术研究所，乌鲁木齐830011

提要  通过 RT-PCR 技术，从经低温驯化的新疆雪莲的叶片中分离克隆了 1 个新的基因。实验证明，此基因的转录是由
低温诱导激活，且随着雪莲低温驯化时间的推移，转录本的量明显增加。测序结果显示，此基因全长 643 bp，编码 200
个氨基酸。序列分析发现，此基因属于Ⅱ类内切几丁质酶基因。初步预测此基因的编码产物可能具有抗冻活性。
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Abstract  A new gene was isolated from cold-acclimated Saussurea involucrata Kar. et Kir. leaves by RT-PCR.
Our experiment showed that this gene was induced by low temperature and there was an increase in the level of
its   transcript during cold acclimation. This gene is 643 bp in length and the predicted open reading frame
contains 200 amino acids. Sequence comparisons between this gene and other plants’ chitinase genes at the
nucleotide level and at the amino acid level revealed that it encodes a class II endochitinase. Moreover, the
predicted product of this gene maybe has antifreeze activity.
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抗冻蛋白(antifreeze protein, AFP)是存在于许

多抗冻生物中的高效抗冻生物活性物质。这些蛋

白的特性表现为都具有“热滞”活性，能降低

冰点温度而对熔点温度没有影响，从而导致溶液

的熔点和冰点之间出现差值，这种差值就是热滞

活性(thermal hysteresis activity, THA)。这种热滞

活性导致 AFP 吸附在冰核表面而抑制冰晶生长。

而且，当温度降到溶液冰点以下时，AFP 能影响

冰晶的形状并抑制重结晶。鱼类的 A F P 研究较

早，昆虫中也发现了比鱼类 AFP 活性更高的不含

糖的AFP，也称热滞蛋白(thermal hysteresis

protein, THP)。在植物中也存在冷诱导蛋白，它

与鱼类和昆虫 AFP 的性质有不少是类似的，因此

人们认为也是一种 AFP[1,2]。它们也具有热滞活

性，并已在包括双子叶植物和单子叶植物在内的

20 多种经低温锻炼的植物细胞液中检测到[2]。

 Hon等[3]在经低温驯化后的冬小麦的原生质

体中发现一种分子量为 35 kD 的蛋白，经分离纯

化后发现其既具有内切几丁质酶活性又具有抗冻活

性，因此证明此蛋白是具有双重功能的酶。在其

他一些植物体，如黑麦、马铃薯和胡萝卜中也发

现这种低温诱发的病理蛋白[3~5]。但 Hiilovaara-

Teijo等[6]发现，冬小麦在常温环境中进行真菌感

染后，同样能产生一些内切几丁质酶，但这种内

切几丁质酶没有抗冻活性。Yeh等[7]研究证实，由

低温诱发的内切几丁质酶病理蛋白是一类 AFP 家

族，而单纯由真菌感染诱发的内切几丁质酶则属

于另一类蛋白质家族。

新疆雪莲(Saussurea involucrata Kar. et Kir.)别

名雪荷花，其种子能在 0℃发芽，3~5℃下生长，

幼苗能耐受 -20℃的严寒，其体内必然存在某种

抗冻机制。在寻找新的抗冻诱导或抗冻基因的工

作中，我们将研究主要集中在内切几丁质酶类抗

冻基因上。通过选取黑小麦的内切几丁质酶类抗

冻基因CHT9 (GenBank accession no. AF280437)的
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序列作对照设计引物，从经低温驯化的新疆雪莲

的叶片中分离了1个新的基因XCH (Xin chitinase)。

实验证明，此基因是一类冷诱导基因，在雪莲冷

驯化较长一段时间后，可检测到此基因转录本的

存在，且其转录本的量与雪莲冷驯化时间明显存

在正比例关系。进一步进行序列分析表明，XCH

基因属于Ⅱ类内切几丁质酶类基因，初步预测其

编码产物可能具有抗冻活性。

材料与方法

收购新疆巴里昆雪莲(Saussurea involucrata

Kar. et Kir.)种子放在25℃、光强20 mmol·m-2·s-1、

光照 8 h ·d-1 的条件下培养成雪莲幼苗。经典总

RNA 抽提试剂盒、M-MuLV 逆转录酶、Taq DNA

聚合酶、Silver Beads DNA胶回收试剂盒、限制

性内切酶 EcoRI 和 BamHIII、T4 连接酶以及 DNA

分子量标准均购自Sangon公司；引物由引物设计

Primer 3.0协助设计，由Sangon公司合成；菌株

大肠杆菌DH5a以及质粒pUC18由中国科学院新疆

理化技术研究所生化实验室提供；D N A 测序由

Sangon 公司完成。

将雪莲幼苗分为非低温驯化植物(简称NA)和

低温驯化植物(简称 CA)两组。NA 组继续于常温

25℃环境下培养；CA组转入5℃/2℃(白天/黑夜)

和光照 8 h·d-1 的环境中，划分为 CA1、CA2、CA3

和 C A 4 组，分别继续培养 1、3、5 和 8 周。

按经典总RNA 抽提试剂盒的说明方法，分别

对不同组的雪莲叶片提取总RNA，乙醇沉淀于-20℃
下储存备用。

按下列反应条件进行 cDNA 第一链的合成以

获得PCR反应模板：2 mg总 RNA、0.5 mg oligo
(dT)18，DEPC-H2O加至总体积为11 mL。置于75℃

水浴中温育5 min 后迅速于冰上冷却。再在上述

反应管中加入 4 mL 5× 酶反应缓冲液、2 mL 10
mmol·L-1 4 种 dNTP 混合液、20 U RNase 抑制剂，

再加 DEPC-H2O 至总体积为 19 mL。置于 37℃水

浴中温育5 min 后，在反应管中加入200 U 的 M-

MuLV 逆转录酶，于42℃水浴中反应60 min 后停

止反应，将反应管于70℃水浴中温育10 min后迅

速于冰上冷却。

引物设计为：P1，5' TTAAGGATCCGGA-

GCAGTGCGGCTCGCANGGC 3'; P2, 5'  GGTTG-

AATTCTGACTATGCGAACGGCCTCNTG 3'。再

按下列反应条件进行PCR 扩增反应：(1)反应液中

含10 ng 模板、5 mL 10×PCR 反应缓冲液、3 mL
25 mmol·L-1 MgCl2、1 mL 10 mmol·L-1 4 种 dNTP

混合液、0.8 mL 20 mmol·L-1引物P1、0.8 mL 20
mmol·L-1 引物P2、1.5 U Taq 酶，加去离子水至

总体积为50 mL。(2)反应程序为：94℃ 4 min 预

变性；94℃ 40 s，55℃ 40 s，72℃ 1.5 min，

35 个循环；72℃延伸 8 min。

PCR 产物经1% 琼脂糖凝胶电泳、回收目的条

带，连接到pUC18质粒载体上，转化大肠杆菌 DH5a
细胞，经酶切鉴定后，对目的基因进行测序。

序列分析用 B l a s t x 进行同源性分析；用

GentyxMAC 软件对该基因的开放阅读框、保守性

氨基酸序列进行分析。

实验结果

1  雪莲冷驯化

CA 组雪莲在放入低温环境 1 周后，与 NA 组

雪莲相比，叶片明显较绿、较厚；在放入低温

环境 3 周后，叶片脆，易破裂。CA 组雪莲在放

入低温环境 4 周后开始长出新的叶片，此新的叶

片在雪莲继续低温驯化5周甚至8周时仍然存活，

而原先的叶片这时已经枯萎死亡(图 1)。

2  RT-PCR 结果

对低温驯化8周(CA4 组)的雪莲叶片进行RT-

PCR，电泳结果显示，在600 bp 处出现 1条清晰

的条带(图 2)。对 NA 组、CA1 组和 CA2 组雪莲叶

片的 RNA 以同样反应条件分别进行 RT-PCR，电

泳检测均未见扩增条带。而对CA3组雪莲进行RT-

PCR 时，在 600 bp 处出现 1 条扩增条带。进一

步比较CA3 组和 CA4 组雪莲叶片RT-PCR 的电泳结

果发现，在电泳上样量相同的情况下，CA4 组雪

莲叶片RT-PCR 产物条带亮度明显大于CA3 组雪莲

(图 3)。

3  目的基因测序与序列分析

RT-PCR 产物经回收、克隆、测序得到基因

序列(图 4)。此基因简称为 XCH，全长 643 bp。

通过软件DNAssist 2.2分析预测，其开放式阅读

框包含200 个氨基酸，5'端下游 37 bp 处是起始
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度同源性，尤其是 N 端 32 个氨基酸的同源性达

84.7%(图 6)。

讨    论

1  XCH为一类冷诱导基因

RT-PCR反应的结果可以定性反映基因在植物

体内某一特定时间内转录表达的水平。本实验结

果显示，XCH 基因在雪莲未经低温诱导时不转录

表达；而当雪莲低温驯化 5 周时，可以检测到

X C H 基因转录本的存在。可见，X C H 基因在植

物体中的转录是由低温诱导激活的。在低温驯化

1和3周的雪莲叶片中检测不到XCH基因转录本的

存在，而在低温驯化 8 周的雪莲叶片中 XCH 基因

转录本的水平明显高于 5 周的水平，XCH 基因的

表达水平与雪莲低温驯化时间存在正比例的关系，

此基因是一类低温相关基因。而只有在低温驯化

达 5 周以上的雪莲叶片中才能检测到 XCH 转录本

的结果，说明此基因需长期低温诱导才可以检测

到。这可能是由于低温驯化 5 周后此基因才开始

被激活转录，也可能是因为随着低温诱导达 5 周

时此基因转录本稳定性逐渐增强以至能检测到。

总之，实验表明 X C H 是一类冷诱导基因。

2  XCH 是Ⅱ类内切几丁质酶类基因

植物的内切几丁质酶至少分 4 类[7]。Ⅰ类几

丁质酶包括 3 个部分：富含半胱氨酸的结合区、

富含脯氨酸的铰链区和高保守的催化区；Ⅱ类几

丁质酶与Ⅰ类相比缺少结合区与铰链区，但其催

化区与Ⅰ类高度一致；Ⅲ类几丁质酶无结合区，

图1  低温驯化5周和8周的雪莲苗

Fig.1  S. involucrata cold acclimated for 5 and 8 weeks
a ：低温驯化 5 周的雪莲；b ：低温驯化 8 周的雪莲。

图2  低温驯化8周的雪莲RT-PCR产物的电泳分析

Fig.2  Electrophoresis analysis of RT-PCR products from the

leaves of 8-week cold acclimated S. involucrata

图 3  CA3 组和 CA4 组雪莲叶片 RT-PCR 产物的电泳分析

Fig.3  Electrophoresis analysis of RT-PCR products from

the leaves of S. involucrata grown under cold-

acclimations for 5 and 8 weeks
a ：C A 3 组，低温驯化 5 周的雪莲；b：C A 4 组，冷驯化

8 周的雪莲。上样量均为 20 mL。

密码子 ATG，距起始密码子600 bp处是终止密码

子。 通过与黑小麦几丁质酶类抗冻基因 CHT9 核

酸序列比对，两者相似程度达 60.5%(图 5)。

CHT9 与 XCH 编码的氨基酸序列比对的结果

显示，XCH 缺失富含半胱氨酸的区段和富含脯氨

酸的区段，但与 CHT9 的高保守的催化区具有高
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催化区与Ⅰ类一致的也较少；Ⅳ类几丁质酶具有

富含半胱氨酸的结合区，但保守的催化区一致性

较差。根据以上特征以及序列分析的结果可知

XCH 基因是Ⅱ类内切几丁质酶类基因。

Hon 等[3]总结自己以及他人的研究发现，凡

是具有抗冻活性的内切几丁质酶，其N端 32个氨

基酸序列是高度保守一致的，而无抗冻活性的内

切几丁质酶此段的氨基酸序列的相似性较差。从

由 CHT9 与 XCH 所编码的氨基酸序列来看，XCH

与 CHT9 的高保守的催化区具有高度相似性，尤

其是N端的32个氨基酸与经典的Ⅰ类内切几丁质

酶类抗冻蛋白的N端 32个氨基酸[3]具有 84.7% 的

相似性，初步证明此基因编码的Ⅱ类内切几丁质

酶可能具有抗冻活性。

3  雪莲低温驯化过程中的现象讨论

在对雪莲低温驯化过程中，雪莲在常温下已

存在，后被转入低温环境驯化的叶片(简称 CW 叶

片)在低温驯化5~8周时逐渐枯萎死亡。而在雪莲

低温驯化 4 周后，在低温环境中会长出新的叶片

(简称 DW叶片)，此新叶在雪莲低温驯化8周时仍

然存活。这表明两种不同环境下长成的叶片在接

受低温驯化时，其耐受低温伤害的能力是不一样

的。D W 叶片可能因某种 C W 叶片不存在的抗冻

机制而延缓死亡。到底是什么样的机制使两类叶

片存在如此大的差异，目前还不清楚。但实验显

示，只有在低温驯化达 5 周以上的雪莲叶片中才

能检测到 XCH 转录本，而低温驯化 1 和 3 周的雪

莲叶片中 XCH 基因转录本不存在；低温驯化 1 和

3周的雪莲叶片正是CW 叶片，而雪莲低温驯化达

5周以上时CW 叶片均已死亡，实验检测的叶片正

是 D W 叶片。也就是说，X C H 转录本只存在于

DW 叶片中。由此推测，可能是由于某些冷诱导

图4  XCH核苷酸以及预测氨基酸序列

Fig.4  The nucleotide and predicted amino acid sequences of XCH
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图5  XCH与 CHT9核酸序列比对

Fig.5  Pairwise alignment of nucleotide sequences of XCH and CHT9
灰色表示相同区域。
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基因只被定向运输到 D W 叶片中，造成了 D W 叶

片比 CW 叶片更加耐寒。这种定向运输可能是低

温环境中生成的叶片与常温下生成的叶片相比，

在某些方面发生改变的原因，这种改变可能是叶

片细胞液pH等环境改变，也可能是叶片细胞膜上

某个载体蛋白结构或性质的改变从而更易于识别抗

冻蛋白的信号肽。具体是什么原因，有待进一步

研 究 。
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图 6  CHT9与 XCH预测氨基酸序列比对

Fig.6  Sequence alignment of predicted amino acid sequences for XCH and CHT9
深灰底色表示完全相同，浅灰底色表示同源。


