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摘要: 基于我们最近获得的小桐子低温驯化转录组和数字基因表达谱数据, 本工作研究了低温驯化条件下差异表达变化较

大的非特异性脂质转移蛋白A基因JcnsLTPA。克隆到该基因的cDNA序列全长833 bp, 开放阅读框长度513 bp, 编码170个氨

基酸, 存在ATT_LTSS典型保守功能基序。其启动子区域中鉴定到了TATA框、CAAT框、CATA框、W框等顺式作用元件

以及CRT/DRE低温响应元件。半定量RT-PCR分析表明, 该基因在茎、根、叶中都有表达, 以茎中表达量最高、且受低温

诱导最显著。同时, 酵母表达JcnsLTPA也提高了重组酵母菌的抗低温能力。这些结果充分说明了小桐子JcnsLTPA是与抗

冷性密切相关的基因, 可以用于小桐子的抗冷性遗传改良。
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Abstract: From our previous data of the transcriptome and digital gene expression profiling of cold-acclimated 
Jatropha curcas, a gene encoding the non-specific lipid transfer protein A (JcnsLTPA), with highly differential 
expression under chilling, was selectively studied herein. The full length of our cloned JcnsLTPA cDNA is 833 
bp, with the entire open reading frame (ORF) of 513 bp encoding a polypeptide of 170 amino acids (with typical 
ATT_LTSS motif). Its promoter region was characterized by prediction with TATA-box, CAAT-box, CATA-box, 
W-box, and the cold responsive elements of CRT/DRE. Semi quantitative RT-PCR analysis revealed that 
JcnsLTPA was expressed in stem, root, and leaves, with abundant and remarkably chilling-induced expression 
particularly in stem. Meanwhile, the yeast expression of JcnsLTPA endued the recombinant yeast strain with an 
enhanced resistance to low temperature. Conclusively, these results largely implicated the cold relevance of 
JcnsLTPA gene that should be applicable for the genetic improvement on the cold tolerance of J. curcas.
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小桐子(Jatropha curcas L.)属大戟科(Euphor-
biaceae)麻疯树属落叶灌木或小乔木(何璐等2010; 
崔明昆等2009), 为新兴开发的木本油料植物。小

桐子种子油含量高、流动性好、品质优良, 部分

油脂关键参数优于国内零号柴油, 达到了欧Ⅳ标

准, 成分接近石化柴油(刘杰等2006); 同时, 其种子

富含氨基酸、萜类、酮类和醇类等物质, 入药有

清热解毒、消肿散淤等作用; 其种子中的毒蛋白

Curcin可以用作杀虫剂; 种子中富含蛋白质, 在脱

毒后可以用作动物饲料(邓志军等2005); 另外, 近
年来研究发现小桐子的提取成分还有显著的抗癌

活性(余帅勇和丁贵杰2009)。鉴于以上特性, 小桐

子目前已成为多用途能源植物的研究热点。

脂质转移蛋白(lipid transfer protein, LTP)是一

类分泌蛋白, 曾被认为是一种在体外膜间进行脂

质转移的蛋白。在动物体中, 有特异性与非特异

性脂质转移蛋白两种; 而在植物体中, 因其作用范
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围广泛、没有专一性, 被称为非特异性LTP (non- 
specific lipid transfer proteins, nsLTPs)。nsLTP在植

物中含量丰富, 占植物可溶性总蛋白的4%左右

(Bernhard等1991; 冯晓燕等2003), 一般分布于植物

器官的皮细胞和外周细胞及器官脱离区(汪少芸等

2004)。其相对分子量一般为7~10 kDa, 等电点为

8.8~10, 均为可溶性蛋白, 并且蛋白质热稳定性较

高, 在4 ℃下存放数月后仍有活性, 95 ℃加热5 min
后仍保持有转移脂质的活性, 这与其具有4个二硫

键有关。根据其一级结构及分子量的大小, nsLTP
一般被分为3类: nsLTPI、nsLTPII和nsLTPIII (Liu
等2002)。nsLTPI型, 分子量是8~10 kDa, 在植物中

已经研究得相对较深入, 目前克隆到的nsLTP基因

大部分属于I型。nsLTPII型, 分子量大小约为7 
kDa, 在植物中研究得相对较少, 仅在小麦与水稻

中有部分报道。nsLTPIII型分子量小于7 kDa或大

于10 kDa, 研究更少。I、II、III型nsLTP分别含有

1个、2个和1个疏水腔, 因此nsLTPII比nsLTPI、
nsLTPIII的脂转移活性要高。很多研究证据表明, 
nsLTPs可能参与角质层的合成与胚胎的发育、各

种逆境胁迫适应(陈杨玲等2013)、抑制半胱氨酸

蛋白酶与α淀粉酶活性、抗病原微生物、抗虫等

多方面的植物生理生化反应(Verdoy等2004)。植

物nsLTP自1975年首次在马铃薯块茎中发现, 现已

从玉米(Sossountzov等1991)、甘蓝(Hincha等
2001)、小麦(Boutrot等2005)、向日葵(Pagnussat等
2009)等许多植物中分离到; 但目前对小桐子nsLTP
的研究很少, 国内还未见报道。最近, 我们通过

RNA-Seq技术获得了小桐子低温驯化下的转录组

和数字基因表达谱数据, 并从中发现一些低温驯

化条件下差异表达变化较大的基因(Wang等2013, 
2014)。在此基础上, 本工作首次克隆了小桐子非

特异性脂质转移蛋白A基因JcnsLTPA, 并对其进行

了生物信息学分析、半定量表达分析以及酵母背

景下的功能初步验证, 以期为小桐子抗逆性基因

工程改良奠定基础。

材料与方法

1  实验材料及处理

供试小桐子(Jatropha curcas L.)种子取自云南

省楚雄州元谋县。选取饱满的小桐子种子 ,  用
1.5% CuSO4消毒20 min, 无菌水漂洗5次, 于26 ℃

的恒温培养箱中吸涨24 h (李忠光和龚明2010)。
将吸涨的种子在无菌水中漂洗3次, 播于垫有5层
用无菌水湿润滤纸的白磁盘(24 cm×16 cm)中, 于
相对湿度(RH) 75%、昼夜温度26 ℃/20 ℃、16 h/8 
h光周期的恒温培养箱中萌发5 d。将发芽的种子

播于消毒的培养土中并于RH 75%、昼夜温度26 
℃/20 ℃、16 h/8 h光周期的恒温培养箱中生长15 
d至第2片真叶展开, 每天用无菌水润湿培养土。

将生长15 d的小桐子幼苗置于RH 75%、12 ℃(昼
夜相同)、16 h/8 h光周期的低温培养箱中进行低

温处理, 分别取低温驯化12、24、48 h与对照(正
常培养)的根、茎及第2片真叶, 用铝箔纸包好, 液
氮速冻后于–80 ℃冰箱中保存用于RNA的提取。

2  菌株与主要试剂

大肠杆菌Trans1-T1(DH5α)、BL21(DE3)及酵

母菌INVSc1菌株由本实验室保存; TransZol Up、
DNase I、TransScript Two-Step RT-PCR Super-
Mix、TransStart Taq DNA Polymerase、Amp (氨苄

青霉素)、X-gal、IPTG、2×EasyTaq PCR Super-
Mix (+dye)、EasyPure Quick Gel Extraction Kit、
EasyPure Plasmid MiniPrep Kit、pEASY-T1 Clon-
ing Kit和Trans 2K Plus II DNA Marker购自北京全

式金生物技术有限公司; HindIII和XhoI限制性内切

酶购自大连宝生物公司; 引物合成和测序由深圳

华大基因有限公司完成。

3  实验方法

3.1  总RNA的提取及cDNA第一链的合成

利用TransZol Up试剂提取小桐子对照与12 ℃
低温驯化12、24、48 h的根、茎及叶片的总RNA, 
并利用DNaseI消化RNA中的基因组DNA, 得到纯

化的总RNA。以Anchored Oligo(dT)18为逆转录引

物, 利用TransScript Two-Step RT-PCR SuperMix合
成第一链cDNA。

3.2  小桐子JcnsLTPA基因全长cDNA的克隆

以小桐子低温驯化转录组测序数据的NCBI 
Nr注释结果筛选得到小桐子JcnsLTPA基因的序列

Unigene992_JC-CK_1A (1 008 bp), NCBI ORF finder
序列分析表明其包含完整ORF编码框(513 bp), 以
此序列为基础设计全长扩增特异性JcnsLTPA引物

(上游引物F: 5'-AGAGGGGATTAGGCAAAGT-3'; 
下游引物R: 5'-GGGAAAGGAAGAGAGCAAG-3'), 
并送深圳华大基因有限公司合成。
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以小桐子12 ℃低温驯化24 h的根提取的总

RNA反转录得到的cDNA为模板, 使用热启动双封

闭DNA聚合酶TransStart Taq DNA Polymerase进行

PCR扩增, 扩增条件为: 94 ℃ 5 min; 94 ℃ 30 s, 53 ℃ 
30 s, 72 ℃ 1 min, 35个循环; 72 ℃ 10 min。扩增完成

后用1%的琼脂糖凝胶电泳检测PCR产物, 利用Easy-
Pure Quick Gel Extraction Kit从琼脂糖凝胶回收目的

基因条带(833 bp)。将目的基因片段与克隆载体

pEASY-T1连接, 转化大肠杆菌Trans1-T1感受态细

胞, 涂LB抗性平板(LB-Amp＋+IPTG+X-gal), 过夜生

长, 进行蓝白斑筛选。经过菌落PCR验证的阳性克

隆, 命名为pEASY-T1-JcnsLTPA, 送深圳华大基因有

限公司利用M13正反向通用引物进行双向测序。

3.3  小桐子JcnsLTPA基因的生物信息学分析

利用在线工具ProtParam计算蛋白质的理论分

子量、等电点等基本参数。利用WolfSport在线软

件对蛋白质亚细胞定位进行预测, 并利用SignalP 
3.0 Server分析蛋白质信号肽序列, 接着利用在线

工具TMHMM与Proscale检测其跨膜结构与亲水/
疏水特性。利用Spidey软件进行克隆cDNA序列与

其基因组序列(小桐子基因组数据库http://www.ka-
zusa.or.jp/jatropha/)比对以确定基因内含子与外显

子的结构。利用在线软件PlantCARE与PLACE进
行启动子顺式作用元件的分析。利用NCBI CDD
工具进行结构域与功能元件的鉴定。从NCBI下载

其他物种nsLTPA的氨基酸序列, 利用ClustalW进

行序列相似性比对, 然后用MEGA4.0软件通过邻

接法构建系统进化树, 并采用泊松法进行检验。

利用Phyre2进行蛋白质三维结构的同源建模, 利用

VMD软件显示其三维空间结构, 并结合Ramachan-
dram图验证其准确性。

3.4  半定量RT-PCR分析

利用3.1节中正常及低温驯化各组织材料总RNA
的反转录cDNA为模板, 以18S rRNA (GenBank登
录号: AY823528)为内参(上游引物F: 5'-AGAAAC-
GGCTACCACATC-3'; 下游引物R: 5'-CCAAG-
GTCCAACTACGAG-3'), 进行JcnsLTPA的RT-PCR
扩增(上游引物F: 5'-CTTCAAGGTCCTCCCTAA-
TA-3'; 下游引物R: 5'-ATGTGCCATCTACTTCT-
GTT-3')。18S rRNA的扩增条件为: 94 ℃ 5 min; 94 
℃ 30 s, 55 ℃ 30 s, 72 ℃ 1 min, 26个循环; 72 ℃ 10 
min。JcnsLTPA的扩增条件为: 94 ℃ 5 min; 94 ℃ 

30 s, 51 ℃ 30 s, 72 ℃ 1 min, 28个循环; 72 ℃ 10 
min。反应完毕后取5 μL进行1%的琼脂糖凝胶电

泳检测, 以18S rRNA为内参进行JcnsLTPA基因表

达的差异性分析。

3.5  小桐子JcnsLTPA基因酵母表达载体的构建、

转化及功能验证

利用HindIII与XhoI双酶切质粒pEASY-T1-Jcns-
LTPA与酵母表达载体pYES2, 切胶回收JcnsLTPA
基因片段与pYES2的酶切大片段, T4 DNA连接酶

22 ℃连接5 h, 转化大肠杆菌DH5α感受态细胞, 涂
LB-Amp＋平板, 过夜生长, 经过菌落PCR验证的阳

性克隆命名为pYES2-JcnsLTPA。提取质粒并转化酿

酒酵母野生型菌株INVSc1, 命名为INVSc1-pYES2- 
JcnsLTPA; 同时将对照空载体pYES2质粒也转化

INVSc1, 命名为INVSc1-pYES2; 通过酵母菌落

PCR以验证阳性克隆。

分别挑取重组酵母INVSc1-pYES2-JcnsLTPA
及对照INVSc1-pYES2单菌落, 接种于15 mL YPD
培养基中, 30 ℃振荡过夜培养。加入YPD培养基

调整菌液OD600=0.4~0.6。取20 mL菌液, 8 000 
r·min-1离心1 min, 弃上清, 用20 mL YPG诱导培养

基重悬菌体, 30 ℃诱导表达24~36 h至OD600>2.0。
取诱导表达菌液1 mL, 用YPG诱导培养基调整菌

液OD600=2.0, 将菌液依次稀释1、10、20、40、
80、160倍, 各取2 μL稀释菌液点板于YPG诱导培

养基平板, 分别在正常30 ℃与18 ℃低温条件下倒

置培养2~3 d, 对比观察菌落的生长情况。同时, 取
诱导表达菌液2 mL至60 mL YPG诱导培养基中, 调
整菌液OD600=0.2, 在正常30 ℃条件下与18 ℃低温

下继续振荡培养 ,  每3 h间隔取样 ,  测定样品的

OD600值。以时间为横坐标, OD600为纵坐标, 绘制

酵母菌的生长曲线, 比较重组酵母菌与对照酵母

菌在正常和低温条件下的生长差异。

实验结果

1  小桐子JcnsLTPA基因全长cDNA的克隆

以小桐子12 ℃低温驯化24 h的根材料提取总

RNA, 并反转录cDNA为模板, 利用JcnsLTPA正反

向引物扩增JcnsLTPA基因的全长cDNA。结果表

明, 扩增得到的产物约0.8 kb, 与预期大小一致。将

目的条带切胶回收后与T/A克隆载体pEASY-T1连
接, 转化大肠杆菌, 并经菌落PCR验证, 阳性克隆取

名为pEASY-T1-JcnsLTPA, 接菌提取质粒。
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2  小桐子JcnsLTPA基因的生物信息学分析

经过测序, 克隆的JcnsLTPA基因cDNA序列为

833 bp, 已提交至NCBI GenBank (登录号: KJ670152.1)。
利用NCBI ORF finder分析表明其包含完整的开放阅

读框(ORF) 513 bp, 编码一个由170个氨基酸(aa)组成

的蛋白质(图1), 其理论分子量推测为17 kDa, 等电点

为4.59。目前发现大部分I型、II型nsLTP属于碱性

蛋白质, 等电点大于7; 而部分报道的III型nsLTP为酸

性蛋白, 等电点小于5, 本工作中JcnsLTPA推导蛋白

质可能属于此类。该蛋白质中极性氨基酸与疏水氨

基酸分别占20.8%与32.4%, 后者占其总氨基酸数的

1/3; 另外, 预测分析发现该蛋白质富含疏水区域, 存
在两个明显的跨膜区域(1~19 aa, 149~170 aa)。疏水

氨基酸对于nsLTP蛋白质组成非极性空穴容纳脂类

至关重要, 这也是nsLTPs家族蛋白质的共同特征。

此外, SignalP预测该蛋白质N端包含一个信号肽(1~ 
24 aa), PSORT预测其主要定位在叶绿体。综合以上

分析推测, 小桐子JcnsLTPA蛋白质可能定位在叶绿

体膜或类囊体膜上, 通过叶绿体前导信号肽转运至

叶绿体, 负责细胞质与叶绿体之间脂类的转移反应。

利用克隆的JcnsLTPA cDNA序列, 对小桐子基

因组数据库(http://www.kazusa.or.jp/jatropha/)进行

在线Blast检索, 得到其对应基因组序列, 包含3个
外显子与2个内含子。同时, 得到了该基因ORF上游

1 000 bp的启动子序列, 并利用在线软件PlantCARE
与PLACE进行了顺式作用元件分析(图2)发现 , 
JcnsLTPA基因启动子中分布有常见的RNA聚合酶结

合与增强的顺式作用元件, 如TATA-box、CAAT-box、
CATA-box等。另外, 还鉴定出与植物抗冷性相关的

CRT/DRE元件, 说明该基因直接受ICE-CBF冷信号

转导系统调节。此外, 在JcnsLTPA基因启动子中还

发现有W-box元件, 该元件可以结合WRKY类转录

因子, 而许多文献已经报道WRKY类转录因子通常

调控抗逆性相关基因, 这也说明我们筛选的这个

JcnsLTPA基因是影响小桐子抗冷性的关键基因。

通过ClustalW软件对包括小桐子在内不同植

物的nsLTPA进行氨基酸序列对比发现, nsLTPA蛋

白的N端序列差异性较大, 尤其是以疏水氨基酸组

成的信号肽部分(图3-A); 中间的4段α-螺旋区域

(H1~H4)以及C端则较为保守, 特别是8个Cys的位

图1  小桐子JcnsLTPA基因的cDNA与推导的氨基酸序列

Fig.1  Nucleotide and deduced amino acid sequence of JcnsLTPA cDNA from J. curcas
翻译起始密码子(ATG)与终止密码子(TGA)用下划线标注; 信号肽用虚线标注; 两个跨膜疏水区域用点划线标注。
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图3  小桐子JcnsLTPA与其他植物nsLTPA的多重序列比对及其保守结构域预测

Fig.3  Sequence alignment of nsLTPA from J. curcas against those of other organisms and the corresponding conserved  
domain prediction

A: 多重序列比对, 其中箭头表示8个保守的Cys残基, 横线表示4段保守的α-螺旋; B: nsLTP蛋白共同的基本结构[4段α-螺旋(H1~H4)、
4对二硫键]; C: NCBI推测的保守结构域。银杏(Ginkgo biloba), ABI26087.1; 华东葡萄(Vitis pseudoreticulata), AFM35695.1; 棉花(Gossypium 
hirsutum), AAA75599.1; 核桃(Juglans regia), ACI47547.1; 辣椒(Capsicum annuum), AAR83849.1; 柑橘(Citrus jambhiri), BAH03575.1; 鹰嘴

豆(Cicer arietinum), CAA05771.1; 油菜(Brassica napus), AAD09107.1; 拟南芥(Arabidopsis thaliana), AAK59520.1; 无芒雀麦(Bromus iner-
mis), AAL23748.1; 玉米(Zea mays), ACG36597.1; 小麦(Triticum aestivum), AFR54362.1; 火炬松(Pinus taeda), AAA82182.1; 多脂松(Pinus 
resinosa), AAK00625.1; 蓖麻(Ricinus communis), XP_002509959.1, XP_002524756.1, BAA01802.1, XP_002533768.1; 大麦(Hordeum vulgare), 
AAB47967.1; 百日菊(Zinnia violacea), AAB06586.1; 小桐子(Jatropha curcas)。

图2  小桐子JcnsLTPA基因启动子顺式作用元件

Fig.2  Cis-acting elements of the promoter of JcnsLTPA gene from J. curcas
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置基本是固定的, 也是形成4个二硫键的基础(图
3-A、B); 而α-螺旋之间的序列则变化较大, 主要以

无规则卷曲出现在空间结构中, 作为调节该蛋白质

脂质容纳空穴的基础(图3-A)。NCBI保守结构域

(CDD)分析发现, 小桐子JcnsLTPA蛋白存在AAT_
LTSS典型结构域(图3-C), 该结构域具有α-淀粉酶抑

制剂活性、脂类转移活性以及储藏蛋白功能, 存在于

诸多蛋白之中, 在植物抵御病虫害、跨膜运输脂类分

子以及植物种子营养物质贮藏等方面发挥作用。

进一步通过MEGA软件将上面ClustalW分析得到

的植物nsLTPA序列比对数据, 以邻近法构建其系统

进化树(图4)。结果发现, 小桐子JcnsLTPA蛋白与研究

较多的I型nsLTP在氨基酸序列上有较大差别, 尤其是

在C端, 而且保守的Cys位置也存在某种程度的特异

性(图3); 在进化上该蛋白与小桐子同科的蓖麻的多

个nsLTP蛋白序列相似性最高, 聚类在了一起(图4)。
另外, 我们基于同源建模的方法构建了小桐

子JcnsLTPA蛋白的空间结构(图5-A); Ramachan-
dram能量图分析显示有98.8%的氨基酸残基处于

能量稳定区域, 说明预测的三维结构是可信的(图
5-B)。对其结构分析表明, 4对二硫键虽然在位置

上与I型nsLTPA稍有不同, 但二硫键在维持4段α-螺
旋稳定性并形成疏水性空穴的结构特征却是完全

保守的, 只是由于在C端较I型nsLTPA氨基酸序列

长出约20 aa, 导致了在第3、4段α-螺旋之间以及第

4段α-螺旋之后有更突出的无规则卷曲, 但完全没

有影响其脂质容纳空穴的形成。不但如此, 正是

由于在α-螺旋之间有不同程度的加长, 致使小桐子

JcnsLTPA的脂质容纳空穴的柔韧性更强, 可以在

很大程度上调节脂质容纳空穴的空间结构, 便于

携带不同长度的脂肪酸链, 从而增加了其运输不

同脂类的非特异性。

综合这些分析看来, 虽然小桐子JcnsLTPA与

常见的I型nsLTP在蛋白序列上存在较大的差异性, 

图4  通过ClustalW序列比对和MEGA4.0邻接法构建的植物nsLTPA进化树

Fig.4  Phylogenetic tree of various plant nsLTPA by ClustalW alignment and MEGA4.0 mapping via neighbor-joining method
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但其预测空间结构与众多nsLTP家族的其他成员是

基本相同的, 这充分说明了该蛋白质在高级结构上

的进化保守性。nsLTP家族虽然在类型上较多, 但
氨基酸序列的多重进化并没有影响其空间功能结

构域的形成, 更没有影响其脂类转移的功能。

3  低温驯化下不同组织中JcnsLTPA基因的差异表

达分析

通过半定量RT-PCR分析JcnsLTPA基因在不同

组织及不同低温驯化时间下的表达情况, 结果表

明, JcnsLTPA基因表达量在茎中最高、根中次之、

在叶片中相对较低, 存在明显的组织表达特异性。

而且, 该基因在茎中受低温诱导显著, 随着12 ℃低

温驯化时间的延长其表达量逐渐增加, 到24 h时达

到最大, 之后又开始缓慢下降; 而在根中, 该基因表

达量表现为先下调后上调的变化趋势(图6)。
4  通过酵母表达初步验证小桐子JcnsLTPA的功能

将小桐子JcnsLTPA基因通过HindIII与XhoI从
质粒pEASY-T1-JcnsLTPA上克隆到酵母表达质粒

pYES2中, 获得其重组酵母表达载体pYES2-JcnsLTPA。
随后将其转化酵母菌INVSc1, 利用JcnsLTPA上下

游引物进行酵母菌落PCR鉴定, 结果表明该重组酵

母表达载体已经成功转化酵母。

图5  小桐子JcnsLTPA蛋白的三维空间结构

Fig.5  The 3-D structure of JcnsLTPA protein constructed by homology-based modeling
A: 三维结构卡通模型; B: Ramachandram能量图, 其中Psi与Phi表示蛋白质的二面角。

图6  低温驯化下不同组织中JcnsLTPA基因的差异表达分析

Fig.6  Differential expression analysis of JcnsLTPA gene in different tissues under chilling hardening

通过观察比较重组酵母菌INVSc1-pYES2- 
JcnsLTPA与对照酵母菌INVSc1-pYES2的菌落生长

状况, 可以看出: 在正常30 ℃生长条件下, 重组酵母

菌和对照酵母菌在不同稀释倍数下的生长情况基

本相同, 没有出现明显的稀释效应(图7-A); 而在18 
℃低温胁迫条件下, 重组酵母菌的菌落长势总体上

显著好于对照菌, 尽管两者都受低温抑制(图7-B)。
再比较重组酵母菌与对照酵母菌的生长曲线, 发现: 

在正常30 ℃生长条件下, 两者的生长速率基本相似, 
且几乎不存在停滞期而直接进入对数生长期, 在30 
h时基本都进入了稳定平台期(图7-C), 这表明正常

条件下JcnsLTPA基因的表达对酵母菌生长几乎没有

影响。在18 ℃低温胁迫条件下, 对照菌出现了约3 h
的生长停滞期 ,  之后逐渐进入对数生长期 ;  而
JcnsLTPA重组酵母菌则直接进入快速对数生长期, 
且在到达平台期前的生长速率都明显快于对照酵
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母菌(图7-D)。另外, JcnsLTPA重组酵母菌在进入平

台期时, 对照菌由于低温胁迫仍保持有生长的趋势, 
进入平台期的时间要稍晚3~6 h。这些结果说明

JcnsLTPA是与抗冷性直接相关的基因, 其在酵母中

过量表达增强了酵母菌的低温抵抗能力, 间接初步

地验证了它在小桐子抗冷性形成中的作用。

讨　　论

晶体结构研究表明, 所有的非特异性脂质转

移蛋白(nsLTP)蛋白都有共同的基本结构: 4个α-螺
旋(H1、H2、H3、H4)、4对二硫键(图3-B), 这种

nsLTP典型的二硫键分布模式为其一级结构折叠

形成疏水空腔提供驱动。形成的口袋状疏水穴贯

穿整个nsLTP蛋白分子, 可结合并容纳疏水配体如

酰基链、磷脂等脂类化合物, 这种空间结构也是α
淀粉酶抑制剂、胰蛋白酶、种子储藏蛋白以及

LTP蛋白共同的结构特征。另外一些碱性氨基酸

残基如Lys和Arg, 使nsLTP携带大量正电荷与细胞

相互吸引, 有助于nsLTP保持膜的识别能力。而

nsLTP较强的疏水性造成脂质膜结构的改变并进

一步引发形成离子通道(疏水空腔), 继而N端的插

入导致细胞膜破裂和内容物外泄, 从而达到抗菌

抑菌的效果而表现出植物防御蛋白的生物活性。

另外, nsLTP蛋白的N端具有信号肽结构, 而C端的

非螺旋区域是结合和稳定脂质的关键部位, 且缺

乏长的羧基尾端。II型nsLTPs虽然与I型nsLTPs拥
有相同的二级结构模型, 但有3个α-螺旋与1个单匝

螺旋区域, 进而构成2个空穴(Samuel等2002)。
研究表明, 脂质转移蛋白能够转移磷脂酰胆

碱、磷脂酰肌醇和磷脂酰丝氨酸, 并能够促进线粒

体和微体之间的磷脂交换(Carvalho和Gomes 2007), 
其转脂活性很大程度上取决于其空穴结构。在

nsLTPs的一级结构中, Arg44、Tyr79、Ile81与脂结合能

力直接相关, 而T/S-X-X-D-R与P-Y-X-I-S两段五肽

被认为是植物nsLTPs的特征基序, 对其脂质结合非

常重要(Douliez等2000)。Sodamo等(1997)对小麦的

nsLTP进行荧光标记, 发现其可以结合DMPG (1,2-
二甲叉磷酸苷氨酸)的2条酰基链。Zachowshi等
(1998)对玉米nsLTP进行了进一步的研究, 发现

16~18个碳原子的饱和脂肪酸链分子与nsLTP的结

合最为紧密, 而12~14个碳原子的脂肪酸链的结合

能力很低, 20~22个碳原子的脂肪酸由于碳链过长

而不能与nsLTP的疏水空穴很好地结合。另外, 植
物中nsLTPs蛋白的疏水空腔还能够根据脂类分子

图7  重组酵母菌NVSc1-pYES2-JcnsLTPA与对照酵母菌INVSc1-pYES2的菌落生长情况与生长曲线

Fig.7  Colony growth and growth curves of the recombinant yeast strain INVSc1-pYES2-JcnsLTPA and the control yeast strain 
INVSc1-pYES2

A、C: 无胁迫条件(30 ℃); B、D: 18 ℃低温胁迫; 其中A与B在酵母菌生长48 h时拍摄。
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的大小而进行改变, 更好或更多地容纳脂类分子

(Carvalho和Gomes 2007), 这也是植物中发现的脂类

转移蛋白大部分属于非特异性类型的原因。

具有广泛底物结合特性的植物nsLTP还是最丰

富的蜡质相关蛋白, 直接参与植物表皮蜡质的合成; 
同时, 在低温、干旱、光、重金属环境胁迫下蜡质

合成的增加与nsLTP表达量的增加直接相关。Car-
valho和Gomes (2007)发现豇豆种子组织中的nsLTP
基因在不同生物与非生物胁迫下表现出不同的表

达模式。Jang等(2008)对小麦nsLTP基因做胁迫分

析, 未检测到nsLTP4、nsLTP6、nsLTP11等常见的

与抗逆相关的nsLTP基因的大量表达, 却检测到了

未曾报道的其他nsLTP基因。以上事实说明, nsLTP
属于一个较大的家族(如拟南芥中发现49个, 水稻中

发现了52个, 小麦中发现了122个(Boutrot等2008), 
不同的蛋白类群负责不同的功能, 且响应不同的外

界逆境信号, 其对应调控机理需要进一步的深入研

究。本工作首次克隆得到的小桐子JcnsLTPA, 是参

与小桐子抗冷性形成的基因(Wang等2013), 半定量

RT-PCR分析表明其表达具有组织特异性、而且受

低温影响(图6), 同时酵母异源表达实验也初步验证

了它与抗冷性的关系(图7), 因而应该可以用于小桐

子的抗冷性遗传改良。另一方面, 从小桐子JcnsLT-
PA蛋白的氨基酸序列长度(170 aa)与分子量(17 kDa)
来看, 推测它属于III型nsLTP, 但预测的空间结构及

序列功能域分析结果表明, 其具备4个α-螺旋、4个
二硫键及空穴等所有nsLTP蛋白的基本结构特征, 
从而补充了nsLTP家族III型的知识内容。
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