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摘要: 脱水素(DHN)在植物经受逆境胁迫条件下对于保护细胞内蛋白质和膜结构具有重要作用。本研究以芍药‘大富贵’芽
为试材, 采用RT-PCR技术克隆得到1个脱水素基因PlDHN2 (GenBank登录号KY272747), 该基因具有399 bp的开放阅读框, 
编码132个氨基酸, 具有DHN家族特有的Y、S和K片段, 属于典型的Y3SK2型脱水素; 基因结构分析表明, PlDHN2具有1个长

度为84 bp的内含子, 位于S片段。以拟南芥和大麦的脱水素蛋白分类为参照, 聚类分析结果表明, PlDHN2与YnSK2型脱水

素聚合在一起, 进化关系较近。半定量PCR分析显示, PlDHN2在芍药各器官中均有表达, 其中在芽中的表达最高。亚细胞

定位观察结果显示: PlDHN2蛋白定位于细胞质膜和细胞核中。表达特性分析表明, PlDHN2在低温、高温、水淹和ABA胁

迫条件下, 表达量均不同程度地上调, 说明该基因可能参与了芍药对低温等非生物胁迫的耐受调节过程。
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植物的不同生长阶段会面临不同的非生物胁

迫, 如极端温度、干旱、盐害等。胁迫会使植物

膜结构遭到破坏, 胞膜透性增大, 从而导致光合作

用效率降低, 代谢活动紊乱(Prasad 1996; 杨小飞和

郭房庆2014)。为了能在不利的环境中生存, 植物

细胞会积累大量可溶性蛋白、糖类、有机酸、脯

氨酸以及脱落酸(abscisic acid, ABA), 来维持细胞

内的水势平衡, 防止细胞大量失水(王娟和李德全

2001)。在该适应过程中, 脱水素是变化最突出的

蛋白之一。随着分子生物学的发展, 发现植物脱

水素能同时响应多种逆境胁迫, 但在不同胁迫下

基因的表达量存在较大差异。例如小麦WDHN1虽
然都可以被低温、干旱、盐和ABA胁迫信号诱导

而上调表达, 但是该基因在低温胁迫下的表达量远

高于其它胁迫条件(刘浩等2016), 说明植物体中胁

迫信号通路虽然交叉, 但仍有各自不同的特点。

脱水素(dehydrin, DHN)属于胚胎发育晚期丰

富蛋白(late embryogenesis abundant proteins, LEA)
又名LEA-II蛋白(Bies-Ethève等2008)。当植物遭受

外界低温、干旱等胁迫时, 脱水素会被诱导大量表

达, 从而对植物细胞膜结构甚至是植株的整个蛋白

质组起到重要的保护作用(徐红霞等2009)。目前, 
在大麦(Tommasini等2008)、杨树(Liu等2012)、拟

南芥(Hundertmark和Hincha 2008)、苹果(Liang等
2012)和葡萄(Yang等2012)等多种植物中均发现脱

水素的存在。根据脱水素中Y、S和K保守片段的

组成, 将其分为5种亚型: YnSK2、Y2Kn、SKn、KnS
和Kn型(Close 1997; 邢鑫等2010)。其中, 在蛋白质

C端存在至少1个富含赖氨酸的K片段, 由15个氨基

酸残基(EKKGIME/DKIKEKLPG)组成。N端含有

保守基序(T/VDEYGNP)组成的Y片段, K片段与Y
片段之间有可被磷酸化的约6个丝氨酸串联成的S
片段。所有脱水素不一定含有Y和S片段, 但都含

有K片段, 它是LEA-II蛋白区别于其它LEA蛋白的

特征(Close 1996; Zhu等2014)。
芍药是我国的传统名花, 因其极高的观赏价

值而被广泛引种。随着栽培面积的不断扩大, 所
面临的环境条件更加复杂。例如, 在我国南方地

区, 夏季高温多涝, 严重影响着芍药的正常生长(刘
林艳2008)。目前, 关于芍药的抗逆性研究多集中

于对其生理指标变化规律的分析(王琪2013), 而分

子水平的研究则罕有报道。本研究基于芍药转录

组数据克隆得到1个与逆境相关的芍药脱水素基

因, 分析了该基因编码蛋白的结构特性和不同逆

境条件下的表达情况, 并构建真核表达载体, 研究

其亚细胞定位。这为该基因进一步应用于芍药抗

逆分子标记辅助育种提供参考依据, 也为利用基

因工程手段培育抗逆芍药新品种奠定基础。

材料与方法

1  材料与处理

以三年生盆栽芍药(Paeonia lactiflora Pall.) 
‘大富贵’为试验材料。2015年11月采取芍药根颈

芽, 剥离鳞片的混合芽用于基因克隆; 组织差异表



植物生理学报1298

达试验材料包括芽、芽鳞片、根、茎、叶、萼片

和花瓣, 其中芽和芽鳞片采集于2015年11月, 其余

材料均于2016年4月下旬采取。逆境胁迫实验在植

株展叶后进行, 将盆栽芍药分别置于4和40°C的条

件下来模拟低温和高温胁迫; 水淹胁迫则通过将盆

栽植株浸没于注满水的容器中来模拟(水平面超过

基质表层); ABA处理采用浓度为100 μmol·L-1的

ABA溶液对芍药进行叶面喷施; 所有处理均于人工

气候箱中进行(湿度70%, 光照强度6 000 μmol·m-2·s-1, 
水淹与ABA处理时温度控制在25°C), 分别于0、
2、4、8、12和24 h后采取叶片用于基因表达分

析。以上取样均重复3次 ,  取样后经液氮速冻

于–80°C保存备用。

2  基因克隆

RNA的提取参照艾德莱的EASYspin植物RNA
快速提取试剂盒说明书操作, 利用Nanodrop 2000
核酸分析仪测定总RNA的浓度和纯度, A260/280=2.0, 
同时进行琼脂糖凝胶电泳检测RNA的完整性。采

用全式金反转录试剂盒合成cDNA。基因组DNA
的提取采用改良CTAB法进行(苏华楠等2014)。

参考芍药‘大富贵’转录组测序结果中PlDHN2
相关基因片段, 利用软件Prime 5.0软件设计特异引

物(表1)。以cDNA为模板进行PCR扩增, 反应体系

为: cDNA 1 µL、上下游引物各1 µL (10 µmol·L-1)、
PCR MIX 12.5 µL, 用ddH2O补足至25 µL。用特异

引物PlDHN2-F和PlDHN2-R (表1)进行完整开放阅

读框(ORF)序列的扩增, PCR反应条件为: 94°C 5 
min预变性; 94°C 1 min, 52°C 30 s, 72°C 45 s, 共35
个循环; 72°C延伸10 min。将PCR产物用胶回收

试剂盒回收后, 与pMD18-T载体连接, 然后转化

大肠杆菌DH5α, 挑选阳性克隆, 送华大基因公司

测序。

以基因组DNA为模板进行从起始密码子至终

止密码子的DNA序列的扩增, 反应体系与反应程

序同上。将PCR扩增产物回收, 连接, 转化, 测序

(具体方法同上), 获得编码区的DNA序列。

3  芍药PlDHN2的生物信息学、同源性及系统进

化分析

利用ORF Finder程序(http://www.ncbi.nih.gov/
gorf/gorf.htm L)进行ORF的预测。利用Protparam 
(http://www.expasy.org/)、CDD (http://www.cbs.
dtu.dk/Ser-vices/)进行蛋白质基本性质、保守结构

域的预测分析。SOPMA (http://nhjy.hzau.Edu.cn/
kech/swxxx/Jakj/dianzi/Bioinf7/Expasy/Expasy8.htm)
分析蛋白的二级结构。利用NLStradamus (http:// 
www.moseslab.csb.utoronto.ca/NLStrad-amus/)查找

核定位信号。PSORTII (http://www.genscript.com/
psort.html)在线软件进行亚细胞定位的预测。

分别从拟南芥基因组数据库(http://www.ara-
bidopsis.org/)和NCBI数据库(http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/)下载拟南芥DHN家族氨基酸序列和大麦

DHN家族氨基酸序列, 利用MEGA 5.0软件构建

Neighbor-Joining进化树, 采用自举法(bootstrap)对
系统发育树进行检验, 共1 000次重复, 其他均为默

认设置。

4  PlDHN2在不同器官中的表达分析

检测器官包括芍药‘大富贵’的芽鳞片、混合

芽、根、茎、叶片、萼片和花瓣, 采用半定量PCR
法。利用软件Primer 5.0设计qPCR-F和qPCR-R特
异引物, 内参引物为芍药Actin基因(表1)。半定量

表1  芍药PlDHN2基因克隆、表达分析及GFP载体构建所用引物及其序列

Table 1  Primers sequences used to clone and analyze the expression of PlDHN2 and the vector construction of GFP

 引物名称               核苷酸序列(5′→3′)                                  用途

PlDHN2-F TAATCTGTTGGGAAATGTCG ORF扩增及编码区DNA序列扩增

PlDHN2-R ACGCCGACCAAGGTTAGT 
Actin-F ACTGCTGAACGGGAAATT Actin内参引物

Actin-R ATGGCTGGAACAGGACTT 
qPCR-F CTGTTGGGAAATGTCGT 半定量PCR引物及实时荧光定量PCR引物

qPCR-R ATGCTCCTGCTTCTGAT 
GFP-B-F CGGGATCCATGTCGTACCAAAAC GFP载体构建

GFP-K-R GGGTACCGTGGTGTCCAGCAT 

　　下划线部分‘GGATCC’和‘GGTACC’分别为添加的BamHI和KpnI酶切位点。
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PCR反应体系与反应条件参考基因克隆, 琼脂糖凝

胶电泳分析。

5  表达载体的构建及亚细胞定位

据PlDHN2的ORF设计引物GFP-B-F与GFP-
K-R (表1), 以其正确的克隆产物提取质粒 ,  经
BamHI和KpnI进行双酶切, 用T4 DNA连接酶连接

到pROKII-GFP载体上, 获得pROKII-GFP-PlDHN2
的融合表达载体。转入DH5α感受态细胞, 经PCR
扩增和酶切筛选阳性克隆, 以正确的融合表达载

体的克隆产物提取质粒, 并转入农杆菌GV3101, 通
过PCR鉴定阳性转化。参照谭小丽等(2016)农杆

菌介导侵染烟草(Nicotiana benthamiana)表皮细胞

瞬时表达蛋白定位方法, 对培养4周大小的烟草叶

片进行侵染。取侵染后48 h的烟草叶片, 在激光共

聚焦显微镜488 nm检测波长下激发观察。

6  低温解除休眠进程与非生物学逆境胁迫下PlD-
HN2的表达分析

采用软件Primer 5.0设计实时定量引物qPCR-F 
和qPCR-R, 内参引物为芍药Actin基因(表1)。采用

Bio-Rad CFX96TM系统进行荧光采集, 检测不同逆

境胁迫下PlDHN2的表达情况。20 μL反应体系: 10 
μL SYBR Green Master Mix、1 μL cDNA、引物各

0.6 μL、ddH2O 7.8 μL。反应程序: 95°C变性5 min; 
95°C 10 s, 60°C 30 s, 共39次循环; 每次循环第3步
进行荧光采集 ,  最后退火至65°C, 每隔5 s上升

0.5°C, 至95°C变性1 min。cDNA标样和待测样均

设置3次重复, 数据分析采用2-ΔΔCT法。

实验结果

1  PlDHN2基因的克隆及序列分析

根据转录组数据中PlDHN2的全长序列, 利用

ORF Finder预测该序列的开放阅读框, 在其两端设

计引物并进行特异扩增(表1), 得到该基因的开放

阅读框长度为399 bp (图1-A), GenBank登录号为

KY272747。

以芍药基因组DNA为模板, 扩增得到483 bp
从起始密码子至终止密码子的DNA序列(图1-B)。
对比ORF序列发现, PlDHN2含有2个外显子和1个
内含子(图2), 其中2个外显子的碱基序列长度分别

为225和174 bp, 内含子碱基序列长度为84 bp。内

含子中AT碱基含量丰富(71.4%), 明显高于外显子

AT含量(52.4%), 符合非编码区AT含量高的特点; 
内含子和外显子交界处5′端为GT, 3′端为AG, 符合

GT-AG剪切规则。通过Plant CARE对内含子序列

进一步分析, 结果显示, 该基因的内含子中包含2
个顺式作用元件, 包括1个光响应顺式作用调控元

件(G-box, 序列是GACATGTGGT)和1个厌氧诱导

的顺式作用调控元件(ARE, 序列是TGGTTT)。
2  PlDHN2基因编码蛋白的生物信息学分析

PlDHN2基因编码132个氨基酸, 预测分子式

为C624H973N199O207S4, 相对分子量为14 703.04 Da, 
理论等电点PI值为8.63。疏水氨基酸有27个, 不带

电荷的极性氨基酸有63个, 碱性氨基酸有27个(Arg+ 
Lys), 酸性氨基酸有15个(Asp+Glu), 不稳定指数为

图1  PlDHN2基因的扩增

Fig.1  PCR amplification of PlDHN2
M: 分子量标准DL2000; A: ORF扩增产物; B: DNA扩增产物。

图2  PlDHN2基因组序列结构

Fig.2  Genomic structure of PlDHN2 gene
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45.00, 为不稳定蛋白; 总平均疏水指数为–1.325, 
属亲水性蛋白。

PlDHN2蛋白二级结构中, α螺旋(alpha helix)
有35个, 延伸链(extended strand)有18个, β转角(beta 
turn)有6个, 无规则卷曲(random coil)有73个。该基

因有11个丝氨酸(serine)磷酸化位点、3个苏氨酸

(threonine)磷酸化位点和5个酪氨酸(tyrosine)磷酸化

位点, 由此推测PlDHN2蛋白的活性可能与其磷酸化

调控有关。NLStradamus在线预测表明, PlDHN2蛋
白序列84~96位包含一个核定位信号RRKKGLRE-
RIKEK, 推测PlDHN2蛋白位于细胞核内; 进一步通

过PSORTII在线软件分析发现, 该蛋白定位于细胞核

中的可能性最高, 为78.6%, 与核定位信号预测一致。

3  PlDHN2基因编码蛋白的保守结构域和系统发

育分析

多重比对结果表明, PlDHN2与甜瓜、芝麻等

10个不同物种的脱水素蛋白序列差异较大, 但脱

水素特有的Y、S和K片段区域的氨基酸序列较为

保守。另外, 该基因S片段前后依次具有蔗糖非酵

解型蛋白激酶2 (sucrose non-fermenting 1-related 
protein kinases 2, SnRK2)和酪蛋白激酶2 (casein 
kinase 2, CK2)两个磷酸化识别位点, 且这两个识

别位点在不同物种的脱水素内均存在(图3)。
为研究该基因所属的脱水素家族类型, 下载获

得拟南芥和大麦脱水素家族的所有氨基酸序列, 利
用MEGA 5.0对PlDHN2与拟南芥和大麦脱水素家族

基因构建系统进化树(图4)。结果表明: PlDHN2与
YnSK2型脱水素聚合在一个分支上, 因而PlDHN2属
于脱水素家族中的YnSK2型。另外, 相同类型脱水素

聚合在同一分支上, 表明同类型脱水素的亲缘关系

更近。

4  PlDHN2基因在不同器官组织间的表达分析

通过半定量PCR分析PlDHN2基因的组织特

异性(因‘大富贵’雌雄蕊退化严重 ,  故无雌雄蕊

图3  PlDHN2与其它植物脱水素氨基酸的多重比对

Fig.3  Multiple alignment of the PlDHN2 protein and DHN protein from other plants
SnRK2识别位点为单划线 ;  CK2识别位点为双划线。GenBank登录号 :  甜瓜CmDHN (XP_008452109.1)、芝麻SiDHN 

(XP_011083184.2)、醉蝶花ThDHN (XP_010550431.1)、白桦BpDHN (AMD11608.1)、蓖麻RcDHN (XP_002521515.1)、核桃JrDHN 
(XP_018824018.1)、黄瓜CsDHN (XP_011653150.1)、蓝桉EgDHN (AEY77126.1)、麻疯树JcDHN (NP_001295638.1)、毛榛CmDHN 
(AER13140.1)。
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和种子的表达分析)。结果显示: 该基因在芽中表

达丰度最高, 其次是萼片, 再次是芽鳞、茎和叶

片, 在根和花瓣中的表达则极其微弱(图5)。说明

PlDHN2基因在不同组织器官中均表达, 但表达水

平存在较明显差异。

图4  PlDHN2与拟南芥和大麦脱水素家族系统进化分析

Fig.4  Phylogenetic analysis of PlDHN2 and dehydrin family in Arabidopsis thaliana and Hordeum vulgare
拟南芥GenBank登录号: At1g20440 (AY114699)、At1g20450 (AF360351)、At1g54410 (NM_104319)、At1g76180 (AF339722)、

At2g21490 (BT000900)、At3g50970 (NM_114957)、At3g50980 (NM_114958)、At4g38410 (NM_120003)、At4g39130 (NM_120073)、
At5g66400 (AY093779)。大麦GenBank登录号: HvDhn1 (AF043087)、HvDhn2 (AF181452)、HvDhn3 (AF181453)、HvDhn4 (AF181454)、
HvDhn5 (AF181455)、HvDhn6 (AF181456)、HvDhn7 (AF181457)、HvDhn8 (AF181458)、HvDhn9 (AF181459)、HvDhn10 (AF181460)、
HvDhn11 (AF043086)、HvDhn12 (AF155129)、HvDhn13 (AY681974)。

图5  芍药‘大富贵’不同器官中PlDHN2基因的表达

Fig.5  Expression characteristics of PlDHN2 gene in  
P. lactiflora ‘Dafugui’ organs

5  PlDHN2基因表达载体的构建及亚细胞定位

为明确PlDHN2蛋白在植物细胞内的分布, 成
功构建了农杆菌介导的亚细胞定位载体pROKII-
GFP-PlDHN2。利用其侵染八叶期本氏烟植株叶

片, 48 h后在荧光共聚焦显微镜下观察, 结果如图6
所示: 对照pROKII-GFP的绿色荧光信号分布在整

个细胞中, 而pROKII-GFP-PlDHN2融合蛋白的绿

色荧光信号主要集中于细胞质膜和细胞核, 因此

推断该基因定位于细胞质膜和细胞核中。

6  非生物学逆境胁迫下PlDHN2的表达分析

如图7所示, 在不同胁迫条件下, PlDHN2基因

在转录水平上均有不同程度的响应。4°C低温处

理下, PlDHN2的基因表达量响应缓慢且变化复杂, 
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图6  PlDHN2在本氏烟叶片细胞中的定位

Fig.6  Subcellular localization of PlDHN2 in leaves of N. benthamiana
A: 荧光信号图; B: 叶绿体自发荧光图; C: 明图视野图; D: A、B和C的叠加图。

处理24 h时表达量显著上升, 为对照的5.3倍(图
7-A)。40°C高温处理下, PlDHN2的表达量上升幅

度不明显, 但处理2 h后的表达水平与对照差异显

著, 于12 h达到峰值, 为对照的1.9倍(图7-B)。水淹

和ABA处理下, PlDHN2的表达量迅速显著性上升, 
且均于处理后2 h达到最大值, 分别为对照的3.8倍
和6.4倍(图7-C和D), 此后表达水平均出现回落, 
最终达到对照水平。以上说明, PlDHN2对各种胁

迫的敏感程度为ABA>水淹>高温>低温。

讨　　论

植物在生长发育过程中面临大量的环境威胁, 
如生物和非生物的逆境, 面对这些环境的变化, 通
过合成一系列逆境响应蛋白、小分子代谢物和一

些渗透保护物质有助于植物的生存, 而积累脱水

素则是植物应对环境胁迫的一条主要途径(Zhang
等2006)。

本研究从芍药中克隆了PlDHN2基因, PlDHN2

图7  不同胁迫处理条件下PlDHN2基因的表达

Fig.7  Expression levels of PlDHN2 induced by different stress treatments
A: 低温处理; B: 高温处理; C: 水淹处理; D: ABA处理。不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。
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氨基酸序列中含有3个Y片段、1个S片段和2个K
片段, 为典型的Y3SK2型脱水素。从对PlDHN2蛋
白二级结构的预测分析发现, α螺旋占整个蛋白的

26.52%, 无规则卷曲占整个蛋白的55.30%。研究

表明, 富含赖氨酸的K片段可形成双亲水的α螺旋

并与膜脂结合, 在维持膜结构稳定性, 防止生物膜

功能损坏方面具有重要作用(Eriksson等2011; 李敬

涛等2012)。而无规则卷曲结构对于增加细胞中束

缚水含量, 保护细胞脱水功能则非常有利(Fan和
Wang 2006)。因此推断PlDHN2作为亲水性蛋白对

生物膜和细胞脱水具有保护作用。

内含子是隔断基因线性表达的冗余序列, 不
具备基因的功能, 然而越来越多的证据显示内含

子在基因转录、表达及调控方面都具有重要的生

物学功能, 是真核生物基因中重要的组成结构(杨
寅桂等2007; 房婉萍等2012)。与绝大多数植物脱

水素一样, 芍药PlDHN2基因含有1个内含子, 该内

含子位于基因编码区, 插入到S片段内。该内含子

中还含有1个抗氧化响应元件(ARE)。目前, 许多

基因的内含子中均发现了基因表达的调控元件, 
它们对增强基因表达效率具有重要作用(雷晨等

2016)。因此, 推测芍药PlDHN2基因的内含子区域

对该基因响应非生物胁迫起到调控作用。

半定量PCR分析表明, PlDHN2在芍药不同组

织器官中泛表达, 其中, 芽的表达量最高, 而在根

与花瓣中表达量较低。结合前人研究发现, 不同

物种的脱水素基因在不同组织中的表达存在较大

差异, 例如平榛ChDHN主要在种子中表达, 而核桃

JrDHN则在花瓣中表达最高(陈新等2013; 徐丽等

2014), 这可能与不同物种和不同脱水素基因之间

的特异性有关。为了明确PlDHN2蛋白在植物细

胞内的分布, 利用瞬时表达蛋白定位方法进行亚

细胞定位, 结果表明PlDHN2蛋白定位于细胞质膜

和细胞核中, 因而推断该蛋白在细胞质膜和细胞核

中发挥作用。前人研究发现, 脱水素S片段的磷酸

化能使其在信号肽的引导下进入细胞核(Alsheikh
等2003), 因而推测PlDHN2中的S片段起着核定位

的功能。已报道的欧美杨(郭鹏等2015)、棉花(王
俊娟等2016)的脱水素基因只在细胞质膜附近被检

测到, 因此不同物种脱水素基因的分布存在差异。

不同脱水素基因所编码的脱水蛋白结构和理

化特性差异很大, 不同类型的脱水素蛋白对不同

胁迫的响应也有不同(徐红霞等2014)。前人研究

认为中性或碱性脱水素(如YnSK2型)通常受ABA和

干旱诱导, 但不受低温诱导(Ismail等1999; Rorat 
2007)。本研究发现, PlDHN2基因在低温、高温、

水淹和ABA胁迫下 ,  均呈现不同程度的上调表

达。这与前人总结的YnSK2型脱水素不受低温诱

导的结论不一致, 说明DHN的抗寒机制相当复杂, 
有待进一步探究。相比较其它胁迫, PlDHN2对
ABA的响应尤为敏感, 说明该脱水素基因可能属

于依赖于ABA的基因表达调控通路。前人的研究

表明, ABA能激活bZIP (basic-domain leucine zipper)
转录因子, 使其能够与脱水素启动子中的ABRE元
件结合, 从而启动脱水素基因表达(Allagulova等
2003)。因此, 进一步探讨该基因的调控途径和作

用机理需要通过克隆该基因的上游调控区启动子

来实现。
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Cloning and expression analysis of the dehydrin gene PlDHN2 in peony (Paeonia 
lactiflora)
CHEN Yu*, MA Yan*, GUO Jing, LI Jun-Jie, HAN Lu-Lu, GUO Xian-Feng**

Colloge of Forestry, Shandong Agricultural University, Taian, Shandong 271018, China

Abstract: Dehydrin (DHN) proteins play a protective role in plants under different abiotic stress conditions. In 
this study, the full-length cDNA of a dehydrin-like gene PlDHN2 (GenBank accession number KY272747) was 
cloned from buds of Paeonia lactiflora ‘Dafugui’ by reverse transcription PCR (RT-PCR). PlDHN2 gene con-
tains 399 bp open reading frame (ORF) encoded 132 amino acids. Sequence alignment and phylogenetic analy-
sis showed that PlDHN2 posseses typical characteristic of DHN family, belonging to the typical Y3SK2-type de-
hydrin. Gene structural analysis demonstrated that PlDHN2 contains one 84 bp intron, which was inserted in 
the nucleotide sequence encoding the S-motif and characterised by a GT-AG border. Semi-quantitative PCR 
showed that PlDHN2 was expressed in each organ and extremely high in buds, but at very low levels in roots 
and petals. Subcellular localization analysis revealed that the PlDHN2 protein was mainly detected in the cy-
tomembrane and nuclear. The expression of PlDHN2 was up-regulated in response to cold, heat, waterlogging 
and ABA treatment in various degree. It was deduced that PlDHN2 plays an important role in stress tolerance of 
cold, heat, waterlogging and ABA. 
Key words: peony (Paeonia lactiflora); PlDHN2; molecular cloning; intron; subcellular localization; expres-
sion analysis
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