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摘要　　复苏植物生长在干旱频繁发生的特殊生境中 , 具有耐极端干旱的特性 , 是一种宝贵的耐

旱基因资源植物.前期实验从复苏植物牛耳草的叶片中得到一个干旱诱导的细胞壁蛋白基因片段 ,

在此基础上利用 5′-RACE获得全长 cDNA , 命名为 BhDIR1 , 编码一个 199个氨基酸的小分子量

蛋白质 , 与松柏等植物中发现的可能参与木质素合成的引导蛋白具有 20%—40%的序列相似性.

表达分析表明 BhDIR1 在复苏植物牛耳草干旱复水过程中 mRNA明显积累 , 激素 、信号分子和温

度胁迫都可诱导其表达.BhDIR1在 N′端包含一个外泌的信号肽 , GFP 融合蛋白的荧光定位分析

证实 BhDIR1定位于细胞膜和壁上.根据牛耳草干旱后酸溶木质素含量下降这一现象及以上结果可

推测 , BhDIR1可能通过调控木质素的单体间的连接方式而改变木质素的物理性质来影响细胞壁的

机械强度和柔韧性 , 减少干旱对细胞造成的机械伤害.
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　　干旱是植物生长过程中经常遭遇的环境胁迫 ,

而不同植物抵御干旱的能力及方式不尽相同.仙人

掌等形成了适于保护水分的特殊形态结构;短命菊

等 “短命植物” 形成了在雨季迅速完成生活史的短

暂生活周期 , 从而避开旱季;与大多数植物采取吸

水 、 保水 、用水的策略不同 , 一类被称之为复苏植

物的特殊植物在干旱时会快速失水以达到一种类似

休眠的状态 , “干而不死” , 在水分适宜时又迅速恢

复生活状态 , 继续其生活史.这类植物通常生活在

干旱频繁发生的特殊生境中如喀斯特石山上 , 但其

耐旱机制还未为人知.很多研究表明 , 复苏植物细

胞内存在着较高水平的抗氧化酶 、 渗透调节物质 、

保护性大分子如 LEA 蛋白等 , 并在干旱时通过积

累大量的蔗糖或其他寡糖形成 “玻璃化” 状态来降

低代谢速率 , 这些胞内机制是复苏植物耐旱的主要

原因[ 1] .但近来很多证据表明细胞壁的韧性和强度

可能对复苏植物耐旱复苏起到重要作用.对 Cra-

terost igma wilmsi i , Myrothamnus f labell i folius

和 Sporobolus stap f ianus 等植物的观察发现脱水后

叶肉细胞皱缩的同时 , 很多细胞的细胞壁也发生明

显折叠 , 这使细胞发生质壁分离的可能性大为降

低[ 2 , 3] ;有助于减轻细胞膜的破坏程度和维持细胞

结构的完整性.对复苏植物细胞壁的结构和组成研

究 , 发现除作为细胞壁主要组成成分的糖类发生变

化外 , 一些细胞壁相关蛋白的编码基因的表达也受

到干旱诱导.例如复苏植物脱水时细胞壁 expansin

蛋白编码基因表达上调 , 且其上调与细胞壁韧性相

关
[ 4]
.Neale 等

[ 5]
发现在禾本科复苏植物 S .stap-

f ianus脱水叶组织中有两个细胞壁结构蛋白的编码

基因受干旱诱导而增加表达量.
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.在对苦苣苔科

旋蒴苣 苔 属植 物 牛耳 草 (Boea hygrometrica

(Bunge)R Br.)的研究中 , 发现牛耳草叶片的光合

活性在脱水时显著降低 , 但复水恢复;而叶绿素和

类囊体膜叶绿素 —蛋白复合物在脱水复水过程中保

持高度的稳定
[ 8]
;很多基因在脱水及复水时也受到

明显的诱导或抑制
[ 9]
;蛋白质组学研究表明牛耳草

中 35%的蛋白在干旱时显著积累 , 5%的蛋白在复

水时显著累积 , 其中 8种蛋白在活性氧的清除 、 光

合作用和能量代谢方面起作用[ 10] .电子显微镜观察

发现牛耳草叶片的细胞壁在干旱时发生向内折

叠[ 11] , 因此对在牛耳草干旱过程中表达的细胞壁相

关蛋白的研究将对揭示其耐旱复苏机制具有重要的

价值.王丽丽
[ 12]
利用 cDNA 微阵列技术在脱水 2 h

的牛耳草叶片的 cDNA 文库中找到了一个干旱诱导

的与细胞壁木质素合成相关的引导蛋白编码基因片

段 , 本文在此基础上 , 对这个基因进行克隆和表达

研究.

1　材料与方法

1.1　材料

牛耳草成熟植株采自北京植物园 , 温室中盆栽土

培 , 25℃ , 16 h/8h光周期 , 正常供水.适应2周后 ,

取离体叶片 , 在人工气候箱(25℃、相对湿度 50%、

16h/8h光周期)中干旱处理.在脱水前(d0)、脱水2 h

(d2)、 8h(d8)、 24 h(d24)、 72 h(d72)、复水 8 h(r8)、

复水 48h(r48), 取样用于提取 RNA.离体叶片干旱

后的复水在放有湿滤纸保湿的培养皿中进行.

为研究牛耳草引导蛋白基因对激素等信号分子和

其他环境胁迫的响应 , 取牛耳草叶片分别浸泡于 100

μmol/L ABA , 0.5 mmol/ L SA , 40% 乙 烯 利 ,

5mmol/L CaCl2 , 10 mmol/L EGTA 和 200 μmol/L

H2O2 中或在保湿的培养皿中分别进行 4℃和 37℃

处理 , 在处理前(unt)、处理后 0.5 h(0.5)、 8 h(8)、

24h(24)分别取样用于提取 RNA.

1.2　5′-RACE克隆 BhDIR1 cDNA

5′末端扩增及全长 cDNA 第一链的合成参照

Invit rog en life technolo gies inst ruction manual 进

行 , cDNA 第一链的合成采用引物 R-1:5′-GCT

CCTCCTGGCAA TCC-3′;第一轮 PCR 使用引物

Ancho r primer-1:5′-GGCCACGCGTCGACTAG-

TAC(G)14-3′和基因特异性引物 R-2:5′-CTC-

CAAGTCCGAGAAGGCTCCGAA-3′ 进 行 扩 增

BhDIR1 5′cDNA 末端.条件为 95℃预变性5min ,

94℃30 s , 55℃30 s , 72℃1min , 35个循环 , 最后

72℃10min.第一轮 PCR产物大小与预期一致不再

进行第二轮扩增.

1.3　克隆 、 测序与序列分析

PCR产物经 1.2%的琼脂糖凝胶电泳后 , 用胶

回收试剂盒(北京道普生物公司)对目的片断进行纯

化.纯化产物与 pBS 载体连接 , 转化大肠杆菌

DH5-α感受态细胞 , 对 PCR检查为阳性的克隆进

行测序(北京奥科生物技术有限责任公司).测序所

得 cDNA 序列同源性比对和相似性搜索用 NCBI

(ht tp://www.ncbi.nlm.nib.gov/blast ) 网 站

BLAS T 软件进行 , 氨基酸序列推断通过 ExPASy

网站(http://au.expasy.org)的程序翻译.利用

CLUS TAL X(version 1.81)软件对 BhDIR1及多个

分别来自拟南芥(Arabidopsis thaliana)、 烟草

(N icot iana benthamiana)、 水稻(Oryza sativa)、

玉米(Zea mays)、 高粱(Sorghum bicolor)、 棉花

(Gossy pium barbadense)、 金钟花(Forsy thia inter-

media)、 大 麦 (Hordeum vulgare.)、 红 雪 松

(Thuja plicata)、 云杉(P icea glauca , P.sitchens-

i s)等的引导蛋白序列进行比对.进化树构建使用

Mega (version 3.1)软件包进行.采用邻接法

(Neighbor-Joining method)构建进化树 , 用 boot-

strap(1000 repl icates)对所构建的进化树进行评估.

1.4　总 RNA的提取

牛耳草叶片总 RNA 的提取用异硫氰酸胍一酚

法(分子克隆第二版).

1.5　半定量 RT-PCR

用 DNase(RNase f ree)消化总 RNA 并确定无

基因组 DNA 污染后 , 用 Promega M-MLV 反转录

酶进行反转录.操作方法参照说明书.选择 18S

RNA 为内参 , 用引物 18S-1:5′-TTGTG TTG-

GCT TCGGGA TCGGAGTAA T-3′和 18S-2:5′-TG

CACCACCACCCATA GAATCAAGAA-3′, 及 BhDIR1

基因的特异引物:5′-CGGA TCCA TGGGAAAGC-
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T TG-3′和 5′-GACTCGAGA TAA TACG TAAG TA-

CAG-3′;以适当稀释后的逆转录产物为模板 , 分别

进行 PCR反应 , 条件如下:95℃预变性 5min , 94℃

30 s , 57℃30 s , 72℃ 45 s , 24个循环 , 最后 72℃

10min.

1.6　BhDIR1-GFP融合基因表达载体的构建及其亚

细胞定位分析

利用基因 BhDIR1 的一对特异引物(5′-CG-

GA TCCA TGGGAAAGCT TG-3′和 5′-GACTCGAG

ATAA TACG TAAGTACAG-3′), 通过 PCR 扩增

基因的 cDN A 序列 , 将 PCR产物经过酶切连接到

GFP 载体上(pGJ280 , 德国波恩大学 D.Bart les 教

授馈赠), 后又经酶切连接到载体 pBIN19上 , 得到

包含 CaMV35S:BhDIR1 :GFP 的融合表达载体 ,

经测序验证后转入农杆菌 LBA4404.BhDIR1-GFP

农杆菌瞬时转染本明烟的叶片 , 2天后撕取叶片表

皮用激光共聚焦显微镜(Zeiss , Germany)进行观察

并采集图像 , 激发光波长为 488 nm.为了确认蛋白

定位情况 , 撕下的烟草表皮浸入 0.8M 甘露醇溶液

中 5—10min进行质壁分离 , 采集图像.

1.7　酸溶木质素含量的测定

采用 Klason方法测定酸溶木质素的含量 , 干燥

后的植物材料用酒精抽提 8 h , 中间更换酒精 4次.

干燥后称取 0.8 克粉末 , 加入 12mL 72%(W:W)

H2SO4 于 20℃水浴中水化 2 h(每隔 10 min 振荡一

次).再加入448mL 水混匀 , 121℃灭菌 1 h.自然冷

却后 , 过滤得到木质素粉末 , 滤纸用热水(90℃)冲洗

几次除去硫酸.干燥箱内 80℃过夜烘干木质素粉末并

称重.用所得木质素粉末重量占植物干重的百分数来

表示酸溶木质素的相对含量.

2　结果

2.1　BhDIR1 的克隆及序列分析

实验室前期利用 cDNA 微阵列技术分析复苏

植物牛耳草的干旱诱导基因的研究发现 , 在牛耳

草干旱 2 h的叶片中存在一个 521 bp 的干旱诱导

基因片段 , 与在云杉(P .g lauca)中报道的细胞

壁木质素合成相关的引导蛋白编码基因[ 13] 有约

35%的相似性.本文利用 5′-RACE 的方法得到

其全长的 cDNA 序列 , 共 791 bp , 命名为 Bh-

DIR1 .该 cDN A序列编码一个 600 bp的开放阅读

框 , 88 bp的 5′-U T R , 95 bp 的 3′-U TR , 最终以

poly(A)结尾.该基因无内含子 , 这与其他引导

蛋白相同
[ 14]

.BhDIR 1编码一个 199个氨基酸的

蛋白 , 经序列同源性分析 , 发现 BhDIR1 与烟草

中的引导蛋白 NbDIR1 相似性最高为 38%, 经

PSO RT 分析 BhDIR1 N-端具有一个 25 个氨基酸

的胞外定位信号肽 , 表明 BhDIR1 可能是一个细

胞外泌蛋白 , BhDIR1 包含一个 Dirigent 保守域

(PF03018), 利用 HIV sequence database预测 Bh-

DIR1多肽具有两个 N-糖基化位点分别在第 68个

氨基酸(A sn)和第 78 个氨基酸(A sn)(图 1), 这

与金钟花的引导蛋白 FiDIR1 有 4 个 N-糖基化位

点类似[ 15] , 也是外泌蛋白的一个特征.

BhDIR1与金钟花和烟草的引导蛋白进行序

列比对(图 1), 发现 BhDIR1 具有引导蛋白的 4

个保守的氨基酸基序 , 图 1中框出的氨基酸为其

保守的氨基酸基序:基序 I(FGsasVhDDPaT , 开

始于第 87 氨基酸), 基序 II(SssVGRAQG hY ,

开始于第 105 氨基酸), 基序 Ш(uTashsG , 开始

于第 133 氨基酸), 基序 IV(RcaSVVGGTGcFh-

MARG aA sacT , 开始于第 156 氨基酸).BhDIR1

与拟南芥 、 大麦 、 云杉等植物中发现的引导蛋白

的系统进化树显示 , BhDIR1 属于 DIR-b亚家族

(图 2), 但只在 DIR-b 亚家族的外围 , 没有和任

何一个其他的 DIR 聚到一起 , 表明牛耳草的

BhDIR1序列具有较大的特殊性.

2.2　BhDIR1的表达分析

半定量 RT-PCR 结果(图 3(a))显示 BhDIR1

未处理时(d0)有很弱的表达 , 在干旱早期(d0.5 h)

就被显著诱导表达 , 直到干旱后期都保持大于 3倍

脱水 0 h时的表达量 , 复水后 48 h 内仍保持高水平

的表达.Northern blots 进一步验证了 BhDIR1在

牛耳草干旱复水过程被诱导表达(数据未列出).高

温(37℃)可以迅速诱导(0.5 h)BhDIR1 表达 , 冷害

(4℃)诱导较慢 , 处理 8 h 开始有积累 , 而后略有降

低(图 3(b)).
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图 1　BhDIR1 与金钟花的 FiDIR1 、 烟草的 NbDIR1 的氨基酸序列同源性比较

相同氨基酸用 “ ＊” 表示并给以灰色背景 , 相似的氨基酸用 “ · ” 表示 , 缺失的氨基

酸用 “-” 表示.黑线框出的部分为 BhDI R1的保守基序.标有下划线的氨基酸为信号

肽序列 , 三角标示的氨基酸为推测的 N-糖基化位点

　　BhDIR1在 CaCl2 , H 2O 2 和乙烯处理 0.5 h 时

开始有明显的积累 , 并在处理过程中保持着稳定的

表达量(图 3(b));在 ABA 和 EG TA 处理 0.5 h 时

也有明显的积累 , 随着处理时间的延长表达量逐渐

升高(图 3(b));也受 SA 诱导 , 且处理 8 h 时诱导

最强(图 3(b)).以上结果表明 BhDIR1可以快速的

响应多种环境胁迫 、激素和信号分子 , 故可能通过

多种信号途径参与胁迫反应.

2.3　BhDIR1-GFP的亚细胞定位

构建了 BhDIR1-GFP 的瞬时表达载体 , 并在

本明烟叶片中表达 , 激光共聚焦显微镜观察发现

BhDIR1-GFP 荧光信号分布于细胞外围(图 4), 细

胞内完全无信号 , 而 GFP 的荧光信号除在细胞外

围 , 在细胞各个部位均有分布(图 4).用高渗溶液

使细胞发生质壁分离后 , 发现 BhDIR1-GFP 的多数

荧光信号集中于质膜 , 有少量的信号留在壁上 , 但

在胞内仍没有荧光信号(图 4).而 GFP 的信号则仍

是细胞各部位均可见.以上结果表明 BhDIR1定位

于细胞壁和细胞膜上.

2.4　牛耳草干旱过程中酸溶木质素含量的变化

引导蛋白可能参与木质素的合成 , BhDIR1 在

牛耳草干旱复水过程中被诱导表达 , 但高锰酸钾及

间苯三酚染色未发现叶脉木质部细胞木质素含量有

明显变化(数据未列出).采用 Klason方法测定新鲜

的和完全脱水的牛耳草叶片的酸溶木质素含量 , 结

果显示牛耳草完全脱水后 , 酸溶木质素的含量明显

降低(图 5).推测 BhDIR1可能通过改变木质素单体

的组成及连接方式而影响木质素的酸溶性 , 影响酸

溶木质素的含量.

3　讨论

引导蛋白英文名为 Dirigent pro tein , Davin

等
[ 16]
于 1997 年在连翘属植物金钟花中首次发现.

这种 26 ku的糖基化蛋白 , 它可以聚合成分子质量

为 78 ku的聚合体.这个 78 ku蛋白聚合体本身无催

化中心 , 推测其功能是捕获木质素单体分子 , 并在

氧化酶的作用下帮助单体分子按一定的方式聚合形

成二聚体[ 11] .在体外漆酶存在的条件下这种金钟花

中的引导蛋白(FiDIR)可以指导两个松柏醇聚合形成
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图 2　系统进化树

各蛋白的登录号分别是:PDIR7(云杉)ABD52118;PDIR12(云杉)ABD52123;PDIR4(云杉)ABD52115;NbDIR1(烟草)BAF02555;

A tDIR2(拟南芥)AY093095;AtDIR7(拟南芥)AK118030;AtDIR19(拟南芥)AK117899;SbDIR1(高粱)AAM94289;AtDIR9(拟南芥)

BT010722;A tDIR10(拟南芥)BT002889;AtDIR16(拟南芥)BT008336;AtDIR18(拟南芥)AY081267;AtDIR12(拟南芥)BT004016;

A tDIR13(拟南芥)BT009718;SiDIR1(芝麻)AA T11124;FiDIR1(金钟花)A AF25357;PsDIR1(豌豆)AAD25355;TpDI R2(红雪松)

AAF25360;PDIR15(云杉)ABD52126;PDIR13(云杉)ABD52124;T pDIR3(红雪松)AAF25361;TpDI R6(红雪松)AAF25364;Tp-

DIR7(红雪松)AA F25365;TpDIR8(红雪松)AAF25366;SoDIR2(高粱)CAF25234;GbDIR2(棉花)AAY44415;TaDIR1(小麦)

AAC49284;H vDIR1(大麦)AAA87042;ZmDIR1(玉米)AAF71261;PDIR1(云杉)ABD52112

具有右旋光性的松脂醇
[ 16]
, 引导蛋白在木脂体和木

质素合成中的单体捕获及定向连接的引导作用 , 说

明其对细胞壁中木质素的单体组成及连接方式的决

定起着重要的作用 , 从而可能影响到细胞壁的物理

性质(如机械强度 、 柔韧性).

引导蛋白广泛存在于陆地植物中(地衣 、 蕨类

植物 、裸子植物和被子植物), 各种植物中引导蛋

白氨基酸序列的相似性在 19.5%—98.4%之间
[ 13]
.

牛耳草中发现的干旱诱导表达的 BhDIR1 与其他植

物的引导蛋白有一定的同源性 , 并具有引导蛋白共

有的保守氨基酸基序(图 1).Steven 等
[ 11]
将引导蛋

白归为 5 个亚家族:DIRa , DIRb , DIRc , DIRd和

DIRe , DIRa 亚家族成员的研究表明 , 它们可以引

导木脂体和木质素形成时酚类分子的立体特异连接
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图 3　BhDIR1 的表达分析

(a)BhDI R1分别在脱水 0h(d0)、 脱水 0.5 h(d0.5)、 脱

水 2h(d2)、 脱水 24h(d24)、 脱水 72h(d72)、 脱水 72 h

复水 83h(r8)、 脱水 72h 复水 48 h(r48)的牛耳草叶片中

的表达;表达水平相对于 18S , 显著性水平 ＊P <0.05;

(b)激素 、 信号分子及温度胁迫处理 0.5h(0.5)、 8h(8)、

24h(24)对牛耳草叶片中 BhD IR 1表达水平的影响;unt ,

未处理;18S作为内参 , 所有 RT-PCR反应最少重复 2次

反应 , 故认为 DIRa 亚家族成员为真正的 dirigent

pro tein 基因.而其他亚家族的基因(PDIR10 和

PDIR12)除了在云杉(P icea sp p .)中发现其在各组

织中组成性表达外 , 尚未有功能方面的研究 , 故称

为 dirigent-like pro tein 基因.而 BhDIR1 属于功能

尚未研究的 DIRb 亚家族(图 2), 而且在构建的进

化树中没有和任何一个 DIRb的蛋白聚在一起.表

明牛耳草 BhDIR1的蛋白序列有很大的特殊性 , 预

示 BhDIR1可能在功能上有一定的特殊性 , 推测可

能与牛耳草特殊的耐旱复苏特点有关.

引导蛋白及引导类蛋白的基因表达主要受发育

和组织特异性的决定 , 但近来有报道表明生物胁迫

可诱导其表达 , 例如 Steven 等[ 13] 发现云杉的 DIRa

亚族引导蛋白基因(PDIR5 和PDIR13)在树皮和木

质部中可以被象鼻虫和机械伤害诱导表达 , 且诱导

强度高达 500 倍 , DIRb 亚族基因(PDIR10 和

PDIR12)也可以被病菌侵害 、虫害及机械伤害诱导

表达[ 13] , 类似的反应在金钟花的引导蛋白研究中也

有发现
[ 17]
.研究结果表明引导蛋白还可能在防御机

制中扮演一定角色.本文结果表明 BhDIR1 不但可

以快速地响应干旱并在干旱复水过中保持较高的

mRNA 积累 , 而且也受高温 、冷害胁迫所诱导 , 表

明引导蛋白可能参与多种胁迫反应 , 可能在抗逆方

面具有普遍功能.由于植物体内的乙烯和 ABA 等

激素及 H2O 2 等信号分子往往会在胁迫反应时积累

并参与其信号传导途径 , 文中也检测了 BhDIR1 对

这些信号分子的响应 , 结果发现该基因也受到乙

烯 , ABA , CaCl2 , EGTA , H2O 2 , SA 的调控 ,

证明引导蛋白基因的表达可能受多个信号途径的复

杂调控.

红雪松中引导蛋白基因家族的成员的启动子与

GUS 的融合基因已被转化到拟南芥中 , 大部分在维

管束区域检测到有表达
[ 18]
, 呈现出明显的组织特异

性 , 各个启动子之间的表达区域表现出重叠和互补

的特征[ 18] .金钟花中的引导蛋白(FiDIR)只在维管

组织的细胞壁中被检测到
[ 19]
.本文研究结果表明

BhDIR1定位于细胞膜和壁上(图 4), 而细胞壁正是

木质素合成的部位 , 这预示 BhDIR1 很可能参与了

木质素的合成.自然界中不同植物中木质素的单体

成分及单体间的连接方式都不同 , 推测是因为植物

体内不同的引导蛋白在木质素合成时对单体的特异

选择和连接方式的定向造成的.利用高锰酸钾及间

苯三酚染色观察均未发现干旱牛耳草叶片的木质素

含量有明显变化;但酸溶性木质素含量下降 , 牛耳

草干旱过程中 BhDIR1 大量诱导 , 推测 BhDIR1 可

能通过改变木质素单体的组成及连接方式而影响木

质素的酸溶性 , 影响酸溶性木质素的含量.酸溶性

木质素的含量的降低可能会改变细胞壁的机械强度

和柔韧性 , 在干旱来临时牛耳草细胞壁可以随着细
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图 4　BhDIR1- GFP融合蛋白的亚细胞定位 , GFP作为对照

(a)为明场图像 , (b)为激光图像 , (c)为融合图像

图 5　牛耳草叶片的酸溶性木质素含量

d0 , 脱水 0 h;d72 , 脱水 72h.显著性水平＊P<0.05

胞膜向内折叠 , 从而减少干旱对细胞造成的伤害.

综上所述 , 干旱时 BhDIR1 大量表达 , 可能通

过调控木质素的单体间的连接方式而改变木质素的

物理性质 , 从而影响细胞壁的机械强度和柔韧性 ,

减少干旱对细胞造成的机械伤害 , 使之在复水时可

以迅速恢复生活状态.
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