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巴西橡胶树抗坏血酸过氧化酶基因 HbAPX
的克隆及其对水杨酸的应答

罗红丽，闫志烨
( 海南大学 海南省热带作物资源可持续利用重点实验室，海南 海口 570228)

摘 要: 在对橡胶树转录组进行测序的基础上，利用模式植物中抗坏血酸过氧化物酶( Ascorbate peroxidase，
APX) 基因的氨基酸序列进行比对并设计引物，通过 RT-PCR方法扩增巴西橡胶树 APX基因的 cDNA片段，命
名为 HbAPX。该片段包含 1 个 858 核苷酸的开放阅读框，编码 285 个氨基酸的多肽。生物信息学分析结果
表明，该蛋白氨基酸序列与麻风树( Jatropha curcas) 的 APX高度同源，同源性达 90%，与杨树( Populus tomen-
tosa) 、陆地棉( Gossypium hirsutum) 、拟南芥 ( Arabidopsis thaliana) 和水稻 ( Oryza sativa ) 的 APX 同源性均在
80%以上，并含有 Ascorbate peroxidase保守结构域。系统发育分析结果显示，HbAPX 属于过氧化酶体型 APX。
定量分析结果表明，该基因的表达受水杨酸 ( SA) 的诱导，可能与植物的过敏反应 ( HR) 和系统获得抗性
( SAR) 相关。
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植物在代谢过程中受到不同的环境胁迫( 如温度、干旱、病原菌侵染等) 时都能够产生大量的活性氧
( Reactive oxygen species，ROS) ［1］。植物体产生 ROS 的部位有叶绿体、过氧化物酶体、线粒体和原生质
膜
［2］。ROS主要以超氧阴离子( O － ) 、羟自由基( OH － ) 和过氧化氢( H2O2 ) 的形式存在

［3］。ROS一方面可
作为信号分子参与植物的氧化还原反应信号传导过程

［4］;另一方面，ROS 的过量积累也会形成氧化胁迫，
对植物细胞的 DNA、蛋白和膜脂等组分造成伤害［5 － 6］。植物可以通过非酶促反应和酶促反应 2 个系统来
清除细胞中过多的 ROS ［7 － 8］，其中利用电子供体与 ROS 反应来清除 ROS 的酶促反应系统方式更为有
效
［6，9］。H2O2 是植物叶绿体中光合电子传递链和某些酶学反应的天然产物，是具有毒害作用的活性氧。
高浓度的 H2O2 可以抑制 Calvin循环中的酶类。Ascorbate peroxidase( APX) 是清除 H2O2 的关键酶类

［10］，

它利用抗坏血酸帮助电子供体对植物细胞中的 H2O2 进行有效清除
［7，11 － 12］。根据 APX 在植物细胞中的

定位不同，APX可分为 4 类，即叶绿体 APX( ch1APX) 、过氧化物酶体 APX( pAPX) 、线粒体 APX( mitoAPX)
和细胞质 APX( cAPX) ［12 － 13］，其中线粒体 APX、细胞质 APX和叶绿体基质 APX为可溶性蛋白，过氧化物酶
体 APX和叶绿体类囊体 APX为膜结合蛋白［14］。文献［8，15 － 17］表明 APX 基因的表达与 ROS 的产生相
关，一些能够引起 ROS产生的胁迫，如干旱、高光强、高温、高盐和病原菌侵染等均对 APX 的表达具有调
控作用。
目前，已有学者分别从豌豆、拟南芥、大麦、烟草、玉米、南瓜、草莓、番茄、菠菜等多种植物中克隆到

APX基因，并进行了初步的功能研究［18 － 20］。关于橡胶树 APX 的报道十分有限，仅在 NCBI 数据库中搜索
到注释为橡胶树 HbAPX2 的基因序列，而有关该基因的功能信息则不多。笔者克隆得到 1 个与 HbAPX2
不同编码的 APX基因，并将其命名为 HbAPX，与来自不同植物的 APX 具有高度同源性。系统发育分析还
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表明，HbAPX属于过氧化物酶体型 APX。HbAPX能够被 SA诱导表达，这暗示其可能参与植物抗病反应。

1 材料与方法

1． 1 材料 植物材料为巴西橡胶树 ( Hevea brasiliensis) 热研7 － 33 － 97品系的叶片。大肠杆菌菌株为
TOP10; cDNA第 1 链合成试剂盒购自 Thermo公司;用于 PCR反应的试剂、凝胶回收试剂盒、T载体等均购
自博麦德科技有限公司;限制性内切酶和 T4 DNA连接酶购自 Fermentas 公司;引物合成及序列测定由北
京鼎国昌盛生物有限公司完成。
1． 2 方法
1． 2． 1 橡胶树叶片总 RNA的提取 采用改良的 LiCl 沉淀法对橡胶树叶片 RNA 进行提取。步骤为: 先
将适量的橡胶树叶片用液氮研磨充分后，放入含有提取缓冲液和水饱和酚的混合液中，充分涡旋后加入

氯仿混匀。4 ℃，6 000 r·min －1
离心 20 min 后，转移上清至另一离心管，加入 1 /10 体积的 3 mol·L －1

NaAC( pH5． 3) 和两倍体积的无水乙醇，混匀后于 － 20 ℃下静置 30 min，经 4 000 r·min －1
离心 15 min后，

将沉淀溶解于 1． 5 mL DEPC处理过的水中，再加入 4 mL的 8 mol·L －1 LiCl，于 － 20 ℃过夜。经 4 000 r·
min －1
离心 15 min后，将沉淀用 φ = 80%的酒精洗涤 1 次，晾干，溶于适量的 DEPC水中。经紫外分光光度

计定量后，用 φ = 1． 2%的甲醛变性胶电泳检测样品的质量。
1． 2． 2 反转录及 PCR扩增 按照 Thermo提供的 cDNA第 1 链合成操作说明，以经检测合格的总 RNA样
品为模板进行反转录反应。以反转录产物为模板，利用 HbAPX 的特异性正反向引物进行 PCR，反应体系
为: 10 × Taq buffer 2． 5 μL，MgCl2 ( 25 mmol·L －1 ) 1． 2 μL，基因特异性正向、反向引物各 1 μL，dNTP mix
( 2． 5 mmol·L －1 ) 0． 5 μL，反转录产物 1 μL，Taq 酶( 2． 5 U·μL －1 ) 0． 5 μL，水 16． 3 μL。PCR 反应条件:
94 ℃ 5 min; 94 ℃ 30 s，58 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，34 个循环后，72 ℃ 5 min。反应结束后进行琼脂糖凝胶电
泳检测。将目标片段割胶回收并克隆进 T载体，送样到北京鼎国昌盛生物有限公司进行序列测定。
1． 2． 3 生物信息学分析 根据序列测定结果，获得 HbAPX 的全长 cDNA序列，并利用 DNASTAR 软件分
析基因的氨基酸序列和基本特性。在进行 HbAPX蛋白与不同植物来源的 APX 蛋白氨基酸序列的同源性
比较中，首先利用 HbAPX的氨基酸序列与 Genebank 中已经发表的氨基酸序列进行 BLAST 比对，获得不
同来源的 APX蛋白的氨基酸序列，然后利用 DNAMAN软件对其进行同源性比较分析。利用 MEGA 软件
分析来自不同植物不同类型的 APX进行系统发育关系。
1． 2． 4 HbAPX基因对 SA的应答分析 配制浓度为 5 mmol·L －1，pH5． 7 的 SA溶液，喷雾处理橡胶树幼
叶，于不同的时间点收集样品。根据 NCBI 数据库中找到的一个注释为 HbAPX2 的基因序列设计引物，检
测 HbAPX和 HbAPX2 对 SA的应答情况。按前面所述方法进行 RT-PCR反应，通过琼脂糖电泳检测结果。

图 1 橡胶树 HbAPX基因 cDNA序列的克隆

2 结果与分析

2． 1 橡胶树 HbAPX基因 cDNA的克隆 课题组在前期研
究中，通过 RNA-Seq的方法对橡胶树转录组进行了测序，获
得了 48 768 个单一基因，其中 37 373 个单一基因与数据库
中的蛋白匹配( 待发表数据) 。利用模式植物中 APX 基因
的氨基酸序列信息，以橡胶树转录组中的 48 768 个单一基
因为基础，获得了 HbAPX 的核苷酸序列信息并设计 HbAPX
基因特异性引物进行 RT-PCR 扩增。琼脂糖电泳检测结果
( 见图 1) 表明，在约 850 bp 位置得到 1 条高度特异性的条
带。回收此条带进行 TA克隆，将含有目标片段的载体送样
北京鼎国昌盛生物有限公司测序。测序结果表明，该片段
长度为 858 bp，是 1 个完整的开放阅读框，编码 1 个长 285
个氨基酸的多肽，相对分子质量为 31． 65 × 103 ( 见图 2) 。
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图 2 橡胶树 HbAPX蛋白基因的 cDNA全长核苷酸序列和推测氨基酸序列

2． 2 HbAPX蛋白与其他植物 APX蛋白之间的氨基酸同源性比较和保守结构域分析 利用克隆得到的
HbAPX蛋白氨基酸序列在 Genebank中与已经发表的氨基酸序列进行 BLAST比对，结果显示，该蛋白氨基
酸序列与麻风树( Jatropha curcas) 的 APX具有高度同源性，同源性达 90% ;与杨树( Populus tomentosa) 、陆
地棉( Gossypium hirsutum) 、拟南芥 ( Arabidopsis thaliana) 和水稻 ( Oryza sativa ) 等的同源性也很高，都在
80%以上，这暗示该蛋白为橡胶树中 APX同源蛋白。同时，利用 HbAPX 的氨基酸序列在 NCBI 的 CCD数
据库中进行比对，发现该蛋白中包含 3 个结合位点{亚铁血红素结合位点( Heme binding site) 、底物结合
位点( Substrate binding site) 、阳离子结合位点［Cation( K + ) bingding site］}和 1 个由第 4 位到第 247 位共
244 个氨基酸组成的保守 Ascorbate peroxidase结构域，如图 3。
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图 3 不同植物来源的 APX蛋白与 HbAPX蛋白氨基酸序列的同源性比较
( 黑色标注的氨基酸残基在所有的蛋白中都相同; 而灰色标注的氨基酸残基代表仅与 HbPR1 蛋白相

同;下划线标注部分为保守结构域; #代表亚铁血红素结合位点的氨基酸残基; * 代表底物结合位点的氨基
酸残基;· 代表阳离子结合位点的氨基酸残基)

2． 3 HbAPX蛋白的系统发育分析 由于植物细胞中 APX作用部位不同，有胞质型 APX( c －型) 、氧化酶
体型 APX( p －型) 和叶绿体型 APX( ch1 －型) 之分。从相关文献和 Genebank中找到一些具有代表性的来
自不同植物的不同类型 APX蛋白氨基酸序列，利用 MEGA 软件对这些 APX 蛋白之间的关系进行系统发
育分析。从分析结果( 如图 4) 可见，HbAPX 与黑大豆 p-GmAPX( BAG09367) 、豇豆 p-VuAPX( AAS46016) 、
棕榈 p-EgmAPX( ACF06512) 、玉米 p-ZmAPX( NP-001148710) 的亲缘关系较近，而这些蛋白均为已知的过
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氧化酶体型 APX;橡胶树上另一个未知类型的橡胶树 HbAPX2( AF457210) 蛋白与所有已知的胞质型 APX
的亲缘关系较近，这可能属于胞质型 APX。以上结果暗示，笔者克隆到的 HbAPX 蛋白可能属于过氧化酶
体型 APX，与已知的 HbAPX2( AF457210) 不同。

图 4 HbAPX蛋白的系统发育分析

橡胶树 HbAPX2( AF457210) ，拟南芥 ch1-AtAPX( X98925) ，南瓜 ch1-CKAAPX ( D88420) ，日中花 ch1-McAPX
( AF069315) ，烟草 ch1-NtAPX( AB022273) ，菠菜 ch1-SoAPX( D77997) ，草莓 c-FaAPX( AF159629) ，甜椒 c-CaAPX
( AAY21068) ，番茄 c-SlAPX( AAZ77770) ，小黄瓜 c-CsAPX( BAA13671) ，黑大豆 p-GmAPX ( BAG09367 ) ，豇豆 p-
VuAPX( AAS46016) ，棕榈 p-EgmAPX( ACF06512) ，玉米 p-ZmAPX( NP-001148710)

2． 4 水杨酸(SA)诱导橡胶树 HbAPX基因的表达 APX 是植物体内清除 H2O2 的主要酶类。有研究表
明，SA通过调节 APX等相关酶类来提高植物中 H2O2 的水平，从而诱导植物产生 HR和 SAR反应［21］。为
了说明橡胶树中 APX与 SA之间的关系，采用半定量的 RT-PCR方法，分析了橡胶树 APX 对外源 SA的应
答情况，结果见图 5。在内参 18S rRNA表达相同条件下，HbAPX基因在 6 h开始诱导表达，12 h时表达增
强显著，而 HbAPX2 基因在 0 h高组成性表达，对 SA在 12 h内没有任何应答。这些结果暗示橡胶树中的
HbAPX基因很可能与橡胶树的抗病反应有关。

图 5 外源 SA对橡胶树中 HbAPX和 HbAPX2 基因表达的影响

3 讨 论

目前不仅证实 APX以不同的异构体存在于不同的亚细胞位置［22 － 24］，目前还分离得到了不同类型的

编码 APX基因，并对其功能进行了研究。研究人员在拟南芥中发现了胞质型 APX 在植物细胞的抗氧化
剂代谢中起作用，如植物缺失 APX1 则表现为光合能力降低，生长缓慢和迟花［25］，APX1 还可帮助叶绿体
清除强光下产生的过多 H2O2

［26］，从而对叶绿体起到保护作用。此外还发现拟南芥胞质型 APX1 和 APX2
在拟南芥遭受到干旱和热激的双重胁迫下可起关键的调控作用

［27］。研究人员还发现，叶绿体型 APXs 与
胁迫条件下的光合作用相关

［7］;在拟南芥中过量表达 tAPX可以明显增强植物对氧化胁迫、冷害和高光强
的忍耐性

［28］;拟南芥 APX3 定位于过氧化物酶体上似乎非植物正常生长发育所必需［29］。
目前，关于橡胶树 APX的研究很有限，仅发现 HbAPX2 编码的过氧化物酶的活性在橡胶树受到冷害

胁迫后 96 h内出现间歇性的增强和猜测 HbAPX2 可能属于胞质型［30］，而有关该蛋白的生物生化功能研究
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也很欠缺。本研究通过 RT-PCR的方法克隆得到橡胶树中 1 个新的编码 APX 的基因，命名为 HbAPX。其
相关的系统发育分析结果表明，该基因编码的 APX 属于过氧化物酶体类 APX。文献［18］表明，不同类型
的 APX在进化上表现出高度保守性，可能与其功能有关。因此，有必要进一步明确 HbAPX 的亚细胞功能
定位，对验证系统发育分析结果的可靠性和阐明该基因的功能具有重要参考意义。
过氧化物酶体普遍存在于各类真核细胞中，是由单层膜包裹的囊泡，也是在细胞内产生 H2O2 的主要

细胞器
［31］。目前，已有学者在拟南芥、大麦、南瓜、菠菜、棉花等多种植物中，发现并鉴定了一些过氧化物

酶体型的 APX，并认为过氧化物酶体型的 APX通过其面向细胞质一面的 N端激活位点区域，以单通道膜
蛋白发挥作用，清除从过氧化物酶体游离出来的 H2O2 或由胞液产生的 H2O2

［32］。笔者所得到的 HbAPX
是否具有 H2O2 清除功能及如何清除和其相关的生物功能等问题都还需要做进一步的探索。
目前普遍认为，水杨酸( SA) 主要是通过调节活性氧、抗氧化酶( 剂) 激活植物的过敏反应( Hypersensi-

tive response，HR) 和系统获得抗性( Systermacquired reaction，SAR) 反应，从而提高植物的抗病反应［33］在本
研究中，笔者检测了 HbAPX对 SA的应答情况，并发现在转录水平上 HbAPX 能够被 SA快速诱导，这个结
果与前人研究的结果“SA可以同时通过提高超氧物歧化酶( SOD) 等产生 H2O2 酶类的活性和抑制过氧化

氢酶( CAT) 、抗坏血酸氧化酶( APX) 等降解酶类的活性，最终积累 H2O2 来提高植物的抗病性”
［21］
不一

致。同时，笔者也检测了 HbAPX2 对 SA的应答，发现 HbAPX2 经 SA处理后 12 h内的表达没有变化，这些
数据暗示 SA诱导的活性氧爆发与 APX之间存在着复杂的关系，也许不同类型的 APX 在其中所起的作用
不同，这有待做进一步的研究。
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Cloning of Ascorbate Peroxidase Gene HbAPX in Hevea brasiliensis
and Its Response to Salicylic Acid

LUO Hong-li，YAN Zhi-ye
( Hainan Key Laboratory for Sustainable Utilization of Tropical Bioresource，Hainan University，Haikou 570228，China)

Abstract: Based on the sequencing results of RNA-Seq analysis of Hevea brasiliensis and the amino acid se-
quence of APX1 in Arabidopsis thaliana，the specific primers were designed and RT-PCR were performed to am-
plify the APX cDNA of Hevea brasiliensis( HbAPX) ． The results showed that the open reading frame of HbAPX is
858bp encoding 285 amino acids with a conserved ascorbate peroxidase domain; the amino acid sequence of the
HbAPX has 90% homology with APX from Jatropha curcas，and the homology is more than 80% with APX from
Populus tomentosa，Gossypium hirsutum，Arabidopsis thaliana，Oryza sativa; the phylogenetic analysis data indi-
cated that HbAPX belong to peroxisome type APX; the quantitative analysis data suggested that the expression of
HbAPX was induced by SA，which is probably involved in system acquired resistance and hypersensitivity reac-
tion in rubber．
Key words: Hevea brasiliensis; Ascorbate peroxidase( APX) ; SA response
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