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巴西橡胶树 HbGSK1 的基因克隆与表达分析

杨署光，吴绍华，陈月异，李 言，张世鑫，史敏晶，田维敏
( 中国热带农业科学院 橡胶研究所 /农业部橡胶树生物学与遗传资源利用重点实验室 /

省部共建国家重点实验室培育基地 /海南省热带作物栽培生理学重点实验室，海南 儋州 571737)

摘 要: 采用 ＲACE和 ＲT-PCＲ技术，从橡胶树 CATAS7-33-97 的胶乳 cDNA 中扩增到 1 条全长 cDNA，共 1

506 bp，包含 1 230 bp开放阅读框，编码 409 个氨基酸，含有特征性的 STKc_GSK3 和 S_TKc 结构域，命名为
HbGSK1 ( GenBank: JN835185． 1) ，其编码蛋白分子量为 46． 35 kD，理论等电点为 8． 69。qPCＲ分析结果表明:

机械伤害上调巴西橡胶树胶乳中 HbGSK1 的基因表达; 首次割胶胶乳中 HbGSK1 基因的表达水平下调，而第 2

次割胶上调，然后恢复到未处理的对照水平; 排胶对胶乳中 HbGSK1 基因表达的效应大于机械伤害的效应;

胶乳中 HbGSK1 基因的表达受生物钟调节。伤害和割胶过程中，胶乳中 HbGSK1 基因转录水平的变化表明，

HbGSK1 蛋白参与橡胶树的非生物胁迫响应。

关键词: 巴西橡胶树; HbGSK1; 基因克隆; 表达分析

中图分类号: Q 786 文献标志码: A DOI: 10． 15886 / j． cnki． rdswxb． 2018． 03． 006

GSK3( 糖原合成酶激酶 3，Glycogen synthase kinase 3 /SHAGGY-like kinases) 最早从动物胰岛素途径中
鉴定出来，是 1 个丝氨酸 /苏氨酸激酶，磷酸化糖原合成酶，糖原合成酶负责糖原合成的最后一步［1］。植
物 GSK3s是 1 个多基因家族。1993 年，Pay等［2］从紫花苜蓿中分离到第 1 个植物 GSK3 基因。目前，已在
拟南芥［3 － 5］、水稻［6］、小麦［7］、大豆［8］和玉米［9］等中克隆到 GSK3 基因，拟南芥有 10 个［10 － 11］，水稻有 9

个［11］GSK3s基因成员。在油菜素内酯( Brassinosteroid，BＲ) 信号途径中，首次阐明了拟南芥 GSK3 激酶
BIN2( Brassinosteroid-Insensitive2) 的功能［12 － 18］，BＲ不仅在生长发育调控中有重要作用，还可激发相关基
因如 HSP，ＲD29A和 EＲD10 等的表达，提高植物对高温、低温、干旱和高盐的抗性［19］，GSK3 激酶也涉及渗
透胁迫、伤害应答和信号传导等多个功能［20 － 21］。因此，GSK3s激酶家族在作物逆境胁迫响应中起重要作
用，这将为利用 GSK3 蛋白激酶的这些功能改良植物抗逆性或农艺性状提供了可能。
橡胶树( Hevea brasiliensis) 原产于高温、高湿、静风的巴西亚马逊河流域，是典型的热带雨林树种，抗

寒、抗风能力不强。中国植胶区位于北纬 18° ～ 24°的热带北缘和南亚热带地区( 主要是海南、云南和广
东) ，寒潮、台风和干旱是最严重的自然灾害，因此，选育抗逆高产的橡胶树无性系是中国橡胶树育种的重
要目标。在抗逆相关基因的研究基础上，开发抗逆相关分子标记辅助育种，将大幅提高抗逆性鉴定效率，
推进抗逆品种的选育进程。而且，在天然橡胶生产中，产量是通过切割橡胶树树皮收集流出的胶乳而获
得的，在此过程中，橡胶树要遭受机械伤害以及排胶引起的水分胁迫、营养胁迫、渗透胁迫等生物 /非生物
胁迫。笔者从橡胶树胶乳中克隆到 1 个 GSK3 基因 HbGSK1，研究了机械伤害和割胶对胶乳中 HbGSK1 基
因表达的影响，旨在为进一步探讨橡胶树抗逆机理，开发抗逆分子标记，辅助橡胶树抗逆育种奠定基础。



1 材料与方法

1． 1 材料 实验材料为成龄巴西橡胶树( Hevea brasiliensis Müll． Arg． ) 无性系 CATAS 7-33-97 未开割树，
种植于中国热带农业科学院实验场，选 64 株大小、长势基本一致的成龄树开展实验。DNaseⅠ购自天根
公司; ＲACE试剂盒 SMAＲTerTM ＲACE cDNA Amplification Kit 购自 clontech 公司; 反转录试剂盒 Ｒever-
tAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit 购自 Ferments 公司; DNA 凝胶收试剂盒购自 OMEGA 公司; Pyrobe-
stTM DNA Polymerase、实时荧光定量 PCＲ试剂 SYBＲ Premix Ex TaqⅡ( Tli ＲNaseH Plus) 购自大连宝生物公
司; pEASY-BluntSimple Cloning Kit 购自北京全式金公司; 其他生化试剂均为进口或国产分析纯试剂。引
物合成和 DNA测序由 Invitrogen公司完成。
1． 2 机械伤害和割胶处理 对照组( CK) : 不做任何处理; 机械伤害处理组( Wounded) : 开割线，但不排
胶; 割胶处理组( Tapped) : 割胶。每组 18 株树。在上午 8: 00 左右按照 S /2D( 二分之一树围，阳刀) 割胶
制度对伤害组开割线、对割胶组进行割胶。分别在处理后 2，6 h，1，3，5，7 d割胶，并采集前 10 min流出的
胶乳样品，每个时间点各处理( 对照、伤害、割胶) 均取 3 株的混合样 9 mL( 每株取 3 mL) ，用于提取胶乳总
ＲNA。
1． 3 S /2D d1( 二分之一树围，阳刀，1 天 1 刀) 处理 选 5 株未开割树，约在上午 8: 00 h，按照 S /2D d1
的割胶制度割胶，连续割 6 刀，以第 1 刀为对照。采集前 10 min流出的胶乳样品，每刀次均取 5 株的混合
样 10 mL( 每株取 2 mL) ，用于提取胶乳总 ＲNA。
1． 4 S /2D d3( 二分之一树围，阳刀，3 天 1 刀) 处理 选 5 株未开割树，约在上午 8: 00，按照 S /2D d3 的
割胶制度割胶，连续割 5 刀，然后停割 30 d后割第 6 刀，以第 1 刀为对照; 采集前 10 min流出的胶乳样品，
每刀次均取 5 株的混合样 10 mL( 每株取 2 mL) ，用于提取胶乳总 ＲNA。
1． 5 总 ＲNA的提取与 cDNA的合成 胶乳总 ＲNA提取参照曾日中等的方法［22］。反转录试剂盒 Ｒever-
tAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit购自 Ferments公司，cDNA第 1 链的合成根据 Ferments公司试剂盒
的操作步骤进行。
1． 6 HbGSK1 的 ＲACE和全长 cDNA扩增 搜索本实验室的胶乳转录组数据库，获得 1 个注释为 GSK3
的 Unigene，采用 ＲACE技术进行 3'和 5'端序列的扩增。ＲACE 扩增参照 clontech 公司的试剂盒 SMAＲT-
erTM ＲACE cDNA Amplification Kit进行。将获得的 ＲACE序列与已知的 Unigene基因序列进行拼接，在拼
接出来的全长序列两端设计全长 cDNA扩增印证引物( F-CTGTATTGAGGGAAGTTGAATTTGC，Ｒ-TTATGT-
TAAGCCTCATTGCATATGCT) ，利用 ＲT-PCＲ技术进行基因全长 cDNA 扩增。cDNA 模板制备: 取 1μg 胶
乳总 ＲNA，在 20 μL反应体系中反转录合成 cDNA第 1 链，稀释 5 倍后作为全长 cDNA扩增的模板。全长
cDNA扩增体系为 50 μL，其中，10 × Pyrobest Buffer II 5 μL，dNTP Mixture( 2． 5 mmol·L －1 ) 4 μL，Pyrobest
DNA Polymerase( 5 U·μL －1 ) 0． 25 μL、上下游引物各 2． 5 μL( 引物浓度为 10 μmol·L －1，反应体系中每条

引物终浓度均为 0． 5 μmol·L －1 ) 、cDNA模板 1μL、ddH2O 34． 75 μL。扩增程序为: 95 ℃预变性 3 min，94 ℃
30 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 2 min，共 30个循环; 72 ℃延伸 10 min。1%的琼脂糖凝胶电泳分离 PCＲ扩增产物，凝
胶回收纯化目的条带，克隆到 pEASY-Blunt Simple Cloning Vector 载体上，送 Invitrogen 公司进行测序。利用
BLAST检索 GenBank数据库进行同源性分析。
1． 7 生物信息学分析 用 DNAMAN 软件对 HbGSK1 全长 cDNA 序列进行比对分析，用 NCBI 网站 OＲF
Finder软件预测开放阅读框( OＲF) ，并翻译成蛋白序列; 从 NCBI数据库下载不同植物的 GSK3 蛋白序列，
首先用 ClustalW进行序列多重比对，再用 MEGA4． 0 软件，选择 neighbour-joining( NJ) 模型，并进行 1 000
次 bootstrap统计学检验，构建包括 HbGSK1 蛋白序列在内的植物 GSK3 蛋白的系统进化树; 用 ProtParam
软件分析蛋白的分子量与等电点; 用 ProtScale在线软件预测蛋白氨基酸序列的疏水性 /亲水性; 用 SOPMA
SECONDAＲY STＲUCTUＲE PＲEDICTIONMETHOD在线软件预测蛋白的2级结构;用 TMHMM Server v． 2． 0在
线软件预测跨膜结构;用 TargetP1． 1 Server在线软件进行导肽的预测;用 SignalP 4． 1 Server软件预测信号肽;
用 PSOＲ在线软件预测蛋白的亚细胞定位;用 Prosite在线数据库分析蛋白的功能位点; 用 NetPhos2． 0 Server
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在线软件分析蛋白的磷酸化位点。
1． 8 荧光定量 PCＲ分析 根据获得的 HbGSK1 cDNA全长序列设计 qPCＲ引物( F: GAGTAGTATTCCAG-
GCTAAGTG，Ｒ: TAGTTTGCAGCTCACGGTTCTT ) ，以 Hb18S［23］ ( F: GCTCGAAGACGATCAGATACC，Ｒ:
TTCAGCCTTGCGACCATAC) 作为内参，分析 HbGSK1 的基因表达，HbGSK1 和 Hb18S 的 qPCＲ 产物分别为
99 bp和 145 bp。取 1μg胶乳总 ＲNA反转录合成 cDNA 第 1 链，稀释 10 倍后作为荧光定量 PCＲ 分析的
模板。qPCＲ反应体系为 20 μL，其中，2 × SYBＲ Premix 10 μL，上下游引物各 0． 4 μL ( 引物浓度为 10
μmol·L －1，反应体系中每条引物终浓度均为 0． 2 μmol·L －1 ) ，cDNA模板 1μL，ddH2O 8． 2 μL。qPCＲ反
应在 Bio-Ｒad公司的 CFX实时荧光定量 PCＲ仪中进行，实验操作按仪器使用说明书进行，qPCＲ反应程序
为: 95 ℃ 30 s，95 ℃ 10 s，60 ℃ 20 s，72 ℃ 20 s，共 40 个循环，40 个循环后进行溶解曲线分析。利用 CFX-
manager 3． 0 软件自动进行基线和 Cq值分析。
1． 9 数据处理 用 Excel 2003 作图，用 SPSS软件的 Ｒ-E-G-WQ( Q) 检验进行多重比较分析: 标有不同大
写字母者表示组间差异极显著( alpha ＜ 0． 01) ，不同小写字母者表示组间差异显著( alpha ＜ 0． 05) ，相同小
写字母者表示组间差异不显著( alpha ＞ 0． 05) 。用 Excel TTEST( Array 1，Array 2，Tails 1，Type 1) 进行成对
比较分析:“＊＊”表示组间差异极显著( P ＜ 0． 01) ，“* ”表示组间差异显著( P ＜ 0． 05) 。根据 Q = 2△Cq =
2min Cq － Sample Cq计算基因的表达值。

2 结果与分析

2． 1 HbGSK1 全长 cDNA的克隆 通过 ＲACE及测序方法从巴西橡胶树胶乳中扩增获得 HbGSK1( Gen-
Bank: JN835185． 1) 全长 cDNA序列 1 506 bp，其中，包括 1 230 bp 的开放阅读框( OＲF) 、64 bp 5'-UTＲ 和
212 bp 3'-UTＲ，该基因编码 409 个氨基酸( 图 1) 。

图 1 橡胶树 HbGSK1 序列及推导的氨基酸序列
Fig． 1 Nucleotide and deduced amino acid sequences of HbGSK1
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2． 2 HbGSK1 蛋白特性分析 ProtParam分析表明，HbGSK1 含 409 个氨基酸，相对分子量为 46． 35 kD，
理论等电点为 8． 69，酸性氨基酸残基总数( Asp + Glu) 为 43 个，碱性氨基酸残基总数( Arg + Lys) 49 个，原
子总数是 6 565 个，分子式为 C2093H3304N564O584S20，不稳定系数为 34． 83，是稳定蛋白，脂肪族氨基酸指数为
91． 71，疏水系数为 － 1． 215，是亲水蛋白。

ProtScale在线软件预测 HbGSK1 氨基酸序列的疏水性 /亲水性，结果显示，多肽链第 110 位的 Try 具
有最低的分值( － 3． 567) ，亲水性最强，第 265 和 266 位的 Ala和 Glu 具有最高的分值( 2． 200) ，疏水性最
强; 但从整体来看，亲水性氨基酸均匀分布在整个肽链中，且存在 4 个明显的亲水区域( 11 ～ 42，104 ～
123，292 ～ 329，357 ～ 372) ，因此，该蛋白整条多肽链表现为亲水性。
在线软件 SOPMA预测HbGSK1蛋白2级结构，结果显示HbGSK1蛋白氨基酸序列的2级结构由33． 99%的

α －螺旋，20．54%的延伸链，11． 74%的 β －转角和 33． 74%的无规则卷曲组成。α －螺旋和无规则卷曲是其
主要的结构元件，而 β －转角和延伸链则散布于整个蛋白中。
蛋白质亚细胞定位预测结果表明，HbGSK1 最有可能定位在细胞质中; 跨膜结构预测结果显示 HbG-

SK1 不具有跨膜结构域; 信号肽预测结果表明 HbGSK1 不具有信号肽，说明它是 1 个非分泌型蛋白( non-
secretory proteins) ; 导肽预测结果表明 HbGSK1可能不存在导肽酶切位点，不具有导肽，预测可信度为 3级。

Prosite分析发现 HbGSK1 蛋白序列含有 5 类功能位点: 包括 4 个豆蔻酰化位点( N-myristoylation
site) ，1 个酪氨酸激酶磷酸化位点( tyrosine kinase phosphorylation site) ，3 个 N －糖基化位点( N-glycosyla-
tion site) ，7 个酪蛋白激酶Ⅱ磷酸化位点( casein kinase II phosphorylation site) 和 5 个蛋白激酶 C磷酸化位
点( Protein kinase C phosphorylationsite) 。

NetPhos 2． 0 Server磷酸化位点预测和分析结果显示，HbGSK1 蛋白共有 13 个磷酸化位点，其中包括 5
个丝氨酸位点( Ser: 10，135，232，278，364，Score分别为 0． 845，0． 901，0． 861，0． 843，0． 819) ，4 个苏氨酸位
点( Thr: 43，117，137，347，Score 分别为 0． 799，0． 831，0． 949，0． 705) ，4 个酪氨酸位点( Tyr: 110，143，233，
305，Score分别为 0． 520，0． 957，0． 710，0． 835) 。
2． 3 氨基酸序列比对及进化树构建 根据 cDNA序列推导的 HbGSK1 氨基酸序列与其他植物同源蛋白
的氨基酸序列构建系统进化树，聚类结果显示，橡胶树 HbGSK1 ( AFC33050) 与木薯 MANES_01G232500
( OAY61979． 1) 和麻风树 SＲPKa( XP_012082965． 1) 亲缘关系最近( 图 2) 。

图 2 HbGSK1 与其他植物 GSK3s蛋白的进化树分析
巴西橡胶树: AFG33050． 1; 木薯: OAY61979． 1，OAY48865． 1; 麻风树: XP_012082965． 1; 蓖麻: XP_002515218． 1; 可可:

XP_007051227． 1; 圆果种黄麻: OMO64068． 1; 长果种黄麻: OMO82215． 1; 木棉: XP_017638325． 1; 青梅: XP_008227813． 1
Fig． 2 Phylogenetic relationships between HbGSK1 and the GSK3s proteins of other plants

Hevea brasiliensis: AFG33050． 1; Manihot esculenta: OAY61979． 1，OAY48865． 1; Jatropha curcas: XP_012082965． 1; Ｒici-
nus communis: XP_002515218． 1; Theobroma cacao: XP_007051227． 1; Corchorus capsularis: OMO64068． 1; Corchorus olitorius:
OMO82215． 1; Gossypium arboretum: XP_017638325． 1; Prunus mume: XP_008227813． 1

将 HbGSK1 推导的氨基酸序列与其他植物的 GSK3 基因所编码的氨基酸序列进行比对，结果显示
HbGSK1蛋白序列与木薯 MANES_01G232500( OAY61979． 1) 、麻风树 SＲPKa( XP_012082965． 1) 、蓖麻 SＲPKa
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( XP_002515218． 1) 、木薯 MANES_05G011400( OAY48865． 1) 蛋白的序列相似性分别为 96． 09%，96． 09%，
95． 84%和 95． 60% ( 图 3) ，均具有 STKc-GSK3 结构域。HbGSK1 蛋白与不同种类植物 GSK3 蛋白序列一
致性较高，说明该基因在植物进化过程中高度保守。InterProScan 蛋白保守结构域分析显示，HbGSK1 蛋
白序列包含 STKc-GSK3 结构域( 68 ～ 360) 、STKc 结构域( 73 ～ 357) 、二聚体连接位点( 83 ～ 311 ) 、活性位
点( 79 ～ 276) 、多肽底物结合位点( 113 ～ 276) 、ATP结合位点( 29 ～ 217) 、生长素结合位点( 245 ～ 313) 、活
性环( 216 ～ 238) 。

图 3 HbGSK1 推导的氨基酸序列与其他植物 GSK3s蛋白序列比对

黑下划线表示 STKc-GSK3 结构域( 68 ～ 360) ，﹡显示的是保守的 TＲEE结构域( 294 ～ 297)

Fig． 3 The deduced amino acid sequences of HbGSK1 compared with the GSK3s proteins of other plants．

The STKc-GSK3 domains are underlined ( 68 － 360) ; * indicates the conserved TＲEE domains ( 294 － 297)

2． 4 HbGSK1 基因表达与分析 以成龄未开割树为材料，以 18S 基因为内参，qＲT-PCＲ 分析 HbGSK1 在
巴西橡胶树胶乳中的基因表达情况。
2． 4． 1 机械伤害上调胶乳中 HbGSK1 基因的表达 以不作任何处理的成龄未开割树为对照，研究机械伤
害( 开割线但不排胶) 对 HbGSK1 基因表达的影响( 图 4) 。总体表达情况如图 4-A1，结果表明，随着处理
时间的延长，HbGSK1 基因的表达先上升，然后下降，伤害后 3d基因表达水平最高( 图 4-A1，Wounded) ; 伤
害 2 h，1，3，5，7 d后，机械伤害的基因表达水平分别是对照( 2 h，1，3，5，7 d对照的平均值) 的 1． 33，1． 43，
1． 80，0． 75，0． 68 倍，伤害后 3 d，基因表达水平最高，伤害 3 d以内，基因表达上调，3 d 后基本恢复到对照
水平( 图 4-B1，Wounded) 。这表明，机械伤害上调胶乳中 HbGSK1 基因的表达。
2． 4． 2 首次割胶下调未开割树胶乳中 HbGSK1 基因的表达 以不作任何处理的成龄未开割树为对照，研
究割胶( 伤害 +排胶) 对 HbGSK1 基因表达的影响( 图 4) 。总体表达情况如图 4-A1，结果表明，随着处理
时间的延长，HbGSK1 基因的表达先上升，然后下降，割胶后 1，3 d 基因表达水平最高( 图 4-A1，Tapped) ，
割胶后 7 d以内，基因表达均显著低于对照水平( 图 4-B1，Tapped) ，割胶 2 h，1，3，5，7 d后，割胶的基因表
达水平分别是对照( 2 h，1，3，5，7 d对照的平均值) 的 0． 19，0． 88，0． 70，0． 24，0． 32 倍。表明，首次割胶下
调未开割树胶乳中 HbGSK1 基因的表达。
2． 4． 3 首次排胶下调未开割树胶乳中 HbGSK1 基因的表达 以机械伤害处理的成龄未开割树为对照，研
究排胶( 排胶 =割胶 /伤害) 对 HbGSK1 基因表达的影响( 图 4) 。排胶 2 h，1，3，5，7 d 后，排胶的基因表达
水平分别是对照的 0． 14，0． 62，0． 39，0． 33，0． 47 倍，排胶后 1 d基因表达水平最高，排胶后 7 d以内基因表
达均显著低于对照水平( 图 4-B1，Latex) ; 表明，首次排胶下调未开割树胶乳中 HbGSK1 基因的表达。
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2． 4． 4 HbGSK1 基因的表达受生物钟调控 以不作任何处理的成龄未开割树为对照，研究机械伤害( 开
割线但不排胶) 和割胶( 伤害 +排胶) 对 HbGSK1 基因表达的影响( 图 4) 。结果表明，在 14: 00 点采样的处
理( 6 h) ，其基因表达情况与在 08: 00 点采样的处理( 2 h，1，3，5，7 d) 不同( 图 4-A) ，处理后 6 h，与前后相
邻时间点相比，机械伤害( 图 4-A，Wounded) 下调而割胶( 图 4-A，Tapped) 上调 HbGSK1 基因的表达; 与未
处理的对照相比，机械伤害低于( 图 4-B2，Wounded) 而割胶高于( 图 4-B2，Tapped) 对照的表达水平，分别
是对照的 0． 53 倍和 1． 63 倍; 与机械伤害相比，排胶的基因表达水平高于机械伤害( 图 4-B2，Latex) ，是伤
害的 3． 07 倍，表明排胶是造成割胶的基因表达水平高于对照的原因; 而且，不同日期相同时间点( 08: 00)
采的对照，绝大多数( CK-2h，CK-3d，CK-5d，CK-7d) 间 HbGSK1 基因的表达水平差异不显著( 图 4-A1，CK)
( alpha ＞ 0． 05) ，说明在环境条件基本一致的条件下，对照的基因表达水平基本一致，而在处理后 6 h，与前
后的其他时间点( 2 h，1，3，5，7 d) 相比，对照和机械伤害的表达水平显著降低( alpha ＜0． 01) ，表明 HbGSK1基
因的表达受生物钟调控。

图 4 机械伤害( S /2D开割线，不排胶) 和割胶处理下胶乳中 HbGSK1 基因的表达分析

Fig． 4 Expression patterns of HbGSK1 in latex at the indicated time after mechanically wounded ( Marking the S /2d cut lines

without latex outflow ) and tapped under the S /2D tapping system

2． 4． 5 S /2D d1 割胶对 HbGSK1 基因表达的影响 上述的研究表明，未开割树胶乳中 HbGSK1 基因在首
次割胶后 1，3 d基因表达水平最高( 图 4-A1，Tapped) ，排胶后 1 d 基因表达水平最高( 图 4-B1，Latex) ，但
都显著低于未处理的对照水平。
为进一步研究 HbGSK1 基因的表达水平是否能在某次割胶 1 d 后恢复到或超过未处理的对照水平，

选 5 株未开割树，在每天上午 8: 00 左右，按照 S /2D d1 的割胶制度割胶，连续割 6 刀( 1 st，2 nd，3 rd，4 th，
5 th，6 th) ，采集前 10 min流出的胶乳样品，每刀次均取 5 株的混合样( 每株取 2 mL) 共 10 mL，用于提取
胶乳总 ＲNA，反转录合成 cDNA第 1 链，以第 1 刀为未处理对照，qPCＲ分析不同起始状态( 1st: 未开割树、
2 nd: 割过 1 刀、3 rd: 割过 2 刀、4 th: 割过 3 刀、5 th: 割过 4 刀、6 th: 割过 5 刀) 的橡胶树割胶后 1 d的基因
表达情况( 图 5-A) 。结果表明，从第 2 刀开始，随着割胶刀次的增加( 2 nd，3 rd，4 th，5 th，6 th) ，HbGSK1
基因的表达先上升，然后下降，第 4 刀( 4 th) 的基因表达水平最高( 图 5-A) ; 2 nd，3 rd，4 th，5 th，6 th 的基
因表达水平分别是对照的 0． 52，0． 56，0． 67，0． 53，0． 49 倍，第 4 刀的基因表达水平最高，但各刀次的基因
表达仍然显著低于对照水平( 图 5-B) ; 分别以上一刀次为对照，分析相邻的下一刀次的基因表达情况，结
果表明，随着割胶刀次的增加( 2 nd /1 st，3 rd /2 nd，4 th /3 rd，5 th /4 th，6 th /5 th) ，HbGSK1 基因的表达先上
升，然后下降，2 nd /1 st下调、3 rd /2 nd上调、4 th /3 rd上调、5 th /4 th下调、6 th /5 th下调，第 2 ～6刀次分别
是第 1 ～5刀次的 0． 52，1． 07，1． 19，0． 79，0． 93 倍( 图 5-C) 。表明，不同割胶状态的橡胶树割胶后 1 d 胶乳
中的 HbGSK1 基因的表达情况不同，割胶并非总是下调胶乳中的 HbGSK1 基因的表达，虽然未能恢复到未
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开割树的水平，但未开割树按照 S /2D d1 的割胶制度割 2 刀次以后，HbGSK1 基因的表达开始上调。
2． 4． 6 S /2D d3 割胶对 HbGSK1 基因表达的影响 前面的研究表明，未开割树胶乳中 HbGSK1 基因在首
次割胶后 1 d，3 d基因表达水平最高( 图 4-A1，Tapped) ，排胶后 1 d 基因表达水平最高( 图 4-B1，Latex) ，
但都显著低于未处理的对照水平; 然而，割胶并非总是下调胶乳中的 HbGSK1 基因的表达，虽然未能恢复
到未开割树的水平，但未开割树按照 S /2D d1 的割胶制度割 2 刀次以后，HbGSK1 基因的表达开始上调
( 图 5-C) 。
为进一步研究 HbGSK1 基因的表达水平是否能在某次割胶 3 d 后恢复到或超过未处理的对照水平，

选 5 株未开割树，在上午 8: 00 左右，按照 S /2D d3 的割胶制度割胶，连续割 5 刀，然后停割 30 d 后割第 6
刀( 1 st，2 nd，3 rd，4 th，5 th，6 th) ，采集前 10 min 流出的胶乳样品，每刀次均取 5 株的混合样( 每株取 2
mL) 共 10 mL，用于提取胶乳总 ＲNA，反转录合成 cDNA 第 1 链，以第 1 刀为未处理对照，qPCＲ 分析不同
起始状态( 1 st: 未开割树、2 nd: 割过 1 刀、3 rd: 割过 2 刀、4 th: 割过 3 刀、5 th: 割过 4 刀、6 th: 割过 5 刀并
停割 30 d) 的橡胶树割胶后 3 d的基因表达情况( 图 5-A) 。结果表明，从第 2 刀开始，随着割胶刀次的增
加( 2 nd，3 rd，4 th，5 th，6 th) ，HbGSK1 基因的表达先上升，然后下降，第 3 刀( 3 rd) 的基因表达水平最高
( 图 5-A) ; 2 nd，3 rd，4 th，5 th，6 th的基因表达水平分别是对照的 0． 50，2． 17，1． 19，0． 83，1． 03 倍，第 3 刀
的基因表达水平最高，并且第 3 刀和第 4 刀的基因表达显著高于对照水平( 图 5-B) ; 分别以上一刀次为对
照，分析相邻的下一刀次的基因表达情况，结果表明，随着割胶刀次的增加( 2 nd /1 st，3 rd /2 nd，4 th /3 rd，
5 th /4 th，6 th /5 th) ，HbGSK1 基因的表达先上升，然后下降，2 nd /1 st下调、3 rd /2 nd上调、4 th /3 rd下调、
5 th /4 th下调、6 th /5 th上调，第 2 ～ 6 刀次分别是第 1 ～ 5 刀次的 0． 50，4． 34，0． 55，0． 70，1． 26 倍( 图 5-
C) 。表明不同割胶状态的橡胶树割胶后 3 d 胶乳中的 HbGSK1 基因的表达情况不同，割胶并非总是下调胶
乳中的 HbGSK1基因的表达，虽然首次割胶下调 HbGSK1 基因的表达，但未开割树按照 S /2D d3 的割胶制度
割 2刀次以后，HbGSK1基因的表达上调，3 d 后超过
未处理的对照水平。
综合分析表明: 机械伤害上调胶乳中 HbGSK1

基因的表达，HbGSK1 基因对伤害的响应迅速，伤害
后 2 h基因表达就显著高于对照水平，3 d 达到最
高，伤害的促进效应可持续 3 d左右，然后恢复到对
照水平( 图 4-B1，Wounded) 。首次割胶下调胶乳中
HbGSK1 基因的表达，HbGSK1 基因对割胶的响应迅
速，割胶后 2 h基因表达就显著低于对照水平，割胶
的抑制效应持续时间更长，割胶后 7 d 基因表达水
平仍显著低于对照水平( 图 4-B1，Tapped) ，并且割
胶的抑制效应主要是由排胶引起的( 图 4-B1，La-
tex) ; S /2D d3 的实验结果表明，第 2 刀次割胶上调
胶乳中 HbGSK1 基因的表达，第 2 刀次割胶 3 天后
达到最高并超过未处理的对照水平( 图 5-B) ，S /2D
d1 的实验中，由于处理时间不够长，虽然始终未达
到未处理的对照水平( 图 5-A，B) ，但第 2 ～ 3 刀次
割胶也上调胶乳中 HbGSK1 基因的表达( 图 5-C) ;
割胶包括机械伤害和排胶，割胶和排胶的基因表达

模式很相似( 图 4-B，Tapped 和 Latex) ，说明排胶对
胶乳中 HbGSK1 基因表达的影响大于机械伤害; 在 8: 00 采样的处理( 2 h，1 d，3 d，5 d，7 d) ，机械伤害上调
( 图 4-A1、B1，Wounded) 、割胶下调( 图 4-A1、B1，Tapped) HbGSK1基因的表达，而在 14: 00 采样的处理( 6 h)
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刚好相反，机械伤害下调( 图 4-A2、B2，Wounded) 、割胶上调( 图 4-A2，B2，Tapped) HbGSK1基因的表达，并且，
14: 00采的空白对照的表达水平极显著低于在 8: 00采的对照( 图 4-A，CK) ，表明 HbGSK1 基因的表达受生物
钟的调节。

3 讨 论

植物 GSK3s蛋白激酶与非生物胁迫密切关联。盐胁迫［24］和渗透胁迫［6］上调拟南芥 AtSK13，AtSK31，
AtSK42 的基因表达，过表达 AtSK22 基因增强植株的抗盐性［25］，过表达 AtSK31 的植株对冻害过敏［26］; 盐
胁迫上调小麦 TaGSK1 的基因表达［7］，低温、NaCl 和干旱诱导冬小麦 TaSK5 的基因表达［27］; 盐胁迫上调
而干旱下调水稻 OsGSK1 的基因表达，OsGSK1 基因的 1 个 T-DNA插入突变体表现出很强的耐盐性和耐旱
性［6］; 盐胁迫［28，29］和渗透胁迫［28］上调甘蔗 SuSK 的基因表达; 高渗条件下苜蓿 MsK4 激酶活性迅速升
高［30］; NaCl，ABA，PEG、低温和机械损伤上调小桐子 JcGSK 基因的表达［31］; 渗透胁迫上调大叶落地生根
KdSK基因的表达［32］; 寒冷、H2O2 和 SDS 胁迫上调禾谷镰刀菌 FGK3 基因的表达［33］。酵母 GSK3s 基因，

特别是 MCK1，参与高温、寒冷、盐胁迫、渗透胁迫、营养胁迫、氧化胁迫和金属离子胁迫等环境胁迫［34 － 36］;

哺乳动物 GSK3β互补 1 个酵母 GSK3 四重突变体的温度敏感型［37］; 拟南芥 AtSK22 互补酵母 mck1 突变体
的盐敏感型［38］; 小麦 TaSK5 互补酵母△mck1 突变体的冷敏感型和盐敏感型［27］; 山梨醇和聚乙二醇上调
转基因拟南芥和水稻中苔藓 PpSK2，PpSK4 基因的表达［39］; 过表达苜蓿 MsK4 提高拟南芥的耐盐性［30］; 表
明 GSK3s蛋白在胁迫响应中的保守功能。机械伤害、割胶和排胶调节 HbGSK1 的基因表达，表明 HbGSK1
可能参与橡胶树胁迫响应过程; 此外，HbGSK1 基因的转录调节主要表现在割胶初期，因此，推测割胶后期
主要表现在 HbGSK1 的激酶活性调节层面。
拟南芥 AtSK31 在黑暗处理植株中唯一上调表达［24］，AtSK21 是光敏色素互作因子 PIF3 的激酶，在暗

形态建成过程中引起 PIF3 的蛋白酶体降解［40］，AtSK21 的显性突变体 bin2-1 植株的光形态发生异常［15］，
表明植物 GSK3s基因的表达受光照或昼夜周期的调节。HbGSK1 基因的表达也受生物钟的调节。考虑到
采样时间以及处理到采样过程中的环境条件如光照强度、温度、湿度等差异较大，推测 HbGSK1 基因的表
达受这些环境因子的调节，从而表现出生物钟效应，具体的调节机制有待深入研究。
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Molecular Cloning and Expressional Analysis of HbGSK1 from
Ｒubber Tree ( Hevea brasiliensis Müll． Arg． )

YANG Shuguang，WU Shaohua，CHEN Yueyi，LI Yan，SHI Minjing，TIAN Weimin
Ｒubber Ｒesearch Institute，Chinese Academy of Tropical Agricultural Sciences，Ministry of

Agriculture Key Laboratory of Ｒubber Biology /State Key Laboratory Incubation Base

for Cultivation ＆ Physiology of Tropical Crops，Danzhou，Hainan 571737，China

Abstract: Ｒecent studies have revealed that plant GSK3 proteins are actively implicated in hormonal signalling
networks during development as well as in biotic and abiotic stress responses． The GSK in rubber tree function in
stress tolerance is unknown． Ｒubber trees of clone CATAS7-33-97 were treated with mechanical wounding ( with-
out latex flow) ，tapping ( with latex flow) with the untreated as the control，and then tapped after 2hr，6 hr and
1d，3d，5d，7d of treatment to extract the total ＲNA from the latex sampled，and the full length cDNA of HbG-
SK1 ( GenBank: JN835185． 1) was amplified from the cDNA library in the latex． It was 1 506 base pairs ( bp)
in length，containing a 1 230 bp open reading frame ( OＲF) ，encoding 409 amino acid residues with a predicted
molecular mass of 46． 35 ku and a pI of 8． 69． Ｒeal-time PCＲ analysis showed that the expression of HbGSK1
was upregulated by mechanical wounding ( without latex flow) ． However，the expression of HbGSK1 was down-
regulated by first tapping，upregulated by second tapping，and then recovered to the level of that of the untreated
control． The tapping had higher influence on HbGSK1 expression than the mechanical wounding． Furthermore，
the expression patterns of HbGSK1 in the latex was regulated by biological clock． The change of HbGSK1 transcript
levels in the latex indicated that the HbGSK1 protein was involved in abiotic stress responses of rubber tree．
Keywords: Hevea brasiliensis Müll． Arg． ; HbGSK1; gene cloning; expression analysis
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