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地黄氧－酰基转移酶 ＷＳＤ 基因的鉴定与表达分析
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摘　 要: 植物蜡酯合成酶催化长链醇和长链脂肪酸合成蜡酯ꎬ对植物蜡质合成及其抗旱、抗致病菌袭击和紫

外辐射、抗寒和昆虫侵害等环境胁迫具有非常重要的作用ꎻ镉是环境中含量最高的有毒重金属之一ꎬ严重威

胁植物的生长发育、质量、产量和食用安全ꎮ 为研究地黄蜡酯合成酶基因镉胁迫表达ꎬ该文从地黄全长转录

组测序数据中鉴定其成员ꎬ并用生物信息学技术与 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 对其编码蛋白质的理化性质、系统进化和保守

结构域及其组织表达与镉胁迫表达进行分析ꎮ 结果表明:(１)鉴定出两个蜡酯合成酶基因 ＲｇＯＡＴＷＳＤ１ 与

ＲｇＯＡＴＷＳＤ２ꎬ其编码蛋白质的长度、理论等电点和相对分子量依次为 ４６３ ａａ 与 ４７３ ａａ、８.８６ 与 ９.３４、５１.３１
ｋＤ 与 ５２.４９ ｋＤꎬ均为不稳定蛋白ꎮ (２)二者均具有 ａｃｙｌ＿ＷＳ＿ＤＧＡＴ 保守域与 ＤＵＦ１２９８ 超家族ꎬ前者占其氨

基酸序列的 ９２. ６５％ ~ ９４. ５０％ꎮ ( ３) 二者均定位于内质网中ꎬ二级结构以无规卷曲与 α 螺旋为主ꎻ
ＲｇＯＡＴＷＳＤ１ 为跨膜蛋白ꎬ而 ＲｇＯＡＴＷＳＤ２ 不是ꎮ (４)二者均在地黄根、茎、叶中差异表达ꎮ (５)二者表达均

受镉胁迫诱导ꎬ但其表达变化趋势不同ꎮ 该研究鉴定了两个镉胁迫应答反应的蜡酯合成酶基因ꎬ为地黄

ＲｇＯＡＴＷＳＤ 的镉胁迫表达及功能研究奠定了基础ꎮ
关键词: 地黄ꎬ 氧－酰基转移酶 ＷＳＤꎬ 生物信息学分析ꎬ 基因表达ꎬ 镉胁迫
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　 　 随着我国工业化与城市化进程的加快ꎬ土壤和

食品的重金属污染问题日益加剧ꎬ其中ꎬ重金属镉

(Ｃｄ)是其首要污染物ꎮ 镉污染土壤的治理难度很

大ꎬ不但对植物生长发育、质量和产量具有严重不

良影响ꎬ而且镉通过食物链从植物转移到动物和人

体内ꎬ也会严重危害动物和人的健康ꎮ 因此ꎬ当前

具有较高的环保和经济价值的土壤污染治理方法

是利用自然生长植物或遗传改良植物吸收、解毒与

富集镉污染土壤中的镉对其进行修复(陈思思等ꎬ
２０２２ꎻ罗艳芳等ꎬ２０２２ꎻ于永昂等ꎬ２０２２)ꎮ 迄今为止ꎬ
虽然已经鉴定了对镉胁迫应答的构树转录因子

ＢｐｂＺＩＰ１ (陈思思等ꎬ２０２２)、花生 ＮＡＳ 家族(罗艳芳

等ꎬ２０２２)、小麦 ＴａＡｌａＡＴ 基因(于永昂等ꎬ２０２２)、伴
矿景天 ＷＲＫＹ 基因家族(王剑超等ꎬ２０２３)和水稻

ＯｓＰＴ１ 等基因(姜南等ꎬ２０２３)ꎬ但是还有很多植物

镉胁迫应答反应基因有待挖掘与功能研究ꎬ如植物

蜡酯合成酶(ｗａｘ ｅｓｔｅｒ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ ＷＳ ｏｒ ＷＳＤ)基因ꎮ
蜡酯是长链醇和长链脂肪酸在蜡酯合成酶催

化下经过酯化反应生成的酯ꎬ广泛存在于动物、植
物和微生物ꎬ具有多种重要的生物学功能ꎮ 就植

物而言ꎬ蜡酯主要存在于植物初生芽表面的角质

层中或者霍霍巴的种子油中ꎬ防止植物水分流失、
致病菌袭击、紫外辐射和昆虫侵害 (肖一凡等ꎬ
２０２０)与抗旱(肖一凡等ꎬ２０２０ꎻ王春语等ꎬ２０２３)
及抗寒(朱聪等ꎬ２０２２)等环境胁迫ꎮ 目前ꎬ从小麦

(温宏伟等ꎬ２０２１)、高粱(王春语等ꎬ２０２３)、椰子

(朱聪等ꎬ ２０２２)、拟南芥和霍霍巴 (肖一凡等ꎬ
２０２０)、丝颖针茅和紫花针茅(Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)、

芜菁(Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)、尖叶石竹( Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１８)、葡萄(Ｎｉｃｏｌａｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)、苹果(Ｗａｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２２)和向日葵( Ｓｈａｌｉｎｉ ＆ Ｍａｒｔｉｎꎬ ２０２０)等植

物中克隆了蜡酯合成酶ꎬ但是尚未见从地黄中克

隆 ＷＳＤ 基因及其镉胁迫表达的报道ꎮ
地黄(Ｒｅｈｍａｎｎｉａ ｇｌｕｔｉｎｏｓａ)为玄参科地黄属多

年生草本的植物ꎬ生长在我国辽宁、内蒙古和河南

等地(周延清等ꎬ２０２０)ꎮ 其块根是我国著名中药

材ꎬ每年需求量较高ꎬ约 １.５×１０７ ｋｇꎮ 在药材上ꎬ它
分为鲜地黄和生地黄、熟地黄三类ꎮ 鲜地黄味道

甘苦ꎬ清热、生津、凉血与补血ꎻ生地黄味甘性寒ꎬ
清热滋阴ꎻ熟地黄性微温ꎬ味道甘甜ꎬ补血滋阴、填
髓益精(徐军和傅喆暾ꎬ２０１７)ꎮ 地黄种质资源、药
理作用、化学成分、栽培育种和组学等方面研究较

多ꎬ然而ꎬ地黄 Ｃｄ 污染及其胁迫研究很少ꎬ仅有地

黄 ＲｇＡＢＣＣ 基 因 Ｃｄ 胁 迫 的 报 道 ( Ｚｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００９ꎻＹａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 因此ꎬ有待深入研究地

黄 Ｃｄ 胁迫应答反应基因ꎮ
本研究以地黄为研究材料ꎬ从其全长转录组

测序数据中查找 Ｗａｘ ｅｓｔｅｒ ｓｙｎｔｈａｓｅ、ＷＳ 或 ＷＳＤ 及

其编码基因(ＲｇＯＡＴＷＳＤ)ꎬ采用生物信息学、盆栽

法与实时荧光定量 ＰＣＲ 的方法ꎬ通过对其两个基

因编码蛋白质的理化性质、系统进化和保守结构

域及其组织表达与镉胁迫表达进行分析ꎬ拟探讨

以下问题:( １) 地黄中是否有蜡酯合成酶基因ꎻ
(２)地黄蜡酯合成酶基因大小及其编码蛋白质的

特征如何ꎻ(３)地黄蜡酯合成酶基因空间表达模式

及其镉胁迫表达如何ꎮ
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１　 材料与方法

１.１ 材料

地黄“金九”品种全长转录组测序数据(ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / ｂｉｏｐｒｏｊｅｃｔ / ＰＲＪＮＡ７８０２３３)的基

因注释表与 ＣＤＳ 表ꎻ河南师范大学生命科学学院

气候室中培养的盆栽“金九”地黄植株ꎮ 其光照周

期为每天 １６ ｈ 光ꎬ８ ｈ 暗ꎬ培养温度为(２６±２)℃ꎬ
光照强度为 ２ ０００ ｌｘꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 氧－酰基转移酶 ＷＳＤ 基因家族成员获取 　
打开上述基因注释表文件ꎬ点击查找ꎬ输入 Ｗａｘ
ｅｓｔｅｒ ｓｙｎｔｈａｓｅ、ＷＳ 或 ＷＳＤꎬ点击全部查找ꎬ出现目

标酶及其对应的基因名ꎮ 利用其基因名在上述

ＣＤＳ 表中查找其基因及其大小与碱基序列ꎬ命名

为 ＲｇＯＡＴＷＳＤ 基因ꎮ
１.２.２ ＲｇＯＡＴＷＳＤ 基因的生物信息学分析 　 利用

ＮＣＢＩ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｈｏｍｅ /
ａｎａｌｙｚｅ / )中的 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 进行氨基酸序列的推导ꎬ
并利用 Ｂｌａｓｔｎ 工具查找与 ＲｇＯＡＴＷＳＤ 蛋白同源性

较高的序列ꎻ运用软件 ＤＮＡＭＡＮ ６.０ 进行氨基酸的

多重序列比对ꎻ利用 ＭＥＧＡ ６.０ 软件构建系统进化

树ꎻ利用 ＥｘＰＡＳｙ￣ＰｒｏｔＰａｒｍ 在线分析软件(ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )预测 ＲｇＯＡＴＷＳＤ 蛋白的

理化性质ꎻ通过在线网址 ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ.ｈｇｃ.ｊｐ / )对 ＲｇＯＡＴＷＳＤ 蛋白进行亚细胞定

位预测ꎻ利用 ＴＭＨＭＭ ２.０ 进行跨膜结构域的分析ꎻ
通过 ＮＣＢＩ 的 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｎｍａｉｎ Ｓｅａｒｃｈ ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｗｗ.ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ / ｃｄｄ / ｗｒｐｓｂ. ｃｇｉ) 对

其保守结构域进行在线分析ꎻ利用 ＳｉｇｎａｌＰ (ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ / ) 进行信号肽预

测ꎻ利用 ＮｅｔＮＧｌｙｃ １. ０ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ /
ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＮｅｔＮＧｌｙｃ / )进行 Ｎ￣糖基化位点预测ꎻ利用

ＮｅｔＰｈｏｓ ２. ０ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ /
ＮｅｔＰｈｏｓ / ) 进 行 磷 酸 化 位 点 预 测ꎻ 通 过 ＳＯＰＭＡ
(ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ.ｉｂｃｐ.ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ.ｐｌ?
ｐａｇｅ ＝ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ.ｈｔｍｌ)及 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ (ｈｔｔｐｓ: / /
ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ.ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / )预测蛋白质的二级和三级

结构ꎮ
１.２.３ 镉处理地黄幼苗的培养和处理 　 将地黄新

鲜块根切成 ２ ~ ３ ｃｍ 小块ꎬ种于花盆基质(营养土

与蛭石比例为 １ ∶ １.５)中ꎬ在气候室培养ꎻ２ ~ ３ ｄ

浇 １ 次水ꎬ生长 ４ 周后ꎬ挑取长势一致的幼苗进行

处理ꎻ用 ４０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１镉水溶液浇地黄幼苗(ＣＴ)ꎬ
用同样体积的水浇同样数量的地黄幼苗(ＣＫ)ꎬ两
组均设置 ３ 个重复ꎻ处理 １２ ｈ 后ꎬ分别取 ＣＴ 与 ＣＫ
的根、茎和叶ꎬ洗净ꎬ晾干ꎬ液氮速冻ꎬ于－８０ ℃ 冰

箱中保存备用(袁萍ꎬ２０２３)ꎮ
１. ２. ４ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技 术 检 测 基 因 表 达 　 根 据

ＲｇＯＡＴＷＳＤ１ 与 ＲｇＯＡＴＷＳＤ２ 基因的碱基序列ꎬ用
Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ 设计其 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 的引物: ( １)
ＲｇＯＡＴＷＳＤ１ 基因的正向引物为 Ｆ(５′￣ＡＧＣＧＡＧＴＴ
ＧＴＴＧＣＴＧＡＴＧＣ￣３′)ꎬ反向引物为 Ｒ(５′￣ＧＴＴＧＣＣＣＣ
ＡＣＴＧＡＣＴＴＣＣＡ￣３′)ꎮ (２) ＲｇＯＡＴＷＳＤ２ 基因的正向

引物为 Ｆ(５′￣ＴＧＡＴＡＡＧＴＣＧＣＣＧＡＴＴＡＧＧＴＣ￣３′)ꎬ反
向引物 Ｒ(５′￣ＣＴＴＴＴＧＡＴＧＧＴＴＣＧＡＴＧＴＧＣＴ￣３′)ꎮ 这

些引物由苏州金唯智生物科技有限公司合成ꎻ按
照我们前期研究中提取地黄的总 ＲＮＡ 方法与

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术ꎬ以地黄基因 ＴＩＰ４１ 为内参基因ꎬ用
ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测两基因在 ＣＴ 与 ＣＫ 的根、茎、叶中

的表达水平ꎬ用 ２－ΔΔＣｔ法计算其表达量( Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２２)ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＲｇＯＡＴＷＳＤ 基因家族的鉴定

在上 述 基 因 注 释 结 果 表 中 查 到 Ｗａｘ ｅｓｔｅｒ
ｓｙｎｔｈａｓｅ￣ｌｉｋｅ Ａｃｙｌ￣ＣｏＡ ａｃｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｄｏｍａｉｎ 或 Ｏ￣
ａｃｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ＷＳＤ１ ( Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ) 与 Ｏ￣
ａｃｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ＷＳＤ１￣ｌｉｋｅ ｉｓｏｆｏｒｍ Ｘ２ [ Ｓｅｓａｍｕｍ
ｉｎｄｉｃｕｍ]ꎬ以及基因 Ｆ０１＿ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ＿１３３４２ 和 Ｆ０１＿
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ＿１６４１９ꎬ在 ＣＤＳ 表中查到两个基因大小

分别为 １ ３９２ ｂｐ 和 １ ４２２ ｂｐꎬ其碱基序列如图 １ 所

示ꎬ 并 将 其 分 别 命 名 为 ＲｇＯＡＴＷＳＤ１ 和

ＲｇＯＡＴＷＳＤ２ꎬ统称 ＲｇＯＡＴＷＳＤ 基因ꎮ
２.２ ＲｇＯＡＴＷＳＤ 氨基酸序列的推导、同源性比对

以及系统进化分析

根据 ＲｇＯＡＴＷＳＤ１ 和 ＲｇＯＡＴＷＳＤ２ 基因序列ꎬ
利用软件 ＤＮＡＭＡＮ ６.０ 推导出其分别编码由 ４６３
和 ４７３ 氨基酸残基组成的蛋白质ꎬ并将其分别命

名为 ＲｇＯＡＴＷＳＤ１ 和 ＲｇＯＡＴＷＳＤ２ (图 １)ꎬ统称

ＲｇＯＡＴＷＳＤ 蛋白ꎮ
利用 ＤＮＡＭＡＮ ６.０ 进行氨基酸多重序列比对ꎬ

比对结果如图 ２ 所示ꎮ 由图 ２ 可知ꎬＲｇＯＡＴＷＳＤ１
与白花泡桐 [Ｐａｕｌｏｗｎｉａ ｆｏｒｔｕｎｅｉ (ＫＡＩ３４４８１２０.１)]、
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∗表示终止密码ꎮ 方框中密码子为起始密码子ꎮ
∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｃｏｄｏｎ. Ｔｈｅ ｃｏｄｏｎ ｉｎ ｂｏｘ ｉｓ ｔｈｅ ｓｔａｒｔ ｃｏｄｏｎ.

图 １　 ＲｇＯＡＴＷＳＤ 核苷酸序列及其编码蛋白质的氨基酸序列
Ｆｉｇ. １　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＲｇＯＡＴＷＳＤ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｉｔｓ ｃｏｄｉｎｇ ＲｇＯＡＴＷＳＤ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

芝麻 [ Ｓｅｓａｍｕｍ ｉｎｄｉｃｕｍ ( ＸＰ ＿０１１０９２５５７. １)]、紫
花 风 铃 木 [ Ｈａｎｄｒｏａｎｔｈｕｓ ｉｍｐｅｔｉｇｉｎｏｓｕｓ
(ＰＩＭ９９６３５. １)]的相似度较高ꎬ分别为 ８７. ７９％、
８３. ６２％、 ８２. ５１％ꎻ ＲｇＯＡＴＷＳＤ２ 与 白 花 泡 桐

(ＫＡＩ３４５７２２７.１)、芝麻( ＸＰ ＿０１１１００３６１. １)、松蒿

[Ｐｈｔｈｅｉｒｏｓｐｅｒｍｕｍ ｊａｐｏｎｉｃｕｍ ( ＧＦＰ８６４０１. １)] 的相

似度较高ꎬ分别为 ８３. ０１％、７８. ６９％、７７. ７３％ꎮ 利

用 ＭＥＧＡ ６.０ 进行 ＯＡＴＷＳＤ 蛋白系统进化树的构

建ꎬ结果如图 ３ 所示ꎮ 由图 ３ 可知ꎬＲｇＯＡＴＷＳＤ１
与白花泡桐聚为一支ꎬ进化上亲缘关系最近ꎬ
ＲｇＯＡＴＷＳＤ２ 与松蒿聚为一支ꎬ进化上亲缘关系最

近ꎬ其中白花泡桐与松蒿均属于玄参科ꎮ
２.３ ＲｇＯＡＴＷＳＤ 理化学性质

利 用 ＥｘＰＡＳｙ￣ＰｒｏｔＰａｒａｍ ｔｏｏｌ 在 线 工 具 对

ＲｇＯＡＴＷＳＤ 进 行 化 学 性 质 分 析ꎮ 结 果 发 现ꎬ
ＲｇＯＡＴＷＳＤ１ 由 ４６３ 个氨基酸残基组成ꎬ包括 ２０ 种

氨基酸ꎬ其中 Ａｌａ、Ｌｅｕ 和 Ｓｅｒ 含量高ꎬ分别为 ８.４％、
１１.０％和 ８.２％ꎬ相对分子质量为 ５１. ３１ ｋＤꎬ化学分

子式为 Ｃ２２８３ Ｈ３６９３ Ｎ６３９ Ｏ６４９ Ｓ２６ꎬ带负电荷残基总数

(Ａｓｐ＋Ｇｌｕ) ５０ 个与带正电荷残基总数(Ａｒｇ＋Ｌｙｓ)
５７ 个ꎬ理论等电点为 ８.８６ꎬ该蛋白不稳定指数预测

结果是 ４５.１９ꎬ为不稳定蛋白ꎬ脂肪指数为 １０２.７６ꎬ总
的亲水性平均系数为 ０. ０４９ꎬ属于疏水性蛋白ꎻ
ＲｇＯＡＴＷＳＤ２ 由 ４７３ 个氨基酸残基组成ꎬ包括 ２０ 种

氨基酸ꎬ其中 Ｌｅｕ、Ｌｙｓ 和 Ｓｅｒ 含量多ꎬ分别为 １１.６％、
７.６％和 ７.６％ꎬ相对分子质量为 ５２.４９ ｋＤꎬ化学分子

式为 Ｃ２３５３Ｈ３７９１Ｎ６２９Ｏ６７９Ｓ２３ꎬ带负电荷残基总数(Ａｓｐ＋
Ｇｌｕ) ４４ 个与带正电荷残基总数(Ａｒｇ＋Ｌｙｓ) ５７ 个ꎬ
理论等电点为 ９.３４ꎬ该蛋白不稳定指数预测结果是

４２.９３ꎬ为不稳定蛋白ꎬ脂肪指数为 ９２.９６ꎬ总的亲水

性平均系数为－０.１４０ꎬ属于亲水性蛋白ꎮ
利用 ＮｅｔＰｈｏｓ ２. ０ 工 具 对 ＲｇＯＡＴＷＳＤ１ 与

ＲｇＯＡＴＷＳＤ２ 编码的氨基酸序列进行在线分析ꎬ结
果表明分值大于 ０.５ 的各类磷酸化位点分别有 ４２
个和 ４４ 个ꎬ 并 均 匀 分 布 在 多 肽 链 中ꎮ 其 中ꎬ
ＲｇＯＡＴＷＳＤ１ 丝氨酸磷酸化位点有 ３７ 个ꎬ苏氨酸
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图 ２　 ＲｇＯＡＴＷＳＤ 氨基酸序列的同源性比对
Ｆｉｇ. ２　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ＲｇＯＡＴＷＳＤ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

的磷酸化位点有 １８ 个ꎬ酪氨酸磷酸化位点有 ７
个ꎻＲｇＯＡＴＷＳＤ２ 丝氨酸磷酸化位点有 ３６ 个ꎬ苏氨

酸的磷酸化位点有 ３１ 个ꎬ酪氨酸磷酸化位点有 １２
个ꎮ 利用 ＮｅｔＮＧｌｙｃ １. ０ 工 具 对 ＲｇＯＡＴＷＳＤ１ 与

ＲｇＯＡＴＷＳＤ２ 编码氨基酸序列进行在线分析ꎬ发现

二者均无 Ｎ－糖基化位点ꎮ

应用 ＴＭＨＭＭ ２.０ 工具对 ＲｇＯＡＴＷＳＤ１ 编码的

氨基酸序列进行在线分析ꎬ结果显示该蛋白为单

次跨膜蛋白ꎬ包括 １ ~ １８４ 位氨基酸在膜内、１８５ ~
２０７ 位氨基酸为跨膜区域、２０８ ~ ４６３ 位氨基酸定位

在膜外ꎮ ＲｇＯＡＴＷＳＤ２ 全部定位在膜外ꎬ不具有跨

膜结构域ꎮ
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图 ３　 ＲｇＯＡＴＷＳＤ 与其他植物 ＯＡＴＷＳＤ 蛋白系统进化树
Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅｓ ｏｆ ＲｇＯＡＴＷＳＤ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ＯＡＴＷＳＤ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

图 ４　 ＲｇＯＡＴＷＳＤ 二级结构预测
Ｆｉｇ. ４　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ＲｇＯＡＴＷＳＤ

利用 ＳｉｇｎａｌＰ￣４.１ 工具对编码氨基酸序列进行

在线分析ꎬ结果表明 ＲｇＯＡＴＷＳＤ１ 和 ＲｇＯＡＴＷＳＤ２
蛋白的信号肽无峰值出现ꎬ说明地黄 ＯＡＴＷＳＤ 蛋

白不存在信号肽ꎬ也说明该蛋白不属于分泌型蛋

白ꎮ 利用 ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ 工具对编码氨基酸序列进

行亚细胞定位分析ꎬ结果表明 ＲｇＯＡＴＷＳＤ１ 和

ＲｇＯＡＴＷＳＤ２ 蛋白均可能存在于内质网中ꎮ 应用

ＳＯＰＭＡ 对 ＲｇＯＡＴＷＳＤ１ 和 ＲｇＯＡＴＷＳＤ２ 蛋白进行

二 级 结 构 分 析ꎮ 结 果 发 现ꎬ ＲｇＯＡＴＷＳＤ１ 由

３９.９６％的 α 螺旋、３９.０９％的无规卷曲、１７.７１％的

延伸链和 ３.２４％的 β 转角共 ４ 种结构元件组成ꎬ
其中 α 螺旋比例最大ꎻＲｇＯＡＴＷＳＤ２ 由 ３９.３２％的

α 螺旋、４１. ０１％的无规卷曲、１６. ４９％的延伸链和

３.１７％的 β 转角共 ４ 种结构元件组成ꎬ其中无规卷

曲的比例最大(图 ４)ꎮ
２.４ ＲｇＯＡＴＷＳＤ 保守结构域预测

利用 ＮＣＢＩ 的 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｎｍａｉｎ Ｓｅａｒｃｈ 进行

在线分析ꎬ发现 ＲｇＯＡＴＷＳＤ１ 与 ＲｇＯＡＴＷＳＤ２ 均具

有 ａｃｙｌ＿ＷＳ＿ＤＧＡＴ 保守域与 ＤＵＦ１２９８ 超家族ꎬ前
者分别覆盖 ＲｇＯＡＴＷＳＤ１ 氨基酸序列的 ９２.６５％和
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图 ５　 ＲｇＯＡＴＷＳＤ 保守结构域分析
Ｆｉｇ. ５　 Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ｄｏｍａｉｎ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ＲｇＯＡＴＷＳＤ

图 ６　 ＲｇＯＡＴＷＳＤ 三级结构预测
Ｆｉｇ. ６　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ＲｇＯＡＴＷＳＤ

ＲｇＯＡＴＷＳＤ２ 氨基酸序列的 ９４.５０％ꎮ 该家族是一

种酰基转移酶家族ꎬ类似 ＷＳ 二酰基甘油酰基转移

酶(ＷＳ / ＤＧＡＴ)和甘油单酰基转移酶(ＭＧＡＴ)等ꎬ
具有类似二酰基甘油酰基转移酶和甘油单酰基转

移酶相似的活性ꎬ后者在其中分别占 ７. ３５％ 与

５.５０％ꎬ功能未知(图 ５)ꎮ
２.５ ＲｇＯＡＴＷＳＤ 三级结构分析

应用 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 对两种蛋白进行三级结

构分析ꎬ发现其中包含的二级结构元件与上述二

级结构的预测结果相吻合(图 ４)ꎬ而 ＲｇＯＡＴＷＳＤ１
与 ＲｇＯＡＴＷＳＤ２ 的 三 级 结 构 形 态 有 些 不 同ꎬ
ＲｇＯＡＴＷＳＤ１ 比较像球形(图 ６)ꎮ

２.６ 镉对 ＲｇＯＡＴＷＳＤ 基因在地黄不同组织部位表

达的影响

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果表明ꎬＲｇＯＡＴＷＳＤ１ 与 ＲｇＯＡＴＷＳＤ２
在 ＣＴ 和 ＣＫ 的根、茎和叶组织中均有表达ꎬ其中ꎬ
ＲｇＯＡＴＷＳＤ１ 在 幼 苗 叶 中 的 表 达 量 最 高ꎬ
ＲｇＯＡＴＷＳＤ２ 在幼苗根的表达量最高ꎮ 由图 ７ 可

知ꎬ在镉胁迫处理下ꎬＲｇＯＡＴＷＳＤ１ 与 ＲｇＯＡＴＷＳＤ２
基因在地黄根、茎和叶组织中都表达ꎬ但其表达水

平均与对照组的表达水平有明显变化且二者的变

化相反ꎬＲｇＯＡＴＷＳＤ１ 在根、茎与叶中的表达均上

调ꎬ根部的变化最为明显ꎬＲｇＯＡＴＷＳＤ２ 在根、茎与

叶中的表达均下调ꎬ茎部的变化最为明显ꎮ 以上
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不同字母表示基因表达水平显著差异(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｎ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ (Ｐ<０.０５).

图 ７　 ＲｇＯＡＴＷＳＤ 基因在镉处理地黄不同组织部位的相对表达
Ｆｉｇ. ７　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＲｇＯＡＴＷＳＤ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｒｅｈｍａｎｎｉａ ｇｌｕｔｉｎｏｓａ ｕｎｄｅｒ ｃａｄｍｉｕｍ ｓｔｒｅｓｓ

结果表明ꎬ２ 个基因对地黄镉胁迫响应具有一定的

差异表达ꎮ

３　 讨论与结论

植物脂肪酸代谢途径主要有酰基还原途径与

脱羰基化途径ꎬ前者产生蜡酯ꎬ蜡酯在生成过程中

虽然需要醛类中间体ꎬ但并不释放出来ꎻ后者形成

烷烃、醛、酮与仲醇ꎮ 目前ꎬ霍霍巴和拟南芥等植物

的 ＷＳ 或者 ＷＳＤ１ 已经被报道ꎬ但地黄 ＷＳＤ 未见报

道ꎮ 本研究从地黄全长转录组测序数据中鉴定出

两个蜡酯合成酶基因 ＲｇＯＡＴＷＳＤ１ 与 ＲｇＯＡＴＷＳＤ２ꎬ
与其他已知植物蜡酯合成酶基因同源性高ꎬ具有蜡

酯合成酶基因的功能(Ｋｕｎｓｔ ＆ Ｓａｍｕｅｌｓꎬ ２００９)且发

现 ＲｇＯＡＴＷＳＤ１ 和 ＲｇＯＡＴＷＳＤ２ 都定位于内质网ꎬ
与拟南芥 ＷＳＤ１ 定位于内质网的结果一致ꎬ以及发

现 ＲｇＯＡＴＷＳＤ１ 与霍霍巴的 ＷＳ 一样具有跨膜区域

和疏水性 (肖一凡等ꎬ２０２０)ꎮ ＲｇＯＡＴＷＳＤ 在地黄

根、茎与叶组织的空间表达分析表明ꎬＲｇＯＡＴＷＳＤ１
与 ＲｇＯＡＴＷＳＤ２ 在根、茎与叶组织中均有不同程度

的表达ꎬ而且在地黄茎与叶中表达的结果与拟南芥

ＷＳＤ１ 基因在茎与叶中表达的结果一致(Ｐａｔｗａｒｉ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 上述发现表明ꎬＲｇＯＡＴＷＳＤ 具有其他植

物物种中已知蜡酯合成酶基因相似的结构特征与

空间表达特性ꎮ

植物表皮蜡质是植物与环境之间的保护屏

障ꎬ能够保护植物免受干旱、盐、冷、紫外线、病原

菌和昆虫等的侵害ꎮ 例如ꎬ植物表皮蜡酯的积累

和生物合成与植物的抗旱性反应密切相关(Ｓｅｏ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１１ꎻ Ｐａｔｗａｒｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎬ植物角质层蜡酯

的积累有助于抗旱性的提高ꎻ拟南芥 ＡｔＷＳＤ１ 参与

了干旱期间蜡酯的积累ꎬ干旱期间叶片和茎中蜡

酯的积累增加ꎬ说明该基因在拟南芥茎和叶组织

中的蜡酯合成中起着关键作用 ( Ｐａｔｗａｒｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１９)ꎻ苹果 ＭｄＷＳＤ１ 基因通过调控酯类和醇类的

合成ꎬ影响表皮蜡酯含量 (王东阳ꎬ２０１６)ꎻ芜菁

ＢｒｒＷＳＤ１ 基因的剪接变异体及其在干旱胁迫下合

成蜡酯的作用ꎬ证明其与干旱胁迫有关( Ｙａｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎻ在甘蓝中检测到甘蓝 ＢｏＷＳＤ１ 基因在

不同处理下表现出不同的表达模式ꎬ推测其在对

ＮａＣｌ、干旱、冷和热等非生物胁迫的反应中起重要

作用 ( Ｚｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 但是迄今为止ꎬ植物

ＷＳＤ 基因的 Ｃｄ 胁迫表达未见报道ꎮ 因此ꎬ作者在

其团队研究地黄与棉花 Ｃｄ 胁迫的同时开展了

ＲｇＯＡＴＷＳＤ 基因的 Ｃｄ 胁迫表达研究(魏喜ꎬ２０２３ꎻ
袁萍ꎬ２０２３)ꎬ发现 ＲｇＯＡＴＷＳＤ 基因表达对镉胁迫

有显著的应答反应ꎬ从而扩宽了植物 ＷＳＤ 基因非

生物胁迫表达的范围ꎮ 然而 ＲｇＯＡＴＷＳＤ 基因的镉

胁迫表达机理尚不清楚ꎮ
目前ꎬ虽然植物对 Ｃｄ 胁迫响应的分子机制很
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不清楚(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２３)ꎬ但是有一些好的探索

发现ꎮ 例如ꎬＣｄ 胁迫会激发植物通过质膜 Ｃａ２＋信

号调控 Ｃｄ 胁迫的分子机制( Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２３)ꎻ
当植物受到 Ｃｄ 胁迫时ꎬ植物体启动生理生化网络

调控响应ꎬ包括植物维持其体内活性氧和活性氮

的代谢水平及在抗氧化酶类、非酶类抗氧化物质、
钙信号传递、激素、内质网加工、调控蛋白和基因

表达等方面的变化(安婷婷等ꎬ２０２１)ꎮ 就基因表

达变化而言ꎬ主要有参与 Ｃｄ 的吸收、转运和解毒

的 ＮＲＡＭＰꎬ参与转运 Ｃｄ 至植物地上部的 ＨＭＡ、
ＭＹＢ、ＡＢＡ、ＺＩＰ、ｂＨＬＨ 与 ＲＣＤ１ 等基因家族成员ꎬ
以上参与植物镉胁迫响应的分子机制比较清楚

(魏喜ꎬ２０２３)ꎮ 本研究中的基因 ＲｇＯＡＴＷＳＤ１ 和

ＲｇＯＡＴＷＳＤ２ 对 Ｃｄ 胁迫响应未见报道ꎬ但发现二

者编码的蛋白质都定位于内质网ꎬ因此ꎬ推测其 Ｃｄ
胁迫响应机制可能类似于上述的基于内质网加工

与基因参与的镉胁迫响应机制(安婷婷等ꎬ２０２１)ꎮ
综上所述ꎬ本研究成功从地黄全长转录组测

序数 据 中 鉴 定 出 两 个 地 黄 蜡 酯 合 成 酶 基 因

ＲｇＯＡＴＷＳＤ１ 与 ＲｇＯＡＴＷＳＤ２ꎬ用生物信息学技术分

析了其编码酶的理化特性与结构特点ꎬ发现其在

地黄根、茎与叶中的空间表达模式及 ２ 个基因表

达模式的差异ꎬ进而发现其对镉胁迫应答反应明

显及两者之间的差异ꎮ 本研究结果扩大了已知地

黄功能基因数据库ꎬ丰富了植物镉胁迫应答的蜡

酯合成酶基因信息ꎬ为进一步研究其结构功能及

其镉胁迫分子机理奠定基础ꎮ
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