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摘　 要: 为研究檀香 ＮＤＨ 脱氢酶基因的功能和调控机制ꎬ该文以檀香心材为材料ꎬ利用 ＲＡＣＥ 技术克隆

ＳａＮＤＨ６ 基因的全长序列ꎬ利用实时荧光定量 ＰＣＲ(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)技术分析其组织和激素处理后的表达模式ꎬ
在拟南芥原生质体观测其亚细胞定位ꎬ利用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 分析 ＳａＮＤＨ６ 起始密码子 ＡＴＧ 上游 ２ ｋｂ 的启动子

序列ꎬ同时运用 ＰｌａｎｔＲｅｇＭａｐ 预测可能与其结合的转录因子ꎮ 结果表明:(１)ＳａＮＤＨ６ 编码 ３０３ 个氨基酸ꎬ为
疏水蛋白ꎬ亚细胞定位于叶绿体ꎮ (２)进化树分析表明ꎬ檀香 ＳａＮＤＨ６ 与木本植物 ＮＤＨ６ 进化关系较近ꎮ
(３)ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 分析发现ꎬＳａＮＤＨ６ 启动子中除含有 ＡＣＥ、ＡＥ￣ｂｏｘ、Ｂｏｘ ４、Ｇ￣Ｂｏｘ 和 ＧＴ１￣ｍｏｔｉｆ 等大量光响应元

件外ꎬ同时还有茉莉酸甲酯(ＭｅＪＡ)反应元件 ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆ 和 ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆꎬ赤霉素(ＧＡ３)响应元件 Ｐ￣ｂｏｘꎬ以
及防御和胁迫响应元件 ＴＣ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ 等ꎮ (４)ＰｌａｎｔＲｅｇＭａｐ 分析发现ꎬ有 ７６ 个转录因子可能与 ＳａＮＤＨ６ 启

动子结合ꎬ其中 ＥＲＦ 家族最多ꎬ达 ４０ 个ꎮ (５)ＳａＮＤＨ６ 在檀香的根、心材、叶片和愈伤组织中均有表达ꎬ其中

在叶片中的表达量较高ꎻ用 １×１０ ￣４ ｍｏｌＬ￣１的 ＭｅＪＡ 和 ＧＡ３分别处理檀香愈伤组织后ꎬ与处理前(０ ｈ)相比ꎬ
ＳａＮＤＨ６ 的表达均在 ３ ｈ 后显著升高ꎮ 综上结果表明ꎬ檀香 ＳａＮＤＨ６ 为核基因编码的蛋白ꎬ受光和激素等诱

导表达ꎬＳａＮＤＨ６ 可能参与檀香逆境胁迫反应的过程ꎮ
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ｈｏｒｍｏｎｅｓꎬ ａｎｄ ｉｔ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ａｇａｉｎｓｔ ｓｏｍｅ ｄｅｆｅｎｓｅ ａｎｄ ｓｔｒｅｓｓ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｉｎ Ｓ. ａｌｂｕｍ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｓａｎｔａｌｕｍ ａｌｂｕｍꎬ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔꎬ ＮＤＨ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｔｉｏｎꎬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

　 　 光合作用中ꎬ从 Ｈ２Ｏ 到 ＮＡＤＰ ＋的线性电子传

递可以同时产生 ＡＴＰ 和 ＮＡＤＰＨꎬ但产生的 ＡＴＰ /
ＮＡＤＰＨ 不足 １.５ꎬ不能满足卡尔文循的需要ꎬ这些

不足的 ＡＴＰ 由围绕 ＰＳＩ 的循环电子传递途径进行

补偿(Ｙａｍｏｒｉ ＆ Ｓｈｉｋａｎａｉꎬ ２０１６)ꎮ 被子植物中ꎬ依
赖于 ＮＤＨ 复合体的电子传递是围绕 ＰＳＩ 循环电子

传递的途径之一ꎬ其在植物的光合、呼吸、生长以

及在保护植物免受强光伤害和抵御低温等逆境胁

迫中均发挥作用(Ｅｎｄｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９９ꎻ Ｙａｍｏｒｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１１ꎻ Ｙａｍｏｒｉ ＆ Ｓｈｉｋａｎａｉꎬ ２０１６)ꎮ 因此ꎬＮＤＨ 复

合体的研究越来越受关注ꎮ Ｓｈｉｎｏｚａｋｉ 等(１９８６)和
Ｏｈｙａｍａ(１９９６)分别通过烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ)
和地钱(Ｍａｒｃｈａｎｔｉａ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈａ)的叶绿体基因组测

序发现了 １１ 个叶绿体编码的 ＮＤＨ 基因ꎬ虽然这些

基因与线粒体 ＮＤＨ 基因同源ꎬ但叶绿体 ＮＤＨ 主要

从铁氧化还原蛋白 ( Ｆｄ) 接受电子 ( Ｉｆｕｋｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１１ꎻ Ｙａｍａｍｏｔｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ꎻ Ｓｈｉｋａｎａｉꎬ ２０１６ )ꎮ

进一步研究表明ꎬ除以上 １１ 个基因外ꎬ许多叶绿

体 ＮＤＨ 复合体基因是由其核基因组编码的( Ｓｉｒｐｉｏ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９ꎻ Ｙａｍｏｒｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ꎻ Ｓｈｉｋａｎａｉꎬ
２０１６)ꎮ 目前ꎬ在拟南芥中共鉴定了 ３０ 多个 ＮＤＨ
复合体基因ꎬ总体可以分为 ５ 类(Ａｒｍｂｒｕｓｔｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１３ꎻ Ｆａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻ Ｐｅｌｔｉｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ )ꎮ
ＳｕｂＡ 由 ７ 个基因组成ꎬ其中 ４ 个由叶绿体基因组

编码 ( ＮｄｈＨ￣ＮｄｈＫ)ꎬ另外 ３ 个由核基因组编码

(ＮｄｈＭ￣ＮｄｈＯ)ꎬ均与电子传递到辅酶 Ｑ 有关(Ｈｅ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎻＳｕｂＭ 的 ６ 个成员( ＮｄｈＡ￣ＮｄｈＧ)均

由叶绿体基因组编码ꎬ它们在膜中构成了复合体

臂并参与电子在膜中的传递ꎻＳｕｂＢ(ＰｎｓＢ１￣ＰｎｓＢ５)
和 ＳｕｂＬ(ＰｎｓＬ１￣ＰｎｓＬ５)的成员均由核基因组编码

且都是叶绿体 ＮＤＨ 复合体所特有的组分ꎬＳｕｂＢ 可

能与维持 ＮＤＨ 复合体的稳定有关 ( Ｐｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００９ꎻ Ｔａｋａｂａｙａｓｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)ꎬ ＳｕｂＬ 可以维持

ＮＤＨ￣ＰＳＩ 复合体的稳定性( Ｐｅｌｔｉｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎻ

２５９ 广　 西　 植　 物 ４４ 卷



ＳｕｂＥＤ(ＮｄｈＳ、 ＮｄｈＶ、 ＮｄｈＴ 和 ＮｄｈＵ)也由核基因

组编码ꎬ其均能与 ＳｕｂＡ 相互作用形成 Ｆｄ 结合位

点(Ｙａｍａｍｏｔｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ꎻ Ｐｅｌｔｉｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ
高等植物在进化过程中 ＮＤＨ 与 ＰＳＩ 形成了复合

体ꎬ从而提高了电子传递效率并在逆境条件下有

利于 ＮＤＨ 复合体的结构保持稳定ꎬ拟南芥 Ｌｈｃａ５
和 Ｌｈｃａ６ 在此复合体的形成中起连接作用ꎬ并且

Ｌｈｃａ６ 还能够稳定 ＮＤＨ 复合体的结构 ( Ｐｅｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００９)ꎮ 最近 Ｏｔａｎｉ 等(２０１８)研究发现ꎬ有更

多捕光复合体 Ｉ 蛋白分子参与了 ＮＤＨ￣ＰＳＩ 复合体

的形成ꎬ这些蛋白分子包括 Ｌｈｃａ１、２、３、４ꎬ它们通

过不同组合形成 ２ 个复合体ꎬ从而连接 ＮＤＨ 和

ＰＳＩꎮ 目前对 ＮＤＨ 复合体的结构已有较为深入的

研究ꎬ但一些组成亚基ꎬ特别是与 ＮＤＨ￣ＰＳＩ 复合体

结合并不紧密的组分仍然知之甚少ꎬ同时对其功

能和调控机制还需进一步探究(Ｆａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎮ
檀香(Ｓａｎｔａｌｕｍ ａｌｂｕｍ)是分布于热带和亚热

带地区的半寄生性珍贵林木ꎬ其木材不仅质地坚

韧优良ꎬ还含有芳香精油ꎬ被广泛应用于香料、香
薰、雕刻和医药等方面ꎬ具有很高的经济价值

(Ｂａｌｄｏｖｉｎｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎮ 当前ꎬ关于檀香的研究

主要集中在其精油的合成和调控等方面ꎬ对其光

合特性的研究十分缺乏ꎮ ＮＤＨ 复合体是檀香光合

作用时进行电子传递的重要组分ꎬ由哪些基因组

成ꎬ这些基因的功能和调控如何ꎬ关于这些科学问

题目前并不明确ꎮ 本文以檀香木质部为材料ꎬ采
用分子生物学相关技术方法ꎬ通过檀香 ＳａＮＤＨ６ 基

因的克隆、进化树、亚细胞定位、组织表达模式、启
动子顺式作用元件和可能结合的转录因子分析ꎬ
探讨 ＳａＮＤＨ６ 在檀香 ＮＤＨ 复合体中的具体定位和

可能的作用ꎬ分析其表达调控模式和其在逆境胁

迫中可能发挥的作用ꎬ为檀香 ＮＤＨ 复合体在光合

作用以及逆境胁迫中的功能研究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 植物材料和处理

檀香叶片、根和心材均取自中国科学院华南

植物园檀香种植基地的 ７ 龄檀香树(至少选择 ３
棵正常生长树木进行取材)ꎬ液氮速冻后带回实验

室－８０ ℃保存ꎮ 取檀香嫩枝为外植体进行愈伤组

织 诱 导ꎬ 诱 导 参 照 Ｓｉｎｇｈ 等 ( ２０１５ ) 和 Ｙａｎ 等

(２０１８)的方法ꎮ 在超净台称取等量檀香愈伤组织

置于 ＭＳ 液体培养基中ꎬ在 ２５ ℃、１００ ｒｍｉｎ￣１条件

下黑暗培养 ２４ ｈꎬ之后分别加入终浓度为 １×１０ ￣４

ｍｏｌＬ￣１的茉莉酸甲酯溶液(ＭｅＪＡ)和赤霉素溶液

(ＧＡ３)ꎬ分别在 ０、３、６ ｈ 取样ꎬ液氮速冻后置于－８０
℃保存以提取 ＲＮＡꎮ 每处理均设置 ３ 次重复ꎮ
１.２ ＳａＮＤＨ６ 的克隆

采用提取木本植物 ＲＮＡ 方法(Ｋｏｌｏｓｏｖａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００４)提取檀香心材总 ＲＮＡꎬ用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ＮＤ￣１０００
分光光度计 ( Ｎａｎｏｄｒｏｐ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓꎬ Ｗｉｌｍｉｎｇｔｏｎꎬ
ＮＣꎬ ＵＳＡ)和 １.５％琼脂糖凝胶电泳检测提取 ＲＮＡ
的质量和完整性ꎮ

采用 ＳＭＡＲＴｅｒ ＲＡＣＥ ｃＤＮＡ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ
( Ｃｌｏｎｔｅｃｈ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ Ｉｎｃ.ꎬ ＣＡꎬ ＵＳＡ ) 扩 增

ＳａＮＤＨ６ 的全长序列ꎬ用巢式 ＰＣＲ 进行 ＲＡＣＥ 扩

增ꎮ 扩增产物经 １.５％琼脂糖凝胶电泳检测后进

行回收ꎬ连接 ＰＭＤ１８￣Ｔ 载体ꎬ转化大肠杆菌 ＤＨ￣
５αꎬ挑取阳性克隆到北京华大基因公司(深圳)测

序ꎮ 基因全长扩增(３′ ＲＡＣＥ、５′ ＲＡＣＥ 和 ＯＲＦ)引
物见表 １ꎮ
１.３ ＳａＮＤＨ６ 的生物信息学分析

ＳａＮＤＨ６ 的 理 化 性 质 预 测 用 Ｅｘｐｙ Ｐｒｏｔｐａｒａｔ
(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｃｇｉｂｉｎ / Ｐｒｏｔｐａｒａｍ. ｈｔｍＬ)ꎬ
亚细 胞 定 位 预 测 利 用 ｐｌａｎｔ￣ｍＰｌｏ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｃｓｂｉｏ. ｓｊｔｕ. ｅｄｕ. ｃｎ / ｂｉｏｉｎｆ / ｐｌａｎｔ￣ｍｕｌｔｉ / ) ꎮ 不同植物

ＮＤＨ 亚基的氨基酸序列比对用 ＤＮＡＭＡＮ 软件ꎬ通
过 ＭＥＧＡ ６.０ 的邻位相连法(Ｎ￣Ｊ 法)建立不同植

物 ＮＤＨ 基因的系统进化树ꎮ
１.４ ＳａＮＤＨ６ 的亚细胞定位

檀香基因组序列从 ＮＣＢＩ 下载ꎬ下载序列号为

ＧＣＡ＿００２９２５７７５.１(Ｍａｈｅｓｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎬ参照玉米、
水稻和拟南芥基因组数据进行相应注释ꎬ然后提取

ＳａＮＤＨ６ 基 因 的 启 动 子 序 列ꎬ 并 用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ
( ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｐｓｂ. ｕｇｅｎｔ. ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ /
ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )进行分析ꎮ 启动子 ＴＦ 结合位点预测

利用 ＰｌａｎｔＲｅｇＭａｐ: Ｐｌａｎｔ Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ Ｄａｔａ ａｎｄ Ａｎａｌｙｓｉｓ
Ｐｌａｔｆｏｒｍ ＠ ＣＢＩꎬ ＰＫＵ ( ｈｔｔｐ:/ / ｐｌａｎｔｒｅｇｍａｐ. ｃｂｉ. ｐｋｕ.
ｅｄｕ.ｃｎ / ｂｉｎｄｉｎｇ＿ｓｉｔｅ＿ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ.ｐｈｐ)进行分析ꎮ

扩增 ＳａＮＤＨ６ 的 ＯＲＦ 序列 (去除终止密码

子)ꎬ 利 用 Ｉｎ￣ｆｕｓｉｏｎ 技 术 构 建 ３５Ｓ: ＳａＮＤＨ６:
ｐＳＡＴ６￣ＥＹＦＰ￣Ｎ１ 亚细胞定位载体ꎬ 测序确认后按照

Ｙｏｏ 等(２００７)的方法进行拟南芥原生质体转化ꎬ
在 ２２ ℃、弱光下培养 １２ ｈ 后利用激光共聚焦扫描

电镜(Ｚｅｉｓｓꎬ Ｊｅｎａꎬ Ｇｅｒｍａｎｙ)观察并拍照ꎮ

３５９５ 期 闫海锋等: 檀香 ＮＤＨ 脱氢酶基因的克隆、定位与启动子分析



表 １　 本文使用的引物
Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ

用途
Ｕｓｅ ａｇｅ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

序列 (５′￣３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
(５′￣３′)

３′ ＲＡＣＥ ＳａＮＤＨ６３′￣Ｆ１ ＧＧＴＧＡＧＧＣＣＡＴ
ＴＣＣＡＧＴＴＣＴＴ

３′ ＲＡＣＥ ＳａＮＤＨ６３′￣Ｆ２ ＣＡＣＴＧＧＡＴＴＴＧ
ＣＡＣＴＧＣＣＴＧＣ

５′ ＲＡＣＥ ＳａＮＤＨ６５′￣Ｒ１ ＡＴＴＣＴＡＧＧＧＴＣＣ
ＧＡＡＧＣＡＡＣＡＴＣＣ

５′ ＲＡＣＥ ＳａＮＤＨ６５′￣Ｒ２ ＣＡＡＧＧＡＧＧＣＡＧＡ
ＧＡＴＡＧＴＧＧＴＧＧＴ

ＯＲＦ 扩增
ＯＲＦ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ＳａＮＤＨ６ＯＲＦ￣Ｆ ＧＡＴＣＣＡＡＣＧＧＣＴ
ＡＴＡＴＡＡＴＧ

ＳａＮＤＨ６ＯＲＦ￣Ｒ ＡＡＴＣＡＣＣＡＣＴＣＡ
ＧＧＧＡＡＡＡＣ

构建 ＳａＮＤＨ６: ｐＳＡＴ６￣
ＥＹＦＰ￣Ｎ１ 载体 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

ｏｆ ＳａＮＤＨ６: ｐＳＡＴ６￣
ＥＹＦＰ￣Ｎ１ ｖｅｃｔｏｒ

ＳａＮＤＨ６Ｆ１ＹＦＰ￣Ｆ ＣＧＡＡＣＧＡＴＡＧＣＣ
ＡＴＧＧＴＡＡＴＧＡＡＴＧ
ＧＴＧＣＴＴＴＣＡＡＡＴ

ＳａＮＤＨ６Ｆ１ＹＦＰ￣Ｒ ＴＧＡＧＴＣＣＧＧＡＣＣ
ＡＴＧＧＴＡＴＡＣＴＴＣＣ
ＴＣＣＧＣＣＡＡＧＡＧＴ

实时荧光定量 ＲＴ￣ｑＰＣＲ ＳａＮＤＨ６ｑｐｃｒ￣Ｆ ＧＣＧＧＣＣＴＴＣＴＣＴ
ＴＧＣＴＴＡＴＴＡ

ＳａＮＤＨ６ｑｐｃｒ￣Ｒ ＡＣＣＴＣＣＣＴＧＴＴＴ
ＣＡＣＣＡＡＴＡＡＣ

ＳａＦＡＢ１Ａ(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)￣Ｆ ＡＧＣＡＧＴＴＣＴＣＡＡ
ＡＧＧＡＧＣＴＡＡＡ

ＳａＦＡＢ１Ａ(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)￣Ｒ ＡＣＣＴＴＣＧＴＧＣＧＡ
ＣＡＡＣＴＡＡＡ

ＳａＰＰ２Ｃ(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)￣Ｆ ＡＣＴＧＡＣＣＡＧＧＣＡ
ＡＴＣＣＴＴＴＣ

ＳａＰＰ２Ｃ(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)￣Ｒ ＡＴＣＣＡＴＡＡＣＣＴＴ
ＣＧＧＣＣＡＴＴＴＡ

ＳａＣＳＡ(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)￣Ｆ ＧＣＣＡＡＴＡＴＡＣＣＧ
ＡＧＧＡＣＡＧＡＡＧ

ＳａＣＳＡ(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)￣Ｒ ＣＡＡＣＣＧＣＡＡＧＡＴ
ＣＡＣＡＡＡＣＡＧ

ＳａＦｂｐ３(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)￣Ｆ ＣＣＴＣＧＴＧＴＡＣＴＧ
ＧＧＡＡＡＴＧＧ

ＳａＦｂｐ３(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)￣Ｒ ＧＣＡＡＧＡＡＣＧＣＡＡ
ＴＧＣＣＴＡＡＡ

ＳａＦｂｐ２(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)￣Ｆ ＣＧＡＡＧＣＣＴＧＧＴＴ
ＣＡＣＴＣＴＡＴＧ

ＳａＦｂｐ２(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)￣Ｒ ＡＡＧＣＴＡＡＧＣＣＴＣ
ＴＧＣＡＡＴＧＴ

１.５ 实时荧光定量 ＰＣＲ 分析

用 １.１ 所述的方法分别提取檀香叶片、心材、
根和 愈 伤 组 织 总 ＲＮＡꎬ 用 ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ ＤＮａｓｅ Ｉ
(ＴａＫａＲａꎬ Ｊａｐａｎ)进行处理ꎬ以确保无 ＤＮＡ 污染ꎮ
用 Ａ２６０ / Ａ２８０在 １.９ 到 ２.１、Ａ２６０ / Ａ２３０大于 ２.０ 且电泳

后条带完整的 １ μｇ ＲＮＡ 进行反转录ꎮ 获得的

ｃＤＮＡ 用无核酸酶的水稀释 １０ 倍后置于 － ２０ ℃
备用ꎮ

ＲＴ￣ｑＰＣＲ 用 ＡＢＩ ７５００ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｓｙｓｔｅｍ (ＡＢＩꎬ
Ａｌａｍｅｄａꎬ ＣＡꎬ ＵＳＡ) 进行测定ꎮ 反应试剂采用

ＳｏＡｄｖａｎｃｅｄＴＭ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ® Ｇｒｅｅｎ Ｓｕｐｅｒｍｉｘ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ( Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎬ Ｈｅｒｃｕｌｅｓꎬ ＣＡꎬ ＵＳＡ)ꎮ
反应体系:ＳＹＢＲ® Ｇｒｅｅｎ Ｓｕｐｅｒｍｉｘ ５ μＬꎬ引物 (１×
１０ ￣５ ｍｏｌＬ￣１)各 ０.５ μＬꎬ ｃＤＮＡ １ μＬꎬ加入 ｄｄＨ２Ｏ
至总体系达到 １０ μＬꎮ 反应条件为 ９５ ℃预变性 ２
ｍｉｎꎬ ９５ ℃变性 １５ ｓꎬ６０ ℃退火 １ ｍｉｎꎬ４０ 个循环ꎮ
按照 Ｙａｎ 等(２０１８)的方法选取相应内参基因ꎬ不
同组织中利用 ＳａＦＡＢ１Ａ＋ＳａＰＰ２ＣꎬＭｅＪＡ 处理利用

ＳａＣＳＡ＋ＳａＦｂｐ３ꎬＧＡ３ 处理利用 ＳａＰＰ２Ｃ＋ ＳａＦｂｐ２ 作

为内参基因ꎬ以两个相应内参基因表达量的算术

平均值作为内参基因的最终表达量值分别进行校

正ꎮ 每个样品均设置 ３ 次重复ꎬ最后用 ２－ΔΔＣｔ方法

分析定量数据ꎮ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 所用引物见表 １ꎮ
１.６ 数据统计分析

用 ＳＰＳＳ １９.０( ＩＢＭ Ｃｏｒｐ.ꎬ Ａｒｍｏｎｋꎬ ＮＹꎬ ＵＳＡ)
进行数据统计分析ꎮ 多重比较采用邓肯式新复极

差法(Ｐ<０.０５)ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＳａＮＤＨ６ 的克隆

根据檀香转录组注释的 ＮＤＨ 脱氢酶 Ｕｎｉｇｅｎｅ
设计引物ꎬ３′ ＲＡＣＥ 扩增后得到一条 ５２８ ｂｐ 的特

异条带(图 １:Ａ)ꎬ５′ ＲＡＣＥ 扩增后得到一条 ３１７
ｂｐ 的特异条带(图 １:Ｂ)ꎬ经测序后均能与已有序

列正确拼接ꎬ并且在 ３′端有 Ｐｏｌｙ Ａ 序列ꎬ说明正确

地得到了其 ３′和 ５′端序列ꎮ 经 ＮＣＢＩ ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ
分析并拼接后ꎬ通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增后得到了一条

９１２ ｂｐ 的目标条带(图 １:Ｃ)ꎬ测序后得到了目标

序列ꎬ并命名为 ＳａＮＤＨ６ꎮ
２.２ ＳａＮＤＨ６ 的生物信息学分析

ＳａＮＤＨ６ 编码 ３０３ 个氨基酸(图 ２)ꎬ蛋白分子

量为 ３３.７５ ｋＤａꎬ理论等电点为 ９.３１ꎬ含有 ２８ 个酸

性氨基酸和 ４５ 个碱性氨基酸ꎬ带电氨基酸共有 ７６
个ꎬ极性不带电氨基酸共有 ７９ 个ꎬ并且含有 １６０
个疏水氨基酸ꎬ说明其为疏水蛋白ꎮ 亚细胞定位

预测表明其可能定位于叶绿体ꎮ
从 ＮＣＢＩ 下载不同植物 ＮＤＨ 亚基的氨基酸序

列ꎬ利用 ＤＮＡＭＡＮ 进行多重序列比对ꎮ 由图 ３ 可

知ꎬ檀香 ＳａＮＤＨ６ 与桃(Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ) ＰｐＮｄｈ６ 的

序列相似度为 ５３.４６％ꎬ与芝麻( Ｓｅｓａｍｕｍ ｉｎｄｉｃｕｍ)
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Ａ. ３′ ＲＡＣＥ 扩增产物ꎻ Ｂ. ５′ ＲＡＣＥ 扩增产物ꎻ Ｃ. ＯＲＦ 扩
增产物ꎮ
Ａ. ３′ ＲＡＣＥ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔꎻ Ｂ. ５′ ＲＡＣＥ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｐｒｏｄｕｃｔꎻ Ｃ. ＯＲＦ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ.

图 １　 ＳａＮＤＨ６ 的 ＰＣＲ 扩增
Ｆｉｇ. １　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＳａＮＤＨ６

图 ２　 ＳａＮＤＨ６ 的 ＯＲＦ 序列
Ｆｉｇ. ２　 ＯＲＦ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＳａＮＤＨ６

ＳｉＮｄｈ６ 的 相 似 度 为 ５２. ６０％ꎬ 与 木 薯 ( Ｍａｎｉｈｏｔ
ｅｓｃｕｌｅｎｔａ) ＭｅＮｄｈ６ 和 白 牧 豆 树 ( Ｐｒｏｓｏｐｉｓ ａｌｂａ )
ＰａＮｄｈ６ 的 相 似 度 均 为 ５１. ８４％ꎬ 与 葡 萄 ( Ｖｉｔｉｓ
ｖｉｎｉｆｅｒａ)ＶｖＮｄｈ６ 的序列相似性为 ５１.３０％ꎬ说明我

们正确地克隆到了檀香 ＮＤＨ 复合体 ６ 的基因ꎮ
利用 ＭＥＧＡ ６.０ 对不同植物 ＮＤＨ 亚基的氨基

酸序列构建进化树ꎬ由图 ４ 可知ꎬ檀香 ＳａＮＤＨ６ 与

ＳｉＮｄｈ６ 和 ＶｖＮｄｈ６ 聚为一类ꎬ这与多重序列比对结

果较为一致ꎻ同时ꎬ我们发现 ＳａＮＤＨ６ 与葡萄、甜
樱桃(Ｐｒｕｎｕｓ ａｖｉｕｍ)、川桑(Ｍｏｒｕｓ ｎｏｔａｂｉｌｉｓ)、毛果

杨(Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ)、麻风树 ( Ｊａｔｒｏｐｈａ ｃｕｒｃａｓ)
和橡胶树(Ｈｅｖｅａ ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ)等木本植物 ＮＤＨ６ 的

进化关系均较近ꎮ
２.３ ＳａＮＤＨ６ 的亚细胞定位

将檀香 ＳａＮＤＨ６ 亚细胞定位载体瞬时转化到

拟南芥原生质体ꎬ同时以转化 ＹＦＰ 空载体为对照ꎮ
结果发现ꎬ转化的 ３５Ｓ: ＳａＮＤＨ６: ｐＳＡＴ６￣ＥＹＦＰ￣Ｎ１
和 ＹＦＰ 空载体均出现黄色荧光蛋白ꎬ说明转化过

程可靠ꎮ ３５Ｓ: ＳａＮＤＨ６: ｐＳＡＴ６￣ＥＹＦＰ￣Ｎ１ 融合蛋

白的黄色荧光主要分布在叶绿体上ꎬ说明 ＳａＮＤＨ６
蛋白定位于叶绿体(图 ５)ꎬ与亚细胞定位预测结

果一致ꎮ
２.４ ＳａＮＤＨ６ 的组织表达

由图 ６ 可知ꎬＳａＮＤＨ６ 在檀香的根、 心材、叶片

和愈伤组织中均有表达ꎬ其中在叶片中的表达量

较高ꎬ其次为愈伤组织ꎬ在其余两种组织中的表达

量均相对较低ꎮ
２.５ ＳａＮＤＨ６ 的启动子分析

檀香基因组数据经过注释后ꎬ我们提取了

ＳａＮＤＨ６ 基因起始密码子 ＡＴＧ 上游 ２ ０００ ｂｐ 的启

动子序列ꎮ 经过 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 分析发现ꎬ其含有大

量的光响应元件ꎬ如 ＡＣＥ、ＡＥ￣ｂｏｘ、Ｂｏｘ ４、Ｇ￣Ｂｏｘ、
ＧＴ１￣ｍｏｔｉｆ、 ＬＡＭＰ￣ｅｌｅｍｅｎｔ、 ＭＲＥ、 ＴＣＴ￣ｍｏｔｉｆ 和 ｃｈｓ￣
ＣＭＡ１ａꎬ说明 ＳａＮＤＨ６ 的表达主要受光的诱导ꎮ 同

时ꎬ还发现一些激素响应元件ꎬ如脱落酸(ＡＢＡ)响
应元 件 ＡＢＲＥ、 ＭｅＪＡ 响 应 元 件 ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆ 和

ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆ、 赤 霉 素 响 应 元 件 Ｐ￣ｂｏｘꎬ 说 明

ＳａＮＤＨ６ 的表达可能也受这些激素的调控ꎮ 此外ꎬ
还发现一些逆境响应元件ꎬ如厌氧诱导元件 ＡＲＥ、
防御 和 胁 迫 响 应 元 件 ＴＣ￣ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ 等ꎬ 说 明

ＳａＮＤＨ６ 可能参与檀香的一些逆境胁迫反应过程

(图 ７)ꎮ
２.６ 可能结合 ＳａＮＤＨ６ 的转录因子分析

通过 ＰｌａｎｔＲｅｇＭａｐ 分析(图 ８)发现ꎬ有 ７６ 个

转录因子可能与 ＳａＮＤＨ６ 启动子结合ꎬ其中 ＥＲＦ
家族转录因子最多ꎬ共有 ４０ 个ꎻ其次为 Ｂ３ 类转录

因子ꎬ共有 １３ 个ꎻＭＩＫＣ＿ＭＡＤＳ 和 ＡＰ２ 类转录因子

分别有 ５ 个和 ４ 个ꎻ而 ＦＡＲ１ 和 ＭＹＢ 类转录因子

最少ꎬ分别只有 １ 个ꎮ 这说明 ＳａＮＤＨ６ 基因的表达

主要受到 ＥＲＦ 和 Ｂ３ 类转录因子的直接调控ꎮ
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图 ３　 不同植物 ＮＤＨ６ 亚基的多重序列比对
Ｆｉｇ. ３　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＮＤＨ６ ｓｕｂｕｎｉｔ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔｓ

图 ４　 檀香与不同植物 ＮＤＨ 亚基的进化树分析
Ｆｉｇ. ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＮＤＨ ｓｕｂｕｎｉｔｓ

ｆｒｏｍ Ｓａｎｔａｌｕｍ ａｌｂｕｍ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔｓ

２.７ 不同激素处理后 ＳａＮＤＨ６ 的表达分析

ＳａＮＤＨ６ 启动子中分别含有激素 ＭｅＪＡ 和 ＧＡ３

的响应元件ꎬ预示着这两种激素可能对 ＳａＮＤＨ６ 的

表达有诱导作用ꎮ 为证明这一猜想ꎬ我们用 １×１０￣４

ｍｏｌＬ￣１ 的 ＭｅＪＡ 和 ＧＡ３ 分别处理檀香愈伤组织ꎬ
ＳａＮＤＨ６ 表达结果(图 ９)显示ꎬ与 ０ ｈ 相比ꎬＭｅＪＡ 和

ＧＡ３处理 ３ ｈ 后 ＳａＮＤＨ６ 的表达均显著升高ꎬ说明
ＭｅＪＡ 和 ＧＡ３均可正向诱导 ＳａＮＤＨ６ 的表达ꎮ

３　 讨论与结论

３.１ ＳａＮＤＨ６ 在檀香 ＮＤＨ 复合体中的定位

叶绿体 ＮＤＨ 脱氢酶是多个亚基组成的内囊

体膜蛋白复合物ꎬ其包括 １１ 个叶绿体基因组编码

的亚基和至少 １９ 个核基因组编码的亚基ꎬ至少有

１６ 个基因参与其合成过程 ( Ｉｆｕｋｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ꎻ
Ｙａｍｏｒｉ ＆ Ｓｈｉｋａｎａｉꎬ ２０１６)ꎮ 本研究檀香中克隆了

ＳａＮＤＨ６ꎬ通过 ＢＬＡＳＴ 搜索发现其与多种植物的

ＮＤＨ６ 亚基具有很高的序列相似性ꎬ并且其与木本

植物的 ＮＤＨ６ 进 化 关 系 较 近ꎮ 序 列 分 析 表 明

ＳａＮＤＨ６ 为疏水蛋白ꎬ亚细胞定位显示其定位于叶

绿体ꎬ说明 ＳａＮＤＨ６ 通过定位在叶绿体的内囊体膜

上行驶功能ꎮ ＳａＮＤＨ６ 在檀香叶片中的表达量较

高ꎬ但除叶片之外ꎬ其在不含有叶绿体的心材、根
和愈伤组织中均有表达ꎬ据此我们推测 ＳａＮＤＨ６ 是

核基因编码的蛋白ꎮ
３.２ ＳａＮＤＨ６ 表达的调控

转录调控在促进或者抑制基因表达中发挥关

键的作用ꎬ其主要由基因的启动子和位于启动子

中的 顺 式 作 用 元 件 所 控 制 ( Ｚｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ꎻ
Ｈｅｒｎａｎｄｅｚ￣Ｇａｒｃｉａ ＆ Ｆｉｎｅｒꎬ ２０１４)ꎮ 目前ꎬ关于叶绿

体 ＮＤＨ 复合体表达调控的研究鲜有报道ꎮ 我们

通过分析 ＳａＮＤＨ６ 起始密码子 ＡＴＧ 上游 ２ ｋｂ 的启

动子序列后发现ꎬＳａＮＤＨ６ 启动子中含有大量的光

响应元件ꎬ说明光对其表达起到主要的调控作用ꎬ
与其主要参与光合作用的功能相一致ꎮ 同时发现ꎬ
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３５Ｓ:ＹＦＰ 为空载体对照ꎮ
３５Ｓ:ＹＦＰ ｉｓ ａｎ ｅｍｐｔｙ ｃａｒｒｉｅｒ ｃｏｎｔｒｏｌ.

图 ５　 ＳａＮＤＨ６ 的亚细胞定位
Ｆｉｇ. ５　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＳａＮＤＨ６

不同字母表示显著性差异(Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ< ０. ０５). Ｔｈｅ
ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ６　 ＳａＮＤＨ６ 在檀香不同组织的表达分析
Ｆｉｇ. ６　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳａＤＮＨ６

ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｓａｎｔａｌｕｍ ａｌｂｕｍ

ＳａＮＤＨ６ 的表达也受到 ＧＡ３和 ＪＡ 等激素的正向调

控ꎮ Ｒｏｍａｎｏｗｓｋａ 等 ( １９８４ )、 Ｔｓａｉ 和 Ａｒｔｅｃａ 等

(１９８５)研究表明ꎬ外施 ＧＡ３可以提高一些植物的

生长速率和光合效率ꎬ说明 ＧＡ３ 可能通过调控

ＳａＮＤＨ６ 的表达参与檀香的光合作用过程ꎮ ＪＡ 除

了特异性地调控植物在昆虫取食和死体营养性病

原菌侵染的反应过程外(Ｗａｓｔｅｒｎａｃｋꎬ ２０１５)ꎬ还参

与植物的生长发育和抵御非生物胁迫等逆境反应

过程(Ｑｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４ꎻ Ｐｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 目前ꎬ
ＮＤＨ 复合体参与病原菌侵染等生物胁迫反应方面

的研究很少ꎬ但其在抵御非生物胁迫方面已有大

量报道(Ｙａｍｏｒｉ ＆ Ｓｈｉｋａｎａｉꎬ ２０１６)ꎮ 因此ꎬ我们推

测 ＪＡ 可能主要通过调控 ＳａＮＤＨ６ 的表达参与檀香

对一些非生物胁迫的反应过程ꎬ但具体的作用和

机制还需探究和验证ꎮ
３.３ ＳａＮＤＨ６ 在逆境胁迫中发挥作用

通过 ＮＤＨ 的 电 子 传 递 和 依 赖 于 ＰＧＲ５ /
ＰＧＲＬ１ 的电子传递之间存在部分功能冗余ꎬ在正

常生长环境下ꎬＮＤＨ 复合体的突变并不能产生明

显的表型变化(Ｍｕｎｅｋａｇｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４ꎻ Ｙａｍｏｒｉ ＆
Ｓｈｉｋａｎａｉꎬ ２０１６)ꎮ 但是深入研究表明ꎬＮＤＨ 复合

体在植物抵御多种逆境胁迫中发挥作用ꎮ Ｈｉｂｉｎｏ
等(１９９６)发现ꎬ高盐可以特异地诱导耐盐蓝细菌

(Ａｐｈａｎｏｔｈｅｃｅ ｈａｌｏｐｈｙｔｉｃａ)循环电子传递蛋白的表

达ꎬ增加依赖于 ＮＤＨ 的电子传递ꎬ 从而使其能够

７５９５ 期 闫海锋等: 檀香 ＮＤＨ 脱氢酶基因的克隆、定位与启动子分析



图 ７　 ＳａＮＤＨ６ 启动子的顺式作用元件分析
Ｆｉｇ. ７　 Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳａＮＤＨ６ ｐｒｏｍｏｔｅｒ

８５９ 广　 西　 植　 物 ４４ 卷



图 ８　 结合 ＳａＮＤＨ６ 启动子的转录因子统计
Ｆｉｇ. ８　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｂｉｎｄｉｎｇ ＳａＮＤＨ６

适应高盐环境ꎻＺｈａｏ 等(２０１７)研究证明ꎬ在多种

环境胁迫下ꎬ集胞藻 ＮＤＨ￣１ 能够维持 ＰＳＩ 结构的

稳定ꎻＬｉ 等(２００４)等将烟草置于低温(４ ℃)和低

光照强度(１００ ｍｏｌｍ－２ｓ￣１)环境中ꎬ发现 ｎｄｈＢ
突变体的最大光化学效率(Ｆ ｖ / Ｆｍ)和 ＰＳ Ⅱ驱动的

电子传递效率都显著低于野生型植株ꎬ推测低温

和弱光环境中依赖于 ＮＤＨ 的电子传递对光合器

官有保护作用ꎻ Ｗａｎｇ 等(２００６)研究了不同温度

处理 后 野 生 型 和 ＮＤＨ 突 变 体 ｎｄｈＣ￣ｎｄｈＫ￣ｎｄｈＪ
(ＤｎｄｈＣＫＪ) 烟草植株活性氧积累的差异ꎬ发现

ＮＤＨ 通过电子传递提高了 ＣＯ２的同化作用ꎬ从而

减少了高温胁迫引起活性氧的产生ꎮ 综上研究表

图 ９　 茉莉酸甲酯(Ａ)和赤霉素(Ｂ)处理后 ＳａＮＤＨ６ 的表达
Ｆｉｇ. ９　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳａＮＤＨ６ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ＭｅＪＡ (Ａ) ａｎｄ ＧＡ３(Ｂ) ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

明ꎬ植物在强 /弱光、高 /低温、高盐和低湿等逆境

下ꎬ依赖于 ＮＤＨ 的电子传递在维持光合系统结构

的稳定性、促进 ＣＯ２的同化、避免内囊体基质的过

度还原、减少 Ｈ２Ｏ２的产生以及维持正常的光合速

率等方面发挥作用ꎮ 在本研究中ꎬ我们发现檀香

ＳａＮＤＨ６ 启动子中也含有一些参与逆境响应的元

件ꎬ如 ＪＡ 和 ＡＢＡ 的响应元件、厌氧诱导元件、防御

和胁迫响应元件等ꎮ 其中ꎬＭｅＪＡ 的响应原件最

多ꎬ共有 ４ 个( ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆ 和 ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆ 分别

各有 ２ 个)ꎬ其次为与干旱胁迫密切相关的反应原

件ꎬ共有 ３ 个(ＡＢＲＥ ２ 个ꎬＭＢＳ １ 个)ꎮ 结合前人

研究结果我们推测 ＳａＮＤＨ６ 除了主要进行光合作

用外ꎬ还参与檀香的干旱胁迫等逆境反应过程ꎮ
综上所述ꎬ本研究克隆了檀香叶绿体 ＮＤＨ 脱氢

酶亚基基因 ＳａＮＤＨ６ꎬ其编码 ３０３ 个氨基酸ꎬ定位于

叶绿体ꎬ与拟南芥叶绿体 ＮＤＨ 脱氢酶的核基因编码

亚基具有较近的进化关系ꎮ ＳａＮＤＨ６ 启动子中含有

大量光响应元件、一些激素响应元件和参与逆境胁

迫反应的元件ꎬＥＲＦ 和 Ｂ３ 类等转录因子可能直接

结合该基因的启动子从而调控其表达ꎬ组织表达结

果显示该基因在檀香的叶片中表达量较高ꎬ同时其

表达可以被 ＭｅＪＡ 和 ＧＡ３显著诱导ꎮ
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