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*目的+克隆山黧豆抗氧化酶基因(并对其进行生物信息学及表达模式分析(为研究抗氧化酶基因在

山黧豆中的抗旱机制奠定基础)*方法+以萌发
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的山黧豆叶片为材料(通过
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克隆山黧豆抗氧化酶基因的
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分别分析抗氧化酶基因编码的蛋白质理化性质,信号肽,跨膜区域以及亚细胞定

位'利用在线工具
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溶液模拟干旱处理山黧豆(采用荧光定量
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分析干旱胁迫不同时间抗氧化酶基

因在叶片中的相对表达量)*结果+
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依次与蒺藜苜蓿,蚕豆,豌豆,豌豆和锦鸡儿具有较高的相似性,较近的亲缘关系和遗传距离)表达分析结果表
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"是豆科蝶形花亚

科野豌豆族的一年生草本植物)山黧豆具有许多与

干旱胁迫相适应的形态特征(如披针状的叶片,发达

的茎卷曲和叶卷曲,扁平宽阔状的果荚,庞大且具有

发达根瘤的根系等%

#

&

)在中国,中东和北非的一些

干旱和半干旱地区(山黧豆被广泛种植(甚至在年降

水量仅有
GD$

$

!$$KK

的黄土高原(山黧豆仍能保

持一定的产量)因此(山黧豆被认为是研究抗旱分

子机制的良好材料系统)

活性氧!

B̀=

"作为一种重要信号分子(调控了

较广范围的生物学过程(比如生长,发育和响应生

物$非生物胁迫%

%CG

&

)抗氧化防御系统是植物体内清

除
B̀=

,维持植物机体
B̀=

平衡的主要途径%
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等%

D

&用
%$̂ Q?WL$$$

处理
D@

苗龄的豌豆

和山黧豆幼苗(结果显示(山黧豆生长受到的抑制程

度较豌豆轻(山黧豆叶片中的过氧化氢酶!

R5U
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抗坏血酸过氧化物酶!

5Qe

",超氧化物歧化酶

!

=BE

",谷氨酸过氧化物酶!

WQe

"的活性较豌豆叶

片高(与此一致的是这些抗氧化酶在转录水平上也

均表现出了上调的趋势(表明山黧豆比豌豆具有更

强大的抗氧化系统)目前(多种植物的抗氧化酶基

因已被克隆并应用于植物抗旱基因工程研究%

L

&

)相

关研究%

"CM

&表明(抗氧化酶基因的过量表达能不同程

度地提高植物对干旱胁迫的抵抗能力)然而(迄今

为止有关山黧豆抗旱基因分离的研究却屈指可数)

鉴于此(本研究从山黧豆抗氧化酶系统中克隆得到
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化酶基因(并对其基因结构,蛋白结构,序列同源性

以及进化关系进行了预测和比较分析'同时(运用荧

光定量
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抗氧化酶基因在山黧豆

不同组织中的表达模式进行分析(为研究抗氧化酶

基因在山黧豆中的抗旱机制奠定基础(也为其他农

作物改良提供优良的基因资源库)
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试验材料
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山黧豆
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科技大学生命科学学院徐全乐副教授提供)将山黧

豆种子播于含腐殖土,蛭石,珍珠岩!质量比为
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盒合成
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固体培养基中(筛选

阳性克隆送至中国农业科学院测序中心测序)
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`

#

DgCRU5WURWUR5RU5UR5RU5URUURCGg

#$$D DD

"6

$

:)-BC

7

#

DgC5UWWR5UUURU55WWURRWU5WURWCGg

`

#

DgCUR5W55RUUWRU5WU55R5555URUWCGg

&!% DD

#<%<%

!

山黧豆抗氧化酶的生物信息学分析
!

通过

在线软件
?bQ5=

;

Q*(0Q,*,K

!

100

J

#$$

222<3bC

J

,4

;

<(*

[

$

0((-4

$

J

*(0

J

,*,K<10K-

"对山黧豆抗氧化

酶的基本理化性质进行分析'采用
=9

[

+,-Q!<#

软

件,

U]T]] A<%<$

软件和
/RVF

数据库中的

R(+43*:3@E(K,9+

工具分别分析山黧豆抗氧化酶

蛋白信号肽,跨膜区域和保守结构域'利用
=BQ]5

!

100

J

4

#$$

+

J

4,C

J

*,X9<9X>

J

<.*

$

>

[

9CX9+

$

+

J

4,

3

,)0(C

K,0<

J

-

6

J

,

[

3h+

J

4,

3

4(

J

K,<10K-

"在线工具预测蛋

白质二级结构'利用
U,*

[

30Q#<#

软件预测蛋白质

的亚细胞定位'利用
/RVF

数据库对山黧豆与其他

物种 抗 氧 化 酶 氨 基 酸 序 列 进 行
VS5=U+

和

VS5=U

J

比对(以获得相似性较高的代表性物种'

利用
]?W5L<$

软件对不同物种抗氧化酶的氨基

酸序列进行多重比对(构建
/39

[

1X(*C

H

(9+9+

[

系统

进化树(设置
V((040*,

J

参数为
#$$$

)

#<%<G

!

山黧豆抗氧化酶基因的表达分析
!

山黧豆

抗氧化酶基因扩增所用荧光定量
QR̀

引物如表
%

所示)

表
%

!

山黧豆抗氧化酶基因扩增所用荧光定量
QR̀

引物

U,X-3%

!P

QR̀

J

*9K3*4)43@.(*,K

J

-9.

;

9+

[

,+09(b9@,+03+c

;

K3

[

3+34(.H,1;

3

2699,1*869S<

基因名称

W3+3+,K3

引物序列

Q*9K3*43

P

)3+>3

产物大小$
X

J

7*,

[

K3+049c3

退火温度$
\

5++3,-9+

[

03K

J

3*,0)*3

(DA

7

#

DgCUWR5WWUWUUWUUWR5WUUWCGg

`

#

DgC5RU555WRRRUWURRWUUWWCGg

GGL L$

"(?

7

#

DgCURUWW5RU5RW55RURRWWUCGg

`

#

DgCWWWURRRUR55WWUUUR5WWCGg

G#$ L$

4)-BC

7

#

DgCUUWW5WRRUWUR5UU5WRWWCGg

`

#

DgC5URR5W5RRRRUW55W5WRUCGg

GG" L$

J%-BC

7

#

DgCUWW5UWW5R5UWWRUUWR5UCGg

`

#

DgCURRRURURUWR55UU5RWWRCGg

%&" L$

"6

$

:)-BC

7

#

DgCWUWWWRU5UR5RR5WWW55WCGg

`

#

DgCR5RRR5RUWRUWR5RUURU5CGg

%&" L$

#M=*̀ /5

7

#

DgCWWUW5UW5UWRURRU5WWWRCGg

`

#

DgCUWUUWWRRUUUWWWUUW5WUCGg

%M$ L$

!!

正常条件下培养山黧豆
"@

后(采集根,茎,叶(

保存备用)根据基因序列测序信息设计荧光定量

QR̀

引物!表
%

"(采用
=NV̀

.

Q*3K9b?bU,

P

U]

'

试剂盒(以
#M=*̀ /5

为内参基因(在
5

JJ

-93@V9(C

48
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4

;

403K4"D$$7,40 3̀,-C09K3QR̀ =

;

403K

中检测

(DA

,

"(?

,

4)-BC

,

J%-BC

和
"6

$

:)-BC

基因

在山黧豆不同组织中的表达量)将山黧豆种子播种

于湿润的蛭石中(待幼苗长至
#!@

时将其从蛭石中

小心取出(水中静置
#1

以消除创伤刺激)然后将

山黧豆幼苗根部浸没在
%$̂ Q?WL$$$

中(分别干

旱胁迫
$

(

#

(

G

(

L

(

#%

和
%!1

后取山黧豆幼苗的叶

片(以
(DA

,

"(?

和
4)-BC

基因为代表(检测不

同抗氧化酶基因在干旱胁迫处理条件下的相对表达

量)

P

ÙCQR̀

反应体系#稀释后
>E/5 #

#

S

(

=NV̀

.

Q*3K9b?bU,

P

U]

'

试剂盒
#$

#

S

(荧光定

量
QR̀

校正染料
$<!

#

S

(上,下游引物各
$<M

#

S

(

@@T

%

B"

#

S

)设置
G

个重复(采用
%

O

//

"1法分析基

因的相对表达量)

%

!

结果与分析

%<#

!

山黧豆抗氧化酶基因的克隆

以山黧豆叶片
>E/5

为模板进行
QR̀

扩增(扩

增产物经
#<%̂

琼脂糖凝胶电泳检测(得到单一,特

异的扩增条带)

(DA

,

"(?

,

4)-BC

,

J%-BC

和

"6

$

:)-BC

基因片段大小分别约为
ML!

(

#!MD

(

"%G

(

#$$D

和
&!%X

J

!图
#

")经测序分析(得到含有

完整开放阅读框的
RE=

序列)

]<E/5

标准分子量'

#<(DA

'

%>"(?

'

G>4)-BC

'

!>J%-BC

'

D>"6

$

:)-BC

]<E/5 ],*I3*

'

#<(DA

'

%<"(?

'

G<4)-BC

'

!>J%-BC

'

D>"6

$

:)-BC

图
#

!

山黧豆
(DA

,

"(?

,

4)-BC

,

J%-BC

,

"6

$

:)-BC

基因的
QR̀

扩增产物

79

[

<#

!

QR̀ ,K

J

-9.9>,09(+

J

*(@)>04(.(DA

(

"(?

(

4)-BC

(

J%-BC

(

,+@"6

$

:)-BC

[

3+349+H,1;

3

2699,1*869S<

%<%

!

山黧豆
-BC

,

(DA

,

"(?

基因编码蛋白质的

生物信息学

%<%<#

!

理化性质
!

利用
?bQ5=

;

Q*(0Q,*,K

对

-BC

,

(DA

,

"(?

基因编码蛋白质进行理化性质分

析(结果!表
G

"显示(

5Qe

,

R5U

,

]+=BE

,

73=BE

和

R)

$

a+=BE

均为酸性不稳定蛋白质(具有疏水性)

表
G

!

山黧豆抗氧化酶基因编码蛋白质的理化性质

U,X-3G

!

Q1

;

49>(>13K9>,-

J

*(

J

3*0934(.,K9+(,>9@3+>(@3@X

;

,+09(b9@,+03+c

;

K3

[

3+349+H,1;

3

2699,1*869S<

蛋白质

Q*(039+

分子质量$
I)

3̀-,09:3K(-3>)-,*K,44

分子式

](-3>)-,*.(*K)-,

等电点

J

F

不稳定系数

F+40,X-39+@3b

平均亲水性

5:3*,

[

31

;

@*(

J

19-9>90

;

5Qe "$ R

%DM%

T

!G$%

/

ML!

B

#$M"

=

#MG

D<## !D<L# $<"#D

R5U #%D R

!DDM

T

"LGG

/

#!MD

B

#&$M

=

GD%

!<&M !M<M" $<"MG

]+=BE D& R

%#"&

T

GLG"

/

"%G

B

&$$

=

#"#

D<#% D$<!% $<MD%

73=BE M% R

G$G"

T

D$"#

/

#$$D

B

#%L&

=

#ML

D<## !$<&D $<"!M

R)

$

a+=BE "M

R

%MLG

T

!"ML

/

&!%

B

##&!

=

%#%

D<$M D$<G$ $<"&%

%<%<%

!

二级结构预测
!

利用
=BQ]5

对
=BE

,

5Qe

,

R5U

蛋白质的二级结构进行预测(结果如表
!

所示)

由表
!

可知(山黧豆
D

种抗氧化酶基因编码的蛋白质

二级结构均涉及到
G

种形态
!

种状态(分别为
T

螺

旋#!

%

C

螺旋(

1

"'

-

链#

?

!延伸链(

3

"'卷曲#

U

!

-

C

转角(

0

"和
R

!无规则卷曲(

>

")

表
!

!

山黧豆抗氧化酶基因编码蛋白质的二级结构组成

U,X-3!

!

=3>(+@,*

;

40*)>0)*3(.,+09(b9@,+03+c

;

K349+H,1;

3

2699,1*869S< ^

蛋白质

Q*(039+

%

C

螺旋

%

C13-9b

延伸链

?b03+@3@40*,+@

无规则卷曲

,̀+@(K>(9-

-

C

转角

-

C0)*+

5Qe !%<#L #%<D! G"<&M "<G%

R5U %D<&# #!<"M DG<MD D<!"

]+=BE !M<"D #%<D$ G#<L" "<$M

73=BE !!<&# #G<#" GL<%G D<L&

R)

$

a+=BE %L<%$ %%<$! !#<MD !#<MD

%<%<G

!

信号肽!跨膜区域及保守结构域预测
!

利用

=9

[

+,-Q!<#

软件分析发现(

5Qe

,

R5U

,

]+=BE

,

73C

=BE

和
R)

$

a+=BE

蛋白质序列的
K3,+C9

值均小于

$<D

(说明其均不存在信号肽序列)通过
U,*

[

30Q#<#

软件预测可知(

5Qe

和
R5U

定位于细胞质中(

]+C

=BE

定位于线粒体中(

73=BE

和
R)

$

a+=BE

定位于

叶绿体中)用
U]T]] A<%<$

软件分析发现(只有

5Qe

含有
#

个跨膜结构区(分布于第
%DMO%M$

位氨

基酸(属跨膜蛋白质!图
%

"'

"(?

,

4)-BC

,

J%-BC

,

"6

$

:)-BC

基因编码的肽链位于膜外(不存在跨膜
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区(属于可溶性蛋白质)保守结构域分析显示(

(DA

,

"(?

,

4)-BC

,

J%-BC

和
"6

$

:)-BC

基因编码的蛋

白质都含有保守序列)其中
5Qe

属于植物过氧化物

酶家族(含
G

个结合位点(即亚铁血红素结合位点,底

物结合位点和
f

_结合位点'

R5U

属于植物过氧化氢

酶家族(含亚铁血红素结合位点和四聚体界面'

]+C

=BE

,

73=BE

和
R)

$

a+=BE

属于植物超氧化物歧化酶

家族(

R)

$

a+=BE

同时含激活位点,

R)

%_结合位点和

二聚体界面)

图
%

!

山黧豆
5Qe

蛋白的跨膜结构预测

79

[

<%

!

U*,+4K3KX*,+3*3

[

9(+(.5Qe9+H,1;

3

2699,1*869S<

%<%<!

!

氨基酸序列比对及系统进化树构建
!

通过

/RVF

数据库(对山黧豆
5Qe

,

R5U

,

]+=BE

,

73=BE

和
R)

$

a+=BE

进行
VS5=U+

和
VS5=U

J

比对(获得

与蒺藜苜蓿!

4%/*.,

&

#126).,16$,

",刺毛黧豆!

46.6L

),

M

262*%)9

",大豆!

P$

3

.*)%+,N

",绿豆!

0*

&

),2,/*,1,

:,*<2,/*,1,

",木豆!

",

F

,)69.,

F

,)

",蚕豆!

0*.*,

'

,L

I,

",豌豆!

D*96+9,1*86+

",百脉根!

H#169

F

,

M

#)*.69

",

菜豆!

D;,9%#$6986$

&

,2*9

",红车轴草!

?2*

'

#$*6+

M

2,1L

%)9%

",野大豆!

P$

3

.*)%9#

F

,

",紫苜蓿!

4%/*.,

&

#9,1*L

8,

"以及豇豆!

0*

&

),6)

&

6*.6$,1,

"等相似性较高的代

表性物种)利用
]?W5L<$

软件中的
R-)40,-Y

进行

蛋白质氨基酸序列多重比对(结果表明(

(DA

基因编

码蛋白质的氨基酸序列与蒺藜苜蓿,刺毛黧豆,大豆,

绿豆,木豆和豇豆的相似度分别为
&#̂

(

MD̂

(

ML̂

(

MD̂

(

MD̂

和
M!̂

'

"(?

基因编码蛋白质的氨基酸序

列与蚕豆,豌豆,箭薚豌豆,蒺藜苜蓿,木豆,百脉根,

大豆,刺毛黧豆,绿豆和菜豆的相似度分别为
&M̂

(

&"̂

(

&L̂

(

&%̂

(

M&̂

(

MM̂

(

MM̂

(

M"̂

(

MM̂

和

M"̂

'

4)-BC

基因编码蛋白质的氨基酸序列与豌豆,

箭薚豌豆,红车轴草,蒺藜苜蓿,刺毛黧豆,大豆,绿豆

和木豆的相似度分别为
&M̂

(

&M̂

(

&Ĝ

(

&#̂

(

M"̂

(

ML̂

(

MD̂

和
MD̂

'

J%-BC

基因编码蛋白质的氨基酸

序列与紫苜蓿,蒺藜苜蓿,木豆,豌豆,大豆,百脉根,

野大豆,绿豆和白车轴草的相似度分别为
"M̂

(

""̂

(

"$̂

(

&Ĝ

(

"L̂

(

""̂

(

"D̂

(

L"̂

和
&$̂

'

"6

$

:)-BC

基因编码蛋白质的氨基酸序列与蒺藜苜蓿,大豆,刺

毛黧豆,锦鸡儿,木豆和绿豆的相似度分别为
ML̂

(

M#̂

(

"M̂

(

"&̂

(

M!̂

和
MD̂

)

利用
]?W5L<$

软件构建山黧豆抗氧化酶基因

编码蛋白质的系统进化树(结果如图
G

$

"

所示)

图
G

!

山黧豆
5Qe

的系统进化树

79

[

<G

!

Q1

;

-(

[

3+309>0*33,+,-

;

494(.5Qe9+H,1;

3

2699,1*869S<
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!!

由图
G

$

"

可知(

5Qe

系统进化树中(山黧豆与蒺

藜苜蓿聚集在同一分支上(亲缘关系较高'

R5U

系统

进化树中(山黧豆与蚕豆聚集在同一分支上(遗传距

离为
$<$%#

(亲缘关系较高'

]+=BE

和
73=BE

系统进

化树中(山黧豆与豌豆聚集在同一分支上(遗传距离

分别为
$<$#G

和
$<$L#

(亲缘关系较高'

R)

$

a+=BE

系

统进化树中(山黧豆与锦鸡儿聚集在同一分支上(遗

传距离为
$<!$!

(亲缘关系较近)

图
!

!

山黧豆
R5U

的系统进化树

79

[

<!

!

!Q1

;

-(

[

3+309>0*33,+,-

;

494(.R5U9+H,1;

3

2699,1*869S<

图
D

!

山黧豆
]+=BE

的系统进化树

79

[

<D

!

Q1

;

-(

[

3+309>0*33,+,-

;

494(.]+=BE9+H,1;

3

2699,1*869S<

图
L

!

山黧豆
73=BE

的系统进化树

79

[

<L

!

Q1

;

-(

[

3+309>0*33,+,-

;

494(.73=BE9+H,1;

3

2699,1*869S<
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图
"

!

山黧豆
R)

$

a+=BE

的系统进化树

79

[

<"

!

Q1

;

-(

[

3+309>0*33,+,-

;

494(.R)

$

a+=BE9+H,1;

3

2699,1*869S<

%<G

!

山黧豆抗氧化酶基因的表达分析

%<G<#

!

抗氧化酶基因在不同组织中的表达
!

利用荧

光定量
QR̀

检测已克隆山黧豆抗氧化酶基因的组织

表达特异性(结果!图
M

"表明(抗氧化酶基因在山黧豆

根,茎和叶中均有表达(但表达模式不同)

(DA

,

J%L

-BC

基因在山黧豆茎中的表达量最高(根中表达量最

低(推测其可能参与茎的生长分化过程)

"(?

,

"6

$

:)-BC

,

4)-BC

基因在山黧豆叶中的表达量最高(其

可能参与了叶的生长分化过程)

&

和
&&

分别表示同一基因中不同组织之间差异显著!
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山黧豆抗氧化酶基因
(DA

,
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,

4)-BC

,

J%-BC

和
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$

:)-BC

在不同组织中的相对表达量
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干旱胁迫对抗氧化酶基因表达的影响
!

为了

探究抗氧化酶基因是否受到干旱胁迫的诱导(进一步

分析了干旱胁迫不同时间后(

(DA

,

"(?

和
4)-BC

基因在山黧豆叶片中的相对表达量(结果见图
&

)图

&

显示(干旱胁迫处理后(

(DA

,

"(?

,

4)-BC

基因在

山黧豆叶片中的表达都有不同程度的提高(其中

(DA

,

"(?

基因的表达量在胁迫后迅速升高(

G1

后

达到最高(分别是
$1

的
D

和
!<G

倍'

4)-BC

基因的

表达量在
#1

时达到最高水平(大约是
$1

的
!

倍)

G

!

讨
!

论

B̀=

不仅是有氧代谢的毒副产物(也可作为信

号分子参与基本的生物过程(如细胞增殖,分化(

B̀=

过多或过少都会影响植物的生长发育)因此(

B̀=

基

础水平的维持对于促进植物正常生长至关重要)抗

氧化酶是植物
B̀=

网络中的一类清除酶(其中
=BE

可以清除
B

O

0

%

产生
T

%

B

%

(

5Qe

和
R5U

进一步清除

T

%

B

%

)

5Qe

,

R5U

,

=BE

广泛存在于植物细胞中(通

过维持
B̀=

稳态平衡(在
B̀=

信号分子介导的细胞

氧化还原过程中发挥作用%

#$

&

)近年来(抗氧化酶基

因在拟南芥%

##

&

,水稻%

#%
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,玉米%

#G

&

,小麦%

#!

&

,油菜%

#D

&和

番茄%

#L

&中的研究取得重大进展)山黧豆是一种具有

广谱抗逆性且营养丰富的豆科作物(尽管已从生理生

化,基因表达和蛋白表达水平等不同层次对干旱胁迫

下山黧豆的应答机制进行了探讨%

#"C#M

&

(但具有应用价

值的性状资源如抗性基因的研究却非常少%

#&
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)为
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此(本研究从山黧豆中首次分离得到了
(DA

,

"(?

,

4)-BC

,

J%-BC

和
"6

$

:)-BC

基因的
RE=

序列(其

长度比
'9,+

[

等%

D

&所克隆的山黧豆抗氧化酶基因更完

整)通过氨基酸序列分析表明(山黧豆抗氧化酶分布

于细胞质,线粒体和叶绿体不同区室中(推测其可协

同清除干旱胁迫产生的
B̀=

'山黧豆抗氧化酶与豆科

的蒺藜苜蓿,蚕豆,豌豆和锦鸡儿等有极高的同源性(

构建的
/C'

系统进化树进一步直观地反映了山黧豆

与其他物种之间的亲缘关系和遗传距离)
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表示同一基因不同胁迫时间间差异极显著!
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氧化胁迫的发生是许多非生物胁迫的共同效应(

因此(研究者们都在尝试通过调控抗氧化酶清除
B̀=

的能力(从而改善植物的抗旱性%

%$

&

)研究%

%#C%!

&表明(

抗氧化酶基因的表达水平和活性与植物抗旱性密切

相关)

'9,+

[

等%

D

&通过半定量
QR̀

检测了干旱胁迫条

件下山黧豆抗氧化酶基因
(DA

,

"(?

,

4)-BC

,

J%L

-BC

和
"6

$

:)-BC

的表达水平(发现除了
"6

$

:)L

-BC

,

J%-BC

基因表达量不变或下降外(

(DA

,

"(?

和
4)-BC

基因表达量均增加(与对照相比上调了
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$
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倍)因此(本研究选择
(DA

,

"(?

和
4)-BC

基因(探究已克隆的抗氧化酶基因是否受到干旱胁迫

的诱导(结果发现(山黧豆
(DA

,

"(?

,

4)-BC

基因

均响应干旱胁迫(其中
4)-BC

基因的表达量在干旱

胁迫
#1

时大幅提高(表明
]+=BE

对清除线粒体

B̀=

起着至关重要的作用(这与之前报道的
]+

%_能

有效阻止
B̀=

毒副作用是一致的%

%D

&

'

(DA

基因的表

达量变化最为明显(干旱胁迫
G1

后表达量增加了约

!

倍(且之后
G1

仍保持高水平(表明
5Qe

是山黧豆

抗氧化酶系统中的关键酶之一)
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