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摘要：甘油 ! " ! 磷酸酰基转移酶（)*+,）基因与植物抗冷性密切相关。克隆到的长柔毛野

豌豆（!"#"$ %"&&’($）)*+, 基因的编码区完整的 -./+ 片段长 #"0012，编码 3&4 个氨基酸残基，

与蚕豆（!"#"$ )$*$）和豌豆（+"((,- ($."%,-）比较，其核苷酸序列的同源性分别为 (35#6和

("5"6，氨基酸序列的同源性分别为 (%5(6和 (45’6。
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冷伤害是导致作物减产甚至死亡的主要原因之一。至今尚未找到根本的解决途径。探

索植物抗冷性的生理机制及其遗传因素具有重要的意义。植物生物膜中磷酯酰甘油

（2D?R2D;SFXONGNO-PQ?N，*)）分子的饱和程度与植物抗冷性密切相关（ELQ;S;，#(4"；#(43）。
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甘油!"!磷酸酰基转移酶（#$%&’()$!"!*+),*+-.’ -&%$.(-/,0’(-,’）是 12 生物合成过程中的第一

个酰基酯化酶，它将脂肪酰基转移到甘油!"!磷酸的 3!4 位上合成 4!酰基!5/!甘油!"!磷酸

（溶血磷酯酸），来源于抗冷性不同的植物的 2167 对底物酰基具有不同的选择性，对决定

植物生物膜中 12 的饱和度起着关键作用（8(’/.9’/，4:;"）。<=(-.-（4::>）等通过把抗冷

植物拟南芥菜中的 2167 基因转到冷敏感植物烟草中，得到了抗冷性较强的烟草植株，这

一实验揭示了一条通过基因工程技术培育抗冷植物品种的途径。

目前，国内外已先后从南瓜（?,+@9-A@，4:;;）、豌豆（B’C’(，4::4）、黄瓜（7+)D-,，
4::>）拟南芥菜（E@,+@F-，4::"）、红花（G+@$$-，4::H）、水稻（刘继梅，4::;）、黑子南瓜

（杨明挚，4:::）、蚕豆（I@= J@D’@，4:::）等植物中获得了该基因的全长或部分 &KE6 片

段。笔者等依据国外报道的豌豆（豌豆属）2167 基因 &KE6 序列，应用 L7!13L 技术分离

到了长柔毛野豌豆（野豌豆属，有较强的抗冷性）的 2167 基因的全长 &KE6 片段，并亚

克隆到了 12M<!7 载体系统的多克隆位点上，进行了序列分析。本文首次报道了该基因的

克隆及其序列。

! 材料及方法

!"! 材料

!"!"! 植物材料：长柔野豌豆（!"#"$ %"&&’($）种子购自云南省种子公司

!"!"# 菌株和载体：转化受体菌为大肠杆菌 KNO!，克隆载体为 *2M<!7 系统。

图 4 长柔毛野豌豆 2167 基因扩

增结果，在 4P"AC 处有扩增带
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>Q 扩增产物
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!"!"$ 试剂：&KE6 合成试剂盒购自 2?G3SGLI 公司，质粒提取试剂盒

购自华舜公司，限制性内切酶及克隆载体 *2M<!7 系统购自 1()D’#- 公

司，7-TKE6 多聚酶及其它分子生物学试剂购自华美公司。

!"# 方法

!"#"! 植物材料的培养：长柔毛野豌豆于 >OU下避光萌发 O F 后，光照

4> +，取子叶为试验材料。

!"#"# 总 LE6 的提取：参照异硫氰酸胍法，略加改动。

!"#"$ &KE6 第一链的合成：按 2?G3SGLI 公司合成试剂盒操作说明进

行。以总 LE6 为模板，S$@#)（F7）为引物，在逆转录酶的作用下合成

&KE6 第一链，于 V >WU保存。

!"#"% 引物合成：依据豌豆 2167 基因 &KE6 序列，设计并委托 3%C’(!
,%/ 公司合成如下引物：

1(@D’( 4：OX V 6726332677377732373 V "X
1(@D’( >：OX V 37637733672237272 V "X

!"#"& 用以上合成的 &KE6 第一链作为模板，用 1(@D’(% 4 和 1(@D’( > 进

行 13L 反应，条件为 :HU 4 D@/，OWU 4 D@/，Y>U > D@/；"O 个循环后，

Y>U再延伸 Y D@/。

!"#"’ 克隆：13L 产物纯化后，分别克隆到 *2M<!7 载体系统的多克隆

位点上，转化大肠杆菌 KNO!并在 Z!#-$ 和含氨苄青霉素的平板上筛选

白色菌落。重组子委托 3%C’(,%/ 公司进行测序。
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! 结果

以合成的长柔毛野豌豆 !"#$ 第一链为模板，用引物 %&’()& * 和 %&’()& + ,-. 扩增长柔毛

野豌豆 /,$0 基因，*123琼脂糖凝胶电泳检测，在 *14 56 处有扩增带（图 *）。

长柔毛野豌豆 /,$0 基因 !"#$ 序列及其递推的氨基酸序列（图 +）。

长柔毛野豌豆 /,$0 基因及其递推的氨基酸序列中与蚕豆、豌豆不同的密码子和氨基酸

残基（表 *）。

表 " 长柔毛野豌豆 #$%& 基因及其递推氨基酸序列中与蚕豆、豌豆不同的密码子和氨基酸残基

0768) * "’99)&):; !<=<:> 7:= 7(’:< 7!’= &)>’=?)> 7(<:@ !"#"$ %"&&’($、 %"#"$ )$*$ 7:= +"((,- ($."%,- /,$0

@):)> 7:= ;A)’& =)=?!) 7(’:< 7!’= &)>’=?)>

差异位点（位）

=’99)&):; >’;)>

长柔毛野豌豆 !"#"$ %"&&’($ 蚕豆 !"#"$ )$*$ 碗豆 +"((,- ($."%,-
密码子 氨基酸残基 密码子 氨基酸残基 密码子 氨基酸残基

!<=<:> 7(’:< 7!’=> !<=<:> 7(’:< 7!’=> !<=<:> 7(’:< 7!’=>
*4+ /$$ B -$$ C /$$ B
*DE /$/ B /// / /$/ B
+EF 00/ G $0/ H $0/ H
+ED -/$ . -$$ C -/$ .
+I* -$/ C -$0 J -$0 J
+KF /$0 " /0$ L /0$ L
+MI $0$ N $0$ N /0$ L
42K -0/ G -0/ G -// .
4** $-/ 0 $-$ 0 $0/ H
4+M //0 / /$0 " /$0 "
E2D $/- O $/0 O $$- #
E2M $0- N $-- 0 $-- 0
E*D $-/ 0 $-/ 0 $$/ P
E+E 0-$ O $-$ 0 $-$ 0
E4K /$$ B /$0 " /$0 "

’ 讨论

长柔毛野豌豆和蚕豆同属豆科野豌豆属，而豌豆属豆科豌豆属。长柔毛野豌豆为一年生

草本植物，为优良饲料且具绿肥作用，广布于云南许多高寒地区，其抗冷性较蚕豆、豌豆的

强。克隆到的长柔毛野豌豆 /,$0 基因 !"#$ 片段长 *4FF6%，编码 EID 个氨基酸残基。与蚕

豆和豌豆比较，其核苷酸序列的同源性分别为 ME1*3和 M4143，氨基酸序列的同源性分别为

MK1M3和 MD123。与已知其它物种 /,$0 基因比较，预测从 * 至 DM 个氨基酸残基为转移肽

（;&7:>’; %)%;’=)，0,），它具有转移肽的一些显著特征：丝氨酸（O)&）和苏氨酸（0A&）含量很

高（4+1K3），而酸性氨基酸（$>% 和 /8:）含量低（+1+3）；而且，因为酸性氨基酸含量低

而具净正电荷（DM 个残基中有 ** 个碱性氨基酸残基，而只有 + 个酸性氨基酸）。比较长柔毛

野豌豆、蚕豆和豌豆 /,$0 基因 !"#$ 递推的氨基酸序列，发现有 *I 个氨基酸残基不同。其

中，有 F 个在不同属植物蚕豆、豌豆中一致的位点，在长柔毛野豌豆中出现了差异。这 F 个

位点分别是：+EF，+I*，+KF，4+M，E2M，E+E 和 E4K。由于这些氨基酸残基本身结构和特性的

不同，将一定程度上导致长柔野豌豆与蚕豆、豌豆 /,$0 的空间立体结构不同，这些氨基酸

差异可能与这 4 种植物间的抗冷性差异有关。
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图 ! 长柔野豌豆 "#$% 基因 &’($ 序列及其递推的氨基酸顺序，箭头所指处为预期的剪切位点

)*+, ! &’($ -./ *01 /2/3&2/ -4*.5 -&*/ 12632.&2 57 "#$% +2.2 7854 !"#"$ %"&&’($ , $. -8859 *./*&-021 0:2 ;82/*&02/ ;85&211*.+ 1*02,
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这是国内首次从抗冷性较强的植物中克隆到含有编码转移肽的核苷酸序列的完整的

!"#$ 基因 %&’# 片段。长柔毛野碗豆 !"#$ 基因的分离克隆对研究该基因和该酶以及了解植

物的抗冷机制，进而运用基因工程技术改变农作物的抗冷性有重要的意义。

〔参 考 文 献〕

()* +,（刘继梅），-./0 1’（陈善娜），230 45（鄢波）， !" #$，67789 -:50)0; 30< =/>*/0%)0; 5? 3 @3ABC:/0;B. %&’# %5<)0; ?5A

;:D%/A5:CEC@.5=@.3B/ 3%D:BA30=?/A3=/ ?A5F A)%/［+］9 %&"# ’("#)*&# +,))#)*&#（云南植物研究），!"（E）：EE7—EGH

230; ,I（杨明挚），-./0 1’（陈善娜），230 45（鄢波）， !" #$，67779 -:50)0; 30< 0*%:/5B)</ =/>*/0%/ 5? %&’# ?5A B./ ;:D%/A5:C

EC@.5=@.3B/ 3%D:BA30=?/A3=/ ?A5F -,&,./*"# 0*&*0($*#［+］9 %&"# ’("#)*&# +,))#)*&#（云南植物研究），!#（H）：6E7—6GE

4.)::3 J1，,3%K/0L)/ 1(，677G9 ’*%/5B)</ =>*/*%/ 5? 3 %&:’# ?A5F -#."1#2,3 "*)&"(.*,3 /0%5<)0; 3 ;:D%/ACEC@.5=@.3B/ 3%D:BA30=?/A3=/
［+］9 4$#)" 4153*#$，#"$（G）：6M6E—6M6G

NA/0BL/0 ,，O/)0L P，,/K/50 #， !" #$，678E9 1@/%)?)%3B)50 30< =/:/%?)Q/ 5? !"#$ 30< ,#"#$ ?A5F @/3 30< =@)03%. %.:5A@:3=B=［+］9

67’8 97::7;，#!%：RHS

T=.)L3K) U，’)=.)<3 T，#;5B3 V， !" #$，67889 -:50)0; 30< 0*%:/5B)</ =/>*/0%/ 5? %&’# ?5A B./ @:3=B)< ;:D%/A5:CEC@.5=@.3B/ 3%D:BA30=C

?/A3=/ ?A5F =>*3=.［+］9 67’8 97::7;，!&（H）：GHG

()* +,，-./0 1’， !" #$，67779 -:50)0; 30< =/>*/0%)0; 5? B./ %&’# %5<)0; ?5A !:D%/A5:CEC@.5=@.3B/ 3%D:BA30=?/A3=/ ?A5F <*&*# 0#/#
［+］9 4$#)" =!)! ;!>*3"!.，R，"-J 77—7G

,*A3B3 ’，678E9 ,5:/%*:3A =@/%)/= %5F@5=)B)50 5? @.5=@.3B)<D:;:D%/A5:= ?A5F %.)::)0;C=/0=)B)Q/ 30< %.)::)0;CA/=)=B30B @:30B=［+］9 4$#)"

-!$$ 4153*($，!’：86

,*A3B3 ’，23F3D3 +，678G9 $/F@/A3B*A/C</@/0</0B @.3=/ W/ .3Q)5A 5? @.5=@.3B)<D:;:D%/A5:= ?A5F %.)::)0;C=/0=)B)Q/ 30< %.)::)0;CA/=)=B30B

@:30B［+］9 4$#)" 4153*($，(’：6X6R

,*A3B3 ’，’)=.)<3 T，T=.)L3K)C’)=.)L3Y3 U， !" #$，677H9 !/0/B)%3::D /0;)0//A/< 3:B/A3B)50 )0 B./ %.)::)0; =/0=)B)Q)BD 5? @:30B［+］9 ?#@

",.!，&)$：M6X—M6E

’)=.)<3 T，$3=3K3 2，=.)A3)=.) O， !" #$，677E9 $./ ;/0/ 30< B./ J’# ?5A B./ @A/%*A=5A B5 B./ @:3=B)<:5%3B/< ;:D%/A5:CEC@.5=@.3B/ 3%D:C

BA30=?/A3=/ 5? %.#/*A(B3*3 "1#$*#)#［+］9 4$#)" C($!&,.$#. ’*($(>5，!#：HRM—HMM

$.5F3= -，+5.0=50，+30/ -， !" #$，677H9 ’*%:/5B)</ =/>*/0%/ 5? 3%D: %3AA)/A @A5B/)0：;:D%/A5:CEC@.5=@.3B/ 3%D:BA30=?/A3=/ ?A5F -*C

%*FW/A［+］9 4$#)" 4153*($，%%：MM6—MMH

Z/W/A 1，Z5:B/A N"， !" #$，67769 "*A)?)%3B)50 30< %&’# =/>*/0%)0; 5? 30 5:/3B/C=/:/%B)Q/ 3%D:C-"：=0C;:D%/A5:CEC@.5=@.3B/ 3%D:BA30=C

?/A3=/ ?A5F @/3 %.:5A5@:3=B=［+］9 4$#)" C($!&,$#. ’*($(>5，#(：6XRM—6XMR

SSRS 期 吕燕波等：长柔毛野豌豆编码甘油 [ E [ 磷酸酰基转移酶基因的克隆及序列分析


