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津田芜菁 BrPIP1 的克隆及其在非生物胁迫下的

表达分析 
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摘  要：克隆得到津田芜菁（Brassica rapa ssp. rapifera‘Tsuda’）质膜内在蛋白（plasma membrane 

intrinsic proteins，PIPs）基因全长 cDNA 序列，命名为 BrPIP1（GenBank 登录号为 KJ173685），全长为

1 056 bp，开放阅读框为 861 bp，编码 286 个氨基酸。荧光定量 PCR 分析 BrPIP1 在不同组织以及其在温

度、脱水、渗透、ABA 和盐等非生物胁迫条件下幼苗中的表达表明，该基因表达具有组织特异性，在花

瓣中表达量最高，花蕾中次之；在上述非生物胁迫下表达量都有不同程度增加，暗示 BrPIP1 在非生物胁

迫应答中发挥作用。 
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Cloning and Expression of the BrPIP1 Gene in Brassica rapa subsp. rapa 
‘Tsuda’Under Abiotic Stress   

SONG Shan，MA Xuan，and YAN Haifang* 

（College of Life Sciences，Northeast Forestry University，Harbin 150040，China） 

Abstract：In this study，we cloned the plasma membrane intrinsic proteins1（PIP1）gene from 

Brassica rapa‘Tsuda’，which was designated as BrPIP1 with the accession number of KJ173685 in the 

NCBI GenBank. The full cDNA sequence of the BrPIP1 gene has 1 056 base pairs，containing an open 

reading frame of 861 bp encoding a protein of 286 amino acids. We determined the expression of the 

BrPIP1 gene in different tissues and under different abiotic stress conditions， such as extreme 

temperature，dehydration，adverse osmosis，abscisic acid（ABA）and salt stress by quantitative-PCR 

analysis. The results demonstrated that the highest expression levels of the BrPIP1 gene could be reached 

in the petal，followed by the bud，with tissue specificity. The expression of the BrPIP1 gene was 

upregulated under the aforementioned stress conditions，suggesting that the BrPIP1 gene may play a role 

in response of abiotic stresses. 
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水孔蛋白（aquaporin，AQPs）属于主要内在蛋白（major intrinsic proteins，MIPs）中的一个重

要分支，在生物的物质代谢中发挥重要功能（Scalera et al.，2014）。MIPs 家族蛋白能够促进水和甘

油等极性分子的跨膜运输，其中 AQPs 主要负责水分的运输（Park et al.，2010）。质膜内在蛋白（plasma 

membrane intrinsic proteins，PIPs）是一类定位于质膜上的水孔蛋白。近年来许多编码 PIPs 的水孔水

稻蛋白基因陆续被发现，比如拟南芥（Johanson et al.，2001）、番茄（Zhang et al.，2013）、水稻（Scalera 

et al.，2014；Vinnakota et al.，2015）、烟草（Zhuo et al.，2016）等多个物种中发现多个 PIPs 基因。

PIPs 不仅与植物的水分、多种小分子物质的运输有关（Berny et al.，2016），还与植物在非生物胁迫

条件下的物质代谢有关（Li et al.，2015）。在很多高等植物中，PIPs 又进一步分为 PIP1 和 PIP2 两

类（Kaldenhoff & Fischer，2006；Lawrence et al.，2013），其中，拟南芥作为模式生物，已有 13 种

PIPs 基因被发现和研究，其中 PIP1 类有 5 种，PIP2 类有 8 种（Johanson et al.，2001）。另外有研究

发现 PIP1 和 PIP2 的成员在执行特定的功能时存在一定的协同（Wang et al.，2016），两者都具有 6

个跨膜的 α–螺旋，6 个跨膜结构域通过膜两侧的 5 个亲水环（1 ~ 5 Loop）相互连接，其中 1、3、

5 环位于膜外，2 和 4 环及氨基和羧基末端位于膜内，2 和 5 环上都具有 MIPs 家族保守的基序 NPA

（Asn-Pro-Ala）结构域，该结构是运输水和甘油的基础（Jiang & Tong，2007）。PIP1 和 PIP2 两类

氨基酸序列不同，PIP1s 相对于 PIP2s 更易磷酸化，N–端更长，C–端更短，这可能也是导致两个

成员具有不完全相同功能的原因，比如 PIP2 比 PIP1 具有较强的水通道活性（Li et al.，2013）。 

已有研究表明 PIP1 基因在拟南芥（Di et al.，2013）、香蕉（Xu et al.，2014）、唐菖蒲（林燕飞 

等，2013）、杜梨（冉昆 等，2016）等物种中的大部分组织中都有表达，在根、花中的表达较高。

在低温（Zhuo et al.，2016）、干旱（Li et al.，2013）、盐（Xu et al.，2014）等非生物胁迫下 PIP1 基

因表达量也有不同程度的增加。芜菁具有很高的食用价值和药用价值。有研究表明新疆芜菁水提物

（BAE）对肿瘤具有一定的抑制有作用（马国财 等，2016）。为研究 BrPIP1 基因在芜菁中的表达

特性，参考拟南芥 AtPIP1 序列，通过 RT-PCR 结合 RACE 技术克隆了芜菁 BrPIP1 基因，研究 BrPIP1

应答逆境胁迫的分子机制，为津田芜菁的生物信息学研究提供依据，也为未来在基因水平上调控其

生长或生产提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料处理 

取东北林业大学生命科学学院温室中生长 2 个月左右的津田芜菁（Brassica rapa L. ssp. rapifera

‘Tsuda’）茎、根、叶（第 5 叶）、花后 1 d 的花瓣和长 8 mm 的花蕾、种子萌发 4 d 的幼苗，共计 6

个样品，液氮冷冻，置于–80 ℃（2016 年 5 月），用于组织表达研究。取种子萌发 4 d 的幼苗进行 4 ℃

和 37 ℃处理 2、4、8 和 24 h，以及脱水处理 0、1、2 和 4 h。将萌发 4 d 的幼苗根部置于 PEG（10%）、

甘露醇（0.4 mol · L-1）、ABA（150 μmol · L-1）、NaCl（100 mmol · L-1）、KCl（50 mmol · L-1）、LiCl

（40 mmol · L-1）和 CsCl（60 mmol · L-1）液体中处理 2、4、8 和 24 h，将材料液氮冷冻，置于 

–80 ℃。同时取相应时间点未处理幼苗作为对照。每次处理 8 株苗，重复 3 次。 

1.2  BrPIP1 的 cDNA 克隆与序列测定 

利用 Trizol RNA 提取试剂盒（TaKaRa 公司）提取津田芜菁总 RNA，利用 Nanodrop 系统和琼

脂糖凝胶电泳检验浓度和纯度后，以总 RNA 为模板，以 oligo（dT）17 + P19E 为引物，以 1 μg 总

RNA 为模板，根据反转录试剂盒（BioLabs 公司）操作说明合成 cDNA。 
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利用 cDNA 末端快速扩增（RACE）法克隆基因序列，以根皮 1 μg 总 RNA 为模板，以 

oligo（dT）17 接头引物：5′-GACTCGAGTGCACATCG（T）17-3′为引物，用反转录酶Ⅲ（Invitrogen）

合成 cDNA。3'-RACE 参考拟南芥 PIP1 基因序列设计引物 BrPIP1- F：5′-ATTGCTGAGTTTATAGCT 

ACGTT-3′和接头引物：5′-GACTCGAGTGCACATCG-3′进行 PCR 扩增：94 ℃预变性 5 min，随后

30 个循环，每循环 94 ℃变性 30 s，55 ℃退火扩增 30 s，72 ℃延伸 90 s，最后 72 ℃ 延伸 10 min。

琼脂糖凝胶电泳检测、回收目的条带，与 pEASY-T5 载体（北京全式金公司）连接，转化大肠杆菌，

挑选克隆并测序（引物分别为 M13 正反向引物）。 

利用 5′/3′-RACE 试剂盒（Roche）克隆 5′末端。基因特异性引物 BrPIP1-3′F：5′-TTCCTTTGG 

TGTAGCCATGAGCT-3′；oligo（dT）锚定引物：5′-GACCACGCGTATCGATGTCGAC（T）16(A/C) -3′；

PCR 锚定引物：5′-GACCACGCGTATCGATGTCGAC-3′，进行 PCR 扩增，克隆 BrPIP1 基因的 5′端

序列，体系及后续方法同 3′-RACE。 

根据 RACE 获得的序列设计引物 BrPIP1- F：5′-ATGGAAGGCAAAGAAGAAGA-3′和 BrPIP1-R：

5′-TCAGCTTCTGGACGTTTGAA-3′，验证 cDNA 序列拼接的正确性。 

1.3  BrPIP1 基因生物信息学分析 

1）利用 NCBI（http：//www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/）的 nucleotide BLAST 对 BrPIP1 序列的同源

性进行对比分析。2）利用 NCBI 的 protein BLAST 程序分析 BrPIP1 保守性功能域。3）利用 TMHMM 

server v.2.0（http：//www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/）在线工具对 BrPIP1 蛋白的跨膜情况进行分析。

4）ProtParam 工具（http：//web.expasy.org/protparam/）分析 BrPIP1 的理化性质。5）利用 http：// 

web.expasy.org/compute_pi/分析分子量和等电点。6）利用 MEGA6.0 构建进化树。 

1.4  津田芜菁 BrPIP1 基因表达分析    

利用 Trizol 试剂盒提取所有材料的 RNA，借助 Nanodrop 测定 RNA 浓度，并将浓度调到一致，

以 RNA 为模板反转录成 cDNA。定量表达检测 BrPIP1 的引物为 BrPIP1-F：5′-TACACCAAAGGAA 

GTGGTCT-3′，BrPIP1-R：5′-TTCTTGGTCCACTTGGCAAC-3′，内标 BrACTIN 的引物为 BrACTIN-F：

5′-GCTCAGTCCAAGAGAGGTATTC-3′，BrACTIN-R：5′-GCTCGTTGTAGAAAGTGGATC-3′。反应

体系：5 μL SYBR®Premix Ex TaqTM（TaKaRa，日本），0.2 μL ROX Reference Dye（50×）（TaKaRa，

Japan），4.5 μL ddH2O（TIANGEN，中国），0.17 μL cDNA，0.33 μL 引物混合物（正、反向引物各

10 μmol · L-1）。Real-Time PCR 程序：预变性 95 ℃ 30 s， 40 个扩增循环（95 ℃ 10 s，60 ℃ 31 s），

最后 60 ℃加热到 90 ℃的熔解过程。定量 PCR 仪器：7 500 Real Time PCR System（Applied 

Biosystems）。表达水平计算：2-ΔCt，ΔCt = Ct（目的基因）–Ct（Actin）。每个样品设 3 次试验重复，

3 次生物学重复。运用 Duncan’s 多重比较，相同字母为差异不显著（P < 0.05）。 

2  结果与分析 

2.1  BrPIP1 cDNA 序列分析 

克隆了 BrPIP1 基因序列，将该序列进行 BLAST 检索，显示其与拟南芥 AtPIP1b 具有极高的同

源性，高达 90%以上，命名为 BrPIP1（BrPIP1b1），GenBank 登录号为 KJ173685。BrPIP1 序列全

长 1 056 bp，5′非翻译区长 25 bp，3′非翻译区长 171 bp，开放阅读框区长 861 bp，编码 286 个氨基

酸多肽（图 1）。 
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BrPIP1 蛋白的分子量为 30.5 kD，等电点为 9.16。分子式为 C1416H2176N362O374S9，原子总数为 

4 337，带负电荷的残基（Asp + Glu）有 17 个，带正电荷的残基（Arg + Lys）有 23 个，属于稳定蛋

白；PIP1 蛋白 GRAVY 约为 0.410，为疏水性蛋白。BrPIP1 蛋白含有 MIPs 超家族中一段高度保守的

氨基酸序列（HINPAVTFG），并含有 AQPs 家族成员所共有 2 个保守序列 NPA（图 1）。具有水通道

蛋白典型的 6 个跨膜区（TM1 ~ TM6），由膜两侧的 5 个环状结构（环 1 ~ 5）连接，其中第 1、3 和

5 环在细胞膜外，第 2 和 4 环以及 C、N 末端都位于细胞膜内。2 个保守序列 NPA 分别位于 2 环和

5 环上（图 1）。再次说明 BrPIP1 基因编码的蛋白质属于水通道蛋白家族。 

 

图 1  津田芜菁 BrPIP1 基因核苷酸序列和其编码的氨基酸序列 

下划线是 N 端和 C 端，阴影是 6 个跨膜区，波浪线是 5 个环，框内是 NPA 域。 

Fig. 1  cDNA and deduced protein sequence of BrPIP1 from Tsuda gene 

N-terminal and C-terminal are underlined. Six transmembrane regions are highlighted. Five loop regions are wavy lined. NPA regions are boxed. 

 

利用 MEGA6.0 软件，将津田芜菁 BrPIP1 氨基酸序列与大豆 PIP1、小麦 PIP1、丝颖针茅 PIP、

龙眼 PIP1、菠菜 PIP1;2、甘蓝 PIP1b2、麻风树 PIP1、苹果 PIP1、唐菖蒲 PIP1、橡胶树 PIP1、大白

菜 PIP1b1、拟南芥 PIP1A、拟南芥 PIP1B 和欧洲油菜 PIP1-2 共 14 个物种，15 条氨基酸序列构建系

统进化树（图 2）。结果表明，津田芜菁的 BrPIP1 与油菜 PIP1 亲缘关系最近，并与同为十字花科的

拟南芥、甘蓝、大白菜聚为一支，其他科属的 PIP1 则聚为一支。 
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图 3  芜菁不同组织中 BrPIP1 的表达 

Fig. 3  Expression of BrPIP1 in various Tsuda tissues  

 

图 2  BrPIP1 进化树分析 

用 1 000 个重复进行 Bootstrap 检验，可信度超过 25%的在接点部位标出。 

Fig. 2  BrPIP1 phylogenetic analysis 

The numbers next to the nods indicate bootstrap values of more than 25% support from 1 000 replicates. 

2.2  BrPIP1 组织特异性表达 

PIP1 基因在植物的大多数组织根茎叶花

中都有表达，且表达具有一定的组织特异性，

因此对 BrPIP1 在芜菁茎、根、花瓣、花蕾、

叶和幼苗不同组织中的表达进行分析（图 3），

结果表明津田芜菁 BrPIP1 基因在检测组织中

都有表达，在花瓣中的表达最高，在根、花蕾、

幼苗中次之。在茎最少，具有一定的组织表达

特异性。 

2.3  温度、脱水胁迫下 BrPIP1 的表达 

将 4 d 龄幼苗进行 4 ℃和 37 ℃处理，在处理的 24 h 内 BrPIP1 在低温和高温中表达量都增加，

且都在 8 h 分别增加了 10 倍和 68 倍之后开始下降（图 4）。在脱水处理中，将 4 d 龄幼苗置于室温 

 
图 4  4 ℃、37 ℃和脱水处理下芜菁 4 d 幼苗中 BrPIP1 的表达 

Fig. 4  Expression of BrPIP1 treated by 4 ℃、37 ℃ and dehydration in 4-day-old seedling  
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图 5  渗透胁迫（PEG、甘露醇）下芜菁幼苗中 BrPIP1 的表达 

Fig. 5  Expression of BrPIP1 treated by osmotic stress 

（PEG，mannitol）in seedling 

图 6  ABA 处理下芜菁幼苗中 BrPIP1 的表达 

Fig. 6  Expression of Br PIP1 treated by ABA in seedling  

脱水环境中脱水处理，BrPIP1 的表达量在脱水处理 2 h 时是增加至未处理时的 94 倍，随后降低（图

4）。结果说明，对于水孔蛋白基因 BrPIP1 来说无论是高温、低温还是脱水处理在短时间内都能诱

导其上调表达。 

2.4  渗透胁迫下 BrPIP1 的表达 

检测 BrPIP1 在 PEG 和甘露醇处理后的表达，结果发现在 PEG 和甘露醇处理 24 h 内，BrPIP1

表达量在处理 2 h 后均迅速增加，分别为未处理时的 37.9 倍和 15.6 倍，之后表达量都下降（图 5）。

说明渗透胁迫都促进了 BrPIP1 的表达。 

2.5  脱落酸（ABA）处理下 BrPIP1 的表达 

在 ABA 处理 2 h 时，BrPIP1 表达量比未处理时增加了 4.9 倍，4 h 时增加了 27.8 倍，之后表达

量降低。说明 BrPIP1 基因可能也参与了 ABA 信号的转导（图 6）。 

 

2.6  无机盐胁迫下 BrPIP1 的表达 

在植物生存环境中，盐胁迫是大多数植物所面临的环境因素之一，在高盐环境中，植物为了生

存细胞保持着细胞质 K+/Na+比，提高细胞之间水分的运输。检测了 NaCl、KCl、LiCl 和 CsCl 处理

津田芜菁幼苗后 BrPIP1 基因的表达，NaCl 和 LiCl 处理 4 d 龄幼苗后 BrPIP1 基因表达量在处理的

2 h 时分别增加了 67.2 和 44.1 倍，之后降低（图 7）。 

 

图 7  NaCl、KCl、LiCl 和 CsCl 处理下芜菁幼苗中 BrPIP1 的表达 

Fig. 7  Expression of Br PIP1 treated by NaCl，KCl，LiCl and CsCl in seedling 
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KCl 处理后 BrPIP1 基因在 24 h 内表达量增加至未处理时的 68.7 倍，而 CsCl 处理则抑制了

BrPIP1 基因的表达（图 7），说明 BrPIP1 基因在盐胁迫应答中发挥作用。 

3  讨论 

本研究克隆了津田芜菁水控蛋白 BrPIP1 基因，BrPIP1 蛋白含有水孔蛋白家族蛋白特有的保守

氨基酸序列和 NPA 基序，并且具有植物 PIPs 的特征信号序列 GGGANXXXXGY 和

TGI/TNPARSL/FGAAI/VI/VF/YN。BrPIP1 蛋白还含有 6 个跨膜区和 5 个环状结构，所有这些都是鉴

别植物水孔蛋白基因及其类别划分的重要标准（Postaire et al.，2007）。进化树分析进一步表明 BrPIP1

蛋白为 PIP1 类水孔蛋白，并与同科的油菜、拟南芥等亲缘关系最近。 

水孔蛋白 PIP1 类蛋白属于多基因家族，不同成员表达模式不同，有的组成型表达，有的特异性

表达（刘迪秋 等，2009）。在津田芜菁中 BrPIP1 基因在茎、根、花瓣、花蕾、叶和幼苗中都有表

达，在花瓣中表达量最高，根、花蕾和幼苗中次之。同样在百合中，PIP1 基因在花瓣、花药等组织

中都有表达，在花瓣中表达量最高（Ding & Iwasaki，2003）。在唐菖蒲中 GhPIP1 基因也在花瓣、

雌蕊、雄蕊等花发育组织中高量表达（林燕飞 等，2013）。这些研究结果表明该类基因可能在花的

发育和开放中发挥重要作用。另外 BrPIP1 基因在芜菁的根和幼苗中也高量表达，而拟南芥的根中

PIP1 基因也高量表达，这可能与植物生长都由根系吸收水分，供给植物生长需要有关（颜培玲 等，

2015；冉昆 等，2016）。 

在植物抗逆分子机制研究中，分离出很多 PIP1 家族基因参与抗逆应答反应（Ayadi et al.，2011；

Hu et al.，2012）。检测低温、高温、脱水、渗透、脱落酸和 4 种无机盐对津田芜菁 BrPIP1 基因表达

的影响。将津田芜菁 4 d 龄幼苗进行 4 ℃处理 4 h 内 BrPIP1 基因表达量增加，可能与抗低温应答反

应有关，而之后表达量降低，说明较长时间低温处理植株可能会适应低温条件；在香蕉、杜梨、水

稻等植物中 12 h 以上的处理 PIP1 基因表达都下降（Matsumoto et al.，2009；Xu et al.，2014；冉昆 等，

2016），暗示低温可能抑制了 BrPIP1 基因表达。短时间 37 ℃处理也促进了 BrPIP1 基因在幼苗中的

表达，可能该基因在高温胁迫应答中也发挥作用。 

水孔蛋白可以使体内水分快速流动，以维持植物体内水分平衡、保证植物在干旱等缺水环境中

的生长发育。大多数水孔蛋白 PIP1 都参与植株干旱、脱水胁迫应答，在山羊豆、香蕉、马尾松等物

种干旱胁迫中 PIP1 基因表达量增加（Xu et al.，2014；Li et al.，2015；蔡琼 等，2016），津田芜菁

中 BrPIP1 基因受脱水处理诱导，呈现出先增后减的趋势，很有可能是当植物水分大量的丧失时，

BrPIP1 大量表达来调节植物体内水分的运输和代谢，说明 BrPIP1 基因参与调节了这一胁迫反应。 

植物体内渗透压改变，直接影响植物细胞内水分膜内外的流动（Li et al.，2015），用 PEG 和甘

露醇进行渗透胁迫处理，BrPIP1 基因转录水平迅速增加，同 PEG 处理的山羊豆、水稻、杜梨和甘

露醇处理的香蕉中 PIP1 基因转录水平均增加的趋势相似（Guo et al.，2006；Xu et al.，2014；Li et al.，

2015），BrPIP1 基因可能对提高植物吸收和转运水分的能力、应对胁迫环境的能力有一定的调节作用。 

山羊豆 GoPIP1 基因与 ABA 合成和信号转导有关，GoPIP1 基因促进脱落酸 ABA 合成相关基因

的表达（Li et al.，2015）。本研究中 ABA 处理促进了 BrPIP1 基因的表达，BrPIP1 基因除了参与非

生物胁迫应答，也可能参与了 ABA 合成和信号的转导。 

盐离子胁迫是大多数植物生存所面临的环境因素之一，在拟南芥中过量表达香蕉 MaPIP1 基因，

提高了转基因植株耐盐和渗透胁迫的能力（Xu et al.，2014）。本研究中 NaCl、LiCl 和 KCl 处理的
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芜菁都促进了 BrPIP1 基因的表达，而 CsCl 则抑制了该基因的表达，NaCl 处理促进了拟南芥、香蕉、

山羊豆等物种 PIP1 基因的表达，以提高植物抵抗盐胁迫的能力（Jang et al.，2004；Xu et al.，2014；

Li et al.，2015）。 

水孔蛋白主要参与水分的吸收和外排，尤其在根部水分吸收和外排中发挥作用（Aroca et al.，

2012）。在植物生长发育和相应环境胁迫中，提高 PIP1 基因表达，增加植物体内水分吸收。随着胁

迫时间得延长，PIP1 基因表达下降，减少水分的排出，维持植物体内水分平衡，减少环境胁迫对植

物的伤害，使植物度过难关。PIP1 基因和 PIP2 基因可共同协调植物体的水分代谢，BrPIP1 基因的

研究也为进一步研究两亚家族成员间的互作机制提供参考。 
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