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摘　 要:为了解大蒜 GST 基因及其编码的蛋白质的结构特征,分析 GST 基因在不同组织及盐胁迫条件下

的表达特性,采用 RT-PCR 方法克隆得到大蒜苍山四六瓣 GST 基因,采用 BLAST、DNAMAN、ProtParam、
MEGA5、Swiss-Model 等生物信息工具分析其序列特征,利用实时荧光定量 PCR 方法,分析 AsGST 基因

在大蒜根、鳞茎和叶片中的表达差异及其对盐胁迫的响应情况。 结果表明,大蒜 AsGST 基因全长 663
bp,编码 220 个氨基酸,推测蛋白质分子质量为 25. 58 kDa,理论等电点为 6. 55,属于 tau 类 GST 家族。
植物 GST 的序列相似性较低,但在结构上相对保守。 在蛋白的 N 端含有谷胱甘肽特异结合位点(G 位

点),C 端含有可变性较大的疏水底物结合位点(H 位点),在进化关系上 AsGST 与茄科作物较近。 空间

结构分析表明,大蒜 GST 的三级结构由 3 个 β-折叠和 11 个 α-螺旋构成。 实时荧光定量 PCR 显示,苍
山四六瓣中 GST 基因在根中的表达量最高,其次是叶,在鳞茎中的表达量较低,具有明显的组织特异

性。 盐胁迫处理 4 h 后,各组织内 AsGST 基因的表达量均升至最高,说明该基因可响应盐胁迫逆境信

号。 本研究结果为进一步研究大蒜 GST 基因的功能奠定了一定的理论基础。
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　 　 盐胁迫是限制作物生长发育,影响作物产量和品

质的重要环境因子之一[1]。 在长期的进化过程中,植
物逐渐形成了一系列的抗逆机制,其中,谷胱甘肽途径

在此过程中发挥着重要作用[2]。 因此,研究谷胱甘肽

途径及其关键基因对揭示植物抗逆机制具有非常重要

的意义。
谷胱甘肽硫 转 移 酶 ( Glutathione S-transferases,

GSTs)是一种广泛存在于自然界中的小分子多功能型水

溶性蛋白[3]。 GSTs 一般通过促进还原型谷胱甘肽与各

种含亲电基团底物的相互作用,形成复合物,将有害物

质运输至体外,从而起到解毒消毒作用[4]。 此外,GSTs
参与细胞内激素信号传导、花青素的合成和运输等进

程,同时受外界多种逆境胁迫因子的诱导,在植物生长

发育、次生代谢等过程中也发挥着重要作用[5]。

研究表明,在植物体中,GST 表达受到各种非生物

胁迫,如缺磷[6]、盐胁迫[7] 的诱导。 当植物遭受逆境胁

迫时,GSTs 通过解毒和抗氧化作用避免植物细胞免受

逆境伤害[4]。 赵凤云等[8] 采用农杆菌侵染法将盐地碱

蓬 GST 基因转入对低温敏感的水稻幼苗品种中花 11
中,发现转基因植株应对低温胁迫的抗性明显增强。 戚

元成等[9]发现盐地碱蓬 GST 基因在拟南芥中过量表达

后,转基因植株的抗旱能力较对照明显提高。 此外,GST
基因还能响应真菌和其他一些病原物的侵染[10],以及

植物激素如生长素[11]、乙烯[12] 和脱落酸[13] 等的诱导。
上述研究表明,GST 基因在植物抵御各种生物和非生物

胁迫的进程中均起着非常重要的作用。
大蒜(Allium sativum L.)为百合科葱属蔬菜作物,

既可以作为调味,又具有较强的防病抗病功能。 目前,
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在拟南芥[14]、水稻[15]、杨树[16]、大豆[17] 和甜橙[18] 中

已分别鉴定到 55、79、81、94 和 23 个 GST 基因,但关于

大蒜中 GST 基因的研究尚未见报道。 本研究以苍山

四六瓣为试验材料,克隆获得大蒜 GST 基因,对其核

苷酸和氨基酸序列进行分析,并利用实时荧光定量

PCR 技术对该基因在盐胁迫下的表达进行研究,旨在

探讨基因与大蒜耐盐能力的关系,为进一步研究

AsGST 基因的生物学功能奠定理论基础。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

供试材料:大蒜品种苍山四六瓣,来源于淮阴工学

院生命科学与食品工程学院玻璃温室。 大肠杆菌菌株

由南京农业大学园艺学院伞形科蔬菜作物实验室保

存。
仪器设备:GenoSens 1850 凝胶成像系统(上海勤

翔科学仪器有限公司)、DYCP-32B 电泳仪(北京六一

仪器厂)、Centrifuge 5810R 离心机(Eppendorf,美国)、
Veriti 96-well Thermal Cycler PCR 扩增仪 ( Applied
Biosystems,美国)、 CFX96 Touch 荧光定量 PCR 仪

(Bio-rad,美国)。
主要试剂:植物总 RNA 提取试剂盒[天根生化科

技(北京)有限公司]、DNA 回收试剂盒(杭州唯特洁

公司)、质粒载体 pMD19-T(大连 TaKaRa 公司)、Green
Taq Mix(南京诺唯赞生物科技有限公司)、引物(南京

金斯瑞生物科技有限公司)、反转录试剂盒 HiScript Ⅱ
Q RT SuperMix for qPCR(南京诺唯赞生物科技有限公

司)、荧光定量试剂盒 ChamQ SYBR qPCR Master Mix
(南京诺唯赞生物科技有限公司)。
1. 2　 方法

将苍山四六瓣于 2017 年 10 月 3 日播种于按蛭石 ∶
有机质=1 ∶1(体积比)比例混合的基质中,20 d 后将大

蒜幼苗转移至 60 cm×40 cm×20 cm 水培箱(山东荣泉塑

料制品有限公司)中进行培养,营养液为 Hogland 标准

配方。 7 d 后对大蒜植株进行盐胁迫(200 mmol·L-1

NaCl)处理,处理时间分别为 1、4、12 h,以未经盐胁迫处

理的大蒜植株作为对照(CK),每个处理设 3 次生物学

重复。 分别取大蒜叶片、根和鳞茎,立即用液氮速冻后,
-80℃保存备用,用于 RNA 的提取及 cDNA 的合成。
1. 2. 1　 RNA 的提取及 cDNA 的合成　 采用总 RNA 试

剂盒提取总 RNA,利用反转录试剂盒将提取的总 RNA
反转录成 cDNA。
1. 2. 2　 大蒜 GST 基因的克隆　 根据大蒜苍山四六瓣

转录组数据(未公布),检索并拼接出 GST 基因序列,
设计 1 对引物 GST-F 和 GST-R,序列分别为 5′-ATGTC
TGAAGAAGTACTGTTGCTG-3′和 5′-TTACTCTTCTATC
CCAAGCTTCTT-3′,以苍山四六瓣 cDNA 为模板进行扩

增。 PCR 反应程序:94℃预变性 5 min;94℃变性 30 s,
55℃退火 30 s,72℃延伸 50 s,共 35 个循环;72℃延伸

10 min。 PCR 产物用 1. 2%琼脂糖凝胶电泳回收,与
pMD19-T 载体连接,并转化至大肠杆菌 DH5α 中,提取

质粒经 PCR 鉴定后,送至南京金斯瑞生物科技有限公

司进行测序。
1. 2. 3　 序列分析 　 其他植物的 GST 序列均来自于

NCBI 数据库,使用 BLAST(https: / / blast.ncbi.nlm.nih.
gov / Blast.cgi)进行序列比对。 利用软件 DNAMAN 进

行氨基酸序列比对和蛋白质疏水性 /亲水性分析;采用

ProtParam(https: / / web. expasy. org / protparam / )软件对

氨基酸基本成分、蛋白质相对分子质量和等电点进行

分析;利用 MEGA5 对系统进化树进行测试和编辑,生
成报告图形[19];利用 SOPMA 软件分析蛋白质二级结

构(https: / / npsa-prabi.ibcp.fr / cgi-bin / npsa_automat.pl?
page=npsa_sopma.html);通过 Swiss-Model 软件预测蛋

白三级结构[20]。
1. 2. 4　 实时荧光定量 PCR　 采用 CFX 96 Touch 系统

(Bio-rad,美国) 进行实时荧光定量 PCR。 以大蒜

SAND 基因为内参基因,与目标基因一起扩增,每个处

理设 3 次生物学重复,表达检测引物为 BD-SAND-F:
5′-GCGTCAACGAATGTTCCAATTACCA-3′和 BD-SAND-
R:5′-TCTCTTCAGTCTCAACTTCATCAGCAT-3′。 根据

从苍山四六瓣中扩增的 GST 基因序列设计表达检测

引物 BD-GST-F:5′-GCTAGGATCGCACTGGAAGAGA-3′
和 BD-GST-R:5′-GGTATCTCCTTCTCCGCATGA-3′。 按

照 ChamQ SYBR qPCR Master Mix 试剂盒的操作说明

进行实时荧光定量 PCR。
1. 3　 数据分析

以大蒜 SAND 基因的转录表达水平作为内参,采
用 2-△△CT法[21]计算目的基因的相对表达水平。

2　 结果与分析

2. 1　 大蒜 GST 基因的克隆

以苍山四六瓣的 cDNA 为模板,分别以 GST-F 和

GST-R 作为上游和下游引物,PCR 扩增后得到 1 条长

度约为 700 bp 的片段(图 1)。 序列测定与分析表明,
苍山四六瓣的 GST 基因含有 1 个 663 bp 的开放阅读

框,编码 220 个氨基酸(图 2),将该基因序列上传至
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GenBank,获得登录号 MH892343。 预测该基因编码的

蛋白质相对分子质量为 25. 58 kDa,等电点为 6. 55。

注:M: DNA 分子量标准(2 000 bp); 1: AsGST 基因。
Note: M: DNA marker(2 000 bp) . 1: AsGST gene.

图 1　 大蒜 AsGST 基因的 RT-PCR 扩增图谱

Fig.1　 RT-PCR amplification patterns of AsGST
gene from garlic

图 2　 大蒜 AsGST 基因的核苷酸序列及其编码的氨基酸序列

Fig.2　 Nucleotide acid sequences and predicted amino acid sequences of AsGST gene from garlic

2. 2　 大蒜 AsGST 的氨基酸序列和理化性质分析

将大蒜 AsGST 的氨基酸序列进行 BLAST 比对,结
果显示,该蛋白属于 tau 类 GST 蛋白(图 3)。 将该蛋

白分别与苹果(Malus domestica,XP _008358506)、桃
( Prunus persica, XP _ 007200430 )、 海 枣 ( Phoenix
dactylifera,XP_008775488)、油棕(Elaeis guineensis,XP
_ 010923805 )、 番 茄 ( Solanum lycopersicum, XP _
004240536 )、 辣 椒 ( Capsicum annuum, XP _
016576141 )、 马 铃 薯 ( Solanum tuberosum, XP _
006355799)、萝卜(Raphanus sativus,XP_018455003)、
芥菜 ( Brassica juncea, AAP58393 )、 油 菜 ( Brassica
napus, XP _ 022547908 )、 黄 瓜 ( Cucumis sativus,
KGN53533 ) 和 苦 瓜 ( Momordica charantia, XP _
022142875)等植物的 tau 类 GST 的氨基酸序列进行

BLAST 比对,发现大蒜的 GST 基因编码的蛋白序列与

其他物种的 GST 氨基酸序列同源性较低,但在结构上

相对保守。 在蛋白的 N 端含有谷胱甘肽特异结合位

点(G 位点),C 端含有可变性较大的疏水底物结合位

点(H 位点)(图 4)。
对大蒜和其他植物的 GST 氨基酸序列进行理化

性质分析。 由表 1 可知,这些植物中的 GST 氨基酸残

基数为 213 ~ 222 个,相对分子质量为 23. 72 ~ 25. 67
kDa。 碱性氨基酸(包括精氨酸,赖氨酸和组氨酸)略

多于酸性氨基酸(包括天冬氨酸和谷氨酸),脂肪族氨

基酸数量远高于芳香族氨基酸,不同氨基酸序列物理

性质存在差异。
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图 3　 大蒜 AsGST 氨基酸序列保守域预测

Fig.3　 Prediction of conserved domain of amino acid sequences of AsGST from garlic

注: # 表示 GSH 结合位点; ∗表示疏水底物结合位点。
Note:# indicates the GSH binding site. ∗ indicates the substrate binding site.

图 4　 大蒜 GST 与其他植物 GST 氨基酸序列的多重比对

Fig.4　 The alignment of amino acid sequences of GST from garlic and other plant species

2. 3　 大蒜 GST 的氨基酸亲水性和疏水性预测

对苍山四六瓣 GST 基因推导的氨基酸序列进行

疏水性 /亲水性分析。 结果表明,该蛋白的第 123 位谷

氨酸(Glu)亲水性最强,其次为第 118 和第 119 位的甘

氨酸(Gly)和谷氨酸(Glu);疏水性最强的位点为第

157 位的异丙氨酸(Phe),其次为第 155 位的异亮氨酸

(Ile)(图 5)。
2. 4　 大蒜 GST 的进化树分析

由图 6 可知,苍山四六瓣 GST 与茄科作物的进化

关系较为接近,十字花科中萝卜、芥菜、油菜的 GST 属

于同一个分支,蔷薇科中苹果和桃的 GST 属于同一个

分支,棕榈科中海枣、油棕的 GST 属于同一个分支,葫
芦科中黄瓜和苦瓜的 GST 属于同一个分支,茄科中的

辣椒、番茄、马铃薯的 GST 属于同 1 个分支。
2. 5　 大蒜 GST 三级结构分析

利用在线软件 SOPMA 分析二级结构,结果表明

AsGST 蛋 白 质 中 α - 螺 旋 占 55. 00%, 延 伸 链 占

11. 82%,β-转角占 5. 45%,无规则卷曲占 27. 73%。
以玉米 GST(PDB ID:4chs.1.B)为模板,通过 SWISS-
MODEL 在线软件对该蛋白进行三级结构分析,其 N
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　 　 　 　 表 1　 不同物种的 GST 氨基酸组成成分及理化性质分析

Table 1　 Comparison of composition and physico chemical features of amino acid
sequences of GST from different plant species

植物种类
Plant species

氨基酸残
基数

Number of
amino acid

理论相对
分子质量
Theoretical

relative molecular
mass / kDa

理论等电点
Theoretical pI

碱性氨基
酸比例

Rate of basic
amino acid / %

酸性氨基
酸比例

Rate of acidic
amino acid / %

脂肪族氨
基酸比例

Rate of aliphatic
amino acid / %

芳香族氨
基酸比例

Rate of aromatic
amino acid / %

大蒜 A. sativum 220 25. 58 6. 55 16. 9 15. 0 76. 0 11. 0

苹果 M. domestica 219 25. 34 5. 71 16. 0 15. 6 66. 3 9. 1

桃 P. persica 222 25. 53 5. 34 14. 5 15. 3 75. 6 9. 5

海枣 P. dactylifera 221 25. 53 5. 54 15. 4 15. 8 75. 6 8. 6

油棕 E. guineensis 221 25. 67 6. 16 16. 8 15. 9 78. 5 9. 5

番茄 S. lycopersicum 213 23. 72 5. 98 15. 0 13. 6 73. 5 6. 5

辣椒 C. annuum 213 23. 77 6. 39 15. 5 13. 1 76. 6 6. 6

马铃薯 S. tuberosum 213 23. 83 5. 98 15. 0 13. 6 76. 0 6. 5

萝卜 R. sativus 213 24. 19 6. 67 16. 4 13. 6 77. 4 9. 4

芥菜 B. juncea 213 24. 08 6. 40 16. 0 13. 6 78. 0 8. 9

油菜 B. napus 213 24. 09 6. 67 16. 4 13. 6 78. 0 8. 0

黄瓜 C. sativus 220 25. 46 5. 90 15. 0 14. 5 75. 7 10. 0

苦瓜 M. charantia 219 25. 25 5. 90 15. 5 15. 1 75. 1 8. 7

图 5　 大蒜 AsGST 氨基酸序列的亲水性和疏水性分析

Fig.5　 Analysis of hydrophilcity and hydrophobicity of
amino acid sequences of AsGST from garlic

端主要由 β-折叠和 α-螺旋构成(βαβαβα),C 端由 8
个 α-螺旋构成,通过一个约 10 个氨基酸的短序列与

N 端结构域连接(图 7)。
2. 6　 盐胁迫条件下大蒜 GST 基因的表达分析

由图 8 可知,正常条件下,苍山四六瓣中 GST 在

鳞茎、叶和根中均有表达,在根中的表达量最高,其次

是叶,在鳞茎中的表达量较低。 盐胁迫处理 1 h 时,

AsGST 基因的表达量较 CK 无明显变化,但随着盐胁迫

处理时间的延长,苍山四六瓣中 GST 基因在鳞茎、叶
和根中的表达量均呈上升趋势,且在处理 4 h 时达到

最高。 盐胁迫处理 12 h 时,AsGST 基因在叶和根中的

表达量较处理 4 h 有明显下降,但鳞茎中的表达量变

化不明显。

3　 讨论

研究表明,遭遇逆境胁迫时,植物体内活性氧含量

会大量升高,对细胞结构和代谢物质造成氧化伤害,严
重影响甚至扰乱植物的正常生长、发育和代谢[22-24]。
而由 GST、 超氧化物歧化酶 ( superoxide dismutase,
SOD)、过氧化氢酶 ( catalase, CAT) 和过氧化物酶

(peroxidase,POD)等形成的保护酶系统,能够有效地

清除植物体内的活性氧及其他自由基,消除细胞内的

有害代谢物质,从而保护植物免受或减缓伤害[25]。 其

中,GST 作为一个大的基因家族,在植物生长发育、响
应环境变化的过程中发挥重要的调节作用[26]。 因此,
研究 GST 有助于阐明植物生长和抵御胁迫的分子机

制,对改善胁迫下植物的生存能力具有实际意义。
GSTs 一般以 25 ~ 27 kDa 的 2 条亚基以同源或异

源的方式聚合而成,每个亚基都含有 2 个空间结构不
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图 6　 大蒜与其他植物 GST 氨基酸序列的系统进化树

Fig.6　 Phylogenetic tree of GST from garlic and other plant species

图 7　 AsGST 蛋白质三级结构预测

Fig.7　 The deduced three-dimensional structure of AsGST

同的结构域:N 端由 β 折叠和 α 螺旋构成;C 端主要由

α 螺旋构成[27]。 本研究克隆获得的大蒜 AsGST 基因

属于 tau 类 GST 家族成员,其编码的蛋白质与其他 12
种植物中 GST 序列相似性较低,但在结构上相对保

守,N 端具有保守的结合谷胱甘肽的 G 位点,C 端的 H
位点可结合疏水底物[3],在空间结构上与前人研究结

果类 似[26], N 端 主 要 由 β 折 叠 和 α 螺 旋 构 成

(βαβαβα),C 端由 8 个 α 螺旋构成,通过 1 个约 10
个氨基酸的短序列与 N 端结构域连接。

在玉米(Zea mays L.)的研究中发现,大多数 GST
基因在根中表达水平较高,而在其他组织中表达相对

较低[28]。 本研究中,AsGST 基因在大蒜各组织中的表

图 8　 大蒜 AsGST 基因在盐胁迫条件下的表达分析

Fig.8　 Expression analysis of AsGST gene
under salt stress from garlic

达水平差异明显,在根中的表达量最高,其次是叶,在
鳞茎中的表达量较低,呈现明显的组织特异性。 GSTs
不仅在细胞代谢和异源化合物的解毒过程中发挥重要

功能,对植物抵御不良环境和损伤等方面同样起着重

要作用。 前人研究表明,干旱、真菌攻击、盐胁迫等均

能诱导 GSTs 的表达[29-31]。 过表达大豆 GmGSTL1 基

因提高了烟草 BY-2 细胞和拟南芥在盐胁迫下的存活

率和抗性[32]。 类似地,拟南芥中过表达番茄 GST 基因

增强了其在盐胁迫和干旱胁迫条件下的生长势[33]。
本研究中,盐胁迫后,大蒜各组织均可响应诱导,盐胁

迫处理 4 h 时,各组织内该基因的表达量升至最高,与
前人研究结果一致,说明 GST 参与植物抵御盐胁迫的

具体途径可能是通过将盐胁迫产生的有毒害作用的活

性氧还原,从而减少对细胞结构和功能的损坏,保护细

胞免受氧化损伤。

3901



核　 农　 学　 报 33 卷

4　 结论

本研究结果表明,克隆的大蒜 AsGST 基因属于 tau
类 GST 家族成员,在根中的表达量最高,其次是叶,在
鳞茎中的表达量较低,具有明显的组织特异性。 盐胁

迫处理 4 h 时,各组织内 AsGST 基因的表达量均升至

最高,说明 AsGST 基因可能与植物耐盐性有着密切的

关系,其可能在大蒜抵御盐胁迫的机制中发挥重要的

调控作用,但其具体的作用机制还有待进一步研究。
本研究结果为鉴定大蒜 GST 基因功能的奠定了一定

的理论基础。
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Cloning and Expression Analysis of the AsGST Gene in Garlic
Exposed to Salinity Stress

LIANG Zhile1 　 SHANG Kehan1 　 WANG Lihui1 　 ZHOU Jin1

WANG Guanglong1,∗ 　 XIONG Aisheng2

( 1 School of Life Science and Food Engineering, Huaiyin Institute of Technology, Huaian, Jiangsu　 223003;
2 Key Laboratory of Biology and Germplasm Enhancement of Horticulture Crops in East China, Ministry of

Agriculture and Rural Affairs / State Key Laboratory of Crop Genetics and Germplasm Enhancement /
College of Horticulture, Nanjing Agricultural University, Nanjing, Jiangsu　 210095)

Abstract:In order to investigate GST gene from garlic and structural features of its encoding protein and analyze its
expression in different tissues and under salt stress. The GST gene was cloned from Cangshan siliuban by RT-PCR
method. Bioinformatics software including BLAST, DNAMAN, ProtParam, MEGA5 and Swiss-Model were used to
analyze its sequence characteristics, and real-time quantitative PCR was used to analyze the expression differences of
AsGST gene in garlic roots, bulbs, and leaves and its response to salt stress. The length of AsGST gene was 663 bp,
which encoded 220 amino acids. It was predicted that the molecular mass of its protein was 25. 58 kDa, and its pI was
6. 55, which can be classified into the tau subgroup in GST family. Plant GSTs showed low similarity in sequence,
whereas highly conserved structure was observed. The GST active site was composed of a specific GSH binding site (G-
site) at the N terminal domain and a nonspecific substrate binding site (H-site) from the C terminal domain. The
evolutionary relationship of AsGST was more close to Solanaceae plants. Analysis on three-dimension structure revealed
that AsGST was made of three β-sheet strands and 11-α helixes. Real-time quantitative PCR analysis demonstrated that
AsGST was highest expressed in garlic was roots, following by leaves, the lowest expression was bulbs, showing evident
tissue specificity. The transcript level of GST reached the highest value after salt treatment for 4 h in every tissue,
indicating that this gene could respond to salt stress. The results of this study provide a theoretical basis for function
characterization of GST genes in garlic.
Keywords:Allium sativum L., salt stress, AsGST gene, gene cloning, expression analysis
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