
第３８卷第１期　　　　　　　　　 西 南 大 学 学 报 (自然科学版)　　　　　　　　　　　２０１６年１月

Vol􀆰３８　No􀆰１ JournalofSouthwestUniversity(NaturalScienceEdition) Jan􀆰　２０１６

DOI:１０􀆰１３７１８/j􀆰cnki􀆰xdzk􀆰２０１６􀆰０１􀆰００７

蜡梅热激蛋白基因CpHSP７０Ｇ１的
克隆、亚细胞定位与表达分析①

TienV􀆰Nguyen (阮文进)１,２,　门维婷１,　马　婧１,
眭顺照１,　李名扬１

１􀆰 西南大学 园艺园林学院/重庆市花卉工程技术研究中心/南方山地园艺学 教育部重点实验室,重庆４００７１５;

２􀆰 越南农业科学院 果树蔬菜研究所,越南 河内

摘要:在已构建的蜡梅花转录组数据库 EST序列分析的基础上,采用 RACE技术克隆获得蜡梅热激蛋白 HSP７０
的cDNA序列,命名为CpHSP７０Ｇ１(GenBank登录号:KR０７１１３０)．该序列全长２５２０bp,包括１９６２bp的完整开

放阅读框,编码６５３个 氨 基 酸 蛋 白 序 列,含 有３个 HSP７０家 族 典 型 基 序．CpHSP７０Ｇ１蛋 白 与 其 他 真 核 生 物 的

HSP７０蛋白具有较高的同源性,聚类分析显示其属于定位于细胞核/细胞质的蛋白．亚细胞定位结果支持该蛋白分

布于细胞核的预测．利用实时荧光定量PCR对CpHSP７０Ｇ１ 基因的表达特性进行分析,其在各组织中均有不同程

度的表达,其中在成熟叶片中表达量最高;在不同花发育阶段呈现持续稳定的表达模式;该基因在低温和高温诱导

下表达量提高,而且对高温的响应更为敏感．
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热激蛋白(Heatshockprotein:HSP)是有机体受到高温及其他逆境胁迫时诱导合成的一类应激蛋白

质[１]．根据分子量的不同,热激蛋白主要分为 HSP１１０、HSP９０、HSP７０、HSP６０和smHSP(smallHSPs)５
个家族[２－４]．其中,热激蛋白７０(Heatshockprotein７０,HSP７０)结构最为保守、研究最广泛．HSP７０在原

核生物和真核生物细胞中普遍存在,是维持重要生命活动的功能蛋白．热激蛋白 HSP７０包括２个功能区:
N末端的核酸结合区(Ncleotidebindingdomain,NBD)和 C末端的多肽结合区(Peptidebindingdomain,
PBD),２个区域之间由绞链相连[５－６]．HSP７０有多种分类形式,依据亚细胞定位,可分为细胞质 HSP、内

质网 HSP７０、线粒体 HSP７０和叶绿体 HSP７０４个亚族．按照功能通常分为参与细胞结构的 HSC７０(Heat
shockcognate７０)、参与环境胁迫抵抗的 HSP７０、参与葡萄糖调节的GRP７８/BIP(Bindingimmunoglobulin
protien)和参与光合系统II的 HSP７０B．根据表达类型,又可分为组成型 HSC７０和诱导型 HSP７０两大

类[７]．研究表明大量 HSP７０作为分子伴侣,通过参与多种细胞过程,如新生肽链的折叠、组装、运输、变性

蛋白的复性及错误折叠蛋白的降解等[８],在植物抵抗、适应逆境胁迫及生长发育过程中起着重要作用．在

拟南芥、水稻中表达 HSP７０,植物的耐热性都显著调高[９－１０]．另外,HSP７０与植物的抗冷性、抗旱性、抗

盐性、抗病性及抗重金属能力都密切相关[１１－１４],Cazalé等研究发现,HSP７０还引起了转基因拟南芥植株株

型和叶形的改变,降低了根分生组织的分裂活性[１４]．
蜡梅[Chimonanthuspraecox (L􀆰)Link]是蜡梅科蜡梅属落叶丛生灌木,是中国传统名花和特有经济
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树种,冬季开花,素有“三耐”(耐寒、耐旱和耐剪)与“三不”(冻不坏、旱不死和不缺枝)之美誉．其高效的逆

境防御机制涉及大量抗逆基因的协同作用,目前仅胡雨晴等从分子角度探究了热激蛋白另一家族smHSP
在蜡梅逆境胁迫下的表达特性[１５],而热激蛋白 HSP７０是否在蜡梅的逆境防御机制中起作用,还值得探讨．
本实验在对已构建的蜡梅花转录组数据库[１６]功能注释结果分析的基础上,通过 RACE技术分离获得１个

蜡梅热激蛋白 HSP７０家族基因,命名为CpHSP７０Ｇ１,并对其生物信息学和转录水平的表达特性进行分

析,以期为蜡梅热激蛋白 HSP７０基因的功能研究提供参考．

１　材料和方法

１􀆰１　材　料

１􀆰１􀆰１　植物材料

蜡梅花转录组数据库由重庆市花卉工程技术研究中心构建．蜡梅四叶期幼苗由种子繁育而得,培养条

件为湿度８５％,１６h光照(２０００Lx),温度２５℃,８h黑暗,温度２０℃,蜡梅种子由重庆市花卉工程技术

研究中心保存．蜡梅花朵及其他组织材料直接采于西南大学校园内的罄口蜡梅树,常规养护管理．
１􀆰１􀆰２　菌株和载体

大肠杆菌(Escherichiacoli)克隆菌株TOP１０,由天根生化科技(北京)有限公司提供;pMD１９ＧT克隆载体,
由日本TaKaRa(大连)公司提供;pCAMBIA２３０１g植物表达载体由重庆市花卉工程技术研究中心提供．
１􀆰１􀆰３　主要试剂

RNAprepPure植物总RNA提取、质粒提取、胶回收试剂盒和 MakerDL２０００购自天根生化科技(北
京)有限公司;限制性内切酶、T４DNA 连接酶购自 Fermentas公司(美国);TaqDNA 聚合酶、PrimeＧ
Script􀆿 RTＧPCRKit反转录试剂盒购自 TaKaRa公司;SsoFastTMEvaGreenSupermix荧光定量试剂盒购

自BioＧRad美公司;氨苄青霉素(Amp)和卡拉霉素(Kan)购自 Geneview公司．引物合成及测序均由华大基

因有限公司完成．
１􀆰２　方　法

１􀆰２􀆰１　RNA 提取和第一链cDNA 的合成

利用RNAprepPure植物总RNA提取试剂盒提取蜡梅花总 RNA,然后以１μL总 RNA 为模板,按

PrimeScript􀆿 RTＧPCRKit反转录试剂盒(TaKaRa)的方法合成cDNA第一链．
１􀆰２􀆰２　３􀆳RACE扩增

对蜡梅花转录组数据库中获得的 HSP７０家族基因的EST序列进行Blast比对,发现其５􀆳编码区完整,
但３􀆳编码区缺失,因此本实验利用 RACE技术进行３􀆳序列扩增,以获得蜡梅热激蛋白基因CpHSP７０Ｇ１
的全长cDNA序列．

根据蜡梅花转录组数据库获得的EST序列设计合成两条巢式引物 HSP７０Ｇ１ＧSP１和 HSP７０Ｇ１ＧSP２(表
１),用于RACE反应扩增．

３􀆳RACE反应按照 SMARTerTM RACEcDNA AmplificationKit试剂盒说明书进行,简述如下:以

SMARTerTM RACEcDNAAmplificationKit试剂盒反转录加接头合成的cDNA第一链为模板,以通用引

物 UPM(表１)和 HSP７０Ｇ１ＧSP１为上下游引物进行PCR扩增,使用EXTaqDNA 聚合酶进行扩增．反应参

数为:９４℃预变性２min;９４℃变性３０s;６０℃退火３０s;７２℃延伸２min;共２６个循环;最后７２℃延

伸１０min．取５μLPCR产物进行１％的琼脂糖凝胶电泳检测．
以第一轮PCR产物稀释１０倍作模板．以 NestedUniversalPrimerA(NUP)(表１)和 HSP７０Ｇ１ＧSP２为

上下游引物同样用EXTaqDNA聚合酶进行PCR扩增．反应参数同上．将PCR产物以１％的琼脂糖凝胶电

泳检测后,胶回收试剂盒回收产物连接到pMD１９ＧT克隆载体中,转化 TOP１０感受态细胞,挑取单菌落扩

大培养后进行PCR鉴定,反应参数为:９４ ℃预变性２min,９４ ℃变性３０s,５５ ℃退火３０s,７２ ℃延伸

２min,共２６个循环,７２℃延伸１０min．将PCR鉴定为阳性的菌液送华大基因公司进行测序．
１􀆰２􀆰３　cDNA 全长序列的获得及序列特征分析

利用DNAstar的Seqman软件将CpHSP７０Ｇ１ 基因的 EST 序列与３􀆳RACE克隆所得序列进行拼接,
获得CpHSP７０Ｇ１ 基因的cDNA电子全长．根据该序列设计特异引物 HSP７０Ｇ１ＧF和 HSP７０Ｇ１ＧR(表１),以
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蜡梅花cDNA为模板进行PCR扩增,回收产物并进行测序(PCR反应参数和步骤参照１􀆰２􀆰２)．
生物信息学分析主要采用DNAMAN４􀆰０、Lasergene７􀆰０等软件包及相关在线分析软件进行．

１􀆰２􀆰４　CpHSP７０Ｇ１ 的亚细胞定位

１)亚细胞定位载体的构建 　 以测序正确的 CpHSP７０Ｇ１ ORF 框为模板,HSP７０Ｇ１ＧBamHIＧF 和

HSP７０Ｇ１ＧSalIＧR为上下游引物进行PCR扩增,选取正确的克隆提取质粒,与pCAMBIA１３００ＧGFP分别经

BamHI和SalI双酶切,回收目的片段后用 T４DNA 连接酶过夜连接,构建pCAMBIA１３００/CpHSP７０Ｇ１
融合表达载体,转入大肠杆菌TOP１０感受态细胞,经PCR、双酶切验证筛选阳性克隆,并对阳性克隆进行

测序验证．
２)基因枪转化洋葱表皮细胞　微粒子弹的制备及轰击受体材料参照徐娜[１７]的方法．

１􀆰２􀆰５　基因表达特性分析

选取长势一致的３株蜡梅幼苗,在同一株上分别采集根、茎、子叶、幼叶;选取３株无病虫害的蜡梅开

花大树,在同一植株上采取成熟叶、不同时期(萌动期、花蕾期、露瓣期、初开期、盛开期和初衰期)的花蕾

或全花及盛开期的不同花器官(外瓣、中瓣、内瓣、雄蕊和雌蕊);选取２０株长势一致的蜡梅四叶期幼苗分

别进行高温(４２℃)、低温(４℃)胁迫处理,在处理０,０􀆰２５,１,６和１２h时采取相同部位的叶片．将上述材料

按照１􀆰２􀆰１方法进行RNA的提取和第一链cDNA的合成．
用SsoFastTM EvaGreenTMSupermix试剂盒(BioＧRad)分别对蜡梅不同组织,花朵开放的不同阶段以及胁迫

处理的嫩叶中目的基因CpHSP７０Ｇ１ 的表达情况进行实时荧光定量PCR检测,选取蜡梅 ActinＧb和βＧTublin
基因为内参基因(表１)．每个cDNA样本设置３个技术重复．反应体为:２×SsoFastEvaGreenSupermix
５􀆰０μL,上下游引物 HSP７０Ｇ１ＧF和 HSP７０Ｇ１ＧR(１０μmol/L)(表１)各０􀆰５μL,cDNA 模板(５０ng/μL)
０􀆰５μL,RNaseFreedH２O３􀆰５μL,共１０μL体系．反应程序为:９８℃预变性３０s,９５℃变性５s,６０℃范

围退火５s,３９个循环(每个循环结束后采集荧光),反应结束后从６５℃~９５℃做熔解曲线分析．试验数据

通过BioＧRadManagerTM Software软件进行分析,用２－ΔΔCT法[１８]获得CpHSP７０Ｇ１ 基因的相对表达量．
表１　实验中所用引物

引 物 名 称 引　　物　　序　　列

HSP７０Ｇ１ＧSP１ TCTTGGATGTTACCCCTCTTTCCCT
HSP７０Ｇ１ＧSP２ GGGTGAAAGAACCAGAACAAGGGAC
UPMＧLong CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT
UPMＧShort CTAATACGACTCACTATAGGGC
NUP AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT
HSP７０Ｇ１ＧF AATTCAGATCCGATGGCAGGAAAGG
HSP７０Ｇ１ＧR ACTTGCCTTAAATTGATCAGTAGCTT
HSP７０Ｇ１ＧBamHIＧF CGGGATCCCGATGGCAGGAAAGGGCG
HSP７０Ｇ１ＧSalIＧR GCGTCGACGTCAACTTCCTCAATCTTAGGAC
QＧHSP７０Ｇ１ＧF CGGCTTTACTGATACCGAGCGTCT
QＧHSP７０Ｇ１ＧR GTATGACCTTAAATGGCCAGAGCTTC
ActinＧbＧF AGGCTAAGATTCAAGACAAGG
ActinＧbＧR TTGGTCGCAGCTGATTGCTGTG

βＧTubulinＧF GTGCATCTCTATCCACATCG

βＧTubulinＧR CAAGCTTCCTTATGCGATCC

２　结果与分析

２􀆰１　蜡梅CpHSP７０Ｇ１基因cDNA全长序列的获得及其序列特征

经１％琼脂糖凝胶电泳检测RACE扩增产物,第一轮PCR获得约１１００bp的特异条带(图１Ｇa)．巢式

PCR扩增获得约９５０bp的特异条带(图１Ｇb)．胶回收两条特异片段测序,将测序结果拼接获得电子全长

１９８３bp．再以蜡梅cDNA为模板进行PCR扩增,最终获得蜡梅热激蛋白 HSP７０的全长cDNA 序列(图
２),命名为CpHSP７０Ｇ１(GenBank登录号:KR０７１１３０)．
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M:DNA分子量标准DL２０００;(a)和(b):３􀆳RACEPCR,a１Ｇ２:cDNA模板,a３:ddH２O 阴性对照;b１Ｇ２:cDNA模板;b３:ddH２O 阴性对照．

图１　CpHSP７０Ｇ１基因３􀆳RACEPCR琼脂糖凝胶电泳

M:DNA分子量标准 DL２０００;１－９:cDNA模板;１０:阴性对照．
图２　CpHSP７０Ｇ１基因的克隆

CpHSP７０Ｇ１ 基因 全 长 cDNA 序 列 为 ２５２０bp,包 含 １ 个 ２９６bp(１~２９６bp)的 ５􀆳ＧUTR 区
(５􀆳untranslatedregion),１个１９６２bp(２９６~２２５８bp)的完整开放阅读框(OpeningReadFrame,ORF)和
１个２６２bp(２２５９~２５２０bp)的３􀆳ＧUTR区(３􀆳untranslatedregion)．同时,在３􀆳ＧUTR区含有典型的加尾信
号和１个长２７bp的PolyA结构．
２􀆰２　蜡梅CpHSP７０Ｇ１基因编码蛋白特征分析

２􀆰２􀆰１　CpHSP７０Ｇ１ 蛋白的结构特征

利用ProtParam 在线软件预测CpHSP７０Ｇ１ 蛋白编码６５３个氨基酸,蛋白分子式为C３１２７H５０３５N８６３O９９９

S２５,相对分子量为７１􀆰５０６kD．该蛋白带负电荷的氨基酸残基(Asp＋ Glu)总数为１００个,带正电荷的氨基
酸残基(Arg＋ Lys)总数为８２个,预测等电点pi值为５􀆰１０,不稳定系数为３３􀆰８５,属于稳定的蛋白质．该
蛋白不含信号肽序列,在第４０５Ｇ４２７氨基酸之间含有一个跨膜区域,亚细胞定位预测显示其属于细胞核蛋
白．利用SOPMA进行在线预测,结果表明:CpHSP７０Ｇ１ 蛋白的二级结构由４０􀆰４３％的α螺旋、７􀆰８１％的β
折叠、３１􀆰８５％的无规则卷曲及１９􀆰９１％延伸链组成．ProtScale和 NetPhos２􀆰０软件预测结果表明:其属于
亲水性蛋白,且具有１４个丝氨酸磷酸化位点、１３个苏氨酸磷酸化位点和５个酪氨酸磷酸化位点,这些磷酸
化位点与蛋白的多样化修饰作用有关．
２􀆰２􀆰２　CpHSP７０Ｇ１ 蛋白的同源性比对

在NCBI数据库进行BLASTP比对,结果显示:CpHSP７０Ｇ１ 蛋白与其他物种的 HSP７０蛋白同源性较
高,其中与小果野芭蕉 (XP_００９４０９５２０􀆰１),荷花 (XP_０１０２５３２０２􀆰１,XP_０１０２５３２２１􀆰１)、水稻 (NP_
００１０６８５４０􀆰１)等的同源性都高达为９６％,与其他物种的同源性也在９３％~９５％之间．

利用DNAMAN 软件进行多重序列比对,发现该CpHSP７０Ｇ１ 蛋白的氨基酸序列含有３个 HSP７０家
族的典型基序,分别为IDLGTTYS(１２~１９)、IFDLGGGTFDVSLL(２０３~２１６)和 VVLVGGSTRIPKVQQ
(３４０~３５４bp);两个交叉螺旋氨基酸序列INEPTAAAIA(１７７Ｇ１８６)和 AVAYGAAVQAA(３７４Ｇ３８４);一个
指纹序列 TVPAYFND(１４９Ｇ１５６)及一个C 末端典型的特征基序EEVD(图３)．
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Cp:蜡梅(KR０７１１３０);Ca:鹰嘴豆(XP_００４４９２１１８􀆰１);Ma:小果野芭蕉(XP_００９４０９５２０􀆰１)Nt:烟草(AAR１７０８０􀆰１);Os:水稻(NP_
００１０６８５４０􀆰１);Rc:蓖麻(XP_００２５２７７３６􀆰１);Vv:葡萄(XP_００２２８４００８􀆰１);黑色部分表示相似性为 １００％;∗:终止密码子;I:典型基

序;II:指纹序列;III:交叉螺旋氨基酸序列;IV :细胞质 HSP７０C 末端特征基序．
图３　CpHSP７０Ｇ１与同源基因编码区氨基酸序列比对
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２􀆰２􀆰３　CpHSP７０Ｇ１ 蛋白的聚类分析

将蜡梅CpHSP７０Ｇ１ 蛋白与其他物种定位于不同亚细胞结构的 HSP７０蛋白进行聚类分析(图４),结果

表明:１８个 HSP７０家族蛋白分处于４个大的分支,而且CpHSP７０Ｇ１ 蛋白与定位于细胞核/细胞质的热激

蛋白聚为一支,二者在细胞中可能具有相似的分布情况．结合BLAST比对和CpHSP７０Ｇ１ 基因序列特征分

析结果,推测蜡梅CpHSP７０Ｇ１ 蛋白可能定位于细胞核或细胞质中．

OryzasativaJaponica水稻;Musaacuminata小果野芭蕉;Vitisvinifera 葡萄;Cyclamenpersicum 仙客来;Rhododendronlapponicum

高山杜鹃;Paeonialactiflora芍药;Paeoniasuffruticosa牡丹;Arabidopsisthaliana 拟南芥;Chlorellavulgaris小球藻;SaccharinajaＧ

ponica 海带;Monosigabrevicollis领鞭毛虫;Zeamays玉米;Camelinasativa亚麻荠;Betavulgaris甜菜;Phaseolusvulgaris菜豆;PorＧ

phyrapurpurea紫菜;Cyanidiumcaldarium 小青藻;Acaryochlorismarina蓝藻:Nuc/Cytoplasm:细胞核/细胞质;ERlumen:内质网;

Mitochondrion:线粒体;Plastidstroma:质体．

图４　CpHSP７０Ｇ１蛋白与其他物种热激蛋白的聚类分析

２􀆰３　CpHSP７０Ｇ１蛋白的亚细胞定位

２􀆰３􀆰１　CpHSP７０Ｇ１ 基因亚细胞表达载体的构建

对CpHSP７０Ｇ１ 和pCAMBIA１３００的重组质粒用特异性引物 HSP７０Ｇ１ＧBamHIＧF和 HSP７０Ｇ１ＧSalIＧR进

行PCR鉴定(图５Ｇa),初步鉴定为阳性的质粒进行双酶切验证(图５Ｇb),经１％琼脂凝胶电泳检测表明:成

功构建亚细胞融合表达载体pCAMBIA１３００/CpHSP７０Ｇ１．
２􀆰３􀆰２　洋葱表皮亚细胞定位的瞬时表达

用基因枪法将pCAMBIA１３００/GFP空载和pCAMBIA１３００/CpHSP７０Ｇ１ 重组质粒转化到洋葱表皮细

胞中,进行瞬时表达检测．在荧光显微镜下观察洋葱表皮细胞,发现在转化pCAMBIA１３００空载的洋葱表

皮细胞内,绿色荧光在整个细胞膜、细胞核和细胞质中均有分布(图６:D、E、F)．而pCAMBIA１３００/

CpHSP７０Ｇ１ 重组质粒在细胞核上荧光信号最为强烈,表明目的蛋白主要分布在细胞核中(图６:A、B、

C),这与CpHSP７０Ｇ１ 基因的序列特征和蛋白聚类结果均吻合．
２􀆰４　蜡梅CpHSP７０Ｇ１基因表达特性分析

２􀆰４􀆰１　CpHSP７０Ｇ１ 在不同组织中的表达

对CpHSP７０Ｇ１ 基因在蜡梅各个组织中的表达情况进行分析,该基因在各个组织中有不同程度表达,
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M:DNA分子量标准 DL２０００;a１Ｇ８:含pCAMBIA１３００/CpHSP７０Ｇ１ 表达载体质粒的大肠杆菌 TOP１０菌液 PCR 检测;a９:阳性对照

(pCAMBIA１３００/CpHSP７０Ｇ１ 质粒);a１０:阴性对照(ddH２O);b１Ｇ２:pCAMBIA１３００/CpHSP７０Ｇ１ 质粒双酶切．

图５　pCAMBIA１３００/CpHSP７０Ｇ１质粒PCR检测(左)和双酶切鉴定(右)

A,D:洋葱表皮细胞在明场下外观图;B,E:分别为荧光显微镜下pCAMBIA１３００、pCAMBIA１３００/CpHSP７０Ｇ１ 融合蛋白的绿色荧光信

号;C:A与B的重叠;F:D与E的重叠．

图６　CpHSP７０Ｇ１蛋白的亚细胞定位

其中在成熟叶片中的表达量最高(图７)．另外,该基因在花器官中均有较高丰度表达,在三轮花瓣中的表达

量又明显高于雄蕊和雌蕊．

２􀆰４􀆰２　CpHSP７０Ｇ１ 在不同花发育时期的表达

CpHSP７０Ｇ１ 基因在蜡梅花朵开放过程中呈现出持续稳定的表达模式(图８)．从萌动期到初衰期,该基

因都有较高水平的表达．

２􀆰４􀆰３　CpHSP７０Ｇ１ 在不同温度胁迫下的表达

低温(４ ℃)和高温(４２ ℃)胁迫均能诱导CpHSP７０Ｇ１ 基因的表达(图９),这与 MonteroＧBarrientos
等[１３]的研究结果类似．在低温和高温胁迫０􀆰２５h,CpHSP７０Ｇ１ 基因的表达量都有所上调,且都在１h达到

峰值．但CpHSP７０Ｇ１ 基因受高温诱导更为明显,在高温处理０􀆰２５h后,基因表达量上调幅度更大．但在高

温处理６h后基因表达迅速下调至对照相近水平．
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图７　CpHSP７０Ｇ１在不同组织中的表达分析 图８　CpHSP７０Ｇ１在不同花发育阶段中的表达分析

图９　CpHSP７０Ｇ１在不同温度胁迫下的表达分析

３　讨　论

CpHSP７０Ｇ１ 基因编码蛋白C 末端具有一个典型的特征基序EEVD,通常含有该基序的 HSP７０都定

位于细胞质中[１９]．聚类分析显示CpHSP７０Ｇ１ 蛋白与定位于细胞核/细胞质的热激蛋白聚为一支,推测该基

因属于细胞核或细胞质蛋白．而且 HSP７０家族蛋白分处于４个大的分支,这与文献中描述的植物 HSP７０
家族蛋白分为４类的结果一致[２０]．亚细胞定位结果也支持该蛋白分布于细胞核的预测,推测该基因可能主

要在细胞核中发挥作用．
花器官与其他组织器官相比,更易受冻．蜡梅隆冬季节开花,气温骤降,可见其花器官具有较高的耐寒

性．CpHSP７０Ｇ１ 基因在各个花器官中都有优势表达;且该基因在蜡梅整个开花过程中也持续性地高水平

表达;另外,低温诱导基因表达上调,说明CpHSP７０Ｇ１ 基因很可能参与了蜡梅的抗寒防御机制．
CpHSP７０Ｇ１ 基因同其他 HSP７０家族基因一样,受高温诱导明显．高温胁迫提高了豌豆幼苗 HSP７０的

mRNA量[２１],在烟草和拟南芥的研究中 HSP７０的表达量在高温胁迫后也显著增加[９,２２]．说明CpHSP７０Ｇ１ 与

植物耐热性紧密相关．但CpHSP７０Ｇ１ 基因在高温处理６h后表达迅速下调,研究发现,在受到环境胁迫时,
最初的胁迫信号触发抗逆机制中下游信号转导和基因调控,在逆境胁迫中起主要作用的 HSP７０蛋白合成

快速增加,帮助恢复植物体内平衡,保护和修复受损失的膜系统[２３]．而当胁迫超过一定程度,HSP７０蛋白

便因相关酶系统不再增加表达量,较弱甚至失去保护作用[２４]．CpHSP７０Ｇ１ 基因在６h下调明显,推测持续

高温可能对植株造成了不可逆的伤害,植株内部生理代谢活动减弱甚至停止,相关的酶系统受到抑制,导

致了 HSP７０蛋白合成受阻,说明CpHSP７０Ｇ１ 基因参与植物耐热性防御是一个暂时的过程,这也与热激蛋

白 HSP７０对热激反应短时性的特点相吻合．
通过对CpHSP７０Ｇ１ 基因的生物信息学和表达特性分析,发现该基因主要分布于细胞核,而且可能参

与调控蜡梅的抗寒性和耐热性防御机制,这为进一步探明CpHSP７０Ｇ１ 基因与耐热性的关系奠定了一定的

理论基础．
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Cloning,SubcellularLocalizationandExpression
AnalysisofHeatShockProteinGene

CpHSP７０Ｇ１fromChimonanthuspraecox (L􀆰)

TienV􀆰Nguyen１,２,　MEN WeiＧting１,　MA　Jing１,
SUIShunＧzhao１,　LIMingＧyang１

１􀆰ChongqingEngineeringResearchCenterforFloriculture/KeyLaboratoryofHorticultureSciencefor

　 SouthernMountainousRegionsofMinistryofEducation/SchoolofHorticultureandLandscapeArchitecture,

　 SouthwestUniversity,Chongqing４００７１５,China;

２􀆰FruitandVegetableResearchInstitute,VietnamAcademyofAgriculturalScience,Hanoi,Vietnam

Abstract:BasedontheESTanalysisofWintersweettranscriptomedatabaseconstructedfromChimonanＧ
thuspraecoxflowers,andusingRACEtechnology,thefullＧlengthcDNAsequencesofheatshockprotein

HSP７０wasobtainedbycloning,namedasCpHSP７０Ｇ１ (GenBankaccessionnumber:KR０７１１３０)．The

fullＧlengthofCpHSP７０Ｇ１cDNAsequencewas２５２０bp,withanopenreadingframe(ORF)of１９６２bp,

encodingaputativepolypeptideof６５３aminoacidresiduesandcontaining３signaturemotifsoftheHSP７０

family．CpHSP７０Ｇ１ protein wasshowntohavehighhomology with HSP７０proteinsfrom othereuＧ

karyotes,andphylogeneticanalysisrevealedthatitbelongstothesubclasseslocatedinthenucleus/cytoＧ

plasm．Subcellularlocalizationresultsupportedthepredictionthatthisproteinislocatedinthenucleus．

RealＧtimefluorescencequantitativePCRwasperformedtoanalyzetheexpressioncharacteristicsofCpHＧ
SP７０Ｇ１gene．Itwasexpressed,atdifferentlevels,invarioustissues,withthehighestexpressionlevel

foundinmatureleaves;andsustainedandstableexpressionwasdetectedatdifferentflowerdevelopmental

stages．CpHSP７０Ｇ１geneexpressionincreasedunderloworhightemperaturestresses,anditresponded

moresensitivelytohightemperature．

Keywords:Chimonanthuspraecox;heatshockprotein７０;RACE;subcellularlocalization;expressionaＧ

nalysis
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