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白木香病程相关蛋白1家族基因的鉴定及表达分析
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摘要: 病程相关蛋白 1 (pathogenesis-related proteins 1, PR1) 在植物抵御胁迫及生长发育中有着重要的作用。本

研究通过生物信息学手段系统分析鉴定了 8个白木香AsPR1基因, 预测其编码蛋白的分子质量在 12.95～43.41 kD

之间。蛋白的二维结构及保守基序分析表明, 8 个 AsPR1 蛋白序列的相似度为 51.38%, 都具有保守的 CAP-PR1 

(cysteine-rich secretory proteins, CAP) 结构域。顺式作用元件分析表明, AsPR1基因家族具有响应植物激素、非生物

胁迫和生物进程相关的顺式作用元件。染色体定位显示AsPR1基因分布在1、3、4、8号染色体上。根据转录组分析数

据本研究从白木香中克隆得到AsPR1-4序列, 全长为516 bp, 编码171个氨基酸; 成功进行AsPR1-4-GST融合蛋白表

达。亚细胞定位实验结果表明AsPR1-4定位于细胞质和叶绿体中。实时荧光定量PCR结果表明, AsPR1-4在茎中表

达量最高, 其次是根, 叶中最少; 茉莉酸甲酯 (methyl jasmonate, MeJA) 和水杨酸 (salicylic acid, SA) 诱导下AsPR1-4

表达量均有不同程度的增加; 而AsPR1-4在盐、低温、重金属和干旱四种非生物胁迫下表达量均显著下降。本研究

为进一步揭示PR1蛋白在白木香防御反应中的功能及其在沉香生产中的应用奠定基础。
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Abstract: Pathogenesis related protein 1 (PR1) plays an important role in plant resistance to stress and growth 

and development. This study identified and systematically analyzed 8 AsPR1 genes in Aquilaria sinensis using 

bioinformatics methods. The predicted molecular weight of encoded AsPR1 proteins is between 12.95 kD and 

43.41 kD. The two-dimensional structure and conserved motif analysis of the AsPR1 proteins demonstrated that the 

similarity of 8 AsPR1 proteins was 51.38%, and all 8 AsPR1 proteins had conserved CAP-PR1 domains. Cis-acting 

elements analysis showed that the AsPR1 gene family proteins have cis-acting elements that respond to plant 

hormones, abiotic stress, and biological processes. Chromosomal mapping showed that the AsPR1 gene was distributed 
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on chromosomes 1, 3, 4 and 8. The full-length AsPR1-4 sequence was successfully cloned according to the transcrip‐

tome sequencing analysis from A. sinensis, which contains a 516 bp ORF that encodes 171 amino acids. Further‐

more, we successfully expressed AsPR1-4-GST fusion protein. The subcellular localization experiments indicated 

that AsPR1-4 is located in the cytoplasm and chloroplast. The real-time fluorescence quantitative PCR results 

showed that AsPR1-4 had the highest expression level in stems, followed by roots, and the lowest expression level 

in leaves. Exogenous MeJA and SA significantly increased the expression of AsPR1-4 in Calli. Additionally, the 

transcripts level of AsPR1-4 remarkably decreased under four abiotic stresses, including salt, low temperature, 

heavy metals, and drought stress. This study lays the foundation for further elucidating the function of PR1 protein 

in the defense response of A. sinensis and its application in agarwood production.

Key words: Aquilaria sinensis; pathogenesis related protein 1; bioinformatics; abiotic stress; expression 

analysis

病程相关蛋白 (pathogenesis-related proteins, PRs) 

是一种在植物中普遍存在的低分子质量蛋白质 , 约

6～43 kD, 分布于所有植物器官中[1,2], 由植物在受到

病原菌感染后诱导产生, 可在植物细胞内和细胞外发

挥作用, 是植物系统获得性反应的重要因素。根据蛋

白质序列相似性、酶活性和其他生物学特性, PRs可分

为 17个家族 (PR1～PR17), 各个家族的 PRs蛋白的生

物学功能各不相同, 具有抗细菌、真菌、病毒等病原生

物攻击以及抗盐、低温、干旱等非生物胁迫的作用, 还

对植物的开花、衰老等生理过程具有重要的影响。

PR1蛋白是一个更广泛的蛋白质家族CAP蛋白超家族

的成员, 包括富含半胱氨酸的分泌蛋白、抗原 5和 PR1

蛋白[3]。CAP蛋白普遍具有保守的CAP结构域, 由约

150种氨基酸组成, 广泛存在于不同物种中, 包括微生

物、植物和动物, 发挥着多种生物作用[4]。对番茄 PR1

蛋白 P14a结构的核磁共振结构研究发现CAP结构域

具有独特的 α-β-α三明治结构 , 通常由 4 条 α螺旋和

4条 β折叠组成, 通过保守的二硫键形成紧密的分子结

构[5]。此外, PR1蛋白中还具有其他功能基序, 如与抗

胁迫相关的基序为 PxGNxxxxxPY 的信号肽 (CAP-

derived peptide 1, CAPE1)、与 甾 醇 结 合 相 关 基 序 

(caveolin-binding motif, CBM)、保守的 CNYx 基序 (位

于CAPE肽N端的与CAPE裂解相关基序)、与离子结

合相关的基序CAP四元体, 以及位于N端的与蛋白分

泌相关的信号肽 (SP)[6]。

在植物中, PR1蛋白是防御反应中最大量产生的

蛋白之一, PR1蛋白最早是从感染烟草花叶病毒的烟

草中发现的[7]。在被病原体感染的烟草中 PR1蛋白占

叶片总蛋白的 2%[8]。此外, 研究表明 PR1蛋白在植物

抗非生物胁迫中起重要作用[9-13], 在 SA依赖的防御反

应中表达的上调, 使其被用来作为防御反应的标记使

用。PR1作为标记基因参与了 SA介导的植物对各种

生物和非生物胁迫的防御反应[14]。青稞 (Hordeum 

vulgare)、香蕉 (Musa paradisiaca)、玉米 (Zea mays) 等

在真菌诱导下PR1表达上调[15-17]; 燕麦 (Avena sativa) 在

高温、盐、干旱胁迫下[18]、圆锥小麦 (Triticum turgidum) 

在盐胁迫下 PR1 表达上调[19]; 陆地棉 (Gossypium 

hirsutum) 在真菌及干旱诱导下 PR1 表达均上调[20]。

而MeJA、乙烯 (ethylene, ET) 合成直接前体 (ACC) 和

脱落酸 (abscisic acid, ABA) 也能诱导 PR1 基因的表

达[21]。同时, PR1蛋白也在植物生长发育中发挥重要

的生理作用[6]。

2020 版《中华人民共和国药典》规定我国中药

沉香的唯一基原植物是瑞香科沉香属植物白木香 

(Aquilaria sinensis)。沉香是由白木香在受到真菌侵染

及非生物胁迫后产生, 具有重要的药用价值和经济价

值。沉香作为传统中药, 在《名医别录》中被收载为上

品, 具有行气止痛、温中止呕和纳气平喘等功效, 可用

于治疗胃痛、呕吐呃逆、高热、咳嗽和喘息症状等。白

木香野生资源遭受了过度砍伐已经濒于枯竭, 被列入

《濒危野生动植物种国际贸易公约》(CITES) 附录 II, 成

为国家濒危二级保护植物[22]。近年来, 高效结香的白

木香品种的选育及高效结香技术的开发成为研究的热

点。因此挖掘白木香中响应各种生物和非生物胁迫的

基因并探讨其生物学功能具有重要意义[23-30]。PR1蛋

白在植物胁迫响应及生长发育过程中具有重要的作

用, 但是在白木香中还未有相关报道。本研究利用白

木香基因组数据库结合生物信息学手段, 鉴定出 8个

白木香PR1基因。随后进行蛋白理化特性及系统进化

树分析, 并进行了蛋白保守基序、染色体定位、启动子

区域分析。本研究对AsPR1-4基因进行了克隆和表达

以及亚细胞定位, 分析其在MeJA和SA及非生物胁迫

诱导下的表达水平, 并分析其在白木香不同部位的表

达量。研究结果为揭示PR1蛋白在白木香防御反应中

的功能及其在白木香品种及沉香结香技术中的应用奠

定基础。
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材料与方法

材料 选用实验室恒温箱生长的长势一致的白木

香愈伤组织, 白木香幼苗取材于中国广东省电白县南

药开发有限公司, 选取幼嫩茎段和新鲜全展叶片作为

愈伤组织培养外植体。经过 10 μmol·L-1 MeJA诱导 0、

12、24、36、48 h 和 100 mmol·L-1 SA 诱导 0、12、24、36、

48 h后, 用液氮研磨后提取RNA作为样品 (MeJA和SA

均来自默克生命科学, 货号为 39924-52-2 和 69-72-7), 

以未经激素胁迫于营养液中正常生长的愈伤组织为0 h

对照组, 检测 AsPR1-4基因在两种外源激素胁迫下的

表达差异, 并参照课题组之前报道的方法[21]考察盐、重

金属、低温和干旱胁迫下愈伤组织中AsPR1-4基因的表

达情况。按照OMEGA植物RNA提取试剂盒 (货号为

R6827-01) 说明书提取RNA, NanoDrop分光光度计 (美

国 ThermoFisher Scientific 公司) 检测 RNA 浓度, 通过

琼脂糖凝胶电泳 (北京龙方科技有限公司, LF-2000S) 

检测 RNA 质量。利用诺唯赞反转录试剂盒 (货号为

R312) 将 RNA 反转录为第一链 (cDNA), 操作按说明

书进行, 再使用全式金荧光染料 (货号AQ601) 按说明

书进行qRT-PCR操作。

引物设计 以白木香中AsPR1-4基因的CDS序列

为模板, 根据引物设计基本原则, 针对亚细胞定位、原

核表达等不同载体用 SnapGene软件设计同源重组引

物, 用于后续载体构建, 用Primer 5设计后续实时荧光

定量PCR实验内参基因与目标基因的引物 (表1)。

白木香 AsPR1 家族的鉴定 从拟南芥 TAIR 

(https://www.arabidopsis.org/) 下载拟南芥病程相关蛋

白 PR1氨基酸序列, 从NCBI官网搜索烟草 PR1蛋白, 

下载其氨基酸序列 , 从 GigaDB 数据库 (http://gifadb.

org/) 下载白木香基因组数据。以拟南芥和烟草氨基

酸序列为对照, 利用TBtools进行 blast, 得到白木香中

PR1蛋白基因的候选序列。在 Pfam官网 (http://pfam.

xfam. org/) 下载 PR1 蛋白的隐马尔可夫模型文件 

(PF00188), 接着用 TBtools 进行 HMM Search, 获得候

选基因家族成员。将以上两种方法获得的候选基因家

族成员取交集 , 利用 NCBI-Batch CDD-Search 进行结

构域验证, 参照之前报道方法[21]获得白木香AsPR1蛋

白的等电点、跨膜数量、亚细胞定位等理化性质。

构建进化树 用 MEGA 软件比对白木香、拟南

芥、烟草 PR蛋白序列, 将比对文件导入 TBtools, 采用

最大似然法构建进化树 , 循环 1 000 次 , 最后用 iTOL 

(https://itol.embl.de/itol.cgi) 在线网站美化进化树。

白木香 AsPR1 蛋白二级结构预测及信号肽预测 

用MEGA软件比对AsPR1s和ATCAPE6蛋白序列, 在

Uniprot网站 (https://www.uniprot.org/) 中下载ATCAPE6

的三级结构文件, 将比对文件和三级结构文件均上传

到 EsPript3.0 在线网站 (https://espript. ibcp. fr/ESPript/

cgi-bin/ESPript.cgi), 获得二级结构预测结果及序列对

比图。将AsPR1-1～8的氨基酸序列上传至DTU Health 

Tech以获得AsPR1蛋白的信号肽位置。

白木香AsPR1蛋白保守基序、染色体定位及启动

子区域分析 将序列上传至MEME网站进行分析, 基

序的数目设为 6个。用 TBtools分析白木香各 PR1蛋

白染色体定位, 并获取基因上游 2 000 bp片段的碱基

序列。将碱基序列提交至PlantCARE网站进行启动子

分析, 通过TBtools进行可视化分析。

白木香AsPR1-4的克隆和原核表达 AsPR1-4基

因扩增引物见表 1, PCR反应体系包括白木香 cDNA模

板 1 μL, 上、下游引物各 2 μL, 缓冲液 2.5 μL, 诺唯赞高

保真 DNA 聚合酶 1 μL, dNTP Mix (10 mmol·L-1 each) 

1 μL, dd H2O 加至总体积 25 μL; 反应条件 : 95 ℃ 

3 min, 95 ℃ 15 s, Tm 15 s, 72 ℃ 30 s, 35个循环, 72 ℃ 

5 min。胶回收产物连接pCE2 TA/Blunt-Zero载体后测

序。利用带有BamHⅠ和SalⅠ的特异性引物进行PCR

扩增, 引物见表 1, 将含有特异性引物的基因片段连接

到pGEX-KG载体上, 挑选测序正确的克隆菌落摇菌, 提

取质粒转化到大肠杆菌表达菌株BL21(DE3) 感受态细

胞中, 利用 IPTG (isopropyl β-D-thiogalactoside) (MCE, 

货号367-93-1) 进行诱导表达, 然后收集表达后的菌体, 

并进行超声破碎, 离心取上清液用碧云天 GST-tag 凝

Table 1　Primer information

Primer
AsPR1-4-F1
AsPR1-4-R1
AsPR1-4-F2
AsPR1-4-R2
AsPR1-4-F3
AsPR1-4-R3
AsPR1-4-F4
AsPR1-4-R4
AsRPL-F
AsRPL-R

Primer sequence (5'−3')
GCGCATGTCACAAAGCTTGCGAA
GCGCTCAATAAGGCCTTTCTCCGAT
GATCTGGTTCCGCGTGGATCCATGTCACAAAGCTTGCGAACC
TAAGCTTGAGCTCGAGTCGACATAAGGCCTTTCTCCGATATAATTCC
ACGGGGGACGAGCTCGGTACCATGTCACAAAGCTTGCGAACC
GCTCACCATGTCGACTCTAGAATAAGGCCTTTCTCCGATATAATTCC
GCTACGCCACAACAATCAC
TCAAGGGCTGGAGTCTAATG
CGAACCCAATGAGGGAAA
TTGCTCCAAGACCTTAGCG

Use
Gene cloning
Gene cloning
Prokaryotic expression
Prokaryotic expression
Subcellular localization
Subcellular localization
qRT-PCR
qRT-PCR
qRT-PCR
qRT-PCR
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胶 (货号 : P2253) 进行纯化 , 利用 SDS-PAGE (sodium 

dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) 凝胶

电泳检测。

白木香AsPR1蛋白亚细胞定位 利用BamHⅠ和

KpnⅠ双酶切载体 pCAMBIA1300-35S-GFP, 设计引物

构建pCAMBIA1300-35S-GFP-AsPR1-4质粒 (表1)。将

构建好的 pCAMBIA1300-35S-GFP-AsPR1-4、pCAM‐

BIA1300-35S-GFP分别转化根癌农杆菌GV3101, 同时

分别共转GHD7-mCherry质粒作为细胞核定位标志物 

(marker), 摇菌后注射烟草叶片。烟草暗处理 48 h后于

激光共聚焦显微镜下观察荧光信号分布情况, 确定目

标蛋白的亚细胞定位。

白木香AsPR1-4基因在不同胁迫处理下、不同组

织中的表达分析 利用实时荧光定量PCR (qRT-PCR) 

考察AsPR1-4基因在MeJA和SA以及不同非生物胁迫

下的表达情况, 选取白木香AsRPL基因[31]作为目标基

因定量表达的内参基因 , 引物见表 1, 反应体系与程

序、相对定量分析与统计学分析见之前报道方法[21]。

不同组织中的表达分析, 采用实验室保存的白木香根、

茎、叶部位提取的 cDNA进行 qRT-PCR实验, 方法同胁

迫处理检测方法。每个反应设置三个重复, 根据熔解

曲线判断RT-PCR产物的特异性, 将RT-PCR数据使用

Microsoft Excel Software 2020及GraphPad Prism 9进行

统计分析, 采用2-△△Cq方法进行计算, 实验数据以均数 ± 

标准差 (x̄x̄  ± s) 表示, 采用配对单因素方差分析 (analysis 

of variance, ANOVA) 对 Duncan's进行单因素检验, 其

中P < 0.05为显著性差异, P < 0.01为极显著性差异。

结果

1　白木香AsPR1基因家族成员鉴定及理化性质分析

通过白木香基因组数据库和生物信息学分析, 确

定了8个AsPR1基因序列 (表2)。白木香AsPR1蛋白的

分子质量在 12.95 kD (AsPR1-7)～43.41 kD (AsPR1-3) 

之间; 最长的AsPR1-3含有 395个氨基酸残基, 最短的

AsPR1-7含有 116个氨基酸残基; pI值在 4.92 (AsPR1-

3)～9.37 (AsPR1-1、AsPR1-4) 之间; 通过Aliphatic index

值及 GRAVY 值可以看出蛋白的亲水性普遍较好 ; 

AsPR1-2、AsPR1-4、AsPR1-5具有一个跨膜域, 其余蛋

白无跨膜域; 亚细胞定位预测结果表明这些 PRs蛋白

主要定位于叶绿体、细胞质和细胞外 (表3)。

2　白木香AsPR1家族系统进化分析

为研究白木香 AsPR1 家族与其他植物 PR1 蛋白

之间的进化关系, 将 20个来自拟南芥的PR1蛋白、8个

来自烟草的PR1蛋白和 8个白木香AsPR1蛋白序列进

行多序列比对并构建进化树。通过进化树分析, 所有

PR-1蛋白聚类为 3组: A组包括 9个拟南芥中的PR1蛋

白、4 个烟草中的 PR1 蛋白和 4 个白木香的 AsPR1 蛋

白 (AsPR1-1、AsPR1-4、AsPR1-6、AsPR1-8); B组含有8

个拟南芥的PR1蛋白和4个烟草中的PR1蛋白; C组包

括 3 个拟南芥 PR1 蛋白和 4 个白木香的 AsPR1 蛋白 

(AsPR1-2、AsPR1-3、AsPR1-5、AsPR1-7, 图 1)。A、B、C

组分类主要基于序列同源性和系统发育关系。其中

AsPR1-4与AsPR1-8归为一支, 与拟南芥ATCAPE6亲

缘关系较近; AsPR1-2、AsPR1-3、AsPR1-5、AsPR1-7亲

缘关系较近, 四者都是酸性蛋白。

3　白木香AsPR1家族蛋白二级结构分析

将 8个白木香AsPR1家族蛋白以及与AsPR1-4和

AsPR1-8亲缘关系最近的拟南芥 ATCAPE6蛋白进行

二级结构分析, 结果显示蛋白序列的相似度为 51.38%; 

ATCAPE6以及AsPR1-1、AsPR1-2、AsPR1-3、AsPR1-4、

AsPR1-5、AsPR1-6 在 N 端均有信号肽, 而 AsPR1-7 和

AsPR1-8没有信号肽; 除个别位点的突变外, 所有蛋白都

具有PR1蛋白保守的CAP功能域, 包括CAP四元体结

Table 3　Analysis of the physico-chemical properties of AsPR1 family gene in Aquilaria sinensis. GRAVY: Grand average of hydro‐pathicity

Protein ID

AsPR1-1
AsPR1-2
AsPR1-3
AsPR1-4
AsPR1-5
AsPR1-6
AsPR1-7
AsPR1-8

Molecular 

weight/kD
23.263 46
18.136 51
43.408 88
19.171 62
18.451 69
22.080.97
12.948 35
16.895 89

Protein 

isoelectric
9.37
6.94
4.92
9.37
5.02
6.09
5.24
9.12

Number of 

amino acid
209
162
395
171
164
192
116
149

Aliphatic 

index
69.67
67.77
86.35
57.78
69.63
67.60
41.29
44.70

GRAVY

−0.406
−0.378
−0.056
−0.409
−0.311
−0.430
−0.643
−0.707

Transmenbrane 

domain number
0
1
0
1
1
0
0
0

Subcellular 

localization
Chlo
Chlo
Plas
Chlo
Extr
Extr
Chlo
Chlo

Table 2　AsPR1 family gene in Aquilaria sinensis

Genome number
evm.model.Scaffold44.137
evm.model.Scaffold6.338
evm.model.Scaffold5.6
evm.model.Scaffold3.708
evm.model.Scaffold64.74
evm.model.Scaffold21.121
evm.model.Scaffold3.723
evm.model.Scaffold23.10

Gene name
AsPR1-1
AsPR1-2
AsPR1-3
AsPR1-4
AsPR1-5
AsPR1-6
AsPR1-7
AsPR1-8

Length /bp
630

1 119
2 307

516
1 101
1 590
1 941
2 391
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构、6个保守的半胱氨酸残基、CBM基序、CAPE1肽以

及位于CAPE1肽N端的保守的CNYx基序 (图2A)。

4　白木香AsPR1保守结构域分析

对白木香AsPR1蛋白序列进行保守基序分析, 预

测出 6个motif (图 2B)。AsPR1-1、AsPR1-2、AsPR1-3、

AsPR1-4、AsPR1-5、AsPR1-6 都具有相同的保守基序

motif1、motif2、motif3、motif4、motif5, 其中AsPR1-3还

具有 motif6; 而 AsPR1-7 具有 motif1、motif2、motif4、

motif5、motif6; AsPR1-8 具有 motif2、motif3、motif4、

motif5 (图 2C)。每个 AsPR1 蛋白都具有一个保守的

CAP-PR1结构域。

5　白木香AsPR1基因的染色体定位分析

根据白木香基因组注释的染色体定位信息, 将 8

个AsPR1基因进行染色体信息可视化分析, 结果显示

AsPR1基因分布在 1、3、4、8号染色体上, 其中AsPR1-1

和AsPR1-2位于 1号染色体上; AsPR1-3位于 3号染色

体上; AsPR1-4、AsPR1-5、AsPR1-7、AsPR1-8位于 4号染

色体上; AsPR1-6位于8号染色体上 (图3A)。AsPR1-4、

AsPR1-7、AsPR1-8在 4号染色体上串联排列有利于这

些基因在受到胁迫后快速激活成簇表达。

6　白木香AsPR1基因的启动子顺式作用元件分析

对AsPR1基因的启动子顺式作用元件分析结果显

示, AsPR1启动子中存在许多激素响应元件、应激响应

元件和植物生长发育相关元件 (图 3B)。响应激素元

件如SA、MeJA、ABA, 尤其是SA和MeJA, 与植物对胁

迫的抗性密切相关。SA顺式作用元件存在于AsPR1-1、

AsPR1-4、AsPR1-5基因的启动子中, MeJA顺式作用元

件存在于AsPR1-4、AsPR1-5、AsPR1-6、AsPR1-7基因的

启动子中。推断的 AsPR1 启动子中还发现了光响应

性、分生组织表达、厌氧诱导、低温反应、MYBHv1结

Figure 1　Evolutionary analysis of PR1 proteins in Aquilaria sinensis, Arabidopsis thaliana and Nicotiana tabacum. AT is Arabidopsis 

thaliana, LOC is Nicotiana tabacum, and As is Aquilaria sinensis
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合位点、种子特异性调控、玉米醇溶蛋白代谢调控、

MYB 结合位点、缺氧诱导的顺式作用元件。表明

AsPR1基因可能在白木香抗胁迫以及生长发育中具有

多种功能。

7　AsPR1-4基因的克隆、原核表达及亚细胞定位

课题组前期的研究结果表明盐胁迫能够诱导白木

Figure 2　Secondary structure analysis and conserved domain analysis of AsPR1 family proteins in A. sinensis. A: Multiple alignments and 

domain structures of the AsPR1 and ATCAPE6 protein sequences (Blue box: Signal-peptide; red box: CAP tetrad, CBM, CAPE peptide; 

blue triangle: Six conserved cysteine residues); B: Six conserved motifs of the AsPR1 proteins; C: The motifs and conserved domains of the 

AsPR1 proteins. CAP: Cysteine-rich secretory protein, CBM: Caveolin-binding motif

·· 2895
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香愈伤组织中 2-苯乙基色酮的产生, 同时课题组前期

也在盐胁迫诱导 24 和 120 h 进行了转录组测序分析, 

本研究对不同时间段的PR1基因表达量进行分析, 发

现盐胁迫能够显著诱导 PR1-4基因的表达, 因此对白

木香基因组进行本地Blast, 寻找到同源性最高的一条

AsPR1-4 基因 , 并且以白木香愈伤组织的 cDNA 为模

板, 扩增得到AsPR1-4基因的序列全长为 500～750 bp

的片段 (图 3C)。通过比对测序结果和转录组数据分

析, 确定扩增的产物为白木香AsPR1-4基因。AsPR1-4

序列全长为516 bp, 编码171个氨基酸。将构建成功的

重组质粒 pGEX-KG-AsPR1-4 和空载体 pGEX-KG 转

入大肠杆菌中, 表达纯化后进行 SDS-PAGE检测。结

果表明在 40～50 kD之间发现有特异性片段, 与预测

AsPR1-4-GST 分子质量 45.5 kD 相符 , 证明 AsPR1-4-

GST融合蛋白表达成功 (图 3D)。亚细胞定位实验结

果可以看到, AsPR1-4:GFP融合蛋白的荧光信号主要

分布在细胞质和叶绿体中, 对照组分布在细胞的各个

部分, 表明AsPR1-4定位于细胞质和叶绿体中 (图3E)。

8　白木香AsPR1-4基因在SA和MeJA处理下及不同

部位的表达分析

根据顺式作用元件预测结果表明 AsPR1-4 基因

可能受到SA和MeJA的诱导, 因此将白木香愈伤组织

分别用SA和MeJA进行诱导。从图 4中可以看出, SA

可明显诱导 AsPR1-4 基因的表达, 与 0 h 对照组相比, 

100 mmol·L-1 SA诱导下AsPR1-4基因表达量随诱导时

间先升高后下降, 在24 h表达量最高 (图4A)。AsPR1-4

基因的表达对 MeJA 诱导更为敏感 , 与对照组相比 , 

10 μmol·L-1 MeJA可明显诱导AsPR1-4基因的表达, 且

表达量在 12 h时最高, 随着时间增加表达量逐渐降低, 

48 h表达量与对照组持平 (图 4B)。总之, SA和MeJA

均能诱导 AsPR1-4 基因表达量不同程度的增加。从

AsPR1-4基因在白木香根、茎、叶中的表达分析图中可

Figure 3　Chromosomal localization analysis of AsPR1 gene and cis-acting element analysis of promoter of AsPR1 gene in A. sinensis; 

cloning, prokaryotic expression, and subcellular localization of AsPR1-4 gene. A: Chromosome loci of AsPR1 genes in A. sinensis; B: Cis-acting 

elements of AsPR1 genes in A. sinensis; C: Agarose gel electrophoresis of AsPR1-4 gene (M: DNA marker; 1: PCR amplification fragment 

of AsPR1-4 gene); D: SDS-PAGE of AsPR1-4 protein (M: Protein marker; 1: AsPR1-4-GST protein; 2: GST protein); E: Subcellular 

localization of AsPR1-4 in N.benthamiana epidermal cells
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以看到 , AsPR1-4 基因在茎中表达量最高 , 其次是根 , 

叶中最少 (图4C)。

9　AsPR1-4 基因在不同非生物胁迫诱导下的表达

分析

AsPR1-4基因在 4种非生物胁迫诱导下表达量均

显著下降 (图 4)。与对照组相比, 盐胁迫下AsPR1-4基

因的表达量在 12 h时下降最多, 在 48 h后反而呈现升

高趋势 (图 4D); AsPR1-4基因在低温胁迫 12 h表达量

明显下降, 且随时间推移持续下降, 在 48 h时最低 (图

4E); AsPR1-4基因的表达量在重金属胁迫下在 12 h明

显降低, 在 36 h时降至最低, 在 48 h有所升高 (图 4F); 

最后, AsPR1-4 对 PEG6000 模拟的干旱胁迫反应最为

强烈, 12～48 h表达量均显著下降, 仅仅为对照组表达

量的 25%左右 (图 4G)。综上所述, AsPR1-4基因可明

显响应盐、低温、重金属和干旱四种非生物胁迫。

讨论

PR-1家族成员已在许多植物物种中被系统地鉴

定出来, 如胡椒 (Piper nigrum) 中的鉴定了 11个[32], 小

麦 (Triticum durum) 的鉴定了 12 个[33], 番茄 (Solanum 

lycopersicum) 中鉴定了 13 个基因[34]等。本实验首次

从白木香中鉴定了 8个 AsPR1基因, 并进行了生物信

息学分析, 选择AsPR1-4为研究对象进行了分子克隆、

蛋白表达和亚细胞定位, 随后考察了激素诱导和非生

物胁迫下该基因的表达情况, 研究结果可为该类基因

进一步的研究和应用提供科学依据。

植物中PR-1蛋白可分为酸性蛋白和碱性蛋白[35]。

系统进化树分析结果表明, 8个白木香的AsPR1蛋白分

在两个组中 , 其中 3 个碱性蛋白 (AsPR1-1、AsPR1-4、

AsPR1-8) 和一个酸性蛋白 (AsPR1-6) 在一个组中; 而

4个酸性蛋白 (AsPR1-2、AsPR1-3、AsPR1-5、AsPR1-7) 

在一个组中。PR-1蛋白大致可根据酸性和碱性分布于

不同的组中, 如水稻的OsPR1基因等[36], 但是也有例外, 

如番茄的 SlPR-1基因中, 编码碱性蛋白和酸性蛋白的

基因出现在同一个谱系中[34]。PR-1 家族基序是高度

保守的。通过对 8个AsPR1家族生物信息学分析发现

AsPR1都具有保守的CAP-PR1结构域, 该结构是其发

挥生物学功能的基础。研究表明PR1蛋白在植物抗病

Figure 4　Relative expression level of AsPR1-4 gene in different parts in A. sinensis and under salicylic acid (SA)\ methyl jasmonate 

(MeJA) and different abiotic stresses treament in A. sinensis Calli. A: Effect of SA on AsPR1-4 gene expression in A. sinensis Calli; B: Effect 

of MeJA on AsPR1-4 gene expression in A. sinensis Calli; C: Expression of AsPR1-4 gene in different parts in A. sinensis; D: Effects of NaCl 

at different times on the expression of AsPR1-4 genes in A. sinensis Calli; E: Effects of cold temperature at different times on the expression 

of AsPR1-4 genes in A. sinensis Calli; F: Effects of CdCl2 at different times on the expression of AsPR1-4 genes in A. sinensis Calli; G: 

Effects of PEG6000 (macrogol 6000) at different times on the expression of AsPR1-4 genes in A. sinensis Calli. Repeat 3 samples, each for 3 

times. x̄x̄  ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1 vs CK group; ###P < 0.001
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原体与非生物胁迫中的功能与CBM基序和CAPE1肽

的释放密切相关。值得注意的是, 除AsPR1-7和AsPR1-8

外, 所有AsPR1基因的氨基酸序列在N端都含有一个

SP。SP是一个编码疏水氨基酸序列的 RNA区域, 是

蛋白质N端的短暂延伸, 在N端含有SP的PR1蛋白可

能被引导到特殊的亚细胞结构中或细胞外以维护细胞

功能[37]。在进化过程中, 快速激活以应对外界胁迫的基

因内含子密度可能会降低[38], 不含内含子的基因表达

比含有内含子的基因更快[39]。PR-1 基因大多不含有

内含子, 8个AsPR1中只有AsPR1-3、AsPR1-6、AsPR1-8

具有内含子, 其他AsPR1基因都没有内含子, 这有利于

植物响应胁迫中基因的快速表达。在白木香AsPR1基

因的启动子顺式作用元件分析中发现了许多参与应

激、生长发育和激素反应的顺式作用元件。如AsPR1-4、

AsPR1-5启动子同时具有 SA和 JA顺式作用元件, SA

和 JA/ET介导的信号通路在植物免疫信号网络中发挥

重要作用。PR1 裂解释放的防御信号肽 (CAPE1) 可

诱导MeJA和 SA的生物合成[40]抵御胁迫, 同时该分子

还刺激防御基因, 使植物对病原菌产生免疫反应。在

AsPR1-2、AsPR1-5、AsPR1-6、AsPR1-7 中具有 MYB 转

录因子 (TFs) 的结合域, TFs在植物生长发育、生理活

性、初级和次级代谢反应以及对生物和非生物胁迫的

响应等方面具有不同的作用[41]。此外, 在启动子区域

还检测到了光响应性、分生组织表达、厌氧诱导、低温

反应等顺式作用元件, 这些表明AsPR1蛋白可能在植

物代谢和发育中具有重要意义。

在 SA 和 MeJA 诱导下, AsPR1-4基因表达量均有

不同程度的增加, 表明 AsPR1-4基因可积极响应两种

激素的诱导, 这进一步验证了之前 AsPR1-4基因启动

子顺式作用元件分析结果。有意思的是AsPR1-4基因

在盐、低温、重金属和干旱四种非生物胁迫下表达量均

显著下降。尽管很多植物在受到胁迫后PR1基因表现

为正调控, 如拟南芥中 OsPR1a 的过表达增强了转基

因植物对盐胁迫的耐受性[13]; SfPR1a基因在转基因烟

草中的过表达增强了对干旱和盐的抗性[42]等。但是也

有一些基因在胁迫诱导下表现为负调控, 如拟南芥的

AT4G33730 基因 (命名为 PROATCAPE1) 是一个盐响

应基因, 在高盐胁迫下表达减少, 沉默 PROATCAPE1

导致转基因植株在高盐培养基上的存活率提高[43]。在

根中 PROATCAPE3基因在盐度、渗透、干旱和寒冷胁

迫下减少, PROATCAPE4基因在盐和渗透压胁迫下下

调, PROATCAPE6 基因在盐、渗透和干旱胁迫下表达

受到抑制[43]。目前的研究结果表明PR1基因的表达通

常与耐胁迫基因表达密切相关, 这些负向调控植物胁

迫的 PR1 基因通常抑制抗胁迫基因的表达[43]。因此

AsPR1-4也有可能通过抑制抗胁迫基因的表达, 负向

调控白木香的抗盐、低温、干旱及重金属的能力。不同

部位的表达分析结果发现, AsPR1-4基因在茎中表达

量最高, 其次是根, 叶中最少。由于沉香是白木香受到

胁迫逐渐形成的含树脂的心材, 而实验证明 AsPR1-4

基因在茎中表达量最高, 且可以积极响应 SA和MeJA

以及非生物胁迫诱导, 因此推测 AsPR1-4基因可能在

白木香开启防御反应, 产生沉香的过程中发挥作用。

综上所述, 白木香AsPR1基因可能在其结香过程中发

挥重要作用, 其具体生物学机制目前尚不明确, 值得进

一步深入研究。
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