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摘　 要： 该研究从甘蔗细茎野生种（割手密 Ｓａｃｃｈａｒｕｍ ｓｐｏｎｔａｎｅｕｍ）中克隆抗旱相关的基因 ＳｃＡＬＤＨ，并分析其

在干旱处理条件下的表达情况和序列特征。 利用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 技术克隆甘蔗的 ＡＬＤＨ 基因片段， 并对其核苷酸和

氨基酸序列进行分析。 使用 ＮＣＢＩ Ｂｌａｓｔｘ、ＯＲＦ ｆｉｎｄｅｒ、Ｍｅｇａ、ＮＣＢＩ Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎ Ｓｅａｒｃｈ 等程序对其分别进

行不同物种氨基酸比较、开放阅读框（ＯＲＦ）寻找、进化树及保守序列分析，并用 Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ⁃ＰＣＲ 分析所克隆基

因在干旱胁迫前后的表达差异。 结果表明：克隆出甘蔗的 ＡＬＤＨ 基因片段， 总长度为 １ ９９６ ｂｐ，其中蛋白质编

码区（ＣＤＳ）全长１ ５２４ ｂｐ，编码 ５０８ 个氨基酸；与其它物种 ＡＬＤＨ 类蛋白氨基酸序列有很高的同源性，有 ＡＬＤＨ
家族的保守序列，并含有完整的开放阅读框，系统进化树分析显示与玉米的蛋白质亲缘关系最近；Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ⁃
ＰＣＲ 数据表明，在干旱胁迫下，随着干旱时间的延长，该基因的表达量呈持续积累的表达模式。 总体上来说，
该基因对干旱胁迫显著表达。 利用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 技术克隆的甘蔗 ＡＬＤＨ 基因，属于 ＡＬＤＨ 蛋白家族的一员，具有其

典型的功能域，该基因在干旱胁迫过程中参与抗旱作用。 该研究结果为野生种资源开发、优良抗旱亲本选择

和培育抗旱性强甘蔗品种提供了参考依据。
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　 　 甘蔗 （Ｓａｃｃｈａｒｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｒｕｍ）是甘蔗属、多年生

高大实心草本植物，是热带和亚热带农作物，是制造

蔗糖的原料，也是国计民生必需品（张华和陈如凯，
２００３）。 除制糖外，其副产品的利用范围非常广泛，
如生产纤维板和饲料（黄东杰和孙继华，２０１２）。 此

外，一些国家还把甘蔗作为一种高产的生物能源作

物，用全茎制造酒精代替部分化石燃料（赵丽萍等，
２０１０）。 发展甘蔗生产，对提高人民生活、促进农业

及相关产业的发展都具有重要作用。
目前，干旱对作物生产有普遍影响，其所造成的

产量损失超过其它各种胁迫因素造成的总和（闫志利

和牛俊义，２００９）。 轻度水分胁迫时甘蔗叶片光合速

率有所下降，到中度干旱、严重干旱时叶片光合速率

呈显著性下降，叶肉细胞光合能力降低，甘蔗的生理

性状受到较严重影响（罗明珠和梁计南，２００５）。 此

外，甘蔗在伸长期的中后期受到干旱胁迫时，蔗茎的

生长速度明显降低，植株变矮，单茎重明显降低（陆国

盈和韩世健，２００２）。 我国蔗区 ８５％以上分布在无灌

溉条件的旱坡地，甘蔗品种的抗旱性很大程度上决定

着甘蔗生产的效益（李奇伟和邓海华，２０１１）。 甘蔗传

统育种方法主要是利用栽培种 ／品种与野生种（如割

手密）杂交，野生种的抗逆性（抗旱、耐寒）较强，是提

高甘蔗品种抗逆性的重要基因源。
醛 脱 氢 酶 基 因 （ Ａｌｄｅｈｙｄｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，

ＡＬＤＨ）是一类编码将醛脱氢氧化为相应羧酸的基

因，可有效减少醛类物质在细胞内的积累，增加细胞

的抗逆性，减少干旱胁迫对植物的产生的影响。 目

前在植物中发现的 ＡＬＤＨ 蛋白是一个大家族，包括

１４ 个 家 族： ＡＬＤＨ２、 ＡＬＤＨ３、 ＡＬＤＨ５、 ＡＬＤＨ６、
ＡＬＤＨ７、ＡＬＤＨ１０、ＡＬＤＨ１１、ＡＬＤＨ１２、ＡＬＤＨ１８、ＡＬ⁃
ＤＨ１９、ＡＬＤＨ２１、 ＡＬＤＨ２２、 ＡＬＤＨ２３、 ＡＬＤＨ２４，其中

ＡＬＤＨ１１、ＡＬＤＨ１９、ＡＬＤＨ２２、ＡＬＤＨ２３ 和 ＡＬＤＨ２４ 为

植物所特有 （ Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ， ２０１２； Ｗｏｏｄ ＆ Ｄｕｆｆ．，
２００９）。 相对于人类、动物，植物的乙醛脱氢酶研究

来说较少，从植物中克隆到的乙醛脱氢酶家族的基

因不是很多。 李新玲等（２００７）从羊草中克隆出一

个乙醛脱氢酶基因，与从水稻中克隆的 ＡＬＤＨ１ａ 家

族基因的同源性最高，该基因对盐、冷冻、干旱均有

响应。 杨红兰等（２０１０）成功从齿肋赤藓克隆了 ＡＬ⁃
ＤＨ２１ 家族的基因，其研究得出，该基因在干旱胁迫

状态时的表达量显著高于水合状态，可能参与干旱

胁迫应答。 沈一等（２０１３）从花生中挖掘出一个 ＡＬ⁃
ＤＨ７ 基因，发现该基因在盐胁迫下，根、叶中的表达

量明显上升。 到目前为止，尚未见在甘蔗野生种印

度割手密中克隆出 ＡＬＤＨ 家族基因的报道。 本研

究以甘蔗野生种———印度割手密（２ｎ ＝ ６４）为材料，
克隆到一个 ＡＬＤＨ 家族基因，通过生物信息学分析

和定量 ＰＣＲ 技术检测在干旱胁迫前后基因的诱导

情况，旨在开发野生种的优良资源，以及探索这些资

源的抗旱性，为今后利用优良抗旱亲本的选择和培

育抗旱性强的甘蔗品种提供依据。

１　 材料与方法

１．１ 植物材料及干旱处理

植物材料：印度割手密（２ｎ ＝ ６４），取材自云南

省农科院甘蔗所（开远）的国家甘蔗资源圃。
干旱处理：供试植物材料种植于云南农业大学

温室大棚中，花盆大小在直径 ５０ ｃｍ，高 ３０ ｃｍ 的花

盆中，分为四组，对照组，正常浇水，保持湿润；实验

组，待苗长到 １５～２０ ｃｍ 高时，分别干旱处理 ２、４、６
ｄ 后取叶片提取总 ＲＮＡ。
１．２ 试剂

ＴＲＮｚｏｌ Ａ＋ 总 ＲＮＡ 提取试剂、ＦａｓｔＱｕａｎｔ ｃＤＮＡ
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第一链合成试剂盒、 ＤＮＡ 纯化回收试剂盒、 ｐＬＢ
Ｖｅｃｔｏｒ、Ｔ４ ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ、ＤＮＡ 高保真酶、ｄＮＴＰ、ＴＯＰ１０
感受态细胞、荧光定量试剂盒 ＳｕｐｅｒＲｅａｌ ＰｒｅＭｉｘ
Ｐｉｕｓ ，均购自天根生化试剂有限公司。 引物合成由

Ｉｎｔｒｏｖｉｇｅｎ 公司合成，测序由擎科生物公司完成。
１．３ 总 ＲＮＡ 提取 与 ｃＤＮＡ 合成

等到甘蔗在温室生长至 １５ ～ ２０ ｃｍ，剪取叶片，
迅速放在液氮中，备用。 利用 Ｔｉｇｅｎ Ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒，
提取叶片总 ＲＮＡ（－８０ ℃保存）。 用紫外分光光度

计检测 ＲＮＡ 浓度，用琼脂糖电泳检测 ＲＮＡ 完整

性。 后采用 Ｆａｓｔ Ｑｕａｎｔ ＲＴ Ｓｕｐｅｒ Ｍｉｘ （ Ｔｉａｎｇｅｎ，
ＫＲ１０８）试剂盒反转录获得 ｃＤＮＡ 第一链。
１．４ ＳｃＡＬＤＨ 全长的克隆

使 用 天 根 公 司 ＦａｓｔＱｕａｎｔ ＲＴ Ｓｕｐｅｒ Ｍｉｘ
（Ｔｉａｎｇｅｎ， ＫＲ１０８） 快速反转录形成 ｃＤＮＡ ，放入

－８０ ℃超低温冰箱备用。 利用高保真酶进行 ＰＣＲ
扩增。 以甘蔗割手密材料 ｃＤＮＡ 产物为模板，克隆

ＳｃＡＬＤＨ 基因。 参考本实验室的转录组信息，设计

基因特异引物引物序列（表 １）。

表 １　 ＳｃＡＬＤＨ 基因全长扩增所需引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ＳｃＡＬＤＨ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＧＰ１ ＡＴＧＡＧＣＧＧＣＧＧＣＧＧＴＣＡＧＧ

ＧＰ２ ＣＴＡＣＴＧＣＡＴＣＣＣＧＡＴＧＴＧ

　 　 使用 Ｔｉｇｅｎ 公司的高保真 ｐｆｕ 酶进行扩增

ＳｃＡＬＤＨ 目的基因。 ＰＣＲ 仪使用 ＡＢＩ 公司 Ｖｅｒｉｔｉ ９６
孔梯度。 ＰＣＲ 反应体系：Ｔｅｍｐｌａｔｅ １ μＬ；Ｐｒｉｍｅｒ Ｆ １
μＬ；Ｐｒｉｍｅｒ Ｒ １ μＬ；Ｂｕｆｆｅｒ ２ μＬ；ｄＮＴＰ ２ μＬ；Ｐｆｕ 酶

０．５ μＬ；ｄｄＨ２Ｏ １３．５ μＬ，补足到 ２０ μＬ；总体积为 ２０
μＬ。 ＰＣＲ 仪反应程序：９６ ℃预变性 ２ ｍｉｎ；９６ ℃变

性 ３０ ｓ；５５ ℃退火 ３０ ｓ；７２ ℃延伸 ４ ｍｉｎ；７２ ℃， １０
ｍｉｎ，后 ４ ℃保存。
１．５ ＰＣＲ 产物的克隆纯化与筛选

对 ＰＣＲ 产物的目的大小片段使用 Ｔｉｇｅｎ 的回收

试剂盒，切胶、回收、纯化。 采用平末端连接方法，配
制反应体系。 连接到 ｐＬＢ ｖｅｃｔｏｒ 克隆载体上，后导入

大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞，进行 Ａｍｐ 抗性筛选，培
养 １６ ｈ 后，对菌落进行检测，采用快速检测方法，做
菌落 ＰＣＲ，扩增程序：９５ ℃预变性 ２ ｍｉｎ；９５ ℃ ３０ ｓ，
５５ ℃ ３０ ｓ，７２℃ ４ ｍｉｎ，３０ 个循环；７２ ℃ １０ ｍｉｎ。 测序

服务有北京擎科生物公司提供，２ 次重复。
１．６ ＳｃＡＬＤＨ 基因的 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ⁃ＰＣＲ 分析

根据 ＡＬＤＨ 基因序列，用实时荧光定量 ＰＣＲ 软

件 Ｂｅａｃｏｎ Ｄｅｓｉｇｎｅｒ ７．０，设计实时荧光定量引物 ＱＦ、
ＱＲ，内参基因选择 β⁃ａｃｔｉｎ（肌动蛋白），引物为 ＡＣＴ⁃
ＩＮＦ、ＡＣＴＩＮＲ；特异性引物序列见表 ２。

表 ２　 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ⁃ＰＣＲ 所需的内参引物和特异性

目的基因引物特异性引物
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｔｅｒｎａｌ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒ

ｕｓｅｄ ｉｎ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＱＦ ＡＡＧＧＡＴＴＧＡＧＣＡＧＴＴＣＴＡＴ

ＱＲ ＴＴＣＡＧＣＡＣＣＡＴＴＡＧＴＡＧＧ

ＡＣＴＩＮ Ｆ ＣＴＧＧＡＡＴＧＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＧＴ

ＡＣＴＩＮ Ｒ ＴＣＣＴＴＣＴＧＴＣＣＣＡＴＣＣＣＴＡＣＣ

　 　 使用仪器 ＡＢＩ 公司 ７５００ 荧光量 ＰＣＲ 仪，对干

旱处理前后的基因表达情况进行分析。 采用 ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ Ｉ 嵌合荧光法进行、Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 的专用试

剂。 反应体系（２０ μＬ 体系）：２ ×ＳｕｐｅｒＲｅａｌ ＰｒｅＭｉｘ
Ｐｉｕｓ １０ μＬ；正向引物（１０ μｍｏｌ·Ｌ⁃１） ０．６ μＬ；反向

引物（１０ μｍｏｌ·Ｌ⁃１） ０．６ μＬ；ｃＤＮＡ 模板 １ μＬ；５０×
ＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ ０．４ μＬ；加 ＲＮａｓｅ⁃ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ ７．４
μＬ，补足到 ２０ μＬ。 采用三步法 ＰＣＲ 扩增反应，反
应程序如下。 预变性：９５ ℃，１５ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 反应：９５
℃变性 ，１０ ｓｅｃ；５０ ℃ 退火，２０ ｓｅｃ；７２ ℃ 延伸，３２
ｓｅｃ；４０ 个循环。 同时在 ６０ ～ ９５ ℃进行融解曲线分

析。 利用 ２⁃ΔΔＣＴ法计算基因的相对表达量。 每个样

品进行 ４ 次重复，取其平均值。
１．７ ＡＬＤＨ 序列分析

对 ＡＬＤＨ 核苷酸和氨基酸序列进行分析，使用

ＮＣＢＩ Ｂｌａｓｔｘ、ＯＲＦ ｆｉｎｄｅｒ、Ｍｅｇａ、ＮＣＢＩ Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍ
ａｉｎ Ｓｅａｒｃｈ 等程序对其进行氨基酸序列相似性分析、
开放阅读框（ＯＲＦ）、进化树、及结构域分析与功能

结构域查找。 采用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 计算蛋白质的相对分

子量和理论等电点。 用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 进行氨基酸序列

比对与相似序列分析。

２　 结果与分析

２．１ ＲＮＡ 的检测结果

利用 ｔｒｉｚｏｌ 抽提试剂盒提取的甘蔗总 ＲＮＡ 如图
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１。 并利用紫外分光光度计检测， ＲＮＡ 样品的

ＯＤ２６０ ／ ２８０ 均在 １．９ ～ ２．１ 之间，纯度较高可以用于

后续的实验。

图 １　 ＲＮＡ 样品琼脂糖凝胶电泳图
Ｆｉｇ． １　 ＲＮＡ ｔｅｓｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＲＮＡ

２．２ ＡＬＤＨ 基因的扩增

ＰＣＲ 产物经 １．２％的琼脂糖 ＴＡＥ 凝胶电泳（图
２），在２ ０００ ｂｐ 左右处显示一条清晰的条带与预计

大小一致。 使用天根公司提供的 ＤＮＡ 回收试剂盒，
对目的片段进行切胶回收。

图 ２　 目的基因的扩增结果　 Ｍ． Ｍａｒｋｅｒ； ＳｃＡＬＤＨ． 目的片段。
Ｆｉｇ． ２　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ

Ｍ． Ｍａｒｋｅｒ； ＳｃＡＬＤＨ． Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ．

２．３ ＡＬＤＨ 的序列分析

将获得的测序结果在 ＮＣＢＩ 上进行 ＯＲＦ 的寻找

和 Ｂｌａｓｔｘ 分析。 寻找结果共获得 １４ 个大小不一的

ＯＲＦ，其中最长的一个 ＯＲＦ 和其他物种的 ＡＬＤＨ 基因

核苷酸序列长度相似，可判断该位点就是 ＡＬＤＨ 基因

的 ＯＲＦ。 该 ＯＲＦ 有一个起始密码子 ＡＴＧ，终止密码

子 ＴＡＡ，编码 ５０８ 个氨基酸，５′端非编码区长 １７１ ｂｐ，
３′端非编码区长 ２９８ ｂｐ，ＣＤＳ 全长１ ５２４ ｂｐ（图 ３）。

利用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 软件分析表明，该基因编码蛋

白质的分子式为（Ｆｏｒｍｕｌａ） Ｃ２４１４Ｈ３８４７Ｎ６５７Ｏ７１０ Ｓ２５，分
子量为５４ ２３５．５ ｋＤ，理论等电点 ｐＩ 为 ６．２２。 负电荷

的氨基酸残基总数（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）为 ４５，带正电荷的氨

基酸残基总数（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）为 ４２，亲水性平均系数（ｉｎ⁃
ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ＩＩ）为 ３４．２２，是一类稳定的蛋白。 通过

Ｂｌａｓｔｘ 分析，分析结果发现与其它物种的 ＡＬＤＨ 基因

所编码的氨基酸序列，具有较高的同源性。 推导该

基因编码的氨基酸序列（ｇ：甘蔗），与玉米（ｙ：玉米，
ｇｉ ｜ ２２６５３１３６６ ｜ ）、小麦（ｘ：小麦，ｇｉ ｜ ８１４９３７２５６ ｜ ）、拟
山羊草（ｎ：拟山羊草，ｇｉ ｜ ８１４９３７２６０ ｜ ）、多年生黑麦

草（ｈ：黑麦草，ｇｉ ｜ ７６９７４８３４５ ｜ ）、可可（ ｋ：可可，ｇｉ ｜
７６９７４８３４５ ｜ ）、野生大豆（ｄ：野生大豆，ｇｉ ｜ ２２６５３１３６６
｜ ）、苹果（ｐ：苹果，ｇｉ ｜ ６５８３０９７３６ ｜ ） ＡＬＤＨ 一致性分

别为 ９８％、９２％、９１％、９１％、８２％、８２％、８０％。 序列

对比如图 ４。 用 ＭＥＧＡ５．０ 做系统进化树（图 ５）结果

显示，８ 个物种的 ＡＬＤＨ 基因被聚为两大类群：Ｉ 类

有小麦、拟山羊草、黑麦草。 ＩＩ 类有可可、野生大豆、
苹果。 从图中发现 ＳｃＡＬＤＨ 与玉米的 ＡＬＤＨ７Ａ１ 编码

的蛋白质亲缘关系最近，而且 ９ 个物种的蛋白氨基

酸同源性均很高，因此该蛋白应属于醛脱氢酶

ＡＬＤＨ 家族蛋白，而且 ＡＬＤＨ 是一类非常保守的基

因家族。 使用 ＮＣＢＩ 在线软件对 ＳｃＡＬＤＨ 蛋白的保

守区进行预测，预测结果表明，在保守结构域上，目
标序列和其他物种都存在 ＮＡＤ＋ 结合位点，ＴＡＦＮ、
ＫＧＡＰ、ＦＴＧＳＴＲＡＧＬＭ 和 ＬＥＬ。 以及特有的 ４ 个特

有的催化残基 Ｎ、Ｅ、Ｇ、Ｃ 分别位于 １６５、２６６ 、２９７、
２９９ 位点上。 将暂该序列命名为 ＳｃＡＬＤＨ，提交

ＧｅｎＢａｎｋ，ＧｅｎｅＢａｎｋ 登录号 ｋｕ５１７６５０。
２．４ 干旱胁迫下 ＡＬＤＨ 基因的表达分析

为揭示 ＡＬＤＨ 基因在干旱胁迫过程中其表达量

的变化，以不同时间处理的 ｃＤＮＡ 材料为模板，进行

分析，用甘蔗的看家基因 ＡＣＴＩＮ 为内参。 取如下处

理材料：ＷＥＴ 组正常浇水、ＤＲＹ２ 组干旱处理 ２ ｄ、
ＤＲＹ４ 组干旱处理 ４ ｄ、ＤＲＹ６ 组干旱处理 ６ ｄ，反转

录成 ｃＤＮＡ 用于实时荧光定量 ＰＣＲ 实验。 结果如

图 ６，从图中可以看出，ＡＬＤＨ 在叶片中的表达量存

在明显差异。 干旱处理两天的材料 （ ＤＲＹ２），其

ＡＬＤＨ 基因的相对表达量明显高于对照组（ＷＥＴ），
是对照组的 １７．６７ 倍。 干旱处理 ４ ｄ 的材料（ＤＲＹ４），
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图 ３　 ＳｃＡＬＤＨ 基因的核酸及推导的氨基酸序列　 终止子用“∗”表示，ＡＴＧ 为起始密码子，ＴＡＡ 终止密码子。
Ｆｉｇ． ３　 Ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＳｃＡＬＤＨ ｇｅｎｅ 　 Ｓｔｏｐ ｃｏｄｏｎ ｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ

ｂｙ ａｓｔｅｒｉｓｋ，ＡＴＧ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｔａｒｔ ｃｏｄｏｎ，ＴＡＡ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｔｏｐ ｃｏｄｏｎ．

又高于 ＤＲＹ２ 处理的， 是 ＤＲＹ２ 的 ２． ０８ 倍。 而

ＤＲＹ６ 的表达量又是 ＤＲＹ４ 的 １．４ 倍。 由此可见，随
着干旱胁迫时间的延长，ＡＬＤＨ 基因的表达量在逐

渐升高，处理 ６ ｄ 后的材料的表达量，竟然是对照组

的 ５１． ７９ 倍。 该基因在干旱胁迫下，呈明显上调

趋势。

３　 讨论与结论

随着测序技术的不断发展，ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 高通量测

序技术应用在了转录组领域中，高通量测序技术能

够全面快速地获取某一物种特定器官或组织在某一
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图 ４　 割手密 ＳｃＡＬＤＨ 蛋白氨基酸序列与所列出物种的 ＡＬＤＨ 蛋白氨基酸序列同源性比较结果
（∗）代表蛋白质中相同的或保守的氨基酸； （：）代表可替代的序列保守片段； （ ．）代表可替代的半保守

序列片段 ； 下划线指的是 ＮＡＤ＋结合位点； 双下划线指的是其序列上特有的催化残基。
Ｆｉｇ． ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｗｉｔｈ ｓｅｖｅｒａｌ ｌｉｓｔｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｓａｃｃｈａｒｕｍ ｓｐｏｎｔａｎｅｕｍ

Ａｓｔｅｒｉｓｋ （∗） ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ｏｒ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｉｎ ａｌｌ ｏｆ ｔｈｅ ａｌｉｇｎｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ；
Ａ ｃｏｌｏｎ （：） ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ； ｄｏｔ （．） ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｅｍｉ⁃ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ．

状态下的几乎所有转录本，反映出它们的表达水平。
特别是用于挖掘和筛选抗病、抗逆、农艺性状、代谢

途径相关的基因研究，它可以初步识别未知基因。
但是该方法的不足之处就是，挖掘和筛选的相关基

因仍需要在实验中验证。 本研究通过转录组测序结

果，所获得的甘蔗野生种割手密 ＡＬＤＨ 基因片段，属
于醛脱氢酶基因家族，具有乙醛脱氢酶特异的保守

序列。 经 ＮＣＢＩ Ｂｌａｓｔｘ 比对和做进化树分析之后，其

与玉米的 ＡＬＤＨ７Ａ１ 编码的蛋白质亲缘关系最近，相
似度达到了 ９８％，与小麦、拟山羊草、多年生黑麦

草、可可、木本棉、野生大豆、苹果 ＡＬＤＨ 一致性分别

为 ９２％、９１％、９１％、８２％、８２％、８２％、８０％。 ＳｃＡＬＤＨ
其与已知的 ＡＬＤＨ 家族有极高的同源性，含有

ＮＡＤ＋的结合位点，又有 ＡＬＤＨ 家族保守序列，可确

认为其 ＡＬＤＨ 家族，暂命名为 ＳｃＡＬＤＨ。 ＡＬＤＨ 是

一类非常保守的基因家族。
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图 ５　 割手密 ＳｃＡＬＤＨ 基因表达的蛋白与所列出植物的 ＡＬＤＨ 蛋白的进化树
Ｆｉｇ． ５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｔｈｅ ＳｃＡＬＤＨ ａｎｄ ｓｅｖｅｒａｌ ｌｉｓｔｅｄ ＡＬＤＨ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ Ｓａｃｃｈａｒｕｍ ｓｐｏｎｔａｎｅｕｍ

图 ６　 干旱胁迫对 ＳｃＡＬＤＨ 基因在甘蔗叶片中相对表达量
Ｆｉｇ． ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳｃＡＬＤＨ

ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ

实时荧光定量 ＰＣＲ 结果发现，该基因在割手密

中表现出持续积累的表达模式，即随着干旱胁迫时

间的延长，其表达量增加。 表明 ＳｃＡＬＤＨ 基因的表

达在割手密抗逆境过程中可能起着重要的作用。 拟

南芥、烟草、中过量表达的大豆 ＡＬＤＨ７ 能提高转基

因植株的抗氧化胁迫能力（Ｒｏｄｒｉｇｕｅｓ ｅｔ ａｌ ，２００６）。
ＡＬＤＨ 基因导入并整合到番茄的基因组中，在干旱、
高盐和低温胁迫条件下，转 ＡＬＤＨ 基因番茄对环境

胁迫造成的伤害表现出较强的抗性，即 ＡＬＤＨ 基因

具有提高植物抗氧化胁迫的功能 （张海玲等，
２０１０）。 Ａｎ ｅｔ ａｌ（２０１４）发现玉米的根部的 ＡＬＤＨ７
在多重环境胁迫下，起着排除醛类物质的作用。 另

外，ＡＬＤＨ７ 的主要功能可能是参与调控胁迫反应和

组织膨胀压力，或参与清除引起脂质过氧化反应的

醛类物质（Ｋｉｒｃｈ ｅｔ ａｌ ，２００４）。 植物 ＡＬＤＨ７ 家族基

因的表达受到干旱和高盐等非生物逆境胁迫诱导

（Ｋｏｔｃｈｏｎｉ ｅｔ ａｌ ，２００６）。 ＡＬＤＨ７ａ１ 还可通过产生渗

透调节物质如甜菜碱和氧化脂质过氧化产物保护细

胞免于损伤（Ｂｒｏｃｋｅｒ ｅｔ ａｌ，２０１１）。 但可以确认的是

ＡＬＤＨ 家族与抗性有非常密切的关系。
从本研究结果可以得出，割手密 ＳｃＡＬＤＨ 蛋白

基因其表达量与干旱胁迫的时间呈正相关。 这与陈

加敏和朱承慧（２０１３）、Ｋｉｒｃｈ ｅｔ ａｌ（２００１）、Ｓｕｎｋａｒ ｅｔ
ａｌ（２００３）得出了相似的结论。 植物在受到干旱等逆

境胁迫时，体内的 ＡＬＤＨ７ 基因持续积累地表达，表
明 ＡＬＤＨ７ 蛋白家族基因参与干旱胁迫应答，在抗逆

中担任着重要角色。 ＡＬＤＨ 蛋白家族基因能够提高

植物的抗逆性，是较理想的抗逆基因工程候选基因。
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