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摘  要 为了研究三浅裂野牵牛抗逆相关基因，根据转录组拼接结果设计特异引物，进行 RT-PCR 扩增，首次获得了三浅

裂野牵牛谷胱甘肽过氧化物酶编码区序列，并进行生物信息学分析。经测序发现，此序列包含 510 bp 的完整开放阅读框，

软件预测可以编码 169 个氨基酸残基的多肽，预测多肽分子量大小约为 18.7 kDa，等电点为 6.32，在 GenBank 中登录，登

录号是 KC961953，并命名为 ItGPX。ItGPX 有大段亲水区，推测在细胞核中起到抗氧化作用。系统发育分析表明 ItGPX 和

甘薯 IbGPX 最为接近，使用 PSIPRED 和 3D-JIGSAW 分别预测了 ItGPX 的二级和三级结构。三浅裂野牵牛谷胱甘肽过氧化

物酶基因的克隆为甘薯抗逆育种提供了新的基因资源。 
关键词 甘薯; 谷胱甘肽过氧化物酶; Ipomoea trifida; 基因克隆; 序列分析 
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Abstract   The Ipomoea trifida glutathione peroxidase enzyme coding region was obtained for the first time using RT-PCR and 
specific primers which based on transcriptome assembly result and bioinformatic analysis was conducted with the aim to study 
resistance-related genes. Sequencing results show that the sequence contained a complete open reading frame of 510 bp encoding 
169 amino acid residues. GenBank accession number was KC961953. The putative protein size was approximately 18.7 kDa, 
isoelectric point 6.32, and there was a wide range of hydrophilic region. It was speculated that the protein play antioxidant role in 
nucleus. Phylogenetic analysis indicated that IbGPX of sweetpotato was most closely related to ItGPX. The secondary and tertiary 
structures were also predicted with PSIPRED and 3D-JIGSAW, respectively. Cloning of I.trifida glutathione peroxidase gene would 
help sweetpotato breeding for stress-tolerance with new genetic resources. 
Keywords   Sweetpotato; Glutathione peroxidase; Ipomoea trifida; Gene cloning; Sequence analysis 

研究背景 
植物在生长过程中经常面对各种逆境，如高

温、干旱、低温、盐碱等，这些胁迫会使植物产生

大量活性氧(reactive oxygen species, ROS)，造成氧

化胁迫(Bartels and Sunkar, 2005; Mahajan and Tuteja, 
2005)。如果不能及时清除这些活性氧，就会造成植
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物细胞损伤，最终导致植物生长发育受阻，甚至死

亡 (Mittler et al., 2004)。谷胱甘肽过氧化物酶

(glutathione peroxidase, GPX)是广泛存在于生物体

内的一种活性氧清除剂，它可以利用谷胱甘肽

(glutathione, GSH)清除活性氧来保护植物免受氧化

伤害(Noctor et al., 2002)。目前对动物GPX的研究比

较多，对植物GPX研究相对少一些。近年来人们陆

续从多种植物中分离出GPX基因，如柑橘(Holland 
et al., 1993)、拟南芥(Sugimoto and Sakamoto, 1997)、
番茄(Depège et al., 1998)等。通过转基因方法过表达

GPX提高了植物的抗逆性(Chen et al., 2004; Miao et 
al., 2006)。相反，降低GPX的表达使得植物的抗逆

性降低(Chang et al., 2009)，说明GPX在作物抗逆育

种中具有潜在应用价值。 
甘薯近缘野生种中含有非常丰富的抗性基因

资源(Chappell and Rausher, 2011; Liu et al., 2012; 
Meira et al., 2012)。从野生种中克隆相关基因，不仅

丰富了对这些基因的理论认识，而且可以为甘薯育

种提供优异基因资源。利用野生种培育甘薯新品种

是解决甘薯遗传背景狭窄、育种进程缓慢的策略之

一(Liu, 2011)。甘薯种植大部分集中在山区，生长

条件相对恶劣，甘薯抗逆育种显得相对重要。 
三浅裂野牵牛(Ipomoea trifida)(2X)是甘薯近缘

野生种，也是甘薯祖先种之一 (Srisuwan et al., 
2006)。三浅裂野牵牛不仅具有优异的抗性基因资源

(Komiyama et al., 2006)，而且能够和甘薯栽培种杂

交，产生可育后代(Orjeda et al., 1991)，因此三浅裂

野牵牛在甘薯育种中有重要价值。为了分离三浅裂

野牵牛中的抗性基因，本实验室利用RNA-Seq研究

三浅裂野牵牛转录组，从拼接结果中获得一条序列

(comp355_c0_seq1)，经BLAST搜索发现这条序列是

GPX的同源序列。本文根据这条序列设计特异引

物，提取三浅裂野牵牛根、茎、叶、花混合样品总

RNA，经反转录获取第一链cDNA，后经PCR扩增

获得了三浅裂野牵牛GPX基因的编码区，并做生物

信息学分析，为进一步构建植物表达载体、研究基

因功能提供方便，为培育抗逆甘薯新品种提供基因

资源。 

1结果与分析 
1.1 ItGPX基因克隆与序列分析 

从 转 录 组 拼 接 结 果 中 获 得 一 条 序 列

(comp355_c0_seq1)(图1)，经过BLAST比对发现这

条序列与甘薯IbGPX (GenBank登录号: JQ906089)、
杨树PtGPX (XM_002299500)、烟草NtGPX (AB041518)
的核苷酸一致性分别到达99%、80%和79%，氨基

酸一致性分别达到99%、81%和78%。 
使用LaserGene分析发现这段序列包括一段

510 bp的开放阅读框(open reading frame, ORF)(图1
灰色部分所示)，根据ORF两端序列设计特异引物，

使用RT-PCR扩增获得大小约为500 bp的片段(图2)。
经测序发现PCR所得序列与转录组拼接序列完全一

致，将这段序列命名为ItGPX (GenBank登录号 : 
KC961953)。从NCBI获取18个物种的GPX氨基酸序

列进行进化发育分析，结果显示 ItGPX与甘薯

IbGPX关系最近(图3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图1 ItGPX cDNA核苷酸序列和预测编码氨基酸序列 
Figure 1 cDNA nucleotide sequence and amino acid residue sequence of ItGPX 
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图2 ItGPX基因cDNA扩增结果 
注: M: DNA Marker-D; 1: PCR扩增目的片段 
Figure 2 PCR amplification of ItAPX gene from cDNA first 
strand 
Note: M: DNA Marker-D; 1: PCR amplified fragment 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
图3 GPX进化发育分析 

Figure 3 Phylogenetic analysis of GPX 

1.2 ItGPX蛋白理化性质的软件分析 
用软件预测ItGPX的ORF区域编码169个氨基

酸，分子量约为18 696.2，理论等电点约为6.32，负

电荷残基(Asp+Glu)为21，正电荷残基(Arg+Lys)为
21，不稳定系数(Instability Index)为32.69，故属于

稳定蛋白，以赖氨酸(Lys)含量最高，达到10.7%，

并含有3个半胱氨酸(Cys43, Cys72和Cys91)。存在大段

亲 水 区 (Met1-Gly31, Gly44-Leu65, Gln74-Arg89, 
Cys91-Ala96, Asp105-Pro113, Phe137-Leu165)(图4A)，推

测ItGPX属于亲水蛋白，且不含有信号肽序列(图4B)
和跨膜区(图4C)。亚细胞定位预测结果表明ItGPX
很可能位于细胞核中(nucl: 7.0, chlo: 4.0, extr: 1.0, 
pero: 1.0)，与亲水性和跨膜预测结果相符合。磷酸

化修饰位点分析显示ItGPX有3个可修饰位点Ser6、

Tyr50和Ser154。 

1.3 ItGPX高级结构预测 
保守结构域分析表明ItGPX属于谷胱甘肽过氧

化物酶家族(图4D)。经PSIPRED预测表明ItGPX包

括5个α-螺旋、6个β-折叠和多个无规则卷曲(图5A)，
使用3D-JIGSAW同源建模，结果如图5B所示。 

2讨论 
RNA-Seq是近年来发展起来的一种测序技

术，广泛应用于转录组测序、新基因挖掘、可变剪

接等研究领域 (Grabherr et al., 2011)。得益于

RNA-Seq的出现，使得甘薯研究进入一个新的阶段

(Tao et al., 2012; Wang et al., 2010; Xie et al., 2012; 
Zhou et al., 2012)。本实验室也开始尝试使用这种

方法研究甘薯野生资源，希望从中得到一些基因以

供甘薯育种利用。 
本文根据转录组拼接结果设计特异引物，使用

RT-PCR扩增得到了ItGPX序列，经测序发现两者序

列完全一致，说明RNA-seq拼接结果的正确性和可

靠性，也表明使用RNA-seq拼接序列为基因克隆提

供诸多便利。 
我们对ItGPX编码的蛋白进行了分析和预测。

植物GPX是一个包括多种同工酶的家族，这些同工

酶在亚细胞位置、亚基结构、一级结构和酶学特点

上显著不同，但都具有高度保守区域(Faltin et al., 
2010)。与动物GPX活性中心的重要构成成分是硒代

半胱氨酸不同，植物GPX 的氨基酸序列携带的是

一个半胱氨酸残基，即植物中的GPX酶蛋白不含有

硒(Faltin et al., 2010)。本文所获得的ItGPX也在

Cys43处替代了动物GPX的硒代半胱氨酸，并且具有

3个标志性Cys，说明ItGPX属于谷胱甘肽过氧化物

酶家族。 
分析结果还显示ItGPX有多个磷酸化修饰位

点，定位于细胞核内，推测ItGPX可能在细胞核内

发挥作用，可能会保护DNA免受氧化损伤。GPX一

般只作为胁迫抗氧化的指标之一，近年来发现GPX
不仅有抗氧化的功能，还能和其他蛋白相互作用

(Holmes-Davis et al., 2005)。因此，ItGPX的确切功

能值得深入研究。 
ItGPX和甘薯IbGPX核苷酸序列和氨基酸序列

高度一致性(99%)以及进化发育分析结果表明两者

的亲缘关系十分密切，与前人分析结果基本一致

(Gao et al., 2011; Srisuwan et al., 2006)，在一定程度

上佐证了甘薯起源于三浅裂野牵牛的假设。 
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图4 ItGPX理化性质分析及结构域预测 
注: A: 亲疏水性分析; B: 信号肽预测; C: 跨膜区预测; D: 保守结构域预测 
Figure 4 Physical and chemical property analysis and domain prediction of ItGPX 
Note: A: Analysis of hydrophilicity-hydrophobicity; B: Signal peptide prediction; C: Transmembrane domain prediction; D: 
Conserved domain analysis 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
图5 ItGPX二级结构和三级结构预测 
注: A: 二级结构示意图; B: 三级结构示意图 
Figure 5 Secondary structure and 3D structure prediction of ItGPX  
Note: A: Secondary structure; B: 3D structure 
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甘薯是一种重要的粮食作物，同时也是重要的

饲料和工业原料。但是近年来发现甘薯育种亲本有

限，导致遗传背景狭窄、育种进程缓慢，人们再次

考虑从野生资源中引入优异基因来提高甘薯某些

方面的特性(Liu, 2011)。本文首次从甘薯祖先种三

浅裂野牵牛中克隆了一个具有完整编码区的GPX
基因，并附加了酶切位点，可直接用于构建表达载

体，为下一步研究该基因的功能和甘薯抗逆转基因

育种提供了基础。 

3材料与方法 
3.1实验材料 
    实验材料为三浅裂野牵牛二倍体，保存于江苏

徐州甘薯研究中心资源圃内。收集根、茎、叶和花

速冻于液氮中备用。 

3.2实验方法 
3.2.1转录组测序和拼接 

转录组测序和拼接等工作由上海美吉生物技

术公司完成。 

3.2.2总RNA的提取及cDNA第一链的合成 
总RNA提取方法参照高纯总RNA快速提取试

剂盒(Trizol-离心柱型)(上海捷瑞)说明书。经核酸

测定仪和琼脂糖凝胶电泳检测产量和质量后，保存

于-80℃超低温冰箱中备用。cDNA第一链的合成

方法参照HiScriptTM 1st Strand cDNA Synthesis Kit 
(南京Vazyme)说明书。 

3.2.3 PCR扩增 
根据本实验室前期三浅裂野牵牛转录组拼

接结果设计特异引物， 5'端引物序列为： 5'- 
TGCTCTAGAATGGCCGCAGAATCAAGC-3'(下划

线部分为XbaⅠ酶切位点及保护碱基)；3'端引物序

列为：5'-CGAGCTCTTAAGATATCCCCATCAG-3' 
(下划线部分为SacⅠ酶切位点及保护碱基)。引物由

上海生工合成。以cDNA第一链为模板进行PCR 扩
增，反应体系为(20 μL)：10×Buffer 2 μL，10 mmol/L 
dNTP 0.5 μL，10 pmol/L引物1 μL，cDNA 1 μL，5 U/μL 
Taq酶0.2 μL，ddH2O 14.3 μL。反应程序为：94℃预

变性4 min；94℃变性45 s，55℃退火30 s，72℃延

伸1 min，35次循环；72℃延伸10 min，4℃保存。 

3.2.4 PCR产物的克隆 
PCR产物经1.5%琼脂糖凝胶电泳检测后，用

GenClean柱式琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒(上海捷

瑞)回收。回收产物与pTG dual-T (上海捷瑞)载体连

接，连接产物转化DH5α感受态细胞，随机挑取6个
抗性克隆，经菌落PCR检验后，将3个阳性克隆送至

南京思普金生物科技公司测序。 

3.2.5生物信息学分析 
利用生物信息学分析软件对所得基因序列及

其编码蛋白进行生物信息学分析和预测。具体分析

内容和工具参见表1。

 
表1 本文所用生物信息学工具及网页地址 
Table 1 The bioinformatic tools and website addresses referred in this study  

检索内容 
Items 

分析工具 
Softwares 

理化性质 
Physicochemical Property 

ProtParam: http://www.expasy.org/tools/protparam.html 

亲/疏水性 
Hydrophylic/Hydrophobic 

ProtScale: http://cn.Expasy.org /tools /protscale.html 

信号肽 
Signal Peptide 

SignalP 3.0 Server: http://www.Cbs.Dtu.dk/services/SignalP-3.0 

跨膜区预测 
Transmembrane Domain Prediction 

TMHMM Server: http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/ 

亚细胞定位 
Subcellular Localization 

WoLFPSORT: http://psort.Hgc.jp 

保守结构域 
Conserved Domain 

InterProScan: http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/web/toolform.ebi?tool=iprscan 

二级结构预测 
Secondary Structure Prediction 

PSIPRED: http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/ 

3D同源建模 
3D Homology Modeling 

3D-JIGSAW: http://bmm.cancerresearchuk.org/~3djigsaw/ 

系统发育分析 
Phylogenetic Analysis 

MRGA5.10: http://www.megasoftware.net/ 
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3.2.6图片处理与显示 

所有图片都经过Adobe PhotoShop CS6处理。

蛋白质3D结构使用Chimera (http://plato.cgl.ucsf.edu/ 
chimera/download.html)显示。 
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