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摘 要: 以川滇高山栎( Quercus aquifolioides Ｒehd． et Wils．) 叶片为材料，分别采用不依赖于连接反应的克隆
法、农杆菌花序侵染、实时荧光定量 PCＲ、图像分析等方法克隆了 QaGDU3 基因，获得 QaGDU3 转基因拟南
芥( Arabidopsis thaliana( L．) Heynh．) 并分析转基因植物的表型变化，利用生物信息学对 QaGDU3蛋白与其他物
种的 GDU3蛋白序列间的差异和进化关系进行了分析。结果显示，GDU3 是种子植物特有的基因; QaGDU3 属
于阴离子渗透酶 ArsB /NhaD超家族成员，可能具有氨基酸转运功能。QaGDU3基因在拟南芥中过表达能够激活
水杨酸( SA) 途径中 AtPＲ1、AtACD6、AtCBP60g 和 AtPAD4基因的表达，且转基因拟南芥莲座大小随着 QaG-
DU3基因表达量升高而变小。研究结果说明 GDU3是种子植物所特有的氨基酸转运蛋白并参与植物生长发育的
调控。
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Cloning of QaGDU3 gene from Quercus aquifolioides Ｒehd．
et Wils． and its genetic transformation into

Arabidopsis thaliana ( L．) Heynh．
Yang Lin1，Yin Kang-Quan2* ，Du Fang1*

( 1． Beijing Forestry University，School of Ecology and Nature Conservation，Beijing 100083，China;
2． Beijing Forestry University，School of Grassland Science，Beijing 100083，China)

Abstract: We cloned the QaGDU3 gene from Quercus aquifolioides Ｒehd． et Wils． and
obtained transgenic Arabidopsis thaliana ( L．) Heynh． using ligation-independent cloning
( LIC) and floral dipping transformation． We evaluated QaGDU3 expression and analyzed
phenotypic changes in transgenic plants using quantitative real-time polymerase chain reaction
( qＲT-PCＲ ) and image analysis， respectively． We investigated the structure， sequence
divergence，and evolutionary relationship of QaGDU3 with related species． Structural analysis
showed that QaGDU3 is an acidic and unstable hydrophilic transmembrane protein．
Phylogenetic analysis indicated that GDU3 may only be present in seed plants． The qＲT-PCＲ
results showed that overexpression of the QaGDU3 gene in transgenic plants activated the
expression of the AtPＲ1 ( PATHOGENESIS-ＲELATED GENE 1 ) ，AtACD6 ( ACCELEＲATED
CELL DEATH 6) ，AtCBP60g ( CAM-BINDING PＲOTEIN 60-LIKE g) ，and AtPAD4 ( PHYTOALEXIN



DEFICIENT 4) genes involved in the salicylic acid ( SA) pathway． Furthermore，the rosette size
of transgenic A． thaliana decreased with the increase in QaGDU3 expression． These data
suggest that GDU3 may be a seed plant-specific amino acid transporter and that
overexpression of QaGDU3 can affect plant growth and development．
Key words: Quercus aquifolioides; Sequence analysis; Gene function

川滇高山栎( Quercus aquifolioides Ｒehd． et
Wils．) 为壳斗科栎属冬青栎组( Section Ilex) 常绿乔
木或灌木［1，2］，广泛分布于我国西南地区横断山和

喜马拉雅山的生物多样性热点地区，分布海拔为

1900～4600 m，为该地区的建群树种［3－5］。近年
来，针对川滇高山栎的研究揭示了其对环境存在较

强的局部适应性且不同谱系响应模式不同［6，7］，但

仍缺乏进一步对局部适应性背后基因功能的研究

我们基于川滇高山栎全基因组测序数据，通过

PAML软件［8］的枝位点模型( Branch-site model) ，
鉴定出川滇高山栎中谷氨酰胺转运蛋白基因

QaGDU3( GLUTAMINE DUMPEＲ 3) 经历了正选
择( 未发表数据) ，结果显示该基因可能与植物的

局部适应性相关。在模式植物拟南芥( Arabidopsis
thaliana ( L．) Heynh．) 中，GDU蛋白参与水孔分泌
氨基酸的过程，为植物提供处理溶质，改善营养获

取和吸引其他生物的方式［9，10］。水杨酸( SA) 是一
种重要的植物激素，也是一种植物合成的抗病关键

信号分子，可激活病程相关基因的表达，建立局部

和系统获得性抗性，从而对抗多种病原微生物的侵

害。Chen 等［11］通过对甜菜曲顶卷叶病毒( Beet
severe curly top virus，BSCTV) 抗性突变体的遗传
筛选，发现 AtGDU3基因能够参与 BSCTV与宿主
的相互作用，其过量表达能够激活 SA 信号通路，
减弱 BSCTV的 DNA的复制，使植物对 BSCTV的
抗性增强。可见 GDU蛋白具有多功能性且与植物
对环境的适应密切相关。因此，在川滇高山栎中研
究 GDU基因的功能可开拓我们对这一建群树种生
态适应机制的理解。
本研究采用分子克隆法从川滇高山栎基因组

中分离出 QaGDU3 基因，并进行生物信息学分
析，同时构建植物表达载体将其转化至拟南芥中。
通过实时荧光定量方法分析不同转基因拟南芥中

QaGDU3及水杨酸( SA) 途径中的相关基因 AtPＲ1
( PATHOGENESIS-ＲELATED GENE 1 ) ［12］、At-
ACD6 ( ACCELEＲATED CELL DEATH 6 ) ［13－15］、

AtCBP60g ( CAM-BINDING PＲOTEIN 60-LIKE
g ) ［16］ 和 AtPAD4 ( PHYTOALEXIN DEFICIENT
4) ［17］的表达差异。进一步表型观察与分析发现转
基因 QaGDU3 拟南芥 T2 代株系莲座大小随着
QaGDU3基因表达量升高而变小。本研究结果旨
在为后期探究川滇高山栎 QaGDU3 基因在植物生
长过程中的分子调控机制及其作用机理研究奠定

基础。

1 材料与方法

1. 1 实验材料
川滇高山栎叶片采自云南省大理白族自治州剑

川县滇南镇水井村，野生型( Wild-type，WT) 拟南
芥种子( 生态型为 Col-0) 由北京林业大学生态与自
然保护学院分子生态实验室提供。
1. 2 基因的克隆及表达载体的构建
1. 2. 1 目的片段扩增
参考川滇高山栎 CDS序列，设计 QaGDU3基

因扩增引物 Sca495( 表 1) 。提取川滇高山栎干叶
组织总 DNA，进行 QaGDU3 基因的 PCＲ 扩增。
PCＲ反应体系参照 Premix Taq 说明书进行。反应
条件为: 98℃变性 10 s，54℃退火 30 s，72℃延
伸 1 min; 共 30次循环。
1. 2. 2 表达载体的构建和验证
以 QaGDU3基因片段纯化产物为模板，使用

引物 Sca495-1( 表 1) 对目的片段添加不依赖于连
接反应的克隆 ( Ligation-Independent cloning，
LIC) 接头。扩增的 PCＲ反应条件同 1.2.1。
将回收后的产物按照 Zhang 等［18］的方法与

pJG081载体( 清华大学刘玉乐教授提供) 进行 LIC
克隆，转化 DH5α 大肠杆菌感受态细胞，转化后
进行菌落 PCＲ检测。
1. 2. 3 载体转化农杆菌 EHA105及验证
将 pJG081-QaGDU3 质粒通过冻融法导入感

受态根癌农杆菌 EHA105 中，挑取单克隆以引物
Sca495-1进行菌落 PCＲ检测阳性转化菌株。
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表 1 引物信息
Table 1 Primer information

引物名称
Primer

上游引物( 5' － 3')
Forward primer sequence

下游引物( 5' － 3')
Ｒeverse primer sequence

片段长度
Fragment length / bp

Sca495 AAAGAAAGCAATGGCCGCAGC GAGCCTGAGGTCTCATTGGCTTG 541

Sca495-1 CGACGACAAGACCGTGACCATGGC-
CGCAGCAAGAGAGCC

GAGGAGAAGAGCCGTTCATTGGCTT-
GAGCCTCTCTCTCTC 519

UBQ5-ＲT ACACCAAGCCGAAGAAGA TCCACAGGTTGCGTTAGG 128
Sca495-ＲT AAGCCTAATGATTCGCATAA AGAAGATGACCTACTTGACA 116
PＲ1-ＲT GTAGGTGCTCTTGTTCTTC CTCTTAGTTGTTCTGCGTAG 153
ACD6-ＲT TTGGTGGAATGAGTAATGG TGAAGAATTGAATCTCCTGTAT 103
PCC1-ＲT AATTGGTTATCCGACTAGAGA ACAACTCATTATGGCTTCG 100
WAK1-ＲT CCTTGTTGGTCTATGAGTTC GCGACTTCTATTGCTATCTT 115

1. 3 QaGDU3基因的生物信息学分析
使用 ExPASy ProtParam 和 ProtScale［19］软件

推测蛋白质的基本理化性质并预测蛋白亲水性，

TMHMM v2.0［20］软件进行蛋白质跨膜区的预测。
采用 SignalP Server v4.1［21］软件预测蛋白质信号
肽，Predict Protein［22］软件预测蛋白质的二级结
构，Ｒobetta［23］软件预测蛋白质三级结构，Prot-
Comp v9.0软件进行蛋白质亚细胞定位预测，Mo-
tifScan［24］软件进行蛋白质的功能位点预测。使用
NCBI conserved domains 在线网站 ( https: //
www． ncbi． nlm． nih． gov /Structure /cdd /wrpsb．
cgi) 及 BlastP 程序 ( https: //blast． ncbi． nlm． nih．
gov /Blast．cgi) 进行蛋白质结构域预测和蛋白序列
比对，通过 DNAMAN v9.0 软件进行多重序列比
对，MEME v5.4.1［25］软件查找 Motif。
通过 Phytozome v13［26］在线网站 ( https: //

phytozome-next．jgi．doe．gov /blast-search) 查找不
同物种中 QaGDU3 的同源序列。选取种子植物中
不同科且比对结果一致性较高的 24 个物种，包括
裸子植物: 西部红柏( Thuja plicata Donn． ex D．
Don．) 和云杉( Picea sitchensis ( Bong．) Carr．) ;
单子叶植物: 二穗短柄草 ( Brachypodium dis-
tachyon ( L．) Beauv．) 、玉米( Zea mays L．) 、水
稻( Oryza sativa L．) 和高粱( Sorghum bicolor ( L．)
Moench) ; 双子叶植物: 拟南芥、葡萄( Vitis vini-
fera L．) 、毛果杨 ( Populus trichocarpa Torr． ＆
Gray) 、无油樟( Amborella trichopoda Baill．) 、蓝
花耧斗菜( Aquilegia coerulea James) 、番茄( So-
lanum lycopersicum L．) 、大豆( Glycine max ( L．)
Merr．) 、柠檬桉( Corymbia citriodora ( Hook．) K．
D． Hill ＆ L． A． S． Johnson) 、菘蓝( Isatis tincto-

ria L．) 、陆地棉( Gossypium hirsutum L．) 、柑橘
( Citrus clementina hort． ex Tanaka) 、豇豆( Vigna
unguiculata ( L．) Walp．) 、可可( Theobroma ca-
cao L．) 、美国山核桃( Carya illinoinensis ( Wan-
genh．) K． Koch ) 、美洲板栗( Castanea dentate
( Marsh．) Borkh．) 、欧洲栓皮栎( Quercus suber
L．) 、加州白栎( Quercus lobata Née ) 和有柄栎
( Quercus robur L．) 的 QaGDU3 的同源序列，利
用 MEGA7 v7.0.21［27］软件中的最大似然法( Maxi-
mum likelihood，ML) 构建系统进化树，参数设置
为 Bootstrap method 和 500 bootstrap。
1. 4 QaGDU3基因遗传转化拟南芥的鉴定
1. 4. 1 拟南芥种植及花序轴浸染法遗传转化
将保存于 4℃的野生型拟南芥( WT) 种子播种

于土 ∶ 蛭石 ∶ 珍珠岩为 3 ∶ 1 ∶ 1 的基质中，待其
抽薹开花后进行花序侵染。挑取活化的含
pJG081-QaGDU3 质粒的单克隆阳性农杆菌
EHA105 菌株至分别含有 50 μg /mL Kan和 Ｒif的
新鲜农杆菌 YEB 液体培养基中培养并收集沉淀。
沉淀使用转化液( MS，5%蔗糖，50 μl /L BＲEAK-
THＲUⒸ S 233( Evonik) ) 重悬。将待转化的拟南
芥植株剪去已经开过的花与长角果，将其花蕾部

分浸入含有重悬后的转化液中浸泡 30 s。水平
置于 22℃黑暗条件下培养 24 h 后将植株正立置
于正常光照条件下继续培养，待种子成熟后收

集拟南芥种子。
1. 4. 2 转基因拟南芥植株的筛选和鉴定
将保存于 4℃的 T0 代拟南芥种子取出后使用

消毒液 ( 10% CLOＲOX 和 0.05% 吐温) 消毒
15 min，无菌水洗 3 ～5 次后，转移至含 25 mg /L
潮霉素的 1 /2 MS固体平板培养基上筛选，得到转
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基因植株( T1 代) ，将其单株移植到基质中，在
22℃、相对湿度 80%的条件下培养。待 1 月龄时
使用 CTAB法提取叶片 DNA，以 Sca495-1为引物
( 表 1) 进行 PCＲ检测阳性植株。
1. 5 qＲT-PCＲ测定 QaGDU3 及水杨酸途径中相
关基因的表达量

使用总 ＲNA 提取试剂盒提取阳性植株叶片的
ＲNA。根据引物 UBQ5-ＲT、Sca495-ＲT、PＲ1-
ＲT、ACD6-ＲT、PCC1-ＲT 和 WAK1-ＲT ( 表 1 ) ，
进行 qＲT-PCＲ 分析。反应程序为: 95℃预变性
2 min，95℃变性 15 s，60℃退火 30 s，72℃延伸
30 s; 共 40 次循环。实验设计 3 个重复，以 At-
UBQ5为内参基因，对 QaGDU3 基因及水杨酸途
径中相关基因 AtPＲ1、AtACD6、AtCBP60g 和
AtPAD4的表达量进行测定，通过溶解曲线确定扩
增产物的特异性。
1. 6 转基因拟南芥植株莲座大小测定
按照 QaGDU3 基因表达量测定结果，选择

QaGDU3 基因表达量高、中和低 3 种类型的植
株进行莲座大小测定。待 T1 代转基因拟南芥种
子成熟后，收集种子并消毒，在含 25 mg /L 潮
霉素的 1 /2 MS的固体平板培养基上筛选。待其
长至 17 d 时，每个株系分别随机选取 12 株阳
性植株进行拍照，使用 Image J v1.53 软件［28］

中加载的 ＲosetteTracker［29］分别对每个植株的
莲座直径进行测量，并通过 SPASS v22.0 进行
统计分析。

2 结果与分析

2. 1 QaGDU3基因克隆及生物信息学分析
研究结果显示，川滇高山栎 DNA通过 PCＲ扩

增，在 500 ～ 700 bp 有 1 条很明显的特异条带，
PCＲ产物经 Sanger 测序证实该条带为 QaGDU3
基因目的片段。
2. 1. 1 蛋白质基本性质及结构预测

QaGDU3 蛋白( GenBank 号: ON843768 )
具有 172 个氨基酸( 图 1) ，其分子量为 18.58 kD，
理论等电点为 4. 79，为具亲水性的不稳定酸
性蛋白( 图 2 : A ) 。QaGDU3 蛋白 N 末端并
没有信号肽 ( 图 2 : B ) 。QaGDU3 蛋白有 1
个跨膜螺旋域( 图 2 : C ) ，表明其为跨膜蛋白。
QaGDU3 蛋白可能存在于细胞质膜中。其具有

14 个蛋白质 －蛋白质作用位点，二级结构由
26.2%的 α-螺旋、2.3%的延伸链和 71.5%的无
规卷曲构成( 图 2: D) 。

QaGDU3蛋白属于阴离子渗透酶 ArsB /NhaD
超家族成员。该蛋白具有 3 个天冬酰胺－连接糖基
化位点( ASN-glycosylation site) 、4 个 CK2-磷酸
化位点( CK2-phospho site) 、3 个肉豆寇基位点
( Myristyl site ) 和 8 个 PKC-磷酸化位点 ( PKC-
phospho site) 。

图 1 川滇高山栎 QaGDU3基因及其编码蛋白序列信息
Fig. 1 Sequence information of QaGDU3 from

Quercus aquifolioides

2. 1. 2 QaGDU3蛋白同源性分析
QaGDU3 氨基酸序列 与 拟 南 芥 AtGDU3

( AT5G57685.1) 及近缘物种加州白栎 QlGDU3
( rna-XM_ 031080093.1 ) 、欧洲栓皮栎 QsGDU3
( rna-XM_ 024054781. 1) 和 有 柄 栎 QrGDU3
( Qrob_ T0462130.2) 的氨基酸序列平均一致度
为 86.2%。它们的氨基酸序列有 2 处保守的结
构域，且具有 GDU 家族特有的“VIMAG”结构
域［30］，其中 4 个栎属物种特有 1 处保守的
Motif3( 图 3) 。
研究发现，它们的三级结构也基本相似，

QaGDU3、QlGDU3、QsGDU3 和 QrGDU3 均
具有 3 个 α-螺旋，AtGDU3 具有 2 个 α-螺旋。
4 个栎属物种的蛋白三级结构 N 末端均形成
α-螺旋，而 AtGDU3 蛋白 N 末端未形成 α-螺旋
( 图 4) 。
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A: QaGDU3蛋白亲水性。B: QaGDU3蛋白信号肽。C: QaGDU3蛋白跨膜结构。D: QaGDU3蛋白二级结构及蛋白
作用位点。
A: QaGDU3 hydrophobicity． B: QaGDU3 signal peptide． C: QaGDU3 transmembrane structure． D: QaGDU3 sec-
ondary structure and interaction site．

图 2 川滇高山栎 QaGDU3蛋白基本性质及结构预测
Fig. 2 Basic properties and structure prediction of QaGDU3 from Quercus aquifolioides

图 3 QaGDU3与 QlGDU3、QrGDU3、QsGDU3和 AtGDU3蛋白的多序列比对
Fig. 3 Multiple sequence alignment and motif prediction of QaGDU3，QlGDU3，QrGDU3，

QsGDU3，and AtGDU3 proteins

红色到紫色递进的方向为蛋白质 N端到 C端。
Ｒainbow coloring shows orientation of protein chain，with red as N terminus．

图 4 QaGDU3 ( A) 与 QlGDU3 ( B)、QrGDU3 ( C)、QsGDU3 ( D) 及 AtGDU3 ( E) 蛋白三维结构
Fig. 4 Comparison of tertiary structure predictions of QaGDU3 ( A) ，QlGDU3 ( B) ，

QrGDU3 ( C) ，QsGDU3 ( D) and AtGDU3 proteins ( E)
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2. 1. 3 QaGDU3蛋白系统进化树构建
系统发育分析结果表明，GDU3最早出现在种

子植物中。QaGDU3 与 QsGDU3 亲缘关系最近，
与云杉( ABK21085.1) 的亲缘关系最远，与其近缘
物种 QlGDU3、QsGDU3 和 QrGDU3 聚在一支，
且进化时间较为一致( 图 5) 。
2. 2 QaGDU3基因遗传转化拟南芥鉴定
本研究收获经花序侵染法遗传转化的拟南芥 T0

代株系种子后，通过潮霉素进行抗性筛选，总共获

得 33株 T1代抗性幼苗，阳性表达率达 0.375%。将
T1代拟南芥抗性幼苗培养至 1月龄时，鉴定阳性植
株。经检测，33株 T1代拟南芥均含有目的基因。
2. 3 QaGDU3基因表达量与莲座大小分析
转基因拟南芥 QaGDU3 基因表达水平定量分

析结果表明，3 号转基因拟南芥株系表达量最高，
2号转基因拟南芥株系表达量最低( 图 6) 。

分支长度表示进化距离，节点处的数字表示支持率。
Length of each branch represents evolutionary distance，and number at each node indicates bootstrap ( BS) value．

图 5 GDU3蛋白的系统进化树
Fig. 5 Phylogenetic tree of GDU3 protein

图 6 QaGDU3与 AtUBQ5基因的相对表达量
Fig. 6 Ｒelative expression ratio of QaGDU3 to

AtUBQ5 gene
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观察并统计转基因拟南芥表达量高( 3 号株
系) 、中( 4号株系) 、低( 2 号株系) 的株系莲座大
小( 图 7: A) ，结果发现，2 号转基因拟南芥株系
莲座叶直径最大，3号转基因拟南芥株系莲座叶直
径最小，且莲座叶直径随着 QaGDU3 基因表达量
升高而变小( 图 7: B) 。
2. 4 水杨酸途径相关基因的表达量分析
转基因拟南芥 QaGDU3表达量高( 3号株系) 、

中( 4号株系) 、低( 2号株系) 3个株系中 QaGDU3
表达量最低的 2 号株系的 AtPＲ1、AtACD6、
AtCBP60g 和 AtPAD4 的表达水平均与野生型拟
南芥相当。随 QaGDU3 表达量升高，转基因拟
南芥中 AtPＲ1、AtACD6、AtCBP60g 和 AtPAD4
的表达水平均呈升高趋势。说明 QaGDU3 的过
量表达会进一步激活水杨酸途径相关基因的表达

( 图 8) 。

* ，P ＜ 0.05; ＊＊＊，P ＜ 0.001．

图 7 生长 17 d的 T2代转基因拟南芥幼苗( A) 及其莲座直径统计( B)
Fig. 7 T2 transgenic Arabidopsis thaliana seedlings grown on 1 /2 MS medium with

hygromycin for 17 d ( A) and their rosette size statistics ( B)

图 8 AtPＲ1 ( A)、AtACD6 ( B)、AtCBP60g ( C) 和 AtPAD4 ( D) 与
AtUBQ5基因的相对表达量

Fig. 8 Ｒelative expression ratios of AtPＲ1 ( A) ，AtACD6 ( B) ，
AtCBP60g ( C) ，and AtPAD4 ( D) to AtUBQ5 gene
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3 讨论

本研究从川滇高山栎中克隆获得 QaGDU3 基
因，通过结构域功能分析发现 QaGDU3 蛋白属于
跨膜蛋白，具有保守的“VIMAG”蛋白结构域，可
能附着在细胞膜两侧与位于膜上的蛋白质相互作

用。QaGDU3蛋白属于阴离子渗透酶 ArsB /NhaD
超家族成员，可横跨生物膜转移钠、砷酸盐、锑酸
盐、硫酸盐、有机阴离子和氨基酸; 既能独立作为
膜转运蛋白，也可作为 ATP驱动的阴离子泵通道
形成亚基发挥作用［31］。QaGDU3 蛋白主要由 α-螺
旋和无规卷曲构成，与其近缘物种 QlGDU3、
QrGDU3、QsGDU3 的蛋白序列有 3 个共有的
Motif，表明 GDU3 蛋白序列在栎属植物中有较高
的保守性。4个栎属植物的 GDU3蛋白与 AtGDU3
蛋白 N端的 24个氨基酸序列差异导致了栎属植物
的蛋白三维结构 N 末端均形成 α-螺旋，而
AtGDU3蛋白 N 末端未形成 α-螺旋。不同物种
GDU3蛋白的系统进化分析进一步表明，4 个栎属
植物的 GDU3 蛋白聚在一支，且进化时间较为一
致，说明其具有共同的起源; 同时，GDU3蛋白从
种子植物中开始出现，在单子叶中的分化时间早于

双子叶，与 Pratelli等［32］研究结论一致。
本研究通过 qＲT-PCＲ分析验证了转基因植物

QaGDU3基因的表达量，同时结合转基因拟南芥
莲座大小测量结果，发现 QaGDU3 转基因拟南芥
T2代株系莲座叶直径随着 QaGDU3基因表达量升
高而变小。在拟南芥中，游离氨基酸含量随着 At-
GDU3基因过表达强度的增加而增加，同时植株大
小随着 AtGDU3基因的 mＲNA 积累而减小［32］，预
示着 QaGDU3可能与 AtGDU3具有相似的功能。

QaGDU3转基因拟南芥中与 SA途径相关基因
的表达分析结果表明，QaGDU3 的超量表达同时
激活 了 3 个 SA 累 积 正 调 节 基 因 AtACD6、
AtCBP60g 和 AtPAD4的表达，由此可见 QaGDU3
很可能是通过影响 SA在植物体内的积累水平来调
节水杨酸信号通路。因此，我们推断在川滇高山栎
中，QaGDU3可能通过正向调控 SA的水平来激活
SA信号通路，从而帮助植物有效地抵御病原物的
侵害，增强其对极端环境的适应性。
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