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表达及酶活性分析
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摘要　由葡萄座腔菌科Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｃｅａｅ真菌引起的葡萄溃疡病Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｄｉｅｂａｃｋ是葡萄上的主要枝干病

害，严重影响葡萄产量和品质。鉴定和分析参与葡萄与葡萄溃疡病菌互作的基因，有助于揭示和阐明葡萄抗溃疡病

的信号通路。本研究根据葡萄溃疡病菌侵染后的葡萄转录组数据信息，利用逆转录聚合酶链式反应技术（ＲＴ

ＰＣＲ）克隆了一个受葡萄溃疡病菌诱导上调表达的乙醛脱氢酶基因犞狏犃犔犇犎１０犃９（犞犻狋犻狊狏犻狀犻犳犲狉犪ａｌｄｅｈｙｄｅｄｅｈｙ

ｄｒｏｇｅｎａｓｅ１０Ａ９）。系统进化树分析表明，该基因编码的蛋白与拟南芥ＡｔＡＬＤＨ１０Ａ８亲缘关系最近。利用实时荧

光定量ＰＣＲ分析犞狏犃犔犇犎１０犃９的表达结果表明：犞狏犃犔犇犎１０犃９的表达具有组织特异性，在茎、叶和花中表达量

最高，在根中表达量相对较低；葡萄溃疡病菌侵染后，犞狏犃犔犇犎１０犃９在葡萄抗病品种中表达变化不明显，而在葡萄

感病品种中该基因显著上调表达。利用原核蛋白表达系统诱导合成的ＶｖＡＬＤＨ１０Ａ９蛋白，经纯化后可降解乙醛，

表明ＶｖＡＬＤＨ１０Ａ９蛋白具有乙醛脱氢酶活性。
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面积在世界水果中均位居前列［１］。改革开放以来，中

国葡萄产业迅速发展，截至２０１３年底，中国葡萄栽培

面积已达７１５．５万ｈｍ２，葡萄总产量超１１５０万ｔ

（２０１４年度葡萄产业技术发展报告）。葡萄病害是

影响葡萄产量和品质的最重要因素之一，据统计，危

害我国葡萄的病害有４０余种
［２］。由葡萄座腔菌科

真菌引起的葡萄溃疡病作为一种严重的枝干病害近

几年才引起人们的重视，在世界上主要的葡萄栽培

区域均有分布［３５］。在我国，李兴红研究组２００９年

首次发现并报道了由葡萄座腔菌引起的葡萄溃疡

病，目前引起葡萄溃疡病的病原菌共分离到５种，分
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［６９］。通常认为，葡萄溃疡病主要通过自

然孔口或修剪伤口侵入，感病植株出现枝枯、溃疡和

果腐等现象，严重者发生根腐，致使整株枯死。葡萄

溃疡病已成为中国葡萄生产的重大障碍［６７］。

醛是一类生物体内常见的生物分子，根据来源

方式，可将其分为内源醛和外源醛。内源醛主要来

自氨基酸、碳水化合物、维生素和脂类等物质的新陈

代谢［１０１１］。外源醛主要是指逆境环境胁迫过程中膜

脂的过氧化反应产生的醛类［１０１１］。由于其自身羰基

基团的亲电特性，这些代谢过程产生的醛很容易与

细胞内的亲和物质发生作用，对生物体造成一些严

重的遗传毒害［１２］。因此，醛的选择性代谢对机体功

能至关重要。醛脱氢酶（ａｌｄｅｈｙｄｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｓ，

ＡＬＤＨｓ）是一类通过氧化各种内源性和外源性等多

种醛的酶类，在烟酰型辅酶（ＮＡＤ（Ｐ）＋）的协助下，

不可逆地将醛氧化形成相对应的羧酸，从而达到解

毒的目的［１３１４］，该类蛋白质都含谷氨酸、半胱氨酸活

性位点［１５］。

到目前为止，在所有生物体中共发现超过５５０

个不同的ＡＬＤＨ基因，根据蛋白质序列差异可分成

２２个醛脱氢酶家族
［１６１７］，而植物中的醛脱氢酶分布

于１４个家族，并且其中的７个家族（ＡＬＤＨ１１、ＡＬ

ＤＨ１２、ＡＬＤＨ１９、ＡＬＤＨ２１、ＡＬＤＨ２２、ＡＬＤＨ２３和

ＡＬＤＨ２４）为植物所特有
［１８］。张玉成等［１９］从酿酒葡

萄基因组中共筛选到２３个醛脱氢酶基因，并将其分

成１０个家族，证实一些犞狏犃犔犇犎 基因在寄主葡萄

和病原菌的互作以及果实的发育等过程中起着重要

的作用。本研究前期以犔．狋犺犲狅犫狉狅犿犪犲菌株ＣＳＳ０１ｓ、

葡萄‘夏黑’（高感）为研究对象，采用ＲＮＡｓｅｑ技术对

ＣＳＳ０１ｓ诱导后的‘夏黑’枝干进行转录组分析，通过

差异表达基因的筛选与注释，从转录组水平上分析感

病葡萄对葡萄溃疡病菌防御反应以及早期病程相关

基因的表达，发现乙醛脱氢酶犞狏犃犔犇犎１０犃９基因在

诱导后的样品中高表达。因此，本试验通过对

犞狏犃犔犇犎１０犃９基因克隆、原核表达并测定其酶活，

初步验证ＶｖＡＬＤＨ１０Ａ９蛋白的功能，旨在为揭示

犞狏犃犔犇犎１０犃９基因在葡萄溃疡病菌侵染过程中的

作用机理奠定理论基础。

１　材料与方法

１．１　供试材料

供试材料：大肠杆菌犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻菌株ＤＨ５α

和ＢＬ２１购自北京全式金生物技术有限公司，根癌农

杆菌犃犵狉狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犿犲犳犪犮犻犲狀狊菌株ＥＨＡ１０５及野

生型犔．狋犺犲狅犫狉狅犿犪犲菌株ＣＳＳ０１ｓ均由本实验室保存。

一年生‘梅鹿辙’（Ｍｅｒｌｏｔ）和‘品丽珠’（Ｃａｂｅｒｎｅｔ

Ｆｒａｎｃ）绿枝条由山西省农业科学院果树研究所提供。

供试药剂：各种限制性内切酶、ＬＡ犜犪狇ＤＮＡ

聚合酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶和ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ

购自宝生物工程有限公司。反转录酶ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ

Ⅲ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。ＤＮＡ胶回收试剂盒购于

Ｑｉａｇｅｎ。抗生素以及异丙基硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）

购自上海生工生物工程有限公司。其他常规化学药

品均为分析纯。

１．２　同源与进化分析

利用ＮＣＢＩ数据库分别下载拟南芥犃狉犪犫犻犱狅狆

狊犻狊狋犺犪犾犻犪狀犪（ＮＰ＿５６５０９４．１）、二穗短柄草犅狉犪犮犺狔狆

狅犱犻狌犿 犱犻狊狋犪犮犺狔狅狀 （ＸＰ＿００３５７４４９５．１）、衣 藻

犆犺犾犪犿狔犱狅犿狅狀犪狊狉犲犻狀犺犪狉犱狋犻犻（ＸＰ＿００１６９９１３４．１）、

大麦 犎狅狉犱犲狌犿狏狌犾犵犪狉犲 （ＢＡＢ６２８４６．１）、苜 蓿

犕犲犱犻犮犪犵狅狋狉狌狀犮犪狋狌犾犪 （ＸＰ＿００３６０８９２８．１）、水稻

犗狉狔狕犪狊犪狋犻狏犪（ＮＰ＿００１０６１８３３．１）、毛杨犘狅狆狌犾狌狊狋狉犻

犮犺狅犮犪狉狆犪（ＸＰ＿００２３２２１４７．２）、高粱犛狅狉犵犺狌犿犫犻犮狅犾狅狉

（ＡＧＺ１５７５１．１）、节节麦犃犲犵犻犾狅狆狊狋犪狌狊犮犺犻犻（ＥＭＴ１０４０３．１）、

团藻犞狅犾狏狅狓犮犪狉狋犲狉犻（ＸＰ＿００２９４７１４７．１）、玉米犣犲犪犿犪狔狊

（ＮＰ＿００１１５７８０４．１）、华东葡萄犞犻狋犻狊狆狊犲狌犱狅狉犲狋犻犮狌犾犪狋犪

（ＡＡＺ７９３５５．１）和酿酒葡萄犞犻狋犻狊狏犻狀犻犳犲狉犪（ＸＰ＿００２２８３１３２．

１、ＸＰ＿００２２６３４７９．１、ＸＰ＿００２２７４８６３．１、ＣＢＩ１６８４４．３、

ＣＢＩ３２１３４．３、ＸＰ＿００２２７３３５８．１、ＸＰ＿００２２８５８６６．１、ＸＰ＿

００２２７３７３０．２、ＸＰ＿００２２８５４６６．１、ＸＰ＿００２２６５５１４．１、ＸＰ＿

·６３·



４３卷第５期 邢启凯等：葡萄乙醛脱氢酶犞狏犃犔犇犎１０犃９基因的克隆、表达及酶活性分析

００２２６５４０２．１、ＸＰ＿００２２６５３５４．１、ＸＰ＿００２２６６３９０．１、ＸＰ＿

００２２６６６１６．１、ＸＰ＿００２２６６３７９．１、ＸＰ＿００２２７８０９３．１、ＸＰ＿

００２２７２５４４．１、ＸＰ＿００２２８１９８４．１、ＸＰ＿００２２８５２８６．１、ＸＰ＿

００２２７９３７４．１、ＸＰ＿００２２７３５６９．１、ＸＰ＿００２２８２３５５．１、ＸＰ＿

００２２７３２５６．１和ＸＰ＿００２２７７７４３．１）乙醛脱氢酶蛋白全长

序列与犞狏犃犔犇犎１０犃９进行比对，得到其同源结构

域，运用ＣｌｕｓｔａｌＸ进行比对，利用 ＭＥＧＡ６软件构

建ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ系统进化树。

１．３　葡萄组织犚犖犃提取及犮犇犖犃第一链的合成

取一年生葡萄‘夏黑’开花期的茎、叶、花，以及

组培苗的根，液氮冻存，放于－８０℃冰箱中备用，用

于基因组织特异性表达分析。参考úｒｂｅｚＴｏｒｒｅｓ

等［２０］和Ｙａｎ等
［６］测定葡萄溃疡病菌致病力的方法，

选用犔．狋犺犲狅犫狉狅犿犪犲菌株ＣＳＳ０１接种一年生葡萄

‘梅鹿辙’和‘品丽珠’绿枝条，于０、２、４、６和１２ｈ，取

葡萄枝条表皮，液氮冻存后于－８０℃冰箱中保存，用

于分析基因的诱导表达。采用ＴＲＩｚｏｌ法（Ｑｉａｇｅｎ）

提取各组织样品总ＲＮＡ，经ＤＮａｓｅⅠ消化处理后，

采用ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅢ反转录酶（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）反转录

得到第一链ｃＤＮＡ，－２０℃保存，用于基因克隆与荧

光定量分析。

１．４　表达分析

依据犞狏犃犔犇犎１０犃９序列设计特异性引物（正

向引物ＰｒｉｍｅｒＦ：５′ＡＧＡＧＧＴＧＴＧＡ ＡＣＧＴＧＴ

ＧＴＣＡ３′和反向引物 ＰｒｉｍｅｒＲ：５′ＴＡＣＣＡＧＣ

ＣＣＣＡＴＧＧＴＴＣＡＴＴ３′），以犞狏犈犉１α（正向引物为

５′ＧＣＧＧＧＣＡＡＧＡＧＡＴＡＣＣＴＣＡＡ３′；反向引物

为５′ＴＣＡＡＴＣＴＧＴＣＴＡＧＧＡＡＡＧＧＡＡＧ３′）作

为内参基因，进行荧光定量ＰＣＲ分析。采用ＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎⅠ荧光染料法，反应体系参照ＴａＫａＲａ说明书。

反应体系为：反转录产物０．５μＬ，引物（０．５μｍｏｌ／Ｌ）

３．５μＬ，２×ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ犜犪狇Ⅱ（ＴｌｉＲＮａｓｅＨ

Ｐｌｕｓ）７μＬ，ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅⅡ０．３μＬ，加水至总体

积１４μＬ。ＰＣＲ仪为ＡＢＩ７５００。根据溶解曲线以及

凝胶电泳确定ＰＣＲ产物是否特异。每个反应得到相

应的犆狋值。每个样品进行３个平行反应，取平均值

后，用２－△犆狋方法算出基因的相对表达水平。

１．５　原核表达载体的构建与鉴定

选用ｐＥＴ３２ａ为表达载体，根据犞狏犃犔犇犎１０犃９

测序得到的序列分析其含有的酶切位点，在片段５′

端和３′端分别加入犅犪犿ＨⅠ和犛犿犪Ⅰ酶切位点，合

成一对特异性引物。引物序列如下：正向引物：５′

ＴＡＧＧＡＴＣＣＡＴＣＣＣＣＧＴＣＡＴＣＡＡＴＣ３′（下划线

部分为 犅犪犿ＨⅠ酶切位点），反向引物：５′ＴＡ

ＣＣＣＧＧＧＣＡＧＣＴＴＴＧＡＡＧＧＡＧＡＣ３′（下划线部

分为犛犿犪Ⅰ酶切位点）。以合成的ｃＤＮＡ链为模板进

行ＰＣＲ扩增。反应体系为２５μＬ，其中模板１μＬ、

上下游引物（５０μｍｏｌ／Ｌ）各０．５μＬ、２．５ｍｍｏｌ／Ｌ

ｄＮＴＰｓ１μＬ、ＬＡ犜犪狇０．２μＬ、１０×ＬＡｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，

灭菌水补足２５μＬ。反应条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ；

９４℃３０ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ３０ｓ，３２个循环；最后

７２℃延伸１０ｍｉｎ。产物经１．２％琼脂糖凝胶电泳验证

后，在紫外灯下切胶进行回收。回收产物经犅犪犿ＨⅠ

和犛犿犪Ⅰ双酶切后，与ｐＥＴ３２ａ连接，连接反应总体积

１０μＬ，其中目的基因５．５μＬ、载体３μＬ、Ｔ４ｌｉｇａｓｅ

ｂｕｆｆｅｒ１μＬ和Ｔ４ｌｉｇａｓｅ０．５μＬ，于１６℃连接过夜。

将连接产物转化到ＢＬ２１（ＤＥ３）中，涂布于含氨

苄青霉素的ＬＢ固体培养基上，３７℃过夜培养。挑

取单克隆菌落摇培，取菌液进行ＰＣＲ扩增，经琼脂

糖凝胶电泳验证判断菌体是否含有重组质粒。重组

质粒委托北京博迈德基因技术有限公司进行测序。

１．６　重组蛋白诱导表达及纯化

１．６．１　蛋白诱导表达

取１ｍＬ菌液转接至１００ｍＬＬＢ（含１００ｍｇ／Ｌ

Ａｍｐ）液体培养基中，３７℃１８０ｒ／ｍｉｎ摇培至ＯＤ６００

为０．４～０．６；取１ｍＬ菌液加入１００μＬＩＰＴＧ至其终

浓度为０．１ｍｍｏｌ／Ｌ，１６℃１２０ｒ／ｍｉｎ诱导过夜，取

１ｍＬ诱导后的菌液，于４℃８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ收

集菌体，用ＰＢＳ缓冲液（１３７ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２．７ｍｍｏｌ／Ｌ

ＫＣｌ，１０ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４，２ｍｍｏｌ／ＬＫＨ２ＰＯ４，

ｐＨ＝７．４）冲洗１次，加１０ｍＬＰＤＴ（ＰＢＳ，０．１％

ＴｒｉｔｏｎＸ１００，１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ，１ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ，

ｐＨ＝７．４）将菌体悬浮，超声波裂解细胞（功率２５０Ｗ，

工作时间１０ｓ，间隔１０ｓ，工作１０次）。４℃１２０００ｒ／ｍｉｎ

离心１０ｍｉｎ，取上清，沉淀用１０ｍＬＰＤＴ悬浮。取

上清及沉淀，与诱导前后总蛋白样品一起进行ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳。

１．６．２　诱导蛋白的纯化

取１ｍＬ混匀的ＮｉＮＴＡ琼脂糖加入至ＢｉｏＲａｄ层

析柱中，加入３倍体积的Ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ（５０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＮａＨ２ＰＯ４，０．３ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑，

ｐＨ＝８．０）洗涤５次；缓缓加入待纯化的上清蛋白，

４℃孵育３０ｍｉｎ；加入３倍体积的 Ｗａｓｈｂｕｆｆｅｒ（５０

ｍｍｏｌ／ＬＮａＨ２ＰＯ４，０．３ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２０ｍｍｏｌ／Ｌ咪
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唑，ｐＨ＝８．０）洗涤３次；最后用０．５ｍＬ的Ｅｌｕｔｉｏｎ

ｂｕｆｆｅｒ（５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＨ２ＰＯ４，０．３ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，

２５０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑，ｐＨ＝８．０）洗脱蛋白。

１．７　重组乙醛脱氢酶活性测定

参考刘峰等［２４］提供的乙醛脱氢酶活性测定方

法。将１０μｇ纯化蛋白加入到含１．５ｍｍｏｌ／ＬＮＡＤ

（Ｓｉｇｍａ），１００ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸钠缓冲液（ｐＨ８．５）的反

应液中，用ｄｄＨ２Ｏ定容至１００μＬ；加入２０μｇ乙醛，

用酶联仪 （ＧＥＶｅｒｓａｍａｘ）测定４６０ｎｍ处的吸光

度，每隔２０ｓ测定１次，持续２ｍｉｎ。以ｐＥＴ３２ａ空

载体诱导表达的蛋白作为对照。

２　结果与分析

２．１　犞狏犃犔犇犎１０犃９的序列分析及进化分析

以犞狏犃犔犇犎１０犃９为候选基因，设计特异性引

物，利用ＲＴＰＣＲ从葡萄‘品丽珠’茎组织中获得该

基因全长ＯＲＦ（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ）片段，经测序比

对，与 ＮＣＢＩ公布的ＸＭ＿００２２８３６５４．４（ａｃｃｅｓｓｉｏｎ

ｎｕｍｂｅｒ）序列完全一致。该基因位于葡萄第１７号

染色体上，共有１５个外显子（ｅｘｏｎ）和１４个内含子

（ｉｎｔｒｏｎ）（图１），ｃＤＮＡ开放阅读框为１５１２ｂｐ，碱基

组成为Ａ（２５．３％）、Ｔ（２７％）、Ｃ（２７．５％）、Ｇ（２０．２％）。

编码含５０３个氨基酸的多肽，属于乙醛脱氢酶第１０

家族［１９］，负电荷残基（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）有５０个，正电荷

残基（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）有６０个（图２）。ＥｄｉｔＳｅｑ软件分

析结果显示，ＶｖＡＬＤＨ１０Ａ９理论分子量为５５ｋＤ，

理论等电点ｐＩ为５．５。系统进化树分析表明，该基

因编码的蛋白与拟南芥ＡｔＡＬＤＨ１０Ａ８（ＮＰ＿５６５０９４．１）

蛋白的同源性较高、亲缘关系最近（图３），推测可能与

该蛋白具有相似的功能。

图１　犞狏犃犔犇犎１０犃９结构图

犉犻犵．１　犌犲狀犲狊狋狉狌犮狋狌狉犲狅犳犞狏犃犔犇犎１０犃９

图２　犞狏犃犔犇犎１０犃９核酸序列及推测的氨基酸序列

犉犻犵．２　犖狌犮犾犲狅狋犻犱犲狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳犞狏犃犔犇犎１０犃９犪狀犱犻狋狊犱犲犱狌犮犲犱犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲
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图３　犞狏犃犔犇犎１０犃９与其他植物犃犔犇犎蛋白的系统进化树

犉犻犵．３　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犞狏犃犔犇犎１０犃９犪狀犱犃犔犇犎狊犳狉狅犿狅狋犺犲狉狆犾犪狀狋狊

２．２　犞狏犃犔犇犎１０犃９的表达分析

为了研究犞狏犃犔犇犎１０犃９基因在生物胁迫下的

表达特征，利用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ分析葡萄溃疡病菌

ＣＳＳ０１接种后该基因的表达模式，结果表明，

犞狏犃犔犇犎１０犃９在抗病葡萄品种‘梅鹿辙’中的表达

变化不明显，而在感病葡萄品种‘品丽珠’的表达量

随着处理时间的延长而上升，并且在处理６ｈ时表

达量迅速上升达到最大值，随后表达量又呈现下降

趋势（图４ａ），以上结果表明该基因对葡萄溃疡病菌

表现出一定的适应性，表达受到精细调控。

同时对该基因的组织表达特征进行了分析，结

果显示，犞狏犃犔犇犎１０犃９在葡萄的各个组织中均有

表达，在茎、叶和花中表达量最高，而在根中表达量

相对较低（图４ｂ）。

２．３　犞狏犃犔犇犎１０犃９的原核表达

当将基因全长序列构建至ｐＥＴ３２ａ时，未诱导

出目的蛋白；随后将去除信号肽的犞狏犃犔犇犎１０犃９

基因序列（７３ｂｐ～１５０９ｂｐ）构建至ｐＥＴ３２ａ上，片

段长度为１４３７ｂｐ，编码４７９个氨基酸，经计算其分子

量约为５１．７ｋＤ，而ｐＥＴ３２ａ编码的蛋白为２０．１ｋＤ，

因此推定该融合蛋白分子量约为７１．８ｋＤ。为了获

得能够可溶性表达的目的蛋白，在１６℃，用终浓度

为０．１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导过夜，诱导完成后进行

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测。结果表明，超声波破碎后沉

淀中无明显诱导条带，而上清液在７０ｋＤ处有一蛋

白质条带，与重组质粒推测的表达蛋白大小相近（图
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５）。为了进一步鉴定该蛋白，将诱导获得的粗蛋白

用ＮｉＮＴＡ进行亲和纯化，以２５０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑将

蛋白洗脱，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳发现在７０ｋＤ左右有一

条明显的蛋白质条带（图５），其大小与推测的融合

蛋白大小一致，测定浓度为０．９ｍｇ／ｍＬ。

图４　犞狏犃犔犇犎１０犃９的表达分析

犉犻犵．４　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犞狏犃犔犇犎１０犃９犻狀犵狉犪狆犲狏犻狀犲

图５　犞狏犃犔犇犎１０犃９基因重组蛋白在大肠杆菌的

表达和纯化

犉犻犵．５　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪狀犱狆狌狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋

犞狏犃犔犇犎１０犃９／狆犈犜３２犪狆狉狅狋犲犻狀犻狀犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻犅犔２１

２．４　纯化蛋白乙醛脱氢酶活性测定

为了确定ＶｖＡＬＤＨ１０Ａ９蛋白是否编码一个有

功能的乙醛脱氢酶蛋白，对纯化蛋白的体外活性进

行测定。结果表明，在乙醛存在时，ｐＥＴ３２ａ测定值

基本没有发生变化，而ＡＬＤＨ１０Ａ９／ｐＥＴ３２ａ的测

定值增加了２．５倍（图６）。与此相反，对照ｐＥＴ３２ａ

中仅检测到背景。由此推断，在ＮＡＤ＋的辅助下，

ＶｖＡＬＤＨ１０Ａ９蛋白可将底物乙醛分解，具有乙醛

脱氢酶活性。

图６　犞狏犃犔犇犎１０犃９重组蛋白体外酶活性测定

犉犻犵．６　犃犾犱犲犺狔犱犲犱犲犺狔犱狉狅犵犲狀犪狊犲犪犮狋犻狏犻狋狔犪狊狊犪狔狅犳狆狌狉犻犳犻犲犱

狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犞狏犃犔犇犎１０犃９／狆犈犜３２犪狆狉狅狋犲犻狀

３　讨论

醛脱氢酶是一类氧化各种内源性和外源性醛的

酶类，在ＮＡＤ（Ｐ）＋的协助下，将醛氧化形成相对应

的羧酸，从而保护植物不被醛类毒害。近几年，关于

ＡＬＤＨｓ家族的研究已取得很大进展，然而，大多数

的研究集中在植物的花器官发育过程，关于非生物胁

迫过程中醛脱氢酶的研究也主要集中在拟南芥［１６］、水

稻［２１］和玉米［２２］等模式植物，而葡萄中关于该家族成

员与植物抗病的研究报道相对较少。依托转录组分

析数据，本研究采用ＲＴＰＣＲ技术克隆到编码醛脱

氢酶的犞狏犃犔犇犎１０犃９基因。经测序发现，该基因

片段为１５１２ｂｐ，能编码含有５０３个氨基酸残基的

蛋白。通过氨基酸序列比对发现，ＶｖＡＬＤＨ１０Ａ９

蛋白与ＶｖＡＬＤＨ１０Ｂ１、拟南芥ＡｔＡＬＤＨ１０Ａ８蛋白

亲缘关系最近（图３），推测可能与该分支蛋白具有

相似的功能。

研究发现，醛脱氢酶除了具有催化醛类的作用

之外，在植物的生长发育和逆境响应中具有重要的

生理功能。水稻犗狊犃犔犇犎７基因受氧胁迫和非生物

胁迫强烈诱导，对水稻种子的成熟和种子的活性至
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关重要［２３］。玉米狉犳２犪基因编码一个线粒体犃犔

犇犎２犅２基因，与玉米花粉发育有关，且在玉米功能

性雄配子体产生过程中发挥重要作用［２４］。有研究

指出，犃犔犇犎３犐１和犃犔犇犎７犅４这两个基因分别被

脱水、高盐和脱落酸（ＡＢＡ）不同程度地在不同组

织中特异激活，可显著提高拟南芥对上述胁迫的抵

抗能力［２５］。玉米犣犿犃犔犇犎２２犃１基因在烟草中的

过量表达可显著提高转基因植株对ＡＢＡ、盐、甘露

醇和脱水等的抗胁迫能力［２６］。脱水、高盐、脱落酸

和ＵＶ照射都可诱导念珠藻犃犔犇犎２１犃１基因的

表达［２７］。为揭示醛脱氢酶犞狏犃犔犇犎１０犃９基因的

相关功能，对该基因的组织特异性表达情况进行了

研究。试验结果显示，该基因在葡萄叶片、茎和花

中的表达量比较高，在根中的表达量最低，推测其

可能参与葡萄花的发育等生理过程。此外，醛脱氢

酶基因在植物应对病原菌胁迫上也发挥着重要的

作用［１８，２８］。野生葡萄犞狆犃犔犇犎２犅４基因编码蛋白

定位于细胞线粒体，并受到病原菌犈狉狔狊犻狆犺犲狀犲犮犪

狋狅狉和犘犾犪狊犿狅狆犪狉犪狏犻狋犻犮狅犾犪诱导表达。该基因在拟

南芥中的过量表达可显著提高植株对病原菌犎狔犪犾

狅狆犲狉狅狀狅狊狆狅狉犪犪狉犪犫犻犱狅狆狊犻犱犻狊 和犌狅犾狅狏犻狀狅犿狔犮犲狊犮犻

犮犺狅狉犪犮犲犪狉狌犿的抵抗能力
［３０］。本研究也发现，葡萄

犞狏犃犔犇犎１０犃９基因对葡萄溃疡病菌的侵染有应

答，推测该基因在葡萄溃疡菌侵染初期发挥着一定

的作用。犞狏犃犔犇犎１０犃９基因如何行使功能目前还

不清 楚，因 此 本 研 究 进 一 步 构 建 原 核 表 达

ＶｖＡＬＤＨ１０Ａ９蛋白的载体，并诱导其在大肠杆菌

中高量表达、纯化获得了 ＶｖＡＬＤＨ１０Ａ９原核表

达蛋白。本试验选择表达的蛋白是去掉信号肽，

因为真核生物蛋白在原核系统中表达时，信号肽

的存在很容易导致原核表达蛋白的失败［２５］。本

研究表达获得的纯化蛋白表现出乙醛脱氢酶活

性，这与此前关于这一酶类的报道相吻合，为其

功能研究奠定了基础。但关于其具体生物学功

能，有待于获得超表达和ＲＮＡｉ干扰转基因植株

后做进一步分析。
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