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［摘要］ GＲAS 转录因子在调控植物根生长与 GA 信号通路中起着重要作用。该研究克隆得到了 SmGＲAS3 基因，其开放阅

读框 2 247 bp，编码 748 个氨基酸。运用生物信息学软件对该基因编码的蛋白进行了理化性质与结构分析。该基因属于

GＲAS 家族中的 SCL9 亚家族，其启动子序列主要包含光响应、胁迫响应与激素响应等元件，并可能与 GA 信号通路及抗逆反

应相关蛋白互作。亚细胞定位显示 SmGＲAS3 蛋白主要定位于细胞核。表达模式分析结果显示该基因的表达量在根中最高，

茎中最低，光和低温均会诱导 SmGＲAS3 的高表达。该研究为进一步探讨 SmGＲAS3 基因在丹参根生长与抗逆过程中的作用奠

定了基础。
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［Abstract］ GＲAS transcription factors play important roles in the regulation of plant root growth and GA signaling． In this study，

SmGＲAS3 gene was cloned，which open reading frame was 2 247 bp，and encoding 748 amino acids． The physicochemical properties
and structure of SmGＲAS3 and its encoded protein were analyzed by bioinformatics software． This gene belongs to the SCL9 subfamily of
the GＲAS family，and its promoter sequence mainly contains the light response，stress response，and hormone response elements． It
may interact with the GA signal pathway and anti－stress related proteins． The subcellular localization showed that SmGＲAS3 protein
was mainly located in the nucleus． The expression pattern analysis showed that the expression of SmGＲAS3 was the highest in the root
and the lowest in the stem，and both light and low temperature could induce the high expression level of SmGＲAS3． This study provides
a foundation for further study on the roles of SmGＲAS3 gene in the root growth and stress tolerance of Salvia miltiorrhiza．
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丹参 Salvia miltiorrhiza Bunge 为唇形科鼠尾草

属多年生药用植物，其干燥根被广泛用于治疗心脑

血管疾病、抗癌及炎症反应［1-3］。丹参的有效活性成

分主要分为 2 类: 水溶性的酚酸类成分，如丹酚酸 B
和迷迭香酸等; 以及脂溶性的丹参酮类成分，如丹参

酮Ⅰ、丹参酮ⅡA、隐丹参酮和二氢丹参酮Ⅰ［4-5］。丹

参具有较强的环境适应性，分布于我国及东南亚国

家［6］。由于以田间栽培为主，其产量和品质往往受

到不利环境条件的影响，导致其产量和品质显著下

降。光照、温度和水分是影响丹参产量和品质的主

要环境因子，对提高丹参的产量具有重要的现实意

义［7］。另外，由于丹参中活性化合物含量低，供应

有限，并不能满足人类日益增长的需求。因此，增强

丹参的抗逆性与提高次生代谢产物的研究成为了热

点，基因工程手段是提高转基因丹参产量与品质的

有效方法。近年来，转录调控是解决这些问题的高

效的策略［8］。
转录因子在调控许多生物过程中起着关键作

用。GＲAS 蛋白家族是植物中特有的转录因子，在

拟南芥、水稻、番茄、棉花、蓖麻、白菜、葡萄和丹参等

许多高等植物中均有发现［9-13］，可分为 SCL9，SCＲ，

DELLA，SHＲ，LAS，SCL3，PAT1，HAM 等亚家族［14］。
GＲAS 转录因子在植物根发育、侧枝形成、光信号转

导、赤霉素 GA 生物合成和信号转导等植物发育与

信号转导过程中发挥着重要作用［15-17］。如 SCＲ 和

SHＲ 形成复合物参与根干细胞生态位的维持、维管

组织的分化、侧根和不定根的发育［18-20］。DELLA 蛋

白是 GA 调控植物生长的阻遏物，并作为 GA 信号

通路的关键调控靶点［21-22］。SCL 参与根细胞伸长、
GA /DELLA 信号转导和抗逆反应［23］。此外，还有研

究报道一些 GＲAS 蛋白也参与了抵抗非生物胁迫。
如过表达 SlGＲAS40 的番茄比野生型更能耐受干旱

和盐胁迫［24］，过表达葡萄 VaPAT1 基因的转基因拟

南芥具有耐寒、耐旱和高耐盐性［25］。尽管在其他植

物中已经报道了 GＲAS 蛋白的多种功能，但对药用

植物丹参中 GＲAS 蛋白的认识却十分有限。本课题

组通过生物信息学方法分析发现，丹参中 GＲAS 家

族基因约有 30 多个，SmGＲAS3 是其中最大的 GＲAS
蛋白，并且对光照和低温等处理有显著响应。

因此本研究以药用模式植物丹参为材料，对

SmGＲAS3 基因进行了生物信息学分析、亚细胞定位

和组织特异性分析，同时也分析了在低温和光处理

下 SmGＲAS3 基因的表达情况，旨在为深入研究丹参

中的 SmGＲAS3 基因功能奠定基础，进而为深入探讨

GＲAS 转录因子在丹参根发育与抗逆调控方面的功

能提供科学依据。
1 材料

1. 1 植物

二年生的丹参样品采自西北农林科技大学药用

植物园，经中科院水保所梁宗锁教授鉴定为唇形科

鼠尾草植物丹参 S． miltiorrhiza。分别采集根、茎、
叶、花蕾和花组织于液氮中速冻后于－80 ℃ 保存备

用。低温处理和强光照处理: 将丹参种子播种于营

养钵中，于 25 ℃，光照强度 8 000 lx，16 h /8 h 光周

期下培养 60 d 后，用 4 ℃低温或黑暗 3 d 后持续光

照处理幼苗 0，0. 5，1，3，12，24 h 后取幼叶，液氮速

冻后于－80 ℃保存备用。
1. 2 菌种与载体

大肠杆菌 DH5α 感受态购自北京天根生化科技

有限公司。pMD19-T 克隆载体购自宝生物工程有

限公司。pA7 载体为本实验室保存。
1. 3 试剂

Pfu DNA 聚合酶、限制性内切酶和 T4 DNA 连

接酶均购自 Thermo 公司; Taq 酶、反转录试剂盒和

荧光定量试剂盒均购自宝生物工程有限公司; 植物

总 ＲNA 提取试剂盒和 DNA Marker 均购自于北京天

根生化科技有限公司; DNA 回收纯化试剂盒和质粒

提取试剂盒均购自 OMEGA 公司; PCＲ 引物合成于

测序均由北京奥科技术有限公司合成。
2 方法

2. 1 总 ＲNA 的提取和 cDNA 的合成

取各部分丹参组织约 100 mg 于液氮中迅速研

磨成粉末，参照植物总 ＲNA 提取试剂盒的说明书提

取丹参组织的总 ＲNA，用 1%琼脂糖凝胶电泳检测

ＲNA 的完整性，并用核酸浓度检测仪测定其浓度和

纯度。参照反转录试剂盒说明书将 ＲNA 反转录为

cDNA。
2. 2 SmGＲAS3 基因克隆

设计引物 ( SmGＲAS3-F 5'-CGTTCTCATGGATC-
CTTGGT-3'; SmGＲAS3-Ｒ 5'-ATCAGACTCTATGCAG
GGAC-3') ，以 cDNA 为模板进行 PCＲ 扩增，反应程

序为: 94 ℃ 预变性 5 min; 94 ℃ 45 s，55 ℃ 45 s，
72 ℃ 5 min，35 个循环; 72 ℃ 10 min。PCＲ 产物经

胶回 收 后 连 接 pMD19-T 载 体，转 化 DH5α 进 行
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测序。
2. 3 SmGＲAS3 基因的生物信息学分析

用 NCBI 在线比对分析 SmGＲAS3 氨基酸序列

同源 性，用 DNAMAN 软 件 进 行 序 列 比 对; 用

MEGA6. 0 使用 NJ 法构建系统进化树; 利用 Expasy
进行氨基酸残基数目、组成、蛋白质相对分子质量、
理论等电点和亲、疏水性的在线分析; 分别用 Sig-
nalP 和 TMHMM 软件对 SmGＲAS3 蛋白的信号肽与

跨膜区进行分析; ProtScale 软件分析 SmGＲAS3 的

亲水 性; 用 SOPMA 和 SWISS-MODEL 在 线 预 测

SmGＲAS3 蛋 白 的 二、三 级 结 构; 利 用 String 分 析

SmGＲAS3 蛋白的相互作用关系; 用 PlantCAＲE 对

SmGＲAS3 的启动子区域进行分析。
2. 4 SmGＲAS3 蛋白的亚细胞定位

根据 SmGＲAS3 基因 OＲF 序列，两端分别选取

XhoⅠ和 SpeⅠ作为酶切位点设计引物( F-XhoⅠ: 5'-
GGGCTCGAGATGGATCCTTGGTTCA-3'; Ｒ-SpeⅠ: 5'-
TTTACTAGTGCTGCAGGGACCCAACAC-3') ，基因扩

增产物与 pA7 载体质粒进行酶切后，用 T4 连接酶

连入 pA7 质粒 GFP 基因的上游构建融合表达载体

pA7-SmGＲAS3。每 1 μg 融合表达载体质粒用 0. 15
mg 金粉包被后利用基因枪轰击洋葱表皮细胞，轰击

距离 6 cm，轰击压力 1 500 psi( 1 psi≈6. 895 kPa) ，

真空度 88 kPa。细胞于 25 ℃暗培养 24 h 后，在激

光共聚焦显微镜下观察融合蛋白的表达。将 pA7
空质粒包被后轰击洋葱表皮细胞作为对照。
2. 5 qＲT-PCＲ 分析

利用实时荧光定量 PCＲ 仪分析 SmGＲAS3 在丹

参不同组织部位以及胁迫处理下的表达模式。利用

Primer Premier v6. 0 设 计 qＲT-PCＲ 特 异 引 物

SmGＲAS3 ( F 5'-CCTTGCTCTACGTGCTGCTGAGAA-
3'; Ｒ 5'-ACTGCTGCTTGTATACTCGCTGGA-3') ，按

照 SYBＲ Premix EX TaqTMⅡ ( perfect real time) 试

剂盒提供的说明书进行 qＲT-PCＲ 反应。PCＲ 反应

条件如下: 95 ℃ 30 s，1 个循环; 95 ℃ 5 s，60 ℃
30 s，40 个循环。熔解曲线条件设置为 65 ～ 95 ℃，

5 s，每升高 0. 5 ℃收集 1 次荧光。以植物的持家基

因之 一 β-actin 基 因 ( F 5'-GGTGCCCTGAGGTCCT-
GTT-3'; Ｒ 5'-AGGAACCACCGATCCAGACA-3') 作

为内参，利用 2－ΔΔCt 法计算相对表达量［26］。所有样

品均设 3 个技术性和生物学重复，利用 SPSS 23 软

件进行显著性分析。

3 结果与分析

3. 1 SmGＲAS3 基因 cDNA 全长序列的克隆

以 cDNA 为 模 板 PCＲ 扩 增 目 的 基 因，得 到

2 300 bp 左右的单一特异条带( 图 1) 。通过 TA 克

隆获 得 重 组 质 粒 pT-SmGＲAS3，测 序 结 果 表 明

SmGＲAS3 基因的 CDS 序列长 2 247 bp，与前期课题

组已提交 至 NCBI 的 登 录 号 为 KY534888 的 序 列

一致。

M．500 bp ladder maker。

图 1 SmGＲAS3 基因的 PCＲ 产物琼脂糖凝胶电泳

Fig．1 Agrose gel electrophoresis of the amplification products of
SmGＲAS3

3. 2 SmGＲAS3 基因的生物信息学分析

3. 2. 1 序列分析 用 DNAStar 预测 SmGＲAS3 基因

编码 748 个氨基酸，其中 71 个强碱性氨基酸 ( K，

Ｒ) ，107 个强酸性氨基酸( D，E) ，245 个疏水性氨基

酸( A，I，L，F，W，V) ，203 个极性氨基酸( N，C，Q，S，

T，Y) 。预测其相对分子质量为 83. 94 kDa，等电点

为 4. 953。在线 Blastp 结果发现 SmGＲAS3 蛋白包

含 GＲAS 保守结构域( 图 2A) 。与其他物种的 GＲAS
蛋白多序列比对结果显示 SmGＲAS3 蛋白含有 GＲAS
家族的保守结构域 VHIID 结构域( 图 2B) 。

使用 SignalP 5. 0 软件对 SmGＲAS3 进行分析，

结果发现 SmGＲAS3 蛋白不含信号肽，为非分泌性

蛋白 ( 图 3A) 。使用 TMHMM 在线预测结果表明

SmGＲAS3 不含跨膜区( 图 3B) ，说明 SmGＲAS3 不是

跨膜蛋白质。事实上 SmGＲAS3 作为一个转录因

子，需要进入细胞核与 DNA 相应区域结合进而发挥

转录调控的功能，上述预测结果与这一描述在理论

上是相符合的。
使 用 ProtScale 进 行 预 测 分 析，结 果 显 示

SmGＲAS3 为亲水性蛋白质，亲水性肽段分布在整个
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图 2 SmGＲAS3 基因的保守结构域和多序列比对

Fig．2 Conservative domain and multiple sequence alignment of SmGＲAS3

图 3 SmGＲAS3 信号肽位点和跨膜结构预测

Fig．3 Signal peptide and transmembrane structure domain of
SmGＲAS3 predicted online

蛋白质氨基酸序列中，明显多于疏水性肽段( 图 4) 。
这些结果说明了 SmGＲAS3 是亲水蛋白质，在细胞

中处于水溶状态。
3. 2. 2 蛋白二级与三级结构预测 SOPMA 蛋白质

二级结构预测结果显示 SmGＲAS3 蛋白由 38. 77%
的 α-螺 旋，8. 42% 的 延 伸 链，3. 88% 的 β-转 角 和

48. 93%的 无 规 则 卷 曲 构 成 ( 图 5A ) 。用 SWISS-
MODEL 对 SmGＲAS3 蛋白结构域的三维空间结构

进行预测，序列的一致性为 24. 06%，为单体寡核苷

酸，序列与模板序列的相似度为 0. 33，覆盖为 0. 50，

为 GＲAS 家族 SHOＲT-ＲOOT 蛋白，与目标基因相吻

合( 图 5B) 。
3. 2. 3 进化树分析 初步生物信息学分析显示

图 4 SmGＲAS3 蛋白亲水性分析

Fig．4 Hydrophilicity analysis of SmGＲAS3

图 5 SmGＲAS3 的二级结构( A) 和三维空间( B) 结构预测

Fig．5 Predicted secondary structure ( A ) and 3-D structure
( B) of SmGＲAS3

SmGＲAS3 与拟南芥 SCL9 亚家族同源性较高，因此

利用 MEGA 6. 0 对丹参 SmGＲAS3 的氨基酸序列与

拟南芥 SCL9 亚家族的 GＲAS 氨基酸序列进行比对，

并用邻接法构建系统进化树 ( 图 6 ) 。结果显示，

SmGＲAS3 和拟南芥 GＲAS 家族的 SCL9 亚家族基因

聚为一类。
3. 2. 4 启动子分析 利用 PlantCAＲE 对 SmGＲAS3

3384



2019 年 11 月 第 44 卷第 22 期 Vol. 44，No. 22 November，2019

图 6 SmGＲAS3 与拟南芥 AtGＲAS 蛋白基于 NJ 构建的系统

进化树

Fig．6 Phylogenetic tree of SmGＲAS3 and Arabidopsis AtGＲAS
proteins based on NJ method

基因起始密码 子 上 游 约 2 000 bp 的 序 列 进 行 分

析，结果显示，该序列中含有包含 ACE，G-box，TC-
CC-motif，GATA-motif，LAMP-element，Box-Ⅱ and
Box-4 等光响应元件，AＲE，LTＲ 和 MBS 等逆境响

应原 件，以 及 ABＲE，CGTCA-motif，TGACG-motif，
TATC-box，TCE-element 等激素响应元件。部分响

应元件见表 1，推测该基因的表达可能受到上述各

因素的调控。
3. 2. 5 相互作 用 蛋 白 分 析 使 用 String 软 件 对

SmGＲAS3 蛋 白 进 行 分 析，结 果 表 明 SmGＲAS3 与

GA 信号 通 路 的 GID1 和 SLY，GA 合 成 途 径 基 因

GA3OX1，以及激素与逆境响应基因 DWF1 和 AHBP-
1B 等多个功能领域的蛋白因子存在相互作用，说明

SmGＲAS3 可能在 GA 的信号通路与抗逆方面具有

重要的功能( 图 7) 。

表 1 SmGＲAS3 启动子响应元件

Table 1 The response elements of SmGＲAS3
元件名称 功能

ABＲE 参与 ABA 响应的顺式作用元件
ACE /G-box 参与光响应的顺式作用元件

TCCC-/GATA-motif /LAMP-
element /Box-Ⅱ /4

部分光敏元件

AＲE 厌氧诱导必需的顺式作用元件
CGTCA-/TGACG-motif 参与 MeJA 响应的顺式作用元件
LTＲ 参与低温响应的顺式作用元件
TATC-box 参与 GA 响应的顺式作用元件
TCE-element 参与 SA 响应的顺式作用元件
MBS 参与干旱诱导的 MYB 结合位点

图 7 SmGＲAS3 蛋白质相互作用分析

Fig．7 Analysis of protein-protein interactions of SmGＲAS3

3. 3 SmGＲAS3 蛋白的亚细胞定位

利用洋葱表皮细胞的瞬时转化体系，在激光共

聚焦显微镜下观察绿色荧光蛋白( GFP) 的表达。在

转化 pA7 空载体的洋葱表皮细胞中，GFP 散布于整

个细胞中。在转化 pA7-SmGＲAS3 的洋葱表皮细胞

中，只有细胞核部位观察到了绿色荧光，并与核特异

染料 DAPI 的蓝色荧光完全重合，说明 SmGＲAS3 是

一个核定位蛋白( 图 8) 。

图 8 SmGＲAS3 蛋白在洋葱表皮中的亚细胞定位

Fig．8 Subcellular localization of SmGＲAS3 in onion epidermis cells
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3. 4 SmGＲAS3 基因的表达分析

SmGＲAS3 在初花期不同组织中均有表达 ( 图

9) ，并且表达差异较大。以根中的表达量为标准进

行比较，在根中表达水平最高，花中其次，在茎中最

低，并且 SmGＲAS3 在根中的转录水平是茎中的 5 倍

多。由此推测 SmGＲAS3 可能在根与花的生长发育

中发挥重要作用。

不同字母表示有显著差异，P＜0. 05( 图 10 同) 。
图 9 SmGＲAS3 的组织特异性表达
Fig．9 Expression pattern of SmGＲAS3 in different tissues

光处理可诱导 SmGＲAS3 基因的表达 ( 图 10) ，

黑暗处理 3 d 后( 0 h) SmGＲAS3 的表达量下降，光照

0. 5 h 后恢复正常，之后表达量逐渐升高，在 3 h 达

到最高值，是对照( CK) 的 4 倍，3 h 后逐渐降低。低

温处理后，SmGＲAS3 表达量有所提高，3 h 达到最大

值，达到 0 h 的 5 倍左右，3 h 后有所降低，在 24 h 又

稍有升高( 图 10) 。

图 10 SmGＲAS3 在光照和低温处理下的表达模式

Fig．10 Expression patterns of SmGＲAS3 in light and low tem-
perature treatment

4 讨论

GＲAS 家族是植物特有的转录因子，其家族基

因在很多植物植物中被克隆，如拟南芥、番茄、葡萄

和水稻等［9-11］，并在植物的生长发育中有着十分重

要的功能。第一个被鉴定的 GＲAS 基因 SCＲ 在拟

南芥根部的皮层或内皮原始细胞中表达，与 SHＲ 相

互作 用 形 成 复 合 物 来 调 控 根 的 径 向 组 织［19，27］。
PAT1 参与介导了植物色素和防御信号通路［28］。玉

米 ZmGＲAS31 基因在低温胁迫下表达量显著升高，

推测其可能与幼苗耐低温有关［29］。本研究中克隆

得到的 SmGＲAS3 基因，通过 Blast 比对分析发现其

具有 GＲAS 蛋白家族保守的 GＲAS 结构域与 VHIID
结构域，并且进化树分析其与拟南芥 SCL9 亚家族

成员聚为一支。SCL9 亚家族基因被报道参与了植

物的逆境响应、不定根形成与生长素响应等生物过

程［23］。其亚家族基因 AtSCL14 被证明是激活胁迫

诱导启动子的关键［30］。
本研究的生物信息学分析与亚细胞定位结果表

明，SmGＲAS3 蛋白是核定位蛋白，作为转录因子行

使其调控功能。组织特异性结果表明 SmGＲAS3 在

根与花中表达水平最高，暗示其可能参与了根与花

的生长发育调控过程。这与前人报道的 GＲAS 转录

因子家族功能相一致。另外，通过分析 SmGＲAS3 的

启动子序列，作者发现了有很多光响应、低温响应、
干旱响应和激素响应元件，推测其可能参与了植物

体内各种逆境胁迫应答［31］。于是作者用光照和低

温处理了丹参幼苗，结果表明 SmGＲAS3 在光照和低

温处理中的表达量均有显著上调。这与启动子作用

元件的预测相一致，提供了又一有力证据证明其可

能参与了光响应与低温响应。此外，互作蛋白分析

显示，SmGＲAS3 可能与 GA 信号通路的受体 GID1
和 SLY，GA 合成途径基因以及激素与逆境响应基因

等多个功能领域的蛋白因子存在相互作用，进一步

提供了 SmGＲAS3 在 GA 的信号通路与抗逆方面具

有重要功能的证据。
众所周知，丹参具有十分重要的药用价值，因此

如何提高其抗逆性与药用部位根的产量具有十分重

要的现实意义。而目前关于可以同时调控根系生长

与增强抗逆性的功能基因的研究还较少，本研究显

示了 SmGＲAS3 参与了调控丹参根的生长与逆境响

应。即便如此，要全面了解丹参中 SmGＲAS3 蛋白

是如何调控根的生长与逆境响应，还需要做更多的

工作，以便能更好了解 SmGＲAS3 的功能。本研究

为后续 SmGＲAS3 基因功能研究提供了理论依据，并

为提高丹参药材产量提供了理论指导。
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