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裸果木超氧化物歧化酶基因家族鉴定及

对盐胁迫的响应分析*

齐建伟，  鲁松松，  黄海霞 **，  张　婷，  周晓瑾
(甘肃农业大学 林学院，甘肃 兰州 730070)

摘要: 【目的】鉴定裸果木超氧化物歧化酶 (superoxide dismutase，SOD)基因家族成员组成，分析在 NaCl胁
迫下裸果木 SOD 基因在叶组织中的表达调控模式，并探索裸果木 SOD 基因家族对环境的适应性进化机制。

【方法】以裸果木叶组织为材料，利用植物生理学和生物信息学相关方法初步对裸果木 SOD 基因家族进行鉴

定和盐胁迫下的表达分析。【结果】共鉴定到 7个 SOD 成员，FSD、CSD 和 MSD 3个亚家族组成模式为

2∶3∶2，均受到纯化选择。裸果木 SOD 基因共包含 7个蛋白保守基序，且均为亲水性蛋白质，但稳定性较

差。叶片 SOD酶活性随着 NaCl质量分数的增大呈先增强后减弱的趋势，且在 0.5% NaCl处理下活性最高；

在 1.5% NaCl处理下，SOD活性也显著高于对照。盐胁迫下，叶组织中 FSD、CSD1、CSD3 和 MSD2 基因表

达显著上调，其中 FSD1 和 CSD1 基因表达最高。CSD1 基因存在的变异位点可能会导致其蛋白质活性中心增

大。【结论】裸果木 SOD 基因家族包含 7个成员，其中 FSD1 和 CSD1 基因在盐胁迫下的高表达可能是裸果

木具有较强耐盐能力的原因之一。此外，FSD1和 CSD1氨基酸位点突变导致的蛋白质亲水性升高和活性中心

增大对提升 SOD的催化活性有一定作用。

关键词: 裸果木；超氧化物歧化酶；基因家族鉴定；表达量；蛋白质结构

中图分类号: S793.901　　　 文献标志码: A　　　 文章编号: 1004–390X (2023) 05−0856−12

Identification of Superoxide Dismutase Gene Family in
Gymnocarpos przewalskii and its Response to Salt Stress

QI Jianwei，LU Songsong，HUANG Haixia，ZHANG Ting，ZHOU Xiaojin

(College of Forestry, Gansu Agricultural University, Lanzhou 730070, China)

Abstract: ［Purpose］To identify the members of the superoxide dismutase (SOD) gene family of
Gymnocarpos przewalskii, analyze the expression regulation mode of the SOD gene in leaf tissues un-
der NaCl stress, and explore the adaptive evolution mechanism of the SOD gene family of G. przewal-
skii to the environment. ［Methods］Leaves of G. przewalskii were used as experimental materials,
the SOD gene family of G. przewalskii was identified and expression pattern was analyzed by plant
physiological method  and  bioinformatics.  ［Results］ Seven  SOD  genes  were  identified,  and  the
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composition pattern of its subfamily FSD, CSD and MSD was 2∶3∶2, which were all under purify-
ing selection. The SOD gene family of G. przewalskii contained seven protein conserved motifs, and
the  proteins  were  hydrophilic  with  weak  stability.  SOD  activity  in G.  przewalskii  leaves  increased
firstly then decreased, reaching the highest at 0.5% NaCl treatment, and SOD activity at 1.5% NaCl
treatment  was  also  significantly  higher  than  that  under  the  control.  Under  salt  stress, FSD, CSD1,
CSD3 and MSD2 genes were all significantly up-regulated, among which FSD1 and CSD1 genes had
the highest expression level. The variation site of CSD1 gene in G. przewalskii leaves may lead to the
increase of  protein  active  center.  ［Conclusion］The SOD  gene  family  of G.  przewalskii  contains
seven members, and the high expression of FSD1 and CSD1 genes under salt stress may be one of the
reasons why G. przewalskii has strong salt tolerance. In addition, the increases of protein hydrophili-
city and active center caused by amino acid site mutation of FSD1 and CSD1 have a certain effects on
the catalytic activity of SOD.

Keywords: Gymnocarpos  przewalskii;  superoxide  dismutase; gene  family  identification;  expression
level; protein structure

 
 

盐分、干旱和温度等多种环境压力导致的植

物体自由基积累给逆境植物的生存带来了巨大的

挑战[1]。活性氧 (reactive oxygen species，ROS)是
植物细胞中响应环境胁迫产生的有毒自由基之

一，包括超氧阴离子 (O2
−)、过氧化氢 (H2O2)、羟

自由基 (OH−)和单线态氧 (1O2)等，会导致大分

子过氧化和降解 (如脂质、蛋白质和核酸等)，损

伤细胞膜，最终导致细胞死亡[2-4]。经过长期的自

然选择，植物进化出了复杂的防御机制来减轻逆

境胁迫对其造成的损害。植物对 ROS水平的调

控主要依赖酶促系统和非酶促系统的共同调节[5]。

其中酶促系统主要依赖抗氧化酶清除 ROS，如超

氧化物歧化酶 (superoxide dismutase，SOD)、过

氧化物酶 (peroxidase，POD)和抗坏血酸—谷胱

甘肽循环酶 (ascorbic acid-glutataione，AsA-GSH)
等，它们能够减少 ROS对植物体产生的不利影

响[6]。对植物细胞的研究发现：抗氧化酶类的活

性与植物的自身代谢、植物逆境胁迫耐受程度密

切相关 [7]，可作为衡量植物抗逆水平的指标之

一，其中 SOD作为抗氧化系统的第一道防线，

对植物体 ROS清除意义重大。

SOD是催化 O2
−发生歧化反应 (2O2

−+2H+→
O2+H2O2)的金属酶，在抗氧化酶系统中处于核心

地位。在植物体中存在多种 SOD同工酶，根据

其催化活性部位金属离子的不同将其分为 Cu/Zn-
SOD  (CSD)、Mn-SOD  (MSD)和 Fe-SOD  (FSD)
3个亚家族[8]。研究发现：植物体内 O2

−的产生主

要来源于质膜 NADPH氧化酶自身的激活或失活

反应，以及叶绿体、线粒体和过氧化物酶体中的

氧化和电子传递反应，而 CSD、FSD和 MSD分

别主要在胞质、叶绿体、线粒体和过氧化物酶体

中呈组成型表达，确保植物体受到生物及非生物

胁迫时 SOD能够在不同的亚细胞发挥作用[9]。大

量研究表明植物体内 SOD活性增强能显著提高

植物对多种逆境胁迫的抗性。MA等 [10]研究发

现：与水稻敏感品系相比，在盐碱胁迫下耐受品

系 SOD活性显著升高，明显提高了其对盐胁迫

的耐受性。已有研究发现：盐胁迫可以诱导黑麦

草 (Lolium perenne)胞质 Cu/Zn-SOD、胞外 Cu/Zn-
SOD 以及 Fe-SOD 等基因表达，使黑麦草增强了

对盐分的耐受性[11]。SOD活性的增强对植物耐性

的提升有一定限度，当植物体内的 ROS水平超

过阈值，植物的抗氧化系统就会遭到破坏，导致

植物 ROS代谢失调，对植物自身造成一定损

伤，如随着盐碱处理浓度的升高，蒙古柳 (Salix
linearistipularis)雌雄株扦插苗 SOD活性呈先升

高后降低的趋势[12]。

裸果木 (Gymnocarpos  przewalskii)为石竹科

(Caryophyllaceae)裸果木属 (Gymnocarpos)植物，

主要分布于亚洲中部荒漠区域，是荒漠植被的重

要建群种之一，在防风固沙、改良盐碱地和维持

荒漠生态平衡等方面发挥着重要作用[13]。由于裸

果木生境条件恶劣多变，经过长期的自然选择，

其在生理生化和形态解剖结构方面均表现出对盐

  第 5 期 齐建伟，等：裸果木超氧化物歧化酶基因家族鉴定及对盐胁迫的响应分析 857  



渍和干旱等极端环境适应的典型特征，是研究植

物抗盐机理的天然优良材料[14-16]。目前，有关裸

果木适应盐胁迫的研究已有报道，但研究内容只

涉及盐胁迫对其种子萌发的影响[17]，并未涉及幼

苗相关抗氧化酶活性对盐胁迫的响应及其相关分

子基础。本研究以裸果木幼苗为材料，采用不同

质量分数的 NaCl处理模拟盐胁迫，利用植物生

理学和分子生物学的研究方法对裸果木的 SOD
酶活性和 SOD 基因家族进行分析，旨在探索裸

果木幼苗叶组织 SOD酶活性和 SOD 基因对盐胁

迫响应的机理，为裸果木资源保护和逆境胁迫响

应机理研究提供基础数据。

 1   材料与方法

 1.1    试验材料处理

供试裸果木种子于 2021年采自安西极旱荒

漠国家级自然保护区植物园，采种地位于甘肃省

酒泉市瓜州县境内 (N40°29′53″，E95°44′12″，海拔

1 800~2 334 m)。根据预试验结果，2.5% NaCl处
理下，裸果木幼苗的出苗率和成活率受到显著影

响，生长势明显减弱，故将供试种子分别播种于

使用质量分数为 0、0.5%、1.5%和 2.5% NaCl处
理过的基质 (m泥炭土∶m蛭石=3∶1)中，再放置于

人工气候箱培育至茎叶健壮，采集叶片用于转录

组测序和 SOD酶活性测定。培育条件为：28 ℃
恒温，光照时间 14 h/d，湿度 60%。叶片采样时

使用液氮速冻后置于超低温冰箱中 (−80 ℃)保存

备用。

 1.2    转录组测序与酶活性测定

各 NaCl处理组叶片分别取 0.6 g (3个生物学

重复 )用于转录组测序。用 Invitrogen  TRIZOL
Reagent (Cat.No. 15596-018)试剂盒提取和纯化裸

果木叶片的总 RNA，使用安捷伦 2100 RNA Nano
6000 Assay Kit (Agilent Technologies，CA，USA)
检测 RNA 样品的浓度和完整性，后送样至安诺

优达基因科技 (北京)有限公司完成裸果木叶组织

转录组测序。

每个 NaCl处理组分别称取新鲜叶片 0.2  g
置于研钵中，加 pH值为 7.8的磷酸缓冲液 (内含

5 mmol/L EDTA，2 mmol/L AsA，2% PVP) 3 mL
研磨成匀浆，定容至 5 mL；在 4 ℃、12 000 r/min
下离心 20 min，上清液即为酶提取液。采用氮蓝

四唑还原法[18]测定裸果木的 SOD酶活性。

 1.3    裸果木 SOD基因家族生物信息学分析

 1.3.1   转录本组装和 SOD基因家族成员鉴定

使用自编 Perl 语言脚本剔除转录组原始测序

数据中测序质量值不高的 Reads，剔除条件为：

未知碱基 (N)超过总读长 5%、低质量碱基 (<7)
超过总读长  65%。将过滤后的数据使用 Trinity
2.11.0软件[19]完成转录本组装，组装参数设置为

默认。从 NCBI数据库下载已有基因组测序数据

的中央种子目物种苍白茎藜 (Chenopodium pallidi-
caule)、甜菜 (Beta vulgaris)、细小蝇子草 (Helio-
sperma  pusillum)、海滨蝇子草 (Silene  uniflora)、
菠 菜 (Spinacia  oleracea)和 拟 南 芥 (Arabidopsis
thaliana)的基因组文件、蛋白质文件以及注释文

件，并使用获取的基因组和转录本文件构建本地

BLAST索引[20]备用。

基因家族成员的鉴定参照 LOZANO等 [21]的

方法，并结合中央种子目物种和拟南芥 SOD 基

因的 BLAST比对结果进行。首先，从 Pfam数据

库(http://pfam.xfam.org/)下载 Cu/Zn SOD (PF00080)
Fe-SOD (PF00081)和 Mn-SOD (PF02777)的隐马

尔科夫模型，接着使用 hmmseach程序在下载的

基因组中搜索得到包含 SOD蛋白保守结构域的

蛋白质序列，然后使用 hmmbuild程序基于上一

步得到的序列构建该物种新的隐马尔科夫模型，

之后再重复第 1步得到 SOD 基因家族的候选成

员。使用在线程序 NCBI-CDD (https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/cdd/)和Pfam (http://www. sanger. ac.uk/
software/pfam/)进一步分析其保守结构域，剔除

不含 SOD保守结构域的序列和冗余序列；然后

使用 BLASTN将得到的序列比对到基因组文件中

以确定是否有遗漏的基因 (假基因)；最后使用线

上 BLASTN将得到的序列比对到 NT/NR库中对

获得的候选序列进行准确性检验，最终获得的基

因则为该物种 SOD 家族基因。将上述中央种子

目物种和拟南芥 SOD 基因准确鉴定后，使用本

地 BLASTN将准确鉴定的 SOD 基因家族成员序

列比对到裸果木叶组织转录本中，得到裸果木

SOD 基因家族成员 CDS序列，当比对结果中出

现多个可变剪切体时，根据同源性选择最长的

CDS 序列用于后续分析。
 1.3.2   系统进化关系重建、基因结构和蛋白保守

基序分析

根据基因鉴定结果，使用 6个中央种子目物
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种和拟南芥 SOD 基因家族各成员的 CDS序列构

建系统进化树。使用基于最大似然的 PhyML-
3.1软件[22]对上述 7个物种的 SOD 基因进行系统

发生关系推断。模型预测用 jModelTest软件 [23]

进行，依照赤池信息标准 (AICc)计算得到最优模

型。PhyML-3.1软件序列类型选择 interleaved，
模型选择使用上述预测的最优模型，最优进化树

的搜寻方法选择 SPR法，Bootstrap设置为 1 000
代，其他参数选择默认值。使用在线绘制软件

GSDS  2.0绘制基因结构图 [24](http://gsds.gao-lab.
org/)。利用在线网站 MEME[25] (http://meme-suite.
org/tools/meme)对裸果木 SOD 基因家族成员进行

蛋白保守基序分析，根据 P 值设置基序的最大数

值设为 7，基序的长度设置介于 6~200之间，其

他参数使用默认参数。对得到的保守基序使用

CDD进行功能注释。
 1.3.3   蛋白质理化性质和选择压力分析

使用 ExPASy  (https://web.expasy.org/protpar-
am/)在线工具对鉴定的裸果木 SOD蛋白序列进

行蛋白质理化性质分析。参考 IVANOVA等[26]的

分析策略，使用 KaKs_Calculator 2.0软件计算中

央种子目 6个物种 SOD 基因家族各成员受到的

选择压力。
 1.3.4   基因表达量计算与分析

基因表达量计算使用 Bowtie2 2.2.9进行。将

裸果木 SOD 基因家族各成员的 CDS序列比对到

叶片转录物组数据中，用自编 Perl语言脚本统计

比对上的读段数。表达量 (RPKM)表示为每百万

读段比对到基因每 kb碱基上的读段数。使用

SPSS 22.0的单因素方差 (one-way ANOVA)分析

处理间的差异显著性 (P<0.05)。
 1.3.5   cSNP位点分析和蛋白质结构比较

使用 MEGA X软件对 6个中央种子目物种

SOD 基因序列进行比对，分析裸果木 FSD1 和

CSD1 基因序列的非同义性单核苷酸多态性位点

(coding-regionSNP，cSNP)。FSD1和 CSD1蛋白

质同源建模使用 Modeller 软件[27]完成，同源模板

搜索使用 SWISS-MODEL[28]在线服务 (https://swis-
smodel.expasy.org/interactive)和NCBI-BLASTP完

成。根据模版搜索结果，FSD1选择拟南芥 FSD2
蛋白衍射晶体结构 7BJK (2.3  Å)和豇豆 (Vigna
unguiculata) FSD蛋白衍射晶体结构 1UNF (2.0 Å)
作为共同模版；CSD1蛋白质同源模板选择菠菜

CSD蛋白质衍射晶体结构 1SRD (2.0 Å)作为模

板。分别使用 Modeller多模版建模和单模板建模

完成裸果木 FSD1和 CSD1蛋白质建模，每个蛋

白质共构建 100个模型，然后使用DOPE和GA341
两种方法进行评估并选择最优模型用于后续分

析。蛋白质活性口袋分析使用在线工具 PROTEI-
NS PLUS软件 (https://proteins.plus/)进行。使用

软件 missense3d (http://missense3d.bc.ic.ac.uk/miss-
ense3d/)完成蛋白质定点突变预测。最后使用

VMD 1.9.4软件[29]完成 FSD1和 CSD1蛋白质 3D
结构的比较和可视化展示。

 2   结果与分析

 2.1    裸果木 SOD基因结构、系统发生关系及基序

分析

基因鉴定结果 (表 1)表明：拟南芥 SOD 基因

家族共包含 FSD、CSD 和 MSD 3个亚家族，每

个亚家族分别有 4、3和 2个家族成员。6个中央

种子目植物与拟南芥相似，均由 FSD、CSD 和
MSD 3个亚家族组成。藜科植物 SOD 基因家族

均由 2个 FSD、4个 CSD 和 1个 MSD 基因组成，

而石竹科植物 SOD 基因家族成员组成差异较

大。裸果木和海滨蝇子草 SOD 基因家族均包含

7个家族成员，分别是 2个 FSD、3个 CSD 和 2
个 MSD；与裸果木不同，细小蝇子草基因组只包

含 6个 SOD 基因家族成员，分别是 2个 FSD、

3个 CSD 和 1个 MSD。基因家族系统发生关系

(图 1)显示：6个中央种子目植物 SOD 基因 FSD、

CSD 和  MSD  3个亚家族基因聚为 3个主要分

支，Bootstrap 支持率分别为 0.80、0.57和 0.99。
中央种子目植物和拟南芥 SOD 基因家族成

员基因结构 (图 2)显示：中央种子目植物 SOD 基

因家族大多数成员比较保守，有少数基因在藜科

植物和石竹科植物中存在较大差异。除海滨蝇子

草 FSD2 基因有 7个外显子外，其他 FSD1 和

FSD2 基因均为 8外显子 7内含子结构，基因全

长介于 3.8~6.3 kb之间。值得注意的是，细小蝇

子草和海滨蝇子草 CSD4 基因为 4外显子 3内含

子结构，但是藜科植物 CSD4 基因均有 6个外显

子，CDS序列比对发现裸果木 CDS序列长度与

藜科植物相同，推测裸果木 CSD4 基因结构也为

6外显子 5内含子结构。蛋白保守基序预测结果

(图 3)显示：藜科植物和石竹科植物 CSD4 均只
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表 1   中央种子目植物和拟南芥 SOD 基因家族成员鉴定结果

Tab. 1    Identification of SOD gene family members in Centrospermae plants and Arabidopsis thaliana
 

物种和基因

species and gene
科

family
基因位置

genomic location
mRNA登录号

mRNA accession number

Arabidopsis thaliana FSD1 十字花科 Cruciferae NC_003075.7：12 886 501-12 884 649 NM_179 109.3
Arabidopsis thaliana FSD2 NC_003076.8：7 850 624-7 852 241 NM_122 237.4
Arabidopsis thaliana FSD3 NC_003076.8：20 775 635-20 773 357 NM_001344920.1
Arabidopsis thaliana FSD3A NC_003075.7：271 879-271 487 NM_001160723.1
Arabidopsis thaliana CSD1 NC_003070.9：2 827 700-2 828 807 NM_100 757.4
Arabidopsis thaliana CSD2 NC_003071.7：12 014 548-12 016 119 NM_128 379.4
Arabidopsis thaliana CSD3 NC_003076.8：5 987 221-5 988 706 NM_121 815.3
Arabidopsis thaliana MSD1 NC_003074.8：3 418 015-3 419 581 NM_111 929.4
Arabidopsis thaliana MSD2 NC_003074.8：20 895 625-20 894 155 NM_115 493.4
Gymnocarpos przewalskii FSD1 石竹科 Caryophyllaceae * *
Gymnocarpos przewalskii FSD2 * *
Gymnocarpos przewalskii CSD4 * *
Gymnocarpos przewalskii CSD1 * *
Gymnocarpos przewalskii CSD3 * *
Gymnocarpos przewalskii MSD1 * *
Gymnocarpos przewalskii MSD2 * *

Heliosperma pusillum FSD1 JAIUZE010018124.1：11 847-15 799 *
Heliosperma pusillum FSD2 JAIUZE010000002.1：140 516-136 928 *
Heliosperma pusillum CSD4 JAIUZE010067092.1：3 384-5 050 *
Heliosperma pusillum CSD1 JAIUZE010073259.1：285 813-288 035 *
Heliosperma pusillum CSD1A JAIUZE010070098.1：178 071-179 888 *
Heliosperma pusillum MSD1 JAIUZE010008127.1：79 107-76 112 *
Silene uniflora FSD1 JAGPOY010018870.1：5 491-2 120 *
Silene uniflora FSD2 JAGPOY010002330.1：7 452-11 037 *
Silene uniflora CSD4 JAGPOY010003172.1：23 432-25 100 *
Silene uniflora CSD1 JAGPOY010001333.1：40 498-38 310 *
Silene uniflora CSD1A JAGPOY010011427.1：964-0 *
Silene uniflora MSD1 JAGPOY010014232.1：7 069-2 430 *
Silene uniflora MSD2 JAGPOY010011731.1：4 295-262 *
Beta vulgaris FSD1 藜科 Chenopodiaceae NC_025816.2：6 234 788-6 228 677 *
Beta vulgaris FSD2 NC_025818.2：40 177 518-40 172 416 *
Beta vulgaris CSD4 NC_025816.2：4 914 930-4 919 486 *
Beta vulgaris CSD1 NC_025815.2：15 147 045-15 150 139 XM_048643263.1
Beta vulgaris CSD2 NC_025820.2：8 642 105-8 643 606 XM_010690943.3
Beta vulgaris CSD3 NW_017567370.1：79 949-75 243 XM_048641553.1
Beta vulgaris MSD1 NC_025813.2：38 245 103-38 248 668 XM_010672327.3
Spinacia oleracea FSD1 NW_018931542.1：472 076-476 008 *
Spinacia oleracea FSD2 NW_018931921.1：9 755-14 589 *
Spinacia oleracea CSD4 NW_018931441.1：557 804-561 552 *
Spinacia oleracea CSD1 NW_018933314.1：21 108-24 616 XM_021980495.1
Spinacia oleracea CSD2 NW_018931532.1：503 914-502 172 XM_021992599.1
Spinacia oleracea CSD3 NW_018931535.1：211 206-208 540 XM_021992686.1
Spinacia oleracea MSD1 NW_018932804.1：356 909-364 539 XM_022007118.1
Chenopodium pallidicaule FSD1 MATR01001300.1：30 440-27 605 *
Chenopodium pallidicaule FSD2 MATR01000265.1：180 148-176 382 *
Chenopodium pallidicaule CSD1 MATR01000264.1：257 344-260 369 *
Chenopodium pallidicaule CSD4 MATR01000261.1：320 327-316 450 *
Chenopodium pallidicaule CSD2 MATR01000024.1：784 224-782 104 *
Chenopodium pallidicaule CSD3 MATR01001549.1：14 852-21 045 *
Chenopodium pallidicaule MSD1 MATR01000148.1：624 885-628 670 *

注：“*”代表本研究鉴定的基因。

Note: “*” represents the genes identified in this study.
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包含 cl33606超家族结构域 (PLN02957)，所以推

测其功能并没有变化。裸果木 SOD 基因家族包

含 8个 motif，其中 CSD 亚家族包含 motif4和

motif7，但 CSD4 只有motif4。FSD 亚家族和 MSD
亚家族均包含 motif2、motif6、motif3和 motif1，
且 5′端均为 motif2，二者不同的是 MSD 亚家族

还包含 motif5。NCBI-CDD检测结果显示：mo-
tif5是 MSD 亚家族特有的保守基序。

 2.2    裸果木 SOD基因选择压力和蛋白质理化性

质分析

由表 2可知：裸果木 SOD 基因家族非同义

突变率/同义突变率 (Ka/Ks)值均小于 1，故认为裸

果木 SOD 基因家族受到纯化选择；裸果木

SOD 基因家族编码 152~306个氨基酸，分子量介

于 15 109.74~32 884.70之间；该基因家族均为亲

水性蛋白质，且多数为不稳定蛋白质 (不稳定系

数>30)。

 2.3    裸果木叶片 SOD活性及其基因表达量

由图 4a~g可知：裸果木 SOD 基因家族 7个

成员均在叶片中表达，其中 FSD1 和 CSD1 的表

达量最高。随着 NaCl质量分数的增加，CSD1 的

表达量呈先升高后降低的变化趋势，并在 0.5%
NaCl处理下达到最高，较 CK处理显著高 52.53%。

FSD1 基因表达与 CSD1 有明显差异，受到 NaCl
胁迫时，FSD1 基因表达量呈上调—下调—上调

的调节模式，并在 0.5% NaCl处理时达到最高，

显著高于 CK处理的表达量，为 CK处理的 1.84
倍。CSD3 基因与 MSD1 和 MSD2 基因的表达模

式不同，在 0~1.5% NaCl处理时，CSD3 表达持

续上调，并在 1.5% NaCl时达到最大值，显著高于

CK处理；MSD2 基因的表达模式与 CSD1 基因相

似，随 NaCl质量分数的升高呈先上调后下调的

表达模式，但下降幅度较 CSD1 基因小。FSD2
基因和 CSD4 基因表达量最低，其中 CSD4 基因

 

FSD

MSD

CSD 
注：分枝节点数字表示 bootstrap值。

Note：Branch numbers indicate bootstrap values.

图 1    中央种子目物种 SOD 基因家族系统发生树

Fig. 1    Phylogenetic tree of SOD gene family of Centrospermae species
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Arabidopsis thaliana CSD2
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Chenopodium pallidicaule CSD2
Spinacia oleracea CSD2
Arabidopsis thaliana CSD3
Chenopodium pallidicaule CSD3
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Arabidopsis thaliana CSD1
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Heliosperma pusillum CSD1
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Silene uniflora CSD1A
Beta vulgaris CSD4
Chenopodium pallidicaule CSD4
Spinacia oleracea CSD4
Heliosperma pusillum CSD4
Silene uniflora CSD4

Arabidopsis thaliana FSD1
Beta vulgaris FSD1
Chenopodium pallidicaule FSD1
Spinacia oleracea FSD1
Heliosperma pusillum FSD1
Silene uniflora FSD1
Arabidopsis thaliana FSD2
Beta vulgaris FSD2
Spinacia oleracea FSD2
Chenopodium pallidicaule FSD2
Heliosperma pusillum FSD2
Silene uniflora FSD2
Arabidopsis thaliana FSD3
Arabidopsis thaliana FSD3A

Arabidopsis thaliana MSD1
Arabidopsis thaliana MSD3
Beta vulgaris MSD1
Chenopodium pallidicaule MSD1
Spinacia oleracea MSD1
Heliosperma pusillum MSD1
Silene uniflora MSD1
Silene uniflora MSD1

5′ 3′
7 kb6 kb5 kb4 kb3 kb2 kb1 kb0 kb

5′ 3′
6 kb5 kb4 kb3 kb2 kb1 kb0 kb

5′ 3′
6 kb5 kb4 kb3 kb2 kb1 kb0 kb

外显子 CDS 上/下游非编码区 upstream/downstream non-coding region 内含子 intron 

图 2    中央种子目物种 SOD 基因家族成员结构

Fig. 2    Family member structure of SOD gene in Centrospermae species
 

蛋白质
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6
7 

图 3    裸果木 SOD 基因家族基序分析

Fig. 3    Motif analysis of SOD gene family in Gymnocarpos przewalskii
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对盐胁迫条件响应的敏感度较低，在 4个 NaCl
质量分数梯度下表达量变化差异不大。

裸果木幼苗叶片 SOD活性随 NaCl质量分数

的增加呈先上升后降低的变化趋势 (图 4h)，且各

处理间叶片 SOD活性变化差异显著。0.5% NaCl
处理下，SOD活性显著高于其他 3个处理，分别

是 0、1.5%和 2.5% NaCl处理的 1.85倍、1.37倍

和 2.16倍。说明随着 NaCl胁迫的产生，SOD已

经产生了明显的抗氧化作用；当 NaCl质量分数

达到 2.5%时，SOD活性降至最低，但与 CK之

间差异不显著，表示此时的 NaCl处理对裸果木

幼苗叶片产生的盐胁迫作用已经超过 SOD的作

用上限，对植物机体产生了严重危害。

 2.4    裸果木 FSD1 和 CSD1 基因非同义 cSNP位

点和蛋白质结构分析

由图 5可知：FSD1 和 CSD1 基因 CDS序列

分别存在 12个和 3个非同义 cSNP位点，其中

FSD1 基因的 12个非同义 cSNP位点导致编码的

9个氨基酸发生突变，FSD1 基因的 3个 cSNP位

点导致编码的 3个氨基酸发生突变。

蛋白质结构比较结果显示：裸果木 FSD1蛋

白质的 9个突变位点并没有引起蛋白质构象的变

化。进一步研究发现， 3Ala-Thr和 41Arg-Gly
2个突变位点均由疏水性氨基酸突变为亲水性氨

基酸，185Lys-Glu由碱性氨基酸突变为酸性氨基

酸，与理化性质预测结果一致，上述 3个位点引

起裸果木 FSD1蛋白质亲水性增大和等电点降低

(表 3)。CSD1蛋白质结构比较结果显示 (图 6)：
裸果木 CSD1蛋白质 80Ser-Ala和 143Ile-Val变异

使得蛋白质活性中心由海滨蝇子草的 0.22 nm3 增

大到裸果木的 0.23 nm3。CSD1蛋白质是每个亚

基具有 Cu2+和 Zn2+的同源二聚体结构的寡聚蛋

白，每个 Cu2+离子与 4个组氨酸残基 (45、47、

62和 119位)配位，Zn2+与 3个组氨酸残基 (62、
70和 79位)和 1个天冬氨酸 (82位)残基配位，

2个金属离子通过 62His的咪唑桥相连共同构成

了每个亚基的活性中心。裸果木 CSD1蛋白质

80位氨基酸由亲水氨基酸突变为疏水氨基酸，失

去了 1个-OH，使得与 Zn2+离子配位的 82Asp范

德华力减弱 (裸果木和海滨蝇子草 80位氨基酸到

82位氨基酸之间的距离分别是 0.61和 0.60 nm)，
导致 82位氨基酸所在区域的 β折片与 80位所在

的无规则卷曲部分距离增大 (与 Zn2+配位的 79His
和 82Asp之间的距离也相应增大 )。又检测到

Cu2+和 79His (与 Zn2+配位)的距离由海滨蝇子草

的 1.05 nm增大到裸果木的 1.07 nm，但 79His以
及 70His与 Zn2+的距离并没有发生变化，推测裸

果木 CSD1蛋白质的 Zn2+和与其配位的 79His、
70His整体向远离 Cu2+方向偏移。为了验证推测

是否正确，检测了与 Cu2+和 Zn2+共同配位的 62His
到 Cu2+和 Zn2+之间的距离是否发生变化，结果显

示：62His的位置并未发生偏移，但是与 C原子

相连的咪唑基向 Zn2+的方向微弱偏移 (咪唑基

1号氧原子到 His中心碳原子的距离由海滨蝇子

草的 0.43 nm增大到裸果木的 0.44 nm)，结果符

合上述推测。此外，未检测到蛋白质的其他构象

变化，分布在蛋白质表面的突变位点可能只是引

起了蛋白质亲水性的改变。

 3   讨论

SOD作为清除 ROS的最关键酶之一，在维

持植物细胞稳态和抗氧化反应中起着重要的作

用。随着测序技术的不断应用和发展，SOD 基因

家族陆续在不同分类地位的物种中被克隆和鉴

定。朱雪天等 [30]研究发现：绿豆 (Vigna radiata)
SOD 基因家族包含 8个成员，FSD、CSD 和 MSD

 

表 2   裸果木 SOD 蛋白质理化性质分析

Tab. 2    Analysis of physical and chemical properties of Gymnocarpos przewalskii SOD protein
 

基因/多肽链

genes/polypetide chain
氨基酸数量

number of amino acids
分子量

molecular weight
等电点

isoelectric point
平均亲水性

average hydrophilicity
不稳定性系数

instability index
非同义替换率/同义替换率

Ka/Ks

CSD1 152 15 109.74 5.47 −0.10 20.91 0.10

CSD3 157 15 970.96 7.19 −0.13 17.39 0.12

CSD4 306 32 884.70 6.06 −0.10 36.54 0.54

FSD1 269 30 257.10 5.82 −0.35 37.58 0.13

FSD2 255 29 251.63 8.94 −0.28 45.02 0.15

MSD1 230 25 758.29 6.75 −0.40 44.83 0.08

MSD2 228 25 614.22 6.75 −0.37 42.50 0.05
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亚家族组成模式为 3∶4∶1；而葡萄 (Vitis vini-
fera)、油菜 (Brassica napus)和香蕉 (Musa nana)
SOD 基因家族分别含有 10、32和 12个成员，

3个亚家族组成模式分别为 2∶6∶2、10∶12∶
10和 2∶6∶4[31-33]。本研究利用叶组织的转录组

数据初步鉴定了裸果木 SOD 基因家族组成，它

包含 7个 SOD 家族成员，FSD、CSD 和 MSD 亚

家族组成模式为 2∶3∶2，但由于缺少裸果木全

基因组数据，因此无法判断是否包含了 SOD 基

因家族的全部成员 (SOD 基因存在组织特异性表

达)。根据中央种子目 6个物种 SOD 基因家族组

成和系统发生关系推断本研究鉴定的裸果木 SOD
基因家族成员较为完善。石竹科和藜科植物的

SOD 基因家族包含 6~7个家族成员，其中石竹科

的裸果木和海滨蝇子草均包含 7个 SOD 家族基

因，FSD、CSD 和 MSD 亚家族组成模式均为

2∶3∶2，但石竹科的细小蝇子草只有 6个 SOD
家族基因，与裸果木和海滨蝇子草相比缺少

MSD2。藜科植物基因组均包含 7个 SOD 基因，

3个亚家族组成模式均为 2∶4∶1。由此证明：

在不同类群或相同类群的植物体中，尽管 SOD
基因家族均由 3个亚家族构成，但家族成员数量

和亚家族数量组成模式存在较大差异。值得注意

的是，裸果木 SOD 基因家族组成模式与藜科植

物和石竹科植物均不同，裸果木保留了与藜科植

物同源的 CSD3 基因，但删除了与石竹科植物同

源的 CSD1A 基因，推测藜科和石竹科植物的 SOD
基因家族在不同谱系中各亚家族成员又经历了不

同的基因复制和删除事件，导致裸果木 SOD 基

因家族成员同时具有石竹科和藜科植物 SOD 基
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注/ Note: *. P<0.05，**. P<0.01，***. P<0.001.

图 4    不同质量分数 NaCl 处理下裸果木叶片 SOD 基因表达量 (a~g) 和 SOD 酶活性 (h)
Fig. 4    SOD gene expression level (a-g) and enzyme activity (h) in G. przewalskii leaves under different mass fractions of NaCl
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表 3   裸果木和海滨蝇子草 FSD1 和 CSD1 蛋白质理化性质分析

Tab. 3    Physicochemical properties of FSD1 and CSD1 proteins in G. przewalskii and Silene uniflora
 

物种/多肽链

species/polypetide chain
氨基酸数量

number of amino acids
分子量

molecular weight
等电点

isoelectric point
平均亲水性

average hydrophilicity
不稳定性系数

instability index
S. uniflora FSD1 269 30 047.07 6.39 −0.276 29.82
G. przewalskii FSD1 269 30 257.10 5.82 −0.350 37.58
S. uniflora CSD1 152 15 198.85 5.71 −0.186 18.47
G. przewalskii CSD1 152 15 109.74 5.47 −0.100 20.91

 

FSD1

CSD1

 

图 5    裸果木 FSD1 和 CSD1 基因 cSNP 变异位点

Fig. 5    cSNP mutation sites of FSD1 and CSD1 genes in G. przewalskii
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图 6    裸果木和海滨蝇子草 CSD1 蛋白质结构分析

Fig. 6    Analysis of CSD1 protein structure in G. przewalskii and Silene uniflora
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因家族成员的组成特征。

随着中国土壤盐渍化程度日趋严重，盐碱胁

迫已成为限制植物生长发育的主要非生物胁迫。

在盐胁迫下，植物叶片的光能利用率和 CO2 同化

率均会受到不同程度的抑制，导致叶绿体在光合

电子传递过程中产生大量 ROS，严重影响植物的

光合效率和正常生长[34]。SOD 基因家族成员亚细

胞定位研究结果显示：FSD 和 CSD 主要在叶绿

体中表达，在高质量分数 NaCl胁迫下，叶绿体

中的抗氧化酶系统在抗氧化胁迫中起关键作用。

早在 1994年对转基因烟草的研究中就发现：叶

绿体中 FSD 和 CSD 的过量表达提高了植物对氧

化胁迫耐受能力，但 MSD 的过量表达并没有缓

解叶片被氧化的现状[35]。本研究结果发现：FSD1
和 CSD1 是裸果木叶片中的主要表达基因，并且

对 NaCl胁迫的变化最为敏感，二者 RPKM均在

0.5% NaCl处理时达到最大值，且显著高于 CK
处理，分别为 CK处理的 1.84倍和 1.52倍；CSD3
和 MSD1/2 在受到 NaCl胁迫时变化明显，RPKM
在 60~200之间，CSD4 对 NaCl胁迫响应比较迟

钝，这可能与植物中 SOD 基因存在时空特异性

表达有关[2]。上述结果表明：FSD1 和 CSD1 基因

表达量的上调为裸果木在盐胁迫下叶绿体能够正

常进行光合作用提供了保障，这可能是裸果木具

有较强耐盐胁迫能力的主要因素之一。

已有大量研究证实了 cSNP直接与遗传表型

相关，因此研究 cSNP有助于解释不同种群的表

型差异及对不同环境因子的响应机制[36-37]。海滨

蝇子草生长于沿海和矿山等地区，长期遭受盐碱

和重金属等非生物胁迫，经过长期的自然选择与

进化，对盐胁迫具有较好的适应能力，分子进化

学研究结果显示：尽管不同类群的海滨蝇子草对

盐碱胁迫适应的分子机理存在差异，但均表现出

对盐碱环境较好的耐受性[38]。本研究显示：与海

滨蝇子草相比，裸果木 FSD1 中的变异位点导致

FSD1蛋白质亲水性升高和等电点降低。蛋白质

亲水性升高会导致蛋白质在溶液中的溶解度增

大，有利于蛋白质再积累；等电点降低会使得蛋

白质带的正电荷增多，有利于提高 FSD1的催化效

率。此外，裸果木 CSD1 基因存在的 238位 cSNP
位点导致蛋白质 80位氨基酸变异，结果使得

CSD1蛋白质活性中心体积增大，在相同条件下

更有利于催化反应的进行，从而增加其在逆境条

件下清除过量自由基的能力，具体机理尚需进一

步试验验证。

 4   结论

裸果木叶组织中共鉴定到 7个 SOD 成员，

FSD、CSD 和 MSD  3个亚家族组成模式为 2∶
3∶2，它们共包含 7个蛋白保守基序，且均为亲

水性蛋白质。盐胁迫下，FSD、CSD1、CSD3 和

MSD2 基因在叶组织中的表达显著上调，其中

FSD1 和 CSD1 基因表达最高，是叶组织 SOD酶

活性升高的主要原因，能有效地保护叶绿体免受

盐胁迫引起的氧化损伤。此外，裸果木 FSD1 和

CSD1 基因存在的变异位点可能会导致蛋白质催

化活性增强。
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