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摘要：为了研究水稻胚胎发育后期丰富蛋白基因ＯｓＬＥＡ５ｃ的抗逆性，利用ＲＴ－ＰＣＲ技术从水稻中
克隆到ＯｓＬＥＡ５ｃ的ｃＤＮＡ。序列分析表明，ＯｓＬＥＡ５ｃ基因的读码框为４５６ｂｐ，编码１个由１５１个
氨基酸残基组成的蛋白。蛋白分子量为１６．５５ｋＤ，等电点为５．０７。ＯｓＬＥＡ５ｃ蛋白的平均亲水系
数（ＧＲＡＶＹ）为０．０２０，为疏水蛋白。ＯｓＬＥＡ５ｃ蛋白的４４－１４０位氨基酸残基形成ＬＥＡ＿２结构
域。进化树分析表明，ＯｓＬＥＡ５ｃ属于第５组ＬＥＡ蛋白的Ｃ亚组。ＯｓＬＥＡ５ｃ与５Ｃ亚组ＬＥＡ蛋白
的氨基酸一致性为４５．１４％～６１．５９％。利用基因重组技术构建的原核表达载体ｐＥＴ３２ａ－Ｏｓ－
ＬＥＡ５ｃ，转化到Ｅ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１ｐＬｙｓＳ菌株中，诱导得到３４ｋＤ的融合蛋白。ＯｓＬＥＡ５ｃ在大肠杆菌
中的表达增加了大肠杆菌对高温、高盐、高渗透压和反复冻融的抗性。ＯｓＬＥＡ５ｃ基因在水稻抗逆
和种子成熟脱水过程中发挥重要作用。
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　　我国是世界最大的水稻生产国和消费国，水稻
是我国第一大粮食作物。水稻生产不仅担负确保我
国粮食安全的重任，而且肩负实现种粮增效、稻农
增收和全面推进新农村建设的重大使命。但是，在
水稻生产过程中，高温、干旱、低温、洪涝、病虫害等
生物和非生物逆境因子都会引起水稻减产、降低稻
米品质，从而造成巨大的经济损失。采用分子生物
学手段，从水稻中克隆抗逆关键基因，在分析基因功
能的基础上，将其转化到目标水稻品种中，是改良水
稻品种的一种有效手段，对于提高人们生活水平和
增加农民经济收入都有着重要意义。
胚胎发育后期丰富蛋白（ｌａｔｅ　ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ　ａｂｕｎ－

ｄａｎｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ，ＬＥＡ）广泛存在于高等植物中，自１９８１年
从棉花胚胎发育后期的子叶中发现ＬＥＡ蛋白［１］以来，
在近２０种高等植物发育种子中均检测到ＬＥＡ蛋白，
在细菌、真菌和动物中也发现ＬＥＡ蛋白基因的存
在［２－４］。不同类型ＬＥＡ蛋白的功能存在差异，但其主
要在植物抵抗干旱、高盐、高渗透压、低温、损伤等方面
发挥作用［５－８］。ＬＥＡ蛋白家族基因的表达受植物的发
育阶段控制，许多ＬＥＡ蛋白家族基因伴随着种子或胚
胎的成熟大量表达，而在种子萌发时很快消失，这是

ＬＥＡ蛋白基因在植物种子发育过程中呈现的特定表达
模式［９］，因此，ＬＥＡ蛋白是水稻、玉米、小麦等重要粮食
作物种子的重要成分。利用ＬＥＡ家族基因改良作物，
不仅可以提高作物的抗逆性，而且可以提高稻米、面粉
的蛋白含量，改善其品质。
在研究水稻抗逆机制的过程中，根据ＧｅｎＢａｎｋ

中查找到的基因候选序列，克隆到了１个ＬＥＡ蛋白
基因ＯｓＬＥＡ５ｃ，对其编码蛋白特征进行了分析，并
在大肠杆菌中表达了 ＯｓＬＥＡ５ｃ蛋白，检测 Ｏｓ－
ＬＥＡ５ｃ转化大肠杆菌抵抗高温、高盐、高渗透和冻
融的能力，以期为该基因在生产上的应用奠定基础。

１　材料和方法

１．１　植物材料及主要试剂
将中花１１号水稻（Ｏｒｙｚａ　ｓａｔｉｖａ　ｃｖ．Ｚｈｏｎｇｈｕａ

１１）种子用蒸馏水洗涤多次后，２８℃培养箱中浸种

２～３ｄ，待水稻萌发露白后播种到装有营养土的小
桶中，在自然条件下生长。取水稻幼苗的叶片，用于
水稻ＲＮＡ的提取。
大肠杆菌ＴＯＰ　１０菌株、ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ菌

株和表达质粒ｐＥＴ－３２ａ（＋）均为重庆三峡学院生命
科学与工程学院实验室保存。ＴＲＩｚｏｌ试剂、反转录
试剂盒、ＰＭＤ１８－Ｔ载体、ＤＮＡ胶回收试剂盒、限制
性内切酶、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、ＳＹＢＲ　Ｐｒｅｍｉｘ　Ｅｘ

ＴａｑＴＭ（Ｐｅｒｆｅｃｔ　Ｒｅａｌ　Ｔｉｍｅ）试剂盒等购于ＴａＫａＲａ
公司。引物由上海英俊生物技术有限公司合成，其
他常规药品均为分析纯。

１．２　ＲＮＡ提取和ＯｓＬＥＡ５ｃ基因ｃＤＮＡ的克隆
参照ＴＲＩｚｏｌ使用说明书，采用 ＴＲＩｚｏｌ试剂一

步法提取水稻总ＲＮＡ。变性琼脂糖凝胶电泳检测

ＲＮＡ的完整性，紫外分光光度计测定ＲＮＡ浓度和
纯度。取１μｇ　ＲＮＡ为反转录模板，ＲＮＡ反转录参
见ＴａＫａＲａ　ＲＮＡ　ＰＣＲ　Ｋｉｔ（ＡＭＶ）Ｖｅｒ．３．０试剂盒
说明书进行。
根据ＧｅｎＢａｎｋ中查找到的ＯｓＬＥＡ５ｃ基因候选

序列（ＮＰ＿００１０５６４４９），用序列处理在线工具包
（ＳＭＳ）生物软件网ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂｉｏ－ｓｏｆｔ．ｎｅｔ／ｓｍｓ
查找其最大开放阅读框序列，采用Ｐｒｉｍｅｒ　Ｐｒｅｍｉｅｒ
５．０ 软 件 设 计 引 物 ＯｓＬＥＡ５ｃｆ（５′－ＧＡＴＡ－
ＡＴＴＴＣＡＣＴＣＣＡＧＣＧＴＧＣ－３′）和 ＯｓＬＥＡ５ｃｒ（５′－
ＣＧＧＡＧＴＴＧＧＴＴＧＡＴＧＡＧＡＴＴＡ－３′）。以水稻幼
苗的ｃＤＮＡ 为模板，利用引物 ＯｓＬＥＡ５ｃｆ和 Ｏｓ－
ＬＥＡ５ｃｒ扩增ＯｓＬＥＡ５ｃ基因的读码框序列。序列扩
增条件为９４℃变性２ｍｉｎ；９４℃３０ｓ、５６℃３０ｓ、

７２℃１ｍｉｎ，循环３５次；７２℃延伸１０ｍｉｎ。电泳
回收扩增产物，与ｐＭＤ１８－Ｔ载体连接，转化Ｅ．ｃｏｌｉ
ＴＯＰ　１０，在ＰＣＲ初步鉴定的基础上，提取质粒酶切
鉴定，阳性克隆送交上海英俊生物技术有限公司进
一步测序鉴定。

１．３　ＯｓＬＥＡ５ｃ蛋白的生物信息学分析
用序列处理在线工具包（ＳＭＳ）生物软件网ｈｔ－

ｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂｉｏ－ｓｏｆｔ．ｎｅｔ／ｓｍｓ将ＯｓＬＥＡ５ｃ基因核
苷酸序列翻译为蛋白序列，在线分析（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．
ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ）蛋白的氨基酸组
成、分子量、等电点、不稳定系数和亲水系数，采用

Ｐｆａｍ 程序（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／Ｔｏｏｌｓ／Ｉｎｔｅｒ－
ＰｒｏＳｃａｎ／）进行结构域在线分析，使用在线网站（ｈｔ－
ｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ）构建蛋白
亲水性图谱，采用ｉＰＯＳＯＲＴ（ｈｔｔｐ：／／ｉｐｓｏｒｔ．ｈｇｃ．
ｊｐ／）预测蛋白的信号肽和亚细胞定位，采用ＤＮＡ－
ＭＡＮ软件计算蛋白序列的一致性、构建进化树，采
用 ＣｌｕｓｔａｌＷ２．０（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／Ｔｏｏｌｓ／

ｍｓａ／ｃｌｕｓｔａｌｗ２／）进行多序列比对。

１．４　构建表达载体与融合蛋白的诱导表达
根据ＯｓＬＥＡ５ｃ基因序列，设计正向引物 Ｏｓ－

ＬＥＡ５ｃ－ｂ　ｆ（５′－ＣＡＴＧＣＣＡＴＧＧＧＣＡＴＧＴＣＧＡＧＣＴＴ－
ＧＡＴＧＧＡＣ －３′）和 反 向 引 物 ＯｓＬＥＡ５ｃ－ｂ　ｒ（５′－
ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＣＧＧＡＧＴＴＧＧＴＴＧＡＴＧＡＧＡ－３′），在
引物中分别引入 ＮｃｏⅠ和 ＨｉｎｄⅢ 酶切位点，以

９１　第９期 胡廷章等：水稻ＯｓＬＥＡ５ｃ基因的克隆、表达和抗逆性分析



ＯｓＬＥＡ５ｃ为模板，扩增ＯｓＬＥＡ５ｃ的读码框序列。将
扩增序列克隆到ｐＥＴ３２ａ载体的ＮｃｏⅠ和ＨｉｎｄⅢ酶
切位点之间，转化Ｅ．ｃｏｌｉ　ＴＯＰ１０，经菌落ＰＣＲ初步鉴
定、ＮｃｏⅠ和ＨｉｎｄⅢ双酶切鉴定和测序鉴定，得到正
确的表达载体 ｐＥＴ３２ａ－ＯｓＬＥＡ５ｃ。用 ｐＥＴ３２ａ－Ｏｓ－
ＬＥＡ５ｃ质粒转化的Ｅ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ，命名为

ＢＬ／ＯｓＬＥＡ５ｃ。ｐＥＴ３２ａ转化的Ｅ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１（ＤＥ３）

ｐＬｙｓＳ命名为ＢＬ／ｐＥＴ３２ａ。
分别挑取 ＢＬ／ＯｓＬＥＡ５ｃ和 ＢＬ／ｐＥＴ３２ａ单菌

落，接种到含１００μｇ／ｍＬ氨苄青霉素的ＬＢ液体培
养基中，振荡培养１６ｈ后，以１∶１００转接到含

１　０００μｇ／ｍＬ氨苄青霉素的 ＬＢ 液体培养基中，

３７℃振荡培养２～３ｈ，当ＯＤ６００为０．６～０．８，加入

ＩＰＴＧ至其终浓度为０．８ｍｍｏｌ／Ｌ，３７℃培养４ｈ，诱
导表达。收集诱导前和诱导表达后的菌液，进行

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳、考马斯亮蓝染色。

１．５　重组大肠杆菌的抗逆性分析
将ＢＬ／ＯｓＬＥＡ５ｃ和ＢＬ／ｐＥＴ３２ａ用ＩＰＴＧ诱导培

养４ｈ后，将菌液调节至ＯＤ６００为１．０。为了测试重组
菌的抗盐能力和抗渗透压能力，在含１００μｇ／ｍＬ氨苄
青霉素和０．８ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ的ＬＢ培养基中分别加
入０、１００、２００、３００、４００、５００、６００ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ和

６００、８００、１　０００、１　２００、１　４００、１　６００ｍｍｏｌ／Ｌ的山梨
醇，取１００μＬ稀释１０倍的菌液，分别涂布于上述培
养基制成的平板中。为了测试重组菌的抗高温能力，
取１ｍＬ菌液进行高温（５０℃）处理，分别于处理０、

０．５、１．０、１．５、２．０、２．５、３．０ｈ时取出１００μＬ样品，将
样品稀释１０倍后取１００μＬ涂于含１００μｇ／ｍＬ氨苄
青霉素和０．８ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ的ＬＢ平板。为了测试
重组菌的抗冻融能力，取１ｍＬ菌液在－８０℃冷冻

３０ｍｉｎ，置于室温解冻３０ｍｉｎ，分别冻融循环０、２、４、

６、８、１０、１２次，各取出１００μＬ样品，将样品稀释１０倍
后取１００μＬ涂于含１００μｇ／ｍＬ氨苄青霉素和０．８
ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ的ＬＢ平板。将涂布的平板于３７℃培
养，菌落计数。

２　结果与分析

２．１　ＯｓＬＥＡ５ｃ基因的分离
采用ＲＴ－ＰＣＲ技术，从中花１１号水稻幼苗中

分离到１个约５２０ｂｐ的特异片段。利用ＴＡ克隆
策略将该ｃＤＮＡ片段直接克隆到ＰＭＤ１８－Ｔ载体
中，连接转化大肠杆菌 ＴＯＰ　１０，经ＰＣＲ和酶切鉴
定，进一步测序确证分离到的片段与ＯｓＬＥＡ５ｃ基因
候选序列一致。

２．２　ＯｓＬＥＡ５ｃ基因编码蛋白

ＯｓＬＥＡ５ｃ 含 有 ４５６ｂｐ　ＯＲＦ（ｏｐｅｎ　ｒｅａｄｉｎｇ
ｆｒａｍｅ），起始密码子是 ＡＴＧ，终止密码子是 ＴＡＡ，
编码的蛋白由１５１个氨基酸残基组成，该蛋白富含
亮氨酸 （９．９３％）、丝氨酸 （８．６１％）和天冬氨酸
（８．６１％），色氨酸和谷 氨 酰 胺 含 量 低，分 别 为

１．３２％和０．６６％。蛋白分子量为１６．５５ｋＤ，等电点
为５．０７，是一种酸性蛋白；不稳定参数为２３．５４，属
于稳定蛋白。在４４－１４０位氨基酸处含有ＬＥＡ家
族第５组Ｃ亚组的特征结构域ＬＥＡ＿２（ＰＦ０３１６８，

１ｅ－２０），说明该蛋白属于ＬＥＡ家族第５组Ｃ亚组。
由于ＯｓＬＥＡ５ｃ蛋白没有 Ｎ－端信号肽，也没有跨膜
区，推测ＯｓＬＥＡ５ｃ蛋白定位于细胞质中。

２．３　ＯｓＬＥＡ５ｃ蛋白的疏水性／亲水性分析
疏水性／亲水性分析显示，ＯｓＬＥＡ５ｃ蛋白是疏

水蛋白，平均亲水系数（ＧＲＡＶＹ）为０．０２０，３个主
要的疏水区分布在蛋白序列Ｃ－端的结构域ＬＥＡ＿２
中（图１）。

图１　ＯｓＬＥＡ５ｃ蛋白的疏水性和亲水性分析
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２．４　ＯｓＬＥＡ５ｃ蛋白的系统进化树和同源性分析
为了解植物的胚胎发育后期蛋白５Ｃ亚组蛋白间

的亲缘关系，分析来自不同植物的５Ｃ亚组ＬＥＡ蛋白
的系统发生和同源性。５Ｃ亚组ＬＥＡ蛋白进化分析
结果见图２。水稻ＯｓＬＥＡ５ｃ（ＮＰ＿００１０５６４４９）蛋白和
其他５Ｃ亚组ＬＥＡ蛋白都具有特征结构域ＬＥＡ＿２
（ＰＦ０３１６８，１ｅ－２０）（图３）。同源性分析表明，ＯｓＬＥＡ５ｃ
与５Ｃ 亚 组 ＬＥＡ 蛋 白 的 一 致 性 为 ４５．１４％ ～
６１．５９％，与陆地棉 Ｌｅａ１４－Ａ（ＡＡＡ１８５４３．１）、大豆

Ｄ９５－４ （ＡＡＡ６１５６４．１）、 拟 南 芥 ＡｔＬＥＡ１４
（ＡＡＴ７１９８３．１）、西洋梨ＰｃＬＥＡ１４（ＡＡＬ６６１９５．１）、
甘 薯 ＩｂＬＥＡ１４（ＡＤＭ３３６７６．１）、辣 椒 ＣａＬＥＡ６
（ＡＡＤ５３０７８．１）、北柴胡ＢｃＬＥＡ－２（ＡＣＪ０４７８６．１）、番茄

ＥＲ５（ＡＡＢ９６７９６．１）、番茄Ｌｅｍｍｉ９（ＣＡＡ８６６１３．１）

蛋白的一致性分别为６１．５９％、６０．５３％、５２．９８％、

５０．９８％、５０．９３％、４９．３９％、４９．０２％、４８．４７％、

４５．１４％（图３）。

括号中为蛋白在ＧｅｎＢａｎｋ上的登录号

图２　５Ｃ亚组ＬＥＡ蛋白进化分析

星号表示完全相同的氨基酸残基，冒号表示高度保守的氨基酸残基，圆点表示不太保守的氨基酸残基，
阴影肽链区域是“ＬＥＡ＿２”结构域

图３　ＯｓＬＥＡ５ｃ与其他第５Ｃ亚组ＬＥＡ蛋白的氨基酸序列对比

２．５　表达载体的构建和融合蛋白的诱导表达
将ＯｓＬＥＡ５ｃ基因与ｐＥＴ３２ａ连接，转化Ｅ．ｃｏｌｉ

ＴＯＰ　１０，菌落初步 ＰＣＲ 鉴定后，再提取质粒，用

ＮｃｏⅠ和ＨｉｎｄⅢ双酶切鉴定，发现在接近５００ｂｐ
处有与ＯｓＬＥＡ５ｃ基因大小一致的条带，说明Ｏｓ－

ＬＥＡ５ｃ基因已经连接到ｐＥＴ３２ａ载体上。进一步测
序表明，构建的表达载体正确。
将ＢＬ／ｐＥＴ３２ａ和ＢＬ／ＯｓＬＥＡ５ｃ在氨苄青霉素

ＬＢ平板上划线培养，挑取单菌落于３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ
培养１６ｈ后，按１∶１００扩大培养，然后ＩＰＴＧ诱导培
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养 ４ｈ 后，取 样 分 析。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分 析 表 明，

ＢＬ／ｐＥＴ３２ａ和ＢＬ／ＯｓＬＥＡ５ｃ分别在相对分子质量

２１ｋＤ和３４ｋＤ位置有特异的蛋白条带，蛋白条带的
位置与推测的融合蛋白的分子量大小一致，说明构建
的表达载体能正确表达ＯｓＬＥＡ５ｃ融合蛋白（图４）。

Ｍ．标准蛋白；１．未诱导的ＢＬ／ＯｓＬＥＡ５ｃ；２．ＩＰＴＧ诱导４ｈ
的ＢＬ／ＯｓＬＥＡ５ｃ；３．未诱导的ＢＬ／ｐＥＴ３２ａ；４．ＩＰＴＧ诱

导４ｈ的ＢＬ／ｐＥＴ３２ａ

图４　ＯｓＬＥＡ５ｃ在大肠杆菌中表达的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析

２．６　表达ＯｓＬＥＡ５ｃ大肠杆菌的抗逆性分析
细菌的生长动力学分析表明，在正常条件下，重

组细菌ＢＬ／ＯｓＬＥＡ５ｃ和ＢＬ／ｐＥＴ３２ａ的生长无明显差
异，说明ＯｓＬＥＡ５ｃ的表达不影响大肠杆菌的生长。但

在含不同浓度 ＮａＣｌ的培养基中，随着盐浓度的增
加，ＢＬ／ＯｓＬＥＡ５ｃ和ＢＬ／ｐＥＴ３２ａ细胞的存活率均
降低，但ＢＬ／ＯｓＬＥＡ５ｃ细胞的存活率明显高于ＢＬ／

ｐＥＴ３２ａ细胞（图５Ａ）。在含６００、８００ｍｍｏｌ／Ｌ山梨
醇的ＬＢ培养基中，ＢＬ／ＯｓＬＥＡ５ｃ和ＢＬ／ｐＥＴ３２ａ细胞
的存活率都无明显下降，但当山梨醇浓度提高到

１　０００ｍｍｏｌ／Ｌ以上时，ＢＬ／ＯｓＬＥＡ５ｃ和ＢＬ／ｐＥＴ３２ａ
细胞的存活率均明显下降，并且山梨醇的浓度越高，

ＢＬ／ＯｓＬＥＡ５ｃ和ＢＬ／ｐＥＴ３２ａ细胞的存活率越低。
在不同浓度山梨醇存在的情况下，ＢＬ／ＯｓＬＥＡ５ｃ细
胞的存活率均高于ＢＬ／ｐＥＴ３２ａ细胞（图５Ｂ）。对细
胞进行５０℃高温处理发现，ＢＬ／ＯｓＬＥＡ５ｃ和ＢＬ／

ｐＥＴ３２ａ细胞的存活率降低，并且随着处理时间的
延长，ＢＬ／ＯｓＬＥＡ５ｃ和ＢＬ／ｐＥＴ３２ａ细胞的存活率
降低更明显，但ＢＬ／ＯｓＬＥＡ５ｃ细胞的存活率降低速
度明显低于ＢＬ／ｐＥＴ３２ａ细胞（图５Ｃ）。冻融处理表
明，随着冻融次数的增加，ＢＬ／ＯｓＬＥＡ５ｃ和 ＢＬ／

ｐＥＴ３２ａ细胞的存活率也明显下降，但 ＢＬ／Ｏｓ－
ＬＥＡ５ｃ细胞的存活率较 ＢＬ／ｐＥＴ３２ａ细胞高（图

５Ｄ）。以上结果说明，ＯｓＬＥＡ５ｃ在大肠杆菌中的表
达增加了大肠杆菌对高盐、高渗透压、高温和冻融等
胁迫的抗性。

Ａ．ＮａＣｌ；Ｂ．山梨醇；Ｃ．５０℃；Ｄ．反复冻融；细胞存活率是３次独立试验测得的平均值±ＳＤ

图５　ＯｓＬＥＡ５ｃ对转化大肠杆菌的保护作用
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３　讨论

ＬＥＡ蛋白是一个大家族，在ＬＥＡ蛋白亚家族
分类方法的发展过程中，生物信息学的研究占有重
要地位。最常见的分类方法是根据蛋白的化学特征
进行分类，有关ＬＥＡ蛋白的命名及分类未形成一
个统一的标准，在不同的文献中，ＬＥＡ蛋白家族的
分类并不一致［３，５，１０－１２］。根据氨基酸序列的同源性，

Ｄｕｒｅ等［１１］将 ＬＥＡ 蛋白分为至少６个亚家族。

Ｂａｔｔａｇｌｉａ等［３］将ＬＥＡ蛋白划分为７个不同的组或
亚家族，各组具有其特异的结构域。其中，第１、２、

３、４、６、７组都含较多的亲水性残基，是亲水蛋白，属
于典型的ＬＥＡ蛋白；而第５组缺乏典型的结构域和
一致的序列，是一类非典型的 ＬＥＡ 蛋白，较典型

ＬＥＡ蛋白分子有更多的疏水残基。第５组ＬＥＡ蛋
白成员之间缺乏共同一致的特征结构域，被分为

５Ａ、５Ｂ、５Ｃ３个亚组［３］。陆地棉的ｇＤ３４，大豆的

ＧｍＰＭ２５，牧豆树的ＬＥＡ３，白云杉的ＥＭＢ１１，番茄
的ＥＲ５和 Ｌｅｍｍｉ９，拟南芥的ＰＡＰ１４０、ＡＴＤＩ２１、

ＳＡＧ２１等都是第５组ＬＥＡ蛋白。本研究中结构域
和进化树分析表明，ＯｓＬＥＡ５ｃ蛋白具有５Ｃ亚组的
结构域ＬＥＡ＿２。因此，属于ＬＥＡ蛋白的５Ｃ亚组。
虽然第５组ＬＥＡ蛋白的研究报道还不多，但其

可能在种子成熟过程中起着重要作用。不同的环境
条件调节这类蛋白基因在植物中的表达［２，１３－１６］。５Ｃ
亚组ＬＥＡ蛋白基因包含ＡＢＲＥ（ＡＢＡ　ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ　ｅｌｅ－
ｍｅｎｔ）或ＤＲＥ／ＣＲＴ／ＬＴＲＥ（ｄｒｏｕｇｈｔ　ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ／Ｃ－ｒｅ－
ｐｅａｔ／ｌｏｗ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ）原件，这些基因的表达
受不同非生物胁迫的诱导［１３－１４］。已有研究表明，在种
子发育后期和在干旱、高盐、低温、紫外光、损伤和氧
化胁迫下，该亚组基因的转录增加［１５－１６］。说明５Ｃ亚
组ＬＥＡ蛋白基因参与植物的抗逆过程。在研究Ｏｓ－
ＬＥＡ５ｃ的过程中，构建了ＯｓＬＥＡ５ｃ基因的大肠杆菌
表达载体ｐＥＴ３２ａ－ＯｓＬＥＡ５ｃ，并在大肠杆菌表达菌株

ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ中成功表达了ＯｓＬＥＡ５ｃ蛋白。比
较重组载体转化的大肠杆菌和空载体转化的大肠杆

菌发现，在不同浓度的高盐、高渗透培养基中，ＢＬ／

ＯｓＬＥＡ５ｃ的存活率明显高于ＢＬ／ｐＥＴ３２ａ，在５０℃高
温下处理不同时间和多次反复冻融处理后，ＢＬ／Ｏｓ－
ＬＥＡ５ｃ较ＢＬ／ｐＥＴ３２ａ也具有更高的存活率。说明

ＯｓＬＥＡ５ｃ蛋白在大肠杆菌中的表达提高了重组大肠
杆菌对高盐、高渗、高温和低温胁迫的抗性，使其具有
更强的生存能力。
无论是在高盐或高渗透压培养基中，还是在高温

或低温的情况下，细胞都容易出现脱水，导至细胞受损

伤。ＯｓＬＥＡ５ｃ的表达提高了重组大肠杆菌对高盐、高
渗透压、高温和低温等胁迫的抗性，说明ＯｓＬＥＡ５ｃ可能
参与蛋白的保护，防止在失水过程中蛋白的聚集、变
性，从而增加细胞的抗逆能力。该研究为进一步利用

ＯｓＬＥＡ５ｃ基因提高作物抗逆性奠定了基础。
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