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甜樱桃扩展蛋白PavEXPA2基因克隆与表达分析
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摘要 为揭示甜樱桃中扩展蛋白基因的结构与功能，克隆了甜樱桃PavEXPA2基因，并分析了该基因在不

同组织（茎、花芽、盛开花朵、幼叶、老叶、幼叶叶柄、老叶叶柄、2个脱落高峰期正常果柄与即将脱落果柄、2个脱

落高峰期正常果实与脱落果实）及逆境胁迫（使用 20% PEG6000和 20 mmol/L NaCl溶液分别模拟干旱和盐胁

迫，分别处理 0、2、4、6、8 h）下的表达情况。结果显示：PavEXPA2基因 cDNA全长序列为 1 035 bp，开放阅读框

（ORF）为 852 bp，编码 283 aa，蛋白等电点为 8.90，分子质量约为 30.81 ku，含有 2个跨膜螺旋结构和 1个信号肽，

亚细胞定位预测PavEXPA2定位于细胞壁；组织表达分析显示，PavEXPA2基因在甜樱桃易脱落组织中表达量

较高，如盛开花瓣，即将脱落的果柄、果实、叶柄等，其中在即将脱落叶柄中表达量最高；相对于未处理样品，干旱

处理样本PavEXPA2表达量上升，在处理 6 h时表达量达到最高，随后降低；盐胁迫条件下，PavEXPA2表达量

呈先下降后上升再下降的趋势，其中在处理 6 h时表达量达到最高。结果表明，甜樱桃可能通过PavEXPA2基

因上调促进脱落而抵御逆境胁迫。
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甜樱桃（Prunus avium L.）属蔷薇科（Rosaceae）
李属（Prunus）樱亚属植物，原产欧洲及亚洲西部，果

实色泽红润，且营养价值高，深受消费者的喜爱，具

有较高的经济价值［1］。

扩展蛋白（expansins，EXPA）又称为细胞壁松弛

蛋白，广泛存在于植物细胞组织中，是调节细胞壁伸

展和松弛的细胞壁蛋白酶［2］。它首先从黄瓜细胞壁

中分离［3］，后来在很多植物中陆续发现了扩展蛋白。

此外，扩展蛋白能够通过其他细胞壁酶相互作用，促

进细胞壁降解［4］。近年来，研究发现扩展蛋白基因参

与了植物的抗逆过程。Sabirzhanova等［5］发现，在干

旱条件下玉米叶片中扩展蛋白基因转录水平提高，

推测扩展蛋白能够特异调节细胞壁松弛。毛竹叶

片中扩展蛋白基因 PeEXPA2 表达水平也明显升

高［6］。Cho［7］利用特异启动子使拟南芥 AtEXP10
基因超表达促进叶柄脱落；而抑制表达则会减少

叶片脱落，并证明了叶柄脱离的原因是由于分离

区扩展蛋白受到诱导发生细胞膨胀、使其产生机

械压力而导致的。在花器官脱落过程中，RbEX⁃
PA1 的表达量上升，在延缓花瓣脱落的过程中，Rb⁃
EXPA1的转录水平则降低［8］ 。

甜樱桃在花发育、坐果及发育期间易出现幼果

异常脱落现象，但有关甜樱桃扩展蛋白基因的克隆

和功能分析未见报道。基于EXPA基因在植物器官

脱落中的功能，本研究以甜樱桃脱落小果果柄为材

料，克隆甜樱桃扩展蛋白基因PavEXPA2，并通过在

线软件对其进行生物信息学分析；利用 qRT-PCR技

术分析该扩展蛋白基因在不同组织以及不同胁迫处

理中的表达情况，以期为阐明其在甜樱桃生长发育

中的功能提供参考。

1　材料与方法

1.1　材料及取样

以甜樱桃品种“桑提娜”为材料，分别采集茎、花

芽、盛开花朵、幼叶、老叶、幼叶叶柄、老叶叶柄、2个

脱落高峰期正常果柄与即将脱落果柄、2个脱落高峰
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期正常果实与脱落果实。以叶片为材料，使用 20% 
PEG6000 和 20 mmol/L NaCl 溶液分别模拟干旱和

盐胁迫，采集处理 0、2、4、6、8 h 的材料，采集后迅速

用液氮速冻，后于-80 ℃中保存备用。以上材料均

设置3个生物学重复。

1.2　甜樱桃PavEXPA2基因的克隆

用植物多糖多酚 RNA提取试剂盒（赛诺生物科

技有限公司，中国张家口）提取甜樱桃果柄总 RNA，

用MutiscanGO（Thermo，美国）和琼脂糖凝胶电泳对

RNA 质量进行检测，并用 PrimeScriptTMRT re‐
agent Kit with gDNA Eraser 试剂盒（TaKaRa，日本）

对甜樱桃果柄总 RNA 进行 cDNA 第 1 链合成，使用

内参基因检测 cDNA 的完整性并于-20 ℃保存

备用。

在甜樱桃基因组数据库中搜索该基因的CDS序

列，利用Primer Premier 5软件设计特异引物PavEX‐
PA22-F：CACATGCTGACCTGTCCTCC、PavEX⁃
PA2-R： CC GCCTAACCTCCTAAC TCTAAT，

提交至上海生工生物工程有限公司合成。

以 cDNA 为模板，利用上述合成引物进行 PCR
扩增。PCR 反应体系为：ddH2O 3 μL，高保真 mix
（TaKaRa，日本）5 μL，cDNA 1 μL，上游和下游引物

各 0.5 μL，共 10 μL。PCR 反应程序为：94 ℃预变性

5 min；94 ℃变性 30 s，60 ℃退火 15 s，72 ℃延伸 10 s，
35次循环；最后 72 ℃延伸 7 min。用 1%琼脂糖凝胶

电泳检测扩增 PCR 产物纯度，用琼脂糖凝胶回收试

剂盒对目的条带进行回收，将回收产物连接到

pEASY-Blunt Cloning Kit（全式金，北京）并转化

DH5α大肠杆菌，37 ℃活化 1 h后吸取 100~200 μL活

化产物涂布于Kan抗性的LB平板上，于 37 ℃过夜培

养，待长出菌落后挑取单菌落进行菌落PCR验证，对

检验出的阳性克隆进行培养，将阳性菌液送至上海

生工生物工程有限公司测序。

1.3　PavEXPA2基因的生物信息学分析

用 NCBI 在线分析工具 ORF Finder（http：//
www.ncbi.nlm.nih. gov/gorf/gorf.Html）寻找DNA的

开放阅读框，通过 DNAMAN软件进行蛋白质翻译、

NCBI Blastp 进 行 蛋 白 质 同 源 性 比 对 ，利 用

MEGA5.1 构建进化树。利用在线软件 TMHMM 
Server v. 2.0（http：//www. cbs. dtu. dk /services/
TMHMM/）对PavEXPA2蛋白的跨膜结构域进行预

测 ，用 ProtParam（https：//web. expasy. org/ prot‐
param/）分析 PavEXPA2 蛋白的分子质量和等电点

等基本理化性质，用在线分析工具 SignalP 4.1 Serv‐
er （http：//www. cbs.dtu.dk/services /SignalP-4.1/）
分析 PavEXPA2 基因所编码的氨基酸序列的信号

肽，利用 Cell PLoc2.0（http：//www. csbio. sjtu. edu.
cn/bioinf /Cell-PLoc-2/）进行亚细胞定位预测。

1.4　qRT-PCR分析

根据克隆获得的 PavEXPA2基因序列，用 prim‐
er 5 设计特异性引物，引物序列 PavEXPA2-Y-F：

CTTCTTTCTCATCTCCTCTGCC， PavEXPA2-
Y-R：CCAAGGAACCATACC CACAA，在上海生

工生物工程有限公司合成。以甜樱桃不同组织的

cDNA 为模板，以 PavRSP3 和 PavEF1-α2 为内参基

因［9］，引物序列为：PavEF1- α2-F：ATCCAGAG‐
TAGCA GAACCAATCAC，PavEF1- α2-R：GT‐
TAGGCATCCAGTCCCAGAAT，在 CFX 96TM 
Real-Time System（Bio-rad，美国）实时荧光定量

PCR仪上进行。反应采用三步法，程序为：94 ℃预扩

增 10 min；94 ℃ 变性 15 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸

30 s，40 个循环。采用 2-ΔΔCt 法计算基因的相对表

达量。

2　结果与分析

2.1　甜樱桃PavEXPA2克隆与生物信息学分析

以甜樱桃果柄 cDNA 为模板，通过 PCR 扩增获

得与预期目的基因片段大小一致的条带，将目的条

带回收并测序，结果显示序列长度为 1 035 bp，开
放 阅 读 框（ORF）为 852 bp，编 码 283 个 氨 基

酸（图 1）。

采用 ProtParam 分析可知，PavEXPA2蛋白质分

子式为 C1366 H2125 N3750 408S15，等电点为 8.90，分子质

量约为 30.81 ku。PavEXPA2 蛋白总的负电荷残基

数（Asp+Glu）为 21个，正电荷残基数（Arg+Lys）为

29 个，由此推测该蛋白带正电荷。该蛋白含量最丰

富的氨基酸分别为丙氨酸 Ala（9.9%）、甘氨酸 Gly
（8.8%）、丝氨酸Ser（8.8%）、亮氨酸Leu（8.8%）和赖

氨酸 Lys（6.4%）。蛋白的不稳定系数为 41.88，这表

明该蛋白属于不稳定蛋白质。氨基酸残基疏水性总

和（GRAVY）是-0.139，所以该蛋白亲水性较强。

采用 SignalP 4.1 Server 在线预测得知 PavEX‐
PA2 蛋白存在 1 个信号肽，且信号肽裂解位点位于

41~42（图 2）。用在线软件TMHMM Server v.2.0预

测跨膜结构域，结果显示，PavEXPA2 为跨膜蛋白，

含有 2 个跨膜螺旋结构（图 3）。利用 Cell PLoc 2.0 
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在线软件对甜樱桃PavEXPA2蛋白进行亚细胞定位

预测分析，发现该蛋白主要位于细胞壁中。

2.2　PavEXPA2基因的同源性分析

将 PavEXPA2 基因序列在 NCBI 网站上进行

BLAST同源检索，发现它与很多植物都具有较高的

同源性，其中与扁桃（Prunus dulcis）、桃（Prunus persi⁃

ca）、梅（Prunus mume）扩展蛋白基因同源性最高，分

别为 97.49%、97.47% 和 96.91%，并且发现 PavEX⁃
PA2有较高保守性，含有DPBB_1保守结构域。

利用DNAMAN软件将PavEXPA2基因的开放

阅读框翻译成氨基酸序列，并将其序列与 30 个和

PavEXPA2 蛋白同源性较高的氨基酸序列进行对

比，发现该基因编码氨基酸序列与桃、扁桃和梅扩展

蛋白氨基酸序列的同源性较高，分别为 95.58%、

95.56%和94.76%。

利用 MEGA5.1软件对甜樱桃扩展蛋白 PavEX‐
PA2 与 BLAST 检索得到其他物种（柑橘、杨梅、胡

杨、杨树）扩展蛋白氨基酸序列全长，构建系统进化

树，结果发现甜樱桃 PavEXPA2 与 PmEXPA2（梅）、

PdEXPA2（扁桃）和 PpEXPA2（桃）序列相似程度最

高，亲缘关系最近（图4）。

2.3　PavEXPA2的组织特异性表达

PavEXPA2 在甜樱桃“桑提娜”即将脱落组织，

如茎、花芽、花朵，叶、叶柄、果柄和果实的表达结果

显示，在成熟叶叶柄中表达量最高，随后依次是盛开

图3 PavEXPA2 蛋白的跨膜域预测

Fig. 3 Prediction of the transmembrane domain
 of PavEXPA2 protein

图1 PavEXPA2基因ORF序列及编码的氨基酸序列

Fig.1 ORF sequence and encoded amino acid sequence of PavEXPA2 gene

C-score（raw cleavage site score）：用来区分是否为剪切位点，最高

峰值为剪切位点后的第 1个氨基酸； S-score （signal peptide score）：

用来区分对应位置是否为信号肽区域；Y-score （combined cleavage 
site score）：用于避免多个高分 C-score 值对结果的影响。 C-score 
（raw cleavage site score） of the ordinate： Used to distinguish wheth‐
er it is a cleavage site， and the highest peak is the first amino acid af‐
ter the cleavage site （that is， the first amino acid of the mature pro‐
tein），an amino acid residue）； S-score （signal peptide score）： Used 
to distinguish whether the corresponding position is a signal peptide 
region； Y-score （combined cleavage site score）： The geometric 
mean of C-score and S-score， used to avoid the influence of multiple 
high score C-score values on the results.

图2 PavEXPA2蛋白的信号肽预测

Fig. 2 Signal peptide prediction of PavEXPA2 protein
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花朵、第 2落果高峰即将脱落果柄、成熟叶、第 1落果

高峰即将脱落果柄、第 2落果高峰即将脱落果实，在

第 1 落果高峰正常果实中表达量最低。而在第 1 落

果高峰正常果柄、第 2落果高峰正常果柄、花芽、第 1
落果高峰即将脱落果实、第 2落果高峰正常果实、幼

叶叶柄、幼叶以及茎中基本检测不到表达（图 5）。因

此，PavEXPA2 基因主要是在成熟叶及其叶柄、脱

落果柄和盛开花朵中表达，且在这些组织的表达与

其成熟和脱落进程大致同步，由此推测该基因可能

参与甜樱桃组织脱落的调控，尤其与叶柄脱落

相关。

2.4　PavEXPA2对非生物逆境的应答

在 20% PEG6000 和 20 mmol/L NaCl 处理后

PavEXPA2基因的相对表达量结果（图 6）显示，在干

旱处理（20% PEG6000处理）条件下，PavEXPA2基

因表达量逐渐上升，在处理 6 h 时的表达量达到峰

值，同时盐胁迫（20 mmol/L NaCl 处理）下其表达量

也在 6 h达到峰值。而在两者表达量均达到峰值时，

干旱胁迫下该基因的表达量显著高于盐胁迫，推测

甜樱桃在抵御干旱及盐胁迫过程中，通过 PavEX⁃
PA2 基因上调表达而响应逆境胁迫。表明 PavEX⁃
PA2 在甜樱桃抵御非生物胁迫时可能起着关键作

用，尤其是对于干旱胁迫的响应较为明显。

3　讨 论

本研究从甜樱桃克隆了 1 个扩展蛋白基因家族

成员 PavEXPA2，其编码蛋白与桃、扁桃、梅等扩展

蛋白氨基酸序列有较高的同源性，PavEXPA2 参与

甜樱桃器官脱落的调控，尤其是叶柄脱落；在干旱及

CA1：第 1落果高峰即将脱落果柄；CN1：第 1落果高峰正常果柄；

CA2：第 2 落果高峰即将脱落果柄；CN2：第 2 落果高峰正常果柄；

Fb：花芽；FL：盛开花朵；FN1：第 1落果高峰即将脱落果实；FA1：第
1落果高峰正常果实；FN2：第 2落果高峰正常果实；FA2：第 2落果

高峰即将脱落果实；Pe1：幼叶叶柄；Pe2：成熟叶叶柄；Le1：幼叶；

Le2：成熟叶；St：茎。CA1： Abscising carpopodium in the first peak 
of fruitlet abscission； CN1：Retention carpopodium in the peak of 
fruitlet abscission；CA2： Abscising carpopodium in the second peak 
of fruitlet abscission；CN2：Retention carpopodium in the second peak 
of fruitlet abscission； Fb： Flower bud； FL： Flower； FN1： Reten‐
tion fruitlet in the first peak；FA1： Abscising fruitlet in the first peak； 
 FN2： Retention fruitlet in the second peak； FA2： Retention fruitlet 
in the second peak； Pe1：Young leaf petiole； Pe2： Old leaf petiole； 
Le1： Young leaf； Le2： Old leaf； St： Stem.

图5 甜樱桃PavEXPA2基因组织差异性表达分析

Fig.5 Differential expression of PavEXPA2
 gene in sweet cherry

来源物种 Species of EXPA： GrEXPA2： 棉花 Gossypium ；Ga⁃

EXPA2： 木本棉 Bombax；GhEXPA2： 陆地棉Gossypium hirsutum；

HsEXPA2： 木槿：Hibiscus syriacus；DzEXPA2：榴莲 Durio zibethi⁃

nus；MrEXPA1：杨梅 Myrica rubra；SsEXPA1：密花豆 Spatholobus 

suberectus；CcEXPA2：木豆 Cajanus cajan；CcEXPA1：柑橘 Citrus；

PvEXPA2：阿月浑子  Pistacia vera；PeEXPA2：胡杨 Populus eu⁃

phratica； PtEXPA2：杨树 Populus； JcEXPA1：麻风树 Jatropha cur⁃

cas； XbEXPA2、HbEXPA2：橡胶 Hevea brasiliensis；MeEXPA2：木
薯 Manihot esculenta ；ArEXPA1：猕猴桃 Actinidia chinensis；QiEX‐
PA1：白栎 Quercus fabri；MnEXPA1：桑 Morus；PgEXPA2：石榴 
Punica granatum；RaEXPA2： 玫瑰木 Rhodamnia；SoEXPA2：蒲桃 
Syzygium jambos；FvEXPA2：草莓 Fragaria × ananassa；RcEX⁃

PA2：月季 Rosa chinensis；Pu×PcEXPA1：梨 Pyrus spp.；MdEX‐
PA2：苹果 Malus；PavEXPA2：樱桃 Prunus avium；PmEXPA2：梅 
Prunus；PdEXPA2：扁 桃 Amygdalus communis；PpEXPA2：桃 
Amygdalus persica.

图4 甜樱桃PavEXPA2系统进化分析

Fig. 4 Phylogenetic tree analysis of sweet 
cherry PavEXPA2 and the α-expansins 

of other plant species
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盐胁迫下，PavEXPA2基因均上调表达。因此，甜樱

桃可能通过该基因上调促进脱落而抵御逆境胁迫。

扩展蛋白是 1个庞大的多基因家族，目前植物扩

展蛋白一般分为 4 类，分别为 α-expansin（EXPA）、β
-expansin（EXPB）、类 α-expansin（EXLA）和类 β-ex‐
pansin（EXLB）［10-11］。扩展蛋白基因在植物基因组中

广泛存在，但在基因家族序列的组成、数量、功能等

方面，不同物种间有很大差异［12］。研究较多的是 α
-expansin 和 β-expansin，越来越多研究表明，在植物

整个生长发育进程中扩展蛋白（尤其是 α-扩展蛋白）

几乎都有参与。在种子萌发、根毛起始和延长、茎和

叶生长发育、叶柄脱落、花粉管延长以及果实成熟等

过程中都有扩展蛋白参与［4］。另外，Downes［12］在大

豆中同样发现了 1 个 β 型扩展蛋白基因 CIM1，该基

因通过软化柱头与花柱细胞的细胞壁、协助花粉管

伸长生长，从而协助花粉管通过花柱进入子房，显示

出扩展蛋白功能的多样性。

3.1　PavEXPA2基因与植物器官脱落

在其他物种中，例如在草莓［13-14］、枇杷［15］及葡

萄［16］等植物中，扩展蛋白与果实的成熟软化相关。

Cho［7］在拟南芥叶以及叶柄基部分析表明，扩展蛋白

参与了拟南芥叶柄的脱落过程。此外，Tucker等［17］

的研究也发现在大豆脱落叶柄离区中扩展蛋白有显

著上调。西洋接骨木（Sambucus nigra L.）的花脱落

过程中能观察到离区中扩张蛋白的多克隆抗体标记

逐渐增加，并且在脱落之前的黄化阶段检测到高水

平的扩展蛋白，且离区中编码扩展蛋白基因SniExp2
和 SniExp4 上调表达［18］。因此，扩展蛋白在植物器

官脱落过程中发挥了重要作用。

本研究克隆得到 1 个甜樱桃中的扩展蛋白 Pav‐
EXPA2，通过 qRT-PCR 发现 PavEXPA2 在成熟的

器官及易脱落的组织中高表达，生物信息学分析结

果表明，此基因可能在细胞壁中发挥作用。许多研

究表明，扩展蛋白可重塑细胞壁，破坏纤维素和半纤

维素之间的氢键［19-20］。细胞壁是植物细胞连接的部

分，在植物器官脱落的过程中，同样涉及细胞壁的变

化［21］。本研究中甜樱桃PavEXPA2在一些易脱落或

者趋向脱落的器官中均有较高的表达量，说明该基

因可能与甜樱桃组织的脱落相关。扩展蛋白在细胞

中的功能机制已经较为明晰，但是该基因如何参与

甜樱桃器官脱落尚需进一步深入研究。

3.2　PavEXPA2基因与非生物胁迫

扩展蛋白在响应非生物胁迫中有重要作用，在

烟草中过表达 TaEXPA2 基因能提高植株对盐［22］、

干旱［23］和镉［24］的抗性。同样的，在烟草中过表达

TaEXPB23 基因，提高了烟草的抗氧化和盐胁迫［25］

的能力。在干旱条件下，小麦胚芽鞘扩展蛋白基因

的表达上调［26-27］说明干旱条件下，扩展蛋白基因的

功能发生了变化。Dai等［28］在拟南芥中过表达月季

扩展蛋白基因RhEXPA4，增强了植株的抗旱性。在

高盐条件下，玉米叶片细胞的扩展蛋白基因 ZmEX⁃
PA1 的表达上调［29］，上述研究都表明扩展蛋白与植

物的抗逆性相关。本研究中PavEXPA2表达量在干

旱和盐胁迫下均上调，与以上研究结果一致，说明该

基因在甜樱桃抗逆过程中同样有着关键作用。

由于贵州的寡日照及喀斯特高原的特殊地理条

件，樱桃的生长及果实的发育有着一定的限制。甜

樱桃在幼果阶段的异常脱落已经是制约贵州甜樱桃

发展的一个严峻问题，而关于甜樱桃生理落果的分

子信号机制仍旧比较模糊。在逆境胁迫时， 扩展蛋

白主要通过调节植物细胞壁的组分以增加细胞壁的

柔韧性从而缓解胁迫对细胞造成的压力［30］。细胞的

变化在逆境胁迫和脱落中存在相似之处，对扩展蛋

白基因的功能研究有助于在细胞层面解析甜樱桃幼

果异常脱落的机制。
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Cloning and expression of expansin PavEXPA2 gene in sweet cherries

ZHANG Yan,QIU Zhilang,SHEN Luonan,WEN Xiaopeng

The Key Laboratory of Plant Resource Conservation and Germplasm Innovation in Mountainous 
Region（Ministry of Education）/Institute of Agro-Bioengineering/College of Life Sciences，

Guizhou University， Guiyang 550025， China

Abstract Expansin is a kind of protein widely found in plants.It may relax the cell wall and plays an 
important role in the growth and development，and the stress response of plants.The PavEXPA2 gene was 
cloned and bioinformatically analyzed to uncover the structure and function of expansingene（EXPA） in 
sweet cherries. The gene expression in different tissues including stems，flower buds，blooming flowers，
young leaves，old leaves，petioles of young leaves，petioles of old leaves，normal fruit stalks at the 2 abscis‐
sion peaks and about to abscission，the normal fruits at 2 abscission peaks and shedding，and under the abiot‐
ic stresses including using 20% PEG6000 and 20 mmol/L NaCl solutions to simulate drought and salt 
stress for 0，2，4，6，and 8 h was profiled.The results showed that the full length of PavEXPA2 was 1 035 
bp with the open reading frame （ORF） of 852 bp，encoding 283 amino acids.The putative protein has an 
isoelectric point of 8.90 and a molecular mass of 30.81 ku，containing two transmembrane helical structures 
and a signal peptide.The results of subcellular location showed that the protein of gene was located in the 
cell wall.The results of tissue expression analysis showed that the expression level of PavEXPA2 was high‐
er in the easily abscised tissues of sweet cherry including flowers，stalks，fruits and petioles，with the highest 
level in petioles about to abscission.Compared with the samples untreated，the expression of PavEXPA2 in 
the drought-treated samples increased，and the expression reached the highest at 6 h，and then decreased.
Under the salt stress，the expression level of PavEXPA2 decreased first，then increased and then decreased，
and the expression level reached the highest at 6 h.Therefore，sweet cherries may resist stress by promoting 
abscission through the up-regulation of PavEXPA2 gene.It will lay a theoretical foundation for further un‐
derstanding the role of PavEXPA2 in the growth and development of sweet cherries.

Keywords sweet cherry； pavEXPA2； gene cloning； bioinformatics； abiotic stress； organ abscission
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