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莲种子防御素基因序列分析及表达载体构建 
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摘  要：从莲种子发育中期胚 cDNA 文库中克隆得到的防御素基因 cDNA 全长 561 bp，GenBank 登

录号为 EF421192。分析发现该基因 234 bp 的开放读码框编码 77 个氨基酸的多肽序列，除信号肽序列外

与其它不同来源的植物防御素基因有较高同源性，将其命名为 NnDefensin。NnDefensin 蛋白带有 30 个氨

基酸的信号肽，具有 8 个半胱氨酸的高度保守结构等典型的植物防御素特征，成熟肽部分含有 γ–硫素蛋

白功能结构域。在系统进化上 NnDefensin 与单子叶植物中的粳稻和小麦的同源蛋白，以及车前草同源蛋

白亲缘关系较为接近。通过 PCR 扩增克隆莲胚防御素基因片段并连接到载体 pBI121 和带有花生油体蛋白

种子特异启动子的载体 pAhOleo17.8︰GUS 中，成功构建了 35S 启动子控制的植物表达双元载体

pBI121-NnDef 和种子特异表达双元载体 pAhOleo-NnDef，为该基因的功能鉴定及通过基因工程方法提高

转基因植物以及种子的抗病能力奠定基础。 
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Sequence Analysis of Lotus（Nelumbo nucifera Gaertn）Seed Defensin Gene 
and Plant Expression Vector Construction 

LI Yin，ZHANG Yi-shun，ZHOU Yu-Liang，CHEN Chen，and HUANG Shang-zhi* 

（School of life Sciences，Sun Yat-Sen University，Guangzhou 510275，China） 

Abstract：The lotus（Nelumbo nucifera Gaertn）seed defensin gene was identified from the lotus 

cDNA library of middle development stage seed embryo. The 561 bp full length cDNA have a 234 bp open 

reading frame which encoding a 77 amino acid peptide and was designated as NnDefensin. The amino acid 

sequence of NnDefensin showed relatively high match with other plant defensin genes and phylogeny 

analysis showed that NnDefensin have close relationship with defensin from Oryza sativa japonica group，

defensin precursor from Triticum aestivum and defensin from Plantago major. NnDefensin have a strictly 

conserved γ- thionin domain of eight cysteine which is characteristic in plant defencin. Specific primers 

containing restriction enzyme site of SmaⅠ and SacⅠ was used to amplify the sequence of NnDefensin 

by polymerase chain reaction（PCR）. The binary expression vector pBI121 and vector pAhOleo17.8︰GUS 

which containing a seed specific promoter were digested by the corresponding restricted enzymes 

respectively，and linked with the NnDefinsin fragment directionally. The resulting construction was 

obtained and named pBI121-NnDef in which NnDefensin was driven by 35S promoter，and pAhOleo-NnDef 

                     



1976                                       园   艺   学   报                                  37 卷 

in which NnDefensin was driven by seed specific promoter AhOleo17.8 from peanut（Arachis hypogaea 

L.）. The vectors could be transformed into plants mediated by Agrobacterium tumefaciens for the 

following up research such as gene functional identification and gene transformation for pathogen resistant 

improvement in transgenic plants and seeds. 

Key words：Nelumbo nucifera Gaertn；defensin；vector construction；seed specific 

 

植物防御素是一类低分子量短肽，广泛分布于植物体内，参与植物的防卫反应，是极为重要的

一种抗病因子（王汉屏，2008）。植物防御素因种类和结构的差别具有不同作用，包括抗真菌（Gao 

et al.，2000；Lai et al.，2002；Lay et al.，2003a；Solis et al.，2007；Anuradha et al.，2008；李平 等，

2009）和抗细菌（Koike et al.，2002；李平 等，2009），以及蛋白酶抑制和抗虫作用（Wijaya et al.，

2000；Chen et al.，2002；Lay et al.，2003b），部分研究也发现防御素可以在环境胁迫情况下对植物

体起保护作用（Koike et al.，2002；Do et al.，2004）。防御素抵抗病原菌的主要作用方式是破坏病

原微生物的细胞膜，大部分植物防御素对人、动物和植物细胞无害（Carvalho & Gomes，2009），但

也有些防御素会抑制哺乳动物细胞生长（Pelegrini & Franco，2005）。 

  目前研究已证实植物防御素能提高转基因植物如拟南芥、烟草、马铃薯、水稻、哈密瓜和花生

等的抗病能力（Gao et al.，2000；Francois et al.，2002；Anuradha et al.，2008；Games et al.，2008），

因此对植物防御素基因进行克隆和利用为通过基因工程技术改良作物提供了可行途径（王贺一 等，

2007；Anuradha et al.，2008；Carvalho & Gomes，2009），但活性较强同时应用安全的植物防御素还

需要更广泛的开发和研究。 

  莲（Nelumbo nucifera Gaertn）为睡莲科（Nymphaeaceae）莲属（Nelumbo Gaertn），在被子植物

中起源较早（Chen et al.，2008），对高温逆境和病虫害有较强耐性，种子极耐储藏，莲的根茎、叶、

花和种子均可食用或药用。作者已开展了莲种子功能基因的研究（Chen et al.，2008；Li et al.，2009b），

构建了发育中期莲种子胚的 cDNA 文库并从中得到莲种子防御素（defensin）基因 cDNA 的序列

（GenBank 登录号 EF421192）。在此基础上，对莲种子防御素基因进行了氨基酸序列分析，比较了

莲种子防御素与其它植物防御素的同源性，确定莲种子防御素的功能相关结构域，并分别构建了该

基因的组成型过表达载体和种子特异表达载体，为以后的功能鉴定和在转基因植物中的应用打下基

础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

  发育中期的莲种子 2005 年采自佛山市三水荷花世界，品系为湘莲（Nelumbo nucifera Gaertn

‘Xianglian’）。莲种子发育中期 cDNA 文库由本实验室构建并保存在–80 ℃。大肠杆菌 DH5α 为

本实验室保存。克隆载体 pMD18T vector 购自 TaKaRa 公司。带有 35S 启动子的植物表达载体 PBI121

和带有种子特异启动子的植物表达载体 pAhOleo17.8︰GUS 为本实验室保存。其中 pAhOleo17.8︰GUS

载体由本实验室于 2008 年构建，所携带种子特异启动子来源于花生，并已在转基因拟南芥中证明其

高效的种子表达特异性（Li et al.，2009a）。 

  质粒小量提取试剂盒、DNA 片段回收试剂盒、Ex-Taq、dNTPs、DNA Marker、T4 DNA 聚合酶

等均购自 TaKaRa 公司。引物合成由上海英骏生物技术有限公司（Invitrogen）完成，测序由北京六

合华大基因科技股份有限公司完成。 
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1.2  莲种子防御素基因的克隆 

根据已登录的序列（GenBank 登录号为 EF421192）在开放读码框上下游设计引物，其两端引入

构建载体所需的 SmaⅠ和 SacⅠ酶切位点及保护碱基，引物序列分别为：P1：5′-TTCCCGGGTCTA 

TCGTCCAGTCTCAAT-3′（下划线部分为 SmaⅠ位点）；P2：5′-TAGAGCTCGGGACGTGTATGGT 

CATGG-3′（下划线部分为 SacⅠ位点）。以莲种子发育中期 cDNA 文库菌液为模板。在 20 μL 反应

体系中加入 1 μg cDNA 文库菌液作模板，20 μmol 引物 P1 和引物 P2 进行 PCR 扩增，条件为：94 ℃

变性 30 s；65 ℃复性 30 s，72 ℃延伸 1 min，30 个循环；72 ℃后延伸 7 min。PCR 产物用 10%琼

脂糖凝胶进行电泳，试剂盒回收目标条带并克隆到 pMD18-T vector，再对克隆片段进行测序分析。 

1.3  生物信息学分析 

  氨基酸序列分析利用 BLASTN 和 BLASTP（http：//www.ncbi.nlm.nih.gov）比较得到其它植物

防御素的同源序列。利用 DNAMAN5.22 软件对氨基酸序列进行同源性比对，采用快速比对方法，

参数 gap penalty：3，K-tuple：1。系统进化树利用 mega 3.1 软件进行构建，采用邻接法（Neighbor Joining 

Method）作图，参数 Test of phylogeny：Bootstrap；Replications：1000，Random seed；Gaps：Complete 

deletion；Model：Poisson correction。 

  蛋白多肽特性、功能结构域、电荷、分子量、等电点等预测分别使用 ExPASy 蛋白质组分析工

具（http：//www.expasy.ch/tools/）中的 ProtParam（http：//www.expasy.ch/tools/protparam.html）软件、

SignalP（http：//www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/）软件和 SOSUI（http：//bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/）

软件进行网上运行分析。 

1.4  植物表达载体的构建 

  引入 SmaⅠ和 SacⅠ酶切位点的正确克隆

片段分别按图 1，A、B 方向插入植物双元表达

载体 pBI121 和 pAhOleo︰GUS17.8（Li et al.，

2009b）的相应克隆位点，替换原载体的 GUS

基因，构建组成型表达载体和种子特异表达载

体。连接产物转化到大肠杆菌 DH5α，提取质

粒进行 PCR、双酶切和测序鉴定。 

DNA 连接、质粒提取、酶切鉴定等参照试

剂盒操作说明。转化参照分子克隆步骤完成

（Sambrook & Russell，2001），大肠杆菌转化

使用氯化钙法，正确表达载体按照电转化方法

导入农杆菌 EHA105，摇菌温度 28 ℃。农杆

菌通过菌液 PCR 进行鉴定。 

2  结果与分析 

2.1  莲种子防御素基因及氨基酸序列分析 

  从莲种子发育中期胚 cDNA 文库中克隆得到防御素基因（图 2），全长 561 bp，GenBank 登录号

为 EF421192，命名为 NnDefensin，开放读码框共 234 个碱基，编码 77 个氨基酸残基的多肽，该蛋

图 1  植物双元表达载体 pBI121-NnDef（A）和 pAhOleo-NnDef

（B）的构建流程图 

Fig. 1  Schematic flow of binary vector pBI121-NnDef（A）and 

pAhOleo-NnDef（B）construction 
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白氨基酸序列在 GenBank 上的登录号为 ABN46979。 

莲种子防御素 NnDefensin 的多肽分子量为 8.36 kDa，pI 值为 8.739。NnDefensin 与目前所发现

的植物防御素蛋白类似，富含半胱氨酸（8 个）和精氨酸（7 个），呈碱性、带正电荷。使用 SignalP

软件通过神经网络算法推测出其 N 端 30 个氨基酸为信号肽序列，剪切位点在 30 位丙氨酸和 31 位

精氨酸之间，因此预测成熟肽为 47 个氨基酸。 

SOSUI 软件预测 N 端第 3 ~ 25 位为二级结构呈螺旋状的跨膜区，说明 NnDefensin 基因的转录

产物编码的多肽可以分为两个部分：第一个部分是将这一多肽靶向到胞外空间的氨基酸信号肽，另

一个部分就是成熟多肽结构域。植物防御素的信号肽不仅具有帮助多肽有效靶向分泌的作用，同时

也具有缓解蛋白毒性的作用，只在到达作用空间需要防御素发挥毒性作用的时候才将成熟多肽释放

出来（Carvalho & Gomes，2009）。 

通过 NCBI 链接 CDD 分析第 31 ~ 76 位为具有高度保守性的 γ–硫素蛋白（γ-thionin）超家族结

构域，该序列编码具有杀菌功能的毒素功能结构（Pelegrini & Franco，2005；王汉屏，2008；Carvalho 

& Gomes，2009）。 

 

图 2  NnDefensin cDNA 全长与氨基酸序列分析 

atg：起始密码子；tag：终止密码子；箭头所示部位为推测的信号肽切割位点；C：高度保守的 8 个半胱氨酸结构； 

灰色部分示具有高度保守性的 γ–硫素蛋白（γ-thionin）结构域。 

Fig. 2  Nucleotide and deduced amino acid sequences analysis of the complete cDNA of NnDefensin 

atg：Start codon；tag：Stop codon；Arrow indicate the predicted cleavage site of signal peptide； C：The 8 strictly  

conserved cysteine residues structure；The conserved γ-thionin domain is shown in grey shade. 

 

  蛋白序列比对分析发现（图 3），除信号序列外，8 种植物防御素和蛋白酶抑制剂与莲子的防御

素蛋白有较高的同源性，8 个半胱氨酸所在的位置高度保守。此外，预测的信号肽剪切位点，以及

与半胱氨酸邻近的甘氨酸、苯丙氨酸、缬氨酸、谷氨酸、精氨酸、丙氨酸、天门冬酰胺等氨基酸残

基的位置也非常保守。 
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图 3  莲种子防御素及其同源蛋白氨基酸序列比对分析 

ABN46979：莲种子防御素；BAD23741：粳稻防御素；ACV84379：小麦防御素前体；CAH58740：大车前草防御素；AAB17095：籼稻蛋

白酶抑制剂；ACN93800：缸豆防御素前体；AAL85480：桃防御素蛋白 1；AAC97221 和 AAM62652：拟南芥的两个蛋白酶 

抑制剂 II 蛋白；黑色部分表示保守性达到 100%；灰色部分表示保守性 ≥ 75%；*所示为高度保守的 8 个半胱氨酸。 

Fig. 3  Alignment of NnDefensin with its homologous in different species 

ABN46979：Nelumbo nucifera defensin；BAD23741：Oryza sativa Japonica defensin；ACV84379：Triticum aestivum defensin precursor；

CAH58740：Plantago major defensin；AAB17095：Oryza sativa Indica protein inhibitor；ACN93800：Vigna unguiculata defensin precursor；

AAL85480：Prunus persica defensin 1；AAC97221 & AAM62652：Two protein inhibitor II of Arabidopsis thaliana； 

Conserved amino acids of 100% are shown in black shade；Conserved amino acids ≥ 75% are shown in grey shade； 

The strictly conserved eight cysteine are marked as asterisk. 

 

  如图 4 所示，在系统进化上，莲种子防御素与单子叶植物禾本科的粳稻和小麦防御素以及双子

叶植物车前科大车前草的防御素蛋白亲缘最为接近，在进化上属于同一个分支。与禾本科的籼稻、

豆科的缸豆、蔷薇科的桃和木樨科的橄榄来源的同源蛋白也有较近的亲缘关系，而与十字花科植物

油菜、拟南芥、盐芥，茄科植物番茄、矮牵牛、烟草、辣椒以及菊科、大戢科、棕榈科、毛茛科等

其它植物来源的同源蛋白亲缘关系较远。 

图 4  莲种子防御素及其同源蛋白的进化树分析 

Fig. 4  Phylogenic tree for the protein sequences of plant defensin homologues 
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2.2  莲种子防御素基因的克隆 

  以发育中期莲种子 cDNA 文库菌液为模

板，用特异引物 P1 和 P2 扩增出带有相应酶切

位点的 293 bp 的 NnDefensin 基因片段（图 5），

扩增产物经纯化后克隆到 pMD18-T 载体上。

测序鉴定结果与设计的目的序列完全一致，编

码序列经 Blast 分析比对表明所克隆的

NnDefensin 基因片段与所登录的 EF421192 编

码序列完全相同。 

2.3  莲种子防御素基因植物表达载体的构建 

  从测序正确的克隆中提取质粒，用 SmaⅠ和 SacⅠ切下含有编码区序列的扩增片段，插入植物

双元表达载体 pBI121 相应克隆位点成功构建组成型表达载体 pBI121-NnDef，该表达载体含 35S 启

动子控制目的基因、35S 启动子控制的 Km 筛选标记基因（图 1，A）。 

  用 SmaⅠ和 SacⅠ切下含有编码区序列的扩增片段，插入植物双元表达载体 pAhOleo17.8︰GUS

相应克隆位点成功构建种子特异表达载体 pAhOleo17.8-NnDef，该表达载体含 AhOleosin17.8 启动子

（Li et al.，2009a）控制目的基因、35S 启动子控制的 Km 筛选标记基因（图 1，B）。 

分别挑取连接转化的克隆摇菌提取质粒，用 P1/P2 引物 PCR 扩增。电泳检测结果表明，阳性克

隆扩增片段大小正确。分别选取 1 ~ 2 个克隆质粒进行 SmaⅠ和 SacⅠ双酶切鉴定（图 6），载体 pBI121

和 pAhOleo17.8︰GUS 经酶切得到大小约 13 kb 的载体骨架和 1 811 bp 的 GUS 基因片段，重组载体

可切出 293 bp 片段，测序检验表明 NnDefensin 基因片段正确插入到两个载体骨架中。分别将 pBI121- 

NnDef 和 pAhOleo17.8-NnDef 导入根癌农杆菌菌株 EHA105，经 PCR 鉴定是正确的（图 7）。 

图 6  重组载体 pBI121-NnDef 和 pAhOleo17.8-NnDef 酶切鉴定结果 

M15：DL 15000 DNA marker；M：DL 2000 DNA marker；1：载体 pBI121 SmaⅠ/Sac I 双酶切；2：重组载体 pBI121-NnDef SmaⅠ/Sac I 

双酶切；3：载体 pAhOleo17.8 SmaⅠ/Sac I 双酶切；4：重组载体 pAhOleo17.8-NnDef SmaⅠ/Sac I 双酶切。 

Fig. 6  Enzyme digestion analysis of the recombinant vectors pBI121-NnDef and pAhOleo17.8-NnDef 

M15：DL 15000 DNA marker；M：DL 2000 DNA marker；1：The enzyme digestion of pBI121 with SmaⅠ/Sac I；2：The enzyme digestion of 

pBI121-NnDef with SmaⅠ/Sac I；3：The enzyme digestion of pAhOleo17.8 with SmaⅠ/Sac I；4：The enzyme digestion of  

pAhOleo17.8-NnDef with SmaⅠ/Sac I. 

 

 

 

 

 

 

 

图 7  根癌农杆菌克隆 PCR 扩增检测 

M：DL 2000 DNA marker；1：对照；A. 2 ~ 5：pBI121-NnDef 阳性克隆；B. 2 ~ 5：pAhOleo17.8-NnDef 阳性克隆。 

Fig. 7  PCR identification for A. tumefaciens transformant 

1：Negative control；A. 2–5：Positive clone containing pBI121-NnDef；B. 2–5：Positive clone containing AhOleo17.8-NnDef. 

 

图 5 琼脂糖电泳检测 PCR 扩增产物 

Fig. 5  The electrophoresis of PCR product  

M：DL 2000 DNA marker. 
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3  讨论 

  研究证实种子来源的防御素与其它来源的植物防御素一样具有抗细菌（Choi et al.，2008）、抗

真菌（Finkina et al.，2008）和蛋白酶抑制剂（Wijiaya et al.，2000）等生物活性，而 γ–硫素类防御

素由于其功能广泛、分子量小以及稳定等特点在植物基因工程中极具应用前景（Pelegrini & Franco，

2005；李鑫和侯何胜，2008；Carvalho & Gomes，2009）。γ–硫素蛋白超家族毒蛋白功能区具有严

格保守的 8 个半胱氨酸残基，形成与功能相关的 4 个肽链内二硫键的三级结构，可通过半胱氨酸分

子间二硫键使肽环形成反向平行的 β 片状结构，从而形成具有复杂三维折叠结构的抗菌短肽

（Pelegrini & Franco，2005；Carvalho & Gomes，2009）。γ–硫素蛋白 C–末端的精氨酸和赖氨酸等

碱性残基也是赋予其抗真菌活性的重要决定因素（Pelegrini & Franco，2005）。应用防御素进行植物

转基因抗病已有成功的例子，利用 35S 启动子驱动表达的山嵛菜防御素基因可使转基因马铃薯对灰

霉病具有一定的抗性（Khan et al.，2006）。Choi 等（2008）从未成熟大豆种子中克隆得到 γ–硫素

类似基因 SE60，将其 cDNA 与 35S 启动子连接构建植物表达载体，转化得到转基因烟草可有效抵

抗丁香假单胞菌的侵染。Anuradha 等（2008）将芥菜防御素基因 35S 启动子连接构建载体转化植物，

得到的转基因烟草对炭疽病和串珠镰孢霉具有明显抗性，转基因花生对晚斑病的抗性也有所增强。 

  本研究中除了构建 35S 启动子驱动的 NnDefensin 基因的组成型表达载体外，还构建了种子特异

表达载体，Aholeosin17.8 启动子是本实验室从花生中克隆得到并已在拟南芥中证实具有很强的种子

特异表达功能（Li et al.，2009a），利用该启动子可在转基因植物种子中高效特异地表达防御素基因。

下一步试验会将 NnDefensin 基因转化到植物中进行表达和功能验证，期望能够利用该基因提高转基

因植物的抗病抗逆能力，并且用于种子作物的改良，提高种子成熟和贮藏过程的抗劣变能力，尤其

是仓储过程对霉菌和虫害的抗性。 
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