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摘  要：采用 RT-PCR 和 RACE 技术从‘香玲’核桃（Juglans regia L.‘Xiangling’）叶片中克隆了

1 个脱水素基因 JrDHN（GenBank 登录号 KC503061.1），其全长 1 056 bp，具有 528 bp 的开放阅读框，

编码 175 个氨基酸组成的多肽，具有 LEA 家族成员的特征多肽序列，属于典型的 Y2SK2 型脱水素。以核

桃 18S 基因为内参，对‘香玲’核桃 JrDHN 在 4 ℃胁迫下的表达模式进行了初步的研究，结果表明低温

诱导下叶片中 JrDHN 的表达增加，4 ℃处理 4 h 后达到最大值；自然越冬条件下，花芽中 JrDHN 表达量

呈先上升后下降的趋势，在 12 月份表达量最高，推测 JrDHN 在核桃对低温胁迫响应中发挥重要功能。‘香

玲’JrDHN 在雌花中表达量高，其次是叶片和树皮，在花芽中最低。单核苷酸多态性分析 JrDHN 序列中

有 30 个 SNPs 位点和 11 个 Indels；单倍型分析显示 12 份核桃材料可分为 10 个单倍型，单倍型多样性为

0.9697。  
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Abstract：Reverse transcription PCR（RT-PCR）and rapid amplification of cDNA ends（RACE）

technologies were used to clone JrDHN（GenBank accession No. KC503061.1）from leaves of walnut 

（Juglans regia L.‘Xiangling’）. Cloned JrDHN gene was 1 056 bp in length，containing 528 bp ORF 

encoded 175 amino acids. Amino acid sequence analysis indicated that JrDHN possessed typical characters 

of LEA family. qRT-PCR analysis showed that the expression of JrDHN in Xiangling walnut was induced 

by low temperature and peaked at 4 hours after exposed to 4 ℃ low temperature. Under the condition of 

natural overwintering，JrDHN gene expression increased firstly，reached to a peak in December，followed  
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by decrease. It was deduced that JrDHN may play important roles in tolerating to cold stress. The 

transcripts of JrDHN could be detected in female flower，bark，flower bud and leaf of Xiangling walnut，

especially high expression in female flower. Additionally，after analyzing single nucleotide polymorphism 

of JrDHN，30 SNPs and 11 Insertions/Deletions（Indels）were detected among 12 walnut accessions. 

Haplotype analysis showed that 12 walnut accessions were divided into ten haplotypes，and the haplotype 

diversity was 0.9697. 

Key words：Juglans；dehydrin gene；qRT-PCR；single nucleotide polymorphism 

 

脱水素（Dehydrins，DHNs）属于胚胎发育晚期丰富蛋白（Late embryogenesis abundant proteins，

LEA），是一种亲水性蛋白，属于 LEA 蛋白的第二家族（Chen et al.，2012）。脱水素显著的特征是

在 C 端或其附近含有至少一个富含赖氨酸的基序，约 15 个氨基酸残基（EKKGIMDKIKEKLPG）组

成的 K 片段，此片段在不同物种间极为保守。N 端含有保守基序 T/VDEYGNP 组成的 Y 片段，K

片段与 Y 片段之间有可被磷酸化的约 6 个丝氨酸串联成的 S 片段。所有的脱水素不一定含有 Y 和 S

片段，但都含有 K 片段，它是第 2 组 LEA 区别于其它组的特征（Close，1996；Allagulova et al.，

2003）。目前在白杨（Caruso et al.，2002）、大豆（Momma et al.，2003）、拟南芥（Rurek，2010）、

大麦（Yang et al.，2011）、水稻（Zhai et al.，2011）、番茄（郭鹏 等，2012）和枇杷（徐红霞 等，

2011）等许多植物中均发现了脱水素的存在。 

低温是限制植物生长和影响产量的主要非生物逆境之一，脱水素在抵御低温等非生物胁迫过程

中发挥着重要作用（Close et al.，1997）。有研究表明过量表达脱水素基因可增强拟南芥的低温抗性，

提高抗寒力（Puhakainen et al.，2004）；Kosová 等（2008）报道低温锻炼后，10 个大麦品种中 Dhn5

的积累量与其抵御冻害能力成正相关；小麦脱水素 WCS120 的积累量与其获得冰冻抗性成正相关，

可以区分不同冬小麦品种的冰冻抗性强弱（Houde et al.，1992；Vítámvás et al.，2010）；酒红杜鹃和

云锦杜鹃杂交后代的叶片中脱水素基因的表达与其抗冻能力密切相关（Lim et al.，1998）。 

核桃（Juglans regia）在遭受冻害、寒害以及晚霜等灾害时，常发生花芽枯死和枝条抽干，影响

树体的正常生长和结实，经济损失严重。本研究中通过 RACE 技术克隆了与低温胁迫相关的核桃脱

水素基因 cDNA 全长序列，分析了该基因在低温胁迫下的表达模式和单核苷酸多态性，为该基因进

一步应用于核桃抗寒分子标记辅助育种提供参考依据，为利用基因工程手段培育抗寒核桃新品种奠

定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与处理 

供试核桃材料为香玲（Juglans regia L.）、阿克苏核桃（J. regia L.）、温 185（J. regia L.）、元

林（J. regia L.）、鸡心（J. hopeiensis Hu.）、云新 14（J. sigillata D.× J. regia L.）、奇异核桃（J. hindsii × 

J. regia L.）、黑杂 1（J. major × J. regia L.）、魁核桃（J. major Heller）、北加州黑核桃（J. hindsii）、

黑核桃海兰（J. nigra L.）和小果黑核桃（J. microcarpa Engelm），种植于在国家果树种质泰安核桃

板栗资源圃。 

提取‘香玲’核桃树皮、叶片、花芽和雌花 RNA，用于组织表达特异性分析。所有供试样品采

集后立即置于液氮冷冻，保存在–80 ℃冰箱备用。 

 ‘香玲’无性系组培苗分别在 4 ℃低温下处理 0、2、4、8 和 24 h，然后采集叶片，用于研究 DHN
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基因响应低温的表达模式。 

用于 RNA 提取的材料为‘香玲’。分别在 2012 年 11 月 15 日、12 月 25 日和 2013 年 1 月 26

日、3 月 6 日取花芽，用于分析不同冷适应时期 DHN 基因的表达。 

1.2  核桃 DHN 基因克隆 

采用北京天根 RNA plant plus Reagent 提取总 RNA，经 DNaseⅠ（TaKaRa，大连）处理去除 RNA

中的 DNA。反转录参照反转录试剂盒（Fermentas，MBI）说明书进行，以 Oligo（dT）18为引物合

成 cDNA 第 1 链。 

按照快捷型植物基因组 DNA 提取试剂盒（Tiangen，北京）说明书提取嫩叶基因组 DNA。 

根据 GenBank 中登录的脱水素蛋白保守区序列，设计简并引物 DHNJ5 和 DHNJ3（表 1）。以反

转录 cDNA 第 1 链为模板，DHNJ5 和 DHNJ3 为引物扩增核桃 DHN 基因中间保守区片段，扩增程

序为 94 ℃ 5 min，94 ℃ 30 s，55 ℃ 40 s，72 ℃ 1 min，35 个循环；72℃ 10 min。扩增产物回

收、连接、转化和测序。根据正确的测序结果，设计 3'RACE 和 5'RACE 特异引物 GSP1 和 GSP2（表

1），参照 SMARTTM RACE cDNA 扩增试剂盒（Cat.No.634914）（Clotech，USA）扩增 3'端和 5'端序

列。将获得的两端序列和中间序列用 DNAMAN 软件（V6.0.3.99）进行拼接，获得核桃 DHN 的全

长 cDNA。在拼接序列起始密码子上游和终止密码子下游设计特异性引物 qcDF 和 qcDR（表 1），扩

增核桃 DHN 基因编码区序列。 

将 PCR 产物经 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测，回收目的条带，连接 pMD18-T 载体（TaKaRa，大

连），转化 DH5α 感受态细胞，菌液 PCR 鉴定重组质粒，挑选 3 个阳性克隆送上海生工生物工程有

限服务公司测序，比较测序结果和拼接结果。 

 
表 1  扩增引物序列 

Table 1  PCR primers used for gene amplification 

引物 Primer 引物序列 Primer sequences（5'–3'）       

DHNJ5 AC(C/T)GA(C/T)GA(A/G)TA(C/T)GG(A/C/T)AACC 

DHNJ3 AGCTTCTCCTT(A/G)ATCTT(G/C)TCC 

GSP1 GCACAAGGACGAACACTCGCACTC 

GSP2                              GAGTGCGAGTGTTCGTCCTTGTGC 

qcDF                              TCATCTAAAACTAAAAGCTCAAG 

qcDR                            AACCTGCAAAATTATGAACAC 

qDF                               ATCCGCCATCCTCATACGAGC 

qDR                              CGGAGAAGGAGATTACCACAGG 

18S-F                             GGTCAATCTTCTCGTTCCCTT 

18S-R                             TCGCATTTCGCTACGTTCTT 

SJrDHNF                          ACATGGGGAGACGAGTAC 

SJrDHNR                          CAACTACAAAGTGAAATAAACTT 

 

1.3  核桃 DHN 基因的时空表达分析 

利用 qRT-PCR 分析‘香玲’核桃 DHN 基因在低温胁迫和不同组织中的表达模式。提取不同处

理材料的总 RNA，反转录合成 cDNA。以稀释后的 cDNA 为模板，核桃 18S 基因为内参，利用 ABI7500

型荧光定量 PCR 仪（ABI，USA），参照 qRT-PCR 试剂盒（TaKaRa，大连）说明书进行 PCR 扩增。

荧光定量 PCR 的引物序列为 qDF 和 qDR（表 1），18S 基因的引物序列为 18S-F 和 18S-R（表 1）。

每个样品重复 3 次。 
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1.4  核桃 DHN 单核苷酸多态性分析 

根据克隆的核桃 DHN 基因的核苷酸序列设计特异引物 SJrDHNF 和 SJrDHNR（表 1），以 12

份核桃材料基因组 DNA 为模板进行 PCR 扩增，将扩增产物纯化后与 pMD18-T 载体（TaKaRa，大

连）连接，转化 DH5α感受态细胞后挑取阳性克隆进行序列测定。每份材料选取 5 个阳性克隆进行

测序。 

用 DNAStar SeqMan（V 7.1.0）软件对来自同一材料不同克隆的测序结果进行组装，得到一致

序列。利用 DNAStar Megalign（V 7.1.0）软件分别对来自不同材料的序列进行多序列联配，用 DnaSP5

（V 5.10.01）分析目标序列的单核苷酸多态性及单倍型。 

2  结果与分析 

2.1  核桃 JrDHN 克隆与序列分析 

以低温处理的‘香玲’核桃叶片 RNA 反转录合成的 cDNA 为模板，以简并引物 DHNJ5 和 DHNJ3

扩增获得约 450 bp 的中间片段，测序结果表明中间片段为 459 bp（图 1）。 

用特异引物 GSP1 和 GSP2 扩增，分别获得大小约 350 bp 和 600 bp 的 3'端和 5'端片段，测序结

果表明 3′RACE 和 5′RACE cDNA 全长分别为 367 bp 和 618 bp（图 1）。 

用 DNAMAN 软件拼接 3 段序列，获得长为 961 bp 的 cDNA 序列。 

以‘香玲’核桃基因组 DNA 为模板，以 qcDF 和 qcDR 为引物进行 PCR 扩增，得到长度约 850 

bp 的片段（图 1），DNAMAN 软件分析结果显示该基因包含 1 个内含子，预测编码区与拼接结果

cDNA 阅读框一致。 

 

 
图 1  核桃 JrDHN 的 PCR 扩增 

M：DL2000 marker；1：中间片段；2：3'RACE 片段；3：5'RACE 片段；4：全长 cDNA 片段。 

Fig. 1  The PCR results of JrDHN of Juglans regia 

M：DL2000 marker；1：Middle segment；2：3'RACE fragment； 

3：5'RACE fragment；4：Full-length cDNA. 

 

分析结果表明 JrDHN 全长 1 056 bp，利用 NCBI 中的 ORF Finder 分析发现 JrDHN 基因包含 221 

bp 的 3′非编码区（UTR），208 bp 的 5′非编码区（UTR），99 bp 的内含子区和 528 bp 的开放阅读

框，编码 175 个氨基酸。 

用 DNAMAN 软件进行氨基酸序列分析，结果显示推导的 JrDHN 氨基酸序列具有 3 类保守特征
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区域，即 K、S 和 Y 片段（图 2），属于 LEA 蛋白的第二家族（Close，1997）。根据 Close（1996）

的分类方法，JrDHN 的速记形式为 Y2SK2，属于典型的脱水素类型。将此基因命名为 JrDHN，GenBank

登录号为 KC503061.1。 

 

图 2  核桃脱水素 JrDHN 基因的核酸序列及推导的氨基酸序列 

双下划线表示起始密码子 ATG，* 表示终止密码子；方框表示保守区段 Y 片段； 

单下划线表示 S 片段；阴影部分表示 K 片段。 

Fig. 2  The nucleotide and deduced amino acids sequence of JrDHN gene in J. regia 

Initiation codon is double underlined and stop codon is represented by asterisk；The conserved segment  

Y are boxed；The S-segment is single underlined；The segment K are grey-shaded. 

 

 

 

2.2  JrDHN 序列同源性和系统进化分析 

将推导的 JrDHN 氨基酸序列经 BLAST 比对，搜索与 JrDHN 同源性较高的植物氨基酸序列。

JrDHN 蛋白与蓖麻（Ricinus communis）LEA（XP_002512949.1）、葡萄（Vitis vinifera）DHN4

（AEQ19906.1）、可可（Theobroma cacao）DHN（EOX97937.1）、麻风树（Jatropha curcas）DHN

（ADT65200.1）、油菜 DHN（Brassica napus）AAQ74768.1、夏栎（Quercus robur）DHN1（AAU06814.1）

的一致性分别为 49%、45%、43%、49%、44%和 53%。 

从多重比对结果可看出不同脱水素蛋白氨基酸序列差异较大，仅在脱水素特有 Y 片段、S 片段

和 K 片段区域的氨基酸同源性较高（图 3）。 

利用 DNAMAN 软件对 JrDHN 与其他物种植物的脱水素蛋白进行系统进化分析，可以看出

JrDHN 蛋白与壳斗科（Fagaceae）夏栎的脱水素蛋白亲缘关系最近，因为在进化上同属壳斗目

（Fagales）聚在一起，同时毛榛、欧洲桦和山毛榉同属华木科（Betulaceae）聚在一起，油菜和拟南

芥同属十字花科（Cruciferae）聚在一起，大豆、苜蓿和三叶草同属豆科（Leguminosae sp.）聚在一

起（图 4）。 
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图 3  核桃 JrDHN 与其它物种 DHN 氨基酸序列的同源性分析 

Jr：核桃；Qr：夏栎；Bn：油菜；Fs：山毛榉；Cm：毛榛；Tr：三叶草； Gm：大豆；At：拟南芥；Mt：苜蓿；Bp：欧洲桦。 

Fig. 3  Alignment of JrDHN amino acid sequence with DHNs from other plant species 

Jr：Juglans regia；Qr：Quercus robur；Bn：Brassica napus；Fs：Fagus sylvatica；Cm：Corylus mandshurica；Tr：Trifolium repens； 

Gm：Glycine max；At：Arabidopsis thaliana；Mt：Medicago truncatula；Bp：Betula pubescens. 

 

 

图 4  核桃 JrDHN 与已知其他植物脱水素蛋白系统进化分析 
Fig. 4  Phylogenetic tree of JrDHN of J. regia and dehydrin from some other plants 

 

2.3  JrDHN 的时空表达模式 

通过对‘香玲’核桃不同组织器官进行 qRT-PCR 检测，发现 JrDHN 在核桃的树皮、叶片、雌
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图 6  低温胁迫下核桃叶片中 JrDHN 的表达分析 

Fig. 6  Expression of JrDHN gene in leaf  

of J. regia by cold treatment 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 图 5  JrDHN 基因在‘香玲’核桃不同组织中的表达 

 Fig. 5  The expression of JrDHN gene in different 

     tissues of J. regia‘Xiangling’ 

图 7  自然低温条件下核桃花芽中 JrDHN 的表达模式 

Fig. 7  Expression of JrDHN gene in flower bud of  

J. regia under natural low temperature 

花和花芽中均有表达，在雌花中的表达量最高，其次是树皮和叶片，在花芽中的表达量最低（图 5），

具有组织表达特异性。 

    以核桃 18S 基因为内参，利用 qRT-PCR

方法分析‘香玲’核桃叶片 JrDHN 在 4 ℃低

温胁迫下的表达模式和花芽中 JrDHN 在自然

越冬条件下的表达情况。结果（图 6）表明：4 

℃低温处理 2 h 时 JrDHN 的表达量迅速升高，

4 h 时表达量达到最大值，之后呈下降趋势，但

在整个胁迫过程中表达量均高于对照时期（0 

h），说明 JrDHN 可能在低温胁迫中起作用。   

自然越冬条件下‘香玲’核桃花芽中

JrDHN 表达呈现先上升后下降的趋势，12 月份

花芽中 JrDHN 表达量达到最大值，次年 1 月份

表达量开始下降，3 月份表达量明显降低（图

7），进一步表明 JrDHN 可能在响应低温胁迫中起作用。 

 

2.4  JrDHN 的单核苷酸多态性（SNPs）分析 

在分析 JrDHN 序列的基础上，以 12 份核桃属植物为试材，用 DnaSP5 软件对 JrDHN 进行单核

苷酸多态性分析。在长度 1 056 bp 的核苷酸序列中检测到 30 个多态性位点（SNPs），平均每 35 bp

检测到一个多态性位点，检测到 11 个插入缺失（InDel），发生频率分别为 30 SNP/1 056 bp 和

11 InDel/1 056 bp。其中有 16 个发生在编码区，占总数的 39%，25 个发生在非编码区，占总数的 61%，

非编码区的单核苷酸多态性大于编码区。 

在所检测出的 30 个多态性位点中，有 16 个转换（Transition）（T↔C，A↔G）和 14 个颠换

（Transversion）（A↔C，A↔T，C↔G，G↔T），转换与颠换的比率为 1.14︰1，说明碱基突变的

主要类型是转换。 

在发现的 11 个 InDel 中，4 个来自编码区，7 个来自非编码区，非编码区 InDel 变异频率约为

编码区的 1.75 倍。 
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利用 DNAStar 和 DnaSP5 软件对来自不同材料的序列进行多序列联配、聚类分析和单倍型

（haplotype）分析。结果表明，JrDHN 在不同材料之间存在差异，可分为 10 个单倍型，单倍型的

多样性为 0.9697。单倍型 Hap1 和 Hap4 各包含两份材料，分别是阿克苏核桃，温 185 和黑杂 1，魁

核桃；单倍型 Hap2、Hap3、Hap5、Hap6、Hap7、Hap8、Hap9 和 Hap10 都只包含一份材料。12 个

样本定义的 10 种单倍型在进化上分别聚为两类，单倍型 Hap1、Hap5、Hap6、Hap8、Hap9 和 Hap10

聚为一类，单倍型 Hap2、Hap3、Hap4 和 Hap7 聚为另一类（图 8）。 

 

图 8  12 份核桃材料 JrDHN 基因的单倍型关系 
Fig. 8  JrDHN haplotype relationship of 12 walnut accessions 

3  讨论 

根据 Y、S 和 K 片段保守特征区域的数量和排列顺序将脱水素分为 5 个亚类：YnSK2、Kn、SKn、

KnS 和 Y2Kn，其中 YnSK2型脱水素在自然界中最丰富，是类碱性或者中性蛋白质（Jensen et al.，1998）。

本研究中采用 RACE 技术首次从核桃中克隆了脱水素 JrDHN 基因，JrDHN 氨基酸序列 N 端含有 2

个 Y 片段、1 个 S 片段和 2 个 K 片段，为典型的 Y2SK2 型脱水素（Close et al.，1996）。与其他植

物的脱水素蛋白的氨基酸序列同源性在 43% ~ 53%之间。系统进化分析显示 JrDHN 与壳斗科

（Fagaceae）夏栎的脱水素聚在一起，这与进化上两者同属壳斗目（Fagales）是一致的。 

qRT-PCR 分析表明，‘香玲’核桃中 JrDHN 在 4 ℃低温胁迫下表达量均有所升高，这暗示该脱

水素在低温胁迫中发挥着重要作用。在越橘（Muthalif & Rowland，1994）、枇杷（徐红霞 等，2011）

和平榛（陈新 等，2013）中的研究表明脱水素基因受低温胁迫诱导上调表达。‘香玲’核桃花芽中

JrDHN 基因在自然低温条件下，12 月的表达量最高，11 月和 1 月高于 3 月，可能是由于气温的回

升导致表达量下降，表明 JrDHN 受低温诱导表达，并且参与信号转导途径中的早期基因调控，在受

到外界胁迫时能快速大量表达。这与已报道阿月浑子 pvDHN 基因（Yakubov et al.，2005）、苹果

MdDHN 基因（Garcia-Bañuelos et al.，2009）和桃树 bpuDHN1（Wisniewaki et al.，2006）在低温胁

迫下的表达模式相似。 

单核苷酸多态性（Single nucleotide polymorphism，SNP）是指在基因组水平上由单核苷酸变异

所引起的一种序列多态性（Brookes，1999）。单核苷酸多态性具有数量大、分布广、稳定性强、易

于分型等优点，被称为第 3 代分子标记，在物理作图、资源分类、进化遗传研究中也是很有效的分
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子标记（Brookes，1999；Rafalski，2002；Chagné et al.，2008；张育垚 等，2012）。已有研究结果

表明，SNP 有助于解释不同群体或个体之间的表型差异（Ingvarsson，2005；Aulchenko et al.，2007），

而且分析 SNP 的差异还可以了解物种间的亲缘关系和进化生物学信息。本研究的结果表明 JrDHN

基因在核桃属中存在着丰富的 SNP 多态性，SNP 频率为 30/1 056 bp，平均每 35 bp 有一个 SNP，且

非编码区 SNPs 位点多于编码区，这与在大豆（Zhu et al.，2003）和玉米（Ching et al.，2002）等中

的研究相似。 

单倍型亲缘关系分析显示核桃属中 12 份材料可聚为两大类。Hap1、Hap5、Hap6 和 Hap8 ~ Hap10

聚为一类，主要是核桃组和核桃楸组的成员，其中奇异核桃是普通核桃和黑核桃的种间杂种，鸡心

是麻核桃的主要品种之一，云新 14 是铁核桃和普通核桃的种间杂种。Hap2 ~ Hap4 和 Hap7 为另一

类，主要是黑核桃组的成员，其中黑杂 1 是魁核桃和普通核桃的种间杂种。 
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