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沙冬青端粒酶逆转录酶基因(AmTERT)
克隆及表达分析
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(1北京林木分子设计育种高精尖创新中心, 北京林业大学生物科学与技术学院, 林木育种国家工程中心,
北京 100083; 2临沂大学生命科学学院, 临沂 276000; 3清华大学分析测试中心, 北京 100084)

摘要      利用分段克隆法从沙冬青中得到一条全长为3 459 bp的端粒酶逆转录酶基因(telomerase 
reverse transcriptase of Ammopiptanthus mongolicus, AmTERT), 并对AmTERT进行了系统的生物信

息学分析。结果表明, AmTERT编码1 153个氨基酸, 蛋白相对分子质量为132.52 kDa, 等电点为9.49, 
属于稳定性较差的亲水性蛋白。未发现跨膜结构存在, 定位预测结果显示其在细胞质膜及线粒体

上有定位, 同时发现其有单分型(NLS-monopartite)和双分型(NLS-bipartite)细胞核定位信号, 而在原

生质体中的瞬时表达实验结果表明AmTERT定位在细胞核中。该氨基酸序列共有147个潜在磷酸

化位点, 氨基酸比对结果显示, AmTERT与大豆TERT相似性高达75%。另外, AmTERT蛋白具有端

粒酶逆转录酶的保守功能结构域(TRBD及RT), 并存在潜在的Akt激酶磷酸化位点, 暗示其可能通过

磷酸化作用发挥调节自身或其他基因功能的作用。荧光定量PCR结果显示, AmTERT在根中表达量

较茎和叶组织都高, 盐、干旱、热及低温胁迫均能导致沙冬青幼苗根和叶中AmTERT的表达量升高, 
说明植物细胞端粒酶可能和动物细胞一样具有应激保护功能。综上, 研究结果表明, 沙冬青端粒酶

可能存在非端粒功能。

关键词       沙冬青; 端粒酶; AmTERT; 非生物胁迫 
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Abstract       A segmented cloning method was used to clone a telomerase reverse transcriptase gene (AmTERT) 
of 3 459 bp in length from Ammopiptanthus mongolicus, and a systematic bioinformatic analysis of the telomerase 
reverse transcriptase gene (AmTERT) was carried out. The results showed that AmTERT encoded a protein of 1 153 
amino acids with a relative molecular weight of 132.52 kDa and an isoelectric point of 9.49, which was a poorly 
stable hydrophilic protein. No transmembrane structure was found. The localization analysis results showed that 中
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it was probably located on the plasma membrane and in mitochondria, and also had NLS-monopartite and NLS-
bipartite nuclear localization signals. This amino acid sequence has a total of 147 potential phosphorylation sites 
and the result of amino acid alignment showed that the similarity between AmTERT and soybean TERT was as 
high as 75%. In addition, AmTERT protein has the conserved functional domains of telomerase reverse transcrip-
tase (TRBD and RT), and one putative Akt phosphorylation sites in AmTERT that conform to the consensus motif 
was predicted. Fluorescence quantitative PCR analysis showed that AmTERT expressed much more in roots than in 
stems and leaves. Furthermore, AmTERT expression increased under salt, drought, hot and cold stress, indicating 
that telomerase might be closely associated with genomic stability. Our research results implied that Ammopiptan-
thus mongolicus telomerase might have the non-telomere functions, and provided some new hints for further study 
to reveal the functions of plant telomerase.

Keywords       Ammopiptanthus mongolicus; telomerase; AmTERT; abiotic stress

端粒酶作为稳定端粒长度的一种酶, 在维持

真核生物染色体末端DNA完整性中发挥着重要作

用。目前的研究认为, 端粒酶由三个主要部分构成, 
即端粒酶逆转录酶 (telomerase reverse transcriptase, 
TERT)、端粒酶RNA(telomerase RNA, TER)和端粒酶

相关蛋白(telomerase-associated protein, TEP)[1]。端粒

酶以端粒酶逆转录酶(TERT)为催化亚单位, 以端粒酶

RNA(TER)为模板, 利用逆转录方式来补充细胞分裂

增殖时丢失的端粒结构[2]。Schmidt等[3]在利用活细胞

成像技术实时监测端粒酶招募端粒的动态过程中发

现, 人的端粒酶招募端粒的过程发生在细胞分裂周期

的S期, 并且这一过程都依赖于端粒酶蛋白TERT与端

粒蛋白TPP1的直接相互作用。

端粒酶逆转录酶(TERT)具有逆转录活性, 是端

粒酶活性的限速因子。端粒酶的组分最早是在游仆

虫中发现的, 之后在人、小鼠等真核生物中也被发

现, 而TERT基因序列最早是在芽殖酵母中发现的, 
随后在纤毛虫中也成功克隆到了此基因[4]。TERT基
因具有高度保守性, Fitzgerald等[5]根据该基因序列

保守性较高的原理, 依hTERT序列设计引物, 克隆到

拟南芥TERT的cDNA序列。研究发现, 人成纤维细

胞和视网膜色素细胞转TERT基因后, 细胞增殖能力

增强[6]。表达hTERT基因的巴雷特食管上皮(Barrett’s 
esophageal epithelium)细胞寿命明显延长[7]。现有

的一些研究表明, 端粒酶尤其是端粒酶逆转录酶

(TERT)亚基, 除了维持端粒长度和染色体稳定之外, 
还具有非端粒的功能[8]。对端粒酶非端粒功能的研

究有助于全面了解端粒酶的功能。

目前, 已经在多种植物中获得TERT基因, 而关

于TERT功能的研究多集中在动物细胞, 植物方面的

研究很少, 并且目前未见到关于木本植物TERT的研

究报道。沙冬青隶属豆科蝶形花亚科沙冬青属, 为荒

漠特有超旱生常绿灌木, 是第三纪古地中海热带气候

孑遗物种, 我国北方沙漠中唯一常绿阔叶灌木, 国家

三级濒危保护植物[9]。沙冬青生长环境气候干旱, 年
降水量小于200 mm, 年平均蒸发量达3 000 mm, 季节

性极端温度从冬季约–30 °C到夏季超过40 °C。其自

然分布区域为高盐度的沙质或石质土壤。该物种对

恶劣环境的耐受性使其成为研究抗逆基因和相关机

制的重要植物资源[10]。现有的一些研究表明, 沙冬

青表现出对干旱、高盐度、高温和冰冻胁迫的高度

耐受性[11-12]。而沙冬青端粒酶是否具有抵御极端环

境而保护基因组稳定性的功能, 是一个值得研究的

问题。

本研究克隆了沙冬青的端粒酶逆转录酶基因

(AmTERT), 进行了系统的生物信息学分析, 分析了

AmTERT的理化性质和结构特征。同时, 研究了盐、

干旱、热及低温胁迫条件下沙冬青幼苗的根和叶中

AmTERT的表达, 为进一步探究沙冬青端粒酶在极

端环境中行使端粒及非端粒功能提供了可靠证据。

1   材料与方法
1.1   材料

在本实验室前期获得的沙冬青花发育转录组

数据库中筛得端粒酶逆转录酶基因AmTERT序列信

息。试验材料为沙冬青(Ammopiptanthus mongoli-
cus)幼苗, 种子于2013年采集自内蒙古阿拉善左旗, 保
存在–20 °C冰箱中。

1.2   试剂及仪器

聚乙二醇(PEG4000)、MS培养基、氯化钠购自
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北京蓝弋化工产品有限责任公司; 强力植物RNA提取

试剂盒(PowerPlant® RNA Isolation Kit with DNase)购
自拜尔迪生物科技公司; 反转录试剂盒[QuantScript 
RT Kit(KR103)]、荧光定量试剂盒[SYBR Premix Ex 
TaqTM II(Perfect Real Time)]及Trans1-T1克隆菌株购

自TIANGEN公司; DNA内切酶BamH I和Kpn I购自

NEW ENGLAND BioLabs(NEB)公司; DNA聚合酶

TransStart® FastPfu Fly DNA Polymerase及pEASY®-
Blunt测序载体购自TransGen Biotech公司; 表达载

体pCAMBIA2300由本实验室构建保存; 纤维素酶

(Cellulase R-10)、 离 析 酶(Macerozyme R-10)购 自

Solarbio公司。

所用到的仪器包括: 低温离心机(Eppendorf)、
旋涡混合器、液氮、研钵、–80 °C冰箱、–20 °C冰箱、

PCR仪(TECHNE)、微量移液器(Eppendorf)、紫外分

光光度仪(NanoDrop2000)、iCycler® Thermal Cycler
荧光定量PCR仪(Bio-RAD, USA)及A1R-si激光扫描

共聚焦显微镜(Ti-E/Ti-U/Ti-S, Nikon, Japan)等。

1.3   胁迫处理沙冬青幼苗

在MS培养基(25 °C, 16 h光照/8 h黑暗, 70%相

对湿度)中培养沙冬青幼苗, 将培养14天长出2片子

叶的幼苗放入2 °C培养室中进行低温处理, 分别在

处理1、2、4、8天时取样; 另将沙冬青幼苗置于45 °C
培养室中进行热胁迫, 分别在处理1、2、4、6、8、
16、24 h时取样。

在珍珠岩基质(25  °C, 16 h光照/8 h黑暗, 70%相

对湿度)中培养沙冬青幼苗, 培养14天长出2片子叶

时进行胁迫处理及取材。干旱处理: 用20%的聚乙

二醇(PEG4000)溶液灌浇, 每2天浇1次, 分别在处理

1、2、4、8天时取样; 盐处理: 用200 mmol/L的NaCl
溶液灌浇, 每2天浇1次, 分别在处理1、2、4、8天时

取样。

采用混合取样法, 每个处理做3次生物重复, 即
每个处理水平处理3盆/瓶幼苗, 每个重复分别取3株
沙冬青幼苗的根、叶部分, 样品用锡纸包裹, 液氮速

冻, –80 °C保存。 
1.4   提取沙冬青总RNA并反转录获得基因组

cDNA
用强力植物RNA提取试剂盒(PowerPlant® RNA 

Isolation Kit with DNase)提取沙冬青总RNA, 具体步

骤按照说明书操作, 提取得到的RNA质量和完整性

用1%的琼脂糖凝胶电泳检测。RNA浓度用核酸定

量仪NanoDrop2000测定, 之后保存于–80 °C冰箱备

用。用反转录试剂盒 [QuantScript RT Kit(KR103)]
反转录获得沙冬青总cDNA, 具体步骤按照说明书

操作, 并用actin引物(表1)进行PCR反应, 验证cDNA
的质量。将获得的cDNA保存在–20 °C冰箱中备用, 
cDNA使用过程中尽量避免多次冻融。

1.5   沙冬青AmTERT基因PCR扩增

以1.4中得到的cDNA为模板, 利用Vector NTI11.2.5
软件对实验室前期沙冬青花发育转录组数据库中拼

接比对得到的AmTERT的CDS序列进行分析, 得到全

长为3 459 bp的开放阅读框(ORF), 根据此ORF设计

克隆引物, 但是由于常规的PCR方法未能有效扩增

出目的片段, 所以采用分段克隆的方式来获得完整

的AmTERT基因的ORF序列。

分段克隆具体方案如下(图1)。(1)序列分析, 通
过生物分析软件DNAMAN对AmTERT基因ORF序列

表1   基因克隆及荧光定量PCR分析所用引物 
 Table 1   List of primers used for gene cloning and qRT-PCR

基因

Gene
引物名称

Primer name
引物序列

Primer sequences

AmTERT S1 CGG GAT CCA TGA TGT ATA GAA GGG AAC CGG C

2A1 TCG GCT GAA GTC TGA GCT TTG AAA A

3S3 GCA CTG TTG CTT GCT TCA AAG ACT G

A1 GGG TAC CAT ACT TGA TGT CCC AAA GCA GAG AGG

T3-S GTA CGG ATG GTG GCG AAT CT

T3-A TGG GCA TCA CGA AGA ACA GA

Actin Actin-S ACC TTG CTG GCC GTG ATT TAA CG

Actin-A ATA GTG GAC CCA CCA CTA AGC ACG

下划线标识的是酶切位点。

Underlined are the restriction sites.
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进行酶切位点分析, 所选酶切位点需具备以下特点: 
(a)酶切位点在基因ORF序列内为单一酶切位点; (b)
酶切位点序列不含有简并碱基; (c)酶切位点的位置

尽可能靠近基因ORF序列的中间部位。最终选择的

酶切位点为Acc I, 位于AmTERT基因ORF序列1 786 bp
处。(2)设计引物, 分别扩增Acc I酶切位点前后2段
AmTERT基因序列, 2段基因序列均需包含Acc I酶切

位点, 可适当延长序列长度以找到合适的扩增引物, 
最终选择的引物对S1+2A1(表1)扩增扩增AmTERT
基因ORF序列1~1 822 bp, 其中上游引物S1设计带有

内切酶Kpn I的酶切位点。用引物对3S3+A1(表1)扩
增AmTERT基因ORF序列1 712~3 459 bp, 下游引物

A1设计带有内切酶BamH I的酶切位点。

使用DNA聚合酶TransStart® FastPfu Fly DNA 
Polymerase进行扩增反应, PCR反应程序为: 95 °C预
变性2 min, 然后按95°C变性20 s、 60 °C退火20 s、 
72 °C延伸1 min, 循环35次。产物用1%的琼脂糖凝胶

分离后回收, 分别用DNA内切酶Acc I单酶切得到包含

AmTERT基因ORF序列1~1 786 bp及1 786~3 459 bp的
2段序列, 经1%的琼脂糖凝胶分离并回收后用DNA
连接酶连接, 获得AmTERT全长序列, 连接pEASY®-
Blunt载体后送往华大基因公司进行测序。

1.6   构建荧光蛋白融合表达载体

将上述测序正确的pEASY®-Blunt-AmTERT
用对应内切酶进行酶切后连接表达载体pCAM-
BIA2300, 连接反应使用T4 DNA连接酶(NEB)。之

后转化Trans1-T1克隆菌株并进行测序。表达载体

pCAMBIA2300大小为8 742 bp, 载体本身不含启

动子序列和GFP序列, 在多克隆酶切位点(multiple 
cloning sites, MCS)区EcoR I和Sac I酶切位点间插入

CaMV 35S启动子序列(678 bp), 在Pst I和Hind III酶切

位点间插入GFP序列(717 bp), pCAMBIA2300-GFP载
体大小为10 137 bp。载体pCAMBIA2300-AmTERT-
GFP表达的蛋白为融合蛋白AmTERT-GFP, 在Am-
TERT蛋白C-端通过4个甘氨酸连接GFP蛋白, 通过

检测细胞内GFP蛋白荧光信号来间接研究TERT蛋

白的亚细胞定位。

1.7   AmTERT蛋白在沙冬青原生质体中瞬时表达

将上述测序正确的pCAMBIA2300-AmTERT-
GFP融合质粒及pCAMBIA2300质粒利用PEG介导法

转入沙冬青原生质体中。沙冬青原生质体游离方法

如下: 称取0.2 g纤维素酶(Cellulase R-10)、0.08 g离析

酶(Macerozyme R-10), 加入到20 mL酶储液(0.4 mol/L
甘露、20 mmol/L MES、20 mmol/L KCl)中, 55 °C水
浴10 min, 冷却后加入CaCl2(10 mmol/L), BSA(0.1%), 
0.45 μm微孔过滤, 制成酶解液, 移入100 mL小烧杯

中备用。取4周大的沙冬青幼苗子叶(健康、生长状

况良好的肥厚叶片), 约5片子叶, 用镊子去除上下表

皮, 置于酶解液中, 锡箔纸包裹避光, 23 °C、50 r/min
酶解1 h, 之后于23 °C静置2 h。期间每隔0.5 h镜检1
次。酶解完全后用100~200目筛子过滤, 将滤液置于

50 mL离心管中, 4 °C、60 ×g离心15 min。弃上清, 
沉淀用4 mL冰浴的W5溶液(154 mmol/L NaCl、125 
mmol/L CaCl2、5 mmol/L KCl、2 mmol/L MES)轻
轻吹散洗涤, 4 °C、100 ×g离心3 min。弃上清, 沉淀

再次用4 mL冰浴的W5溶液重悬, 冰上放置30 min, 
23 °C、100 ×g离心1 min。弃上清, 沉淀用mmg溶液

(0.4 mol/L甘露醇、4 mmol/L ME、15 mmol/L MgCl2)
重悬, 每一个转化加100 μL mmg溶液。取10~20 μg
质粒于1.5 mL EP管中, 加入100 μL原生质体, 轻柔混

匀。加入110 μL 40% PEG-Ca溶液, 轻柔混匀, 放置

20~30 min。加入440 μL W5溶液, 轻柔混匀, 23 °C、
100 ×g离心1 min。弃上清, 加入500 μL W5溶液, 轻柔

混匀, 移入清洗干净且用W5溶液润洗过的6孔板中, 
用W5溶液补足1 mL, 稍微混匀。23 °C、锡箔纸包裹

避光培养12 h。加入固定液(4%多聚甲醛)固定5 min
后加入DAPI(10 μg/mL)染色30 min, 加入4 mL W5溶
液, 60 ×g离心3 min, 弃上清后再次加入4 mL W5溶
液, 60 ×g离心3 min。在A1R-si激光扫描共聚焦显微

镜(Ti-E/Ti-U/Ti-S, Nikon, Japan)下观察。激发光波长

分别为: GFP, 488 nm; 叶绿素自体荧光, 663~738 nm; 
DAPI, 360 nm。

Acc I (1 786 bp)

AmTERT (ORF: 3 459 bp)

1 712 bp
1 822 bp1 bp

图1  分段克隆法克隆AmTERT基因示意图

Fig.1  The schematic of cloned AmTERT by segmented cloning method 
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1.8   AmTERT生物信息学分析

AmTERT蛋白的基本理化性质由在线软件 
ExPASy-ProtParam(http://web.expasy. org/protparam/)
进行预测; 用TMHMM(http://www.cbs.dtu.dk/services/
TMHMM/)预测AmTERT蛋白的跨膜结构; Predict-
protein(http://www.predictprotein.org/)预测蛋白的

二级结构 ; ExPASy-ProtScale(http://web.expasy.org/
protscale/)预测疏水性; TargetP V1.0和MitoProt II V1.0a4
预测可能存在的亚细胞定位; 为了解AmTERT与其

他植物TERT蛋白的亲缘关系, 从NCBI数据库搜索和

下载了已知植物的TERT蛋白序列。研究中选取了

几个具有代表性的科属, 包括百合科、豆科、禾本科、

葫芦科、葡萄科、蔷薇科、茄科、十字花科、芸香科、

苔藓和藻类。采用MEGA5.1软件, Neighbor-Joining
法构建系统树, Bootstrap值为100。
1.9   荧光定量PCR分析

以沙冬青Actin用作内参基因(表1), 以引物对

T3-S/T3-A为荧光定量引物, 使用SYBR Premix Ex 
TaqTM II(Perfect Real Time)试剂盒, 用iCycler® Ther-
mal Cycler荧光定量PCR仪(Bio-RAD, USA)进行实

时荧光定量分析。PCR反应体系(10 μL)为: 5 μL Pre-
mix Ex Taq(2×)、 0.3 μL正向引物(10 μmol/L)、 0.3 μL
反向引物(10 μmol/L)、 1 μL总cDNA、 3.4 μL ddH2O。

PCR反应程序为: 95 °C预变性90 s, 然后按95 °C变
性10 s、60 °C退火15 s、72 °C延伸20 s, 循环40次; 
最后, 72 °C延伸90 s。每个实验设置3个生物重复。

数据分析按照公式2–ΔΔCt计算。结果用软件Opticon 
Monito 3.1分析, 同时用SPSS 19.0软件进行数据的

统计分析, 采用单因素方差分析统计方法, P<0.05为

差异具有显著性。

2   结果
2.1   沙冬青AmTERT基因克隆 

经分段法克隆得到2段AmTERT基因序列, 并
连接得到全长3 459 bp序列(图2), 测序后结果与

转录组数据库中序列100%一致。将其注册在

NCBI(National Center for Biotechnology Information)
网站, 序列号为MG650470。
2.2   生物信息学预测显示AmTERT序列具有高保

守性

克隆得到的沙冬青端粒酶逆转录酶基因Am-
TERT的ORF为3 459 bp, 预测编码1 153个氨基酸, 相
对分子质量为132.52 kDa; 等电点为9.49, 不稳定参

数51.00, 总亲水平均系数(GRAVY)值为–0.344, 属
于稳定性较差的亲水性蛋白。AmTERT基因编码的

蛋白未发现跨膜结构存在。定位预测结果显示, 其
在细胞质膜及线粒体上有定位, 同时发现其有单分

型(NLS-monopartite)和双分型(NLS-bipartite)细胞核

定位信号。对TERT蛋白质序列中的氨基酸残基潜

在的磷酸化位点作出了预测, 结果表明, 该氨基酸序

列共有147个潜在磷酸化位点, 其中包括84个几乎分

布在整条多肽链上的丝氨酸(Ser)磷酸化位点, 54个
苏氨酸(Thr)磷酸化位点和9个酪氨酸(Tyr)磷酸化位

点。通过氨基酸序列比对发现, TERT蛋白保守性均

很高, 其中AmTERT与大豆和鹰嘴豆的相似性都达

到了75%, 并且它们都属于豆科。Predictprotein预测

AmTERT的二级结构由26.54%的α-螺旋、8.06%的β-
折叠和64.86%的无规则卷曲组成(图3)。将AmTERT

M: DL2000 marker; 1、2: 扩增产物1~1 822 bp; 3、4: 扩增产物1 712~3 459 bp; 5: 全长ORF扩增产物(3 459 bp)。
M: DL2000 marker; 1,2: PCR amplifed 1-1 822 bp; 3,4: PCR amplifed 1 712-3 459 bp; 5: full length of ORF PCR amplifed (3 459 bp). 

图2   PCR扩增AmTERT基因

 Fig.2   PCR amplification of AmTERT gene
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氨基酸比对结果及二级结构。其中黑色框标识的是Akt激酶磷酸化位点; Oryza: 水稻; Zea: 玉米; Arabidopsis thaliana: 拟南芥; Glycine: 大豆; 
Cicer: 鹰嘴豆。

amino acid alignment results and secondary structure. the black box identifies the Akt kinase phosphorylation site; Oryza: Oryza sativa; Zea: Zea mays; 
Arabidopsis thaliana: Arabidopsis thaliana; Glycine: Glycine max; Cicer: Cicer arietinum.

图3   不同物种间TERT蛋白的比对结果

Fig.3   Comparison of TERT proteins from different species
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与库中的已知同源蛋白晶体结构比对并进行三维重

构, 利用SWISS-MODEL预测了AmTERT的主链构

象(图4C), 其包含有保守的具有逆转录活性结构序

列(telomerase reverse transcriptase motifs, RT)(图4B)
及在进化过程中也十分保守的端粒酶RNA结合结构

域(telomerase RNA binding domain, TRBD)(图4A)。
基于不同植物的TERT氨基酸序列, 使用MEGA5.1

软件用Neighbor-Joining法构建NJ进化树, 研究中选

取了几个具有代表性的科属: 包括百合科、豆科、

禾本科、葫芦科、葡萄科、蔷薇科、茄科、十字花科、

芸香科、苔藓和藻类, 其中红色圆圈标识的是Am-
TERT氨基酸序列。在对各物种氨基酸序列进行格

式化处理后, 使用Clustal W软件对获取的全部TERT
蛋白序列进行多序列比对, 通过筛选和去除结果中

的低相似性冗余序列。利用筛选后的序列比对结果, 
使用PhyML构建系统发育树(Bootstrap=100), 得到不

同物种TERT氨基酸序列的系统进化关系(图5)。
系统进化结果表明, TERT在同一类群中的保守

性极强。如TERT基因在黄瓜、香瓜等的分支中具

有高度的保守性(bootstrap≥99), 而上述均属于葫芦

科植物, 也即TERT基因的系统进化关系与其所在物

种的系统进化关系保持了一致。其他如水稻、小麦

等为主的禾本科, 大豆、菜豆等为主的豆科, 番茄、

烟草等为主的茄科也都反映出了类似的情况, 也即

同一科属物种的TERT的亲缘关系都较近。

2.3   AmTERT亚细胞定位

利用PEG介导法将pCAMBIA2300-AmTERT-GFP
融合质粒及pCAMBIA2300质粒导入沙冬青原生质

体, 瞬时表达结果显示, AmTERT主要定位在细胞核

中(图6A和图6B)。
2.4   基因表达分析

2.4.1   不同组织(器官)中的表达差异      利用实时荧

光定量PCR技术分析了AmTERT在培养14天的沙冬

青幼苗根、茎和叶中的表达量, 结果显示, AmTERT
在根中的表达水平均高于茎及叶组织, 其中在茎组

织中表达量较低(图7)。
2.4.2   AmTERT响应盐、热、干旱及冷胁迫      在不

同的非生物胁迫处理下, AmTERT的响应模式存在

差异, 即使在同一逆境下, 在不同组织间的表达模式

也不同。

在NaCl胁迫下, AmTERT在叶中的表达水平在 
0~1天呈现轻微的下降趋势, 后明显升高, 在处理2
天时达到最大值, 而后降低; 而在处理0~4天时, Am-
TERT在根中的表达呈现先和缓上升后再达到最大

值, 而后恢复至正常水平的趋势, AmTERT在根中的

表达量同样高于叶(图8E和8F)。在渗透(PEG)胁迫下, 
沙冬青幼苗的根和叶组织中AmTERT受PEG6000胁
迫诱导, 表达量呈逐渐上升趋势, 在4天时均达到最

大值, 而后降低, 根中的表达量始终显著高于叶片组

织(图8A和8B)。 

A: AmTERT的端粒酶RNA结合结构域(TRBD)三维结构模型; B: AmTERT的逆转录活性区域(RT)三维结构模型; C: AmTERT三维结构模型。

 A: the three-dimensional structural model of the telomerase RNA binding domain (TRBD) of AmTERT; B: the three-dimensional structural model of 
the reverse transcriptional activation region of AmTERT; C: the three-dimensional structural model of AmTERT.

图4   AmTERT三维结构模型

Fig.4   Three-dimensional structure diagram model of AmTERT

A C

B
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在2 °C低温胁迫下, 叶组织中AmTERT的表达水

平在0~1天呈现轻微的下降趋势, 后明显升高, 在4天
时达到最大值。根组织中处理0~1天呈现先下降而

后在2~8天之间逐渐升高的趋势。叶组织中AmTERT 
表达量的达峰时间比根组织中早(图8G和图8H)。在

45 °C高温胁迫下, 叶组织中AmTERT的表达水平在

0~1天呈现轻微的下降趋势, 后明显升高; 在叶组织

中2~4 h内没有明显差异, 在6 h时骤然升高至峰值后

逐渐下降。根组织中AmTERT的表达水平在4 h时出

现峰值, 而后骤然下降。值得注意的是, 根组织中的

图5   多种植物TERT系统进化树分析

Fig.5   Phylogentic tree constructed by TERT protein sequences in plants
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A: pCAMBIA2300-GFP质粒在原生质体中的瞬时表达; B: pCAMBIA2300-AmTERT-GFP融合质粒在沙冬青原生质体中的瞬时表达。比例尺

=10 μm。

A: transient expression of GFP in protoplasts; B: transient expression of AmTERT-GFP in protoplasts. Bar=10 μm.
图6   AmTERT蛋白瞬时表达

Fig.6   Transient expression of AmTERT protein
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表达量达峰时间早于叶组织, 且在峰值时的表达量

远高于叶组织中的表达量(图8C和图8D)。

3   讨论
在大多数真核生物中, TERT蛋白包含4个功能

域: 端粒酶N-末端功能域(telomerase N-terminal motif, 
TEN)、端粒酶RNA结合结构域(TRBD)、端粒酶逆

转录活性结构域(RT)和C-末端扩展功能域(telomerase 
C-terminal motif, CTE)[13]。TEN功能域对端粒招募端

粒酶至关重要, 且参与催化端粒重复序列合成, 增加

酶的整体活性并赋予持续合成重复序列的能力[14-18]; 
TRBD功能域提供端粒酶RNA与端粒酶逆转录酶

TERT的相互作用位点[19]; RT功能域含有端粒酶活性

位点, 与逆转录转座子(retrotransposon)和逆转录病

毒逆转录酶(retroviralreverse transcriptases)的RT功能

域具有明显的同源性[20-21]; 但并不是所有真核生物

都含有全部的4个功能域[22], 如赤拟谷盗(Tribolium 
castaneum)TERT蛋白没有发现端粒酶N-末端功能域

TEN[23], 而线虫(Caenorhabditis)的TERT蛋白中缺少

CTE。本研究中预测结果显示, AmTERT具有保守

的端粒酶RNA结合结构TRBD和逆转录活性结构域

RT, 并且其氨基酸序列与其他物种同源性很高, 揭
示测序所得序列的可靠性很高。同时, 二级结构及

三维结构预测结果显示出以上两个功能结构域的蛋

白结构中, 端粒酶RNA结合结构TRBD涵盖3个α-螺
旋和2个β-折叠, 而RT结构域包含6个α-螺旋和3个β-

折叠(基因全长中共预测出17个α-螺旋和5个β-折叠), 
即AmTERT的复杂结构多集中于具有特殊功能的部

位。但是, 有趣的是, 在AmTERT的CTE包含了连续

的α-螺旋, 这可能暗示其具有某些特殊的功能。

另外, 磷酸化是细胞内一种普遍的调节方式。

对AmTERT潜在磷酸化位点预测结果显示其存在

Akt、PKA、PKC、CKII、EGFR、cdc2等多种酶潜

在磷酸化位点。其中Akt又称PKB或Rac, 保守序列

模式为: XXRXRXXS/TXX。预测结果显示, Akt位
点位于AmTERT蛋白的第192~198氨基酸之间, 对
应的氨基酸序列为: RSRPFSW。之前的研究表明, 
人TERT和小鼠的TERT都具有蛋白激酶Akt的磷酸

化位点, 这些位点的磷酸化参与调节端粒酶活性[24], 
同样的磷酸化位点在水稻[25]和烟草BY-2细胞[26]的

TERT序列中也能检测到, 并且参与了端粒酶活性的

调节, 但是在拟南芥的AtTERT中没有检测到。因此

AmTERT可能存在与拟南芥不同的端粒酶活性调控

机制, AmTERT可能通过磷酸化或去磷酸化的作用

调节自身或其他基因的功能, 同时磷酸化位点的预

测与分析为今后研究其功能提供了重要依据。

Santos等[27]首先通过TargetP V1.0和MitoProt II 
V1.0a4软件预测了人类TERT蛋白N-端存在一个线

粒体定位信号, 随后构建hTERT-EGFP融合蛋白表

达载体转化成纤维细胞(NHF), Mitotrackerred标记

线粒体, hTERT-EGFP融合蛋白与Mitotrackerred共定

位, 且在线粒体组分中检测到端粒酶活性, 首次证明

Rt: 根; St: 茎; Lf: 叶。所呈现的数据代表mean±S.D., 误差线表示3个生物重复2–ΔΔCt的标准误差。不同小写字母表示不同组织间表达量差异显著

(P<0.05)。
Rt: root; St: stem; Lf: leaf. Data presented represent the mean±S.D.. Error bars indicated the S.D. based on three biological replicates. Different small 
letters indicated significant difference between different tissures at 0.05 level.

图7  AmTERT在沙冬青不同组织中的表达模式

Fig.7  Expression profiles of AmTERT in different tissues
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hTERT能够定位到线粒体。Sykorova等[28]的研究中

曾报道植物TERT蛋白的TEN端存在保守的NLS, 这
与我们的预测结果一致。对AmTERT的定位预测结

果显示, 其具有两个核定位序列(NLS), 同时原生质

体瞬时表达结果也显示, AmTERT主要定位在细胞

核中, 细胞质膜上也有较弱的定位。另外也预测到

AmTERT蛋白具有线粒体及细胞质膜定位信号, 但
其是否能进入线粒体并参与调节线粒体氧化应激功

A~H: 不同胁迫条件下AmTERT的表达模式。Drought: 干旱处理(PEG); Heat: 热处理(45 °C); Salt: 盐处理(NaCl); Cold: 冷处理(2 °C); Rt: 根; Lf: 
叶; 所呈现的数据代表mean±S.D., 误差线表示3个生物重复2–ΔΔCt的标准误差, 不同小写字母表示同一处理条件下不同时间点表达量差异显著

(P<0.05)。纵坐标表示与未处理材料中AmTERT表达量(基准为1)比较。

A-H: relative expression profiles of AmTERT under abiotic stress. Drought: drought treatment (PEG); Heat: heat treatment (45 °C); Salt: salt treatment 
(NaCl); Cold: cold treatment (2 °C); Rt: root; Lf: leaf; Data presented represent the mean±S.D., Error bars indicate the S.D. based on three biological 
replicates, different small letters indicate signifcant difference at 0.05 level. Relative gene expression levels were compared with untreated material con-
trol (baseline=1).

图8   AmTERT在不同胁迫条件下的表达模式

Fig.8   Relative expression profiles of AmTERT under abiotic stress
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能需进一步实验验证。不过, 在Zachova等[29]的实验

中, 除了通过构建荧光融合蛋白证明拟南芥TERT蛋
白及其结构域主要定位于细胞核和核仁内, 并且预

测到有线粒体定位信号存在, 也观察到拟南芥TERT
的CTE端出现较弱的细胞质定位, 猜测可能是由于

NLS的优势作用效果导致TERT在细胞质中的定位

较弱。

荧光定量PCR(qRT-PCR)结果表明, AmTERT在
培养14天的沙冬青幼苗的不同组织表达模式不同, 
在根中表达量较茎和叶都高, 茎中表达量极少。前

人的研究结果显示, 与脊椎动物一样, 植物TERT的
转录水平在分裂旺盛的细胞中较高, 包括植物的幼

苗、根和芽的分生区、花以及悬浮细胞培养物。同时, 
端粒酶活性研究也显示, 在TERT表达差的器官如成

熟的叶片中几乎检测不到酶活性[30]。

研究表明, 端粒酶除了端粒DNA的合成作用外, 
还具有其他的生物学功能, 包括促进DNA修复、抗

细胞凋亡、基因表达调控和保护线粒体完整性等非

端粒功能[8,31]。张徐俞等[32]的研究表明, 在盐胁迫条

件下, 沙冬青细胞端粒酶活性的维持对细胞响应应

激保护、维持染色体DNA稳定性具有一定的作用。

另外, 刘颖等[33]较为详细地介绍了TERT与基因的表

达调节及肿瘤发生和TERT与线粒体功能调控相关

的端粒酶非端粒功能。沙冬青幼苗的根和叶中的

AmTERT在非生物胁迫条件下都表现出了表达量上

调, 其中根对胁迫的响应更为明显。这些结果暗示, 
沙冬青端粒酶逆转录酶AmTERT可能具有非端粒功

能。

综上, 沙冬青端粒酶逆转录酶AmTERT具有端

粒酶逆转录酶保守结构域: 端粒酶RNA结合结构域

(TRBD)及端粒酶逆转录活性结构域(RT)。同时, 还
含有多种潜在激酶磷酸化位点, 可能参与沙冬青端

粒酶的端粒和非端粒功能的调节, 并和动物细胞一

样具有应激保护和响应DNA损伤的非端粒功能。但

其具体的胁迫响应机制需进一步研究。
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