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摘  要  可变剪接（Alternative splicing，AS）是真核生物基因表达调控研究的热点. BAK1（Brassinosteroid insensitive1-
associated receptor kinase 1）是植物中丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶的一种，可调控植物的生长发育及先天免疫反应. 为揭

示BAK1基因在甘蔗应答不良外界环境方面的作用，利用电子克隆及RT-PCR方法从甘蔗品种崖城05-179叶片cDNA中克

隆到1个BAK1基因及其1个可变剪接体，分别命名为ScBAK1（GenBank登录号：KP032226）和ScBAK1 S1（GenBank登录

号：KP032227）. 生物信息学分析结果表明，ScBAK1/ScBAK1 S1基因的ORF长1 860 bp/1 770 bp，编码蛋白含有619/589个

氨基酸残基，分子量（Mr）为6.928 × 104/6.576 × 104；两种编码蛋白均定位于质膜上，含有信号肽，为酸性、分泌脂溶性

蛋白；它们的二级结构以α-螺旋和无规则卷曲为主，其次是延伸链，无β-螺旋；蛋白功能预测显示其主要作为细胞膜

蛋白，还参与氨基酸及辅酶因子生物合成. 荧光定量PCR分析结果显示，ScBAK1 S1基因的表达在非生物（水杨酸SA、
CuCl2、PEG、脱落酸ABA、NaCl、茉莉酸甲酯JA）和生物胁迫（黑穗病菌）下均受到抑制，而ScBAK1却受SA、CuCl2、
PEG、NaCl和黑穗病菌的诱导. 结果还表明，相较于ScBAK1在甘蔗抗黑穗病性、渗透胁迫以及细胞生长方面发挥作用

来说，ScBAK1 S1缺失的氨基酸序列或数目在ScBAK1的抗逆性方面扮演了重要角色. ScBAK1和ScBAK1 S1的不同丰度

表达为深入解析ScBAK1基因在生物和非生物逆境条件下的功能奠定了基础. 图6 表1 参56
关键词  甘蔗；BAK1基因；可变剪接；生物信息学；荧光定量PCR
CLC  Q78 : S566.103.4

Cloning and expression analysis of ScBAK1 gene and its alternative 
spliceosome in sugarcane*

XIAO Xinhuan#, HUANG Long#, HUANG Ning, ZHANG Yuye, LING Hui, LIU Feng, SU Weihua & QUE 
Youxiong**

Key Laboratory of Sugarcane Biology and Genetic Breeding (Fujian), Ministry of Agriculture, Fujian Agriculture and Forestry University, Fuzhou 
350002, China

Abstract   Alternative splicing (AS) is an important part of regulation of eukaryotic gene expression. BAK1 (Brassinosteroid 
insensitive1-associated receptor kinase 1) is a specific type of plant serine/threonine protein kinases, and can regulate growth 
and development and natural immunization. To reveal the responses of sugarcane BAK1 gene to the adverse environment, 
a ScBAK1 gene and its alternative spliceosome, termed ScBAK1 (GenBank accession number: KP032226) and ScBAK1 S1 
(GenBank accession number: KP032227), were cloned from leaf cDNA of Yacheng 05-179 utilizing the methods of electronic 
cloning and RT-PCR. The open reading frame (ORF) length of ScBAK1/ScBAK1 S1 gene was 1 860bp/1 770bp, encoding 
619/589 amino acids residues. The predicted molecular weight of the protein was 69.28 kDa/ 65.76 kDa. Both proteins were 
located in plasma membrane, estimated as acid, hydrophikic and secretive proteins. Random coil and alpha helix gave priority 
to extended strand in their secondary structure without beta turn. The most important protein function was cell envelope, 
secondly biosynthesis of amino acids and cofactors. Real-time quantitative PCR analysis revealed that the expression of 
sugarcane ScBAK1 S1 gene exhibited the reduced expression trend under smut fungus stress and various abiotic exogenous 
stresses, including SA, CuCl2, PEG, ABA, NaCl and JA, while the expression of ScBAK1 gene was induced by SA, CuCl2, 
PEG, NaCl and smut fungus stresses. The phenomenon showed that the absent sequences or amounts of ScBAK1 S1 gene plays 
a key role in the response of ScBAK1 to the stress of sugarcane smut fungus, osmotic stress and cell growth. The differential 



87321卷  肖新换等

http://www.cibj.com/           Chin J Appl Environ Biol   应用与环境生物学报

类受体蛋白激酶（Receptor-like protein kinase，RLK）是

植物体内普遍存在的一类蛋白激酶，能够感受外界刺激，通

过磷酸化作用参与胞内信号传递，在植物生长发育过程中发

挥重要作用[1]. 油菜素内酯不敏感受体激酶1（Brassinosteroid 
insensitive1-associated receptor kinase 1，BAK1），即体细胞胚

胎发生受体激酶3（Somatic embryogenesis receptor kinase 3，
SERK3），属于体细胞胚胎发生受体 激酶（SERK）蛋白家

族 [2]，也是一种典型的富含亮氨酸重复序列的跨膜类受体蛋

白激酶（Leucine-rich repeat receptor-like kinase，LRR-RLK），

由胞外域、跨膜域及胞内激酶结构域组成. SERK基因家族

成员由基因拷贝而产生，在功能上存在冗余，但在进化中会

产生功能特异性的分化 [3]. 

前人研 究 发 现，在高浓 度的 油菜 素内酯（Brassinos-
teroids，BR）环境中，BAK1与BR不敏感受体（Brassinosteroid 
insensitive1，BRI1）互作，形成异源二聚体，进而通过磷酸化

作用激活相应的激酶活性，从而介导BR信号转导途径，调节

植物生长发育[4]. 此外，BAK1还能与识别多种病菌相关分子

（Microbe-associated molecular patterns，MAMPs）的识别受体

（Pattern recognition receptors，PRRs）共同作用[5-6]，激活植物

的第一道免疫防线 [7]. 鞭毛蛋白受体FLS2（Flagellin Sensing 
2）是一种典型的MAMPs受体，其结构与BRI1相似，能识别

细菌鞭毛蛋白[8-9]. BAK1可以与FLS2结合形成异源二聚体，

参与植物内源免疫反应 [8]. 近年来，又相继发现BAK1与过表

达细菌效应蛋白[3,6]、钙依赖型磷脂结合蛋白BON1[10]、灰葡

萄孢诱导的蛋白激酶1（Botrytis-induced kinase 1，BIK1）及E3
泛素连接酶（PUB12和PUB13）[11]等相互作用，调节植物对病

原菌的防御反应、调控依赖温度的植物生长和细胞死亡以及

抑制植物先天免疫反应等. 
Wang等研究水稻中过表达拟南芥BAK1基因发现，转基

因水稻半矮化、主根变短，几个BR诱导基因在转基因株系

中上调表达，说明BAK1确实影响了水稻中的BR信号转导 [12]. 

研究表明，烟草中的BAK1，既可介导对食草性昆虫的免疫反

应 [13]，还能够识别真菌 INF1分子，介导MAMP反应，激活对

马铃薯晚疫病菌的抗性 [14].  杨辉等的研究揭示，BAK1能够

增强宿主对病毒的防御作用，在接种芜菁缩叶病毒（Turnip 
crinkle virus，TCV）后，拟南芥BAK1缺陷型植株对TCV较为

感病，其衰老相关基因上调表达 [15]. Vicentini等发现，BAK1
能通过某种代谢途径，促进糖分积累；含糖量较高的甘蔗植

株中BAK1基因的表达量也较高，且其转录物的累积主要在

成熟叶片中，更确切地说是在叶片的束鞘细胞 [16]. 

可变剪接（Alternative splicing，AS）指的是某些基因的

同一mRNA前体在产生成熟mRNA的过程中，通过不同的剪

接方 式剪除内含子，从而使该基因可以表 达出多个不同的

相关蛋白产物，行使不同的生理功能 [17-19]. AS被认为是导致

蛋白质功能多样性 及控制基因表 达的重要机制之一，也是

产生基因组规模与生物复杂性之间的矛盾根源之一 [20]. 已有

实验研究表明，AS在产生受体多样性 [21-22]、控制调节生长发

育[22-23]等方面起决定性作用. 

甘蔗是我国主要的糖料作物之一，然而，甘蔗在生长过

程中，经常遭受各种不利环境因素的侵害. 因此，克隆和鉴

定甘蔗中与各种抗性及经济性状相关的基因，为基于转基因

技术改良甘蔗品种的目标抗性提供具 有自主知识产权的基

因资源就显得尤其重要. 目前，BAK1基因虽然在甘蔗中已有

报道 [16]，且其它物种的报道中也指出BAK1基因可能与抗病

性相关 [14-15]，但甘蔗中该基因的可变剪接情况及其在抗黑穗

病性中的作用的研究尚未见报道. 本研究以甘蔗品种崖城05-
179（YC05-179）叶片的cDNA为实验材料，综合应用电子克隆

和RT-PCR技术，成功克隆到1个甘蔗BAK1基因及其可变剪接

体（ScBAK1 S1），而后在生物信息学分析的基础上，进行实

时荧光定量PCR表达特性研究，旨在为进一步深入研究这些

基因的功能奠定必要的理论和实践基础. 

1  材料与方法

1.1  植物材料及处理
供试甘蔗品种为YC05-179，由福建农林大学农业部福建

甘蔗生物学与遗传育种重点实验室提供. （1）从田间选取健

康、长势一致的蔗茎，砍成单芽茎段后，洗净并用含多菌灵

的水溶液温育，然后在高压无菌土中培育出无菌苗. 切下无

菌苗进行离体扩繁. 选取长势一致的蔗苗，水培10 d，每个不

同处理和不同时间点均设3株蔗苗，作为生物学重复. 分别用

高盐（NaCl，250 mmol/L）、模拟干旱（PEG8000，25.0%）、氯

化铜（CuCl2，500 mmol/L）、脱落酸（ABA，100 μmol/L）、水

杨酸（SA，5 mmol/L）和茉莉酸甲酯（JA，100 μmol/L）水溶液

培养蔗苗. 取样时间点根据预备实验设定，其中NaCl、CuCl2

处理的取样时间为12、24和48 h；PEG、ABA、SA和JA处理的

取样时间为6、12和24 h[24]，0 h未处理的蔗叶作为对照 [24]. 此

部分材料用于研究目的基因受不同外源非生物胁迫后的表

达特性. （2）从田间选取生长健壮、长势一致的蔗茎，光照

培养箱中水培至芽萌动，用5 × 106个/mL黑穗病菌孢子悬浮

液 [25]针刺接种处理萌发蔗芽，取黑穗病菌胁迫0 h、12 h、24 
h、48 h、72 h、96 h和120 h后的甘蔗芽，其中胁迫0 h的蔗芽作

为对照. 此部分材料用于研究目的基因在生物胁迫处理后的

表达特性. 以上取样的所有植物材料均应立即投入液氮中，

然后置于-80 ℃冰箱中保存. 

1.2  方 法
1.2.1  甘蔗ScBAK1基因的电子克隆　　甘蔗EST（CF571249.1）
为丝氨酸 /苏氨酸激酶基因序列片段，通过电子克隆策略，

以该 EST序列为探针，应用NCBI网站上的在线序列比对软

件BLAST（http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）检索甘蔗
EST数据库，得到与探针序列有同源性的甘蔗EST序列群. 将

所得的EST序列在甘蔗EST数据库中进行反复比对，直到没

有新序列出现为止. 使用CAP3（http://doua.prabi.fr/software/
cap3）软件，对所得到的所有甘蔗EST序列进行拼接组装，

expression of ScBAK1 and ScBAK1 S1 lays a foundation for further research on the function of ScBAK1 gene under biotic and 
abiotic stress.
Keywords  sugarcane; BAK1 gene; alternative splicing; bioinformatics; RT-qPCR
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得到Contig序列，命名为ScBAK1.  最后，使用NCBI中的ORF 
Finder（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html）服务器，对最

终获得的cDNA序列进行开放读码框分析并进行蛋白翻译. 
1.2.2  总RNA提取和cDNA合成　　采用Trizol法提取甘蔗
YC05-179叶片及经CuCl2、NaCl、PEG、SA、JA、ABA和黑穗

病菌胁迫处理 及其对应对照组材料的总RNA.  DNaseI处理
RNA样品后，用TaKaRa公司的PrimeScriptTM RT-PCR Kit反转

录试剂盒合成cDNA，作为PCR的模板. 
1.2.3  甘蔗ScBAK1基因的RT-PCR扩增及测序　　使用Primer 
5.0软件，根据电子克隆所得的ScBAK1基因序列，设计一对

特 异性 RT-PCR扩增引物，引物序列见 表1中的ScBAK1-1F
和ScBAK1-1R.  以YC05-179叶片的cDNA为模 板，对目的基

因ScBAK1进行RT-PCR扩增. PCR反应体系为25 μL：ddH2O 
17.375 μL，10 × GC Buffer 2.5 μL，10 mmol/L dNTPs 2.0 μL，引

物各1.0 μL，Ex Taq酶0.125 μL，cDNA模板1.0 μL. PCR反应程

序：94 ℃ 4 min；94 ℃ 1 min，48 ℃ 45 s，72 ℃ 3 min，35个循

环；72 ℃ 10 min. PCR产物经1%琼脂糖凝胶电泳检测后，用
Gel Extraction Kit对扩增产物进行纯化回收，并与pMD19-T载

体在16 ℃连接过夜，连接产物转化到大肠杆菌DH5α感受态

细胞中. 在含Amp的LB平板上进行蓝白斑筛选，筛选出单菌

落的阳性克隆. 挑取单一的白色菌落旋转培养5 h后，进行菌

液PCR鉴定，将含有目的片段长度的菌液送至华大基因公司

进行测序，并使用DNAMAN软件，将测序结果与电子克隆序

列进行同源性比对. 
1.2.4  甘蔗ScBAK1/ScBAK1 S1基因序列的生物信息学分析

　　甘蔗ScBAK1基因的RT-PCR扩增获得2条序列，经分析

其中一条为甘蔗ScBAK1基因序列，另一条为该基因的可变

剪接体（ScBAK1 S1）. 将甘蔗ScBAK1基因和ScBAK1 S1基因

（ScBAK1/ScBAK1 S1）cDNA序列进行生物信息学分析. 利用
ExPASy（http://web.expasy.org/protparam/）、GOR IV（http://
npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_
gor4.html）、SignalP 4.1 Server（http://www.cbs.dtu.dk/services/
SignalP/）、Psort（http://psort.hgc.jp/form.html）、ProtScale
（http://web.expasy.org/protscale/）、Profun 2.2 Server（http://
www.cbs.dtu.dk/services/ProtFun/）软件，对这两个基因的编

码蛋白进行一级结构、二级结构、保守结构域、信号肽、疏

水性亲水性、亚细胞定位及蛋白功能等进行分析和预测，同

时在Blast上查找它们的同源氨基酸序列并用DNAMAN软件

和MEGA5.0软件分别进行氨基酸序列比对和系统进化分析. 
1.2.5  甘蔗ScBAK1/ScBAK1 S1基因的荧光定量PCR分析    根

据甘蔗 ScBAK1基因的保守结 构域 序列，设 计两 对荧光 定

量PCR引物ScBAK1-2F、ScBAK1-2R、ScBAK1-3F、ScBAK1-3R
（其中ScBAK1-2F和ScBAK1-2R设在仅 ScBAK1能表达的区

域，ScBAK1-3F和ScBAK1-3R设在ScBAK1和ScBAK1 S1都能够

表达的区域）. 分别以甘蔗YC05-179经SA、ABA、JA、NaCl、
CuCl2、PEG和黑穗病菌胁迫处理 后的cDNA及其对应对照

组的cDNA为模 板，以GAPDH为内参基因 [26]进行荧光定量
PCR. 荧光定量PCR的引物序列见表1. 按照SYBR Green PCR 
Master Mix Kit（Roche）说明书配置定量反应体系. 荧光定量
PCR扩增程序为：50 ℃ 2 min；95 ℃ 10 min；95 ℃ 15 s、60 ℃ 
1 min，45个循环；增加溶解曲线；反应时每个样品设置3次重

复. 采用2-ΔΔCT算法 [27-28][其中ΔCTScBAK1=CTScBAK1-2F/R-CTGAPDH，
ΔCTScBAK1 S1= (CTScBAK1-3F/R-CTGAPDH)-(CTScBAK1-2F/R-CTGAPDH) [29]]来
计算荧光定量PCR实验数据，并在Excel工作表中进行数据分

析和作图. 

表1  本研究所用的引物
Table 1  Primers used in this study

引物 Primer       序列 Sequence (5′→3′)
ScBAK1-1F TTCTTCCCCCTCCTCTTGC
ScBAK1-1R GGTGTGGTCCTATCGTTGT
ScBAK1-2F TGGAACCTAATCAACGCCCTAC
ScBAK1-2R TTCCCTGTTGCCTCATCTCA
ScBAK1-3F AGGGCTTCGTGGGACTATGG
ScBAK1-3R ATGCGGTCAGGATGGAATGC
GAPDH F CACGGCCACTGGAAGCA
GAPDH R TCCTCAGGGTTCCTGATGCC

2  结果与分析

2.1  甘蔗ScBAK1基因的电子克隆和RT-PCR扩增验证
以甘蔗 丝 氨 酸 / 苏 氨 酸 激 酶 基 因 EST序 列（Genban k 

accession number：CF571249.1）作为查询探针，经电子克隆后

得到1个cDNA全长为2 672 bp的BRI1受体激酶基因. ORF软

件分析显示，该cDNA序列包含1个长度为1 860 bp的完整开

放阅读框，编码619个氨基酸（图1）. 分析发现，该电子克隆

序列的ORF框所编码蛋白与Vicentini等人发现的ScBAK1基因

（GenBank登录号：EU189960）的ORF框编码蛋白相似度达
99.19% [16]，说明该cDNA序列的正确性. 

经RT-PCR扩增后，分离出约2 000 bp的特异条带. PCR
产物经回收后转入大肠杆菌E. coli DH5α，选取含有目的条

带的菌液送到华大基因公司测序. 测序结果显示有两种长度

不同的片段，其中，有11条序列与引物间的电子克隆的序列相

似度达97.96%，推测该序列为甘蔗BAK1基因，命名为ScBAK1
（GenBank登录号：KP032226）；另2条序列与引物间的电子

克隆序列基本一致（相似度93.55%），但在2 194-2 284 bp处

缺失（图1），推测测序所得的这2条序列片段是电子克隆序

列经过剪接后的序列，命名为ScBAK1 S1（GenBank登录号：
KP032227）. 此外，如图1所示，ScBAK1 S1基因中90 bp碱基序

列的缺失只是ScBAK1基因在2 194-2 284 bp处被切除，并没

有造成移码突变，因此，此种剪接方式在一定程度上不影响
ScBAK1基因原有的编码蛋白的方式；此外，鉴于在不同的可

变剪接过程中，外显子和内含子是存在角色互换的，即在一

种剪接方式中的内含子，可能是另一种剪接中的外显子，因此

作者认为本研究所获得的可变剪接是一个外显子缺失还是

某个外显子的一部分缺失，尚有待进一步的研究. 从图2可以

看出，甘蔗ScBAK1蛋白的蛋白激酶催化区域位于294-567氨

基酸之间，而本研究中发现的ScBAK1 S1却在558-587氨基酸

之间缺失，表明该缺失片段破坏了甘蔗ScBAK1蛋白的激酶

催化区域. 

2.2  甘蔗ScBAK1/ScBAK1 S1基因的生物信息学分析
使用多种生物信息学软件分析甘蔗ScBAK1/ScBAK1 S1

基因编码蛋白的功能，结果如下：ExPASy和ProtScale在线工

具分析显示，两种编码蛋白分子量（Mr）为6.928× 104/6.576× 
104，等电点（PI）为5.79/5.88，脂肪系数（AI）为100.61/99.95，
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图1  获得的甘蔗ScBAK1/ScBAK1 S1基因的cDNA全长序列及其氨基酸序列（*终止密码子）. 红色部分为缺失的碱基序列. 
Fig. 1  cDNA sequence and amino acid sequence of sugarcane ScBAK1/ScBAK1S1 gene obtained (*stop codon). The red sections are the absent base 
sequences.

图2  获得的甘蔗ScBAK1蛋白的模式图. PKc_like：295-569，蛋白激酶超家族的催化域；TyrKc：294-567，酪氨酸激酶、催化域. 

Fig. 2  Structural model of sugarcane ScBAK1 protein obtained. PKc_like: 295-569, catalytic domain of the protein kinase superfamily; TyrKc: 294-567, 
tyrosine kinase, catalytic domain.
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5期甘蔗ScBAK1基因及其可变剪接体的克隆与表达分析

不稳定系数（Ⅱ）为39.03/35.38，GRAVY为-0.126/-0.11，推

测甘蔗ScBAK1/ScBAK1 S1蛋白均为酸性脂溶蛋白；GOR IV
在线工具分析两种蛋白的二 级结 构，结果显 示，ScBAK1/
ScBAK1 S1蛋白均含有α-螺旋、无规则卷曲和延伸链，无β-螺
旋，但所占比例有所不同[ScBAK1 S1蛋白中α-螺旋所占比例

（41.60%）和无规则卷曲（41.94%）相当，ScBAK1蛋白中无规

则卷曲所占比例（44.9%）大于α-螺旋（39.58%）]；SignalP 4.1 
Server和Psort在线工具分析这两种蛋白，结果显示它们的结

果一致，即都存在信号肽，可能定位于质膜、内质网膜 /腔和

胞外，其中质膜的概率最高（0.46），故推测这两种蛋白合成

后，经内质网加工，再转到质膜上，为分泌蛋白；Profun 2.2 
Server在线工具分析这两种蛋白功能，结果显示，两种蛋白

的最主要功能指向均是为细胞膜蛋白，其次是氨基酸及辅

因子生物合成，也有可能参与了能量新陈代谢等，但ScBAK1
蛋白的氨基酸生物合成功能的可能性较ScBAK1 S1蛋白小得

多，且ScBAK1蛋白还可能有翻译功能. 

使 用 NCBI中的 protein blas t 程 序，对 甘蔗 ScBA K1/
ScBAK1 S1蛋白的氨基酸进行同源性分析. 在结果中选取甘

蔗（Saccharum officinarum_gb|ABX83681.1|）、高粱（Sorghum 
bicolor_emb|CAB51480.1|）、玉米（Zea mays_gb|ACG24312.1|）、

小米（Setaria italic_ref |XP_004979667.1|）、短花 药野生稻

（Oryza brachyantha_ref |XP_006663040.1|）、二 穗短柄 草

（Brachypodium distachyon_ref |XP_003577373.1|）、节节草

（Aegilops tauschii_gb|EMT13276.1|）、梅（Prunus mume_
ref|XP_008234117.1|）和桃（Prunus persica_gb|EMJ09226.1|）
进 行蛋白比 对分析（图3），其中，ScBAK1 S1蛋白与 甘蔗

（ABX83681.1）的序 列 相 似性 最高（92%），其 次 是高粱

（CAB51480.1）（91%）. 蛋白比对显示（图3），这些物种中
BAK1蛋白的序列长度为579-645个氨基酸不等，且C端相对

保守. 

利用MEGA5.0软件构建系统进化树（图4），结果显示，

甘蔗与高粱、玉米、小米等草本植物属一大分支（Ⅰ），梅和
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图3  甘蔗ScBAK1/ScBAK1 S1蛋白与其它物种蛋白的氨基酸序列对比. 
Fig. 3  Homology analysis of encoding amino acid sequences of ScBAK1/ScBAK1 S1 protein from sugarcane and other plant species.
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Fig. 4  Phylogenetic analysis of ScBAK1/ScBAK1 S1 protein from sugarcane and other species.

续图3 Continued
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桃两种木本植物属另一大分支（Ⅱ）. 其中，在第Ⅰ分支中，同

属C4植物的甘蔗、高粱、玉米、小米为一个小分支（Ⅰ-1），而

同属C3植物的短花药野生稻、二穗短柄草、节节草为另一个

小分支（Ⅰ-2），这表明该蛋白在进化关系较近的植物中具有

较强的保守性，而在进化过程中分化较远的植物中差异较大. 

2.3  甘蔗ScBAK1及ScBAK1 S1基因在不同非生物胁迫
下的表达特性分析
如图5所示，在非生物胁迫（SA、CuCl2、PEG、ABA、

NaCl、JA）下，甘蔗ScBAK1基因的表达受SA、CuCl2、PEG和

NaCl的诱导，ABA和JA的抑制，而ScBAK1 S1基因的表达却在

这6种胁迫的各个处理时间点都受到较强烈的抑制，并且较

ScBAK1基因都急剧下降，但具体的表达特性却又不完全一

样. 总体看来，在SA、CuCl2和NaCl胁迫下，ScBAK1基因上调

表达，而ScBAK1 S1基因的表达虽然一直处于下调状态，但胁

迫一段时间后，其表达量又有所回升；PEG胁迫下，ScBAK1
基因在胁迫前期（6 h）处于上调状态，且表达量最高（约为

对照组的3.11倍），随着胁迫时间的延长，逐渐转变成下调

状态，之后又回升到与对照组相当的状态，而ScBAK1 S1基

因随着时间的延长，其表达量处于“下降—上升—下降”状

态，且在6 h时达到最低（约为对照组的0.012倍）；ABA胁迫

下，ScBAK1基因的表达量随着胁迫时间的延长而逐渐降低，

ScBAK1 S1基因的表达量在胁迫前期（6 h）急剧下降（约为对

照组的0.039倍），随后在稍有回升后又再次下降；JA胁迫下，

ScBAK1及ScBAK1 S1基因的表达都表现出“先下降后上升”

的下调趋势，且都在24 h时达到最大. 

2.4  甘蔗ScBAK1及ScBAK1 S1基因在黑穗病胁迫下的
表达特性分析
如图6所示，在黑穗病菌胁迫下，甘蔗ScBAK1基因的表
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图5  ScBAK1和ScBAK1 S1基因在不同非生物胁迫下的表达特性.. 
Fig. 5  Expression profiles of ScBAK1 andScBAK1 S1 gene in various abiotic stresses.
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达表现出“下降—上升—下降—上升—下降—上升”的波浪

型状态，而ScBAK1 S1基因的表达模式在处理前期（12 h、24 
h、48 h和72 h）与ScBAK1类似，后期（96 h和120 h）却表现出

“先上升后下降”的趋势，并且在各处理时间点，ScBAK1 S1
基因的表达量较ScBAK1基因都有所下降，但具体的表达特

性又有所不同. ScBAK1基因的表达呈无规则的波浪型，但整

体看来又呈现逐步上升的上调趋势；ScBAK1 S1基因在各处

理时间点的表达均呈下调趋势，并且表达量水平变化较小，

趋向于稳定. 

0.00

0.50

1.00

1.50

2.00

2.50

0 12 24 48 72 96 120

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on

Stress time (t/h)

ScBAK1
ScBAK1 S1

图6  ScBAK1和ScBAK1 S1基因在黑穗病菌胁迫下的表达特性. 
Fig. 6  Expression profiles of ScBAK1 andScBAK1 S1 gene in smut fungus 
stress.

3  讨 论

油菜素内酯不敏感受体激酶1（BAK1）是植物中丝氨酸

/苏氨酸蛋白激酶的一种，在植物的生长发育及先天免疫反

应中发挥重要的作用 [3].  本研究以甘蔗品种YC05-179叶片的

cDNA为材料，成功克隆到1条甘蔗ScBAK1基因及该基因的可

变剪接体，即ScBAK1 S1. 序列比对显示，RT-PCR扩增获得的

ScBAK1/ScBAK1 S1碱基序列与电子克隆得到的cDNA序列相

似度达97.96%/93.55%，且ScBAK1/ScBAK1 S1蛋白氨基酸序

列与Vicentini等人发现的蛋白[16]相似度达97.42%/92.08%，这

进一步的说明克隆到的ScBAK1及ScBAK1 S1基因序列的正确

性. 生物信息学分析显示，ScBAK1/ScBAK1 S1蛋白中均存在

信号肽，定位于质膜上，为脂溶性的分泌性酸性蛋白，这与

Vicentini等人发现的ScBAK1蛋白[16]相同，此外，ScBAK1 S1
蛋白中部分氨基酸的缺失并未造成ScBAK1蛋白移码突变，

这些都在一定程度上说明这种剪接方式对甘蔗ScBAK1基因

编码蛋白的一级结构及理化性质影响不大. 氨基酸同源性分

析显示，该蛋白在同源进化关系较近的植物中其保守 性较

强. 此外，节节草富含亮氨酸重复序列的丝氨酸 /苏氨酸蛋白

激酶（EMT13276.1）在其172和173个氨基酸残基之间有很大

的间隙，可能是由于该基因在该区段表达时也存在选择性剪

接，也可能是进化过程中物种的自然选择造成的，推测甘蔗

ScBAK1基因为适应自然进化或生物胁迫产生选择性剪切. 

可变剪接在植物体内是普遍存在的，能够通过改变转

录组可塑性来提高植物的抗逆性 [30]，有效帮助植物适应生物

和非生物逆境，被广泛应用于植物生长发育、信号转导以及

逆境胁迫应答研究中[31]. 可变剪接将生物遗传信息在更高层

次上进行重新组合，使机体产生更多种类的蛋白质，在长期

的生物进化过程中，经过优胜劣汰的选择，生物体会保留对

其自身有益的剪接方式 [32].  前人研究表明，干旱应答元件结

合蛋白质/C-重复序列结合子（Dehydration responsive element 
binding protein/C-repeat binding factor，DREB/CBF）类转录因

子能够在盐分、温度和干旱等环境胁迫下发生可变剪接，帮

助小麦、水稻和玉米适应上述逆境带来的组织脱水 [33-35]；拟

南芥禽成髓细胞瘤病毒致癌基因同源物类基因（v-myb avian 
myeloblastosis viral oncogene homolog 59 gene，AtMYB59）

的 一 个剪 接 变 体 在 多 种胁 迫 条 件下被 表 达，通 过 转 录 调

控形式来适应多种逆境条件 [36]；水稻促分裂原活化蛋白激

酶基因（Blastand wound induced mitogen-activated protein 
kinase 1gene，OsBWMK1）的3个可变剪接体（OsBWMK1L、
OsBWMK1M和OsBWMK1S）表现出不同的亚细胞定位，进

而可通过亚细胞定位的改变影响其蛋白功能 [37]；棉花体细

胞胚胎发生受体类激酶1的类似物（Somatic embryogenesis 
receptor-like kinase1-like，GhSERKL1）基因的2个可变剪接

处的内含子在剪接过程中具有竞争的受体5′端剪接位点，而
3′端的供体位点相同 [38].  BAK1蛋白在与各种受体形成复合

物的过程中，使 底物磷酸化 来启动 植物的免 疫 反 应等，进

而调节植物生长、发育，但 这种磷酸化 反应依 赖其 激酶活

性 [13, 39-40]. 根据甘蔗ScBAK1蛋白的结构图（图2）和Vicentini
的报道 [16]，本研究中发现的ScBAK1 S1蛋白中缺失的部分正

位于ScBAK1蛋白的细胞质激酶区域，使具有酪氨酸激酶催

化活性的C-端部分缺失，故推测甘蔗ScBAK1基因的此种剪

接方式在ScBAK1蛋白与多种组分互作的过程中发挥着一定

的作用. 
BAK1是一个多功能受体，与多个互作组分相互作用共

同调控植物的生长发育及 对多种病原的抗性. 前人研究表

明，SA为植物的次 生代 谢产物，参与植物对病原的防御反

应，进而诱导植物系统获得性抗性 [41-42]；NaCl和PEG为渗透

胁迫物质，且NaCl对植物有Na+毒害效应 [43-44]；Cu+胁迫抑制

细胞的呼吸作用进而抑制细胞的生长，会对细胞膜 造成伤

害 [45].  本研究中荧光定量PCR分析显示，非生物胁迫（SA、
CuCl2、PEG、ABA、NaCl、JA）下，ScBAK1基因的表达受SA、
CuCl2、PEG和NaCl的诱导，ABA和JA的抑制，而ScBAK1 S1
基因的表达却均受到抑制；生物胁迫（黑穗病菌）胁迫下，虽

然甘蔗ScBAK1基因和ScBAK1 S1基因的表达无规律性，但就

整体而言，甘蔗ScBAK1基因呈现上调表达趋势，ScBAK1 S1
基因呈下调表达，推测这种无规律性可能是由植株间基因本

底水平表达量的差异或取样差异引起的. 因此，本研究表明
ScBAK1 S1以负调控的方式参与甘蔗对多种外源非生物及黑

穗病菌胁迫的响应过程，推测ScBAK1 S1基因中片段的缺失

在ScBAK1参与甘蔗对黑穗病菌的抗性方面、渗透胁迫方面

以及细胞生长方面等发挥着较为重要的作用. 此外，ScBAK1 
S1基因的表达量较ScBAK1基因急剧降低，尤其是非生物胁

迫，表明在特定条件下，ScBAK1基因和ScBAK1 S1基因的表达

有选择性. 

前 人 研 究 表 明，m R NA编 码 区与 m R NA的 稳 定 性 有

密切的联系 [46].  编码区的变化可以使mRNA的结 构发 生改



880

应用与环境生物学报   Chin J Appl Environ Biol           http://www.cibj.com/

5期甘蔗ScBAK1基因及其可变剪接体的克隆与表达分析

变 [47]，而mRNA二级结构的改变可能对基因的转录、翻译及
mRNA的稳定性有一定的影响[48]. 本研究中所有外源胁迫下，
ScBAK1 S1都下调表达，可能是因为部分缺失使其mRNA的

二级结构发生变化，从而导致该mRNA的稳定性下降，以至

于同ScBAK1相比，在表达模式上产生较大差异. 可变剪接发

生在mRNA转录的过程中. 在Pre-mRNA的剪接过程中，不同

的剪接因子识别不同外显子和内含子交界处的剪接位点形

成剪接复合体，调控剪接的发生 [49-51].  SR蛋白和hnRNP蛋白

是目前研究最广的蛋白剪接因子，但SR蛋白与hnRNP蛋白在

参与Pre-mRNA剪接的过程中存在拮抗作用 [52]，即SR蛋白结

合剪接增强子在近端剪接位点剪切选择性外显子，而hnRNP
蛋白则结合到剪接沉默子上抑制远端剪接位点处的剪切 [53]. 

此外，特异性的转录因子 [54]及RNA的二级结构的影响[55]等也

会对可变剪接起调控作用. 根据序列比对信息，本研究中所

得到的ScBAK1 S1序列和ScBAK1同源性极高，但却表现出了

两种截然不同的表达情况，推测这种表达差异可能取决于

特定的转录调控因子 [56]（如剪接因子或转录因子等），从而

表现出不同的转录水平. 
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