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摘要:根据 GenBank 已报道的多种植物 Cu /Zn-SOD 基因和 Mn /Fe-SOD 基因的保守区域，分别设计了两对用于

克隆 10 种吴茱萸属植物 Cu /Zn-SOD 基因和 Mn /Fe-SOD 基因核心片段的简并引物。试验所得的 Cu /Zn-SOD
基因片段长度为 375 bp，Mn /Fe-SOD 基因片段长度为 429 bp，分别编码 125 个和 143 个氨基酸残基。使用 DAM-
BE 和 DNAStar5． 0 生物统计软件对序列进行同源性比对，10 种吴茱萸属植物与其他多种植物的 Cu/Zn-SOD 基因核

苷酸序列同源性大于 74%，氨基酸序列同源性大于 79% ; Mn /Fe-SOD 基因的核苷酸序列同源性大于 78%，氨

基酸序列同源性大于 81%。在所克隆的 Cu /Zn-SOD 基因片段中有 21 个核苷酸 SNPs 位点，导致 6 个氨基酸位

点变异，多态性频率为 1SNP /17． 9 bp，核苷酸和氨基酸变异度分别为 5． 6% 和 4． 8% ; 在所克隆的 Mn /Fe-SOD
基因片段中有 17 个核苷酸 SNPs 位点，导致 3 个氨基酸位点变异，多态性频率为 1SNP /25． 2 bp，核苷酸和氨基

酸变异度分别为 4． 0%和 2． 1%。采用 Neighbour-Joining 聚类法，对 10 种吴茱萸属植物的 Cu /Zn-SOD 基因片段

的核苷酸序列进行聚类分析，构建了精确遗传聚类图谱。
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Abstract: Two pairs of degenerate primers were designed according to the two conserved regions on the a-
mino acid sequences of Cu /Zn-SOD gene and Mn /Fe-SOD gene from kinds of plants reported in GenBank in
order to clone the core fragments of these two genes in ten Evodia rutaecarpa’s plants． The length of Cu /Zn-
SOD gene and Mn /Fe-SOD gene were 375 bp and 429 bp respectively． Every nucleotide sequence of Cu /Zn-
SOD gene and Mn /Fe-SOD gene encoded 125 amino acids and 143 amino acids respectively． The biology soft-
wares of DAMBE and DNA Star5． 0 were used to analyze these sequences． The nucleotide similarity with other
plants was above 74% and the amino acid similarity was above 79% at ten Cu /Zn-SOD gene fragments than
other plants． The nucleotide similarity was above 78% and the amino acid similarity was above 81% in ten
Mn /Fe-SOD gene fragments． Twenty-one sites of single nucleotides were discovered in the ten Cu /Zn-SOD
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gene fragments． Six amino acids sites transformed because of twenty-one single nucleotides variation． Seven-
teen variation sites of single nucleotides were discovered in the ten Mn /Fe-SOD gene fragments． Three amino
acid sites transformed because of the variation of seventeen single nucleotides． Accoring to the calculation re-
sult，the polymorphism frequences in Cu /Zn-SOD gene and Mn /Fe-SOD gene were 1SNP /17． 9 bp and 1SNP /
25． 2 bp，the nucleotide degrees of variation were 5． 6% and 4． 0%，the amino acid degrees of variation were
4． 8% and 2． 1%，respectively． Genetic diversity of cloned ten Cu /Zn-SOD gene fragments was analyzed by
using the clustering procedure of Neighbor-Joining．

Key words: Evodia rutaecarpa; SOD; gene cloning; SNP

超氧化物歧化酶( Superoxide dismutase，SOD，EC1． 15． 1． 1 ) 是一种广泛存在于生物体中的金属酶，

具有防御氧毒性、清除体内氧自由基等作用，在植物抗氧化、抗逆等方面起着关键的防御作用
［1］。该酶

根据结合的金属离子的不同，分为 Cu /Zn-SOD 和 Mn /Fe-SOD。植物在生长过程中易遭受不良生长环境

因子，如干旱、涝害、高温、低温以及病原菌的影响，各种逆境胁迫会造成活性氧代谢失衡，导致植物细胞

生物膜结构被破坏。SOD 是植物体内活性氧清除系统中第一个发挥作用的抗氧化酶，其在植物体内高

量或超量表达能够提高植物在逆境胁迫下清除活性氧的能力
［2］。Perl 等

［3］
研究表明: 番茄细胞质 Cu /

Zn － SOD 基因的转录产物分别在干旱和高光强胁迫下急剧积累，因此，SOD 基因在植物抗逆性中发挥

着重要作用。目前，国内外学者已从橡胶树
［4］、陆地棉

［5］、杨梅
［6］

等多种不同科属植物中克隆出 SOD 基

因，但是在芸香科植物中还不多见，仅获得了柠檬和甜橙的 Cu /Zn-SOD 基因及沙田柚的 Mn /Fe-SOD 基

因，未见在芸香科吴茱萸属植物中克隆 SOD 基因的研究报道。
目前，《中华人民共和国药典》第一部规定的吴茱萸药材原植物来源主要为芸香科吴茱萸属的 3 个

品种，但其变种及易混淆品种较多，遗传背景差异较大，单从植物形态上已很难区别，近年来已有学者采

用 RAPD 和 AFLP 分子标记技术对其遗传多样性进行了研究
［7］，但仍不能区分遗传背景差别较小的品

种。利用保守基因的 SNP 可以对遗传背景差异细微的品种进行精确分类，分辨率可以达到单碱基水

平。因此，采用 SNP 技术吴茱萸属植物进行遗传多样性精确分类研究具有较为重要的意义，且目前未

见相关报道。
本试验克隆了 10 种吴茱萸属植物的 SOD 基因核心片段，分析了克隆所得序列，发掘了碱基变异位

点和相应编码的氨基酸变异位点，阐明了该基因在不同吴茱萸属植物中的多态性，为构建吴茱萸属植物

基因图谱抗逆性遗传标记、对该属植物进行精确的遗传多样性分析、植物基源鉴定、全长基因克隆以及

吴茱萸属植物抗逆性分子育种奠定基础。

1 材料与方法

1． 1 供试材料

于 2011 年春季，从贵州、湖南、江西、湖北、广东 5 省的吴茱萸 GAP 种植基地采摘 10 种吴茱萸属植

物的幼嫩叶片( 表 1) ，用液氮速冷后，放入 － 80 ℃超低温冰箱中备用。受体大肠杆菌( Escherichia coli)
菌株为 JM10( 由本中心保存) ; 克隆载体 pEASY-T1 购自北京全式金生物公司，限制性内切酶、Taq 聚合

酶等购自大连宝生物公司，PCR 产物纯化试剂盒购自 Promge 公司，dNTPs、氨苄青霉素、DNA marker 等

购自上海生工生物工程有限公司，其余试剂为进口或国产分析纯。
1． 2 方法

1． 2． 1 叶片总 RNA 提取 采用改良异硫氰酸胍法提取吴茱萸幼嫩叶片总 RNA［8］，用紫外分光光度仪

检测 OD260 /OD280和 OD260 /OD230，并进行完整性电泳检测。
1． 2． 2 引物设计 根据 GenBank 所报道的杨树、棉花、油菜、柠檬等植物的 Cu /Zn-SOD 基因氨基酸的

保守序列，设计 1 对简并引物。正向引物序列 WCZ1: 5’－ GGWCCNACMACTGTDACTGGA － 3’，反向引

物序列 WCZ2: 5’－ AARTCCAAYAARACCACAAGC －3’。
根据 GenBank 所报道的拟南芥、桃、豌豆、柚等植物的 Mn /Fe-SOD 基因氨基酸的保守序列，设计一

对简并引物。正向引物序列 WMF1: 5’－ CAGAARCAYCAYCARACNTAYGT －3’，反向引物序列 WMF2: 5’
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表 1 供试材料名称和来源

Tab． 1 The name of test materials and their sources

序号

No．
供试品种

Test cultivars
名称

Name
来源

Source

1 吴茱萸 Evodia rutaecarpa ( Juss． ) Benth． 贵州余庆

2 石虎( 未嫁接) E． rutaecarpa ( Juss． ) Benth． var． officinalis ( Dode) Huang 贵州余庆

3 石虎( 嫁接) E． rutaecarpa ( Juss． ) Benth． var． officinalis ( Dode) Huang 贵州余庆

4 疏毛吴茱萸 E． rutaecarpa ( Juss． ) Benth． var． bodinieri ( Dode) Huang 贵州铜仁

5 疏毛吴茱萸 E． rutaecarpa ( Juss． ) Benth． var． bodinieri ( Dode) Huang 贵州铜仁

6 石虎( 未嫁接) E． rutaecarpa ( Juss． ) Benth． var． officinalis ( Dode) Huang 江西樟树

7 石虎( 未嫁接) E． rutaecarpa ( Juss． ) Benth． var． officinalis ( Dode) Huang 江西新干

8 石虎( 未嫁接) E． rutaecarpa ( Juss． ) Benth． var． officinalis ( Dode) Huang 湖南新晃

9 石虎( 未嫁接) E． rutaecarpa ( Juss． ) Benth． var． officinalis ( Dode) Huang 湖北阳新

10 楝叶吴茱萸 Evodia meliifolia Benth 广东从化

－ RTARTANGCRTGYTCCCA －3’，所设计引物由 Invitrogen 公司合成。
1． 2． 3 总 RNA 反转录成 cDNA 参照 Invitrogene 公司的 M-MLV 逆转录试剂盒说明书合成第一链 cDNA。
1． 2． 4 吴茱萸属植物 Cu /Zn-SOD 和 Mn /Fe-SOD 基因片段克隆 PCR 反应体系均为 50 μL，其中 10 ×
Reaction buffer 5 μL、Mg2 + 3． 75 μL、dNTPs( 2． 5 mmol /L) 4． 5 μL、正向引物( 10 μmol /L ) 1 μL 、反向引

物( 10 μmol /L ) 1 μL 、cDNA7． 5 μL、Taq DNA polymerase( 5 U /μL) 0． 75 μL、ddH2O 26． 5 μL。Cu /Zn
－ SOD 基因片段克隆 PCR 反应程序为: 94 ℃ 5 min，94 ℃ 1 min，45 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min，扩增 35 个循

环后，72 ℃ 10 min，4 ℃保存扩增产物; Mn /Fe-SOD 基因片段克隆 PCR 反应程序为: 94 ℃ 5 min，94 ℃
1 min，50 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min，扩增 35 个循环后，72 ℃ 7 min，4 ℃保存扩增产物。PCR 产物经 12 g /L
的琼脂糖电泳后，切下目的片段，经回收纯化后与 pEASY-T1 载体连接，转化到 JM109 大肠杆菌中，在

LB 平板上筛选阳性克隆，然后随机挑选经 EcoRⅠ和 HindⅢ酶切确认的重组质粒，送北京全式金生物公

司测序。用 DAMBE 和 DNAStar5． 0 生物软件对测序结果进行序列分析。

2 结果与分析

2． 1 克隆产物分析

2． 1． 1 Cu /Zn-SOD 基因克隆产物分析 经过 PCR 扩增后分别得到约 375 bp 的特异性条带( 图 1) ，对

应表 1 的样品序号，从左至右依次命名为 1，2，3，4，5，6，7，8，9，10。经过 EcoRⅠ和 HindⅢ双酶切后，在

375 bp 处出现了单一的目的条带，因此证实了 10 个片段均为目的片段( 图 2) 。

图 1 吴茱萸 Cu /Zn-SOD 基因片段的 PCR 产物

电泳结果( Marker 为 2 000 bp Marker)
Fig． 1 PCR product of Cu /Zn-SOD gene fragments

from Evodia rutaecarpa

图 2 吴茱萸 Cu /Zn-SOD 基因片段重组质粒的酶切

电泳检测结果( Marker 为 2 000 bp Marker)
Fig． 2 Detection by EcoRⅠand HindⅢ digestion for recombinant
plasmid from Evodia rutaecarpa Cu /Zn-SOD gene fragments
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图 3 吴茱萸 Mn /Fe-SOD 基因片段的 PCR 产物

电泳结果( Marker 为 2 000 bp Marker)
Fig． 3 PCR product of Mn /Fe-SOD gene fragments

from Evodia rutaecarpa

图 4 吴茱萸 Mn /Fe-SOD 基因片段重组质粒的酶切

电泳检测结果( Marker 为 2 000 bp Marker)
Fig． 4 Detection by EcoRⅠand HindⅢ digestion for recombinant
plasmid from Evodia rutaecarpa Mn /Fe-SOD gene fragments

2． 1． 2 Mn /Fe-SOD 基因克隆产物分析 经过 PCR 扩增后分别得到约 430 bp 的特异性条带( 图 3) ，对

应表 1 的样品序号，从左至右依次命名为 1，2，3，4，5，6，7，8，9，10。经过 EcoRⅠ和 HindⅢ双酶切后，在

429 bp 处出现了单一的目的条带，证实了 10 个片段均为目的片段( 图 4) 。
2． 2 序列分析

2． 2． 1 Cu /Zn-SOD 基因片段序列分析 测序结果显示: 本试验克隆所得的 10 个吴茱萸属植物 Cu /Zn-
SOD 基因片段的核苷酸序列长度均为 375 bp，编码 125 个氨基酸，序列均已成功提交 GenBank，登录号

为: JN651508—JN651517。把 10 个克隆所得序列与 GenBank 数据库里其他植物的 Cu /Zn-SOD 基因核

苷酸和氨基酸序列分别进行比对，其核苷酸同源性均在 74%以上，氨基酸同源性均在 79%以上，与芸香

科柑橘属植物———柠檬———同源性高达 92%。
2． 2． 2 Mn /Fe-SOD 基因片段序列分析 测序结果显示: 本试验克隆所得的 10 个吴茱萸属植物 Mn /Fe-
SOD 基因片段的核苷酸序列长度均为 429 bp，编码 143 个氨基酸，序列均已成功提交 GenBank，登录号

为: JN657207—JN657216。把 10 个克隆所得序列与 GenBank 数据库里其他植物的 Mn /Fe-SOD 基因核

苷酸和氨基酸序列分别进行比对，其核苷酸同源性均在 78%以上，氨基酸同源性均在 81%以上，与芸香

科柑橘属植物———柚———同源性高达 93%以上。
2． 3 SOD 基因片段 SNP 分析

2． 3． 1 Cu /Zn-SOD 基因片段 SNP 分析 利用 DNAStar5． 0 生物统计软件，对试验所得序列进行了 SNP
位点分析和比对，查找了单核苷酸和氨基酸的变异位点。分析结果如表 2 和表 3 所示: 在 375 bp 的核

苷酸序列中，共有 21 个单核苷酸位点发生了变异，导致了 6 个氨基酸位点变异，多态性频率为 1SNP /
17． 9 bp，其中，由于第 47、153、185、190、209、217 位点的单核苷酸变异引起了 6 个氨基酸位点变异。

表 2 Cu /Zn-SOD 基因片段单核苷酸变异位点

Tab． 2 Variation sites of single nucleotides in the fragments of Cu /Zn-SOD gene

样品序号No． 9 18 27 47 84 99 105 111 117 132 141 153 171 185 190 209 217 282 309 360 366

1 A T T T A A A C C A T G C A G C A C C T T
2 A T C C C A A C C A T T C A A C G T C C A
3 A T C T C A A C C A A G C A G C A T C C C
4 A T C T C A A C C A A T C A A C A C C C C
5 A A C C C A A C C A A T C A A C G C C C C
6 A A C C C T A C C A T G T A A C A C C C C
7 A A C C C T A C C G T T T A A C A T C C C
8 A A C C C T A C C G T T T A A C A C C C C
9 A A C C C T A C C A T G T A A C A C C C C
10 C A T T G A T T T A A T T C A G A T T C T
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表 5 Mn /Fe-SOD 基因片段氨基酸变异位点

Tab． 5 Variation sites of amino acids in the
fragments of Mn /Fe-SOD gene

样品序号 No． 19 25 88

1 F I N
2 F V S
3 F V S
4 F V N
5 F V N
6 F V S
7 F V S
8 F V S
9 F V S
10 D V S

表 3 Cu /Zn-SOD 基因片段氨基酸变异位点

Tab． 3 Variation sites of amino acids in the fragments of Cu /Zn-SOD gene

样品序号 No． 16 51 62 64 70 73

1 L E N G T I
2 P D N S T V
3 L E N G T I
4 L D N S T I
5 P D N S T V
6 P E N S T I
7 P D N S T I
8 P D N S T I
9 P E N S T I
10 L D T S S I

表 4 Mn /Fe-SOD 基因片段单核苷酸变异位点

Tab． 4 Variation sites of single nucleotides in the fragments of Mn /Fe-SOD gene

样品序号 No． 6 9 12 18 21 55 56 73 78 81 147 263 312 387 417 423 426

1 A C C T C T T A C G T A A G G C T
2 G C C C C T T G T G T G G G A C C
3 G C C C C T T G T G T G A G A C C
4 G C C T C T T G C T T A A G G C T
5 G C C T T T T G C T T A A G G C T
6 G T T T T T T G T G T G G G A C C
7 A T T T T T T G T T T G G G A C C
8 G T T T T T T G C G T G G G A C T
9 G T T T C T T G T G T G G G A C T
10 G T T C T G A G C T C G G T A A T

2． 3． 2 Mn /Fe-SOD 基因片段 SNP 分析 利用 DNAStar5． 0 生物统计软件，对试验所得序列进行了 SNP
位点分析和比对，查找了单核苷酸和氨基酸的变异位点。分析结果如表 4 和表 5 所示: 在 429 bp 的核

苷酸序列中，共有 17 个单核苷酸位点发生了变异，导致了 3 个氨基酸位点变异，多态性频率为 1SNP /
25． 2 bp，其中，由于第 55、56、73、263 位点的单核苷酸变异引起了 3 个氨基酸位点变异。
2． 4 吴茱萸 SOD 基因克隆片段的遗

传多样性分析

使 用 DAMBE 软 件，对 吴 茱 萸

Cu /Zn-SOD 基因的遗传多样性进行

统计分析，以楝叶吴茱萸为外类群，采

用 Neighbour-Joining 聚类法进行聚类

分析，结果表明: 楝叶吴茱萸作为外类

群为一类; 吴茱萸单独为一类; 其余样

品聚类在一起，其中贵州的嫁接石虎

单独为一支，说明嫁接导致了石虎的

遗传背景发生了较为重大的变化。

3 讨 论

( 1) 根据 SOD 酶活性中心辅基结

合的结合金属离子的不同，分为 Cu /
Zn-SOD、Mn-SOD 和 Fe-SOD 3 种，其中 Mn-SOD 和 Fe-SOD 具有共同的祖先

［9］，与 Cu /Zn-SOD 在蛋白质
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空间结构、光谱性质、分子量等方面差异很大因此同源性非常高
［10］。本试验的结果显示: 吴茱萸的 Cu /

Zn-SOD 基因和 Mn /Fe-SOD 基因的核苷酸同源性仅 5． 9%，氨基酸同源性仅 5． 6%。
( 2) SOD 基因与其他基因相比，在进化过程中具有较高的保守性，更适合作为 SNP 的研究对象。本

试验所克隆 10 种吴茱萸属植物的 Cu /Zn-SOD 和 Mn /Fe-SOD 基因核心序列的 SNP 变异位点和相对应

的氨基酸变异位点，其中 Cu /Zn-SOD 基因片段的 375 bp 中有 21 个位点发生了变异，导致了 6 个氨基酸

位点变异，而 Mn /Fe-SOD 基因片段的 429 bp 中仅有 17 个位点发生了变异，导致了 3 个氨基酸位点发

生变异，从而揭示了 SOD 基因在吴茱萸属植物间的多态性和保守性。吴波等
［11］

研究了 6 种芸香科柑

橘类植物 Mn /Fe － SOD 基因，184 个核苷酸仅导致了 3 个氨基酸位点发生变异; 胡根海等
［12］

克隆了陆

地棉叶绿体 Cu /Zn-SOD 基因，并对其表达进行了研究，结果显示 Cu /Zn-SOD 基因具有高度的保守性;

纪砚耘等
［13］

克隆了丹参 Cu /Zn-SOD 基因，对其进行了生物信息学分析，证实了 Cu /Zn-SOD 基因的高度

保守性。因此，结合众多学者的研究结果，我们选择了采用试验所得的 Cu /Zn-SOD 基因的核苷酸序列，

利用 SNP 技术，构建了 10 种吴茱萸属植物的 Cu /Zn-SOD 基因遗传多样性图谱，遗传多样性分析达到单

碱基水平，10 份样品完全分开，弥补了 RAPD、AFLP 等分子标记技术分辨率较低的缺陷。SNP 技术目前

已广泛应用于多种植物，尤其是近缘种植物的精确遗传多样性研究，如 Kota 等
［14］

对大麦 7 个基因型进

行了 SNP 研究，把它们进行了精确分类; 米瑞等
［15］

对 196 份小麦自主开花基因 TaFLD 单核苷酸多态性

进行了分析，确定了各个品种的生态类型; 李亚玲
［16］

等利用番茄 Mi-1 基因的 SNP 位点，对 438 个 F2 群

体进行了 SNP 分型。吴茱萸遗传背景差异较大，个体变异丰富，不同生态环境对其遗传特性影响较

大
［17］，因此，采用 SNP 技术对吴茱萸保守基因的遗传多样性进行研究，可以更加准确化和客观化其遗传

多样性研究成果，对其实现更为精确分类。
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