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毛竹LTR反转录转座子PHRE6的
克隆与转录活性分析
张赞一1,2  周明兵1,2*  汤定钦1,2

(1浙江农林大学省部共建亚热带森林培育国家重点实验室, 杭州 311300; 
2浙江省竹资源与高效利用协同创新中心, 浙江农林大学, 杭州 311300)

摘要      长末端重复序列(long terminal repeat, LTR)反转录转座子是真核生物基因组中普

遍存在的一类可移动的DNA序列, 因两端具有长末端重复序列而得名。大多数LTR反转录转座

子能够感受外界环境的变化, 具有转录激活特性和转座激活特性。该研究从毛竹(Phyllostachys 
edulis, Ph. edulis)基因组中克隆出一条完整的LTR反转录转座子, 命名为PHRE6(Phyllostachys edulis 
retrotransposons 6), 该转座子全长为5 620 bp, 具有GAG和POL保守结构域。通过荧光定量PCR检测

了PHRE6在DNA甲基化抑制剂和不同胁迫处理(包括辐照、高温、低温、高盐)的毛竹实生苗中转

录水平的变化, 结果表明, 在DNA甲基化抑制剂处理后和高温(42 °C)、低温(16°C、4 °C)、高盐(100 mmol/L、
200 mmol/L、300 mmol/L NaCl溶液)胁迫处理下PHRE6表达水平均有显著提高。以上结果说明, 
PHRE6是一个具有转录活性的反转录转座子, 可能参与毛竹逆境响应过程。
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Phyllostachys edulis LTR Transposon-Cloning and 
Transcriptional Activity Identification of PHRE6
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Abstract       Long terminal repeats (LTR) retrotransposons are a type of mobile DNA sequence that is 
commonly found in eukaryotic genomes and are named after having long terminal repeats at both ends. Most 
LTR retrotransposons are able to sense changes in the external environment, with transcriptional activation and 
transposition activation properties. In this study, a complete LTR retrotransposon is cloned from the genome of 
Phyllostachys edulis (Ph. edulis), named PHRE6 (Phyllostachys edulis retrotransposons 6). The total length of the 
transposon is 5 620 bp which has GAG and POL conserved domains. The transcriptional changes of PHRE6 in 
DNA methylation inhibitors and the treatment of different stress treatments (including radiation, high temperature, 
low temperature and high salt) in Phyllostachys edulis seedlings are detected by Real-time fluorescence quantitative 
PCR and after DNA methylation inhibitor treatment. High temperature (42 °C), low temperature (16°C, 4 °C), high 
salt (100 mmol/L, 200 mmol/L, 300 mmol/L NaCl solution) stress levels significantly increase the expression level. 
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转座子是指在基因组中一类可以移动的DNA
序列, 20世纪40年代末由Barbara McClintock在玉米

中发现[1]。根据转座机制可将转座子分为两类, I类
为反转录转座子(retro-transposons), 以RNA为中间

媒介, 遵循“复制–粘贴”的转座方式; II类为DNA转

座子(DNA transposons), 在DNA介导下, 通过“剪切–
粘贴”的方式进行转座[2]。根据是否含有长末端重

复序列(LTR)又可进一步将反转录转座子分为含有

LTR的长末端重复序列(long-terminal repeat, LTR)和
不含有LTR的非长末端重复序列(non-long terminal 
repeat, non-LTR)[3]。

LTR反转录转座子是高等植物基因组的主要

组成成分, 是植物基因组扩增和进化、染色体重

排、基因结构和活性调节等的主要动力[4]。植物

LTR反转录转座子长度通常在2~18 Kb, 两端各有

一个长度100~5 000 bp正向重复的长末端重复序列

(LTRs)。LTR末端为反向重复序列, 通常为5′-TG…

CA-3′。在5′和3′末端两侧通常具有4~6 bp的锚定重

复位点(TSR)。反转录转座子LTRs不编码蛋白质, 但
包含转录的起始信号和终止信号, 内部有1~3个开放

阅读框(ORF)编码转座所需的酶类, 结构与反转录病

毒十分相似。内部的编码区主要包括2个与转座有

关的基因, 即GAG(gag protein)(种属特异抗原)基因、

POL(聚合酶)基因。GAG基因编码的蛋白质参与反

转录转座子RNA的成熟与包装, 使反转录转座子的

RNA整合到基因组。POL基因是反转录转座子复制

和转座所必需的基因, 包括编码蛋白酶(pepsin-like 
aspartate proteases, PR)、整合酶(integrase, INT)、反转

录酶 (reverse transcriptases, RT)和RNA酶 (ribonuclease 
H, RH)[5]。依据这些蛋白质的顺序, LTR反转录转座

子又可以分为Ty1-copia和Ty3-gypsy两个超家族[6]。

目前已在多种植物中发现并克隆出活性反

转录转座子, 例如: 水稻中的Tos17、RIRE1; 拟南

芥中的EVD; 番茄中的TLC1-1; 小麦属中的Ttd1a、
OARE-1与BARE-1; 百脉根中的LORE1; 甜橙中的

CIRE1; 烟草中的Tnt1和Tto1; 玉米中的PREM-2、
Zeon-1; 还有草莓中的FaRE1等。根据已知的活性

LTR反转录转座子进行序列分析, 得到其进化关系

和结构特征, 归纳出植物活性LTR反转录转座子具

有以下结构特点[7]: (1)活性LTR反转录转座子主要集

中于Ty1-copia类; (2)各个活性LTR反转录转座子的

长度差异虽然长度差异比较大, 但是结构相似, 均含

有两个LTR区域、GAG、PR、INT、RT和RH编码区; 
(3)LTR区具有一个或多个顺式调控元件; (4)各个结

构域均具有相应的保守氨基酸。

但是, 转座子大量存在对植物基因组的稳定性

有很大影响, 在正常生长环境下, 大部分反转录转座

子是以静止状态存在的。有研究表明, 在DNA甲基

化程度改变、胁迫等情况下其活性可能被激发[8-10]。

早在1984年, McClintock[11]提出假设, 基因组压力可

以激活转座子, 从而提高遗传可塑性来适应不同环

境条件。目前也有很多关于反转录转座子在各种

胁迫条件下被激活的研究报道, 证实了该假设[12-13]。

例如: 甜橙(Citrus sinensis)中的CIRE1具有组织特异

性, 正常生长情况下只在根中表达, 经机械作用处理

后, 检测到在叶中CIRE1转录增加, 且转录产物具有

同源性; 水稻品种月亮谷(Acuche, 传统品种)的幼苗

经100 mmol/L浓度的NaCl溶液处理后, 检测3个逆

转座子相关基因的转录活性, 发现在高盐胁迫下, 3
个基因的表达量均明显增加[14]; 硬质小麦(Triticum 
durum L.)基因组中的Ttd1a在盐胁迫条件下, 可以与

启动子结合进行转录[15]; 金鱼草(Antirrhinum majus 
L.)的Tam3转座子在15 °C的低温胁迫下被激活发

生转录[16]; 37 °C、3 h胁迫后, 拟南芥(Arabidopsis 
thaliana)反转录转座子ONSEN能够被激活进行反转

录[17]。在组织培养过程中, 水稻日本晴基因组中的

Tos17反转录转座子甲基化程度降低, 转座活性提高; 
大多数水稻中的Tos17在组织培养过程中, 都具有活

性, 而粳稻Moritawase的则没有, 但是在种子经DNA
甲基化抑制剂处理后便被激活[12]。当植物受到外界

条件影响, 尤其是逆境胁迫(机械作用、高温、低温、

高盐、干旱等)时, 反转录转座子会被激活并插入到

靶基因中, 影响周边基因的表达[18]。DNA甲基化可

以造成植物基因转录水平的沉默, 由于LTR转座子

是以RNA介导的方式转座, 所以转录在其活性表达

的过程中起到关键作用, 推测DNA甲基化会抑制转

This result indicates that PHRE6 is a transcriptionally active retrotransposon and may be involved in the response 
process of Ph. edulis.

Keywords       Phyllostachys edulis; LTR retrotransposon; transposition activity; abiotic stress 
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座子的活性, 以保持基因组的稳定性。

在毛竹(Phyllostachys edulis)基因组中, 转座子

序列占到整个基因组大小的59%, 其中LTR反转录转

座子序列含量达37.3%[19]。为了鉴定毛竹潜在活性

的LTR反转录转座子以及更深入研究毛竹LTR反转

录转座子的功能, 本研究通过生物信息学方法从毛

竹基因组中获得一个完整的LTR反转录转座子, 并
系统地探讨了该转座子的结构特征与其对非生物胁

迫的响应。

1   材料与方法
1.1   材料

组织差异性表达研究所选材料(笋节、根、叶子)
来自于浙江农林大学亚热带森林培育国家重点实验

室的翠竹园中同一棵长势良好的成熟毛竹。

胁迫处理所选材料为大小一致的种子及半年

生实生苗, 这些均来自广西桂林灵川县。

1.2   处理 
1.2.1   甲基化抑制剂处理      5-氮杂胞苷浓度设置为

50、150、250 μmol/L三个梯度, 挑选饱满种子300颗, 
用70%酒精消毒30 s, 无菌水冲洗3次, 用不同浓度氮

杂胞苷浸种24 h。为了利于药物渗透发挥作用, 在
无菌条件下将种子胚乳顶端切去2 mm, 置于滤纸上

黑暗中萌发, 温度25 °C, 期间持续使用氮杂胞苷处

理, 待种子胚芽萌发15天取完整的毛竹胚芽, 迅速置

于液氮中冷冻, –80 °C保存[20-21]。

1.2.2   辐照、温度、高盐胁迫处理      半年生毛竹实

生苗(温度25 °C, 光周期为光/暗: 16 h/8 h), 分别接受

以下处理: 137Cs-γ射线的辐照, 辐照剂量率为1 Gy/min, 

辐照剂量分别设置为30 Gy、50 Gy和70 Gy ; 温度设

置为42 °C、25 °C、16 °C、4 °C处理4 h; 100 mmol/L、
200 mmol/L、300 mmol/L NaCl溶液100 mL浇灌72 h
进行高盐处理[21-23]。随后立即取野生型、辐照、温度、

高盐四组毛竹实生苗的叶片液氮速冻, –80 °C保存

备用, 每个处理取4株重复。

所用克隆受体菌大肠杆菌(Escherichia coli)
DH5α为本实验室保存。RNA Trizol试剂、克隆载体

pMD18-T、LA Taq DNA Polymerase等PCR相关试

剂、Prime ScriptTM RT Master Mix、SYBR® Premix 
Ex Taq II(Tli RNaseH Plus)均购自TaKaRa公司。

1.3   PHRE6转座子的克隆

利用公布的毛竹基因组数据库, 通过LTR-
struc[24-25]软件查找基因组中完整结构的LTR转座

子, 新获得的一个结构完整的LTR转座子, 命名为

PHRE6。在毛竹基因组中, 以该转座子全长的侧翼

序列设计引物(表1), 以毛竹嫩叶为实验材料, CTAB
法提取毛竹DNA[26]。以毛竹DNA为模板进行扩

增, 扩增反应体系如下: 0.5 μL LA Taq Polymerase、
0.8 μL PHRE6-F、0.8 μL PHRE6-R、25 μL 2×GC 
Buffer、4 μL dNTP mix、100 ng DNA, 加无菌水补

至50 μL。反应条件为: 94 °C预变性5 min; 94 °C变
性30 s, 49.8 °C退火30 s(根据引物选择合适的退火温

度), 72 °C延伸5 min, 35个循环; 72 °C终延伸10 min, 
4 °C保存。将PCR产物在1%琼脂糖电泳分离, 割胶

回收, 连接到pMD18-T载体上然后进行测序。

1.4   PHRE6生物信息学分析

1.4.1   PHRE6的鉴定和在毛竹基因组的分布      将
PHRE6的核酸序列提交到NetGene2Server(http://

表1   引物序列

Table 1   The sequences of primers
引物

Primer
序列(5′→3′)
Sequence (5′→3′)

PHRE6-F GTT TGT CTT TTG TAG CAC CTG GG

PHRE6-R TAG GCG ACG CCT TAA TAA CCA T

PheACT2-1-F GAT CGA GCA TGG TAT TGT TAG CA

PheACT2-1-R TTG TAC GTC CAC TGG CAT AGA GG

LTR-RT-F GCG CTA CTT CCT CCT CGT C

LTR-RT-R GAA CTC ACC GCC GTT GTC C

LTR-RH-F GAC ACG AGC AAG AGC ACC A

LTR-RH-R CCA CAG AGC CTG AGT AGA AGC

LTR-INT-F GGT GAC CTC TGT GGC CCC GTA A

LTR-INT-R TCC GTG CGT AGG ACC CGA AGC
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www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/)查找编码区范

围, 通过DNAMAN中翻译, 并将翻译的序列提交到

NCBI非冗余蛋白质数据库, 通过blastp比对验证, 对
该转座子的编码域进行鉴定并构建结构图。根据得

到的PHRE6转座子的序列在毛竹基因组数据中分别

进行blast比对分析, 检索与之相对应的各个拷贝, 包
括自主转座子和非自主转座子, 并对这些转座子进

行结构分析。

1.4.2   LTR序列分析      转座子的转座诱导与启

动子有关, 并且具有活性的反转录转座子5′端LTR
的U3区域都有顺式调控元件。为了系统的解析

PHRE6转座子LTR区域中顺式调控元件的情况, 利
用PlantCARE在线软件[27]分析了其LTR区域具有的

各个元件。

在反转录过程中, LTR转座子两端的LTRs是由

单一模板合成的, 在整合进基因组时, DNA序列是

相同的。已知宿主的DNA替换速率, 就可通过计算

同一转座子两端LTR的分化度来估算转座子的插

入时间。将PHRE6的LTR序列通过MEGA7.0软件

中的Muscle方法同源比对, 计算K值, 根据公式插入

时间T=K/2r[28](r代表LTR序列的平均替换率, 约为

1.3×10–8 bp/年[29])计算PHRE6的插入时间。

1.4.3   PHRE6各结构的保守结构域鉴定      在Gypsy 
Database 2.0(http://www.gydb.org/index.php/Main_

Page)查找Ty1-copia家族其他成员的各个结构域的

序列, 将PHRE6转座子的PBS、PPT序列及GAG、

PR、INT、RT、RH五个酶的氨基酸序列与其进行

比对, 鉴定出PHRE6各结构的保守结构域。

1.4.4   PHRE6的进化分析      将PHRE6的RT酶氨

基酸序列, 与Ty1-copia家族(Oryco、Sire、Retrofit、
Tork)和Ty3-gypsy超家族中的Athila4-1转座子的RT
氨基酸序列(GenBank检索号见表2), 利用MEGA7.0
软件中的Muscle方法同源比对[30]后找出最佳模型, 
并通过该软件中的最大似然法构建进化树。

1.5   毛竹不同部位及胁迫条件下PHRE6转座子

转录活性分析

采用Trizol法[31]分别提取毛竹种子、根、笋、

叶片以及胁迫处理后实生苗叶片的总RNA, 反转

录成cDNA为模板。根据RT、INT、RH序列的保

守区域段设计特异性引物(表1), 对PHRE6的表达

量进行实时荧光定量PCR(RT-qPCR)分析, 同时以

毛竹PheACT2-1为内参基因[32]。RT-qPCR反应体系

为(10 μL): 5 μL SYBR® Premix Ex TaqTM II、0.4 μL 
cDNA、0.2 μL Primer-5, 0.2 μL Primer-3、4.2 μL无

菌水。RT-qPCR反应条件为: 95 °C 7 min; 95 °C 10 s, 
58 °C10 s, 72 °C 15 s, 共30个循环。

1.6   数据处理及统计学分析

荧光定量PCR实验中, 每个样品4次重复反应, 

表2   活性LTR反转录转座子信息

Table 2    The information of active LTR retrotransposons
名称

Name
GenBank检索号

GenBank accession number
宿主

Organism
家族

Family

Araco
Oryco1-1
Poco
Oryco1-2
TSI-9
SIRE1-4
Opie-2
Koala
Fourf
Sto-4
Tork4
Tto1
Tnt1

AC079131
AL928755
AC210386
AL606630
AB210221
AY205608
AC104473
DQ365823
AF391808
AF082133
EU105455
D83003
X13777

Arabidopsis thaliana
Oryza sativa
Populus trichocarpa
Oryza sativa
Setaria italica
Glycine max
Oryza sativa
Oryza australiensis
Zea mays
Zea mays
Solanum lycopersicum
Nicotiana tabacum
Nicotiana tabacum

Ty1-copia
Ty1-copia
Ty1-copia
Ty1-copia
Ty1-copia
Ty1-copia
Ty1-copia
Ty1-copia
Ty1-copia
Ty1-copia
Ty1-copia
Ty1-copia
Ty1-copia

Tos17
BARE-1

AL564904
Z17327

Oryza sativa
Hordeum vulgare

Ty1-copia
Ty1-copia

OARE-1 AJ223973 Avena sativa Ty1-copia
RIRE7 AB033235 Oryza sativa Ty3-gypsy
Athila4-1 AC007209 Arabidopsis thaliana Ty3-gypsy
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M: Maker; 1~3: 同一毛竹基因组扩增结果。

M: Maker; 1-3: the PCR result from the same Ph. edulis genome.
图1   全长PHRE6转座子PCR扩增电泳图

Fig.1   The PCR result of full-length PHRE6

M

5 Kb

1 2 3

以3次生物学重复结果用2–ΔΔCt的方法计算PHRE6
的RT、RH、INT三个区域的相对表达量并用SPSS 
19.0软件进行统计学分析, P<0.05为差异具有统计学

意义。

2   结果
2.1   毛竹PHRE6反转录转座子全长的克隆与序

列分析

2.1.1   PHRE6的克隆      以毛竹DNA为模板, 通过PCR
扩增PHRE6转座子。PHRE6转座子全长5 620 bp, 5′引
物PHRE6-F设计在上游241 bp处, 3′引物PHRE6-R设
计在下游301 bp处, 片段大小为6 162 bp(图1)。
2.1.2   PHRE6的序列分析      (1)PHRE6转座子结

构特征。从毛竹基因中克隆获得的PHRE6转座

子测序结果与已知序列一致, 全长序列如图2所
示。PHRE6转座子全长5 620 bp, 包括两端的长末

端重复序列(LTRs)区域和一个很长的开放阅读框

(ORF)。LTR长326 bp, 末端为5′-TG…CA-3′的反

向重复序列。核苷酸序列编码区含有4 821 bp的开

放阅读框, 共编码1 607个氨基酸。1 531~1 845 bp
为GAG核心区, 2 645~2 831 bp为PR核心区, 2 884~     
3 219 bp为INT核心区, 3 808~4 551 bp为RT核心区, 
4 808~5 187 bp为RH核心区。编码区结构域的顺

序为GAG-PR-INT-RT-RH(图 3), 属于Ty1-copia家
族成员。将PHRE6转座子序列提交到毛竹基因组

数据库(BambooGDB), 通过blastn检索PHRE6转座

子其他拷贝, 在毛竹基因组中找到的3个两端LTR
序列完整的拷贝, 但其在编码区都发生了不同程度

的缺失(图4)。
(2)PHRE6转座子的LTR序列。PHRE6转座子

的LTR长326 bp, 从5′到3′碱基序列为TG开始AC结
束, 其中3个核苷酸序列不一致, 同源性为99.08%, 计
算的插入时间约为34.62万年。对LTR序列中包含的

顺式元件进行预测分析(图5), 结果表明, LTR区域含

有多个CAAT-box的位置预测, 而位于220 bp处最为

准确。除了含有CAAT-box、TATA-box启动子元件外, 
还含有其他应答元件和顺式作用元件, 其中一个与

糖代谢反应相关的调控元件TATCCAT/C-motif位于

7 bp位置, 一个光响应元件的GAG-motif位于253 bp
位置, 一个胚乳表达顺式调控元件Skn-1_motif位于

264 bp位置, 一个光响应元件Sp1位于269 bp位置。

对于PHRE6及其在基因组中的其他拷贝的插

入时间比较如图6所示, PHRE6的插入时间为34.62
万年, PH01000277＿496203＿496564拷贝插入时间

为7.31万年, PH01000490＿227108＿228132拷贝插入

时间为 4.62万年 , PH01000372＿704699＿706283插
入时间为2.31万年。经计算可知, 在这四个拷贝中, 
PHRE6的插入时间最早。

(3)PHRE6转座子的PBS和PPT序列。PHRE6转
座子引物结合位点(PBS)列为AGT GGT ATC AGA 
GCC GTA CT, 位于5′端LTR下游, 当转座子发生转

座时与tRNA结合引导cDNA负链的生成。将包含

PHRE6在内的几个长末端反转录转座子进行PBS部
分的序列比对(图7), 其中, PHRE6与Tto1[33]相似性

为82.35%, 和Tos17[7]、RIRE7[35]相似性均为70.59%; 
多嘌呤序列(PPT)为GAG ACA CAC AAG ACT TAG 
GGG GAG AG, 位于3′端LTR上游, 作为引物引导第

二条cDNA链的合成。PHRE6的PPT序列与OARE-
1[36]、BARE-1[37]以及Tto1的相似性分别达到72.73%、

64.29%、64.29%。

(4)PHRE6转座子编码区分析。PHRE6的编

码区具备完整的转座需要的5种酶, GAG蛋白有四

个保守结构域, 分别为GAG-BOX1、GAG-BOX2、
GAG-BOX3、GAG-BOX4。PHRE6属于Ty1-copia
家族, 所以GAG-BOX1、GAG-BOX2、GAG-BOX3
属于UBN2结构域, GAG-BOX4是锌指结构域(ZnF_
CCHC)。图8A对比结果表明, 锌指结构保守性最

强。PR蛋白具有三个保守结构域(图8B), 在INT蛋
白中存在GKGY结构域(图8C)[38]。RT蛋白具有四个

保守结构域(图8D), 负责将mRNA反转录为cDNA, 
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是PHRE6中保守性最高的编码区。在RH蛋白的保

守结构域中, 有很多位置的氨基酸在活性LTR反转

录转座子中都是高度同源的, 例如第1个结构域中

D12、S16和G19[39]在PHRE6中也是保守的(图8E)。
(5)PHRE6转座子的分类。经过对编码区的分

析(图8)可以看出, RT区域保守性最高, 利用各个活

性LTR反转录转座子的RT区域氨基酸序列构建进化

树。结果表明(图9), PHRE6属于Ty1-copia家族中的

Oryco分支, 与水稻中的Oryco1-2同源性最高。

2.2   PHRE6转录活性分析

2.2.1   PHRE6在毛竹不同部位中的表达      为揭示

PHRE6的组织表达模式, 采用实时荧光定量PCR的

图3   PHRE6转座子结构

Fig.3   Structure of the PHRE6

5 620 bp

LTR

AGT GGT ATC AGA GCC GTA CTA TCC TG GAG ACA CAC AAG ACT TAG GGG GAG AG

PBS INTER GAG PR INT RT RH PPT

图2   PHRE6转座子序列全长

Fig.2   The full-length sequence of PHRE6
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LTR PBS INTER GAG

PHRE6

PH01000277_496203_496564

PH01000372_704699_706283

PH01000490_227108_228132

PR INT RT RH PPT

图4   毛竹基因组中PHRE6的各拷贝结构图

Fig.4   Structure of PHRE6 and its copys in Ph. edulis genome

图5   PHRE6转座子LTR序列顺式元件预测

Fig.5   The putative cis-regulatory motifs in the PHRE6

TATCCAT/C-motif TATA-box CAAT-box GAG-motif Sp1

Skn-1_motif

图6   PHRE6转座子各个拷贝的插入时间

Fig.6   Insertion time of each copy of PHRE6 transposon

T/
m

ill
io

n 
ye

ar
s

PHRE6
PH01000277_496203_496564
PH01000372_704699_706283

40

35

30

25

20

15

10

5

0

PH01000490_227108_228132

中
国
细
胞
生
物
学
学
报



张赞一等: 毛竹LTR反转录转座子PHRE6的克隆与转录活性分析 1473

方法对其在毛竹的根、笋、叶片中的表达进行了分

析。结果表明(图10), PHRE6的INT、RT、RH三个

结构域在各组织中均有表达, 且在叶中表达丰度最

高, 笋中次之, 根中表达量较少, 并且在这三个不同

组织部位, PHRE6的表达量存在显著差异性。三个

结构域在三个组织材料的表达呈协调一致性。

2.2.2   PHRE6在不同处理毛竹中的表达      为了

探讨环境因子对PHRE6转座子表达的影响, 对野

生型(对照)和处理后的毛竹实生苗叶片及种子中

PHRE6转座子的表达进行了定量分析。结果表明, 

黑色表示同源性为100%, 粉色表示同源性大于75%, 蓝色表示同源性大于等于50%。

Black indicates 100% homology, pink indicates greater than 75% and blue indicates greater than or equal to 50%. 
图7   PHRE6和其他类似转座子之间的PBS、PPT序列比对图

Fig.7   Comparison of the PBS and PPT between PHRE6 and other retrotransposons

PBS PPT

PhRE6 5’
5’
5’
5’
5’
5’
5’

3’
3’
3’
3’
3’
3’
3’

Tos17
Tnt1
Tto1
BARE-1
OARE-1
RIRE7

A: GAG蛋白保守域分析图; B: PR蛋白保守域分析图; C: INT蛋白保守域分析图; D: RT蛋白保守域分析图; E: RH蛋白保守域分析图。黑色表示

同源性为100%, 蓝色表示同源性大于等于50%。

 A: the conserved domains of GAG protein; B: the conserved domains of PR protein; C: the conserved domains of INT protein; D: the conserved 
domains of RT protein; E: the conserved domains of RH protein. Black indicates 100% homology and blue indicates greater than or equal to 50%.

图8   PHRE6编码区的特征

Fig.8   The features of the PHRE6 coding region
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在不同浓度的DNA甲基化抑制剂处理的种子中, 
PHRE6转座子的INT、RT、RH三个结构域表达量均

有显著提高, 其中50 μmol/L和150 μmol/L两个浓度处

理后, 表达量的提高情况相差不大, 在250 μmol/L浓
度处理后, 表达量发生了更为显著地提高(图11A)。
不同温度处理后, 受到低温4 °C和高温42 °C胁迫后

的PHRE6转座子的INT、RT以及RH三个结构域的

表达量均有明显的上升, 且高温处理影响更大, 约
为低温处理的1倍, 为野生型实生苗的5倍, 16 °C的
处理下, PHRE6的表达量略有提升, 但并无显著差

异(图11B)。NaCl处理后发现, PHRE6的三个结构

域表达量均有所提高, 并且对于不同浓度影响下的

提升情况相差不大, 但是相对野生型实生苗有显著

地提高, INT、RT、RH结构域表达量均约为野生

型实生苗的3倍(图11C)。与以上胁迫处理后情况

不同的是, 在30 Gy、50 Gy、70 Gy强度辐照胁迫

处理后的PHRE6三个结构域的表达量相对野生型

实生苗发生了明显下降, INT和RH结构域在30 Gy
处理后的表达量仅为野生型的8%和5%, RT结构域

的表达量为野生型的34%, 但同时随着辐照强度的

提升表达量呈现逐渐恢复的趋势(图11D)。

3   讨论
通过上述分析得到, PHRE6是一条结构完整的
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图9   PHRE6与其他活性LTR转座子的聚类分析图 

Fig.9   Phylogenic analysis of the reverse transcriptase encoded by PHRE6 and other plant retrotransposons

字母相同表示组间差异不显著; 字母不同表示组间差异显著, P<0.05。
Those with the same letters indicate that the difference between groups is not significant; those with the different letters indicate that the difference 
between groups is significant, P<0.05.

图10   PHRE6在笋、根、叶中的表达量

Fig.10   Expression levels of PHRE6 transcripts in root, shoot and leaf of Ph. edulis by RT-qPCR中
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LTR反转录转座子, 插入时间近34.62万年。在植物

基因组中, 很多几百万年内插入的LTR转座子还存

在活性, 如Tos17转座子插入时间为700万年, 仍检测

到转座活性[40]。与插入时间为几百万年的活性LTR
转座子相比, PHRE6转座子是一个比较年轻的转座

子。另外, 根据在毛竹基因组中找到的其他3个拷

贝来看, 这三个转座子的结构都不完整。而从基因

组中克隆出来的PHRE6的测序结果表明, 其结构完

整, 全长LTR转座子具有自主转座的潜在活性, 这种

活性会激发植物基因组的抑制机制, 导致转座过程

中序列缺失。许多LTR转座子甚至丢失了编码区

或LTR序列[41], 其转座活性也从高到低, 最后演化成

solo-LTR或者截断分子直至失活[42-46], 推测另外三个

拷贝可能就是PHRE6发生转座而来。因此, 从序列

特征分析方面认为PHRE6可能具有潜在的活性。

基于序列分析的基础, 接下来分析的PHRE6在

成熟毛竹根、笋、叶片三个组织部位中的表达情况, 
结果表明, 在未经处理的成熟毛竹中, 该转座子也具

有一定表达量, 并且在叶片中的表达量明显高于另

外两个组织。有些研究证实, 一些LTR反转录转座

子的转座活性具有组织表达特异性, 例如: 烟草中的

Tnt1转座子在正常情况下也具有转座活性, 而且只在

根中表达[47]; 大麦中的BARE-1转座子也具有组织特

异性, 在愈伤组织和叶诱导的原生质体中表达[48]; 玉
米中的PREM-2同样在正常情况下具有转录活性, 并
具有组织特异性, 其主要在单核的小孢子中表达[49]。

这些组织特异性表达都与其转座子内包含着相应的

响应元件有关。

在三个梯度的DNA甲基化抑制剂、辐照、高盐

以及温度处理后, PHRE6的三个编码结构域都发生

了不同情况的表达量的变化, 除了在30 Gy、50 Gy、
70 Gy三个强度的辐照处理后表达量为下降之外, 其

DNA methylation inhibitor
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图11   不同处理条件下PHRE6的表达分析

Fig.11   Expression of PHRE6 under different treatments
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余情况均呈上升趋势。这表明, PHRE6是具有转录

活性的, 并且以上四种胁迫均对其转录活性造成影

响。这说明, PHRE6的表达和毛竹的防御反应有一

定的联系。通过对PHRE6的LTR区域序列分析表明, 
有多种与逆境相关的顺式作用元件, 这也意味着它

可能参与逆境胁迫的应答调控。

LTR反转录转座子的转座过程是非常复杂的, 
首先在细胞核内转录形成mRNA, 该mRNA既作为

复制所需的模板, 又要翻译为相关的蛋白质。作

为模板在RT蛋白的作用下进行反转录, 通过RT合
成第1条cDNA负链, 再以此为模板合成第2条正

链。cDNA负链以宿主细胞内对应的tRNA作引物, 
mRNA 5′端LTR下游的PBS位点与tRNA起始甲硫

氨酸(tRNAiMet)的3′端序列互补形成短的RNA双

链, RT利用tRNA 3′端自由羟基为引物, 合成互补的

DNA杂交链。编码的RH蛋白水解杂交链上的 RNA, 
释放cDNA负链, 以位于3′端LTR上游的PPT作为引

物, 引导第2条DNA的合成, 最后在INT整合酶的作

用下整合到基因组中新的插入位点[34]。而在整个过

程中, 每一个环节都可能受到影响, 因此也出现了

RT、RH、INT三个基因表达量的不同, 而反转录作

为转座活动的第一环节, RT基因的表达量也呈现最

高的状态。在组织差异性表达部分, 我们发现在叶

片中RT、RH的表达明显高于INT的表达, 同时三个

基因在叶片中的表达量均比在根和笋中的高, 这可

能和该条LTR中包含光响应元件有关, 因而PHRE6
在叶片中的转录活性更高, 这三个基因均有表达则

是该条转座子具有转录活性的基础体现。

通常情况下, 转座子的活性都是受到抑制的。

研究表明, 在毛竹基因组中, 基因仅仅占一小部分, 
在大量非编码DNA存在的情况下, 实现精确控制基

因的表达, 降低周围的转录噪音对生物体至关重要, 
DNA甲基化作为一种可遗传的修饰方式为非编码

DNA的长期沉默提供了一种有效的抑制机制[50]。而

非编码区DNA中, 绝大部分是已经失去转座活性的

转座元件以及具有潜在转座活性的转座子, 因此认

为DNA甲基化会抑制反转录转座子的转录活性。根

据反转录转座子的转座机制, 可知发生转录是该类

转座子转座的第一步。本文用DNA甲基化抑制剂

处理毛竹实生苗发现, RHRE6的表达量提高, 并且在

250 μmol/L的浓度处理情况下, 转录活性最高。

LTR反转录转座子在一般情况下不发生转座, 

但是可以在一系列胁迫条件下被激活[51], 这是反转

录转座子在长期进化过程中对宿主基因组的一种

适应[52]。在本研究结果中, PHRE6在30 Gy、50 Gy、
70 Gy三个强度的辐照处理后表达量相对野生型的

实生苗有所下降, 但是表达量的变化与辐照强度之

间有一定规律, 随着辐照强度的提高, 表达量也在

升高。也有研究表明, 用100 Gy、300 Gy 60Coγ辐照

处理小麦种子, WIS2-1A反转录转座子的表达量随

着种子培养时间表达量呈现明显下降的趋势, 而在接

受500 Gy处理后培养的45 h后, 表达量发生了提高[53]。

虽然辐照会诱导全基因组DNA低甲基化, 但是这种

影响并不稳定, 目前证实, 大剂量及低剂量电离辐

射(是指剂量在0.2 Gy以内的低线性能量转移辐射

或0.05 Gy以内的高线性能量辐射)可诱导全基因组

DNA低甲基化, 且程度因照射剂量、射线性质、照

射方式及组织的不同而有所差异[54]。

PHRE6在低温4 °C和高温42 °C胁迫后的毛竹

实生苗叶片中的表达量均发生了上调。对于温度

胁迫对转座子活性的影响, 有研究将其归于温度

对DNA甲基化的影响, 从而影响到转座子的活性, 
Finnegan等[55]研究中提出低温降低了植物体内DNA 
甲基化水平。同时在黄瓜中的一个研究证实, 低温

处理6 h和24 h后, 与开始低温前相比, 对照组中黄瓜

叶片的DNA甲基化水平逐渐降低[56]。在本研究中, 
PHRE6表达量在高温低温胁迫下的变化, 除了温度通

过影响甲基化的因素以外, 这可能还和PHRE6转座子

本身的LTR区中含有的调控糖含量的顺式元件有关, 
高温和低温会影响植物体内糖代谢酶的活性[57]。

PHRE6在三个梯度的高盐胁迫后的表达量也发生

了明显上调, 在盐分胁迫下, 植物的代谢就会受到

干扰而发生紊乱, 盐胁迫会通过降低水势抑制光合

作用[58], 而PHRE6中含有光响应元件并且自身在叶

片中表达量较高, 所以在盐胁迫下PHRE6表达量的

提高可能与光合作用的调节相关。

PHRE6在三个梯度的高盐胁迫后的表达量也

发生了明显上调。在盐胁迫下, 植物的代谢就会受

到干扰而发生紊乱, 盐胁迫会通过降低水势抑制光

合作用[26], 而PHRE6中含有光响应元件并且自身在

叶片中表达量较高, 所以在盐胁迫下PHRE6表达量

的提高可能与光合作用的调节相关。在上述外界条

件影响的情况下, PHRE6反转录转座子, RNA水平发

生变化, 同时参与了植物体内的多个通路的调控, 但
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其具体的转录过程和参与机制还需进一步研究。
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