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摘  要：利用同源序列法根据 Ty1-copia 和 Ty3-gypsy 类反转录转座子反转录酶保守区设计简并引物，

从中国樱桃（Prunus pseudocerasus Lindl.）中分别扩增出约 260 和 430 bp 的目标片段，并进行克隆、测序、

序列分析及转录活性检测。共获得 44 条 Ty1-copia 类反转录酶序列，13 条 Ty3-gypsy 类反转录酶序列，

序列间显示高度异质性，部分序列存在缺失、终止密码子及移码突变。系统发育树显示 Ty1-copia 可以分

为 TAR、Ale 两类，Ty3-gypsy 可以分为 Tat、Reina、Tekay 等 3 类。Ty1-copia 和 Ty3-gypsy 类反转录酶 dN/dS

值均小于 1，并且 Ty3-gypsy 高于 Ty1-copia。13 条 Ty1-copia 以及 7 条 Ty3-gypsy 反转录酶序列在樱桃正

常生长条件下均有转录活性，但不受 8 种非生物胁迫的诱导。PpRT7 在高温（42 ℃）胁迫 24 h 时转录活

性升高，并且具有组织特异性。 
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Abstract：In order to provide fundamental clue for genetic evolution and variation mechanism，the 

reverse transcriptase gene fragments of Ty1-copia and Ty3-gypsy were isolated and sequenced using 

degenerate oligonucleotide primers from genomic DNA of Chinese cherry（Prunus pseudocerasus Lindl.）. 

And the transcriptional activity of retrotransposon were detected by reverse transcription polymerase chain 

reaction（RT-PCR）. The results showed that a total of 44 unique clones from Ty1-copia and 13 unique 

clones from Ty3-gypsy were obtained. Nucleotide sequence of Ty1-copia and Ty3-gypsy ranged in length 

from 262 to 269 bp and 414 to 435 bp，respectively. Alignment of nucleotide and amino acid sequences showed 
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the high heterogeneity in LTR retrotransposon. Both Ty1-copia and Ty3-gypsy groups displayed  mutation 

including premature stop codons，frameshift mutation and deletion. Phylogenetic analysis showed there 

were two lineages（TAR and Ale）in Ty1-copia group，and three lineages（Tat，Tekay，Reina）in Ty3-gypsy 

group. Furthermore，ratios of non-synonymous to synonymous（dN/dS）of Ty1-copia and Ty3-gypsy were 

less than 1，and Ty3-gypsy were greater than those of Ty1-copia，suggesting that they were evolving under 

a subfunctionalization model driven by purifying selection. Transcriptional activity was detected in 13 

Ty1-copia and 7 Ty3-gypsy RT sequences and didn’t change as exposure to eight types of abiotic stresses. 

A Ty1-copia RT sequence named PpRT7 was highly transcriptionally activated by high temperature

（42 ℃），and showed tissue specific expression. 

Keywords：Prunus pseudocerasus Lindl.；Ty1-copia；Ty3-gypsy；reverse transcriptase；sequence 

analysis；transcriptional activity 

 

反转录转座子（Retrotransposon）是在生物中广泛存在的一种转座元件（Transposable Elements，

TEs），特点是反转录过程其转座通过 RNA 介导，在反转录酶（Reverse Transcriptase，RT）的作用

下反转录成染色体外 DNA（徐玲 等，2012），通过一系列复杂过程插入靶基因完成转座。随着转

座活动的发生，拷贝数会随之增加，从而在植物基因组形成高拷贝（Kumar & Bennetzen，1999；

Slotkin，2010），进而改变基因组的大小（Lee & Kim，2014）。长末端重复（Long Terminal Repeat，

LTR）类是最主要的反转录转座子，主要包含 Ty1-copia 和 Ty3-gypsy 两个亚族（Wicker et al.，2007），

在一些植物中占很大比重，比如在梨基因组中 Ty1-copia 和 Ty3-gypsy 类型分别占 25.5%和 16.9%（Wu 

et al.，2013）。因此对其序列的特征以及转录水平进行研究有助于深层次解析反转录转座子在基因组

进化过程中所起的关键作用（Biswas et al.，2010；Kalendar et al.，2010）。 

反转录转座子与环境适应相关，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。由于其自私 DNA 的属性，转座元件通常状况下会沉默，没有活性或者处于低活性的状态，

但是它们仍有恢复活性的潜能，能够在生物或非生物胁迫下恢复活性，对转录组的调节有重要影响

（McCue & Slotkin，2012；Makarevitch et al.，2015）。迄今已对多种植物反转录转座子的系统进化、

转座活性等进行了研究（Rico-cabanas & José，2007；蒋爽 等，2014；Huang et al.，2017；郑浩 等，

2019）。 

中国樱桃（Prunus pseudocerasus Lindl）起源于中国，在长期进化过程中形成了丰富的遗传多样

性（黄晓姣 等，2013）。目前还没有关于樱桃基因组反转录转座子的研究报道。本研究中以中国樱

桃为材料，克隆了樱桃 LTR 反转录转座子 Ty1-copia 和 Ty3-gypsy RT 片段，并对其序列和转录活性

进行分析，旨在揭示反转录转座子在中国樱桃基因组进化中的作用，并为新型分子标记的开发，以

及为揭示活性反转录转座子功能提供信息和基础。 

1  材料与方法    

1.1  材料及其总 DNA 的提取及检测 

供试植物材料为实验室长期继代保存的贵州关岭县中国樱桃地方种质资源‘关岭樱桃’ （Prunus 

pseudocerasus‘Guanling’）组培苗叶片，取样时间为继代后 30 d。樱桃基因组 DNA 提取采用北京

天根公司 DNAsecure Plant Kit 试剂盒。用琼脂糖凝胶（0.8%）电泳和微量核酸测定仪检测 DNA 质
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量及浓度。 

1.2  引物的设计及 PCR 扩增 

根据植物 LTR 反转录转座子反转录酶（RT）保守基序设计相应的简并引物。Ty1-copia RT 序列

引物设计（Kumar et al.，1997），Rtp1：5′-ACNGCNTTYYTNCAYGG-3′和Rtp2：5′-ARCATRTCRTCNAC 

RTA-3′；Ty3-gypsy RT 序列引物设计（Kumekawa et al.，1999），Gyrt1：5′-AGMGRTATGTGYG 

TSGAYTAT-3′；Gyrt2：5′-CAMCCMRAAMWCACAMTT-3′，其中 N = A + T + C + G，M = A + C，R = 

G + T，Y = C + T，S = C + G，W = A + T。 

反应体系 20 µL：10 ~ 50 ng 的模板 DNA，正、反向引物各 0.5 µmol · L-1，10 µL Mix 及适量的

ddH2O。其中 Mix 购自北京天根生化科技有限公司，含 0.1 U · μL-1 Taq polymerase，500 μmol · L-1 

dNTP，20 mmol · L-1，Tris-HCl（pH 8.3），100 mmol · L-1 KCl，3 mmol · L-1 MgCl2，以及其他稳定

剂和增强剂。PCR 反应程序为 94 ℃预变性 4 min；94 ℃变性 1 min，复性 1 min（Ty1-copia：53 ℃；

Ty3-gypsy：50 ℃），72 ℃延伸 1.5 min，35 个循环；最后 72 ℃延伸 5 min，4 ℃下保存。取 3 μL

反应产物，在含有 EB 的 1%琼脂糖凝胶中，以 5 V · cm-1 的电压电泳 40 min，然后于凝胶分析仪中

观察并拍照保存。 

1.3  PCR 产物回收、克隆及测序分析 

1%琼脂糖凝胶检测扩增产物，并用天根胶回收试剂盒回收并纯化 PCR 产物。回收产物连接于 

pMDTM19-T 载体上，转化大肠杆菌 DH5α感受态细胞，37 ℃培养 16 ~ 20 h 后，菌落 PCR 筛选阳

性克隆。将阳性克隆在含有 100 mg · L-1 氨苄青霉素的 LB 液体培养基中培养 14 ~ 16 h 后，直接将

菌液委托北京诺赛基因组有限公司测序。  

序列分析采用 BLAST 程序推导、比对获得反转录酶氨基酸序列，核酸相似性分析采用 DNAstar

软件，多重比对采用 Clustal W 软件，用 MEGA6.0 软件邻接法构建系统发育进化树，利用自展法（重

复 1 000 次）对做出的进化树进行评估。dN/dS 比值采用 DNAsp5.0 软件计算。 

1.4  反转录酶序列活性检测 

    关岭樱桃半年生实生苗在模拟干旱（10% PEG）、高温（42 ℃）、低温（–2 ℃）、紫外线（波

长 315 ~ 400 nm，辐照度 0.68 ~ 0.80 W · m-2），以及 IBA、ABA、GA、SA（均为 2 mmol · L-1）处

理 24 h，半定量 RT-PCR 法检测叶片反转录酶基因活性表达情况。利用 Real-time PCR 技术检测在根、

茎、叶中的组织特异性，以及高温（42 ℃）处理不同时间（12、24、36 和 48 h）PpRT7 在叶中的

转录活性变化，每个处理 3 次重复。总 RNA 提取采用 Aidlab 公司的 easy spin plant RNA kit 试剂盒

（货号 RN09）。采用 TaKaRa 公司 RNA LA PCRTM KIT 试剂盒将 RNA 合成为第 1 链 cDNA。利用

Primer 5.0软件根据每 1条反转录转座子序列在非保守区设计引物，舍去无法设计引物的序列。PpRT7

引物序列为 PpRT7-F：CGAATACCGTATGCAAGCTGAG，PpRT7-R：CACCACGACGCTTTAAGAA 

CAA；内参基因为 18s 及 actin，引物序列分别为 18s-F：TTTTATGCAACAACCTTCTGGT，18s-R：

TAGTGAACCGTTCATTCCAAGC；Act-F：GTTATTCTTCATCGGCGCTTCG，Act-R：CTTCACCAT 

TCCAGTTCCATTGTC。PCR 反应体系是 Mix 5 μL，cDNA 模板 1 μL，引物 0.5 μL，总体积 10 μL。

扩增程序为 50 ℃ 2 min，95 ℃ 30 s，57 ℃ 10 s，72 ℃ 10 s。 
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图 1  Ty1-copia 和 Ty3-gypsy 类反转录酶同源 

序列的 PCR 扩增结果 

Fig. 1  PCR amplification results of Ty1-copia RT and Ty3-gypsy 

RT in Prunus pseudocerasus 

 

2  结果与分析  

2.1  LTR 反转录转座子反转录酶基因序列的克隆 

利用简并引物扩增供试材料反转录酶

（RT）序列，获得 Ty1-copia 及 Ty3-gypsy 长度

分别为 260 bp 和 430 bp 左右（图 1），这与在

马尾松上的报道（Fan et al.，2014）一致。 

将 PCR 产物回收、克隆、测序得到 44 条

Ty1-copia 以及 13 条 Ty3-gypsy RT 独立序列，

分别命名为 PpRT 和 REPp。 

2.2  LTR 反转录转座子反转录酶核酸序列特

征分析 

44 条 Ty1-copia 类反转录酶核酸序列长度

在 262 ~ 269 bp 之间，13 条 Ty3-gypsy 类反转

录酶核酸序列长度在 414 ~ 525 bp 之间，其中 432 bp 5 条、431 bp 2 条、429、425、525、435、423、

433 bp 各 1 条，显示出较大的长度变异（表 1）。 

 
表 1  樱桃基因组中 Ty1-copia 和 Ty3-gypsy 类反转录转座子反转录酶序列组成 

Table 1  Base composition of Ty1-copia and Ty3-gypsy sequence in Prunus pseudocerasus  

序列名称 大小/bp AT/CG 比例 序列名称 大小/bp AT/CG 比例 
Sequence name size AT/CG propotion Sequence name Size AT/CG propotion 
PpRT1 266 1.58 PpRT38 266 1.53 
PpRT2 265 1.5 PpRT39 266 1.58 
PpRT3 260 1.39 PpRT40 266 1.42 
PpRT4 262 1.82 PpRT41 263 1.29 
PpRT5 266 1.49 PpRT42 263 1.46 
PpRT6 263 1.39 PpRT45 263 1.37 
PpRT7 263 1.29 PpRT47 263 1.33 
PpRT8 266 1.49 PpRT48 263 1.35 
PpRT9 263 1.33 PpRT49 266 1.63 
PpRT10 266 1.51 PpRT50 263 1.37 
PpRT12 263 1.29 PpRT54 266 1.53 
PpRT13 266 1.4 PpRT56 263 1.46 
PpRT14 266 1.44 PpRT58 266 1.42 
PpRT15 263 1.25 PpRT59 266 1.56 
PpRT19 263 1.41 PpRT60 263 1.27 
PpRT20 266 1.53 REPp5 431 1.68 
PpRT21 260 1.36 REPp6 414 1.54 
PpRT22 266 1.44 REPp7 435 1.56 
PpRT23 263 1.29 REPp9 432 1.82 
PpRT25 266 1.56 REPp11 525 0.97 
PpRT26 266 1.53 REPp14 432 0.98 
PpRT27 263 1.31 REPp15 432 0.99 
PpRT29 266 1.56 REPp16 432 1.01 
PpRT31 263 1.23 REPp17 429 1.49 
PpRT32 266 1.69 REPp21 423 1.12 
PpRT33 263 1.44 REPp25 431 1.82 
PpRT35 266 1.44 REPp28 432 0.98 
PpRT36 266 1.63 REPp29 433 1.41 
PpRT37 263 1.44    
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AT/CG 比结果显示，Ty1-copia 类反转录酶在 1.23 ~ 1.82 之间，平均 1.45。Ty3-gypsy 类反转录

酶含量在 0.97 ~ 1.82 之间，其中 < 1 的有 4 条，平均 AT/CG 为 1.34。Ty1-copia 类反转录酶核酸序

列相似性在 24.1% ~ 99.6%之间，Ty3-gypsy 类反转录酶核酸序列相似性在 22.2% ~ 99.5%之间，显示

高度的异质性。 

2.3  LTR 反转录转座子反转录酶氨基酸序列分析 

将克隆到的所有 Ty1-copia 反转录酶序列在 NCBI 数据库进行在线 BLASTx，发现与不同物种

的 Ty1-copia 反转录酶序列具有较高的相似性，其中与梅（P. mume）、桃（P. salicina）、苹果（M.  

domestica）等植物相似性最高。将推导的氨基酸利用 mega 6.0 进行计算，序列间相似性在 51.9% ~ 

100%之间。 

氨基酸序列多重序列比对结果（图 2）显示，这些序列具有 Ty1-copia RT 序列典型的保守结构

域，其中 RT-BOX2 结构域为 TAFFHG，与马尾松（Fan et al.，2013）、火龙果（范付华 等，2012）等 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
图 2  樱桃 Ty1-copia 类反转录酶氨基酸序列比对  

Fig. 2  Alignment of reverse transcriptase in Prunus pseudocerasus  
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物种一致；RT-BOX3 结构域由 YGLKQAPRXW 组成，相应位置的 L（亮氨酸）、K（赖氨酸）、Q

（谷氨酰胺）以及 P（脯氨酸）是保守氨基酸；RT-BOX4 结构域由 LLLYVDDIL 以及 TALYVDDIL

组成，富含 L（亮氨酸），相应位置的 Y（络氨酸）和 D（天冬氨酸）是保守氨基酸。 

Ty1-copia 中 6 条序列出现终止密码子或者移码突变，占总序列数的 13.95%。PpRT4、PpRT21

在第 28 位碱基 G 突变为 T，第 30 位碱基 A 突变为 G，从而形成 TAG 终止子；PpRT35、PpRT58

在第 52 位碱基 C 突变为 T，形成 TAA 终止子；PpRT45 第 166 位碱基 C 突变成 T 形成 TGA 终止子；

PpRT49 在第 46 位碱基 C 突变 G，48 位碱基 A 突变 G，形成 TAG 终止子，在第 55 位碱基 G 突变

成 T，形成 TGA 终止子；PpRT33 在第 111 个碱基 T 突变成 A，形成 TAA 终止子。PpRT4 在第 9

个氨基酸处发生移码突变。PpRT4 在第 43 个氨基酸处有 6 个氨基酸序列缺失。 

Ty3-gypsy 的 13 条序列中，有 7 条序列发生突变，其中 REPp 6 在第 178 位碱基 C 突变成 T（图 3）， 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
图 3  Ty3-gypsy 类反转录酶氨基酸序列比较 

Fig. 3  Alignment of the amino acid of Ty3-gypsy reverse transcriptase in Prunus pseudocerasus 
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形成 TCG 终止子；REPp21 在第 245 位碱基 G 突变为 A，形成 TAA 终止子；REPp17 在第 336 位碱

基 A 突变为 G，形成 TAG 终止子。REPp6 在第 79 位，REPp7 在第 37 位，REPp21 在 87 位，REPp29

在 34 位氨基酸处移码突变，REPp5 在 3′端有明显的缺失。对比两类 RT 序列突变率发现，Ty1-copia

为 13.95%，远低于 Ty3-gypsy 的 53.84%。 

BLAST 分析表明，所有 Ty3-gypsy 序列都与其他物种有较高的相似性，尤其与同为蔷薇科李亚

属的梅（P. mume）相似性最高。以保守基序为基础推测所得序列开放阅读框，应用软件 Mega6.0

对氨基酸序列进行序列相似性计算和比对，结果显示，氨基酸相似性在 46.7% ~ 100%之间。比对结

果（图 3）可以看出，Ty3-gypsy 类反转录转座子反转录酶序列上游都存在一个保守区域“MCVDY”， 

这与火龙果（彭磊 等，2017）、桂花（王庆竹 等，2018）上的研究一致。 

2.4  LTR 反转录转座子 RT 氨基酸系统发育树 

34 条对应了 6 个已报道的 Ty1-copia 类反转录酶支系 Ivana、Maximus、Ale、TAR、Bianca 以及

Angela（Wicker & Keller，2007）与 44 条中国樱桃 RT 序列以及来自于 NCBI 的不同物种的 25 条反

转录酶氨基酸序列进行系统发育树分析。结果如图 4 所示，有 23 条樱桃 copia 反转录酶序列属于 TAR

类支系，余下 21 条序列属于 Ale 支系，其中有 19 条序列属于 AleA-2 亚支系，PpRT2、PpRT3 属于

AleA-1 亚支系。 
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图 4  Ty1-copia 反转录转座子反转录酶基因氨基酸序列系统进化树 

圆形分支代表鉴定为 6 个原始支系的序列。 

Fig. 4  Phylogenetic analysis of Ty1-copia retrotransposons from Prunus pseudocerasus with other plants 

Branchs with circle shape indicated there sequences were identified from 6 primitive clades. 
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根据聚类情况，可以推测部分序列发生水平传递，如 TAR 支系中，PpRT4、PpRT33、PpRT49

分别在单独的亚组，与其他樱桃 copia 序列距离较远，分别与来自于脐橙（Citrus sinensis）、木豆

（Cajanus cajan）、葡萄（Vitis vinifera）等经鉴定为 TAR 支系的非蔷薇科物种序列相似性高。Ale 类

中也有部分序列与玉米（Zea mays）、木豆等亲缘关系较远的植物聚在一起。TAR 支系中 19 条序列

则与草莓（F. mandshurica）、李（P. salicina）、苹果（M. dometica）等蔷薇科植物聚在一起，具有蔷

薇科特异性。 

将 13 条樱桃 Ty3-gypsy 类反转录酶序列与已鉴别的 22 条其他物种的反转录酶序列与一起进行

构建进化树（图 5），该 22 条序列分别对应 6 个支系，分别为 Athila、Reina、Tat、CRM、Tekay 以 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
图 5  Ty3-gypsy 类反转录转座子反转录酶基因氨基酸序列进化树  

圆形分支代表鉴定为 6 个原始支系的序列。 
Fig. 5  Phylogenetic analysis of Ty3-gypsy retrotransposons from Cerasus pseudocerasus with other plants 

Branchs with circle shape indicated there sequences were identified from 6 primitive clades. 
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及 Galadrie（Llorens et al.，2009；蒋爽 等，2014）。结果（图 5）显示，REPp5、REPp25、REPp9

等 3 条序列属于 Tekay，REPp7、REPp29 属于 Reina，REPp11、REPp21、REPp14、REPp15、REPp16、

REPp28 等 6 条序列属于 Tat，REPp17 与 REPp 6 不属于 6 种支系范围，有待进一步研究。 

2.5  同义突变率和非同义突变率分析 

同义突变（Synonymous substitution rate，dS）和非同义突变（Nonsynonymous substitution rate，

dN）的比值（dN/dS）常常用作检测能编码蛋白的基因受到何种选择作用。假设 dN/dS = 1，则是中

性替换，如果 dN/dS > 1，说明基因在进化过程受到自然选择，而 dN/dS < 1 则说明进化过程受纯化

选择影响。去除缺陷的序列，即含有提前终止密码子、缺失以及移码突变的序列（包含 Ty3-gypsy

中 Reina 和未分类支系）。 

dN/dS 计算结果显（表 2）示，樱桃 Ty1-copia 3 个支系在 0.2166 ~ 0.2402 之间，均遭受较强的

纯化选择。 Ty3-gypsy Tekay 及 Tat 支系分别为 0.540 和 0.902，说明遭受纯化选择，Tat 接近于中性

选择。 

 
表 2  樱桃中 Ty1-copia 和 Ty3-gypsy 类反转座子反转录酶序列同义突变率和非同义突变率分析 

Table 2  Average nonsynonymous（dN）and synonymous（dS）substitution rates for clades belonging to  

Tyl-copia and Ty3-gypsy，respectively 
反转录转座子 支系 序列数量 同义突变率 非同义突变率 

Retrotransposon Clade Number of clones Synonymous（dS） Nonsynonymous（dN）

Ty1-copia TAR 22 1.7076 0.3528 

 AleA-1 19 1.3006 0.3128 

 AleA-2 2 1.7145 0.3717 

Ty3-gypsy Tekay 2 0.835 0.79 

 Tat 4 0.386 0.403 

注：支系中的每个 RT 序列与其它序列的 dN 和 dS 的平均值。 

Note：The values were averages of dN’s and dS’s for comparisons of each RT coding sequence with other member sequences of the same clade. 

 

2.6  Ty1-copia 和 Ty3-gypsy 转录活性检测 

对 20 条 Ty1-copia 与 9 条 Ty3-gypsy 类反转录酶序列设计特异引物进行半定量 RT-PCR，检测其

在不同非生物胁迫条件下中国樱桃叶片中的转录活性。 

结果（图 6）显示，21 条序列在处理前就具有转录活性，但是在不同非生物胁迫下，只有高温

（42 ℃）胁迫引起 1 条反转录转座子（PpRT7）活性升高，该序列属于 AleA-2 亚支。其余 20 条序

列在各种胁迫条件活性无变化，说明正常生长状态下具有活性，但是可能不受非生物胁迫影响。这

部分序列有 13 条属于 Ty1-copia 类（其中 5 条属于 TAR 类，8 条属于 Ale 类），7 条属于 Ty3-gypsy 类

（其中 Tekay 类有 3 条，Rina 类 2 条，Tat 类 1 条，未分类支系 1 条）。不同反转录转座子中之间转

录活性表达水平有差异，另外有活性的反转录转座子分布在各个支系中，并没有家族特异性。7 条

序列没有转录活性，包括了 Ty1-copia 的 5 条序列（其中 3 条属于 Ale 类，2 条属于 Takey 类），Ty3-gypsy

的 2 条序列（均属于 Tat）。 
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图 6  Ty1-copia 及 Ty3-gypsy RT 基因在非生物胁迫下转录活性检测 

1 ~ 10 分别是处理前、对照、模拟干旱（PEG）、高温（42 ℃）、低温（–2 ℃）、紫外线、IBA、ABA、GA、SA。 

Fig. 6  Transciptional activity of Ty1-copia and Ty3-gypsy subjected to abiotic treatments  

1–10 indicated before treatment，control，and treatment by drought（PEG），heat（42 ℃），cold（–2 ℃），UV，indole butyric acid， 

abscisic acid，gibberellic acid，salicylic acid，respectively. 

 

2.7  PpRT7 表达分析 

对 PpRT7 组织特异性检测，结果（图 7）显示，PpRT7 在正常生长的根、茎、叶中均有活性，

叶是根和茎的 2.47 和 2.25 倍（P < 0.05），茎与根中并无显著差异，说明在樱桃不同组织中 RpRT7

均有活性且具有组织特异性。 

 
图 7  PpRT7 在不同组织和高温处理的表达特性 

不同小写字母表示 0.05 水平差异显著。 

Fig. 7  Transcriptional activity under high temperatrue and in different organs of PpRT7  

Different lowercase letters represent significant difference at 0.05.  
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鉴于 PpRT7 在叶中活性较高，且叶片在分子、生理、形态等方面都是受高温影响最大的器官（刘

志刚 等，2011），进一步对高温（42 ℃）处理下叶片中转录活性变化进行研究。结果（图 7）显示，

PpRT7 在高温处理前有一定活性，处理 12 h 后降低，24 h 急剧增强近 10 倍，36 h 后下降到处理前

水平之下；对照（25 ℃）变化不大，有逐步降低的趋势。高温处理除了处理 24 h，其余所有时间

段活性均低于处理前，说明高温容易引起樱桃 PpRT7 表达的升高，这与半定量 RT-PCR 结果一致。 

3  讨论 

高度的移码突变和终止子突变是反转录转座子反转录酶序列的特征之一，如在石蒜中有 70.59%

的 Ty1-copia（周芬静 等，2015），在火龙果中有 67.07%的 Ty3-gypsy（彭磊 等，2017）。Wang 等

（2010）在果梅中发现 Ty1-copia 突变率 32.3%、Ty3-gypsy 为 27.5%，均低于大多数植物。本研究

中樱桃 Ty1-copia 突变率 13.95%，Ty3-gypsy 为 53.84%，其中 Ty1-copia 低于已报道的所有物种，说

明樱桃是 Ty1-copia 突变率较低的物种。果梅与樱桃亲缘关系较为相近，同样存在低突变率的现象，

是否与亲缘关系有所关联，低突变率的原因和生物学意义是什么，还需进一步研究。与大多数植物

（Wang et al.，2010；马赑，2014）一样，樱桃反转录酶序列 dN/dS 也小于 1，说明反转录酶序列经

历了纯化选择，分离的序列有潜在的活性（Hurst，2002）。对樱桃反转录酶序列活性水平检测实结

果也证明这一点。Ty3-gypsy dN/dS 高于 Ty1-copia，Ty3-gypsy 不同群组间差异较大，说明不同类型、

不同群组之间选择压力和进化情况也不同。 

在植物分化前，Ty1-copia 及 Ty3-gypsy 分别有 6 个原始支系，广泛存在于小麦、水稻和拟南芥

中（Wicker & Keller，2007；Lloren et al.，2009），后来植物进化历程中，很多保留了部分原始支系。

蒋爽等（2014）在梨全基因组中发现 Ty1-copia 存在所有 6 个原始支系，Ty3-gypsy 存在 5 类原始支

系。转录转座子在不同的物种中的进化历程不同（Kolano et al.，2013）。由于中国樱桃基因组没有

发布，限于分离技术，Ty1-copia 只得到 TAR 和 Ale 两个原始支系，Ty3-gypsy 存在 Tekay、Reina、

Tat 等 3 个原始支系以及 1 个未分类的支系。樱桃 TAR 支系中，PpRT4、PpRT49、PpRT33 与包含一

些单子叶植物的众多远缘植物聚在一起，推测可能是古老的序列，这类序列可能从不同物种间水平

传递到樱桃，而 TAR 支系其他序列数量较多的亚组则具有蔷薇科的特异性，推测这些亚组的序列可

能是 PpRT4、PpRT49、PpRT33 纵向传递而来，在蔷薇科的进化中有多次转座。本研究中获得的序

列，为开发反转录转座子分子标记和研究中国樱桃反转录转座子分类提供了一定的依据。 

很多物种中都发现反转录转座子静止的，在非生物或者生物胁迫下才会产生活性（Wang et al.，

2010；Fan et al.，2014；彭磊 等，2017）。与大多数研究不同的是，75%的 Ty1-copia 和 Ty3-gypsy

反转录转座子在正常生长状态下的樱桃中具有转录活性，而且几乎每个支系都存在。关于这种现象，

在其他植物上也有少数的报道，比如百脉根（Lotus japonicus）中的转座子 LORE1 在正常生长状况

下具有转录活性，且不受组培的诱导（Lene et al.，2005），正常生长的梨组织中有反转录转座子的

转录（蒋爽 等，2014）。一种观点认为，反转录转座子的转座大部分是有害的，具有转录活性反转

录转座子反转录酶基因，但很可能并不能转座，因为转座过程需要转录、RNA 加工、mRNA 输出以

及翻译后修饰等步骤，一旦出错就会限制转座活性，故转座发生较少（徐玲 等，2012；梁琳琳和周

明兵，2016）。也有一些观点认为，绝大部分反转录转座子的插入发生在基因间区，对功能基因的表

达并无影响，所以这些发生在基因组中的插入突变并不能影响植物的生长发育，因而这种变异不受

环境选择（蒋爽 等，2016）。究竟这类正常生长状态下活性转座子有什么作用，有待进一步研究。



刘厚宇，吴敏芳，文晓鹏. 
中国樱桃 LTR 类反转录转座子反转录酶序列的克隆和分析. 
园艺学报，2020，47 (2)：355–369.                                                                                     367 

 

除此之外，具有提前终止密码子和移码突变的也被视为没有活性的序列。然而本研究中 PpRT49、

REPp7、REPp17 有终止密码子或移码突变，但是依然具有转录活性。在铁皮石斛（李聪 等，2014）、

火龙果（彭磊 等，2017）中也发现这种现象。原因可能是反转录转座子在长期的进化过程中，形成

了一套有利于自身生存的机制，从而通过各种方式促进其转座（李聪 等，2014）。反转录病毒 mRNA

在编码酶蛋白时，会发生移码翻译（Frameshift reading）而避开终止密码子（Rajput et al.，2010）。 

反转录转座子受高温胁迫激活是研究的热点，如反转录转座子 ONSEN 在近年来有着深入的研

究（Pecinka et al.，2010；Matsunaga et al.，2012；Ito et al.，2013；Cao et al.，2015）。本研究中发

现 1 条受到高温诱导后活性升高的序列 PpRT7。温度是影响樱桃地理分布的重要因子，是欧洲甜樱

桃在南方栽培受限的重要原因，另外昼夜温差也会影响花芽形成（李明 等，2014）。PpRT7 将为进

一步研究反转录转座子在樱桃高温胁迫中的机制提供基础。 
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