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摘要! 果实成熟特异基因对于调控果实成熟及其品质形成具有重要的作用% 在前期获得柑橘
6-4$#3

果实成熟特异基

因片段的基础上! 以纽荷尔脐橙
6-4$#3 3-%+%3-3

&

C<D;466

'成熟果实为试材! 应用
+E"F,+

和
+G,2

技术! 分离获得

果实成熟特异基因的
?HCG

全长序列! 命名为
63789:;:%2:

!

(<9I49J

登录号$

-,$)0"0*

( 生物信息学分析表明$

该基因全长
)*' KA

! 包含
1$0 KA

完整的开放阅读框 ! 编码
!"'

个氨基酸 ! 其编码的蛋白质分子式为

,

)LL

M

$'10

C

!)1

N

!0!

O

$&

! 相对分子量为
!!>!) JH4

! 理论等电点为
)>0*

! 属于
P9QPRFS2P

"转化酶抑制子
R

果胶甲酯酶抑制子)

家族成员! 含有该家族严格保守的
,7T

残基! 存在
$

个
?GSF

和
?(SF"

蛋白激酶磷酸化位点*

%

个蛋白激酶
,

磷酸

化位点*

!

个酪蛋白激酶
!

磷酸化位点和
%

个
C"

酰基化位点! 其二级结构主要以
""

螺旋为主%

637<9:;:%2:

基因的

分离为进一步研究柑橘果实的成熟机制提供了基础% 图
L

表
$

参
!0

关键词! 园艺学( 成熟特异性( 果胶甲酯酶
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转化酶抑制子( 基因克隆( 序列分析( 柑橘
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成熟是果实生长发育的最终阶段# 伴随着一系列生理生化反应# 如细胞壁修饰# 叶绿素分解# 色素

合成$

4"5

%

# 不仅直接关系果实色泽& 风味& 香气& 质地等品质的形成# 而且影响果实采后储藏保鲜的性

能' 分子生物学研究结果表明! 果实成熟是成熟相关基因表达调控的结果( 目前# 关于果实成熟分子机

理研究较多集中于呼吸跃变型果实# 以番茄
)*+,-./01+,' .0+23.'425

为最$

6"7

#

5"8

%

( 柑橘
614/20

是世界性经

济果树# 其果实成熟调控对鲜食& 储藏保鲜及加工品质都至关重要( 研究柑橘果实成熟相关基因的表

达及调控# 对揭示果实成熟的分子机制和利用生物技术提高果实品质均有十分重要的意义( 目前# 有关

柑橘果实成熟相关基因的研究报道不多#

92($:!;'*<

等$

=

%发现类胡萝卜素生物合成相关基因
781

在柑橘

果实发育过程中随着成熟度的增加其表达也逐渐增强(

>')

等 $

?

%利用
(@AB

扩增片段长度多态性)

(@!

AB!BC>D

*技术分离获得柑橘果实成熟与衰老过程中特异表达的
6149:;

基因( 我们前期利用
(@AB!

BC>D

技术分离获得了
6

个成熟相关基因
;0!"<&%&'(&

片段# 并利用实时荧光定量聚合酶链式反应)

,$*3!

E+%2/+ (#2'- %+2(&'$-

#

DFG

*技术分析了该基因在不同组织器官和不同果实发育时期的时空表达# 发现

该基因为柑橘果实成熟特异表达基因 $

H

%

( 本研究拟以纽荷尔脐橙
;14/20 01'.'010

+

A+I#2**

,成熟果实

为试材# 利用
(@AB

末端快速扩增技术)

%2,'J 2E,*'0'(2&'$- $0 (@AB +-J/

#

GBFK

*克隆
;0!"#&%&'(&

全

长
(@AB

# 并进行生物信息学分析与功能预测# 探讨该基因在柑橘果实成熟过程中的作用# 为柑橘果实

成熟机制研究与果实品质改良提供依据(

6

材料和方法

)*)

试验材料和试剂

纽荷尔脐橙成熟果实取自浙江省宁波市象山县试验站# 将果实果肉切成小块置于盛有液氮的冰壶内

带回实验室#

"H" #

超低温冰箱保存备用(

克隆用的大肠埃希菌
#0+8./1+81= +,31 LM6

为本实验室保存"

>B 7=>!

G

)

@GG"7BN

*酶# 载体
,N@6H!

L

# 凝胶回收试剂盒#

@>7O"" @AB N2%<+%

#

!$!C)** GBFK F$%+ P+& Q+%R7RO

试剂盒#

8$!C)** GBFK S'&

试

剂盒及高保真
DFG

试剂盒等购自
L2S2G2

公司"

DFG

引物委托上海生工生物工程技术服务有限公司合成(

)*+

试验方法

4R7R4

总
GAB

提取 纽荷尔脐橙成熟果实果肉总
GAB

的提取参考
M2/'(

等$

T

%方法( 利用琼脂糖凝胶电

泳及
UQ!788O

紫外分光光度计)日本岛津*检测质量和浓度(

4R7R7 ;0!"<&?&'(&

基因的
GBFK

扩增 根据
V#2-.

等 $

H

%获得的
;0!"#&%&'(&

基因片段设计特异引物)表

4

*# 由上海生工生物工程)上海*有限公司合成( 以成熟果实总
GAB

为模板# 分别参照
!$!C)** GBFK F$%+

P+& Q+%R7RO

和
8$!C)** GBFK S'&

使用说明进行操作合成相应的
(@AB

第
4

条链( 以
!$ GBFK (@AB

第
4

条链为模板#

!GBFKUD4W!GBFK $)& ,%'E+%

和
!GBFKUD7W!GBFK '-&+% ,%'E+%

为引物# 进行巢式
DFG

扩

增( 以
8$GBFK (@AB

第
6

条链为模板#

8GBFK@D6W8GBFK $)& ,%'E+%

为引物# 进行
DFG

扩增( 反应体

系和程序参照试剂盒使用说明( 将扩增获得目标
DFG

产物经过回收- 克隆# 并送至上海生工生物工程

)上海*有限公司测序(

6R7R! ;0!"#&%&'(&

基因全长
XGC

的分离 利用
@ABNBA

软件将
!$GBFK

#

8$GBFK

和
;0!"#&%&'(&

片

段进行拼接# 获得
;0!"#&%&'(&

基因
(@AB

全长序列# 利用
XGC C'-J+%

)

#&&,

!

WWIIIR-(:'R-*ER-'#R.$YW.$%0W

.$%0R #&E*

*分析获得其开放性阅读框( 根据开放性阅读框设计特异引物
XGCA($UD

和下游引物
XGC

Z.*@D

)表
6

*( 以成熟果实
(@AB

为模板#

XGCA($UD

和
XGCZ.*@D

为引物# 利用
D%'E+PLBG!

G

[P @AB

D$*3E+%2/+

高保真酶进行聚合酶链式反应)

DFG

*#

DFG

程序为!

TH #

预变性
7 E'-

"

TH #

变性
6O /

#

8=

#

退火
8 /

#

?7 #

延伸
6R8 E'-

#

!8

个循环"

?7 #

终延伸
6O E'-

( 将目标产物经过回收& 克隆# 送至上

海生工生物工程)上海*有限公司测序(

6R7R5 ;0!"#&%&'(&

基因生物信息学分析 利用
@ABNBA

推测
;0!"#&%&'(&

基因编码的氨基酸序列" 利

用美国国家生物技术信息中心)

AFZ\

*网站中的
Z>BPL

对获得的核苷酸和推导的氨基酸序列进行同源性

比对" 利用
\-&+%D%$P(2- 5RH

软件对
;0!"#&%&'(&

进行保守结构域分析" 使用
D%$&D2%2E

分析氨基酸基本

王国立等! 柑橘果实成熟特异基因
F/DNK\W\-Y\

的克隆与序列分析 !!?
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年
%

月
!&

日

引物 编号 序列
'

!

(!!$!

"

)*+

引物
)*+,-./0

!上游引物"

)*+12340

!下游引物"

566576855687758667588855

76676858655686778885857787

$! *659

引物

$!*659/0#

!上游引物"

$!*659/0!

!上游引物"

$! *659 .:; <=>?@=

!通用引物
A

"

$!*659 >B;@= <=>?@=

!通用引物
!

"

576885755758677565566

858777566556656666678

86557857885565867876888

57577685585565867876888565868677

(! *659

引物
(!*65940A

!下游引物"

(! *659 .:; <=>?@=

!通用引物"

68665587676775658766

56877586568758765675586

表
!

柑橘
"#$%&'(')*'

基因克隆所用引物

8CD3@ A 0=>?@=E F.= !"#$%&'&()& 2@B@ -3.B>B2

成分# 利用
4,6G6,

软件进行氨基酸同源性比对及绘制系统进化树# 利用
H>2BC3I0 JK"

进行信号肽预

测# 利用
0=@L>-;0=.;@>B

分析蛋白功能结构域# 用
H)0G6

预测蛋白质二级结构$

!

结果与分析

+,! !"#$%&'&()&

基因全长
-./0

序列的获得

以纽荷尔脐橙成熟果实总
*,6

的逆转录产物为模板% 利用
$!*659

技术% 分别获得长度为
$M" D<

和
AN% D<

的目的条带!图
A6

%

1

"$ 利用
(!*659

技术% 扩增获得大小为
!J& D<

的目的条带!图
A5

"$ 将

已知目标基因片段和
$!

%

(!

端序列利用
4,6G6,

拼接后% 获得目标基因
-4,6

序列全长% 共
NJ( D<

%

命名为
*"+$%&,&()&

%

7@B1CBO

登录号&

P5ANQ&QJ

$ 根据开放性阅读框!

)*+

"序列% 设计特异引物% 进

行高保真
05*

% 获得长度为
%AQ D<

的
)*+

序列!图
A4

"% 编码
!&(

个氨基酸$

+,+ *"+$%&,&()& -./0

序列分析

!K!KA -"+$.&,&()&

结构分析 利用
0=.;0C=C?

软件分析
-"+$.&,&()&

所编码的蛋白质相对分子量为
!!K!N

O4C

% 理论等电点为
NKQJ

% 分子式为
5

NMM

R

A(%Q

,

!N%

)

!Q!

H

A&

$

IB;@=0=.H-CB JKQ

分析表明& 柑橘
5E0G9I'IBSI

属

于
IBSI'0G9I

家族!图
!

"$ 利用
0=@L>-;0=.;@>B

分析发现
5E0G9I'IBSI

多肽链含有
IBSI'0G9I

家族中保守的

半光氨酸!

5TE

"残基!图
$

"% 其中
J

个
5TE

残基形成
!

个分子内二硫键% 第
(

个
5TE

残基具有
A

个自由的

硫醇基'

A&

(

$ 研究表明%

488

处理可以破坏
5TE

间形成的分子内二硫键'

AA

(

% 从而减轻或使抑制子蛋白失去

抑制作用% 这说明保守位点
5TE

可能与抑制子功能有关% 而第
(

个
5TE

的作用至今还未见报道'

A!

(

$

此外% 利用
0=@L>-;0=.;@>B

软件分析还发现该蛋白具有一些功能结构域&

AM$UAM%

为
-6G0

和
-7G0"

蛋白激酶磷酸化位点#

$QUJ&

%

AAQUA!&

和
!&!U!&J

为蛋白激酶
5

磷酸化位点#

AAQUA!A

和
A($UA(%

为

酪蛋白激酶
!

磷酸化位点#

ANU!J

%

A$&UA$(

和
A%(UAM&

为
,"

酰基化位点!图
$

"$ 尽管在猕猴桃
/012(2324

图
A

纽荷尔脐橙
-"+$.&,&()&

基因
*659

及
)*+

扩增电泳图

+>2:=@ A 62C=.E@ 2@3 @3@-;=.<V.=@E>E .F 05* C?<3>F>-C;>.B F.= -"+$.&,&()& F=.? -2156" "2(7("2"

)

,@WVC33

*

$$Q
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图
# $%&'()*)+,)

信号肽预测

-./012 # &123.4523 12%065% 78 $%&'()*)+,) %./+96 :2:5.32

!"#$%$&'(

!

;!

"和无花果
)$%*' (+,"&-'(./

!

;#

"中均报道了一些磷酸化位点# 但是其作用目前尚不清楚!

;!

"

$

<./+96)& #="

软件分析显示
$%&'()*)+,)

多肽链
;>?!

位氨基酸为信号肽# 其分值为
"=@AB

# 由于在多

肽链
C

端
?#

位处存在
;

个
D69

残基# 所以推测在
?!

与
?#

位之间存在
;

个信号肽的剪切位点!

;?

"

# 其分

值为
"=#B"

%图
#

&$ 利用
<E&'D

软件预测
$%&'()*)+,)

蛋白二级结构发现# 该蛋白由大量的
!!

螺旋' 无

规则卷曲和
"!

折叠结构组成# 其中
!!

螺旋结构有
;#!

个# 占
FA=@FG

# 无规则卷曲
BH

个# 占
?H=?AG

# 而
"!

折叠均有
#

个# 占
;=ABG

%图
B

&$ 由此可知(

$%&'()*

)+,)

蛋白二级结构主要以
!!

螺旋存在# 与
&'()

!

;?

"的

二级结构相符合$

?=?=? 0'123454.64

推导的氨基酸序列的同源性及系统

进化分析 将
0'127454.64

推导的氨基酸与
I2+J9+K

中登录的
)+,)*&'()

家族中部分物种氨基酸序列进行

同源性比对$ 结果表明( 这些氨基酸的
$

端序列相对

图
? $%&'()*)+,)

的
)+521&17<49+#=H

分析结果

-./012 ? D+96L%.% 12%065% 78 $%&'()*)+,) M.5N )+521&17<49+#=H

黑体
DOI

和
ODI

分别为起始密码子和终止密码子) 波浪下划线为
4D'&

和
4I'&!

蛋白激酶酸化

位点) 点式下划线为酪蛋白激酶
#

磷酸化位点) 虚线下划线为
C!

酰基化位点) 边框内为蛋白激酶

$

磷酸化位点) 斜体字为
)+,)*&'()

家族中
$L%

保守序列

图
! 0'127454.64

的
4PCD

序列及其推导的氨基酸序列

-./012 ! 4PCD %2Q02+42 78 0'127454.64 9+3 .5% 3230423 9R.+7 94.3 %2Q02+42

王国立等( 柑橘果实成熟特异基因
$%&'()*)+,)

的克隆与序列分析 !!A
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!"#$

年
%

月
!&

日

保守! 而在
'

端序列差异较大! 并且含有共同的酪蛋白激酶
!

磷酸化位点"#

()*

$

++

%

,)-

&'%图
%

&(

./0.)

123.

家族成员间的氨基酸具有不同的同源性! 且同源性较低"

#!

!

#4

'

( 聚类分析表明)

!"#$%&'&()&

推导氨

基酸和葡萄氨基酸序列属于一个进化枝! 和拟南芥
*+,-./01"." 23,4.,(,

属于同一个分支%图
5

&( 氨基酸

同源矩阵表明) 柑橘与
./0.)123.

家族中的拟南芥! 葡萄
5.2." ).(.67+,

! 大麦
80+/79: )94;,+7

! 甜椒

<,1".=9: ,((99:

! 烟草
>.=02.,(, 2,-,=9:

! 马铃薯
?04,(9: 139+7@,

! 猕猴桃 ! 番茄和甘薯
&10:07,

-,2,2,"

等植物的氨基酸序列同源性均低于
%&6

! 其中与拟南芥
123.#

%

'17#8!85%

&的同源性最高! 达到

49:#6

(

$

讨论

果实成熟过程中! 细胞壁代谢及糖代谢均是影响果实品质的重要因素! 而果胶甲脂酶%

123

&和转化

酶%

./0

&分别是两者代谢的重要参与酶! 它们的活性受到
;<

值"

#%

'

* 二价阳离子"

#5

'和外界环境"

#9

'的影响(

图
4 <"A$%&'&()&

的二级结构

=>?@AB 4 (BCD/EFAG HIA@CI@AB DJ <"A$%&'&()&

图
% KH123.)./0.

与
./0.)123.

家族中其他物种氨基酸序列的同源性比较

=>?@AB % <DLDMD?D@H CDL;FA>HD/ FLD/? FL>/D FC>E HBN@B/CBH DJ KH123.)./0. F/E DIOBA H;BC>BH JADL ./0.)123. JFL>MG

$P"



第
!"

卷第
!

期

图
# $%&'()*)+,)

与
)+,)*&'()

家族中部分物种氨基酸序列的聚类分析

-./012 # $30%421 5+536%.% 78 59.+7 5:.; %2<02+:2 78 $%&'()*)+,) 5+; =514 78 %=2:.2% 8179 )+,)*&'() 859.36

最近研究发现! 转化酶抑制子"

)+,)

#和果胶甲酯酶抑制子"

&'()

$在翻译后水平上能分别调控
)+,

和
&'(

的活性%

>?!@"

&

'

目前! 关于
&'()

和
)+,)

已有较多研究报道' 据报道多种植物如猕猴桃
!"#$%$&$' "($%$)%*$*

%

@>!@@

&

! 马

铃薯%

@!

&

! 无花果 %

>A

&和香蕉
+,*- *-.$)%#,/

%

@A

&等均存在
&'()

' 猕猴桃果实
&'()

蛋白能专一性抑制
&'(

活性! 其编码基因在果实成熟期表达增强%

@>!@@

&

'

)+,)

在杏
01,%,* -1/)%$-"-

%

@B

&

! 甘薯%

@C

&

! 番茄%

>?

&和烟草%

@#

&

等植物中均有报道'

D12.+21

等%

@#

&将烟草中编码
)+,)

的
:EFG

在马铃薯转基因植物中进行表达! 发现在

转基因马铃薯块茎中! 低温诱导还原糖的含量降低了
#BH

! 而对马铃薯块茎产量没有任何影响! 表明抑

制子对
)+,

具有抑制作用'

&'()

和
)+,)

不仅在基因序列上具有同源性! 同时在蛋白结构与功能上也具

有相似性'

I:7/+59./3.7

等%

@B

&从杏成熟果实中分离获得
)+,)

蛋白! 该蛋白能抑制番茄液泡转化酶的活性!

经分析发现该
)+,)

与
&'()

分子量相似! 部分氨基酸序列显示高度同源! 在蛋白质结构性能和二硫键排

布上具有一致性'

)+,)*&'()

家族成员间的同源性较低! 但是
&'()

(或
)+,)

$能特异地抑制
&'(

)或

)+,

$活性 %

@B

&

' 一些研究者认为 %

>>

&该家族中保守的
$6%

可能更多地与
)+,)

的功能有关' 有些研究发现!

猕猴桃
&'()

的一些氨基酸残基"

G%+>">

!

G%=>"?

!

JK1>>!

和
G%+>A#

等$通过与
&'(

中的
!

个芳香氨基

酸残基"

&K2L"

!

J61>!B

和
J1=@@!

$形成分子间氢键相互作用! 而它们只存在于
&'()%

中%

@L

&

' 目前!

)+,)

与

&'()

在柑橘果实发育成熟过程中的作用还有待研究'

利用生物信息学手段对获得的
2*345676%86

全长
:EFG

进行结构和功能分析* 预测! 发现该基因编

码蛋白与
&'()

%

>@

&具有相似的二级结构! 即主要以
!"

螺旋结构存在+ 其编码的氨基酸与拟南芥
&'()>

"

F&M>?@?#C

$的氨基酸同源性最高! 达到
BLN>O

+ 而且该蛋白含有
)+,)*&'()

家族中保守的
A

个
$6%

残

基! 此外还有
>

个自由的
$6%

! 目前在转化酶抑制子中只发现含有
A

个保守的
$6%

残基%

>B

&

! 而在果胶甲

酯酶抑制子中含有
B

个
$6%

残基%

>@

&

' 基于以上分析! 我们初步推断
2*345676%86

基因编码的蛋白应该为

果胶甲酯酶抑制子"

&'()

$! 该蛋白可能通过调节
&'(

的活性来调控果实品质! 但它在果实发育成熟过

程中的具体作用机制还需要进一步的研究来证实'
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