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摘　要：为了进一步了解４－香豆酸辅酶Ａ连接酶（４－ｃｏｕｍａｒａｔｅ：ＣｏＡ　ｌｉｇａｓｅ；４ＣＬ）基因在黄酮合成中的

作用，利用ＲＴ－ＰＣＲ和ｃＤＮＡ末端快速扩增技术（ｒａｐｉｄ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃＤＮＡ　ｅｎｄｓ，ＲＡＣＥ）获得了青稞４ＣＬ
基因（Ｈｖ４ＣＬ）的ｃＤＮＡ全长序列，并利用实时荧光定量ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ，ｑＲＴ－ＰＣＲ）技术，对

该基因在青稞４个胚乳发育时间段茎、叶和花中的表达情况进行研究。结果表明，Ｈｖ４ＣＬ基因ｃＤＮＡ序列全

长２　１０７ｂｐ，该序列包含一个完整的开放阅读框（ＯＲＦ，１　６６２ｂｐ），编码５５３个氨基酸。Ｈｖ４ＣＬ与小麦同源性

最高（９６％），且该蛋白序列中包含２个保守的ｂｏｘ，即ＡＭＰ结合盒：ｂｏｘⅠ（ＳＳＧＴＴＧＬＰＫＧＶ）和ｂｏｘⅡ（ＧＥＩ－
ＣＩＲＧ）。ｑＲＴ－ＰＣＲ分析结果表明：４ＣＬ基因在青稞 不 同 发 育 时 期、不 同 组 织 的 表 达 丰 度 不 同，在 茎 中 表 达 量

最高，其次是叶和籽粒。
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　　黄酮类化合物（Ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ）又称生物类黄酮

（Ｂｉｏｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ）或 黄 酮，是 一 类 重 要 的 天 然 次 生

代谢物，广泛分布于植物的根、茎、叶、花、果实等

组 织 中［１－３］，影 响 花 粉 生 育 率、调 节 植 物 生 长

等［４－５］。现代药理学 研 究 表 明，其 还 具 有 保 肝、抗

炎、抗菌、抗病毒、保护心血管等多种药理活性，是
当前植物领域和医药 领 域 中 的 研 究 热 点［６－７］。苯

丙氨酸途径是黄酮类物质合成的重要阶段，包含

相关多种酶的合成及大量的生化反应，因此成为

黄酮类物质研究的重点［８－９］。

４－香豆酸 辅 酶 Ａ 连 接 酶（４－ｃｏｕｍａｒａｔｅ：ＣｏＡ
ｌｉｇａｓｅ，４ＣＬ）位 于 苯 丙 烷 类 化 合 物 生 物 合 成 途 径

的分支点上［１０］，直接参与植物次生代谢物黄酮的

合成，是连接苯丙烷代谢途径与木质素生物合成

特异途径的关键酶，在木质素单体合成途径中为

限速步骤［１１］。同时，其催化产物香豆酰辅酶Ａ是

查耳酮合成酶的底物，为类黄酮生物合成的第一

步［１２］。Ｍａｎｓｅｌｌ等［１３］首 次 从 嫩 柳 枝 的 形 成 层 中

提取出４－香 豆 酸ＣｏＡ连 接 酶 之 后，对４ＣＬ的 性

质进行了详细的研究。Ｓｔｕｉｂｌｅ等［１４］对４ＣＬ蛋白

质序列进行分析，发现在所有已知的４ＣＬ氨基酸

序列中存在几个保守的多肽序列（ｍｏｔｉｆ），其中位

于Ｎ端的肽基序列ｂｏｘⅠ（ＳＳＧＴＴＧＬＰＫＧＶ）在

４ＣＬ蛋白序列中几乎绝对保守，被认为是４ＣＬ催

化反应中保守的 ＡＭＰ结合功能域。位于Ｃ端的

肽基序列ｂｏｘⅡ（ＧＥＩＣＩＲＧ）在 所 有４ＣＬ中 绝 对

保守，ｂｏｘⅡ主要存在于４ＣＬ酶蛋白中，可能为该

酶的活性中心部分。
目前，已从多种植物中纯化或部分纯 化 得 到

了４ＣＬ酶蛋白，并已分离克隆到多种植物的４ＣＬ
基因［１５］。裸大麦（Ｈｏｒｄｅｕｍ　ｖｕｌｇａｒｅ　Ｌ．ｖａｒ．ｎｕ－
ｄｕｍ Ｈｏｏｋ．Ｆ）也称青稞，是中国青藏高原重要的

种质资源。目前，对青稞黄酮的研究主要集中在

品种的传统选育、黄酮类化合物的分离提取［１６－１７］，
以及作为保健食品的开发上［１８］，而对青稞黄酮合

成途径相关酶的研究较少。本实验拟通过对青稞

黄酮合成关键基因４ＣＬ的克隆与时空表达模式的

分析来研究Ｈｖ４ＣＬ基因的表达特性，可为４ＣＬ基

因在植物不同组织器官的表达模式的进一步研究

及青稞黄酮的基因改造提供参考。

１　材料与方法

１．１　材 料

青稞“９４－１９－１”受 赠 于 甘 肃 省 甘 南 藏 族 自 治

州农科所。材料水培至三叶一心期时，提取叶片

总ＲＮＡ用于４ＣＬ基因的克隆。提取种植于实验

基地 的 青 稞 开 花 初 期４个 时 期（开 花 后 第４、８、

１２、１６天）的茎、叶和籽粒样品的总ＲＮＡ用于荧

光定量分析。

１．２　总ＲＮＡ提取和ｃＤＮＡ第一链合成

使用柱式植物ＲＮＡｏｕｔ提取试剂盒（北京天

恩泽基因工程有限公司）提取总ＲＮＡ。用ＤＮａｓｅ

Ⅰ纯化 处 理 后 备 用。其 中，用 于 反 转 录（ｒｅｖｅｒｓｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　ＰＣＲ，ＲＴ－ＰＣＲ）和 实 时 荧 光 定 量

ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ，ｑＲＴ－ＰＣＲ）技

术的第一链ｃＤＮＡ的合成按照ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭＦｉｒｓｔ
Ｓｔｒａｎｄ　ｃＤＮＡ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　Ｋｉｔ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公 司）操

作说明进行；５′ＲＡＣＥ和３′ＲＡＣＥ的ｃＤＮＡ合成

按 照 ＳＭＡＲＴｅｒ　ＴＭ　ＲＡＣＥ　ｃＤＮＡ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ｋｉｔ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，ＵＳＡ）的方法进行。

１．３　目的基因保守区的克隆

登录ＧｅｎＢａｎｋ网站，参照稻属、黍属、天门冬

目、栽培二 棱 大 麦 等４ＣＬ氨 基 酸 序 列 的 保 守 区

域，用 Ｐｒｉｍｅｒ　５．０ 设 计 简 并 引 物 Ｊ４ＣＬｆ：５′－
ＣＡＡＣＧＣＣＧＴＣＣＴＣＧＧ（Ａ／Ｃ）ＣＡＧＧＧ（Ｇ／Ｃ／

Ａ）ＴＡ（Ｔ／Ｃ）ＧＧ（Ｇ／Ａ）ＡＴ－３′；Ｊ４ＣＬｒ：５′－ＴＣＧＡＣ
ＧＴＡＧＣＣＧＡＴＧＴＣ（Ｔ／Ｇ／Ｃ）ＣＣ（Ｔ／Ｇ）ＧＴＧＴＧ
ＣＡＧＣ－３′。

以ｃＤＮＡ第一链为模板进行ＰＣＲ，反应体系总

体积为３０μＬ，包括引物各２μＬ（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１）、模

板ｃＤＮＡ　２μＬ（２５～４０μｇ·ｍＬ
－１）、２×Ｔａｑ　ＰＣＲ

Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ　１５μＬ、ｄｄＨ２Ｏ　９μＬ。ＰＣＲ扩 增 条

件：９４℃ 预变性３ｍｉｎ；９４℃ 变性５０ｓ，５４℃ 退

火５０ｓ，７２℃ 延伸６０ｓ，共３５个循环；７２℃ 延伸

１０ｍｉｎ，４℃ 保存。利 用 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 对ＰＣＲ
产物 进 行 分 离 检 测，并 对 目 的 条 带 进 行 回 收、克

隆、测序及分析。
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１．４　５′ＲＡＣＥ和３′ＲＡＣＥ的克隆

３′ＲＡＣＥ根据 已 获 得 的 目 的 基 因 保 守 区 序

列 设 计３条 反 向 巢 式ＰＣＲ引 物，ＧＳＰ　１：５′－ＧＴ
ＧＣＴＧＧＣＣＡＴＧＴＧＣＣＴＧＧＣＧＴＴＣＧ－３′；ＧＳＰ２：

５′－ＣＴＣＡＡＧＡＴＣＧＴＣＧＡＣＣＣＣＧＡＣＡＣＣＧ－３′；

ＧＳＰ　３：５′－ＣＣＴＴＡＡＣＧＡＣＣＣＡＧＡＡＴＣＣＡＣＣ
ＡＡＧ－３′。第一次５′ＲＡＣＥ根据 已 获 得 的 目 的 基

因保 守 区 序 列 设 计３条 反 向 巢 式 ＰＣＲ 引 物，

ＧＳＰ１－１：５′－ＡＡＣＣＴＴＴＣＡＴＧＡＴＣＴＧＣＴＣＣＣＣＧ
ＣＧ－３′；ＧＳＰ　１－２：５′－ＣＧＡＧＧＧＡＧＧＣＧＣＣＧＧＴ
ＧＴＣＧＧＧＧＴＣ－３′；ＧＳＰ１－３：５′－ＣＴＴＧＡＣＣＴＴＧ
ＡＡＣＧＧＣＴＣＣＴＴＧＧＣＧ－３′。第 二 次５′ＲＡＣＥ根

据第一次５′ＲＡＣＥ测 序 结 果 设 计３条 反 向 巢 式

ＰＣＲ引 物ＧＳＰ　２－１：５′－ＡＣＡＴＧＡＣＣＡＴＧＣＧＧ
ＡＴＧＧＡＣＧＣＧ－３′；ＧＳＰ　２－２：５′－ＧＣＣＴＧＧＧ
ＧＧＣＴＣＴＴＧＧＣＧＡＴＣＴＣ－３′；ＧＳＰ２－３：５′－ＧＣＡ
ＴＧＡＴＣＡＣＣＡＴＣＧＣＣＧＡＣＣＣＧ－３′。５′ＲＡＣＥ和

３′ＲＡＣＥ按照ＳＭＡＲＴｅｒ　ＴＭ　ＲＡＣＥ　ｃＤＮＡ　Ａｍｐｌｉ－
ｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，ＵＳＡ）说 明 书 进 行 操 作。
在ＳＭＡＲＴ　ＳｃｒｉｂｅＴＭ逆转录酶的作用下，５′ＲＡＣＥ
中以５′－ＣＤＳ　ｐｒｉｍｅｒ和ＳＭＡＲＴｅｒⅡＡ　ｏｌｉｇｏ为引

物，合 成 单 链 ｃＤＮＡ，分 别 以 ＵＰＭ、５′ＧＳＰ１
（ＧＳＰ１－１、ＧＳＰ１－２、ＧＳＰ１－３）和 ＵＰＭ、５′ＧＳＰ２
（ＧＳＰ２－１、ＧＳＰ２－２、ＧＳＰ２－３）为引物进行两次降落

ＰＣＲ。３′ＲＡＣＥ以ｏｌｉｇｏ　ｄＴ为引物合成单链ｃＤ－
ＮＡ，以ＵＰＭ和３′ＧＳＰ（ＧＳＰ１、ＧＳＰ２、ＧＳＰ３）为引

物进行降落ＰＣＲ。

１．５　青稞４ＣＬ基因的克隆

用ＤＮＡＭＡＮ 对 保 守 片 段、５′ＲＡＣＥ 和３′
ＲＡＣＥ所 得 序 列 进 行 拼 接 得 到ｃＤＮＡ 全 长，跨

ＯＲＦ设计特异引物４ＣＬＱｆ：５′－ＡＣＡＣＧＣＣＣＡＣＴＡ
ＡＴＣＴＡＡＣＣＡ－３′；４ＣＬＱｒ：５′－ＧＡＧＣＡＧＧＡＡ
ＧＡＡＣＣＡＡ　ＣＡＡＡＣＴ－３′。以４ＣＬＱｆ／４ＣＬＱｒ为

引物，以青稞幼叶ｃＤＮＡ为模板进行青稞４－香豆

酸辅酶Ａ连接酶基因序列的扩增。反应体系总体

积为２５μＬ，包括引物各１μＬ（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１）、模板

ｃＤＮＡ　１μＬ（２５～４０μｇ·ｍＬ
－１）、２×Ｔａｑ　ＰＣＲ

Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ　１２．５μＬ、ｄｄＨ２Ｏ　９．５μＬ，反应条件：

９４℃预变 性５ｍｉｎ；９４℃变 性５０ｓ，５４℃退 火

４５ｓ，７２℃延伸１．５ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸１０
ｍｉｎ，４℃ 保 存。利 用 电 泳 分 离 检 测ＰＣＲ产 物

后，经回收、克隆及测序后，对所得序列进行生物

信息学分析。

１．６　ｑＲＴ－ＰＣＲ分析

根据ｃＤＮＡ全 序 列 设 计４ＣＬ荧 光 定 量 引 物

Ｙｆ：５′－ＧＴＴＣＧＣＣＡＡＧＧＡＧＣＣＧＴＴ －３′；Ｙｒ：５′－
ＴＧＧＴＧＧＡＴＴＣＴＧＧＧＴＣＧＴＴ－３′。内 参 基 因

β－ａｃｔｉｎ引 物ＡｃｔＦ：５′－ＴＣＡＣＧＣＴＣＡＡＧＴＡＣＣ
ＣＣＡＴＣＧＡ－３′；ＡｃｔＲ：５′－ＧＧＡＧＣＴＧＴＴＣＴＴＧＧ
ＣＡＧＴＣＴＣＣＡ－３′。内 参 基 因 α－ｔｕｂｕｌｉｎ 引 物

ＴｕｂＦ：５′－ＣＴＣＣＡＴＧＡＴＧＧＣＣＡＡＧＴＧＴＧ－３′；

ＴｕｂＲ：５′－ＴＧＧＡＧＡＴＣＡＴＧＣＡＣＡＣＡＧＣＣ－３′。
以各 取 样 时 间 点 的ｃＤＮＡ 为 模 板，进 行ｑＲＴ－
ＰＣＲ扩增。反应体系：第 一 链ｃＤＮＡ　２μＬ（２５～
４０μｇ·ｍＬ

－１），ＳＹＢＲ　Ｒｒｅｍｉｘ　Ｅｘ　ＴａｑⅡ（２×）
（ＴａＫａＲａ公司）１２．５μＬ，上下游引物各１μＬ（１０

μｍｏｌ·μＬ
－１），补 水 至 总 体 积２５μＬ。每 个 样 品

的４ＣＬ 的表达均以β－ａｃｔｉｎ和α－ｔｕｂｕｌｉｎ为 对 照，
经 过 优 化 处 理 后，４ＣＬ基 因 的 最 佳 反 应 条 件：

９５℃３０ｓ；９４℃５ｓ，６０℃３０ｓ，４４个循环；随后

进行熔解曲 线 分 析，温 度 以１℃／１０ｓ的 速 率 从

６０℃缓慢递增 到９５℃。扩 增 完 成 后，启 动 融 解

曲线测试程序，以此判断扩增过程特异性。ｑＲＴ－
ＰＣＲ过程中，用２μＬ灭菌水代替ｃＤＮＡ样 品 作

为阴性对照。每个样品３次重复。结果分析计算

采用２－△△Ｃｔ法［１９］。

２　结果与分析

２．１　青稞４ＣＬ基因的克隆

利用简并 引 物Ｊ４ＣＬｆ／Ｊ４ＣＬｒ，以 青 稞 嫩 叶 的

ｃＤＮＡ为模板，经ＲＴ－ＰＣＲ扩增得到３００ｂｐ的目

的片段（图１）。经Ｂｌａｓｔ比对分析，发现与已报道

的４ＣＬ基因家族的保守区有较高的相似性，其中

与小麦的一致性达９５％，将序列翻译成氨基酸序

　　Ｍ：ＤＬ　２０００（ＴａＫａＲａ）；１：Ｈｖ４ＣＬＰＣＲ扩增产物

Ｍ：ＤＬ　２０００（ＴａＫａＲａ）；１：Ｔｈｅ　ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｐｒｏｄｕｃｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃｏｎ－

ｓｅｒｖｅｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ

图１　Ｈｖ４ＣＬ基因ｃＤＮＡ保守片段ＰＣＲ产物

Ｆｉｇ．１　ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　４ＣＬｇｅｎｅ　ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ
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列，其中包含４ＣＬ氨基酸保守域ＧＥＩＣＩＲＧ，初步

确定获 得 的ｃＤＮＡ片 段 为 青 稞４ＣＬ基 因 的 一 部

分序列。

　　利用３′、５′ＧＳＰ引物，经ＲＡＣＥ－ＰＣＲ分别克

隆出４ＣＬ基因的３′末端和５′末端，３′末端７７１ｂｐ
（图２），包 含 终 止 密 码 子 ＴＡＡ、３′－ＵＴＲ和Ｐｏｌｙ－
Ａ尾。５′末端 两 次 扩 增 分 别 得 到３１６ｂｐ和９４９
ｂｐ的特异条带（图３），其中，５′末端第二次扩增序

列包含 起 始 密 码 子 ＡＴＧ和５′－ＵＴＲ。用 ＤＮＡ－
ＭＡＮ　５．０进行序列拼接，得到全长为２　１０７ｂｐ的

青稞４ＣＬ基 因 的ｃＤＮＡ 序 列，将 该 基 因 命 名 为

Ｈｖ４ＣＬ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＫＦ４４２９７７）。

　　为了进一步验证所拼接基因的正确性，使用

特异引物４ＣＬＱＦ／４ＣＬＱＲ，以青稞幼叶ｃＤＮＡ为

模板扩增得到一段１　８６９ｂｐ的特异片段（图４）。
利用ＤＮＡＭＡＮ分析与原拼接全长序列一致，包

含一个由ＡＴＧ至ＴＡＡ的完整ＯＲＦ。以上结果

表明，已成功获得青稞４ＣＬ基因。

２．２　Ｈｖ４ＣＬ基因的生物信息学分析

利用ＤＮＡＳｔａｒ软件对Ｈｖ４ＣＬ基因ｃＤＮＡ序

列进行分析，该 基 因 全 长２　１０７ｂｐ，包 括１５６ｂｐ
的５′非 编 码 区（５′－ＵＴＲ），２８９ｂｐ的３′非 编 码 区

（３′－ＵＴＲ）和一个完整的开放阅读框（ＯＲＦ）１　６６２
ｂｐ，该ＯＲＦ编码５５３个氨基酸（图５）。氨基酸序

列 分 析 表 明：Ｈｖ４ＣＬ 编 码 蛋 白 质 分 子 量 为

５９．２５１ｋＤａ，等电点（ｐＩ）为５．３０，属酸性蛋白；在

线 网 站ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／ｓｃａｎｐｒｏ
ｓｉｔｅ／预 测Ｈｖ４ＣＬ编 码 蛋 白 的 功 能 结 构 域，结 果

　　Ｍ：ＤＬ　２０００（ＴａＫａＲａ）；１：第一轮扩增产物；２：第二轮扩增产物；３：第三轮扩增产物

Ｍ：ＤＬ　２０００（ＴａＫａＲａ）；１：Ｔｈｅ　１ｓｔ　ｒｏｕｎｄ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ；２：Ｔｈｅ　２ｎｄ　ｒｏｕｎｄ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ；３：Ｔｈｅ　３ｒｄ　ｒｏｕｎｄ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

图２　Ｈｖ４ＣＬ３′ＲＡＣＥ扩增产物的电泳图

Ｆｉｇ．２　３′ＲＡＣＥ　ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｈｖ４ＣＬ

　　Ａ和Ｂ：第一次５′ＲＡＣＥ扩增产物［Ｍ：ＤＬ　２０００（ＴａＫａＲａ）；１：第一轮扩增产物；２：第二轮扩增产物；３：第三轮扩增产物］；Ｃ：第二次

５′ＲＡＣＥ扩增产物［Ｍ：ＤＬ　２０００（ＴａＫａＲａ）；１：第一轮扩增产物；２：第二轮扩增产物；３：第三轮扩增产物］

Ａ　ａｎｄ　Ｂ：Ｔｈｅ　ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｂｙ　ｔｈｅ　ｆｉｒｓｔ　５′ＲＡＣＥ［Ｍ：ＤＬ　２０００（ＴａＫａＲａ）；１：Ｔｈｅ　１ｓｔ　ｒｏｕｎｄ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ；２：Ｔｈｅ　２ｎｄ　ｒｏｕｎｄ　ａｍ－

ｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ；３：Ｔｈｅ　３ｒｄ　ｒｏｕｎｄ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ］；Ｃ：Ｔｈｅ　ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｂｙ　ｔｈｅ　ｓｅｃｏｎｄ　５′ＲＡＣＥ［Ｍ：ＤＬ　２０００（ＴａＫａＲａ）；１：Ｔｈｅ　１ｓｔ　ｒｏｕｎｄ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ；２：Ｔｈｅ　２ｎｄ　ｒｏｕｎｄ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ；３：Ｔｈｅ　３ｒｄ　ｒｏｕｎｄ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ］

图３　Ｈｖ４ＣＬ５′ＲＡＣＥ扩增产物的电泳图

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　５′ＲＡＣＥ　ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｈｖ４ＣＬ
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　　Ｍ：ＤＬ２　０００ｍａｒｋｅｒ（ＴａＫａＲａ）；１：ＯＲＦ扩增片段

Ｍ：ＤＬ２　０００ｍａｒｋｅｒ（ＴａＫａＲａ）；１：Ｔｈｅ　ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｆｒａｇｍｅｎｔ

ｏｆ　ＯＲＦ

图４　青稞４ＣＬ基因ＯＲＦ的克隆

Ｆｉｇ．４　Ｃｌｏｎｉｎｇ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＯＲＦ　ｏｆ　Ｈｖ４ＣＬ

表明：该 蛋 白 含 一 个 ＡＭＰ－ｂｉｎｄｉｎｇ保 守 结 构 域

ＬＰＹＳＳＧＴＴＧＬＰＫ（ｂｏｘⅠ）和一个催化活化 中 心

ＧＥＩＣＩＲＧ（ｂｏｘⅡ）。
将Ｈｖ４ＣＬ的ｃＤＮＡ全 长 序 列 与 其 他 物 种 的

同源序列进行Ｂｌａｓｔｎ比对表明，与柳枝稷（Ｐａｎｉ－
ｃｕｍ　ｖｉｒｇａｔｕｍ，ＥＵ４９１５１１．１）和南荻（Ｔｒｉａｒｒｈｅｎａ
ｌｕｔａｒｉｏｒｉｐａｒｉａ，ＪＮ１０７５７１．１）４ＣＬ基 因 部 分 序 列

的相似性最高，分别达到了９１％和９０％，与 黑 麦

草（Ｌｏｌｉｕｍ　ｐｅｒｅｎｎｅ，ＡＦ０５２２２３．１）、玉 米 （Ｚｅａ
ｍａｙｓ，ＮＭ　００１１１１７８８．１）、水 稻（Ｏｒｙｚａ　ｓａｔｉｖａ，

ＮＭ　００１０５２６０４．１）、慈 竹（Ｎｅｏｓｉｎｏｃａｌａｍｕｓ　ａｆｆｉ－
ｎｉｓ，ＥＵ３２７３４１．１）等的４ＣＬ基因相似性在８２％～
８９％之间。

　　阴影示保守结构域；ＡＴＧ为起始密码子；ＴＡＡ为终止密码子

Ｔｈｅ　ｓｈａｄｅ　ｒｅｇｉｏｎｓ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ　ｔｈｅ　ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ　ｄｏｍａｉｎ；Ｔｈｅ　ｄａｓｈｅｄ　ｒｅｇｉｏｎｓ　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｔｈｅ　ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ　ｃｏｄｏｎ　ａｎｄ　ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｃｏｄｏｎ

图５　Ｈｖ４ＣＬ基因全长ｃＤＮＡ序列及其推测的氨基酸序列

Ｆｉｇ．５　ｃＤＮＡ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｎｄ　ｐｕｔａｔｉｖｅ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　Ｈｖ４ＣＬ
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２．３　青稞与其他物种４ＣＬ蛋白的进化关系

利用 ＭＥＧＡ　５．０软件对Ｈｖ４ＣＬ序 列 对 应 的

蛋白序列和ＧｅｎＢａｎｋ中其他物种的２０个４ＣＬ蛋

白序列 进 行 系 统 进 化 树 的 构 建（图６）。分 析 表

明，该 进 化 树 主 要 分 为２个 亚 簇—ＣｌｕｓｔｅｒⅠ（单

子叶植物）和ＣｌｕｓｔｅｒⅡ（双子叶植物）。如图６所

示，青稞与禾本科的短二柄草、水稻、柳枝稷、蒺藜

草和玉米处在同一进化节点上，构成一个分支，表
明它们之间的同源关系较为相近，而与双子叶植

物如百合等 的 亲 缘 关 系 较 远。各 物 种４ＣＬ的 分

子进化地位与其他生物学分离一致，因而得到的

系统进化树反应了上述物种进化关系的远近。

２．４　Ｈｖ４ＣＬ基因的组织特异性表达

根据２－ΔΔＣｔ法分析计算结果，将开花后第４天

籽粒中４ＣＬ基因的表达量作为对照（设定为１），
分析青稞材料９４－１９－１的４个胚乳发育时间段籽

粒、茎、叶的４ＣＬ基因表达量。结果显示，Ｈｖ４ＣＬ
基因在胚乳发育期的茎、叶、籽粒中均有表达，且

存在组织差异性；在茎中表达量最高，叶次之，籽

粒中表达量最少（图７）。在茎中，Ｈｖ４ＣＬ基因的

表达量随发育过程的进行而逐渐升高，并且在开

花１２ｄ到１６ｄ的过程中，表达水平急剧上升。在

叶中，Ｈｖ４ＣＬ基 因 在 开 花 后４ｄ到１２ｄ的 过 程

中，表达量先降后增，在开花后１２ｄ达到最大值，
而后 在 开 花 后１６ｄ开 始 降 低。而 在 籽 粒 中，

Ｈｖ４ＣＬ基因在开花后４ｄ有 较 低 的 表 达 量，而 随

着发育的进行表达量越来越低，这表明青稞籽粒

中的４ＣＬ表达较早，或者青稞籽粒中的４ＣＬ基因

表达水平较低以致于不能被检测到。总体而言，

Ｈｖ４ＣＬ基因 在 青 稞 茎 中 优 势 表 达，且 在 开 花 后

１６ｄ表达量达到绝对优势。

图６　基于氨基酸序列的４－香豆酸辅酶Ａ连接酶进化树

Ｆｉｇ．６　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　ａｍｉｎｏ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　４－ｃｅｏｕｍａｒａｔｅ：ＣｏＡ　ｌｉｇａｓｅ　ｉｎ　ｐｌａｎｔｓ

图７　Ｈｖ４ＣＬ基因ＱＲＴ－ＰＣＲ相对定量分析

Ｆｉｇ．７　Ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｑｕａｌｉｔｉｔａｔｉｖｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｈｖ４ＣＬ

ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｉｓｓｕｅｓ　ｂｙ　ＱＲＴ－ＰＣＲ

３　讨 论

有关４－香豆酸辅酶Ａ连接酶（４ＣＬ）基因克隆

和遗传转化方面的研究在拟南 芥［２０］、紫 草［２１］、大

豆［２２－２３］、杨树［２４－２６］等植物中 已 有 相 关 报 道。但 对

大麦 而 言，有 关４ＣＬ基 因 克 隆 的 研 究 未 见 报 道。
本研究参照禾本科其他物种的４ＣＬ序列的保守区

设计简并引物，通过ＲＴ－ＰＣＲ结合ＲＡＣＥ方法成

功获得了青稞４－香豆酸辅酶Ａ连接酶的全长ｃＤ－
ＮＡ序列Ｈｖ４ＣＬ。

序列比对发现所获序列与禾本科其他物种的

４ＣＬ序列相似 性 较 高 且 非 常 保 守，通 过 系 统 进 化

树可知，Ｈｖ４ＣＬ对应的蛋白序列与禾本科的短二
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柄草、水稻、柳枝稷、蒺藜草和玉米处在同一进化

节点上，构成一个分支，表明它们之间的同源关系

较为相近。
青稞４ＣＬ蛋 白 含 有 预 测 的 Ａｍｐ－ｂｉｎｄｉｎｇ保

守结构域ｂｏｘⅠ和 催 化 活 化 中 心ｂｏｘⅡ，是 典 型

的４ＣＬ蛋 白。这 与 Ｌｅｅ等［２７－２８］研 究 的 拟 南 芥

４ＣＬ基因 和Ｚｈａｎｇ等［２９］克 隆 的 火 炬 松４ＣＬ基 因

的结果相一致。其中，ｂｏｘⅠ被认为 是４ＣＬ催 化

反应中高度 保 守 的 ＡＭＰ结 合 功 能 域，同 时 也 是

所有腺苷 酸 形 成 酶 以 及 肽 合 成 酶 等 共 同 的 保 守

域，是 腺 苷 酸 形 成 酶 系 超 基 因 家 族 的 重 要 标

志［３０］。而ｂｏｘⅡ只 在４ＣＬｓ中 高 度 保 守，最 早 研

究认为ｂｏｘ　ＩＩ基 序 的 中 央 半 胱 氨 酸 残 基 直 接 参

与催 化［３１］。后 来 Ｓｔｕｉｂｌｅ等［３２］通 过 对 拟 南 芥

４ＣＬ２八个突变体的研究表明ｂｏｘⅡ并不直接参

与催化，可能与蛋白质空间构象稳定性有关。同

时也表明了４ＣＬ与 其 他 腺 苷 酸 形 成 酶 的 亲 缘 关

系较近。
此外，ｑＲＴ－ＰＣＲ分析发现，Ｈｖ４ＣＬ基因在胚

乳发育期不同组织的表达量也不同。另外在同一

时期内，不同组织内的表达量亦有较大差异。说

明Ｈｖ４ＣＬ基因可 能 在 不 同 组 织 中 参 与 不 同 的 生

物合 成 途 径，产 生 不 同 的 苯 丙 烷 类 衍 生 代 谢 物。
在茎和叶中，Ｈｖ４ＣＬ的表达量在发育阶段的后期

表达量增 加，这 与 Ｒａｅｓ等［３３］的 研 究 结 果 一 致。
有研究表明，ＵＶ－Ｂ增 强 可 诱 导 植 物 细 胞 黄 酮 类

物 质 的 积 累［３４－３５］。因 此Ｈｖ４ＣＬ在 植 物 受 到 太 阳

紫外线照射的部位（茎和叶）表达量显著增加，其

原因可能是茎和叶表面积较大直接受到ＵＶ－Ｂ的

照射而启动代谢通路产生更多的黄酮来抵御紫外

光的伤害［３６－３７］。而在籽粒中，Ｈｖ４ＣＬ基因在开花

后４ｄ有较低的表达量，而后表达量降低，这表明

青稞籽粒在形成初期４ＣＬ表达量较少。这与余春

磊等［３８］研究发 现 花 后 籽 粒 黄 酮 含 量 呈 上 升 趋 势

结论一致。Ｋｕｍａｒ等［３９］的 研 究 也 表 明 覆 盆 子 在

花发育的不同时期中，Ｒｉ４ＣＬ３仅在完全成熟的花

中表达，在 果 实 的 发 育 不 同 阶 段 中，Ｒｉ４ＣＬ３在 完

全成熟的红色果实中表达量非常高。以上结果表

明，４ＣＬ基因在不同组织和不同发育阶段中存在

差异性 表 达。Ｈｖ４ＣＬ表 达 量 的 增 加 可 以 提 高 黄

酮类物质的合成，其在不同组织中的作用仍需进

一步研究。
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ｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ，２０１３，１５（２）：９８－１０４．

［１２］Ｃｕｋｏｖｉｃ　Ｄ，Ｅｈｌｔｉｎｇ　Ｊ，Ｚｉｆｆｌｅ　Ｊ　Ａ　Ｖ，ｅｔ　ａｌ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ａｎｄ　ｅｖｏｌｕ－
ｔｉｏｎ　ｏｆ　４－ｃｏｕｍａｒａｔｅ：ｃｏ－ｅｎｚｙｍｅ　Ａ　ｌｉｇａｓｅ（４ＣＬ ）ｇｅｎｅ　ｆａｍｉｌｉｅｓ
［Ｊ］．Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００１，３８２（４）：６４５－６５４．

［１３］Ｍａｎｓｅｌｌ　Ｒ　Ｌ，Ｂａｂｂｅｌ　Ｇ　Ｒ，Ｚｅｎｋ　Ｍ　Ｈ．Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｆｏｒｍｓ　ａｎｄ
ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ　ｏｆ　ｃｏｎｉｆｅｒｙｌ　ａｌｃｏｈｏｌ　ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ　ｆｒｏｍ　ｃａｍｂｉａｌ
ｒｅｇｉｏｎｓ　ｏｆ　ｈｉｇｈｅｒ　ｐｌａｎｔｓ［Ｊ］．Ｐｈｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９７６，１５（１２）：

１８４９－１８５３．
［１４］Ｓｔｕｉｂｌｅ　Ｈ　Ｐ，Ｂüｔｔｎｅｒ　Ｄ，Ｅｈｌｔｉｎｇ　Ｊ，ｅｔ　ａｌ．Ｍｕｔａｔｉｏｎａｌ　ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ　４－ｃｏｕｍａｒａｔｅ：ＣｏＡ　ｌｉｇａｓｅ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓ　ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｌｙ　ｉｍｐｏｒｔａｎｔ
ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄｓ　ａｎｄ　ｖｅｒｉｆｉｅｓ　ｉｔｓ　ｃｌｏｓｅ　ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ　ｔｏ　ｏｔｈｅｒ　ａｄｅｎｙ－
ｌａｔｅ－ｆｏｒｍｉｎｇ　ｅｎｚｙｍｅｓ［Ｊ］．ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔｅｒｓ，２０００，４６７（１）：１１７－

·９０６１·第１２期 杨晓云等：青稞４－香豆酸辅酶Ａ连接酶基因４ＣＬ 的克隆及表达分析



１２２．
［１５］Ｆａｎｇ　Ｃ　Ｂ（方从兵），Ｗａｎ　Ｘ　Ｃ（宛晓春），Ｊｉａｎｇ　Ｌ　Ｊ（江 昌 俊）．

Ｐｒｏｇｒｅｓｓ　ｉｎ　ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｏｆ　ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ（Ｒｅｖｉｅｗ）［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆ　Ａｎｈｕｉ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（安 徽 农 业 大 学 学 报），

２００５，３２（４）：４９８－５０４（ｉｎ　Ｃｈｉｎｅｓｅ）．
［１６］Ｚｅｎｇ　Ｙ　Ｗ（曾亚文），Ｙａｎｇ　Ｔ（杨 涛），Ｐｕ　Ｘ　Ｙ（普晓英），ｅｔ　ａｌ．

Ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｆγ－ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ　ａｃｉｄ，ｔｏｔａｌ　ｆｌａｖｏｎｅｓ　ａｎｄ　ａｌ－
ｋａｌｏｉｄｓ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｉｎ　ｂａｒｌｅｙ　ｇｒａｉｎｓ　ｄｕｒｉｎｇ　ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｐｒｏｃｅｓｓ
［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｔｒｉｔｉｃｅａｅ　Ｃｒｏｐｓ（麦 类 作 物 学 报），２０１２，３２
（１）：１３５－１３９（ｉｎ　Ｃｈｉｎｅｓｅ　ｗｉｔｈ　Ｅｎｇｌｉｓｈ　ａｂｓｔｒａｃｔ）．

［１７］Ｍａｒｋｈａｎ　Ｋ　Ｒ，Ｍｉｔｃｈｅｌｌ　Ｋ　Ａ．Ｔｈｅ　ｍｉｓ－ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ

ｍａｊｏｒ　ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ　ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ　ｉｎ　ｙｏｕｎｇ　ｂａｒｌｅｙ（Ｈｏｒｄｅｕｍ　ｖｕｌ－
ｇａｒｅ）ｌｅａｖｅｓ［Ｊ］．Ｚｅｉｔｓｃｈｒｉｆｔ　Ｆｕｒ　Ｎａｔｕｒｆｏｒｓｃｈｕｎｇ　Ｃ，２００３，

５８（１／２）：５３－５６．
［１８］Ｓｕｇａｎｕｍａ　Ｈ，Ｉｎａｋｕｍａ　Ｔ，Ｋｉｋｕｃｈｉ　Ｙ．Ａｍｅｌｉｏｒａｔｏｒｙ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ

ｂａｒｌｅｙ　ｔｅａ　ｄｒｉｎｋｉｎｇ　ｏｎ　ｂｌｏｏｄ　ｆｌｕｉｄｉｔｙ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｎｕｔｒｉ－
ｔｉｏｎａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｖｉｔａｍｉｎｏｌｏｇｙ，２００２，４８（２）：１６５－１６８．

［１９］Ｌｉｖａｋ　Ｋ　Ｊ，Ｓｃｈｍｉｔｔｇｅｎ　Ｔ　Ｄ．Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓ－
ｓｉｏｎ　ｄａｔａ　ｕｓｉｎｇ　ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ＰＣＲ　ａｎｄ　ｔｈｅ　２－△△Ｃｔ

ｍｅｔｈｏｄ［Ｊ］．Ｍｅｔｈｏｄｓ，２００１，２５（４）：４０２－４０８．
［２０］Ｅｈｌｔｉｎｇ　Ｊ，Ｂüｔｔｎｅｒ　Ｄ，Ｗａｎｇ　Ｑ，ｅｔ　ａｌ．Ｔｈｒｅｅ　４－ｃｏｕｍａｒａｔｅ：ｃｏ－
ｅｎｚｙｍｅ　Ａ　ｌｉｇａｓｅｓ　ｉｎ　Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔｈａｌｉａｎａｒｅｐｒｅｓｅｎｔ　ｔｗｏ　ｅｖｏ－
ｌｕｔｉｏｎａｒｉｌｙ　ｄｉｖｅｒｇｅｎｔ　ｃｌａｓｓｅｓ　ｉｎ　ａｎｇｉｏｓｐｅｒｍｓ［Ｊ］．Ｔｈｅ　Ｐｌａｎｔ
Ｊｏｕｒｎａｌ，１９９９，１９（１）：９－２０．

［２１］Ｙａｚａｋｉ　Ｋ，Ｏｇａｗａ　Ａ，Ｔａｂａｔａ　Ｍ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ

ｏｆ　ｔｗｏ　ｃＤＮＡｓ　ｅｎｃｏｄｉｎｇ　４－ｃｏｕｍａｒａｔｅ：ＣｏＡ　ｌｉｇａｓｅ　ｉｎ　Ｌｉｔｈｏ－
ｓｐｅｒｍｕｍｃｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅｓ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔ　ａｎｄ　Ｃｅｌｌ　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，１９９５，

３６（７）：１３１９－１３２９．
［２２］Ｕｈｌｍａｎｎ　Ａ，Ｅｂｅｌ　Ｊ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｃｌｏｎｉｎｇ　ａｎｄ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　４－
ｃｏｕｍａｒａｔｅ：ｃｏｅｎｚｙｍｅ　Ａ　ｌｉｇａｓｅ，ａｎ　ｅｎｚｙｍｅ　ｉｎｖｏｌｖｅｄ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｒｅ－
ｓｉｓｔａｎｃｅ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｏｆ　ｓｏｙｂｅａｎ（Ｇｌｙｃｉｎｅ　ｍａｘ　Ｌ．）ａｇａｉｎｓｔ

ｐａｔｈｏｇｅｎ　ａｔｔａｃｋ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔ　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，１９９３，１０２（４）：１１４７－
１１５６．

［２３］Ｌｉｎｄｅｒｍａｙｒ　Ｃ，Ｍｌｌｅｒｓ　Ｂ，Ｆｌｉｅｇｍａｎｎ　Ｊ，ｅｔ　ａｌ．Ｄｉｖｅｒｇｅｎｔ　ｍｅｍ－
ｂｅｒｓ　ｏｆ　ａ　ｓｏｙｂｅａｎ（Ｇｌｙｃｉｎｅ　ｍａｘ　Ｌ．）４－ｃｏｕｍａｒａｔｅ：ｃｏｅｎｚｙｍｅ
ａｌｉｇａｓｅ　ｇｅｎｅ　ｆａｍｉｌｙ［Ｊ］．Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，

２００２，２６９（４）：１３０４－１３１５．
［２４］Ｈｕ　Ｗ　Ｊ，Ｋａｗａｏｋａ　Ａ，Ｔｓａｉ　Ｃ　Ｊ，ｅｔ　ａｌ．Ｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔａｌｉｚｅｄ　ｅｘ－
ｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｔｗｏ　ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｌｙ　ａｎｄ　ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｌｙ　ｄｉｓｔｉｎｃｔ　４－ｃｏｕ－
ｍａｒａｔｅ：ＣｏＡ　ｌｉｇａｓｅ　ｇｅｎｅｓ　ｉｎ　ａｓｐｅｎ（Ｐｏｐｕｌｕｓ　ｔｒｅｍｕｌｏｉｄｅｓ）
［Ｊ］．Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，

ＵＳＡ，１９９８，９５（９）：５４０７－５４１２．
［２５］Ｆａｎ　Ｂ　Ｙ（范 丙 友），Ｈｕ　Ｓ　Ｙ（胡 诗 宇），Ｌｕ　Ｈ（陆 海），ｅｔ　ａｌ．

Ｓｏｌｕｂｌｅ　ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　４－ｃｏｕｍａｒａｔｅ：ｃｏｅｎｚｙｍｅ　Ａ

ｌｉｇａｓｅ　ｆｒｏｍＰｏｐｕｌｕｓ　ｔｏｍｅｎｔｏｓａ　ａｎｄ　ｅｎｚｙｍｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍ－
ｂｉｎａｎｔ　４ＣＬ ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｅｉｊｉｎｇ　Ｆｏｒｅｓｔｒｙ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（北

京林业大学学报），２００６，２８（２）：１－８（ｉｎ　Ｃｈｉｎｅｓｅ　ｗｉｔｈ　Ｅｎｇｌｉｓｈ

ａｂｓｔｒａｃｔ）．
［２６］Ｖｏｅｌｋｅｒ　Ｓ　Ｌ，Ｌａｃｈｅｎｂｒｕｃｈ　Ｂ，Ｍｅｉｎｚｅｒ　Ｆ　Ｃ，ｅｔ　ａｌ．Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ
ｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　４ＣＬｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ａｌｔｅｒｓ　ｌｉｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｔｒｅｅ

ｇｒｏｗｔｈ，ａｎｄ　ｓａｃｃｈａｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ｏｆ　ｆｉｅｌｄ－ｇｒｏｗｎ　ｐｏｐｌａｒ
［Ｊ］．Ｐｌａｎｔ　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２０１０，１５４（２）：８７４－８８６．

［２７］Ｌｅｅ　Ｄ，Ｅｌｌａｒｄ　Ｍ，Ｗａｎｎｅｒ　Ｌ　Ａ，ｅｔ　ａｌ．Ｔｈｅ　Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔｈａｌｉ－
ａｎａ　４－ｃｏｕｍａｒａｔｅ：ＣｏＡ　ｌｉｇａｓｅ（４ＣＬ）ｇｅｎｅ：ｓｔｒｅｓｓ　ａｎｄ　ｄｅｖｅｌｏｐ－

ｍｅｎｔａｌｌｙ　ｒｅｇｕｌａｔｅｄ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ａｎｄ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ｉｔｓ

ｃＤＮＡ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，１９９５，２８（５）：８７１－８８４．
［２８］Ｌｅｅ　Ｄ，Ｍｅｙｅｒ　Ｋ，Ｃｈａｐｐｌｅ　Ｃ，ｅｔ　ａｌ．Ａｎｔｉ－ｓｅｎｓｅ　ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ
４－ｃｏｕｍａｒａｔｅ：ｃｏｅｎｚｙｍｅ　Ａ　ｌｉｇａｓｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｉｎ　Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　１ｅａｄｓ
ｔｏ　ａｌｔｅｒｅｄ　ｌｉｇｎｉｎ　ｓｕｂｕｎｉｔ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｔｈｅ　Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ，

１９９７，９（１１）：１９８５－１９９８．
［２９］Ｚｈａｎｇ　Ｘ　Ｈ，Ｃｈｉａｎｇ　Ｖ　Ｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｃｌｏｎｉｎｇ　ｏｆ　ａ　４－ｃｏｕｍａｒａｔｅ：

ｃｏｅｎｚｙｍｅ　Ａ　ｌｉｇａｓｅ　ｉｎ　ｌｏｂｌｏｌｌｙ　ｐｉｎｅ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｒｏｌｅｓ　ｏｆ　ｔｈｉｓ　ｅｎ－
ｚｙｍｅ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｏｆ　１ｉｇｎｉｎ　ｉｎ　ｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｗｏｏｄ［Ｊ］．

Ｐｌａｎｔ　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，１９９７，１１３（１）：６５－７４．
［３０］Ｆｕｌｄａ　Ｍ，Ｈｅｉｎｚ　Ｅ，Ｗｏｌｔｅｒ　Ｆ　Ｐ．Ｔｈｅ　ｆａｄＤｇｅｎｅ　ｏｆ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈ－
ｉａ　ｃｏｌｉ　Ｋ１２ｉｓ　ｌｏｃａｔｅｄ　ｃｌｏｓｅ　ｔｏ　ｒｎｄ　ａｔ　３９．６ｍｉｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃｈｒｏｍｏ－
ｓｏｍａｌ－ｍａｐ　ａｎｄ　ｉｓ　ａ　ｎｅｗ　ｍｅｍｂｅｒ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＡＭＰ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ

ｆａｍｉｌｙ［Ｊ］．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ａｎｄ　Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，１９９４，２４２（３）：

２４１－２４９．
［３１］Ｌａｍｂ　Ｃ　Ｊ，Ｌａｗｔｏｎ　Ｍ　Ａ，Ｄｒｏｎ　Ｍ，ｅｔ　ａｌ．Ｓｉｇｎａｌ　ａｎｄ　ｔｒａｎｓｄｕｃ－
ｔｉｏｎ　ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ　ｆｏｒ　ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｌａｎｔ　ｄｅｆｅｎｓｅｓ　ａｇａｉｎｓｔ　ｍｉ－
ｃｒｏｂｉａｌ　ａｔｔａｃｋ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，１９８９，５６（２）：２１５－２２４．

［３２］Ｓｔｕｉｂｌｅ　Ｈ　Ｐ，Ｋｏｍｂｒｉｎｋ　Ｅ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｕｂｓｔｒａｔｅ　ｓｐｅ－
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