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青稞 C4H基因的克隆及组织表达分析

罗小娇，刘新春，杨晓云，袁金娥，冯宗云
( 四川农业大学农学院植物遗传育种学系大麦研究中心，成都 611130)

摘要:为揭示大麦中黄酮合成的分子调控机制，利用反转录 PCＲ结合同源克隆和 ＲACE技术首次从青稞( 裸大麦) 叶片中
克隆获得肉桂酸-4-羟化酶基因( HvC4H) 的全长 cDNA序列( Genbank登录号: KF927086) ，总长度 1951 bp，OＲF为 1518 bp，编
码 505 个氨基酸，等电点 PI = 9. 01，平均亲水指数( GＲAVY) 为 － 0. 170，属于亲水性碱性蛋白，高级结构分析表明其具有细胞
色素 P450 家族保守域及 C4H特异的功能性活性位点。利用实时荧光定量 PCＲ分析胚乳发育 5 个时期不同组织( 茎、叶及子
粒) 的表达情况，结果显示 HvC4H基因在青稞胚乳发育期的表达情况存在着明显的组织差异性，在茎中的表达量最高。本研
究为通过调控 C4H基因的表达从而提高大麦黄酮的含量奠定了分子生物学基础，对于改良大麦的品质、抗性、生长发育等性
状具有重要意义。
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Cloning and Tissue Expression Analysis of HvC4H Gene in Hulless Barley
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Abstract: In order to reveal the molecular regulatory mechanisms of flavonoids biosynthesis in barley ( Hor-
deum vulgare) ，the full length cDNA ( Genbank accession number: KF927086 ) encoding cinnamate-4-hydroxylase
gene( HvC4H) was cloned from leaves of Qingke( hulless barley) through the methods of ＲT-PCＲ combining homolo-
gous clone and ＲACE technologies． The full length of HvC4H was 1951 bp，and open reading frame was 1518 bp en-
coding 505 amino acids． Isoelectric point was 9. 01 and grand average of hydropathicity ( GＲAVY) was － 0. 170，
which meaned the HvC4H was hydrophilic and alkaline protein． Advanced structure analysis showed that HvC4H
gene included family CYP450 conserved domains and specific functional active sites． The expression of HvC4H gene
was analyzed in different tissues( stem，leaf and，kernel) during 5 periods in endosperm development by real-time-
fluorescence quantitative PCＲ． The results showed that obvious differences and the expression level in stem was pre-
dominant． The study could lay molecular foundation to raise the content of flavonoid in barley by regulating the ex-
pression of HvC4H gene and provided useful informations to improve quality，resistibility，and growth of barley．
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cation of cDNA end( ＲACE) ; real-time-fluorescence quantitative PCＲ; endosperm development

收稿日期: 2014-01-07 修回日期: 2014-03-03 网络出版日期: 2014-04-08

UＲL: http: / /www． cnki． net /kcms /detail /11． 4996． S． 20140408． 0845． 013． html

基金项目:国家现代农业产业技术体系建设专项基金( CAＲS-05)

第一作者研究方向为大麦遗传育种与分子生物学。E-mail: ruyanruer@ 163． com

通信作者:冯宗云，研究方向为大麦遗传育种与分子生物学。E-mail: zyfeng49@ 126． com

青稞( Hordeum vulgare L． var． nudum Hook． f ) 即
裸大麦，是我国青藏高原地区重要的种质资源［1］，富

含黄酮、γ-氨基丁酸等功能成分，具有较高的营养价

值和医疗保健作用。黄酮类物质在植物体内大部分
以糖苷形式存在，对植物的生长发育、抗病性、抗逆性
及品质形成等有重要作用［2-3］，对人体有抗氧化防
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衰老、抑制肿瘤及防治心血管疾病等保健功效［4-5］。
黄酮类物质在植物体内的合成途径是: 葡萄糖

经过莽草酸途径和乙酸-丙二酸途径生成苯丙氨酸，
经苯丙氨酸代谢途径生成黄酮、木质素、花青素等苯
类化合物［6］。苯丙氨酸代谢途径是植物最重要的
次生代谢途径之一，多种含苯丙烷骨架的次生代谢

产物都是由这一途径直接或者间接生成的［7］。
肉桂酸-4-羟化酶 ( C4H，cinnamate-4-hydroxy-

lase，EC1. 14. 13． 11 ) ，又称反式肉桂酸-4-单氧化
酶［8］，是苯丙氨酸代谢途径的第 2 个关键酶，将苯丙
氨酸途径的合成酶复合物固定在内质网上［9］，在氧

和 NADPH 存在下，催化苯丙氨酸途径的第 2 步反
应:将反式肉桂酸苯环的 4 位羟基化生成对-香豆
酸［10］。C4H不仅是植物细胞色素 P450 单氧化酶
CYP73 亚家族中第 1 个被鉴定出来的酶［11］，也是第
1个被克隆并确定了功能的植物 P450 酶，在植物各
组织中均具有很高的活性［12-14］，研究表明 C4H的蛋
白质活性和转录丰度直接影响植物中黄酮类化合物

和木质素的生物合成量［15-17］。C4H基因目前已从拟
南芥、大豆、花生等 50多种不同植物中克隆获得。目
前大麦 C4H 基因克隆及表达分析的报道较少，Gen-
Bank中还没有大麦 C4H基因全长登录。本研究以前
期实验室筛选的高黄酮青稞品种“94-19-1”为材料，
首次克隆获得了青稞HvC4H基因的 cDNA全长，同源
比对后对序列进行了系统的生物信息学分析和进化

树分析，并通过实时荧光定量 PCＲ 技术检测了胚乳
发育各时间段不同组织中 HvC4H的表达水平。为深
入研究 C4H基因在大麦黄酮代谢中的分子调控机制
提供依据，为通过调控 C4H 基因的表达从而提高大
麦黄酮的含量奠定基础，对于改良大麦的品质、抗性、
生长发育等性状具有重要意义，并且有助于进一步阐

明禾本科植物 C4H基因的分子进化。

1 材料与方法
1. 1 材料和主要试剂
1. 1. 1 材料 青稞“94-19-1”由甘肃省甘南藏族自
治州农科所馈赠，种植于四川省崇州市羊马镇国家

大麦青稞产业体系成都综合试验站试验基地。
1. 1. 2 主要试剂 柱式植物 ＲNAout 试剂盒购自
北京天恩泽基因工程有限公司; 反转录试剂盒 Ｒe-
vertAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit 购自 Fer-
mentas 公司; SMAＲTerTM ＲACE cDNA Amplification
Kit购自 Clontech公司; SYBＲ Premix Ex TaqTMⅡ试
剂盒购自宝生物工程( 大连) 有限公司。

1. 2 方法
1. 2. 1 ＲNA提取和 cDNA第一链合成 以柱式植
物 ＲNAout试剂盒分别提取材料 3 叶 1 心期的叶片
总 ＲNA 以及胚乳发育 5 个时期( 开花后第 2、4、8、
12、16 天) 茎、叶和子粒［18］样品的 ＲNA; 用 Ｒever-
tAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit反转录得到相
应 cDNA; ＲACE 中采用 SMAＲTerTM ＲACE cDNA
Amplification试剂盒分别合成 3'和 5'末端 cDNA。
1. 2. 2 同源克隆 参照 GenBank 登录的稻属、高
粱属等单子叶禾本科植物的 17 条 C4H 基因序列，
通过多序列比对在保守区域设计简并引物 JC4Hf、
JC4Hr( 表 1) 。以青稞叶片 cDNA为模板进行 PCＲ反
应。反应体系 30 μL: cDNA 1 μL，JC4Hf ( 10 μmol /L)、
JC4Hr( 10 μmol /L) 各 1 μL，2 × Taq PCＲ Master Mix
15 μL，ddH2O 12 μL。反应条件: 94 ℃ 50 s，60 ℃
50 s，72 ℃ 1. 25 min，32 cycles。电泳分析后回收目
的片段、亚克隆和测序，将测序结果用 DNAMAN 6. 0
比对分析后得到保守区序列。
1. 2. 3 ＲACE克隆 3'-ＲACE 根据保守序列设计
3'ＲACE 上游引物: 3' GSP、3' NGSP1、3' NGSP2 ( 表
1) 。以 3'-ＲACE-Ｒeady cDNA 为模板进行第一轮
PCＲ 反 应 ( 30 μL ) : 3' cDNA 1. 5 μL，3' GSP
( 10 μmol /L) 0. 6 μL，10 × UPM ( Universal Primer
Mix) 3 μL，Mix 15 μL，ddH2 O 9. 9 μL; 反应条件:
94 ℃ 30 s，70 ℃ 30 s，72 ℃ 3 min，5 cycles; 94 ℃
30 s，68 ℃ 30 s，72 ℃ 3 min，25 cycles。以稀释 50倍
的第 1 轮 PCＲ 产物为模板进行第 2 轮巢式 PCＲ
( 30 μL) : 50 × PCＲ1 1. 5 μL，3'NGSP1 ( 10 μmol /L)
0. 6 μL，UPM 3 μL，Mix 15 μL，ddH2O 9. 9 μL;反应条
件同第 1轮。再以稀释 50倍的第 2轮 PCＲ产物为模
板进行第 3 轮巢式 PCＲ ( 30 μL) : 50 × PCＲ2 2 μL，
3'NGSP2( 10 μmol /L) 0. 6 μL，UPM 3 μL，Mix 15 μL，
ddH2O 9. 4 μL;反应条件同第 1 轮。电泳分析后回收
目的片段、亚克隆和测序。

5'-ＲACE 根据保守序列设计 5' ＲACE 下游引
物: 5'GSP、5'NGSP1、5'NGSP2 ( 表 1 ) 。以 5'-ＲACE-
Ｒeady cDNA为模板进行第 1 轮 PCＲ反应( 30 μL) :
5'cDNA 1. 5 μL，5' GSP ( 10 μmol /L) 0. 6 μL，10 ×
UPM 3 μL，Mix 15 μL，ddH2O 9. 9 μL; 反应条件:
94 ℃ 30 s，72 ℃ 1. 5 min，5 cycles; 94 ℃ 30 s，68 ℃
30 s，72 ℃ 1. 5 min，5 cycles; 94 ℃ 30 s，65 ℃ 30 s，
72 ℃ 1. 5 min，25 cycles。以稀释 500 倍的第 1 轮
PCＲ 产物为模板进行第 2 轮巢式 PCＲ ( 30 μL ) :
500 × PCＲ1 1 μL，5' NGSP1 ( 10 μmol /L ) 0. 6 μL，
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UPM 3 μL，Mix 15 μL，ddH2O 10. 4 μL;反应条件同
第 1 轮。再以稀释 500 倍的第 2 轮 PCＲ 产物为模
板进行第 3 轮巢式 PCＲ( 30 μL) : 500 × PCＲ2 1 μL，
5' NGSP2 ( 10 μmol /L ) 0. 6 μL，UPM 3 μL，Mix
15 μL，ddH2O 10. 4 μL;反应条件同第 1 轮。电泳分
析后回收目的片段、亚克隆和测序。
1. 2. 4 全长 将 3 批测序结果用 DNAMAN拼接后
经比对分析后得到 HvC4H 基因的 cDNA 全长序列，
提交 Genbank( 登录号: KF927086) 。
1. 2. 5 生物信息学分析 在 NCBI 数据库 Blast 进
行多序列比对，用 DNAMAN 6. 0 推导氨基酸序列及
进行同源比对，分别利用瑞典生物信息研究所的

ExPASY 服务器的 Prot Param 在线软件和 SOPMA
软件对其酶蛋白的一、二级结构进行预测，用
PHYＲE2 Protein Fold Ｒecognition Server( http: / /www．
sbg． bio． ic． ac． uk /phyre2) 和 3D LigandSite server 预
测三级结构模型，用 MEGA 5. 0构建系统进化树。
1. 2. 6 胚乳发育期表达分析 以胚乳发育 5 个时
期茎、叶、子粒的第一链 cDNA 为模板，用 Bio-Ｒad
CFX96型荧光定量 PCＲ仪进行 ＲTF-qPCＲ反应。在
靠近 5'-UTＲ的 HvC4H保守区域设计特异引物 qPCＲ-
f、qPCＲ-r( 表 1) ;以大麦肌动蛋白基因( β-actin) 和微
管蛋白基因( α-tublin)作为内参基因［19］，根据其序列设
计特异引物 actin-f、actin-r，tublin-f、tublin-r(表 1) ，反应
体系( 10 μL) : cDNA 1 μL，SYBＲ Premix Ex Taq 5 μL，
上下游引物( 10 μmol /L)各0. 3 μL，ddH2O 3. 4 μL。反
应条件: 95 ℃ 30 s; 95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，40 cycles;
95 ℃ 15 s，60 ℃ 10 s，95 ℃ ∞。每个样品重复 3次。

表 1 引物序列设计
Table 1 Primer sequences designed

引物名称

Primer
name

引物序列( 5'-3')
Primer sequence

引物长度( bp)
Primer length

JC4Hf CCGCCGGGCCCCATCSSVＲYBCCSATCKTC 30
JC4Hr GTCTCGATCGCGGCGACＲTTＲAATGTTYTCS 31
3'GSP ACCCGCCTCAAGCTCTTCAAGGATTAC 27
3'NGSP1 CAGAGCAGAAGGGGGAGATCAACGAGG 27
3'NGSP2 GAGACAATCGTCGAACGGCAGGCGT 25
5'GSP AGTGGTCGCCGTACACGGTGAAC 23
5'NGSP1 ACCCGAACTCCACGCCCTGC 20
5'NGSP2 TTGCGGTGGTTCAGGTCGTCG 21
qPCＲ-f TGCAAGGAGGTCAAGGAGAC 20
qPCＲ-r CGACGTTGATGTTCTCGATG 20
actin-f TCACGCTCAAGTACCCCATCGA 22
actin-r GGAGCTGTTCTTGGCAGTCTCCA 23
tublin-f CTCCATGATGGCCAAGTGTG 20
tublin-r TGGAGATCATGCACACAGCC 20

2 结果与分析
2. 1 青稞 HvC4H基因全长序列获得
使用简并引物 JC4Hf和 JC4Hr进行同源克隆获

得约 800 bp的特异片段( 图 1A) ，测序分析后得到
长为 733 bp 的保守片段，用 DNAMAN 比对证实与
其他植物 C4H 基因的保守区具有较高的同源性。
使用巢式引物进行 3'-ＲACE 和 5'-ＲACE，分别得到
约 1000 bp( 图 1B) 和 500 bp 的特异条带( 图 1C) 。
综合测序结果，比对拼接后得到了长为 1951 bp 的
青稞 C4H 基因 ( HvC4H) 的 cDNA 序列，其 OＲF 为
1518 bp( 125 ～ 1642 ) ，5'-UTＲ 为 124 bp，3'-UTＲ 为
309 bp并包含 27 bp的 Poly A尾。

A:同源克隆产物; B: 3'-ＲACE三轮产物;

C: 5'-ＲACE三轮产物; M:标记 DL2000

A: Product of homologous clone，B: 3 PCＲ products of 3'-ＲACE，

C: 3 PCＲ products of 5'-ＲACE，M: DNA marker DL2000

图 1 青稞 HvC4H基因扩增产物电泳图
Fig. 1 Amplified product of HvC4H gene in hulless barley

2. 2 生物信息学分析
2. 2. 1 一、二级结构 将青稞 C4H 基因全长 cD-
NA序列在 NCBI 中进行 Blastn 比对，与二穗短柄
草 ( B． distachyon，XM003564447. 1 ) 相 似 度 达
94%，与慈竹 ( N． affinis，JN571418. 1 ) 、粟米 ( S．
italica，XM _004970328. 1 ) 、绿竹笋 ( B． oldhamii，
GU188741. 1 ) 、柳枝稷 ( P． virgatum，JX845713. 1 )
等的 相 似 度 达 92%，与 玉 米 ( Z． mays，NM _
001155686. 1 ) 、高粱 ( S． bicolor，AY034143. 1 ) 、水
稻 ( O． sativa，AB207105. 1 ) 等的相似度都达到
82%。利用 DNAMAN 推导出 HvC4H 基因的蛋白
序列，选取来自单子叶和双子叶植物的 7 个 C4H
蛋白序列进行同源比对，同源性高达 88. 53%
( 图 2 ) 。

DNAMAN的氨基酸序列分析结果表明，该酶蛋
白共编码 505 个氨基酸，分子量为 57. 984 kD，等电
点( PI) 为 9. 01，是碱性蛋白。氨基酸组成中亮氨酸
( Leu ) 最多 ( 11. 5% ) ，半 胱 氨 酸 ( Cys ) 最 少
( 0. 6% ) ，该蛋白质中具有负电荷的氨基酸( Asp +

195



植 物 遗 传 资 源 学 报 15 卷

C4H的功能性氨基酸残基
functional amino acids of C4H

图 2 青稞 HvC4H蛋白序列的同源比对
Fig. 2 Homologous alignment of HvC4H protein sequence

Glu) 为 61 个，正电荷氨基酸 ( Arg + Lys) 为 67 个。
该酶蛋白的不稳定系数大于 40 ( 43. 23 ) ，属于不稳
定蛋白，其平均亲水指数 ( GＲAVY，grand average of
hydropathicity) 为 － 0. 170，属于亲水性蛋白，预测半
衰期为 30 h。

利用 PHYＲE2 Server 并结合 SOPMA 软件预测
二级结构，预测结果( 图 3) 表明，该酶蛋白的二级结
构主要由 α-螺旋 ( 50. 1% ) 、β 股 ( 约 8% ) 、无规则
卷曲 ( 33. 86% ) 、延伸链 ( 12. 4% ) 及少量 β-转角
( 3. 37% ) 组成。
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图 3 PHYＲE2 二级结构预测
Fig. 3 Secondary structure prediction by PHYＲE 2

为了进一步对高级结构功能进行研究，利用丹

麦 CBS 研究所中 NetNGly 和 NetPho 2. 0 进行蛋白
质的 N-糖基化和 N-磷酸化预测，没有发现糖基化位
点，却存在着丰富的磷酸化位点，共包括 7 个 Ser、6
个 Thr和 3 个 Tyr 存在磷酸化活性位点( 图 4 ) 。使
用 SignalP-4. 1 进行信号肽预测，信号肽存在机率较
低( 0. 313 ) ，锚定机率为 0. 265，将其和 TargetP-1. 1

的分泌情况预测相结合，发现该酶蛋白为分泌性蛋

白。利用 Clavious 大学的蛋白质二硫键预测软件
( http: / / clavius． bc． edu / ～ clotelab /DiANNA / ) 分析
表明，在 Cys277和 Cys477间可能存在一个二硫键。访
问日本 PSOＲT II Prediction 网站和在线分析软件
TMHMM，对 HvC4H蛋白进行亚细胞定位，确定该酶
蛋白定位于内质网外膜上。
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图 7 C4H蛋白质序列的系统进化树
Fig. 7 Phylogenetic tree of C4H protein sequences

图 8 HvC4H基因定量表达分析
Fig. 8 Quantitative analysis of HvC4H by ＲTF-qPCＲ

也在 HvC4H蛋白序列中得到印证( 图 2) ，如血红素
结合域“P439 FGVGＲＲSCPG449”［20］; 特征性底物识别
位点( SＲSs，substrate recognition sites) ［21-22］; 脯氨酸
铰链结构( proline hinge) “P34PGPIPVP41”［23］; T结合
槽基序 A306 A IET T311以及 E363-Ｒ366-Ｒ420三联体［9］;

另外，N-端的内质网锚定信号基序( endoplasmic re-
ticulum signal-anchor sequence) “ M1-S24”使 C4H 定
位于内质网外膜上［24］，与 PHYＲE 2 的跨膜螺旋预
测结果相同，参与苯丙氨酸代谢中多酶复合体的亚

细胞定位和内质网上电子链的化学传递［25］。从同
源比对结果可以看出，这些区域在单子叶、双子叶植
物 C4H 蛋白的一级结构中都是高度保守的，对
HvC4H形成准确的高级结构和与内质网外膜正确
结合具有重要的意义。同时也发现参与了 HvC4H
与肉桂酸特异性识别和结合的氨基酸残基 Glu301、
Asn302、Val305、Ala306及 Thr310［26］( 图 2 ) ，这些功能性
氨基酸残基参与高级结构所形成的活性中心［27］，使

C4H 在结构和功能上与其他 P450 基因区别开
来［28］。从三级结构预测可以看出，α-domain 含有丰

富的 α螺旋结构，β-domin由 β 折叠、α 螺旋和一些
无规则卷曲构成。同时，预测到的跨膜螺旋( 图 6 )
对 HvC4H 酶蛋白在内质网上的定位有重要的指导
意义，结合高级结构的预测结果可以看出，HvC4H
酶蛋白的活性中心处于内质网外膜内侧的 C-末端，
结合血红素上的铁原子，在 NADPH 和 O2的作用下

进行苯丙氨酸代谢途径的第一个氧化反应: 将反式

肉桂酸羟基化生成对-香豆酸。此外，对 HvC4H 酶
蛋白预测到丰富的磷酸化位点，磷酸化可能在

HvC4H的活性调节上发挥作用，这还有待进一步探
究。C4H的进化树分析表明，其聚类方式总体上与
传统的植物分类学相符，双、单子叶植物主要分为
clusterⅠ和 clusterⅡ两簇，可以看出 C4H 在禾本科
内比较保守，但在不同科之间的保守性不高，较好地

说明了 C4H基因的分化路径。
已有研究发现，黄酮积累量与 C4H 基因表达量

在黑莓果实发育的不同时期表现出同步增减的变化

趋势［29］。本研究定量分析表明，HvC4H基因在青稞
的茎、叶和子粒中都有表达，并且 HvC4H 基因在苯
丙烷类物质富集的茎中［30］的表达占明显优势。从
青稞胚乳发育各个时期不同组织的表达量来看，除

了 12 d外，HvC4H基因在同一时期不同部位表达差
异较大( 最高表达量约为最低表达量的 10 倍) ，基
因相对表达量存在着明显的组织差异性。从总的变
化趋势来看，HvC4H在胚乳发育期呈逐渐下降的趋
势，这可能与 C4H 处于苯丙氨酸代谢途径的上
游［31］，受到其上游结构基因或转录因子和下游的代

谢产物( 对-香豆酸) 的反馈抑制等方面的调控有关。
对代谢途径相关基因的研究可以增强对青稞种

子性状形成分子机制的了解，克隆出青稞 HvC4H 基
因的 cDNA序列，对其进行系统的生物信息学分析
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和比较全面的功能预测，有助于进一步研究青稞黄

酮合成的分子调控机制和作用机理，胚乳发育期不

同组织的差异性表达有利于进一步了解 HvC4H 在
青稞生殖生长过程中调控黄酮合成的作用，为青稞

功能品质分子育种奠定基础。
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