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莲雾果实 Ｃ４Ｈ 基因的克隆及在 ＮＯ 处理下的表达分析
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［摘要］ 以莲雾 （Ｓｙｚｙｇｉｕｍ ｓａｍａｒａｎｇｅｎｓｅ） 果实 ＲＮＡ 为模板， 采用聚合酶链反应 （ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃ⁃
ｔｉｏｎ， ＰＣＲ） 技术对莲雾果实肉桂酸 － ４ － 羟基化酶 （ ｃｉｎｎａｍｉｃ ａｃｉｄ⁃４⁃ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ， Ｃ４Ｈ） 基因进行克隆及生

物信息学分析， 并采用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术对采后莲雾果实 Ｃ４Ｈ 基因在一氧化氮 （ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ， ＮＯ） 处

理下的表达水平进行分析。 结果表明： 莲雾果实 Ｃ４Ｈ 基因长 １ ８４９ ｂｐ， 包含长为 １ ５１８ ｂｐ 的开放阅读框，
编码 ５０５ 个氨基酸； 预测的 Ｃ４Ｈ 蛋白质等电点为 ９􀆰 ３４， 包括一个细胞色素 Ｐ４５０ 和一个反式肉桂酸 ４ － 单加

氧酶保守结构域， 没有信号肽和跨膜结构域。 莲雾果实贮藏期间， Ｃ４Ｈ 基因的表达水平和木质素含量逐渐

上升， 且两者的相关系数达 ０􀆰 ９７２， 呈极显著的正相关。 外源 ＮＯ 处理抑制了莲雾果实 Ｃ４Ｈ 表达水平和木

质素的积累。
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０　 引言
肉桂酸 ４ － 羟基化酶 （ ｃｉｎｎａｍｉｃ ａｃｉｄ⁃ ４⁃ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ， Ｃ４Ｈ） 是苯丙氨酸代谢途径的第一个单加氧
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酶［１］ ， 催化反式肉桂酸羟基化成对香豆酸［２］ 。 单加氧酶反应对植物脂肪酸、 苯丙氨酸、 生物碱和萜

类化合物等多种代谢产物的生物合成起着重要作用。 这些代谢产物受 ＣＹＰ７３ 家族和苯丙烷途径调控，
进而可以介导木质素的合成［３］ 。 Ｃ４Ｈ 是 ＣＹＰ７３ 家族的一员， 在调控木质素生物合成中起着关键作

用［４］ 。 Ｃ４Ｈ 序列及表达模式已经在独行菜［５］ 、 茶花［６］ 、 芒果［７］ 、 砀山酥梨［８］ 、 桂花［９］中被报道。
莲雾 （Ｓｙｚｙｇｉｕｍ ｓａｍａｒａｎｇｅｎｓｅ） 又称金山蒲桃、 洋蒲桃， 在中国和东南亚地区均有种植［１０］ 。 莲雾

果实以优良的品质、 独特的风味和较高的营养价值受到人们的喜爱， 但采后呼吸代谢旺盛、 组织疏

松、 衰老速率快， 采收后如不及时进行保鲜处理， 短时间内就会伴随失水而发生絮状绵软的劣变现

象， 影响其经济价值。 前期研究［１２］ 发现， １０ μＬ ／ Ｌ 一氧化氮 （ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ， ＮＯ） 处理可以抑制莲雾

果实糖代谢、 细胞壁降解酶的活性和苯丙烷代谢途径， 从而延缓莲雾果实絮状绵软化的进程［１１］ 。 果

实的软化通常与细胞壁代谢、 以木质素合成为特征的次生代谢有关。 山竹［１３］ 和猕猴桃［１４］ 果实中木质

素含量在贮藏期间随果实软化程度增加而升高。 莲雾果实采后果肉絮状绵软类型既不同于鳄梨、 香

蕉、 番茄等果实， 又不同于桃等一些冷敏感果实低温下出现的果肉纤维化絮败， 也不同于枇杷果实低

温下发生的果肉木质化。 因此， 探究莲雾果实中木质素合成机制对改善果实絮状绵软具有重要意义。
有研究［１５］表明， 当抑制转基因烟草 Ｃ４Ｈ 酶的活性后， 其木质素含量明显减少； 同时， 调控 Ｃ４Ｈ 转录

水平还会影响木质素构成， 造成 Ｓ ／ Ｇ 比值降低， 而生长现象无异常。 此外， 研究还发现， Ｃ４Ｈ 在大

麻叶中的高度表达导致了木质素含量的增加［１６］ ， 银杏中 Ｃ４Ｈ 的表达水平与木质素的合成呈正相

关［１７］ 。 然而对莲雾果实中 Ｃ４Ｈ 的研究还未见报道。
本研究克隆了莲雾果实 Ｃ４Ｈ 基因并对其进行生物信息学分析， 预测其结构和功能。 采用 ＮＯ 对

莲雾果实进行熏蒸处理， 分析采后莲雾果实 Ｃ４Ｈ 在贮藏期的表达水平以及木质素含量变化， 以探究

在 ＮＯ 处理下， Ｃ４Ｈ 的转录水平对木质素合成的影响， 为解析莲雾果实 Ｃ４Ｈ 基因对木质素合成的作

用， 进一步探究莲雾果实木质素合成的调控机制奠定了基础。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 实验材料

采用台湾 ‘黑珍珠’ 莲雾 （Ｓｙｚｙｇｉｕｍ ｓａｍａｒａｎｇｅｎｅｓｅ ［Ｂｌｕｍｅ］Ｍｅｒｒｉｌｌ ＆ Ｌ􀆰 Ｍ􀆰 Ｐｅｒｒｙ） 为材料。 挑选

大小、 表皮颜色、 成熟度一致， 无机械损伤和病虫害新鲜的莲雾果实， 随机分为 ２ 组， 每组 １４０ 个。
将所有莲雾果实密封在干燥器 （１６ Ｌ） 中， 通 ２０ ｍｉｎ Ｎ２以排出干燥器内的 Ｏ２ 。 一组水果注入一定体

积的 ＮＯ 气体使干燥器内的 ＮＯ 浓度达到 １０ μＬ ／ Ｌ， 熏蒸 ２ ｈ； 另一组不做处理 （对照）。 将果实置于

通风处 １ ｈ 后保鲜膜 （打孔） 包装， 置于温度 （４ ± ０􀆰 ５） ℃ 、 相对湿度 （８５ ± ２） ％ 条件下贮藏， 贮藏

期为 １２ ｄ。 贮藏期间每隔 ４８ ｈ 取样进行相关指标测定分析。
１􀆰 ２　 莲雾果实 Ｃ４Ｈ 基因的分离

使用天根公司的植物 ＲＮＡ 提取试剂盒提取莲雾果实总 ＲＮＡ， 分别用琼脂糖凝胶电泳和核酸蛋白

质分析仪 （Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ） 检测 ＲＮＡ 的完整性和浓度。 采用逆转录试剂盒 （ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ， ＭＤ， ＵＳＡ） 的

操作步骤， 以 １ μｇ ＲＮＡ 为模板生成 ｃＤＮＡ 的第一条链。 根据实验室已测得的莲雾果实转录组数据，
使用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ 􀆰 ０软件设计Ｃ４Ｈ扩增的特异性引物（ 见表１ ） ， ＰＣＲ扩增程序为：９５ ℃ 预变性

表 １　 研究中使用的引物

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅｓ

正向引物
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｐｒｉｍｅｒｓ

反向引物
Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｐｒｉｍｅｒｓ

用途
Ｍｅｔｈｏｄｓ

Ｃ４Ｈ ＡＴＧＧＡＴＣＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＧＧＡＧ ＴＣＡＧＡＡＧＧＡＣＣＴＴＧＧＣＴＴＣＡＡＧ ＰＣＲ
β⁃ａｃｔｉｎ ＣＣＡＴＴＣＡＧＧＣＴＧＴＣＣＴＴＴＣＣ ＡＧＣＣＧＴＧＧＴＧＧＴＡＡＡＣＧＡＧＴＡ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
Ｃ４Ｈ ＧＡＣＴＡＣＡＡＣＴＡＣＧＧＣＧＡＣＴＴＣＡＴＣ ＡＴＣＣＧＣＴＴＣＡＣＧＣＴＧＴＣＣ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ

·６０１·



　 第 ２ 期 黄利娜， 等： 莲雾果实 Ｃ４Ｈ 基因的克隆及在 ＮＯ 处理下的表达分析

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

５ ｍｉｎ； ９５ ℃变性 ３０ ｓ， ５５ ℃ 复性 ４０ ｓ， ７２ ℃ 延伸 ２ ｍｉｎ， 重复 ４０ 个循环； 最后 ７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎ。
利用凝胶提取试剂盒 （Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ⁃Ｔｅｋ， ＧＡ， ＵＳＡ） 纯化 ＰＣＲ 产物， 连接克隆载体 ｐＭＤ⁃１９Ｔ， 转化大

肠杆菌感受态细胞 ＤＨ５ａ， 挑选阳性克隆基因送至厦门博瑞生物公司进行测序。

图 1 莲雾果实中 C4H 的核苷酸和编码氨基酸序列

Fig.1 Nucleotide and encoded amino acid sequences of C4H in wax apple fruit

说明：氨基酸下的下划线依次表示特殊的底物结合域(从 N 端到 C 端)，包括 SRSl、
SRS2、SRS4、SRS5 和 SRS6。
Notes:The underlines under the amino acids indicated the special substrate鄄binding domains se鄄
quentially（from the N鄄terminus to the C鄄terminus),including SRSl,SRS2,SRS4,SRS5 and SRS6.

１􀆰 ３　 莲雾果实 Ｃ４Ｈ 的生物信息学分析

利用 ＮＣＢＩ Ｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎｓ 数据库在线进行保守域的识别。 分别使用在线软件 ＰｒｏｔＰａｒａｍ、 Ｓｉｇｎａｌ Ｐ
４􀆰 １ Ｓｅｒｖｅｒ、 ＴＭＨＭＭ、 Ｎｅｔ Ｐｈｏｓ ３􀆰 １ Ｓｅｒｖｅｒ 对 Ｃ４Ｈ 氨基酸序列进行序列、 信号肽、 跨膜结构、 磷酸化

位点的分析。 通过 ＤＮＡＭＡＮ 对不同植物 Ｃ４Ｈ 蛋白的氨基酸序列进行多序列比对分析。
１􀆰 ４　 莲雾果实 Ｃ４Ｈ 表达水平分析

根据已获得莲雾果实 Ｃ４Ｈ 序列， 使用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 设计定量即时聚合酶链锁反应 （ｑｕａｎｔｉ⁃
ｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ， ｑＲＴ⁃ＰＣＲ） 特异性引物 （见表 １）， 使用 ＡＢＩ７３００ 荧光 ＰＣＲ 仪

进行 Ｃ４Ｈ 表达水平分析， 按照 Ｓｕｐｅｒ Ｒｅａｌ Ｐｒｅ Ｍｉｘ Ｐｌｕｓ （ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ） 配制 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 反应体系， ２ ×
Ｓｕｐｅｒ Ｒｅａｌ Ｐｒｅ Ｍｉｘ Ｐｌｕｓ， １０ μＬ； 正向引物， ０􀆰 ６ μＬ； 反向引物， ０􀆰 ６ μＬ； ｃＤＮＡ 模板， １ μＬ； ５０ ×
ＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ， ２ μＬ； ＲＮａｓｅ⁃ｆｒｅｅ ｄｄＨ２ Ｏ， 补至总体系 ２０ μＬ。 反应程序为： ９５ ℃预变性 １５ ｍｉｎ；
９５ ℃变性 １０ ｓ， ６０ ℃退火和延伸 ３１ ｓ， ４０ 个循环。 每种处理设置 ３ 个生物学重复以及 ３ 次技术重复。
根据 ２ － △△Ｃｔ法分析贮藏期间果实 Ｃ４Ｈ 的表达水平。
１􀆰 ５　 莲雾果实木质素含量的测定

采用 Ｋｌａｓｏｎ 法测定莲雾果实中木质素含量［１８］ 。 将取自 １０ 个莲雾的果肉 １０ ｇ （记为 ｍ） 研磨成匀

浆， 加入 １２ ｍＬ 体积分数 ７０％ 浓硫酸， 在 ４０ ℃ 下振荡水浴 １ ｈ， 用 ２００ ｍＬ 蒸馏水反复冲洗匀浆至

５００ ｍＬ 锥形瓶中， 沸水浴 １ ｈ， 备好已烘

干至恒重的滤纸， 称取质量记为 ｍ０ ， 匀

浆液经布氏漏斗过滤之后， 用热水冲洗

滤渣， 将带有滤渣的滤纸置于 ６５ ℃ 下烘

至恒重， 称重记为 ｍ１ 。 木质素的计算方

法： 木质素 ／ ％ ＝ （ｍ１ － ｍ０ ） ／ ｍ × １００。

２　 结果
２􀆰 １　 莲雾果实 Ｃ４Ｈ 序列的获得

基于前期测序得到的莲雾果实转录组

数据库， 经过分析筛选到一条长度为

１ ８４９ ｂｐ的 Ｕｎｉｇｅｎｅ （编号为 ｃｏｍｐ４４５０６＿
ｃ０）， 被注释为肉桂酸 － ４ － 羟基化酶基

因。 根据其基因序列设计特异性引物， 以

莲雾果实提取的 ＲＮＡ 为模板， 采用 ＲＴ⁃
ＰＣＲ 进行 Ｃ４Ｈ 序列扩增。 扩增产物经电泳

检测、 特异性条带纯化回收与测序， 最终

获得莲雾果实 Ｃ４Ｈ 序列长 １ ８４９ ｂｐ， 含有

完整的开放阅读框 （ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ，
ＯＲＦ） １ ５１８ ｂｐ， 编码 ５０５ 个氨基酸 （见

图 １）。 扩增得到的莲雾果实 Ｃ４Ｈ 序列与

转录组数据库中的序列一致。
２􀆰 ２　 莲雾果实 Ｃ４Ｈ 的生物信息学分析

利用 ＥｘＰＡＳｙ 对莲雾果实 Ｃ４Ｈ 的 ＯＲＦ

·７０１·
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编码氨基酸序列进行理化性质分析， Ｃ４Ｈ 蛋白质分子式是 Ｃ２６２５ Ｎ７３２ Ｏ７１６ Ｓ１７ ， 原子总数 ８ ２６０， 分子质量

５７􀆰 ９８５ ｋｕ， 等电点为 ９􀆰 ３４。 属于亲水性蛋白质 （总的亲水性平均系数为 － ０􀆰 ２３３）、 不稳定蛋白质

（不稳定性指数 ４８􀆰 ３６）。 在氨基酸的构成中， 亮氨酸 （ Ｌｅｕ） 占比最多 （１２􀆰 １％ ）， 其次为缬氨酸

（Ｖａｌ）， 占比为 ７􀆰 ９％ ， 半胱氨酸 （Ｃｙｓ） 占比最少， 仅为 ０􀆰 ６％ 。 该基因编码的氨基酸中， 正电荷氨

基酸残基数 （Ａｒｇ ＋ Ｌｙｓ） 为 ７３， 负电荷氨基酸残基数 （Ａｓｐ ＋ Ｇｌｕ） 为 ６２。
保守结构域分析结果如图 ２ 所示， Ｃ４Ｈ 蛋白质含有 Ｐ４５０ （ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０） 和 ＰＬＮ０２３９４ （ ｔｒａｎｓ⁃

ｃｉｎｎａｍａｔｅ ４⁃ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ） 两个保守结构域。 Ｃ４Ｈ 催化位点残基包括 Ｉ１０９ 、 Ｋ１１３ 、 Ｖ１１８ 、 Ｆ２２０ 、 Ｅ３０１ 、
Ｎ３０２ 、 Ｉ３０３ 、 Ｖ３０５ 、 Ａ３０６ 、 Ｔ３１０ 、 Ｒ３６６ 、 Ｒ３６８ 、 Ａ３７０ 、 Ｉ３７１ 、 Ｐ３７２ 、 Ｌ３７４ 、 Ｖ３７５ 、 Ｐ３７６ 、 Ｈ３７７ 、 Ｋ４８４ 、 Ｆ４８８ 、 Ｌ４９０ 。
这些催化位点分布在 ５ 个特殊的底物结合区域， 包括 ＳＲＳｌ、 ＳＲＳ２、 ＳＲＳ４、 ＳＲＳ５ 和 ＳＲＳ６ （见图 １）。
利用 ＮｅｔＰｈｏｓ ２􀆰 ０ 预测莲雾果实 Ｃ４Ｈ 蛋白质发现含有 ２８ 个磷酸化位点， 包括 １４ 个丝氨酸 （ Ｓｅｒ）、 ８
个苏氨酸 （Ｔｈｒ） 和 ６ 个酪氨酸 （Ｔｙｒ） （见图 ３）。

图 2 莲雾果实 C4H 蛋白质保守结构域分析

Fig.2 The conserved domain in
C4H protein of wax apple fruit

磷
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图 3 莲雾果实 C4H 蛋白质磷酸化位点分析

Fig.3 Phosphorylation site analysis of
wax apple fruit C4H protein

P450 super family

进一步对莲雾果实 Ｃ４Ｈ 结构功能研究， 采用 Ｓｉｇｎａｌ Ｐ ４􀆰 １ Ｓｅｒｖｅｒ 对氨基酸序列信号肽进行预测，
结果如图 ４ 显示， 其多肽链第 ２９ 号赖氨酸 （Ｌｙｓ） 残基具有最高的原始剪切位点分值 ０􀆰 ２４６， 第 １１ 号

亮氨酸 （Ｌｅｕ） 残基具有最高的综合剪切位点分值 ０􀆰 ２１３， 第 ５ 号亮氨酸 （Ｌｅｕ） 残基具有最高的信号

肽分值 ０􀆰 ４９２， 表明莲雾果实 Ｃ４Ｈ 不存在信号肽酶切位点， 不具有信号肽。 利用 ＴＭＨＭＭ 对莲雾 Ｃ４Ｈ
编码的氨基酸序列跨膜结构域进行预测， 结果显示， 整条多肽链不存在跨膜结构域， 不是膜上的受体

或者定位于膜上 （见图 ５）。
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图 5 莲雾果实 C4H 蛋白跨膜结构域预测

Fig.5 Transmembrane domain prediction of
fruit C4H protein wax apple fruit C4H

图 4 莲雾果实 C4H 蛋白信号肽预测

Fig.4 Signal peptide prediction of wax apple

序列位点 Sequence position
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利用 ＤＮＡＭＡＮ 软件对不同种类植物 Ｃ４Ｈ 蛋白质进行多重比对， 分析 Ｃ４Ｈ 蛋白质的相似性， 结

果如图 ６ 显示。 可见， 莲雾果实 Ｃ４Ｈ 蛋白质与已研究报道的橄榄、 梨、 芒果、 银杏 Ｃ４Ｈ 蛋白质具有

较高的相似性， 进一步证明了从莲雾果实中获得的基因是 Ｃ４Ｈ 基因。 之前的研究还证明， 芒果、 梨、
银杏的 Ｃ４Ｈ 表达水平与木质素的合成具有正相关关系， 是木质素调控的关键基因， 进而推断莲雾果

实 Ｃ４Ｈ 可能也具有此功能。
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图 6 莲雾 C4H 蛋白质序列的同源比对

Fig.6 Homologous alignment of wax apple fruit C4H protein sequence

２􀆰 ３　 ＮＯ 处理下莲雾果实 Ｃ４Ｈ 表达分析

采用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术对莲雾果实 Ｃ４Ｈ 表达水平进行分析， 结果如图 ７ 所示， 在贮藏期间，
采后莲雾果实 Ｃ４Ｈ 的表达水平逐渐增加。 对照果实 Ｃ４Ｈ 表达水平在贮藏前两天略有上升， 随后迅速

上升； 而 ＮＯ 处理组果实 Ｃ４Ｈ 的表达水平变化趋势相同， 但 ＮＯ 处理组果实 Ｃ４Ｈ 的表达水平低于对

照组。 显著性分析表明， ＮＯ 处理组莲雾果实 Ｃ４Ｈ 的表达水平在贮藏第 ２ ～ １２ ｄ 显著低于对照组

（Ｐ ＜ ０． ０５） 。 由此可见， ＮＯ 可以抑制采后莲雾果实 Ｃ４Ｈ 的转录水平。

·９０１·
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２􀆰 ４　 ＮＯ 处理下木质素含量变化的分析

图 ８ 显示， 采后莲雾果实木质素含量随贮藏时间的延长而增加。 对照组果实木质素含量从第 ０ ～
４ 天逐渐升高， 贮藏第 ４ ～ １２ 天木质素含量迅速上升； 而 ＮＯ 处理组果实中木质素含量从第 ０ ～ ２ 天缓

慢上升， 然后逐渐增加。 显著性分析表明， 在果实贮藏第 ２ ～ １２ 天， ＮＯ 处理组果实木质素含量显著

低于对照果实 （Ｐ ＜ ０． ０５） 。 由此可见， 使用 ＮＯ 处理采后莲雾果实， 可显著抑制采后莲雾果实木质

素含量积累。

说明：* 和 ** 分别是对照组与 NO 处理组果实测定指标
在 P<0.05 和 P<0.01 的显著性差异。
Notes: The mark * and ** represent the significant differences (P<
0.05 and P<0.01,respectively) between NO treatment wax apple and
the control wax apple on each evaluation day.

图 7 NO 对莲雾 C4H 相对表达量的影响

Fig.7 Effect of NO on the relative expression of C4H

说明：* 和 ** 分别是对照组与 NO 处理组果实测定指
标在 P<0.05 和 P<0.01 的显著性差异。
Notes: The mark * and ** represent the significant differences (P<
0.05 and P <0.01,respectively) between NO treatment wax apple
and the control wax apple on each evaluation day.

图 8 NO 对莲雾木质素含量的影响

Fig.8 Effect of NO on lignin content of wax apple
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３　 讨论
苯丙烷类代谢途径是植物重要的次生代谢途径之一， 此途径以苯丙氨酸为底物， 在一系列酶的催

化作用下， 合成黄酮、 木质素、 香豆素等多种次生代谢产物［１９］ 。 木质素是植物细胞壁的主要成分，
与纤维素一起参与植物根茎的生长以及影响一些水果的软化［１３］ 。 其他次生代谢产物如黄酮醇、 花青

素、 异黄酮以及其他类黄酮物质在植物生长、 抗病性和抗应激性中发挥重要作用［１９］ 。 Ｃ４Ｈ 是植物苯

丙烷代谢通路中第 １ 个单氧化酶， 该酶在植物细胞中的含量可以影响木质素等多种次生代谢物质的合

成［１］ 。 因此， 在不同植物中鉴定出 Ｃ４Ｈ 将对促进经济作物生产或调控果蔬品质发挥关键作用。 Ｃ４Ｈ
已在多种植物中被鉴定， 但在莲雾果实中还未有报道， 本研究采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 技术从莲雾果实中获得

Ｃ４Ｈ 基因。
Ｃ４Ｈ 蛋白质含有细胞色素 Ｐ４５０ 和反式肉桂酸 － ４ － 单加氧酶结构域［２，２０］ 。 这两个特征域在莲雾果

实 Ｃ４Ｈ 蛋白质中均被预测到， 表明克隆得到的基因为莲雾果实的 Ｃ４Ｈ 基因。 莲雾 Ｃ４Ｈ 蛋白质中鉴定

出 ５ 个特殊的底物结合区域 （见图 １）， 是此蛋白质的功能区域。 Ｃ 端的 ＳＲＳ５、 ＳＲＳ６ 和 ＳＲＳ４ 是以芳

香环为底物的结合位点， Ｎ 端的 ＳＲＳ４、 ＳＲＳ１ 和 ＳＲＳ２ 是以脂肪链为底物的关键结合区域［２２］ 。 莲雾果

实 Ｃ４Ｈ 所含的结构域表明， 它是具有催化功能的 Ｃ４Ｈ ／ ＣＹＰ７３Ａ５ 家族成员。 细胞内蛋白质磷酸化与

信号转导密切相关， 其磷酸化部位主要包括丝氨酸、 苏氨酸和酪氨酸结合位点［２３］ 。 磷酸化后可改变

蛋白质的活性， 这种改变在植物生理生化应答反应过程中起重要作用［２４］ 。 在莲雾果实 Ｃ４Ｈ 蛋白质中

观察到 １５ 个磷酸化位点， 这些预测的位点在催化活性中起关键作用。 莲雾果实 Ｃ４Ｈ 蛋白质与已研究

的橄榄、 梨、 芒果、 银杏 Ｃ４Ｈ 蛋白质具有较高的相似性， 说明 Ｃ４Ｈ 蛋白在植物间具有较高的保守性

以及推测这些蛋白质的功能也具有相似性。

·０１１·
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已有研究［２５］表明， 木质素的积累量与 Ｃ４Ｈ 的表达水平有着密切的关系， 如刺梨木质素含量的变

化趋势和 Ｃ４Ｈ 的变化趋势相同， 两者表现出显著正相关关系； Ｗａｎｇ 等［２６］ 发现 Ｃ４Ｈ 表达水平的上调

抑制苹果中木质素的合成。 在采后莲雾果实贮藏期间， Ｃ４Ｈ 的表达水平和木质素积累量逐渐增加，
相关性分析显示， 莲雾果实 Ｃ４Ｈ 表达水平与木质素含量相关性达 ０􀆰 ９７２， 呈极显著正相关， 表明莲雾

Ｃ４Ｈ 与木质素合成密切相关。 适宜浓度的 ＮＯ 能够抑制细胞壁代谢相关酶活性， 延缓了果实软化与衰

老， 从而维持采后果蔬的贮藏品质［２７］ 。 本研究中 １０ μＬ·Ｌ － １ ＮＯ 显著抑制了莲雾果实 Ｃ４Ｈ 的表达水

平和木质素含量 （Ｐ ＜ ０． ０５） 。 由此可见， 外源 ＮＯ 处理可能是通过抑制 Ｃ４Ｈ 的转录水平来抑制木质

素的合成速度， 从而延缓莲雾果实中心絮状绵软的进程， 为将 ＮＯ 处理用于采后莲雾果实品质保持提

供理论依据， 也为揭示 Ｃ４Ｈ 基因调控莲雾果实木质素合成机理奠定了理论基础。
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ｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｃａｍｐｔｏｔｈｅｃａ ａｃｕｍｉｎａｔａ ［ Ｊ］． Ａｃｔａ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉａｅ Ｐｌａｎｔａｒｕｍ， ２０１６， ３８ （ １１ ）： ２５６． ＤＯＩ： １０． １００７ ／
Ｓ１１７３８⁃０１６⁃２２７５⁃７．

［２］ ＬＩＵ Ｚ Ｈ， ＴＡＶＡＲＥＳ Ｒ， ＦＯＲＳＹＴＨＥ Ｅ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｉｎｔｅｒｐｌａｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｉｓｔｅｒ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ｇｅｎｅｓ ｓｈａｐｅｓ
ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ ｉｎ ｐｌａｎｔ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ［Ｊ］． Ｎａｔｕｒｅ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ， ２０１６， ７（１）： １３０２６． ＤＯＩ：１０． １０３８ ／ ＮＣＯＭＭＳ１３０２６．

［３］ ＵＭＥＭＯＴＯ Ｎ， ＮＡＫＡＹＡＳＵ Ｍ， ＯＨＹＡＭＡ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｔｗｏ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅｓ ｃａｔａｌｙｚｅ ｅａｒｌｙ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎ
ｓｔｅｐｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｏｔａｔｏ ｓｔｅｒｏｉｄ ｇｌｙｃｏａｌｋａｌｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ］． Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ， ２０１６， １７１（４）： ２４５８⁃２４６７． ＤＯＩ：
１０． １１０４ ／ ＰＰ． １６． ００１３７．

［４］ ＳＡＤＥＧＨＩ Ｍ， ＤＥＨＧＨＡＮ Ｓ， ＦＩＳＣＨＥＲ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｓｏｃｈｏｒｉｓｍａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ａｎｄ ｃｉｎｎａｍａｔｅ
４⁃ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ ｄｕｒｉｎｇ ｓａｌｉｎｉｔｙ ｓｔｒｅｓｓ， ｗｏｕｎｄｉｎｇ， ａｎｄ ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎ Ｃａｒｔｈａｍｕｓ ｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓ ［ Ｊ］． Ｐｌａｎｔ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
＆ Ｂｅｈａｖｉｏｒ， ２０１４， ８（１１）： ｅ２７３３５． ＤＯＩ：１０． ４１６１ ／ ＰＳＢ． ２７３３５．

［５］ 赵乐， 马利刚， 杨泽岸， 等． 独行菜 Ｃ４Ｈ 基因克隆与表达分析 ［Ｊ］． 药学学报， ２０１７， ５２（５）： ８２１⁃８３１．
［６］ ＳＩＮＧＨ Ｋ， ＫＵＭＡＲ Ｓ， ＲＡＮＩ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ ａｍｍｏｎｉａ⁃ｌｙａｓｅ （ＰＡＬ） ａｎｄ ｃｉｎｎａｍａｔｅ ４⁃ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ （Ｃ４Ｈ） ａｎｄ

ｃａｔｅｃｈｉｎｓ （ｆｌａｖａｎ⁃３⁃ｏｌｓ） ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｅａ ［Ｊ］． Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ＆ Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ， ２００９， ９（１）： １２５⁃１３４． ＤＯＩ：１０．
１００７ ／ Ｓ１０１４２⁃００８⁃００９２⁃９．

［７］ 刘宽亮， 赵志常， 高爱平， 等． 芒果 Ｃ４Ｈ 基因的克隆及其表达分析 ［Ｊ］． 江苏农业科学， ２０１７， ４５（１４）： ８⁃１２．
［８］ 程俊， 程曦， 盛玲玲， 等． 砀山酥梨肉桂酸 ４ － 羟化酶基因的克隆及表达分析 ［ Ｊ］． 农业生物技术学报， ２０１６，

２４（１１）： １６９８⁃１７０８．
［９］ 曾祥玲， 郑日如， 罗靖， 等． 桂花 Ｃ４Ｈ 基因的克隆与表达特性分析 ［Ｊ］． 园艺学报， ２０１６， ４３（３）： ５２５⁃５３７．
［１０］ ＳＵＰＡＰＶＡＮＩＣＨ Ｓ， ＰＩＭＳＡＧＡ Ｊ， ＳＲＩＳＵＪＡＮ Ｐ． Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｆｒｅｓｈ⁃ｃｕｔ ｗａｘ ａｐｐｌｅ （Ｓｙｚｙｇｉｕｍ ｓａｍａｒａｎ

ｇｅｎｅｓｅ ［Ｂｌｕｍｅ］Ｍｅｒｒｉｌｌ ＆ Ｌ． Ｍ． Ｐｅｒｒｙ） ｄｕｒｉｎｇ ｓｔｏｒａｇｅ ［Ｊ］． Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ２０１１， １２７（３）： ９１２⁃９１７． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／
Ｊ． ＦＯＯＤＣＨＥＭ． ２０１１． ０１． ０５８．

［１１］ 高维亚， 吴光斌， 陈发河． ＮＯ 处理对采后莲雾果实絮状绵软进程的影响 ［ Ｊ］． 食品科学， ２０１６， ３７（１８）： ２０８⁃
２１５．

［１２］ ＺＨＡＯ Ｓ Ｇ， ＷＥＮ Ｊ， ＷＡＮＧ Ｈ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｌｉｇｎｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｅｎｚｙｍｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｎｄｏｃａｒｐ ｄｕｒ⁃
ｉｎｇ ｔｈｅ ｗａｌｎｕｔ ｓｈｅｌｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｐｅｒｉｏｄ ［ Ｊ］． Ｈｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｐｌａｎｔ Ｊｏｕｒｎａｌ， ２０１６， ２（３）： １４１⁃１４６． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／ Ｊ．
ＨＰＪ． ２０１６． ０８． ００３．

［１３］ ＮＡＣＺＫ Ｍ， ＴＯＷＳＥＮＤ Ｍ， ＺＡＤＥＲＮＯＷＳＫＩ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ａｎｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｐｈｅｎｏｌｉｃｓ ｏｆ ｍａｎｇｏ⁃
ｓｔｅｅｎ ｆｒｕｉｔ （Ｇａｒｃｉｎｉａ ｍａｎｇｏｓｔａｎａ） ［ Ｊ］． Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ２０１１， １２８（２）： ２９２⁃２９８． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／ Ｊ． ＦＯＯＤＣＨＥＭ．
２０１１． ０３． ０１７．

［１４］ ＬＩ Ｈ， ＳＵＯ Ｊ Ｔ， ＨＡＮ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ １⁃ｍｅｔｈｙｌｃｙｃｌｏｐｒｏｐｅｎｅ， ｍｅｔｈｙｌ ｊａｓｍｏｎａｔｅ ａｎｄ ｍｅｔｈｙｌ ｓａｌｉｃｙｌａｔｅ ｏｎ ｌｉｇｎｉｎ
ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｐｏｓｔｈａｒｖｅｓｔ ‘ ｘｕｘｉａｎｇ’ ｋｉｗｉｆｒｕｉｔ ｄｕｒｉｎｇ ｃｏｌｄ ｓｔｏｒａｇｅ ［ Ｊ］． Ｐｏｓｔｈａｒｖｅｓｔ Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０１７， １２４： １０７⁃１１８． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／ Ｊ． ＰＯＳＴＨＡＲＶＢＩＯ． ２０１６． １０． ００３．

［１５］ ＳＥＷＡＬＴ Ｖ， ＮＩ Ｗ， ＢＬＯＵＮＴ Ｊ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｄｕｃｅｄ ｌｉｇｎｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ａｌｔｅｒｅｄ ｌｉｇｎｉｎ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｔｏｂａｃｃｏ

·１１１·
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ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌ⁃ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ ａｍｍｏｎｉａ⁃ｌｙａｓｅ ｏｒ ｃｉｎｎａｍａｔｅ ４⁃ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ ［Ｊ］． Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ， １９９７，
１１５（１）： ４１⁃５０． ＤＯＩ：１０． １１０４ ／ ｐｐ． １１５． １． ４１．

［１６］ ＤＯＣＩＭＯ Ｔ， ＣＯＮＳＯＮＮＩ Ｒ， ＣＯＲＡＧＧＩＯ Ｉ， ｅｔ ａｌ． Ｅａｒｌｙ ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐａｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｓｔｅｐｓ ｉｎ ｃａｎｎａｂｉｓ ｓａｔｉｖａ： ｌｉｎｋ ｂｅ⁃
ｔｗｅｅｎ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ［ Ｊ］． Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， ２０１３， １４（７）： １３６２６⁃１３６４４． ＤＯＩ：１０．
３３９０ ／ ＩＪＭＳ１４０７１３６２６．

［１７］ ＣＨＥＮＧ Ｓ Ｙ， ＹＡＮ Ｊ Ｐ， ＭＥＮＧ Ｘ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ａ ｃｉｎｎａｍａｔｅ⁃４⁃ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ ｇｅｎｅ
ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｌｉｇｎｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｖａｒｉｏｕｓ ｓｔｒｅｓｓｅｓ ａｎｄ ｈｏｒｍｏｎａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｉｎ Ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ ［ Ｊ］． Ａｃｔａ
Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉａｅ Ｐｌａｎｔａｒｕｍ， ２０１８， ４０： １⁃１５． ＤＯＩ：１０． １００７ ／ Ｓ１１７３８⁃０１７⁃２５８５⁃４．

［１８］ ＨＡＯ Ｙ Ｑ， ＣＨＥＮ Ｆ Ｈ， ＷＵ Ｇ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｐｏｓｔｈａｒｖｅｓｔ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｌｉｇｎｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ
ｉｎ ｗａｘ ａｐｐｌｅ （Ｓｙｚｙｇｉｕｍ ｓａｍａｒａｎｇｅｎｓｅ） ｆｒｕｉｔ ［Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ａｎｄ Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ２０１６， ６４（４５）： ８４８３⁃
８４９０． ＤＯＩ：１０． １０２１ ／ ＡＣＳ． ＪＡＦＣ． ６Ｂ０３２８１．

［１９］ ＸＩＯＮＧ Ｄ Ｄ， ＬＵ Ｓ Ｋ， ＷＵ Ｊ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｋｅｙ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐａｎｏｉｄ ｐａｔｈｗａｙ ｗｉｔｈ ａ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｂｉｏ⁃
ｓｅｎｓｏｒ ［Ｊ］． Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ， ２０１７， ４０： １１５⁃１２３． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／ Ｊ． ＹＭＢＥＮ． ２０１７． ０１． ００６．

［２０］ ＧＯＲＤＥＺＩＡＮＩ Ｍ Ｓ， ＶＡＲＡＺＩ Ｔ Ｇ， ＰＲＵＩＤＺＥ Ｍ Ｖ． Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ⁃ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ ａｎｄ ｓｏｍｅ ａｓｐｅｃｔｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ［Ｊ］． Ａｎｎａｌｓ ｏｆ Ａｇｒａｒｉａｎ Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０１６， １４（２）： ８２⁃９４． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／
Ｊ． ＡＡＳＣＩ． ２０１６． ０５． ００７．

［２１］ ＬＩＵ Ｆ， ＣＨＥＮ Ｊ Ｒ， ＴＡＮＧ Ｙ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｉｎｎａｍａｔｅ ４⁃ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ
ｒａｍｉｅ （Ｂｏｅｈｍｅｒｉａ ｎｉｖｅａ） ［Ｊ］． Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ＆ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌ Ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ， ２０１８， ３２（２）： ３２４⁃３３１． ＤＯＩ：１０． １０８０ ／
１３１０２８１８． ２０１７． １４１８６７５．
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