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　　摘要：依据已公布的荞麦转录组测序信息，从Ｃｏｎｔｉｇ文库中获得了１个碳酸酐酶（ｃａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅ，简称ＣＡ）转
录本，通过逆转录ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）扩增得到ＣＡ基因全长序列。生物信息学分析表明，ＦｓＣＡ１基因全长１２３３ｂｐ，开放
阅读框９７８ｂｐ，编码３２５个氨基酸；分子量３５．１１ｋｕ，等电点７．５９；包含９个α－螺旋、６个 β－折叠、多个无规则卷曲
和延伸链；含有１个信号肽和１个跨膜区；具有β－类碳酸酐酶典型的２个氨基酸保守域。亚细胞定位显示，该蛋白
出现在叶绿体中的可能性最大。利用同源建模法构建了ＦｓＣＡ１三维结构模型，表明甜荞ＣＡ与豌豆ＣＡ同型八聚体能
很好地匹配，推测甜荞ＣＡ也是同型八聚体。用实时荧光定量ＰＣＲ检测ＦｓＣＡ１在荞麦不同器官中的表达水平，结果显
示，ＦｓＣＡ１在叶中表达水平最高，其次是在茎中，在根中表达水平最低。
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　　碳酸酐酶（ｃａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅ，简称ＣＡ，ＥＣ４．２．１．１）是一
类含锌的金属酶，广泛存在于动物、植物等有机体的组织和器

官中［１］。植物中 ＣＡｓ至少包括５个基因家族（α、β、γ、δ和
ε），主要分布在绿色组织中，可逆地催化 ＣＯ２的水合反应，产
生ＨＣＯ－３ 和 Ｈ

＋，参与植物光合 ＣＯ２的固定、ＣＯ２转运、呼吸
作用、离子交换等生理过程［２－３］。ＣＡ能加快ＣＯ２在细胞内的
水合速度，有助于 ＣＯ２运输到活跃的光合细胞中，从而提高
光合速率；同时，ＣＡ活性随着叶绿素含量、锌含量增加而增
强，具有明显提高光合作用的能力，在一定程度上 ＣＡ活性与
光合作用呈正相关［４－６］。近年来，前人对植物 ＣＡ的研究主
要涉及生理生化作用和酶学特性，而对编码该酶基因的组成、

结构和功能等尚未形成统一认识；现有研究仅限于少数几种

植物，如拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）［４，７］、黄顶菊（Ｆｌａｖｅｒ
ｉａ）［８］、玉米（Ｚｅａｍａｙｓ）［２］、龙眼（ＤｉｍｏｃａｒｐｕｓｌｏｎｇａｎＬｏｕｒ）［９］

等，尚未见关于荞麦 ＣＡ基因克隆和表达分析的报道。在高
等植物中ＣＡ主要有３类，即 α－ＣＡ、β－ＣＡ和 γ－ＣＡ，各种
类型之间氨基酸序列保守性较低，同时每个亚基因家族又包

含多个成员，其成员亚细胞定位有较大差异。例如，拟南芥

β－ＣＡ基因家族有 ６个成员（β－ＣＡ１～β－ＣＡ６），其中 β－
ＣＡ１、β－ＣＡ５定位于叶绿体中，β－ＣＡ２、β－ＣＡ３、β－ＣＡ４定位
于细胞质中，β－ＣＡ６定位于线粒体中［４－５，１０－１１］；在黄顶菊属

（Ｆｌａｖｅｒｉａ）中，Ｃ３类 Ｆ．ｐｒｉｎｇｌｅｉ、Ｃ４类 Ｆ．ｂｉｄｅｎｔｉｓ的叶片中均

分离到３个不同的β－ＣＡ单体（βＣＡ１～βＣＡ３），这些成员基因
之间的序列相似性或保守性超过９０％。ＣＡ基因的功能验证
在模式植物拟南芥上已取得进展，以β－ＣＡ基因家族的研究
较为深入。有研究发现，Ａｔβ－ＣＡ１编码蛋白可发生巯基亚硝
酸化，降低与水杨酸结合的能力，进而影响 ＣＡ活性，其表达
丰度与拟南芥幼苗存活率相关［１２－１３］；同时 Ａｔβ－ＣＡ１、Ａｔβ－
ＣＡ４参与调控保卫细胞气孔运动，是保卫细胞气孔运动的上
游调节因子［１４］。但是，关于其他 β－ＣＡ的功能目前还不清
楚［１０］。总体而言，在Ｃ３植物中，β－ＣＡ主要分布在叶绿体叶
肉细胞的基质中［７］，可能参与协助ＣＯ２从叶绿体被膜扩散或
者催化ＨＣＯ－３ 快速脱水形成ＣＯ２；质粒中也存在β－ＣＡ，可能
与气孔的关闭、脂类合成和抗病性有关［１２，１５－１７］。

甜荞属蓼科（Ｐｏｌｙｇｏｎａｃｅａｅ）荞麦属（Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ），是一种
重要的杂粮兼药用植物。随着市场上对荞麦需求量的增加，

荞麦育种研究显得愈发重要。荞麦起源于西藏地区，该区是

世界荞麦的起源中心之一［１８］，属于低纬度高海拔农业区，具

有全球最典型的立体生境，其地质独特，地形地貌复杂，土壤

种类繁多，生态环境千差万别，产生了丰富的荞麦变异类型，

具有区域独特的荞麦种质。本研究拟以西藏林芝市郊区野生

甜荞为材料，根据已公布的甜荞转录组 Ｃｏｎｔｉｇ文库中筛选出
的碳酸酐酶转录本信息，设计ＣＡ基因的特异引物，通过逆转
录ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）获得荞麦 ＣＡ基因全长序列，并进行生物
学信息分析，初步明确荞麦ＣＡ基因的结构和表达特点，为荞
麦抗逆品种的选育提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料及其总ＲＮＡ提取
甜荞种子于２０１３年１０月在西藏林芝市章麦村（地理位置

２９°５０′Ｎ、９３°２５′Ｅ，海拔３０００ｍ）野外收集，次年４月初，将收集
的野生甜荞种子散播种植于西藏大学农牧学院试验田内，除人
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工除草、浇水外，均在自然条件下生长。在荞麦５叶期，选取５
株健壮植株的幼嫩叶片，作为提取ＲＮＡ的试验材料。选取材
料均设３次重复，用清水冲洗５～８次，然后再用吸水纸轻轻吸
去水分，立刻置于液氮中速冻，－８０℃保存备用。

取新鲜幼叶３．０ｇ，在液氮保护中快速研磨成粉末状，然
后按照ＴＲＩｚｏｌ试剂盒（北京康为世纪生物科技有限公司）说
明书介绍的方法提取总ＲＮＡ，用ＤＮａｓｅⅠ去除ＲＮＡ中的痕量
ＤＮＡ。用１％琼脂糖凝胶检测总ＲＮＡ的完整性，紫外分光光
度计分析其浓度、纯度。

１．２　ＦｓＣＡ１基因全长序列的克隆
按照ＭＭＬＶＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅｃＤＮＡ反转录（ＴａＫａＲａ）试剂盒

说明书方法将提取的 ＲＮＡ反转录合成 ｃＤＮＡ第 １链，于
２０℃ 保存备用。以荞麦转录组中碳酸酐酶 Ｃｏｎｔｉｇ（Ｆａｇｏｐｙ
ｒｕｍ＿ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ＿ＭＩＲＡ＿ＶＥＲ３－ｃ１１９）序列开放阅读框为模
板，利用ＰｒｉｍｅｒＰｒｉｍｅｒ５．０软件设计用于ＦｓＣＡ１基因全长克隆
的１对特异引物ＦｓＣＡ１－Ｆ／ＦｓＣＡ１－Ｒ（表１），其基因全长克
隆的ＰＣＲ反应体系按照ＫＯＤＦＸＤＮＡ［东洋纺（上海）生物科
技有限公司］说明书进行，ＰＣＲ扩增产物用琼脂糖凝胶电泳
检测浓度，紫外灯下切取目的片段，利用胶回收试剂盒［生工

生物工程（上海）股份有限公司］对产物进行回收，回收产物

进行Ｔ／Ａ克隆，阳性克隆菌液送生工生物工程（上海）股份有
限公司测序。

表１　本研究使用的引物对及其序列

引物名称 引物序列（５′→３′） 引物目的

ＦＳＣＡ１ Ｆ：ＴＡＣＡＧＣＴＧＴＣＧＡＡＧＧＴＡＡＧＴ；Ｒ：ＴＴＡＴＡＣＡＧＴＧＡＧＧＧＡＡＧＧ 基因克隆

ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＴＧＡＧＧＴＣＧＴＣＧＴＴＴＴＧＡＡＴＧ；Ｒ：ＡＧＣＴＣＣＡＧＣＴＴＧＡＡＴＧＴＧＣＴ 用作ｑＰＣＲ的内参基因
ＦＳＣＡ１－ｒ Ｆ：ＴＣＣＡＣＣＧＴＣＧＴＣＧＣＣＧＧＡ；Ｒ：ＴＡＴＧＧＴＧＴＴＴＧＣＴＴＧＣＴＣ 用作ｑＰＣＲ的引物序列

１．３　ＦｓＣＡ１基因的生物信息学分析
测序结果经 ＮＣＢＩ网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）

进行ＢＬＡＳＴ比对和开放阅读框（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ／ｇｏｒｆ／ｇｏｒｆ．ｈｔｍｌ）分析，用 ＤＮＡＭＡＮ软件进行同源核苷酸
和氨基酸序列多重比对分析，确定克隆序列为β－ＣＡ１。利用
在线工具ＥｘＰＡＳｙＰｒｏｔｅｏｍｉｃｓＳｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ）
预测ＦｓＣＡ１编码蛋白质的理化性质，用 ＰｓｉｐｒｅｄＳｅｒｖｅｒ、ＳＷＩＳＳ
－ＭＯＤＥＬ（ｈｔｔｐ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ）分别对ＦｓＣＡ１编码
蛋白二级结构进行预测和三级结构建模。用ＳｃａｎＰｒｏｓｉｔｅ（ｈｔ
ｔｐ：／／ｐｒｏｓｉｔｅ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｓｃａｎｐｒｏｓｉｔｅ）在线工具预测 ＦｓＣＡ１编
码蛋白的ｍｏｔｉｆ保守序列，并用ＳｉｇｎａｌＰ４．０（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．
ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ）预测蛋白定位信号。用 ＷＯＬＦ
ＰＳＯＲＴ（ｈｔｔｐ：／／ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ．ｏｒｇ）对 ＦｓＣＡ１进行亚细胞定位，用
ＴＭＨＭＭＳｅｒｖｅｒｖ．２．０软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｈ．ｅｍｂｎｅｔ．ｏｒｇ／ｓｏｆｔ
ｗａｒｅ／ＴＭＰＲＥＤ＿ｆｏｒｍ．ｈｔｍｌ）预测跨膜区。用 Ｃｌｕｓｔａｌｘ、ＭＥＧＡ５．１
构建邻接（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ）系统发生树。
１．４　荞麦不同器官中ＦｓＣＡ１实时定量ＰＣＲ分析

在荞麦开花期，选取叶片、主茎和主根作为试验材料，按

照“１．２”节的ｃＤＮＡ第１链合成法分别获得叶片、主茎和主根

ｃＤＮＡ第１链，将３种器官的ｃＤＮＡ溶液按倍比稀释成相同浓
度，再按ＳＹＢＲｐｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ试剂盒说明书操作方法，在
ＣＦＸ－９６ＰＣＲ仪（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）上进行ｑＲＴ－ＲＣＲ反应，每个样
品至少重复３次。反应体系２０μＬ，含１０μＬ２×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ｂｕｆｆｅｒ，各１μＬ１０μｍｏｌ上、下游引物，１０ｎｇｃＤＮＡ模板。ＰＣＲ
反应程序：９４℃ ３０ｓ；９４℃１５ｓ，退火温度５６～９５℃，每个循
环增加０．５℃，持续２０ｓ，７２℃延伸１５ｓ，４０个循环。延伸阶
段搜集信号，持续０．０５ｓ获得解链温度，采集熔解曲线荧光
信号。程序运行结束后，系统自带的ＣＦＸ管理软件根据设定
的参数给出结果。ｑＲＴ－ＲＣＲ扩增片段长度均为１５０ｂｐ。以
三磷酸甘油醛脱氢酶基因（ＧＡＰＤＨ）为内参基因（表１），以叶
片中的表达量为对照。

２　结果与分析

２．１　ＦｓＣＡ１全长基因的获得
测序结果表明，目的基因长１２３３ｂｐ，是正确的 ＣＡ基因

序列。ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ预测发现，该序列具有完整的开放阅读框
（ＯＲＦ），长度为９７８ｂｐ，编码３２５个氨基酸残基，详见图１。
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２．２　ＦｓＣＡ１编码蛋白的理化性质和高级结构预测
预测 ＦｓＣＡ１的分子式为 Ｃ１５７４Ｈ２４８４Ｎ４１２Ｏ４７０Ｓ１３，分子量

３５．１１ｋｕ；正电残基（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）、负电残基（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）分别为
３４、３３个，等电点７．５９；不稳定指数为５０．７８，表明该蛋白不
稳定；脂肪系数８９．７５；亲水性系数０．０２３。

预测ＦｓＣＡ１蛋白的二级结构主要有 ４种类型，由 ９个
α－螺旋、６个β－折叠、多个延伸链和无规则卷曲组成。利
用ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ蛋白质在线建模工具 ＡｌｉｇｎｍｅｎｔＭｏｄｅｌ，以
荞麦ＦｓＣＡ１为目标序列，以同源性高达８２．３８％的豌豆ＣＡ蛋
白三维结构（ＰＯＢ：１ｅｋｊ．１．Ｂ）为模板进行同源建模，建模残基
范围 １１６～３２５个，目标序列和模板蛋白序列相似性达到
５６％。豌豆ＣＡ蛋白为同型八聚体，而 ＦｓＣＡ１蛋白三维结构
具有丰富的α－螺旋、无规则卷曲，因此推测本研究获得的
ＦｓＣＡ１编码产物也是同型八聚体（图２）。

２．３　ＦｓＡＣ１编码蛋白信号肽、亚细胞定位和跨膜区的预测
ＳｉｇｎａｌＰ４．０软件预测表明，ＦｓＡＣ１的第１～２５位氨基酸

残基间有１个信号肽。用 ＷｏＬＦＰＳＯＲＴ预测表明，该蛋白在
叶绿体的定位系数为１２．０（ｃｈｌｏ：１２），在线粒体的定位系数为
２．０（ｍｉｔｏ：２．０），在其他细胞器官中无分布。据此判断，
ＦｓＡＣ１编码蛋白最有可能在叶绿体、线粒体内发挥作用，或附
着在这些细胞器上共同完成。ＨＭＭＴＯＰ分析结果显示，第
１９２～２１４位氨基酸之间有２３个氨基酸形成的跨膜区。

２．４　ＦｓＡＣ１编码蛋白的ｍｏｔｉｆ分析
β－碳酸酐酶具有 ２个典型的保守区，保守区 Ｈ１：Ｃ－

［ＳＡ］－Ｄ－Ｓ－Ｒ－［ＬＩＶＭ］－ｘ－［ＡＰ］，保守序列Ｌ２［ＥＱ］－
［ＹＦ］－Ａ－［ＬＩＶＭ］－ｘ（２）－［ＬＩＶＭ］－ｘ（４）－［ＬＩＶＭＦ］（３）－
ｘ－Ｇ－Ｈ－ｘ（２）－Ｃ－Ｇ。ＦｓＡＣ１序列完全与此符合，其中保
守区Ｈ（第１５６～１６３位）的保守序列为 ＣＳＤＳＲＶｃＰ，保守区 Ｆ
（第２００～２２０位）的保守序列为ＥＹＡＶｌｈＬｋｖｓｎＩＶＶｉＧＨｓａＣＧ。
２．５　不同物种ＡＣ１基因及其编码蛋白的序列同源比对

以ＦｓＡＣ１基因序列为探针，通过ＢＬＡＳＴｎ同源对比，发现
９条与ＦｓＡＣ１基因相似度较高的序列，分别为大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅ
ｍａｘ）ＧｍＣＡ（ＸＭ＿００３５５３７８６．１）、拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）
ＡｔＣＡ１（ＮＭ＿１１１０１６．３）、豇豆 （Ｖｉｇｎａｕｎｇｕｉｃｕｌａｔａ）ＶｕＣＡ
（ＪＱ４２９７９９）、黄百合（Ｆｌａｖｅｒｉａｂｒｏｗｎｉｉ）ＦｂＣＡ（ＦＢＵ０８４０２）、绿
豆（Ｖｉｇｎａｒａｄｉａｔａ）ＶｒＣＡ１（ＡＦ１３９４６４．２）、豌豆（Ｐｉｓｕｍｓａｔｉｖｕｍ）
ＰｓＣＡ（Ｍ６３６２７．１）、线叶黄顶菊 （Ｆｌａｖｅｒｉａｌｉｎｅａｒｉｓ）ＦＩＣＡ１
（ＦＬＵ１９７３８）、甘蓝（Ｂｒａｓｓｉｃａｏｌｅｒａｃｅａ）ＢｏＣＡ１（ＸＭ＿００３５５３７８６．１）、
甘蓝型油菜（Ｂｒａｓｓｉｃａｎａｐｕｓ）ＢｎＣＡ（ＧＱ３６７８０）、鹰嘴豆（Ｃｉｃｅｒ
ａｔｉｅｔｉｎｕｍ）ＣａＣＡ（ＸＭ＿００４４８９２１９．１）、烟草（Ｎｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍ）
ＮｔＣＡ（ＡＦ４４７９．２）、蓖麻 （Ｒｉｃｉｎｕｓｃｏｍｍｕｎｉｓ）ＲｃＣＡ（ＸＭ＿
００２５２４５９６．１）、亚 洲 棉 （Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ａｒｂｏｒｅｕｍ）ＧａＣＡ
（ＫＨＧ２５５１８１）、亚 麻 荠 （Ｃａｍｅｌｉｎａｓａｔｉｖａ）ＣａＣＡ１（ＸＰ＿
０１０４９６５６３）、日中花（Ｍｅｓｅｍｂｒｙａｎｔｈｅｍｕｍｎｏｄｉｆｌｏｒｕｍ）ＭｎＣＡ１
（ＪＮ２２８０９８．１）、川 桑 （Ｍｏｒｕｓｎｏｔａｂｉｌｉｓ）ＭｎＣＡ（ＸＭ ＿
０１０１１０４７４）、龙眼（Ｄｉｍｏｃａｒｐｕｓｌｏｎｇａｎ）ＤｌＣＡ（ＪＮ０３３２０１）、欧
洲与美洲山杨杂种（Ｐｏｐｕｌｕｓｔｒｅｍｕｌａ×Ｐｏｐｕｌｕｓｔｒｅｍｕｌｏｉｄｅｓ）Ｐｔ
ＣＡ（ＰＴＵ８３８）、胡 杨 （Ｐｏｐｕｌｕｓｅｕｐｈｒａｔｉｃａ）ＰｅＣＡ２（ＸＭ＿
０１１０４９０１１）、富 贵 草 （Ｐａｃｈｙｓａｎｄｒａ ｔｅｒｍｉｎａｌｉｓ） ＰｔＣＡ
（ＤＱ７８１３０８．１）、银 合 欢 （Ｌｅｕｃａｅｎａ ｌｅｕｃｏｃｅｐｈａｌａ）ＬＩＣＡ
（ＫＣ９２４７６．１）、菠菜（Ｓｐｉｎａｃｉａ）ＳｐＣＡ（Ｊ０５４０３．１）和葡萄（Ｖｉｔｉｓ
ｖｉｎｉｆｅｒａ）ＶｖＣＡ１（ＸＭ＿００２２７７９２１．３）。利用ＣｌｕｓｔａｌＸ、ＭＥＧＡ５．１
软件，构建ＦｓＣＡ１和其他物种 ＣＡ１编码蛋白的系统进化树，
可见５种豆科植物 ＣＡ１蛋白序列相似度较高，明显聚为一
类，除苋科藜亚科的菠菜、番杏科的日中花 ＡＣ１序列有一定
相似度外，其他物种均单独成类（图３）。

２．６　ＦｓＡＣ１基因的组织特异表达分析
荞麦ＡＣ１基因在根、茎、叶中均有表达，其中叶片中的表

达水平最高，并且明显高于其他器官中的表达量，在根中的表

达水平最低（图４）。这与龙眼ＡＣ１基因在根、茎、叶中的表达

特性［１３］一致。

３　讨论

碳酸酐酶（ＣＡ）普遍存在于绿色植物中，但物种间ＣＡ活
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性差别很大。本试验对荞麦ＣＡ基因进行全长克隆和序列分
析，通过生物信息学分析、多物种同源序列比对，初步明确了

ＦｓＡＣ１基因编码蛋白的基本特性、高级结构。亚细胞定位和
跨膜区预测发现，ＦｓＣＡ１主要定位于叶绿体中，少量分布于线
粒体中；组织特异性表达分析印证了上述结果，表明 β－ＣＡ
主要分布在叶绿体叶肉细胞的基质中［１６］。ＦｓＣＡ１在荞麦绿
色组织中的表达丰度显著高于在非绿色组织中，暗示 ＦｓＣＡ１
可能与光合作用有关。ＦｓＣＡ１编码蛋白 ｍｏｔｉｆ预测发现２个
保守序列，具有β－ＣＡ典型结构特征，进一步证明 ＦｓＣＡ１编
码蛋白是β－ＣＡ，似乎也支持ＦｓＣＡ１可能在光合作用中发挥
功能的推测。这些结果为深入研究ＦｓＡＣ１基因奠定了基础。

不同物种ＡＣ１基因序列比对结果显示，荞麦与菠菜的同
源性（６４％）略高于豌豆（６１％），远高于日中花（５８％）。有
趣的是，根据蛋白序列比对生成的进化树却显示，荞麦ＦｓＡＣ１
却与ＭｎＣＡ关系最近，其次是菠菜，而与豌豆的进化距离较
远。分析蛋白序列发现，荞麦与日中花存在１段完全相同的
序列（ＦＭＶＦＡＣＳＤＳＲＶＣＰＳＨＶＬＤＦＱＰＧＥＡＦＶＶＲＮＩＡＮＭＶＰ），与
菠菜的片段仅差异 １个氨基酸 （ＣＥＫＥＡＶＮＶＳＬＧＨＬＬ
ＴＹＰＦＶＲＤＧＬＶＫＫＴＬＡＬＫＧＧＹＹＤＦＩ），而与豌豆在２段蛋白片
段上都有差异，分别相差１、２个氨基酸。这种同源基因保守
序列上的差异可能反映物种的亲缘关系，也可能与蛋白官能

团有关，但与预测的 ｍｏｔｉｆ保守序列存在异议，还须进一步论
证。根据现有结果推测，荞麦 ＣＡ可能由上述２个官能团决
定功能，ＦｓＣＡ１在功能上可能更接近 ＭｎＣＡ。本研究建立
ＦＳＣＡ１编码蛋白的三维结构时，是以已知的同源豌豆 ＣＡ
（ＰＯＢ：１ｅｋｊ．１．Ｂ）为模板的，这可能会带来误差，但是 ＰＯＢ数
据库现存的模板数量有限，未发现与荞麦 ＣＡ功能最接近物
种的模板，因此，ＦＳＣＡ１三维结构还需进一步完善。

参考文献：

［１］Ｈｅｗｅｔｔ－ＥｍｍｅｔｔＤ，ＴａｓｈｉａｎＲＥ．Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｄｉｖｅｒｓｉｔｙ，ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ，
ａｎｄｃｏｎｖｅｒｇｅｎｃｅｉｎｔｈｅｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆｔｈｅａｌｐｈａ－，ｂｅｔａ－，ａｎｄｇａｍｍａ－
ｃａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅｇｅｎｅｆａｍｉｌｉｅｓ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｓａｎｄ
Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ，１９９６，５（１）：５０－７７．

［２］ＴｅｍｓＵ，ＢｕｒｎｅｌｌＪＮ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｍａｉｚｅ
β－ｃａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅｇｅｎｅｒｅｐｅａｔｒｅｇｉｏｎｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙａｎｄ
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１０，４８（１２）：９４５－９５１．

［３］ＤｅｎｇＱＨ，ＧａｎＬ，ＦｕＣＨ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅ

ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｓｅｖｅｒａｌｓｐｅｃｉｅｓｉｎＢｒａｓｓｉｃａ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌＣｏｍｍｕｎ，
２００９，４５（７）：６６３－６６６．

［４］ＭｏｒｏｎｅｙＪＶ，ＢａｒｔｌｅｔｔＳＧ，ＳａｍｕｅｌｓｓｏｎＧ．Ｃａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅｓｉｎ
ｐｌａｎｔｓａｎｄａｌｇａｅ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌａｎｄＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，２００１，２４（２）：
１４１－１５３．　

［５］杨　霄，刘再华，曹建华，等．岩溶区和非岩溶区玉米光合作用与
锌含量和碳酸酐酶关系的对比研究［Ｊ］．中国岩溶，２００８，２７
（２）：２０．

［６］ＴｓｕｚｕｋｉＭ，ＭｉｙａｃｈｉＳ，ＥｄｗａｒｄｓＧ Ｅ．Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｃａｒｂｏｎｉｃ
ａｎｈｙｄｒａｓｅｉｎｍｅｓｏｐｈｙｌｌｃｅｌｌｓｏｆｔｅｒｒｅｓｔｒｉａｌＣ３ｐｌａｎｔｓｉｎｒｅｌａｔｉｏｎｔｏＣＯ２
ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌ，１９８５，２６：８８１－８９１．

［７］ＩｖａｎｏｖＢＮ，ＩｇｎａｔｏｖａＬＫ，ＲｏｍａｎｏｖａＡＫ．Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｆｏｒｍｓａｎｄ
ｆｕｎｃｔｉｏｎｓｏｆｃａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅｉｎｔｅｒｒｅｓｔｒｉａｌｈｉｇｈｅｒｐｌａｎｔｓ［Ｊ］．ＲｕｓｓＪ
ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌ，２００７，５４（２）：１４３－１６２．

［８］ＴｅｔｕＳＧ，ＴａｎｚＳＫ，ＶｅｌｌａＮ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｆｌａｖｅｒｉａｂｉｄｅｎｔｉｓβ－ｃａｒｂｏｎｉｃ
ａｎｈｙｄｒａｓｅｇｅｎｅｆａｍｉｌｙｅｎｃｏｄｅｓｃｙｔｏｓｏｌｉｃａｎｄｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｉｃｉｓｏｆｏｒｍｓ
ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｎｇｄｉｓｔｉｎｃｔｏｒｇａｎ－ｓｐｅｃｉｆｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔ
Ｐｈｙｓｉｏｌ，２００７，１４４（３）：１３１６－１３２７．

［９］陈　虎，何新华，罗　聪，等．低温胁迫下龙眼碳酸酐酶基因
（ＣＡ）的克隆与表达分析［Ｊ］．园艺学报，２０１２，３９（２）：２４３－２５２．

［１０］ＦａｂｒｅＮ，ＲｅｉｔｅｒＩＭ，Ｂｅｃｕｗｅ－ＬｉｎｋａＮ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎａｎｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｇｅｎｅｓｅｎｃｏｄｉｎｇαａｎｄβ－ｃａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅｓ
ｉｎＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌＥｎｖｉｒｏｎ，２００７，３０（５）：６１７－６２９．

［１１］ＣｏｌｅｍａｎＪＲ．Ｃａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅａｎｄｉｔｓｒｏｌｅｉｎｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ［Ｊ］．
ＡｄｖＰｈｏｔｏｓｙｎＲｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ，２０００，９：３５３－３６７．

［１２］ＷａｎｇＹＱ，ＦｅｅｃｈａｎＡ，ＹｕｎＢＷ，ｅｔａｌ．Ｓ－ｎｉｔｒｏｓｙｌａｔｉｏｎｏｆ
ＡｔＳＡＢＰ３ａｎｔａｇｏｎｉｚｅｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｌａｎｔｉｍｍｕｎｉｔｙ［Ｊ］．Ｔｈｅ
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００９，２８４（４）：２１３１－２１３７．

［１３］ＦｅｒｒｅｉｒａＦＪ，ＧｕｏＣ，ＣｏｌｅｍａｎＪＲ．Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎｏｆｐｌａｓｔｉｄ－ｌｏｃａｌｉｚｅｄ
ｃａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｒｅｓｕｌｔｓｉｎｒｅｄｕｃｅｄＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｓｅｅｄｌｉｎｇ
ｓｕｒｖｉｖｏｒｓｈｉｐ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２００８，１４７（２）：５８５－５９４．

［１４］ＨｕＨＨ，Ｂｏｉｓｓｏｎ－ＤｅｒｎｉｅｒＡ，Ｉｓｒａｅｌｓｓｏｎ－ＮｏｒｄｓｔｒｏｅｍＭ，ｅｔａｌ．Ｃａｒ
ｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅｓａｒｅｕｐｓｔｒｅａｍｒｅｇｕｌａｔｏｒｓｏｆＣＯ２－ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｓｔｏｍａ
ｔａｌｍｏｖｅｍｅｎｔｓｉｎｇｕａｒｄｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＣｅｌｌＢｉｏｌｏｇｙ，２０１０，１２
（１）：８７－９３，Ｓ１－Ｓ１８．

［１５］ＰｒｉｃｅＧＤ，ｖｏｎＣａｅｍｍｅｒｅｒＳ，ＥｖａｎｓＪＲ，ｅｔａｌ．Ｓｐｅｃｉｆｉｃｒｅｄｕｃｔｉｏｎｏｆ
ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｃａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｂｙａｎｔｉｓｅｎｓｅＲＮＡ ｉｎ
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｔｏｂａｃｃｏｐｌａｎｔｓｈａｓａｍｉｎｏｒｅｆｆｅｃｔｏｎｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃＣＯ２
ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔａ，１９９４，１９３（３）：３３１－３４０．

［１６］ＨｏａｎｇＣＶ，ＣｈａｐｍａｎＫＤ．Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆ
ｐｌａｓｔｉｄｉａｌｃａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅｒｅｄｕｃｅｓｔｈｅｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎｏｆａｃｅｔａｔｅｉｎｔｏ
ｌｉｐｉｄｓｉｎｃｏｔｔｏｎｅｍｂｒｙｏｓａｎｄｔｏｂａｃｃｏｃｅｌｌｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｓａｎｄｌｅａｖｅｓ
［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２００２，１２８（４）：１４１７－１４２７．

［１７］ＲｅｓｔｒｅｐｏＳ，ＭｙｅｒｓＫＬ，ｄｅｌＰｏｚｏＯ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｐｒｏｆｌｉｎｇｏｆａｃｏｍｐａｔｉ
ｂｌｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＰｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｉｎｆｅｓｔａｎｓａｎｄＳｏｌａｎｕｍｔｕｂｅｒｏｓ
ｕｍｓｕｇｇｅｓｔｓａｒｏｌｅｆｏｒｃａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅ［Ｊ］．ＭｏｌＰｌａｎｔ－Ｍｉｃｒｏｂｅ
Ｉｎｔｅｒａｃｔ，２００５，１８（９）：９１３－９２２．

［１８］ＴｏｍｉｙｏｓｈｉＭ，ＹａｓｕｉＹ，ＯｈｓａｋｏＴ，ｅｔａｌ．ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆＡＧ
ＡＭＯＵＳｓｅｑｕｅｎｃｅｓｒｅｖｅａｌｓｔｈｅｏｒｉｇｉｎｏｆｔｈｅｄｉｐｌｏｉｄａｎｄｔｅｔｒａｐｌｏｉｄ
ｆｏｒｍｓｏｆｓｅｌｆ－ｐｏｌｌｉｎａｔｉｎｇｗｉｌｄｂｕｃｋｗｈｅａｔ，Ｆａｇｏｐｙｒｕｍｈｏｍｏｔｒｏｐｉｃｕｍ
Ｏｈｎｉｓｈｉ［Ｊ］．ＢｒｅｅｄｉｎｇＳｃｉｅｎｃｅ，２０１２，６２（３）：２４１－２４７．

—３２—江苏农业科学　２０１７年第４５卷第１０期


