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　　摘要：肉桂酸－４－羟基化酶（Ｃ４Ｈ）是植物苯丙烷合成途径的关键酶之一，其蛋白质活性和转录丰度直接影响植物
中黄酮类化合物和芳香族化合物的生物合成量。根据已经报道的Ｃ４Ｈ基因的序列设计兼并引物，采用３′ＲＡＣＥ、５′ＲＡＣＥ
方法，克隆得到芒果果实Ｃ４Ｈ基因的全长ｃＤＮＡ序列为１６８０ｂｐ。该基因开放阅读框为１５１８ｂｐ，编码５０５个氨基酸，分
子量为５８．０８ｋｕ。蛋白等电点为９．５２，分析发现该基因主要定位在线粒体中。通过软件预测得到３种三级蛋白结构图；
通过系统发育分析发现，该基因编码的蛋白与橄榄、可可等植物具有较近的亲缘关系。对不同着色的芒果品种的Ｃ４Ｈ
基因表达进行分析发现，红色的贵妃品种中表达量最高，而绿色的桂七品种中表达量最低。
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　　肉桂酸 －４－羟化酶（ｃｉｎｎａｍａｔｅ－４－ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，简称
Ｃ４Ｈ），别称反式肉桂酸－４－单氧化酶，是细胞色素单加氧酶
Ｐ４５０超家族的成员之一［１］，该酶由 Ｒｕｓｓｅｌｌ等首次从豌豆芽
中发现［２］，它是苯丙素类化合物生物合成途径里继苯丙氨酸

脱氨酶（ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅａｍｍｏｎｉａ－ｉｙａｓｅ，简称 ＰＡＬ）之后的第２
个关键调节酶，其作用是将苯丙氨酸途径的合成酶复合物固

定在内质网上［３］；同时，在氧和磷酸烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

（ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅａｄｅｎｉｎｅｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｈｏｓｐｈａｔｅ，简称 ＮＡＤＰ）存
在下，将反式肉桂酸苯环的４位羟基化生成对 －香豆酸［４］。

Ｃ４Ｈ分布在微粒体中，能够原位利用ＰＡＬ催化产生的苯乙烯
酸。普遍认为，肉桂酸－４－羟化酶是苯丙素类物质代谢中一
个调节点［２］。由于肉桂酸－４－羟化酶基因在植物次生代谢
中有这些重要的作用，因此被广泛关注。自上世纪８０年代以
来，肉桂酸－４－羟化酶的基因克隆逐渐成为一个研究热点。
迄今，已有拟南芥、大豆、花生、杜仲等５０多种植物的Ｃ４Ｈ基
因被分离出来［５－１０］。与苯丙氨酸脱氨酶基因类似，肉桂酸 －
４－羟化酶基因的拷贝数在不同植物之间存在差异。如：苜蓿
Ｃ４Ｈ基因有２个拷贝，豌豆的 Ｃ４Ｈ基因只有１个拷贝，绿豆
和长春花的 Ｃ４Ｈ基因家族都有多个成员。这些不同植物种
的Ｃ４Ｈ基因所编码的氨基酸序列相似性极高，同源性普遍在
８５％左右。但玉米和法国菜豆中的２个 Ｃ４Ｈ酶蛋白氨基酸

序列例外，同源性只有６０％［１１］。Ｃ４Ｈ基因在植物各组织中
均具有很高的活性［１１－１４］，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、木质素、芳香族类化合

物的合成等多条代谢途径［１５－１６］。芒果是重要的热带、亚热带

果树，果实色彩多样，有绿色、黄色、浅黄色、红色、橙红色等。

芒果果实富含类胡萝卜素、花色素苷等物质，其中花色素苷合

成途径是红色芒果果实着色的一个主要的代谢途径。芒果果

实Ｃ４Ｈ基因的研究工作未见报道，本研究采用 ｃＤＮＡ末端快
速扩增技术（ｒａｐｉｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃＤＮＡｅｎｄｓ，简称ＲＡＣＥ）从
芒果的果实中克隆得到１个Ｃ４Ｈ基因，深入探讨该基因在芒
果果实花色素苷合成的作用机制及其对果实着色的影响，借

以深入揭示该基因在芒果果实花色素苷生物合成的分子机

制，以期为芒果果实着色研究提供一定理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
试验所用芒果（品种有红色贵妃、黄色金煌、绿色桂七）

果实取自中国热带农业科学院热带作物品种资源研究所的农

业部芒果种质资源圃。引物委托上海英俊生物工程技术服务

有限公司合成，其他药品如：异丙基 －β－Ｄ－硫代半乳糖苷
（ｉｓｏｐｒｏｐｙｌβ－Ｄ－ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ，简称为 ＩＰＴＧ）、酵母抽提物
（ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ，简称 ＹＥ）、氨苄青霉素（ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ，简称为
Ａｍｐ）、５－溴－４－氯－３－吲哚 －β－Ｄ－吡喃半乳糖苷（简
称为Ｘ－ＧａＬ）、ｐＭＤ－１９Ｔ载体及各种酶均购自宝生物工程
（大连）有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　芒果总 ＲＮＡ提取采用天根生化科技（北京）有限公
司生产的总 ＲＮＡ提取试剂盒　用 ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ无菌水溶解，
并用宝生物工程（大连）有限公司的 ＤＮａｓｅ试剂盒进行 ＤＮＡ
去除，用１．０％的琼脂糖凝胶电泳检测ＲＮＡ的完整性和ＤＮＡ
是否去除干净。

１．２．２　ＰＣＲ反应程序　９４℃预变性４ｍｉｎ；９５℃变性５０ｓ，
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５０℃复性５０ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３０个循环；最后７２℃延伸
７ｍｉｎ；反应体系为２５μＬ，其中含１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ２＋）
２．５μＬ、２５ｎｇＤＮＡ模板、２０μｍｏｌ引物、１．０ＵＴａｑＤＮＡ聚合
酶、５．０ｍｍｏｌｄＮＴＰｓ；扩增反应结束后取１０μＬ进行扩增产物的
电泳，采用ｇｅｌｒｅｄ染色后在紫外凝胶成像仪上观察、拍照分析。
１．３　Ｃ４Ｈ基因全长ｃＤＮＡ序列的获得

以贵妃芒果的果实总 ＲＮＡ作为模板，采用 ＳＭＡＲＴｅｒＴＭ

ＲＡＣＥｃＤＮＡＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）反转录合成第一链
ｃＤＮＡ，并参照该试剂盒的说明书进行 ｃＤＮＡ３′端、５′末端
ｃＤＮＡ的扩增。根据ｃＤＮＡ片段的测序结果，分别设计２条上
游引物，以接头为锚定引物进行半巢式ＰＣＲ反应。根据测得
的片段和得到的ｃＤＮＡ３′端、５′末端的序列结果拼接该基因
的全长 ｃＤＮＡ。以 ｃＤＮＡ为模板，设计特异引物，进行全长
ｃＤＮＡ序列扩增反应。
１．４　Ｃ４Ｈ基因氨基酸序列的结构特征和分子进化的分析

将测得的全长ｃＤＮＡ序列进行ＮＣＢＩ序列比对，确定该全
长序列是否为Ｃ４Ｈ基因，并进行其他物种 Ｃ４Ｈ基因的比对，
采用ＤＮＡＭＡＮ软件分析基因核苷酸、氨基酸的结构特征和同
源性；分析该基因所推定氨基酸序列进行多序列比较并构建

系统树。

１．５　表达分析
分别提取不同芒果品种的 ＲＮＡ，反转为 ｃＤＮＡ，并采用

Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计引物进行 ＲＴ－ＰＣＲ的扩增。ＲＴ－ＰＣＲ分析
采用的内参引物序列为：ａｃｔｉｎ－Ｆ５′－ＡＡＴＧＧＡＡＣＴＧＧＡＡＴＧ

ＧＴＣＡＡＧＧＣ－３′，ａｃｔｉｎ－Ｒ５′－ＴＧＣＣＡＧＡＴＣＴＴＣＴＣＣＡＴＧＴＣＡ
ＴＣＣＣＡ－３′；目的基因扩增采用的引物为：Ｃ４Ｈ－Ｆ，５′－
ＣＡＧＣＡＴＡＧＣＣＴＡＧＣＡＣＡＴＡＣＴＣ－３′，Ｃ４Ｈ－Ｒ５′－ＣＡＡＴＧ
ＧＡＧＣＡＴＡＴＡＣＧＡＡＡＣＴＡＴ－３′，ＰＣＲ产物在 １．０％的琼脂糖
凝胶上进行电泳，并采用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件进行数据分析，计
算相对表达量。

２　结果与分析

２．１　Ｃ４Ｈ基因的获得
根据ＲＡＣＥ扩增结果进行拼接最后得到 Ｃ４Ｈ基因的全

长ｃＤＮＡ序列，电泳收测序后全长序列为 １６８０ｂｐ，分析发
现，开放阅读框为１５１８ｂｐ，编码５０５个氨基酸序列（图１）。
通过ＮＣＢＩ上已经登录的水稻、大豆、橄榄、可可的 Ｃ４Ｈ蛋白
序列进行比对（图２）发现，克隆的基因为Ｃ４Ｈ基因。
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２．２　芒果Ｃ４Ｈ基因的部分生物信息学分析
利用ＮＣＢＩ的 Ｂｌａｓｔ进行保守区查找，获得序列的保守

Ｄｏｍａｉｎ（ＣＤ）。结果表明，Ｃ４Ｈ有ＰＬＮ０２３９４（ｔｒａｎｓ－ｃｉｎｎａｍａｔｅ
４－ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ）、ｐ４５０（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０）、ＣｙｐＸ（ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，ｔｒａｎｓｐｏｒｔａｎｄｃａｔａｂｏｌｉｓｍ）Ｐ４５０＿ｃｙｃｌｏＡＡ＿１
（ｃｙｃｌｏｄｉｐｅｐｔｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ）、ＰＬＮ０２７３８（ｃａｒｏｔｅｎｅ
ｂｅｔａ－ｒｉｎｇｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ）等结合域。对其蛋白二级结构进行预
测发现，芒果Ｃ４Ｈ蛋白的二级结构主要以蛋白二级结构元件
以α－螺旋结构和无规则卷曲为主，也具有少量的 β－折叠
结构（图 ４）。采用 Ｂｉｏｅｄｉｔ软件的 Ｋｙｔｅ和 Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ算法对
Ｃ４Ｈ蛋白的亲水／疏水性（正值表示疏水性，负值表示亲水
性）进行分析，Ｃ４Ｈ蛋白所含氨基酸的值主要介于 －２．２～

３１之间（图 ５），采用 ＷｏＬＦＰＳＯＲＴ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ．
ｃｏｍ／ｗｏｌｆ－ｐｓｏｒｔ．ｈｔｍｌ）软件对 Ｃ４Ｈ蛋白进行定位预测发现，
该基因定位在线粒体中，采用 Ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ（ｈｔｔｐ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．
ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）在线软件对蛋白的三级结构进行预测，推导出该
蛋白有３种结构构型（图６）。采用ＤＮＡＭＡＮ软件分析发现，
芒果Ｃ４Ｈ蛋白与橄榄、可可等植物具有较近的亲缘关系（图７）。
２．３　Ｃ４Ｈ基因的ＲＴ－ＰＣＲ分析

对不同着色品种的芒果果皮进行 ＲＴ－ＰＣＲ分析结果发
现，该基因在红色果皮贵妃的果实中表达较多，黄色果皮金煌

的果实中次之，而绿色果皮桂七的果实中相对表达较少（图

８），初步推断Ｃ４Ｈ基因可能与红色果实的花色素苷合成有密
切的关系。
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３　讨论

本研究成功地从芒果果实中分离得到１个全长 Ｃ４Ｈ基
因，该基因ｃＤＮＡ的开放阅读框为１５１８ｂｐ，编码５０５个氨基
酸。通过在线软件对ｃＤＮＡ和蛋白序列分析证实该序列是植
物Ｃ４Ｈ基因的一员。芒果Ｃ４Ｈ基因与所选其他物种Ｃ４Ｈ基
因序列相比较发现，无论在全长 ｃＤＮＡ序列上还是在其编码
氨基酸序列上都具有较高保守的结构域细胞色素 Ｐ４５０。同
时，通过与其他部分物种的氨基酸序列构建系统发生树发现，

芒果 Ｃ４Ｈ基因编码的蛋白与橄榄、可可、棉花等植物聚为一
类。植物黄酮类物质的生物合成相关的蛋白一般定位于内质

网外膜上，由一系列特定的黄酮合成相关酶组成的多酶复合

体连续合成并转运到特定的亚细胞结构中［１７］。Ｃ４Ｈ蛋白的
Ｎ－末端的膜锚定信号基（ｓｉｇｎａｌ－ａｎｃｈｏｒｓｅｑｕｅｎｃｅ），使其定
位于内质网外膜上，参与苯丙烷类代谢途径中多酶复合体的

亚细胞定位和内质网上电子链的化学传递［１８］，进而进行黄酮

类物质的生物合成。Ｂａｅｋ等在黑莓中发现，黄酮积累量与
Ｃ４Ｈ表达量在果实发育的不同时期表现了同步增加或减少
的变化趋势［１９］。本研究对芒果不同果实着色分析发现，红色

的贵妃品种中表达量最高，而绿色的桂七品种中表达量最低，

这与花色素苷的含量有一定的相关性。在大蒜中 Ｃ４Ｈ的转
录在根中最高，而在苯丙素类物质富集的茎中却很低。推测

大蒜中苯丙素类物质可能在根部合成后转运到茎中［２０］。在

逆境胁迫下，植物可通过调节一系列合成相关酶基因的转录

水平从而影响其黄酮类和芳香族类的合成和积累［８］，其中就

包括Ｃ４Ｈ。Ｒｙａｎ等在矮牵牛花中的研究发现，在 ＵＶ－Ｂ胁
迫处理下，Ｃ４Ｈ等基因表达量的增加使得植物组织中总黄酮
含量增加［２１］。Ｌｉｕ等发现 Ｋ离子缺乏诱导的菊花中 Ｃ４Ｈ等
基因的表达量减少，造成了该部位黄酮含量的降低［２２］。芒果

Ｃ４Ｈ基因是芒果花色素苷合成代谢途径中的一个关键的基

因，对芒果果皮红色的形成具有重要的作用。芒果果实的着

色也受得了光照、温度等条件的影响，这些因素是否影响了

Ｃ４Ｈ基因的表达，同时，对该基因功能的深入研究须要进一
步进行转基因植物表达验证。
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组蛋白八聚体的装配及荧光标记

检测体外组装核小体的效率
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（内蒙古科技大学生命科学与技术学院，内蒙古包头０１４０１０）

　　摘要：基于影响核小体定位的ＤＮＡ序列ＴＡ１０－ｂｐ周期性和 Ｒ５Ｙ５序列模体，设计６条对组蛋白亲和性不同的
ＤＮＡ序列，将其克隆到重组质粒中，分别命名为ＣＳ１～ＣＳ６。通过ＰＣＲ扩增的方法，在引物上标记Ｃｙ３荧光信号分子，
获得大量标有Ｃｙ３的目的序列；同时，从大肠杆菌中表达纯化了 Ｈ２Ａ、Ｈ２Ｂ、Ｈ３、Ｈ４共４种组蛋白，经复性装配成组蛋

白八聚体，利用盐透析法将目的ＤＮＡ序列与组蛋白八聚体组装成核小体结构；经荧光信号检测，分析６条目的序列形
成核小体的能力。结果发现，ＣＳ２、ＣＳ３形成核小体的能力较强，该结果与 ＴｒｉｆｏｎｏｖＥＮ提出的核小体在该模体上的精
确定位基本吻合，该试验方法的建立对核小体结构及相关表观遗传学领域的研究具有一定的意义。

　　关键词：核小体；组蛋白；荧光标记；序列模体；体外组装；定位
　　中图分类号：Ｑ７１　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１７）１４－００１２－０５

收稿日期：２０１６－０３－１８
基金项目：国家自然科学基金（编号：６１０７２１２９、１１５４７１５０）；内蒙古自
然科学基金（编号：２０１３ＭＳ０５１４）。

作者简介：刘　媛（１９８８—），女，内蒙古包头人，硕士，主要从事表观
遗传学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：７３６７４５３８０＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：蔡　禄，博士，教授，主要从事分子生物学和生物信息学研
究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｎｍｃａｉｌｕ＠１６３．ｃｏｍ。

　　表观遗传是后基因组时代的研究热点，其中核小体定位
是重要的研究领域之一。它在真核生物细胞转录调控、ＤＮＡ
复制和修复等过程中扮演着至关重要的角色［１］。科学家们

经过大量的试验研究发现，在所有对核小体定位有影响的因

素中，ＤＮＡ序列扮演着关键的角色［２］。近年来，有大量关于

核小体定位的理论分析和预测，但大多没有进行直接的试验

验证。体内试验易受到很多因素的干扰，因而体外重组核小

体试验技术是研究核小体定位的有效手段之一。

影响核小体定位的ＤＮＡ序列因素有ＴＡ１０－ｂｐ周期性、
ｐｏｌｙＡ、各种序列模体等［３］。其中以色列科学家 Ｔｒｉｆｏｎｏｖ建立
了多个理论模型，分析了线虫、人类等模式生物核小体定位特

征，提出ＲＲＲＲＲＹＹＹＹＹ模体可能是一种具有强核小体定位
信号的序列，其中Ｒ是嘌呤，Ｙ是嘧啶［４－５］。本试验主要考虑

了ＴＡ１０－ｂｐ周期性和 Ｒ５Ｙ５序列模体，构造了６条对蛋白
质亲和力不同的 ＤＮＡ序列，标记为 ＣＳ１～ＣＳ６，构建重组质
粒，经过ＰＣＲ扩增得到大量ＣＳ序列。同时，试验从含有组蛋
白重组基因质粒的大肠杆菌中表达纯化出４种组蛋白，装配
形成组蛋白八聚体。在体外将 ＤＮＡ序列与组蛋白八聚体在
一定条件下进行组装形成核小体结构，建立了一种基于荧光

标记检测核小体体外组装的试验方法，为后续研究奠定了

基础。

之前试验采用Ｂｉｏｔｉｎ标记方法检测核小体组装效率较为
繁琐，６条序列组装后还须经过核小体电泳、转膜条件、紫外
交联、封闭、加抗体、洗膜、加抗体、暗室曝片等步骤［６］。由于

检测的信号需要多步转换，才能间接地反映核小体组装效率，

而且难以量化，以至于结果存在较大误差。本研究在此基础

上对核小体检测方法做了改进，试验的ＤＮＡ直接进行荧光标
记，组装后进行聚丙烯凝胶电泳检测，放入荧光化学凝胶成像

系统中成像，根据荧光的强弱即可直观地判断大概结果，后期
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