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　　摘要：非生物胁迫可引起蛋白的功能紊乱，维持蛋白的功能构象和阻止非天然蛋白的聚合，对于细胞存活很关键。
伴侣素可以帮助蛋白质在胁迫条件下复性，在植物抵抗非生物胁迫中扮演着非常重要的角色。为分析伴侣素

ＴａＴＣＰ２２的分子特性，解析伴侣素的胁迫响应机制，以小麦的 ｃＤＮＡ为模板扩增得到 ＴａＴＣＰ２２，利用生物信息学方法
分析小麦ＴａＴＣＰ２２的分子特性，使用ＭＥＧＡ５对小麦ＴａＴＣＰ２２蛋白序列及其同源序列进行多序列比对分析并构建同
源物种间的系统进化树；利用 ＧＳＤＳ和 ＰＨＹＲＥ２在线工具分别对小麦 ＴａＴＣＰ２２基因结构和三级结构进行分析；从
Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ数据库中获取小麦ＴａＴＣＰ２２上游２０００ｂｐ序列作为启动子，用ＰＬＡＣＥ数据库对小麦ＴａＴＣＰ２２启动子的顺
式作用元件进行分析；利用实时荧光定量ＰＣＲ检测ＴａＴＣＰ２２在不同组织及在脱落酸（ａｂｓｃｉｓｉｃａｃｉｄ，简称 ＡＢＡ）、聚乙
二醇（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ，简称ＰＥＧ）、水杨酸（ｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄ，简称 ＳＡ）、氯化钠（ＮａＣｌ）、低温胁迫处理下的表达量；利用
Ｉｎ－Ｆｕｓｉｏｎ技术构建ＴａＴＣＰ２２－１６３１８ＧＦＰ载体，采用ＰＥＧ介导法将外源基因转到小麦原生质体中，在激光共聚焦显
微镜下观察基因定位情况。小麦ＴａＴＣＰ２２全长１６４３ｂｐ，基因编码区包含ＵＴＲ区和１３个内含子以及１３个外显子；启
动子元件分析表明，ＴａＴＣＰ２２包含多种逆境胁迫应答元件；亚细胞定位结果表明，ＴａＴＣＰ２２蛋白主要定位在细胞核、细
胞膜和细胞质中；实时荧光定量ＰＣＲ结果显示，ＴａＴＣＰ２２在不同组织中的表达水平不同；ＴａＴＣＰ２２对于多种非生物胁
迫均有不同程度的响应，说明ＴａＴＣＰ２２可能参与了多种胁迫应答途径。
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　　小麦是主要的粮食作物之一，其生长发育、产量及品质受
到干旱、低温、盐和病虫害等生物和非生物胁迫的极大限制。

仅盐害就影响约２０％的灌溉农业［１］，因此揭示小麦抗逆的分

子机制，对提高小麦产量和品质有重要意义。非生物胁迫通

常造成蛋白质功能紊乱，维持蛋白质的功能结构域和阻止与

非功能蛋白质聚合是细胞在非生物胁迫下存活的关键。热激

蛋白／分子伴侣是一类在细胞中帮助其他蛋白折叠、组装、运
输、降解的蛋白质，在非生物胁迫下，可帮助其他蛋白质复性。

热激蛋白／分子伴侣可分为 ５类：ＨＳＰ７０家族、伴侣素
（ＨＳＰ６０）、ＨＳＰ９０家族、Ｈｓｐ１００／Ｃｌｐ家族、小分子热休克蛋白
家族［２－３］。ＴＣＰ－１属于伴侣素（ＨＳＰ６０）家族，伴侣素广泛存
在于生物界，被分为 ２类：ＧｒｏＥ（Ⅰ型）和伴侣素 ＣＣＴ（Ⅱ
型）［４］。Ⅰ型是在细菌、线粒体、叶绿体中发现的，Ⅱ型是在
古细菌和真核生物的细胞质中发现的［５］。ＣＣＴ是一种广泛
存在于细胞浆中的异型寡聚蛋白，在肌动蛋白、微管蛋白的组

装和折叠中发挥重要的作用，具有相同的双环背靠背垛叠结

构（ｂａｃｋｔｏｂａｃｋｓｔａｃｋｅｄｒｉｎｇｓ），由１４～１８个亚基组成，每个
亚基的分子量约为６０ｋｕ。真核细胞的 ＣＣＴ由２个花托样结
构构成，只有少数蛋白是与ＣＣＴ结合的天然底物［６］。除哺乳

动物睾丸中发现的一种组织特异性亚基类型 ＣＣＴζ－２外，所
有生物的ＣＣＴ都由８个相同的亚基（α、β、γ、δ、ε、ζ、η、θ）构
成［７］。Ｙａｍａｄａ等从红树林 ｃＤＮＡ中克隆 ＢｓＣＣＴα转化的大
肠杆菌能增强对盐和渗透胁迫的忍耐性［８］。前期研究主要

集中在ＣＣＴ伴侣素的结构、功能及作用底物方面，且在动物
中的研究较多，而对ＣＣＴ在植物体中响应胁迫的功能研究较
少。本研究从小麦中克隆到１个伴侣素基因 ＴａＴＣＰ２２，并对
小麦ＴａＴＣＰ２２的生物学特性以及参与非生物胁迫的应答机
制进行研究，为阐述ＣＣＴ提高小麦抗逆性的分子机制提供理
论依据。

１　材料方法

１．１　试验材料
小麦轮选９８７种子由西北农林科技大学小麦育种课题组

提供。１６３１８ＧＦＰ载体由笔者所在实验室保存。小麦播种在
土中（蛭石、泥炭土体积比 ＝１∶１），在温室适宜的条件中生
长２周，取出后用蒸馏水将根冲洗干净，置于滤纸上进行干燥
处理，将干燥后的整株放入液氮中冷冻１０ｍｉｎ后取出并迅速
保存到 －８０℃ 冰箱中准备提取ＲＮＡ。
１．２　方法
１．２．１　基因ＴａＴＣＰ２２的全长克隆　利用美国国立生物技术
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信息中心（ＮＣＢＩ）网站的相关程序对测序结果进行比对，找出
小麦ＴａＴＣＰ２２基因的全长序列，利用 ＤＮＡＭＡＮ设计正向引
物 ５′－ＡＴＧＧＧＣＧＧＣＣＣＡＧＧＣ －３′和 反 向 引 物 ５′－
ＴＴＡＡＧＧＣＴＴＧＡＧＡＧＣＡＡＴＣＧ－３′。以小麦ｃＤＮＡ为模板进行
ＰＣＲ扩增，扩增片段总长为８２８ｂｐ，反应程序为９５℃ ５ｍｉｎ；
９５℃４５ｓ，６０℃ ４５ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，３０个循环；７２℃ １０ｍｉｎ。
对ＰＣＲ产物进行琼脂糖凝胶电泳，并利用 ＤＮＡ纯化回收试
剂盒（ＴａＫａＲａ）进行胶回收。用 ＺｅｒｏＢａｃｋＦａｓｔＬｉｇａｔｉｏｎＫｉｔ
（ＴＩＡＮＧＥＮ）ｐＺｅｒｏＢａｃｋ／ｂｌｕｎｔ载体快速连接胶回收产物，利用
热激法将连接产物转入大肠杆菌ＤＨ５α中，然后进行菌液ＰＣＲ
阳性鉴定，对阳性菌液进行测序，将其中正确的保菌备用。

１．２．２　进化树和基因蛋白序列分析　根据小麦 ＴａＴＣＰ２２蛋
白序列进行同源性搜索，下载与小麦 ＴａＴＣＰ２２蛋白序列相似
度＞５０％的其他物种蛋白序列。使用ＭＥＧＡ５对 ＴａＴＣＰ２２蛋
白序列进行多序列比对分析，将分析结果使用邻接法生成系

统进化树，其中Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值设为１０００。
１．２．３　基因结构和三级结构预测　根据ＧＳＤＳ（ｈｔｔｐ：／／ｇｓｄｓ．
ｃｂｉ．ｐｋｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／）在线工具对基因的结构进行分析，制作小
麦 ＴａＴＣＰ２２基因外显子 －内含子结构示意图。利用
ＰＨＹＲＥ２（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｂｇ．ｂｉｏ．ｉｃ．ａｃ．ｕｋ／ｐｈｙｒｅ２／ｈｔｍｌ／ｐａｇｅ．
ｃｇｉ？ｉｄ＝ｉｎｄｅｘ）在线工具对基因的三级结构进行预测。
１．２．４　启动子顺式作用元件分析　从基因组数据库
Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ．ｎｅｔ／ｓｅａｒｃｈ．ｐｈｐ）中选取基
因起始密码子上游２０００ｂｐ序列作为启动子区，利用植物顺
式作用元件数据库ＰＬＡＣＥ２６．０（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｄｎａ．ａｆｆｒｃ．ｇｏ．ｊｐ／
ＰＬＡＣＥ／）分析基因的顺式作用元件。
１．２．５　亚细胞定位　利用 Ｉｎ－Ｆｕｓｉｏｎ技术构建 ＴａＴＣＰ２２－
１６３１８ＧＦＰ载体，利用聚乙二醇（ＰＥＧ）诱导转化法将外源基因
转到小麦原生质体中，２５℃培养１８ｈ，在激光共聚焦显微镜
下观察其定位情况。

１．２．６　组织特异性及表达模式分析　分别取小麦品种轮选
９８７的根、茎、叶、雌蕊、雄蕊、颖壳、胚性愈伤组织为试验材
料，液氮速冻保存。对生长２周的小麦幼苗分别进行脱落酸

（ＡＢＡ，２００μｍｏｌ／Ｌ）和水杨酸（ＳＡ，１ｍｍｏｌ／Ｌ）、干旱（６％ ＰＥＧ）、
低温（４℃）、ＮａＣｌ（２００ｍｍｏｌ／Ｌ）处理，并分别于处理后０、１、２、４、
８、１２、２４、４８ｈ取样，液氮速冻后保存于－８０℃冰箱备用。

用ＴＲＩｚｏｌ试剂盒（北京康为世纪生物科技有限公司）提
取总ＲＮＡ，分别利用小麦不同组织和５种胁迫下的总 ＲＮＡ
为模板，以ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ染料法进行实时荧光定量ＰＣＲ。用实
时荧光定量 ＰＣＲ仪（Ｂｉｏ－ＲａｄＣＦＸ９６）进行 ＰＣＲ扩增，反应
体系如下：２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（含荧光染料）１２．５μＬ、
１０μｍｏｌ／Ｌ引物各１μＬ、ｄｄＨ２Ｏ７．５μＬ、ｃＤＮＡ模板３μＬ。反
应条件为９５℃３ｍｉｎ；９５℃１０ｓ，５８℃２０ｓ，７２℃３０ｓ，４０个
循环。ＰＣＲ引物序列为 Ｆ：５′－ＡＧＣＣＴＧＡＣＣＧＣＡＴＣＣＴＡＴＴＡ－
３′，Ｒ：５′－ＡＧＣＧＡＣＴＴＴＧＧＣＣＴＧＡＡＣＴ－３′。以小麦 β－ａｃｔｉｎ
基因为内标，其引物序列为 β－ａｃｔｉｎ－Ｆ：５′－ＣＴＣＣＣＴＣＡＣＡＡ
ＣＡＡＣＣＧＣ－３′和 β－ａｃｔｉｎ－Ｒ：５′－ＴＡＣＣＡＧＧＡＡＣＴＴＣＣＡＴＡ
ＣＣＡＡＣ－３′。采用２－ΔΔＣＴ法计算基因表达量。

２　结果与分析

２．１　ＴａＴＣＰ２２的特性分析
小麦ＴａＴＣＰ２２全长１６７４ｂｐ，编码５５７个氨基酸，其对应

蛋白的分子量为６０．０ｋｕ，等电点为９．１３。氨基酸序列分析
发现，小麦ＴａＴＣＰ２２蛋白包含１个Ｐｏｒｉｎ３保守域，属于Ｐｏｒｉｎ３
转录因子家族第一大类。运用ＭＥＧＡ５软件对ＴａＴＣＰ２２蛋白
及其他物种中的同源蛋白做系统进化树分析（图 １）。用
ＤＮＡＭＡＮ分析二穗短柄草、玉米、高粱、柳枝稷、水稻等作物
的蛋白保守域，图２结果显示，小麦 ＴａＴＣＰ２２与短柄草亲缘
关系最近，亲缘关系越近，蛋白结构越相似。

从Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ基因组数据库中获得基因组序列和编码序
列（ｃｏｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅ，简称ＣＤＳ），对小麦 ＴａＴＣＰ２２外显子 －内
含子结构进行分析。图３结果表明，该基因编码区包含非编
码区（ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎ，简称 ＵＴＲ）和 １３个内含子以及 １３
个外显子；对该蛋白的三级结构进行分析发现，小麦ＴａＴＣＰ２２
三级结构预测的可信度为１００％，包含１８个α螺旋结构和１９
个β折叠结构。

２．２　启动子顺式作用元件分析
用ＰＬＡＣＥ在线工具分析小麦 ＴａＴＣＰ２２启动子顺式作用

元件，结果（表１）发现，该启动子区域中包含 ＡＢＲＥ、ＡＣＧＴ、
ＬＴＲＥ、ＭＹＢ、ＭＹＣ等逆境相关的顺式作用元件［９］，其中 ＭＹＣ
元件数量最多，为２４个，其次为 ＡＣＧＴ。据报道，这些元件在
植物处于ＡＢＡ、低温、干旱等胁迫响应中发挥作用［１０－１１］。

２．３　亚细胞定位

将ＴａＴＣＰ２２与ＧＦＰ蛋白融合的 ＴａＴＣＰ２２－ｈＧＦＰ融合表
达载体和ＧＦＰ空载体分别转入小麦原生质体中，在激光共聚
焦显微镜下进行观察，结果显示，在转入空载体的小麦原生质

体整个细胞中可见明亮的绿色荧光（图 ４－Ａ），转入
ＴａＴＣＰ２２－ｈＧＦＰ融合表达载体的小麦原生质体主要在细胞
膜、细胞质和细胞核中可见绿色荧光（图４－Ｂ）。结果说明小
麦ＴａＴＣＰ２２主要分布在细胞膜、细胞质和细胞核中。
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表１　ＴａＴＣＰ２２启动子逆境相关顺式作用元件分析

顺式作用

元件

数量

（个）
识别序列 功能

ＡＢＲＥ ６ ＡＣＧＴＧ ＡＢＡ响应元件
ＡＣＧＴ １４ ＡＣＧＴ 干旱和黑暗诱导

ＬＴＲＥ ２ ＣＣＧＡＡ／Ｃ 低温响应元件

ＭＹＢ １４ Ｃ／ＴＡＡＣＮＡ／Ｇ 干旱响应元件

ＭＹＣ ２４ ＣＡＮＮＴＧ ＡＢＡ和低温胁迫响应元件

２．４　表达模式分析
ＴａＴＣＰ２２在小麦组织中的特异性表达分析结果（图５－

Ａ）显示，ＴａＴＣＰ２２基因在根、茎、叶、雌蕊、雄蕊、颖壳、愈伤中
都有表达，根中表达量最高，说明 ＴａＴＣＰ２２主要在根中发挥
作用。茎、叶中的表达量次之，雄蕊、愈伤和颖壳的表达量相

似，雌蕊中表达量最少。

迄今为止，不同物种中鉴定出的大部分 ＴａＴＣＰ２２基因参
与了对生物和非生物逆境的响应。通过荧光定量ＰＣＲ检测

ＡＢＡ（２００μｍｏｌ／Ｌ）和ＳＡ（１ｍｍｏｌ／Ｌ）、干旱（６％ ＰＥＧ）、低温
（４℃）、ＮａＣｌ（２００ｍｍｏｌ／Ｌ）等不同胁迫处理下ＴａＴＣＰ２２基因
的表达量，图５结果表明，ＰＥＧ、ＳＡ、ＮａＣｌ处理下 ＴａＴＣＰ２２基

因的表达量下调；４℃低温处理下，ＴａＴＣＰ２２在处理２ｈ后被
诱导表达，２ｈ后表达量波动变化，２４ｈ时表达量达到最大
值。ＡＢＡ处理下，ＴａＴＣＰ２２表达量在处理２ｈ达到最大值，之
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后都低于正常水平。上述结果表明，ＴａＴＣＰ２２基因的表达，受
ＡＢＡ、ＳＡ、干旱、低温和ＮａＣｌ的诱导，在ＡＢＡ、干旱、ＮａＣｌ处理
下的表达模式有些相似。

３　讨论

ＴＣＰ－１广泛存在于真核及原核生物中，是一个典型的分
子伴侣，受多种生物逆境和非生物逆境的诱导［１２］。真核细胞

中双环背对背堆叠的多聚体分子伴侣素（ｃｈａｐｅｒｏｎｉｎ）ＴＲｉＣ／
ＣＣＴ是最为复杂的分子伴侣，可以帮助５％ ～１０％的胞质蛋
白进行折叠［１３－１５］，包括许多重要的结构和调节蛋白，如细胞

骨架组成的微管蛋白和肌动蛋白、细胞周期调控蛋白 ＣＤＣ２０
和ＣＤＨ１［１６－１７］。

ＴＲｉＣ／ＣＣＴ蛋白质的折叠是依赖ＡＴＰ［１８－１９］进行的。本研
究中的ＴａＴＣＰ２２编码５５７个氨基酸，其保守域Ｃ端和Ｎ端包
含β折叠结构，其顶端结构域包含１个螺旋突出结构域；赤道
结构域形成１个环形接口，包含参与核苷酸表达的大部分残
基，可与ＡＴＰ结合并有微弱的 ＡＴＰ酶活性；中间区域形成的
顶端表面口袋与核苷酸结合。ＣＣＴ底物蛋白别构后形成单
链，进入ＣＣＴ中间内腔，与顶端结构域结合，形成复合物，该
复合物与ＡＴＰ结合后，可依赖ＡＴＰ水解释放的能量改变ＣＣＴ
顶端结构螺旋突出结构域的构象，并带动环内构象的改变，完

成蛋白质的折叠与组装［７，２０］。

目前关于植物分子伴侣功能特性的研究是有限的，当植

物遭受胁迫时，植物体内的酶和结构蛋白发生结构和功能的

改变，因此细胞可在应激条件下维持蛋白质功能结构的构象，

防止非天然蛋白质的聚集使得细胞在应激条件下的存活显得

尤为重要［２１］。为维持细胞间的稳态，ｓＨｓｐ、Ｈｓｐ７０可维持蛋
白质的功能构象，阻止在胁迫下对细胞存活非常重要的蛋白

质的聚合，Ｈｓｐ６０、Ｈｓｐ７０和Ｈｓｐ９０可维持非天然蛋白的复性。
当聚合形成一些变性蛋白和错误折叠蛋白时，Ｈｓｐ１００／Ｃｌｐ蛋

白可溶解错误蛋白，重新折叠形成有功能的蛋白，或通过蛋白

酶降解这些蛋白［２２］。本研究中，ＴａＴＣＰ２２基因在 ＡＢＡ和
４℃ 低温处理下被诱导表达，可能参与了维持一些非天然蛋
白质复性的过程，推测其参与了胁迫应答。在啤酒酵母属中，

ＣＣＴα在低温条件下，ｍＲＮＡ和蛋白的表达水平都提高了［２３］，

这与本试验研究结果一致；将４℃条件下的酵母细胞转移至
１０℃条件下，其蛋白表达水平也明显提高，表明 ＣＣＴα蛋白
对于初期从低温恢复转至高温生长条件非常重要，与其他热

激蛋白从高温恢复一致，猜测本试验中的ＴａＴＣＰ２２基因也有
相似的功能。植物对干旱的胁迫响应分为 ＡＢＡ依赖和 ＡＢＡ
不依赖２种途径，ＴａＴＣＰ２２基因对干旱表现为负调控，对
ＡＢＡ表现为正调控，说明该基因在干旱胁迫下不依赖 ＡＢＡ
的信号途径。因此推测该基因可能参与了低温调控和非依赖

ＡＢＡ的干旱调控，在小麦适应非生物胁迫中起作用，为研究
小麦的抗逆机制提供了帮助。

参考文献：

［１］ＳｕａｒｅｚＣ，ＣａｒｄｉｎａｌｅＭ，ＲａｔｅｒｉｎｇＳ，ｅｔａｌ．Ｐｌａｎｔｇｒｏｗｔｈ－ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ
ｅｆｆｅｃｔｓｏｆＨａｒｔｍａｎｎｉｂａｃｔｅｒｄｉａｚｏｔｒｏｐｈｉｃｕｓｏｎｓｕｍｍｅｒｂａｒｌｅｙ（Ｈｏｒｄｅｕｍ
ｖｕｌｇａｒｅＬ．）ｕｎｄｅｒｓａｌｔｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．ＡｐｐｌｉｅｄＳｏｉｌＥｃｏｌｏｇｙ，２０１５，９５：
２３－３０．　

［２］ＢｏｓｔｏｎＲＳ，ＶｉｉｔａｎｅｎＰＶ，ＶｉｅｒｌｉｎｇＥ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｈａｐｅｒｏｎｅｓａｎｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｆｏｌｄｉｎｇｉｎｐｌａｎｔｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，１９９６，３２（１／
２）：１９１－２２２．

［３］ＷａｎｇＪ，ＭａｒｔｉｎＥ，ＧｏｎｚａｌｅｓＶ，ｅｔａｌ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｓｍａｌｌ
ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌｓｏｆｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ
ｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＮｅｕｒｏｂｉｏｌＡｑｉｎｇ，２００８，２９：５８６－５９７．　

［４］ＫｕｂｏｔａＨ，ＨｙｎｅｓＧ，ＷｉｌｌｉｓｏｎＫ．ＴｈｅＣｈａｐｅｒｏｎｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｔ－
ｃｏｍｐｌｅｘｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ－１（ＴＣＰ－１）［Ｊ］．ＴｈｅＦＥＢＳＪｏｕｒｎａｌ，１９９５，
２３０（１）：３－１６．

［５］ＲａｎｓｏｎＮＡ，ＷｈｉｔｅＨＥ，ＳａｉｂｉｌＨＲ．Ｃｈａｐｅｒｏｎｉｎｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ

—０３— 江苏农业科学　２０１７年第４５卷第２２期



Ｊｏｕｒｎａｌ，１９９８，３３３：２３３－２４２．
［６］ＵｒｓｉｃＤ，ＳｅｄｂｒｏｏｋＪＣ，ＨｉｍｍｅｌＫＬ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｅｓｓｅｎｔｉａｌｙｅａｓｔＴＣＰ１
ｐｒｏｔｅｉｎａｆｆｅｃｔｓａｃｔｉｎａｎｄｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅｓ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙｏｆｔｈｅ
Ｃｅｌｌ，１９９４，５（１０）：１０６５－１０８０．

［７］ＶａｌｐｕｅｓｔａＪＭ，Ｍａｒｔｉｎ－ＢｅｎｉｔｏＪ，Ｇｏｍｅｚ－ＰｕｅｒｔａｓＰ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
ａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆａｐｒｏｔｅｉｎｆｏｌｄｉｎｇｍａｃｈｉｎｅ：ｔｈｅｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｃｙｔｏｓｏｌｉｃ
ｃｈａｐｅｒｏｎｉｎＣＣＴ［Ｊ］．ＦｅｂｓＬｅｔｔｅｒｓ，２００２，５２９（１）：１１－１６．

［８］ＹａｍａｄａＡ，ＳｅｋｉｇｕｃｈｉＭ，ＭｉｍｕｒａＴ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｒｏｌｅｏｆｐｌａｎｔＣＣＴ
ａｌｐｈａｉｎｓａｌｔ－ａｎｄｏｓｍｏｔｉｃ－ｓｔｒｅｓｓｔｏｌｅｒａｎｃｅ［Ｊ］．ＰｌａｎｔａｎｄＣｅｌｌ
Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２００２，４３（９）：１０４３－１０４８．

［９］ＢａｋｅｒＳＳ，ＷｉｌｈｅｌｍＫＳ，ＴｈｏｍａｓｈｏｗＭ Ｆ．Ｔｈｅ５′－ｒｅｇｉｏｎｏｆ
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ－ｔｈａｌｉａｎａｃｏｒ１５ａｈａｓｃｉｓ－ａｃｔｉｎｇｅｌｅｍｅｎｔｓｔｈａｔｃｏｎｆｅｒ
ｃｏｌｄ－，ｄｒｏｕｇｈｔ－ａｎｄＡＢＡ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｅｎｅ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔ
ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，１９９４，２４（５）：７０１－７１３．

［１０］ＵｒａｏＴ，ＹａｍａｇｕｃｈｉｓｈｉｎｏｚａｋｉＫ，ＵｒａｏＳ，ｅｔａｌ．ＡｎＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｍｙｂ
ｈｏｍｏｌｏｇｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎｓｔｒｅｓｓａｎｄｉｔｓｇｅｎｅ－ｐｒｏｄｕｃｔ
ｂｉｎｄｓｔｏｔｈｅｃｏｎｓｅｒｖｅｄＭＹＢｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌ，
１９９３，５（１１）：１５２９－１５３９．

［１１］ＡｂｅＨ，ＵｒａｏＴ，ＩｔｏＴ，ＳｅｋｉＭ，ｅｔａｌ．ＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓＡｔＭＹＣ２（ｂＨＬＨ）
ａｎｄＡｔＭＹＢ２（ＭＹＢ）ｆｕｎｃｔｉｏｎａｓｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌａｃｔｉｖａｔｏｒｓｉｎ
ａｂｓｃｉｓｉｃａｃｉｄｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌ，２００３，１５（１）：６３－７８．

［１２］ＬｏｐｅｚＴ，ＤａｌｔｏｎＫ，ＦｒｙｄｍａｎＪ．Ｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｇｒｏｕｐ
Ⅱ ｃｈａｐｅｒｏｎｉｎｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２０１５，４２７（１８）：
２９１９－２９３０．

［１３］ＹａｍＡＹ，ＸｉａＹ，ＬｉｎＨ ＴＪ，ｅｔａｌ．ＤｅｆｉｎｉｎｇｔｈｅＴＲｉＣ／ＣＣＴ
ｉｎｔｅｒａｃｔｏｍｅｌｉｎｋｓｃｈａｐｅｒｏｎｉｎｆｕｎｃｔｉｏｎｔｏｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｎｅｗｌｙｍａｄｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｓｗｉｔｈｃｏｍｐｌｅｘｔｏｐｏｌｏｇｉｅｓ［Ｊ］． ＮａｔｕｒｅＳｔｒｕｃｔｕｒａｌａｎｄ
ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２００８（１５）：１２５５－１２６２．

［１４］ＬｉａｎｇＸＨ，ＳｈｅｎＷ，ＳｕｎＨ，ｅｔａｌ．ＴＣＰ１ｃｏｍｐｌｅｘｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｅｒａｃｔ
ｗｉｔｈｐｈｏｓｐｈｏｒｏｔｈｉｏａｔｅｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓａｎｄｃａｎｃｏ－ｌｏｃａｌｉｚｅｉｎ
ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ－ｉｎｄｕｃｅｄｎｕｃｌｅａｒｂｏｄｉｅｓｉｎｍａｍｍａｌｉａｎｃｅｌｌｓ［Ｊ］．

ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓ，２０１４，４２（１２）：７８１９－７８３２．
［１５］ＷａｎｇＳ Ｑ，ＺｈａｎｇＷ Ｊ，ＹａｎｇＫ Ｌ，ｅｔａｌ． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆａｎｏｖｅｌＤｅｈａｌｏｂａｃｔｅｒｓｐｅｃｉｅｓｓｔｒａｉｎ ＴＣＰ１
ｔｈａｔｒｅｄｕｃｔｉｖｅｌｙｄｅｃｈｌｏｒｉｎａｔｅｓ２，４，６－ｔｒｉｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｌ［Ｊ］．
Ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ，２０１４，２５（２）：３１３－３２３．

［１６］ＹａｆｆｅＭＢ，ＦａｒｒＧＷ，ＭｉｋｌｏｓＤ，ｅｔａｌ．ＴＣＰ１ｃｏｍｐｌｅｘｉｓａｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｃｈａｐｅｒｏｎｅｉｎｔｕｂｕｌｉｎｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，１９９２，３５８：２４５－２４８．

［１７］ＶｉｎｈＤＢ，ＤｒｕｂｉｎＤＧ．ＡｙｅａｓｔＴＣＰ－１－ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎｉｓｒｅｑｕｉｒｅｄ
ｆｏｒａｃｔｉｎｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｖｉｖｏ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，１９９４，９１
（１９）：９１１６－９１２０．

［１８］ＦｒｙｄｍａｎＪ，ＮｉｍｍｅｓｇｅｒｎＥ，Ｅｒｄｊｕｍｅｎｔ－ＢｒｏｍａｇｅＨ，ｅｔａｌ．Ｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｉｎｐｒｏｔｅｉｎｆｏｌｄｉｎｇｏｆＴＲｉＣ，ａｃｙｔｏｓｏｌｉｃｒｉｎｇｃｏｍｐｌｅｘｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ＴＣＰ－１ａｎｄｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｌｙｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｕｎｉｔｓ［Ｊ］．ＥＭＢＯＪ，１９９２，１１
（１３）：４７６７－４７７８．

［１９］ＳｐｉｅｓｓＣ，ＭｅｙｅｒＡＳ，ＲｅｉｓｓｍａｎｎＳ，ｅｔａｌ．Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆｔｈｅ
ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｃｈａｐｅｒｏｎｉｎ：ｐｒｏｔｅｉｎｆｏｌｄｉｎｇｉｎｔｈｅｃｈａｍｂｅｒｏｆｓｅｃｒｅｔｓ［Ｊ］．
ＴｒｅｎｄｓｉｎＣｅｌｌＢｉｏｌｏｇｙ，２００４，１４（１１）：５９８－６０４．

［２０］ＬｌｏｒｃａＯ，Ｍａｒｔｉｎ－ＢｅｎｉｔｏＪ，ＧｒａｎｔｈａｍＪ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅ‘ｓｅｑｕｅｎｔｉａｌ
ａｌｌｏｓｔｅｒｉｃｒｉｎｇ’ｍｅｃｈａｎｉｓｍｉｎｔｈｅｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｃｈａｐｅｒｏｎｉｎ－ａｓｓｉｓｔｅｄ
ｆｏｌｄｉｎｇｏｆａｃｔｉｎａｎｄｔｕｂｕｌｉｎ［Ｊ］．ＥＭＢＯＪｏｕｒｎａｌ，２００１，２０（１５）：
３８９３－４３２３．　

［２１］ＷａｎｇＷＸ，ＶｉｎｏｃｕｒＢ，ＳｈｏｓｅｙｏｖＯ，ｅｔａｌ．Ｒｏｌｅｏｆｐｌａｎｔｈｅａｔ－ｓｈｏｃｋ
ｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｈａｐｅｒｏｎｅｓｉｎｔｈｅａｂｉｏｔｉｃｓｔｒｅｓｓｒｅｓｐｏｎｓｅ［Ｊ］．
ＴｒｅｎｄｓｉｎＰｌａｎｔＳｃｉｅｎｃｅ，２００４，９（５）：２４４－２５２．

［２２］Ｂｅｎ－ＺｖｉＡＰ，ＧｏｌｏｕｂｉｎｏｆｆＰ．Ｒｅｖｉｅｗ：Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｄｉｓａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ
ａｎｄｒｅｆｏｌｄｉｎｇｏｆｓｔａｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎａｇｇｒｅｇａｔｅｓｂｙｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｈａｐｅｒｏｎｅｓ
［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｔｒｕｃｔｕｒａｌＢｉｏｌｏｇｙ，２００１，１３５（２）：８４－９３．

［２３］ＳｏｍｅｒＬ，ＳｈｍｕｌｍａｎＯ，ＤｒｏｒＴ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｅｕｋａｒｙｏｔｅｃｈａｐｅｒｏｎｉｎＣＣＴ
ｉｓａｃｏｌｄｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎｉｎＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ［Ｊ］．ＣｅｌｌＳｔｒｅｓｓ＆
Ｃｈａｐｅｒｏｎｅｓ，２００２，７（１）：

櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
４７－５４．

（上接第２６页）
等对毛竹的根、幼茎、叶片、叶鞘、节等部分的表达分析发现，

ＢＣＨ基因主要在叶片中表达，而根中表达量较少［７］；对转基

因拟南芥分析发现，叶片中叶绿素、叶黄素、类胡萝卜素等含

量升高，表明在毛竹中ＢＣＨ基因的过量表达促进了类胡萝卜
素向玉米黄素转化，使其含量增加，抗胁迫能力增加［８－９］。本

研究从金煌芒果果皮中克隆得到了１个ＢＣＨ基因，对该基因
在芒果中的功能研究还须要进一步通过转基因验证其功能及

在对芒果果实色泽形成的作用机理，为深入理解芒果果实色

泽形成多样性的原因提供理论依据，并为生产中着色不良成

因提供改善的技术支持。
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