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　　摘要：利用ＲＡＣＥ技术首次从荸荠中克隆得到ＰＰＯ基因全长 ｃＤＮＡ序列，并分析其在鲜切荸荠贮藏过程中的表
达变化。克隆得到的荸荠ＰＰＯ基因ｃＤＮＡ序列全长为２００６ｂｐ，开放阅读框长度为１７３４ｂｐ，编码５７７个氨基酸，命名为
ＣｗＰＰＯ（登录号：ＭＧ７０２４８９）。预测分析表明，ＣｗＰＰＯ编码蛋白质的分子量为６４．８６ｋｕ，分子式为 Ｃ２８９１Ｈ４４１７Ｎ７９５Ｏ８７３Ｓ１８，

理论等电点为６．５０，属亲水性蛋白。ＣｗＰＰＯ蛋白可能定位于线粒体基质空间，具有３个典型的保守结构域和２个铜
离子结合域。此外，预测发现ＣｗＰＰＯ有２０个丝氨酸磷酸化位点、７个苏氨酸磷酸化位点及６个酪氨酸磷酸化位点，其
二级结构以不规则卷曲为主。系统发育分析显示，ＣｗＰＰＯ蛋白与菠萝、油棕有较近的亲缘关系。荧光定量分析发现，
ＣｗＰＰＯ在鲜切荸荠中的初始表达水平较低，但在贮藏后期表达量快速提高。
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Ｅ－ｍａｉｌ：ｄｚｈ６５＠１６３．ｃｏｍ。

　　荸荠（Ｅｌｅｏｃｈａｒｉｓｔｕｂｅｒｏｓａ）别称马蹄、地栗，属莎草科多年
生浅水草本植物，其球茎风味独特并有较高的药用价值［１］。

随着中国经济的发展，鲜切果蔬产品越来越受到消费者的喜

爱。荸荠洗净和削皮不易，残留果肉的表皮寄生病菌容易进

入人体而引发疾病，加之一般荸荠加工产品难以保持荸荠口

感爽脆、清甜可口的特点，因此，卫生和方便的鲜切荸荠产品

有较好的市场前景。然而，鲜切荸荠保鲜难度大、货架期短，

特别是色泽劣变问题严重影响了鲜切荸荠产业的持续健康

发展［２］。

多酚氧化酶（ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｏｘｉｄａｓｅ，简称 ＰＰＯ）是植物体内
普遍存在的一种末端氧化酶，可催化酚类物质氧化，形成黑色

高聚物，其在果蔬褐变过程中起到的关键作用已经在苹果、梨

和姜等果蔬的研究中得到证实［３－５］。一些研究表明，鲜切荸

荠表面黄化可能与ＰＰＯ活性相关，例如，壳聚糖、柠檬酸和水
杨酸处理在抑制 ＰＰＯ活性上升的同时改善了鲜切荸荠的黄
化［６－８］。然而，Ｐａｎ等研究发现，导致荸荠黄化的物质是柚皮
素和圣草酚而不是 ＰＰＯ参与的氧化反应产物［９］。因此，ＰＰＯ
在鲜切荸荠黄化过程中的作用仍不明确。

由于ＰＰＯ是参与果蔬褐变的关键酶，其编码基因已在菠
萝、甘薯、茶树、香蕉等多种植物中克隆得到［１０－１２］。荸荠分子

生物学方面的研究较少，关于荸荠ＰＰＯ基因的克隆和相关分
子生物学研究未见报道。鉴于此，本研究拟利用前期获得的

荸荠转录组数据进行荸荠果肉的 ＰＰＯ基因全长 ｃＤＮＡ的克
隆，研究鲜切荸荠贮藏过程中 ＰＰＯ基因的表达变化，可为多
酚氧化酶的研究、鲜切荸荠黄化机制研究以及完善鲜切荸荠

贮藏方案提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　原料及处理
荸荠（Ｅｌｅｏｃｈａｒｉｓｔｕｂｅｒｏｓａ）于２０１６年１２月１０日购自广西

壮族自治区贺州市八步区农产品市场。购买后运回实验室清

洗，挑选大小均一和无机械损伤、无病虫害的荸荠，去皮后横

切成厚度为０．５ｃｍ的圆片，然后用０．１％（ｗ／Ｖ）次氯酸钠溶
液杀菌１０ｍｉｎ，将样品晾干后置于塑料托盘中用０．０２ｍｍ聚
乙烯保鲜膜包装，于１０℃下贮藏。
１．２　试剂

植物ＲＮＡ提取试剂盒，华越洋生物科技（北京）有限公
司；ＳＭＡＲＴｅｒＲＡＣＥ５′／３′ＫｉｔＲＡＣＥ试剂盒、ＬＡＴａｑＤＮＡ聚
合酶、ＰＭＤ－１９Ｔ载体、感受态细胞 ＤＨ５α、感受态细胞
Ｓｔｅｌｌａｒ、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ荧光定量
酶、６×Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ反转录去基
因组试剂盒，日本ＴａＫａＲａ公司；溴化乙锭，生工生物工程（上
海）股份有限公司；ＤＮＡ凝胶回收试剂盒，天根生化科技（北
京）有限公司；琼脂糖，西班牙 Ｂｉｏｗｅｓｔ公司；Ｔｒｉｓ、乙醇、
ＥＤＴＡ－Ｎａ２均为分析纯，国药集团药业股份有限公司。
１．３　试验方法
１．３．１　荸荠果肉总 ＲＮＡ提取　采用华越洋植物 ＲＮＡ提取
试剂盒提取荸荠果肉总ＲＮＡ，具体方法按照说明书进行。得
到ＲＮＡ后利用Ｋ５６００超微量分光光度计测定其纯度和含量，
ＲＮＡ样品保存于 －８０℃超低温冰箱中，用于反转录等后续
试验。

１．３．２　荸荠果肉 ＰＰＯ基因克隆　３′ＲＡＣＥ－ｃＤＮＡ和 ５′
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ＲＡＣＥ－ｃＤＮＡ的合成具体操作按照ＳＭＡＲＴｅｒＲＡＣＥ５′／３′Ｋｉｔ
ＲＡＣＥ试剂盒进行。根据之前从荸荠转录组数据中得到的
ＰＰＯ基因片段设计３′ＲＡＣＥ和５′ＲＡＣＥ引物（表１）。ＰＣＲ反
应程序：９４℃预变性１．５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，６８℃退火４５ｓ，
７２℃延伸２ｍｉｎ，２５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，产物于４℃保
存。ＰＣＲ产物经回收、连接（ｐＲＡＣＥｖｅｃｔｏｒ）、转化（Ｓｔｅｌｌａｒ感
受态细胞）、重组子筛选及菌液ＰＣＲ鉴定后，测序委托华大基
因科技股份有限公司进行。应用 ＤＮＡＭＡＮ软件和 ＮＣＢＩ在
线工具对荸荠ＰＰＯ基因进行序列基本结构和特征分析。

表１　荸荠ＰＰＯ基因克隆和表达所用引物

引物名称 引物序列（５′→３′）
ＣｗＰＰＯ３′ＲＡＣＥ ＣＣＣＣＴＡＧＡＧＡＣＴＴＧＣＣＣＧＣＣＡＣＴＧＣ
ＣｗＰＰＯ５′ＲＡＣＥ ＴＧＣＧＴＧＧＡＴＣＡＴＣＡＧＣＣＧＡＣＡＧＴＣＣ
全长ＣｗＰＰＯ正向 ＣＡＡＡＴＣＡＴＴＴＣＡＴＣＡＡＣＴＡＡＴＴＣＣ
全长ＣｗＰＰＯ反向 ＧＡＡＡＣＡＡＡＧＴＡＡＡＴＴＡＴＡＡＣＡＡＴＡＡ
ｑＰＣＲ引物正向 ＣＴＧＴＴＧＡＧＣＴＧＡＴＧＡＡＡＧＧＡＣＴＧＴＣ
ｑＰＣＲ引物反向 ＡＡＴＣＴＧＣＡＡＣＴＣＡＡＧＡＴＣＴＧＧＡＡＡＴ

　　根据拼接得到的基因全长核苷酸序列设计引物（表１）。
以反转录ｃＤＮＡ为模板，进行 ＰＣＲ扩增，经检测和测序获得
全长序列。

１．３．３　荸荠 ＰＰＯ基因生物信息学分析　采用 ＮＣＢＩ中的
ＢＬＡＳＴＮ、ＢＬＡＳＴＰ程序进行核苷酸序列及其推导的氨基酸序
列的同源性比较；ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ程序寻找开放阅读框；采用
ＰｒｏｔＰａｒａｍＴｏｏｌ分析蛋白质理化性质；采用 ＣｏｎｓｅｒｖｅｄＤｏｍａｉｎｓ
分析氨基酸序列的保守区域；采用 ＰｏｓｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ和 ＳｕｂＬｏｃｖ
１．０进行蛋白亚细胞定位信号预测；ＰｒｏｔＳｃａｌｅ以Ｈｐｈｏｂ．／Ｋｙｔｅ
＆Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ算法进行亲疏水性预测；使用 ＮｅｔＰｈｏｓ２．０Ｓｅｒｖｅｒ
预测蛋白质序列的磷酸化位点；使用ＥｘＰａＳｙ－ＳＯＰＭＡ软件分
析蛋白质的二级结构；使用 ＣｌｕｓｔａｌＸ２软件进行多重序列比
对；采用 Ｍｅｇａ５软件进行系统进化树构建；采用 ＳＷＩＳＳ－
ＭＯＤＥＬ预测蛋白质三级结构；采用Ｓｗｉｓｓ－ＰｄｂＶｉｅｗｅｒ构建蛋
白模型的拉氏构象图。

１．３．４　　荸荠ＰＰＯ基因的表达分析　根据获得的荸荠ＰＰＯ
基因ｃＤＮＡ序列利用Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计 Ｑ－ＰＣＲ特异引物（表
１）。采用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ去除基因组和反转录试
剂盒合成Ｑ－ＰＣＲ的模板 ｃＤＮＡ，操作方法见说明书。参考
ＴａＫａＲａ公司的 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ说明书进行
Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ扩增。以１８ＳｒＲＮＡ（登录号：ＭＧ７４２６８６）为
内参。利用２－ΔΔＣｔ方法计算鲜切荸荠ＰＰＯ基因在贮藏过程中
的表达量。各样品的表达量均为３次生物重复的平均值。

２　结果与分析

２．１　荸荠果肉ＰＰＯ基因ｃＤＮＡ全长序列克隆
荸荠转录组测序筛选得到与其他植物 ＰＰＯ基因同源性

较高的基因片段，利用ＮＣＢＩ的ＢＬＡＳＴ程序进行比对，结果显
示，与其他植物的 ＰＰＯ基因核苷酸序列相似度为 ６２％ ～
７３％，其中与菠萝（Ａｎａｎａｓｃｏｍｏｓｕｓ，ＸＭ＿０２０２４６７９５．１）ＰＰＯ基
因核苷酸序列相似性最高，为 ７３％。根据该序列设计 ３′
ＲＡＣＥ和５′ＲＡＣＥ引物，进行 ＰＣＲ获得３′和５′端序列分别约
为１７００ｂｐ和６００ｂｐ（图１－Ａ，图１－Ｂ）。将片段回收后进

行测序分析发现３′端序列长度为１６６３ｂｐ，包含了３′非翻译
区（３′ＵＴＲ）及ｐｏｌｙＡ结构；５′端序列长度为５４７ｂｐ，包含了５′
非翻译区（５′ＵＴＲ）。将３′和５′端序列拼接后得到基因全长序
列，在拼接序列的５′端和３′端设计引物扩增ＰＰＯ的ｃＤＮＡ全
长序列（图１－Ｃ），测序结果显示，该序列与拼接结果一致。

　　将克隆得到的全长序列使用ＮＣＢＩ中ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ软件进
行分析。该序列长度为２００６ｂｐ，含有１个１７３４ｂｐ的最大
开放阅读框（ＯＲＦ）、５７ｂｐ的５′ＵＴＲ区、１８８ｂｐ的３′ＵＴＲ区及
２７ｂｐ的ｐｏｌｙＡ结构，起始密码子ＡＴＧ位于第５８～６０位，终止
密码子为ＴＧＡ（图２）。将该ｃＤＮＡ序列在ＮＣＢＩ上进行比对，
发现该序列与油棕（Ｅｌａｅｉｓｇｕｉｎｅｅｎｓｉｓ；ＸＭ＿０１０９１２６２６．２，ＸＭ＿
０１０９２８４６４．２）、海枣（Ｐｈｏｅｎｉｘｄａｃｔｙｌｉｆｅｒａ；ＸＭ＿００８７７９９７１．１）和
菠萝（Ａｎａｎａｓｃｏｍｏｓｕｓ；ＸＭ＿０２０２４６７９５．１）的 ＰＰＯ基因相似度
较高，均大于６８％。因此，可证明已经克隆获得荸荠 ＰＰＯ基
因，将此基因命名为 ＣｗＰＰＯ，并在 ＧｅｎＢａｎｋ上登录，登录号
为ＭＧ７０２４８９。
２．２　ＣｗＰＰＯ基因生物信息学分析

经预测分析，ＣｗＰＰＯ编码蛋白质的分子量为６４．８６ｋｕ；
分子式为 Ｃ２８９１Ｈ４４１７Ｎ７９５Ｏ８７３Ｓ１８；理论等电点为 ６．５０；利用
ＰｒｏｔＳｃａｌｅ软件预测其属于亲水性蛋白，亲水指数（ＧＲＡＶＹ）为
－０．５７２。
ＣｗＰＰＯ蛋白存在跨膜结构，属于跨膜蛋白，可能存在由

内到外或由外到内的双向跨膜的２个跨膜螺旋结构域。采用
ＮＣＢＩ的Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｄｏｍａｉｎｓ数据库预测 ＣｗＰＰＯ的保守结构
域，发现了３个典型的保守结构域，分别为未知功能的保守结
构域（４４６～５７５，ＰＰＯ１＿ＫＦＤＶ，ｐｆａｍ１２１４３）及酪氨酸普通中心
区域（１６２～３７２，Ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ，ｐｆａｍ００２６４）、多酚氧化酶中间保
守域（３７９～４２９，ＰＰＯ１＿ＤＷＬ，ｐｆａｍ１２１４２）（图 ３）。使用
ＳｉｇｎａｌＰ３．０和 ＰｏｓｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ预测显示 ＣｗＰＰＯ为非分泌蛋
白，定位于线粒体基质空间的可能性最大。

蛋白质的磷酸化是最普遍和重要的蛋白翻译后修饰方

式。经磷酸化预测发现，ＣｗＰＰＯ编码的蛋白可在２０个 Ｓｅｒ、７
个Ｔｈｒ和６个Ｔｙｒ氨基酸位点进行磷酸化修饰。在这３３个磷
酸化位点分值最高的是 Ｓ４６７，为０．９９７。磷酸化位点能够影
响ＣｗＰＰＯ蛋白的分子构象和活性，其位点预测能够为今后基
因表达调控，蛋白修饰提供参考。

采用ＳＯＰＭＡ软件预测 ＣｗＰＰＯ蛋白的二级结构，结果显
示，该蛋白最主要的结构是无规则卷曲占 ６４．５２％，其次
α－螺旋占１９．８３％，延伸链占１５．６５％。α－螺旋和延伸链
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分散于整个蛋白质中，且Ｎ－末端多以无规则卷曲形式存在，
Ｃ－末端主要为延伸链形式。

利用Ｓｗｉｓｓ－ｍｏｄｅｌ预测ＣｗＰＰＯ蛋白的三级结构，由软件
自动匹配模板（ＰＤＢＮｏ．４ｚ１１．１）进行参照建模，ＣｗＰＰＯ蛋白
三维结构中的α－螺旋、延伸链和无规则卷曲呈均匀分布，中

间有２个铜离子结合域，位于１７２～２０２和３２４～３５９处（图
４）。采用Ｓｗｉｓｓ－ＰｄｂＶｉｅｗｅｒ软件分析上述同源建模结果，通
过拉氏构象可以看出蛋白质残基的二面角（ψ和φ）位于核心
区域，表明其空间结构稳定，故上述利用同源建模的方法对

ＣｗＰＰＯ蛋白进行建模的结果较为可靠（图５）。

２．３　ＣｗＰＰＯ蛋白序列多重比对和进化树构建
通过与其他植物ＰＰＯ蛋白比对发现，不同ＰＰＯ功能区域

的氨基酸序列较为保守，而Ｃ－端、Ｎ－端区域的差异较大，尤
其Ｃ－端的差异最大。为了解 ＣｗＰＰＯ蛋白与其他植物 ＰＰＯ
蛋白的进化关系，对ＣｗＰＰＯ蛋白进行多序列比对并建立系统
进化树（图６）。结果发现，ＣｗＰＰＯ与油棕（Ｅｌａｅｉｓｇｕｉｎｅｅｎｓｉｓ）、
菠萝（Ａｎａｎａｓｃｏｍｏｓｕｓ）的ＰＰＯ蛋白亲缘关系较近。

２．４　ＣｗＰＰＯ在鲜切荸荠贮藏过程中的表达分析
通过荧光定量ＰＣＲ分析鲜切荸荠贮藏过程中ＣｗＰＰＯ的

表达变化。结果表明，荸荠果肉中 ＣｗＰＰＯ的初始表达水平
较低，切分后随着贮藏时间的延长，ＣｗＰＰＯ表达水平逐渐升
高，与鲜切荸荠的颜色变化表现出一定的相关性（图７）。

３　讨论与结论

多酚氧化酶（ＰＰＯ）能够氧化植物中的酚类物质形成黑色
高聚物，是导致鲜切果蔬褐变的关键酶［１３］。其编码基因ＰＰＯ
在多种植物中属于多基因家族，如番茄、马铃薯中都发现了多

个不同的编码基因［１４－１５］。但并非所有植物的ＰＰＯ都属于多
基因家族，例如葡萄藤中仅发现了１个 ＰＰＯ基因［１６］。笔者

前期在荸荠转录组数据中只发现了１个与其他植物 ＰＰＯ同
源性较高的基因片段。本试验克隆得到的荸荠果肉 ＰＰＯ基
因序列长度为２００６ｂｐ，编码５７７个氨基酸，命名为 ＣｗＰＰＯ。
ＣｗＰＰＯ蛋白保守结构域预测显示其含有３个典型的保守结
构域，这与以往报道的ＰＰＯ蛋白的保守结构域［１７］吻合。植物

多酚氧化酶基因序列的２个铜离子结合域的同源性都很高，
这是多酚氧化酶的主要功能区［１８］。通过对蛋白序列进行保
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守结构域分析，发现ＣｗＰＰＯ基因包含２个含铜的高度保守区
（ＣｕＡ、ＣｕＢ），在同源构建 ＣｗＰＰＯ蛋白的三维模型中也可以
看到２个铜离子结合域，分别是位于１７２～２０２和３２４～３５９
处，这些功能域是植物ＰＰＯ的主要功能区。系统进化树分析
结果显示，ＣｗＰＰＯ编码的氨基酸与油棕（Ｅｌａｅｉｓｇｕｉｎｅｅｎｓｉｓ）、
菠萝（Ａｎａｎａｓｃｏｍｏｓｕｓ）有较近的亲缘关系。

鲜切荸荠１０℃下贮藏前２ｄ基本没有颜色变化，之后荸
荠表面组织才均匀黄化，与传统酶促褐变相比有明显的“启

动”期。同时，贮藏期间荸荠ＰＰＯ活性也较低，表明荸荠果肉
中可能预先并不存在大量的 ＰＰＯ，而且鲜切荸荠贮藏过程中
ＰＰＯ的底物含量也较低［１９－２０］。因此，研究者推测荸荠的黄化

与ＰＰＯ参与的酶促褐变不同。本研究发现鲜切荸荠贮藏过
程中 ＣｗＰＰＯ的表达水平逐渐升高，与荸荠黄化进程表现出

了一定的相关性。切割伤害可以诱导植物ＰＰＯ表达，增加酶
的合成量，从而导致鲜切果蔬和外植体的褐变［２１］。随着贮藏

时间的延长，荸荠完全黄化后还会出现明显的褐变。因此，

ＰＰＯ可能没有参与荸荠贮藏前期的黄化过程，但贮藏后期逐
渐积累的 ＰＰＯ是否参与了鲜切荸荠黄化后的褐变有待进一
步研究。
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荷花淹水胁迫下实时定量 ＰＣＲ内参基因的验证
徐　君，江　君，王　欢，姜红卫

（江苏太湖地区农业科学研究所，江苏苏州２１５１５５）

　　摘要：旨在筛选荷花淹水胁迫过程中表达稳定的内参基因，使不同胁迫处理下荷花目标基因的定量更为准确。以
不同淹水胁迫时间的荷花叶片为材料，利用实时定量 ＰＣＲ技术验证５个植物常用内参基因，包括１８ＳｒＲＮＡ（１８Ｓ）、
ａｃｔｉｎ（ＡＣＴ）、ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ１α（ＥＦ１α）、ＨｉｓｔｏｎｅＨ３（ＨＩＳ）及β－ｔｕｂｕｌｉｎ（ＴＵＢ）的表达水平，结合ＧｅＮｏｒｍ、ＮｏｒｍＦｉｎｄｅｒ和
ＢｅｓｔＫｅｅｐｅｒ软件对结果进行分析，对其表达稳定性进行评价。将优选的２个内参基因（１８Ｓ和ＡＣＴ）应用于荷花转录因
子基因ＥＲＦＢ２－１（ｅｔｈｙｌｅｎｅｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｆａｃｔｏｒＢ２－１）和ＥＲＦＢ２－２的淹水胁迫表达，结果显示表达趋势一致，验证了可
靠性。本研究对荷花淹水胁迫过程中关键基因表达的ｑＲＴ－ＰＣＲ分析有重要的应用价值。
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　　荷花（Ｎｅｌｕｍｂｏｎｕｃｉｆｅｒａ）是莲科莲属的多年生挺水植物，
是我国十大名花之一［１］。荷花原产我国，具有分布范围广、

种质资源丰富、群体花期时间长及叶色碧绿等特点，深受人们

的喜爱，加上经济用途广泛，文化底蕴深厚，因而成为极好的

水景美化植物和家庭园艺常用植物［２］。荷花是一种水生花

卉，环境的变化使荷花时常要面对淹水胁迫影响［３］，因此，耐

淹水胁迫资源和基因的挖掘是荷花育种目标之一。

随着分子生物学的不断发展，功能基因研究已成为植物

耐胁迫育种的重要辅助手段，而基因的表达分析则是植物功

能基因研究的基础［４－５］。在比较耐淹荷花品种和淹水敏感型

荷花品种功能基因差异表达的研究过程中，较多的涉及到应

用实时定量 ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ，简称 ｑＲＴ－
ＰＣＲ）验证和分析基因的表达模式和水平，为了校正不同样本
ＲＮＡ提取效率、质量、反转录及扩增效率上的差异，试验中需
要用到在实验条件下细胞中能够恒定表达的基因也就是内参

基因作为标准［６－７］，因此，筛选淹水胁迫条件下稳定表达的内

参基因对ｑＲＴ－ＰＣＲ试验结果的可靠性有着关键的作用。
迄今，国内外对黄花蒿［８］、天蓝苜蓿［９］、牡丹［１０］等多种植

物在不同试验条件下进行了内参基因的筛选，对荷花花瓣着

色过程中内参基因的稳定性也有研究报道［１１］，但对荷花在淹
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