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　　摘要：胡萝卜（ＤａｕｃｕｓｃａｒｏｔａＬ．）在ＮＣＢＩ（美国国家生物信息中心）上总共公布了１３个４－香豆酰 －ＣｏＡ连接酶
（４ＣＬ）基因，而在芹菜转录数据中发现１个４ＣＬ基因，利用该基因序列设计１对克隆引物，成功得到１个新胡萝卜４ＣＬ
基因，命名为Ｄｃ４ＣＬ－１。Ｄｃ４ＣＬ－１基因长１６３５ｂｐ，编码５４４个氨基酸，位于胡萝卜基因组第２染色体上。进化树分
析显示，Ｄｃ４ＣＬ－１基因聚集在与木质素合成有关的４ＣＬⅠ亚族。实时荧光定量ＰＣＲ转录表达发现，在胡萝卜根生长
发育期间，Ｄｃ４ＣＬ－１基因在野生胡萝卜中高表达，而在栽培胡萝卜中低表达。推测Ｄｃ４ＣＬ－１基因与胡萝卜木质素合
成有关。
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　　胡萝卜（ＤａｕｃｕｓｃａｒｏｔａＬ．）是一种在全世界广
泛栽培的、重要的根类蔬菜［１－２］。然而，高木质素含

量会降低胡萝卜肉质根的口感和质量［３］。有研究

表明，４－香豆酰－ＣｏＡ连接酶（４－ｃｏｕｍａｒａｔｅ－ＣｏＡ
ｌｉｇａｓｅ，简称４ＣＬ）是苯丙烷类代谢途径的关键酶，是
调控木质素和黄酮类代谢途径中的关键限速

酶［４－６］。在植物体上，苯丙烷类代谢途径是一个非

常重要的第２代谢途径；而 ｈｙｄｒｏｘｙｃｉｎｎａｍａｔｅ－ＣｏＡ
硫酯是木质素及其他重要苯丙烷类的前体

物质［７－８］。

目前，胡萝卜基因组在 ＮＣＢＩ（美国国家生物信
息中心）上已公布、注释发表了１３个４ＣＬ基因［９］。

但是，在芹菜（ＡｐｉｕｍｇｒａｖｅｏｌｅｎｓＬ．）转录组中发现有
１个４ＣＬ基因已发表的胡萝卜４ＣＬ基因非常不同。
因芹菜与胡萝卜同属伞形科家族，据进化树分析表

明，胡萝卜与芹菜在分子水平上应具有高度相似性。

因此，推测胡萝卜基因组中有可能存在新４ＣＬ基因。
本研究利用发现的芹菜 ４ＣＬ基因序列来设计

引物，从野生胡萝卜贵野中克隆得到１个新４ＣＬ基
因，命名为 Ｄｃ４ＣＬ－１基因；并构建进化树，进行序
列比对分析，预测其染色体定位等。实时荧光定量

检测Ｄｃ４ＣＬ－１基因在整个胡萝卜根生长、发育过
程中的表达水平。本试验进一步研究 Ｄｃ４ＣＬ－１基
因在胡萝卜根木质素合成中的作用，以期延伸其相

关知识面及奠定相应的理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
野生胡萝卜贵野收集于贵州省贵阳市，栽培于

贵州省农业科学研究院园艺研究所种质资源圃，无

明显的肉质根，且木质素含量很高；Ｋｕｒｏｄａ是一种
在亚洲广泛栽培的胡萝卜品种，有明显的肉质根，

且木质素含量很低。将野生胡萝卜贵野和栽培胡萝

卜Ｋｕｒｏｄａ的种子播种于含蛭石混合物（土壤与蛭石
体积比为３∶１）的塑料花盆中，置于人工气候箱中培
养（昼、夜温度分别为２５、２２℃，光—暗周期为１２ｈ—
１２ｈ，光照度为 ３０００ｌｘ）。于种子发芽后第３、５、８、
２０、４０、６０、９０天时，分别将野生、栽培胡萝卜的根分离
出来，立即用液氮处理，保存在－７０℃冰箱中。
１．２　ＲＮＡ提取及ｃＤＮＡ合成

采用ＲＮＡｓｉｍｐｌｅＴｏｔａｌＲＮＡｋｉｔ试剂盒（北京百
泰克生物技术有限公司）提取样品中的总 ＲＮＡ，再
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用１．５％琼脂糖凝胶电泳检测总 ＲＮＡ的数量与质
量，采 用 ＮＤ －１０００分 光 光 度 计 （Ｎａｎｏｄｒｏｐ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．）进行总 ＲＮＡ的浓度测定，利用
ＨｉＳｃｒｉｐｔ １ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓｋｉｔ（南京诺唯
赞生物科技股份有限公司）将提取的总 ＲＮＡ反转
录成一链ｃＤＮＡ。将ｃＤＮＡ稀释１５倍，放在 －２０℃
冰箱中保存，用于胡萝卜 Ｄｃ４ＣＬ－１基因的克隆及
实时荧光定量分析。

１．３　胡萝卜Ｄｃ４ＣＬ－１基因的克隆
根据芹菜Ｖｅｎｔｕｒａ转录组数据中的４ＣＬ基因序

列，用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｉｍｉｅｒ５软件设计胡萝卜 Ｄｃ４ＣＬ－１
基因的正反引物序列（Ｄｃ４ＣＬ－１Ｆ和 Ｄｃ４ＣＬ－
１Ｒ）［１０］。引物序列如下：Ｄｃ４ＣＬ－１Ｆ：５′－ＡＴＧＧＡＧＡ
ＡＡＴＣＡＧＧＧＴＡＣＧＧＧＡＧＡＧ－３′；Ｄｃ４ＣＬ－１Ｒ：５′－ＴＣ
ＡＧＡＴＴＴＴＧＧＣＴＣＴＧＡＣＴＴＧＣＴＣ－３′。扩增ＰＣＲ体
系均为 ２５μＬ，反应条件为：９８℃预变性 ５ｍｉｎ；
９８℃ 变性１０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸２０ｓ，３４
个循环；最后７２℃延伸２ｍｉｎ。用１．２％琼脂糖凝
胶电泳分离ＰＣＲ产物，用 ＰＣＲ提纯试剂盒提纯、再
回收目的片段（诺唯赞生物科技股份有限公司）。

回收后的目的片段连接到 ｐＭＤ１９－Ｔ载体上，并转
化到大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｃｏｌｉ）ＤＨ５α上，随后进行质
粒的酶切与鉴定，委托南京金斯瑞生物科技有限公

司进行ＤＮＡ测序。
１．４　序列比对和进化分析

将ＮＣＢＩ上获得的其他胡萝卜４ＣＬ蛋白序列与
本研究克隆得到的序列用 ＤＮＡＭＡＮ软件对所有序
列进行多重比较分析。用ＭＥＧＡ５软件分别通过邻
接法（ＮＪ）、最大简约法（ＭＰ）、最大似然法（ＭＬ）、最
小进化法（ＭＥ）、非加权配对平均法（ＵＰＧＭＡ）算法
对胡萝卜４ＣＬ及其他物种的４ＣＬ蛋白序列构建进
化树，并进行进化分析［１１］。

１．５　实时荧光定量ＰＣＲ检测
实时荧光定量 ＰＣＲ采用高特异性染料法定量

ＰＣＲ检测试剂盒（ＡｃｅＱ ｑＰＣＲＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ）（南京诺唯赞生物科技股份有限公司），按照操
作说明进行，于荧光定量ＰＣＲ仪 ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓＴＭ中进
行３步法反应程序实时荧光定量 ＰＣＲ扩增，使用
２－ΔΔＣＴ值法来分析该基因的相对表达水平。ｑＰＣＲ
反应条件：９５℃预变性 ５ｍｉｎ；９５℃变性１０ｓ，５５℃
退火３０ｓ，９５℃延伸 １０ｓ，４０个循环；熔点曲线为
６５～９５℃，每 ０．５℃ 增加１个梯度。ＤｃＡｃｔｉｎ１作为
胡萝卜内参对照基因，其正向序列为５′－ＣＧＧＴＡＴＴ

ＧＴＧＴＴＧＧＡＣＴＣＴＧＧＴＧＡＴ－３′，反向序列为５′－ＣＡ
ＧＣＡＡＧＧＴＣＡＡＧＡＣＧＧＡＧＴＡＴＧＧ－３′［１２－１３］。根据克
隆到的Ｄｃ４ＣＬ－１基因序列用ＰｒｉｍｅｒＰｒｉｍｉｅｒ５软件
的设计定量引物（正向序列，５′－ＴＣＴＣＣＣＡＡＣＴＣＡＣ
ＴＴＣＡＣＴＴＣＣＣ－３′；反向序列，５′－ＴＴＣＡＡＣＡＴＴＴＴＣ
ＡＴＣＡＡＡＣＣＣＣＡ－３′）。在非冗余蛋白序列（Ｎｒ）数
据库中，利用ＢＬＡＳＴｎ搜索得到分离的Ｄｃ４ＣＬ－１基
因（ｈｔｔｐｓ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）。
ｑＰＣＲ－ＲＴ数据用ＩＢＭＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ２０．０软件进行方差
显著性分析（ＡＮＯＶＡ），所有数据重复３次。

２　结果与分析

２．１　胡萝卜Ｄｃ４ＣＬ－１基因的序列分析
根据芹菜Ｖｅｎｔｕｒａ转录组数据中的４ＣＬ基因序

列，设计１对正反引物序列（Ｄｃ４ＣＬ－１Ｆ和Ｄｃ４ＣＬ－
１Ｒ），在野生胡萝卜贵野中成功扩增、克隆得到１个
新４ＣＬ基因片段，命名为 Ｄｃ４ＣＬ－１。Ｄｃ４ＣＬ－１基
因长１６３５ｂｐ，编码５４４个氨基酸；而芹菜４ＣＬ基因
长１６２０ｂｐ，编码５３９个氨基酸（图１、图２）。野生
胡萝卜Ｄｃ４ＣＬ－１基因与芹菜４ＣＬ基因有８９．７９％
的同质性（图 １）。据胡萝卜基因组数据库结果显
示，此基因位于胡萝卜基因组第 ２染色体上
（ＧｅｎＢａｎｋ：ＬＮＲＱ０１０００００２．１，区域：２１９３３００４～
２１９３７７４８，共４７４５ｂｐ），包含５个内含子和６个外
显子。然而，本研究得到的胡萝卜 Ｄｃ４ＣＬ－１基因
的ＤＮＡ全长４７４９ｂｐ，同样包含５个内含子和６个
外显子（图３）［１４］。结果还显示，此基因序列中包含
完整的４ＣＬ保守结构域及ＡＭＰ结合位点及 ＣｏＡ结
合位点。此外 ＢＬＡＳＴｐ预测胡萝卜基因结果显示
出，４ＣＬ蛋白是一种似４－香豆酰 －ＣｏＡ连接酶，同
样 Ｄｃ４ＣＬ－１蛋白属于 ＡＦＤ（ａｄｅｎｙｌａｔｅｆｏｒｍｉｎｇ
ｄｏｍａｉｎ）Ⅰ亚族（图３）。
２．２　Ｄｃ４ＣＬ－１蛋白的进化分析

本研究发现，在 ＮＣＢＩ上共注释、公布了１３个
胡萝卜 ４ＣＬ基因，但是其中有 ２个 ４ＣＬ基因
（ＧｅｎＢａｎｋ：ＸＭ＿０１７３９８５０．１和ＸＭ＿０１７３９８５０６．１）具
有相同的开放阅读框（ＯＲＦ）和氨基酸序列（ＸＰ＿
０１７２５３９９６．１和 ＸＰ＿０１７２５３９９５．１）。因此，舍弃前
者（ＸＰ＿０１７２５３９９６．１），将其他１２个胡萝卜基因蛋
白（ＧｅｎＢａｎｋ：ＸＰ＿０１７２１５２２８．１、ＸＰ＿０１７２１５４１６．１、
ＸＰ＿０１７２２２１２５．１、ＸＰ＿０１７２２９８４９．７、ＸＰ＿０１７２３２２１１．１、
ＸＰ＿０１７２３４８９４．１、ＸＰ＿０１７２４３０４４．１、ＸＰ＿０１７２４４２５７．１、
ＸＰ＿０１７２５３０６２．１、ＸＰ＿０１７２５３８９４．１、ＸＰ＿０１７２５３９９５．１、
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ＸＰ＿０１７２５８８０９．１）与芹菜及得到的胡萝卜 Ｄｃ４ＣＬ－
１蛋白一起构建进化树，进行进化关系分析。本研

究运用 ＭＥＧＡ５软件对此１４个蛋白用不同方法进
行聚类分析，聚类结果如图４所示。进化树显示，
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Ｄｃ４ＣＬ－１、Ａｇ４ＣＬ蛋白质及其中１个胡萝卜４ＣＬ蛋
白质（ＸＰ＿０１７２５３８９４．１）在５种不同进化分析方法
下均位于同一分支上（图４，以方框标注出）。蛋白
序列比对结果显示，Ｄｃ４ＣＬ－１蛋白质和其他物种

的４ＣＬ蛋白质序列具有７２．９８％的同源性（图４）。
由此推测，Ｄｃ４ＣＬ－１是胡萝卜４ＣＬ基因家族的新
成员，其功能与其他成员具有相似性。
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２．３　胡萝卜Ｄｃ４ＣＬ－１基因的表达分析
胡萝卜Ｄｃ４ＣＬ－１和４ＣＬ蛋白质都属于参与木

质素合成的 ＡＦＤⅠ亚族成员；与前人在水稻［５］、烟

草［１５］的研究结果相一致。已有研究表明，在胡萝卜

生长、发育期间，野生胡萝卜根中木质素含量高于

栽培品种［１６－１７］。本研究结果表明，在胡萝卜生长、

发育期间，Ｄｃ４ＣＬ－１基因在野生品种中表达量较
高，而在栽培品种中表达水平较低。尤其在种子发

芽后６０、９０ｄ，其表达水平差异极显著（Ｐ＜０．０１）。
野生品种在发育期间，Ｄｃ４ＣＬ－１基因相对表达水平
变化没有明显的规律，但均较高（图５）。

３　讨论与结论

木质素是一种自然无组织的高分子聚合物，在

维管植物中起着支撑其结构刚度和维持颜色的重

要作用［１８－１９］。生产树木中木质素结构或含量的变

化对于造纸工业和生物燃料的生产也具有重要

性［６，２０］。然而，肉质根作为胡萝卜可食用的器官，木

质素含量过高会降低胡萝卜根的口感及质量［１７，２１］。

外源赤霉素［１７］、处理加工［２２］及成熟化［２１］都会影响

胡萝卜根中木质素的含量。此外，胡萝卜木质素含

量的降低对其繁殖、栽培也有一定的影响。有研究

显示，香蕉（Ｍａｓａｎａｎａ）Ａ基因组中有２５个４ＣＬ基
因同源序列，其中Ｍｕ４ＣＬ１５在烟草中过表达能够增
加烟草植株茎秆的木质素含量和抗倒伏能力，推测

Ｍｕ４ＣＬ１５极有可能提高香蕉植株假茎的抗倒伏能
力。有研究表明，胡萝卜木质素大部分沉积在胡萝

卜木质部导管的细胞壁上；在胡萝卜发育过程

中［２３］，木质素含量呈现连续下降的趋势，推测这可

能与木质素生物合成相关基因的表达量降低有

关［２４］。本研究结果显示，Ｄｃ４ＣＬ－１基因在野生胡
萝卜中高表达，而在栽培胡萝卜中低表达，推测

Ｄｃ４ＣＬ－１基因与胡萝卜木质素的合成有关。
４ＣＬ基因是木质素合成的关键限速酶的调控基

因，且４ＣＬ与植物腺苷酸构成酶的大亚组有关，由
多拷贝基因编码；在其他蔬菜作物中已有相关报

道，如白杨、水稻和烟草［５，１５］。４ＣＬ氨基酸序列的系

统重建显示，４ＣＬ蛋白分别划入Ⅰ、Ⅱ ２个亚组；其
中，Ⅰ亚组４ＣＬｓ与木质素及其他苯丙脂类的合成有
更近的关系，而Ⅱ亚组４ＣＬｓ与黄酮类有更近的关
系［４－５，２５］。有 关 于 海 南 龙 血 树 （Ｄｒａｃａｅｎａ
ｃａｍｂｏｄｉａｎａ）的研究表明，Ｄｃ４ＣＬ１属于 ＣｌａｓｓⅢ类
４ＣＬ，血竭诱导剂能够诱导 Ｄｃ４ＣＬ１基因的表达，为
进一步阐明 Ｄｃ４ＣＬ１基因在海南龙血树中类黄酮生
物合成中的功能提供帮助［２６］。在水稻的研究中发

现，４ＣＬ基因家族有 ５位成员，其中 Ｏｓ４ＣＬ２属于
ＴｙｐｅⅡ亚组，其他４位成员属于ＴｙｐｅⅠ亚组；研究还
得出，Ｏｓ４ＣＬ３表达量的降低显著影响木质素的合成
且效果最好，降低植物体木质素含量，降低植株株

高［２７］。这些试验结果均表明，可以通过调节４ＣＬ基
因的表达量来调控植物木质素的含量。

本研究通过ＢＬＡＳＴ比对和系统分析发现，野生
胡萝卜中的新４ＣＬ属于Ⅰ亚组。无论野生胡萝卜，
还是栽培胡萝卜，Ｄｃ４ＣＬ－１基因的表达水平与胡萝
卜的总木质素含量呈正相关关系，由此推测

Ｄｃ４ＣＬ－１基因可能参与胡萝卜木质素的合成。但
有报道说，根据胡萝卜基因组注释，４ＣＬｓ均属于Ⅰ
亚组。胡萝卜木质素的合成是一个复杂的过程，其

不仅受多基因的影响，同时也受栽培环境、管理方

式的影响，须要全方位深入研究。因此，须要发掘

胡萝卜其他新４ＣＬ基因，乃至与木质素合成的相关
基因都研究彼此之间的相关性及各基因的具体功

能，并进行相关深入的研究，为植物木质素的相关
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研究提供更加有力的理论基础。
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ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＨｅｌｓｉｎｋｉ，２０１７．

［２０］陈　磊，陈汉平，陆　强，等．木质素结构及热解特性［Ｊ］．化工

学报，２０１４，６５（９）：３６２６－３６３３．

［２１］ＳｃｈａｆｅｒＪ，ＴｒｉｅｒｗｅｉｌｅｒＢ，ＢｕｎｚｅｌＭ．Ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ－ｒｅｌａｔｅｄｃｈａｎｇｅｓｏｆ

ｃａｒｒｏｔｌｉｇｎｉｎｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆｔｈｅＳｃｉｅｎｃｅｏｆＦｏｏｄａｎｄＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ，

２０１８，９８（３）：１０１６－１０２３．

［２２］ＨｏｗａｒｄＬＲ，ＧｒｉｆｆｉｎＬＥ．Ｌｉｇｎｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄｓｕｒｆａｃｅｄｉｓｃｏｌｏｒａｔｉｏｎ

ｏｆｍｉｎｉｍａｌｌｙｐｒｏｃｅｓｓｅｄｃａｒｒｏｔｓｔｉｃｋｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＦｏｏｄＳｃｉｅｎｃｅ，

１９９３，５８（５）：１０６５－１０６７．

［２３］舒海燕，孙　威，魏　卿，等．香蕉４－ＣＬ基因Ｍｕ４ＣＬ１５的功能

鉴定［Ｊ］．基因组学与应用生物学，２０１７，３６（８）：３０２５－３０３３．

［２４］王广龙．胡萝卜肉质根发育过程中激素和品质的变化规律研究

［Ｄ］．南京：南京农业大学，２０１６．

［２５］ＨｕＷＪ，ＫａｗａｏｋａＡ，ＴｓａｉＣＪ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔａｌｉｚｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆｔｗｏｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｌｙａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｌｙｄｉｓｔｉｎｃｔ４－ｃｏｕｍａｒａｔｅ：ＣｏＡ

ｌｉｇａｓｅｇｅｎｅｓｉｎａｓｐｅｎ（Ｐｏｐｕｌｕｓｔｒｅｍｕｌｏｉｄｅｓ）［Ｊ］．Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅ

ＮａｔｉｏｎａｌＡｃａｄｅｍｙｏｆｅｎｃｅｓ，１９９８，９５（９）：５４０７－５４１２．

［２６］夏栋楠，朱家红，李辉亮，等．海南龙血树４－香豆酸辅酶 Ａ连

接酶基因的克隆与表达分析［Ｊ］．分子植物育种，２０１８，１６

（２３）：７６５６－７６６２．

［２７］ＧｕｉＪＳ，ＳｈｅｎＪＨ，ＬｉＬＧ．Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆ

ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｉｌｙｄｉｖｅｒｇｅｎｔ４－ｃｏｕｍａｒａｔｅ：ｃｏｅｎｚｙｍｅａｌｉｇａｓｅｓｉｎｒｉｃｅ

［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２０１１，１５７（２）：５７４－５８６．
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