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摘要: 基于无花果(Ｆｉｃｕｓ ｃａｒｉｃａ Ｌｉｎｎ.)基因组数据克隆到 ５ 个 ＦｃＣａＭ 基因ꎬ这 ５ 个 ＦｃＣａＭ 基因的开放阅读框

(ＯＲＦ)长度为 ４４７~４５３ ｂｐꎬ编码 １４８~１５０个氨基酸ꎬ含有 １或 ３个内含子ꎬ且分布在 ４条染色体上ꎮ ５个 ＦｃＣａＭ蛋

白的理论相对分子质量为 １６ ８４７.６７ ~ １７ ０３９.０７ꎬ理论等电点为 ｐＩ ４.００ 至 ｐＩ ４.１２ꎬ总平均亲水系数为－０.６１９ ~
－０.３８５ꎬ三级结构均为哑铃状ꎬ并具有 ４个可与 Ｃａ２＋结合的 ＥＦ－ｈａｎｄ结构域ꎬ并且ꎬＦｃＣａＭ１ 和 ＦｃＣａＭ２ 的基本理化

性质完全一致ꎮ 系统进化树显示 ５个 ＦｃＣａＭ聚在 ２个分支中ꎬ其中ꎬＦｃＣａＭ１和 ＦｃＣａＭ２聚在一个分支中ꎬＦｃＣａＭ３、
ＦｃＣａＭ４和 ＦｃＣａＭ５聚在另一个分支中ꎬ且 ＦｃＣａＭ４和 ＦｃＣａＭ５聚在同一亚支中ꎮ 启动子顺式作用元件分析结果显

示 ５个 ＦｃＣａＭ基因的启动子区含有多种激素、光和非生物胁迫响应元件ꎮ 亚细胞定位结果表明 ＦｃＣａＭ１、ＦｃＣａＭ２
和 ＦｃＣａＭ５定位于细胞核和细胞质ꎬＦｃＣａＭ３和 ＦｃＣａＭ４定位于细胞质ꎮ 实时荧光定量逆转录 ＰＣＲ 结果表明:总体

上ꎬＦｃＣａＭ１和 ＦｃＣａＭ２的相对表达量在低温(４ ℃)、干旱(质量体积分数 ３０％ＰＥＧ６０００)、光照(暗适应 ９ ｈ 后持续

光照)和激素(１００ μｍｏｌＬ－１脱落酸)处理下升高ꎻ ＦｃＣａＭ３、ＦｃＣａＭ４和 ＦｃＣａＭ５的相对表达量在低温、干旱和脱落

酸处理下升高(ＦｃＣａＭ４在脱落酸处理下的表达水平除外)ꎬ在光照处理下降低ꎮ 综上所述ꎬ无花果 ＦｃＣａＭ 蛋白序

列较为保守ꎬＦｃＣａＭ基因可参与低温、干旱等非生物胁迫和光响应过程ꎬ并受脱落酸诱导ꎮ

关键词: 无花果ꎻ 钙调蛋白ꎻ 基因克隆ꎻ 非生物胁迫ꎻ 表达模式ꎻ 亚细胞定位
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Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ＦｃＣａＭ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ Ｆｉｃｕｓ ｃａｒｉｃａ　 ＮＩＥ Ｆｅｉ１ꎬ ＦＡＮＧ Ｈａｉｌｉｎｇ２ꎬ①ꎬ
ＬＩＵ Ｈｕｉｐｉｎｇ２ꎬ ＱＩ Ｘｉｗｕ２ꎬ ＹＵ Ｘｕ２ꎬ ＬＩ Ｌｉ２ꎬ ＬＩＡＮＧ Ｃｈｅｎｇｙｕａｎ１ꎬ２ꎬ① 〔 １. Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ ａｎｄ
Ｇｒａｓｓｌａｎｄꎬ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｓｏｉｌ ａｎｄ Ｗａｔｅｒ Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００３７ꎬ
Ｃｈｉｎａꎻ ２. Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｂｏｔａｎｙꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ａｎｄ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ (Ｎａｎｊｉｎｇ Ｂｏｔａｎｉｃａｌ
Ｇａｒｄｅｎ Ｍｅｍ. Ｓｕｎ Ｙａｔ￣Ｓｅｎ)ꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａ〕ꎬ Ｊ. Ｐｌａｎｔ Ｒｅｓｏｕｒ. ＆ Ｅｎｖｉｒｏｎ.ꎬ ２０２４ꎬ ３３(６):
１－１０

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｆｉｖｅ ＦｃＣａＭ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｃｌｏｎｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｉｃ ｄａｔａ ｏｆ Ｆｉｃｕｓ ｃａｒｉｃａ Ｌｉｎｎ. Ｔｈｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ
ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅｓ (ＯＲＦ) ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｖｅ ＦｃＣａＭ ｇｅｎｅｓ ａｒｅ ４４７－４５３ ｂｐꎬ ｅｎｃｏｄｉｎｇ １４８－１５０ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓꎬ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｏｎｅ ｏｒ ｔｈｒｅｅ ｉｎｔｒｏｎｓ ａｎｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｎｇ ｏｎ ｆｏｕｒ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ. Ｔｈｅ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｍａｓｓｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｖｅ ＦｃＣａＭ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｒｅ １６ ８４７. ６７ － １７ ０３９. ０７ꎬ ｔｈｅｉｒ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔｓ ａｒｅ
ｐＩ ４.００ ｔｏ ｐＩ ４.１２ꎬ ｔｈｅｉｒ ｇｒａｎｄ ａｖｅｒａｇｅｓ ｏｆ ｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙ ａｒｅ －０.６１９－－０.３８５ꎬ ｔｈｅｉｒ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ
ａｒｅ ａｌｌ ｄｕｍｂｂｅｌｌ ｓｈａｐｅｓꎬ ａｎｄ ａｌｌ ｏｆ ｔｈｅｍ ｐｏｓｓｅｓｓ ｆｏｕｒ ＥＦ￣ｈａｎｄ ｄｏｍａｉｎｓ ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｂｉｎｄ Ｃａ２＋ . Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ
ｔｈｅ ｂａｓｉｃ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ＦｃＣａＭ１ ａｎｄ ＦｃＣａＭ２ ａｒｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ. Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ
ｔｒｅｅ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｆｉｖｅ ＦｃＣａＭｓ ａｒｅ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｉｎｔｏ ｔｗｏ ｂｒａｎｃｈｅｓꎬ ｉｎ ｗｈｉｃｈꎬ ＦｃＣａＭ１ ａｎｄ ＦｃＣａＭ２ ａｒｅ
ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｉｎｔｏ ｏｎｅ ｂｒａｎｃｈꎬ ＦｃＣａＭ３ꎬ ＦｃＣａＭ４ꎬ ａｎｄ ＦｃＣａＭ５ ａｒｅ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｂｒａｎｃｈꎬ ａｎｄ
ＦｃＣａＭ４ ａｎｄ ＦｃＣａＭ５ ａｒｅ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｓｕｂｂｒａｎｃｈ. Ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｖｅ ＦｃＣａＭ ｇｅｎｅｓ ｃｏｎｔａｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｈｏｒｍｏｎｅｓꎬ ｌｉｇｈｔꎬ ａｎｄ
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ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓ. Ｔｈｅ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ＦｃＣａＭ１ꎬ ＦｃＣａＭ２ꎬ ａｎｄ
ＦｃＣａＭ５ ａｒｅ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｉｎ ｎｕｃｌｅｕｓ ａｎｄ ｃｙｔｏｐｌａｓｍꎬ ｗｈｉｌｅ ＦｃＣａＭ３ ａｎｄ ＦｃＣａＭ４ ａｒｅ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｉｎ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ.
Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｒｅｖｅｒｓｅ￣ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ＰＣＲ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔꎬ ｉｎ ｇｅｎｅｒａｌꎬ ｔｈｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＦｃＣａＭ１ ａｎｄ ＦｃＣａＭ２ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ( ４ ℃)ꎬ ｄｒｏｕｇｈｔ
(ＰＥＧ６０００ ｗｉｔｈ ｍａｓｓ ｖｏｌｕｍｅ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ３０％)ꎬ ｌｉｇｈｔ (ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｌｉｇｈｔ ａｆｔｅｒ ｄａｒｋ ａｄａｐｔａｔｉｏｎ ｆｏｒ ９ ｈ)ꎬ
ａｎｄ ｈｏｒｍｏｎｅ (１００ μｍｏｌＬ－１ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ) ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓꎻ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＦｃＣａＭ３ꎬ
ＦｃＣａＭ４ ａｎｄ ＦｃＣａＭ５ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅꎬ ｄｒｏｕｇｈｔꎬ ａｎｄ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ (ｅｘｃｅｐｔ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＦｃＣａＭ４ ｕｎｄｅｒ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ)ꎬ ｂｕｔ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｕｎｄｅｒ ｌｉｇｈｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. Ｉｎ
ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＦｃＣａＭ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ Ｆ. ｃａｒｉｃａ ａｒｅ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄꎬ ａｎｄ ＦｃＣａＭ ｇｅｎｅｓ
ｃａｎ ｒｅｓｐｏｎｄ ｔｏ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ( ｓｕｃｈ ａｓ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｄｒｏｕｇｈｔ) ａｎｄ ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓꎬ ａｎｄ
ｔｈｅｙ ａｒｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｆｉｃｕｓ ｃａｒｉｃａ Ｌｉｎｎ.ꎻ ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎꎻ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇꎻ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓꎻ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎꎻ
ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

　 　 在自然界中ꎬ植物常常会遭受高温、低温、干旱、
盐碱等非生物胁迫ꎬ这些胁迫不仅限制了植物的分布

范围ꎬ而且会影响植物的生长发育ꎮ 钙是植物体内一

种必要的微量元素[１]ꎬ也是细胞信号转导和调节应

激反应的第二信使[２]ꎬ在植物应答各种胁迫过程中

起到关键作用[３]ꎮ 植物体内的 Ｃａ２＋浓度会随环境改

变而发生瞬时变化ꎬＣａ２＋在被钙感受器感知后能够激

活下游的生理反应ꎬ实现植物体对环境胁迫的响

应[４－５]ꎮ 目前ꎬ在植物体内发现的钙感受器主要有

４类ꎬ即钙调蛋白(ＣａＭ)、类钙调蛋白(ＣＭＬ)、钙调磷

酸酶 Ｂ类蛋白(ＣＢＬ)和钙依赖蛋白激酶(ＣＤＰＫ) [６]ꎮ
ＣａＭ是研究最广泛的钙感受器ꎬ含有 ４ 个 ＥＦ－ｈａｎｄ
结构域ꎬ在所有真核生物中高度保守[７]ꎮ 近年来ꎬ
ＣａＭ基因已在拟南芥 〔 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ( Ｌｉｎｎ.)
Ｈｅｙｎｈ.〕 [８]、 水 稻 ( Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ.) [９]、 番 茄

(Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ Ｌｉｎｎ.) [１０]等多种植物中被鉴定

出来ꎮ 研究发现ꎬ拟南芥中 ＡｔＣａＭ４与 ＰＡＴＬ１蛋白互

作ꎬ抑制 ＣＢＦ基因表达ꎬ负调控植株耐冷性[１１]ꎻ番茄

钙调蛋白 ＣａＭ６ 通过影响低温信号转导途径中的关

键转录因子 ＩＣＥ１来调控下游冷响应基因的表达ꎬ进
而负调控番茄的低温抗性[１２]ꎻ黄瓜(Ｃｕｃｕｍｉｓ ｓａｔｉｖｕｓ
Ｌｉｎｎ.)ＣｓＣａＭ３基因表达可提高 ＨＳＰ７０ 和 ＨＳＰ９０ 基

因的表达水平ꎬ从而提高黄瓜的耐热性ꎬ同时缓解细

胞膜损伤[１３]ꎻ闽楠〔Ｐｈｏｅｂｅ ｂｏｕｒｎｅｉ (Ｈｅｍｓｌ.) Ｙｅｎ Ｃ.
Ｙａｎｇ〕ＰｂＣａＭ３基因能够响应干旱胁迫ꎬ其表达受脱

落酸和茉莉酸甲酯诱导[１４]ꎮ 可见ꎬＣａＭ 蛋白在植物

应答非生物胁迫及激素诱导过程中具有重要的调节

作用ꎬＣａＭ基因可参与植物响应高温、低温、干旱、盐
胁迫等多种非生物胁迫及激素诱导过程ꎬ并行使不同

的功能ꎮ

无花果(Ｆｉｃｕｓ ｃａｒｉｃａ Ｌｉｎｎ.)为桑科(Ｍｏｒａｃｅａｅ)榕
属(Ｆｉｃｕｓ Ｌｉｎｎ.)的重要经济果树[１５]ꎮ 无花果果实皮

薄软糯、口味甜美ꎬ富含多糖、黄酮、花青素等多种生

物活性成分[１６－１８]ꎬ具有抗氧化、抗癌、增强免疫力、降
血糖等功效[１９－２１]ꎮ 近年来ꎬ随着消费者对无花果营

养价值和经济价值认识的提高ꎬ国内无花果产业发展

态势良好ꎮ 但是ꎬ无花果在栽培过程中常受到低温、
干旱等非生物胁迫ꎬ植株很难正常生长发育ꎬ果实产

量和品质受到很大影响[２２－２４]ꎮ 因此ꎬ提高无花果对

逆境胁迫的耐受性是目前其育种的一个主要目标ꎮ
本研究根据已报道的无花果基因组数据[２５]ꎬ对

无花果的 ＣａＭ基因进行克隆和测序ꎬ在此基础上ꎬ对
这些基因进行了生物信息学分析(包括蛋白质基本

理化性质、蛋白质三级结构、氨基酸序列比对和结构

域分析、同源蛋白系统进化分析、基因启动子顺式作

用元件分析和蛋白质亚细胞定位)ꎬ并采用实时荧光

定量逆转录 ＰＣＲ(ＲＴ－ｑＰＣＲ)技术对无花果 ＣａＭ 基

因在 低 温 ( ４ ℃)、 干 旱 (质 量 体 积 分 数 ３０％
ＰＥＧ６０００)、光照(暗适应 ９ ｈ 后持续光照)和激素

(１００ μｍｏｌＬ－１脱落酸)处理 ０、３、６、１２ 和 ２４ ｈ 后的

表达情况进行了比较ꎬ以期为深入研究 ＣａＭ 基因在

无花果响应非生物胁迫和激素诱导中的功能提供基

础资料ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

供试材料为江苏省中国科学院植物研究所无花

果种植基地内无花果品种 ‘玛斯义陶芬’ (‘Ｍａｓｕｉ
Ｄａｕｐｈｉｎｅ’)长势旺盛、健康的 ６月龄扦插苗ꎮ

２
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１.２　 方法

１.２.１　 总 ＲＮＡ提取及反转录　 随机采集扦插苗上的

幼嫩叶片ꎬ按照 ＦａｓｔＰｕｒｅ Ｐｌａｎｔ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ
(南京诺唯赞生物科技股份有限公司)的操作流程提

取总 ＲＮＡꎻ使用质量体积分数 １％琼脂糖凝胶电泳和

Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ 超微量分光光度计 (美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ公司)检测提取的总 ＲＮＡ 样品的质量和浓度ꎻ
检测 合 格 后ꎬ 按 照 ＨｉＳｃｒｉｐｔ® ＩＩ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ(南京诺唯赞生物科技股份有限公司)的
操作流程将总 ＲＮＡ反转录成 ｃＤＮＡꎬ置于－２０ ℃冰箱

中保存、备用ꎮ
１.２.２　 基因克隆及测序　 以拟南芥 ＣａＭ家族成员蛋

白序列为探针ꎬ利用 Ｔｂｔｏｏｌｓ 比对工具在无花果基因

组数据库(ｈｔｔｐｓ:∥ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｂｉｏｐｒｏｊｅｃｔ /
５６５８５８)中进行同源比对ꎬ获得 ５ 个无花果 ＣａＭ基因

序列ꎬ同时记录这些基因的内含子数及其所在染色体

位置ꎮ 根据这 ５ 个基因的核苷酸序列设计特异性引

物(表 １)ꎬ以 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 扩增体

系总体积 ５０ μＬꎬ包括 ２×Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｂｕｆｆｅｒ ２５ μＬꎬ正
向和反向引物 (１０ μｍｏｌＬ－１ )各 ２ μＬꎬ ｄＮＴＰ Ｍｉｘ
１ μＬꎬ Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｓｕｐｅｒ － Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
１ μＬꎬｃＤＮＡ(１００ ｎｇμＬ－１)１ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ １８ μＬꎮ 扩

增程序:９４ ℃预变性 ４ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓ、５５ ℃退

火 ３０ ｓ、７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ共 ３５ 个循环ꎻ７２ ℃延伸

１０ ｍｉｎꎮ 扩增产物经质量体积分数 １％琼脂糖凝胶电

泳检测后ꎬ切取目的条带ꎻ使用 ＳａｎＰｒｅｐ Ｃｏｌｕｍｎ ＤＮＡ
Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ〔生工生物工程(上海)股份有限公

司〕回收扩增产物ꎻ连接 ｐＭＤ１９－Ｔ 载体后ꎬ转化至大

肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)ＤＨ５α感受态细胞中ꎻ使用含

５０ μｇｍＬ－１氨苄青霉素(Ａｍｐ)的 ＬＢ 平板进行阳性

克隆筛选ꎬ将阳性克隆交给生工生物工程(上海)股
份有限公司进行测序ꎮ

表 １　 用于基因克隆、亚细胞定位及实时荧光定量逆转录 ＰＣＲ(ＲＴ－ｑＰＣＲ)的引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇꎬ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｒｅｖｅｒｓｅ￣ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ＰＣＲ
(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列(５′→３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′)

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列(５′→３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′)

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列(５′→３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′)

基因克隆 Ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ 亚细胞定位 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ＲＴ－ｑＰＣＲ
ＦｃＣａＭ１－Ｆ ＡＴＧＧＣＧＧＡＴＣＡＧＣＴＣＡＣＴＧ ＦｃＣａＭ１－ＧＦＰ－Ｆ ＣＡＣＧＣＴＣＧＡＧＡＴＧＧＣＧＧＡＴＣＡＧＣＴＣＡＣＴＧ ｑＦｃＣａＭ１－Ｆ ＧＣＣＴＴＣＡＧＣＣＴＣＴＴＣＧ
ＦｃＣａＭ１－Ｒ ＴＣＡＣＴＴＣＧＣＣＡＴＣＡＴＡＡＣＣＴ ＦｃＣａＭ１－ＧＦＰ－Ｒ ＡＴＴＣＣＴＣＧＡＧＣＴＴＣＧＣＣＡＴＣＡＴＡＡＣＣＴ ｑＦｃＣａＭ１－Ｒ ＧＣＣＴＣＣＧＴＴＧＧＧＴＴＣＴ
ＦｃＣａＭ２－Ｆ ＡＴＧＧＣＣＧＡＴＣＡＧＣＴＣＡＣＣＧ ＦｃＣａＭ２－ＧＦＰ－Ｆ ＣＡＣＧＣＴＣＧＡＧＡＴＧＧＣＣＧＡＴＣＡＧＣＴＣＡＣＣＧ ｑＦｃＣａＭ２－Ｆ ＡＴＧＧＣＴＴＣＡＴＴＴＣＴＧＣＴ
ＦｃＣａＭ２－Ｒ ＴＣＡＣＴＴＧＧＣＣＡＴＣＡＴＧＡＣＴ ＦｃＣａＭ２－ＧＦＰ－Ｒ ＡＴＴＣＣＴＣＧＡＧＣＴＴＧＧＣＣＡＴＣＡＴＧＡＣＴ ｑＦｃＣａＭ２－Ｒ ＴＣＴＣＧＴＣＡＡＣＣＴＣＣＴＣＡ
ＦｃＣａＭ３－Ｆ ＡＴＧＧＣＡＧＡＴＧＴＡＣＴＧＡＧＴＧ ＦｃＣａＭ３－ＧＦＰ－Ｆ ＣＡＣＧＣＴＣＧＡＧＡＴＧＧＣＡＧＡＴＧＴＡＣＴＧＡＧＴＧ ｑＦｃＣａＭ３－Ｆ ＡＧＡＡＧＣＣＴＴＴＴＧＴＣＴＧＴＴＴ
ＦｃＣａＭ３－Ｒ ＴＣＡＴＣＣＡＡＴＧＧＴＣＡＴＣＡＴＣＡＴ ＦｃＣａＭ３－ＧＦＰ－Ｒ ＡＴＴＣＣＴＣＧＡＧＴＣＣＡＡＴＧＧＴＣＡＴＣＡＴＣＡＴ ｑＦｃＣａＭ３－Ｒ ＴＧＡＣＣＴＴＡＴＴＡＣＣＧＴＴＧＣ
ＦｃＣａＭ４－Ｆ ＡＴＧＧＧＡＧＡＡＧＴＣＴＴＧＡＣＡＧ ＦｃＣａＭ４－ＧＦＰ－Ｆ ＣＡＣＧＣＴＣＧＡＧＡＴＧＧＧＡＧＡＡＧＴＣＴＴＧＡＣＡＧ ｑＦｃＣａＭ４－Ｆ ＧＡＧＧＣＴＴＴＣＴＧＴＣＴＧＣＴＴ
ＦｃＣａＭ４－Ｒ ＴＣＡＡＡＣＡＧＣＣＡＡＣＡＴＣＡＴＴ ＦｃＣａＭ４－ＧＦＰ－Ｒ ＡＴＴＣＣＴＣＧＡＧＡＡＣＡＧＣＣＡＡＣＡＴＣＡＴＴ ｑＦｃＣａＭ４－Ｒ ＧＡＴＣＡＴＧＣＴＴＴＧＣＡＧＴＴＣＴ
ＦｃＣａＭ５－Ｆ ＡＴＧＧＣＧＧＡＴＧＣＡＴＴＧＡＣＧＧ ＦｃＣａＭ５－ＧＦＰ－Ｆ ＣＡＣＧＣＴＣＧＡＧＡＴＧＧＣＧＧＡＴＧＣＡＴＴＧＡＣＧＧ ｑＦｃＣａＭ５－Ｆ ＡＧＡＧＴＴＣＣＧＡＧＡＡＧＣＡＴＴ
ＦｃＣａＭ５－Ｒ ＴＣＡＧＣＴＡＡＧＣＡＴＣＡＴＧＡＴＴ ＦｃＣａＭ５－ＧＦＰ－Ｒ ＡＴＴＣＣＴＣＧＡＧＧＣＴＡＡＧＣＡＴＣＡＴＧＡＴＴ ｑＦｃＣａＭ５－Ｒ ＧＡＡＴＴＴＣＴＴＣＣＣＣＣＧＴＧＧＣＡ

１.２.３　 生物信息学分析　 利用 ＢｉｏＥｄｉｔ ｖ７.２.６.１ 软件

预测基因的氨基酸序列ꎬ利用 ＥｘＰＡＳｙ 在线网站

(ｈｔｔｐｓ:∥ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )中的 ＰｒｏｔＰａｒａｍ
模块分析蛋白质的理论相对分子质量、理论等电点和

总平均亲水系数ꎮ 利用 ＳＷＩＳＳ ＭＯＤＥＬ 在线网站

(ｈｔｔｐ:∥ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / )预测蛋白质的三级

结构ꎻ利用 ＳＭＡＲＴ 在线网站 ( ｈｔｔｐ:∥ ｓｍａｒｔ. ｅｍｂｌ￣
ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ.ｄｅ / )分析蛋白质的氨基酸序列和结构域ꎮ
利用 ＤＮＡＭＡＮ软件对无花果与拟南芥、水稻、番茄等

１０种植物同源蛋白的氨基酸序列进行比对ꎬ并采用

ＭＥＧＡ １１.０软件中的邻接法(ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇꎬ ＮＪ)构
建系统进化树ꎮ 利用 Ｔｂｔｏｏｌｓ从无花果基因组数据库

中提取 ＣａＭ 基因起始密码子(ＡＴＧ)上游 ２ ０００ ｂｐ

的序列作为基因启动子区ꎬ采用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 在线

软件(ｈｔｔｐ: ∥ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｐｓｂ. ｕｇｅｎｔ. ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ /
ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )预测基因启动子区顺式作用元件ꎮ
１.２.４　 蛋白质亚细胞定位分析　 以含无花果 ＦｃＣａＭ
的 ｐＭＤ１９－Ｔ 载体为模板ꎬ利用含同源臂的引物(表
１)扩增目的片段并纯化ꎻ利用同源重组技术将目的

片段与限制性内切酶 ＸｈｏⅠ酶切后的 ｐＨｅｌｌｓｇａｔｅ－ＧＦＰ
载体连接ꎬ转化至大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞中ꎻ经
ＰＣＲ 鉴 定 和 测 序 验 证 后ꎬ得 到 ３５Ｓ: ｐＨｅｌｌｓｇａｔｅ －
ＦｃＣａＭ－ＧＦＰ 表达载体ꎻ参考郑晓薇等[２６]的方法ꎬ利
用 冻 融 法 将 表 达 载 体 转 化 至 根 癌 农 杆 菌

(Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ)ＧＶ３１０１感受态细胞中ꎬ并
配制成 ＯＤ６００值约为 ０.８ 的侵染菌液ꎻ选取长势良好

３
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的 ５ 或 ６ 叶 龄 本 氏 烟 草 ( Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ
Ｄｏｍｉｎ)植株ꎬ用注射器将侵染菌液注入成熟叶下表

皮ꎻ室温下暗培养 ４８ ｈ后ꎬ用稀释 ５０~１００倍的 ４′ꎬ６－
二脒基－２－苯基吲哚(ＤＡＰＩ)染液将侵染的叶片染色

１~２ ｈꎻ使用 ＬＳＭ９００ 激光共聚焦显微镜(德国 Ｚｅｉｓｓ
公司)在波长 ４８８ 和 ４０５ ｎｍ 激发光下观察绿色荧光

和 ＤＡＰＩ信号在细胞中的分布情况ꎬ并拍照记录ꎮ
１.２.５　 基因表达分析 　 选取生长状态一致、健壮的

无花果扦插苗ꎬ单株种植于盛有 Ｖ(蛭石) ∶ Ｖ(营养

土)＝ １ ∶ ３混合基质的营养钵(长 ７ ｃｍ、宽 ６ ｃｍ、高 ８
ｃｍ)中ꎬ置于人工气候箱(培养条件为温度 ２５ ℃、光
照度 ２０ ０００ ｌｘ、光照时间 １６ ｈｄ－１、空气相对湿度

６５％)中培养 ３０ ｄꎻ分别进行低温(４ ℃) [２７]、干旱(质
量体积分数 ３０％ ＰＥＧ６０００) [２８]、光照(暗适应 ９ ｈ 后

持续光照) [２９]和激素(１００ μｍｏｌＬ－１脱落酸) [３０]处
理ꎮ 每处理 ３个生物学重复ꎬ每处理 ３株扦插苗ꎮ

分别在处理 ０、３、６、１２ 和 ２４ ｈ 采集植株顶端幼

叶ꎬ液 氮 速 冻 后ꎬ 使 用 ＦａｓｔＰｕｒｅ Ｐｌａｎｔ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ
Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ提取总 ＲＮＡꎬ使用 ＨｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 将总 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡꎬ根据

无花果 ＣａＭ基因序列设计 ＲＴ－ｑＰＣＲ引物(表 １)ꎬ并
按照 ２×ＣｈａｍＱ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(南
京诺唯赞生物科技股份有限公司)说明书的操作流

程进行 ＲＴ－ｑＰＣＲ 反应ꎮ 扩增体系总体积 １０.０ μＬꎬ
包括 ２×ＧＳ ＡｎｔｉＱ ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｆａｓｔ Ｍｉｘ ５.０ μＬꎬ正向

和反向引物(１０ μｍｏｌＬ－１)各 ０. ４ μＬꎬｃＤＮＡ(１００
ｎｇμＬ－１) １.５ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ２.７ μＬꎮ 扩增程序:９５ ℃
预变性 ３０ ｓꎻ９５ ℃变性 ５ ｓ、６０ ℃退火 ３０ ｓꎬ共 ４５个循

环ꎮ 以无花果 β－ａｃｔｉｎ 基因(ＰＱ１５３９９１)为内参基因

(正向引物序列为 ５′ －ＴＴＧＡＡＣＣＣＴＡＡＧＧＣＴＡＡＣＡ－
３′ꎬ反向引物序列为 ５′－ＴＡＣＧＡＣＣＡＣＴＧＧＣＧＴＡＡＡ－
３′)ꎬ以处理 ０ ｈ 的基因表达量为基准ꎬ采用 ２－ΔΔＣＴ

法[３１]计算基因的相对表达量ꎮ
１.３　 数据统计分析

采用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ ２６.０软件进行数据统计ꎬ并采用

单因素方差分析 ( ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)和学生 ｔ 检验

(ｓｔｕｄｅｎｔｓ ｔ￣ｔｅｓｔ)对相关数据进行显著性分析ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 基因克隆及测序结果分析

以无花果 ｃＤＮＡ为模板ꎬ扩增到 ５ 个目的基因条

带(图 １)ꎬ分别命名为 ＦｃＣａＭ１、ＦｃＣａＭ２、ＦｃＣａＭ３、
ＦｃＣａＭ４和 ＦｃＣａＭ５ꎮ 测序结果(表 ２)显示:这 ５ 个

ＦｃＣａＭ 基因的开放阅读框 ( ＯＲＦ) 长度为 ４４７ ~
４５３ ｂｐꎬ编 码 １４８ ~ １５０ 个 氨 基 酸ꎮ ＦｃＣａＭ１ 和

ＦｃＣａＭ２均只含有 １个内含子ꎬ分别位于 １３号和 ３号
染色体ꎻＦｃＣａＭ３、ＦｃＣａＭ４ 和 ＦｃＣａＭ５ 均含有 ３ 个内

含子ꎬ分别位于 ８号、３号和 １０号染色体ꎮ

Ｍ: ＤＬ２０００ ＤＮＡ分子量标准 ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ.

图 １　 以 ｃＤＮＡ 为模板的无花果 ＦｃＣａＭ基因的克隆结果
Ｆｉｇ. １ 　 Ｃｌｏｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＦｃＣａＭ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ Ｆｉｃｕｓ ｃａｒｉｃａ Ｌｉｎｎ. ｂｙ
ｕｓｉｎｇ ｃＤＮＡ ａｓ ｔｅｍｐｌａｔｅ

２.２　 生物信息学分析

２.２.１　 蛋白质基本理化性质分析　 对无花果 ＦｃＣａＭ
蛋白的基本理化性质进行分析ꎬ结果(表 ２)表明:
ＦｃＣａＭ１和 ＦｃＣａＭ２的理论相对分子质量(１６ ８４７.６７)、
理论等电点(ｐＩ ４.１１)和总平均亲水系数(－０.６１９)均相

同ꎬ理论相对分子质量在 ５个 ＦｃＣａＭ中最小ꎬ但理论等

电点较大ꎻＦｃＣａＭ４的理论相对分子质量(１７ ０３９.０７)和
理论等电点(ｐＩ ４.１２)均最大ꎻＦｃＣａＭ５的理论相对分子

质量较小(１６ ８９４.７２)ꎬ理论等电点最小( ｐＩ ４.００)ꎮ
另外ꎬ这 ５个 ＦｃＣａＭ 蛋白的总平均亲水系数均为负

数ꎬ说明这 ５个蛋白均为亲水性蛋白ꎮ
２.２.２　 蛋白质三级结构及氨基酸序列和结构域分析

蛋白质三级结构预测结果(图 ２)显示:５ 个 ＦｃＣａＭ蛋

白的三级结构均为哑铃状ꎬ即两端为球形结构域ꎬ中
间为 α螺旋ꎬ且球形结构域均由 α螺旋和 β折叠构成

的“螺旋－环－螺旋”结构两两结合形成含 ２ 个 Ｃａ２＋的
类似骨棒状结构ꎮ 值得注意的是ꎬＦｃＣａＭ１和 ＦｃＣａＭ２
的三级结构完全一致ꎮ 氨基酸序列及结构域分析结

果(图 ３)表明:ＦｃＣａＭ１ 和 ＦｃＣａＭ２ 的氨基酸序列完

全相同ꎬ且 ５ 个 ＦｃＣａＭ 均含有 ４ 个可与 Ｃａ２＋结合的

ＥＦ－ｈａｎｄ结构域ꎮ

４
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表 ２　 无花果 ＦｃＣａＭ基因序列分析及其编码蛋白的基本理化性质
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ＦｃＣａＭ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ Ｆｉｃｕｓ ｃａｒｉｃａ Ｌｉｎｎ. ａｎｄ ｂａｓｉｃ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

基因
Ｇｅｎｅ

登录号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
Ｎｏ.

ＯＲＦ长度１)

ＯＲＦ ｌｅｎｇｔｈ１)
氨基酸数
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
ｎｕｍｂｅｒ

内含子数
Ｉｎｔｒｏｎ
ｎｕｍｂｅｒ

染色体号
Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ
ｎｕｍｂｅｒ

理论相对分子质量
Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓ

理论等电点
Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ
ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ

总平均亲水系数
Ｇｒａｎｄ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ
ｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙ

ＦｃＣａＭ１ ＰＱ１５９１３９ ４５０ １４９ １ １３ １６ ８４７.６７ ｐＩ ４.１１ －０.６１９
ＦｃＣａＭ２ ＰＱ１５９１４０ ４５０ １４９ １ ３ １６ ８４７.６７ ｐＩ ４.１１ －０.６１９
ＦｃＣａＭ３ ＰＱ１５９１４１ ４５３ １５０ ３ ８ １６ ９９１.９８ ｐＩ ４.０１ －０.３８５
ＦｃＣａＭ４ ＰＱ１５９１４２ ４５０ １４９ ３ ３ １７ ０３９.０７ ｐＩ ４.１２ －０.４５６
ＦｃＣａＭ５ ＰＱ１５９１４３ ４４７ １４８ ３ １０ １６ ８９４.７２ ｐＩ ４.００ －０.５２７

　 １)ＯＲＦ: 开放阅读框 Ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ.

图 ２　 无花果 ＦｃＣａＭ 蛋白三级结构预测结果
Ｆｉｇ. ２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ＦｃＣａＭ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ Ｆｉｃｕｓ ｃａｒｉｃａ Ｌｉｎｎ.

图 ３　 无花果 ＦｃＣａＭ 蛋白氨基酸序列及结构域分析
Ｆｉｇ. ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ＦｃＣａＭ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ Ｆｉｃｕｓ ｃａｒｉｃａ Ｌｉｎｎ.

２.２.３　 同 源 蛋 白 系 统 进 化 分 析 　 以 莱 茵 衣 藻

(Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓ ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ Ｌｉｎｎ.) ＣｒｅｉｎＣａＭ１ 为外类

群ꎬ对无花果 ＦｃＣａＭ与其他物种的 ＣａＭ 氨基酸序列

进行系统进化分析ꎬ结果见图 ４ꎮ
由图 ４可以看出ꎬ莱茵衣藻 ＣｒｅｉｎＣａＭ１ 与其他物

种 ＣａＭ 分隔较远ꎬ说明莱茵衣藻与其他植物的亲缘

关系较远ꎬ此聚类结果与这些物种的经典分类结果相

符ꎮ 无花果的 ５个 ＦｃＣａＭ聚在 ２个分支中ꎮ ＦｃＣａＭ１
和 ＦｃＣａＭ２与拟南芥 ＡｔＣａＭ１至 ＡｔＣａＭ７ꎬ光叶百脉根

〔 Ｌｏｔｕｓ ｃｏｒｎｉｃｕｌａｔｕｓ ｓｕｂｓｐ. ｊａｐｏｎｉｃｕｓ ( Ｒｅｇｅｌ ) Ｈ.
Ｏｈａｓｈｉ〕ＬｊＣａＭ１和 ＬｊＣａＭ２ꎬ水稻 ＯｓＣａＭ１ 至 ＯｓＣａＭ３ꎬ
番茄 ＳｌＣａＭ１ 至 ＳｌＣａＭ６ꎬ苹果 (Ｍａｌｕｓ ｐｕｍｉｌａ Ｍｉｌｌ.)
ＭｐＣａＭ２ 和 ＭｐＣａＭ４ꎬ 马 铃 薯 ( Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ

Ｌｉｎｎ.) ＳｔＣａＭ２、 ＳｔＣａＭ３、 ＳｔＣａＭ５ꎬ 毛 果 杨 ( Ｐｏｐｕｌｕｓ
ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ Ｔｏｒｒ. ｅｔ Ａ. Ｇｒａｙ ) ＰｔＣａＭ２、 ＰｔＣａＭ３、
ＰｔＣａＭ６、 ＰｔＣａＭ７ꎬ 甜 橙 〔 Ｃｉｔｒｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ( Ｌｉｎｎ.)
Ｏｓｂｅｃｋ〕 ＣｓＣａＭ７ꎬ大豆 〔Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ ( Ｌｉｎｎ.) Ｍｅｒｒ.〕
ＧｍＣａＭ５聚在同一分支中ꎬ并且支长相对较短ꎬ说明

这些植物 ＣａＭ 蛋白的氨基酸序列同源性较高ꎬ高度

保守ꎮ ＦｃＣａＭ３、 ＦｃＣａＭ４ 和 ＦｃＣａＭ５ 聚在另一分支

中ꎬ其中 ＦｃＣａＭ３ 与毛果杨 ＰｔＣａＭ８ꎬ光叶百脉根

ＬｊＣａＭ３、ＬｊＣａＭ４ꎬ甜橙 ＣｓＣａＭ８ꎬ大豆 ＧｍＣａＭ８ 聚在一

个 亚 支ꎻ ＦｃＣａＭ４ 和 ＦｃＣａＭ５ 与 苹 果 ＭｐＣａＭ１、
ＭｐＣａＭ３ꎬ甜橙 ＣｓＣａＭ５ꎬ大豆 ＧｍＣａＭ９ 聚在另一个亚

支ꎬ并且支长相对较长ꎬ说明该分支 ＣａＭ蛋白的氨基

酸序列在进化过程中有一定分化ꎮ 　 　 　

５
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Ａｔ: 拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.ꎻ Ｌｊ: 光叶百脉根 Ｌｏｔｕｓ
ｃｏｒｎｉｃｕｌａｔｕｓ ｓｕｂｓｐ. ｊａｐｏｎｉｃｕｓ (Ｒｅｇｅｌ) Ｈ. Ｏｈａｓｈｉ.ꎻ Ｏｓ: 水稻 Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ
Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｓｌ: 番茄 Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｍｐ: 苹果 Ｍａｌｕｓ ｐｕｍｉｌａ
Ｍｉｌｌ.ꎻ Ｓｔ: 马 铃 薯 Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｐｔ: 毛 果 杨 Ｐｏｐｕｌｕｓ
ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ Ｔｏｒｒ. ｅｔ Ａ. Ｇｒａｙꎻ Ｃｓ: 甜橙 Ｃｉｔｒｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ( Ｌｉｎｎ.) Ｏｓｂｅｃｋꎻ
Ｇｍ: 大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ ( Ｌｉｎｎ.) Ｍｅｒｒ.ꎻ Ｆｃ: 无花果 Ｆｉｃｕｓ ｃａｒｉｃａ Ｌｉｎｎ.ꎻ
Ｃｒｅｉｎ: 莱茵衣藻 Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓ ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ Ｌｉｎｎ.

图 ４　 无花果 ＦｃＣａＭ 蛋白与其他物种同源蛋白的系统进化树
Ｆｉｇ. ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＦｃＣａＭ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ Ｆｉｃｕｓ ｃａｒｉｃａ Ｌｉｎｎ.
ａｎｄ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

２.２.４ 　 基因启动子区顺式作用元件分析 　 无花果

ＦｃＣａＭ基因启动子区顺式作用元件预测结果(表 ３)
表明:ＦｃＣａＭ基因的启动子区除含有真核生物必需

核心元件 ＣＡＡＴ－ｂｏｘ和 ＴＡＴＡ－ｂｏｘ 外ꎬ还含有激素响

应元件 ＡＢＲＥ、ＡｕｘＲＲ－ｃｏｒｅ、ＣＧＴＣＡ－ｍｏｔｉｆ、ＴＧＡＣＧ－
ｍｏｔｉｆ、Ｐ － ｂｏｘ、 ＴＣＡ － ｅｌｅｍｅｎｔ、 ＥＲＥꎬ环境响应元件

ＡＲＥ、ＭＢＳ、ＬＴＲ、ＴＣ － ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ、ＷＵＮ －ｍｏｔｉｆ、ＡＥ －
ｂｏｘ、ＡＴ１ － ｍｏｔｉｆ、 ＢＯＸ４、Ｇ － ｂｏｘ、 ＧＡＴＡ － ｍｏｔｉｆ、 ＧＴ１ －
ｍｏｔｉｆ、ＴＣＴ－ｍｏｔｉｆꎮ ５ 个 ＦｃＣａＭ 基因中ꎬＦｃＣａＭ１ 基因

启动子区的激素和环境响应元件最多(３１)ꎬＦｃＣａＭ３
基因启动子区的激素和环境响应元件最少(１７)ꎮ
２.３　 蛋白质亚细胞定位分析

蛋白 质 亚 细 胞 定 位 结 果 (图 ５ ) 显 示: 含

ｐＨｅｌｌｓｇａｔｅ－ＧＦＰ 空载体的本氏烟草叶表皮细胞的细

胞质和细胞核均具有绿色荧光信号ꎬ含 ｐＨｅｌｌｓｇａｔｅ －
ＦｃＣａＭ１－ＧＦＰ、ｐＨｅｌｌｓｇａｔｅ－ＦｃＣａＭ２－ＧＦＰ 和 ｐＨｅｌｌｓｇａｔｅ－
ＦｃＣａＭ５－ＧＦＰ 融合蛋白的本氏烟草叶表皮细胞的细胞

质和细胞核也具有明显的绿色荧光信号ꎬ而含

ｐＨｅｌｌｓｇａｔｅ－ＦｃＣａＭ３－ＧＦＰ 和 ｐＨｅｌｌｓｇａｔｅ－ＦｃＣａＭ４－ＧＦＰ
融合表达蛋白的本氏烟草只在叶表皮细胞的细胞质中

具有明显的绿色荧光信号ꎬ说明 ＦｃＣａＭ１、ＦｃＣａＭ２ 和

ＦｃＣａＭ５ 定 位 于 细 胞 质 和 细 胞 核ꎬ而 ＦｃＣａＭ３ 和

ＦｃＣａＭ４定位于细胞质ꎮ 　 　 　

表 ３　 无花果 ＦｃＣａＭ基因启动子区顺式作用元件预测
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ ＦｃＣａＭ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ Ｆｉｃｕｓ ｃａｒｉｃａ Ｌｉｎｎ.

顺式作用元件
Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ

功能注释
Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

在不同基因启动子区的数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｅｓ

ＦｃＣａＭ１ ＦｃＣａＭ２ ＦｃＣａＭ３ ＦｃＣａＭ４ ＦｃＣａＭ５

ＣＡＡＴ－ｂｏｘ 启动子区常见顺式作用元件 Ｃｏｍｍｏｎ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎ
ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ

３０ ２６ ４２ ３０ ４６

ＴＡＴＡ－ｂｏｘ 转录起始－３０核心启动子元件 Ｃｏｒｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｅｌｅｍｅｎｔ ａｒｏｕｎｄ￣
３０ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｓｔａｒｔ

８３ ３８ ７２ １１１ ８５

ＡＢＲＥ 脱落酸响应元件 Ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ３ ３ ２ １ ２
ＡｕｘＲＲ－ｃｏｒｅ 生长素响应元件 Ａｕｘｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ １ １ １
ＣＧＴＣＡ－ｍｏｔｉｆ 茉莉酸甲酯响应元件 Ｍｅｔｈｙｌ ｊａｓｍｏｎａｔｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ １ １ １ １
ＴＧＡＣＧ－ｍｏｔｉｆ 茉莉酸甲酯响应元件 Ｍｅｔｈｙｌ ｊａｓｍｏｎａｔｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ １ １ １ １
Ｐ－ｂｏｘ 赤霉素响应元件 Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ３ ３
ＴＣＡ－ｅｌｅｍｅｎｔ 水杨酸响应元件 Ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ２ １
ＥＲＥ 乙烯基响应元件 Ｖｉｎｙｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ７
ＡＲＥ 厌氧诱导元件 Ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ３ ２ ２ ２
ＭＢＳ 干旱响应元件 Ｄｒｏｕｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ １ １ ２
ＬＴＲ 低温响应元件 Ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ３ １ １ １
ＴＣ－ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ 防御和胁迫元件 Ｄｅｆｅｎｓｅ ａｎｄ ｃｏｅｒｃｉｏｎ ｅｌｅｍｅｎｔｓ １ ２ １
ＷＵＮ－ｍｏｔｉｆ 伤口诱导元件 Ｗｏｕｎｄ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｅｌｅｍｅｎｔ ２ ３
ＡＥ－ｂｏｘ 光响应元件 Ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ １ １ １
ＡＴ１－ｍｏｔｉｆ 光响应元件 Ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ １

６
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续表３　 Ｔａｂｌｅ ３ (Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ)

顺式作用元件
Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ

功能注释
Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

在不同基因启动子区的数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｅｓ

ＦｃＣａＭ１ ＦｃＣａＭ２ ＦｃＣａＭ３ ＦｃＣａＭ４ ＦｃＣａＭ５

ＢＯＸ４ 光响应元件 Ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ １ ５ １１ ４
Ｇ－ｂｏｘ 光响应元件 Ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ２ ３ ２ １ １
ＧＡＴＡ－ｍｏｔｉｆ 光响应元件 Ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ １ ２
ＧＴ１－ｍｏｔｉｆ 光响应元件 Ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ２ １ １ ２
ＴＣＴ－ｍｏｔｉｆ 光响应元件 Ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ １ ２ ２

Ｂ: 明场 Ｂｒｉｇｈｔꎻ ＧＦＰ: 绿色荧光蛋白 Ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ＤＡＰＩ:
４′ꎬ６ －二脒基 － ２ －苯基吲哚 (细胞核荧光染色) ４′ꎬ ６￣ｄｉａｍｉｄｉｎｏ￣２￣
ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ (ｎｕｃｌｅｕｓ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｔａｉｎｉｎｇ)ꎻ Ｍ: 叠加视野 Ｍｅｒｇｅｄ ｆｉｅｌｄꎻ
ｐＨｅｌｌｓｇａｔｅ－ＧＦＰ: 空载体 Ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ.

图 ５　 无花果 ＦｃＣａＭ 蛋白的亚细胞定位
Ｆｉｇ. ５　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＦｃＣａＭ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ Ｆｉｃｕｓ ｃａｒｉｃａ
Ｌｉｎｎ.

２.４　 基因表达分析

　 　 比较无花果 ５ 个 ＦｃＣａＭ基因的相对表达量在低

温(４ ℃)、干旱(质量体积分数 ３０％ＰＥＧ６０００)、光照

(暗适应 ９ ｈ 后持续光照)和激素(１００ μｍｏｌＬ－１脱
落酸)处理 ０、３、６、１２ 和 ２４ ｈ 的差异ꎬ结果(表 ４)表
明:５个 ＦｃＣａＭ 基因在不同处理条件下的表达模式

存在明显差异ꎮ

低温胁迫下ꎬＦｃＣａＭ１ 的相对表达量随着处理时

间延长持续显著(Ｐ<０.０５)升高ꎬ在处理 ２４ ｈ 的相对

表达量较处理 ０ ｈ高 ５０多倍ꎻＦｃＣａＭ２ 的相对表达量

在处理 ６ ｈ最低ꎬ仅为处理 ０ ｈ 的 ６５％ꎬ并在处理 １２
和 ２４ ｈ略有上升ꎻＦｃＣａＭ３的相对表达量随着处理时

间延长显著波动变化ꎬ在处理 ３、１２ 和 ２４ ｈ 的相对表

达量显著高于处理 ０ ｈꎬ并在处理 １２ ｈ 达到峰值ꎻ
ＦｃＣａＭ４和 ＦｃＣａＭ５的相对表达量均随着处理时间延

长呈先升高后降低再升高的变化趋势ꎬ且均在处理

６ ｈ达到峰值ꎮ
干旱胁迫下ꎬＦｃＣａＭ１ 和 ＦｃＣａＭ２ 的相对表达量

变化相对较小ꎬ分别在处理 １２ 和 ３ ｈ 达到峰值ꎬ且显

著高于处理 ０ ｈꎻＦｃＣａＭ３和 ＦｃＣａＭ５的相对表达量变

化趋势相似ꎬ大体表现为随处理时间延长呈先升高后

降低的变化趋势ꎬ且峰值均出现在处理 １２ ｈꎻＦｃＣａＭ４
的相对表达量随处理时间延长显著波动变化ꎬ在处理

３、１２和 ２４ ｈ的相对表达量显著高于处理 ０ ｈꎬ并在处

理 ３ ｈ达到峰值ꎮ
光照处理下ꎬＦｃＣａＭ１ 和 ＦｃＣａＭ２ 的相对表达量

总体上表现为随处理时间延长呈先升高后降低的变

化趋势ꎬ在处理 ３ ~ ２４ ｈ 的相对表达量显著高于处理

０ ｈꎬ且均在处理 １２ ｈ达到峰值ꎻＦｃＣａＭ３ 的相对表达

量随处理时间延长呈先降低后升高的变化趋势ꎬ在处

理 ６ ｈ降到谷值ꎬ并在处理 ２４ ｈ 达到峰值ꎬ且显著高

于处理 ０ ｈꎻＦｃＣａＭ４和 ＦｃＣａＭ５的相对表达量总体上

随处理时间延长呈先降低后趋于稳定的变化趋势ꎬ在
处理 ６、１２和 ２４ ｈ的相对表达量显著低于处理 ０ ｈꎮ

脱落酸诱导下ꎬＦｃＣａＭ１、ＦｃＣａＭ３ 和 ＦｃＣａＭ５ 的

相对表达量均随处理时间延长呈先升高后降低的变

化趋势ꎬ分别在处理 ６、１２ 和 ３ ｈ 达到峰值ꎻＦｃＣａＭ２
的相对表达量在处理 ３ ｈ显著降低ꎬ之后随处理时间

延长逐渐升高ꎬ并在处理 ２４ ｈ 达到峰值ꎻＦｃＣａＭ４ 的

相对表达量随处理时间延长呈先降低后升高的变化

趋势ꎬ在处理 ６ ｈ降到谷值ꎬ并在处理 ２４ ｈ达到峰值ꎬ
且显著高于处理 ０ ｈꎮ

７
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表 ４　 不同处理下无花果 ＦｃＣａＭ基因相对表达量的变化 (Ｘ±ＳＤ) １)

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦｃＣａＭ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ Ｆｉｃｕｓ ｃａｒｉｃａ Ｌｉｎｎ. ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ (Ｘ±ＳＤ) １)

基因
Ｇｅｎｅ

低温(４ ℃)处理不同时间的相对表达量
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ (４ ℃)

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ

０ ｈ ３ ｈ ６ ｈ １２ ｈ ２４ ｈ

干旱(质量体积分数 ３０％ＰＥＧ６０００)处理不同时间的相对表达量
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ (ＰＥＧ６０００ ｗｉｔｈ ｍａｓｓ ｖｏｌｕｍｅ

ｆｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ３０％) ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ

０ ｈ ３ ｈ ６ ｈ １２ ｈ ２４ ｈ

ＦｃＣａＭ１ １.００±０.０３ｅ ４.８３±０.６７ｄ 　 ８.５２±０.１９ｃ １７.３８±１.２６ｂ ５１.４５±３.２１ａ １.００±０.０７ｂ １.０８±０.０２ｂ １.５１±０.１６ａ １.５８±０.１２ａ １.０６±０.１３ｂ
ＦｃＣａＭ２ １.００±０.０６ａｂ ２.８４±０.１５ａ ０.６５±０.０７ｂ １.５８±０.０６ａｂ １.８８±０.３２ａｂ １.００±０.０７ｃ １.９０±０.０６ａ ０.９９±０.１４ｃ １.４６±０.０５ｂ ０.９２±０.０１ｃ
ＦｃＣａＭ３ １.００±０.１２ｃ ６.１２±０.８９ｂ ２.２４±０.２４ｃ ８.７０±０.３５ａ ４.６７±０.６６ｂ １.００±０.０３ｄ １.０４±０.０７ｄ １.９８±０.１６ｃ ９.４８±０.４８ａ ２.４３±０.０４ｂ
ＦｃＣａＭ４ １.００±０.０６ｄ ２.９７±０.４０ｃｄ ２２.３３±１.２９ａ ３.７８±０.６４ｃ １０.３７±０.３３ｂ １.００±０.０３ｄ ８.９８±０.１６ａ ０.８０±０.０７ｄ ３.４１±０.１９ｂ ２.０８±０.１４ｃ
ＦｃＣａＭ５ １.００±０.０２ｄ ２.３０±０.２６ｄ １３７.５１±１.４５ａ ４.８１±０.６４ｃ ２１.２３±０.５０ｂ １.００±０.０７ｃ １.１３±０.１９ｃ １.０２±０.０５ｃ ６.９３±０.４８ａ １.９３±０.１８ｂ

基因
Ｇｅｎｅ

光照(暗适应 ９ ｈ后持续光照)处理不同时间的相对表达量
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ｌｉｇｈｔ (ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｌｉｇｈｔ ａｆｔｅｒ ｄａｒｋ

ａｄａｐｔａｔｉｏｎ ｆｏｒ ９ ｈ) ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ

０ ｈ ３ ｈ ６ ｈ １２ ｈ ２４ ｈ

激素(１００ μｍｏｌＬ－１脱落酸)处理不同时间的相对表达量
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ｈｏｒｍｏｎｅ (１００ μｍｏｌＬ－１ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ)

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ

０ ｈ ３ ｈ ６ ｈ １２ ｈ ２４ ｈ

ＦｃＣａＭ１ １.００±０.１０ｄ ８.２２±０.６０ｂ ８.３２±０.８９ｂ １６.６３±０.８４ａ ２.６０±０.２０ｃ １.００±０.０６ｃ ６.７０±０.２４ａ ６.８９±０.３８ａ ２.６８±０.３２ｂ ２.５７±０.１７ｂ
ＦｃＣａＭ２ １.００±０.０５ｃ ３.２８±０.１４ｂ ３.２４±０.０８ｂ ４.６４±０.０７ａ ２.９８±０.２６ｂ １.００±０.０３ｃ ０.３７±０.０８ｄ １.３１±０.０５ｂｃ １.４１±０.０６ｂ ２.１７±０.０５ａ
ＦｃＣａＭ３ １.００±０.０８ｂ ０.９５±０.０８ｂ ０.３６±０.０２ｄ ０.５６±０.０２ｃ １１.０５±１.２０ａ １.００±０.１１ｃ ３.７１±０.２５ｂ ３.４８±０.１５ｂ ４.９８±０.３５ａ ０.４４±０.０４ｄ
ＦｃＣａＭ４ １.００±０.０４ａ ０.２７±０.０３ｂ ０.０６±０.０１ｃ ０.０６±０.０１ｃ ０.０７±０.０１ｃ １.００±０.０７ｂ ０.８２±０.０７ｂｃ ０.６２±０.０３ｃ ０.８８±０.０５ｂｃ １.３９±０.０３ａ
ＦｃＣａＭ５ １.００±０.０９ａ ０.６９±０.０７ａ ０.２６±０.０４ｂ ０.２９±０.０２ｂ ０.２８±０.０１ｂ １.００±０.０５ｄ ４.１５±０.１７ａ ２.０３±０.１６ｂ １.６１±０.０５ｃ １.１１±０.０６ｄ

　 １)同行中不同小写字母表示在不同时间差异显著(Ｐ<０.０５)Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５) ｂｅｔｗｅｅｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ.

３　 讨论和结论

本研究克隆到 ５ 个无花果 ＦｃＣａＭ 基因ꎬ其编码

的蛋白质均含有 ４ 个 ＥＦ－ｈａｎｄ 结构域(ＣａＭ 家族特

有结构域[３２] )ꎮ 值得注意的是ꎬＦｃＣａＭ１ 和 ＦｃＣａＭ２
的核苷酸序列不同ꎬ但编码的氨基酸序列完全相同ꎬ
这种蛋白被称为同工型蛋白[３３]ꎮ 同工型蛋白普遍存

在于植物的 ＣａＭ家族中[１１－１２]ꎮ
从系统进化树看ꎬ莱茵衣藻 ＣａＭ１ 单独为一组ꎬ

无花果、拟南芥等 １０种高等植物的 ＣａＭ 蛋白为另一

组ꎬ并进一步分成 ２ 个分支ꎬ表明这些高等植物的

ＣａＭ蛋白可能由 ２ 个不同祖先进化而来[３４]ꎮ “内含

子晚现”假说认为内含子的插入可以促进真核细胞

的基因进化[３５]ꎬ无花果 ５ 个 ＦｃＣａＭ 的聚类结果支持

这一假说ꎬ表现为 ＦｃＣａＭ１ 和 ＦｃＣａＭ２ 的编码基因均

仅含有 １ 个内含子ꎬ聚在同一分支中ꎬ而 ＦｃＣａＭ３、
ＦｃＣａＭ４和 ＦｃＣａＭ５ 的编码基因均含有 ３ 个内含子ꎬ
聚在另一分支中ꎮ

基因的特异性表达与基因启动子顺式作用元件

密切相关[３６－３７]ꎮ 无花果 ＦｃＣａＭ 基因启动子区共含

有 １９种顺式作用元件ꎬ包括 ７ 种激素响应元件和 １２
种环境(如干旱、低温、光等)响应元件ꎬ表明 ＦｃＣａＭ

基因可能参与无花果抵御低温、干旱等多种非生物胁

迫过程以及激素诱导响应过程ꎮ
ＣａＭ蛋白通常被预测为核蛋白和胞质蛋白[４ꎬ３８]ꎮ

本研究在 ＦｃＣａＭ蛋白 Ｃ 端融合 ＧＦＰꎬ检测结果显示

含有 ＦｃＣａＭ１、ＦｃＣａＭ２和 ＦｃＣａＭ５的融合蛋白在本氏

烟草叶表皮细胞的细胞核和细胞质中具有明显的绿

色荧光信号ꎬ而含有 ＦｃＣａＭ３ 和 ＦｃＣａＭ４ 的融合蛋白

在本氏烟草叶表皮细胞的细胞质中具有明显的绿色

荧光信号ꎬ由此推测无花果 ＦｃＣａＭ 蛋白主要位于细

胞核和(或)细胞质ꎮ
基因的表达模式被广泛用于筛选植物响应非生

物胁迫的候选基因[１２ꎬ３５]ꎮ 总体来看ꎬ ＦｃＣａＭ１ 和

ＦｃＣａＭ２在低温 (４ ℃)、干旱 (质量体积分数 ３０％
ＰＥＧ６０００)、光照(暗适应 ９ ｈ 后持续光照)和激素

(１００ μｍｏｌＬ－１脱落酸)处理 ３ ~ ２４ ｈ 的相对表达量

高于处理 ０ ｈꎬ说明这 ２ 个基因能够响应低温、干旱、
光照和脱落酸处理ꎻＦｃＣａＭ３、ＦｃＣａＭ４ 和 ＦｃＣａＭ５ 在

低温和干旱处理 ３ ~ ２４ ｈꎬＦｃＣａＭ３ 在脱落酸处理 ３ ~
１２ ｈꎬ以及 ＦｃＣａＭ５ 在脱落酸处理 ３ ~ ２４ ｈ 的相对表

达量均高于处理 ０ ｈꎬ而这 ３ 个基因在光照处理 ３ ~
２４ ｈ以及 ＦｃＣａＭ４在脱落酸处理 ３~ １２ ｈ 的相对表达

量均低于处理 ０ ｈꎬ说明这 ３个基因能够响应低温、干
旱和光照处理ꎬＦｃＣａＭ３和 ＦｃＣａＭ５还受脱落酸诱导ꎮ

８
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值得一提的是ꎬＦｃＣａＭ１ 和 ＦｃＣａＭ２ 在光照处理 ３ ~
２４ ｈ的相对表达量显著高于处理 ０ ｈꎻＦｃＣａＭ３ 在光

照处理 ３~１２ ｈ低于或显著低于处理 ０ ｈꎬ但在光照处

理 ２４ ｈ急速升高ꎻＦｃＣａＭ４ 和 ＦｃＣａＭ５ 随光照处理时

间延长呈先下降后趋于平稳的变化趋势ꎮ 以上结果

表明 ５个 ＦｃＣａＭ基因在响应光照处理时具有不同的

分工ꎬ推测同一基因家族成员在响应胁迫时可能存在

联动调控现象[３７]ꎮ 此外ꎬＦｃＣａＭ１ 与 ＦｃＣａＭ２ 基因编

码的氨基酸序列一致ꎬ但二者在低温、干旱、光照和脱

落酸处理下的表达模式存在差异ꎬ如低温胁迫下

ＦｃＣａＭ１的相对表达量随处理时间延长持续升高ꎬ而
ＦｃＣａＭ２的相对表达量随处理时间延长呈先升高后

降低再升高的趋势ꎮ 这可能与转录后修饰或翻译调

控网络有关[３９]ꎬ具体原因有待后续研究ꎮ
综上所述ꎬ无花果 ＦｃＣａＭ的蛋白序列较为保守ꎻ

ＦｃＣａＭ基因能够响应低温、干旱等非生物胁迫和光

响应过程ꎬ并受脱落酸诱导ꎮ
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