
植物资源与环境学报ꎬ ２０２４ꎬ ３３(３): １４－２６
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

收稿日期: ２０２４－０１－０３
基金项目: 江苏省种业振兴揭榜挂帅项目(ＪＢＧＳ[２０２１]０２１)ꎻ 江苏省农业科技自主创新项目〔ＣＸ(２２)２０１４〕
作者简介: 李　 洁(１９９８—)ꎬ女ꎬ江苏南京人ꎬ硕士研究生ꎬ主要从事黑莓果实品质及利用方面的研究ꎮ
①通信作者 Ｅ￣ｍａｉｌ: ｃｈｚｈａｎｇ＠ ｃｎｂｇ.ｎｅｔ

引用格式: 李　 洁ꎬ 董金彦ꎬ 闾连飞ꎬ 等. 黑莓 １－氨基环丙烷－１－羧酸氧化酶基因 ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 的克隆及功能鉴定[Ｊ] . 植物资源与环境
学报ꎬ ２０２４ꎬ ３３(３): １４－２６.

黑莓 １－氨基环丙烷－１－羧酸氧化酶基因
ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 的克隆及功能鉴定
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摘要: 基于前期黑莓(Ｒｕｂｕｓ ｓｐｐ.)品种‘Ｎａｖａｈｏ’果实转录组测序结果ꎬ通过反转录 ＰＣＲ 克隆获得 ２ 个 １－氨基环丙

烷－１－羧酸氧化酶(ＡＣＯ)基因ꎬ命名为 ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂꎮ 结果表明:ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 的开放阅读框

(ＯＲＦ)长度分别为 ９３９ 和 ９１８ ｂｐꎬ分别含有 ４ 和 ３ 个外显子ꎮ 系统进化分析结果显示 ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 与月

季(Ｒｏｓａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｊａｃｑ.)、蕨麻〔Ａｒｇｅｎｔｉｎａ ａｎｓｅｒｉｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｒｙｄｂ.〕和野草莓(Ｆｒａｇａｒｉａ ｖｅｓｃａ Ｌｉｎｎ.)ＡＣＯ１ 蛋白的亲缘

关系均较近ꎬ且分别属于蔷薇科(Ｒｏｓａｃｅａｅ)植物中 ２ 类 ＡＣＯ１ 蛋白ꎮ ＲｕＡＣＯ１ａ 在果实着色后 ２８ ｄ 响应乙烯利诱

导ꎬ其相对表达量急剧升高ꎬ而 ＲｕＡＣＯ１ｂ 在果实着色后 ２１ ｄ 响应乙烯利诱导ꎬ早于 ＲｕＡＣＯ１ａꎮ 脱落酸处理后ꎬ
ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 的相对表达量在果实着色后 １４ 和 ２８ ｄ 较高ꎮ ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 具有组织表达特异性ꎬ
ＲｕＡＣＯ１ａ 在幼果、花蕾和花中的相对表达量较高ꎬＲｕＡＣＯ１ｂ 在幼果和幼根中的相对表达量较高ꎮ 与野生型相比ꎬ
ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 过量表达转基因拟南芥〔Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.〕植株均表现为叶片中叶绿素相

对含量和氮含量升高、开花和角果成熟提前、ＡＣＯ 含量升高ꎮ 综上所述ꎬ黑莓 ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 基因均促进拟
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Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ １￣ａｍｉｎｏｃｙｃｌｏｐｒｏｐａｎｅ￣１￣ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｏｘｉｄａｓｅ ｇｅｎｅｓ
ＲｕＡＣＯ１ａ ａｎｄ ＲｕＡＣＯ１ｂ ｆｒｏｍ ｂｌａｃｋｂｅｒｒｙ (Ｒｕｂｕｓ ｓｐｐ.) ＬＩ Ｊｉｅ１ꎬ ＤＯＮＧ Ｊｉｎｙａｎ１ꎬ ＬＹＵ Ｌｉａｎｆｅｉ１ꎬ
ＷＵ Ｗｅｎｌｏｎｇ１ꎬ ＬＩ Ｗｅｉｌｉｎ２ａꎬ２ｂꎬ ＺＨＡＮＧ Ｃｈｕｎｈｏｎｇ１ꎬ① 〔１. Ｊｉａｎｇｓｕ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ
Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓꎬ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｂｏｔａｎｙꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ａｎｄ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
(Ｎａｎｊｉｎｇ Ｂｏｔａｎｉｃａｌ Ｇａｒｄｅｎ Ｍｅｍ. Ｓｕｎ Ｙａｔ￣Ｓｅｎ)ꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２. Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ ａｎｄ
Ｇｒａｓｓｌａｎｄꎬ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｓｏｉｌ ａｎｄ Ｗａｔｅｒ Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ: ａ. Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
ｏｆ Ｔｒｅｅ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｎｄ Ｂｒｅｅｄｉｎｇꎬ ｂ. Ｃｏ￣Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｓｕｓｔａｉｎａｂｌｅ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ ｉｎ Ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｃｈｉｎａꎬ
Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００３７ꎬ Ｃｈｉｎａ〕ꎬ Ｊ. Ｐｌａｎｔ Ｒｅｓｏｕｒ. ＆ Ｅｎｖｉｒｏｎ.ꎬ ２０２４ꎬ ３３(３): １４－２６

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｅｖｉｏｕｓ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｕｌｔｉｖａｒ ‘Ｎａｖａｈｏ’ ｏｆ ｂｌａｃｋｂｅｒｒｙ
(Ｒｕｂｕｓ ｓｐｐ.) ｆｒｕｉｔｓꎬ ｔｗｏ １￣ａｍｉｎｏｃｙｃｌｏｐｒｏｐａｎｅ￣１￣ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｏｘｉｄａｓｅ (ＡＣＯ) ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｃｌｏｎｅｄ ｖｉａ
ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ＰＣＲ ａｎｄ ｎａｍｅｄ ａｓ ＲｕＡＣＯ１ａ ａｎｄ ＲｕＡＣＯ１ｂ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ
ｆｒａｍｅｓ (ＯＲＦｓ) ｏｆ ＲｕＡＣＯ１ａ ａｎｄ ＲｕＡＣＯ１ｂ ａｒｅ ９３９ ａｎｄ ９１８ ｂｐꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ａｎｄ ｃｏｎｔａｉｎ ４ ａｎｄ ３
ｅｘｏｎｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ＲｕＡＣＯ１ａ ａｎｄ ＲｕＡＣＯ１ｂ ｂｏｔｈ ｈａｖｅ ｃｌｏｓｅ
ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｗｉｔｈ ＡＣＯ１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ Ｒｏｓａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｊａｃｑ.ꎬ Ａｒｇｅｎｔｉｎａ ａｎｓｅｒｉｎａ ( Ｌｉｎｎ.) Ｒｙｄｂ.ꎬ ａｎｄ
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Ｆｒａｇａｒｉａ ｖｅｓｃａ Ｌｉｎｎ.ꎬ ａｎｄ ｔｈｅｙ ｂｅｌｏｎｇ ｔｏ ｔｗｏ ｃａｔｅｇｏｒｉｅｓ ｏｆ ＡＣＯ１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ Ｒｏｓａｃｅａｅ ｐｌａｎｔｓ. ＲｕＡＣＯ１ａ
ｒｅｓｐｏｎｄｓ ｔｏ ｅｔｈｅｐｈｏｎ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ａｔ ２８ ｄ ａｆｔｅｒ ｆｒｕｉｔ ｃｏｌｏｒｉｎｇꎬ ｉｔｓ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｓｈａｒｐｌｙꎬ ｗｈｉｌｅ
ＲｕＡＣＯ１ｂ ｒｅｓｐｏｎｄｓ ｔｏ ｅｔｈｅｐｈｏｎ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ａｔ ２１ ｄ ａｆｔｅｒ ｆｒｕｉｔ ｃｏｌｏｒｉｎｇꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｅａｒｌｉｅｒ ｔｈａｎ ＲｕＡＣＯ１ａ.
Ａｆｔｅｒ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲｕＡＣＯ１ａ ａｎｄ ＲｕＡＣＯ１ｂ ｉｓ ｈｉｇｈｅｒ ａｔ １４ ａｎｄ ２８ ｄ
ａｆｔｅｒ ｆｒｕｉｔ ｃｏｌｏｒｉｎｇ. ＲｕＡＣＯ１ａ ａｎｄ ＲｕＡＣＯ１ｂ ｅｘｈｉｂｉｔ ｔｉｓｓｕｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲｕＡＣＯ１ａ ｉｓ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｈｉｇｈ ｉｎ ｙｏｕｎｇ ｆｒｕｉｔｓꎬ ｆｌｏｗｅｒ ｂｕｄｓꎬ ａｎｄ ｆｌｏｗｅｒｓꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｏｓｅ ｏｆ
ＲｕＡＣＯ１ｂ ａｒｅ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｈｉｇｈ ｉｎ ｙｏｕｎｇ ｆｒｕｉｔｓ ａｎｄ ｙｏｕｎｇ ｒｏｏｔｓ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅꎬ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ( Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ. ｐｌａｎｔｓ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＲｕＡＣＯ１ａ ａｎｄ ＲｕＡＣＯ１ｂ ｅｘｈｉｂｉｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｌｅａｖｅｓꎬ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ａｎｄ ｓｉｌｉｑｕｅ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｉｎ ａｄｖａｎｃｅꎬ
ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＡＣＯ ｃｏｎｔｅｎｔ. Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎꎬ ｂｏｔｈ ＲｕＡＣＯ１ａ ａｎｄ ＲｕＡＣＯ１ｂ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ ｂｌａｃｋｂｅｒｒｙ ｐｒｏｍｏｔｅ
ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ａ. ｔｈａｌｉａｎａ ｓｉｌｉｑｕｅｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｂｌａｃｋｂｅｒｒｙ (Ｒｕｂｕｓ ｓｐｐ.)ꎻ １￣ａｍｉｎｏｃｙｃｌｏｐｒｏｐａｎｅ￣１￣ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｏｘｉｄａｓｅ ( ＡＣＯ)ꎻ ｆｒｕｉｔ
ｒｉｐｅｎｉｎｇꎻ ｅｔｈｙｌｅｎｅꎻ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄꎻ ｃｌｏｎｉｎｇꎻ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 　 黑莓(Ｒｕｂｕｓ ｓｐｐ.)为蔷薇科(Ｒｏｓａｃｅａｅ)悬钩子属

(Ｒｕｂｕｓ Ｌｉｎｎ.)小浆果类经济植物ꎬ因其综合抗氧化活

性高且富含有益于人体的生物活性物质而备受重

视[１]ꎬ在联合国粮食及农业组织推荐的人类五大健

康食品中占据一席ꎮ 黑莓果实果皮极薄且柔软多汁ꎬ
成熟果实采后极易腐烂ꎬ导致果实采后处理成本大幅

增加及货架期极短[２－３]ꎮ 果实硬度低是当前制约国

内黑莓生产及产业发展的关键因子之一ꎬ培育高硬度

果实品种成为黑莓育种研究和品质改良的首要目

标[４]ꎮ 果实成熟软化涉及大量生理生化变化[５]ꎬ酶
促降解和激素调节是决定果实硬度的重要因子[６]ꎮ
非呼吸跃变类型果实成熟过程中ꎬ脱落酸(ＡＢＡ)含

量从转色期开始增加ꎬ在成熟前期达高峰ꎬ而在采后

前期下降ꎬ表明其在果实成熟中起重要调控作用[７]ꎮ
在黑 莓[８]、 葡 萄 ( Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌｉｎｎ.) [９] 和 草 莓

〔 Ｆｒａｇａｒｉａ × ａｎａｎａｓｓａ ( Ｗｅｓｔｏｎ ) Ｄｕｃｈｅｓｎｅ ｅｘ
Ｒｏｚｉｅｒ〕 [１０]中均已发现脱落酸参与调控浆果果实的成

熟软化过程ꎬ但其与乙烯的相互作用仍不明确ꎮ
植物激素乙烯参与植物的营养生长、生殖生长及

衰老等生长发育过程[１１]ꎮ 黑莓果实成熟和老化速度

的快慢决定了黑莓果实采后贮藏期的长短ꎬ在这个过

程中乙烯起着重要作用ꎮ 乙烯与悬钩子属植物果实

采后品质关系密切ꎬ在采后贮藏过程中乙烯含量不断

上升[１２－１３]ꎮ Ｐｅｒｋｉｎｓ－Ｖｅａｚｉｅ 等[１４] 对黑莓转色至成熟

过程中的乙烯含量进行测定ꎬ认为黑莓成熟可能不依

赖乙烯ꎬ乙烯通过调控果实从花梗上脱落来控制收获

时间ꎮ Ｌｉｐｅ[１５]认为黑莓果实属于非呼吸跃变类型ꎮ
Ｂｕｒｄｏｎ 等[１６]认为黑莓成熟果实乙烯释放速率因品种

而异ꎬ部分品种的乙烯释放速率在着色期显著升高ꎮ
近年来ꎬ有研究利用含植物精油的包装材料包装黑

莓ꎬ使果实乙烯合成酶活性降低 ５０％ꎬ从而达到减少

乙烯释放和延长货架期的目的[１７]ꎮ 黑莓果实采后品

质及乙烯作用于黑莓果实成熟软化的机制开始成为

育种学家和生物学家关注的课题[１８]ꎮ
１－氨基环丙烷－１－羧酸氧化酶(ＡＣＯ)是调控植

物体内产生乙烯的关键酶ꎬ催化 １－氨基环丙烷－１－羧
酸(ＡＣＣ)转化成乙烯[１９]ꎬＡＣＯ 基因的克隆与鉴定在

模式园艺植物上已取得诸多进展ꎮ ＡＣＯ 基因最早克

隆自番茄(Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ Ｌｉｎｎ.)果实[２０]ꎬ番茄

中有 ７ 个 ＡＣＯ 基因成员[２１]ꎬＳｌＡＣＯ１ 基因是调控果实

成熟的关键成员ꎬ通过沉默 ＡＣＯ 基因延迟番茄成熟

和延长番茄货架期已有报道[２２－２４]ꎮ 在花卉育种中也

多利用反义技术调控 ＡＣＯ 基因来抑制乙烯产生ꎬ达
到延长花期的目的[２５－２７]ꎮ 月季(Ｒｏｓａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｊａｃｑ.)
Ｒｈ－ＡＣＯ１ 的表达受乙烯诱导ꎬ且与花瓣中乙烯生物

合成关键酶在转录水平上的诱导有关[２８]ꎮ 观赏海棠

〔Ｍａｌｕｓ ｓｐｅｃｔａｂｉｌｉｓ ( Ａｉｔｏｎ ) Ｂｏｒｋｈ.〕 和 荔 枝 ( Ｌｉｔｃｈｉ
ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｓｏｎｎ.)中 ＡＣＯ１ 基因的表达可能与果实脱落

有关[２９－３０]ꎮ 苹果(Ｍａｌｕｓ ｐｕｍｉｌａ Ｍｉｌｌ.)中不同的 ＡＣＯ
基因具有不同的表达模式ꎬ其中ꎬＭｐＡＣＯ１ 主要在成

熟果实中表达ꎬ且受外源乙烯诱导ꎻＭｐＡＣＯ２ 在幼嫩

果实和叶片中均有表达[３１－３２]ꎮ 目前果树 ＡＣＯ 基因的

功能研究多集中于表达分析ꎬ而其遗传转化功能验证

仍需进一步研究ꎮ
果实硬度是重要的育种目标之一ꎮ 黑莓因遗传

杂合度大、基因组较大ꎬ利用常规育种进行目标性状

遗传改良具有很大局限性ꎮ 江苏省中国科学院植物

研究所黑莓研究团队多年来开展黑莓硬度研究ꎬ比较

了黑莓高硬度和低硬度果实的形态结构特征[３３]ꎬ发
现高硬度果实成熟过程中果实生长量持续增加[３４]ꎬ
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脱落酸为不同硬度黑莓果实启动成熟的信号物

质[８]ꎮ 对黑莓着色期果实喷施脱落酸可促进果实提

早成熟ꎬ果实成熟软化基因在成熟果实中受脱落酸诱

导上调表达明显ꎬ如 ＡＣＯ 基因、内切－β－１ꎬ４－葡聚糖

酶基因 ＥＧ 和多聚半乳糖醛酸酶基因 ＰＧ[３５]ꎮ 植物中

ＡＣＯ 基因家族不同成员的组织表达特异性和时空表

达特性存在明显差异[３６]ꎮ 迄今ꎬ乙烯合成相关基因

在黑莓果实成熟软化中的作用及其与脱落酸的关系

尚不明晰ꎮ 基于此ꎬ 本研究在前期对黑莓品种

‘Ｎａｖａｈｏ’果实转录组测序的基础上ꎬ对其中 ２ 个响应

脱落酸诱导且上调表达明显的 ＡＣＯ 基因进行克隆和

功能鉴定ꎬ用反转录 ＰＣＲ 方法首次从黑莓中克隆获

得 ２ 个 ＡＣＯ 基因的全长序列ꎬ对 ２ 个 ＡＣＯ 基因编码

蛋白进行了氨基酸序列比对、理化性质、结构特征、系
统进化关系等分析ꎬ比较了 ２ 个 ＡＣＯ 基因的表达模

式ꎬ并通过在拟南芥 〔 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ( Ｌｉｎｎ.)
Ｈｅｙｎｈ.〕中的遗传转化揭示其功能ꎬ为后续研究 ＡＣＯ
基因参与黑莓果实乙烯生成及果实成熟软化调控机

制提供理论依据ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

供试黑莓品种‘Ｎａｖａｈｏ’植株(株龄 ３ ａ)种植于

江苏省中国科学院植物研究所溧水白马科学基地ꎮ
于黑莓果实初始着色期对果实进行挂牌标记ꎬ然后对

果实分别喷施 ２００ ｍＬ 的 ２００ ｍｇ􀅰Ｌ－１乙烯利(ＥＴＨ)
和 ２００ ｍｇ􀅰Ｌ－１脱落酸ꎬ对照组为正常田间管理植株ꎬ
每处理 ３ 株ꎮ 于处理 ０(初始着色期)、７(青果期)、１４
(转色期)、２１(红果期)和 ２８(成熟期) ｄ 采集形态、
大小基本一致的果实各 ２０ 个ꎬ液氮速冻后带回实验

室贮存于－８０ ℃冰箱ꎬ备用ꎮ 在果实初始着色期采集

幼果、花蕾、花、幼根、分枝茎和嫩叶各 ５０ ｇꎬ备用ꎮ 拟

南芥生态型 Ｃｏｌ－０ 种子由作者所在实验室保存ꎮ 大

肠杆菌 ＤＨ５α 菌株和农杆菌 ＧＶ３１０１ 感受态细胞购

自北京金沙生物科技有限公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 基因克隆及序列结构分析　 利用新型快速植

物基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒(北京百泰克生物技术有

限公司)提取黑莓成熟果实基因组 ＤＮＡ(ｇＤＮＡ)ꎬ用
于基因克隆ꎮ 利用植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒(北京百

泰克生物技术有限公司)提取黑莓各组织和各发育

期果实的 ＲＮＡꎬ然后使用 ＵｎｉｏｎＳｃｒｉｐｔ Ｆｉｒｓｔ － ｓｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｍｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ 试剂盒(北京金沙生物

科技有限公司)反转录合成 ｃＤＮＡꎬ用于基因克隆和

实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＲＴ－ＰＣＲ)ꎮ
作者所在项目组前期对黑莓品种‘Ｎａｖａｈｏ’果实

转录组进行了数据分析和 ｑＲＴ－ＰＣＲ 分析ꎬ筛选出 ２
个在成熟期优势表达的乙烯合成途径基因 ＡＣＯ１[３５]ꎮ
基于基因编码序列ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ ６.０ 软件设计这 ２ 个

基因的 ｃＤＮＡ 和 ｇＤＮＡ 全长扩增引物(表 １)ꎬ利用高

保真 ＰＣＲ 酶 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ® Ｍａｘ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ〔宝日

医生物技术(北京)有限公司〕ꎬ分别以这 ２ 个基因的

ｃＤＮＡ 和 ｇＤＮＡ 为模板进行 ｃＤＮＡ 和 ｇＤＮＡ 全长克

隆ꎮ ＰＣＲ 反应体系总体积 ５０ μＬꎬ包含 Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｔａｒ
Ｍａｘ ２５ μＬ、上游和下游引物各 １ μＬ、 ｃＤＮＡ 模板

１ μＬ、ｄｄＨ２ Ｏ ２２ μＬꎮ 反应程序:９８ ℃ 预热 ３ ｍｉｎꎻ
９８ ℃变性 １０ ｓ、５５ ℃退火 ５ ｓ、７２ ℃延伸 １５ ｓꎬ３５ 次

循环ꎻ７２ ℃延伸 ３ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 扩增产物经质量体积分

数 １.０％琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ用快捷型琼脂糖凝胶

ＤＮＡ 回收试剂盒(北京百泰克生物技术有限公司)回
收目的基因条带ꎬ按照 ｐＣｌｏｎｅ００７ Ｂｌｕｎｔ Ｖｅｃｔｏｒ Ｋｉｔ 试
剂盒(南京擎科生物科技有限公司)说明书将纯化产

物与载体连接并转化至大肠杆菌 ＤＨ５α 菌株ꎬ复苏后

涂布于氨苄抗性培养基上ꎬ过夜培养后挑取阳性单菌

落ꎬ交由南京擎科生物科技有限公司测序验证ꎮ
利用 Ｇｅｎｅ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ Ｄｉｓｐｌａｙ Ｓｅｒｖｅｒ ２.０ 软件分析

基因组结构ꎮ 利用 ＣｌｕｓｔａｌＸ 和 ＧｅｎＤｏｃ 软件进行黑莓

ＡＣＯ１ 蛋白与蔷薇科的梅 (Ｐｒｕｎｕｓ ｍｕｍｅ Ｓｉｅｂｏｌｄ ｅｔ
Ｚｕｃｃ.)、扁桃〔Ｐｒｕｎｕｓ ｄｕｌｃｉｓ (Ｍｉｌｌ.) Ｄ. Ａ. Ｗｅｂｂ〕、欧
洲甜樱桃 〔 Ｐｒｕｎｕｓ ａｖｉｕｍ ( Ｌｉｎｎ.) Ｌｉｎｎ.〕、 野草莓

( Ｆｒａｇａｒｉａ ｖｅｓｃａ Ｌｉｎｎ.)、 蕨 麻 〔 Ａｒｇｅｎｔｉｎａ ａｎｓｅｒｉｎａ
(Ｌｉｎｎ.) Ｒｙｄｂ.〕和月季 ＡＣＯ１ 蛋白的多重序列比对ꎮ
１.２. ２ 　 生物信息学分析 　 使用 ＮＣＢＩ 在线工具

ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ( ｈｔｔｐ:∥ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ / )
查找基因的开放阅读框(ＯＲＦ)序列ꎮ 利用 ＮＣＢＩ 网

站中 ｂｌａｓｔｐ 和 ｔｂｌａｓｔｎ(ｈｔｔｐｓ:∥ｂｌａｓｔ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ /
Ｂｌａｓｔ.ｃｇｉ)进行基因及蛋白质序列同源性搜索ꎮ 利用

ＢｉｏＸＭ ２.７ 软件进行蛋白质翻译ꎮ 利用 ＮＣＢＩ 网站中

的 ＣＤ － Ｓｅａｒｃｈ ( ｈｔｔｐｓ: ∥ ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ /
Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ / ｃｄｄ / ｗｒｐｓｂ.ｃｇｉ)分析蛋白质的保守结构域ꎮ
使用 ＥｘＰａｓｙ － ＰｒｏｔＰａｒａｍ 在线工具 ( ｈｔｔｐｓ: ∥ ｗｗｗ.
ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ)进行蛋白质理化性质

的预测分析ꎮ 利用 ＳＯＰＭＡ 在线工具( ｈｔｔｐ:∥ｎｐｓａ￣
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　 　 　表 １　 用于黑莓 ＡＣＯ１ 基因克隆及功能鉴定的引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＣＯ１ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ ｂｌａｃｋｂｅｒｒｙ (Ｒｕｂｕｓ ｓｐｐ.)

引物 Ｐｒｉｍｅｒ 序列(５′→３′) １) Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′) １) 用途 Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ＲｕＡＣＯ１ａ－Ｆ ＡＴＧＧＡＧＡＡＴＴＴＣＣＣＧＧＴＴＧＴＧＡ
ＲｕＡＣＯ１ａ－Ｒ ＡＡＣＡＧＴＴＧＣＡＡＴＧＧＡＴＴＣＣＡＴＧ
ＲｕＡＣＯ１ｂ－Ｆ ＡＴＧＧＡＧＡＴＣＣＣＴＧＴＧＡＴＣＧＡＣＴＴＴ
ＲｕＡＣＯ１ｂ－Ｒ ＧＧＴＡＡＧＧＡＡＡＣＣＡＴＴＧＴＴＣＣＣＡＣＴ

ｃＤＮＡ 和 ｇＤＮＡ 全长扩增 Ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃＤＮＡ ａｎｄ ｇＤＮＡ

ＲｕＡＣＯ１ａ－ｑＦ ＡＴＣＴＧＴＣＣＡＧＣＡＣＣＡＧＣＡＡＴＧ
ＲｕＡＣＯ１ａ－ｑＲ ＣＣＴＣＧＧＣＴＣＣＴＴＧＧＣＴＴＧＡＡ
ＲｕＡＣＯ１ｂ－ｑＦ ＴＧＴＧＡＧＡＧＧＡＣＴＴＣＧＡＧＡＧＣＡＴ
ＲｕＡＣＯ１ｂ－ｑＲ ＧＧＴＧＴＴＧＴＴＣＴＴＧＧＡＴＧＧＴＧＧＡ
Ａｃｔｉｎ－ｑＦ ＡＧＧＣＣＧＴＴＣＴＴＴＣＧＣＴＧＴ
Ａｃｔｉｎ－ｑＲ ＧＣＣＡＧＧＴＣＣＡＡＡＣＧＡＡＧＧＡ
ＡｔＵＢＣ－Ｆ ＣＴＧＣＧＡＣＴＣＡＧＧＧＡＡＴＣＴＴＣＴＡＡ
ＡｔＵＢＣ－Ｒ ＴＴＧＴＧＣＣＡＴＴＧＡＡＴＴＧＡＡＣＣＣ

实时荧光定量 ＰＣＲ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

ＲｕＡＣＯ１ａ－ＺＦ ＣＡＴＴＴＣＡＴＴＴＧＧＡＧＡＧＧＡＣＡＧＧＧＴＡＣＣＡＴＧＧＡＧＡＡＴＴＴＣＣＣＧＧＴＴＧＴＧＡ
ＲｕＡＣＯ１ａ－ＺＲ ＣＧＣＡＴＡＴＣＴＣＡＴＴＡＡＡＧＣＡＧＧＧＡＡＴＴＣＡＡＣＡＧＴＴＧＣＡＡＴＧＧＡＴＴＣＣＡＴＧ
ＲｕＡＣＯ１ｂ－ＺＦ ＣＡＴＴＴＣＡＴＴＴＧＧＡＧＡＧＧＡＣＡＧＣＣＣＧＧＧＡＴＧＧＡＧＡＴＣＣＣＴＧＴＧＡＴＣＧＡＣＴＴＴ
ＲｕＡＣＯ１ｂ－ＺＲ ＣＧＣＡＴＡＴＣＴＣＡＴＴＡＡＡＧＣＡＧＧＡＣＴＡＧＴＧＧＴＡＡＧＧＡＡＡＣＣＡＴＴＧＴＴＣＣＣＡＣＴ

载体构建 Ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

　 １)下划线示酶切位点 Ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｃｕｔｔｉｎｇ ｓｉｔｅｓ.

ｐｂｉｌ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｎｐｓａ ＿ ａｕｔｏｍａｔ. ｐｌ? ｐａｇｅ ＝ ｎｐｓａ ＿
ｓｏｐｍａ. ｈｔｍｌ) 预测蛋白质二级结构ꎬ利用 ＳＷＩＳＳ －
ＭＯＤＥＬ 在线工具( ｈｔｔｐｓ:∥ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ)构

建蛋白质三维模型ꎮ 利用 ＭＥＧＡ ７.０ 软件ꎬ采用邻接

法构建植物 ＡＣＯ 蛋白系统进化树ꎬＢｏｏｔｓｔｒａｐ 自检验

１ ０００ 次ꎮ
１. ２. ３ 　 基 因 表 达 分 析 　 利用 ｑＲＴ － ＰＣＲ 引物

ＲｕＡＣＯ１ａ － ｑＦ、 ＲｕＡＣＯ１ａ － ｑＲ、 ＲｕＡＣＯ１ｂ － ｑＦ 和

ＲｕＡＣＯ１ａ－ｑＲ(表 １)ꎬ将反转录得到的 ｃＤＮＡ 使用 ＧＳ
ＡｎｔｉＱ ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｆａｓｔ Ｍｉｘ(Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ)(北京金

沙生物科技有限公司)进行 ｑＲＴ－ＰＣＲꎮ 反应体系总

体积 ２０.０ μＬꎬ包含 ２×ＧＳ ＡｎｔｉＱ ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
Ｆａｓｔ Ｍｉｘ ( Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ) １０. ０ μＬ、上游和下游引物各

０.４ μＬ、ｃＤＮＡ 模板 １.０ μＬ、ｄｄＨ２ Ｏ ８.２ μＬꎮ 反应程

序:９５ ℃变性 ３０ ｓ、９５ ℃退火 １０ ｓ、６０ ℃延伸 ３０ ｓꎬ４５
个循环ꎮ 每个样品 ３ 次重复ꎮ 采用 ２－ΔΔＣｔ法[３７] 计算

基因相对表达量ꎬ内参基因为 Ａｃｔｉｎ(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

ＨＱ４３９５５６) [３５]ꎮ
１.２.４　 基因过表达载体构建及拟南芥遗传转化　 根

据 ＲｕＡＣＯ１ａ 基因 ＯＲＦ 区域设计含有酶切位点 Ｋｐｎ
Ⅰ和 ＥｃｏＲ Ⅰ的过量表达同源重组引物 ＲｕＡＣＯ１ａ－ＺＦ
和 ＲｕＡＣＯ１ａ－ＺＲ(表 １)ꎬ根据 ＲｕＡＣＯ１ｂ 基因 ＯＲＦ 区

域设计含有酶切位点 Ｓｍａ Ⅰ和 Ｓｐｅ Ⅰ的过量表达同

源重组引物 ＲｕＡＣＯ１ｂ－ＺＦ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ－ＺＲ(表 １)ꎬ根
据 ＯＲＦ 两端设计上、下游引物ꎬ并在引物的 ５′端分别

加上与线性化载体末端相同的长度 ２１ ｂｐ 的序列ꎮ
通过 ＰＣＲ 扩增克隆得到含有黑莓 ＲｕＡＣＯ１ａ 和

ＲｕＡＣＯ１ｂ 基因 ＯＲＦ 区域的片段ꎬ通过双酶切及连接

反应ꎬ分别正向接入到 ｐ３５ＳＧＫ 双元表达载体中ꎮ 在

载体构建完成后进行双酶切鉴定和目的基因 ＰＣＲ 检

测ꎮ ＰＣＲ 的反应体系和反应程序同“１.２.１”ꎮ 挑取阳

性克隆测序ꎮ 引物合成和重组子测序均由南京擎科

生物科技有限公司完成ꎮ
将阳性菌液 ( ＯＤ 值 １. ０ ) 接种于 ５０ ｍＬ 含

５０ ｍｇ􀅰Ｌ－１卡那霉素和 １００ ｍｇ􀅰Ｌ－１利福平的 ＬＢ 液

体培养基中ꎬ于 ４ ℃、６ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ５ ｍｉｎꎬ去除

上清后加入 ５０ ｍＬ 质量体积分数 ５％蔗糖溶液重悬

菌液ꎬ然后加入 ４０ μＬ 体积分数 ０.０２％ Ｓｉｌｗｅｔ Ｌ－７７
侵染拟南芥花序ꎬ待种子成熟后收取种子ꎮ
１.２.５　 转基因拟南芥的验证及表型检测分析　 将灭

菌后拟南芥种子播种于含 ３５ ｍｇ􀅰Ｌ－１卡那霉素的 ＭＳ
培养基ꎬ每培养皿播种约 ５００ 粒种子ꎬ统计阳性苗转

化率〔阳性苗转化率 ＝ (阳性苗植株数 /播种数) ×
１００％〕ꎮ 共播种 ３ 个培养皿ꎬ即为 ３ 次重复ꎮ 筛选得

到 Ｔ０ 代阳性植株ꎬ３ 周后移栽至泥炭土－蛭石(体积

比 ２ ∶ １)混合基质中生长至成熟ꎬ收获种子ꎮ 对 Ｔ１

代各株系的目的基因进行 ｑＲＴ－ＰＣＲ 验证ꎬ内参基因

为 ＡｔＵＢＣ (ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＡＴ５ｇ２５７６０) [３８]ꎮ ｑＲＴ －
ＰＣＲ 的反应体系、反应程序和计算方法同“１.２.３”ꎮ
每个基因筛选获得表达量较高的 ３ 个株系进行 Ｔ２ 代

７１
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培养ꎬ每个株系选择 ９ 个植株ꎬ每天观察并记录花期

和角果成熟期ꎮ 选取大小基本一致的莲座叶片 ６ 枚ꎬ
使用 ＴＹＳ－Ａ 叶绿素含量测定仪(杭州绿博仪器有限

公司)测定叶片的叶绿素相对含量和氮含量ꎬ每枚叶

片测定 １ 次ꎬ结果取平均值ꎮ 将表达量最高的 Ｔ１ 代

株系种子播种在 ＭＳ 培养基上ꎬ观察植株和根系生长

情况ꎬ使用直尺(精度 １ ｍｍ)测量 ６ 株植株的最长根

长ꎬ结果取平均值ꎮ Ｔ２ 代转基因株系植株的 １－氨基

环丙烷－１－羧酸氧化酶含量和脱落酸含量分别使用

植物 １－氨基环丙烷－１－羧酸氧化酶(ＡＣＯ)ＥＬＩＳＡ 试

剂盒(上海禹绍生物科技有限公司)和植物激素脱落

酸(ＡＢＡ)ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒(上海研尊生物科技有

限公司)测定ꎬ每个指标重复测定 ３ 次ꎮ
１.２.６　 激素处理转基因植株的基因表达分析　 对 Ｔ２

代转基因株系ꎬ在结荚初期分别选取 ３ 株长势基本一

致的植株ꎬ每株分别喷施 ５０ ｍＬ ２００ ｍｇ􀅰Ｌ－１乙烯利

和 ２００ ｍｇ􀅰Ｌ－１脱落酸ꎬ野生型和转基因株系的对照

不进行任何处理ꎬ处理 １５ ｄ 后比较角果成熟情况ꎬ对
目的基因表达情况进行 ｑＲＴ－ＰＣＲ 分析ꎮ ｑＲＴ－ＰＣＲ
的反应体系、反应程序和计算方法同“１.２.３”ꎮ

１.３　 数据分析

利用 ＥＸＣＥＬ ２０１０ 和 ＳＰＳＳ ２５.０ 软件统计和处理

实验数据ꎬ通过单因素方差分析(ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)和
Ｄｕｎｃａｎ􀆳ｓ 新复极差法对数据进行显著性分析ꎬ利用

Ｏｒｉｇｉｎ ２０２２ 软件绘图ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 克隆和序列分析

以黑莓‘Ｎａｖａｈｏ’果实 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩

增ꎬ得到 ２ 条目的基因条带与预期片段大小一致(图
１－Ａ)ꎬ将这 ２ 个基因分别命名为 ＲｕＡＣＯ１ａ(ＧｅｎＢａｎｋ
登录号 ＰＰ２３４６７１) 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ ( ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

ＰＰ２３４６７３)ꎮ ＲｕＡＣＯ１ａ 开放阅读框长度为 ９３９ ｂｐꎬ编
码 ３１２ 个氨基酸ꎻＲｕＡＣＯ１ｂ 开放阅读框长度为 ９１８
ｂｐꎬ编码 ３０５ 个氨基酸ꎮ 以基因组 ＤＮＡ(ｇＤＮＡ)为模

板扩增得到对应的 ｇＤＮＡ 全长序列(图 １－Ｂ)ꎬ扩增得

到的 ＲｕＡＣＯ１ａ ｇＤＮＡ 序列长度为１ ４３１ ｂｐꎬ含有 ４ 个

外显子和 ３ 个内含子ꎻＲｕＡＣＯ１ｂ 的 ｇＤＮＡ 序列长度为

１ ０９３ ｂｐꎬ含有 ３ 个外显子和 ２ 个内含子(图 １－Ｃ)ꎮ

ＡꎬＢ. ＰＣＲ 扩增产物的电泳结果 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ: Ａ. ｃＤＮＡꎻ Ｂ. 基因组 ＤＮＡ Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ. Ｃ. 基因组 ＤＮＡ 结构
Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ.

图 １　 黑莓 ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 的克隆和基因组 ＤＮＡ 结构
Ｆｉｇ. １　 Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＲｕＡＣＯ１ａ ａｎｄ ＲｕＡＣＯ１ｂ ｆｒｏｍ ｂｌａｃｋｂｅｒｒｙ (Ｒｕｂｕｓ ｓｐｐ.)

　 　 将 ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 开放阅读框翻译成氨

基酸序列ꎬ与蔷薇科其他 ６ 种植物 ＡＣＯ１ 蛋白的氨基

酸序列 进 行 同 源 序 列 比 对ꎬ 结 果 ( 图 ２ ) 显 示:
ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 与蔷薇科其他 ６ 种植物 ＡＣＯ１
蛋白具有较高的同源性ꎬ 其中 ＲｕＡＣＯ１ａ 与月季

ＲｃＡＣＯ１－１(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＸＰ＿０２４１９８８３４.１)的一

致性 达 ９４. ２３％ꎬ ＲｕＡＣＯ１ｂ 与 月 季 ＲｃＡＣＯ１ － ２
(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＸＰ ＿ ０２４１７８３０５. １) 的一致性达

９３.７７％ꎮ ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 均存在 ８ 个 ＡＣＯ 蛋

白活性位点ꎬ均为二价铁离子 /抗坏血酸依赖型双加

氧酶家族成员中存在的保守氨基酸残基ꎮ
利用 ＮＣＢＩ 在线工具对蛋白质结构域进行分析ꎬ

结果显示 ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 均含有 １ 个保守结

构域ꎬ分别为 ＰＬＮ０２２９９ 和 ＰＬＮ０２４０３ꎮ
２.２ 　 ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 的理化性质及结构

分析

　 　 蛋白质理化性质预测结果表明:ＲｕＡＣＯ１ａ 的理

论相对分子质量为 ３５ ４７０.６４ꎬ理论等电点为 ｐＩ ５.２３ꎬ
由 ２０ 种氨基酸组成ꎬ分子式为 Ｃ１５８４Ｈ２４６６Ｎ４１４Ｏ４７２Ｓ１９ꎬ
是稳定亲水性蛋白ꎮ ＲｕＡＣＯ１ｂ 的理论相对分子质量
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Ｐｍ: 梅 Ｐｒｕｎｕｓ ｍｕｍｅ Ｓｉｅｂｏｌｄ ｅｔ Ｚｕｃｃ.ꎻ Ｐｄ: 扁桃 Ｐｒｕｎｕｓ ｄｕｌｃｉｓ (Ｍｉｌｌ.) Ｄ. Ａ. Ｗｅｂｂꎻ Ｐａ: 欧洲甜樱桃 Ｐｒｕｎｕｓ ａｖｉｕｍ (Ｌｉｎｎ.) Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｆｖ: 野草莓 Ｆｒａｇａｒｉａ
ｖｅｓｃａ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ａａ: 蕨麻 Ａｒｇｅｎｔｉｎａ ａｎｓｅｒｉｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｒｙｄｂ.ꎻ Ｒｃ: 月季 Ｒｏｓａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｊａｃｑ.ꎻ Ｒｕ: 黑莓 Ｒｕｂｕｓ ｓｐｐ. 括号中编号为 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 Ｎｏｓ. ｉｎ
ｔｈｅ ｂｒａｃｋｅｔｓ ａｒｅ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ. 红色框示 ＡＣＯ 蛋白活性位点 Ｔｈｅ ｒｅｄ ｂｏｘｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ＡＣＯ ｐｒｏｔｅｉｎｓ.

图 ２　 黑莓 ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 与蔷薇科其他 ６ 种植物 ＡＣＯ１ 蛋白的氨基酸序列比对
Ｆｉｇ. ２　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ＲｕＡＣＯ１ａ ａｎｄ ＲｕＡＣＯ１ｂ ｆｒｏｍ ｂｌａｃｋｂｅｒｒｙ (Ｒｕｂｕｓ ｓｐｐ.) ａｎｄ ＡＣＯ１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ

ｏｔｈｅｒ ｓｉｘ ｐｌａｎｔｓ ｉｎ Ｒｏｓａｃｅａｅ

为 ３４ ５７８.１８ꎬ理论等电点为 ｐＩ ５.４０ꎬ由 ２０ 种氨基酸

组成ꎬ分子式为 Ｃ１５４４Ｈ２４０１Ｎ４１１Ｏ４６９ Ｓ１１ꎬ是稳定亲水性

蛋白ꎮ
二级结构预测结果(图 ３－Ａ)显示:ＲｕＡＣＯ１ａ 中

α 螺旋占 ４２. ９５％ꎬ β 转角占 ６.０９％ꎬ无 规卷曲占

３２.６９％ꎬ延伸链占 １８. ２７％ꎻＲｕＡＣＯ１ｂ 中 α 螺旋占

３９.０２％ꎬβ 转角占 ６.２３％ꎬ无规卷曲占 ３５.４１％ꎬ延伸

链占 １９.３４％ꎮ
采用 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ 同源建模分别对 ＲｕＡＣＯ１ａ

和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 蛋白序列相似性进行分析ꎬ结果显示:
ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 与拟南芥 ＡＣＯ２(５ｇｊａ.１.Ａ)模
型的 同 源 性 最 高ꎬ 以 该 模 型 为 模 板ꎬ 分 别 构 建

ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 的 三 维 模 型 ( 图 ３ － Ｂ )ꎮ
ＲｕＡＣＯ１ａ 与拟南芥 ＡＣＯ２(５ｇｊａ.１.Ａ)模型的覆盖率为

９６％ꎬ一 致 性 为 ５４％ꎬ 全 球 性 模 型 质 量 估 测 值

(ＧＭＱＥ)为 ０.８８ꎬ模型质量较高ꎻＲｕＡＣＯ１ｂ 与拟南芥

ＡＣＯ２(５ｇｊａ. １. Ａ) 模型的覆盖率为 ９６％ꎬ一致性为

４５％ꎬＧＭＱＥ 值为 ０.８３ꎬ模型质量较高ꎮ ＲｕＡＣＯ１ａ 和

　 　 　

图 ３　 黑莓 ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 的二级结构预测(Ａ)和三维模型
构建(Ｂ)
Ｆｉｇ. ３ 　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ (Ａ) ａｎｄ ｔｈｒｅｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ
ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ (Ｂ) ｏｆ ＲｕＡＣＯ１ａ ａｎｄ ＲｕＡＣＯ１ｂ ｆｒｏｍ ｂｌａｃｋｂｅｒｒｙ
(Ｒｕｂｕｓ ｓｐｐ.)

９１
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ＲｕＡＣＯ１ｂ 的三维模型以 α 螺旋和无规卷曲为主ꎮ
２.３　 ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 系统进化分析

系统 进 化 树 分 析 结 果 ( 图 ４ ) 表 明: 黑 莓

ＲｕＡＣＯ１ａ 与月季 ＲｃＡＣＯ１－１(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＸＭ＿
０２４３４３０６６)、蕨麻 ＡａＡＣＯ１－１(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＸＭ＿
０５０５１１４０６)、野草莓 ＦｖＡＣＯ１ － １ ( ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

ＸＭ＿００４２９３２８６)、草莓 ＦａＡＣＯ１－１(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

ＢＫ０１０９８８ ) 亲 缘 关 系 较 近ꎬ ＲｕＡＣＯ１ｂ 与 月 季

ＲｃＡＣＯ１－２(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＸＭ＿０２４３２２５３７)、蕨麻

ＡａＡＣＯ１－２(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＸＭ＿０５０５１６２５５)、野草

莓 ＦｖＡＣＯ１－２(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＸＭ＿００４２８７４９１)亲缘

关系较近ꎮ 蔷薇科植物 ＡＣＯ 蛋白分别聚在Ⅰ和Ⅱ
类ꎬＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 也分别属于Ⅰ和Ⅱ类ꎬ推
测蔷薇科植物具有 ２ 种类型 ＡＣＯ１ 基因ꎬ其在分类上

　 　 　

相距较远ꎮ
２. ４ 　 果实发育过程及不同组织中 ＲｕＡＣＯ１ａ 和

ＲｕＡＣＯ１ｂ 表达分析

　 　 乙烯利和脱落酸处理后黑莓果实发育过程中

ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 的表达模式见图 ５ꎮ 结果显

示:随着果实着色后时间的延长ꎬ对照的 ＲｕＡＣＯ１ａ 和

ＲｕＡＣＯ１ｂ 相对表达量总体呈先降低后升高的变化趋

势ꎬ且均于果实着色后 ２８ ｄ 最高ꎬ但 ＲｕＡＣＯ１ａ 的相

对表达量于果实着色后 ２１ ｄ 开始升高ꎬ响应时间早

于 ＲｕＡＣＯ１ｂꎮ 乙烯利处理后ꎬＲｕＡＣＯ１ａ 的相对表达

量随着果实着色后时间的延长呈先降低后升高的变

化趋势ꎬＲｕＡＣＯ１ｂ 的相对表达量总体呈先平稳后升

高的变化趋势ꎬ２ 个基因均于果实着色后 ２１ ｄ 开始升

高ꎬ并于果实着色后 ２８ ｄ 达到最高ꎮ 脱落酸处理

　 　 　

分支上数值代表自展支持率 Ｔｈｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅ. 括号中编号为 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 Ｎｏｓ. ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｃｋｅｔｓ ａｒｅ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ.

图 ４　 黑莓 ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 与其他 ２６ 种植物 ＡＣＯ１ 蛋白的系统进化树
Ｆｉｇ. ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＲｕＡＣＯ１ａ ａｎｄ ＲｕＡＣＯ１ｂ ｆｒｏｍ ｂｌａｃｋｂｅｒｒｙ (Ｒｕｂｕｓ ｓｐｐ.) ａｎｄ ＡＣＯ１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ２６ ｐｌａｎｔｓ

０２



第 ３ 期 李　 洁ꎬ 等: 黑莓 １－氨基环丙烷－１－羧酸氧化酶基因 ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 的克隆及功能鉴定

: 对照 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ : 乙烯利 Ｅｔｈｅｐｈｏｎꎻ : 脱落酸 Ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ.

同一柱形图中不同小写字母表示在同一果实发育过程不同处理间差异显著(Ｐ<０.０５)Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂａｒ ｇｒａｐｈ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
(Ｐ<０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｆｒｕｉｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ.

图 ５　 乙烯利和脱落酸处理后黑莓果实发育过程中 ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 的表达模式
Ｆｉｇ. ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ＲｕＡＣＯ１ａ ａｎｄ ＲｕＡＣＯ１ｂ ｄｕｒｉｎｇ ｆｒｕｉｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｂｌａｃｋｂｅｒｒｙ (Ｒｕｂｕｓ ｓｐｐ.) ａｆｔｅｒ

ｅｔｈｅｐｈｏｎ ａｎｄ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

后ꎬＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 的相对表达量随着果实着

色后时间的延长呈“降低—升高—降低—升高”的变

化趋势ꎬ均在果实着色后 １４ 和 ２８ ｄ 出现峰值ꎮ 从果

实着色后同一时间来看ꎬ果实着色后 １４ ｄꎬ脱落酸处

理后 ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 的相对表达量显著(Ｐ<
０.０５)高于对照和乙烯利处理ꎻ果实着色后 ２１ 和

２８ ｄꎬ乙烯利处理后 ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 的相对表

达量显著高于对照和脱落酸处理ꎮ
黑莓不同组织中 ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 的表达

模式见图 ６ꎮ 结果显示:ＲｕＡＣＯ１ａ 在生殖器官(幼果、
　 　 　

ＹＦ: 幼果 Ｙｏｕｎｇ ｆｒｕｉｔꎻ ＦＢ: 花蕾 Ｆｌｏｗｅｒ ｂｕｄꎻ Ｆ: 花 Ｆｌｏｗｅｒꎻ ＹＲ: 幼根
Ｙｏｕｎｇ ｒｏｏｔꎻ ＢＳ: 分枝茎 Ｂｒａｎｃｈｉｎｇ ｓｔｅｍꎻ ＴＬ: 嫩叶 Ｔｅｎｄｅｒ ｌｅａｆ. 同一柱
形图中不同小写字母表示不同组织间差异显著(Ｐ < ０. ０５) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂａｒ ｇｒａｐｈ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ( Ｐ < ０. ０５ )
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ.

图 ６　 黑莓不同组织中 ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 的表达模式
Ｆｉｇ. ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ＲｕＡＣＯ１ａ ａｎｄ ＲｕＡＣＯ１ｂ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｂｌａｃｋｂｅｒｒｙ (Ｒｕｂｕｓ ｓｐｐ.)

花蕾和花)中的相对表达量较高ꎬ显著高于营养器官

(幼根、分枝茎和嫩叶)ꎬ其中ꎬＲｕＡＣＯ１ａ 在花中的相

对表达量最高ꎬ其次是幼果ꎬ在花蕾中的相对表达量

位居第 ３ꎬ在幼根、分枝茎和嫩叶中的相对表达量均

较低且无显著差异ꎻＲｕＡＣＯ１ｂ 在幼根中相对表达量

最高ꎬ其次是幼果ꎬ在花蕾、花、分枝茎和嫩叶中的表

达量均较低且无显著差异ꎮ
２.５　 ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 转基因拟南芥的鉴定和

表型分析

　 　 ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 转基因拟南芥阳性苗的鉴

定及生长情况见图 ７ꎮ 统计和筛选 ＲｕＡＣＯ１ａ 和

ＲｕＡＣＯ１ｂ 转基因拟南芥 Ｔ０ 代阳性苗ꎬＲｕＡＣＯ１ａ 和

ＲｕＡＣＯ１ｂ 的转化率分别达到 ０. ９％ 和 １. ０％ꎮ 对

ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 转基因拟南芥 Ｔ１ 代阳性苗进

一步筛选ꎬ分别得到 ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 相对表达

量较高的 ３ 个株系ꎬ分别为 Ａ２、Ａ６、Ａ７ 株系及 Ｂ１４、
Ｂ１８、Ｂ２０ 株系ꎮ 对 ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 相对表达

量最高的 Ａ７ 和 Ｂ１４ 株系的种子进行培养ꎬ结果显

示:Ａ７ 和 Ｂ１４ ２ 个株系 Ｔ２ 代幼苗地上部与野生型无

明显差异ꎬ而最长根长显著(Ｐ<０.０５)高于野生型ꎮ
Ａ２、Ａ６、Ａ７、Ｂ１４、Ｂ１８、Ｂ２０ ６ 个株系的部分生长

和生理指标见表 ２ꎮ 这 ６ 个株系叶片中叶绿素相对

含量和氮含量均高于野生型ꎬ其中 Ａ２、Ａ６、Ｂ１４ 和

Ｂ１８ 株系叶片的叶绿素相对含量和氮含量显著高于

野生型ꎮ 与野生型相比较ꎬＡ２、Ａ６ 和 Ａ７ 株系的花期

提前 ５~６ ｄꎬ角果成熟期提前 １０ ~ １１ ｄꎻＢ１４、Ｂ１８ 和

１２
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ＷＴ: 野生型 Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅꎻ Ａ２ꎬＡ６ꎬＡ７: ＲｕＡＣＯ１ａ 转基因拟南芥(ＡＴ)株系 ＲｕＡＣＯ１ａ￣ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅｓ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ. (ＡＴ)ꎻ Ｂ１４ꎬ
Ｂ１８ꎬＢ２０: ＲｕＡＣＯ１ｂ 转基因拟南芥株系 ＲｕＡＣＯ１ｂ￣ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅｓ ｏｆ Ａ. ｔｈａｌｉａｎａ. ＲＥ: 相对表达量 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. 同一柱形图中不同小写字母表
示不同拟南芥材料间差异显著(Ｐ< ０. ０５) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂａｒ ｇｒａｐｈ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ< ０. ０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｏｆ Ａ. ｔｈａｌｉａｎａ.

Ａ: ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 转基因拟南芥 Ｔ０ 代阳性苗筛选 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ Ｔ０ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｏｆ ＲｕＡＣＯ１ａ￣ ａｎｄ ＲｕＡＣＯ１ｂ￣ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａ.
ｔｈａｌｉａｎａꎻ Ｂ: ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 转基因拟南芥 Ｔ１ 代阳性苗生长情况 Ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ Ｔ１ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｏｆ ＲｕＡＣＯ１ａ￣ ａｎｄ ＲｕＡＣＯ１ｂ￣
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａ. ｔｈａｌｉａｎａꎻ Ｃ: ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 转基因拟南芥 Ｔ１ 代阳性苗基因表达分析 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｔ１ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｏｆ ＲｕＡＣＯ１ａ￣ ａｎｄ ＲｕＡＣＯ１ｂ￣ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａ. ｔｈａｌｉａｎａꎻ Ｄ: ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 转基因拟南芥 Ｔ２ 代株系幼苗期生长情况 Ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ Ｔ２
ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｌｉｎｅｓ ｏｆ ＲｕＡＣＯ１ａ￣ ａｎｄ ＲｕＡＣＯ１ｂ￣ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａ. ｔｈａｌｉａｎａ ａｔ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｓｔａｇｅꎻ Ｅ: ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 转基因拟南芥 Ｔ２ 代株系幼苗期最长根长
比较 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｎ ｍａｘｉｍｕｍ ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ Ｔ２ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｌｉｎｅｓ ｏｆ ＲｕＡＣＯ１ａ￣ ａｎｄ ＲｕＡＣＯ１ｂ￣ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａ. ｔｈａｌｉａｎａ ａｔ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｓｔａｇｅ.

图 ７　 ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 转基因拟南芥阳性苗的鉴定及生长情况
Ｆｉｇ. ７　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｏｆ ＲｕＡＣＯ１ａ￣ ａｎｄ ＲｕＡＣＯ１ｂ￣ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.

表 ２　 ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 转基因拟南芥的部分生长和生理指标１)

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｏｍｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ＲｕＡＣＯ１ａ￣ ａｎｄ ＲｕＡＣＯ１ｂ￣ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.１)

株系２)

Ｌｉｎｅ２)
叶片叶绿素相对含量
Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｒｅｌａｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｌｅａｆ
叶片氮含量 / (ｍｇ􀅰ｇ－１)
Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｌｅａｆ

花期提前天数 / ｄ
Ｄａｙｓ ｉｎ ａｄｖａｎｃｅ ｏｆ
ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄ

角果成熟期提前天数 / ｄ
Ｄａｙｓ ｉｎ ａｄｖａｎｃｅ ｏｆ
ｓｉｌｉｑｕｅ ｍａｔｕｒｅ ｓｔａｇｅ

ＣＡＣＯ / (ｎｇ􀅰ｇ－１) ＣＡＢＡ / (ｎｇ􀅰ｇ－１)

ＷＴ ２８.９８±１.５２ｂ ８.９４±０.５４ｂ １１９.９７±１.３０ｅ ５６５.８７±２３.４４ｃ
Ａ２ ３１.４２±１.３６ａ １０.１０±０.３６ａ ６ １０ １６２.２９±３.２８ｄ ４３９.４４±１１.６６ｄ
Ａ６ ３１.７０±１.２８ａ １０.１４±０.１９ａ ５ １０ １２５.６２±４.９２ｅ ３０５.７８±１３.２４ｅ
Ａ７ ２９.３８±１.４１ｂ ９.３８±０.４４ｂ ６ １１ １９４.４０±８.４９ｃ ５８８.７７±４.９３ｂｃ
Ｂ１４ ３６.３４±１.１２ａ １１.４２±０.４０ａ ７ ９ １７７.６５±４.３０ｃｄ ７４０.５５±３７.６２ａ
Ｂ１８ ３３.７８±０.４３ａ １０.７０±０.１３ａ ５ ８ ２１８.３８±６.５９ｂ ６３５.３７±１５.０７ｂ
Ｂ２０ ３０.４２±３.６９ｂ ９.７４±１.０６ｂ ５ ８ ２５０.２９±９.６２ａ ７３４.７３±２３.２５ａ

　 １)ＣＡＣＯ: １－氨基环丙烷－１－羧酸氧化酶含量 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ １￣ａｍｉｎｏｃｙｃｌｏｐｒｏｐａｎｅ￣１￣ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｏｘｉｄａｓｅꎻ ＣＡＢＡ: 脱落酸含量 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ. 同
列中不同小写字母表示不同株系间差异显著(Ｐ< ０. ０５) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ< ０. ０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｉｎｅｓ.

　 ２)ＷＴ: 野生型 Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅꎻ Ａ２ꎬＡ６ꎬＡ７: ＲｕＡＣＯ１ａ 转基因拟南芥株系 ＲｕＡＣＯ１ａ￣ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅｓ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.ꎻ Ｂ１４ꎬＢ１８ꎬ
Ｂ２０: ＲｕＡＣＯ１ｂ 转基因拟南芥株系 ＲｕＡＣＯ１ｂ￣ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅｓ ｏｆ Ａ. ｔｈａｌｉａｎａ.
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Ｂ２０ 株系的花期提前 ５~７ ｄꎬ角果成熟期提前 ８~９ ｄꎮ
除 Ａ６ 株系外ꎬＡ２、Ａ７、Ｂ１４、Ｂ１８ 和 Ｂ２０ 株系植株的

１－氨基环丙烷－１－羧酸氧化酶(ＡＣＯ)含量均显著高

于野生型ꎻＢ１４、Ｂ１８ 和 Ｂ２０ 株系植株的脱落酸含量显

著高于野生型ꎬＡ７ 株系植株的脱落酸含量高于野生

型但差异不显著ꎬＡ２ 和 Ａ６ 株系植株的脱落酸含量显

著低于野生型ꎮ

２.６　 ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 转基因拟南芥植株受激

素诱导的表达分析

　 　 分别在 ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 转基因拟南芥 Ｔ２

代株系中选择 １－氨基环丙烷－１－羧酸氧化酶(ＡＣＯ)
含量高的 ２ 个株系ꎬ即 ＲｕＡＣＯ１ａ 转基因 Ａ７ 株系和

ＲｕＡＣＯ１ｂ 转基因 Ｂ２０ 株系ꎬ在结荚初期用乙烯利和

脱落酸处理 １５ ｄ 后观察植株成熟情况ꎮ 结果(图 ８)
　 　 　

箭头示角果 Ｔｈｅ ａｒｒｏｗｓ ｓｈｏｗ ｓｉｌｉｑｕｅｓ. 同一柱形图中不同小写字母表示不同处理间差异显著(Ｐ<０.０５) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂａｒ ｇｒａｐｈ
ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ.

ＡꎬＢꎬＣ: 分别为对照(ＣＫ)、乙烯利(ＥＴＨ)和脱落酸(ＡＢＡ)处理后 ＲｕＡＣＯ１ａ 转基因拟南芥 Ａ７ 株系角果生长情况 Ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｓｉｌｉｑｕｅｓ ｏｆ Ａ７ ｌｉｎｅｓ
ｏｆ ＲｕＡＣＯ１ａ￣ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ. ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ (ＣＫ)ꎬ ｅｔｈｅｐｈｏｎ (ＥＴＨ)ꎬ ａｎｄ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ (ＡＢＡ) ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ
ＤꎬＥꎬＦ: 分别为 ＣＫ、ＥＴＨ 和 ＡＢＡ 处理后 ＲｕＡＣＯ１ｂ 转基因拟南芥 Ｂ２０ 株系角果生长情况 Ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｓｉｌｉｑｕｅｓ ｏｆ Ｂ２０ ｌｉｎｅｓ ｏｆ ＲｕＡＣＯ１ｂ￣ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
Ａ. ｔｈａｌｉａｎａ ａｆｔｅｒ ＣＫꎬ ＥＴＨꎬ ａｎｄ ＡＢＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ Ｇ: 野生型拟南芥角果生长情况 Ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｓｉｌｉｑｕｅｓ ｏｆ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｏｆ Ａ. ｔｈａｌｉａｎａꎻ Ｈ:
ＥＴＨ 和 ＡＢＡ 处理后 Ａ７ 株系 ＲｕＡＣＯ１ａ 表达分析 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ＲｕＡＣＯ１ａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａ７ ｌｉｎｅｓ ａｆｔｅｒ ＥＴＨ ａｎｄ ＡＢＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓꎻ Ｉ: ＥＴＨ 和 ＡＢＡ 处理后
Ｂ２０ 株系 ＲｕＡＣＯ１ｂ 表达分析 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ＲｕＡＣＯ１ｂ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂ２０ ｌｉｎｅｓ ａｆｔｅｒ ＥＴＨ ａｎｄ ＡＢＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ.

图 ８　 乙烯利和脱落酸处理后 ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 转基因拟南芥角果的生长情况及基因表达分析
Ｆｉｇ. ８　 Ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｓｉｌｉｑｕｅｓ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｎ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲｕＡＣＯ１ａ￣ ａｎｄ ＲｕＡＣＯ１ｂ￣ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.

ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｅｔｈｅｐｈｏｎ ａｎｄ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
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显示:野生型(ＷＴ)的角果次第成熟ꎬＡ７ 和 Ｂ２０ 株系

的角果已明显成熟ꎬ尤其是脱落酸处理的角果成熟度

趋向一致ꎮ 进一步对乙烯利和脱落酸处理后 Ａ７ 和

Ｂ２０ 株系基因的表达情况进行分析ꎬ乙烯利和脱落酸

处理后 Ａ７ 株系的 ＲｕＡＣＯ１ａ 相对表达量均较野生型

和未处理 Ａ７ 株系显著(Ｐ<０.０５)升高ꎬ且脱落酸处理

后 Ａ７ 株系的 ＲｕＡＣＯ１ａ 相对表达量显著高于乙烯利

处理ꎮ 乙烯利和脱落酸处理后 Ｂ２０ 株系的 ＲｕＡＣＯ１ｂ
相对表达量也较野生型和未处理 Ｂ２０ 株系显著升

高ꎬ且乙烯利处理后 Ｂ２０ 株系的 ＲｕＡＣＯ１ｂ 相对表达

量显著高于脱落酸处理ꎮ

３　 讨论和结论

植物乙烯参与果实成熟和器官衰老等生长发育

过程的调节ꎮ 乙烯的生物合成包括 ２ 个步骤ꎬ首先

Ｓ－腺苷甲硫氨酸在 １ －氨基环丙烷 － １ －羧酸合酶

(ＡＣＯ) 的作用下转化成 １ －氨基环丙烷 － １ －羧酸

(ＡＣＣ) [３９]ꎬ进而通过 ＡＣＯ 合成乙烯ꎬＡＣＯ 是催化乙

烯生物合成的最终步骤限速酶[４０]ꎮ 植物乙烯生物合

成研究中 ＡＣＯ 是重要的调控因子ꎬ研究 ＡＣＯ 基因的

表达调控模式对调控乙烯生物合成至关重要ꎬ控制

ＡＣＯ 基因的表达能有效控制乙烯的生物合成并且对

果实的成熟软化具有调控作用ꎮ 目前研究者已在多

种植物中克隆到 ＡＣＯ 基因ꎬ并通过遗传转化证实其

参与调控植株的成熟和衰老过程[４１]ꎮ 黑莓果实作为

一种非呼吸跃变类型小浆果ꎬＡＣＯ 基因在黑莓果实

成熟软化中的功能尚未揭示ꎮ 本研究首次从黑莓中

克隆得到 ２ 个 ＡＣＯ１ 基因 ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 的全

长序列ꎮ
ＡＣＯ 蛋白含有位于 Ｎ 端的 ＤＩＯＸ＿Ｎ 结构域和位

于 Ｃ 端的 ２ＯＧ－ＦｅⅡ＿Ｏｘｙ 结构域ꎬ其中 ２ＯＧ－ＦｅⅡ＿
Ｏｘｙ 结构域是 ＡＣＯ 蛋白发挥活性的关键部位[１９]ꎮ 本

研究中ꎬＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 均与蔷薇科植物月季

ＡＣＯ１ 蛋白在氨基酸序列上的一致性最高ꎬ但又各包

含１ 个不同保守性结构域ꎬ表明二者虽均属于二价铁

离子 /抗坏血酸依赖型双加氧酶家族成员ꎬ但功能上

存在差异ꎮ 黑莓 ２ 个 ＡＣＯ１ 蛋白各自与蔷薇科其他

６ 种植物 ＡＣＯ１ 成员具有保守的 ＡＣＯ 蛋白活性位点ꎬ
但在序列上又具有明显差异ꎬ尤其是在 ３′端序列差异

更为明显ꎬ进一步说明蔷薇科植物存在 ２ 种类型

ＡＣＯ１ 蛋白ꎬ反映出这 ２ 个基因既存在进化上的保守

性ꎬ也明显属于 ２ 种不同类型ꎮ 此外ꎬＲｕＡＣＯ１ａ 和

ＲｕＡＣＯ１ｂ 分别具有 ４ 和 ３ 个外显子ꎬ推测二者存在功

能分化ꎮ
ＡＣＯ 基因家族不同成员在组织表达特异性和时

空表达特性等方面的差异较大[３６]ꎮ 研究发现沙梨

〔Ｐｙｒｕｓ ｐｙｒｉｆｏｌｉａ (Ｂｕｒｍ. ｆ.) Ｎａｋａｉ〕ＰｐＡＣＯ１ 和 ＰｐＡＣＯ２
均在果实中优势表达[４２]ꎻ苹果中 ３ 个 ＡＣＯ 基因成员

中仅 ＡＣＯ１ 基因主要在果实中表达[３１]ꎮ 番茄 ＡＣＯ 基

因家族成员 ＡＣＯ１、ＡＣＯ２ 和 ＡＣＯ３ 基因的开放阅读框

(ＯＲＦ)区域核苷酸同源性相似度更高ꎬ且均有组织

表达特异性[２１]ꎮ 番茄 ＳｌＡＣＯ１[２１]、草莓 ＦａＡＣＯ１[４３－４４]

和甜瓜(Ｃｕｃｕｍｉｓ ｍｅｌｏ Ｌｉｎｎ.)ＣｍＡＣＯ１[４５] 均在果实开

始成熟时急剧上调表达ꎮ 本研究中ꎬＲｕＡＣＯ１ａ 在黑

莓生殖器官(幼果、花蕾和花)中的相对表达量更高ꎬ
表明 ＲｕＡＣＯ１ａ 可 能 主 要 参 与 果 实 成 熟 过 程ꎻ
ＲｕＡＣＯ１ｂ 在幼果和根中的相对表达量较高ꎬ推测

ＲｕＡＣＯ１ｂ 具有更广泛的生理功能ꎬ即除参与幼果发

育外ꎬ在黑莓根生长发育调节方面也有重要作用ꎮ 马

兰[４６] 的研究结果显示: 百脉根 ( Ｌｏｔｕｓ ｃｏｒｎｉｃｕｌａｔｕｓ
Ｌｉｎｎ.)ＬｃＡＣＯ１ 在根中的相对表达量最高ꎬ主要参与

根生长发育调节ꎬ与 ＲｕＡＣＯ１ｂ 在黑莓根中的表达情

况相似ꎮ 本研究中ꎬ黑莓花中 ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ
的相对表达量均高于花蕾ꎬ推测这 ２ 个基因也参与黑

莓花的衰老ꎬ促进黑莓植株从营养生长转向生殖生

长ꎮ 高园等[４７] 的研究结果显示: 茶梅 ( Ｃａｍｅｌｌｉａ
ｓａｓａｎｑｕａ Ｔｈｕｎｂ.)单花花期越短ꎬＡＣＯ 基因的相对表

达量越高ꎬ且盛花期 ＡＣＯ 基因的相对表达量较花蕾

期更高ꎬ这与黑莓 ＲｕＡＣＯ１ａ 在花中的相对表达量较

花蕾更高一致ꎮ
黑莓果实着色后ꎬＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 对脱落

酸处理的响应模式基本相同ꎬ即均在果实着色后 １４ ｄ
时相对表达量显著升高ꎬ这与不同硬度黑莓果实脱落

酸含量在发育中期出现峰值的趋势一致[８]ꎬ表明

ＡＣＯ 基因的表达可能受脱落酸调控ꎮ 此外ꎬ与脱落

酸处理相比较ꎬ乙烯利处理黑莓 ＲｕＡＣＯ１ａ 在成熟期

(果实着色后 ２８ ｄ) 的相对表达量急剧升高ꎬ而

ＲｕＡＣＯ１ｂ 在红果期(果实着色后 ２１ ｄ)的相对表达量

开始升高ꎬ但在成熟期其相对表达量的升高幅度低于

ＲｕＡＣＯ１ａꎬ表明 ２ 个基因在果实成熟期均明显受乙烯

诱导表达ꎬ且 ＲｕＡＣＯ１ａ 可能更多参与了黑莓果实的

成熟ꎮ
葡萄正义 ＡＣＯ 基因转入番茄可以有效缩短番茄

４２



第 ３ 期 李　 洁ꎬ 等: 黑莓 １－氨基环丙烷－１－羧酸氧化酶基因 ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 的克隆及功能鉴定

营养生长期并促进成熟[４８]ꎮ 水仙〔Ｎａｒｃｉｓｓｕｓ ｔａｚｅｔｔａ
ｓｕｂｓｐ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ( Ｍ. Ｒｏｅｍ.) Ｍａｓａｍ. ｅｔ Ｙａｎａｇｉｈ.〕
ＮｔＡＣＯ１ 过表达转基因烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ Ｌｉｎｎ.)
的营养生长期缩短ꎬ开花较早且叶片较少[４１]ꎮ 本研

究将黑莓 ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 转入拟南芥ꎬ发现转

基因株系花期较野生型提前 ５ ~ ７ ｄꎬＲｕＡＣＯ１ａ 和

ＲｕＡＣＯ１ｂ 转基因拟南芥 Ｔ２ 代株系的角果成熟期分

别较野生型提前 １０~１１ 和 ８~９ ｄꎮ 此外ꎬ乙烯利和脱

落酸处理后 ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 转基因拟南芥株

系均在结荚期促进了角果成熟ꎬ且在脱落酸处理下出

现角果倾向一致成熟的现象ꎬ推测在拟南芥结荚初期

用脱落酸处理可以加速 ＡＣＯ 转基因拟南芥角果的成

熟和衰老ꎬ与前述 ＡＣＯ 基因可能受脱落酸调控参与

果实成熟启动一致ꎮ
综上所述ꎬ本研究对参与黑莓果实成熟软化中的

２ 个 ＡＣＣ 氧化酶基因 ＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 进行了

克隆、序列分析和功能鉴定ꎬ其蛋白序列既具有保守

的 ＡＣＯ 蛋白活性位点又具有各自的功能结构域ꎬ分
属于蔷薇科植物 ＡＣＯ１ 蛋白的 ２ 种类型ꎮ 在表达模

式上ꎬＲｕＡＣＯ１ａ 和 ＲｕＡＣＯ１ｂ 在果实生长发育阶段响

应脱落酸和乙烯利处理的表达模式有一定程度相似

性ꎬ但 ＲｕＡＣＯ１ａ 参与果实发育成熟的作用更积极ꎮ
转基因功能鉴定结果显示这 ２ 个基因均有促进拟南

芥提早开花和角果成熟的作用ꎮ 本研究结果为后续

揭示黑莓等柔软多汁浆果果实的成熟软化机制和分

子调控提供了基础理论依据ꎮ
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Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ １９８７ꎬ １５(２): ７３１－７３９.

[２１] 　 ＨＯＵＢＥＮ Ｍꎬ ＶＡＮ ＤＥ ＰＯＥＬ Ｂ. １￣ａｍｉｎｏｃｙｃｌｏｐｒｏｐａｎｅ￣１￣
ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｏｘｉｄａｓｅ (ＡＣＯ): ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ ｔｈａｔ ｍａｋｅｓ ｔｈｅ ｐｌａｎｔ

５２
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ｈｏｒｍｏｎｅ ｅｔｈｙｌｅｎｅ[Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１９ꎬ １０: ６９５.
[２２] 　 ＸＩＯＮＧ Ａ Ｓꎬ ＹＡＯ Ｑ Ｈꎬ ＰＥＮＧ Ｒ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ

ＡＣＣ ｏｘｉｄａｓｅ ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ ｂｙ ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｔｏｍａｔｏ [ Ｊ ] . Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌ Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ ２００５ꎬ ２３ ( ９ ):
６３９－６４６.

[２３] 　 ＢＡＴＲＡ Ａꎬ ＳＡＮＥ Ｖ Ａꎬ ＴＲＩＶＥＤＩ Ｐ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＣＣ
ｏｘｉｄａｓｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｏｍａｔｏ ｕｓｉｎｇ ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｂａｎａｎａ
ｐｒｏｌｏｎｇｓ ｓｈｅｌｆ￣ｌｉｆｅ ｂｏｔｈ ｏｎ ｖｉｎｅ ａｎｄ ｐｏｓｔ￣ｈａｒｖｅｓｔ [ Ｊ ] . Ｃｕｒｒｅｎｔ
Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１０ꎬ ９９(９): １２４３－１２５０.

[２４] 　 ＢＲＩＳＯＵ Ｇꎬ ＰＩＱＵＥＲＥＺ Ｓ Ｊ Ｍꎬ ＭＩＮＯＩＡ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｄｕｃｅｄ
ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ ＳｌＥ８ ａｎｄ ＳｌＡＣＯ１ ｃｏｎｔｒｏｌ ｔｏｍａｔｏ ｆｒｕｉｔ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｓｈｅｌｆ￣ｌｉｆｅ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔａｎｙꎬ ２０２１ꎬ ７２ ( ２０):
６９２０－６９３２.

[２５] 　 ＫＯＳＵＧＩ Ｙꎬ ＭＡＴＳＵＯＫＡ Ａꎬ ＨＩＧＡＳＨＩ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. ２￣
ａｍｉｎｏｏｘｙｉｓｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｂｏｔｈ １￣
ａｍｉｎｏｃｙｃｌｏｐｒｏｐａｎｅ￣１￣ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ ( ＡＣＣ ) ｓｙｎｔｈａｓｅ ａｎｄ ＡＣＣ
ｏｘｉｄａｓｅ ｉｎ ｅｔｈｙｌｅｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｐｒｏｌｏｎｇｓ ｖａｓｅ ｌｉｆｅ ｏｆ
ｃｕｔ ｃａｒｎａｔｉｏｎ ｆｌｏｗｅｒｓ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１４ꎬ ５７(４):
２１８－２２４.

[２６] 　 ＳＨＩ Ｌ Ｓꎬ ＬＩＵ Ｊ Ｐ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｎ
１￣ａｍｉｎｏｃｙｃｌｏｐｒｏｐａｎｅ￣１￣ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｏｎｃｉｄｉｕｍ
Ｇｏｗｅｒ Ｒａｍｓｅｙ [ Ｊ ] . Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎｄ Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓꎬ ２０１６ꎬ ４６９(２): ２０３－２０９.

[２７] 　 ＳＯＲＮＣＨＡＩ Ｐꎬ ＶＡＮ ＤＯＯＲＮ Ｗ Ｇꎬ ＩＭＳＡＢＡＩ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｒｃｈｉｄｓ ｃａｒｒｙｉｎｇ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＡＣＣ ｏｘｉｄａｓｅ: ｓｍａｌｌ ｃｈａｎｇｅｓ
ｉｎ ｆｌｏｗｅｒ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ａ ｄｅｌａｙ ｏｆ ｂｕｄ ａｂｏｒｔｉｏｎꎬ ｆｌｏｗｅｒ
ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅꎬ ａｎｄ ａｂｓｃｉｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆｌｏｗｅｒｓ [ Ｊ] . Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ
２０２０ꎬ ２９(４): ４２９－４４２.

[２８] 　 马　 男ꎬ 蔡　 蕾ꎬ 陆旺金ꎬ 等. 外源乙烯对月季(Ｒｏｓａ ｈｙｂｒｉｄａ)
切花花朵开放的影响与乙烯生物合成相关基因表达的关联

[Ｊ] . 中国科学 Ｃ 辑: 生命科学ꎬ ２００５ꎬ ３５(２): １０４－１１４.
[２９] 　 刘　 月. 观赏海棠叶花果表型变异及果实宿存相关的乙烯、脱

落酸和 ＡＣＯ１ 基因研究[ Ｄ]. 秦皇岛: 河北科技师范学院ꎬ
２０２０: ３１－３３.

[３０] 　 吴建阳ꎬ 李彩琴ꎬ 陆旺金ꎬ 等. 荔枝 ＡＣＯ１ 基因克隆及其与幼

果落果的关系[Ｊ] . 果树学报ꎬ ２０１３ꎬ ３０(２): ２０７－２１３.
[３１] 　 ＢＩＮＮＩＥ Ｊ Ｅꎬ ＭＣＭＡＮＵＳ Ｍ Ｔ. Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ １￣

ａｍｉｎｏｃｙｃｌｏｐｒｏｐａｎｅ￣１￣ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ ( ＡＣＣ ) ｏｘｉｄａｓｅ ｍｕｌｔｉｇｅｎｅ
ｆａｍｉｌｙ ｏｆ Ｍａｌｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ Ｂｏｒｋｈ[ Ｊ] . Ｐｈｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２００９ꎬ ７０
(３): ３４８－３６０.

[３２] 　 朱　 敏ꎬ 尹明安ꎬ 叶红红ꎬ 等. 苹果 ＡＣＯ１ 基因及转录因子

ＭｄＨＢ－１ 基因的表达模式 [ Ｊ] . 食品科学ꎬ ２０１４ꎬ ３５ ( ２３):
１６６－１７０.

[３３] 　 张春红ꎬ 汤飞云ꎬ 王小敏ꎬ 等. 不同黑莓品种果实形态和硬度

分析及其解剖结构和微形态特征观察[ Ｊ] . 植物资源与环境学

报ꎬ ２０１３ꎬ ２２(３): ８８－９４.
[３４] 　 张春红ꎬ 吴文龙ꎬ 闾连飞ꎬ 等. 不同硬度类型黑莓果实生长发

育动态分析[Ｊ] . 经济林研究ꎬ ２０１４ꎬ ３２(４): ８８－９３.

[３５] 　 ＺＨＡＮＧ Ｃꎬ ＷＵ Ｙꎬ ＸＩＯＮＧ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. ＡＢＡ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｓ ｂｌａｃｋｂｅｒｒｙ
(Ｒｕｂｕｓ ｓｐｐ.) ｆｒｕｉｔ ｒｉｐｅｎｉｎｇ ｂｙ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｒｉｐｅｎｉｎｇ￣ｒｅｌａｔｅｄ
ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｐｒｏｆｉｌｅｓ [ Ｊ ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｅｒｒｙ
Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ２０２１ꎬ １１(４): ７０５－７２０.

[３６] 　 陈银华ꎬ 黄　 伟ꎬ 王　 海. ＡＣＣ 氧化酶基因研究进展[Ｊ] . 海南

大学学报: 自然科学版ꎬ ２００６ꎬ ２４(２): １９４－２００.
[３７] 　 ＬＩ Ｘꎬ ＷＡＮＧ Ｙꎬ ＬＩ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. ｑＰＣＲｔｏｏｌｓ: ａｎ Ｒ ｐａｃｋａｇｅ ｆｏｒ ｑＰＣＲ

ｄａｔａ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ａｎｄ ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ ２０２２ꎬ
１３: １００２７０４.

[３８] 　 李华盛ꎬ 鹿金颖ꎬ 潘　 毅ꎬ 等. 航天环境对拟南芥幼苗内参基

因表达稳定性的影响[ Ｊ] . 航天医学与医学工程ꎬ ２０１４ꎬ ２７
(１): ５０－５３.

[３９] 　 ＡＤＡＭＳ Ｄ Ｏꎬ ＹＡＮＧ Ｓ Ｆ. Ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ａｐｐｌｅ ｔｉｓｓｕｅ:
ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓ￣ａｄｅｎｏｓｙｌｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ａｓ ａｎ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ｔｏ ｅｔｈｙｌｅｎｅ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ １９７７ꎬ
６０(６): ８９２－８９６.

[４０] 　 ＡＤＡＭＳ Ｄ Ｏꎬ ＹＡＮＧ Ｓ Ｆ. Ｅｔｈｙｌｅｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ: ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
１￣ａｍｉｎｏｃｙｃｌｏｐｒｏｐａｎｅ￣１￣ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ ａｓ ａｎ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ｔｏ ｅｔｈｙｌｅｎｅ [ Ｊ ] . Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ
Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａꎬ
１９７９ꎬ ７６(１): １７０－１７４.

[４１] 　 孙申申ꎬ 温秀萍ꎬ 杨菲颖ꎬ 等. ‘云香’水仙 ＡＣＣ 氧化酶基因克

隆及遗传转化[Ｊ] . 园艺学报ꎬ ２０１７ꎬ ４４(７): １３８８－１３９６.
[４２] 　 ＳＨＩ Ｈ Ｙꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙ Ｘ. Ｐｅａｒ ＡＣＯ ｇｅｎｅｓ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｐｕｔａｔｉｖｅ １￣

ａｍｉｎｏｃｙｃｌｏｐｒｏｐａｎｅ￣１￣ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ ｏｘｉｄａｓｅ ｈｏｍｏｌｏｇｓ ａｒｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｄｕｒｉｎｇ ｆｒｕｉｔ ｒｉｐｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｓａｌｉｃｙｌｉｃ
ａｃｉｄ[Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ ２０１２ꎬ ３９(１０): ９５０９－９５１９.

[４３] 　 ＴＲＡＩＮＯＴＴＩ Ｌꎬ ＰＡＶＡＮＥＬＬＯ Ａꎬ ＣＡＳＡＤＯＲＯ Ｇ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｅｔｈｙｌｅｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｓｈｏｗ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｒｉｐｅｎｉｎｇ
ｏｆ ｓｔｒａｗｂｅｒｒｉｅｓ: ｄｏｅｓ ｓｕｃｈ ａｎ ｉｎｃｒｅｍｅｎｔ ｉｍｐｌｙ ａ ｒｏｌｅ ｆｏｒ ｅｔｈｙｌｅｎｅ ｉｎ
ｔｈｅ ｒｉｐｅｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｎｏｎ￣ｃｌｉｍａｃｔｅｒｉｃ ｆｒｕｉｔｓ? [ Ｊ ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔａｎｙꎬ ２００５ꎬ ５６(４１８): ２０３７－２０４６.

[４４] 　 ＭＥＲＣＨＡＮＴＥ Ｃꎬ ＶＡＬＬＡＲＩＮＯ Ｊ Ｇꎬ ＯＳＯＲＩＯ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｔｈｙｌｅｎｅ
ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙ ｆｒｕｉｔ ｒｉｐｅｎｉｎｇ ｉｎ ａｎ ｏｒｇａｎ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍａｎｎｅｒ
[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔａｎｙꎬ ２０１３ꎬ ６４ ( １４): ４４２１ －
４４３９.　

[４５] 　 ＬＡＳＳＥＲＲＥ Ｅꎬ ＢＯＵＱＵＩＮ Ｔꎬ ＨＥＲＮＡＮＤＥＺ Ｊ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｇｅｎｅｓ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ＡＣＣ ｏｘｉｄａｓｅ ｈｏｍｏｌｏｇｓ ｆｒｏｍ
ｍｅｌｏｎ (Ｃｕｃｕｍｉｓ ｍｅｌｏ Ｌ.) [ Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎｄ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ
１９９６ꎬ ２５１(１): ８１－９０.
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