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石蒜 １－氨基环丙烷－１－羧酸合酶基因 ＬｒＡＣＳ 的
克隆及功能鉴定

樊雅婷ꎬ 李雪纯ꎬ 李晓丹①ꎬ 汪　 仁①

〔江苏省中国科学院植物研究所(南京中山植物园) 江苏省植物资源研究与利用重点实验室ꎬ 江苏 南京 ２１００１４〕

摘要: 为了解 １－氨基环丙烷－１－羧酸合酶(ＡＣＳ)基因在石蒜〔Ｌｙｃｏｒｉｓ ｒａｄｉａｔａ (ＬＨéｒ.) Ｈｅｒｂ.〕乙烯合成中的作用ꎬ对
石蒜 ＡＣＳ 基因 ＬｒＡＣＳ 进行了克隆ꎬ并通过系统进化树和氨基酸序列比对分析明确 ＬｒＡＣＳ 与其他同源蛋白的进化关

系ꎮ 利用亚细胞定位分析 ＬｒＡＣＳ 在细胞中的定位ꎬ对 ＬｒＡＣＳ 重组蛋白进行体外活性检测ꎬ并利用实时荧光定量逆

转录 ＰＣＲ(ｑＲＴ－ＰＣＲ)分析不同生长时期 ＬｒＡＣＳ 的组织特异性表达ꎮ 结果显示:ＬｒＡＣＳ 的开放阅读框长度为 １ ４７３
ｂｐꎬ编码 ４９０ 个氨基酸ꎮ ＬｒＡＣＳ 的理论相对分子质量为 ５４ ９５４.９７ꎬ理论等电点为 ｐＩ ８.２１ꎮ 系统进化树分析结果表

明 ＬｒＡＣＳ 与忽地笑〔Ｌｙｃｏｒｉｓ ａｕｒｅａ (ＬＨéｒ.) Ｈｅｒｂ.〕ＬａＡＣＳ 的亲缘关系最近ꎬ均属于Ⅰ型 ＡＣＳ 蛋白ꎮ 亚细胞定位结果

显示 ＬｒＡＣＳ 主要定位于细胞质基质ꎮ 体外活性检测结果证实 ＬｒＡＣＳ 重组蛋白能够催化 Ｓ－腺苷甲硫氨酸(ＳＡＭ)生
成 １－氨基环丙烷－１－羧酸(ＡＣＣ)ꎮ ｑＲＴ－ＰＣＲ 分析结果显示:ＬｒＡＣＳ 在花期和叶期的石蒜各组织中均有表达ꎬ但其

表达具有组织特异性ꎬ其中ꎬ花期花瓣中 ＬｒＡＣＳ 的相对表达量极显著(Ｐ<０.０１)高于根、鳞茎、花茎ꎬ叶期根中 ＬｒＡＣＳ
的相对表达量极显著高于鳞茎和叶ꎮ 综上所述ꎬＬｒＡＣＳ 主要定位于细胞质基质并在石蒜不同生长时期行使催化

ＳＡＭ 生成 ＡＣＣ 的功能ꎮ

关键词: 石蒜ꎻ １－氨基环丙烷－１－羧酸(ＡＣＣ)ꎻ １－氨基环丙烷－１－羧酸合酶(ＡＣＳ)ꎻ 亚细胞定位ꎻ 酶活ꎻ 功能鉴定
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Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ １￣ａｍｉｎｏｃｙｃｌｏｐｒｏｐａｎｅ￣１￣ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｇｅｎｅ ＬｒＡＣＳ
ｉｎ Ｌｙｃｏｒｉｓ ｒａｄｉａｔａ　 ＦＡＮ Ｙａｔｉｎｇꎬ ＬＩ Ｘｕｅｃｈｕｎꎬ ＬＩ Ｘｉａｏｄａｎ①ꎬ ＷＡＮＧ Ｒｅｎ① 〔 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 Ｃｈｉｎａ〕ꎬ Ｊ.
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｔｏ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ １￣ａｍｉｎｏｃｙｃｌｏｐｒｏｐａｎｅ￣１￣ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ( ＡＣＳ ) ｇｅｎｅ ｉｎ
ｅｔｈｙｌｅｎｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ Ｌｙｃｏｒｉｓ ｒａｄｉａｔａ ( ＬＨéｒ.) Ｈｅｒｂ.ꎬ ｔｈｅ ＡＣＳ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｌ. ｒａｄｉａｔａ ｎａｍｅｌｙ ＬｒＡＣＳ ｗａｓ
ｃｌｏｎｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＬｒＡＣＳ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗａｓ ｃｌａｒｉｆｉｅｄ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ. Ｔｈｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＬｒＡＣＳ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎꎬ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ＬｒＡＣＳ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬｒＡＣＳ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅｓ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ
ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ＰＣＲ (ｑＲＴ￣ＰＣＲ). Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ
ｔｈｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ ｏｆ ＬｒＡＣＳ ｉｓ １ ４７３ ｂｐꎬ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ４９０ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ. Ｔｈｅ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓ ｏｆ ＬｒＡＣＳ ｉｓ ５４ ９５４.９７ꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ ｉｓ ｐＩ ８.２１. Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ
ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ＬｒＡＣＳ ｈａｓ ｔｈｅ ｃｌｏｓｅｓｔ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ ＬａＡＣＳ ｉｎ Ｌｙｃｏｒｉｓ ａｕｒｅａ
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(ＬＨéｒ.) Ｈｅｒｂ.ꎬ ａｎｄ ｔｈｅｙ ａｒｅ ｂｏｔｈ ｏｆ ｔｙｐｅ Ⅰ ＡＣＳ ｐｒｏｔｅｉｎｓ. Ｔｈｅ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ
ＬｒＡＣＳ ｉｓ ｍａｉｎｌｙ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｍａｔｒｉｘ. Ｔｈｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｓｓａｙ ｒｅｓｕｌｔ ｃｏｎｆｉｒｍｓ ｔｈａｔ
ｔｈｅ ＬｒＡＣＳ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃａｎ ｃａｔａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ Ｓ￣ａｄｅｎｏｓｙｌｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ( ＳＡＭ ) ｔｏ
１￣ａｍｉｎｏｃｙｃｌｏｐｒｏｐａｎｅ￣１￣ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ ( ＡＣＣ). Ｔｈｅ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ＬｒＡＣＳ ｉｓ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ａｌｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｌ. ｒａｄｉａｔａ ａｔ ｔｈｅ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ ａｎｄ ｌｅａｆ ｓｔａｇｅꎬ ｂｕｔ ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｅｘｈｉｂｉｔｓ
ｔｉｓｓｕｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙꎬ ｉｎ ｗｈｉｃｈꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬｒＡＣＳ ｉｎ ｐｅｔａｌｓ ａｔ ｔｈｅ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ ｉｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ (Ｐ < ０. ０１) ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｒｏｏｔｓꎬ ｂｕｌｂｓꎬ ａｎｄ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔｅｍｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬｒＡＣＳ ｉｎ ｒｏｏｔｓ ａｔ ｔｈｅ ｌｅａｆ ｓｔａｇｅ ｉｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｂｕｌｂｓ ａｎｄ
ｌｅａｖｅｓ. Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎꎬ ＬｒＡＣＳ ｉｓ ｍａｉｎｌｙ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｍａｔｒｉｘ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｔｏ ｃａｔａｌｙｚｅ ｔｈｅ
ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ ＳＡＭ ｔｏ ＡＣＣ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅｓ ｉｎ Ｌ. ｒａｄｉａｔａ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｌｙｃｏｒｉｓ ｒａｄｉａｔａ ( ＬＨéｒ.) Ｈｅｒｂ.ꎻ １￣ａｍｉｎｏｃｙｃｌｏｐｒｏｐａｎｅ￣１￣ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ ( ＡＣＣ )ꎻ
１￣ａｍｉｎｏｃｙｃｌｏｐｒｏｐａｎｅ￣１￣ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ( ＡＣＳ )ꎻ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎꎻ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 　 石蒜〔Ｌｙｃｏｒｉｓ ｒａｄｉａｔａ (ＬＨéｒ.) Ｈｅｒｂ.〕为石蒜科

(Ａｍａｒｙｌｌｉｄａｃｅａｅ)石蒜属(Ｌｙｃｏｒｉｓ Ｈｅｒｂ.)植物ꎬ又称彼

岸花、曼珠沙华ꎬ原仅分布于亚洲ꎬ后引入至非洲和北

美洲[１]ꎮ 石蒜作为东亚常见的园林观赏植物ꎬ冬可赏

叶ꎬ秋可赏花ꎬ花期 ８ 月至 ９ 月ꎬ其鳞茎中含有加兰他

敏等 １０ 余种石蒜科生物碱ꎬ具有重要的药用价值[２]ꎮ
乙烯作为相对分子质量最小的植物激素ꎬ具有简

单的 Ｃ２Ｈ４ 结构ꎬ以气体形式存在于自然界ꎬ同时广

泛存在于植物的整个生命周期ꎮ 乙烯作为调节植物

生长发育和植物衰老的重要内源激素ꎬ参与种子萌

发、开花、器官衰老与脱落、果实成熟、性别分化以及

生物胁迫和非生物胁迫响应等生理过程ꎮ 作为一种

较早被发现的植物激素ꎬ乙烯的信号转导通路是目前

研究的较为清楚的通路之一[３－５]ꎮ 在模式植物拟南

芥〔Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ( Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.〕 中ꎬ乙烯有

５ 个受体ꎬ且均定位在内质网膜上[６－７]ꎮ
在被子植物中ꎬ乙烯的生物合成反应被广泛研

究[８]ꎮ 乙烯在植物体内的生物合成途径分为 ３ 步:第
１ 步ꎬ甲硫氨酸在甲硫氨酸腺苷转移酶的催化下转化

为 Ｓ－腺苷甲硫氨酸(ＳＡＭ)ꎻ第 ２ 步ꎬ１－氨基环丙烷－
１－羧酸合酶(ＡＣＳ)将 ＳＡＭ 转化为 １－氨基环丙烷－１－
羧酸(ＡＣＣ) [９－１０]ꎻ第 ３ 步ꎬＡＣＣ 被 １－氨基环丙烷－１－
羧酸氧化酶(ＡＣＯ)催化生成乙烯[１１－１２]ꎮ 此外ꎬＡＣＳ
还受翻译后调控ꎬ例如乙烯合成负调控因子参与的泛

素介导的 ＡＣＳ 的降解过程[１３－１４]ꎮ 作为 ＳＡＭ 转化为

乙烯途径的限速酶ꎬＡＣＳ 的诱导和激活受环境因子的

影响ꎬＡＣＳ 活性直接影响植物体内乙烯的产生速率ꎮ
已有研究结果表明:石蒜和换锦花( Ｌｙｃｏｒｉｓ ｓｐｒｅｎｇｅｒｉ
Ｃｏｍｅｓ ｅｘ Ｂａｋｅｒ)在花芽分化期被乙烯利处理后ꎬ二者

休眠鳞茎的生化特性ꎬ包括可溶性糖含量、可溶性蛋

白质含量以及核酸含量均有所改变[１５]ꎮ 此外ꎬ乙烯

利处理鳞茎后ꎬ石蒜叶片中叶绿素和类胡萝卜素的含

量也随着处理浓度的增加呈下降趋势[１６]ꎮ 但这些研

究都着眼于乙烯或乙烯利直接作用于石蒜科植物ꎬ而
不是乙烯合成途径中的关键限速酶 ＡＣＳꎮ 鉴于此ꎬ本
研究聚焦于石蒜 ＡＣＳ 基因ꎬ对其进行了克隆和生物

信息学分析ꎬ并进一步分析了石蒜 ＡＣＳ 蛋白的亚细

胞定位、在原核体系中的表达及 ＡＣＳ 基因在石蒜各

组织中的特异性表达ꎬ以期了解石蒜 ＡＣＳ 基因在石

蒜乙烯信号通路中的功能ꎬ为研究乙烯信号通路参与

石蒜属植物生理过程的机制探索提供一定的基础ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

供试石蒜植株和野生型拟南芥(Ｃｏｌ－０)种子均

来自江苏省中国科学院植物研究所分子实验室ꎮ 分

别于石蒜花期(９ 月)和叶期(３ 月)取完整植株 ３ 或

４ 株ꎬ分组织(花期的根、鳞茎、花茎、花瓣ꎬ叶期的根、
鳞茎、叶) 混合、洗净、分装后液氮速冻ꎬ然后置于

－８０ ℃保存、备用ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 基因克隆　 使用天根生化科技(北京)有限公

司的多糖多酚植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒提取石蒜不同

组织的总 ＲＮＡꎬ使用 ＴａＫａＲａ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ
Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ 反转录试剂盒(日本 ＴａＫａＲａ 公

司)反转录合成 ｃＤＮＡꎮ 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中得到的拟南

芥 ＡｔＡＣＳ 序列ꎬ在石蒜属植物忽地笑〔 Ｌｙｃｏｒｉｓ ａｕｒｅａ
(ＬＨéｒ.) Ｈｅｒｂ.〕转录组测序数据中ꎬ通过本地 ｂｌａｓｔ
筛选到忽地笑 ＬａＡＣＳ 片段ꎬ根据 ＬａＡＣＳ 序列设计简
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并引物(正向引物序列为 ５′ －ＡＴＧＧＧＡＴＴＹＣＣＴＲＴＧ
ＡＲＣＡＡＣ－３′ꎬ反向引物序列为 ５′－ＴＴＡＧＧＴＡＧＹＡＧＹＧ
ＴＧＧＡＹＧＡＧＧＧ－３′)ꎬ使用高保真聚合酶 Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ
Ｓｕｐｅｒ－Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ(南京诺唯赞生物科技

股份有限公司)进行 ＰＣＲ 扩增ꎻ扩增产物经回收、连
接和转化后挑取阳性克隆送至生工生物工程(上海)
股份有限公司测序[１７]ꎮ
１.２.２　 序列分析　 利用 ＥｘＰＡＳｙ 在线工具(ｈｔｔｐｓ:∥
ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｃｏｍｐｕｔｅ＿ｐｉ / )计算石蒜 ＡＣＳ 蛋白的理

论等电点、理论相对分子质量ꎻ利用 ＳｉｇｎａｌＰ 软件

(ｈｔｔｐ:∥ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ￣４. １ / )预测

信号肽ꎻ利用 ＴＭＨＭＭ 在线软件 ( ｈｔｔｐ:∥ ｓｅｒｖｉｃｅｓ.
ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ.ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ￣２. ０)预测跨膜结

构ꎻ利用 ＳＯＰＭＡ 在线工具(ｈｔｔｐ:∥ｎｐｓａ￣ｐｂｉｌ. ｉｂｃｐ. ｆｒ /
ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ. ｐｌ? ｐａｇｅ ＝ ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ. ｈｔｍｌ)预

测二级结构ꎻ利用 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ 在线工具(ｈｔｔｐ:∥
ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ)预测三级结构ꎻ利用 ＰＲＯＳＩＴＥ
数据库(ｈｔｔｐ:∥ｐｒｏｓｉｔｅ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ)预测功能结构ꎻ利
用 ＭＥＧＡ ７.０ 软件中 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ(ＮＪ)法ꎬ基于石

蒜 ＡＣＳ 蛋白与其他植物 ＡＣＳ 蛋白的氨基酸序列构建

系统进化树ꎻ利用 ＮＣＢＩ 网站的 ｂｌａｓｔｐ 程序(ｈｔｔｐｓ:∥
ｂｌａｓｔ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ.ｃｇｉ)进行序列比对ꎮ
１.２.３　 亚细胞定位　 根据已获得的石蒜 ＡＣＳ 基因的

编码序列(ＣＤＳ)和带有绿色荧光蛋白(ＧＦＰ)的载体

ｐＡＮ５８０ 的序列设计引物(正向引物序列为 ５′－ＡＡＧＴＣ
ＣＧＧＡＧＣＴＡＧＣＴＣＴＡＧＡＧＧＡＴＴＴＣＣＴＧＴＧＡＧＣＡＡＣＣＡ －
３′ꎬ下划线示 Ｘｂａ Ⅰ酶切位点ꎻ反向引物序列为 ５′－
ＧＣＣＣＴＴＧＣＴＣＡＣＣＡＴＧＧＡＴＣＣＧＧＴＡＧＴＡＧＴＧＴＧＧＡＴＧ
ＡＧＧＧ－３′ꎬ下划线示 ＢａｍＨ Ⅰ酶切位点)ꎬ使用高保

真聚合酶 Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｓｕｐｅｒ－Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
进行 ＰＣＲ 扩 增ꎮ 使 用 ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ® Ⅱ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ
Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 试剂盒(南京诺唯赞生物科技股份有限公

司)将 ＰＣＲ 产物连入 ｐＡＮ５８０ 载体的多克隆位点ꎬ转
化至作者所在实验室保存的大肠杆菌感受态细胞

ＤＨ５αꎬ挑选阳性克隆送至生工生物工程(上海)股份

有限 公 司 测 序ꎮ 细 胞 质 基 质 Ｍａｒｋｅｒ ( ＡｔＧＡＰＣ －
ｍＣｈｅｒｒｙ)和内质网 Ｍａｒｋｅｒ(ｍＣｈｅｒｒｙ－ＨＤＥＬ)为本实

验室保存ꎬ具体构建过程参照 Ｓｕｎ 等[１８] 的方法ꎮ 参

照 Ｗｕ 等[１９]的亚细胞定位方法ꎬ进行拟南芥原生质

体的制备和转染ꎬ将构建好的 ｐＡＮ５８０－ＬｒＡＣＳ－ＧＦＰ
重组质粒和 ｐＡＮ５８０－ＧＦＰ 空载体质粒转化到拟南芥

原生质体中ꎬ最后ꎬ通过 ＬＳＭ９００ 激光共聚焦显微镜

(德国 Ｚｅｉｓｓ 公司)观察原生质体的荧光情况ꎮ
１.２.４　 蛋白质体外活性检测

１.２.４.１　 石蒜 ＡＣＳ 基因在原核系统中的表达及总蛋

白质提取　 以石蒜 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ使用特异性引物

(正向引物序列为 ５′－ＣＣＧＣＧＴＧＧＡＴＣＣＣＣＧＧＡＡＴＴＣ
ＧＧＡＴＴＴＣＣＴＧＴＧＡＧＣＡＡＣＣＡ－ ３′ꎬ下划线示 ＥｃｏＲ Ⅰ
酶切位点ꎻ反向引物序列为 ５′－ＧＴＣＡＣＧＡＴＧＣＧＧＣＣＧ
ＣＴＣＧＡＧＴＴＡＧＧＴＡＧＣＡＧＴＧＴＧＧＡＴＧＡ－ ３′ꎬ下划线示

Ｘｈｏ Ⅰ酶切位点)和高保真聚合酶 Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｓｕｐｅｒ－
Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 进行石蒜 ＡＣＳ 基因序列的扩

增ꎬ使用同样的限制性内切酶将 ｐＧＥＸ－４Ｔ－１ 载体进

行酶切ꎬ通过 ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ®ⅡＯｎｅ Ｓｔｅｐ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 试
剂盒对酶切后的 ｐＧＥＸ－４Ｔ－１ 载体和目标片段进行

同源重组ꎮ 随后将其转化至大肠杆菌感受态细胞

ＤＨ５αꎬ挑选阳性克隆送至生工生物工程(上海)股份

有限公司测序ꎮ 测序结果验证序列正确后ꎬ转化至作

者所在实验室保存的大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)中ꎮ
取经 ０.１ ｍｍｏｌＬ－１异丙基－β－Ｄ－硫代半乳糖苷

(ＩＰＴＧ)诱导的转重组质粒和转空载体质粒(对照)的
菌液各 ５０ ｍＬꎬ分别于 ４ ℃、１０ ０００ ｒｍｉｎ－１离心３ ｍｉｎꎬ
加入 ２０ ｍＬ 磷酸盐缓冲液 ＮＴＡ－０(含２０ ｍｍｏｌＬ－１

ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、０.５ ｍｏｌＬ－１ ＮａＣｌ、２ ｍＬ 甘油ꎬｐＨ ７.８)重悬菌

体ꎬ再加入 １０ ｍＬ １ ｍｍｏｌＬ－１苯甲基磺酰氟－异丙醇

混合溶液ꎬ然后将重悬的菌体置于小烧杯中ꎬ于冰水浴

超声(功率 ５００ Ｗ)破碎 ３０ ｍｉｎ 左右ꎬ直至菌液澄清透

亮ꎬ于 ４ ℃、１２ ０００ ｒｍｉｎ－１离心 ３０ ｍｉｎꎬ分别得到含石

蒜 ＡＣＳ 重组蛋白溶液和对照溶液ꎬ备用[２０]ꎮ
１.２.４.２　 石蒜 ＡＣＳ 重组蛋白体外活性检测体系构建

和 ＡＣＣ 检测 　 参照李剑峰等[２１] 的方法构建石蒜

ＡＣＳ 重组蛋白活性检测体系ꎬ共设置 ４ 组实验ꎬ第 １
组和第 ２ 组分别含石蒜 ＡＣＳ 重组蛋白溶液和对照溶

液ꎬ其他反应条件相同ꎻ第 ３ 组含石蒜 ＡＣＳ 重组蛋白

溶液但不含底物 ＳＡＭꎬ其他反应条件与第 １ 组相同ꎻ
在第 １ 组的基础上ꎬ第 ４ 组添加甲醇对石蒜 ＡＣＳ 重

组蛋白进行变性处理ꎬ其他反应条件与第 １ 组相同ꎮ
每组实验 ３ 次重复ꎬ并重复发酵 ３ 次以排除系统误

差ꎮ 采用高效液相色谱(ＨＰＬＣ)法[２２] 检测反应产物

中的 ＡＣＣ 和 ＳＡＭꎮ
１.２.５ 　 基因表达分析 　 采用实时荧光定量逆转录

ＰＣＲ(ｑＲＴ－ＰＣＲ)检测不同生长期石蒜不同组织中

ＬｒＡＣＳ 基因的表达情况ꎬ每个组织设置 ５ 个重复样

本ꎬ每个样本重复实验 ３ 次ꎮ 选择 Ｔｉｐ４１(ＧｅｎＢａｎｋ 登
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录号 ＡＴ４Ｇ３４２７０)作为内参基因(正向引物序列为

５′－ＧＣＡＡＣＣＡＴＣＣＡＡＡＧＴＴＴＡＡＣＴＧＣＴ－３′ꎬ反向引物

序列为 ５′－ＡＡＴＧＴＧＣＡＡＧＣＡＧＧＧＣＴＡＧＴＡＡ－３′)ꎮ 根

据石蒜 ＡＣＳ 基因序列设计引物(正向引物序列为 ５′－
ＧＣＡＡＣＣＡＴＣＣＡＡＡＧＴＴＴＡＡＣＴＧＣＴ－ ３′ꎬ反向引物序

列为 ５′ － ＡＡＴＧＴＧＣＡＡＧＣＡＧＧＧＣＴＡＧＴＡＡ － ３′) 进行

ｑＲＴ－ＰＣＲꎬ分析检测 ＬｒＡＣＳ 基因在花期和叶期不同

组织的表达量ꎮ 反应体系总体积 １５. ０ μＬꎬ包含

ｃＤＮＡ 模板 ２.０ μＬꎬＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ７.５ μＬꎬ正
向和反向引物各 ０.１ μＬꎬ无菌水 ５.３ μＬꎮ 反应程序:
９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 １５ ｓ、５６ ℃退火 １５ ｓ、
７２ ℃延伸 ２０ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎮ ＰＣＲ 程序结束后ꎬ采
用 ２－ΔΔＣＴ法[２３]ꎬ计算目标基因的相对表达量ꎮ
１.３　 数据统计和分析

利用 ＷＰＳ Ｏｆｆｉｃｅ 软件对实验数据进行统计ꎬ利
用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.０.０ 软件对数据进行差异显著性

分析( ｔ 检验)ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 ＬｓＡＣＳ 基因克隆及其生物信息学分析

石蒜 ＬｒＡＣＳ 的开放阅读框长度为 １ ４７３ ｂｐꎬ编码

４９０ 个氨基酸ꎮ 预测结果显示:ＬｒＡＣＳ 的理论相对分

子质量为 ５４ ９５４.９７ꎬ理论等电点为 ｐＩ ８.２１ꎻ该蛋白位

于细胞质基质ꎬ且为非跨膜蛋白ꎮ 通过 ＳＯＰＭＡ 在线

工具预测ꎬＬｒＡＣＳ 氨基酸序列的二级结构包含 ４３.２７％
的 α 螺旋、 １３. ２７％ 的 β 折叠、 ６. ５３％ 的 β 转角和

３６.９４％的无规卷曲(图 １)ꎮ 通过 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ 在

　 　 　

: α 螺旋 α￣ｈｅｌｉｘꎻ : β 折叠 β￣ｓｈｅｅｔꎻ : β 转角 β￣ｔｕｒｎꎻ : 无
规卷曲 Ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ.

图 １　 石蒜 ＬｒＡＣＳ 二级结构预测
Ｆｉｇ. １　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＬｒＡＣＳ ｉｎ Ｌｙｃｏｒｉｓ ｒａｄｉａｔａ
(ＬＨéｒ.) Ｈｅｒｂ.

线工具进行同源建模ꎬ预测 ＬｒＡＣＳ 的三级结构ꎬ以苹

果(Ｍａｌｕｓ ｐｕｍｉｌａ Ｍｉｌｌ.)ＡＣＳ 蛋白(ＳＭＴＬ ＩＤ:１ｍ４ｎ.１)
的结构为模板ꎬ序列相似度为 ５４.４６％ꎬＬｒＡＣＳ 由 ２ 个

相同亚基的二聚体组成ꎬ酶活中心的反应位点位于

２ 个亚基中间(图 ２)ꎮ
２.２　 ＬｒＡＣＳ 的系统进化分析和氨基酸序列比对

利用 ＭＥＧＡ ７.０ 软件构建石蒜 ＬｒＡＣＳ 与其他植

物 ＡＣＳ 蛋白的系统进化树(图 ３)ꎮ 结果显示:石蒜

　 　 　

图 ２　 石蒜 ＬｒＡＣＳ 三级结构预测
Ｆｉｇ. ２ 　 Ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＬｒＡＣＳ ｉｎ Ｌｙｃｏｒｉｓ ｒａｄｉａｔａ
(ＬＨéｒ.) Ｈｅｒｂ.

分支上的数据为自展支持率 Ｔｈｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂｒａｎｃｈｅｓ ａｒｅ ｔｈｅ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ
ｖａｌｕｅｓ. Ｎｔ: 水仙 Ｎａｒｃｉｓｓｕｓ ｔａｚｅｔｔａ ｓｕｂｓｐ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ (Ｍ. Ｒｏｅｍ.) Ｍａｓａｍ. ｅｔ
Ｙａｎａｇｉｈ.ꎻ Ｌｒ: 石蒜 Ｌｙｃｏｒｉｓ ｒａｄｉａｔａ (ＬＨéｒ.) Ｈｅｒｂ.ꎻ Ｌａ: 忽地笑 Ｌｙｃｏｒｉｓ
ａｕｒｅａ (ＬＨéｒ.) Ｈｅｒｂ.ꎻ Ａｔ: 拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.ꎻ
Ｍｐ: 苹果 Ｍａｌｕｓ ｐｕｍｉｌａ Ｍｉｌｌ.ꎻ Ｏｓ: 水稻 Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｌｅ: 番茄
Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ Ｍｉｌｌ.ꎻ Ｐｍ: 梅 Ｐｒｕｎｕｓ ｍｕｍｅ Ｓｉｅｂｏｌｄ ｅｔ Ｚｕｃｃ.ꎻ Ａｃ:
凤梨 Ａｎａｎａｓ ｃｏｍｏｓｕｓ (Ｌｉｎｎ.) Ｍｅｒｒ. 括号中编号为 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 Ｎｏｓ.
ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｃｋｅｔｓ ａｒｅ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ.

图 ３　 石蒜 ＬｒＡＣＳ 与其他植物 ＡＣＳ 蛋白的系统进化树
Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＬｒＡＣＳ ｉｎ Ｌｙｃｏｒｉｓ ｒａｄｉａｔａ (ＬＨéｒ.) Ｈｅｒｂ.
ａｎｄ ＡＣＳ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

７７
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ＬｒＡＣＳ 先 与 忽 地 笑 ＬａＡＣＳ ( ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号

ＰＰ９０８７３３)聚在一起ꎬ然后与水仙 〔Ｎａｒｃｉｓｓｕｓ ｔａｚｅｔｔａ
ｓｕｂｓｐ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ( Ｍ. Ｒｏｅｍ.) Ｍａｓａｍ. ｅｔ Ｙａｎａｇｉｈ.〕
ＮｔＡＣＳ ( ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号 ＡＣＺ５４９１１. ３ ) 和 拟 南 芥

ＡｔＡＣＳ６(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＮＰ＿１９２８６７.１)聚在一起ꎬ亲
缘关系较近ꎮ

石蒜 ＬｒＡＣＳ 与其他植物 ＡＣＳ 蛋白的氨基酸序列

比对结果见图 ４ꎮ 结果显示:与水仙、拟南芥和苹果

　 　 　

中的 ＡＣＳ 蛋白相比ꎬ石蒜 ＬｒＡＣＳ 与忽地笑 ＬａＡＣＳ 的

氨基酸序列具有更高的相似度ꎬ序列一致性高达

９８.０２％ꎬ推测这是由于石蒜和忽地笑同属于石蒜属ꎬ
具有更近的亲缘关系ꎮ
２.３　 ＬｒＡＣＳ 的亚细胞定位

亚细胞定位(图 ５)结果所示:空载体 ｐＡＮ５８０－
ＧＦＰ 的绿色荧光主要存在于细胞质基质和细胞核ꎬ
ＬｒＡＣＳ－ＧＦＰ 融合蛋白的绿色荧光与细胞质基质激发

　 　 　

Ｌｒ: 石蒜 Ｌｙｃｏｒｉｓ ｒａｄｉａｔａ (ＬＨéｒ.) Ｈｅｒｂ.ꎻ Ｌａ: 忽地笑 Ｌｙｃｏｒｉｓ ａｕｒｅａ (ＬＨéｒ.) Ｈｅｒｂ.ꎻ Ｎｔ: 水仙 Ｎａｒｃｉｓｓｕｓ ｔａｚｅｔｔａ ｓｕｂｓｐ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ (Ｍ. Ｒｏｅｍ.) Ｍａｓａｍ. ｅｔ
Ｙａｎａｇｉｈ.ꎻ Ａｔ: 拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.ꎻ Ｍｐ: 苹果 Ｍａｌｕｓ ｐｕｍｉｌａ Ｍｉｌｌ.

图 ４　 石蒜 ＬｒＡＣＳ 与其他植物 ＡＣＳ 蛋白的氨基酸序列比对
Ｆｉｇ. ４　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＬｒＡＣＳ ｉｎ Ｌｙｃｏｒｉｓ ｒａｄｉａｔａ (ＬＨéｒ.) Ｈｅｒｂ. ａｎｄ ＡＣＳ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

ＧＦＰ: 绿色荧光蛋白 Ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ.

图 ５　 石蒜 ＬｒＡＣＳ 的亚细胞定位
Ｆｉｇ. ５　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＬｒＡＣＳ ｉｎ Ｌｙｃｏｒｉｓ ｒａｄｉａｔａ (ＬＨéｒ.) Ｈｅｒｂ.

８７
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出的红色荧光几乎完全重叠ꎬ与内质网激发出的红色

荧光大部分重合ꎬ推测 ＬｒＡＣＳ 主要定位于细胞质基

质中ꎮ

２.４　 ＬｒＡＣＳ 重组蛋白的体外活性检测

石蒜 ＬｒＡＣＳ 重组蛋白体外反应产物的高效液相

色谱(ＨＰＬＣ)检测结果见图 ６ꎮ 结果显示:含 ＬｓＡＣＳ
　 　 　

白色箭头示 １－氨基环丙烷－１－羧酸吸收峰ꎬ黑色箭头示 Ｓ－腺苷甲硫氨酸吸收峰 Ｔｈｅ ｗｈｉｔｅ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ １￣ａｍｉｎｏｃｙｃｌｏｐｒｏｐａｎｅ￣１￣ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ
ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｐｅａｋꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ Ｓ￣ａｄｅｎｏｓｙｌｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｐｅａｋｓ.

Ａ: 含 ＬｓＡＣＳ 重组蛋白溶液的反应体系 Ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ＬｒＡＣＳ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎻ Ｂ: 含对照溶液的反应体系 Ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ
ｓｙｓｔｅｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎻ Ｃ: 含 ＬｓＡＣＳ 重组蛋白溶液但不含 Ｓ －腺苷甲硫氨酸的反应体系 Ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ＬｒＡＣＳ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｂｕｔ ｗｉｔｈｏｕｔ Ｓ￣ａｄｅｎｏｓｙｌｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅꎻ Ｄ: 含甲醇变性的 ＬｒＡＣＳ 重组蛋白溶液的反应体系 Ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ｍｅｔｈａｎｏｌ￣ｄｅｎａｔｕｒｅｄ ＬｒＡＣＳ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ.

图 ６　 石蒜 ＬｒＡＣＳ 重组蛋白体外反应产物的高效液相色谱(ＨＰＬＣ)检测结果
Ｆｉｇ. ６　 Ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ (ＨＰＬＣ) ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ＬｒＡＣＳ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ

Ｌｙｃｏｒｉｓ ｒａｄｉａｔａ (ＬＨéｒ.) Ｈｅｒｂ.

重组蛋白溶液的反应体系中ꎬＨＰＬＣ 能够检测到反应

产物 １－氨基环丙烷－１－羧酸(ＡＣＣ)ꎬ且底物 Ｓ－腺苷

甲硫氨酸(ＳＡＭ)吸收峰的出峰时间在 ＡＣＣ 吸收峰之

后(图 ６－Ａ)ꎻ含对照溶液的反应体系中ꎬＨＰＬＣ 未检

出反应产物 ＡＣＣꎬ且 ＳＡＭ 被大量消耗ꎬ说明 ＳＡＭ 未

转化为 ＡＣＣ(图 ６－Ｂ)ꎻ含 ＬｓＡＣＳ 重组蛋白溶液但不

含 ＳＡＭ 的反应体系以及含甲醇变性的 ＬｓＡＣＳ 重组蛋

白溶液的反应体系中ꎬＨＰＬＣ 均未检出反应产物 ＡＣＣ
(图 ６－ＣꎬＤ)ꎮ 上述结果证明 ＬｒＡＣＳ 重组蛋白在体外

具有将底物 ＳＡＭ 转化为 ＡＣＣ 的活性ꎮ
２.５　 ＬｒＡＣＳ 的组织特异性表达分析

石蒜花期和叶期不同组织中 ＬｒＡＣＳ 的表达情况

见图 ７ꎮ 结果显示:ＬｒＡＣＳ 在石蒜花期和叶期的各组

织中均有表达ꎬ其中ꎬ花期花瓣中 ＬｒＡＣＳ 的相对表达

量最高ꎬ极显著(Ｐ<０.０１)高于根、鳞茎和花茎ꎬ且根

中 ＬｒＡＣＳ 的相对表达量显著(Ｐ<０.０５)高于花茎ꎬ而

　 　 　

同一柱形图中不同小写和大写字母分别表示不同组织间差异显著
(Ｐ<０.０５)和极显著(Ｐ<０.０１) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ａｎｄ ｕｐｐｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｓａｍｅ ｂａｒ ｇｒａｐｈ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<０.０５) ａｎｄ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
(Ｐ<０.０１) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

Ｒ: 根 Ｒｏｏｔꎻ Ｂ: 鳞茎 Ｂｕｌｂꎻ Ｆ: 花茎 Ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔｅｍꎻ Ｐ: 花瓣 Ｐｅｔａｌꎻ Ｌ:
叶 Ｌｅａｆ.

图 ７　 石蒜花期(Ａ)和叶期(Ｂ)不同组织中 ＬｒＡＣＳ 的表达情况
Ｆｉｇ. ７ 　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ＬｒＡＣＳ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｌｙｃｏｒｉｓ
ｒａｄｉａｔａ (ＬＨéｒ.) Ｈｅｒｂ. ａｔ ｔｈｅ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ (Ａ) ａｎｄ ｌｅａｆ ｓｔａｇｅ (Ｂ)

９７
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花茎中 ＬｒＡＣＳ 的相对表达量最低ꎻ叶期根中 ＬｒＡＣＳ 的

相对表达量最高ꎬ极显著高于鳞茎和叶ꎬ而叶中

ＬｒＡＣＳ 的相对表达量最低ꎮ

３　 讨论和结论

根据前期获得的忽地笑转录组数据[２４]ꎬ首先克

隆了忽地笑 １－氨基环丙烷－１－羧酸合酶(ＡＣＳ)基因

ＬａＡＣＳꎬ并通过简并引物扩增出石蒜 ＡＣＳ 基因 ＬｒＡＣＳꎮ
根据拟南芥 ＡＣＳ 蛋白的 Ｃ 端序列的差异ꎬ拟南芥

ＡＣＳ 蛋白可分为 ３ 个类型:Ⅰ型 ＡＣＳ 蛋白包含 １ 个

钙依赖蛋白激酶(ＣＤＰＫ)磷酸化位点和 ３ 个有丝分

裂原蛋白激酶(ＭＡＰＫ)磷酸化位点ꎬ这一类型 ＡＣＳ
蛋白的 Ｃ 端最长ꎬ代表蛋白为 ＡｔＡＣＳ１、ＡｔＡＣＳ２ 和

ＡｔＡＣＳ６ꎻⅡ型 ＡＣＳ 蛋白仅含有 １ 个 ＣＤＰＫ 磷酸化位

点ꎬ代表蛋白为 ＡｔＡＣＳ４、ＡｔＡＣＳ５、ＡｔＡＣＳ８ 和 ＡｔＡＣＳ９ꎻ
Ⅲ型 ＡＣＳ 蛋白的 Ｃ 端较短且不包含 ＣＤＰＫ 磷酸化位

点和 ＭＡＰＫ 磷酸化位点ꎬ代表蛋白为 ＡｔＡＣＳ７ 和

ＡｔＡＣＳ１１ꎬ该类型 ＡＣＳ 蛋白可持续激活 ＣＤＰＫ 进而诱

导植物体内乙烯生物合成ꎬＭＡＰＫ 磷酸化位点则通过

增加 ＡＣＳ 蛋白的稳定性而引起植物体内乙烯合成量

的升高[２５－２８]ꎮ 此外ꎬ部分 ＡＣＳ 蛋白并不拥有传统的

催化 Ｓ－腺苷甲硫氨酸(ＳＡＭ)生成 １－氨基环丙烷－１－
羧酸 ( ＡＣＣ) 的功能ꎬ 如 ＡｔＡＣＳ１ 不具酶促活性ꎬ
ＡｔＡＣＳ３ 是假基因ꎬＡｔＡＣＳ１０ 和 ＡｔＡＣＳ１２ 则额外具有

氨基转移酶功能等[２８－２９]ꎮ 系统进化树分析结果显

示:石蒜 ＬｒＡＣＳ 和忽地笑 ＬａＡＣＳ 与拟南芥 ＡｔＡＣＳ２、
ＡｔＡＣＳ６ 先聚在一起ꎮ ＬｒＡＣＳ 与 ＡｔＡＣＳ２ 和 ＡｔＡＣＳ６
同属于Ⅰ型 ＡＣＳ 蛋白ꎬ包含 １ 个 ＣＤＰＫ 磷酸化位点

和 ３ 个 ＭＡＰＫ 磷酸化位点ꎮ
目前ꎬ拟南芥[２８]、番茄 ( Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ

Ｍｉｌｌ.) [３０]、水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ.) [３１]和苹果[３２]等植

物中 ＡＣＳ 蛋白的活性已被鉴定ꎮ 三维结构显示:石
蒜 ＬｒＡＣＳ 由 ２ 个相同亚基的二聚体组成ꎬ且 ＬｒＡＣＳ
的酶活反应位点位于 ２ 个亚基中间ꎬ正常条件下不易

失活ꎬ但容易被麦芽糖结合蛋白(ＭＢＰ)等较大的蛋

白标签影响空间结构ꎬ从而影响其正常功能ꎮ 根据蛋

白质的三维结构、载体的纯化特点以及预实验结果ꎬ
选择带有谷胱甘肽－Ｓ－转移酶(ＧＳＴ)标签的 ｐＧＥＸ－
４Ｔ－１ 载体ꎬ以大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)为宿主ꎬ成功获

得了 ＬｒＡＣＳ 蛋白的可溶性表达ꎬ并进一步通过体外

粗酶催化反应证实了 ＬｒＡＣＳ 重组蛋白具备将底物

ＳＡＭ 转化为 ＡＣＣ 的活性ꎬ为具有催化活性的 ＡＣＳ 蛋

白增加了新的成员ꎮ
在拟南芥中ꎬ当空气中乙烯浓度较低时ꎬ乙烯受

体与降钙素受体 ＣＴＲ１ 激酶的 Ｎ 端结合ꎬ抑制信号的

向下传递ꎬ细胞核中乙烯稳定的转录因子 ＥＩＮ３ / ＥＩＬ１
被泛素化蛋白酶体降解ꎬ乙烯信号通路处于沉默或失

活状态ꎻ当空气中乙烯浓度增加时ꎬ乙烯分子和受体

结合ꎬ使 ＣＴＲ１ 失活ꎬ无法磷酸化乙烯不敏感受体

ＥＩＮ２ꎬ同时细胞核中 ＥＩＮ３ / ＥＩＬ１ 累积ꎬ进而调控乙烯

响应基因的表达ꎬ以帮助植物应对环境的变化[６－７]ꎮ
蛋白质在细胞内的定位和分布对于理解蛋白质功能

有很大的帮助ꎮ 通过亚细胞定位可以初步判断

ＬｒＡＣＳ 主要定位于细胞质基质中ꎮ 细胞质基质在真

核细胞中作为许多代谢过程的细胞室ꎬ石蒜 ＬｒＡＣＳ
在该区域的亚细胞定位意味着石蒜中乙烯的产生有

很大可能发生在细胞质基质中ꎮ
本研究中ꎬ石蒜花期花瓣中 ＬｒＡＣＳ 的相对表达量

最高ꎬ极显著高于根、鳞茎和花茎ꎻ叶期根中 ＬｒＡＣＳ 的

相对表达量最高ꎬ极显著高于鳞茎和叶ꎮ 由此推测ꎬ
在石蒜花期ꎬＬｒＡＣＳ 可能在生殖过程中发挥功能ꎬ并
可能与石蒜的生殖行为紧密相关ꎻ在石蒜叶期ꎬＬｒＡＣＳ
则集中表达于石蒜的根部ꎬ可能与植物营养吸收有

关ꎬ并为新一轮的生长和繁殖周期做储备ꎮ 综合植物

的生殖行为和之前的研究结果[３３]ꎬ推测 ＡＣＣ 和乙烯

在石蒜的生殖过程中可能发挥一定的作用ꎮ 乙烯抑

制植物根、叶、花的生长发育ꎬ并在花和叶的脱落方面

起着重要作用[３４]ꎬ这也解释了 ＬｒＡＣＳ 在根、叶、花中

均有表达ꎮ
综合上述ꎬＬｒＡＣＳ 主要定位于石蒜的细胞质基质

中ꎬ具有将 ＳＡＭ 催化生成 ＡＣＣ 的活性ꎮ 在石蒜的花

期和叶期ꎬＬｒＡＣＳ 基因的表达具有组织特异性ꎬ这可

能也代表着在不同时期石蒜植株对于合成 ＡＣＣ 与乙

烯有着不同的需求ꎬＬｒＡＣＳ 基因在石蒜的整个生命过

程中都有着深远的影响ꎮ 此外ꎬ茉莉酸信号对植物体

的次生代谢会产生一定的影响[３５]ꎬ而茉莉酸信号途

径与乙烯信号途径存在交叉ꎬ因此乙烯可能对植物体

的次生代谢也有着重要影响ꎬ比如乙烯能够促进夏雪

片莲(Ｌｅｕｃｏｊｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌｉｎｎ.)中加兰他敏的合成ꎬ甲
基茉莉酸甲酯可以促进石蒜科植物中石蒜科生物碱

的合成[３６－３７]ꎮ 由于乙烯信号通路和茉莉酸信号通路

在很多方面可能存在协同作用ꎬ本研究对石蒜 ＬｒＡＣＳ
的研究结果为之后的研究方向提供了思路ꎬＬｒＡＣＳ 的

０８
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表达调控是否与石蒜的其他生理过程相关ꎬ除茉莉酸

信号外ꎬ乙烯信号通路在石蒜中是否存在与其他信号

的协同调控ꎬ都值得进一步探究ꎮ
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