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苹果砧木 ＳＨ４０ ＭｄＮＣＥＤ１ 基因克隆与表达分析

姜志昂ꎬ孙建设ꎬ彭建营ꎬ邵建柱
(河北农业大学园艺学院ꎬ保定 ０７１０００)

　 　 摘要:９￣顺式￣环氧类胡萝卜素双加氧酶基因是脱落酸合成途径的关键基因ꎮ 本试验通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 结合 ＲＡＣＥ 技术从苹果

ＳＨ４０(Ｍａｌｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ × Ｍａｌｕｓ Ｈｏｎａｎｅｎｓｉｓ) 茎尖组织中克隆了 １ 条 ＮＣＥＤ 基因ꎬ命 名为 ＭｄＮＣＥＤ１ ( ＧｅｎＢａｎｋ 登录 号 为

ＫＣ８１６７３４)ꎮ 该 ｃＤＮＡ 序列全长 ２１７９ ｂｐꎬ包含 １ 个编码 ６０６ 个氨基酸的开放阅读框ꎮ 氨基酸同源性分析表明ꎬＭｄＮＣＥＤ１ 与已

报道的其他植物物种的氨基酸序列具有 ６３􀆰 ７％ ~ ９３􀆰 ０％ 的相似性ꎮ 构建 ＭｄＮＣＥＤ１ 基因的原核表达载体 ｐＤＥＳＴ１５￣
ＭｄＮＣＥＤ１ꎬ转入大肠杆菌(ＤＥ３)ꎬ用 ＩＰＴＧ 诱导ꎮ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析表明ꎬＭｄＮＣＥＤ１ 基因在大肠杆菌中被诱导表达的蛋白质分子

量与预期结果一致ꎮ 荧光定量结果表明ꎬＭｄＮＣＥＤ１ 基因在 ＳＨ２８、Ｍ２６、ＳＨ４０ 及其嫁接品种嘎啦的表达趋势均呈先上升后下

降的趋势ꎬ同时与其矮生程度呈正相关ꎮ
　 　 关键词:苹果砧木ꎻＭｄＮＣＥＤ１ꎻ克隆ꎻ表达ꎻ原核表达
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ｔｒｅｎｄ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＨ２８ꎬＭ２６ꎬＳＨ４０ꎬａｎｄ ｔｈｅ ｇｒａｆｔｅｄ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ Ｇａｌａ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ. Ｔｈｅ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｉｓ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｄｗａｒｆｉｎｇ ｄｅｇｒｅｅ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ａｐｐｌｅ ｒｏｏｔｓｔｏｃｋｓꎻＭｄＮＣＥＤ１ꎻｃｌｏｎｉｎｇꎻｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

收稿日期:２０１３￣０４￣２６　 　 修回日期:２０１３￣０６￣２４　 　 网络出版日期:２０１３￣１２￣１９
ＵＲＬ:ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｎｋｉ. ｎｅｔ / ｋｃｍｓ / ｄｅｔａｉｌ / １１. ４９９６. Ｓ. ２０１３１２１９. １１１４. ００８. ｈｔｍｌ
基金项目:国家现代苹果产业技术体系(ＣＡＲＳ￣２８)
第一作者研究方向为果树结实生理与分子生物学ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｊｉａｎｇｚｈｉａｎｇ２００７＠ １６３. ｃｏｍ
通信作者:孙建设ꎬ研究方向为苹果砧木评价与利用ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｊｉａｎｓｈｅａｐｐｌｅ＠ １６３. ｃｏｍ

彭建营ꎬ研究方向为果树分子生物学ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｐｊｙ＠ ｈｅｂａｕ. ｅｄｕ. ｃｎ

矮化密植栽培因产量高、早果早产、低耗高效以

及方便生产管理ꎬ已成为现代苹果生产的发展趋势ꎮ
矮化砧木的选育和利用ꎬ是实现矮化密植栽培的重

要途径ꎮ 对果树机理进行深入研究ꎬ有助于推动苹

果矮化栽培的进一步发展ꎮ

脱落酸(ＡＢＡꎬａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ)是一种非常重要的

天然植物生长激素ꎬ是最早得到确认的五大类植物

激素之一ꎮ 脱落酸参与了许多植物生长和发育过

程ꎬ如种子萌发、幼苗生长、叶片气孔开闭和果实成

熟等ꎮ 其中脱落酸作为生长抑制剂ꎬ是历来果树矮



植　 物　 遗　 传　 资　 源　 学　 报 １５ 卷

化机理研究的热点问题ꎮ 邵开基等[１] 研究发现

ＡＢＡ 含量与树体矮化呈显著负相关ꎬ树体愈矮化ꎬ
叶片 ＡＢＡ 含量越高ꎮ 牛自勉等[２]通过对 Ｍ 系、Ｓ 系

和 ＳＨ 系苹果砧木的相关分析也表明叶片 ＡＢＡ 含

量水平与树体高度、树干周长及新梢长度均呈显著

负相关ꎮ 赵大中等[３]对柑橘的研究也证明ꎬ随着株

高的增加ꎬＡＢＡ 水平下降ꎮ 张志华等[４] 在试验中发

现ꎬ核桃实生苗的 ＡＢＡ 含量与树体生长势呈显著负

相关ꎮ 曹敏格等[５] 研究表明苹果砧木叶片的 ＡＢＡ
含量可以有效地反映砧木的生长势强弱ꎬ可用于苹

果砧木的矮化预选ꎮ
矮化密植栽培是目前研究的关注点ꎬ但在苹果

砧木选育过程中存在砧木嫁接品种后ꎬ矮化类型与

砧木本身生长势并不一致ꎬ即矮生砧木并不一定在

嫁接品种后导致其矮化ꎮ 因此观察砧木的矮化效果

需要树体生长到一定年份才能得到初步结论ꎬ并且

在传统的研究方法中要定期测量新梢的生长量ꎬ测
定内源激素含量等ꎬ这一矛盾也导致目前育种工作

的繁琐ꎮ 并且果树矮生机理研究主要集中在生理方

面ꎬ以分子生物学为手段的研究基础较为薄弱ꎮ 生

化与遗传研究已经证明ꎬ９￣顺式￣环氧类胡萝卜素双

加氧酶(ＮＣＥＤ)是高等植物 ＡＢＡ 生物合成途径的

关键酶[６]ꎮ 研究同时表明ꎬ在植物体中 ＮＣＥＤ 以基

因家族的形式存在ꎬ并且其表达量的变化与 ＡＢＡ 含

量的变化有直接关系[７￣９]ꎮ 编码 ＮＣＥＤ 的基因首先

在玉米中通过 ｖｉｖｉｐａｒｏｕｓｌ４ ( ｖｐｌ４ ) 突变体得到验

证[１０]ꎮ 在番茄的一个 ＡＢＡ 缺乏的突变体 ｎｏｔａｂｉｌｉｓ
中分离到了与 ｖｐｌ４ 相关的基因 ＬｅＮＣＥＤ[１１]ꎮ 目前许

多植物 ＮＣＥＤ 基因已经克隆和鉴定ꎬ包括豌豆

(Ｐｈａｓｅｏｌｕｓ ｖｕｌｇａｒｉｓ) [１２]、豇豆(Ｖｉｇｎａ ｕｎｇｕｉｃｕｌａｔａ) [１３]、
鳄梨(Ｐｅｒｓｅａ ａｍｅｒｉｃａｎａ) [１４]、柑橘(Ｃｉｔｒｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ) [１５]、
柿子 (Ｄｉｏｓｐｙｒｏｓ ｋａｋｉ) [１６]、牡丹 (Ｐａｅｏｎｉａ ｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ
Ａｎｄｒ. ) [１７]和枸杞(Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ) [１８]等ꎮ

本研究以苹果砧木为试材ꎬ克隆 ＮＣＥＤ 基因以

及研究该基因在苹果砧木及其嫁接品种生长发育期

的表达情况ꎬ不仅是为研究苹果矮生机理及为砧木

初选提供一个快速的分子检测方法ꎬ也是为以后利

用基因调控技术改良树型与抗性提供分子依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 植物材料

基因克隆试验以 ２ 年生苹果矮生砧木 ＳＨ４０
(Ｍａｌｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ ×Ｍ. Ｈｏｎａｎｅｎｓｉｓ)茎尖为试验材料ꎻ
荧光定量试验材料为 ２ 年生苹果矮生砧木 ＳＨ４０、

ＳＨ２８ (Ｍ. ｄｏｍｅｓｔｉｃａ × Ｍ. Ｈｏｎａｎｅｎｓｉｓ)、Ｍ２６(Ｍ. ｄｏｍ￣
ｅｓｔｉｃａ Ｍｉｌｌ. Ｍ２６) 及其嫁接品种嘎啦 (Ｍ. ｄｏｍｅｓｔｉｃａ
Ｍｉｌｌ. Ｇａｌａ)距茎尖 ３ ~ ４ 片完全展开的叶片ꎬ于 ２０１２
年 ６ 月 １ 日至 ９ 月 ７ 日每隔 １０ ｄ 取样ꎮ 样品均取自

河北农业大学何家营果树试验站ꎮ
１􀆰 ２　 ＮＣＥＤ 基因 ｃＤＮＡ 全长序列克隆

采用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂 ( Ｔａｋａｒａ 公司) 提取苹果总

ＲＮＡꎮ ３′ＲＡＣＥ ｃＤＮＡ 第 １ 链合成参照 ＴａＫａＲａ ＲＮＡ
Ｋｉｔ(ＡＭＶ３􀆰 ０)使用说明进行操作ꎻ５′ＲＡＣＥ ｃＤＮＡ 第

１ 链合成参照 ＳＭＡＲＴＴＭ ＲＡＣＥ ｃＤＮＡ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ｋｉｔ 使用说明进行操作ꎮ 根据已报道或登录 Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ 的其他植物 ＮＣＥＤ 基因序列设计简并引物(表
１)ꎬ由上海生工工程技术有限公司合成ꎮ

以提取的总 ＲＮＡ 反转录获得的 ｃＤＮＡ 第 １ 条

链为模板ꎬ用简并引物 Ａ１ 与 Ａ２ 进行中间片段的扩

增ꎮ ＰＣＲ 程序为:９４ ℃ 预变性 ３ ｍｉｎꎻ９４ ℃ 变性

１ ｍｉｎꎬ５５ ℃退火 １ ｍｉｎꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ４０ 个循环ꎻ
７２ ℃终延伸 １０ ｍｉｎꎮ

以 ３′ＲＡＣＥ 反转录获得的 ｃＤＮＡ 第 １ 条链为模

板ꎬ在获得中间片段的基础上设计引物 Ｂ１ 和 Ｂ２ꎬ并
与试剂盒通用引物 Ｃ１ 和 Ｃ２ 配对进行 ３′ｃＤＮＡ 末端

扩增ꎮ ＰＣＲ 程序为:Ｏｕｔｅｒ ＰＣＲ:９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ
９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５５ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ２０
个循环ꎻ７２ ℃终延伸 １０ ｍｉｎꎮ Ｉｎｎｅｒ ＰＣＲ:９４ ℃预变

性 ３ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５５ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸

１ ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎻ７２ ℃终延伸 １０ ｍｉｎꎮ
根据 ＭｄＧＡ２０ｏｘ１ 中间片段设计特异性引物

Ｄ１、Ｄ２ꎬ分别与试剂盒通用引物 ＵＰＭ 、ＮＵＰ 配对进

行巢式 ＰＣＲꎮ 以 ５′￣ＲＡＣＥ￣Ｒｅａｄｙ 反应液为模板ꎬ以
Ｄ１ 与 ＵＰＭ 为引物进行反应:９４ ℃变性 ４ ｍｉｎꎻ９４ ℃
反应 ３０ ｓꎬ７２ ℃反应 １ ｍｉｎꎬ进行 ５ 次循环ꎻ９４ ℃反

应 ３０ ｓꎬ７０ ℃反应 ３０ ｓꎬ７２ ℃反应 １ ｍｉｎꎬ进行 ５ 次

循环ꎻ９４ ℃ 反应 ３０ ｓꎬ６８ ℃ 反应 ３０ ｓꎬ７２ ℃ 反应

１ ｍｉｎꎬ进行 ２５ 次循环ꎻ然后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ ２ 次

反应将 １ 次反应产物稀释 ５０ 倍为模板ꎬＤ２ 与 ＮＵＰ
为引物ꎬ进行反应:９４ ℃变性 ４ ｍｉｎꎻ９４ ℃反应 ３０ ｓꎬ
６８ ℃反应 ３０ ｓꎬ７２ ℃反应 １ ｍｉｎꎬ进行 ２０ 次循环ꎻ然
后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ

利用 ２􀆰 ０％的琼脂糖凝胶电泳并回收扩增特异

性片段ꎬ经转化酶切回收后ꎬ送样测序ꎮ
１􀆰 ３　 生物信息学分析

利用 ＤＮＡＭＡＮ ６􀆰 ０ 软件对 ＭｄＮＣＥＤ１ 基因的中

间片段、３′末端、５′末端序列进行拼接分析ꎻ该基因

的核苷酸和翻译的氨基酸序列分别利用 ＮＣＢＩ 的
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　 １ 期 姜志昂等:苹果砧木 ＳＨ４０ ＭｄＮＣＥＤ１ 基因克隆与表达分析

ＢＬＡＳＴｎ 和 ＢＬＡＳＴｐ ( ｈｔｔｐ: / / ｂａｌｓｔ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ.
Ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ. ｃｇｉ)与相应序列进行相似性分析ꎻ利用

Ｃｌｕｓｔａｌ １􀆰 ８３ 与 Ｍｅｇａ ４􀆰 ０ 构建苹果砧木 ＳＨ４０ 与平

邑甜茶、克莱门柚、蓖麻、番茄、烟草、草莓、萝卜、葡
萄、拧条锦鸡儿、花生、菊花、中粒咖啡、马铃薯、豌豆

和拟南芥 ＮＣＥＤ 氨基酸序列同源进化树ꎻ利用 Ｅｘ￣
ＰＡＳｙ 在线软件分析 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｅｘｐａｓｙ. ｃｈ / ｐｒｏｓ￣
ｉｔｅ / )ＭｄＮＣＥＤ１ 氨基酸的功能结构域ꎻ利用在线软

件 ＰＳＯＲＴ ( ｈｔｔｐ: / / ｐｓｏｒｔ. ｉｍｓ. ｕ￣ｔｏｋｙｏｕ. ａｃ. ｊｐ / ｆｏｒｍ.
ｈｔｍｌ)进行亚细胞定位分析ꎻ利用 ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ
ｖ􀆰 ２􀆰 ０ 程序 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭ￣
ＨＭＭ / )进行蛋白跨膜序列跨膜区分析ꎻ利用 ＰＢＩＬ
ＬＹＯＮ￣ＧＥＲＬＡＮＤ 对 ＧＡ２０ｏｘ１ 进行二级结构预测

(ｈｔｔｐ: / / ｎｐｓａ￣ｐｂｉｌ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｓｅｃｐｒｅｄ＿ｈｎｎ. ｐｌ)ꎻ
蛋白质三级结构预测采用 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ( ｈｔｔｐ: / /
ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｗｏｒｋｓｐｃｅ / ｉｎｄｅｘ. ｐｈｐ? ｆｕｎｃ ＝
ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ＿ｓｉｍｐｌｅ)ꎮ
１􀆰 ４　 通过 Ｇａｔｅｗａｙ 技术构建原核表达载体

设计引物 Ｅ１ 与 Ｅ２(表 １)ꎬ在正向引物 Ｅ１ 的 ５′
端加上 ＣＡＣＣ ４ 个碱基ꎮ 扩增 ＭｄＮＣＥＤ１ 基因的开

放阅读框ꎬ通过 ＴＯＰＯ 反应将该基因克隆到 ＴＯＰＯ
载体上ꎬ然后与目的载体 ｐＤＥＳＴ１５ 进行 ＬＲ 重组ꎬ经
转化大肠杆菌ꎬ氨苄青霉素抗性筛选后ꎬ获得 ｐＤ￣
ＥＳＴ１５￣ＭｄＮＣＥＤ１ 质粒的菌落ꎮ 经菌液 ＰＣＲ、测序验

证后进行后续试验ꎮ
１􀆰 ５　 融合蛋白的诱导表达和 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳分析

将重组质粒、空质粒均转入大肠杆菌 Ｒｏｓｓｅｔａ
(ＤＥ３)感受态细胞中ꎬ挑取单菌落接种于 １０ ｍＬ 液体

ＬＢ 培养基中(含 １００ μｇ / ｍＬ ＡＭＰ ＋ )中ꎬ在灭菌的三角

瓶中 ３７ ℃、２００ ｒ / ｍｉｎ 过夜培养ꎮ 将菌液按１∶ ５０ 稀释ꎬ
并加入 ２％的葡萄糖ꎬ３７ ℃、２００ ｒ / ｍｉｎ 继续培养 ２ ~
３ ｈꎬ使之 ＯＤ６００达到 ０􀆰 ５ ~０􀆰 ７ꎮ 收集诱导前 １ ｍＬ 菌液

后ꎬ加入终浓度为 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＴＰＧꎬ２８ ℃分别振荡培

养 １ ｈ、２ ｈ、３ ｈ、４ ｈ、５ ｈ、６ ｈ 诱导ＭｄＮＣＥＤ１ 表达ꎮ 诱导

完成后ꎬ６０００ ｒ / ｍｉｎ 离心ꎬ收集上清液加入 ２ ×上样缓

冲液ꎬ沸水浴 ５ ｍｉｎꎬ冰上冷却后ꎬ取 ２５ μＬ 进行 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 电泳分析(浓缩胶 ４％ꎬ分离胶 １２％)ꎮ
１􀆰 ６　 荧光定量表达

分别提取不同时期 ２ 年生矮化砧木 ＳＨ２８、
Ｍ２６、ＳＨ４０ 及其嫁接品种嘎啦的总 ＲＮＡꎬ用 ＤＮａｓｅ
Ⅰ酶纯化后ꎬ采用 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 试剂盒逆转录 ｃＤＮＡꎬ
作为模板ꎮ

为确保荧光定量 ＰＣＲ 的特异性ꎬ在该基因保守

区设计引物 Ｆ１ 与 Ｆ２(表 １)ꎮ 以苹果中的 β￣ａｃｔｉｎ 基

因为内参ꎬ设计内参基因特异性引物 Ｇ１ 与 Ｇ２ꎬ采用

荧光定量 ＰＣＲ 对 ＭｄＧＡ２０ｏｘ１ 基因进行生长发育期

表达分析ꎮ 反应体系上下游引物各 ０􀆰 ４ μＬꎬ１０􀆰 ４
μＬ 反应 Ｍｉｘｔｕｒｅꎬ３􀆰 ８ μＬｄｄＨ２ Ｏꎬ总体系 １５ μＬꎮ 反

应程序为 ９５ ℃预变性 ３０ ｓꎬ９５ ℃变性 ５ ｓꎬ６０ ℃退

火 ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎻ反应结束后ꎬ确认 Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ＰＣＲ
的扩增曲线和溶解曲线ꎬ试验 ３ 次重复ꎬ记录数值ꎮ
表 １　 引物序列及用途

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

编号

Ｃｏｄｅ
序列(５′￣３′)

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
用途

Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

Ａ１ ＧＣＣＣＡＣＣＡＴＧＡＴＫＣＡＹＧＡＹＴ 中间片段扩增

Ａ２ ＣＴＴＣＴＣＧＴＣＧＴＧＭＡＣＲＡＡＨＧ Ｍｉｄｄｌｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ａｍｐｌｉ￣
ｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｂ１ ＣＴＣＧＧＴＴＣＧＣＴＴＡＣＣＴＣＧＣ ３′ＲＡＣＥ

Ｂ２ ＡＣＧＧＴＧＧＴＧＡＧＣＣＧＴＴＴＴＴＣＧ ３′ＲＡＣＥ
Ｃ１ ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＴＣＣＡＣＴＡＧＴ￣

ＧＡＴＴＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧ
３′ＲＡＣＥ

Ｃ２ ＴＡＣＣＧＴＣＧＴＴＣＣＡＣＴＡＧＴＧＡＴＴＴ ３′ＲＡＣＥ

Ｄ１ ＧＣＡＧＡＡＣＧＴＧＴＣＧＧＧＡＧＡＧＴＣ ５′ＲＡＣＥ

Ｄ２ ＧＡＴＣＡＴＣＴＣＴＣＣＧＡＧＣＴＴＧＡＡＣＡＣ ５′ＲＡＣＥ

ＵＰＭ ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＡＴ￣
ＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＡＡＧ￣
ＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴ

５′ＲＡＣＥ

ＮＵＰ ＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧ￣
ＣＡＧＡＧＴ

５′ ＲＡＣＥ

Ｅ１ ＣＡＣＣＡＴＧＴＣＡＡＣＴＣＴＴＣ￣
ＣＡＡＡＡＧＣＡＣＣ

ＭｄＮＣＥＤ１基因ＯＲＦ扩增

Ｅ２ ＴＧＣＣＴＧＡＴＴＴＡＣＣＡＡＧＴＣＣＴＴＣＧ Ｃｏｍｐｌｅｔｅ ＯＲＦ ａｍｐｌｉｆｉｃａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ＭｄＮＣＥＤ１ ｇｅｎｅ

Ｆ１ ＴＣＧＧＡＧＧＡＣＧＡＣＧＧＴＴＡＴＡＴＴＣ 荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ

Ｆ２ ＣＣＡＴＧＡＡＡＣＣＣＧＴＡＧＧＧＣＡＣ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＲＴ￣ＰＣＲ

Ｇ１ ＣＴＧＡＡＣＣＣＡＡＡＧＧＣＴＡＡＴＣＧ 荧光定量 ＰＣＲ
Ｇ２ ＡＣＴＧＧＣＧＴＡＧＡＧＧＧＡＡＡＧＡＡ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ

ＲＴ￣ＰＣＲ

下划线为保护性碱基 Ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｓ ｉｎ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｓ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｂａｓｅｓ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 苹果ＭｄＮＣＥＤ１ ｃＤＮＡ全长的获得及序列分析

以苹果砧木 ＳＨ４０ 新梢总 ＲＮＡ 的反转录产物

为模板进行 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增ꎬ以 Ａ１ 与 Ａ２ 为引物ꎬ扩
增产物经测序后得到 ６４３ ｂｐꎬ以 Ｂ１ / Ｃ１、Ｂ２ / Ｃ２ 引

物ꎬ通过 ３′ＲＡＣＥ 获得长度 ２４４ ｂｐ 的片段ꎻ以 Ｄ１ /
ＵＰＭ、Ｄ２ / ＮＵＰ 为引物ꎬ通过 ５′ ＲＡＣＥ 扩增获得 ５′端
的 １４７８ ｂｐ 的片段(图 １)ꎮ
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图 １　 ＭｄＮＣＥＤ１中间片段(Ａ)、３′ＲＡＣＥ(Ｂ)
及 ５′ＲＡＣＥ(Ｃ)扩增结果

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＭｄＮＣＥＤ１ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ (Ａ)ꎬ３′ ＲＡＣＥ
ｐｒｏｄｕｃｔ (Ｂ)ꎬａｎｄ ５′ＲＡＣＥ ｐｒｏｄｕｃｔ (Ｃ)

将获得的 ３ 个片段通过 ＤＮＡＭＡＮ ６􀆰 ０ 软件进行

序列拼接ꎬ获得 ＭｄＮＣＥＤ１ 的 ｃＤＮＡ 全长为 ２１７９ ｂｐꎮ
ＭｄＮＣＥＤ１ 的全长序列包括长度为 １８２１ ｂｐ 的开放阅

读框(ＯＲＦ)ꎬ３３８ ｂｐ 的 ５′非翻译区(５′ＵＴＲ)ꎬ１０ ｂｐ 的

３′非翻译区(３′ＵＴＲ)以及 １０ ｂｐ 的 Ｐｏｌｙ(Ａ)结构ꎬ该基

因在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库的登录号为 ＫＣ８１６７３４(图 ２)ꎮ
２􀆰 ２　 ＭｄＮＣＥＤ１ 推导的氨基酸序列的同源性及系

统进化分析

　 　 通过 ＤＮＡＭＡＮ ６􀆰 ０ 软件对 ＭｄＮＣＥＤ１ 编码的氨

基酸序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中的其他物种 ＮＣＥＤ
编码的氨基酸序列进行同源性比较ꎬ结果表明:
ＮＣＥＤ 蛋白的 Ｎ 端序列保守性较低ꎬＣ 端序列相对

保守ꎮ 苹果砧木 ＳＨ４０ 与泰山海棠、草莓和番茄等

１５ 个物种的 ＮＣＥＤ 蛋白氨基酸序列一致性( ｉｎｄｅｎｔｉ￣
ｔｙ)比较ꎬ其中与同为苹果属的平邑甜茶的同源性最

高为 ９３􀆰 ０％ꎬ与蔷薇科的草莓同源性次之为 ７６􀆰 ４％ꎬ
与模式植物拟南芥的同源性最低为 ６３􀆰 ７％ꎮ

在进一步的进化关系分析中ꎬ使用 ＭＥＧＡ ４􀆰 ０
对包括 ＳＨ４０ 在内的 １６ 个物种构建 ＮＣＥＤ 氨基酸

系统进化树(图 ３)ꎮ
２􀆰 ３　 ＭｄＮＣＥＤ１ 的生物信息学分析

利用 ＤＮＡＭＡＮ ６􀆰 ０ 软件分析表明 ＭｄＮＣＥＤ１ 蛋

白的相对分子量为 ６６􀆰 ９ｋＤꎬ等电点为 ７􀆰 ０５(ＰＩ)ꎬ在
氨基酸组成中ꎬ部分氨基酸出现频率较高ꎬ如 Ｓｅｒ、
Ｌｅｕ、Ｖａｌ、Ａｌａ 和 Ｇｌｙ 分别占总氨基酸数的 ８􀆰 ９１％ 、
７􀆰 ７６％ 、７􀆰 ７６％ 、７􀆰 ２６％和 ７􀆰 ２６％ ꎻ一些出现频率则

较低ꎬ如 Ｃｙｓ、Ｔｒｐ６９ 则仅占 ０􀆰 ９９％ 、１􀆰 １６％ ꎮ

图 ２　 ＭｄＮＣＥＤ１ 基因 ｃＤＮＡ 全长及其推导的氨基酸序列

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ ｏｆ ＭｄＮＣＥＤ１ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ
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　 １ 期 姜志昂等:苹果砧木 ＳＨ４０ ＭｄＮＣＥＤ１ 基因克隆与表达分析

图 ３　 苹果砧木 ＳＨ４０ 与其他物种 ＮＣＥＤ
氨基酸序列的系统进化树分析

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＭｄＮＣＥＤ１
ａｎｄ ＮＣＥＤ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

通过在线软件 Ｗｏｌｆ ＰＳＯＲＴ 进行亚细胞定位表

明 ＭｄＮＣＥＤ１ 定位于叶绿体上ꎮ 通过 ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖ￣
ｅｒ ２􀆰 ０ 进行跨膜分析与 ＳｉｇｎａｌＰ￣３􀆰 １ 进行信号肽分析

表明 ＭｄＮＣＥＤ１ 无跨膜(图 ４)和信号肽结构ꎮ

图 ４　 ＭｄＮＣＥＤ１ 跨膜区域预测结果

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＭｄＮＣＥＤ１
ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｒｅｇｉｏｎ

利用软件 ＥｘＰＡＳｙ 软件分析 ＭｄＮＣＥＤ１ꎬ结果显

示:２８￣３１、１５１￣１５４、２６９￣２７２、４３９￣４４２、４７５￣４７８、５４８￣５５１
和 ５９５￣５９８ 为酪蛋白激酶 ＩＩ 磷酸化位点ꎻ３６￣３８、４１￣
４３、４４￣４６、４７￣４９、２０３￣２０５、４６８￣４７０、４６９￣４７１ 和 ５８１￣
５８３ 为蛋白激酶 Ｃ 磷酸化位点ꎻ１０９￣１１４、１８２￣１８７、２５０￣
２５５、２５２￣２５７、３１２￣３１７ 和 ５４２￣５４７ 为 Ｎ￣肉豆蔻酰位点

甘氨酸ꎻ５０￣５３ 为 Ｎ￣糖基化位点ꎻ４８￣５１ 为 ｃＡＭＰ 和

ｃＧＭＰ 依赖性蛋白激酶磷酸化位点ꎻ４９２￣４９５ 为酰胺

化位点ꎮ 同时该软件还显示ꎬ１０￣５２ 这段氨基酸序列

为一段富含丝氨酸(Ｓｅｒ)的低复杂度区域ꎮ
用 Ｈｏｐｆｉｅｌｄ 神经网络(ＨＮＮ)预测 ＭｄＮＣＥＤ１ 的

氨基酸序列ꎬ结果表明ꎬＭｄＮＣＥＤ１ 的二级结构是由

α￣螺旋、无规则卷曲和延展链构成ꎬ其中 α￣螺旋有

１３５ 个占 ２２􀆰 ２８％ ꎬ无规则卷曲有 ３４３ 个占 ５６􀆰 ６％ ꎬ
延展链有 １２８ 个占 ２１􀆰 ２１％ ꎮ

建立一个蛋白质的三级结构图ꎬ必须有一个经

过试验验证的 ３Ｄ 模型ꎬ并且该模型与目标序列有

较高的相似性ꎮ 本试验通过 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 软件ꎬ以
单体蛋白(ＰＤＢ Ｃｏｄｅ:３ｎｐｅａ)为模板ꎬ对 ＭｄＮＣＥＤ１ 三

级结构进行同源建模ꎬ结果如图 ５ 所示ꎮ

图 ５　 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 预测 ＭｄＮＣＥＤ１￣３Ｄ 结构图

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｔｈｅ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＭｄＮＣＥＤ１
ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ

２􀆰 ４　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析

以大肠杆菌 Ｒｏｓｓｅｔａ ( ＤＥ３) 作为宿主菌ꎬ ｐＤ￣
ＥＳＴ１５ 作 为 空 质 粒 对 照ꎬ 利 用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分 析

ＭｄＮＣＥＤ１ 在大肠杆菌中的表达情况ꎮ ＤＮＡＭＡＮ ６􀆰 ０
软件分析 ＭｄＮＣＥＤ１ 基因表达产物大约 ６６􀆰 ９ ｋＤꎬ表
达系统Ｎ 端有ＧＳＴ􀅰Ｔａｇ 序列表达约２６􀆰 ７ ｋＤ 大小的

蛋白以及重组后 ｌｉｎｋｅｒ 也会被诱导表达ꎬ因此融合

蛋白预期表达量在 ９５ ｋＤ 左右ꎮ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳分

析显示ꎬ分子量在 ９５ ｋＤ 的位置存在 １ 条融合蛋白诱

导表达的条带ꎮ 并且在诱导 １ ~ ６ ｈ 均出现了目的条

带ꎬ而在空质粒和未诱导的转化重组质粒均未出现目

的蛋白带ꎮ 表明重组质粒 ｐＧＥＳＴ１５￣ＭｄＮＣＥＤ１ 在大

肠杆菌中诱导表达了 ＳＨ４０ 苹果砧木 ＭｄＮＣＥＤ１ 蛋白

(图 ６)ꎮ 试验调整诱导时间 １ ~６ ｈꎬ目的条带的深度

变化不明显ꎬ蛋白表达量基本一致ꎮ

Ｍ:蛋白ｍａｒｋｅｒꎻＡ:ｐＤＥＳＴ１５ 空载体诱导表达产物ꎬ箭头所指为标签

蛋白ꎬ０、３ 为诱导表达时间ꎻＢ:ｐＤＥＳＴ１５￣ＭｄＮＣＥＤ１ 诱导表达产物ꎬ
箭头所指为目标蛋白ꎬ０ ~ ６ 为诱导表达时间

Ｍ:ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎬＡ:Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐＤＥＳＴ１５ꎬ
ａｒｒｏｗ ｓｈｏｗｓ ｔａｇｇｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎬｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ０ ａｎｄ ３ ｈꎬ
Ｂ:Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐＤＥＳＴ１５￣ＭｄＮＣＥＤ１ꎬ
ａｒｒｏｗ ｓｈｏｗｓ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎬｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ０ ｔｏ ６ ｈ

图 ６　 诱导表达产物的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｂｙ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
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２􀆰 ５　 ＭｄＮＣＥＤ１ 基因荧光定量表达结果

采用荧光定量 ＰＣＲ 研究了 ＭｄＮＣＥＤ１ 基因在

ＳＨ４０、Ｍ２６、ＳＨ２８ 及其嫁接品种嘎啦生长发育阶段

的表达情况ꎬ试验结果表明ꎬ在 ６ 月 １￣１２ 日这一时

期ꎬ３ 种砧木类型及其嫁接品种嘎啦的 ＭｄＮＣＥＤ１ 基

因表达量均呈上升趋势ꎬ随后迅速下降至 ６ 月 ２３ 日

的最低值ꎮ 在以后的时期中ꎬ表达量维持在一个较

低的水平ꎮ ＳＨ２８ 与 ＳＨ４０ 生长势基本一致ꎬＳＨ４０
稍强于 ＳＨ２８ꎮ 从图 ７ 中可以看到 ＭｄＮＣＥＤ１ 基因

表达量基本与 ３ 种不同砧木类型的生长势呈正相

关ꎮ 而嫁接品种嘎啦后ꎬＳＨ２８ 是半矮化类型ꎬＭ２６、
ＳＨ４０ 均是矮化类型ꎻ矮化类型 Ｍ２６ 稍强于 ＳＨ４０ꎮ
从图 ８ 中可以发现 ＭｄＮＣＥＤ１ 基因表达量与嫁接品

种后的 ３ 个砧木类型的矮化程度均呈正相关ꎮ

图 ７　 ＳＨ２８、Ｍ２６、ＳＨ４０ 在生长发育期 ＭｄＮＣＥＤ１ 基因荧光定量 ＰＣＲ 检测结果

Ｆｉｇ􀆰 ７　 ｑＰＣＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＭｄＮＣＥＤ１ ｇｅｎｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ＳＨ２８ꎬＭ２６ꎬａｎｄ ＳＨ４０ ａｔ ｔｈｅ ｇｒｏｗｉｎｇ ｔｉｍｅ

图 ８　 ＳＨ２８、Ｍ２６、ＳＨ４０ 嫁接品种嘎啦后在生长发育期 ＭｄＮＣＥＤ１ 基因荧光定量 ＰＣＲ 检测结果

Ｆｉｇ􀆰 ８　 ｑＰＣＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＭｄＮＣＥＤ１ ｇｅｎｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ＳＨ２８ꎬＭ２６ꎬａｎｄ ＳＨ４０ ｇｒａｆｔｅｄ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ Ｇａｌａ ａｔ ｔｈｅ ｇｒｏｗｉｎｇ ｔｉｍｅ

３　 讨论

本试验以 ＳＨ４０ 苹果砧木快速生长茎尖为试

材ꎬ通过 ＲＡＣＥ 技术从中克隆得到 １ 个 ２１７９ ｂｐ 的

完整 ｃＤＮＡ 序列ꎬ通过对其氨基酸序列进行保守结

构域分析ꎬ表明该基因属于超家族 ＲＰＥ６５ 系ꎬ该家

族包含了植物的新黄质裂解酶的序列ꎬ并且该氨基

酸序列含有多个磷酸化、酰基化和糖基化位点ꎮ 丝

氨酸、苏氨酸的磷酸化位点通过磷酸化和脱磷酸化

以及甘氨酸的酰基化位点通过酰基化调节细胞内已

存在酶的“活性酶量”ꎬ使细胞对外界刺激做出的迅

速反应更为有效ꎬ糖基化是蛋白质重要的翻译后修

饰ꎬ可以进一步增加蛋白质的稳定性ꎬ均表明其催化

功能的复杂性[１９]ꎮ
迄今为止ꎬ虽然在鳄梨[１４]、柑橘[１５]、柿子[１６]、

牡丹[１７]和枸杞[１８] 等植物中克隆分析了多个 ＮＣＥＤ
基因ꎬ但研究主要集中在 ＮＣＥＤ 基因在逆境胁迫、花
朵的开放衰老以及果实成熟时的表达情况ꎬ对

ＮＣＥＤ 蛋白的体外表达研究很少ꎮ 了解其植物体内

的生化功能ꎬ必须从蛋白水平上进行研究ꎮ 原核表

达系统为研究 ＮＣＥＤ 蛋白的表达和功能提供了一

个有效的途径[２０] ꎮ 本研究将 ＳＨ４０ 苹果砧木类型

的 ＮＣＥＤ 基因与原核表达载体 ｐＤＥＳＴ１５ 通过

Ｇａｔｅｗａｙ 技 术 重 组[２１] ꎬ 转 入 大 肠 杆 菌 Ｒｏｓｓｅｔａ
(ＤＥ３)诱导表达ꎬ通过 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳分析表明ꎬ
ＳＨ４０ 苹果砧木类型的 ＮＣＥＤ 基因能够与 ＧＳＴ 标

签蛋白形成融合蛋白ꎬ并在原核表达体系中正确

表达ꎮ
ＡＢＡ 广泛参与植物生长发育的调控和对多种

环境胁迫的适应反应ꎮ 目前的研究认为ꎬＡＢＡ 除了

参与逆境生理反应ꎬ也在调控植物矮化中具有重要

作用ꎮ 本试验以利用实时荧光定量 ＰＣＲ 研究相同

立地条件下ꎬＳＨ４０、ＳＨ２８ 和 Ｍ２６ ３ 种不同苹果砧木

及其嫁接品种嘎啦在生长发育阶段 ＡＢＡ 合成关键

基因 ＭｄＮＣＥＤ１ 基因的表达情况ꎮ 试验结果表明

ＭｄＮＣＥＤ１ 基因在 ３ 个砧木类型及其嫁接品种中的
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表达趋势基本一致ꎬ均是从 ６ 月初的高水平的峰值

迅速下降ꎮ 同时该基因的表达情况与苹果幼树的生

长动态基本一致ꎬ６ 月初是苹果幼树的生长停止期ꎬ
此时 ＭｄＮＣＥＤ１ 基因的表达量最高ꎮ 随着苹果秋稍

的加速生长ꎬ该基因的表达量降低ꎬ维持在较低的水

平ꎮ 付蕾等[２２] 和毕桂红等[２３] 的研究均发现苹果幼

树内源激素 ＡＢＡ 含量的周年发生动态与新梢的生

长趋势相反ꎬ在新梢旺盛生长期 ＡＢＡ 含量降低ꎬ在
新梢停长期 ＡＢＡ 含量升高ꎮ

本试验还发现 ＭｄＮＣＥＤ１ 基因的表达量与 ３ 个

砧木类型的生长势及其嫁接品种嘎啦的矮化程度呈

显著正相关ꎬ生长势最弱的 Ｍ２６ 其 ＭｄＮＣＥＤ１ 基因

在生长发育阶段表达水平较高ꎻ而生长势较强的

ＳＨ４０ꎬ其 ＭｄＮＣＥＤ１ 基因表达量基本维持在一个较

低的水平ꎻ在 ７ 月 ４ 日 ＳＨ４０ ＭｄＮＣＥＤ１ 基因表达

量显著高于 ＳＨ２８ꎬ可能是不同砧木类型在生长节

奏上 有 差 异 造 成 的ꎬ 在 整 个 发 育 阶 段 ＳＨ４０
ＭｄＮＣＥＤ１ 基因表达量均低于 ＳＨ２８ꎮ 嫁接品种后

半矮化类型 ＳＨ２８ ＭｄＮＣＥＤ１ 基因的表达量显著低

于矮化类型 ＳＨ４０ 与 Ｍ２６ꎮ 均表明 ＡＢＡ 是调控树

体矮化程度的重要因素之一ꎮ
植物的生长发育是由基因调控的ꎬ因此转基因

育种也是目前和未来的重要研究方向之一ꎮ 本研究

为从分子水平上进行砧木早期筛选以及通过基因干

涉和超表达转基因工程验证其基因功能奠定了一定

的基础ꎮ
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[９] 　 Ｈｕ ＢꎬＬｉｕ ＸꎬＨｏｎｇ Ｌꎬｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａｒａｃｈｉｓ
ｈｙｐｏｇａｅａ ９￣ｃｉｓ￣ｅｐｏｘｙｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ １ ( ＡｈＮＣＥＤ１ ) ｏｆ
ｐｅａｎｕｔ ｕｎｄｅｒ ｗａｔｅｒ ｓｔｒｅｓｓ [ Ｊ] . Ａｇｒｉｃ Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｂｉｏｔｅｃｈꎬ２０１０ꎬ２４
(１):１５６２￣１５６８

[１０] 　 Ｔａｎ Ｂ ＣꎬＳｃｈｗａｒｔｚ Ｓ ＨꎬＺｅｅｖａａｒｔ Ｊ Ａ Ｄꎬｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｅｔｉｃ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ
ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ ａｃｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ ｍａｉｚｅ[ Ｊ] . Ｐｒｏｃ
Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡꎬ１９９７ꎬ９４:１２２３５￣１２２４０

[１１] 　 Ｂｕｒｂｉｄｇｅ ＡꎬＧｒｉｅｖｅ Ｔ ＭꎬＪａｃｋｓｏｎ Ａꎬｅｔ ａｌ. Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ＡＢＡ￣ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｔｏｍａｔｏ ｍｕｔａｎｔ ｎｏｔａｂｉｌｉｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ
ｍａｉｚｅ Ｖｐ１４[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｊꎬ１９９９ꎬ１７:４２７￣４３１

[１２] 　 Ｑｉｎ ＸꎬＺｅｅｖａａｒｔ Ｊ Ａ. Ｔｈｅ ９￣ｃｉｓ￣ｅｐｏｘｙｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ ｃｌｅａｖａｇｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ
ｉｓ ｔｈｅ ｋｅｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｓｔｅｐ ｏｆ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ ｗａｔｅｒ￣
ｓｔｒｅｓｓｅｄ ｂｅａｎ [ Ｊ ] Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡꎬ １９９９ꎬ ９６:
１５３５４￣１５３６１

[１３] 　 Ｉｕｃｈｉ ＳꎬＫｏｂａｙａｓｈｉ ＭꎬＹａｍａｇｕｃｈｉ￣Ｓｈｉｎｏｚａｋｉ Ｋꎬｅｔ ａｌ. Ａ ｓｔｒｅｓｓ￣ｉｎ￣
ｄｕｃｉｂｌｅ ｇｅｎｅ ｆｏｒ ９￣ｃｉｓ￣ｅｐｏｘｙｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ
ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｕｎｄｅｒ ｗａｔｅｒ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｄｒｏｕｇｈｔ￣ｔｏｌｅｒａｎｔ
ｃｏｗ ｐｅａ [Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌꎬ２０００ꎬ１２３:５５３￣５６２

[１４] 　 Ｃｈｅｒｎｙｓ Ｊ ＴꎬＺｅｅｖａａｒｔ Ｊ Ａ. Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ９￣ｃｉｓ￣ｅｐｏｘｙｃａｒ￣
ｏｔｅｎｏｉｄ ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｂｓｃｉｓｉｃ
ａｃｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ ａｖｏｃａｄｏ [ Ｊ ] . Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌꎬ ２０００ꎬ １２４:
３４５￣３５３

[１５] 　 Ｒｏｄｒｉｇｏ Ｍ ＪꎬＡｌｑｕｅｚａｒ ＢꎬＺａｃａｒａｓ Ｌ. Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ
ｏｆ ｔｗｏ ９￣ｃｉｓ￣ｅｐｏｘｙｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ ｇｅｎｅｓꎬｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｒｅｇ￣
ｕｌａｔｅｄ ｄｕｒｉｎｇ ｆｒｕｉｔ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｕｎｄｅｒ ｓｔｒｅｓｓ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓꎬ ｆｒｏｍ
ｏｒａｎｇｅ(Ｃｉｔｒｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ Ｌ. Ｏｓｂｅｃｋ)[Ｊ] . Ｊ Ｅｘｐ Ｂｏｔꎬ２００６ꎬ５７(３):
６３３￣６４３

[１６] 　 Ｌｅｎｇ ＰꎬＺｈａｎｇ Ｇ ＬꎬＬｉ Ｘ Ｘꎬｅｔ ａｌ. Ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ９￣ｃｉｓ￣ｅｐｏｘｙｃａｒｏｔｅ￣
ｎｏｉｄ ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ (ＮＣＥＤ) ｇｅｎｅ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ａ ｋｅｙ ｅｎｚｙｍｅ ｄｕｒｉｎｇ
ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ( ＡＢＡ) ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ＡＢＡ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｅｔｈｙｌｅｎｅ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｄｅｔａｃｈｅｄ ｙｏｕｎｇ ｐｅｒｓｉｍｍｏｎ ｃａｌｙｘ[ Ｊ] . Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｓｃｉ
Ｂｕｌｌꎬ２００９ꎬ５４:２８３０￣２８３８

[１７] 　 王晓庆ꎬ张超ꎬ董丽ꎬ等. 牡丹 ＮＣＥＤ 基因的克隆和表达分析
[Ｊ] . 园艺学报ꎬ２０１２ꎬ３９(１０):２０３３￣２０４４

[１８] 　 陆平ꎬ田悦胜ꎬ王名雪ꎬ等. 枸杞脱落酸生物合成关键酶基因
ＮＣＥＤ 的克隆及表达分析[ Ｊ] . 植物遗传资源学报ꎬ２０１３ꎬ１４
(２):３０３￣３１０

[１９] 　 吴娟娟ꎬ吴倩ꎬ喻德跃. 大豆丙二烯氧化物合酶基因(ＧｍＡＯＳ)
及其启动子的克隆与分析 [ Ｊ] . 作物学报ꎬ２０１１ꎬ３７ ( ２ ):
２１６￣２２３

[２０] 　 宋杨ꎬ张艳敏ꎬ陈学森ꎬ等. 短枝型苹果 ＭｄＲＧＬ 基因的克隆及
原核表达分析[Ｊ] . 中国农业科学ꎬ２０１２ꎬ４５(７):１３４７￣１３５４

[２１] 　 毕慧慧ꎬ王根平ꎬ王成社ꎬ等. 单子叶植物 ＲＮＡ 干扰和过表达
Ｇａｔｅｗａｙ 载体的构建[ Ｊ] . 植物资源遗传学报ꎬ２０１３ꎬ１４ (１):
１１３￣１２１

[２２] 　 付蕾ꎬ王明林ꎬ高吉刚ꎬ等. 苹果幼树 ４ 种內源激素周年发生
动态研究[Ｊ] . 山东农业大学学报:自然科学版ꎬ２０００ꎬ３１(２):
１８０￣１８２

[２３] 　 毕桂红ꎬ吴耕西ꎬ张国珍. 苹果幼树内源生长素、脱落酸的周
年变化[Ｊ] . 山东农业大学学报ꎬ１９９５ꎬ２６(１):９８￣１０２

９５１
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