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　 　 摘要：苯丙氨酸解氨酶（ＰＡＬ，ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ ａｍｍｏｎｉａ⁃ｌｙａｓｅ）是苯丙烷途径代谢的关键酶，在果蔬褐变中发挥着重要作用。
为了探究丝瓜中 ＰＡＬ 基因的功能，本研究以丝瓜果实为材料，采用 ＲＡＣＥ 和 ＲＴ⁃ＰＣＲ 技术从丝瓜果肉中分离获得丝瓜 ＰＡＬ 基

因，命名为 ＬｃＰＡＬ，ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为：ＫＰ３４１７５８。 该基因全长 ２４０６ ｂｐ，具有完整的开放阅读框（ＯＲＦ），共 ２１４５ 个碱基；预测编

码 ７１５ 个氨基酸，理论分子量（Ｍｗ）为 ７７ ６９ ｋＤ，等电点（ｐＩ）为 ６ １１，编码的蛋白与黄瓜和香瓜的同源蛋白相似性均在 ９３％以

上，显示其高度的保守性。 系统进化树分析显示，丝瓜与同为葫芦科的黄瓜、香瓜的 ＰＡＬ 蛋白的亲缘关系较近，聚为同一类。
Ｍｏｔｉｆ Ｓｃａｎ 分析显示，ＬｃＰＡＬ 编码的蛋白包含有 ＰＡＬ⁃ＨＡＬ（６０ ～ ５２５ 位）、ＰＬＮ０２４５７（８ ～ ７１５ 位）及 ｐｈｅ＿ａｍｌ＿ｙａｓｅ（２４ ～ ７０５ 位）３
个保守结构域和 １ 个酶活性中心序列（１９７ ～ ２１２ 位），属于典型的 Ｌｙａｓｅ＿Ｉ＿Ｌｉｋｅ 超家族。 Ｗｏｌｆ Ｐｓｏｒｔ 预测其亚细胞定位于叶绿

体或内质网中。 实时荧光定量 ＰＣＲ 分析显示，ＬｃＰＡＬ 基因在普通丝瓜果实、花、茎、叶和根中均有表达。 ＬｃＰＡＬ 在所选的 ８ 个

丝瓜品种中表达存在一定差异，在普通丝瓜中的表达量均高于有棱丝瓜；在普通丝瓜品种闽丝 ３ 号鲜切及采后储藏褐变过程

中，ＬｃＰＡＬ 初期表达上调，后期表达量受到抑制，且与其酶活性的变化趋势基本一致。 普通丝瓜 ＬｃＰＡＬ 表达与果肉褐变的发生

过程高度相关，表明 ＬｃＰＡＬ 在普通丝瓜果肉褐变中发挥着作用。
关键词：丝瓜；褐变；过氧化物酶（ＰＡＬ）；表达分析；ＰＡＬ 活性
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丝瓜为葫芦科 （ Ｃｕｃｕｒｂｉｔａｃｅａｅ） 丝瓜属 （ Ｌｕｆｆａ
Ｍｉｌｌ． ）一年生攀援藤本植物，起源于印度，主要分布

于温带、热带和亚热带地区，在亚洲和拉丁美洲种植

最为广泛，在我国各地均有大面积栽培，是我国重要

的蔬菜之一［１⁃３］。 丝瓜属约有 ８ 个种，只有普通丝

瓜（Ｌｕｆｆａ ｃｙｌｉｎｄｒｉｃａ Ｒｏｅｍ． ）和有棱丝瓜（ Ｌｕｆｆａ ａｃｕ⁃
ｔａｎｇｕｌａ Ｒｏｘｂ． ）２ 个种经过驯化作为栽培种推广［４］，
其中普通丝瓜在储藏、运输、加工和烹饪过程中果肉

及汤汁容易产生褐变，极大影响了丝瓜的加工和贮

藏性能，降低了丝瓜产品的商品价值，造成巨大经济

损失，因此了解丝瓜酶促褐变发生机理已成为当前

丝瓜遗传育种和采后加工的研究热点［５⁃７］。
果蔬褐变主要是酶促褐变，酶促褐变是植物组

织或器官中的酚类物质在酶的作用下氧化成醌类和

水，醌类再非酶促聚合，形成褐色或黑色物质而引起

组织变色［８⁃１０］。 酚类物质、多酚氧化酶和氧是酶促

褐变形成的 ３ 个物质条件。 酚类物质是酶促褐变过

程中多酚氧化酶（ＰＰＯ，ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌ ｏｘｉｄａｓｅ）主要的作

用底物，对果蔬褐变特性起着至关重要的作用［１１］。
苯丙氨酸解氨酶（ＰＡＬ，ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ ａｍｍｏｎｉａ⁃ｌｙａｓｅ）
是植物次生代谢特别是苯丙烷途径代谢的关键酶和

限速酶，是连接初级代谢和苯丙烷类代谢、催化苯丙

烷类代谢的第一步反应酶，参与酚类物质合成，并影

响植物酶促褐变［１２⁃１３］，研究表明 ＰＡＬ 基因的表达、
ＰＡＬ 活性与果蔬酶促褐变息息相关［１４⁃１５］ 。 目前关

于丝瓜 ＰＡＬ 基因及其在褐变中的作用尚未见报

道。 本研究前期已经建立了丝瓜总酚和酚类物质

提取和测定体系［１６⁃１７］ ，明确了丝瓜褐变和总酚相

关性［１８］ ，在此基础上，克隆获得丝瓜一个 ＰＡＬ 基

因，分析 ＰＡＬ 基因表达、ＰＡＬ 活性与丝瓜褐变的相

关性，为进一步阐明丝瓜褐变机理奠定基础，对丝

瓜生产、贮运、加工和品种选育均具有重要的理论

和实践意义。

１　 材料与方法

１ １　 材料与处理

试验于 ２０１５ 年 １０ 月至 ２０１６ 年 ８ 月在福建省

农业科学院作物研究所进行。 共设置 ４ 个试验，
（１）不同品种：试验材料为 ８ 个丝瓜品种的果实，
闽丝 １ 号、闽丝 ２ 号、闽丝 ３ 号为普通丝瓜，瓜呈长

筒状、瓜皮绿色，闽丝 ４ 号、闽丝 ５ 号、闽丝 ６ 号为

普通丝瓜，瓜呈短圆筒状、瓜皮浅绿色，闽丝 ７ 号

为有棱丝瓜，短棍棒形、瓜皮绿色；闽丝 ８ 号为有

棱丝瓜，长棍棒形、瓜皮绿色；（２）不同组织：选取

福丝 ３ 号的根、果实、花、幼茎、老茎、幼叶和老叶；
（３）丝瓜采后不同储藏时间：以闽丝 ３ 号果实为材

料，果实恒温４ ℃放置 ０ ｄ、１ ｄ、２ ｄ、３ ｄ、４ ｄ、５ ｄ 和

６ ｄ 后分别取样；（４）采后鲜切处理：以闽丝 ３ 号果

实为材料，果实鲜切恒温（２５ ± １）℃放置 ０ ｈ、２ ｈ、
４ ｈ、６ ｈ 和 ８ ｈ 后取样。 试验均设置 ３ 次重复，样品

采集后用液氮速冻，贮藏在超低温冰箱（ － ８０ ℃）中
备用。
１ ２　 丝瓜 ＬｃＰＡＬ 基因引物的设计及 ＰＣＲ 扩增

利用百泰克通用植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒提取

闽丝 ３ 号丝瓜果肉总 ＲＮＡ，使用大连宝生物工程有

限公司生产的 ＭＭＬＶ 反转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ 第 １
条链。

丝瓜 ＰＡＬ 基因序列保守区：从 ＧｅｎＢａｎｋ 搜索其

他植物 ＰＡＬ 基因序列，设计 １ 对保守区简并引物 Ｆ１、
Ｒ１，序列为 Ｆ１：５′⁃ＡＡＧＣＡＣＣＡＹＣＣＷＧＧＹＣＡＲＡＴＴ⁃
３′， Ｒ１： ５′⁃ＧＡＧＣＡＧＴＡＷＧＡＹＧＣＣＡＴＫＧＣ⁃３′。 ＰＣＲ
扩增反应体系为：包含 ２５ ｎｇ 模板 ｃＤＮＡ １ μＬ，
０ ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰ １ μＬ，Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶 ０ ２ μＬ，
０ ４ μｍｏｌ ／ Ｌ 的上下游引物各 １ μＬ，２ ５ μＬ １０ ×
Ｂｕｆｆｅｒ，加入灭菌的超纯水至 ２５ μＬ。 ＰＣＲ 扩增条件

为：９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎ；９４ ℃ 变性 ３０ ｓ，５４ ℃ 退火
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３０ ｓ，７２ ℃延伸 ３０ ｍｉｎ，３５ 个循环；最后 ７２ ℃延伸

７ ｍｉｎ。
３′端序列：根据同源克隆获得的 ＬｃＰＡＬ 保守区，

设计 ３′ＲＡＣＥ 引物 ＬｃＰＡＬ⁃Ｆ２，引物序列为：５′⁃ＣＡ⁃
ＣＡＴＴＴＴＧＧＡＴＧＧＧＡＧＣＴＣ⁃３′， 与 通 用 引 物 ＡＵＡＰ
（ ５′⁃ＧＧＣＣＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＴＡＧＴＡＣ⁃３′） 配 对 扩 增

ＬｃＰＡＬ 基因 ３′端序列。 ＰＣＲ 扩增反应体系同上。
ＰＣＲ 扩增条件为：９４ ℃ 预变性 ３ ｍｉｎ；；９４ ℃ 变性

３０ ｓ，５６ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 ５０ ｍｉｎ，３５ 个循环；
最后 ７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎ。

５′端序列：根据已获得的 ＬｃＰＡＬ 序列，设计了 ２
个 ５′ＲＡＣＥ 引物 Ｒ２：５′⁃ＧＣＣＡＡＡＴＡＴＴＧＡＡＧＣＴＣＡＧ
ＡＧＣＡＡＴＡＧＧＡ⁃３′ 和 Ｒ３： ５′⁃ＡＧＣＡＣＣＴＴＴＧＡＡＴＣ⁃
ＣＡＴＡＡＴＣＣ⁃３′。 以 Ｒ２ 为逆转录引物，利用大连宝

生物有限公司的 ＭＭＬＶ 反转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ
第 １ 链，同聚物尾后合成 ｃＤＮＡ 的第 ２ 链，以 Ｒ３ 和

ＡＵＡＰ 为引物，以 ｃＤＮＡ 第 ２ 链为模板，进行 ＬｃＰＡＬ
基因 ５′端序列扩增。 ＰＣＲ 扩增反应体系同上。 ＰＣＲ
扩增条件为：９４ ℃ 预变性 ３ ｍｉｎ；９４ ℃ 变性 ３０ ｓ，
５６ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 ６０ ｍｉｎ，３５ 个循环；最后

７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎ。
根据保守区序列、３′端、５′端序列结果，拼接

ＬｃＰＡＬ 基因 ｃＤＮＡ 全长，设计 ＯＲＦ 正向引物 ＬｃＰＡＬ⁃Ｆ
和反向引物 ＬｃＰＡＬ⁃Ｒ，测序验证 ＯＲＦ。 ２ 个引物序列

为，ＬｃＰＡＬ⁃Ｆ：５′⁃ＡＴＧＧＣＧＧＡＡＡＣＣＴＧＣＧＡＧＣＡ⁃３′和
ＬｃＰＡＬ⁃Ｒ：５′⁃ＴＴＡＧＣＡＡＡＴＧＧＧＧＡＴＣＧＧＡＧＣ⁃３′。
１ ３　 生物信息学分析

利用 ＤＮＡＭＡＮ６ ０ 进行基因和氨基酸序列比

对；利用 ＮＣＢＩ 的 ＢＬＡＳＴ 检索分析基因序列；采用

Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ２ 软件和 ＭＥＧＡ ４ ０ 软件构建进化树；采
用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｓｃａｌｅ ／ ）软件

进行蛋白一级结构分析；采用 ＣＦＳＳＰ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｂｉｏｇｅｍ． ｏｒｇ ／ ｔｏｏｌ ／ ｃｈｏｕ⁃ｆａｓｍａｎ ／ ）软件进行蛋白二级结

构分析； 采用 ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．
ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ） 软件进行蛋白三级结构分

析；采 用 Ｗｏｌｆ Ｐｓｏｒｔ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎ⁃
ｓｃｒｉｐｔ． ｃｏｍ ／ ｐｓｏｒｔ ／ ｗｏｌｆ＿ｐｓｏｒｔ． ｈｔｍｌ）软件进行亚细胞

定位分析；采用 ＴＭＨＭＭ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／
ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＴＭＨＭＭ ／ ）软件进行蛋白跨膜结构分析；采用

ＳｉｇｎａｌＰ（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＳｉｇｎａｌＰ ／ ）
软件进行蛋白信号肽分析；采用 ＭｏｔｉｆＳｃａｎ（ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｍｙｈｉｔｓ． ｉｓｂ⁃ｓｉｂ． ｃｈ ／ ｃｇｉｂｉｎ ／ ｍｏｔｉｆ＿ｓｃａｎ）软件进行翻译

后蛋白修饰位点分析。

１ ４　 丝瓜 ＬｃＰＡＬ 基因表达分析

利用荧光定量 ＰＣＲ 技术检测 ＬｃＰＡＬ 基因在丝

瓜不同组织、不同品种果实、果实采后不同储藏时

间、果实采后鲜切处理中的表达情况，每个试验重

复 ３ 次。 ＬｃＰＡＬ 基因荧光定量引物为 ＬｃＰＡＬ⁃Ｆｑ：
５′⁃ＧＣＴＣＡＡＴＴＴＴＣＴＧＡＧＣＴＴＧＴ⁃３ ′， ＬｃＰＡＬ⁃Ｒｑ：
５ ′⁃ＧＧＡＣＧＴＧＧＣＴＴＧＴＴＡＣＴＴ⁃３′，内参基因为本课题

组克隆获得的 Ｌｃ１８Ｓ ｒＲＮＡ［１９］。 参照 ＳＹＢＲ® Ｐｒｅｍｉｘ
Ｅｘ ＴａｑＴＭ试剂盒（ＡＢＩ 公司，美国）说明书，在荧光定

量 ＰＣＲ 仪（ＡＢＩ ７５００，美国）上进行扩增，每个反应 ３
次重复，反应体系为 ２５ μＬ：１０ μＬ ＳＹＢＲ® Ｐｒｅｍｉｘ，
４ μＬ ｃＤＮＡ 模 板， ０ ４ μＬ 正 向 引 物 ＬｃＰＡＬ⁃Ｆｑ
（ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ）， ０ ４ μＬ 反 向 引 物 ＬｃＰＡＬ⁃Ｒｑ
（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ），０ ４ μＬ Ｒｏｘ，加超纯水至 ２５ μＬ。 荧

光定量 ＰＣＲ 扩增条件为：９５ ℃预变性 ３０ ｓ，接下来

进行 ４０ 个循环：９５ ℃变性 ５ ｓ，５８ ℃退火 ３０ ｓ。 利

用 ２ － ΔΔＣｔ法计算出基因的相对表达量。
１ ５　 丝瓜总酚和 ＰＡＬ 活性的测定

丝瓜 ＰＡＬ 酶活性测定：移取 ３ ｍＬ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣＬ 缓

冲溶液 （ ０ １ ｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ８ ４ ）、 １ ｍＬ Ｌ⁃苯丙氨酸

（０ ０２ ｍｏｌ ／ Ｌ）和 １ ４ ｍＬ 酶液加入 １０ ｍＬ 离心管中，
置于 ４０ ℃ 恒温反应 ６０ ｍｉｎ， 加入 ０ ３ ｍＬ ＨＣｌ
（０ ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）以终止反应，测定波长为 ２９０ ｎｍ，以
每分钟吸光度变化 ０ ０１ 作为一个酶活力单位

（Ｕ ／ ｇ·ｍｉｎ），每个试验设 ３ 次重复。 丝瓜总酚测定

采用本课题组建立的方法［１６］。

２　 结果与分析

２ １　 丝瓜 ＰＡＬ 基因克隆

以丝瓜果肉总 ＲＮＡ 反转录的 ｃＤＮＡ 为模板，利
用简并引物 Ｆ１、Ｒ１ 进行 ＰＣＲ 扩增，得到一条 ５００ ｂｐ
左右的条带（图 １Ａ），经测序，测得该片段实际为

４９１ ｂｐ。 经 ＮＣＢＩ 网站上 ＢＬＡＳＴ 检索，证实该序列

为丝瓜 ＰＡＬ 基因的保守序列。
利用 ３′ＲＡＣＥ 技术，扩增得到 ３′端约 １３６０ ｂｐ

（图 １Ｂ）。 经测序，所得序列的实际大小为 １３６３ ｂｐ，
在终止密码子后有长为 １６３ ｂｐ 的 ３′ 端非翻译区，
经 ＮＣＢＩ 网站上 ＢＬＡＳＴ 检索，证实其为丝瓜 ＰＡＬ 基

因的 ３′端序列。
利用 ５′ ＲＡＣＥ 技术，扩增得到 ５′端约 １５００ ｂｐ

（图 １Ｃ）。 经测序，所得序列的实际大小为 １４８１ ｂｐ，
在启动密码子前有长为 ９５ ｂｐ 的 ５′非编码区，经
ＮＣＢＩ 网站上 ＢＬＡＳＴ 检索，证实其为丝瓜 ＰＡＬ 基因

的 ５′端序列。
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Ｍ：ＤＮＡ 标准分子量 ＤＬ２０００；Ａ：ＰＡＬ 基因保守区扩增产物；Ｂ：ＰＡＬ 基因 ３′ＲＡＣＥ 扩增产物；
Ｃ：ＰＡＬ 基因 ５′ＲＡＣＥ 扩增产物；Ｄ：ＰＡＬ 基因 ＯＲＦ 扩增产物

Ｍ：ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒ，Ａ：Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｒｅｇｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＰＡＬ ｇｅｎｅ，Ｂ：３′ＲＡＣＥ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＰＡＬ ｇｅｎｅ，
Ｃ：５′ＲＡＣＥ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＰＡＬ ｇｅｎｅ，Ｄ： ＯＲＦ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＰＡＬ ｇｅｎｅ

图 １　 普通丝瓜 ＬｃＰＡＬ 基因的克隆

Ｆｉｇ １　 Ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ＰＡＬ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｌｕｆｆａ ｃｙｌｉｎｄｒｉｃａｌ Ｒｏｅｍ．

扣除重叠序列和加同聚物尾序列，将 ＰＡＬ 基因 ５′
端序列、保守区序列、３′端序列拼接，得到丝瓜ＰＡＬ 全长

ｃＤＮＡ，设计丝瓜 ＰＡＬ 基因 ＯＲＦ 引物，经测序扩增丝瓜

ＰＡＬ 基因 ＯＲＦ 序列实际长度为 ２１４５ ｂｐ（图 １Ｄ）。
２ ２　 基因序列的生物信息学分析

２ ２ １　 ＬｃＰＡＬ 基因及其编码蛋白的一级结构分析

ＬｃＰＡＬ 基因序列分析表明，该 ｃＤＮＡ 全长 ２４０６ ｂｐ，
含 １ 个长达 ２１４５ ｂｐ 的 ＯＲＦ，其编码区的 ＧＣ 含量为

４４ ８３％ ，预测编码 ７１５ 个氨基酸，理论分子量（Ｍｗ）
为 ７７ ６９ ｋＤ，等电点（ｐＩ）为 ６ １１，ｐＨ ＝ ７ ０ 时的带

点荷数（ｃｈ）为 － ６ ３５９；就氨基酸组成而言，在构成

该蛋白的 ２０ 种氨基酸中，亮氨酸（Ｌｅｕ）含量最高

（１０ ６％），丙氨酸（Ａｌａ）次之（８ ７％），色氨酸（Ｔｒｐ）
含量最低，为 ０ ６％；氨基酸的特性方面，该蛋白包含

８１ 个强酸性氨基酸（Ｄ，Ｅ），７２ 个强碱性氨基酸（Ｋ，
Ｒ），２５４ 个疏水氨基酸（Ａ，Ｉ，Ｌ，Ｆ，Ｗ，Ｖ）和 １８９ 个极

性氨基酸 （Ｎ，Ｃ，Ｑ，Ｓ，Ｔ，Ｙ），脂肪族指数 （ＡＩ） 为

９１ ８３，不稳定系数（Ⅱ）为 ３４ ５２；该蛋白的总平均疏水

性（ＧＲＡＶＹ）为 －０ １８９，预测为亲水性蛋白。
２ ２ ２　 ＬｃＰＡＬ 蛋白翻译后修饰、亚细胞定位及跨

膜结构域分析 　 Ｍｏｔｉｆ Ｓｃａｎ 分析显示，１３ ～ １８、１９ ～
２４、８７ ～ ９２、１０８ ～ １１３、１３８ ～ １４３、１９７ ～ ２０２、２１３ ～ ２１８、
２４１ ～ ２４６、２６０、２６５、３１２ ～ ３１７、３９７ ～ ４０２、４３７ ～ ４４２、
４５６ ～４６１、４９３ ～４９８ 和 ５５０ ～ ５５５ 位为 Ｎ⁃豆蔻酰化位

点；３８ ～４１、３７９ ～ ３８２ 和 ６７９ ～ ６８２ 位为酪蛋白激酶Ⅱ
磷酸化位点；３４ ～ ３６、８４ ～ ８６、１１７ ～ １１９、２１６ ～ ２１８、
３０４ ～３０６、３３２ ～３３４、３６９ ～３７１、４９６ ～４９８、５３４ ～５３６ 和

６３５ ～６３７ 位为蛋白激酶 Ｃ 磷酸化位点；５６７ ～ ５７３ 位

为酪氨酸磷酸化位点；２５９ ～ ２６２、４４１ ～ ４４４、６１１ ～ ６１４
和 ６４４ ～６４７ 位为 Ｎ 糖基化位点。

Ｍｏｔｉｆ Ｓｃａｎ 分析显示，ＬｃＰＡＬ 编码的蛋白包含有

ＰＡＬ⁃ＨＡＬ（６０ ～ ５２５ 位）、ＰＬＮ０２４５７（８ ～ ７１５ 位）及

ｐｈｅ＿ａｍｌ＿ｙａｓｅ（２４ ～ ７０５ 位）３ 个保守结构域和 １ 个

酶活性中心序列 （ＧＴＩＴＡＳＧＤＬＶＰＬＳＹＩＡ，１９７ ～ ２１２
位），属于典型的 Ｌｙａｓｅ＿Ｉ＿Ｌｉｋｅ 超家族。

ＳｉｇｎａｌＰ 分析显示， ＬｃＰＡＬ 不含信号肽序列。
ＴＭＨＭＭ 分析表明，ＬｃＰＡＬ 属于非跨膜蛋白，不含跨

膜螺旋区。 采用 Ｗｏｌｆ Ｐｓｏｒｔ 预测表明，其亚细胞定

位于叶绿体（ｃｈｌｏ）或内质网（Ｅ． Ｒ）可能性较大。
２ ２ ３　 ＬｃＰＡＬ 蛋白的二级、三级结构分析　 ＬｃＰＡＬ
蛋白二级结构分析显示，序列中 α 螺旋、β 折叠和 β
转角分别占 ６５ ９％ 、６３ ８％和 １３ １％ 。 利用 ＳＷＩＳＳ⁃
ＭＯＤＥＬ 对丝瓜 ＬｃＰＡＬ 蛋白的三级结构进行在线预

测，结果如图 ２ 所示。

图 ２　 ＬｃＰＡＬ 三级结构预测

Ｆｉｇ ２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＬｃＰＡＬ

８０３



　 ２ 期 朱海生等：丝瓜苯丙氨酸解氨酶基因 ＰＡＬ 克隆及表达分析

２ ２ ４　 ＬｃＰＡＬ 蛋白的同源比对与进化分析　 根据

测序结果，将 ＬｃＰＡＬ 编码的氨基酸序列与 ＧｅｎＢａｎｋ
中其他植物 ＰＡＬ 比对（图 ３），显示 ＬｃＰＡＬ 与其他

ＰＡＬ 氨基酸序列具有较高同源性，其中与黄瓜（ＸＰ＿
００４１４３２５５ １）、 香瓜 （ ＸＰ ＿ ００８４４ ９２３９ １ ）、 大豆

（ＸＰ＿００３５５４３８２ １）和蒿柳（ＡＫＭ２１２３２ １）氨基酸序

列编码的同源蛋白相似性分别为 ９４％ 、９３％ 、８７％

和 ８６％ 。 因此确认所获得的 ｃＤＮＡ 序列为丝瓜 ＰＡＬ
基因，命名为 ＬｃＰＡＬ，ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为：ＫＰ３４１７５８。

利用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ２ 和 ＭＥＧＡ ４ ０ 软件对丝瓜和其

他 １５ 个植物的 ＰＡＬ 蛋白序列做系统进化分析

（图 ４），发现丝瓜 ＰＡＬ 与同为葫芦科的黄瓜、香瓜

的 ＰＡＬ 蛋白的亲缘关系较近，聚为同一类，与水稻、
番茄等的 ＰＡＬ 蛋白亲缘关系比较远。

Ｌｃ：丝瓜；Ｃｓ：黄瓜；Ｃｍ：香瓜；Ａｋ：相思树；Ｇｍ：大豆；Ｓｖ：蒿柳

Ｌｃ：Ｌｕｆｆａ ｃｙｌｉｎｄｒｉｃａｌ Ｒｏｅｍ． ，Ｃｓ：Ｃｕｃｕｍｉｓ ｓａｔｉｖｕｓ Ｌ． ，Ｃｍ：Ｃｕｃｕｍｉｓ ｍｅｌｏ Ｌ． ，
Ａｋ：Ａｃａｃｉａ ｋｏａ Ｍｅｒｒ． ，Ｇｍ：Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ （Ｌｉｎｎ． ） Ｍｅｒｒ． ，Ｓｖ：Ｓａｌｉｘ ｖｉｍｉｎａｌｉｓ Ｌ．

图 ３　 丝瓜 ＬｃＰＡＬ 氨基酸同源性分析

Ｆｉｇ ３　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＬｃＰＡＬ ｉｎ Ｌｕｆｆａ ｃｙｌｉｎｄｒｉｃａｌ Ｒｏｅｍ．

图 ４　 １６ 个植物 ＰＡＬ 蛋白的系统进化分析

Ｆｉｇ ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＡＬ ｆｒｏｍ １６ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ
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２ ３　 ＬｃＰＡＬ 基因的表达分析

２ ３ １　 ＬｃＰＡＬ 基因在丝瓜不同组织中的表达分析

　 以丝瓜 １８Ｓ ｒＲＮＡ 为内参，利用荧光定量 ＰＣＲ 技

术分析 ＬｃＰＡＬ 基因在丝瓜不同组织中的表达情况，
结果表明（图 ５），ＬｃＰＡＬ 基因在丝瓜根、茎、叶、花和

果实中均有表达，但表达量存在明显差异，在叶中的

表达量最高，其次为根和果实，在花和茎中的表达量

最低，在幼嫩叶和茎中的表达量高于成熟叶和茎，即
幼叶 ＞老叶 ＞根 ＞果实 ＞花 ＞幼茎 ＞老茎。

图 ５　 丝瓜不同组织中 ＬｃＰＡＬ 基因的表达情况

Ｆｉｇ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＬｃＰＡＬ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｌｕｆｆａ ｃｙｌｉｎｄｒｉｃａｌ Ｒｏｅｍ．

２ ３ ２　 ＬｃＰＡＬ 基因在丝瓜不同品种中的表达分析

　 在不同品种果实间，ＬｃＰＡＬ 基因表达差异较大，在
普通丝瓜中，闽丝 ３ 号表达量最高，其次为闽丝 ２
号、闽丝 ４ 号、闽丝 ５ 号、闽丝 １ 号、闽丝 ６ 号，６ 个普

通丝瓜的 ＰＡＬ 基因表达量均高于闽丝 ７ 号、闽丝 ８
号 ２ 个有棱丝瓜（图 ６）。 ＰＡＬ 酶活性总体变化趋势

和 ＬｃＰＡＬ 的表达基本一致（图 ７）。

图 ６　 ＬｃＰＡＬ 基因在丝瓜不同品种中的表达情况

Ｆｉｇ ６　 ＬｃＰＡＬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｏｆ Ｌｕｆｆａ ｃｙｌｉｎｄｒｉｃａｌ Ｒｏｅｍ．

２ ３ ３　 ＬｃＰＡＬ 基因在丝瓜采后不同时间中的表达

分析　 以闽丝 ３ 号丝瓜果实为材料，利用荧光定量

ＰＣＲ 分析在 ４ ℃冷藏 １ ｄ、２ ｄ、３ ｄ、４ ｄ、５ ｄ 和 ６ ｄ 时

ＬｃＰＡＬ 基因表达情况，在采后前 ２ ｄ，ＬｃＰＡＬ 基因的

表达量逐渐上升，且比采后当时（０ ｄ）高，并在采后

２ ｄ 时表达量达到峰值，之后基因表达量总体呈下

调趋势，均比采后当时（０ ｄ）低（图 ８）。
随着采后储藏时间的增加丝瓜出现褐变，丝瓜

总酚含量呈逐步上升趋势，在 ３ ｄ 时达到峰值，４ ｄ
后变化减缓，较 ３ ｄ 时有小幅度的下降 （图 ９）。
ＬｃＰＡＬ 酶活性总体变化趋势与 ＬｃＰＡＬ 基因的表达基

本一致（图 １０），ＬｃＰＡＬ 酶活性在采后前 ２ ｄ 也逐渐

增加，在 ２ ｄ 时酶活性达到最大值。

图 ７　 丝瓜不同品种的 ＰＡＬ 酶活性变化

Ｆｉｇ ７　 Ｔｈｅ ＰＡＬ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｏｆ Ｌｕｆｆａ ｃｙｌｉｎｄｒｉｃａｌ Ｒｏｅｍ．

图 ８　 采后储藏不同天数丝瓜中 ＬｃＰＡＬ 的表达分析

Ｆｉｇ ８　 ＬｃＰＡＬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｌｕｆｆａ ｃｙｌｉｎｄｒｉｃａｌ
Ｒｏｅｍ． ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｏｓｔｈａｒｖｅｓｔ ｓｔｏｒａｇｅ ｄａｙｓ

图 ９　 采后储藏不同天数丝瓜中的总酚含量

Ｆｉｇ ９　 Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｐｈｅｎｏｌｓ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ｌｕｆｆａ ｃｙｌｉｎｄｒｉｃａｌ
Ｒｏｅｍ． ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｏｓｔｈａｒｖｅｓｔ ｓｔｏｒａｇｅ ｄａｙｓ
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图 １０　 采后储藏不同天数丝瓜中的 ＰＡＬ 酶活性

Ｆｉｇ １０　 Ｔｈｅ ＰＡＬ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｌｕｆｆａ ｃｙｌｉｎｄｒｉｃａｌ Ｒｏｅｍ． ｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｏｓｔｈａｒｖｅｓｔ ｓｔｏｒａｇｅ ｄａｙｓ

２ ３ ４　 ＬｃＰＡＬ 基因在丝瓜不同鲜切处理中的表达

分析　 闽丝 ３ 号丝瓜鲜切并常温放置 ２ ｈ、４ ｈ、６ ｈ
和 ８ ｈ 后分析 ＬｃＰＡＬ 基因表达情况（图 １１），结果表

明，丝瓜在鲜切后常温放置 ２ ｈ 时，ＬｃＰＡＬ 基因表达

上调，表达量高于采后当时（０ ｈ），４ ～ ８ ｈ 呈现逐渐

下调的趋势，且表达量均比采后当时（０ ｈ）低。
丝瓜果实鲜切后，随着褐变的发生（图 １２），总

酚含量呈逐渐上升趋势，在 ４ ｈ 达到峰值，４ ｈ 后变

化减小，趋于稳定（图 １３）。 ＬｃＰＡＬ 酶活性显著增

加，其变化趋势和 ＬｃＰＡＬ 基因的表达大体一致，２ ｈ、
４ ｈ 和 ６ ｈ 时 ＬｃＰＡＬ 酶活性均高于采后当时（０ ｈ），
２ ｈ 时达到最高值（图 １４）。

图 １１　 鲜切后不同放置时间丝瓜中 ＬｃＰＡＬ 的表达分析

Ｆｉｇ １１　 ＬｃＰＡＬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｌｕｆｆａ ｃｙｌｉｎｄｒｉｃａｌ
Ｒｏｅｍ． ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｃｅｍｅｎｔ ｔｉｍｅ ａｆｔｅｒ ｆｒｅｓｈ⁃ｃｕｔ

Ａ：采后 ０ ｈ；Ｂ：采后 ２ ｈ；Ｃ：采后 ４ ｈ；Ｄ：采后 ６ ｈ；Ｅ：采后 ８ ｈ
Ａ：０ ｈｏｕｒ ａｆｔｅｒ ｐｏｓｔｈａｒｖｅｓｔ，Ｂ：２ ｈｏｕｒｓ ａｆｔｅｒ ｐｏｓｔｈａｒｖｅｓｔ，Ｃ：４ ｈｏｕｒｓ ａｆｔｅｒ ｐｏｓｔｈａｒｖｅｓｔ，Ｄ：６ ｈｏｕｒｓ ａｆｔｅｒ ｐｏｓｔｈａｒｖｅｓｔ，Ｅ：８ ｈｏｕｒｓ ａｆｔｅｒ ｐｏｓｔｈａｒｖｅｓｔ

图 １２　 鲜切后不同放置时间丝瓜褐变情况

Ｆｉｇ １２　 Ｔｈｅ ｂｒｏｗｎｉｎｇ ｏｆ Ｌｕｆｆａ ｃｙｌｉｎｄｒｉｃａｌ Ｒｏｅｍ． ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｃｅｍｅｎｔ ｔｉｍｅ ａｆｔｅｒ ｆｒｅｓｈ⁃ｃｕｔ

图 １３　 鲜切后不同放置时间丝瓜中的总酚含量

Ｆｉｇ １３　 Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｐｈｅｎｏｌｓ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ｌｕｆｆａ ｃｙｌｉｎｄｒｉｃａｌ
Ｒｏｅｍ． ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｃｅｍｅｎｔ ｔｉｍｅ ａｆｔｅｒ ｆｒｅｓｈ⁃ｃｕｔ

图 １４　 鲜切后不同放置时间丝瓜中的 ＰＡＬ 酶活性

Ｆｉｇ １４　 Ｔｈｅ ＰＡＬ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｌｕｆｆａ ｃｙｌｉｎｄｒｉｃａｌ
Ｒｏｅｍ． ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｃｅｍｅｎｔ ｔｉｍｅ ａｆｔｅｒ ｆｒｅｓｈ⁃ｃｕｔ
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３　 讨论

褐变的发生不仅对产品的外观、风味、营养和

加工性能产生不利影响，而且还大大降低耐贮性，
给果蔬产品的常规运输、贮藏及销售带来一系列

的困难并造成严重的经济损失［７，２０］ ，这种损失在

个别易腐果蔬以及鲜切果蔬上高达 ５０％ ［２１］ 。 酚

类物质是酶促褐变发生的必备条件之一，在高等

植物中，酚类物质主要通过莽草酸途径进行生物

合成，ＰＡＬ 催化苯丙氨酸脱氨形成肉桂酸等中间

产物，随后转化形成各种酚类物质［２２］ 。 目前，ＰＡＬ
基因的 ｃＤＮＡ 序列也已从黄瓜、蓖麻、花椰菜、龙
眼、菜心、美洲南瓜等中成功获得［２３⁃２８］ 。 本研究利

用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 和 ＲＡＣＥ 技术，从丝瓜果实中获得一个

ＬｃＰＡＬ 基因，其全长为 ２４０６ ｂｐ，具有完整的开放阅

读框，共 ２１４５ ｂｐ，编码 ７１５ 个氨基酸。 同源性分析

发现 ＬｃＰＡＬ 基因编码的蛋白具有较高的保守性，与
黄瓜、香瓜等葫芦科蔬菜蛋白的相似性均在 ９０％以

上，与大豆、蒿柳等物种中氨基酸编码的蛋白相似性

也均在 ８０％ 以上。 蛋白进化系统分析表明，丝瓜

ＬｃＰＡＬ 与黄瓜和香瓜等葫芦科植物的 ＰＡＬ 处于同

一分支。 Ｍｏｔｉｆ Ｓｃａｎ 分析显示，ＬｃＰＡＬ 编码的蛋白包

含有 ＰＡＬ⁃ＨＡＬ （６０ ～ ５２５ 位）、 ＰＬＮ０２４５７ （８ ～ ７１５
位）及 ｐｈｅ＿ａｍｌ＿ｙａｓｅ（２４ ～ ７０５ 位）３ 个保守结构域和

１ 个酶活性中心序列（１９７ ～ ２１２ 位），属于典型的

Ｌｙａｓｅ＿Ｉ＿Ｌｉｋｅ 超家族。 Ｗｏｌｆ Ｐｓｏｒｔ 预测其亚细胞定位

于叶绿体或内质网中。
有大量研究表明，ＰＡＬ 基因表达、ＰＡＬ 酶活性与

果蔬褐变之间存在紧密的相关性［２９⁃３１］。 Ｚ． Ｇ． Ｌｉ
等［１５］发现脐橙果实 ＰＡＬ 活性变化以及 ＰＡＬ２ 基因

的表达与果皮褐变具有非常密切的关系。 闫洪波

等［１２］对鸭梨 ＰＡＬ 基因研究表明，ＰＡＬ 基因参与了鸭

梨果实机械损伤造成的褐变。 许传俊等［１４］ 研究表

明蝴蝶兰外植体的 ＰＡＬ 基因表达与蝴蝶兰外植体

褐变过程相关。 李义红［３２］ 发现大果水晶梨中 ＰＡＬ
基因表达增强，是导致褐色果皮形成的原因之一。
本研究中对普通丝瓜中 ＰＡＬ 基因表达、ＰＡＬ 活性、
总酚与丝瓜褐变的相关性进行了分析。 不同品种

中，ＬｃＰＡＬ 基因表达和 ＰＡＬ 活性存在较大差异，６ 个

普通丝瓜品种中的基因表达量和酶活性均高于 ２ 个

有棱丝瓜品种，这可能是有棱丝瓜不易褐变的原因

之一。 普通丝瓜在采后储藏和鲜切后果肉易产生

褐变，在 ４ ℃ 冷藏条件下，ＬｃＰＡＬ 基因表达在 ２ ｄ
内呈持续升高趋势，其编码 ＰＡＬ 酶的活性变化趋

势也基本一致，总酚含量也逐渐上升；在鲜切后

２５ ℃条件下，丝瓜褐变发生明显，ＬｃＰＡＬ 基因表达

和 ＰＡＬ 活性总体趋势呈先上升后下降趋势，２ ｈ 时

达到最大值，推测鲜切后 ＬｃＰＡＬ 基因快速响应，在
短时间 ＰＡＬ 活性和总酚含量上升，促进褐变发生；
褐变发生后，ＰＡＬ 活性逐渐降低，总酚消耗变缓，
相关代谢达到平衡状态。 以上研究表明，普通丝

瓜 ＬｃＰＡＬ 表达与果肉褐变的发生过程高度相关，
ＬｃＰＡＬ 可能在普通丝瓜果肉褐变过程中发挥着重

要作用。
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