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岩黄连 ＤＥＬＬＡ 基因编码区的克隆
及蛋白转录自激活能力检测
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摘　 要: 岩黄连为罂粟科紫堇属多年生草本药用植物ꎬ生长于喀斯特地区的岩缝中ꎬ也是国家二级保护植

物ꎮ ＤＥＬＬＡ 蛋白是植物特有的一类转录因子ꎬ在植物生长发育中起重要作用ꎮ 为探究 ＤＥＬＬＡ 蛋白在岩黄

连生长发育中的功能ꎬ该研究基于岩黄连不同组织转录组及不同组织混样全长转录组数据ꎬ克隆获得 ２ 个

ＤＥＬＬＡ 类基因 ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和 ＣｓＤＥＬＬＡ２ 的编码区序列(ＣＤＳ)ꎬ并进一步对其进行了理化性质、结构、转录本

相对表达量ꎬ以及转录自激活核心区域的鉴定和分析ꎮ 结果表明:(１)ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和 ＣｓＤＥＬＬＡ２ 的 ＣＤＳ 全长

分别为 １ ９０２ ｂｐ 和 １ ６１４ ｂｐꎬ分别编码 ６３３ 个和 ５３７ 个氨基酸ꎮ (２)实时荧光定量 ＰＣＲ 结果显示ꎬ２ 个

ＣｓＤＥＬＬＡｓ 转录本相对表达量具有显著的叶组织特异性ꎮ (３)氨基酸序列同源性比对及进化树分析结果显

示ꎬ２ 个 ＣｓＤＥＬＬＡｓ 均具有保守的 ＤＥＬＬＡ 结构域和 ＧＲＡＳ 结构域ꎬ并且二者均与罂粟科 ＤＥＬＬＡ 家族成员具

有较高的相似性ꎮ (４)蛋白质结构分析结果表明ꎬα￣螺旋是 ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和 ＣｓＤＥＬＬＡ２ 的主要二级结构ꎬ并且

二者的蛋白三维构象也相似ꎮ ( ５) ２ 个 ＣｓＤＥＬＬＡｓ 均具有转录自激活能力ꎬ但激活结构域有差异ꎮ
ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和 ＣｓＤＥＬＬＡ２ꎬ 以 及 截 断 序 列 ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ５２－１１９ ａａ、 ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ１２０－２５９ ａａ、 ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｃ２６０－６３３ ａａ 和

ＣｓＤＥＬＬＡ２￣Ｃ９３－５３７ ａａ均具有自激活能力ꎻ而二者的 Ｎ 端序列 ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ１－５１ ａａ和 ＣｓＤＥＬＬＡ２￣Ｎ１－９２ ａａ则无自激活

能力ꎮ 该研究为后续进一步探究 ＣｓＤＥＬＬＡｓ 与其他转录因子间的相互作用ꎬ以及在岩黄连生长发育中的生

物学功能奠定了基础ꎮ
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Ｎ１２０－２５９ ａａꎬ ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｃ２６０－６３３ ａａꎬ ａｎｄ ＣｓＤＥＬＬＡ２￣Ｃ９３－５３７ ａａꎬ ｈａｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｕｔｏａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｉｅｓꎻ ｗｈｉｌｅ Ｎ￣
ｔｅｒｍｉｎａｌ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ１－５１ ａａ ａｎｄ ＣｓＤＥＬＬＡ２￣Ｎ１－９２ ａａ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ａｕｔｏａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
ｌａｙｓ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＣｓＤＥＬＬＡｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓꎬ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ
ｔｈｅｉｒ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ Ｃ. ｓａｘｉｃｏｌａ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｃｏｒｙｄａｌｉｓ ｓａｘｉｃｏｌａꎬ ＤＥＬＬＡ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇꎬ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓꎬ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｕｔｏａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

　 　 岩黄连 ( Ｃｏｒｙｄａｌｉｓ ｓａｘｉｃｏｌａ ) 为 罂 粟 科

(Ｐａｐａｖｅｒａｃｅａｅ)紫堇属(Ｃｏｒｙｄａｌｉｓ)植物ꎬ主要分布于

广西、四川、贵州、云南等喀斯特山地ꎬ是传统的壮、
瑶、苗等民族药(方鼎等ꎬ１９８５ꎻ 广西植物研究所科

学院ꎬ１９９１ꎻ戴斌ꎬ２００９)ꎮ 据«贵州草药»记载ꎬ岩黄

连可全草入药ꎬ具清热解毒、利湿、止痛止血等功效

(贵州省中医研究所ꎬ１９７０ꎻ何志超等ꎬ ２０１４)ꎻ在中

医学理论中ꎬ其用途包括治疗急性腹痛、便血、肝
炎、肝硬化和肝癌等(Ｚｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻＸｉｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２１ꎻＷｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２)ꎮ 药理学研究证明ꎬ岩黄连

不仅具有治疗肝脏疾病的疗效ꎬ还具有其他药理特

性ꎬ如抗炎、抗菌、抗氧化、抗癌和保肝作用等(Ｙｕ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１８ꎻＬｉ Ｍ Ｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ꎻＱｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０ꎻＱｉｎ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２)ꎮ 野生岩黄连生存环境特殊ꎬ生长于海

拔 ６００~１ ６９０ ｍ 的石灰岩缝中ꎬ分布零散ꎬ自然繁殖

率低ꎬ长期不合理的开采已导致其野生资源日益匮

乏(文和群等ꎬ１９９３ꎻ中国科学院中国植物志编辑委

员会ꎬ１９９９)ꎮ 为合理开发利用岩黄连种质资源ꎬ研
究人员在栽培繁育、药理机制及临床疗效等方面做

了很多工作(何志超等ꎬ ２０１４ꎻＬｉ Ｍ Ｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ꎻ
于尚平等ꎬ２０２２ꎻＱｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２３ꎻ马永鹏等ꎬ ２０２４)ꎬ
但对分子生物学方面的研究较少(Ｒｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１ꎻ
Ｘｕ ＆ Ｗａｎｇꎬ ２０２１ꎻＬｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２４)ꎮ

ＧＲＡＳ 转 录 因 子 由 最 早 发 现 的 ３ 个 成 员

Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｃ ａｃｉｄ ｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ (ＧＡＩ)、Ｒｅｐｒｅｓｓｏｒ ｏｆ ＧＡＩ￣
３ ｍｕｔａｎｔ (ＲＧＡ)和 Ｓｃａｒｅｃｒｏｗ (ＳＣＲ)的特征字母命

名ꎮ ＧＲＡＳ 转录因子在植物生长过程中具有关键

的作用ꎬ参与赤霉素(ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎｓꎬＧＡ)信号转导、维
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持枝条分生组织、植物生长发育和协助植物应对胁

迫等多种生理过程ꎮ 目前ꎬ在拟南芥 ( Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ)和水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ)中发现的 ＧＲＡＳ 家族

成员 可 分 为 ８ 个 亚 族: Ｌｉｇｈｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｔｈｒｏｕｇｈ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｌｉｇｈｔ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＰＩＦｓ
( ＬＩ￣ＰＩＦｓ )、 Ｓｃａｒｅｃｒｏｗ￣ｌｉｋｅ３ ( ＳＣＬ３ )、 Ｓｈｏｒｔ￣ｒｏｏｔ
( ＳＨＲ )、 ＳＣＲ、 Ｌａｔｅｒａｌ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ( ＬＡＳ )、 Ｈａｉｒｙ
ｍｅｒｉｓｔｅｍ ( ＨＡＭ)、 ＤＥＬＬＡ 和 Ｐｈｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ａ ｓｉｇｎａｌ
ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ １(ＰＡＴ１)(Ｈｉｒｓｃｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９ꎻＡｎｆａｎｇ ＆
Ｓｈａｎｉꎬ２０２１)ꎮ 其中ꎬＤＥＬＬＡ 蛋白因其具有高度保

守 Ｎ 端 ＤＥＬＬＡ 结构域而得名(Ｈｉｒｓｃｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)ꎮ
作为 ＧＲＡＳ 转录因子家族的一个重要亚家族ꎬ
ＤＥＬＬＡ 蛋白特异性地分布于植物中ꎬ作为赤霉素

(ＧＡ)信号通路的重要负调控因子ꎬ它在种子萌发、
幼苗生长、叶片发育、根和茎伸长及果实成熟等植

物生 长 发 育 过 程 中 具 有 关 键 作 用 ( Ｈｅｄｄｅｎ ＆
Ｓｐｏｎｓｅｌꎬ２０１５)ꎮ 此外ꎬＤＥＬＬＡ 蛋白也在开花时间调

控、成花时期转换及花器官发育中扮演重要的角色

(Ｈｅｄｄｅｎ ＆ Ｓｐｏｎｓｅｌꎬ２０１５)ꎮ 例如ꎬ拟南芥的 ５ 个

ＤＥＬＬＡ 蛋白 ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ￣ｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ(ＧＡＩ)、ｒｅｐｒｅｓｓｏｒ ｏｆ
ｇａｌ￣３(ＲＧＡ)、ＲＧＡ￣ｌｉｋｅ １(ＲＧＬ１)、ＲＧＬ２ 和 ＲＧＬ３ 均

可显著抑制开花(Ｇａｌｖãｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎮ
ＤＥＬＬＡ 无 ＤＮＡ 结合结构域ꎬ因此其通常需要

与其他蛋白发生相互作用来参与生物学过程ꎮ 在

ＧＡ 信 号 通 路 中ꎬ 活 性 ＧＡ 先 被 受 体 ＧＡ￣
ＩＮＳＥＮＳＩＴＩＶＥ ＤＷＡＲＦ １ ( ＧＩＤ１) 识别ꎬ之后 ＧＩＤ１
与 ＤＥＬＬＡ 蛋白间的相互作用便开始形成( Ｘｕ ＆
Ｗａｎｇꎬ ２０２１)ꎮ 一旦 ＧＡ￣ＧＩＤ１￣ＤＥＬＬＡ 复合体形

成ꎬ其他 ＧＡ 信号蛋白(如 Ｆ￣ｂｏｘ 蛋白)便很快参与

其中ꎬ通过泛素化－蛋白酶体途径降解 ＤＥＬＬＡ 蛋

白ꎬ传递 ＧＡ 信号(Ａｒｉｉｚｕｍｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎬ促进种

子萌发、根 与 茎 的 伸 长 等 ( Ｓｕｎꎬ ２０１０ )ꎮ 此 外ꎬ
ＤＥＬＬＡ 也可以与其他蛋白发生相互作用ꎮ 例如ꎬ
水稻的 ＤＥＬＬＡ 蛋白可与组蛋白脱乙酰酶 ＨＤＡ７０２
蛋白相互作用ꎬ抑制 ＧＡ 下游基因的表达 ( Ｌｉ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２３)ꎮ ＤＥＬＬＡ 还可与光敏色素相互作用因

子 ( ｐｈｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ ) 和

ＢＲＡＳＳＩＮＡＺＯＬＥ ＲＥＳＩＳＴＡＮＣＥ １ 相互作用ꎬ抑制其

ＤＮＡ 结合活性ꎬ进而抑制下胚轴伸长(Ｆｅｒｎáｎｄｅｚ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１６ꎻＩｔｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ꎻＬｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２３)ꎮ 有研

究进一步发现ꎬＤＥＬＬＡ 蛋白 Ｎ 端的 ＤＥＬＬＡ 结构域

(ＤＥＬＬＡ / ＴＶＨＹＮＰ 基序)不仅能与 ＧＩＤ１￣ＧＡ 复合

物结合ꎬ而且还能增强 ＳＬＥＥＰＹ １( ＳＬＹ１) / ＧＩＤ 之

间的相互作用(Ｚｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ꎻＢｌａｎｃｏ￣Ｔｏｕｒｉñ􀅡ｎ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 在开花调控方面ꎬＤＥＬＬＡ 蛋白可与促

进 开 花 的 转 录 因 子 ＳＱＵＡＭＯＳＡ ＰＲＯＭＯＴＥＲ
ＢＩＮＤＩＮＧ ＰＲＯＴＥＩＮ￣ＬＩＫＥ 发生蛋白水平上的相互

作用ꎬ干扰后者的转录调控活性ꎬ进而延迟开花

(Ｃｈｏｒｏｓｔｅｃｋｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 此外ꎬＤＥＬＬＡ 蛋白的

ＬＨＲＩ 结构域还可与 ＦＬＯＷＥＲＩＮＧ ＬＯＣＵＳ Ｃ 发生

相互作用ꎬ进而下调成花促进因子 ＳＵＰＰＲＥＳＳＯＲ
ＯＦ ＯＶＥＲＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ ＯＦ ＣＯＮＳＴＡＮＳ １ 及成花素

ＦＬＯＷＥＲＩＮＧ ＬＯＣＵＳ Ｔ 的表达ꎬ延迟拟南芥开花

(Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ 在长日照下ꎬ拟南芥的 ＲＧＡ 可

与 ＣＯＮＳＴＡＮＳ 发生蛋白水平上的相互作用ꎬ干扰

后者与转录因子 ＮＦ￣ＹＢ２ 的相互作用ꎬ以延迟拟南

芥开花(Ｆｅｒｎáｎｄｅｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ
截至 目 前ꎬ 研 究 人 员 已 在 拟 南 芥 ( Ｗｅｎ ＆

Ｃｈａｎｇꎬ ２００２)、水 稻 ( Ｉｋｅｄａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１ )、 小 麦

(Ｐｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９９)、草莓(Ｌｉ Ｗ Ｊ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)等
多种植物中鉴定到了 ＤＥＬＬＡ 蛋白ꎬ并对它们的功

能和调控机制进行了深入研究ꎬ但关于岩黄连中

ＤＥＬＬＡ 蛋白编码基因的挖掘及其蛋白功能的鉴定

尚未有报道ꎮ
本研究基于转录组和全长转录组数据ꎬ从岩黄

连中克隆到 ２ 个 ＤＥＬＬＡ 蛋白编码基因 ＣｓＤＥＬＬＡ１
和 ＣｓＤＥＬＬＡ２ꎮ 采 用 ＰＣＲ、 实 时 荧 光 定 量 ＰＣＲ
(ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲꎬ ｑＲＴ￣ＰＣＲ)ꎬ以及基于

ＧＡＬ４ 系统的酵母双杂交等试验手段ꎬ利用分析软

件ꎬ对这 ２ 个 ＤＥＬＬＡｓ 基因及其编码的蛋白进行深

入分析ꎬ拟探讨以下问题:(１)岩黄连 ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和

ＣｓＤＥＬＬＡ２ 蛋白序列的保守性和进化特性ꎻ ( ２)
ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和 ＣｓＤＥＬＬＡ２ 转录本在不同组织中的表

达特性ꎻ(３)ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和 ＣｓＤＥＬＬＡ２ 在 Ｙ２ＨＧｏｌｄ 酵

母细胞中的转录自激活能力ꎮ 本研究旨在为阐释

ＣｓＤＥＬＬＡｓ 在岩黄连生长发育中的功能提供数据支

持ꎬ为进一步鉴定与其相互作用的蛋白奠定技术基

础ꎬ丰富岩黄连分子生物学研究内容ꎬ并为解析

ＤＥＬＬＡ 蛋白在协助岩黄连对喀斯特生境高钙、干旱

等逆境响应的分子机制奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 实验材料

研究材料由广西壮族自治区药用植物园种质

资源圃保存ꎬ经广西壮族自治区药用植物园高级

５０３１８ 期 李翠等: 岩黄连 ＤＥＬＬＡ 基因编码区的克隆及蛋白转录自激活能力检测



工程师黄宝优鉴定为罂粟科紫堇属植物岩黄连ꎮ
实 验 所 需 的 ２ × Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、 ２ ×

Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、ＦａｓｔＰｕｒｅ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｐｌａｎｔ Ｔｏｔａｌ
ＲＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ、 ５ ｍｉｎＴＭ ＴＡ / Ｂｌｕｎｔ￣Ｚｅｒｏ Ｃｌｏｎｉｎｇ
Ｋｉｔ、ＦａｓｔＰｕｒｅ Ｇｅｌ ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ、ＦａｓｔＰｕｒｅ
Ｐｌａｓｍｉｄ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ、ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ Ⅱ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ Ｃｌｏｎｉｎｇ
Ｋｉｔ、ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅱ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ ( ＋
ｇＤＮＡ Ｗｉｐｅｒ)均购自南京诺唯赞生物科技股份有

限公司(中国)ꎻ大肠杆菌 Ｔｒａｎｓ￣Ｔ１ 化学感受态细

胞购自北京全式金生物技术股份有限公司 (中

国)ꎻＦａｓｔＤｉｇｅｓｔ ＥｃｏＲⅠ、１０×ＦａｓｔＤｉｇｅｓｔ Ｇｒｅｅｎ Ｂｕｆｆｅｒ
购自赛默飞世尔科技公司(马萨诸塞州ꎬ美国)ꎻ
Ｙ２ＨＧｏｌｄ 化学感受态细胞购自上海唯地生物技术

有限公司(中国)ꎻｐＧＢＫＴ７ 载体由本实验室保存ꎻ
引物合成和测序工作由广州天一辉远基因科技有

限公司(中国)完成ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 岩黄连总 ＲＮＡ 提取及反转录 　 取适量新鲜

的岩黄连成熟叶片放入液氮中研磨ꎬ采用 ＦａｓｔＰｕｒｅ
Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｐｌａｎｔ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 提取岩黄连

叶片总 ＲＮＡꎮ 具体步骤:将 １００ ｍｇ 充分研磨的组

织加入 ６００ μＬ 裂解液中ꎬ充分裂解离心后取上

清ꎬ用带滤膜的离心柱离心过滤ꎬ以去除基因组

ＤＮＡꎮ 再用带滤膜的离心柱富集 ＲＮＡꎬ并用无水

乙醇等去除杂质后ꎬ用 ５０ μＬ 无 ＲＮＡ 酶污染的去

离子水回收 ＲＮＡꎬ即为岩黄连叶片总 ＲＮＡꎮ 其他

组织的总 ＲＮＡ 提取方法类似ꎮ
反 转 录 采 用 ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅱ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ

Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ( ＋ｇＤＮＡ Ｗｉｐｅｒ)ꎬ基于说明书的步骤

进行ꎮ 具体如下:将上述提取的总 ＲＮＡ 与 Ｏｌｉｇｏ
( ｄＴ) ２３ ＶＮ(５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１)和 Ｒａｎｄｏｍ ｈｅｘａｍｅｒｓ(５０
ｎｇ􀅰μＬ￣１)在 ６５ ℃加热 ５ ｍｉｎ 以充分变性ꎬ打开二

级结构ꎮ 冰上静置 ２ ｍｉｎ 后ꎬ在上述混合物中加入

４ × ｇＤＮＡ Ｗｉｐｅｒ Ｍｉｘꎬ４２ ℃反应 ２ ｍｉｎꎬ以充分去除

可能残留的基因组 ＤＮＡꎮ 反应完毕后ꎬ再继续向

上述混合物中加入适当比例的 １０ × ＲＴ Ｍｉｘ 以及

ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅱ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘꎬ依次 ２５ ℃ 反应 ５ ｍｉｎ、５０
℃反应 ４５ ｍｉｎꎬ最后 ８５ ℃反应 ２ ｍｉｎ 以灭活反转

录酶ꎬ所得溶液即为岩黄连组织 ｃＤＮＡꎮ 其他组织

的产物保存于－２０ ℃冰箱备用ꎮ
１.２.２ ＣｓＤＥＬＬＡ１、ＣｓＤＥＬＬＡ２ 基因编码区序列及截

断序列的克隆　 基于本实验室测定的岩黄连全长

转录组信息ꎬ设计基因扩增引物ꎬ以岩黄连根、茎、

叶、花、侧茎等不同组织的混样 ｃＤＮＡ 为模板扩增完

整的 ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和 ＣｓＤＥＬＬＡ２ 基因编码区(表 １)ꎮ
将纯化后的 ＰＣＲ 产物与 Ｂｌｕｎｔ￣Ｚｅｒｏ 载体连接ꎬ转化

至大肠杆菌 Ｔｒａｎｓ￣Ｔ１ 化学感受态细胞ꎬ在 ＬＢ＋卡那

霉素平板上进行培养筛选ꎮ 挑取若干菌落于 ＬＢ＋卡
那霉素液体培养基ꎬ摇菌培养至菌液浑浊ꎮ 蘸取适

量菌液ꎬ用 ＣｓＤＥＬＬＡ１ ＣＤＳ￣Ｆ、ＣｓＤＥＬＬＡ１ ＣＤＳ￣Ｒ 及

ＣｓＤＥＬＬＡ２ ＣＤＳ￣Ｆ、ＣｓＤＥＬＬＡ２ ＣＤＳ￣Ｒ 引物进行菌液

ＰＣＲ 检测ꎬ将筛选到的阳性克隆菌液送至广州天一

辉远基因科技有限公司进行测序ꎮ
基于生物信息学分析结果ꎬ将 ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和

ＣｓＤＥＬＬＡ２ 序列分别进行 Ｎ 端和 Ｃ 端的截断ꎬ
ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ 端共截成 ３ 段ꎬ即 ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ１－５１ ａａ、
ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ５２－１１９ ａａ、ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ１２０－２５９ ａａꎬＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｃ
端 为 ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｃ２６０－６３３ ａａꎮ ＣｓＤＥＬＬＡ２￣Ｎ 端 为

ＣｓＤＥＬＬＡ２￣Ｎ１－９２ ａａꎻ ＣｓＤＥＬＬＡ２￣Ｃ 端 为 ＣｓＤＥＬＬＡ２￣
Ｃ９３－５３７ ａａꎮ 按照 ＣｓＤＥＬＬＡ１、ＣｓＤＥＬＬＡ２、截断序列及

ｐＧＢＫＴ７ 载体基于 ＥｃｏＲⅠ限制性内切酶酶切位点

设 计 同 源 重 组 引 物 ( 表 １ )ꎮ ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和

ＣｓＤＥＬＬＡ２ 的编码区序列(ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬＣＤＳ)以
岩黄连不同组织的混样 ｃＤＮＡ 为模板扩增并纯化ꎬ
截断序列以 Ｓａｎｇｅｒ 测序正确且含有 ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和

ＣｓＤＥＬＬＡ２ 的 ＣＤＳ 的 ＴＡ 重组质粒为模板ꎬＰＣＲ 扩

增目的片段并纯化ꎮ
１.２.３ ＣｓＤＥＬＬＡ１、ＣｓＤＥＬＬＡ２ 基因表达分析 　 设计

ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和 ＣｓＤＥＬＬＡ２ 荧光定量 ＰＣＲ 引物(表 １)
对克隆的 ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和 ＣｓＤＥＬＬＡ２ 基因进行分析ꎮ
以 ＣｓＧＡＤＰＨ８ 为 内 参 基 因ꎬ 分 析 ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和

ＣｓＤＥＬＬＡ２ 基因在岩黄连侧茎、果荚、花、叶、茎和

根中的相对表达量ꎮ 实验设置 ３ 个生物学重复和

３ 个技术重复ꎬ相对表达量采用 ２－ΔΔＣ ｔ法计算ꎮ
１.２.４ ＣｓＤＥＬＬＡ１、ＣｓＤＥＬＬＡ２ 蛋白的生物信息学分

析 　 应用 ＥｘＰＡＳｙ ＰｒｏｔＰａｒａｍ 在线软件 ( ｈｔｔｐ: / /
ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / ) 进行蛋白相对分子质

量、等电点等蛋白性质分析ꎻ应用在线软件 ＳＯＰＭＡ
( ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ) 和 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ
(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ / ｓｗｉｓｓ￣ｍｏｄｅｌ)进

行蛋白二级结构组分预测和三维结构预测ꎻ通过

ＢＬＡＳＴ(ｈｔｔｐｓ: / / ｂｌａｓｔ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ. ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ. ｃｇｉ)查

找 ＤＥＬＬＡ 同 源 序 列 及 ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.
ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ ) 查 找 ＣｓＤＥＬＬＡ１、
ＣｓＤＥＬＬＡ２ 的开放阅读框ꎻ通过在线软件 ＭＥＭＥ
(ｈｔｔｐ: / / ｍｅｍｅ￣ｓｕｉｔｅ.ｏｒｇ / ｔｏｏｌｓ / ｍｅｍｅ)进行保守结构

６０３１ 广　 西　 植　 物 ４６ 卷



表 １　 本研究所用引物
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物用途
Ｐｒｉｍｅｒ ｕｓａｇｅ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列 (５′－３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′－３′)

ＣｓＤＥＬＬＡ１ 的 ＣＤＳ 全长验证
Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ＣｓＤＥＬＬＡ１ ＣＤＳ

ＣｓＤＥＬＬＡ１ ＣＤＳ￣Ｆ ＡＴＧＡＡＧＡＧＡＧＡＡＣＡＴＣＡＡＧＡＡＡＣＧＡ

ＣｓＤＥＬＬＡ１ ＣＤＳ￣Ｒ ＴＣＡＴＴＧＡＧＴＧＡＴＧＧＡＡＴＣＧＧＴＡＴＣＡ

ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ１ 载体无缝克隆
Ｓｅａｍｌｅｓｓ ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ１ ｖｅｃｔｏｒ

ＣｓＤＥＬＬＡ１ ＢＤ￣Ｆ ｔｇｇｃｃａｔｇｇａｇｇｃｃｇａａｔｔｃＡＴＧＡＡＧＡＧＡＧＡＡＣＡＴＣＡＡＧＡＡＡＣＧＡ

ＣｓＤＥＬＬＡ１ ＢＤ￣Ｒ ｃｇａｃｇｇａｔｃｃｃｃｇｇｇａａｔｔｃＴＣＡＴＴＧＡＧＴＧＡＴＧＧＡＡＴＣＧＧＴＡＴＣＡ

ＣｓＤＥＬＬＡ２ 的 ＣＤＳ 全长验证
Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ＣｓＤＥＬＬＡ２ ＣＤＳ

ＣｓＤＥＬＬＡ２ ＣＤＳ￣Ｆ ＡＴＧＧＧＡＣＣＴＴＡＣＧＡＴＴＣＣＧＧＣＡＴＣＡ

ＣｓＤＥＬＬＡ２ ＣＤＳ￣Ｒ ＴＣＡＴＣＧＧＡＧＴＣＧＴＧＧＴＡＴＣＡＴＴＧＧＣ

ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ２ 载体无缝克隆
Ｓｅａｍｌｅｓｓ ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ２ ｖｅｃｔｏｒ

ＣｓＤＥＬＬＡ２ ＢＤ￣Ｆ ｔｇｇｃｃａｔｇｇａｇｇｃｃｇａａｔｔｃＡＴＧＧＧＡＣＣＴＴＡＣＧＡＴＴＣＣＧＧ

ＣｓＤＥＬＬＡ２ ＢＤ￣Ｒ ｃｇａｃｇｇａｔｃｃｃｃｇｇｇａａｔｔｃＴＣＡＴＣＧＧＡＧＴＣＧＴＧＧＴＡＴＣＡＴＴ

ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ１－５１ ａａ载体无缝克隆
Ｓｅａｍｌｅｓｓ ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ１￣
Ｎ１－５１ ａａ ｖｅｃｔｏｒ

ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ１－５１ ａａ ＢＤ￣Ｆ ｔｇｇｃｃａｔｇｇａｇｇｃｃｇａａｔｔｃＡＴＧＡＡＧＡＧＡＧＡＡＣＡＴＣＡＡＧＡＡＡＣＧＡ

ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ１－５１ ａａ ＢＤ￣Ｒ ｃｇａｃｇｇａｔｃｃｃｃｇｇｇａａｔｔｃＣＡＣＴＣＣＴＧＣＡＴＣＴＧＧＴＴＧＴＧ

ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ５２－１１９ ａａ载体无缝克隆
Ｓｅａｍｌｅｓｓ ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ１￣
Ｎ５２－１１９ ａａ ｖｅｃｔｏｒ

ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ５２－１１９ ａａ ＢＤ￣Ｆ ｔｇｇｃｃａｔｇｇａｇｇｃｃｇａａｔｔｃＧＡＴＧＡＧＴＴＡＴＴＧＧＣＴＧＴＧＴＴＡＧＧＡＴ

ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ５２－１１９ ａａ ＢＤ￣Ｒ ｃｇａｃｇｇａｔｃｃｃｃｇｇｇａａｔｔｃＡＧＡＧＧＧＡＴＴＡＧＣＴＴＣＡＧＴＴＡＡＣＡＴＡ

ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ１２０－２５９ ａａ载体无缝克隆
Ｓｅａｍｌｅｓｓ ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ１￣
Ｎ１２０－２５９ ａａ ｖｅｃｔｏｒ

ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ１２０－２５９ ａａ ＢＤ￣Ｆ ｔｇｇｃｃａｔｇｇａｇｇｃｃｇａａｔｔｃＡＣＡＡＡＴＴＴＴＧＡＴＧＡＴＣＴＴＣＣＡＡＴＧＡ

ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ１２０－２５９ ａａ ＢＤ￣Ｒ ｃｇａｃｇｇａｔｃｃｃｃｇｇｇａａｔｔｃＡＣＧＡＡＣＡＣＣＴＧＴＴＴＣＴＴＧＴＧＡＡＴＣ

ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｃ２６０－６３３ ａａ载体无缝克隆
Ｓｅａｍｌｅｓｓ ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ１￣
Ｃ２６０－６３３ ａａ ｖｅｃｔｏｒ

ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｃ２６０－６３３ ａａ ＢＤ￣Ｆ ｔｇｇｃｃａｔｇｇａｇｇｃｃｇＣＴＣＧＴＴＣＡＴＡＣＴＴＴＡＡＴＧＧＣＧＴＧＴ

ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｃ２６０－６３３ ａａ ＢＤ￣Ｒ ｃｇａｃｇｇａｔｃｃｃｃｇｇｇＴＣＡＴＴＧＡＧＴＧＡＴＧＧＡＡＴＣＧＧＴＡＴＣＡ

ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ２￣Ｎ１－９２ ａａ载体无缝克隆
Ｓｅａｍｌｅｓｓ ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ２￣
Ｎ１－９２ ａａ ｖｅｃｔｏｒ

ＣｓＤＥＬＬＡ２￣Ｎ１－９２ ａａ ＢＤ￣Ｆ ｔｇｇｃｃａｔｇｇａｇｇｃｃｇａａｔｔｃＡＴＧＧＧＡＣＣＴＴＡＣＧＡＴＴＣＣＧＧ

ＣｓＤＥＬＬＡ２￣Ｎ１－９２ ａａ ＢＤ￣Ｒ ｃｇａｃｇｇａｔｃｃｃｃｇｇｇａａｔｔｃＴＴＧＡＴＧＴＡＡＣＴＣＧＧＡＡＡＧＡＡＴＧＧＡＡ

ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ２￣Ｎ９３－５３７ ａａ载体无缝克隆
Ｓｅａｍｌｅｓｓ ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ２￣
Ｎ９３－５３７ ａａ ｖｅｃｔｏｒ

ＣｓＤＥＬＬＡ２￣Ｎ９３－５３７ ａａＢＤ￣Ｆ ｔｇｇｃｃａｔｇｇａｇｇｃｃｇＧＡＡＡＡＴＴＴＡＣＣＣＣＴＡＣＣＧＴＣＴＧＡＴ

ＣｓＤＥＬＬＡ２￣Ｎ９３－５３７ ａａ ＢＤ￣Ｒ ｃｇａｃｇｇａｔｃｃｃｃｇｇｇＴＣＡＴＣＧＧＡＧＴＣＧＴＧＧＴＡＴＣＡＴＴ

内参基因 ＣｓＧＡＤＰＨ８ 克隆
Ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ＣｓＧＡＤＰＨ８

ＣｓＧＡＤＰＨ８ ｑＦ ＧＴＣＣＡＡＴＣＣＣＡＴＡＧＴＧＣＣＴＴＣ

ＣｓＧＡＤＰＨ８ ｑＲ ＴＴＧＴＣＣＡＴＡＧＡＴＡＣＴＴＴＣＴＴＣＣＴＧＣ

ＣｓＤＥＬＬＡ１ ｑＰＣＲ 验证
ＣｓＤＥＬＬＡ１ ｑＰＣＲ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ

ＣｓＤＥＬＬＡ１ ｑＦ ＧＡＡＡＣＣＣＴＣＡＴＣＡＣＣＴＣＣＡＡＴＣ

ＣｓＤＥＬＬＡ１ ｑＲ ＧＡＡＧＡＡＧＡＡＧＣＡＧＡＡＧＡＡＧＡＡＡＣＡＣ

ＣｓＤＥＬＬＡ２ ｑＰＣＲ 验证
ＣｓＤＥＬＬＡ２ ｑＰＣＲ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ

ＣｓＤＥＬＬＡ２ ｑＦ ＴＴＴＧＧＴＴＧＣＧＡＡＴＡＣＴＡＧＴＧＧＧ

ＣｓＤＥＬＬＡ２ ｑＲ ＡＧＴＣＴＣＧＣＣＡＣＧＴＴＧＣＡＣＴ

　 注: 小写字母为载体同源臂序列ꎬ大写字母为基因序列ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ａｒｍ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｖｅｃｔｏｒꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｃａｐｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ.

域分析ꎻ利用 Ｍａｆｆｔ 软件 (Ｋａｔｏｈ ＆ Ｓｔａｎｄｌｅｙꎬ２０１３)
进行 ＣｓＤＥＬＬＡ１、ＣｓＤＥＬＬＡ２ 蛋白序列比对ꎬ再利用

ＭＥＧＡ 软 件 ( Ｔａｍｕｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１ ) 基 于 邻 接

(ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇꎬＮＪ)法构建系统进化树ꎬｂｏｏｔｓｔｒａｐ
次数设置为 １ ０００ꎻ通过 ＤＮＡＭＡＮ 软件进行氨基

酸序列同源性比对ꎮ
１.２. ５ 重 组 质 粒 构 建 及 鉴 定 　 根据 ＣｓＤＥＬＬＡ１、
ＣｓＤＥＬＬＡ２、截断序列及 ｐＧＢＫＴ７ 载体 ＥｃｏＲⅠ酶切

位点设计 ＣｓＤＥＬＬＡ１ ＢＤ￣Ｆ / Ｒ、ＣｓＤＥＬＬＡ２ ＢＤ￣Ｆ / Ｒ、
ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ１－５１ ａａ ＢＤ￣Ｆ / Ｒ、ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ５２－１１９ ａａ ＢＤ￣Ｆ /
Ｒ、 ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ１２０－２５９ ａａ ＢＤ￣Ｆ / Ｒ、 ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｃ２６０－６３３ ａａ

ＢＤ￣Ｆ / Ｒ、 ＣｓＤＥＬＬＡ２￣Ｎ１－９２ ａａ ＢＤ￣Ｆ / Ｒ 和 ＣｓＤＥＬＬＡ２￣
Ｃ９３－５３７ ａａ ＢＤ￣Ｆ / Ｒ 引物(表 １)ꎬ以 Ｓａｎｇｅｒ 测序正确的

ＣｓＤＥＬＬＡｓ 重组质粒为模板ꎬＰＣＲ 扩增目的片段并

纯化ꎮ
使用限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ对 ｐＧＢＫＴ７ 载体质

７０３１８ 期 李翠等: 岩黄连 ＤＥＬＬＡ 基因编码区的克隆及蛋白转录自激活能力检测



粒进行单酶切ꎬ通过同源重组方式ꎬ将纯化后得到

的产物与目的片段进行连接ꎬ并转化至 Ｔｒａｎｓ￣Ｔ１
化学感受态细胞ꎮ 将转化后的菌液涂布于 ＬＢ＋卡
那霉素平板上ꎬ３７ ℃过夜培养ꎮ 挑取菌落于 ＬＢ＋
卡那霉素液体培养基ꎬ摇菌至菌液浑浊ꎮ 将菌落

ＰＣＲ 筛选到的阳性克隆菌液送测序ꎬ测序正确的

菌液进行质粒提取ꎮ
１.２.６ 重组质粒自激活效应检测　 根据 Ｙ２ＨＧｏｌｄ 化

学感受态试剂盒说明书ꎬ 将重组质粒 ｐＧＢＫＴ７￣
ＣｓＤＥＬＬＡ１、 ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ２、 ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ１￣
Ｎ１－５１ ａａ、 ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ５２－１１９ ａａ、 ｐＧＢＫＴ７￣
ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ１２０－２５９ ａａ、 ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｃ２６０－６３３ ａａ、
ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ２￣Ｎ１－９２ ａａ、 ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ２￣
Ｃ９３－５３７ ａａ、 ｐＧＡＬ４ 及 ｐＧＢＫＴ７ 空 载 体 分 别 转 化

Ｙ２ＨＧｏｌｄ 酵母感受态细胞ꎮ 将菌液涂布至 ＳＤ / －Ｔｒｐ
平板上ꎬ放入 ２９ ℃培养箱培养 ２~３ ｄꎮ 挑取重组酵

母和对照酵母克隆摇菌后ꎬ分别点样于 ＳＤ / －Ｔｒｐ、
ＳＤ / －Ｔｒｐ / ＋Ｘ￣α￣ｇａｌ / ＋ＡｂＡ 平板上ꎬ２９ ℃ 培养 ３ ~ ５
ｄꎬ观察其自激活能力ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 岩黄连 ＣｓＤＥＬＬＡ１、ＣｓＤＥＬＬＡ２ 基因的克隆

基于岩黄连转录组和全长转录组测序结果ꎬ
筛选出 ２ 个 ＤＥＬＬＡ 类基因ꎮ 从岩黄连中提取总

ＲＮＡꎬ 反 转 录 成 ｃＤＮＡꎮ 以 ＣｓＤＥＬＬＡ１ ＣＤＳ￣Ｆ、
ＣｓＤＥＬＬＡ１ ＣＤＳ￣Ｒꎬ 以 及 ＣｓＤＥＬＬＡ２ ＣＤＳ￣Ｆ、
ＣｓＤＥＬＬＡ２ ＣＤＳ￣Ｒ 为引物ꎬＰＣＲ 扩增 ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和

ＣｓＤＥＬＬＡ２ 的 ＣＤＳꎮ 将目的片段连接到 Ｂｌｕｎｔ￣Ｚｅｒｏ
载体上ꎬ转化大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)后进行测

序ꎬ克隆得到的 ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和 ＣｓＤＥＬＬＡ２ 基因无碱

基突变ꎬ完整编码区长度分别为 １ ９０２ ｂｐ 和 １ ６１４
ｂｐ(ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和 ＣｓＤＥＬＬＡ２ 的 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号分

别为 ＰＶ１７６３１５ 和 ＰＶ１７６３１６)ꎮ
以 Ｓａｎｇｅｒ 测序成功的 ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和 ＣｓＤＥＬＬＡ２

的 ＴＡ 重组质粒为模板ꎬ设计同源重组引物ꎬ扩增

ＣｓＤＥＬＬＡ１、ＣｓＤＥＬＬＡ２、ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ１－５１ ａａ、ＣｓＤＥＬＬＡ１￣
Ｎ５２－１１９ ａａ、 ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ１２０－２５９ ａａ、 ＣｓＤＥＬＬＡ２￣Ｎ１－９２ ａａ、
ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｃ２６０－６３３ ａａ、ＣｓＤＥＬＬＡ２￣Ｃ９３－５３７ ａａ等序列ꎬ将扩

增得到的产物进行纯化ꎬ测序鉴定序列正确的重组

子(图 １)ꎮ
２.２ ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和 ＣｓＤＥＬＬＡ２ 的转录本表达谱

以岩黄连根、茎、叶、花、侧茎等不同组织部位

的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ检测 ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和 ＣｓＤＥＬＬＡ２ 基

因的表达水平ꎮ 结果 (图 ２) 表明ꎬＣｓＤＥＬＬＡ１ 和

ＣｓＤＥＬＬＡ２ 在不同组织中均有表达ꎬ并且具有相似

的表达模式ꎮ 二者在营养器官尤其是叶和侧茎中

相对表达量较高ꎬ而在根和生殖器官花中相对表

达量较低ꎮ
２.３ ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和 ＣｓＤＥＬＬＡ２ 序列的生物信息学

分析

蛋 白 性 质 分 析 结 果 表 明ꎬ ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和

ＣｓＤＥＬＬＡ２ 蛋白等电点分别为 ５.１０ 和 ５.１９ꎬ相对

分子 质 量 分 别 为 ６８. ３０ ｋＤａ 和 ５９. ３０ ｋＤａꎮ
ＣｓＤＥＬＬＡ１ 带负电荷和正电荷的残基总数分别为

７０ 个和 ４７ 个ꎻＣｓＤＥＬＬＡ２ 带负电荷和正电荷的

残基总数分别为 ６０ 个和 ４０ 个ꎮ ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和

ＣｓＤＥＬＬＡ２ 蛋白质不稳定指数分别为 ５０. ９５ 和

４９.２９ꎬ说明两者蛋白结构均不稳定ꎮ 氨基酸多

序列比对结果(图 ３:Ａ)表明ꎬ与拟南芥和水稻的

ＤＥＬＬＡ 蛋白类似ꎬＣｓＤＥＬＬＡ１ 和 ＣｓＤＥＬＬＡ２ 蛋白

Ｎ 端均具有保守 的 ＤＥＬＬＡ 结 构 域ꎬ其 中 包 括

ＤＥＬＬＡ 基序和 ＴＶＨＹＮＰ 基序ꎻ它们的 Ｃ 端也均

具有保守的 ＧＲＡＳ 结构域ꎬ其中包含 ＶＨＶＩＤ 基序

和 ＲＶＥＲ 基序等ꎮ ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和 ＣｓＤＥＬＬＡ２ 蛋白

的二级结构分析结果表明ꎬ其二级结构合理ꎬ含
有少部分 β￣折叠和延伸链ꎬ大部分为 α￣螺旋和无

规则卷曲(图 ３:Ｂ、Ｃꎻ表 ２) ꎮ 其中ꎬＣｓＤＥＬＬＡ１ 和

ＣｓＤＥＬＬＡ２ 的 ＤＥＬＬＡ 结构域分别在 ５２ ~ １１９ ａａ 和

２８ ~ ９２ ａａꎬＣｓＤＥＬＬＡ１ 和 ＣｓＤＥＬＬＡ２ 的 ＧＲＡＳ 结构

域分别在 ２６０ ~ ６２２ ａａ 和 １６３ ~ ５２５ ａａꎮ 蛋白保守

基 序 分 析 结 果 ( 图 ３: Ｄ) 表 明ꎬ ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和

ＣｓＤＥＬＬＡ２ 蛋白均具有 Ｎ 端特有的 ＤＥＬＬＡ 基序、
ＬＥＱＬＥ 基序(ｍｏｔｉｆ ６)和 ＴＶＨＹＮＰ 基序(ｍｏｔｉｆ ８)ꎮ
蛋白三级结构预测结果分析表明ꎬＣｓＤＥＬＬＡ１ 与

ＣｓＤＥＬＬＡ２ 三级结构特征相似(图 ３:Ｅ、Ｆ)ꎮ
利用 ＮＣＢＩ 网站 ＢＬＡＳＴ 工具及参考相关文献筛

选 ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和 ＣｓＤＥＬＬＡ２ 相似性较高的同源序列

和其他已有功能验证的 ＤＥＬＬＡ 序列进行进化树的

绘制ꎮ 结果(图 ４)表明ꎬＣｓＤＥＬＬＡ１ 与罂粟 ＧＡＩ１ 蛋

白 ( ＸＰ ＿ ０２６３８６７８２. １ )、 博 落 回 ＤＥＬＬＡ１ 蛋 白

(ＯＶＡ０１７０９.１)具有较高的相似性ꎬ而 ＣｓＤＥＬＬＡ２ 与

博落回的 ＤＥＬＬＡ２ 蛋白(ＯＶＡ０６５４４.１)相似性较高ꎬ
这与岩黄连、罂粟和博落回同属于罂粟科的分类

相符ꎮ

８０３１ 广　 西　 植　 物 ４６ 卷



Ｍ. ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ (１００ ~ ２ ０００ ｂｐ)ꎻ １. ＣｓＤＥＬＬＡ１ꎻ ２. ＣｓＤＥＬＬＡ２ꎻ ３. ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ１－５１ ａａꎻ ４. ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ５２－１１９ ａａꎻ ５. ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ１２０－２５９ ａａꎻ
６. ＣｓＤＥＬＬＡ２￣Ｎ１－９２ ａａꎻ ７. ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｃ２６０－６３３ ａａꎻ ８. ＣｓＤＥＬＬＡ２￣Ｃ９３－５３７ ａａ .

图 １　 ＣｓＤＥＬＬＡ１、ＣｓＤＥＬＬＡ２ 基因及其截断序列的克隆
Ｆｉｇ. １　 Ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ＣｓＤＥＬＬＡ１ꎬ ＣｓＤＥＬＬＡ２ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｔｒｕｎｃａｔｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ

表 ２　 ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和 ＣｓＤＥＬＬＡ２ 蛋白二级结构分析
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣｓＤＥＬＬＡ１ ａｎｄ ＣｓＤＥＬＬＡ２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

蛋白名称
Ｐｒｏｔｅｉｎ ｎａｍｅ

α 螺旋
α￣ｈｅｌｉｘ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ

比例
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ(％)

β 折叠
β￣ｆｏｌｄ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ

比例
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ(％)

无规则卷曲
Ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ

比例
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ(％)

延伸链
Ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ

比例
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ(％)

ＣｓＤＥＬＬＡ１ ２７２ ４２.９７ ３６ ５.６９ ２５３ ３９.９７ ７２ １１.３７

ＣｓＤＥＬＬＡ２ ２５１ ４６.７４ ４６ ８.５７ １６１ ２９.９８ ７９ １４.７１

图 ２　 ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和 ＣｓＤＥＬＬＡ２ 转录本
在岩黄连不同组织中的相对表达量

Ｆｉｇ. ２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣｓＤＥＬＬＡ１
ａｎｄ ＣｓＤＥＬＬＡ２ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ

ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｃｏｒｙｄａｌｉｓ ｓａｘｉｃｏｌａ

２.４ 重组质粒自激活能力检测

将构建成功的重组载体 ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ１、
ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ２、ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ１－５１ ａａ、 ｐＧＢＫＴ７￣
ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ５２－１１９ ａａ、ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ１２０－２５９ ａａ、ｐＧＢＫＴ７￣
ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｃ２６０－６３３ ａａ、 ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ２￣Ｎ１－９２ ａａ、 ｐＧＢＫＴ７￣
ＣｓＤＥＬＬＡ２￣Ｃ９３－５３７ ａａ、 ｐＧＡＬ４ 及 ｐＧＢＫＴ７ 分 别 转 化 至

Ｙ２ＨＧｏｌｄ 酵母感受态细胞ꎬ分别涂布于 ＳＤ / －Ｔｒｐ 平

板上ꎬ培养 ２~ ３ ｄꎻ分别挑取 ３ 个菌落点样于 ＳＤ / －
Ｔｒｐ、ＳＤ / － Ｔｒｐ / ＋Ｘ￣α￣ｇａｌ / ＋ＡｂＡ 平板上ꎬ２９ ℃ 培养

３~ ５ ｄꎮ 实验结果显示ꎬ含有 ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ１、
ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ２、ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ１－５１ ａａ、 ｐＧＢＫＴ７￣
ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ５２－１１９ ａａ、ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ１２０－２５９ ａａ、ｐＧＢＫＴ７￣
ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｃ２６０－６３３ ａａ、ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ２￣Ｎ１－９２ ａａ、ｐＧＢＫＴ７￣
ＣｓＤＥＬＬＡ２￣Ｃ９３－５３７ ａａ、ｐＧＡＬ４及 ｐＧＢＫＴ７的酵母菌均能在

ＳＤ / － Ｔｒｐ 平板上正常生长且菌落为白色ꎻ含有

ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ１、 ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ２、 ｐＧＢＫＴ７￣
ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ５２－１１９ ａａ、 ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ１２０－２５９ ａａ、
ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｃ２６０－６３３ ａａ、 ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ２￣
Ｃ９ ３－５３７ ａａ和 ｐＧＡＬ４ 载体的酵母菌在 ＳＤ / －Ｔｒｐ / ＋Ｘ￣
α￣ｇａｌ / ＋ＡｂＡ 平板上正常生长且菌落为蓝色ꎬ表明

其 具 有 转 录 自 激 活 能 力ꎻ ｐＧＢＫＴ７、 ｐＧＢＫＴ７￣
ＣｓＤＥＬＬＡ１￣Ｎ１－５１ ａａ和 ｐＧＢＫＴ７￣ＣｓＤＥＬＬＡ２￣Ｎ１－９２ ａａ的酵
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Ａ. ＣｓＤＥＬＬＡ１、ＣｓＤＥＬＬＡ２ 与其他物种中的 ＤＥＬＬＡ 氨基酸序列比对( . ＤＥＬＬＡ 结构域ꎻ . ＧＲＡＳ 结构域)ꎻ Ｂ. ＣｓＤＥＬＬＡ１ 蛋白二
级结构预测ꎻ Ｃ. ＣｓＤＥＬＬＡ２ 蛋白二级结构预测ꎻ Ｄ. 不同物种的 ＤＥＬＬＡ 蛋白保守基序及保守氨基酸序列ꎻ Ｅ. ＣｓＤＥＬＬＡ１ 蛋白三
级结构预测ꎻ Ｆ. ＣｓＤＥＬＬＡ２ 蛋白三级结构预测ꎮ
Ａ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＤＥＬＬＡ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＣｓＤＥＬＬＡ１ꎬ ＣｓＤＥＬＬＡ２ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ ( . ＤＥＬＬＡ ｄｏｍａｉｎꎻ . ＧＲＡＳ ｄｏｍａｉｎ)ꎻ
Ｂ. Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣｓＤＥＬＬＡ１ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ Ｃ. Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣｓＤＥＬＬＡ２ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ Ｄ. Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆｓ ａｎｄ
ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＤＥＬＬＡ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓꎻ Ｅ. Ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣｓＤＥＬＬＡ１ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ Ｆ. Ｔｅｒｔｉａｒｙ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣｓＤＥＬＬＡ２ ｐｒｏｔｅｉｎ.

图 ３　 ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和 ＣｓＤＥＬＬＡ２ 的生物信息学分析
Ｆｉｇ. ３　 Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣｓＤＥＬＬＡ１ ａｎｄ ＣｓＤＥＬＬＡ２
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Ａｔ. 拟南芥ꎻ Ｃｓ. 岩黄连ꎻ Ｇｍ. 大豆ꎻ Ｈｖ. 大麦ꎻ Ｍｃ. 博落回ꎻ Ｍｄ. 苹果ꎻ Ｏｓ. 水稻ꎻ Ｐｓ. 罂粟ꎻ Ｐｖ. 菜豆ꎻ Ｐｐ. 小立碗藓ꎻ Ｐｐｙ. 沙
梨ꎻ Ｐｍ. 红梅ꎻ Ｐｔ. 毛果杨ꎻ Ｓｋ. 小翠云ꎻ Ｓｔ. 假花生ꎻ Ｔａ. 小麦ꎻ Ｖｖ. 葡萄ꎻ Ｚｍ. 玉米ꎮ
Ａｔ. Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａꎻ Ｃｓ. Ｃｏｒｙｄａｌｉｓ ｓａｘｉｃｏｌａꎻ Ｇｍ. Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘꎻ Ｈｖ. Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅꎻ Ｍｃ. Ｍａｃｌｅａｙａ ｃｏｒｄａｔａꎻ Ｍｄ. Ｍａｌｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃａꎻ
Ｏｓ. Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａꎻ Ｐｓ. Ｐａｐａｖｅｒ ｓｏｍｎｉｆｅｒｕｍꎻ Ｐｖ. Ｐｈａｓｅｏｌｕｓ ｖｕｌｇａｒｉｓꎻ Ｐｐ. Ｐｈｙｓｃｏｍｉｔｒｉｕｍ ｐａｔｅｎｓꎻ Ｐｐｙ. Ｐｙｒｕｓ ｐｙｒｉｆｏｌｉａꎻ Ｐｍ. Ｐｒｕｎｕｓ ｍｕｍｅꎻ
Ｐｔ. Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａꎻ Ｓｋ. Ｓｅｌａｇｉｎｅｌｌａ ｋｒａｕｓｓｉａｎａꎻ Ｓｔ. Ｓｅｎｎａ ｔｏｒａꎻ Ｔａ. Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍꎻ Ｖｖ. Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａꎻ Ｚｍ. Ｚｅａ ｍａｙｓ.

图 ４　 ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和 ＣｓＤＥＬＬＡ２ 的分子进化树
Ｆｉｇ. ４　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＣｓＤＥＬＬＡ１ ａｎｄ ＣｓＤＥＬＬＡ２

母菌在 ＳＤ / －Ｔｒｐ / ＋Ｘ￣α￣ｇａｌ / ＋ＡｂＡ 平板不能正常生

长ꎬ表明其在 Ｙ２ＨＧｏｌｄ 酵母菌中无转录自激活能

力(图 ５)ꎮ

３　 讨论与结论

ＧＡ 是植物中的一个移动信号ꎬＤＥＬＬＡ 蛋白作

为 ＧＡ 信号转导的主要负调节因子ꎬ可以调节植物

的种 子 发 芽、 茎 伸 长、 开 花 过 渡 和 繁 殖 力 等

(Ｂｉｎｅｎｂａｕｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ꎻ Ｚｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ
本研究中ꎬ我们从岩黄连中成功克隆了 ２ 个

ＤＥＬＬＡ 类 基 因 ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和 ＣｓＤＥＬＬＡ２ꎮ
ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和 ＣｓＤＥＬＬＡ２ 蛋白 Ｎ 端具有典型的

ＤＥＬＬＡ 结构域ꎬ包括 ＤＥＬＬＡ 基序、ＶＨＹＮＰ 基序及
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Ａ. ＣｓＤＥＬＬＡ１、ＣｓＤＥＬＬＡ２ 氨基酸及结构域分布模型(Ｄ. ＤＥＬＬＡ 结构域ꎻ Ｇ. ＧＲＡＳ 结构域)ꎻ Ｂ. ＣｓＤＥＬＬＡ１、ＣｓＤＥＬＬＡ２ 自激活

结果ꎮ
Ａ. ＣｓＤＥＬＬＡ１ꎬ ＣｓＤＥＬＬＡ２ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ａｎｄ ｄｏｍａｉｎ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ (Ｄ. ＤＥＬＬＡ ｄｏｍａｉｎꎻ Ｇ. ＧＲＡＳ ｄｏｍａｉｎ)ꎻ Ｂ. Ａｕｔｏａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ
ＣｓＤＥＬＬＡ１ ａｎｄ ＣｓＤＥＬＬＡ２.

图 ５　 ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和 ＣｓＤＥＬＬＡ２ 在酵母菌上的转录自激活能力检测
Ｆｉｇ. ５　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｕｔｏａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ＣｓＤＥＬＬＡ１ ａｎｄ ＣｓＤＥＬＬＡ２ ｉｎ ｙｅａｓｔ ｃｅｌｌｓ

Ｓｅｒ / Ｔｈｒ / Ｖａｌ(多 Ｓ / Ｔ / Ｖ)基序ꎮ 这些基序在已知所

有的植物 ＤＥＬＬＡ 蛋白中都高度保守ꎬ为响应 ＧＡ
的必需元件(Ｘｕｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２)ꎮ 此外ꎬＣｓＤＥＬＬＡ１
和 ＣｓＤＥＬＬＡ２ 蛋白的 Ｃ 端也具有保守的 ＧＲＡＳ 结

构域ꎬ包括 ２ 个亮氨酸重复 ＬＨＲ１ 和 ＬＨＲ２、可能

的核定位信号、 ＶＨＩＩＤ 基序、 Ｓｒｃ￣ｈｏｍｏｌｏｇｙ ２ ｌｉｋｅ
(ＳＨ２￣ｌｉｋｅ)基序及 ＳＡＷ 基序(Ｘｕｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２)ꎮ
已知 ＧＲＡＳ 结构域不仅在 ＤＥＬＬＡ 亚家族成员中具

有很高的保守性ꎬ而且还是绝大多数 ＧＲＡＳ 家族

蛋白的保守序列ꎮ 就 ＤＥＬＬＡｓ 亚族而言ꎬＧＲＡＳ 结

构域对 ＤＥＬＬＡ 蛋白同源二聚体的形成、蛋白活

性、ＧＡ 依赖的 ＤＥＬＬＡ 蛋白降解ꎬ以及 ＤＥＬＬＡ 蛋

白与其他转录因子的相互作用至关重要(Ｈｉｒａｎｏ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１０ꎻＸｕｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２)ꎮ 值得注意的是ꎬ尽管

ＤＥＬＬＡ 结构域和 ＧＲＡＳ 结构域均十分保守ꎬ但在

一些植物中具有进化差异性(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ

本研究中ꎬＣｓＤＥＬＬＡ１ 和 ＣｓＤＥＬＬＡ２ 蛋白的 ＤＥＬＬＡ
基序、ＶＨＹＮＰ 基序、ＶＨＩＩＤ 基序及 ＳＡＷ 基序均完

全保 守ꎮ 此 外ꎬ 系 统 进 化 树 分 析 结 果 表 明ꎬ
ＣｓＤＥＬＬＡ１ 与罂粟 ＧＡＩ１ 蛋白(ＸＰ ０２６３８６７８２.１)、
博落回 ＤＥＬＬＡ１ 蛋白(ＯＶＡ０１７０９. １)具有较高的

相似性ꎬ而 ＣｓＤＥＬＬＡ２ 与博落回的 ＤＥＬＬＡ２ 蛋白

(ＯＶＡ０６５４４.１)相似性较高ꎮ 这表明罂粟科的这

些 ＤＥＬＬＡ 蛋白具有种内和种间相似性ꎬ可能在

ＧＡ 信号通路中的功能也比较保守ꎮ
已知 ＤＥＬＬＡ 蛋白可以负调控 ｍｉＲＮＡ１５９ 的表

达ꎬ抑 制 ＬＥＡＦＹ 的 活 性ꎬ 调 节 花 器 官 的 形 成

(Ａｃｈａｒｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４)ꎮ 本研究中ꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果

表明ꎬ２ 个 ＣｓＤＥＬＬＡｓ 转录本在花中相对表达量都

很低ꎬ表明 ＣｓＤＥＬＬＡｓ 在岩黄连中可能也是成花时

期转换的负调控信号ꎮ 未来可通过瞬时表达或基

于岩 黄 连 稳 定 遗 传 转 化 体 系 进 一 步 研 究
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ＣｓＤＥＬＬＡｓ 在岩黄连花器官发育中的功能ꎮ 此外ꎬ
ｑＰＣＲ 结果还显示ꎬ２ 个 ＣｓＤＥＬＬＡｓ 转录本在岩黄

连各组织中相对表达量最低的部位为根ꎬ这可能

是岩黄连为适应喀斯特生境的高钙和干旱等逆境

而做出的补偿机制ꎮ
因为 ＤＥＬＬＡ 无 ＤＮＡ 结合结构域ꎬ所以它们常

常需要与其他蛋白发生相互作用来参与生物学过

程ꎮ 酵母双杂交( ｙｅａｓｔ ｔｗｏ ｈｙｂｒｉｄꎬＹ２Ｈ)是验证蛋

白－蛋白相互作用应用最广泛的技术ꎮ 在开展

Ｙ２Ｈ 试验之前ꎬ对靶蛋白进行转录自激活检测是

剔除假阳性结果的有效手段ꎬ也是必须开展的试

验ꎮ 本研究中ꎬ我们基于 ＧＡＬ４ Ｙ２Ｈ 系统检测了

ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和 ＣｓＤＥＬＬＡ２ 的转录自激活能力ꎮ 结

果表明ꎬ二者全长序列均具有转录自激活能力ꎬ但
Ｎ 端序列均无自激活能力ꎬ说明转录自激活结构

域在 ＤＥＬＬＡ 结构域及其 Ｃ 端位置ꎮ 截断序列的

检测结果表明ꎬ ＣｓＤＥＬＬＡ１ 的 ＤＥＬＬＡ 结构域和

ＧＲＡＳ 结构域均具有自激活能力ꎬ而 ＣｓＤＥＬＬＡ２ 的

ＤＥＬＬＡ 结构域无自激活能力ꎬＧＲＡＳ 结构域具有

自激活能力ꎮ 造成二者自激活位点差异的原因可

能是保守结构域内的一些非保守氨基酸的存在ꎮ
已知很多物种的 ＤＥＬＬＡ 蛋白均具有转录自激活

能力ꎬ但自激活核心区域各有异同ꎮ 例如ꎬ葡萄

(Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ ｃｖ. Ｃｈａｒｄｏｎｎａｙ)ＶｖＧＡＩ１ 中的 ＤＥＬＬＡ
结构域和 ＧＲＡＳ 结构域均具有自激活能力(刘德

帅等ꎬ２０２３)ꎮ 参薯(Ｄｉｏｓｃｏｒｅａ ａｌａｔａ) ＤＥＬＬＡ 自激

活区域位于 Ｎ 端(吴晓龙等ꎬ２０２３)ꎮ 拟南芥 ５ 个

ＤＥＬＬＡ 均具有自激活能力且自激活区域也在 Ｎ 端

(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 鉴于 ＤＥＬＬＡ 蛋白与其他蛋

白发生相互作用的核心区域位于 ＤＥＬＬＡ 结构域

中的特点( Ｔａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎬ未来我们在进行蛋

白－蛋白相互作用鉴定以确定 ＣｓＤＥＬＬＡｓ 生物学功

能时ꎬ可采用将 ＣｓＤＥＬＬＡ１ 和 ＣｓＤＥＬＬＡ２ 构建在

ｐＧＡＤＴ７ 载体上的策略ꎬ以避开其自激活的干扰ꎬ
同时辅以双分子荧光互补(ｂｉｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ)等其他实验方法多方面验证ꎮ

综上所述ꎬ本研究从岩黄连中克隆了 ２ 个

ＤＥＬＬＡ 蛋白编码基因ꎬ绘制了其转录本在不同组

织中的表达谱ꎬ验证了其转录自激活核心区域ꎬ为
进一步鉴定其在岩黄连生长发育中的功能奠定了

基础ꎬ也为揭示 ＤＥＬＬＡ 蛋白是否协助岩黄连适应

喀斯特生境的高钙和干旱等胁迫提供了数据

支撑ꎮ

参考文献:

Ａｃｈａｒｄ Ｐꎬ Ｈｅｒｒ Ａꎬ Ｂａｕｌｃｏｍｂｅ Ｄ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４. Ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆ ｆｌｏｒａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｂｙ ａ ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｍｉｃｒｏＲＮＡ
[Ｊ]. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ １３１ (１４): ３３５７－３３６５.

Ａｎｆａｎｇ Ｍꎬ Ｓｈａｎｉ Ｅꎬ ２０２１. Ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｐｌａｎｔ
ｈｏｒｍｏｎｅｓ [ Ｊ ]. Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｏｐｉｎｉｏｎ ｉｎ Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ
６３:１０２０５５.

Ａｒｉｉｚｕｍｉ Ｔꎬ Ｌａｗｒｅｎｃｅ Ｐ Ｋꎬ Ｓｔｅｂｅｒ Ｃ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ
ｏｆ ｔｗｏ Ｆ￣ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ ＳＬＥＥＰＹ１ ａｎｄ ＳＮＥＥＺＹꎬ ｉｎ
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ [ Ｊ ]. Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ
１５５: ７６５－７７５.

Ｂｉｎｅｎｂａｕｍ Ｊꎬ Ｗｅｉｎｓｔａｉｎ Ｒꎬ Ｓｈａｎｉ Ｅꎬ ２０１８. Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ
ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ [ Ｊ]. Ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ Ｐｌａｎｔ
Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２３(５): ４１０－４２１.

Ｂｌａｎｃｏ￣Ｔｏｕｒｉñ􀅡ｎ Ｎꎬ Ｓｅｒｒａｎｏ￣Ｍｉｓｌａｔａ Ａꎬ Ａｌａｂａｄí Ｄꎬ ２０２０.
Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＥＬＬＡ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂｙ ｐｏｓｔ￣ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ
ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ [ Ｊ ]. Ｐｌａｎｔ ａｎｄ Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ６１(１１):
１８９１－１９０１.

Ｃｈｏｒｏｓｔｅｃｋｉ Ｃꎬ Ｍｏｒｏ Ｂꎬ Ｒｏｊａｓ Ａ Ｍ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７.
Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｆｏｏｔｐｒｉｎｔｓ ｒｅｖｅａｌ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ｐｌａｎｔ ｍｉｃｒｏＲＮＡ
ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ [Ｊ]. Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ ２９: １２４８－１２６１.

Ｄａｉ Ｂꎬ ２００９. Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｏｄｅｒｎ Ｙａｏ ｍｅｄｉｃｉｎｅ [Ｍ]. Ｎａｎｎｉｎｇ:
Ｇｕａｎｇｘｉ Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ Ｈｏｕｓｅ. [戴斌ꎬ
２００９. 中国现代瑶药 [Ｍ]. 南宁: 广西科学技术出版社.]

Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ １９７０.
Ｇｕｉｚｈｏｕ ｈｅｒｂａｌ ｍｅｄｉｃｉｎｅ: Ｖｏｌ. １ [Ｍ]. Ｇｕｉｙａｎｇ: Ｇｕｉｚｈｏｕ
Ｐｅｏｐｌｅ􀆳ｓ Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ Ｈｏｕｓｅ. [贵州省中医研究所ꎬ １９７０. 贵
州草药: 第一集 [Ｍ]. 贵阳: 贵州人民出版社.]

Ｅｄｉｔｏｒｉａｌ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ ｏｆ Ｆｌｏｒａ ｏｆ Ｃｈｉｎａꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ
Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ １９９９. Ｆｌｏｒａ Ｒｅｉｐｕｂｌｉｃａｅ Ｐｏｐｕｌａｒｉｓ Ｓｉｎｉｃａｅ:
Ｖｏｌ. ３２. [Ｍ]. Ｂｅｉｊｉｎｇ: Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｐｒｅｓｓ. [中国科学院中国植

物志编辑委员会ꎬ １９９９. 中国植物志: 第 ３２ 卷 [Ｍ]. 北

京: 科学出版社.]
Ｆａｎｇ Ｄꎬ Ｌｕｏ Ｊ Ｙꎬ Ｓｕ Ｇ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９８５. Ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ ｆｏｒ

Ｚｈｕａｎｇ ｆｏｌｋ ｕｓｅ: Ｖｏｌ. １ [ Ｍ]. Ｎａｎｎｉｎｇ: Ｇｕａｎｇｘｉ Ｅｔｈｎｉｃ
Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ Ｈｏｕｓｅ. [方鼎ꎬ 罗金裕ꎬ 苏广洵ꎬ 等ꎬ １９８５. 壮

族民间用药选编: 上册 [Ｍ]. 南宁: 广西民族出版社.]
Ｆｅｒｎ􀅡ｎｄｅｚ Ｖꎬ Ｔａｋａｈａｓｈｉ Ｙꎬ Ｌｅ Ｇｏｕｒｒｉｅｒｅｃ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６.

Ｐｈｏｔｏｐｅｒｉｏｄｉｃ ａｎｄ ｔｈｅｒｍｏｓｅｎｓｏｒｙ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎｔｅｒａｃｔ ｔｈｒｏｕｇｈ
ＣＯＮＳＴＡＮＳ ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ａｔ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｕｎｄｅｒ
ｓｈｏｒｔ ｄａｙｓ [Ｊ]. Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ ８６(５): ４２６－４４０.

Ｇａｌｖãｏ Ｖ Ｃꎬ Ｈｏｒｒｅｒ Ｄꎬ Ｋüｔｔｅｒ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２. Ｓｐａｔｉａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｏｆ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｂｙ ＤＥＬＬＡ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ
[Ｊ]. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ １３９: ４０７２－４０８２.

Ｇｕａｎｇｘｉ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｂｏｔａｎｙꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ

３１３１８ 期 李翠等: 岩黄连 ＤＥＬＬＡ 基因编码区的克隆及蛋白转录自激活能力检测



１９９１. Ｆｌｏｒａ ｏｆ Ｇｕａｎｇｘｉ: Ｖｏｌ. １ [ Ｍ]. Ｎａｎｎｉｎｇ: Ｇｕａｎｇｘｉ
Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ Ｈｏｕｓｅ. [广西科学院广西

植物研究所ꎬ １９９１. 广西植物志: 第一卷 [Ｍ]. 南宁: 广

西科学技术出版社.]
Ｈｅｄｄｅｎ Ｐꎬ Ｓｐｏｎｓｅｌ Ｖꎬ ２０１５. Ａ ｃｅｎｔｕｒｙ ｏｆ ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ ｒｅｓｅａｒｃｈ

[Ｊ]. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｇｒｏｗｔｈ Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎꎬ ３４: ７４０－７６０.
Ｈｅ Ｚ Ｃꎬ Ｗａｎｇ Ｄ Ｍꎬ Ｌｉ Ｇ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４. Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ａｌｋａｌｏｉｄｓ

ｆｒｏｍ Ｃｏｒｙｄａｌｉｓ ｓａｘｉｃｏｌａ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ａｎｔｉ￣ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ
[Ｊ]. Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ａｎｄ Ｈｅｒｂａｌ Ｄｒｕｇｓꎬ ４５(１１): １５２６－
１５３１. [何志超ꎬ 王冬梅ꎬ 李国成ꎬ 等ꎬ ２０１４. 岩黄连生物

碱类成分及其抗氧化活性研究 [ Ｊ]. 中草药ꎬ ４５(１１):
１５２６－１５３１.]

Ｈｉｒａｎｏ Ｋꎬ Ａｓａｎｏ Ｋꎬ Ｔｓｕｊｉ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０. Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ ｐｅｒｃｅｐｔｉｏｎ
ｃｏｍｐｌｅｘ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｒｉｃｅ [ Ｊ ]. Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ ２２:
２６８０－２６９６.

Ｈｉｒｓｃｈ Ｓꎬ Ｋｉｍ Ｊꎬ Ｍｕñｏｚ Ａꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９. ＧＲＡＳ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｏｒｍ ａ
ＤＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｘ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ
ｎｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｔｒｕｎｃａｔｕｌａ [Ｊ]. Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ
Ｃｅｌｌꎬ ２１: ５４５－５５７.

Ｉｋｅｄａ Ａꎬ Ｕｅｇｕｃｈｉ￣Ｔａｎａｋａ Ｍꎬ Ｓｏｎｏｄａ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１. Ｓｌｅｎｄｅｒ
ｒｉｃｅꎬ ａ ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅ ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｍｕｔａｎｔꎬ ｉｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ
ａ ｎｕｌｌ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＳＬＲ１ ｇｅｎｅꎬ ａｎ ｏｒｔｈｏｌｏｇ ｏｆ ｔｈｅ ｈｅｉｇｈｔ￣
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｇｅｎｅ ＧＡＩ / ＲＧＡ / ＲＨＴ / Ｄ８ [Ｊ]. Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ １３:
９９９－１０１０.

Ｉｔｏ Ｔꎬ Ｏｋａｄａ Ｋꎬ Ｆｕｋａｚａｗａ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８. ＤＥＬＬＡ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ａｎｄ ￣ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ [Ｊ]. Ｐｌａｎｔ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ＆
Ｂｅｈａｖｉｏｒꎬ １３(３): ｅ１４４５９３３.

Ｋａｔｏｈ Ｋꎬ Ｓｔａｎｄｌｅｙ Ｄ Ｍꎬ ２０１３. ＭＡＦＦＴ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｖｅｒｓｉｏｎ ７: ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
ａｎｄ ｕｓａｂｉｌｉｔｙ [Ｊ]. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ３０ (４):
７７２－７８０.

Ｌｉ Ｃꎬ Ｌｉｕ Ｈꎬ Ｑｉｎ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２４. ＲＮＡ ｅｄｉｔｉｎｇ ｅｖｅｎｔｓ ａｎｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏfiｌｅｓ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｉｎ
ｔｈｅ ｅｎｄｅｍｉｃ ａｎｄ ｅｎｄａｎｇｅｒｅｄ ｍｅｄｉｃｉｎａｌ ｐｌａｎｔꎬ Ｃｏｒｙｄａｌｉｓ
ｓａｘｉｃｏｌａ [Ｊ]. Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ １５: １３３２４６０.

Ｌｉ Ｊ Ｊꎬ Ｌｉ Ｑꎬ Ｗａｎｇ Ｗ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２３. ＤＥＬＬＡ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｇｅｎｅ
ｒｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｓ ｍａｉｎｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｃｈｒｏｍａｔｉｎ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｒｉｃｅ
[Ｊ]. Ｔｈｅ ＥＭＢＯ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ ４２(２１): ｅ１１４２２０.

Ｌｉ Ｍ Ｍꎬ Ｗａｎｇ Ｊ Ｙꎬ Ｍｏ Ｂ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８. Ｔｏｔａｌ ａｌｋａｌｏｉｄｓ ｏｆ
Ｃｏｒｙｄａｌｉｓ ｓａｘｉｃｏｌａ Ｂｕｎｔｉｎｇ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｂｙ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ Ｃｄｃ４２ ｏｒ Ｖａｖ１ [ Ｊ ]. Ｏｎｃｏｌｏｇｙ Ｌｅｔｔｅｒｓ. １５:
４７５－４８２.

Ｌｉ Ｍ Ｚꎬ Ａｎ Ｆ Ｙꎬ Ｌｉ Ｗ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６. ＤＥＬＬＡ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｉｎｔｅｒａｃｔ ｗｉｔｈ ＦＬＣ ｔｏ ｒｅｐｒｅｓｓ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ [Ｊ]. Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆ Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ５８(７): ６４２－６５５.

Ｌｉ Ｗ Ｊꎬ Ｚｈａｎｇ Ｊ Ｘꎬ Ｓｕｎ Ｈ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８. ＦｖｅＲＧＡ１ꎬ ｅｎｃｏｄｉｎｇ

ａ ＤＥＬＬＡ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｒｕｎｎｅｒ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ
Ｆｒａｇａｒｉａ ｖｅｓｃａ [Ｊ]. Ｐｌａｎｔａꎬ ２４７: ９４１－９５１.

Ｌｉｕ Ｄ Ｓꎬ Ｆｅｎｇ Ｍꎬ Ｓｕｎ Ｙ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２３. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＶｖＧＡＩ１ ａｎｄ ＶｖＪＡＺ９ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｇｒａｐｅ
ａｎｄ ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ [ Ｊ ].
Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｉｎ Ｃｈｉｎａꎬ ５６(１５): ２９７７－２９９４. [刘德

帅ꎬ 冯美ꎬ 孙雨桐ꎬ 等ꎬ ２０２３. 葡萄 ＶｖＧＡＩ１ 与 ＶｖＪＡＺ９ 蛋

白互作及低温下的表达模式分析 [Ｊ]. 中 国 农 业 科 学ꎬ
５６(１５): ２９７７－２９９４.]

Ｍａ Ｙ Ｐꎬ Ｌｉｕ Ｙ Ｊꎬ Ｌｏｎｇ Ｙ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２４. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｌａｓｔｉｃ ｆｉｌｍ
ｍｕｌｃｈｉｎｇ ａｎｄ ｓｈａｄｉｎｇ ｄｅｇｒｅｅ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｙｉｅｌｄ ｏｆ Ｃｏｒｙｄａｌｉｓ
ｓａｘｉｃｏｌａ [Ｊ]. Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｂｕｌｌｅｔｉｎꎬ ４０(１):
６０－６５. [马永鹏ꎬ 刘元剑ꎬ 龙云星ꎬ 等ꎬ ２０２４. 覆膜和遮阴

对岩黄连生长及产量的影响 [Ｊ]. 中国农学通报ꎬ ４０(１):
６０－６５.]

Ｐｅｎｇ Ｊ Ｒꎬ Ｒｉｃｈａｒｄｓ Ｄ Ｅꎬ Ｈａｒｔｌｅｙ Ｎ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９９. ‘Ｇｒｅｅｎ
ｒｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ’ ｇｅｎｅｓ ｅｎｃｏｄｅ ｍｕｔａｎｔ ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｍｏｄｕｌａｔｏｒｓ [Ｊ]. Ｎａｔｕｒｅꎬ ４００(６７４１): ２５６－２６１.

Ｑｉｎ Ｆꎬ Ｃｈｅｎ Ｙꎬ Ｗａｎｇ Ｆ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２３. Ｃｏｒｙｄａｌｉｓ ｓａｘｉｃｏｌａ
Ｂｕｎｔｉｎｇ: Ａ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｉｔｓ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｕｓｅｓꎬ ｐｈｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ
ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙꎬ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ [ Ｊ]. Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ ２４(２): １６２６.

Ｑｉｎ Ｆꎬ Ｄａｉ Ｌ Ｍꎬ Ｚｈａｎｇ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２. (±)￣Ｃｏｒｙｓａｘｉｃｏｌａｉｎｅ
Ａ: Ａ ｐａｉｒ ｏｆ ａｎｔｉｔｕｍｏｒ ｅｎａｎｔｉｏｍｅｒｉｃ ａｌｋａｌｏｉｄ ｄｉｍｅｒｓ ｆｒｏｍ
Ｃｏｒｙｄａｌｉｓ ｓａｘｉｃｏｌａ [ Ｊ] Ｏｒｇａｎｉｃ ＆ Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ
２０(７): １３９６－１４００.

Ｑｉｕ Ｑ Ｑꎬ Ｗｅｉ Ｚ Ｐꎬ Ｗｕ Ｌ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０. Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｏｔａｌ ａｌｋａｌｏｉｄｓ ｆｒｏｍ Ｃｏｒｙｄａｌｉｓ ｓａｘｉｃｏｌａ Ｂｕｎｔｉｎｇ
[Ｊ]. Ｉｎｎｏｖａｔｉｖｅ Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｅｍｅｒｇｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓꎬ ９:
４３－４４.

Ｒｅｎ Ｆ Ｍꎬ Ｗａｎｇ Ｌ Ｑꎬ Ｌｉ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１. Ｈｉｇｈｌｙ ｖａｒｉａｂｌｅ
ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｆｒｏｍ ｔｗｏ ｅｎｄａｎｇｅｒｅｄ Ｐａｐａｖｅｒａｃｅａｅ
ｌｉｔｈｏｐｈｙｔｅｓ Ｃｏｒｙｄａｌｉｓ ｔｏｍｅｎｔｅｌｌａ ａｎｄ Ｃｏｒｙｄａｌｉｓ ｓａｘｉｃｏｌａ
[Ｊ]. Ｅｃｏｌｏｇｙ ＆ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ １１(９): ４１５８－４１７１.

Ｓｕｎ Ｔ Ｐꎬ ２０１０. Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ￣ＧＩＤ１￣ＤＥＬＬＡ: ａ ｐｉｖｏｔａｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｍｏｄｕｌｅ ｆｏｒ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ [ Ｊ ]. Ｐｌａｎｔ
Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ １５４(２):５６７－５７０.

Ｔａｍｕｒａ Ｋꎬ Ｓｔｅｃｈｅｒ Ｇꎬ Ｋｕｍａｒ Ｓꎬ ２０２１. ＭＥＧＡ１１: Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｖｅｒｓｉｏｎ １１ [ Ｊ ]. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ３８ (７): ３０２２－３０２７.

Ｔａｎ Ｈ Ｊꎬ Ｍａｎ Ｍꎬ Ｘｉｅ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８. Ａ ｃｒｕｃｉａｌ ｒｏｌｅ ｏｆ ＧＡ￣
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｆｌａｖｏｎｏｌ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ ｒｏｏｔ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
[Ｊ]. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｌａｎｔꎬ １２(４): ５２１－５３７.

Ｗａｎｇ Ｐ Ｗꎬ Ｚｈａｎｇ Ｑ Ｑꎬ Ｃｈｅｎ Ｙ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０.
Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＤＥＬＬＡ ｇｅｎｅｓ
ｔｈｒｏｕｇｈｏｕｔ ｔｈｅ ｐｌａｎｔ Ｋｉｎｇｄｏｍ [Ｊ]. ＢＭＣ Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０:
３７２－３８２.
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Ｗｅｎ Ｃ Ｋꎬ Ｃｈａｎｇ Ｃꎬ ２００２. Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ＲＧＬ１ ｅｎｃｏｄｅｓ ａ
ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｏｆ ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ [ Ｊ]. Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ
Ｃｅｌｌꎬ １４: ８７－１００.

Ｗｅｎ Ｈ Ｑꎬ Ｘｕ Ｚ Ｒꎬ Ｖｉｌｌａ￣Ｌｏｂｏｓ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９３. Ａ ｌｉｓｔ ｏｆ
ｔｈｒｅａｔｅｎｅｄ ｌｉｍｅｓｔｏｎｅ ｐｌａｎｔｓ ｉｎ ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｃｈｉｎａ [Ｊ]. Ｇｕｉｈａｉａꎬ
１３ (２): １１０－１２７. [文和群ꎬ 许兆然ꎬ Ｖｉｌｌａ￣Ｌｏｂｏｓ Ｊꎬ 等ꎬ
１９９３. 中国南部石灰岩稀有濒危植物名录 [Ｊ]. 广西植物ꎬ
１３(２): １１０－１２７.]

Ｗｕ Ｊ Ｊꎬ Ｃｈｅｎ Ｐꎬ Ｊｕ Ｌ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２. Ｃｏｒｙｄａｌｉｓ ｓａｘｉｃｏｌａ
Ｂｕｎｔｉｎｇ ｔｏｔａｌ ａｌｋａｌｏｉｄｓ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅ ｄｉｅｔ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｏｎ￣ａｌｃｏｈｏｌｉｃ
ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｈｅｐａｔｉｃ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ ａｎｄ ＴＬＲ４ /
ＮＦ￣κＢ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｍｉｃｅ [ Ｊ ]. Ｂｉｏｍｅｄｉｃｉｎｅ ＆
Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒａｐｙꎬ １５１: １１３１３２.

Ｗｕ Ｘ Ｌꎬ Ｍｅｉ Ｐ Ｆꎬ Ｚｈｕａｎｇ Ｓ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２３. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＤＥＬＬＡ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｇｒｅａｔｅｒ ｙａｍ (Ｄｉｏｓｃｏｒｅａ ａｌａｔａ
Ｌ.) [Ｊ]. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｌａｎｔ Ｂｒｅｅｄｉｎｇꎬ ２１(１３): ４２０２－４２０８. [吴
晓龙ꎬ 梅朋飞ꎬ 庄赛伟ꎬ 等ꎬ ２０２３. 参薯 ＤＥＬＬＡ 基因家族鉴

定及分析 [Ｊ]. 分子植物育种ꎬ ２１(１３): ４２０２－４２０８.]
Ｘｉｅ Ｇ Ｙꎬ Ｊｉｎ Ｓ Ｙꎬ Ｌｉ Ｈ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１. Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

ａｎｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅꎬ ａｎｔｉ￣ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｎｄ ａｎｔｉ￣ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ
ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｗｉｌｄ ａｎｄ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ Ｃｏｒｙｄａｌｉｓ ｓａｘｉｃｏｌａ [ Ｊ ].
Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ Ｃｒｏｐｓ ａｎｄ Ｐｒｏｄｕｃｔｓꎬ １６９: １１３６４７.

Ｘｕ Ｘ Ｄꎬ Ｗａｎｇ Ｄꎬ ２０２１. Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｉｃｓ ｏｆ
Ｃｏｒｙｄａｌｉｓ ｓｐｅｃｉｅｓ (Ｐａｐａｖｅｒａｃｅａｅ): ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ
ｏｎ ｔｈｅｉｒ ｕｎｕｓｕａｌ ｌａｒｇｅ ｓｃａｌｅ ｒｅａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔｓ [Ｊ]. Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ
Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ １１: ６００３５４.

Ｘｕｅ Ｈ Ｄꎬ Ｇａｏ Ｘꎬ Ｈｅ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２. Ｏｒｉｇｉｎꎬ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ａｎｄ

ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＤＥＬＬＡ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ [ Ｊ]. Ｔｈｅ
Ｃｒｏｐ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ １０(２): ２８７－２９９.

Ｙｕ Ｊ Ｊꎬ Ｌｉｕ Ｑ Ｙꎬ Ｌｕ Ｘ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８. Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ａｎｄ
ｉｎｄｕｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃｏｒｙｄａｌｉｓ ｓａｘｉｃｏｌａ Ｂｕｎｔｉｎｇ ｔｏｔａｌ ａｌｋａｌｏｉｄｓ
(ＣＳＢＴＡ) ｏｎ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ｓ ｉｎ ｒａｔｓ [ Ｊ]. Ｐｈｙｔｏｔｈｅｒａｐｙ
Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ３２(９): １８１８－１８２７.

Ｙｕ Ｓ Ｐꎬ Ｇｕｏ Ｑ Ｓꎬ Ｚｈａｏ Ｋ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２. Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ
ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｃｏｒｙｄａｌｉｓ ｓａｘｉｃｏｌａ ｓｅｅｄｓ
[Ｊ]. Ｍｏｄｅｒｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ ２４(１２): ２４３２－２４３７. [于
尚平ꎬ 郭巧生ꎬ 赵开军ꎬ 等ꎬ ２０２２. 石生黄堇种子生理及

萌发特性 [Ｊ]. 中国现代中药ꎬ ２４(１２): ２４３２－２４３７.]
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