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摘　 要： 肉桂酸⁃４⁃羟化酶（Ｃｉｎｎａｍｉｃ ａｃｉｄ⁃４⁃ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ， Ｃ４Ｈ，ＥＣ １．１４．１３．１１）是苯丙烷途径中第二步反应

酶，同时也是花色素苷前体生物合成途径中关键酶。 该研究根据植物 Ｃ４Ｈ 的同源序列设计引物，通过 ＲＴ⁃

ＰＣＲ 结合 ＲＡＣＥ 的方法，在紫色甘薯中获得了与其相应的 Ｃ４Ｈ 基因，命名为 ＩｂＣ４Ｈ（ ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

ＧＱ３７３１５７）。 结果表明：（１）序列分析表明 ＩｂＣ４Ｈ 长１ ６６８ ｂｐ，编码 ５０５ 个氨基酸，该氨基酸序列与其 ｃＤＮＡ

序列与 ＩｂＣ４Ｈ 蛋白与马铃薯 Ｃ４Ｈ 蛋白序列最为接近，与苹果、黑莓、大阿米芹、油菜一致性很高，均在 ７０％

以上。 （２）二级结构预测表明 α⁃螺旋和无规则卷曲是 ＩｂＣ４Ｈ 蛋白最大量的结构元件，而延伸链则散布于整

个蛋白中。 （３）三维结构建模预测，ＩｂＣ４Ｈ 蛋白具备细胞色素 Ｐ４５０ 氧和铁离子结合位点等典型的 Ｃ４Ｈ 结

构。 该研究结果为进一步了解花色素苷生物合成途径中的作用奠定了基础，也为花青素生物合成分子机理

和代谢调控提供了靶位点和理论参考。
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　 　 甘薯，学名（ Ｉｐｏｍｏｅａ ｂａｔａｔａｓ），是旋花科（Ｃｏｎ⁃
ｖｏｌｖｕｌａｃｅａｅ）甘薯属（ Ｉｐｏｍｏｅａ）中的一个栽培种，具
有蔓生习性的一年生（温带）或多年生（热带）草

本、双子叶植物（Ｗｏｏｌｆｅ， ２００８）。 甘薯薯肉色泽鲜

艳，种类繁多，其中一类为紫色甘薯，富含花色素

苷。 花色素苷理化性质稳定，具有抗氧化活性、预
防肿瘤和癌症等多种生理功能，在食品着色、医药

保健、化妆品方面有着较大的应用潜力（肖素荣和

李京东，２００９）。
肉桂酸⁃４⁃羟化酶（Ｃ４Ｈ，ＥＣ１．１４．１３．１１１）是苯

丙烷途径的第 ２ 个关键酶，同时也是花色素苷前

体生物合成途径中的关键酶（陈鸿翰等，２０１３）。
Ｃ４Ｈ 催化反式肉桂酸的反应形成 ４⁃Ｎ 基肉桂酸，
也是第一个氧化反应。 肉桂酸⁃４⁃羟化酶在细胞中

含量的多少，直接影响多条代谢支路。 苯丙烷途

径的核心关键酶形成一个复合物，而 Ｃ４Ｈ 在苯丙

烷途径（位于胞质中） 与电子传递反应 （位于膜

上）之间起到重要作用（陈安和，２００６）。 Ｃ４Ｈ 的克

隆及代谢研究在白木香（梁良等，２０１４）、青稞（罗
小娇 等， ２０１４ ）、 油 菜 （ 陈 安 和， ２００６ ）、 烟 草

（ Ａｎｎｅｔｔｅ ｅｔ ａｌ， ２００７ ）、 马 铃 薯 （ Ｂｏｄｄｕ ｅｔ ａｌ，
２００４）、苦荞（陈鸿翰等，２０１３）和菘蓝（胡永胜等，
２０１５）等物种已有报道，但未见甘薯中克隆。 为了

进一步揭示花色素苷合成的分子机制，丰富花色

素苷生物合成途径中的相关酶体系基因，本研究

以紫色甘薯为材料，采用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 和 ＲＡＣＥ 技术克

隆甘薯 Ｃ４Ｈ 基因，命名为 ＩｂＣ４Ｈ （ ＧｅｎＢａｎｋ 登录

号：ＧＱ３７３１５７），并进行生物信息分析，旨在为构

建植物表达载体、转化做准备，从而为利用分子育

种方法提高花色素苷的含量提供有益信息。

１　 材料与方法

１．１ 材料

该实验材料由西南大学甘薯工程研究中心提

供，富含花色素的紫色甘薯新品种‘渝紫 ２６３’ （张
启堂等，２００４）。 选取幼嫩部分叶片，经液氮速冻

处理后保存在－８０ ℃冰箱中备用。
１．２ 甘薯中 Ｃ４Ｈ 的获得

‘渝紫 ２６３’的 ＲＮＡ 根据 ＲＮＡ 提取试剂盒（北
京天根） 上的说明书进行提取，按照 ＲＮＡ ＰＣＲ
（ＡＭＶ） Ｖｅｒ． ３．０ （ＴａＫａＲａ 公司）的使用说明进行

反转录获得 ｃＤＮＡ 链，－２０ ℃ 保存。 ＮＣＢＩ 在线查

找马铃薯、拟南芥、藿香、茶树、燕麦、喜树、芸香等

植物的 Ｃ４Ｈ 全长 ｃＤＮＡ 的编码区序列（ ｃｏｄｉｎｇ ｓｅ⁃
ｑｕｅｎｃｅ，ＣＤＳ），利用 Ｖｅｃｔｏｒ ＮＴＩ Ｓｕｉｔｅ ８．０ 对 Ｃ４Ｈ 核

苷酸序列进行多重比对，选取其合适的保守位点

进行核心引物设计，进而设计 ３′端、５′端及全长的

引物。 由上海英骏生物技术有限公司合成引物，
引物序列如表 １ 所示。 引物设计方法以及序列的

扩增方法及扩增条件参照苦荞黄烷酮 ３⁃羟化酶基

因 Ｆ３Ｈ 的克隆及序列分析文章（张华玲等，２０１０）
进行， ＰＣＲ 检测后由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司测序。

以‘渝紫 ２６３’叶片的 ｃＤＮＡ 为模板，以 Ｃ４Ｈ⁃ｆ、
Ｃ４Ｈ⁃ｒ 核心引物进行 ＰＣＲ 核心片段的扩增。 Ｃ４Ｈ
核心片段扩增条件作出修改，预变性时间为 ５
ｍｉｎ，退火温度设为 ５０ ～ ６０ ℃，５４．５ ℃退火 ４５ ｓ，３０
个循环。 将 ＰＣＲ 产物回收纯化，克隆至载体中，制
作大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞，将连接产物转入，
鉴定菌落并测序。 接着进行 ３′和 ５′ ＲＡＣＥ 扩增，

２０５ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



３′ ＲＡＣＥ 的二次扩增循环次数改为 ３０ 个循环；５′
ＲＡＣＥ 条件做一定修改，退火阶段 ７２ ℃ 延伸 １
ｍｉｎ，３４ 个循环； 最后 ７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎ 进行 ５′
ＲＡＣＥ 的二次扩增。 最后以全长引物 Ｃ４Ｈ⁃ｆｌ⁃ｆ、
Ｃ４Ｈ⁃ｆｌ⁃ｒ 为引物，ｃＤＮＡ 第一链为模板进行 ＰＣＲ 反

应，９４ ℃预变性 １０ ｍｉｎ； ９４ ℃变性 ４５ ｓ，６４．５ ℃退

火 ４５ ｓ，７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎ，３４ 个循环扩增全长

序列。

表 １　 引物序列及名称和说明
Ｔａｂｌｅ １　 Ｎａｍｅ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｐｒｅｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ
ｎａｍｅ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

引物说明
Ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｔｅｒｐｒｅｔａｔｉｏｎ

Ｃ４Ｈ⁃ｆ ５′⁃ＡＡＣＡＡ（Ｇ ／ Ａ） ＧＴ（Ｇ ／ Ｃ ／ Ｔ）
ＧＴ（Ｇ ／ Ｃ）ＣＡＧＣＡＧ（Ｃ ／ Ｔ）Ａ⁃３′

核心上游引物
Ｃｏｒｅ ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ

Ｃ４Ｈ⁃ｒ ５′⁃ＧＡＣＣＡ（Ｃ ／ Ｔ） Ａ（Ｇ ／ Ａ） （Ａ ／
Ｔ）ＧＴＴＧＴ（Ｔ ／ Ｃ）ＴＣＡＡＴＴＧＣ⁃３′

核心下游引物
Ｃｏｒｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ

Ｃ４Ｈ⁃３′⁃１⁃ｆ ５′⁃ＧＧＧＡＧＡＧＡＴＣＡＡＴＧＡＧ⁃
ＧＡＴＡＡＴＧＴＣＣ⁃３′

３′端一扩引物
３′ ＲＡＣＥ ｉｎｎｅｒ ｐｒｉｍｅｒ

Ｃ４Ｈ⁃３′⁃２⁃ｆ ５′⁃ＣＡＴＡＧＡＴＣＡＣＡＴＴＣＴＴ⁃
ＧＡＡＧＣＣＣＡＧＣ⁃３′

３′端二扩引物
３′ ＲＡＣＥ ｏｕｔｅｒ ｐｒｉｍｅｒ

Ｃ４Ｈ⁃５′⁃１⁃ｒ ５′⁃ＧＴＡＣＡＴＣＡＴＧＡＧＣＴＧ⁃
ＣＡＡＧＣＧＧＣＧ⁃３′

５′端一扩引物
５′ ＲＡＣＥ ｉｎｎｅｒ ｐｒｉｍｅｒ

Ｃ４Ｈ⁃５′⁃２⁃ｒ ５′⁃ＣＣＧＣＣＴＣＣＧＧＡＴＴＣＴＴＣＴ⁃
ＴＣＡＣＣ⁃３′

５′端二扩引物
５′ ＲＡＣＥ ｏｕｔｅｒ ｐｒｉｍｅｒ

Ｃ４Ｈ⁃ｆｌ⁃ｆ ５′⁃ＡＡＴＣＣＣＴＣＴＧＡＴＴＡＴＣ⁃
ＣＣＡＣＣＴＡＣＣ⁃３′

全长上游引物
Ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈ ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ

Ｃ４Ｈ⁃ｆｌ⁃ｒ ５′⁃ＧＣＴＴＣＡＴＧＡＣＡＡＴＧＧ⁃
ＴＡＧＡＧＴＧＣＴＴＣ⁃３′

全长下游引物
Ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈ ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ

１．３ 生物信息学分析

ＥｄｉｔＳｅｑ 软件序列分析与拼接后，将甘薯 Ｃ４Ｈ
的核苷酸序列和氨基酸序列在 ＮＣＢＩ 中 ＢＬＡＳＴ 比

对，接着利用 Ｖｅｃｔｏｒ ＮＴＩ ８．０ 软件进行甘薯 Ｃ４Ｈ 及

其他植物 Ｃ４Ｈ 的氨基酸序列进行多重比对，分析

相似性。 从 ＧｅｎＢａｎｋ 中查找得到 １０ 个植物物种

的 Ｃ４Ｈ 蛋白氨基酸序列，根据 Ｎｅｉｇｈｂｅｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ 方

法（ＭＥＧＡ７） 将 ＩｂＣ４Ｈ 与它们构建系统进化树，
ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 检验重复次数为１ ０００次，从而分析得到

不同 物 种 中 的 Ｃ４Ｈ 基 因 之 间 的 分 子 进 化 关

（Ｋｕｍａｒ ｅｔ ａｌ，２００１）。 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 进行甘薯 Ｃ４Ｈ 基

因编码蛋白的氨基酸序列疏水性预测，在 ＧＯＲ 和

Ｔａｒｇｅｔ Ｐ 上进行二级结构分析和亚细胞定位分析，

ＩｂＣ４Ｈ 结构的三维建模利用 ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ 在线程

序进行，利用 ＶｉｅｗｅｒＬｉｔｅ ４．２ 软件进行编辑，得到甘

薯 Ｃ４Ｈ 三级结构模型。
甘薯 Ｃ４Ｈ 生物信息学分析参照张华玲等

（２０１０）的苦荞黄烷酮 ３⁃羟化酶基因 Ｆ３Ｈ 的克隆

及序列分析方法进行。

２　 结果与分析

２．１ 甘薯 Ｃ４Ｈ 的编码序列的获得及生物信息学分析

以紫薯叶片反转得到 ｃＤＮＡ，采用简并引物对

其扩增获得长为 ５２４ ｂｐ 的甘薯 Ｃ４Ｈ 基因核心片

段，并通过 ＮＣＢＩ 进行 ＢＬＡＳＴ 比对，比对结果显示

该序列与来源于马铃薯（ＥＵ３９１４４８）等的 ｃＤＮＡ 序

列同源性高达 ８０％，表明已成功扩增 ＩｂＣ４Ｈ 核心

片段。 根据 ＩｂＣ４Ｈ 核心片段序列信息，设计 ５′
ＲＡＣＥ 引物和 ３′ＲＡＣＥ 分别扩增得到 ５３４ ｂｐ 左右

的 ５′端和 ７４３ ｂｐ 左右的 ３′端，用 Ｅｄｉｔ Ｓｅｑ 软件进

行序列分析，将核心片段、３′端和 ５′端拼接获得全

长１ ６６８ ｂｐ，包括 ６５ ｂｐ ５′端 ＵＴＲ、１ ５１８ ｂｐ 编码

区、８５ ｂｐ 的 ３′端 ＵＴＲ 和 １４ ｂｐ 的 ｐｏｌｙＡ 尾巴（图

１）。 根据该序列设计引物，扩增 ｃＤＮＡ 全长序列

并进 行 ＢＬＡＳＴ 比 对。 比 对 结 果 显 示 与 藿 香

（Ａｇａｓｔａｃｈｅ ｒｕｇｏｓａ，ＧｅｎＢａｎｋ ＡＹ６１６４３６．１）和爬山虎

（Ｐａｒｔｈｅｎｏｃｉｓｓｕｓ ｈｅｎｒｙａｎａ， ＤＱ２１１８８５．１）相似性均为

８１％；与火炬松（Ｐｉｎｕｓ ｔａｅｄａ，ＡＹ７６４８４１．１）相似性为

８０％；与银合欢（Ｌｅｕｃａｅｎａ ｌｅｕｃｏｃｅｐｈａｌａ，ＧＵ１８３３６３．１）
和黑莓 （Ｒｕｂｕｓ ｏｃｃｉｄｅｎｔａｌｉｓ） 为 ７９％；与插田泡 （Ｒ．
ｃｏｒｅａｎｕｓ，ＧｅｎＢａｎｋ ＥＵ１２３５３３．１）和苹果梨（Ｍａｌｕｓ ×
ｄｏｍｅｓｔｉｃａ，ＧｅｎＢａｎｋ ＤＱ０７５００２． １） 为 ７８％；长春花

（Ｃａｔｈａｒａｎｔｈｕｓ ｒｏｓｅｕｓ ＧｅｎＢａｎｋ Ｚ３２５６３．１） ７７％；与油

菜 （ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ， ＧｅｎＢａｎｋ ＤＱ４８５１２９． １ ）， 芜 菁

（Ｂ． ｒａｐａ ，ＧｅｎＢａｎｋ ＡＢ３００３１７．１），大阿米芹（Ａｍｍｉ
ｍａｊｕｓ，ＧｅｎＢａｎｋ ＡＹ２１９９１８． １） 和香芹 （ Ｐｅｔｒｏｓｅｌｉｎｕｍ
ｃｒｉｓｐｕｍ，ＧｅｎＢａｎｋ Ｌ３８８９８．１）均为 ７６％。

利用 ＤＮＡｍａｎ 软件进行分析，从图 ２ 可以看

出，ＩｂＣ４Ｈ 的 ｃＤＮＡ 序列含有 ６６ ～ １ ５８３ ｂｐ 的开放

阅读框以及 ８５ ｂｐ 的 ３′非编码区和 ６５ ｂｐ 的 ５′非
编码区。 ＩｂＣ４Ｈ 终止密码子为 ＴＡＡ，共编码 ５０５ 个

氨基酸，符合有效翻译的基因全长 ｃＤＮＡ 特征。

３０５４ 期 张华玲等： 甘薯肉桂酸⁃４⁃羟化酶基因克隆及序列分析



注： Ｍ． ＤＮＡ 分子标记； ａ． 保守区； ｂ． ３′⁃ＲＡＣＥ； ｃ． ５′⁃ＲＡＣＥ； ｄ． 全长 ｃＤＮＡ。
Ｎｏｔｅ： Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； ａ． ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｒｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ＩｂＣ４Ｈ； ｂ． ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ３′⁃ＲＡＣＥ；

ｃ． ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ５′⁃ＲＡＣＥ； ｄ． ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｆｕｌｌ⁃ｌｅｎｇｔｈ ｃＤＮＡ．

图 １　 ＩｂＣ４Ｈ 的 ＰＣＲ 扩增产物　
Ｆｉｇ． １　 ＰＣＲ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ＩｂＣ４Ｈ　

ＩｂＣ４Ｈ 氨基酸序列提交 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ 预

测，分子量 ５８．１６ ｋＤ，等电点为 ９．２３，其中 ９５ 个极

性氨基酸和 １９０ 个疏水性氨基酸残基。 疏水性蛋

白，亚细胞定位预测在细胞质。
２．２ 不同植物的 Ｃ４Ｈ 氨基酸序列多重比对

利用 Ｖｅｃｔｏｒ ＮＴＩ ８．０ 软件对甘薯和其他植物的

Ｃ４Ｈ 氨基酸序列进行多重比对，并分析它们的相

似性（图 ３）。 由图 ３ 可知，ＩｂＣ４Ｈ 与马铃薯 Ｃ４Ｈ
序列相似性最高，与苹果、黑莓较为接近，而与大

阿米芹、油菜差异稍微大些，但是一致性仍很高，
均在 ７０％以上，可见 Ｃ４Ｈ 编码区高度保守，从而

进一步证明所克隆出的基因确实是甘薯 Ｃ４Ｈ 基

因。 分析由于这些植物生长过程需积累大量黄酮

类化合物，而 Ｃ４Ｈ 是催化类黄酮前体肉桂酸合成

的重要酶，推测其基因必须保持足够的遗传稳定

性和演化趋向性。
２．３ Ｃ４Ｈ 分子系统发生树分析

将 ＩｂＣ４Ｈ 与从 ＧｅｎＢａｎｋ 中得到了黑莓（Ｒｕｂｕｓ
ｏｃｃｉｄｅｎｔａｌｉｓ，ＧｅｎＢａｎｋ ＦＪ５５４６２９．１）、插田泡（Ｒ． ｃｏｒｅ⁃
ａｎｕｓ，ＧｅｎＢａｎｋ ＥＵ１２３５３３．１）、苹果梨（Ｍａｌｕｓ × ｄｏ⁃
ｍｅｓｔｉｃａ，ＧｅｎＢａｎｋ ＤＱ０７５００２．１）、长春花 （Ｃａｔｈａｒａｎ⁃
ｔｈｕｓ ｒｏｓｅｕｓ， ＧｅｎＢａｎｋ Ｚ３２５６３． １ ）、 甘 薯 （ Ｉｐｏｍｏｅａ
ｂａｔａｔａｓ， ＧｅｎＢａｎｋＧＱ３７３１５７． １）、马铃薯（ Ｓｏｌａｎｎｕｍ
ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ， ＧｅｎＢａｎｋ： ＤＱ３４１１７４． １ ）、 大 阿 米 芹

（ Ａｍｍｉ ｍａｊｕｓ， ＧｅｎＢａｎｋ ＡＹ２１９９１８． １ ）、 香 芹

（Ｐｅｔｒｏｓｅｌｉｎｕｍ ｃｒｉｓｐｕｍ， ＧｅｎＢａｎｋ Ｌ３８８９８． １）、油菜

（Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ， ＧｅｎＢａｎｋ ＤＱ４８５１２９． １ ） 和 芜 菁

（Ｂ． ｒａｐａ， ＧｅｎＢａｎｋ ＡＢ３００３１７．１） １０ 个植物物种

的 Ｃ４Ｈ 蛋 白 序 列， 用 Ｎｅｉｇｈｂｅｒ － ｊｏｉｎｉｎｇ 方 法

（ＭＥＧＡ７）构建了系统进化树，用以分析不同物种

中的 Ｃ４Ｈ 基因之间的进化关系（图 ４），Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ
检验的重复次数为１ ０００次。 结果显示 ＩｂＣ４Ｈ 与

茄科马铃薯 Ｃ４Ｈ 蛋白相似性最高，进化树上遗传

距离也最为接近，聚为一类。 树莓、插田泡、苹果

同为蔷薇科植物，所以聚为一大类，并且这类植物

和长春花有相同的特点，即色泽鲜艳，富含花青

素。 ＩｂＣ４Ｈ 位于花色素途径的上游，除了与合成

黄酮类化合物进而合成花青素有关，还与合成木

质素紧密相关，而木质素中一个重要的成分就是

纤维素。 因此，和富含纤维素的芹菜、芫荽，还有

油菜、芜菁也有一定关联。 其中芹菜、芫荽同为聚

伞房花科，聚为一类；而油菜、芜菁同为十字花科，
聚为一类。 在进化树上不仅与所属科属类别亲缘

关系相近，也和 ＢＬＡＳＴ 和多重比对结果相符。
２．４ ＩｂＣ４Ｈ 的蛋白结构分析

根据 ＩｂＣ４Ｈ 的二级结构预测，在 ＩｂＣ４Ｈ 多肽

链中含有 ４４．５５％的 α⁃螺旋， １３．４７％的延伸链，和
４１．９８％的无规则卷曲。 纵观蛋白的整体结构，α⁃

４０５ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



注： ∗ 为终止密码。
Ｎｏｔｅ： ∗ ｍｅａｎｓ ｔｈｅ ｓｔｏｐ ｃｏｄｏｎ．

图 ２　 ＩｂＣ４Ｈ 及其编码的氨基酸序列
Ｆｉｇ． ２　 ＩｂＣ４Ｈ ｏｆ ｓｗｅｅｔ ｐｏｔａｔｏ ａｎｄ ｉｔｓ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

螺旋和无规则卷曲是 ＩｂＣ４Ｈ 蛋白最大量的结构元

件，而延伸链则散布于整个蛋白中（图 ５）。 用 ＴＭ⁃
ＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ 对甘薯基因 Ｃ４Ｈ 功能结构域分析，甘
薯 Ｃ４Ｈ 肽链在细胞膜外，ＩｂＣ４Ｈ 不存在跨膜结构

域。 用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 进行甘薯 Ｃ４Ｈ 基因编码蛋白的氨

基酸序列预测，整条多肽链表现为输水性，在 Ｎ 端

和近 Ｃ 端有较为明显的输水区域。 在 ＰＲＯＳＩＴＥ 中

分别预测，ＩｂＣ４Ｈ 含有细胞色素 Ｐ４５０ 血红素半胱

氨酸铁元素结合位点（４４０ ～ ４４９ 位氨基酸残基）、
Ｎ⁃糖基化位点（５７ ～ ６０ 位、２７２ ～ ２７５ 位氨基酸残

基）、依赖于 ＣＡＭＰ⁃ＣＧＭＰ 蛋白激酶磷酸结合位点

（２６２ ～ ２６５ 位氨基酸残基）。 此外，还含有蛋白激

酶 Ｃ 磷酸化位点、酪蛋白激酶 ＩＩ 磷酸化位点、Ｎ⁃豆
蔻酰化位点、酰胺化位点。 三维结构建模预测， 丙

５０５４ 期 张华玲等： 甘薯肉桂酸⁃４⁃羟化酶基因克隆及序列分析



注： 黑色背景和灰色背景分别表示一致氨基酸和保守氨基酸残基； 黑色字体

白色背景表示其他氨基酸残基； 活性位点用红色框标注。
Ｎｏｔｅ： Ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ａｎｄ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ａｒｅ ｄｅｎｏｔｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｃｋ ａｎｄ ｇｒａｙ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；

Ｏｔｈｅｒ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ａｒｅ ｄｅｎｏｔｅｄ ｗｉｔｈ ｗｈｉｔｅ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄｓ； Ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅｓ ａｒｅ ｄｅｎｏｔｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｄ ｆｒａｍｅｓ．

图 ３　 不同植物 Ｃ４Ｈ 氨基酸序列的多重比对结果
Ｆｉｇ． ３　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｃ４Ｈ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔｓ
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注： 节点上的数值为通过 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 检验次数的

百分数 （重复１ ０００次）。
Ｎｏｔｅ： Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｏｄｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｇｔａｇｅ

ｄｒａｗｎ ｆｒｏｍ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｔｅｓｔ （１ ０００ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ） ．

图 ４　 在 ＭＥＧＡ７ 软件平台上用 ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ
方法构建 Ｃ４Ｈ 分子系统进化树

Ｆｉｇ． ４　 Ａ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｃ４Ｈ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｉｓｍｓ
ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｏｎ ＭＥＧＡ７

注： 用螺旋表示 α⁃螺旋； 用板状箭头表示

β⁃片层； 用绳状表示随机卷曲。
Ｎｏｔｅ： Ｔｈｅ α⁃ｈｅｌｉｘ， β⁃ｐｌｅａｔｅｄ ｓｈｅｅｔ ａｎｄ ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ ａｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ

ｂｙ ｔｈｅ ｈｅｌｉｘ， ｓｈｅｅｔ ａｎｄ ｒｏｐｅ⁃ｓｈａｐｅ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图 ５　 ＩｂＣ４Ｈ 编码蛋白的三维结构
Ｆｉｇ． ５　 ３⁃Ｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＩｂＣ４Ｈ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ

氨酸 ３０６ 位残基所在侧链，苯丙氨酸 １１９ 位残基

及丝氨酸 １２０ 残基，天冬氨酸 ２９４ 位残基，苏氨酸

３１０ 位残基，苯丙氨酸 ２０３ 位残基共同形成一个穴

状的结构，其中苏氨酸和天冬氨酸参与水分子的

氢键的连接，增加结构稳定性。 丝氨酸、苯丙氨

酸、丙氨酸是酶的结合位点，该催化中心含有水分

子、氧及铁元素结合位点，和其它关于人类细胞色

素 Ｐ４５０ 氧化及相关结构模型研究结果相一致

（Ｗｉｌｍｏｕｔｈ ｅｔ ａｌ，２００２； Ｓｔｅｆａａｎ ｅｔ ａｌ，２００７； Ｌｉｎｄａ ｅｔ
ａｌ，１９８６）。

３　 讨论

花色素苷合成要经由苯基丙酸路径和类黄酮

生合成途径生成，除合成木质素、类黄酮物质，还
合成香豆素、绿原酸等物质，作为植物的信号分子

或拮抗物质。 肉桂酸⁃４⁃羟化酶催化反式肉桂酸的

反应形成 ４⁃Ｎ 基肉桂酸，是苯丙烷途径的第 ２ 个关

键酶，属于细胞色素单加氧酶超家族。 苯丙烷途

径的核心关键酶形成一个复合物，Ｃ４Ｈ 在苯丙烷

途径（位于胞质中）与电子传递反应（位于膜上）
之间起着重要作用（梁良等，２０１４；陈安和，２００６）。
Ｂｌｏｕｎｔ ｅｔ ａｌ（２０００）的研究表明，转基因烟草中肉桂

酸⁃４⁃羟化酶酶过量表达将导致绿原酸的含量的增

加。 目前已对拟南芥、水稻、油菜、青稞、大豆等多

种植物 Ｃ４Ｈ 基因进行了分离和克隆，（Ａｎｎｅｔｔｅ ｅｔ
ａｌ， ２００７； Ｂｏｄｄｕ ｅｔ ａｌ， ２００４；罗小娇等，２０１４； 王

安娜等，２０１０）。 谭国飞等（２０１４）通过定量、半定

量 ＰＣＲ，检测 Ｃ４Ｈ 基因在不同组织中的表达，如鸭

儿芹中基因与温度的响应表达，为其生长环境的

分析提供了重要依据；利用实时荧光定量 ＰＣＲ 分

析青稞 Ｃ４Ｈ 在胚乳发育不同组织的表达情况，对
品种改良等有重要意义（罗小娇等，２０１４）。 本研

究成功克隆了紫色甘薯 Ｃ４Ｈ 基因，同时进行了生

物信息学分析，为利用植物次生代谢途径中关键

酶的“基因修饰”技术， 调节甘薯 Ｃ４Ｈ 的活性来增

加色素的含量及黄酮类含量奠定了基础，目前，在
甘薯中 Ｃ４Ｈ 的表达水平与黄酮和紫色色素积累量

的关系有待进一步研究分析，后期还将研究紫薯

花色素苷合成途径中其他关键基因，分析其表达

与花色素苷总量的关系，探究黄酮类化合物生物

合成的分子调控网络，从而对天然色素新品种的

研发提供重要依据。
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