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摘　 要： 色氨酸转氨酶基因家族，是直接参与植物生长素生物合成途径的关键酶基因。 该研究在罗汉果转录

组测序的基础上，结合 ＲＡＣＥ 技术克隆罗汉果色氨酸转氨酶基因 ＳｇＴＡＲ２ 的全长 ｃＤＮＡ 序列和 ＤＮＡ 序列；并
对其进行生物信息学分析和时空表达分析。 结果表明：克隆所得 ＳｇＴＡＲ２ 的 ｃＤＮＡ 全长序列 ２ ０７８ ｂｐ，最长

ＯＲＦ 为１ ３３２ ｂｐ，编码 ４４３ 个氨基酸，ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＫＵ９４９３８１，其编码蛋白具有 ２ 个蒜氨酸酶保守结构域

和多个 ５′⁃ＰＬＰ 结合位点，推测其可能参与催化色氨酸转氨基作用、化学防御作用、生长素生物合成等生物学

过程；ＳｇＴＡＲ２ 基因 ＤＮＡ 长为 ４ １０３ ｂｐ，含有 ４ 个内含子和 ５ 个外显子，其内含子具有多个高水平转录调控因

子和多个与激素、环境等胁迫响应相关的作用元件，暗示 ＳｇＴＡＲ２ 基因内含子协同调控罗汉果生长素合成、抗
胁迫反应、形态发育等生物学过程。 实时荧光定量结果显示，ＳｇＴＡＲ２ 基因在罗汉果各组织器官均有表达，在
雌蕊和 １５ ｄ 幼果期表达量较高，暗示该基因参与罗汉果果实早期发育。 该研究结果表明 ＳｇＴＡＲ２ 参与了生长

素介导的罗汉果不同生长发育过程，特别对幼果及花的起始发育和器官形态建成等具有重要意义。
关键词： 罗汉果， 色氨酸转氨酶， 克隆， 基因表达
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　 　 生长素是一类重要植物激素，从胚胎发育到器

官形态建成和衰老，植物生长发育的每个阶段几乎

都受到它的调控。 在花期应用生长素类物质（２，４⁃
Ｄ 溶液）涂抹罗汉果果柄或子房能诱导单性结实

（李珍贞和邬辉平，１９８８）。 由 ＴＡＡ１ ／ ＴＡＲ 基因家族

编码的色氨酸转氨酶催化 Ｔｒｐ（色氨酸）通过转氨基

作用生成 ＩＰＡ（吲哚丙酮酸），再由 ＹＵＣ 基因家族编

码的类黄素单加氧酶催化 ＩＰＡ 合成 ＩＡＡ，是植物中

迄今发现的第一个完整的生长素生物合成途径（图
１）（Ｍａｓｈｉｇｕｃｈｉ ｅｔ ａｌ， ２０１１； Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ， ２０１５）。

ＴＡＡ１ ／ ＴＡＲ 作为生长素合成途径中的关键酶基

因之一，其突变或异常表达对植物生长发育具有广

泛、深刻的影响。 拟南芥中，ＴＡＡ１ ／ ＴＡＲ 基因在胚胎

形成初期及以后均能检测到，但突变体 ｔａｒ１ ／ ｔａｒ２ 受

到抑制（Ｔａｏ ｅｔ ａｌ， ２００８）。 由于 ＴＡＡ１ 和 ＴＡＲ２ 的突

变，细胞核扩散功能缺失，导致雌配子体形成空泡或

胚囊各向异性生长（Ｐａｎｏｌｉ ｅｔ ａｌ， ２０１４）；ＴＡＡ１ ／ ＴＡＲ
突变体的功能缺失导致根、茎、叶、下胚轴等器官发

育受到影响（Ｓｔｅｐａｎｏｖａ ｅｔ ａｌ，２００８）。 施加外源生长

素能抑制 ＴＡＡ１ ／ ＴＡＲ 表达，揭示生长素能反馈调控

局部生长素合成（Ｍａｓａｓｈｉ ｅｔ ａｌ， ２００９）；在短柄草幼

苗中，导入 ＴＡＲ２⁃ｌｉｋｅ 基因能引起下游基因表达下调

以及转氨酶活性降低，但使用 ＴＡＡ１ ／ ＴＡＲ 特异抑制

剂却可促进下游生长素合成（Ｄａｖｉｄａｌ ｅｔ ａｌ， ２０１３）。
前期转录组研究表明， 罗汉果 ＴＡＡ１ ／ ＴＡＲ 基因

（ＳｇＴＡＲ２）与果实早期发育密切相关，但迄今为止未

见关于该基因的研究报道。 本研究在罗汉果

ＳｇＴＡＲ２ 的 ｕｎｉｇｅｎｅ 序列基础上，结合 ＲＡＣＥ 技术克

隆 ＳｇＴＡＲ２ 基因 ｃＤＮＡ 和 ＤＮＡ 全长，考察该基因在

罗汉果不同组织器官中的时空表达，初步明确其分

子和生物学功能，为深入利用 ＳｇＴＡＲ２ 进行罗汉果

生长发育等遗传改良奠定基础。

图 １　 植物 ＩＡＡ 生物合成途径
Ｆｉｇ． １　 ＩＡＡ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ

１　 材料与方法

１．１ 材料

所用罗汉果“青皮 １ 号”雌株采自广西药用植

物园实验基地。 分别取罗汉果盛花期雌株的茎、叶、
芽、雌 蕊、 雄 蕊 及 １５ ｄ 果、 ３０ ｄ 果， 提 取 ＤＮＡ
和 ＲＮＡ。

ｐＭＤ１９⁃Ｔ 载体、 Ｐｆｕ ＤＮＡ 聚合酶、 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ Ｒｅｖｅｒｓｅ
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ、ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ Ⅱ、ＤＮＡ 连接试

６６３ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



剂盒购自 Ｔａｋａｒａ 公司，Ｅａｓｙ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ、感受态细胞 ＤＨ５α 购自全式金公司，ＤＮＡ
凝胶回收试剂盒、ＴＲＮｚｏｌ 总 ＲＮＡ 提取试剂购自天

根公司，其余试剂均为分析纯；引物合成和测序工作

均交由深圳华大基因公司完成。 实时荧光定量

ＰＣＲ Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ ＣＦＸ９６ 型荧光定量 ＰＣＲ 仪。
１．２ 方法

１．２． １ ＤＮＡ 和 ＲＮＡ 提取 　 罗汉果各组织器官总

ＤＮＡ 采用改良 ＣＴＡＢ 法提取 （ 魏胜华和孟娜，
２０１１）。 各组织器官总 ＲＮＡ 提取参照 ＴＲＮｚｏｌ 总

ＲＮＡ 提取试剂（天根）说明书操作。 ＲＮＡ 反转录参

照 ＲＮＡ 反转录试剂盒（ＴＡＫＡＲＡ）说明书操作。 用

超微量分光光度计（Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）和 １％琼脂糖

凝胶电泳检测提取的 ＤＮＡ 和 ＲＮＡ 纯度和质量。
１．２．２ ＳｇＴＡＲ２ 基因全长 ｃＤＮＡ 和 ＤＮＡ 扩增 　 根据

罗汉果转录组分析中注释为 ＴＡＲ２ 蛋白的相应 ｕｎｉ⁃
ｇｅｎｅ 序列，用 Ｐｒｉｍｅｒ ５．０ 软件设计特异引物 ｔａｒ２Ｓ ／
ｔａｒ２Ａ，扩增 ｃＤＮＡ 中间序列。 采用改良 ＲＡＣＥ 法

（罗聪等，２０１１）进行 ＳｇＴＡＲ２ 基因 ３′和 ５′端序列扩

增：根据 ｃＤＮＡ 中间序列分别设计 ５′ＲＡＣＥ 和 ３′
ＲＡＣＥ 特异引物 ｔａｒ５′１ ／ ｔａｒ５′２ ／ ｔａｒ５′３ 和 ｔａｒ３′１ ／ ｔａｒ３′
２，深圳华大公司合成 ５′ＲＡＣＥ 和 ３′ＲＡＣＥ 锚定引物

Ａｎｃｈｏｒ ／ ＡＵＡＰ 和 ＲＴＰ３ ／ Ｓ３，以罗汉果混合样反转录

ｃＤＮＡ 第一链为模板，按 ＲＡＣＥ 方案，进行槽式 ＰＣＲ
扩增。 回收目的条带后，连 Ｔ 克隆，经蓝白斑鉴定、
筛选，送华大基因公司测序。 将测序验证后的 ５′
ＲＡＣＥ 片段、ｃＤＮＡ 中间序列、３′ＲＡＣＥ 片段进行拼

接，获得全长 ｃＤＮＡ 序列。 再根据拼接序列，在两端

设计特异引物 Ｔａｒ２⁃ｃＦ ／ Ｔａｒ２⁃ｃＲ 分别以罗汉果 ＤＮＡ
和混合样反转录 ｃＤＮＡ 第一链为模板扩增全长

ＤＮＡ 序列和 ｃＤＮＡ 序列。
ＰＣＲ 反应体系：罗汉果 ＤＮＡ 或 ｃＤＮＡ 模 板 ０．５

μＬ，１０ ×ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ１．０ μＬ，上下游引物（１０ μｍｏｌ·
Ｌ⁃１）各 ０．３ μＬ，Ｔａｑ 酶（５ Ｕ·μＬ⁃１）０．１ μＬ，ｄＮＴＰ ｍｉｘ
（２．５ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１）０．８ μＬ，加水补至 １０ μＬ。 反应程

序：９４ ℃ ３ ｍｉｎ；９４ ℃ ３０ ｓ，５６ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ １ ｍｉｎ，
３０ 个循环；７２ ℃ ８ ｍｉｎ。 将 ＰＣＲ 反应产物纯化回

收，经 Ｔ 克隆蓝白斑筛选后送公司测序。
１．２．３ ＳｇＴＡＲ２ 基因生物信息学分析　 对不同测序片

段，利用 ＤＮＡｓｔａｒ⁃ＳｅｑＭａｎ 构建重叠群，用 ＤＮＡｓｔａｒ⁃
ＥｄｉｔＳｅｑ 对 ＳｇＴＡＲ２ 的 ｃＤＮＡ 全长查找最长开放阅读

框（ＯＲＦ），并翻译成相应蛋白序列。 在 ＮＣＢＩ 上

利用ＢＬＡＳＴＰ工具初步分析ＳｇＴＡＲ２相应结构域及功

表 １　 本研究所用到的引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｉｓｔ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ａｒｔｉｃｌｅ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

序列（５′⁃３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′⁃３′）

ｔａｒ２Ｓ ＧＣＴＧＣＣＣＴＣＴＡＴＧＣＴＣＴＧＴＣ

ｔａｒ２Ａ ＴＡＣＣＧＣＣＡＣＴＴＣＴＧＴＴＣＡＣＣ

Ｔａｒ２⁃ｃＦ ＣＡＣＧＡＣＣＧＡＴＴＡＴＴＴＣＴＣＴＧ

Ｔａｒ２⁃ｃＲ ＣＴＴＣＡＡＣＣＴＣＴＡＡＴＧＡＡＣＧＣＣ

ＲＴＰ３ ＧＡＣＴＡＧＡＴＣＴＣＣＡＴＧＧＣＣＴＡＧＧＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴ

Ｓ３ ＧＡＣＴＡＧＡＴＣＴＣＣＡＴＧＧＣＣＴＡＧＧ

Ａｎｃｈｏｒ ＣＵＡＣＵＡＣＵＡＣＵＡＧＧＣＣＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＴＡＧ⁃
ＴＡＣＧＧＧＩＩＧＧ

ＡＵＡＰ ＧＧＣＣＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＴＡＧＴＡＣ

ｔａｒ３′１ ＣＡＣＡＡＡＴＧＧＧＣＴＧＧＴＧＡＴＧＣＴ

ｔａｒ３′２ ＧＧＡＣＧＡＧＣＣＣＴＡＣＡＴＴＧＡＧＴＴＧ

ｔａｒ５′１ ＣＣＡＴＴＴＧＴＧＧＡＧＣＣＣＣＧＡＣＴＴ

ｔａｒ５′２ ＣＣＡＣＧＣＴＧＡＴＧＧＧＴＴＧＡＧＡＣＧ

ｔａｒ５′３ ＴＡＴＴＧＣＴＣＡＴＡＣＡＴＴＧＴＣＧＧＧＴＣ

ｑ⁃ＴＡＲ２⁃Ｆ ＧＧＡＧＡＣＴＧＡＧＴＴＴＧＣＧＡＡＧＣ
ＣＧＣＴＧＡＴＧＧＧＴＴＧＡＧＡＣＧ

ｑ⁃ＴＡＲ２⁃Ｒ ＣＧＣＴＧＡＴＧＧＧＴＴＧＡＧＡＣＧ

ｑ⁃Ａｃｔｉｎ⁃Ｆ ＴＧＴＣＴＧＧＡＴＣＧＧＴＧＧＴＴＣＣＴ

ｑ⁃Ａｃｔｉｎ⁃Ｒ ＡＡＣＡＧＧＡＣＣＴＣＡＧＧＧＣＡＣＣ

能；利用 ＩｎｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ ／ Ｔｏｏｌｓ ／
ｐｆａ ／ ｉｐｒｓｃａｎ ／ ） 进行保守结构域预测；利用在线工具

ＥｘＰＡＳｙ （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ） 对基因编码蛋白

进行基本理化性质分析；利用 ＳＯＰＭＡ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｐｒａｂｉ． ｉｂｃｐ． ｆｒ ／ ） 工 具 和 ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＬＥ （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ．ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ）工具进行蛋白进行二

级结构和三级结构分析预测；利用在线工具 Ｐｌａｎｔ⁃
ＣＡＲＥ（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ． ｐｓｂ． ｕｇｅｎｔ． ｂｅ ／ ｗｅｂｔｏｏｌｓ ／
ｐｌａｎｔｃａｒｅ）和 ＰＬＡＣＥ （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｏｇｏ．ｄｎａ．ａｆｆｒｃ．ｇｏ．ｊｐ）预
测基因内含子顺式作用元件。
１．２．４ ＳｇＴＡＲ２ 基因荧光定量 ＰＣＲ 分析 　 以基因表

达稳定性较好的肌动蛋白 ａｃｔｉｎ 为内参基因（涂冬萍

等，２０１５ ）。 根 据 罗 汉 果 ａｃｔｉｎ 基 因 （ 登 录 号 为

ＫＵ９４９３８２）和 ＳｇＴＡＲ２ 基因分别设计荧光定量引物

ｑ⁃Ａｃｔｉｎ⁃Ｆ ／ ｑ⁃Ａｃｔｉｎ⁃Ｒ 和 ｑ⁃ＴＡＲ２⁃Ｆ ／ ｑ⁃ＴＡＲ２⁃Ｒ。 分别

提取大约 １ μｇ 的罗汉果各组织器官的 ＲＮＡ，利用

ＴａＫａＲａ 公司 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ

７６３３ 期 郑珊等： 罗汉果色氨酸转氨酶基因 ＳｇＴＡＲ２ 的克隆及表达分析



Ｅｒａｓｅｒ 试剂盒反转录得到 ｃＤＮＡ 第一链模板，以罗

汉果叶 ｃＤＮＡ 以 ５ 倍浓度梯度稀释 ６ 个浓度梯度标

准品，在 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ ＣＦＸ９６ 仪器上进行荧光定量实验，
分别制作内参基因和目的基因的标准曲线计算扩增

效率，采用 ２－△△ＣＴ法计算基因相对表达量。
荧光定量 ＰＣＲ 反应体系：ｃＤＮＡ 模板 ０．５ μＬ，上

下游引物 （ １０ μｍｏｌ·Ｌ⁃１ ） 各 ０． ４ μＬ， ２ × ＳＹＢＲ
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ Ⅱ５ μＬ，加水补至 １０ μＬ。 反应程序

为 ９５ ℃ １０ ｓ；９５ ℃ ５ ｓ，６０ ℃ ２０ ｓ，４０ 个循环。 以

ＳｇＴＡＲ２ 在罗汉果叶中的表达量为对照，用 ＳＰＳＳ
１６．０ 软件，用 ｄｕｎｃａｎ 对数据进行方差分析（显著水

平 α＝ ０．０５），并用 Ｅｘｃｅｌ 统计软件绘图。

２　 结果与分析

２．１ 罗汉果总 ＤＮＡ 和总 ＲＮＡ 的提取

采用 ＣＴＡＢ 法提取的总 ＤＮＡ 经琼脂糖凝胶电

泳检测质量较好（图 ２：ａ），可用于下一步实验。 采

用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取的 ＲＮＡ，琼脂糖凝胶电泳检测显示，
ＲＮＡ 条带清晰，２８Ｓ、１８Ｓ、５Ｓ 三条带清晰可见，且
２８Ｓ 和 １８Ｓ 其亮度比例接近 ２ ∶ １（图 ２：ｂ）；经分光

光度计检测，ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０在 １．８～２．０ 之间，表明 ＲＮＡ
完整性较好，无明显降解，可用于下一步实验。
２．２ 罗汉果 ＳｇＴＡＲ２ 基因 ｃＤＮＡ全长和ＤＮＡ全长扩增

ＰＣＲ 扩增产物经 １％琼脂糖凝胶电泳检测，扩
增产物电泳条带清晰且单一，回收测序结果为 ２３５
ｂｐ。 在得到中间序列的基础上，采用改良 ＲＡＣＥ 技

术扩增 ５′和 ３′序列，分别得到 ５１１ ｂｐ 和 ９４５ ｂｐ 的片

段。 将前述 ３ 段序列（图 ３）分别经 ＢＬＡＳＴＮ 验证

后，拼接重叠群，再次利用 ＢＬＡＳＴＮ 对比，发现 ５′
ＵＴＲ 仍有部分序列未扩增出来，继续设计引物 ｔａｒ５′
３ 进行第二次 ５′ＲＡＣＥ 扩增。 将所有扩增得到的序

列拼接，并根据该拼接序列的 ＣＤＳ 两端设计基因全

长特异引物，以验证拼接全长正确性。 同时，以罗汉

果 ｃＤＮＡ 和 ＤＮＡ 为模版扩增该基因 ｃＤＮＡ 及 ＤＮＡ
序列。 ＰＣＲ 扩增后经克隆测序表明，该全长 ｃＤＮＡ
序列与拼接序列结果一致，ＤＮＡ 序列相比 ｃＤＮＡ 序

列多出 ２ １４３ ｂｐ。 序列分析表明，该基因 ｃＤＮＡ 全

长 ２ ０７８ ｂｐ，ＣＤＳ 包含一个 １ ３３２ ｂｐ 的最长 ＯＲＦ，编
码 ４４３ 个氨基酸，包含 ５６６ ｂｐ ５′ＵＴＲ 和 １８０ ｂｐ ３′
ＵＴＲ，ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＫＵ９４９３８１。
２．３ 罗汉果 ＳｇＴＡＲ２ 基因生物信息学分析

２．３．１ ＳｇＴＡＲ２ 基因编码蛋白特性分析　 利用 ＮＣＢＩ

图 ２　 罗汉果总 ＤＮＡ （ａ）和总 ＲＮＡ （ｂ）电泳结果
１， ２． 总 ＤＮＡ； ３， ４． 总 ＲＮＡ。

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＤＮＡ （ａ）
ａｎｄ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ （ｂ） ｏｆ Ｓｉｒａｉｔｉａ ｇｒｏｓｖｅｎｏｒｉｉ

　 １， ２． Ｔｏｔａｌ ＤＮＡ； ３， ４． Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ．

上 Ｂｌａｓｔｘ 工具对比发现 ＳｇＴＡＲ２ 基因属于“ＡＡＴ⁃Ｉ
ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ”超基因家族（图 ５：ａ）。 利用 ＥｘＰＡＳｙ 对

该基因进行蛋白基本理化性质分析，ＳｇＴＡＲ２ 编码蛋

白理论分子量为 ４９．１５ ｋＤ，等电点 ７．２４，平均总亲水

性 － ０． １４６， 脂 肪 系 数 ８３． ３９， 预 测 分 子 式 为

Ｃ２２１５Ｈ３４１９Ｎ５９５Ｏ６３９Ｓ１７，编码蛋白不稳定系数 ４３． ７２。
利用 ＳＯＰＭＡ 软件进行二级结构分析显示，该蛋白 β
转角占 ８．８２％、α 螺旋占 ３６．２０％、延伸链占 ２２．１７％、
随机线圈占 ３２． ８１％。 通过 ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＬＥ 对该蛋

白进行三级结构预测如图 ４。
利用在线工具 Ｂｌａｓｔｐ 和 ＩｎｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ 对 ＳｇＴＡＲ２

的蛋白进行分析发现，该蛋白含有 １２ 个保守结构域

（图 ５：ｂ）；其中，５０～４２２ 位之间有 ５ 个保守域，分别

是 ＥＧＦ 类 蒜 氨 酸 酶 （ ＥＧＦ⁃ｌｉｋｅ ａｌｌｉｉｎａｓｅ，
ＩＰＲ００６９４７）、 磷酸吡哆醛依赖转移酶 （ Ｐｙｒｉｄｏｘａｌ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＩＰＲ０１５４２４）、蒜氨酸

酶 Ｃ 末端（Ａｌｌｉｉｎａｓｅ Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ，ＩＰＲ００６９４８）、磷酸吡

哆 醛 依 赖 转 移 酶 主 要 结 构 域 Ⅰ （ Ｐｙｒｉｄｏｘ⁃ａｌ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ， ｍａｊｏｒ ｒｅｇｉｏｎ， ｓｕｂｄｏ⁃
ｍａｉｎ １ ＩＰＲ０１５４２１）、磷酸吡哆醛依赖转移酶主要结

构域 Ⅱ （ Ｐｙｒｉｄｏｘａｌ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，
ｍａｊｏｒ ｒｅｇｉｏｎ， ｓｕｂｄｏｍａｉｎ ２ ＩＰＲ０１５４２２）。 其中，ＥＧＦ
类蒜氨酸酶和蒜氨酸酶 Ｃ 端基因本体预测表明，该
蛋白具有碳硫解酶活性（ＧＯ：００１６８４６）的分子功能；
磷酸吡哆醛依赖转移酶主要结构域本体预测表明，
该蛋白具有催化活性（ＧＯ：０００３８２４）。
２．３ ．２ＳｇＴＡＲ２基因结构及其内含子信息分析 　 将
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图 ３　 罗汉果 ＳｇＴＡＲ２ 基因 ５′ＲＡＣＥ、３′ＲＡＣＥ、ｃＤＮＡ 全长、ＤＮＡ 全长扩增产物　 Ｍ． ＤＬ ２０００ 分子量标记； １． 保守区扩增产物；
２． 第一次 ５′ＲＡＣＥ 扩增产物； ３． ３′ＲＡＣＥ 扩增产物； ４． 第二次 ５′ＲＡＣＥ 扩增产物； ５． ｃＤＮＡ 全长扩增产物； ６． ＤＮＡ 全长扩增产物。

Ｆｉｇ． ３　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｒｅｇｉｏｎ， ５′ＲＡＣＥ，３′ＲＡＣＥ， ｆｕｌｌ⁃ｌｅｎｇｈ ｏｆ ｃＤＮＡ ａｎｄ ｆｕｌｌ⁃ｌｅｎｇｈ ｏｆ ＤＮＡ ｆｒｏｍ ＳｇＴＡＲ２ ｏｆ Ｓｉｒａｉｔｉａ
ｇｒｏｓｖｅｎｏｒｉｉ　 Ｍ． ＤＬ ２ ０００ ｍａｒｋｅｒ； １． Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｒｅｇｉｏｎ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ； ２． ５′ＲＡＣＥ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｔｉｍｅ； ３． ３′ＲＡＣＥ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ；

４． Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ５′ＲＡＣＥ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ； ５． Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｌｌ⁃ｌｅｎｇｈ ｏｆ ｃＤＮＡ； ６． Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｌｌ⁃ｌｅｎｇｈ ｏｆ ＤＮＡ．

图 ４　 罗汉果 ＳｇＴＡＲ２ 蛋白的三级结构预测
Ｆｉｇ． ４　 Ｄｅｄｕｃｅｄ ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ

ＳｇＴＡＲ２ ｆｒｏｍ Ｓｉｒａｉｔｉａ ｇｒｏｓｖｅｎｏｒｉｉ

ＳｇＴＡＲ２ 基因的 ｃＤＮＡ 序列和 ＤＮＡ 序列进行对比分

析，结果显示该基因编码区含有长度分别为 １ ４５８、
４９８、７７ 和 １１０ ｂｐ 的 ４ 内含子，５ 个外显子长度分别

为 ７９１、３０４、２８３、３０３ 和 ２６９ ｂｐ（图 ６），外显子和内

含子的剪切符合 ＧＴ⁃ＡＧ 原则，４ 个内含子 ＡＴ 含量

比较高。
利用在线工具 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．

ｐｓｂ．ｕｇｅｎｔ． ｂｅ ／ ｗｅｂｔｏｏｌｓ ／ ｐｌａｎｔｃａｒｅ）和 ＰＬＡＣＥ（ｈｔｔｐｓ：／ ／
ｓｏｇｏ．ｄｎａ．ａｆｆｒｃ．ｇｏ．ｊｐ ／ ｐａｇｅ ＝ｎｅｗｐｌａｃｅ）预测 ＳｇＴＡＲ２ 基因

内含子顺式作用元件，结果显示，内含子 １ 具有生长素

响应元件（ＡｕｘＲＲ⁃ｃｏｒｅ）、光响应元件（ＳＰ１）、ＡＢＡ 响应

元件（ＡＢＲＥ）、厌氧响应元件（ＡＲＥ）、乙烯响应元件

（ＥＲＥ）、热激响应元件（ＨＳＥ）、 赤霉素响应元件（Ｐ⁃
ｂｏｘ）、低温诱导响应元件（ＬＴＲ）、干旱胁迫响应元件

（ＭＢＳ）、水杨酸响应元件（ＴＣＡ⁃ｅｌｅｍｅｎｔ）胚乳特异性响

应元件（Ｓｋｎ⁃１＿ｍｏｔｉｆ）、分生组织特异性响应元件

（ＣＣＧＴＣＣ⁃ｂｏｘ）、胁迫防御响应元件（ＴＣ⁃ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ），
此外，还具有 ４ 个高水平转录调控因子（５ＵＴＲ Ｐｙ⁃ｒｉｃｈ
ｓｔｒｅｔｃｈ）、 ２４ 个 ＣＡＡＴ⁃ｂｏｘ 和 ２３ 个 ＴＡＴＡ⁃ｂｏｘ；内含子 ２
具有光响应元件、高水平转录调控因子、分生组织特异

性响应元件、７ 个 ＣＡＡＴ⁃ｂｏｘ、２３ 个 ＴＡＴＡ⁃ｂｏｘ、光响应

的 ＭＹＢ 结合位点、赤霉素响应元件；内含子 ３ 具有 １
个 ＴＡＴＡ⁃ｂｏｘ、干旱胁迫响应元件、胁迫防御响应元件；
内含子 ４ 具有 ４ 个 ＴＡＴＡ⁃ｂｏｘ、２ 个 ＣＡＡＴ⁃ｂｏｘ 和光响应

元件。
２．４ 罗汉果 ＳｇＴＡＲ２ 基因荧光定量 ＰＣＲ 分析

为明确 ＳｇＴＡＲ２ 基因在罗汉果雌株系各组织器

官的时空表达，采用荧光定量 ＰＣＲ 方法分析该基因

的表达情况。 结果显示，罗汉果内参基因 ａｃｔｉｎ 斜率

为 －２．４３１５，Ｒ２为 ０．９７９ ８，扩增效率为 ９３％，目的基

因 ＳｇＴＡＲ２ 斜率为－２．３６４ ６，Ｒ２为 ０．９９９，扩增效率为

９７．５％，样品熔解曲线均为单一峰，均在线性范围

内，阴性对照没有检测到荧光信号，表明反应体系无

污染，引物特异性好，线性关系好， 实时定量试验真
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图 ５　 罗汉果 ＳｇＴＡＲ２ 基因的保守域
Ｆｉｇ． ５　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ＳｇＴＡＲ２ ｆｒｏｍ Ｓｉｒａｉｔｉａ ｇｒｏｓｖｅｎｏｒｉｉ

图 ６　 罗汉果 ＳｇＴＡＲ２ 基因的结构　 宽框表示外显子，窄框表示内含子，
开放阅读框起始密码子和终止子密码子分别为 ＡＴＧ 和 ＴＧＡ。

Ｆｉｇ． ６　 Ｇｅｎｏｍｉｃ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＳｇＴＡＲ２ ｆｒｏｍ Ｓｉｒａｉｔｉａ ｇｒｏｓｖｅｎｏｒｉｉ　 Ｅｘｏｎｓ ａｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ｗｉｄｅ ｂｏｘｅｓ， ｉｎｔｒｏｎｓ ａｒｅ
ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ｎａｒｒｏｗ ｂｏｘｅｓ， ｔｈｅ ｂｅｇｉｎ ｃｏｄｅ ａｎｄ ｓｔｏｐ ｃｏｄｅ ａｒｅ ＡＴＧ ａｎｄ ＴＧＡ．

实可靠。 利用 ＳＰＳＳ 软件，对不同类型组织部位的

相对表达量进行差异显著性分析，结果（图 ７）表明，
ＳｇＴＡＲ２ 基因在罗汉果雌株的叶、芽、茎、雌蕊、雄株

雄蕊以及授粉后 １５ ｄ、３０ ｄ 果实中均有表达，表达量
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图 ７　 ＳｇＴＡＲ２ 基因在罗汉果各组织中的相对表达量
Ｆｉｇ． ７　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｑｕａｎｔｉｔｙ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＳｇＴＡＲ２ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｓｉｒａｉｔｉａ ｇｒｏｓｖｅｎｏｒｉｉ

相对大小依次为 １５ ｄ 果＞雌蕊＞叶＞芽＞３０ ｄ 果＞茎＞
雄蕊；可见，ＳｇＴＡＲ２ 在雌蕊、雄蕊和 １５ ｄ 果中表达

量依次递增，彼此间均达到显著差异；在 １５ ｄ 果中

的表达量比 ３０ ｄ 果的显著增高；在叶、芽、茎和 ３０ ｄ
果中表达量略有差异，但没有达到显著差异。

３　 讨论

本研究中，罗汉果 ＳｇＴＡＲ２ 基因相应蛋白属于

天门冬氨酸氨基转移酶家族，该家族蛋白具有特征

性的 ＡＡＴ＿ｌｉｋｅ 保守结构域，在该结构域上发现 ２ 个

蒜氨酸酶保守结构域和多个 ５′⁃ＰＬＰ 结合位点。
ＰＬＰ（磷酸吡哆醛）依赖酶主要参与催化氨基酸和氨

基酸衍生物的合成和降解过程，按进化起源分为五

大类：天门冬氨酸氨基转移酶超家族、色氨酸合成酶

超家族、丙氨酸消旋酶超家族、Ｄ⁃氨基酸超家族、肝
糖磷酸化酶家族（Ｃｈｒｉｓｔｅｎ ＆ Ｍｅｈｔａ， ２００１；Ｋｉｒｓｃｈ，
２００４）。 蒜氨酸酶表现 Ｃ⁃Ｓ 裂解酶活性，被认为是植

物原始防御系统的组成部分，当细胞受到外力破坏

等作用，蒜氨酸酶与底物发生反应，产生含硫复合

物、丙酮酸等物质，前者具有抗微生物的化学防御作

用（Ｓｃｈａｒｆｅｎｂｅｒｇ ｅｔ ａｌ， １９９０；Ｓｈｉｍｏｎ ｅｔ ａｌ， ２００７），后
者参与生长素生物合成等多个代谢途径（Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ，
２０１１）。 暗示罗汉果 ＳｇＴＡＲ２ 具有复杂的分子功能，
可能参与催化色氨酸转氨基作用和生长素生物合成

等重要生物学过程。
许多植物基因中的内含子因其具有特征性序列

或调控元件在基因表达调控中起重要作用（Ｃｈｕｎｇ

ｅｔ ａｌ，２００６）。 水稻 ＯｓＢＰ⁃７３ 基因的启动子驱动特异

基因表达时，需要基因内含子的参与（陈俊和王宗

阳，２００４）；拟南芥 ＡＧＡＭＯＵＳ 基因在花中的特异表

达， 也 需 要 内 含 子 序 列 的 参 与 （ Ｓｉｅｂｕｒｔｈ ＆
Ｍｅｙｅｒｏｗｉｔｚ，２００４）；拟南芥 ＰＡＴ１ 基因的内含子有增

强基因表达的作用（ Ｓｉｍｐｓｏｎ ＆ Ｆｉｌｉｐｏｗｉｃａ，１９９６）。
第一个内含子对基因表达调控贡献往往最大。 水稻

ＴＰＩ 基因需要第 １ 内含子的参与才能驱动 ＧＵＳ 基

因在水稻组 织 中 表 达 （ Ｘｕ ｅｔ ａｌ， １９９４ ）； 水 稻

ＯｓＴｕｂＡ１ 基因在分生组织中的正确表达由第 １ 内含

子介导（Ｊｅｏｎ ｅｔ ａｌ，２０１０）。 本研究表明，罗汉果 Ｓｇ⁃
ＴＡＲ２ 基因含有 ４ 个内含子，均表现出顺式作用元件

的序列特征。 其中，内含子 １ 具有多个高水平转录

调控因子和与环境胁迫以及与其它激素互作相关的

作用元件。 因此，ＳｇＴＡＲ２ 基因的表达可能受这些特

征序列以及环境因子的影响或调控。 拟南芥中，
ＴＡＡ１ ／ ＴＡＲ 参与调控植物避荫反应 （ Ｔａｏ ｅｔ ａｌ，
２００８）；ＴＡＡ１ ／ ＴＡＲ 功能缺失能抑制高温诱导的拟南

芥下胚轴伸长（Ｍａｓａｓｈｉ ｅｔ ａｌ， ２００９）；乙烯能通过调

控 ＴＡＡ１ ／ ＴＡＲＡ 活性而影响生长素合成（Ｗｅｎ ｅｔ ａｌ，
２０１１）。 暗示 ＳｇＴＡＲ２ 基因内含子协同参与调控罗

汉果生长素合成、抗胁迫反应、形态发育等生物学

过程。
ＴＡＡ１ 的基因表达能影响到所有组织，在 ＴＡＡ１ ／

ＴＩＲ２ 启动子的调控下，拟南芥野生型 ｔｉｒ２⁃１ 幼苗恢

复表型，ＧＵＳ 基因在叶、芽、茎、下胚轴、根、胚胎等

都有表达 （ Ｓｔｅｐａｎｏｖａ ｅｔ ａｌ， ２００８； Ｍａｓａｓｈｉ ｅｔ ａｌ，
２００９）。 本研究表明，罗汉果 ＳｇＴＡＲ２ 基因在所有组

织中均具有组成型表达的特点，表明该基因参与罗

汉果各器官的生长发育、形态建成等生物学过程；在
１５ 日龄的罗汉果幼果中 ＳｇＴＡＲ２ 表达量较高，与植

物幼果中 ＩＡＡ 等激素含量较高，成熟期其含量下降

（Ｂａｐａｔ ｅｔ ａｌ， ２０１０）的一般规律相似，可见 ＳｇＴＡＲ２
参与生长素介导的罗汉果果实起始发育及其形态建

成。 综上所述，罗汉果 ＳｇＴＡＲ２ 基因克隆和功能的

初步研究不仅对深入生长素合成及其生长发育机制

研究具有理论意义，而且对实现果实发育及其它激

素调控相关的遗传改良也有重要应用价值。

参考文献：
ＢＡＰＡＴ ＶＡ， ＴＲＩＶＥＤＩ ＰＫ， ＧＨＯＳＨ Ａ， ｅｔ ａｌ， ２０１０． Ｒｉｐｅｎｉｎｇ ｏｆ

ｆｌｅｓｈｙ ｆｒｕｉｔ： ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｉｎｓｉｇｈｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｅｔｈｙｌｅｎｅ ［Ｊ］． Ｂｉｏ⁃
ｔｅｃｈｎｏｌ Ａｄｖ， ２８（１）：９４－１０７．

ＣＨＥＮ Ｊ，ＷＡＮＧ ＺＹ，２００４． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＯｓＢＰ⁃７３ ｇｅｎｅ ｒｅｑｕｉｒｅｓ ｉｎ⁃

１７３３ 期 郑珊等： 罗汉果色氨酸转氨酶基因 ＳｇＴＡＲ２ 的克隆及表达分析



ｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｉｔｓ ｉｎｔｒｏｎ ｉｎ ｒｉｃｅ ［Ｊ］． Ｊ Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ， ３０
（１）：８１－８６． ［陈俊， 王宗阳， ２００４． 水稻 ＯｓＢＰ⁃７３ 基因表达
需要其内含子参与 ［Ｊ］． 植物生理与分子生物学学报， ３０
（１）：８１－８６．］

ＣＨＲＩＳＴＥＮ Ｐ，ＭＥＨＴＡ ＰＫ，２００１． Ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｐｙｒｉ⁃
ｄｏｘａｌ⁃５′⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｎｚｙｍｅｓ ［Ｊ］． Ｃｈｅｍ Ｒｅｃ， １（６）：
４３６－４４７．

ＣＨＵＮＧ ＢＹ， ＳＩＭＯＮＳ Ｃ， ＦＩＲＴＨ ＡＥ， ｅｔ ａｌ，２００６． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ５′ＵＴＲ
ｉｎｔｒｏｎｓ ｏｎ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ［ Ｊ］． Ｂｍｃ
Ｇｅｎｏｍ，７（１）：１－１３．

ＤＡＶＩＤ ＰＶ， ＭＡＲＴＩＡＬ Ｓ， ＫＡＲＩＮ Ｌ， ｅｔ ａｌ，２０１３． Ｄｉｓｔｕｒｂｅｄ ｌｏｃａｌ
ａｕｘｉｎ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｎｉｓｏｔｒｏｐｙ ａｎｄ ｒｅｖｅａｌｓ ａｌｔｅｒ⁃
ｎａｔｉｖｅ ｗｉｒｉｎｇ ｏｆ ａｕｘｉｎ⁃ｅｔｈｙｌｅｎｅ ｃｒｏｓｓｔａｌｋ ｉｎ Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍ ｄｉｓ⁃
ｔａｃｈｙｏｎ ｓｅｍｉｎａｌ ｒｏｏｔｓ． ［Ｊ］． Ｐｌｏｓ Ｇｅｎｅｔ， ９（６）：３８８－３９３．

ＧＯ ＱＱ，ＭＡ ＸＪ，ＢＡＩ ＬＨ，ｅｔ ａｌ， ２０１４． Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ
ｉｎ Ｓｉｒａｉｔｉａ ｇｒｏｓｖｅｎｏｒｉｉ ａｎｄ ｓｐａｔｉｏ⁃ｔｅｍｐｏｒａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
３⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃３⁃ｍｅｔｈｙｌｇｌｕｔａｒｙｌ ｃｏｅｎｚｙｍｅ Ａ ［ Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｔｒａｄ Ｈｅｒｂ
Ｄｒｕｇｓ ， ４５（１５）：２２２４－２２２９． ［郭茜茜， 马小军， 白隆华，等，
２０１４． 罗汉果内参基因筛选和 ３⁃羟基⁃３⁃甲基戊二酰辅酶 Ａ
还原酶时空表达分析 ［Ｊ］． 中草药， ４５（１５）： ２２２４－２２２９．］

ＪＥＯＮ ＪＳ，ＬＥＥ Ｓ， ＪＵＮＧ ＫＨ，ｅｔ ａｌ， ２０１０．Ｔｉｓｓｕｅ⁃ｐｒｅｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ ｏｆ ａ ｒｉｃｅ ａｌｐｈａ⁃ｔｕｂｕｌｉｎ ｇｅｎｅ， ＯｓＴｕｂＡ１， ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ
ｆｉｒｓｔ ｉｎｔｒｏｎ． ［Ｊ］． Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌ， ３４（１）：５５－６２．

ＫＩＲＳＣＨ ＪＦ， ２００４． Ｐｙｒｉｄｏｘａｌ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｅｎｚｙｍｅｓ： ｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃ，
ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ， ａｎｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｃｏｎｓｉｄｅｒａｔｉｏｎｓ． ［ Ｊ］． Ａｎｎ Ｒｅｖ Ｂｉｏ⁃
ｃｈｅｍ， ７３（７３）：３８３－４１５．

ＬＩ ＺＺ，ＷＵ ＨＰ， １９８８． ２，４⁃Ｄ ａｎｄ Ｓｉｒａｉｔｉａ ｇｒｏｓｖｅｎｏｒｉｉ ｐａｒｔｈｅｎｏｃａｒｐｙ
［Ｊ］． Ｐｌａｎｔ Ｊ， （３）． ［李珍贞， 邬辉平，１９８８． ２，４⁃Ｄ 与罗汉果
单性结实 ［Ｊ］． 植物杂志， （３）．］

ＬＵＯ Ｃ， ＨＥ ＸＨ， ＣＨＥＮ Ｈ，ｅｔ ａｌ， ２０１１． Ａ ｈｉｇｈ⁃ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ
ｏｆ ＲＡＣＥ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｆｏｒ ｏｂｔａｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ５′ｅｎｄ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｐｌａｎｔ
Ｐｈｙｓｉｏｌ， （４）：４０９－４１４． ［罗聪， 何新华， 陈虎，等，２０１１． 一
种高效获取基因 ５′末端的 ＲＡＣＥ 方法 ［Ｊ］ ． 植物生理学报，
（４）：４０９－４１４．］

ＭＡＳＡＳＨＩ Ｙ， ＫＡＴＩＥ Ｇ， ＰＲＩＧＧＥ ＭＪ， ｅｔ ａｌ， ２００９． Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅ２ ｇｅｎｅ ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ａｕｘｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｄｉ⁃
ｖｅｒｓｅ ａｓｐｅｃｔｓ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ． ［ Ｊ］． Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌ， １５１
（１）：１６８－１７９．

ＭＡＳＨＩＧＵＣＨＩ Ｋ， ＴＡＮＡＫＡ Ｋ， ＳＡＫＡＩ Ｔ， ｅｔ ａｌ， ２０１１． Ｔｈｅ ｍａｉｎ
ａｕｘｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ［ Ｊ］． Ｐｒｏｃ Ｎａｔ Ａｃａｄ
Ｓｃｉ ＵＳＡ， １０８（４５）：１８５１２－１８５１７．

ＭＣＳＴＥＥＮ Ｐ， ＺＨＡＯ Ｙ， ２００８． Ｐｌａｎｔ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ａｎｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ： ｃｏｍ⁃
ｍｏｎ ｔｈｅｍｅｓ ａｎｄ ｎｅｗ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓ． ［ Ｊ ］． Ｄｅｖ Ｃｅｌｌ， １４
（４）：４６７－４７３．

ＰＡＮＯＬＩ Ａ， ＭＡＲＴＩＮ ＭＶ， ＡＬＡＮＤＥＴＥＳＡＥＺ Ｍ， ｅｔ ａｌ， ２０１４．
Ａｕｘｉｎ ｉｍｐｏｒｔ ａｎｄ ｌｏｃａｌ ａｕｘｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｒｅ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ

ｍｉｔｏｔｉｃ ｄｉｖｉｓｉｏｎｓ， ｃｅｌｌ ｅｘｐａｎｓｉｏｎ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｆｅ⁃
ｍａｌｅ ｇａｍｅｔｏｐｈｙｔｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ． ［ Ｊ］．
ＰｌｏＳ ＯＮＥ， １０（９）：１１２１－１１３３．

ＳＣＨＡＲＦＥＮＢＥＲＧ Ｋ， ＷＡＧＮＥＲ Ｒ， ＷＡＧＮＥＲ ＫＧ，１９９０． Ｔｈｅ ｃｙ⁃
ｔｏｔｏｘｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｊｏｅｎｅ， ａ ｎａｔｕｒａｌ ｐｒｏｄｕｃｔ ｆｒｏｍ ｇａｒｌｉｃ，
ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ［Ｊ］． Ｃａｎｃ Ｌｅｔｔ， ５３（２－３）：
１０３－１０８．

ＳＨＩＭＯＮ Ｌ， ＲＡＢＩＮＫＯＶ ＡＩ， ＭＩＲＯＮ Ｔ， ｅｔ ａｌ， ２００７． Ｔｗｏ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ａｌｌｉｉｎａｓｅ ｆｒｏｍ ａｌｌｉｉｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ ｌ．： ａｐｏ ｆｏｒｍ ａｎｄ ｔｅｒ⁃
ｎａｒｙ ｃｏｍｐｌｅｘ ｗｉｔｈ ａｍｉｎｏａｃｒｙｌａｔｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｃｏｖａｌｅｎｔｌｙ
ｂｏｕｎｄ ｔｏ ｔｈｅ ＰＬＰ ｃｏｆａｃｔｏｒ ［Ｊ］． Ｊ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ，３６６（２）：６１１－６２５．

ＳＩＥＢＵＲＴＨ ＬＥ， ＭＥＹＥＲＯＷＩＴＺ ＥＭ，１９９７． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ
ｏｆ ｔｈｅ ＡＧＡＭＯＵＳ ｃｏｎｔｒｏｌ ｒｅｇｉｏｎ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ｃｉｓ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｆｏｒ
ｓｐａｔｉａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｒｅ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎｔｒａｇｅｎｉｃａｌｌｙ． ［Ｊ］ ． Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌ， ９
（３）：３５５－３６５．

ＳＩＭＰＳＯＮ ＧＧ， ＦＩＬＩＰＯＷＩＣＺ Ｗ，１９９６． Ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｏｆ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒｓ ｔｏ
ｍＲＮＡ ｉｎ ｈｉｇｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ： ｍｅｃｈａｎｉｓｍ， ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｕｂ⁃ｎｕｃｌｅａｒ
ｏｒｇａｎｉｓａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｌｉｃｅｏｓｏｍａｌ ｍａｃｈｉｎｅｒｙ ［Ｊ］． Ｐｌａｎｔ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ，
３２（１－２）：１－４１．

ＳＴＥＰＡＮＯＶＡ ＡＮ， ＪＯＹＣＥ ＲＨ， ＪＥＯＮＧＡ Ｙ， ｅｔ ａｌ，２００８． ＴＡＡ１⁃
ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｕｘｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｓ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ｈｏｒｍｏｎｅ ｃｒｏｓｓｔａｌｋ
ａｎｄ ｐｌａｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ． ［Ｊ］． Ｃｅｌｌ， １３３（１）：１７７－１９１．

ＴＡＯ Ｙ， ＦＥＲＲＥＲ ＪＬ， ＺＨＡＯ Ｙ， ｅｔ ａｌ，２００８． Ｒａｐｉｄ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ
ａｕｘｉｎ ｖｉａ ａ ｎｅｗ ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐａｔｈｗａｙ ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ
ｓｈａｄｅ ａｖｏｉｄａｎｃｅ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ ［Ｊ］． Ｃｅｌｌ，１３３（１）：１６４－１７６．

ＴＵ ＤＰ，ＭＯ ＣＭ，ＭＡ ＸＪ，ｅｔ ａｌ，２０１５． Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｏｆ
Ｓｉｒａｉｔｉａ ｇｒｏｓｖｅｎｏｒｉｉ ｂｙ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ［ Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｈｉｎ Ｍａｔ
Ｍｅｄ， ４０ （２）：２０４ － ２０９． ［涂冬萍， 莫长明， 马小军，等，
２０１５． 罗汉果实时荧光定量 ＰＣＲ 内参基因的选择 ［Ｊ］． 中国
中药杂志， ４０（２）：２０４－２０９．］

ＷＡＮＧ Ｂ， ＣＨＵ Ｊ， ＹＵ Ｔ， ｅｔ ａｌ， ２０１５． Ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ⁃ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ａｕｘｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ｅａｒｌｙ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ Ａｒａｂｉ⁃
ｄｏｐｓｉｓ［Ｊ］． Ｐｒｏｃ Ｎａｔ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡ， １１２（１５）：４８２１－４８２６．

ＷＥＩ ＳＨ，ＭＥＮＧ Ｎ，２０１１． Ａ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ＣＴＡＢ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｏｔａｌ ＤＮＡ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｍｅｄｉｃｉｎａｌ ｈｅｒｂ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｅｕｐｈｏｒｂｉａ Ｌｉｎｎ
［Ｊ］． Ｈｕｂｅｉ Ａｇｒｉｃ Ｓｃｉ， ５０（１６）：３４１８－３４２０． ［魏胜华， 孟娜，
２０１１． 改良 ＣＴＡＢ 法提取大戟属药用植物叶片总 ＤＮＡ 试验
［Ｊ］． 湖北农业科学， ５０（１６）：３４１８－３４２０．］

ＷＥＮ ＲＨ， ＪＡＶＩＥＲ Ｂ， ＨＯＮＧ ＪＬ， ｅｔ ａｌ，２０１１． Ａ ｓｍａｌｌ⁃ｍｏｌｅｃｕｌｅ
ｓｃｒｅｅｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓ Ｌ⁃ｋｙｎｕｒｅｎｉｎｅ ａｓ ａ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ＴＡＡ１／
ＴＡＲ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｅｔｈｙｌｅｎｅ⁃ｄｉｒｅｃｔｅｄ ａｕｘｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｒｏｏｔ
ｇｒｏｗｔｈ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ． ［Ｊ］． Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌ， ２３（１１）：３９４４－３９６０．

ＸＵ Ｙ， ＹＵ Ｈ， ＨＡＬＬ ＴＣ，１９９４． Ｒｉｃｅ ｔｒｉｏｓｅｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｉｓｏｍｅｒａｓｅ
ｇｅｎｅ ５ ［ｐｒｉｍｅ］ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄｉｒｅｃｔｓ ［ｂｅｔａ］⁃ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｔｏｂａｃｃｏ ｂｕｔ ｒｅｑｕｉｒｅｓ ａｎ ｉｎｔｒｏｎ ｆｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒｉｃｅ
［Ｊ］． Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌ， １０６（２）：４５９－４６７．
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