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摘要: 利用 RT-PCR 技术从耐冷黄瓜品种‘Chipper’中克隆鉴定了 1 个赖氨酸脱羧酶( LDC) 基因的 ORF，命名为 CsLDC，在

GenBank 中的登录号为 KC202438。该基因 ORF 全长为 645 bp，编码 215 个氨基酸的肽链，相对分子质量为 23 625． 2，等电点

为 5． 99。BLASTp 发现该蛋白具有赖氨酸脱羧酶保守序列，与毛果杨的同源性最高，进化树分析表明 CsLDC 与矮牵牛 LDC 亲

缘关系最近; 该蛋白无信号肽但存在一个明显跨膜区，并存在多个蛋白质位点; SWISS-MODEL 预测该蛋白的 3D 结构与拟南

芥 At2G37210 基因编码赖氨酸脱羧酶蛋白 2a33 相似性为 88． 89%。荧光实时定量 PCR 检测结果显示，CsLDC 是低温和盐快速

响应基因，在处理 4 h 时表达量达峰值，分别是处理前的 4． 07 和 2． 03 倍，之后下降到原来水平，并长时间维持稳定; 而干旱胁

迫对该基因表达起到下调作用，24 h 时又恢复到原来水平，推测 CsLDC 在黄瓜耐低温和耐盐中起重要作用。
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Cloning of LDC gene and its expression analysis under several
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Abstract: The open reading frame( ORF) of lysine decarboxylase( LDC) was isolated and identified from chilling tolerance cucumber
‘Chipper’using RT-PCR technique，named as CsLDC． The accession number was KC202438 in GenBank． The gene had an ORF of
645 bp encoding a protein of 215 amino acids，had a relative molecular mass of 23 625． 2，and its isoelectric point was 5． 99． The pu-
tative amino acid sequence only contained LDC conserved sequence，and shared high identity with LDC in Popilus trichocarpa．
CsLDC had the nearest genetic relationship with Petunia × hybrida by phylogenetic tree analysis． The predicted protein had no sig-
nal peptide，but had an obvious transmembrane domain and multifunction site． The similartity of forecasting 3D structure of CsLDC
with SWISS-MODEL and that of 2a33 encoded by AtLDC( At2G37210) was 88. 89% ． The responses of CsLDC expression to low tem-
perature and salt stress was quick by quantitative real-time PCR，and the expression of CsLDC under treatments for 4 h reached the
peak，which were 4． 07 and 2． 03 times of that controls，then dropped to the previous levels and maintained stable． But CsLDC was in-
habited by drought，and got back the original when treated for 24 h． It was speculated that the CsLDC gene might be involved in the
defence against low temperature and salt resistance in cucumber seedling．
Key words: cucumber; lysine decarboxylase( LDC) ; gene cloning; bioinformatics; gene expression

黄瓜( Cucumis sativus L． ) 是世界性蔬菜，也是我国设施温室栽培的主要蔬菜之一。黄瓜喜温不耐冷

的特性限制了早春和晚秋的露地及保护地栽培。关于黄瓜在低温下形态生理的变化、缓解调控措施及黄

瓜耐冷遗传方面的研究较多，低温会对黄瓜的光合系统、抗氧化系统及细胞膜等造成伤害，从而表现出冷

害症状［1］; 有些生理活性物质如 Ca2 +、水杨酸、脱落酸及多胺均能一定程度上缓解低温对黄瓜的伤

害［2 － 5］; 黄瓜耐冷遗传性研究表明，黄瓜的耐冷性受环境影响较小，主要由基因型决定，且是多基因控制的

数量性状，并且在发芽期、苗期、成株期可能由不同基因控制［6 － 9］。随着分子生物技术的发展，从分子水平

揭示黄瓜的耐冷性并通过生物技术手段提高黄瓜的耐冷性是将来主要育种目标之一。目前已从黄瓜分离
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到少数与耐冷相关的基因或特异片段: 康国斌等［10］通过差异显示技术克隆了一个低温锻炼中特异表达的

基因 CCR18; 逯明辉等［11］采用 cDNA-AFLP 技术从萌芽期低温处理的萌动种子中分离到了一条特异片段，

命名为 cctr132，分析发现含有赖氨酸脱羧酶( lysine decarboxylase，LDC) 的保守序列。LDC 的生理功能是

催化赖氨酸形成尸胺( cadaverine，Cad) ，关于 LDC 与逆境的关系鲜有报道。在多胺研究中，Cad 研究较

少，而其他几种多胺如腐胺、精胺在抗逆中的作用研究较多［12］。因此本研究从 LDC 基因克隆入手，根据

cctr132 的序列信息和黄瓜基因组数据库信息，从美国威斯康星大学引进的相对较为耐冷黄瓜品种‘Chip-
per’幼苗叶片 cDNA 中克隆了 CsLDC，分析了该基因的生物信息学，将序列信息在 GenBank 中进行注册，

并就该基因在 3 种逆境下的表达进行了分析，为以后通过转基因手段详细研究该基因及催化产物 Cad 的

生物学功能及调控机制奠定基础。

1 材料与方法

1． 1 材料与试剂

材料为美国生态型黄瓜品种‘Chipper’，该材料经过 Chung 等［13］4 ℃处理 5． 5 h 缓苗 5 d 后叶片受冷

害情况观察统计发现，其冷害指数为 2，具有一定的耐冷性，由南京农业大学葫芦科作物遗传与种质创新

实验室 2010 年从美国引进。
Trizol 试剂、PCR 相关试剂、M-MLV 反转录试剂盒、DNaseⅠ试剂盒及克隆载体 pMD19-T 均购自 TaKa-

Ra 公司; 凝胶回收试剂盒购自杭州爱思进生物技术公司; 大肠杆菌 DH5α 为本实验室保存。
1． 2 基因 ORF 的克隆

黄瓜种子经过浸种和催芽后，播种于盆钵中育苗，昼夜培养温度 25 ℃ /18 ℃，光周期 12 h /12 h。待幼

苗长至 2 ～ 3 片真叶时 4 ℃低温处理，处理 24 h 后取嫩叶按 Trizol 法提取总 RNA，参照 DNaseⅠ试剂盒说

明消除微量 DNA 污染，用反转录试剂盒( PrimeScriptTM 1st Strand cDNA Synthesis Kit) 合成 cDNA 第 1 链，

作为模板用于 PCR 扩增。根据黄瓜基因数据库设计引物，CsLDC-F( 5'-GCGAGATCTATGGAGGGTTTGAT-
TATGAATC-3') 和 CsLDC-R ( 5'-TATACTAGTCTAGAGATAGCCAAGCTGCTCT-3') ，下划线分别为 BglⅡ和

BcuⅠ识别序列，引物委托上海英骏生物技术有限公司合成。扩增程序为: 94 ℃ 5 min; 94 ℃ 30 s，53 ℃
30 s，72 ℃ 1 min，35 个循环; 72 ℃ 7 min，10 ℃终止。PCR 产物在 1% 琼脂糖凝胶中电泳，按凝胶回收试

剂盒说明书回收目的片段，并将其克隆在 pMD19-T 载体上。热激法转化大肠杆菌 DH5α 感受态细胞，挑

阳性克隆并进行菌液 PCR 鉴定，随机挑取阳性克隆送南京金斯瑞公司测序。
1． 3 生物信息学分析

利用 DNAMAN 6． 0 软件进行氨基酸序列推测和比对，利用 NCBI 网站( http: / /www． ncbi． nlm． nih．
gov / ) 上的 BLASTp 进行蛋白预测，用 specialized BLAST( CDD search) 完成保守区域分析。系统进化树由

MEGA5． 0 构建，采用邻接法( Neighbor Joining Method) 作图，重复计算次数设为 1 000。使用 ProtParam 软

件( http: / /web． expasy． org /protparam / ) 进行蛋白质理化性质分析; 用依靠跨膜蛋白数据库 Tmbase 的 TM-
pred 工具( http: / /www． ch． embnet． org / software /TMPRED_form． html) 分析蛋白的跨膜区和跨膜方向; 在 ht-
tp: / /www． predictprotein． org 预测蛋白的二级结构及蛋白位点; 利用在线工具 Smart ( http: / / smart． embl-
heidelberg． de / ) 分析蛋白质结构域; 用 Signal 4． 1 软件( http: / /www． cbs． dtu． dk /services /SignalP / ) 预测信

号肽; 亚细胞定位采用 PSORT-B Prediction( http: / /www． psort． org /psortb) 进行分析; 用 Swiss-Model Work-
space( http: / / swissmodel． expasy． org / ) 进行 3D 结构预测。
1． 4 基因的表达分析

按 1． 2 节的方法培养‘Chipper’黄瓜幼苗至二叶一心期时，分别进行 4 ℃低温、0． 1 mol·L －1 NaCl 盐胁

迫和 300 g·L －1 PEG6000 干旱处理，在处理 2、4、8、12 和 24 h 时分别取叶片提取 RNA，并进行反转录用于

qRT-PCR。根据已获得的 CsLDC 的 ORF 序列设计 qRT-PCR 引物( qLDC-F: 5'-TCATAACCTGGGCT-CAAC-
3'; qLDC-R: 5'-AAGGCACATACTCCTCTAAC-3') ，扩增片段长度为 195 bp。选取黄瓜看家基因 EF1a 作为

内参，引物序列为 EF1a-F: 5'-ACTGTGCTGTCCTCATTATTG-3'; EF1a-R: 5'-AGGGTGAAAGCAAGAA-GAGC-
3'。试验在 Bio-Rad iCycler iQ 实时定量 PCR 仪上进行，每个样品设 3 次重复。反应采用 20 μL 体系，包括

1 μL cDNA，上、下游引物各 1 μL，10 μL iQTM SYBR Green Supermix( Bio-Rad) ，7 μL ddH2O。两步法扩

增，具体程序为: 95 ℃ 2 min; 95 ℃ 5 s，60 ℃ 30 s，40 个循环，然后进行熔解曲线分析。
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将正常条件下 CsLDC 的表达量设为 1，按照 2 － ΔΔCT法计算出基因的相对表达量。采用 SPSS 18． 0 进行

方差分析，采用 Excel 2003 软件进行绘图。

2 结果与分析

图 1 CsLDC 开放阅读框的扩增

Fig． 1 Amplication of CsLDC open reading frame
M． DNA 标准品 DNA marker( DL2000 ) ; 1，2． PCR 扩增产物

The amplication of PCR

2． 1 CsLDC 的克隆及序列分析

以 cDNA 第 1 链为模板，用引物 LDC-F /LDC-R
扩增出了 1 条长度约 650 bp 的条带( 图 1) 。将目的

片段回收、克隆及测序，得到了长度为 645 bp 的编码

阅读框，编码 215 个氨基酸。用 DNAMAN 6． 0 对测

序结果进行拼接并推测氨基酸序列( 图 2 ) ，BLASTp
结果发现该蛋白具有赖氨酸脱羧酶保守序列( 61 ～
191 位) ，将该基因命名为 CsLDC，该序列在 GenBank
中的登录号为 KC202438。黄瓜与其他 18 种植物的

LDC 的氨基酸序列相似性在 70% ～ 95% 之间，其中

与毛果杨 LDC 同源性最高( 图 3) 。用 MEGA 5． 0 软

件对黄瓜 LDC 的氨基酸序列与其他 18 种植物的

LDC 蛋白的氨基酸序列进行进化树分析( 图 4) ，结果

显示 19 种植物的 LDC 蛋白具有相同的进化起源，黄

瓜与矮牵牛的进化亲缘关系最近。

图 2 CsLDC 编码区的核苷酸序列及推测的氨基酸序列

Fig． 2 Nucleotide sequence of CsLDC coding region and deduced amino acid sequence
下划线部分为基因的保守区段，灰色部分为跨膜区域。

Underlined region stands for the conserved domain，and gray stands for transmembrane domain．

2． 2 黄瓜 LDC 基因编码蛋白的生物信息学分析

用 Protparam 工具预测 CsLDC 编码蛋白的基本理化性质，发现该蛋白含有 215 个氨基酸，包括 20 种基

本氨基酸，分子式为 C1051H1682N284O311S11，相对分子质量为 23 625． 2，等电点( pI) 为 5． 99，其水溶液在 280
nm 处的消光系数约为 21 555，该蛋白的不稳定系数为 42． 97，不稳定。脂肪系数是 96． 09，平均亲水系数

为 － 0． 098，具有亲水性。利用 TMprep 工具预测蛋白的跨膜区和方向表明，该蛋白只存在一个明显跨膜

区，51 ～ 68 区域是负责由外向内和由内向外的跨膜区，呈牢固的螺旋结构。通过在线预测，该蛋白二级结

构中螺旋占 40． 7%、扩展链占 16． 7%、转角占 42． 8%，同时还发现可能存在蛋白位点或基序: 1 处环化腺 /
鸟苷酸依赖的蛋白激酶磷酸化位点( 29KKRS) ，2 处蛋白激酶 C 磷酸化位点( 173SAR 和 183TAK) ，6 处酪

蛋白激酶Ⅱ磷酸化位点( 32SYQD、36SAIE、92TVGE、125TPEE、159SFID 和 183TAKE) ，1 处酪氨酸激酶磷

酸化位点( 47RNIDLVY) ，3 处 N － 豆蔻酰化位点( 3GLIMNH、24GSSQGK 和 55GGSIGL) 和 1 处酰胺化位点

( 27QGKK) 。利用在线工具 Smart 分析结构域，发现该蛋白中只存在赖氨酸脱羧酶家族中的 1 个保守结构

域( 第 61 ～ 191 位) 。该蛋白没有信号肽，定位于细胞质内，属于不分泌型蛋白。利用基于同源建模的分

析工具 SWISS-MODEL 进行 3D 结构预测，在提交序列进行模板识别后，从蛋白数据库 ( PDB ) 中选择
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2a33B 为模板，运用自动同源建模方式，通过 X － 射线晶体衍射比较发现，目标蛋白与拟南芥 AT2G37210
基因编码赖氨酸脱羧酶蛋白 2a33 相似性为 88． 89%，E 值为 2． 03e － 87，说明该蛋白是赖氨酸脱羧酶。

图 3 黄瓜 LDC 氨基酸序列与其他植物 LDC 同源比对

Fig． 3 An alignment comparison of CsLDC amino acid sequence homologous with other plants LDC
1) MtLDC． 蒺藜苜蓿 Medicago truncatula XP_003625636． 1; HsLDC． 蛇足石杉 Huperzia serrata AFG28179． 1; LjLDC． 百脉

根 Lotus japonicus AFK40158． 1; OsLDC1． 粳 稻 Oryza sativa Japonica Group B9F166． 1; MbLDC． 野 芭 蕉 Musa balbisiana

BAG70979． 1; PhLDC． 矮牵牛 Petunia × hybrdai BAK52670． 1; OsLDC2． 籼稻 Oryza sativa Indica Group EAY8677． 1; CsLDC．

黄瓜 Cucumis sativus KC202438; AtLDC． 拟南芥 Arabidopsis thaliana NP_181258． 2; ZmLDC． 玉米 Zea mays NP_001169307． 1;

GmLDC． 大豆 Glycine max NP_001240198． 1; SlLDC． 番茄 Solanum lycopersicum NP_001244911． 1; VvLDC． 葡萄 Vitis vinifera

XP_002285246． 1; PtLDC． 毛果杨 Populus trichocarpa XP_002326355． 1; SbLDC． 高粱 Sorghum bicolor XP_002446792． 1;

RcLDC． 蓖麻 Ricinus communis XP_002519528． 1; AlLDC． 琴叶拟南芥 Arabidopsis lyrata subsp． lyrata XP_002881496． 1;

SmLDC． 江南卷柏 Selaginella moellendorffii XP_ 002972215． 1; BdLDC． 二穗短柄草 Brachypodium distachyon XP_003574067． 1

2) 黑色背景表示氨基酸序列一致性为 100%，灰色背景表示一致性高于 75%，浅灰色背景表示一致性高于 50%。

Black background indicates 100% sequence homology，gray background indicates amino acid with≥75%，and light gray back-

ground indicates amino acid with≥50% ．

2． 3 CsLDC 在不同逆境胁迫下的表达分析

由图 6 可见，CsLDC 基因对低温、盐和干旱 3 种逆境胁迫的响应不同，低温下的响应变化最强，其次是

盐胁迫，响应变化最小的是干旱胁迫。当进行 4 ℃低温处理时，CsLDC 表达变化随时间先上调后下调，其

中在处理 4 h 时表达量达峰值，是对照的 4． 07 倍，随后又降低，8 ～ 24 h 内维持一个相对较稳定的水平，且

与对照差异不显著。在盐胁迫下 CsLDC 表达趋势类似于低温处理，处理 4 h 其表达变化量达最高水平，是

对照的 2． 03 倍，随后又降低并维持相对稳定水平。而干旱胁迫处理的 CsLDC 表达明显下调，但在处理

24 h 后又达到对照时的水平。说明 CsLDC 是低温和盐快速响应基因，干旱会抑制该基因的表达。
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图 4 CsLDC 与其他物种同源蛋白系统发育树分析

Fig． 4 Phylogenetic tree of CsLDC and their homologus in other plants

图 5 利用 SWISS-MODEL 进行黄瓜赖氨酸脱羧酶

( CsLDC) 三级结构预测结果

Fig． 5 Predicted results of forecasting 3D structure of cucumber
lysine decarboxylase with SWISS-MODEL

图 6 3 种逆境处理后 CsLDC 在叶片中的表达比较

Fig． 6 The comparison of CsLDC expression in
leaves under three stress treatments

不同小写字母表示在 0． 05 水平上差异显著。

Different small letters indicate significant difference at 0． 05 level．

3 讨论

植物受到逆境胁迫时会产生特异表达的基因［14 － 15］。本试验从低温处理的黄瓜幼苗叶片中分离到了

赖氨酸脱羧酶基因，该蛋白是一个保守的蛋白家族，关于植物中 LDC 蛋白研究报道较少。本研究比较了

黄瓜与毛果杨等 18 种植物中 LDC 的氨基酸序列相似性，为 70% ～ 95%，其中与毛果杨 PtLDC、拟南芥

AtLDC、番茄 SlLDC 和大豆 GmLDc 的氨基酸具有较高的序列同源性。该蛋白只包含一个赖氨酸脱羧酶保

守结构域，含有数个磷酸化位点及酰胺化位点，提示此蛋白可能在植物遭受胁迫时被某些蛋白激酶或因子

激活。生物信息学分析表明黄瓜 LDC 蛋白不存在信号肽，定位于细胞质，Thomas 等［16］和 Michael 等［17］通

过提取分离分析证明羽扇豆中 70% ～80%赖氨酸脱羧酶存在于叶绿体中，同时 Somnuk 等［18］利用瞬时表

达技术，发现羽扇豆的 LDC 蛋白在拟南芥表达部位是叶绿体。分析表明本研究克隆到的 CsLDC 编码的蛋

白存在一个明显跨膜区，推测该蛋白可能通过跨越类囊体膜，在叶绿体中执行自已的功能。本研究表明，

CsLDC 与拟南芥中赖氨酸脱羧酶 2a33 的 3D 结构相似性最高。
LDC 催化赖氨酸脱羧形成尸胺。有研究指出 LDC 在豌豆根伸长区活性是其他部位的 2 倍，从而使根

21
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中 Cad 含量比其他部位高 90 多倍［19］; 也有研究指出 Cad 在烟草中主要在根中合成，然后运输到茎和叶部

位，因此根中含量明显高于其他部位［20］。Cad 能促进植物不定根的生长及发育［21 － 23］，还有研究指出尸胺

还能作为信号分子关闭蚕豆保卫细胞来适应非生物胁迫［24］。关于 LDC 的报道不多，逯明辉等［11］利用

AFLP 技术从萌芽期耐冷存在差异的黄瓜中获得了 132 bp 长的赖氨酸脱羧酶部分片段，推测该基因可能

在提高种子低温发芽力方面起作用。本研究从低温处理的黄瓜幼苗 cDNA 中同样分离到赖氨酸脱羧酶基

因( CsLDC) ，qRT-PCR 表达分析证明了低温会上调基因的表达，说明该基因可能与黄瓜幼苗期的耐低温性

也存在一定关系，同时也说明黄瓜叶片中有该基因的表达。关于盐胁迫下尸胺的变化，Kuznetsov 等［25］研

究发现冰叶日中花在受到 500 mmol·L －1 NaCl 处理时，体内 Cad 含量增加; 本研究中，‘Chipper’幼苗在盐

胁迫处理时，CsLDC 的表达发生变化，呈先增加后降低的趋势。说明该基因在受到一定盐胁迫时，表达量

会增加，从而可能导致其催化产物尸胺量的改变。Galiba 等［26］通过培养基中添加甘露醇以形成渗透胁

迫，研究抗旱性存在差异的小麦愈伤组织中 Cad 的变化，发现 Cad 含量只在不抗旱和其中一个抗旱材料中

有了提高，中度抗旱和另一个抗旱材料中没有变化。另一研究表明，2 个抗旱差异明显的小麦品种在 PEG
渗透胁迫时，体内的尸胺含量出现先升后降趋势［27］; 同时当对油菜进行渗透胁迫处理时，叶片中 Cad 含量

也发生急剧增加［28］。而在本研究中 CsLDC 表达对于 PEG 的响应变化先降低后升高，说明 CsLDC 变化可

能与 Cad 变化不完全一致，或许是因为 CsLDC 受其他复杂转录因子调控。综上所述，低温、盐和干旱 3 种

胁迫会诱导并改变 CsLDC 表达，说明 CsLDC 与黄瓜的抗逆性有一定的相关性。体内的 Cad 变化是否与

LDC 变化一致及该基因在生理及分子上的作用机制等有待下一步研究。
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