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摘  要：采用 RT-PCR 法从‘米良 1 号’猕猴桃中分离到 1 066 bp 的铜锌超氧化物歧化酶分子伴侣蛋

白基因 AdCCS1，登录号为 KY471361。AdCCS1 的开放阅读框为 984 bp，编码 327 个氨基酸，包含 3 个

典型结构域（N 端结构域、中间结构域和 C 端结构域）和 2 个保守的金属结合位点（MXCXXC 和 CXC）。

基因结构分析显示 AdCCS1 由 6 个外显子和 5 个内含子组成。系统进化分析表明 AdCCS1 聚在双子叶植

物分支中，与茶树 CsCCS 的亲缘关系最近。此外，AdCCS1 的 5′端调控区存在多种光响应、胁迫响应和

激素响应应答元件。定量 PCR 分析显示，AdCCS1 在猕猴桃叶片中的表达量最高，其次是成熟果、花、

幼果和茎，在根中的表达量最低。猕猴桃果实中 AdCCS1 在 4 ℃低温贮藏过程中的表达量均比 25 ℃贮藏

中同期的低，说明低温抑制 AdCCS1 的表达。脱落酸和赤霉素处理后 AdCCS1 的表达下调，但二者的应答

模式不同。 
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Abstract：Copper/zinc superoxide dismutases（Cu/Zn SOD），acting as an essential antioxidant 

enzyme，play important roles in plant growth and development，stress response and fruit senescence，while 

their activities depended on the copper chaperone for Cu/Zn SOD（CCS）to delivering copper to them. 

Therefore，CCS is also involved in the plant growth and development and stress response. In this study，a 

1 066 bp gene of copper chaperone for Cu/Zn SOD（AdCCS1）was isolated from Actinidia chinensis var. 

deliciosa‘Miliang 1’by using reverse transcription（RT-PCR），and its accession number was KY471361. 

The AdCCS1 gene had an open reading frame of 984 bp and encoded 327 amino acids，which contained 

three typical domains（N-terminal domain，central domain and C-terminal domain）and two conserved 

metal binding sites（MXCXXC and CXC）. Gene structure analysis showed that AdCCS1 gene consisted of 

six extrons and five introns. Phylogenetic analysis revealed that AdCCS1 was clustered in the 
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dicotyledonous branch with close relation to tea CsCCS. In addition，a variety of cis-acting elements 

associated with light response，stress response and hormone response were present in the 5′ terminal 

regulatory region of the AdCCS1 gene. Quantitative PCR analysis showed that AdCCS1 was expressed 

strongly in kiwifruit leaves，followed by ripe fruits，flowers，young fruits and stems，but weakly in roots. 

The expression level of AdCCS1 in kiwifruits stored at 4 ℃ was lower than that of the same time stored at 

25 ℃，which suggested that low temperature inhibit the expression of AdCCS1. The expression of AdCCS1 

in fruits was down-regulated after being treated with abscisic acid and gibberellin，while their expression 

patterns were different. 

Keywords：Actinidia chinensis；AdCCS1；storage temperature；ABA；GA3；expression analysis 

 

铜是植物必需的微量营养元素，通常作为细胞色素氧化酶、漆酶和铜锌超氧化物歧化酶等的必

需辅因子，参与生物体的电子传递和氧化还原等过程，在细胞的新陈代谢和植物的生长发育中发挥

重要作用（Kim et al.，2008）。同时，铜是一种具有氧化还原活性的金属，容易产生对细胞具有毒害

作用的活性氧（Ravet & Pilon，2012）。植物在演化过程中已发展了一套系统的铜代谢调控机制，以

实现对细胞中铜的吸收、分配和排出的精确控制，避免产生毒害。细胞内铜的转运与调节主要由铜

分子伴侣蛋白实现。植物的铜分子伴侣蛋白是一个大家族，根据其具体功能分为 3 类。第 1 类是与

酵母 ATX1 同源的 CCH 蛋白，负责铜的运输和活性氧清除（Himelblan et al.，1998）；第 2 类是与酵

母 COX17 同源的 COX17 蛋白，负责将铜运送到细胞色素氧化酶分子上以修复中断的电子传递链

（Balandin & Castresana，2002）；第 3 类是与酵母 Lys7 同源的 CCS 蛋白（Copper chaperone for Cu/Zn 

SOD，CCS），负责运送铜给铜锌超氧化物歧化酶，并激活其活性（Zhu et al.，2000）。 

铜锌超氧化物歧化酶（Cu/Zn superoxide dismutase，Cu/Zn SOD）是植物生长发育和逆境响应的

重要抗氧化酶，但赋予 Cu/Zn SOD 活性的铜离子需由分子伴侣 CCS 提供（Forman & Fridovich，1973；

Rae et al.，1999）。诸多研究表明 CCS 也参与植物的生长发育和逆境响应进程。龙眼的 DlCCS 在体

胚发生过程中差异表达，其转录本随着体胚的发育呈递增趋势，在成熟胚阶段达到最高峰（林玉玲

和赖钟雄，2012）。巨尾桉的 EuCCS 在幼叶等生长旺盛的组织中表达量较大，随着叶片衰老，表达

水平随之下降（赵艳玲和姚婕，2017）。环境中过量的铜可以显著上调大豆的 GmCCS 表达（Sagasti 

et al.，2014），而干旱胁迫明显下调杨树的 PtCCS 表达（Molina-Rueda et al.，2013）。香蕉的 MaCCS

不仅参与对光、冷、热和干旱等非生物胁迫的应答，还受 ABA 和 IAA 等激素的诱导表达（Feng et al.，

2016）。植物中 miRNA 可以通过降解靶基因转录本或抑制靶基因翻译的方式在转录后水平和翻译水

平调控靶基因的表达。在拟南芥 miRNA 的研究中发现，miR398 介导 AtCCS 基因 mRNA 的降解和

翻译，进而影响 Cu/Zn SOD 的活性（Beauclair et al.，2010）。 

近年，植物 CCS 基因已从番茄（Zhu et al.，2000）、马铃薯（Trindade et al.，2003）等多种植物

中分离，但研究主要集中在结构域功能、与 Cu/Zn SOD 的互作、逆境胁迫应答等方面（Sagasti et al.，

2011；姚婕和赵艳玲，2014)，对其在果实采后贮藏中的作用未见报道。猕猴桃（Actinidia chinensis）

果实不耐贮藏（黄文俊和钟彩虹，2017；梁春强 等，2017）。低温贮藏可延缓其采后衰老，延长货

架期（张美芳 等，2014；陈义挺 等，2017）。此外，脱落酸（ABA）等激素处理也会影响猕猴桃

果实的软化衰老进程（陈昆松 等，1999；Kongsuwan et al.，2017；李桦 等，2017）。早期的研究表

明，超氧化物歧化酶活性在猕猴桃采后贮藏中变化明显（吕均良 等，1993；陈金印，2004），但其

分子伴侣蛋白基因的表达情况未见报道。鉴于此，本研究中以猕猴桃为材料，在克隆 AdCCS1 基因
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序列的基础上，对其编码蛋白的特性、功能结构域、系统进化关系、基因结构、启动子区的顺式作

用元件和调控 miRNA 进行分析，并研究其在不同组织部位、不同贮藏温度和激素处理后的表达模

式，为探索铜分子伴侣、超氧化物歧化酶与猕猴桃采后贮藏之间的关系提供新线索。 

1  材料与方法 

1.1  材料与处理 

以福建省农业科学院果树研究所猕猴桃种植基地的‘米良 1 号’猕猴桃（Actinidia chinensis var. 

deliciosa‘Miliang 1’）为供试材料，分别取根、茎、叶、花、幼果（花后 16 d）和成熟果（花后 160 

d），用液氮速冻，保存于–80 ℃冰箱待用。 

以 2017 年的成熟果（花后 160 d）为材料，选择大小、可溶性固形物含量和硬度等相近的果实，

待散去田间热后，分别进行 25 ℃贮藏处理（对照，取样时间分别为贮藏 0、1、3、5、7、9、11 d）、

4 ℃贮藏处理（取样时间分别为贮藏 0、1、3、5、7、9、11 d）、50 mg · L-1 ABA 浸果 2 min 后 25 ℃

贮藏处理（取样时间分别为贮藏 0、1、3、5、7、9 d）和 50 mg · L-1 GA3 浸果 2 min 后 25 ℃贮藏

处理（取样时间分别为贮藏 0、1、3、5、7、9、11 d）。处理结束后用液氮速冻，并保存于–80 ℃

冰箱待用。每样品重复 3 次。 

1.2  核酸的提取及 cDNA 合成 

利用 TIANGEN 的 RNAprep Pure Plant Kit（北京）试剂盒提取成熟果的总 RNA，经紫外分光光

度计法和 1.0%琼脂糖凝胶电泳法检测，质量合格的总 RNA 采用 RevertAidTM First Strand cDNA 

Synthesis Kit（Thermo Scientific，USA）试剂盒逆转录为 cDNA，用于基因的克隆验证。 

采用 CTAB 法（Stewart & Via，1993）提取猕猴桃 DNA，用于基因组序列和 5′端调控序列克隆。 

1.3  引物设计与 PCR 扩增 

根据已公布的‘红阳’猕猴桃（Actinidia chinensis var. chinensis‘Hongyang’）基因组数据库

（http：//bdg.hfut.edu.cn/kir/search.html；Huang et al.，2013）中注释为铜锌超氧化物歧化酶伴侣蛋

白基因的序列（编号 Ach14g317331），设计引物 CCS-F（5′-AGAGAGTCACTACGCAGAGTC-3′）

和 CCS-R（5′-CTCCAAACTCTATTGAGCAAGTAC-3′），扩增‘米良 1 号’猕猴桃的 AdCCS1 及其

基因组（genomic DNA，gDNA）序列。以‘红阳’猕猴桃基因组中 CCS 基因的起始密码子（ATG）

上游1 500 bp的gDNA序列为参考，设计上游引物CCSpro-F（5′-TGTGGTAATGCTGGAGTAACAAC-3′），

并在 AdCCS1 起始密码子（ATG）的下游设计特异的下游引物 CCSpro-R（5′-GGCGACGAAGATGAAG 

ATGAAG-3′），扩增 AdCCS1 的 5′端调控序列。PCR 扩增条件为：94 ℃ 3 min；94 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，

72 ℃ 60 ~ 200 s，循环 35 次；72 ℃ 10 min。 

1.4  AdCCS1 的生物信息学分析 

利用 NCBI 数据库的 BLAST 功能分析 AdCCS1 与其他植物 CCS 基因的同源性。随后采用在线

软件 ExPASy（http：//web.expasy.org/protparam/）、ProtComp v9.0（http：//linux1.softberry.com；http：// 

www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/ ）、 NetPhos 2.0 （ http ： //www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ ）、

PredictProtein（https：//www.predictprotein.org/）和 Swissmodel（http：//swissmodel.expasy.org/）分

别对猕猴桃 AdCCS1 编码蛋白的基本理化性质、亚细胞定位情况、叶绿体运输肽、磷酸化位点、二
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图 1  AdCCS1 及其 gDNA 的扩增 

Fig. 1  Amplification of the AdCCS1 and its gDNA 

 

级结构及三级结构进行预测分析。使用 ClustalX 软件将 AdCCS1 的氨基酸序列与其他植物 CCS 序

列进行多重比对。采用 psRNA Target（http：//plantgrn.noble.org/psRNATarget/）在线软件分析调控

AdCCS1 的 miRNA，Expectation 阈值为 3.5，其他参数为默认值。应用 Mega 软件的邻位相连法

（Neighbor-Joining）构建猕猴桃与其他植物 CCS 的分子系统进化树。采用 Gene Structure Display 

Server（http：//gsds.cbi.pku.edu.cn/）在线工具绘制 AdCCS1 的基因结构图。根据 PlantCARE 数据库

（http：//bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/）分析 AdCCS1 5′端调控序列的顺式作用

元件。 

1.5  AdCCS1 的实时荧光定量 PCR 分析 

各样品分别取 500 ng 总 RNA 作为模板，参照 TransScript® All-in-One First-Strand cDNA Synthesis 

SuperMix for qPCR（One-Step gDNA Removal；TransGen，Beijing）说明书合成第一链 cDNA。根据

获得的 AdCCS1 序列设计荧光定量引物 CCS-QF（5′-GGTGACCTGGGAACACTAAA-3′）和 CCS-QR

（5′-TCACTTCCGTACAACGCTATG-3′）。以猕猴桃 Actin isoform B（ACTB）作为内参基因（张慧

琴 等，2015），引物为 ACTB-QF（5′-GTGCTCAGTGGTGGTTCAA-3′）和 ACTB-QR（5′-GACGCTGTA 

TTTCCTCTCAG-3′）。在 Eppendorf 荧光定量 PCR 仪上进行扩增，扩增程序为：94 ℃预变性 30 s；

94 ℃变性 5 s，60 ℃退火 15 s，72 ℃延伸 10 s，40 个循环。PCR 循环结束立即进行熔解，程序为

94 ℃ 15 s，60 ℃ 15 s，再升温至 94 ℃保持 15 s。在 Eppendorf 的 Mastercycler® ep realplex 软件中自

动生成标准曲线、熔解曲线和样品 Ct 值。采用 2-∆∆Ct 法计算 AdCCS1 在各样品中的相对表达量，应

用 SPSS 软件的 One-way ANOVA 分析基因表达量的差异显著性，最后采用 Excel 绘制图表。 

2  结果与分析 

2.1  AdCCS1 及其 gDNA 序列的克隆 

以‘米良 1号’猕猴桃 cDNA为模板，CCS-F

和CCS-R为引物，经RT-PCR扩增得到AdCCS1

全长 1 066 bp（图 1，A），包含 1 个 984 bp 的

完整开放阅读框（open reading frame，ORF），

编码 327 个氨基酸。 

采用 NCBI 数据库进行 BLAST 分析，结

果表明 AdCCS1 与茶树 CsCCS（Camellia 

sinensis ， KP337338 ）、葡萄 VvCCS （ Vitis 

vinifera，AFU52882）、龙眼 DlCCS（Dimocarpus 

longan，AKE81025）和大豆 GmCCS（Glycine 

max，AF329816）具有很高的同源性，相似性

分别为 87%、81%、81%和 80%。AdCCS1 与‘红阳’猕猴桃同源基因 Ach14g317331 的核苷酸相似

性为 94.75%，氨基酸相似性为 94.83%。 

以 DNA 为模板，CCS-F 和 CCS-R 为引物，经 PCR 扩增得到 AdCCS 的 gDNA 序列为 3 414 bp

（图 1，B）。将 AdCCS 及其 gDNA 序列提交 GenBank 数据库，登录号分别为 KY471361 和 MG720543。 
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2.2  AdCCS1 的生物信息学分析 

2.2.1  AdCCS1 编码蛋白的基本特征 

采用 ExPASy 数据库的 ProtParam 工具对 AdCCS1 蛋白的分析结果显示，AdCCS1 的分子量为

34 583.21 D，等电点为 5.89，总亲水性值为–0.059，不稳定系数为 42.54，所带正电氨基酸数与负

电氨基酸数分别为 31 和 34，说明 AdCCS1 是不稳定的酸性蛋白，具有亲水性。应用 ProtComp v9.0

预测亚细胞定位情况，结果显示 AdCCS1 蛋白定位在细胞质和叶绿体的可能性最大，这与 ChloroP1.1

分析显示 AdCCS1 蛋白的 N 端具有一段 59 aa 的叶绿体运输肽相符。采用 NetPhos 3.1 软件预测蛋白

的磷酸化位点，结果表明 AdCCS1 多肽链上共存在 42 个潜在的磷酸化位点，其中 31 个为丝氨酸磷

酸化位点，11 个为苏氨酸磷酸化位点，不存在酪氨酸磷酸化位点。PredictProtein 在线工具预测结果

表明，AdCCS1 还具有 1 个 N 端糖基化位点，4 个蛋白激酶 C 磷酸化位点，5 个酪蛋白激酶Ⅱ磷酸

化位点，6 个 N–酰基化位点，1 个酰胺化位点和 1 个微体 C 端定位信号。对 AdCCS1 蛋白的二级

结构分析表明，AdCCS1 中无规则卷曲所占比例最大，为 61.16%，其次是 β–折叠，占 29.36%，α–

螺旋仅占 9.48%，这与其三维结构的预测结果相一致。 

进一步采用 ClustalX 软件将 AdCCS1 编码的氨基酸序列与其他物种氨基酸序列进行多重比对分

析，结果（图 2）显示所有比对序列都含有植物 CCS 的 3 个典型结构域，即包含保守金属结合位点 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
图 2  AdCCS1 与其他植物 CCS 序列的多重比对分析 

一致性为 100%的氨基酸序列用黑色阴影表示，一致性较低的用灰色阴影表示。星号标注的氨基酸位点为保守的 

金属结合位点（MXCXXC 和 CXC）。 

AdCCS1：猕猴桃；CsCCS：茶树；DlCCS：龙眼；VvCCS：葡萄；GmCCS：大豆。 

Fig. 2  Multiple sequence alignments of the AdCCS1 and other plant CCS 

Identical conserved residues are shaded in black，while similar residues are shaded in gray. Residues annotated with 

 asterisks are conserved metal-binding motifs（MXCXXC and CXC）.  

AdCCS1：Actinidia chinensis var. deliciosa；CsCCS：Camellia sinensis；DlCCS：Dimocarpus longan； 

VvCCS：Vitis vinifera；GmCCS：Glycine max. 
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MXCXXC 的 N 端结构域、与铜锌超氧化物歧化酶序列同源的中间结构域和包含金属结合位点 CXC

的 C 端结构域，这 3 个结构域分别在铜离子获取、识别铜锌超氧化物歧化酶、并向铜锌超氧化物歧

化酶中插入铜离子进而激活铜锌超氧化物歧化酶中发挥作用（Schmidt et al.，2000；Lamb et al.，2001；

Chu et al.，2005）。 

2.2.2  调控 AdCCS1 的 miRNA 预测与分析 

采用在线工具 psRNA Target（Dai & Zhao，2011）和猕猴桃果实 miRNA 数据库对调控 AdCCS1

的 miRNA 进行分析，结果表明，猕猴桃 AdCCS1 的表达受 miR398、miR398a-3p 和 miR166i-3p 的

调控，其中 miR398 和 miR398a-3p 是通过裂解靶基因 mRNA 的方式调控 AdCCS1 的表达，而

miR166i-3p 则是通过抑制靶基因翻译的方式调控 AdCCS1 的表达。 
2.2.3  AdCCS1 的系统进化分析 

为了分析猕猴桃 AdCCS1 的系统进化情况，采用 Mega 软件的邻位相连计算法对猕猴桃和其他

21 种植物的 CCS 蛋白序列进行聚类分析，结果（图 3）显示共分成两大分支，蕨类植物门的卷柏

SmCCS 和裸子植物门的北美云杉 PsCCS 聚在同一大分支，其他 20 种被子植物的 CCS 聚在另一大

分支。其中被子植物分支又包含两个小分支，分别为单子叶植物分支和双子叶植物分支。AdCCS1

聚在双子叶植物分支中，与茶树 CsCCS 的亲缘关系最近。可见，AdCCS1 与其他植物 CCS 一样，

具有明显的种属特征，在进化上较为保守。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
图 3  不同物种 CCS 蛋白的系统进化树 

分支节点的数字表示 Bootstrap 验证中基于 1 000 次重复时该节点的可信度的百分比。 

Fig. 3  Phylogenetic tree of the CCS proteins from various plant species 

Numbers at the nodes represent the reliability percent of Bootstrap values on 1 000 replications. 

 

2.3  AdCCS1 的基因结构分析 

采用 Gene Structure Display Server 工具构建 AdCCS1 的基因结构图，结果如图 4 所示，AdCCS1
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由 6 个外显子和 5 个内含子组成。其中外显子大小分别为 261、27、73、135、224 和 264 bp，内含

子大小分别为 450、180、119、1 130 和 469 bp。内含子剪切位点分析结果表明，AdCCS1 的 5 个内

含子均在“GT-AG”处剪切，符合真核生物内含子的剪接规律。 

 

图 4  AdCCS1 的基因结构 

Fig. 4  Genomic structure of the AdCCS1 gene  

 

2.4  AdCCS1 5′ 端调控序列的获得及其特征分析 

为了分析 AdCCS1 启动子区的调控元件，以 DNA 为模板，CCSpro-F 和 CCSpro-R 为引物，经

PCR 扩增得到 AdCCS1 的 5′端调控序列，共 1 334 bp。将序列提交到 PlantCARE 数据库进行顺式作

用元件分析，结果如图 5 所示，在起始密码子 ATG 上游–268 ~–275 bp 处存在核心启动子元件

TATA-box，在–226 ~–233 bp 和–238 ~–243 bp 处具有 CAAT-box。 

除了具有典型的 TATA-box 和 CAAT-box 外，该序列包含的主要顺式元件可归类为 3 种：第 1

种是光响应应答元件，分别是 ACE、Box-4、G-box、G-Box、Box-I、GA-motif、GAG-motif、GATA-motif

和 chs-CMA2a；第 2 种是胁迫响应应答元件，包括厌氧应答元件 ARE、热胁迫应答元件 HSE、响

应干旱的 MYB 结合位点 MBS 及防御与胁迫应答元件 TC-rich repeats；第 3 种是激素响应应答元件，

包括脱落酸应答元件 ABRE、乙烯响应元件 ERE、赤霉素应答元件 GARE-motif 及茉莉酸甲酯响应

元件 CGTCA-motif 和 TGACG-motif。此外，还含有 2 个生理节奏调控元件 circadian、2 个胚乳表达

元件 Skn-1 motif、1 个 AC-I 及 1 个与富含 AT 的 DNA 结合蛋白 ATBP-1 结合的元件。推测 AdCCS

的表达可能受光、非生物胁迫和激素调控。 

2.5  AdCCS1 的表达分析 

AdCCS1 在所有被检测的猕猴桃组织（根、茎、叶、花、幼果和成熟果）中均有表达，在根中

的表达量最低，叶片中的表达量最高，是根中的 13.6 倍，其次是成熟果、花、幼果和茎，分别是根

中的 4.8 倍、4.2 倍、3.1 倍和 3.0 倍（图 6）。 

25 ℃贮藏的猕猴桃果实中 AdCCS1 的表达量在前 3 d 略有下降，从 5 d 开始显著上升，在 9 d

时达到最大值（表达量是 0 d 的 5.58 倍），之后再次下降。4 ℃低温贮藏的猕猴桃果实中 AdCCS1

的表达量在前 5 d 显著下调，7 d 时略有上升（表达量是 0 d 的 94%），之后再次下降，且均比 25 ℃

贮藏中同时期的低（图 7），说明低温抑制 AdCCS1 的表达。 

不同激素处理后果实中 AdCCS1 的表达模式如图 7 所示，在 ABA 处理后的 1 ~ 9 d 中 AdCCS1

的表达量均显著下降（P < 0.05）；在 GA3 处理后，AdCCS1 在 1、3 和 5 d 时表达量下降为 0 d 的 91%、

48%和 56%，7 d 时上升至 0 d 的 90%，之后再次下降为 0 d 的 47%。可见，猕猴桃 AdCCS1 对不同

激素的应答模式不同。ABA 和 GA3 处理后果实中 AdCCS1 的表达量在贮藏前 3 d 的下降幅度较同时

期的 25 ℃贮藏中的下降幅度慢，且随着贮藏时间的推移其表达量仍维持在较低水平，而 25 ℃贮藏
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中同时期的表达量显著升高。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

图 5  AdCCS1 的 5'端调控序列及其潜在的顺式作用元件 

起始密码子（ATG）用方框标注，并将首字母 A 标记为 + 1；引物序列用双下滑线标注；顺式作用元件序列用单下划线标注， 

并在下方标出元件名称，括号中的加号与减号分别表示正向与反向。 
Fig. 5  The 5-prime regulatory sequence of AdCCS1 gene and its potential cis-acting elements 

The start codon（ATG）is boxed，and coordinates give nucleotide position relative to the first letter A（+ 1）. Primer sequences are underlined with 

double underscores. The sequences of cis-acting elements are underlined with single underscores and  

the names of the elements are given below. The plus and minus signs in parentheses  

indicate forward and reverse，respectively. 
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图 6  AdCCS1 在猕猴桃不同组织部位的相对表达量 

Fig. 6  Relative expression of the AdCCS1 in different tissues of kiwifruit 

P < 0.05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
图 7  低温贮藏下和 ABA、GA3 处理后猕猴桃果实中 AdCCS1 的相对表达量 

Fig. 7  Relative expression of the AdCCS1 in kiwi fruits under lower temperature storage and after ABA and GA3 treatments 

P < 0.05. 

 

3  讨论 

本研究中获得的猕猴桃 AdCCS1 基因编码蛋白含有植物 CCS 的 3 个典型结构域（N 端结构域、

中间结构域和 C 端结构域）和 2 个保守的金属结合位点（MXCXXC 和 CXC），说明 AdCCS1 与其

他植物 CCS 一样具有获取铜、识别铜锌超氧化物歧化酶并将铜插入到铜锌超氧化物歧化酶活性位点

进而激活其活性的功能。不仅如此，AdCCS1 与已报道的植物 CCS 具有相同的基因结构，即由 6 个

外显子和 5 个内含子组成。虽然不同物种 CCS 基因的大小和内含子长度存在明显差异，但 AdCCS1

基因的第 3 个和第 4 个外显子的长度在进化上高度保守，与香蕉、水稻、玉米、拟南芥、大豆、苜

蓿和葡萄 CCS 基因中对应外显子的长度一样（Feng et al.，2016），分别为 73 和 125 bp。结合结构

域分析可知，第 3 个和第 4 个外显子编码蛋白正好包含 N 端结构域，推测这 2 个外显子长度的高度

保守与其结构域对铜的精确调控有关。此外，属于双子叶植物纲的猕猴桃，其 AdCCS1 的第 5 个外

显子为 224 bp，这进一步验证了 Feng 等（2016）的研究推断，即植物 CCS 基因的第 5 个外显子长

度仅在单子叶植物间（221 bp）或双子叶植物间（224 bp）保守，可作为单、双子叶植物 CCS 的典

型特征。有意思的是，Wei 等（2018）对茶树（Camellia sinensis）和猕猴桃全基因组进化的分析结

果表明，茶树和猕猴桃是从大约 8 000 万年前的共同原始祖先中分化而来。本系统进化分析结果显
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示 AdCCS1 聚在双子叶植物分支，与茶树 CsCCS 的亲缘关系最近，这与 Wei 等（2018）的研究结

果相符。可见，植物 CCS 在进化上高度保守，并具有典型的种属特征。 

虽然 AdCCS1 与其他植物 CCS 基因在结构域、内含子外显子组成和系统进化上高度保守，但在

表达调控方面存在差异。AdCCS1 在猕猴桃叶片中的表达量最高，其次是成熟果、花、幼果和茎，

在根部的表达量最低。而拟南芥 AtCCS 在花中高表达，在莲座叶、茎和叶中低表达（Chu et al.，2005）。

马铃薯中则存在 2 个 CCS 基因，其中 1 个 CCS 基因仅在块茎中表达，另一个 CCS 基因在叶中表达

（Trindade et al.，2003）。此外，Beauclair 等（2010）的研究表明拟南芥 AtCCS 的表达受 miR398 的

调控，转基因和序列突变证实拟南芥 miR398 是采用降解靶基因 mRNA 或抑制翻译的方式对 AtCCS

表达量进行调控。本研究中对调控 AdCCS1 相关 miRNA 的预测分析发现，AdCCS1 的表达不仅受

miR398 和 miR398a-3p 的调控，还可能受 miR166i-3p 的调控，但这 3 个 miRNA 对 AdCCS1 表达的

具体调控方式仍待进一步的试验验证。基因的启动子区包含各种顺式作用元件，是基因转录表达的

重要调控区（聂丽娜 等，2008）。本研究中分离到的 AdCCS1 的 5′端调控序列共 1 334 bp，包含多

种顺式元件，如 9 种光应答元件、5 种激素响应元件、4 种胁迫应答元件和若干生理节奏调控元件

circadian 等。而香蕉 MaCCS 基因启动子区含有 10 种光应答元件（Sp1、I-box、G-box、G-Box、ACE、

ATCT-motif、MRE、ATCC-motif、GAG-motif 和 GATA-motif）、5 种激素响应元件（ABRE、motif IIb、

CGTA-motif、TGACG-motif、TGA-element）和 5 种胁迫应答元件（Box-W1、GC-motif、ARE、HSE

及 TC-rich repeats）等（Feng et al.，2016）。不同物种 CCS 基因的表达模式差异可能与其启动子区

顺式元件的类型和数量不同有关。 

SOD 酶活性与果实衰老密切相关，衰老越快的果实中自由基的产生量越多，其 SOD 活性也越

强（吕均良 等，1993）。相对室温贮藏，低温贮藏可以有效延缓猕猴桃果实的采后衰老，延长贮藏

时间（张美芳 等，2014）。陈金印（2004）对‘金魁’猕猴桃在 0 ℃低温和室温贮藏过程中 SOD

酶活性变化研究发现，果实 SOD 活性在 0 ℃低温贮藏过程中一直处于低水平，25 d 时才出现活性

高峰（峰值为 10.96 U · g-1 FW），之后缓慢降回较低水平；而在室温条件下贮藏，果实 SOD 活性迅

速升高，10 d 时就出现活性高峰（峰值为 20.60 U · g-1 FW），之后下降；说明低温可以推迟果实 SOD

活性高峰的出现，并降低酶活性。本研究中，猕猴桃果实 AdCCS1 在 4 ℃低温和 25 ℃常温贮藏过

程中呈现类似表达模式，即在整个 4 ℃低温贮藏过程中 AdCCS1 的表达量均维持在较低水平，而在

25 ℃常温贮藏 5 d 开始显著上升，9 d 时达到峰值（表达量是 0 d 的 5.58 倍），之后迅速下降。相似

的表达模式暗示AdCCS1可能通过影响SOD酶活性，参与猕猴桃果实在不同贮藏条件下的衰老进程，

进而影响果实的贮藏性。此外，脱落酸和赤霉素处理可以下调 AdCCS1 的表达，这可能与 AdCCS1

启动子区存在脱落酸应答元件 ABRE 和赤霉素应答元件 GARE-motif 有关，但仍需进一步通过启动

子元件缺失等方法进行验证。 

综上所述，猕猴桃 AdCCS1 具有植物 CCS 基因家族的基本特征，AdCCS1 在不同贮藏温度和激

素处理下差异表达，推测 AdCCS1 可能参与调控果实贮藏过程中 SOD 酶活性，进而影响果实的衰老

进程。 
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