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摘要: S-腺苷甲硫氨酸脱羧酶是多胺生物合成过程中的关键酶, 对于植物生长发育和抵御逆境胁迫等过程具有重要作用。

本研究利用RT-PCR方法从胡萝卜品种‘黑田五寸’中克隆得到一个编码S-腺苷甲硫氨酸脱羧酶的基因DcSAMDC。序列分

析显示, 该基因包含一个全长1 086 bp的开放阅读框, 编码361个氨基酸。预测其蛋白质相对分子质量为40.16 kDa, 理论等

电点为4.89。胡萝卜S-腺苷甲硫氨酸脱羧酶具有高度保守的酶原剪切位点和PEST结构域。进化分析表明, 胡萝卜SAMDC
与葡萄的进化关系最为接近。荧光定量PCR分析显示, 胡萝卜DcSAMDC基因在叶片和根中的表达水平较高, 对高温

(38ºC)、低温(4ºC)、模拟干旱(200 g·L-1 PEG)和盐渍(200 g·L-1 NaCl)胁迫有响应, 并且, 响应的时间较为迅速, 在胁迫1~4 h
后表达水平升至最高。本研究结果表明, DcSAMDC基因可能在胡萝卜抵御非生物胁迫的过程中发挥重要作用。
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多胺(polyamines, PAs)是一类广泛存在于动

植物体内具有较高生物活性、低分子量的脂肪族

含氮碱(Kumar等1997)。高等植物中常见的多胺有

腐胺(putrescine, Put)、亚精胺(spermidine, Spd)、
精胺(spermine, Spm)等。多胺被认为是一类新型

植物激素, 能够调节植物的生长和发育。随着研

究的不断深入, 特别是近年来转基因等分子生物

学手段的应用, 发现多胺在植物体内能与DNA、

RNA和蛋白质等物质相互作用, 促进生长和发育, 
延迟衰老, 提高抗逆性, 甚至与植物的生存密切相

关(Agudelo-Romero等2013; Pál等2015; Sequera- 
Mutiozabal等2016)。

关于多胺的来源、代谢和转运机制已经较为

清晰, 多个参与多胺生物合成的相关酶也已得到鉴

定和分析(Tiburcio等1997)。其中, S-腺苷甲硫氨酸

脱羧酶(S-adenosylmethioine decarboxylase, SAMDC)
是亚精胺和精胺合成的关键酶(图1)。目前, 已从

康乃馨(Dianthus caryophyllus) (Lee等1997)、小麦

(Triticum aestivum) (Li和Chen 2000)、萝卜(Raphanus 
sativus) (丁淑丽等2007)、番茄(Lycopersicon escu-
lentum) (刘志勇等2008)、甘蔗(Saccharum offici-
narum) (刘金仙等2010)、拟南芥(Arabidopsis thaliana) 
(Wi等2014)和高羊茅(Festuca arundinacea) (曾庆飞

等2015)等植物中陆续分离和克隆了编码SAMDC
的基因, 并发现它们在多胺合成以及植物抵抗环

境胁迫等过程中发挥重要作用。例如, 小麦和甘蔗

中的研究发现, 盐胁迫和干旱胁迫可以诱导SAMDC

基因表达, 说明SAMDC基因参与了小麦和甘蔗植株

抵御逆境胁迫的过程(Li和Chen 2000; 刘金仙等

2010)。Pillai和Akiyama (2004)研究了低温条件下

图1  多胺的生物合成途径

Fig.1  Polyamine biosynthetic pathway
ACC: 1-氨基环丙烷-1-羧酸; ACO: ACC氧化酶; ACS: ACC合

成酶; ADC: 精氨酸脱氨酶; dSAM: 脱羧S-腺苷甲硫氨酸; ODC: 鸟
氨酸脱羧酶; SAM: S-腺苷甲硫氨酸; SAMDC: S-腺苷甲硫氨酸脱

羧酶; SpdS: 亚精胺合成酶; SpmS: 精胺合成酶。
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不同水稻品种中SAMDC基因表达的差异, 结果表

明, 耐冷型水稻中的SAMDC基因表达比低温敏感

型更为活跃。

胡萝卜是伞形科重要蔬菜作物, 营养价值丰

富(Luby等2014; Li等2016)。我国是世界第一大胡

萝卜生产国和主要出口国, 种植面积接近世界胡

萝卜总种植面积的40%, 总产量则占世界总产量的

1/3。胡萝卜的种植面积和产量还在持续、快速地

提升。然而 ,  胡萝卜在生产过程中容易遭受干

旱、盐渍、高温和低温等非生物侵害, 降低胡萝

卜产量和品质, 造成重大经济损失(黄蔚等2014)。
因此, 挖掘抗逆相关基因对于培育胡萝卜抗性品

种、提高胡萝卜产量和品质具有重要意义。

本研究以胡萝卜品种‘黑田五寸’为试材, 克隆

并获得胡萝卜SAMDC基因, 分析其序列特征, 利用

荧光定量PCR技术对胡萝卜DcSAMDC基因在不同

组织和非生物胁迫条件下的表达特性进行研究。研

究结果将为进一步开发和利用该基因奠定基础。

材料与方法

1  材料及处理

植物总RNA分离纯化试剂盒购自北京Tiangen
公司, 琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒购自杭州唯特

洁公司, 大肠杆菌菌株由南京农业大学伞形科作

物遗传与种质创新实验室提供, Ex Taq聚合酶、

pMD19-T质粒载体、DL2000 marker、cDNA第一

链合成试剂盒和SYBR Premix Ex Taq荧光定量试

剂盒均为大连TaKaRa公司产品。

供试材料为胡萝卜(Daucus carota L.)品种‘黑
田五寸’, 种植在南京农业大学作物遗传与种质创

新国家重点实验室人工气候室。取2月龄的胡萝卜

植株在上午9点分别进行高温(38ºC)、低温(4ºC)、
PEG模拟干旱(200 g·L-1 PEG)和盐渍(200 g·L-1 

NaCl)处理, 分别在处理后1、2、4、8和24 h, 取植

株顶部第3~4片叶, 以未经任何处理的植株作为对

照。另外选取同时期未经处理的胡萝卜植株的

根、叶柄和叶片用于基因的组织表达。样品用液

氮速冻, 并保存于−80ºC冰箱。

2  RNA提取和cDNA合成

根据Tiangen公司植物总RNA分离纯化试剂

盒的操作说明, 提取不同部位以及不同非生物胁

迫条件下的胡萝卜材料的总RNA, 并通过TaKaRa

公司cDNA第一链合成试剂盒将提取的胡萝卜RNA
反转录为cDNA。

3  胡萝卜DcSAMDC基因的克隆

根据拟南芥等其他物种的SAMDC基因序列, 
在本实验室测定的胡萝卜‘黑田五寸’基因组数据

库中检索出DcSAMDC基因(Xu等2014)。设计一对

引物DcSAMDC-F (5′ ATGTCTTCCGAAGTTTCT-
GCAATTG 3′)和DcSAMDC-R (5′  TATTGA-
TACTCCTTTTCTTCTTTC 3′), 以胡萝卜‘黑田五寸’ 
cDNA为模板进行扩增。PCR反应程序为: 94ºC 5 
min; 94ºC 30 s, 55ºC 30 s, 72ºC 1.5 min, 共32个循

环; 72ºC 10 min。通过12 g·L-1琼脂糖凝胶电泳分

离得到目标产物, 与pMD19-T载体连接过夜, 随后

转化至大肠杆菌DH5α中, 提取质粒经PCR鉴定后, 
由南京金斯瑞生物科技有限公司进行测序。

4  序列分析

将预测的胡萝卜SAMDC氨基酸序列在NCBI
数据库中进行检索, 选取拟南芥等13个物种的SAMDC 
序列。采用DNAMAN软件对不同物种SAMDC
进行序列比对和亲/疏水性分析。使用http://www.
expasy.org网站相关软件完成氨基酸序列理化性质

分析(Gasteiger等2003)。利用MEGA 5.1软件中的

Neighbor-Joining方法构建同源进化树(Tamura等
2011)。
5  实时定量PCR

荧光定量PCR采用CFX96荧光定量PCR仪(美
国Bio-Rad公司)及其相关配套软件完成。以胡萝卜

ACTIN基因作为内参基因, ACTIN表达检测引物为

BDACTIN-F (5′ CGGTATTGTGTTGGACTCTGGT-
GAT 3′)和BDACTIN-R (5′ CAGCAAGGTCAAGAC-
GGAGTATGG 3′) (Tian等2015)。根据从‘黑田五

寸’中扩增的DcSAMDC序列设计表达检测引物

BDDcSAMDC-F (5′ CCTGCCGTCTCTACTATTCAC- 
ATTACA 3′)和BDDcSAMDC-R (5′ GCAACAAG-
GTCACTGAGATTAACAGAT 3′)。根据SYBR Premix 
Ex Taq荧光定量试剂盒的说明构建反应体系, 目的

基因相对表达水平用2–ΔΔCt方法计算, 其中ΔΔCt= 
(Ct目的基因–Ct内参基因)处理–(Ct目的基因– Ct内参基因)对照。

6  统计分析

采用Excel 2007和SPSS 16.0进行数据整理和

统计分析, 采用One-way ANOVA和Duncan测验对

数据进行多重比较和差异显著性分析(P<0.05)。
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实验结果

1  胡萝卜DcSAMDC基因的克隆

以胡萝卜品种‘黑田五寸’的cDNA为模板, 以
DcSAMDC-F和DcSAMDC-R为上下游引物进行扩

增, 得到1 000 bp左右的产物(图2)。克隆后, 进行

序列测定, 结果发现胡萝卜‘黑田五寸’的DcSAM-
DC基因含有一个1 086 bp的开放阅读框, 编码361
个氨基酸(图3)。预测其蛋白质相对分子量为40.16 
kDa, 理论等电点为4.89。
2  胡萝卜DcSAMDC的氨基酸序列与理化性质分析

利用DNAMAN软件将胡萝卜DcSAMDC氨基

酸序列与拟南芥(Arabidopsis thaliana, AAB17665.1)、
亚麻荠(Camelina sativa, XP_010463654.1)、芥菜

图3  胡萝卜DcSAMDC基因的核苷酸序列及其编码的氨基酸序列

Fig.3  Nucleotide acid and deduced amino acid sequences of DcSAMDC gene from carrot

图2  胡萝卜DcSAMDC基因RT-PCR扩增

Fig.2  DcSAMDC gene amplified by RT-PCR from carrot
M: DNA分子量标准; 1: DcSAMDC基因。
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(Brassica juncea, AAS45435.1)、桃(Prunus persica, 
XP_007225621.1)、苹果(Malus domestica, NP_ 00128- 
0825.1)、番茄(Solanum lycopersicum, NP_00123-
4699.1)、马铃薯(Solanum tuberosum, NP_00130-
6788.1)、曼陀罗(Datura stramonium, Q96555.1)、橙子

(Citrus sinensis, XP_015387008.1)、葡萄(Vitis vinifera, 
CAD98785.2)、可可(Theobroma cacao, XP_0070-
45669.1)、苦瓜(Momordica charantia, AGL95795.1)
和黄瓜(Cucumis sativus, KGN57743.1)等植物的

SAMDC序列进行多重比对分析。结果发现, 胡萝

卜DcSAMDC与葡萄和桃SAMDC的同源性较高, 
分别达到了73.96%和71.75%。比对的14种植物的

SAMDC蛋白都包含酶原剪切位点(LSE-SSLF)结构

域和与SAMDC蛋白降解相关的PEST (TIHITPED- 
GFSYASFE)结构域(Kumar等1997) (图4)。所有植物

SAMDC的N端保守性较强, 而C端的保守性相对较弱, 
功能结构域高度保守, 显示了SAMDC的进化保守性。

对胡萝卜和其他13种植物的SAMDC氨基酸

序列进行理化性质分析(表1)。这些植物的氨基酸

残基数在357~366范围内, 相对分子质量在40 kDa
左右, 理论等电点在4.29~4.89之间, 酸性氨基酸(包
括天冬氨酸和谷氨酸)多于碱性氨基酸(包括赖氨

酸、精氨酸和组氨酸), 脂肪族氨基酸的比例相对

较高, 而芳香族氨基酸比例较低。

图4  胡萝卜中推导的SAMDC氨基酸序列与其他物种SAMDC的同源性比对

Fig.4  Alignment of the predicted SAMDC amino acid sequences in carrot and other plant species
#表示酶原剪切位点结构域, *表示PEST结构域。
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表1  不同植物来源的SAMDC氨基酸组成成分及理化性质的比较

Table 1  Comparison of composition and physical and chemical characteristics of amino sequences  
of SAMDC from different plant species

  植物                氨基酸残基数     
 理论相对分子      

 理论等电点
          碱性氨基酸         酸性氨基酸           脂肪族氨基           芳香族氨基

                                                             质量/kDa                                               比例/%                 比例/%                酸比例/%               酸比例/% 

胡萝卜 361 40.16 4.89 11.91 13.57 81.72 10.53
拟南芥 366 40.35 4.42 10.11 14.21 82.79 10.11
亚麻荠 366 40.43 4.44 10.11 13.93 81.97 10.38
芥菜 366 40.41 4.54 10.38 13.66 81.97 10.38
桃 357 39.38 4.68 11.48 14.01 82.07 9.80
苹果 358 39.80 4.61 11.45 14.53 81.84 10.34
番茄  360 39.75 4.83 11.94 13.89 80.56 10.28
马铃薯 360 39.73 4.71 11.67 14.17 80.56 10.28
曼陀罗 362 39.96 4.67 11.60 14.36 80.66 10.22
橙子 361 39.85 4.71 11.91 14.40 79.78 10.80
葡萄 358 39.72 4.71 11.73 14.25 80.73 9.50
可可 359 38.98 4.55 10.03 13.09 82.73 9.75
苦瓜 358 39.32 4.36 10.06 14.25 81.56 10.61
黄瓜 364 40.07 4.29   9.62 14.84 81.59 10.71

3  胡萝卜SAMDC基因预测的蛋白质氨基酸亲/疏
水性 

对本试验中克隆的‘黑田五寸’ DcSAMDC基因

预测的氨基酸序列进行亲/疏水性分析(图5)。结果

表明, 该蛋白的第353位的谷氨酸、第355位的赖

氨酸和第356位的谷氨酸亲水性最强。疏水性最

强的位点为第276位的丙氨酸, 其次为第55位的缬

氨酸和第56位的丙氨酸。

图5  胡萝卜中DcSAMDC氨基酸序列的亲水性和疏水性分析

Fig.5  Predicted hydrophilicity and hydrophobicity of amino acid sequences of DcSAMDC from carrot
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4  胡萝卜DcSAMDC的同源进化分析

选取胡萝卜和拟南芥等13种植物, 分析SAMDC
在这些物种中的进化关系。结果表明 ,  胡萝卜

DcSAMDC与葡萄的进化关系最为接近, 其次是桃

和苹果(图6)。苦瓜和黄瓜的SAMDC同属于葫芦

科分支, 拟南芥、亚麻荠和芥菜的SAMDC同属十

字花科分支, 番茄、马铃薯和曼陀罗的SAMDC同
属茄科分支。

5  胡萝卜DcSAMDC基因在不同组织及非生物胁

迫条件下的表达分析

5.1  在不同组织中表达水平的分析

通过荧光定量PCR技术检测DcSAMDC基因

在胡萝卜‘黑田五寸’根、叶柄和叶片的表达情况。

结果表明, DcSAMDC基因在胡萝卜不同组织中均

有表达, 但表达量显著不同, 在叶片中的表达水平

最高, 分别是根和叶柄的1.39倍和4.69倍(图7)。

图7  DcSAMDC基因在不同胡萝卜组织中的相对表达水平

Fig.7  Expression levels of DcSAMDC gene  
in different carrot tissues

数值用3个生物学重复的平均值±标准偏差来表示, 不同小写

字母表示在0.05水平上差异显著。

5.2  在不同非生物胁迫条件下的分析

高温(38ºC)、低温(4ºC)、模拟干旱(200 g·L-1 
PEG)和盐渍(200 g·L-1 NaCl)处理均可以诱导‘黑田

五寸’ DcSAMDC基因表达水平发生变化(图8)。总

的来说, 不同非生物胁迫处理后, DcSAMDC基因表

达呈先升高后下降的趋势。高温处理1 h后, Dc- 
SAMDC基因的表达量达到最高, 随后下降, 并在处

理8 h后降至最低。DcSAMDC基因对低温胁迫的

反应相对较慢, 其表达水平在处理4 h后达到最高, 
之后显著下降。DcSAMDC基因在模拟干旱胁迫

条件下的表达模式与其在高温胁迫下类似, PEG模

拟的干旱胁迫处理1 h后, DcSAMDC基因的相对表

达水平较对照提高了1.46倍。盐胁迫处理2 h后, 
DcSAMDC表达升至最高, 之后显著下降, 并在4 h
降至最低。

讨　　论

多胺在植物逆境胁迫响应和生长发育等过程

中起重要作用(Wimalasekera等2011)。SAMDC是

多胺生物合成的一个限速酶, 其反应底物同时也

参与乙烯的合成和代谢(图1) (Sauter等2013)。近

年来, 通过基因工程技术发现SAMDC基因在植物

抗逆过程中发挥重要作用(Shi和Chan 2014)。胡萝

图6  不同物种SAMDC氨基酸序列的系统进化树

Fig.6  Phylogenetic tree of amino acid sequences of SAMDC from several plant species
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图8  DcSAMDC基因在不同非生物胁迫条件下的相对表达水平

Fig.8  Expression levels of DcSAMDC gene under different abiotic stresses in carrot
数值用3个生物学重复的平均值±标准偏差来表示, 不同小写字母表示在0.05水平上差异显著。

卜是伞形科重要蔬菜作物, 但关于胡萝卜SAMDC基
因及其响应逆境胁迫的相关研究还未见报道。

本研究从胡萝卜中克隆的胡萝卜SAMDC基

因编码的氨基酸数目为361个, 这与拟南芥、番茄

等双子叶植物的氨基酸数目差别不大, 而甘蔗、

高羊茅等单子叶植物SAMDC的氨基酸数目在395个
左右, 这说明双子叶植物和单子叶植物的SAMDC
在进化上存在明显的差异(刘志勇等2008; 刘金仙

等2010; 曾庆飞等2015)。胡萝卜SAMDC具有高度

保守的酶原剪切位点和与SAMDC蛋白快速降解

相关的PEST结构域。酶原剪切位点可将胡萝卜

SAMDC分为较长的α亚基和较短的β亚基, 而PEST
结构域可能与SAMDC酶活性快速变化以响应生

长和环境信号相关(Li和Chen 2000; Tian等2004)。
研究表明, SAMDC基因在幼嫩或分裂较为活

跃的组织中表达水平较高, 而在相对老化或分裂

能力较弱的组织中表达较低(Mad Arif等1994)。在

棉花中的研究发现, SAMDC在不同组织中的表达水

平有较大差异(王凡龙等2015)。本研究中, SAMDC

在根、叶柄和叶片中均有表达, 但在叶片和根中

的表达水平较高, 在叶柄中的表达水平较低, 具有

明显的组织特异性。SAMDC基因在植物抵御逆境

的过程中也具有重要的作用。高温条件下, 过表

达酵母SAMDC基因的番茄植株内亚精胺和精胺含

量分别较对照提高了1.7倍和2.4倍。同时, 相关抗

氧化酶的活性也得到提高, 膜脂过氧化得到缓解

(Cheng等2009)。类似地, 拟南芥中过表达辣椒

SAMDC基因可以增强植株清除活性氧自由基的能

力, 提高植株在干旱胁迫条件下的抗性(Wi等2014)。
而沉默烟草中的SAMDC基因会导致植物生长发生

改变, 盐胁迫条件下植物生长活力减弱, 抗氧化能

力以及光合能力下降(Mellidou等2016)。本研究

中, 胡萝卜SAMDC基因均能响应各种非生物胁迫, 
同时, 响应的时间较为迅速, 在胁迫1~4 h后表达水

平升至最高, 这可能与SAMDC的快速降解相关, 以
适应植物细胞对多胺变化的需求(Tian等2004)。因

此推测本研究克隆的DcSAMDC基因对于提高胡萝

卜在非生物胁迫条件下的抗性具有重要作用。
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Cloning of S-adenosylmethioine decarboxylase gene SAMDC from Daucus 
carota and its response to abiotic stresses
WANG Guang-Long1,2,*, QUE Feng2, CHEN Bo-Qing1, REN Xu-Qin1, WANG Ji-Zhong1, XIONG Ai-Sheng2,*

1School of Life Science and Food Engineering, Huaiyin Institute of Technology, Huaian 223003, China; 2State Key Laboratory of 
Crop Genetics and Germplasm Enhancement, Ministry of Agriculture Key Laboratory of Biology and Germplasm Enhancement of 
Horticultural Crops in East China, College of Horticulture, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, China

Abstract: S-adenosylmethioine decarboxylase (SAMDC), a key enzyme involved in polyamine biosynthesis, 
plays important roles in plant development and resistance against adverse circumstances. In this study, a gene 
DcSAMDC that encodes S-adenosylmethioine decarboxylase was cloned from carrot cultivar ‘Kurodagosun’ 
using RT-PCR. Sequence analysis indicated that the DcSAMDC gene harbored an open reading frame of 1 086 
bp encoding 361 amino acids. The relative molecular mass of its protein was predicted to be 40.16 kDa with a 
theoretical isoelectric point of 4.89. DcSAMDC possesses highly conserved function domains, proenzyme 
cleavage site and PEST domain. The evolutionary relationship of DcSAMDC was more close to grape (Vitis vi-
nifera). Quantitative real-time PCR analysis indicated that carrot DcSAMDC gene was highly expressed in the 
leaves and roots. Moreover, this gene can respond to high temperature (38ºC), low temperature (4ºC), PEG-in-
duced drought (200 g·L-1 PEG), and salinity (200 g·L-1 NaCl), and its expression levels were highest from 1 to 4 
h after treatment. The results suggested that DcSAMDC gene may play important roles in carrot plant tolerance 
to abiotic stresses.
Key words: S-adenosylmethioine decarboxylase; clone; sequence analysis; abiotic stress; expression analysis; 
Daucus carota
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