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丝瓜过氧化氢酶CAT2基因的分离及表达分析
刘建汀  朱海生*  温庆放*  王  彬  张前荣  陈敏氡  林  珲  薛珠政

(福建省农业科学院作物研究所, 福建省农业科学院蔬菜研究中心, 福建省蔬菜工程技术研究中心, 福州 350013)

摘要      该研究对普通丝瓜品种‘WL-3’的褐变果肉开展转录组测序, 对高质量片段进行

拼接和组装后获得58 073条unigenes序列, 其中, 27 301条unigenes在褐变前后表达水平发生变

化。从差异表达的基因中筛选得到1条功能注释为过氧化氢酶(catalase, CAT)的基因全长序列

(unigene0033876)。分析发现, 该序列全长1 690 bp, 包含1个1 479 bp的开放读码框(open reading 
frame, ORF), 预测编码492个氨基酸, 理论分子量(molecular weight, Mw)为56.94 kDa, 等电点

(isoelectric point, pI)为7.31, 编码的蛋白质与葫芦科作物南瓜、西葫芦和黄瓜中同源蛋白质的相似

性均在97%以上, 显示其高度的保守性, 基因命名为LcCAT2, GenBank登录号为KR184674。荧光定

量PCR分析结果表明, LcCAT2基因具有组织表达特异性, 在丝瓜叶片中表达量最高, 花中表达量最

低。LcCAT2基因在所选的6个丝瓜品种中的表达量存在一定的差异, 普通丝瓜中的表达量均高于

有棱丝瓜。LcCAT2基因在普通丝瓜品种‘WL-3’采后储藏条件下的表达量随时间增加而呈上调表

达趋势。初步推测, LcCAT2基因在丝瓜果肉褐变过程中起着一定的调控作用。该研究旨在从转录

组测序结果中挖掘与丝瓜果肉褐变相关的基因, 为今后丝瓜品种的选育及进一步揭示其酶促褐变

产生的分子机制奠定理论基础。
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Isolation and Expression of Catalase CAT2 Gene from Luffa cylindrical
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Sciences, Fujian Engineering Research Center for Vegetables, Fuzhou 350013, China)

Abstract       The RNA-seq technique was used to analyze the changes of transcriptomic occurring in the 
browning of fruits from Luffa cultivar ‘WL3’. A total of 58 073 unigenes were assembled from high-quality reads, 
and 27 301 unigenes were differentially expressed during the browning process of Luffa fruits. In this study, full 
length of agene sequence (i.e., unigene0033876) annotated as catalase CAT gene was filtrated from the differentially 
expressed genes. The sequence analysis showed that unigene0033876 reached a length of 1 690 bp and contained a 
1 479 bp open reading frame (ORF) that encoded 492 amino acids, with a predicted molecular weight of 56.94 kDa and 
a hypothetical isoelectric point of 7.31. It shared over 97% identity with the homologous proteins from Cucurbita 
moschata, Cucurbita pepo and Cucumis sativus, revealing that it was highly conservative, and the GenBank 
accession was KR184674. The results of qPCR (Real-time quantitative PCR) revealed that LcCAT2 exhibited a 
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tissue specific expression, the expression level in Luffa cultivar ‘WL-3’ leaves was the highest, and minimally 
expressed in flowers on the contrary. The levels of LcCAT2 were different among six luffa varieties, and the 
expression in Luffa cylindrical was higher than that in Luffa acutangula Roxb. Furthermore, the level of LcCAT2 
in ‘WL3’ was up-regulated during post-harvest storage, suggesting that LcCAT2 gene may play a regulatory role in 
luffa browning process. The survey aims to excavate the genes associated with Luffa browning from transcriptome 
sequencing results, and make contributions to breeding of the Luffa varieties and ulteriorly revealing the molecular 
mechanism of Luffa enzymatic browning process for the future.

Keywords       Luffa cylindrical; RNA-Seq; LcCAT2; qPCR 

植物在长期进化的过程中, 形成了一系列复杂

的机制, 以适应和抵御各种生物和非生物胁迫[1]。过

氧化氢酶又称触酶(catalase, CAT, EC 1.11.1.6), 属于

重要的氧化还原酶类, 广泛参与植物各种生理过程, 
如应答胁迫、细胞氧化还原平衡的控制和延缓衰老

等[2-4]。褐变是影响果蔬采后贮藏品质和保鲜期最为

突出的问题之一, 极大地影响了果蔬外观品质、商

品价值及贮藏时间, 从而造成很大的经济损失[5-6]。

许多果蔬在采后储藏过程中容易产生褐变现象, 果
肉细胞呼吸作用产生过多的自由基而导致膜脂质过

氧化而使其细胞膜产生破裂, 酚类物质、酶和氧气

三者发生接触并导致其褐变[7-8]。研究表明, CAT酶
活性与果蔬褐变高度相关, 能有效地参与清除细胞

内产生的过剩自由基, 使之维持正常的动态水平, 并
在一定程度上减缓果蔬的褐变进程[9-11]。Abbasi等[12]

对枇杷的研究发现, 枇杷采后储藏过程中果肉逐渐

产生褐变, 其体内CAT活性显著上升。Zhang等[13]对

荔枝的研究发现, 利用苹果多酚处理荔枝后, 储藏过

程中的褐变反应得到了有效的抑制, 果肉的CAT活
性明显增强。

丝瓜(Luffa cylindrical Roem.), 为葫芦科(Cucur-
bitaceae)丝瓜属(Luffa)一年生攀缘性草本植物, 分为

有棱丝瓜(Luffa acutangula Roxb.)和普通丝瓜(Luffa 
cylindrical Roem.)两个栽培种。在贮藏过程中, 普通

丝瓜与龙眼[14]、苹果[15]、梨[16]等果蔬一样, 体内细胞

液中产生的酚类物质容易导致果肉发生酶促褐变。

研究者已从大麦[17]、拟南芥[18]、棉花[19]、荷花[20]和

甘蔗[21]等多种植物中克隆得到CAT基因。目前, 丝瓜

中有关CAT基因克隆及褐变的研究报道极少。许多

研究表明, 利用RNA-seq测序技术, 可快速、准确挖

掘潜在的目的基因, 帮助科研工作者摆脱以往非模式

生物中遗传背景缺乏的束缚[22-24]。本研究采用RNA-
seq技术分析了丝瓜褐变前后转录组变化, 从转录组

数据中筛选得到1条具有差异表达的LcCAT2基因全

长序列, 并对其序列特征、表达模式及褐变相关性进

行了分析, 以期为今后丝瓜分子育种研究及果肉褐变

产生的分子机制提供理论依据。

1   材料与方法
1.1   处理及采样

材料于2016年3月15日育苗, 4月26日定植到大棚

内, 株距40 cm, 行距60 cm。选取表面完整、无机械

损伤、大小均一的丝瓜果实, 清水洗净晾干, 用无菌

刀片切取果实中间部位为实验材料。丝瓜样品采集

均做3次独立重复, 采集后立即用液氮速冻后–80 °C
保存, 用于后续荧光定量PCR实验, 样品研磨时去除

果实表皮。共设置3个实验: (1)不同组织材料: 采集

普通丝瓜品种‘WL-3’同一时期的根、茎、叶、花和

果实(授粉后5周左右); (2)不同品种材料: 采集普通

丝瓜(易褐变)‘WL-1’、‘WL-2’、‘WL-3’、‘WL-4’品
种和有棱丝瓜(不易褐变)‘YL-5’、‘YL-6’品种果实

(授粉后5周左右)部分; (3)不同储藏时间材料: 丝瓜

‘WL-3’(果实授粉后5周左右)室温(25±1 °C)放置, 实
验组于1、3、5、7 d后分别采样, 对照组在清洗晾干后, 
立即采样。

1.2   仪器与试剂

实时荧光定量PCR仪(ABI 7500)购自美国ABI
公司。荧光定量试剂盒SYBR® Premix EX TaqTM II、
PrimeScriptTM 1st Strand cDNA Synthesis Kit试剂盒

购自宝生物工程(大连)有限公司。通用植物总RNA
提取试剂盒购于北京百泰克生物技术有限公司。其

他生化试剂和常规试剂均为超纯或分析纯级。

1.3   基因序列分析

基因序列分析的软件主要采用EditSeq 5.01软
件, 序列蛋白质翻译采用SMS在线软件(http://www.
bio-soft.net/sms/index.html), 序列翻译后的蛋白质修
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饰采用MotifScan软件(http://myhits.isb-sib.ch/cgibin/
motif_scan), 同源多序列比对和蛋白质进化树的构

建采用MEGA 4.0软件, 基因编码的蛋白质一级结构

分析采用ProtParam和ProtScale软件, 蛋白质二级结

构分析采用CFSSP在线软件(http://www.biogem.org/
tool/chou-fasman/), 蛋白质三级结构分析采用SWISS-
MODEL在线软件(http://swissmodel.expasy.org/
interactive), 亚细胞定位分析采用Wolf Psort Prediction
软件(http://www.genscript.com/psort/wolf_psort.html)。
1.4   荧光定量PCR分析

采用Primer Premier 5.0软件, 对获得的LcCAT2
基因序列设计荧光定量PCR引物, 并对引物熔解曲

线进行分析。选择具有特异性(扩增长度为152 bp)和
扩增效率高的LcCAT2-Fq/Rq作为LcCAT2基因荧光定

量PCR引物。基因正向引物LcCAT2-Fq: 5′-TCA CCA 
TAA CAA CCA CCA TGA AG-3′, 反向引物LcCAT2-
Rq: 5′-CAC ACA CCT TTC TCT CTT TCC G-3′, 并
使用课题组前期获得的丝瓜Lc18S rRNA作为内参

基因[25]。提取1.1中丝瓜样品总RNA, 并反转录合成

cDNA第1链。按照SYBR® Premix Ex TaqTM试剂盒

的说明书, 配制25 μL反应体系, 在荧光定量PCR仪
(ABI 7500)上进行扩增。反应体系为: 4 μL cDNA模

板, 10 μL SYBR® Premix(TaKaRa公司), 0.4 μL正、反

向引物 (10 μmol/L), ddH2O补足至25 μL。荧光定量

PCR扩增条件为: 95 °C预变性30 s; 95 °C变性5 s, 58 °C
退火30 s, 40个循环。荧光定量PCR实验重复3次, 并
用蒸馏水取代cDNA模板作为阴性对照。在Excel软
件中采用2–ΔΔCt法分析处理数据并得出基因表达情况。

1.5   丝瓜CAT活性和总酚测定

丝瓜CAT活性的测定参考温庆放等[26]的方法进

行, 总酚含量的测定参考Dewanto等[27]的方法进行。

2   结果
2.1   目的基因的获得

课题组前期对普通丝瓜品种‘WL-3’的褐变前后

的果肉进行了转录组测序, 并获得了11.2 Gb的有效数

据, 经组装和拼接得到高质量的unigenes序列58 073条
[平均长度为896.93 bp, 序列长度≥200 bp, N50(unigene
从长到短累加长度达到总片段的50%时, 对应那个

片段的长度和数量)为1 510 bp]。丝瓜果肉褐变前后

差异表达基因(unigenes, ratio>2, FDR≤0.001)数目

为27 301条。从差异表达的unigenes中筛选得到一

条全长为1 690 bp的cDNA(unigene0033876)序列, 基
因编码的蛋白与NCBI中南瓜 (Cucurbita moschata, 
AHF27430.1)同源蛋白的相似性达到98%(E-value为
0)。丝瓜LcCAT2(GenBank登录号: KR184674)的ORF
长为1 479 bp, 预测编码492个氨基酸, 其分子式为

C2563H3862N720O727S17(图1)。
2.2   基因序列的生物信息学分析

2.2.1   LcCAT2基因编码蛋白质的一级结构分析      
序列分析表明, LcCAT2编码蛋白质理论分子量(mole-
cular weight, Mw)为56.94 kDa, GC含量为58.22%, 等电

点(isoelectric point, pI)为7.31。利用EditSeq 5.01和
ProtParam软件对丝瓜LcCAT2和南瓜、西葫芦、黄

瓜、萝卜、大豆和葡萄编码同源蛋白的组成成分

及理化性质进行分析(表1)。结果表明, 这些植物中

CAT蛋白的氨基酸残基数均在492个左右, 理论相对

分子质量为56.72~57.06 kDa, 等电点为6.93~7.32。
LcCAT2基因编码蛋白的酸性氨基酸数略多于碱性

氨基酸数, 脂肪族氨基酸数明显多于芳香族氨基酸

数。不同植物CAT中氨基酸理化性质较为一致, 存
在的差异可能与非保守区域的氨基酸差异有关。蛋

白质总平均疏水性(GRAVY)为  –0.5左右。另外, 疏
水性/亲水性(ProtScale)分析显示, 丝瓜LcCAT2属于

亲水性蛋白质。采用Wolf Psort预测表明, 其亚细胞

定位于过氧化物酶体(peroxisomal)中。

2.2.2   LcCAT2蛋白质的二级、三级结构分析      二
级结构分析显示, LcCAT2中随机卷曲占50.6%, 是最

大量的结构元件, α螺旋占28.66%, 延伸链占20.73%, 
没有发现β转角的存在。利用SWISS-MODEL对丝

瓜LcCAT2蛋白的三级结构进行在线预测, 结果如图

2所示。

2.2.3   LcCAT2同源蛋白比对与进化分析      同源

比对分析表明, LcCAT2与南瓜(Cucurbita moschata, 
AHF27430.1)、西葫芦(Cucurbita pepo, P48352.1)、
黄瓜(Cucumis sativus, NP_001295845.1)、欧洲油菜

(Brassica napus, XP_013723778.1)、拟南芥(Arabidopsis 
thaliana, NP_195235.1)和枇杷树(Eriobotrya japonica, 
AGC65520.1)中同源蛋白的相似性分别为98%、

97%、97%、79%、78%和78%, 具有高度的保守性

(图3)。分析发现, LcCAT2包含2个(I和II)保守结构域, 
343~351和54~70位分别为CAT近端血红素–配体特

征序列和近端血红素活性位点特征序列, 属于过氧

化氢血红素结合蛋白超家族。
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表1   不同植物来源CAT的氨基酸组成成分及理化性质分析

Table 1    The comparison of composition and physical and chemical characterization of amino acid of 
CAT from different plant species

植物

Plant

氨基酸个数

Number of 
amino acid

相对分子质量(kDa)
Theoretical relative 
molecular mass (kDa)

等电点

PI

氨基酸比例(%)
Ratio of amino acid (%) 总平均疏水性

GRAVY酸性

Positive
碱性

Negative
脂肪族

Aliphatic
芳香族

Aromatic

Luffa cylindrical 492 56.94 7.31 59 58 308 62 –0.538

Cucurbita 
moschata

492 57.06 7.31 59 58 309 62 –0.536

Cucurbita pepo 492 56.95 7.32 59 58 308 62 –0.544

Cucumis sativus 492 57.05 7.14 60 58 309 62 –0.548

Raphanus sativus 491 56.72 6.93 62 58 307 61 –0.571

Arabidopsis 
thaliana

492 56.93 6.93 62 58 305 59 –0.574

Glycine max 492 56.85 7.09 62 59 303 61 –0.602

Vitis vinifera 492 56.98 7.02 62 59 301 67 –0.550

编码区用大写的碱基字母标识, 碱基下面对应的为推测编码的氨基酸。转录非翻译区用小写的碱基字母标识, 其中包括5′UTR和3′UTR。方框

内是起始密码子(ATG)和终止密码子(TAA)。
The coding region is marked with uppercase letters, under which is its deduced amino acids. The transcribed untranslated regions are marked with 
lowercase letters, which include 5′UTR and 3′UTR squences. The initiation codon (ATG) and termination codon (TAA) were labeled by boxes.

图1   LcCAT2全长cDNA序列及氨基酸序列

Fig.1   cDNA full sequence and corresponding amino acid sequence of LcCAT2
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通过BLASTp检索并从NCBI中下载其他物种中

9个过氧化氢血红素结合蛋白超家族的CAT氨基酸

序列, 并用MEGA 4.0软件对所得的序列做系统进化

分析(bootstrap值设为1 000), 发现丝瓜LcCAT2与同

为葫芦科的南瓜、西葫芦和黄瓜CAT亲缘关系较近, 
聚为一类, 而与烟草同源蛋白亲缘关系较远(图4)。
2.3   LcCAT2基因的表达模式分析

2.3.1   不同组织荧光定量PCR      分析结果表明, 
LcCAT2基因在丝瓜品种‘WL-3’的不同组织, 即根、

茎、叶、花和果实(授粉后5周左右)中均有表达, 在

叶片中的表达丰度最高, 其次为茎和根, 花中的表达

量最低。正常(未褐变)情况下, 丝瓜‘WL-3’品种果

肉中LcCAT2的表达丰度相对较低(图5)。
2.3.2   不同品种实验      选取4个普通丝瓜(‘WL-1’、 
‘WL-2’、‘WL-3’和‘WL-4’)和2个有棱丝瓜(‘YL-1’、
‘YL-2’)品种相同时期的果实组织作为研究对象, 对
LcCAT2基因进行荧光定量分析。结果表明, LcCAT2
在所选的6个丝瓜品种呈差异表达, 其中, 普通丝瓜

品种‘WL-4’内表达量最高, 其次为‘WL-1’、‘WL-2’
和‘WL-3’, 有棱丝瓜品种‘YL-1’和‘YL-2’均呈低丰

度表达, 普通丝瓜(易褐变)品种中LcCAT2基因表达

水平均高于有棱丝瓜(不易褐变)品种(图6)。
2.3.3   采后不同储藏时间      前期的田间观察发现, 
丝瓜‘WL-3’品种果肉在采后常温条件放置容易产

生褐变现象, 实验从上述6个品种选择正常果肉中

LcCAT2基因表达水平较为适中的‘WL-3’丝瓜品种

(授粉后5周左右)作为采后不同储藏时间的材料, 采
集恒温(25±1 °C)条件下储藏1、3、5、7 d的果实样

品。荧光定量PCR结果分析表明, 正常情况下, 丝瓜

果肉中LcCAT2基因的表达丰度较低, 随着采后储藏

天数的增加, 果肉逐渐产生褐变, 体内LcCAT2基因

的表达量相对于对照组上调表达, 并在第7 d果肉中

LcCAT2基因表达丰度达到最高(图7)。

图2    LcCAT2三级结构预测

Fig.2   Prediction of three-dimensional of LcCAT2

AHF27430.1: 南瓜; P48352.1: 西葫芦; NP_001295845.1: 黄瓜; XP_013723778.1: 欧洲油菜; NP_195235.1: 拟南芥; AGC65520.1: 枇杷树。近端血

红素–配体和血红素活性位点特征序列用方框标出。

AHF27430.1: pumpkin; P48352.1: cocozelle; NP_001295845.1: cucumber; XP_013723778.1: winter rape; NP_195235.1: Arabidopsis; AGC65520.1: loquat.
Domain I represented for catalase proximal heme-ligand, and domain II represented for  heme active site.

图3   LcCAT2与其他物种中的同源蛋白的多序列比对

Fig.3   Multiple sequence alignment of LcCAT2 with other homologous sequences
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图5    丝瓜LcCAT2不同组织下的表达模式分析

Fig.5   LcCAT2 of Luffa in different tissues 
analysed by qPCR
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图6   丝瓜LcCAT2不同品种下的表达模式分析

Fig.6   LcCAT2 of Luffa in different varieties 
analysed by qPCR
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图7   丝瓜LcCAT2在不同采后时间下的表达模式分析

Fig.7   LcCAT2 of Luffa in different postharvest time 
analysed by qPCR

图4   丝瓜LcCAT2与其他同源蛋白序列的系统进化树

Fig.4   Phylogenetic tree of LcCAT2 in Luffa and other homologous sequences

3   讨论
前期对丝瓜‘WL-3’品种的褐变果肉展开RNA-

seq分析, 共得到58 073条有效高质量的unigenes序列, 
并有27 301条unigenes呈现差异表达, 从中筛选得到

随着丝瓜褐变的发生, LcCAT活性显著增加, 在
其变化趋势和LcCAT2基因的表达大体一致, 1、3、
5和7 d时LcCAT酶活性均高于采后当时(0 d), 7 d时
达到最高值(图8)。总酚含量逐渐上升趋势, 在3 d达
到峰值, 3 d后变化减小, 趋于稳定(图9)。
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图8   在不同采后时间下的LcCAT2酶活性变化

Fig.8   The changes of LcCAT2 activities in different 
postharvest time

Luffa cylindrical, ALJ53303.1

Cucurbitaceae

Leguminosae
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Solanaceae

0.08 0.06 0.04 0.02 0

Cucurbita moschata, AHF27430.1

Cucurbita pepo, P48351.1

Cucumis sativus, KGN47533.1

Cicer arietinum, XP 004500877.1

Glycine max, NP 001237556.1

Brassica juncea, XP 009138342.1

Arabidopsis thaliana, NP 195235.1

Raphanus sativus, XP 018469163.1

Nicotiana tabacum, NP 001312022.1
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一条全长为1 690 bp的cDNA序列(unigene0033876)。
BLASTp分析显示, unigene0033876序列编码的蛋白

质含有一个CAT保守结构域(第18~488位), 与南瓜同

源蛋白的相似性高达98%, 同西葫芦和黄瓜同源蛋白

的相似性也均在97%以上, 具有高度保守性。系统进

化树分析发现, 丝瓜LcCAT2与同为葫芦科的南瓜、

西葫芦和黄瓜等同源蛋白的亲缘关系较近, 处于同

一分支, 而与属茄科的烟草同源蛋白的亲缘关系较

远。Motif Scan分析显示, LcCAT2基因编码蛋白的

氨基酸序列第343~351和第54~70位点分别为CAT酶
类特所有的近端血红素–配体及血红素活性位点特

征序列, 属于典型的CAT酶类(typical catalase, tCAT), 
而此类CAT几乎存在于所有的生物体中[28-29]。此外, 
Wolf Psort预测表明, 其亚细胞定位于过氧化物酶体

(peroxisomal)中[26]。

研究表明, CAT是植物体内非常重要的一类抗

氧化酶, 广泛参与植物生物胁迫及非生物胁迫反应, 
对CAT基因进行克隆和分析具有重要意义[30-32]。本

研究对丝瓜品种‘WL-3’不同组织的荧光定量分析结

果发现, LcCAT2基因在光合组织叶片中高丰度表达, 
提示丝瓜LcCAT2基因对于叶片中光呼吸作用产生

过多的H2O2具有催化作用, 并维持其体内氧化还原

平衡[33-34]。对不同丝瓜品种的荧光定量PCR分析发

现, LcCAT2的表达模式存在品种差异性, LcCAT2基
因在4个普通丝瓜品种(‘WL-1’、‘WL-2’、‘WL-3’和
‘WL-4’)中的相对表达水平均高于2个不易褐变的有

棱丝瓜品种(‘YL-1’和‘YL-2’)。研究表明, 果蔬在采

后储藏过程中容易产生褐变现象[35-36]。Fan等[37]对梨

的研究发现, 即使在多酚氧化酶(polyphenol oxidase, 
PPO)活性受抑制的前提下, 酶促褐变也同CAT活性

密切相关。Ali等[38]对荔枝的研究发现, 常温储藏条

件下果肉中CAT酶活性明显高于同一时期低温条件

下储藏的荔枝, CAT能够降低PPO活性并有效延缓

荔枝果肉褐变进程。Ma等[39]对‘皇冠’梨采后储藏

的研究发现, 随着果皮褐变的发生, 其体内的CAT活
性显著上调, 总酚含量的变化呈先上升后趋于平衡

的趋势。本研究对LcCAT2基因在不同储藏时间下

‘WL-3’的荧光定量PCR分析显示, 伴随着丝瓜果肉

褐变的产生, LcCAT2基因的表达趋势明显上调, 并
在7 d时的表达量达到最高, 其编码的CAT活性也随

之增强; 果肉总酚逐渐积累, 在3 d左右时总酚含量

达到最大值, 随后3~7 d总酚含量变化趋于平缓。推

测LcCAT2基因可参与丝瓜果肉酶促褐变调控过程, 
使总酚含量维持相对平衡的状态, 其编码合成的

CAT对丝瓜褐变过程中果肉细胞内产生过多的H2O2

具有积极的清除作用, 能有效降低果肉细胞因膜脂

质过氧化而产生破裂, 从而在一定程度上延缓丝瓜

果肉褐变进程[40-42]。对丝瓜LcCAT2基因进行分离和

表达分析研究, 可以丰富丝瓜CAT基因资源, 也为今

后对其作进一步的基因功能验证以及揭示丝瓜褐变

分子机制及品种的选育奠定了一定的理论基础。
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