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摘要：经 15℃低温诱导，采用 cDNA-AFLP 技术从耐冷性强的黄瓜品种长春密刺中分离到一条特异片段，该片

段在耐冷性弱的北京截头中不能被诱导，命名为 cctr132。将 cctr132 回收测序并翻译为氨基酸序列，用 blastx

和 blsatp 程序在 NCBI GenBank 数据库中进行同源性检索和相似性比对，结果发现 cctr132 与水稻推测的类赖氨

酸脱羧酶蛋白同源性为 88.37%，相似性为 100%，并且在 CCTR132 中检测到了赖氨酸脱羧酶家族推测的保守结构域

PGGXGTXXE，说明黄瓜发芽期耐冷性与赖氨酸脱羧酶基因表达有关。 
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Abstract: With cDNA-AFLP technique, a specific fragment was isolated from a chilling tolerant cucumber cultivar 

‘Changchunmici’, under induction at low temperature (15℃). This fragment could not be induced in the chilling sensitive cucumber 
cultivar ‘Beijing jietou’ and named as cctr132. After recollection, sequencing and translation, the results of blastx and blastp in 
GenBank of NCBI indicated that cctr132 had 88.37% identities and 100% positives with Oryza sativa putative lysine 
decarboxylase-like protein, respectively, and PGGXGTXXE, the putative conserved domain of lysine decarboxylase family, was 
detected from CCTR132, which suggested that the cucumber chilling tolerance during germination is related to the expression of 
lysine decarboxylase gene. 
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黄瓜（Cucumis sativus L.）是我国设施栽培的主

要蔬菜之一，起源于亚热带，属于典型的冷敏植物。

有关黄瓜耐冷机理和提高黄瓜耐冷性的研究一直受到

国内外研究者的重视并取得不少进展[1]，但这些研究

大多集中在低温胁迫下黄瓜生理生化指标变化等方

面，有关黄瓜耐冷性的分子基础方面研究很少。康国

斌等[2]利用差异显示技术DDRT-PCR克隆了一个黄瓜

叶片在低温锻炼中特异表达的基因 ccr18，但该基因具

体的生物学功能尚不清楚。 
cDNA-AFLP 是 Bachem 等[3]在 AFLP 基础上发展 

起来的 RNA 指纹图谱技术。与 DDRT- PCR 相比，

cDNA-AFLP 由于采取了较高的退火温度，试验结果

的重复性更好，假阳性率更低；引物根据酶切位点的

序列来设计，使低丰度 mRNA 很容易被选择性扩增，

而且所需设备少、费用低、操作简单、结果容易分析。

cDNA-AFLP 用于差异表达基因分离的可靠性已经为

许多研究所证实[4, 5]。 
研究表明，黄瓜种子低温发芽能力与苗期的耐冷

性呈显著正相关，在品种间存在着明显差异[6]。笔者

采用 15℃低温对收集的黄瓜材料进行发芽能力测定，
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鉴定出了耐冷性存在明显差异的两个品种，长春密刺

（耐冷性强）和北京截头（耐冷性弱）。笔者以这两

个材料为试材，采用 cDNA-AFLP 技术研究耐冷性不

同的黄瓜品种在低温诱导下基因的表达，从而获得与

黄瓜发芽期耐冷性相关的特异基因片段，通过分析其

生物学功能，探讨黄瓜耐冷性的分子机制，为进一步

深入研究和选育耐低温设施栽培专用黄瓜品种提供理

论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料及低温处理 

试验材料为本实验室筛选出的耐冷性强的黄瓜品

种长春密刺（T，tolerant）和耐冷性弱的黄瓜品种北

京截头（S，sensitive）。 
取饱满种子各 100～120 粒，55℃温水消毒 10 min

后，28℃浸种 3 h，用镊子轻轻剥去种皮，28℃恒温暗

催芽，待幼芽长至 5 mm 时，取半数种子（整个种子，

包括子叶和幼芽）迅速冻于液氮，作为对照，其中长

春密刺记为 TCK，北京截头记为 SCK。剩下的种子经

15℃低温处理 24 h 后，同样迅速冻于液氮作为低温处

理，长春密刺记为 TLT，北京截头记为 SLT。 
1.2  黄瓜耐冷相关基因片段的获得 

1.2.1  总 RNA 提取及双链 cDNA 合成  采用改良尿

素法[7]提取黄瓜发芽种子的总 RNA，并按照 Clark 的

方法[8]进行 DNase 处理，以除去残留的 DNA。双链

cDNA 的合成参照文献[9]，逆转录引物使用 oligo dT25V
（委托上海英骏生物技术有限公司合成），逆转录酶

使用 M-MLV RT RNase H-（Promega）。 
1.2.2  cDNA-AFLP 显示差异片段  双链 cDNA 用

EcoRI（识别位点为 5’-G*AATTC-3’）和 Tru 9（识别

位点为 5’-T*TAA-3’）进行双酶切，采用 6%变性聚丙

烯酰胺凝胶电泳，电泳结束后进行银染显色，具体操

作步骤按照娄群峰[10]等的方法进行。 
EcoRⅠ接头序列：5′-CTC GTAGACTGCGTAC 

C-3′，3′-CATCTGACGCATGGTTAA-5′；Tru 9 接头序

列：5′-GACGATGAGTCCTGAG-3′，3′-TACTCAGG 
ACTCAT-5′；EcoRⅠ预扩增引物：5′-GACTGCGTACC 
AATTC-3′（E00）；Tru 9 预扩增引物：5′-GATGAGTCC 
TGAGTAA-3′（T00）。 

EcoRⅠ选择性扩增引物：E00-MN（其中 M 为 A/T，
N 为 A/G/C/T）；Tru 9 选择性扩增引物：T00-CMN（其

中 M 为 A/T，N 为 A/G/C/T）。 
1.3  差异片段的回收、测序及同源性比较 

用灭菌的手术刀片准确切下差异显示的条带，转

入装有 100～200 µl 超纯水（视条带的深度而定）的

1.5 ml 离心管中，室温放置过夜，然后沸水浴 15 min，
4℃ 12 000 r/min 离心 10 min。取 5 µl 上清液作为模

板再次以相同的引物组合和扩增体系进行 PCR 反应。 
PCR产物委托上海英骏生物技术有限公司进行双

向测序，测序结果去除引物序列后用 DNAMAN 软件

翻译为氨基酸序列，采用 NCBI 的 Blastx 和 Blastp 程

序在 GenBank 中进行同源性检索和相似性比对。 

2  结果与分析 

2.1  低温诱导下黄瓜耐冷相关基因片段的获得 

电泳显示，用改良尿素法提取的黄瓜发芽种子总

RNA 降解很少，质量较高，OD260/OD280均在 2.0 左右，

能满足 cDNA-AFLP 技术的要求。合成的双链 cDNA
大小为 500～5 000 bp，预扩增产物大小为 400 bp 左

右，表明逆转录和酶切效果较好。 
共利用 32 个 EcoRⅠ/ Tru 9 选择性引物对进行了

扩增，其中 E-AT/T-CTC 扩增到了在 TLT 中表达而在

TCK、SCK 和 SLT 均无表达的差异片段（图 1），说

明该片段为耐冷性强的黄瓜品种受低温特异性诱导的

片段。对此差异片段进行了回收测序，去除引物序列

后得到了长度为 132 bp 的核苷酸序列（图 2A），命

名为 cctr132（cucumber chilling tolerance related），并

向 NCBI GenBank 数据库提交，登录号为 DQ073398。 
 
 
 
 

图 1  15℃低温处理 24 h 后，引物组合 E-AT/T-CTC 得到在

TLT 中特异诱导的片段 

Fig. 1  The fragment amplified by the primer pair 

E-AT/T-CTC is specifically induced in TLT after 

treatment with low temperature of 15℃ for 24 h 

 
2.2  cctr132 的同源序列搜索及相似性比对 

应用 blastx 程序将 cctr132 的核苷酸序列在

GenBank 中的蛋白质数据库中进行同源序列搜索。结

果发现，cctr132 与水稻的推测赖氨酸脱羧酶蛋白

（putative lysine decarboxylase-like protein，Pldclp）的

同源性（ identities）为 88.37%（38/43），相似性

（positives）为 100%（43/43）（图 3）。

SCK SLT TCK TLT 

cctr132 
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1  GACAAGCCAG  TGGGACTGTT  GAATGTTGAT  GGATATTACA  ATTCACTACT  GTCATTTATT 

61  GATAAAGCTG  TCGAGGAAGG  ATTTGTCAGT  CCAAGTGCAC  GCCAAATTAT  CGTATCAGCG 

121 CCAACGGCGA  AG 

 

1  DKPVGLLNVDGYYNSLLSFIDKAVEEGFVSPSARQIIVSAPTAK  44 

 
图 2  cctr132 的核苷酸序列（A）及翻译后的氨基酸序列（B） 

Fig. 2  The nucleoside sequence of cctr132 (A) and the amino acid sequence translated from cctr132 (B) 
 

CCTR132 KPVGLLNVDGYYNSLLSFIDKAVEEGFVSPSARQIIVSAPTAK 43 

Pldclp  KPVGLLNVDGYYNSLLTFIDQAVEEGFISPSARRIIVSAPTAQ 43 

 

图 3  cctr132 与水稻的类推测赖氨酸脱羧酶蛋白的比对结果 

Fig. 3  The alignment result of cctr132 with Oryza sativa putative lysine decarboxylase-like protein (Pldclp) 

 
2.3  CCTR132 中蛋白质结构域的检测 

利用 DNAMAN 软件将 cctr132 核苷酸序列翻译为

氨基酸序列 CCTR132（图 2B），与 GenBank 数据库

进行 Blastp 同源性比较，在 CCTR132 中检测到赖氨酸

脱羧酶家族的推测保守结构域 PGGXGTXXE（图 4）。 
 
 
 
 
 

图4  在 CCTR132中检测到了赖氨酸脱羧酶家族的推测保守

结构域 

Fig. 4  The conserved domain of lysine decarboxylase family 

was detected in CCTR132 
 

3  讨论 

赖氨酸脱羧酶的主要生物学功能是催化赖氨酸脱

羧生成尸胺（cadaverine，Cad）[11]。CCTR132 中存在

赖氨酸脱羧酶家族的保守结构域，说明 Cad 与黄瓜发

芽期耐冷性有关。这项结果首次将黄瓜的耐冷性与特

定基因联系起来，对进一步研究黄瓜耐冷性形成的生

理及分子机制具有重要意义。但需要进一步验证

cctr132 在不同耐冷性黄瓜品种中的时序表达特点、低

温处理后赖氨酸脱羧酶活性及尸胺水平的变化等。 
有关多胺，如腐胺（putrescine，Put）、亚精胺

（spermidine，Spd）和精胺（spermine，Spm）等，在

提高植物耐冷性中的作用已有很多研究，主要是通过

阻止活性氧产生、防止膜脂过氧化、降低细胞膜相变 

温度等方面来实现[12, 13]。相比之下，Cad 在植物中的

存在并不广泛，对于植物耐冷性的作用和机理也不清

楚。根据本文取得的结果和已有的研究，笔者推测 Cad
可能通过以下 3 种机制影响黄瓜的耐冷性： 

（1）稳定细胞的超微结构。研究表明，用赖氨酸

脱羧酶的抑制剂 DFMO （二氟甲基鸟氨酸，

difluoromethylornthine）处理发芽的大豆种子，Cad 含

量减少，胚根发育畸形。但用 DFMO 和 Cad 同时处理，

则不会观察到胚根畸形的现象[14]。低温胁迫能够引起

黄瓜胚根根尖细胞的微管组织解聚，使胚根不能正常

发育[15]。由此推测，Cad 可能通过稳定细胞的超微结

构，使各种细胞器在遇到低温胁迫时仍能发挥正常功

能来提高黄瓜的耐冷性。 
（2）阻止活性氧进入细胞。赖氨酸脱羧酶主要定

位于质膜上，Cad 也主要通过与质膜上的磷脂基团结

合来发挥调节作用，它可以抑制质膜孔蛋白通道的开

放来阻止 H2O2等有毒物质进入细胞[16]。因此，与 Spd、
Spm 和 Put 一样，Cad 也可能通过阻止活性氧对细胞

的伤害来提高黄瓜对低温冷害的耐受性。 
（3）参与低温信号转导。Cad 可以作为热激后的

信号物质在植株体内传递[17]，而热激也能够提高黄瓜

的耐冷性[1]。所以，Cad 也可能作为低温信号转导途

径中的一个组分来诱导黄瓜耐冷相关基因的表达。 
如果尸胺在黄瓜耐冷性中的作用得到全面验证，

在将来的研究中，赖氨酸脱羧酶就可以作为一个靶目

标，可以通过分析该基因的调控序列和研究其它物质

处理对其表达的影响来探讨黄瓜耐冷性形成的信号转

导机制及其中间组分。 

A 

B 

1     5      10     15     20     25      30     35      40   44 
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4  结论 

低温能够在耐冷性强的黄瓜品种中诱导发芽期赖

氨酸脱羧酶基因的表达，而该基因在耐冷性弱的品种

中不能被诱导，说明黄瓜发芽期的耐冷性与赖氨酸脱

羧酶基因表达有关。赖氨酸脱羧酶催化尸胺的生物合

成，说明尸胺参与了黄瓜发芽期耐冷性的形成。 
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