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摘 要：【目的】探究草莓COP9信号复合体亚单位 5（constitutive photomorphogenic signalosome subunit 5，CSN5）在草

莓果实发育过程中的功能。【方法】以草莓品种红颜为材料，根据草莓果实发育过程中的转录组数据，筛选并克隆FaC-

SN5基因。基于生物信息学对其功能域、理化性质、蛋白结构等进行预测。通过SDS-PAGE和Western Blot检测FaC-

SN5-His目的蛋白，利用烟草对其进行亚细胞定位分析。利用RT-qPCR检测FaCSN5的时空表达水平，利用农杆菌介

导瞬时侵染草莓果实，观察记录表型，检测FaCSN5基因表达水平。利用圆片温育和外源激素处理试验检测外源激素

对FaCSN5基因表达的诱导影响。【结果】系统进化树分析表明FaCSN5、FvCSN5和月季CSN5b同源性较高，相似率分

别为 100%和 94.24%。克隆的 FaCSN5 与艳丽草莓 8 条基因序列的碱基和氨基酸序列相似率分别达 98.97%和

99.35%。FaCSN5基因的编码区为1080 bp，编码359个氨基酸，具有一个保守的MPN结构域。pET30a-FaCSN5融合

表达载体的大肠杆菌原核表达表明FaCSN5-His目的蛋白大小约66 ku。亚细胞定位显示FaCSN5-GFP融合蛋白定位

为细胞核和细胞质。FaCSN5在根中表达水平最高，在种子中最低，在根中的表达量是种子中表达量的8倍；果实发育

过程中在全红期表达量最高，在褪绿期表达量最低，从褪绿期开始随着果实发育表达量升高。农杆菌介导瞬时侵染草

莓果实，FaCSN5过表达能够促进草莓果实成熟；沉默FaCSN5表达则会抑制草莓果实成熟。FaCSN5启动子上含有响

应茉莉酸甲酯和赤霉素的顺式作用元件，且其表达受到这两种激素及脱落酸的诱导。【结论】FaCSN5可能是通过多种

激素调控促进草莓果实成熟。
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Abstract:【Objective】The study aimed to investigate the function of strawberry (Fragaria × ananas-

sa) CSN5 (constitutive photomorphogenic signalosome subunit 5) during strawberry fruit development.

【Methods】Benihoppe strawberry was used as experimental material. Firstly, based on the transcrip-

tome data of the five developmental stages (SG, LG, Wt, IR and PR) of strawberry fruit, a gene with in-

creased expression level during fruit development from the large green fruit was screened. Because it

contained MPN conserved domain and had 100% sequence similarity with diploid strawberry FvCSN5

(XM_004291211), the gene was named FaCSN5. Total RNA was extracted from the samples using a to-

tal RNA extraction kit (Guangzhou Magen Biotechnology Co., Ltd.), and the cDNA was synthesized by

reverse transcription using Hi fair ® Ⅲ 1st Strand cDNA Synthesis Super Mix for qPCR (Shanghai
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Yeasen Biotechnology Co., Ltd.) kit, and then the full-length CDS sequence of FaCSN5 was obtained

by PCR. Secondly, some bioinformatics techniques were used in this study. The molecular formula, mo-

lecular weight, isoelectric point, and fat solubility index of encoding protein were analyzed in the Prot

Param website. The conserved domain of FaCSN5 was analyzed by the NCBI website and Blast tool.

The transmembrane domain of FaCSN5 protein was analyzed by TMHMM 2.0. The secondary and ter-

tiary structures of FaCSN5 were analyzed online using NPS and Swiss Model. The phylogenetic tree of

FaCSN5 homologous genes was constructed by MEGA11 software. Thirdly, the spatiotemporal expres-

sion levels of FaCSN5 were detected by RT-qPCR using Agrobacterium-mediated transient transforma-

tion of strawberry fruits, and the phenotypes were observed and used to detect the expression levels of

the FaCSN5 gene. The cis-acting elements of FaCSN5 gene promoter were analyzed by the online soft-

ware Plant CARE. The induction of FaCSN5 gene expression by exogenous hormones was detected by

disc incubation and exogenous hormone treatment experiments. The subcellular localization was ob-

served by Agrobacterium-mediated transient transformation of tobacco mesophyll cells. Finally, the full-

length CDS sequence of FaCSN5 was constructed into pET30a vector by homologous recombination,

and the pET30a-FaCSN5 fusion expression vector was obtained induced and purified. Western Blot was

used to detect FaCSN5-His target protein by SDS-PAGE and Anti-His antibody.【Results】Evolutionary

tree analysis showed that FaCSN5 was highly homologous to FvCSN5 and rosa CSN5b, with similarity

rates of 100% and 94.24% , respectively. The base and amino acid sequence similarity between the

cloned FaCSN5 and the eight gene sequences of Yanli strawberry reached 98.97% and 99.35%, respec-

tively. Bioinformatics analysis showed that the coding sequence of FaCSN5 was 1080 bp, encoding 359

amino acids. The analysis of physicochemical properties of amino acids showed that the molecular for-

mula of FaCSN5 was C1797H2773N471O558S14, the molecular weight of the protein was 40.35 ku, and the iso-

electric point (pI) was 4.93, which was an acidic protein. The protein contained 48 negatively charged

amino acid residues (Asp + Glu) and 31 positively charged amino acid residues (Arg + Lys). The insta-

bility coefficient was 41.41, and the average hydrophilicity is -0.421. It was inferred that the protein

should be an unstable hydrophobic protein. Conserved domain analysis showed that FaCSN5 had a con-

served MPN domain. Phylogenetic tree analysis showed that FaCSN5 had high homology with FvCSN5

and rose CSN5b, and the similarity rates were 100% and 94.24%, respectively. The pET30a-FaCSN5 fu-

sion expression vector was constructed for prokaryotic expression in Escherichia coli. The results of

SDS-PAGE and Western Blot showed that the size of FaCSN5-His target protein was about 66 ku. The

transient expression of Nicotiana benthamiana showed that the FaCSN5-GFP fusion protein was local-

ized in the nucleus and cytoplasm. RT-qPCR analysis showed that the expression level of FaCSN5 was

the highest in the root, followed by FR, PR, stem, leaf, and flower. The expression level of FaCSN5 was

the lowest in the seed, and the expression level in the root was 8 times higher than that in the seed, indi-

cating that FaCSN5 had tissue specificity. During fruit development, the expression level was the high-

est at the Full red stage and the lowest at the De-greening stage. From the Degreening green stage, the

expression level increased with fruit development, indicating that FaCSN5 might be involved in the de-

velopment of strawberry fruit. Agrobacterium- mediated transient infestation of strawberry fruit with

FaCSN5 overexpression could promote strawberry fruit ripening; silencing FaCSN5 expression inhibit-

ed strawberry fruit ripening. The FaCSN5 promoter contained cis-acting elements in response to methyl

jasmonate and gibberellin. After treatment with MeJA and GA, the expression level of FaCSN5 gene

was slightly lower than that of the control group after 1 h of MeJA treatment. After 2-5 h of treatment,

the expression level of FaCSN5 gene was higher than that of the control group. The expression level of

高佳慧，等：COP9亚基FaCSN5在草莓果实发育过程中的功能分析 2537



果 树 学 报 第40卷

COP9 信号复合体（constitutively photomorpho-

gennic signalosome，CSN）最初从拟南芥中被鉴定为

光形态发生的重要调节体[1]。CSN是泛素-蛋白酶

体途径中一种进化上高度保守的多蛋白复合物，其

特异性地将泛素化的蛋白质引导至 26S蛋白酶体，

从而促进植物降解[2]。在高等真核生物中，CSN亚

基命名法已经统一，各个 CSN 亚基现在被称为

CSN1-CSN8[3]。CSN亚基可以独立地行使功能，也

可以结合成CSN复合体发挥作用，其中CSN5的作

用最受关注 [4]。在拟南芥中发现 AtCSN5a 和 AtC-

SN5b基因，均为编码CSN5的基因[5]。在草莓、葡萄、

水稻的基因组中，则只含有一个CSN5基因[6-7]。

CSN5 包含 MPN（Mpr1p-Pad1p-N-terminal）结

构域，主要识别信号因子，激活下游信号，从而调控

一系列生物学功能，MPN域蛋白具有生化活性，完

整的CSN5是COP9信号复合体稳定所必需的[8]。目

前CSN5已经在多个物种中被克隆并分析，各种功

能也陆续被发现，如双子病毒C2蛋白与CSN5相互

作用并改变拟南芥中基于CUL1的 SCF泛素E3连

接酶，最终涉及激素信号调控[9]。在番茄中CSN4和

CSN5通过 JA信号通路调节COI1和响应根结线虫

感染[10]。CSN5a通过热胁迫来恢复AUX/IAA水平，

从而调节拟南芥中生长素含量[11]。因此，CSN5在生

物胁迫和非生物胁迫中起着重要的调控作用。然

而，CSN5在草莓上的分子基础目前还不清楚。

草莓是研究非呼吸跃变型果实发育成熟机制的

模式植物[12-13]。基于笔者实验室草莓果实中的5个发

育时期的转录组分析，筛选到一个随着果实发育表达

量增加的COP9亚基，编码MPN保守结构域，将其命

名为FaCSN5，并推测其可能涉及草莓果实发育调

控。笔者在本研究中首先从八倍体草莓红颜果实中

克隆到FaCSN5的CDS序列，并对其理化性质、蛋白

结构、蛋白纯化、亚细胞定位、组织表达和农杆菌瞬时

侵染草莓果实等进行预测和研究，为深入研究FaCSN5

在草莓果实发育中的分子机制和功能奠定基础。

1 材料和方法

1.1 材料

试验材料为北京农学院科技园区日光温室基质

栽培的八倍体草莓红颜（Fragaria × ananassa

‘Benihoppe’）。温室内昼夜气温范围为 10~30 ℃、

空气相对湿度为60%~80%、日照时间为8 h，肥水按

当地常规管理。在 2023年 2月第二茬果时，于上午

10:00 对根、茎、叶、花、果实和种子各组织部位取

样。根据前人的研究[14]，采集小绿期、大绿期、褪绿

期、白果期、始红期、片红期和全红期等不同发育时

期的草莓果实，并用液氮速冻，-80 ℃保存。

1.2 总RNA提取及反转录

采用难提植物总RNA小提试剂盒（美基生物科

技有限公司）提取样品总RNA，利用Hi fair® Ⅲ 1st

Strand cDNA Synthesis Super Mix for qPCR（翌圣生

物公司）试剂盒反转录合成 cDNA，放置-80 ℃保存

备用。

1.3 草莓CSN5生物学分析

FaCSN5保守结构域通过NCBI（https://www.nc-

bi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi）预 测 ；FaC-

SN5蛋白的跨膜结构域使用TMHMM 2.0（https://ser-

vices.healthtech.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/）分析；

FaCSN5分子质量、等电点、蛋白质分子式和不稳定

系 数 利 用 Prot Param（https://web.expasy.org/prot-

param/）在线预测；FaCSN5蛋白质二级和三级结构

利用 NPS（https://npsa- prabi.ibcp.fr/cgi- bin/npsa_au-

tomat.pl?page=npsa_gor4.html）和Swiss Model（http://

swissmodel.expasy.org/）在线分析；根据得到的 FaC-

SN5氨基酸序列，利用MEGA软件进行氨基酸序列

的同源性比对和系统进化树构建；通过在线软件

FaCSN5 gene was higher than that of the control group at 1-5 h after GA treatment, and the expression

level was the highest at 1 h after treatment. After ABA treatment, the expression level of FaCSN5 gene

was higher than that of the control group, and the expression level was the highest after 3 h of treatment.

The results showed that the expression level of FaCSN5 gene was induced by MeJA, GA, and ABA, to

various degrees.【Conclusion】The protein height of FaCSN5 was about 66 ku, which was localized in

the nucleus and cytoplasm. The expression of FaCSN5 was induced by abscisic acid, methyl jasmonate,

and gibberellin. FaCSN5 might promote strawberry fruit ripening through multiple hormonal regulations.

Key words: Strawberry; Benihoppe; CSN5; Expression analysis; Subcellular localization; Hormone in-

duction
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Plant CARE（http://bioinformatics.psb.ugent.be/webt-

ools/plantcare/html/）分析 FaCSN5 启动子的顺式作

用元件。

1.4 圆片温育与激素处理

取长势一致的白果期果实，使用打孔器和刀片

将果实制备成圆片，放于温育平衡液中平衡30 min，

其圆片直径和厚度分别为 0.75 cm 和 0.1 cm，温育

平衡液包含 10 mmol · L-1 MgCl2、5 mmol · L-1 CaCl2、

10 mmol·L-1 EDTA、5 mmol·L-1维生素C、200 mmol·L-1

甘露醇和 50 mmol · L-1 MES（pH = 5.5）。将平衡好

的果实圆片随机取5 g分别放入到含有100 μmol·L-1

茉莉酸甲酯（methyl jasmonate，MeJA）、100 μmol·L-1

赤霉素（gibberellin，GA）和 100 μmol·L-1脱落酸（ab-

scisic acid，ABA）的平衡液中，25 ℃、140 r · min-1孵

育。于1、2、3、4、5 h分别取1 g处理好的圆片，液氮

速冻，-80 ℃保存。

1.5 实时荧光定量PCR

利用 Primer 5软件设计实时荧光定量引物（表

1），以红颜草莓根、茎、叶、花、种子、各发育时期的果

实和圆片温育样品的 cDNA为模板，草莓的Actin基

因为内参基因，采用Bio-Rad CFX96荧光定量 PCR

仪检测FaCSN5在不同部位和不同处理下的表达情

况。扩增程序使用三步法反应程序，实时荧光定量

加样体系和反应程序均参考 Trans Start Top Green

qPCR Super Mix（全式金生物技术有限公司）说明

书。试验采取3次重复，相对表达量采用2-ΔΔCt计算。

1.6 草莓FaCSN5原核表达载体构建及蛋白纯化

基于二倍体森林草莓同源基因 FvCSN5（XM_

004291211），采用 Snap Gene软件设计引物（表 1），

以红颜草莓的 cDNA 为模板，选用 2 × Phanta Max

表 1 本研究所用引物

Table 1 Primers used in this study

引物名称

Primer name

FaCSN5-F

FaCSN5-R
FaCSN5Pro-F
FaCSN5Pro-R

RT-qPCR-FaCSN5-F

RT-qPCR-FaCSN5-R

RT-qPCR-FaActin-F

RT-qPCR-FaActin-R

FaCSN5-His-F

FaCSN5-His-R

FaCSN5-GFP-F

FaCSN5-GFP-R

attB FaCSN5-F

attB FaCSN5-R

引物序列（5’-3’）
Primer sequence (5’-3’)

ATGGATGCGGAAATAGCGCAG

ACTTTCAATCATTGGCTCAGGGC
GTCTATTGTTCTTTTCTTTCT
ATCACTGCGGGAGAG

TATTCCCAGACTAACAAACAGGC

GAGTGGGGTCAATAACAACAGCC

GCCAACCGTGAGAAGATG

TCCAGAGTCAAGAACAATACCAG

ATGGGTCGCGGATCCGAATTCATGGATGCGGAAATAGCGC

TGCGGCCGCAAGCTTGTCGACACTTTCAATCATTGGCTCAGGG

GGTCGACATTTAAATACTAGTATGGATGCGGAAATAGCGC

GCCCTTGCTCACCATGGTACCACTTTCAATCATTGGCTCAGGG

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC

CCATCTTCTACTACGACGAGGC
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC
TGCCTGTTTGTTAGTCTGGGAA

Master Mix（诺唯赞生物科技股份有限公司）克隆携

有 pET30a载体同源臂的目的片段，PCR产物经 1%

琼脂糖凝胶电泳检测后，用琼脂糖凝胶DNA回收试

剂盒（美基生物科技有限公司）回收目的条带。使用

内切酶EcoRⅠ和 SalⅠ对 pET30a表达载体进行双

酶切，通过 1%的琼脂糖凝胶电泳进行分离，将

pET30a载体片段切胶回收。选用同源重组酶Clon

Express Ⅱ One Step Cloning Kit（诺唯赞生物科技有

限公司）连接携有载体同源臂的FaCSN5目的片段

和 pET30a载体片段。将连接产物转化到大肠杆菌

DH5α（唯地生物技术有限公司），菌落 PCR验证后

将阳性菌送金唯智生物科技有限公司进行测序。

提取重组质粒，命名为 pET30a-FaCSN5，转化

大肠杆菌感受态BL21（DE3），涂板于含有卡那霉素

（100 mg·L-1）LB固体培养基上37 ℃过夜培养，菌落

PCR验证。挑取阳性单菌落，接种于 20 mL含有卡

那霉素（100 mg · L- 1）LB 液体培养基上，在 37 ℃、

220 r·min-1活化4~6 h，将菌液加至300 mL含有卡那

霉素（100 mg·L-1）的LB液体培养基中，调OD600值为

0.1，在摇床上继续摇动，直到OD600值为0.6~0.8，加入

高佳慧，等：COP9亚基FaCSN5在草莓果实发育过程中的功能分析 2539
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A. FaCSN5 CDS 区 PCR 扩增；Marker. 5000 bp Marker；B. 果实不同发育时期的 FPKM 值；SG. 小绿期；LG. 大绿期；Wt. 白果期；IR. 始红

期；PR. 片红期。不同小写字母表示在不同条件下基因相对表达量的差异显著（p＜0.05）。下同。

A. PCR amplification of the FaCSN5 CDS region; Marker. 5000 bp Marker; B. FPKM values of fruits at different developmental stages. SG. Small

green stage; LG. Large green stage; Wt. White stage; IR. Initial red stage; PR. Partial red stage. Different small letters indicate that the relative expres-

sion of genes under different conditions is significantly different (p＜0.05). The same below.

图 1 FaCSN5 基因克隆及果实不同发育时期的 FPKM 值

Fig. 1 Cloning of FaCSN5 gene and FPKM values of fruits at different developmental stages
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终浓度为0.5 mmol·L-1的 IPTG，在16 ℃、140 r·min-1

诱导过夜。收集诱导后菌液 300 mL，4 ℃离心机

8000 r·min-1离心4 min，向沉淀中加入30 mL Binding

Buffer（PBS缓冲液，5 mmol · L-1咪唑，调 pH至 7.4）

和 0.3 mL 100 µmol·L-1 PMSF，超声 20 min（350 W，

超声开 3 s，超声关 2 s），4 ℃离心机 8000 r · min-1离

心 15 min，取上清液。利用Ni-NTA纯化目标蛋白，

具体操作参照其说明书，采用含有 500 mmol ·L-1咪

唑的 PBS 洗脱蛋白，参考杨洁 [15]的方法进行 SDS-

PAGE和Western Blot检测。

1.7 亚细胞定位

选定酶切位点SpeⅠ和KpnⅠ对pCAMBIA-Su-

per1300-GFP表达载体进行双酶切，利用Snap Gene

软件设计引物（表 1），使用携有载体同源臂的引物

克隆目的片段，采用同源重组法连接载体片段和目

的片段。经菌落PCR验证的阳性菌，送金唯智生物

科技有限公司测序验证，提取重组质粒 35S::FaC-

SN5-GFP，过表达载体也用该重组质粒，将其转化农

杆菌GV3101，对烟草下表皮进行侵染，3 d后在激光

共聚焦下观察 pCAMBIA-Super1300-GFP 和 35S::

FaCSN5-GFP的绿色荧光在烟草细胞的位置。

1.8 FaCSN5 RNAi载体构建

Gateway的方法构建FaCSN5 RNAi载体，设计

引物（表 1），BP 反应具体操作见赛默飞 Gateway™
BP Clonase™ Ⅱ酶混合物说明书，LR反应具体操作

见赛默飞Gateway™ LR Clonase™ Ⅱ酶混合物说明

书。

1.9 FaCSN5瞬时侵染草莓果实

对FaCSN5 RNAi、转化的空载体（对照）和OE阳

性农杆菌，挑取阳性单菌落于5 mL含有50 µg·mL-1

壮观霉素或50 µg·mL-1卡那霉素和50 µg·mL-1利福平

的YEB液体培养基中，28 ℃，200 r · min-1水平震荡

培养过夜。取适量菌液加入到10 mL含有50 µg·mL-1

卡那霉素和 50 µg · mL-1利福平的YEB液体培养基

中，调OD600值为 0.1，28 ℃，200 r · min-1震荡培养至

OD600值为 1.0~1.2。6000 r ·min-1离心 5 min，收集菌

体，用果实侵染液重悬菌体，调OD600值为0.4~0.6，避

光、28 ℃静置 2 h，果实侵染液包含 10 mmol · L- 1

MES、10 mmol·L-1 MgCl2和 200 µmol ·L-1 AS。挑选

发育健康的褪绿期果实做上标记，每种农杆菌各注

射6个，每天拍照记录表型，注射6 d后取样，去掉种

子切取注射部位，液氮速冻，-80 ℃保存。试验设置

3次重复。

2 结果与分析

2.1 草莓FaCSN5基因的克隆

红颜草莓cDNA为模板的PCR扩增条带大小约

1080 bp（图1-A），在小绿期（SG）、大绿期（LG）、白果

期（Wt）、始红期（IR）、片红期（PR）5个草莓果实发

育时期，COP9亚基的表达量从大绿期开始随着果

实发育而增加（图 1- B）。采用 MEGA11 邻接法

（Neighbor-Joining method）构建的系统发育树显示该

FaCSN5
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基因的编码区（coding sequence，CDS）也为1080 bp，

与二倍体草莓 FvCSN5（XM_004291211）和月季

CSN5b（XM_024310633.2）同源性非常高，相似率分

别达 100%和 94.24%（图 2），因此将该基因命名为

FaCSN5。此外，栽培品种艳丽草莓从GDR（https://

www.rosaceae.org/）Blast获得了 8条基因序列 [16]，克

图 2 FaCSN5 的系统进化分析

Fig. 2 Phylogenetic analysis of FaCSN5

隆的FaCSN5与艳丽草莓 8条基因序列的碱基和氨

基酸序列相似率分别达98.97%和99.35%。

2.2 草莓FaCSN5基因的生物信息学分析

FaCSN5基因的分子式为C1797H2773N471O558S14，编

码 359个氨基酸，蛋白质分子质量为 40.35 ku，等电

点（pI）为4.93，为酸性蛋白，含有31个正电荷氨基酸

残基（Arg + Lys），48 个负电荷氨基酸残基（Asp +

Glu），不稳定系数是 41.41，亲水性平均值为-0.421，

因此，FaCSN5蛋白可能为不稳定的疏水性蛋白。

利用NCBI网站以及Blast工具分析FaCSN5蛋

白的保守结构，结果显示FaCSN5在 51~323位氨基

酸之间含有一个 MPN 保守结构域（图 3）。采用

TMHMM 2.0对蛋白的跨膜结构域进行分析，发现

FaCSN5无跨膜结构（图4）。

图 4 FaCSN5 的跨膜域分析

Fig. 4 Analysis of the transmembrane domain of FaCSN5

图 3 FaCSN5 蛋白的保守结构域

Fig. 3 The conserved domain of FaCSN5 protein
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XM_008380022.3 CSN5b Malus domestica

XM_050303216.1 CSN5b Malus sylvestris

XM_050507774.1 CSN5a Potentilla anserina
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利用NPS和Swiss Model在线分析蛋白质二级

和三级结构（图5）。FaCSN5蛋白的二级结构由4个

结构组成，分别为α螺旋（α-helix）、β转角（Beta turn）、

无规则卷曲（random coil）和延伸链（extended strand）

（图 5- A），Alpha helix 包含 144 个氨基酸，占比为

40.11%；Beta turn包含 11个氨基酸，占比为 3.06%；

Random coil 包含152个氨基酸，占比为42.34%；Ex-

tended strand包含52个氨基酸，占比为14.48%。

A. FaCSN5 二级结构预测；B. FaCSN5 三级结构预测。

A. Prediction of the secondary structure of FaCSN5; B. Prediction of the tertiary structure of FaCSN5.

图 5 FaCSN5 二级结构和三级结构

Fig. 5 The secondary structure and tertiary structure of FaCSN5

2.3 草莓FaCSN5的原核表达分析

FaCSN5-His原核表达分析如图 6所示，对包括

SDS-PAGE（图 6-A）及 Anti-His 抗体进行 Western

Blot检测（图 6-B），FaCSN5-His目的蛋白条带大小

在55~70 ku之间，约66 ku，其中含His标签0.84 ku。

2.4 草莓FaCSN5的亚细胞定位

草莓FaCSN5-GFP融合蛋白的亚细胞定位分析

如图7所示，细胞核和细胞质有绿色荧光，表明FaC-

A. SDS-PAGE 电泳胶图。1. 180 ku Marker；2. 诱导前菌体；3. 诱导后菌体；4. 超声破碎后的上清液；5. 纯化的蛋白；2~5. 上样 20 µL。B. 免

疫印迹显影。1. 180 ku Marker；2. 超声破碎后的上清液；3. 纯化的蛋白；2 与 3. 上样 3 µL。

A. SDS-PAGE gel plots. 1. 180 ku Marker; 2. Pre-induction organism; 3. Post-induction organism; 4. Supernatant after sonication; 5. Purified pro-

tein; 2-5. 20 µL on the sample. B. Western Blot plots. 1. 180 ku Marker; 2. Supernatant after sonication; 3. Purified protein; 2 and 3. 3 µL on the sample.

图 6 FaCSN5-His 原核表达分析

Fig. 6 FaCSN5-His prokaryotic expression analysis
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SN5-GFP融合蛋白定位于细胞核和细胞质。

2.5 草莓FaCSN5的时空表达

草莓根、茎、叶、花、种子和全红期果实的FaC-

SN5相对表达量如图8-A所示，根的FaCSN5相对表

达量最高，其次是全红期果实、茎、叶和花，种子的表

达量最低。其中，根的FaCSN5表达量可达种子的8

倍，表明FaCSN5具有明显的组织特异性。如图8-B

所示，在草莓果实发育的不同阶段，FaCSN5相对表

达量从褪绿期开始就一直呈现上升的趋势，在全红

时期达到最高，表明FaCSN5参与了草莓果实的发

育。

2.6 草莓FaCSN5促进草莓果实成熟

为验证FaCSN5在草莓果实发育中的功能，分

别构建 FaCSN5 RNAi 和 FaCSN5 OE 载体，转化

图 7 FaCSN5-GFP 亚细胞定位

Fig. 7 FaCSN5-GFP subcellular localization

根
Root

茎
Stem

叶
Leaf

花
Flower

种子
Seed

果实
Fruit

A. 草莓不同组织部位 FaCSN5 的相对表达量；B. 草莓果实不同发育时期 FaCSN5 的相对表达量。DG. 褪绿期；FR. 全红期。

A. The relative expression of the FaCSN5 in various tissue parts of strawberry; B. The relative expression of FaCSN5 at different developmental

stages of strawberry fruit. DG. De-greening stage; FR. Full red stage.

图 8 FaCSN5 在不同组织部位和果实发育时期的相对表达量

Fig. 8 Relative expression of FaCSN5 in different tissues of strawberry and at development stages of fruit

35S∷GFP

35S∷FaCSN5-GFP

GFP Bright Merged

组织
Tissue

果实发育时期
Developmental stagesof fruit
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A B

GFP. 绿色荧光蛋白通道；Bright. 明场；Merge. 合并图片。Bars=50 μm。

GFP. Signal (green); Bright. Bright field; Merge. Overlay signals. Bars=50 μm.
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GV3101农杆菌，通过农杆菌介导瞬时侵染草莓果

实，每天拍照记录表型（图9-A），通过RT-qPCR检测

FaCSN5表达水平（图 9-B）。结果表明，FaCSN5过

表达能够促进草莓果实成熟；沉默FaCSN5表达则

会抑制草莓果实成熟。以上结果初步证明FaCSN5

在草莓果实成熟过程中起着重要作用。

FaCSN5 RNAi

对照 Control

FaCSN5 OE

2 cm

A. FaCSN5 RNAi、对照和 FaCSN5 OE 农杆菌注射草莓果实的表型观察；B. RT-qPCR 分析 FaCSN5 RNAi、对照和 FaCSN5 OE 果实中

FaCSN5 基因的相对表达量。

A. Phenotypic observations of strawberry fruit injected with FaCSN5 RNAi, control, and FaCSN5 OE of agrobacterium; B. RT-qPCR analysis of

the relative expression of the FaCSN5 gene in fruits of the FaCSN5 RNAi, control and FaCSN5 OE.

图 9 FaCSN5 正调控草莓果实成熟

Fig. 9 FaCSN5 positively regulated strawberry fruit ripening

2.7 草莓FaCSN5在激素诱导下的表达分析

为了进一步分析FaCSN5的功能，以红颜草莓

基因组DNA为模板，扩增FaCSN5起始密码子至上

游约 2000 bp 的碱基序列（图 10），PCR 产物长度

1726 bp，与NCBI查询到的二倍体草莓启动子序列

进行比对，其相似率为100%。将FaCSN5启动子序

列与八倍体草莓艳丽的启动子序列[16]进行比较，发

现2条启动子序列符合条件，并且与FaCSN5启动子

序列的相似率达88.07%。表2显示了FaCSN5基因

启动子的顺式作用元件及其功能，FaCSN5启动子

有不同类型的响应元件，它们的功能也各不相同，其

中，茉莉酸甲酯响应元件、赤霉素响应元件为激素响

应元件。

FaCSN5 基因表达水平会受到 MeJA、GA 和

ABA不同程度的诱导，图11表示不同外源激素处理

草莓果实后FaCSN5基因表达水平。外施MeJA处

理 1 h后，FaCSN5基因表达水平略低于对照组，处

理后的2~5 h，FaCSN5基因表达水平均高于对照组；

外施GA处理 1~5 h后，FaCSN5基因表达水平均高

于对照组，在处理 1 h后表达量最高。外施ABA处

理后FaCSN5基因表达水平均高于对照组，且在处

理3 h后表达量最高。

图 10 FaCSN5 启动子克隆

Fig. 10 Cloning of FaCSN5 promoter

2000 bp
1726 bp

Marker FaCSN5 promoter

A B

b
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3 讨 论

草莓是蔷薇科多年生草本植物，味道甘甜，香气

浓郁，含有丰富的营养物质。草莓是研究非呼吸跃

变型果实发育成熟机制的模式植物[12-13]。草莓果实

发育和成熟受到诸多因素的影响，如温度、光照等因

素的影响，其中植物激素的协同作用扮演了重要的

角色[17]。

CSN参与协调植物的生长发育[18]。笔者在本研

究中以草莓果实不同发育时期转录组数据为基础，

克隆出草莓CSN5基因。FaCSN5只有一个MPN功

能域，系统发育分析表明，其与二倍体草莓和月季等

蔷薇科植物的进化关系较近，说明CSN5在进化过

程中结构和功能较为保守。原核表达FaCSN5-His

后，通过SDS-PAGE和Western Blot检测，发现FaC-

SN5-His目的蛋白条带约66 ku。通过亚细胞定位分

析，FaCSN5-GFP融合蛋白定位于细胞核和细胞质。

关于 CSN 的表达模式已有一些研究报道，如

GmCSN5s在大豆的根和根瘤中的表达量高于其他

组织[19]；HbCSN5在橡胶树的胶乳中表达量最高，在

雄花中表达量最低[20]；OsCSN5基因在水稻的茎尖分

生组织中表达量较高[21]。笔者在本研究中利用RT-

qPCR检测了草莓根、茎、叶、花、种子和全红期果实

的相对表达量，发现FaCSN5在草莓根中表达量最

高，其次是全红期果实、茎、叶和花，种子的表达量最

低，表明FaCSN5具有组织特异性。FaCSN5在全红

期表达量最高，在褪绿期表达量最低，从褪绿期到全

红期，FaCSN5表达量呈现上升的趋势，表明FaCSN5

可能参与草莓果实的发育。为了验证FaCSN5在果

实发育过程中的功能，笔者通过农杆菌介导瞬时侵

表 2 FaCSN5 启动子顺式作用元件分析

Table 2 Analysis of cis-acting elements of FaCSN5 promoter

相关元件

Related component

3-AF1 binding site

AT-rich element

CAAT-box

Circadian

CGTCA-motif

P-box

TGACG-motif

数量

Number

1

2

3

1

3

1

3

功能注释

Functional comment

光响应元件

Light responsive element

参与昼夜节律控制的顺式调节元件

Binding site of AT-rich DNA binding protein (ATBP-1)

在启动子和增强子区域的共同顺式作用元素

Common cis-acting element in promoter and enhancer regions

参与昼夜节律控制的顺式调节元件

Cis-acting regulatory element involved in circadian control

参与反应性的顺式作用调节元件

Cis-acting regulatory element involved in the MeJA-responsiveness

赤霉素响应元件

Gibberellin responsive element

参与茉莉酸甲酯反应性的顺式作用调节元件

Cis-acting regulatory element involved in the MeJA-responsiveness

图 11 不同外源激素处理草莓果实后 FaCSN5 基因表达水平

Fig. 11 Expression levels of FaCSN5 gene after different exogenous hormone treatments in strawberry fruit
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染草莓果实记录表型，检测FaCSN5的表达水平，结

果表明，FaCSN5过表达能够促进草莓果实成熟；沉

默FaCSN5表达则会抑制草莓果实成熟。以上研究

表明 FaCSN5 在草莓果实成熟过程中起着重要作

用。

CSN参与包括乙烯、脱落酸、生长素、水杨酸等

多种植物激素的调控过程[22-25]。OsCSN1通过CUL1

的E4连接酶降解SLR3，最终影响内源激素GA的合

成[26]。笔者在本研究中发现FaCSN5启动子区域含

有茉莉酸甲酯和赤霉素激素响应元件，推测FaCSN5

基因表达可能受到这两种激素诱导。因此，通过圆

片温育和外源激素处理试验，发现茉莉酸甲酯和赤

霉素处理后，FaCSN5基因表达明显受到诱导，且显

著响应赤霉素。草莓是非呼吸跃变型果实，脱落酸

在草莓果实发育过程中起着重要的作用，通过脱落

酸处理后，发现FaCSN5基因表达显著受到脱落酸的

调控。

综上所述，FaCSN5基因可能通过多种激素信

号转导途径促进草莓果实的成熟。

4 结 论

FaCSN5蛋白条带约 66 ku，在细胞核和细胞质

存在定位。FaCSN5表达受到脱落酸、茉莉酸甲酯

和赤霉素的诱导调控，推测FaCSN5基因可能通过

多种激素信号转导途径促进草莓果实的成熟。总

之，本研究结果为深入研究 FaCSN5在草莓果实中

的分子机制和功能奠定了基础。
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