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兔眼蓝莓组培红色突变株 789基因的克隆与分析
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摘要! 蓝莓
:&;;-%-#< 4880

果实含有丰富的花青素! 但目前对蓝莓花青素合成相关基因的研究还较少% 为分析蓝莓

花青素合成相关基因! 也为今后高花青素含量品种的育种工作提供一定的生物信息学基础! 以红色突变兔眼蓝莓

:&;;-%-#< &4*+-

为试验材料! 采用同源克隆方法! 克隆到查尔酮合成酶基因"

789

&的
9:;<

全长% 生物信息学分析

表明$ 该基因
9:;<

全长
/ 17& =8

! 有
/

个
/ /$" =8

的完整开放阅读框'

>?@

&! 编码
1&7

个氨基酸% 与杜鹃
=*">"!

>+%>$"% 4-<4--

! 山茶
7&<+''-& ,&?"%-;&

! 红花油茶
7&<+''-& ;*+@-&%."'+"4&

! 中华猕猴桃
/;5-%->-& ;*-%+%4-4

! 高丛蓝莓

:&;;-%-#< ;"$6<A"4#<

! 苹果
B&'#4 >"<+45-;&

的
789

基因同源性分别为
76A

!

&1A

!

&1A

!

&1A

!

&1A

与
&!A

% 兔

眼蓝莓
789

基因编码的蛋白不存在信号肽! 无跨膜结构域! 定位于细胞质中! 肽链表现为疏水性!

!!

螺旋和随机

卷曲是其蛋白质二级结构中量最大的结构元件!

!!

转角和
!!

折叠散布于整个蛋白质中! 对编码的蛋白的结构域预

测显示该蛋白含有类似查尔酮合成酶超家族"

BCD!E-FG

超家族&结构域% 由此推测$ 兔眼蓝莓
789

基因是高度保守

的! 表达的蛋白为疏水性蛋白! 是一种结构和性质都相对稳定的蛋白% 图
(

表
#

参
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关键词! 生物信息学( 兔眼蓝莓( 组织培养(

789

( 花青素

中图分类号!

D''1

(

H!7#

文献标志码!

<

文章编号!
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BE,5-5I J5+ J5JEK4-4 ,L MNG 789 IG5G LO,P J M-44QG 9QEMQOG ,L J OG+

PQMJ5M 4MOJ-5 -5 :&;;-%-#< &4*+-

RST UJ5KJ5V WCT @J5IP-5IV RST X-J,YNG5V WC<;Z CJ5KJ,

!

[GK RJ=,OJM,OK L,O @,OG4M ZG5GM-9 J5+ \OGG SP8O,]GPG5M ^ _O,8JIJM-,5 -5 T5-]GO4-M-G4 ,L UQ55J5 _O,]-59GV

D,QMN`G4M @,OG4MOK T5-]GO4-MKV [Q5P-5I '%6!!(V UQ55J5V BN-5J

$

!"#$%&'$( aEQG=GOO-G4

%

:&;;-%-#< 488b

$
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PG5MJE PJMGO-JEV J5+ MNG LQEE!EG5IMN 9:;< ,L 9NJE9,5G 4K5MNJ4G IG5G

!

789

$

`J4 9E,5G+ =K MNG N,P,E,I,Q4

9E,5-5I PGMN,+b \NG =-,-5L,OPJM-94 J5JEK4-4 4N,`G+ MNJM MNG LQEE!EG5IMN 9:;< `J4 / 17& =8 J5+ NJ+ J5 ,8G5!

OGJ+-5I LOJPG

!
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花青素具有极强的抗氧化活性% 是近年来研究较多的抗氧化剂& 查尔酮合成酶!

=%&/=67( '07$%&'(

%

123

"是花青素生物合成途径上的第
A

个关键酶% 催化
A

分子的香豆酰
16E

与
!

分子的丙二酰
16E

反

应% 生成
"!

羟基查尔酮' 自
AFG!

年
HIJKLEMJI

等 #

A

$利用差异筛选和杂交筛选相结合的方法从欧芹

.-/01+-2'()* ,10/-(+-

中获得了第
A

个
!"#

基因后% 对查尔酮合成酶及其编码基因的研究工作就屡有报

道#

B"!

$

' 研究发现% 编码查尔酮合成酶!

123

"的基因组成了一个多基因家族% 从葡萄
$'/'+ 3'('4-0%

中分离

到的该家族的
!

个成员% 分别被定名为
!"#A

%

!"#B

%

!"#!

#

"

$

& 经氨基酸水平检测% 发现
!"#!

与

!"#A

%

!"#B

的同源性均为
GFN

%

!"#A

与
!"#B

同源性为
FON

% 说明
!"#

家族成员之间具有较高的同

源性' 进一步研究发现%

!"#A

%

!"#B

主要在白葡萄( 红葡萄的叶片及果皮的着色过程中表达% 而

!"#!

主要在红葡萄果皮的着色过程中表达% 表明
!"#!

主要参与花青素的合成% 而
!"#A

%

!"#B

可能

还参与合成其他代谢产物#

#

$

' 柑橘属
!'/0)+

植物中也有
B

个
!"#

的
=PQE

序列被克隆出 #

O"R

$

% 氨基酸序

列上的同源性达到了
GO8ON

% 但具体功能不尽相同% 说明
!"#

家族成员尽管在氨基酸序列上有很高的

同源性% 但功能上并不是完全重叠' 从目前已经克隆到的上百个
!"#

基因序列#

G"F

$来看%

!"#

基因在植

物体内的表达具有时空特异性% 主要集中于花和果皮等部位% 且在特定的时期才会表达& 其表达量与花

和果皮的颜色直接相关#

AC"AB

$

% 许多果树如苹果
5%2)+ 61*-+/'&%

#

A!

$

% 柑橘
!'/0)+ 0-/'&)2%/%

#

A""A#

$

% 沙梨
.70)+

870'412'%

#

AO

$

% 葡萄#

#

$等% 在受到紫外线照射#

AR

$

( 降低温度#

AG

$等物理刺激后%

!"#

基因的表达量增加% 引起

果实颜色加深' 由此可见%

!"#

基因在花青素生物合成途径中扮演着十分重要的角色' 蓝莓
$%&&'(')*

'**8

为杜鹃花科
J+.=&=(&(

越桔亚科
S&==.7.6.5(&(

越桔属
$%&&'(')*

植物% 研究称其浆果花青素含量在水

果中最为丰富 ' 我们拟以红色突变兔眼蓝莓
$%&&'(')* %+,-'

为样品% 克隆获得查尔酮合成酶基因

!

!"#

"% 对获取的序列进行生物信息学分析% 并与其他物种的相关基因进行对比% 以期为今后高花青素

含量品种的育种工作提供一定的生物信息学基础'

A

材料与方法

*+*

实验材料

试材选用经组织培养
G

周的组培苗' 液氮处理后% 保存于
"GC #

备用'

*+,

主要试剂

试剂盒)

IQE*+(* T)+(

植物总
IQE

提取试剂盒&

T1I U.@

&

PQE

胶回收试剂盒&

*MV

零背景快速

克隆试剂盒' 上述试剂盒均购自天根生化科技有限公司'

=PQE

反转录试剂盒!

3UEI9(+

$%

IE1J =PQE

E-*/.,.=&$.67 H.$

"% 购自
1/67$(=%

公司'

*+-

实验方法

A8!8A

总
IQE

提取与检测 用
IQE*+(* T)+(

植物总
IQE

提取试剂盒提取兔眼蓝莓总
IQE

' 用核酸蛋

白测定仪与琼脂糖凝胶电泳进行
IQE

的定量与质量检测% 合格的
IQE

样品在
"RC #

中保存' 按照

3UEI9(+

9U

IE1J =PQE E-*/.,.=&$.67 H.$

说明书进行操作
?

以
6/.:6

!

59

"寡苷酸为引物% 获得
=PQE

模板'

以反转录所得的
=PQE

为模板进行扩增% 扩增引物如下)

123

!

WA

"

X #&!11E1EEEYY11E9EEEYYEE!!&

%

12 3

!

IA

"

X #& !YYEY199YY9YEY19YY9EY!!&

%

12 3

!

WB

"

X #& !11E1EEEYY11E9EEEYYEE!!&

%

123

!

IB

"

X #&!EYYEY199YY9YEY19YY9E!!&

'

A8!8B

目的片段的克隆 用
*MV

零背景快速克隆试剂盒克隆目的片段' 挑取
AZ!

个能在含有氨苄青霉

素的
MV

平板上生长的菌株并提取
PQE

& 用
!"#

基因扩增引物进行聚合酶链式反应!

T1I

"& 把产物送出

测序'

*+.

数据分析

序列拼接由
167$.:J@*+(''

完成' 依据
%$$*X[[<<<87=;.87/-87.%8:6>[

%

%$$*X[[<<<8=;'85$)854[

%

%$$*X[[<<<8
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等网站提供的生物信息学软件对克隆的基因序列作在线分析! 用
1234!567 789:&.

进行开放

阅读框"

567

#的查找和翻译$ 基于美国生物技术信息中心"

1234

#的
;<)*=

功能进行氨基酸序列同源性分

析$ 用
2<>*=)< ?

作同源序列的比对% 用
@ABC D,!

在序列比对的基础上构建系统发育树! 用
E.-=E).)F!

&=

在线工具分析基因组成及其理化性质& 理化性质用
A'()*+

% 亚细胞定位用
G)./&=E H,H

% 信号肽预测用

I8/9)<E J,H

% 跨膜结构域用
G@K@@ !,"

! 分别利用
I5E@C

及
IL8**!@-:&

完成蛋白二级结构和三级结构

的预测! 使用
1234

提供的
2-9*&.M&: N-F)89 I&).OP

进行蛋白功能域的预测分析!

!

结果与分析

!"# !"#

基因序列及氨基酸序列推导

测序结束后% 对序列进行拼接% 得到长度为
H QRS ;(

的
!"#

基因! 含有
H

个完整的开放阅读框%

长度为
H H$% ;(

% 并基于此基因序列推导其氨基酸序列"图
H

#!

图
H

兔眼蓝莓
!"#

基因的开放阅读框序列及推导的氨基酸序列

78/>.& H 567 -T !"# ON1C )9: 8=* :&:>O&: )F89- )O8: *&U>&9O& T.-F $%&&'(')* %+,-'

!"! !"#

氨基酸序列相似性比较与系统进化树分析

将兔眼蓝莓
!"#

基因核酸序列及其推导的氨基酸序列在
1234

中比对% 选取与其同源性较高的
HV

个物种"表
H

#% 作进一步的进化判断及蛋白理化性质' 结构功能分析!

被比对的
HV

个物种中% 高丛蓝莓' 苹果' 草莓' 覆盆子' 欧洲花楸' 甜樱桃' 中华猕猴桃' 甜橙'

番茄和葡萄等物种花青素集中在果实% 杜鹃' 红花油茶' 山茶等物种花青素集中在花瓣% 白梨则发生了

SVV
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表
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基因核酸序列及推导氨基酸序列比对

$%&'( ) *+,'(-./0( 1(2+(3,( %30 0(0+,(0 %4/3- %,/0 1(2+(3,( %'/54(3. 6-7 !"#

序号
8(3&%39

登录号 物种 核酸序列同源性
:;

氨基酸序列同源性
:;

) <=)#>!?"@)

中华猕猴桃
$%&'(')'* %+'(,(-'- A! ?!

B C*?""#>#D)

红花油茶
!*.,//'* %+,0'*(12/,2-*D A! ?"

! EF#)B>GGD)

山茶
!*.,//'* 3*42('%* A! ?#

" HI")J"A!D)

甜橙
!'&56- -'(,(-'- >G A>

# EK??>B?>D)

草莓
75*1*5'* *(*(*--* AJ ?)

G =C##"#A#D)

啤酒花
"6.6/6- /646/6- AJ ?J

> EK>AG??GD)

苹果
8*/6- )2.,-&'%* AB ?!

A <="!AJ")D)

川桑!桑葚"

8256- (2&*9'/'- AB ?!

? 8I??J#B"D)

甜樱桃
:56(6- *;'6. AJ ?)

)J <=!A>#)!D)

白梨
:<56- 95,&-%+(,'),5' A) ?!

)) EC")!B>>D)

杜鹃
=+2)2),()52( -'.-'' ?J ?>

)B E="JJ#G#D)

覆盆子
=696- ')*,6- AB ?)

)! *LMJJ)B">)J"D)

番茄
><%24,5-'%2( ,-%6/,(&6. >> A?

)" NOBAGJ!>D)

欧洲花楸
#2596- *6%64*5'* AB ?!

)# C*G#">JBD)

高丛蓝莓
?*%%'('6. %25<.92-6. A! A>

)G C=AJAJJAD)

葡萄
?'&'- ;'('@,5* A) ?!

红茎突变# 从表
)

可知$ 就核酸序列同源性而言% 与兔眼蓝莓同源性最高的是杜鹃% 达
?JP

& 最低的是

甜橙% 仅为
>G;

& 核酸序列同源性平均为
AB;

# 与其氨基酸序列同源性最高的是杜鹃% 达到
?>;

& 最

低的是高丛蓝莓% 为
A>;

& 氨基酸序列同源性平均为
?B;

#

用
Q'+1.%' R

软件对兔眼蓝莓
!"#

基因编码的氨基酸序列与已知的
!"#

基因的氨基酸序列进行比

对% 再用
LH8E #DB

软件采用邻接法!

*(/5S&-7!T-/3/35 4(.S-0U *C

法"做出系统进化树!图
B

"#

图
B

兔眼蓝莓
QVW

蛋白与其他植物
QVW

蛋白进化关系

=/5+7( B XSY'-5(3/, %3%'Y1/1 -6 QVW Z7-.(/3 /3 ?*%%'('6. *-+,' %30 -.S(7 Z'%3. 1Z(,/(1

)

系统树上物种聚类成支说明之间亲缘关系较近# 由图
B

可知$ 蔷薇科
[-1%,(%(

植物苹果' 白梨'

欧洲花楸' 草莓' 覆盆子和甜樱桃聚类为
)

个大分支% 桑科
L-7%,(%(

植物啤酒花和川桑聚类为
)

个小

分支% 山茶科
$S(%,(%(

植物山茶和红花油茶聚为
)

个小分支% 杜鹃花科植物杜鹃和兔眼蓝莓聚类为
)

个小分支% 且遗传距离为
JDJJ?

% 相当接近# 这与分类学上的结论是一致的# 值得注意的是% 高丛蓝莓

与兔眼蓝莓在传统分类学上亲缘关系十分接近% 是蓝莓下的
B

个栽培变种% 但在系统树上却分别聚类在

刘艳艳等$ 兔眼蓝莓组培红色突变株
!"#

基因的克隆与分析 AG>
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!

个不同的大分支上! 另一方面" 甜橙是芸香科
&'()*+)+

植物" 番茄是茄科
,-.)/)*+)+

植物" 但在系统

树上" 它们却聚类为
#

个小支!

!"#

查尔酮合成酶!

$%&

"的生物信息学分析

!0102

查尔酮合成酶!

34,

"化学性质分析
567)89

在线软件对所得的查尔酮合成酶基因所编码蛋白质的

理化性质分析结果表明# 兔眼蓝莓中
!"#

基因预测编码氨基酸为
1:;

个" 相对分子量
<! ===0!

" 等电

点
=0;:

" 不稳定指数为
1>0<!

" 是相对稳定的蛋白!

!010!

查尔酮合成酶!

34,

"信号肽分析 通过
,?@/).A <02 ,+BC+B

对兔眼蓝莓
!"#

基因所编码蛋白质的信

号肽进行预测" 比对结果表明# 查尔酮合成酶基因所编码蛋白质不具有分泌功能!

!0101

查尔酮合成酶!

34,

"跨膜结构分析 用
DE4EE ,+BC+B C0!0"

对获得序列的
34,

蛋白跨膜结构进

行分析! 结果表明# 兔眼蓝莓
34,

蛋白整条肽链都位于细胞膜外" 说明其基因编码的多肽不存在跨膜

结构$ 结合信号肽预测结果" 可以推断兔眼蓝莓
34,

蛋白在细胞质基质中合成后" 直接作用于细胞质

基质中的特定区域" 行使其催化功能! 对其他植物的跨膜结构分析也得到了一致的结果"

!"#

基因在大

部分植物体内均不包含跨膜结构!

!010<

查尔酮合成酶!

34,

"亲疏水性分析
AB-(,*).+

预测的兔眼蓝莓
!"#

基因所编码蛋白质的亲疏水性"

结果如图
1

所示! 兔眼蓝莓
34,

蛋白多肽链第
=2

位具有最低分值
!!0<$:

" 说明亲水性最强$ 第
1<!

位

具有最高分值
!0<!!

" 说明疏水性最强! 疏水性氨基酸均匀分布于整条肽链中" 使整体表现为疏水性"

但没有明显的疏水区域!

AB-(A)B)F

分析可知# 兔眼蓝莓
34,

蛋白的脂溶指数%

G.?7H)(?* I/J+6

&为
;20<;

"

总平均亲水性%

K&GLM

&为
!%0%$2

" 预示其是一个脂溶性蛋白! 与其他植物
34,

蛋白的亲疏水性预测结

果一致!

图
1

兔眼蓝莓
34,

蛋白亲水性
N

疏水性预测

O?@'B+ 1 AB+J?*(?-/ -P H9JB-7H-Q?*?(9 N H9JB-7H?.?*?(9 P-B 34, ?/ $%&&'(')* %+,-'

!R10=

查尔酮合成酶!

34,

"亚细胞定位 用
D)B@+(A 202

对
34,

蛋白进行的亚细胞定位结果显示# 兔眼

蓝莓
34,

蛋白的叶绿体转运肽
*DA

" 线粒体靶向肽
FDA

和分泌通路信号肽
,A

的数值都相当低%分别为

"0"!;

"

"0!1=

"

"0">;

$ 阈值为
"0"""

&" 可以认为兔眼蓝莓
34,

蛋白并没有存在于叶绿体' 线粒体中$ 而

分泌通路信号肽数值跟信号肽预测一致" 说明
34,

蛋白并不是分泌蛋白! 综合跨膜结构的预测结果"

我们推测
34,

蛋白应该位于细胞质基质中" 在核糖体合成蛋白后" 就在细胞质基质中发挥作用" 参与

催化对香豆酰辅酶
G

和丙二酰辅酶
G

合成查尔酮! 对其他物种
34,

蛋白的亚细胞定位也获得了类似的

结果" 不同物种中"

34,

蛋白均位于细胞质基质中!

!010>

查尔酮合成酶!

34,

"蛋白结构功能域分析 使用
S3TI

提供的
3-/8+BC+J U-F)?/ ,+)B*H 8+BC?*+

%

3U",+)B*H

&对兔眼蓝莓
34,

蛋白功能域进行预测%图
<

&! 结果显示# 兔眼蓝莓
34,

蛋白属于
34,

超家

族" 含有
34,

超家族的结构域" 即
AB-2>"V+'1:<

" 是一种植物特异的
!

型聚酮合成酶%

7-.9W+(?J+ 89/"

:>:



第
!"

卷第
#

期

$%&'(

!

)*+

"# 此外! 该蛋白还含有植物特异聚酮化合物合成酶$

*,+!!

"功能域 %

-

&和柚配基查尔酮合成

酶'

./',

"功能域! 后者参与类黄酮合成等代谢过程#

图
"

兔眼蓝莓
01+

蛋白保守功能域的预测

23456( " )6(73/$389 8: /89'(6;(7 78<&39 39 01+ =68$(39 8: !"##$%$&' "()*$

>?!?@

查尔酮合成酶!

01+

"蛋白二级结构 用
+A)B,

对
01+

蛋白二级结构进行预测! 发现兔眼蓝莓

01+

蛋白二级结构中
"!

螺旋的比例为
"C?-@D

!

#!

折叠为
E-F>#D

!

#!

转角
EEG-!D

! 随机卷曲
>H?I#D

(

"!

螺旋和随机卷曲是兔眼蓝莓
01+

蛋白二级结构的主要结构原件!

#!

折叠和
#!

转角虽然占得比例小!

但它们均匀分布在整个氨基酸序列上(

"!

螺旋为右手螺旋! 没有
!?IEI

!

>?>@I

!

"?"EJ

等左手螺旋结构!

是较稳定的结构# 这样的二级结构组成反映了兔眼蓝莓
01+

蛋白是一种结构相对稳定的功能蛋白#

!

结论与讨论

查尔酮合成酶'

01+

"广泛存在于各种植物中! 它是花色素苷生物合成途径中的第一个关键酶! 在植

物的花色素苷积累) 细胞发育与分化) 抗胁迫以及外源基因的表达等过程中都起着重要作用%

EH

&

* 本研究

采用同源克隆的方法! 获得了兔眼蓝莓红色突变株的
+,-

基因* 该基因全长为
E !H- K=

! 包含
E

个长

为
E E@I K=

的开放阅读框! 编码
!-H

个氨基酸* 序列比对分析显示! 该基因与杜鹃+ 山茶) 红花油茶

等的
+,-

基因在核苷酸水平及氨基酸水平上有较高的同源性, 生物信息学分析结果显示! 兔眼蓝莓红

色突变株
+,-

基因编码的蛋白质序列中没有信号肽! 没有跨膜结构! 侧面说明该基因编码的蛋白质没

有参与跨膜转运,

*,LMN,O

等%

>I

&对拟南芥根组织中
01+

酶和
01M

酶的研究发现! 此两者共定位于内质

网和液泡膜上( 本研究对
01+

蛋白亚细胞定位的预测结果却表明! 兔眼蓝莓红色突变株中
01+

蛋白定

位于细胞质! 但尚有待试验的进一步确认,

2POOPO

等%

H

&和
QPR

等%

-

&采用三维结构及定点突变分析研究查尔酮合成酶的空间结构! 提出查尔酮

合成酶催化中心由
"

个高度保守的残基'

0S'EJ"

!

13'!I!

!

,'9!!J

!

)%(>E#

"组成! 是查尔酮合成酶的作

用中心, 生物信息学分析软件对兔眼蓝莓红色突变株
01+

蛋白的功能域搜寻发现其含有
01+!T3U(

域!

其
01+

蛋白序列的第
EJ"

位是半胱氨酸'

0S'V 0

"!

>E#

位是苯丙氨酸'

)%(W 2

"!

!I!

位是组氨酸'

13'W

1

"!

!!J

位是天冬酰胺'

,'9W X

"! 与先前研究结果类似! 这也说明
+,-

基因在高等植物中是高度保守

的( 兔眼蓝莓红色突变株
01+

蛋白中的
01+!T3U(

域! 也有可能是
01+

酶的作用中心,

本研究获得的
+,-

基因及相关的生物学信息为今后的转基因及相关利用奠定了一定的基础,

"
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