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　　摘要：花色素苷的合成是红色芒果果实着色的主要代谢途径，类黄酮糖基转移酶（ＵＦＧＴ）是花色素苷合成的最后
一个酶，它可以将不稳定的花色素催化成花色素苷。根据已经报道的ＵＦＧＴ基因的序列设计兼并引物，采用３′ＲＡＣＥ、
５′ＲＡＣＥ方法，克隆得到芒果果实ＵＦＧＴ基因的全长ｃＤＮＡ序列。该基因开放阅读框为１３９２ｂｐ，编码４６３个氨基酸，
分子量为５１．１５ｋｕ。对基因组扩增得到 ２７７０ｂｐ长度的片段分析发现，该基因含有 ２个内含子，分别在 ５０１～
１０９５ｂｐ、１５４８～２３３０ｂｐ。通过系统发育分析发现，该基因编码的蛋白与荔枝、山竹子等热带果树具有较近的亲缘关
系。对不同芒果品种的ＵＦＧＴ基因表达进行分析发现，红色的芒果品种中表达量较高，黄色的芒果品种中表达量较低。
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　　芒果（Ｍａｎｇｉｆｅｒａｉｎｄｉｃａ）是重要的热带、亚热带果树，其果
实颜色多样［１］。芒果果实富含类胡萝卜素、花色素苷等物

质，其中花色素苷合成途径是红色芒果果实着色的主要代谢

途径。类黄酮糖基转移酶（ＵＦＧＴ）是花色素苷合成的最后一
个酶，可以将不稳定的花色素催化成花色素苷。卢其能

等［１］、刘海峰等［２］分别从红巴梨果皮、马铃薯以及山葡萄中

克隆了ＵＦＧＴ基因，并且作了表达分析，到目前为止，山竹子
（Ｇａｒｃｉｎｉａｍａｎｇｏｓｔａｎａ）、草莓（Ｆｒａｇａｒｉａ×ａｎａｎａｓｓａ）、西洋梨
（Ｐｙｒｕｓｃｏｍｍｕｎｉｓ）、葡萄柚（Ｃｉｔｒｕｓ×ｐａｒａｄｉｓｉ）、荔枝（Ｌｉｔｃｈｉ
ｃｈｉｎｅｎｓｉｓＳｏｎｎ．）等果树中的 ＵＦＧＴ基因得到了克隆［３－６］。

ＵＦＧＴ是花色素苷合成的关键基因。Ｊｕ等发现，苹果果实发
育过程中，ＵＦＧＴ只在果实接近成熟的转色期表达，表达的强
度与花色素苷合成呈正相关［７］。Ｂｏｓｓ等对白皮葡萄、黑皮葡
萄的不同组织进行表达分析发现，ＵＦＧＴ基因只在有色的葡
萄果皮中表达［４］。本研究采用 ＲＡＣＥ方法从芒果的果实中
克隆得到了一个ＵＦＧＴ基因，探讨该基因在芒果果实花色素
苷合成的作用机制及其对果实着色的影响，深入揭示该基因

在芒果果实花色素苷生物合成的分子机制，旨在为芒果果实

着色提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
以贵妃芒果的果实（取自中国热带农业科学院热带作物

品种资源研究所的农业部芒果种质资源圃）为试材。大肠杆

菌ＤＨ５а为本实验室保存，引物合成自英骏生物技术有限公

司，ＤＥＰＣ、ＩＰＴＧ、Ｔｒｙｐｔｏｎｅ、Ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ、Ａｍｐ、Ｘ－ＧａＬ、ｐＭＤ－
１９Ｔ载体、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、各种限制
性内切酶均购于大连宝生物公司。

１．２　方法
参照王家保等所述的方法［５］提取芒果ＤＮＡ，用无菌的双

蒸水溶解，采用核酸蛋白测定仪进行测定，－２０℃保存备用。
采用天根总ＲＮＡ提取试剂盒［天根生化科技（北京）有限公
司］提取芒果总ＲＮＡ，用 ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ无菌水溶解，用大连宝
生物公司的ＤＮａｓｅ试剂盒进行ＤＮＡ去除，用１．０％琼脂糖凝
胶电泳检测ＲＮＡ的完整性和 ＤＮＡ是否去除干净，并用核酸
蛋白测定仪对所得ＲＮＡ的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ、Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ及浓度
进行测定，用ＴａＫａＲａ公司的３′和５′－ＲＡＣＥ试剂盒进行目的
基因的 ３′、５′转录。ＰＣＲ反应程序为：９４℃预变性 ４ｍｉｎ；
９５℃变性５０ｓ，５０℃复性５０ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３０个循环；
７２℃延伸７ｍｉｎ；反应体系为２５μＬ，其中含１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ
（含Ｍｇ２＋）２．５μＬ、２５ｎｇ／μＬＤＮＡ模板２．０μＬ、２０μｍｏｌ引物
各１．０μＬ、２．５Ｕ／μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶０．４μＬ、５．０ｍｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰｓ２．０μＬ；反应体系在ｅｐｐｅｎｄｏｒＰＣＲ仪上扩增，扩增反应
结束后取１０μＬ进行扩增产物的电泳，采用ｇｅｌｒｅｄ染色后在紫
外凝胶成像仪上观察、拍照分析。

１．３　ＵＦＧＴ基因全长ｃＤＮＡ和基因组ＤＮＡ序列的获得
以贵妃芒果的果实总 ＲＮＡ作为模板，采用 ＳＭＡＲＴｅｒＴＭ

ＲＡＣＥｃＤＮＡＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）反转录合成第一链
ｃＤＮＡ，并参照该试剂盒的说明书进行 ｃＤＮＡ３′端和５′末端
ｃＤＮＡ的扩增。根据ｃＤＮＡ片段的测序结果，分别设计２条上
游引物，以接头为锚定引物进行半巢式 ＰＣＲ反应。将３′端
和５′末端的ＰＣＲ反应产物用１．２％琼脂糖凝胶电泳检测，确
定所得到的片段大小是否与预测的片段大小一致。目的基因

片段回收、连接、转化、鉴定及测序，并根据已知的片段和得到

的ｃＤＮＡ３′端和 ５′末端的序列结果拼接该基因的全长
ｃＤＮＡ。以上述ｃＤＮＡ和提取的基因组 ＤＮＡ为模板，设计特
异引物，进行全长 ｃＤＮＡ和基因组 ＤＮＡ序列扩增反应，ＰＣＲ
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反应体系２５μＬ，从中取６μＬＰＣＲ产物加入０．２ｍＬＰＣＲ管
中，加入１μＬ６×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，用１．０％琼脂糖凝胶电泳检
测扩增的片段大小是否正确。确定 ＰＣＲ产物中含有所需大
小的目的片段一致后，对 ＰＣＲ产物进行普通琼脂糖凝胶电
泳，用手术刀在紫外灯下切下含有目的片段胶块，再用 ＤＮＡ
凝胶回收试剂盒（ＡｇａｒｏｓｅＧｅｌＤＮＡＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ，ＴａＫａＲａ公
司）进行目的片段回收，参照试剂盒说明书上的步骤进行回

收。取５μＬ回收纯化后的目的ＤＮＡ产物进行１．２％琼脂糖
电泳检测，以检验回收效果及大致含量，根据回收产物片段大

小及其有效浓度，取适量回收纯化的产物与克隆载体 ｐＭＤ１９
－Ｔ（ＴａＫａＲａ公司）连接，目的 ＤＮＡ与克隆载体的摩尔比控
制在３∶１左右。反应混合液包括１μＬｐＭＤ１９－Ｔｖｅｃｔｏｒ、
４μＬ纯化后的ＤＮＡ、５μＬＬｉｇａｔｉｏｎｓｏｌｕｔｉｏｎⅠ，混合均匀后在
１６℃ 下恒温水浴过夜连接。
１．４　ＵＦＧＴ基因氨基酸序列的结构特征和分子进化的分析

将所扩增得到的全长序列进行 ＮＣＢＩ序列比对，确定该
基因是否为ＵＦＧＴ基因，并进行其他物种 ＵＦＧＴ基因的比对，
采用 ＤＮＡＭＡＮ软件分析基因核苷酸和氨基酸的结构特征和
同源性，分析该基因所推定氨基酸序列，进行多序列比较并构

建系统树。

１．５　表达分析
分别提取不同芒果品种的 ＲＮＡ，反转为 ｃＤＮＡ并采用

Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计引物进行 ＲＴ－ＰＣＲ扩增。ＲＴ－ＰＣＲ分析采
用内参引物ａｃｔｉｎ－Ｆ：５′－ＡＡＴＧＧＡＡＣＴＧＧＡＡＴＧＧＴＣＡＡＧＧＣ－
３′和ａｃｔｉｎ－Ｒ：５′－ＴＧＣＣＡＧＡＴＣＴＴＣＴＣＣＡＴＧＴＣＡＴＣＣＣＡ－３′。
目的基因扩增采用引物ＵＦＧＴ－Ｆ：５′－ＣＡＧＣＡＴＡＧＣＣＣＡＴＡＴＡＧ
ＣＡＣＴＣ－３′和ＵＦＧＴ－Ｒ：５′－ＣＡＡＴＧＧＡＧＣＣＧＡＴＡＴＡＡＡＡＣＴＡＴ－

３′，ＰＣＲ产物在１．０％琼脂糖凝胶上进行电泳，采用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ
软件进行数据分析，作出相对表达量。

２　结果与分析

２．１　ＵＦＧＴ基因的获得
根据得到的３′端、５′端序列信息进行拼接，最后得到 ＵＦ

ＧＴ基因的全长 ｃＤＮＡ序列。设计特异引物进行全长 ｃＤＮＡ
和基因组ＤＮＡ序列扩增，电泳结果如图１所示。将电泳条带
回收测序后得到的ＵＦＧＴ基因的ｃＤＮＡ全长序列为１５７３ｂｐ，
分析发现开放阅读框为１３９２ｂｐ，编码４６３个氨基酸序列（图
２）。通过ＮＣＢＩ上已经登录的苹果、草莓、荔枝的 ＵＦＧＴ蛋白
序列进行比对（图３），发现克隆的基因为 ＵＦＧＴ基因。对基
因组ＤＮＡ扩增得到约２７７０ｂｐ的片段，通过与ｃＤＮＡ序列比
对发现，该基因含有 ２个内含子，分别位于 ５０１～１０９５ｂｐ、
１５４８～２３３０ｂｐ之间（图４）。

２．２　芒果ＵＦＧＴ基因的部分生物信息学分析
采用ＤＮＡＭＡＮ进行二级结构的预测，发现芒果ＵＦＧＴ基

因蛋白的二级结果主要以无规则卷曲和 β－折叠为主，也具
有少量的α－螺旋结构（图５）。采用 ｂｉｏｅｄｉｔ软件的 Ｋｙｔｅ和
Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ算法对 ＵＦＧＴ蛋白的亲水／疏水性（正值表示疏水
性，负值表示亲水性）进行分析，ＵＦＧＴ蛋白所含的氨基酸主
要介于＋１．３～－３之间（图６），采用 ＤＮＡＭＡＮ软件分析发
现，芒果ＵＦＧＴ蛋白与荔枝、山竹子等热带果树的蛋白序列聚
为一类。草莓、苹果、桃、西洋梨、樱桃等温带果树可以聚为一

类（图７）。
２．３　ＵＦＧＴ基因的ＲＴ－ＰＣＲ分析

分别提取不同着色程度的芒果果皮 ＲＮＡ，反转录为
ｃＤＮＡ，通过上述ＲＴ－ＰＣＲ分析的引物进行扩增，对扩增结果
进行分析发现：该基因在红色果皮的贵妃的果实中表达较多，

绿色果皮中次之，黄皮果皮中相对表达较少（图８），初步推断
ＵＦＧＴ基因可能与红色果实的花色素苷合成有密切关系，而
黄皮的芒果品种可能与类胡萝卜素合成有密切关系。

３　结论与讨论

本研究成功从芒果果实中分离得到了１个全长ＵＦＧＴ基
因，该基因的ｃＤＮＡ的开放阅读框为１３９２ｂｐ，编码４６３个氨
基酸，对基因组分析发现，该基因含有 ２个内含子，荔枝的
ＵＦＧＴ基因含有１个内含子。通过在线软件对 ｃＤＮＡ和蛋白
序列分析证实了该序列是植物 ＵＦＧＴ基因的一员，也发现其
所推导的氨基酸序列含有 ＵＤＰＧＴ、ＣＯＧ１８１９、ＭＧＴ等保守结
构域［８］。芒果ＵＦＧＴ基因与所选其他物种ＵＦＧＴ基因序列相
比较发现，无论在全长 ｃＤＮＡ序列上还是其编码氨基酸序列
上都具有较高的保守结构域。同时，通过与其他部分物种的

氨基酸序列构建系统发生树发现，芒果 ＵＦＧＴ基因编码的蛋
白与荔枝、山竹子等热带果树可以聚为一类，草莓、苹果、桃、

西洋梨、樱桃等温带果树可以聚为一类。付海辉等采用

ＭＥＧＡ４．１软件对部分植物的 ＵＦＧＴ基因分析发现，草莓、葡
萄、苹果等可以聚为一类［９］，本研究的结果与其具有一致性。

付海辉等预测，部分植物的ＵＦＧＴ基因可能亚细胞定位于液
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泡或叶绿体中，在液泡中催化不稳定的花色素转化为稳定的

花色素苷，从而使花色素苷在液泡中大量积累［９］。芒果ＵＦＧＴ
基因是芒果花色素苷合成代谢途径中的关键基因，它对芒果

果皮红色形成具有重要的作用。
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［４］ＢｏｓｓＰＫ，ＤａｖｉｅｓＣ，ＲｏｂｉｎｓｏｎＳＰ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｂｉｏｓｙｎ
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［５］王家保，王令霞，刘志媛，等．芒果ＤＮＡ提取方法比较及 ＩＳＳＲ反
应体系的优化［Ｊ］．生物技术，２００５，１５（５）：３７－４１．

［６］赵志常，胡福初，胡桂兵，等．荔枝类黄酮糖基转移酶（ＵＦＧＴ）基
因的克隆及其原核表达研究［Ｊ］．广西师范大学学报：自然科学
版，２０１１，２９（４）：１０４－１１０．
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（１１）：１３８１－１３９９．

［９］付海辉，辛培尧，许玉兰，等．几种经济植物 ＵＦＧＴ基因的生
物信息学分析［Ｊ］．基因组学与应用生物学，２０１１，３０（１）：９２－１０２．

刘　星，胡金凤，王希东，等．西瓜食酸菌ＣｕｓＢ蛋白的生物信息学分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（５）：３４－３７．
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西瓜食酸菌 ＣｕｓＢ蛋白的生物信息学分析
刘　星１，胡金凤２，王希东１，刘　君２

（１．新疆农业大学农学院，新疆乌鲁木齐８３００５２；２．新疆农业大学林学与园艺学院，新疆乌鲁木齐 ８３００５２）

　　摘要：为了解西瓜食酸菌耐药结节细胞分化（ＲＮＤ）家族外排转运体中膜融合蛋白ＣｕｓＢ生物信息学信息，利用相
关软件对西瓜食酸菌和其他革兰氏阴性细菌的ＣｕｓＢ蛋白进行理化性质分析，同时对西瓜食酸菌ＣｕｓＢ蛋白的疏水性、
跨膜结构域、磷酸化位点、信号肽及分泌蛋白亚细胞定位、蛋白质二级结构进行预测。结果表明：西瓜食酸菌ＣｕｓＢ蛋
白理化性质及进化树分析结果与大肠杆菌较为接近，梨火疫病菌、荧光假单胞菌与其他５种细菌遗传距离较远，预测
西瓜食酸菌ＣｕｓＢ蛋白有１个区域疏水性较高，存在１个近Ｎ端的跨膜结构域，且还有多个磷酸化位点，前１～３６个氨
基酸残基组成了信号肽，分泌蛋白位于周质空间，二级结构含有较多的α－螺旋、无规则卷曲。对ＣｕｓＢ蛋白进行生物
信息学分析，既丰富了信息学信息，又有助于在其分子水平的研究，同时也为西瓜食酸菌的抗铜性机理研究提供了依据。
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　　瓜类细菌性果斑病（ｂａｃｔｅｒｉａｌｆｒｕｉｔｂｌｏｔｅｈ，ＢＦＢ）是一种严
重危害葫芦科植物的世界性种传细菌性病害，其病原菌为西

瓜食酸菌（Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘｃｉｔｒｕｌｌｉ）［１］。自从１９６５年在美国首次发
现西瓜食酸菌以来，世界多国已相继报道该病害的发生［２］。

目前在我国主要分布于新疆、内蒙古、山东、陕西、河北、福建、

云南、吉林、海南、黑龙江、辽宁、台湾等１５个省（市）的西甜
瓜种植区［３］，该病害严重影响了葫芦科植物的产量和商品销

量，是我国葫芦科作物产业的主要危害因子［４］。

由于西瓜食酸菌属于革兰氏阴性菌，因此其细胞质膜由

细胞外膜、周质空间、细胞内膜构成［５］，并且其细胞膜上存在

着革兰氏阴性细菌特有的耐药结节细胞分化（ＲＮＤ）外排转
运体［６］，该转运体由３个部分构成：外膜蛋白（ｏｕｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＯＭＰ）、内膜蛋白（ｉｎｎｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｅｆｆｌｕｘｐｒｏｔｅｉｎｓ，
ＩＭＰ）、膜融合蛋白（ｍｅｍｂｒａｎｅｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＭＦＰ），主要负责
细菌细胞内重金属离子、色素分子、糖类、抗生素等由胞内向

胞外的转运［７］。已有报道指出，大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）中
编码ＣｕｓＢ蛋白的基因突变会导致铜离子、银离子无法正常

转运至胞外，最终导致大肠杆菌死亡［８］。在铜绿假单胞菌

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）中 ＲＮＤ外排转运体任一组分缺失
都会影响外排转运体的正常工作［９］。目前，在西瓜食酸菌中

还未见关于ＲＮＤ外排转运体中膜融合蛋白的报道。本研究
运用生物信息学分析的方法，对 Ａ．ｃｉｔｒｕｌｌｉ的膜融合蛋白基因
ｃｕｓＢ基因和 ＣｕｓＢ蛋白的理化性质、进化分析、疏水性、跨膜
结构域、磷酸化、信号肽、分泌蛋白亚细胞定位和蛋白质二级、

三级结构进行了预测分析，以期为瓜类细菌性果斑病菌的抗

铜分子机理的研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　数据来源　本研究所用的西瓜食酸菌膜融合蛋白的
氨基酸序列为笔者所在实验室测序获得的膜融合蛋白序列，

在本试验中命名为ＣｕｓＢ。选择梨火疫病菌（Ｅｒｗｉｎｉａａｍｙｌｏｖｏ
ｒｙ，ＮＣ＿００５２４６）、茄科雷尔氏菌（Ｒａｌｓｔｏｎｉａｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ，ＮＣ＿
００１３９９）、大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，ＮＣ＿００７７７９）、铜绿假单胞
菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ，ＮＣ＿０２２３６１）、荧光假单胞菌
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ，ＮＣ＿０１２６７４）、地毯草黄单胞菌柑橘
致病变种（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓａｘｏｎｏｐｏｄｉｓｐｖ．ｃｉｔｒｉ，ＮＣ＿００５２４０）中编
码膜融合蛋白的基因进行研究。

１．１．２　相关软件和在线工具　本研究中所用相关软件和在
线工具主要有：ＣｌｕｓｔａｌＸ、ＭＥＧＡ４．０、ＰｒｏｔＰａｒａｍ、ＤＮＡＭＡＮ、
ＮＥＴＰＨＯＢＡＣ（ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ／）、ＳｉｇｎａｌＰ、ＴａｒｇｅｔＰ、ＴａｔＰ１．０、
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