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为１１．２、１５．４、４．８ｋｕ。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果显示，目的蛋白
能被特异性抗体识别，本研究结果为进一步研究 Ｅｒｐ的功能
奠定了基础。
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山葡萄 ＤＦＲ基因全长 ｃＤＮＡ的克隆与序列分析
曹芳芳，李　娟，刘海峰
（延边大学农学院，吉林延吉１３３０００）

　　摘要：应用ＲＴ－ＰＣＲ和 ＳＭＡＲＴＲＡＣＥ等技术克隆山葡萄二氢黄酮醇４－还原酶基因的全长 ｃＤＮＡ序列，结果表
明，该基因全长１３６２ｂｐ，包括１０１４ｂｐ的完整开放阅读框，推测其编码３３７个氨基酸。该基因表达产物相对分子质量
为３７．５０ｋｕ，等电点为５．９５，是稳定蛋白，不包含信号肽。蛋白质疏水性分析结果表明，ＤＦＲ疏水性最大值为２．５１１，
最小值为－２．２６７，平均值为－０．１４６，整体表现为亲水性。二级结构分析结果表明，ＤＦＲ的二级结构主要以 α－螺旋
（３５．３１％）和不规则卷曲（４６．２９％）为蛋白最大量的结构元件。对不同植物ＤＦＲ氨基酸序列进行多重比对发现，同源
性较高，ＤＦＲ与ＮＡＤＰＨ结合区域和底物结合区域都表现出高度保守。用推导的氨基酸序列与蛋白质数据库进行同
源性比较，其氨基酸序列与欧亚种葡萄、大豆、矮牵牛等植物的 ＤＦＲ氨基酸序列两两比对的相似性系数分别为９８％、
７６％、７４％。
　　关键词：山葡萄；二氢黄酮醇４－还原酶；克隆；序列分析
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　　山葡萄（Ｖｉｔｉｓａｍｕｒｅｎｓｉｓ）为葡萄科葡萄属多年生藤本植
物，植株似葡萄而细小。山葡萄是葡萄属中最抗寒的一个种，

是葡萄属植物抗性育种的珍贵资源，已被多个国家和地区所

重视。山葡萄是一种经济价值很高的野生经济植物，成熟后

的果实味甜酸，富含果汁，可生食，用山葡萄浆果酿造的葡萄

酒品质优良，是我国东北地区葡萄酒工业的主要原料。葡萄

酒具有预防心脑血管疾病的作用，原花青素［１］是其中最主要

的作用成分。研究表明，原花青素存在较强的抗氧化活性和

抗癌活性，对降低毛细血管的渗透性有重要的药理作用。葡

萄酒的品质与葡萄中原花青素的含量有直接关系［２］。花青

素类化合物也是植物中可溶性天然色素的主要来源，因此研

究花色苷植物资源有重要意义。花青素直接或间接影响果实

的外观颜色形成，在合成花青素过程中［３］，ＤＦＲ（ｄｉｈｙｄｒｏｆｌａ－
ｖｏｎｏｌ４－ｒｅｄｕｃｔａｓｅ，二氢黄酮醇－４－还原酶）起决定性作用。
ＤＦＲ反应需要ＮＡＤＰＨ（还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸）
的参与。ＤＦＲ依赖 ＤＨＭ（ｄｉｈｙｄｒｏｍｙｒｉｃｅｔｉｎ，二氢杨梅黄酮）、
ＤＨＫ（ｄｉｈｙｄｒｏｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ，二氢堪非醇）、ＤＨＱ（ｄｉｈｙｄｒｏｑｕｅｒｃｅ
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ｔｉｎ，二氢栎皮黄酮）３种底物，它们结构相似，只在Ｂ苯环上的
羟基数目上不同，ＤＦＲ将ＤＨＭ、ＤＨＫ、ＤＨＱ底物还原，分别生
成相应的无色花翠素、无色花葵素、无色花青素［４］，通过后续

途径最终将无色的二氢黄酮醇转化合成有色花色素［５］。不

同物种ＤＦＲ对３种底物具有选择特异性［６］，所以能合成不同

的花色素［７］，导致植物呈现出不同的花色、果色。ＤＦＲ基因
最早由ＯＲｅｉｌｌｙ等于１９８５年从金鱼草（Ａｎｔｉｒｒｈｉｎｕｍｍａｊｕｓ）和
玉米（Ｚｅａｍａｙｓ）中分离得到［８］。目前，研究人员已经从许多

不同的植物中成功分离出ＤＦＲ及其他基因［９］，但对山葡萄中

的ＤＦＲ研究尚未见报道。本研究以山葡萄为试验材料，利用
ＲＡＣＥ（ｒａｐｉｄ－ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃＤＮＡｅｎｄｓ）等方法［１０］克隆ＤＦＲ
全长基因，成功得到山葡萄 ＤＦＲ基因的 ｃＤＮＡ全长序列，并
进行生物信息学分析以及序列比对，旨在为分析及调控山葡

萄中花色苷的合成提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　植物材料　试材山葡萄双丰（Ｖ．ａｍｕｒｅｎｓｉｓ‘Ｓｈｕａｎｇ
Ｆｅｎｇ’）采自国家山葡萄种质资源圃，采摘无病虫害、饱满的
成熟期果粒，立即置于液氮中冷冻，－８０℃冰箱中保存，取其
果皮作为供试材料。

１．１．２　试剂材料　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ＣＴＡＢ、ＥＤＴＡ、ＬｉＣｌ、β－巯基乙
醇、ＤＥＰＣ水、ＡＭＰ、ＩＰＴＧ、Ｘ－ｇａｌ为 ＡＩＴｉｒｅｓｃｏ分装试剂；大肠
杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＤＨ５－α、ｐＭＤ１９－Ｔ载体、Ｔａｑ酶、
ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００购自ＴａＫａＲａ公司；胶回收试剂盒购于 Ｏｍｅｇａ
公司；反转录酶ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅡ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＳＭＡＲＴＴＭ
ＲＡＣＥ试剂盒购于 Ｃｌｏｎｔｅｅｈ公司；其他试剂为国产分析纯。
引物由英俊生物技术有限公司合成，ＤＮＡ测序由生工生物工
程（上海）股份有限公司完成。

１．２　方法
１．２．１　引物设计　登录ＮＣＢＩ网站，根据ＧｅｎＢａｎｋ中已登陆
的ＤＦＲ基因的核苷酸序列和氨基酸序列，通过多序列比对确
定其共有的保守区，利用Ｐｒｉｍｅｒ６．０设计１对特异引物（用来
扩增目的片段）：ＶＡｍＤＦＲｓ，５′－ＴＣＡＴＣＧＧＴＴＣＡＴＧＧＣＴＧＧＴ
Ｃ－３′；ＶＡｍＤＦＲａ，５′－ＣＡＧＴＴＡＴＧＡＧＧＣＴＴＧＧＡＧＧＣ－３′。
１．２．２　山葡萄果皮总ＲＮＡ的提取及ｃＤＮＡ的合成　采用改
良的ＣＴＡＢ法［１１］提取山葡萄果皮中的总 ＲＮＡ。用紫外分光
光度计测定其 Ｄ２３０ｎｍ、Ｄ２６０ｎｍ、Ｄ２８０ｎｍ及总 ＲＮＡ浓度，用 １％
ＴＡＥ检测ＲＮＡ的完整性。按照 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的 ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ
Ⅱ反转录酶试剂盒说明书，以 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）２０为引物，总 ＲＮＡ

为模版，进行逆转录反应合成ｃＤＮＡ第１条链。
１．２．３　ＰＣＲ扩增目的基因片段　ＰＣＲ扩增反应体系如表１
所示。

表１　ＰＣＲ扩增反应体系

成分 加样量（μＬ）
ｃＤＮＡ ２．０
ＥｘＴａｑＢｕｆｆｅｒ（１０×） ５．０
ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（２．５ｍｏｌ／Ｌ） ４．０
Ｔａｑ ０．４
ＶＡｍＤＦＲｓ（１０μｍｏｌ／Ｌ） １．０
ＶＡｍＤＦＲａ（１０μｍｏｌ／Ｌ） １．０
ｄｄＨ２Ｏ ３６．６
总计 ５０．０

　　扩增反应程序：９４℃ 预变性５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，６０℃ 退
火１ｍｉｎ，７２℃退火２ｍｉｎ，７２℃ 延伸７ｍｉｎ，３５个循环。用
１％琼脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ产物，回收纯化目的片段。
１．２．４　５′－ＲＡＣＥ和３′－ＲＡＣＥ片段的获得　用 ＳＭＡＲＴＴＭ

ＲＡＣＥｃＤＮＡＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ方法进行 ＲＡＣＥｃＤＮＡ扩增。
根据保守区测序结果，克隆中间片段的引物可以继续用于

ＲＡＣＥ，其中ＶＡｍＤＦＲｓ用作３′－ＲＡＣＥ引物，ＶＡｍＤＦＲａ用作
５′－ＲＡＣＥ引物。继续扩增所得到的程序，用１％琼脂糖凝胶
电泳检测ＰＣＲ产物确定条带。
１．２．５　目的片段的回收和连接　按照胶回收试剂盒说明书
对ＰＣＲ产物的ＤＮＡ片段进行回收、连接与转化。将回收的
ＤＮＡ片段与ｐＭＤ－１９载体连接，１６℃连接３ｈ。反应体系为
ｐＭＤ－１９载体０．５μＬＤＮＡ片段４．５μＬ、ＳｏｌｕｔｉｏｎⅠ５μＬ。
１．２．６　转化　将ＤＨ５－α感受态细胞解冻后，取５０μＬ加入
１０μＬ连接产物，冰浴３０ｍｉｎ；取出后热激９０ｓ，置于冰上２～
３ｍｉｎ；加入预热的ＬＢ液体培养基３００μＬ，３７℃１９０ｒ／ｍｉｎ培
养１ｈ；取适量菌液，涂布于含有ＡＭＰ、Ｘ－Ｇａｌ、ＩＰＴＧ的 ＬＢ固
体培养基平板上，３７℃培养箱中倒置培养过夜。次日，挑白
色单克隆置于３７℃培养箱中，２００ｒ／ｍｉｎ培养１２ｈ。随后进
行菌液ＰＣＲ检测，将成功克隆的菌样测序。
１．３　ＶａｍＤＦＲ基因序列及推测蛋白质的生物信息学分析

用ＤＮＡｓｔａｒ软件查找ＶａｍＤＦＲ基因的开放阅读框（ＯＲＦ）
并推导其氨基酸序列；利用ＮＣＢＩ的ＢＬＡＳＴ程序检索数据库，
对ＶａｍＤＦＲ基因全长ｃＤＮＡ序列及其氨基酸序列进行比对分
析。利用在线软件（表２）进行生物信息学分析，采用 Ｇｅｎｅ
Ｄｏｃ软件进行多序列比对，并用 ＭＥＧＡ６．０软件构建系统进
化树。

表２　生物信息学分析数据库网址

软件 功能 网址

ＰｒｏｔＰａｒａｍ 蛋白质理化性质 ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／
ＮＣＢＩＢｌａｓｔ 蛋白保守区预测 ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．
ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 蛋白亲／疏水性分析 ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ／ｐｒｏｔｓｃａｅ．
ＴＭＨＭＭ 跨膜结构域分析 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ／
ＳｉｇｎａｌＰ 蛋白信号肽预测 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／
ＨＮＮ 蛋白二级结构预测 ｈｔｔｐｓ：／／ｎｐｓａ－ｐｒａｂｉ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／

２　结果与分析

２．１　山葡萄ＶａｍＤＦＲ基因ｃＤＮＡ全长的克隆及序列分析

采用改良的ＣＴＡＢ法提取成熟期葡萄果皮中的总 ＲＮＡ，
总ＲＮＡ质量合格，无降解。将其反转录合成 ｃＤＮＡ模板，用
ＤＦＲ基因引物ＶＡｍＤＦＲｓ、ＶＡｍＤＦＲａ进行 ＰＣＲ扩增，获得目
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的特异条带，约５８０ｂｐ，与预期片段大小相近。产物经连接转
化，筛选测序后获得保守序列片段，用ＮＣＢＩ／ＢＬＡＳＴ程序进行
同源搜索，结果与 Ｖｉｔｉｓｖｉｎｉｆｅｒａ基因的相似性为９８％。参照
ＲＡＣＥ试剂盒说明，以逆转录分别合成的 ５′－ＲＡＣＥ－
Ｒｅａｄｙ－ｃＤＮＡ和３′－ＲＡＣＥ－Ｒｅａｄｙ－ｃＤＮＡ为模板，ＧＳＰ与
ＵＰＭ为引物，分别进行５′－ＲＡＣＥ和３′－ＲＡＣＥ扩增，结果如
图１所示。以 ３′－ＲＡＣＥ－Ｒｅａｄｙ－ｃＤＮＡ为模板，ＤＦＲｓ与
ＵＰＭ为引物扩增得到１２４１ｂｐ条带。以５′－ＲＡＣＥ－Ｒｅａｄｙ－
ｃＤＮＡ为模板，ＤＦＲａ与ＵＰＭ为引物扩增得到约７０２ｂｐ条带。
阳性对照反应用ＧＳＰ１、ＧＳＰ２为引物进行扩增，得到与预期大
小相同（约５８０ｂｐ）的条带。阴性对照单引物扩增，没有条带
产生。

　　将 ５′－ＲＡＣＥ和 ３′－ＲＡＣＥ测序结果应用 ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ
Ｓｓｕｉｒｅ９．０软件去除载体序列后拼接获得 ｃＤＮＡ全长。应用
ＤＮＡＳｔａｒ软件对获得的山葡萄 ＤＦＲ进行开放阅读框分析，并
将其推导为相应的氨基酸序列，结果显示，该基因全长

１３６２ｂｐ，包括１０１４ｂｐ完整开放阅读框、７６ｂｐ５′－非转译
区、２７２ｂｐ３′－非转译区，推测其编码３３７个氨基酸，ＧｅｎＢａｎｋ
登录号为ＦＪ６４５７６８，将其命名为ＶａｍＤＦＲ。
２．２　ＶａｍＤＦＲ基因编码蛋白质理化性状分析

利用ＰｒｏＰａｒａｍ工具在线预测分析 ＶａｍＤＦＲ基因编码蛋
白的理化性质，发现该蛋白由 ３３７个氨基酸组成，分子量
（ＭＶ）为３７．５０ｋｕ，等电点值为５．９５。正电荷残基（精氨酸＋
赖氨酸）３７个，负电荷残基（天冬氨酸 ＋谷氨酸）４２个，不稳
定指数３４．６８，脂肪指数８１．３１，表明 ＶａｍＤＦＲ基因蛋白属于
稳定蛋白质。

２．３　ＶａｍＤＦＲ蛋白保守区预测
利用 ＮＣＢＩ的 ＢｌａｓｔＰ，在蛋白保守区数据库对山葡萄

ＶａｍＤＦＲ基因进行蛋白保守区预测，ＶａｍＤＦＲ有多个保守域，
如 ｃｄ０５１９３（ＡＲ＿ｌｉｋｅ＿ＳＤＲ＿ｅ）、ＰＬＮ０２５８３（ＰＬＮ０２５８３）、
ｐｆａｍ０１０７３（３Ｂｅｔａ＿ＨＳＤ）等，该基因应属于 ＤＦＲ超基因家
族［１２］（图２）。
２．４　ＶａｍＤＦＲ蛋白的亲水性分析

利用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ程序分析了山葡萄 ＶａｍＤＦＲ蛋白氨基酸
序列的亲水性／疏水性（图３）。图中纵坐标为氨基酸标度值，
横坐标为氨基酸序列位置。依据氨基酸分值越低亲水性越

强，分值越高疏水性越强的规律，结果显示，ＶＡｍＤＦＲ疏水性
最大值为２．５１１，最小值为 －２．２６７，疏水性平均值为

－０．１４６；可明显看出疏水性最大值在第 １６８位点，值为
１．９００；最小值在第１４５位点，值为 －２．７２２；总平均亲水性指
数为－０．１４６，整体表现为亲水性。
２．５　ＶａｍＤＦＲ蛋白的跨膜结构域分析

根据ＴＭＨＭＭ和ＴＭｐｒｅｄＳｅｒｖｅｒ网站分析，超过５００分的

才被认为显著。从分析结果中可以得出，ＶａｍＤＦＲ蛋白无跨
膜螺旋，所以可推测ＶａｍＤＦＲ不含有跨膜结构域。
２．６　ＶａｍＤＦＲ蛋白的信号肽预测及二级结构分析

利用ＳｉｇｎａｌＰ４．１Ｓｅｒｖｅｒ对山葡萄ＶａｍＤＦＲ基因蛋白进行
信号肽预测，结果表明，ＶａｍＤＦＲ基因编码的蛋白不具有信号
肽。利用网上资源 ＨＮＮ在线预测 ＶａｍＤＦＲ二级结构 （图
４），结果显示，该蛋白的二级结构由 ３５．３１％的 α－螺旋、
４６．２９％的不规则卷曲和１８．４０％的延伸链组成。
２．７　山葡萄ＶａｍＤＦＲ编码蛋白质的同源性及进化分析

用推导的氨基酸序列与蛋白质数据库进行同源性比较，

其氨基酸序列与欧亚种葡萄（Ｖ．ｖｉｎｉｆｅｒａ，Ｘ７５９６４）、圆叶葡萄
（Ｖ．ｒｏｔｕｎｄｉｆｏｌｉａ，ＫＣ４６０２６８）、苹果（Ｍａｌｕｓｄｏｍｅｓｔｉｃａ，ＸＭ＿
００８３７９１５９）、大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ，ＮＭ＿００１２５１６８３）、飞燕草
（Ｄｅｌｐｈｉｎｉｕｍｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ，ＬＣ０２９４４１）和矮牵牛（Ｐｅｔｕｎｉａｈｙｂｒｉ
ｄａ，Ｘ１５５３７）等植物的ＤＦＲ氨基酸序列两两比对的相似性系
数分别为９８％、９８％、８１％、７６％、７７％、７４％，多序列比对结

—６３— 江苏农业科学　２０１６年第４４卷第７期



果见图５。
　　山葡萄（Ｖ．ａｍｕｒｅｎｓｉｓ，ＦＪ６４５７６８）、欧亚种葡萄（Ｖ．ｖｉｎｉｆ
ｅｒａ，Ｘ７５９６４）、圆叶葡萄（Ｖ．ｒｏｔｕｎｄｉｆｏｌｉａ，ＫＣ４６０２６８）苹果（Ｍ．
ｄｏｍｅｓｔｉｃａ，ＸＭ＿００８３７９１５９）大豆（Ｇ．ｍａｘ，ＮＭ＿００１２５１６８３）、飞
燕草（Ｄ．ｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ，ＬＣ０２９４４１）和矮牵牛（Ｐ．ｈｙｂｒｉｄａ，
Ｘ１５５３７）ＶＡｍＤＦＲ中含有与 ＮＡＤＰＨ结合的保守基序（Ｖ８－
Ｙ３０）［１３］和２６个氨基酸组成的底物特异结合的保守基序
（Ｔ１３１－Ｋ１５６），其中Ｎ１３２和 Ｅ１４４直接影响 ＤＦＲ的底物特
异性，不同物种存在一定差异，Ｑ１３８、Ｙ１４２、Ｄ１４９、Ｆ１５２非常
保守［７］。这些位点在结构和功能上均与已知的葡萄 ＶｖＤＦＲ
（ＣＡＡ７２４２０）及其他ＤＦＲ蛋白相似，而且都在相同或相近的
位置，从而可推断 ＶＡｍＤＦＲ属于 ＮＡＤＰＨ依赖的还原酶家族

中的二氢黄酮醇４－还原酶。
用ＭＥＧＡ４软件对该基因及其他植物的 ＤＦＲ氨基酸序

列进行多序列比对，绘制分子进化树，结果（图６）表明，山葡
萄ＶＡｍＤＦＲ氨基酸序列与欧亚种葡萄（Ｖ．ｖｉｎｉｆｅｒａ，Ｘ７５９６４）、
圆叶葡萄（Ｖ．ｒｏｔｕｎｄｉｆｏｌｉａ，ＫＣ４６０２６８）、美国蔓藤（Ａ．ｇｒｏｓｓｅｄｅｎｔ
ａｔａ，ＫＣ７５３７８０）、棉花（Ｇ．ｈｉｒｓｕｔｕｍ，ＥＦ１８７４４１）、脐橙（Ｃ．ｓｉｎｅｎ
ｓｉｓ，ＮＭ＿００１２８８９３１）可归为一类，亲缘关系较近；与水稻
（Ｏ．ｓａｔｉｖａ，ＡＦ１３４８０７）、玉米（Ｚ．ｍａｙｓ，ＮＭ＿００１１５８９９５）、小麦
（Ｔ．ａｅｓｔｉｖｕｍ，ＡＹ２０９１８３）、荠菜（Ｂ．ｊｕｎｃｅａ，ＧＵ２３０１５９）、拟南芥
（Ａ．ｔｈａｌｉａｎａ，Ｍ８６３５９）、飞燕草（Ｄ．ｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ，ＬＣ０２９４４１）等
亲缘关系较远。

３　结论与讨论

植物的花色和果色主要受花色素直接或间接控制，ＤＦＲ
是合成花色素苷的关键酶，因此研究 ＤＦＲ意义重大，ＤＦＲ是

单基因编码的ＮＡＤＰＨ依赖性短链还原酶家族［１４］。对不同物

种的ＤＦＲ基因编码的氨基酸序列进行同源性比较，发现有２
个保守区域，其中底物特异性选择结构域是由２６个氨基酸组
成［１５］。ＤＦＲ分子中底物结合区的氨基酸序列决定它对不同
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底物的结合，此序列在不同物种中也是高度保守的［１６］。研究

表明，保守区域中存在的１３２、１４１位氨基酸对酶的底物特异
性有很大影响，大部分的物种在１３２位是 Ｄ（天冬氨酸）或 Ｎ
（天冬酞胺）。当１３２位氨基酸为 Ｄ时是 ＡＳＰ型 ＤＦＲ，为 Ｎ
时是ＡＳＮ型ＤＦＲ，也存在少数既不是Ｄ也不是Ｎ的，被称作
非ＡＳＰ／ＡＳＮ型 ＤＦＲ［７］。Ｊｏｈｎｓｏｎ等在矮牵牛中发现，它的
１３２位氨基酸为天冬氨酸，它的 ＤＦＲ主要催化 ＤＨＭ，其次是
ＤＨＱ，而对ＤＨＫ则无作用［７］，不能利用ＤＨＫ为底物生成天竺
葵素，但许多１３２位是天冬酞胺的植物能利用 ＤＨＫ作为底
物［１７］。本试验克隆得到的山葡萄ＤＦＲ基因编码的氨基酸在
１３２位是Ｎ，为ＡＳＮ型，推测它能够催化 ＤＨＫ生成无色花葵
素，也有报道在山葡萄果皮中检测到花葵素［１８］，更加确定了

笔者这一观点。有关山葡萄花色素组成成分的报道中也有花

青素、花翠素的存在，由此推测ＤＦＲ基因可能不是单拷贝，而
是多基因拷贝。
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