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黄花蒿１－脱氧 －Ｄ－木酮糖 －５－磷酸
还原异构酶基因的生物信息学分析
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（东北林业大学林学院，黑龙江哈尔滨１５００４０）

　　摘要：以黄花蒿（ＡｒｔｅｍｉｓｉａａｎｎｕａＬ．）１－脱氧－Ｄ－木酮糖－５－磷酸还原异构酶基因（ＤＸＲ）为研究对象，利用美
国国家生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）网站及生物信息学软件对碱基分布、氨基酸组成、亲疏水性及编码蛋白结构进行预
测，用ＣｌｕｓｔａｌＷ进行多序列比对，用ＭＧＥＡ构建系统发育树，用ＳＴＲＩＮＧ进行蛋白互作网络分析，研究黄花蒿ＤＸＲ基
因特征并预测分析ＤＸＲ蛋白结构与功能。结果表明：黄花蒿 ＤＸＲ基因 ｍＲＮＡ序列长度为１４１９ｂｐ，编码蛋白包含
４７２个氨基酸，等电点为 ６．１５；ＤＸＲ蛋白为疏水性蛋白，无信号肽，无跨膜结构域。多序列比对及系统发育树分析表
明，黄花蒿ＤＸＲ蛋白与杭白菊ＤＸＲ（ＢＡＥ７９５４８．１）的相似度最高，为９８％，且处于同一分支，亲缘关系较近。蛋白结构
分析显示，α－螺旋、无规则卷曲是黄花蒿ＤＸＲ蛋白的主要结构元件。互作网络分析显示，黄花蒿ＤＸＲ在２－甲基－
Ｄ－赤藓糖醇－４－磷酸（２－Ｃ－ｍｅｔｈｙｌ－Ｄ－ｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ－４－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＭＥＰ）代谢途径中，可与 ＣＭＳ、ＤＸＳ、ＨＤＳ等多个
蛋白发生互作。黄花蒿ＤＸＲ基因在进化过程中相对保守，获得的保守区序列信息为其他物种 ＤＸＲ基因的克隆奠定
了基础，深入研究该蛋白酶的结构和功能特征，也为今后提高青蒿素的生物合成量提供理论支持。
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　　黄花蒿（ＡｒｔｅｍｉｓｉａａｎｎｕａＬ．）为菊科蒿属的一年生草本植
物，生态适应性非常广，在我国各地均有分布，已入药２０００
多年，具有清热解毒的功效，为我国传统中草药之一。其主要

有效成分青蒿素在抗疟，治中暑、荨麻疹和灭蚊等方面具有重

要功效，是目前世界卫生组织推荐治疗疟疾的首选药物［１－２］。

中国青蒿素产量占世界总产量的７０％左右［３］，由于野生资源

的黄花蒿中青蒿素含量较低（０．０１％ ～０．８％），致使青蒿素
价格较高，很难满足医药需求［４］。近年来，利用环己烯酮［５］、

青蒿酸［６－７］等物质化学合成青蒿素取得一定成果，但因青蒿

酸的生产主要依赖黄花蒿叶片，青蒿素的全化学合成几乎不

可能［８］。生物合成青蒿素仍是生产青蒿素的主要途径，培育

黄花蒿则成为提高青蒿素产量的关键。通过对青蒿素生物合

成中关键酶的研究，利用基因工程获得高产转基因黄花蒿植

株是解决这一矛盾的有效途径。

青蒿素是含有过氧基团的倍半萜内酯，属于萜类化合物。

绝大多数萜类化合物的合成前体是异戊烯基焦磷酸（ＩＰＰ），
植物体内ＩＰＰ的生物合成主要存在２条不同的代谢途径：一
是定位于细胞质中的甲羟戊酸（ｍｅｖａｌｏｎａｔｅ，ＭＶＡ）途径［９］；另

一条是定位于质体中的２－甲基 －Ｄ－赤藓糖醇 －４－磷酸
（２－Ｃ－ｍｅｔｈｙｌ－Ｄ－ｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ－４－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＭＥＰ）途径［１０］。

１－脱氧－Ｄ－木酮糖－５－磷酸还原异构酶（ＤＸＲ）催化１－
脱氧－Ｄ－葡萄糖 －５－磷酸（ＤＸＰ）产生异构并还原生产
ＭＥＰ，是ＭＥＰ代谢途径中最重要的限速反应，也是细胞质体
内类异戊二烯化合物代谢中的重要调控稳点［１１］。ＤＸＲ在植
物类异戊二烯生物合成过程中发挥了重要作用。Ｍａｈｍｏｕｄ
等发现，薄荷过量表达 ＤＸＲ，可促进叶片中薄荷油等单萜的
合成，使薄荷精油量提高５０％［１２］。Ｃａｒｒｅｔｅｒｏ－Ｐａｕｌｅｔ等发现，
在过量表达ＤＸＲ的转基因拟南芥中，叶绿素、类胡萝卜素水
平都显著提高［１３］。Ｇｒａｈａｍ等通过对青蒿基因组测序并对青
蒿素合成相关基因进行分析表明，ＤＸＲ与青蒿素合成呈正
相关［１４］。

近年来，拟南芥、番茄、水稻、玉米、银杏、橡胶树及喜树等

多种植物的ＤＸＲ基因得到解析［１５－１６］，但尚未有报道利用生

物信息学的方法系统研究这些基因，制约了其他物种中该基

因的克隆与功能验证。本试验利用生物信息学方法对黄花蒿

ＤＸＲ基因以及ＧｅｎＢａｎｋ上已发表的其他植物ＤＸＲ基因进行序
列分析和功能预测，利用分子互作技术对黄花蒿ＤＸＲ基因进
行全面分析，旨在为提高黄花蒿青蒿素产量提供新思路，为其

他植物ＤＸＲ基因的克隆、功能验证提供理论和实践参考依据。

１　材料与方法

数据来源于美国国家生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）核苷酸
和蛋白质数据库中已登陆的黄花蒿 ＤＸＲ基因的核苷酸序列
（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＡＦ１８２２８７．２）、氨基酸序列（ＧａｎＢａｎｋ登录
号：ＡＡＤ５６３９１．２）［１７］。

黄花蒿ＤＸＲ序列分析：利用ＮＣＢＩ在线工具ＯＲＦ－Ｆｉｎｄ
ｅｒ翻译蛋白并进行开放阅读框（ＯＲＦ）查找。利用 ＥｘＰＡＳｙ
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ＰｒｏｔＰａｒａｍ预测分析编码蛋白的相对分子量、理论等电点、稳
定性等理化性质［１８］。用Ｔａｒｇｅｔ１．１Ｓｅｒｖｅｒ在线软件分析编码
蛋白的导肽［１９］。用 ＳｉｇｎａｌＰ４．１在线软件分析编码蛋白信号
肽［２０］。用ＴＭＨＭＭＳｅｒｖｅｒ软件对编码蛋白的跨膜结构域进
行预测分析［２１］。用 ＷＯＬＦＰＳＯＲＴ预测蛋白亚细胞定位信
号［２２］。用ＰｒｏｔＳｃａｌｅ分析编码蛋白的亲疏水性。用 ＮｅｔＰｈｏｓ
２０Ｓｅｒｖｅｒ分析编码蛋白潜在的磷酸化位点［２３］。利用 ＮＣＢＩ
ＢＬＡＳＴ筛选同源序列，用 Ｂｉｏｅｄｉｔ软件进行多序列比对分析。
利用ＭＥＧＡ５．２软件邻接算法Ｎ－Ｊ（Ｎｅｉｈｇｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ）［２４］，
选用ＪＴＴ＋Ｉ模型运算１０００次构建系统进化树，并利用Ｂｏｏｔ
ｓｔｒａｐｉｎｇ自展法对其进行评估。

蛋白结构预测及互作网络分析：用 ＮＣＢＩＣＤＤ工具对蛋
白保守区域进行预测分析；用ＥｘＰａＳｙ－ＳＯＰＭＡ软件分析编码
蛋白二级结构；用ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ自动建模方式来筛选构建
三维模型，用 Ｘ射线衍射结构进行模型修饰；用 Ｓｗｉｓｓ－Ｐｄｂ
ｖｉｅｗｅｒ构建拉氏构象图，对建模准确性进行评估；用 ＳＴＲＩＧ
９１（ｈｔｔｐ：／／ｓｔｒｉｎｇ．ｅｍｂｌ．ｄｅ／）［２５］进行蛋白质互作网络分析。

２　结果与分析

２．１　黄花蒿ＤＸＲ基因分析和蛋白分析
２．１．１　黄花蒿 ＤＸＲ基因序列分析　ＮＣＢＩ上登录的黄花蒿
ＤＸＲ序列是从黄花蒿 ｍＲＮＡ中克隆得到的全长 ＣＤＳ（ｃｏｄｉｎｇ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ）序列。序列全长为１４１９ｂｐ，其中包含多个起始密
码子（ＡＴＧ）和１个终止密码子（ＴＧＡ）。其中 Ａ有３７９个，Ｔ
有４１５个，Ａ＋Ｔ含量较高，为５５．９５％；Ｃ有２９２个，Ｇ有３３３
个，Ｃ＋Ｔ含量较少，为４４．０５％。
２．１．２　黄花蒿ＤＸＲ编码蛋白的氨基酸组成及其理化性质分
析　通过ＯＲＦ－Ｆｉｎｄｅｒ软件分析发现，黄花蒿ＤＸＲ编码蛋白
编码４７２个氨基酸。该预测蛋白原子总数为７２０４个，分子
式为Ｃ２２７８Ｈ３６３４Ｎ６００Ｏ６７７Ｓ１５，蛋白相对分子量为５０．７４ｋｕ；理论
半衰期为３０ｈ；不稳定系数为３３．５３，小于４０．０，说明该蛋白
属于稳定性蛋白。此外，该蛋白脂肪系数为９８．３７，亲水性系
数为０．０２０，理论等电点（ＰＩ）为６．１５。由其氨基酸组分可知，
丙氨酸Ａｌａ（Ａ）、亮氨酸Ｌｅｕ（Ｌ）含量最高，为９．７０％；半胱氨
酸Ｃｙｓ（Ｃ）含量最低，为 １．５０％；带负电荷总残基数（Ａｓｐ＋
Ｇｌｕ）为４９个，带正电荷总残基数（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）为４４个（图１）。
２．１．３　ＤＸＲ蛋白导肽、信号肽及亚细胞定位预测分析　用
ＴａｒｇｅｔＰ１．１Ｓｅｒｖｅｒ预测ＤＸＲ导肽，结果显示，该序列ｍＴＰ（定
位于线粒体）值为０．０３０，ｃＴＰ（定位于叶绿体）值为０．６９１，ＳＰ
（信号肽）值为０．０２２，推测该序列不含有线粒体目标肽、分类
途径信号肽，可能为叶绿体转运肽。ＳｉｇｎａｌＰ４．１预测显示，黄
花蒿ＤＸＲ蛋白为非分泌蛋白。用ＷＯＬＦＰＳＯＲＴ软件对该蛋
白进行亚细胞定位发现，该蛋白最可能定位于细胞质上，可信

度高达７６％。

２．１．４　ＤＸＲ蛋白亲／疏水性及磷酸化位点分析　利用
ＰｒｏｔＳｃａｌｅ预测黄花蒿ＤＸＲ蛋白的亲／疏水性，由图２可见：在
黄花蒿ＤＸＲ蛋白氨基酸中，第１６７～１９３位氨基酸区域具有
很强的疏水性，在第１７１位氨基酸处达到最强疏水性峰值，为
２．４４４；第３２～４４位氨基酸区域具有很强的亲水性，在第４０
位氨基酸处达到最强亲水性峰值，为－２．２２４。由于亲水性氨
基酸的个数多于疏水性氨基酸，预测黄花蒿ＤＸＲ蛋白为亲水
性蛋白。

用ＮｅｔＰｈｏｓ２．０Ｓｅｒｖｅｒ预测结黄花蒿 ＤＸＲ蛋白磷酸化位
点发现，在ＤＸＲ有１７个丝氨酸（Ｓｅｒ，Ｓ）磷酸化位点、６个苏
氨酸（Ｔｈｒ，Ｔ）磷酸化位点、３个酪氨酸（Ｔｙｒ，Ｙ）磷酸化位点。
在整个氨基酸序列中，第７位氨基酸（Ｓ）、第４０位氨基酸（Ｓ）
的磷酸化预测值最高，为０．９９２，可能受蛋白磷酸化激酶磷
酸化。

２．２　多序列比对和系统进化树分析
用ＮＣＢＩＢＬＡＳＴ筛选得到 １４条黄花蒿 ＤＸＲ同源序列

（表１），应用ＣｌｕｓｔａｌＷ进行多重序列比对分析。图３结果发

现，中间功能区域的氨基酸序列较为保守，两端区域的氨基酸

序列差异较大，且Ｎ－端差异大于Ｃ－端差异。用 ＭＥＧＡ５．２
软件Ｎ－Ｊ法构建系统进化树。由图４结果可知：１６个物种
的ＤＸＲ氨基酸序列聚集成２大分支：黄花蒿、艾菊、杭白菊、
甜叶菊聚为分支Ⅰ；千金子、蓖麻、毛果杨等聚为分支Ⅱ。由
传统分类学可知，分支Ⅰ中的黄花蒿、艾菊、杭白菊、甜叶菊４
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表１　ＮＣＢＩ登录的ＤＸＲ同源序列

物种 ＮＣＢＩ序列号　　 蛋白描述
相似度

（％）
覆盖度

（％）

艾菊（Ｔａｎａｃｅｔｕｍｐａｒｔｈｅｎｉｕｍ） ＡＥＲ００４７０．１ １－ｄｅｏｘｙ－Ｄ－ｘｙｌｕｌｏｓｅ－５－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｅｄｕｃｔｏｉｓｏｍｅｒａｓｅ ９８ ９９
杭白菊（Ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍｘｍｏｒｉｆｏｌｉｕｍ） ＢＡＥ７９５４８．１ １－ｄｅｏｘｙｘｙｌｕｌｏｓｅ５－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｅｄｕｃｔｏｉｓｏｍｅｒａｓｅ ９８ ９９
甜叶菊（Ｓｔｅｖｉａｒｅｂａｕｄｉａｎａ） ＣＡＤ２２１５６．１ １－ｄｅｏｘｙ－Ｄ－ｘｙｌｕｌｏｓｅ５－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｅｄｕｃｔｏｉｓｏｍｅｒａｓｅ ８７ ９８
积雪草（Ｃｅｎｔｅｌｌａａｓｉａｔｉｃａ） ＡＦＯ６４６１９．１ １－ｄｅｏｘｙ－Ｄ－ｘｙｌｕｌｏｓｅ５－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｅｄｕｃｔｏｉｓｏｍｅｒａｓｅ ８２ ９９
千金子（Ｅｕｐｈｏｒｂｉａｌａｔｈｙｒｉｓ） ＡＦＺ９３６４３．１ １－ｄｅｏｘｙ－Ｄ－ｘｙｌｕｌｏｓｅ５－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｅｄｕｃｔｏｉｓｏｍｅｒａｓｅ ８３ ９９
杜仲（Ｅｕｃｏｍｍｉａｕｌｍｏｉｄｅｓ） ＡＦＵ９３０７０．１ １－ｄｅｏｘｙ－Ｄ－ｘｙｌｕｌｏｓｅ－５－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ ８１ ９９
毛果杨（Ｐｏｐｕｌｕｓｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ） ＸＰ＿００２３１８０４８．２ １－ｄｅｏｘｙ－Ｄ－ｘｙｌｕｌｏｓｅ５－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｅｄｕｃｔｏｉｓｏｍｅｒａｓｅ ８３ ９９
中果咖啡（Ｃｏｆｆｅａｃａｎｅｐｈｏｒａ） ＣＤＰ１２４０３．１ ｕｎｎａｍｅｄｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｄｕｃｔ ８０ ９９
萝芙木（Ｒａｕｖｏｌｆｉａｖｅｒｔｉｃｉｌｌａｔａ） ＡＡＹ８７１５１．２ １－ｄｅｏｘｙ－Ｄ－ｘｙｌｕｌｏｓｅ５－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｅｄｕｃｔｏｉｓｏｍｅｒａｓｅ ８１ ９９
马铃薯（Ｓｏｌａｎｕｍｔｕｂｅｒｏｓｕｍ） ＸＰ＿００６３４５０５６．１ １－ｄｅｏｘｙ－Ｄ－ｘｙｌｕｌｏｓｅ５－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｅｄｕｃｔｏｉｓｏｍｅｒａｓｅ ８０ ９９
蓖麻（Ｒｉｃｉｎｕｓｃｏｍｍｕｎｉｓ） ＸＰ＿００２５１１３９９．１ １－ｄｅｏｘｙ－Ｄ－ｘｙｌｕｌｏｓｅ５－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｅｄｕｃｔｏｉｓｏｍｅｒａｓｅ ８１ ９９
胡杨（Ｐｏｐｕｌｕｓｅｕｐｈｒａｔｉｃａ） ＸＰ＿０１１００１５３７．１ １－ｄｅｏｘｙ－Ｄ－ｘｙｌｕｌｏｓｅ５－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｅｄｕｃｔｏｉｓｏｍｅｒａｓｅ ８１ ９９
玉米（Ｚｅａｍａｙｓ） ＤＡＡ５３８２５．１ １－ｄｅｏｘｙ－Ｄ－ｘｙｌｕｌｏｓｅ５－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｅｄｕｃｔｏｉｓｏｍｅｒａｓｅ ７９ ９７
拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ） ＮＰ＿００１１９０６００．１ １－ｄｅｏｘｙ－Ｄ－ｘｙｌｕｌｏｓｅ５－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｅｄｕｃｔｏｉｓｏｍｅｒａｓｅ ７５ ９８

个物种均属菊科，分支Ⅱ中的千金子、蓖麻、毛果杨等１１个物
种不属于菊科。这表明ＤＸＲ是１种相对保守的蛋白，物种的

进化速度与物种 ＤＸＲ蛋白的进化速度是一致的，ＤＸＲ可以
作为生物遗传分析、分子进化研究的重要因子。
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２．３　ＤＸＲ蛋白结构预测及互作网络分析
２．３．１　黄花蒿ＤＸＲ蛋白保守区预测　利用ＮＣＢＩＣＤＤ在线
分析黄花蒿ＤＸＲ蛋白保守区域。图５结果显示，ＤＸＲ蛋白

含有ＤＸＰ＿ｒｅｄｕｃｔｏｉｓｏｍ、ＤＸＰ＿ｒｅｄｉｓｏｍ＿Ｃ、ＤＸＰＲ＿Ｃ３个保守结
构区域，预测该蛋白属于 ＳＤＲ超家族、ＤＸＰ＿ｒｅｄｉｓｏｍ＿Ｃ超家
族及ＤＸＰＲ＿Ｃ超家族。

２．３．２　黄花蒿 ＤＸＲ蛋白结构分析　用 ＥｘＰａＳｙ－ＳＯＰＭＡ软
件分析ＤＸＲ蛋白二级结构。由图６可知，该蛋白由３７．０８％
无规则卷曲、２８．８１％ α－螺旋、２３．９４％延伸链、１０．１７％
β－转角组成，无规则卷曲、α－螺旋是其主要构件，延伸链贯
穿于整个蛋白质中。

利用Ｓｗｉｓｓ－ＭＯＤＥＬ根据同源蛋白构建黄花蒿 ＤＸＲ蛋
白的三级结构（图７－Ａ），该蛋白包含２８个 α－螺旋、２５个

β－折叠和大量无规则卷曲。通过Ｓｗｉｓｓ－ＰｄｂＷｉｅｗｅｒ构建拉
氏构象图（图７－Ｂ）对预测的 ＤＸＲ三维模型进行评估发现，
预测模型的二面角位于黄色核心区域，其空间结构稳定，该蛋

白利用Ｓｗｉｓｓ－ＭＯＤＥＬ同源建模得到的三维结构的可信度极
高。用ＶＡＳＴＳｅａｒｃｈ在线软件预测ＤＸＲ蛋白的功能位点（图
７－Ｃ），预测ＤＸＲ蛋白两端的α－螺旋、β－折叠结合部位为
主要的功能位点。

２．３．３　黄花蒿 ＤＸＲ蛋白互作网络分析　根据黄花蒿 ＤＸＲ
蛋白质三维结构模型，利用 ＳＴＲＩＮＧ交互式数据库进行蛋白
质互作网络分析。结果表明，ＤＸＲ在催化 ＤＸＰ产生异构并

还原生产ＭＥＰ代谢过程中与多个蛋白发生互作，主要包括：
ＣＭＳ、ＤＸＳ、ｅｕｇｅｎｅ３．０９０３０００１、ｇｗ１．ＩＩＩ．２５９９．１、ｇｗ１．１７１．３５．
１、ｇｗ１．ＶＩ．２７４４．１、ｅｓｔＥｘｔ＿Ｇｅｎｅｗｉｓｅ１＿ｖ１．Ｃ＿ＬＧ＿ＸＶＩＩＩ１４７１、
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ＭＣＳ、ｇｗ１．Ｉ．８８１３．１、ＨＤＳ等（图８）。

３　结论与讨论

次生代谢产物是地球上最丰富的有机化合物，由于其功

能特殊、用途广泛，现已成为国际上研究的热点、焦点。目前

已经有多种萜类化合物被分离提取，应用到医学、农业、工业

等各领域。青蒿素作为黄花蒿的１萜类次生代谢产物，因其
具有抗疟效率高、速度快、毒性低等优点，已经成为全球抗疟

的主要药物。２０１１年，因对青蒿素的抗疟研究作出贡献，我
国的女药学家屠呦呦获得了拉斯克奖［２６］。青蒿素的获取主

要依赖于黄花蒿的生物合成，全面了解青蒿素生物合成途径

关键酶的功能，通过基因工程等手段调控其在植物体内表达，

获得大量有用的青蒿素，可为提高青蒿素产量开辟新的思路。

ＤＸＲ在萜类物质 ＭＥＰ合成途径中具有特殊作用，可将
ＤＸＰ异构化并还原生产ＭＥＰ。黄花蒿ＤＸＲ作为青蒿素生物
合成的重要限速酶而倍受关注。生物信息学是当今生命科学

和自然科学的核心领域，是后基因组时代的重要研究方法。

本研究根据ＮＣＢＩ上登录的黄花蒿 ＤＸＲ基因序列，应用生物
信息学技术对该基因及编码蛋白进行比对、分析、建模等研

究，应用ＳＴＲＩＮＧ对该基因编码蛋白进行互作网络分析。基
因序列分析发现，该基因中Ａ＋Ｔ碱基含量较高，为５５．９５％，
高于５０％，且错配率较低，核苷酸稳定。编码蛋白氨基酸序
列分析发现，ＤＸＲ蛋白不稳定系数为３３．５３，属于不稳定性蛋
白。多序列比对及系统发育树分析发现，黄花蒿ＤＸＲ与杭白
菊ＤＸＲ同源性最高，为９８％，亲缘关系最近。ＤＸＲ在进化上
高度保守，可作为其他物种生物遗传分析和分子进化研究的

重要因子。蛋白结构分析显示，无规则卷曲、α－螺旋是其主
要结构元件。蛋白互作网络分析表明，黄花蒿 ＤＸＲ可能与
１－脱氧木桶糖－５－磷酸合成酶（ＤＸＳ）互作。本研究结果为
深入探讨黄花蒿ＤＸＲ蛋白功能和萜类生物合成的分子机制
提供重要基础信息，为提高黄花蒿青蒿素的生物合成量提供

了理论支持，也为其他植物萜类等次生代谢产物的研究提供

了一定依据。
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葡萄 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的建立与正交设计优化
张　娜，李　群，高兴旺，赖晓辉，李　佳，丁金鹏

（新疆大学生命科学与技术学院，新疆乌鲁木齐８３００４６）

　　摘要：建立和优化稳定的葡萄ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系，为进一步开展葡萄遗传多样性研究和品种选优提供理论依
据。运用改良的ＣＴＡＢ法从葡萄嫩叶中提取基因组总 ＤＮＡ，通过单因素试验分析 ｄＮＴＰｓ浓度、Ｍｇ２＋浓度、引物浓度、
ＤＮＡ模板用量、ＴａｑＤＮＡ聚合酶用量等５个因素对葡萄ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系扩增结果的影响，并采用正交设计试验
方法优化建立葡萄 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ最佳反应体系。优化的最佳 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系（２０μＬ）为：１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ、
０．２２５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶 １．０Ｕ、１．００μｍｏｌ／Ｌ引物、２．７５ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋、ＤＮＡ模板３０ｎｇ。利用优化的
ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系能够扩增获得清晰、稳定的ＤＮＡ条带，可用于后续的葡萄种质资源遗传多样性分析。
　　关键词：葡萄；ＩＳＳＲ－ＰＣＲ；反应体系；单因素试验；正交设计；优化
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作者简介：张　娜（１９８９—），女，新疆奇台人，硕士研究生，主要从事
植物生理与分子生物学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｎａ７８８７＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ。

通信作者：李　群，博士，副教授，主要从事植物逆境生理与分子机制
研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉｑｕｎ＿００７＠１２６．ｃｏｍ。

　　葡萄属于葡萄科（Ｖｉｔａｃｅａｅ）葡萄属（ＶｉｔｉｓＬ．）藤本植物，
是起源最古老的果树之一，其果实可用于酿酒、鲜食、制汁等，

具有重要的经济价值，在世界范围内广泛栽培。由于葡萄的

基因组高度杂合，使得其具有丰富的种质资源。种质资源是

进行农业生产和创新育种的重要物质保障，也是解决各种病

虫害问题有利的“基因武器库”。因此，充分了解葡萄种质资

源的遗传信息、分析其种质资源遗传多样性，对有效利用现有

的葡萄种质资源以及促进和加快葡萄分子育种进程具有重要

意义。目前，分子标记技术已广泛应用于葡萄遗传多样性研

究，以期为进一步开展葡萄分子育种奠定了一定的基础。黄

远飞利用ＲＡＰＤ技术对５３份葡萄材料进行遗传多样性分析，
发现５３份葡萄材料间具有较高的遗传多样性［１］。吴子龙等

建立了葡萄ＳＳＲ标记和 ＩＳＳＲ的反应体系，并研究了葡萄种
质资源的遗传多样性［２－３］。张淑静利用 ＳＳＲ技术分析了３９

份葡萄品种的遗传多样性，发现这些材料间存在明显的遗传

多态性差异［４］。郭大龙等建立了适用于葡萄的ＳＲＡＰ反应体
系，为葡萄种质遗传多样性评价、遗传改良等研究提供了基

础［５］。张君玉等建立了葡萄的目标起始密码子多态性的反

应体系，可用于葡萄种质遗传多样性评价［６］。赖呈纯等也分

别建立了适用于葡萄的 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系。ＩＳＳＲ标记技
术结合了ＳＳＲ和ＲＡＰＤ等２种标记技术的优点，但其最关键
的步骤是须要针对不同的物种建立相应的 ＰＣＲ反应体
系［７－８］。虽然前人已建立了适用于葡萄的 ＩＳＳＲ技术的 ＰＣＲ
反应体系，但均未对Ｍｇ２＋这一影响因素进行分析，因此本研
究通过优化ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应中的各项参数，建立适用于葡萄
ＩＳＳＲ技术的最佳反应体系。以新疆葡萄种质资源嫩叶为材
料，通过单因素试验和正交设计试验优化葡萄种质资源 ＩＳＳＲ
反应体系，并对ＰＣＲ反应过程中的退火温度进行筛选，为进
一步开展葡萄遗传多样性研究和品种选优提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试葡萄种质嫩叶采自新疆鄯善县新疆瓜果研究中心葡

萄种质资源圃，－８０℃冰箱中保存备用。ＩＳＳＲ引物序列参考
哥伦比亚大学公布的序列，送往华大基因进行合成；所用试剂

ｄＮＴＰｓ和ＴａｑＤＮＡ聚合酶（简称Ｔａｑ酶）购自宝生物工程（大
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