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　　石榴（ＰｕｎｉｃａｇｒａｎａｔｕｍＬ．）是一种重要的功能性水果，富
含类黄酮、酚酸和鞣花单宁等可溶性酚类物质，市场发展前景

广阔［１］。没食子酸是石榴果实中重要的酚类物质，具有抗肿

瘤［２］、抗氧化［３］、抗炎抗菌［４－５］等诸多功效，生物学效应广

泛［６］。莽草酸途径在植物次生代谢途径中起到中心作用，可

为其他次生代谢途径提供底物。研究表明，没食子酸主要通

过莽草酸途径生成的３－脱氢莽草酸代谢生成［７－８］。

脱氢奎尼酸脱氢酶（３－ｄｅｈｙｄｒｏｑｕｉｎａｔｅｄｅｈｙｄｒａｔａｓｅ，简称
ＤＨＱ）、莽草酸脱氢酶（ｓｈｉｋｉｍａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，简称 ＳＤＨ）分
别催化莽草酸途径中的第３、第４步反应，在大多数微生物
中，ＤＨＱ、ＳＤＨ是单功能的，但是在植物中，ＤＨＱ、ＳＤＨ可以融
合，形成具有 ２种功能的酶［９］。３－脱氢奎尼酸脱氢酶
（ＥＣ４．２．１．１０）／莽草酸脱氢酶（ＥＣ１．１．１．２５）双功能酶
（ｂｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ３－ｄｅｈｙｄｒｏｑｕｉｎａｔｅｄｅｈｙｄｒａｔａｓｅ／ｓｈｉｋｉｍａｔｅｄｅｈｙｄｒｏ

ｇｅｎａｓｅ，简称ＤＨＱ／ＳＤＨ）能催化３－脱氢奎尼酸脱水生成３－
脱氢莽草酸，也能催化３－脱氢莽草酸、莽草酸之间的可逆还
原反应，是没食子酸代谢途径中的关键调控酶［１０］。编码ＳＤＨ
结构基因 ａｒｏＥ的克隆、表达分析和功能鉴定在结核杆
菌［１１－１２］、谷氨酸棒杆菌［１３］中已有报道。ＤＨＱ／ＳＤＨ基因 ｃＤ
ＮＡ的片段或全长序列已在豌豆［１４］、烟草［１５］、番茄［１６］等植物

中被克隆出来，通过全基因组测序推测苹果、葡萄、白梨、桃等

果树ＤＨＤ／ＳＤＨ基因的片段或全长已在 ＧｅｎＢａｎｋ上注册，但
是关于石榴中ＤＨＱ／ＳＤＨ基因的克隆及序列分析等方面的研
究在国内外尚未见报道。因此，本研究以山东省主栽石榴品

种泰山红为试验材料，利用逆转录ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）技术克隆
ＤＨＱ／ＳＤＨ基因，对其进行生物信息学分析，从而为揭示石榴
果实中没食子酸代谢的分子机制提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验于２０１５年６—９月在山东省果树研究所进行。以泰

山红石榴果实为试验材料，将其定植于山东省果树研究所石

榴种质资源圃。于幼果期（果实直径２～３ｃｍ）采集石榴果
实，洗净擦干后，用削皮刀取果皮，在液氮中速冻后放入

－８０℃ 冰箱保存备用。
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１．２　试验方法
１．２．１　总ＲＮＡ提取和ｃＤＮＡ第１链的合成　采用ＲＮＡＰｒｅｐ
ＰｕｒｅＰｌａｎｔＫｉｔ［ＤＰ４４１，天根生化科技（北京）有限公司］提取
石榴果皮的总ＲＮＡ，用琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ的完整性，
用ＮａｎｏＤｒｏｐ紫外分光光度计测量吸光度，计算ＲＮＡ纯度，即
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值。

以ＲＮＡ溶液为模板，Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８为引物，根据ｃＤＮＡ第１
链合成试剂盒说明书反转录成 ｃＤＮＡ第１链（Ｋ１６２２，Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）。
１．２．２　基因中间片段的克隆　根据已知物种同源序列的保
守片段设计兼并引物，进行ＰＣＲ扩增。预计扩增片段大小为
１０００ｂｐ，上游引物 ＤＨＱ／ＳＤＨ１：５′－ＧＣＶＡＴＧＧＡＧＹＴＶＧ
ＧＲＧＣＴＧＡＴＴ－３′；下游引物 ＤＨＱ／ＳＤＨ２：５′－ＧＴＴＧＴＲＴＴＢ
ＧＣＲＡＧＤＡＹＣＡＴＶＣＣ－３′。５０μＬＰＣＲ反应体系：２５μＬ２×
ＥｘＴａｑｂｕｆｆｅｒ，１μＬｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），各１．５μＬ上、下游引
物，５μＬｃＤＮＡ，１．０μＬＥｘＴａｑ酶，１５μＬ灭菌蒸馏水。反应
步骤：９４℃２ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，３５个循
环；７２℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用１％琼脂糖凝胶电泳检测，将目
的片段克隆至ｐＭＤ１８－Ｔ载体后送生工生物工程（上海）股
份有限公司测序，获得中间片段序列。

１．２．３　３′ｃＤＮＡ末端快速扩增ＰＣＲ（ＲＡＣＥＰＣＲ）获得基因的
３′端序列　根据获得的中间片段序列设计２对特异引物，使
用 ＳＭＡＲＴｅｒＴＭ ＲＡＣＥｃＤＮＡＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ（６３４９２３，Ｃｌｏｎ
ｔｅｃｈ）试剂盒获得该基因的３′端序列。

基因特异引物：３′ＤＨＱ／ＳＤＨ１，５′－ＴＧＧＴＡＡＡＣＴＧＴＴＴ
ＧＴＣＧＴＣＡＴＧＧＧＴＧＣ－３′；３′ＤＨＱ／ＳＤＨ２，５′－ＧＣＣＡＡＴＣＧＣＡ
ＣＡＴＡＴＧＡＣＡＡＡＧＣＣＡＡＡ－３′。下 游 引 物 为 通 用 引 物
（ＵＰＭ）：５′－ ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＡＡＧＣＡＧＴ
ＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴ－３′。首先用引物 ３′ＤＨＱ／ＳＤＨ１、
ＵＰＭ进行第１轮扩增，以得到的 ＰＣＲ产物为模板，再用引物
３′ＤＨＱ／ＳＤＨ２、ＵＰＭ进行第２轮ＰＣＲ扩增。５０μＬＰＣＲ反应
体系：２５μＬ２×ＥｘＴａｑｂｕｆｆｅｒ，１μＬｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），各１．５
μＬ上、下游引物，５μＬｃＤＮＡ，１．０μＬＥｘＴａｑ酶，１５μＬ灭菌
蒸馏水。反应步骤：９４℃２ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５８℃ ３０ｓ，７２℃
１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用１％琼脂糖凝胶
电泳检测，将目的片段克隆至ｐＭＤ１８－Ｔ载体上，送生工生物
工程（上海）股份有限公司测序，获得基因的３′端序列。
１．２．４　ＤＨＱ／ＳＤＨ基因的生物信息学分析　分别利用 ＮＣＢＩ
的ＢＬＡＳＴｎ、ＢＬＡＳＴｐ进行核苷酸、氨基酸序列相似性分析，利
用ＤＮＡＭＡＮ软件进行多序列比对，ＤＨＱ／ＳＤＨ基因编码蛋白
的理化性质采用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ预测，疏水性／亲水性采用
ＰｒｏｔＳｃａｌｅ进行预测，利用 ＥｘＰａＳｙ工具中的 ＳＯＰＭＡ软件编码
蛋白的二级结构。

２　结果与分析

２．１　石榴果皮ＤＨＱ／ＳＤＨ基因保守片段的克隆
用天根生化科技（北京）有限公司的ＲＮＡＰｒｅｐＰｕｒｅＰｌａｎｔ

Ｋｉｔ提取石榴果皮ＲＮＡ，以反转录 ｃＤＮＡ为模板，利用设计的
兼并引物ＤＨＱ／ＳＤＨ－１、ＤＨＱ／ＳＤＨ－２进行 ＰＣＲ扩增，获得
９８０ｂｐ大小的ＤＨＱ／ＳＤＨ基因的中间片段（图１）。Ｂｌａｓｔ比对
分析表明，该片段与苹果（Ｍａｌｕｓｄｏｍｅｓｔｉｃａ）、葡萄（Ｖｉｔｉｓｖｉｎｉｆ

ｅｒａ）、白梨（Ｐｙｒｕｓｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ）、梅花（Ｐｒｕｎｕｓｍｕｍｅ）等植物
的ＤＨＱ／ＳＤＨ基因有较高的同源性，确认为石榴ＤＨＱ／ＳＤＨ基
因保守序列。

２．２　石榴果皮ＤＨＱ／ＳＤＨ基因３′端序列的克隆
根据获得的保守序列设计２对特异引物，３′ＲＡＣＥ扩增

得到７０１ｂｐ的片段（图１）。根据测序结果将保守序列、３′端
片段拼接后得到１５８５ｂｐ的ｃＤＮＡ片段，该基因含有１２６５ｂｐ
的编码序列（ＣＤＳ），编码４２１个氨基酸（图２），编码的蛋白具
有ＤＨＱａｓｅＩ、ＳＤＨ（ＡｒｏＥ）２个保守结构域（图３）。ＢＬＡＳＴ分
析表明，该基因片段的核苷酸序列与苹果、葡萄、白梨、桃

（Ｐｒｕｎｕｓｐｅｒｓｉｃａ）和欧洲大叶杨（Ｐｏｐｕｌｕｓｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ）等植物的
相似性达到了８０％以上。

　　经比对，该基因编码的氨基酸序列与苹果（注册号：
ＸＰ＿００８３７０５３７．１）、葡萄（注册号：ＸＰ＿００２２７０２３２．１）、白梨
（注册号：ＸＰ＿００９３３５６６０．１）、碧桃（注册号：ＸＰ＿００７２０７３６７．１）、
梅花（注册号：ＸＰ＿００８２４６５５５．１）、胡杨（Ｐｏｐｕｌｕｓｅｕｐｈｒａｔｉｃａ，注
册号：ＸＰ＿０１１０２４０５６．１）、麻疯树（Ｊａｔｒｏｐｈａｃｕｒｃａｓ，注册号：
ＸＰ＿０１２０８９１４８．１）、可 可 （Ｔｈｅｏｂｒｏｍａ ｃａｃａｏ，注 册 号：

ＸＰ＿００７０３０１１０．１）和 巨 桉 （Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓｇｒａｎｄｉｓ，注 册 号：
ＸＰ＿０１００２５１１７．１）等物种的同源性在８０％以上（图４），表明
克隆到的片段为石榴果皮 ＤＨＱ／ＳＤＨ基因，ＧｅｎＢａｎｋ登录号
为ＫＵ１３３４７９。
２．３　ＤＨＱ／ＳＤＨ基因的生物信息学分析
２．３．１　ＤＨＱ／ＳＤＨ基因编码蛋白的理化性质、疏／亲水性分
析　利用 ＥｘＰＡＳｙＰｒｏｔｅｏｍｉｃｓＳｅｒｖｅｒ提供的在线工具 Ｐｒｏｔ
ｐａｒａｍ对ＤＨＱ／ＳＤＨ基因编码蛋白的理化性质进行预测，推测
该蛋白的分子式为 Ｃ４９７０Ｈ８３２６Ｎ１６１６Ｏ２０８８Ｓ２９８，相对分子质量为
１３３６８２．２ｕ，等电点（ｐＩ值）为５．０１，含量最丰富的氨基酸是
丙氨酸（Ａｌａ）、半胱氨酸（Ｃｙｓ）、甘氨酸（Ｇｌｙ）、苏氨酸（Ｔｈｒ），
带正电荷（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）、负电荷（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）的氨基酸数均为０。
该蛋白的不稳定系数为４０．７６，脂肪系数为３０．８２，亲水性系
数为０．７２５。

利用在线分析软件 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ的 ＫｙｔｅａｎｄＤｏｏｌｉｔｔｌｅ算法对
ＤＨＱ／ＳＤＨ基因进行疏水／亲水性分析表明，ＤＨＱ／ＳＤＨ蛋白
存在明显的疏水区、亲水区，其中第２６８位氨基酸疏水／亲水
值最高，为２．０２２，第３００位氨基酸最低，为 －２．５５６，为亲水
性蛋白。

—７２—江苏农业科学　２０１７年第４５卷第１期



２．３．２　ＤＨＱ／ＳＤＨ基因编码蛋白的二级结构分析　利用
ＳＯＰＭＡ软件预测石榴 ＤＨＱ／ＳＤＨ基因编码蛋白二级结构表
明，有１２７个氨基酸参与形成 α－螺旋（ａｌｐｈａｈｅｌｉｘ），占总氨
基酸数的３０．１７％；有５８个氨基酸参与形成 β－转角（ｂｅｔａ
ｔｕｒｎ），占总氨基酸数的１３．７８％；有１０５个氨基酸参与形成延
伸链（ｅｘｔｅｎｄｅｄｓｔｒａｎｄ），占总氨基酸数的２４．９４％；有１３１个氨
基酸参与形成无规则卷曲（ｒａｎｄｏｍｃｏｉｌ），占总氨基酸数的
３１．１２％。结果表明，ＤＨＱ／ＳＤＨ基因编码蛋白的二级结构中
含有丰富的α－螺旋、无规则卷曲结构。

—８２— 江苏农业科学　２０１７年第４５卷第１期



３　讨论与结论

ＤＨＱ／ＳＤＨ双功能酶的优点就是在莽草酸途径中通过限
制中间物在竞争途径中的质量而提高代谢物流通的效率［９］。

苹果、白梨、葡萄等果树上ＤＨＱ／ＳＤＨ基因序列主要通过全基
因组测序预测得到，本研究首次利用ＲＴ－ＰＣＲ技术从石榴果
皮中分离得到ＤＨＱ／ＳＤＨ基因３′端 ｃＤＮＡ序列，是国际上果
树ＤＨＱ／ＳＤＨ基因克隆的一大突破。

氨基酸序列分析表明，石榴 ＤＨＱ／ＳＤＨ基因与葡萄、苹
果、白梨的同源性分别为 ８４％、８２％、８２％，推测石榴
ＤＨＱ／ＳＤＨ具有其他植物中ＤＨＱ／ＳＤＨ的生物学功能，为进一
步揭示ＤＨＱ／ＳＤＨ的功能奠定了理论基础。ＤＨＱ／ＳＤＨ基因
具有ＤＨＱａｓｅＩ、ＳＤＨ（ＡｒｏＥ）２个保守结构域，ＤＨＱａｓｅＩ具有
Ｔ细胞免疫球蛋白黏蛋白（Ｔｃｅｌｌｉｍｒｎｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｄｏｍａｉｎａｎｄ
ｍｕｃｉｎｄｏｍａｉｎ，简称ＴＩＭ）磷酸结合超家族保守结构域，莽草酸
脱氢酶基因ＡｒｏＥ蛋白具有 ｓｈｉｋｉｍａｔｅ＿ｄｈ＿Ｎ、ＮＡＤＢ＿Ｒｏｓｓｍａｎｎ
超家族保守结构域，这与Ｈａｎ等在异形水绵上的研究结果［１７］

一致。

拟南芥只有１种 ＤＨＱ／ＳＤＨ基因型［１８］，烟草有 ＮｔＤＨＱ／
ＳＤＨ１、ＮｔＤＨＱ／ＳＤＨ２２种基因型，二者中的任何 １个受到
ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）的抑制，就能改变脱氢奎尼酸和莽草酸代
谢途径的稳定水平［１５］。本研究从泰山红石榴果皮中分离得

到１种ＤＨＱ／ＳＤＨ基因型，是否还有其他类型ＤＨＱ／ＳＤＨ基因
存在还须继续选择不同石榴品种进行深入研究。

ＤＨＱ／ＳＤＨ的结构与功能研究主要在拟南芥、烟草等模
式植物上，随着分子生物学技术的发展，不同植物 ＤＨＱ／ＳＤＨ
基因的功能研究将不断深入。由于石榴果皮富含酚类、鞣质、

糖、酸等物质，提取高纯度、完整的 ＲＮＡ难度较大，本试验目
前提取的ＲＮＡ纯度不能满足５′ＲＡＣＥ的需要，下一步将改进
试验方案，克隆得到 ＤＨＱ／ＳＤＨ基因全长 ｃＤＮＡ序列。本研
究比较不同石榴品种发育期果实中 ＤＨＱ／ＳＤＨ基因的表达与
没食子酸含量的相关关系，为从分子水平揭示石榴果实没食

子酸的代谢机制提供了一定的理论依据。
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