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　　摘要：花青素还原酶（ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎｒｅｄｕｃｔａｓｅ，简称ＡＮＲ）基因是植物产生原花青素的关键基因，对于研究原花青
素的代谢有重要的作用。根据已经报道的ＡＮＲ基因的序列设计兼并引物，采用３′ｃＤＮＡ末端快速扩增（３′ＲＡＣＥ）、５′
ｃＤＮＡ末端快速扩增（５′ＲＡＣＥ）方法，从芒果果实内克隆到１个ＡＮＲ基因，其全长ｃＤＮＡ序列为１２０１ｂｐ。该基因开放
阅读框为１００８ｂｐ，编码３３５个氨基酸，等电点为５．４１，分子量为３６．３３ｋｕ。对基因组扩增得到了１８１０ｂｐ长度的片
段，分析发现，该基因含有 ５个内含子，内含子位置分别为 １３０～６４６ｂｐ、７３３～８１４ｂｐ、１０１７～１０８０ｂｐ、１２５９～
１３４９ｂｐ、１５６３～１６５１ｂｐ。通过系统发育树分析发现，该基因编码的蛋白与可可、葡萄等果树具有较近的亲缘关系。
对不同芒果品种中ＡＮＲ基因的表达进行分析发现，该基因在绿色的桂七品种中表达量较高，而在红色的贵妃品种中
表达量较低。
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　　中图分类号：Ｓ６６７．７０１；Ｑ７８５　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１７）０４－００２２－０４

收稿日期：２０１６－０１－０７
基金项目：国家自然科学基金（编号：３１４７１８５０）；农业部热带作物种
质资源保护（编号：１５ＲＺＺＹ－０７）；农业部“９４８”计划（编号：
２０１１－Ｇ１３）；湖北省荆门市科技局项目（编号：１１０５８８）。
作者简介：李先良（１９７６—），男，湖北武汉人，博士，副教授，研究方向
为园艺植物遗传改良和分子生物学。Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉｂｕｓｈｅｒ＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ。

通信作者：赵志常，博士，副研究员，研究方向为热带果树遗传育种与
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　　原花青素是苯丙醇代谢途径产生的次生代谢产物，具有
消除自由基、抗氧化、抗突变、抗肿瘤、调解免疫、防止体内过

氧化等功能。原花青素的抗氧化性能比维生素Ｃ高２０倍，比
维生素Ｅ高５０倍。此外，原花青素对于水果的口感，以及食
草动物对牧草的进食量等都有一定的影响［１－４］。花青素还原

酶（ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎｒｅｄｕｃｔａｓｅ，简称 ＡＮＲ）是原花青素代谢途径
中的关键酶，可催化花青素转化为表儿茶素（２，３－顺式黄烷
３－醇），进一步向液泡中转运并聚合成为原花青素。ＡＮＲ作

为花青素代谢途径上的负调控基因，其表达对花瓣、果实等组

织的呈色有重要的影响［５］。

目前，人们已经从拟南芥、银杏、苦荞麦、葡萄、苹果、草

莓、百脉根、茶、苜蓿等多种植物中克隆出ＡＮＲ基因［６－１１］。芒

果是重要的热带、亚热带果树，其果实色彩多样，如绿色、黄

色、浅黄色、红色、橙红色等［１２］，其果实富含类胡萝卜素、花青

素等物质。关于芒果果实的ＡＮＲ基因研究未见报道，本研究
采用ｃＤＮＡ末端快速扩增（ＲＡＣＥ）方法从芒果果实中克隆得
到１个ＡＮＲ基因，旨在深入探讨该基因在芒果果实花青素合
成中的作用机制及对果实着色的影响，从而深入揭示该基因

在芒果果实花色形成中的分子机制，为芒果果实着色提供一

定的理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
以贵妃芒果的果实为试验材料，取自中国热带农业科学

—２２— 江苏农业科学　２０１７年第４５卷第４期



院热带作物品种资源研究所的农业部芒果种质资源圃。大肠

杆菌ＤＨ５а，为笔者所在实验室保存。引物由上海英骏生物工
程技术有限公司合成。焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）、异丙基硫代
半乳糖苷（ＩＰＴＧ）、胰蛋白胨、酵母提取物、氨苄青霉素
（Ａｍｐ）、５－溴 －４－氯 －３－吲哚 －β－Ｄ－半乳糖苷（Ｘ－
Ｇａｌ）、载体ｐＭＤ１９－Ｔ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰｓ、Ｔ４ＤＮＡ连接
酶、各种限制性内切酶，均购自宝生物工程（大连）有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　芒果 ＤＮＡ提取　参照王家保等方法［１３］提取芒果

ＤＮＡ，用无菌双蒸水溶解，通过核酸蛋白测定仪进行纯度检测
后于－２０℃保存备用。
１．２．２　芒果总 ＲＮＡ提取　采用天根生化科技（北京）有限
公司的总 ＲＮＡ提取试剂盒，从芒果果肉中提取总 ＲＮＡ，用
ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ无菌水溶解，用宝生物工程（大连）有限公司的
ＤＮａｓｅ试剂盒去除ＤＮＡ，用１．０％琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ
的完整性和纯度，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，然后用 ＳＭＡＲＴ
ｅｒＴＭＲＡＣＥｃＤＮＡＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）反转录合成第１
链ｃＤＮＡ。
１．２．３　ＰＣＲ反应　ＰＣＲ反应程序：９４℃ ４ｍｉｎ；９５℃ ５０ｓ，
５０℃５０ｓ，７２℃ ２ｍｉｎ，３０个循环；７２℃ ７ｍｉｎ。２５μＬ反应
体系：２．５μＬ１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ２＋）、２５ｎｇＤＮＡ模板、
２０μｍｏｌ引物、１．０ＵＴａｑＤＮＡ聚合酶、５．０ｍｍｏｌｄＮＴＰｓ。反
应体系在ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＰＣＲ仪上扩增后取１０μＬ上样电泳，采用
ＧｅｌＲｅｄ染色后在紫外凝胶成像仪上观察、拍照分析。
１．２．４　ＡＮＲ基因全长ｃＤＮＡ和基因组ＤＮＡ序列的获得　以
上述反转录第１链ｃＤＮＡ为模板，参照该试剂盒的说明书进
行ｃＤＮＡ３′端、５′端ｃＤＮＡ的扩增。根据扩增ｃＤＮＡ末端片段
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、５′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。对目的基因片段回收、连接、转化、鉴定及测序，

并根据已知片段和得到的 ｃＤＮＡ３′端、５′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序列的
扩增反应。ＰＣＲ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，以确定扩增片段大小是否正确。在确定

扩增片段大小正确后对ＰＣＲ产物进行普通琼脂糖凝胶电泳，
用 ＤＮＡ凝胶回收试剂盒（ＡｇａｒｏｓｅＧｅｌＤＮＡＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ，
ＴａＫａＲａ）回收胶块中的目的片段，回收方法具体操作参照试
剂盒说明书上的步骤进行。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，并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）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１μＬ
ｐＭＤ１９－Ｔ载体、４μＬ纯化后的 ＤＮＡ、５μＬ连接液（Ｌｉｇａｔｉｏｎ
Ｓｏｌｕｔｉｏｎ）Ｉ，混合均匀后在１６℃下恒温水浴过夜连接。
１．２．５　ＡＮＲ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得序列在美国国立生物技术信息中心
（ＮＣＢＩ）网站上进行序列比对，确定该基因是否为 ＡＮＲ基因，
并进行其他物种 ＡＮＲ基因的比对，采用 ＤＮＡＭＡＮ软件分析
基因核苷酸、氨基酸的结构特征和同源性，并分析该基因所对

应的氨基酸序列，进行多序列比较并构建系统树。

１．２．６　表达分析　分别提取不同芒果品种的 ＲＮＡ，反转录
为ｃＤＮＡ，并采用Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计引物进行逆转录ＰＣＲ（ＲＴ－
ＰＣＲ）的扩增。ＲＴ－ＰＣＲ分析采用的内参引物序列：ａｃｔｉｎ－
Ｆ，５′－ＡＡＴＧＧＡＡＣＴＧＧＡＡＴＧＧＴＣＡＡＧＧＣ－３′；ａｃｔｉｎ－Ｒ，５′－
ＴＧＣＣＡＧＡＴＣＴＴＣＴＣＣＡＴＧＴＣＡＴＣＣＣＡ－３′。目的基因扩增采
用的引物：ＡＮＲ－Ｆ，５′－ＧＣＣＡＧＣＡＴＡＣＣＡＴＧＣＡＣＴＣＡＴＡ－３′；
ＡＮＲ－Ｒ，５′－ＡＴＡＣＡＡＴＧＧＡＧＣＡＡＣＧＴＡＡＣＴＡＴ－３′。将 ＰＣＲ
产物在１．０％琼脂糖凝胶上进行电泳，并采用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软
件进行数据分析，得出相对表达量。

２　结果与分析

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

基因的全长 ｃＤＮＡ序列。设计特异引物，进行全长 ｃＤＮＡ、基
因组ＤＮＡ序列的扩增，电泳结果如图１所示。将电泳条带回
收测序后，得到ＡＮＲ基因的ｃＤＮＡ全长序列为１２０１ｂｐ，分析
发现其开放阅读框为１００８ｂｐ，编码 ３３５个氨基酸序列（图
２），其分子量为３６．３３ｋｕ，等电点为５．４１。通过与ＮＣＢＩ上已
经登录的苹果、草莓、荔枝的ＡＮＲ蛋白序列进行比对，发现克
隆的基因为 ＡＮＲ基因（图 ３）。对基因组 ＤＮＡ扩增得到约
１８１０ｂｐ的片段，通过与 ｃＤＮＡ序列比对，发现该基因含有５
个内含子，碱基位置分别为 １３０～６４６ｂｐ、７３３～８１４ｂｐ、
１０１７～１０８０ｂｐ、１２５９～１３４９ｂｐ、１５６３～１６５１ｂｐ（图４）。
２．２　芒果ＡＮＲ基因的部分生物信息学分析

采用ＤＮＡＭＡＮ进行ＡＮＲ蛋白二级结构的预测，发现芒
果ＡＮＲ蛋白的二级结构元件主要以无规则卷曲、β－折叠为
主，也具有少量的α－螺旋结构（图５）。采用 ＢｉｏＥｄｉｔ软件的
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Ｋｙｔｅ、Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ算法对ＡＮＲ蛋白的亲水／疏水性值（正值表示
疏水性，负值表示亲水性）进行分析表明，ＡＮＲ蛋白所含氨基
酸的亲水／疏水性值主要介于－１．８～２．１之间（图６）。采用

ＤＮＡＭＡＮ５软件分析发现，芒果 ＡＮＲ蛋白与可可、葡萄等果
树的蛋白序列聚为一类；草莓、苹果、西洋梨、柿和蓝莓等果树

也可以聚为同一类（图７）。

２．３　ＡＮＲ基因的ＲＴ－ＰＣＲ分析
分别提取不同着色程度芒果的果皮 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：该基因在绿色桂七品种的果实中表达量较多，

在黄色果皮中次之，而在红色果皮贵妃中相对表达量较少

（图８），初步推断ＡＮＲ基因可能与红色果实的原花色素等含

—４２— 江苏农业科学　２０１７年第４５卷第４期



量有一定的关系。

３　讨论

ＡＮＲ基因最初从拟南芥中克隆并命名［１４］，ＡＮＲ基因对种
皮色素积累有重要作用，是调节种皮色泽的负调控基因。该

基因在拟南芥突变体的种皮内因积累花青素而显红色，但类

黄酮含量与正常植株含量相差不多［１５－１７］。通过体外重组

ＡＮＲ能将非手性花青素催化成２，３－顺－（２Ｒ，３Ｒ）－黄烷 －
３－醇（如表儿茶素）、２，３－反 －（２Ｒ，３Ｒ）－黄烷－３－醇（如
内儿茶素）［１８］。Ｂｏｇｓ等对 ＡＮＲ基因在葡萄中的表达进行了
研究，发现该基因在叶片、花、果实中均有表达，且随着叶片、

花、果实的生长，原花色素不断增加，在成熟的果实中ＡＮＲ基
因表达量较少，原花色素也不再增加［１９］。本研究发现，该基

因在绿色的桂七芒果品种中表达量较高，而在红色的贵妃品

种中表达量较低，这与果皮中花色素的含量呈现相反的趋势。

葡萄ＡＮＲ基因在转基因烟草中表达，表现为表达量较高的花
瓣颜色减弱，花青素含量减少［１９］。因此推测，ＡＮＲ基因的表
达在花青素和原花青素之间的转化中具有重要作用。芒果

ＡＮＲ基因是芒果原花色素合成代谢途径中的关键基因之一，
它对芒果果皮色泽的影响具有重要作用，而对芒果果实色泽

功能的深入研究须要进一步通过转基因植物表达的验证。
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