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　　摘要：以凤丹种皮为材料，克隆花青素生物合成中的关键基因ＤＦＲ，并进行功能验证。结果表明，凤丹 ＤＦＲ基因
含有长度为１０９２ｂｐ的开放阅读框（ＯＲＦ），共编码３６４个氨基酸。其中，凤丹ＤＦＲ蛋白的相对分子量为４０７９６．１７ｕ，
理论等电点（ＰＩ）为５．７６。实时荧光定量分析凤丹牡丹种子４个发育阶段的 ＰｏＤＦＲ基因表达水平，结果表明，在凤丹
种子发育过程中，ＰｏＤＦＲ基因的表达水平先增加后减少，在Ｓ２时期达到最高。构建ＰｏＤＦＲ基因的原核表达载体并在
大肠杆菌中表达以获得ＰｏＤＦＲ的原核表达蛋白。体外酶促反应和高效液相色谱法表明，ＰｏＤＦＲ蛋白可以催化二氢槲
皮素合成无色花青素，通过与ＰｏＡＮＳ蛋白结合合成花青素，证明ＰｏＤＦＲ基因具有相应的功能活性。
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　　凤丹牡丹，别称铜陵牡丹，栽培历史悠久，因其
结实量大，栽培管理方便，已成为油用牡丹的主要

品种［１］。然而，在实际生产榨油和使用过程中，由

于成熟的牡丹种子外壳呈现黑色（图１），压榨后的
原油会出现有异味的黑色物质，降低了牡丹原油的

品质，而脱壳又会降低出油量。因此，研究黑色物

质合成的相关基因，可以为下一步在基因工程层面

上改善凤丹牡丹的种壳特性提供理论依据［２］。研

究发现，类黄酮物质是牡丹种壳中的主要色素成

分，包含花青素类、黄酮类和原花青素类［３］，ＤＦＲ基
因作为类黄酮合成途径中的关键基因，还未在凤丹

牡丹中被克隆。ＤＦＲ（ｄｉｈｙｄｒｏｆｌａｖｏｎｏｌ４－ｒｅｄｕｃｔａｓｅ，
二氢黄酮醇－４－还原酶）可以催化二氢黄酮醇合
成无色的天竺葵素、飞燕草素或矢车菊素，再结合

ＡＮＳ（ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎｓｙｎｔｈａｓｅ）催化合成有色花
青素［４－６］。

为了解凤丹牡丹种皮中 ＤＦＲ基因的表达和调
控，通过ＲＴ－ＰＣＲ从凤丹牡丹种壳中克隆了类黄酮

合成途径的重要基因 ＤＦＲ，并分析该基因的生物学
信息。通过原核表达的方法获得该基因翻译的相

应蛋白，再进行酶促反应，利用高效液相色谱法验

证该基因的功能，分析了凤丹牡丹中类黄酮化合物

代谢的分子机制。

１　试验材料与方法

１．１　植物材料与菌株
本试验以凤丹牡丹种子为材料，于西北农林科

技大学牡丹种质资源圃中分别采集白色期、变色

期、褐色期、黑色期的凤丹种子（图２），在液氮中快
速冷冻后，将其储存在－８０℃冰箱中用于基因克隆
及表达分析。

１．２　凤丹总ＲＮＡ提取与ｃＤＮＡ合成
使用ＯＭＥＧＡＰｌａｎｔＴｏｔａｌＲＮＡ提取盒进行ＲＮＡ

提取，根据说明书操作。通过１％琼脂糖凝胶电泳
检测，使用外分光光度计检测浓度。以每个时期总

ＲＮＡ为模板，使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈ
ｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ，先消除基因组 ＤＮＡ后，反转录合成
ｃＤＮＡ第一链，置于－８０℃备用［７－８］。

１．３　基因克隆
基于ＮＣＢＩ上其他植物的 ＤＦＲ基因序列，使用

软件Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计引物（表１）。以逆转录获得的
ｃＤＮＡ为模板，用ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＨＳＤＮＡ聚合酶高保真
酶扩增靶基因全长，琼脂糖凝胶电泳检测反应结果。
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扩增条件为 ９８℃预变性 １ｍｉｎ；９８℃变性 １０ｓ，
５８℃ 退火５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ（３５个循环）；将反
应在 ７２℃ 延伸５ｍｉｎ，在４℃下储存。在１％琼脂
糖凝胶上检测扩增产物，纯化并回收目标条带，把

回收产物连接到 ｐＧＥＭ－Ｔ载体上，通过热击法转
化大肠杆菌 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态细胞，经蓝白斑筛
选和菌落 ＰＣＲ验证后，将阳性菌液培养过夜，送至
公司进行测序［９－１１］。

表１　引物序列

引物名称
引物序列

（５′→３′）

ＤＦＲｆ ＡＴＧＧＡＡＧＣＡＧＴＧＡＣＣＧＡＧＴ

ＤＦＲｒ ＴＴＡＧＡＴＴＧＴＡＴＣＡＴＴＡＡＣＡＴＧＧ

ｎｒＤＦＲｆ ＴＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＡＡＧＣＡＧＴＧＡＣＣＧＡＧＴ

ｎｒＤＦＲｒ ＧＴＧＣＧＧＣＣＧＣＡＡＧＣＴＴＴＴＡＧＡＴＴＧＴＡＴＣＡＴＴＡＡＣＡＴ

ｎｒＡＮＳｆ ＴＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＡＡＴＴＡＴＧＧＴＧＡＡＴＴＣＡＧＴＡＧＣＴＣＣ

ｎｒＡＮＳｒ ＧＴＧＣＧＧＣＣＧＣＡＡＧＣＴＴＣＡＡＴＴＣＴＴＡＡＡＣＴＣＴＴＣＴＴＧＧ

ｑＤＦＲｆ ＡＡＣＣＴＧＣＴＧＧＡＧＴＧＡＣＡＴ

ｑＤＦＲｒ ＧＣＴＴＣＡＴＴＡＣＣＴＧＴＧＡＴＴＧＧ

ｑＡＮＳｆ ＡＧＧＡＧＡＡＧＡＴＣＡＴＡＣＴＣＡＡＧ

ｑＡＮＳｒ ＴＣＡＡＴＴＣＴＴＡＡＡＣＴＣＴＴＣＴ

ｑＴＵＢｆ ＴＧＡＧＣＡＣＣＡＡＡＧＡＡＧＴＧＧＡＣＧＡＡＣ

ｑＴＵＢｒ ＣＡＣＡＣＧＣＣＴＧＡＡＣＡＴＣＴＣＣＴＧＡＡ

１．４　生物信息学分析
使用ＮＣＢＩＢＬＡＳＴ进行氨基酸序列的同源分

析，利用 ＥｘＰＡＳｙＰｒｏｔＰａｒａｍＴｏｏｌ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．
ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／），ＨＮＮ ＳＥＣＯＮＤＡＲＹ ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ
ＰＲＥＤＩＣＴＩＯＮ ＭＥＴＨＯＤ，Ｓｗｉｓｓ－ＭｏｄｅｌＷｏｒｋｐｌａｃｅ
（ｈｔｔｐ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）和 ＴＭＧＭＭ２．０等

软件进行蛋白质各级结构预测。编码蛋白的修饰

位点检测在 ＫｉｎａｓｅＰｈｏｓ（ｈｔｔｐ：／／ｋｉｎａｓｅｐｈｏｓ．ｍｂｃ．
ｎｃｔｕ．ｅｄｕ．ｔｗ／）中完成［１２－１５］。

１．５　ＰｏＤＦＲ基因的表达分析
用不同时期的种皮 ｃＤＮＡ为模板，选用牡丹

β－ 微 管 蛋 白 基 因 ｂｅｔａ－Ｔｕｂｕｌｉｎ（登 录 号：
ＥＦ６０８９４２）为实时定量反应的参考基因［２］。采用

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ法在ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ实
时定量ＰＣＲ仪上按照仪器说明进行试验。每个样
品重复３次，并使用２－ΔΔＣＴ方法进行数据分析［１６］。

１．６　ＰｏＤＦＲ基因的原核表达分析
首先用 ＥｃｏＲＩ、ＨｉｎｄⅢ双酶切线性化处理原核

表达载体 ｐＥＴ－２８ａ［１７］。基于载体切口两端的
１５ｂｐ同源序列设计特异性引物 ｎｒＤＦＲｆ和 ｎｒＤＦＲｒ
（表１）。使用 ｃＤＮＡ作为模板，高保真酶扩增靶基
因，并通过凝胶电泳检测回收产物和线性化载体，

在重组酶的作用下进行连接。根据热激法连接产

物转移至ＤＨ５α感受态细胞，并在过夜培养后挑斑
用于ＰＣＲ验证。将验证后的阳性细菌溶液送去测
序以确保没有位点突变。在３７℃下培养合格的阳
性细菌溶液过夜后，提取质粒并转移到大肠杆菌

ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞中。在证实为正确且没有
位点突变的重组载体菌液过夜培养后，将 ＬＢ液体
培养基稀释５０倍并继续培养直至 Ｄ６００ｎｍ约为０．６。
通过加入终浓度为１．０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ诱导外源基
因的表达，并分别在０、２、４、６、８ｈ后收集细菌溶液，
同时用 ＰＥＴ－２８ａ载体作为对照。确定了最佳诱导
时间后，ＩＰＴＧ的终浓度分别设定为０、０．２、０．４、０．６、
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０．８、１．０ｍｍｏｌ／Ｌ，以确定最佳诱导浓度并收集诱导
菌液。吸取上清液进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳。考马斯
亮蓝染色后，再脱色并拍照保存［１８－１９］。

１．７　原核表达蛋白酶促反应
通过获得的最佳诱导方法诱导重组蛋白，并使

用溶菌酶法提取蛋白质。诱导后，４℃收集菌液，
４０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，去除上清液，用 Ｂｕｆｆｅｒ
（１００ｍｍｏｌ／Ｌ Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ，１ ｍｍｏｌ／Ｌ ＥＤＴＡ，
１００μｇ／ｍＬ的溶菌酶，ｐＨ值８．０）重悬，室温条件下
孵育 １５ｍｉｎ，超声 １５～２０ｓ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ，取上清液［２０］。根据 ＤＦＲ蛋白的特性，使用
二氢槲皮素作为反应的底物，选择粗提蛋白作为催

化剂进行酶促反应，并设定对照组 ＰＥＴ－２８ａ诱导
提取蛋白。将单独ＤＦＲ原核表达蛋白催化、ＤＦＲ和
ＡＮＳ原核表达蛋白联合催化设置为 ２个试验组。
反应条件为３０℃、３０ｍｉｎ，结束后保存于４℃。
１．８　高效液相色谱法检测

通过日立Ｌ－２０００高效液相色谱仪检测酶促反
应物，检测器为Ｌ－２４５５型二极管阵列检测器，检测
波长 为 ２００～７００ｎｍ，Ｃ１８柱 （Ｈｉｔａｃｈｉ，Ｊａｐａｎ，
２５０ｎｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），柱温 ４０℃，进样量为

１０μＬ，流速为０．５ｍＬ／ｍｉｎ。流动相参数 Ａ：０．０４％
甲酸水溶液，Ｂ：乙腈（色谱级）。采用梯度洗脱，洗
脱程序为 ０～４０ｍｉｎ，Ａ为 ０～９５％，Ｂ为 ５％ ～
１００％；４０～６０ｍｉｎ，Ａ为０，Ｂ为１００％。

２　结果与分析

２．１　ＰｏＤＦＲ基因的序列与分析
以凤丹牡丹的ｃＤＮＡ为模板，通过ＲＴ－ＰＣＲ扩

增ＰｏＤＦＲ基因全长，获得１０００ｂｐ的基因序列（图
３）。它包含 １个完整的开放阅读框（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇ
ｆｒａｍｅ，ＯＲＦ），共有１０９５个碱基编码３６４个氨基酸
残基（图４）。
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２．２　ＰｏＤＦＲ基因的生物信息学分析
用 Ｂｌａｓｔ比较凤丹牡丹的 ＤＦＲ基因序列与

ＮＣＢＩ中其他植物的ＤＦＲ基因序列，结果表明，凤丹
牡丹ＤＦＲ基因与芍药 ＤＦＲ基因（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：
ＪＱ０７０８０４．１）、枫香 ＤＦＲ基因（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：
ＪＸ９４４７８５．１）、圆叶葡萄ＤＦＲ基因（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：
ＫＣ４６０２６８．１）的同源性分别为９７％、８３％、８０％，与胡
杨ＤＦＲ基因（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＸＭ０１１００９１５０．１）、欧
洲草莓ＤＦＲ基因（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＫＣ８９４０５２．１）、
杂交月季ＤＦＲ基因（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＡＹ７８０８８５．１）等
的同源性也在７０％以上。凤丹 ＰｏＤＦＲ蛋白相对分
子质量为４０７９６．１７ｕ，通过 ＥｘｐａｓｙＰｒｏｔｐａｒａｍ在线
预测ＰｏＤＦＲ蛋白氨基酸成分及比例如表２所示。

表２　ＰｏＤＦＲ氨基酸成分

氨基酸 数量 比例（％） 氨基酸 数量 比例（％）

Ａｌａ（Ａ） ２４ ６．６ Ｌｅｕ（Ｌ） ３２ ８．８

Ａｒｇ（Ｒ） １２ ３．３ Ｌｙｓ（Ｋ） ２６ ７．１

Ａｓｎ（Ｎ） １０ ２．７ Ｍｅｔ（Ｍ） １５ ４．１

Ａｓｐ（Ｄ） ２１ ５．８ Ｐｈｅ（Ｆ） １８ ４．９

Ｃｙｓ（Ｃ） ９ ２．５ Ｐｒｏ（Ｐ） １８ ４．９

Ｇｌｎ（Ｑ） ８ ２．２ Ｓｅｒ（Ｓ） ２４ ６．６

Ｇｌｕ（Ｅ） ２６ ７．１ Ｔｈｒ（Ｔ） ２４ ６．６

Ｇｌｙ（Ｇ） ２１ ５．８ Ｔｒｐ（Ｗ） ５ １．４

Ｈｉｓ（Ｈ） １２ ３．３ Ｔｙｒ（Ｙ） ９ ２．５

Ｉｌｅ（Ｉ） ２１ ５．８ Ｖａｌ（Ｖ） ２９ ８．０

　　利用ＣＥＬＬＯｖ．２．５在线软件预测 ＰｏＤＦＲ蛋白
在真核生物中的亚细胞定位，发现它在细胞质中具

有最高的定位概率，可靠性为４．０６３。其理化性质
详见表３。

表３　ＰｏＤＦＲ理化性质

项目 ＰｏＤＦＲ蛋白

理论等电点 ５．７６

负电荷残基（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ） ４７

正电荷残基（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ） ３８

消光系数 ４１４１０

哺乳动物体内半衰期 ３０ｈ

不稳定系数 ３４．２６（ｓｔａｂｌｅ）

脂溶指数 ８６．４８

总平均疏水性 －０．０７７

　　ＨＮＮ用于预测凤丹 ＰｏＤＦＲ的二级结构。结果
表明，ＰｏＤＦＲ由３５．４４％的 α－螺旋（α－ｈｅｌｉｃｅｓ），
１７．８６％的延伸链（ｅｘｔｅｎｄｅｄｓｔｒａｎｄｓ）和４６．７９％的无
规则卷曲（ｒａｎｄｏｍｃｏｉｌｓ）组成。ＰｏＤＦＲ蛋白的三级
结构预测如图５所示。分析了 ＰｏＤＦＲ蛋白的保守
结构域（图 ６），ＰｏＤＦＲ蛋白具有典型的 ＰＬＮ０２６５０
结构特征，其是 ＤＦＲ蛋白的特定位点，因此推测该
蛋白是ＤＦＲ。

　　由激酶Ｐｈｏｓ预测 ＰｏＤＦＲ的蛋白磷酸化位点含
有２个丝氨酸磷酸化位点（分别位于２９７、３０４氨基
酸）和３个苏氨酸磷酸化位点（分别位于 ３９、１２３、
３２２氨基酸）和 １个酪氨酸磷酸化位点（２５５氨基

酸）（图７）。
２．３　ＰｏＤＦＲ基因表达分析

根据 ＤＦＲ基因序列，使用特异引物，通过实时
定量方法（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ）对凤丹种壳发育过程中
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ＤＦＲ基因的表达量进行分析。结果（图８）显示，ＤＦＲ
基因在Ｓ２时期达到最高表达水平，是Ｓ１时期的７．３１
倍；Ｓ２时期后，ＤＦＲ基因的表达量逐渐降低。
２．４　原核表达分析
２．４．１　重组载体 ｐＥＴ－ＰｏＤＦＲ　原核表达载体
ｐＥＴ－２８的双切线性化处理ａ质粒，如图９所示，由

于各种形式，在载体被消化之前，存在多个电泳条

带，并且消化后的载体和预期的大小基本相同。如

图１０、图１１所示，有一个阳性转化体存在于重组载
体ｐＥＴ－ＰｏＤＦＲ中。在验证阳性转化体被摇动过夜
并进行测序后，与第一次测序结果相比没有发现突

变位点，因此表明成功构建了原核表达载体。

２．４．２　重组蛋白的诱导表达　诱导重组表达载体
表达具有约４５０００ｕ的相对分子量的特定蛋白质条
带。ＰｏＤＦＲ蛋白大小为４０７９６．１７ｕ，加上原核表达
载体ｐＥＴ－２８ａ表达的约３４００ｕ的融合标签，与预
期相符合（图 １１、图 １２）。此外，诱导约 ６ｈ后，
ＰｏＤＦＲ的表达水平最高。外源蛋白的表达水平明
显高于载体 ｐＥＴ－２８ａ本身的表达水平，从中可以
得出，这是诱导的最佳时间。而 ＰｏＤＦＲ表达量在
０２ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ浓度诱导下外源蛋白表达量最高，
结果表明这是最佳诱导浓度。

２．５　酶促反应
使用在前一步骤中获得的最佳条件诱导外源

ＰｏＤＦＲ在大肠杆菌中的表达，底物是二氢槲皮素。
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在ＮＡＤＰＨ和粗蛋白提取物的作用下，仅用 ＰｏＤＦＲ
蛋白的催化进行酶促反应，二氢槲皮素的颜色变暗；

ＰｏＡＮＳ蛋白质结合起来催化，颜色迅速变红（图
１３），可以发现 Ｂ管反应的颜色明显比 Ａ管中
ＰｏＤＦＲ单独反应的颜色更红。ＰｏＡＮＳ的催化底物
为无色花青素，可初步推断二氢槲皮素在 ＰｏＤＦＲ蛋
白的催化下合成了无色花青素。对照组空载体

ｐＥＴ－２８蛋白质提取物与二氢槲皮素反应，没有任
何颜色变化。

２．６　高效液相色谱分析

　　将前一步获得的酶促反应物液体于５２０ｎｍ波
长下检测。结果显示，在空载体 ｐＥＴ－２８ａ中没有
检测到吸收峰（图１４），ＰｏＤＦＲ和 ＰｏＡＮＳ的联合反
应物检测到吸收峰（图１５），结合酶促反应的结果表
明，ＰｏＤＦＲ和ＰｏＡＮＳ联合催化出了花青素，两者都
具有催化反应性。而 ＡＮＳ催化合成花青素的反应
底物是无色花青素，证明了ＤＦＲ基因能够将二氢槲
皮素催化合成无色花青素。进一步说明了本试验

克隆的ＤＦＲ基因是与凤丹相对应的花青素催化合
成的相关基因。

３　结论与讨论

在该研究中，通过 ＲＴ－ＰＣＲ技术获得 ＰｏＤＦＲ
基因序列。凤丹ＤＦＲ基因的生物信息学分析表明，
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它与芍药ＤＦＲ基因具有最高同源性，达到９７％，证
明了芍药与牡丹有着十分接近的亲缘关系，ＰｏＤＦＲ
蛋白也具有典型的ＤＦＲ保守结构域。
　　ＤＦＲ基因表达量与花青素合成密切相关。本
试验实时定量结果表明，ＰｏＤＦＲ基因的表达量在Ｓ２
时期达到最高，然后表达水平逐渐下降。可能是在

早期阶段，作为合成花青素的上游基因 ＤＦＲ蛋白，
催化合成了大量的无色花青素，在后期，则需要ＡＮＳ
基因将无色花青素催化合成为花青素，ＤＦＲ基因不
参与花青素合成的后期反应。

　　本研究成功构建了 ｐＥＴ－ＰｏＤＦＲ原核表达载
体，ＩＰＴＧ诱导了外源基因的原核表达蛋白。通过聚
丙烯胺凝胶电泳确定６ｈ为原核表达载体最佳的表
达时间。结果表明，常用的１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导浓
度不适用于该原核表达载体，可能因为高浓度的

ＩＰＴＧ抑制了大肠杆菌细胞的正常生长活性，此浓度
不利于外源基因在质粒载体上的表达。在确定

０．２ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ作为原核表达载体的最佳浓度
后，聚丙烯胺凝胶电泳还显示原核表达的蛋白与预

测位置处的空载体明显不同。此外，它在大肠杆菌

中表达的蛋白中占比较高，这也表明ＩＰＴＧ的诱导促
进了插入质粒载体ｐＥＴ－２８ａ上的外源基因的表达。
　　牡丹中的花青素主要是矢车菊素和芍药素，二
氢槲皮素是这２种花青素的上游前体，因此，用二氢
槲皮素作为原核表达 ＰｏＤＦＲ的催化反应底物。结
果显示，ＰｏＤＦＲ原核表达的粗蛋白提物可以催化二
氢槲皮素合成无色花青素，无色花青素不稳定，在

自然条件下转化为红色花青素，而对照组空载体原

核表达蛋白粗提物没有发生相应的颜色变化，证实

获得的ＤＦＲ基因具有相应的功能活性。同时，本研
究还利用李果等获得的 ＰｏＡＮＳ原核表达蛋白粗提
物［２１］与 ＰｏＤＦＲ蛋白联合催化，发现反应产物比
ＰｏＤＦＲ单独催化时更红。再用高效液相色谱法进
行验证，在５２０ｎｍ波长下，空载体没有检测到吸收
峰，而 ＰｏＡＮＳ与 ＰｏＤＦＲ联合催化的反应物检测到
了吸收峰，这也进一步证明了ＤＦＲ是凤丹牡丹花青
素合成的相关基因。本研究旨在通过 ＲＮＡｉ及病毒
干扰技术干扰花青素合成途径的下游基因，调节花

青素的合成与积累，为培育具有经济价值和观赏价

值的凤丹新品种奠定一定的理论基础。
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