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　　摘要：以宁夏枸杞（ＬｙｃｉｕｍｂａｒｂａｒｕｍＬ．）＇宁杞１号＇果实为材料，利用ＲＴ－ＰＣＲ技术，克隆出ＬｂＰＭＥ的全长序列为
１１５２ｂｐ，包含完整的开放阅读框（ＯＲＦ），编码有３８４个氨基酸，蛋白质分子量为４２．６３ｋｕ，理论等电点９．２０；ＬｂＰＭＥ
编码的蛋白包含２个可能的 Ｎ－糖基化结合位点（Ａｓｎ４６和 Ａｓｎ１８３），４个底物结合位点（Ｔｈｒ１６６、Ｇｌｎ２０１、Ａｒｇ３０１和
Ｔｒｐ３０３）和２个酶活性位点（Ａｓｐ２２４和Ａｓｐ２４５）。分析发现，该蛋白由多个呈右手螺旋的β折叠肽链组成，且含有１个
中空三角柱状的ＰＭＥ经典结构；ＬｂＰＭＥ与茄科的烟草的同源性达到９０．８６％。利用实时荧光定量技术，发现不同组
织中ＬｂＰＭＥ均有表达，且在茎中最高而叶中最低，两者存在显著差异；随着果实的发育，ＬｂＰＭＥ表达量呈现出先升后
降趋势，在青果期表达量最高，随后显著降低，在成熟期维持较低水平。本研究结果为进一步探讨枸杞ＬｂＰＭＥ的功能
奠定了基础。
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　　果胶酯酶又称果胶甲酯酶（ｐｅｃｔｉｎｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒａｓｅ，
简称ＰＭＥ），是细胞壁代谢的关键酶之一，ＰＭＥ催化
果胶分子去甲酯化后易与钙离子结合，使细胞壁硬

化，延缓细胞的生长；同时，ＰＭＥ在去甲酯化过程
中，释放大量氢离子，形成低 ｐＨ值的胞外环境，聚
半乳糖醛酸酶和果胶裂解酶活性增强，造成果胶大

量降解，促进细胞加快生长［１－２］。在柑橘、香蕉、苹

果、葡萄、胡萝卜、番茄、马铃薯、豌豆等植物中均有

关于ＰＭＥ的报道［３］。拟南芥ＰＭＥ基因仅在花粉中
特异表达，缺失该基因会造成花粉管形态异常及种

子数减少［４］，而拟南芥 ＰＭＥ基因的表达受丁香假
单胞杆菌番茄致病变种的诱导，当植株受到病菌侵

染时，该基因表达量大幅上升［５］。豌豆根尖 ＰＭＥ
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基因的表达与根边缘细胞的游离紧密相关，该基因

表达会抑制根边缘细胞的正常游离［６］。休眠状态

的黄杉种子未检测到ＰＭＥ的活性，但逐渐增加外源
ＰＭＥ浓度，会引起种子休眠的破坏和萌发［７］。随着

樱桃的果实果肉的软化，ＰＭＥ活性逐渐增高［８］。此

外，通过ＱＴＬ分析筛选出３个果胶酯酶参与番茄果
实抗坏血酸含量的调控［９］。在转 ＣｂＰＭＥＩ１和
ＰＭＥＩ１３基因拟南芥中，ＰＭＥ参与低温和盐胁迫下
根系生长调控［１０］。因此，ＰＭＥ在植物生长发育、种
子萌发和果实软化等过程中发挥着重要作用［１１］。

ＰＭＥ广泛存在于高等植物中，目前已从柑
橘［１２］、棉花［１３］、草莓［１４］、番茄［１５］、枇杷［１６］等中分离

出ＰＭＥ基因。拟南芥ＰＭＥ基因在花和荚果整个发
育阶段均有不同程度的表达［１７］。研究发现，ＰＭＥ
基因大多以基因家族的形式存在［１８－１９］，水稻有５９
个编码基因，拟南芥有６６个编码基因，白杨有８９个
编码基因［２０－２２］，但目前有关于枸杞 ＰＭＥ的研究国
内还尚未见到报道，本研究以宁夏枸杞＇宁杞１号果
实为材料，基于枸杞果实转录组测序数据，克隆出

枸杞果实中ＬｂＰＭＥ的 ｃＤＮＡ全长，并分析枸杞果实
发育各个时期ＬｂＰＭＥ的表达特征，为进一步研究枸
杞ＬｂＰＭＥ基因的功能及枸杞生长代谢机制提供理
论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
供试材料为宁夏枸杞＇宁杞１号＇品种，均采自宁

夏银川市西夏区芦花台园林场国家枸杞种质资源

圃（１０６°９′Ｅ、３８°３８０′Ｎ，海拔１１００ｍ），选取６年生
＇宁杞１号＇树３棵，于２０１８年６

!

７月，在果实发育
的幼果期（开花后约９ｄ）、青果期（开花后约１５ｄ）、
色变期（开花后约２２ｄ）、初熟期（开花后约２９ｄ）和
成熟期（开花后约３６ｄ），分别选取果粒大小均匀、
果色一致的无病虫害的果实；在果实成熟期采集枸

杞根、茎、叶和果实，所用材料用液氮迅速冻结后，

运送回国家枸杞工程中心分子生物学实验室后立

即放置于－８０℃冰箱保存备用。
１．２　方法
１．２．１　ＲＮＡ提取及反转录　采用Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒（北
京ＴＩＡＮＧＥＮ公司）提取枸杞果实的总 ＲＮＡ，利用
ＲＴ－ＰＣＲ试剂盒（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）对提取
的总ＲＮＡ进行反转录，获得单链 ｃＤＮＡ，用于后续
ＬｂＰＭＥ的克隆及表达分析。
１．２．２　目的基因克隆　依据转录组所获得的 ＥＳＴ
序列，设计全长引物：ＬｂＰＭＥ－Ｆ和 ＬｂＰＭＥ－Ｒ（表
１）。以枸杞果实反转录 ｃＤＮＡ为模板，扩增目的基
因 ＬｂＰＭＥ的全长序列。ＰＣＲ反应体系：２×ＰＣＲ
Ｂｕｆｆｅｒ２５μＬ，ｄＮＴＰ（２ｍｍｏｌ／Ｌ）１０μＬ，ＬｂＰＭＥ－Ｆ
（１０μｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，ＬｂＰＭＥ－Ｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，
ｃＤＮＡ模板１μＬ，ＫＯＤＦＸＮｅｏ（１Ｕ／μＬ，ＴｏｙｏｂｏＬｉｆｅ
ＳｃｉｅｎｃｅＣａｔ）１μＬ，ＭｉｌｌｉｐｏｒｅＨ２Ｏ补足 ５０μＬ。ＰＣＲ
反应程序：９８℃预变性５ｍｉｎ；９８℃变性１０ｓ，６０℃
退火３０ｓ，６８℃延伸２ｍｉｎ，共３０个循环；６８℃延伸
５ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物克隆到ｐＭＤ１８－Ｔ载体（德国
ＴａｋａＲａ公司）上进行测序。
１．２．３　实时荧光定量表达分析　根据ＬｂＰＭＥ序列
设计荧光定量引物 ＬｂＰＭＥ－ｑＲＴＦ和 ＬｂＰＭＥ－
ｑＲＴＲ（表１），以１８Ｓ基因为内参基因，在ＢＩＯ－ＲＡＤ
ＣＦＸＣｏｎｎｅｃｔＴＭ荧光定量 ＰＣＲ仪中进行扩增。反应
体 系：ＰｏｗｅｒＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ
（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓＣａｔ）１２．５μＬ，ＬｂＰＭＥ－ｑＲＴＦ
（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，ＬｂＰＭＥ－ｑＲＴＲ（１０μｍｏｌ／Ｌ）
１μＬ，ｃＤＮＡ模板５μＬ，ＭｉｌｌｉｐｏｒｅＨ２Ｏ补足２５μＬ。
内参基因 １８Ｓ使用的实时荧光定量 ＰＣＲ引物为
１８Ｓ－Ｆ２和１８Ｓ－Ｒ２。反应条件：９５．０℃预变性
３ｍｉｎ；循环为 ９５．０℃变性 １０ｓ，５５℃退火 ３０ｓ，
７２℃ 延伸２０ｓ，７５℃读板５ｓ，共４０个循环；溶解曲
线从６５℃上升到９５℃，每次读板上升０．５℃。通

表１　引物序列

名称 序列（５′→３′） 碱基数
Ｔｍ
（℃）

产物全长

（ｂｐ）

ＬｂＰＭＥ－Ｆ ＡＴＧＣＣＡＡＡＴＴＴＴＡＧＡＣＣＡＴＴＴＣ ２２ ５７．２ １１５２
ＬｂＰＭＥ－Ｒ ＴＴＡＡＡＡＡＴＴＧＡＴＣＣＡＴＴＣＡＧＡＧＣＣ ２４ ６０．６

ＬｂＰＭＥ－ｑＲＴＦ ＧＣＡＧＧＡＧＴＴＴＡＣＡＣＧＧＡＧＡＡＡＧ ２２ ５９．２６ １５０
ＬｂＰＭＥ－ｑＲＴＲ ＴＧＡＡＣＣＡＡＡＡＧＴＧＣＣＡＡＧＧＧ ２０ ５８．８８

１８Ｓ－Ｆ ＡＡＡＧＧＡＡＴＴＧＡＣＧＧＡＡＧＧＧＣ ２０ ５８．４５ １５５
１８Ｓ－Ｒ ＣＡＡＣＴＡＡＧＡＡＣＧＧＣＣＡＴＧＣＡ ２０ ５８．８４
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过计算２－ΔΔＣＴ值来确定该基因的相对表达量。
１．２．４　生物信息学分析　利用 ＤＮＡｍａｎ软件对
ＬｂＰＭＥ全长进行相应氨基酸序列分析；利用
ＰｒｏｔＰａｒａｍｔｏｏｌ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）
完成蛋白基本性质分析；采用 ＰＳＯＲＴＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ
（ｈｔｔｐ：／／ｐｓｏｒｔ１．ｈｇｃ．ｊｐ／ｆｏｒｍ．ｈｔｍｌ）完成亚细胞定位
分析；使用 ＮＣＢＩＣｏｎｓｅｒｖｅｄＤｏｍａｉｎｓ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．
ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ／ｃｄｄ／ｄｏｃｓ／ｃｄｄ＿ｓｅａｒｃｈ．
ｈｔｍｌ）对序列的结构域和功能进行分析；使用ＳＷＩＳＳ－
ＭＯＤＥＬ（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ）进行蛋白
质三级结构预测分析；在 ＮＣＢＩ网站运行的 Ｂｌａｓｔ程
序数据库中对ＬｂＰＭＥ氨基酸序列进行相似性搜索，
并进行了聚类分析；利用 ＭＥＧＡ７软件中提供的比
对功能进行多序列比对并基于邻接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－
ｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ，ＮＪ）构建系统进化树ｂｏｏｔｓｔｒａｐ系数为
１０００次，进化距离计算采用泊松校正方法。

２　结果与分析

２．１　枸杞ＬｂＰＭＥ基因克隆分析
基于转录组测序数据分析，发现 ＴＲ１２４２１｜ｃ０＿

ｇ１的 ＥＳＴ基因在果实发育过程中 ＦＲＫＭ值呈现出
显著差异。以该 ＥＳＴ序列设计特异性异物，从枸杞
果实中获得枸杞果胶酯酶基因片段（图１）。该片段
测序长度为１１５２ｂｐ（图２）。经Ｂｌａｓｔ比对发现，该
序列与果胶酯酶同源，暂时命名为 ＬｂＰＭＥ，ＮＣＢＩ注
册号为ＫＸ５８４４８４。

２．２　枸杞ＬｂＰＭＥ基因氨基酸序列及进化树分析
测 序 结 果 如 图２所 示 。该 基 因 含 有１个
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１１５２ｂｐ的开放阅读框，编码有３８４个氨基酸，其理
论等电点和分子量分别为９．２０和４２．６３ｋｕ，该基因
的氨基酸序列分子式为 Ｃ１９５７Ｈ２９５４Ｎ５１２Ｏ５３３Ｓ１４，包含
２５个碱性氨基酸（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）和 ３６个酸性氨基酸
（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）。消光系数为 ５８３７０，吸光系数为
１３６９。脂肪酸系数为７７．６８，不稳定系数为２８．４０，
是一个较稳定的蛋白。

对其结构域进行分析，结果表明，该蛋白在

Ｓｅｒ３７～Ｉｌｅ３８１位氨基酸序列与果胶酯酶结构域
（ＰＬＮ０２６８２）有较高相似性，其 Ｅ值为０ｅ＋００。由
图３可见，该蛋白具有果胶酯酶的显著特征，在
ＬｂＰＭＥ蛋白序列中发现有２个可能的 Ｎ－糖基化
结合位点（Ａｓｎ４６和Ａｓｎ１８３），４个底物结合位点，分
别是Ｔｈｒ１６６、Ｇｌｎ２０１、Ａｒｇ３０１和 Ｔｒｐ３０３，２个酶活性
位点Ａｓｐ２２４和Ａｓｐ２４５，以及１个疑似的过渡态稳

定位点Ｇｌｎ２２３（未在图上标示）。对其进行三级结
构预测，ＬｂＰＭＥ由多个 β折叠呈现右手螺旋排列，
形成中空的三角形柱状果胶酯酶经典结构，其中一

侧为底物结合与催化位点。无规卷曲形成了４个底
物结合位点（Ｔｈｒ１６６、Ｇｌｎ２０１、Ａｒｇ３０１和 Ｔｒｐ３０３），这
４个位点形成一个四边形结构。
　　采用 ＰＳＯＲＴＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ（ｈｔｔｐ：／／ｐｓｏｒｔ１．ｈｇｃ．ｊｐ／
ｆｏｒｍ．ｈｔｍｌ）对ＬｂＰＭＥ蛋白进行亚细胞定位，结果表
明，该酶有可能是一种分泌在细胞外蛋白，并结合

到细胞壁上发挥其功能。利用 Ｂｌａｓｔ比对分析，
ＬｂＰＭＥ与茄科的同源性最高，与烟草的同源性达到
９０．８６％。利用ＭＥＧＡ７软件，构建果胶酯酶氨基酸
序列的系统发育树（图４），枸杞ＬｂＰＭＥ与茄目物种
烟草、辣椒、马铃薯、牵牛花聚类到一个分枝，并与

真子叶菊分支的其他２个目（唇形目和菊目）果胶
酯酶聚类到一个大分枝上；但与真子叶蔷薇分支物

种的果胶酯酶完全分离。此外，蔷薇分支物种樱桃

与桑树完全聚类到不同的２个分枝中；但亲缘关系
较远的金虎尾目胡杨与无患子目柑橘却聚到一起。

这也说明果胶酯酶在植物进化过程中既具有很好

的保守性，又在物种间呈现出少量变异。

２．３　枸杞ＬｂＰＭＥ基因表达特征分析
通过ｑＲＴ－ＰＣＲ分析发现，枸杞植株根、茎、叶、

果实等组织器官中的 ＬｂＰＭＥ均有表达，其中，茎中
表达量最高，果实中次之，叶中最低，且茎中表达量

显著高于其他３个组织器官（图５－Ａ）。随着枸杞
果实发育，果实中ＬｂＰＭＥ呈现出先升后降的变化趋
势（图５－Ｂ），在青果期表达量达到最大，随后显著
降低，在果实成熟时表达量维持较低水平。在果实

发育的幼果期和成熟期枸杞ＬｂＰＭＥ表达量较低，且
２个发育期表达量无显著差异，但显著低于其他３
个时期，可见，枸杞 ＬｂＰＭＥ在果实发育青果期到初
熟期表现得更为活跃，但在果实成熟时可能由于细

胞壁发育趋于稳定，ＬｂＰＭＥ表达量降低。

３　结论与讨论

自Ｂａｌｅｓｔｒｉｅｒｉｉ等从猕猴桃克隆出第 １个 ＰＭＥ
基因后［２３］，对植物 ＰＭＥ基因的研究愈加深入。植
物天然ＰＭＥ分子量一般在１５～３６ｋｕ［９］，如胡萝卜
３４．５ｋｕ［２４］，大豆３３ｋｕ［２５］，脐橙３６．２ｋｕ［２６］。在本
研究中，成功克隆出枸杞 ＬｂＰＭＥ全长为１１５２ｂｐ，
包含１个完整的开放阅读框（ＯＲＦ），编码３８３个氨
基酸，其理论等电点和分子量分别为 ９．２０和

—６３— 江苏农业科学　２０２１年第４９卷第１８期



４２．６３ｋｕ。而在枇杷中分离出 ２个 ＥｊＰＰＭＥ１和
ＥｊＰＰＭＥ２基因，均包含１个１７３７ｂｐ的开放阅读框
（ＯＲＦ），共编码 ５７８个氨基酸，ＥｊＰＰＭＥ１理论等电
点为８．９４，理论分子量为６３．０５ｋｕ，ＥｊＰＰＭＥ２理论
等电点为９．０４，理论分子量为６３．１２ｋｕ［１６］。可见，
不同植物 ＰＭＥ蛋白分子存在一定差异，这可能是
ＰＭＥ基因大多以基因家族的形式存在的缘
故［１８－１９］。进一步对枸杞ＬｂＰＭＥ蛋白的三级结构域
分析发现，该蛋白具有 ＰＭＥ的显著特征，由多个呈
右手螺旋的β折叠的肽链排列而成，并且形成中空
三角柱状的 ＰＭＥ经典结构，这与胡萝卜、番茄的
ＰＭＥ三维结构基本相似［２７－２８］。

ＰＭＥ是细胞壁代谢的关键酶之一，主要作用是
催化植物细胞壁中的果胶去甲酯化，生成果胶酸和

甲醇，进而调控植物的生长发育。ＰＭＥ广泛存在于
高等植物中，其表达存在时空差异特性，一些 ＰＭＥ
基因在整个植株的生命周期能持续表达［２９］。但也

有一些ＰＭＥ基因只在植株生长发育的特定阶段或
特定的组织器官中表达。在草莓上发现，ＦａＰＥ１仅
在果实中表达，ＦａＰＥ２仅在叶中表达，ＦａＰＥ３－４在
整个植株中均有表达［１５］。在本研究中，ＬｂＰＭＥ在
整个植株均有表达，其中，在茎中的表达量最高，在

叶中的表达量最低。随着果实不断发育，果实中
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ＬｂＰＭＥ表达量呈现出先升后降变化趋势，在整个发
育阶段青果期表达量最高，幼果期最低，这与草莓

果实发育过程中 ＰＭＥ基因变化趋势基本一致。这
就表明ＬｂＰＭＥ在枸杞果实发育的青果期发挥重要
作用，但随着果实不断发育，ＬｂＰＭＥ的表达量逐渐
降低，在果实成熟时维持着较低表达水平，其参与

枸杞果实细胞壁成熟表达水平明显减弱，但 ＬｂＰＭＥ
在果实发育过程中参与果实细胞壁合成调控还有

待于进一步研究。
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