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黑果枸杞LrANS基因的克隆及表达分析
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摘要       以黑果枸杞为材料 ,  利用同源克隆和 RACE技术克隆了花青素合成相关基因

LrANS(GenBank登录号为MK713977)。序列分析表明, LrANS基因cDNA全长为1 527 bp, 包含1 290 bp
的开放阅读框 , 编码429个氨基酸 ; 亚细胞定位显示 , LrANS主要分布于细胞质及细胞膜上 ; 同源序列

比对表明, LrANS与烟草NtANS的氨基酸序列相似性较高, 达到77.2%。RT-PCR分析显示, LrANS基因

在根、茎、叶、花、青果、紫果和黑果中均有表达, 且在黑果中的表达显著高于其他组织; 在紫外胁

迫下, LrANS基因的表达显著下降。推测LrANS基因在花青素合成中发挥着重要作用。
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Cloning and Expression Analysis of LrANS from Lycium ruthenicum Murr
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Abstract       Taking the Lycium ruthenicum Murr as materal, an anthocyanidin synthesis-related gene named 
LrANS (GenBank accession number MK713977) was cloned by homologous cloning and RACE methods. The 
sequence analysis showed that the length of LrANS gene was 1 527 bp, which contained a 1 290 bp ORF encoding 
429 amino acids. Subcellular localization assays showed that the LrANS protein was localized in the cytoplasm and 
cytomembrane. Comparison of homology amino acid sequence indicated that LrANS had higher similarity with 
Nicotiana tabacum ANS (77.2%). The RT-PCR analysis showed that the LrANS gene was expressed in roots, stems, 
leaves, flowers, green fruits, purple fruits and black fruits, and the expression level in black fruits was significantly 
higher than other tissues. The LrANS gene expression was dramatically decreased under UV irradiation. It is specu-
lated that the LrANS gene may play an important role in the anthocyanidin synthesis of L. ruthenicum.

Keywords       Lycium ruthenicum Murr; anthocyanidin; LrANS; UV irradiation

花青素(anthocyanidins)又称花色素或花色苷, 属
于黄酮类化合物, 是植物重要的次生代谢产物, 常与

不同种类单糖结合形成糖苷累积于表皮细胞液泡中, 
使植物的花、果实、种皮等器官呈现红色、紫色、

深蓝色等颜色, 这在吸引昆虫传粉、防御紫外线辐

射、抵抗低温、防治病害等方面发挥着非常重要

的生理功能[1-2]。花青素合酶(anthocyanidin synthase, 
ANS)是花青素合成通路末端的关键酶, 依赖2-酮戊

二酸依赖性双加氧酶(2-ODDs)及亚铁离子催化无色

花青素向有色花青素转变[3-4]。ANS由一个小的基因
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家族编码, 其开放阅读框普遍大于1 000 bp, 基因序列

含有1至2个内含子 , 启动子区具有基本启动子元件、

转录因子结合元件和环境响应元件等 [5-6]。自1990年
首个ANS基因从玉米中分离得到以来 , 已先后在山药

(Dioscorea opposita)、马铃薯(Solanum tuberosum)、荞

麦(Fagopyrum dibotrys)、荔枝(Litchi chinensis)、菊花

(Dendranthema morifolium)、鸡爪槭(Acer palmatum)等
植物中克隆得到ANS基因 [7-9]。MYB、bHLH、WD40
类转录因子可以调控ANS基因的表达 , 从而控制植物

花青素积累影响到花瓣着色 [10-12]。ANS的表达产物可

以积极响应植物激素的调节以帮助植物抵御逆境胁

迫[6]。

黑果枸杞 (Lycium ruthenicum Murr)属茄科 (So-
lanceae)枸杞属 (Lycium L.), 是一种分布于我国西北

地区的多棘刺灌木 , 其果实成熟后含有丰富的花青

素, 有植物界“花青素之王”的美称[13]。目前, 对黑果

枸杞花青素及其合成相关基因还不是很清楚。为此, 
本研究以黑果枸杞为材料, 通过RT-PCR, 结合RACE
技术克隆了其花青素合成酶基因LrANS, 并研究该

基因在不同组织中的表达; 通过紫外胁迫处理, 进一

步研究该基因与环境的关系 , 为阐明黑果枸杞花青

素的合成以及分子适应机制提供理论依据。

1   材料和方法
1.1   材料及处理

黑果枸杞种子和组织采自柴达木盆地东沿都

兰县境内诺木洪农场, 其中青果为开花后15天、紫

果为开花后22天、黑果为开花后30天。

选取培养60天的黑果枸杞种子苗, 按照师生波

等[14]的方法进行紫外胁迫处理, 分别于处理后1、3、
6、9和12 h取叶片为材料。

1.2   实验方法

1.2.1   黑果枸杞LrANS基因的克隆      根据NCBI上
已克隆的茄科植物ANS序列设计特异性引物 (表1), 
以黑果枸杞叶片为材料 , 利用TaKaRa试剂盒提取总

RNA, 反转录合成cDNA为模板 , 利用Ex Taq酶进行

PCR扩增反应获得LrANS基因的中间片段 , 将克隆

获得的产物连接至 pMD® 19-T载体上进行测序 , 经
Blast序列比对确定为 LrANS基因目标序列。再根

据已得到序列设计3′-RACE和5′-RACE特异性引物 , 
按照TaKaRa公司的SMARTer® RACE5′-/3′-Kit说明

书进行3′和5′-RACE PCR扩增反应 , 扩增产物连接

至pMD® 19-T载体上进行测序 , 经NCBI序列比对确

定为目标序列 , 根据 3个片段拼接成的LrANS基因

cDNA序列设计验证引物 , 并进行LrANS基因cDNA
全长序列扩增验证。

1.2.2   黑果枸杞LrANS基因生物信息学分析      利
用ORF Finder寻找开放阅读框 ; 用NCBI中的Blast
工具预测编码蛋白保守结构域 ; 用ProtParam(http://
web.expasy.org/protparam/)预测蛋白质理化性质 ; 用
SOPMA(http://pbil.ibcp.fr)和SWISS-MODEL(http://
swissmodel. expasy.org/)对氨基酸的二三级结构进行

预测 ; 用Netphos3.1(http://www.cbs.dtu.dk/services/
NetPhos/)预测蛋白磷酸化位点 ; 用ProtScale(https://
web.expasy.org/protscale/)预测蛋白亲 /疏水性 ; 用
TMpred(https://embnet.vital-it.ch/software/TMPRED_
form.html)预测蛋白跨膜结构域 ; 用SignalP(http://
www.cbs.dtu.dk/services/SignalP)预测信号肽 ; 用
predictprotein(https://www.predictprotein.org/)预测亚

细胞定位 ; 用DNAMAN比对氨基酸序列 ; 以MEGA 
7.0构建系统发育进化树 ; 用FoldIndex(http://biopor-
tal.weizmann.ac.il/fldbin/findex)进行蛋白无序化分

析。

1.2.3   LrANS基因的亚细胞定位      利用Primer Pre-
mier 5在基因LrANS开放阅读框上游设计带有Bsa 
I和Eco 31I酶切识别位点的引物LrANS-F/LrANS-
R及表达载体检测引物ANS1/ANS2。利用设计的

表达载体构建引物对LrANS基因的CDS区进行扩

增, 并对PCR产物和pBWA(V)HS-GLosgfp载体进

行双酶切; 将酶切目标基因片段和表达载体片段用

T4DNA连接酶连接, 构建融合表达载体35S::LrANS-
GFP。利用热击法转化大肠杆菌DH5α, 鉴定出阳性

克隆后扩大培养并提取重组质粒。通过液氮冻融法

将重组质粒35S::LrANS-GFP转化至农杆菌GV3101, 
之后将用含有35S::LrANS-GFP质粒的农杆菌侵染

本氏烟草叶片; 培养48 h后, 利用荧光共聚焦显微镜

观察叶片中的荧光信号, 并用含35S::GFP空载体的

农杆菌作为对照组。

1.2.4   LrANS基因的表达分析      以黑果枸杞根、茎、

叶、花、青果、紫果、黑果和紫外处理不同时间下

的叶片为实验材料 , 提取总RNA, 反转录cDNA为模

板 , 利用实时荧光定量PCR技术 , 进行LrANS基因的

表达分析; 选用β-Actin为内参基因, 引物序列见表1。
按照SYBR Premix Ex Taq II说明书进行RT-PCR, PCR
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反应程序: 95 °C预变性3 min, 95 °C变性10 s, 60 °C退
火30 s, 38个循环; 72 °C延伸10 min。实验设计了3组
生物学重复 , 采用2–ΔΔCT法计算LrANS在不同组织及

紫外处理下样品中的表达量 , 数据以SPSS软件进行

统计分析。

2   结果
2.1   黑果枸杞LrANS基因的克隆

根据同源克隆的方法, 设计了上下游引物ANS-F
和ANS-R, 以逆转录成第一链 cDNA为模板分别进

行扩增和测序 (图1); 克隆得到保守片段约1 200 bp, 
3′RACE片段约260 bp, 5′RACE片段约250 bp, 将保守

片段与5′RACE片段、3′RACE片段拼接得到1条cDNA
全长为1 527 bp的序列。经验证引物扩增最终获得了

完整的黑果枸杞LrANS基因的cDNA序列 , 其中包含

长度为1 290 bp的开放阅读框(图2)及112 bp的5′-UTR

和125 bp的3′-UTR, 3′-UTR包含23 bp的polyA, 将其命

名为LrANS (Genbank登录号为MK713977)。
2.2   黑果枸杞LrANS基因的生物信息学分析

2.2.1   蛋白理化性质预测      蛋白理化性质分析结

果显示, LrANS蛋白的分子式C2143H3362N576O661S14, 
分子量为4.82 kDa, 理论等电点为5.31, 负电荷残基

(Asp+Glu) 72个, 正电荷残基(Arg+Lys) 54个, 不稳定

系数为43.83, 推测LrANS为不稳定酸性蛋白。

2.2.2   磷酸化位点与亲/疏水性分析      磷酸化位点

分析如图3所示, LrANS含有多个磷酸化位点, 丝氨

酸磷酸化位点最多, 多个位点预测值在0.9以上, 表
明其有可能受磷酸化作用调控。此外, 亲/疏水性预

测结果显示, LrANS的GRAVY值为–0.613, 表明其属

于亲水性蛋白。

2.2.3   跨膜结构域分析      跨膜结构预测结果显示, 
LrANS蛋白在239-257位氨基酸处存在一个由外向

表1   引物序列

Table 1   Sequences of primers
引物名称

Primer name
前引物(5′→3′)
Forward primer (5′→3′)

后引物(5′→3′)
Reverse primer (5′→3′)

5′RACE TGC TGC CAT AGC CTT GGA CAT T CTT GGA CAT TGC CAG AGG TTT G              

3′RACE AAG TCT TCA AGA AGG ACG ATC AGG A TCA GGA TAT TGC TGC TGA AGA ATC T    

ORF ATG GTG AGT GCA GTT GTT CC CTA TTT AGA TTC TTC AGC AG

Confirm ATT CAT ACA AAG ATG GTG AGT GCA G CGT ACT ATC TAA ATA GAG CAA CGC

β-Actin CAA TCG GGT ATT TCA AGG TCA AG GAG CAG TGT TTC CCA GCA TTG

RT-ANS TCC ATT GTG TTT TCC CCG TGC CTC CAA CTT CCT TCT CTA        

LrANS CAG TGG TCT CAC AAC ATG GTG AGT
GCA GTT GTT CC

CAG TGG TCT CAT ACA TTT AGA TTC TTC AGC 
AA

ANS ATG GTG AGT GCA GTT GTT CC ACA TTT AGA TTC TTC AGC AA

M: Marker DL2000; 1: 保守片段; 2: 3′-RACE; 3: 5′-RACE; 4: 全长验证。

M: Marker DL2000; 1: conserved region; 2: product of 3′-RACE; 3: product of 5′-RACE; 4: confirmation of full-length cDNA.
图1   黑果枸杞LrANS基因的扩增

Fig.1   Amplification of LrANS gene in Lycium ruthenicum
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内的跨膜螺旋, 加权平均分为722大于模型设定500, 
推测其实以一个跨膜蛋白。同时, SignalIP预测结果

显示, LrANS没有信号肽, 属于非分泌性蛋白。

2.2.4   蛋白无序化分析和二三级蛋白结构预测      
利用FoldIndex程序对LrANS蛋白进行无序化预测

分析。图 4结果显示 , 该蛋白整个氨基酸序列中有

3个无序化区域 , 包含196个氨基酸 , 无序化比例为

45.69%。为进一步分析LrANS蛋白的结构 , 通过

SPOMA软件分析LrANS蛋白二级结构 , 得出α螺旋

(alpha helix)占37.53%, β转角 (beta turn)占5.59%, 无

规则卷曲 (random coil)占40.56%, 延伸链 (extended 
strand)占16.32%。利用SWISS-MODEL对其三级结

构的预测中发现LrANS蛋白属于PLN03178蛋白超家

族。

2.2.5   LrANS蛋白亚细胞定位分析      以含有

35S::LrANS-GFP质粒的农杆菌侵染本氏烟草叶片, 
培养48 h后, 利用荧光共聚焦显微镜观察叶片中的

荧光信号, 并用含35S::GFP空载体的农杆菌作为对

照组。与35S::GFP对照组相比, 含有目标基因的

35S::LrANS-GFP融合蛋白, 绿色荧光信号主要集中

图2   黑果枸杞LrANS的编码序列全长及氨基酸序列

Fig.2   Coding sequence and deduced amino acid sequence of LrANS

图3   LrANS磷酸化位点分析

Fig.3   Phosphorylation site prediction analysis of LrANS
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于细胞质(图5), 而对照组在烟草细胞质、细胞核中

均有绿色荧光信号分布。定位结果与预测结果基本

一致, LrANS主要定位于细胞质中, 推测其编码结构

蛋白在细胞质的生理生化反应中发挥重要作用。

2.3   多序列比对及系统进化分析

利用 MEGA7.0对 20种不同植物的 ANS蛋白

构建系统进化树 (图 6), 结果发现 LrANS与烟草

(MF445066.1)、马铃薯 (NM_001287930.1)、茄子

A: LrANS折叠状态分析, 数值的正负表示蛋白的有序和无序状态; B: 三级结构预测; C: 二级结构预测, 蓝色: α螺旋; 红色: 延伸链; 绿色: β折叠; 
紫色: 无规卷曲。

A: analysis of the folding state of LrANS from L. ruthenicum, positive and negative numbers represent ordered and nonordered protein, respectively; B: 
predicted 3-D structure; C: predicted secondary structure. blue: the alpha helix; red: the extended chain; green: the β-fold; purple: the random curl.

图4   黑果枸杞LrANS蛋白生物信息学分析

Fig.4   Bioinformatic analysis of LrANS protein in L. ruthenicum
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A: localization of 35S::GFP protein; B: localization of 35S::LrANS-GFP fusion protein. GFP: green fluorescence; Auto: chloroplast autofluorescence.
图5   LrANS-GFP融合蛋白在烟草表皮细胞中的亚细胞定位

Fig.5   Subcellular localization of LrANS-GFP in the epidermal cells of Nicotiana benthamiana
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(KT727966.1)等茄科植物进化关系较近, 处于同一

进化分支。通过DNAMAN6.0对黑果枸杞LrANS与
其他进化关系较近的不同植物ANS氨基酸序列比对

发现(图7), LrANS与烟草相似性最高, 为77.2%。与

马铃薯、茄子也均有较高的相似性。

2.4   黑果枸杞LrANS基因的表达分析

2.4.1   组织特异性表达分析      利用RT-PCR分析黑

果枸杞不同组织中LrANS基因的表达情况 , 图8结果

显示 , LrANS基因在检测的组织中均有表达 , 且黑

果中的表达量显著高于其他组织 ; 表达量由高到低

依次为 : 黑果>紫果>绿果>花>叶>茎>根。这表明

LrANS基因的表达水平随果实的发育程度不断增

强。

2.4.2   紫外胁迫下的表达分析      紫外胁迫下, 黑果

Malus domestica (AF 117269.1)

Pyrus pyrifolia (GU 390546.1)
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Dahlia pinnata (AB 591830.1)

Saussurea medusa (AY 547342.1)
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Rosa chinensis (XM 024323131.1)
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Solanum lycopersicum (XM 004249037.4)
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Solanum tuberosum (NM 001287930.1)
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图6   ANS系统进化树分析

Fig.6   Phylogenetic tree of ANS

SmANS: 茄子(KT727966.1); LrANS: 黑果枸杞(MK713977); StANS: 马铃薯(NM_001287930.1); NtANS: 烟草(MF445066.1)。
SmANS: solanum melongena (KT727966.1); LrANS: lycium ruthenicum (MK713977); StANS: solanum tuberosum (NM_001287930.1); NtANS: 
nicotiana tabacum (MF445066.1).

图7   ANS蛋白多序列比对

Fig.7   Multiple sequence alignment of ANS
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枸杞叶片中LrANS基因的表达量显著下降, 1 h时表

达量最低, 为对照组的1/12, 其后表达量缓慢上升, 
12 h恢复到对照组的1/5, 整体呈现先降低再缓慢上

升的变化趋势(图9)。

3   讨论
ANS作为植物花青素合成的关键基因, 对植物

生长发育至关重要, 其分子机制及功能研究受到了

广泛的关注。我们从黑果枸杞中克隆了LrANS基

因, 序列分析表明, LrANS属于PLN03178超家族, 包
含典型的2OG-Fe(II)结构域。系统进化树分析与氨

基酸序列比对结果显示, 黑果枸杞LrANS蛋白与烟

草、茄子、马铃薯等茄科植物的ANS蛋白处于同一

进化分支, 其中又与烟草的相似性较高, 达到77.2%。

已有研究证实, 马铃薯StANS、茄子SmANS及烟草

NtANS基因参与了花青素的合成[15-17]。因此, 推测黑

果枸杞LrANS基因的功能与它们的相似, 也与花青

素的合成有关。

不同字母表示不同组织间的表达差异显著, P<0.05。
Different letters represent significant difference among different tissues, P<0.05.

图8   LrANS基因在不同组织间的表达情况

Fig.8   Relative expression level of LrANS gene in different tissues
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不同字母表示同一处理不同时间的表达差异显著, P<0.05。
Different letters represent significant different among difference time points within same treatment, P<0.05.

图9   LrANS基因在紫外胁迫下的表达分析

Fig.9   Relative expression level of LrANS gene under UV irradiation
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植物 ANS基因的表达具有组织特异性 , 王雪

等 [18]发现 , RtLDOX2/(ANS)在长叶红砂 (Reaumuria 
trigyna)叶中特异性表达 ; Xu[19]检测到银杏 (Ginkgo 
biloba)GbANS在成熟果实中的表达量远远高于其他

组织; Liu等[20]测出甘薯(Ipomoea batatas)中IbANS基
因在块根及周皮中表达量更高; 钟淮钦等[21]发现, 鸡
爪槭 (Acer palmatum)叶片中ApANS表达量在展叶期

最高。本研究发现 , 黑果枸杞LrANS基因在所有组

织中均有表达, 不具有组织特异性, 但在成熟期果实

中的表达量较高，在根、茎、叶中的表达量较低。

本实验室曾对黑果枸杞果实花青素含量的变化进行

了研究 , 发现随着果实的发育花青素的含量逐渐升

高 [22]。在黑果枸杞果实的发育中 , LrANS基因的表

达与花青素含量的变化呈现了相同的变化趋势 , 我
们进一步推测LrANS基因与花青素的合成相关。

诸多证据表明, 植物ANS基因的表达受各种转

录因子及环境胁迫诱导[23-26]。为研究LrANS基因与

紫外辐射的关系, 我们对黑果枸杞种子苗进行了紫

外胁迫处理, 结果显示, LrANS基因的表达量显著

下降。在花青素合成途径中, 一般由MYB转录因

子、bHLH转录因子和WD40转录因子构成的蛋白

复合体(MBW)直接调控包括ANS在内的结构基因的

转录[27]。本实验室研究发现, 黑果枸杞LrTTG1基因

(WD40转录因子)的表达水平在紫外胁迫下也显著

下降[22]。根据以上结果推测, LrANS基因可能受到

上游MBW复合体的调控, 在紫外胁迫下, WD40转录

因子的下调导致下游结构基因LrANS的表达量下降, 
这与周雯在甘蓝(Brassica oleracea)中的研究结果一

致[26]。但在黑果枸杞果实中, LrANS基因的表达与

WD40转录因子以及紫外辐射的关系是否与种子苗

一致, 目前仍然不清楚。

本研究克隆了黑果枸杞LrANS基因, 并对该基

因在不同组织中及紫外胁迫下的表达模式进行了分

析, 推测LrANS基因在调控花青素合成的同时也受

到环境、激素、MBW复合体等的调控。该研究为

进一步明确LrANS基因在黑果枸杞花青素合成中的

分子调控机理奠定了理论基础。
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