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龙眼己糖激酶基因的克隆及原核表达
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摘要：【目的】克隆龙眼Ｄｉｍｏｃａｒｐｕｓｌｏｎｇａｎ己糖激酶（Ｈｅｘｏｋｉｎａｓｅ，ＨＸＫ）基因，并对其进行生物信息学分析及原核表
达分析．【方法】以龙眼总ＲＮＡ为模板，采用ＲＴＰＣＲ结合ＲＡＣＥ法获得基因全长ｃＤＮＡ序列，构建ｐＥＴ３２ａＤｌＨＸＫ
原核表达载体，转化到大肠埃希菌ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）中诱导表达．【结果和结论】成功克隆龙眼己糖激酶
基因的ｃＤＮＡ全长序列，命名为ＤｌＨＸＫ，登录号为 ＫＦ７７６９０６．１．龙眼 ＤｌＨＸＫ序列全长２１０１ｂｐ，包括１个１４８８ｂｐ
的开放阅读框，预测编码４９５个氨基酸；进化树和相似性分析发现，该基因与温州蜜柑Ｃｉｔｒｕｓｕｎｓｈｉｕ的相似性最高，
达到了８２％；荧光定量表达分析表明，ＤｌＨＸＫ基因随着果实的发育成熟表达量逐渐上升；经 ＩＰＴＧ诱导和 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ检测，所构建的原核表达载体表达的融合蛋白与预期蛋白大小相吻合．由此可见，利用 ＲＴＰＣＲ结合 ＲＡＣＥ
方法成功克隆了龙眼的己糖激酶基因，构建原核表达载体，并在大肠埃希菌Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）中获得高效表达．
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　　龙眼 Ｄｉｍｏｃａｒｐｕｓｌｏｎｇａｎ属于无患子科 Ｓａｐｉｎ
ｄａｃｅａｅ龙眼属，是我国南方主要的亚热带果树之一，
产区主要分布在广东、广西、福建、海南等省．龙眼果
实属于糖直接积累型，果实发育前期只有极少数的

淀粉积累，果实发育后期均以可溶性糖的形式贮藏

于液泡中［１］．龙眼果实成熟时期假种皮中可溶性固
形物质量分数可达２２％～２４％，在龙眼果实的可溶
性固形物中，糖是主要组成成分，因此糖组分及其含

量在一定程度上已经成为衡量龙眼品种好坏的一个

重要指标［２］．大多数高等植物通过光合作用在叶片
中产生以蔗糖为主的碳水化合物，并通过韧皮部运

输分配到不同的库组织中［３］．蔗糖进入库器官后，在
蔗糖合成酶或转化酶作用下分解为果糖和葡萄糖，

果糖和葡萄糖均为己糖［４６］．己糖经过磷酸化后才能
进入糖酵解途径，从而为植物的生理活动提供能量

和中间代谢产物，因而己糖磷酸化对维持植物的呼

吸作用是必不可少的［３］．己糖磷酸化的催化酶统称
为己糖激酶（Ｈｅｘｏｋｉｎａｓｅ，ＨＸＫ）．ＨＸＫ是一种双功能
酶，不仅催化己糖磷酸化，而且在糖信号感受和传达

方面有很重要的作用，同时它也是植物体呼吸代谢

过程中的关键酶之一［７］．因此，探明龙眼果实中ＨＸＫ
的生化性质对其糖信号调控机制和人工调控龙眼果

实中糖含量，提高龙眼果实品质有非常重要的意义．
自从Ｍｉｎｅｔ等［８］通过功能互补表达文库从拟南

芥Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ中鉴定出第一个植物 ＨＸＫ基
因．目前 ＧｅｎＢａｎｋ已登录多种高等植物 ＨＸＫ基因全
长或片段序列．但是关于无患子科的 ＨＸＫ基因至今
鲜见报道．本论文以龙眼为研究材料，分离克隆出龙
眼果实ＨＸＫ基因的 ｃＤＮＡ全长序列，通过荧光定量
技术分析了该基因在果实不同发育期间表达变化情

况，并且构建了该基因的原核表达载体，在大肠埃希

菌Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ中进行表达，为深入探索ＨＸＫ基因
在龙眼果实糖代谢过程中所起作用奠定基础．

１　材料与方法
１．１　材料

试验材料为石硖龙眼Ｄ．ｌｏｎｇａｎｃｖ．Ｓｈｉｘｉａ，采自
广东省农业科学院果树研究所．

参照韩冬梅等［９］对龙眼果实发育进程的研究，

分别于花后５９、７３、８７、９４、１０１和１１０ｄ摘取不同发
育阶段龙眼果实，其中花后１１０ｄ为果实成熟采收时
期．摘取的果实立即运回实验室，去梗，选取发育正

常、外观良好的果实作为试验材料．
采集的假种皮样品于液氮中速冻，置于 －８０℃

超低温冰箱中保存．
１．２　龙眼果实总ＲＮＡ的提取及反转录ｃＤＮＡ的合成
　　从龙眼各发育阶段假种皮中分别提取总 ＲＮＡ，
参照热硼酸方法［１０］，并稍作改动．使用纯度合格且已
经去除基因组ＤＮＡ的混合果皮和果肉的 ＲＮＡ为模
板，采用ＴａＫａＲａｃＤＮＡ合成试剂盒进行反转录，反转
录酶为 ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅＭＭＬＶ，使用 Ｒａｎｄｏｍ
Ｐｒｉｍｅｒ引物，严格按照说明书的方法进行ｃＤＮＡ的合
成，产物于－４０℃条件下保存备用．
１．３　龙眼果糖激酶基因（ＤｌＨＸＫ）的克隆

根据 ＧｅｎＢａｎｋ上登录的其他物种 ＨＸＫ基因序
列，重点关注亚热带果树，经过比对保守区域序列设

计特异引物Ｐ１和Ｐ２．以龙眼ｃＤＮＡ为模板进行片段
扩增：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃４５ｓ，５５℃４５ｓ，７２℃６０ｓ，
共 ３０个循环；７２℃延伸 １０ｍｉｎ．反应产物于 １０
ｇ·Ｌ－１琼脂糖凝胶电泳检测后，切胶回收，连接至
ｐＭＤ１８Ｔ载体，转化大肠埃希菌 ＤＨ５α，菌液鉴定后
送上海生工生物工程公司测序．

根据克隆得到的 ＨＸＫ基因片段序列设计 ３′
ＲＡＣＥ的Ｐ３、Ｐ４引物以及５′ＲＡＣＥ的 Ｐ５引物；３′端
的获得使用 ＴａＫａＲａ３′ＦｕｌｌＲＡＣＥＣｏｒｅＳｅｔ试剂盒，
方法按照说明书步骤进行，５′端的获得通过 ＴａＫａＲａ
的ＣｌｏｎｔｅｃｈＳｍａｒｔ试剂盒，方法按照说明书步骤进
行．扩增产物进行回收转化后测序．根据所得的拼接
序列，在起始密码子处和终止密码子处设计引物 Ｐ６
和Ｐ７，进行 ＰＣＲ扩增，得到全长序列；引物设计、序
列分析使用 ＤＮＡＭＡＮ和 Ｐｒｉｍｅｒ５．本试验中使用的
引物序列见表１，引物均委托上海捷瑞生物工程有限
公司合成．
１．４　生物信息学分析

使用ＧｅｎＢａｎｋ的ＢＬＡＳＴ工具进行序列检索；引
物设计、序列拼接及分析采用ＤＮＡＭＡＮ６．０软件；使
用ＮＣＢＩ中的ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ工具寻找基因的开放阅读
框（ＯＲＦ）；使用 ＥｘＰＡＳｙＰｒｏｔＰａｒａｍ进行蛋白质的理
化性质分析；使用ＴＭＨＭＭ２．０进行跨膜结构预测与
分析；亚细胞定位使用ＰＳＯＲＴ；使用ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８３软
件对氨基酸序列进行多重比对；使用 ＭＥＧＡ５．０软
件中的 ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ法（邻位相连法，ＮＪ）建树，
并进行编辑和测试。

２９ 　　 华　南　农　业　大　学　学　报　　　 第３６卷　



表１　引物序列及用途

Ｔａｂ．１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｔｈｅｉｒｕｓａｇｅ

引物编号 序列（５′→３′）１） 用途

Ｐ１ ＡＡＣＴＴＣＧＧＴＣＣＴＧＣＧＡＧＴＡ ＨＸＫ片段扩增
Ｐ２ ＧＣＴＣＣＡＡＴＧＣＣＴＧＡＴＣＣＡＴ
Ｐ３ ＧＧＴＴＧＣＴＧＣＴＧＴＡＡＴＣＴＴＧＧＧ ＤｌＨＸＫ３′ＲＡＣＥＯｕｔｅｒ
Ｐ４ ＡＧＡＴＡＣＣＧＴＡＡＧＧＧＡＴＧＧＧＧＡ ＤｌＨＸＫ３′ＲＡＣＥＩｎｎｅｒ
Ｐ５ ＧＡＴＧＣＧＡＴＧＡＣＣＴＧＡＡＧＴＴＡＣＣＣＣＡ ＤｌＨＸＫ５′ＲＡＣＥ
Ｐ６ ＡＡＡＡＧＴＧＧＴＧＧＧＧＣＧＡＴＧＧＧ ＤｌＨＸＫＯＲＦ扩增Ｆｏｒ
Ｐ７ ＴＧＧＣＡＣＡＡＡＣＴＣＴＴＧＡＴＡＡＧＧＧＴＡ ＤｌＨＸＫＯＲＦ扩增Ｒｅｖ
Ｐ９ ＧＧＣＴＧＡＴＡＴＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＧＧＡＡＡＧＴＡＧＣＡＧＴＧＧＧ ｐＥＴ３２ａＤｌＨＸＫ载体构建
Ｐ１０ ＣＣＧＣＡＡＧＣＴＴＧＴＣＧＡＣＴＣＡＴＧＡＴＧＣＡＧＣＣＡＣＡＡＧＴＴ
Ｐ１１ ＴＧＧＧＴＧＡＣＡＡＣＡＧＧＴＣＡＡＧＴＡＴＣ 扩增ＧＡＰＤＨ
Ｐ１２ ＴＴＡＴＡＧＧＣＡＧＣＣＡＡＧＣＧＡＣＴＴ
Ｐ１３ ＴＴＡＣＴＧＧＧＡＧＡＧＧＡＡＧＴＧＧＣＴ 定量ＲＴＰＣＲ
Ｐ１４ ＡＡＣＡＡＡＡＣＴＡＡＡＡＡＴＣＧＴＴＡＴＧＧＣ

　１）下划线为载体上的酶切位点ＢａｍＨＩ（ＧＧＡＴＣＣ）和ＳａｌＩ（ＧＴＣＧＡＣ）．

１．５　龙眼果糖激酶基因（ＤｌＨＸＫ）的表达
选用ＤｌＨＸＫ基因作为内参基因进行龙眼果实

ＲＴＰＣＲ分析．２０μＬ扩增体系：ｃＤＮＡ模板１μＬ，上
游引物 Ｐ１３和下游引物 Ｐ１４各 １μＬ，反应 ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＭＩＸ１０μＬ（Ｔｏｙｏｂｏ），ｄｄＨ２Ｏ７μＬ．ＲＴｑＰＣＲ反
应程序：５０℃ ２ｍｉｎ；９５℃ １０ｍｉｎ；９５℃ １５ｓ，６０℃
２５ｓ，７２℃ ３５ｓ，４０个循环．ＰＣＲ扩增程序之后添加
溶解程序，得到溶解曲线．内参基因扩增体系使用引
物为Ｐ１１和Ｐ１２．
１．６　原核表达载体的构建

使用Ｃｌｏｎｔｅｃｈ发明的ＩｎＦｕｓｉｏｎ技术，于Ｃｌｏｎｔｅｃｈ
网上设计带ＢａｍＨＩ（ＧＧＡＴＣＣ）和ＳａｌＩ（ＧＴＣＧＡＣ）
酶切位点的上下游引物 Ｐ９和 Ｐ１０，ＰＣＲ反应体系为
２０μＬ：１０×ＬＡＴａｑＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２μＬ，引物 Ｐ９和 Ｐ１０
各１μＬ（１０μｍｏｌ·Ｌ－１），ＬＡＴａｑ酶 ０．２μＬ，ｄＮＴＰ
Ｍｉｘｔｕｒｅ２μＬ（２．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１），ｃＤＮＡ２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ
补至２０μＬ．ＰＣＲ程序：９４℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃ ３０
ｓ，５５℃ ４５ｓ，７２℃ １．５ｍｉｎ，３０个循环；７２℃ 延伸
１０ｍｉｎ．ＰＣＲ产物使用１２ｇ·Ｌ－１琼脂糖凝胶电泳检
测．目前条带经切胶、纯化、回收，所获得的片段在
ＩｎＦｕｓｉｏｎＨＤＥｎｚｙｍｅＰｒｅｍｉｘ酶的作用下连接到经过
ＢａｍＨＩ和ＳａｌＩ双酶切回收后的ｐＥＴ３２ａ载体上，５０
℃条件下连接１５ｍｉｎ．连接产物转入 ＤＨ５α感受态
细胞，涂板于含氨苄抗性的 ＬＢ平板上，３７℃条件下
培养１６ｈ以上，选取重组质粒，通过 ＰＣＲ、双酶切筛
选阳性克隆，并对阳性克隆进行正确性验证．将构建
成功的表达质粒命名为ｐＥＴ３２ａＤｌＨＸＫ，将测序完全

正确的重组质粒转化到大肠埃希菌Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）感
受态细胞中，以验证单克隆的正确性．
１．７　重组质粒的诱导表达及ＳＤＳＰＡＧＥ分析

选取正确的单克隆细胞接种到 ５ｍＬ含 ５０
μｇ·ｍＬ－１氨苄的ＬＢ培养基中，恒温振荡培养１２ｈ，
然后将菌液按体积比１∶１００的比例加入到５ｍＬ含
５０μｇ·ｍＬ－１氨苄的 ＬＢ培养基中，３７℃条件下２００
ｒ·ｍｉｎ－１振荡培养，期间不断测定 Ｄ６００ｎｍ的变化，至
Ｄ６００ｎｍ为０．５～０．６时，加入 ＩＰＴＧ诱导剂进行诱导表

达，ＩＰＴＧ的终浓度为０．４ｍｍｏｌ·Ｌ－１，于诱导表达后
的１、３、５和７ｈ时离心收集菌体，－２０℃条件下保
存菌体．使用未经 ＩＰＴＧ诱导的菌液作为空白对照，
同时以 ｐＥＴ－３２ａ质粒转化菌加 ＩＰＴＧ和不加 ＩＰＴＧ
分别诱导３ｈ后收集菌体作为正对照．

取１０μＬ菌体沉淀与等体积的上样缓冲液混
匀，进行ＳＤＳＰＡＧＥ胶的电泳检测，凝胶使用 Ｒ２５０
染色并脱色至背景清晰．

２　结果与分析

２．１　龙眼果实总ＲＮＡ的提取
从植物组织中提取 ＲＮＡ是进行分子生物学研

究的前提，进行下一步试验需要高质量的ＲＮＡ，而纯
度和完整性是评价 ＲＮＡ质量品质的２个关键指标．
经过测定，本试验提取的 ＲＮＡ的 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ均在
１８～２０之间，由图１Ａ可以确定所提取 ＲＮＡ纯度
较高，可以进行下一步试验．
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　Ｍ：ＤＮＡｍａｋｅｒＤＬ２０００；１、２：总ＲＮＡ；３：保守区扩增；４：３′ＲＡＣＥ的第２轮扩增；５：５′ＲＡＣＥ的扩增；６：ＯＲＦ扩增．
图１　琼脂糖凝胶电泳结果

Ｆｉｇ．１　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

２．２　龙眼果实ＨＸＫ基因全长的ｃＤＮＡ克隆
根据ＧｅｎＢａｎｋ已有序列设计特异性引物 Ｐ１和

Ｐ２，以提取的总ＲＮＡ直接反转录获得的 ｃＤＮＡ为模
板，经过 ＰＣＲ扩增出１条与预期目标片段相符、约
１１００ｂｐ的ＤＮＡ片段，经测序分析为 ＨＸＫ基因片段
（图１Ｂ）．采用３′ＲＡＣＥ方法扩增 ＨＸＫ基因的３′端，
经２轮扩增后得到长度 ６００ｂｐ的 ＤＮＡ片段（图
１Ｃ），采用５′ＲＡＣＥ方法扩增获得 ＨＸＫ基因的５′端，
产物长度约１０００ｂｐ（图１Ｄ）．最后将所得片段和３′
端及５′端进行拼接，得到 ＨＸＫ基因的全长 ｃＤＮＡ序
列，找到起始密码子 ＡＴＧ，终止密码子 ＴＧＡ，并设计
ＯＲＦ引物进行序列全长准确性验证（图１Ｅ）．
２．３　ＤｌＨＸＫ生物信息学分析

经分析对比发现，获得了 ＨＸＫ基因的全长，命
名为ＤｌＨＸＫ，其全长 ｃＤＮＡ序列约２１０１ｂｐ，包括１
个１４８８ｂｐ的ＯＲＦ，１个长２４９ｂｐ的５′非翻译区序
列和１个长３６１ｂｐ的３′非翻译区，后面带着１个长
１２ｂｐ的 ｐｏｌｙ（Ａ）尾，编码 ４９５个氨基酸．经过 Ｅｘ
ＰＡＳｙＰｒｏｔＰａｒａｍ 推测，该蛋白相对分子质量为
５３７００，等电点为６２０，说明该蛋白呈酸性，该蛋白
含 Ｌｅｕ（Ｌ）最多，达 １０１％，不含 Ｓｅｃ（Ｕ）和 Ｐｙｌ
（Ｏ）．总的带正电残基（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）为５６，负电残基
（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）为６２，不稳定系数３５０２，为稳定蛋白，
其脂溶指数为 ９６１５，ＧＲＡＶＹ（Ｇｒａｎｄａｖｅｒａｇｅｏｆｈｙ
ｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙ）值为 －０００７，属亲水蛋白．经 ＴＭ
ＨＭＭ２０推测，该蛋白具有跨膜区域，是膜蛋白．由
此可知，ＤｌＨＸＫ是跨膜的亲水稳定性蛋白．经过
ＰＳＯＲＴ推测，该蛋白亚细胞定位在叶绿体中的可能
性最大．

直接对获得的碱基序列在ＮＣＢＩ网站上ＢＬＡＳＴ，
分析其与其他物种 ＨＸＫ基因的相似性发现，与甜橙

Ｃｉｔｒｕｓｓｉｎｅｎｓｉｓ（ＡＦ１９６９６６１）的相似性达到了 ８６％，
与向日葵 Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓａｎｎｕｕｓ（ＤＱ８３５５６３２）的相似性
达 到 了 ７７％，与 拟 南 芥 （ＮＭ ＿１１９０５７３、
ＡＫ２３０２６５１、Ｕ１８７５４２、Ｕ２８２１４１、）的相似性达到
７６％以上．通过对其预测编码的氨基酸序列与其他
植物中 ＨＸＫ基因的相似性分析发现，与温州蜜柑
Ｃｉｔｒｕｓｕｎｓｈｉｕ（ＡＡＧ２８５０３１）相似性达到了 ８２％，与
甜瓜 Ｃｕｃｕｍｉｓｍｅｌｏ（ＡＣＪ０４７０４１）、番茄 Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎ
ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ（ＮＰ＿００１２３４７１０１）、枇杷Ｅｒｉｏｂｏｔｒｙａｊａｐｏｎｉｃａ
（ＡＤＺ９６３７８１）、甘蓝Ｂｒａｓｓｉｃａｏｌｅｒａｃｅａ（ＡＡＬ６０５８４１）、
烟草Ｎｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍ（ＡＡＳ６０１９５１）等物种相似性
分别达到了７９％、７１％、７４％、７３％、７４％．与拟南芥
（ＮＰ＿１７９５７６１）的相似性也达到了７２％．使用 Ｃｌｕｓｔ
ａｌＸ１８３软件将其与其他植物ＨＸＫ基因编码的氨基
酸序列做相似性比对（图 ２），ＨＸＫ蛋白含有核心糖
结合域（Ｓｕｇａｒ：ＬＧＦＴＦＳＦＰＱＬ／Ｉ），并含有４个肽段
（Ｌ１４）其中Ｌ２是不保守的肽段区域，２个磷酸化点
（Ｐ１，Ｐ２），２个结合位点（Ｃｏｎ１，Ｃｏｎ２）和１个腺苷酸
（Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ）［１１］．
　　进行相似性进化分析后，进一步用ＭＥＧＡ５构建
系统进化树（图 ３）．结果显示 ＤｌＨＸＫ与温州蜜柑
ＡＡＧ２８５０３．１的相似性最高，这与相似性分析结果相
一致．
２．４　龙眼ＤｌＨＸＫ基因的表达分析

运用实时荧光定量ＰＣＲ技术，以龙眼ＧＡＰＤＨ基
因为内参，检测龙眼果实发育期间的 ＤｌＨＸＫ基因的
表达情况（图４）．结果发现，ＤｌＨＸＫ基因的表达量随
着果实的发育逐渐增加，在果实成熟采收时期达到

表达的最大值，这与果实在盛夏采收时期温、湿度较

高导致的生理活动旺盛和呼吸强度较高有一定关

系．
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ｕｎｓｈｉｕＡＡＧ２８５０３．１；ＣｍＨＸＫ：甜瓜ＣｕｃｕｍｉｓｍｅｌｏＡＣＪ０４７０４．１；ＳｌＨＸＫ：番茄ＳｏｌａｎｕｍｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍＮＰ＿００１２３４７１０．１；ＮｔＨＸＫ：烟草Ｎｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａ
ｃｕｍＡＡＳ６０１９５．１；ＡｔＨＸＫ：拟南芥ＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａＮＰ＿１７９５７６．１；ＥｊＨＸＫ：枇杷ＥｒｉｏｂｏｔｒｙａｊａｐｏｎｉｃａＡＤＺ９６３７８．１；ＤｌＨＸＫ：本文克隆．

图２　ＤｌＨＸＫ基因与其他植物中ＨＸＫ基因编码的氨基酸序列相似性比较
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆＤｌＨＸＫｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＨＸＫｇｅｎｅｓｏｆｏｔｈｅｒｓｐｅｃｉｅｓ

图３　ＤｌＨＸＫ与其他物种ＨＸＫ基因编码的氨基酸序列进化树分析
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｂａｓｅｄｏｎＤｌＨＸＫａｎｄｏｔｈｅｒｓｐｅｃｉｅｓｗｉｔｈＨＸＫｇｅｎｅ
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图４　龙眼果实发育期间假种皮ＤｌＨＸＫ基因表达的变化
Ｆｉｇ．４　ＣｈａｎｇｅｓｏｎＤｌＨＸＫｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｕｒｉｎｇｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐ

ｍｅｎｔｏｆｌｏｎｇａｎａｒｉｌ

２．５　原核表达载体构建及鉴定
原核表达载体 ｐＥＴ３２ａ的质粒使用 ＢａｍＨＩ和

ＳａｌＩ双酶切（图５Ａ）后回收产物片段，使用ＩｎＦｕｓｉｏｎ
ＨＤＥｎｚｙｍｅＰｒｅｍｉｘ与带有 ＩｎＦｕｓｉｏｎ连接片段的 Ｄｌ
ＨＸＫ基因的ＯＲＦ片段连接（图５Ｂ），获得原核表达
载体 ｐＥＴ３２ａＤｌＨＸＫ，转化进入 ＤＨ５α感受态细胞
中．挑选阳性克隆菌株进行菌液ＰＣＲ和测序鉴定．菌
液ＰＣＲ分析发现能获得１条约１５００ｂｐ的条带（图
５Ｃ），测序结果经比对与 ＤｌＨＸＫ基因一致，并且未出
现碱基突变及移码现象，表明 ｐＥＴ３２ａＤｌＨＸＫ原核
表达载体构建成功．提取质粒，将 ｐＥＴ３２ａＤｌＨＸＫ质
粒转入到Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）中，进行蛋白的诱导表达．

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：ｐＥＴ３２ａ的质粒双酶切；２：龙眼 ＤｌＨＸＫ基

因ＯＲＦ扩增；３：ｐＥＴ３２ａＤｌＨＸＫ菌液ＰＣＲ鉴定．

图５　ＰＣＲ扩增及ｐＥＴ３２ａ载体双酶切电泳图

Ｆｉｇ．５　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄ
ｐＥＴ３２ａｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＢａｍＨＩａｎｄＳａｌＩ

２．６　原核表达产物的检测
重 组 质 粒 ｐＥＴ３２ａＤｌＨＸＫ 转 入 到 Ｒｏｓｅｔｔａ

（ＤＥ３）中后，使用０．４ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＩＰＴＧ诱导重组蛋
白表达，结果（图 ６）表明，在相对分子质量 ７１７００
（含Ｈｉｓ标签１８０００）左右位置有目的蛋白的融合表
达条带，表达的融合蛋白分子与理论预测值相符，这

表明融合蛋白在 Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）中成功表达．未诱导
的ｐＥＴ３２ａＤｌＨＸＫ则没有在７１７００左右出现条带．

不同诱导时间（１、３、５和７ｈ）结果表明，随着诱导
时间的延长融合蛋白的表达量逐渐增大，但５和７ｈ
表达量相差不大，由此推测，经过５ｈ的诱导，融合蛋
白的表达量可以达到最大值．

Ｍ：蛋白质相对分子质量标准；１：Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）；２：ｐＥＴ３２ａ未诱导；

３：ｐＥＴ３２ａ诱导；４：ｐＥＴ３２ａＤｌＨＸＫ未诱导；５～８：分别为 ｐＥＴ３２ａ

ＤｌＨＸＫ经０４ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＩＰＴＧ诱导１、３、５、７ｈ．

图６　龙眼ＤｌＨＸＫ基因重组蛋白在大肠埃希菌中的表达

Ｆｉｇ．６　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐＥＴ３２ａＤｌＨＸＫｐｒｏｔｅｉｎｉｎ

Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）

３　讨论

自Ｍｉｎｅｔ等［８］利用酵母 ｈｘｋ１、ｈｘｋ２双突变体，通
过功能互补表达文库从拟南芥中鉴定出植物的第１
个ＨＸＫ基因后，现今已证实ＨＸＫ基因几乎存在于所
有生物体中［１２］，现在 ＧｅｎＢａｎｋ上已经有多达 ２８种
高等植物的ＨＸＫ基因全长或者片段［７］．然而在无患
子科的龙眼上至今没有相关报道．本文采用 ＲＴＰＣＲ
结合ＲＡＣＥ技术扩增获得了１个长度为２１０１ｂｐ的
龙眼ＨＸＫ全长 ｃＤＮＡ序列，该序列包括 １个 １４８８
ｂｐ的ＯＲＦ，２４９ｂｐ的５′非翻译区序列和３６１ｂｐ的３′
非翻译区，推测该基因编码４９５个氨基酸．通过ＮＣＢＩ
比对和同源进化分析，发现该基因与温州蜜桔

（ＡＡＧ２８５０３．１）的 ＨＸＫ基因具有很高的相似性，达
到了８２％，可见本文克隆出了龙眼 ＨＸＫ基因．通过
对部分植物ＨＸＫ基因的深入研究发现，植物ＨＸＫ基
因以多基因家族的形式存在［１３］，且不同物种家族成

员数不同，水稻中含有１０个ＨＸＫ家族成员［１４］，拟南

芥中含有６个该家族成员［１５］，番茄中含有４个该家
族成员［１１］，本研究克隆得到１个 ＨＸＫ基因，推测可
能是该基因的器官表达特异、时空表达差异、转录水

平和翻译水平差异等原因造成的．
ＨＸＫ是一种双功能酶，不仅催化己糖磷酸化，并

且在糖信号感受和转导方面有很重要的作用［１６］，同

时它也是植物体呼吸代谢过程中的关键酶之一［７］．
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定量分析表明，ＤｌＨＸＫ基因的表达量随着龙眼果实
的发育逐渐增加，在果实成熟采收时期达到表达的

最大值，这与果实在盛夏采收时期，由于温度湿度较

高导致的生理活动旺盛和呼吸强度较高有一定关

系．马凤凰［１７］研究发现，龙眼果实在发育过程中，己

糖含量随着果实的发育逐渐增加，与本文己糖激酶

表达活性变化表现出较高的一致性．
原核表达系统具有易操作、稳定性好、产量高、

经济实惠等优点［１８］，为研究蛋白功能和基因表达提

供了一条高效可行的途径．本研究将 ＤｌＨＸＫ基因与
原核表达载体ｐＥＴ－３２ａ重组构建为ｐＥＴ－３２ａ－Ｄｌ
ＨＸＫ，经ＩＰＴＧ诱导表达后发现ＤｌＨＸＫ蛋白能够与载
体中的Ｈｉｓ标签蛋白形成融合蛋白，并且在原核表达
体系中成功表达．ｐＥＴ－３２ａ－ＤｌＨＸＫ在 Ｒｏｓｅｔｔａ
（ＤＥ３）中表达，获得了１个相对分子质量为７１７００
左右的表达蛋白，除去ｐＥＴ－３２ａ上自带的相对分子
质量１８０００的Ｈｉｓ标签蛋白，可知 ＤｌＨＸＫ表达蛋白
相对分子质量大约在５３７００左右，与前文经过核苷
酸推测编码蛋白质大小结果相吻合．因此可知龙眼
假种皮中 ＤｌＨＸＫ基因在大肠埃希菌中能够成功表
达，为深入研究己糖激酶的功能奠定了基础，但其可

溶性及酶学特性还有待进一步验证．
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