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龙眼果实发育过程中果糖激酶活性及其基因表达分析
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摘要：【目的】以石硖龙眼Ｄｉｍｏｃａｒｐｕｓｌｏｎｇａｎｃｖ．ｓｈｉｘｉａ为材料，研究了龙眼果实在发育过程中假种皮蔗糖、葡萄糖和
果糖含量的变化规律，以及果糖激酶活性及其基因的表达变化情况．【方法】利用高效液相色谱测定果实糖含量变
化；ＲＴｑＰＣＲ测定基因表达变化量；构建原核表达载体，并在大肠埃希菌ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）中进行表达．
【结果和结论】随着龙眼果实的发育，假种皮中蔗糖、葡萄糖和果糖的含量逐渐增加，但进入成熟期后，糖含量水平

趋于稳定；在果实成熟前，果糖激酶活性随着果实发育逐渐降低，由发育最初的 ２５９７μｍｏｌ·ｇ－１·ｈ－１下降到
１３１８μｍｏｌ·ｇ－１·ｈ－１，而在成熟时增大到２２４４μｍｏｌ·ｇ－１·ｈ－１；荧光定量分析显示，龙眼果糖激酶基因的表达
量在果实发育前期变化不大，而在假种皮迅速膨大、含糖量迅速上升时期则呈下降趋势；ＳＤＳＰＡＧＥ结果表明，成功
构建了ｐＥＴ３２ａＤｌＦＲＫ原核表达载体，经ＩＰＴＧ诱导能够在大肠埃希菌中得到高效表达．
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　　龙眼 Ｄｉｍｏｃａｒｐｕｓｌｏｎｇａｎ属无患子科龙眼属果
树，是原产于我国南方热带亚热带的名优果树之一，

其果实的果肉部分由假种皮发育而来，属于糖直接

积累型，发育前期只有极少数的淀粉积累，随后均以

可溶性糖的形式贮藏于液泡中［１］，蔗糖是植物体内

碳水化合物从源到库的主要运输形式，蔗糖进入库

器官后可以由转化酶分解为葡萄糖和果糖，或由蔗

糖合成酶分解为尿苷二磷酸葡萄糖和果糖［２４］．果糖
在进入下一步代谢前必须由果糖激酶或己糖激酶进

行磷酸化，而果糖激酶是催化果糖磷酸化的主要

酶［５］．此外，果糖激酶还可以作为植物的己糖感受器
和信号分子，通过影响植物的生长周期来调控植物

的代谢和生长发育进程［６］．因此，研究龙眼果糖激酶
基因的表达特性，对研究龙眼果实中果糖代谢调节

机制具有十分重要的意义．
果糖激酶首先从酵母细胞中提取分离出来，在

高等植物中则是先从小麦中分离鉴定到果糖激

酶［７］．到目前为止，人们已经在拟南芥［８］、甜菜直

根［９］、马铃薯块茎［１０］、番茄果实［１１］、水稻［１２］、大豆［１３］、

毛果杨［１４］、大麦叶片［１５］、鳄梨［１６］、和蜜柑［１７］等植物组

织中克隆和鉴定出果糖激酶基因．Ｊｉａｎｇ等［１２］、Ｚｈａｎｇ
等［１８］和Ｑｉｎ等［１９］对水稻、玉米和温州蜜柑中果糖基

因的表达进行了分析．Ｓｃｈａｆｆｅｒ等［２０］的研究显示，在番

茄果实中果糖激酶能够调节蔗糖与淀粉之间的相互

转化．目前对于果实中果糖激酶的研究主要集中在
基因全长的克隆、酶的亚细胞定位、酶学特性的分析

上［２１］．关于龙眼果实在发育过程中果糖激酶所起的
作用及其表达情况的研究鲜见报道．

１　材料与方法
１．１　材料

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

分别于花后５９、７３、８７、９４、１０１、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．所用引物均由上海生工生物工
程有限公司合成（表１）．

表１　引物序列与用途
Ｔａｂ．１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｔｈｅｉｒａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

引物编号 序列（５′→３′）１） 用途

Ｐ１ ＧＧＣＴＧＡＴＡＴＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＣＴＣＡＣＡＡＣＣＣＣＡＣＴＴＣ 扩增ＤｌＦＲＫ基因

Ｐ２ ＣＣＧＣＡＡＧＣＴＴＧＴＣＧＡＣＴＣＡＴＧＡＴＧＣＡＧＣＣＡＣＡＡＧＴＴ

Ｐ３ ＴＧＧＧＴＧＡＣＡＡＣＡＧＧＴＣＡＡＧＴＡＴＣ 扩增ＧＡＰＤＨ基因

Ｐ４ ＴＴＡＴＡＧＧＣＡＧＣＣＡＡＧＣＧＡＣＴＴ

Ｐ５ ＴＡＴＴＣＡＡＧＧＡＣＧＡＧＧＡＧＣＧＧ

Ｐ６ ＧＣＡＧＣＣＡＣＡＡＧＴＴＴＴＡＣＧＡＧＴＴ
定量ＲＴＰＣＲ

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

１．２　龙眼果实糖组分及其含量的测定
龙眼果实糖含量测定参照胡志群等［２２］的方法并

有所改进．准确称取龙眼假种皮磨成粉末后的速冻
样品１ｇ，放入研钵，在微波炉杀酶３０ｓ，加入５ｍＬ水
研磨匀浆，４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 １５ｍｉｎ，残渣加入 ５
ｍＬ水混匀再提取 １５ｍｉｎ，４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 １０
ｍｉｎ，合并上清液，用水定容至１０ｍＬ；从中移取２ｍＬ
溶液于离心管中，１３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，再取
１ｍＬ上清液经 ＷａｔｅｒＳｅｐＰａｋＣ１８小柱纯化后待测．
使用美国Ａｇｉｌｅｎｔ１２００ＬＣ高效液相色谱仪，该仪器
配有ＲＩＤ示差检测器，色谱柱为Ｔｒａｎｓｇｅｎｏｍｉｃｃｏｒｅｇｅｌ
８７Ｃ色谱柱，流动相为水，流速０６ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温
８０℃，进样量１０μＬ．所用标样为分析纯的果糖、葡
萄糖和蔗糖．通过保留时间和峰面积的比较测定糖

的种类和含量．设 ３个取样重复，每个样品测定 １
次，取平均值．
１．３　龙眼假种皮果糖激酶（ＦＲＫ）活性测定

酶的提取参照 Ｚｈｕ等［２３］的方法，并略有改动．
整个提取过程在０～４℃条件下进行，将龙眼假种皮
冻样用液氮研磨成粉末，准确称量 １ｇ冻粉，加入
１５ｍＬ的预冷提取缓冲液（５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｈｅｐｅｓ
ＮａＯＨ，１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ，２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＤＴＴ，５
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＭｇＣｌ２，体积分数为００５％的 Ｔｒｉｔｏｎ１００，
０５ｍｇ·ｍＬ－１的ＢＳＡ，体积分数为１０％的甘油）至２
ｍＬ离心管中，４℃条件下 １３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 １０
ｍｉｎ，取１ｍＬ上清液过ＰＤ１０脱盐柱，过滤后定容到
２ｍＬ，作为酶提取液待用．每个样品重复３次．

参照Ｈｕｂｅｒ等［２４］的方法测定果糖激酶（ＦＲＫ）活
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性并略作修改．在 ０４ｍＬ的反应体系中含：３０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＨｅｐｅｓＮａＯＨ（ｐＨ７５），１ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＭｇＣｌ２，０６ｍｍｏｌ·Ｌ
－１Ｎａ２ＥＤＴＡ，１ｍｍｏｌ·Ｌ

－１ＫＣｌ，１
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮＡＤ，１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＡＴＰ，１ＵＧ６ＰＤＨ，酶
提取液００８ｍＬ．测定酶活性时，再顺序加入１Ｕ的
ＰＧＩ（Ｓｉｇｍａ公司产品）和２ｍｍｏｌ·Ｌ－１的果糖启动反
应．反应在３７℃条件下进行，根据一定时间内Ｄ３４０ｎｍ
的变化，计算ＦＲＫ活性．上述酶的提取和测定均重复
３次．
１．４　龙眼假种皮ＲＮＡ的提取和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［２５］，并稍做改动．以纯度合格的
ＲＮＡ为模板（去除基因组 ＤＮＡ），使用 ＴａＫａＲａ公司
的反转录试剂盒合成第１链 ｃＤＮＡ，合成 ｃＤＮＡ的方
法详细参照说明书上的步骤进行，产物于 －４０℃条
件下保存备用．
１．５　龙眼果糖激酶基因（ＤｌＦＲＫ）的表达

为检测ＤｌＦＲＫ基因在龙眼果实中的相对表达水
平，使用ＧＡＰＤＨ为内参基因用于后期的ＲＴｑＰＣＲ分
析．ＲＴｑＰＣＲ使用２０μＬ体系：ｃＤＮＡ模板１μＬ，上
游引物Ｐ５和下游引物 Ｐ６各１μＬ，反应 ＭＩＸ１０μＬ
（Ｔｏｙｏｂｏ公司产品），ｄｄＨ２Ｏ７μＬ．荧光定量反应程
序：５０℃２ｍｉｎ，９５℃１０ｍｉｎ；９５℃１５ｓ，６０℃２５ｓ，
７２℃ ３５ｓ，４０个循环．ＰＣＲ扩增程序结束之后添加
溶解程序，得到溶解曲线．内参基因 ＧＡＰＤＨ扩增体
系使用引物为Ｐ３和Ｐ４．
１．６　原核表达载体的构建及重组质粒的诱导表达

和ＳＤＳＰＡＧＥ分析
　　之前已经克隆出 ＤｌＦＲＫ基因，ＮＣＢＩ登录号为
ＪＮ１６６０１４１．原核表达载体的构建方法参照文献
［２６］，将构建成功的重组质粒命名为 ｐＥＴ３２ａＤｌ
ＦＲＫ，将测序正确的重组质粒转化到大肠埃希菌
ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）感受态细胞中．

重组质粒的诱导表达和 ＳＤＳＰＡＧＥ分析方法参
照文献［２６］．

２　结果与分析
２．１　龙眼果实发育过程中糖组分含量变化

糖含量分析显示，龙眼果实在不同发育时期蔗

糖、葡萄糖和果糖在假种皮中的积累模式大致相同

（图 １），即在整个果实发育过程中３种糖的含量均
随着果实发育不断积累，蔗糖积累量在谢花后１０１ｄ
达到最高值８２７６ｍｇ·ｇ－１，葡萄糖和果糖积累量均
在谢花后 １１０ｄ达到最高值 ４６３１和 ４１３７
ｍｇ·ｇ－１．在果实整个发育过程中，蔗糖与己糖积累

均于花后７３ｄ开始迅速增长，进入糖分迅速积累阶
段；花后９４ｄ则缓慢增长，水平相对稳定，说明此时
糖分含量达到品种固有水平，果实进入成熟阶段．成
熟果实中蔗糖含量积累显著高于葡萄糖和果糖的各

自积累量，但是蔗糖的积累量与己糖的积累总量大

致相等，由此可知，石硖龙眼果实属于胡志群等［２２］分

类的中间类型果实．

图１　龙眼果实发育期间糖含量的变化
Ｆｉｇ．１　Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｓｕｃｒｏｓｅ，ｇｌｕｃｏｓｅａｎｄｆｒｕｃｔｏｓｅ

ｄｕｒｉｎｇｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｌｏｎｇａｎｆｒｕｉｔｓ

２．２　龙眼ＦＲＫ酶活性变化
石硖龙眼果实在不同发育时期果糖激酶活性变

化表明，随着果实发育，假种皮中果糖激酶的活性随

着花后时间的推移而出现下降趋势，到谢花后１０１ｄ
达到最低值，但谢花后１１０ｄ时又显著升高．结合龙
眼果实发育期间糖含量变化可知，在果糖激酶活性

下降的过程中是果实糖分迅速积累的时期，说明此

阶段糖分解相关酶活性受到抑制，成熟后期果糖激

酶活性又出现上升，可能与果实呼吸消耗和相关成

熟衰老生理活动增加有关（图 ２）．

图２　龙眼果实发育期间果糖激酶（ＦＲＫ）活性变化
Ｆｉｇ．２　Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｆｒｕｃｔｏｋｉｎａｓｅ（ＦＲＫ）ｄｕｒｉｎｇｔｈｅ

ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｌｏｎｇａｎｆｒｕｉｔｓ
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２．３　龙眼ＤｌＦＲＫ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 ＤｌＦＲＫ基因的
表达情况（图 ３）．检测后发现，在果实发育前期（即
花后８７ｄ之前），ＤｌＦＲＫ基因的相对表达量变化不
大，相对维持在较高的表达水平，不利于果实发育阶

段糖分的积累，这段时间果实糖分积累量处在一个

相对较低的水平（图 １）．在谢花后９４ｄＤｌＦＲＫ基因
的相对表达量达最低值，此时果实糖分迅速积累结

束，进入缓慢增长期；随着果实成熟，ＤｌＦＲＫ基因表
达量又逐渐上升，这可能与果实成熟后呼吸等各方

面生理活动旺盛，从而消耗糖分有关．
２．４　龙眼ＤｌＦＲＫ基因开放阅读框（ＯＲＦ）的获得

使用Ｐ１和Ｐ２引物进行ＰＣＲ扩增获得１条长度
约１０００ｂｐ的条带（图４ａ），切胶回收，连接、转化、测
序后分析发现，此序列为 ＤｌＦＲＫ基因的 ＯＲＦ序列，
并在起始密码子和终止密码子前面添加了 ＩｎＦｕｓｉｏｎ
连接片段．回收后的片段于－４０℃条件下保存，用于
ＩｎＦｕｓｉｏｎ连接．

使用ＢａｍＨＩ和 ＳａｌＩ对原核表达载体 ｐＥＴ３２ａ
的质粒进行双酶切（图４ｂ），回收酶切产物片段，将

带有ＩｎＦｕｓｉｏｎ连接片段的 ＤｌＦＲＫ基因的 ＯＲＦ片段
与载体连接，获得原核表达载体，命名为ｐＥＴ３２ａＤｌ
ＦＲＫ，转化后挑选阳性克隆菌株进行菌液 ＰＣＲ和测
序鉴定．菌液ＰＣＲ检测结果表明，在１０００ｂｐ的时候
有目的条带（图４ｃ），送样测序比对后发现，未出现
碱基突变及移码现象，结果表明成功构建了 ｐＥＴ
３２ａＤｌＦＲＫ原核表达载体．

图３　龙眼果实发育期间果糖激酶基因（ＤＩＦＲＫ）表达变化

Ｆｉｇ．３　Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｆｒｕｃｔｏｋｉｎａｓｅｇｅｎｅ（ＤＩＦＲＫ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｄｕｒｉｎｇｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｌｏｎｇａｎｆｒｕｉｔｓ

１、２：龙眼ＤｌＦＲＫ基因ＯＲＦ扩增；３：ｐＥＴ３２ａ的质粒双酶切；４、５：ｐＥＴ３２ａＤｌＦＲＫ菌液ＰＣＲ鉴定；Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００．

图４　ＰＣＲ扩增及ｐＥＴ３２ａ载体的ＢａｍＨＩ和ＳａｌＩ双酶切电泳图

Ｆｉｇ．４　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｐＥＴ３２ａｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＢａｍＨＩａｎｄＳａｌＩ

２．５　原核表达产物的检测
空载体 ｐＥＴ３２ａ转入到大肠埃希菌 Ｒｏｓｅｔｔａ

（ＤＥ３）中后，使用０４ｍｍｏｌ·Ｌ－１的 ＩＰＴＧ诱导重组
蛋白表达，在相对分子质量１８０００左右出现 Ｈｉｓ表
达标签蛋白条带（图 ５ａ）．把重组质粒 ｐＥＴ３２ａＤｌ
ＦＲＫ转入到Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）中后，使用０４ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＩＰＴＧ诱导重组蛋白表达，结果表明，在相对分子质量
５４２００（含标签大小１８０００）左右位置有目的蛋白的
融合表达条带（图５ｂ），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ＤｌＦＲＫ则没有在相对分
子质量５４２００左右出现条带（图５ａ）．
　　在０．４ｍｍｏｌ·Ｌ－１的ＩＰＴＧ和３７℃条件下，经过
不同时间的诱导培养后，目的融合蛋白的表达量随

着诱导时间的延长持续增加，但是诱导时间达５ｈ后
表达量增加不显著，表明在 ＩＰＴＧ诱导５ｈ时表达量
几乎达到最高值（图５ｂ）．
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Ｍ：蛋白质ｍａｒｋｅｒ；１：Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）；２：ｐＥＴ３２ａ未诱导；３：ｐＥＴ３２ａ诱导；４：ｐＥＴ３２ａＤｌＦＲＫ未诱导；５～１１：ｐＥＴ３２ａＤｌＦＲＫ经０４ｍｍｏｌ·Ｌ－１

的ＩＰＴＧ依次诱导１、２、３、４、５、６和７ｈ．

图５　龙眼ＤｌＦＲＫ基因重组蛋白在大肠埃希菌中的表达

Ｆｉｇ．５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐＥＴ３２ａＤｌＦＲＫｐｒｏｔｅｉｎｉｎＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＲｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）

３　讨论

龙眼果实属于糖直接积累型［１７］，假种皮中含有

较高的可溶性糖，其组分主要包括蔗糖、葡萄糖和果

糖．胡志群等［２２］根据龙眼果实单、双糖含量比例将龙

眼果实分为３类：蔗糖积累型、单糖积累型和中间类
型．本试验通过对石硖龙眼发育及成熟过程中糖含
量的积累研究发现，龙眼果实在发育过程中３种糖
的积累随着果实发育不断增加，尤其在成熟前３周
内增加迅速，至果实成熟分别达到最高值，之后的２
周时间内则保持稳定高水平，其中以蔗糖水平最高，

约为葡萄糖和果糖含量的总和．由此可见，石硖龙眼
果实以糖分直接积累至固有水平作为其进入成熟阶

段的形式，而且属于糖分积累中间型．
在龙眼果实发育过程中，ＦＲＫ活性的变化与糖

组分的积累和含量变化显示出了密切的相关性．
ＦＲＫ活性随着糖分的积累增加出现了逐渐降低的趋
势，但是在果实采收期活性突然略有增加，与秦巧平

等［１］研究温州蜜柑果实发育过程果糖激酶活性变化

相一致．其次，ＤｌＦＲＫ基因相对表达量与糖分积累过
程也呈现出一致性．实时荧光定量分析表明，在果实
发育前期（即谢花前８７ｄ），ＤｌＦＲＫ基因的相对表达
量变化不大，而且也维持在较高的水平，结合果实发

育阶段糖积累过程可知，这段时间果实糖分积累量

相对处于一个较低的水平，在谢花后９４ｄ出现表达
量最低值，比糖含量最高值和 ＦＲＫ酶活性最低值均
提前１周的时间，而这一阶段也是果实糖分积累变
化最大时期，说明酶的生理活性和相关产物的形成

与对应基因的表达时间相比，具有一定的滞后性．随
着果实的成熟，ＤｌＦＲＫ基因相对表达量逐渐上升，这
可能与后期成熟果实呼吸等各方面生理活动旺盛，

从而消耗糖分有关．可见在果实积累糖的过程中，与
糖分解相关酶活性及其基因表达的降低将有利于果

实糖分的积累．
原核表达系统具有经济实惠、产量高、易操作、

稳定性好等优点［２７］．为研究龙眼果糖激酶蛋白的功
能提供了一条高效可行的途径．本研究成功构建原
核表达载体 ｐＥＴ３２ａＤｌＦＲＫ，ＩＰＴＧ进行诱导表达后
ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳分析发现，ｐＥＴ３２ａＤｌＦＲＫ能够
在Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）中成功表达，并且获得了１个相对
分子质量为５４２００左右的重组蛋白，去除 ＰＥＴ３２ａ
相对分子质量约１８０００的 Ｈｉｓ标签蛋白，由此可知
ＤｌＦＲＫ表达蛋白相对分子质量在３８２００左右，这与
崔娜等［２８］提到的ＦＲＫ蛋白以二聚体形式存在，其功
能部位由相对分子质量为３００００～４００００的亚基组
成的二聚体相吻合，但其可溶性及酶活性如何还有

待验证．因此有必要将得到的原核表达蛋白进一步
进行纯化分离，为深入研究果糖激酶的功能奠定基

础．
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