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红肉火龙果 α－淀粉酶基因 ＨｐＡＭＹ３ 的克隆及功能鉴定

郑乾明ａꎬｂꎬ 王红林ａꎬｂꎬ 王小柯ａꎬ 解　 璞ａꎬ 马玉华ｂꎬ①

(贵州省农业科学院: ａ. 贵州省果树科学研究所ꎻ ｂ. 农业农村部喀斯特山区作物基因资源与种质创新重点实验室ꎬ 贵州 贵阳 ５５０００６)

摘要: 为了解 α－淀粉酶在红肉火龙果〔Ｈｙｌｏｃｅｒｅｕｓ ｐｏｌｙｒｈｉｚｕｓ (Ｆ. Ａ. Ｃ. Ｗｅｂｅｒ) Ｂｒｉｔｔｏｎ ｅｔ Ｒｏｓｅ〕果实淀粉降解中的作

用ꎬ对红肉火龙果 α－淀粉酶基因 ＨｐＡＭＹ３ 进行克隆和生物信息学分析ꎬ检测果实发育期间该酶的活性及其编码基

因的表达ꎬ同时对 ＨｐＡＭＹ３ 重组蛋白的淀粉降解活性进行分析ꎮ 结果表明:ＨｐＡＭＹ３ 基因的开放阅读框长度为

２ ７４２ ｂｐꎬ编码 ９１３ 个氨基酸ꎻＨｐＡＭＹ３ 蛋白的理论相对分子质量为 １０２ ３７０ꎬ理论等电点为 ｐＩ ６.０２ꎬ预测此蛋白位

于叶绿体ꎬ且为亲水性蛋白ꎮ 系统进化分析表明 ＨｐＡＭＹ３ 与拟南芥〔Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.〕ＡｔＡＭＹ３
的亲缘关系最近ꎬ均属于 ＡＭＹ Ⅲ类ꎮ 亚细胞定位实验结果显示 ＨｐＡＭＹ３ 定位于本氏烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ
Ｄｏｍｉｎ)叶片的叶绿体ꎬ表明 ＨｐＡＭＹ３ 具有质体定位的特点ꎮ 在授粉后 ２０ 和 ２３ ｄꎬ红肉火龙果果实的 α－淀粉酶活

性较低ꎻ在授粉后２５ ｄꎬα－淀粉酶活性显著(Ｐ<０.０５)升高ꎻ在授粉后 ２７ 和 ３０ ｄꎬα－淀粉酶活性保持在较高水平ꎮ 红

肉火龙果果实的 ＨｐＡＭＹ３ 基因相对表达量在授粉后 ２０ 和 ２３ ｄ 较低ꎬ在授粉后 ２５ 和 ２７ ｄ 持续升高ꎬ在授粉后 ３０ ｄ
略有降低ꎮ 红肉火龙果果实发育期间 α－淀粉酶活性与 ＨｐＡＭＹ３ 基因相对表达量的相关性较高(Ｒ２ ＝ ０.９４)ꎮ 体外

淀粉降解活性实验结果显示:在含有 ＨｐＡＭＹ３ 重组蛋白的反应体系中均检测到麦芽糖和麦芽三糖ꎬ且二者含量极

显著(Ｐ<０.０１)高于含有载体对照 ｐＤＲ１９６ 的反应体系ꎮ 综合上述结果ꎬＨｐＡＭＹ３ 蛋白可能定位于红肉火龙果果实

的淀粉体ꎻ在果实发育期间ꎬＨｐＡＭＹ３ 基因上调表达ꎬＨｐＡＭＹ３ 具有淀粉降解活性ꎮ
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　 　 火龙果(Ｈｙｌｏｃｅｒｅｕｓ ｓｐｐ.)为仙人掌科(Ｃａｃｔａｃｅａｅ)
量天尺属〔Ｈｙｌｏｃｅｒｅｕｓ (Ａ. Ｂｅｒｇｅｒ) Ｂｒｉｔｔｏｎ ｅｔ Ｒｏｓｅ〕多

年生 果 树ꎬ 主 要 包 括 白 肉 火 龙 果 〔 Ｈ. ｕｎｄａｔｕｓ
(Ｈａｗｏｒｔｈ ) Ｂｒｉｔｔｏｎ ｅｔ Ｒｏｓｅ 〕 和 红 肉 火 龙 果 〔 Ｈ.
ｐｏｌｙｒｈｉｚｕｓ (Ｆ. Ａ. Ｃ. Ｗｅｂｅｒ) Ｂｒｉｔｔｏｎ ｅｔ Ｒｏｓｅ〕 [１]ꎮ 近年

来ꎬ火龙果在中国南方和西南地区大量种植ꎬ具有良

好的经济价值和生态效益ꎮ 火龙果果实含有丰富的

可溶性糖、有机酸、维生素 Ｃ、低聚糖、多酚和黄酮类

成分[１－２]ꎬ酸甜可口ꎬ营养丰富ꎬ深受消费者喜爱ꎮ 与

白肉火龙果相比ꎬ红肉火龙果还含有丰富的甜菜苷色

素ꎬ具有抗氧化和消炎等功效[２]ꎮ 红肉火龙果果实

发育期间可溶性糖和甜菜苷色素含量快速增加ꎬ淀粉

含量迅速降低[３－４]ꎬ以达到果实成熟时的风味和

口感ꎮ
淀粉是植物体内非结构性糖类的主要储存形态ꎬ

普遍存在于叶、根、茎、种子和果实等器官中ꎮ 种子和

果实等库器官中积累的淀粉来源于叶片可溶性糖输

入后的再合成ꎬ在种子萌发和果实成熟时可降解为葡

萄糖和麦芽糖等可溶性糖[５]ꎮ 植物体内淀粉降解主

要包括磷酸化和去磷酸化、水解及跨膜转运等环节ꎬ
其中ꎬ水解环节主要由 α－淀粉酶、β－淀粉酶、淀粉脱

支酶和歧化酶等共同介导[６－７]ꎮ α－淀粉酶的作用是

水解 α－１ꎬ４－糖苷键ꎬ将淀粉水解成可溶性的葡萄糖、
麦芽糖、麦芽三糖和少量大分子极限糊精[８]ꎮ α－淀
粉酶基因(ＡＭＹ)参与植物的生长发育过程ꎬ如水稻

(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ.) 和 谷 子 〔 Ｓｅｔａｒｉａ ｉｔａｌｉｃａ ｖａｒ.
ｇｅｒｍａｎｉｃａ (Ｍｉｌｌ.) Ｓｃｈｒｅｄ.〕部分 ＡＭＹ 参与开花、种子

萌发和籽粒成熟过程[９－１１]ꎮ 一些 ＡＭＹ 也参与植物抵

御逆境胁迫过程ꎬ如茶树〔Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ( Ｌｉｎｎ.)
Ｏ. Ｋｔｚｅ.〕、甘薯〔 Ｉｐｏｍｏｅａ ｂａｔａｔａｓ (Ｌｉｎｎ.) Ｌａｍａｒｃｋ〕和
木薯(Ｍａｎｉｈｏｔ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ Ｃｒａｎｔｚ)若干 ＡＭＹ 的表达受脱

落酸、低温、盐或干旱诱导[１２－１４]ꎮ
园艺作物果实发育期间积累大量淀粉ꎬ在特定阶

段降解为可溶性糖ꎬ促使果实成熟时形成独特的风

味、口感和品质ꎮ 番茄( Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ Ｌｉｎｎ.)
和苹果(Ｍａｌｕｓ ｐｕｍｉｌａ Ｍｉｌｌ.)果实在发育期间积累淀

粉并于成熟前快速降解[１５－１６]ꎬ香蕉(Ｍｕｓａ ａｃｕｍｉｎａｔａ
Ｃｏｌｌａ)和猕猴桃(Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｐｌａｎｃｈ.)果实在采

摘前仍含有大量淀粉ꎬ于采摘后快速降解为可溶性

糖[１７－１８]ꎮ ＡＭＹ 的表达使 α－淀粉酶活性增加ꎬ在果实

淀粉降解中发挥重要作用ꎮ 例如:低温处理下苹果果

实 α－淀粉酶活性增加促进淀粉降解ꎬ该酶活性增加

是由于 １ 个 ＡＭＹ 基因的表达受低温显著诱导[１９]ꎻ杧
果(Ｍａｎｇｉｆｅｒａ ｉｎｄｉｃａ Ｌｉｎｎ.)果实采后淀粉降解伴随着

ＡＭＹ 基因表达和 α－淀粉酶活性增加[２０]ꎻ香蕉果实采

后成熟过程中淀粉降解为可溶性糖ꎬ伴随着 α－淀粉

酶活性快速升高以及多个 ＡＭＹ 基因表达明显

上调[２１－２２]ꎮ
红肉火龙果果实与番茄和苹果类似ꎬ在发育前期

会积累大量淀粉ꎬ在发育后期淀粉快速降解以促进可

溶性糖的积累[２３]ꎮ Ｘｉｅ 等[２４] 对黄龙果〔 Ｓｅｌｅｎｉｃｅｒｅｕｓ
ｍｅｇａｌａｎｔｈｕｓ (Ｋ. Ｓｃｈｕｍ. ｅｘ Ｖａｕｐｅｌ) Ｍｏｒａｎ〕果实发育

多个时期开展转录组测序ꎬ获得一系列淀粉水解酶基

因的转录本ꎬ结果表明 ＡＭＹ 基因可能参与淀粉降解ꎮ
本课题组基于红肉火龙果多组织转录组测序获得

３ 个ＡＭＹ 基因ꎬ基因数字表达结果表明 ＨｐＡＭＹ３ 基因

３２
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可能参与果实发育期间的淀粉降解(结果未发表)ꎮ
本文以 ＨｐＡＭＹ３ 为研究对象ꎬ对其进行克隆和生物信

息学分析ꎬ并开展 ＨｐＡＭＹ３ 亚细胞定位、α－淀粉酶活

性、ＨｐＡＭＹ３ 基因表达和重组蛋白淀粉降解活性分

析ꎬ以期了解红肉火龙果果实发育期间 α－淀粉酶活

性变化ꎬ探讨 ＨｐＡＭＹ３ 基因在红肉火龙果果实发育期

间淀粉降解过程中的生理功能ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

供试红肉火龙果果实采集自贵州省镇宁县的红

肉火龙果种植园(东经 １０５°４７′１８″、北纬 ２５°２８′０９″ꎬ
海拔 ４７０ ｍ)ꎬ品种为‘紫红龙’ (‘Ｚｉｈｏｎｇｌｏｎｇ’)ꎮ 于

２０２０ 年 ８ 月至 ９ 月ꎬ选择处于盛果期健壮、无病虫害

的红肉火龙果植株ꎬ分别在授粉后(授粉当天记为

０ ｄ)２０、２３、２５、２７ 和 ３０ ｄ 各采集 １５ 个果实ꎬ将每个

时间采集的果实平均分成 ３ 组ꎬ视为 ３ 个生物学重

复ꎮ 将果肉切成薄片ꎬ液氮速冻后研磨成粉末ꎬ置于

－８０ ℃保存、备用ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 基因克隆　 使用 ＥＡＳＹｓｐｉｎ Ｐｌｕｓ 多糖多酚 /复
杂植物 ＲＮＡ 快速提取试剂盒(北京艾德莱生物科技

有限公司)提取果肉总 ＲＮＡꎬ利用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭⅡ １ｓｔ
Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ 试剂盒〔宝生物工程(大连)有
限公司〕反转录合成 ｃＤＮＡꎮ 以授粉后 ３０ ｄ 的果肉

ｃＤＮＡ 为模板ꎬ根据 ＨｐＡＭＹ３ 基因的转录本序列设计

特异引物(正向引物序列为 ５′－ＡＴＧＴＣＴＧＧＣＧＴＧＧＣＡ
ＴＴＣＧＡ－ ３′ꎬ反向引物序列为 ５′ －ＴＣＡＣＡＡＴＧＣＴＴＣＣ
ＣＡＧＡＣＣＴＴＧ－３′)ꎬ使用高保真聚合酶(南京诺唯赞

生物科技股份有限公司)按照说明书进行 ＰＣＲ 扩增ꎻ
扩增产物经回收、连接和转化后挑取阳性克隆送通用

生物(安徽)股份有限公司测序ꎮ
１.２.２　 序 列 分 析 　 使 用 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 在 线 程 序

(ｈｔｔｐｓ:∥ｗｗｗ.ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ / )预测开放

阅读框(ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅꎬＯＲＦ)及其编码的氨基酸

序列ꎮ 使用 ＥｘＰＡＳｙ 在线程序( ｈｔｔｐｓ:∥ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ.
ｏｒｇ / ｃｏｍｐｕｔｅ＿ｐｉ / )计算蛋白质的理论相对分子质量和

理论等电点ꎻ使用在线程序 ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ( ｈｔｔｐｓ:∥
ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ.ｈｇｃ.ｊｐ / )、 ＰｒｏｔＣｏｍｐ ９.０(ｈｔｔｐ: ∥ ｗｗｗ.
ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ. ｃｏｍ / ｂｅｒｒｙ. ｐｈｔｍｌ? ｔｏｐｉｃ ＝ ｐｒｏｔｃｏｍｐｐｌ＆ｇｒｏｕｐ ＝
ｐｒｏｇｒａｍｓ＆ｓｕｂｇｒｏｕｐ ＝ ｐｒｏｌｏｃ) 和 Ｐｌａｎｔ － ＰＬｏｃ ( ｈｔｔｐ:∥

ｗｗｗ.ｃｓｂｉｏ.ｓｊｔｕ.ｅｄｕ.ｃｎ / ｂｉｏｉｎｆ / ｐｌａｎｔ / )预测蛋白质的亚

细胞定位ꎻ使用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 在线程序 ( ｈｔｔｐｓ:∥ｗｅｂ.
ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / ) 预测蛋白质的亲水性ꎻ使用

ＨＭＭＥＲ 在线程序 ( ｈｔｔｐｓ:∥ ｗｗｗ. ｅｂｉ. ａｃ. ｕｋ / Ｔｏｏｌｓ /
ｈｍｍｅｒ / )预测蛋白质结构域ꎻ使用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 软件进

行氨基酸序列多重比对ꎻ使用 ＭＥＧＡ７.０ 软件ꎬ采用

Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ 法构建系统进化树ꎬＢｏｏｔｓｔｒａｐ 值检验

设置为 １ ０００ 次重复ꎮ
１.２.３　 亚细胞定位　 去除 ＨｐＡＭＹ３ 基因 ＯＲＦ 序列的

终止密码子ꎬ使用特异性引物(正向引物序列为 ５′－
ＡＡＣＡＣＧＧＧＧＧＡＣＧＡＧＣＴＣＧＧＴＡＣＣＡＴＧＴＣＴＧＧＣＧＴＧ
ＧＣＡＴ－ ３′ꎬ反向引物序列为 ５′ － ＣＴＴＧＣＴＣＡＣＣＡＴＧ
ＴＣＧＡＣＴＣＴＡＧＡＣＡＡＴＧＣＴＴＣＣＣＡＧＡＣＣＴＴ － ３′) 和 高

保真 聚 合 酶 按 照 说 明 书 进 行 ＰＣＲ 扩 增ꎮ 使 用

ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ®Ⅱ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ 克隆试剂盒(南京诺唯赞生

物科技股份有限公司)ꎬ将 ＰＣＲ 扩增产物插入线性化

１３００－ＧＦＰ 载体的多克隆位点ꎮ 重组质粒转化至大

肠杆菌感受态细胞 ＴＯＰ１０ꎬ挑选阳性克隆送通用生物

(安徽)股份有限公司测序ꎮ 将构建的融合表达载体

(ＨｐＡＭＹ３－ＧＦＰ)和空载体(１３００－ＧＦＰ)分别转化至

根癌农杆菌菌株 ＧＶ３１０１ꎬ挑选阳性单克隆于 ２８ ℃振

荡培养至 ＯＤ６００值约 １.０ꎻ将根癌农杆菌注射至株龄

４~５ 周的本氏烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ Ｄｏｍｉｎ)叶
片下表皮[２５]ꎮ 在注射后 ３ ｄꎬ利用 ＬＳＭ５１０ 激光共聚

焦显微镜(德国 Ｚｅｉｓｓ 公司)观察叶片中的荧光信号ꎮ
１.２.４　 淀粉提取和 α－淀粉酶活性检测 　 参考文献

[３]中的方法提取红肉火龙果果实淀粉ꎮ 以授粉后

２０ ｄ 的红肉火龙果果肉为材料ꎬ称取约 １ ｇ 粉末ꎬ加
入 １０ ｍＬ 体积分数 ８０％乙醇溶液ꎬ８０ ℃水浴 ３０ ｍｉｎ
提取可溶性糖ꎬ过滤后收集残渣ꎬ重复操作 ２ 次ꎬ加入

２０ ｍＬ ９０ ℃蒸馏水ꎬ加热糊化 １５ ｍｉｎꎬ置于－８０ ℃保

存、备用ꎮ 使用 α－淀粉酶测试盒(苏州科铭生物技术

有限公司)检测授粉后不同时间果肉中的 α－淀粉酶

活性ꎮ
１.２.５　 基因表达分析　 使用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 软件

设计 ＨｐＡＭＹ３ 基因荧光定量 ＰＣＲ 特异性引物(正向

引物序列为 ５′－ＧＣＣＣＡＡＣＡＡＡＴＣＴＣＴＣＴＣＴＧＴ－３′ꎬ反
向引物序列为 ５′ － ＣＴＧＧＡＡＣＧＴＣＴＣＧＣＴＧＴＡＡＡＴ －
３′)ꎬ 在 红 肉 火 龙 果 基 因 组 数 据 库 ( ｈｔｔｐ: ∥
ｐｉｔａｙａｇｅｎｏｍｉｃ.ｃｏｍ / )进行 Ｂｌａｓｔｎ 检索ꎬ确保特异性扩

增ꎮ 使用 ２×ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｆａｓｔ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ 试剂(北京百

迈客生物科技有限公司)在荧光定量 ＰＣＲ 仪(美国

４２



第 ２ 期 郑乾明ꎬ 等: 红肉火龙果 α－淀粉酶基因 ＨｐＡＭＹ３ 的克隆及功能鉴定

Ｂｉｏ－Ｒａｄ 公司)上进行基因表达定量检测ꎮ 反应体系

总体积为 １０.０ μＬꎬ包含 ｃＤＮＡ 模板 ０.５ μＬꎬＳＹＢＲ Ｍｉｘ
５.０ μＬꎬ正向、反向引物各 ０.２ μＬꎬ无菌水 ４.１ μＬꎮ 反

应程序:９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 ５ ｓ、６０ ℃退火

并延伸 ３０ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎮ 内参基因为 β－ＡＣＴ(正向

引物序列为 ５′－ＣＴＴＣＣＡＴＡＣＣＡＡＴＧＡＡＴＧＡＧＧ－３′ꎬ反
向引物序列为 ５′－ＡＡＣＣＧＣＣＡＡＧＡＧＴＡＧＴＴＣＴＧ－３′)ꎮ
采用 ２－ΔΔＣＴ法计算相对表达量ꎮ
１.２.６　 ＨｐＡＭＹ３ 体外淀粉降解活性检测

１.２.６.１　 ＨｐＡＭＹ３ 在酵母中的表达及总蛋白质提取

使用特异性引物(正向引物序列为 ５′ －ＴＧＧＡＴＣＣＣ
ＣＣＧＧＧＣＴＧＣＡＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＴＣＴＧＧＣＧＴＧＧＣＡＴ － ３′ꎬ
反向引物序列为 ５′－ＴＴＧＧＧＴＡＣＣＧＧＧＣＣＣＣＣＣＣＴＣＧ
ＡＧＴＣＡＣＡＡＴＧＣＴＴＣＣＣＡＧＡ－３′)和高保真聚合酶按

照说明书扩增 ＨｐＡＭＹ３ 基因的 ＯＲＦ 序列ꎬ扩增产物

插入双酶切线性化的酵母表达载体 ｐＤＲ１９６ꎬ经测序

确认后ꎬ利用酵母转化试剂盒(北京酷来搏科技有限

公司)将融合表达载体 ｐＤＲ１９６－ＨｐＡＭＹ３ 和载体对

照 ｐＤＲ１９６ 分别转化至酿酒酵母菌株 Ｗ３０３ａ(Ｗ３０３－
１Ａ)ꎮ 酵母阳性单克隆在 ＳＣ / －Ｕｒａ 液体培养基中

３０ ℃过夜培养至 ＯＤ６００值为 ０.６ ~ １.０ꎬ于 ４ ℃条件下

１２ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ５ ｍｉｎꎬ收集沉淀ꎬ使用磷酸盐缓

冲液(ｐＨ ７.０)清洗 ２ 次ꎻ利用玻璃珠涡流破碎酵母

细胞壁ꎬ加入磷酸盐缓冲液 ( ｐＨ ７.０) 溶解ꎻ 采用

Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法蛋白浓度测定试剂盒(北京索莱宝科技有

限公司)测定酵母总蛋白质含量ꎮ
１.２.６.２　 ＨｐＡＭＹ３ 淀粉降解活性检测 　 反应体系总

体积为 ２００ μＬꎬ含有 ５０ μＬ 红肉火龙果果实糊化淀

粉溶液 (约 ５０ μｇ 淀粉)、 １３０ μＬ 磷酸盐缓冲液

(ｐＨ ７.０)和 ２０ μＬ 酵母总蛋白质溶液(约 ４ μｇ 蛋白

质)ꎮ 待测液于 ２５ ℃水浴 １ ｈ 后ꎬ于 ９５ ℃水浴 ５ ｍｉｎ
以终止反应ꎬ于室温下 １２ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ５ ｍｉｎꎬ吸
取上清液ꎬ利用 Ａｇｉｌｅｎｔ １２００ 高效液相色谱仪(美国

Ａｇｉｌｅｎｔ 公 司 ) 检 测 反 应 产 物ꎬ 色 谱 柱 为 Ｚｏｒｂａｘ
Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ 糖分析柱 (美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司)ꎬ柱温

４０ ℃ꎬ流动相为体积分数 ７０％ 乙腈溶液ꎬ流速为

１ ｍＬ􀅰ｍｉｎ－１ꎬ检测器为示差折光检测器ꎬ检测温度为

３５ ℃ꎻ分别以质谱纯级的葡萄糖、麦芽糖、麦芽三糖

和麦芽四糖(北京索莱宝科技有限公司ꎬ纯度均大于

或等于 ９８％)为标准品确定保留时间ꎬ计算峰面积与

不同糖含量的相关性ꎬ获得一元线性回归方程ꎬ从而

计算反应产物的含量ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 ＨｐＡＭＹ３ 基因克隆及生物信息学分析

ＨｐＡＭＹ３ 基因的 ＯＲＦ 长度为 ２ ７４２ ｂｐꎬ编码 ９１３
个氨基酸ꎮ 预测 ＨｐＡＭＹ３ 蛋白的理论相对分子质量

为 １０２ ３７０ꎬ理论等电点为 ｐＩ ６.０２ꎮ ３ 种程序预测的

亚细胞定位结果均表明 ＨｐＡＭＹ３ 位于叶绿体ꎮ
ＨｐＡＭＹ３ 的总平均亲水性系数为－０.４６５ꎬ表明其为亲

水性蛋白ꎮ
２.２　 氨基酸序列比对和系统进化分析

将预测的红肉火龙果 ＨｐＡＭＹ３ 氨基酸序列与拟

南芥〔Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.〕 ＡｔＡＭＹ１、
ＡｔＡＭＹ２ 和 ＡｔＡＭＹ３(拟南芥数据库登录号分别为

ＡＴ４Ｇ２５０００、ＡＴ１Ｇ７６１３０、ＡＴ１Ｇ６９８３０)氨基酸序列进

行比对ꎬ结果(图 １)显示:ＨｐＡＭＹ３ 与 ＡｔＡＭＹ３ 的序

列一致性最高ꎬ达６４.２１％ꎬ与 ＡｔＡＭＹ２ 和 ＡｔＡＭＹ１ 的

序列一致性分别为 ４７.４５％和 ４６.０２％ꎮ ＨｐＡＭＹ３ 与

ＡｔＡＭＹ１、ＡｔＡＭＹ２ 和 ＡｔＡＭＹ３ 具有相同的结构域ꎬ此
外ꎬ ＨｐＡＭＹ３ 与 ＡｔＡＭＹ３ 均 具 有 较 长 的 Ｎ 端ꎮ
ＨｐＡＭＹ３ 含有 α － 淀粉酶的催化结构域 ( Ａｌｐｈａ －
ａｍｙｌａｓｅꎬＰＦ００１２８.２７)ꎬ位于氨基酸序列的 ５４２ ~ ８３４
位ꎻ该结构域中还含有 ４ 个保守的氨基酸区域ꎬ分别

为 Ｒ１ ( ＤＶＶＬＮＨＲ )、 Ｒ２ ( ＧＷＲＬＤＦＶＲＧ )、 Ｒ３
(ＦＡＶＧＥ)和 Ｒ４(ＦＩＥＮＨＤ)ꎻＨｐＡＭＹ３ 的 Ｃ 端还含有

α－淀粉酶 Ｃ 末端的 β－折叠结构域(Ａｌｐｈａ－ａｍｙｌ＿Ｃ２ꎬ
ＰＦ０７８２１.１５)ꎬ位于氨基酸序列的 ８５３~９１１ 位ꎮ

将红肉火龙果 ＨｐＡＭＹ３ 与另 ４ 个物种的 ＡＭＹ
成员进行基于氨基酸序列的系统进化分析ꎬ结果(图
２)显示:红肉火龙果 ＨｐＡＭＹ３ 与拟南芥 ＡｔＡＭＹ３ 亲

缘关系最近ꎬ 与木薯 ＭｅＡＭＹ１.１、 ＭｅＡＭＹ２.１ꎬ 番茄

Ｓｏｌｙｃ０５ｇ００７０７０ 和茶树 ＣｓＡＭＹ３ 亲缘关系较近ꎬ以上

ＡＭＹ 蛋白与番茄 Ｓｏｌｙｃ０４ｇ０８２０９０ 同属于 ＡＭＹ Ⅲ类ꎮ
２.３　 ＨｐＡＭＹ３ 的亚细胞定位

红肉火龙果 ＨｐＡＭＹ３ 在本氏烟草叶片表达的荧

光显微观察结果(图 ３)显示:对照(１３００－ＧＦＰ)的绿

色荧光分布在细胞质、细胞核和细胞膜上ꎬ与叶绿体

红色自发荧光未有明显重叠ꎻ融合 ＨｐＡＭＹ３ 蛋白后

的 ＧＦＰ 绿色荧光在本氏烟草叶片中呈现点状分布ꎬ
与叶绿体红色自发荧光几乎完全重叠ꎬ呈现明显的黄

色荧光ꎮ 说明 ＨｐＡＭＹ３ 在本氏烟草叶片中定位于叶

绿体ꎮ

５２
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Ｒ１ꎬＲ２ꎬＲ３ꎬＲ４: 保守的氨基酸区域 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｇｉｏｎ. : α－淀粉酶的催化结构域 Ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ α￣ａｍｙｌａｓｅꎻ 􀆺􀆺: α－淀粉酶 Ｃ 末
端的 β－折叠结构域 β￣ｆｏｌｄ ｄｏｍａｉｎ ｉｎ Ｃ ｔｅｒｍｉｎａｌ ｏｆ α￣ａｍｙｌａｓｅ.

图 １　 红肉火龙果 ＨｐＡＭＹ３ 与拟南芥 ＡｔＡＭＹ１、ＡｔＡＭＹ２ 和 ＡｔＡＭＹ３ 的氨基酸序列比对和分析
Ｆｉｇ. １　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＨｐＡＭＹ３ ｉｎ Ｈｙｌｏｃｅｒｅｕｓ ｐｏｌｙｒｈｉｚｕｓ (Ｆ. Ａ. Ｃ. Ｗｅｂｅｒ) Ｂｒｉｔｔｏｎ ｅｔ Ｒｏｓｅ ｗｉｔｈ

ＡｔＡＭＹ１ꎬ ＡｔＡＭＹ２ꎬ ａｎｄ ＡｔＡＭＹ３ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.

Ｈｐ: 红肉火龙果 Ｈｙｌｏｃｅｒｅｕｓ ｐｏｌｙｒｈｉｚｕｓ (Ｆ. Ａ. Ｃ. Ｗｅｂｅｒ) Ｂｒｉｔｔｏｎ ｅｔ Ｒｏｓｅꎻ
Ａｔ: 拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ( Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.ꎻ Ｍｅ: 木薯 Ｍａｎｉｈｏｔ
ｅｓｃｕｌｅｎｔａ Ｃｒａｎｔｚꎻ Ｓｌ: 番茄 Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｃｓ: 茶树 Ｃａｍｅｌｌｉａ
ｓｉｎｅｎｓｉｓ ( Ｌｉｎｎ.) Ｏ. Ｋｔｚｅ. 括号中的编号为登录号 Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ
ｂｒａｃｋｅｔｓ ａｒｅ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ.

图 ２　 红肉火龙果 ＨｐＡＭＹ３ 与其他物种 ＡＭＹ 成员的系统进化树
Ｆｉｇ. ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＨｐＡＭＹ３ ｉｎ Ｈｙｌｏｃｅｒｅｕｓ ｐｏｌｙｒｈｉｚｕｓ (Ｆ. Ａ.
Ｃ. Ｗｅｂｅｒ) Ｂｒｉｔｔｏｎ ｅｔ Ｒｏｓｅ ａｎｄ ＡＭＹ ｍｅｍｂｅｒｓ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

ＧＦＰ: 绿色荧光蛋白 Ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ.

图 ３　 红肉火龙果 ＨｐＡＭＹ３ 的亚细胞定位
Ｆｉｇ. ３　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＨｐＡＭＹ３ ｉｎ Ｈｙｌｏｃｅｒｅｕｓ ｐｏｌｙｒｈｉｚｕｓ
(Ｆ. Ａ. Ｃ. Ｗｅｂｅｒ) Ｂｒｉｔｔｏｎ ｅｔ Ｒｏｓｅ

２.４　 红肉火龙果果实 α－淀粉酶活性

红肉火龙果果实发育期间 α－淀粉酶活性检测结

果(图 ４)显示:授粉后 ２０ 和 ２３ ｄꎬα－淀粉酶活性较低

６２
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且基本一致ꎻ授粉后 ２５ ｄꎬα－淀粉酶活性显著(Ｐ<
０.０５)升高ꎻ授粉后 ２７ ｄꎬα－淀粉酶活性大幅升高ꎬ授
粉后 ３０ ｄ(果实成熟)α－淀粉酶活性与授粉后 ２７ ｄ
基本一致ꎮ

不同小写字母表示在不同授粉后时间间差异显著(Ｐ<０.０５) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｐｏｓｔ￣ｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎ ｔｉｍｅｓ.

图 ４　 红肉火龙果果实发育期间 α－淀粉酶活性变化
Ｆｉｇ. ４ 　 Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ α￣ａｍｙｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｕｒｉｎｇ ｆｒｕｉｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ
Ｈｙｌｏｃｅｒｅｕｓ ｐｏｌｙｒｈｉｚｕｓ (Ｆ. Ａ. Ｃ. Ｗｅｂｅｒ) Ｂｒｉｔｔｏｎ ｅｔ Ｒｏｓｅ

２.５　 ＨｐＡＭＹ３ 基因表达分析

红肉火龙果果实发育期间 ＨｐＡＭＹ３ 表达分析结

果(图 ５)显示:授粉后 ２０ 和 ２３ ｄꎬＨｐＡＭＹ３ 的相对表

达量较低且基本一致ꎻ授粉后 ２５ ｄꎬＨｐＡＭＹ３ 的相对

表达量显著(Ｐ<０.０５)升高ꎻ授粉后 ２７ ｄꎬＨｐＡＭＹ３ 的

相对表达量最高ꎬ授粉后 ３０ ｄꎬＨｐＡＭＹ３ 的相对表达

量略有降低ꎬ但与授粉后 ２７ ｄ 差异不显著ꎮ

不同小写字母表示在不同授粉后时间间差异显著(Ｐ<０.０５) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｐｏｓｔ￣ｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎ ｔｉｍｅｓ.

图 ５　 红肉火龙果果实发育期间 ＨｐＡＭＹ３ 基因表达变化
Ｆｉｇ. ５　 Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ＨｐＡＭＹ３ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｆｒｕｉｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
ｏｆ Ｈｙｌｏｃｅｒｅｕｓ ｐｏｌｙｒｈｉｚｕｓ (Ｆ. Ａ. Ｃ. Ｗｅｂｅｒ) Ｂｒｉｔｔｏｎ ｅｔ Ｒｏｓｅ

ＨｐＡＭＹ３ 基因相对表达量与 α－淀粉酶活性间的

相关性分析结果显示:二者相关性较高(Ｒ２ ＝ ０.９４)ꎬ
推测 ＨｐＡＭＹ３ 基因表达对果实发育期间的 α－淀粉酶

活性具有较大影响ꎮ
２.６　 ＨｐＡＭＹ３ 重组蛋白的体外淀粉降解活性

结果(图 ６)显示:含有 ＨｐＡＭＹ３ 重组蛋白或载

体对照 ｐＤＲ１９６ 的反应体系中均检测到麦芽糖ꎬ但含

有 ＨｐＡＭＹ３ 重组蛋白的反应体系中的麦芽糖含量极

显著(Ｐ<０.０１)高于含有载体对照 ｐＤＲ１９６ 的反应体

系ꎬ且在含有 ＨｐＡＭＹ３ 重组蛋白反应体系中检测到

麦芽三糖ꎬ而含有载体对照 ｐＤＲ１９６ 的反应体系中无

麦芽三糖ꎮ 以上结果表明 ＨｐＡＭＹ３ 重组蛋白具有将

淀粉降解为二糖和三糖等低聚合度糖的活性ꎮ

: ＨｐＡＭＹ３ꎻ : ｐＤＲ１９６.

∗∗: Ｐ<０.０１ꎻ ＮＤ: 未检测到 Ｕｎｄｅｔｅｃｔｅｄ.

图 ６　 红肉火龙果 ＨｐＡＭＹ３ 重组蛋白的淀粉降解活性
Ｆｉｇ. ６　 Ｓｔａｒｃｈ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＨｐＡＭＹ３ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｏｆ Ｈｙｌｏｃｅｒｅｕｓ ｐｏｌｙｒｈｉｚｕｓ (Ｆ. Ａ. Ｃ. Ｗｅｂｅｒ) Ｂｒｉｔｔｏｎ ｅｔ Ｒｏｓｅ

３　 讨论和结论

红肉火龙果果实发育期间 α－淀粉酶活性快速升

高ꎬ与杧果和香蕉类似[２０－２１]ꎬ说明 α－淀粉酶在淀粉

降解中具有重要功能ꎮ 本研究基于果实转录组测序

和 ＲＴ－ＰＣＲ 克隆获得红肉火龙果编码 α－淀粉酶的候

选基因 ＨｐＡＭＹ３ꎬＨｐＡＭＹ３ 蛋白含有 α－淀粉酶的催化

结构域和 Ｃ 末端的 β－折叠结构域ꎬ推测 ＨｐＡＭＹ３ 是

ＡＭＹ 家 族 成 员ꎮ 以 拟 南 芥 ＡｔＡＭＹ１、 ＡｔＡＭＹ２、
ＡｔＡＭＹ３ 为代表ꎬ双子叶植物 ＡＭＹ 家族分为 ＡＭＹ
Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ类[２６]ꎮ 系统进化分析表明:ＨｐＡＭＹ３ 属于

ＡＭＹ Ⅲ类ꎬ且与拟南芥、茶树和木薯 ＡＭＹ Ⅲ类成员

的氨基酸数量和理论相对分子质量基本一致[１２ꎬ１４]ꎮ
有研究表明:香蕉 ＭａＡＭＹ１２ 和猕猴桃 ＡｄＡＭＹ３ 属于

７２
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ＡＭＹ Ⅲ类成员ꎬ其编码基因均随果实后熟和淀粉降

解呈上调表达趋势[２６－２７]ꎮ 另有研究表明: 香蕉

ＭａＡＭＹ３ 蛋白结合在淀粉体表面ꎬ其基因和蛋白的表

达量均随淀粉降解明显上调[２２]ꎮ 由此可见ꎬＡＭＹ Ⅲ
类成员在果实中的表达模式与淀粉含量变化呈负相

关关系ꎬ推测其参与淀粉降解ꎮ ＨｐＡＭＹ３ 的表达模式

与上述基因类似ꎬ并与 α－淀粉酶活性具有较高的相

关性ꎬ推测该基因在红肉火龙果果实发育期间上调表

达以促进淀粉降解ꎮ
亚细胞定位预测和实验验证均证明 ＡＭＹ Ⅲ类

成员与Ⅰ类和Ⅱ类成员的亚细胞定位存在明显差

异[１２ꎬ１４ꎬ２８－３０]ꎮ 例如:ＡＭＹ Ⅰ类成员拟南芥 ＡｔＡＭＹ１
和茶树 ＣｓＡＭＹ１ 均含有信号肽ꎬ经实验验证 ＡｔＡＭＹ１
定位于细胞外[１２ꎬ２８]ꎻＡＭＹ Ⅱ类成员不含有信号肽ꎬ
定 位 尚 不 清 楚ꎬ 目 前 仅 报 道 马 铃 薯 ( Ｓｏｌａｎｕｍ
ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ Ｌｉｎｎ.) ＳｔＡＭＹ２３ 定位于细胞质[２９]ꎮ ＡＭＹ
Ⅲ类成员如拟南芥 ＡｔＡＭＹ３ 和茶树 ＣｓＡＭＹ３ 均含有

信号肽[１２ꎬ３０]ꎬ可能定位于叶绿体等质体ꎬ经实验验证

表明 ＡｔＡＭＹ３ 定 位 于 叶 绿 体[３０]ꎮ 红 肉 火 龙 果

ＨｐＡＭＹ３ 在本氏烟草叶片中的瞬时表达结果证明其

定位于叶绿体ꎬ与拟南芥 ＡｔＡＭＹ３ 同样具有质体定位

的特点[３０]ꎮ 香蕉和火龙果等果实含有的质体类型通

常为淀粉体[３ꎬ２２]ꎮ 类似于香蕉 ＭａＡＭＹ３ 蛋白结合在

淀粉体表面[２２]ꎬ红肉火龙果 ＨｐＡＭＹ３ 可能也结合于

红肉火龙果果实的淀粉体ꎮ
研究结果表明:α－淀粉酶家族氨基酸序列的一

级结构具有 ４ 个保守区域ꎬ包含催化位点和底物结合

位点ꎬ共同决定 α－淀粉酶活性[１３ꎬ３１]ꎮ 红肉火龙果

ＨｐＡＭＹ３ 氨基酸序列含有上述 α－淀粉酶家族的 ４ 个

保守区域ꎬ推测其可能具有 α－淀粉酶的催化活性ꎬ但
仍需要进一步实验验证ꎮ 目前针对 ＡＭＹ 开展的异源

表达和酶催化活性检测较少ꎬ仅报道了香蕉 ＡＭＹ 家

族 １ 个成员和拟南芥 ＡｔＡＭＹ３[３０ꎬ３２]ꎮ Ｊｕｎｉｏｒ 等[３２] 从

香蕉果实中分离获得 ＡＭＹ 家族成员 ＭＡｍｙꎬ其氨基

酸数量和理论相对分子质量均远小于 ＨｐＡＭＹ３ꎬ推测

其并不属于 ＡＭＹ Ⅲ类ꎻ通过毕赤酵母表达获得香蕉

ＭＡｍｙ 的重组蛋白ꎬ以提取自马铃薯的可溶性淀粉为

底物ꎬ检测到该重组蛋白的淀粉降解活性ꎮ Ｓｅｕｎｇ
等[３０]通过大肠杆菌表达获得拟南芥 ＡｔＡＭＹ３ 重组蛋

白ꎬ作用于拟南芥叶片中的淀粉颗粒可释放出低聚合

度的线状和支链葡聚糖ꎮ 利用酿酒酵母表达获得重

组蛋白并离体检测酶催化活性ꎬ也是检测植物代谢酶

的常见策略[３３－３４]ꎮ 本研究获得基于酿酒酵母表达的

ＨｐＡＭＹ３ 重组蛋白ꎬ使用红肉火龙果果实淀粉为底

物ꎬ检测到 ＨｐＡＭＹ３ 重组蛋白的淀粉降解活性ꎮ
ＨｐＡＭＹ３ 重组蛋白催化淀粉降解产生麦芽糖和麦芽

三糖ꎬ其产物的聚合度分别为 ２ 和 ３ꎬ与 ＡｔＡＭＹ３ 催

化产生线状和支链葡聚糖(聚合度为 ３ ~ ５)类似[３０]ꎮ
因此ꎬＨｐＡＭＹ３ 在红肉火龙果果实发育期间可催化淀

粉降解为麦芽糖和麦芽三糖ꎮ
综合上述研究结果ꎬＨｐＡＭＹ３ 可能定位于红肉火

龙果果实的淀粉体ꎬ具有将淀粉降解为麦芽糖和麦芽

三糖的活性ꎮ ＨｐＡＭＹ３ 在红肉火龙果果实发育期间

的表达快速上调可促进 α－淀粉酶活性的快速升高ꎬ
参与果实发育期间的淀粉降解过程ꎮ
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