
专题策划

芒果果实多酚氧化酶 （ ＰＰＯ） 基因的

克隆与表达分析
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摘 要 ： 多 酿
＇

氧化酶 （ Ｐｏ ｌ
ｙｐ

ｈｅｎｏ ｌｏｘｉｄａｓ ｅ
，ＰＰＯ ） 是 引起水果褐 变的 关键酶。 为 了研究芒果

果 实 中ＰＰＯ基 因 的功能 ， 本试验采用 ＲＡＣＥ方法从
‘

贵妃
’

芒果果实 中克隆得到 了１个ＰＰＯ基 因 ，

该基 因 ｃＤＮＡ序列全长为 １ ９３０ｂｐ ， 开放 阅读框为 １ ７ ８２ｂ
ｐ ，
编码 ５ ９３个氨基酸 。 芒果ＰＰＯ基 因 编码的

多 酚氧化酶属于亲水性蛋白质 ， 分子重量为 ６６ ． ８２ＫＤ
， 等 电点为 ６ ． ９５

，
不含跨膜结构和信号肽 ，

为

非分泌蛋白
， 包含Ｔ

ｙ
ｒｏ ｓ ｉｎａｓｅ 、 ＰＰ０ １

＿

ＤＷＬ和ＰＰ０ １
＿

ＫＦＤＶ保守结构域 。 芒果ＰＰＯ蛋 白 的二级结构

无规则卷曲 、 Ｐ 折叠和 ａ 螺旋 占 比分别 为 ６３ ． ５ ８％ 、 ２２ ． ６０％和 １ ３ ． ８３％
，

三级结构与模板６ ｅｌｓ ． ｌ ．Ａ—

致性达７０ ． ９４％
，
可能与 

Ｃ２Ｈ２ａｎｄＣ２ＨＣｚｉｎｃｆｉｎ
ｇ
ｅｒｓｓｕ

ｐ
ｅｒｆｋｍｉｌ

ｙｐ
ｒｏ ｔｅｉｎ（

ＴＴ １
） ，Ｍｕｌｔｉｄｒｕ

ｇ

ｒｅｓ ｉｓ ｔａｎｃｅ

ｐｒｏ ｔｅｉｎ
，
ｍａｔｅｆｅｍｉｌｙ（ ＴＴ １ ２ ） 和Ａｕｔｏ ｉｎｈｉｂ ｉｔｅｄＨ

（

＋
）
ＡＴＰａｓｅ ｉｓｏｆｏｒｍ１ ０（ 

ＡＨＡ １ ０） 等存在相互作用 。

聚类分析表明 该蛋 白 与 开心果 、 橄榄、 克莱 门柚和甜橙等植物的 亲缘关 系较近 。 通过ｑ
ＲＴ

－

ＰＣＲ

分析 ，
芒果ＰＰＯ基 因 主要在

‘

桂七
’

果皮 中表达量较高 ，
而在

‘

贵妃
’

果皮 中表达量较低 。 该基

因 的克隆及其功能的研究对芒果抗酶促褐变品种的培育 以及分子改 良具有重大意义 。

关键词 ： 芒果
； 多 酚氧化酶 ；

克隆
； 表达分析

Ｃｌｏｎｉｎｇ
ａｎｄＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＰｏｌｙｐｈｅｎｏｌ

Ｏｘｉｄａｓｅ（ＰＰＯ ）
ＧｅｎｅｆｒｏｍＭａｎｇｏＦｒｕｉｔ

Ｗ曰Ｔ ｉ ｎ ｇ ｔ ｉ ｎｇ

１
，

３

，
ＺＨＡＯ Ｚｈ ｉ ｃｈａｎ ｇ

１ ＊

，
ＷＡＮＧ Ｚ ｉｓｏｎｇ

２

，Ｈ ＵＡＮＧ Ｔｕａｎ
２

，Ｌ Ｉ ＵＣａ ｉ ｈ ｕａ
２

，

ＬＵＯＲｕ ｉｘ ｉ ｏｎｇ

１

，ＧＡＯ Ａ ｉ ｐ ｉ ｎｇ

１
＊

（
ｔ ｒｏｐ ｉｃａｌＣｒｏｐ ｓＧ ｅｎｅｔｉｃＲｅ ｓｏｕｒｃ ｅｓＩｎｓ ｔｉ ｔｕｔｅ

，
Ｃｈｉｎｅ ｓ ｅ Ａｃａｄｅｍｙ 

ｏｆ Ｔｒｏｐ
ｉｃａｌ Ａ

ｇ
ｒｉｃｕｌ ｔｕｒａｌ Ｓ ｃｉｅｎｃｅｓ

，

Ｈａｉｋｏｕ５７ １ １ ０ １
，Ｈａｉｎａｎ

；

２

Ｇｕａｎ
ｇ
ｘｉ Ｋｅ

ｙ 
Ｌａｂｏｒａｔｏｒ

ｙ
ｏｆ Ｍａｎ

ｇ
ｏＢ ｉｏｌｏ

ｇｙ ，
Ｂａｉ ｓｅ５３３０００

，Ｇｕａｎｇｘｉ
；

３

Ｃｏ ｌｌｅ
ｇ
ｅｏｆ ＨｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒｅａｎｄＦｏｒｅｓｔｒ

ｙ ，Ｈｕａｚｈｏｎ
ｇ 
Ａ
ｇ
ｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓ ｉｔｙ ，

Ｗｕｈａｎ４３００７０
，Ｈｕｂ ｅｉ

）

基金项 目 ： 广 西芒果生物 学重点 实验室 开放课题 （
ＧＫＬＢＭＯ ２２ ０ ２

） ；
国 家香蕉产 业技术体 系 项 目

（ ＣＡＲＳ
－

３ １
－

２６ ） ； 海南省重点研发计划 （ ＺＤＹＦ２０２００５２ ） 。

作者简介 ： 魏婷婷 （ １ ９９７
—

） ，
女

，
硕士

， 研究方向为果树种质资源 。 Ｅ
－

ｍａｉｌ
：４５５０２９ １ ９３＠ｑｑ ． ｃｏｍ

＊

通信作者 ： 高 爱 平 （１ ９ ７ ０ ） ，
男

， 博 士 ， 研 究 员 ， 研 究 方 向 为 果树种质 资 源 。 Ｅ
－

ｍ ａ ｉ ｌ
：

ａｉｐ ｉｎ
ｇｇ

ａｏ＠ １ ２６ ． ｃｏｍ
；
起志常 （ １ ９７７

—

） ， 男 ， 博士 ，
副研究 员 ， 研究方 向为热 带果树遗传育种及分子生物

学 。 Ｅ
－

ｍａｉｌ ：ｌｏｎ
ｇ
ａｎｚｚ＠ １ ２６ ． ｃｏｍ

２０２３ ．５总第 １ １调 ９

a1997
线条

a1997
线条



专题策划

Ａｂｓｔ ｒａｃｔ ：Ｐｏ ｌ
ｙｐｈｅ

ｎｏ ｌ ｏｘ ｉｄａｓｅ
（
ＰＰＯ

）
ｉ ｓａ ｋｅｙ 

ｅｎｚｙ
ｍｅ  ｔｈａｔ ｃａｕｓｅ ｓｆｉｎｉ ｔ ｂｒｏｗｎｉｎ

ｇ
．Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏｓｔｕｄｙ

ｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎ

ｏｆ 
ＰＰＯ

ｇ
ｅｎｅ ｉｎｍａｎ

ｇ
ｏｆｒｕ ｉ ｔ

，
ａ ＰＰＯ

ｇ
ｅｎｅｗａｓｃ ｌｏｎｅｄｆｒｏｍ ｔｈｅ

＇

Ｇｕｉ ｆｅ ｉ

＇

ｍａｎ
ｇ
ｏｆｒｕｉｔｂｙ

ＲＡＣＥｍｅｔｈｏｄ ．Ｔｈｅｆｕｌ ｌ
－

ｌｅｎｇ
ｔｈｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃ ｅｏｆ ＰＰＯ

ｇｅ
ｎｅｗａ ｓ １ ９３ ０ｂｐａｎｄｔｈｅｏｐ ｅｎｒｅａｄ ｉｎｇ

ｆｒａｍｅｗａ ｓ１ ７ ８ ２ｂｐ ，ｅｎｃｏｄｉｎｇ
５ ９ ３ａｍ ｉｎｏ

ａｃ ｉｄｓ ．Ｐｏ ｌ
ｙｐ

ｈｅｎｏ ｌｏｘ ｉｄａｓｅｅｎｃｏｄｅｄｂｙ 

ＰＰＯ
ｇ

ｅｎｅｏｆ ｍａｎ
ｇ
ｏｂｅ ｌｏｎ

ｇ
ｅｄ ｔｏｈ

ｙ
ｄｒｏｐ

ｈｉ ｌ ｉｃ
ｐ

ｒｏｔｅ ｉｎｗｉ ｔｈｍｏ ｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉ
ｇ
ｈｔ

ｏｆ ６６ ． ８２ＫＤａｎｄ ｉ ｓｏｅ ｌｅｃｔｒｉｃ
ｐｏ ｉｎｔｏｆ ６ ． ９ ５ ．Ｉｔ ｗａｓａ ｎｏｎ－

ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅ ｉｎ ｗｉｔｈｏｕｔ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｓ ｔｒｕｃｔｕｒｅｏｒｓ ｉ
ｇ
ｎａｌ

ｐｅｐｔｉｄｅ
， 
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ 

ｔｈｅｃｏｎｓｅｒｖｅｄｄｏｍａｉｎｏｆ Ｔｙｒｏ ｓ ｉｎａｓｅ
， 
ＰＰＯ ＩＤＷＬ ａｎｄＰＰＯ ＩＫＦＤＶ．Ｔｈｅ

ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓｏｆ ｒａｎｄｏｍ

ｃｏｉ ｌ
，ｐ

－

ｐ
ｌｅａｔｅｄｓｈｅｅｔ ａｎｄａ－ｈｅ ｌ ｉｘ  ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒ

ｙ  ｊ
ｕｎｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅ６３ ． ５ ８％

， 
２２ ．６０％ ａｎｄ１ ３ ． ８ ３％ ． Ｔｈｅｃｏｎｓ ｉｓｔｅｎｃｙ

ｏｆ  ｔｈｅ

ｔｅｒｔｉａｒｙ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗｉｔｈ  ｔｈｅ  ｔｅｍｐ ｌａｔｅ ６ｅｌｓ ． ｌ ．Ａ ｗａｓ ７０ ． ９４％ ． Ｔｈｅｒｅ ｍ ｉｇｈｔ ｂｅ  ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ

ｐ
ｒｏｔｅ ｉｎｓ ｓｕｃｈ ａｓ Ｃ２Ｈ２ ａｎｄ

Ｃ２ＨＣｚ ｉｎｃ ｆｉｎｇｅ
ｒｓｓｕｐｅｒｆａｍ ｉ ｌｙ ｐｒｏｔｅ ｉｎ

（
ＴＴ １

） ， 
Ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ

ｒｅｓ ｉｓ ｔａｎｃｅ
ｐ

ｒｏｔｅ ｉｎ
， 
ｍａｔｅｆａｍｉ ｌｙ（

ＴＴ １ ２
） ，

ａｎｄ Ａｕｔｏ ｉｎｈｉｂ ｉ ｔｅｄ

Ｈ
（
＋

）

－ＡＴＰａｓｅｉ ｓｏ ｆｏｒｍ１ ０
（
ＡＨＡ １ ０

）
．Ｃ ｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓ ｉ ｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＰＰＯ

ｐ
ｒｏｔｅ ｉｎｏｆ ｍａｎ

ｇ
ｏｗａ ｓｃ ｌｏｓｅ ｌｙ

ｒｅ ｌａｔｅｄｔｏ

ｐ ｉ ｓ ｔａｃｈ ｉｏ
，
ｏ ｌ ｉｖｅ

，
ｃ ｉ ｔｒｕｓＣ ｌｅｍｅｎｔｉｎａａｎｄｓｗｅｅｔｏｒａｎｇ

ｅ ．ＢｙｑＲＴ
－ＰＣＲａｎａｌｙｓ ｉ ｓ

， 
ＰＰＯｅｘｐ

ｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ ｌｅｖｅｌｗａ ｓｈ ｉｇｈｅｒ ｉｎ

＇

Ｇｕｉｑｉ

＇

ｐｅｒｉｃ ａｒｐ ， 
ｂｕｔ  ｌｏｗｅｒ ｉｎ

＇

Ｇｕｉｆｅ ｉ

＇

ｐｅ
ｒｉｃ ａｒｐ ．Ｔｈｅｃ ｌｏｎ ｉｎｇ

ｏｆ  ｔｈ ｉ ｓ
ｇｅ

ｎｅａｎｄｔｈｅｓｔｕｄｙ
ｏｆ  ｉ ｔｓｆｉｍｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅｏｆ

ｇ
ｒｅａｔ

ｓ ｉ
ｇｎ ｉｆｉｃａｎｃｅ ｆｏｒ  ｔｈｅ ｂｒｅｅｄｉｎｇ 

ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  ｉｍｐ
ｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｍａｎ

ｇ
ｏ ｒｅ ｓ ｉ ｓ ｔａｎｔ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｔｏ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｂｒｏｗｎ ｉｎｇ

．

Ｋｅｙｗｏ ｒｄｓ ：ｍａｎ
ｇ
ｏ

； 
Ｐｏ ｌｙｐｈｅｎｏ ｌ ｏｘ ｉｄａｓｅ

； 
ｃ ｌｏｎｉｎｇ ； 

ｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ ａｎａｌｙｓ ｉ ｓ

芒 果 （
Ｊ ｌｆ ａ ｎ ｇ ｉＹｅ ｒ ａｉ ｉｉ ｒｆ ｉ ｃ ａＬ ． ） 属 漆树科

（
Ａｎａｃａｒｄ ｉａｃｅａｅ ） 芒果属 （

Ｍａｎ
ｇｉ
ｆｅｒａ

） 常绿果树 ，

主要分布于热带 、 亚热带国家和地区 ， 是世界第二

大热带水果 。 由于其果肉细腻 ， 香气宜人 ， 富含碳

水化合物 、 矿物质 、 粗纤维 、 维生素和多酚等物

质
［

１
］

， 深受人们喜爱 ， 素有
“

热带果王
”

之美誉 。

芒果果实采后的运输 、 加工环节易发生褐变 ， 限

制着芒果产业的发展 。 根据是否 由酶参与反应引

起 ， 褐变分为酶促褐变和非酶促褐变两大类 ， 其

中酶促褐变是果实褐变的主要原因
［

２
］

。 多酚氧化酶

（ Ｐｏ ｌ
ｙｐ

ｈｅｎｏ ｌｏｘ ｉｄａｓｅ
，ＰＰＯ ） 是参与芒果酶促褐变

过程的关键酶 ， 其在有氧条件下 ， 催化酚类化合物

产生醌类物质 ， 而由醌类物质进一步与细胞内大分

子聚合反应产生的色素物质将会沉积在损伤组织表

面 ， 导致水果组织表面发生褐变 ， 从而导致果实中

Ｘ寸人体健康有重要作用的酚类物质减少
［
３

］

。 在果树

中 ，

ＰＰＯ基因 已经从苹果
［

４
］

、 梨
［

４
］

、 桃
［

４
］

、 草莓
［

４
］

、 杏

子
［
５

］

、 葡萄
［
６

］

等果实中获得了克隆 ， 而对芒果果实的

ｍ？基因的研究尚未见到相关报道 。

本研究采用ＲＡＣＥ方法 ， 从
‘

贵妃
’

芒果果实

中克隆得到了 
１个ＰＰＯ基因 ， 并分析其相关生物学信

息 ’
以进一步研究其功能 ， 希望为抗酶促褐变的芒

果品种的培育提供理论基础 。

１ 材料和方法

１ ． １ 材料的选取及芒果果皮ＤＮＡ和 ＲＮＡ的

提取

本研究选取来 自海南省农业农村部儋州芒果种

质资源圃完全成熟的
‘

贵妃
’

芒和
‘

桂七
’

芒两个

品种的果实 ， 用刀片取芒果果皮后立即放人液氮速

冻 ， 而后保存在－

８０１冰箱备用 。

采用多糖多酚植物基因组ＤＮＡ提取试剂盒和多

糖多酚植物总ＲＮＡ提取试剂盒 （ 北京天根 ） 分别提

取芒果果皮ＤＮＡ和ＲＮＡ ， 操作步骤参照试剂盒的说

明书进行 。 ＲＮＡ的单链结构和ＲＮａｓ ｅ的高活性导致

ＲＮＡ极易降解 ， 因此在ＲＮＡ的提取过程中 ， 需使用

无ＲＮａｓｅ活性的耗材 ， 操作要熟练迅速 ， 并加人适

量的ＤＮａｓｅＩ 酶液 （ ＲＮａｓｅ
－ｆｒｅｅ ） 去除残留的ＤＮＡ

，

最后用 ＲＮ ａ ｓ ｅ
－

ｆｒ ｅ ｅ双蒸水溶解 。 提取完成后 ， 用

１ ．０％的琼脂糖凝胶电泳检测ＲＮＡ的完整性和ＤＮＡ是

否被完全去除 。

１ ．２ 芒果ＰＰＯ基因全长ｃＤＮＡＪ＾列的获得

以提取的ＲＮＡ为模板 ， 利用 ＳＭＡＲＴｅｒＴＭＲＡＣＥ

ｃＤＮＡ扩增试剂盒 （ Ｃ ｌｏｎｔｅｃｈ ） 反转录合成芒果ＲＮＡ

的第一链 ｃＤ ＮＡ
， 并分别扩增 出 ３

’

端和 ５
’

端的

ｃＤＮＡ 。 对ＰＣＲ产物进行电泳分析后 ， 回收 目 的基

因片段 ， 与 Ｐ
ＭＤ －

１ ９Ｔ连接 ， 转化大肠杆菌 ， 鉴定

１ ０ 中国热带农业



专题策划

表 １ 生物信息 学分析软件

生物信息学分析软件 网址

ＮＣＢ Ｉ

－ＢＬＡＳＴ

ＮＣＢ Ｉ

－ＯＲＦ

ＮＣＢ Ｉ

－ＣＤＤ

ＳＷ Ｉ ＳＳ－ＭＯＤＥＬ

ＤｅｅｐＴＭＨＭＭ

Ｓ ｉ

ｇ ｎａ ｌ Ｐ４ ． １

ｗ〇ｌｆｐｓｏｒｔ

ｈｔｔｐ ｓ ： ／／ｂ ｌａｓｔ ．ｎｃｂ ｉ ． ｎｌｍ ． ｎｉｈ ．

ｇ
ｏｖ／ Ｂｌａｓｔ ． ｃ

ｇ
ｉ

ｈｔ ｔ
ｐ

ｓ ： ／ ／ｗｗｗ ．ｎｃｂｉ ． ｎｌｍ．ｎｉｈ ．

ｇ
ｏｖ／ｏ ｒｆｆｉｎｄｅｒ／

ｈｔ ｔ
ｐ

： ／ ／ｗｗｗ ．ｎｃｂ ｉ ． ｎｌｍ ．ｎ ｉｌｉ ．

ｇ
ｏｖ／Ｓ ｔｘｕｃｔｕｒｅ／ ｃｄｄ／ｗｒ

ｐ
ｓｂ ． ｃ

ｇ
ｉ

ｈ ｔ ｔ
ｐ

： ／ ／ ｓｗｉｓ ｓｍｏｄｅｌ ． ｅｘ
ｐ
ａ ｓ
ｙ

． ｏｒ
ｇ
／

ｈ ｔｔ
ｐ

ｓ ： ／ ／ｄｔｕ ．ｂ ｉｏ ｌｉｂ ． ｃｏｍ／Ｄ ｅｅ
ｐＴＭＨＭＭ

ｈｔｔ
ｐ

ｓ ： ／ ／ ｓ ｅｒｖｉｃｅ ｓ ＿ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ ＿ ｄｔｕ ． ｄｋ／ ｓｅｒｖｉｃｅ ．

ｐｈｐ Ｐ Ｓ ｉ
ｇ
ｎａｌＰ

＿

４ ． １

ｈｔ ｔ
ｐ

： ／ ／ｗｗｗ ．

ｇ
ｅｎ  ｓｃｒｉｐ ｔ ． ｃｏｍ／ｗｏ ｌｆ ｐ

ｓｏ ｒｔ ．ｈｔｍｌ

 

序列 比对分析

开放 阅读框及氨基酸序列 查询

保守结构域分析

蛋 白质三级结构预测

跨膜结构预测

信号肽预测

亚细胞定位

Ｐ ｒｏｔｐａ ｒａｎ ｆ ｌＷＷＷ ． ｅｘ
ｐ
ａ ｓ
ｙ

． ｃｈ／ｔｏｏ ｓ ｌ／ｐｒｏ ｔｐａｒａｍ．ｈ ｔｍｌ

Ｎｅ ｔＰｈＯＳ３ ． １ｈｔ ｔ
ｐ

ｓ ： ／／ｓｅｒｖｉｃｅ ｓ ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ ．ｄｔｕ ． ｄｋ／ ｓ ｅｒｖｉｃｅ ．

ｐｈｐ ＰＮｅｔＰｈｏ ｓ ３ ． １

Ｐ ｒｏ ｔＳＣａ ｌｅ ｈｔｔ
ｐ

ｓ ： ／／ｗｅｂ ． ｅｘ
ｐ
ａ ｓ
ｙ

． ｏ ｒ
ｇ
／
ｐ
ｒｏ ｔ ｓｃａｌｅ／

蛋 白理化性质分析

磷酸化位点预测

蛋 白质亲水性／疏水性分析

ＳＴＲ Ｉ ＮＧ ｈ ｔｔ
ｐ

ｓ ： ／ ／ ｓｔｒｉｎｇ ｄｂ ． ｏ ｒ
ｇ／ 蛋 白相互作用 分析

表２ 引 物序列信息

引物名称 类型 序列

ＴＵ ＢＢ 内参引 物 Ｆ ：ＧＴＣＧＣＴＡＣＣＴＣＡＣＴＧＣＴＴＣＡ

Ｒ ：ＣＡＣＡＧＡＣＡＣＴＧＧＡＣＴＴＧＡＣＡＴＴＡ

ＰＰ０ 目 的基 因 引 物 Ｆ ：ＣＴＡＴＣＴＴＣＴＴＣＧＣＴＣＡＴＣ

Ｒ ：ＣＴＴＴＴＣＴＣＴＴＣＣＣＴＣＣＴＡ

后将阳性克隆进行测序 。 根据获得基 因 的 ３

’

端

和 ５
’

端的序列结果 ， 设计特异引 物 ， 进行全长

ｃＤＮＡ序列扩增 ， 并进行回收纯化、 连接 、 转化 、

筛选以及测序 。

１ ．３ 芒果ＰＰＯ基因生物信息学分析

使用Ｎ ＣＢ Ｉ
－ＢＬＡＳＴ对克隆序列 比对分析 ；

０ＲＦ

ｆｉｎｄｅｒ查找芒果ＰＰ０基因的开放阅读框并翻译其氨基

酸序列 ；

ＣＤＤ预测芒果ＰＰ０蛋白保守结构域 ； 細在

线软件对芒果ＰＰ０蛋白的三级结构 、 跨膜结构 、 信号

肽， 亚细胞定位 ， 理化性质 ， 磷酸化位Ｉ 亲水性／

疏水性及互作蛋白进行分析预测 ， 各网站的具体网

址和功能见表 １
； 使用ＤＮＡＭＡＮ软件进行同源序列 比

及１结构预测 ； 麵ＭＥＧＡ １ １构建系统进化树 ；

使用Ｂ ｉｏｅｄ ｉ ｔ软件对蛋白的氨基酸含量进行分析 。

１ ．４ 芒果ＰＰＯ基因的ｑＲＴ
－ＰＣＲ分析

使用 Ｂ ｅ ａｃ ｏｎＤ ｅ ｓ ｉ

ｇ
ｎ ｅ ｒ７设计荧光定量引物 ，

以 ｒｒａＢ基因为 内参基因 ， 并委托上海生工公司合

成 ， 本试验所用引物见表２ 。 使用诺唯赞生物技术

有限公司 ＣｈａｍＱ
Ｕｎ ｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲ

ｑ
ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭ ｉｘ试

剂盒进行ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ反应 ， 体系配制如下 ：

ＳＹＢＲ
，

５
｜

ｊｌ Ｌ
，ｃＤＮＡ

，１
｜

ｊｌ Ｌ
，Ｈ ２０ ，

２ ． ４
｜

ｊｌ Ｌ
，
上下游引物

各０ ． ８
ｊ

ｊｌ Ｌ
， 共 Ｉ Ｏ

ｊ
ｊｌ Ｌ 。 ｑ

ＲＴ－ＰＣＲ反应条件为 ： 预变

性 ，
９ ５ Ｔ ； ３ ０ ｓ

； 循环反应 ，
９ ５ Ｔ ； １ ０ ｓ

，ＧＯＴ Ｓ Ｏ ｓ
，

４ ０个循环 ； 焴解 曲 线采集程序 为机器默认 ，

９ ５ Ｔ ； １ ５ ｓ
，６０丈 ６〇３

，９５ Ｔ １ ５ Ｓ 。 使用２
Ａ Ａ ＣＴ

法进行

数据整理 ， 计算基因相对表达水平 ’ 每个样品设置

３次生物学重复 。

２ 结果与分析

２ ． １ 芒果ＰＰＯ基因的获得

根据ＲＡＣＥ扩增结果进行拼接 ， 最后得到芒果

基因的全长 ｃＤＮＡ序列 ， 测序后 ｃＤＮＡ序列全长

２０２３ ．５总第 １ １调１ １
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图 １４种作物ＰＰＯ蛋白序列 的 比对

为 １ ９ ３０ｂ
Ｐ ， 开放阅读框为 １ ７ ８２ｂ

ｐ ， 编码５ ９ ３个氨基

酸 。 通过测序分析得到的基因序列与ＮＣＢ Ｉ登录的开

心果 （
Ｗｓ ｆａｃｉａｖｅｒａＬ ． ） 、 核桃 （ Ｊｕｇ／ａｎｓｒｅｇｉａＬ ． ） 、

杨梅 （
ＡｆｙｒｉｃａｒｕＡｒａＳ ｉｅｂ ．ｅｔＺｕｃｃ ． ） 的ＰＰ０蛋 白序列 比

对 ， 序列之间有较高的 同源性 （ 图 １ ） ， 确定克隆

的基因为芒果ＰＰＯ基因 。

２ ．２ 芒果 ＰＰＯ蛋 白基本理化性质

由 Ｐ ｒ ｏ ｔ Ｐ ａ ｒ ａｍ在线分析可知芒果 ＰＰ０蛋 白 分

子量为 ６６ ． ８ ２ＫＤ
， 等 电点 （ Ｐ

Ｉ
） 为 ６ ． ９ ５

； 共包含

９ ３ ７ ５
个原子 ， 原子组成为 

Ｃ ３ ０ ０ ５Ｈ ４ ６ ６ 〇Ｎ ８ ０ ２〇 ８ ９ ｌ
Ｓ

ｌ ７ ；

脂肪系数 （ ａ ｌ ｉ

ｐ
ｈ ａ ｔ ｉ ｃ ｉ ｎｄ ｅ ｘ ） 为 ７ ５ ． ６２

， 不稳定指

数 （ ｉ ｎ ｓ ｔ ａｂ ｉ ｌ ｉ ｔ
ｙ

ｉ ｎｄ ｅ ｘ ） 为 ３ ７ ． ４ ３
， 说明该蛋 白 的

稳定性较好 ； 其总平均亲水性 （ ｇ
ｒａｎｄａｖ ｅ ｒａ

ｇ
ｅｏｆ

ｈ
ｙ
ｄ ｒｏ

ｐ
ａ ｔｈ ｉｃ ｉ ｔ

ｙ ，ＧＲＡＶＹ ） 为 －０ ． ５ ０ ３
， 表明该蛋 白

是亲水性蛋 白 。 采用 Ｐ ｒｏ ｔ ｓ ｃ ａ ｌ ｅ在线分析工具 中 的

Ｋ
ｙ
ｔｅ＆Ｄｏｏ ｌ ｉ ｔ ｔ ｌｅ算法进一步分析芒果ＰＰ０蛋白 的亲

水性 ／疏水性 （ 图 ２
） ， 从整体上看 ， 亲水氨基酸

（ 负值 ） 多于疏水氨基酸 （ 正值 ） ，
且 ５ ５４位的亮

氨酸分值最高 （
２ ． １ ００ ） ，

疏水性最强 ，

４ ８ ９位的

谷氨酸分值最低 （
－ ３ ． ６ ３ ３） ， 亲水性最强 。 利用

Ｂ ｉ ｏ ｅｄ ｉ ｔ软件对芒果ＰＰ０蛋 白 的氨基酸含量进行分

析 ， 结果表明天冬氨酸 、 赖氨酸 、 亮氨酸 、 脯氨

酸和丝氨酸含量较高 ， 而半胱氨酸 、 色氨酸和蛋

氨酸含量较少 （ 图 ３
）３

２ ． ３ 芒果 Ｐ ＰＯ蛋 白 的跨膜结构域 、 信 号

肽、 磷酸化位点与亚细胞定位的预测

利用在线工具Ｄｅｅ
ｐ
ＴＭＨＭＭ和 Ｓ ｉ

ｇ
ｎａｌＰ４ ． １分别

对芒果ＰＰ０蛋 白 的跨膜结构和信号肽进行了预测 ，

图 ４中没有出现峰信号位置且芒果ＰＰ０蛋 白 的全部

氨基酸均位于细胞膜外侧 ， 表明该蛋 白不含跨膜结

构 ， 图 ５显示芒果ＰＰ０蛋 白不含信号肽 ， 表明芒果

ＰＰ０蛋 白为非分泌蛋白 ， 不参与物质的跨膜运输 。

使用Ｎｅ ｔＰｈｏ ｓ３ ． １预测芒果ＰＰ０蛋 白质的磷酸化位点

（ 图 ６
） ， 总共预测出 ２８个丝氨酸磷酸化位点 ，
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图 ３ 芒果ＰＰＯ蛋白氨基酸含量

酪氨酸磷酸化位点 ，
２３个苏氨酸磷酸化位点ｉ 采用

ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ在线软件进行亚细胞定位预测 ， 结果

显示该蛋白主要定位于叶绿体中 。

２ ． ４ 芒果 ＰＰＯ蛋 白 的结构 、 互作蛋 白预测

及保守结构域分析

通过ＤＮＡＭＡＮ软件预测芒果ＰＰＯ蛋 白 的二级结

构 ， 该蛋 白 的二级结构多数为无规则卷曲和 Ｐ
－折

叠 ， 占 比分别为 ６３ ． ５ ８％和 ２２ ．６０％
， 也有少量的 （Ｘ

－

螺旋结构 ， 占 比 １ ３ ． ８ ３％（ 图 ７
） 。 通过Ｓｗｉ ｓ ｓ

－Ｍ ｏｄｅ ｌ

在线软件预测芒果ＰＰＯ蛋 白三级结构可能的构型

（ 图 ８ ） ， 该蛋白三级结构与模板６ｅ ｌｓ丄Ａ—致性达

７０ ．９４％ 。 ＳＴＲＩＮＧ软件分析表明该蛋 白可能与 Ｃ２Ｈ２

ａｎｄＣ２ＨＣｚ ｉｎｃｆｉｎ
ｇ
ｅｒｓｓｕ

ｐ
ｅｒｆａｍ ｉ ｌ

ｙｐ
ｒｏｔｅ ｉｎ（ ＴＴ １） ，

Ｍｕｌｔ ｉｄｒｕ
ｇ

ｒｅ ｓ ｉ ｓ ｔａｎｃｅ
ｐ

ｒｏｔｅ ｉｎ
，
ｍａｔｅｆａｍ ｉ ｌ

ｙ（ 
ＴＴ １ ２

） 和

Ａｕｔｏ ｉｎｈｉｂ ｉ ｔｅｄＨ
（
＋

）

－ＡＴＰａｓｅ ｉ ｓ ｏｆｏｒｍ１ ０（ ＡＨＡ １ ０
） 等

蛋 白存在相互作用 （ 图 ９ ） 。 ＮＣＢ Ｉ
－ＣＤＤ分析表明

芒果ＰＰ０蛋白包含Ｔ
ｙ
ｒｏｓ ｉｎａｓｅ 、 ＰＰ０ １

＿

ＤＷＬ和ＰＰ０ １
＿

ＫＦＤＶ这３个保守结构域 （ 图 １０ ） 。

Ｆｅａｔｕｒｅ专题策划

图 ２ 芒果ＰＰＯ蛋白 亲水性 ／疏水性预测

２０２３ ． ５总第ｌＬ １ ３



专题策划Ｆｅａｔｕｒｅ

６０ ７０

位置

图 ４ 芒果ＰＰＯ蛋 白跨膜结构预测

２０３ ０４０

位置

图 ５ 芒果ＰＰＯ蛋 白信号肽预测

５０

丝氨酸

苏氨酸

酪氬酸

阈值

跨膜

膜 内

膜外

０ １ ００ ２００ ３０ ０ ４００ ５００

序列位置

图 ６ 芒果ＰＰＯ蛋 白磷酸化修饰预测
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１ ０ ． ０

９ ． ０

８ ． ０

Ｆｅａｔｕｒｅ 专题策划

螺旋

－

折叠

卷 曲

１ ４９ ２９７ ４４５

位置

图 ７ 芒果ＰＰＯ蛋 白 的二级结构预测

ＡＴ ５Ｇ４９６４０

ＡＴ ５Ｇ４ ４４４０

ＡＨＡ １ ０

图 ８ 芒果ＰＰＯ蛋 白 的三级结构预测 图 ９ 芒果ＰＰＯ互作蛋 白预测
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图 １０ 芒果ＰＰＯ蛋 白 的保守结构域分析
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专题策划Ｆｅａｔｕｒｅ

６４

６６

６ ５

４４

＇

？ ３

９ ８

９３

９ ５

９３

－

ＸＰ ０３ １ ２５９９８ １ ． １ Ｐｉｓ ｔａｃｉａ ｖｅｉａ开心果



Ｍａｎｇｉｆｅｒａ  ｉｎｄｉｃａ Ｌ ．芒果

—

ＡＥＹ７８５２８ ． １Ｃａｎａｒｉｕｍ ａ！ｂｕｒａ撤揽

ＸＰ ００６４４９２９ １ ．２ Ｃｉｔｒｕｓ Ｃｌｅｍｅｎｔｉｎａ克莱门柚

—

ＸＰ ００６４６８２ １ ．２ Ｃｉｔｒｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ甜橙



ＸＰ ０２２７２０５００ ． １ Ｄｕｒｉｏ ｚｉｂｅｔｈｉｎｕｓ榴莲

— ＡＫＪ７０９７７ ． １ Ｄｉｍｏｃａｒｐｕｓ  ｌｏｎｇａｎ龙眼



ＸＰ ０ １ ６６６８７７３ ． １ Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕ ｔｕｍ陆地棉

— ＸＰ ０ １ ７９７８７ １４ ． １ Ｉ＾ ｉｅｏｆａｒｏｍａ ｃａｃａｏ可可

ＸＰ ０２ １ ２９４ １ ０９ ． １ Ｈｅｒｒａｎｉａ ｕｍｂｒａｔｉｃａｌ哥伦比亚棉蔡

— ＸＰ ０２ １ ６５０９０４ ． １ Ｈｅ ｆ ＞ｅａ橡胶树

 ＸＰ ０２ １ ５９９８４５ ． １ Ｍａｎｉｈｏ ｔ
ｅｓｃｕｌｅｎ ｔａ

 ＡＥＬ９５４４０ ． １ Ｐｏｐｕｌｕｓ ｅｕｐｈｒａｔｉｃａ胡杨

一

ＱＶＮ３００６９ ． １ Ｊｕｇｌａｎｓ ｒｅｇｉａ胡桃

ＸＰ ０４２９４２３０４ ． １ Ｃａｉｙａ  ｉｌｌｍｏｉｎｅｎｓｉｓ美国 山核桃

—— ＫＡＢ １ １ ９９ １ ７０ ． １ ＭｏｒｅＵａ ｒｕｂｒａ

ＸＰ ０３ １ ３９９０４９ ． １ Ｐｕｎｉｃａ
ｇｒａｎａｔｕｍ石權

 ＸＰ ０ １ ００５２３ ５２ ．２ Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ
ｇｒａｎｄｉｓ居按

 ＸＰ ０３０５２８７４５ ． １  ｉ？ｉ ｉｏｄａｍｎｉａ ａｉｇｅｎ ｔｅａ玫瑰木

－

ＮＰ ００ １ ３ １ ０７８ １ ． １ Ａｉｚｉｐｈｕｓ ｊｕｊｕｂａ赛



ＸＰ ０５０ １０７２３ ５ ． １ Ｍａｌｕｓ ｓｙｌｖｅｓ ｔｒｉｓ欧洲苹果



ＢＡＢ６４５３０ ． １ Ｐｙｒｕｓ ｐｙｒｉｆｏｌｉａ沙梨



ＰＱＱ０２２５７ ． １ Ｐｎｍｕｓ
ｙｅｄｏｅｎｓｉｓ ｖａｒ．ｎｕｄｉｆｌｏｒａ东京樓花

－

ＸＰ ００７２ １ １ ３９２ ． １ Ｐｒｕｎｕｓ Ｐｅｒｓｉｃａ^

ＬＸＰ ０３４２ １ ３ ３３０ ． １ Ｐｒｕｎｕｓ ｄｕｌｃｉｓ扁桃

０ ．０５ ０

图 １ １ 芒果ｐｐｏ蛋白 系统发育树

２ ．５ 芒果 ＰＰ０蛋 白 系统进化树构建

在ＮＣ Ｂ Ｉ数据库 中对芒果ＰＰ０蛋 白序列进行 比

对 ， 利用ＭＥＧＡ１ １软件中的Ｎｅ ｉ

ｇ
ｈｂｏｒ

－

Ｊｏ ｉｎ ｉｎ
ｇ法构建

系统发育树 ， 结果显示芒果ＰＰ０蛋 白与开心果、 橄

榄、 克莱门柚和甜橙的亲缘关系较近 （ 图 １ １ ） 。

２ ．６ 芒果ＰＰＯ基因的ｑＲＴ
－ＰＣＲ分析

为分析芒果ｍ ）基因在不同芒果品种 中的表达

模式 ， 通过ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ分析 ， 该基因主要在绿色品

种
‘

桂七
’

果皮中表达量较高 ， 而在红色品种
‘

贵

妃
’

果皮中表达量较低 （ 图 １２
） 。

３ 讨论与结论

褐变是果实加工和 过程中最常见的问题
［

７
］

，

其不仅影响果实外观品质 ， 还会影响果实的质地 、

风味和营养价值 ［

８
］

， 因此对果实褐变的研究显得尤

为重要 。 酚类物质 、 酶和活性氧是产生酶促褐变

１ ６ 中 国热带农业



Ｆｅａｍｒｅ 专题策划

嫩的花组织和
‘

橙红丹桂
’

花的顶壳期表达量最

高
降坤

。 本研究中芒果ＰＴＯ基因在绿色品种
‘

桂七
，

果皮中表达量较高 ， 而在红色品种
‘

贵妃
’

果皮

中表达量较低 ， 这可能与酚类物质含量 、 ＰＰＯ等

相关酶活性 、 膜结构 、 膜脂过氧化作用以及芒果

生理状态等相关 。 圓

０ ．５
－

０ ，０
－

贵妃桂七

品种

图 １２ 芒果ＰＰＯ基 因在不 同 着 色芒果果实 中 的

表达分析

的 ３个条件
ｐ ］

。 ＰＰ０是 １种广泛存在于植物体内 的含

铜蛋白酶 ， 在荔枝
［

７
１

、 雪花梨 ［
８

］

、 芒果
［
９

］

等褐变研究

中 ，

ＰＰ０活性与果实褐变程度呈正相关 。 用不同浓

度钙结合壳聚糖膜 、 不同浓度的 Ｌ－半胱氨酸 、 抗

坏血酸 、 亚硫酸氢钠 、 柠檬酸以及醋酸处理芒果果

实 ， 在一定程度上均能抑制芒果ＰＰ０活性的上升 ，

从而抑制芒果果实褐变 ， 保持果实色泽优良
［

１２４ ３
］

。

ＰＰＯ基因具有多基因家族特性 ， 大多数植物 中

的ＰＰ０都是 由多个基因编码 ，
比如番茄含有 ７个ＰＰＯ

基因 ［

１ ４
］

， 马铃薯含有 １ ２个ＰＰＯ基因
［
１ ５

］

， 香蕉和茶树

中至少含有 ４个ＰＰＯ基因
［
１ ６

’
１ ７

］

， 小麦和丝瓜的 ＰＰ０

蛋 白至少 由 ３个不 同 的基因编码
［

１ ８
，
１ ９

］

， 而本研究从
‘

贵妃
’

芒中成功克隆出 １个ＷＯ基因 ， 其 基因

家族是否还有其他成员 ， 有待进一步研究 。 以芒

果ＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增 ， 发现芒果ＰＰ０编码基

因和丝瓜中 的 ＰＰＯ编码基因一样没有 内含子
［

１ ９
］

，

但香蕉Ｍ、 小麦
？

、 水稻Ｍ中 的ＰＰＯ基因含有 内含

子 。 芒果 ＰＰＯ蛋 白包含多酚氧化酶的典型序列标

签 ：
Ｔ
ｙ
ｒｏ ｓ ｉｎａ ｓ ｅ 、 ＰＰ０ １

＿

ＤＷＬ和 ＰＰ０ １ＪＣＦＤＶ
， 这与

黄晨
［

２２
］

研究结果一致 。

ＰＰ０基因的表达较复杂 ， 在不同植物 、 生长发

育阶段和组织 中 ，
ＰＰ０基 因 家族的表达模式均不

相 同
［
２ ３

］

。 程丽莉等
［
２ ４

］

表明沖〇基因在板栗弱褐变
‘

Ｙ Ｇ
’

品种 的胚乳和胚芽 中表达量最高
，
表达

差异与果实褐变程度不一致 ；
ＰＰ０基因在番茄幼
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重点 ， 培育一批
“

大而优
” “

小而美
”

且有影响力

的农产品品牌 。 鼓励龙头企业加强 自 主创新 ， 打造

一批具有较强竞争力的企业品牌和产品品牌 ， 增强

商标注册 、 专利 申请的热情 。 扎实推进
“
一村一

品
”

绿色食品 、 有机食品 、 地理标志产品的
“

两品

一标
”

认证 ； 加强品牌创建与保护工作 ， 如积极 申

报全国乡村特色产品 、 中 国农业品牌 目录 、 全国名

特优新农产品认定等 。 利用冬交会、 消博会、 农展

会、 丰收节等渠道促进品牌营销 ， 以及利用微博 、

微信 、 抖音视频等现代信息传播工具 ， 形成线上线

下相结合的营销策略 ， 不断提升
“
一村一品

”

产品

知名度 ， 提升品牌影响力 。

（ 五 ）

“

筑巢引 凤
”

， 加强农村专业人才

培养

在
“
一村一品

”

乡村特色产业的打造过程中 ，

从主导产品的确定到产品的生产 、 加工 、 销售等一

系列环节 ， 农民都扮演着重要的角色 ， 因此对他们

专业技能和经营能力也提出 了更高要求 。 为此 ， 各

地要制定
“

筑巢弓 丨凤
”

奖补优待政策 ， 吸纳更多的

外出农民工 、 大学生返乡创业 ， 发挥好乡贤能人作

用 ， 助推
“
一村一品

”

发展 。 此外 ， 围绕主导产

业 ， 大力开展实用技术和职业技能培训 ， 培养有知

识 、 懂技术 、 会经营和善管理的生产型 、 复合型高

级人才 ， 为
“
一村一品

”

发展提供人才支撑 。 圍

？
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