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不同酿酒葡萄品种白藜芦醇合酶

基因的克隆和序列分析

宋 长 征，张 振 文
（西北农林科技大学 葡萄酒学院，陕西 杨凌７１２１００）

　　摘　要：以红葡萄品种“赤霞珠”、“品丽珠”、“黑比诺”和白葡萄品种“雷司令”为试材，采用改
良ＣＴＡＢ法提取葡萄叶片组织中的ＤＮＡ，并扩增得到４个酿酒葡萄品种的白藜芦醇合酶基因部
分片段。结果表明：红葡萄品种“赤霞珠”、“品丽珠”、“黑比诺”的扩增产物均为１　４１９ｂｐ，白葡萄
品种“雷司令”扩增产物为１　４１７ｂｐ。通过序列多重比较分析，所得到的４个白藜芦醇基因片段与
Ｇｅｎｂａｎｋ中河岸葡萄（ＡＦ１２８８６１）的该基因序列同源性较高（９０％以上），外显子区同源性高于内
含子；红色葡萄姊妹品种之间、红色葡萄不同品种之间、红色葡萄与白色葡萄品种之间的序列同
源性依次递减。
关键词：酿酒葡萄；白藜芦醇；合酶基因；克隆；序列分析
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　　白藜芦醇（Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ　３，４’，５－ｔｒｉｈｙｄｏｘｙｓｔｉｌｂｅｎｅ，
简称Ｒｅｓ）是一种只在生理条件下存在的芪二酚化合
物（１，２－二苯乙烯，Ｓｔｉｌｂｅｎｅ），是植物为抵抗外界刺激而
分泌的一种植物抗毒素［１］。它是在白藜芦醇合酶的催
化作用下，以１分子４－香豆酰辅酶Ａ和３分子丙二酰
辅酶Ａ为底物合成的［１］，１９４０年首次从毛叶藜芦的根
部获得［２］。它具有许多医疗保健作用，如抗氧化、抗肿

瘤、抗血小板凝聚、抗细菌和真菌、防止人体低密度脂
蛋白氧化等［１，３］，因此，Ｒｅｓ已成为科学家们高度重视
的天 然 活 性 成 分。研 究 表 明，白 藜 芦 醇 合 酶
（Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ　ｓｙｎｔｈａｓｅ，简称ＲＳ）是白藜芦醇合成途径
中的关键酶，且是白藜芦醇生物合成中唯一必需的酶，
它只存在于有白藜芦醇合成的植物中，大多数作物都
缺乏白藜芦醇合酶基因［４］。不同植物或同种植物不同
组织部位中白藜芦醇含量又有明显差异［５－６］。因此，对
ＲＳ基因序列的深入研究有助于构建表达载体，培育转
基因植物、微生物，为提高植物的抗性和人类的健康水
平提供有效的途径［７－８］。该研究利用改良ＣＴＡＢ法提
取葡萄叶片组织中的 ＤＮＡ，根据文献［２］的序列
（Ｇｅｎｂａｎｋ登录号ＡＦ１２８８６１）设计引物，并采用简单易
行的ＰＣＲ方法扩增得到４个酿酒葡萄品种的白藜芦
醇合酶基因的部分片段序列，利用相关软件进行了不
同酿酒葡萄品种白藜芦醇合酶基因序列的分析
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１　材料与方法
１．１　试验材料
供试酿酒葡萄品种“赤霞珠”、“品丽珠”、“黑比诺”

和“雷司令”均来自于陕西杨凌西北农林科技大学葡萄
酒学院葡萄教学标本区，２００３年定植。ＰＣＲ产物回收
试剂盒、感受态大肠杆菌细胞及质粒由西安沃尔森生
物技术有限公司提供，其它相关试剂均由西北农林科
技大学植保学院分子实验室提供。
１．２　试验方法
１．２．１　样品采集　２０１０年１０月１９日上午采集供试
葡萄品种幼嫩叶片，用冰盒带回实验室后置于－４０℃
冰箱保存备用。
１．２．２　基因组总ＤＮＡ的提取　取适量的ＰＶＰ于预
冷的研钵中，加入１ｇ左右的葡萄幼嫩叶片，加适量液
氮快速充分研磨成粉末。将粉末转入１５ｍＬ离心管
中，加入５ｍＬ　６５℃预热的ＣＴＡＢ提取液，充分混匀于
６５℃中保温４０ｍｉｎ，加等体积的氯仿－异戊醇（２４∶１），
４℃、１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液加等体积的氯
仿异戊醇（２４∶１），４℃、１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上
清液加２．５倍体积－２０℃预冷的异丙醇在－２０℃静置
１ｈ，４℃、１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，７０％的乙醇洗涤
ＤＮＡ沉淀２次，将离心管置于通风厨内，风干后溶于１
ｍＬ　ＴＥ，４℃保存备用。
１．２．３　ＰＣＲ引物的设计与合成　按文献报道的序列
（Ｇｅｎｂａｎｋ登录号ＡＦ１２８８６１）。用ｐｒｉｍｅｒ　ｐｒｅｍｉｅｒ　５设计如
下ＰＣＲ扩增引物：Ｐ１：５’－ＴＣＣＴＡＧＣＣＡＴＴＧＧＣＡＣＡＧ－３’；
Ｐ２：５’－ＡＡＡＣＣＧＡＡＴＡＡＴＡＣＴＣＣＣ－３’。引物由上海
捷瑞生物工程有限公司合成。
１．２．４　ＰＣＲ扩增目的基因　在无菌０．２ｍＬ　ＰＣＲ管
中依次加入下列各组分：引物１（５０ｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，引物
２（５０ｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，模板ＤＮＡ（２００ｎｇ／μＬ）１μＬ，ＰＣＲ缓
冲液２．５μＬ，ＭｇＣｌ２１．５μＬ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ　ｄＮＴＰ　０．５μＬ，
Ｔａｑ　ＤＮＡ　０．３μＬ，ｄｄＨ２Ｏ　１７．２μＬ，总体积２５μＬ。充
分混匀后，短暂离心后于ＰＣＲ扩增仪上进行扩增反
应。ＰＣＲ扩增反应在ＰＴＣ－２００ｔｈｅｒｍｏ－ｃｙｃｌｅ上进行，
ＰＣＲ反应程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性４５ｓ，
５５℃退火４５ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，共３５个循环。循环结
束后，７２℃再延伸１０ｍｉｎ，４℃保存［１］。
１．２．５　测序　回收纯化后的ＰＣＲ产物送交上海桑尼
生物科技有限公司进行克隆和双向测序。

２　结果与分析
２．１　葡萄基因组总ＤＮＡ的提取
取用ＣＴＡＢ法提取的４个供试酿酒葡萄品种的葡

萄基因组ＤＮＡ，电泳结果表明，ＤＮＡ呈单一条带，片
段大小约为２１ｋｂ，无弥散现象，表明无ＲＮＡ污染，稀
释后可直接用于ＰＣＲ扩增。
２．２　ＰＣＲ扩增目的基因
以葡萄叶基因组ＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增，扩

增产物的电泳结果（图１）表明，泳道１、２、３、４的扩增产
物均为单一ＤＮＡ条带。片段大小与标准相对分子质
量中的１．５ｋｂ条带接近，大小和文献报道的相符。
ＰＣＲ扩增产物的电泳条带单一、清晰，说明引物的设
计、扩增条件、基因组ＤＮＡ的质量较理想。

图１　扩增产物的电泳结果
注：Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；１：“品丽珠”；２：“黑比诺”；３：“赤霞珠”；４：“雷司令”。

Ｆｉｇ．１　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｐｒｏｄｕｃｔ
Ｎｏｔｅ：Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；１：‘Ｃａｂｅｒｎｅｔ　Ｆｒａｎｃ’；２：‘Ｐｉｎｏｔ　Ｎｏｉｒ’；

３：‘Ｃａｂｅｒｎｅｔ　Ｓａｕｖｉｇｎｏｎ’；４：‘Ｒｉｅｓｌｉｎｇ’．

２．３　序列分析
２．３．１　扩增产物序列分析　由图２可知，红色供试葡
萄品种“赤霞珠”、“品丽珠”、“黑比诺”的扩增产物为
１　４１９ｂｐ，白 色 葡 萄 品 种 “雷 司 令”扩 增 产 物 为
１　４１７ｂｐ，差异的２ｂｐ来源于内含子区。与Ｇｅｎｂａｎｋ
中所提供序列（登录号ＡＦ１２８８６１）比较分析，确定产物
中的２个外显子部分序列及中间的一个内含子序列。
２．３．２　序列多重比较分析　用生物信息学软件ＤＮＡ
ＭＡＮ完成对扩增产物序列多重比较分析。结果表明，
“雷司令”品种与河岸葡萄（ＡＦ１２８８６１）的序列同源性
达到 ９１．５８％，“黑 比 诺”与 ＡＦ１２８８６１ 同 源 性 为
９７．４０％，“赤 霞 珠”与 ＡＦ１２８８６１ 的 同 源 性 高 达
９７．９６％，“品丽珠”与 ＡＦ１２８８６１同源性为９８．１８％；
“赤霞珠”与“品丽珠”同源性为９８．９５％，它们与“黑比
诺”的同源性达到９８．７８％。图３为利用ＤＮＡｍａｎ绘
制的各个酿酒葡萄品种的系统进化树。单独对各个品
种扩增产物中外显子的部分序列和内含子部分进行了

多重分析（图４）。４个葡萄品种白藜芦醇合酶基因外
显子的部分序列均为１　０６３ｂｐ。“赤霞珠”、“品丽珠”、
“黑比诺”３个品种该基因内含子均为３５６ｂｐ，“雷司
令”为３５４ｂｐ。结果显示不同品种的外显子部分同源
性高于９５％，而内含子部分同源性最小值为８６％，外
显子同源性明显高于内含子。利用ＤＮＡｓｔａｒ将外显子
部分翻译成氨基酸序列，并进一步对不同葡萄品种间
白藜芦醇合酶部分氨基酸序列进行多重比较分析（图
５）。在外显子的１　０６３ｂｐ中，有７０个碱基位点在这４
个酿酒葡萄品种中产生差异，其中１１个导致相应氨基
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图２　“品丽珠”扩增产物序列
注：下划线为内含子区，两侧为部分外显子区，其中方框内为引物。

Ｆｉｇ．２　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｐｒｏｄｕｃｔ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ｃａｂｅｒｎｅｔ　ｆｒａｎｃ
Ｎｏｔｅ：Ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｉｎｔｒｏｎ，ｔｗｏ　ｓｉｄｅｓ　ｆｏｒ　ｐａｒｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｅｘｏｎｓ，ａｎｄ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｂｏｘｅｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ＰＣＲ　ｐｒｉｍｅｒｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图３　扩增产物全序列同源性分析
Ｆｉｇ．３　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｈｏｍｏｌｏｇｙ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｐｒｏｄｕｃｔ

酸位点的氨基酸不同。由图５可知，各品种间氨基酸
同源性在９８％以上，白葡萄品种“雷司令”与其它品种
间的差异最大。

３　结论与讨论
该试验以４个酿酒葡萄品种为材料，分别得到白

藜芦醇基因片段。结果表明，该试验中所扩增产物与
Ｇｅｎｂａｎｋ上前人所测序列同源性较高，且氨基酸同源
性在９８％以上，说明产物是白藜芦醇合酶基因的片段。
系统进化树分析表明，“赤霞珠”与其姊妹品种“品丽
珠”亲缘关系较近；红葡萄品种“赤霞珠”、“品丽珠”、
“黑比诺”间亲缘关系较近，而与白葡萄品种“雷司令”
亲缘关系较远，试验结果与事实相符。
若采用 ＲＴ－ＰＣＲ方法，得到的 ＲＳｃＤＮＡ 与 ＲＳ

ＤＮＡ相比，剪掉了内含子，被认为能更准确表达目的
基因。但在过去很长一段时间内被认为是不发生作用
的内含子，现已发现也编码蛋白质，在基因的表达调控
中起重要作用［１］。对外显子和内含子单独进行多重比

较分析可知，内含子片段较短，长度约为外显子部分的
１／３，但差异性大于外显子；通过在线Ｂｌａｓｔ检索，找到
已 测 得 的 圆 叶 葡 萄 （Ｖｉｔｉｓ　ｒｏｔｕｎｄｉｆｏｌｉａ　Ｍｉｃｈｘ，
ＥＦ１０８３２５．１）、华 东 葡 萄 （Ｖｉｔｉｓ　ｐｓｅｕｄｏｒｅｔｉｃｕｌａｔａ，
ＦＪ８３０３３０．１）、“佳丽酿”（ＦＪ８５１１８３．１）、“汤姆森无核”
（Ｔｈｏｍｐｓｏｎ　ｓｅｅｄｌｅｓｓ，ＦＪ８５１１８５．１）白藜芦醇合酶基因序
列，分析发现外显子区长度均为１　０６３ｂｐ，而内含子长
度差异较大（圆叶葡萄３４６ｂｐ，华东葡萄３５５ｂｐ，“佳丽
酿”３５７ｂｐ，“汤姆森无核”３５９ｂｐ），推测内含子的差异
可能在编码蛋白质及对基因表达调控中产生影响。
　　不同来源的基因结构存在一定的差异，其合成
Ｒｅｓ的能力也不同，所以，通过对ＲＳ基因的克隆测序
进而进行氨基酸序列的分析，有助于研究不同植物或
不同葡萄品种体内合成Ｒｅｓ能力的差异与Ｒｅｓ的氨基
酸序列的关系，从而对ＲＳ基因的转基因研究产生指
导性意义。
相比对试验环境及操作人员要求较高的ＲＴ－ＰＣＲ

方法，该试验利用改良ＣＴＡＢ法提取葡萄叶片组织中
的ＤＮＡ，根据ＮＣＢＩ上登录号ＡＦ１２８８６１的基因序列
直接设计引物，用简单易行的ＰＣＲ方法扩增得到ＲＳ
ＤＮＡ，得到内含子与外显子序列，无需高质量的ＲＮＡ，
适宜应用于相关基因的克隆和测序分析。
将产物序列在线Ｂｌａｓｔ检索，结果显示序列与白藜

芦醇合酶基因序列和已测序的芪合成酶（Ｓｔｉｌｂｅｎｅ
ｓｙｎｔｈａｓｅ，简称ＳＴＳ）基因序列同源性均在９０％以上。
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图４　内含子同源性多重比较分析
Ｆｉｇ．４　Ｈｏｍｏｌｏｇｙ　ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｉｎｔｒｏｎｓ

图５　氨基酸同源性多重比较分析
注：方框内为绝对保守的氨基酸半胱氨酸，横线部分为氨基酸保守结构域。

Ｆｉｇ．５　Ｈｏｍｏｌｏｇｙ　ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄｓ
Ｎｏｔｅ：Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄｓ（Ｃｙｓｔｅｉｎｅ）ｉｓ　ｉｎｄｉｃａｔｅｄ　ｂｙ　ａ　ｂｏｘ，ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ａｒｅ　ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ　ｍｏｔｉｆｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
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根据朱春燕等［１］和王西平等［９］的不同报道表明，ＲＳ基
因序列和ＳＴＳ基因序列均编码３９２个氨基酸。党尉［２］

和王西平等［９］分别把Ｇｅｎｂａｎｋ中登录号ＡＢ０４６３７３对
应的基因称作ＲＳ基因和ＳＴＳ基因。王征等［１０］报道
Ｓｃｈｏｐｐｎｅｒ　Ａ等从花生细胞悬浮培养液中得到了二苯
乙烯合成酶（ＳＴＳ），分子量为９０　０００道尔顿，等电点为
４．８，而党尉等［２］在《白藜芦醇合酶的研究进展》中引用
同一篇文献，说明的却是白藜芦醇合酶（ＲＳ）分子量为
９０　０００道尔顿，等电点为４．８～５．４。据Ｓｃｈｗｅｋｅｎｄｉｅｋ
Ａ等［１１］报道，植物中存在的ＳＴＳ被划分为２类，一类
是花生或葡萄中存在的以４－香豆酰辅酶Ａ和丙二酰
辅酶Ａ为底物合成Ｒｅｓ；另一类是以肉桂酰辅酶Ａ和
丙二酰辅酶Ａ为底物合成赤松素（ｐｉｎｏｓｙｌｖｉｎ），可见，
对于花生或葡萄等相关植物来说，ＲＳ和ＳＴＳ为同一
种酶。Ｌｅｃｋｂａｎｄ　Ｇ等［１２］也明确指出，ＳＴＳ又被称为
ＲＳ。然而郭景南在对白藜芦醇的报道中将ＲＳ与ＳＴＳ
列为白藜芦醇生物合成过程中不同的酶［１３－１４］；可见对
同一种酶名称的不统一已经造成了对该合酶基因认识

上的分歧，甚至重复的不必要的研究。在学术交流日
益增进的今天，类似的问题应该尽快得到解决。
据郭景南等［１３］的报道，在果实生长发育的各个阶

段，美洲种、种间杂种Ｒｅｓ的合成能力都高于欧亚种，
酿酒品种高于鲜食品种，黑色果皮的圆叶葡萄比青铜
色圆叶葡萄含量高。后续试验可将材料范围扩大，在
用途上涉及酿酒葡萄（红葡萄品种、白葡萄品种）与鲜食
葡萄，在原产地上涉及欧洲葡萄、美洲葡萄、中国野生葡
萄，进行更加全面细致的分析，增加试验结果说服力。
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