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摘要：为揭示海巴戟果实风味形成机制，对果实发育过程的果糖激酶(FRK)活性及其基因的表达模式进行了研究。结果表明，

海巴戟果实中的果糖、蔗糖、葡萄糖含量随发育不断积累，均在果实完全成熟时达到最高值，而果糖激酶活性随果实发育不

断下降。从果实中克隆了果糖激酶基因 TRINITY_DN17192_c0_g1，命名为 McFRK2，GenBank 登录号为 MW380742, 其 ORF

全长为 984 bp，编码 327 个氨基酸，与咖啡(Coffea arabica)的 FRK2 氨基酸序列相似性为 98%。qRT-PCR 表明，McFRK2 的

表达量在果实发育过程中呈下降趋势，当果实成熟时表达的趋于平稳，与果糖激酶活性变化趋势一致。因此，McFRK2 可能

通过调控果实果糖激酶活性而参与糖代谢，对调控果实风味的形成具有重要作用。 

关键词：海巴戟；果糖激酶基因；果糖；表达 
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Abstract: To reveal the formation mechanism of fruit flavor in Morinda citrifolia, the activity and expression 

pattern of fructokinase (FRK) gene during fruit development were studied. The results showed that the contents of 

fructose, sucrose and glucose in fruit of M. citrifolia accumulated with the development of fruit, and reached the 

highest when the fruit was fully mature, while the activity of fructokinase decreased with the development of the 

fruit. The fructokinase gene TRINITY_DN17192_c0_g1, named as McFRK2 was cloned from M. citrifolia fruit, 

with 984 bp ORF, encoding 327 amino acids, and the GenBank accession number was MW380742. The amino 

acid sequence of McFRK2 was similar to that of FRK2 of coffee (Coffea arabica) at 98%. By using qRT-PCR, the 

expression of McFRK2 decreased gradually during fruit development. When the fruit was ripe, the expression of 

McFRK2 tended to be stable, which was consistent with the change trend of fructokinase activity. Therefore, 

McFRK2 might be involved in glucose metabolism by regulating fructokinase activity in fruits, which plays an 

important role in regulating fruit flavor formation. 

Key words: Morinda citrifolia; Fructokinase gene; Sugar; Expression 
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海巴戟(Morinda citrifolia)，亦称诺丽，为茜草

科(Rubiaceae)巴戟天属植物，果实中含有多种营养

成分，如维生素、矿物质、氨基酸、塞洛宁原、多

糖、香豆素等重要成分。2004 年全球诺丽产业已实

现 40 亿美元的销售，且呈逐年增加的态势，主要

用于增强免疫力的保健食品[1]。海巴戟果实属于典

型的呼吸跃变型，在果实后熟过程中积累有益于人

体健康的营养成分并形成其特有的风味，对果实成

熟品质特性和品质形成进行研究具有重要意义。而

果实风味形成的重要决定因素是糖类物质代谢，如

葡萄糖、果糖、蔗糖等，蔗糖是大多数植物光合作

用的同化产物[2]，在转化酶的作用下分解为果糖和

葡萄糖，果糖的进一步利用需要被果糖激酶(fruc- 

tokinase, FRK, EC 2.7.1.4)或者己糖激酶(hexokinase, 

HK, EC 2.7.1.1)磷酸化，但果糖激酶与果糖的亲和

力更高，植物中的果糖可能主要被果糖激酶磷酸

化 [3–5]。同时 FRK 调节植物的代谢和生长发育[6]
, 因

此，研究海巴戟 FRK 及其在果实发育过程中的表

达情况，有利于了解果糖代谢，为改善果实风味提

供理论基础。 

目前，已从多种高等植物中克隆了 FRK 基因，

木薯(Manihot esculenta)中有6个FRK基因(MeFRK1~ 

MeFRK6)，其在叶、茎、花和果实中表达模式不同[7]。

柑橘(Citrus reticulata)有 2 个 FRK 基因(CuFRK1 和

Cufrk2)，Cufrk2 在幼叶或幼果等幼嫩组织中表达,

而 CuFRK1 在成熟的果实中表达，FRK 活性随果实

发育呈下降趋势，与果实中果糖的积累有关, 推测

FRK 活性在柑橘果实果糖积累中起重要作用[8]。Qin

等[9]从枇杷(Eriobotrya japonica)中克隆了 1 个 EjFRK

基因，EjFRK 的表达量和 FRK 活性在果实发育早

期高于成熟时期，与果糖含量变化趋势相反，表明

高 FRK 活性可能抑制果糖的积累。因此，FRK 在

植物不同的发育时期的表达具有特异性。 

目前对海巴戟的研究主要集中在化学成分、生

理特征、药用价值、种质资源、繁殖和加工技术等

方面，对海巴戟果实成熟调控机理的研究鲜有报

道。本研究以不同发育时期海巴戟果实为材料，因

为果实中糖含量和 FRK 活性具有一定的关系，基

于前期 RNA-seq 研究结果，进一步克隆了果糖激

酶基因 McFRK2，分析了 McFRK2 在海巴戟果实

不同发育时期中的表达模式，为后续深入研究相

应基因功能和调控海巴戟果实品质提供理论和技

术基础。 

1 材料和方法 
 

1.1 材料 

海巴戟(Morinda citrifolia)种植于云南省玉溪市

元江县海巴戟种植基地。元江是典型的干热河谷气

候，年平均为 23.7 ℃，年均降水量约 800 mm，适

合海巴戟的生长发育[10]。海巴戟果实发育分为花脱

落期(4 成熟)、幼果形成期(5 成熟)、膨大期(6 成熟)、

绿熟期(8 成熟)和白熟期(全熟)。采集不同发育时期

的果实切碎，迅速用液氮速冻，放于-80 ℃冰箱中

备用。 

 

1.2 果实糖含量 

海巴戟果实糖含量参照帅良等 [11]的方法测

定，用高效液相色谱仪(Agilent1260，德国)测定，

每个发育时期 3 个重复。所用标准品为果糖、葡

萄糖和蔗糖，均为分析纯样品，通过比较样品和

标准品的峰保留时间和峰面积，分析糖的种类并

计算含量。 

 

1.3 果实的果糖激酶活性测定 

参照帅良等[11]的方法提取果糖激酶(FRK)，用

紫外分光光度计(UV-5100, 上海)测定 FRK 活性, 所

有操作都在冰上完成，重复 3 次。 

 

1.4 McFRK2 的表达分析 

基于海巴戟 RNA-seq 研究，筛选出 4 个 FRK

基因片段，其中 TRINITY_DN17192_c0_g 基因在采

摘后 0 和 48 h 表达量差异显著，设计荧光定量引物

qFRK2 (表 1)，以 Actin 为内参基因[12]进行 qPCR 扩

增。反应体系为 20 µL，包括 2×SYBR Green master 

mix 10 µL，正、反向引物 qFRK2 各 0.6 µL，果实

cDNA 模板 2 µL，ddH2O 6.8 µL。qPCR 反应程序为

先 95 ℃ 10 min; 然后 95 ℃ 15 s, 60 ℃ 30 s, 72 ℃ 

30 s, 共 40 个循环。3 个重复，用 2
–∆∆CT计算相对表

达量, 并用 SPSS 进行方差分析，以 P<0.05 表示显著

差异, P<0.01表示极显著差异，用Origin 2019作图。 

 

1.5 McFRK 基因的克隆 

采用 Trigol 试剂盒(鼎国生物科技有限公司，北

京)提取海巴戟总 RNA，用 1.0%琼脂糖凝胶电泳和

核酸检测仪检测RNA的质量。按照TransScript One- 

Step gDNA Removal and cDNA Syntjesis SuperMix
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试剂盒(全式金生物技术有限公司，北京)说明书操

作，合成第一链 cDNA。根据 RNA-seq 筛选的果实

FRK 基因片段，使用 Primer 5.0 软件设计特异性引

物 FRK2 (表 1)，以反转录合成的 cDNA 为模板，扩

增 FRK 基因的全长序列。PCR 反应体系为 20 µL, 包

括 ddH2O 13.2 µL, 10×Easy Taq Buffer 2.5 µL, dNTPs 

(2.5 mmol/L) 2 µL，正、反向引物 FRK2 各 0.5 µL, 

cDNA 模板 1 µL，Taq DNA polymeRABe 0.3 µL。

PCR 反应程序为：先 95 ℃ 3 min; 然后 95 ℃ 45 s, 

58 ℃ 45 s, 72 ℃ 90 s, 共 35 个循环; 最后 72 ℃ 

7 min。于 4 ℃下保存，PCR 产物经电泳检测后,

切胶回收，连接到 pMD18-T 克隆载体上，转入大

肠杆菌，挑取阳性单菌送至上海生工生物科技有限

公司进行测序。 

 

表 1 引物序列及 PCR 程序 

Table 1 Primer sequences and PCR program 

引物 Primer 序列 Sequence (5ʹ ~ 3ʹ) 

FRK2 

 

F: ATGGCGCCACAAAACGGAGG 

R: CTATTTATTTTCCGTCGATGAGACGGAGT 

qFRK2 F: GTGACAAGATTGATGATG 

R: ATTCTTAGTGTAGTAATTGC 

Actin F: TGTATGGCAACATCGTTCTCAGT 

 R: CCACCTTAATCTTCATGCTGCT 

 

1.6 生物信息学分析 

用 NCBI-blastx 进行序列比对，筛选出相似性较

高的氨基酸序列，运用 MEGA6 软件构建系统进化

树。采用 ORF (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/)

进行开放阅读框比对并推导氨基酸序列，用 NCBI- 

CD-Search进行保守结构域分析。用Cell-PLoc 2.0
[13] 

(http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/Cell-PLoc-2/)进行

亚细胞定位。用 TMHMM Server v. 2.0
[14] 

(http://www. 

cbs.dtu.dk/services/TMHMM/)进行蛋白跨膜结构域

预测。 

 

2 结果和分析 
 

2.1 果实的 FRK 活性和糖含量变化 

从图 1 可见，FRK 活性随果实的发育而不断下

降，果实完全成熟时最低。果实不同发育期的果糖、

蔗糖和葡萄糖含量变化趋势相似，即 3 种糖含量都

随果实的发育不断升高，均在果实完全成熟时最

高，分别为 20.02、8.76 和 10.01 mg/g。果实在成熟

过程中，果糖含量显著高于葡萄糖和蔗糖含量，并

且与葡萄糖和蔗糖的总量大致相等。以膨大期果实

为分界，从花脱落期到膨大期 FRK 活性下降速率

高于从膨大期到白熟期，果糖、蔗糖、葡萄糖含量

从花脱落期到膨大期的上升速率高于从膨大期到

白熟期。FRK 活性与糖含量呈负相关关系，说明高

水平的 FRK 活性可能会抑制果实中糖的积累。 

 

2.2 基于海巴戟转录组测序的 FRK 基因克隆 

RNA-seq测序可以得到植物特定组织或器官在

特定时期的基因表达信息，有助于挖掘次生代谢产

物合成调控关键酶基因[15]。经 RNA-seq
[16] 

(PRJNA 

503490)分析，FRK 参与了果糖和甘露糖代谢(ko- 

00051)、淀粉和蔗糖代谢(ko00500)、氨基糖和核苷

糖代谢(ko00520)途径。在 ko00051 和 ko00500 途径 

 

 

图 1 海巴戟果实不同发育时期的糖含量和 FRK 活性。1: 花脱落期; 2: 幼果形成期; 3: 膨大期; 4: 绿熟期; 5: 白熟期。 

Fig. 1 Sugar content and FRK activity in fruit at different development stages of Morinda citrifolia. 1: Flower shedding stage; 2: Young fruit formation stage; 

3: Stigmas stage; 4: Green ripe stage; 5: White ripe stage. 
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中，果糖(D-fructose)在 FRK 和 HK 作用下转化为

β-D-果糖-6P (β-D-fructose-6P)，然后进入糖酵解或糖

异生途径。在 ko00520 途径中，果糖(fructose)在 FRK

和 HK 作用下磷酸化为果糖-6P (fructose-6P)，然后

进入糖酵解和糖异生阶段。在这 3 个途径中，我们

挖掘到差异表达的FRK (TRINITY_DN17192_c0_ g1、

TRINITY_DN17601_c0_g1 和 TRINITY_DN10207_c0_ 

g1)和 HK (TRINITY_DN17136_c0_g1、TRINITY_DN 

4665_c0_g1 和 TRINITY_DN18580_c0_ g1)基因，其

中TRINITY_ DN17192_c0_g1在果实采摘后 0和 48 h

的表达差异大(图 2)，FC 值达 190.57 和 35.81，可见

该基因为海巴戟果实果糖磷酸化的关键候选基因, 

故选择该基因进行后续的全长克隆及表达分析。 

 

2.3 McFRK 克隆及 McFRK 生物信息学分析 

克隆的 TRINITY_DN17192_c0_g1 基因的 ORF

全长为984 bp，编码327个氨基酸。利用NCBI-blastx

进行相似性比对，结果该蛋白与咖啡(Coffea arabica)

的 FRK2 氨基酸序列相似性为 98%。系统进化树表

明(图 3)，海巴戟的 FRK 与茜草科咖啡属咖啡的

FRK2 亲缘关系最近。这进一步表明海巴戟 FRK 是

FRK2 基因家族成员，故将该基因命名为 McFRK2, 

GenBank 登录号为 MW380742。  

用NCBI中的CD-Search进行保守结构域分析，

表明 McFRK2 具有 PfkB 家族的高度保守特性，包

含 3 个底物结合区域、6 个 ATP 结合位点和 3 个保

守结构域 PLN02323、bac_FRK 和 RbsK, 推测 Mc- 

FRK2 蛋白可能具有保守结构域的功能，属于果糖

激酶，对果糖具有高度特异性(图 4)。 

 

 
图 2 RNA-seq 筛选的 6 个差异表达基因的表达。1: TRINITY_DN17136_ 

c0_g1; 2: TRINITY_DN4665_c0_g1; 3: TRINITY_DN18580_c0_g1; 4: 

TRINITY_DN17192_c0_g1; 5: TRINITY_DN17601_c0_g1; 6: TRINITY_ 

DN10207_c0_g1。 

Fig. 2 Expression of 6 differentially expressed genes screened by RNA-seq. 

1: TRINITY_DN17136_ c0_g1; 2: TRINITY_DN4665_c0_g1; 3: TRINITY_ 

DN18580_c0_g1; 4: TRINITY_DN17192_c0_g1; 5: TRINITY_DN17601_ 

c0_g1; 6: TRINITY_ DN10207_c0_g1. 

 

利用 Cell-PLoc 2.0 进行亚细胞定位预测，结果

表明 McFRK2 蛋白主要位于细胞质中。TMHMM 

Server v. 2.0 的跨膜结构预测表明，该蛋白没有跨膜

结构域，暗示 McFRK2 蛋白主要在细胞质合成并行

使功能，属于非分泌蛋白。 

 

2.4 McFRK2 的表达分析 

    随果实的发育，McFRK2 表达量逐渐下降，但

在果实接近完全成熟时表达量趋于稳定(图 5)。从花

脱落期到果实膨大期，McFRK2 的表达虽逐渐下降，

但维持在相对较高的水平。白熟期果实的 McFRK2

表达量最低。 

 

图 3 不同物种间 FRK 蛋白的系统进化树 

Fig. 3 Phylogenetic tree of FRK proteins among different species 
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图 4 海巴戟 McFRK2 蛋白保守结构域分析 

Fig. 4 Analysis of McFRK2 conserved domain of Morinda citrifolia 

 

 
图 5 海巴戟果实 McFRK2 基因的表达。1: 花脱落期; 2: 幼果形成期; 3: 

膨大期; 4: 绿熟期; 5: 白熟期。 

Fig. 5 Expression of McFRK2 in Morinda citrifolia fruit at different deve- 

lopment stages. 1: Flower shedding stage; 2: Young fruit formation stage; 

3: Stigmas stage; 4: Green ripe stage; 5: White ripe stage. 

 

3 结论和讨论 
 

果实的风味包括甜味、酸味、香味等，甜味主

要与果实中的可溶性糖有关，果实中的可溶性糖主

要是果糖、葡萄糖和蔗糖，以果糖最甜，其次是蔗

糖、葡萄糖。因此，提高果实的总糖含量或果糖的

累积均可改良果实风味[17]。FRK 基因可调节果实生

长发育和可溶性糖含量。果糖是植物细胞中的主要

糖分之一，是蔗糖水解的产物，必须磷酸化后才能

进入下一步代谢，果糖的磷酸化主要是在 FRK 的

催化作用下进行。在海巴戟中成功克隆出 1 个果糖

激酶基因 McFRK2，经过系统进化树分析，与茜草

科的咖啡聚在同一支，表明海巴戟 McFRK 基因与

同科植物的 FRK 基因相似度高，进化关系较近。本

研究以海巴戟 RNA-seq 为基础，分析 FRK 基因在

糖代谢途径中的作用，有助于我们研究该基因的功

能[18]，改善果实的风味。 

海巴戟果实中果糖、蔗糖、葡萄糖含量及 FRK

活性在果实发育初期含量最低，随着果实发育，积

累量增加，果实成熟达到最大值。这可能是因为果

实发育早期需要分解大量蔗糖用于生长，因此早期

果实内没有积累大量果糖[19]；果实发育后期，蔗糖

大量分解，果糖随之大量积累[20]，果实中的果糖含

量达到最高，是蔗糖和葡萄糖含量的总和。McFRK2

基因随着海巴戟果实的成熟逐渐下降，这与‘红颜’

草莓(Fragaria ananassa ‘Hongyan’)中的 FaFRK3 基

因[21]、枸杞(Lycium chinense)中的 LbFRK7 基因[22]

和杨梅(Myrica rubra)中的MrFRK2基因[23]的表达

模式一致。FRK 基因属于糖调节基因[24]，海巴戟

McFRK2 基因的表达量随果实的发育而下降，推测

可能与果实中含糖量的变化有关。在海巴戟果实发

育的后期，糖含量达最大，但是 McFRK2 基因的表

达量最低，因此推测 McFRK2 基因的表达也可能受

糖含量的调控。海巴戟果实发育过程中，McFRK2

基因的表达量与果糖、蔗糖、葡萄糖含量呈负相关。

对柑橘(Citrus reticulata)
[8]、枇杷(Eriobotrya japo- 

nica)
[9]、苹果(Malus pumila)

[25]果实的研究结果表

明，CuFRK2、EjFRK 和 MdFRK2 基因在果实中的

表达与果糖的积累呈负相关。因此，说明当与糖类

物质分解相关基因的表达和活性下降时，有利于果

实中糖类物质的积累，在苹果中过表达 MdFRK2 基

因，果糖浓度下降，且同源基因在不同植物中的功

能是类似的[25]，进一步表明 McFRK2 在海巴戟果糖

降解过程中发挥作用。 

在柑橘果实中，糖含量与果实的口感直接相关，

并且是果实品质和风味[26]的重要影响因素。果糖对

果实的品质具有重要的作用，也是枇杷成熟果实中

主要的糖类之一[9]。进一步表明糖代谢机制的研究对

改善果实风味具有重要意义。后续我们将通过构建

该基因超量表达载体，利用课题组前期建立的高效

遗传转化体系[27–28]进行转基因研究，以明确该基因

在果糖代谢过程中及风味形成过程中的功能。 
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