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红花 2-甲基-6-叶绿基-1,4-苯醌甲基转移酶基因的克隆及表达分析 
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摘  要：目的  克隆红花维生素 E 合成相关关键酶 2-甲基-6-叶绿基-1,4-苯醌甲基转移酶（MPBQ MT）基因，并进行生物信息

学及表达分析，为红花维生素 E 生物合成及调控机制研究奠定基础。方法  根据红花种子转录组数据库中得到的中间序列，采

用 RT-PCR 和 RACE 方法从红花种子中克隆 MPBQ MT 基因序列，通过生物信息学对该基因蛋白的特征进行分析，构建 MPBQ 

MT 与相关物种 MPBQ MT 的系统进化树，利用 RT-PCR 方法分析在红花种子不同发育时期 MPBQ MT 基因的表达量。结果  

MPBQ MT 基因全长 1 392 bp，命名为 CtMPBQ MT，具有完整的开放阅读框（ORF），共 1 038 bp，编码 345 个氨基酸。生物

信息学分析显示，该基因编码的蛋白理论相对分子质量约为 38 900。保守结构域预测表明，该基因编码的蛋白具有典型的 SAM

蛋白功能结构域。结合其他物种的 MPBQ MT 基因构建系统树表明，红花 MPBQ MT 基因与其他物种氨基酸具有一定的同源性，

其中与向日葵和生菜同源性高达 89%和 86%。实时荧光定量 PCR 分析表明，MPBQ MT 基因在红花开花后 50 d 的种子中表达量

最高。结论  成功地对 MPBQ MT 基因进行克隆及表达分析，为红花维生素 E 合成及调控机制研究奠定基础。 
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Abstract: Objective  Safflower (Carthamus tinctorius) is an important natural source of vitamin E. 2-Methy-6-phytyl-1,4- 

benzoquinone methyltransferase (MPBQ MT) is a key enzyme in vitamin E synthesis pathway. MPBQ MT gene was cloned, 

bioinformatics was analyzed, and expression was analyzed to provide the foundation for the biosysthesis and regulation mechanism of 

vitamin E in safflower. Methods  According to the intermediate sequence obtained from the database of the safflower seed,MPBQ 

MT gene sequence was cloned by RT-PCR and RACE techniques, and the protein characteristics were analyzed using bioinformatics 

and constructing phylogenetic tree. The expression of MPBQ MT gene in the different development stages was analyzed using real 

time-PCR. Results  The full cDNA sequence of MPBQ MT gene was 1 392 bp, named CtMPBQ MT, contained an open reading frame 

(ORF, 1 038 bp), and encoded a protein of 345 amino acids with a predicted molecular mass of 38 900. The conserved structural 

domain analysis showed that it had the typical functional domains of SAM protein. Sequence alignment and phylogenetic tree analyses 

showed that the MT MPBQ gene had some homology with other amino acids, and among them CtMPBQ MT had 89% and 86% of 

consistency with MPBQ MT of Helianthus annuus and Lactuca sativa. The expression of CtMPBQ MT gene in safflower seeds at 

different development stages was determined by quantitative real-time PCR, it was found that the highest expression level of CtMPBQ 

MT gene was detected in 50 d after flowering. Conclusion  MPBQ MT gene of safflower is successfully cloned, analyzed, and 

expressed, meantime a basis for the study on matter in the synthesis and regulation of vitamin E is provided. 
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维生素 E 又称为生育酚（tocopherol），是植物

和光合微生物合成的一类脂溶性维生素，在人类和

动物的日常膳食中起着不可或缺的作用，大量实验

或临床研究表明，维生素 E 具有显著的维持生育能

力、抗氧化、抗肿瘤、抗衰老、预防心血管疾病、

提高免疫力等多种功能[1-2]。 

随着生活水平的提高，天然食品逐渐领导国际

潮流。天然维生素 E 在安全性、吸收率及生物活

性等多个方面优于合成品，因此医药、食品、化妆

品等领域多转向使用天然维生素 E。在发达国家，

天然维生素 E 被大量用于抗衰老药品、营养补充

剂、强化食品、乳制品、面包、口香糖等。而合成

产品，在欧美国家一般均作为动物饲料使用。在世

界营养素中，天然维生素 E 是需求量增长最快的

品种，产量每年以 10%的速度增长，在美国，已有

35%的居民日常服用天然维生素 E。食品和医药用

维生素 E 主要依靠从天然产物中分离，但是，天

然产物中维生素 E 的量少，提取困难，成本很大，

市场上对天然维生素 E 的需求越来越大[3]。因此，

利用基因工程的方法提高作物中维生素 E 的量，

改进天然维生素 E 提取方法，成为目前植物维生

素 E 代谢研究的热点。 

获取维生素 E 所需的油料作物种子中虽然维

生素 E 的量丰富，但是植物的种子中主要的维生

素 E 成分是 δ-生育酚，δ-生育酚不易被人体吸收，

且生物活性很低，生物活性高的维生素 E 成分为

α-生育酚和 γ-生育酚。2-甲基-6-叶绿基-1,4-苯醌

甲基转移酶（MPBQ MT）是维生素 E 合成途径中

的关键酶之一，催化 2-甲基-6-叶绿基-1,4-苯醌

（MPBQ）的甲基化，产生 2,3-二甲基-6-叶绿基-1,4-

苯醌（DMPBQ）[4]。MPBQ 和 DMPBQ 能够在生

育酚环化酶（TC）的催化下分别产生 δ、γ-生育

酚 [5]。δ、γ-生育酚分别在 γ-生育酚甲基转移酶

（γ-TMT）作用下分别甲基化生成 α、β-生育酚[6]。

在转基因大豆种子中特异表达 MPBQ MT 基因，

使大豆中的 δ-生育酚由原来占总生育酚 20%降低

到占 2%，MPBQ MT 突变体拟南芥种子中 δ-生育

酚的量累积增加，γ-生育酚的量降低 [7]。因此，

MPBQ MT 的表达及活性对决定植物维生素 E 的

组成起着重要作用，对培育高 γ-生育酚和 α-生育

酚的新品系具有重要的指导意义。目前，MPBQ 

MT 基因的克隆多集中在拟南芥、大豆、花生、

核桃、生菜、向日葵、蓝藻聚球藻[8-11]等植物中。 

鉴于红花作为重要的油料作物，维生素 E 的量

较高[12]，但 MPBQ MT 基因及其功能研究还未见报

道，本研究用新一代测序技术（ Illumina/Solexa 

sequnceing）对红花花瓣的转录组进行测序[13]，并以

测序文库中高表达的 Uingene78404 片段为基础，利

用 RT-PCR 和 RACE 技术克隆红花 MPBQ MT

（CtMPBQ MT）基因的 cDNA 序列，并对其序列进

行生物信息学分析及表达分析，为深入了解 MPBQ 

MT 基因在植物体内的表达特性和植物维生素 E 代

谢途径的表达调控研究奠定基础，为该基因的应用

和富含高活性维生素E转基因植物的培育奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

红花样品采自吉林农业大学种植基地，经吉林农

业大学胡全德教授鉴定为红花 Carthamus tinctorius 

L.。取开花后 5、15、30、50 d 的新鲜种子用于表达

分析，用开花后 50 d 种子（成熟种子）进行 MPBQ MT

基因克隆。剪取花苞，取新鲜种子，迅速放于液氮中，

锡箔纸包好后于−80 ℃保存备用。 

1.2  RNA 提取和 cDNA 合成 

取红花种子置于液氮中研碎，总 RNA 提取方

法按照 Trizol 试剂说明书进行，提取后进行纯度及

浓度测定；并于−80 ℃保存备用。cDNA 合成根据

Biotek 公司反转录试剂盒操作进行，反转录产物分

离纯化后置于−20 ℃保存备用。 

1.3  MPBQ MT 基因中间 cDNA 序列的克隆 

根据 Solexa 测序获得的红花转录组序列中高表达

的Unigene78404（480 bp），按照引物设计原则，采用

引物设计软件 Primer 5.0，对红花转录组序列中的

MPBQ MT 基因序列设计引物以反转录后的 cDNA 为

模板进行中间 cDNA 序列的 PCR 扩增，反应条件：94 

℃预变性 5 min；94 ℃、30 s，62 ℃、1 min，72 ℃、

2 min，35 个循环；72 ℃、10 min，4 ℃终止反应。 

1.4  红花 MPBQ MT 基因全长 cDNA 克隆 

根据已验证的红花 MPBQ MT 基因中间片段，

分别设计引物 5F、5R 和 3F、3R（表 1），参照 Race

试剂盒进行 5’RACE 和 3’RACE。根据 3 段序列拼

接获得的全长cDNA序列设计基因全长引物（表1），

获得目的基因的全长 cDNA。对PCR产物进行回收，

连接 pEASY-T1 Vector，并转化 DH5α感受态细胞，

通过蓝白斑筛选后，挑取白色菌落过夜培养，提取

质粒，PCR、双酶切鉴定重组子，然后测序（由上

海生工生物工程股份有限公司完成）。 
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表 1  本研究扩增红花 CtMPBQ MT 基因及 RT-PCR 所用的引物序列 

Table 1  Primers used for cloning of CtMPBQ MT gene and RT-PCR 

引物用途 引物名称及序列 (5’→3’) 

MPBQ MT-F：AAAGGAGCCGTTGAAGGAAT 中间片段引物 

MPBQ MT-R：ATGGCACCCAGAAGAAATCG 

5F：CCTTCCCTCCTATCTTTAGAACCCTG 

5R：GTGGGTCCGGCCAGTACTCGATGC 

3F：ATCAGAGAAGCATACAGGG 

5’RACE 和 3’RACE 引物 

3R：ATCGGCCCAAAATGGTATC 

M1：ATGGGAAGAGCTCCTTGTTG 基因全长引物 

M2：TCACAAGTTCTCATCTCCATC 

qMPBQ MTF：ATTCAAACCCACGGCGAAG qRT-PCR 引物 

qMPBQ MTR：TCTTGATACCTGGCCGGAGAT 

18 S rRNA-F：GAGAAACGGCTACCACATCCAA 18 S rRNA 基因 qRT-PCR 引物 

18 S rRNA-R：TCGTTTGAGCCCGGTATTGTTA 

 

1.5  生物信息学分析 

ORF Finder 在线软件分析 MPBQ MT 基因

cDNA 的开放阅读框（ORF）与相应的氨基酸序列。

将获得的 TC 基因全长序列通过 BLAST 搜索 NCBI

的蛋白质和核苷酸数据库，并通过 DNAMAN 软件

翻译成氨基酸序列，利用 DNAMAN 软件对来源于

各种植物的 MPBQ MT 的相关氨基酸序列进行同源

比对。相对分子质量与理论等电点（pI）预测采用

ExPASy 在线服务器的 Compute Pi/Mw 工具，二级

结构预测使用 Dublin 大学的 Porter 服务器，三级结

构预测使用 Swiss-Model 服务器，结构功能域分析

采用 ExPASy 在线务器 Prosite Scanprosite。 

1.6  红花 MPBQ MT 基因表达分析 

取开花后 5、15、30、50 d 的新鲜种子提取 RNA，

并反转录为 cDNA 用于 RT-PCR 分析。定量 PCR 反

应体系：SYBR Premix Ex Taq（Tli RNaseH Plus）

（2×）10 μL；上下游引物（表 1）各 0.4 μL； ROX 

Reference Dye II（50×）；DNA 模板 2 μL；ddH2O 6.8 

μL。反应条件：95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性 5 s，

60 ℃退火 30 s，40 个循环。 

2  结果与分析 

2.1  RNA浓度、纯度及MPBQ MT基因中间 cDNA
序列的克隆 

利用NanoDrop分析仪进行RNA纯度及浓度测

定，RNA 的浓度在 1 000 μg/μL 左右，且 A260/A280

在 1.9 左右，表明提取的 RNA 质量较好，可继续后

续实验。 

MPBQ MT 基因中间 cDNA 序列的克隆根据红

花转录组测序得到的中间片段，设计引物，以红花

成熟种子 cDNA 为模板，进行 PCR 扩增，获得 500 

bp 左右的目的带（图 1-A）。经回收纯化后，PCR

产物与 pEASY-T 1 载体连接，通过菌液 PCR 验证

（图 1-B）和质粒的 EcoR V 和 Hind III 双酶切验证

（图 1-C），测序结果正确。 

    

1～3-阴性对照  4、5-RT-PCR 结果  6～8-菌液 PCR 验证图谱 

9～11-酶切验证图谱  M-DNA Marker 

1—3-negative control  4, 5-result of RT-PCR  6—8-result of PCR 

from bacterium  9—11-result of restriction  M-Marker 

图 1  红花 MPBQ MT 基因中间片段的验证 

Fig. 1  Agarose gel electrophoresis from MPBQ MT 

fragment 

2.2  红花 MPBQ MT 基因全长 cDNA 克隆及序列

分析 

根据MPBQ MT 基因中间片段设计 5’ RACE 和 3’ 

RACE 引物，按照RACE 试剂盒说明书进行 5’ RACE

扩增和 3’ RACE 扩增，分别得到长度为 900 bp 左右

M 1  2  3  4  5    M 6  7  8    M 9  1 0  1 1

2 000 bp

1 500 bp
1 000 bp

  750 bp
  500 bp
  250 bp
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（图 2-A）和 1 346 bp 左右（图 2-B）目的带。经过

对红花 MPBQ MT 基因片段与得到的 3’末端和 5’

末端序列拼接，最后得到红花 MPBQ MT 基因

cDNA 全长序列（图 2-C）。红花 MPBQ MT 基因全

长 1 392 bp，其中编码区 1 038 bp，5’端非翻译区包

含 293 bp，3’端非翻译区 61 bp，共编码 345 个氨基

酸（图 3），命名为 CtMPBQ MT，GenBank 登录号

为 KJ845348。利用 ExPASy Proteomics Server 的在

线软件 Protparam 预测 CtMPBQ MT 基因编码蛋白

的理化性质。CtMPBQ MT 基因编码蛋白由 345 个

氨基酸编码，分子式 C1780H2763N477O480S13，总原子

数为 5 513。相对分子质量是 38 942.2；理论等电点

（pI）9.24，带正电残基（Arg＋Lys）为 45，带负电

残基（Asp＋Glu）为 36。该蛋白的不稳定系数为

40.90，表明 CtMPBQ MT 编码蛋白不稳定。脂肪系数

为 88.67，亲水性系数为−0.192，表明 CtMPBQ MT

是一个水溶性蛋白。具有典型的保守的 SAM 功能结 

构域，位于 142～219 位氨基酸处。将其在 NCBI 上

进行序列比对分析发现，该基因与向日葵 MPBQ 

MT2 蛋 白 （ ABB52807.1 ）、 生 菜 MPBQ MT

（ACP43457.1）蛋白的同源性高达 89%和 86%（图 4）。 

 

 

1-3’RACE  2-5’RACE  3-全长 cDNA  M-Marker 

1-3’RACE  2-5’RACE  3-full length of cDNA  M-Marker 

图 2  红花 MPBQ MT 基因全长 cDNA 的克隆 

Fig. 2  Isolation of cDNA of MPBQ MT gene in safflower 
 

 

“***”标记的碱基序列为MPBQ MT 基因的起始密码子；“  ”标记的碱基序列为MPBQ MT 基因的终止密码子；阴影部分为保守的SAM 功能结构域 

“***” marked sequence is start codon; “  ” marked sequence is stop codon; shaded part is a conserved SAM functional domain 

图 3  红花 MPBQ MT 基因全长序列 

Fig. 3  Full length sequence of MPBQ MT gene from safflower 
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图 4  红花 MPBQ MT 氨基酸序列与向日葵同源性分析 

Fig. 4  Homology analysis of amino acid sequence of MPBQ MT in safflower and sunflower 

2.3  CtMPBQ MT 基因的同源性及系统树分析 

利用 DNAMAN 软件对来源于各种植物的

MPBQ MT 的相关氨基酸序列进行同源比对，结果

发现克隆 到的 CtMPBQ MT 基因与向日 葵

Helianthus annuus 的同源性最高，高达 89%（图 4）。

从NCBI上搜索到其他 16个物种的MPBQ MT蛋白

序列，利用 MEGA 软件进行多重序列比对，并构建

系统发生树（图 5）。结果显示红花与向日葵、生菜

的亲缘关系相对较近，而与番茄、马铃薯亲缘关系

相对较远。 

2.4  CtMPBQ MT 编码蛋白二级结构分析及结构

域预测 

采用 NPS@server SOPM 分析进行 CtMPBQ MT

基因的编码蛋白二级结构分析，CtMPBQ MT 基因

的编码蛋白二级结构中 α-螺旋（alpha helix）占

28.99%、延伸链（extended strand）占 24.06%、无

规卷曲（random coil）占 36.52%（图 6）。利用

DictyOGlyc 在线工具对蛋白的糖基化位点进行预

测。根据 P 值大于 0.5 即为存在糖基化位点为评

分标准，CtMPBQ MT 蛋白仅存在 1 个糖基化位

点，是位于第 291 位丝氨酸（Ser）（图 7）。这些

修饰可能与 CtMPBQ MT 蛋白的生物学功能密切

相关。 

2.5  CtMPBQ MT 编码蛋白三维建模 

在 SWISS-MODEL 依据保守结构域作图工具

中，对 CtMPBQ MT 编码蛋白进行三维结构建模（图 

 

图 5  红花 MPBQ MT 蛋白与其他 16 种植物 MPBQ MT 蛋

白的系统进化分析 

Fig. 5  Phylogenetic analysis on MPBQ MT protein in 

safflower with other 16 plant MPBQ MTs 

8），结果显示 CtMPBQ MT 编码蛋白是由 6 个 α-螺

旋条带简单的缠绕在无规卷曲上的简单结构。 

2.6  CtMPBQ MT 基因的表达分析 

分别取开花后 5、15、30、50 d 的新鲜种子提

取 RNA，反转录为 cDNA。以 18 S rRNA 为内参基

因，采用 RT-PCR 方法分析 MPBQ MT 基因在红花

种子不同发育时期的表达量。结果表明（图 9），

MPBQ MT 基因在开花后 50 d（成熟种子）中相对

表达量最高，其他时期表达水平几乎一致，均较低。 
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图 6  蛋白的二级结构分析 

Fig. 6  Secondary structure analysis on MPBQ MT proteins 

 

图 7  MPBQ MT 蛋白糖基化位点预测 

Fig. 7  Prediction of glycosylation site of MPBQ MT protein 

 

图 8  CtMPBQ MT 蛋白三级结构预测图 

Fig. 8  Tertiary structure for conserved domain of MPBQ 

MT protein 
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图 9  红花种子发育过程中 MPBQ MT 基因的表达 

Fig. 9  Expression of MPBQ MT gene in different periods 
of safflower seed development 

3  讨论 

本研究利用红花转录组测序结果筛选出红花

MPBQ MT 基因的中间片段，通过 PCR 方法验证该

中间片段的表达。通过 RACE 技术成功扩增到红花

MPBQ MT 基因的全长 cDNA 序列，全长 1 392 bp，

其中编码区 1 038 bp，5’端非翻译区包含 293 bp，3’

端非翻译区 46 bp，共编码 345 个氨基酸。将其在

NCBI 上进行序列比对分析发现，该基因与向日葵

MPBQ MT2 蛋白（ABB52807.1）、生菜 MPBQ MT

（ACP43457.1）蛋白的同源性高达 89%和 86%。用

MEGA5.1 软件构建进化树，结果显示，红花 MPBQ 

MT 与向日葵、生菜亲缘关系最近，经典植物分类

学中红花和向日葵同属于菊科。通过 Protparam 预

测 CtMPBQ MT 基因编码蛋白由 345 个氨基酸编

码，分子式 C1780H2763N477O480S13，总原子数为 5 513。

相对分子质量是 38 942.2；pI 为 9.24，带正电残基

（Arg＋Lys）为 45，带负电残基（Asp＋Glu）为 36。

该蛋白的不稳定系数为 40.90，表明 CtMPBQ MT

编码蛋白不稳定。脂肪系数为 88.67，亲水性系数为

−0.192，表明 CtMPBQ MT 是一个水溶性蛋白。具

有典型的保守的 SAM 功能结构域，位于 142～219

位氨基酸处。基因表达分析结果表明红花 MPBQ 

MT 基因在种子发育成熟时表达量最高，远远高于

其他时期。本研究成功设计 RACE 引物及相应的

PCR 扩增条件以及 RT-PCR 条件，成功克隆到 1 477 

bp 的红花 MPBQ MT 基因，并对该基因进行了生物

信息学分析，为红花 MPBQ MT 基因提供更详尽的

信息。在已克隆的调控植物生育酚生物合成的 5 个

关键酶基因中，经遗传转化证明，生育酚环化酶基

因（VTE1）、尿黑酸叶绿基转移酶基因（VTE2）、

VTE4、植醇激酶基因（VTE5）在功能上均能提高

生育酚总量，改变生育酚组成成分[13]。VTE3 的表

达及活性对植物生育酚总含量的影响不大，但可以

改变植生育酚的组成[7]。由于临床上对天然药物的

实际需求不断增加，以及基因克隆与表达技术的不

断进步，近年来药用植物功能基因的克隆呈现迅速

增长的趋势[14-15]。维生素 E 代谢合成途径及相关

基因的研究仍处于起步阶段。通过生物合成途径的

研究，推动药用植物次生代谢工程的发展，提高中

药材品质，为重要的良种选育、规范化种植和质量

控制提供技术支持，将是中药材品质研究的前沿和

热点[16]。 

MPBQ MT 是天然维生素 E 合成的关键酶基

因[17]，通过抑制或超表达该酶基因的表达，可改变

维生素 E 的量及组成比例，这为后期维生素 E 生物

合成的代谢调控研究奠定基础。在今后的研究中，
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通过原核表达、亚细胞定位、超表达或抑制该基因

在植物中的表达结合维生素 E 量变化的研究等对该

基因进行功能验证，找出基因表达与维生素 E 合成

的关联性，期望以基因工程手段干预增加或调整维

生素 E 的量及组成比例成为现实，为后续红花维生

素 E 的代谢调控研究奠定理论基础。 
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