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摘  要：菠萝（Ananas comosus）是世界第三大热带水果，是我国热区重要的经济作物。为探究二氢黄酮醇 4-还原酶

（dihydroflavonol 4-reductase, DFR）基因家族在菠萝花青素积累中的作用，为菠萝的种质改良提供理论基础，本研究

对菠萝 DFR 基因家族成员进行鉴定，并初步分析其功能。结果显示：在菠萝全基因组中工鉴定出 17 个 DFR 基因

（AcDFR1~17），它们不均匀地分布在 10 条染色体上；AcDFRs 编码的氨基酸长度在 313~378 aa 之间，分子量在

34.73~47.74 kDa 之间，等电点介于 5.10~8.9 之间。AcDFRs 蛋白二级结构主要包含 α-螺旋和 β-折叠，α-螺旋的含量在

38.73%~43.07%之间，β-折叠在 13.24%~15.64%之间。进化分析发现 17 个 AcDFRs 分成 4 个亚族。AcDFRs 的 motif 排

列和外显子数量相似。AcDFRs 启动子区域含有多个顺式作用元件，可响应光、激素、非生物胁迫和生长发育。实时荧

光定量 PCR 分析结果显示，AcDFRs 在菠萝不同组织（根、茎、叶、花、果肉、果皮）中的表达水平差异较大，但大

部分 AcDFRs 在果肉、果皮中均有较高的表达量。AcDFRs 的序列与预测序列基本一致，亚细胞定位结果显示其定位于

细胞质和细胞膜。本研究结果为进一步探究菠萝二氢黄酮醇 4-还原酶家族（AcDFR）基因的功能以及菠萝的品质改良

提供理论参考。 
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Abstract: Pineapple (Ananas comosus) ranks as the world’s third most important tropical fruit and is a significant eco-
nomic crop in China’s tropical regions. To investigate the role of the dihydroflavonol 4-reductase (DFR) gene family in 

anthocyanin accumulation in pineapple and provide a theoretical foundation for germplasm improvement, this study 
identified and preliminary functionally analyzed members of the pineapple DFR gene family. A total of 17 dihydrofla-

vonol 4-reductase genes were identified in the whole genome of pineapple, which were named AcDFR1 to AcDFR17 and 
distributed unevenly on 10 chromosomes. AcDFRs encoded proteins ranging from 313 to 378 amino acids (aa) in length, 

with molecular weights between 34.73 and 47.74 kDa and isoelectric points (pI) from 5.10 to 8.9. The secondary struc-
ture of AcDFR proteins primarily consisted of α-helices and β-sheets, with α-helix content ranging from 38.73% to 

43.07% and β-sheet content from 13.24% to 15.64%. Phylogenetic analysis revealed that the 17 AcDFRs formed four 
subfamilies. The motif arrangement and number of exons were similar among AcDFRs. The AcDFR genes promoter 

regions contained multiple cis-acting elements responsive to light, hormones, abiotic stress, growth and development. 
Real-time quantitative PCR analysis revealed significant expression variations of AcDFRs genes across different pine-

apple tissues (roots, stems, leaves, flowers, pulp, peel), though most genes exhibited high expression in both pulp and 
peel. Cloning and identification of AcDFRs revealed sequences largely consistent with predicted sequences. Subcellular 
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localization studies of the AcDFR1 in tobacco leaves via transient expression indicated localization to the cytoplasm and 

cell membrane. The findings would provide theoretical references for further investigation into the functions of the di-
hydroflavonol-4-reductase gene family in pineapple and for pineapple quality improvement. 
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菠萝（Ananas comosus），属凤梨科（Brom-

eliaceae）凤梨属（Ananas）的多年生草本植物，

是仅次于香蕉、芒果的世界第三大热带水果[1]。

果实颜色是水果的重要性状，鲜艳的颜色往往更

受消费者青睐[2-3]，如红肉苹果[4]、红心火龙果[5]

和红皮香蕉[6]。菠萝主栽品种巴厘或台农系列的

果皮均为黄色，果肉为黄色或白色。目前，菠萝

在果实颜色性状方面选择较少，少有的几个具有

特殊颜色的品种也存在各自的局限性，如红色果

皮的菠萝品种冰糖红在成熟之后转为淡黄色[7]，

粉红色果肉的菠萝品种 rosé 价格高供应量小[8]。

因此，研究菠萝果皮或果肉颜色的多元化非常有

意义。 

类黄酮是植物最主要的次生代谢物之一，目

前已发现 9000 余种存在于植物几乎所有的器官

里，在植物激素调节、吸收紫外线和抵抗生物[9-10]

和非生物胁迫等方面发挥重要作用[11-13]。研究表

明，类黄酮、类胡萝卜素和甜菜色素这三类物质

是植物花果呈色的主要成分[14]，类黄酮的呈色范

围最大，涵盖从黄到紫的各种颜色[10-15]。花色素

苷是类黄酮中的主要显色物质，它是花青素的糖

苷化形式，既能使菠萝呈现出更鲜艳的颜色，又

能够极大地提高菠萝抗性，是影响菠萝果实品质

的重要因素。 

类黄酮因其种类繁多，通过一个复杂的代谢

网络分别合成，花青素合成通路是其中的一个分

支。植物在不同组织和发育时期花色素苷的含量不

同，在 7 个具有红色和白色 2 种花色的植物中，红

花的花青素含量均远高于白花[16]；辣椒随着果实

的成熟，其花青素含量逐渐降低[17]，说明花色素

苷的积累具有明显的基因调控和时空变化特征。

二氢黄酮 4-还原酶（dihydroflavonol 4-reductase, 

DFR）是花青素合成途径中的关键限速酶[18-19]，

DFR 的合成量直接影响下游花色素苷的积累。

DFR 已经在多种植物中被鉴定及功能分析，如缺失

DFR 基因的拟南芥突变体 TT3 表现出浅黄色的种

皮和透明的下胚轴[20]，在 TT3 中引入外缘 DFR 基

因后产生了具有褐色种皮的后代[21-22]；过表达外源

DFR 的烟草花瓣呈现出更深的颜色，并表现出更

高的花青素水平[22-23]；陆地棉抑制 DFR 表达后，

其花青素含量显著降低[24]。DFR 属于短链脱氢酶

/还原酶家族（SDR）或 NADPH 依赖性差向异构

酶家族（Epimerase）[12, 21]，具有 NADPH 结合位

点和底物结合位点，能催化二氢山柰酚（DHK）、

二氢槲皮素（DHQ）、二氢杨梅素（DHM）3 种

二氢黄酮醇形成不同的无色花青素[25]。DFR 的底

物特异性决定于第 134 位氨基酸残基，依据该氨基

酸种类不同将其分为 3 个类型[26]：Asn 型（天冬酰

胺型）可以催化 3 种二氢黄酮醇的转化；Asp 型

（天冬氨酸型）对 DHQ 和 DHM 具有高度特异

性；非 Asn/Asp 型底物偏好暂未确定。 

为了探索 DFR基因在菠萝果色形成过程中的

作用，本研究对菠萝 DFR 基因家族进行较系统研

究，利用生物信息学方法鉴定菠萝 DFR 基因家族

成员，并对其理化性质进行分析；并进一步克隆鉴

定部分 DFR 基因的序列，通过 qPCR 分析其在菠萝

不同组织中的表达，通过瞬时转染方法研究其定位

情况。研究结果为揭示菠萝 DFR 基因的生物学功

能奠定基础，并为后续菠萝育种提供理论参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

供试材料为金钻菠萝品种，由海南省天地人

生态农业股份有限公司临高基地提供，按照该公

司正常流程进行生产管理。本氏烟草（Nicotiana 

benthamiana）种子由本实验室保存，种植于海南

大学苗房内，16 h 光照，8 h 黑暗，正常水肥管理。 

1.2  方法 

1.2.1  AcDFRs 生物信息学分析  菠萝基因组数

据 ASM154086v1（F153）和 GFF 注释文件下载

于 NCBI（https://www.ncbi.nlm.nih.gov）数据库，

拟南芥（Arabidopsis thaliana）和水稻的（Oryza 

sativa ） DFR 家 族 蛋 白 序 列 下 载 于 Uniprot

（https://www.uniprot.org）数据库，利用 TBtools-

Ⅱ v 2.337 从 GFF 注释文件从菠萝基因组序列提

取基因序列并转化成对应蛋白质序列，建立本地
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菠萝蛋白质数据库。利用拟南芥和水稻的 DFR 蛋

白质序列分别对菠萝蛋白质数据库进行 blastp 比

对，二者比对结果取并集，初步得到菠萝 DFR 基

因 家 族 候 选 成 员 。 进 一 步 利 用 CDD

（ https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/b

wrpsb.cgi）保守结构域数据库和 Smart（https:// 

smart.embl.de）数据库在结构域层面进行筛选，去

除不含 DFR 家族核心结构域 FR_SDR_(cd08958)和

Epimerase(PF01370)的基因。 

菠萝 AcDFRs 的氨基酸长度、分子量和等电

点等理化性质通过 Expasy-ProtParam（https://web. 

expasy.org/protparam/）在线软件进行分析，使用

SOPMA （ https://npsa.lyon.inserm.fr/cgi-bin/npsa_ 

automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html）分析菠

萝 DFR 蛋白的二级结构；使用 MAGA 11.0 软件

采用邻接法（neighbor joining, NJ）构建系统进化

树，利用 MEME Version 5.5.7（https://meme-suite. 

org/meme/tools/meme）在线软件分析蛋白的保守

基序，设置参数寻找 Motif 的数量为 12 个，根据

全基因组注释 GFF 文件分析菠萝 DFR 家族成员

的内含子和外显子等基因结构，并使用 Tbtools-

Ⅱ软件对所分析的进化树、保守基序和基因结构

进行可视化。使用 Tbtools-Ⅱ软件进行染色体定

位以及共线性分析。提取 AcDFRs 的 CDS 上游

2000 bp 序列，利用 PlantCARE（https:// bioinfor-

matics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html）在线软

件预测启动子区域的顺式作用元件。 

1.2.2  目的基因的克隆和表达载体构建   参照

GenBank 数据库中 AcDFRs 的 CDS 序列，使用

CE Design （ https://crm.vazyme.com/cetool/simple. 

html）在线引物设计软件设计无缝克隆引物（表 1）。

采用植物总 RNA 提取试剂盒（DP432，天根生化

科技有限公司）提取金钻菠萝叶片总 RNA，用
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
（K1622，Thermo Fisher company）将提取的总

RNA 反转录为 cDNA，‒20 ℃保存备用。以菠萝

叶片 cDNA 为模板，用高保真酶 Phanta Max 

Super-Fidelity DNA Polymerase（P505-d1，南京诺

唯赞生物科技股份有限公司）扩增目的基因。扩

增产物回收纯化，连接至 pCAMBIA1300 线性载

体（本实验室保存），将 pCAMBIA1300-AcDFRs- 

GFP 转化到大肠杆菌 DH5α（DL1001，上海唯地

生物技术有限公司），用抗性平板及菌落 PCR 筛

选阳性菌落，挑选阳性克隆菌落扩大培养，将菌

液至北京擎科生物科技股份有限公司进行测序验

证，将测序正确的质粒转化到农杆菌 GV3101

（AC1001，上海唯地生物技术有限公司），并将

鉴定阳性的菌落扩大培养后保存于‒80 ℃冰箱。 

1.2.3  AcDFRs 的表达模式分析  将整株金钻菠

萝带回实验室，取不同部位组织，使用液氮研磨

后提取总 RNA，反转录为 cDNA。根据 AcDFRs

的 CDS 序列使用 Primer Premier 5 软件设计荧光

定量 PCR 引物，分别以菠萝不同部位 cDNA 为模

板，使用 ChamQ Universal SYBR qPCR Master 

Mix（Q711-02,Vazyme company）进行荧光定量

PCR 扩增，反应设置 3 个重复。使用 2-ΔΔCt 法进

行相对定量分析，使用 SPSS Statistics 27 软件进

行显著性分析，使用 GraphPad Prism 9 软件制图。 
 

表 1  引物序列 
Tab. 1  Primer sequences 

引物名称 Primer name 引物序列（5-3）Primer sequence (5-3) 

AcDFR1F CATATGCCCGTCGACACTAGTATGGGAGCAGCGGAGGAG 

AcDFR1R GCTCACCATGGATCCGGTACCTTCCGTAACTATCGGTTTCACGC 

AcDFR3F CATATGCCCGTCGACACTAGTATGACCATCGAAGACATTACTGCG 

AcDFR3R GCTCACCATGGATCCGGTACCGTTCTGCGAAGGAATGACCG 

AcDFR6F CATATGCCCGTCGACACTAGTATGGCGGAATATTGCGTGAC 

AcDFR6R GCTCACCATGGATCCGGTACCCAAAAGCCCTTTGTCTTGGAAG 

AcDFR7F CATATGCCCGTCGACACTAGTATGAGCGGAGTGGGGAAGTT 

AcDFR7R GCCCTTGCTCACCATGGATCCAAAGCTTACGAATCCCTTCTCTTTC 

AcDFR12F CATATGCCCGTCGACACTAGTATGGCGGCGGCGGCGGCG 

AcDFR12R GCTCACCATGGATCCGGTACCTTCCAGAAGACCTGCAGCTTTAT 

AcDFR16F CATATGCCCGTCGACACTAGTATGTCGATGCAGGGCAGCA 

AcDFR16R GCTCACCATGGATCCGGTACCTTTAAGGTAACCTTTGCTCTTCAAAC 
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1.2.4  亚细胞定位  将细胞质膜定位蛋白 RLK- 

RFP（细胞膜 Marker）、pCAMBIA1300-GFP 和转

入 pCAMBIA1300-AcDFRs-GFP 的农杆菌划线培

养，挑取单菌落 28 ℃摇菌 36~48 h，侵染前调节

OD600=0.6。选择生长 3~4 周的健壮烟草，将

pCAMBIA1300-AcDFRs-GFP 和细胞膜 Marker 等

比 例 混 合 后 注 射 烟 草 叶 背 面 ， 同 时 用 注 射

pCAMBIA1300 空载体的叶片做为对照，注射后

避光保存 48 h 后使用共聚焦显微镜（LEICA/TCS 

SP8）观察荧光信号。 

2  结果与分析 

2.1  AcDFR 基因家族的鉴定及基本信息分析 

本研究通过与拟南芥、烟草 DFR 蛋白质序列

比对，结合蛋白结构域分析，在菠萝全基因组中

鉴定出 17 个 DFR 基因家族成员，按照其在染色

体上的位置，将其命名为 AcDFR1~17。菠萝中共

有 25 对染色体，17 个菠萝 DFR 家族成员不均匀

地分布在 10 条染色体上（图 1），其中 2 号和 10

号染色体分别有 2 个 AcDFR 基因（AcDFR2/3、

AcDFR25/6），14 号染色体上有 3 个 AcDFR 基因

（AcDFR9~11），19 号染色体上 4 个 AcDFR 基因

（AcDFR12~15）。AcDFR 蛋白理化性质分析结果

（表 2）显示，AcDFRs 编码的氨基酸长度在

313~378 之间，分子量在 34.73~47.74 kDa 之间，

等电点在 5.10~8.9 之间。AcDFR 蛋白质的二级

结构主要包含 α-螺旋和 β-折叠，α-螺旋的含量在

38.73%~43.07%之间，β-折叠在 13.24%~15.64%

之间。 

2.2  AcDFRs 的系统进化及序列结构分析 

为了解 AcDFRs 的进化关系及潜在功能，将

菠萝、拟南芥和甘蓝型油菜的 DFR 蛋白序列构建

系统发育树。结果显示，AcDFRs 可分为Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ、Ⅳ 4 个亚群，亚群Ⅰ仅包含 2 个 AcDFRs，

类群Ⅱ包含 5 个 AcDFRs，亚群Ⅲ包含 2 个

AcDFRs，类群Ⅳ包含 8 个 AcDFRs（图 2）。AcDFRs

蛋白的保守基序和基因结构的分析结果（图 3）显

示，AcDFRs 蛋白至少含有 7 个保守基序（Motif1、

Motif2、Motif6、Motif7、Motif3、Motif10 和 Motif4），

其 中 Motif1 （ VCVTGASGFIASWLVKLLL-

QRGYTVHGTVRBPSDESKTAHL）是 NADPH 结

合位点。AcDFRs 基因的外显子数量在 5~7 之间，

其中，5 个基因含有 5 个外显子，10 个基因含有 6

个外显子，2 个基因含有 7 个外显子。 

2.3  AcDFRs 共线性分析 

物种内共线性结果（图 4A）显示，3 对基因

具有共线性关系。结合蛋白序列分析结果，

AcDFR3 与 AcDFR9、AcDFR8 与 AcDFR16 聚为

一支，且保守基序和基因结构相似，表明 AcDFR

基因家族在进化过程中可能存在复制事件；

AcDFR2 与 AcDFR14 关系较远，可能在进化过程

中出现染色体结构的变化，从而导致功能上的分

化。为进一步探究 AcDFR 基因家族成员的进化关

系以及基因功能，将 AcDFR 基因与水稻、烟草

DFR 基因一起构建种间共线性关系图（图 4B）。

结果显示，AcDFRs 与烟草之间共有 5 对基因存在

共线性关系，与水稻之间有 15 对基因存在共线性

关系，表明菠萝与水稻的亲缘关系更近。 

 

 
 

图 1  AcDFRs 的染色体定位 
Fig. 1  Chromosome location of AcDFR genes 
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表 2  AcDFR 蛋白基本信息及二级结构 
Tab. 2  Basic information and secondary structure of AcDFR proteins 

基因名称 
Gene name 

基因编号 
Gene ID 

氨基酸 
Amino acid 

分子量 
Molecular weight/kDa

等电点 
pI 

α-螺旋 
Alpha helix/% 

β-折叠 
Beta sheet/%

AcDFR1 LOC109706489 358 39.64 5.10 39.39 13.41 

AcDFR2 LOC109703922 326 36.58 6.71 40.18 15.64 

AcDFR3 LOC109706538 341 37.13 6.71 39.00 14.96 

AcDFR4 LOC109713612 313 34.73 5.57 38.73 14.79 

AcDFR5 LOC109716157 346 38.16 5.84 40.14 13.29 

AcDFR6 LOC109716805 320 35.65 6.11 42.19 15.00 

AcDFR7 LOC109718406 325 35.90 6.03 40.00 16.62 

AcDFR8 LOC109719617 327 35.66 6.10 39.45 14.98 

AcDFR9 LOC109719871 337 36.81 7.99 39.17 14.84 

AcDFR10 LOC109720164 378 41.68 6.27 41.01 14.29 

AcDFR11 LOC109720167 336 36.23 5.50 42.26 13.39 

AcDFR12 LOC109724550 332 36.27 6.95 41.95 13.98 

AcDFR13 LOC109724551 329 35.99 5.42 43.07 14.16 

AcDFR14 LOC109724552 327 36.18 5.85 40.81 14.33 

AcDFR15 LOC109725209 321 35.06 5.76 41.28 14.07 

AcDFR16 LOC109727758 326 36.01 5.50 40.49 14.11 

AcDFR17 LOC109728810 340 37.81 8.92 41.76 13.24 

 
2.4   AcDFRs 基因启动子顺式作用元件分析 

对 AcDFRs上游 2000 bp 启动子区域进行分析

发现，AcDFRs 启动子区域的顺式作用元件按功能

可分为光响应、激素响应、胁迫响应和生长发育

4 类（图 5）。数量最多的是光响应元件，共 20 种

235 个，大部分 AcDFRs 都含有 Box 4 或者 G-Box

元件；其次是与激素有关的元件，包括生长素、

脱落酸（ABA）、赤霉素（GA）、水杨酸（SA）

和茉莉酸甲酯（MEJA），其中 14 个 AcDFRs 共含

有 54 个脱落酸响应元件（ABRE）；胁迫响应元

件包括厌氧诱导、缺氧响应、干旱和低温等元件，

值得注意的是，全部 17 个 AcDFRs 都含有厌氧诱

导元件（ARE）；数量最少的是植物生长发育类响

应元件。因此 AcDFRs 功能的行使可能受光照的

影响较大，并且可能通过多种激素对非生物胁迫

产生响应，同时可能对植物的生长发育发挥作用。 

2.5  AcDFRs 在不同组织中的表达分析 

通过荧光定量 PCR 对 AcDFRs 在金钻菠萝植

株不同组织部位（根、茎、叶、花、果肉、果皮）

中的表达量进行分析。结果表明，AcDFRs 在不同

部位中表达量差异较大，大部分基因在果肉和果

皮部位有较高的表达量，AcDFR9 和 AcDFR10 分

别只在花和根里有较高的表达量，AcDFR17 在茎

里的表达量最高，并且在根、果肉和果皮中几乎 

 
 

图 2  AcDFRs 系统进化树 
Fig. 2  Intra species evolutionary tree 

 

不表达，AcDFR1、AcDFR3、AcDFR7、AcDFR11

和 AcDFR16 在果肉部位的表达量最高，AcDFR4、

AcDFR6、AcDFR8、AcDFR12、AcDFR13、AcDFR14

和 AcDFR15 在果皮部位的表达量最高（图 6）。 

2.6  AcDFRs 的基因克隆和载体构建 

根据 qPCR 结果挑选出部分在果肉和果皮中

高表达的 AcDFR 基因，以金钻菠萝总 RNA 反转 
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图 3  AcDFRs motif 分布和基因结构分布 
Fig. 3  Motif distribution and gene structure distribution map of AcDFRs  

 
录得到的 cDNA 为模板进行 PCR 扩增，1%的琼

脂糖凝胶电泳检测出一条特异性条带（图 7），将

PCR 扩增产物回收纯化，连接 pCAMBIA1300- 

GFP 载体，转化至 DH5α 大肠杆菌后测序。测序

结果显示，AcDFRs 的 ORF 序列与数据库中的序

列基本一致，序列相似度均在 99%以上，其中

AcDFR3 相似度最低，为 96.46%。 

2.7  AcDFR1 亚细胞定位 

系统发育树显示，AcDFR1 与拟南芥中能催

化无色花青素合成的 AtDFR6 聚类在同一分支。

为明确 AcDFR1 蛋白在细胞中的定位，以空载体

作为对照，将重组过表达载体和细胞膜 Marker

等比例混合后使用注射法侵染本氏烟草叶片进行

瞬时表达分析。结果显示，AcDFR1-GFP 融合蛋

白和 GFP 空载均在细胞膜、细胞质和细胞核中观

察到清晰的 GFP 荧光信号（图 8），表明 AcDFR1

可能定位于细胞膜、细胞质与细胞核，与预期结

果基本一致。 

3  讨论 

菠萝在我国热区经济中占据重要地位，近年

来，我国菠萝主产区由于长期种植单一菠萝品种

巴厘，严重的品种退化导致菠萝果实品质下降，

菠萝种质抗逆性差异较大，急需优良种质，但目前

菠萝育种仍依赖传统育种，育种周期长效率低[1]。

本研究从菠萝全基因组中鉴定出 DFR 基因家族

成员，为菠萝品质改良提供理论基础。 

本研究在菠萝基因组（ASM154086v1）中鉴

定出 17 个 DFR 基因家族成员。基因组版本是基

因家族分析的重要根基，在菠萝“端粒到端粒

（T2T）”参考基因组序列组装和菠萝基因组数据

库（https://ananas.watchbio.cn）发布后[27]，下载

最好的菠萝参考基因组装版本（GP）对鉴定结果

进行验证。在 T2T 基因组（GP）中鉴定到 18 个

成员，与菠萝基因组（ASM154086v1）中鉴定出

的 17 个成员相比，出现成员数量差异的原因可能

是不同品种菠萝基因组之间的差异或不同注释

方法之间的差异。DFR 基因已经在许多物种中被

鉴定出来，但不同的物种 DFR 家族基因的数量

差异较大，如草莓 [28]、苹果 [29]、甘蓝型油菜 [30]

和银杏[31]的 DFR 基因家族成员的数量分别为 57、

96、26 和 12 个。对菠萝 DFR 基因家族成员进行 
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A：AcDFR 家族基因的共线性分析；B：水稻、拟南芥和菠萝 DFR 基因的物种间共线性分析。 
A: Collinearity analysis of AcDFR family genes; B: Inter species collinearity analysis of DFR genes in O. sativa,  

Arabidopsis thaliana and A. comosus. 

图 4  AcDFRs 共线性分析 
Fig. 4  Collinearity analysis of AcDFR genes 

 
 

 
 

图 5  AcDFRs 启动子顺式作用元件 
Fig. 5  Cis-acting elements of AcDFRs promoters 
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不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。 

Different lowercase letters indicate significant difference (P<0.05). 

图 6  AcDFRs 在金钻菠萝不同组织部位的表达分析 
Fig. 6  Expression analysis of AcDFR genes in different parts of ‘Golden Diamond’ pineapple 

 

 
 

M: DL2000 DNA marker. 

图 7  AcDFRs 克隆 
Fig. 7  Cloning of AcDFR genes 

生信分析发现，AcDFRs 不均匀分布于 10 条染色

体上，在第 19 号染色体上存在串联重复现象，这

促进了菠萝 DFR 家族成员的扩增。AcDFRs 的蛋

白质长度、酸碱性、motif 和外显子数量较为相似，

但在基因结构上差异较大。 

在模式植物拟南芥中发现了 6 个 DFR 基因，

其在花青素的生物合成中起不同的作用，其中

AtDFR6 可以催化无色花青素的合成[30]。在甘蓝 
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图 8  AcDFR1 亚细胞定位 
Fig. 8  Subcellular localization of AcDFR1 

 

型油菜的 DFR 基因家族的研究中，BnDFR26 的

表达水平和不同颜色油菜花瓣里的花青素含量一

致，推测其具有促进花青素合成的作用。菠萝

AcDFR1 与甘蓝型油菜 BnDFR10、BnDFR26 以及

拟南芥 AtDFR6 的进化关系较近，推测 AcDFR1

可能在花青素的合成中发挥关键作用。前人研究

发现 DFR 基因的表达受光照的影响较大，例如石

斛 DsDFR 基因在弱光下下调明显，同时花瓣和萼

片中花青素含量降低[32]。本研究在 AcDFRs 的启

动子区域发现了 41 种具有响应功能的顺式作用

元件，其中含有大量的光响应元件，表明 AcDFRs

功能的发挥可能受光的影响较大；响应元件中还

包括脱落酸和茉莉酸甲酯等激素响应元件以及胁

迫响应元件，表明 AcDFRs 可能在菠萝应对胁迫

方面起重要的作用。 

菠萝 DFR基因家族成员在不同组织部位的表

达量存在差异，这种差异可能是因为 AcDFRs 在

花青素的合成过程中发挥的作用不同所导致的。

大多数 AcDFRs 在果肉和果皮中均有较高的表达

量，可能在抵抗紫外线或色素积累等方面发挥作

用；AcDFR5、AcDFR10、AcDFR17 在根、茎、

叶等营养器官中有较高的表达量，可能在植株抗

逆方面发挥作用。花青素的生物合成和修饰的场

所主要在细胞质和内质网，紫萼 HvDFR[33]和金花

茶 CnDFR[34] 定位于细胞核和细胞膜；石蒜

LyDFR[35]定位于细胞膜、细胞质和细胞核；管花

肉苁蓉 CtDFR[36]在原生质体转化结果显示其定

位在细胞质中。本研究发现 AcDFR1 主要定位在

细胞膜、细胞质、细胞核中，与前人的研究基本

一致。 

本研究对 AcDFR 基因家族成员进行了生物

信息学和在不同组织中表达模式的分析，成功克

隆了菠萝 AcDFRs，其序列与 NCBI 数据库中的序

列基本一致。结合不同物种间的进化关系和表达

模式推测，AcDFR1 为菠萝果实颜色性状改良的

关键基因，并且明确 AcDFR1 的亚细胞定位。该

结果为进一步探究 DFR 基因在菠萝花青素积累

中的的功能提供理论参考。此外，本研究尚未对

DFR 家族成员进行酶活验证，菠萝 DFR 底物偏好

尚不明确，未来仍需进一步验证。 
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