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摘  要：植物果糖激酶（fructokinase，FRK）特异性催化果糖磷酸化进入糖酵解途径，是果糖代谢和可溶性糖积累的

关键酶。阐明红肉火龙果果实 HpFRK2 基因的表达模式及酶特性，为了解果实可溶性糖积累的分子机制并改良果实品

质提供理论基础。本研究从红肉火龙果紫红龙品种中克隆 HpFRK2 基因，采用实时荧光定量 PCR 分析该基因表达模式，

采用烟草叶肉细胞瞬时表达检测其亚细胞定位，通过原核表达获得重组蛋白并检测其酶活性。结果表明：HpFRK2 基

因的开放阅读框（open reading frame，ORF）为 1026  bp，编码 341 个氨基酸。HpFRK2 蛋白相对分子质量为 36.95  kDa，

理论等电点为 5.94。系统进化分析表明 HpFRK2 与木薯 MeFRK2、番茄 SlFRK1、苹果 MdFRK1 和拟南芥 AtFRK1 具

有较近的亲缘关系。蛋白序列分析表明其含有磷酸果糖激酶 B（phosphofructokinase type B，pfkB）家族保守结构域。

HpFRK2 在果实发育 20 d 时的表达量最高，随着果实发育逐渐降低表达，30  d 时表达量最低；此外，HpFRK2 在茎中

的表达显著低于果实。亚细胞定位检测表明 HpFRK2 主要位于细胞质。构建原核表达载体在大肠杆菌表达，成功诱导

获得 HpFRK2 重组蛋白。酶活性检测表明 HpFRK2 特异性催化果糖磷酸化，果糖对酶活性不具有底物抑制性，催化果

糖磷酸化的 Km 值为 1.84  mmol/L。本研究结果表明，红肉火龙果 HpFRK2 蛋白位于细胞质，特异催化果糖磷酸化，主

要在果实转色期（花后 20~23 d）表达，可能负调控果实的果糖积累。 
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Abstract: Plant fructokinase (FRK) specifically catalyzes fructose phosphorylation into glycolysis pathway, which is a 

key enzyme for fructose metabolism and soluble sugar accumulation. This study elucidated the expression pattern and 
enzyme characteristics of red pitaya HpFRK2 gene, which would provide a theoretical basis for understanding the mo-

lecular mechanism of fruit soluble sugar accumulation and improving fruit quality. HpFRK2 was cloned from red pitaya 
‘Zihonglong’, and its expression pattern was analyzed by real-time fluorescence quantitative PCR. Subcellular localiza-

tion was performed by transiently expressing in tobacco mesophyll cells, and the recombinant protein was obtained by 
prokaryotic expression and its enzyme activity was detected. The open reading frame (ORF) was 1026 bp, encoding 341 

amino acids. The relative molecular weight of HpFRK2 was 36.95 kDa, and the theoretical isoelectric point was 5.94. 
Phylogenetic analysis showed that HpFRK2 was closely related to cassava MeFRK2, tomato SlFRK1, apple MdFRK1 

and Arabidopsis AtFRK1. HpFRK2 contained a conserved domain of the phosphofructokinase type B (pfkB) family. The 
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expression level of HpFRK2 was the highest at 20 days of fruit development, gradually decreased with fruit develop-

ment, and the expression level was the lowest at 30 days. In addition, the expression of HpFRK2 in stems was signifi-
cantly lower than that in fruits. Subcellular localization results showed that HpFRK2 was mainly located in the cyto-

plasm. A prokaryotic expression vector was constructed and expressed in Escherichia coli, and recombinant protein was 
successfully induced. The results of enzyme activity characteristics showed that HpFRK2 specifically catalyzed fructose 

phosphorylation, fructose did not have the substrate inhibition on its enzyme activity, and the Km value for fructose 
phosphorylation was 1.84 mmol/L. The results showed that HpFRK2 was located in the cytoplasm, specifically cata-

lyzed fructose phosphorylation, was mainly expressed during the veraison period (20-23 d after flowering) of red pitaya 

fruit, and may negatively regulate fructose accumulation in fruit. 
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红肉火龙果（Hylocereus polyrhizus）属于仙

人掌科（Cactaceae）量天尺属（Hylocereus）植物，

其果肉清甜多汁，深受消费者喜爱。红肉火龙果

成熟果实积累的可溶性糖主要有葡萄糖和果糖，其

含量和组成是衡量果实内在品质的重要因素[1-2]。

解析红肉火龙果果实发育期间可溶性糖积累的分

子机制，能为改善果实品质提供理论依据。 

果糖激酶（fructokinase，FRK）属于 pfkB 碳

水化合物激酶家族，是植物糖代谢途径上游环节

的关键酶[3]。果糖经 FRK 或己糖激酶催化生成果

糖-6-磷酸进入糖酵解途径，为植物生长发育提供

底物、能量和信号[4]。FRK 对果糖的亲和力远大

于葡萄糖，因此是催化果糖磷酸化的关键酶[5]。

FRK 也作为糖信号感受器，控制果糖的利用和碳源

再分配，参与调控植株维管束发育[6]。植物 FRK 常

以多基因家族的形式存在，在拟南芥[7]、番茄[8-9]、

马铃薯[10]、水稻[11]和苹果[12]等物种相继分离。拟

南芥 AtFRK1 和 AtFRK3 双突变体表现严重的种子

发育缺陷，脂肪酸积累减少，重量减小且形态异常，

说明 AtFRK1 和 AtFRK3 正向调节种子发育[13]。水

稻 OsFRK3 被敲除后种子粒重下降，胚乳灌浆率

和淀粉含量降低，蔗糖和果糖含量升高，表明

OsFRK3 可能通过糖代谢正向调节淀粉积累[14]。

番茄 SlFRK1、SlFRK2 和 SlFRK3 参与维管束发育，

干涉 SlFRK1 和 SlFRK2 表达严重抑制韧皮部发育

和植株生长，干涉 SlFRK2 和 SlFRK3 还导致叶片

枯萎，影响坐果和结实[15-16]。过表达苹果 MdFRK2
降低幼龄植株的蔗糖和果糖含量，上调叶片的山

梨醇代谢，促进茎的纤维素积累[12, 17]；成年植株

中钙结合蛋白 MdCacyBP 与 MdFRK2 互作，促进

MdFRK2 泛素化并被蛋白酶降解，降低 FRK 酶活

性导致果糖积累[18]。因此，FRK 通过影响糖代谢，

参与植物的叶、茎、种子和果实等多种组织的生

长发育。 

研究表明，植物 FRK 家族成员表现出不同的

表达模式。如苹果 MdFRK1 主要在果实表达，

MdFRK2 主要在茎尖表达[12]。木薯 MeFRK5 仅在花

特异表达，MeFRK1、MeFRK3 和 MeFRK4 在叶、

茎、块根、花和果实中表现出差异的表达模式；

MeFRK3 和 MeFRK4 在块根的表达远高于其他

FRKs，且在块根发育早期表达，在成熟期较低[19]。

杨梅 MrFRK2、枸杞 LbFRK7 和梨 PpyFRK5 均在果

实发育早期表达，并随果实发育成熟逐渐降低[20-22]。

FRK 家族的亚细胞定位也存在差异，如拟南芥

AtFRK3 和番茄 SlFRK3 蛋白定位于质体，其余成

员均定位于细胞质[7, 23]。FRK 蛋白的催化活性也

存在差异，如 MdFRK1、MdFRK2 和 AtFRK2-6

酶活性均在果糖浓度较高时被明显抑制，AtFRK1

酶活性则不受果糖浓度抑制[7, 12]。由此可见，不同

FRKs 的表达模式、亚细胞定位和酶特性存在明显

差异，表明其发挥的生理功能也存在较大差异。 

此前从红肉火龙果果实转录组测序数据中分

离 HpFRK1，证明其在果实发育期间负调控可溶

性糖积累[24]。同时在转录组测序数据也获得其他

FRK 相关转录本（命名为 HpFRK2），与 HpFRK1
序列存在较大的差异。本研究克隆 HpFRK2 的基因

全长，分析其表达模式、亚细胞定位和酶催化活性，

比较其与 HpFRK1 的差异，进一步探讨 FRKs 在红

肉火龙果果实可溶性糖积累过程中的生理功能。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

试验材料采集地为贵州省罗甸县火龙果种植

园，选取长势一致、无病虫害的红肉火龙果品种

紫红龙的成年结果植株，采集成熟的茎组织。参

考此前对红肉火龙果果实发育阶段的描述[25]，于
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花后 20、23、25、27、30 d 共计 5 个时期采集果

实。每份样品均设置 3 个生物学重复，每个重复

均含有 5 个果实。将茎和去皮后的果肉切成薄片，

液氮速冻并研磨成粉末，于–80 ℃储存备用。 

1.2  方法 

1.2.1  HpFRK2 基因克隆  采用总 RNA 快速抽

提试剂盒（北京艾德莱生物科技有限公司）提取

红肉火龙果紫红龙植株茎和花后 5 个时期的果实

总 RNA，使用微量分光光度计（德国 Implen 公

司）检测其浓度和纯度，琼脂糖凝胶电泳检测其

完整性。使用反转录 PCR 试剂盒（TaKaRa 公司）

将合格的总 RNA 样品反转录成 cDNA。基于红

肉火龙果紫红龙转录组测序数据获得的 FRK 序

列[25]，使用 Primer Premier 5.0 软件设计全长引物

HpFRK2-F/R（表 1）。PCR 反应体系为：cDNA 2 μL，

HpFRK2-F/R 引物（10 μmol/L）各 1 μL，高保真

DNA 聚合酶（南京诺维赞生物科技股份有限公

司）12.5 μL，ddH2O 补齐至 25 μL。PCR 反应条

件：95 ℃预变性 3 min；95 ℃变性 15 s，56 ℃退

火 15 s，72 ℃延伸 1.5 min，35 个循环；72 ℃延

伸 5 min。PCR 产物使用 DNA 纯化试剂盒（天根

生化科技有限公司）纯化回收，回收产物按

pMDTM19-T 克隆载体（TaKaRa 公司）说明书进

行 T 载体连接，转化至大肠杆菌 DH5α 感受态细

胞，经菌液 PCR 鉴定阳性克隆，送至生工生物工

程（上海）股份有限公司测序。 

1.2.2  生物信息学分析  使用 ProtParam（https:// 

web.expasy.org/protparam/）在线软件预测蛋白质

结构、氨基酸组成、蛋白质相对分子质量和理论

等电点，利用 PSORT Prediction（http://psortl.hgc. 

jp/form.html）在线软件预测蛋白质亚细胞定位情

况，利用 TMHMM（http://www.cbs.dtu.dk/services/ 

TMHMM2.0/）在线软件预测蛋白跨膜区结构。使

用 Clustal W 软件进行氨基酸序列比对，利用

MEGA 7.0 软件基于邻接法构建系统进化树，

Bootstrap 重复次数为 1000 次。 

1.2.3  基因表达分析  基于 HpFRK2 序列设计荧

光定量 PCR 引物 HpFRK2-qRT-F/R（表 1），并

在火龙果基因组数据库（http://www.pitayageno-

mic.com/index.php）比对确保特异性扩增。以

β-ACT-F/R 作为内参基因（表 1），使用荧光定

量 PCR 仪（美国 BIO-RAD 公司）进行检测。反

应体系为：cDNA 1 μL，HpFRK2-qRT-F/R 引物

（10 μmol/L）各 1 μL，2×SYBR Green Fast qPCR 

Mix（北京百迈客生物科技有限公司）10 μL，

ddH2O 补齐至 20 μL。PCR 反应条件为：95 ℃预

变性 3 min，95 ℃变性 5 s，60 ℃ 30 s，40 个循

环。每个样品设置 3 次技术重复，采用 2-ΔΔCt 法

计算该基因的相对表达量。 

1.2.4  亚细胞定位  使用引物 HpFRK2-GFP-F/R

（表 1）扩增不含终止密码子的 HpFRK2 基因，

利用单片段无缝克隆试剂盒（南京诺维赞生物科

技股份有限公司）连接至 1300-GFP 载体。连接

产物转化至大肠杆菌 DH5α 感受态细胞，挑选转

化子培养并进行 PCR 鉴定和测序。测序结果经比

对并确认正确后，使用质粒抽提试剂盒（上海迈

跟生物科技有限公司）提取重组质粒。将重组质

粒 HpFRK2-GFP 和载体对照 1300-GFP 分别转化

农杆菌 GV3101 感受态细胞（上海唯地生物技术

有限公司），采用注射法转化烟草叶片，培养 72 h，

取样，通过激光共聚焦荧光显微镜（德国 ZEISS

公司）检测其荧光信号并拍照。 
 

表 1  本研究引物序列 
Tab. 1  Primer sequences used in this study 

引物名称 
Primer name 

引物序列（5–3） 
Primer sequence (5–3) 

用途 
Usage 

HpFRK2-F CTCCATATTCAAAGTTTCTC 

HpFRK2-R AGACTTTGTTACTATTACAC 

ORF 克隆

HpFRK2-qRT-F TTGATAGACGAACCCTGTAG 

HpFRK2-qRT-R CATTATGCCATCTCGAGCAG 

基因表达 

β-ACT-F CTTCCATACCAATGAATGAGG 

β-ACT-R AACCGCCAAGAGTAGTTCTG 

内参基因 

HpFRK2-GFP-F GAACACGGGGGACGAGCTCGG
TACCATGGCTCAGCCTCACAAT 

HpFRK2-GFP-R CCTTGCTCACCATGTCGACTCT 
AGAGCCAGAGGCCTTCTGC 

亚细胞定位

 

1.2.5  原核表达  参考大肠杆菌密码子偏爱性，人

工合成 HpFRK2 的 ORF 并插入原核表达载体

pGEX-4T-1 载体。将重组质粒转入 BL21（DE3）感

受态细胞中，选取单克隆于 LB 培养基 37 ℃培养至

菌体 OD600=0.6~0.8，加入终浓度为 0.5 mmol/L 的

异丙基-D-硫代半乳糖苷（IPTG），37 ℃培养 4 h。

诱导产生的融合 His 标签重组蛋白使用 SDS-PAGE

电泳检测可溶性，然后使用镍柱纯化重组蛋白。 

1.2.6  重组蛋白酶活性检测  参考 RENZ 等[26]的

方法分析 HpFRK2 重组蛋白的酶活特性，反应体

系总体积为 1 mL，包含 25 μL 重组蛋白、50 mmol/L 

pH 8.0 的 Tris-HCl 缓冲液、4 mmol/L MgCl2、

2.5 mmol/L ATP、0.33 mmol/L NAD+、1 U 葡萄糖- 
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6 磷酸脱氢酶和 1 U 磷酸葡萄糖异构酶。加入

200 μL 不同浓度（0~80 mmol/L）的果糖，30 ℃

条件下反应 5 min。使用酶标仪（美国赛默飞世尔

科技公司）检测 340 nm 处的吸光度值 A340。酶

活性定义为：1 U 即 1 min 内 1.0 mg 重组蛋白的

A340 值增加 0.01。 

2  结果与分析 

2.1  HpFRK2 基因克隆及生物信息学分析 

PCR 扩增和测序结果表明，HpFRK2 的 ORF

为 1026 bp，编码 341 个氨基酸。预测 HpFRK2

蛋白的相对分子质量为 36.95 kDa，理论等电点为

5.94。蛋白跨膜结构预测表明 HpFRK2 蛋白不含

有跨膜区，亚细胞预测表明 HpFRK2 蛋白定位于

细胞质。 

HpFRK2 的 氨 基 酸 序 列 与 此 前 报 道 的

HpFRK1 具有 74.30%的一致率。氨基酸序列比对

和结构域分析（图 1）表明：HpFRK2 与拟南芥

AtFRK1、AtFRK2、番茄 SlFRK1 和 SlFRK2 类似，

均具有底物糖结合位点、ATP 结合位点和 pfkB 家

族特异性区域。系统进化显示 HpFRK2 与木薯

MeFRK2、番茄 SlFRK1、苹果 MdFRK1 和拟南芥

AtFRK1 聚为一类，而 HpFRK1 与甜菜 BvFRK、

拟南芥 AtFRK2、AtFRK4-7、木薯 MeFRK3、4

和番茄 SlFRK2 聚为另一类（图 2），说明 HpFRK2

与 HpFRK1 属于不同的类别。 
 

 

图 1  HpFRK2 与其他 FRKs 的氨基酸序列比对和结构域分析 
Fig. 1  Amino acid sequence alignment and motif analysis of HpFRK2 and other FRKs 

 

 

图 2  HpFRK2 与其他 FRKs 的系统进化分析 
Fig. 2  Phylogenetic analysis of HpFRK2 and other FRKs 

2.2  HpFRK2 蛋白的亚细胞定位 

在烟草叶肉细胞的亚细胞定位结果表明：对

照 1300-GFP 的荧光信号广泛分布于细胞核、细

胞质和细胞膜；HpFRK2-GFP 融合蛋白荧光信号

主要分布在细胞质和细胞膜，且未见分布于细胞

核和叶绿体（图 3）。因此，HpFRK2 主要定位于

细胞质和细胞膜。 

2.3  HpFRK2 在不同组织中的表达分析 

荧光定量 PCR 检测表明：HpFRK2 在茎的表

达量显著低于 5 个时期的果实；HpFRK2 在花后

20 d 的表达量最高，23 d 时表达量下降；此后随

着果实的发育和成熟显著下降，30 d 时表达量最

低（图 4）。 

2.4  HpFRK2 原核表达 

SDS-PAGE 电泳结果表明，经 IPTG 诱导后在

接近 66.2 kDa 位置出现明显的单一条带，未诱导 
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图 3  HpFRK2 蛋白的亚细胞定位 
Fig. 3  Subcellular localization of HpFRK2 

 

 

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 4  HpFRK2 在红肉火龙果茎和果实不同发育 

时期的表达模式 
Fig. 4  Expression patterns of HpFRK2 in stem and  

different period fruit of red pitaya 
 

样品则无明显条带（图 5）。由于标签蛋白约为

27 kDa，重组蛋白的实际分子量略小于 39.2 kDa，

与预测基本一致。因此，原核表达实验成功诱导

获得 HpFRK2 重组蛋白。 
 

 
M：蛋白分子质量标准；1：未诱导样品；2：诱导后样品。 

M: Protein marker; 1: Uninduced sample; 2: Induced sample. 
图 5  HpFRK2 重组蛋白的 SDS-PAGE 检测 

Fig. 5  SDS-PAGE detection of HpFRK2 recombinant protein 
 

2.5  HpFRK2 重组蛋白的酶学性质 

不同底物下的酶活性检测表明，HpFRK2 重

组蛋白对果糖具有明显的催化活性，对葡萄糖无

催化活性（图 6A）。以不同浓度果糖为底物的酶

活性检测表明，底物浓度为 0.1~10 mmol/L 时，

HpFRK2 重组蛋白的酶活性随浓度增加呈现快速

增加的趋势；此后酶活性随底物浓度的增加仅缓

慢增加，当底物浓度大于 20 mmol/L 后的酶活性

随底物浓度增加仅呈现略增加的趋势（图 6B）。

因此，果糖对 HpFRK2 酶活性不具有底物抑制性，

HpFRK2 催化果糖磷酸化的 Km值为 1.84 mmol/L。 
 

 
A 图中所用底物浓度为 100 mmol/L，**表示差异极显著（P<0.01）。 

The substrate concentrations used in A were 100 mmol/L,  
** indicates extremely significant difference (P<0.01). 

图 6  HpFRK2 重组蛋白的酶活性分析 
Fig. 6  Enzyme activity assay of HpFRK2  

recombinant protein 
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3  讨论 

本研究基于果实转录组测序数据和 RT-PCR

扩增，获得红肉火龙果 HpFRK2 基因。氨基酸序

列比对和结构域分析表明，HpFRK2 与其他 FRK

类似，具有 pfkB 碳水化合激酶家族的保守特征结

构域[3]。HpFRK2 与 HpFRK1 的氨基酸序列一致

率 较 低 ， 系 统 进 化 分 析 也 表 明 HpFRK2 与

HpFRK1 分属于不同的类别。因此推测 HpFRK2

也属于 FRK 家族，但与 HpFRK1 的生理功能存在

差异。 

亚细胞定位预测 HpFRK2 蛋白定位于细胞

质，跨膜结构预测该蛋白不含有跨膜区，不属于

膜蛋白。利用烟草叶片开展亚细胞定位检测，结

果表明 HpFRK2 主要定位于细胞质和细胞膜。综

合预测和亚细胞定位实验结果证明 HpFRK2 与

HpFRK1 类似[24]，均定位于细胞质。已有研究表

明，植物 FRKs 主要定位于细胞质和质体[27]。大

部 分 成 员 如 拟 南 芥 AtFRK1 、 AtFRK2 和

AtFRK4-7[7]，苹果 MdFRK1 和 MdFRK2[12]、枇杷

EjFRK[28]均定位于细胞质，仅 AtFRK3[7]和番茄

SlFRK3[23]定位于质体。HpFRK2 与 AtFRK1、

MdFRK1 具有较近的亲缘关系，也显示出相同的

亚细胞定位模式。因此推测 HpFRK2 与 HpFRK1

均在细胞质发挥果糖磷酸化的功能。 

植物 FRK家族不同成员的酶催化活性存在底

物抑制性的差异，如拟南芥 AtFRK1、AtFRK7 和

番茄 SlFRK1 酶活性不受高浓度果糖抑制，

AtFRK2、SlFRK2、AtFRK3 和 AtFRK4-6 却受到

明显的抑制[7, 29]；玉米 ZmFRK1 和 ZmFRK2 酶活

性均受高浓度果糖抑制，ZmFRK1 对果糖较不敏

感，ZmFRK2 对果糖更敏感[30]；苹果 MdFRK1 和

MdFRK2 酶活性均具有底物抑制性，且 MdFRK2

对果糖敏感[12]。随着果糖浓度的增加，HpFRK2

酶活性未受到明显的抑制，与 AtFRK1、AtFRK7、

SlFRK1 和 HpFRK1 的酶活性一致。FRK 家族不同

成员对果糖的亲和力也存在差异，如 AtFRK7

（0.012 mmol/L）[7]、SlFRK2（0.054 mmol/L）[29]

和 MdFRK2（0.1 mmol/L）[12]亲和力高；AtFRK1

（0.47 mmol/L）[7]、AtFRK3（0.48 mmol/L）[7]、

MdFRK1 （ 0.62 mmol/L ） [12] 和 SlFRK1

（ 1.3 mmol/L ） [29] 亲 和 力 次 之 ； HpFRK1

（11.01 mmol/L）[24]亲和力较低。HpFRK2 催化

果糖的 Km 值为 1.84 mmol/L，其亲和力与 SlFRK1

相似，远大于 HpFRK1。因此推测 HpFRK1 主要

在相对较高浓度条件下参与果糖代谢，HpFRK2

则主要在低浓度条件下参与果糖代谢。 

园艺作物如杨梅、枇杷、梨、枸杞的 FRKs
主要在果实发育早期表达，伴随着旺盛的代谢和

较低的果糖积累；FRKs 表达随果实成熟逐渐降

低，伴随着各类代谢活动减缓，有利于果糖等可

溶性糖积累[20-22, 28]。基因表达分析表明 HpFRK2
主要在红肉火龙果果实发育 20~23 d 表达，该时

期为果肉的转色期[25]。转色期的果肉合成大量的

甜菜色素，果糖积累较少，推测 HpFRK2 介导的

糖代谢为甜菜色素合成提供前体和能量。随着果

实发育和成熟，果糖含量快速增加并在 30 d（成

熟）时达到最高，而 HpFRK2 表达持续降低并在

30 d（成熟）时达到最低。由此可见，HpFRK2

与 HpFRK1[24]类似，对红肉火龙果果实的果糖积

累也具有负调控作用。考虑到亲和力的明显差异，

推测 HpFRK2 与 HpFRK1 分别负责红肉火龙果果

实转色期低浓度和高浓度下的果糖代谢。 

4  结论 

本研究分离克隆红肉火龙果 HpFRK2 基因，

其蛋白定位于细胞质。HpFRK2 蛋白特异性催化

果糖磷酸化，果糖对酶活性不具有抑制性。

HpFRK2 蛋 白 催 化 果 糖 磷 酸 化 的 Km 值 为

1.84 mmol/L，对果糖具有较高的亲和力。HpFRK2
主要在花后 20~23 d 果实表达，并随果实成熟逐

渐降低表达，可能参与负调控果实的果糖积累。 
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