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摘要: 根据454测序得到的丙酮酸脱氢酶基因PDH的部分cDNA片段设计引物, 运用cDNA末端快速扩增(rapid amplification 
of cDNA ends, RACE)技术扩增得到牡丹(Paeonia suffruticosa) PDH基因的全长cDNA, 命名为PsPDH。PsPDH cDNA序列

全长为1 313 bp, 包括132 bp的5′非编码区、173 bp的3′非编码区和1 008 bp的编码区, 共编码335个氨基酸, 其分子量为

35.844 kDa。推测的氨基酸序列包括17个可能的磷酸化位点, 其中包括12个Ser位点, 这可能与活性位点的调节有关。亚细

胞定位预测该蛋白位于线粒体基质中。同源性比对表明, PsPDH与葡萄(Vitis vinifera) VvPDH同源性最高, 与拟南芥(Arabi-
dopsis thaliana) AtPDH的相似性最低。实时定量PCR (quantitative real-time PCR)结果表明PsPDH基因在初花期叶片、根和

心皮中表达水平较高, 在人工低温处理14 d的牡丹花芽中表达水平最高, PDH的酶活力变化趋势与该基因表达趋势一致, 可
见, PsPDH基因的活化可能是促进花芽休眠解除的原因。本研究为深入解析休眠解除中呼吸代谢的调控提供参考。

关键词: PsPDH; 克隆; 生物信息学分析; 表达模式; 酶活力

丙酮酸脱氢酶(pyruvate dehydrogenase, PDH)
是PDH复合体(PDH complexes, PDHc)的重要组分

E1, 主要在线粒体基质中发挥作用。PDHc在线粒

体呼吸链能量代谢中起重要作用, 它催化丙酮酸

不可逆氧化脱羧生成乙酰辅酶A, 将糖酵解、三羧

酸循环和氧化磷酸化反应联系起来, 而PDH控制

其中第一步反应, 即丙酮酸脱羧反应。PDHc缺陷

可能引起呼吸代谢障碍, 因此在农业中有重要的

应用价值(崔玉娟和刘晓晴2007)。
牡丹(Paeonia suffruticosa)为多年生落叶灌木, 

观赏价值高, 被誉为“花中之王”。春节催花是牡丹

产业的重要组成部分, 单菏泽地区就年创产值1亿
元以上(http://www.hezespring.com/)。内休眠是牡

丹春节催花的主要限制, 足够低温可彻底解除休

眠, 保证其正常的开花展叶(Huang等2008)。牡丹

花芽的休眠解除过程中必然伴随着能量代谢(Gai
等2013), 而PDHc在能量代谢中起着极其重要的调

控作用, 可能会影响一系列能量代谢和休眠解除

相关基因的表达。PDH基因在动物上的研究较多

(Kiilerich等2010), 在植物如杨树(Populus tricho-
carpa) (Tuskan等2006)、葡萄(Vitis vinifera) 
(Martínez-Esteso等2013)、拟南芥(Arabidopsis 
thaliana) (LeClere等2004)中已经被克隆, 在牡丹中

的研究未见报道。

课题组前期通过转录组和表达谱分析, 发现

PsPDH片段在低温解除休眠中差异表达(Gai等
2012, 2013)。本研究利用cDNA末端快速扩增(rap-
id amplification of cDNA ends, RACE)技术扩增

PsPDH基因的全长cDNA, 同时分析其在初花期不

同组织和人工低温解除休眠进程中的表达模式和

酶活力, 以期为进一步研究PsPDH基因的功能和

调节机制提供参考。

材料与方法

1  总RNA提取与cDNA合成

以2013年4月份健壮生长的牡丹(Paeonia suf-
fruticosa Andr.)品种‘鲁菏红’为材料, 取初花期的牡

丹根、茎、叶、花瓣、萼片、雄蕊和心皮, 立即

投入液氮中, 用于组织表达分析。RNA提取采用

RNApure Plant Kit (康为世纪), 去DNA采用DNase 
I (TaKaRa), −80°C保存。RACE-ready cDNA第一

链合成按照SMART RACE cDNA Amplification Kit 
(Clontech)步骤进行。

2013年11月中旬, 根据Huang等(2008)的取材

方法, 待日最低气温达到10°C, 以此时低温条件下

处理0 d作为对照组, 其余‘鲁菏红’材料转移至4°C
条件的冷库中进行人工低温处理, 之后每隔7 d将
植株转入温室并立刻取花芽, 剥去鳞片后, 液氮中

速冻, −80°C条件下保存备用。共5个低温的处理

时间(0、7、14、21和28 d), 样品分别进行RNA提

取, −80°C保存。每个处理3个生物学重复, 每重复

至少3个花芽或组织。
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2  引物设计与RACE扩增

根据转录组中PDH的部分表达序列标签(ex-
pressed sequence tags, ESTs)序列(Gai等2012)设计

基因特异性引物PsPDHGSP5′ (5′-GGTATTCAC-
CAACCTCTTCACCCATC-3′)和PsPDHGSP3′ 
(5′-GAGGCTGGCTTTACAGGGATTGGTG-3′), 分
别用于5′和3′RACE扩增。扩增时, PsPDHGSP5′和
PsPDHGSP3′分别与SMART RACE cDNA Amplifi-
cation Kit自带引物UPM (5′-CTAATACGACTCAC-
TATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCA-
GAGT-3′)配对使用。50 µL PCR反应体系为: 10× 
BD Advantage PCR buffer 5 µL, 10 mmol·L-1 dNTP 
mix 1 µL, 50× Advantage 2 Polymerase mix 1 µL, 
RACE-ready cDNA (5′或3′端) 2.5 µL, UPM 5 µL, 
10 µmol·L-1 PsPDHGSP5′ (或PsPDHGSP3′) 1 µL, 
无菌水34.5 µL。RACE PCR反应条件为: 95°C 30 s, 
70°C 30 s, 72°C 3 min, 共5个循环; 95°C 30 s, 65°C 
30 s, 72 °C 3 min, 共30个循环。

3  实时定量PCR
根据扩增获得的全长cDNA序列中的非保守

区, 设计引物PsPDHrealF (5′-AGTATGGTCCT-
GAGCGGGTTG-3′)和PsPDHrealR (5′-GATCAGG-
GTCTCTTATAGCAGC-3′)用于实时定量PCR。实

时定量PCR反应采用SYBR Premix Ex Taq试剂盒

(TaKaRa)进行, 在Mx3000P实时荧光定量PCR仪

(Agilent)上运行。PCR反应体系为: 2× SYBR Pre-
mix Dimer Eraser 10 µL, 10 µmol·L-1上下游引物各

0.75 µL, cDNA模板2 µL, ddH2O补齐至20 µL, 每个

样品3次重复。反应条件为: 95°C 30 s; 95°C 5 s, 
55°C 30 s, 72°C 30 s, 共45个循环。采用actin为内

参(张玉喜等2011), 数据分析采用2−ΔΔCt法(Livak和
Schmittgen 2001)。
4  RACE扩增产物测序与生物信息学分析

RACE产物用快速琼脂糖凝胶DNA回收试剂

盒(康为世纪)纯化, 插入pGEM-T Easy载体(Prome-
ga), 转化大肠杆菌(Escherichia coli)菌株DH5α, 经
酶切鉴定的阳性克隆由上海桑尼生物技术有限公

司测序。测序结果用DNAMAN 6.0软件拼接和序

列分析, 保守结构域利用NCBI在线软件Conserved 
Domains (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/
cdd/wrpsb.cgi)进行预测; 在线软件ExPASy (http://

web.expasy.org/protparam/)、PSORT (http://www.
genscript.com/psort.html)和NetPhos 2.0 (http://
www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos-2.0/)分别用于预

测理化性质、亚细胞定位和磷酸化位点 ;  应用

ClustalW进行多序列比对, 利用MEGA 5.2软件构

建系统进化树, 通过邻接(neighbor-joining)法中的

自举分析作置信度检验(bootstrap=1 000)。
5  PDH的酶活力测定

将花芽按1 g·mL-1加入预冷的匀浆缓冲液A 
{0.4 mol·L-1甘露醇、25 mmol·L-1 3-吗啉丙磺酸

[3-(N-morpholino)propanesulfonic acid, MOPS]、1 
mmol·L-1 乙二醇双(2-氨基乙基醚)四乙酸[ethylene 
glycol-bis(β-aminoethyl ether)-N,N,N′,N′-tetraacetic 
acid, EGTA]、8 mmol·L-1 半胱氨酸、0.1% (m/V)牛
血清白蛋白, pH 7.8}进行匀浆, 匀浆液离心力达到

4 000×g停止, 上清液12 000×g离心15 min, 取沉

淀。线粒体沉淀以20 mg·mL-1浓度重悬在匀浆缓

冲液B [0.4 mol·L-1甘露醇、10 mmol·L-1 N-三(羟甲

基)甲基甘氨酸(tricine)、1 mmol·L-1 EGTA, pH7.2]
中, 线粒体超声波(强度40%, 超声10 s, 停20 s)破
碎40 min制备酶液(破碎均在冰浴中进行), 之后

10 000×g离心30 min, 上清液用于酶的活力测定

(Balk等1999)。
PDH活力测定采用二氯酚靛酚钠(2,6-dichlo-

rophenolindophenol sodium salt, DCPIP)法(Nemeria
等2001), 反应液含有: 1 mL上清液、50 mmol·L-1 
KH2PO4、1 mmol·L-1 MgCl2、2.0 mmol·L-1丙酮酸

钠、0.2 mmol·L-1焦磷酸硫胺素(thiamine pyrophos-
phate chloride, TPP)、0.1 mmol·L-1 DCPIP, pH 7.0; 
在600 nm处测定吸光值。在上述条件下, 以每分

钟每毫克蛋白在波长600 nm处引起吸光值变化

0.001为1个酶活力单位(U)。

实验结果

1  RACE扩增及序列拼接

根据454测序得到的PDH的部分EST序列设

计基因特异性引物PsPDHGSP5′和PsPDHGSP3′分
别进行5′和3′RACE扩增, 结果如图1所示。5′RACE 
PCR产物为352 bp, 3′RACE产物为887 bp。测序后

经DNAMAN 6.0软件进行序列拼接, 得到1 313 bp 
PDH基因全长cDNA (图2), 其中包括132 bp的5′
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非编码区(untranslated region, UTR), 173 bp的 
3′UTR; 完整的开放阅读框(open reading frame, 
ORF)长度为1 008 bp, 编码335个氨基酸(GenBank
登记号KP168711)。利用Conserved Domains软件对

PsPDH保守结构域进行分析, 从图2可知, 22~331 
aa为PDH亚基的保守结构域, 其中47~172 aa为
TPP的结合位点, 195~316 aa是酮基转移酶C的结

构域。

图1  PsPDH 5′和3′RACE扩增的电泳图

Fig.1  Electrophoresis results of PsPDH RACE PCR
M: DL 2000 Maker; 5′: 5′RACE扩增产物; 3′: 3′RACE扩增产物。

图2  PsPDH的全长cDNA序列与推导的氨基酸序列

Fig.2  Full length of cDNA and putative amino acid sequences of PsPDH
起始密码子ATG和终止密码子TAG用加粗标识, poly(A)尾用斜体标识, 预测的磷酸化位点用加粗及下划线标识, PDH的保守结构域用

阴影标识, TPP的结合位点用波浪线标识, 酮基转移酶C的结构域用虚线标识。

2.2  PsPDH蛋白理化性质分析

利用在线软件ExPASy软件进行理化性质分析, 
推导的PsPDH蛋白分子式为C1587H2545N437O480S13, 其

分子量为35.844 kDa, 理论等电点(pI)为5.93; 不稳

定系数为42.13, 推测其为不稳定蛋白(>40)。该蛋

白中Ala和Val含量较多, His和Trp含量较少。高等
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生物PDHc活性的调控主要取决于PDH活性与非活

性状态的相互转变, 而状态之间的转变主要取决

于磷酸化位点的状态。利用在线软件NetPhos 2.0
预测PsPDH蛋白的磷酸化位点, 结果如图2所示, 共
预测到17个可能的磷酸化位点, 其中包含12个Ser
位点、2个Thr位点和3个Tyr位点。利用在线软件

PSORT预测了PsPDH的亚细胞定位, 结果显示, 该
蛋白定位在线粒体基质的预测值为0.481, 定位在

线粒体内膜或膜间隙的预测值为0.189, 因此推测

该蛋白主要存在于线粒体基质中, 这可能与丙酮

酸脱氢酶系主要在线粒体中发挥功能相一致。

2.3  PsPDH同源性比较和系统进化树的构建

利用ClustalW方法将PsPDH的氨基酸序列与

其他已知植物的PDH氨基酸序列进行多序列比对, 
结果表明 ,  PsPDH与比对植物的PDH相似性在

16.5%~87.7%之间, 其中与葡萄的相似性最高, 为
87.7%; 与杨树和柑橘(Citrus × sinensis)的相似性

次之, 分别为87.2%和86.2%; 与拟南芥的相似性最

低, 为16.5%。利用MEGA 5.2软件构建系统进化树

(图3), 结果表明PsPDH先与葡萄VvPDH和杨树

PtPDH形成分支, 再与柑橘等聚在一起, 最后与拟

南芥形成分支, 结果与同源性比对结果一致, 也基

图4  PsPDH在初花期牡丹不同组织中的表达模式

Fig.4  The relative expression levels of PsPDHs in different 
tissues at the early stage of flowering

本与植物学上的传统分类关系相一致。

2.4  PsPDH的表达分析

2.4.1  PsPDH在初花期牡丹不同组织中的表达模式

实时定量PCR分析了PsPDH在初花期牡丹的

营养器官根、茎、叶及花器官萼片、花瓣、雄蕊

和心皮中的表达模式(图4), 结果表明PsPDH基因

在牡丹的7种不同组织中均有表达, 但表达量不同, 
其中在叶片中转录水平最高, 其次为心皮、根和

茎, 在花瓣和雄蕊中表达量相对较低, 在萼片中转

录水平最低, 叶片中PsPDH的表达量约是萼片中

的42.3倍。

2.4.2  PsPDH在低温处理牡丹花芽休眠解除进程

中的表达模式

实时定量PCR分析PsPDH在低温处理0、7、
14、21和28 d的牡丹花芽中的表达模式(图5), 结果

表明PsPDH基因在低温解除牡丹休眠进程中呈先

上升后下降的表达趋势, 在牡丹14 d低温处理的花

芽中转录水平最高, 之后逐渐下调, 到低温处理28 
d时表达最低。

图3  牡丹PsPDH蛋白与其他植物PDH蛋白的系统进化树

Fig.3  Phylogenetic tree of PDH protein homolog sequences from tree peony and other plants
标尺0.02代表每100个核苷酸/氨基酸中有2个不同。
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2.5  低温处理牡丹花芽休眠解除进程中PDH的活

力测定

利用二氯酚靛酚钠法测定了休眠进程中PDH
酶活力变化(图6)。结果表明PDH的酶活力在低温

处理的牡丹休眠进程中呈先上升后下降的趋势, 
其中在低温处理14 d时酶活力最高, 之后逐渐下降, 
到低温28 d时酶活力最低。PDH酶活力变化趋势

与PsPDH基因表达规律一致。

图5  PsPDH在不同时间低温处理的牡丹花芽中的表达模式

Fig.5  The relative expression levels of PsPDHs in flower 
buds after different chilling treatments

结构域, 属于典型的PDHc复合物中的E1亚基的典

型结构(王更先等2010)。丙酮酸脱羧酶系上的

PDH是磷酸化和去磷酸化的调节位点。哺乳动物

中PDH上的3个Ser残基通过磷酸化和去磷酸化可

以调节PDH的活性状态 (Pa te l和Korotchkina 
2001)。PsPDH蛋白具有12个Ser的磷酸化修饰位

点, 另外还有2个Thr和3个Tyr的磷酸化修饰位点, 
这些磷酸化修饰位点可能与其活性状态和非活性

状态的调控相适应。亚细胞定位预测PsPDH蛋白

主要定位于线粒体基质中, 这是与其发挥功能相

适应的。

在细胞代谢中, PDH是PDC的前件酶, 参与生

成柠檬酸循环的起始物乙酰辅酶A, 决定着生物体

内营养成分的分配。蒋芯(2013)利用实时定量

PCR技术显示PDH基因在花粉萌发期高度表达。

本研究通过实时定量检测了PsPDH基因在牡丹初

花期不同组织中的表达谱, 结果表明该基因在所检

测的组织中均有转录, 但在根、叶和心皮中的转录

水平较高, 这与初花期生长状态和耗能状态相一

致, 心皮中的高表达可能与雌蕊后熟特性有关。

牡丹花芽休眠属于典型内休眠, 低温累积是

解除其休眠的有效措施。前期通过转录组和基因

芯片分析发现一个类PsPDH片段在低温休眠解除

前激活表达(Gai等2013)。本研究进一步克隆了其

全长基因, 证明了其编码PDH。实时定量PCR分析

表明, 14 d低温可明显促进PsPDH的表达, 进而提

高PDH的酶活力, 与前文研究结果一致。14 d时
‘鲁菏红’正处于休眠解除的临界状态, 需要大量能

量解除花芽休眠(Huang等2008), 而PDH是连接能

量代谢的闸门, 此时表达水平和酶活升高, 表明该

基因能促进牡丹花芽休眠解除。当内休眠解除及

随后生态休眠状态时, 该基因表达水平和酶活迅

速降低, 进一步说明该基因表达反映了休眠解除

中花芽的能量需求状况。因此, 牡丹PsPDH基因

的激活可能是休眠解除的重要原因, 而其表达水

平的下降标志着休眠彻底解除。本研究结果对深

入理解牡丹休眠解除中的能量代谢以及牡丹反季

节催花生产提供参考。
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图6  不同时间低温处理的牡丹花芽中PDH的酶活力
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3  讨论

丙酮酸脱氢酶系是一种多酶复合体 ,  由
PDH、硫辛酸乙酰转移酶和硫辛酰胺脱氢酶组成

(Wiskich和Dry 1985), 其中PDH作为PDHc的重要

组分对整个PDHc的反应活性起关键作用, 它参与

丙酮酸的氧化脱羧过程的第一步, 是线粒体代谢

与生长的调控枢纽, 而PDH的功能发挥依赖于其

序列基础、高级结构的形成和活性位点的调控

(Patel等2014)。本研究获得了PsPDH基因的全长

cDNA, 编码的PsPDH蛋白22~ 331 aa为PDH的保守
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Molecular cloning and expression pattern analysis of pyruvate dehydrogenase 
PsPDH gene from tree peony (Paeonia suffruticosa)
YANG Li-Jin*, GAN Tian*, GAI Shu-Peng, LIU Chun-Ying, ZHANG Yu-Xi**

College of Life Sciences, Qingdao Agricultural University / Key Lab of Plant Biotechnology in Universities of Shandong Province, 
Qingdao, Shandong 266109, China

Abstract: According to the partial fragment of pyruvate dehydrogenase gene PDH obtained from 454 sequenc-
ing, the full-length cDNA was amplified by rapid amplification of cDNA ends (RACE) PCR, and named as 
PsPDH. The full-length cDNA of PsPDH was 1 313 bp including 132 bp 5′ untranslated region (UTR), 173 bp 
3′UTR and 1 008 bp encoding frame, which encodes 335 amino acids with the molecular weight of 35.844 kDa. 
The result of phosphorylation site predication shows that the PsPDH protein had 17 possible phosphorylation 
sites including 12 Ser sites, which might be associated with the regulation of active sites. The result of subcellu-
lar prediction indicates that PsPDH was mainly located in mitochondrial matrix. Alignment analysis was con-
sistent with phylogenetic analysis, which indicates that PsPDH was highly conserved with VvPDH, lowest with 
AtPDH, and basically accorded with botanical classification system. The results of quantitative real-time PCR 
indicate that the PsPDH transcripts were abundant in the leaf, root and carpel at the early stage of flowering, 
and were highest in flower buds after 14 d chilling duration. The relative activity of PDH was consistent with 
the expression pattern of PsPDH gene during dormancy release. Taken together, the activation of PsPDH tran-
scripts might be a critical cue to promote dormancy release of tree peony, and the results provide theoretical ba-
sis to validate the regulation mechanism of respiratory metabolism during dormancy release.
Key words: PsPDH; cloning; bioinformatics analysis; expression patterns; enzyme activity
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