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果实中的 pH 及可溶性固形物、苹果酸和柠檬

酸含量都是影响西瓜风味的重要因素[1]。目前西瓜

风味的研究多集中在提高糖含量方面，通过调控有

机酸在西瓜发育过程中的合成代谢对改善西瓜风

味及品种改良也具有重要意义。根据果实中所含

的主要有机酸种类不同可以大致分为三类：苹果酸

型、柠檬酸型和酒石酸型 [2]。苹果酸酶（malic en-

zyme，ME）是苹果酸代谢中的关键酶，能够将苹果

酸氧化脱羧成为丙酮酸和 CO2，根据其催化反应所

需的辅酶因子不同，可以将其分为 NADP-ME 和

NAD- ME，NADP- ME 还可以进一步分为光合

NADP-ME 和非光合 NADP-ME[3]。不同生物体内

的苹果酸酶虽然功能有所差异，但其氨基酸序列具

有高度保守性[4]。ME 参与植物的生长发育及抗逆

生长，在果实发育时期，NADP-ME 能够提供大量

NADPH 用于木质素、丙酮酸及类黄酮的合成[5]。长

DOI：10.16861/j.cnki.zggc.2025.0258

西瓜中苹果酸代谢关键基因 NADP-ME 的

克隆及功能分析

董 薇 1，杨从基 1，许守明 1，张 洲 1，吴德峰 1，李军华 2

（1.河南大学生命科学学院 郑州 450046； 2.开封市农林科学研究院 河南开封 475004）

摘 要：有机酸是影响西瓜果实风味品质的关键成分，解析苹果酸合成代谢的分子机制具有重要意义。通过同源序

列比对克隆得到 2 个西瓜 NADP-苹果酸酶基因 ClaNADP-ME3 和 ClaNADP-ME4，荧光定量和高效液相色谱检测发

现，ClaNADP-ME4 的表达量与西瓜中苹果酸含量变化趋势相反，GFP 融合蛋白亚细胞定位分析表明，Cla-

NADP-ME4 基因分布于细胞质与细胞核中。通过遗传转化超表达 ClaNADP-ME4 基因，进一步验证 ClaNADP-ME4

的基因功能，发现该基因可显著降低西瓜果实中苹果酸含量。综上，ClaNADP-ME4 基因具有促进苹果酸代谢的作

用，研究结果为西瓜品质改良的分子育种提供了新靶点。

关键词：西瓜；苹果酸；苹果酸酶；超表达

中图分类号：S651 文献标志码：A 文章编号：1673-2871（2025）09-040-08

Cloning and functional analysis of NADP-ME, a key gene in malic acid
metabolism in watermelon
DONG Wei1, YANG Congji1, XU Shouming1, ZHANG Zhou1, WU Defeng1, LI Junhua2

（1. College of Life Sciences, Henan University, Zhengzhou 450046, Henan, China; 2. Kaifeng Academy of Agriculture and Forestry Sci-

ences, Kaifeng 475004, Henan, China）

Abstract: Organic acids in watermelon fruits are critical components influencing flavor quality, and elucidating the mo-

lecular mechanism of malic acid synthesis and metabolism is of great significance. Through homologous sequence align-

ment, two watermelon NADP- malic enzyme genes, designated as ClaNADP- ME3 and ClaNADP- ME4, were cloned.

Quantitative real-time PCR（qRT-PCR）and high-performance liquid chromatography（HPLC）analysis revealed that the ex-

pression level of ClaNADP-ME4 was negatively correlated the the malic acid content in watermelon. Subcellular localiza-

tion analysis using GFP fusion proteins demonstrated that the ClaNADP-ME4 gene was distributed in both the cytoplasm

and nucleus. Genetic transformation and overexpression of the ClaNADP-ME4 gene further conformed its function, dem-

onstrating that this gene significantly reduced the malic acid content in watermelon fruits. In conclusion, the NADP-ME4

gene plays a role in promoting malic acid metabolism. These findings provide a new target for molecular breeding aimed

at improving watermelon quality.
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期低温导致黑麦的苹果酸含量及 NADP-ME 活性

升高，当低温胁迫解除后，苹果酸含量和酶活性均

下降。NADP-ME 不仅作为良好的渗透调节物质调

节苹果酸含量，而且还通过调节 NADP-苹果酸酶活

性来应对低温引起的渗透胁迫[6]。此外，ME 还可以

通过提供碳和 NADPH 进行脂肪酸生物合成和有机

酸合成，参与膜脂再生，甚至促进果实发育[7]。笔者

通过同源序列比对克隆苹果酸代谢关键基因，采用

分子生物学手段对基因功能进行验证，以期达到降

低西瓜果实中有机酸含量的目的，创制出一种高糖

低酸的新种质，并为分子育种奠定理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料

供试材料：YV803、V206、V208、P05、P15 为二

倍体西瓜自交 8 代以上纯合体。西瓜果肉苹果酸

含量与基因表达量检测使用第一组材料以 V206 为

母本 、V208 为父本杂交的 F1 代二倍体西瓜

（F1203），第二组材料以 P05 为母本、P15 为父本杂

交的 F1 代二倍体西瓜（F1251）；YV803 用于遗传转

化试验。上述材料均来自河南大学生命科学学院

西瓜分子育种课题组。

培养条件：西瓜果肉苹果酸含量与基因表达量

检测使用的试验材料于 2022 年 3 月至 2023 年 7

月在河南大学金明校区科研温室进行定植培养，连

续培养 3 个生长周期，每个周期每份材料定植 150

株，行距 2 m，株距 40 cm，每次取 20 个样品。遗传

转化材料放置于温度 28 ℃、光照 16 h/黑暗 8 h、光

照强度为 500 μmol·m-2·s-1、相对湿度大于 70 %的培

养箱中进行培养，营养钵尺寸 15 cm×15 cm。

载体和菌种：DH5α 感受态、GV3101 感受态、

pCAMBIA1300-3flag 载体、pCAMBIA1300-GFP 载

体均由河南大学生命科学学院西瓜分子育种课题

组保存。

1.2 方法

1.2.1 西瓜 NADP-ME 基因的筛选与鉴定 首先在

拟南芥网站（https://www.arabidopsis.org/）查找拟南

芥 NADP-ME 蛋白和核酸序列，在葫芦科基因组网

站（http://www.cucurbitgenomics.org/）西瓜 97103V2

基因组中通过 BLASTp 功能检索西瓜基因组中 ME

蛋白序列。然后在 InterPro 网站（https://www.ebi.

ac.uk/interpro/）查找西瓜 NADP-ME 的保守 PFAM

结构域，利用 TBtools 中的 simple HMM search 工具

通过 NADP- ME 中的 PFAM 结构域（PF00390 和

PF03949）搜索西瓜基因组中 NADP-ME 基因[8]。然

后通过 NCBI（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）保守域

数据库 CDD 和简单模块化架构研究工具 SMART

（https://smart.embl.de/）对检索到的候选基因进行筛

选确认。

1.2.2 系统发育分析 利用系统发育分析工具

MEGA v11[9]对 ClaNADP-ME 家族成员与拟南芥、

番茄、黄瓜、甜瓜、水稻中 ME 进行系统发育树构

建，并利用 iTOL（https://itol.embl.de/）网站对系统发

育树进行美化[10]。

1.2.3 苹果酸含量测定 参照马丽娜等[11]的方法提

取西瓜果实有机酸组分。准确称取 1 g 西瓜果肉组

织，加入液氮研磨成粉末后放入 10 mL 离心管中，

加入 5 mL 去离子水，80 ℃水浴 30 min，冷却至室温

后用去离子水定容至 10 mL，在 4000 r ·min-1 、4 ℃

条件下离心 10 min，用注射器收集上清液，再过

0.22 μm 孔径滤膜，将滤液在高效液相色谱仪上检测。

采用高效液相色谱法对苹果酸含量进行测定，

使用 Agilent 1220 Infinity II 液相色谱仪，将标样苹

果酸准确称取 20 mg，加入 10 mL 纯净水中配置成

质量浓度为 2 mg · L-1 的苹果酸母液，经过 1 倍、2

倍、4 倍、8 倍和 16 倍稀释制成标准样，将标准

品使用 0.45 μm 滤膜过滤后，进行 HPLC 测定。

流动相 10 mmol · L-1 KH2PO4 溶液，pH=2.65，流速

为 0.8 mL·min-1。检测波长为 210 nm。测定的标准

品用来绘制标准曲线，测定的样品根据标准曲线

用基于面积的外标法计算样品中的苹果酸含量。

流动相配制：准确称取 1.360 9 g KH2PO4，放入

1000 mL 容量瓶中，加入 1000 mL 纯净水，用浓磷

酸和 KOH 调节 pH 至 2.65，流动相过 0.45 μm 滤

膜，用真空泵进行真空抽滤，然后放入超声仪中在

4 ℃下超声 20 min，除去气体。

1.2.4 NADP-ME基因的克隆 使用金百特多糖多

酚植物总 RNA 提取试剂盒提取西瓜组织的 RNA，

称取 100 mg 西瓜果肉组织，放入 2 mL 研磨管中，

投入液氮冷冻，放入全自动研磨仪中研磨成粉末，

然后按照说明书提取 RNA。使用诺唯赞公司生产

的逆转录试剂盒将 RNA 反转录为 cDNA。从西瓜

基因组网站中查询与苹果酸代谢相关酶的基因序

列 并 利 用 Primer5 设 计 引 物（ 表 1）。 使 用

KOD- NEO- Plus 对基因进行扩增，反应程序为

94 ℃，2 min；98 ℃，10 s；58 ℃，30 s；68 ℃，30 s·kb-1，

共 35 个循环；68 ℃，10 min。扩增产物用 1 %琼脂

糖凝胶电泳进行检验，条带位置正确的 PCR 产物采用
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Axygen 胶回收试剂盒回收，回收产物用微量分光光度

计检测浓度和质量，储存于-20 ℃用于后续试验。

1.2.5 ClaNADP-ME4 的亚细胞定位 首先，选取

GFP 载体上的 Sal Ⅰ 为酶切位点，设计长为 15 bp

的同源臂加上酶切位点，再加上克隆基因的特

异 性 引物构成新的引物（Cla97C08G155260F ：

5′- GCTTCTGCAGGGGCCCGGGGTCGAC- 3′ ，

Cla97C08G155260R： 5′- ATCCACTAGTATTTA-

AATGTCGACGT-3′），以克隆出的目的片段为模板，

使用 KOD-NEO-Plus 进行 PCR 扩增带有同源臂的

表 1 用于基因克隆的引物序列

Table 1 Primer sequence for gene cloning

基因名称

Gene name

Cla97C08G155260

Cla97C07G140120

Cla97C01G017350

Cla97C10G192070

Cla97C11G220850

正向引物 Forward primer

ATGCTTTCTTTCCTCCGACATCGGTATCTG

ATGATCTCCTTGAACAGAACCACTTTCCTGAC

ATGGCTACTTCCAATATAACGAACGGCAATG

ATGGCGGCAAACGGAAACTCGG

ATGGAGAATGAGGGGAAAGATAACGGAGAATT

反向引物 Reverse primer

TTAAAGGTAGCTACGGTAGCGGGGGCT

CTACCGGTAATTTTGATAGCTAGGACTGTACATACAGC

TTAAAAAATGGGACCAGCAGCAAGGATTTC

TTAGAAATTTGGTCCAGCTGCCACAATCTC

TTACAAAACGGGACCAGCTGCAAGAATCT

目的片段，回收的目的片段在检测浓度和质量后进

行同源重组反应。其次，将转过 GFP 的农杆菌划线

摇菌，将 OD 值调整至 0.6 左右，将洋葱剥去外皮然

后用无菌水冲洗干净，取第 3~4 层洋葱内表皮，用

手术刀将其切成 1 cm2 的正方形，放入侵染液中侵

染 20 min，再放入 MS 培养基中，在 28 ℃黑暗条件

下 24 h，将洋葱内表皮用无菌水冲洗 3 次后制片，

在荧光显微镜下观察并拍照。

1.2.6 ClaNADP-ME4 基因的超表达 首先，选取

OE 载体上的 Sal Ⅰ 为酶切位点，设计长为 15 bp

的同源臂加上酶切位点，再加上克隆基因的特异

性 引物构成新的引物（Cla97C08G155260F：5′-

ATGCTTTCTTTCCTCCGACATCGGTATCTG- 3′ ，

Cla97C08G155260R：5′- TAAAGGTAGCTACGG-

TAGCGGGGGCT-3′），以克隆出的目的片段为模

板，使用 KOD-NEO-Plus 进行 PCR 扩增带有同源

臂的目的片段，回收的目的片段在检测浓度和质量

后进行同源重组反应。其次，取 100 粒 YV803 西瓜

种子进行遗传转化。将种子消毒和 28 ℃暗培养

2 d 后，待子叶由黄变绿时切去子叶边缘部分保留

生长点，放入侵染液中侵菌 20 min，用无菌滤纸吸

干表面菌液，将其放置在共培养培养基上，在黑暗

条件下 28 ℃共培养 3 d，然后依次更换伸长培养基

和生根培养基，获得转基因植株。

1.2.7 荧光定量检测 利用 NCBI 网站在线设计

NADP- ME 基 因 的 qRT- PCR 特 异 性 引 物

（Cla97C08G155260F：5′-TCGTTCGATCCCGCTTT-

GAA-3′，Cla97C08G155260R：5′- CATGGCCTCCA-

CAACTTCCT-3′），引物设计使扩增目的片段长度在

100~250 bp，退火温度 Tm 设计在 58~62 ℃，并且跨

外显子。利用诺唯赞 TB Green 试剂盒和罗氏

LightCycler480II 荧光定量 PCR 仪进行检测，反应

程序：预变性 95 ℃，30 s；变性 95 ℃，5 s；退火 60 ℃，

30 s。循环 40 次，荧光定量数据采用 2-ΔΔct方法进行

计算。

1.3 数据分析

采用 Excel 2021 软件对高效液相色谱检测数

据与荧光定量检测数据进行处理和图表绘制，采用

SPSS27.0 软件进行差异显著性分析。

2 结果与分析

2.1 ClaNADP-ME基因家族基因结构分析

利 用 TBtools 分析 ClaNADP-ME 基因家族的

外显子-内含子结构。5个NADP-ME 基因分布在 5 条

不同的染色体上，根据它们在染色体上 的 顺 序

分 别 命 名 为 ClaNADP- ME1~ClaNADP- ME5

（Cla97C02G033060、Cla97C03G066480 、Cla97C07

G140120 、Cla97C08G155260、Cla97C09G162050），

其中 CDS 分布采用保守域数据库（CDD）和简单模

块化架构研究工具（SMART）对保守域进行预测。

通过 MEME 网站预测了 ClaNADP-ME 的保守基

序，其中 ClaNADP-ME1 中仅包含了 motif 1 和 mo-

tif 2，ClaNADP-ME5 中则多包含了一个 motif 1，其

余成员则都为 10 个保守基序（图 1）。

2.2 ClaNADP-ME基因家族系统发育树构建

为了探究 ClaNADP-ME 与其他物种的系统发

育关系，构建西瓜与拟南芥、黄瓜、水稻、甜瓜、番茄

中 NADP-ME 系统发育树，发现可以将所选物种中

的 NADP-ME 分为 3 组，ClaNADP-ME 分别分布在

3 个组中，ClaNADP-ME 与甜瓜、黄瓜和番茄的关系
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图 1 ClaNADP-ME 的保守结构域预测

Fig. 1 Conservative domain prediction of ClaNADP-ME

较近，与水稻、玉米的关系较远。ClaNADP-ME1

（Cla97C02G033060） 与 ClaNADP- ME5

（Cla97C09G162050）同源性最高，ClaNADP- ME3

（Cla97C07G140120）与甜瓜 MELO3C013000.2.1 同

源性最高，并且这 3 个基因分布在同一组。Cla-

NADP- ME2（Cla97C03G066480）与 甜 瓜 ME-

LO3C015407.2.1 同 源 性 最 高 ，ClaNADP- ME4

（Cla97C08G155260）与甜瓜 MELO3C011129.2.1 同

源性最高（图 2）。

2.3 西瓜果肉苹果酸含量与NADP-ME基因表达

量分析

为了探究西瓜果实中苹果酸在发育过程中的

变化与 NADP-ME 表达水平的关系，克隆了 Cla-

NADP-ME3（1947 bp）和 ClaNADP-ME4（1851 bp）2

个基因，未克隆获得预测的其他 3 个基因，可能是

由于不同西瓜基因组存在差异。在所有试验材料

的 4 个果实发育时期均未检测到 ClaNADP-ME3 基

因的表达量。分别在开花授粉后 10、18、26、34 d

时，测定第一组材料母本 V206、父本 V208、杂交 F1

子代 F1203 和第二组材料母本 P05、父本 P15、杂交

F1 子代 F1251 的西瓜中心果肉中苹果酸含量（图

3）。在母本 V206 中，ClaNADP-ME4 的表达量在开

花授粉后 10~18 d 时显著下降，在开花授粉后 18~

34 d 时没有显著变化，而苹果酸含量在开花授粉后

26 d 时显著高于其他时期；在父本 V208 中，Cla-

NADP-ME4 的表达量在开花授粉后 10~18 d 时显著

降低，而苹果酸含量显著升高，在开花授粉后 18~

34 d 时表达量变化不显著；在杂交 F1 子代 F1203

中，ClaNADP-ME4 的表达量在开花授粉后 10~34 d

呈先降低后升高的趋势，而苹果酸含量在开花授粉

图 2 ClaNADP-ME 基因家族系统发育进化树

Fig. 2 Phylogenetic tree of ClaNADP ME gene family

ClaNADP-ME2
ClaNADP-ME4
ClaNADP-ME3
ClaNADP-ME1
ClaNADP-ME5

0 100 200 300 400 500 600 700
5' 3'

Motif 7
Motif 3
Motif 10
Motif 4
Motif 6
Motif 8
Motif 2
Motif 1
Motif 9
Motif 5

核苷酸长度 Nucleotide length/dp

I

II

III

拟南芥 Arabidopsis thaliana
西瓜 Citrullus lanatus
黄瓜 Cucumis sativus
水稻 Oryza sativa
甜瓜 Cucumis melo
番茄 Solanum lycopersicum
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注：不同小写字母表示在 0.05 水平差异显著。

Note: Different small letters indicate significant difference at 0.05 level.

图 3 两组材料在 4 个不同发育时期中心果肉的苹果酸含量和 CIaNADP-ME4 基因表达量

Fig. 3 Malic acid content and expression level of ClaNADP-ME4 gene in the central pulp of two sets of experimental

materials at four different development periods
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后 10~18 d 时显著升高，在开花授粉后 18~26 d 时

显著降低。第一组材料的试验结果表明，在开花授

粉后 10~18 d 西瓜果实膨大期，ClaNADP-ME4 的表

达量与苹果酸含量呈负相关，并且杂交 F1 子代的

ClaNADP-ME4 表达量和苹果酸含量与亲本的变化

趋势基本一致。

在母本 P05 中，ClaNADP-ME4 的表达量在开

花授粉后 10~18 d 时有所下降，在开花授粉后 18~

26 d 时显著上升，而苹果酸含量在开花授粉后 18~

34 d 时不断下降；在父本 P15 中，ClaNADP-ME4 的

表达量在开花授粉后 10~18 d 时显著降低，而苹果

酸含量显著升高，在开花授粉后 18~34 d 时表达量

无 显 著 变 化 ；在 杂 交 F1 子 代 F1251 中 ，Cla-

NADP-ME4 的表达量随果实发育呈先降低后升高

的变化趋势，而苹果酸含量呈先升高后降低的变

化趋势。第二组材料的试验结果表明，在西瓜果

a
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实膨大期，ClaNADP-ME4 的表达量与苹果酸含量

呈负相关，并且杂交 F1 子代 ClaNADP-ME4 的表

达量和苹果酸含量与低酸亲本（P15）的变化趋势

一致。

2.4 NADP-ME4基因的功能分析

2.4.1 ClaNADP-ME4 亚细胞定位 为了深入分析

ClaNADP-ME4 基因的功能，构建了带有目的基因

GFP 的报告载体，将含有 35Spro::GFP 空载体以及

35Spro::ClaNADP-ME4::GFP 的 GV3101 农杆菌侵

染洋葱内表皮细胞，在显微镜下观察发现，Cla-

NADP-ME4 在细胞质与细胞核中都有明显的绿色

荧光（图 4）。

图 4 ClaNADP-ME4 在洋葱内表皮细胞中的亚细胞定位

Fig. 4 Subcellular localization of ClaNADP-ME4 in onion epidermal cells

2.4.2 ClaNADP-ME4 基因超表达分析 构建 Cla-

NADP-ME4 基因的超表达载体，利用农杆菌转化

的方法，以保留生长点的西瓜子叶作为外植体，在

子叶由黄变绿时用农杆菌进行侵染（图 5-A），经过

3 周能够诱导出丛生芽（图 5-B），在伸长培养基中

4 周能够伸长至 3~4 cm，转移至生根培养基 6 周后

长出多条小根（图 5-C），半开培养瓶口，炼苗一周

后将其转移至大盆中培养（图 5-D）。通过 PCR 检

测和测序，最终获得了 9 株阳性植株，进行自交，通

过荧光定量 PCR（图 5-E）和高效液相色谱检测（图

5-F），结果表明，转基因植株表达量极显著升高会

导致果肉中苹果酸含量极显著降低。

3 讨论与结论

长期的人工选育导致西瓜的遗传背景狭窄，利

用分子育种的方式创制新品种是有效的解决策

略。研究表明，果实酸度是影响果实口感的重要因

素 ，因 此 笔 者 以 苹 果 酸 代 谢 关 键 基 因 Cla-

NADP-ME4 功能解析为主要目标，以期达到利用分

子技术降低西瓜中有机酸含量的目的，为创制出高

糖低酸的西瓜新种质开辟新思路。

C4 植物可以根据在维管束鞘细胞中四碳酸的

主要脱羧酶分为 NADP-ME、NAD-ME 和 PEPCK

型[3]。西瓜作为 C4 植物，目前尚未有其主要脱羧酶

相关方面的研究。为了深入探究西瓜中苹果酸代

谢分子机制，克隆获得了 2 个 NADP-ME 基因，分别

为 ClaNADP-ME3 和 ClaNADP-ME4。预测的其他

3 个基因没有成功克隆，原因可能是不同西瓜种质

资源的基因组存在差异。笔者通过生物信息学分

析，发现 ClaNADP-ME3 和 ClaNADP-ME4 保守结

构域保留完整，初步说明该基因在西瓜中可能具有

重要功能。高效液相色谱试验结果表明，在所选西

瓜品种中苹果酸含量存在差异，但是其变化趋势基

本相同，在果实发育早期积累，在果实发育后期含

量降低，与梨、桃和火龙果中的有机酸积累模式一

致[12-14]。通过分析不同发育时期的西瓜果实，发现

苹果酸含量升高时，ClaNADP-ME4 的表达量降低；

而苹果酸含量降低时，ClaNADP-ME4 的表达量显
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著升高：初步说明 ClaNADP-ME4 基因在果实发育

过程中调控苹果酸代谢。未在果实发育过程中检

测到 ClaNADP-ME3 基因的表达，初步说明该基因

可能未参与果实中苹果酸代谢。柠檬酸是甜瓜整

个果实发育中的主要有机酸，授粉后，ME 活性与柠

檬酸含量呈正相关，并随果实发育含量逐步增加，

这表明 ME 可能与果实发育过程中有机酸积累有

关[15]。过表达 ClaNADP-ME4 的转基因植株中，Cla-

NADP-ME4 表达量极显著升高，而果实中苹果酸含

量极显著下降，与在黄瓜中的试验结论一致，Cs-

NADP-ME2 主要存在于外果皮和维管束中，过表达

CsNADP-ME2 可以促进果实中可溶性糖和淀粉的

积累，而经过 RNAi 干扰 CsNADP-ME2 后则会使苹

果酸在外果皮中积累，CsNADP-ME2 可能通过糖酵

解途径反馈调节黄瓜果实中的碳氮平衡代谢 [16]。

研究表明，长期低温会导致黑麦的苹果酸含量和

NADP-ME 活性升高，通过调节 NADP-苹果酸酶活

性来应对低温引起的渗透胁迫[6]。因此，在接下来

的研究中，分析 NADP-ME 基因在西瓜发育过程

中抵御各种逆境胁迫的作用，有助于筛选出优良的

抗逆基因。

综上所述，ClaNADP-ME4 基因参与西瓜果实

中的苹果酸代谢，该基因高表达能够降低苹果酸含

量。研究结果为进一步研究果实中有机酸代谢的

分子机制提供了理论基础，并为利用分子育种技术

创制低酸度的西瓜新种质提供了靶基因。
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