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［摘要］　目的：克隆和表达鞘蕊苏赤霉素氧化酶基因，为提高湖北栽培的鞘蕊苏有效成分含量奠定基础。
方法：提取鞘蕊苏叶片的总ＲＮＡ，利用套式聚合酶链式反应（ＰＣＲ）技术克隆获得 ＣｆＧＡ０１基因全长。结果：完整的
赤霉素氧化酶基因全长１２３４ｂｐ，编码３５５个氨基酸，命名为ＣｆＧＡ０１；通过构建系统进化树比较ＣｆＧＡ０１与其他物种
中的赤霉素氧化酶基因的亲缘关系，发现ＣｆＧＡ０１与丹参ＧＡ蛋白的亲缘关系比较近，最后成功构建了赤霉素氧化酶
基因原核表达载体ＰＧＣｆＧＡ０１，并成功进行了表达。结论：克隆得到鞘蕊苏赤霉素氧化酶基因全长并构建原核表达
载体，为研究鞘蕊苏有效成分合成酶奠定了基础。
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［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ｃｏｌｅｕｓｆｏｒｓｋｏｈｌｉｉ（Ｗｉｌｌｄ）Ｂｒｉｑ；ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ；ｇｅｎｅｃｌｏｎｉｎｇ

鞘蕊苏药材的基原植物为毛喉鞘蕊花 Ｃｏｌｅｕｓ
ｆｏｒｓｋｏｈｌｉｉ（Ｗｉｌｄ）Ｂｒｉｑ，主产于印度，在中国云南、
福建亦有分布，被植物学家界定为珍稀植物［１］。鞘

蕊苏以全草入药，民间主要用于治疗哮喘［２］、咳嗽

等疾患，疗效很好［３］。鉴于鞘蕊苏良好药效作用，

本实验室与企业实施产学研结合，以鞘蕊苏为君药，

开发了鞘蕊苏胶囊。现代科学研究表明，鞘蕊苏有

效成分为二萜类化合物异佛司可林（ｉｓｏｆｏｒｓｋｏｌｉｎ）［４］。

萜类化合物以５碳异戊二烯（ＩＰＰ）及其异构体二
甲基丙烯基二磷酸（ＤＭＡＰＰ）为原料［５］，通过异戊二

烯转移酶催化连接而成。ＩＰＰ和 ＤＭＡＰＰ以 “头尾”
方式相连形成?牛儿基焦磷酸（ＧＰＰ）［６］，通过法尼
基焦磷酸合成酶（ＦＰＳ）的作用，ＧＰＰ与１分子ＩＰＰ结
合形成法尼基焦磷酸（ＦＰＰ）［７］，再通过?牛儿基焦磷
酸合成酶（ＧＧＰＰＳ）作用，ＦＰＰ与１分子ＩＰＰ形成?牛
儿基焦磷酸（ＧＧＰＰ）［８］，ＧＧＰＰ是二萜化合物的前体物
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质。本研究通过反转录ＰＣＲ技术克隆得到赤霉素氧化
酶基因，并成功地构建了基因的表达载体。通过对

ＧＡ氧化酶基因的克隆及表达载体构建，研究二萜类
化合物的合成途径中相关酶的功能，为提高湖北通城

种植鞘蕊苏药材中异佛司可林含量奠定基础。

１　材料

鞘蕊苏植物移植自湖北省通城县鞘蕊苏药材集

中种植基地，经湖北中医药大学药学院生药教研室

吴和珍教授鉴定为唇形科植物毛喉鞘蕊花 Ｃｏｌｅｕｓ
ｆｏｒｓｋｏｈｌｉｉ（Ｗｉｌｌｄ）Ｂｒｉｑ，将其植株种植于实验室，保
证植株健康的生理状态，以备后续实验需要。

ｐＭＤ１８ＴＶｅｃｔｏｒ（大连宝生物科技有限公司），
ＤＨ５α感受态细胞（天根生化科技有限公司），
ＰＧＥＸ４Ｔ１表达载体（中国医学科学院药用植物研究
所陈士林课题组赠予），ＱＩＡＧＥＮＲＮｅａｓｙＰｌａｎｔＭｉｎｉ
试剂盒（ＱＩＡＧＥＮ技术有限公司），质粒小提试剂
盒、胶回收试剂盒（天根生化科技有限公司），

３′ＦμＬｌＲＡＣＥ试剂盒、ＬａＴａｑ酶、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（ＴａＫａＲａ
公司），２×ＥａｓｑＴａｑＭｉｘ（北京全式金生物技术公
司），ＨｉｎｄⅢ和ＸｂａⅠ限制性内切酶、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐＴＭ
１ｓｔＳｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔＳＹＢＲ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐＴＭ
ＲＴＰＣＲＫｉｔ、ＰｒｉｍｅｒｓｔａｒｔＧｘｌ高保真酶、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ
（ＴａＫａＲａ公司），引物由上海生工生物工程股份有限
公司合成，其他试剂均为分析纯。

２　方法

２１鞘蕊苏赤霉素ＣｆＧＡ０１全长的克隆

步骤１：选取高通量转录组测序分析结果中的
赤霉素氧化酶基因片段，设计 ５′引物（ＣｆＧＡＳｏｕｔｅｒ
ＴＣＴＧＧＣＧＧＣＡＣＴＧＡＡＡＴＣＣＡ，ＣｆＧＡＳｉｎｎｅｒＣＣＡＧＡ
ＡＴＣＴＣＧＣＡＣＧＣＣＡＴＣＴＴ）、３′引物（ＣｆＧＡＳｏｕｔｅｒＣＴＴ
ＧＴＧＧＴＡＧＴＴＡＧＡＡＴＧＧＧＣ，ＣｆＧＡＳｉｎｎｅｒＴＴＧＡＡＧＡ
ＡＧＣＣＣＡＣＣＴＣＣＴ）进行巢氏 ＲＡＣＥ实验，得到基因
全长序列。

步骤２：利用ＤＮＡＭＡＮ软件根据全长基因序列
设计引物，并引入酶切位点（ＣｆＧＡＳＦＥｃｏＲＩｇａａｔ
ｔｃＡＣＡＡＣＣＡＣＣＡＣＣＡＡＣＡＣＴＣＡＴＣＴＣＴＣＴ， ＣｆＧＡＳＲ
ＳａｌⅠ ｇｔｃｇａｃＡＣＣＧＧＡＴＧＧＡＡＧＧＧＡＧＧＧＡＡＣＡＴＴＡ），
用高保真 ＤＮＡ聚合酶扩增全长，反应体系（Ｐｒｉｍｅ
ｓｔａｒＧｘｌＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ１μＬ、５×ＰｒｉｍｅｓｔａｒＧｘｌＢｕｆｆｅｒ
１０μＬ、Ｆ１μＬ、Ｒ１μＬ、ｃＤＮＡ５μＬ、ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ

４μＬ、ＲＮａｓｅｆｒｅｅｄＨ２Ｏ２８μＬ），ＰＣＲ反应条件：
９４℃ ３ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５０℃ ３０ｓ，７２℃ １８０ｓ，
３５个循环；７２℃ １０ｍｉｎ；４℃冷却，待反应结束后
将产物取出置于４℃保存。分别用 ＥｃｏＲＩ、ＳａｌⅠ对
提取的重组质粒与表载体 ＰＦＥＸ４Ｔ１进行双酶切反
应，反应体系（质粒／ＰＦＥＸ４Ｔ１１０μＬ、１０×ＫＢｕｆｆｅｒ
５μＬ、酶１１μＬ、酶２１μＬ、ＲＮａｓｅｆｒｅｅｄＨ２Ｏ３３μＬ），
反应条件：３７℃反应３～８ｈ，６５℃水浴１５ｍｉｎ灭
活限制性内切酶。

步骤３：用Ｔ４连接酶将载体和质粒双酶切后的
产物进行连接，得到带有目的基因的重组质粒，具

体反应体系及条件如下：连接酶 Ｔ４１μＬ、１０×
Ｔ４Ｂｕｆｆｅｒ１μＬ、载体胶回收产物４μＬ、质粒胶回收
产物４μＬ，反应条件：１６℃空气浴连接３ｈ以上，
取１０μＬ连接后的产物转化到１００ｍＬＤＨ５α大肠杆
菌感受态细胞中，ｐｃｒ筛选阳性克隆，并将阳性克隆
送于生工测序，将测序结果作比对后选取准确无误的

阳性单克隆２～４个，于３７℃恒温摇菌培养过夜，用
以提取质粒，将提取的质粒取少量做双酶切验证，剩

余的－２０℃保存，表达载体构建结束，挑取阳性单克
隆至２ｍＬ的无菌ＥＰ管中，ＬＢ液体培养基培养２ｈ作
为母菌，并加入４０％甘油混匀，于－８０℃保存［９］。

２２实时荧光相对定量ＰＣＲ

利用百泰克多糖多酚植物总ＲＮＡ抽提试剂盒提
取鞘蕊苏根、茎、叶和花各个组织的总 ＲＮＡ，然后
分别用 １％的琼脂糖凝胶电泳和微量分光光度计
（ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００）通过波长（Ａ）检测总ＲＮＡ的质量和
浓度。利用ＴａＫａＲａ公司的ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ
试剂盒将上述ＲＮＡ反转录得到 ｃＤＮＡ，利用 ＴａＫａＲａ
公司的ＳＹＢＲｐｒｅｍｉｘＥｘＴａｑｋｉｔ试剂盒在Ｒｏｃｈｅ公司
ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０实时荧光定量仪上进行ｑＰＣＲ。

２３ＣｆＧＡ０１基因功能验证

将重组表达载体与空载体 ＰＧＥＸ４Ｔ１转化到大
肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞，含空载体的大肠杆
菌将被用作对照菌，利用ＩＰＴＧ诱导启动子在大肠杆
菌ＢＬ２１（ＤＥ３）细胞中表达萜类合成酶基因，并确定
蛋白表达的最佳ＩＰＴＧ浓度、最佳时间和最佳温度。

３　结果与分析

３１ＲＮＡ提取

通过琼脂糖凝胶电泳（１０％）检测鞘蕊苏根部和
叶中提取的总ＲＮＡ，观察是否能清楚地看到２８ｓ和
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１８ｓ的条带，由图１观察条带清晰可见。将跑胶后
的总ＲＮＡ溶液用Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００检测浓度和纯度，其
Ａ２６０ｎｍ／Ａ２８０ｎｍ和Ａ２６０ｎｍ／Ａ２３０ｎｍ比值分别为２０１和２１３，
表明有轻微降解，但它不影响后续实验的正常过程。

图１　鞘蕊苏根和叶中提取的ＲＮＡ的电泳图

３２３′、５′ＲＡＣＥ扩增

根据高通量测序片段设计 ＧＳＰ１和 ＧＳＰ２引物。
通用３′引物和５′引物进行巢式扩增，通过研究不同
的退火温度，扩增３′端和５′端得到与目标片段大小
一致的条带。通过凝胶回收目的片段，并将目的片

段的胶回收产物与 ＰＭＤ１８Ｔ载体连接，连接产物转
ＤＨ５α感受态细胞中，菌落过夜生长，通过 ＰＣＲ挑
选阳性克隆，选择２～４个阳性克隆进行序列测序。
通过凝胶电泳发现ＣｆＧＡ０１３′端最佳退火温度为
６２℃，５′端最佳退火温度为５０℃（见图２）。

图２　３′ＲＡＣＥ、５′ＲＡＣＥ凝胶电泳图（由上到下）

３３鞘蕊苏ＣｆＧＡ０１基因全长的拼接

测序结果用ＭＥＧＡ６０进行拼接，ＤＮＡＭＡＮ６０
软件进行分析，比对结果显示ＣｆＧＡ０１基因的总长度
为１２３４ｂｐ，包括５′非编码区７２ｂｐ，９９３ｂｐ开放阅
读框区，１６９ｂｐ３′非编码，终止密码子为 ＴＡＡ。氨
基酸数量为４０８，分子量为４５８７４，其中开放阅读框
中的氨基酸数为３５５，分子量为３９６０６。见图３。

３４ＣｆＧＡ０１系统进化树

山茶花Ｃａｍｅｌｌｉａｌｉｐｏｅｎｓｉｓ、丹参Ｓａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ
Ｂｕｎｇｅ、牵牛花Ｉｐｏｍｏｅａｎｉｌ、大麻 Ｍａｒａｈｍａｃｒｏｃａｒｐａ、
毛 状 烟 草 Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔｏｍｅｎｔｏｓｉｆｏｒｍｉｓ、野 生 烟 草
Ｎａｔｔｅｎｕａｔａ、美花烟草 Ｎｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓ、烟草 Ｎｔａｂａｃｕｍ、
矮牵牛 Ｐｅｔｕｎｉａｘｈｙｂｒｉｄａ、节节麦 Ａｅｇｉｌｏｐｓｔａｕｓｃｈｉｉ

ｓｕｂｓｐｔａｕｓｃｈｉｉ、小麦 Ｔｒｉｔｉｃｕｍａｅｓｔｉｖｕｍ植物的 ＧＡＳ蛋
白进行多重比对，发现它们具有较高的同源性

（见图４）。通过构建系统进化树，发现ＣｆＧＡ０１蛋白
与丹参ＧＡ蛋白的亲缘关系比较近。

３５ｑＰＣＲ分析

ＣＦＧＡ０１参与赤霉素合成，赤霉素是植物中的
二萜类植物激素，能够促进植物生长，对整个发育

过程起着重要作用。图５ｑＰＣＲ结果表明 ＣｆＧＡ０１在
根、茎、花和叶各个组织中都有分布，而分布于叶

和花中相对较高。

３６原核蛋白表达分析

通过图６ＳＤＳＰＡＧＥ检测结果显示，ＩＰＴＧ浓度
为１ｍｏｌ·Ｌ－１后，温度为２０℃时，在上清液中有表
达，但表达较少，大量蛋白成为包涵体。

４　讨论

赤霉素在植物生长和发育中起着重要作用，如种

子萌发、叶芽生长、叶柄伸长、叶片扩大、花形成和

发育、果实成熟等都与赤霉素有着重要联系。一般来

说赤霉素的合成主要发生在植物的顶端部位，即分生

能力较强的部位，如顶芽、发育叶和根尖。近年来随

着植物功能基因组学和蛋白质组学的发展，赤霉素研

究取得重大进展，特别是赤霉素生物合成途径，起关

键作用的酶基因已在许多植物中克隆出来，如在拟南

芥、水稻、豌豆、玉米、西红柿、草莓、莴苣、烟

草、大麦和南瓜等植物中都发现了参与赤霉素合成与

代谢的基因［１０］，然而在鞘蕊苏中相关基因报道较少。

本研究基于前期外源性ＧＡ处理植株有效成分含
量减少的现象，首次克隆并表达了鞘蕊苏中赤霉素氧

化酶ＣｆＧＡ０１，基因表达蛋白与烟草、小麦、丹参等
的相似性都在８０％以上，进化关系与丹参最相近，表
明该基因序列比较保守。在ｑＰＣＲ的实验中，研究发
现鞘蕊苏中赤霉素氧化酶在叶中表达量最多，而在根

中表达量较少，这种表达趋势不同于模式植物拟南芥

和水稻的研究［１１］，表明鞘蕊苏中赤霉素氧化酶的合

成及富集有其独特性。在鞘蕊苏不同组织中有效成分

异佛司可林含量的研究中，发现叶中异佛司可林含量

最低，而根中含量最高，这同赤霉素氧化酶的表达量

正好相反。赤霉素与异佛司可林由共同的前提化合

物经过生物反应得到，研究赤霉素氧化酶的功能，

为研究异佛司可林的生物合成提供科学依据，为后

续提高栽培鞘蕊苏有效成分含量奠定基础。
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图３　鞘蕊苏ＣｆＧＡ０１基因全长序列图
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图４　鞘蕊苏ＣｆＧＡ０１同源系统进化树

图５　ＣｆＧＡ０１在鞘蕊苏不同器官的相对表达量

图６　ＰＧＥＸ４Ｔ１ＣｆＧＡ０１蛋白表达图

参考文献

［１］　李水清，杨巧容，王晓明，等．通城移植毛喉鞘蕊花的化
学成分研究［Ｊ］．中草药，２００６，３７（６）：８２４８２６．

［２］　殷嘉臖．鞘蕊苏中半日花烷型二萜的平喘药效、定量分
析与体外稳定性［Ｄ］．上海：复旦大学，２０１３．

［３］　夏伟，刘江．毛喉鞘蕊花的研究进展［Ｊ］．云南中医中药
杂志，２０１２，３３（７）：６４６７．

［４］　罗永明．植物萜类化合物的生物合成途径及其关键酶的
研究进展［Ｊ］．江西中医药大学学报，２００３，１５（１）：４６４９．

［５］　ＲＯＨＭＥＲ，Ｍ．Ｔｈｅｄｉｓｃｏｖｅｒｙｏｆａｍｅｖａｌｏｎａｔｅｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｐａｔｈｗａｙｆｏｒｉｓｏｐｒｅｎｏｉｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎｂａｃｔｅｒｉａ，ａｌｇａｅａｎｄ
ｈｉｇｈｅｒｐｌａｎｔｓ［Ｊ］．ＮａｔＰｒｏｄＲｅｐ，１９９９，１６（５）：５６５５７４．

［６］　ＢＯＨＬＭＡＮＮＪ，ＧＭＥＹＥＲＧＡＵＥＮ，ＲＣＲＯＴＥＡＵ．Ｉｎａｕｇｕｒａｌ
ａｒｔｉｃｌｅｂｙａＲｅｃｅｎｔｌｙＥｌｅｃｔｅｄＡｃａｄｅｍｙＭｅｍｂｅｒ：Ｐｌａｎｔ
ｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓｙｎｔｈａｓｅｓ：Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｂｉｏｌｏｇｙａｎｄｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ
ａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．ＰＮＡＴＬＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，１９９８，９５（８）：
４１２６４１３３．

［７］　ＴＲＡＰＰＳＣ，ＣＲＯＴＥＡＵＲＢ．Ｇｅｎｏｍｉｃｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎｏｆｐｌａｎｔ
ｔｅｒｐｅｎｅｓｙｎｔｈａｓｅｓａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ
［Ｊ］．Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，２００１，１５８（２）：８１１８３２．

［８］　ＴＲＩＴＳＣＨＤ．ＰｌａｎｔｉｓｏｐｒｅｎｏｉｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｖｉａｔｈｅＭＥＰ
ｐａｔｈｗａｙ：ｉｎｖｉｖｏＩＰＰ／ＤＭＡＰＰｒａｔｉｏｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙ（Ｅ）４
ｈｙｄｒｏｘｙ３ｍｅｔｈｙｌｂｕｔ２ｅｎｙｌｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅｉｎｔｏｂａｃｃｏ
ＢＹ２ｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｓ［Ｊ］．ＦｅｂｓＬｅｔｔｅｒｓ，２０１０，５８４（１）：
１２９１３４．

［９］　黄晓．基于转录组测序的紫外线促进鞘蕊苏有效成分
ｉｓｏｆｏｒｓｋｏｌｉｎ合成机制研究［Ｄ］．武汉：湖北中医药大
学，２０１７．

［１０］杜清．丹参赤霉素合成与代谢相关基因家族的鉴定、分
子克隆及表达分析［Ｄ］．北京：北京协和医学院，２０１５．

［１１］ＹＯＳＨＩＭＩＹ，ＹＵＫＡＲＩＴ，ＫＥＩＩ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆ
ｅｎｔｋａｕｒｅｎｅｓｙｎｔｈａｓｅａｎｄｋａｕｒｅｎｅｏｘｉｄａｓｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎ
ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｆｒｏｍ Ｓｃｏｐａｒｉａｄｕｌｃｉｓ［Ｊ］．ＪＮａｔ
Ｍｅｄ，２０１８，３（７２）：４５６４６３．

（收稿日期：２０１９０１０１　　编辑：王丽英）

·６６３１·




