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　　摘要：旨在克隆卷叶贝母（ＦｒｉｔｉｌｌａｒｉａｃｉｒｒｈｏｓａＤ．Ｄｏｎ）生物碱合成过程中的关键酶———异戊二烯焦磷酸异构酶
（ｉｓｏｐｅｎｔｅｎｙｌｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅｉｓｏｍｅｒａｓｅ，简称ＩＤＩ），并运用生物信息学和荧光定量方法对其功能进行分析，为卷叶贝母甾类
生物碱合成途径及其调控机制的研究奠定基础。以卷叶贝母再生鳞茎为试验材料，基于转录组测序结果，通过 ＰＣＲ
技术克隆川贝母ＩＤＩ基因（ＦｃＩＤＩ）的开放阅读框（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，简称ＯＲＦ）序列，运用生物信息学方法对该基因进
行分析，预测其编码蛋白的结构与功能，并通过荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）检测ＦｃＩＤＩ基因在卷叶贝母根、茎、叶、野生
鳞茎、再生鳞茎及愈伤组织中的表达情况。结果表明，ＦｃＩＤＩ的ＯＲＦ片段为８８５ｂｐ，编码２９４个氨基酸，与大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅ
ｍａｘ）、杜仲（Ｅｕｃｏｍｍｉａｕｌｍｏｉｄｅｓ）、番薯（Ｉｐｏｍｏｅａ）、广藿香（Ｐｏｇｏｓｔｅｍｏｎｃａｂｌｉｎ）等植物 ＩＤＩ蛋白的相似性达８５％以上；
ＦｃＩＤＩ蛋白的二级、三级结构预测结果表明，α－螺旋及不规则卷曲是其整体蛋白质结构中的主要组成结构元件；
ｑＲＴ－ＰＣＲ试验结果表明，ＦｃＩＤＩ在野生鳞茎中的表达量远高于根、茎、叶等其他植物组织，再生鳞茎的ＩＤＩ表达量高于
野生鳞茎，在愈伤组织中的表达量最高。生物信息学分析和不同植物组织部位及组培诱导物的 ＩＤＩ相对表达量差异
结果显示，ＦｃＩＤＩ是１个生物碱合成途径中的关键蛋白质，并受激素组合诱导表达，研究结果为提高卷叶贝母中的生物
碱含量及深入研究植物ＩＤＩ的功能奠定了理论基础。
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　　卷叶贝母（ＦｒｉｔｉｌｌａｒｉａｃｉｒｒｈｏｓａＤ．Ｄｏｎ）又称川贝母，为百
合科多年生草本植物，是一种主产于四川的高原濒危药材。

干燥鳞茎作为其主要药用部位，含有生物碱、有机酸、皂苷、氨

基酸等１３种化学物质［１］。在传统医学上，卷叶贝母主要用于

治疗肺热燥咳、痰多胸闷、咯痰带血等症［２］。近期研究表明，

川贝母的干燥鳞茎富含川贝碱、西贝碱、贝母素乙和贝母素甲

等甾类生物碱［３］，此外还具有十分广泛的生物学活性，如降

压、抗菌、消炎、抗肿瘤等［４－７］。目前，卷叶贝母的市场需求量

大但产量低，供需矛盾日益突出，并且其野生资源遭受大肆采

挖［８］。面对卷叶贝母资源日益匮乏的现状，要从根本上解决

卷叶贝母资源问题，就要对其药效成分的生物合成机制进行

研究，以便运用基因工程手段进行分子育种，进而提高药效成

分含量。

甾类生物碱的生物合成很复杂，许多研究表明，其生物合

成途径与三萜类化合物相似，目前植物萜类合成的上游途径

已基本明确，异戊烯基焦磷酸（ＩＰＰ）是所有萜类化合物合成
的中心前体，在植物中有２条合成途径，即２－甲基 －Ｄ－赤

鲜糖醇－４－磷酸（ＭＥＰ）途径和甲羟戊酸（ＭＶＡ）途径［９］，在

这２种途径中均存在异戊二烯焦磷酸异构酶（ＩＤＩ）催化异戊烯
焦磷酸（ＩＰＰ）异构化形成二甲丙烯焦磷酸（ＤＭＡＤＰ）的过程。
ＩＤＩ作为萜类生物合成过程中的一个重要调节因子，其过量表
达有利于促进下游产物的生物合成［１０］。研究表明，在大肠杆

菌中过表达番茄ＳｌＩＤＩ基因、酵母ＳｃＩＤＩ基因、灵芝ＧｌＩＤＩ基因
和喜树 ＣａＩＤＩ基因，均能导致类胡萝卜素的生物合成和累
积［１１－１４］。在杜仲中，过表达ＥｕＩＤＩ基因能增加反式聚异戊二
烯的生物合成［１５］。目前已有许多植物中的 ＩＤＩ基因被克隆，
如喜树、山榛、柴胡和丹参等［１１，１６－２２］。然而迄今，关于卷叶贝

母异戊烯基焦磷酸异构酶基因（ＦｃＩＤＩ）的克隆却鲜有报道。
为了探究卷叶贝母 ＩＤＩ基因是否参与萜类合成、甾类生

物碱合成等代谢过程，为甾类、三萜类化合物代谢途径提供优

质基因资源，本研究基于笔者前期研究得到的转录组数据，运

用分子生物学技术克隆卷叶贝母的 ＩＤＩ基因，并对其进行序
列分析和组织特异性表达分析，以期为阐明卷叶贝母的甾类

生物碱合成途径及其调控机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
卷叶贝母野生材料来自四川省康定折多山川贝母野生抚

育基地，愈伤组织、再生鳞茎由笔者所在实验室经组织培养获

得。基因克隆所用材料为卷叶贝母的再生鳞茎，基因组织特

异性表达分析所用野生材料为３年生卷叶贝母的根、茎、叶，
采样日期为２０１６年７月１２日。
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大肠杆菌菌株，由笔者所在实验室保存；总 ＲＮＡ提取试
剂盒，购自天根生化科技（北京）有限公司；荧光定量试剂盒

（ＳｓｏＦａｓｔｔｍＥｖａＧｒｅｅｎ Ｓａｐｅｒｍｉｘ），购自 ＢＩＯ－ＲＡＤ公司；反转
录试剂盒（Ｐｒｉｍｅ－ＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ）、Ｐｆｕ高保真酶、
ｐＭＤ１９－Ｔ载体，购自 ＴａＫａＲａ公司；引物合成及基因测序由
北京六合华大基因科技有限公司完成。

１．２　试验方法
１．２．１　总 ＲＮＡ的提取与 ｃＤＮＡ的合成　使用植物总 ＲＮＡ
提取试剂盒［天根生化科技（北京）有限公司］提取卷叶贝母

再生鳞茎总ＲＮＡ，按照反转录试剂盒（ＴａＫａＲａ公司）说明书
合成ｃＤＮＡ第１链，将反转录产物保存于 －８０℃，用于后续
基因克隆试验。

１．２．２　ＦｃＩＤＩ基因的克隆与生物信息学分析　根据笔者所
在实验室得到的卷叶贝母转录组测序数据库，用 ｐｒｉｍｅｒ
ｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计 ＦｃＩＤＩ基因的特异性引物，并命名为
ＦｃＩＤＩＦ和 ＦｃＩＤＩＲ（表 １）。以反转录的 ｃＤＮＡ为模板，进行
ＰＣＲ扩增。将所得产物经１％琼脂糖凝胶电泳分离并切胶回
收后克隆到 ｐＭＤ１９－Ｔ载体上，转化大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ）Ｔｏｐ１０感受态细胞。菌落经 ＰＣＲ验证后，挑取阳性克隆
送至北京六合华大基因科技有限公司进行测序分析，获得重

组质粒ｐＭＤ１９－ＦｃＩＤＩ。
将克隆的ＦｃＩＤＩ基因编码区翻译成氨基酸序列，用美国

国立生物技术信息中心（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，简称 ＮＣＢＩ）网站的 ＢＬＡＳＴｐ工具（ｈｔｔｐｓ：／／ｂｌａｓｔ．
ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）进行蛋白质同源性搜索；用
ＤＮＡＭＡＮ６．０软件对目前已经克隆ＩＤＩ的代表性植物进行氨
基酸序列同源性比对；用ＭＥＧＡ５．１软件构建分子进化树；用
ＥｘＰＡＳｙ在线服务器的 ＰｒｏｔＰａｒａｍ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／
ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）对ＦｃＩＤＩ蛋白质的结构特点进行基本理化性质分
析；分别采用 ＳＯＰＭＡ（ｈｔｔｐｓ：／／ｎｐｓａ－ｐｒａｂｉ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／
ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ＝ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ．ｈｔｍｌ）和 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥ
（ｈｔｔｐ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）在线分析软件对 ＦｃＩＤＩ蛋白
的二级、三级结构进行预测分析。

１．２．３　卷叶贝母ＩＤＩ基因表达量分析　分别取３年生卷叶
贝母的根、茎、叶、鳞茎以及由笔者所在实验室通过组织培养

获得的愈伤组织和再生鳞茎，提取总ＲＮＡ。参照反转录试剂
盒说明书，合成 ｃＤＮＡ第 １链，以卷叶贝母 １８Ｓ基因
（ＡＹ６１６７２７．１）为内参，利用 ｐｒｉｍｅｒｐｒｉｍｉｅｒ５．０软件设计
ｑＲＴ－ＰＣＲ扩增引物，分别命名为 ｑＦｃＩＤＩＦ和 ｑＦｃＩＤＩＲ，序列
见表１；将合成的各样品 ｃＤＮＡ稀释 ５０倍后作为模板，用
ＳｓｏＦａｓｔｔｍＥｖａＧｒｅｅｎ Ｓａｐｅｒｍｉｘ试剂盒进行ｑＲＴ－ＰＣＲ检测，每
组样品设３个平行重复，并进行３次生物学重复试验。反应
在ＡＢＩ７０００荧光定量 ＰＣＲ仪（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）上进行扩
增，扩增曲线、溶解曲线、标准曲线由软件自动生成。所得数

据用内参基因校准后使用ＣＴ（２
－ΔΔＣＴ）法计算目的基因的相对

表达量。

表１　ＦｃＩＤＩ基因克隆和荧光定量分析的引物序列

用途
引物序列

（５′→３′）
退火温度Ｔｍ
（℃）

ＦｃＩＤＩ基因克隆 ＦｃＩＤＩＦ：ＡＴＧＴＣＧＧＣＧＴＣＡＡＣＧＣＣＴ；ＦｃＩＤＩＲ：ＴＣＡＴＡＴＣＡＧＣＴＴＡＴＧＧＡＴＧＧ ５６
ＦｃＩＤＩ基因ｑＰＣＲ ｑＦｃＩＤＩＦ：ＴＡＴＣＴＣＣＴＣＴＴＣＡＴＣＧＴＣＣＧＴ；ｑＦｃＩＤＩＲ：ＧＣＣＴＴＣＣＴＣＡＧＣＡＧＴＴＣＴＴＴＣ ５６
Ｆｃ１８Ｓ内参基因 Ｆｃ１８ｓＦ：ＴＡＣＧＡＣＴＣＴＣＧＧＣＡＡＣＧＧＡ；Ｆｃ１８ｓＲ：ＣＡＡＡＧＧＧＧＣＡＡＴＧＧＧＡＡＣＡ ５６

２　结果与分析

２．１　ＦｃＩＤＩ基因的克隆与生物信息学分析
以卷叶贝母再生鳞茎 ｃＤＮＡ为模板，使用表 １的 ＦｃＩＤＩ

基因特异性引物，通过 ＰＣＲ技术扩增得到约９００ｂｐ的片段
（图１），经测序鉴定结合转录组数据分析得出，ＦｃＩＤＩ基因的
开放阅读框（ＯＲＦ）序列长８８５ｂｐ，编码蛋白含有２９４个氨基
酸残基，其基本理化性质如下：总原子数为４７２１个，原分子
组成为Ｃ１５００Ｈ２３７０Ｎ４０６Ｏ４３５Ｓ１０，带负电的氨基酸有４５个［天冬
氨酸（Ａｓｐ）＋谷氨酸（Ｇｌｕ）］，带正电的氨基酸有３６个［精氨
酸（Ａｒｇ）＋赖氨酸（Ｌｙｓ）］，其理论分子量为３３．３ｋｕ，理论等
电点（ｐＩ值）为５．６１，不稳定指数为３７．８５，属于稳定蛋白；脂
肪指数为９９．８３，总平均疏水性（ＧＲＡＶＹ）为 －０．１９８，为亲水
蛋白。将由 ＦｃＩＤＩ基因推测的氨基酸序列在 ＮＣＢＩ上进行
ＢＬＡＳＴｐ检索发现，ＦｃＩＤＩ推测蛋白与大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ）、杜仲
（Ｅｕｃｏｍｍｉａｕｌｍｏｉｄｅｓ）、番薯肯尼亚属（ＩｐｏｍｏｅａＫｅｎｙａｎ）、广藿香
（Ｐｏｇｏｓｔｅｍｏｎｃａｂｌｉｎ）等植物ＩＤＩ蛋白的相似性达８５％以上。
　　用 ＤＮＡＭＡＮ６．０软件进行同源比对，从图２可以看出，
ＦｃＩＤＩ蛋白具有植物 ＩＤＩ蛋白的高度保守性。在 ＢＬＡＳＴｐ分
析的基础上，根据８种植物ＩＤＩ基因的氨基酸序列同源性，使
用ＭＥＧＡ５．１软件作出系统发育进化树。由图３可见，ＦｃＩＤＩ

与同属于单子叶的中国莲的 ＮｎＩＤＩ蛋白处于同一进化枝，表
明二者的亲缘关系较近。

　　分别采用 ＳＯＰＭＡ和 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥ在线分析软件对
ＦｃＩＤＩ氨基酸序列的二级、三级结构进行预测。图４结果表
明，ＦｃＩＤＩ蛋白二级结构中α－螺旋（Ｈ）占４５．２４％，无规则卷
曲（Ｃ）占４１．２５％，延伸带（Ｅ）占１３．２７％。表明 α－螺旋及
不规则卷曲是其整体蛋白质结构中的主要结构组成元件；此

外，β－转角和延伸链散布于整个蛋白质中。通过 ＳＷＩＳＳ－
ＭＯＤＥ进行三级结构的同源建模，找到 ＦｃＩＤＩ的同源模型
ＰＤＢ：２ｉ６ｋ．１．Ａ，其三维结构通过Ｘ射线（Ｘ－ｒａｙ）被测定出
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来。经过比对，ＦｃＩＤＩ和２ｉ６ｋ．１．Ａ的氨基酸序列一致性高达
５２．４２％。
２．２　ＦｃＩＤＩ基因表达量的变化分析

以２０１６年７月１２日采集的卷叶贝母根、茎、叶、鳞茎及
由该鳞茎培养诱导的愈伤组织和再生鳞茎为材料，采用荧光

定量ＰＣＲ方法检测 ＦｃＩＤＩ基因在不同组织中的表达差异水
平。如图５所示，ＦｃＩＤＩ基因在所检测的组织中均有表达，在
愈伤组织中的表达量最高，达到根的１５．９倍，其次为再生鳞
茎中，根中的表达量最低，叶、茎中的表达量较高，分别是根的

３．３、３．７倍。

３　讨论

ＦｃＩＤＩ基因克隆是以卷叶贝母再生鳞茎为材料、以转录
组测序结果为基础，通过 ＰＣＲ技术克隆获得其 ＯＲＦ序列。
经生物信息学结构分析表明，卷叶贝母 ＩＤＩ蛋白与其他植物
的ＩＤＩ蛋白具有较高的同源性，ＩＤＩ为卷叶贝母生物碱合成途
径中的关键酶，ＦｃＩＤＩ的表达为下游卷叶贝母总生物碱的合
成提供了前体物质，因此ＦｃＩＤＩ的研究尤为重要。

本研究通过检测卷叶贝母不同植物组织部位ＩＤＩ的相对
表达量，发现经过组织培养技术获得的愈伤组织和再生鳞茎

中ＩＤＩ的相对表达量较野生贝母各组织的高，进一步证实，通
过组织培养技术获得的贝母愈伤组织和再生鳞茎能够有效提

高其生物碱含量［２３－２４］。因此，本研究推测，组织培养物中可

能存在生物碱高效积累的机制。

本研究为卷叶贝母的分子生物学研究提供了基因资源，

并为后续ＦｃＩＤＩ的研究奠定了基础。笔者所在课题组后续将
对ＦｃＩＤＩ蛋白进行纯化和酶活性检测分析，进一步研究ＦｃＩＤＩ
基因的功能，从而为卷叶贝母甾类生物碱合成途径的阐明奠

定基础。
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