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　　摘要：获取黄独皂苷合成途径关键酶环阿屯醇合酶（ＣＡＳ）的基因全长 ｃＤＮＡ序列，并进行序列分析。通过黄独微
型块茎转录组数据库筛选得到 ＣＡＳ基因的核心片段，利用ＲＴ－ＰＣＲ技术获得ＣＡＳ基因保守片段，采用ｃＤＮＡ末端快
速扩增（ＲＡＣＥ）技术获得ＣＡＳ基因的３′及５′末端序列，并采用生物信息学方法进行序列分析。结果表明，黄独微型块
茎ＣＡＳ基因编码序列长２２８０ｂｐ，编码８１４ｂｐ的氨基酸序列，相对分子量为８６６６５．１７ｕ，等电点为６．２１。ＣＡＳ蛋白主
要是由α螺旋（３３６６％）、延伸链（２１．６２％）以及无规则卷曲（４４．７２％）构成。ＣＡＳ蛋白为亲水性蛋白，无信号肽，三
级结构为单体，含有ＣＡＳ所必需的功能结构域，具有ＰＬＮ０３０１２多元结构域。ＣＡＳ蛋白主要存在于质膜和内质网，可
能为膜蛋白。黄独ＣＡＳ蛋白与其他植物的 ＣＡＳ蛋白同源性较高，其中与菊叶薯蓣的 ＣＡＳ蛋白氨基酸相似性为
９６０５％。从黄独微型块茎中首次获得 ＣＡＳ基因 ｃＤＮＡ全长序列，该基因具有 ＣＡＳ同源基因的典型特征。
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　　黄独（ＤｉｏｓｃｏｒｅａｂｕｌｂｉｆｅｒａＬ．）为薯蓣科薯蓣属缠
绕草质藤本植物［１］。黄独地下块茎（俗称黄药子）

药性寒、味苦，有小毒，能清热解毒、凉血止血、化痰

消瘿［２－３］。黄药子生物活性广泛［４］，临床上多用于

治疗甲状腺肿等疾病，疗效显著［５］。黄药子化学成

分丰富，其特有的成分为黄独总皂苷［６－７］。研究表

明，甾醇皂苷是由异戊二烯途径合成的。环阿屯醇

合酶（ｃｙｃｌｏａｒｔｅｎｏｌｓｙｎｔｈａｓｅ，ＣＡＳ）可将鲨烯环氧酶
（ｓｑｕａｌｅｎｅｅｐｏｘｉｄａｓｅ，ＳＥ）催化成为环阿屯醇，这个反
应是异戊二烯代谢途径中进一步合成甾醇皂苷的

必经步骤［８］。因此，ＣＡＳ是植物甾醇及甾体类物质
生物合成的第一个关键酶，其基因的克隆和序列分

析受到了专家和学者重视。因此，研究黄独环阿屯

醇合酶的基因克隆与序列分析具有现实意义。

目前，对环阿屯醇合酶基因克隆与序列分析的

研究主要集中在葫芦巴（Ｔｒｉｇｏｎｅｌｌａｆｏｅｎｕｍ－ｇｒａｅｃｕｍ
Ｌ．）［９］、丹参（Ｓａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ）［１０］、滇重楼［Ｐａｒｉｓ

ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａＳｍｉｔｈｖａｒ．ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ（Ｆｒａｎｃｈ．）Ｈａｎｄ．－
Ｍａｚｚ．］［１１］和盾叶薯蓣（ＤｉｏｓｃｏｒｅａｚｉｎｇｉｂｅｒｅｎｓｉｓＣ．Ｈ．
Ｗｒｉｇｈｔ）［８］等植物上，而关于黄独环阿屯醇合酶基因
的克隆与序列分析未见报道。近年来，黄独的药用

价值愈加得到人们重视，黄独的市场需求较为旺

盛，造成黄独资源的缺乏。因此，采用植物组织培

养技术对其进行育苗，是提高黄独种苗的有效途

径。目前，对黄独的茎尖脱毒快繁［１２］、种质超低温

保存［１３］以及微型块茎诱导形成［１４］等方面已经开展

研究，今后利用细胞悬浮培养的方法提高总皂苷的

产量，也是总皂苷生产的一个总方向［１５］。因此，对

黄独环阿屯醇合酶基因进行克隆与序列分析可以

为黄独细胞悬浮培养生产总皂苷提供靶向筛选选

择。本研究拟以黄独微型块茎为材料，采用ＣＤＮＡ末
端快速扩增（ＲＡＣＥ）技术克隆其皂苷合成代谢途径
中的黄独环阿屯醇合酶（ＣＡＳ）基因，并对其进行序列
分析，为进一步研究黄独总皂苷合成代谢机制和利用

次生代谢工程的手段提高黄独品质奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
黄独试管苗微型块茎由上饶师范学院生命科

学学院植物组织培养室提供。试验时间：２０１６年１０
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月至２０１７年３月。试验地点：上饶师范学院生命科
学学院。

１．２　试验方法
１．２．１　引物设计　以从黄独微型块茎转录组数据
库中筛选的ＣＡＳ基因中间序列为基础，利用 Ｐｒｉｍｅｒ
５软件设计引物：ＲＣ１９０－ＣＡＳ－１Ｆ（ＡＡＣＡＹＡＴＷＣＡ
ＴＴＡＴＧＡＡＧＡＴＧＡＧＡＡＣＡ）；ＲＣ１９０－ＣＡＳ－１Ｒ（ＣＣＡ
ＷＧＣＡＣＣＴＴＴＷＧＡＡＡＴＧＴＧＡＣ）；ＲＣ１９０－ＣＡＳ－１Ｒ１
（ＣＣＡＲＣＣＡＣＣＷＧＡＡＧＧＷＡＧＣＴＳＴ）。接头引物：３′
ａｄａｐｔｏｒ（ＧＣＴＧＴＣＡＡＣＧＡＴＡＣＧＣＴＡＣＧＴＡＡＣＧＧＣＡＴ
ＧＡＣＡＧＴＧＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴ）；５．３′ｏｕｔｅｒ（ＧＣＴ
ＧＴＣＡＡＣＧＡＴＡＣＧＣＴＡＣＧＴＡＡＣ）；５．３′ｉｎｎｅｒ（ＧＣＴＡＣ
ＧＴＡＡＣＧＧＣＡＴＧＡＣＡＧＴＧ）；ＡＵＡＰ（ＧＧＣＣＡＣＧＣＧＴＣ
ＧＡＣＴＡＧＴＡＣ）；ＡＡＰ（ＧＣＣＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＴＡＧＴＡＣＧ
ＧＧＧＧＧＧＧＧＧ）。３′ＲＡＣＥ特异性引物：ＲＣ１９０－
ＣＡＳ－Ｆ３（ＧＡＴＧＣＡＡＡＡＣＧＧＣＴＴＴＡＴＧＡＴＧＣＴＧＴＣ）；
ＲＣ１９０－ＣＡＳ－Ｆ４（ＧＧＣＴＴＴＧＣＣＡＣＴＴＡＴＧＡＡＣＴＧＡ
ＣＡＣＧＡＴ）；ＲＣ１９０－ＣＡＳ－Ｆ４ｉ（ＧＡＧＡＴＣＣＡＡＡＡＣＣＡ
ＴＴＧＣＡＴ）。５′ＲＡＣＥ特异性引物：ＲＣ１９０－ＣＡＳ－
Ｒ１０（ＴＧＴＧＡＣＣＣＴＣＧＡＴＧＴＧＴＡＡＡＣＣＣＣＡＡ）；
ＲＣ１９０－ＣＡＳ－Ｒ９（ＧＣＣＣＣＡＴＣＴＣＣＴＣＣＴＴＣＡＧＣＴＴ
ＣＴＴ）；ＲＣ１９０－ＣＡＳ－Ｒ６（ＧＣＡＧＧＴＧＣＡＡＣＴＴＡＡＡＧ
ＧＣＣＴＣＴＧＡＡＴＴ）；ＲＣ１９０－ＣＡＳ－Ｒ５（ＧＧＣＴＧＣＣＡＴＴ
ＡＴＡＡＣＣＣＴＧＣＡＴＴＴＴＣＡＴ）；ＲＣ１９０－ＣＡＳ－ＲＴ１（ＣＣ
ＡＣＣＡＴＣＴＴＣＡＴＴＣＡＴＧＡＧＧＧＡＡＡＧＧＡＴ）。
１．２．２　ＲＮＡ抽提与纯化　ＲＮＡ抽提与纯化采用柱
式Ｔｒｉｚｏｌ总ＲＮＡ提取试剂盒［生工生物工程（上海）
股份有限公司的试剂盒 ＳＫ１３１２］。采用１．５％琼脂
糖进行电泳，经１×ＴＡＥ电泳缓冲液，在紫外透射光
下进行观察并对其拍照。

１．２．３　ｃＤＮＡ第一链合成　在０．２ｍＬＰＣＲ管中加
入ｔｏｔａｌＲＮＡ（１０μＬ）和 ３′ａｄａｐｔｏｒ（１μＬ）。７０℃温
浴 ５ｍｉｎ，然后冰浴 ２ｍｉｎ，加入 ５×Ｆｉｒｓｔ－Ｓｔｒａｎｄ
Ｂｕｆｆｅｒ４．０μＬ、１０ｍｍｏｌｄＮＴＰ２μＬ、ＲＮａｓｅ抑制剂
１μＬ、逆转录酶２μＬ进行离心（总体积 ２０．０μＬ）。
离心后４２℃温浴６０ｍｉｎ，再７２℃温浴１０ｍｉｎ。
１．２．４　基因调取　ＰＣＲ反应体系（总体积２５μＬ）：
２×ＧＣＢｕｆｆｅｒⅠ １２．５μＬ、１０μｍｏｌ／ＬＲＣ１９０－
ＣＡＳ－１Ｆ０．５μＬ、１０μｍｏｌ／ＬＲＣ１９０－ＣＡＳ－１Ｒ／
ＲＣ１９０－ＣＡＳ－１Ｒ１０．５μＬ、２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ
４μＬ、ｄｄＨ２Ｏ６．３μＬ、ｃＤＮＡ模板１μＬ、５Ｕ／μＬＴａｑ
酶０．２μＬ。ＰＣＲ循环条件：９５℃预变性 ３ｍｉｎ；
９４℃ 变性３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，７２℃延伸６０ｓ，３３

个循环；７２℃修复延伸７ｍｉｎ。利用柱式 ＤＮＡ胶回
收试剂盒［生工生物工程（上海）股份有限公司试剂

盒Ｂ５１８１３１］进行 ＰＣＲ电泳与回收。经１％糖凝胶
电泳观察结果后，对ＰＣＲ产物胶进行回收测序。
１．２．５　３′ＲＡＣＥ　第一轮巢氏ＰＣＲ反应体系（以３′
ａｄａｐｔｏｒ为反转引物的 ｃＤＮＡ为模版）（总体积
２５μＬ）：２×ＧＣＢｕｆｆｅｒⅠ１２．５μＬ、１０μｍｏｌ／ＬＲＣ１９０－
ＣＡＳ－Ｆ３０．５μＬ、１０μｍｏｌ／Ｌ５．３′ｏｕｔｅｒ０．５μＬ、
２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ４μＬ、ｄｄＨ２Ｏ ６．３μＬ、模板
（ｃＤＮＡ）１μＬ、５Ｕ／μＬＴａｑ酶０．２μＬ。第二轮巢氏
ＰＣＲ反应体系（以３′ａｄａｐｔｏｒ为反转引物的 ｃＤＮＡ为
模版）（总体积 ５０μＬ）：２×ＧＣＢｕｆｆｅｒⅠ ２５μＬ、
１０μｍｏｌ／ＬＲＣ１９０－ＣＡＳ－Ｆ４１μＬ、１０μｍｏｌ／Ｌ５．３′
ｉｎｎｅｒ１ μＬ、２．５ ｍｍｏｌ／Ｌ ｄＮＴＰ ８ μＬ、ｄｄＨ２Ｏ
１２．５μＬ、模板（第一轮 ＰＣＲ稀释产物）１μＬ、
５Ｕ／μＬＴａｑ酶 ０．５μＬ。第一轮 ＰＣＲ循环条件：
９５℃ 预变性３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，
７２℃延伸６０ｓ，３３个循环；７２℃修复延伸７ｍｉｎ。
第二轮ＰＣＲ循环条件：９５℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变
性３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，７２℃延伸６０ｓ，３３个循环；
７２℃修复延伸７ｍｉｎ。利用柱式 ＤＮＡ胶回收试剂
盒［生工生物工程（上海）股份有限公司试剂盒

Ｂ５１８１３１］进行 ＰＣＲ电泳与回收。经１％糖凝胶电
泳观察结果后，对ＰＣＲ产物胶进行回收测序。
１．２．６　５′ＲＡＣＥ　第一轮巢氏ＰＣＲ反应体系（末端
加Ｃ法，以特异性引物 ＲＣ１９０－ＣＡＳ－ＲＴ１反转，得
到ｃＤＮＡ，经核糖核酸酶Ｈ（ＲＮａｓｅＨ）和末端脱氧核
苷酸转移酶（ＴｄＴ）处理后，进行巢氏 ＰＣＲ，操作步骤
见Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ５′ＲＡＣＥ系统手册）（总体积２５μＬ）：
２×ＧＣＢｕｆｆｅｒⅠ １２．５μＬ、１０μｍｏｌ／ＬＡＡＰ０．５μＬ、
１０μｍｏｌ／ＬＲＣ１９０－ＣＡＳ－Ｒ５／ＲＣ１９０－ＣＡＳ－Ｒ９
０５μＬ、２５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ４μＬ、ｄｄＨ２Ｏ６．３μＬ、模
板（ｃＤＮＡ）１μＬ、５Ｕ／μＬＴａｑ酶０．２μＬ。第二轮巢
氏ＰＣＲ反应体系（末端加 Ｃ法，以特异性引物
ＲＣ１９０－ＣＡＳ－ＲＴ１反转，得到 ｃＤＮＡ，经 ＲＮａｓｅＨ
和 ＴｄＴ处理后，进行巢氏 ＰＣＲ，操作步骤见
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ５′ＲＡＣＥ系统手册）（总体积 ５０μＬ）：
２×ＧＣＢｕｆｆｅｒⅠ ２５μＬ、１０μｍｏｌ／ＬＡＵＡＰ１μＬ、
１０μｍｏｌ／ＬＲＣ１９０－ＣＡＳ－Ｒ６／ＲＣ１９０－ＣＡＳ－Ｒ１０
１μＬ、２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ８μＬ、ｄｄＨ２Ｏ１２．５μＬ、模板
（第一轮 ＰＣＲ稀释产物）１μＬ、５Ｕ／μＬＴａｑ酶
０５μＬ。第一轮 ＰＣＲ循环条件：９５℃ 预变性

３ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ｓ，６８℃退火 ３０ｓ，７２℃延伸
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６０ｓ，３３个循环；７２℃修复延伸７ｍｉｎ。第二轮ＰＣＲ
循环条件：９５℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，６８℃
退火３０ｓ，７２℃延伸６０ｓ，３３个循环；７２℃修复延伸
７ｍｉｎ。按照柱式 ＤＮＡ胶回收试剂盒［生工生物工
程（上海）股份有限公司试剂盒 Ｂ５１８１３１］进行 ＰＣＲ
电泳与回收。经 １％糖凝胶电泳观察结果后，对
ＰＣＲ产物进行克隆测序。
１．２．７　序列拼接　利用 ＤＮＡＭＡＮ软件将中间序
列及ＲＡＣＥ试验得到的序列进行拼接，得到基因全
长序列。

１．２．８　分析方法　测序获得的基因 ｃＤＮＡ序列经
ＮＣＢＩ的ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／
ｇｏｒｆ／ｇｏｒｆ．ｈｔｍｌ）服务器，进行开放阅读框分析。此
外，借助 ＰｒｏｔＰａｒａｍｐＩ／Ｍｗ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／
ｃｏｍｐｕｔｅ＿ｐｉ）、ＧＯＲＩＶ（ｈｔｔｐ：／／ｎｐｓａ－ｐｂｉｌ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉ－
ｂｉｎ／ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ＝ｎｐｓａ＿ｇｏｒ４．ｈｔｍｌ）、
ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ（ｈｔｔｐ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）软
件预测目标序列一、二、三级结构；再依次利用

ＳｉｇａｌＰ４．１Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／
ＳｉｇｎａｌＰ／）和 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／
ｐｒｏｔｓｃａｌｅ／）软件预测基因编码氨基酸的信号肽和疏
水性／亲水性；最后使用Ｂｌａｓｔｐ工具在ＮＣＢＩ上查找
基因同源氨基酸序列，并运用 ＭＥＧＡ４．０软件中的

近邻相接法（ｎｅｒｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）（１０００次
Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）构建同源进化树。

２　结果与分析

２．１　ＲＮＡ提取
黄独微型块茎总 ＲＮＡ的电泳图见图１。左侧

泳道可清晰观察到２８Ｓ和１８Ｓ２条区带，表明提取
的ＲＮＡ较为完整，质量较高，可用于ＲＴ－ＰＣＲ。

２．２　黄独微型块茎ＣＡＳ基因克隆
通过ＲＡＣＥ技术（图２），得到全长为２２８０ｂｐ

的ｃＤＮＡ序列（图３），Ｇ＋Ｃ含量为４５．７０％，Ａ＋Ｔ
含量为５４．３０％，碱基组成见图４。经 ＮＣＢＩ的 ＯＲＦ
ｆｉｎｄｅｒ进行开放阅读框分析，得到８１４ｂｐ的氨基酸
序列（图５）。

２．３　ＣＡＳ基因预测氨基酸的一级结构分析
Ｐｒｏｔｐａｒａｍ预测显示该蛋白由７５９个氨基酸组

成，分子量为８６６６５．１７ｕ，等电点为６．２１，为亲水性
蛋白。氨基酸的组成和比例为４９个丙氨酸 （Ａｌａ），
占６．５％；４０个精氨酸 （Ａｒｇ），占５．３％；３１个天冬
酰胺 （Ａｓｎ），占 ４．１％；３６个天冬氨酸（Ａｓｐ），占
４７％；１９个半胱氨酸（Ｃｙｓ），占２．５％；２４个谷氨酰
胺 （Ｇｌｎ），占３．２％；５０个谷氨酸（Ｇｌｕ），占６．６％；
５９个甘氨酸 （Ｇｌｙ），占７．８％；２７个组氨酸 （Ｈｉｓ），
占３．６％；４２个异亮氨酸（Ｉｌｅ），占５．５％；７９个亮氨

酸（Ｌｅｕ），占１０．４％；３５个赖氨酸 （Ｌｙｓ），占 ４．６％；
２２个甲硫氨酸 （Ｍｅｔ），占 ２．９％；２８个苯丙氨酸
（Ｐｈｅ），占３．７％；４１个脯氨酸 （Ｐｒｏ），占５．４％；４７
个丝氨酸 （Ｓｅｒ），占６．２％；３３个苏氨酸 （Ｔｈｒ），占
４．３％；２７个色氨酸 （Ｔｒｐ），占３．６％；３３个酪氨酸
（Ｔｙｒ），占４．３％；３７个缬氨酸 （Ｖａｌ），占４．９％。负
电荷残基（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）总数为８６；正电荷残基（Ａｒｇ＋
Ｌｙｓ）总数为７５；原子总数为１２０５８个，具体组成如
下：碳原子３９１７个，氢原子５９５０个，氮原子１０５０
个，氧原子１１００个，硫原子４１个。
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２．４　ＣＡＳ蛋白二级结构分析
由ＧＯＲＩＶ软件预测（图６和表１）得知，ＣＡＳ蛋

白主要是由α螺旋（图６中蓝色部分，占３３．６６％）、
延伸链（图６中红色部分，占２１．６２％）以及无规则
卷曲（图６中黄色部分，占４４．７２％）构成，该蛋白质

可能不含β折叠结构。
２．５　ＣＡＳ蛋白亲水性／疏水性预测

通过ＰｒｏｔＳｃａｌｅ软件预测分析，从图 ７可知，图
中的高峰值（正值）的区域表示疏水的区域，而负值

的低谷区域是亲水区域。由亲疏水性分析可知，该
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表１　ＣＡＳ蛋白二级结构预测信息

类型　　 分值
比例

（％）

α螺旋 （Ｈｈ） ２７４ ３３．６６

３１０螺旋 （Ｇｇ） ０ ０．００

π螺旋 （Ｉｉ） ０ ０．００

β桥 （Ｂｂ） ０ ０．００

延伸链 （Ｅｅ） １７６ ２１．６２

β转弯 （Ｔｔ） ０ ０．００

弯曲区域 （Ｓｓ） ０ ０．００

无规则卷曲 （Ｃｃ） ３６４ ４４．７２

未知状态 （？） ０ ０．００

其他状态 ０ ０．００

蛋白为亲水性蛋白质。

２．６　ＣＡＳ蛋白信号肽预测与分析
ＳｉｇｎａｌＰ４．０Ｓｅｒｖｅｒ软件预测结果（表２）显示，

ＣＡＳ编码蛋白的第２５位苯丙氨酸残基可能是信号
肽原始剪切位点，其最高预测分值及最高的信号肽

分值分别仅为０．１６８、０．２７７，第３５位丙氨酸残基的
最高综合剪切位点分值０．２０１，综合分析结果表明
ＣＡＳ蛋白无信号肽。

表２　ＣＡＳ蛋白信号肽预测

类别 位点 分值 信号预测

Ｃ最大值 ２５ ０．１６８

Ｙ最大值 ３５ ０．２０１

Ｓ最大值 ３４ ０．４３２

Ｓ均值 １～３４ ０．２３６

Ｄ １～３４ ０．２１９ 无

　　注：Ｃ为原始剪切位点的分值；Ｓ为信号肽的分值；Ｙ为综合剪

切位点的分值；Ｄ为Ｓ均值和Ｙ最大值的平均值。

２．７　ＣＡＳ蛋白三级结构分析
蛋白质三维结构预测分析结果显示，ＣＡＳ蛋白

质主要由α螺旋、延伸链以及无规则卷曲构成，与
二级结构分析结果一致。ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ预测结
果显示其三级结构为单体。蛋白质结构域分析结

果表明，ＣＡＳ蛋白包含有ＣＡＳ所必需的功能结构域
（图８）。
２．８　ＣＡＳ蛋白功能预测

通过ＣＡＳ氨基酸序列比对ＫＥＧＧ数据库，得到
直系同源 ＫＥＧＧ号：Ｋ０１８５３（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｏｍｅ．
ｊｐ／ｄｂｇｅｔ－ｂｉｎ／ｗｗｗ＿ｂｇｅｔ？Ｋ０１８５３）（图 ９）。参与
２，３－环氧角鲨烯生成环阿屯醇的酶促反应过程。
２．９　ＣＡＳ蛋白的保守结构域分析

经软件分析，该蛋白属于 ＩＤＯＰＲＥＮ＿Ｃ２＿ｌｉｋｅ
ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ，具有ＰＬＮ０３０１２多元结构域。
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２．１０　ＣＡＳ蛋白亚细胞定位
采用 Ｐｓｏｒｔ在线软件对 ＣＡＳ基因的表达部位进

行预测结果（图１０）表明，定位于质膜（ｐｌａｓ）中的数
量为６，内质网（Ｅ．Ｒ．）中的数量为４，叶绿体（ｃｈｌｏ）
中的数量为１，细胞核（ｎｕｃｌ）中的数量为１，细胞质
（ｃｙｔｏ）中的数量为１，线粒体（ｍｉｔｏ）中的数量为１，
表明ＣＡＳ蛋白主要存在于质膜和内质网。该蛋白
可能为膜蛋白。

２．１１　ＣＡＳ蛋白的氨基酸同源性分析
应用ＮＣＢＩ中的 ＢｌａｓｔＰ程序，对 ＣＡＳ蛋白的氨

基酸序列进行同源性分析（图１１）发现，该蛋白与菊
叶薯蓣（Ｄｉｏｓｃｏｒｅａｃｏｍｐｏｓｉｔｅ，ＡＩＷ８１５３０．１）的ＣＡＳ蛋

白氨基酸相似性为９６．０５％。系统进化树分析也显
示，该蛋白与菊叶薯蓣 ＣＡＳ蛋白（ＡＩＷ８１５３０．１）亲
缘关系较近。

３　讨论

薯蓣皂苷广泛存在于药用植物中，如薯蓣科、

百合科、石竹科和蔷薇科等，尤其在薯蓣属植物根

茎中含量丰富［１６－１７］，具有抑瘤、抗菌、免疫调节等多

种药用活性［９］。薯蓣皂苷为糖缀合物，１个或多个
糖链连接于非极性三萜或类固醇苷骨架，化学结构

类似甾体激素［１８］。因此，薯蓣皂苷广泛用于激素类
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药物的合成，是医药工业中仅次于抗生素的世界第

二大类药物，被誉为“激素之母”，我国薯蓣皂苷年

产量约为３５００ｔ，占全世界年需求总量的７０％［１９］。

研究表明，胆固醇或 β－谷甾醇是薯蓣皂素的合成
前体，而薯蓣皂素合成的必经中间体是环阿屯

醇［２０］。氧化鲨烯环化酶家族中一个重要成员是

ＣＡＳ，它可以催化 ２，３－氧化鲨烯转化为环阿屯
醇［２１］，ＣＡＳ基因是环阿屯醇合成的关键调控基因，
也是甾醇及甾体类物质生物合成的重要环化酶［２２］。

环阿屯醇为植物甾醇类化合物，是甾醇类化合物生

物合成的关键前体物质，可抗炎、抗氧化、抗肿瘤、

调节胆固醇等。目前，ＣＡＳ基因已从葫芦巴
（Ｔｒｉｇｏｎｅｌｌａｆｏｅｎｕｍ－ｇｒａｅｃｕｍＬ．）［９］、丹参（Ｓａｌｖｉａ
ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ）［１０］、滇重楼［ＰａｒｉｓｐｏｌｙｐｈｙｌｌａＳｍｉｔｈｖａｒ．
ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ（Ｆｒａｎｃｈ．）Ｈａｎｄ．－Ｍａｚｚ．］［１１］和盾叶薯
蓣（ＤｉｏｓｃｏｒｅａｚｉｎｇｉｂｅｒｅｎｓｉｓＣ．Ｈ．Ｗｒｉｇｈｔ）［８］等多种植
物中分离和克隆，并对其序列特征进行了分析。

微型块茎别称“零余子”“小块茎”“珠芽”，是

腋芽形成的地上变态小块茎颗粒，特指薯蓣属植物

组培试管苗腋芽处极易诱导形成且附生较多气生

根的小型变态块茎［２３］，可以在黑暗和低温处长期保

存且可恢复活力萌芽，具有体积小、便于储存和运

输等优点［２３］，不仅可作为薯蓣属植物田间繁殖的生

产种子，也可作为薯蓣皂苷提取和生产的重要来

源［２４］。本试验通过对黄独微型块茎转录组数据进

行分析，筛选到 ＣＡＳ基因的中间序列核心片段，利
用ＲＡＣＥ技术获取该基因全长 ｃＤＮＡ序列，生物信
息学分析结果表明，ＣＡＳ基因编码序列长２６７９ｂｐ，
编码 ８１４ｂｐ的氨基酸序列，相对分子量为
９２７０３．０４ｕ，等电点为 ６２１。这是在黄独中首次分
离得到该基因，研究结果对下一步利用该基因构建

表达载体，分析其在微型块茎诱导形成过程中所具

有的功能具有重要意义。同时，也为进一步研究黄

独总皂苷合成代谢机制和利用次生代谢工程的手

段提高黄独品质奠定了基础。
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达分析［Ｊ］．西北植物学报，２０１３，３３（７）：１２８５－１２９１．

［１１］袁梦求，丁春邦，陶　亮，等．滇重楼环阿屯醇合酶基因的克隆

及序列分析［Ｊ］．中草药，２０１２，４３（１１）：２２５０－２２５６．

［１２］尹明华，洪森荣．黄独脱毒苗快繁技术的研究［Ｊ］．中草药，

２００９，４０（１２）：１９７５－１９８０．

［１３］ＹｉｎＭＨ，ＨｏｎｇＳＲ．ＡｓｉｍｐｌｅｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎｐｒｏｔｏｃｏｌｏｆＤｉｏｓｃｏｒｅａ

ｂｕｌｂｉｆｅｒａＬ．ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃｃａｌｌｉｂｙｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ－ｖｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．

ＰｌａｎｔＣｅｌｌ，ＴｉｓｓｕｅａｎｄＯｒｇａｎＣｕｌｔｕｒｅ，２０１０，１０１（３）：３４９－３５８．　

［１４］洪森荣，尹明华，夏瑾华．植物生长调节剂对黄独试管苗微型块

茎诱导形成的影响［Ｊ］．中草药，２０１４，４５（１３）：１９２８－１９３７．

［１５］袁丽红，周海霞，于　潇，等．盾叶薯蓣悬浮培养细胞生长及薯

蓣皂苷元合成［Ｊ］．生物加工过程，２００８，６（２）：４３－４７．

［１６］陈亚琴，曹拥军．薯蓣皂苷的现代药理学研究进展［Ｊ］．现代中

西医结合杂志，２０１９，２８（２３）：２６１３－２６１７．

［１７］徐　梅，魏怡冰，杜富强，等．１０种黔产薯蓣属植物叶表皮微形

态特征及分类学意义［Ｊ］．江苏农业科学，２０１９，４７（２４）：８２－

８７．　

［１８］ＵｌｂｒｉｃｈｔＣ，ＢａｓｃｈＥ，ＳｏｌｌａｒｓＤ，ｅｔａｌ．Ｗｉｌｄｙａｍ（Ｄｉｏｓｃｏｒｅａｃｅａｅ）

［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｅｒｂａｌＰｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒａｐｙ，２００３，３（４）：７７－９１．

［１９］杨鹏飞，朱烨婷，方　旭，等．加压提取法制备盾叶薯蓣根茎中

薯蓣皂苷元［Ｊ］．中成药，２０１９，４１（１１）：２７４５－２７４７．

［２０］ＳｏｎａｗａｎｅＰ Ｄ，ＰｏｌｌｉｅｒＪ，ＰａｎｄａＳ，ｅｔａｌ．Ｐｌａｎｔｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ

ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｐａｔｈｗａｙｏｖｅｒｌａｐｓｗｉｔｈｐｈｙｔｏｓｔｅｒｏｌｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ［Ｊ］．

ＮａｔｕｒｅＰｌａｎｔｓ，２０１７，３：１６２０５．

［２１］ＳｔｏｈｓＳＪ，ＳａｂａｔｋａＪＪ，ＲｏｓｅｎｂｅｒｇＨ．Ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎｏｆ４－１４Ｃ－２２，

２３－３Ｈ－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌｉｎｔｏｄｉｏｓｇｅｎｉｎｂｙＤｉｏｓｃｏｒｅａｄｅｌｔｏｉｄｅａｔｉｓｓｕｅ

ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｃｕｌｔｕｒｅｓ［Ｊ］．Ｐｈｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９７４，１３（１０）：２１４５－

２１４８．　

［２２］乔　晶，崔晟榕，石宏武，等．罗汉果环阿屯醇合酶的同源建模、

分子对接及催化环化的机理推测［Ｊ］．生物技术通报，２０１９，３５

（２）：１０１－１０８．

［２３］李俊华，刘世宇，李成龙，等．铁棍山药微型块茎遗传转化体系

的建立［Ｊ］．植物学报，２０１９，５４（１）：７２－８０．

［２４］李明军，刘欣英，李　萍，等．山药微型块茎诱导形成的影响因

子研究［Ｊ］．中草药，２００８，３９（６）：９０５－９１０．

［２５］李明军，刘世宇，刘　雯，等．怀山药微型块茎形成过程中的生

理生化变化［Ｊ］．植物生理学报，２０１７，５３（５）：８０７－８１４．
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