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枸骨 ＩｃＦＰＳ１ 基因的克隆、表达及生物信息学分析
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摘　 要: 法尼基焦磷酸合酶( ｆａｒｎｅｓｙｌ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬＦＰＳ)是三萜皂苷生物合途径的一个关键酶ꎬ为研

究 ＦＰＳ 基因在枸骨中的功能ꎬ该研究采用 ＰＣＲ 技术将一个 ＦＰＳ 基因的 ｃＤＮＡ 序列从枸骨叶中分离出来ꎬ并

命名为 ＩｃＦＰＳ１ꎮ 结果表明:根据测序结果分析发现扩增获得的 ＩｃＦＰＳ１ 基因 ｃＤＮＡ 长度为１ ５９１ ｂｐꎬ包含一

个完整的开放阅读框ꎬ大小为１ ０２９ ｂｐꎮ 通过序列分析发现枸骨 ＩｃＦＰＳ１ 基因编码 ３４２ 个氨基酸ꎬ分子量和

等电点分别为 ３９.５８ ｋＤａ 和 ５.１８ꎮ 通过理化性质预测分析发现 ＩｃＦＰＳ１ 蛋白不含信号肽ꎬ不含有跨膜区域ꎬ

该 ＩｃＦＰＳ１ 蛋白为亲水性蛋白质ꎮ 通过序列多重比对发现 ＩｃＦＰＳ１ 蛋白质与其他植物的 ＦＰＳ 蛋白质高度同

源ꎬ有共同的保守区域和氨基酸序列ꎬ其中与西洋参 ＦＰＳ 序列的相似性高达 ８９％ꎮ 通过系统进化树分析发

现枸骨 ＦＰＳ 蛋白与同属于被子植物的五加科植物 ＦＰＳ 蛋白亲缘关系较近ꎬ说明 ＦＰＳ 基因在进化过程中相

对比较保守ꎮ 根据蛋白调控网络预测分析结果发现该蛋白可能与 ＩＰＰ１、ＩＰＰ２、ＧＧＰＳ３、ＧＧＰＳ６ 和 ＥＲＡ１ 相互

作用ꎬ参与类异戊二烯的合成代谢过程ꎮ 通过实时荧光定量 ＰＣＲ 分析发现 ＩｃＦＰＳ１ 基因在枸骨各个组织部

位中均有表达ꎬ其中在枸骨根中表达量最高ꎬ在茎和雌花中表达量最低ꎮ
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ｔｅｄ ａ ＦＰＳ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｉｌｅｘ ｃｏｒｎｕｔａꎬ ａｎｄ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ＰＣＲ
ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｓｏｌａｔｅ ｔｈｅ ｃＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ａ ＦＰＳ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｉ. ｃｏｒｎｕｔａꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｎａｍｅｄ ａｓ
ＩｃＦＰＳ１. ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｃＤＮＡ ｏｆ ＩｃＦＰＳ１ ｇｅｎｅ ｗａｓ １ ５９１ ｂｐ. Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅ￣
ｖｅａｌｅｄ ｔｈｅ ＩｃＦＰＳ１ ｇｅｎｅ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ａ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ ｗａｓ １ ０２９ ｂｐ ｉｎ ｌｅｎｇｔｈꎬ
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５.１８ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ＩｃＦＰＳ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ａ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ａｎｄ
ｉｔ ｄｉｄ ｎｏｔ ｃｏｎｔａｉｎ ａ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅꎬ ａｎｄ ｈａｄ ｎｏ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＩｃＦＰＳ１ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ
ＦＰＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗｉｔｈ ＢＬＡＳＴＰ ａｎｄ Ａｌｉｇｎ Ｘ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＩｃＦＰＳ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｈｉｇｈｌｙ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｔｏ ｏｔｈｅｒ ｋｎｏｗｎ ＦＰＳ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅｙ ｈａｄ ｃｏｍｍｏｎ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｒｅｇｉｏｎｓ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ. Ｔｈｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ＩｃＦＰＳ１ ａｎｄ ｔｈｅ Ｐａｎａｘ ｑｕｉｎｑｕｅｆｏｌｉｕｓ ＦＰＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗａｓ ａｓ ｈｉｇｈ ａｓ ８９％. Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ ｔｈｅ ＦＰＳ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｉｌｅｘ ｃｏｒｎｕｔａ ｗａｓ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＦＰＳ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｔｈｅ Ａｒａｌｉａｃｅａｅ ｆａｍｉｌｙ ｂｅｌｏｎｇｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ａｎｇｉ￣
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ｉｎ ａｌｌ ｔｅｓｔｅｄ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｉｌｅｘ ｃｏｒｎｕｔａꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＩｃＦＰＳ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗａｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ. ＩｃＦＰＳ１
ｇｅｎｅ ｈａｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒｏｏｔｓꎬ ｂｕｔ ｗａｓ ｌｅｓｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｅｍｓ ａｎｄ ｆｅｍａｌｅ ｆｌｏｗｅｒｓ ｏｆ Ｉｌｅｘ ｃｏｒｎｕｔａ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｉｌｅｘ ｃｏｒｎｕｔａꎬ ｆａｒｎｅｓｙｌ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ(ＦＰＳ)ꎬ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｅ ｓａｐｏｎｉｎꎬ ｃｌｏｎｉｎｇꎬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 枸骨( Ｉｌｅｘ ｃｏｒｎｕｔａ)为冬青科灌木或乔木ꎬ四季

常青ꎬ可用于绿化ꎮ 同时ꎬ枸骨在传统上也是常用

中药之一ꎬ枸骨根、叶、果实等组织均可入药ꎬ在常

见病痛治疗方面有较好疗效(彭国全等ꎬ２０１１)ꎮ
根据«本草拾遗»记载ꎬ枸骨叶具备清热养阴、补肝

益肾、祛风湿等功效ꎬ在肺痨咳嗽、劳伤失血等疾

病治疗方面也有很好的应用(左文健等ꎬ２０１１)ꎮ
枸骨叶中含有许多次生代谢物质ꎬ包括三萜及其

皂苷、黄酮及其多酚类化合物(李国文等ꎬ２０１１)ꎮ
因此枸骨具有重要的商业和药用价值ꎮ

枸骨叶中主要成分之一的三萜皂苷是广泛分

布于人参、灵芝、三七、墨旱莲等药用植物中的一

类重要次生代谢产物ꎬ属于中药植物的主要活性

成分之一ꎬ具有抗癌、抗氧化、消炎解毒等功效(张
召宝等ꎬ２０１５)ꎮ 整个三萜生物合成过程涉及法尼

基焦磷酸合酶、鲨烯合酶、鲨烯环氧酶或单加氧化

酶、氧化鲨烯环化酶等一系列酶的催化ꎮ 法尼基

焦磷酸合酶( ｆａｒｎｅｓｙｌ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬＦＰＳ)是

一种异戊烯基转移酶ꎬ它催化五碳原子的二甲丙

烯基焦磷酸和异戊烯基焦磷酸以头尾连续缩合反

应ꎬ进而形成碳原子的法尼基焦磷酸ꎬ成为植物体

内皂苷、倍半萜、甾体、橡胶等许多萜类衍生物质

的合成前体( Ｃｕｎｉｌｌｅｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９６)ꎮ 至今ꎬ在洋

甘菊 (杨 秀 梅ꎬ ２０１３)、拟 南 芥 ( Ｃｕｎｉｌｌｅｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
１９９６)、刺五加(周秘等ꎬ２０１３)、绞股蓝(蒋东等ꎬ
２０１４)、三七(陈莉等ꎬ２００６)等许多植物中已经进

行了 ＦＰＳ 基因的分离和功能研究ꎬ研究结果证实

ＦＰＳ 是植物三萜皂苷生物合成途径的一个关键酶ꎬ
能够调控植物类异戊二烯途径ꎬ促进三萜皂苷的

合成ꎮ 截至目前ꎬ在枸骨上尚且没有发现 ＦＰＳ 基

因的研究报道ꎬ克隆 ＦＰＳ 基因并进行功能研究是

揭示 ＦＰＳ 基因在枸骨三萜生物合成途径中功能的

前提ꎮ 在本项目中ꎬ我们对枸骨 ＦＰＳ 基因进行了

克隆、对其序列进行了生物信息学分析、并进行了

组织表达分析ꎮ 研究结果可为弄清 ＦＰＳ 基因在枸

骨三萜类生物合成中的调节作用奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

本研究中的枸骨材料采摘于长江大学校园ꎬ
收集五种不同的组织(根、茎、叶、雄花、雌花)用于

ＲＮＡ 提取和基因表达分析ꎬ采摘的材料立即在液

态氮中速冻并储存在－８０ ℃超低温冰箱中待用ꎮ
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１.２ 方法

１.２.１ ＲＮＡ 的提取和 ｃＤＮＡ 合成 　 将枸骨的不同

器官(根、茎、叶、雄花、雌花)在液氮中磨成细粉末

状ꎬ参照 Ｐｌａｎｔ ＲＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ ( ＴａＫａＲａꎬ Ｍｉｎｉ
ＢＥＳＴ)试剂盒说明书提取各组织总的 ＲＮＡꎮ 分光

光度计和琼脂凝胶电泳检测质量较好的 ＲＮＡ 用

于 ｃＤＮＡ 的合成ꎮ 枸骨 ｃＤＮＡ 的合成以 ＲＮＡ 为模

板ꎬ采 用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ 的 ｃＤＮＡ 反 转 录 试 剂 盒

(ＴａＫａＲａꎬ Ｄａｌｉａｎꎬ Ｃｈｉｎａ)完成ꎮ
１.２.２ 枸骨 ＩｃＦＰＳ１ 基因的克隆 　 根据枸骨的转录

组测序数据设计并合成 ＦＰＳ 基因扩增特异引物ꎬ
上游 引 物 为 ＩｃＦＰＳＦ１: ５′￣ＡＴＴＡＡＧＡＣＣＡＴＣＴＧＴＧ￣
ＧＡＧＣＣＴＡＧＣ￣３′ꎬ下游引物为 ＩｃＦＰＳＲ１:５′￣ＧＧＧＴ￣
ＧＡＣＡＧＧＴＴＴＧＴＡＴＡＧＣＡＴＣＣＡ￣３′ꎮ ＰＣＲ 反应体系

２５ μＬꎬ包括 ｄｄＨ２ Ｏ １６. ５ μＬꎬ１０ × Ｂｕｆｆｅｒ ２. ５ μＬꎬ
ＭｇＣｌ２ ２.０ μＬꎬｄＮＴＰ ０.５ μＬꎬ上下游引物各 １ μＬꎬ
ｃＤＮＡ 模板 １ μＬꎬＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶 ０. ５ μＬꎮ ＰＣＲ
反应条件:９４ ℃ 预变性 ４ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５８
℃退火 ４０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ９０ ｓꎬ共 ３２ 个循环ꎻ最后 ７２
℃延伸 １０ ｍｉｎꎬ４ ℃结束ꎮ ＰＣＲ 扩增结果用 １％的

凝胶电泳检测ꎬ利用琼脂糖凝胶回收试剂盒回收

纯化扩增产物ꎬ纯化产物连接到从宝生物购买的

ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体上ꎬ并转化到 ＤＨ５α 感受态细胞中ꎮ
转化后的感受态细胞经活化苏醒后被均匀地涂抹

于含有 Ａｍｐ 的 ＬＢ 的培养皿中ꎬ挑取菌落进菌液

活化ꎬ并进行菌液 ＰＣＲ 扩增验证ꎬ阳性结果菌液送

往上海生物工程公司进行测序ꎮ
１.２.３ 生物信息学分析 　 ＩｃＦＰＳ 基因 ｃＤＮＡ 序列和

蛋 白 质 序 列 比 对 利 用 在 线 工 具 ＮＣＢＩ￣ｂｌａｓｔ
(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ＢｌＡＳＴ / ) 完成ꎮ 运

用 Ｖｅｃｔｏｒ ＮＴＩ Ｓｕｉｔｅ ｖ１１. ５ 和 ＤＮＡＭＡＮ ８ 来分析

ＩｃＦＰＳ１ 基因的 ｃＤＮＡ 序列ꎬ进行蛋白质翻译ꎮ ＩｃＦ￣
ＰＳ１ 蛋白质理化学性质的分析采用工具 ＰｒｏｔＰａｒａｍ
ｔｏｏｌ( ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / ) 进行ꎮ 信

号肽预测、疏水性分析、跨膜区域预测分别用在线

工具 ＳｉｇｎａｌＰ ４.１ Ｓｅｒｖｅｒ、ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 和 ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ
ｖ. ２.０ 完成ꎮ 蛋白质二级结构分析借助 ＳＯＰＭＡ 工

具实现ꎮ 利用软件 Ａｌｉｇｎ Ｘ ( Ｖｅｃｔｏｒ ＮＴＩ Ｓｕｉｔｅ Ｖ
１１.５)对多种植物的 ＦＰＳ 蛋白进行多重比对分析ꎬ
利用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ ２. ０ 和 ＭＥＧＡ ６. ０ 软件采用邻接

(ＮＪ) 方 法 构 建 ＦＰＳ 基 因 系 统 进 化 树ꎬ 使 用

Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 对系统树可信性进行检验ꎬ重复１ ０００次ꎮ
应用 ＳＴＲＩＮＧ 交 互 式 数 据 库 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｓｔｒｉｎｇ￣ｄｂ.
ｏｒｇ / )构建候选蛋白与相关蛋白的相互作用网络ꎬ
分析预测 ＩｃＦＰＳ１ 蛋白在互作网络中的作用关系ꎬ
保留可信度大于０.７００相互作用关系ꎬ 用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ
３.６１ 调整展示互作网络图ꎮ
１.２.４ 实时荧光定量 ＰＣＲ 分析　 使用 ＲＮＡ 提取试

剂盒(Ｐｌａｎｔ ＲＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ)从五种不同的组织

器官样品中提取总 ＲＮＡꎮ 根据 ＩｃＦＰＳ１ 基因的

ｃＤＮＡ 序列设计实时荧光定量引物ꎬ上游引物为

ＩｃＦＰＳＲＴ￣Ｓ: ５′￣ＡＣＡＧＡＴＴＡＣＣＧＡＡＧＧＴＴＧＧＴＡＴＧ￣
３′ꎬ下游引物为 ＩｃＦＰＳＲＴ￣Ａ:５′￣ＧＧＴＴＧＴＣＴＧＧＡＡＴ￣
ＴＣＴＡＣＣＴＣＡＴＴＡ￣３′ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 内参基因选用的是

ＩｃＧＡＰＤＨꎬ上 游 引 物 序 列 ＩｃＧＡＰＤＨ￣Ｓ: ５′￣ＴＡＴ￣
ＣＡＡＣＧＧＣＴＴＣＧＧＴＣＧＣＡ￣３′ꎬ下游引物序列 ＩｃＧＡＰ￣
ＤＨ￣Ａ: ５′￣ＧＧＡＣＧＧＡＧＴＣＧＴＡＣＴＴＧＡＧＣＡＴ￣３′ꎮ 引

物送往上海生工生物技术有限公司合成ꎮ 实时荧

光定量 ＰＣＲ 在杭州博日科技有限公司的 Ｌｉｎｅ￣
ｇｅｎｅ９６００ ＰＣＲ 仪上进行ꎬ反转录和荧光定量 ＰＣＲ
的操作依照试剂盒 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ
ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ 和 ＳＹＢＲＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ ＩＩ 的操

作步骤说明书逐步进行ꎮ 反应程序为 ９５ ℃、３０ ｓꎬ
９５ ℃、５ ｓꎻ６０ ℃、３０ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎮ 每种样品三

次取样重复ꎬ三次技术重复ꎬ并分别设置一个阴性

对照(模板为 ｄｄＨ２Ｏ)ꎮ ＩｃＦＰＳ１ 基因的相对表达水

平计算通过使用 ２－ΔΔＣｔ法完成(Ｌｉｖａｋ ＆ Ｓｃｈｍｉｔｔｇｅｎꎬ
２００１)ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＩｃＦＰＳ１ 基因 ｃＤＮＡ 克隆与序列分析

利用特异性引物ꎬ以反转录 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ通
过 ＰＣＲ 技术从枸骨中克隆得到一条 ＦＰＳ 基因序

列ꎬ通过 ＮＣＢＩ 网站的在线程序 Ｂｌａｓｔ 比对分析显

示该 ｃＤＮＡ 序列与其他物种的 ＦＰＳ 基因序列具有

较高的相一致性ꎬ克隆获得的 ｃＤＮＡ 序列为枸骨的

ＦＰＳ 基因ꎬ命名为 ＩｃＦＰＳ１ꎮ 此 ｃＤＮＡ 序列长度为

１ ５９１ ｂｐꎬ包含１ ０２９ ｂｐ 的开放阅读框ꎬ编码 ３４２
个氨基酸(图 １)ꎮ
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注: 起始密码子和终止密码子下划线突出显示ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｉｎｉｔｉａｌ ｃｏｄｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔｏｐ ｃｏｄｏｎ ａｒｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ.

图 １　 ＩｃＦＰＳ１ 基因 ｃＤＮＡ 序列和推测的氨基酸序列
Ｆｉｇ. １　 ｃＤＮＡ ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＩｃＦＰＳ１

２.２ 枸骨 ＩｃＦＰＳ１ 蛋白质理化性质和结构分析

ＩｃＦＰＳ１ 蛋白质含有 ３４２ 个氨基酸ꎮ 在线网站

分析表明ꎬＩｃＦＰＳ１ 蛋白质的分子量和等电点分别

为 ３９. ５８ ｋＤａ 和 ５. １８ꎮ 蛋 白 质 不 稳 定 系 数 为

３３.８７ꎬ该蛋白质为稳定蛋白ꎮ ＳｉｇｎａｌＰ ４. １ Ｓｅｒｖｅｒ

信号肽预测结果发现 ＩｃＦＰＳ１ 蛋白不含有信号肽ꎬ
蛋白质疏水性分析显示 ＩｃＦＰＳ１ 为亲水蛋白ꎮ 蛋白

质跨膜区域分析结果表明ꎬＩｃＦＰＳ１ 蛋白不含有跨

膜区域ꎮ 通过 ＳＯＰＭＡ 工具分析该蛋白质二级结

构ꎬ分析结果表明 ＩｃＦＰＳ１ 蛋白主要由 α 螺旋、无
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注: 一致氨基酸用白色前景和黑色背景指示ꎻ保守氨基酸用白色前景和灰色背景表示ꎻ 非相似氨基酸用黑色前景和白色背景表示ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ａｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｗｈｉｔｅ ｆｏｒｅｇｒｏｕｎｄ ａｎｄ ｂｌａｃｋ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄꎻ Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ａｍｉｎｏａｃｉｄｓ ａｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ

ｗｉｔｈ ｗｈｉｔｅ ｆｏｒｅｇｒｏｕｎｄ ａｎｄ ｇｒｅｙ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄꎻ Ｎｏｎ￣ｓｉｍｉｌａｒ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ａｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｃｋ ｆｏｒｅｇｒｏｕｎｄ ａｎｄ ｗｈｉｔｅ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ.

图 ２　 ＦＰＳ 氨基酸序列的多重比对
Ｆｉｇ. ２　 Ｍｕｌｔｉｐｅ ａｉｇｎｍｅｎｔｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＦＰＳ

规则卷曲、延伸链和 β 转角结构组成ꎬ其所占比例

分别为 ６５.５％、２４.５６％、６.７３％和 ３.２２％ꎮ 同源比

对分析通过在线工具 ＢｌＡＳＴＰ ( ＮＣＢＩ) 和 Ａｌｉｇｎ Ｘ
(Ｖｅｔｃｔｏｒ ＮＴＩ １１. ５) 完成ꎮ 用 ＮＣＢＩ 的 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ
Ｄｏｍａｉｎ Ｓｅａｒｃｈ 工具分析蛋白质保守域ꎬ结果显示

ＩｃＦＰＳ１ 蛋白质属于 Ｉｓｏｐｒｅｎｏｉｄ＿Ｂｉｏｓｙｎ＿Ｃ１ 超级家

族的成员ꎬ含有 Ｐｏｌｙｐｒｅｎｙｌ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ 保守区域(图
２ 下划线区域)ꎬ表明 ＩｃＦＰＳ１ 参与类异戊二烯的生

物合成ꎮ
２.３ 枸骨 ＩｃＦＰＳ１ 蛋白质的同源比对

同源比对发现ꎬ该蛋白质与其他植物的 ＦＰＳ
蛋白质相似性较高(图 ２)ꎮ 其中枸骨 ＩｃＦＰＳ１ 蛋白

质和西洋参(ＡＤＪ６８００４)、人参(ＡＡＹ８７９０３)、常春

藤(ＡＰＶ４５５３０)、龙牙楤木 ( ＡＤＫ１２００４)、积雪草

( ＡＡＶ５８８９６ )、 白 桦 ( ＡＫＱ６２６６６ )、 野 茶 树

( ＡＮＡ１１７６６ )、 刺 五 加 ( ＡＥＹ７７１５１ ) 和 缬 草
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图 ３　 不同物种 ＦＰＳ 基因的系统进化树
Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＦＰＳ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

图 ４　 ＩｃＦＰＳ１ 蛋白质互作网络
Ｆｉｇ. ４　 Ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ＩｃＦＰＳ１

(ＡＩＵ６３８８０)的 ＦＰＳ 蛋白质之间的相似性比分别

为 ８９％、８８％、８７％、８７％、８７％、８７％、８７％、８７％和

８６％ꎮ 不同物种之间 ＦＰＳ 蛋白有较高的一致性ꎬ
暗示在功能上可能也是相同或相似的ꎮ
２.４ ＩｃＦＰＳ１ 蛋白质的系统分析

系统进化树采用 ＣｌｕｓｔａＩＸ ２.０ 和 ＭＥＧＡ ６.０ 软

件构建的ꎬ目的是进一步探索 ＦＰＳ 蛋白质在不同

物种之间的进化关系ꎮ 如图 ３ 所示ꎬ所有的 ＦＰＳ
蛋白都来自于一个共同的祖先ꎬ不同物种的 ＦＰＳ

图 ５　 枸骨不同组织中 ＩｃＦＰＳ１ 基因的表达模式
Ｆｉｇ. ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＩｃＦＰＳ１ ｇｅｎｅ ａｍｏｎｇ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ＩＩｅｘ ｃｏｒｎｕｔａ

蛋白质也被清晰地归类到三个分支ꎬ分别为植物、
动物和真菌(图 ３)ꎮ 系统进化树分析显示枸骨

ＦＰＳ１ 蛋白与被子植物界双子叶植物五加科的 ＦＰＳ
蛋白亲缘关系最近ꎬ聚类在同一分支上ꎻ而蔷薇科

的玫瑰、梅、白梨的 ＦＰＳ 蛋白聚类到另一分支上ꎮ
该结果表明ꎬＦＰＳ１ 蛋白可能与五加科的 ＦＰＳ 蛋白

质在功能上更为接近ꎮ 枸骨 ＩｃＦＰＳ１ 在功能上也可

能与五加科植物的 ＦＰＳ 蛋白相同ꎬ参与调控三萜

皂苷的合成代谢ꎮ
２.５ 枸骨 ＩｃＦＰＳ１ 蛋白质互作网络分析

利用 ＳＴＲＩＮＧ 蛋白互作数据库对枸骨 ＩｃＦＰＳ１

３３３３ 期 马良琼等: 枸骨 ＩｃＦＰＳ１ 基因的克隆、表达及生物信息学分析



蛋白进行相互作用分析ꎬ物种参数选择模式植物

拟南芥ꎬ构建了的蛋白互作网络(图 ４)ꎮ ＩｃＦＰＳ１
蛋白可以与 １０ 个蛋白互作ꎬ其中 ＩＰＰ１、 ＩＰＰ２、
ＧＧＰＳ３、ＧＧＰＳ６ 和 ＥＲＡ１ 都是植物类异戊二烯合

成途径的调节酶ꎬ该互作网络表明枸骨 ＩｃＦＰＳ１ 蛋

白可能与这些蛋白存在一些相似的功能ꎬ或共同

参与植物类异戊二烯的合成代谢过程ꎮ
２.６ ＩｃＦＰＳ１ 的组织表达分析

为了研究 ＩｃＦＰＳ１ 基因的各个组织器官的表达

水平ꎬ提取枸骨的根、茎、叶、雄花、雌花的总 ＲＮＡꎬ
使用反转录试剂盒获得 ｃＤＮＡꎬ利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技

术测定枸骨各组织器官中 ＩｃＦＰＳ１ 基因的表达水

平ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析结果发现ꎬＩｃＦＰＳ１ 基因在各个

组织器官中都有表达ꎮ 其中在枸骨根中的基因表

达量最高ꎬ叶中表达量次之ꎬ雄花中较低ꎬ在茎和

雌花中的表达量最低(图 ５)ꎮ 枸骨的主要药用部

位是根和叶片ꎬ本研究中 ＩｃＦＰＳ 基因也在这两个部

位中表达量较高ꎮ 因此ꎬ推测 ＩｃＦＰＳ 基因可能参与

了枸骨三萜类物质的生物合成调控ꎬ是枸骨三萜

皂苷合成代谢中的一个关键酶基因ꎮ

３　 讨论与结论

ＦＰＳ 参与类异戊二烯生物合成途径ꎬ属于植物

次生代谢三萜皂苷与甾醇合成途径中的一个限速

酶ꎬ也是三萜皂苷合成生物学研究的其中一个重

要酶ꎮ 本研究克隆得到枸骨的 ＩｃＦＰＳ１ 基因ꎬ对其

进行了生物信息学分析和功能预测ꎮ 结果表明ꎬ
ＩｃＦＰＳ１ 蛋白质属于 Ｉｓｏｐｒｅｎｏｉｄ＿Ｂｉｏｓｙｎ＿Ｃ１ 超级家

族ꎬ与其他植物尤其是药用植物的 ＦＰＳ 蛋白质具

有较高的相似性ꎬ与五加科的 ＦＰＳ 蛋白亲缘关系

较近ꎬ结合蛋白质互作网络分析ꎬ证实枸骨 ＩｃＦＰＳ１
参与类异戊二烯代谢途径ꎬ可能参与调控枸骨三

萜皂苷的生物合成ꎮ
ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析结果表明 ＩｃＦＰＳ１ 基因在枸骨

各个器官组织中的表达量具有部位差异性ꎬ其中

在根中的基因表达量最高ꎬ其次是叶ꎬ在茎和雌花

中表达量最少ꎬ这种现象或许与 ＦＰＳ 在三萜皂苷

代谢途径中的功能有关ꎮ 目前已在许多植物上进

行了 ＦＰＳ 基因的分离和功能验证ꎮ Ｃｕｎｉｌｌｅｒａ ｅｔ

ａｌ.(１９９６)克隆了拟南芥 ＦＰＳ 基因ꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析

结果表明拟南芥 ＦＰＳ１ 和 ＦＰＳ２ 基因在幼苗的根、
茎、叶和花中都有表达ꎻ其中ꎬＦＰＳ１ 基因在根和花

中最高表达ꎬ ＦＰＳ２ 基因表达水平较低ꎬ 具有组织

表达差异性ꎬ这与我们的研究结果相似ꎮ 在白木

香 ＦＰＳ 基因功能研究中ꎬ组织表达结果表明 ＦＰＳ
基因的表达量最高是根ꎬ其次是茎ꎬ表达量最少的

是叶ꎬ推测该基因在根和茎两个组织中发挥生物

学功 能ꎬ与 白 木 香 的 形 成 部 位 相 关 (杨 欣 等ꎬ
２０１３)ꎻ在人参中ꎬＦＰＳ 基因表达分析结果表明该

基因在叶的表达量最多(杨林林等ꎬ２０１７)ꎬ这与本

文研究中根的表达量最多不同ꎮ 在三七 ＦＰＳ 基因

的功能研究时发现ꎬ在三七细胞中过表达 ＦＰＳ 基

因可以促进三七总皂苷积累(杨延等ꎬ２０１５)ꎮ 周

秘等(２０１３)对刺五加法尼基焦硫酸合酶研究发

现ꎬＰＦＳ 基因刺五加整个发育时期的表达量与其

皂苷含量呈现基本相似的变化趋势ꎬ证实 ＦＰＳ 是

刺五加三萜皂苷生物合成的一个关键酶ꎮ 这些结

果表明 ＦＰＳ 基因的表达与三萜化合物的生物合成

密切相关ꎮ 因此可以推断ꎬ枸骨的 ＩｃＦＰＳ１ 基因也

可能参与了枸骨三萜类物质的生物合成ꎮ
总之ꎬ本研究克隆获得了枸骨的 ＩｃＦＰＳ１ 基因ꎬ

对其核酸序列和蛋白质进行了生物信息学分析预

测ꎬ构建了枸骨 ＩｃＦＰＳ１ 蛋白质互作网络ꎻ并分析了

ＩｃＦＰＳ１ 基因在枸骨不同组织部位中的表达水平ꎬ
该研究为进一步弄清 ＩｃＦＰＳ１ 基因在枸骨三萜皂苷

生物合成中的作用奠定了基础ꎬ为提高枸骨三萜

皂苷含量提供了一定的理论依据ꎮ
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