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滇牡丹环阿屯醇合成酶基因的克隆及表达分析
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( １. 云南省林业和草原科学院ꎬ 昆明 ６５０２０１ꎻ ２. 云南省森林植物培育与开发利用重点实验室ꎬ
国家林业和草原局云南珍稀濒特森林植物保护和繁育重点实验室ꎬ 昆明 ６５０２０１ )

摘　 要: 为研究环阿屯醇合成酶(ｃｙｃｌｏａｒｔｅｎｏｌ ｓｙｎｔｈａｓｅ)基因在滇牡丹生物合成中的作用机制ꎬ该文采用 ＲＴ￣
ＰＣＲ 技术首次从滇牡丹 (Ｐａｅｏｎｉａ ｄｅｌａｖａｙｉ) 中克隆得到一个具完整开放阅读框的环阿屯醇合成酶基因

(ＰｄＣＡＳ)ꎬ该基因全长 ２ ２７４ ｂｐꎬ共编码 ７５７ 个氨基酸ꎬＰｄＣＡＳ 蛋白序列与桃(Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ)、日本裸樱(Ｐｒｕｎｕｓ
ｙｅｄｏｅｎｓｉｓ ｖａｒ. ｎｕｄｉｆｌｏｒａ)、葡萄(Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ)蛋白序列相似性在 ８６％以上ꎮ 序列比对分析显示 ＰｄＣＡＳ 具有氧化

鲨烯环化酶超家族典型的 ＤＣＴＡＥ 结构域和三萜合成酶的标志性序列 ＤＧＳＷＹＧＳＷＧＶＣＦＴＹＧꎮ 滇牡丹 ＰｄＣＡＳ
蛋白与蔷薇科植物苹果(Ｍａｌｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ ＸＰ ００８３９１４３０.１)、白梨(Ｐｙｒｕｓ ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ ＸＰ ００９３７００３４.１)、月季

(Ｒｏｓａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ＸＰ ０２４１９３３１０.１)、日本裸樱(Ｐｒｕｎｕｓ ｙｅｄｏｅｎｓｉｓ ｖａｒ. ｎｕｄｉｆｌｏｒａ ＰＱＱ１１００９.１)、桃(Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ ＸＰ
００７２２５２４０.１)的 ＣＡＳ 蛋白聚为一类ꎮ ＰｄＣＡＳ 基因在滇牡丹各组织中均有表达ꎬ但是在花瓣中表达量较高ꎮ 该

研究克隆的 ＰｄＣＡＳ 基因与滇牡丹甾醇类化合物的合成密切相关ꎮ
关键词: 滇牡丹ꎬ 环阿屯醇合成酶ꎬ ｃＤＮＡ 克隆ꎬ 基因功能分析
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ｖｉｎｉｆｅｒａ. Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＰｄＣＡＳ ｈａｄ ａ ｔｙｐｉｃａｌ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ＤＣＴＡＥ ｍｏｔｉｆ ｏｆ ｏｘｉｄｏｓａｕａｌｅｎｅ ｃｙｃｌａｓｅ
ａｎｄ ｔｈｅ ｍａｒｋｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ＤＧＳＷＹＧＳＷＧＶＣＦＴＹＧ ｏｆ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ｓｙｎｔｈａｓｅ. Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ
ＰｄＣＡＳ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｔｏｇｅｔｈｅｒ ｗｉｔｈ ＣＡＳ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ Ｍａｌｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ ( ＸＰ ００８３９１４３０. １ )ꎬ Ｐｙｒｕｓ ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ

收稿日期: ２０１９－０７－０４
基金项目: 国家自然科学基金项目(３１８６０１７７)ꎻ 云南省应用基础研究青年项目(２０１６ＦＤ１００) [ Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ
Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (３１８６０１７７)ꎻ Ｙｕｎｎａｎ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂａｓｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｙｏｕｔｈ Ｐｒｏｇｒａｍ(２０１６ＦＤ１００)]ꎮ
作者简介: 李云琴(１９８６－)ꎬ硕士ꎬ助理研究员ꎬ研究方向为植物学ꎬ(Ｅ￣ｍａｉｌ)５４７７１８６７２＠ ｑｑ.ｃｏｍꎮ

∗通信作者: 王毅ꎬ博士ꎬ副研究员ꎬ研究方向为分子生物学ꎬ(Ｅ￣ｍａｉｌ)ｄｏｇ＿６０８＠ ｈｏｔｍａｉｌ.ｃｏｍꎮ



(ＸＰ ００９３７００３４.１)ꎬ Ｒｏｓａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ(ＸＰ ０２４１９３３１０.１)ꎬ Ｐｒｕｎｕｓ ｙｅｄｏｅｎｓｉｓ ｖａｒ. ｎｕｄｉｆｌｏｒａ(ＰＱＱ１１００９.１) ａｎｄ Ｐｒｕｎｕｓ
ｐｅｒｓｉｃａ (ＸＰ ００７２２５２４０.１). ＰｄＣＡＳ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｈａｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｐｒｏｆｉｌｅ ｉｎ
ｆｌｏｗｅｒｓ. ＰｄＣＡＳ ｗａｓ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｓｔｅｒｏｌｓ ｆｒｏｍ Ｐａｅｏｎｉａ ｄｅｌａｖａｙｉ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｐａｅｏｎｉａ ｄｅｌａｖａｙｉꎬ ｃｙｃｌｏａｒｔｅｎｏｌ ｓｙｎｔｈａｓｅ(ＣＡＳ)ꎬ ｃＤＮＡ ｃｌｏｎｅꎬ ｇｅｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 环阿屯醇( ｃｙｃｌｏａｒｔｅｎｏｌ) 为植物甾醇类化合

物ꎬ广泛分布于植物中ꎮ 近年来研究发现环阿屯

醇具有明显的抗炎(Ａｋｉｈｉｓａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０００)、抗氧化

( Ｉｓｌａｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９)、抗肿瘤(Ｐｒａｋａｓｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００４)、
调节胆固醇(Ｆｕｋｕｏｋａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)等药理活性ꎻ它
还是重要的药物中间体和先导化合物ꎬ是菜油甾

醇(ｃａｍｐｅｓｔｅｒｏｌ)等植物甾醇及甾体皂苷等化合物

生物及半化学合成的关键前体物质(张忠廉等ꎬ
２０１７)ꎮ 环阿屯醇的含量高低决定了植物甾醇类

化合物的生物合成效率ꎻ此外ꎬ环阿屯醇对植物的

生长发育具有显著影响(Ｇａｓ￣Ｐａｓｃｕａｌ ｅｔ ａｌꎬ２０１４)ꎮ
环阿屯醇合成酶 ( ｃｙｃｌｏａｒｔｅｎｏｌ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ简称

ＣＡＳ)属 于 氧 化 鲨 烯 环 化 酶 ( ｏｘｉｄｏ ｓｑｕａｌｅｎｅ
ｃｙｃｌａｓｅꎬＯＳＣ)家族ꎬ该合成酶基因是合成环阿屯醇

和合成植物甾醇及甾体类物质的关键调控基因

(张忠廉等ꎬ２０１７ꎻ刘梦迪等ꎬ２０１９)ꎮ 目前ꎬ已有

２０ 多种植物的 ＣＡＳ 基因被分离和克隆出来ꎬ如刺

五加(Ｅｌｅｕｔｈｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｓｅｎｔｉｃｏｓｕｓ)(邢朝斌等ꎬ２０１２)、
丹 参( Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ) (李珍等ꎬ２０１３) 和黄芪

(Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｓ) ( Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１５) 等ꎬ
有些还通过异源表达进行了功能验证ꎮ 但是至今

未见到关于滇牡丹(Ｐａｅｏｎｉａ ｄｅｌａｖａｙｉ)环阿屯醇合

成酶基因的相关研究ꎮ
滇 牡 丹 ( Ｐａｅｏｎｉａ ｄｅｌａｖａｙｉ ) 是 芍 药 科

(Ｐａｅｏｎｉａｃｅａｅ)芍药属(Ｐａｅｏｎｉａ)植物ꎮ 芍药属植物

根皮是一种传统中药材ꎬ通常称其为“牡丹皮”或者

“丹皮”ꎬ所含主要有效成分为酚类(如丹皮酚)、萜
类、苷类(如芍药苷)、鞣质等ꎬ具有抗凝血、降压、抗
炎、抑制中枢神经系统等功能ꎮ 作为芍药属的一个

牡丹类群ꎬ滇牡丹也被视为一种民族药材被广泛使

用ꎬ其根皮具有抗菌活性ꎬ 可用于镇痛、镇静、抗炎

及女性疾病的治疗(Ｗｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００２)ꎮ
本研究在滇牡丹转录组测序的基础上ꎬ成功

克隆得到滇牡丹环阿屯醇合成酶( ＣＡＳ)基因ꎬ并
进行生物信息学分析、系统进化树构建及表达分

析ꎬ为进一步研究环阿屯醇合成酶基因在滇牡丹

中的功能奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 试验材料

滇牡丹(Ｐａｅｏｎｉａ ｄｅｌａｖａｙｉ)种植于云南省林业

科学院苗圃基地ꎮ 采集滇牡丹的根、茎、叶、种子、
花蕊、花芽(花完全被花萼包裹)、花蕾(露出花

瓣)及花开(花瓣全部展开)、花谢(花瓣开始枯

萎)时期的花瓣ꎬ立即用液氮冷冻保存ꎮ
１.２ ＲＮＡ 提取与 ｃＤＮＡ 合成

先用植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒提取滇牡丹根、
茎、叶、种子及各发育期花的总 ＲＮＡꎻ然后再用浓

度为 １％的琼脂糖凝胶电泳完成 ＲＮＡ 质量检测ꎬ
用 ＮａｎｏＤｒｏｐＴＭ ２０００ 检测 ＲＮＡ 浓度ꎻ再反转录成

ｃＤＮＡꎬ保存于－２０ ℃冰箱中备用ꎮ
１.３ ＰｄＣＡＳ 基因的克隆

采用仙客来(Ｃｙｃｌａｍｅｎ ｐｅｒｓｉｃｕｍ)的 ＣＡＳ 基因

为模板ꎬＢＬＡＳＴ 搜索滇牡丹花瓣的转录组数据ꎬ得
到滇牡丹的环阿屯醇合成酶基因 ( ＰｄＣＡＳ) 的

ｃＤＮＡ 序列ꎬ以该序列为基础ꎬ设计含有起始密码

子和 终 止 密 码 子 的 特 异 引 物 ( ＰｄＣＡＳ１Ｆ: ５′￣
ＡＴＧＴＧＧＡＡＧＣＴＧＡＡＧＡＴＣＧＣ￣３′和 ＰｄＣＡＳ１Ｒ: ５′￣
ＴＣＡＧＧＡＧＡＣＴＴＧＣＡＡＴＡＣＣＣ￣３′)ꎮ 用滇牡丹花瓣

ｃＤＮＡ 为模板ꎬ ＰｄＣＡＳ１Ｆ 和 ＰｄＣＡＳ１Ｒ 为引物ꎬ以
ＥａｓｙＰｆｕ ＤＮＡ 聚合酶扩增得到 ＰｄＣＡＳ 全基因片段ꎮ
经过电泳检测后将目的片段连接到 ｐＧＭＴ 载体上ꎬ
经 ＰＣＲ 检测ꎬ送往上海生工进行测序ꎮ
１.４ ＰｄＣＡＳ 基因蛋白序列分析

先获得滇牡丹 ＰｄＣＡＳ 基因 ｃＤＮＡ 序列ꎬ利用

ＮＣＢＩ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ) 上的 ＯＲＦ
Ｆｉｎｄｅｒ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ / )
分析获得其蛋白氨基酸序列ꎬ并用 ＰｒｏＰａｒａｍ 预测

其蛋白的理化性质ꎻ然后通过 ＮＣＢＩ 对环阿屯醇合

成酶 ＰｄＣＡＳ 基因的蛋白氨基酸序列进行搜索ꎬ选
择与 ＰｄＣＡＳ 蛋白序列同源性较高的植物环阿屯醇

合成酶蛋白序列ꎻ再用 ＭＥＧＡ ６. ０ 构建系统进

化树ꎮ
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１.５ ＰｄＣＡＳ 基因在不同器官上的表达分析

用植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒提取滇牡丹各器

官、各发育时期的花和不同颜色花瓣的总 ＲＮＡꎬ用
琼脂糖凝胶电泳和 ＮａｎｏＤｒｏｐＴＭ ２０００ 分别测定

ＲＮＡ 的质量和浓度后ꎬ进行反转录合成 ｃＤＮＡ 的

第 一 条 链ꎮ 以 特 异 引 物 ＴＰｄＣＡＳ Ｆ ( ５′￣
ＴＴＧＡＧＡＧＡＧＡＡＧＧＣＴＣＴＴＣＧ￣３′)和 ＴＰｄＣＡＳ Ｒ(５′￣
ＴＣＧＡＴＧＡＡＣＡＴＡＧＣＡＧＣＴＣＴ￣３′) 检 测 滇 牡 丹

ＰｄＣＡＳ 基因在根、茎、叶、花瓣等不同器官中的表

达情 况ꎮ 经 过 琼 脂 凝 胶 电 泳 的 检 测 后ꎬ 利 用

ＧＥＮＥ￣ＳＮＡＰＳ 图像分析软件分析 ＰｄＣＡＳ 基因积分

吸光度ꎬ进行相对定量表达分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＲＮＡ 提取和 ＰｄＣＡＳ 基因克隆

参照植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒说明书提取滇牡

丹花瓣及其他器官的总 ＲＮＡꎬ然后反转录成 ｃＤＮＡ
第一 条 链ꎬ 保 存 备 用ꎮ 以 含 有 起 始 密 码 子 的

ＰｄＣＡＳ１Ｆ 和终止密码子的 ＰｄＣＡＳ１Ｒ 作为引物ꎬ滇
牡丹花瓣 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ用 ＥａｓｙＰｆｕＤＮＡ 聚合酶扩

增获得 ｃＤＮＡ 片段ꎬ电泳检测后ꎬ将获得目的片段

连接到克隆载体上ꎬ２８ ℃条件下培养过夜ꎬ并转化

进感受态细胞 ＤＨ５α 中ꎬ菌落 ＰＣＲ 检测后送华大

基因测序公司测序ꎮ 最终获得全长 ２ ２７４ ｂｐ 的滇

牡丹 ＣＡＳ 基 因 编 码 区 全 长 ｃＤＮＡꎬ 并 命 名 为

ＰｄＣＡＳꎬ共编码 ７５７ 个蛋白氨基酸(图 １)ꎮ
２.２ 滇牡丹 ＰｄＣＡＳ 基因蛋白序列分析

用在线程序 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 预测 ＰｄＣＡＳ 基因的开

放阅读框ꎬＰｒｏＰａｒａｍ 预测 ＰｄＣＡＳ 基因的理化性质ꎮ
结果显示:该蛋白由 ７５７ 个氨基酸组成ꎬ其分子量为

８６ １１７.２ Ｄａꎬ等电点为 ６.１２ꎮ 用推断得到的 ７５７ 个

氨基酸序列与已知的其他植物 ＣＡＳ 蛋白序列进行

相似性对比发现ꎬ滇牡丹 ＰｄＣＡＳ 蛋白序列与桃

(Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ)ＣＡＳ 蛋白序列相似性为 ８６.６６％ꎻ与
日本裸樱(Ｐｒｕｎｕｓ ｙｅｄｏｅｎｓｉｓ ｖａｒ. ｎｕｄｉｆｌｏｒａ)ＣＡＳ 蛋白

序列相似性为 ８６.６６％ꎻ与葡萄(Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ)ＣＡＳ 蛋

白序列相似性为 ８６.４９％ꎮ 对滇牡丹 ＰｄＣＡＳ 蛋白序

列分析发现ꎬＰｄＣＡＳ 编码的蛋白具有 １ 个氧化鲨烯

环化酶超家族典型的 ＤＣＴＡＥ 结构域(Ｐｏｒａｉｉａ ｅｔ ａ１.ꎬ
１９９４)ꎬ １ 个 三 萜 合 成 酶 的 标 志 性 序 列

ＤＧＳＷＹＧＳＷＧＶＣＦＴＹＧ(邢朝斌等ꎬ２０１２)(图 ２)ꎮ
为研究滇牡丹在分子水平的进化地位和与其

图 １　 滇牡丹 ＰｄＣＡＳ 基因克隆
Ｆｉｇ. １　 Ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ＰｄＣＡＳ ｆｒｏｍ Ｐａｅｏｎｉａ ｄｅｌａｖａｙｉ

他植物种的亲缘关系ꎬ将推导出来的 ＰｄＣＡＳ 蛋白序

列在美国国家生物技术信息中心(ＮＣＢＩ)进行比对ꎬ
得到其他植物 ＣＡＳ 蛋白序列ꎬ用 ＭＥＧＡ ６.０ 中自带

的 Ｃｌｕｓｔｅｒ Ｗ 进行蛋白序列多重比对后ꎬ用 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣
ｊｏｉｎｉｎｇ 算法 (自检举 １ ０００ 次)ꎬ 绘制出滇牡丹

ＰｄＣＡＳ 与其他植物的 ＣＡＳ 蛋白的进化树(图 ３)ꎮ
结果显示ꎬ滇牡丹 ＰｄＣＡＳ 蛋白与蔷薇科植物苹果

(Ｍａｌｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ ＸＰ ００８３９１４３０. １ )、 白梨 ( Ｐｙｒｕｓ
ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ ＸＰ ００９３７００３４.１)、月季(Ｒｏｓａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ
ＸＰ ０２４１９３３１０. １ )、 日 本 裸 樱 ( Ｐｒｕｎｕｓ ｙｅｄｏｅｎｓｉｓ
ｖａｒ. ｎｕｄｉｆｌｏｒａ ＰＱＱ１１００９. １)、桃 (Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ ＸＰ
００７２２５２４０.１ )的 ＣＡＳ 蛋白聚为一类(图 ３)ꎮ
２.３ 滇牡丹 ＰｄＣＡＳ 基因的转录模式分析

采集滇牡丹的根、茎、叶、种子、各时期花瓣等

器官ꎬ用植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒说明书提取滇牡

丹各时期花瓣以及各器官的总 ＲＮＡ 并反转录成

ｃＤＮＡꎮ 用特异引物 ＰｄＣＡＳ１Ｆ 和 ＰｄＣＡＳ１Ｒ 检测不

同时期的花瓣、花蕊及根、茎、叶、种子中 ＰｄＣＡＳ 基

因表达的具体情况(图 ４)ꎮ 结果显示ꎬＰｄＣＡＳ 基因

在滇牡丹根、茎、叶、种子、花蕊及各时期花瓣中都

有表达ꎬ但是在各时期花瓣、花蕊中表达量较高ꎬ
其中以花谢时期的花瓣中表达量最高ꎮ

３　 讨论与结论

ＣＡＳ是引导类异戊二烯代谢途径流向甾醇类
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Ｐｄ. 滇 牡 丹 ( Ｐａｅｏｎｉａ ｄｅｌａｖａｙｉ )ꎻ Ｖｖ. 葡 萄 ( Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａꎬ 登 录 号: ＸＰ００２２６４２８９. １ )ꎻ Ｐｐ. 桃 ( Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａꎬ 登 录 号:
ＸＰ００７２２５２４０.１)ꎻ Ｐｙ. 日本裸樱 (Ｐｒｕｎｕｓ ｙｅｄｏｅｎｓｉｓ ｖａｒ. ｎｕｄｉｆｌｏｒａꎬ登录号: ＰＱＱ１１００９.１)ꎻ 黑框. 保守位点ꎮ
Ｐｄ. Ｐａｅｏｎｉａ ｄｅｌａｖａｙｉꎻ Ｖｖ. Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａꎬ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ. ｉｓ ＸＰ ００２２６４２８９.１ꎻ Ｐｐ. Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａꎬ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ. ｉｓ ＸＰ００７２２５２４０.１ꎻ Ｐｙ. Ｐｒｕｎｕｓ
ｙｅｄｏｅｎｓｉｓ ｖａｒ. ｎｕｄｉｆｌｏｒａꎬ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ. ｉｓ ＰＱＱ１１００９.１ꎻ Ｂｌａｃｋ ｂｏｘ. Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ｓｉｔｅ.

图 ２　 ＣＡＳ 蛋白序列比对
Ｆｉｇ. ２　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＣＡＳ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

化合物的关键基因(Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００５)ꎬ分析其在各

器官中的表达量变化情况ꎬ可了解对甾醇合成的

影响ꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ 结果表明ꎬＰｄＣＡＳ 基因在不同时期

的花、种子、叶、茎和根中都有表达ꎬ这与盾叶薯蓣

(Ｄｉｏｓｃｏｒｅａ ｚｉｎｇｉｂｅｒｅｎｓｉｓ) (涂碧梦等ꎬ２０１０)和刺五

加( Ａｃａｎｔｈｏｐａｎａｘ ｓｅｎｔｉｃｏｓｕｓ) (邢朝斌等ꎬ２０１２) 中

ＣＡＳ 基因的的表达特点类似ꎬ均具有组成型表达

的特点ꎮ ＰｄＣＡＳ 在滇牡丹根、茎、叶、花、种子中都

有表达ꎬ还证明了该基因的表达存在普遍性ꎮ 滇

牡丹 ＣＡＳ 在各器官表达量差异相对较大ꎬ花瓣中

表达量较高ꎬ而在根茎中表达量较低ꎻ最大值出现

在花谢授粉后 １ ｄ 的花瓣中ꎬ最小值出现在茎中ꎮ
本研究中ꎬＰｄＣＡＳ 基因表达量在繁殖器官中

最高ꎬ虽然在根、茎中表达量很低ꎬ但是也有表达ꎮ
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图 ３　 ＰｄＣＡＳ 与其他植物 ＣＡＳ 系统进化树
Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＰｄＣＡＳ ａｎｄ ＣＡＳ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

图 ４　 ＰｄＣＡＳ 基因在不同器官中的表达情况
Ｆｉｇ. ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰｄＣＡＳ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｏｒｇａｎｓ ｏｆ Ｐａｅｏｎｉａ ｄｅｌａｖａｙｉ

ＰｄＣＡＳ 在根中有表达说明环阿屯醇的衍生物在根

中存在ꎮ Ｗｕ ｅｔ ａｌ.(２００２)认为滇牡丹作为一种药

材ꎬ主要是利用其根皮ꎬ如果环阿屯醇及衍生物是

丹皮的主要活性成分ꎬ那么ꎬ花、叶、茎ꎬ也可以起

到根的药用效果ꎮ 花和叶虽然表达量高ꎬ但是物

质累积量并不一定比根高ꎬ因为花会凋谢ꎬ树叶会

掉落ꎬ而滇牡丹的根作为存储器官ꎬ经过长年的累

积ꎬ表达量虽然低ꎬ但是活性物质的含量未必少于

花瓣ꎮ
本研究所克隆的滇牡丹 ＰｄＣＡＳ 基因蛋白序列

与蔷薇科植物如桃、苹果等的 ＣＡＳ 基因蛋白序列

相似性≥８０％ꎬ结构和蛋白序列上的一致性较高

说明 ＰｄＣＡＳ 基因比较保守ꎮ 邢朝斌等(２０１２)已经

在不同植物中分离得到了 ５ 类鲨烯环化酶ꎬ即
ＣＡＳ、β￣香 树 酯 醇 合 成 酶 ( β￣ａｍｙｒｉｎ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ β￣
ＡＳ )、 达 玛 烷 二 醇 合 成 酶 ( ｄａｍｍａｒｅｎｅｄｉｏｌ
ｓｙｎｔｈａｓｅ)、羊毛甾醇合成酶( ｌａｎｏｓｔｅｒｏｌ ｓｙｎｔｈａｓｅ)和

羽扇豆醇合成酶( ｌｕｐｅｏｌ ｓｙｎｔｈａｓｅ)ꎮ 生物体内的三

萜类物质和植物甾醇都源于同一前体物质—２ꎬ３￣
氧化鲨烯ꎬ且均由异戊二烯途径合成ꎬ２ ꎬ ３￣氧化

鲨烯在上述 ５ 种环化酶的作用下生成植物甾醇和

三萜类骨架ꎮ 其中 ＣＡＳ 主要功能是催化环化合成

各种甾醇和类甾醇类化合物(明乾良等ꎬ２０１０)ꎬ即
２ꎬ ３￣氧化鲨烯在 ＣＡＳ 的作用下合成环阿屯醇ꎬ 再

经过一系列的催化反应生成植物甾醇(该途径被

称为“环阿屯醇途径”) (张忠廉等ꎬ２０１７)ꎮ 本研

究中 ＰｄＣＡＳ 的蛋白序列中存在氧化鲨烯环化酶超

家族的特征序列 ＤＣＴＡＥꎬ 也说明 ＰｄＣＡＳ 基因属于

鲨烯环化酶基因家族ꎮ ＤＣＴＡＥ 可以将鲨烯合酶的

ＤＤＴＡＶ 定点突变成 ＤＣＴＡＥꎬ致使鲨烯合酶的底物

由鲨 烯 变 成 ２ꎬ ３￣氧 化 鲨 烯 ( Ｄａｎｇ＆Ｐｒｅｓｔｗｉｃｈꎬ
２０００)ꎮ 因此ꎬＰｄＣＡＳ 基因与滇牡丹甾醇类化合物

的合成密切相关ꎮ 后续研究将对 ＰｄＣＡＳ 和与之可

能相关的 Ｐ４５０ 进行异源表达试图得到新的环阿
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屯醇衍生物ꎮ
“环阿屯醇途径”是甾醇类化合物合成的主要

途径(Ｇａｓ￣Ｐａｓｃｕａｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)ꎬ该途径及环阿屯醇

对植物的生长发育影响显著ꎬ但其具体的影响机

制尚未得到深入研究ꎮ 环阿屯醇还具多种药理活

性ꎬ而具体作用机制尚未清楚ꎮ 因此ꎬ今后应重视

对其药理活性、生理作用和相关次生代谢产物的

研究ꎬ为更好地研发和应用滇牡丹甾醇类化合物

奠定基础ꎮ
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