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长春花茉莉酸－异亮氨酸合成酶 ＣｒＪＡＲ１
生物信息学分析与原核表达

林　 颖ꎬ 王燕燕ꎬ 于　 放∗

( 大连工业大学ꎬ 辽宁 大连 １１６０３４ )

摘　 要: 长春花(Ｃａｔｈａｒａｎｔｈｕｓ ｒｏｓｅｕｓ)可以产生多种萜类吲哚生物碱ꎬ其中包括多种天然的抗癌药物ꎬ但合成

含量很低ꎬ茉莉酸信号通路可以调控这些萜类吲哚生物碱的生物合成ꎬ茉莉酸－异亮氨酸合成酶为茉莉酸信

号通路中的关键元件ꎮ 为了研究其功能ꎬ该文以长春花叶片为材料ꎬ分析了 ＣｒＪＡＲ１ 基因所编码的氨基酸序

列ꎬ并进行原核表达ꎮ 结果表明:ＣｒＪＡＲ１ 基因编码了 ５８５ 个氨基酸ꎬ该蛋白不存在跨膜区域ꎬ定位于细胞质

中ꎬ且该蛋白不含有信号肽ꎻ进一步系统进化树分析表明ꎬ 长春花 ＣｒＪＡＲ１ 与笋瓜和番木瓜的 ＪＡＲ１ 同源性

最高ꎻ对二级、三级结构进行预测ꎬ发现 ＣｒＪＡＲ１ 蛋白主要由 α￣螺旋构成ꎻ同时ꎬ成功构建了 ｐＥＴ￣３０ｂ￣ＣｒＪＡＲ１

重组表达质粒ꎬ并经 ＩＰＴＧ 诱导后在大肠杆菌 ＢＬ２１ 中异源表达ꎬ经 １６、３７ ℃分别诱导至 １６ ｈ 后ꎬ均显示出

最高的表达量ꎮ 综上结果ꎬ对长春花中 ＣｒＪＡＲ１ 蛋白进行生物信息学分析ꎬ并成功在大肠杆菌中进行异源表

达ꎬ这对体外该蛋白功能的研究具有深远影响ꎬ为调节茉莉酸信号通路甚至调控长春花中次级代谢产物的

生物合成提供了指导ꎮ
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　 　 茉莉酸(ｊａｓｍｏｎｉｃ ａｃｉｄꎬＪＡ)是一种植物激素ꎬ它
在植物体内广泛存在ꎬ是植物的生长调节物质ꎮ 在

植物中ꎬ茉莉酸类物质可以作为调节信号ꎬ通过积

累次级代谢产物ꎬ从而调节植物的防御应答反应

(杜红梅等ꎬ２００９)ꎮ 茉莉酸及其衍生物能够影响生

物体内多个基因的表达ꎬ从而影响植物次级代谢产

物的积累(Ｖｏｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７)ꎮ 当植物受到外源胁

迫或内源影响时ꎬ会产生相应的信号ꎬ这些信号可

以促进植物体内 ＪＡ 的生成ꎬＪＡ 从过氧化物酶体中

生成ꎬ而后被运送到细胞质中ꎬ由茉莉酸－异亮氨酸

合成酶 ( ＪＡＲ１) 作用形成茉莉酸 －异亮氨酸 ( ＪＡ￣
Ｉｌｅ)ꎮ ＪＡ￣Ｉｌｅ 促进泛素连接酶复合物(ＳＣＦＣＯＩ１)与茉

莉素 ＺＩＭ 结构域蛋白(ＪＡＺ)形成复合物ꎬ当形成复

合物后ꎬ２６Ｓ 蛋白酶就会把 ＪＡＺ 蛋白水解掉ꎮ ＪＡＺ
蛋白被水解后ꎬ之前被抑制活性的转录因子 ＭＹＣ２
就会被释放出来ꎬ可以和下游靶基因的 Ｇ￣ｂｏｘ 相结

合ꎬ从而影响下游基因的表达ꎬ进而影响不同的次级

代谢途径ꎬ生成一系列次级代谢产物(Ｗａｓｔｅｒｎａｃｋ ＆
Ｓｔｒｎａｄꎬ２０１５ꎻＷａｓｔｅｒｎａｃｋ ＆ Ｓｏｎｇꎬ２０１６)ꎮ

长春花(Ｃａｔｈａｒａｎｔｈｕｓ ｒｏｓｅｕｓ)是夹竹桃科长春

花属植物ꎬ其自身能够产生超过 １３０ 种萜类吲哚

生物碱( ｔｅｒｐｅｎｉｏｄ ｉｎｄｏｌｅ ａｌｋａｌｏｉｄｓꎬＴＩＡｓ)ꎬ其中包括

目前应用最广泛的天然植物抗肿瘤药物长春碱

(ｖｉｎｂｌａｓｔｉｎｅ)和长春新碱( ｖｉｎｃｒｉｓｔｉｎｅ)ꎬ它们可用于

治疗恶性淋巴肿瘤、急性白血病等疾病ꎬ此外ꎬ长
春花中的阿玛碱(ａｊｍａｌｉｃｉｎｅ)可以起到降低血压以

及治疗心脏等病症 ( Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎬ而蛇根碱

(ｓｅｒｐｅｎｔｉｎｅ)能够止疼ꎮ 长春质碱( ｃａｔｈａｒａｎｔｈｉｎｅ)
可以使血糖降低ꎬ并且还能够消毒止血ꎬ同时还有

利尿的功能ꎬ长春质碱还是合成长春碱、长春新碱

等生物碱的前体化合物(向蓓蓓等ꎬ２０１０)ꎮ 但是

由于这些萜类吲哚生物碱分布于长春花的不同组

织器官中(Ｒｉｓｃｈｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００６)ꎬ且含量很少ꎬ导致

提取困难ꎬ且因结构复杂ꎬ合成难度非常大ꎬ因此

许多研究者是通过利用基因工程的手段来提高

ＴＩＡｓ 的产量(杨致荣等ꎬ２００５)ꎮ 而在长春花的茉

莉酸信号通路中ꎬ螺旋－环－螺旋( ｂＨＬＨ)、ＡＰ２ /
ＥＲＦｓ 和 ＷＲＫＹ 三个家族的转录因子都参与调控

了 ＴＩＡｓ 的 生 物 合 成ꎬ 其 中ꎬ ＣｒＭＹＣ２ 是 通 过 与

ＡＰ２ / ＥＲＦｓ 转录因子家族中的 ＯＲＣＡ２ / ３ 启动子上

的 Ｇ￣ｂｏｘ 相似元件相结合ꎬ从而激活了转录因子

基因的表达ꎬ进而调控了大多数 ＴＩＡｓ 的生物合成

途径(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎮ
ＪＡＲ１ 作为茉莉酸信号的重要元件ꎬ它能够形

成 ＪＡ￣Ｉｌｅꎬ在植物次生代谢调节方面具有非常重要

的作用ꎬ但是目前对于长春花中 ＣｒＪＡＲ１ 蛋白的研

究还很少ꎮ 本课题组在前期工作中成功地克隆了

长 春 花 中 的 ＪＡＲ１ 基 因 ( 徐 岩 等ꎬ ２０１７ )ꎬ 即
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ＣｒＪＡＲ１ꎬ并且在长春花叶片中过表达了 ＣｒＪＡＲ１ꎬ发
现显著提高了合成长春质碱和文多灵途径中相关

关键酶基因的表达量ꎬ并且促进了文多灵和长春

质碱的积累ꎮ 为了进一步研究长春花中 ＣｒＪＡＲ１
蛋白在茉莉酸信号通路中的功能以及对下游 ＴＩＡｓ
的生物合成的影响ꎬ本研究将 ＣｒＪＡＲ１ 进行原核细

胞表达ꎬ初步确定了表达条件ꎬ并对该蛋白的氨基

酸序列以及其结构进行了分析ꎮ 这为体外研究

ＪＡＲ１ 功能、深入研究茉莉酸信号通路调控次级代

谢产物的生成具有重要意义ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料和试剂

采取野生型长春花叶片为材料ꎮ ｐＥＴ￣３０ｂ 载

体和大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)感受态细胞均为本实验

室保藏ꎮ ＴＲＮｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ 试剂、ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ ＤＮａｓｅ Ｉ、
ＴＩＡＮ Ｓｃｒｉｐｔ Ｍ￣ＭＬＶ 反转录酶、ｐＧＭ￣Ｔ 载体、普通

琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒购自天根生化科技

有限公司ꎻＰｒｉｍｅ ＳＴＡＲ 酶、ＥｘＴａｑ 酶、限制性核酸

内切酶(Ｋｐｎ Ｉ、Ｓａｃ Ｉ)、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶购自 Ｔａｋａｒａ
公司ꎻ琼脂糖凝胶购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司ꎻ其他试

剂如乙醇、氯仿、异丙醇等均购自北京化工厂ꎮ
１.２ 长春花 ＣｒＪＡＲ１ 蛋白的氨基酸序列分析

长春花 ＣｒＪＡＲ１ 基因的克隆在本实验室的前

期已经完成(徐岩等ꎬ２０１７)ꎮ 通过 ＥｘＰＡＳｙ Ｐｒｏ￣
ｔｅｍｉｃｓ Ｓｅｒｖｅｒ 提供的在线软件 ＰｒｏｔＰａｒａｍ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )分析 ＣｒＪＡＲ１ 蛋

白的氨基酸组成ꎬ并且预测 ＣｒＪＡＲ１ 基因编码的蛋

白质 的 理 化 性 质ꎬ通 过 ＩｎｔｅｒＰｒｏ Ｓｃａｎ ( ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ.ｅｂｉ.ａｃ.ｕｋ / ｉｎｔｅｒｐｒｏ / ) 来分析蛋白质的保守区

域ꎮ 分别 使 用 ＴａｒｇｅｔＰ １. １ Ｓｅｒｖｅｒ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴａｒｇｅｔＰ / )和 ＳｉｇｎａｌＰ ４.１ ｓｅｒｖｅｒ
( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ / ) 及

ＴＭＨＭＭ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭ￣
ＨＭＭ / ) 分析长春花 ＣｒＪＡＲ１ 蛋白的亚细胞定位、
是否含有信号肽以及跨膜区域ꎬ通过 ＭＥＧＡ ５.１ 软

件的 ＵＰＧＭＡ 法构建系统进化树ꎬ使用在线软件

ＳＯＰＭＡ(ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｓｅｃｐｒｅｄ＿
ｓｏｐｍａ.ｐｌ) 预 测 ＣｒＪＡＲ１ 蛋 白 的 二 级 结 构ꎬ使 用

ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ( ｈｔｔｐｓ: / / ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｉｎ￣
ｔｅｒａｃｔｉｖｅ / ＲＲ９Ｂｅｚ / ｍｏｄｅｌｓ / )预测三级结构ꎮ
１.３ ｐＥＴ￣３０ｂ￣ＣｒＪＡＲ１ 重组质粒的构建

利用限制性核酸内切酶 Ｋｐｎ Ｉ 和 Ｓａｃ Ｉ 对

ｐＧＭ￣Ｔ￣ ＣｒＪＡＲ１ 质粒和 ｐＥＴ￣３０ｂ 载体进行双酶切ꎬ
３７ ℃恒温培养 ３ ｈꎬ使用 １％的琼脂糖凝胶电泳进

行分离ꎮ 将酶切后的 ＣｒＪＡＲ１ 基因片段和 ｐＥＴ￣３０ｂ
载体进行胶回收ꎬ通过 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶连接ꎬ连接

体系: １０ × Ｔ４ ＤＮＡ Ｌｉｇａｎｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ １ μＬꎬ回收的

ｐＥＴ￣３０ｂ 载体 ３ μＬꎬ酶切后的 ＣｒＪＡＲ１ ５ μＬꎬ Ｔ４

ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ １ μＬꎮ 在 ４ ℃连接 ２４ ｈꎮ 将连接产物

ｐＥＴ￣３０ｂ￣ＣｒＪＡＲ１ 转化到大肠杆菌 ＸＬ￣１０Ｇｏｌｄ 超级

感受态细胞中ꎮ 将连接产物 ｐＥＴ￣３０ｂ￣ＣｒＪＡＲ１ 加入

到大肠杆菌 ＸＬ￣１０Ｇｏｌｄ 超级感受态细胞中ꎬ冰上放

置 ５ ｍｉｎꎬ４２ ℃ 水浴 ３０ ｓꎬ冰上放置 １０ ｍｉｎꎬ加入

７００ μＬ 新鲜 ＬＢ 培养基ꎬ１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１ ３７ ℃震荡 １
ｈ 后ꎬ４ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１离心 ３ ｍｉｎꎬ涂布于平板上ꎮ 挑

取单菌落ꎬ并利用 ＣｒＪＡＲ１ 引物进行菌落 ＰＣＲ 验

证ꎬ确定阳性克隆ꎬ并将正确的样品进行测序

验证ꎮ
１.４ 蛋白的诱导表达与 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测

将测序正确的阳性克隆接入 ５０ ｍＬ ＬＢ 培养基

中ꎬ３７ ℃复苏ꎬ并以 ２％的接入量接入 ２００ ｍＬ ＬＢ
培养基中ꎬ３７ ℃ 震荡培养至 ＯＤ６００为 ０.６ 左右时ꎬ
加入 ＩＰＴＧꎬ终浓度分别为 ０.４、１ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎬ分别在

１６、３７ ℃下诱导培养ꎬ分别收集不同时间的表达产

物(０、２、４、８、１６ ｈ)ꎮ 分别配制分离胶和浓缩胶ꎬ
首先配制浓度为 １０％ 的分离胶ꎬ再配制浓度为

５％的浓缩胶ꎬ进行电泳时ꎬ在浓缩胶部分ꎬ首先保

持电压为 ８０ Ｖꎬ当到达分离胶以后ꎬ调整电压ꎬ使
电压保持在 １２０ Ｖꎬ当样品至分离胶底部时ꎬ关闭

电源ꎬ将分离胶取出ꎬ用考马斯亮蓝进行染色ꎬ脱
色后检验ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 长春花 ＣｒＪＡＲ１ 氨基酸序列分析

长春花 ＣｒＪＡＲ１ 基因编码 ５８５ 个氨基酸 (图

１)ꎬ通过 ＥｘＰＡＳｙ Ｐｒｏｔｅｍｉｃｓ Ｓｅｒｖｅｒ 提供的在线软件

ＰｒｏｔＰａｒａｍ 预测分析 ＣｒＪＡＲ１ 基因所编码的蛋白质
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图 １　 ＣｒＪＡＲ１ 蛋白的氨基酸序列
Ｆｉｇ. １　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＣｒＪＡＲ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

的一些基本理化性质ꎬ推测 ＣｒＪＡＲ１ 蛋白的分子量

为 ６５. ９５ ｋＤꎬ 等 电 点 ｐＩ 为 ５. ７３ꎬ 分 子 式 为

Ｃ２９５９Ｈ４６１４Ｎ７７２Ｏ８８０Ｓ２７ꎬ带正电荷的残基(Ａｒｇ＋Ｌｙｓ)总
数为 ６５ꎬ带负电荷的残基(Ａｓｐ＋Ｇｌｕ)总数为 ７５ꎬ脂
肪指数为 ８３.９７ꎬ亲水性为－０.２５４ꎬ不稳定指数为

４０.０２ꎬ这将 ＣｒＪＡＲ１ 蛋白归类为不稳定蛋白ꎮ 通

过使用 ＩｎｔｅｒＰｒｏ Ｓｃａｎ 分析 ＣｒＪＡＲ１ 蛋白ꎬ其结果显

示 ＣｒＪＡＲ１ 蛋白含有保守结构域ꎬ位于第 １９ ~ ５６０
氨基酸处(茉莉酸酰胺合成酶ꎬＩＰＲ０３１１１０)ꎬ并且

ＣｒＪＡＲ１ 蛋白属于 ＧＨ３ 家族ꎮ
ＪＡＲ１ 系统进化树分析结果如图 ２ 所示ꎮ 从图

２ 可以看出ꎬ长春花与笋瓜和番木瓜的 ＪＡＲ１ 蛋白

的亲缘关系比较近ꎮ ＳｉｇｎａｌＰ ４.１ ｓｅｒｖｅｒ 预测结果

表明 ＣｒＪＡＲ１ 蛋白不含有信号肽ꎬ且不存在跨膜区

域ꎮ 通过 使 用 ＴａｒｇｅｔＰ １. １ Ｓｅｒｖｅｒ 分 析 长 春 花

ＣｒＪＡＲ１ 蛋白的亚细胞定位ꎬ其中叶绿体的定位系

数为 ０.１２４ꎬ线粒体的定位系数为 ０.０８６ꎬ其他位置

为 ０.９１２ꎬ因此该蛋白可能位于细胞质中ꎮ 进一步

利用 ＳＯＰＭＡ 预测ꎬ发现 α￣螺旋占 ４１.８８％ꎬ不规则

卷曲占 ３８.８％ꎬ表明它们构成了蛋白的主要结构ꎬ
其次还包括部分延伸链(１４.３６％)和少部分 β￣转
角(４.９６％)分散在蛋白质中ꎮ ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 预测

ＣｒＪＡＲ１ 蛋白的三级结构ꎬ如图 ３ 所示ꎬ以 ＣｒＪＡＲ１
蛋白的同源模型 ５ｅｃｈ.２.Ａꎬ在第 １０ ~ ５８４ 位氨基酸

建模ꎬ其模型覆盖率为 ６４.５１％ꎮ
２.２ 原核表达载体重组质粒的构建

通过 Ｋｐｎ Ｉ 和 Ｓａｃ Ｉ 对测序正确的 ｐＧＭ￣Ｔ￣

ＣｒＪＡＲ１ 质粒和 ｐＥＴ￣３０ｂ 载体进行双酶切ꎬ分别回

收载体片段和 ＣｒＪＡＲ１ 片段ꎬ通过 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶

进行连接ꎬ构建 ｐＥＴ￣３０ｂ￣ＣｒＪＡＲ１ 原核表达载体ꎬ并
转化到大肠杆菌 ＸＬ￣１０Ｇｏｌｄ 超级感受态细胞中ꎮ
挑取单克隆菌落ꎬ经过 ＰＣＲ 验证后ꎬ在 １ ７００ ｂｐ 左

右存在明显条带ꎮ 提取质粒后ꎬ用 Ｋｐｎ Ｉ 和 Ｓａｃ Ｉ
进行双酶切ꎬ其结果如图 ４ 所示ꎬ结果正确ꎮ 将该

菌液送至北京华大基因进行测序ꎬ测序结果与前

期克隆 ＣｒＪＡＲ１ 基因的结果一致ꎬ证明 ｐＥＴ￣３０ｂ￣
ＣｒＪＡＲ１ 原核表达载体构建成功ꎮ
２.３ 重组蛋白的原核表达与 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析

将 ｐＥＴ￣３０ｂ￣ＣｒＪＡＲ１ 转入 ＢＬ２１ 表达宿主中ꎬ复
苏后扩大培养至 ２００ ｍＬ ＬＢ 培养基中ꎬ待 ＯＤ６００为

０.６ 左右时ꎬ取出 ２ ｍＬ 菌液作为 ０ ｈ 样品ꎬ然后分

别加入终浓度 ０.４、１ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＩＰＴＧ 在 １６、３７ ℃
诱导条件诱导表达ꎬ并且在 ２、４、８、１６ ｈ 四个时间

点分别收集菌液ꎮ 通过 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析蛋白表达

情况ꎮ 如图 ５ 所示ꎬ在 ７０ 和 ５０ ｋＤ 之间有明显条

带ꎬ与 ＣｒＪＡＲ１ 蛋白的分子量 ６５.９５ ｋＤ 相近ꎬ并且

在 １６、３７ ℃两种温度诱导条件下ꎬ随着诱导时间

的增加ꎬ条带明显加深ꎬ表明随着诱导时间的增

加ꎬＣｒＪＡＲ１ 蛋白的表达量越来越多ꎮ 上述研究为

后续纯化以及体外研究提供一定依据ꎮ

３　 讨论与结论

茉莉酸－异亮氨酸合成酶 (ＪＡＲ１)的功能在许
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图 ２　 ＣｒＪＡＲ１ 系统进化树分析
Ｆｉｇ. ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣｒＪＡＲ１

图 ３　 ＣｒＪＡＲ１ 蛋白质的三级结构预测
Ｆｉｇ. ３　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＣｒＪＡＲ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

多植物中都有所报道ꎬ其作为茉莉酸信号通路中

的关键酶ꎬ在调控茉莉酸信号方面起着十分重要

的作用( Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 在茉莉酸信号通路

中ꎬ茉莉酸通过腺苷化与异亮氨酸共价结合形成

茉莉酸－异亮氨酸ꎬ从而开启下游的信号传导途

径ꎬ其 ＪＡＲ１ 关键酶的作用机理分为以下三个部

分:腺苷化ꎻ共价结合ꎻ抗性基因表达的诱导( Ｓｈｅｎ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ 长春花作为一种天然的抗癌抗肿

瘤药物ꎬ其本身含有多种萜类吲哚生物碱ꎬ但由于

这些生物碱在长春花中的合成含量甚少( Ｐａｎｄｅｙ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎬ其合成量远远小于需求量ꎬ所以近

年来对于萜类吲哚生物碱的合成途径的研究越来

越多(Ｃａｐｕｔｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 其中ꎬ针对茉莉酸信号

调节长春花中萜类吲哚生物碱的合成的相关研究

还很少ꎮ 在使用外源激素处理植物时ꎬ适宜的浓

度和处理时间可以使产物大量合成ꎬ但浓度过高

或处理时间过长则会使产量下降 (乞永艳等ꎬ
２００６)ꎬ并且大量使用外源激素成本较高ꎬ且易造

成环境污染ꎮ 但通过基因工程的手段来影响相关

基因的表达ꎬ则可以避免这些问题ꎬ并且可以提高

长春花中次级代谢产物的产量ꎬ因此ꎬ成功克隆并

且了解合成 ＪＡ￣Ｉｌｅ 途径中的关键酶基因ꎬ对于目前

的生产和研究来说是十分重要的ꎮ 本实验室的前

期研究发现可以通过对茉莉酸信号通路的级联放

大来增加长春花中萜类吲哚生物碱的生物合成

(徐岩等ꎬ２０１７)ꎬ但对于 ＣｒＪＡＲ１ 蛋白的功能研究

尚不完全ꎮ 本研究克隆了长春花中的 ＣｒＪＡＲ１ 基

因ꎬ并确定该基因编码 ５８５ 个氨基酸ꎬ并且对长春

花 ＣｒＪＡＲ１ 蛋白进行了生物信息学分析ꎮ 经过亚

细胞定位分析ꎬ预测出该蛋白可能定位于细胞质

中ꎬ表明 ＣｒＪＡＲ１ 蛋白是在细胞质中发挥功能的

(Ｗａｓｔｅｒｎａｃｋ ＆ Ｓｔｒｎａｄꎬ ２０１５ꎻＷａｓｔｅｒｎａｃｋ ＆ Ｓｏｎｇꎬ
２０１６)ꎮ 经过对 ＣｒＪＡＲ１ 蛋白的保守结构域进行预
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图 ４　 原核表达载体 ｐＥＴ￣３０ｂ￣ＣｒＪＡＲ１的 ＰＣＲ 和酶切验证
Ｆｉｇ. ４　 ＰＣＲ ａｎｄ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＥＴ￣３０ｂ￣ＣｒＪＡＲ１

Ｍ. 蛋白 ｍａｋｅｒꎻ １－５. １６ ℃诱导 ０ 、２ 、４ 、 ８、１６ ｈ 全菌ꎻ ６－１０. ３７ ℃诱导 ０ 、２ 、４ 、 ８、１６ ｈ 全菌ꎮ
Ｍ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｋｅｒꎻ １－５. １６ ℃ ｉｎｄｕｃｅｄ ０ꎬ ２ꎬ ４ꎬ ８ꎬ １６ ｈ ｗｈｏｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａꎻ ６－１０. ３７ ℃ ｉｎｄｕｃｅｄ ０ꎬ ２ꎬ ４ꎬ ８ꎬ １６ ｈ ｗｈｏｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａ.

图 ５　 不同温度诱导表达 ＣｒＪＡＲ１ 的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析
Ｆｉｇ. ５　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣｒＪＡＲ１ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

测ꎬ发现该蛋白含有茉莉酸酰胺合成酶保守的结

构域ꎬ属于 ＧＨ３ 家族成员ꎬ并且通过进化树分析发

现长春花 ＣｒＪＡＲ１ 蛋白与笋瓜和番木瓜的 ＪＡＲ１ 蛋

白的亲缘关系比较近ꎬ表明 ＣｒＪＡＲ１ 蛋白可能是在

长春花的茉莉酸信号途径中合成 ＪＡ￣Ｉｌｅ 的关键酶ꎮ
构建重组质粒 ｐＥＴ￣３０ｂ￣ＣｒＪＡＲ１ꎬ并且成功在大肠

杆菌 ＢＬ２１ 中异源表达 ＣｒＪＡＲ１ 蛋白ꎮ 通过不同浓

度 ＩＰＴＧ 在不同温度下进行诱导ꎬ发现诱导表达 １６
ｈ 后ꎬＣｒＪＡＲ１ 蛋白表达量最高ꎮ 此外ꎬ该酶体外功

能验证也在进行ꎮ 尽管如此ꎬ现阶段的研究仍有

助于我们深入研究长春花中茉莉酸生物合成途径

以及信号传导机制ꎬ并为研究长春花中次级代谢

产物的生物合成提供依据ꎮ
目前对于长春花中次级代谢产物的研究主要
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集中在次级代谢产物的合成途径上ꎬ但仍然有很

多方面的因素可以影响次级代谢产物的生成ꎬ如
内源外源的刺激以及多种植物激素如茉莉酸、水
杨酸等的调控(Ｇｏｌｄｈａｂｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)等ꎬ因此ꎬ我
们将继续对长春花中茉莉酸－异亮氨酸合成酶的

功能以及茉莉酸信号通路中其他重要的信号调节

因子进行研究ꎬ进一步探讨它们对次级代谢产物

合成的影响ꎬ为后续的研究奠定理论基础ꎮ
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