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竹叶花椒 ＺａＧＧＰＰＳ 基因克隆与表达分析
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摘　 要: 为了揭示竹叶花椒萜类代谢的分子机理及嫁接对其风味的影响ꎬ该文依据转录组数据设计特异性

引物ꎬ采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法从竹叶花椒(Ｚａｎｔｈｏｘｙｌｕｍ ａｒｍａｔｕｍ)中克隆得到一个全新的牻牛儿基牻牛儿基焦磷

酸合成酶(ＧＧＰＰＳ)基因的全长 ｃＤＮＡ 序列ꎬ命名为 ＺａＧＧＰＰＳꎬ并利用 ＮＣＢＩ、ＰｒｏＰａｒａｍ、ＳｉｇｎａｌＰ ４.１ ｓｅｒｖｅｒ、

ＤＮＡＭＡＮ 和 ＭＥＧＡ ７.０ 软件对 ＺａＧＧＰＰＳ 基因进行生物信息学分析ꎬ并比较其在嫁接树和实生树中的表达

量ꎮ 结果表明:ＺａＧＧＰＰＳ 包含完整的 ｃＤＮＡ 开放阅读框(ＯＦＲ)ꎬ由 １ ０８６ ｂｐ 组成ꎬ编码 ３６１ 个氨基酸ꎮ 其蛋

白的相对分子量为 ３９ ０７９.１４ Ｄａꎬ理论等电点 ｐＩ 为 ６.３８ꎮ Ｂｌａｓｔ 比对结果显示该蛋白质属于 ＧＧＰＰＳ 家族蛋

白ꎬ含有 ２ 个 ＧＧＰＰＳ 蛋白特有的天冬氨酸富集基序ꎬ分别是“ＤＤＸＸＸＸＤ”和“ＤＤＸＸＤ”ꎬ以及 ５ 个特征性功

能结构域ꎮ 系统进化树结果显示竹叶花椒与芸香科植物甜橙(Ｃｉｔｒｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ)、克里曼丁桔(Ｃ. ｃｌｅｍｅｎｔｉｎａ)、

柚子(Ｃ. ｍａｘｉｍａ)等亲缘关系较近ꎮ 荧光定量 ＰＣＲ 检测显示ꎬＺａＧＧＰＰＳ 基因在竹叶花椒中的表达量从高到

低分别为实生树的叶、嫁接树的叶、实生树的茎、嫁接树的茎ꎮ 牻牛儿基牻牛儿基焦磷酸合成酶是竹叶花椒

萜类化合物生物合成途径中的关键酶ꎬ通过嫁接可影响 ＺａＧＧＰＰＳ 基因在叶和茎中的表达量ꎮ 该文对竹叶

花椒 ＺａＧＧＰＰＳ 基因进行了克隆与分析ꎬ为后续深入研究竹叶花椒香气形成的分子机理及利用分子生物学

手段选育优良品种提供理论依据ꎮ
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　 　 芸香科(Ｒｕｔａｃｅａｅ)花椒属(Ｚａｎｔｈｏｘｙｌｕｍ)植物

在世界上约有 ２５０ 种ꎬ其中我国有 ３９ 种ꎬ１４ 变种

( 杜 丽 君 等ꎬ ２０１３ )ꎮ 常 见 的 有 竹 叶 花 椒

(Ｚａｎｔｈｏｘｙｌｕｍ ａｒｍａｔｕｍ)、青花椒 ( Ｚ. ｓｃｈｉｎｉｆｏｌｉｕｍ)
和红花椒(Ｚ. ｂｕｎｇｅａｎｕｍ) (陈茜等ꎬ ２０１８)ꎮ 竹叶

花椒广泛分布于贵州、广西、云南等地ꎬ具有重要

的经济价值和生态效益ꎬ其果实可作为食用调料、
药材等ꎬ而且根系发达、耐干旱贫瘠 (张云等ꎬ
２０１０ꎻ 王景燕等ꎬ ２０１６)ꎮ 因此ꎬ西部经济落后且

干旱地区将栽植竹叶花椒作为解决农民劳动就业

和增收致富的重要途径(舒正悦等ꎬ ２０１８)ꎮ
竹叶花椒的挥发油是其香味物质的表征成

分ꎬ而竹叶花椒的挥发油中有 ６７.１２２％是萜类化

合物ꎬ包括 α￣蒎烯、β￣蒎烯、β￣石竹烯、大根香叶烯

等物质ꎬ因此ꎬ萜类化合物是竹叶花椒香气的重要

组分(张云等ꎬ ２０１０)ꎮ 以异戊二烯为结构单元的

萜类化合物是植物代谢产物中数量最多的一类ꎬ
其还参与植物的多种生理生化活动ꎬ如呼吸作用、
光合作用、生长发育、防御、信号传导、繁殖等ꎬ其
中部分萜类化合物具有重要的经济价值和药用价

值 (齐小琼等ꎬ ２０１６)ꎮ 牻牛儿基牻牛儿基焦磷酸

合 成 酶 ( ｇｅｒａｎｙｌｇｅｒａｎｙｌ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ

ＧＧＰＰＳ)在萜类化合物生物合成途径中起着关键

作用(魏攀等ꎬ ２０１６)ꎮ 植物萜类化合物合成途径

分两个阶段ꎬ首先是经甲基赤鲜糖醇磷酸途径

(ｍｅｔｈｙｌ￣ｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ￣ｐｈｏｓｐｈ￣ａｔｅꎬ ＭＥＰ)和甲羟戊酸途

径(ｍｅｖａｌｏｎｉｃ ａｃｉｄꎬ ＭＶＡ)生成二甲烯丙基焦磷酸

酯(ｄｉｍｅｔｈｙｌａｌｌｙｌ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬ ＤＭＡＰＰ)和异戊烯基

焦 磷 酸 ( ｉｓｏｐｅｎｔｅｎｙ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬ ＩＰＰ )ꎬ 然 后

ＧＧＰＰＳ 可催化三个不同的反应ꎬ分别是 ＧＧＰＰＳ 催

化 １ 分 子 法 尼 基 焦 磷 酸 ( ｆａｍｅｓｙｌｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬ
ＦＰＰ)和 １ 分子 ＩＰＰꎻＧＧＰＰＳ 催化 １ 分子牻牛儿基

焦磷 酸 ( ｇｅｒａｎｙｌ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬ ＧＰＰ ) 和 ２ 分 子

ＩＰＰꎻＧＧＰＰＳ 催化 １ 分子 ＤＭＡＰＰ 和 ３ 分子 ＩＰＰꎮ
三个反应最后都生成牻牛儿基牻牛儿基焦磷酸

(ｇｅｒａｎｙｌｇｅｒａｎｙｌ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬ ＧＧＰＰ) (姚雪倩等ꎬ
２０１７)ꎮ ＧＧＰＰ 不仅是控制植物代谢中“碳流”方

向的类异戊二烯化合物ꎬ而且还是众多化合物的

通用前体ꎬ可在不同的酶促反应下参与生成多萜

醇、赤霉素、叶绿素、脱落酸、类胡萝卜素、辅酶 Ｑ、
独脚金内酯、多酚、维生素 Ｅ、维生素 Ｋ 等物质ꎬ同
时研究发现其还参与催化蛋白的异戊二烯化

(Ｙａｍａｍｕｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４ꎻ 李泽锋等ꎬ ２０１５ꎻ 张萌

等ꎬ ２０１５ꎻ 韩立敏ꎬ ２０１５)ꎮ 因此ꎬＧＧＰＰＳ 在植物
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萜类化合物的合成中扮演着重要角色ꎮ 李锋等

(２０１９)发现在 ＮｔＧＧＰＰＳ１ 基因上调的烟草中ꎬ二
萜类化合物与质体色素的含量均有所增加ꎻ魏攀

等(２０１６)发现 ＮｔＧＧＰＰＳ１ 基因被特异性沉默后的

普通烟草 Ｋ３２６ 表现出植株矮小、生长缓慢、质体

色素含量低、花期延迟等特点 (魏攀等ꎬ ２０１６)ꎮ
目前人们已在芥蓝(薛生玲等ꎬ ２０１８)、烟草(魏攀

等ꎬ ２０１６)、茶树(姚雪倩等ꎬ ２０１７)、篦子三尖杉

(齐小琼等ꎬ ２０１６)、艾纳香(夏奇峰等ꎬ ２０１６)等

多种植物中克隆得到牻牛儿基牻牛儿基焦磷酸合

成酶基因ꎬ但尚未见到有关竹叶花椒 ＺａＧＧＰＰＳ 基

因的报道ꎮ 本研究对竹叶花椒 ＺａＧＧＰＰＳ 基因进

行克隆与分析ꎬ为后续深入研究竹叶花椒香气形

成的分子机理及利用分子生物学手段选育优良品

种提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料、试剂和仪器

材 料: 于 云 南 省 林 业 科 学 院 树 木 园

(１０２°４４′４２.５７″ Ｅꎬ ２５°０８′５０.６７″ Ｎ)采集竹叶花椒

嫁接树和实生树嫩梢上的叶和茎ꎬ用液氮保存带

回实验室ꎬ放在－８０ ℃冰箱中ꎮ
试剂和仪器:ＨｉＦｉＤＮＡ 聚合酶(北京全式金)ꎻ

ｐＵＭＴ 载体、Ｔ４ 连接酶、感受态细胞 ＤＨ５α 订购于

生工生物工程(上海)股份有限公司ꎻＲＮＡ 提取试

剂盒 ( Ｑｉａｇｅｎ)ꎻ质粒提取试剂盒 (康为世纪)ꎻ
Ｓｕｐｅｒ ＲＴ 试剂盒( Ｔａｋａｒａ)ꎮ ＰＣＲ 仪( Ｂｉｏ￣Ｒａｄ)、实
时荧光定量 ＰＣＲ 仪(ＡＢＩ)、离心机(Ｂａｃｋｍａｎ)ꎮ
１.２ ＲＮＡ 提取与 ｃＤＮＡ 合成

将竹叶花椒的实生树和嫁接树的叶、茎放到

液氮中研磨为粉末后ꎬ采用植物 ＲＮＡ 提取试剂盒

提取竹叶花椒叶和茎总 ＲＮＡꎬ其操作按照试剂盒

说明书进行ꎬＲＮＡ 质量检测使用浓度为 １％的琼脂

糖 凝 胶 电 泳 完 成ꎬ 检 测 ＲＮＡ 浓 度 则 使 用

ＮａｎｏＤｒｏｐＴＭ ２０００ꎮ 选 择 较 完 整ꎬ 浓 度 适 宜 的

ＲＮＡꎬ根据制造商的说明ꎬ使用反转录试剂盒以 １
mｇ 总 ＲＮＡ 进行 ｃＤＮＡ 合成ꎬ并置于－２０ ℃冰箱中

保存备用ꎮ 其余的 ＲＮＡ 置于－８０ ℃冰箱中ꎮ

１.３ ＺａＧＧＰＰＳ 基因的克隆

采用甜橙(Ｃｉｔｒｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓꎬ ＮＣＢＩ 登录号: ＸＰ＿
００６４６６７１９.１)的 ＧＧＰＰＳ 基因为模板ꎬ本地 ＢＬＡＳＴ
搜索竹叶花椒的转录组数据ꎬ得到竹叶花椒的牻

牛儿基牻牛儿基焦磷酸合成酶基因(ＺａＧＧＰＰＳ)序
列ꎬ以该序列为依据ꎬ设计特异引物(ＺａＧＧＰＰＳ１Ｆ:
５′￣ＡＴＧＡＣＴＴＧＴＧＴＧＡＡＴＡＴＣＧＧ￣３′ꎻ ＺａＧＧＰＰＳ１Ｒ:
５′￣ＴＣＡＡＴＴＣＴＧＣＣＴＡＴＡＡＧＣＡＡ￣３′)ꎮ 用竹叶花椒

嫁接树和实生树嫩梢的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬＺａＧＧＰＰＳ１Ｆ
和 ＺａＧＧＰＰＳ１Ｒ 为引物ꎬ以 ＨｉＦｉＤＮＡ 聚合酶进行扩

增得到 ＺａＧＧＰＰＳ 全基因片段ꎮ 经过电泳检测后

将目的片段连接到 ｐＵＭＴ 载体上ꎬ经 ＰＣＲ 检测ꎬ送
往生工基因进行测序ꎮ
１.４ ＺａＧＧＰＰＳ 基因蛋白序列分析

使用 ＮＣＢＩ 上的 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 分析获得的竹叶

花椒 牻 牛 儿 基 牻 牛 儿 基 焦 磷 酸 合 成 酶 基 因

(ＺａＧＧＰＰＳ)的 ｃＤＮＡ 序列ꎬ得到蛋白氨基酸序列ꎬ
并用 ＰｒｏＰａｒａｍ 预测其蛋白的理化性质ꎻ用 ＳｉｇｎａｌＰ
４.１ ｓｅｒｖｅｒ 预测该蛋白有无信号肽ꎻ先通过 ＮＣＢＩ 对
牻牛儿基牻牛儿基焦磷酸合成酶基因的蛋白氨基

酸序列进行序列搜索ꎬ然后选择与 ＺａＧＧＰＰＳ 蛋白

序列同源性较高的植物牻牛儿基牻牛儿基焦磷酸

合成酶蛋白序列ꎬ再利用 ＤＮＡＭＡＮ 将其与竹叶花

椒 ＧＧＰＰＳ 蛋白序列进行相似度比对ꎬ最后利用

ＭＥＧＡ ７.０ 构建系统进化树ꎮ
１.５ 基因的转录模式分析

成功合成 ｃＤＮＡ 第一条链后ꎬ以 ＴＺａＧＧＰＰＳＦ
(５′￣ＡＣＧＣＣＡＡＡＡＣＴＴＡＡＡＣＧＣＣＧ￣３′)和 ＴＺａＧＧＰＰＳＲ
(５′￣ＧＡＧＡＧＴＴＴＣＴＴＣＴＴＴＧＧＴＡＡ￣３′)作为特异引物ꎬ
且以 ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｓ(ＮＣＢＩ 登录号: ＭＫ９５３７２９)作为内参

基因ꎬ经荧光定量 ＰＣＲ 检测竹叶花椒 ＺａＧＧＰＰＳ 基因

在嫁接树茎、嫁接树叶、实生树茎和实生树叶中的

具体表达情况ꎮ 用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ( ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ)检测特

异引物的 ＰＣＲ 产物ꎮ ２５ mＬ 反应体系的可选参数如

下:２×ＳＹＢＲ 绿色主混合物 １２.５ mＬꎬ上下游引物(１０
mｍ􀅰Ｌ￣１)０.５ mＬꎬ模板(ｃＤＮＡ)１ mＬꎬｄｄＨ２Ｏ １０.５ mＬꎮ
使用 ＰＣＲ 热循环仪 ( ＡＢＩ ７３００ꎻ 应用生物系统ꎬ
Ｆｏｓｔｅｒ Ｃｉｔｙꎬ ＣＡꎬ ＵＳＡ)ꎮ ＰＣＲ 反应程序:变性程序

(９５ ℃ꎬ １０ ｍｉｎ)ꎬ放大定量程序重复 ４５ 次(９５ ℃ꎬ
１５ ｓꎻ ５７ ℃ꎬ １０ ｓꎻ ７２ ℃ꎬ １５ ｓꎻ 单次荧光测量)ꎬ熔

００６ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



化曲线程序(６０ ℃至 ９５ ℃ꎬ 加热速度 ０.１ ℃ꎬ 连续

荧光测量)ꎬ最后冷却至 ４０ ℃ꎮ 以延伸因子 １￣ａｌｐｈａ
(ＥＦ１ａ)基因作为基因正常表达的内部调控因子ꎬ通
过 ｑＰＣＲ 分析每个样品的至少两个独立的生物学重

复和每个生物学重复的三个技术重复ꎬ以确保再现

性和可靠性ꎮ 用比较 Ｃ ｔ值法计算相对基因表达量

ｆꎬ其中 ｆ ＝ ２－△△Ｃｔꎬ△△Ｃ ｔ ＝(试验目标基因组的 Ｃ ｔ值

－试验组参考基因的 Ｃ ｔ值) －(对照组目标基因的 Ｃ ｔ

值－对照组参考基因的 Ｃ ｔ值)ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＲＮＡ 提取和 ＺａＧＧＰＰＳ 基因克隆

利用植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒成功提取竹叶花

椒嫁接树和实生树嫩梢的总 ＲＮＡ 后ꎬ反转录得到

ｃＤＮＡꎮ 以 ＺａＧＧＰＰＳ１Ｆ 和 ＺａＧＧＰＰＳ１Ｒ 作为特异

引物ꎬ成 功 克 隆 得 到 竹 叶 花 椒 ＺａＧＧＰＰＳ 基 因

(ＮＣＢＩ 登录号: ＭＫ９５３７３１)ꎮ 在 ＮＣＢＩ ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ
软件上对测序结果分析显示ꎬＺａＧＧＰＰＳ 基因具有

完整 的 全 长 １ ０８６ ｂｐ 的 ｃＤＮＡ 开 放 阅 读 框

(ＯＲＦ)ꎬ编码 ３６１ 个氨基酸 (图 １)ꎮ

图 １　 竹叶花椒 ＺａＧＧＰＰＳ 基因克隆
Ｆｉｇ. １　 Ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ＺａＧＧＰＰＳ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ

Ｚａｎｔｈｏｘｙｌｕｍ ａｒｍａｔｕｍ

２.２ 竹叶花椒 ＺａＧＧＰＰＳ 基因蛋白序列分析

用在线程序 ＮＣＢＩ ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 预测 ＺａＧＧＰＰＳ

基因的开放阅读框ꎬＰｒｏＰａｒａｍ 预测其蛋白的理化

性质ꎮ 结果显示:该蛋白由 ３６１ 个氨基酸残基组

成ꎬ其分子量为 ３９ ０７９. １４ Ｄａꎬ理论等电点 ｐＩ 为

６.３８ꎻ将 ＺａＧＧＰＰＳ 蛋白序列放在美国国家生物技

术信息中心(ＮＣＢＩ)上进行比对ꎬ发现推断得到的

３６１ 个氨基酸序列与已知功能的甜橙(ｓｗｅｅｔ ｏｒａｎｇｅꎬ
Ｃｉｔｒｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ)、克里曼丁 桔 ( ｃｌｅｍｅｎｔｉｎｅ ｍａｎｄａｒｉｎꎬ
Ｃ. ｃｌｅｍｅｎｔｉｎａ)、柚子(ｐｏｍｅｌｏꎬ Ｃ. ｍａｘｉｍａ)和白梨(ｗｈｉｔｅ
ｐｅａｒꎬ Ｐｙｒｕｓ ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ)的 ＧＧＰＰＳ 蛋白序列相似性

较高ꎬ 结 果 为 ＺａＧＧＰＰＳ 蛋 白 序 列 与 甜 橙 的

ＣｓＧＧＰＰＳ 蛋白序列相似性为 ８２.３２％ꎬ与克里曼丁

桔的 ＣｃＧＧＰＰＳ 蛋白序列相似性为 ８２.０４％ꎬ与柚子

的 ＣｍＧＧＰＰＳ 蛋白序列相似性为 ８２.０４％ꎬ与白梨

的 ＰｂＧＧＰＰＳ 蛋白序列相似性为 ７３.５３％ꎮ 对竹叶

花椒 ＺａＧＧＰＰＳ 蛋白序列分析发现ꎬ其含有 ２ 个

ＧＧＰＰＳ 蛋白特有的保守区ꎬ即天冬氨酸富集基序

“ＤＤＸＸＸＸＤ”和“ＤＤＸＸＤ” (Ｘ 为任意氨基酸)ꎬ并
且发现其含有聚异戊二烯合成酶的 ５ 个特征性功

能结构域(Ⅰ－Ⅴ) (图 ２)ꎮ
将推导出来的 ＺａＧＧＰＰＳ 蛋白序列放在 ＮＣＢＩ 上

进行比对后ꎬ可得到其他植物的 ＧＧＰＰＳ 蛋白序列ꎬ用
ＭＥＧＡ ７.０ 中自带的 Ｃｌｕｓｔｅｒ Ｗ 进行蛋白序列多重比

对ꎬ用 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ 算法(自检举１ ０００次)ꎬ绘制出

竹叶花椒 ＧＧＰＰＳ 与其他植物 ＧＧＰＰＳ 的进化树(图
３)ꎮ 结果显示竹叶花椒 ＺａＧＧＰＰＳ 蛋白与甜橙、克里

曼丁桔、柚子的 ＧＧＰＰＳ 蛋白聚为一类(图 ２)ꎮ
２.３ 竹叶花椒 ＺａＧＧＰＰＳ 基因的转录模式分析

采集竹叶花椒嫁接树和实生树的嫩梢ꎬ用液氮

保存带回实验室ꎬ用植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒提取竹

叶花椒嫁接树茎、嫁接树叶、实生树茎和实生树叶

的 总 ＲＮＡ 并 反 转 录 成 ｃＤＮＡꎮ 用 特 异 引 物

ＴＺａＧＧＰＰＳＦ 和 ＴＺａＧＧＰＰＳＲ 检测在嫁接树叶、嫁接

树茎、实生树叶和实生树茎中 ＺａＧＧＰＰＳ 基因的具体

表达情况(图 ４)ꎬ结果显示ꎬＺａＧＧＰＰＳ 基因在竹叶

花椒实生树的叶中表达量最高ꎬ其次是嫁接树的

叶ꎬ再到实生树的茎ꎬ在嫁接树的茎中表达量最低ꎮ

３　 讨论与结论

研究表明ꎬ尽管 ＧＧＰＰＳ 基因是个大家族ꎬ且各
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Ｚａ. 竹叶花椒ꎻ Ｃｃ. 克里曼丁桔(登录号: ＸＰ＿００６４２５７３８.１)ꎻ Ｃｓ. 甜橙(登录号: ＸＰ ＿００６４６６７１９. １)ꎻ Ｃｍ. 柚子(登录号:　
ＡＪＴ５９４２０.１)ꎻ Ｐｂ. 白梨(登录号: ＸＰ＿００９３７９１８２.１)ꎮ
Ｚａ. Ｚａｎｔｈｏｘｙｌｕｍ ａｒｍａｔｕｍꎻ Ｃｃ. Ｃｉｔｒｕｓ ｃｌｅｍｅｎｔｉｎａ(Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ.: ＸＰ＿００６４２５７３８.１)ꎻ Ｃｓ. Ｃ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ (Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ.: ＸＰ＿００６４６６７１９.１)ꎻ
Ｃｍ. Ｃ. ｍａｘｉｍａ (Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ.: ＡＪＴ５９４２０.１)ꎻ Ｐｂ. Ｐｙｒｕｓ ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ (Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ.: ＸＰ＿００９３７９１８２.１).

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

基因存在明显分化ꎬ如同源基因编码蛋白的亚细

胞定位、表达模式等存在差异ꎬ 但仍有部分同源基

因对萜类代谢起着关键的调控作用ꎬ能显著影响

植物体内萜类化合物的合成(王中等ꎬ ２０１８)ꎮ 蛋

白序列多重比对显示竹叶花椒 ＧＧＰＰＳ 与其他植

物 ＧＧＰＰＳ 的相似 性 较 高ꎬ该 氨 基 酸 序 列 含 有

ＧＧＰＰＳ 共有的 ５ 个保守结构域ꎬ以及 ＦＡＲＭ( ｔｈｅ
ｆｉｒｓｔ ａｓｐａｒｔａｔｅ￣ｒｉｃｈ ｍｏｔｉｆ ) 和 ＳＡＲＭ ( ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ

２０６ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



图 ３　 竹叶花椒 ＺａＧＧＰＰＳ 与其他植物 ＧＧＰＰＳ 的系统进化树
Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅｓ ｏｆ ＺａＧＧＰＰＳ ｆｒｏｍ Ｚａｎｔｈｏｘｙｌｕｍ ａｒｍａｔｕｍ ａｎｄ ＧＧＰＰＳ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

图 ４　 ＺａＧＧＰＰＳ 基因分别在嫁接树和
实生树的茎和叶中的表达情况

Ｆｉｇ. ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＺａＧＧＰＰＳ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｓｔｅｍｓ ａｎｄ
ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｇｒａｆｔｅｄ ａｎｄ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｔｒｅｅｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

ａｓｐａｒｔａｔｅ￣ｒｉｃｈ ｍｏｔｉｆ) 这两个特异功能域ꎬ分别是

“ＤＤＬＰＣＭＤ”和“ＤＤＩＬＤ”ꎬ其中 ＦＡＲＭ 和 ＳＡＲＭ 是

ＧＧＰＰＳ 催化 Ｍｇ２＋桥与底物分子二磷酸基团结合的

关键活性位点 ( Ｓｏｎｇ ＆ Ｐｏｕｌｔｅｒꎬ １９９４ꎻ Ｈｅｍｍｉ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００３)ꎮ Ｋａｉ ｅｔ ａｌ.(２０１０)和 Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.(２０１０)
的研究发现ꎬ丹参 ＳｍＧＧＰＰＳ 基因和榛子 ＣｇＧＧＰＰＳ
基因在叶中的表达量均高于茎中的表达量ꎬ而本

研究经转录模式分析可看出无论是在嫁接树还是

实生树中ꎬＺａＧＧＰＰＳ 基因在叶的表达量都比在茎

中高ꎬ这与前人研究结果相一致ꎮ 然而ꎬ嫁接过后

竹叶花椒的叶和茎相对实生树来说ꎬＺａＧＧＰＰＳ 基

因分 别 下 调ꎬ 从 而 推 测 嫁 接 可 影 响 竹 叶 花 椒

ＺａＧＧＰＰＳ 基因的表达ꎮ
花椒的主要风味是麻味和香味ꎬ而其香味物

质的表征成分是挥发油ꎬ包含了醇类、烯类、醛类、
酯类、酮类等挥发性物质ꎬ同时挥发油的成分还是

评价花椒品质的主要指标ꎮ 竹叶花椒香气成分中

的萜类物质以单萜居多ꎬ其次是二萜ꎬ包括柠檬

烯、桉树脑、萜品醇、水芹烯、蒎烯、月桂烯、桧烯、
大根香叶烯、石竹烯等(陈茜等ꎬ ２０１８)ꎮ 当前ꎬ关
于牻牛儿基牻牛儿基焦磷酸合成酶在植物香味领

域的研究多集中在烟草和茶树这两类植物中ꎬ如
林世峰等(２０１４)发现烟叶中类胡萝卜素、二萜类

化合物的含量增加ꎬ其香气量也会相应增加ꎻ姚雪

倩等(２０１７)发现铁观音 ＣｓＧＧＰＰＳ 基因在芽叶的

相对表达量总体随芽叶的成熟度增加而增加ꎬ从
而很好地解释了在生产加工上需采摘一定成熟度

芽叶的原因ꎻ王赞等 ( ２０１９) 通过研究推测茶树

ＣｓＧＧＤＰＳ７ 基因与其萜类香气化合物的合成关系
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密切ꎮ 目前尚未见到有关 ＧＧＰＰＳ 基因对竹叶花椒

香味 影 响 的 相 关 研 究ꎮ 本 研 究 对 竹 叶 花 椒

ＺａＧＧＰＰＳ 基因进行克隆与分析ꎬ为今后深入研究

竹叶花椒香气形成的分子机理、利用基因工程手

段调控竹叶花椒萜类化合物的含量及改善果皮香

气品质提供理论依据ꎮ
花椒的香气成分具有较高的经济价值和药用

价值ꎮ 在制药方面ꎬ因其香气成分具有促进药物

透皮吸收的功效ꎬ故可将其加入到一些外用制剂

中ꎬ以促进药物吸收ꎻ在食品方面ꎬ花椒香气成分

可作为无毒无害的食品防腐剂ꎬ以代替苯甲酸钠、
山梨酸钾等物质ꎻ在农业方面ꎬ花椒香气成分可有

效抑制病虫害的繁殖ꎬ以减少化学农药的使用(陈
茜等ꎬ ２０１８)ꎮ 因此ꎬ在加强花椒香气成分基础研

究的同时ꎬ也应加强其产品的开发与利用ꎬ以促进

生态与经济的和谐发展ꎮ
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