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卷叶贝母法尼基焦磷酸合酶基因的克隆及表达分析

李　 锐ꎬ 陈晓仪ꎬ 张　 阳ꎬ 张甜甜ꎬ 赵　 琦∗

( 成都大学 药学与生物工程学院ꎬ 成都 ６１０１０６ )

摘　 要: 为了探究卷叶贝母(Ｆｒｉｔｉｌｌａｒｉａ ｃｉｒｒｈｏｓａ)法尼基焦磷酸合酶基因(ＦｃＦＰＰＳ)是否参与甾类生物碱合

成、萜类合成等代谢过程ꎬ该研究基于转录组测序结果ꎬ通过 ＰＣＲ 技术克隆卷叶贝母 ＦＰＰＳ 基因(ＦｃＦＰＰＳ)
开放阅读框(Ｏｐｅｎ Ｒｅａｄｉｎｇ ＦｒａｍｅꎬＯＲＦ)序列ꎬ运用生物信息学方法对该基因进行分析ꎬ预测其编码蛋白的

结构与功能ꎬ并通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＦｃＦＰＰＳ 基因在野生鳞茎和再生鳞茎(通过激素组合刺激获得的组织培

养物)中的表达情况ꎬ以及利用煎煮法测定野生鳞茎和再生鳞茎的总生物碱含量ꎮ 结果表明:获得了 １ ０５９
ｂｐ 的 ＦｃＦＰＰＳ ＯＲＦ 片段ꎬ编码 ３５２ 个氨基酸ꎬ并与 ＮＣＢＩ 上公布的麝香百合、虎眼万年青、春兰等植物 ＦＰＰＳ
蛋白的相似性在 ８５％以上ꎻ对 ＦｃＦＰＰＳ 蛋白的二级、三级结构预测发现 ＦｃＦＰＰＳ 蛋白主要由 α 螺旋构成ꎻ
ｑＲＴ￣ＰＣＲ 与总生物碱含量测定结果显示 ＦｃＦＰＰＳ 基因的表达水平与总生物碱含量的变化趋势一致ꎬ都是再

生鳞茎高于野生鳞茎ꎮ ＦｃＦＰＰＳ 蛋白质特征区及同源性等生物信息学分析结合 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 的测定结果证明

ＦｃＦＰＰＳ 可能是一个有生物学功能的蛋白质ꎬ这为后续利用基因工程手段提高卷叶贝母中生物碱含量奠定

了理论基础ꎮ
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　 　 卷叶贝母(Ｆｒｉｔｉｌｌａｒｉａ ｃｉｒｒｈｏｓａ)又称川贝母ꎬ系
百合科贝母属ꎬ其干燥鳞茎是川产道地药材“川贝

母”的最珍贵来源ꎬ主产川西、滇西北和藏东、藏南

３ ２００ ~ ４ ２００ ｍ 的高海拔区域(中国植物志编委

会ꎬ １９９８)ꎮ 卷叶贝母是 ２０１０ 年版的«中华人民

共和国药典»中药材“川贝母” ６ 种来源植物之一

(国家药典委员会ꎬ ２０１０)ꎬ通常被认为是其中药

效最好、最为珍贵的来源植物ꎮ 其干燥鳞茎中含

有多种核苷(Ｄｕａｎ ｅｔ ａｌꎬ ２０１１)、生物碱(王晓静ꎬ
２００４)和挥发油(Ｗａｎｇ ＆ Ｌｉꎬ ２０１３)等药效物质ꎬ
具有清热润肺、化痰止咳的功效ꎬ主治肺热燥咳、
咯痰带血、痰多胸闷等症(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌꎬ ２０１１)ꎮ

甾类生物碱是卷叶贝母的主要药效成分(王

强等ꎬ ２００２)ꎬ其干燥鳞茎中富含的川贝碱、西贝

碱、贝母素乙和贝母素甲等甾类生物碱都可以显

著地抑制小鼠由氨引起的咳嗽等症状(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌꎬ
２０１１)ꎮ 甾类生物碱的生物合成较复杂ꎬ其生物合

成途径与三萜类化合物类似ꎬ主要由甲羟戊酸途

径(ＭＶＡ)合成ꎬ该途径中的法尼基焦磷酸合酶催

化两分子的异戊烯基焦磷酸和一分子的二甲基丙

烯基焦磷酸完成 １ꎬ４ 头尾缩合反应生成法尼基焦

磷酸(ＦＰＰ)ꎬ而 ＦＰＰ 是生物合成萜类化合物、类固

醇、甾类等的共同前体(李永波等ꎬ ２０１２)ꎮ 因此ꎬ
作为甾类生物碱合成途径的重要限速酶ꎬＦＰＰＳ 的

含量与活性必将决定后续次生代谢产物的产量ꎮ
针对植物次生代谢途径的研究ꎬ关键酶基因的克

隆与功能分析一直是其研究热点ꎮ 目前已从多种

植物中克隆并鉴定了法尼基焦磷酸合酶基因

(ＦＰＰＳ)ꎬ包括杜仲、三七、刺五加等(李永波等ꎬ
２０１２)ꎬ在这些植物中 ＦＰＰＳ 是一个 ８０ ~ ８４ ｋＤ 的

同型二聚体ꎬ该二聚体构型最显著的结构特性就

是由 １０ 个核心螺旋围绕着的较大中心空腔ꎬ每个

亚基都存在两类底物结合位点ꎬ亚基之间的相互

作用形成了二聚体共享的活性中心( Ｔａｎｅｔｏｓｈｉ ｅｔ
ａｌꎬ ２０００)ꎮ ＦＰＰＳ 基因的异源表达可以明显提高

青蒿(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌꎬ １９９９)、烟草(崔红等ꎬ ２００６)等

植物中经由该途径合成的相关次生代谢产物的含

量ꎮ 可见ꎬＦＰＰＳ 对植物次生代谢产物的合成具有

重要的调控作用ꎮ
为了探究卷叶贝母 ＦＰＰＳ 基因(ＦｃＦＰＰＳ)是否

参与甾类生物碱合成、萜类合成等代谢过程ꎬ为甾

类和三萜类化合物代谢途径提供优质基因资源ꎮ
本研究首先运用分子生物学技术克隆了 ＦｃＦＰＰＳ
基因ꎬ并运用生物信息学手段对其序列进行分析

以预测其所具有的生物学功能ꎬ随后分别通过

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术和煎煮法检测了再生鳞茎和野生鳞

茎基因表达和总生物碱含量的变化趋势ꎮ 这些工

作均为深入研究 ＦｃＦＰＰＳ 基因的功能及利用提供

了基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

植物材料:卷叶贝母野生材料采自其原产地

康定折多山川贝母野生抚育基地ꎬ经组织培养技

术快速繁殖得到大量供实植株ꎮ 再生鳞茎诱导采

用 ＭＳ＋２.０ ｍｇＬ￣１ ６￣ＢＡ ＋０.５ ｍｇＬ－１ ＮＡＡ 在 ２０
°Ｃ 的光照培养(４０ μｍｏｌｍ ￣２ｓ￣１光照 １２ ｈ)条件

下培养 ２ 个月获得ꎮ
试剂:大肠杆菌菌株 Ｔｏｐ１０ 由本实验室保存ꎬ反

转录试剂盒(Ｐｒｉｍｅ￣Ｓｃｒｉｐｔ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ)、ｐｆｕ 高保

真酶、ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎬ琼脂糖凝胶
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回收试剂盒、总 ＲＮＡ 提取试剂盒购自天根生化(北
京)科技有限公司ꎬ质粒提取试剂盒购自Ｏｍｅｇａ公司

(ＯｍｅｇａꎬＵＳＡ)ꎬ荧光定量试剂盒(ＳｓｏＦａｓｔｔｍ ＥｖａＧｒｅｅｎ
 Ｓａｐｅｒｍｉｘ)购自 ＢＩＯ￣ＲＡＤ 公司ꎬ其它化学药品为

进口或国产分析纯ꎬＰＣＲ 引物合成和基因测序由北

京六合华大基因有限公司完成ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 总 ＲＮＡ 的提取与 ｃＤＮＡ 的合成 　 用天根公

司的植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒提取卷叶贝母野生

鳞茎和再生鳞茎的总 ＲＮＡꎬ并按照反转录试剂盒

说明书合成 ｃＤＮＡ 第一链ꎬ反转录产物保存于－８０
℃备用ꎮ 基于转录组测序分析ꎬ较野生鳞茎相比ꎬ
再生鳞茎的 ＦＰＰＳ 基因表达量增高ꎬ因此将再生鳞

茎样品用于 ＦｃＦＰＰＳ 基因的克隆ꎮ
１.２.２ ＦｃＦＰＰＳ 基因的克隆与序列分析 　 根据本实

验室测得的卷叶贝母转录组测序数据库ꎬ用 ｐｒｉｍｅｒ
ｐｒｉｍｉｅｒ ５.０ 软件设计基因特异性引物ꎮ 上游引物:
５′￣ＡＴＧＧＣＧＧＣＧＧＣＧＧＣＧＧ￣３′ꎬ 下 游 引 物: ５′￣
ＣＴＡＣＴＴＣＴＧＣＣＴＣＴＴＧＴＡＡＡＴＣＴＴＧ￣３′ꎬ以反转录的

ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 所得产物经回收后

克隆到 ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体上ꎬ转化 Ｅ. ｃｏｌｉ Ｔｏｐ１０ 感受

态细胞ꎮ 菌落经 ＰＣＲ 验证后ꎬ挑取阳性菌落送往

北京六合华大基因有限公司进行测序分析ꎮ
将克隆的 ＦｃＦＰＰＳ 基因编码区翻译成氨基酸

序列ꎬ用 ＮＣＢＩ 网站的 Ｂｌａｓｔｐ 工具 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｂｌａｓｔ.
ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ. ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ. ｃｇｉ) 进行蛋白质同源性搜

索ꎻ采用 ＤＮＡＭＡＮ ６. ０ 软件ꎬ对 目 前 已 经 克 隆

ＦＰＰＳ 的代表性植物进行氨基酸序列同源性比对ꎻ
用 ＭＥＧＡ ５.１ 软件构建分子进化树ꎻ用 ＥｘＰＡＳｙ 在

线服务器的 ＰｒｏｔＰａｒａｍ (ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏ￣
ｔｐａｒａｍ / ) 对 ＦｃＦＰＰＳ 蛋白质结构特点进行基本理

化性 质 分 析ꎻ 分 别 采 用 ＳＯＰＭＡ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣
ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｎｐｓａ ＿ ａｕｔｏｍａｔ. ｐｌ? ｐａｇｅ ＝ ｎｐｓａ ＿
ｓｏｐｍａ.ｈｔｍｌ) 和 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥ (ｈｔｔｐ: / / ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ.ｅｘ￣
ｐａｓｙ.ｏｒｇ / )在线分析软件对 ＦｃＦＰＰＳ 蛋白二级、三级结

构进行预测分析ꎮ
１.２.３ 卷叶贝母基因表达量以及总生物碱含量的

分析　 以卷叶贝母 １８Ｓ 基因 (ＡＹ６１６７２７.１)为内

参ꎬ利用 ｐｒｉｍｅｒ ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 软件设计 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 扩

增引物( ＦｃＦＰＰＳ￣Ｆ: ５′￣ＡＴＴＴＣＡＡＧＴＧＴＴＣＣＴＧＧＣＴ￣

ＣＡ￣３′ꎻ ＦｃＦＰＰＳ￣Ｒ: ５′￣ＡＣＣＣＴＣＡＴＡＣＴＣＣＧＣＡＡＡＴ￣
ＡＣ￣３′ꎻ Ｆｃ１８Ｓ￣Ｆ: ５′￣ＴＡＣＧＡＣＴＣＴＣＧＧＣＡＡＣＧＧＡ￣
３′ꎻＦｃ１８Ｓ￣Ｒ: ５′￣ＣＡＡＡＧＧＧＧＣＡＡＴＧＧＧＡＡＣＡ￣３′)ꎬ
以 １.２.１ 中合成的各样品 ｃＤＮＡ 稀释 ５０ 倍为模板ꎬ
采用 ＳｓｏＦａｓｔｔｍ ＥｖａＧｒｅｅｎ  Ｓａｐｅｒｍｉｘ 试剂盒进行

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测ꎬ每组样品做 ３ 个平行重复ꎬ做 ３ 次

生物学重复ꎬ所得数据按 Ｂｕｂｎｅｒ ＆ Ｂａｌｄｗｉｎ(２００４)
的Ｃｔ(２－ΔΔＣｔ)法计算目的基因的相对表达量ꎮ 卷叶

贝母 鳞 茎 总 生 物 碱 含 量 测 定ꎬ 参 照 王 跃 华 等

(２０１５)的煎煮法利用紫外分光光度仪进行测试ꎬ
每组平行制备 ３ 份样品ꎬ同法重复测定 ３ 次ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＦｃＦＰＰＳ 基因的克隆与生物信息学分析

依据卷叶贝母转录组测序数据设计引物ꎬ通
过 ＰＣＲ 技术克隆得到 ＦｃＦＰＰＳ 基因(ＭＧ６７４９２０)
ＯＲＦ 序列长１ ０５９ ｂｐ(图 １)ꎬ编码蛋白含有 ３５２ 个

注: Ｍ. ＤＬ ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ １. ＦｃＦＰＰＳ ＰＣＲ 片段ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｍ. ＤＬ ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ １. Ｆｒａｇｍｅｎｔ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ＦｃＦＰＰＳ ｇｅｎｅ.

图 １　 ＦｃＦＰＰＳ 基因 ＯＲＦ 的克隆
Ｆｉｇ. １　 Ｃｌｏｎｅ ｏｆ ＦｃＦＰＰＳ ＯＲＦ

氨基酸残基ꎬ理论分子量为 ４０.１ ｋＤａꎬ理论等电点 ｐＩ
为 ５.１ꎮ 将 ＦｃＦＰＰＳ 基因推测的氨基酸序列在 ＮＣＢＩ
上进行 Ｂｌａｓｔｐ 搜索发现:ＦｃＦＰＰＳ 推测蛋白与麝香百

合( Ｌｉｌｉｕｍ ｌｏｎｇｉｆｌｏｒｕｍꎬＡＤＺ５７１６７. １)、虎眼万年青

(Ｏｒｎｉｔｈｏｇａｌｕｍ ｌｏｎｇｅｂｒａｃｔｅａｔｕｍꎬＡＨＡ５１１２０. １)、春兰

(Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｇｏｅｒｉｎｇｉｉꎬＡＦＰ１９４４６. １)、海枣(Ｐｈｏｅｎｉｘ
ｄａｃｔｙｌｉｆｅｒａꎬＸＰ＿００８７９２７９８.１)等植物的 ＦＰＰＳ 蛋白相
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图 ２　 ＦｃＦＰＰＳ 与其它植物 ＦＰＰＳ 氨基酸序列比对分析
Ｆｉｇ. ２　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ＦｃＦＰＰＳ ｗｉｔｈ ＦＰＰＳ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

图 ３　 卷叶贝母 ＦｃＦＰＰＳ 蛋白与其他植物中 ＦＰＰＳ 蛋白序列的进化分析
Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＦｃＦＰＰＳ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｆｒｉｔｉｌｌａｒｉａ ｃｉｒｒｈｏｓａ ａｎｄ ＦＰＰＳ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

似性在 ８５％以上ꎮ
用 ＤＮＡＭＡＮ ６. ０ 软件进行同源比对ꎬ从图 ２

可以看出ꎬＦｃＦＰＰＳ 蛋白具有植物 ＦＰＰＳ 蛋白高度

保守的 ５ 个结构域ꎬＩ－Ｖꎬ其中具有酶活催化和底

物结合位点的富含天冬氨酸基序位于区域Ⅱ和 Ｖ
(Ｔａｒｓｈｉｓ ｅｔ ａｌꎬ １９９４)ꎮ 在 Ｂｌａｓｔｐ 分析的基础上ꎬ根
据 ８ 种植物 ＦｃＦＰＰＳ 基因的氨基酸序列同源性ꎬ用
ＭＥＧＡ５.１ 软件作出系统进化树ꎮ 图 ３ 结果显示进

化树聚为单子叶和双子叶两类ꎬ卷叶贝母与同为

被子植物门单子叶植物纲百合科的麝香百合、虎
眼万年青 ＦＰＰＳ 蛋白亲缘关系较近ꎮ

分别采用 ＳＯＰＭＡ 和 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥ 在线分析

软件对 ＦｃＦＰＰＳ 氨基酸序列的二级、三级结构进行

预测ꎬ图 ４ 结果显示 ＦｃＦＰＰＳ 蛋白的二级、三级结

构中含有大量的 α￣螺旋(５９.６６ ％)和不规则卷曲

(２２.７３ ％)ꎬ表明 α￣螺旋及不规则卷曲是其整体蛋

白质结构中的主要组成结构元件ꎬ此外ꎬβ￣转角和

延伸链散布于整个蛋白质中ꎮ 通过 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥ
进行三级结构的同源建模ꎬ找到 ＦｃＦＰＰＳ 的同源模

型 ＰＤＢ:４ｋｋ２.１.Ａꎬ它的三维结构通过 Ｘ￣ｒａｙ 被测

定出来ꎮ 经过比对ꎬＦｃＦＰＰＳ 和 ４ｌｚｉ.１.Ａ 的氨基酸

序列一致性高达 ７５.８１％ꎮ
２.２ ＦｃＦＰＰＳ 基因表达量变化分析

基于构建的卷叶贝母野生鳞茎和再生鳞茎转

录组表达量分析ꎬ检测出一条法尼基焦磷酸合酶

相关 ｕｎｉｇｅｎｅ ００３７４１１ꎬＲＰＫＭ(Ｒｅａｄｓ Ｐｅｒ Ｋｉｌｏｂａｓｅｓ
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图 ４　 ＦｃＦＰＰＳ 蛋白的三级结构预测
Ｆｉｇ. ４　 Ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｅｄｕｃｅｄ ＦｃＦＰＰＳ ｐｒｏｔｅｉｎ

注: ∗∗表示 ｔ￣ｔｅｓｔ 差异极显著(Ｐ<０.０１)ꎮ 下同ꎮ
Ｎｏｔｅ: ∗∗ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔ￣ｔｅｓｔ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｓ ｖｅｒｙ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<０.０１). Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ５　 野生鳞茎和再生鳞茎中 ＦｃＦＰＰＳ 基因表达量的变化
Ｆｉｇ. ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＦｃＦＰＰＳ ｉｎ

ｗｉｌｄ ａｎｄ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｂｕｌｂｓ

ｐｅｒ Ｍｉｌｌｉｏｎｒｅａｄｓ)值分别对应野生鳞茎为 ２９.９３ꎬ再
生鳞茎为 ４４.９７ꎮ 为了进一步证明该基因在野生

鳞茎和再生鳞茎中差异表达ꎬ利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术

检测该基因在两者之间的表达情况ꎬ结果如图 ５
所示ꎬＦｃＦＰＰＳ 基因在野生鳞茎和再生鳞茎中的表

达量变化趋势一致(再生高于野生)ꎬ以野生鳞茎

作为校对样本ꎬＢＡ＋ＮＡＡ 激素的诱导再生鳞茎可

以使 ＦｃＦＰＰＳ 基因表达量提高到接近 ５ 倍ꎬ由于再

生鳞茎是经过激素诱导形成ꎬ因此ꎬ该基因在再生

图 ６　 卷叶贝母野生鳞茎与再生鳞茎的总生物碱含量
Ｆｉｇ. ６　 Ｔｏｔａｌ ａｌｋａｌｏｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｗｉｌｄ ａｎｄ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｂｕｌｂｓ ｉｎ Ｆｒｉｔｉｌｌａｒｉａ ｃｉｒｒｈｏｓａ

鳞茎的高表达暗示其很有可能是 ＢＡ＋ＮＡＡ 激素组

合在其中的诱导所致ꎬ说明该激素组合对其具有

一定的正调控效应ꎮ
采用煎煮法提取卷叶贝母野生鳞茎和再生鳞

茎的总生物碱并测定其含量(图 ６)ꎮ 从图 ６ 可以

看出ꎬ通过激素诱导获得的再生鳞茎总生物碱含

量约为 ０. ３７％ꎬ而野生鳞茎总生物碱含量约为

０.２３％ꎮ 将再生鳞茎与野生鳞茎相比ꎬ其总生物碱

含量增高ꎬ推测 ＢＡ＋ＮＡＡ 激素组合通过诱导 ＦｃＦ￣

ＰＰＳ 基因高水平表达在再生鳞茎生物碱的积累过

程中发挥着重要作用ꎮ

３　 讨论

本研究卷叶贝母 ＦＰＰＳ 基因的克隆是基于其

野生状态下的鳞茎与通过组织培养获得的再生鳞

茎的转录组测序结果比对为基础ꎬ发现一条与生

物碱、萜类生物合成相关的差异表达 ｕｎｉｇｅｎｅꎬ通过

克隆获得其 ＯＲＦ 序列ꎮ 经生物信息学结构分析发

现卷叶贝母 ＦＰＰＳ 蛋白与其他植物的 ＦＰＰＳ 蛋白具

有较高的相似性ꎬ且在三维结构上的功能域与其

它物种完全相符(邢朝斌等ꎬ ２０１２)ꎮ 这初步说明

卷叶贝母 ＦＰＰＳ 蛋白可能是一个在生物碱、萜类生

物合成过程中起作用的功能蛋白ꎮ
本研究卷叶贝母野生鳞茎与再生鳞茎转录组
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测序 ＦＰＰＳ ｕｎｉｇｅｎｅ 的 ＲＰＫＭ 值与 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 的变

化趋势一致ꎬ都是再生鳞茎中该基因的相对表达

量发生显著上调ꎬ同时结合总生物碱含量的比较

分析发现ꎬＦｃＦＰＰＳ 基因的表达量与总生物碱含量

的变化也完全一致ꎬ说明 ＦＰＰＳ 基因可能参与了卷

叶贝母总生物碱的合成ꎮ 这进一步证实了通过组

织培养技术获得的卷叶贝母再生鳞茎能有效提高

生物碱含量(朱丹妮等ꎬ １９９２ꎻ 陈敏等ꎬ １９９５)ꎮ
组织培养是在人工气候条件下通过植物激素

诱导实现的ꎮ 本研究卷叶贝母的再生鳞茎(组织

培养物)表现出的高生物碱含量可能与生长条件

和激素刺激相关ꎬ这些因子可能通过基因调控网

络控制生物碱的合成ꎮ 在卷叶贝母生物碱生物合

成途径中ꎬＦＰＰＳ 的催化是重要酶促步骤ꎬ对该基

因的研究将有助于揭示贝母生物碱类物质合成的

分子机制ꎬ具有重要的理论价值ꎬ后期将通过原核

与真核表达系统ꎬ利用超表达和基因敲除的形式

控制基因表达ꎬ进一步确定 ＦｃＦＰＰＳ 基因的功能ꎮ

参考文献:

ＢＵＢＮＥＲ Ｂꎬ ＢＡＬＤＷＩＮ ＩＴꎬ ２００４. Ｕｓｅ ｏｆ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｐｃｒ ｆｏｒ ｄｅ￣
ｔｅｒｍｉｎｉｎｇ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｚｙｇｏｓｉｔｙ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ
[Ｊ]. Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌ Ｒｅｐꎬ ２３(５): ２６３－２７１.

ＣＨＥＮ ＤＨꎬ ＬＩＵ ＣＪꎬ ＹＥ ＨＣꎬ ｅｔ ａｌꎬ １９９９. Ｒｉ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｒａｎｓ￣
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ａｒｔｅｍｉｓｉａ ａｎｎｕａ ｗｉｔｈ ａ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｆａｒｎｅｓｙｌ
ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｇｅｎｅ ｆｏｒ ａｒｔｅｍｉｓｉｎｉｎ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
[Ｊ]. Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌ Ｔｉｓｓ Ｏｒｇａｎ Ｃｕｌｔꎬ ５７(３): １５７－１６２.

ＣＨＥＮ Ｍꎬ ＣＨＥＮ ＨＲꎬ ＺＨＯＮＧ ＦＬꎬ ｅｔ ａｌꎬ １９９５. Ｔｉｓｓｕｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ
ｂｕｌｂｕｓ Ｆｒｉｔｉｌｌａｒｉａｅ ｃｉｒｒｈｏｓａｅ [Ｊ]. Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｈｉｎ Ｍａｔ Ｍｅｄꎬ ２０
(８): ４６１－４６２. [陈敏ꎬ 陈和荣ꎬ 钟凤林ꎬ 等ꎬ １９９５. 川贝母

组织培养的研究 [Ｊ]. 中国中药杂志ꎬ ２０(８): ４６１－４６２.]
ＣＵＩ Ｈꎬ ＬＩＵ ＨＪꎬ ＪＵＮ ＸＬꎬ ２００６. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆｏｒｅｉｇｎ ｆａｒｎｅｓｙｌ

ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｔｏｂａｃｃｏ ｅｎｈａｎｃｅｓ
ｄｉｓｅａｓｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ａｌｔｅｒｎａｔａ ｉｎ ｖｉｔｒｏ [ Ｊ]. Ａｃｔａ
Ａｇｒｏｎ Ｓｉｎꎬ ３２(６): ８１７－８２０. [崔红ꎬ 刘海礁ꎬ 李雪君ꎬ
２００６. 转外源法尼基焦磷酸合酶基因烟草抗赤星病研究

[Ｊ]. 作物学报ꎬ ３２(６): ８１７－８２０.]
ＤＵＡＮ Ｂꎬ ＷＡＮＧ Ｌꎬ ＤＡＩ Ｘꎬ ｅｔ ａｌꎬ ２０１１. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ

ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｓ ａｎｄ ｎｕｃｌｅｏｂａｓｅｓ ｉｎ
ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｆ Ｄ. Ｄｏｎ. ｕｓｉｎｇ ｈｐｌｃ￣ｄａｄ ａｎｄ ｈｐｌｃ￣ｅｓｉ￣ｍｓ
[Ｊ]. Ａｎａｌ Ｌｅｔｔꎬ ４４(１５): ２４９１－２５０２.

ＬＩ ＹＢꎬ ＦＡＮ ＱＱꎬ ＷＡＮＧ ＢＬꎬ ｅｔ ａｌꎬ ２０１２. Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｆａｒｎｅｓｙｌ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｇｅｎｅｓ [Ｊ]. Ｊ
Ａｇｒｉｃ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌꎬ ２０(３): ３２１－３３０. [李永波ꎬ 樊庆琦ꎬ 王

宝莲ꎬ 等ꎬ ２０１２. 植物法呢基焦磷酸合酶基因( ｆｐｐｓ)研究

进展 [Ｊ]. 农业生物技术学报ꎬ ２０(３): ３２１－３３０.]
ＮＡＴＩＯＮＡＬ ＰＨＡＲＭＡＣＯＰＯＥＩＡ ＣＯＭＭＩＳＳＩＯＮꎬ ２０１０. Ｐｈａｒ￣

ｍａｃｏｐｏｅｉａ ｏｆ ｔｈｅ Ｐｅｏｐｌｅ’ ｓ Ｒｅｐｕｂｌｉｃ ｏｆ Ｃｈｉｎａ ( Ｐａｒｔ ３)
[Ｍ]. Ｂｅｉｊｉｎｇ: Ｃｈｉｎａ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｐｒｅｓｓ. [国家药典委员会ꎬ ２０１０. 中华人民共和国药典(第
３ 部) [Ｍ]. 北京:中国医药科技出版社.]

ＴＡＲＳＨＩＳ ＬＣꎬ ＹＡＮ Ｍꎬ ＰＯＵＬＴＥＲ ＣＤꎬ ｅｔ ａｌꎬ １９９４. Ｃｒｙｓｔａｌ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｆａｒｎｅｓｙｌ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ａｔ ２.６￣Ａ
ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ [Ｊ]. Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ (ＵＳＡ)ꎬ ３３(３６): １０８７１－１０８７７.

ＴＡＮＥＴＯＳＨＩ Ｋꎬ ＹＵＫＩＯ ＧＡꎬ ＮＩＳＨＩＮＯ Ｔꎬ ２０００. Ｉｎｔｅｒｓｕｂｕｎｉｔ
ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅ ｏｆ ｆａｒｎｅｓｙｌ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ:
ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅｓ ｂｙ ｈｙｂｒｉｄ￣ｔｙｐｅ ｈｅｔｅｒｏｍｅｒｉｃ
ｄｉｍｅｒｓ ｏｆ ｓｉｔｅ￣ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｍｕｔａｎｔｓ [Ｊ]. Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ (ＵＳＡ)ꎬ
３９(２): ４６３－４６９.

ＷＡＮＧ Ｄꎬ ＺＨＵ Ｊꎬ ＷＡＮＧ Ｓꎬ ｅｔ ａｌꎬ ２０１１. Ａｎｔｉｔｕｓｓｉｖｅꎬ ｅｘｐｅｃ￣
ｔｏｒａｎｔ ａｎｄ ａｎｔｉ￣ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｌｋａｌｏｉｄｓ ｆｒｏｍ ｂｕｌｂｕｓ
Ｆｒｉｔｉｌｌａｒｉａｅ ｃｉｒｒｈｏｓａｅ [Ｊ]. Ｆｉｔｏｔｅｒａｐｉａꎬ ８２(８): １２９０－１２９４.

ＷＡＮＧ Ｑꎬ ＬＡＮ ＬＱꎬ ＦＵ ＨＬꎬ ２００２. Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙｐｌｏｉｄ ｆｒｏｍ
ｃｏｌｃｈｉｃｉｎｅ￣ｔｒｅａｔｅｄ Ｆｒｉｔｉｌｌａｒｉａ ｃｉｒｒｈｏｓａ Ｄ. Ｄｏｎ ｃａｌｌｕｓ [ Ｊ]. Ｊ
Ｂｏｔ Ｒｅｓꎬ ２０(６): ４４９－ ４５２. [王强ꎬ 兰利琼ꎬ 傅华龙ꎬ
２００２. 秋水仙素诱导川贝母愈伤组织多倍体的研究

[Ｊ]. 植物科学学报ꎬ ２０(６): ４４９－４５２.]
ＷＡＮＧ Ｘꎬ ＬＩ Ｙꎬ ２０１３. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ ｏｆ Ｆｒｉｔｉｌｌａｒｉａ

ｃｉｒｒｈｏｓａ Ｄ. Ｄｏｎ ｂｙ ｇｃ￣ｍｓ [ Ｊ]. Ａｓｉａｎ Ｊ Ｃｈｅｍꎬ ２５ ( ６):
３２５２－３２５４.

ＷＡＮＧ ＸＪꎬ ２００４. Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ａｌｋａｌｏｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ
Ｆｒｉｔｉｌｌａｒｉａ ｃｉｒｒｈｏｓａ Ｄ. Ｄｏｎ [Ｄ]. Ｃｈｅｎｇｄｕ: Ｓｉｃｈｕａｎ Ｕｎｉｖｅｒ￣
ｓｉｔｙ:１－６８. [王晓静ꎬ ２００４. 川贝母生物碱成分与品质研

究 [Ｄ]. 成都: 四川大学:１－６８.]
ＷＡＮＧ ＹＨꎬ ＸＵ ＥＱꎬ ＧＵＯ ＣＰꎬ ｅｔ ａｌꎬ ２０１５. Ｓｔｕｄｙ ｏｎ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ａｌｋａｌｏｉｄｓ ｆｒｏｍ Ｆｒｉｔｉｌｌａｒｉａ ｃｉｒｒｈｏｓａ Ｄ. Ｄｏｎ
[Ｊ]. Ｊ Ｃｈｅｎｇｄｕ Ｕｎｉｖ (Ｎａｔ Ｓｃｉ Ｅｄ)ꎬ ３４(２): １０８－１１０. [王
跃华ꎬ 徐恩琴ꎬ 郭翠平ꎬ 等ꎬ ２０１５. 煎煮法提取卷叶贝母

组培物总生物碱研究 [Ｊ]. 成都大学学报(自然科学版)ꎬ
３４(２): １０８－１１０.]

ＸＩＮＧ ＣＢꎬ ＬＯＮＧ ＹＨꎬ ＨＥ Ｓꎬ ｅｔ ａｌꎬ ２０１２. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ
ｆａｒｎｅｓｙｌ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｆｒｏｍ Ｅｌｅｕｔｈｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｓｅｎｔｉｃｏｓｕｓ
ａｎｄ ｉｔｓ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ [ Ｊ]. Ｃｈｉｎ Ｊ
Ｃｈｉｎ Ｍａｔ Ｍｅｄꎬ ３７(１２): １７２５－１７３０. [邢朝斌ꎬ 龙月红ꎬ
何闪ꎬ 等ꎬ ２０１２. 刺五加法尼基焦磷酸合酶基因的克隆、
生物信息学及表达分析 [ Ｊ]. 中国中药杂志ꎬ ３７(１２):
１７２５－１７３０.]

ＺＨＡＮＧ ＨＤꎬ ＲＥＮ ＳＸꎬ １９９８. Ｆｌｏｒａ Ｒｅｐｕｂｌｉｃａｅ Ｐｏｐｕｌａｒｉｓ
Ｓｉｎｉｃａｅ [Ｍ]. Ｂｅｉｊｉｎｇ: Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｐｒｅｓｓꎬ ４９(３):５３－９１. [张宏

达ꎬ 任善湘ꎬ １９９８. 中国植物志 [Ｍ]. 北京:科学出版社ꎬ
４９(３):５３－９１.]

ＺＨＵ ＤＮꎬ ＪＩＡＮＧ Ｙꎬ ＣＨＥＮ Ｔꎬ ｅｔ ａｌꎬ １９９２. Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｃｈｅｍ￣
ｉｃａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ａｎｄ ｐｒｉｍａｒｙ ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ ａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｕｌ￣
ｔｕｒｅｄ ｂｕｌｂ ｏｆ Ｆｒｉｔｉｌｌａｒｉａ ｃｉｒｒｈｏｓａ Ｄ. Ｄｏｎ [Ｊ]. Ｊ Ｃｈｉｎ Ｐｈａｒｍ
Ｕｎｉｖꎬ (２): １１８－１２１. [朱丹妮ꎬ 蒋莹ꎬ 陈婷ꎬ 等ꎬ １９９２. 组
织培养川贝母化学成分和药理作用的研究 [Ｊ]. 中国药

科大学学报ꎬ (２): １１８－１２１.]

６１１１ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷


