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滇龙胆 ８￣羟香叶醇氧化还原酶基因的克隆与表达分析
王伟妍ꎬ 李彩霞ꎬ 李　 湫ꎬ 鄢秋紫ꎬ 张晓东∗

( 玉溪师范学院 化学生物与环境学院ꎬ 云南 玉溪 ６５３１００ )

摘　 要: 滇龙胆主要药效成分为龙胆苦苷ꎬ而 ８￣羟香叶醇氧化还原酶基因 Ｇｒ８ＨＧＯ 是龙胆苦苷生物合成途

径的结构基因ꎮ 为了研究 Ｇｒ８ＨＧＯ 基因的功能ꎬ该文克隆了滇龙胆 Ｇｒ８ＨＧＯ 基因ꎬ并进行表达分析ꎮ 结果表

明:(１)共克隆到 ５ 个 Ｇｒ８ＨＧＯ 基因ꎬ其 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号分别为 ＫＰ７２２０２９. １ ( Ｇｒ８ＨＧＯ￣１)、ＫＰ７２２０３０. １
(Ｇｒ８ＨＧＯ￣２)、ＫＰ７２２０３１.１(Ｇｒ８ＨＧＯ￣３)、ＫＰ７２２０３２.１(Ｇｒ８ＨＧＯ￣４)、ＫＰ７２３８５２.１(Ｇｒ８ＨＧＯ￣５)ꎮ (２) Ｇｒ８ＨＧＯ￣１
基因全长１ ０６２ ｂｐꎬ编码 ３５３ 个氨基酸ꎬ其他 ４ 个基因全长 １ １３１ ｂｐꎬ编码 ３７６ 个氨基酸ꎻ理化性质分析结果

表明 ５ 个蛋白单体相对分子质量约 ４０ ｋＤꎬ理论等电点在 ５.４７ ~ ５.９５ 之间ꎬ均为疏水稳定蛋白ꎮ (３)信号序

列分析结果表明 ５ 个蛋白均不含信号肽、跨膜螺旋和叶绿体转运肽ꎻ亚细胞定位分析结果表明 ５ 个蛋白可

能定位于细胞质ꎻ结构域预测结果表明除 Ｇｒ８ＨＧＯ￣１ 蛋白仅包含乙醇脱氢酶 Ｎ 端结构域( ＩＰＲ０１３１５４)和 Ｃ
端结构域(ＩＰＲ０１３１４９)外ꎬ其他 ４ 个蛋白还包含聚酮合酶、烯酰还原酶结构域( ＩＰＲ０２０８４３)ꎮ (４)系统发育

分析结果表明这些 Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋白与长春花 Ｃｒ８ＨＧＯ 蛋白亲缘关系最近ꎮ (５) ｑＰＣＲ 结果表明 Ｇｒ８ＨＧＯ 基因

主要在叶中表达ꎬ在根和茎中表达量很低ꎮ 该研究为后续龙胆苦苷生物合成途径的解析奠定基础ꎮ
关键词: 滇龙胆ꎬ ８￣羟香叶醇氧化还原酶ꎬ 克隆ꎬ 生物信息学ꎬ 基因表达
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ｆｏｕｒ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ １ １３１ ｂｐ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ３７６ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓꎻ Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｒｏｍ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ
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５.９５ꎬ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ａｌｌ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ｓｔａｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ. (３) Ｓｉｇｎａｌ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｆｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｄｉｄ ｎｏｔ ｃｏｎｔａｉｎ
ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅｓꎬ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｈｅｌｉｘｅｓ ａｎｄ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｔｒａｎｓｉｔ ｐｅｐｔｉｄｅｓꎻ Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ
ｔｈｅｓｅ ｆｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｉｎ ｃｙｔｏｐｌａｓｍꎻ Ｄｏｍａｉｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｂｅｓｉｄｅ ｔｈｅ Ｇｒ８ＨＧＯ￣１ ｃｏｎ￣
ｔａｉｎｅｄ ｏｎｌｙ ａｌｃｏｈｏｌ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ Ｎ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ (ＩＰＲ０１３１５４) ａｎｄ Ｃ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ (ＩＰＲ０１３１４９) ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓꎬ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ
ｆｏｕｒ ａｌｓｏ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ ｅｎｏｙｌｒｅｄｕｃｔａｓｅ ｄｏｍａｉｎ ( ＩＰＲ０２０８４３). (４) Ｐｈｙｌｏｇｅｎｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ｔｈｅｓｅ ｆｉｖｅ Ｇｒ８ＨＧＯ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｈａｄ ｔｈｅ ｃｌｏｓｅｓｔ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ Ｃｒ８ＨＧＯ ｉｎ Ｃａｔｈａｒａｎｔｈｕｓ ｒｏｓｅｕｓ. (５) Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｑＰＣＲ
ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ Ｇｒ８ＨＧＯ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｍａｉｎｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｌｅａｖｅｓꎬ ｂｕｔ ｖｅｒｙ ｌｏｗ ｉｎ ｒｏｏｔｓ ａｎｄ ｓｔｅｍｓ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗｉｌｌ ｌａｙ ａ ｆｏｕｎ￣
ｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｇｅｎｔｉｏｐｉｃｒｏｓｉｄｅ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｇｅｎｔｉａｎａ ｒｉｇｅｓｃｅｎｓꎬ ８￣ｈｙｄｒｏｘｙｇｅｒａｎｉｏｌ ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅꎬ ｃｌｏｎｉｎｇꎬ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓꎬ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 滇龙胆 ( Ｇｅｎｔｉａｎａ ｒｉｇｅｓｃｅｎｓ) 为龙胆科 ( Ｇｅｎ￣
ｔｉａｎａｃｅａｅ)龙胆属(Ｇｅｎｔｉａｎａ)植物ꎬ主要分布于我

国西南地区的云南、四川、贵州等地(中国植物志

编委会ꎬ １９８８)ꎮ 在传统中药中ꎬ滇龙胆药用部位

为根ꎬ具有清热燥湿、泻肝胆火的作用(国家药典

委员会ꎬ ２０１５)ꎮ 现代研究表明滇龙胆根部主要药

用成分为一种单萜类化合物龙胆苦苷( Ｚｈａｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻ 张晓东等ꎬ ２０１６)ꎮ 在植物中ꎬ龙胆苦

苷的生物合成可分为三个阶段ꎮ 第一阶段是由质

体 ２￣Ｃ￣甲基￣Ｄ￣赤藓糖醇￣４￣磷酸(ＭＥＰ)途径和胞

质甲羟戊酸(ＭＶＡ)途径合成原料异戊二烯焦磷酸

( ＩＰＰ)和二甲基丙烯基焦磷酸(ＤＭＡＰＰ) (Ｈｕａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎻ第二阶段是以 ＩＰＰ 和 ＤＭＡＰＰ 为原料ꎬ
经过缩合、氧化、还原、糖基化、甲基化等步骤ꎬ生
成裂环番木鳖苷(Ｍｉｅｔｔｉｎｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４ꎻ Ｍｕｎｋｅｒｔ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎻ第三阶段是是萜类化合物经过修饰

形成龙胆苦苷(黄璐琦和刘昌孝ꎬ ２０１５)ꎮ ８￣羟香

叶醇氧化还原酶(８￣ｈｙｄｒｏｘｙｇｅｒａｎｉｏｌ ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅꎬ
ＥＣ １. １. １. ３２４ꎬ在已报道文献中简写为 ８ＨＧＯ、
１０ＨＧＯ)是龙胆苦苷生物合成途径第二阶段中的

第四个催化酶ꎬ能够催化 ８￣羟香叶醇、８￣羟香叶醇、
８￣氧香叶醛和 ８￣氧香叶醛之间的转化 ( Ｉｋｅｄａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ １９９１ꎻ Ｓａｌｉｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ Ｄｅ Ｌｕｃａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１４ꎻ Ｍｉｅｔｔｉｎｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４ꎻ Ｄｕｇé Ｄｅ Ｂｅｒｎｏｎｖｉｌｌｅ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻ Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻ Ｐａｄｈａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻ
Ｃａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ꎻ Ｒａｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ

鉴于 ８ＨＧＯ 在单萜生物合成中的重要性ꎬ
８ＨＧＯ 基因已从长春花(Ｍｉｅｔｔｉｎｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)、喜
树(Ｖａｌｌｅｔｔａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０)、川西獐牙菜( Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１７)、秦艽(Ｃａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)、大花胡麻草等多

种植物中分离ꎮ 但是ꎬ目前 ８ＨＧＯ 基因仅在长春花

中的研究最为清楚ꎮ 在长春花中ꎬＣｒ８ＨＧＯ 蛋白在

８￣羟香叶醇、８￣羟香叶醛、８￣氧香叶醇、ＮＡＤ＋ 存在

的条件下ꎬ根据组合和培养时间的不同ꎬ产生以上

三种复合物和 ８￣氧香叶醛的混合物的相对比例不

同ꎬ因此ꎬ该酶被命名为 ８￣羟香叶醇氧化还原酶

(图 １) (Ｍｉｅｔｔｉｎｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎮ 在 ＮＡＤ＋ 辅因子

存在下ꎬＣｒ８ＨＧＯ 蛋白不能转换 ８￣氧香叶醛ꎬ在辅

因子 ＮＡＤＰ ＋ / ＮＡＤＰＨ 存在下ꎬＣｒ８ＨＧＯ 蛋白不能

催化 ８￣羟香叶醇、８￣羟香叶醛、８￣氧香叶醇三个底

物(Ｍｉｅｔｔｉｎｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎮ 有趣的是ꎬＣｒ８ＨＧＯ 蛋

白对香叶醇、反式￣２￣己烯醇、法尼醇、橙花醇、异苯

基苄醇、辛醇等初级醇也具有相对较高的活性

(Ｍｉｅｔｔｉｎｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎮ 由于存在 ４ 种相互转化

的化合物和 ８ 种可能的反应ꎬ反应动力学相当复

杂ꎬ因 此 反 应 常 数 无 法 确 定 ( Ｍｉｅｔｔｉｎｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１４)ꎮ 在基因表达方面ꎬ长春花 Ｃｒ８ＨＧＯ 基因的

表达受非生物因素的影响ꎮ 在长春花悬浮培养细

胞中ꎬＣｒ８ＨＧＯ 基因能够被茉莉酸甲酯(ＭｅＪＡ)强

烈诱导表达ꎻ而在幼苗中ꎬＣｒ８ＨＧＯ 基因在 ＭｅＪＡ 处

理 ６ ｈ 后被轻微诱导表达ꎻ在悬浮细胞中过表达

ＯＲＣＡ２(硬脂酸应答的长春花花分生组织决定基

因 ２ /乙烯响应因子)并不能诱导 Ｃｒ８ＨＧＯ 的表达ꎬ
过表 达 ＯＲＣＡ３ 反 而 抑 制 Ｃｒ８ＨＧＯ 基 因 的 表 达

(Ｍｉｅｔｔｉｎｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎮ 在 ＵＶ￣Ｂ 胁迫 １５ ｍｉｎ 和

６０ ｍｉｎ 下ꎬ长春花幼苗叶片中 Ｃｒ１０ＨＧＯ 基因表达

上调 ０.７５ 倍ꎻ在 ＵＶ￣Ｂ 胁迫后ꎬ黑暗培 养 ７２ ｈꎬ
Ｃｒ１０ＨＧＯ 蛋白含量是对照组的 １.９８ 倍ꎬ其下游产

物异胡豆苷增加约 ５ 倍(Ｚｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎮ
为了探究滇龙胆 Ｇｒ８ＨＧＯ 基因是否参与龙胆
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图 １　 Ｇｒ８ＨＧＯ 酶催化的反应
Ｆｉｇ. １　 Ｒｅａｃｔｉｏｎｓ ｃａｔａｌｙｚｅｄ ｂｙ Ｇｒ８ＨＧＯ ｅｎｚｙｍｅ

苦苷生物合成、其他单萜的生物合成等代谢过程ꎬ
为龙胆苦苷和单萜类生物合成提供优质基因资

源ꎬ本研究根据前期本课题组的滇龙胆叶和根的

转录组数据库ꎬ设计引物ꎬ对滇龙胆 Ｇｒ８ＨＧＯ 基因

进行克隆ꎬ并进行序列分析、原核表达载体构建和

组织器官特异性表达分析ꎬ为今后阐明 Ｇｒ８ＨＧＯ 基

因在龙胆苦苷合成中的作用奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

滇龙胆(Ｇｅｎｔｉａｎａ ｒｉｇｅｓｃｅｎｓ)植株采自于临沧耀

阳生物医药有限公司后箐基地ꎬ种植于玉溪师范

学院后勤基地ꎮ 使用滇龙胆幼叶进行 ＲＮＡ 提取ꎬ
使用土壤栽培两年生滇龙胆的根、茎和叶进行基

因表达分析ꎬ取样日期为 ２０１８ 年 ４ 月 ３０ 日ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 叶片总 ＲＮＡ 提取、反转录及 Ｇｒ８ＨＧＯ 基因

ＯＲＦ 的 克 隆 　 使 用 植 物 ＲＮＡ 提 取 试 剂 盒

ＭｉｎｉＢＥＳＴ Ｐｌａｎｔ ＲＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ( Ｔａｋａｒａꎬ大连)
进行滇龙胆幼叶总 ＲＮＡ 的提取ꎻ使用逆转录试剂

盒 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ Ⅱ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ
(Ｔａｋａｒａꎬ大连)进行 ｃＤＮＡ 的合成ꎮ 参照 ｐＥＴ３２ａ
原核表达载体的多克隆位点和滇龙胆转录组数据

库中 Ｇｒ８ＨＧＯ 基因序列ꎬ设计一对特异性引物

Ｇｒ８ＨＧＯＢａｍＨＩ￣Ｆ:ＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＣＴＡＡＡＡＣＣＡＴＴＡ
ＣＴＣＣＴＧＣ ( 下 划 线 为 ＢａｍＨＩ 酶 切 位 点 )ꎬ
Ｇｒ８ＨＧＯＸｈｏＩ￣Ｒ:ＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＡＡＣＴＴＡＡＴＴＡＣＡＡ
ＣＣＴＴＡＡＣＡＣ(下划线为 ＸｈｏＩ 酶切位点)ꎮ 以上述

ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ扩增产物经回收后

克隆到 ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体( Ｔａｋａｒａꎬ大连)ꎮ 转化大肠

杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞(Ｔａｋａｒａꎬ大连)后ꎮ 挑取菌

落后ꎬ提质粒ꎬ经双酶切检测正确后送生工生物工

程上海股份有限公司进行 ＤＮＡ 测序ꎬ获得重组质

粒 ｐＭＤ１９￣Ｇｒ８ＨＧＯꎮ
１.２.２ 原核表达载体构建 　 使用双酶切、连接的方

法构建原核表达载体 ｐＥＴ３２ａ￣Ｇｒ８ＨＧＯ(张晓东等ꎬ
２０１６)ꎮ
１.２.３ Ｇｒ８ＨＧＯ 基因及其编码蛋白的序列分析 　 使

用 ＮＣＢＩ￣ＢＬＡＳＴｐ 软件进行蛋白同源性比对ꎬ使用

离线 软 件 ＤＮＡＭＡＮ ７ 进 行 多 序 列 比 对ꎻ 使 用

ＭＥＧＡ Ｘ 离线软件的 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 进行多序列比对ꎬ
然后使用 ＮＪ 法创建系统发育树ꎬＢｏｏｔｓｔｒａｐ ＝ １ ０００ꎻ
利用网络软件对基因稀有密码子进行分析(张晓

东等ꎬ ２０１６)ꎮ 使用 ＣｈｌｏｒｏＰ ｖ１.１ 预测叶绿体转运

肽ꎻ使用在线 ＩｎｔｅｒＰｒｏ 软件预测蛋白保守结构域ꎻ
使用在线软件 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 分析蛋白的亲疏水性ꎻ使
用在线软件 ＳＰＯＭＡ 预测蛋白的二级结构ꎻ使用在

线软件 Ｐｈｙｒｅ２ 预测蛋白的三级结构ꎻ使用 ＳＷＩＳＳ￣
ＭＯＤＥＬ 进行同源建模分析ꎻ利用 Ｅｘｐａｓｙ 中的 ＴＭ￣
ＨＭＭ 服务器 Ｖ２.０ 预测蛋白的跨膜螺旋区ꎻ利用

Ｐｌａｎｔ￣ｍＰＬｏｃ、ＷＯＬＦ ＰＳＯＲＴ 和 ＰｒｏｔＣｏｍｐ ９. ０ 三个

软件对蛋白的亚细胞定位情况进行预测ꎮ
１.２.４ Ｇｒ８ＨＧＯ 基因的表达分析　 分别提取两年生滇

龙胆的根、茎和叶的总 ＲＮＡꎬ使用反转录试剂盒 Ｐｒｉ￣
ｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ (Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ)(Ｔａｋａ￣
ｒａꎬ大连)合成第一链 ｃＤＮＡꎮ 根据 Ｇｒ８ＨＧＯ 基因序

列设计一对特异性引物 ｑＧｒ８ＨＧＯ￣Ｆ ( ５′￣ＡＧＧＡ￣
ＣＡＡＡＣＡＧＴＧＴＡＣＣＡＣＣ￣３′) 和 ｑＧｒ８ＨＧＯ￣Ｒ ( ５′￣
ＣＡＡＣＣＴＣＴＣＴＣＣＡＡＧＣＴＧＣＣ￣３′)ꎬ用于所有 Ｇｒ８ＨＧＯ
基因的表达分析ꎮ 以滇龙胆 ＧｒＡＣＴＩＮ 基因为内参ꎬ
使用嵌合荧光检测试剂盒 ＴＢ ＧｒｅｅｎＴＭ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
ＴａｑＴＭⅡ(Ｔａｋａｒａꎬ大连)进行 ｑＰＣＲꎮ 每个反应重复 ３
次ꎮ 反应在 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ® ４８０ Ⅱ荧光定量 ＰＣＲ 仪

(Ｒｏｃｈｅꎬ瑞士)上进行扩增ꎬ扩增结果使用内参基因

校准后ꎬ采用比较 Ｃｔ 值的“２－△△Ｃｔ”的方法自动计算

出根、茎、叶中 Ｇｒ８ＨＧＯ 基因相对表达量ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 滇龙胆 Ｇｒ８ＨＧＯ 基因序列的克隆

以逆转录获得的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ使用基因特异

２０２ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



黑色表示相似性等于 １００％ꎻ粉红色表示 ７５％≤相似性<１００％ꎻ浅蓝色表示 ５０％≤相似性<７５％ꎮ
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图 ２　 Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋白与其他植物 ８ＨＧＯ 蛋白的多序列比对结果
Ｆｉｇ. ２　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ Ｇｒ８ＨＧＯ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ８ＨＧＯ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

性引 物 共 克 隆 到 ５ 个 Ｇｒ８ＨＧＯ 基 因ꎬ 分 别 为

Ｇｒ８ＨＧＯ￣１(ＫＰ７２２０２９.１)、Ｇｒ８ＨＧＯ￣２(ＫＰ７２２０３０.１)、
Ｇｒ８ＨＧＯ￣３(ＫＰ７２２０３１.１)、Ｇｒ８ＨＧＯ￣４(ＫＰ７２２０３２.１)、
Ｇｒ８ＨＧＯ￣５(ＫＰ７２２０５２.１)ꎬ其中 Ｇｒ８ＨＧＯ￣１ 基因 ＯＲＦ
长 １ ０６２ ｂｐꎬ编码 ３５３ 个氨基酸ꎻ其余 ４ 条基因 ＯＲＦ
长 １ １３１ ｂｐꎬ编码 ３７６ 个氨基酸ꎮ
２.２ Ｇｒ８ＨＧＯ 基因的生物信息学分析

利用 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中的 ＢＬＡＳＴｐ 程序和

ＤＮＡＭＡＮ ７ 对 Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋白的氨基酸序列进行相

似性分析ꎬ结果表明滇龙胆 Ｇｒ８ＨＧＯ￣１、Ｇｒ８ＨＧＯ￣２、
Ｇｒ８ＨＧＯ￣３、Ｇｒ８ＨＧＯ￣４、 Ｇｒ８ＨＧＯ￣５ 蛋白与长春花

Ｃｒ８ＨＧＯ 蛋白序列相似性均最高ꎬ分别为 ８４.３１％、
８４.３１％、８４.８４％、８４.５７％、８４.８４％ꎬ其次是中果咖

啡 ８１.２５％、８１.０７％、８１.３３％、８１.０７％、８１.３３％ꎬ再
次是油橄榄 ７３. ８６％、７３. ８７％、７４. １３％、７３. ８７％、
７４.１３％ꎮ 多序列比对分析结果表明 ５ 个 Ｇｒ８ＨＧＯ
蛋白与已知 ８ＨＧＯ 蛋白序列相似性很高(图 ２)ꎬ总
体相似度高达 ９１.２７％ꎮ 利用 ＭＥＧＡ Ｘ 将 Ｇｒ８ＨＧＯ
氨基酸序列与 ＢＬＡＳＴｐ 比对中相似性较高的蛋白

氨基酸序列进行系统发育分析ꎬ结果显示 ５ 个滇

龙胆 Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋白与长春花 Ｃｒ８ＨＧＯ 蛋白处于同

一进化枝(图 ３)ꎬ表明它们的亲缘关系较近ꎮ
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图 ３　 Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋白与其他植物
８ＨＧＯ 蛋白的系统发育分析

Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｇｒ８ＨＧＯ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ａｎｄ ８ＨＧＯ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

使用 Ｅｘｐａｓｙ ＰｒｏｔＰａｒａｍ 工具对 ５ 个 Ｇｒ８ＨＧＯ
蛋白和 Ｃｒ８ＨＧＯ 蛋白的理化性质进行分析ꎬ结果

表明 在 Ｎ 端 部 分 Ｇｒ８ＨＧＯ￣１ 蛋 白 比 其 他 ４ 个

Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋白少 ２３ 个氨基酸ꎬ后 ４ 个 Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋

白与 Ｃｒ８ＨＧＯ 蛋白大小相似(表 １)ꎮ 与 Ｃｒ８ＨＧＯ
相比ꎬ５ 个 Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋白带正负电荷的氨基酸残基

数目相差较大ꎬ导致其理论 ｐＩ 更偏酸性(表 １)ꎮ ５
个 Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋白与 Ｃｒ８ＨＧＯ 都为疏水稳定蛋白ꎬ但
是前者的疏水性更强(表 １)ꎮ 使用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 软件

对 ５ 个 Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋白与 Ｃｒ８ＨＧＯ 蛋白进行疏水性

分析ꎬ结 果 与 表 １ 一 致ꎮ ５ 个 Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋 白 与

Ｃｒ８ＨＧＯ 蛋白在大肠杆菌、酵母和哺乳动物细胞

体内的半衰期都分别大于 １０、 ２０ 和 ３０ ｈꎮ 对 ５ 个

Ｇｒ８ＨＧＯ 基因进行稀有密码子分析ꎬ结果显示这些

基因中稀有密码子含量均低于 ０.８５％ꎬ且无稀有

密码子连续出现的情况ꎬ因此可使用大肠杆菌

ＢＬ２１ 或 Ｒｏｓｅｔｔａ(ＤＥ３)进行诱导表达ꎮ
利用 ＳＰＯＭＡ 服务器对 ５ 个 Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋白与

Ｃｒ８ＨＧＯ 蛋白的二级结构进行分析ꎬ 结果表明

Ｇｒ８ＨＧＯ￣１ 的 α￣螺旋(Ｈ)含量最高ꎬ延伸链(Ｅ)含量

最低ꎬ５ 个 Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋白的 β￣转角 ( Ｔ) 含量高于

Ｃｒ８ＨＧＯꎬＧｒ８ＨＧＯ￣２ 中无规则卷曲含量最低(表 ２)ꎮ
利用 ＳｉｇｎａｌＰ ４.１ 服务器对 ５ 个 Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋白

与 Ｃｒ８ＨＧＯ 蛋白的信号肽序列进行分析ꎬ结果均

没有发现信号肽ꎬ表明这些蛋白都是非分泌型蛋

白 ( 表 ２ )ꎮ 使 用 ＴＭＨＭＭ２. ０ 软 件 预 测 ５ 个

Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋白与 Ｃｒ８ＨＧＯ 蛋白的跨膜螺旋区ꎬ结果

表明这些蛋白都不包含跨膜螺旋区域ꎬ为非膜蛋

白( 表 ２ )ꎮ 使 用 ＣｈｌｏｒｏＰ ｖ１. １ Ｓｅｒｖｅｒ 对 ５ 个

Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋白与 Ｃｒ８ＨＧＯ 蛋白的叶绿体转运肽进

行预测ꎬ结果表明这些蛋白不包含叶绿体转运肽

(表 ２)ꎮ
使用 Ｐｌａｎｔ￣ｍＰＬｏｃ 软件和 ＰｒｏｔＣｏｍｐ ９. ０ 软件

进行亚细胞定位分析ꎬ结果是 ５ 个 Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋白

和 Ｃｒ８ＨＧＯ 蛋白均定位于细胞质 (表 ３)ꎮ 而使用

ＷＯＬＦ ＰＳＯＲＴ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 软件进行亚细胞定位分析

的结果是这些蛋白最可能为分泌蛋白(表 ３)ꎮ
利用 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ Ｗｏｒｋｓｐａｃｅ 的自动模式预

测 ５ 个 Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋白和 Ｃｒ８ＨＧＯ 蛋白的三级结构ꎬ
结果如表 ４ꎬ表明滇龙胆 ５ 个 Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋白属于Ⅱ
类乙醇脱氢酶ꎬ而长春花 Ｃｒ８ＨＧＯ 属于Ⅲ类乙醇

脱氢酶(图 ４)ꎮ 与其他蛋白相比ꎬＧｒ８ＨＧＯ￣１ 蛋白

在 Ｎ 末端缺失 ２３ 个氨基酸ꎬ导致其在三维结构模

型上表现为蛋白左上侧的 β 片层结构减少(图 ４)ꎮ
使用 ＩｎｔｅｒＰｒｏ７１.０ 在线软件对 ５ 个 Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋

白和 Ｃｒ８ＨＧＯ 蛋白进行保守结构域分析ꎬ结果表

明 Ｇｒ８ＨＧＯ￣１ 蛋白仅包含乙醇脱氢酶 Ｎ 端结构域

( ＩＰＲ０１３１５４)和 Ｃ 端结构域( ＩＰＲ０１３１４９)ꎬ而后 ４
个 Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋白和 Ｃｒ８ＨＧＯ 蛋白除具有以上两个

保守结构域外ꎬ还具有聚酮合酶、烯酰还原酶结构

域( ＩＰＲ０２０８４３) (表 ５)ꎮ 在催化 Ｚｎ 结合位点方

面ꎬＧｒ８ＨＧＯ￣１ 仅具有 ２ 个结合位点ꎬ而后 ４ 个

Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋白和 Ｃｒ８ＨＧＯ 蛋白具有 ４ 个结合位点ꎻ
在结构 Ｚｎ 结合位点方面ꎬ所有蛋白都具有 ４ 个结

合位点ꎻ在 ＮＡＤ 结合位点方面ꎬＧｒ８ＨＧＯ￣１ 仅具有

２０ 个结合位点ꎬ而后 ４ 个 Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋白和 Ｃｒ８ＨＧＯ
蛋白则具有 ２２ 个结合位点ꎻ在底物结合位点方

面ꎬＧｒ８ＨＧＯ￣１ 仅具有 ３ 个结合位点ꎬ比后 ４ 个

Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋白和 Ｃｒ８ＨＧＯ 蛋白少一个结合位点ꎻ在
二聚体界面方面ꎬ所有蛋白都具有 ２９ 个界面接触

位点(表 ５)ꎮ ＧＯ 注释结果表明所有蛋白均参与

氧化还原过程(ＧＯ:００５５１１４)ꎬ分子功能为 Ｚｎ２ ＋结

合( ＧＯ: ０００８２７０ ) 和 氧 化 还 原 酶 活 性 ( ＧＯ:
００１６４９１)ꎬ未预测到其在细胞组分中的作用ꎮ
２.３ Ｇｒ８ＨＧＯ￣２ 基因原核表达载体构建

使用限制性内切酶 ＢａｍＨＩ 和 ＸｈｏＩ 对质粒

ｐＥＴ３２ａ￣Ｇｒ８ＨＧＯ￣２ 进行双酶切检测ꎬ结果能够切

出目的片段和载体(图 ５)ꎬ 表明 Ｇｒ８ＨＧＯ￣２ 基因已

成功插入原核表达载体 ｐＥＴ３２ａ 中ꎮ
２.４ Ｇｒ８ＨＧＯ 基因的组织表达分析

根据 ５ 个 Ｇｒ８ＨＧＯ 基因序列ꎬ设计一对检测 ５
个基因表达情况的引物ꎬ 通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术对

４０２ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



表 １　 Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋白的理化性质
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ Ｇｒ８ＨＧＯ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

蛋白
Ｐｒｏｔｅｉｎ

长度
Ｌｅｎｇｔｈ

相对分子
质量

Ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｗｅｉｇｈｔ
(ｋＤ)

理论
等电点

Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ
ｐＩ

带正电氨基
酸残数目
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ
ｃｈａｒｇｅｄ
ｒｅｓｉｄｕｅｓ

带负电氨基
酸残数目
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ
ｃｈａｒｇｅｄ
ｒｅｓｉｄｕｅｓ

不稳定
指数

Ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ
ｉｎｄｅｘ

脂肪指数
Ａｌｉｐｈａｔｉｃ
ｉｎｄｅｘ

总平均
疏水性
Ｇｒａｎｄ

ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ
ｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙ

疏水蛋白
Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ

ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｇｒ８ＨＧＯ￣１ ３５３ ３７.５０ ５.６０ ３２ ３９ ２６.９９ ９８.２４ ０.１６１ 是 Ｙｅｓ

Ｇｒ８ＨＧＯ￣２ ３７６ ３９.９５ ５.４７ ３２ ４１ ２８.００ ９８.９６ ０.１９５ 是 Ｙｅｓ

Ｇｒ８ＨＧＯ￣３ ３７６ ４０.０２ ５.６９ ３３ ４０ ２７.８７ ９９.７３ ０.２０５ 是 Ｙｅｓ

Ｇｒ８ＨＧＯ￣４ ３７６ ４０.０１ ５.９５ ３４ ３９ ２６.９０ ９９.７３ ０.２０３ 是 Ｙｅｓ

Ｇｒ８ＨＧＯ￣５ ３７６ ４０.０２ ５.６９ ３３ ４０ ２７.８７ ９９.７３ ０.２０５ 是 Ｙｅｓ

Ｃｒ８ＨＧＯ ３７８ ４０.４１ ６.２７ ３８ ４１ ３３.６４ ９３.０４ ０.０６０ 是 Ｙｅｓ

表 ２　 Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋白的其他性质
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｏｔｈｅｒ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ Ｇｒ８ＨＧＯ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

蛋白
Ｐｒｏｔｅｉｎ

α￣螺旋
α￣ｈｅｌｉｘ
(％)

β￣转角
β￣ｔｕｒｎ
(％)

无规则卷曲
Ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ

(％)

延伸链
Ｅｘｔｅｎｄｅｄ
ｓｔｒａｎｄ
(％)

信号肽
Ｓｉｇｎａｌ
ｐｅｐｔｉｄｅ

跨膜螺旋
Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ

ｈｅｌｉｘ

叶绿体转运肽
Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ

ｔｒａｎｓｉｔ ｐｅｐｔｉｄｅ

Ｇｒ８ＨＧＯ￣１ ２７.２０ ８.５０ ４２.７８ ２１.５３ 无 Ｎｏｎｅ 无 Ｎｏｎｅ 无 Ｎｏｎｅ

Ｇｒ８ＨＧＯ￣２ ２３.１４ ９.８４ ３８.８３ ２８.１９ 无 Ｎｏｎｅ 无 Ｎｏｎｅ 无 Ｎｏｎｅ

Ｇｒ８ＨＧＯ￣３ ２４.７３ ９.３１ ４０.６９ ２５.２７ 无 Ｎｏｎｅ 无 Ｎｏｎｅ 无 Ｎｏｎｅ

Ｇｒ８ＨＧＯ￣４ ２３.４０ １０.１１ ３９.１０ ２７.３９ 无 Ｎｏｎｅ 无 Ｎｏｎｅ 无 Ｎｏｎｅ

Ｇｒ８ＨＧＯ￣５ ２４.７３ ９.３１ ４０.６９ ２５.２７ 无 Ｎｏｎｅ 无 Ｎｏｎｅ 无 Ｎｏｎｅ

Ｃｒ８ＨＧＯ ２３.５４ ８.７３ ４２.０６ ２５.６６ 无 Ｎｏｎｅ 无 Ｎｏｎｅ 无 Ｎｏｎｅ

表 ３　 Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋白和 Ｃｒ８ＨＧＯ 蛋白的亚细胞定位预测
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｇｒ８ＨＧＯ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ Ｃｒ８ＨＧＯ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

蛋白
Ｐｒｏｔｅｉｎ ＰｒｏｔＣｏｍｐ ９.０ Ｐｌａｎｔ￣ｍＰＬｏｃ ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ

Ｇｒ８ＨＧＯ￣１ 细胞质
Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ

细胞质
Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ

胞外: ５ꎻ 细胞质: ３ꎻ 液泡: ３ꎻ 叶绿体: １ꎻ 线粒体: １ꎻ 内质网: １
Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ: ５ꎻ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ: ３ꎻ ｖａｃｕｏｌｅ: ３ꎻ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ: １ꎻ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ: １ꎻ ｅｎ￣
ｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ: １

Ｇｒ８ＨＧＯ￣２ 细胞质
Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ

细胞质
Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ

胞外: ６ꎻ 细胞质: ４ꎻ 叶绿体: ３ꎻ 细胞核: １
Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ: ６ꎻ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ: ４ꎻ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ: ３ꎻ ｎｕｃｌｅｕｓ: １

Ｇｒ８ＨＧＯ￣３ 细胞质
Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ

细胞质
Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ

胞外: ５ꎻ 细胞质: ３ꎻ 液泡: ３ꎻ 叶绿体: １ꎻ 线粒体: １ꎻ 内质网: １
Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ: ５ꎻ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ: ３ꎻ ｖａｃｕｏｌｅ: ３ꎻ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ: １ꎻ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ: １ꎻ ｅｎ￣
ｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ: １

Ｇｒ８ＨＧＯ￣４ 细胞质
Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ

细胞质
Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ

胞外: ５ꎻ 细胞质: ３ꎻ 液泡: ３ꎻ 叶绿体: １ꎻ 线粒体: １ꎻ 内质网: １
Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ: ５ꎻ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ: ３ꎻ ｖａｃｕｏｌｅ: ３ꎻ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ: １ꎻ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ: １ꎻ ｅｎ￣
ｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ: １

Ｇｒ８ＨＧＯ￣５ 细胞质
Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ

细胞质
Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ

胞外: ５ꎻ 细胞质: ３ꎻ 液泡: ３ꎻ 叶绿体: １ꎻ 线粒体: １ꎻ 内质网: １
Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ: ５ꎻ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ: ３ꎻ ｖａｃｕｏｌｅ: ３ꎻ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ: １ꎻ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ: １ꎻ ｅｎ￣
ｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ: １

Ｃｒ８ＨＧＯ 细胞质
Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ

细胞质
Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ

胞外: ６ꎻ 叶绿体: ３ꎻ 细胞质: ２ꎻ 液泡: ２ꎻ 细胞核: １
Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ: ６ꎻ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ: ３ꎻ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ: ２ꎻ ｖａｃｕｏｌｅ: ２ꎻ ｎｕｃｌｅｕｓ: １

５０２２ 期 王伟妍等: 滇龙胆 ８￣羟香叶醇氧化还原酶基因的克隆与表达分析



表 ４　 Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋白和 Ｃｒ８ＨＧＯ 蛋白的三维结构预测
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｒｅｅ ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｇｒ８ＨＧＯ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ Ｃｒ８ＨＧＯ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

蛋白
Ｐｒｏｔｅｉｎ

模板
Ｔｅｍｐｌａｔｅ

建模位置
Ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ ｐｏｓｉｔｉｏｎ

序列相似度
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ

Ｇｒ８ＨＧＯ￣１ 鼠Ⅱ类乙醇脱氢酶 [１ｅ３ｅ.１.Ａ]
Ｍｏｕｓｅ Ｃｌａｓｓ Ⅱ ａｌｃｏｈｏｌ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ [１ｅ３ｅ.１.Ａ]

９￣３５３ ３９.６５

Ｇｒ８ＨＧＯ￣２ 鼠Ⅱ类乙醇脱氢酶 [１ｅ３ｅ.１.Ａ]
Ｍｏｕｓｅ Ｃｌａｓｓ Ⅱ ａｌｃｏｈｏｌ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ [１ｅ３ｅ.１.Ａ]

７￣３７６ ３８.４２

Ｇｒ８ＨＧＯ￣３ 鼠Ⅱ类乙醇脱氢酶 [１ｅ３ｅ.１.Ａ]
Ｍｏｕｓｅ Ｃｌａｓｓ Ⅱ ａｌｃｏｈｏｌ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ [１ｅ３ｅ.１.Ａ]

７￣３７６ ３８.４２

Ｇｒ８ＨＧＯ￣４ 鼠Ⅱ类乙醇脱氢酶 [１ｅ３ｅ.１.Ａ]
Ｍｏｕｓｅ Ｃｌａｓｓ Ⅱ ａｌｃｏｈｏｌ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ [１ｅ３ｅ.１.Ａ]

９￣３７６ ３８.８０

Ｇｒ８ＨＧＯ￣５ 鼠Ⅱ类乙醇脱氢酶 Ｐ４７Ｈ 突变体 [１ｅ３ｌ.１]
Ｐ４７Ｈ ｍｕｔａｎｔ ｏｆ ｍｏｕｓｅ Ｃｌａｓｓ Ⅱ ａｌｃｏｈｏｌ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ [１ｅ３ｌ.１]

７￣３７６ ３８.４２

Ｃｒ８ＨＧＯ 鼠Ⅲ类乙醇脱氢酶 [３ｑｊ５.１.Ａ]
Ｍｏｕｓｅ Ｃｌａｓｓ Ⅲ ａｌｃｏｈｏｌ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ [３ｑｊ５.１.Ａ]

９￣３７８ ４４.４４

Ａ. Ｃｒ８ＨＧＯꎻ Ｂ. Ｇｒ８ＨＧＯ￣１ꎻ Ｃ. Ｇｒ８ＨＧＯ￣２ꎻ Ｄ. Ｇｒ８ＨＧＯ￣３ꎻ Ｅ. Ｇｒ８ＨＧＯ￣４ꎻ Ｆ. Ｇｒ８ＨＧＯ￣５ꎻ 红色表示 α￣螺旋ꎻ 黄色表示 β￣折叠ꎻ 绿色表示环ꎮ
Ａ. Ｃｒ８ＨＧＯꎻ Ｂ. Ｇｒ８ＨＧＯ￣１ꎻ Ｃ. Ｇｒ８ＨＧＯ￣２ꎻ Ｄ. Ｇｒ８ＨＧＯ￣３ꎻ Ｅ. Ｇｒ８ＨＧＯ￣４ꎻ Ｆ. Ｇｒ８ＨＧＯ￣５ꎻ Ｒｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ α￣ｈｅｌｉｘꎻ Ｙｅｌｌｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ β￣ｆｏｌｄꎻ
Ｇｒｅｅｎ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｌｏｏｐ.

图 ４　 Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋白和 Ｃｒ８ＨＧＯ 蛋白同源二聚体的三维结构预测
Ｆｉｇ. ４　 Ｔｈｒｅｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｈｏｍｏｄｉｍｅｒｓ ｏｆ Ｇｒ８ＨＧＯ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ Ｃｒ８ＨＧＯ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ｇｒ８ＨＧＯ 基因在两年生滇龙胆的根、茎和叶等组织

器官中的表达情况进行分析ꎬ结果显示 Ｇｒ８ＨＧＯ 基

因在叶中表达量最高ꎬ分别是根和茎中的 ３１.４６ 倍

和 ２６.７０ 倍ꎬ根和茎中仅有少量表达(图 ６)ꎮ

３　 讨论

龙胆苦苷是滇龙胆、龙胆、三花龙胆和条叶龙

胆、秦艽、川西獐牙菜等中药材的主要药效成分

(Ｈｕａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４ꎻ 国家药典委员会ꎬ ２０１５ꎻ Ｌｉｕ ｅｔ

ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎬ因此克隆滇龙胆龙胆苦苷生物合成途

径中的基因并对其进行组织特异性表达分析ꎬ对
于揭示这一类药材主要药效成分的生物合成都具

有重要意义ꎮ 在滇龙胆生产中ꎬ主要存在龙胆苦

苷含量低(Ｐａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)和连作障碍(来源于

临沧耀阳生物药业科技公司)两个问题ꎬ可通过合

成生物学手段工厂化生产龙胆苦苷和培育高龙胆

苦苷含量的新品种来解决ꎬ但前提是需要首先阐

明龙胆苦苷的生物合成途径ꎮ ８￣羟香叶醇氧化还

原酶是龙胆苦苷和其他单萜类生物合成途径中的

６０２ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



表 ５　 Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋白和 Ｃｒ８ＨＧＯ 蛋白的保守结构域预测
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ｄｏｍａｉｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｇｒ８ＨＧＯ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ Ｃｒ８ＨＧＯ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

蛋白
Ｐｒｏｔｅｉｎ

结构域
Ｄｏｍａｉｎ

催化 Ｚｎ
结合位点
Ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｚｎｉｃ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ

结构 Ｚｎ
结合位点
Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｚｎｉｃ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ

ＮＡＤ 结合位点
ＮＡＤ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ

底物结合
位点
Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ

二聚体界面
Ｄｉｍｅｒ ｉｎｔｅｒｆａｃｅ

Ｇｒ８ＨＧＯ￣１ 乙 醇 脱 氢 酶 Ｎ 端 结 构 域
(ＩＰＲ０１３１５４) 和 Ｃ 端 结 构 域
(ＩＰＲ０１３１４９)
Ａｌｃｏｈｏｌ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬ
Ｎ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ (ＩＰＲ０１３１５４)
ａｎｄ Ｃ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ (ＩＰＲ０１３１４９)

４７Ｈꎬ １５３Ｃ ７７Ｃꎬ ８０Ｃꎬ
８３Ｃꎬ ９１Ｃ

１５３Ｃꎬ １５７Ｔꎬ １７８Ｇꎬ
１７９Ｌꎬ １８０Ｇꎬ １８１Ａꎬ
１８２Ｖꎬ ２０２Ｄꎬ ２０３Ｉꎬ
２０７Ｋꎬ ２４８Ｃꎬ ２４９Ｔꎬ
２５３Ａꎬ ２５４Ｌꎬ ２７２Ｉꎬ
２７３Ｇꎬ ２９６Ｓꎬ ２９７Ｉꎬ
２９８Ｙꎬ ３４８Ｋ

４７Ｈꎬ ７３Ｙꎬ
２７４Ａ

８１Ｌꎬ ８２Ｎꎬ ８５Ｓꎬ
８７Ｋꎬ ８８Ｓꎬ ８９Ｎꎬ
９０Ｌꎬ ２３９Ｇꎬ ２４１Ｇꎬ
２６６Ｌꎬ ２７１Ｌꎬ ２７２Ｉꎬ
２７３Ｇꎬ ２７４Ａꎬ ２８０Ｇꎬ
２８１Ｔꎬ ２８２Ｉꎬ ２８３Ｎꎬ
２８４Ｆꎬ ２８５Ｉꎬ ２８７Ｌꎬ
２９０Ｇꎬ ２９１Ｒꎬ ２９２Ｔꎬ
２９３Ｖꎬ ２９４Ｋꎬ ２９５Ｇꎬ
２９６Ｓꎬ ２９７Ｉ

Ｇｒ８ＨＧＯ￣２
Ｇｒ８ＨＧＯ￣３
Ｇｒ８ＨＧＯ￣４
Ｇｒ８ＨＧＯ￣５

聚酮合酶、烯酰还原酶结构域
(ＩＰＲ０２０８４３)ꎻ乙醇脱氢酶 Ｎ 端
结构域(ＩＰＲ０１３１５４)和 Ｃ 端结构
域(ＩＰＲ０１３１４９)
Ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ ｅｎｏｙｌｒｅｄｕｃｔａｓｅ
ｄｏｍａｉｎ (ＩＰＲ０２０８４３)ꎻ Ａｌｃｏｈｏｌ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬ Ｎ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ
(ＩＰＲ０１３１５４) ａｎｄ
Ｃ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ (ＩＰＲ０１３１４９)

４９Ｃꎬ ５１Ｔꎬ
７０Ｈꎬ １７６Ｃ

１００Ｃꎬ １０３Ｃꎬ
１０６Ｃꎬ １１４Ｃ

５０Ｈꎬ ５１Ｔꎬ１７６Ｃꎬ １８０Ｔꎬ
２０１Ｇꎬ ２０２Ｌꎬ ２０３Ｇꎬ
２０４Ａꎬ ２０５Ｖꎬ ２２５Ｄꎬ
２２６Ｉꎬ ２３０Ｋꎬ ２７１Ｃꎬ
２７２Ｔꎬ ２７６Ａꎬ ２７７Ｌꎬ
２９５Ｉꎬ ２９６Ｇꎬ ３１９Ｓꎬ
３２０Ｉꎬ ３２１Ｙꎬ ３７１Ｋ

５１Ｔꎬ ７０Ｈꎬ
９６Ｙꎬ９７Ａ

１０４Ｌꎬ １０５Ｎꎬ １０８Ｓꎬ
１１０Ｋꎬ １１１Ｓꎬ １１２Ｎꎬ
１１３Ｌꎬ ２６２Ｇꎬ ２６４Ｇꎬ
２８９Ｌꎬ ２９４Ｌꎬ ２９５Ｉꎬ
２９６Ｇꎬ ２９７Ａꎬ ３０３Ｇꎬ
３０４Ｔꎬ ３０５Ｉꎬ ３０６Ｎꎬ
３０７Ｆꎬ ３０８Ｉꎬ ３１０Ｌꎬ
３１３Ｇꎬ ３１４Ｒꎬ ３１５Ｔꎬ
３１６Ｖꎬ ３１７Ｋꎬ ３１８Ｇꎬ
３１９Ｓꎬ ３２０Ｉ

Ｃｒ８ＨＧＯ 聚酮合酶、烯酰还原酶结构域
(ＩＰＲ０２０８４３)ꎻ乙醇脱氢酶 Ｎ 端
结构域(ＩＰＲ０１３１５４)和 Ｃ 端结构
域(ＩＰＲ０１３１４９)
Ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ ｅｎｏｙｌｒｅｄｕｃｔａｓｅ
ｄｏｍａｉｎ ( ＩＰＲ０２０８４３ )ꎻ Ａｌｃｏｈｏｌ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬ Ｎ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ
(ＩＰＲ０１３１５４) ａｎｄ
Ｃ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ (ＩＰＲ０１３１４９)

５１Ｃꎬ ５３Ｔꎬ
７２Ｈꎬ １７８Ｃ

１０２Ｃꎬ １０５Ｃꎬ
１０８Ｃꎬ １１６Ｃ

５２Ｈꎬ ５３Ｔꎬ１７８Ｃꎬ １８２Ｔꎬ
２０３Ｇꎬ ２０４Ｌꎬ ２０５Ｇꎬ
２０６Ａꎬ ２０７Ｖꎬ ２２７Ｄꎬ
２２８Ｉꎬ ２３２Ｋꎬ ２７３Ｃꎬ
２７４Ｔꎬ ２７８Ａꎬ ２７９Ｌꎬ
２９７Ｉꎬ ２９８Ｇꎬ ３２１Ｓꎬ
３２２Ｉꎬ ３２３Ｙꎬ ３７３Ｋ

５３Ｔꎬ ７２Ｈꎬ
９８Ｙꎬ ２９９Ａ

１０６Ｌꎬ １０７Ｎꎬ １１０Ｓꎬ
１１２Ｒꎬ １１３Ｔꎬ １１４Ｎꎬ
１１５Ｌꎬ ２６４Ｇꎬ ２６６Ｇꎬ
２９１Ｌꎬ ２９６Ｌꎬ ２９７Ｉꎬ
２９８Ｇꎬ ２９９Ａꎬ ３０５Ｇꎬ
３０６Ｅꎬ ３０７Ｉꎬ ３０８Ｋꎬ
３０９Ｆꎬ ３１０Ｉꎬ ３１２Ｌꎬ
３１５Ｇꎬ ３１６Ｒꎬ ３１７Ｔꎬ
３１８Ｖꎬ ３１９Ｋꎬ ３２０Ｇꎬ
３２１Ｓꎬ ３２２Ｉ

重要的催化酶(Ｃａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎬ因此 ８ＨＧＯ 基因

的表达情况能够直接影响这些药材龙胆苦苷的生

物合成ꎮ 本研究基于滇龙胆转录组数据库ꎬ在滇

龙胆中克隆到 ５ 个 ８ＨＧＯ 基因ꎬ表明在滇龙胆中

８ＨＧＯ 基因可能存在功能冗余现象ꎮ
高效的途径工程需要不同途径组分的细胞和

亚细胞组织的精确知识(Ｍｉｅｔｔｉｎｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎮ
本研究使用 Ｐｌａｎｔ￣ｍＰＬｏｃ 和 ＰｒｏｔＣｏｍｐ ９.０ 软件对 ５
个 Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋白和 Ｃｒ８ＨＧＯ 蛋白进行亚细胞定位

预测ꎬ结果为所有蛋白均定位于细胞质ꎬ这与通过

Ｃｒ８ＨＧＯ 与 ＧＦＰ 融 合 表 达 试 验 获 得 的 长 春 花

Ｃｒ８ＨＧＯ 蛋 白 定 位 结 果 一 致 ( Ｍｉｅｔｔｉｎｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１４)ꎮ 而 ＷＯＬＦ ＰＳＯＲＴ 软件预测的结果却是

Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋白最可能为分泌蛋白ꎬ这是由于不同软

件的预测方法不同所致ꎮ ＰｒｏｔＣｏｍｐ ９.０ 软件综合

了蛋白质定位预测的许多方法ꎬ如基于神经网络

的预测方法ꎬ与已知定位同源蛋白的直接比较的

方法ꎬ预测某些功能肽序列如线粒体和叶绿体信

号肽、转运肽和跨膜区段的方法等ꎮ 上海交通大

学沈红斌教授开发的 Ｐｌａｎｔ￣ｍＰＬｏｃ 软件ꎬ是基于已

知定位的１ ０５５个蛋白质序列数据库的预测方法ꎬ
该软件解决了单个蛋白存在多种亚细胞定位的问

题(Ｃｈｏｕ ＆ Ｓｈｅｎꎬ ２０１０)ꎮ 而 ＷＯＬＦ 软件是由日本

人较早开发的基于分类信号模序和相关序列特征

如氨基酸组成等进行预测的软件ꎮ 因此ꎬ进行蛋

白亚细胞定位预测时ꎬ需要使用多种软件进行综

合分析ꎮ
在本研究中ꎬ三维模型预测结果表明ꎬ５ 个

Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋白与 Ｃｒ８ＨＧＯ 蛋白的活性形式为二聚

体ꎬ这与 ５ 个 Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋白与 Ｃｒ８ＨＧＯ 蛋白都具有

２９ 个二聚体界面接触位点相一致ꎬ与在印度萝芙

木中ꎬＲｓ１０ＨＧＯ 蛋白活性形式是单体的结果不同

７０２２ 期 王伟妍等: 滇龙胆 ８￣羟香叶醇氧化还原酶基因的克隆与表达分析



Ｍ. ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ Ⅲꎻ １. 质粒 ｐＥＴ３２ａ￣Ｇｒ８ＨＧＯ￣２ 的 ＢａｍＨＩ 和
ＸｈｏＩ 双酶切ꎮ
Ｍ. ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ Ⅲꎻ １. Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＴ３２ａ￣
Ｇｒ８ＨＧＯ￣２ ｂｙ ＢａｍＨＩ ａｎｄ ＸｈｏＩ.

图 ５　 质粒 ｐＥＴ３２ａ￣Ｇｒ８ＨＧＯ￣２ 的双酶切检测
Ｆｉｇ. ５　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＴ３２ａ￣Ｇｒ８ＨＧＯ￣２

ｂｙ ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎｓ

图 ６　 Ｇｒ８ＨＧＯ 基因在根、茎和叶中的相对表达
Ｆｉｇ. ６　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｇｒ８ＨＧＯ

ｇｅｎｅ ｉｎ ｒｏｏｔꎬ ｓｔｅｍ ａｎｄ ｌｅａｆ

( Ｉｋｅｄａ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９１)ꎮ 因此ꎬ需要通过实验来进一

步验证ꎮ
组织器官特异性表达分析结果显示ꎬ本研究

中的 Ｇｒ８ＨＧＯ 基因主要在叶中表达ꎬ而在根和茎中

几乎不表达ꎮ 这与滇龙胆的主要药效成分龙胆苦

苷主要在叶中合成、根中累积的结果相一致(杨美

权等ꎬ ２０１１ꎻ 朱宏涛等ꎬ ２０１１)ꎬ这表明所克隆的 ５
个 Ｇｒ８ＨＧＯ 基因在叶中而不是根中促进龙胆苦苷

的生物合成ꎮ 由于 ５ 个 Ｇｒ８ＨＧＯ 基因的高度相似

性ꎬ很难设计特异性引物将它们的组织特异性表

达区分开ꎬ因此目前无法判断究竟是哪一个或哪

几个 Ｇｒ８ＨＧＯ 基因在叶中高表达ꎬ今后可采用高通

量测序技术加以区分ꎮ 我们的结果与在喜树中

Ｃａ８ＨＧＯ 主要在茎和叶中表达ꎬ在喜树碱累积的根

中不表达的结果相一致(Ｖａｌｌｅｔｔａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０)ꎮ 而

与在两年生花期的麻花艽 Ｇｓ１０ＨＧＯ 基因在花中表

达量最高ꎬ其次是根ꎬ表达量最低的是叶的结果刚

好相反(Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎬ与在温室栽培的印度

獐牙菜植株中 Ｓｃ８ＨＧＯ 基因在叶和根中均表达

(Ｐａｄｈａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)、在川西獐牙菜中 Ｓｍ８ＨＧＯ
基因在根、茎、叶和花中的表达量差异不大( Ｌｉｕ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１７)的结果也不同ꎮ 以上结果表明滇龙胆

和喜树具有相似的活性成分合成与累积模式ꎬ而
与麻 花 艽 和 印 度 獐 牙 菜 不 同ꎮ 下 一 步 将 对

Ｇｒ８ＨＧＯ 蛋白进行诱导表达、蛋白纯化和酶活性分

析ꎬ为该基因功能的阐明奠定基础ꎮ
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