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摘　 要: 香豆酸￣３￣羟化酶属于植物中最大的蛋白酶细胞色素 Ｐ４５０ 家族之一ꎬ在植物生命活动中发挥着重

要作用ꎮ 为了解地黄香豆酸￣３￣羟化酶基因 ＲｇＣ３Ｈ 合成毛蕊花糖苷的功能ꎬ该研究基于地黄代谢组学分析

获得 ＫＥＧＧ 途径中的 Ｃ３Ｈꎬ采用多重比对在 ＮＣＢＩ 中获得同源基因的一个保守序列ꎬ并基于该保守序列和地

黄 ＳＲＡ 数据库ꎬ采用电子克隆和 ＲＴ￣ＰＣＲ 克隆技术获得地黄 Ｃ３Ｈ 基因全长 ＣＤＳ(ＲｇＣ３Ｈ)ꎬ对其进行生物信

息学分析ꎮ 结果表明:ＲｇＣ３Ｈ 基因全长为 １ ５３０ ｂｐꎬ且编码一个含 ５０９ 个氨基酸、分子量为 ５７.９１ ｋＤ、无信号

肽的蛋白质ꎻ基于氨基酸序列的结构分析显示ꎬＲｇＣ３Ｈ 有一个保守区域￣Ｐ４５０ 结构域ꎻ系统进化分析结果显

示ꎬＲｇＣ３Ｈ 与芝麻和猴面花的 Ｃ３Ｈ 基因具有很高的同源性ꎮ 上述结果为进一步研究 ＲｇＣ３Ｈ 基因在地黄毛

蕊花糖苷生物合成途径中的作用奠定了基础ꎮ
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　 　 地黄是“四大怀药”之一ꎬ属于玄参科地黄属

多年生草本植物ꎬ是一种重要的传统中药药材ꎬ种
类繁多ꎬ具有益阴生津、清凉热血等功效ꎮ 目前ꎬ
有关地黄的基因不断被挖掘和分析ꎬ如地黄纤维

素合酶基因(周延清等ꎬ２０１５)、ＲｇＴＰＩ 基因(邵露

营等ꎬ２０１８)、ＲｇｈＢＮＧ 基因(张喻ꎬ２０１４)等ꎬ但明

确相应功能的基因并不多ꎮ
香豆酸￣３￣羟化酶 ( ｐ￣ｃｏｕｍａｒａｔｅ ３￣ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅꎬ

Ｃ３Ｈ)属于细胞色素 Ｐ４５０ 中的 ＣＹＰ９８ 亚家族ꎬ细
胞色素 Ｐ４５０ 参与木质素中间物的生物合成过程

中ꎬ在植物生长发育过程中发挥重要作用(贺丽虹

等ꎬ２００８)ꎮ 目前ꎬＣ３Ｈ 基因已在拟南芥( Ｓｃｈｏｃｈ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２００１)、慈竹(周美娟等ꎬ２０１２)、苎麻(袁有美

等ꎬ２０１７)等植物中逐步被鉴定ꎮ Ｃ３Ｈ 是毛蕊花糖

苷等多种物质生物合成途径中的一条共有途径－
苯丙素途径中的一个限速酶ꎬ地黄转录组测序挖

掘出其 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７)ꎬ地黄代谢组

分析 挖 掘 出 Ｃ３Ｈ 及 其 催 化 途 径 ( Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１８)ꎮ 其与毛蕊花糖苷合成相关的作用被初步

证实(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７)ꎮ 但是ꎬ地黄全长 Ｃ３Ｈ 基

因的克隆及生物信息学分析尚未见报道ꎮ 本研究

基于地黄代谢组分析挖掘的 Ｃ３Ｈꎬ采用同源克隆、
电子克隆技术结合 ＲＴ￣ＰＣＲ 的方法首次获得了

ＲｇＣ３Ｈ 全长 ＣＤＳꎬ并对其碱基序列及其编码的蛋

白质序列进行了生物信息学分析ꎬ为进一步研究

其在地黄毛蕊花糖苷途径中的作用及其他功能的

开发应用奠定理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

地黄品种温 ８５－５ 块根ꎬ种植于河南师范大学

实 验 田ꎮ 获 得 的 ＲｇＣ３Ｈ 基 因 部 分 保 守 序

列:ＧＡＧＴＴＣＡＧＡＣＣＣＧＡＧＡＧＧＴＴＴＣＡＡＧＡＧＧＡＧＧ
ＡＣＡＴＣＧＡＣＡＴＧＡＡＧＧＧＧＡＣＣＧＡＴＴＡＴＣＧＧＣＴＡＣＴ
ＴＣＣＧＴＴＣＧＧＧＴＣＡＧＧＡＣＧＧＣＧＴＡＴＴＴＧＣＣＣＣＧＧＴ
ＧＣＡＣＡＡＣＴＴＧＣＴＡＴＣＡＡＣＴＴＧＧＴＧꎮ ＲｇＣ３Ｈ 基 因

引物 序 列 为 ( Ｆ: ５′￣ＡＴＧＧＣＴＡＴＣＣＣＴＣＴＣＣＴＣＡＴ￣
３′ꎬＲ: ５′￣ ＧＣＡＡＡＡＧＡＡＡＡＧＡＡＣＣＡＴＡ￣３′)ꎬ引物

序列合成于英潍捷基(上海)贸易有限公司ꎮ 琼脂

糖、溴化乙锭(四川维克奇生物科技有限公司)ꎬ
ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ(ＤＬ２ ０００)(宝生物生物技术公司)
１.２ 方法

１.２.１ 目的基因 ＲｇＣ３Ｈ 全长 ＣＤＳ 的获取 　 依据地

黄代谢组学分析侯选 ＫＥＧＧ 通路挖掘出 ＲｇＣ３Ｈ 酶

(Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎬ并在 ＮＣＢＩ 数据库中下载与

地黄亲缘关系较近物种的已知 Ｃ３Ｈ 的核苷酸序列

进行同源比对ꎬ获得 Ｃ３Ｈ 部分保守序列ꎮ 找到地

黄相关的 ＳＲＡ 数据库在 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ Ｂｌａｓｔ 中输入已

知的部分序列ꎬ选择高度相似的序列检索地黄

ＳＲＡ 数据库进行电子克隆ꎮ 用 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 软件预

测 ＲｇＣ３Ｈ 的完整 ＯＲＦｓꎬ利用软件 ｐｒｉｍｅｒ ｐｒｉｍｅｒ
５.０ 设计用于 ＲＴ￣ＰＣＲ 的引物ꎬ并以温 ８５－５ 块根

的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 反应体系参照王向楠

(２０１７)ꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ 程序为 ９５ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎꎻ９５
℃变性 ３０ ｓꎬ引物退火温度为 ５３ ℃ꎬ退火时间为

３０ ｓꎬ７２ ℃延伸时间 ２ ｍｉｎꎬ３５ ｃｙｃｌｅꎻ７２ ℃ 终延伸

１０ ｍｉｎꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ 结束后ꎬ进行 １％琼脂糖凝胶电

泳检测ꎮ 产物胶回收后送至上海金唯智公司进行

测序得到 ＲｇＣ３Ｈ 基因的编码序列ꎮ
１.２.２ ＲｇＣ３Ｈ 的生物信息学分析 　 将测序得到的

ＲｇＣ３Ｈ 完整 ＣＤＳ 区ꎬ用 ＮＣＢＩ 在线分析工具 ＯＲＦ
Ｆｉｎｄｅｒ 查找该基因开放阅读框 ＯＲＦꎻ用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ
对 ＲｇＣ３Ｈ 蛋白进行理化性质分析ꎻ用 ＴＭＨＭＭ ２.０
和 ＮｅｔＰｈｏｓ ３.１ Ｓｅｒｖｅｒ 对 ＲｇＣ３Ｈ 蛋白质的跨膜区和

磷酸位点进行预测分析ꎻ应用 Ｓｉｇｎａｌ Ｐ￣５.０ 对地黄

２８２１ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



ＲｇＣ３Ｈ 氨 基 酸 序 列 进 行 信 号 肽 的 分 析ꎮ 用

ＳＯＰＭＡ 及 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 分别对 ＲｇＣ３Ｈ 蛋白的

二级和三级结构进行分析ꎮ 用 ＮＣＢＩ 的 ＣＤ ｓｅａｒｃｈ
和 ＩｎｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ 对 ＲｇＣ３Ｈ 蛋白的结构域进行分析ꎮ
利用 ＮＣＢＩ 在线工具 Ｂｌａｓｔ 查找与 ＲｇＣ３Ｈ 同源性较

高的序列ꎬ运用软件 ＤＮＡＭＡＮ６.０ 进行同源性分析

及采用 ＭＥＧＡ ６.０ 软件构建系统进化树ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 目的基因 ＲｇＣ３Ｈ 全长 ＣＤＳ 的获取

根据拼接得到的 ＣＤＳ 序列设计引物ꎬ利用 ＲＴ￣
ＰＣＲ 进行扩增ꎬ结果如图 １ 所示ꎮ ＰＣＲ 产物切胶

回收送至上海金唯智公司进行测序所得基因序列

结果如图 ２ 所示ꎮ ＣＤＳ 全长为 １ ５３０ ｂｐꎬ编码的蛋

白共有 ５０９ 个氨基酸残基ꎮ

Ｍ. ＤＬ ２０００ ＤＮＡ 标记ꎻ １. ＲｇＣ３Ｈ 基因的 ＰＣＲ 产物ꎮ
Ｍ. ＤＬ ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ １. ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ＲｇＣ３Ｈ ｇｅｎｅ.

图 １　 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增 ＲｇＣ３Ｈ 电泳
Ｆｉｇ. １　 Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＴ￣ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＲｇＣ３Ｈ

２.２ ＲｇＣ３Ｈ 同源性分析及系统进化分析

通过 ＮＣＢＩ 的 Ｂｌａｓｔｎ 搜索与 ＲｇＣ３Ｈ 基因核苷

酸序列相似性较高的物种ꎬ用 ＤＮＡＭＡＮ６.０ 多重比

对结 果 表 明 ＲｇＣ３Ｈ 与 芝 麻 [ Ｓｅｓａｍｕｍ ｉｎｄｉｃｕｍ

(ＮＭ＿００１３０４４１０. １)]、猴面花[Ｅｒｙｔｈｒａｎｔｈｅ ｇｕｔｔａｔａ
(ＸＭ ＿ ０１２９７２６２５. １ )]、 桃 儿 七 [ Ｓｉｎｏｐｏｄｏｐｈｙｌｌｕｍ
ｈｅｘａｎｄｒｕｍ( ＫＣ１１０９８９. １ )]、美 花 烟 草 [ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ
ｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓ(ＸＭ＿００９７６６６５０. １)] 等物种的相似性分

别依次为 ９１％、８２％、７２％和 ７０％(图 ３)ꎮ
为进一步研究 ＲｇＣ３Ｈ 在其他植物之间的进化

关系ꎬ利用 ＭＥＧＡ ６.０ 进行 Ｃ３Ｈ 蛋白系统进化树

的构建结果显示ꎬ芝麻、猴面花与地黄亲缘关系最

近ꎬ率先聚为一支ꎬ后与美花烟草聚为一支ꎬ与相

思木(Ａｃａｃｉａ ｋｏａꎬＫＸ７８４９４２.１)、锦鸡儿(Ｃａｒａｇａｎａ
ｓｉｎｉｃａꎬ ＨＱ８２９８５８. １ )、 木 槿 ( Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｓｙｒｉａｃｕｓꎬ
ＪＸ００３２４９.１)的亲缘关系最远(图 ４)ꎮ
２.３ ＲｇＣ３Ｈ 理化性质、功能及结构域预测

２.３.１ ＲｇＣ３Ｈ 理化性质　 应用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 对 ＲｇＣ３Ｈ
进行 蛋 白 理 化 性 质 分 析ꎬ 发 现 其 分 子 式 为

Ｃ２６０８Ｈ４１３６Ｎ７０６Ｏ７２７Ｓ２８ꎬ分子量为 ５７ ９１１. ５０ꎬ氨基酸

总数为 ５０９ꎬ等电点(ｐＩ)为 ８.８９ꎬ带负电荷的残基

(Ａｓｐ＋Ｇｌｕ)总数为 ６０ꎬ带正电荷的残基(Ａｒｇ＋Ｌｙｓ)
总数为 ６７ꎬ估计的半衰期为 ３０ ｈꎬ不稳定指数为

３１.１１ꎬ蛋白质类型为稳定蛋白质ꎮ 脂肪指数为

９０.２２ꎬ亲水性的平均值(ＧＲＡＶＹ)为－０.２０２ꎮ
２.３.２ ＲｇＣ３Ｈ 保守结构域预测　 利用 ＮＣＢＩ 的 Ｃｏｎ￣
ｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎ Ｄａｔａｂａｓｅ 数 据 库 分 析 结 果 表 明

ＲｇＣ３Ｈ 的保守结构域含有 Ｐ４５０ 超家族ꎬ即属于细

胞色素 Ｐ４５０ 家族成员(图 ５)ꎮ
２.３. ３ ＲｇＣ３Ｈ 的跨膜区和磷酸化位点分析 　 用

ＴＭＨＭＭ２.０ 对 ＲｇＣ３Ｈ 进行分析ꎬ结果表明 ＲｇＣ３Ｈ
没有跨膜结构ꎬ且是膜外蛋白质ꎮ 用 ＮｅｔＰｈｏｓ ３.１
Ｓｅｒｖｅｒ 对 ＲｇＣ３Ｈ 进行磷酸化结构预测得出ꎬ苏氨

酸磷酸化位点有 ２６ 个ꎻ丝氨酸磷酸化位点有 ２０
个ꎻ酪氨酸磷酸化位点有 １２ 个ꎮ
２.３.４ ＲｇＣ３Ｈ 信号肽分析　 利用 Ｓｉｇｎａｌ Ｐ￣５.０ 对地

黄 ＲｇＣ３Ｈ 氨基酸序列进行信号肽的可能性分析ꎬ
结果表明ꎬＲｇＣ３Ｈ 无信号肽ꎬ可推测该蛋白没有跨

膜运输功能ꎬ不是分泌型蛋白ꎮ
２.４ ＲｇＣ３Ｈ 二级结构、三级结构预测分析

本文应用 ＳＯＰＭＡ 及 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 分别对

ＲｇＣ３Ｈ 的二级和三级结构进行分析ꎬ发现其中 α 螺

旋占最多ꎬ为 ５０.６９％ꎬ其次是无规卷曲占 ３３.９９％ꎬ
延伸链占 ９.４３％和 β 转角占 ５.８９％(图 ６、图 ７)ꎮ
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图 ２　 ＲｇＣ３Ｈ 基因 ＣＤＳ 的核苷酸及预测的氨基酸序列
Ｆｉｇ. ２　 ＣＤＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＲｇＣ３Ｈ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｉｔｓ ｃｏｄｉｎｇ ＲｇＣ３Ｈ

３　 讨论与结论

地黄是一种大宗中草药ꎬ具有很高的观赏、食

用及药用价值ꎬ其主要生物活性成分毛蕊花糖苷

对其药效意义重大ꎮ 毛蕊花糖苷具有抗炎、抗菌、
抗氧化、抗肿瘤、光保护、护肝、保护神经和免疫调

节等多种生物活性(Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１９)ꎮ 但是ꎬ地黄毛
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图 ３　 ＲｇＣ３Ｈ 氨基酸序列的同源性比对
Ｆｉｇ. ３　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＲｇＣ３Ｈ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｋｎｏｗｎ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ Ｃ３Ｈ

图 ４　 ＲｇＣ３Ｈ 蛋白氨基酸序列的系统进化树
Ｆｉｇ. ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＲｇＣ３Ｈ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
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图 ５　 ＲｇＣ３Ｈ 保守结构域分析
Ｆｉｇ. ５　 Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ｄｏｍａｉｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲｇＣ３Ｈ

图 ６　 ＲｇＣ３Ｈ 二级结构预测
Ｆｉｇ. ６　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＲｇＣ３Ｈ

①. α 螺旋ꎻ ②. 无规卷曲ꎻ ③. 延伸链ꎻ ④. β 转角ꎮ
①. Ａｌｐｈａ ｈｅｌｉｘꎻ ②. Ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌꎻ ③. Ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄꎻ ④. Ｂｅｔａ
ｔｕｒｎ.

图 ７　 ＲｇＣ３Ｈ 三级结构预测
Ｆｉｇ. ７　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＲｇＣ３Ｈ

蕊花糖苷含量很低ꎬ我国药典规定地黄毛蕊花糖

苷含量不小于 ０.０２％ꎮ 因此ꎬ需要解析地黄毛蕊

花糖苷生物合成途径ꎬ探索提高地黄毛蕊花糖苷

含量ꎮ 毛蕊花糖苷生物合成途径有一条重要的苯

丙烷合成途径ꎬ与木质素合成途径具有重叠步骤ꎬ
而 Ｃ３Ｈ 正是两者重叠途径中的限速酶( Ｓｃｈｏｃｈ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００１)ꎬ且 前 期 研 究 已 挖 掘 出 了 地 黄 Ｃ３Ｈ

(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７ꎻＺｈｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８ )及其编码基

因 ＲｇＣ３Ｈ 的 Ｕｎｉｇｅｎｅ(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７)ꎮ 但是ꎬ
没有克隆 ＲｇＣ３Ｈ 全长基因和深入研究其合成毛蕊

花糖苷的作用ꎮ
本研究基于地黄代谢组分析挖掘出 Ｃ３Ｈꎬ采

用同源克隆、电子克隆技术结合 ＲＴ￣ＰＣＲ 的方法首

次获得了 ＲｇＣ３Ｈ 全长 ＣＤＳꎬ并对其碱基序列及其

编码的蛋白质的氨基酸序列进行了生物信息学分

析ꎬ这些结果体现了我们建立的基因克隆技术具

有综合性、先进性和有效性ꎻＲｇＣ３Ｈ 测序结果为

１ ５３０ ｂｐꎬ生物信息学分析表明其编码 ５０９ 个氨基

酸ꎬ具有 Ｃ３Ｈ 酶类的保守 Ｐ４５０ 结构域ꎬ这与前人

从慈竹、苎麻、石榴等植物中克隆的 Ｃ３Ｈ 基因在基

因大小、氨基酸残基个数等方面的结果一致(周美

娟等ꎬ ２０１２ꎻ 袁 有 美 等ꎬ ２０１７ꎻ 熊 枫 等ꎬ ２０１８ )ꎻ
ＲｇＣ３Ｈ 在氨基酸水平上与多种植物的 Ｃ３Ｈ 具有

较高的同源性ꎬ且系统进化树结果显示ꎬ地黄

ＲｇＣ３Ｈ 基因与芝麻(ＮＭ＿００１３０４４１０.１)和猴面花

(ＸＭ＿０１２９７２６２５.１)的 Ｃ３Ｈ 基因相似性分别高达

９１％和 ８２％ꎬ这与他们同属于管状花目植物的分

类地位相一致ꎻ采用 ＳＯＰＭＡ 预测 ＲｇＣ３Ｈ 蛋白二

级结构表明该蛋白中主要由 α 螺旋和无规卷曲组

成ꎬ延伸链和 β 转角相对较少ꎻ经信号肽预测分析

得出该蛋白是一种膜外蛋白质ꎬ无信号肽ꎬ没有跨

膜运输功能ꎮ
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综上所述ꎬ本研究成功克隆并分析了地黄

ＲｇＣ３Ｈ 基因ꎬ证明其属于植物 Ｃ３Ｈ 基因家族ꎮ 本

研究工作的开展ꎬ扩大了已知地黄基因数据ꎬ为下

一步揭示 ＲｇＣ３Ｈ 在地黄毛蕊花糖苷生物合成途径

中的 作 用 提 供 了 有 价 值 的 基 础 数 据ꎮ 但 是ꎬ
ＲｇＣ３Ｈ 合成地黄毛蕊花糖苷的真正作用有待进一

步深入研究ꎮ
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