
　 Ｇｕｉｈａｉａ　 Ｊｕｌ. ２０２１ꎬ ４１(７): １１５５－１１６４ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｇｕｉｈａｉａ－ｊｏｕｒｎａｌ.ｃｏｍ

ＤＯＩ: １０.１１９３１ / ｇｕｉｈａｉａ.ｇｘｚｗ２０１９１１０３２

卢昌华ꎬ 邓文静ꎬ 曾建荣ꎬ 等. 广藿香 ＦＰＰＳ 基因原核表达及茉莉酸甲酯对 ＦＰＰＳ 表达量的影响 [ Ｊ] . 广西植物ꎬ ２０２１ꎬ
４１(７): １１５５－１１６４.
ＬＵ ＣＨꎬ ＤＥＮＧ ＷＪꎬ ＺＥＮＧ ＪＲꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＰＰＳ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｐｏｇｏｓｔｅｍｏｎ ｃａｂｌｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｔｈｙｌ ｊａｓｍｏｎａｔｅ ｏｎ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＰＰＳ [Ｊ] . Ｇｕｉｈａｉａꎬ ２０２１ꎬ ４１(７): １１５５－１１６４.

广藿香 ＦＰＰＳ 基因原核表达及茉莉酸甲酯
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摘　 要: 法尼基焦磷酸合酶( ｆａｒｎｅｓｙｌ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ ＦＰＰＳ)是广藿香甲羟戊酸途径中萜类物质生物合

成的关键酶ꎬ其催化异戊二烯焦磷酸(ＩＰＰ) 和二甲基烯丙基焦磷酸(ＤＭＡＰＰ)合成萜类物质前体法尼基焦

磷酸ꎮ 为了进一步研究广藿香萜类合成途径的分子机制ꎬ该文通过逆转录聚合酶链式反应获得 ＦＰＰＳ 基因

的 ｃＤＮＡ 序列ꎬ利用生物信息学软件预测 ＦＰＰＳ 编码蛋白的理化性质、结构和功能ꎮ 结果表明:(１)该序列

的开放阅读框全长 １ ０５０ ｂｐꎬ编码 ３４９ 个氨基酸ꎬ预测分子量为 ４０ ＫＤꎬ等电点为 ５.４３ꎬ存在一个结构域ꎬ参
与异戊二烯化合物的合成ꎬ不存在信号肽ꎬ亚细胞定位于细胞质ꎻ系统发育分析结果显示ꎬ广藿香 ＦＰＰＳ 氨

基酸序列和丹参(Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ)、撒尔维亚(Ｓ. ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ)的氨基酸序列亲缘关系最近ꎮ (２)使用无缝克

隆技术构建 ｐＥＴ￣３２ｂ￣ＦＰＰＳ 原核表达载体ꎬ并导入菌株 ＢＬ２１(ＤＥ３)中ꎬ考察不同浓度异丙基￣β￣Ｄ￣硫代半乳

糖苷(ＩＰＴＧ)对诱导融合蛋白的表达量的影响ꎮ 结果发现融合表达蛋白以包涵体形式存在沉淀中ꎬ４ 个浓度

的 ＩＰＴＧ 诱导蛋白表达效果差异不明显ꎮ (３)采用荧光定量技术分析 ０.１０、０.２５ ｍｍｏｌＬ￣１ＭｅＪＡ 对 ＦＰＰＳ 基

因表达水平的影响ꎬ发现 ０.１０ ｍｍｏｌＬ￣１ＭｅＪＡ 诱导后 ＦＰＰＳ 基因的表达量趋势是先升高后降低再升高再降

低ꎻ０.２５ ｍｍｏｌＬ￣１ＭｅＪＡ 诱导后 ＦＰＰＳ 基因的表达量趋势是先降低后升高再降低ꎮ 因此ꎬ推测植物体内

ＭｅＪＡ 浓度的变化能影响 ＦＰＰＳ 基因的表达ꎬ高浓度具抑制作用ꎬ低浓度具促进作用ꎮ 本研究为广藿香萜类

合成途径的研究奠定基础ꎬ以及为后续基因功能验证提供理论参考ꎮ
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中图分类号: Ｑ９４３　 　 文献标识码: Ａ　 　 文章编号: １０００￣３１４２(２０２１)０７￣１１５５￣１０

Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＰＰＳ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｐｏｇｏｓｔｅｍｏｎ ｃａｂｌｉｎ
ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｔｈｙｌ ｊａｓｍｏｎａｔｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＰＰＳ

ＬＵ Ｃｈａｎｇｈｕａ１ꎬ ＤＥＮＧ Ｗｅｎｊｉｎｇ１ꎬ ＺＥＮＧ Ｊｉａｎｒｏｎｇ１ꎬ ＬＩＵ Ｊｉａｎｚｈｏｎｇ１ꎬ
ＺＨＡＮＧ Ｈｏｎｇｙｉ１ꎬ２ꎬ３ꎬ ＨＥ Ｍｅｎｇｌｉｎｇ１ꎬ２ꎬ３ꎬ ＹＡＮ Ｈａｎｊｉｎｇ１ꎬ２ꎬ３∗

( １. Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０００６ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２. Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｓｔａｔｅ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
ｆｏｒ Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ＆ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ Ｃａｎｔｏｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ Ｍａｔｅｒｉａｌｓꎬ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０００６ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３. Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

Ｓｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍａｔｅｒｉａ Ｍｅｄｉｃａꎬ Ｃｈｉｎａ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｓｙｓｔｅｍꎬ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０００６ꎬ Ｃｈｉｎａ )

收稿日期: ２０２０－０１－０９
基金项目: 国家自然科学基金(８１７７３８２９) [Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (８１７７３８２９)]ꎮ
作者简介: 卢昌华ꎬ(１９９４－)ꎬ硕士研究生ꎬ主要从事生药学研究工作ꎬ(Ｅ￣ｍａｉｌ)８６２９７８９０３＠ｑｑ.ｃｏｍꎮ

∗通信作者: 严寒静ꎬ博士ꎬ教授ꎬ硕士研究生导师ꎬ主要从事中药资源品质评价研究工作ꎬ(Ｅ￣ｍａｉｌ)ｙａｎｈａｎｊｉｎｇ１２１１＠１６３.ｃｏｍꎮ



Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｆａｒｎｅｓｙｌ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ (ＦＰＰＳ)ꎬ ａ ｋｅｙ ｅｎｚｙｍｅ ｆｏｒ ｔｅｒｐｅｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ ｐａｔｃｈｏｕｌｉ ｍｅｖａｌｏｎａｔｅ
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ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓ ４０ ＫＤ. Ｔｈｅ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓ ５.４３. Ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｉｓ ａ ｄｏｍａｉｎ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ
ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｉｓｏｐｒｅｎｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ. Ｔｈｅｒｅ ｉｓ ｎｏ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｙｔｏｐｌａｓｍ. Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐａｔｃｈｏｕｌｉ ＦＰＰＳ ｉｓ ｃｌｏｓｅｓｔ ｔｏ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
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ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｐａｔｃｈｏｕｌｉ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｇｅｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｐｏｇｏｓｔｅｍｏｎ ｃａｂｌｉｎꎬ ｆａｒｎｅｓｙｌ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬ ｓｅａｍｌｅｓｓ ｃｌｏｎｉｎｇꎬ ｍｅｔｈｙｌ ｊａｓｍｏｎａｔｅꎬ ｑＰＣＲ

　 　 广藿香来源于唇形科( Ｌａｍｉａｃｅａｅ) 刺蕊草属

(Ｐｏｇｏｓｔｅｍｏｎ Ｄｅｓｆ.)植物广藿香(Ｐｏｇｏｓｔｅｍｏｎ ｃａｂｌｉｎ)
的干燥地上部分ꎬ在我国海南地区和岭南地区均有

栽培ꎬ常用于治疗暑湿导致的各种表证ꎬ也用于湿

浊导致的胃脘不适ꎮ 目前ꎬ广藿香不仅作为一种药

用植物ꎬ同时也作为一种香料植物ꎮ 广藿香油含有

１４０ 多种生物活性物质ꎬ其中包括萜类化合物和类

黄酮(Ｍａｌｌａｐｐａ ＆ Ｕｍａꎬ２０１５)ꎬ常用于缓解抑郁和压

力ꎬ镇静神经ꎬ控制食欲ꎬ改善性欲ꎻ同时还具有杀

虫ꎬ抗菌和抗真菌的特性(Ａｌｂｕｑｕｅｒｑｕｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ
Ｒｏｃｈａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 广藿香醇作为广藿香油的主

要成分之一ꎬ是一种广泛用于香水和化妆品的三环

倍半萜化合物(Ｐａｕｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０)ꎬ可作为紫杉醇的

化学合成起始化合物(Ｂｌｏｗｍａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 近年

来随着广藿香药用价值不断被挖掘ꎬ医药和香料行

业对广藿香的需求日益增加ꎬ因此ꎬ研究广藿香中

重要化合物合成的分子机制ꎬ提高广藿香药材中挥

发油的含量ꎬ特别是广藿香醇含量ꎬ具有重要意义ꎮ
异戊二烯基二磷酸合酶有两种立体结构ꎬ分别

属于 Ｅ 家族和 Ｚ 家族ꎬ在 Ｅ 家族中ꎬ异戊二烯链中

的碳原子在双键的相反侧(反式)ꎬ其家族主要合成

短链类异戊二烯ꎻ而对于 Ｚ 家族ꎬ异戊二烯链中的

碳原子在双键的同一侧(顺式)ꎬ主要合成长链类异

戊二烯ꎮ 法尼基焦磷酸合酶是类异戊二烯途径的

主链延伸酶ꎬ属于异戊二烯基二磷酸合酶的 Ｅ 家

族ꎮ 催化二甲基烯丙基(ＤＭＡＰＰ)二磷酸(Ｃ５)的连

续缩合和香叶基二磷酸(Ｃ１０)的烃基加成到异戊烯

基(ＩＰＰ)二磷酸(Ｃ５)中ꎬ生成法尼基焦磷酸(ＦＰＰ)
的 Ｅ￣异 构 体 ( Ｃ１５ ) ( Ｋｅｌｌｏｇｇ ＆ Ｐｏｕｌｔｅｒꎬ １９９８ꎻ
Ｔｈｕｌａｓｉｒａｍ ＆ Ｐｏｕｌｔｅｒꎬ２００６) ꎮ ＦＰＰＳ 是类异戊二烯

途径合成化合物的分支点ꎬ相当于化合物合成的发

散点ꎮ 因此ꎬ一旦 ＦＰＰＳ 活性或结构的改变会使下

游类异戊二烯化合物产生较大差异ꎬ使流向各个化

合物分支的碳通量产生变化ꎬ从而影响到下游萜类

物质表达ꎬ所以 ＦＰＰＳ 在类异戊二烯代谢的调节中

起着至关重要的作用ꎮ ＦＰＰＳ 除了是合成类异戊二

烯的关键酶外ꎬ还在成纤维细胞生长因子介导的信

号转导中起作用ꎮ ＦＰＰＳ 在成纤维细胞中的过表达

也增加了 Ｒａｓ 信号蛋白的法尼基化作用ꎬ并激活细

胞外 Ｒａｓ / ＥＲＫ 信号的级联反应(Ｊｏｈｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００２)ꎮ
在药物研究方面ꎬ ＦＰＰＳ 酶可充当药物开发的分子

靶标ꎮ Ｂｅｅｋ ｅｔ ａｌ.(１９９９)通过在牛脑上使用 Ｃ１４ 标

记甲羟戊酸ꎬ异戊烯基焦磷酸和二甲基烯丙基焦磷

酸ꎬ证明了 ＦＰＰＳ 是含氮的双膦酸酯 ＮＢｐｓ 的细胞内

６５１１ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



靶标ꎮ 随着对 ＦＰＰＳ 酶功能的深入研究ꎬ越来越多

功能被挖掘ꎬ将有望提高其在药品研发和生产中的

作用ꎬ为前沿医学研究做贡献ꎮ
茉莉酸甲酯的母体结构为环戊酮ꎬ是茉莉酸经

过甲酯化产生的化合物ꎬ作为植物体内的内源信号

分子ꎬ在植物的新陈代谢、次生产物合成、抗病虫害

和抗逆性方面发挥重要作用( Ｆｕｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４)ꎮ
一般情况下ꎬ茉莉酸甲酯因为其挥发性和分子特

性ꎬ可以从植物的气孔进入植物体内ꎬ从而实现长

距离的信号传导和植物间的信息交流(徐伟和严善

春ꎬ２００４)ꎮ 茉莉酸甲酯进入植物体后进一步被水

解成茉莉酸ꎬ茉莉酸的产生会刺激不同种类的次生

代谢产物的生物合成ꎬ比如生物碱尼古丁、异喹啉、
硫代葡萄糖苷、花青素、倍半萜化合物青蒿素和萜

类吲哚生物碱等ꎮ 当昆虫啃食植物时ꎬ植物通过释

放特异性的应激子ꎬ从而产生挥发性物质参与到防

御中ꎬ在这一系列的信号传导中ꎬ茉莉酸被认为是

这一过程的核心物质(Ｋｅｓｓｌｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４)ꎮ Ｔｈａｌｅｒ
(１９９９)发现用茉莉酸处理过的烟草植株挥发性物

质的量会增加ꎬ在一定程度上提高了烟草害虫被寄

生蜂寄生的概率ꎮ Ｏｚａｗａ ｅｔ ａｌ. ( ２００９) 和 Ｚｈｏｕ ｅｔ
ａｌ.(２００９)研究发现利马豆植株在经过茉莉酸处理

后能够释放萜类挥发物ꎬ从而引诱捕食性螨虫来捕

食叶螨、细须螨、跗线螨和瘿螨等有害螨ꎮ
茉莉酸甲酯的信号传导会使植物挥发性物质

的增加ꎬ倍半萜类化合物是挥发性物质的重要组

成成分ꎬ而法尼基焦磷酸又是合成倍半萜化合物

的重要前体物质ꎬ因此ꎬ研究茉莉酸甲酯对法尼基

焦磷酸基因的表达调控ꎬ对于揭示茉莉酸甲酯在

植物之间的信号传导及植物发挥抗病虫害的机制

具有重要作用ꎮ
本研究对广藿香的 ＦＰＰＳ 基因进行克隆ꎬ采用

无缝克隆构建 ｐＥＴ￣３２ｂ￣ＦＰＰＳ 原核表达载体ꎬ进行

原核蛋白小量表达ꎬ并对 ＦＰＰＳ 进行生物信息学分

析ꎻ与此同时利用荧光定量 ＰＣＲ 技术研究茉莉酸

甲酯对 ＦＰＰＳ 基因表达量的影响ꎬ以期对进一步研

究广藿香的倍半萜生物合成途径及茉莉酸甲酯对

ＦＰＰＳ 的调控表达机制奠定基础ꎮ

１　 材料、仪器与试剂

１.１ 广藿香叶片

广藿香植株种源来自海南省儋州市ꎬ移栽至

广东药科大学中药学院种植ꎬ经刘基柱副教授鉴

定为唇形科刺蕊草 属 植 物 广 藿 香 ( Ｐｏｇｏｓｔｅｍｏｎ
ｃａｂｌｉｎ)ꎮ
１.２ 菌株

大肠杆菌感受态 ＤＨ５α、蛋白表达菌株 ＢＬ２１
(ＤＥ３)均购自北京庄盟国际生物基因科技有限

公司ꎮ
１.３ 仪器和试剂

仪器:电子天平 ＣＰ２１４ (奥豪斯仪器有限公

司)ꎻ紫外微分光光度计(Ｋ５５００Ｐｌｕｓꎬ北京凯奥科

技 发 展 有 限 公 司 )ꎻ ＰＣＲ 仪 Ｔ１００ ( Ｂｉｏ￣Ｒａｄ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓꎬ Ｉｎｃ)ꎻ电泳仪 ＤＹＣＰ￣３１ＣＮ(北京六一

生物科技有限公司)ꎻ凝胶成像仪 Ｔｏｃａｎ３２０(上海

领成生物科技有限公司)ꎻ蓝光切胶仪 ＢＤ￣ＢＧＣ１
(无锡博弗瑞德生物科技有限公司)ꎻ冷冻离心机

３Ｋ１５(ＳＩＧＭＡ)ꎻ恒温摇床 ＱＹＣ￣２００(上海福玛实验

设备 有 限 公 司 )ꎻ 荧 光 定 量 ＰＣＲ 仪 ( Ｂｉｏｒａｄ
ＣＦＸ９６)ꎻ细胞破碎仪(ＳＯＮＩＣＳ ＶＣＸ７５０)ꎮ

试剂:ＴＲＩｐｕｒｅ Ｒｅａｇｅｎｔ(北京艾德莱生物科技有

限公司)ꎻＦａｓｔＫｉｎｇ 一步法 ＲＴ￣ＰＣＲ 试剂盒ꎻ琼脂糖

(Ｂｉｏｗｅｓｔ 公司)ꎻＤＮＡ 纯化回收试剂盒、质粒小提试

剂盒ꎻｐＧＭ￣Ｔ Ｆａｓｔ ｌｉｇａｔｉｏｎ ｋｉｔ(天根生化科技有限公

司)ꎻＳＹＢＲ® Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｏ Ｔａｑ ＨＳ 预混型 ｑＰＣＲ 试剂

盒、Ｅｖｏ Ｍ￣ＭＬ Ｖ ＲＴ 试剂盒(艾科瑞生物)ꎻ６×ｐｒｏｔｅｉｎ
ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ、Ｂｌｕｅ Ｐｌｕｓ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ(北京全式金

生物技术有限公司)ꎻｐＥＴ￣３２ｂ 质粒、ＳＥ 无缝克隆和

组装试剂盒、ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ、ＥｘＲｅｄ 核酸电泳染料

(北京庄盟国际生物基因科技有限公司)ꎮ

２　 方法

２.１ 广藿香总 ＲＮＡ 的提取

按照 ＴＲＩｐｕｒｅ Ｒｅａｇｅｎｔ 试剂盒说明书提取 ＲＮＡꎬ
根据 ＦａｓｔＫｉｎｇ 一步法 ＲＴ￣ＰＣＲ 试剂盒得到 ｃＤＮＡꎬ将
产物进行 １％琼脂糖凝胶电泳鉴定ꎬ切胶回收目的

片段ꎬ并测定 ｃＤＮＡ 的浓度和纯度ꎬ－２０ ℃保存ꎮ
２.２ ＦＰＰＳ 基因的 Ｔ￣Ａ 克隆

按 ｐＧＭ￣Ｔ Ｆａｓｔ ｌｉｇａｔｉｏｎ 试剂盒说明书进行 Ｔ￣Ａ
克隆ꎮ 导入 ＤＨ５α 感受态细胞后ꎬ用引物 ＦＰＰＳ￣Ｆ:
ＡＴＧＧＣＧＡＡＴＣＣＧＡＡＣＧＧＡＧＣꎬＦＰＰＳ￣Ｒ:ＴＴＡＴＴＴＣＴ
ＧＴＣＴＣＴＴＧＴＡＡＡＴＣＴＴＧＣＣ 进行菌液 ＰＣＲ 鉴 定ꎮ
取阳性克隆菌液过夜培养ꎬ使用质粒提取试剂盒

提取质粒ꎬ检测浓度及纯度ꎬ取适量质粒送擎科生

７５１１７ 期 卢昌华等: 广藿香 ＦＰＰＳ 基因原核表达及茉莉酸甲酯对 ＦＰＰＳ 表达量的影响



物科技有限公司测序ꎬ剩余质粒－２０ ℃保存ꎬ测序

结果使用 ｃｏｎｔｉｇｅｅｘｐｒｅｓｓ 软件进行序列拼接ꎬ并用

Ｂｌａｓｔｎ 进行序列比对ꎮ
２.３ 无缝克隆构建 ｐＥＴ￣３２ｂ￣ＦＰＰＳ 原核表达载体

２.３.１ ＦＰＰＳ 基因和 ｐＥＴ￣３２ｂ 载体同源臂的引入 　
ＦＰＰＳ 基因 ＰＣＲ 反应体系:ｐＧＭ￣Ｔ￣ＦＰＰＳ 重组质粒

(１００ ｎｇμＬ￣１)１ μＬꎬ引物 ＦＰＰＳ￣ｐＥＴ￣Ｆ(１０ μｍｏｌ
Ｌ￣１)１.２５ μＬꎬ引物 ＦＰＰＳ￣ｐＥＴ￣Ｒ(１０ μｍｏｌＬ￣１)１.２５
μＬꎬＰｒｉｍｅＳＴＡＲ® Ｍａｘ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ２５ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ
补足至 ５０ μＬꎮ (引物 ＦＰＰＳ￣ｐＥＴ￣Ｆ: ＡＣＧＡＣＧＡＣＧ
ＡＣＡＡＧＧＣＧＡＡＴＣＣＧＡＡＣＧＧＡＧꎬ引物 ＦＰＰＳ￣ｐＥＴ￣Ｒ:
ＡＧＧＧＧＴＴＡＴＧＣＴＡＧＴＴＡＴＴＴＣＴＧＴＣＴＣＴＴＧ)

ｐＥＴ￣３２ｂ 载体 ＰＣＲ 反应体系: ｐＥＴ￣３２ｂ 载体

(６０ ｎｇμＬ￣１) １ μＬꎬ引物 ｐＥＴ￣Ｆ( １０ μｍｏｌＬ￣１)
１.２５ μＬꎬ引 物 ｐＥＴ￣Ｒ ( １０ μｍｏｌ Ｌ￣１ ) １. ２５ μＬꎬ
ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ® Ｍａｘ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ２５ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ 补

足至 ５０ μＬꎮ (引物 ｐＥＴ￣Ｆ:ＧＡＧＡＣＡＧＡＡＡＴＡＡＣＴ
ＡＧＣＡＴＡＡＣＣＣＣＴＴＧＧꎬｐＥＴ￣Ｒ:ＣＧＴＴＣＧＧＡＴＴＣＧＣＣ
ＴＴＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＧＴＡＣ)

ＦＰＰＳ 基因和 ｐＥＴ￣３２ｂ 载体 ＰＣＲ 反应条件:９５
℃预变性 ３ ｍｉｎꎬ９８ ℃变性 １０ ｓꎬ５５ ℃退火 ５ ｓꎬ７２
℃延伸 ６ ｓꎬ共 ３５ 个循环ꎻ７２ ℃ 终延伸 ５ ｍｉｎꎮ 产

物经 １％琼脂糖凝胶电泳鉴定后切胶回收ꎬ并检测

浓度及纯度ꎬ－２０ ℃保存备用ꎮ
２.３.２ ＦＰＰＳ 基因与 ｐＥＴ￣３２ｂ 线性化载体的环化 　
按照无缝克隆试剂盒说明书对 ＦＰＰＳ 基因和 ｐＥＴ￣
３２ｂ 线性化载体进行环化ꎬ环化后导入 ＤＨ５α 感受

态细胞进行克隆ꎬ挑取单菌落小量培养后进行菌

液 ＰＣＲ 验证ꎬ阳性克隆菌株培养后提取质粒后送

测序ꎮ 测序结果拼接后与 Ｔ￣Ａ 克隆测序结果比

对ꎬ同时确认目的条带插入位点是否准确ꎮ
２.４ 广藿香 ＦＰＰＳ 蛋白的小量表达

分别考察 ２０ ℃ 不同浓度的 ＩＰＴＧ(１.０、０.７５、
０.５、０.２５ ｍｍｏｌＬ￣１)诱导下蛋白的表达情况ꎮ

分别取 ５０ μＬ 各浓度 ＩＰＴＧ 诱导得到的上清、
沉淀和对照空白菌液ꎬ加入 １０ μＬ ６×蛋白上样缓

冲液ꎬ１００ ℃加热 １０ ｍｉｎꎬ取 １０ μＬ 样品进行电泳ꎮ
电泳条件为 ８０ Ｖꎬ ２０ ｍｉｎꎻ１２０ Ｖꎬ８０ ｍｉｎꎮ 总电泳

时长 １００ ｍｉｎꎮ
电泳结束后使用考马斯亮蓝染色过夜ꎬ脱色

后进行拍照ꎮ
２.５ 广藿香 ＦＰＰＳ 基因的生物信息学分析

采用 Ｅｘｐａｓｙ 在线分析平台对 ＦＰＰＳ 编码的蛋

白进 行 一 级 结 构 和 理 化 性 质 进 行 分 析ꎻ 采 用

ＴＭＨＭＭ ２.０ 预测蛋白跨膜结构ꎻ使用 ＳｉｇｎａｌＰ ５.０
在线预测蛋白是否含有信号肽ꎻ使用 ＰｒｏｔＣｏｍｐ ９
预测蛋白的亚细胞定位ꎻ使用 ＳＯＰＭＡ 预测蛋白结

构域ꎻ使用 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 在线软件ꎬ基于同源建

模的方法ꎬ构建 ＦＰＰＳ 的三级结构模型ꎮ
利用 ＭＥＧＡ ７. ０ 软件将本实验获得的 ＦＰＰＳ

基因编码的氨基酸序列和 ＧｅｎＢａｎｋ 上收录的其他

植物 ６１ 种植物的 ＦＰＰＳ 基因编码的氨基酸序列进

行多序列比对ꎬ并构建系统发育树ꎮ
２.６ ＭｅＪＡ 对广藿香 ＦＰＰＳ 表达量的影响

２.６.１ 材料的选取及处理　 取 ３０ 株扦插半年、生长

状态良好的广藿香ꎬ搬至恒温室中培养数天以使

植物适应实验环境ꎬ配制好 ０.１０、０.２５ ｍｍｏｌＬ￣１

茉莉酸甲酯溶液ꎬ均匀喷洒在植物叶片上ꎬ覆上保

温膜 １ ｈꎬ于 ２０１９ 年 ８ 月 ２６ 号 ９ 点开始取样ꎬ分别

于 ０、２、６、１２、２４、４８、７２ ｈ 采摘成熟的叶片ꎬ迅速置

于液氮中速冻后放于－８０ ℃冰箱保存ꎮ
２.６.２ ＲＮＡ 的提取及 ｃＤＮＡ 第一链的合成 　 ＲＮＡ
提取和 ２.１ 方法一致ꎬｃＤＮＡ 第一链合成根据 Ｅｖｏ
Ｍ￣ＭＬ Ｖ ＲＴ 试剂盒说明书进行ꎮ
２.６.３ 引物设计及验证　 根据广藿香 ＦＰＰＳ 基因和

内参基因 １８Ｓ ｒＲＮＡ 的 ｍＲＮＡ 序列ꎬ采用 ＣｍＳｕｉｔｅ８
软件设计 ＰＣＲ 引物ꎬ引物由擎科新业生物技术有

限公司合成ꎮ ＱＦＰＰＳ￣Ｆ:ＡＧＧＴＣＣＣＴＡＡＧＧＴＴＧＧＴＡ
ＴＧꎻ ＱＦＰＰＳ￣Ｒ: ＧＧＡＡＣＴＣＣＡＣＣＴＣＡＴＴＧＡＡＣꎮ 内

参基因 １８Ｓ 引物 １８Ｓ￣Ｆ: ＴＣＡＡＣＣＡＴＡＡＡＣＧＡＴＧＣ
ＣＧＡＣＣꎻ １８Ｓ￣Ｒ: ＴＴＴＣＡＧＣＣＴＴＧＣＧＡＣＣＡＴＡＣＴＣＣꎮ
验证 ＦＰＰＳ 及内参基因使用 １０ μＬ 体系ꎬＲＴ￣ＰＣＲ
程序为预变性 ９８ ℃ꎬ３０ ｓꎻ变性 ９８ ℃ꎬ１０ ｓꎻ复性

５３ ℃ꎬ３０ ｓꎻ延伸 ７２ ℃ꎬ１ ｍｉｎꎻ终延伸 ７２ ℃ꎬ７
ｍｉｎꎻ中间 ３ 步进行 ４０ 个循环ꎮ 反应结束后使用

１％琼脂糖电泳进行检测ꎮ
２.６.４ 荧光定量 ＰＣＲ 反应　 荧光定量 ＰＣＲ 反应按

ＳＹＢＲ®Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｏ Ｔａｑ ＨＳ 预混型 ｑＰＣＲ 试剂盒的说

明书进行ꎬ样本和内参都设置了 ３ 个平行ꎬ在 ９６
孔板中进行ꎬ以 １ ｍＬ 无水乙醇稀释同样倍数后喷

洒于广藿香作为对照组ꎮ
２.６.５ 数据统计与分析 　 每个样品设置 ３ 个重复ꎬ
使用 ２－ΔΔＣＴ法对荧光定量的数据进行处理ꎬ基因的

表达量为 ２－ΔΔＣＴꎬ处理组和对照组的 ΔＣＴ ＝目标基

因的 ＣＴ 值－同一样本内参基因的 ＣＴ 值ꎬΔΔＣＴ ＝
处理组的 ΔＣＴ－对照组的 ΔＣＴꎬ最后利用统计学软

８５１１ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



件 ＳＰＳＳ 对数据进行显著性分析ꎮ

３　 结果与分析

３.１ 广藿香总 ＲＮＡ的提取与 ＦＰＰＳ 的 ｃＤＮＡ的合成

提取到 ３ 个平行组的总 ＲＮＡ 完整性都较好ꎬ
ＯＤ２６０ / ２８０ 为 １.８ꎬ１％琼脂糖凝胶电泳显示 １８ Ｓ、
２８ Ｓ 条带清晰ꎬ能满足后续实验需要ꎬ具体如图 １
所示ꎮ 使用一步法逆转录试剂盒得到的 ｃＤＮＡ 进

行电泳显示在 １ ０００ ~ １ ５００ ｂｐ 之间有清晰明亮的

条带ꎬ如图 ２ 所示ꎮ

图 １　 ＲＮＡ 琼脂糖凝胶电泳
Ｆｉｇ. １　 ＲＮＡ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

图 ２　 ｃＤＮＡ 琼脂糖凝胶电泳
Ｆｉｇ. ２　 ｃＤＮＡ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

３.２ 广藿香 ＦＰＰＳ 基因的 Ｔ￣Ａ 克隆

构建完 Ｔ 载体后ꎬ进行菌液 ＰＣＲ 验证阳性克

隆ꎬ将阳性克隆菌株培养后提取质粒后送擎科生

物有限公司测序ꎬ测序结果进行 ＢＬＡＳＴꎬ结果显示

与 ＮＣＢＩ 上其他植物的 ＦＰＰＳ 基因有很高匹配度ꎬ

上传到 ＧｅｎＢａｎｋꎬ登录号为 ＭＮ３２６３１８ꎮ
３.３ 无缝克隆构建原核表达载体

ＦＰＰＳ 基因和 ｐＥＴ￣３２ｂ 载体引入同源臂后ꎬ使
用 １％琼脂糖电泳检测ꎬ结果显示 ＦＰＰＳ 基因在

１ ０００ ~ １ ５００ ｂｐ 有明显条带ꎬｐＥＴ￣３２ｂ 载体片段在

５ ５００处有一清晰明亮条带ꎬ具体如图 ３ 所示ꎮ 无

缝克隆后再转入 ＤＨ５αꎬ挑取 ８ 个菌落进行菌液

ＰＣＲ 验证ꎬ８ 个菌落全部转化成功ꎬ具体如图 ４
所示ꎮ

１. ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒꎻ ２. ＦＰＰＳ 基因ꎻ ３. ｐＥＴ￣３２ｂ
线性化载体片段ꎻ ４. ＤＬ１５０００ Ｍａｒｋｅｒꎮ
１. ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒꎻ ２. ＦＰＰＳ ｇｅｎｅꎻ ３. ｐＥＴ￣３２ｂ
ｌｉｎｅａｒｉｚｅｄ ｖｅｃｔｏｒ ｆｒａｇｍｅｎｔꎻ ４. ＤＬ１５０００ Ｍａｒｋｅｒ.

图 ３　 引入同源臂后的 ＦＰＰＳ 基因和
ｐＥＴ￣３２ｂ 琼脂糖电泳图

Ｆｉｇ. ３　 ＦＰＰＳ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｐＥＴ￣３２ｂ ａｇａｒｏｓｅ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ
ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｒｍｓ

３.４ ＦＰＰＳ 蛋白的表达

控制 ２０ ℃、１３０ ｒｍｉｎ￣１ꎬ分别对含有 ０、０.２５、
０.５、０.７５、１.０ ｍｍｏｌＬ￣１ ＩＰＴＧ 的菌液诱导 ６ ｈ 进行

考察ꎬ结果发现ꎬｐＥＴ￣３２ｂ￣ＦＰＰＳ 菌株表达的蛋白

为硫氧还蛋白￣ＦＰＰＳ 融合蛋白ꎬ分子量为 ５０ ＫＤ

９５１１７ 期 卢昌华等: 广藿香 ＦＰＰＳ 基因原核表达及茉莉酸甲酯对 ＦＰＰＳ 表达量的影响



１. ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒꎻ ２. 空载体菌液ꎻ ３ ~ ９. 融合表达载体

菌液ꎮ
１. ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒꎻ ２. Ｅｍｐｔｙ ｃａｒｒｉｅｒ ｂａｃｔｅｒｉａ ｌｉｑｕｉｄꎻ
３－９. Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｆｌｕｉｄ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｆｕｓｉｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ.

图 ４　 菌液 ＰＣＲ 验证结果
Ｆｉｇ. ４　 ＰＣＲ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

左右ꎬ从图 ５ 可明显看出ꎬ融合蛋白没有在上清表

达ꎬ而是以包涵体形式存在于沉淀ꎮ 在 ２０ ℃不同

浓度 ＩＰＴＧ 诱导下可看出ꎬ融合蛋白在的表达量没

有显著差异ꎮ
３.５ 生物信息学分析

ＦＰＰＳ 基因的开放阅读框全长为 １ ０５０ ｂｐꎬ编码

３４９ 个氨基酸ꎮ 与其他 ６１ 种植物的 ＦＰＰＳ 氨基酸序

列的系统发育树表明ꎬ广藿香的 ＦＰＰＳ 氨基酸序列

与同为唇形科的丹参和撒尔维亚氨基酸序列的亲

缘关系最近ꎬ聚为一支ꎬ可信度为 ８４％ꎬ它们与杜仲

科、毛茛科、龙胆科、兰科植物聚为一大类ꎻ其他植

物大都以同科属聚为一类ꎮ 具体如图 ６ 所示ꎮ
ＦＰＰＳ 基因编码的蛋白质的分子量为 ４０ ＫＤꎬ

等电点为 ５.４３ꎮ 氨基酸组成中ꎬ酸性氨基酸(Ａｓｐꎬ
Ｇｌｕ)占 １４.１％ꎬ碱性氨基酸(ＬｙｓꎬＡｒｇ)占 １１.７％ꎬ极
性氨基酸(ＡｓｎꎬＣｙｓꎬＧｌｎꎬ ＳｅｒꎬＴｈｒꎬＴｙｒ)占 ２６％ꎬ疏
水氨基酸占 ３５.２％ꎬ负电荷残基占 ４９％ꎬ正电荷残

基占 ４１％ꎮ 脂肪系数为 ９１. ８９ꎬ不稳定系数为

３４.４７ꎬ在酵母体内半衰期大于 ２０ ｈꎬ在大肠杆菌体

内大于 １０ ｈꎬ推测其蛋白质比较稳定ꎮ ＴＭＨＭＭ
２.０ 预测蛋白全部位于膜外ꎬ无跨膜区域ꎮ 使用

ＰＳＯＲＴⅡ在线软件预测亚细胞定位于细胞质ꎮ
ＳＯＰＭＡ 预测 ＦＰＰＳ 氨基酸序列共有 ４ 种二级

结构ꎮ 其中:α 螺旋氨基酸有 ２１４ 个ꎬ占氨基酸总

数的 ６１.３２％ꎻ参与链延伸的氨基酸ꎬ有 ２５ 个ꎬ占
７.１６％ꎻβ 转角氨基酸有 ９ 个ꎬ占氨基酸总数的

２.５８％ꎻ无规则卷曲有 １０１ 个氨基酸参与ꎬ占氨基

酸总数的 ２８.９４ ％ꎮ 具体如图 ７ 所示ꎮ

１. 蛋 白 Ｍａｒｋｅｒꎻ ２. ｐＥＴ３２ｂ￣ＦＰＰＳ 未 诱 导 全 菌ꎻ ３. １. ０
ｍｍｏｌＬ￣１ ＩＰＴＧ 诱导上清ꎻ ４. １.０ ｍｍｏｌＬ￣１ ＩＰＴＧ 诱导沉

淀ꎻ ５. ０.７５ ｍｍｏｌＬ￣１ ＩＰＴＧ 诱导上清ꎻ ６. ０.７５ ｍｍｏｌＬ￣１

ＩＰＴＧ 诱导沉淀ꎻ ７. ０. ５ ｍｍｏｌＬ￣１ ＩＰＴＧ 诱导上清ꎻ ８. ０. ５
ｍｍｏｌＬ￣１ ＩＰＴＧ 诱导沉淀ꎻ ９. ０.２５ ｍｍｏｌＬ￣１ ＩＰＴＧ 诱导上

清ꎻ １０. ０.２５ ｍｍｏｌＬ￣１ ＩＰＴＧ 诱导沉淀ꎮ
１. Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒꎻ ２. ｐＥＴ３２ｂ￣ＦＰＰＳ ｕｎｉｎｄｕｃｅｄ ｗｈｏｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ３. １. ０ ｍｍｏｌＬ￣１ ＩＰＴＧ ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ
４. １. ０ ｍｍｏｌＬ￣１ ＩＰＴＧ ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ５. ０. ７５
ｍｍｏｌＬ￣１ ＩＰＴＧ ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ６. ０.７５ ｍｍｏｌＬ￣１

ＩＰＴＧ ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ７. ０. ５ ｍｍｏｌ  Ｌ￣１ ＩＰＴＧ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ８. ０. ５ ｍｍｏｌＬ￣１ ＩＰＴＧ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ９. ０.２５ ｍｍｏｌＬ￣１ ＩＰＴＧ ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎꎻ １０. ０.２５ ｍｍｏｌＬ￣１ ＩＰＴＧ ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ.

图 ５　 ＦＰＰＳ 蛋白小量表达电泳图
Ｆｉｇ. ５　 Ｓｍａｌｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍ ｏｆ ＦＰＰＳ ｐｒｏｔｅｉｎ

使用 ＳＭＡＲＴ 在线软件预测 ＦＰＰＳ 基因编码蛋

白的结构域ꎬ结果发现 ＦＰＰＳ 有一个结构域ꎬ包含

２６６ 个氨基酸残基ꎬ从 ３９ 至 ３０４(ａａ 序列)ꎬ可能参

与异戊二烯化合物的合成ꎮ
使用 ＳｉｇｎａｌＰ ５.０ 预测 ＦＰＰＳ 蛋白不具有脂蛋

白信号肽( Ｓｅｃ / ＳＰⅡ)、Ｔａｔ 信号肽( Ｔａｔ / ＳＰＩ)或其

他信号肽ꎮ
采用 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 软件对 ＦＰＰＳ 蛋白进行同

源建模ꎬ以单萜合酶 ＦＤＳ￣５ 和叶绿体－法尼基焦磷

酸合酶 １ 的嵌合体( ＳＭＴＬ ＩＤ : ４ｋｋ２. １ꎬ相识度:
７５.６６％)为模板蛋白ꎬ构建 ＦＰＰＳ 蛋白三级结构模

型ꎮ ＧＭＱＥ 值(Ｇｌｏｂａｌ Ｍｏｄｅｌ Ｑｕａｌｉｔｙ Ｅｓｔｉｍａｔｉｏｎ)为

０.８６(ＧＭＱＥ 评分区间为 ０ ~ １ꎬ越靠近 １ 表示模型

越 可 靠 )ꎻ ＱＭＥＡＮ 值 ( Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ Ｍｏｄｅｌ Ｅｎｅｒｇｙ
Ａｎａｌｙｓｉｓ)为－０.３５(ＱＭＥＡＮ 值在 ０ 附近ꎬ表明模型

结构与相似尺寸的实验结构具有良好的一致性ꎮ
－４.０ 或以下的分数表示模型质量较差)ꎬ从两个值

可以看出构建的 ３Ｄ 模型比较可靠ꎬ可以较好预测
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图 ６　 ６２ 种植物 ＦＰＰＳ 基因编码的氨基酸序列的系统发育树
Ｆｉｇ. ６　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ６２ ｐｌａｎｔｓ ＦＰＰＳ ｇｅｎｅ

ＦＰＰＳ 蛋白结构ꎮ 具体如图 ８ 所示ꎮ
３.６ 茉莉酸甲酯对 ＦＰＰＳ 基因表达量的影响

以对照组的 ＦＰＰＳ 基因的表达量为 １ꎮ ０. １０

ｍｍｏｌＬ￣１茉莉酸甲酯诱导下 ４８、７２ ｈ ＦＰＰＳ 的表

达量与对照组有极显著性差异ꎻ０.２５ ｍｍｏｌＬ￣１茉

莉酸甲酯诱导下 ４８ ｈ ＦＰＰＳ 的表达量与对照组有

１６１１７ 期 卢昌华等: 广藿香 ＦＰＰＳ 基因原核表达及茉莉酸甲酯对 ＦＰＰＳ 表达量的影响



蓝色代表 α 螺旋ꎬ红色代表链的延伸ꎬ绿色为 β 转角ꎬ紫色代表无规则卷曲ꎮ
Ｂｌｕｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ａｌｐｈａ ｈｅｌｉｘꎬ ｒｅｄ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｃｈａｉｎ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎꎬ ｇｒｅｅｎ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｂｅｔａ ｒｏｔａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｐｕｒｐｌｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｒａｎｄｏｍ ｃｕｒｌ.

图 ７　 ＦＰＰＳ 基因编码的蛋白二级结构预测
Ｆｉｇ. ７　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＦＰＰＳ ｇｅｎｅ

图 ８　 ＦＰＰＳ 基因编码的蛋白三级结构预测模型
Ｆｉｇ. ８　 Ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｏｆ

ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＦＰＰＳ ｇｅｎｅ

极显著性差异ꎮ 两个浓度的茉莉酸甲酯诱导下的

ＦＰＰＳ 基因的表达量均在 ４８ ｈ 达到最高ꎮ ０. １０
ｍｍｏｌＬ￣１茉莉酸甲酯诱导下的 ＦＰＰＳ 基因表达量

的趋势随着诱导时间先升高后降低再升高后降

低ꎻ０.２５ ｍｍｏｌＬ￣１茉莉酸甲酯诱导下的 ＦＰＰＳ 基

因表达量的趋势随着诱导时间先降低后升高再降

低ꎮ 具体如图 ９ 所示ꎮ

４　 讨论与结论

４.１ ＦＰＰＳ 蛋白的结构和功能预测

ＦＰＰＳ 基因预测编码的蛋白质的等电点为

∗∗表示和对照组有极显著差异(Ｐ<０.０１)ꎮ
∗∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０１).

图 ９　 不同浓度 ＭｅＪＡ 对 ＦＰＰＳ 基因表达量的影响
Ｆｉｇ. ９　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ

ＭｅＪＡ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＰＰＳ ｇｅｎｅ

５.４３ꎬ本实验做小量表达发现蛋白在沉淀中以包涵

体存在ꎬ因此ꎬ如果后续做包涵体的复性和纯化实

验ꎬ复性溶液配制时 ｐＨ 要尽量高于等电点ꎬ避免

复性后出现沉淀ꎻ蛋白的亚细胞定位和跨膜预测

结果表明 ＦＰＰＳ 基因只存在于细胞质中ꎬ这与马转

转等(２０１５)的报道结果相吻合ꎬ这有利于后续学

者研究广藿香相关萜类合成部位和进行定向转基

因ꎬ比如ꎬ使用叶绿体转运肽将 ＦＰＰＳ 基因和下游

基因导入叶绿体中ꎬ实现目标萜类化合物在叶绿

体的大量表达ꎮ ＳＭＡＲＴ 预测结果表明 ＦＰＰＳ 有一

个参与异戊二烯化合物合成的结构域ꎬ从结构上

看ꎬ底物二甲丙稀基焦磷酸和异戊稀基焦磷酸均

为 Ｃ５ 结构ꎬ而法尼基焦磷酸为 Ｃ１５ 结构ꎬ并且为

直链产物ꎬ所以该结构域可能参与碳链的连接ꎬ先
催化底物生成 １０ 个 Ｃ 的牻牛儿基焦磷酸后再生
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成 Ｃ１５ 的法尼基焦磷酸ꎮ
４.２ 茉莉酸甲酯对 ＦＰＰＳ 基因的调控效果

植物体内关键酶基因的表达量往往受到时

间、空间和温度的影响ꎬ并且同一植物的不同部位

其表达量也有一定的差异性ꎬ刘璐等(２０１６)通过

实时荧光定量分析 １ ｄ 中 ８ 个不同时间段的广藿

香醇合酶基因的表达情况ꎬ发现不同时间段基因

的表达量有很大差异ꎬ并且在 ３ 点时广藿香醇合

酶基因表达量最高ꎮ 吴耀生等(２００７)发现在一年

生的三七中ꎬ鲨烯合酶基因的表达量是根>芦头>
茎ꎮ 本次实验只针对茉莉酸甲酯对成熟叶片中

ＦＰＰＳ 基因表达量的影响ꎬ并在实验过程中对同一

时间同一样品都提取多个 ＲＮＡ 后进行混合ꎬ减少

实验过程中叶片个体差异ꎮ 后续实验将对不同成

熟度的叶片(老叶、嫩叶、成熟叶)进行研究ꎬ以期

进一步了解 ＭｅＪＡ 对植物萜类合成的作用机制ꎮ
外源施加的 ＭｅＪＡ 对 ＦＰＰＳ 基因的表达量密切

相关ꎮ ＦＰＰＳ 基因的表达量在施喷 ０.１０ ｍｍｏｌＬ￣１

ＭｅＪＡ 后先升高后降低再升高再降低ꎬ而在施喷

０.２５ ｍｍｏｌＬ￣１ ＭｅＪＡ 后 ＦＰＰＳ 基因的表达量是先

降低后升高再降低ꎮ
在 ０.２５ ｍｍｏｌＬ￣１ ＭｅＪＡ 诱导下ꎬ植物吸收大

量 ＭｅＪＡ 后ꎬ在 ０、２、６ ｈ 阶段 ＦＰＰＳ 基因表达量出

现抑制情况ꎬＭｅＪＡ 在植物体内降解后 ＦＰＰＳ 表达

量在 １２、２４、４８ ｈ 阶段是升高的ꎬ说明这一阶段的

茉莉酸甲酯浓度能促进 ＦＰＰＳ 基因的表达ꎬ进一步

降解后 ＦＰＰＳ 表达量降低ꎬ植物慢慢恢复原有

水平ꎮ
在 ０. １０ ｍｍｏｌＬ￣１ ＭｅＪＡ 诱导下ꎬ植物吸收

ＭｅＪＡ 的量比较少ꎬ在 ２ ｈ 时还未出现抑制状态ꎬ因
此ꎬ在 ２ ｈ 时 ＦＰＰＳ 基因表达量在是先升高的ꎬ植
株逐渐吸收 ＭｅＪＡ 后浓度达到一定水平ꎬ出现了抑

制ꎬＦＰＰＳ 基因表达量在 ６、１２、２４ ｈ 阶段是逐步降

低的ꎬ植物对茉莉酸甲酯降解后达到适宜浓度ꎬ
ＭｅＪＡ 浓度对 ＦＰＰＳ 表达量又出现了促进作用ꎬ在
４８ ｈ 时 ＦＰＰＳ 基因表达量升高ꎬ进一步降解后ꎬ７２
ｈ 时表达量降低ꎮ

茉莉酸甲酯浓度越高ꎬ植物富集的越快ꎬ更快

出现抑制情况ꎮ 综合两个浓度的 ＭｅＪＡ 对 ＦＰＰＳ
基因表达量的影响可以推测在植物体内高浓度的

茉莉酸甲酯会抑制 ＦＰＰＳ 基因的表达ꎬ低浓度茉莉

酸甲酯能促进 ＦＰＰＳ 基因的表达ꎮ
在萜类生物合成的途径中ꎬ转录因子通过与

相关的合成酶基因 ５′端上游的启动子元件相互结

合ꎬ从而抑制或增强相关萜类的合成ꎮ 此外ꎬ转录

因子还可以对代谢通路上多个其他靶点进行同时

调控ꎬ使其他基因的表达也受到影响并使基因表

达趋向于产生相类似的代谢产物ꎬ从而达到多个

靶点调控的作用(Ａｈａｒｏｎｉ ＆ Ｇａｌｉｌｉꎬ２０１１)ꎮ 虽然ꎬ
随着医药行业的高速发展ꎬ萜类物质在临床上的

作用不断被挖掘ꎬ使萜类化合物的需求量逐渐增

加ꎬ但是ꎬ由于萜类化合物结构的复杂性使化学合

成遇到极大阻碍ꎬ目前大部分萜类化合物只能依

靠从原植物中提取获得ꎮ 因此ꎬ从分子水平上来

调控原植物中萜类的代谢从而提高萜类化合物产

量成为科研工作者的研究热点ꎬ而从关键酶基因

的转录水平上进行调控更是研究的必然趋势ꎮ
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