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　 　 夏枯草(Ｐｒｕｎｅｌｌａ ｖｕｌｇａｒｉｓ)为唇形科植物夏枯

草的干燥成熟果穗ꎬ始载于«神农本草经»ꎬ具有清

肝明目、消肿散结的功效 («中华人民共和国药

典»ꎬ２０１５)ꎬ广泛分布于全国各地ꎮ 夏枯草中含有

三萜类、黄酮类、有机酸类、香豆素类、甾体类等多

种化学成分(汪晓河等ꎬ２０１９)ꎮ 夏枯草中次生代

谢成分齐墩果酸和熊果酸具有明显的消炎、抗肿

瘤和抗 ＨＩＶ 等药理作用(张金华等ꎬ２０１８)ꎬ应用前

景巨大ꎮ 夏枯草作为药食两用之品ꎬ具有重要的

药用价值和经济价值ꎬ尤其是作为凉茶原材料的

需求量巨大ꎬ使得夏枯草市场需求量呈增加态势ꎬ
夏枯草资源逐渐变得紧张ꎮ 快速发展的高通量测

序技术和生物信息学分析方法为基因的鉴定和功

能分析提供了更多的途径ꎬ吸引着越来越多的研

究者把目光投入到分子领域ꎮ 然而ꎬ目前已有的

夏枯草分子水平相关研究还不够全面和准确ꎬ夏
枯草分子相关数据库也不够完善ꎮ

香叶基香叶基焦磷酸合酶( ｇｅｒａｎｙｌｇｅｒａｎｙｌ ｐｙ￣
ｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬＧＧＰＰＳ)ꎬ是植物萜类物质合

成的关键酶之一(唐美琼等ꎬ２０１７ꎻ方洁ꎬ２０１７)ꎮ
目前已经在拟南芥、丹参、地黄等多种植物中克隆

到 ＧＧＰＰＳ 基因(化文平ꎬ２００８ꎻＬｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１５ꎻ赵乐

等ꎬ２０１７ꎻ张艺丹ꎬ２０１８)ꎮ ＧＧＰＰＳ 在植物生长发

育过程中起着重要的作用ꎬＧＧＰＰＳ 通过催化三分

子 ＩＰＰ 和一分子 ＤＭＡＰＰ 反应生成 ＧＧＰＰꎮ ＧＧＰＰ
不仅是二萜类物质的前体物ꎬ还是类胡萝卜素、叶
绿素、生育酚、脱落酸、赤霉素等物质的共同前体

物ꎬ是植物多条重要次生代谢通路的节点(韩立

敏ꎬ２０１５ꎻ梁敏华等ꎬ２０１８)ꎮ 本研究在前期获得的

夏枯草转录组数据库的基础上ꎬ克隆得到夏枯草

ＧＧＰＰＳ 基因ꎬ通过诱导表达的分析探讨 ＧＧＰＰＳ 基

因对夏枯草中萜类成分合成的影响ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料、仪器

夏枯草样品采自河南省确山县夏枯草 ＧＡＰ 种

植基地ꎬ由河南中医药大学董诚明教授鉴定为夏

枯草(Ｐｒｕｎｅｌｌａ ｖｕｌｇａｒｉｓ)ꎮ
总 ＲＮＡ 提取试剂盒(北京康为世纪生物科技

有限公司)ꎬ反转录试剂盒(Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎬ荧光定量

试剂盒(ＱＩＡＧＥＮ)ꎬＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ(ＴａＫａＲａ 公司)ꎬＰＣＲ
产物回收试剂盒(上海生工)ꎬＰＣＲ 仪(美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ
公司 Ｃ１０００ Ｔｏｕｃｈ ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒ)ꎬ荧光定量 ＰＣＲ 仪

(美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司 Ｓｔｅｐ Ｏｎｅ Ｐｌｕｓ)ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 总 ＲＮＡ 提取与 ｃＤＮＡ 第一条链的合成 　 利

用康为试剂植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒提取夏枯草

不同组织的总 ＲＮＡꎬ１％ 琼脂糖凝胶电泳确定

ＲＮＡ 完整性ꎮ ｃＤＮＡ 的合成步骤按照 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎ￣
ｔｉｆｉｃ ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 进行

操作ꎬ反转录得到的 ｃＤＮＡ 置于－２０ ℃ 备用ꎮ
１.２.２ ｃＤＮＡ 全长克隆　 根据夏枯草转录组数据库

基因 注 释 信 息ꎬ 选 取 表 达 丰 度 ( ＦＰＫＭ) 较 高、
Ｅ￣ｖａｌｕｅ值较低且序列长度完整的 ＧＧＰＰＳ 基因的核

苷酸 序 列ꎬ 利 用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｅｒ ５. ０ 软 件 设 计
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ＧＧＰＰＳ 基因的特异性引物ꎮ
以夏枯草叶片 ｃＤＮＡ 为模板进行扩增:ｃＤＮＡ

２.０ μＬꎬ２ × Ｅｓ Ｔａｑ ｍｉｘ １０ μＬꎬ１０ μｍｏｌＬ￣１正反向

引物各 １ μＬꎬｄｄ Ｈ２Ｏ ６ μＬ 至体积为 ２０.０ μＬꎮ 反

应程序: ９５ ℃预变性 １ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 ３０ ｓꎬ６０ ℃
退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃ 延伸 １.５ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎻ７２ ℃ 延

伸 ５ ｍｉｎ(朱畇昊等ꎬ２０１６)ꎮ １％琼脂糖凝胶电泳

检测 ＰＣＲ 产物ꎬ将扩增的目的条带切胶回收纯化ꎬ
并连接到 ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体上ꎬ蓝白斑筛选ꎬ菌落经

ＰＣＲ 检测后的阳性克隆送往上海生工生物技术有

限公司进行双向测序ꎮ 夏枯草中 ＧＧＰＰＳ 基因的特

异性引物见表 １ꎮ

表 １　 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

引物序列 (５′￣３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′￣３′)

用途
Ｕｓｅ

ＧＧＰＰＳ￣Ｆ ５′￣ＣＴＣＧＡＣＧＧＣＧＣＣＧＣＣＧＣＡＧＴＴＣＡＡＴＴＴＣ￣３′ 基因克隆
Ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ

ＧＧＰＰＳ￣Ｒ ５′￣ＧＡＧＧＴＴＡＧＧＴＣＡＴＴＡＡＴＧＧＣＴＴＴＣＣＴ￣３′

ｅＧＧＰＰＳ￣Ｆ ５′￣ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＴＧＴＣＡＴＴＧＡＡＴＣＴＡ￣３′ 基因表达
Ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｅＧＧＰＰＳ￣Ｒ ５′￣ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＧＴＴＣＴＧＣＣＴＡＴＧＡＧＣＡ￣３′

ｑＧＧＰＰＳ￣Ｆ ５′￣ＴＣＣＴＣＡＣＣＧＧＣＧＡＧＡＡＡＴＣＣ￣３′ ｑＰＣＲ

ｑＧＧＰＰＳ￣Ｒ ５′￣ＴＴＣＴＣＣＧＣＣＡＣＧＴＡＧＧＣＡＴＴ￣３′

ｑａｃｔｉｎ￣Ｆ ５′￣ＧＡＣＣＡＧＣＴＣＴＧＣＴＧＴＧＧＡＧＡ￣３′ 内参
Ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｑａｃｔｉｎ￣Ｒ ５′￣ＡＴＧＧＣＴＧＧＡＡＧＡＧＧＡＣＣＴＣＡＧ￣３′

　 注: 划线部分为 Ｘｈｏ Ｉ、ＢａｍＨ Ｉ 的酶切位点ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ ｐａｒｔ ｉｓ ｔｈｅ ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅ ｏｆ Ｘｈｏ Ｉ ａｎｄ ＢａｍＨ Ｉ.

１.２.３ 生物信息学分析 　 运用多种在线工具对夏

枯草中 ＧＧＰＰＳ 基因及编码蛋白进行生物信息学分

析ꎮ 利用 ＯＲＦ ｆｉｎｄｅｒ 在线软件分析开放阅读框ꎻ运
用 ＤＮＡＭＡＮ 软件翻译目的基因氨基酸序列ꎬ比对

同源蛋白的序列ꎻ利用 ＥｘＰＡＳｙ Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ Ｓｅｒｖｅｒ
Ｐｒｏｔｐａｒａｍ 在线软件分析目的蛋白的理化性质ꎻ在
线软件 ＳｉｎａｌＰ４.１ Ｓｅｒｖｅｒ 用于预测信号肽ꎻ运用软

件 ＳＭＡＲＴ 分析目的蛋白功能域ꎮ 在线软件 ＮＰＳＡ
ｓｅｒｖｅｒ 和 Ｓｗｉｓｓ￣Ｍｏｄｅｌ 分别用于预测蛋白质的二级

和三级结构ꎻ运用在线工具 ＢａＣｅＩｌｏ 和 ＣｈｌｏｒｏＰ 预

测细胞定位和叶绿体转运肽切割位点ꎮ 运用

ＭＥＧＡ ７ 软件对目的基因及同源基因的氨基酸序

列构建进化树分析ꎮ
１.２.４ 夏枯草 ＧＧＰＰＳ 基因的表达特性分析 　 采集

新鲜的夏枯草叶片、果穗和茎ꎬ用自来水清洗干

净ꎬ滤纸吸干水分ꎬ置液氮中冷冻后ꎬ放－８０ ℃ 超

低温冰箱备用ꎮ 在夏枯草生长旺盛的时期(６ 月

份)ꎬ对生长状态一致的夏枯草果穗进行处理ꎬ分
别喷洒 ５０ μｍｏｌＬ￣１ 茉莉酸甲酯(ＭｅＪＡ)、１７. １４
μｍｏｌＬ￣１吲哚乙酸( ＩＡＡ)、１００ μｍｏｌＬ￣１乙烯利

(ＥＴＨ)、１００ μｍｏｌＬ￣１硝普钠( ＳＮＰ)、１ ｍｍｏｌＬ￣１

无水 氯 化 钙、 １０ μｍｏｌ  Ｌ￣１ 水 杨 酸 ( ＳＡ)、 ２. ８８
μｍｏｌＬ￣１赤霉素(ＧＡ３)ꎮ 以喷洒前(０ ｈ)的果穗

为对照ꎬ２４ ｈ 后采集处理组样品ꎮ
对夏枯草果穗、茎、叶及喷施 ７ 种外源物质的

果穗中 ＧＧＰＰＳ 基因相对表达量进行实时荧光定量

ＰＣＲ ( ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲꎬ ｑＰＣＲ) 检 测ꎬ
ｑＰＣＲ 检 测 的 反 应 体 系: ２ × ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ１０ μＬꎬＱＮ Ｒｏｘ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ ０.１ μＬꎬ正
反向引物均为 ０. ４ μＬꎬ模板 ｃＤＮＡ ２ μＬꎬＲＮａｓｅ￣
Ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ ７.１ μＬ 至终体积为 ２０ μＬꎮ 反应程序:
９５ ℃预变性 ２０ ｓ 后ꎬ进行 ４０ 个循环(９５ ℃ꎬ１ ｓꎻ
５６ ℃ꎬ２０ ｓꎻ９５ ℃ꎬ１ ｓ)ꎬ６０ ℃ꎬ２０ ｓꎻ９５ ℃ꎬ１ ｓꎮ 夏

枯草 ａｃｔｉｎ 基因作为内参ꎬ扩增完成后进行溶解曲

４８８ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



线测定ꎬ２－ΔΔＣｔ法分析 ＧＧＰＰＳ 相对表达量ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 夏枯草 ＧＧＰＰＳ 基因的 ｃＤＮＡ 全长克隆

琼脂糖凝胶电泳检测夏枯草 ＧＧＰＰＳ 基因约为

１ １００ ｂｐꎬ经克隆测序后序列使用 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 预测

开放阅读框ꎬ克隆所得序列含有 １ 个１ ０９２ ｂｐ 的完

整开放阅读框ꎬ命名为 ＰｖＧＧＰＰＳꎬＮＣＢＩ 基因登陆

号为 ＭＫ９９３５６５ꎮ 夏枯草 ＧＧＰＰＳ 基因 ＰＣＲ 扩增琼

脂糖凝胶电泳检测结果见图 １ꎮ

图 １　 夏枯草 ＧＧＰＰＳ 基因凝胶检测图
Ｆｉｇ. １　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍａｐ ｏｆ ｓｅｌｆｈｅａｌ ＧＧＰＰＳ ｇｅｎｅ ｇｅｌ

２.２ 夏枯草 ＧＧＰＰＳ 蛋白的生物信息学分析

２.２.１ 夏枯草 ＧＧＰＰＳ 蛋白的理化性质预测 　 ＰｖＧ￣
ＧＰＰＳ 蛋白预测编码 ３６３ 个氨基酸ꎬ理论分子量为

３８ ８１５.６８ Ｄꎬ等电点为 ５.６９ꎬ带负电的氨基酸残基

(Ａｓｐ ＋ Ｇｌｕ)有 ４４ 个ꎬ带正电的氨基酸残基(Ａｒｇ ＋
Ｌｙｓ)有 ３７ 个ꎬ推测其为酸性蛋白ꎻ根据其不稳定

系数为 ３９.０６ꎬ推测其为稳定蛋白(表 ２)ꎮ
２.２.２ 夏枯草 ＧＧＰＰＳ 蛋白的亚细胞定位和功能域分

析 　 通过亚细胞定位预测分 析 ( 表 ３ )ꎬ 发 现

ＰｖＧＧＰＰＳ 蛋白定位在叶绿体中ꎮ 利用 ＳＭＡＲＴ 在线

软件对 ＰｖＧＧＰＰＳ 蛋白进行功能域预测ꎬ图 ２ 结果显

示:ＰｖＧＧＰＰＳ 蛋白具有异戊烯基焦磷酸合酶家族的

特征结构域 ｐｏｌｙｐｒｅｎｙｌ＿ｓｙｎｔꎬ位于第 １０１ 位到第 ３５７ 位ꎮ
２.２.３ 夏枯草 ＧＧＰＰＳ 蛋白的疏水性、跨膜区预测　
对 ＰｖＧＧＰＰＳ 蛋白进行疏水性预测ꎬ由图 ３ 的预测

结果可以看出该蛋白疏水氨基的数量大于亲水氨

基酸的数量ꎬ可推测其为疏水性蛋白ꎮ ＰｖＧＧＰＰＳ
蛋白跨膜区预测结果表明该蛋白有 ２ 个跨膜螺旋

区ꎬ位置分别为从 １７６ 位到 １９５ 位ꎻ从 ２５０ 位到

２６６ 位(图 ４)ꎮ
２.２.４ 夏枯草 ＧＧＰＰＳ 蛋白的二级和三级结构预测

　 利用在线软件对 ＰｖＧＧＰＰＳ 蛋白进行二级结构

预测ꎮ 结果表明该蛋白是由 ５４. ２７％的 α￣螺旋、
１４.０５％的延伸链、５.５１％的 β￣转角和 ２６.１７％的不

规则卷曲组成混合型蛋白ꎮ 利用 Ｓｗｉｓｓ￣Ｍｏｄｅｌ 在线

软件预测蛋白三级结构ꎬ得到的预测结果见图 ５ꎮ
结果显示 ＰｖＧＧＰＰＳ 蛋白与拟南芥中 ＡｔＧＧＰＰＳ１１
蛋白(５ｅ８ｌ.１)的相似度为 ７５.２５％ꎮ
２.２.５ 夏枯草 ＧＧＰＰＳ 蛋白系统进化树的构建和多

序列比对　 通过 ＢＬＡＳＴ 序列比对ꎬ从 ＮＣＢＩ 数据库

中下载丹参(Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ)、毛喉鞘蕊花(Ｐｌｅｃ￣
ｔｒａｎｔｈｕｓ ｂａｒｂａｔｕｓ)、芝麻(Ｓｅｓａｍｕｍ ｉｎｄｉｃｕｍ)、米团花

(Ｌｅｕｃｏｓｃｅｐｔｒｕｍ ｃａｎｕｍ)、野甘草(Ｓｃｏｐａｒｉａ ｄｕｌｃｉｓ)、锈
毛旋蒴苣苔 (Ｄｏｒｃｏｃｅｒａｓ ｈｙｇｒｏｍｅｔｒｉｃｕｍ)、紫花风铃

(Ｈａｎｄｒｏａｎｔｈｕｓ ｉｍｐｅｔｉｇｉｎｏｓｕｓ)、 拟南芥 ( Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ)、皱叶菸草 (Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔｏｍｅｎｔｏｓｉｆｏｒｍｉｓ)、烟
草 ( Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ａｔｔｅｎｕａｔａ )、 大 肠 杆 菌 ( Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ)、曼地亚红豆杉(Ｔａｘｕｓｘ ｍｅｄｉａ)、银杏(Ｇｉｎｋｇｏ
ｂｉｌｏｂａ)、玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ)、莱茵衣藻(Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓ
ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ)、铁皮石斛(Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ)、马尾

松(Ｐｉｎｕｓ ｍａｓｓｏｎｉａｎａ)、水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ)、小立碗

藓 ( Ｐｈｙｓｃｏｍｉｔｒｅｌｌａ ｐａｔｅｎｓ )、 江 南 卷 柏 ( Ｓｅｌａｇｉｎｅｌｌａ
ｍｏｅｌｌｅｎｄｏｒｆｆｉｉ )、 湖 生 红 球 藻 ( Ｈａｅｍａｔｏｃｏｃｃｕｓ
ｌａｃｕｓｔｒｉｓ)、 钝 顶 螺 旋 藻 ( Ａｒｔｈｒｏｓｐｉｒａ ｐｌａｔｅｎｓｉｓ ) 的

ＧＧＰＰＳ 蛋白的氨基酸序列与 ＰｖＧＧＰＰＳ 蛋白的氨基

酸序列通过 ＭＥＧＡ ７ 软件采用邻近法(Ｎ￣Ｊ 法ꎬｂｏｏｔ￣
ｓｔａｒｐ 值设为 １ ０００ꎬ其余为默认条件)构建系统进化

树ꎬ并选取部分植物的氨基酸序列利用 ＤＮＮＭＡＮ 软

件进行多序列比对分析ꎮ
通过构建系统进化树(图 ６)ꎬ可以看出 ＰｖＧＧ￣

ＰＰＳ 蛋白与丹参、毛喉鞘蕊花 ＧＧＰＰＳ 蛋白具有较

高的亲缘关系ꎬ进化关系具有较高的保守性ꎻ与双

子叶植物进化关系较近ꎬ 与菌类、藓类、藻类、裸子

植物、单子叶植物的进化关系较远ꎮ 多序列比对

显示 ＰｖＧＧＰＰＳ 与 ６ 个物种间蛋白质氨基酸序列一
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表 ２　 ＰｖＧＧＰＰＳ 蛋白的氨基酸组成
Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ＰｖＧＧＰＰＳ ｐｒｏｔｅｉｎ

氨基酸名称
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｎａｍｅ

含量
Ｃｏｎｔｅｎｔ
(％)

氨基酸名称
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｎａｍｅ

含量
Ｃｏｎｔｅｎｔ
(％)

氨基酸名称
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｎａｍｅ

含量
Ｃｏｎｔｅｎｔ
(％)

丙氨酸
Ａｌａｎｉｎｅ

１３.８ 天冬酰胺
Ａｓｐａｒａｇｉｎｅ

３.９ 半胱氨酸
Ｃｙｓｔｅｉｎｅ

１.４

谷氨酸
Ｇｌｕｔａｍａｔｅ

６.６ 组氨酸
Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ

２.２ 亮氨酸
Ｌｅｕｃｉｎｅ

１０.７

精氨酸
Ａｒｇｉｎｉｎｅ

４.４ 天冬氨酸
Ａｓｐａｒｔｉｃ ａｃｉｄ

５.５ 谷氨酰胺
Ｇｌｕｔａｍｉｎｅ

２.８

甘氨酸
Ｇｌｙｃｉｎｅ

７.２ 异亮氨酸
Ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ

４.１ 赖氨酸
Ｌｙｓｉｎｅ

５.８

蛋氨酸
Ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ

４.１ 苯丙氨酸
Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ

０.３ 丝氨酸
Ｓｅｒｉｎｅ

１.４

苏氨酸
Ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ

９.９

表 ３　 ＰｖＧＧＰＰＳ 蛋白亚细胞定位预测
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＰｖＧＧＰＰＳ ｐｒｏｔｅｉｎ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

亚细胞定位
Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

定位类型
Ｌｏｃａｔｉｏｎ ｔｙｐｅ

ＰｖＧＧＰＰＳ 基因
ＰｖＧＧＰＰＳ ｇｅｎｅ

叶绿体
Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ

胞内>细胞器>叶绿体
Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ>Ｏｒｇａｎｅｌｌｅ>Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ

图 ２　 ＰｖＧＧＰＰＳ 功能结构域预测
Ｆｉｇ. ２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ＰｖＧＧＰＰＳ

致性达 ８７.０３％ꎬ序列中存在异戊烯基焦磷酸合酶

家族的两个富含天冬氨酸的特征性序列:ＤＤｘｘｘｘＤ
和 ＤＤｘｘＤ(王中等ꎬ２０１８)ꎬ分别为位于第 １５７ 到第

１６４ 位 的 “ ＤＤＬＰＣＭＤ” 和 第 ２９６ 到 第 ３００ 位 的

“ＤＤＩＬＤ”ꎬ起到底物结合与碳链延伸的功能ꎻ且含

有 １ 个 ＣｘｘｘＣ 基序(Ｄ 为天冬氨酸残基ꎬＣ 为半胱

氨酸ꎬｘ 为任意氨基酸残基)(图 ７)ꎮ
２.３ 夏枯草 ＧＧＰＰＳ 基因表达分析

利用 ｑＰＣＲ 方法检测 ＰｖＧＧＰＰＳ 基因在夏枯草

图 ３　 ＰｖＧＧＰＰＳ 蛋白疏水性预测
Ｆｉｇ. ３　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ｏｆ ＰｖＧＧＰＰＳ ｐｒｏｔｅｉｎ

果穗、叶和茎中的表达量ꎬ以果穗为参照ꎮ 结果显

示 ＰｖＧＧＰＰＳ 基因在 ３ 个样本中均有不同程度的表

达量ꎻ在叶中高表达ꎬ其次是茎ꎬ在果穗中的表达

量最少ꎮ ＰｖＧＧＰＰＳ 基因在叶中的相对表达量是在
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图 ４　 ＰｖＧＧＰＰＳ 蛋白跨膜区预测
Ｆｉｇ. ４　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｒｅｇｉｏｎ

ｏｆ ＰｖＧＧＰＰＳ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ５　 ＰｖＧＧＰＰＳ 蛋白三维结构预测
Ｆｉｇ. ５　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

ｏｆ ＰｖＧＧＰＰＳ ｐｒｏｔｅｉｎ

果穗中的 ９５.３９ 倍ꎮ ＰｖＧＧＰＰＳ 基因表达趋势与转

录组测序结果一致(图 ８)ꎮ
通过外源施加 ７ 种外源物质来评价这些信号

物质对夏枯草 ＰｖＧＧＰＰＳ 基因表达的影响ꎮ 在 ７ 种

外源物质处理 ２４ ｈ 后ꎬ可以看到 ＧＡ３ 处理下 ＰｖＧ￣
ＧＰＰＳ 基因的表达量显著上调ꎻＳＮＰ、ＭｅＪＡ、ＩＡＡ、乙
烯利和 ＣａＣｌ２ 处理在 ２４ ｈ 时对该基因表达量均表

现为明显下调ꎮ

３　 讨论与结论

在多种植物 ＧＧＰＰＳ 基因的研究中发现该基因

的表达模式在不同植物间有明显的组织差异性

(孙 君 等ꎬ ２０１６ꎻ 薛 生 玲 等ꎬ ２０１８ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１９)ꎮ 本研究结果显示 ＰｖＧＧＰＰＳ 基因在夏枯草

的果穗、茎、叶 ３ 个样本中均有不同程度的表达

量ꎬ在叶中高表达ꎬ其次是茎ꎬ在果穗中的表达量

最少ꎮ 通过亚细胞定位预测分析ꎬ发现 ＰｖＧＧＰＰＳ
蛋白预测定位在叶绿体中ꎮ 我们推测 ＰｖＧＧＰＰＳ
可能主要与夏枯草叶片中叶绿素、赤霉素等的合

成有关ꎮ 在赵乐等(２０１６)的研究中发现地黄中的

ＲｇＧＧＰＰＳ１ 基因定位在叶绿体中ꎬ在根中的表达量

最高ꎬ可能参与地黄中叶绿素等次生代谢产物的

合成ꎮ 这与本文研究结果相一致ꎮ
ＧＧＰＰＳ 基因易受植物激素诱导表达为其明显

的表达共性ꎮ 丹参中的 ＧＧＰＰＳ 基因可能受到水杨

酸的诱导表达ꎬ却被茉莉酸甲酯抑制表达(Ｋａｉ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１０)ꎮ 在钱丹等(２０１３)的研究中发现不同

诱导子处理后海南粗榧叶片中 ＧＧＰＰＳ 基因的表达

量明显上调ꎬ其中以 ＭｅＪＡ 诱导的效果最好ꎮ 在本

次实验中发现 ＧＡ３ 处理下 ＰｖＧＧＰＰＳ 基因的表达

量显著上调ꎮ 多项研究表明外源激素对植物的生

长及某些基因的表达有一定影响 (常青山等ꎬ
２０１７ꎻ潘君飞等ꎬ２０１８ꎻ李璐等ꎬ２０１９)ꎬ其中赤霉素

( ＧＡ３ ) 是一种调节植物生长和发育的双萜植物

激素(王灿ꎬ２０１８)ꎮ 郑伟等(２０１９)的研究发现在

太子参中三个 ＧＨ３ 基因的表达均受外源 ＧＡ３ 诱

导ꎬ且 ＧＡ３ 能够诱导太子参发育过程中内源 ＩＡＡ
的积累ꎮ 张晨等(２０１８)研究发现在太子参块根生

长发育过程中 ＧＡ３ 可通过影响 ＪＡ 从而促进皂苷

的积累ꎮ 因此ꎬ我们推测 ＧＡ３ 能诱导夏枯草萜类

生物合成途径中部分关键酶基因的表达ꎮ 本研究

丰富了 ＧＧＰＰＳ 基因的种类ꎬ为后期的基因功能研

究奠定了基础ꎮ
本研究结果表明ꎬ夏枯草中的 ＰｖＧＧＰＰＳ 基因

主要在叶中高表达且受外源 ＧＡ３ 的调控ꎬ 并首次

对夏 枯 草 中 的 ＧＧＰＰＳ 基 因 进 行 研 究ꎬ 丰 富 了

ＧＧＰＰＳ 基因家族的种类ꎮ 但是对于 ＰｖＧＧＰＰＳ 基

７８８６ 期 张梦佳等: 夏枯草 ＰｖＧＧＰＰＳ 基因的克隆和诱导表达分析



前面序列号为 ＮＣＢＩ 登录号ꎮ
Ｐｒｅｖｉｏｕｓ ｓｅｒｉａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｉｓ ＮＣＢＩ ｌｏｇｉｎ ｎｕｍｂｅｒ.

图 ６　 ＰｖＧＧＰＰＳ 系统进化树
Ｆｉｇ. ６　 ＰｖＧＧＰＰＳ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ

因参与具体哪一类成分的调节及该基因对夏枯草

中三萜类成分合成的影响目前尚不清楚ꎬ还有待

进一步研究ꎮ
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虚线框为 ＧＧＰＰ 合酶家族的两个富含天冬氨酸的特征性序列:ＤＤｘｘｘｘＤ 和 ＤＤｘｘＤꎻ实线框为 ＣｘｘｘＣ 基序ꎮ
Ｄｏｔｔｅｄ ｌｉｎｅ ｂｏｘ ｓｈｏｗｓ ｔｗｏ ａｓｐａｒｔｉｃ ａｃｉｄ￣ｒｉｃｈ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＧＧＰＰ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｆａｍｉｌｙ: ＤＤｘｘｘｘＤ ａｎｄ ＤＤｘｘＤꎻ Ｔｈｅ ｓｏｌｉｄ ｆｒａｍｅ ｉｓ
ＣｘｘｘＣ ｍｏｔｉｆ.

图 ７　 ＰｖＧＧＰＰＳ 多序列比对
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