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　 　 ＤＸＳ 是一种转酮酶可催化非甲羟戊酸途径

(ＤＸＰ 途径)ꎬ在硫胺素焦磷酸( ｔｈｉａｍｉｎ ｐｙｒｏｐｈｏｓ￣
ｐｈａｔｅꎬ ＴＰＰ)作用下ꎬ该酶使丙酮酸脱羧后ꎬ与磷酸

甘油 醛 缩 合 形 成 ＤＸＰ ( 王 凌 健 等ꎬ ２０１３ )ꎮ
Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ￣Ｃｏｎｃｅｐｃｉｏｎ ＆ Ｂｏｒｏｎａｔ(２０１５)的研究结果

表明ꎬＤＸＳ 定位于植物质体的类囊体ꎮ 该酶具有 ３
个功能结构域:ＴＰＰ 结合结构域、转酮醇酶结构域

和嘧啶结合结构域ꎬ且在其 Ｎ 端有一段质体转运

肽(Ｊａｄａｕｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ Ｑｕｅｒｏｌ ｅｔ ａｌ.(２００１)报道

了在酸性介质中采用高效液相色谱法测定 ＤＸＳ 酶

活性ꎮ 作为萜类化合物合成的重要限速酶ꎬ克隆

得到 ＤＸＳ 基因ꎬ对于研究萜类化合物生物合成途

径具有重要意义ꎮ 目前ꎬ其他植物中 ＤＸＳ 基因表

达、调控和遗传转化等方面已有部分研究(张浩宇

等ꎬ２０１８ꎻ陈迪等ꎬ２０１８)ꎬ而关于夏枯草 ＤＸＳ 基因

的研究报道比较少ꎮ
夏枯草(Ｐｒｕｎｅｌｌａ ｖｕｌｇａｒｉｓ)为唇形科草本植物ꎬ

以其干燥果穗入药ꎬ具有清肝明目、消肿散结等功

效ꎬ其中萜类化合物是其重要的活性成分ꎮ Ｓｕｎ
ｅｔ ａｌ.(２０１４)发现熊胆草中 ＤＸＳ 的组织表达模式

与二萜物质苦蒿素的组织积累模式呈正相关ꎬ暗
示过表达 ＤＸＳ 基因可能会增加熊胆草中二萜物质

苦蒿素的合成ꎮ Ｇｏｎｇ ｅｔ ａｌ. ( ２００６)研究发现银杏

ＤＸＳ 基因受到 ＭｅＪＡ 和 ＡＳＡ 等外源物质调控ꎮ 因

此基于前期获得的夏枯草转录数据库基础上ꎬ本
研究采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术从夏枯草中克隆得到 ＤＸＳ
基因ꎬ并对其进行生物信息学、组织表达模式及诱

导表达分析ꎬ以期为进一步揭示该基因在夏枯草

萜类代谢机制中的作用奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料和试剂

材料:夏枯草样品采自河南省确山县夏枯草

ＧＡＰ 种植基地ꎬ河南中医药大学董诚明教授鉴定

为夏枯草(Ｐｒｕｎｅｌｌａ ｖｕｌｇａｒｉｓꎬ ＰＶＬ)ꎮ 试剂: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)ꎬＤＮＡＭａｒｋｅｒ(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 Ｔｈｅｒｍａｌ Ｃｙｃｌｅｒ)ꎬ荧光定量 ＰＣＲ 仪

(美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司 Ｓｔｅｐ Ｏｎｅ Ｐｌｕｓ)ꎮ
１.２ 总 ＲＮＡ 提取与 ｃＤＮＡ 第一条链的合成

利用康为世纪植物 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 Ｓｃｉ￣
ｅｎｔｉｆｉｃ ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 进
行操作ꎬ置于－２０ ℃备用ꎮ
１.３ ｃＤＮＡ 全长克隆

从转录组数据库中得到的夏枯草 ＤＸＳ 基因序

列两端非编码区设计一对特异性引物 ( ＤＸＲ￣Ｆꎬ
ＤＸＲ￣Ｒ)(表 １)ꎬ以夏枯草叶片 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ进行

扩增:ｃＤＮＡ ２.０ μＬꎬ２ × Ｅｓ Ｔａｑ ｍｉｘ １０.０ μＬꎬ１０.０
μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１正反向引物各 １.０ μＬꎬ加 ｄｄ Ｈ２Ｏ ６.０ μＬ
至体积为 ２０.０ μＬꎮ 反应程序:９５ ℃预变性 １ ｍｉｎꎻ
９５ ℃变性 ３０ ｓꎬ６０ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 １.５ ｍｉｎꎬ
３５ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎꎮ 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

０２６１ 广　 西　 植　 物 ３９ 卷



表 １　 引物序列及用途
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｕｓｅ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

引物序列(５′￣ ３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′￣ ３′)

用途
Ｕｓｅ

ＤＸＳ￣Ｆ ５′￣ＡＴＧＴＣＡＴＣＧＴＣＴＴＧＴＧＧＡＧＴＴＡＴＣ￣３′

ＤＸＳ￣Ｒ ５′￣ＡＴＧＴＴＣＧＴＣＴＴＧＴＧＧＡＧＴＴ￣３′

基因克隆 Ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ

ｑＤＸＳ￣Ｆ ５′￣ＣＴＴＧＣＴＣＡＡＧＧＣＴＣＣＡＡＣＧＧ￣３′

ｑＤＸＳ￣Ｒ ５′￣ＧＣＣＧＧＡＴＴＣＣＴＣＧＡＣＴＣＣＡＡ￣３′

荧光定量 ＰＣＲ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

ｑａｃｔｉｎ￣Ｆ ５′￣ＧＡＣＣＡＧＣＴＣＴＧＣＴＧＴＧＧＡＧＡ￣３′

ｑａｃｔｉｎ￣Ｒ ５′￣ＡＴＧＧＣＴＧＧＡＡＧＡＧＧＡＣＣＴＣＡＧ￣３′

荧光定量内参基因
Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ

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三博远志生物技术有

限公司测序进行测序ꎮ 组成型表达的 ａｃｔｉｎ 基因

(ＫＪ０１０８１８)作为内参ꎮ
１.４ 生物信息学分析

运用在线工具对 ＰｖＤＸＳ 基因及编码蛋白进行

生物信息学分析ꎮ 利用 ＯＲＦ ｆｉｎｄｅｒ (ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ.ｏｒｇ / ｓｍｓ２ / ｏｒｆ＿ｆｉｎｄ. ｈｔｍｌ) 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 (ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｅｘｐａｓｙ. ｃｈ /
ｔｏｏｌｓ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ.ｈｔｍｌ) 分析目的蛋白的理化性质ꎻ
利用 ＳｉｎａｌＰ４. １ Ｓｅｒｖｅｒ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ /
ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ / ) 预 测 信 号 肽ꎻ 利 用 ＳＭＡＲＴ
(ｈｔｔｐ: / / ｓｍａｒｔ. ｅｍｂ￣ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ. ｄｅ / ) 分析目的蛋白

功 能 域ꎻ 利 用 ＮＰＳＡ ｓｅｒｖｅｒ ( ｈｔｔｐ: / / ｎｐｓａ￣ｐｂｉｌ.
ｉｂｃｐ.ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｓｅｃｐｒｅｄ＿ｓｏｐ ｍａ. ｐｌ) 预测蛋白质二

级 结 构ꎻ 利 用 Ｓｗｉｓｓ￣Ｍｏｄｅｌ ( ｈｔｔｐ: / / ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ.
ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ) 预测蛋白质三级结构ꎻ利用

ＢａＣｅＩｌｏ (ｈｔｔｐ: / / ｇｐｃｒ.ｂｉｏｃｏｍｐ.ｕｎｉｂｏ.ｉｔ / ｂａｃｅｌｌｏ / ) 和

ＣｈｌｏｒｏＰ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ /
ＣｈｌｏｒｏＰ / ) 预测细胞定位和叶绿体转运肽切割位

点ꎻ运用 ＭＥＧＡ５.１ 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
１.５ 夏枯草 ＤＸＳ 基因的特异性表达分析

夏枯草生长旺盛期ꎬ对生长状态一致的夏枯草

果穗进行处理ꎬ分别喷洒 ５０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１茉莉酸甲酯

(ＭｅＪＡ)、 １７. １４ μｍｏｌ 􀅰 Ｌ￣１ 吲 哚 乙 酸 ( ＩＡＡ)、 １００
μｍｏｌ􀅰 Ｌ￣１ 乙烯利 ( ＥＴＨ)、 １００ μｍｏｌ 􀅰 Ｌ￣１ 硝普钠

(ＳＮＰ)、１ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１无水氯化钙(ＣａＣｌ２)、１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１

水杨酸(ＳＡ)、２.８８ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣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 ＰｖＤＸＳ 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 Ｍｉｘ １０.０ μＬꎬＱＮ Ｒｏｘ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ ０.１ μＬꎬ
正反向引物均为 ０. ４ μＬꎬ模板 ｃＤＮＡ ２. ０ μＬꎬ加
ＲＮａｓｅ￣Ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ ７.１ μＬ 至终体积为 ２０.０ μＬꎮ 反

应程序:９５ ℃ 预变性 ２０ ｓ 后ꎬ进行 ４０ 个循环(９５
℃ꎬ１ ｓꎻ５６ ℃ꎬ２０ ｓꎻ９５ ℃ꎬ１ ｓ)ꎬ６０ ℃ꎬ２０ ｓꎬ９５ ℃ꎬ
１ ｓꎮ ａｃｔｉｎ 基因(ＫＪ０１０８１８)作为内参ꎬ设计序列引

物(表 １)ꎮ 扩增完成后进行溶解曲线测定ꎬ２－ΔΔＣｔ

法分析 ＰｖＤＸＳ 相对表达量ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＰｖＤＸＳ 基因克隆

据夏枯草转录组测序数据设计引物ꎬ夏枯草

ＲＮＡ 逆转录得到的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬＰＣＲ 扩增得到

１ 条 ２ ０００ ｂｐ 左右的片段ꎮ ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 软件分析

克隆测序拼接所得序列的开放阅读框ꎬ结果所得

序列含有 １ 个大小为 ２ １８１ ｂｐ 的完整开放阅读

框ꎬ命名为 ＰｖＤＸＳ(图 １)ꎮ

１２６１１２ 期 李璐等: 夏枯草 ＰｖＤＸＳ 基因的克隆和表达分析



注:１. ＰｖＤＸＳ 基因 ＰＣＲ 扩增产物ꎻＭ. ＤＬ１０ ０００ ＤＮＡ 标准 Ｍａｒｋｅｒꎮ
Ｎｏｔｅ: １. ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＰｖＤＸＳ

ｇｅｎｅꎻ Ｍ. ＤＬ１０ ０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ.

图 １　 夏枯草 ＤＸＳ 基因克隆
Ｆｉｇ.１　 Ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ＤＸＳ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｐｒｕｎｅｌｌａ ｖｕｌｇａｒｉｓ

２.２ ＰｖＤＸＳ 基因编码蛋白的生物信息学分析

２.２.１ 理化性质　 ＥｘＰＡＳｙ Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ＳｅｒｖｅｒＰｒｏｔｐａｒａｍ
在线软件分析编码蛋白的理化性质ꎮ 推测该蛋白

编码 ７２６ 个氨基酸ꎬ理论分子量为７８ ０４０.４７ Ｄꎬ等
电点(ｐＩ)为 ６.７５ꎮ 总原子数为 １１ ００２ꎬ原子组成:
Ｃ３４５７ Ｈ５５２１ Ｎ９５９ Ｏ１０３５ Ｓ３０ꎮ 总 负 电 荷 残 基 数

(Ａｓｐ ＋ Ｇｌｕ) 有 ７７ 个ꎬ总正电荷残基数 ( Ａｒｇ ＋
Ｌｙｓ)有 ７３ 个ꎬ推测为酸性蛋白质ꎮ 该蛋白中丙氨

酸(Ａｌａ)含量最多(占氨基酸总数 ９.５％)ꎬ其次是

甘氨酸 ( Ｇｌｙ) (占氨基酸总数 ９. ２％)ꎬ半胱氨酸

(Ｃｙｓ)的含量最少ꎬ为 １.２％ꎮ 通过对 ＰｖＤＸＳ 蛋白

进行疏水性预测ꎬ结果显示:ＰｖＤＸＳ 蛋白疏水性表

明多肽链第 １８３ 位具有最低分值－ ２. ５２２ꎬ第 ７１０
位具有最高分值 ２.３３２ꎬ疏水氨基酸的数量小于亲

水氨基酸的数量ꎬ推测其为亲水性蛋白(图 ２)ꎮ
２.２.２ 亚细胞定位和功能域 　 通过亚细胞定位预

测软件分析发现 ＰｖＤＸＳ 定位在叶绿体中ꎮ ＳＭＡＲＴ
在线软件对 ＰｖＤＸＳ 蛋白进行功能域预测ꎬ图 ３ 结

果显示 ＰｖＤＸＳ 蛋白具有 Ｔｒａｎｓｋｅｔｏｌａｓｅ＿Ｃ 结构域和

Ｔｒａｎｓｋｅｔ＿ｐｙｒ 结构域ꎬ分别位于第 ５８３ 位到第 ７０６
位、第 ４０４ 位到第 ５６９ 位ꎬ该蛋白功能域预测其含

有与 ＩＰＰ 结合的保守结构域(ＤＸＰ＿ｓｙｎｔｈａｓｅ＿Ｎ)ꎬ
这一结构与转酮酶及丙酮酸脱氢酶的 Ｅ１ 亚基

(Ｅ１＿ｄｈ 家 族 ) 结 构 相 似 ( Ｎｅｗｍａｎ ＆ Ｃｈａｐｐｅｌｌꎬ

图 ２　 ＰｖＤＸＳ 蛋白疏水性预测
Ｆｉｇ. ２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ｏｆ ＰｖＤＸＳ ｐｒｏｔｅｉｎ

１９９９)ꎬ分别位于第 ８２ 位到第 ３６７ 位、第 １０９ 位到

第 ２６１ 位ꎮ
２.２.３ ＰｖＤＸＳ 蛋白的二级、三级结构预测 　 利用

ＮＰＳＡ ｓｅｒｖｅｒ 在线软件对 ＰｖＤＸＳ 编码的蛋白进行

二级结构分析ꎬ图 ４ 结果表明ꎬ该蛋白预测由

３６.９１％的 α￣螺旋、１９.７％的延伸链、１０. ３３％的 β￣
转角和 ３３. ０６％的不规则卷曲组成混合型蛋白ꎮ
Ｓｗｉｓｓ￣Ｍｏｄｅｌ 在线软件预测蛋白三级结构(图 ５)结

果显示ꎬＰｖＤＸＳ 与大肠杆菌 ＤＸＳ 蛋白(２ｏ１ｓ.１.Ａ)
相似度达到 ４９.１１％ꎮ
２.２. ４ 系 统 进 化 树 构 建 和 多 序 列 比 对 　 通 过

ＢＬＡＳＴ 序列比对ꎬ从 ＮＣＢＩ 数据库中下载拟南芥

(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｌａꎬＡｔＤＸＳ)、丹参( Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒ￣
ｒｈｉｚａꎬ ＳｍＤＸＳ )、 长 春 花 ( Ｃａｔｈａｒａｎｔｈｕｓ ｒｏｓｅｕｓꎬ
ＣｒＤＸＳ)、橡胶树(Ｈｅｖｅａ ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓꎬＨｂＤＸＳ)、苜蓿

(Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｔｒｕｎｃａｔｕｌａꎬＭｔＤＸＳ)、玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓꎬＺｍ￣
ＤＸＳ)、土沉香 ( Ａｑｕｉｌａｒｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ꎬ ＡｓＤＸＳ)、葡萄

(Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａꎬＶｖＤＸＳ)、高粱 ( Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏꎬ Ｓｂ￣
ＤＸＳ)、高良姜 ( Ａｌｐｉｎｉａ ｏｆｆｉｃｉｎａｒｕｍꎬＡｏＤＸＳ)、银杏

(Ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａꎬＧｂＤＸＳ)、小立碗藓(Ｐｈｙｓｃｏｍｉｔｒｅｌｌａ
ｐａｔｅｎｓꎬＰｐＤＸＳ)、野生条斑紫菜(Ｐｙｒｏｐｉａ ｙｅｚｏｅｎｓｉｓꎬ
ＰｖＤＸＳ)、 油 棕 ( Ｅｌａｅｉｓ ｇｕｉｎｅｅｎｓｉｓꎬ ＥｇＤＸＳ)、 赤 松

(Ｐｉｎｕｓ ｄｅｎｓｉｆｌｏｒａꎬＰｄＤＸＳ)、火炬松(Ｐｉｎｕｓ ｔａｅｄａꎬＰｔ￣
ＤＸＳ)、思茅松(Ｐｉｎｕｓ ｋｅｓｉｙａ ｖａｒ. ｌａｎｇｂｉａｎｅｎｓｉｓꎬＰｋ￣
ＤＸＳ)、双歧杆菌(Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｌｏｎｇｕｍ ｓｕｂｓｐ. ｌｏｎ￣
ｇｕｍ ＢＢＭＮ６８ꎬＢｌＤＸＳ)和大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎬ

２２６１ 广　 西　 植　 物 ３９ 卷



图 ３　 ＰｖＤＸＳ 功能结构域预测
Ｆｉｇ. ３　 ＰｖＤＸＳ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｏｍａｉｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

注: 蓝色. α 螺旋ꎻ 红色. 延伸链ꎻ 绿色. β 转角ꎻ 橙色. 无规则卷曲ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｂｌｕｅ. Ａｌｐｈａ ｈｅｌｉｘꎻ Ｒｅｄ. Ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄꎻ Ｇｒｅｅｎ. Ｂｅｔａ ｔｕｒｎꎻ Ｏｒａｎｇｅ. Ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ.

图 ４　 ＰｖＤＸＳ 蛋白二级结构预测
Ｆｉｇ. ４　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＰｖＤＸＳ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ５　 ＰｖＤＸＳ 蛋白三级结构预测
Ｆｉｇ. ５　 ＰｖＤＸＳ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

ｃｏｌｉＤＸＳ)的 ＤＸＳ 蛋白序列ꎬ与 ＰｖＤＸＳ 蛋白的氨基

酸序列通过 ＭＥＧＡ５.１ 软件采用邻近法(Ｎ￣Ｊ 法)构
建系统进化树ꎬ并选取部分植物的氨基酸序列利

用 ＤＮＡＭＡＮ 软件进行多序列比对分析ꎮ
多序列比对显示 ＰｖＤＸＳ 蛋白与 ＨｂＤＸＳ 蛋白

具有较高的相似性ꎬ序列一致性达 ７３.７６％ꎬＰｖＤＸＳ
蛋白包含 １ 个硫胺素焦磷酸结合位点:ＧＤＧ (Ｘ)

８Ｅ(Ｘ) ４Ａ(Ｘ) １１ＮＤＮ 和 １ 个转酮醇酶结构域:
ＤＲＡＧＸ２８ＰＸＤꎻ该蛋白存在于叶绿体中ꎬＮ 端存在

１ 段由 ５６ 个氨基酸残基构成的质体转运肽(图 ６)ꎮ
系统进化树结果(图 ７)表明ꎬＰｖＤＸＳ 蛋白与丹参、
长春花 ＤＸＳ(ＳｍＤＸＳ２、ＣｒＤＸＳ２)亲缘关系较近ꎬ推
测属于第 ＩＩ 类 ＤＸＳ 蛋白类型ꎬ此类型的 ＤＸＳ 蛋白

参与 次 级 代 谢 产 物 萜 类 物 质 的 生 物 合 成

(Ｍｉｚｉｏｒｋｏꎬ２０１１)ꎮ ＰｖＤＸＳ 与 ＳｍＤＸＳ 相似性非常

高ꎬ说明同一科植物基因在进化关系上具有高度

保守性ꎮ
２.３ 组织特异性及外源性物质诱导后表达

利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 方法检测 ＰｖＤＸＳ 基因在夏枯

草果穗、叶和茎中的表达量ꎬ以果穗为对照样品ꎮ
图 ８ 结果显示 ＰｖＤＸＳ 基因在 ３ 个样本中的表达量

范围为 ０.６７１ ~ ７５３.２９６ꎮ ＰｖＤＸＳ 基因在叶中高表

达ꎬ其次是果穗ꎬ茎中的表达量最低ꎮ ＰｖＤＸＳ 基因

在叶中的相对表达量是在果穗中的 ７５３.２ 倍ꎬ与课

题组前期夏枯草转录组测序结果一致ꎮ
７ 种外源性物质处理后分析夏枯草果穗中

ＰｖＤＸＳ 基因的表达趋势ꎮ 图 ９ 结果表明ꎬＧＡ３处理

后 ＰｖＤＸＳ 的表达量显著增高ꎬ为对照组的 ３２.８ 倍ꎮ
其他 ６ 种外源性物质处理后 ＰｖＤＸＳ 表达量范围为

０.００５~０.２６０ꎬ其中 ＣａＣｌ２、ＳＮＰ 及 ＳＡ 处理后对该基

３２６１１２ 期 李璐等: 夏枯草 ＰｖＤＸＳ 基因的克隆和表达分析



注: 实线框为二磷酸硫胺结合位点ꎬ虚线框为转酮醇酶结构域ꎻ箭头为质体转运肽切割位点ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｓｏｌｉｄ ｆｒａｍｅ ｉｓ ｔｈｉａｍｉｎ ｅｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅꎻ Ｄｏｔｔｅｄ ｆｒａｍｅ ｉｓ ｔｒａｎｓｋｅｔｏｌａｓｅ ｄｏｍａｉｎꎻ Ａｒｒｏｗ ｉｓ ｐｌａｓｔｉｄ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｐｅｐｔｉｄｅ ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅ.

图 ６　 ＰｖＤＸＳ 多序列比对
Ｆｉｇ. ６　 ＰｖＤＸＳ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＤＸＲ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
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注: 基因前面序列号为 ＮＣＢＩ 登录号ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｐｒｅｖｉｏｕｓ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｎｕｍｂｅｒ ｉｓ ＮＣＢＩ ｌｏｇｉｎ ｎｕｍｂｅｒ.

图 ７　 ＰｖＤＸＳ 系统进化树
Ｆｉｇ. ７　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＰｖＤＸＳ

因的表达抑制作用明显ꎬＩＡＡ、ＭｅＪＡ 及 ＥＴＨ 处理

组其次ꎮ

３　 讨论

萜类化合物是一种广泛存在于植物中的次生

代谢产物ꎬ包括甾体类、醌类、胡萝卜素类和植物

激素等ꎬ其参与多种植物生理代谢活动如光合和

呼吸作用(Ｘｉａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７)ꎮ ＤＸＳ 在萜类化合

物合成 ２￣Ｃ￣甲基￣Ｄ￣赤藻糖醇￣４￣磷( ２￣Ｃ￣ｍｅｔｈｙｌ￣Ｄ￣
ｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ ４￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬＭＥＰ) 途径中发挥关键作用ꎬ
催化丙酮酸和 ３￣磷酸￣甘油醛发生缩合反应形成途

径中的重要中间体 ＤＸＰ (Ｋｒｕｓｈｋａｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００３)ꎮ
Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ. (２０１６)发现丹参毛状根中过表达丹参

５２６１１２ 期 李璐等: 夏枯草 ＰｖＤＸＳ 基因的克隆和表达分析



注: ｑＰＣＲ. 经过验证的基因相对表达量ꎻ
ＲＰＫＭ. 转录组测序结果ꎮ

Ｎｏｔｅ: ｑＰＣＲ. Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｐｒｏｖｅｎ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ
ＲＰＫＭ. Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ.

图 ８　 ＰｖＤＸＳ 基因的表达模式分析
Ｆｉｇ. ８　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＰｖＤＸＳ ｇｅｎｅ

图 ９　 外源物质处理后 ＰｖＤＸＳ 基因表达量
Ｆｉｇ. ９　 ＰｖＤＸＳ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｗｉｔｈ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ

Ｓｍ ＤＸＳ１ 和 Ｓｍ ＤＸＳ２ꎬ丹参酮的含量显著提高ꎻ穿
心莲细胞 ５ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＭｅＪＡ 的悬浮体系培养 ２４ ｈ
后产生的穿心莲内酯含量增加 ５.２５ 倍ꎬ与 ＤＸＳ 基

因的表达水平成正相关(Ｓｈａｒｍａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎮ 拟

南芥过量表达马铃薯 Ｓｔ ＤＸＳ１ 基因后植株叶片中

叶绿素和胡萝卜素明显增加 ( Ｈｅｎｒｉｑｕｅｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１６)ꎮ 这表明 ＤＸＳ 是萜类化合物代谢途径的重

要调节酶且利用其表达可改变萜类化合物的

含量ꎮ
ＤＸＳ 基因的表达具有组织特异性ꎬ通常 ＤＸＳ

基因在叶、茎的绿色细胞中表达较强ꎬ其他的组织

器官表达较弱( Ｓａｗｉｔｒｉ ＆ Ｗａｌｌｉｅꎬ ２００５)ꎮ 本研究

利用 ｑＰＣＲ 技术对夏枯草叶、茎、果穗组织器官中

ＰｖＤＸＳ 的表达特征进行分析ꎬ结果表明 ＰｖＤＸＳ 基

因在不同组织中均有表达ꎬ 但表达量差异较大ꎮ
ＰｖＤＸＳ 基因在叶中的表达水平最高ꎬ为果穗中表

达量的 ７５３.２ 倍ꎮ
根据序列进化关系可将 ＤＸＳ 基因分为 ＤＸＳ Ｉ、

ＤＸＳ Ⅱ和 ＤＸＳⅢ三类(张浩宇等ꎬ２０１８)ꎬ系统进化

树分析显示 ＰｖＤＸＳ 蛋白与丹参、长春花中的的第

Ⅱ类 ＤＸＳ 蛋白(ＳｍＤＸＳ２、ＣｒＤＸＳ２)亲缘关系较近ꎬ
据此推测 ＰｖＤＸＳ 属于第Ⅱ类 ＤＸＳ 蛋白ꎮ ＤＸＳⅡ蛋

白可编码植物特定的次生代谢产物ꎬ说明 ＰｖＤＸＳ
与夏枯草活性成分 (如萜类化合物) 含量有关ꎮ
ＤＸＳ 基因的表达量与其次生代谢产物含量成正相

关ꎬ如 Ｍｕｎｏｚ￣Ｂｅｒｔｏｍｅｕ ｅｔ ａｌ. (２０１６)报道在薰衣草

中过量表达拟南芥 ＤＸＳ 基因显著增加转基因植株

叶片和花中精油的含量ꎮ ＧＡ３处理后 ＰｖＤＸＳ 的表

达量显著增高ꎬ为对照组的 ３２.８ 倍ꎮ 其他 ６ 种外

源性物质处理后 ＰｖＤＸＳ 对该基因的表达具明显的

抑制作用ꎮ Ｇｏｎｇ ｅｔ ａｌ. ( ２００６) 发现施加 ＭｅＪＡ 和

ＡＳＡ 等外源物质后ꎬ银杏内酯的合成与 ＧｂＤＸＳ 表

达呈正相关ꎮ 研究发现对葡萄喷施 ＧＡ３后其糖分

及萜类化合物显著增加(Ｍｕｒｃｉａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ꎻ程大

伟等ꎬ２０１８)ꎬ推测 ＧＡ３可提高夏枯草中的次生代

谢产物ꎬ如萜类化合物ꎮ 此外ꎬ孙君等(２０１４)发现

双瓣茉莉 ＪｓＤＸＳ 的表达量受生物钟的调控ꎬ具有

昼夜节律性ꎮ 其他 ６ 种外源物质对 ＰｖＤＸＳ 表现出

一定抑制作用可能与此有关ꎮ 本研究丰富了 ＭＥＰ
途径中 ＤＸＳ 基因的种类ꎬ为后期的基因功能研究

奠定了基础ꎮ
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