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独行菜 ＬａＭＣＴ 基因的克隆、序列分析与原核表达
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新药研发河南省协同创新中心ꎬ 郑州 ４５００４６ )

摘　 要: 强心苷作为药用植物独行菜(Ｌｅｐｉｄｉｕｍ ａｐｅｔａｌｕｍ)的活性成分ꎬ其化学和药理学研究已有良好的基础ꎬ
但其生物合成途径目前仍不清楚ꎮ 该研究以独行菜幼苗为材料ꎬ通过分析独行菜转录组数据ꎬ设计特异性引

物ꎬＰＣＲ 扩增得到了强心苷生物合成 ＭＥＰ 途径的关键酶 ２￣Ｃ￣甲基赤藓醇￣４￣磷酸胞苷酰转移酶(ＭＣＴ)基因的

开放阅读框(ＯＲＦ)ꎬ命名为 ＬａＭＣＴ(Ｇｅｎｂａｎｋ 注册号 ＫＴ８３２５５４)ꎬ并进行序列分析和原核表达ꎮ 序列分析结果

表明:ＬａＭＣＴ 基因 ＯＲＦ 全长为 ９１２ ｂｐꎬ编码 ３０４ 个氨基酸ꎮ 亚细胞定位和保守结构域分析结果表明:ＬａＭＣＴ
蛋白位于叶绿体中ꎬ不含信号肽ꎬ没有跨膜区ꎬ含有类异戊二烯合成酶保守结构域 ( ｉｓｏｐｒｅｎｏｉｄ ｓｙｎｔｈａｓｅ
ｄｏｍａｉｎ)ꎮ 系统进化树结果表明:ＬａＭＣＴ 蛋白与拟南芥的 ＭＣＴ 蛋白具有 ９４％的序列相似性ꎬ亲缘关系较近ꎮ
通过构建 ｐＥＴ￣３２ａ￣ＬａＭＣＴ 原核表达载体ꎬ成功在大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)菌株中诱导表达 ＬａＭＣＴ 重组蛋白ꎬ并得

到了纯化的 ＬａＭＣＴ 重组蛋白ꎮ 该研究首次从独行菜中克隆了 ＬａＭＣＴ 基因ꎬ建立其稳定的原核表达体系ꎬ为
ＬａＭＣＴ 蛋白抗体的制备以及研究 ＬａＭＣＴ 基因在独行菜强心苷类化合物生物合成途径中的功能奠定了基础ꎮ
关键词: 独行菜ꎬ ＭＣＴꎬ 基因克隆ꎬ 序列分析ꎬ 原核表达
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　 　 独行菜(Ｌｅｐｉｄｉｕｍ ａｐｅｔａｌｕｍ)是十字花科独行菜

属植物ꎬ其干燥成熟种子是我国传统中药北葶苈子ꎬ
具有泻肺平喘、利水消肿的功效(李红伟等ꎬ２０１３)ꎮ
目前ꎬ已从独行菜中分离得到多种化合物如强心苷

类、硫苷类、黄酮类、生物碱类等ꎬ其中强心苷类化合

物具有强心、保护心肌和改善心血管功能等作用ꎬ是
独行菜重要的药效物质基础之一 (周喜丹等ꎬ
２０１４)ꎮ 对独行菜强心苷类化合物在化学和药理学

方面的研究已有良好的基础ꎬ但对其生物合成途径

及相关功能基因的研究目前较少ꎬ所以开展强心苷

类化合物生物合成途径的研究具有重要意义ꎮ
对独行菜中分离得到的强心苷类化合进行结构

分析ꎬ发现其属于植物甾醇类ꎬ植物甾醇和三萜结构

类似ꎬ在生物体内是由鲨烯通过不同方式环化而成ꎬ
即通过甲羟戊酸途径 ( ｍｅｖａｌｏｎａｔｅ ｐａｔｈｗａｙꎬ ＭＶＡ
ｐａｔｈｗａｙ) 和甲基赤藓醇磷酸途径 ( ｍｅｔｈｙｌｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｐａｔｈｗａｙꎬＭＥＰ ｐａｔｈｗａｙ)衍生而来(张长波

等ꎬ２００７)ꎮ 在植物中ꎬＭＶＡ 途径存在于细胞质中ꎬ
ＭＥＰ 途径存在于质体中(Ｅｉｓｅｎｒｅｉｃｈ ｅｔ ａｌꎬ２００４)ꎬ异
戊烯基焦磷酸( ｉｓｏｐｅｎｔｅｎｙｌ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬＩＰＰ)是沟

通两条代谢途径的中间体ꎬＩＰＰ 在异戊烯基焦磷酸

异构酶的作用下可以部分转化为二甲基烯丙基焦磷

酸(ｄｉｍｅｔｈｙｌａｌｌｙｌ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬＤＭＡＰＰ)ꎬＤＭＡＰＰ 是

ＩＰＰ 的双键异构体ꎬＩＰＰ 和 ＤＭＡＰＰ 再经过催化可以

生成各种复杂的萜类化合物和植物甾醇(Ｃａｐｅｌｌ ａｎｄ
Ｃｈｒｉｓｔｏｕ ２００４)ꎮ ＩＰＰ 和 ＤＭＡＰＰ 可以在酶催化下生

成法呢基焦磷酸(ＦＰＰ)ꎬＦＰＰ 是三萜类化合物生物

合成的前体物ꎬＦＰＰ 在鲨烯合成酶作用下生成鲨烯ꎬ
经鲨烯环氧酶催化生成环氧化鲨烯ꎬ形成三萜类化

合物和植物甾醇的骨架 (陈建ꎬ赵德刚ꎬ ２００５)ꎮ
ＭＥＰ 途径中ꎬ２￣Ｃ￣甲基赤藓醇￣４￣磷酸胞苷转移酶

(２￣Ｃ￣ｍｅｔｈｙｌｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ￣４￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｃｙｔｉｄｙｌｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬ
ＭＣＴ)ꎬ在 ＣＴＰ 的参与下催化底物 ２￣Ｃ￣甲基赤藓醇￣
４￣磷酸(２￣Ｃ￣ｍｅｔｈｙｌｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ￣４￣ ｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬＭＥＰ)生成

４￣焦磷酸胞苷￣２￣Ｃ￣甲基赤藓醇(４￣ｄｉｐｈｏｓｐｈｏｃｙｔｉｄｙｌ￣
２Ｃ￣ｍｅｔｈｙｌｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌꎬＣＤＰ￣ ＭＥ)ꎬＭＣＴ 是强心苷类化

合物生物合成 ＭＥＰ 途径的第 ３ 个关键酶(Ｍａ ｅｔ ａｌꎬ
２０１２ꎻ Ｒｏｈｄｉｃｈ ｅｔ ａｌꎬ２０００)ꎮ

通过分析本实验室前期获得的独行菜转录组数

据ꎬ发现多个参与 ＭＥＰ 途径的基因ꎮ 本研究首次从

独行菜中克隆了 ＭＥＰ 途径第三步反应的关键酶

ＭＣＴ 基因的 ＯＲＦꎬ命名为 ＬａＭＣＴꎬ然后对 ＬａＭＣＴ 基

因编码的蛋白质进行生物信息学分析ꎬ构建了 ｐＥＴ￣
３２ａ￣ＬａＭＣＴ 原核表达载体ꎬ在大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)
菌株中成功表达了 ＬａＭＣＴ 重组蛋白ꎬ通过 Ｎｉ２＋亲和

层析得到了纯化的 ＬａＭＣＴ 重组蛋白ꎬ这为进一步研

究 ＬａＭＣＴ 基因在独行菜强心苷类化合物生物合成

途径中的功能奠定了基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料与试剂

独行菜种子采自河南省伏牛山区ꎬ经河南中医

学院药学院董诚明教授和谢小龙博士鉴定为十字花

科独行菜属独行菜( Ｌｅｐｉｄｉｕｍ ａｐｅｔａｌｕｍ) 的成熟种

子ꎬ种植于植物培养箱中ꎬ光照强度为 ３ ０００ ｌｘꎬ在
１６ ｈ、２３ ℃光照ꎬ８ ｈ、２０ ℃黑暗ꎬ７０％相对湿度条件

下培养ꎮ 种子萌发长出 ４ 片真叶后ꎬ转移到液体培

养罐中ꎬ用 Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液培养ꎬ每个培养罐中培

养 ４ 颗独行菜幼苗ꎬ每隔 ３ ｄ 更换 １ 次营养液ꎬ培养

６０ ｄ 后ꎬ采其幼苗叶片作为供试材料ꎮ
植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒、ＲＮａｓｅ￣Ｆｒｅｅ ＤＮａｓｅ Ｉ、

质粒小提试剂盒、ＤＮＡ 产物纯化试剂盒、琼脂糖凝胶

ＤＮＡ 回收试剂盒均购自北京天根公司ꎻ反转录试剂

盒 ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ ＩＩ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ 和大肠杆菌感

受态细胞 ＤＨ５α 和 ＢＬ２１ (ＤＥ３) 菌株购自北京全式

金公司ꎻＥｘＴａｑ 酶、限制性核酸内切酶(ＥｃｏＲ Ｉ、Ｘｈｏ
Ｉ)、Ｔ４ＤＮＡ 连接酶、ｐＭＤ１９￣Ｔ ｖｅｃｔｏｒ 购自 Ｔａｋａｒａ 公司ꎻ

６２２１ 广　 西　 植　 物　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ３６ 卷



引物合成、样品测序由北京三博远志公司完成ꎮ
１.２ ＬａＭＣＴ 基因的克隆

取 １００ ｍｇ 独行菜幼苗叶片在液氮中迅速研磨

成粉末ꎬ按照植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒说明书ꎬ提取

得到独行菜叶片的总 ＲＮＡꎬ用 １％琼脂糖凝胶电泳

检测总 ＲＮＡ 完整性ꎬ用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 在 ２６０ ｎｍ /
２８０ ｎｍ 波长下测定总 ＲＮＡ 的纯度和浓度ꎮ 以提取

的总 ＲＮＡ 为模板ꎬ以 ｏｌｉｇｏ (ｄＴ) １８ ｐｒｉｍｅｒ 为反转录

引物ꎬ按照反转录试剂盒说明书ꎬ反转录合成 ｃＤＮＡꎮ
根据本实验室前期获得的独行菜转录组数据中

ＬａＭＣＴ 基因的序列信息ꎬ用 Ｐｒｉｍｅｒ ５ 设计一对

ＬａＭＣＴ 基因编码区的特异性引物ꎬ 正向引物:
ＬａＭＣＴ￣Ｅｘｐ￣Ｆ ( ５′￣ ＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＣＴＡＴＧＣＴＴＣ
ＡＡ￣３′ꎬ下划线部分为 ＥｃｏＲ Ｉ 酶切位点)ꎻ反向引物:
ＬａＭＣＴ￣Ｅｘｐ￣Ｒ ( ５′￣ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＣＡＴＧＡＧＴＣＣＡＴ
ＧＣＴ ￣３′ꎬ下划线部分为 Ｘｈｏ Ｉ 酶切位点)ꎮ 以反转录

合成的 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 反应ꎬＰＣＲ 反应条

件:９５ ℃、２ ｍｉｎꎻ９５ ℃、１０ ｓꎬ５２.４ ℃、１５ ｓꎬ７２ ℃、１
ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 ８ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物经 １％
琼脂糖凝胶电泳检测后ꎬ用 ＤＮＡ 产物纯化试剂盒纯

化回收ꎬ纯化的 ＰＣＲ 产物与 ｐＭＤ１９￣Ｔ ｖｅｃｔｏｒ 连接ꎬ
然后转化大肠杆菌 ＤＨ５α 菌株ꎬ经菌液 ＰＣＲ 和电泳

检测后ꎬ挑取阳性克隆送北京三博公司测序ꎮ
１.３ ＬａＭＣＴ 基因编码蛋白的序列分析

用 ＤＮＡＭＡＮ 软件对 ＬａＭＣＴ 基因编码蛋白质的

氨基酸序列进行预测ꎬ使用 ＥｘＰＡＳｙ Ｐｒｏｔｅｍｉｃｓ Ｓｅｒｖｅｒ
提供的在线工具 ＰｒｏｔＰａｒａｍ (ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ /
ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )预测其相对分子量与理论等电点ꎬ使用

ＩｎｔｅｒＰｒｏ Ｓｃａｎ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｅｂｉ. ａｃ. ｕｋ / ｉｎｔｅｒｐｒｏ / )进

行 ＬａＭＣＴ 蛋白的保守结构域预测ꎬ使用 ＳＷＩＳＳ￣
ＭＯＤＥＬ ( ｈｔｔｐ: / / ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ) 进行三维

同源建模ꎬ使用 ＴａｒｇｅｔＰ １.１ Ｓｅｒｖｅｒ (ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.
ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴａｒｇｅｔＰ / ) 分析 ＬａＭＣＴ 蛋白的亚细

胞定位ꎬＳｉｇｎａｌＰ ４.１ ｓｅｒｖｅｒ (ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ /
ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ / )分析 ＬａＭＣＴ 蛋白是否含有信号

肽ꎬ使用 ＴＭＨＭＭ (ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ /
ＴＭＨＭＭ / )进行跨膜区预测ꎬ用 ＣｌｕｓｔａｌＷ 软件与其

他植物 ＭＣＴ 蛋白的氨基酸序列进行比对后ꎬ使用

ＭＥＧＡ ４ 软件的相邻连接法(ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ)和泊

松模型( ｐｏｉｓｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ)构建系统进化树ꎬｂｏｏｔｓｔｒａｐ
检验的重复次数为 １ ０００ 次(Ｔａｍｕｒａ ｅｔ ａｌꎬ２００７)ꎮ
１.４ ＬａＭＣＴ 原核表达载体的构建与诱导表达

用 ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ 分别对原核表达载体 ｐＥＴ￣

３２ａ 和测序正确的 ｐＭＤ１９￣Ｔ￣ＬａＭＣＴ 质粒进行双酶

切ꎬ切胶回收载体片段和目的基因片段ꎬ用 Ｔ４ＤＮＡ
连接酶将载体片段和目的基因片段在 １６ ℃过夜连

接ꎮ 连接产物转化大肠杆菌 ＢＬ２１ (ＤＥ３)菌株ꎬ均
匀涂布在 ＬＢ 平板上(含氨苄青霉素)进行筛选ꎬ挑
取单克隆经菌落 ＰＣＲ 和双酶切鉴定后ꎬ挑选阳性克

隆送北京三博公司测序ꎮ 将测序正确的单克隆接种

于 ＬＢ 液体培养基中(含氨苄青霉素)ꎬ在 ３７ ℃、２２０
ｒｐｍ 条件下培养过夜ꎬ第二天按照 １ ∶ １００ 接种于

ＬＢ 液体培养基中(含氨苄青霉素)ꎬ继续在 ３７ ℃、
２２０ ｒｍｉｎ￣１条件下培养ꎬ当 ＯＤ６００达到 ０.６ 时ꎬ加入

ＩＰＴＧꎬＩＰＴＧ 终浓度为 ０.４ ｍｍｏｌＬ￣１ꎬ继续在 ２８ ℃、
１５０ ｒｍｉｎ￣１条件下培养 ８ ｈꎬ诱导 ＬａＭＣＴ 重组蛋白

的表达ꎬ然后用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 进行检测ꎮ
１.５ ＬａＭＣＴ 重组蛋白的纯化

根据 ＬａＭＣＴ 重组蛋白的诱导表达条件ꎬ扩大培

养体积ꎬ在大肠杆菌 ＢＬ２１ (ＤＥ３)菌株中大量表达

ＬａＭＣＴ 重组蛋白ꎬ通过离心获得菌体ꎬ用 ＰＢＳ (ｐＨ
７.４)重悬菌体ꎬ然后用超声裂解菌体直到菌液变清ꎬ
大肠杆菌裂解液在 ４ ℃ꎬ１２ ０００ × ｇ 离心 ２０ ｍｉｎꎬ离心

完成后ꎬ取上清用 ０.４５ μｍ 滤膜过滤ꎬ利用 Ｎｉ２＋亲和

层析ꎬ采用 Ｎｉ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ６ Ｆａｓｔ Ｆｌｏｗ (ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ)
树脂进行纯化ꎬ然后用含有不同咪唑浓度的洗脱缓冲

液进行梯度洗脱(咪唑浓度为 ５０、１００、２００、３００ 和 ５００
ｍｍｏｌＬ￣１)ꎬ洗脱得到的样品用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳进行

检测ꎬ收集只有单一目的条带的洗脱样品ꎬ用透析袋

透析收集的洗脱样品ꎬ透析后用超滤管浓缩样品ꎬ采
用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法对样品溶液的蛋白含量进行测定ꎬ样品

经真空冷冻干燥后ꎬ保存于－７０ ℃ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＬａＭＣＴ 基因的克隆

通过分析本实验室前期获得的独行菜转录组数

据ꎬ发现多个参与 ＭＥＰ 途径的基因ꎬ其中有一个注

释为 ＭＣＴ 的转录本ꎬ长度为 １ １１１ ｂｐꎬ将基因序列

提交到 ＮＣＢＩ ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 分析ꎬ发现其包含一个完

整的 ＯＲＦꎬ长度为 ９１２ ｂｐꎬ根据该基因 ＯＲＦ 序列设

计特异性引物 ＬａＭＣＴ￣Ｅｘｐ￣Ｆ 和 ＬａＭＣＴ￣Ｅｘｐ￣ＲꎬＰＣＲ
扩增得到 １ 条 ９００ ｂｐ 左右的片段ꎬ电泳结果如图 １
所示ꎬ与预期大小相符ꎬ进行测序后得到独行菜

ＬａＭＣＴ 基因的编码序列ꎬ大小为 ９１２ ｂｐꎬ编码 ３０４
个氨 基 酸 ( 图 ２ )ꎬ 序 列 信 息 已 提 交 到 ＮＣＢＩ

７２２１１０ 期　 　 　 　 　 　 　 赵乐等: 独行菜 ＬａＭＣＴ 基因的克隆、序列分析与原核表达



Ｇｅｎｂａｎｋꎬ登录号为 ＫＴ８３２５５４ꎮ
２.２ ＬａＭＣＴ 基因编码蛋白的序列分析

利用 ＤＮＡＭＡＮ 软件预测 ＬａＭＣＴ 基因编码 ３０４
个氨基酸(图 ２)ꎬ利用 ＥｘＰＡＳｙ Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ Ｓｅｒｖｅｒ 的在

线工具 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ 对其编码蛋白的理化性质进行预测

分析ꎬ推测 ＬａＭＣＴ 蛋白的分子式为 Ｃ１５１８Ｈ２４５６Ｎ３９８Ｏ４５０

Ｓ１２ꎬ分子量:３３.８７ ｋＤꎬ等电点 ｐＩ:９.１５ꎻ正电残基(Ａｒｇ＋
Ｌｙｓ):４０ꎬ负电残基(Ａｓｐ ＋Ｇｌｕ):３８ꎬ不稳定指数为

４０.３７ꎮ 这说明 ＬａＭＣＴ 蛋白属于不稳定蛋白ꎮ

图 １　 ＰＣＲ 扩增 ＬａＭＣＴ 基因　 Ｍ. ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ
１. ＬａＭＣＴ 基因 ＰＣＲ 扩增产物ꎮ

Ｆｉｇ. １　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＬａＭＣＴ ｇｅｎｅ　 Ｍ. ＤＬ２０００ ＤＮＡ
ｍａｒｋｅｒꎻ １. ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＬａＭＣＴ ｇｅｎｅ.

利用 ＩｎｔｅｒＰｒｏ Ｓｃａｎ 分析 ＬａＭＣＴ 蛋白的保守结构

域ꎬ结果显示 ＬａＭＣＴ 蛋白含有类异戊二烯合成酶

(ｉｓｏｐｒｅｎｏｉｄ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｄｏｍａｉｎ)保守结构域ꎬ分别位于氨

基酸序列的 ８１~２９９ 位(２￣Ｃ￣甲基赤藓醇￣４￣磷酸胞苷

转移酶ꎬＩＰＲ００１２２８)和 ７９~２９９ 位(核苷酸￣二磷酸￣糖
转移酶ꎬＩＰＲ０２９０４４)ꎬ属于 ＭＣＴ 蛋白家族成员ꎮ

根据 ＳｉｇｎａｌＰ ４. １ 预测ꎬＬａＭＣＴ 蛋白不含信号

肽ꎬＴａｒｇｅｔＰ １.１ 预测ꎬ显示 ＬａＭＣＴ 蛋白可能定位于

叶绿体ꎬＴＭＨＭＭ 预测该蛋白不含跨膜域ꎮ 用 Ｐｒｅ￣
ｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ 对 ＬａＭＣＴ 蛋白的二级结构进行预测ꎬ结
果显示在该蛋白中 α￣螺旋占 ２５. ４１％ꎬ β￣折叠占

１８.８１％ꎬ无规则卷曲占 ５５.７８％ꎮ 以拟南芥位于叶绿

体的 ２￣Ｃ￣甲基赤藓醇￣４￣磷酸胞苷转移酶(ＡｔＭＣＴꎬ
ＰＤＢ ＩＤ: ２ｙｃ３ ) 为 模 板ꎬ 用 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 预 测

ＬａＭＣＴ 蛋白的三维结构ꎬＬａＭＣＴ 蛋白与 ＡｔＭＣＴ 蛋

白的序列相似度为 ９３.８３％ꎬ在第 ７７ ~ ３０１ 位氨基酸

建模ꎬ模型覆盖率为 ７５％ꎬ从预测的三维模型中可

以看出ꎬＬａＭＣＴ 蛋白可能以同源二聚体的形式发挥

作用(图 ３)ꎮ
将 ＬａＭＣＴ 蛋白的氨基酸序列提交到 ＮＣＢＩ 网站ꎬ

通过 ｂｌａｓｔｐ 对非冗余蛋白数据库(ｎｒ)进行比对ꎮ 结

果表明:ＬａＭＣＴ 蛋白与拟南芥的定位于叶绿体的

ＭＣＴ 蛋白(１Ｗ７７Ａ)序列相似性最高ꎬ达 ９４％ꎮ 从

ｂｌａｓｔｐ 的比对结果中选取与 ＬａＭＣＴ 蛋白质相似性较

高、来源于其他植物的 ２０ 条 ＭＣＴ 蛋白质序列ꎬ包括

药用植物丹参、黄芪、银杏等ꎬ模式植物拟南芥、水稻、
玉米等ꎬ以及苔藓植物和蕨类植物中完成基因组测序

的小立碗藓和卷柏等绘制系统进化树(图 ４)ꎮ 从图 ４
可以看出ꎬＬａＭＣＴ 蛋白与同为十字花科植物的拟南

芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ) ＡｔＭＣＴ 蛋白处于同一分支

上ꎬ亲缘关系较近ꎬ与长春花、丹参、黄芪、亚洲棉、葡
萄、大豆等植物聚为一类ꎬ都属于被子植物中的双子

叶植物ꎻ水稻、小米、玉米和高粱等禾本科植物聚为一

类ꎬ属于被子植物中的单子叶植物ꎻ银杏、北美云杉和

产生紫杉醇的曼地亚红豆杉ꎬ聚为一类ꎬ属于裸子植

物ꎻ小立碗藓和江南卷柏在生物进化上较为原始ꎬ聚
为一类ꎬ分别属于苔藓植物和蕨类植物ꎮ
２.３ ＬａＭＣＴ 原核表达载体的构建

用 ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ 分别对原核表达载体 ｐＥＴ￣
３２ａ 和测序正确的 ｐＭＤ１９￣Ｔ￣ＬａＭＣＴ 质粒进行双酶

切ꎬ切胶回收载体片段和目的基因片段ꎬ利用重组

ＤＮＡ 技术ꎬ构建 ＬａＭＣＴ 基因的原核表达载体 ｐＥＴ￣
３２ａ￣ ＬａＭＣＴꎬ然后转化大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)菌株ꎬ
挑取单克隆经菌落 ＰＣＲ 鉴定无误后ꎬ提取质粒ꎬ用
ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ 对重组质粒 ｐＥＴ￣３２ａ￣ＬａＭＣＴ 进行双

酶切检测ꎬ酶切结果显示有 ９００ ｂｐ 左右的目的基因

条带和 ６ ０００ ｂｐ 左右的载体条带 (图 ５)ꎬ说明

ＬａＭＣＴ 基因片段已插入到原核表达载体 ｐＥＴ￣３２ａ
中ꎮ 将菌落 ＰＣＲ 和双酶切鉴定正确的单克隆送公

司测序ꎬ测序结果显示重组质粒 ｐＥＴ￣３２ａ￣ＬａＭＣＴ 中

ＬａＭＣＴ 基因的序列与目的基因 ＬａＭＣＴ 序列一致ꎬ
未发生碱基突变或移码突变ꎬ表明已成功构建了

ＬａＭＣＴ 基因的原核表达载体ꎮ
２.４ ＬａＭＣＴ 重组蛋白的原核表达与纯化

挑取测序正确的大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)单克隆ꎬ
振荡培养ꎬ当大肠杆菌生长至 ＯＤ６００到 ０.６ 时ꎬ在 ０.４
ｍｍｏｌＬ￣１ ＩＰＴＧ、２８ ℃、１５０ ｒｍｉｎ￣１条件下培养 ８ ｈꎬ
诱导 ＬａＭＣＴ 重组蛋白的表达ꎬ诱导完成后提取大肠

杆菌总蛋白进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析ꎮ ｐＥＴ￣３２ａ￣ＬａＭＣＴ
重组质粒在大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)中表达时ꎬ表达的

ＬａＭＣＴ 重组蛋白包含 ｐＥＴ￣３２ａ 载体的标签序列(Ｔｒｘ￣
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图 ２　 ＬａＭＣＴ 基因开放阅读框序列及对应的氨基酸序列

Ｆｉｇ. ２　 Ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ ｏｆ ＬａＭＣＴ ｇｅｎｅ ｃＤＮＡ

图 ３　 ＬａＭＣＴ 蛋白质三级结构预测

Ｆｉｇ. ３　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＬａＭＣＴ ｐｒｏｔｅｉｎ

ＴａｇꎬＨｉｓ￣Ｔａｇ 和 Ｓ￣Ｔａｇ)ꎬ 总分子量为 ５０. ４２ ｋＤａꎮ
ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 结果显示ꎬ在约 ５０ ｋＤａ 处出现目的蛋白

条带ꎬ与预测的 ＬａＭＣＴ 重组蛋白分子量符合ꎬ而含

有空载体 ｐＥＴ￣３２ａ 的大肠杆菌对照样品ꎬ在 ５０ ｋＤａ
处没有目的条带出现(图 ６)ꎮ 结果表明 ＬａＭＣＴ 重

组蛋白成功在大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)中表达ꎮ
根据 ＬａＭＣＴ 重组蛋白的诱导条件ꎬ将 ＬａＭＣＴ 重

组蛋白在大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)中大量表达ꎬ收集菌

体ꎬ用超声裂解菌体ꎬ裂解液经离心取上清ꎬ利用 Ｎｉ２＋

亲和层析ꎬ采用 Ｎｉ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ６ Ｆａｓｔ Ｆｌｏｗ 树脂纯化目

的蛋白ꎬ最终得到纯化的 ＬａＭＣＴ 重组蛋白(图 ６)ꎬ用
Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法测得纯化蛋白的浓度为 １.２５ ｍｇｍＬ￣１ꎮ

３　 讨论

独行菜作为中医临床常用的重要中药ꎬ其所含

的强心苷类化合物在化学和药理学方面的研究已有

良好的基础ꎬ而关于强心苷类化合物生物合成途径

及相关功能基因方面的研究较少ꎬ马利刚等(２０１５)
首次从独行菜中克隆得到了二萜类化合物生物合成

途径的关键酶牻牛儿基牻牛儿基焦磷酸合成酶

(ｇｅｒａｎｙｌｇｅｒａｎｙｌ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬＧＧＰＳ)基因ꎬ
并对 ＬａＧＧＰＳ 基因进行了生物信息学分析和原核表

达ꎮ 本研究从独行菜幼苗的叶片中克隆得到了

ＬａＭＣＴ 基因ꎬ通过保守结构域预测发现该基因编码

蛋白 的 氨 基 酸 序 列 含 有 类 异 戊 二 烯 合 成 酶

(ｉｓｏｐｒｅｎｏｉｄ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｄｏｍａｉｎ)保守结构域(Ｒｏｈｄｉｃｈ ｅｔ
ａｌꎬ２０００)ꎬ通过氨基酸序列比对结果发现 ＬａＭＣＴ 蛋

白与其他植物 ＭＥＰ 途径中 ＭＣＴ 蛋白的序列高度同

源ꎬ属于 ＭＣＴ 蛋白家族成员ꎬ表明 ＬａＭＣＴ 为独行菜

强心苷类化合物生物合成 ＭＥＰ 途径的关键酶ꎬ具有

重要的研究意义(Ｇａｂｒｉｅｌｓｅｎ ｅｔ ａｌꎬ２００６)ꎮ 在植物中ꎬ
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图 ４　 ＬａＭＣＴ 蛋白与其他物种 ＭＣＴ 蛋白的系统进化树分析　 登录号在物种名称后ꎬ节点上的数值为通过 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 检验次数的百分数ꎮ
Ｆｉｇ. ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＬａＭＣＴ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ＭＣＴ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ　 Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ ａｒｅ ｓｈｏｗｅｄ

ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｎａｍｅ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｏｄｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｄｒａｗｎ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｔｅｓｔ.

图 ５　 原核表达载体 ｐＥＴ￣３２ａ￣ＬａＭＣＴ 的双酶切鉴定
Ｍ. ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ １. ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ 双酶切ꎮ

Ｆｉｇ. ５　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＥＴ￣３２ａ￣
ＬａＭＣＴ ｗｉｔｈ ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ　 Ｍ. ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ

１. Ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｂｙ ＥｃｏＲ Ｉ ａｎｄ Ｘｈｏ Ｉ.

第一个 ＭＣＴ 基因是从拟南芥中克隆得到ꎬ利用

ＲＮＡｉ 技术ꎬ通过构建 ＡｔＭＣＴ 基因的 ＲＮＡｉ 载体ꎬ降
低拟南芥中 ＡｔＭＣＴ 基因的表达量ꎬ结果导致转基因

拟南芥中光合色素和贝壳杉烯(赤霉素的前体物)

的含量都显著下降(李莉等ꎬ２００８ꎻ Ｒｏｈｄｉｃｈ ｅｔ ａｌꎬ
２０００)ꎬ后来 ＭＣＴ 基因陆续在药用植物杜仲(刘慧

敏等ꎬ２０１４)、曼地亚红豆杉 (刘力宏等ꎬ２００９)、丹参

(Ｍａ ｅｔ ａｌꎬ２０１２)中被克隆ꎬ研究了 ＭＣＴ 基因在不同

组织中的表达情况ꎬ并初步进行了功能研究ꎮ
强心苷类化合物作为植物甾醇的一种ꎬ具有强

心、保护心肌和改善心血管功能等作用ꎬ但是在独行

菜中强心苷类化合物的含量很低ꎬ不能满足临床需

求ꎬ所以如何提高独行菜中强心苷类化合物的含量

具有重要的研究意义ꎮ 近年来随着对植物次生代谢

途径(如甾醇类化合物、丹参酮和紫杉醇等生物合

成途径)及其关键酶基因研究的深入ꎬ越来越多关

键酶基因被克隆ꎬ功能被阐明ꎬ通过基因工程和合成

生物学的方式对药用植物进行遗传改良ꎬ提高药用

植物体内甾醇类化合物、丹参酮和紫杉醇的产量ꎬ已
成为最有发展潜力的产业之一ꎮ 本研究首次从独行

菜幼苗的叶片中克隆了 ＭＣＴ 基因ꎬ通过构建原核表

达载体 ｐＥＴ￣３２ａ￣ＬａＭＣＴꎬ 成功在大肠杆菌 ＢＬ２１
(ＤＥ３)菌株中诱导表达出 ＬａＭＣＴ 重组蛋白ꎬ并且目

的蛋白表达量较高ꎬｐＥＴ￣３２ａ 载体(含有 Ｔｒｘ￣Ｔａｇ、Ｓ￣
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图 ６　 重组 ＬａＭＣＴ 蛋白的原核表达与纯化　 Ｍ. 蛋白

分子量标准ꎻ Ｃ. 含 ｐＥＴ￣３２ａ 空载体的 Ｅ. ｃｏｌｉ 菌株作为对照ꎻ
１. ＩＰＴＧ 诱导的含 ｐＥＴ￣ ３２ａ￣ ＬａＭＣＴ 质粒的 Ｅ. ｃｏｌｉ 菌株ꎻ

２. 纯化的 ＬａＭＣＴ 重组蛋白ꎮ 箭头显示为 ＬａＭＣＴ 重组蛋白ꎮ
Ｆｉｇ. ６　 Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ＬａＭＣＴ ｐｒｏｔｅｉｎ　 Ｍ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎻ Ｃ. Ｅ. ｃｏｌｉ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐＥＴ￣３２ａ

ｕｓｅｄ ａｓ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ １. Ｅ. ｃｏｌｉ ｃｏｎｔａｉｎｇ ｐＥＴ￣３２ａ￣ ＬａＭＣＴ ｕｎｄｅｒ ＩＰＴＧ
ｉｎｄｕｃｅｍｅｎｔꎻ ２. Ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＬａＭＣＴ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｔｈｅ

ａｒｒｏｗｓ ｓｈｏｗ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＬａＭＣＴ ｐｒｏｔｅｉｎｓ.

Ｔａｇ 标签)以及大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)菌株可以增加

细胞质中表达的外源重组蛋白质二硫键的形成ꎬ帮
助蛋白质的折叠ꎬ提高外源重组蛋白的可溶性ꎬ利用

ｐＥＴ￣３２ａ 载体表达的外源重组蛋白 Ｎ 端带有 ６ 个

Ｈｉｓ￣Ｔａｇ 标签ꎬ方便纯化重组蛋白(Ｒｏｓａｎｏ ａｎｄ Ｃｅｃ￣
ｃａｒｅｌｌｉꎬ２０１４)ꎬ所以采用 Ｎｉ２＋亲和层析的方法得到纯

化的 ＬａＭＣＴ 重组蛋白ꎬ为下一步 ＬａＭＣＴ 蛋白抗体

的制备以及研究 ＬａＭＣＴ 基因在独行菜强心苷类化

合物生物合成途径中的功能奠定了基础ꎬ研究结果

将有助于深入认识独行菜强心苷类化合物生物合成

途径及其调控机制ꎬ填补独行菜在功能基因研究方

面的空白ꎬ有助于加速药用植物优良品种选育ꎬ为今

后对独行菜进行遗传改良提供候选基因ꎮ
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