
。vrin S，m协≯se(A 15 j一尊困的S 譬1与j?t‘．¨：1 7曾及序列分析

李惠华，刘小英 (涵建省亚热带植物葡r 1．一晶也垣¨36i吖M

摘要 以‘解放钟’枇杷(15'r；obolt"japonica I。 、：‘。÷々材料，在前期苌得垛守区的基础上，采用R‘r 1’cR结合m＼CE技誊，扩增得到枇杞

三萜合成途径中关键酶香树脂醇合成酶基因的5和?7序列，并进行序列分析，结果表明，，、S基因5’非编码区长96 hp；3’非编码区长321

bp，在GenBank中更新的登录号为JXl73279．2．咭台已发表保守区序列，通过拼接，得到As基因全长2 700 bp．含有一个2 283 bp的开放

阅读框，编码760个氨基酸，生物信息学分析表明，该蛋白是定位于细胞核的蛋白，具有29个磷酸化位点，属于15()PtU心一C2—1ike超家
族．舍有Camelliol C synthase、squill㈨e／oxidos‘1ua】eM c}clases、Squalene cyclas．：多结构域，与苹果^S基因98％同源

关键词枇杷；香树脂醇合成酶基因；基因克隆；序列分析
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5’RACE and 3’RACE of Amyrin Synthase Gene and Sequence Analysis in Eriobotryajaponica L．

LI Hui．hua et al (Fujian Institute of Subtropical Botany，Xiamen，Fujian 361006)

Abstract 5 7cDNA and 3’cDNA of AS(Amvrin systhase Gene)，which was an important elizyme of terpenes synthesis were cloned with RT-

PCR anti RACE from Eriobo／m'a japonica L．1eaves on the basis of the geire consE'1wPd region We obtained．And then。tire sequence was ana—

lyzed．1'}le results showed that：the full length of ej—AS mRNA(Updated GenBank accession nnmber，Jxl73279．2)，about 1 775 bp，COFlSiS—
ted of an Open Reading Franm of l 239 bp，and 5’and 3 7un—translated regions of97 bp and 439 bp，respectively．1’he putative protein had 760

amino acids。and the identity to that of Malus domestica was 98％。and belonged 10 ISOPREN—C2一like super family，contained
CamellioJ C

svnthase，squalene／oxidosqualene cyclases，Squalene cyclase multiple domains．

Key words Eriobotrya japonica L．；Amyrin Synthase gene；Gene cloning；Sequence analys

枇杷(Eriobotryajaponica L．)是蔷薇科枇杷属常绿小乔

木，原产我国，是兼具观赏性、药用和食用价值的植物种

类【11。枇杷的果实、花、叶、树皮、根等含有多种有效生物活

性组分，其中最重要的是五环三萜类化合物——熊果酸(u卜

solic acid，UA)、齐墩果酸(oleanolie acid，OA)、委陵菜酸(tor-

mentic acid，TA)、科罗索酸(corosolie acid，CA)、山楂酸

(maslinie acid，MA)，它们拥有相似的化学结构及大部分相

同的生物合成途径，可用于治疗伤风感冒、咳嗽、慢性支气管

炎、糖尿病、高血脂、癌症等I“，具有重要的商业价值，市场前

景广阔¨。。目前对植物中五环三萜化合物的生物合成途径

也有了一定的了解H‘5o，已发现的位于细胞质中的PMD途

径以及位于质体中的DXP途径。

在药用植物西洋参MJ、甘草o7|、欧洲山芥"1等上已经克

隆得到mRNA全长序列。利用植物细胞悬浮培养技术生产

次生代谢产物是目前中药生产中极具潜力的技术路线一一“。

另外，充分了解次生代谢产物的代谢途径，利用基因克隆技

术，基因启动子等关键调控因子分离克隆技术，继而通过基

因工程技术创造高产细胞系，成为生产植物次生代谢物最具

潜力的研究领域【1””’。通过植物细胞悬浮培养技术获得的

枇杷细胞培养物中含有丰富的五环三萜化合物，并经过体外

小鼠试验表明对糖尿病、高血脂有抑制作用¨””1。笔者基

于已获得的枇杷香树脂醇合成酶基因的保守区序列，进一步

进行5 7RACE与3’RACE扩增，以期获得完整的mRNA全长

序列，为正在进行的枇杷细胞悬浮培养调控目标产物五环三

萜化合物含量的试验提供基因源。
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1材料与方法

1．1材料 ‘解放钟’枇杷(Eriobotrya japonica L．CV．‘Jie

Fang Zhong’)刚长出的覆有绒毛、未见绿色、微卷的幼叶，于

201 1年12月采自福建省莆田县果树研究所。

1．2方法

1．2．1枇杷叶片RNA的提取。总RNA的提取采用北京天

恩泽公司的柱式植物RNAOUT 2．O，参考试剂盒说明书提取。

1．2．2枇杷叶片AS基因的RACE克隆。3’RACE采用Fer．

mentas公司的RevertAid TM First Strand eDNA Synthesis Kit

试剂盒，eDNA第1链的合成逆转录引物采用接头引物AP

(5 7一GGCCACGCGTCGACTAGTACTrrrrrrITrrrI’][-】117ITI'一3’)。

以3’RACE的cDNA为模板进行第1轮PCR扩增，将扩增产

物稀释20倍作为第2轮PCR扩增的模板。

5’RACE采用TaKaRa公司的SMARTerT”RACE cDNA

Amplification Kit的试剂盒，cDNA第1链的合成逆转录引物

采用接头引物NUP．10ng(5 7一CTAATAcGACTCACTAT—

AGGGC从GCAGTGGTATcAACGCAGAGT-3’)。 以5’RACE

的cDNA为模板进行第l轮PCR扩增，将扩增产物稀释20

倍作为第2轮PCR扩增的模板。

1．2．3 目的片段的扩增。目的片段PCR反应体系为：2¨l

cDNA，1¨l上游引物(10斗mol／L)，l灿l下游引物(10

斗mol／L)，2．5—10 x PCR Buffer(含M矿+)，2一dNTP Mix

(2．5 mmol／L)，0．2斗1 EX raq(5 U／山)，补H20至总体积为

25山。PCR扩增程序：94℃预变性2 min，94 qC变性1 min、

TM。C退火1 min、72℃延伸ts，共35个循环，最后72℃10

min。PCR扩增试剂由TaKaRa公司出品。引物合成及目的

片段测序委托华大生物公司进行。各目的片段具体的引物、

TM、t值见表1。

1．2．4 目的片段测序。阳性片段委托华大基因公司TA克

隆测序。
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1．2．5序列分析及生物信息学分析。引物设计、序列及分

析采用DNAMAN软件，mRNA核酸序列推导的氨基酸序列

生物信息学分析采用ExPASy ProtParam，NCBI．CDS，PSORT

TMHMM2．0 SignalP，Jpred，Coils，NetPhos 2．0，Gene Ontology

annotation等在线软件，具体参考李惠华等n副方法。

2结果与分析

2．1枇杷AS基因的RACE扩增结果提取的枇杷叶片总

RNA电泳显示条带清晰完整(图1-A)，0D瑚／DD。=2．02，

可以用于后续试验。

在已获得的保守区¨引基础上，以5’RACE的eDNA为模

板，巢式PCR电泳结果显示，经2轮PCR之后扩增出大小约

900 bp的单一DNA片段(图1．C)。经过测序、软件分析，确

认此片段大小为888 bp，与保守区序列有272 bp的重叠片段

(黑色区域见图2)，表明此片段是龙眼胚性愈伤组织AS的

mRNA 5 7端序列。
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以3’RACE的eDNA为模板，巢式PCR电泳结果显示，

经过2轮PCR后扩增出与预期目标片段相符约1 200 bp的

单一条带(图1一B)，经克隆测序以及结合保守区已有序列分

析，与保守区序列有162 bp的重叠片段(灰色区域见图2)，

确认此片段大小为1 228 bp，是枇杷AS的mRNA 3’端序列。

将3’RACE和5 7RACE的产物进行序列拼接，1．0％琼脂
糖凝胶电泳检测，在2 700 bp左右得到单一条带，且条带清

晰完整(图1一D)。阳性克隆送北京六合华大生物公司进行

测序。利用生物软件DNAMAN5．0对测序结果进行序列比

对得到枇杷AS基因全长序列。该基因命名为ejAS基因，全

长2700bp，包含2 283个开放阅读框，共编码760个氨基酸，

5’端非编码区序列96 bp，3’端非编码区序列321 bp，3’poly

(A)尾长18 bp。将该3 7端序列和5’端序列在GenBank数据

库保守区登录序列(登录号为JXl73279．1)中补充输入，登录

号更新为JXl73279．2。序列见图2。

●一888 bD

D

注：A．总RNA；B．3’RACE 2轮结果；C．5’RACE二轮结果；D．ORF 2 283 bp；M．DNAladdermarkel"2000。

图1 ejAS基因PCR扩增的琼脂糖电泳结果

2．2枇杷AS基因的生物信息学分析ejAS基因全长2 700 hispanica(ABK76265．1)进行多重比对(图3)，结果显示包含

bp，包含一个完整的开放阅读框(97～2 379 bp)2 283 bp，共HQNEDGGWGLHI、IHYEDENSRY、HGWQVSDCTAE高度保

编码760个氨基酸，分子量87．308 2 X 103 Da，等电点5．72。 守的区域。

其中带正电荷的氨基酸残基73个，带负电荷的氨基酸残基 3讨论

90个，亲水酸性蛋白，属不稳定蛋白。该蛋白属于膜外蛋白， 拟南芥中已发现至少有13个OSCs基因存在唧。，苹果

亚细胞定位在细胞核中的可能性最大，属于ISOPREN—C2一 中已发现3个旧“，提示OSCs在植物中多以基因家族的形式

like超家族，含有Camelliol C synthase、squalene／oxidosqualene 存在。不同的OSCs参与不同种类的达玛烷型和齐墩果酸型

cyclases、Squalene cyelase多结构域，有29个磷酸化位点。 萜类化合物合成，d—AS参与达玛烷型，p—AS参与齐墩果酸

ejAS基因核酸序列推导的氨基酸序列(GenBank： 型。仪一香树素和B一香树素是熊果酸和齐墩酸的前体，分别是

AFP95334．2)与高氏柴胡Bupleurum kaoi(AAS83468．1)，绿 通过一个复杂的由角鲨烯环氧化的协同形成环化合成酶反

玉树Euphorbia tirucalli(BAEA3642．1)，苹果Malus domestica 应形成心“。从核酸序列和氨基酸序列很难分离克隆出来的

(ACM89977．1)，番茄Solanum lycopersicum(NP_001234604． 序列是属于a-／13．AS或是两者混合型的，需要进一步的功能

1)，可可Theobroma cacao(XP_007023608．1)，麦蓝菜Vaccaria 验证，在已有研究中发现的多混合型的As及p—AS，没有单
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注：黑色为5’端序列与保守区的重叠片段；灰色为3’端序列与保守区的重叠片段。

图2序列分析

纯的0l—AS报道，有人认为d-AS在自然界不存在忸1。如苹

果中发现的Md0SCl和Md0SC3氨基酸同源性高达99％，瞬

时表达发现MdOscl属于d_／B一混合型的(且仪一砌yTin：B—

aIIlyIin=5：1)，MdOSC3则倾向于B—AS口“。该研究中获得的

AS基因氨基酸序列与同属蔷薇科的苹果属8．AS的相似性

最高，达到98％，从生物信息学并不能区分是ol-／B．混合型

的还是B—AS，需要通过进一步的功能验证。同时，从氨基酸

序列比对发现，AS基因在各物种中较为保守，RT．PCR结合

RAcE的方法较适合As基因的分离克隆。
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图3几种植物的AS基因氨基酸序列比对
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