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鲨烯环氧酶基因(SQ西)的克隆及其在温度胁迫下与枇杷悬浮培养细

胞中熊果酸(UA)含量的相关性

李惠华’徐剑刘小英王伟常强苏明华

福建省亚热带植物研究所，厦门361006

+通讯作者，Humua80@aliyull．com

摘 要 熊果酸(ursolic acid，UA)是枇杷(西幻60￡r，m豇印on把口L．)中重要的生物活性成份，鲨烯环氧酶

(squalene epoxidase，SQE)是UA等五环三帖生物合成途径中的限速酶之一。为了克隆．sQB基因，寻找枇

杷细胞悬浮培养获取UA合适的胁迫温度，建立此胁迫温度下SpB的差异表达及其与uA含量的联系，

本研究以枇杷悬浮培养细胞为材料，在对数生长期中后期设置低温15℃和高温35℃处理，研究收获时

(12 d)细胞生长与目标产物UA的相互关系。同时，采用同源克隆方法分离Jsp既，研究15℃处理中，两个

枇杷鲨烯环氧酶基因(e声pE门铂e芦Q舵)的差异性表达。结果表明，e冷QE』(GenBallk登录号：JQ294053．2)

与e芦p舵(GenBaIll【登录号：JQ294054．2)氨基酸序列的相似度为69．89％，序列的两末端差异最大；15℃
下，距离收获48 h的处理中UA总含量最高；班QE门铂庐QE2的表达量均出现峰值。班QE期铂庐Q毖的
表达量均出现峰值。15℃下，距离收获24 h的处理，两者表达量显著下降(P<0．05)；距离收获长于24 h

的处理，枇杷悬浮细胞中班9E门铂ej5QE2两个基因的表达量之和以及e声QE2基因与uA的含量呈现出
显著正相关(P<0．05)。本研究获得了Sp风基因序列及胁迫温度下的表达特征，为枇杷细胞悬浮培养UA

调控机制的研究提供基因源及参考资料。

关键词枇杷悬浮细胞，熊果酸(UA)，鲨烯环氧酶基因(5Q西)，温度胁迫

Cloning of Squalene Epoxidase Genes(SQ西)and Correlation Analysis
Between Their Expression and Urs01ic Acid(UA)Content in Suspension
CeUs of Loquat(EriD60￡乃包歹印onico L．)Under TelI】【perature Stress
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Abstract Ursolic acid(UA)is an important actiVe coII]【ponent in loquat(Eri060￡砂．0／叩onic口L．)，and

squalene epoxidase(SQE)is one of the key rate—limiting enZyme in pentacyclic trite印enoids biosyIlthesis，

such as UA．To clone SQ西gene，find the suitable s仃ess temperatl鹏in loquat suspension cultured cells，and

如rther to find out the collrelation between the di矗’erent expression of．sQEs and the content of UA under

suitable s仃ess temperature，cells of Er如60t叼m却Dnico L．in the late log撕thmic伊owth phase of ceU
suspension had been chose．Both the ceU growth and the accumulation of UA were inVestigated at the low

temperature of 1 5℃ and the high temperature of 3 5℃treatments．At the same time，the hom0109y-based

cloning method was employed to dete咖ine the difrerent仃anscription leVels of two genes(班QEJ and
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班Q朋)at 1 5℃仃eatment．The锄ino acid sequence similarity be俩een庐叩J(GenBank accession No．

JQ294053．2)and庐QE2(GenBalll(accession No．JQ294054．2)was 69．89％，and the significant di腑rences

between sequences were in the heads and tails．The results indicated that the total UA production of the 48 h at

1 5℃ treatment was me highest of a11．MoreoVer’the expression of够QE，and庐QE2 peaked in 48 h

treatment，and expressions of bom genes declined significantly in 24 h treatIllent at 15℃(P<0．05)．The

results reVealed that there was significantly positiVe coⅡelation between expressions of乞声QEJ and岜声Q眈，as
well as expression of庐QE2 and accumulation of uA with any treatment longer than 24 h at 1 5℃．This study
reVeals the gene sequences and expression chamcteristics of．sQ风under stress temperature，and proVides the

foundations for the m曲er researches on UA regulatory mechanisms in loquat ceU suspension cultures．

Keywords CeU suspension of J酣i060￡，)m japon：cn L．，Ursolic acid(UA)，Squalene expoxidase genes(SQJ酞)，

Tempemture stress

熊果酸(ursolic acid，UA)是一种五环三萜类化

合物，具有消炎、抗菌、抗癌(Yu et a1．，2010)、抗抑郁

(Machado et a1．，2009)、抗氧化(Tsai，Yin，2008)、治

疗糖尿病(赵云生等，2009)、保护神经(Lu et a1．，

2007)等广泛的生物活性，是高价值的天然药物，主

要存在于枇杷叶，女贞(￡西粥￡rHm Z聊idMm L．)叶，夏

枯草(PrM凡e耽秽u次。凰L．)等植物中(相延英，杨光，

2004)。目前对uA等五环三萜类化合物的生物合

成途径有一定的了解，整个代谢途径涉及众多酶

促反应，其中鲨烯环氧酶(squalene epoxidase，SQE，

(E．C．)1．14．99．7)是五环三帖生物合成途径中的限

速酶之一，催化鲨烯(squalene，SQ)在C=C之间插

入一个氧原子形成2，3一环氧鲨烯，其是三萜类、胆

固醇类和甾醇类等烯萜类的共同前体(赵云生等，

2009；陈建，赵德刚，2005)。SQE是一种细胞膜结

合酶，在植物中的SOE是一个小的多基因家族，苜

蓿r慨dic卿so砌n L)中己报道2个(Suzuki et a1．，
2002)，人参(心no戈g；淞e硝￡．)中有3个(Choi et a1．，
2005)，家族各成员表达具有时空差异性，且在苜蓿

三萜类化合物及人参皂苷合成途径中起着极其重

要的作用。鉴于SpE的表达以及SQE含量活性对

烯萜类化合物产量的重要性，在其他药用植物，如

刺五加似c佣．琥oponn茁semicosw)(邢朝斌等，2012)、

三七(Pon似加f喟i瑚e昭)(牛云云等，2013)、绞股兰

(伽os￡Pmm口p饥￡叩^∥ZHmJ(蒋军富等，2010)也有关
于SpE基因的克隆及表达分析，但是枇杷中有关

．spE基因的研究未见报道。

uA在生产上多以成熟枇杷叶为原料(用有机

溶剂提取)，存在费时、费力、成本高等局限性，难以

满足市场需求，利用栽培措施大幅度提高产量难度

很大。通过植物细胞悬浮培养生产次生代谢产物

是目前天然产物生产中重要的技术路线(Georgiev

et a1．，2009；Jang et a1．，2009；Mustafa et a1．，20 11)。

研究表明，优化后的温度处理对悬浮培养的生物量

及次生物质的累积是经济有效的(赵微等，2013：周

权男等，2013)。

本研究拟在已有的枇杷细胞悬浮培养提取熊

果酸的初步调控基础上(李惠华等，2013)，研究温

度胁迫对其生物量及次生物质累积的影响；开展

uA合成途径中Jsp西的表达特性研究。通过RT_

PCR结合RACE法分离克隆Jsp既，以优化好的枇

杷细胞悬浮培养体系为材料，进行低温和高温胁迫

处理，寻找UA含量高的胁迫处理；继而分析Jsp风

基因在最适胁迫温度处理下的差异表达，并将

5pB基因的表达量与UA的含量建立联系。以期

对今后枇杷悬浮细胞UA的合成机制的研究提供

基础资料。

1材料与方法

1．1材料

实验用的悬浮细胞系建立自枇杷fDi060t嗍
．冲。凡ico L．)品种早钟6号幼胚中诱导的愈伤组织，
由福建省亚热带植物研究所诱导并长期保存。本

研究以枇杷悬浮培养细胞为基因克隆的材料。

1．2 鲨烯环氧酶(squalene epoxidase，SQE)基因

全长克隆

基因克隆采用RT-PCR结合RACE的方法。总

IⅢA提取采用北京天恩泽公司的柱式植物
RNAOUT 2．0，参考试剂盒说明书提取；保守区及

3’RACE采用Fementas公司(加拿大1RevertAid
First S仃and cDNA Synthesis Kit，保守区扩增的cD—
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NA模板采用Oligo(dt)18进行逆转录，3’RACE的

cDNA模板以AP(表1)为逆转录引物，3’RACE巢式

PCR两轮的接头引物采用AUAP(表1)，具体方法

参见说明书；5’RACE采用TaKaRa公司(日本)的

SMA盯er”RACE cDNA Amplification Kit，以其中
NuP．10ng(表1)为逆转录引物，巢式PCR两轮的接

头引物采用NUP—short(表1)，具体参见说明书。

检索GenBaIlk上已登录的多种植物|spE

mRNA或cDNA序歹0，采用DNAMAN6．O软件进

行多重比对，在同源性最高的区域设计保守区正

反向引物；根据保守区扩增目的片段的测序结果

设计3’RACE巢式PCR的第一轮正向引物以及在

其内侧设计PCR第二轮正向引物，分别与试剂盒

反向引物AUAP组合进行巢式PCR扩增；根据保

守区扩增目的片段的测序结果设计5’RACE巢式

PCR的第一轮反向引物以及在其内侧设计PCR

第二轮反向引物，分别与试剂盒正向引物NUP—

short组合进行巢式PCR扩增，巢式PCR第一轮产

物做10～100倍稀释作第二轮扩增的模板，具体步

骤参见试剂盒说明书；根据保守区扩增测序、

3’RACE扩增测序、5’RACE扩增测序结果，采用

DNAMAN6．0软件进行序列拼接，在拼接获得的

cDNA全长序列起始密码子处和终止密码子处设

计一对引物，用于扩增．sQE的开放阅读框(open

reading矗锄e，oRF)。引物均委托深圳华大基因
科技服务有限公司合成，PCR反应中涉及的引物

序列见表1。

PCR扩增体系(25斗L)：10×PCR Bu虢r(含

M92+)2．5¨L，dNTP Mix(2．5 mmol／L)2斗L，cDNA

模板2斗L，上下游引物(10斗mol／L)各1肛L，EX

死q DNA聚合酶(5 U／斗L)O．2斗L，H：0 16_3¨L。

PCR扩增程序：94℃预变性2 min；94℃变性1

min、退火1 min、72℃延伸，35个循环；72℃延伸

10 min；PCR扩增引物、退火温度、延伸时间具体见

表2。PCR扩增后经琼脂糖电泳检测目的片段采

用TaKaRa公司(日本)DNA快速纯化回收试剂盒回

收，自制大肠杆菌f酌c^e—c^施coZi)DH5仅感受态细

胞，以TaKaRa公司(日本)的pMD一18T为载体对回

收片段转化和克隆，阳性克隆子送深圳华大基因科

技服务有限公司测序完成。

1．3 SQE基因序列分析

采用BLAST(h_ctp：，／Ⅵ，、硼，．ncbi．nlrll．血．gov／BLAST)

进行．spB基因片段的核酸序列和氨基酸序列在线

比对，用DNAMAN6．0软件对克隆得到的SpB序

列进行OI心预测及氨基酸序列的推导，序列的拼

接及比对。

1．4枇杷细胞悬浮培养的温度胁迫处理

在25℃枇杷细胞悬浮培养的对数生长期中后

期设置低温15℃及高温35℃处理，分别在距离第

12天收获点96、72、48、24和12 h取样放置于15或

35℃处理，同等条件下25℃培养为对照。具体的

培养环境及参数为：接种量6∥100 mL Murashige

and Skoog(MS)培养液，pH 6．0，蔗糖浓度30 g／L，温

度25／15／35℃，白炽灯400 Lux，往复式摇床转速

130 r／min，装液量100 mL／250 mL三角锥瓶，MS培

养液中添加萘乙酸(0【．naphthaleneacetic acid，NAA)

0．5 mg／L，培养时间为12 d，每个处理设3次生物学

重复。培养条件及温度设计经预实验确定。培养

起始材料在适合的灭菌容器中充分混匀，用枪头吸

取适量体积的混合材料加入到培养液中，细胞状态

和细胞鲜重是一致的。

统计鲜重干重并测量熊果酸(ursolic acid，UA)

含量，设3次技术性重复。培养材料过滤收集，并

表1 PCR反应中涉及的引物序列

Table l Primers used in PCR assays

引物 序列(5’～3’)

Primer Sequence

P 1．F AGTTAATTGAATTGGGACTTGAAGATTGT

P2．R ACCAAGCTCAACGGACGGGGGTTTAAG

P3．F ATCATTCTACACACTTCGCAAGCCTG

P4．F TCTATGGAGTAGGTCGCTTAATGATT

P5一R CCGACGAAGCAAGAAGGATTG

P6一R GCTGTAGCCCTTTCACGCAT

P7一F ATGATCATC从CACCACTCTCAGCGG

P8一R TCATTGAAGAGGAGGAGCTCTGTAATA

P9一F GGC从CCTAAATGATCCATCTAC

P10一F GGATTGGAGCCAGATTAATTTCTA

Pl 1．R CAAAGGGCGAGGGTTCAATC

P12一R TCAACCAGACAGCGAACCTCT

P13一F ATGGCGGATCAGTACTTGCTC

P14．R TCAATTTACGCAATCTACGGTCT

NUP．10ng CT^^T^CG=AcTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAAcGCAGAGT

NUP．short AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT

AP GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTTTT

AUAP GGCCACGCGTCGACTAGTAC
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用滤纸吸干水份，测定鲜重。测量完鲜重的细胞于

50℃烘箱干燥至恒重，测定干重。UA含量的测定

采用95％的乙醇超声提取及高效液相色谱法(high

perfo衄ance liquid chromatography，HPLC)检测，
UA标样购自中国食品药品检定研究院，批号

110742—201220。

1．5温度胁迫处理下枇杷SQ胁基因的表达

枇杷细胞悬浮培养系中Sp既基因在1．3中筛

选到的适宜胁迫温度处理下进行qRT-PCR反应，5

个取样点进行3次生物学重复取混合样，进行3次

技术性重复。

采用1．2中试剂盒提取样本总RNA，根据Ta—

kara公司(日本)PrimerScript逆转录酶说明书进行

逆转录合成单链cDNA，将单链cDNA稀释10倍，

2 pL为模板，以泛素酶基因(ubiquitin enZymes，

咄Q)为内参基因，用于qRT-PCR分析，内参引物的
设计参考苹果“№Zw幽mesficn)(GenBank登录号：

表2 PCR反应条件

Table2 PCR condi60n ．

MDU743581，目的基因引物设计选择两个基因差

异最大的区域，引物序列见表3，采用ABl7500实

时荧光定量PCR仪进行qRT_PCR反应。qRPPCR

反应体系(20¨L)：2×SYBR Power Ex一死q bu虢r 10

uL，正反引物(10肛mol／L)各0．5 pL，cDNA 0．5斗L，

补ddH：O到20¨L。qImPCR反应条件：95℃预变
性5 min；95℃变性15 s，60℃退火15 s，72℃延伸

30 s，40个循环。反应结束后进行扩增曲线、溶解

曲线f60～95℃1分析，检测其特异性，每个反应包括

3个重复并且设置不加模板的阴性对照。

相对表达量采用2出o(Livak，2001)法计算。其

中△△Q=(Q。。。。一DUBQ)处理一(Qgene—DunQ)对照。

1．6数据分析

采用SPSSl8软件进行方差分析，实验数据采

用邓肯新复极差法(Duncan’s multiple．range meth—

od)，表示为3次重复的平均值士标准差。采用

SPSS 1 8软件进行双变量相关性分析。

万方数据



2结果与分析

2．1枇杷SQ胁基因全长cDNA序列的获得

以提取的总RNA直接反转录获得的cDNA为

模板，P1和P2为引物进行PCR扩增，获得约1

200 bp的单一片段(图1)，测序后得到两条不同的

核酸序列(标记为片段1和片段2)，片段1和片段2

核酸序列间只有72％的同源性，片段1与杨树

(Pop“Z淞疣c^oc口巾血)SpE(GenBaIll(登录号：XM

006383488．1)核酸序列有83％的同源性，片段2与拟

表3 qRT-PCR反应中涉及的引物序列

Table 3 P—mers used in qRT-PCR

南芥似m6ido芦如t矗口Zi彻，口)5Q五|2fGenBank登录号：

NM 127848．3)核酸序列有72％的同源性，初步推断

这两条序列分别是枇杷59西的不同家族成员的保

守区。

在保守区序列的基础上，进行3’RACE，经过巢

式PCR，分别获得约500 bp的单一片段，经克隆测

序分析为SQEJ 470 bp(图1)，与保守区片段1重叠

片段为194 bp，SQ比466 bp(图1)，与保守区片段2
重叠片段为83 bp。

在保守区序列的基础上，进行5’RACE，经过巢

式PCR，分别获得约750和l 000 bp的单一DNA片
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一
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图1郴QEJ和乞芦QJE2基因PCR扩增的琼脂糖电泳结果
Figure l PCR results of电芦!(猡J and嘎再SQJE2 gene with agarose geI electrophoresis

M：DNAladdermarker 2000；1：保守区扩增；2：筘QE，基因的3’RAcE第二轮扩增；3：庐QE2基因的3’RACE第二轮扩增；4：

庐QEJ基因的5’RACE第二轮扩增：5：班QE2基因的5’RACE第二轮扩增；6：够QE，基因的ORF扩增：7：庐QE2基因的0RF
扩增

M：DNA ladder marker 2000；l：Amplification of conserved sequence；2：The second PCR amplification of e芦pE，3’RACE；3：

The second PCR amplification of蜩Q们3’RACE；4：The second PCR ampIification of够QE』5’RACE；5：The second PCR眦．

plification of白SQE2 5’RACE；6：PcR a埘【plification of庐QE』ORF；7：PCR ampli6cation of班QE2 ORF
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段，经克隆测序分析为．sQEJ 720 bp(图1)，与保守

区片段l重叠片段为133 bp，．sQ朋991 bp(图1)，与
保守区片段2重叠片段为509 bp。

在以上基础上进行ORF的扩增，利用引物P7

和P8经PCR获得1 500 bp单一DNA片段，利用引

物P13和P14经PCR获得1 600bp单一DNA片段，

测序序列分别为1 533和1 614 bp(图1)，均与相应

拼接序列一致，进一步验证了拼接序列的正确。

将3次扩增结果进行序列拼接，得到的基因分

别命名为e芦QEJ和庐QE2，其中e芦QEJ全长2 068

bp，GenBank登录号为JQ294053．2，5’非编码区为

244 bp，3’非编码区为290 bp，3’p01y(A)尾长17 bp，

ORF为1 533 bp；e厣9应全长2 065 bp，GeIlBank登

录号为JQ294054．2，5’非编码区为149 bp，3’非编码

区为302 bp，3’p01y(A)尾长5 bp，ORF为1 614 bp。

$QE』和e声p盟全长核酸序列的同源性只有
58．58％。e芦QEJf和e芦QE2核酸序列的开放阅读框

的同源性为66．52％，庐p应在起始密码子之后40

bp和终止密码子之前37 bp与够QEJ序列差异最

大。经DNAMAN6．0软件比对，e芦pEJ和$Q五2
氨基酸序列的相似度为69．89％，在序列的头尾相

差最大，其Clustal fomat结果见图2。

2．3 温度胁迫处理对枇杷细胞悬浮系的生长及

UA累积的影响

在枇杷细胞悬浮培养的对数生长期中后期设

置35℃及15℃温度胁迫，25℃培养为对照。培

养起始材料状态和重量是一致的，枇杷细胞悬浮

系中细胞的生长情况及UA的含量见表4。15和

35℃处理以及25℃对照培养，各时间点收获值均

显著高于起始值(P<0．05)。15及35℃不同时问

处理下，细胞的鲜重及干重都低于对照25℃，但

UA的含量均高于对照，其中15℃处理对uA累积

的效果最佳，是对照的2．5～3．8倍，35℃处理下UA

的含量是对照的1．49~2．53倍。15℃胁迫最佳处

理时间是48 h，此时细胞的鲜重干重及UA含量都

是15℃处理中最高值，35℃胁迫UA含量的峰值

出现在12 h处理取样点，但综合考虑细胞的生长

及UA的含量，35℃胁迫最佳处理时间是48 h，此

时UA收获的总量更高f细胞干重×单位重量UA的

含量)。25℃对照表明距离收获96、72和48 h的取

样点处于对数生长期，距离收获24及12 h处于平

台期，细胞的鲜重及干重逐渐降低，15及35℃胁

迫最佳处理时间(48 h)是处于对数生长期末期。

一⋯一MI INTTLSGEKKKVVEKVSNGVNVNGYVWMPSQNGNFQPEIASG一～一TDVVIVGAGVAGAALAYTLAKDGRR
MADQYLLGWIFATVLGAVFLCRALARRNCERGRALMEKERSECVKSvMvSNGECRSTDGDVDV工IVGAGVAGAALAHTLGKDGRR

VHVIERDLSEPDRIVGELLQPGGYLKLIELGLEDCANESIDAQKVFGYALYKDGNDTKLSYPLENYPSDIAGRSFHNGRF工QKMR

VHVIERDLTEPDRIVGELLQPGGYLKLIELGLEDCV—EQIDAQRVFGYALFKDGKNTRLSYPLEKFHSDVSGRSFHNGRFIQRMR

木水木木术木木木．木术木术爿c半术木幸爿=木木木木木爿c术木爿c术：Ic术宰术，|c幸 丰丰木木爿c．木木木爿c木爿c．术水：|c ，|c．丰木丰爿c木木． 术术．．术半木爿c半，|c术爿c木木木．爿c木

ERATALINVTLEQGTVTNLIEEKGTVKGvMYKNKAGEEMRSYAPLTIVCDGCFSNLRRNLSTPKVDNPSCFVGLILENCELPHAN

EKAATLPNVQLEQGTVTSLLEEKGTIKGVQYKTKTGEEMTAYAPLTIVCDGCFSNLRRSLCDPKVDVPSCFVGLVLENCNLPHAN

木．木．． 术术木木：Ic丰爿c术木半丰．木爿c半木：Ic．：Ic木木水术．半．爿c术木斗．术木木木木术木木爿c术木术术木爿c木丰木． 木木术：l：术木，|c术丰车木．术球木木木木木木术

HGHVILGDPSP工LFYPISGTEVRCLVDVPGTKVPSVANGEMAKYLMTVALSDIVLLRDLLRPLTDLNDAPALCEYLESFYTLRKP

HGHVILADPSPILFYKISSTEVRCLVDVPGQKIPSISNGEMAKYLMTVALSD工VVLRNLLRPLGNLNDPSTLSKYLESFYTLRKP

冰术木木木木术爿c术丰木丰木木术爿c爿c：l=，lc术，|c木术木术爿c术术．术爿c．．术半爿c木爿c术爿c木术木术爿c牢术爿c术木．：Ic术术半半半，|c 术木术 ．爿c． ：l：爿c木，|c术木木术木术爿c

VSSTINTLAGALYKVFCASPDPARKEMREACFDYLSLGGICARGPISLLSGLNPRPIHLFLHFFAVAVYGVGRLMIPFPTPKRVW

VASTINTLAGALYKVFSSSPDQARKEMRQACFGYLSLGGVFSTGPVSLLSGLNPRPLSLVLHFFAVAVYGVGRLLLPFPSPKRAW

冰．木木木：I=木术，|c木木木木木木木．．木术木木爿c木木木术．术木木术爿c术，|c木木． ． 木木．木术爿c术术术术木爿c木． 术木木木木：Ic术：I=术：I=木水木爿c木．．木丰丰．术木木木

LGTRLLLGASGIIFPIIKGEGVRQMFFPATIPAYYRAPPLQ一一一一
IGARLISSASGI工FPI工KAEGVRQMFFPATVPAYYRAPVLSEKQMKKTVDCVN

．术．术木． 水术木丰术木术木术爿c木木球术木术丰术丰术术．爿c：l：木木术，|c术木

图2 ejSQEl和ejSQE2序列比对分析

Figure 2 Analysis of ejSQEl and ejSQE2 sequence

+：残基相同；·：残基是保守的

术：The same residues：·：Conserved residues
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鲨烯环氧酶基因(sp凰)的克隆及其在温度胁迫下与枇杷悬浮培养细胞中熊果酸(UA)含量的相关性 ⋯
C10ning of．S9￡■and Correlation Analysis Between Their Expression and UA Content in Suspension Cells ofLoquat

⋯

表4不同温度下枇杷悬浮细胞的生长情况及UA含量

TabIe 4 UA∞ntent and cells growth in ceU suspending—culture of loq岫t at di脑rent tempemtIlres

取样时间是距离最后收获点(第12天)的时间。同列标有不同小写字母表示组间差异显著(尸<0．05)。对照：25℃

S锄pling time was舶m the last haⅣest time(The l 2th day)．Di肫rent lowercaSe let耋ers in the same colu啪s indicate significant
di髓rence be铆een groups(P<0．05)．Con仃ol：25℃

另外，12 d收获时，35℃处理细胞均呈现出深褐

色，25℃处理细胞呈现出灰色，15℃处理的细胞

呈现浅灰色，从细胞状态外观上表明15℃处理并

未对细胞造成很大的伤害，而35℃处理对细胞有

较大伤害。综上，枇杷悬浮细胞培养体系在距离

收获时间48 h进行15℃温度胁迫处理有利于目

标产物UA的生成。

2．4在15℃胁迫处理下枇杷悬浮细胞中郴Q层J
与郴Q酗基因的差异表达

15℃胁迫处理逐渐接近收获时间，伴随着枇

杷悬浮细胞进入到对数生长期的后末期及细胞生

长的平台期，以5个取样点两个基因共10组数据进

行差异显著性分析，结果如图3所示。枇杷悬浮细

胞中$pEJ与$Q也基因呈现出差异表达，在距
离收获72、24和12 h，两个基因的表达量差异不显

著，在距离收获96和48 h，两个基因的表达量有显

著性差异(P<0．05)；距离收获较长时的处理(96 h)，

e芦QE2基因表达量是q芦QE』基因的131倍。

1．

o

唧基o．
蚓邕
悄卷0．竹Q
K>

罂要o．
∞

出

O
72 48 24 12

距离收获时间／Il
’rime away行Om harvest

图3 15℃处理枇杷悬浮细胞西勉Er与妨螋基因的表
达水平

Figllre 3 郴Q脚and够QE2 expre豁iom in ceu supend-
ing cIllture of loqu卸t under 15℃

不同小写字母表示同一基因组间差异显著(P<O，05)

Di行erent lowercase letters indicated si盟ificant di腩rences be-

t、)l，een di行erent groups ofthe same genes(尸<0．05)

够QE2基因相对于够QEJ基因表达变化更为剧
烈，总体呈现下降上升下降上升的波形变化，其峰

值出现在枇杷悬浮细胞生长对数期的末期(距离收

万方数据



488篙慧言盖煞。⋯h山gy
获48 h)；郴pEJ基因表达变化较为缓和，总体呈现
上升下降再上升的变化。在距离收获72、48和12

h，庐QE，基因表达量无显著性差异。e芦QEJ与

班p应基因的谷值均出现在枇杷悬浮细胞生长的
平台期初期(24 h)。

2．5 15℃胁迫处理下枇杷悬浮细胞中郴Q凰基因
表达与UA含量的相关性

15℃胁迫处理逐渐接近收获时间伴随着枇杷

悬浮细胞进入到对数生长期的后末期及细胞生长

的平台期，枇杷UA合成途径中JspB与目标产物

UA含量的相互联系如图4所示。15℃胁迫下，在

最佳距离收获48 h时(枇杷悬浮细胞生长对数期的

末期)，5Q风(庐QEJ和郴Q凹基因表达量之和)和

e冷9凹基因的表达量以及UA累积均出现峰值；在
距离收获24 h，三者均出现最大降幅，此时是枇杷

≥
o

玉
●

b0

吕
￥
咖
缸
《
3

悬浮细胞生长的平台期初期，细胞由生长迅速的对

数生长期转入到生长放缓的平台期，Sp瓜基因的

表达量及UA的含量也明显出现转折点。

采用SPSSl8软件对15℃胁迫处理下$pB
基因表达与UA含量的相关性进行分析，结果见表

5。如表5所示，在n=5时(所有的处理)，班QEJ『、

e冷p砣以及e声p风表达量与UA含量均没有显著

相关性，且e声p砣表达量与UA含量的相关系数>

e声9风表达量与UA含量的相关系数>e声QEJ7表达

量与UA含量的相关系数。但当n=4时(前4个处理

点，即15℃下距离收获大于等于24 h的处理)，4组

数据中相关性为：UA的含量与e冷pE2的表达量显

著正相关(P<O．05)，相关系数为O．960；uA的含量

与$p西的表达量极显著正相关(P<0．01)，相关系
数为0．992。因此，枇杷细胞悬浮系中三萜类化合

物UA的含量与Sp风基因的表达量关系密切。

十UA—}够Q风—}庐QE2 3 讨论

Ⅲ咖

矧
懈
靛
桀

口

．2
踢
2
厶
卅
Q

o
>

苗
百
配

96 72 48 24 12

距离收获时间／ll
Time away劬m harvest

图4 15℃胁迫处理下枇杷悬浮细胞中够Q凰基因表达与
UA含量的动态变化

Figlln 4 Dy的mic ch粕ge of郴Q胍expr伪sio璐and UA
content in loquant cen supending cuIture under 15℃

3．1枇杷细胞悬浮系是枇杷基因克隆良好的实验

材料

本研究采用枇杷细胞悬浮培养物作为基因克

隆的实验材料，采用普通试剂盒操作，在核酸提取

上及分子生物学操作上较枇杷植株其他材料更加

便捷高效，这在龙眼的胚性愈伤组织中也有相似的

报道(李惠华等，2010)。并且以同源克隆的方法分

离得到了够QEJ『与够QE2全长mRNA序列，两者
在氨基酸序列的相似度仅为69．89％，说明在模板

中．sp风基因的表达具有一定的丰度和完整度。枇

杷细胞悬浮培养系可能可以作为枇杷基因工程良

好的研究体系。

表5班Q西基因表达量与uA含量的相关性
Table 5 Correlati叽anaIysis between expression of吃fS!(≥E奢gene and UA content

不同处理

DifferI；nt treatrnents

与UA含量的相关系数

Correlation coemcient with UA Content

够QEJ表达量
Expression of班QEJ

驰QE2表达量

EXpression of班Q船

够Q豇表达量

Expression of庐Q豇

n_5，所有处理

n=5．An treatrllents

O．228 0．753 0．586

n=4．距离收获大于等于24 h的处理 0．925 0．9604 0．992”

旦兰：!堡!塑!坐!i里!型!Y墅里垒璺型!!堡兰堡垒

}：在P<0．05水平(双侧)上显著相关，++：在尸<0．叭水平(双侧)上极显著相关。

唪：Signific龃t correlation at P<0．05(bilateral)，木幸：Extremely sigIlificant correlation at P<0．01(bilateral)
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3．2枇杷悬浮细胞中郴Q胁基因的差异性表达及
其与UA含量的相互关系

Suzuki等(2002)分离出苜蓿JS9EJ和JspE2，两

者的氨基酸序列的同源性为82．1％，基因功能研究

表明两者均参与了甾醇生物合成，但茉莉酸甲酯处

理苜蓿悬浮细胞后，其SQEJ和SpE2 mRNA差异

表达，5QEJf未被诱导，5Q战表达显著上调，两者可
能行使不同的功能。在本研究中，15℃胁迫不同

处理时间的枇杷悬浮细胞中的e芦pEJ与e冷p彤基
因同样呈现出差异表达，距离收获较长的处理时间

(96，72和48 h)，15与25℃对照细胞的鲜重处于上

升趋势，此时细胞仍处于对数生长期的后末期，

e芦QE2的表达占主导地位，距离收获较短的处理时

间(24和12 h)，15与25℃对照细胞的鲜重处于下

降趋势，此时细胞处于平台期，$QEJ的表达占主

导地位。e声QEJ『与庐QE2的氨基酸序列同源性较
低，仅为69．89％，两者在枇杷细胞悬浮培养uA调

控中可能存在不同的分工，班pE2基因可能与较长

时间的胁迫以及细胞的生长关系更密切，班pEJ与
较短时间的胁迫及细胞的衰老凋亡关系更密切。

这为今后的枇杷悬浮细胞中够pB不同功能研究
提供参考资料。

Suzuki等(2002)研究表明茉莉酸甲酯处理后，

三萜类化合物合成途径中鲨烯合酶基因(squalene

synthase，IsQJs)(位于SQE基因的上游)、JsQ舵、B一香

树脂醇合成酶基因(p一锄蜘n syllthase，卢．A5)(位于
．spE基因的下游)的显著上调表达与三萜类化合物

的含量呈正相关，但SOEs家族的另一成员——

SpEJ并不与之有相关性。蒋世翠等(2011)也发现

人参皂苷合成途径中SpS和．spE基因在14个组织

器官中的表达量具有显著差异并与人参皂苷Re、

R91、Rbl、Rd和总皂苷量之间有显著正相关关系。

SQ．s和SpE基因在人参皂苷合成途径中起着极其

重要的作用。本研究中15℃下距离收获大于等于

24 h的处理中，．sp风基因的动态表达趋势以及

e芦p舵基因的表达量与UA累积的变化趋势基本
一致，呈现出显著正相关。由此可见，枇杷SpB与

三萜类化合物UA的关系密切。但在距离收获12

h，此时细胞处于生长的平台期，Sp风基因的动态

表达趋势与UA累积的变化趋势并不一致，Jsp西基

因表达量是前一个处理点距离收获24 h的1．36倍，

而UA是前一个处理点距离收获24 h的0．89倍。

SQEs是五环三帖化合物UA合成途径中限速酶之

一，催化SO形成的产物2，3一环氧鲨烯是三萜类、胆

固醇类、甾醇类等烯萜类的共同前体，有可能是处

于合成途径上游的SpB表达后用于非三萜类的分

支——胆固醇类、甾醇类的合成，或者SpB表达后

用于非UA的三萜类的分支——齐墩果酸、科罗索

酸、山楂酸等(具有相似结构的其他三萜化合物)。

另外，UA在植物中主要以游离态或者以糖苷化合

物存在(陈武等，2001)，也有可能此时处于细胞生

长的平台期，细胞进入衰老状态，合成的一部分UA

以化合态形式进行储存。综上，枇杷中UA的合成

途径涉及多个酶促反应，需要从更多关键性基因入

手，寻找合成途径中上下游基因表达的相互关联

性，才能更清晰地揭示其调控机理。

3．3 15℃适时处理是枇杷悬浮细胞生产UA有效

经济方式之一

自然条件下，植物体内很多次生代谢产物含量

很低，但在外界环境胁迫下能大量积累(蒋妮等，

2012；王丹等，2008)。在外界环境中，枇杷的种植

温度条件一般为高于15℃和低于35℃(许丽群，

2013；叶丽殉，夏起洲，1980)。本研究利用最高和

最低的临界温度胁迫处理枇杷悬浮细胞，以期有可

能促进某些代谢产物的合成。在枇杷悬浮细胞的

对数生长期的末期进行15℃低温处理48 h，此时

细胞的生长量与UA的累积量都到达处理的峰值，

虽15℃低温处理细胞的生长量低于25℃对照，但

此时收获的UA的总含量最高。与其他理化措施

相比，15℃适时处理易操作、环保，对于今后利用

生物发酵罐大规模生产枇杷悬浮细胞以提取UA

也是有效经济的方式之一。

4结论

本研究采用ImPCR结合RACE的方法，首次

在枇杷中克隆得到鲨烯环氧酶基因的两个成员一

e声pE门铂e声pE2基因，两者氨基酸序列的相似性
为69．89％，在低温15℃处理下呈差异性表达。低

温15℃及高温35℃能增加枇杷悬浮细胞系UA产

量，15℃处理距离收获48 h的总目标产物UA含量

最高。15℃处理下距离收获≥24 h的处理，枇杷悬

浮细胞中JsQ既基因以及$pE2基因与UA的含量
呈现出显著正相关。研究结果为进一步研究枇杷

悬浮细胞熊果酸的合成调控机制提供基础资料。
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