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５. 安徽道地中药材品质提升协同创新中心ꎬ 合肥 ２３００１２)

摘　 要: 以异叶天南星(Ａｒｉｓａｅｍａ ｈｅｔｅｒｏｐｈｙｌｌｕｍ Ｂｌｕｍｅ)为材料ꎬ 采用逆转录 ＰＣＲ(ＲＴ￣ＰＣＲ)法扩增其苯丙氨酸

解氨酶(Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ ａｍｍｏｎｉａ￣ｌｙａｓｅꎬ ＰＡＬ)基因 ＡｈＰＡＬꎬ 获得该基因的开放读码框(ＯＲＦ)ꎬ 并通过系统的生

物信息学软件分析 ＡｈＰＡＬ 的结构和理化性质ꎮ 结果显示ꎬ ＡｈＰＡＬ 的 ＯＲＦ 全长为 ２１８４ ｂｐꎬ 编码 ７２７ 个氨基酸ꎻ
ＡｈＰＡＬ 与郁金香(Ｔｕｌｉｐａ ｆｏｓｔｅｒｉａｎａ Ｗ. Ｉｒｖｉｎｇ)ＰＡＬ 的亲缘关系最近ꎬ 序列相似性达 ８８％ꎮ 空间结构模型分析结

果显示ꎬ ＡｈＰＡＬ 为同型四聚体ꎬ 每个单体由 ３ 个结构域组成ꎬ 其中 ＭＩＯ 结构域含有 ＰＡＬ 酶家族的保守序列和

Ａｌａ￣Ｓｅｒ￣Ｇｌｙ 三肽活性中心ꎬ 是 ＡｈＰＡＬ 酶活性的决定性结构域ꎮ 利用荧光定量 ＰＣＲ 方法检测 ３ 个 ＡｈＰＡＬ Ｕｎｉ￣
ｇｅｎｅ 在根、 块茎和叶中的表达情况ꎬ 发现它们在根中表达量均最高ꎬ 而在叶和块茎中表达较低ꎮ
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ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ( ＲＴ￣ＰＣＲ ) . Ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ
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　 　 异叶天南星(Ａｒｉｓａｅｍａ ｈｅｔｅｒｏｐｈｙｌｌｕｍ Ｂｌｕｍｅ)
是天南星科天南星属的多年生药用植物ꎬ 以块茎入

药ꎬ 主要用于治疗癫痫、 破伤风和抗肿瘤等[１]ꎮ
异叶天南星含有黄酮类、 凝集素类以及氨基酸类等

多种活性成分[２ꎬ ３]ꎮ 其中ꎬ 黄酮类化合物是一类结

构复杂、 有多种生物学功能的次生代谢产物ꎬ 具有

抗炎、 抗病毒和抗癌等功效[４－７]ꎮ
苯丙氨酸途径是植物最重要的次生代谢途径之

一ꎬ 是植物黄酮类化合物合成的第一步关键反应ꎮ
苯丙氨酸解氨酶 (Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ ａｍｍｏｎｉａ￣ｌｙａｓｅꎬ
ＰＡＬ)催化苯丙氨酸非氧化脱氨生成反式肉桂酸和

氨ꎬ 是苯丙素类化合物合成途径中的第一个关键酶

和限速酶[８]ꎮ ＰＡＬ 酶自发现以来受到人们的广泛

关注ꎬ 研究表明 ＰＡＬ 在植物抗逆、 抗菌、 色素积

累和木质化等过程中发挥重要作用[８ꎬ ９]ꎮ 乔枫

等[１０]发现 ＰＡＬ 表达升高可以提高植物抗干旱和抗

盐的能力ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[１１] 报道大豆 (Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ

(Ｌ.) Ｍｅｒｒ.)ＰＡＬ 的过表达可增强植株对大豆疫霉

菌的抗性ꎮ 因此ꎬ 借助基因工程手段增加 ＰＡＬ 的

表达ꎬ 提高植物次生代谢物的产量ꎬ 对植物生长发

育具有重要意义ꎮ
近年来ꎬ 有研究已从小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ

Ｌ.)[１２]、 彩叶草(Ｃｏｌｅｕｓ ｆｏｒｓｋｏｈｌｉｉ (Ｗｉｌｌｄ.) Ｂｒｉｑ.)[１３]

和芒果(Ｍａｎｇｉｆｅｒａ ｉｎｄｉｃａ Ｌ.)[１４] 等植物中克隆获得

ＰＡＬ 基因ꎬ 但目前尚未在异叶天南星中见到相关

报道ꎮ 本研究基于异叶天南星高通量测序的结果ꎬ
利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增 ＡｈＰＡＬ 的开放阅读框ꎬ 分析

ＡｈＰＡＬ 编码蛋白的理化性质和结构特点ꎬ 以期为

进一步研究 ＡｈＰＡＬ 在异叶天南星黄酮类化合物合

成过程中的作用机制奠定基础ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

异叶天南星材料来源于安徽中医药大学药园ꎬ
由安徽中医药大学杨青山鉴定ꎮ 于 ２０１７ 年 ５ 月 １２
日分别采集新鲜的成熟根、 块茎和叶等材料ꎬ 用无

菌蒸馏水洗净后ꎬ 置于液氮中速冻ꎬ 于－８０℃冰箱

中储存ꎮ
１􀆰 ２　 高通量测序

提取异叶天南星成熟的根、 块茎和叶的总

ＲＮＡꎬ 富集 ｍＲＮＡꎬ 逆转录成 ｃＤＮＡꎬ 构建 ｃＤＮＡ
文库ꎬ 利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ￣４０００ (华大基因ꎬ 武

汉)进行双端测序ꎬ 得到异叶天南星转录组数据

库(ＮＣＢＩ ＳＲＡ 数据库ꎬ 登录号为 ＳＲＰ１１８７５２)ꎮ
将获得的高质量的数据进行 Ｄｅ ｎｏｖｏ 组装ꎬ 进

一步注释到 ７ 大数据库: Ｎｒ ( ｆｔｐ: / / ｆｔｐ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.
ｎｉｈ.ｇｏｖ / ｂｌａｓｔ / ｄｂ)ꎬ Ｎｔ ( ｆｔｐ: / / ｆｔｐ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ.
ｇｏｖ / ｂｌａｓｔ / ｄｂ)ꎬ ＧＯ (ｈｔｔｐ: / / ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ.ｏｒｇ)ꎬ
ＫＥＧＧ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｇｅｎｏｍｅ. ｊｐ / ｋｅｇｇ )ꎬ Ｓｗｉｓ￣
ｓｐｒｏｔ ( ｈｔｔｐ: / / ｆｔｐ. ｅｂｉ. ａｃ. ｕｋ / ｐｕｂ / ｄａｔａｂａｓｅｓ /
ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ)ꎬ ＫＯＧ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ.
ｇｏｖ / ＫＯＧ) 和 Ｐｆａｍ (ｈｔｔｐ: / / ｐｆａｍ.ｘｆａｍ.ｏｒｇ)ꎬ共
注释了 ７２ ２８７ 个 Ｕｎｉｇｅｎｅꎮ 其中ꎬ 编码 ＡｈＰＡＬ 的

基因共 １３ 个ꎬ 它们在根、 块茎和叶中的表达情

况ꎬ 即 ＦＰＫＭ ( Ｆｒａｇｍｅｎｔ ｐｅｒ ｋｉｌｏｂａｓｅ ｏｆ ｅｘｏｎ
ｍｏｄｅｌ ｐｅｒ Ｍｉｌｌｉｏｎ ｍａｐｐｅｄ ｒｅａｄｓ)值见表 １ꎮ 利用

ＴｒａｎｓＤｅｃｏｄｅｒ(ｖ３􀆰０􀆰１)搜索 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的开放读码

框(ＯＲＦ)ꎮ 使用 ＥｘＰＡＳｙ 软件将 ＡｈＰＡＬ 的基因序

列翻译为氨基酸序列ꎬ 并与 ＮＣＢＩ 数据库中已知的
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表 １　 ＡｈＰＡＬ在根、块茎和叶中的表达量
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＡｈＰＡＬ ｉｎ ｒｏｏｔｓꎬ ｔｕｂｅｒｓꎬ

ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ａｒｉｓａｅｍａ ｈｅｔｅｒｏｐｈｙｌｌｕｍ Ｂｌｕｍｅ

基因名称
Ｇｅｎｅ ＩＤ

叶(ＦＰＫＭ)
Ｌｅａｆ (ＦＰＫＭ)

根(ＦＰＫＭ)
Ｒｏｏｔ (ＦＰＫＭ)

块茎(ＦＰＫＭ)
Ｔｕｂｅｒ (ＦＰＫＭ)

ＣＬ４５０８.Ｃｏｎｔｉｇ１ １.５４ １.２５ １.１４

ＣＬ４５０８.Ｃｏｎｔｉｇ２ １４.２９ ５４.９７ ４.４０

ＣＬ４５０８.Ｃｏｎｔｉｇ３ １４.５０ ４１３.５０ ３７.４３

Ｕｎｉｇｅｎｅ４３５３５ ２１.８０ １４０.６８ １１.６４

Ｕｎｉｇｅｎｅ１３２５７ ０.５７ ２.３９ １.２９

Ｕｎｉｇｅｎｅ１４９０４ ４１.５８ １２７.９１ ９.９４

Ｕｎｉｇｅｎｅ２７４６６ ０.００ ０.００ ０.２５

Ｕｎｉｇｅｎｅ２７６５８ ０.００ ０.１９ １.３６

Ｕｎｉｇｅｎｅ３１８８７ ０.００ ０.２７ １.１８

Ｕｎｉｇｅｎｅ６６４３ ０.９７ ０.５４ ０.９５

Ｕｎｉｇｅｎｅ７０６４ ０.２１ １９.５２ １.６３

Ｕｎｉｇｅｎｅ１８９１０ １.１３ １.０２ １.１８

Ｕｎｉｇｅｎｅ３９４２４ ０.００ ０.４２ １.２９

ＰＡＬ 进行序列比对ꎬ 得到 ４ 个编码完整 ＡｈＰＡＬ 的

ＯＲＦꎬ 本研究对表达量最高的 ＣＬ４５０８􀆰Ｃｏｎｔｉｇ３ 基

因(以下简称 ＡｈＰＡＬ)进行克隆ꎮ
１􀆰 ３　 引物设计

使用 Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰０ 软件在 ＡｈＰＡＬ 两端设计 １ 对

特异性扩增引物ꎮ ＡｈＰＡＬ￣Ｆ: ５′￣ＡＴＧＧＡＧＧＣＣＴ￣
ＴＣＧＣＣＣＣＡＣＣＣＡＣ￣３′ꎻ ＡｈＰＡＬ￣Ｒ: ５′￣ＣＴＡＧＣＡ￣
ＧＡＴＧＧＧＧＡＴＧＧＧＧＧＣＧＣ￣３′ꎮ
１􀆰 ４　 ＤＮＡ合成和 ＰＣＲ 扩增

取冷冻的异叶天南星叶组织ꎬ 提取总 ＲＮＡꎮ
以 ｍＲＮＡ 为模板合成 ｃＤＮＡꎮ 采用上述引物利用

ＫＯＤ￣Ｐｌｕｓ￣Ｎｅｏ 高保真酶 ( ＴｏＹｏＢｏ 生物公司) 和

ＥｘＴａｑ 酶(ＴａＫａＲａ 生物公司)进行 ＡｈＰＡＬ 的 ＰＣＲ
扩增ꎮ

高保真酶扩增体系为 ２５􀆰０ μＬꎬ 包括: 上、 下

游引物各 １􀆰５ μＬꎬ １０ × Ｂｕｆｆｅｒ 缓冲液 ２􀆰５ μＬꎬ
ｄＮＴＰ Ｍｉｘ ２􀆰５ μＬꎬ ＭｇＳＯ４ １􀆰５ μＬꎬ ｃＤＮＡ １ μＬꎬ
ＫＯＤ￣Ｐｌｕｓ￣Ｎｅｏ ０􀆰８ μＬꎮ 反应条件为: ９４℃变性

２ ｍｉｎꎬ ９８℃退火 ３０ ｓ、 ６８℃延伸 ７５ ｓꎬ 共 ３５ 个

循环ꎮ ＥｘＴａｑ 酶扩增体系为 ２５􀆰０ μＬ ꎬ 包括: 上、
下游引物各 １􀆰５ μＬꎬ １０ × Ｂｕｆｆｅｒ 缓冲液 ２􀆰５ μＬꎬ
１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ｄＮＴＰ Ｍｉｘ ２􀆰０ μＬꎬ ｃＤＮＡ １ μＬꎬ
ＥｘＴａｑ 酶 １􀆰０ μＬꎮ 反应条件为: ９４℃ 预 变 性

４ ｍｉｎꎻ ９４℃变性 １ ｍｉｎꎬ ４０℃退火 １ ｍｉｎꎬ ７２℃延

伸 ９０ ｓꎬ 共 １０ 个循环ꎻ 随后 ９４℃变性 １ ｍｉｎꎬ

５７℃退火 １ ｍｉｎꎬ ７２℃延伸 ９０ ｓꎬ 共 ２５ 个循环ꎻ
最后 ７２℃延伸 ８ ｍｉｎꎮ 扩增产物进行回收和纯化ꎮ
１􀆰 ５　 重组质粒 ｐＭＤ１９￣Ｔ￣ＡｈＰＡＬ的构建和测序

将纯化的 ＡｈＰＡＬ 基因片段与 ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体

连接后转化至感受态细胞中培养ꎬ 挑选阳性克隆经

鉴定后送测序ꎮ
１􀆰 ６　 生物信息学分析

用软件 ＤＮＡＭＡＮ ６􀆰０􀆰３􀆰９９ 比对 ＡｈＰＡＬ 核苷

酸和氨基酸序列ꎬ 采用软件 ＥｘＰＡＳｙ 预测 ＡｈＰＡＬ
的理化性质ꎻ 采用在线软件 Ｍｏｔｉｆ ｓｃａｎ ( ｈｔｔｐ: / /
ｈｉｔｓ.ｉｓｂ￣ｓｉｂ.ｃｈ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｍｏｔｉｆ＿ｓｃａｎ / )、 Ｐｒｏｔ Ｓｃａｌｅ
Ｓｅｒｖｅｒ(ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｓｃａｌｅ / )和 Ｉｎ￣
ｔｅｒＰｒｏ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｅｂｉ.ａｃ.ｕｋ / ｉｎｔｅｒｐｒｏ / )预测 Ａｈ￣
ＰＡＬ 的结构域、 亲水性及蛋白质家族种类等ꎻ 采

用 Ｃｌｕｓｔａｌｘ１􀆰８３、 ＭＥＧＡ５􀆰０ 和 Ｂｌａｓｔ 工具进行同源

比对和进化关系分析ꎻ 采用 Ｃｌｕｓｔａｌｘ１􀆰８３ 和在线软

件 ＥＳＰｒｉｐｔ３􀆰０(ｈｔｔｐ: / / ｅｓｐｒｉｐｔ.ｉｂｃｐ.ｆｒ / ＥＳＰｒｉｐｔ / ｃｇｉ￣
ｂｉｎ / ＥＳＰｒｉｐｔ.ｃｇｉ)分析 ＡｈＰＡＬ 的二级结构ꎻ 最后采

用 Ｓｗｉｓｓ￣Ｍｏｄｅｌ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ. ｅｘ￣
ｐａｓｙ.ｏｒｇ / )和 ＰｙＭＯＬ 软件模拟、 绘制 ＡｈＰＡＬ 的

三级结构ꎮ
１􀆰 ７　 实时荧光定量 ＰＣＲ

运用 Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰０ 软件设计荧光定量 ＰＣＲ 引物

(表 ２)ꎮ 以异叶天南星 β￣ａｃｔｉｎ 基因为内参ꎬ 分别

以根、 块茎和叶的 ｃＤＮＡ 为模板进行荧光定量

ＰＣＲꎮ

表 ２　 荧光定量 ＰＣＲ的基因和引物信息
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

基因名称
Ｇｅｎｅ ＩＤ

引物名称(５′－３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ (５′－３′)

长度 (ｂｐ)
Ｌｅｎｇｔｈ

Ｔｍ值
Ｔｍ ｖａｌｕｅ

ＣＬ４５０８.Ｃｏｎｔｉｇ２ ＣＧＧＡＧＧＡＡＡＡＣＴＴＣＡＡＧＡＡＣ ２０ ５４.２０

ＡＧＣＴＴＴＧＡＧＧＡＧＣＴＣＣＴＴＣＴ ２０ ５５.２０

ＣＬ４５０８.Ｃｏｎｔｉｇ３ ＴＧＡＴＧＡＣＧＴＣＣＡＣＣＴＡＣＣＴＧ ２０ ５６.００

ＴＧＴＴＣＴＴＣＡＣＧＧＣＧＴＴＣＴＴＣ ２０ ５８.６０

Ｕｎｉｇｅｎｅ４３５３５ ＧＡＧＧＡＧＡＡＣＣＡＧＡＡＧＡＡＣＧＣ ２０ ５６.３０

ＴＧＡＧＧＴＣＣＴＴＣＴＣＧＣＡＧＡＡＧ ２０ ５７.７０

β￣Ａｃｔｉｎ ＧＡＣＧＴＣＧＴＧＴＧＧＡＡＴＣＡＣＴＧ ２０ ５６.２０

ＴＧＡＡＴＴＡＣＣＡＣＧＴＣＣＧＴＣＣＡ ２０ ５６.１０

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＡｈＰＡＬ基因克隆和鉴定分析

２􀆰 １􀆰 １　 总 ＲＮＡ提取、 ＡｈＰＡＬ克隆和重组质粒鉴定

异叶天南星总 ＲＮＡ 的提取质量较好 (图 １:
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Ａ)ꎮ 本实验以 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ 利用特异性引物扩

增后得到一个约 ２０００ ｂｐ 的片段ꎬ 命名为 ＡｈＰＡＬ
(图 １: Ｂ)ꎮ 该扩增片段经 ＰＣＲ 鉴定后ꎬ 目的条

带位置正确(图 １: Ｃ)ꎮ

28 S
18 S

5 S

2000 bp
1000 bp

750 bp
500 bp
250 bp
100 bp

2000 bp
1000 bp
750 bp
500 bp
250 bp
100 bp

A B CM M

Ａ: 异叶天南星总 ＲＮＡ 电泳图ꎻ Ｂ: ＡｈＰＡＬ 基因的克
隆ꎻ Ｃ: 菌液 ＰＣＲ 鉴定ꎮ
Ａ: Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＲＮＡꎻ Ｂ: Ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ Ａｈ￣
ＰＡＬꎻ Ｃ: Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂｙ ＰＣＲ.

图 １　 总 ＲＮＡ提取、 ＡｈＰＡＬ基因克隆和鉴定
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ａｎｄ ｃｌｏｎｉｎｇ

ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＡｈＰＡＬ ｇｅｎｅ

２􀆰 １􀆰 ２　 ＡｈＰＡＬ测序结果分析

ＡｈＰＡＬ 的 ＯＲＦ 长度为 ２１８４ ｂｐꎬ 编码 ７２７ 个

氨基酸(图 ２)ꎮ 序列比对结果显示ꎬ ＡｈＰＡＬ 与异

叶天南星转录组数据库中 ＣＬ４５０８􀆰Ｃｏｎｔｉｇ３ 基因的

碱基序列相似性达 ９９􀆰２２％ꎬ 氨基酸序列相似性达

９９􀆰４５％ꎬ 表明克隆成功ꎮ 该序列已提交至 Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ 数据库ꎬ 登录号为 ＭＨ７２９８２１ꎮ
２􀆰 ２　 ＡｈＰＡＬ生物信息学分析

２􀆰 ２􀆰 １　 ＡｈＰＡＬ蛋白的理化特性分析和结构域预测

分析结果表明ꎬ ＡｈＰＡＬ 相对分子质量约为 ７８ ｋＤꎬ
理论等电点为 ６􀆰３９ꎻ 该蛋白共含有 ２２ 种氨基酸ꎬ
其中丙氨酸 ８４ 个ꎬ 占比最高 (１１􀆰６０％)ꎻ 且该蛋

白为亲水性蛋白ꎻ ＡｈＰＡＬ 含有不同的结构域ꎬ 包

括 １ 个酰胺化位点、 ６ 个 Ｎ￣糖基化位点、 ７ 个酪蛋

白激酶Ⅱ磷酸化位点、 １３ 个 Ｎ￣肉豆蔻酰化位点和

７ 个蛋白激酶 Ｃ 磷酸化位点(表 ３)ꎮ

图 ２　 ＡｈＰＡＬ的碱基序列和编码蛋白的氨基酸序列
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＡｈＰＡＬ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＡｈＰＡＬ
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　 　 ＩｎｔｅｒＰｒｏ 预测结果显示ꎬ ＡｈＰＡＬ 蛋白属于裂解

酶Ⅰ类超家族ꎬ 其 Ｃ 端含有 ＰＡＬ 屏蔽结构域(５４０￣
６５４ ＡＡ)ꎬ Ｎ 末端含组氨酸结构域(３４￣２７３ ＡＡ)以
及 ＰＡＬ 酶保守序列 ＧＴＩＴＡＳＧＤＬＶＰＬＳＹＩＡＧ (２０９￣
２２５ ＡＡ)ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 ＡｈＰＡＬ蛋白二级结构、 三级结构分析

将 ＡｈＰＡＬ 与其他 ９ 种植物的 ＰＡＬ 蛋白进行氨

基酸序列的比对(表 ４)ꎬ 并对 ＡｈＰＡＬ 蛋白 Ｄ３５￣
Ｃ７１５ 部分的二级结构进行分析ꎬ 结果显示 (图

３)ꎬ 在该区域共有 ２２ 个 α 螺旋结构ꎬ ７ 个 β 折叠

结构ꎬ ８ 个 ＴＴ 结构和 １ 个 ＴＴＴ 结构ꎬ 该蛋白还含

有 ＰＡＬ 酶的标签序列(Ｇ２０９￣Ａ２２５ꎬ ＧＴＩＴＡＳＧＤＬＶ￣
ＰＬＳＹＩＡＧ)ꎬ 表明 ＡｈＰＡＬ 具有较高的序列和结构

保守性ꎮ
以欧芹(Ｐｅｔｒｏｓｅｌｉｎｕｍ ｃｒｉｓｐｕｍ Ｎｙｍ.) ＰＡＬ 酶

(ＰＤＢ ＩＤ: １ｗ２７[１５])的晶体结构为模板(序列相似

性为 ８０􀆰６５％)ꎬ 预测 ＡｈＰＡＬ 的三级结构ꎬ 发现

ＡｈＰＡＬ 是以 α￣螺旋为主的蛋白ꎬ 其空间结构呈现

由 ４ 个“海马状”单体组成的“橄榄球”状的同型四

聚体(图 ４: Ａ)ꎮ 每个单体有 ３ 个结构域ꎬ 分别为

４￣甲基￣咪唑￣５￣酮(ＭＩＯ)结构域(Ａ２６￣Ａ２７４)、 核心

结构域 ( Ｖ２７５￣Ｅ５４０ꎬ Ｉ６６３￣Ｃ７２７) 和屏蔽结构域

(Ｅ５４１￣Ｒ６６２)(图 ４: Ｂ)ꎮ 其中ꎬ ＭＩＯ 是决定 Ａｈ￣
ＰＡＬ 蛋白酶活性的结构域ꎬ 包含 ＰＡＬ 酶家族的保

守序列(ＧＴＩＴＡＳＧＤＬＶＰＬＳＹＩＡＧ)和酶的活性中心

(Ａｌａ￣Ｓｅｒ￣Ｇｌｙ)(图 ４: Ｃ)ꎮ
２􀆰 ３　 ＡｈＰＡＬ的同源性及系统进化关系分析

ＰＡＬ 蛋白序列的 ＢＬＡＳＴ 比对结果显示(表 ４)ꎬ
ＡｈＰＡＬ 与郁金香、 虎眼万年青、 野蕉等单子叶植

物的 ＰＡＬ 蛋白一致性均达到 ８０％以上ꎮ ＡｈＰＡＬ 系

统进化分析表明(图 ５)ꎬ ＡｈＰＡＬ 与郁金香遗传距

离最短ꎬ 亲缘关系最近ꎮ
２􀆰 ４　 ＡｈＰＡＬ基因在不同组织中的表达分析

从表 １ 中筛选 ＦＰＫＭ > ２ 且编码蛋白较为完整

的 ＡｈＰＡＬ 基因ꎬ 利用 Ｒ 语言绘制热图ꎮ 结果发

现ꎬ ＣＬ４５０８􀆰Ｃｏｎｔｉｇ２、 ＣＬ４５０８􀆰Ｃｏｎｔｉｇ３ 和 Ｕｎｉ￣
ｇｅｎｅ４３５３５ 均在根中表达量最高ꎬ 在叶和块茎中

较低(图 ６: Ａ)ꎮ

表 ３　 ＡｈＰＡＬ结构域分析
Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡｈＰＡＬ ｄｏｍａｉｎ

结构域功能
Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｏｍａｉｎ

结构域位置
Ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｄｏｍａｉｎ

Ｎ￣糖基化位点 Ｎ１５￣Ｖ１８ꎬ Ｎ１５９￣Ｌ１６２ꎬ Ｎ２７１￣Ａ２７４ꎬ Ｎ４５３￣Ｇ４５６ꎬ Ｎ６２３￣Ｉ６２６ꎬ Ｎ６５４￣Ｃ６５７

酪蛋白激酶Ⅱ磷酸化位点 Ｓ４９￣Ｄ５２ꎬ Ｓ８４￣Ｅ８７ꎬ Ｓ１５３￣Ｄ１５６ꎬ Ｓ２４４￣Ｅ２４７ꎬ Ｓ３９１￣Ｄ３９４ꎬ Ｔ５８８￣Ｄ５９１ꎬ Ｓ６９１￣Ｅ６９４

Ｎ￣肉豆蔻酰化位点
Ｇ１６￣Ｌ２１ꎬ Ｇ９９￣Ｓ１０４ꎬ Ｇ１１９￣Ｆ１２４ꎬＧ１４９￣Ｇ１５４ꎬ Ｇ２０９￣Ｓ２１４ꎬ Ｇ２２５￣Ｒ２３０ꎬ Ｇ２７２￣Ｓ２７７ꎬ Ｇ３２４￣
Ａ３２９ꎬ Ｇ４０９￣Ｔ４１４ꎬＧ４４９￣Ｌ４５４ꎬ Ｇ４６８￣Ｍ４７３ꎬ Ｇ４８４￣Ｎ４８９ꎬ Ｇ５０５￣Ｒ５１０

蛋白激酶 Ｃ 磷酸化位点 Ｓ４５￣Ｋ４７ꎬ Ｓ６１￣Ｒ６３ꎬ Ｓ９５￣Ｒ９７ꎬ Ｓ１２８￣Ｒ１３ꎬ Ｔ２２８￣Ｒ２３０ꎬ Ｔ３１６￣Ｋ３１８ꎬ Ｓ５０８￣Ｒ５１０
酰胺化位点 Ｒ６６２￣Ｙ６６９

表 ４　 不同物种间 ＰＡＬ比对结果
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＰＡＬｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

编号
Ｎｏ.

登录号
ＧｅｎＢａｎｋ ＩＤ

蛋白功能归类
Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

物种来源
Ｓｏｕｒｃｅ

相似性
Ｉｄｅｎｔｉｆｙ
(％)

１ ＡＫＮ８０３９６.１ ＰＡＬ 郁金香 Ｔｕｌｉｐａ ｆｏｓｔｅｒｉａｎａ Ｗ. Ｉｒｖｉｎｇ ８８

２ ＡＨＧ０６３９７.１ ＰＡＬ 虎眼万年青 Ｏｒｎｉｔｈｏｇａｌｕｍ ｌｏｎｇｉｂｒａｃｔｅａｔｕｍ Ｊａｃｑ. ８７

３ ＢＡＧ７０９９２.１ ＰＡＬ 野蕉 Ｍｕｓａ ｂａｌｂｉｓｉａｎａ Ｃｏｌｌａ ８５

４ ＸＰ＿００９３９２１１８.１ ＰＡＬ 香蕉亚种 Ｍｕｓａ ａｃｕｍｉｎａｔａ ｓｕｂｓｐ. ｍａｌａｃｃｅｎｓｉｓ (Ｒｉｄｌ.) Ｎ.Ｗ. Ｓｉｍｍｏｎｄｓ ８４

５ ＡＴＧ２３６４５.１ ＰＡＬ 西谷椰子 Ｍｅｔｒｏｘｙｌｏｎ ｓａｇｕ Ｒｏｔｔｂ. ８４

６ ＸＰ＿０２０２５９７７４.１ ＰＡＬ 石刁柏 Ａｓｐａｒａｇｕｓ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｌ. ８４

７ ＯＡＹ７６９５１.１ ＰＡＬ 菠萝 Ａｎａｎａｓ ｃｏｍｏｓｕｓ (Ｌ.) Ｍｅｒｒ ８４

８ ＰＫＡ５９５９１.１ ＰＡＬ 深圳拟兰 Ａｐｏｓｔａｓｉａ ｓｈｅｎｚｈｅｎｉｃａ Ｚ.Ｊ. Ｌｉｕ ＆ Ｌ.Ｊ. Ｃｈｅｎ ８４

９ ＢＡＭ２８９６４.１ ＰＡＬ 杂交百合 Ｌｉｌｉｕｍ ｈｙｂｒｉｄ ８４
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编号对应的物种名见表 ４ꎻ Ａｈ 为异叶天南星ꎻ 黑色粗线框内为保守序列ꎬ 下划线处为活性中心 Ａｌａ￣Ｓｅｒ￣Ｇｌｙ 三肽ꎮ
Ｎｕｍｂｅｒｓ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｏ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ ｉｎ Ｔａｂｌｅ ４ꎻ Ａｈ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ Ａ. ｈｅｔｅｒｏｐｈｙｌｌｕｍꎻ Ｓｉｇｎａｔｕｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ
ＰＡＬ ａｎｄ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ “Ａｌａ￣Ｓｅｒ￣Ｇｌｙ” ｒｅｓｉｄｕｅｓ ａｒｅ ｂｏｘｅｄ ａｎｄ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｅｌｅ￣
ｍｅｎｔｓ ｆｏｒ ＡｈＰＡＬ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ ａｂｏｖｅ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗｉｔｈ ｈｅｌｉｃｅｓ ａｓ ｓｑｕｉｇｇｌｅｓ ａｎｄ ｓｔｒａｎｄｓ ａｓ ａｒｒｏｗｓ.

图 ３　 不同物种间 ＰＡＬ比对图和 ＡｈＰＡＬ二级结构示意图
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＰＡＬ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＡｈＰＡＬ
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Ａ: ＡｈＰＡＬ 同型四聚体ꎻ Ｂ、 Ｃ: ＡｈＰＡＬ 单体ꎮ
Ａ: Ｔｅｔｒａｍｅｒ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＡｈＰＡＬꎻ Ｂꎬ Ｃ: Ｍｏｎｏｍｅｒ ｏｆ ＡｈＰＡＬ.

图 ４　 ＡｈＰＡＬ的三级结构
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＡｈＰＡＬ
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Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ＝ １０００ꎬ ０􀆰０２ ｓｈｏｗｓ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ.

图 ５　 ＰＡＬ的系统发育进化树
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＰＡＬ
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Ａ: ＡｈＰＡＬ 表达量热图ꎻ 红色示高表达量ꎬ 绿色示低表达量ꎻ Ｂ、 Ｃ、 Ｄ: 荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＣＬ４５０８􀆰Ｃｏｎｔｉｇ３、 ＣＬ４５０８􀆰Ｃｏｎｔｉｇ２
和 Ｕｎｉｇｅｎｅ􀆰４３５３５ 的表达情况ꎮ
Ａ: Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ＡｈＰＡＬꎻ Ｒｅｄ ａｎｄ ｇｒｅｅｎ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｈｉｇｈ ａｎｄ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ Ｂꎬ Ｃꎬ Ｄ: Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＣＬ４５０８􀆰Ｃｏｎｔｉｇ３ꎬ ＣＬ４５０８􀆰Ｃｏｎｔｉｇ２ꎬ ａｎｄ Ｕｎｉｇｅｎｅ􀆰４３５３５ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲ.

图 ６　 ＡｈＰＡＬ的表达分析
Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡｈＰＡＬ ｇｅｎｅｓ
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　 　 为验证异叶天南星转录组数据ꎬ 采用 ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 方法检测 ３ 个 Ｕｎｉｇｅｎｅ 在根、 块茎和叶组织

中的表达情况ꎮ 结果表明ꎬ 它们在根、 块茎和叶的

表达量存在明显差异ꎬ 在根中表达最高ꎬ 叶和块茎

中表达均较低(图 ６)ꎬ 与转录组数据一致ꎮ

３　 讨论

ＰＡＬ 具有别构酶的性质ꎬ 是一种细胞内诱导

酶ꎬ 在酶促反应中加入诱导物ꎬ 如生长调节剂、 磷

酸盐等可显著增强 ＰＡＬ 酶的活性[１６]ꎮ 植物黄酮类

化合物的合成在转录水平上受到 ＰＡＬ 的高度调

控[１７]ꎮ Ｎａｇ 等[１８]指出在大花万代兰(Ｖａｎｄａ ｃｏｅ￣
ｒｕｌｅａ Ｇｒｉｆｆ. ｅｘ Ｌｉｎｄｌ.)中通过改变温度、 盐度等条

件提高 ＰＡＬ 的活性ꎬ 可增加黄酮类化合物的产量ꎮ
Ｇｈａｓｅｍｉ 等[１９] 发现紫外辐射孜然(Ｃｕｍｉｎｕｍ ｃｙ￣
ｍｉｎｕｍ Ｌ.)叶片ꎬ 能使叶片 ＰＡＬ 酶基因的表达增

强ꎬ 最终导致黄酮类化合物的产量显著增加ꎮ
异叶天南星是一种多年生药用植物ꎬ 黄酮类是

其重要的活性成分和有效成分[２ꎬ ３]ꎮ 本研究从异叶

天南星中克隆了一个 ＡｈＰＡＬ 基因的 ＯＲＦꎬ 其编码

产物 ＡｈＰＡＬ 氨基酸序列与 ９ 种不同物种的 ＰＡＬ 序

列一致性均超过 ８０％ꎬ 表明 ＰＡＬ 在不同物种中具

有较高的保守性ꎬ 而保守的氨基酸序列保证了酶空

间结构的稳定及功能的发挥ꎮ ＡｈＰＡＬ 的空间结构

模型是同型四聚体ꎬ 每个单体由 ＭＩＯ 结构域、 核

心结构域和屏蔽结构域组成ꎬ 其中 ＭＩＯ 结构域含

有与苦荞(Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｔａｔａｒｉｃｕｍ (Ｌ.) Ｇａｅｒｔｎ) [２０]

和桑黄( Ｉｎｏｎｏｔｕｓ ｂａｕｍｉｉ Ｐｉｌáｔ) [２１] 同样的 ＰＡＬ 酶

家族保守序列(ＧＴＩＴＡＳＧＤＬＶＰＬＳＹＩＡＧ)和三肽活

性中心ꎮ Ａｌａ￣Ｓｅｒ￣Ｇｌｙ 三肽经环化脱水形成亲电基

团ꎬ 通过攻击芳香环增加亲电性ꎬ 从而发挥酶辅助

因子的作用ꎬ 增强 ＰＡＬ 酶的活性[２１ꎬ ２２]ꎮ ＡｈＰＡＬ 与

组氨酸解氨酶(Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ ａｍｍｏｎｉａ￣ｌｙａｓｅꎬ ＨＡＬ)结
构类似ꎬ 但 ＨＡＬ 仅含有 ＭＩＯ 结构域和核心结构

域ꎬ 而植物和真菌 ＰＡＬ 还含有一个约 １００ 个残基

的 Ｃ 端多螺旋屏蔽结构域[２３]ꎬ 该结构域可能通过

限制底物与活性中心结合ꎬ 在苯丙氨酸途径中发挥

重要作用ꎮ 此外ꎬ ＰＡＬ 单体的 Ｎ￣末端通过向外延

伸锚定酶ꎬ 可与其他细胞成分相互作用[２４]ꎮ
不同的植物组织中酶基因的多态性是同工酶形

成的基础ꎮ 异叶天南星转录组数据中存在多个核苷

酸序列差异较大的 ＡｈＰＡＬ Ｕｎｉｇｅｎｅꎬ 表明编码

ＰＡＬ 酶的基因在异叶天南星中具有多态性ꎮ ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 证实异叶天南星中不同 ＡｈＰＡＬ Ｕｎｉｇｅｎｅ 在

根、 块茎和叶组织中存在明显的表达差异ꎬ 其中在

根中表达水平最高ꎬ 表明 ＰＡＬ 的表达模式具有组

织特 异 性ꎮ 研 究 表 明ꎬ ＰＡＬ 在 盐 肤 木 ( Ｒｈｕｓ
ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｍｉｌｌ.) [２５] 茎中高表达ꎬ 而在胡桃 ( Ｊｕｇ￣
ｌａｎｓ ｒｅｇｉａ Ｌ.) [２６] 和黄芪(Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｍｅｍｂｒａｎａ￣
ｃｅｕｓ (Ｆｉｓｃｈ.) Ｂｕｎｇｅ) [２７] 的根中高表达ꎮ ＰＡＬ 特

异性的表达模式可能与苯丙素类化合物生物合成的

复杂性以及其它 ＰＡＬ 亚型的存在有关[２０ꎬ ２８]ꎮ
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