
中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 43 卷 第 11 期 2012 年 11 月 

   

• 2260 • 

刺五加亚精胺合成酶基因的克隆及内生真菌对其表达的影响 

邢朝斌，龙月红，李  明，梁能松，何  闪，朱金丽，李宝财 
河北联合大学生命科学学院，河北 唐山  063000 

摘  要：目的  克隆刺五加亚精胺合成酶（spermidine synthase，SPDS）基因，并分析内生真菌对其表达的影响。方法  采
用 cDNA 末端快速扩增（rapid amplification of cDNA ends，RACE）技术克隆刺五加 SPDS 基因全长 cDNA 序列。运用生物

信息学方法对该基因进行分析。RT-PCR 法检测内生真菌菌株 P116-1a、P116-1b、P109-4 和 P312-1 对 SPDS 基因表达的影响。

结果  刺五加 SPDS 基因的 cDNA 全长为 1 541 bp，开放阅读框长 1 002 bp，编码 333 个氨基酸的蛋白，包含 SPDS 家族的

基本结构和标志性序列。RT-PCR 结果显示，内生真菌可显著提高刺五加 SPDS 基因的表达量（P＜0.05），最大表达量出现

在菌株 P116-1b 回接 90 d 时，是对照的 2.06 倍。结论  首次克隆了刺五加 SPDS 基因的 cDNA 全长序列，并证实内生真菌

可显著提高刺五加 SPDS 基因的表达，为阐明内生真菌提高刺五加三萜皂苷量的机制及刺五加的抗逆性改良奠定了基础。 
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Cloning of spermidine synthase gene in Eleutherococcus senticosus and effect 
of endophytic fungus on its expression  

XING Zhao-bin, LONG Yue-hong, LI Ming, LIANG Neng-song, HE Shan, ZHU Jin-li, LI Bao-cai 
College of Life Science, Hebei United University, Tangshan 063000, China 

Abstract: Objective  In order to clone spermidine synthase (SPDS) gene in Eleutherococcus senticosus and analyze the effects of 
endophytic fungi on its expression. Methods  The SPDS full-length cDNA sequence of E. senticosus was cloned by rapid 
amplification of cDNA ends (RACE). The gene was analyzed by the bioinformatics method. The effects of endophytic fungi, P116-1a, 
P116-1b, P109-4, and P312-1, on SPDS expression were detected by RT-PCR. Results  The full-length cDNA of E. senticosus SPDS 
gene was 1 541 bp containing an open reading frame length of 1 002 bp that encoded protein with 333 amino acids. The predicted 
protein included the basic structure and typical sequences of SPDS family. RT-PCR results showed that endophytic fungi could 
significantly improve SPDS gene expression amount (P < 0.05). The highest expression amount of SPDS showed up on day 90 after 
reinoculation with P116-1b, which was as much as 2.06 times of the control. Conclusion  The full-length cDNA sequence of E. 
senticosus SPDS gene is successfully cloned and reported for the first time. The results demonstrate that endophytic fungi could 
obviously improve SPDS gene expression. This result could provide a foundation for clarifying the mechanism that endophytic fungi 
could improve the content of triterpenoid saponins in E. senticosus and for stressing the tolerance improvement. 
Key words: Eleutherococcus senticosus (Ruper. et Maxim.) Maxim.; spermidine synthase (SPDS); gene clone; expression analysis; 
endophytic fungi 
 

刺五加 Eleutherococcus senticosus (Ruper. et 
Maxim.) Maxim. 是我国传统的珍贵药用植物，具有

多种生理活性及药理作用[1]。内生真菌侵染药用植

物后，可快速、高度专一和选择性地诱导宿主植物

特定功能基因表达，活化特定的植物次生代谢途径，

进而促使宿主植物合成和积累特定的有效成分[2]，

因而受到广泛关注。刺五加也含有丰富的内生真

菌[3-5]，其中菌株 P116-1a、P116-1b、P109-4 和 P312-1
在显著提高刺五加皂苷量的同时对宿主的正常生长

发育也无不良影响[3]，但其作用机制尚不清楚。一般

认为包含内生真菌在内的胁迫条件可对次生代谢产

物的形成产生影响[6]。而作为多胺（polyamine，PA） 
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重要成员的亚精胺（spermidine，SPD）是植物对胁

迫条件作出应答的重要媒介，而且在胁迫信号转导

中作为信号分子参与植物胁迫抗性机制的构建[7]，加

之独特的分子结构而与逆境胁迫关系最为密切[8]。在

SPD 的生物合成中，亚精胺合成酶（spermidine 
synthase，SPDS）是催化腐胺合成 SPD 的关键酶[9]，

研究表明 SPDS 基因的表达与植物响应逆境胁迫

存在密切的联系[8]，因此研究内生真菌侵入刺五加

后其 SPDS 基因的表达情况，对阐明内生真菌提高

刺五加皂苷量的作用机制具有重要的意义。但由于

刺五加的 SPDS 基因尚未被克隆，致使相关研究难

以开展。 
本实验利用同源克隆法结合 cDNA 末端快速扩

增（rapid amplification of cDNA ends，RACE）技术

首次克隆到刺五加 SPDS 基因的 cDNA 序列，并分

析了回接内生真菌对其表达的影响，为阐明内生真

菌提高药用植物药用成分的机制奠定了基础。 
1  材料 

刺五加采自吉林省伊通满族自治县，经河北联

合大学邢朝斌副教授鉴定，栽植于干净河沙中。菌

株 P116-1a、P116-1b、P109-4 和 P312-1，由本课题

组分离、鉴定和保藏。甘油冻存保藏法存于−70 ℃
冰箱备用，使用之前接种在马铃薯葡萄糖培养基

（PDA）上，28 ℃活化培养 7 d。 
RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit 购

自 Fermentas 公司；植物 RNA 提取试剂盒，dCTP、
dNTP、TOP-10 感受态细胞，琼脂糖凝胶 DNA 回

收试剂盒，PGM-T 克隆试剂盒购自天根生化科技

（北京）有限公司；PrimeScript 逆转录酶、3’-Full 
RACE Core Set Ver.2.0、RNase H、TdT、LA Taq DNA
聚合酶购自 Takara 公司；质粒小提试剂盒，PCR 产

物纯化试剂盒，Taq DNA 聚合酶购自 Biomiga 公司；

其他试剂均为国产分析纯。引物委托上海生工生物

工程有限公司合成。 
2  方法 
2.1  刺五加总 RNA 的提取和 SPDS 基因保守区的

获得 
按照植物 RNA 提取试剂盒说明书的要求，称

取 0.1 g 刺五加叶片提取总 RNA。 
利用DNAMAN 6.0软件分析已知物种SPDS基

因的核苷酸序列，在保守区域设计一对寡核苷酸简

并引物。上游引物 SPSS-1：5’-TGGTT（C/T）TCTGA
（A/G）AT（C/T）AGCCC-3’，下游引物 SPSX-1：

5’-CCACTTGG（A/G）TA（A/T/G/C）GTAGGAAC-3’。
取总 RNA 3 μL，以 Oligo（dT）18 为引物，根据

RevertAidTM First Srand cDNA Synthesis Kit 的说明

进行逆转录反应。以逆转录获得的 cDNA 为模板，

使用 SPSS-1 和 SPSX-1 引物 PCR 扩增刺五加 SPDS
基因的保守片段。反应体系 50 μL，其中上下游引

物各 2 μL，10×LA Taq 缓冲液（含 15 mmol/L 
MgCl2）5 μL，2.5 mmol/L dNTP 4 μL，模板 cDNA 1 
μL，LA Taq 酶 0.5 μL，补 ddH2O 至 50 μL。反应条

件为：预变性 94 ℃、3 min；变性 94 ℃、30 s；退

火 52 ℃、30 s；延伸 72 ℃、50 s。35 个循环后 72 ℃
延伸 5 min。PCR 产物经 1.2%琼脂糖凝胶电泳后，

切胶回收纯化，克隆至 PGM-T vector 载体，转化大

肠杆菌 TOP10 后提取重组质粒并送 Invitrogen 公司

测序。 
2.2  5’RACE 技术获取刺五加 SPDS 基因 cDNA 5’
末端序列 

根据“2.1”项中所获得的刺五加 SPDS cDNA
的保守片段，设计 5’RACE 特异性引物 SPS52：
5’-ATGGAAGAATGGCGAGACACCT-3’和SPS51：
5’-ACCATCTCCTCCTCCAATAACC-3’，参照罗聪

等[10]的方法，进行逆转录、加尾和 5’RACE 扩增。

按照“2.1”项中的方法回收、克隆、测序。 
2.3  3’RACE 技术获取刺五加 SPDS 基因 cDNA 3’
末端序列 

根据“2.1”项中所获得的刺五加 SPDS cDNA
的保守片段，设计 3’RACE 特异性外侧引物 SPS32：
5’-TGAGGTGTCTCGCCATTCTTCC-3’和内侧引物

SPS31：5’-TCCCATAGGTCCTGCACAAG-3’。按照

3’-Full RACE Core Set Ver. 2.0 说明书的要求逆转录

和进行 2 轮套式 PCR 反应，反应体系中模板量为 3 
μL，2 轮 PCR 的退火温度均为 55 ℃，延伸均为 90 
s，其他按照说明书进行。按照“2.1”项中的方法

回收、克隆、测序。 
2.4  刺五加 SPDS 基因全长的拼接与 PCR 验证 

利用 DNAMAN 6.0 软件将“2.1”项中获得的

保守序列、“2.2”项中获得的 5’末端序列和“2.3”
项中获得 3’末端序列进行拼接，获得刺五加 SPDS
基因的全长 cDNA 序列。根据拼接的序列，设计扩

增刺五加 SPDS 基因全长 cDNA 的上游引物

ESPSAS：5’-TATTTCGGGCACATACAA-3’和下游

引物 ESPSAX：5’-AAACTCCCAAGTCTTCTCC-3’。
以“2.1”项中逆转录的 cDNA 为模板，PCR 扩增
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SPDS cDNA 的全长序列。PCR 反应体系为 25 μL，
其中上、下游引物各 1 μL，10×LA Taq 缓冲液（含

15 mmol/L MgCl2）2.5 μL，2.5 mmol/L dNTP 2 μL，
模板 cDNA 1 μL，LA Taq 酶 0.3 μL，补 ddH2O 至

25 μL。反应条件为 94 ℃、3 min；94 ℃、1 min；
48 ℃、30 s；72 ℃、80 s，35 个循环后 72 ℃延伸

10 min。参照“2.1”项中的方法回收、克隆、测序。 
2.5  刺五加 SPDS 基因的生物信息学分析 

通过 DNAMAN 6.0 将刺五加 SPDS 基因 cDNA
全长序列翻译成氨基酸序列；通过 PROSITE 进行

蛋白质功能结构域分析；利用 ProtParam 预测蛋白

质的基本理化性质；利用 PSORT 进行蛋白的亚细

胞定位；利用 SOPMA 进行蛋白质二级结构分析；

使用 MEGA 5.05 软件中的邻位相连（Neighbour- 
joining，NJ）法构建系统发育树。使用在线工具

Swiss-Model 进行蛋白质的三维结构预测。 
2.6  内生真菌对刺五加 SPDS 基因表达的影响 

刺五加叶片完全展开后，参照文献的方法[3]回

接菌株 P116-1a、P116-1b、P109-4 和 P312-1，每处

理 5 株。按照“2.1”项的方法，在回接第 5、6、7
和 8 个月分别提取各样本叶片的总 RNA 并进行逆

转录。利用上游引物 RGS：5’-GCAAGGACTGGAG- 
AGGTG-GA-3’和下游引物 RGX：5’-AGTGGGAA- 
CTCGGAAGGACA-3’扩增作为内参照基因的甘油

醛-3-磷酸脱氢酶基因（GAPDH），预计扩增 134 bp。
利用上游引物 RSPSAS：5’-CTTCGTCGTATGGAA- 
AGG-3’和下游引物RSPSAX：5’-AACAAAGTGGC- 
AGATGAG TA-3’扩增刺五加的 SPDS 基因，预计扩

增 103 bp。反应体系为 25 μL：上下游引物（10 
mmol/L）各 1 μL，10×缓冲液（含 15 mmol/L MgCl2）

2.5 μL，2.5 mmol/L dNTP 2 μL，模板 cDNA 1 μL，
Taq 酶 1 μL，补 dd H2O 至 25 μL。PCR 条件为：预

变性 94 ℃、3 min；变性 94 ℃、30 s；退火 30 s，
温度分别为 55 ℃（GAPDH）和 50 ℃（SPDS）；延

伸 72 ℃、10 s。35 个循环后 72 ℃延伸 2 min，4 ℃
终止反应。参照文献方法[11]进行表达分析。 
3  结果与分析 
3.1  刺五加 SPDS 基因的克隆 

利用简并引物 SPSS-1 和 SPSSX-1 对刺五加的

cDNA 进行 PCR 扩增，测序获得一条 680 bp 的条

带（图 1）。经 NCBI 的 BLAST 比对，确定该序列

为刺五加 SPDS 基因 cDNA 的部分片段。以 cDNA
的加尾产物为模板，利用引物对 AP 长-SPSS52 和

AP 短-SPSS51 进行的 5’RACE 扩增获得长约 500 
bp 的片段（图 1）。利用 3’RACE Outer Primer- 
SPSS32 和 3’RACE Inner Primer-SPSS31 引物对，

3’RACE 获得长约 900 bp 的片段（图 1）。将所获

得的保守区段、5’末端和 3’末端 cDNA 序列进行拼

接，应用 NCBI 的 ORF finder 软件对该 cDNA 序列

进行 ORF 分析，发现该序列包含刺五加 SPDS 基

因的完整 ORF。以刺五加的 cDNA 为模板，利用

引物 ESPSAS 和 ESPSAX 扩增获得一条 1 179 bp
的条带（图 1），与预期大小相符。该片段的测序

结果与保守区段、5’末端和 3’末端 cDNA 序列拼接

获得的序列完全相同。 

 
1-SPDS 基因保守区的 PCR 扩增   2-SPDS 基因的 5’RACE  
3-SPDS 基因的 3’RACE  4-SPDS 基因 cDNA 全长的 PCR 扩增  

M-DL2000 DNA Marker 
1-PCR amplification of SPDS gene conserved fragment  2-5’RACE 
of SPDS gene  3-3’RACE of SPDS gene  4-amplification of cDNA 
full-length sequence of SPDS gene  M-DL2000 DNA Marker 

图 1  刺五加 SPDS 基因的克隆 
Fig. 1  Gene cloning of SPDS gene in E. senticosus 

3.2  刺五加 SPDS 基因的生物信息学分析 
刺五加 SPDS 基因全长 1 541 bp（GenBank 登

录号：JQ365624），其中 5’端非翻译区（5’UTR）
长 85 bp，3’端非翻译区（3’UTR）长 454 bp，终止

密码子为 TGA，ORF 长 1 002 bp，编码 333 个氨基

酸的蛋白质，3’端具有 poly A 尾。预测的蛋白质相

对分子质量为 3.641 9×104，理论等电点（pI）为

4.92。氨基酸序列与人参、蓖麻和毛果杨的同源性

分别达到 94.3%、83.5%和 83.4%。 
通过 NCBI 的 BLAST 比对发现，刺五加 SPDS

蛋白与已知的蛋白质结构功能数据库中其他物种

的 SPDS 具有相似的结构功能域。刺五加 SPDS 的

45～329 氨基酸为 SPDS 家族的基本结构，123～
136（VLVIGGGDGGVLRE）氨基酸残基处为 SPDS
的标志性序列。通过 TMHMM 软件分析得知，刺

五加 SPDS 蛋白无跨膜区域，全部存在于膜外，

PSORT 服务器的亚细胞定位分析表明，刺五加的

M   1     M   2     M   3    M   4 
2 000 bp

1 000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

100 bp
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SPDS 定位于细胞质中。运用 Sopma 软件预测刺

五加 SPDS 蛋白的二级结构的结果表明，该蛋白

含有 114 个 α 螺旋，占 34.23%；72 个延伸链，占

21.62%；24 个 β 折叠，占 7.21%；123 个无规则

蜷曲，占 36.94%（图 2）。刺五加 SPDS 蛋白质

的三维结构如图 3 所示，其中模型覆盖范围为

40～329 bp，模型样本为[1xj5C] (2.70 Å)，序列

一致性为 86.55%。 

3.3  SPDS 蛋白的分子系统进化分析 
利用 MEGA 5.05 软件，将 GenBank 中登载的

15 种植物的 SPDS 蛋白与刺五加 SPDS 的编码蛋白

进行聚类分析，构建 SPDS 系统进化树，见图 4。
刺五加与同为五加科的人参亲缘关系最近，首先聚

为一支，可信度 99%，之后与其他双子叶植物聚为

一个大的分支，单子叶植物、裸子植物分别聚为一

个分支，这与传统的分类结果相一致。 

 
蓝色-α螺旋  红色-延伸链  绿色-β折叠  紫色-无规则蜷曲 

blue-α helix  red-extended strand  green-β turn  purple-random coil 

图 2  刺五加 SPDS 蛋白二级结构的预测 
Fig. 2  Prediction of protein secondary structure of SPDS protein in E. senticosus 

 

图 3  刺五加 SPDS 蛋白三级结构 
Fig. 3  Tertiary structure of SPDS protein in E. senticosus 

分支上的数字为可信度 / % 

Number at each branch is the degree of confidence / % 

图 4  SPDS 蛋白的系统进化树 
Fig. 4  Phylogenetic tree of SPDS protein 

3.4  内生真菌对 SPDS 基因表达的影响 
回接各内生真菌菌株后，刺五加 SPDS 基因表

达量的变化如图 5 和 6 所示。回接 30 d 时，各宿主

刺五加 SPDS 基因的表达量较未接菌植株的表达量

均不同程度升高，其中菌株 P116-1a 处理的表达量

最高，达对照的 1.39 倍，P116-1b 和 P312-1 处理的

表达量次之，三者均显著高于对照的表达量（P＜
0.05），菌株 P109-4 处理的表达量虽也高于对照，

但不具有统计学意义。回接各菌株 60～90 d 时，4 

 
1～4-P116-1a  5～8-P116-1b  9～12-P109-4  13～16-P312-1 
17～20-对照  1、5、9、13、17-回接 30 d  2、6、10、14、18-回接

60 d  3、7、11、15、19-回接 90 d  4、8、12、16、20-回接 120 d 
1—4-P116-1a  5—8-P116-1b  9—12-P109-4  13—16-P312-1  
17—20-control  1, 5, 9, 13, and 17-30 d after reinoculation  2, 6, 10, 14, 
and 18-60 d after reinoculation  3, 7, 11, 15, and 19-90 d after 
reinoculation  4, 8, 12, 16, and 20-120 d after reinoculation 

图 5  内生真菌对刺五加SPDS基因表达影响的RT-PCR分析 
Fig. 5  RT-PCR analysis on gene expression of SPDS in E. 

senticosus affected by endophytic fungi 
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不同小写字母代表差异显著（P＜0.05） 

Different lowercase letters mean significant difference (P < 0.05) 

图 6  内生真菌对刺五加 SPDS 基因表达的影响 
Fig. 6  Effect of endophytic fungi on gene expression 

of SPDS in E. senticosus  

株真菌处理的 SPDS 表达量均显著高于对照（P＜
0.05），其中，60 d 时，回接 P109-4 菌株处理的表

达量最高，为对照的 1.71 倍，90 d 时回接 P116-1b
菌株处理的表达量最高，为对照的 2.06 倍。回接 120 
d 时，对照与 4 个菌株处理的 SPDS 表达量均开始

下降，但 P116-a、P116-1b 和 P109-4 菌株处理的表

达量仍显著高于对照（P＜0.05），而菌株 P312-1 处

理的表达量与对照间无显著差异。 
4  讨论 

近年来，参与植物对多种胁迫条件作出反应的

多胺的生物合成相关酶基因的克隆与分析成为研究

热点[7-9,12-13]。本实验首次克隆了刺五加 SPDS 基因

的 cDNA全长序列，其编码蛋白与多种植物的SPDS
高度同源，其中与同属五加科的人参的 SPDS 同源

性高达 94.3%。SPDS 属于腐胺氨丙基转移酶

（putrescine aminopropyl transferase，PAPT）家族，

PAPT 家 族 均 包 含 标 志 性 序 列 
[V-(LA)-(LIV)(2)-G-G-G-X-G-X(2)-(LIV)-X-E] [12]，

刺五加的 SPDS 蛋白 123 ～ 136 氨基酸残基

（VLVIGGGDGGVLRE）与此完全相符。三维结构

研究表明，人参[12]和海栖热袍菌[14] SPDS 蛋白的 C
末端具有一个 Rossman-like fold 结构，N 末端具有

一个 β 折叠结构，刺五加 SPDS 的三维模型中也具

备这两个结构。 
以刺五加的叶片为材料的半定量 RT-PCR 分析

结果表明，自萌芽开始至叶片衰老的整个生长期内，

SPDS 基因在刺五加的叶片中均有较高水平的表

达，这一特点与人参[12]SPDS 表达的特点相符，而

与黄瓜[13]中仅在幼叶中高表达，成熟叶中表达量甚

微的特点不同。回接 4 株内生真菌后，在较短的时

间内即可引起宿主刺五加 SPDS 基因的高表达，而

此时刺五加中参与三萜皂苷生物合成的酶基因尚未

出现高表达。之所以出现这种现象，主要与 SPDS
基因的催化产物 SPD 是植物作为在胁迫信号转导

中的信号分子参与植物胁迫抗性机制的构建[7]有

关。同时，对人参施用外源 SPD 的研究结果表明，

一定浓度的 SPD 可诱导人参毛状根的生长，并促进

三萜皂苷的积累[15]。因此，作为逆境条件的内生真

菌引起的宿主刺五加 SPDS 基因的高表达，在三萜

皂苷合成相关酶基因的高表达并最终在宿主刺五加

体内形成植物保卫素（三萜皂苷）高量的现象中发

挥着重要的作用。 
本实验首次克隆了刺五加 SPDS 基因的 cDNA

全长序列，生物信息学的分析结果表明刺五加

SPDS 基因具有 SPDS 家族的基本结构及标志性序

列，并证实回接可提高刺五加皂苷量的 4 株内生真

菌，显著提高了宿主 SPDS 基因的表达量。研究结

果为阐明内生真菌提高刺五加皂苷量的基因机制，

及利用该基因对刺五加进行提高抗逆性的基因工程

研究奠定了基础。 
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