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三七法呢基焦磷酸合酶的基因克隆及序列分析

陈 莉，蓝秀万，李 坤，朱 华，吴耀生’

(广西医科大学生物化学与分子生物学教研室，广西南宁 530021)

摘 要：目的 对三七法呢基焦磷酸合酶(FPS)进行基因克隆及序列分析。方法 采用cDNA末端快速扩增法，以

三七根总RNA为模板扩增出三七FPS基因。结果 序列分析表明，所克隆的eDNA序列全长1 409 bp，开放阅读

框共编码343个氨基酸残基，推测的氨基酸序列与积雪草、灰白银胶菊、黄花蒿的FPS的氨基酸序列同源性最高，

分别达95％、87％、86％。结论首次分离并报道了三七FPS cDNA克隆，为进一步研究三萜皂苷生物合成机制及

其在提高植物药用价值方面的应用奠定基础。
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Genetic cloning and sequence analysis of farnesyl pyrophosphate synthase

in Panax notoginseng
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Abstract：Objective To clone and sequence the cDNA encoding farnesyl pyrophosphate synthase

(FPS)from Panax notoginseng．Methods The eDNA，encoding FPS in P．notoginseng，was amplified by

RACE strategy with the total RNA of root as the template．The fragment of FPS was cloned and se．．

quenced．Results The analysis results revealed that the full—length eDNA had 1 409 bp with an open

reading frame encoding 343 amino acids of protein．The FPS sequence had 95％，87 V0，and 86％amino

acid sequence homology to the FPS sequence of Centella asiatica，Parthenium argentatum，and Artemisia

annua，respectively．Conclusion The eDNA encoding FPS from P．notoginseng is cloned and reported．
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This works provide a foundation for exploring the mechanism of saponins biosynthesis and application to

the other medical plants．

Key words：Panax notoginseng(Burk．)F．H．Chen；farnesyl pyrophaophate synthase(FPS)；RACE

法呢基焦磷酸合酶(farnesyl pyrophaophate

synthase，FPS，EC 2．5．1．10)是一种异戊烯基转

移酶，是类异戊二烯途径的一个关键酶，它催化五碳

原子的异戊烯基焦磷酸(IPP)和二甲基丙烯基焦磷

酸(DMAPP)以1—4头尾连续缩合反应，形成15碳

的法呢基焦磷酸(FPP)[1]。FPP是植物体内甾体、皂

苷、倍半萜、橡胶等许多萜类衍生物质的合成前体，

这些物质在植物的生长发育或抗病过程中具有重要

作用‘2|。目前，已从拟南芥、玉米、银胶菊、辣椒和棉

花等10余种植物中克隆出编码FPS的基因，使植

物内萜类物质代谢调控机制和植物抗病机制研究深

入到分子水平。

三七Panax户sP“dogi卵sP卵g var· notoginseng

(Burk．)Hoo et Tseng是一味具有止血、散瘀、消

肿、定痛作用的传统中药，I临床上主要应用于治疗吐

血、咳血、衄血、便血、血痢、产后血晕、恶露不下、跌

打瘀血、外伤出血、痈肿疼痛。其有效成分主要为三

萜皂苷。本研究通过RACE这种以PCR为基础快

速分离包含37和57末端的全长eDNA的方法，在无

需构建eDNA文库的条件下，扩增获得了三七法呢

基焦磷酸合酶基因全长cDNA，并进行了序列分析

和比较。对从分子水平上探讨三七皂苷生物合成机

制具有重要意义，并为下一步法呢基焦磷酸合酶基

因在植物中的功能研究奠定基础。

1材料与方法

1．1材料：三七采自广西靖西县，为三七专业种植

户所种植。采集3～5年生的三七，分离根，以约5 g

为单位分装，迅速冻存于液氮中。

1．2试剂：3’Full RACE Core Set、pMD 18一T vec—

tor、末端脱氧核糖核酸转移酶(terminal deoxynu—

cleotidyl transferase，TDT)、dATP购自宝生物工程

有限公司，柱式胶回收试剂盒购自上海华舜生物工程

有限公司，其他试剂均购自上海生工生物工程技术服

务有限公司。E．coli XLl blue由广西大学惠赠。

1．3方法

1．3．1 三七根RNA的提取：参照王关林等口1的方

法加以改进后建立的异硫氰酸胍一步法。①称取2．5

g组织和100 mg PVP放于研钵中，加液氮研磨成粉

末，转移至离心管。②加15 mL异硫氰酸胍提取缓冲

液[4 mol／L异硫氰酸胍，25 mmol／L柠檬酸钠(pH

7．o)，o．5％十二烷基肌氨酸钠，用前加p巯基乙醇

至终体积分数为2％]，震荡离心管混合均匀。⑧依次

加入2 mol／L醋酸钠(pH 4．o)1．5 mL、酚15 mL和

氯仿一异戊醇(24：1)3 mL，旋涡震荡3 min，冰浴15

rain。4。C下15 000×g离心30 min，将上层水相转移

至另一离心管。④加入等体积氯仿，重复抽提一次。⑤

加1／3体积5 mol／L KAc，混匀，冰浴15 min，

13 000×g离心15 min，取上清。⑥加入1／10体积3

mol／L醋酸钠(pH 5．2)和等体积的异丙醇，混匀，短

暂离心，挑去管底沉淀。置一20．C冰箱冷冻30 min。

4。C下13 000×g离心30 min，去上清。⑦沉淀溶于5

mL异硫氰酸胍提取缓冲液，加入1／10体积3 mol／L

醋酸钠(pH 5．2)和等体积的异丙醇，混匀后置一20

℃冰箱冷冻30 min 1 h。4、C下13 000×g离心30

rain。⑧沉淀用70％乙醇洗两遍，控干。⑨用适量DE—

PC水溶解沉淀，一70℃保存。

1．3．2 37RACE扩增：根据基因库中已报道的已知

植物FPS基因保守区域分析结果，运用专业引物设

计软件Primer Premier 5．0设计5 7端引物：57GGA

CTA CAA TGT GCC TGG AGG 3 7，3端引物为由

3’一Full RACE Core Set提供的Oligod T一3
7

site

adaptor primer(Oligod T—CTG ATC TAG AGG

TAC CGG ATC C)，按3 7一Full RACE Core Set介

绍的方法进行eDNA第1条链合成和PCR扩增。用

AMV Reverse Transcriptase XL，50‘C，30 min合

成eDNA第l链，然后进行PCR扩增。反应条件：预

变性94℃、5 min；变性94℃、1 min；退火59℃、1

rain，延伸72℃、1．5 min。35个循环结束后72．C延

伸10 rain，取PCR产物在1．5％琼脂糖凝胶上电泳。

1．3．3克隆与测序：PCR产物从胶上回收后，克隆

入pMD 18一T vector，构建重组质粒，操作方法按

pMD 18一T vector重组操作说明书(宝生物工程有

限公司提供)进行。将重组质粒转化感受态E．coli

XLl blue，通过蓝白斑、Sal I／Xba I双酶切电泳及

PCR筛选重组子。抽提质粒DNA，送至上海鼎安生

物科技有限公司测序。

1．3．4 5 7RACE及其引物设计：根据3rRACE测序

结果，采用专业引物设计软件Primer Premier 5．0

设计基因特异性引物。其中RT引物为反转录引物；

S1和S2分别作为第1轮和第2轮PCR的下游引
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物。互补的含同聚尾的锚定引物和相应的接头引物

由3 7一Full RACE Core Set提供。RT引物：5 7TAT

ATC TTT CCC AAG AAT 37；S1：5 7TGG GAT

ATG GTT GCG AAG 37；S2：5 7ATC ATC AAG

CAC CAG AAA 3’。按下列方法进行eDNA第1条

链合成和PCR扩增。按Fermentas RevertAid。M

First strand cDNA synthesis Kit使用说明，以RT

引物作为特异性反转录引物，进行反转录反应，合成

cDNA第1链。用RNase H 30。C反应1 h降解mR—

NA—cDNA杂化双链中的mRNA，然后通过柱式胶

回收试剂盒纯化第一链cDNA，利用TDT在单链

cDNA的3'-末端加入同聚A尾，作为PCR扩增模

板。第1轮PCR反应条件为：预变性94℃、3 rain；

变性94℃、30 S；退火50．8‘C、30 S，延伸72、C、45

S。35个循环结束后72 vC延伸10 min。取第1轮

PCR产物作为模板，进行第2轮巢式PCR。第2轮

PCR反应条件为：预变性94℃、4 rain；变性94℃、

30 S，退火52．8℃、30 S，延伸72‘C、45 S。35个循环

结束后72℃延伸10 min，取PCR产物在1．5％琼

脂糖凝胶上电泳。

1．3．5克隆与测序：PCR产物从凝胶上回收后，克

隆入pMD 18一T vector，构建重组质粒，操作方法按

说明书进行。将重组质粒转化感受态E．coli XLl

blue，通过蓝白斑、Sal I／Xba I双酶切电泳及PCR

筛选重组子。抽提质粒DNA，送至上海鼎安生物科

技有限公司测序。

2结果与分析

2．1 37RACE和5 7RACE：37RACE和57RACE结

果如图1所示，37RACE得到约1．1 kb的单一带。5
7

RACE经过两轮巢式PCR扩增出约450 bp的片

段，与引物设计位置基本一致。

2．2 PCR产物的克隆与测序：分别将PCR产物从

胶上回收后插入pMD 18一Tvector上，转化到感受

态E．coli XLl blue内，分别挑取两个白斑，提取质

粒DNA后经Sal I／x施I双酶切及PCR鉴定，分

别见有约1．1 kb和450 bp的插入片段(电泳图见

图2)。取两种质粒进行测序，克隆的基因片段分别

为1 177 bp和445 bp。结果证明已分别将3’RACE

所得的1．1 kb片段，57RACE所得的445 bp片段成

功克隆进入pMD 18一T vector上。

2．3序列分析：应用Vector NTI Suite 6软件对两

条序列测序结果进行拼接，获得的三七FPS基因全

长为1 409 bp，核酸序列及推测的氨基酸序列见图

3。翻译起始位点为130碱基处，polyA信号位于

1-3’RACE M—DNA Marker(GeneRulerl”100 bp

DNA Ladder Plus) 2—5’RACE

图1 FPS 37RACE(A)和5‘RACE(B)琼脂糖凝胶电泳

Fig．1 Agarose gel electrophorogram of FPS fragment

amplified by 3’RACE(A)and 5’ARCE(B)

A—M：Marker 1—3’RACE重组质粒经Sal I／五ba I酶切结果

B—M：Marker 1-5’RACE重组质粒经Sal I／Xba l酶切结果

A—M：NDA Marker(1 kb DNA Ladder) 1-recombinant

plasmid with 37RACE digested by Sal 1／Xba I

B—M：NDA Marker(GeneRuler’”1 00 bp DNA Ladder Plus)

1一recombinant plasmid with 5
7

RACE digested by Sal 1／Xba I

图2 37RACE(A)和5’RACE(B)产物重组质粒酶切

鉴定图

Fig．2 Identification of recombinant plasmid

with 37RACE(A)and 5’RACE(B)

1 396 bp，开放阅读框共编码343个氨基酸。本实验

所克隆的基因序列已提交至GenBank，序列号为

DQ059550。使用NCBI Blast查询，发现三七FPS基

因的氨基酸序列与积雪草、灰白银胶菊、黄花蒿的

FPS氨基酸序列的同源性最高，分别为95％、87％

和86％。核酸序列同源性分别为81％、66％和

68％。同时在GenBank中未查询到五加科植物的

FPS基因，因此笔者首次分离并报道三七FPS cD—

NA克隆。

以IPP为底物的酶，包括异戊烯基转移酶和萜

类合成酶等，都具有DDXXD保守域。异戊烯基转移

酶则具有两个共同的氨基酸序列保守域[LIVM]

[LIVM]XDDXXDXXXXRRG 和[LIVMFY]

GXXFQ[-LIVM]XDD[-LIVMFY]X[-DN][4'5]，它们
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l GATAcGC^cTcTcTcT^cCTCTTTcTcTcTcTATCGGACCATTTTCTl℃TA

52 TC^G从TCcTc^TCTc^CCGcTcTTTcTOcCTCACGcAcAA从AcACACAc

103_翻』Z仍翻翻a翻rAAACAGCCAGAATGAGCGATCTGAAGACGAGATTT

M S D L K T R F

154讯娲嗡矗吼呶@GTTCTG硪讯C嗡嗡殴蝴ch喻G畹院删c
L E V Y S V L K S E L L N D P A F

205 G月G”翻∞GATGATTCT03CCAATGGGTCGAGCGGATGCTGGACTATAAT

E F T D D S R Q W V E R M L D Y N

256 G脚GGAC×2AA^GCTG从CcG^GGGcTG亿TGTT^TTGAcAGcTAc从G
V P G G K L N R G L S V I D S Y K

307 TTAcTG从^GAAGGA从^G从cTAAGTG^TG^TG从ATTTTTcTTTC从GT

L L K E G K E L S D D E I F L S S

358 GcAcll优TTGGTGCATTGAATGGCTTCAAGCTrATTTTCTGGTC-CTTGAT

A L G霄C I E W L Q A Y F L V L D

409 GATAn谴TGG^T^GaF陀^TAcGc“觚AGGTc从cccl弓TTGGTllcAGA

D I M D S S H T R R G Q P C■F R

460 TTAccT从GGTTGGT^TGATTGcCGT从ATG^TGGcATATT^cTTcGc从C

L P K V G M I^V N D G I L L R N

5ll C^TATcccAAGG^T1研m^GAAGcATTTcOGAc从从GCcTT^cTATGTG

H I P R I L K K n F R Q K P Y Y V

562 G峨吼m娲峨镪虹nAAlGh蝴AGAA=ncc晦憾编Cn铺％蛇嗡
D L L D L F N E V E F Q T A C G Q

613朋拧ATAGA77矧翮倒∞口搿埘吲翻鲥朋翻口符TCGAAATAC
M I D L I T T L V G E K D L S K Y

664 TCATTGccc^TTc^僦GGATTGTGc^GT^C“^^CTGcTTACTAcTcA
S L P I H R R I V Q Y K T A Y Y S

715 TTTT脚cc^GTGGcc眦^cTTcTTATGTcAGGTG从GATcTGG^G
F Y L P V A C A L L H S G E D L E

766从ACATTT删ATGTAAAGGACATAcTTATTG从AT删ccTATTn
K H L L D V K D I L I E M G T Y F

817 CAAGTGcAGGATGATTATCTGGATT踟GGllGCAccTGAGGTGATTGGA
Q V Q D D Y L D C F G A P E V I G

8鹋从G^TTGGc^c^GATATTG从GA竹Tc^^册0cTGG订GGT^G1I从从
K I G T D I E D F K C S■L V V K

919 GCAcTGG^^cTTTcT从cG^GG^^CA^^^G^^GT丌TTACATGAGAACTAT

A L E L S N E E Q K K F L H E N Y

970 GG从AGGATG^TccGGocTcTGTAGcA从AGTGA从6A叮盯T^T从C^cT

G K D D P A S V A K V K E L Y N T

1021 a翻月反?77翻6鲥粥朋力砷；口捌G删巧并翻删甜铡矧DuG
L K L Q D V F A E Y E S K S Y D K

1072 TTGATC^从TTC^TTG从G饿ATocGAGccA^删^c从GcAGTG竹A
L I K F I E A H P S Q A V Q A V L

1123从ATc^JncTTGGG^从GAT^TAT从GcGGc从_从GT¨GTA^TtTGcTc^

K S F L G K I Y K R Q K stop

l 174 GcGc0G^GTT^GGATTTCAAGGAATTTG^^TG^^Gc盯rocccGG^T^TTc

1225 A刀嚣朋刖聆四日孔¨劂成；矧月6乃艿7了珏7}露艿删咒了翻掰朋翻r
1276飞晦11虢帆憾1GKm讯讯1强￡¨矾¨6峨∞汽哦K1哦mhK
1327讯¨¨1乜嗡K￡t吼G气、1、哦嘁￡喁C：m¨娲1讯峨1cK¨^¨At

1378 TTTGTl_G^TT^TTGTTCC^^^^^^^^^^^A^^

图3 FPS cDNA序列及推测的氨基酸序列

Fig．3 Nucleotide and deduced amino sequence

of cDNA encoding FPS

也存在于三七FPS基因推测肽链的90～104氨基

酸残基FLVLDDIMDSSHTRRG]和225～237氨基

酸残基[MGTYFQVQDDYLD]处。这两个富含天

冬门氨酸区域，可能代表这一类酶的活性中心[4~6]。

3讨论

对三七有效成分三七皂苷合成途径功能酶基因

FPS的克隆研究，笔者采用了RACE技术。其中，5
7

RACE是RACE技术的难点。采用TDT法进行5
7

RACE，并对其进行了改良：首先，将dATP的终浓

度由0．5 mmol／L改为1 mmol／L；其次，在加入

TDT之前，先94℃变性3 min，将可能存在的DNA

双链变性成为单链DNA；最后，延长反应时间，37

_C保温过夜E7|。经PCR产物测序，证实可经济有效

地获得5’末端未知序列。从而为TDT加尾法在

5 7RACE技术中的应用提供了实验证据。但由于

PCR反应的复杂性，对于不同的DNA序列各种反

应条件仍需作适当摸索方能达到最佳效果。

近年来，皂苷合成的分子机制及其调控已成为

人参属植物研究的前沿和热点。利用RACE技术克

隆了三七FPS cDNA，这对进一步研究三七三萜皂

苷生物合成途径及其代谢调控、FPS基因的表达特

征以及利用细胞或组织工程技术促进三七皂苷合成

具有重要意义。
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