
·5212· 中草药 2024 年 8 月 第 55 卷 第 15 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2024 August Vol. 55 No. 15 

   

• 药材与资源 • 

地涌金莲 O-甲基转移酶基因的克隆与表达分析  

吴君芝 1, 2，林谷音 1, 2，王  帆 1, 2，李丕睿 2，吕  威 2，赵万里 2*，陈  雨 1, 2* 

1. 南京中医药大学，江苏 南京  210023 

2. 江苏省中国科学院植物研究所（南京中山植物园），江苏 南京  210014 

摘  要：目的  克隆地涌金莲 Musella lasiocarpa 中 O-甲基转移酶（O-methyltransferase，OMT）基因，并对其进行生物信息

学及表达模式分析。方法  基于地涌金莲转录组数据，筛选并原核表达了 3 条 MlOMTs 酶基因（MlOMT1、MlOMT2 和

MlOMT3）。利用软件对其进行生物信息学分析，利用 MEGA11 构建系统发育树，采用实时荧光定量 PCR 检测基因表达模

式。结果  PCR 扩增得到 3 条 MlOMTs 基因；3 个 MlOMT 蛋白长度为 289～400 个氨基酸，相对分子质量在 3 147 360～

4 526 756，3 个蛋白均为不稳定的亲水性蛋白，其中 MlOMT1 和 MlOMT2 不含跨膜区，MlOMT3 存在 2 个跨膜螺旋，其 N

端位于胞质内。3 个蛋白主要定位于叶绿体，不含有信号肽，主要由 α-螺旋和无规则卷曲构成，含有 SAM 依赖的甲基转移

酶超家族的保守结构域，属于 SAM 依赖的甲基转移酶超级家族。系统进化分析表明，MlOMT1 与来源于大麦 Hordeum vulgare

的 Hv7OMT 和粳稻 Oryza sativa subsp. japonica 的 OsOMT17 聚为一支，MlOMT2 与冰叶日中花 Mesembryanthemum 

crystallinum 的 McPFOMT 聚为一支，而 MlOMT3 与拟南芥 Arabidopsis thaliana 的 AtCCoAOMT1 聚为一支，表明它们亲缘

关系较近，推测它们具有类似的生物学功能。通过对表达条件的初步优化，重组工程菌 pMal-c4X-MlOMT1 和 pMal-c4X-

MlOMT2 在大肠杆菌 BL21（DE3）中实现蛋白可溶性表达。组织特异性表达分析结果显示，MlOMT1 在地涌金莲不同组织

相对表达量为：叶片＞苞片＞种子，MlOMT2 和 MlOMT3 相对表达量为：苞片＞种子＞叶片。结论  成功克隆获得地涌金

莲 3 条 MlOMTs 基因并进行生物信息学分析和原核表达，为后续酶的功能表征奠定基础。 
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Cloning and expression analysis of O-methyltransferase genes in Musella lasiocarpa 
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Abstract: Objective  To clone the O-methyltransferase (OMT) genes in Musella lasiocarpa and analyze their bioinformatics 

information and expression patterns. Methods  Three MlOMTs enzyme genes (MlOMT1, MlOMT2 and MlOMT3) were screened 

based on the transcriptomic data of M. lasiocarpa and prokaryotically expressed. Online software were used for bioinformatics analysis. 

Phylogenetic tree was constructed using MEGA11. Real-time fluorescence quantitative PCR was conducted to detect gene expression 

patterns. Results  Three MlOMTs were cloned by PCR. The lengths of the three MlOMT proteins ranged from 289 to 400 amino 

acids, and the range of the predicted molecular weight was from 3 147 360 to 4 526 756. Three MlOMTs were unstable hydrophilic 

proteins. Both MlOMT1 and MlOMT2 lacked transmembrane regions, whereas MlOMT3 had two transmembrane helices with its N-

terminal located in the cytoplasm. All the three proteins were mainly localized in chloroplasts, without signaling peptides. They mainly 

consisted of α-helical and irregular coiled structures, and contained conserved domains of the SAM-dependent methyltransferase 

superfamily. Phylogenetic analysis revealed that MlOMT1 clustered with Hv7OMT from Hordeum vulgare and OsOMT17 from Oryza 
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sativa subsp. Japonica, while MlOMT2 clustered with McPFOMT from Mesembryanthemum crystallinum. Additionally, MlOMT3 

clustered together with AtCCoAOMT1 from Arabidopsis thaliana. The close relationships mentioned above suggested they might have 

similar biological functions. The soluble protein expression of recombinant vectors pMal-c4X-MlOMT1 and pMal-c4X-MlOMT2 in 

BL21(DE3) was achieved through preliminary optimization of the expression conditions. Tissue-specific expression analysis showed 

that relative expression levels of MlOMT1 varied across different tissues as follows: leaves > bracts > seeds; whereas relative expression 

levels of MlOMT2 and MlOMT3 were found as bracts > seeds > leaves. Conclusion  The cloning, bioinformatics analysis and 

expression analysis of three MlOMTs of M. lasiocarpa was completed, which lays the foundation for characterizing their functions. 

Key words: Musella lasiocarpa (Franch.) C. Y. Wu ex H. W. Li; methyltransferase; gene cloning; quantitative real-time PCR; 

bioinformatics analysis 

地涌金莲 Musella lasiocarpa (Franch.) C. Y. Wu 

ex H. W. Li是芭蕉科（Musaceae）地涌金莲属Musella 

L.的多年生大型丛生草本植物，为我国特有单种属

植物[1]。因其花絮直立于假茎之上，状似莲花，被誉

为佛教圣花，又名千瓣莲花、地金莲、千叶佛莲、

矮芭蕉等[2]。地涌金莲原产于我国云南和四川地区，

其花可入药，具有收敛止血作用，民间用于治疗白

带、红崩及大肠下血，茎汁可用于解酒及草乌中毒，

是西南地区民族医药的宝贵资源[3]。已有研究从地

涌 金 莲 中 分 离 鉴 定 含 苯 基 非 那 烯 酮

（phenylphenalenone）类、二芳基庚烷类、甾醇类、

长链脂肪类和黄酮类等化学成分合计 52 个，其中

苯基非那烯酮类化合物 34 个[4-6]，是该植物的主要

次生代谢产物。苯基非那烯酮类化合物是一类源自

苯丙氨酸合成途径的多环二芳基庚烷类天然产物，

目 前 主 要 发 现 分 布 于 单 子 叶 植 物 芭 蕉 科

（Musaceae）、旅人蕉科（Strelitziaceae）和雨久花科

（Pontederiaceae）植物中[7]，是香蕉及其近缘植物中

的自身防御性成分，在抵御害虫、寄生线虫、病原

微生物侵袭方面发挥了重要作用[8-11]。 

O-甲基化是植物次生代谢产物重要的常见后

修饰，可以改变次生代谢物的物理化学特性，包括

稳定性、溶解度等，形成了丰富的天然产物结构[12]。

目前已经从芭蕉科等上述 3 科单子叶植物中分离得

到了具有多个羟基位点 O-甲基化修饰的苯基非那

烯酮类天然产物[13]。经 O-甲基化修饰的苯基非那烯

酮类化合物通常可以增强其生理活性。例如，

Hidalgo 等[14]发现苯基非那烯酮 O-甲基化后可以显

著增强其对香蕉黑条叶斑病的病原体—斐济球孢菌

的抑菌活性。Lazzaro 等[15]研究发现，苯基非那烯酮

4′位羟基 O-甲基化后对引起香蕉枯萎病（香蕉巴拿

马病）的病原体尖孢镰刀菌的抑菌活性更强。地涌

金莲中已鉴定的苯基非那烯酮类化合物多为其 O-

甲基化产物[4-6]，提示该植物存在丰富的苯基非那烯

酮 O-甲基化后修饰酶，是研究挖掘该类后修饰酶基

因的理想植物对象。 

植物次生代谢产物的 O-甲基化是以 S-腺苷蛋

氨酸（S-adenosylmethionine，SAM）作为甲基供体，

由 O-甲基转移酶催化完成的[16]。SAM 依赖的 O-甲

基转移酶通常相对分子质量在 23 000～43 000，具

有 SAM 结合保守结构域[17]。SAM 依赖的 O-甲基

转移酶在苯丙烷类化合物、香料如香草醛、激素如

褪黑素、抗生素如芳香族聚酮化合物、生物柴油如

脂肪酸甲酯、生物碱等次生代谢产物的生物合成中

发挥着重要的功能[18]。然而，目前鲜见参与苯基非

那烯酮生物合成的 O-甲基转移酶的报道。本研究以

地涌金莲种子转录组数据为参考，筛选到 3 条表达

量高的 O-甲基转移酶基因，命名为 MlOMT1、

MlOMT2、MlOMT3。对其进行特异性引物设计，通

过 PCR 技术克隆 cDNA 全长，随后进行了生物信

息学分析、初步原核表达，并采用实时荧光定量

PCR 方法检测了 3 个 O-甲基转移酶基因在地涌金

莲种子、叶片、苞片中的表达水平。本研究结果可

以为进一步鉴定 MlOMT1、MlOMT2 和 MlOMT3

的催化功能奠定基础，为解析苯基非那烯酮 O-甲基

化后修饰的分子机制提供参考。 

1  材料与仪器 

1.1  材料 

地涌金莲采集于云南省楚雄市南华县，移栽至

江苏省中国科学院植物研究所实验基地，经江苏省

中国科学院植物研究所陈雨研究员鉴定为芭蕉科植

物地涌金莲 M. lasiocarpa (Fr.) C. Y. Wu ex H. W. Li。 

1.2  仪器 

Nano100 型微量分光光度计（杭州奥盛仪器有

限公司）；Veriti 96-Well 型梯度 PCR 仪（Applied 

Biosystems）；Tanon EPS-300 型琼脂糖凝胶电泳仪

（上海天能生命科学有限公司）；BIO-RAD CFX-

Opus 96 荧光定量 PCR 仪（美国 BIO-RAD 公司）；
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凝胶成像仪（上海天能生命科学有限公司）；垂直

电泳仪（上海天能生命科学有限公司）。 

2  方法 

2.1  总 RNA 提取与 cDNA 合成 

取地涌金莲的新鲜种子、叶片和苞片于液氮中

保存，研钵预冷，在钵体中将样品迅速研磨成粉，

按照多糖多酚植物总 RNA 提取试剂盒（天根生化

科技北京有限公司）说明书提取 RNA，设置 3 个生

物学重复，−80 ℃保存备用。接着使用 HiScript Ⅲ 

1st Strand cDNA Synthesis Kit（南京诺唯赞生物科技

股份有限公司），以 Oligo（dT）18Primer 为引物，

将 RNA 逆转录成 cDNA，用作基因克隆和荧光定量

PCR 的模板。 

2.2  地涌金莲 O-甲基转移酶基因筛选与克隆 

基于课题组前期得到的地涌金莲种子转录组数

据（GeneBank：PRJNA1009687），以 O-甲基转移

酶保守结构域 PF01596.12 或 PF00891 进行

HMMER 检索和同源比对[19-20]，获得 3 条表达量较

高的 O-甲基转移酶基因——MlOMT1、MlOMT2、

MlOMT3 的完整基因序列。使用诺唯赞的在线引物

设计工具 CE Design 设计 MlOMT1 无缝克隆的引

物，线性化酶切位点选择 EcoR I 和 Sal I，小写字母

表示同源臂。使用 SnapGene 设计 MlOMT2 和

MlOMT3 基因扩增的双酶切引物，酶切位点选择

EcoR Ⅰ和 Sal Ⅰ（引物序列见表 1）。 

使用高保真酶 Phanta Max Super-Fidelity DNA 

Polymerase P505（南京诺唯赞生物科技股份有限

公司）扩增片段。PCR 总体系 50 μL，包括各组织

cDNA 混和模板 1 μL，上、下游引物各 2 μL，2×

Phanta Master Buffer 25 μL，dNTP 1 μL，ddH2O 18 

μL。PCR程序为：预变性 95 ℃，3 min；变性 95 ℃，

15 s；退火 58 ℃，15 s；72 ℃延伸 2 min，循环

35 次；72 ℃彻底延伸 5 min。扩增产物加入 5 μL 

10×Loading Buffer 混合均匀，经 1%琼脂糖凝胶

电泳检测，切胶回收目的基因条带。参照

E.Z.N.A.Gel Extraction Kit（美国 Omega 公司）说

明书回收目的片段。 

使用 Axygen 质粒小量抽提试剂盒提取质粒

pMal-c4X，随后采用 Takara 的 EcoR Ⅰ和 Sal Ⅰ快切

酶线性化载体 pMal-c4X。线性化体系：先加入 Sal 

Ⅰ在 37 ℃酶切 30 min，再加入 EcoR Ⅰ酶切 1 h，酶

切产物加入 5 μL 10×Loading Buffer 混和均匀，

经 1%琼脂糖凝胶电泳检测，切胶回收目的条带。

采用诺唯赞 C112 无缝克隆试剂盒对 MlOMT1 与

线性化载体 pMal-c4X 进行连接。MlOMT2、

MlOMT3 基因片段经 EcoR Ⅰ/Sal Ⅰ双酶切后与线性

化载体 pMal-c4X 通过 T4 DNA 连接酶连接

（Takara 公司，4 ℃过夜）。连接液转化大肠杆菌

DH5α 感受态细胞，菌落 PCR 筛选阳性菌落送至

安徽通用生物公司测序。

表 1  MlOMTs 基因扩增和 qRT-PCR 验证的引物序列 

Table 1  Primer sequences of MlOMTs used for PCR amplification and qRT-PCR validation 

引物名称 引物序列 (5’→3’) 扩增大小/bp 

MlOMT1-F agggaaggatttcagaattcGGCGACACCCTCCTCCCA 
1 125  

MlOMT1-R aagcttgcctgcaggtcgacCTAATAGTGAGGCACTGTTGCTGTAA 

MlOMT2-F CCGGAATTCAAAGCAGGTGATCGCCTCTATG 
1 230  

MlOMT2-R ACGCGTCGACTCAAGCTTTCTTCCTCTTCAAGCC 

MlOMT3-F CCGGAATTCCGTACGGCGAGTTCGACTCGGCAC 
1 071  

MlOMT3-R ACGCGTCGACTCAGCACATGTCGGCGGCCCAG 

EF-α_qPCR-F CATTCAAAAACCACTACCCATC 
 138  

EF-α_qPCR-R CTCCATTCATTTCAGTCATCGC 

MlOMT1_qPCR-F TCCAAGGTGCTTCAGGAACTGTCCC 
 151  

MlOMT1_qPCR-R GTCTGGGACTCGTCATAA 

MlOMT2_qPCR-F ATCACAGAGACGAGTCCACCCC 
 192  

MlOMT2_qPCR-R TTCCGCTAACAGGCCCCATAAA 

MlOMT3_qPCR-F GCGGAGTGGGAGTGGTGTG 
 143  

MlOMT3_qPCR-R GGGCTTTCGGAAGGAGACG 
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2.3  MlOMTs 生物信息学分析 

使用在线网站对MlOMTs进行蛋白质序列生物

信息学分析（ExPASy、NCBI-Conserved Domains、

PSORT、 SignalP-4.1、TMHMM-2.0、 SOPMA、

SWISS-MODEL），有关网址见表 2[21-22]。蛋白质系

统进化分析利用 MEGA 11 软件。

表 2  生物信息学分析在线程序及网址 

Table 2  Bioinformatics online programs and websites 

在线程序 网址 

ExPASy-ProtParam https://web.expasy.org/protparam/ 

ExPASy-ProtScale https://web.expasy.org/protscale/ 

NCBI-Conserved Domains  

PSORT 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd 

https://wolfpsort.hgc.jp/ 

SignalP 4.1Server https://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP4.1/ 

TMHMM https://services.healthtech.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/ 

SOPMA https://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi- bin/npsa_automat.pl?page=npsa_sopma.html 

SWISS-MODEL https://swissmodel.expasy.org/ 

2.4  MlOMTs 原核表达 

将构建成功的重组质粒导入大肠杆菌 BL21

（DE3）感受态细胞中，导入成功的菌株接入 100 mL

的 LB 培养基中，在 37 ℃、200 r/min 摇床中培养

3.5 h，随后加入 0.4 mmol/L IPTG 在 16 ℃下诱导

16 h。将诱导好的菌液于 4 ℃低温下 6 000 r/min 离

心 10 min，弃上清，菌体加入 10 mL Tris-HCl buffer

（pH 7.4）重悬。重悬菌液超声破碎，设置参数为 30%

功率，超声 3 s 停 3 s，超声 20 min。超声结束后，

将细胞破碎液 4 ℃、12 000 r/min 离心 2 min，分离

上清与沉淀。上清液加入 5×protein loading buffer 于

金属浴中 100 ℃煮沸 10 min。离心后的菌体加入

Tris-HCl buffer 重悬，同上操作制备蛋白样品。待蛋

白样品冷却后进行 SDS-PAGE（12%）电泳分析。 

2.5  qRT-PCR 

从地涌金莲转录组中筛选得到了注释为 EF-α、

ACT-1、UBQ-1、UBQ-2 的内参基因。经预实验筛选，

以 EF-α 表达量最稳定，选择 EF-α 作为内参基因。

使用 Primer Premier 5.0 软件设计引物（表 1）。以

地涌金莲种子、叶片、苞片的 cDNA 为模板，设置

3 个生物学重复。使用 SYBR 荧光染料法进行定量

PCR 实验（Q111 试剂，南京诺唯赞生物科技有限公

司），反应体系 20.0 μL，含 1 μL cDNA 模板，上、

下游引物各 0.4 μL，10 μL 2×AceQ qPCR SYBR 

Green Master Mix，8.2 μL 无菌水。使用荧光定量

PCR 仪（BIO-RAD CFX-Opus 96）进行检测，反应

程序：预变性 95 ℃、30 s，变性 95 ℃、10 s，退

火 60 ℃、30 s，循环 40 次；60 ℃采集荧光信号。

检测数据采用 2−ΔΔCt 法计算相对表达量。 

3  结果与分析 

3.1  O-甲基转移酶基因克隆 

以 O-甲基转移酶保守结构域 PF01596.12 或

PF00891 进行 HMMER Search 和同源比对，获得 3 条

表达量较高的基因—MlOMT1（XP_ 009396994. 1）、

MlOMT2 （ XP_009381663.1 ） 、 MlOMT3

（XP_009416086.1）的完整基因序列。通过 PCR 方

法扩增出 3 条 MlOMTs 基因，琼脂糖凝胶电泳结果

见图 1。MlOMT1 基因全长为 1 125 bp，包含 1 个

1 095 bp 的完整开放阅读框；MlOMT2 基因全长 1 230 

bp，包含 1 个 1 203 bp 的完整开放阅读框；MlOMT3 基

因全长 1 071 bp，包含 1 个 870 bp 的开放阅读框。 

 

M-Marker；1-MlOMT1；2-MlOMT2；3-MlOMT3。 

图 1  地涌金莲 MlOMTs 基因的扩增结果 

Fig. 1  Amplification result of MlOMTs from M. lasiocarpa 
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3.2  MlOMTs 理化性质和跨膜区域分析、亚细胞定

位预测及信号肽预测 

利用 Expasy 在线网站对 MlOMTs 基因编码蛋

白的相对分子质量、等电点、氨基酸组成等特征进

行分析，见表 3。ExPASy-ProtParam 分析表明地

涌金莲 MlOMT1 基因编码 374 个氨基酸，蛋白质

分子式 C1849H2908N498O547S11，含有 40 个碱性氨基

酸（Arg＋Lys）和 40 个酸性氨基酸（Asp＋Glu），

等电点为 7.1，不稳定指数为 48.01；MlOMT2 基因

编 码 400 个 氨 基 酸 ， 蛋 白 质 分 子 式

C2029H3156N544O601S15，含有 44 个碱性氨基酸（Arg＋

Lys）和 52 个酸性氨基酸（Asp＋Glu），等电点为

5.76，不稳定指数为 49.25。MlOMT3 基因编码 289

个氨基酸，蛋白质分子式 C1392H2243N411O389S16，含

有 34 个碱性氨基酸（Arg＋Lys）和 24 个酸性氨基

酸（Asp＋Glu），等电点为 9.84，不稳定指数为 45.56。

ExPASy-ProtScale 分 析 结 果 表 明 MlOMT1 、

MlOMT2 和 MlOMT3 蛋白具有亲水性（图 2-A～

C）。3 个蛋白不稳定指数均＞40，是不稳定的亲水

性蛋白。用 TMHMM-2.0 Server 对 MlOMT1、

MlOMT2 和 MlOMT3 跨膜结构在线分析，结果如

图 2-D～F 所示。MlOMT1 和 MlOMT2 不具有跨膜 

表 3  MlOMTs 蛋白的理化性质分析 

Table 3  Physicochemical properties analysis of MlOMTs protein 

基因名称 氨基酸数目 相对分子质量 等电点 不稳定指数 脂肪系数 亲水性平均值 亲疏水性 

MlOMT1 374 4 121 910 7.10 48.01 88.74 0.183 亲水性 

MlOMT2 400 4 526 756 5.76 49.25 86.47 0.321 亲水性 

MlOMT3 289 3 147 360 9.84 45.56 96.30 0.108 亲水性 

 

A, D-MlOMT1; B, E-MlOMT2; C, F-MlOMT3. 

图 2  MlOMTs 蛋白亲水性预测 (A～C) 和跨膜结构域 (D～F) 

Fig. 2  Prediction of protein hydrophilicity (A—C) and transmembrane domains (D—F) of MlOMTs 
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区，属于非跨膜蛋白；MlOMT3 存在 2 个跨膜螺旋，

共有 52 个氨基酸位于跨膜螺旋内，前 60 个氨基酸

中有 25 个氨基酸位于跨膜区，跨膜结构主要定位

于 N 端，N 端位于胞质内。WOLF PSORT 亚细胞

定位结果初步判断 MlOMT1、MlOMT2 和 MlOMT3

主要定位于叶绿体。Singal IP 4.1 预测 MlOMT1、

MlOMT2 和 MlOMT3 不含有信号肽，属于非分泌

蛋白质。 

3.3  MlOMTs 二级结构分析及三维结构预测 

SOPMA 预测蛋白的二级结构如图 3 所示，

MlOMT1 蛋白含有 41.93%的 α-螺旋、11.20%延伸

链、5.21%的 β-转角、41.67%无规则卷曲；MlOMT2

蛋白含有 46.45%的 α-螺旋、15.40%延伸链、4.65%

的 β 转角、33.50%无规则卷曲；MlOMT3 蛋白含有

60.9%的 α-螺旋、11.76%延伸链、5.54%的 β-转角、

21.80%无规则卷曲。

        

蓝色代表 α-螺旋，红色代表 β-转角，紫色代表无规则卷曲。 

Blue represents alpha helix, red represents beta turn, and purple represents random coil. 

图 3  MlOMTs 的二级结构预测 

Fig. 3  Secondary structure prediction of MlOMTs

采用 SWISS-MODEL 进行三维结构同源建模，

蛋白结构如图 4 所示。结果显示 MlOMT1 与结构模

板 Q33AG7_ORYSJ（Oryza sativa subsp japonica）的

氨基酸序列同源性达到 70.98%，GMQE 值为 0.82；

MlOMT2与A0A4S8JDQ9_MUSBA（Musa balbisiana）

的氨基酸序列同源性达到 75.38%，GMQE 值为 0.89；

MlOMT3 与 A0A2I0B4T2_9ASPA （ Apostasia 

shenzhenica）的氨基酸序列同源性达到 72.44%，

GMQE 值为 0.86，预测有 1 个跨膜结构域，三维结构

预测与二级结构预测结果一致，预测效果较好。

 

图 4  MlOMTs 蛋白三维结构预测 

Fig. 4  3D structure prediction of MlOMTs protein 

3.4  MlOMTs 保守结构域预测和系统发育分析 

使用 NCBI-Conserved Domains 进行保守结构

域分析，结果显示 MlOMT1、MlOMT2 和 MlOMT3

均含有 SAM 结合保守结构域，属于 SAM 依赖的甲

基转移酶超级家族（图 5）。 

为了分析MlOMT1、MlOMT2 和MlOMT3的进化

关系及可能功能，选择已报道的其他物种甲基转移酶与

MlOMT1、MlOMT2 和 MlOMT3 的氨基酸序列进行比

对，利用 MEGA11 软件构建系统发育树（Maximum 

Likelihood 法）。结果表明 MlOMT1 与大麦 Hordeum 

vulgare 的Hv7OMT 和粳稻Oryza sativa subsp. japonica

的 OsOMT17 聚为一支，MlOMT2 与冰叶日中花

Mesembryanthemum crystallinum 的 McPFOMT 聚为一

支，而MlOMT3与来源于拟南芥Arabidopsis thaliana的

AtCCoAOMT1聚为一支（图 6），上述结果表明它们亲

缘关系较近，可能具有类似的功能。 
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图 5  MlOMTs 蛋白保守结构域预测 

Fig. 5  Conserved domain analysis of MlOMTs

 

图 6  地涌金莲 MlOMTs 与其同源蛋白的系统进化分析 

Fig. 6  Phylogenetic analysis of MlOMTs and their homologous proteins in M. lasiocarpa

3.5  MlOMTs 原核表达 

使用 SDS-PAGE 电泳对 MlOMTs 大肠杆菌工

程菌表达的蛋白进行检测，SDS-PAGE 结果见图 7。

结果表明，融合 MBP（42 000）标签的 MlOMT1 和

MlOMT2 在重组大肠杆菌中检测到符合目的蛋白

相对分子质量的条带，表明其在大肠杆菌中能够可

溶性表达，其中 MlOMT1 能实现大量的可溶性蛋白

表达。而对含有 MlOMT3 的菌株中的蛋白进行检

测，发现该条件下 MlOMT3 无可溶性表达。 

3.6  MlOMTs 基因表达分析 

为了探究 MlOMT1、MlOMT2 和 MlOMT3 基因

在地涌金莲组织中的相对表达情况，采用实时荧光

定量 PCR 技术检测 MlOMTs 基因在不同组织中特

异性表达量。如图 8 所示，以种子为参照，MlOMT1

在叶片中具有显著性高表达，苞片其次，种子中

相对表达量最低；MlOMT2 在苞片中显著性高表 

 

M-Marker；1-pMal-c4X 沉淀；2-pMal-c4X 上清；3-MlOMT1 沉

淀；4-MlOMT1 上清；5-MlOMT2 沉淀；6-MlOMT2 上清；7-

MlOMT3 沉淀；8-MlOMT3 上清。 

M-protein molecular marker; 1-pMAL-c4X sediment; 2-pMAL-c4X 

supernatant; 3-MlOMT1 sediment; 4-MlOMT1 supernatant; 5-

MlOMT2 sediment; 6-MlOMT2 supernatant; 7-MlOMT3 sediment; 8-

MlOMT3 supernatan. 

图 7  MlOMTs 重组蛋白 SDS-PAGE 检测 

Fig. 7  SDS-PAGE analysis of recombinant MlOMTs 

达，种子和叶片中表达量较低；MlOMT3 在苞片

中显著性高表达，种子中表达量其次，叶片中表

达量最低。

ObFOMT1（罗勒 K0I977） 
SbOMT3（高粱 A8QW53） 
VvCCoAOMT（葡萄 C7AE94） 
OsOMT1（日本水稻 Q6ZD89） 
CdFOMT5（扁平橘 A0A125T1T5） 
ChOMT（紫花苜蓿 P93324.1） 
MaOMT3（小果野蕉 XP009381663.1） 

MlOMT1（地涌金莲 XP_009396994.1） 
Hv7OMT（大麦 Q43771） 
OsOMT17（水稻 NP001409543.1） 
SbCCoAOMT（高粱 5KVAA） 
MpOMT1（马钱子 KAG6558114.1） 
PaCCoAOMT（银白杨 A0A4U5Q615） 
MsCCoAOMT（紫花苜蓿 Q40313） 
SbOMT1（双色高粱 A8QW52） 
VpOMT4（扁叶香果兰 F2YP45） 
BoMT（红木 QTZ19622.1） 
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不同小写字母代表显著差异（P＜0.05）。 

Different lowercase letters indicate significant difference (P < 0.05). 

图 8  MlOMTs 在地涌金莲不同组织部位中的相对表达量 

Fig. 8  Relative expression level of MlOMTs in different tissues of M. lasiocarpa

4  讨论 

O-甲基转移酶参与到药用植物活性成分如苯

基非那烯酮生物合成的重要步骤，前人为了探索苯

基非那烯酮类化合物 O-甲基化的生物合成发生阶

段，2010 年 Otálvaro 等[23]使用 13C 稳定同位素饲喂

栽培香蕉无菌苗 M. acuminata cv. William，并通过

核磁共振技术导向分离标记化合物。研究结果表明，

甲氧基通过 SAM 依赖的途经引入，且苯基非那烯

酮化合物 4′-O-methylirenolone 的甲氧基更有可能

是 irenolone 由 O-甲基转移酶直接催化形成。然

而，催化苯基非那烯酮的 O-甲基转移酶尚未得到

表征，地涌金莲中多种 O-甲基化形式的苯基非那

烯酮 [24-26]提示地涌金莲存在参与苯基非那烯酮生

物合成的 O-甲基转移酶。 

本研究从地涌金莲种子转录组中筛选出了 3 条

表达量较高的 O-甲基转移酶，并对其进行生物信息

学分析。MlOMT1、MlOMT2 和 MlOMT3 的相对分

子质量在 31 000～45 000，与 O-甲基转移酶基因家

族成员为 23 000～43 000 的大小一致[27]。3 个蛋白

均无信号肽，是不稳定的亲水性蛋白。MlOMT1 和

MlOMT2 不具有跨膜区，MlOMT3 存在 2 个跨膜螺

旋，其 N 端位于胞质内。Psort 亚细胞定位预测 3 个

蛋白主要定位于叶绿体，文献报道多数 O-甲基转移

酶的亚细胞定位场所为叶绿体和细胞质[28]。3 个蛋

白的二级结构主要由 α-螺旋和无规则卷曲构成。

NCBI 保守结构域分析结果表明这 3 个蛋白均具有

SAM 依赖的甲基转移酶超家族保守结构域，为甲基

转移酶基因家族成员。 

将 3 个 O-甲基转移酶构建至原核表达载体并

进行蛋白表达。在 0.4 m mol/L IPTG、16 ℃诱导 16 

h 条件下，MlOMT1、MlOMT2 上清中可见少量表

达，后续可以考虑优化蛋白表达条件，如调整表达

温度、转速和表达时间等参数或进行密码子优化以

实现更大量可溶性表达[29]。通过对表达温度、诱导

剂加入量进行初步考察，也未见 MlOMT3 蛋白可

溶性表达，分析原因可能由于原核表达载体的启动

子、助融标签及密码子偏好等因素，导致植物来源

的序列 MlOMT3 在原核细胞中无法正确折叠。后

续将通过更换表达载体、表达菌株、密码子优化或

更换真核表达载体在酵母中诱导表达 [30]，以实现

其可溶性表达。 

MlOMT1 与来自大麦 Hordeum vulgare 的

HvOMT1 和来自粳稻 Oryza sativa subsp.Japonica 的

OsOMT17 聚为一支。Hv7OMT 可以体外催化多种

黄酮甲基化，如芹菜素、柚皮素、木犀草素、山奈

酚等，其中催化形成的芹菜素 7 位羟基甲基化产物

具有植物抗毒素的作用[31]。OsOMT17 具有催化木

犀草素、三粒小麦黄酮、杨梅素等黄酮类化合物的

单步或多步 O-甲基化的作用。推测 MlOMT1 可能

具有类似的催化活性[32]。MlOMT2 与番杏科日中花

属 的 植 物 冰 叶 日 中 花 Mesembryanthemum 

crystallinum 的 McPFOMT 聚成一支，McPFOMT 具

有催化咖啡酸、咖啡酰辅酶 A 和一些黄酮醇化合物

O-甲基化的功能，其底物谱较广，推测 MlOMT2 也

拥有相似的功能 [33] 。 MlOMT3 来自拟南芥

Arabidopsis thaliana 的 AtCCoAOMT1 聚为一支，

AtCCoAOMT1 参与木质素的生物合成，催化咖啡酰

辅酶 A 羟基甲基化生成阿魏酰辅酶 A，使愈疮木基

木质素转化成紫丁香基木质素，推测 MlOMT3 具有

类似的功能 [34]。系统进化分析结果表明，3 个

MlOMTs 可能均具有催化羟基甲基化的生物学功

能。苯基非那烯酮是地涌金莲中分离得率最高的次
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生代谢产物（34 个），且多数苯基非那烯酮类化合

物是以 O-甲基化的形式存在的（21 个），而其他 O-

甲基化的线性二芳基庚烷类、甾醇类和脂肪类仅有

4 个[4-6, 24-26]，提示这 3 个酶很可能以多羟基的苯基

非那烯酮类化合物为底物，参与苯基非那烯酮生物

合成 O-甲基化后修饰。 

本实验室和其他实验室有关地涌金莲化学成分

的研究结果表明，地涌金莲中苯基非那烯酮及其甲

氧基化产物在苞片、种子和叶片中的含量有显著差

异。此外苞片、种子和叶片是地涌金莲重要繁殖和

营养器官，外观形态也具有显著差异。综合考虑地

涌金莲苞片、种子和叶片的形态、功效和化学成分

的差异，对 MlOMT1、MlOMT2 和 MlOMT3 在苞片、

种子和叶片部位的表达模式进行分析，发现

MlOMT1、MlOMT2 和 MlOMT3 在不同组织部位的

表达模式不同，MlOMT1 在地涌金莲不同组织相对

表达量为叶片＞苞片＞种子，MlOMT2 和 MlOMT3

在地涌金莲不同组织相对表达量为苞片＞种子＞

叶片。植物次生代谢途径中关键酶的空间表达特性

是代谢产物合成和积累的重要影响因素 [35]，后续

可以联合苯基非那烯酮类化合物靶向代谢组学技

术，研究不同组织部位的甲氧基苯基非那烯酮的化

学结构和分布规律，鉴定出 MlOMTs 的催化底物，

从而验证 MlOMTs 可能具有的苯基非那烯酮 O-甲

基化功能。 

香蕉商业化生产大多采用无性繁殖的方法栽培

3 倍体香蕉品种，其在生长过程中容易受到多种病

原体的侵袭，如斐济球腔菌 Mycosphaerella fijiensis

（黑条叶斑病）[9]、尖孢镰刀菌 Fusarium oxysporum 

f. sp. cubense（香蕉枯萎病） [36]、香蕉刺盘孢菌

Colletotrichum musae（炭疽病）[37]以及香蕉穿孔线

虫 Radopholus similis（香蕉烂根病）[38]等，导致产

量明显下降。化学防治是主要的控制措施，但是存

在抗药性、农药残留、环境污染等问题，因此寻找

新的、环境友好的保护治疗方法迫在眉睫。苯基非

那烯酮作为植物中天然存在的植保素，通过光诱导

产生单线态氧发挥功能，与传统农药相比有着不同

的作用模式，具有开发为植物源抗菌农药的巨大潜

力 [13,39-40] 。 Ocampos 等 [41] 发现 Schiekia timida

（Haemodoraceae）的种子提取物中含有 10 种苯基非

那烯酮混合物可以作为单子叶植物的苗后除草剂，

0.25 mg/mL 提取物效果与 1.69 mg/mL 商业化除草

剂草甘膦相当。已有研究表明苯基非那烯酮 O-甲基

化后可以增强其抑菌活性[12-13]。因此，解析香蕉植

保素苯基非那烯酮生物合成途径中的 O-甲基转移

酶，不仅可以为制备更具潜在抗菌活性的植物源抗

菌农药先导化合物提供绿色生物合成途径，而且对

使用基因工程的方法提高香蕉的抗病能力提供科学

依据。 

综上所述，本研究对地涌金莲中苯基非那烯酮

生物合成相关的 O-甲基转移酶 MlOMT1、MlOMT2

和 MlOMT3 进行基因克隆与原核表达、生物信息学

分析和组织特异性表达分析，可为后续 MlOMTs 的

功能研究奠定基础，从而为鉴定出苯基非那烯酮 O-

甲基转移酶提供参考。 
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