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　 　 摘要:　 花榈木是中国传统中药ꎬ其代谢产物常用于治疗跌打损伤ꎬ具有重要的药用价值ꎬ然而目前人们对花

榈木的药用化学成分如生物碱合成并不清楚ꎮ 本研究对花榈木不同组织进行了代谢组和转录组学分析ꎬ结果表明

花榈木中含有的生物碱大部分属于喹诺里西啶类生物碱(Ｑｕｉｎｏｌｉｚｉｄｉｎｅ ＡｌｋａｌｏｉｄｓꎬＱＡ)ꎮ 进一步分析发现ꎬＱＡ 生物

合成的 ２ 个关键酶ꎬ赖氨酸脱羧酶(ＬＤＣ) 和铜胺氧化酶(ＣＡＯ) 在生物碱合成中起重要作用ꎮ 结合花榈木转录组

结果对其编码基因克隆ꎬ得到了１ ２９０ ｂｐ、２ ２６８ ｂｐ ＣＤＳ 序列ꎬ分别命名为 ＯｈｐＬＤＣ 和 ＯｈｐＣＡＯ１ꎮ 生物信息学分析结

果表明ꎬＯｈｐＬＤＣ 和 ＯｈｐＣＡＯ１ 编码的蛋白质相对分子质量分别为４.６３×１０４ 和８.４４×１０４ꎬ均无跨膜区域和信号肽ꎮ
ＯｈｐＬＤＣ 编码的氨基酸序列具有保守的底物结合位点 Ｐｈｅ３４０ꎬ分析发现 ＯｈｐＬＤＣ 与豆科植物中的 ＬＤＣ 基因在进化

上具有较近的亲缘关系ꎮ ＯｈｐＣＡＯ１ 编码的氨基酸序列中具有保守结构域“ＮＹ￣Ｙ”ꎬ以及 ３ 个组氨酸保守位点ꎬ与狭

叶羽扇豆的 ＣＡＯ１ 亲缘关系最近ꎮ 本研究结果为解析花榈木 ＱＡ 的生物合成途径提供了重要基础ꎮ
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ｉｄｉｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄｓ (ＱＡ). Ｆｕｒｔｈｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｔｗｏ ｋｅｙ ｅｎｚｙｍｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ＱＡ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓꎬ ｌｙｓｉｎｅ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ
(ＬＤＣ) ａｎｄ ｃｏｐｐｅｒ ａｍｉｎｅ ｏｘｉｄａｓｅ (ＣＡＯ)ꎬ ｐｌａｙｅｄ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ａｌｋａｌｏｉｄ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ. Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ
Ｏｒｍｏｓｉａ ｈｅｎｒｙｉ Ｐｒａｉｎꎬ ｔｈｅ ｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｃｌｏｎｅｄꎬ ａｎｄ ｔｗｏ ＣＤＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ １ ２９０ ｂｐ ａｎｄ ２ ２６８ ｂｐ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄꎬ ｎａｍｅｄ
ＯｈｐＬＤＣ ａｎｄ ＯｈｐＣＡＯ１ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＯｈｐＬＤＣ ａｎｄ ＯｈｐＣＡＯ１ ｗｅｒｅ ４.６３×１０４ ａｎｄ ８.４４×１０４ꎬ ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｒｅｇｉｏｎｓ ａｎｄ ｓｉｇ￣

ｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅｓ. Ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＯｈｐＬＤＣ
ｈａｄ ａ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ Ｐｈｅ３４０. Ａｎａｌｙｓｉｓ
ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ＯｈｐＬＤＣ ｈａｄ ａ ｃｌｏｓｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ
ｗｉｔｈ ＬＤＣ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｌｅｇｕｍｉｎｏｕｓ ｐｌａｎｔｓ. Ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅ￣
ｑｕｅｎｃｅ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＯｈｐＣＡＯ１ ｈａｄ ａ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ
"ＮＹ￣Ｙ" ａｎｄ ｔｈｒｅｅ ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｓｉｔｅｓ. Ｔｈｅ ａｍｉｎｏ
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ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＯｈｐＣＡＯ１ ｈａｄ ｔｈｅ ｃｌｏｓｅｓｔ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＣＡＯ１ ｏｆ ｎａｒｒｏｗ￣ｌｅａｖｅｄ ｌｕｐｉｎ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ
ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ａｎａｌｙｚｉｎｇ ｔｈｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ＱＡ ｉｎ Ｏｒｍｏｓｉａ ｈｅｎｒｙｉ Ｐｒａｉｎ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｏｒｍｏｓｉａ ｈｅｎｒｙｉ Ｐｒａｉｎꎻ ｑｕｉｎｏｌｉｚｉｄｉｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄｓꎻ ｌｙｓｉｎｅ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅꎻ ｃｏｐｐｅｒ ａｍｉｎｅ ｏｘｉｄａｓｅꎻ ｂｉｏｉｎｆｏｒ￣
ｍａｔｉｃｓ

　 　 花榈木(Ｏｒｍｏｓｉａ ｈｅｎｒｙｉ Ｐｒａｉｎ)属于豆科(Ｌｅｇｕ￣
ｍｉｎｏｓａｅ)蝶形花亚科(Ｐａｐｉｌｉｏｎｉｄｅａｅ)红豆属(Ｏｒｍｏ￣
ｓｉａ Ｊａｃｋｓ.)常绿乔木ꎬ属国家二级重点保护树种[１]ꎮ
其种子、根、茎、皮和叶中都含有可入药的化学成分ꎬ
具有通经活血的功效ꎮ «全国中草药汇编»记述ꎬ花
榈木常以根、皮、茎及叶入药ꎬ其性味归经为辛、温、
有毒ꎬ具有活血化瘀、祛风、消肿之功[２]ꎮ 多数红豆

属树木可入药ꎬ古人常用于治疗跌打损伤、风湿关节

炎及无名肿痛等ꎬ但具有一定的毒性ꎮ 迄今为止ꎬ国
内外学者已从红豆属植物中分离、鉴定出 ２００ 多种

化合物ꎬ包括生物碱类、黄酮类、其他类化合物以及

挥发油成分等[３]ꎮ 其中很多生物碱类化合物具有

影响中枢神经系统的活性ꎬ例如 Ｐｏｕｎｙ 等[４] 发现从

红豆树(Ｏｒｍｏｓｉａ ｈｏｓｉｅｉ)分离得到的生物碱对神经元

烟碱型乙酰胆碱 α４β２ 受体具有显著亲和力ꎬ表明

红豆属生物碱在治疗中枢神经系统相关疾病方面具

有潜在的应用价值[５￣６]ꎮ
喹诺里西啶类生物碱(Ｑｕｉｎｏｌｉｚｉｄｉｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄｓꎬ

ＱＡ)具有广泛生物活性ꎬ是一类 Ｌ￣赖氨酸衍生的生物

碱ꎬ具有 １７０ 多种化学结构[７]ꎬ存在于豆科植物槐族

(Ｓｏｐｈｏｒｅａｅ)和染料木族(Ｇｅｎｉｓｔｅａｅ)中[８]ꎮ ＱＡ 具有

抗肿瘤、抗病毒和降糖等多种功能[９￣１０]ꎬ在农业、医药

和化学中都有潜在的应用价值ꎬ但人们对 ＱＡ 的生物

合成知之甚少[１１]ꎮ ＱＡ 的核心生物合成仍然是一个

谜ꎬ迄今为止只已知赖氨酸脱羧酶(ＬＤＣ)和铜胺氧化

酶(ＣＡＯ)参与了部分 ＱＡ 生物合成过程[１２]ꎮ ＱＡ 生

物合成途径的第一步ꎬＬＤＣ 参与赖氨酸脱羧生成中间

产物尸胺(Ｃａｄａｖｅｒｉｎｅ) [１３]ꎮ 而 ＣＡＯ 参与了尸胺的脱

氨反应ꎬ产生所有 ＱＡ 合成的共同途径的中间体哌啶

(１￣ｐｉｐｅｒｉｄｅｉｎｅ) [１４]ꎮ 接下来四环 ＱＡ 鹰爪豆碱(Ｓｐａｒ￣
ｔｅｉｎｅ)的生物合成一直是植物生物化学中未解决的问

题(图 １)ꎮ ＱＡ 的研究基本集中在豆科植物羽扇豆属

的白羽扇豆(Ｌｕｐｉｎｕｓ ａｌｂｕｓ)中ꎬ在豆科植物花榈木中

还未见有关 ＱＡ 生物合成的报道ꎮ
本研究利用代谢组测序数据ꎬ发现花榈木中含

有大量 ＱＡꎮ 通过对转录组测序数据进行 ＷＧＣＮＡ
分析ꎬ发现与 ＱＡ 生物合成高度相关基因 ＬＤＣ 和

ＣＡＯ 的转录本ꎮ 本研究对这 ２ 个基因进行克隆ꎬ并
进行了相关生物信息学分析及其在各组织中表达情

况分析ꎮ

ＬＤＣ:赖氨酸脱羧酶ꎻＣＡＯ:铜胺氧化酶ꎮ
图 １　 喹诺里西啶类生物碱(ＱＡ)生物合成途径

Ｆｉｇ.１　 Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｑｕｉｎｏｌｉｚｉｄｉｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄｓ (ＱＡ)

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

试验材料为 ３ 年生花榈木ꎬ种植于华南农业大

学(中国广州)苗圃中ꎮ 分别采摘花榈木的根、茎、
树皮、老叶和新叶ꎬ每个部位收集 ４ 份样品用于重复

试验ꎮ 在苗圃采摘时ꎬ采下的样品立即在液氮中冷

冻保鲜ꎮ 带回实验室后ꎬ将样品一部分在－８０ ℃下

保存用于 ＲＮＡ 提取ꎬ另一部分在真空下冷冻干燥用

于代谢物提取ꎮ
１.２　 花榈木代谢组分析

冻干的样品用研钵和研杵磨成粉末ꎮ 每个样品

的粉末用 ８０％的 ＨＰＬＣ 级甲醇提取过夜ꎬ其中以 １
μｍｏｌ的白杨素作为内标ꎬ每 ０􀆰 １ ｇ 样品加入 １ ｍｌ 提
取液ꎬ于 ４ ℃下１２ ０００ ｇ 离心 ３０ ｍｉｎꎬ将上清液装入

样品瓶中ꎬ进行超高效液相色谱质谱分析[１５]ꎮ

７４６１王佳琦等:花榈木生物碱合成关键酶基因 ＯｈｐＬＤＣ 和 ＯｈｐＣＡＯ１ 的克隆与分析



１.３　 花榈木转录组分析

将采自同一时期的 ４ 份花榈木同一组织样品等

质量混合ꎬ委托北京百迈客云科技有限公司提取

ＲＮＡ 并构建测序文库ꎬ使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ ２０００ 测

序平台进行转录组双末端测序ꎮ 经过 Ｔｒｉｎｉｔｙ 软件

组装获得 Ｕｎｉｇｅｎｅꎬ并进一步使用 ＨＭＭＥＲ 软件[１６]

与 Ｐｆａｍ 数据库[１７]比对ꎬ获得 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的注释信息ꎮ
１.４　 花榈木 ＱＡ 代谢途径关键酶基因筛选

根据参考文献中 ＱＡ 的生物合成代谢通路ꎬ结合

数据库注释结果ꎬ筛选出花榈木转录组中与 ＱＡ 合成相

关的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓꎬ以常用的基因表达水平估算方法中 ＦＰ￣
ＫＭ(Ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｐｅｒ ｋｉｌｏｂａｓｅ ｍｉｌｌｉｏｎ)值进行表达量统计ꎬ
分析相关基因在花榈木不同组织中的表达模式ꎮ
１.５　 总 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 合成

将所有收集的样品用液氮磨成粉末ꎬ然后用

ＲＮＡｐｒｅｐ ｐｕｒｅ 植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒[天根生化

科技(北京)有限公司产品]提取总 ＲＮＡꎮ 使用 １％
琼脂糖凝胶进行电泳检查 ＲＮＡ 质量ꎬ并使用 Ｎａｎｏ￣
Ｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ􀅸分光光度计(美国 ＩＭＰＬＥＮ 公司产品)
检测 ＲＮＡ 的纯度和完整性ꎮ 用 ＴａＫａＲａ 反转录试

剂盒[ＴａＫａＲａ Ｐｒｉｍｅ ＳｃｒｉｐｔＴＭ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅ￣
ｓｉｓ Ｋｉｔꎬ宝日医生物技术(北京)有限公司产品]将检

测合格的总 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡꎮ
１.６　 基因克隆与测序

根据前期花榈木转录组数据获得的 ＯｈｐＬＤＣ 和

ＯｈｐＣＡＯ１ 基因序列ꎬ使用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 设计特

异引物 (表 １)ꎬ以花榈木总 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ扩增

ＯｈｐＬＤＣ 和 ＯｈｐＣＡＯ１ 基因全长ꎮ ＰＣＲ 反应程序为

９８ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９８ ℃变性 ３０ ｓꎻ５５ ℃退火 ３０ ｓꎻ
７２ ℃延伸 １􀆰 ５ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎻ７２ ℃复性 ５ ｍｉｎꎻ１２
℃保存ꎮ ＰＣＲ 扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测后ꎬ
使用 ＤＮＡ 回收纯化试剂盒将目的条带切胶回收ꎬ将
其连接到 ＴＯＰＯ￣ＴＡ 克隆载体后转化至大肠杆菌

ＤＨ５α 菌株ꎬ挑取阳性单菌落进行 ＰＣＲ 验证ꎬ无误

后送北京擎科生物科技有限公司测序ꎮ

表 １　 ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物　 　 　 　 　 序列(５′→３′)

ＯｈｐＬＤＣ￣Ｆ ＡＴＧＣＣＴＡＣＡＣＴＡＧＴＴＡＣＴＧＡＧＧＣＡＴＴＣ

ＯｈｐＬＤＣ￣Ｒ ＴＴＡＧＴＴＣＣＧＣＧＣＧＡＴＡＧＧＡＣＴＧ

ＯｈｐＣＡＯ１￣Ｆ ＡＴＧＧＣＣＡＣＡＧＴＴＣＡＧＧＡＡＡＡＡＧＣ

ＯｈｐＣＡＯ１￣Ｒ ＴＣＡＧＡＧＣＴＴＡＧＣＡＡＴＴＡＧＣＣＣＡＴＴＣＴ

１.７　 生物信息学分析

将 ＯｈｐＬＤＣ 和 ＯｈｐＣＡＯ１ ２ 个基因测序获得的序

列结果ꎬ利用 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.
ｇｏｖ / ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ / )查找开放阅读框(ＯＲＦ)ꎬ及其编码的

氨基酸序列ꎮ 利用在线工具 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ.
ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )预测基因编码蛋白质的相对

分子质量、氨基酸数目、等电点、不稳定系数等理化性

质ꎻ利用在线工具 ＤｅｅｐＴＭＨＭＭ(ｈｔｔｐｓ: / / ｄｔｕ. ｂｉｏｌｉｂ.
ｃｏｍ / ＤｅｅｐＴＭＨＭＭ) 和 ＳｉｇｎａｌＰ６. ０ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｓｅｒｖｉｃｅｓ.
ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅ. ｐｈｐ? ＳｉｇｎａｌＰ￣６. ０ ) 对

ＯｈｐＬＤＣ 和 ＯｈｐＣＡＯ 编码的蛋白质进行跨膜结构和信

号肽预测ꎮ 利用 Ｅｕｋ￣ｍＰＬｏｃ ２.０(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｓｂｉｏ.ｓｊ￣
ｔｕ.ｅｄｕ.ｃｎ / ｂｉｏｉｎｆ / ｅｕｋ￣ｍｕｌｔｉ￣２ / )预测蛋白质亚细胞定

位ꎮ 利用在线工具 ＳＯＰＭＡ(ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ.
ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ.ｐｌ? ｐａｇｅ ＝ ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ.ｈｔｍｌ)
分析蛋白质二级结构ꎻ利用 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 网站(ｈｔ￣
ｔｐｓ: / / ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / )预测蛋白质三级结构ꎮ
由 ＣＬＵＳＴＡＬＷ 网站 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｇｅｎｏｍｅ. ｊｐ / ｔｏｏｌｓ￣
ｂｉｎ / ｃｌｕｓｔａｌｗ)软件和 ＥＳＰｒｉｐｔ ３(ｈｔｔｐｓ: / / ｅｓｐｒｉｐｔ. ｉｂｃｐ.
ｆｒ / ＥＳＰｒｉｐｔ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ＥＳＰｒｉｐｔ.ｃｇｉ)进行氨基酸多序列比

对ꎬ并利用 ＭＥＧＡ １１.０ 软件中的邻接法(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ
ｊｏｉｎｉｎｇꎬＮＪ)进行系统进化树分析[１８]ꎮ
１.８　 表达模式分析

使用荧光定量 ＰＣＲ 仪分析 ＯｈｐＬＤＣ 和 ＯｈｐＣＡＯ
基因在花榈木不同组织中的表达模式ꎮ 利用 Ｌｉｇｈｔ
Ｃｙｃｌｅｒ􀅸 ４８０ 设备进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲꎬ反应程序设置为

９５ ℃ ３ ｓꎬ９５ ℃ ５ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 引物用

Ｐｒｉｍｅｒ３Ｐｌｕｓ( ｈｔｔｐｓ: / / ｄｅｖ. ｐｒｉｍｅｒ３ｐｌｕｓ. ｃｏｍ)设计(表
２)ꎬ内参基因是 ｃ７１５００.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ꎮ 每个样品分别进

行 ３ 次重复ꎬ采用 ２－△Ｃｔ 方法计算相对基因表达

量[１９]ꎮ

表 ２　 实时荧光定量 ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

引物　 　 　 　 　 　 序列(５′→３′) 　 　 　 　

ＯｈｐＬＤＣ￣Ｆ ＡＡＣＧＧＡＴＴＣＧＡＴＣＴＣＧＧＣＴＣ
ＯｈｐＬＤＣ￣Ｒ ＡＴＴＴＧＧＧＧＧＴＣＧＴＣＡＴＧＧＡＣ
ＯｈｐＣＡＯ１￣Ｆ ＴＴＣＡＴＧＣＡＧＣＡＡＣＴＣＧＡＧＧＴ
ＯｈｐＣＡＯ１￣Ｒ ＣＡＣＣＡＧＧＧＡＴＣＣＡＣＣＡＴＣＡＣ
ＯｈｐＣＡＯ２￣Ｆ ＣＣＴＧＡＡＧＡＧＡＴＴＧＧＣＡＧＧＣＡ
ＯｈｐＣＡＯ２￣Ｒ ＡＧＧＡＧＡＴＧＧＴＧＧＧＧＧＴＡＣＴＣ
ｃ７１５００.ｇｒａｐｈ＿ｃ０￣Ｆ ＡＡＴＣＴＴＣＴＡＧＣＣＧＴＧＧＴＧＣＣ
ｃ７１５００.ｇｒａｐｈ＿ｃ０￣Ｒ ＧＣＴＡＧＴＣＧＣＧＣＴＡＧＴＴＧＣＴＡ
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２　 结果与分析

２.１　 花榈木的代谢组学分析

花榈木是一种豆科木本植物ꎬ原产于东南亚和

南美洲ꎬ具有巨大的药用价值ꎮ 为了更深入研究花

榈木ꎬ我们在华南农业大学的田间栽培了一些花榈

木ꎬ并收取了 ３ 年生植物的 ５ 个组织部位ꎬ即根

(ＨＲ)、茎(ＨＳ)、老叶(ＨＯＬ)、新叶(ＨＮＬ)和树皮

(ＨＢ)ꎮ 我们对其进行了基于超高效液相色谱￣串联

质谱的广泛的目标代谢组学分析ꎮ 在所有样本中有

１ ５３５ 个显著代谢物被记录下来ꎬ并通过与 ＫＥＧＧ、
ＨＭＤＢ 和脂质图数据库的映射ꎬ对代谢物进行了功

能注释ꎮ 在花榈木中共检测到 ６ 种生物碱(表 ３)ꎬ
其中白羽扇豆碱 ( Ｌｕｐａｎｉｎｅ )、 １３￣羟基羽扇豆碱

(１３ａ￣Ｈｙｄｒｏｘｙｌｕｐａｎｉｎ)、鹰爪豆碱 ( Ｓｐａｒｔｅｉｎｅ)、金雀

花碱(Ｃｙｔｉｓｉｎｅ)和乙酰金雀花碱(Ａｃｅｔｙｌｃｙｔｉｓｉｎｅ)属于

ＱＡꎬ所以本研究主要关注 ＱＡ 的生物合成ꎬ详细的

二级质谱图如图 ２ 所示ꎮ

表 ３　 花榈木不同组织中的生物碱

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｌｋａｌｏｉｄｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｒｔｓ ｏｆ Ｏｒｍｏｓｉａ ｈｅｎｒｙｉ Ｐｒａｉｎ

名称　 　 　 分子式　 　 相对分
子质量

保留时间
(ｍｉｎ)

峰面积

根 茎 老叶 皮 新叶

白羽扇豆碱 Ｃ１５Ｈ２４Ｎ２Ｏ ２４８.１９ ２.６７４ ５９ ０２６ ６０７ ４６４ １ ０２６ ７４４ ２５５ ３３８ ８４４ １１８ １ ８７３ ５６９ ２８５ ８７３ ９００ ３５６.０

１３￣羟基羽扇豆碱 Ｃ１５Ｈ２４Ｎ２Ｏ２ ２６４.１８ ２.４９９ ３６ ９４０ ８３３ ５１７ ５６８ ９９２ ８３８ １０８ ７９８ ２６４ ５８８ ７７３ ３８４ ５５９ ６３０ ４１７.７

鹰爪豆碱 Ｃ１５Ｈ２６Ｎ２ ２３４.２１ ２.６６６ ５ ６５３ ６０１ ９８３ ２ ９０４ ８６１ ３ ７８３ ６６５ ２ ７６８ ０４１ ７ ７９９ ２５７.３

金雀花碱 Ｃ１１Ｈ１４Ｎ２Ｏ １９０.１１ １３.２３０ １ ２０７ ２３６ ８５６ ４９ １０２ ８８０ ２３ ９９５ ０２５ ４５ ９４６ ８８７ ６２ ３９１ ５１２.９

乙酰金雀花碱 Ｃ１３Ｈ１６Ｎ２Ｏ２ ２３２.１２ ３.４３６ ９９ ０７２ ０３２ ９１ ４２７ ５９２ ８３ ５２６ ５４８ １１７ ６４３ ６９６ １７２ ８７６ ６５３.２

胡芦巴碱 Ｃ７Ｈ７ＮＯ２ １３７.０５ ２.４２８ １０１ １６８ ２３１ １ １８９ ４４８ ６１６ ２５ ０３６ ３６６ ９５１ ９１５ ４４７ ４０８ ５ ７１５ ０７０ ４３８.２

图中 ０ 轴以上为数据库中质谱图ꎻ０ 轴以下为花榈木中检测质谱图ꎮ
图 ２　 ＱＡ 的二级质谱图

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＱＡ

２.２　 花榈木的转录组学分析

利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ ２０００ 平台进行测序ꎬ在去

除低质量和短的读数后ꎬ总共获得了１.９~ ２􀆰 ４ Ｍｂ 的

干净读数ꎬ共获得９６ ３０２个 Ｕｎｉｇｅｎｅｓꎮ 与 ＮＲ、ｅｇｇ￣
ＮＯＧ、ＴｒＥＭＢＬ、Ｐｆａｍ、ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ、ＫＥＧＧ、ＣＯＧ、ＫＯＧ 及

ＧＯ 等 ９ 个数据库比对ꎬ确定 ＣＤＳ 有４７ ８０９条ꎬ并对
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其进行功能注释ꎮ 利用 Ｒ 包 ＤＥＳｅｑ２ 对花榈木 ５ 个

部位的转录组进行差异基因分析ꎬ共建立了 １０ 个比

较组ꎬ分别为 ＨＲ 与 ＨＳ 比较组、ＨＲ 与 ＨＢ 比较组、
ＨＲ 与 ＨＮＬ 比较组、ＨＲ 与 ＨＯＬ 比较组、ＨＢ 与 ＨＯＬ
比较组、ＨＮＬ 与 ＨＯＬ 比较组、ＨＳ 与 ＨＯＬ 比较组、
ＨＳ 与 ＨＮＬ 比较组、ＨＳ 与 ＨＢ 比较组和 ＨＢ 与 ＨＮＬ

比较组ꎮ 以ＦＤＲ≤０􀆰 ０１ 且ＦＣ≥２ 为筛选条件ꎬ１０ 个

比较组差异基因数量分别为 ５ ３７４、５ ６３１、８ ７２７、
９ ２４３、７ ６３１、８ ８９５、９ １６４、８ ３３３、５ ２３４和６ ３１４(图
３)ꎬ一共得到１３ ８４０个差异显著基因 ( Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ
ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬＤＥＧ)ꎮ

ＨＲ:根ꎻＨＳ:茎ꎻＨＢ:树皮ꎻＨＯＬ:老叶ꎻＨＮＬ:新叶ꎮ
图 ３　 花榈木根、茎、树皮、老叶和新叶中差异基因的表达火山图

Ｆｉｇ.３　 Ｖｏｌｃａｎｏ ｍａｐ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｒｏｏｔｓꎬ ｓｔｅｍｓꎬ ｂａｒｋｓꎬ ｏｌｄ ｌｅａｖｅｓ ａｎｄ ｎｅｗ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｏｒｍｏｓｉａ ｈｅｎｒｙｉ Ｐｒａｉｎ

　 　 为了研究花榈木中与生物碱合成相关转录本ꎬ 将所有 ＤＥＧ 和生物碱进行了 ＷＧＣＮＡ 分析ꎬＤＥＧ 共
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被分为 １０ 个模块ꎬ发现其中棕色模块基因与喹诺里

西啶类生物碱基因(ＱＡ)相关性最高ꎬ与 ５ 种 ＱＡ 的

相关性都高于 ０.９(图 ４Ａ)ꎮ 通过 ＫＥＧＧ 分析ꎬ发现

棕色模块基因主要富集在代谢过程中ꎬ包含一些基

础代谢途径淀粉和蔗糖代谢(Ｓｔａｒｃｈ ａｎｄ ｓｕｃｒｏｓｅ ｍｅ￣
ｔａｂｏｌｉｓｍꎬ编码 ＩＤ:ｋｏ００５００)、碳代谢(Ｃａｒｂｏｎ ｍｅｔａｂｏ￣

ｌｉｓｍꎬ编码 ＩＤ:ｋｏ０１２００)ꎬ还富集到赖氨酸降解(Ｌｙ￣
ｓｉｎｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎꎬ编码 ＩＤ: ｋｏ００３１０)、赖氨酸合成

(Ｌｙｓｉｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓꎬ编码 ＩＤ:ｋｏ００３００)和吲哚生物

碱的生物合成(Ｉｎｄｏｌｅ ａｌｋａｌｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓꎬ编码 ＩＤ:
ｋｏ００９０１)等代谢通路(图 ４Ｂ)ꎮ 分析结果表明花榈

木中不同次级代谢物的生物合成可能具有关联性ꎮ

Ａ:每一行表示一个模块ꎬ每一列表示一个生物碱ꎮ 行￣列交汇处的每个区块的颜色表示相关程度:深灰色表示高正相关ꎬ浅灰色表示高负相

关ꎮ Ｂ:棕色模块差异基因的 ＫＥＧＧ 富集分析ꎮ
图 ４　 花榈木喹诺里西啶类生物碱基因(ＱＡ)与差异基因的共表达分析

Ｆｉｇ.４　 Ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｑｕｉｎｏｌｉｚｉｄｉｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄ ｇｅｎｅ (ＱＡ) ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｏｒｍｏｓｉａ ｈｅｎｒｙｉ Ｐｒａｉｎ
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　 　 一直以来 ＱＡ 生物合成的前两步是由 ＬＤＣ 和

ＣＡＯ 催化(图 １)ꎮ 在转录组中发现 １ 个 ＬＤＣ 和 ２
个 ＣＡＯ 的转录产物ꎬ其基因分别命名为 ＯｈｐＬＤＣ、
ＯｈｐＣＡＯ１ 和 ＯｈｐＣＡＯ２ꎮ 根据 ＷＧＣＮＡ 分析发现只

有 ＯｈｐＬＤＣ 和 ＯｈｐＣＡＯ１ 这 ２ 个基因在与 ＱＡ 高度相

关的棕色模块中ꎬ所以本研究鉴定了 ＱＡ 生物合成

途径 中 的 ２ 个 酶 基 因 ＯｈｐＬＤＣ 和 ＯｈｐＣＡＯ１ꎮ
ＯｈｐＬＤＣ 和 ＯｈｐＣＡＯ１ 在花榈木中不同组织的表达情

况有明显差异ꎬ都在根中表达量较高 (图 ５Ａ、图
５Ｂ)ꎮ

ＨＲ:根ꎻＨＳ:茎ꎻＨＢ:树皮ꎻＨＯＬ:老叶ꎻＨＮＬ:新叶ꎮ
图 ５　 ＯｈｐＬＤＣ(Ａ)和 ＯｈｐＣＡＯ(Ｂ)基因组织特异性表达

Ｆｉｇ.５　 Ｏｒｇａｎ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＯｈｐＬＤＣ (Ａ)ａｎｄ ＯｈｐＣＡＯ (Ｂ) ｇｅｎｅｓ

２.３　 ＯｈｐＬＤＣ 和 ＯｈｐＣＡＯ１ 基因克隆与序列分析

依据花榈木转录组数据获得 ＯｈｐＬＤＣ 和 Ｏｈｐ￣
ＣＡＯ１ ｃＤＮＡ 序列ꎬ并利用 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 在线软件对

ＯｈｐＬＤＣ 和 ＯｈｐＣＡＯ１ ｃＤＮＡ 序列分析ꎬ预测 ＯｈｐＬＤＣ
含１ ２９０ ｂｐ 完整的开放阅读框ꎬＯｈｐＣＡＯ１ 含２ ２６８
ｂｐ 完整的开放阅读框ꎬ分别编码 ４２９、７５５ 个氨基

酸ꎮ 通过设计特异性引物ꎬ进行 ＰＣＲ 扩增反应ꎬ获
得目的基因片段(图 ６)ꎮ 将 ＰＣＲ 产物回收纯化并

重组到 ＴＯＰＯ 载体中ꎬ挑选阳性菌落 ＰＣＲ 检测并测

序ꎬ测序结果与预测结果一致ꎮ 将 ２ 个基因提交到

ＮＣＢＩ 上利用 ＢＬＡＳＴＰ 进行序列比对ꎬ比对结果显示

ＯｈｐＬＤＣ 基因序列与豆科植物 Ｅｃｈｉｎｏｓｏｐｈｏｒａ ｋｏｒｅｅｎ￣
ｓｉｓ 中 ＥｋＤＣ(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＡＢ５６１１３９.１)序列高

度相似ꎬ相似度为 ８７.２％ꎬＯｈｐＣＡＯ１ 基因序列与相思

子中 ＡｐＣＡＯ(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＸＭ＿０２７４９１１２９.１)序
列高度相似ꎬ相似度为 ９２％ꎮ
２.４　 蛋白质理化性质分析

利用 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ 在线软件对 ＯｈｐＬＤＣ 和 Ｏｈｐ￣
ＣＡＯ１ 基因编码的氨基酸序列进行分析ꎬ 发现

ＯｈｐＬＤＣ 蛋白相对分子质量为４.６３×１０４ꎬ分子式为

Ｃ２ ０６９Ｈ３ ２５６Ｎ５４４Ｏ６１８Ｓ２１ꎬ理论等电点(ＰＩ)为 ６􀆰 ９８ꎻＯｈｐ￣
ＣＡＯ１ 蛋白相对分子质量为 ８.４４× １０４ꎬ分子式为

Ｃ３ ７８１Ｈ５ ８３５ Ｎ１ ０５３ Ｏ１ ０８３ Ｓ３４ꎬ理论等电点(ＰＩ)为 ６􀆰 ５１ꎮ
ＯｈｐＬＤＣ 蛋白带负电残基(Ａｓｐ＋Ｇｌｕ)数为 ４２ꎬ带正

电残基(Ａｒｇ ＋Ｌｙｓ)数为 ４２ꎬ不稳定系数为 ４１􀆰 ０６ꎮ

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１:ＯｈｐＬＤＣꎻ２:ＯｈｐＣＡＯꎮ
图 ６　 花榈木 ＯｈｐＬＤＣ、ＯｈｐＣＡＯ 基因扩增结果

Ｆｉｇ.６　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＯｈｐＬＤＣ ａｎｄ ＯｈｐＣＡＯ ｇｅｎｅｓ ｉｎ
Ｏｒｍｏｓｉａ ｈｅｎｒｙｉ Ｐｒａｉｎ

ＯｈｐＣＡＯ１ 蛋白带负电残基(Ａｓｐ＋Ｇｌｕ)数为 ９１ꎬ带正

电残基(Ａｒｇ＋Ｌｙｓ) 数为 ８５ꎬ不稳定系数为 ４３􀆰 ６３ꎮ
ＯｈｐＬＤＣ 和 ＯｈｐＣＡＯ１ 均属于不稳定蛋白质ꎮ

利用 ＤｅｅｐＴＭＨＭＭ 和 ＳｉｇｎａｌＰ６. ０ 在线软件对

ＯｈｐＬＤＣ 和 ＯｈｐＣＡＯ１ 蛋白进行跨膜结构和信号肽

预测ꎬ结果表明其氨基酸序列中均无跨膜区域和信

号肽序列ꎮ 利用 Ｅｕｋ￣ｍＰＬｏｃ ２.０ 在线软件分析ꎬ初
步判断 ＯｈｐＬＤＣ 蛋白定位于线粒体ꎬＯｈｐＣＡＯ１ 蛋白

定位于细胞外间质中ꎮ
２.５　 蛋白质二级结构和三级结构预测

使用 ＳＯＰＭＡ 和 ＰｒｅｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ 在线工具预测

ＯｈｐＬＤＣ 和 ＯｈｐＣＡＯ１ 蛋白二级结构ꎬ 结果显示

ＯｈｐＬＤＣ 和 ＯｈｐＣＡＯ１ 蛋白二级结构都由 α￣螺旋
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(Ａｌｐｈａ ｈｅｌｉｘ)、β￣转角(Ｂｅｔａ ｔｕｒｎ)、延伸链(Ｅｘｔｅｎｄｅｄ
ｓｔｒａｎｄ) 和无规则卷曲(Ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ)组成ꎬ均无二硫

键ꎮ 其中 ＯｈｐＬＤＣ 的 α￣螺旋为 ３４􀆰 ５０％、β￣转角为

６􀆰 ９９％、延伸链为 １８􀆰 １８％、无规则卷曲为 ４０􀆰 ３３％ꎻ
ＯｈｐＣＡＯ１ 的 α￣螺旋为 １７􀆰 ７５％、β￣转角为 ７􀆰 １５％、延
伸链 ２３􀆰 ７１％、无规则卷曲为 ５１􀆰 ３５％ꎮ 利用 ＳＷＩＳＳ￣
ＭＯＤＥＬ 同源建模系统对 ＯｈｐＬＤＣ 和 ＯｈｐＣＡＯ１ 进行

同源建模ꎬ得到了 ２ 个蛋白质的三级结构模型ꎬ如图

７ 所示ꎮ

Ａ:预测的 ＯｈｐＬＤＣ 蛋白三级结构ꎻＢ:预测的 ＯｈｐＣＡＯ１ 蛋白三级

结构ꎮ
图 ７　 ＯｈｐＬＤＣ 和 ＯｈｐＣＡＯ１ 蛋白三级结构模型

Ｆｉｇ.７ 　 Ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ＯｈｐＬＤＣ ａｎｄ ＯｈｐＣＡＯ１
ｐｒｏｔｅｉｎｓ

２.６　 氨基酸序列的同源性及系统进化树分析

利用 ＮＣＢＩ 中 Ｂｌａｓｔ 分析ꎬ结果表明花榈木中

ＯｈｐＬＤＣ 基因与多个物种的 ＬＤＣ 基因高度相似ꎬ相
似度较高的基因有苦参(Ｓｏｐｈｏｒａ ｆｌａｖｅｓｃｅｎｓꎬＧｅｎＢａｎｋ
登录号:ＭＷ９６１００９.１)、野决明(Ｔｈｅｒｍｏｐｓｉｓ ｆａｂａｃｅａꎬ
ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＡＢ９１５６９８.１)、霍州油菜(Ｔｈｅｒｍｏｐ￣
ｓｉｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓꎬＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＡＢ６４７１７８.１)、蓝花赝

靛( Ｂａｐｔｉｓｉａ ａｕｓｔｒａｌｉｓꎬ ＧｅｎＢａｎｋ 登录号: ＡＢ６４７１７７.
１)、落花生(Ａｒａｃｈｉｓ ｈｙｐｏｇａｅａꎬＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＸＭ＿
０２５７５６５７４.２)等的赖氨酸 /鸟氨酸脱羧酶基因ꎬ序列

一致性分别为 ８６􀆰 ５１％、８４􀆰 ９６％、８４􀆰 ８４％、８４􀆰 ２４％、
７７􀆰 ８０％ꎮ 此外 ＯｈｐＣＡＯ１ 基因与大豆(Ｇｌｙｃｉｎｅ ｓｏｊａꎬ
ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＸＭ＿０２８３８９７３６.１)ＣＡＯ１ 基因的相

似度最高ꎬ达 ９３.４６ ％ꎻ与相思子(Ａｂｒｕｓ ｐｒｅｃａｔｏｒｉｕｓꎬ
ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＸＭ＿０２７４９１１２９. １)、赤豆 ( Ｖｉｇｎａ
ａｎｇｕｌａｒｉｓꎬＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＸＭ＿０１７５８１２２６)、熊猫豆

(Ｖｉｇｎａ ｕｍｂｅｌｌａｔｅꎬＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＸＭ＿０４７２９６１９３.
１)、狭叶羽扇豆(Ｌｕｐｉｎｕｓ ａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉｕｓꎬＧｅｎＢａｎｋ 登录

号:ＸＭ＿０１９５８３６７１)等的 ＣＡＯ１ 基因也具有较高同

源 性ꎬ 序 列 一 致 性 分 别 为 ９２􀆰 ０９％、 ９２􀆰 ２４％、
９３􀆰 ０７％、９２􀆰 ９０％ꎮ 该结果表明 ＯｈｐＬＤＣ 和 Ｏｈｐ￣

ＣＡＯ１ 是花榈木中赖氨酸脱羧酶和铜胺氧化酶的编

码基因ꎮ
将 ＯｈｐＬＤＣ 氨基酸序列与 ｂｌａｓｔ 结果高度相似

的其他植物的赖氨酸脱羧酶氨基酸序列进行比对ꎬ
结果表明 ＯｈｐＬＤＣ 蛋白氨基酸序列中第 ８６ 到第 ３７２
位氨基酸与其他植物的赖氨酸脱羧酶具有高度相似

性ꎬ属于 ＰＬＰ 依赖性超家族酶的 Ｎ 端高度保守的

ＰＬＰ 结合域和 ＱＡ 植物中保守的 Ｃ 端底物结合位点

Ｐｈｅ３４０(图 ８)ꎮ ＯｈｐＣＡＯ１ 氨基酸序列与 ｂｌａｓｔ 结果

同源性较高的几个物种的 ＣＡＯ 氨基酸序列进行同

源性比对ꎬ结果发现与豆科植物的 ＣＡＯ１ 氨基酸序

列第 ６２ 到第 ７６３ 位氨基酸的相似性非常高ꎬ与其他

物种的 ＣＡＯ 氨基酸序列也相似ꎬ发现 １ 个 ＣＡＯ 的

保守结构“ＮＹ￣Ｙ”ꎬ以及 ３ 个组氨酸保守位点(图
９)ꎮ

为了分析花榈木中 ＯｈｐＬＤＣ 和 ＯｈｐＣＡＯ１ 与其

他物种相关基因的进化关系ꎬ采用 ＭＥＧＡ １１. ０ 将

ＯｈｐＬＤＣ 与多个物种的 ＬＤＣ 基因一起构建进化树ꎬ
并将 ＯｈｐＣＡＯ１ 与多个物种的 ＣＡＯ１ 基因一起构建

进化树ꎮ 结果发现 ＯｈｐＬＤＣ 与豆科类植物中的 ＬＤＣ
基因亲缘关系较近ꎬ表明编码这些赖氨酸脱羧酶的

基因在进化上具有较近的亲缘关系ꎮ 并发现 Ｏｈｐ￣
ＣＡＯ１ 与狭叶羽扇豆的 ＣＡＯ１ 基因亲缘关系最近(图
１０)ꎮ

３　 讨 论

ＱＡ 通常出现在豆科中[２０]ꎬ但也在藜科(Ｃｈｅ￣
ｎｏｐｏｄｉａｃｅａｅ)、小檗科(Ｂｅｒｂｅｒｉｄａｃｅａｅ)、毛茛科 (Ｒａ￣
ｎｕｎｃｕｌａｃｅａｅ)和茄科( Ｓｏｌａｎａｃｅａｅ) 中被发现[７]ꎮ 花

榈木属于豆科蝶形花亚科植物ꎬ对花榈木代谢组进

行分析ꎬ结果表明花榈木也生成 ＱＡꎬ并检测到了白

羽扇豆碱、１３￣羟基羽扇豆碱、鹰爪豆碱、金雀花碱和

乙酰金雀花碱 ５ 个 ＱＡꎮ ＱＡ 是植物生物碱的一个

重要家族ꎬ但核心生物合成途径一直未被阐明ꎬ目前

人们只发现了 ２ 个 ＱＡ 生物合成的关键催化酶ꎬ赖
氨酸脱羧酶(ＬＤＣ)和铜胺氧化酶(ＣＡＯ) [２１]ꎬ通过对

花榈木转录组数据分析ꎬ发现了这 ２ 个关键酶的存

在ꎬ并成功克隆了花榈木的编码赖氨酸脱羧酶和铜

胺氧化酶基因ꎬ分别命名为 ＯｈｐＬＤＣ、ＯｈｐＣＡＯ１ꎮ 对

ＯｈｐＬＤＣ、ＯｈｐＣＡＯ１ 编码的蛋白质氨基酸序列分析ꎬ
发现 ＯｈｐＬＤＣ 属于 ＰＬＰ 依赖性超家族酶ꎬ含有高度

保守的 ＰＬＰ 结合域和植物中 ＱＡ 保守的底物结合位
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图 ８　 ＯｈｐＬＤＣ 与其他物种中的 ＬＤＣ 氨基酸序列的同源性比对

Ｆｉｇ.８　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＯｈｐＬＤＣ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ＬＤＣ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

点 Ｐｈｅ３４０ꎮ Ｂｕｎｓｕｐａ 等[２２] 研究结果表明ꎬ不同物种

ＬＤＣ 蛋白氨基酸序列中的 Ｈｉｓ３４０ 到 Ｐｈｅ３４４ 是 ＬＤＣ
与底物结合催化的关键位点ꎮ 系统进化树分析结果

表明ꎬＯｈｐＬＤＣ 与大豆、苦参和狭叶羽扇豆等豆科植

物的 ＬＤＣ 基因聚为一类ꎬ表明花榈木中 ＯｈｐＬＤＣ 基

因与这些植物中 ＬＤＣ 基因具有共同的起源ꎬ也表明

ＬＤＣ 具有催化赖氨酸脱羧生成尸胺的酶活性[２３]ꎬ为
后续 ＱＡ 的合成提供尸胺ꎮ

此外本研究发现ꎬＯｈｐＣＡＯ１ 在产生 ＱＡ 的植物

中进化是比较保守的ꎬ含有一个保守结构“ＮＹ￣Ｙ”ꎬ
以及 ３ 个组氨酸保守位点ꎬ是一种活性酶[２４]ꎮ 在系

统进化树中发现ꎬ花榈木与狭叶羽扇豆亲缘关系最

近ꎬ表明花榈木的铜胺氧化酶与狭叶羽扇豆的铜胺

氧化酶有相似的特性[２５]ꎮ Ｙａｎｇ 等[２１] 发现 ＬａＣＡＯ
对尸胺具有较高的亲和力ꎬ可以将尸胺氧化为 １￣哌
啶ꎬ推测 ＯｈｐＣＡＯ１ 也可能催化花榈木中 ＱＡ 生物合

成的第二步ꎬ为后续 ＱＡ 的合成提供 １￣哌啶ꎮ
本试验克隆了花榈木中 ＱＡ 代谢中相关的 ２ 个

酶基因 ＯｈｐＬＤＣ、ＯｈｐＣＡＯ１ꎬ它们具有组织特异性ꎬ在
根中表达量较高ꎮ 与之相对应ꎬ通过代谢组学分析

发现部分 ＱＡ 是在根中含量较高ꎬ表明 ＯｈｐＬＤＣ、
ＯｈｐＣＡＯ１ 可能是花榈木根中参与 ＱＡ 生物合成的 ２
个重要基因ꎬＱＡ 在根中可能发挥重要的生物学功

能ꎮ 因此ꎬ花榈木的编码赖氨酸脱羧酶和铜胺氧化
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图 ９　 ＯｈｐＣＡＯ１ 与其他物种中的 ＣＡＯ 氨基酸序列的同源性比对

Ｆｉｇ.９　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｏｆ ＯｈｐＣＡＯ１ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｏｆ ＣＡＯ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ
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图 １０　 ＬＤＣ(Ａ)和 ＣＡＯ(Ｂ)基因家族系统进化树

Ｆｉｇ.１０　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＬＤＣ (Ａ) ａｎｄ ＣＡＯ (Ｂ) ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｉｅｓ

酶基因的克隆和分析对 ＱＡ 生物合成的分子调控具

有重要意义ꎬ为进一步研究花榈木 ＱＡ 合成与代谢

提供了基础ꎬ对豆科植物中的木本物种的研究具有

重要意义ꎮ
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