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苦豆子赖氨酸脱羧酶基因克隆与表达分析

杨毅，陆姗姗，刘萍，田蕾
（宁夏大学农学院，宁夏 银川７５００２１）

摘要：赖氨酸脱羧酶（ｌｙｓｉｎｅｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，ＬＤＣ）基因是苦豆子中氧化苦参碱（ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅ，ＯＭＡ）生物合成的第一

个关键酶基因。根据近缘物种苦参的赖氨酸脱羧酶基因设计特异引物，同源克隆法克隆了苦豆子赖氨酸脱羧酶基

因的蛋白质编码区序列，全长１３６８ｂｐ，命名为Ｓａ犔犇犆，ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＫＭ２４９８７１。生物信息学分析表明Ｓａ

犔犇犆编码区序列无内含子，与苦参和狗苦参的犔犇犆序列一致性均达到９７％；属于Ⅲ型５磷酸吡哆醛依赖酶［ｔｙｐｅ

Ⅲｐｙｒｉｄｏｘａｌ５ｐｈｏｓｐｈａｔｅ（ＰＬＰ）ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｅｎｚｙｍｅｓ，ＰＬＰＤＥⅢ］超基因家族，功能活跃。Ｓａ犔犇犆编码４５５个氨基

酸残基，其编码的肽链相对分子质量４９．１４ｋＤ，理论等电点５．６３，无信号肽和跨膜结构；在其氨基酸序列中具有产

喹诺里西啶生物碱的特征性保守位点Ｐｈｅ３４０；系统进化树将苦豆子与其他产喹诺里西啶类生物碱的植物聚为一类。

ｑＰＣＲ和 ＨＰＬＣ检测显示，苦豆子赖氨酸脱羧酶基因的表达和氧化苦参碱的积累均受干旱胁迫的影响，且基因的

表达量与氧化苦参碱的积累呈正相关关系。
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苦豆子（犛狅狆犺狅狉犪犪犾狅狆犲犮狌狉犻狅犱犲狊）是豆科槐属多年生草本植物
［１］，广泛分布于宁夏、新疆、内蒙古、甘肃、西藏

等的荒漠和半荒漠地区，由于其根茎繁殖力极强，根系发达，枝叶繁茂，在地表干沙层能抗风蚀，是西北地区生态

环境保护中优良的固沙植物［２］。氧化苦参碱（ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅ，ＯＭＡ）又称苦参素，是苦豆子中重要的生物碱之一，不

仅在抗肝损伤、抗肿瘤、抗心血管疾病等方面有良好的疗效，还具有镇痛、免疫调节和治疗慢性乙型肝炎等多种功

效［３］。

ＯＭＡ属于喹诺里西啶类生物碱（ｑｕｉｎｏｌｉｚｉｄｉｎｅａｌｋａｌｏｉｄｓ，ＱＡｓ），赖氨酸脱羧酶（ｌｙｓｉｎｅｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，ＬＤＣ）

是ＱＡｓ生物合成第一酶，它可催化赖氨酸脱羧生成戊二胺（尸胺），３个戊二胺分子和４个丙酮酸盐在１７氧基鹰

爪豆碱合酶（１７ｏｘｏｓｐａｒｔｅｉｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ）的作用下生成１７氧基鹰爪豆碱（也称金雀花碱，１７ｏｘｏｓｐａｒｔｅｉｎｅ）和４个

丙氨酸，１７氧基鹰爪豆碱经脱氢金雀花碱生成鹰爪豆碱，再经一系列生化代谢最终转化为 ＯＭＡ
［４７］。犔犇犆作

为喹诺里西啶生物合成途径的第一个酶基因，在ＯＭＡ生物合成过程中有着至关重要的作用。２０１１年Ｂｕｎｓｕｐａ

等［８］对产ＱＡｓ与不产ＱＡｓ的两种羽扇豆通过差异基因表达谱（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅ）分析证明

犔犇犆的表达与植物合成ＱＡｓ直接相关；２０１２年Ｂｕｎｓｕｐａ等
［７］分别从苦参（犛狅狆犺狅狉犪犳犾犪狏犲狊犮犲狀狊）、狗苦参（犈犮犺犻

狀狅狊狅狆犺狅狉犪犽狅狉犲犲狀狊犻狊）、羽扇豆（犔狌狆犻狀狌狊犪狀犵狌狊狋犻犳狅犾犻狌狊）、蓝花赝靛（犅犪狆狋犻狊犻犪犪狌狊狋狉犪犾犻狊）及小叶野决明（犜犺犲狉犿狅狆狊犻狊

犮犺犻狀犲狀狊犻狊）中分离出犔犇犆序列，并将其转入烟草悬浮细胞和毛状根中进行功能验证，同时明确产ＱＡｓ的植物其

犔犇犆中均具有Ｐｈｅ３４０。杜次等
［９］在蛇足石杉（犎狌狆犲狉狕犻犪狊犲狉狉犪狋犪）中克隆到２个序列一致性高达９５．３％的犔犇犆

序列，通过原核表达均得到可催化赖氨酸脱羧形成尸胺的产物。由于苦豆子重要的生态和药用价值，和其他产

ＱＡｓ的植物相比，对苦豆子犔犇犆的研究目前还很少，而关于ＯＭＡ生物合成与代谢途径中关键基因及其调控机

理更是知之甚少。鉴于此，本研究采用同源克隆法克隆苦豆子活性成分ＯＭＡ生物合成关键酶基因犔犇犆，并进

行生物信息学分析，探讨ＰＥＧ胁迫下苦豆子犔犇犆表达与 ＯＭＡ含量变化的相互关系，为今后详细研究苦豆子

犔犇犆的生物学功能和作用机理奠定基础，也为研究氧化苦参碱生物合成和代谢调控机制提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料

苦豆子植株由宁夏大学农学院李晓伟博士鉴定为犛狅狆犺狅狉犪犪犾狅狆犲犮狌狉狅犻犱犲狊，荚果于２０１３年采于宁夏永宁县杨

和乡（１０６．１４°Ｅ，３８．１４°Ｎ），标本号为１０３，于室温自然风干后脱粒并精选，－２０℃低温保存。

１．２　苦豆子犔犇犆基因ｇＤＮＡ和ｃＤＮＡ全长序列克

隆

采用改良的ＳＤＳ（十二烷基磺酸钠）法
［１０］提取

ｇＤＮＡ。总ＲＮＡ提取及ｃＤＮＡ第一链合成参照试剂

盒说明书进行。

参照 ＮＣＢＩ已公布的苦豆子近缘物种苦参犔犇犆

ｃＤＮＡ序列设计特异性引物ＳａＬＤＣＰｒｉ（表１），分别

以苦豆子ｇＤＮＡ和ｃＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增，扩

增产物连接至ＰＭＤ１８Ｔ载体，转化感受态大肠杆菌

菌株ＴＯＰ１０，氨苄青霉素抗性平板筛选阳性克隆，阳

性单克隆送生工生物工程（上海）股份有限公司测序。

表１　用于基因克隆及荧光定量犘犆犚的引物序列

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犻狀犵犲狀犲犮犾狅狀犲犪狀犱狇犘犆犚

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ

登录号

ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．

引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′→３′）

ＳａＬＤＣＰｒｉ ＡＢ５６１１３８．１ Ｆ：ＡＴＧＣＣＴＡＣＡＣＴＡＧＴＡＡＣＴＧＡＧ

Ｒ：ＡＡＣＴＡＴＴＧＧＴＴＴＡＧＧＴＧＴＴＧＣ

ＱＬＤＣＰｒｉ ＫＭ２４９８７１ Ｆ：ＴＡＣＣＴＡＴＡＡＣＧＧＡＡＴＣＡＴＣ

Ｒ：ＡＴＴＧＣＣＡＧＣＡＡＴＧＴＡＧＡＧＴ

ＬｅｃｔｉｎＰｒｉ ＤＱ０１１５１７．１Ｆ：ＧＣＡＴＡＡＡＣＴＡＴＡＡＣＧＣＴＧＣＣＡＣＴ

Ｒ：ＣＴＴＧＡＧＡＡＴＣＣＡＡＣＣＣＴＧＡＣＣ
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１．３　苦豆子犔犇犆生物信息学分析

将测序获得的赖氨酸脱羧酶基因序列提交至ＮＣＢＩ进行ＢＬＡＳＴ比对。采用 ＭＥＧＡ５．０ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ

法构建系统进化树［１１］，ＥｘＰＡＳｙＰｒｏｔＰａｒａｍｔｏｏｌ进行蛋白质理化性质分析
［１２］，ＴＭＨＭＭ 分析跨膜结构

［１３］，

ＳＯＰＭＡ在线软件预测蛋白的二级结构
［１４］，ＰＳＯＲＴ在线软件进行亚细胞定位预测

［１５］，ｗｗｗ．ｐｒｅｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ．ｏｒｇ

在线网站预测蛋白质修饰位点［１６］，ＳｉｇｎａｌＰ４．１预测信号肽
［１７］，Ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ构建蛋白质三维模型

［１８］。

１．４　苦豆子植株的ＰＥＧ胁迫、ｑＰＣＲ和ＯＭＡ含量测定

选取大小均匀、饱满、无虫蛀的苦豆子种子，浓硫酸处理２０ｍｉｎ，清水冲洗干净后，置２５℃恒温黑暗培养箱

中萌动种子，待露白后播种于直径４０ｃｍ的花盆中，自然条件下生长至幼苗约１５ｃｍ高，连根挖出彻底洗净根部

泥土，用吸水纸吸干表面水分后，将根系全部浸泡于质量分数为１０％，２０％和３０％的ＰＥＧ６０００溶液中以胁迫苦

豆子植株，以去离子水为对照，每一处理３组重复。分别于０，１，４，８和２４ｈ时采集叶片，一部分液氮速冻后－８０

℃保存用于ｑＰＣＲ，另一部分１２０℃杀青后烘干，用于测定ＯＭＡ含量。

ｑＰＣＲ反应在Ｓｔｅｐｏｎｅｐｌｕｓ型荧光定量ＰＣＲ仪（ＡＢＩ）上进行，以苦豆子犔犲犮狋犻狀序列为模板设计内参引物

Ｌｅｃｔｉｎｐｒｉ，以测序获得犔犇犆序列设计荧光定量引物ＱＬＤＣｐｒｉ（表１），采用２０μＬ体系：ＳｙｂｒＧｒｅｅｎｑＰＣＲＭａｓｔｅｒ

Ｍｉｘ１０μＬ，上下游引物各１μＬ，ｃＤＮＡ１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ７μＬ。扩增程序：９５℃３ｍｉｎ，９５℃１５ｓ，６０℃４０ｓ，４０个

循环。按照２－ΔΔＣＴ法计算出基因的相对表达量，即ΔＣｔ目标基因＝Ｃｔ（犔犇犆）－Ｃｔ（犔犲犮狋犻狀）；ΔΔＣｔ（犔犇犆）＝处理

组（ΔＣｔ犔犇犆）－对照组（ΔＣｔ犔犇犆），相对表达量＝２
－ΔΔＣＴ（犔犇犆）［１９］。

ＯＭＡ提取和测定参照杨毅等
［２０］的方法。

１．５　统计分析

利用ＤＰＳ６．０进行方差分析，Ｅｘｃｅｌ作图。

２　结果与分析

图１　犛犪犔犇犆基因犵犇犖犃和犮犇犖犃扩增结果

犉犻犵．１　犜犺犲犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狉犲狊狌犾狋狊狅犳犛犪犔犇犆犵犲狀犲狊

　　　１，２分别为以苦豆子ｃＤＮＡ和ｇＤＮＡ为模板扩增的赖氨酸脱羧酶基

因；Ｍａｒｋｅｒ：从 上 到 下 依 次 为 ２０００，１０００，７５０，５００，２５０，１００ｂｐ。

１：犔犇犆ｆｒａｇｍｅｎｔｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍｔｈｅｔｅｍｐｌａｔｅｏｆｃＤＮＡ；２：犔犇犆ｆｒａｇ

ｍｅｎｔｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍｔｈｅｔｅｍｐｌａｔｅｏｆｇＤＮＡ；Ｍ：２０００，１０００，７５０，５００，

２５０，１００ｂｐｆｒｏｍｔｏｐｔｏｂｏｔｔｏｍ．

２．１　苦豆子犔犇犆ｇＤＮＡ和ｃＤＮＡ的克隆与生物信

息学分析

２．１．１　苦豆子犔犇犆基因克隆及序列分析　　分别

以苦豆子ｇＤＮＡ和ｃＤＮＡ为模板，利用特异性引物

ＳａＬＤＣＰｒｉ进行ＰＣＲ扩增，都获得约１４００ｂｐ大小的

条带（图１）。经测序比对后发现，该基因ｇＤＮＡ 和

ｃＤＮＡ序列完全一致，编码区全长１３６８ｂｐ（图２），说

明该基因无内含子。将该编码区序列提交至ＮＣＢＩ进

行ＢＬＡＳＴ比对后发现，序列与狗苦参和苦参犔犇犆序

列一致性均达到９７％，与小叶野决明和蓝花赝靛犔犇犆

序列一致性达到８６％，与羽扇豆犔犇犆序列一致性达

到８２％，表明扩增所得序列确实为苦豆子犔犇犆编码

区序列。将序列提交至ＧｅｎＢａｎｋ，命名为Ｓａ犔犇犆，登

录号ＫＭ２４９８７１。

２．１．２　Ｓａ犔犇犆 蛋白结构分析　　通过对Ｓａ犔犇犆

开放阅读框分析发现，该基因共编码４５５个氨基酸残

基，ＳａＬＤＣ蛋白含ＰＬＰＤＥ＿Ⅲ＿ＯＤＣ、Ｏｒｎ＿Ａｒｇ＿ｄｅＣ＿Ｎ、ＬｙｓＡ、ＰＲＫ０８９６１和ＰＬＮ０２５３７五个结构功能域，属于

Ⅲ型５磷酸吡哆醛依赖酶［ｔｙｐｅⅢｐｙｒｉｄｏｘａｌ５ｐｈｏｓｐｈａｔｅ（ＰＬＰ）ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｅｎｚｙｍｅｓ，ＰＬＰＤＥⅢ］超基因家族；

在该蛋白第７５～４０５个氨基酸范围内，存在多个活性位点，推测该氨基酸序列范围可能是ＳａＬＤＣ的功能区域。

理化性质和二级结构预测显示ＳａＬＤＣ属于水溶性蛋白，分子式为Ｃ２１９２Ｈ３４１６Ｎ５７４Ｏ６５８Ｓ２５，分子量为４９．１４ｋＤ，无

信号肽和跨膜结构，理论等电点５．６３，带负电残基（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）数４９，带正电残基（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）数４２，氨基酸整体

０３１ ＡＣＴＡＰＲＡＴＡＣＵＬＴＵＲＡＥＳＩＮＩＣＡ（２０１６） Ｖｏｌ．２５，Ｎｏ．８



带负电，为酸性蛋白。不稳定系数为４１．９２，是一个不稳定蛋白。疏水系数－０．０２，脂肪系数为８１．０８。其二级结

构主要由α螺旋（３８．２％）和无规则卷曲（３７．８％）构成（图３）。亚细胞定位预测显示ＳａＬＤＣ蛋白最可能位于叶

绿体中。由于该蛋白Ｎ端无信号肽剪切位点，推测其不属于分泌蛋白，在细胞质中合成后不能进行转运。此外，

在ＳａＬＤＣ蛋白序列中找到产ＱＡｓ植物的特征性保守位点Ｐｈｅ
３４０。

图２　犛犪犔犇犆基因序列

犉犻犵．２　犜犺犲狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳犛犪犔犇犆犵犲狀犲狊

　

图３　赖氨酸脱羧酶蛋白结构三维模型

犉犻犵．３　犜犺狉犲犲犱犻犿犲狀狊犻狅狀犪犾犿狅犱犲犾狅犳犛犪犔犇犆狆狉狅狋犲犻狀狊狋狉狌犮狋狌狉犲　

２．１．３　Ｓａ犔犇犆氨基酸序列比对及系统进化树构建

　　 将推导的氨基酸序列与 ＮＣＢＩ上已公布的

Ｌ／ＯＤＣ蛋白进行ＢＬＡＳＴｐ同源性比对发现，ＳａＬＤＣ

氨基酸序列与狗苦参和苦参的ＬＤＣ氨基酸序列一致

性高达９７％；但与大豆（犌犾狔犮犻狀犲犿犪狓）ＬＤＣ氨基酸序

列一致性仅为７７％。不同植物Ｌ／ＯＤＣ氨基酸序列在

功能区域相对保守，差异主要存在于Ｎ端和Ｃ端。应

用ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ法构建的系统进化树结果显示，

所有豆科植物被聚为一个大类，苦豆子与苦参遗传距

离最近，与百脉根（犔狅狋狌狊犼犪狆狅狀犻犮狌狊）遗传距离最远；所

有产喹诺里西啶生物碱的植物聚为一类，其氨基酸序

列中均有特征性保守位点Ｐｈｅ３４０；大豆和蒺藜苜蓿

（犕犲犱犻犮犪犵狅狋狉狌狀犮犪狋狌犾犪）聚在一起，百脉根则与它们的

遗传距离较远，单独分为一类（图４）。总体上，系统进

化树与传统分类结果一致。

２．１．４　ＳａＬＤＣ蛋白修饰位点分析　　蛋白质翻译后修饰会直接影响其多种属性
［２１］。对ＳａＬＤＣ蛋白修饰位

点分析发现，该蛋白共含８种类型修饰位点，分别是Ｎ糖基化位点、ｃＡＭＰ和ｃＧＭＰ依赖型蛋白激酶磷酸化位

点、蛋白激酶Ｃ磷酸化位点、酪蛋白ＩＩ磷酸化位点、酪氨酸激酶磷酸化位点、Ｎ豆蔻酰化位点、酰胺化位点以及磷

酸吡哆醛结合位点。
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图４　苦豆子犛犪犔犇犆和犔／犗犇犆同源序列的系统进化树

犉犻犵．４　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犲狊狋犻犿犪狋犲犱犫狔狋犺犲犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犛．犪犾狅狆犲犮狌狉狅犻犱犲狊犪狀犱狅狋犺犲狉狆犾犪狀狋犔／犗犇犆狊

　粗线所示为产ＱＡｓ植物；黑框所示为产ＱＡｓ植物氨基酸序列特征性保守位点Ｐｈｅ３４０。ＢｏｌｄｌｉｎｅｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅＱＡｓｐｒｏｄｕｃｉｎｇｐｌａｎｔｓ；Ｂｌａｃｋｂｏｘ

ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｃｏｎｓｅｒｖｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｒｅｓｉｄｕｅＰｈｅ３４０．

　

２．２　ＰＥＧ胁迫下苦豆子叶片中犔犇犆表达量和ＯＭＡ含量的动态变化

用不同质量分数ＰＥＧ溶液胁迫苦豆子植株根系，ｑＰＣＲ结果表明苦豆子叶片中犔犇犆表达量在胁迫前处于

较低的水平，对照组叶片犔犇犆表达量在去离子水中随时间延长呈上升趋势；在质量分数为１０％的ＰＥＧ胁迫下，

叶片中犔犇犆表达量在８ｈ时骤然升高，与０～４ｈ时的表达量差异显著，是同时期对照组的１．６倍，胁迫前的１１０

倍，随后表达量开始下降，在胁迫结束时其基因表达量与胁迫前相当；在２０％的ＰＥＧ胁迫下，苦豆子叶片犔犇犆

表达量在１ｈ时达到最高，是同时期对照组的２７．５倍，胁迫前的３４３倍。随胁迫时间延长，表达量下降，但在胁

迫结束时其表达量仍然是胁迫前的２１倍；在３０％的ＰＥＧ胁迫下，基因表达量一直处于较低水平（图５Ａ）。ＰＥＧ

胁迫也影响了苦豆子叶片中ＯＭＡ的积累，使其含量发生变化。对照组中苦豆子叶片ＯＭＡ含量在１ｈ时最低，

随后逐渐升高，８ｈ后与０ｈ叶片中ＯＭＡ含量无显著差异；在１０％的ＰＥＧ胁迫下，苦豆子叶片ＯＭＡ含量在胁

迫８ｈ时骤然上升，与１～４ｈ时的ＯＭＡ含量差异显著且高于同时期对照组的ＯＭＡ含量；苦豆子叶片ＯＭＡ积

累对２０％的ＰＥＧ胁迫响应迅速，胁迫１ｈ时ＯＭＡ含量升至最高，随后开始下降，在胁迫２４ｈ时其含量与胁迫

前无差异；３０％的ＰＥＧ胁迫显著抑制叶片中ＯＭＡ积累，从胁迫开始直到结束，叶片中ＯＭＡ含量均显著低于胁

迫前（图５Ｂ）。
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图５　犘犈犌胁迫下苦豆子叶片中犔犇犆表达量（犃）和犗犕犃含量（犅）变化

犉犻犵．５　犜犺犲犔犇犆犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾（犃）犪狀犱犗犕犃犮狅狀狋犲狀狋（犅）狌狀犱犲狉犘犈犌狊狋狉犲狊狊犻狀犛．犪犾狅狆犲犮狌狉狅犻犱犲狊犾犲犪狏犲狊

　不同小写字母表示差异显著；图５Ａ中纵坐标为基因表达量的对数值。Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｔ０．０５ｌｅｖｅｌ；Ｔｈｅ

ｙｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｉｓｌｏｇａｒｉｔｈｍｏｆｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎＦｉｇ．５Ａ．

３　讨论

犔犇犆作为ＱＡｓ生物合成的第一个关键酶基因，在苦豆子ＯＭＡ生物合成和代谢过程中有至关重要的作用。

本研究首次获得了苦豆子犔犇犆编码区序列，命名为Ｓａ犔犇犆，ＧｅｎＢａｎｋ登录号ＫＭ２４９８７１。对推测的ＳａＬＤＣ蛋

白序列分析表明该蛋白属于Ⅲ型５磷酸吡哆醛依赖酶超基因家族。亚细胞定位预测显示该蛋白存在于叶绿体

中，与 Ｗｉｎｋ等
［２２］通过同位素示踪法研究的结果一致。除Ｌ／ＯＤＣ外，同属该超基因家族的还有二氨基庚二酸脱

羧酶（ｄｉａｍｉｎｏｐｉｍｅｌａｔｅｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，ＤａｐＤＣ）、精氨酸脱羧酶（ａｒｇｉｎｉｎｅｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，ＡＤＣ）以及羧基降亚精胺

脱羧酶（ｃａｒｂｏｘｙｎｏｒｓｐｅｒｍｉｄｉｎｅｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，ＣＡＮＳＤＣ）。该家族的酶主要在辅酶５磷酸吡哆醛的参与下，催化

聚胺或赖氨酸脱羧的生化反应［２３］。在ＳａＬＤＣ蛋白修饰位点中存在多个磷酸化位点和酰胺化位点，说明此蛋白

主要由蛋白激酶和蛋白因子所激活以行使生化功能，极易被外界因素所调控。

ＢＬＡＳＴｐ同源性比对表明Ｓａ犔犇犆氨基酸序列与同是豆科槐属的苦参和狗苦参亲缘关系最近，说明在亲缘

关系相近的植物中犔犇犆的保守性强，这与陈春艳等
［２４］在对甘肃红豆草（犗狀狅犫狉狔犮犺犻狊狏犻犮犻犪犲犳狅犾犻犪ｃｖ．“Ｇａｎｓｕ”）无

色花青素还原酶ＬＡＲ基因的同源性分析结论相一致。ＬＤＣ的系统进化树分析表明苦豆子与苦参、狗苦参、蓝花

赝靛、小叶野决明和羽扇豆这几种产 ＱＡｓ的植物聚为一类，且其氨基酸序列中都具有共同的特征性保守位点

Ｐｈｅ３４０，说明苦豆子的赖氨酸脱羧酶与这些植物的赖氨酸脱羧酶具有共同的起源。与Ｂｕｎｓｕｐａ等
［２５］研究结果所

不同的是，本研究找到的Ｐｈｅ在氨基酸序列的第３４０位，而Ｂｕｎｓｕｐａ等
［２５］认为在氨基酸序列的第３４４位。

生物碱在保护植物中有着特殊的作用，有研究表明在遇到重度胁迫和生物侵扰时植物会瞬间大量合成生物

碱［２６２７］。Ｃｈｒｉｓｔｉａｎｓｅｎ等
［２８］对３种窄叶羽扇豆３个不同生长阶段的干旱胁迫研究认为，干旱造成窄叶羽扇豆种

子中生物总碱含量发生变化，其中营养生长阶段的干旱胁迫促使其生物总碱含量上升；杨毅等［２０］用不同质量分

数的ＰＥＧ胁迫刚萌动的苦豆子种子，发现轻度胁迫下子叶中ＯＭＡ含量降低，但在重度胁迫下ＯＭＡ含量又有

所回升，且轻度和重度胁迫下ＯＭＡ含量与犔犇犆表达量的变化基本一致。本研究中苦豆子植株在１０％ＰＥＧ中

胁迫８ｈ，叶片中犔犇犆表达量突然升高，与之对应的ＯＭＡ含量也同时明显上升；同样，２０％的ＰＥＧ胁迫１ｈ时

叶片中犔犇犆表达量的升高也促使 ＯＭＡ含量增加，说明苦豆子犔犇犆的表达受干旱胁迫的调控，轻度的干旱

（ＰＥＧ≤１０％）胁迫需要较长时间才能诱导犔犇犆表达，并促使ＯＭＡ合成；但在中度干旱（１０％＜ＰＥＧ≤２０％）胁

迫下，较短时间即能诱导犔犇犆的表达，并合成ＯＭＡ。可见犔犇犆的表达量在一定程度上影响苦豆子ＯＭＡ的含

量，ＰＥＧ胁迫下苦豆子幼苗叶片中犔犇犆表达量与 ＯＭＡ含量呈显著正相关（狉＝０．５４３），特别是当赖氨酸脱羧

酶基因表达量明显上升或下降时，都直接影响了ＯＭＡ的含量。但ＯＭＡ在苦豆子植株中的生物合成过程极其

复杂，赖氨酸脱羧酶基因只是其合成途径中最上游的一个基因，对最终的代谢产物影响有限［２９］，同时，ＯＭＡ含量

的高低还可能受代谢产物分布、转移和积累以及分解代谢等因素影响，其中的关系极为复杂，还有待深入研究。

３３１第２５卷第８期 草业学报２０１６年



４　结论

本研究首次从苦豆子中克隆获得犔犇犆编码区全长序列，共１３６８ｂｐ，编码区无内含子，共编码４５５个氨基酸

残基，生物信息学分析表明赖氨酸脱羧酶功能较为活跃，其氨基酸序列中具有产ＱＡｓ的特征性保守位点Ｐｈｅ３４０，

犔犇犆的表达受干旱胁迫的影响，在一定程度上也影响ＯＭＡ的积累。
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