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摘要:从蜡梅花cDNA 文库中克隆得到１个蜡梅异戊 烯 基 焦 磷 酸 异 构 酶 基 因,命 名 为CpIPI．CpIPI 基 因 的

cDNA 全长为１２９７bp,其中最大 ORF框长为８７９bp,编码２９２个氨基酸残基．CpIPI蛋白质的相对分子量为

３３􀆰４kDa,理论等电点为６􀆰８６．生物信息学分析表明,蜡梅 CpIPI蛋白属于典型的IPI蛋白,CpIPI基因是调

控蜡梅萜类物质合成的关键基因．荧光定量分 析 结 果 表 明,CpIPI 基 因 在 蜡 梅 的 根 中 不 表 达,但 是 在 茎、叶

和花中都有表达,且在外瓣中的表达量最高．CpIPI 基 因 在 蜡 梅 不 同 花 期 的 表 达 量 具 有 不 规 律 差 异 性．由 此

推测,蜡梅CpIPI基因可能参与与花器官形成发育相关的萜类物质的合成．
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异戊烯基焦磷酸异构酶基因IPI(isopentenyldiphosphateisomerase),是调控萜类代谢网络的关键酶

基因[１－２]．萜类物质广泛存在于动物、植物、藻类、真菌、细菌等物种中[３]．对植物生长发育以及植物与生

态环境之间的联系起着重要的作用[４]．萜类骨架以异戊二烯为基本单元,主要通过甲羟戊酸途径和丙酮酸/
磷酸甘油醛途径合成,IPI则通过催化直接前体物质异戊二烯焦磷酸与其异构体二甲基丙烯基焦磷酸之间

的相互转化,调控萜类物质的合成[５]．
研究显示IPI为调控萜类代谢途径的关键基因[６]．１９９８年CAMPBELL等人首次从拟南芥中克隆出与

萜类物质合成相关的两个IPI基因,分别为AtIPI１和AtIPI１２[７];２０００年CUNNINGHAM 等人经研究

发现,无论是单纯增加大肠杆菌中内源IPI的含量,还是通过介导的方法引入外源IPI基因过表达,都可

以使类胡萝卜素产量增加[８];随后,汪业春等人首次从富含紫杉醇的山榛中克隆出控制紫杉醇生物合成的

关键基因CgIPI[９]．目前为止,许多植物如玉米、山榛、枸杞、向日葵[９－１２]等的IPI基因都已经相继克隆,
但是蜡梅的IPI相关基因还未见报道．

蜡梅(Chimonanthuspraecox (L􀆰)Link),落叶灌木,是我国古老的孑遗植物,也是我国重要的传统名

花之一[１３],花期从１１月到翌年３月．蜡梅不仅是珍贵的花木,而且是重要的天然香料作物[１４]．本文从实验

室已构建的蜡梅花cDNA文库[１５]中克隆了１个蜡梅异戊烯基焦磷酸异构酶基因,命名为CpIPI．利用生物

信息学分析、荧光定量PCR等研究手段对获得的CpIPI 基因进行探究分析,以待揭示该基因在蜡梅中的

生理功能,为进一步研究萜类物质合成中的关键酶奠定基础．
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１　材料与方法

１􀆰１　试剂与植物材料

大肠杆菌 Top１０是由重庆市花卉工程技术研究中心保存;EasyTaq酶(Lot＃J１０４２７)、克隆载体

pEASYＧT１均购于北京全式金生物技术有限公司;反转录试剂盒PrimeScriptTM RTReagentKit购于宝生

物(大连)有限公司;胶回收试剂盒、RNA 提取试剂盒(RNAprepPurePlantKit)均购于北京天根公司;
SsoFastTEEvaGreenSupermix试剂盒购于成都百乐科技有限公司;DNA Marker购自北京佰亿新创科技

有限公司;引物合成及DNA测序均由上海立菲生物技术有限公司完成．
试验所用的植物材料为罄口蜡梅(Chimonanthuspraecoxvar􀆰grandiflora),均采自北碚静观镇蜡梅基

地．蜡梅花cDNA文库是由重庆市花卉工程技术研究中心眭顺照等构建及保存[１５]．将蜡梅种子催芽处理

后放在人工气候培养室当中培养,调节培养温度至２５℃(昼)/２０℃(夜),湿度约为８５％,光周期为１６
h(昼)/８h(夜),光照度为２００００lx．幼苗生长至五叶期时备用．
１􀆰２　基因的克隆及序列分析

目标克隆子从蜡梅花cDNA文库中克隆得到．克隆序列经 NCBI中的BLAST进行同源序列查找(NCＧ
BI:http://blast􀆰ncbi􀆰nlm􀆰nih􀆰gov/Blast),所得序列的同源序列比对采用 DNAMAN软件进行;构

建同源序列系统发育树使用 MEGA５􀆰１ 软件;分析CpIPI 基因的序列结构和理化性质通过 BioXM２􀆰６
软件完成．
１􀆰３　蜡梅RNA的提取与cDNA第一链的合成

分别取同一株幼苗上采集根、叶、茎(各设置３个重复);选取３株处于相似花期的生长健壮且无病虫

害的蜡梅,在同一蜡梅植株上分别采集不同时期(包括萌动、蕾期、露瓣期、初开期、盛开期和落花期)[１４]

的花芽,以及盛花期不同花器官(包括外瓣、中瓣、内瓣、雄蕊和雌蕊),收集材料于－８０℃保存．
使用总 RNA提取试剂盒(RNAprepPurePlantKit)提取所取材料的 RNA,然后以所提 RNA为模

板,按PrimeScriptTM RTReagentKit试剂盒说明书合成cDNA第一链,保存于－２０℃,作为 RTＧPCR
的模板．
１􀆰４　CpIPI的表达分析

本研究以Tublin 和ActinＧb为内参基因(表１)[１６],采用 EvaGreen荧光染料法,用 CFX９６(BioＧRad)
实时荧光定量PCR仪对CpIPI 在蜡梅不同发育时期、不同组织的表达量进行实时荧光定量 PCR(realＧ
timequantitativePCR)分析,根据SsoFastTEEvaGreenSupermix试剂盒(BioＧRad)说明书配制反应体系,
每个样品设３个生物重复．反应程序:９８℃预变性３０s,９５℃变性５s,５８℃退火,延伸５s(每次循环后

采集荧光),３９个循环．试验数据通过 BioＧRadManagerTM(Version１􀆰１)软件进行分析,用２－ΔΔCT法获得

CpIPI 的相对表达量[１７]．
表１　实时荧光定量PCR引物序列

基因名称 上游引物序列(５􀆳Ｇ３􀆳) 下游引物序列(５􀆳Ｇ３􀆳)

ActinＧb TTGGTCGCAGCTGATTGCTGTG AGGCTAAGATTCAAGACAAGG
Tublin CAAGCTTCCTTATGCGATCC GTGCATCTCTATCCACATCG
CpIPI CCATTTAACGCCAGTGGAGAAGGAT GTTACGAACGCCGTGTATCGAAGCA

２　结果与分析

２􀆰１　CpIPI基因的获得及序列分析

随机测序后经EST序列分析表明,文库相应的克隆子CpIPI上的cDNA片段可能属于蜡梅异戊烯

基焦磷酸异构酶基因．以跨序列 ORF框的引物进行 PCR,从蜡梅全基因组cDNA中扩增出大小一致的

特异产物(图１),测序结果也完全一致,表明已获得的CpIPI是蜡梅异戊烯基焦磷酸异构酶基因的全长

cDNA,命名为CpIPI．
克隆所得的CpIPI基因的cDNA 序列全长为１２９７bp,具有一个编码２９２个氨基酸的完整的最大

ORF框,长度为８７９bp(图２),其中有６２个酸性氨基酸,４８个碱性氨基酸．经BioXM 预测该基因蛋白质

的相对分子量为３３􀆰４kDa,理论等电点为６􀆰８６．
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M:DL２０００marker;１:cDNA．
图１　CpIPI基因的PCR检测

NCBI数据库检索表明CpIPI蛋白属于 Nudix水解酶超家

族,为多结构域蛋白,包括 Nudix基序和金属离子结合位点等

功 能 结 构． 从 NCBI 下 载 了 甘 薯 (Ipomoea batatas,

AAZ９４７３０)、胡黄连(Picrorhizakurrooa,ABO１４８００)、玉米

(Zea mays,AAQ１４８６９)、 紫 花 苜 蓿 (Medicagosativa,

AEC１３３０１􀆰１)、拟南芥(Arabidopsisthaliana,AAL５７６８７)、
万寿菊(Tageteserecta,AAF２９９７７􀆰１)等植物的异戊烯基焦磷

酸异构 酶 基 因 序 列,通 过 Lasergene７􀆰０ MegAlign 软 件 与

CpIPI进行多序列比对,结果显示蜡梅CpIPI蛋白和其他植物

中的IPI蛋白具有较高的同源性．
同源性比较发现蜡梅 CpIPI蛋白 N 端氨基酸不具有同

源性,C 端氨基酸同源性较高．CpIPI基因的序列具有两个高度保守的含有活性位点的 TNTCCSHPL
(１４８~１５７)和 WGEHExDY(２１０~２１９)结构域(图３),其中半胱氨酸(Cys,C,１６１)和谷氨酸(Glu,E,

２１２,２１４)分别是CpIPI的活性位点．可见CpIPI 基因在长期的进化过程中是高度保守的．

ATG表示起始密码子;TAG表示终止密码子．

图２　CpIPI基因的cDNA全长序列及推导的氨基酸序列

３第３期　　　　 　李　瑞,等:蜡梅异戊烯基焦磷酸异构酶基因CpIPI 的克隆及表达分析



利用 MEGA５􀆰１软件,将 GenBank数据库中已登录的１４种高等植物的IPI 氨基酸序列与CpIPI 氨

基酸序列构建(bootstrap)neighborjoining(NJ)树(图４)．结果显示,这些高等植物来源于同一祖先,蜡梅

与水稻聚为一支,与其亲缘关系较近,其次是高粱和玉米．由进化树可以看出,随着植物的进化,IPI 基因

的结构在发生分化,但是在亲缘关系很远的植物之间也是相当保守的．

保守的半胱氨酸结构域和谷氨酸结构域分别用红色方框表示,对IPI 催化活力起关键作用的氨基酸残基用⇧表示．所用植物IPI 的

GenebankAccessionNumber为:Chimonanthuspraecox 蜡梅,Arabidopsisthaliana 拟南芥(AAB６７７４１􀆰１),Picrorhizakurrooa 胡黄连

(ABO１４８００􀆰１),Ipomoeabatatas甘薯(AAZ９４７３０􀆰１),Medicagosativa紫花苜蓿(AEC１３３０１􀆰１),Tageteserecta万寿菊(AAF２９９７７􀆰１),

Zeamays玉米(NP_００１１０５０３７􀆰１)．

图３　CpIPI的同源蛋白多序列比对

图４　CpIPI蛋白的进化树分析

２􀆰２　CpIPI表达分析

CpIPI的实时荧光定量分析表明,在蜡梅开花过程的不同时期中CpIPI具有表达差异性(图５),其中

在露瓣期和落花期表达量最高,其次是盛开期、初开期、蕾期和萌动期．
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CpIPI在蜡梅盛花期不同组织的表达分析表明,蜡梅CpIPI 除在根中不表达,在其他组织中均

有表达,但表达水平差异较大(图６)．在外瓣中的表达量最高,在叶、雄蕊、中瓣、内瓣中次之,在茎

和雌蕊中最低．

MD:萌动期;HL:蕾期;LB:露瓣期;CK:初开期;SK:盛开期;

SB:落花期．

图５　CpIPI基因在不同花期的表达分析

G:根;J:茎;Y:叶;WB:外瓣 ZB:中瓣 NB内瓣:CR雌蕊:XR

雄蕊．

图６　CpIPI基因在不同组织中的表达分析

３　讨　论

本试验从蜡梅中克隆到CpIPI基因,与甘薯、胡黄连、玉米、紫花苜蓿、拟南芥、万寿菊的异戊烯基

焦磷酸异构酶IPI基因序列比对分析,发现CpIPI与其具有高度的同源性;生物信息学分析表明CpIPI
编码的蛋白结构也具有IPI所共有的保守位点 TNTCCSHPL(１４８~１５７)和 WGEHExDY(２１０~２１９),以

及半胱氨酸(Cys,１６１)和谷氨酸(Glu,２１２,２１４)活性位点．由此表明蜡梅CpIPI 基因属于异戊烯基焦磷

酸异构酶基因．

研究表明,LIAO等人从甘薯中分离得到的异戊烯基焦磷酸异构酶IPI 基因有利于β 类胡萝卜

素的积累[１８];KAZUNORI等人也发现拟南芥异戊烯基焦磷酸异构酶基因IPI 双突变体atipil、atipi２

植株中甾醇和泛醌含量显著升高[１９];SUN等人将番茄异戊烯基焦磷酸异构酶基因SlIPI 基因在大肠

杆菌中异源表达也表现出类胡萝卜素的大量积累[４]．本研究将蜡梅CpIPI 基因与甘薯、胡黄连、玉

米、紫花苜蓿、拟南芥、万寿菊等物种的异戊烯基焦磷酸异构酶IPI 基因序列比对分析发现,蜡梅

CpIPI与它们的同源性达７７％以上．因此推测蜡梅CpIPI 与甘薯、拟南芥、番茄等物种IPI 具有相

似的萜类物质合成功能．

荧光定量分析表明蜡梅CpIPI基因,在盛花期花器官中表达具有差异性,其中在根中不表达,在花

器官中上调表达,且在外瓣中表达量最高．而在开花时期上表达也具有差异性,CpIPI 在萌动期和蕾期

基本不表达,蕾期和落花期中表达量最高,在初开到落花期表达量依次增高．这与 KAZUNORI等人对

拟南芥的AtIPI基因的组织特异性表达分析其在花中高量表达的结果相符[１９]．研究表明,在花香基因模

式植物仙女扇中,仙女扇IPI基因在外瓣中高量表达,且该基因编码的芳香醇萜类物质主要在花器官中

合成[２０]．KISHIMOTO等人也发现在菊花花瓣发育过程中,检测到其与萜类物质合成相关基因IPI 的

转录产物一直贯穿其花瓣生长发育[２１]．由此我们推测CpIPI可能参与花器官形成发育相关的萜类物质

合成．KAZUNORI等人的实验还发现,拟南芥atipi１和atipi１双突变有雄性不育现象,通过外源鲨稀对

双突变体花蕾的处理可恢复其雄性不育[１７]．综上所述,蜡梅CpIPI可能参与影响雄蕊生长发育有关的

萜类物质的合成．
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CloningandExpressionAnalysisofanIsopentenylDiphosphate
IsomeraseGeneCpIPIfromChimonanthuspraecox (L􀆰)

LI　Rui,　ZHANG　Jie,　MA　Jing,　LIMingＧyang
SchoolofHorticultureandLandscapeArchitecture,SouthwestUniversity/ChongqingEngineeringResearchCenterforFloriculture/

KeyLaboratoryofHorticultureScienceforSouthernMountainousRegions,MinistryofEducation,Chongqing４００７１６,China

Abstract:Anovelgeneencodingisopentenyldiphosphateisomerase,designatedasCpIPI,wascloned

fromthecDNAlibraryconstructedfromChimonanthuspraecoxflowers．ThefullＧlengthcDNAofCpIPI

was１２９７bp,withanORFof８７９bpencodingapolypeptideof２９２aminoacids．BioinformaticsanalysisinＧ

dicatedthattheproteinofCpIPIbelongedtotypicalIPIproteinsandCpIPIplayedakeyroleinthebiosynＧ

thesisofterpenoidsinCh􀆰praecox．Itscomputationalmolecularweightwas３３􀆰４kDaandthetheoretical

isoelectricpointwas６􀆰３８．RealＧtimefluorescencequantitativePCRdemonstratedthatnoexpressionsigＧ

nalsofCpIPIweredetectedinrootsbutweredetectedinstems,leavesandflowers．Furthermore,theexＧ

pressionlevelofCpIPIinouterperianthswasthehighest．Overall,theexpressionofCpIPIincreased

steadilyindifferentfloweringperiods．Inconclusion,wespeculatethatCpIPImayparticipateinthebioＧ

synthesisofterpenoidsrelatedtofloralorganformationanddevelopmentinCh􀆰praecox．

Keywords:Chimonanthuspraecox;isopentenyldiphosphateisomerase(IPI);genecloning;expressionaＧ

nalysis
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