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霍山石斛托品酮还原酶基因的克隆及其表达分析
林榕燕1,2,3  叶秀仙1,2,3*  钟淮钦1,2,3  黄敏玲1,2,3*

(1福建省农业科学院作物研究所, 福州 350013; 2福建省农业科学院花卉研究中心, 福州 350013; 
3福建省特色花卉工程技术研究中心, 福州 350013)

摘要      为了探究托品酮还原酶(tropinone reductase, TR)基因在石斛中的功能, 该研究采用

RT-PCR结合RACE技术, 以霍山石斛原球茎为材料, 克隆得到霍山石斛TR-I基因的cDNA序列, 其
在GenBank中的登录号为KY912085。TR-I基因的cDNA长1 043 bp, 包含一个完整的共807 bp的
ORF(open reading frame)(79-885), 共编码268个氨基酸。生物信息学分析表明, 该蛋白质可能是一

种疏水性稳定蛋白质, 无信号肽, 不含卷曲螺旋结构, 具有14个功能位点、47个潜在磷酸化位点, 
其二级结构由螺旋、折叠和卷曲结构组成。系统进化树分析表明, 霍山石斛TR-I与铁皮石斛、金

钗石斛的亲缘关系较近, 处于同一分支。qPCR结果显示, TR-I基因在霍山石斛不同生长期的相对

表达量均表现为茎>叶>根, 且茎和叶中TR-I的表达量均随着生长期的延长呈现低–高–低的变化趋

势; 在不同品种中, 金钗石斛的TR-I基因相对表达量最高, 铁皮石斛中最低; 不同浓度茉莉酸甲酯

(methyl jasmonate, MeJA)处理比较, 100 µmol/L茉莉酸甲酯处理下TR-I基因表达量最高, 推测该基

因可能参与霍山石斛生物碱的合成途径。
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Abstract       In this study, the cDNA of tropinone reductase (TR) gene was successfully cloned from the 
protocorm of Dendrobium huoshanense by RT-PCR and RACE to explore the function of tropinone reductase, its 
accession number was KY912085 in GenBank. The full-length of TR-I gene was 1 043 bp, containing a 807 bp 
open reading frame (ORF) encoding 268 amino acids. Bioinformatics analysis showed that the protein might be 
a stable hydrophobic protein, with 14 functional sites and 47 potential phosphorylation sites and without signal 
peptide and coil helix. The secondary structure was composed of helixs, sheets and coils. The phylogenetic tree 
analysis showed that the protein had closest relationship with TR-I of Dendrobium catenatum and Dendrobium 
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nobile, at the same branch. qPCR results indicated that the relative expression of TR-I gene was stems>leaves>roots 
in all stages, the expression levels of TR-I in stems and leaves appeared the tendency of low-high-low with the 
prolong of growth. Among the different varieties, the expression level of Dendrobium nobile was the highest and 
Dendrobium catenatum the lowest. Under the conditions in different concentrations of methyl jasmonate (MeJA), 
the highest expression level appeared when the adding concentration was at 100 µmol/L. The results suggested that 
the gene might be involved in the synthesis of alkaloids in Dendrobium huoshanense.

Keywords       Dendrobium huoshanense; tropinone reductase; gene cloning; qPCR

霍山石斛(Dendrobium huoshanense)是兰科石

斛属多年生草本植物, 也是国家重点保护的珍稀药

材[1]。霍山石斛药用价值高, 素有“健康软黄金”的美

称[2], 是众多保健药品和保健食品的主要来源之一[3], 
近年来需求量也在不断增加。但是霍山石斛对生长

条件要求十分苛刻, 野生资源自然分布区域相对狭

窄, 加上人工的过度采挖, 其野生资源已濒临灭绝[4]。

次生代谢产物是植物正常生长发育过程中非必需的

一大类小分子化合物, 是植物在环境作用下长期进化

的一种表现结果[5]。随着研究的不断深入, 次生代谢

产物在植物生命活动中的重要性也显现出来。植

物次生代谢产物不仅具有重要的生物学和生态学

意义[6-7], 还具有重要的药用价值[8]。不少植物的药用

有效成分是其次生代谢过程中的产物, 如石斛属[9]植

物中的生物碱、萜类、联苄类; 金丝桃属[10]植物中的

二蒽酮类、类黄酮类; 间苯三酚和银杏[11]植物中的银

杏内酯等。近几十年来, 科技人员对霍山石斛进行

了大量的研究, 特别是组织培养技术[12-13]、化学成

分测定[14]、资源鉴定[15]等方面, 但有关霍山石斛相关

基因功能的研究还较少, 而基因工程技术能够为植物

的改良提供理论依据和物质基础。因此, 通过基因工

程手段提高次生代谢产物含量具有意义重大。

托品酮还原酶(tropinone reductase, TR)是一种立

体专一性依赖NADPH的还原酶[16], 是托品酮代谢途

径中的分支点, 分为TR-I和TR-II两种类型。TR-I将托

品酮还原成托品, TR-II催化托品酮生成假托品。TR-I
和TR-II是短链脱氢酶家族(short-chain dehydrogenase 
family, SDR)中的成员[17],  目前 ,  TR基因已经从

金钗石斛(Dendrobium nobile, AFD23287.1)[18]、颠茄

(Atropa belladonna, AFP55030.1)[19]、马铃薯 (Solanum 
tuberosum, CAC34420.1)[20]、三分三(Anisodus acutangulus, 
ACB71202.1)[21]和天仙子(Hyoscyamus niger, BAA13547.1)[22]

等多种植物中克隆出来。有研究表明, TR是提高生

物碱含量的关键酶, 在植物生物碱的生物合成方面

具有重要的调控作用[19]。在茄科等植物中的TR能
够催化托品酮, 托品酮经TR-I催化后生成托品醇最

终生成莨菪碱和东莨菪碱, 托品酮经TR-II催化后

生成假托品醇最终产物为旋花碱[23]。在金钗石斛

(Dendrobium nobile)次生代谢产物的研究中发现, 
DnTR-I是生物碱合成过程中的关键酶基因, 其表达

量的增加将有力地促进生物碱的合成和积累[24]。因

此, 本研究采用RT-PCR结合RACE技术克隆得到霍

山石斛托品酮还原酶-I(TR-I)基因的全长cDNA, 并
进行了生物信息学分析和定量表达分析, 为后续霍

山石斛TR-I基因的功能验证研究奠定基础。

1   材料与方法
1.1   材料

以继代培养50 d的霍山石斛原球茎为材料进行

TR-I基因的克隆。以继代培养1年的试管苗及移栽

培养1年、2年和3年驯化苗的根、茎、叶和继代培

养半年的霍山石斛、金钗石斛、铁皮石斛、鼓槌

石斛无根试管苗以及不同浓度茉莉酸甲酯(methyl 
jasmonate, MeJA)处理下的霍山石斛原球茎为材料, 
进行基因的定量表达分析。

1.2   方法

1.2.1   霍山石斛原球茎RNA的提取及cDNA第一

链的合成      采用通用植物总RNA提取试剂盒

(BioTeke公司)进行霍山石斛原球茎总RNA提取, 总
RNA经1%琼脂糖凝胶电泳检测其完整性, 经分光光

度计检测其纯度。而后直接用于cDNA第一链的合

成或置于–80 °C条件下保存备用。保守区扩增以及

3′ RACE cDNA第一链的合成均使用PrimeScriptTM II 
1st Strand cDNA Synthesis Kit试剂盒(TaKaRa公司), 
采用AP接头作为引物进行逆转录, 产物于–20 °C保
存。

1.2.2   霍山石斛TR-I基因保守区引物设计及PCR扩
增      从NCBI上下载金钗石斛(Dendrobium nobile, 
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JQ063457.1)、铁皮石斛(Dendrobium catenatum, 
XM_020847000.1)的TR-I基因序列, 根据同源克隆的

原则设计基因保守区的上下游引物TR-I-F和TR-I-R 
(图1下划线所示和表1), 以逆转录的保守区cDNA第

一链为模板, 进行PCR扩增。PCR扩增程序为: 94 °C
预变性4 min; 94 °C变性45 s, 57 °C退火50 s, 72 °C延
伸50 s, 共35个循环; 最后72 °C延伸10 min。PCR扩
增产物通过琼脂糖(1%)电泳进行检测。目的片段经

回收、连接、克隆和转化后, 阳性克隆子送上海铂

尚生物公司完成测序。

1.2.3   霍山石斛TR-I基因3′ RACE引物设计及PCR扩
增      根据TR-I基因保守区的测序结果设计两条顺

式特异引物TR-I-3′-1和TR-I-3′-2(表1), 以逆转录的

保守区cDNA第一链为模板, AUAP为下游引物, 进
行第一轮巢式PCR。将第一轮扩增产物进行适当稀

释作为第二轮PCR扩增模板, 同样以AUAP为下游引

物, 进行第2轮PCR扩增。PCR反应程序除退火温度

改为52 °C及72 °C延伸时间改为1 min外, 其余PCR
扩增参数和后续步骤同保守区克隆。

1.2.4   霍山石斛TR-I基因5′ RACE引物设计及PCR
扩增      根据TR-I基因保守区的测序结果设计两条5′ 
RACE的反向特异引物TR-I-5′-1和TR-I-5′-2(表1), 5′ 

RACE cDNA的逆转录是在cDNA第一链基础上进行

纯化和加尾。以加尾产物作为第一轮PCR扩增的模

板, AAP为下游引物, 进行巢式PCR。将第一轮扩增

产物进行适当稀释作为第二轮PCR扩增模板, AUAP
作为下游引物进行第二轮PCR扩增。PCR反应程序

除两轮退火温度改为51 °C外, 其余参数及后续步骤

同保守区克隆。

1.2.5   霍山石斛TR-I基因全长的拼接及ORF(open 
reading frame)验证      所有测序结果经GenBank
的Blast验证序列的同源性。将获得的目的基因的

5′ RACE序列、ORF验证序列及3′ RACE序列采用

DNAMAN软件进行拼接, 得到该基因的cDNA全长, 
并在ORF外或起始密码子和终止密码子处分别设计

一对引物(表1), 用于ORF的扩增。以逆转录的保守

区cDNA第一链为模板, 进行PCR反应。PCR反应程

序除退火温度改为55 °C和72 °C延伸时间改为1 min
外, 其余参数及PCR产物的回收纯化、目的片段连接、

转化及测序同保守区克隆。

1.2.6   生物信息学分析      参照林榕燕等[25]的分析

方法, 利用在线ExPASy蛋白质分析软件ProtParam、

ProtScale、COIL、SWISS-MODEL对蛋白质进行理

化性质分析和卷曲结构、三维结构预测; 利用在线

Dc: 铁皮石斛; Dn: 金钗石斛。

Dc: Dendrobium catenatum; Dn: Dendrobium nobile.
图1   霍山石斛TR-I保守区引物设计

Fig.1   Primer designing of conservative regions of TR-I in Dendrobium huoshanense

1

1
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CBS Prediction Servers蛋白质分析软件中的SignalP、
TMHMM、NetPhos对蛋白质进行信号肽、跨膜

结构预测和磷酸化位点分析; 利用在线PSORT软
件进行亚细胞定位; 利用NCBI的Conserved Donain 
Search在线软件进行蛋白质保守结构域的预测; 利
用PredictProtein对该蛋白质的功能位点和二级结构

进行预测; 利用MEGA5.0软件构建系统进化树。

1.2.7   霍山石斛TR-I基因定量表达分析      本研究

采用SYBR Premix Ex TaqTM试剂 (TakaRa公司)和
ABI7500实时荧光定量PCR仪器(美国ABI公司), 以
18SrRNA为内参基因, 检测目的基因TR-I在不同品种

石斛试管苗、不同时期霍山石斛根、茎、叶及不同

浓度茉莉酸甲酯处理2 d条件下原球茎中的相对表

达量。具体操作流程参照林玉玲等[26]的研究, 每个

反应包括3个重复。

2   结果
2.1   霍山石斛TR-I基因cDNA全长序列的获得

采用通用植物总RNA提取试剂盒提取的霍山石

斛原球茎总RNA, 质量较好。以总RNA直接逆转录

合成的保守区cDNA第一链为模板, 采用相应的引物

分别进行TR-I保守区的PCR扩增, TR-I基因保守区扩

增结果得到751 bp的特异性条带, 片段大小均与预期

目的条带一致。根据保守区序列设计引物, 进行5′和
3′扩增, 经测序后为622 bp和342 bp, 扩增结果得到与

预期目的条带大小一致的特异性条带。将所获得的

TR基因的3′ RACE序列、保守区序列和5′ RACE序列

分别进行拼接, 得到一条长度为1 043 bp的cDNA全

长序列, 而后根据拼接的全长序列设计相应的ORF
验证引物, 以霍山石斛原球茎保守区cDNA为模板进

行PCR扩增验证, 扩增得到817 bp的特异性条带(图
2), 测序结果在GenBank数据库中在线进行Blast比
对。结果表明, 所得片段为霍山石斛TR-I基因序列。

该cDNA全长1 043 bp, 包含78 bp的5′ UTR、一个完

整的共807 bp的ORF(79-885)以及158 bp的3′ UTR(含
poly A)。该cDNA序列共编码268个氨基酸, 已登录

GenBank, 登录号为KY912085。TR-I基因cDNA的核

苷酸序列及推导的氨基酸序列见图3, 起始密码子以

下划线标注, 终止密码子以星号标注。

2.2   霍山石斛TR-I基因编码蛋白质的结构与特性

分析

利用ProtParam对霍山石斛TR-I蛋白质进行理

化性质分析发现, 该蛋白质由268个氨基酸组成, 分
子量为28 314.34, 理论等电点为6.17, 由20种氨基

酸组成, 其中Ala、Gly和Leu所占比重较大, 比例分

别为10.8%、10.8%和10.4%, Trp含量最低。负电荷

氨基酸残基总数为25, 正电荷的总数为22, 分子式

为C1249H1998N344O383S11, 原子总数为3 985。预测结

果还显示, 该蛋白质不稳定系数为37.22, 低于域值

40, 是一个稳定蛋白质; 脂肪系数为96.90; 总平均疏

表1   霍山石斛TR-I基因克隆及荧光定量PCR所用引物

Table 1   The primers used in TR-I clone and fluorescent quantitation PCR in Dendrobium huoshanense
作用

Function
引物名称

Primer name
引物序列

Primer sequence

Reverse transcription primer AP 5′-GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC(T)17-3′

Anchored primer AAP 5′-GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC(G)8-3′

AUAP 5′-GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC-3′

For the conserved fragment TR-I-F 5′-ACT TCG CCG ATG GTC TCT TAG T-3′

TR-I-R 5′-GGT CCT CCC TCC ATC AAC AC-3′

3′ RACE TR-I-3′-1 5′-CTC TGC AAC TAA AGG AGC TTT GAA TC-3′

TR-I-3′-2 5′-CCC ACT AAG CAT GCC TTA TCT TGA GG-3′

5′ RACE TR-I-5′-1 5′-CCT CAA GAT AAG GCA TGC TTA GTG GG-3′

TR-I-5′-2 5′-GAT TCA AAG CTC CTT TAG TTG CAG AG-3′

For the cDNA of ORF TR-I-ORF-F 5′-AAT GGC CGG AGG AGG TGG AGA AAA CC-3′

TR-I-ORF-R 5′-GAA CAA TCA TTA AGC ACC TAA GGT CC-3′

For the internal control 18SrRNA-F 5′-CCT GAG AAA CGG CTA CCA CAT-3′

18SrRNA-R 5′-CAC CAG ACT TGC CCT CCA-3′

For the expression of TR-I TR-I-RT-F 5′-TTC CAT CTC AGC CAA TTA GCC CAT-3′

TR-I-RT-R 5′-GAT TCA AAG CTC CTT TAG TTG CAG AG-3′
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水指数(GRAVY)为0.103, 表明它是一个疏水蛋白

质。利用ProtScale对蛋白质的亲水性和疏水性进

行预测, 结果表明, 在第159个氨基酸表现为疏水性

最强, 为2.256; 在第55个氨基酸表现为亲水性最强, 
为–2.300, 并且疏水氨基酸的数量大于亲水氨基酸

的数量, 所以推断TR-I为疏水性蛋白质, 其结果与

ProtParam软件中预测的一致。

利用TMHMM工具对霍山石斛TR-I的跨膜结

构进行预测, 结果表明, TR-I的跨膜螺旋氨基酸期望

值为3.051 23, 远小于18, 因此该蛋白质不可能是一

个跨膜蛋白。利用COILS对霍山石斛TR-I进行蛋白

质卷曲螺旋预测, 结果显示, 霍山石斛TR-I不能形成

卷曲螺旋结构。运用SignalP 4.1 Server对霍山石斛

TR-I的信号肽进行预测, 结果显示, 霍山石斛TR-I不

含有信号肽。运用PSORT软件对霍山石斛TR-I的亚

细胞定位进行预测, 结果表明, 霍山石斛TR-I定位于

细胞质的可能性最大, 为65.0%。其次是叶绿体类囊

体膜, 可能性为28.0%。定位于叶绿体基质和叶绿体

类囊体空间的可能性较低, 均为20.0%。由此可以推

测, 该蛋白质主要在细胞质中参与代谢活动。

蛋白质磷酸化是蛋白质翻译后修饰的重要内

容之一, 其对蛋白质活力和功能有着重要的调节和

控制作用[27]。利用NetPhos 3.1 Server预测霍山石

斛TR-I潜在磷酸化位点, 结果表明, 在多肽链中可

能发生磷酸化的有丝氨酸(Ser)、苏氨酸(Thr)和酪

氨酸(Tyr), 其中以丝氨酸磷酸化位点最多, 有26个, 
预测的最高分达到0.994, 在第20位氨基酸处; 其次

是苏氨酸, 达到14个磷酸化位点, 预测的最高分达

M: DL2000 marker; 1: 保守区扩增产物; 2: 5′ RACE扩增产物; 3: 3′ RACE扩增产物; 4: ORF扩增产物。箭头所示为目的片段。

M: DL2000 marker; 1: amplified product of conservative region; 2: amplified product of 5′ RACE; 3: amplified product of 3′ RACE; 4: amplified 
product of ORF. The arrow shows target fragment.

图2   霍山石斛TR-I基因的克隆

Fig.2    Cloning of TR-I gene in Dendrobium huoshanense

M M M M1 2 3 4

021

图3   霍山石斛TR-I基因cDNA的核苷酸序列及推导的氨基酸序列

Fig.3   The complete cDNA sequence of TR-I and its predicted amino acid sequence in Dendrobium huoshanense
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到0.870, 在第29位氨基酸处; 酪氨酸的磷酸化位点

有7个 , 在第37、112、125、167、173、214、252
位氨基酸处, 第125位氨基酸处预测的分最高, 达到

0.841。
通过PredictProtein在线软件对霍山石斛TR-I蛋

白质功能位点进行预测与分析。结果表明, 该蛋白

质含一个N-糖基化位点, 位于73-76位氨基酸段; 一
个A激酶磷酸化位点, 位于17-20位氨基酸段; 5个酪

蛋白激酶II磷酸化位点, 分别位于54-57、77-80、82-
85、120-123、131-134位氨基酸段; 6个N-肉豆蔻酰

化作用位点, 分别位于4-9、10-15、30-35、69-74、
195-200、255-260位氨基酸段; 一个短链脱氢酶/还
原酶家族信号位点, 位于160-188位氨基酸段。

通过NCBI-CDS在线软件分析霍山石斛TR-I的
保守结构域, 结果发现, 该蛋白质属于SDR超级家

族, 即短链脱氢酶/还原酶家族, 其氨基酸序列中存

在典型的短链脱氢酶(TR-SDR-c)特征性结构域, 含
有一个结构上保守的Rossmann折叠结构和NAD(P)
结合区域。

利用PredictProtein对霍山石斛TR-I的二级结构

进行分析, 结果发现, TR-I的结构由螺旋、折叠和卷

曲组成。在整个蛋白质中, 螺旋结构和卷曲结构所

占比例较大, 分别为50.37%和33.96%, 而折叠结构

只占15.67%。利用SWISSMODEL对霍山石斛TR-I
的三维结构进行预测, 从模型可以看出该蛋白质的

主要结构元件是螺旋、折叠和卷曲(图4)。

2.3   霍山石斛TR-I基因编码蛋白质的序列比对与

进化分析

从NCBI数据库中下载10种不同物种的TR-I氨
基酸序列 , 分别为三分三、颠茄、铃铛子(Anisodus 
luridus, AGL76989.1)、旋花 (Calystegia sepium, 
CAD20555.1)、曼陀罗(Datura inoxia, AIN39992.1)、铁

皮石斛(Dendrobium catenatum, XP_020702659.1)、金钗

石斛、天仙子、马铃薯以及睡茄 (Withania somnifera, 
AGY46257.1), 利用DNANAN软件对包括霍山石斛

(Dendrobium huoshanense, KY912085)在内的11种植物

进行序列多重比对分析。用不同颜色深浅背景来表

示其一致性的高低, 颜色越深一致性越高, 一致性最

高的地方可能存在着重要功能结构域。分析结果

表明, 不同植物的TR-I之间具有较高的一致性, 其一

致性达到78.43%。同时发现, 霍山石斛TR-I的功能

结构域氨基酸组成与其他植物几乎一致, 即都含有

YxxxK保守结构域(图5方框所示)。
采用MEGA5.0软件构建TR-I的系统进化树, 进

化树中数字代表bootstrap值, 重复检测1 000次。从进

化树结果可以看出, 序列被分为2个大的分支, 茄科等

8个产莨菪碱物种为一个分支, 其他包括霍山石斛在

内的6种非产莨菪碱物种为另一分支, 该分支中又可

分为2大类, 分别为单子叶和双子叶植物。霍山石斛

TR-I首先与铁皮石斛、金钗石斛处于同一分支, 它们

的亲缘关系最近, 其次是与菠萝的亲缘关系(图6)。
2.4   霍山石斛TR-I基因定量表达分析

为了研究托品酮还原酶基因在霍山石斛中的

时空表达差异, 我们分别提取了霍山石斛不同生长

阶段苗的根、茎、叶的RNA, 逆转录得到cDNA, 利
用荧光定量PCR分析基因的相对表达量。在溶解曲

线和扩增曲线满足实验要求的前提下, 以18SrRNA
为内参基因, 检测TR-I基因的表达水平, 其相对表

达量见图7。TR-I基因在不同时期霍山石斛不同组

织中的相对表达量均表现为茎>叶>根; 且茎和叶中

TR-I的表达量均随着霍山石斛的生长呈现先上升后

下降的变化趋势, 二年驯化苗茎和叶中的表达水平

最高。运用SPSS软件分析发现, 不同时期不同组织

间的相对表达量均具有显著性差异。

利用qPCR技术检测TR-I在霍山石斛、金钗石

斛、铁皮石斛和鼓槌石斛试管苗中的表达情况(图
8)。结果显示, TR-I基因在不同石斛品种中的相对表

达量大小依次为金钗石斛、霍山石斛、鼓槌石斛和

图4   霍山石斛TR-I蛋白三维结构预测

Fig.4   Prediction of three-dimensional structure of TR-I in 
Dendrobium huoshanense
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铁皮石斛, 且各品种间的相对表达量存在显著差异。

选择未添加茉莉酸甲酯的霍山石斛原球茎为

对照, 分析TR-I基因的相对表达量, 结果见图9。由

图可知, 在各个茉莉酸甲酯处理下都能检测到TR-I
基因的表达, 其中在100 µmol/L茉莉酸甲酯处理下

表达量最高, 在无茉莉酸甲酯处理下表达量最低, 且

随茉莉酸甲酯添加浓度的升高, TR-I基因的表达量

呈先升高后降低的趋势, 茉莉酸甲酯各浓度对基因

表达量的影响存在显著差异。

3   讨论 
TR基因作为提高托品烷生物碱含量的关键酶

Aa: 三分三; Ab: 颠茄; Al: 铃铛子; Cs: 旋花; Dc: 铁皮石斛; Dh: 霍山石斛; Di: 曼陀罗; Dn: 金钗石斛; Hn: 天仙子; St: 马铃薯; Ws: 睡茄。

Aa: Anisodus acutangulus; Ab: Atropa belladonna; Al: Anisodus luridus; Cs: Calystegia sepium; Dc: Dendrobium catenatum; Dh: Dendrobium 
huoshanense; Di: Datura inoxia; Dn: Dendrobium nobile; Hn: Hyoscyamus niger; St: Solanum tuberosum; Ws: Withania somnifera.

图5   霍山石斛TR-I氨基酸序列与其他植物多重比对

Fig.5   Multiple alignment of the amino acid sequence of TR-I among Dendrobium huoshanense and other plants
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图6   霍山石斛与其他植物TR-I系统进化树

Fig.6   Phylogenetic tree of TR-I with Dendrobium huoshanense and other plants
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1: 一年试管苗根; 2: 一年试管苗茎; 3: 一年试管苗叶; 4: 一年驯化苗根; 5: 一年驯化苗茎; 6: 一年驯化苗叶; 7: 二年驯化苗根; 8: 二年驯化苗茎; 
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1: roots of one year test-tube plantlet; 2: stems of one year test-tube plantlet; 3: leaves of one year test-tube plantlet; 4: roots of one year domesticated 
plants; 5: stems of one year domesticated plants; 6: leaves of one year domesticated plants; 7: roots of two years domesticated plants; 8: stems of two 
years domesticated plants; 9: leaves of two years domesticated plants; 10: roots of three years domesticated plants; 11: stems of three years domesticated 
plants; 12: leaves of three years domesticated plants. The different letters showed significant differences (P<0.05, n=3).

图7   霍山石斛不同时期不同组织中TR-I基因的相对表达量

Fig.7   Expression levels of TR-I in different stages and tissues of Dendrobium huoshanense
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图8   不同品种石斛中TR-I基因的相对表达量

Fig.8   Expression levels of TR-I in different Dendrobium cultivars

不同字母表示差异具有显著性(P<0.05, n=3)。
The different letters showed significant differences (P<0.05, n=3).

图9   霍山石斛不同浓度茉莉酸甲酯处理的TR-I基因定量表达分析

Fig.9   Analysis of the TR-I gene expression in different concertrations of methyl jasmonate in Dendrobium huoshanense
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基因而倍受关注, 目前已从天仙子[22]、三分三[28]、

颠茄[29]等植物中分离克隆。在对颠茄[29]中TR-I基因

进行研究发现, 其作为托品烷生物碱合成途径中间

分支处的一个控制点酶, 过量表达TR-I基因能够极

大地促进代谢流向莨菪碱和东莨菪碱方向, 从而显

著地提高总托品烷生物碱的产量。用发根农杆菌

C58C1介导遗传转化TR-I基因, 获得了三分三转基

因毛状根。结果显示, 与对照组比较, 转基因毛状根

莨菪碱提高了87%, 东莨菪碱提高至原来的8倍, 说
明TR-I基因对提高三分三总莨菪碱含量方面起到了

积极作用[30]。然而, 只有在茄科植物或其相近物种

中, TR基因才具有托品酮催化活性。唯一例外的是, 
在非产莨菪碱物种中, 辣根植物中的托品酮还原酶

对托品酮具有催化活性[31], 但要低于其他环酮类物

质, 而拟南芥[31]托品酮还原酶却对托品酮无催化活

性。因此, 有研究者推测, 在非茄科植物的进化演变

过程中, 相比于托品酮, TR基因有其特异性底物[32], 
例如推测金钗石斛DnTR-I可能参与了石斛碱的生

物合成[18]。

本研究将获得的霍山石斛TR-I基因编码蛋白质

序列用Blast进行蛋白质相似性检索, 发现该序列与

铁皮石斛和金钗石斛的相似性最高, 达到了97%, 与
其他植物在氨基酸序列也有较高的同源性。利用

软件对霍山石斛TR-I蛋白质进行生物信息学分析发

现, 该蛋白质属于疏水性的稳定蛋白质, 不含信号肽

结构, 属于短链脱氢酶/还原酶家族, 这与强玮[29]对

颠茄TR-I的研究和Wei等[33]对曼陀罗TR-I的研究结

果类似。在重要功能结构域方面, 霍山石斛TR-I拥
有与其他植物几乎一致的氨基酸组成, 即YxxxK保

守结构域。晶体结构和定点突变实验证明, YxxxK
位点为短链脱氢酶家族所必不可少的[34]。进化树分

析结果表明, 产莨菪碱物种组成一个分支, 非产莨菪

碱物种组成一个分支, 霍山石斛TR-I蛋白质则处在

非产莨菪碱物种这一分支, 这基本上代表了它在经

典分类上的地位。本研究获得的霍山石斛TR-I基因

的序列信息以及结构分析, 可为后期通过分子生物

学手段调节TR-I的基因表达, 进而为研究TR-I基因

在石斛中的功能奠定基础。

为了解TR-I基因在霍山石斛中的功能, 本研究

分析了该基因在不同条件下的表达差异。在分析霍

山石斛TR-I基因的时空表达模式时发现, 其在茎中

的相对表达量最高, 叶中次之, 根中最少, 各组织间

的表达量存在明显差异, 且茎和叶中TR-I的表达量

均随着生长期的延长呈先上升后下降的变化趋势。

而在对三分三TR-I基因的研究中发现, 该基因在不

同的组织中表达水平都比较低, 并且表达没有明显

的区别[30]; TR-I基因在颠茄成熟叶中表达水平较高, 
花苞和须根也有少量表达, 其他部位表达量微弱[29]; 
在金钗石斛研究中, DnTR-I基因在叶中表达最高, 茎
中次之, 根中表达最低[18]。不同植物TR-I基因在不

同组织中存在差异, 这可能是由于该基因在不同的

物种中所起的作用不同导致的。在不同品种药用石

斛比较中发现, TR-I基因在金钗石斛中的相对表达

量显著高于其他3种石斛, 结合金蓉鸾等[35]、王再花

等[36]、陈乃东等[37]的研究发现, 金钗石斛中所含的

总生物碱量要比霍山石斛、铁皮石斛和鼓槌石斛高, 
推测TR-I基因与总生物碱量含量变化存在一定联系, 
可能与总生物碱的合成相关。

近年来, 茉莉酸甲酯作为诱导子的应用越来

越广泛, 因为它不仅能够促进植物次生代谢产物的

积累, 也可以影响植物次生代谢途径中关键酶基因

的表达[38]。用茉莉酸甲酯诱导刺激植物, 能够强烈

地促进植物生物碱的积累[39-40]。为了探讨TR-I在霍

山石斛中是否与生物碱合成途径相关, 我们检测了

不同浓度茉莉酸甲酯处理条件下基因的表达变化。

结果显示, 随茉莉酸甲酯添加浓度的升高, TR-I基因

的表达量呈先上升后下降的变化趋势, 当浓度高于

100 µmol/L时, 其表达量下降, 这可能是由于茉莉酸

甲酯诱导刺激了基因的某些特殊的应答机制。本研

究中添加茉莉酸甲酯处理的基因表达量均高于未添

加茉莉酸甲酯的对照组, 说明TR-I基因能够有效响

应茉莉酸甲酯的诱导调控。结合茉莉酸甲酯在生物

碱合成中的作用, 推测TR-I基因可能参与到生物碱

的合成途径。因此, 霍山石斛TR-I基因的克隆与表

达分析将有助于后续通过双向电泳、酵母双杂交、

转基因等技术对霍山石斛TR-I进行功能验证, 也为

石斛次生代谢产物合成的进一步研究奠定基础。
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