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　 　 摘要：基于 ＮＣＢＩ 数据库中本氏烟（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ）的烟草八氢番茄红素脱氢酶 ＰＤＳ 基因（ＡＢＥ９９７０７）的核苷酸序

列，设计并合成特异性引物，以烟草栽培品种红花大金元叶片总 ＲＮＡ 为模板，通过 ＰＣＲ 方法获得了烟草 ＮｔＰＤＳ 基因的 ｃＤＮＡ
片段。 序列分析表明，该基因编码区为 １７４９ ｂｐ，编码 ５８２ 个氨基酸，推测该蛋白等电点为 ７􀆰 ５３，理论分子量为 ６５􀆰 ０４ ｋＤ。 通过

构建融合表达载体 ｐＥＴ⁃３２ａ⁃ＮｔＰＤＳ，并转化大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３），在 ３７ ℃下经 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 诱导 ４ ｈ 表达后，产生了以可溶

性蛋白形式存在的 ＮｔＰＤＳ 融合蛋白，并通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 验证融合蛋白获得表达。 利用半定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 技术进行组织表达

模式分析发现，该基因在烟草的叶片、花和茎中均有表达，在根中没有表达。 该结果为进一步研究烟草八氢番茄红素脱氢酶

ＮｔＰＤＳ 的活性和生物学功能奠定了基础。
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在植物中，类胡萝卜素主要分布于叶绿体和有 色体膜中，是植物光合作用的重要辅助色素和光氧
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化作用的保护剂，也是构成植物器官颜色的重要色

素［１⁃３］。 在烟草中类胡萝卜素是最重要的萜烯类化

合物之一，不仅直接影响烟叶的外观质量，而且还直

接和间接地影响烟叶的内在品质，其相关降解产物

与烟叶的香气质和香气量也有密切的相关性［４］。
因此，研究烟草类胡萝卜素生物合成及其调节机理

一直是国内外烟草行业的一个热点。
八氢番茄红素脱氢酶 （ ＰＤＳ， ｐｈｙｔｏｅｎｅ ｄｅｓａｔｕ⁃

ｒａｓｅ）是影响类胡萝卜素合成的限速酶之一，八氢番

茄红素在 ＰＤＳ 的作用下生成 ζ⁃胡萝卜素，然后在

ＺＤＳ 催化下 ζ⁃胡萝卜素向番茄红素转化，进而合成

其他下游类胡萝卜素［５］。 研究表明，ＰＤＳ 在类胡萝卜

素合成途径中具有调控作用［６］。 许多除草剂的抑制

剂（如哒草伏和氟啶酮）与 ＰＤＳ 结合后，抑制了 ＰＤＳ
的催化活性，积累了大量的八氢番茄红素，从而影响

类胡萝卜素的合成［７］。 Ｚ． Ｒ． Ｓｕｎ 等［８］研究发现，ＰＤＳ
基因的表达与花和果实中类胡萝卜素含量呈正相关。
ＰＤＳ 基因还是植物中的一个内源基因，国内外很多研

究通过沉默 ＰＤＳ 基因检测和报告基因，研究新基因

的功能［９］。 比如，将 ＰＤＳ 基因中的某段序列克隆到

沉默载体并转入植物中，就能够引起叶片斑驳、发黄

等现象。 目前关于烟草类胡萝卜素生物合成途径中

相关基因的分离和鉴定国内外报道较少，而 ＰＤＳ 在

烟草类胡萝卜素生物合成途径中的具体作用和功能

目前也还不清楚。 本研究以 ＮＣＢＩ 数据库中本氏烟

（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ）的 ＰＤＳ（ＡＢＥ９９７０７）核酸序

列设计特异引物，从栽培烟草红花大金元克隆获得

ＮｔＰＤＳ 基因片段，利用生物信息学方法研究该基因的

序列特征及结构，然后在大肠杆菌中进行原核表达，
为后续研究其生物学功能奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 植物材料

本试验所用植物材料为普通烟草 （Ｎｉｃｏｔｉａｎａ
ｔａｂａｃｕｍ）品种红花大金元开花期（盆栽培养 ８０ ｄ）
中部叶片，取新鲜叶片保存于 ８０ ℃备用。
１􀆰 ２　 菌株、载体及主要试剂

ＨｉＦｉ Ｔａｑ 酶、ｐＥＡＳＹ Ｔ１⁃ｓｉｍｐｌｅ 载体和大肠杆菌

菌种 ＤＨ５α 购自北京全式金生物技术有限公司；限
制性内切酶 ＢａｍＨ Ｉ 和 Ｎｏｔ Ｉ、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００
等 ＰＣＲ 扩增试剂购自大连 ＴａＫａＲａ 公司；Ｔ４ ＤＮＡ 连

接酶和反转录试剂盒购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司；ＤＮＡ 回收

试剂盒和 ＰＣＲ Ｃｌｅａｎ⁃ｕｐ 试剂盒购自 ＡＸＹＧＥＮ 公司；
原核表达载体 ｐＥＴ⁃３２ａ 和 ＢＬ２１（ＤＥ３）表达菌株为

本实验室保存；蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ 购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司；
鼠抗 ６ × Ｈｉｓ ｔａｇ、辣根过氧化酶标记羊抗小鼠 ＩｇＧ 购

自碧云天生物技术研究所。 卡那霉素、ＩＰＴＧ 等分析

纯药品均购自上海生工生物工程有限公司。
１􀆰 ３　 总 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 的克隆

取红花大金元的叶片作为 ＲＮＡ 提取材料，利用

ＴＲＩＺＯＬ 法严格按照 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司试剂盒说明书操

作步骤提取总 ＲＮＡ，在逆转录酶的作用下，合成 ｃＤ⁃
ＮＡ 第 １ 链。 以其为模板，根据 ＮＣＢＩ 数据库中本氏

烟（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ）的 ＰＤＳ（ＡＢＥ９９７０７）核酸

序列设计特异引物，其中正向引物： ＰＤＳ１⁃Ｆ： ５′⁃
ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＣＣＣＣＡＡＡＴＴＧＧＡＣＴＴＧＴＴＴＣＴ⁃３′，
反向 引 物： ＰＤＳ１⁃Ｒ： ５′⁃ＡＴＡＡＧＡＡＴＧＣＧＧＣＣＧＣＣＴＡ⁃
ＡＡＣＴＡＣＧＣＴＴＧＣＴＴＣＴＧＣＣＡＡ⁃３′进行 ＰＣＲ 扩增，在
正反向引物的 ５′ 端分别加入 ＢａｍＨ Ｉ 和 Ｎｏｔ Ｉ 酶切

位点（下划线部分）和保护碱基（斜体部分）。 ＰＣＲ
扩增条件为：９４ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃ 变性 ４０ ｓ，
６０ ℃退火 ４０ ｓ，７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ ３０ ｓ，共 ３５ 个循环；
最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 扩增产物经 １􀆰 ５％ 琼

脂糖凝胶电泳检测，回收纯化目的片段连接到

ｐＥＡＳＹ Ｔ１⁃ｓｉｍｐｌｅ 载体，重组质粒命名为 ｐＥＡＳＹ Ｔ１⁃
ＮｔＰＤＳ，然后通过热击转化转入 ＤＨ５α 感受态细胞

中，利用蓝白斑筛选和 菌 液 ＰＣＲ 鉴 定 阳 性 克

隆［１０⁃１１］，并把阳性克隆送到华大基因进行测序。
１􀆰 ４　 ＮｔＰＤＳ 基因的生物信息分析

利用 ＥｘＰＡＳｙ（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃａ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｔｏｏｌｓ ／ ｄｎａ．
ｈｔｍｌ）的在线软件对该蛋白质的理化性质进行基本

分析，运用 ＳＭＡＲＴ 在线程序 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｍａｒｔ． ｅｍｂｌ⁃
ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ． ｄｅ ／ ）分析其蛋白结构域，运用 ＮＣＢＩ 网站

（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ）中的 ＢＬＡＳＴ 工具进行基

因同源性的比对。 利用 ＭａｔＧＡＴ Ｖ２􀆰 ０２ 软件［１２］，采
用矩阵全局比对法（Ｍａｔｒｉｘ Ｇｌｏｂａｌ Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ）计算所

选物种 ＰＤＳ 氨基酸序列的相似度及一致性。 利用

ＣｌｕｓｔａｌＸ １􀆰 ８３ 软件［１３］对普通烟草、本氏烟和 ８ 种常

见植物 ＰＤＳ 氨基酸序列进行比对，利用 ＥＳＰｒｉｔ 在线

软件进行作图及分析（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｅｓｐｒｉｐｔ． ｉｂｃｐ． ｆｒ ／ ＥＳＰｒｉ⁃
ｐｔ ／ ｃｇｉ⁃ｂｉｎ ／ ＥＳＰｒｉｐｔ． ｃｇｉ），利用 ＭＥＧＡ ｖ４􀆰 ０ 软件［１４］

采用邻接法（ＮＪ，ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ）自举检验 １０００ 次

构建系统进化树。
１􀆰 ５　 ＮｔＰＤＳ 基因的原核表达载体构建及诱导表达

测序验证正确后，将重组质粒 ｐＥＡＳＹ Ｔ１⁃ＮｔＰＤＳ
和原核表达载体 ｐＥＴ⁃３２ａ（ ＋ ）分别用 ＢａｍＨＩ 和 Ｎｏｔ Ｉ
双酶切并回收纯化，用 Ｔ４ 连接酶连接过夜并转化大

肠杆菌 ＤＨ５α 后，利用菌液 ＰＣＲ 筛选阳性克隆，然后
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进行双酶切及其测序验证，融合表达载体命名为

ｐＥＴ⁃３２ａ⁃ＮｔＰＤＳ。 取 １ μＬ 测序验证正确的重组质粒

ｐＥＴ⁃３２ａ⁃ＮｔＰＤＳ 转化至表达菌株 ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态

细胞中，挑取单菌落，接种于 １０ ｍＬ 的 ２ × ＹＴ 培养基

中（加入卡那霉素终浓度为 ５０ μｇ ／ ｍＬ），３７ ℃摇床

２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养至 ＯＤ 为 ０􀆰 ６ ～ １􀆰 ０ 之间，加入

１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 在 ３７ ℃诱导培养 ４ ｈ，对照不加 ＩＰＴＧ
诱导。 诱导后的菌液以 ８０００ ｒ ／ ｍｉｎ， ４ ℃，离 心

１５ ｍｉｎ，弃上清收集菌体，然后用 ８５０ μＬ 的 Ｂｉｎｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ（２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ，５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ，５％甘油，ｐＨ
８􀆰 ０）重悬菌体，液氮冻融 ３ 次后，置于冰水混合物中

超声破碎 １０ ｍｉｎ（输出功率为 ２００ Ｗ，超声 １ｓ，间歇

３ ｓ）。 然后 １２０００ ｒ ／ ｍｉｎ，４ ℃，离心 １５ ｍｉｎ，上清液转

移至新的离心管中，沉淀再用 ８５０ μＬ 的 Ｂｉｎｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ 重悬。 各取 ２０ μＬ 的样品，加入 ５ μＬ 的 ５ ×
上样缓冲液，沸水中变性 １０ ｍｉｎ 左右。 处理好的样

品瞬离后，取 １０ μＬ 上清液进行 １５％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电

泳，然后进行考马斯亮蓝染色，根据电泳的结果判断

目的蛋白是否表达，以包涵体或可溶形式表达［１５］。
将上述处理好的样品进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳后转

到 ＰＶＤＦ 膜上，静置于 ５％脱脂奶粉 ４ ℃封闭过夜，
加入 １ ∶ ２０００ 鼠抗 Ｈｉｓ 抗体作为一抗，３７ ℃ 孵育

１􀆰 ５ ｈ，然后用 ＴＢＳＴ（５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ，ｐＨ ７􀆰 ５，
１５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ， ０􀆰 ０５％ Ｔｗｅｅｎ ２０ ） 洗涤 ３ 次，
１∶ ４０００ 加入辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠抗体作为

二抗，３７ ℃孵育 ２ ｈ，ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次，最后用 ＣｈｅｍｉＳ⁃
ｃｏｐｅ 化学发光成像系统（ＣＬｉＮＸ 公司）进行曝光。
１􀆰 ６　 ＮｔＰＤＳ 基因表达特征的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测

提取红花大金元开花期（盆栽培养 ８０ ｄ）植株

的根、茎、叶片和花的总 ＲＮＡ，合成 ｃＤＮＡ 第 １ 链，运
用半定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测普通烟草 ＮｔＰＤＳ 的表达量

情况，以烟草 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参。 ＮｔＰＤＳ 的正反引物为

ＰＤＳ２⁃Ｆ： ５′⁃ＡＣＧＣＣＣＡＡＣＴＡＡＡＣＣＡＴＴ⁃３′， ＰＤＳ２⁃Ｒ：
５′⁃ＴＣＡＣＣＣＴＡＴＣＡＧＧＣＡＣＡＣ⁃３′；β⁃ａｃｔｉｎ 的正反引物

为 β⁃ａｃｔｉｎ⁃Ｆ： ５′⁃ＧＴＧＴＴＡＴＧＧＴＴＧＧＴＡＴＧＧ⁃３′， β⁃ａｃ⁃
ｔｉｎ⁃Ｒ：５′⁃ＡＴＴＧＴＡＡＧＴＴＧＴＴＴＣＧＴＧ⁃３′。 ＰＣＲ 扩增条

件：９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃变性 ４０ ｓ，５８ ℃退火 ４０ ｓ，
７２ ℃延伸 ４０ ｓ，共 ２５ 个循环；最后 ７２ ℃延伸１０ ｍｉｎ。
ＰＣＲ 扩增产物经 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳检测。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＮｔＰＤＳ 基因的克隆及序列分析

以普通烟草叶片 ｃＤＮＡ 为模板，利用特异引物

进行 ＰＣＲ 扩增，经琼脂糖凝胶电泳检测发现成功克

隆到一条特异带，该片段大小在 １ ～２ ｋｂ 之间（图 １）。
然后对该片段进行回收纯化，经连接、转化、筛选阳性

克隆、测序，结果表明 ＮｔＰＤＳ 基因的开放阅读框架

（ＯＲＦ，ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ）大小为 １７４９ ｂｐ，编码 ５８２
个氨基酸。 在线软件预测其等电点为 ７􀆰 ５３，理论分子

量为 ６５􀆰 ０４ ｋＤ，没有信号肽。 通过 ＳＭＡＲＴ 功能域分

析，结果显示 ＮｔＰＤＳ 蛋白质在 １２０ ～ ５６２ 区域具有一

个 Ａｍｉｎｏ＿ｏｘｉｄａｓｅ 功能结构域。

Ｍ：ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００；１：ＮｔＰＤＳ 基因 ＰＣＲ 产物

Ｍ：ＤＬ ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ，１：ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＮｔＰＤＳ ｇｅｎｅ

图 １　 ＮｔＰＤＳ 基因 ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＮｔＰＤＳ ｇｅｎｅ

对普通烟草与 ８ 种不同物种的 ＰＤＳ 氨基酸序

列进行了同源性比较，结果如表 １ 所示。 普通烟草

ＰＤＳ 基因序列与辣椒（Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ）的同源性

最高，相似性（ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ）和一致性（ ｉｄｅｎｔｉｔｙ）分别达

到了 ９７􀆰 １％和 ９５􀆰 ０％ ，与玉米（Ｚｅａ ｍａｙｓ）的同源性

最低，相似度和一致性分别为 ８０􀆰 ７％和 ７４􀆰 ２％ 。 多

序列比对结果发现，所有植物 ＰＤＳ 的氨基酸序列保

表 １　 烟草与 ８ 种不同物种的 ＰＤＳ 基因氨基酸序列相似性

（对角线下方）和一致性（对角线上方）
Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ （ ｂｅｌｏｗ ｔｈｅ ｄｉａｇｏｎａｌ ） ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｔｙ

（ａｂｏｖｅ ｔｈｅ ｄｉａｇｏｎａｌ） ｏｆ ＰＤＳ ａｍｏｎｇ Ｎ． ｔａｂａｃｕｍ
ａｎｄ ｅｉｇｈｔ ｐｌａｎｔｓ ａｔ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｌｅｖｅｌ （％ ）

ＮｔＰＤＳ ＣａＰＤＳ ＳｌＰＤＳ ＣｓＰＤＳ ＭｃＰＤＳ ＡｔＰＤＳ ＧｍＰＤＳＯｓＰＤＳ ＺｍＰＤＳ
ＮｔＰＤＳ ９５􀆰 ０ ９４􀆰 ２ ７９􀆰 ９ ８０􀆰 ３ ７７􀆰 ８ ７７􀆰 ８ ７４􀆰 ６ ７４􀆰 ２
ＣａＰＤＳ ９７􀆰 １ ９３􀆰 ８ ７９􀆰 ６ ８０􀆰 １ ７７􀆰 ３ ７７􀆰 ３ ７４􀆰 ７ ７４􀆰 １
ＳｌＰＤＳ ９５􀆰 ４ ９５􀆰 ９ ８０􀆰 １ ８０􀆰 ３ ７８􀆰 ４ ７８􀆰 ４ ７５􀆰 １ ７４􀆰 ６
ＣｓＰＤＳ ８５􀆰 ４ ８５􀆰 ６ ８５􀆰 ６ ９３􀆰 １ ７７􀆰 ８ ７７􀆰 ８ ７５􀆰 ２ ７４􀆰 ０
ＭｃＰＤＳ ８５􀆰 １ ８５􀆰 ２ ８５􀆰 １ ９５􀆰 ３ ７７􀆰 １ ７７􀆰 １ ７６􀆰 １ ７４􀆰 ７
ＡｔＰＤＳ ８４􀆰 ５ ８５􀆰 ２ ８５􀆰 ３ ８４􀆰 ２ ８３􀆰 １ １００ ７５􀆰 ９ ７４􀆰 ５
ＧｍＰＤＳ ８４􀆰 ５ ８５􀆰 ２ ８５􀆰 ３ ８４􀆰 ２ ８３􀆰 １ １００ ７５􀆰 ９ ７４􀆰 ５
ＯｓＰＤＳ ８２􀆰 １ ８２􀆰 ４ ８２􀆰 １ ８３􀆰 ８ ８４􀆰 ３ ８２􀆰 ５ ８２􀆰 ５ ８８􀆰 ８
ＺｍＰＤＳ ８０􀆰 ７ ８１􀆰 １ ８０􀆰 ９ ８３􀆰 １ ８２􀆰 ２ ８１􀆰 ６ ８１􀆰 ６ ９１􀆰 ５

阴影部分代表相似性的值，其中最高与最低值均用粗体标注

Ｔｈｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ ａｒｅ ｓｈａｄｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｏｗｅｓｔ ｖａｌｕｅｓ
ａｒｅ ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄ ｉｎ ｂｏｌｄ
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守性很高，而且都具有二核苷酸结合基序（ＧＸＧＸ２

ＧＸ３ＡＸ２ＬＸ３ＧＸ６ＥＸ５ＧＧ）、底物转运基序［Ｐｘ（Ｄ，Ｅ）ｘ
（Ｌ，Ｉ，Ｖ，Ｔ）（Ｒ，Ｋ） ｘ（Ｌ，Ｒ） （Ｌ，Ｉ，Ｖ，Ｍ，Ｆ，Ｙ）］和类

胡萝 卜 素 结 合 基 序 （ ＡＧＤＹＴＫＱＲＹＬＡＳＭＥＱＡＴＦ⁃
ＳＴＡＫＬ），如图 ２ 所示。 系统发生分析表明（图 ３），
普通烟草和本氏烟 ＰＤＳ 与辣椒、番茄的 ＰＤＳ ４ 种茄

科植物聚成一支，禾本科植物水稻和玉米的 ＰＤＳ 聚

成一支，苦瓜和黄瓜两种葫芦科植物的 ＰＤＳ 聚成一

支，拟南芥及大豆的 ＰＤＳ 也聚成一支。 从图 ３ 的结

果发现普通烟草 ＰＤＳ 基因与本氏烟、辣椒、番茄的

ＰＤＳ 基因的分子系统进化关系最近，与禾本科植物

水稻和玉米最远。

图 ２　 不同物种中 ＰＤＳ 的蛋白序列比对

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＰＤＳ ｉｎ ｔｏｂａｃｃｏ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ
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图 ３　 烟草与 ８ 种植物 ＰＤＳ 氨基酸序列的 ＮＪ 系统发生树

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｏｂａｃｃｏ ＰＤＳ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ａｎｄ ８ ｏｔｈｅｒ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｐｌａｎｔｓ

２􀆰 ２　 ＮｔＰＤＳ 基因的原核表达及 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分

析

将鉴定阳性的重组表达质粒 ｐＥＴ⁃３２ａ⁃ＮｔＰＤＳ 转

化大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）宿主菌，挑取阳性克隆振荡

培养，当大肠杆菌处于对数生长期时加入终浓度为

１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ，３７ ℃诱导表达 ４ ｈ，离心收集不同

诱导培养时间的工程菌。 通过 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳及考

马斯亮蓝染色发现，与对照相比，诱导后的上清液在

６６􀆰 ２ ～ １１６ ｋＤ 之间有特异条带，由于重组蛋白中

Ｈｉｓ 标签蛋白及质粒序列带来的氨基酸约 ２１􀆰 ０ ｋＤ，
因此所表达的蛋白条带大小与 ＮｔＰＤＳ 蛋白预测的

６５􀆰 ０４ ｋＤ 基本吻合，说明 ＮｔＰＤＳ 重组蛋白成功以可

溶的形式在大肠杆菌中获得了表达（图 ４Ａ）。 表达

的 ＮｔＰＤＳ 重组蛋白经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳后， 转到

ＰＶＤＦ 膜上然后用 ６ × Ｈｉｓ 单克隆抗体进行重组蛋白

的 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析，８６ ｋＤ 处均出现一条特异性

的抗原⁃抗体结合带（图 ４Ｂ），进一步证明了 ＮｔＰＤＳ
重组蛋白质获得表达。
２􀆰 ３　 ＮｔＰＤＳ 基因的组织表达分析

提取红花大金元开花期（盆栽培养 ８０ ｄ）植株

的不同组织，抽提 ＲＮＡ 并反转录合成 ｃＤＮＡ。 利用

合成的 ｃＤＮＡ 和基于 ＮｔＰＤＳ 基因序列设计的特异引

物进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ，以烟草 β⁃ａｃｔｉｎ 基因为内参，检测普

通烟草 ＮｔＰＤＳ 基因在各组织转录水平的表达特

征。 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测结果显示，该基因在花和叶片中

的表达量比较高，茎也有所表达，但是在根中不表

达，说 明 内 胡 萝 卜 素 主 要 在 花 和 叶 片 中 积 累

（图 ５）。

３　 讨论

自 １９９１ 年 Ｄ． Ｃｈａｍｏｖｉｔｚ 等［１６］ 在抗达草灭的组

囊藻（Ａｎａｃｙｓｔｉｓ ｎｉｄｕｌａｎｓ Ｒ２）中发现并最终获得正常

Ａ：ＮｔＰＤＳ 原核表达检测；Ｂ：ＮｔＰＤＳ 原核表达后 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析；
Ｍ：蛋白标准分子量；１：未诱导菌液上清；２：诱导菌液沉淀；

３：１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ，３７ ℃诱导 ４ ｈ 菌液上清；４：１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ，
３７ ℃诱导 ４ ｈ 菌液沉淀；箭头所指为目的蛋白质

Ａ：Ｔｈｅ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅＮｔＰＤＳ，
Ｂ：Ｔｈｅ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ＮｔＰＤＳ，

Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ，１：Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ，２：Ｐｅｌｌｅｔ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ，
３：Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ，３７ ℃，４ ｈ，

４：Ｐｅｌｌｅｔ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ，３７ ℃ ４ ｈ，
Ａｒｒｏｗ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ４　 ＮｔＰＤＳ 重组蛋白原核表达检测

Ｆｉｇ􀆰 ４　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ｏｆ ＮｔＰＤＳ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

图 ５　 ＮｔＰＤＳ 基因在不同组织中的表达

Ｆｉｇ􀆰 ５　 ＮｔＰＤＳ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ

的 ＰＤＳ 基因后，ＰＤＳ 基因已经从大豆、番茄、辣椒、
玉米、拟南芥等许多植物中分离获得，这些基因的

ｃＤＮＡ 全长一般为 １􀆰 ９ ～ ２􀆰 ３ ｋｂ，编码氨基酸 ５６６ ～
５８２ 个。 然而 Ｇ． Ｅ． Ｂａｒｔｌｅｙｅｔ 等［１７⁃１８］ 发现番茄 ＰＤＳ
基因转录区包括 １５ 个外显子和 １４ 个内含子，长度

达 ７􀆰 ７ ｋｂ，而且有研究证明其是以单拷贝形式存在

的［１９］。 前人的研究表明，植物的 ＰＤＳ 序列存在一些

共同的功能结构区域，是所有类胡萝卜素脱氢酶具

有的共同特征［２０］。 本研究从栽培烟草中克隆获得

了普通烟草 ＮｔＰＤＳ 基因，其 ｃＤＮＡ 长 １７４９ ｂｐ，编码

５８２ 个氨基酸残基，通过多序列比对分析发现普通

烟草 ＮｔＰＤＳ 基因编码的氨基酸与之相符合，说明所

得序列编码的蛋白是烟草类胡萝卜素脱氢酶。 普通

烟草 ＮｔＰＤＳ 基因编码的氨基酸与其他植物 ＰＤＳ 的

保守性很高，具有类胡萝卜素脱氢酶典型基序

２４８
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ＧＸＧＸ２ＧＸ３ ＡＸ２ ＬＸ３ ＧＸ６ ＥＸ５ ＧＧ，能够结合 ＮＡＤＰ、
ＮＡＤ 及 ＦＡＤ 等［２１⁃２２］。

植物类胡萝卜素是许多叶片、花和果实中的主

要色素，ＰＤＳ 是植物类胡萝卜素合成中去饱和的非

常重要的一类酶，在植物的花和果实显色中起着重

要作用［２３］。 ＰＤＳ 是类胡萝卜素合成途径中的限速

酶，参与线状类胡萝卜素生物合成［７］。 该酶表达受

到抑制后，会导致八氢番茄红素的累积，最终影响植

物的叶片、花和果实中类胡萝卜素的合成［２４］。 ２００２
年朱长甫等［２５］ 采用 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 方法在龙胆中

发现 ＰＤＳ 基因只在花和叶中表达，在茎中不表达。
陈段芬等［２６］研究表明中国水仙 ＮＴＰＤＳ１ 基因在开

花期的叶片、鳞片、根系和花中均有表达，说明该基

因为组成型表达。 Ｃ． Ｙ． Ｃｈｉｏｕ 等［２７⁃２８］ 在文心兰研

究中检测到 ＰＤＳ 基因在花和叶片中均有表达，在根

中的表达量最低，而且提出黄色花的形成受类胡萝

卜素途径控制，红色花的形成受类黄酮途径控制。
本研究发现普通烟草 ＮｔＰＤＳ 基因只在茎、叶片和花

中表达，在根中没有表达，具有相同的表达模式，推
测普通 ＮｔＰＤＳ 基因在烟草叶片类胡萝卜素积累和

花的显色中可能起着重要作用。 利用大肠杆菌异源

表达重组蛋白质来鉴定体外酶学特性就成为一种良

好的方法。 本研究成功构建了 ｐＥＴ⁃３２ａ⁃ＮｔＰＤＳ 原核

表达载体，并且在大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）宿主菌中获

得了成功表达，为进一步研究其酶活性及其生物学

功能奠定基础。
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