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新几内亚凤仙CCoAOMT和SAMS基因的
克隆及表达分析

李 凡，张晓丽，赵潞秋，石万磊，谭 弋，黄美娟，黄海泉
（西南林业大学园林园艺学院/国家林业和草原局西南风景园林工程技术研究中心/云南省功能性花卉资源及

产业化技术工程研究中心/西南林业大学园林园艺花卉研发中心，昆明 650224）

摘要： 通过对新几内亚凤仙（Impatiens hawkeri）指甲花醚合成相关基因CCoAOMT和SAMS的克隆及表达分析，以期为解

析其合成途径提供一定的理论依据。基于新几内亚凤仙指甲花醚含量测定和转录组测序数据分析，克隆到1个CCoAOMT和

2个SAMS基因，将其命名为 IhCCoAOMT、IhSAMS1和 IhSAMS2。3种处理（光培养、暗培养和前体物DHNA （1，4-dihydroxy-2-

naphthoate）诱导）均能促进指甲花醚积累，且暗培养处理最佳。IhCCoAOMT的 cDNA全长为729 bp，编码242 aa，其蛋白具有

AdoMet_MTases超家族结构域；IhSAMS1和 IhSAMS2的 cDNA全长分别为1179 bp和1173 bp，分别编码393 aa和391 aa，其蛋

白均具有 S-AdoMet_synt 超家族结构域。系统进化分析表明，IhCCoAOMT 与喜马拉雅凤仙亲缘关系最近；IhSAMS1 与

IhSAMS2可能为旁系同源。qRT-PCR分析表明，3个基因在新几内亚凤仙的3个处理及4个时期中均有表达，其中 IhCCoAOMT

在暗培养及前体物DHNA诱导中表达量整体上调，且暗培养第60天时表达量最高；IhSAMS1和 IhSAMS2在暗培养及DHNA诱

导中表达量整体下调，但 IhSAMS1 在 DHNA 诱导中表达量较高，IhSAMS2 在暗培养中表达量较高。综上所述，推测

IhCCoAOMT在指甲花醚处理后期起主要作用，IhSAMS1和 IhSAMS2在其早期起主要作用，且 IhSAMS2作用更为显著。
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Cloning and Expression Analysis of CCoAOMT and 
SAMS Genes in Impatiens Hawkeri
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Abstract：Through cloning and analyzing the expression of the CCoAOMT and SAMS genes in Impatiens 

hawkeri， we provided a theoretical basis for understanding the biosynthesis of 2-methoxy-1，4-naphthoquinone 

（MNQ）. Based on the quantification of MNQ content and the transcriptome profile datasets in I. hawkeri ， one 

CCoAOMT and two SAMS genes of I. hawkeri were identified and cloned， named IhCCoAOMT， IhSAMS1 and 

IhSAMS2. Three treatments including light， dark and DHNA（1，4-dihydroxy-2-naphthoate） could promote the 

MNQ accumulation， with best performance under dark culture. The full-length coding sequence of IhCCoAOMT 
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is 729 bp and encodes 242 aa containing the AdoMet_MTases superfamily domain. The CDS of IhSAMS1 and 

IhSAMS2 are 1179 bp and 1173 bp， which encode 393 aa and 391 aa， respectively. Their deduced proteins were 

predicted with the S-AdoMet_synt superfamily domain. Phylogenetic analysis showed that IhCCoAOMT was 

closely related to I. glandulifera. IhSAMS1 and IhSAMS2 of I. hawkeri may be paralogous genes. These genes were 

detected with transcripts at four culture periods under three treatments. The expression level of IhCCoAOMT 

increased in dark culture and DHNA treatment， and the highest expression was found on 60 days post dark culture. 

The expression levels of IhSAMS1 and IhSAMS2 were decreased in dark culture and DHNA treatment. The 

expression level of IhSAMS1 was higher than that in DHNA treatment， and a higher expression of IhSAMS2 was 

observed under dark culture treatment. Collectively， IhCCoAOMT was speculated with a key role at the late stage of 

MNQ treatment， while IhSAMS1 and IhSAMS2， especially for IhSAMS2， possibly played roles at the early stage.

Key words： Impatiens hawkeri；2-methoxy-1，4-Naphthoquinone；CCoAOMT；SAMS；expression analysis

凤仙花属（Impatiens L.）植物是一种富含天然药

用成分的观赏及药用植物，在亚洲国家被广泛用作

传统医药治疗各种人类疾病［1-3］，其次生代谢产物指

甲花醚（MNQ， 2-methoxy-1，4-naphthoquinone）具有

抗菌、抗皮炎和抗肿瘤等作用。指甲花醚及其前体

物指甲花醌均为1，4-萘醌类物质，都通过聚酮化合

物、莽草酸和类异戊二烯途径合成［4-6］，且结构上与萘

相关，其特征在于酮基取代了C1和C4位（1，4-萘醌）［7］。

研究表明1，4-萘环来源于莽草酸途径和邻琥珀酰苯

甲酸途径，且指甲花醚生物合成过程也被称为1，4-

二羟基-2-萘酸（DNHA，1，4-dihydroxy-2-naphthoate）

途径［5］。DHNA是植物体中多种1，4-萘醌类物质（指

甲花醌、叶绿醌、胡桃醌等）的生物合成关键前体，

Widhalm等［6］研究发现茶花凤仙花（I. balsamina）中

指甲花醌和叶绿醌均直接来自于DHNA，且指甲花

醌又是指甲花醚的直接前体。迄今DHNA下游参与

1，4-萘醌类物质合成的酶和用于指甲花醚生物合成

的酶均尚未确定。然而，有研究报道称指甲花醌是

由一种未知的酶通过将DHNA氧化脱羧形成的，且

还有学者提出指甲花醚是由一种具有S-腺苷甲硫氨

酸依赖性的O-甲基转移酶活性的酶通过将指甲花醌

的羟基甲基化形成的［6， 8-9］。本研究基于课题组前期

工作成功筛选出与指甲花醚合成相关的CCoAOMT

和SAMS基因，为进一步验证其对新几内亚凤仙指甲

花醚生物合成影响奠定基础。

咖啡酰辅酶 A-O- 甲基转移酶（CCoAOMT， 

Caffeoylcoenzyme A-O-methyltransferase）是一类 S-

腺苷甲硫氨酸（SAM， S-adenosine methionine）甲基

转移酶，其作为一种依赖SAM的氧甲基转移酶能够

将SAM的甲基转移到苯环上，从而对苯丙烷、类黄

酮、生物碱、花青素和香豆素等多种化合物起到催

化作用［10］。研究表明 CCoAOMT 是木质素生物合

成过程中的一种关键性甲基转移酶类，其主要在苯

丙烷途径中参与木质素的生物合成过程［11］；王礼洪

等［12］同样指出CCoAOMT是茶叶多酚中表没食子儿

茶素没食子酸酯（EGCG， epigallocatechin gallate）甲

基化生物合成的一种重要酶，且Zhang等［13］已证实

CCoAOMT能催化EGCG形成多种甲基化类似物；

Liao 等［14］研究还发现 CCoAOMT 是一种高效的多

功能O-甲基转移酶，其能够参与柑橘中聚甲氧基黄

酮（PMFs， polymethoxylated flavones）的生物合成。

S-腺苷甲硫氨酸合酶（SAMS，S-adenosylmethionine 

synthase）是催化甲硫氨酸和ATP合成SAM的唯一

酶，SAM 作为生物体内重要的甲基供体，在

CCoAOMT转移甲基过程中提供甲基，从而参与生

物体中咖啡碱、多胺、乙烯等多种次生代谢产物的生

物合成。研究表明，拟南芥中鉴定到4个SAMS基因，

其分别为 AtMAT1、AtMAT2、 AtMAT3 和 AtMAT4［15］，

同时 Meng 等［16］研究发现 AtMAT3 可以在体外与

AtMAT1、AtMAT2、AtMAT4 及其自身相互作用，且

Yang等［17］研究发现其还可以直接与S-腺苷-L-同型

半胱氨酸水解酶（SAHH， S-adenosyl-L-homocysteine 

hydrolase）相互作用，并与 CCoAOMT7 形成甲基供

体复合物作用于阿魏酸盐甲基化。由此表明，

CCoAOMT和SAMS之间不仅存在相互作用，且均

对植物的生长发育、物质代谢以及响应逆境胁迫等

过程发挥着重要作用。

新几内亚凤仙（Impatiens hawkeri）隶属凤仙花

科（Balsaminaceae）凤仙花属（Impatiens L.）多年生

草本植物，其花色丰富，花期较长，具有较高的观赏

价值，广泛应用于盆栽、地栽、花坛及花镜等；其提

取物还具有药用、食用和化工等作用。目前新几内

亚凤仙的研究有叶斑病、霜霉病、离体快繁及其叶

绿体基因组测序等方面［18-20］。但迄今为止，国内外
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尚未见有关凤仙花指甲花醚生物合成相关基因的

报道。本研究通过课题组前期工作成功筛选到指

甲花醚合成相关基因CCoAOMT和SAMS，在此基础

上采用 qRT-PCR 探究其在新几内亚凤仙指甲花醚

生物合成过程中不同处理及不同时期的时空表达

模式，进而探讨 CCoAOMT 和 SAMS 基因在新几内

亚凤仙指甲花醚生物合成过程中的功能与作用，以

期为解析凤仙花属植物指甲花醚生物合成途径提

供一定的基础数据和理论依据。

1　材料与方法

1.1　试验材料

以课题组前期离体快繁培育的新几内亚凤仙

（Impatiens hawkeri）丛生芽为材料，分别随机混合采

集光培养（光下 16 h，暗下 8 h间隔培养）、暗培养和

DHNA诱导光下培养第15天、30天、45天及60天的

植物材料，每组试验50瓶，重复3次。部分处理时期

的生长状态如图1，本试验以50 mg/L DHNA诱导光

下培养为材料，且由图可知150 mg/L DHNA为半致

死浓度，300 mg/L DHNA为致死浓度。其中暗培养

及DHNA诱导培养为处理组，光培养为对照组。

1.2　试验方法

1.2.1　不同处理下新几内亚凤仙丛生芽指甲花醚

含量测定　精准称量1.0 g光培养、暗培养和DHNA

诱导培养第 30天、60天的干样磨成细粉，甲醇浸提

后旋蒸富集成样品用于高效液相色谱（HPLC， high 

performance liquid chromatography）测定，每组试验

重复3次。色谱柱为Hypersil-GOLD-C18柱，流动相

为5%水（A）-95 %甲醇（B），检测时间段为0～10 min，

流速为0.3 mL/min，柱温27.5  ℃，进样量为10 μL，检

测波长为 280 nm。指甲花醚标准品浓度梯度为

0.05、0.1、0.15、0.2、0.25 mg/mL。运用 Excel 统计分

析数据，利用SPSS26.0软件进行数据显著性分析。

1.2.2　新几内亚凤仙总RNA的提取与CCoAOMT

和SAMS基因的克隆　新几内亚凤仙总RNA的提

取采用OMEGA试剂盒，1.2 %琼脂糖凝胶电泳检测

其完整性，并用核酸蛋白检测仪检测其浓度和质

量，cDNA的合成按照全式金逆转录试剂盒操作步

骤进行合成。根据测序公司提供的新几内亚凤仙

转录组数据设计引物（表1），进行PCR扩增，其反应

体系均为20 μL（模板1 μL，上下游引物各1 μL，10×

PCR Buffer（Mg2+） 2.4 μL，dNTP Mixture 1.6 μL，

Easy Taq 0.2 μL，dd H2O 12.8 μL），IhCCoAOMT基因

反应条件：预变性94 ℃ 5 min；变性94 ℃ 30 s，退火 

68 ℃ 30 s，延伸 72 ℃ 1 min，共 35 个循环。2 个

SAMS 基因的退火温度均为 57 ℃，延伸时间均为

1 min 30 s，其他条件同上。PCR产物回收纯化后，

连接到 pMD19-T 载体上，构建重组质粒转化到

DH5α感受态细胞，筛选阳性克隆并进行测序。

1.2.3　生物信息学分析　利用ExPasy-ProtParam软件

（http：//www.expasy.ch/tools/protparam.html）对蛋白质

的基本理化性质分析；利用德泰生物在线网址（http：//

www. detaibio. com/tools/hydropathy-analysis. html，

http：//www. detaibio. com/tools/signal-peptide. html，

http：//www. detaibio. com/tools/chou-fasman-forecast.

html）分别对蛋白质亲疏水性、信号肽和二级结构预测；

利用SWISS-MODEL软件（https：//swissmodel.expasy.

Org/interactive）对蛋白质三级结构预测；利用STRING

在线数据库（https：//string-db.org/）预测基因编码蛋白

间的互作关系；利用NCBI中BLAST在线工具检索其

同源蛋白序列并运用DNAMAN对其进行序列相似性

比对；运用MEGA10.0构建系统发育树。

1.2.4　新几内亚凤仙CCoAOMT和SAMS基因的时

空表达特性分析　（1）RNA提取及逆转录：分别提取

新几内亚凤仙光培养、暗培养和DHNA诱导培养第

15 天、30 天、45 天、60 天的 RNA，逆转录成 cDNA

备用。

（2）引物设计：根据 cDNA序列利用NCBI中结

合 Primer-BLAST 在线工具引物设计原则来设计

qRT-PCR引物（表1），内参基因为Actin。

（3）荧光定量 PCR：反应体系为 20 μL（qPCR 

SYBR Green Master Mix 10 μL，上下游引物各0.4 μL，

dd H2O 8.2 μL，模板 1 μL），反应条件：预变性 95 ℃ 

5 min；变性 95 ℃ 10 s，退火 60 ℃ 20 s，延伸 72 ℃ 

30 s，40个循环。根据qRT-PCR结果记录Ct值，每组

试验重复3次，采用2－△△Ct计算方法分析基因的相对

表达量。运用Excel统计分析数据，利用SPSS 26.0

软件进行数据显著性分析，Origin软件制图。

A：光下培养30 d；B：暗培养30 d；C、D、E：50、150、

300 mg/L DHNA诱导下培养30 d

A：Cultured under light for 30 d； B：Cultured in dark for 30 d； 

C，D，E：50，150，300 mg/L DHNA induction culture for 30 d

图1　新几内亚凤仙丛生芽3种处理下的生长状态

Fig.1　Growth status of cluster bud of I. hawkeri 

under three treatments
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2　结果与分析

2.1　标准品与样品的HPLC测定

为了探究指甲花醚含量与基因表达之间的关

系，利用HPLC技术分别对光培养、暗培养和DHNA

诱导培养第30天和第60天的植物材料进行指甲花

醚含量测定（图 2）。结果表明，指甲花醚标准曲线

的回归方程为 y = 7×107 x ＋16521 （r = 0.9993）；光

培养、暗培养和DHNA诱导培养第30天的指甲花醚

含量分别为 2.13 μg/g、0.65 μg/g、2.65 μg/g，培养第

60 天的指甲花醚含量分别为 2.60 μg/g、4.89 μg/g 、

3.64 μg/g；从中发现 3 种处理下指甲花醚含量随培

养时间的延长均逐渐积累，暗培养能有效促进指甲

花醚的生物合成，其中暗培养第60天的指甲花醚含

量最高，但暗培养第 30天的指甲花醚含量最低，二

者差异倍数为7.28倍，推测暗培养初期新几内亚凤

仙丛生芽为了适应环境变化延迟了指甲花醚生物

合成相关基因的表达。

2.2　新几内亚凤仙 CCoAOMT 和 SAMS 基因的

克隆

将目的基因命名为 IhCCoAOMT、IhSAMS1 和

IhSAMS2，经PCR扩增获得其全长 cDNA序列，分别

为729 bp、1179 bp和1173 bp（图3），分别编码242 aa、

393 aa 和 391 aa， NCBI 登录号分别为 OR067819、

OR067820和OR067821。比较全长cDNA与基因组

gDNA序列，发现 IhCCoAOMT由 4个外显子和 3个

内含子组成，内含子长度分别为98 bp、84 bp和107 bp；

IhSAMS1和 IhSAMS2均没有内含子（图4）。

2.3　新几内亚凤仙CCoAOMT和 SAMS基因的序

列结构分析

运用 ExPasy-ProtParam 对新几内亚凤仙

IhCCoAOMT、IhSAMS1和 IhSAMS2基因编码蛋白质

的基本理化性质分析结果显示（表2），3个蛋白均为

稳定性亲水蛋白，均不存在信号肽和跨膜结构，表

明其可能在细胞质内起作用。蛋白质二级结构预

测表明，3 个蛋白的二级结构均为混合型，在

IhCCoAOMT结构域中α-螺旋、无规则卷曲、延伸链

表1　所用引物信息

Table 1　Information of primers used in the study

引物名称

Primer name

IhCCoAOMT-F

IhCCoAOMT-R

IhSAMS1-F

IhSAMS1-R

IhSAMS2-F

IhSAMS2-R

Actin-F

Actin-R

qIhCCoAOMT-F

qIhCCoAOMT-R

qIhSAMS1-F

qIhSAMS1-R

qIhSAMS2-F

qIhSAMS2-R

引物序列（5′-3′）

Primer sequence（5′-3′）

ATGGCGGCCAACGGCGACAACATG

TCAGGCGACACGGCGGCAGAG

ATGGAGACCTTCTTGTTTACATCTGAATC

TTAAGCTTGAGGCTTCTCCCATTTG

ATGGACACATTCCTATTCACCTCAGAATC

TCAAGCTTTCGGCTTCAGCG

GTTCTGTCCATTCCCATCTGTC

CCCTGAGGAATCCAGTGAGC

AAGAGCCTTCTCCAAAGCGA

CAGAAACTGACCCTCGTCCG

TCTACCCAGCACGACGAAAC

AAACACCTCCTAGCAAGCCC

GAACGAAGGCCATCCAGACA

CTTGGTCACCAGCTCCGATT

用途

Purpose

全长克隆

qRT-PCR

LZ：光培养；DZ：暗培养；DHNA：DHNA诱导培养；其中不同小写字

母表示差异显著（P < 0.05）； 下同

LZ：Light culture； DZ：Dark culture； DHNA： DHNA induced 

culture； Different lowercase letters indicate significant difference （P < 

0.05）； The same as below

图2　不同样品中指甲花醚含量

Fig.2　Content of MNQ in different samples
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和 β转角的比例分别为 40.08 %、31.82 %、19.42 %

和 8.68 %，在 IhSAMS1 结构域中它们的比例分别

为 36.22 %、40.31%、14.54 %和8.93 %，在 IhSAMS2

结构域中它们的比例分别为 35.64 %、41.03%、

15.13 %和8.21 %。SWISS-MODEL三级结构预测分

析表明，IhCCoAOMT 的空间结构与 MsCCoAOMT

相似度为 89.21 %；IhSAMS1 和 IhSAMS2 的空间

结 构 与 AtSAMS 的 相 似 度 分 别 为 93.37 % 和

87.40 %（图 5）。运用 NCBI CDD 对结构域进行分

析 ，结 果 显 示 IhCCoAOMT 基 因 具 有 AdoMet_

MTases 超家族结构域；IhSAMS1 和 IhSAMS2 基因

均具有S-AdoMet_synt超家族结构域（图6）。通过同

源比对，从STRING数据库中选择了与IhCCoAOMT、

IhSAMS1 和 IhSAMS2 相似性较高的序列，制作了拟

南芥中 CCoAOMT1 的互作网络，结果表明新几

内亚凤仙 IhCCoAOMT 与 IhSAMS1、IhSAMS2 可

能存在互作作用，共同参与指甲花醚的生物合

成（图7）。

M： DL2000 Marker； 1： IhCCoAOMT； 2： IhSAMS1； 3： IhSAMS2

图3　新几内亚凤仙 IhCCoAOMT、IhSAMS1和 IhSAMS2基因的cDNA（左）和gDNA（右） PCR扩增

Fig.3　PCR amplification of cDNA（left） and gDNA（right） of IhCCoAOMT， IhSAMS1， and IhSAMS2 genes of I. hawkeri

图4　新几内亚凤仙 IhCCoAOMT、IhSAMS1和 IhSAMS2基因的组成结构

Fig.4　Genomic structures of IhCCoAOMT， IhSAMS1， and IhSAMS2 genes of I. hawkeri

表2　新几内亚凤仙 IhCCoAOMT、IhSAMS1和 IhSAMS2基因氨基酸的理化性质

Table 2　Physicochemical properties of amino acids of IhCCoAOMT， IhSAMS1 and IhSAMS2 genes of I. hawkeri

基因

Gene

IhCCoAOMT

IhSAMS1

IhSAMS2

分子式

Molecular formula

C1219H1927N321O359S11

C1902H3004N520O581S15

C1882H2991N517O574S15

相对分子质量

Protein molecular 

weight

27176.31

42932.81

42525.47

等电点

Isoelectric point

5.20

5.68

6.19

总原子数

Total atomic 

number

3837

6022

5979

不稳定系数（%）

Instability index

32.07

25.24

28.96

GRAVY值

GRAVY value

-0.168

-0.288

-0.304
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A： IhCCoAOMT； B： IhSAMS1； C： IhSAMS2

图6　新几内亚凤仙 IhCCoAOMT、、IhSAMS1和和 IhSAMS2基因的保守结构域

Fig.6　Conserved domains of IhCCoAOMT，， IhSAMS1， and IhSAMS2 genes of I. hawkeri

图7　新几内亚凤仙 IhCCoAOMT蛋白互作预测模型

Fig.7　Prediction model of IhCCoAOMT protein 

interaction in I. hawkeri

2.4　新几内亚凤仙CCoAOMT和 SAMS基因的系

统进化分析

运用DNAMAN对来自不同物种的IhCCoAOMT、

IhSAMS1和 IhSAMS2基因的蛋白序列进行同源性分

析，发现新几内亚凤仙 IhCCoAOMT基因与喜马拉雅

凤仙花（XP_047339085）、陆地棉（XP_040940528）、

哥伦比亚锦葵（XP_021277446）等物种的序列相似性

较高，达到了 76.56 %以上；IhSAMS1和 IhSAMS2基

因与喜马拉雅凤仙花（XP_047325460）、甜瓜（XP_

008461384）、雷蒙德氏棉（XP_012475021）等的序列

相似性较高，达到了94.54 %以上。通过MEGA10.0

构建系统进化树，IhCCoAOMT 与喜马拉雅凤仙花

聚在一起，表明其亲缘关系最近；IhSAMS1也与喜马

拉雅凤仙花聚在一起，但 IhSAMS2单独聚在一个分

支，由此推测 2 个 SAMS 基因可能为旁系同源关

系（图8）。

2.5　新几内亚凤仙CCoAOMT和 SAMS基因的表

达特性研究

研究表明 IhCCoAOMT、IhSAMS1和 IhSAMS2基

因在新几内亚凤仙的 3 个处理（光培养、暗培养和

DHNA诱导培养）及 4个培养时期（培养 15 d、30 d、

45 d、60 d）中均有表达（图9）。IhCCoAOMT在光培

养下第15天时表达量较低，其他时期表达量均较高

且几乎保持稳定；在暗培养和 DHNA 诱导中

IhCCoAOMT表达量整体上调，且均在第60天时表达

量最高，其分别与DHNA诱导第30天的相对表达量

差异倍数分别为 33.75倍和 11.0倍；由此表明，该基

因对暗培养响应更为显著。IhSAMS1在光培养中表

达量几乎不变，但 IhSAMS2表现为先上升后下降的

趋势，但其表达量总体较高；在暗培养及DHNA诱导

中 2 个基因表达量整体均下调，其中 IhSAMS1 在

DHNA诱导中表达量较高，且在第15天时表达量最

高，其与光培养第 45 天的相对表达量差异倍数为

30.07倍；而 IhSAMS2在暗培养中表达量较高，且在

第15天时表达量最高，与DHNA诱导第45天的相对

A： IhCCoAOMT； B： IhSAMS1； C： IhSAMS2

图5　新几内亚凤仙 IhCCoAOMT、IhSAMS1和 IhSAMS2的三级结构预测

Fig.5　Tertiary structure prediction of IhCCoAOMT， IhSAMS1， and IhSAMS2 proteins of I. hawkeri
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表达量差异倍数为32.6倍。综上所述，3个基因可能

均对新几内亚凤仙指甲花醚生物合成具有重要影

响，推测 IhCCoAOMT在以依赖SAM甲基转移的过

程中对指甲花醚处理后期起主要作用；而IhSAMS1和

IhSAMS2在以SAM为底物提供甲基的过程中对指甲

花醚处理早期起主要作用，且IhSAMS2对新几内亚凤

仙指甲花醚的合成影响更为显著。

图8　基于新几内亚凤仙CCoAOMT（左）和SAMS（右）基因氨基酸序列构建的系统发育树

Fig.8　Phylogenetic tree based on amino acid sequence of CCoAOMT （left） and SAMS （right） genes from I. hawkeri

LZ15/30/45/60：光培养15/30/45/60 d；DZ15/30/45/60：暗培养15/30/45/60 d；DHNA15/30/45/60：DHNA诱导培养15/30/45/60 d

LZ15/30/45/60 ：Cultured under light for 15/30/45/60 d； DZ15/30/45/60：Cultured in dark for 15/30/45/60 d； 

DHNA15/30/45/60 ：DHNA induced culture for 15/30/45/60

图9　CCoAOMT（左）和SAMS（右）基因在新几内亚凤仙3个处理及其4个时期的时空表达模式分析

Fig. 9　The spatiotemporal expression pattern analysis of CCoAOMT （left） and SAMS （right） 

genes in three treatments and four periods of I. hawkeri

3　讨论

本研究成功测定了3种处理下2个培养时期的

指甲花醚含量，结果表明暗培养能显著促进新几内

亚凤仙指甲花醚含量积累，这与其他弱光处理均能

促进次生代谢产物积累的研究结果相似［21-22］。目

前，DHNA已被明确为指甲花醌的直接前体［6］，但尚

未见其作为前体物的相关报道；由测定结果表明

DHNA 诱导对新几内亚凤仙指甲花醚含量积累具

有促进作用，但其效果比暗培养较差，这可能是 

DHNA 作为前体物对新几内亚凤仙的代谢过程产

生了负反馈调节，也可能是在培养过程中DHNA被

消耗完致使诱导作用并不显著，亦或是DHNA作为

很多 1，4-萘醌类物质的合成前体也促进了其他物

质的生物合成。此外，本研究样品中指甲花醌含量

极低以致不能被定量，这可能是新几内亚凤仙花原

本含量较低，或是指甲花醌被快速转化为指甲花醚

等因素所导致，其具体机理有待进一步研究。

CCoAOMT 是一种依赖 SAM 高效的多功能甲

基转移酶，不仅对烟草、苎麻等木质素生物合成起
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到关键调控作用［23-24］，其还能够催化EGCG和PMFs

等多种化合物的甲基化发生［13-14］；甲硫氨酸以底物

的形式提供甲基并与SAMS作用合成SAM，且有研

究表明 SAMS与CCoAOMT存在互作［17］，其共同对

植物的生长发育、物质代谢以及响应逆境胁迫等发

挥着重要作用。本研究从新几内亚凤仙中成功分离

克隆了指甲花醚生物合成相关基因 IhCCoAOMT、

IhSAMS1和 IhSAMS2，其 cDNA全长分别为 729 bp、

1179 bp和1173 bp，分别编码242 aa、393 aa和391 aa，

均 属 于 稳 定 蛋 白 。 基 因 组 结 构 分 析 表 明 ，

IhCCoAOMT基因由 4个外显子和 3个内含子组成，

这与拟南芥（Arabidopsis thaliana）由4个外显子和3

个内含子组成结果一致［25］，与砀山酥梨（Pyrus 

bretschneideri）由5个外显子和4个内含子组成的结

果存在差异［26］；倪志勇等［27-28］从棉花（Gossypium 

hirsutum）中分离到 2 个 CCoAOMT 基因，其分别具

有 3个和 4个内含子，这表明不同或同种植物间该

基因均存在着差异性；但该基因内含子左右边界为

GT-AG结构，表明不同植物CCoAOMT基因结构中

内含子剪切位点均保持一致，说明CCoAOMT基因

在不同植物中具有一定的保守性。 IhSAMS1 和

IhSAMS2基因组结果分析表明其有较为相似的保守

基序和基因结构，均没有内含子，这与茶树

（Camellia sinensis）和 黄 瓜（Cucumis sativus） 等

SAMS基因结构较为相似［29-30］。蛋白二级结构预测

分析表明 IhCCoAOMT含有丰富的α-螺旋和无规则

卷曲，这与陈凌娜等［31］对巨龙竹（Dendrocalamus 

sinicus）中DsCCoAOMT蛋白的研究结果一致；且该

基因密码子偏好性分析表明，其选择偏好性较强且

偏好以 G/C 结尾，这与陈凌娜等［31］研究结果也一

致。 IhSAMS1 和 IhSAMS2 蛋白二级结构预测表

明，其与张玉荣等［32］对大刍草（Balsas teosinte）的研

究结果一致，均表现为该类基因的二级结构主要由

无规则卷曲组成。蛋白互作预测表明，新几内亚凤

仙 SAMS和其他同源性较高的METK3、METK4等

均可能与CCoAOMT之间存在互作，这与Yang等［17］

研究结果一致。同源性分析表明，CCoAOMT 和

SAMS 基因的氨基酸序列与喜马拉雅凤仙（XP_

047339085、XP_047325460）的同源性较高，分别为

76.56 %和 94.54 %；进化分析表明，IhCCoAOMT与

喜马拉雅凤仙聚在一起，表明同属植物间其物种亲

缘关系最近；IhSAMS1与喜马拉雅凤仙也聚在一起，

但 IhSAMS2 单独为一分支，由此推测 2 个 SAMS 基

因可能为旁系同源关系。

研究表明CCoAOMT基因在植物体所有组织部

位中均能表达，但其在不同组织部位及其不同生长

发育时期的表达特性具有明显差异。王丹阳等［26］

研究表明砀山酥梨在盛花后期第21天到第40天的

发育过程中PbCCoAOMT基因随发育时间的延长其

基因表达量逐渐上调；且陈凌娜等［31］研究发现随着

竹笋的发育 DsCCoAOMT 基因的表达量也逐渐上

调，这都与本研究中发现 IhCCoAOMT 基因在暗培

养及DHNA诱导培养的第15天到第60天中其表达

量整体上调结果相似，表明该基因在参与不同植物

的生长发育过程中均发挥着重要作用。此外，张夏

燕［33］研究发现CCoAOMT基因也可以通过促进木质

素大量合成来提高植株对干旱胁迫的抗性；

Shaipulah 等［34］还发现 CCoAOMT 下调表达能够激

活牵牛花中花青素的生物合成。本研究中新几内

亚凤仙暗培养及DHNA诱导处理对SMSA基因表达

影响与张悦等［35］对刚毛柽柳采用盐胁迫及模拟干

旱处理结果相似，即该基因在处理一定时间内其表

达量呈下调趋势。研究表明SAMS基因在植物体中

具有明显的组织特异性表达，张寒冰［36］对大麦研究

表明HvSAMS2在根中表达量最高，叶片的表达量次

之 ，茎 中 的 表 达 量 最 低 ；倪 飞 等［37］研 究 表 明

BlSAMS1 在 光 皮 桦 叶 中 的 整 体 表 达 量 较 高 ，

BlSAMS2 和 BlSAMS3 在茎中的表达量随着木质化

程度的增加而升高，且在木质部中优势表达。此

外，Choi等［38］研究还发现 SAMS基因在抗寒性和抗

氧化等逆境条件中也发挥着重要作用。

本研究成功测定了不同处理及不同培养时期

的指甲花醚含量，克隆了新几内亚凤仙指甲花醚生物

合成相关基因IhCCoAOMT、IhSAMS1和IhSAMS2，并

对其进行生物信息学分析和不同处理及不同培养

时期的时空表达特性研究，推测这两类基因对参与

新几内亚凤仙指甲花醚生物合成过程均发挥了重

要作用，为进一步验证其基因功能和基因之间的相

互作用以及为解析指甲花醚生物合成途径提供一

定的理论依据。
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