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白木香3个G6PDH基因的鉴定与表达分析
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摘要: 葡萄糖-6-磷酸脱氢酶 (glucose-6-phosphate dehydrogenase, G6PDH) 是戊糖磷酸途径的关键酶, 在植物响

应胁迫方面发挥重要作用。本研究对白木香转录组数据进行分析, 设计特异性引物, 首次从白木香中克隆得到 3条

AsG6PDHs基因的cDNA序列, 分别命名为AsG6PDH1、AsG6PDH2和AsG6PDH3, 其开放阅读框 (ORF) 分别为1 809、

1 767、1 548 bp, 编码蛋白分别含有602、588、516个氨基酸, 蛋白分子质量分别为68.02、67.02、59.35 kDa。3个G6PDH

蛋白的氨基酸序列与其他植物G6PDH的氨基酸序列相似性比较高, 都含有G6PDH蛋白的 3个特征性序列。系统

进化树显示AsG6PDH1和AsG6PDH2属于质体G6PDH, AsG6PDH3属于胞质G6PDH。组织特异性分析结果表明,

AsG6PDH1和AsG6PDH2主要在根中表达, AsG6PDH3在各组织中表达量都比较高, 茎中表达量最高。实时荧光定

量 PCR 结果显示盐、干旱、低温和重金属胁迫都能够诱导白木香中 3 个 AsG6PDHs 基因表达 , 其中干旱胁迫对

AsG6PDH1和AsG6PDH2的转录水平影响最显著, 重金属胁迫对AsG6PDH3的表达水平影响最显著。同时, 盐、干

旱、低温和重金属胁迫都能够提高愈伤组织中G6PDH酶活性, 其中干旱胁迫对白木香愈伤组织中G6PDH酶活性影

响最显著。本研究为进一步阐明G6PDH基因在白木香防御反应中的作用和沉香结香机制奠定基础。
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Abstract: Glucose-6-phosphate dehydrogenase, a key enzyme in the pentose phosphate pathway, plays an

important role in plant resistance. In this study, three full length cDNAs of G6PDH genes, namely AsG6PDH1,

AsG6PDH2 and AsG6PDH3 were cloned from Aquilaria sinensis for the first time. The open reading frames (ORF)

of AsG6PDH1, AsG6PDH2 and AsG6PDH3 were 1 809, 1 767 and 1 548 bp, respectively, encoding proteins of

602, 588 and 516 amino acid residues, respectively, with predicted molecular masses of 68.02, 67.02, 59.35 kDa,

respectively. The three AsG6PDHs proteins shared high sequence identity with the G6PDH proteins of various

plants, and possessed three conserved sequences found in G6PDH proteins. The phylogenic analysis showed that
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AsG6PDH1 and AsG6PDH2 were grouped in the plastidic cluster, while AsG6PDH3 was classified into the

cytosolic cluster. Expression analysis indicated that AsG6PDH1 and AsG6PDH2 were primarily observed in root,

while AsG6PDH3 was primarily observed in stem. The expression of AsG6PDH1, AsG6PDH2 and AsG6PDH3 was

induced by salt, drought, low temperature and CdCl2 treatments, while the content of AsG6PDH1 and AsG6PDH2

was most significantly increased by drought stress, and the transcript level of AsG6PDH3 was most significantly

induced by metal stress. Furthermore, G6PDH activity was stimulated under salt, drought, low temperature and

CdCl2 treatments, and G6PDH activity was remarkably increased under drought stress. These results provide

valuable insights into the role of AsG6PDHs in plant defense and the mechanism of agarwood formation.
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磷酸戊糖途径 (pentose phosphate pathway) 是葡

萄糖氧化分解的一种方式 , 为生物体内的生物反应

提供还原力 , 即还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸

(reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate,

NADPH) 及调节细胞内的氧化还原状态[1,2]。葡萄糖-

6- 磷 酸 脱 氢 酶 (glucose-6-phosphate dehydrogenase,

G6PDH) 是磷酸戊糖途径的限速酶和关键酶, 催化 6-

磷酸葡萄糖氧化生成 6-磷酸葡萄糖酸-δ-内酯, 同时生

成 NADPH[3]。G6PDH 可以分为胞质 G6PDH 和质体

G6PDH两类, 分别存在于细胞质和质体中[4]。近年来

的研究表明G6PDH在植物抵御生物及非生物胁迫时

起到重要作用。如G6PDH活性高的植株抗病性高于

其他植株[5]; 马铃薯花叶病毒侵染烟草, 会使烟草胞质

和质体中 G6PDH 活性升高[6]; 小麦中高盐、低温能够

诱导小麦中质体和胞质型G6PDH基因的表达, 提高植

物体内G6PDH酶活性[7,8]; 在大豆根中, 干旱条件下能

够提高根中质体和胞质型G6PDH基因的转录水平, 提

高根中G6PDH酶活性, 从而提高植物的抗旱性[9]。

白木香 (Aquilaria sinensis) 是我国名贵药材沉香

的唯一正品药用植物来源, 目前已经被列为《濒危野生

动植物种国际贸易公约》(CITES) 附录 II[10]和国家濒

危二级保护植物[11]。沉香是我国传统名贵中药, 具有

行气止痛、温中止呕、纳气平喘等功效, 对于胸腹胀闷

疼痛、胃寒呕吐呃逆、肾虚气逆喘急等有显著疗效[12]。

沉香的临床应用广泛, 具有消化系统和中枢神经系统

保护等药理作用。沉香是独有龙涎香和檀香混合物香

味的一种香料, 融合动物界与植物界的精华, 至今无法

复制这种香味, 因而极其珍贵[13]。健康的白木香并不

产生沉香, 只有通过自然因素 (雷劈、火烧等) 或者人

为因素 (砍伤、接菌等) 的作用才能够形成沉香, 但是

沉香形成的分子机制一直没有揭示, 严重制约高效人

工结香技术的建立[14]。近年来研究表明, 利用真菌提

取物、盐胁迫、干旱、伤害胁迫能够诱导白木香的悬浮

细胞和愈伤组织产生沉香特征性成分 2-(2-苯乙基) 色

酮类化合物和倍半萜类化合物[15-19], 因此白木香的防

御反应在沉香形成过程中起到重要作用。研究白木香

中G6PDH的生物信息学、组织特异性表达、在非生物

胁迫下的表达有利于丰富G6PDH基因在植物防御反

应中的重要作用研究, 进一步阐明白木香的结香机制。

材料及方法

材料 白木香种苗是2019年6月从广州移植, 由北

京大学医学部药学院屠鹏飞教授鉴定后, 现种植于北京

中医药大学中药现代研究中心温箱, 成活后于 2019年

6月采集白木香的根、茎、茎尖及叶提取总RNA, 检测

AsG6PDHs基因在不同器官中的特异性表达。利用白

木香叶片和茎尖诱导的愈伤组织按照文献报道方法进

行[17], 选取长势相同的白木香愈伤组织, 分别经NaCl

(150 mmol·L-1)、低温 (4 ℃)、CdCl2 (500 μmol·L-1)、甘露

醇 (200 mmol·L-1) 4 种非生物胁迫处理[20,21]后 0、12、

24、36、48 h 提取 RNA 作为样品检测 AsG6PDHs 基因

在各种处理下的表达差异。所用菌种为大肠杆菌

(Escherichia coli) DH5α, 购自天根生物科技有限公司。

白木香根、茎、叶及愈伤组织中 RNA 的提取和

cDNA的合成 按照植物RNA快速提取试剂盒 (Omega,

R6827-02, 中国) 实验操作步骤进行植物总RNA提取,

利用 NanoDrop 2000C检测 RNA浓度, 同时利用 1.2%

琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 的完整性和质量。利用

Sigma公司的反转录酶M-MLV将白木香总RNA反转

录为第一链 (cDNA), 反转录条件按照说明书进行。

白木香AsG6PDHs基因序列全长克隆 从白木香

愈伤组织转录组测序结果中获得 3 个有表达序列标

签拼接而成的序列 , 依据两端序列利用 Primer 软件

设计特异性引物, 引物序列见表 1。以白木香总RNA

的反转录产物为模板 , 按照下列体系对白木香中

AsG6PDH1和AsG6PDH2 基因进行扩增: cDNA 1 μL,

10×LA-Taq buffer 5 μL, dNTP Mix (2.5 mmol·L-1) 4 μL,

LA-Taq (2.5 U·μL-1) 0.5 μL, 10 μmol·L-1 引物各 1 μL,

·· 2217



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2020, 55(9): 2216 −2225

终体积为 50 μL。反应程序: 94 ℃预变性 5 min; 然后

进行 30 个循环 , 94 ℃ 1 min, 55 ℃ 30 s, 72 ℃ 1 min,

循环结束后 72 ℃延伸反应 10 min, 4 ℃保存。1% 的

琼脂糖凝胶电泳检测 PCR产物, 凝胶成像分析系统检

测, 目的片段回收和纯化按照胶回收试剂盒说明书进

行。将回收后的 PCR 产物与 pMD19-T 连接 , 转化到

DH5α菌株 , 在氨苄抗性的平板上进行筛选 , 经菌落

PCR检测后送上海英潍捷基公司测序。

白木香AsG6PDHs生物信息学分析 采用ExPASy

Proteomics Server 在 线 软 件 ProtParam (http://www.

expasy.ch/tools/protparam.html) 进行 3 个 G6PDH 基因

编码蛋白的理化性质分析 ; 利用 PSORT (http://www.

csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/Cell-PLoc-2/) 进行蛋白亚细胞

定位分析; 使用SPOMA (http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/

secpres_sopmal. pl) 预测蛋白质的二级结构 ; 采用

SWISS-MODEL (http://swissmodel. expasy. org) 进 行

AsG6PDHs 蛋 白 质 三 维 建 模 分 析 ; 将 所 获 得 的

AsG6PDHs基因编码的氨基酸序列在GenBank数据库

中进行 Blast P对比分析, 利用 DNAMAN对其他物种

AsG6PDHs 基因编码的氨基酸序列进行同源性分析;

通过 MEGA 6.0 软件构建 Neighbor-joining 系统进化

树, 进化距离的计算采用泊松校正法, Bootstrap重复次

数为1 000次。

白木香 AsG6PDHs 的蛋白表达 利用特异引物

扩增 AsG6PDH1、AsG6PDH2 和 AsG6PDH3 基因的全

长 (表 1)。利用双酶切包含有目的基因的PCR产物及

表达载体 pET-28a, 酶切产物经过纯化后, 利用T4连接

酶进行连接, 连接产物转化大肠杆菌 DH5α感受态细

胞, 经菌落PCR、测序后提取质粒 pET28a-AsG6PDH1、

pET28a-AsG6PDH2 和 pET28a-AsG6PDH3, 将质粒转

化大肠杆菌BL21 (DE3) 感受态细胞。挑取单菌落接

种于含有卡那霉素的 LB液体培养基中, 37 ℃活化过

夜, 然后按照1∶100比例加入新鲜的含有卡那霉素的LB

液体培养基中, 37 ℃振荡培养至OD600为0.4～0.6, 调节

温度为 16 ℃, 加入 IPTG后振荡培养 24 h。之后 4 ℃、

12 000 r·min-1离心收集大肠杆菌,悬浮于40 mmol·L-1 KPB

缓冲液 (pH 7.9, 含有 100 mmol·L-1 NaCl, 5 mmol·L-1咪

唑) 中。将菌体放置于冰上 , 利用超声破碎仪 (Colo

Parmer) 破碎细胞, 之后4 ℃、12 000 r·min-1离心30 min

以上。取上清液, 利用镍离子亲和色谱纯化重组蛋白, 先

以 20 mmol·L-1 KPB缓冲液 (pH 7.9, 含有 500 mmol·L-1

NaCl 和 40 mmol·L-1 咪唑) 洗脱目的蛋白 , 利用 SDS-

PAGE检测重组蛋白表达。

白木香AsG6PDHs基因在不同组织和不同胁迫处

理下的表达分析 利用实时荧光定量 PCR (quantita‐

tive real-time PCR, qRT-PCR) 的方法检测白木香 3 个

AsG6PDHs基因在不同组织中和不同胁迫处理下的表

达情况。分析使用SYBR Green I荧光染料法, 在 qRT-

PCR仪上进行。选取白木香GAPDH基因作为目标基

因定量表达的内参基因, 引物序列见表 1。每个样品

设 3个重复, 重复 3次。反应体系中含有 10 μL STBR

Premix Ex Taq酶, 上下游引物 (10 μmol·L-1) 各 0.4 μL,

模板 0.5 μL, 总体系为 20 μL。反应程序是: 95 ℃预变

性 3 min, 95 ℃变性 30 s, 60 ℃退火/延伸 30 s (每次循

环后采集荧光), 40 个循环后 , 95 ℃变性 10 s, 65～

95 ℃做熔解曲线分析, 每个温度以每步 0.5 ℃上升, 每

Table 1 Primer sequence

Primer role
Sequence amplification

qRT-PCR

Primer name
AsG6PDH1-1
AsG6PDH1-2
AsG6PDH1-3
AsG6PDH1-4
AsG6PDH2-1
AsG6PDH2-2
AsG6PDH2-3
AsG6PDH2-4
AsG6PDH3-1
AsG6PDH3-2
AsG6PDH3-3
AsG6PDH3-4
AsG6PDH1-5
AsG6PDH1-6
AsG6PDH2-5
AsG6PDH2-6
AsG6PDH3-5
AsG6PDH3-6
AsGAPDH-1
AsGAPDH-2

Primer sequence (5′-3′)
ATGGCGGCCCTTTCTTCAGCCCGGTGC
TTAATGTTCTATACCAACGTCGCCCCACC
CGCGGATCCATGGCGGCCCTTTCTTCAGC
CCGCTCGAGTTAATGTTCTATACCAACGTCG
ATGGCCACTACGCACTTGAAACCCTTGTC
TCAAGAATCATCCCCACTGAGATCACC
CGCGGATCCATGGCCACTACGCACTTG
CCGCTCGAGTCAAGAATCATCCCCACTGA
ATGGAATCAGGTCAATGGCACGTGGAG
CTATAAGGTGGGAGGTATCCATATATAG
CGCGGATCCATGGAATCAGGTCAATGGC
CCGCTCGAGCTATAAGGTGGGAGGTATCC
CACTGACGACAAGACTGTGC
TGAACCCTTATTTCTGCCC
GGGTTCAAGATTTCGGTC
CTTTCAGCAATACCATCCTG
CAAAGTGAACTGGACCTGTC
CATCTCTCCGAACGAAATG
CTGGTATGGCATTCCGTGTA
AACCACATCCTCTTCGGTGTA
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个温度停留 5 s。根据熔解曲线判断RT-PCR产物的特

异性, 相对定量分析采用2-ΔΔCt方法进行分析。

白木香愈伤组织中G6PDH酶活性的测定 G6PDH

的提取按照文献报道的研究方法进行[22], 液氮研磨

0.5 g愈伤组织后, 加入 1 mL提取缓冲液 (50 mmol·L-1

Hepes-Tris (pH 7.8), 3 mmol·L-1 MgCl2, 1 mmol·L-1 EDTA,

1 mmol·L-1 phenylmethylsulfonyl fluoride 和 1 mmol·L-1

DTT), 振荡混匀 , 12 000 ×g 在 4 ℃离心 20 min, 取上

清, 作为粗酶液。G6PDH的活性是根据NADPH产生的

速率来测定。磷酸戊糖途径的 6-磷酸葡糖酸脱氢酶

(6-phosphogluconate dehydrogenase, 6PGDH) 也能形成

NADPH, 所以为了精确地获得G6PDH的活性, 测定了

6PGDH 和总 G6PDH+6PGDH 的活性 , 利用两者之差

计算得出G6PDH的酶活。总G6PDH+6PGDH的活性

测定 : 3 mL 反应体系中含有 50 mmol·L-1 Hepes-Tris

(pH 7.8)、3.3 mmol·L-1 MgCl2、0.5 mmol·L-1 D-glucose-

6-phosphate disodium salt、0.5 mmol·L-1 6-phosphoglu‐

conate、100 μL粗酶液、0.5 mmol·L-1 NADPNa2。记录反

应起始5 min内的340 nm处光吸收值的变化 (消光系数

6.22 m3·mol-1·cm-1)。6PGDH的活性测定: 3 mL反应体

系中含有 50 mmol·L-1 Hepes-Tris (pH 7.8)、3.3 mmol·L-1

MgCl2、0.5 mmol·L-1 6-phosphogluconate、100 μL粗酶液、

0.5 mmol·L-1 NADPNa2。记录反应起始5 min内340 nm

处光吸收值的变化 (消光系数6.22 m3·mol-1·cm-1)。

结果与讨论

1 白木香AsG6PDHs基因全长 cDNA的克隆

根据白木香愈伤组织转录组测序结果, 以白木香

愈伤组织的 cDNA 为模板进行扩增 , 利用 RT-PCR 方

法扩增得到一个约 1 500 bp和两个约 1 800 bp的片段,

扩增结果见图 1, 将 PCR 产物连接到 pMD19-T 载体

上 , 测序结果经过 NCBI 的 BLAST 的比对 , 确定扩增

产物是白木香中 AsG6PDHs基因的全长, 分别命名为

AsG6PDH1、AsG6PDH2和AsG6PDH3。AsG6PDH1序

列全长 1 809 bp, 编码 602 个氨基酸; AsG6PDH2 序列

全长为 1 767 bp, 编码 588 个氨基酸; AsG6PDH3 序列

全长为 1 548 bp, 编码 516 个氨基酸。AsG6PDH1、

AsG6PDH2和AsG6PDH3基因序列已提交NCBI, 登录

号分别是MT538204、MT538203和MT538202。

2 AsG6PDHs的生物学信息分析

2.1 AsG6PDHs理化性质分析、亚细胞定位、跨膜区域

分析 通过Protparam软件预测AsG6PDH1、AsG6PDH2、

AsG6PDH3 基因编码的蛋白的理化性质。推测

AsG6PDH1 编码的蛋白分子式为 C3022H4742N848O906S18,

相对分子质量为68 027.11, 理论等电点为8.40, 不稳定系

数 II为 46.39, 属于不稳定蛋白, 总平均亲水性GRAVY

为-0.415, 为亲水性蛋白; AsG6PDH2编码的蛋白分子

式为C2992H4669N829O881S21, 相对分子质量为67 023.27, 理

论等电点为 6.90, 不稳定系数 II为 41.41, 属于不稳定

蛋白, 总平均亲水性GRAVY为-0.410, 为亲水性蛋白;

AsG6PDH3编码的蛋白分子式为C2675H4178N722O784S11, 相

对分子质量为 59 349.63, 理论等电点为 5.74, 不稳定系

数 II为 49.77, 属于不稳定蛋白, 总平均亲水性GRAVY

为-0.429, 为亲水蛋白。通过蛋白质亚细胞定位软件

WolFPSORT 预测结构表明 , 白木香 AsG6PDH1 和

AsG6PDH2 蛋白主要定位于细胞质体中 , AsG6PDH3

定位于细胞质中。利用 TMHMM2.0 预测白木香

AsG6PDHs 的跨膜区域 , 预测结果表明 AsG6PDH1、

AsG6PDH2和AsG6PDH3都没有跨膜区域。

2.2 AsG6PDHs蛋白的二级结构分析及三维结构预

测 运用ExPASY中的SOPMA工具预测AsG6PDHs基

因编码蛋白的二级结构, 结果显示AsG6PDH1蛋白的二

级结构是由 40.70%的随机卷曲 (random coil)、37.04%

的α-螺旋 (α-helices)、17.28%的延伸链 (extended strand)

和4.98%的β-折叠 (β-turn) 组成 (图2A), 推测随机卷曲

是其最多的二级结构元件, 而α-螺旋、延伸链和β-折叠散

布于整个蛋白中。AsG6PDH2蛋白的二级结构是由40.75%

的随机卷曲、40.07% 的 α -螺旋、13.92% 的延伸链和

5.26%的 β-折叠组成 (图 2B), 推测随机卷曲和 α-螺旋

是其最多的二级结构元件, 延伸链和β-折叠散布于整个

蛋白中。AsG6PDH3蛋白的二级结构是由40.04%的α-

螺旋、39.85%的随机卷曲、14.89%的延伸链和5.22%的

β-折叠组成 (图 2C), 推测 α-螺旋是其最多的二级结构

元件, 随机卷曲、延伸链和β-折叠散布于整个蛋白中。

将白木香 AsG6PDHs 的氨基酸序列通过 SWISS-

MODEL Workspace在线分析软件建立了AsG6PDHs的

三维结构模型, 选择拟南芥中AtG6PDH1的结构模型为

模板, 对白木香AsG6PDH1、AsG6PDH2和AsG6PDH3

的三维结构进行预测, 结果表明, 白木香AsG6PDH1、

Figure 1 PCR amplification of AsG6PDHs genes. M: DNA

marker; 1, 2, 3: PCR products of AsG6PDH1, AsG6PDH2 and

AsG6PDH3 gene, respectively
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AsG6PDH2和AsG6PDH3与拟南芥中AtG6PDH1的相

似性分别为 47.38%、45.28%和 52.10%, 具有参考价值,

具体三维结构如图3A～C所示。

2.3 白木香AsG6PDHs氨基酸序列分析和系统进化树

分析 将白木香 AsG6PDH1、AsG6PDH2、AsG6PDH3

氨基酸序列与NCBI数据库中已经报道的G6PDH蛋白

的氨基酸利用BLAST进行比对, 结果表明白木香中的

G6PDH序列与其他植物的相似性比较高, 3个蛋白的相

似性分别为 80%～85%、78%～85%、84%～89%。利用

DNAMAN软件将AsG6PDH1、AsG6PDH2、AsG6PDH3

的氨基酸序列与已经报道的拟南芥中的质体G6PDH

和胞质G6PDH进行序列比对 (图 4), 发现AsG6PDH1、

AsG6PDH2、AsG6PDH3中都包含3个G6PDH的特征序

列, 分别为 GASGDLAKK (Rossman fold)、DHYLGKE

(active site)、NELVI (NAPD+ binding) (图 4 中用红线

标出), AsG6PDH1和AsG6PDH2比AsG6PDH3多了一

段转运肽序列。将白木香 AsG6PDH1、AsG6PDH2和

AsG6PDH3 氨基酸序列与其他植物中的不同 G6PDH

氨基酸序列进行比对, 通过进化树构建软件MEGA6,

采用相邻连接法构建G6PDH进化树, 进行G6PDH的聚

类分析。通过软件构建的进化树如图5所示, 结果表明

AsG6PDH1 的氨基酸序列与杨树中定位于细胞质体

G6PDH蛋白序列相似性比较高, AsG6PDH2的氨基酸

序列与拟南芥中细胞质体的G6PDH蛋白序列相似性

比较高 ; AsG6PDH3 氨基酸序列与杨树中的胞质型

G6PDH的蛋白序列相似性比较高。聚类分析结果表

明, 根据结构及蛋白质序列的相似性, 植物中的G6PDH

蛋白分为两种类型 , 一类 G6PDH 蛋白定位于细胞质

体中, 氨基酸序列N端含有能够定位于质体的信号肽,

AsG6PDH1和AsG6PDH2属于这一类, 质体G6PDH又

分为 P1-G6PDH 和 P2-G6PDH, 其中 AsG6PDH1 属于

P2-G6PDH, AsG6PDH2 属于 P1-G6PDH; 而另一类属

于胞质型G6PDH, 这类G6PDH定位于细胞质中, 白木

香AsG6PDH3蛋白属于胞质型G6PDH, 这与亚细胞定

位预测结果一致。

3 AsG6PDH3原核表达分析

将原核表达载体 pET28a-AsG6PDH1、pET28a-

AsG6PDH2 和 pET28a-AsG6PDH3 质粒转化大肠杆

菌BL21 (DE3) 后, 使用 0.8 mmol·L-1的异丙基-β-D-硫

代半乳糖苷 (IPTG) 于 16 ℃诱导 24 h的最佳诱导条件

进行蛋白的原核表达诱导。通过镍离子亲和色谱纯化

AsG6PDH1、AsG6PDH2和AsG6PDH3蛋白, 利用SDS-

PAGE检测发现只有AsG6PDH3能够在BL21 (DE3) 菌

株中表达, 在 60 kDa左右出现一条AsG6PDH3蛋白纯

Figure 3 The deduced three-dimensional structure of AsG6PDHs protein. A, B, C: The tree-dimensional structure of AsG6PDH1,

AsG6PDH2 and AsG6PDH3, respectively

Figure 2 Predicted secondary structure of AsG6PDHs protein with SOPMA. A, B, C: Predicted secondary structure of AsG6PDH1,

AsG6PDH2 and AsG6PDH3, respectively. α: α-Helices; β: β-Turn; E: Extended strand; R: Random coil
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化条带 (图6)。

4 AsG6PDHs基因器官特异性表达分析

利用荧光定量 PCR 检测 AsG6PDHs 基因的组织

特异性表达, 结果显示 AsG6DPHs在所有的组织中均

有表达, 但是表达方式不同。AsG6PDH1主要在根中

表达 , 叶和茎尖次之 , 在茎中表达量最低 (图 7A);

AsG6PDH2主要在根中表达, 茎和叶次之, 茎尖中表达

量最少 (图 7B); AsG6PDH3 主要在茎中表达 , 根和茎

尖次之, 叶中表达量最少 (图 7C)。这些实验结果说明

AsG6PDHs基因表达具有器官特异性。

5 AsG6PDHs基因在不同非生物胁迫诱导下的表达

分析

为验证白木香中AsG6PDHs基因在植物非生物胁

迫中的作用, 分别对白木香愈伤组织进行盐、干旱、高

温、低温和重金属胁迫, 以相同生长情况下未进行任何

处理的愈伤组织作为对照, 不同时间点取样提取RNA

后进行实时荧光定量 PCR 分析, 检测 3 个 AsG6PDHs

基因的表达水平。盐胁迫下, AsG6PDH1的表达水平出

现双峰现象, 在12 h内显著升高, 是对照该基因表达量

的 4.4倍, 之后降低, 36 h后达到最高, 是对照表达量的

5.5倍, 随后表达量缓慢降低 (图 8); 甘露醇诱导产生的

干旱胁迫下, AsG6PDH1的表达水平在24 h内显著升高,

并在 24 h达到最高, 是对照表达量的 8.0倍, 之后表达

量逐渐降低 (图 8); 低温胁迫下, AsG6PDH1的表达水

平在36 h内显著升高, 并在36 h达到最高表达量, 是对

照表达量的4.5倍, 随后逐渐降低 (图8); 重金属胁迫下,

AsG6PDH1的表达水平在 24 h内逐渐升高, 并在 24 h

达到最高, 之后逐渐降低 (图8)。结果表明, 盐、干旱、低

温和重金属胁迫均可诱导AsG6PDH1基因的表达, 其中

干旱胁迫对AsG6PDH1基因的表达水平影响最显著。

盐胁迫下, AsG6PDH2的表达水平36 h内逐渐升高,

并在 36 h达到最高, 是对照表达量的 10.0倍, 随后逐渐

降低 (图 9); 干旱胁迫下, AsG6PDH2的表达水平出现

双峰现象, 在 24 h内显著升高, 24 h达到最高表达量,

Figure 4 Multiple sequence alignment of AsG6PDHs and G6PDH Arabidopsis thaliana. Black shading indicates amino acid identities, red

and blue shading indicates amino acid with different similarity. The conserved domain of G6PDH proteins are shown with red boxes. At:

Arabidopsis thaliana; AtG6PDH1: Q43727.2; AtG6PDH2: Q9FY99.2
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是对照表达量的 16.1倍, 之后表达量降低, 之后 48 h表

达量上升 (图 9); 低温胁迫下, AsG6PDH2的表达水平

36 h内逐渐升高, 之后逐渐降低 (图 9); 重金属胁迫下,

AsG6PDH2的表达水平在 24 h内逐渐升高, 24 h达到

最高, 是对照表达量的 10.0 倍, 之后表达量逐渐降低

(图 9)。结果表明, AsG6PDH2的表达水平也均可受到

盐、干旱、低温和重金属胁迫的诱导, 其中干旱胁迫对

其表达水平影响最显著。

盐胁迫下, AsG6PDH3的表达水平出现双峰现象,

在 24 h内显著升高, 24 h表达量达到最高, 是对照该基

因表达量的 5.6倍, 随后表达量在 48 h又升高, 是对照

该基因表达量的 3.1 倍 (图 10); 甘露醇诱导产生的干

Figure 6 SDS-PAGE analysis of recombinant AsG6PDHs protein. A, B, C: SDS-PAGE analysis of recombinant AsG6PDH1, AsG6PDH2

and AsG6PDH3 protein, respectively. M: Marker; 1: Soluble fraction from the induced E. coli containing pET28a-AsG6PDH1, pET28a-

AsG6PDH2 and pET28a-AsG6PDH3; 2: Insoluble protein from induced E. coli containing pET28a-AsG6PDH1, pET28a-AsG6PDH2 and

pET28a-AsG6PDH3; 3: The purified recombinant AsG6PDHs protein

Figure 7 Relative expression level of AsG6PDHs genes in different tissues. A, B, C: Transcript level of AsG6PDH1, AsG6PDH2 and

AsG6PDH3 gene, respectively. Note: Repeat 3 samples, each for 3 times

Figure 5 Phylogenetic analysis of G6PDH proteins from plants
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旱胁迫下 , AsG6PDH3 的表达水平在 24 h 显著升高 ,

24 h表达量达到最高, 随后表达量降低 (图 10); 低温诱

导下, AsG6PDH3的表达水平在 48 h内逐渐升高, 48 h

的表达量达到最高, 是对照该基因表达量的 7.5倍 (图

10); 重金属胁迫下, AsG6PDH3 的表达水平在 12 h 达

到最高, 是对照表达量的 12.1倍, 之后表达水平逐渐减

低 (图 10), 这些实验结果表明盐、干旱、低温和重金属

胁迫均能够诱导AsG6PDH3的表达, 其中重金属胁迫

对AsG6PDH3基因的表达水平影响最为显著。

6 不同非生物胁迫影响G6PDH酶活性

上述实验结果表明, 非生物胁迫条件下对白木香

中 AsG6PDHs基因的表达量影响比较大, 因此非生物

胁迫很可能影响植物中的G6PDH酶活性, 因此本研究

也检测了不同胁迫条件下的总G6PDH活性, 如图11所

示, 盐胁迫和低温胁迫下, G6PDH酶活性在36 h内逐渐

升高, 36 h达到最高, 分别是对照酶活性的 2.6倍和 2.1

倍, 之后降低; 干旱胁迫下, 愈伤组织的G6PDH活性在

24 h内逐渐增高, 24 h达到最高, 是对照的 3.2倍, 之后

酶活性逐渐减低; 重金属胁迫下, 12 h内酶活性达到最

高, 是对照的2.7倍, 之后逐渐降低。这些实验结果表明,

盐、干旱、冷、重金属胁迫均能够影响 G6PDH 的酶活

性, 其中干旱胁迫对白木香的G6PDH酶活性影响最大。

讨论

G6PDH催化戊糖磷酸途径的第一步反应, 即6-磷酸

葡萄糖的脱氢, 是磷酸戊糖途径的限速步骤[1,2]。在高等

植物中的胞质和质体中都存在G6PDH, 质体G6PDH的

氨基酸序列比胞质G6PDH多一段转运肽序列。近期

的研究表明质体 G6PDH 又可以分为 P1 (P1-G6PDH)

和P2 (P2-G6PDH) 两种亚型, 不同亚型的G6PDH活性

有所差别[23]。G6PDH在植物生长发育和胁迫响应中发

挥重要作用。目前已经在多种植物中研究了G6PDH家

族基因的功能, 但是关于白木香中的基因研究尚未见

报道。本研究根据NCBI的序列和白木香愈伤组织转

录测序结果分析, 通过 RT-PCR 方法从白木香愈伤组

织中克隆得到3条AsG6PDHs基因的全长 cDNA序列。

AsG6PDH1、AsG6PDH2、AsG6PDH3 都 含 有 植 物

Figure 11 Changes of G6PDH activity in Aquilaria sinensis Calli

under different abiotic stresses. n = 3,
-
x ± s

Figure 8 Relative expression level of AsG6PDH1 gene under

different abiotic stresses in Aquilaria sinensis Calli. *P<0.05, **P<

0.01, ***P<0.001 vs control. Note: Repeat 3 samples, each for 3 times

Figure 9 Relative expression level of AsG6PDH2 gene under

different abiotic stresses in Aquilaria sinensis Calli. *P<0.05, **P<

0.01 vs control. Note: Repeat 3 samples, each for 3 times

Figure 10 Relative expression level of AsG6PDH3 gene under

different abiotic stresses in Aquilaria sinensis Calli. *P<0.05, **P<

0.01, ***P<0.001 vs control. Note: Repeat 3 samples, each for 3 times
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G6PDH的保守序列Rossman fold、活性位点和NAPD+

的结合位点, 通过与NCBI中的植物中其他的G6PDH序

列进行比对, 白木香中的3个AsG6PDHs蛋白与其他植

物中的G6PDH蛋白同源性比较高, 分别是80%～85%、

78%～85%、84%～89%。进化树结果表明AsG6PDH1

属于质体P2-G6PDH, AsG6PDH2属于质体P1-G6PDH,

AsG6PDH3属于胞质G6PDH。首次在大肠杆菌尝试表

达白木香的AsG6PDHs蛋白, 希望能够在蛋白水平上

研究白木香中AsG6PDHs的生物学功能。通过构建原

核表达载体 pET28a-AsG6PDH1、pET28a-AsG6PDH2

和 pET28a-AsG6PDH3在BL21 (DE3)菌株中诱导白木香

AsG6PDHs蛋白, 实验结果表明 AsG6PDH3 重组蛋白

能够以可溶性蛋白存在, 而AsG6PDH1和AsG6PDH2

可能由于含有转运肽, 在BL21 (DE3) 菌株不能够被诱

导产生重组蛋白。这些实验结果为进一步研究

AsG6PDHs的功能奠定基础。

基因在不同组织中的表达模式可为基因功能研究

提供初步线索[24]。通过基因组分析发现拟南芥中含有

6个G6PDH基因, 其中包括 4个质体G6PDH和 2个胞

质 G6PDH, 其中质体 AtG6PDH1 主要在花中表达 ,

AtG6PDH2和AtG6PDH3主要在根中表达, AtG6PDH4

主要在茎中表达; 胞质AtG6PDH5主要在叶和茎中表

达, 而质体 AtG6PDH6在组织中分布比较均匀[25]。土

豆中质体 G6PDH 基因主要在根和叶中表达[4]。甘蔗

中胞质 ScG6PDH在各组织中的表达量都比较高, 在茎

中表达量最高[26]。与以前的研究结果相似, 在白木香

中 , 质体 AsG6PDH1 和 AsG6PDH2 主要在根中表达 ,

胞质AsG6PDH3在各组织中表达量都比较高, 在茎中

表达量最高。

白木香只有在受到各种胁迫伤害产生防御反应后

才能够产生沉香, 因此研究白木香响应胁迫的分子机制

对于阐明沉香的结香机制具有重要意义。近期研究结果

表明G6PDH在植物防御反应过程起到重要作用。盐

胁迫、干旱胁迫是植物最常见的胁迫, 严重制约着植物的

生长发育。目前研究表明G6PDH在植物抗盐、抗干旱

过程中起到非常积极的作用。如芦苇愈伤组织抗盐过程

中G6PDH能够通过调节愈伤组织中谷胱甘肽含量, 从

而提高愈伤组织的抗干旱能力[22]; 小麦中高盐能够诱

导小麦中质体和胞质型G6PDH基因的表达, 提高植物

体内 G6PDH 酶活性[8]; 在大豆根中, 干旱条件下能够

提高根中质体和胞质型G6PDH基因的转录水平, 提高

跟中G6PDH酶活性, 从而调节根的谷胱甘肽含量, 促进

根在干旱条件下的生长发育[9]。本研究表明, 盐、干旱胁

迫都能够诱导白木香中3个AsG6PDHs基因的表达, 其

中盐胁迫显著提高AsG6PDH1和AsG6PDH3的表达水

平,而干旱胁迫能够显著提高AsG6PDH1和AsG6PDH2的

转录水平, 同时盐、干旱胁迫也能够显著提高G6PDH酶

活性。因此G6PDH在白木香抗盐和抗干旱胁迫过程

中起到重要作用。

G6PDH在植物抗低温胁迫过程中起到重要的作

用。烟草中过表达胞质PsG6PDH基因能够提高植物

的抗冻性[27]; 腊梅中的胞质 G6PDH 的表达受到低温

的诱导, 说明其在腊梅抗冻过程中起到重要作用[28]; 小

麦中质体 G6PDH 和胞质 G6PDH 都受到低温胁迫的

影响, 但是胞质G6PDH的基因表达量的变化远高于质

体G6PDH的表达量的变化, 表明胞质亚型在冬小麦响

应低温胁迫中发挥重要作用[7]。本研究表明, 白木香

中质体型 G6PDH基因 AsG6PDH1和 AsG6PDH2及胞

质型AsG6PDH3的表达均受到低温胁迫的诱导, 其中

AsG6PDH3基因转录水平变化最显著, 此外G6PDH酶

活性也受到低温的诱导, 因此白木香中G6PDH能够响

应低温胁迫, AsG6PDH3可能发挥主要作用。

相比之下, 关于不同类型的G6PDH基因在植物抗

重金属胁迫中的作用研究的比较少。以前的研究表

明, 当土壤中的铝浓度增加时, 植物中G6PDH酶活性

增加[29]; 甘蔗的胞质 ScG6PDH 在重金属镉的诱导下,

其表达水平显著升高, 同时植物的G6PDH活性也显著

升高。但是关于质体G6PDH对重金属胁迫的影响目

前未见报道[26]。本研究表明, 重金属镉胁迫下, 白木香

中 3 个 AsG6PDHs 基因的表达量均升高 , 其中质体

AsG6PDH3 和胞质 AsG6PDH2 的转录水平显著升高 ,

G6PDH酶活性也在 12 h显著增加, 因此 G6PDH在白

木香响应重金属胁迫中起到重要作用, 其中AsG6PDH3

和 AsG6PDH2 可能发挥主要作用。白木香中 3 个

AsG6PDHs基因的克隆、器官特异性分析、非生物胁迫

下的表达分析及G6PDH酶活性在非生物胁迫下的影

响分析为进一步研究G6PDH在植物胁迫应答中的作

用机制研究奠定基础, 同时也有利于进一步研究白木

香的结香机制。
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